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Abstrakt

Tato bakalarska prace byla zaméfena na kultivace kvasinky Phaffia rhodozyma na rtiznych
zdrojich uhliku v laboratornich podminkéch a na optimalizace kokultiva¢nich podminek kmene
kvasinky Phaffia rhodozyma s vybranymi kmeny autotrofnich mikroorganismti na médiich
S nejvhodnéjsimi zdroji uhliku. Sledovanymi kmeny kvasinek mikroorganismii byly kvasinka
Phaffia rhodozyma (CCY 77-1) a mikrotfasa Desmodesmus communis (CCALA 464). Kultivace
probihaly na médiich s obsahem gluk6zy, glycerolu, kdvového oleje, fritovaciho oleje,
ethanolu, isopropanolu, methanolu, melasy, lihového odpadu.

Prace je rozd€lena na dvé hlavni Casti, teoretickou cast, a praktickou cast. Teoretickd cast
zahrnuje informace o vyuzitém rodu kvasinek a mikrofas, popis odpadnich substratu,
sledovanych metabolitt a metody analyzy téchto latek. Experimentalni ¢ast je zaméfena na
kultivaci, kokultivaci a na optimalizaci produkénich médiich. Byly popsany podminky
kultivace, zpracovani biomasy, analyza metabolita a ziskané vysledky.

Kli¢ova slova: karotenogenni kvasinky, mikrofasy, kokultivace, ubichinon, mastné
kyseliny, chlorofyl



Abstract

This bachelor thesis was focused on the cultivation of Phaffia rhodozyma yeast on different
carbon sources in laboratory conditions and on the optimization of co-cultivation conditions of
Phaffia rhodozyma yeast strain with selected strains of autotrophic microorganisms on media
with the most suitable carbon sources. The yeast strains of microorganisms under study were
the yeast Phaffia rhodozyma (CCY 77-1) and the microalgae Desmodesmus communis
(CCALA 464). Cultures were carried out on media containing glucose, glycerol, coffee oil,
frying oil, ethanol, isopropanol, methanol, molasses, and waste alcohol.

The work is divided into two main parts, theoretical part, and practical part. The theoretical part
includes information about the yeast and microalgae genus used, description of waste
substrates, metabolites monitored and methods of analysis of these substances. The
experimental part focuses on cultivation, co-cultivation and optimization of production media.
Cultivation conditions, biomass processing, metabolite analysis and the results obtained have
been described

Keywords: carotenogenic yeasts, microalgae, co-cultivation, ubiquinone, fatty acids,
chlorophyll
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1 UvOD

V dnesni dobé se v biotechnologickém vyzkumu zamétujeme na hleddni novych zpasob,
jak zvysit produkci biomasy a bioprodukti. Jednou z potencialné revolu¢nich metod je
kokultivace kvasinek s mikrofasami, kterd nabizi moznosti vyuziti jejich schopnosti pro
efektivni vyrobu cennych latek. Tato nova strategie vyvolava zajem védecké komunity diky své
schopnosti maximalizovat vytéZznost biomasy a souc¢asné optimalizovat produkci bioprodukti.
Kvasinky a mikrofasy jsou oba jednobunééné mikroorganismy s potencialem k vyrob¢ riznych
druhii bioproduktii, jako jsou biopaliva, bioplasty, enzymy, vitaminy a dal$i. Zatimco kvasinky
exceluji ve fermentaci a tvorbé ethanolu a jinych organickych slou€enin, mikrotfasy se
specializuji na fotosyntézu a tvorbu polysacharidd, lipidt a dal$ich hodnotnych latek. Spojeni
téchto dvou mikroorganismi umoznuje vyuzit jejich specifické schopnosti a synergické
interakce k maximalizaci produkce.

Kli¢ovymi faktory ovliviiujicimi efektivitu kokultivace kvasinek s mikrofasami jsou selekce
vhodnych kmenil, optimalizace podminek kultivace (jako je teplota, pH, osvétleni a Ziviny) a
porozuméni interakcim mezi jednotlivymi druhy. Tyto faktory mohou ovlivnit produkci
biomasy, pomér mezi produkovanymi latkami a celkovou vytéznost.

Perspektivy budouciho rozvoje v této oblasti zahrnuji moznost vyuziti kokultivace jako
udrzitelného a efektivniho zplisobu produkce biomasy a bioproduktti s niz§imi naklady a
mensSim vlivem na Zzivotni prostfedi. Tento novy pfistup muize oteviit dvefe pro inovace V
bioenergetice, biotechnologii a obnovitelnych zdrojich, coz by mohlo mit dalekosahlé dopady
na ekonomiku a zivotni prosttedi.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotické heterotrofni mikroorganismy patiici do #ise hub. V piirod¢ se vy-
skytuji bud’ jako jednobunétné organismy anebo ve formé vétvenych vlaken — kolonii. Na
rozdil od vétSiny ostatnich eukaryot maji kvasinky silnou a pevnou buné¢nou sténu. Tvar
kvasinkové bunky, coz je rodové specificka vlastnost, je do zna¢né miry dan zplsobem
vegetativniho rozmnozovani a mize byt do jisté miry ovlivnéna podminkami prostiedi, napf.
povrchovym napétim, slozenim zivného média, redoxnim potencialem atd. Velikost bunck se
pohybuje mezi 3-15 pm v zavislosti na rodu a kultiva¢nich podminkach. Zakladnim tvarem
kvasinkové buriky je rotaéni elipsoid se dvéma moznymi variantami-blize ke kulatému tvaru
nebo k protdhlému az vlaknitému tvaru. Pro zdroj uhliku a energie mohou kvasinky rozkladat
cukry pomoci dvou metabolickych cest: aerobni respirace a fermentace [1].

V soucasné dobé maji kvasinky mimotadny vyznam mezi ostatnimi priamyslovymi
mikroorganismy, zejména v potravinaiském primyslu pii vyrob¢ chleba, alkoholickych napoji
a potravinafské a krmné biomasy [1].

2.1.1 RozmnoZovani kvasinek

Na rozdil od bakterii se kvasinky mohou rozmnoZovat vegetativné (nepohlavné€) 1 sexudlné
(pohlavng). Nékteré tzv. asporogenni kvasinky se mnozi pouze vegetativné. Vegetativni
rozmnozovani mize probihat bud’ pomoci dé€leni nebo pomoci puceni, pohlavni pak pomoci
spajeni dvou matefskych bunék za vzniku spor [2].

2.1.1.1 Vegetativni rozmnoZovani

Vétsina kvasinek se vegetativné rozmnozuje pucenim, rody tvofici pravé mycelium potom
pricnym délenim. Pfi rozmnoZovani pomoci puceni na matei'ské buiice se vytvoii pupen, ktery
se postupn¢ zvétsuje. Po dosazeni dostatecné velikosti se pupen oddé€li od matefské bunky a
vytvoii jizvy. Cely cyklus bunééného de€leni trva za optimalnich podminek asi dvé hodiny a je
regulovan velkym poctem gend [2].

2.1.1.2 Pohlavni rozmnozovani

Protoze bunky kvasinek patii mezi eukaryota, mohou se rozmnozovat i pohlavné. Pfi tomto
typu rozmnozovani se vytvaii pohlavni spory. Nejprve probéhne spajeni dvou gamet, které jsou
haploidni. Po spajeni vznikne buiika diploidni (zygota), v niZ se jadro rozd¢€li procesem meidzy
za vzniku ¢tyt identickych bunék, znovu haploidnich. Z téch se pozdéji vytvaii pohlavni spory.
Pohlavni rozmnozovani je typické pro Saccharomyces cerevisiae a nékteré zastupce rodu
Candida [3].

2.1.2 Stavba bunky kvasinek
Z hlediska bunécné struktury patii kvasinky mezi eukaryota. Kvasinkova buiika ma bunécnou

sténu, cytoplazmatickou membranu, cytoplazmu, jadro, mitochondrie, ribozomy, lyzozomy,
vakuoly, inkluze ulozenych zivin a jiné membranové struktury (Obrazek 1) [4], [5].



1. Buné¢na sténa

2. Jizva zrodu

3. Cytoplazmatickd membrana
4. Jadro

5. Jadernd membrana

6. Vakuola

7. Endoplazmatické retikulum
8. Mitochondrie

9. Glykogen

10. Polymetafosfat

11. Lipidova sloZzka

12. Golgiho aparat

Obrézek 1: Struktura kvasinkové buriky [5]

2.1.2.1 Bunécna sténa kvasinky

Bunécna sténa hraje dilezitou roli pii fizeni osmotickych a permeabilnich vlastnosti bunky.
Zajistuje také transport zivin do bunky a odstranovani bunéénych odpadnich produkta.
Buné¢na sténa kvasinek je pomérné silna struktura, ktera tvoii 15-25 % celkové suché
hmotnosti buiiky. Hlavnimi strukturnimi slozkami bunécéné stény kvasinek jsou polysacharidy,
které tvoii 80-90 % stény. Jedna se pfedevsim o glukany a manany s malym podilem chitinu

[4].
2.1.2.2 Cytoplazmaticka membrana

Plazmatickou membranu lze popsat jako lipidovou dvojvrstvu s c¢asticemi globularnich
proteinid. Lipidové slozky se skladaji z fosfolipida a sterol. Fosfolipidy dodavaji membrané
tekutost a steroly jeji tuhost. Jeji hlavni funkci je regulovat vstup zivin do buiiky a vylucovat
metabolické produkty do extracelularniho prostoru [4].

2.1.2.3 Cytoplazma a organely

Cytoplazma mladych bunék kvasinek ma homogenni a pruhledny vzhled, zatimco ve starSich
bunkach se za¢inaji objevovat inkluze a vétsi vakuoly. Cytoplazma obsahuje systém dvojitych
membrén nazyvany endoplazmatické retikulum, kde probih& proteosyntéza. V cytoplazmé
kvasinek se dale nachazeji mitochondrie, které jsou slozeny z bilkovin, lipidu a fosfolipidi.
Tyto struktury obsahuji také RNA a malé mnozstvi DNA, ktera ptedstavuje nosi¢ mimojaderné
dédicnosti kvasinek. Mitochondrie slouzi jako misto pro dychaci enzymy a systém oxidacni
fosforylace, a také jako misto syntézy nékterych mitochondridlnich bilkovin, vCetné tRNA,
mRNA a ribozoml. Vakuoly jsou vyraznou soucasti cytoplazmy kvasinek a obsahuji
hydrolytické enzymy. Tyto struktury slouZi jako misto, kde probiha rozklad buné¢nych struktur
s kratkym zivotnim cyklem, které se neustale obnovuji a rozkladaji v bunice. Golgiho aparat ma
funkci transportovat prekurzory bunécné stény z cytoplazmy ptes cytoplazmatickou membranu.
Kromé strukturnich Utvarii se v cytoplazmé kvasinek nachazeji zietelnd zrnicka rezervnich
latek. Mezi ostatni slozky cytoplazmy patii ribozomy, ribonukleové kyseliny, enzymy,
nukleosidy, = meziprodukty = metabolismu  véetné  nekterych  vitamind  zasoby
aminokyselin, n¢které anorganické ionty atd [6].
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2.1.2.4 Jéadro

Jadro kvasinky je od cytoplazmy oddéleno dvojitou jadernou membranou s velkymi pory a
nachazi se zhruba uprostied bunky. Jadro kvasinky, stejné jako jadra ostatnich eukaryotickych
bunck, obsahuje geneticky materidl v podobé DNA, ktera nese dédi¢nou informaci a fidi
biologické procesy. V jadie jsou chromozomy, které nesou geny kodujici proteiny a regulujici
bunééné funkce. Jadro obsahuje také nukleoly, kde probiha syntéza ribozomalni RNA (rRNA),
ktera je nezbytna pro sestaveni ribozomu a proces translace bilkovin. Dulezitou funkci jadra je
regulace genové exprese a udrzovani integrity genomu [6].

2.1.3 Karotenogenni kvasinky

Karotenogenni kvasinky jsou nesourodou skupinou mikroskopickych hub schopnych
produkovat velké mnozstvi karotenoidnich pigmentd, coz je pti¢inou jejich charakteristického
Cerveného zbarveni. Hlavnimi pigmenty kvasinek jsou [-karoten, y-karoten, torulen,
torularhodin, astaxantin. Uvadi se, Ze za stresovych podminek dochazi k akumulaci téchto
karotenoidd. Syntéza karotenoidil je ovlivnéna ptistupem svétla, kysliku a teplotou kultivace.

Rhodosporidium nebo Sporidiobolus [5].

2.1.3.1 Phaffia rhodozyma

Phaffia rhodozyma je bazidiomycetni ruzova kvasinka, ktera se donedavna vyskytovala
vyhradné ve slizovych tocich nékterych listna¢i na severni polokouli. Jedna se o vegetativni
bunky, které maji elipsoidni tvar, vyskytuji se jednotliveé, v parech a nékdy v kratkych fetézcich
a rozmnoZzuji se enteroblastickym pucenim. Syntetizuji karotenoidni pigmenty, které dodavaji
bunkdm cCervenou nebo lososové cCervenou barvu. P. rhodozyma patii do celedi
Cryptococcaceae. Literatura uvadi, ze jeji biomasa obsahuje astaxantin v koncentraci piiblizné
3 mg/g produktu. Diky vysokému obsahu astaxanthinu se Phaffia rhodozyma muiZe pouzivat
jako zdroj barviva, které dodava obvykle bilému masu lososovitych ryb a korysu chovanych
Vv ohradé pozadovanou oranzové ¢ervenou barvu (Obrazek 2) [7], [8].

Obrazek 2: Phaffia rhodozyma
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2.2 Rasy

Rasy jsou skupinou prevazné vodnich, fotosyntetickych a eukaryotickych organismi (s
vyjimkou prokaryotickych sinic), které nemaji pravé kotfeny, stonky, listy a specializované
mnohobunééné rozmnozovaci struktury cévnatych rostlin. Jejich fotosyntetické pigmenty jsou
také rozmanitéj$i nez u rostlin a jejich buiiky maji vlastnosti, které se u rostlin a zivoc¢ichl
nevyskytuji. Kromé toho, ze fasy plni ekologickou tlohu producenta kysliku a jsou potravni
zakladnou témé&f vSech vodnich zivocichi, jsou hospodaisky vyznamné jako zdroj ropy a jako
zdroj potravin a nékterych farmaceutickych a praimyslovych vyrobka pro ¢lovéka [9].

2.2.1 Klasifikace ras

Systémova klasifikace fas je od poloviny 19. stoleti zaloZzena na slozeni jejich pigmentt. Do
fiSe fas pati dvé hlavni podskupiny: makrofasy a mikrotasy (Obrézek 3) [9].

Makrofasy jsou makroskopické a skladaji se ze tii hlavnich skupin: Chlorophyta
(makroskopické zelené makrotasy), Rhodophyta (¢ervené makrotasy) a Phaeophyta (hnédé
makrofasy). Jsou to necévnaté rostliny [9].

Mikrofasy jsou mikroskopické a fadime je do skupin: Cyanophyta, Pyrrophyta (dinoflagelaty),
Chrysophyta (rozsivky a zlatohnédé fasy) a Chlorophyta (mikroskopické zelené tasy) [9].

Chlorophyta

(makroskopické zelené makrofasy)

Rhodophyta

(Cervené makrofasy)

Mikrofasy

Phaeophyta
(hnédé makrofasy)

Rasy

Cyanophyta

(sinice)

Pyrrophyta
(dinoflagelaty)

Makrofasy

Chrysophyta
(rozsivky a zlatohnédé rasy)

Chlorophyta

(mikroskopické zelené Fasy)

Obrazek 3: Schéma systematické klasifikace ras

2.2.2 Stavba buiiky ras

Rasova buiika ma stavbu eukaryotické buiiky, obsahuje jadro, cytoplazmu, membrany a
organely. Jednim z hlavnich rozdili je pfitomnost chloroplastti oproti bunikam kvasinek.
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Tyto organely jsou specializované na proces fotosyntézy v bunkach zelenych rostlin a fas.
Obsahuji pigment chlorofyl, ktery pohlcuje svétlo a vyuziva ho ve fotosyntéze, kdy se svétlo
pfeménuje na chemickou energii. Builka fas méa jednoduchou morfologii, ktera se mize u
jednotlivych druhti lisit. Obecné se jednd o jednobunééné nebo mnohobunééné organismy.
Mohou mit rtizné tvary a velikosti, od mikroskopickych az po mnohobunééné makroskopické
formy. Bunééna sténa tas se sklada z celulozy, kterd obklopuje bunku a poskytuje ji tvar a
ochranu. Burika obsahuje také vakuoly, které slouzi jako zasobarny latek. Jadro buniky fas
obsahuje geneticky material (DNA) potiebny k fizeni bunéénych funkci a prenosu genetické
informace. N¢které fasy maji také pohyblivé struktury, jako jsou stopky nebo fasinky, které jim
pomahaji pohybovat se ve vodé [10], [11], [12], [13].

2.2.3 RozmnozZovani mikroras

Rasy se mohou rozmnozovat vegetativné délenim jedné buiky, nepohlavné tvorbou
pohyblivych spor nebo pohlavné spojenim gamet. Vegetativni a nepohlavni zplsoby
rozmnozovani umoziuji stabilitu ptizptisobeného genotypu v ramci druhu z generace na
generaci. Oba zpisoby poskytuji rychly a vyhodny zptsob zvySovani poétu jedincu pii
souCasném omezeni genetické variability. Pohlavni zptisob zahrnuje plazmogamii (spojeni
bungk), karyogamii (spojeni jader), spojeni chromozomu/genti a meidzu, coz vede ke genetické
rekombinaci. Pohlavni rozmnozovani umoziuje variabilitu, je ale nevyhodné potencionalnim
plytvanim nespafenych gamet [14].

2.2.4 Desmodesmus communis

Desmodesmus je rod zelenych fas patiici do skupiny Chlorophyta. Buriky rodu Desmodesmus
maji charakteristicky tvar, Casto pfipominajici pismena "W" nebo "M", ktery je vysledkem
rozdéleni bunky do dvou symetrickych casti spojenych stfedni Casti. Tento tvar umoziuje
bunkam spojovat se do fetézct nebo kolonii, které mohou tvofit zelené povlaky na hladiné
vody. Desmodesmus je soucasti fytoplanktonu a hraje dileZitou roli ve vodnich ekosystémech
jako zdroj potravy pro vodni organismy, anebo jako producent kysliku (Obrazek 4) [12], [15]

Obrézek 4: Desmodesmus communis[16]
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2.3 Vyznamné metabolity produkované pouZzitymi mikroorganizmy

2.3.1 Karotenoidy
Karotenoidy jsou jednou z nejzajimavéjsich, nejhojnéjSich a nejrozsifenéjSich skupin
lipofilnich pfirodnich pigmenti, které jsou zodpovédné za Cervenou, oranzovou a zlutou barvu.
Vyskytuji se v rostlinach, fasach, houbach, mikroorganismech a zivocisich [17].

Karotenoidy jsou pritomny ve vSech fotosyntetickych rostlinnych tkanich jako fotochemicky
aktivni slozky plastidi zvanych chromoplasty. V soucasné dobé je zndmo asi 700
raznych karotenoidnich pigmentu, které se vyskytuji v ptirodé [18].

2.3.1.1 Chemickéa struktura karotenoidii

VétSina karotenoidnich latek patii mezi tetraterpenoidy. Jejich struktura obsahuje osm
izoprenovych jednotek. VétSina karotenoidi obsahuje linearni uhlovodikovou patet C40
obsahujici 3 az 15 konjugovanych dvojnych vazeb. Pocet dvojnych vazeb do zna¢né miry
urcuje spektralni vlastnosti dan¢ho karotenoidu, ktery obvykle absorbuje svétlo v oblasti 400
az 500 nm [17], [18].

Karotenoidy Ize rozdélit podle jejich chemické struktury na 2 zakladni skupiny:

Podle obsahu kysliku:
— Karoteny — uhlovodiky tvofené linearnim uhlovodikovym fetézcem (napft. lykopen).
— Xantofyly — kyslikaté slouc¢eniny odvozené jako biochemické oxidace karotend. Jsou
hlavnimi karotenoidy rostlin (napf. lutein, kantaxantin).

Podle struktury fetézce:
— Acyklické — fetézec obsahuje linearni zakonéeni (lykopen).
— Monocyklicke — fetézec obsahuje jeden konec zakonceny péti¢lennym ¢i SestiClennym
cyklem.
— Dicyklicke — tetézec obsahuje 2 cykly (B-karoten) [18].

2.3.1.2 Biosyntéza karotenoidii
Biosyntéza karotenoida obvykle zahrnuje tfi hlavni faze:

Zactina preménou acetyl-CoOA na 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA), kterou
katalyzuje HMG-CoA syntéza. Poté se z HMG-CoA tvoii kyselina mevalonova (MVA), coZ je
prvni krok v biosyntetické draze terpenoidu [19].

Poté se MVA pifeménuje na isopentenylpyrofosfat (IPP) v disledku série reakci, které
zahrnuji dvojitou fosforylaci kinazou s naslednou dekarboxylaci na IPP. IPP se nasledné isom
erizuje na dimethylallylpyrofosfat (DMAPP) a tfi molekuly IPP se postupné ptipojuji k
DMAPP. Tyto reakce katalyzuje  prenyltransferaza, ¢imz  vznikd  spojeni
C20-geranylgeranylpyrofosfat (GGPP). Kondenzace dvou molekul GGPP vede k fytoenu, ktery
je nasledné desaturovan na lykopén. Jelikoz lykopen je zcela trans-vazebny, isomerizace prvni
nebo druhé dvojné vazby fytoénu musi probihat ve stejném procesu desaturace. [19].
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Lykopen, hlavni produkt, podléhd dalsim metabolickym reakcim, jako je cyklizace,
hydroxylace a oxidace, jejichz vysledkem je tvorba p-karotenu, y-karotenu, torulenu,
torularhodinu a astaxanthinu. Tyto reakce urcuji konecnou strukturu a vlastnosti
karotenoidu [19].

Biosyntéza karotenoidii tedy zahrnuje slozité¢ metabolické drahy, jejichz vysledkem je tvorba
riznych typt karotenoidt (Obréazek 5) [19].

acetoacetyl-CoA + acetyl-CoA
lhydroxynwthyi’g!umry!—COA syntdza
3-hydroxy-3-me thyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA)
hydroxymethylglutaryl-CoA reduktdiza
Mevalonst (MVA)
mevalonat kindza
Mevalonatfosfit (MVP)
osfomevalondt kindza
Mevalonatdifos it (MVPP)
difosfomevalondt dekarboxyldza
Izopente nyldifos it (IPP)
zomerace
Dime thylallyldifos fit (DM APP)
IPP — | prenyl transferdza
Geranyldifos fat (GPP)
IPP — ™| prenyl transferdza
Steroly < Farnesyldifosfit (FPP) —— Karotenoidy C 5,
IPP — ™| prenyl transferdza
Geranylge ranyldifosfit (GGPP)
GGPP — ™| fytoen syntdza
Fytoen

Karotenoidy C 4,

Obréazek 5: Schéma syntézy karotenoidii [20]

2.3.2 Lipidy
Lipidy jsou heterogenni skupina organickych latek, které vykazuji nizkou rozpustnost ve vode¢,

zatimco jsou snadno rozpustné v organickych rozpoustédlech. Zahrnuji latky, jako jsou
tuky, oleje, vosky a steroidy [21].
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Podle funkce je Ize rozdélit na:

a. Zasobni lipidy jsou jednou z hlavnich z&sobaren chemické energie.

b. Stavebni lipidy maji v organismech funkci strukturni. Slozené polarni lipidy jsou
soucasti biologickych membran.

c. Ochranna tukova tkan tepelné a, mechanicky izoluje.

d. Regulaéni steroidni hormony, eikosanoidy, vitaminy A, D, E a K [21].

Podle chemického slozeni se lipidy déli do tfi hlavnich skupin:

a. Homolipidy, coz jsou slouc¢eniny mastnych kyselin a alkoholi.

b. Heterolipidy, coz jsou lipidy obsahujici kromé mastnych kyselin a alkoholu také dalsi
kovalentné vazané slouceniny.

c. 'V komplexnich lipidech jsou pfitomny jak homolipidy, tak heterolipidy, ale kromé
kovalentnich vazeb jsou né€které slozky vazany rtiznymi fyzikalnimi interakcemi, jako
jsou vodikové vazby nebo hydrofobni interakce [22].

2.3.2.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny, jsou alifatické monokarboxylové kyseliny s dlouhymi, az na vyjimky
nerozvétvenymi, fetézci o 4 az 26 atomech uhliku a jsou hlavni slozkou molekul lipida [22].
V piirod¢ se vyskytuje vice nez 50 rliznych mastnych kyselin, ale kyseliny s vice nez 10-12
atomy uhliku se obvykle ve volné form¢ v bunikadch nevyskytuji. Vétsina molekul piirodnich
mastnych kyselin obsahuje sudy pocet atomu uhliku [23].

Mastneé kyseliny mohou byt nasycené nebo nenasycene.
Nasycenémastné kyseliny jsou pfevazné tuhé a nejbéznéjsimi zastupci jsou palmitova kyselina
a stearova kyselina. Nenasycené mastné kyseliny jsou olejovité latky. Obsahuji jednu nebo vice
dvojnych vazeb ptiblizné v polovin¢ molekuly. Dvojné vazby jsou vzdy v konfiguraci cis [23].

//0
/\/\/\/\/\/\/\/\/[\
H4C OH

18 1.0
H c/\/\/\/\_:/\/\/\/\ Z

3 09 C\OH
Obrazek 6: Strukturni vzorec palmitové kyseliny a kyseliny olejové [23]

2.3.2.2 Biosyntéza mastnych kyselin

Biosyntéza mastnych kyselin je lokalizovana v cytosolu. Proces biosyntézy mastnych kyselin
zacina s acetyl-COA jako vychozi latkou. Pfi pohledu na princip vyroby mastnych kyselin je
ziejmé, Ze jde o redukci acetylu na —CH, — CH, — zbytky.

Prvnim krokem v cesté syntézy mastnych kyselin je modifikace prvni molekuly acetyl-CoA na
acetyl-ACP, ktera je katalyzovana enzymem acetyl-CoA-transacetylazou.

DalSim krokem je karboxylace acetyl-CoA a prodlouzeni jeho fetézce o jeden uhlik na
energeticky bohatsi malonyl-CoA probihd na enzymatickém komplexu ligazy acetyl-CoA
karboxylazy.

Sled reakci, jejichz vysledkem je syntéza malonyl-ACP z malonyl-CoA. Malonyl-ACP slouzi
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jako nosi¢ substrati a meziproduktt vznikly v disledku c¢innosti jednotlivych enzymu
syntetdzového komplexu.

Tento prodlouzeny acyl se prenese z cSH raménka ACP na thiolovou skupinu zbytku cysteinu
jednoho z enzymt komplexu, b - oxoacylsynthetasy. Na uvoliiend cSH raménka ACP se ptipo
ji dalsi malonylova skupina a probéhne novy sled reakci. Tyto cykly se opakuji, az vznikne pa
Imitolovy zbytek, ktery se pak uvolni jako palmytoyl-CoA [23].

Acetyl-CoA

H,C SCoA
l Acetyl-CoA karboxylasa

(@) O ®)
AcetyI-CoA MMalonyl-CoA
H3C SCoA HO SCoA
lAcetyl-COA transacetylasa l Malonyl-CoA transacetylasa

O

O
H Acetyl-ACP I Malonyl-ACP
H.C /\ /k/\‘L
3 ACP
1-ACP- th
[B-oxoacy syn asa\ % o,
MAcetoacetyl-ACP

l B -ketoacyl-ACP reduktasa
OH

J\/\ [-hydroxybutyryll-ACP

B-hydroxyacyl-ACP
dehydrogenasa

O
/\/U\ a, 3 -trans-butenoyl-ACP
HC™ ™ ACP

l enoyl- o, 3 reduktasa
O]

/\)k butyryl-ACP

O

M palmitoyl-ACP

Obrazek 7: Biosyntéza mastnych kyselin [24]
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2.3.3 Ergosterol

Jedné se o sterol, ktery se nachazi v houbach, plisnich a nékterych mikroorganismech.
Nachazi se v bunéénych sténach a hraje kli¢ovou roli v udrzovani funkce lipidické membrany.
Jeho pfitomnost ovliviiuje permeabilitu bunééné membrany a aktivitu membranovych enzymu.
Také je ptitomen v cytosolu, kde ma klicovou ulohu v metabolickych procesech.

Ergosterol ma fyziologickou roli u kvasinek, protoze se ucastni regulace proteinkindzy, ktera
je nezbytna pro spusténi procesu rastu kvasinek. V ¢istém stavu se ergosterol vyskytuje jako
bild krystalicka latka. Je silné rozpustny v tucich, zatimco téméf nerozpustny ve vodé. Pii
hydrolyze v alkalickém prostfedi nevytvaii vodny produkt, coz jej odlisuje od lipida, které
podléhaji zmydelnéni.

Ergosterol jako hlavni steroid hub a nékterych mikroorganismti 1ze vyuzit k jejich detekci. Mezi
jinymi vlastnostmi ma ergosterol pozitivni dopad na lidské zdravi tim, Ze se po ozafenim
pfeménuje na vitamin D2 [25].

Obréazek 8: Strukturni vzorec ergosterolu [24]

2.3.4 Ubichinon

Ubichinon, také znamy jako koenzym Q10 nebo jen Q10, je tukem rozpustna vitaminu-podobnéa
latka, ktera hraje klicovou roli v procesu oxida¢ni fosforylace v buiikach téla. Sklada se z
izoprenoidnich blokt spojenych s chinonovou hlavni skupinou, ktera obsahuje dvé funk¢ni
skupiny: karbonylovou a hydroxylovou.

Ubichinon chrani bunééné membrany a nizko-lipidové lipoproteiny séra pied oxidaci lipidu a
také chrani mitochondridlni membranové proteiny a DNA pifed poSkozenim zplisobenym
oxida¢nim pisobenim volnych radikalti. Taky ucinkuje jako soucast mitochondrialniho
dychaciho fetézce a jako antioxidant ve své zredukované form¢ - ubichinol.

Ubichinon muze regenerovat vitamin E z jeho oxidované formy, coZ zvySuje jeho antioxidacni
vlastnosti [23], [26].

Obrazek 9: Strukturni vzorec ubichinonu [24]

2.3.5 Chlorofyl

Chloroplasty obsahuji riizné fotosyntetické pigmenty, z nichz nejdileZzitéjsi je chlorofyl,
Chlorofyl existuje ve c¢tyfech rtznych formach: chlorofyl a, chlorofyl b, chlorofyl ¢ a
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chlorofyl d. Tyto zelené pigmenty jsou umistény v tylakoidech, a jejich molekuly obsahuji
porfyrinovy kruh s centralnim atomem hoié¢iku. Chlorofyl a je hlavnim fotosyntetickym
pigmentem ve vSech skupinach tas [27].

Obréazek 10: Strukturni vzorec chlorofylu o [27]

2.3.5.1 Biosyntéza chlorofylu

Biosyntéza chlorofylu je slozity proces, ktery probiha v chloroplastech.
Hlavni kroky biosyntézy chlorofylu:

Syntéza aminokyselin: Proces za¢ind syntézou aminokyselin, jako je glycin, aspartat a
glutamat, které se nasledné spojuji a vytvaieji dalsi molekuly.
Pfeména na kyselinu 8-aminolevulinovou (3-ALA): Aminokyseliny se spojuji za vzniku
kyseliny delta-aminolevulové (6-ALA), prvniho stabilniho prekurzoru chlorofylu.
Syntéza porfyrinti: Nékolik molekul 5-ALA se spoji a projde cyklickymi reakcemi za vzniku
porfyrinu, jako je protoporfyrin IX.
Ptidani hot¢iku a postrannich fetézct fytolu: Protoporfyrin IX se spoji s hotf¢ikem za vzniku
hoteCnatého protoporfyrinu IX. Poté se pfidaji postranni fetézce fytolu a kondenzuji s
protoporfyrinem za vzniku chlorofylu nebo bakteriochlorofylu.
Chlorofyl nebo bakteriochlorofyl prochazeji fadou strukturnich a funk¢énich zmén, jako je
pridani fytolovych a hydroxylovych skupin.
Chlorofyl se integruje do tylakoidi a vytvaii strukturu zvanou chlorosom, v niz probiha
fotosyntéza [28].

2.4 Odpadni substraty

2.4.1 Fritovaci olej

Fritovaci olej je nejéastéji pouzivany k piipravé pokrmi ve fritéze nebo ke smazeni. Jako
fritovaci olej se bézn€ pouzivaji rostlinné oleje, naptiklad slune¢nicovy, kukufi¢ny, sojovy,
fepkovy a palmovy. Béhem spalovani dochazi k ztrat¢ mnoha cennych latek, které nelze vyuzit
v potravinaiském pramyslu. Tyto odpadni latky mohou byt vSak vyuzivany v
biotechnologickém primyslu jako zdroj uhliku pro kvasinkovou kultivaci [29].

2.4.2 Kavovy olej
Kava je jednim z nejoblibenéjSich ndpojii na svété a kazdorocné se vyprodukuje obrovskeé

mnozstvi odpadu, které dosahuje 6 miliont tun. Proces vyroby instantnich kdvovych napoja
zahrnuje extrakci, pfi niz vznika pevna frakce znama jako kavova sedlina. Ta se obvykle
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pouziva jako palivo pro pramyslova topidla, ale nyni se zacina vyuzivat i v biotechnologiich,
protoze obsahuje cenny kavovy olej.

Tento olej se z kdvové sedliny ziskdva pomoci nepoldrnich rozpoustédel. Vyznacuje se
vysokym obsahem triacylglycerolt, v¢etné mono- a polynenasycenych mastnych kyselin, a je
také vyznamnym zdrojem vitaminu E [30], [31].

2.4.3 Lihovy odpad

Lihovy odpad je vedlej$im produktem primyslové vyroby lihu, jako je vyroba tvrdého lihu,
bioetanolu nebo primyslového lihu. Obsahuje organické zbytky a ptimési z fermentovanych
surovin, jako jsou obiloviny, cukrova titina nebo brambory. Tento odpadni material obsahuje
velké mnozstvi organickych latek, pfevazné bilkovin a lipidi, a je bohaty na vapnik, dusik,
draslik a fosfor [32].

2.4.4 Alkoholy

Alkohol muze slouZit jako zdroj energie pro mikroorganismy béhem procesu kvaseni nebo
aerobni respirace. Mikroorganismy, jako jsou kvasinky nebo bakterie, mohou vyuzivat alkohol,
jako substrat pro produkci energie. V disledku tohoto procesu se alkohol rozklada na
jednodussi uhlikaté molekuly, coz je doprovazeno uvolnénim energie ve formé ATP, coz je
hlavni zdroj energie pro bunétné procesy [18], [21], [22].

2.45 Glukosa

Glukosa je jednoduchy cukr, ktery slouzi jako hlavni zdroj energie pro zivé organismy. Tento
sacharidovy monomer hraje dilezitou roli v bunééném metabolismu. Glukéza se nachazi
v mnoha potravinach, jako je ovoce, zelenina a med, a tvoii dulezitou soucast lidské stravy.
Vyuziva se také v biochemickych procesech k syntéze dalSich dilezitych molekul, vCetné
aminokyselin a nukleovych kyselin [23].

246 Melasa

Kapalny produkt s vysokym obsahem sachardzy ptiblizn€ 50 %, ziskany pti vyrob¢ sachardzy
z cukrové fepy nebo cukrové titiny. Tento produkt je bohatym zdrojem zivin pro
mikroorganismy, ale ma nedostatecny obsah dusiku a fosforu, které jsou nezbytné pro jejich
rust. Proto je nutné tyto mineralni latky pfidat do média v jiné formé [33].

2.4.7 Glycerol

Odpadni glycerol je produkt, ktery vznikd pii vyrobé bionafty nebo jinych produktl
obsahujicich triglyceridy. Nékteré alternativni zplsoby vyuziti glycerolu jsou substraty pro
fermentacni procesy nebo pro vyrobu biosurfaktantii. Dalsi alternativni vyuziti glycerolu je jako
substrat pro kultivaci oleogennich kvasinek. Oleogenni kvasinky maji schopnost vytvaiet a
hromadit lipidy. Pokud jsou péstovany na glycerolu maji kratkou genera¢ni dobu. Glycerol z
vyroby bionafty obsahuje makroziviny, jako je vapnik, draslik, hoi¢ik, sira a sodik [34].
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2.5 Kaultivace mikroogranismu

Rist mikroorganismi v laboratornich podminkach vyzaduje optimalizaci prostfedi pro
maximalni riist kultury a produkci biomasy a dalSich metabolitti.

Rychlost ristu mikroorganismil a jejich vlastnosti fyziologickych se ovliviiuje podminkami
kultivace, predev§im mnozstvim zivin, charakterem zivin a podminkami fyzikalnimi.
Laboratorni kultury se péstuji v specidlné ptipravenych kapalnych médiich, kterd poskytuji
potifebné organické a anorganické ziviny pro bunécny rust. Kultivace kvasinek muze
bytprovadéna také v bioreaktorech, které umoziuji péstovani kvasinkovych bunék ve velkém
méfitku [35].

2.6 Kokultivace mikroogranismu

Kokultivace dvou mikroorganismti mtize vést k vyssi koncentraci biomasy a produkci lipidt ve
srovnani s ¢istymi kulturami.

MozZzné kombinace spolecné kultivace mohou zahrnovat nasledujici  dvojice
mikroorganismu:

— dva riizné heterotrofy

— dva riizné autotrofy

— heterotrofy a autotrofy
Nejperspektivnéjsi je kokultivace heterotrofnich a autotrofnich organismi. Spole¢na kultivace
cervenych kvasinek a mikrofas ma vyuzit pfirozené vymény plyni mezi témito
mikroorganismy k udrzeni jejich zivotni aktivity. Mikrotasy produkuji kyslik, ktery podporuje
rust kvasinek, zatimco kvasinky uvoliuji CO2, ktery podporuje rist fas. Navic pfi lyze bunck
vznikaji stopové prvky, které mohou oba mikroorganismy vyuzit pro svij rust. Tento
symbioticky efekt kokultivace umoziiuje maximalni rast biomasy a vysoké vytézky
lipida ve srovnani s jinymi kultivacnimi metodami [36], [37], [38].

2.7 Metody analyzy bunéénych slozek

2.7.1 Chromatografie

Chromatografie predstavuje jednu z hlavnich analytickych separacnich technik, ktera umoziuje
rozdélovani, identifikaci a kvantifikaci Sirokého spektra organickych 1 anorganickych
latek [39].

V této bakalatské praci byly vyuzity metody vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
a plynové chromatografie (GC).

2.7.2 Plynova chromatografie

Metoda plynové chromatografie se vyuziva k oddélovani plynt a par tékavych latek pomoci
chromatografické kolony, kde jako mobilni faze slouzi inertni plyn. Vzorek v plynné fazi projde
kolonou obsahujici stacionarni fazi, kterd oddéluje slozky vzorku, a za kolonou je detektor,
ktery registruje jednotlivé elu¢ni zony. Metoda vyuZzivéa rozdéleni koncentrace analytu mezi
stacionarni a mobilni fazi na zdkladé adsorpce a rozpousténi, pfi¢emz se predpokladd, ze toto
rozdéleni je rovnovazné. Plynova chromatografie vyuZziva tlakovy spad pro pohyb mobilni faze,
zatimco stacionarni faze je umisténa v koloné. Tato technika je U€inna pro analyzu tékavych
latek a patii mezi nejCastéji pouzivané metody kvantitativni a kvalitativni analyzy, pfi kterych
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se slozky vzorku oddéluji na zaklad¢ jejich distribuce mezi plynnou mobilni a kapalnou nebo
pevnou stacionarni fazi [39], [40], [41], [42], [43].

nastrik detektor zesilovad zapisovaé
n n

M pla g 2| <
A

termostat \

kolona

Obréazek 11: Schéma plynového chromatografu [39]

2.7.3 HPLC (Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie)

Kapalinovéa chromatografie je analyticka metoda vyuzivajici kapalnou mobilni fazi k separaci
slozek vzorku unaSenych chromatografickou kolonou. Hlavni vyhodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) je jeji Siroké spektrum pouZiti, umoZznujici analyzu iontd,
polarnich 1 nepolarnich latek, vCetné tézkych, tepelné nestabilnich a vysokomolekularnich
slouc¢enin. Oproti plynné chromatografii mize HPLC ovliviiovat separaci slozenim mobilni
faze, ktera je aktivni a ma vyznamny podil na procesu oddélovani. V HPLC je stacionarni fazi
kapalina nebo tuha latka zakotvena na tuhém nosi¢i, umisténa v chromatografické koloné.
Vysoka ucinnost separace je dosahovana diky pouziti kolon s malou a dobfe definovanou
velikosti Castic stacionarni faze, coz zajiStuje vysokou hustotu a homogenitu naplné, a tedy i
velky hydrodynamicky odpor [40], [41], [42], [44].

] l—é = [ P ]
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Pumpa Nastfik Detektor
Kolona

Mobilni
faze

Datovy systém

Odpad
Obrazek 12: Schéma HPLC [45]
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3 CIL PRACE

Hlavnim cilem prace je optimalizace kokultivace kvasinky Phaffia rhodozyma s vybranymi
kmeny autotrofnich mikroorganismt. Dosazeni cile bylo fizeno nasledujicimi body:

— Piehledna literarni reSerSe zaméfend na biotechnologii vybrané karotenogenni
kvasinky a mikrofas.

— Kaultivace kvasinky Phaffia rhodozyma na rtiznych zdrojich uhliku.

— Nalezeni nejvhodnéjsich zdrojii a optimalizace kultiva¢nich podminek na médiich s
témito zdroji uhliku.

— Provedeni screeningovych kultivaci s vyuZitim biologického stresu.

— Analyza ziskané biomasy.

— Vyhodnoceni vysledk.
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4 EXPEREMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité ke kultivaci mikroorganismi

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

Pepton z kaseinu, Roth (SRN)

Agar-Agar, Roth (SRN)

D-glukdza monohydrét p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Glycerol Lach-ner, S.r.o. (CR)

Dusiénan sodny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Chlorid véapenaty dihydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Siran hofe&naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-ner (Cesk4 Republika)
Hydrogenfosfore¢nan draselny, Sigma-Aldrich (SRN)
Chlorid sodny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Hydroxid draselny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Kyselina sirova 96% p.a., Penta (CR)

Siran zine¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Siran méd’naty pentahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina borita p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

4.1.2 Chemikalie pro extrakce, transesterifikaci a analyzu pro GC a HPLC

Methanol pro HPLC, Penta (CR)

Kyselina heptadekanovéa pro GC, Sigma-Aldrich (SRN)
Hexan pro GC, Penta (CR)

Acetonitril pro HPLC, Penta (CR)

Ethylacetat pro HPLC, Penta (CR)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Penta (Ceska republika)
Chlorofom p.a. Penta (Ceska Republika)
Heptadekanova kyselina, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina sirova 96 %, Lach-ner (Ceska Republika)
Hydroxid sodny, Lach-ner (Ceska Republika)

HCI, Penta (Ceska republika)

4.2 Pouzité pristroje a pomicky
4.2.1 Pristrojova technika a pomicky pro kultivaci mikroorganismu

Predvazky Scout, Ohaus

Analytické vahy Boeco

Autoklav Systec

Laminarni box Air Stream ESCO Class Il BSC
Skiinova tiepacka ZWYR-D2401, Labwirt
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Ttepactka WiseShake SHR-2D, Witeg

Mikroskop L Il 00A, Intraco Micro

GKB Color Digital CCD kamera

Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.o.
Centrifuga Z 36 HK, Hermle

Centrifuga MIKRO 120, Hettich

Lyofilizator FreeZone 4.5 | Freeze Dry Systém, Labconco
Vakuové pumpa k lyofilizatoru Vakuumbrand
Homogenizator BeadBug, Benchmark Scientific
Vortex Fixed Speed Vortex Mixer, VXMNFS, Ohaus
Vortex Genie 2, P-Lab

Termoblok Dry Block Heater, Ohaus

4.2.2 Pristroje a pomucky pouZité pro izolaci a analyzu metaboliti
Stuart Block Heater SBH200D (UK)

HPLC/PDA sestava:
— Sestava Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fischer, USA)
— DAD detektorem tady Vanquish (Thermo Fischer, USA)
— Kolona Kinetex C18 EVO 150 mm, 4,6 mm, 2,6 um (Phenomenex)
— Drzak predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)
— Predkolona - C18, AJO - 4287, Phenomenex

GC/FID sestava:
— TRACE 1300 TM (Thermo Fischer, USA)
— Kapiléarni kolona LION GC FAME, 30m, 0,25 mm, 0,20 pm (Phenomenex)

Vyhodnocovaci software Chromeleon 7.2

4.3 Pouzité kmeny ias a mikroras

Phaffia rhodozyma CCY 77-1
Desmodesmus communis CCALA 464

4.4 Kultivace mikroorganismu

441 Vnéjsi podminky
Pouzitd kvasinka je zafazena mezi mikroorganismy, které vyzaduji kyslik pro sviyj rist.
Kultivaéni proces probihal pti laboratorni teploté, za pfitomnosti denniho svétla a michani na

reciprokych trepackach, aby byl zajistén ptistup kysliku. Karotenogenni kvasinky rodu Phaffia
rhodozyma byly kultivovany v BBM médiu, které obsahovalo rtizné zdroje uhliku a dusiku.

4.4.2 Inokulum I a Inokulum Il kvasinkovych kultur

Kmen kvasinky byl kultivovany metodou dvojité inokulace. Pied zac¢atkem kazdé kultivace
bylo pfipraveno univerzalni zZivné médium, v tomto piipad¢ YPD.
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Médium YPD bylo ptipraveno a sterilizovano po dobu 40 minut v Erlenmeyerovych baiikach
ve vysokotlakych hrncich s otevienym ventilem na vafi¢i nastaveném na 140 °C. Kultivace
byla vzdy dvoufazova pomoci inokula I a inokula II. Inokulum I bylo ptipraveno do 250 ml
Erlenmayerovych banek o objemu 50 ml, zatimco objem inokula Il ¢inil 100 ml a byl pfipraven
do 500 ml Ernelmeyerovych banék. Kultura z agarové misky byla pfenesena do ban¢k sterilni
klickou. Inokulace byla provedena v poméru jedna klicka kultury na 10 ml inokula¢niho média.
Inokulum I bylo kultivovano pii laboratorni teploté za stalého osvétleni na reciprocni tiepacce.
Po 24 hodinach bylo Inokulum I pfeneseno do Inokula IT v objemovém poméru 1:5 kvasinkové
kultury: ¢erstvé médium. Slozeni inokula¢niho média YPD je uvedeno v nésledujici tabulce 1.

Tabulka 1: SloZeni YPD media

Slozka MnoZstvi
Glycerol 20 ¢
Kvasni¢ny
autolyzat 109
Pepton 209
Voda
(vodovodni) 1000 ml

4.4.3 Produkéni média

Dalsim krokem v procesu kultivace bylo pifemisténi kvasinek z inokula II do pfipravenych
produkénich médii. Pro kultivace kvasinek byl pouzit hlavni typ média, a to BBM médium.
Tento typ média byl zvolen, aby bylo zjisténo, jak efektivné v tomto médiu rostou kvasinky,
aby bylo mozné na tomto médiu provést kokultivace kvasinek a mikrofas. Pro ptipravu BBM
média byly vyuzity slozky podle Tabulky 3 a Tabulky 4. Kultivace produk¢niho média o
objemu 50 ml probihala v 250ml Erlenmeyerovych bankach. Phaffia rhodozyma z inokula Il
byla preockovana do produkénich médii v objemovéem poméru 1:5 ve sterilnim prostiedi
oc¢kovaciho boxu. Produk¢ni média byly obohacené slozkami odpadnich substratu. Kultivace
produkéniho média probihala 120 hod.
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Tabulka 2 Pouzité odpadni substraty

MnoZstvi [ml]

Pouzité zdroje | 4 o horement 2.experiment 3.experiment
uhliku
Glukoza 2,39 2,39 2,39
Glycerol 2,39 239 2,39
Kavovy olej 1mi 2 mi 10 ml
Fritovaci olej 1ml 2 ml 10 ml
Isopropanol 5ml 10 ml 10 ml
Ethanol S5ml 10 ml 10 ml
Methanol 5ml 10 ml 10 ml
Melasa Sml 10 ml 10 ml
Lihovy odpad 5 ml 10 ml 10 ml

Tabulka 3: Slozeni BBM média

Slozka Za(sg(;:)g:_lr‘;ét)ok MnozZstvina 11
NaNO3 25,00 10
CaCl>:2H20 2,50 10
MgSO4-7H20 7,50 10
K2HPO4 7,50 10
KH2PO4 17,50 10
NaCl 2,50 10
EDTA - 1
Acidified iron - 1
HsBOs 11,42 1
Trace metals - 1
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Tabulka 4: SloZené casti BBM média

. Mnozstvi
Roztok Slozka (/)
EDTA 50,00
EDTA KOH 31,00
e . FeSO47H20 4,98
Acidified iron H>504 (96 %) Ll
ZnS04-7H20 8,82
MnCl,-4H20 1,44
Trace metals MoO3 0,71
CuSQO4-5H20 1,57
Co(NO3)2:6H20 0,49

4.4.4 Kokultivace kvasinek a mikroras

Jako produkéni médium pro kokultivaci kvasinek a mikrofas bylo zvolené BBM médium. Pro
kokultivace byly pfipraveny produkéni média o objemu 50 ml v 250 Erlenmeyerovych bankach.
Mikrorasa Desmodesmus communis byla do kultiva¢nich medii zaockovana pti dostatecné
optické hustoté pii 680 nm (0,15). Phaffia rhodozyma z inokula II byla pieockovana do
produkenich medii v objemovéem poméru 1.5 ve sterilnim prostiedi ockovaciho boxu.
Produkéni média byly obohacené slozkami odpadnich substratii. V experimentu byly jako
slozky odpadniho substratu pouzity isopropanol, kdvovy olej, fritovaci olej. Mnozstvi
pouzitych odpadnichsubstratu je uvedeno v tabulce 5. Kontrolni bafika s mikrofasami byla
kultivovana na Cisttm BBM médiu bez piidané C slozky. Kultivace produkéniho média
probihala 120 hod. Schéma kokultiva¢nich experimentt je uvedena v tabulce 6.

Tabulka 5: Mnozstvi pouzitych odpadnich substrdtu

Pouzité odpadni substraty MnoZstvi g/l
Kavovy olej 0,04
Isopropanol 50% 0,04
Fritovaci olej 0,04

Tabulka 6: Schéma kokultivacnich experimentu

Mikroorganismy Pouzité zdroje uhliku
Kvasinka Glycerol
Kvasinka Odpadni substréat

Rasa -

Rasa Odpadni substrat
Kokultivace Glycerol
Kokultivace Odpadni substrat
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4.5 Zpracovani biomasy

45.1 Zpracovani vzorki po kultivaci

Po uplynuti pétidenniho obdobi kultivace, byla z média odebrana kultura o objemu 40 ml, ktera
byla nasledné prenesena do 50 ml plastové zkumavky. Tato kultura byla poté centrifugovana
pii 7000 ot/min po dobu 4 minut, a supernatant byl nasledné odstranén. K biomase bylo ptidano
15 ml destilované vody, obsah zkumavky byl rozsuspenderovan na vortexu, a kultura byla
presunuta do 15 ml plastovych zkumavek. Vzorky byly opét centrifugovany, tentokrat pti 4500
otackach za minutu po dobu 4 minut. Poté byl supernatant odstranén a plastové zkumavky s
biomasou byly umistény do mrazdku pfi teploté -80 °C. Zkumavky se zmrazenou biomasou
byly vlozeny do lyofilizatoru a lyofilizovany po dobu 24 hodin.

4.5.2 Stanoveni biomasy

Pro gravimetrické stanoveni biomasy z narostlych produkénich médii bylo odpipetovano 1 ml
kultury do 2 ml Eppendorf zkumavky. Zkumavky s takto odebranymi vzorky byly odsttedény
pti 1400 ot/min po dobu 3 min. Supernatant byl odlit a obsah zkumavky byl promyt 1 ml
destilované vody, rozsuspendovan na vortexu a znovu odstfedén pii stejném nasataveni,
supernatant byl znovu odlit. Zkumavky s biomasou byly zmrazené pfi teploté -80 °C. Vzorky
se zmrazenou biomasou byly vlozeny do lyofilizatoru po dobu 24 hodin. Takto piiravena
biomasa byla zvazena na analytickych vahach a a pfepocitana na hodnotu biomasy g/l.

4.5.3 Extrakce pro HPLC analyzu

Po lyofilizaci byla lyofilizovana biomasa piipravena k analyze na kapalinové chromatografii
(HPLC). Do 2 ml zavitovych plastovych zkumavek bylo navazeno 15-20 mg biomasy za pouziti
analytickych vah. K odmétené biomase se bylo ptidano 1 ml destilované vody a vzorek byl 30
minut rehydratovan, poté byl vzorek zcentrifugovan pti 14000 ot/min po dobu 2 minut a voda
odlita do odpadu. Ke sto¢ené biomase se pridaly sklenéné kulicky a 1 ml p.a. methanolu HPLC
kvality. Poté byly vzorky umistény na dezintegrator po dobu 1 min, kde bylo diky t¥epani a
sklenénym kulickam dosazeno rozbiti stén bunécné biomasy a nasledné rozpusténi barviv v
methanolu. Nasledné byl vzorek kvantitativné preveden do 15 ml centrifugac¢ni zkumavky za
pridavku 2 ml chloroformu p.a. a na 15 min umistén na multipozi¢ni vortex. K protfepanému
vzorku se ptidaly 1 ml destilované vody a vzorek se byl zrentrifugovan pii 3000 ot/min po dobu
1 minuty. Do 15 ml sklenéné zkumavky byla odpipetovana spodni chloroformova faze.
Chloroform byl odpaten za piivodu dusiku na termobloku pfi teploté 45°C. Pevny zbytek po
odpatovani byl rozpustén v 1 ml smési rozpoustédel HPLC kvality ethylacetat:acetonitril 2:1.
Rozpustény vzorek byl prefiltrovan ptes PTFE filtr do 2 ml Sroubovaci vialky. Ptipraveny
vzorek byl umistén na kapalinovy chromatograf.

4.5.4 Analyza vzorki metodou HPLC

Analyza lipofilnich pigmentt probihala na sestavé Dionex UltiMate 3000 s DAD detektorem
fady Vanquish od firmy Thermo Fisher. K separaci latek se vyuZzila kolona Kinetex C18 EVO
o rozmérech 150 mm, 4,6 mm a 2,6 um. Pritok byl zvolen na 1,2 ml/min pii teploté separace
25°C. Byla vyuzita gradientova eluce s mobilnimi fazemi A a B. Mobilni faze A obsahovala
acetonitril, TrisHCI o ph 8 a methanol v poméru 84:14:2. Mobilni faze B byla slozena z
methanolu a ethylacetatu v poméru 60:40.

29



Tabulka 7: Gradientovad rampa pro analyzu barviv pri HPLC

Reten¢ni ¢as Mobilni faze A Mobilni faze B
(min) (%) (%)
1 0,0 100 0
2 13,0 0 100
3 19,0 0 100
4 20,0 100 0
5 25,0 100 0

45.5 Transesterifikace a extrakce mastnych kyselin pro GC

Po lyofilizaci byla vysusena biomasa ptipravena k analyze plynové chromatografie (GC). Do
krympovacich vialek bylo odvazeno na analytickych vahdch 8-18 mg lyofilizované biomasy a
pridano 1,8 ml transesterifikacni smési. Vzorek byl umistén na termoblok vyhtaty na 85 °C po
dobu 2 hodin. V tomto ¢asovém tuseku probihala transesterifikace mastnych kyselin. Obsah
zkumavky se po vychladnuti byl kvantitativné pfeveden do 5 ml Sroubovaci vialky. Ke vzorku
bylo pfidano 0,5 ml 0,05 M NaOH a 1 ml hexan GC kvality. Vialka byla umisténa na vortex,
kde doslo k extrakci mastnych kyselin do hexanu. Po dotiepani bylo z horni hexanové faze do
2 ml Sroubovaci vialky odpipetovano 0,1 ml a nasledné bylo ptidano 0,9 ml hexanu GC kvality.
Ptipraveny vzorek byl umistén na plynovy chromatogram.

Tabulka 8: SloZeni transesterifikacni smési

Slozka Kyselina sirova | Kyselina heptadekanovéa
Koncentrace 15 % 0,5 mg/mi
Rozpoustédio Methanol

45.6 Analyza vzorka na GC

Plynova chromatografie byla pouzita k zjisténi obsahu a sloZzeni mastnych kyselin a tim 1 lipida
V biomase. Byl pouzit plynovy chromatograf TRACE 1300 TM s automatickym davkovacem
a spliterem s nastavenym split pomérem 10. K detekci byl vyuzit plamenovy ioniza¢ni detektor.
Separace probihala na koloné¢ LION GC FAME o rozmérech 30 m 0,25 mm a 0,2 um. Objem
davkovaného vzorku byl 0,1 ul. Jako nosny plyn byl vyuzit vodik o pritoku 0,5 ml/min.
Vyhodnoceni probihalo pomoci metody inertniho standartu a externi kalibrace pomoci
standardti Supleco FAME 37 mix. Data ziskdna pomoci programu Chromeleon byla ptfevedena
do programu Excel a vyhodnocena.
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Tabulka 9: Teplotni program pro analyzu mastnych kyselin a lipidit na GC

Retencni Cas Gradient Teplota Zadrzeni
(min) (°C/min) (°C) (min)
1 0,000 Start - -
2 1,000 0,0 80,0 1,0
3 5,000 15,0 140,0 0,0
4 21,667 3,0 190,0 0,0
5 25,667 25,0 260,0 1,0
6 25,467 Stop - -
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Kvasinky

Hlavnim ukolem bankovych kultivaci bylo nalezeni nejvhodnéjsich zdroji uhliku pro kultivaci
a optimalizace kultiva¢nich podminek na médiich s témito zdroji uhliku. V rdmci této prace byl
zvolen kmen kvasinky Phaffia rhodozyma. Kultivace kvasinky Phaffia rhodozyma probihala
po dobu 5 dnu a byla pouzita rizna média, s riznymi zdroji uhliku. Bylo rozhodujici zjistit, jak
efektivné kvasinky rostou na BBM médiu, které je nezbytné pro rist fas. Bez fasového média
by nebylo mozné provadét kokultivace kvasinek a fas, protoZze pro mikrofasy je esencialni.
Zpracovani biomasy bylo provedeno podle postupu uvedeného v experimentalni ¢asti. Dale
byly analyzovany specifické metabolity pomoci techniky HPLC a GC. Celkové karotenoidy,
ergosterol, ubichinon a lipidické pigmenty jako B-karoten, lykopen, torulen a torularhodin byly
identifikovany a kvantifikovany pomoci HPLC. Pomoci GC bylo hodnoceno zastoupeni a
sloZzeni mastnych kyselin ve vzorcich.

Tabulka 10: Zkratka pouzitych odpadnich substrdtii

Pouzité odpadni substraty Zkratka
Glukbza GLU
Glycerol GLY
Kéavovy olej KAV
Fritovaci olej FRIT
Isopropanol IPA
Ethanol EtOH
Methanol MethOH
Malasa Melasa
Lihovy odpad Lih.Odpad

5.1.1 Primarni kultivace kmenu Phaffia rhodozyma na nejniz§ich testovanych
koncentracich odpadnich substrata

vy

odpadnich substrazi

Pouzity odpadni substrat | Produkce biomasy [g/l]
Glukéza 20,80 £ 1,04
Glycerol 20,50 + 1,02

Kavovy olej 15,30 £ 0,76
Fritovaci olej 15,30 £ 0,76
Isopropanol 11,20 + 0,56
Ethanol 8,90 + 0,44
Methanol 9,70 + 0,48
Malasa 10,20 + 0,51
Lihovy odpad 11,80 £ 0,59
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V tomto experimentu probihala kultivace kvasinky kmene Phaffia rhodozyma na nejnizsich
testovanych koncentracich odpadnich substratu, které jsou znazornény v tabulce 2. Na zaklad¢
dat uvedenych na obrdzku 13 lze posoudit, Ze Vv médiu s ptidavkem kavového oleje doslo k
nejvyssi produkei ubichinonu (16,1 £ 0,64 mg/g). Hodnota ergosterolu ve vSech vzorcich je
ptiblizné stejna, ale nejvyssi produkce ergosterolu (4,3 £ 0,21 mg/g) byla zaznamenana v médiu
s lihovym odpadem. V médiu s piidavkem isopropanolu lze pozorovat nejvyssi hodnotu
zastoupeni celkovych karotenoidd (2,5 = 0,12 mg/g) a lykopenu (1,5 + 0,07 mg/g).

18 -
15 A
12 4
9
6 4
. Al ;rlj Al 4 _JA
|l
GLU GLY KAV FRIT EtOH MethOH Melasa  Lih. Odpad

Etorularhodin [mg/g] @lykopen [mg/g] @celkové karotenoidy [mg/g] mubichinon [mg/g] Eergosterol [mg/g]

cvvr

koncentraczch odpadnich substrati

Na obrazku 14 Ize sledovat zastoupeni jednotlivych typt mastnych kyselin v biomase. Nejvyssi
produkci SFA (nasycene mastné kyseliny) lze vidét v kontrolnim glycerolovém médiu
(60,89 %) a médiu s ptidavkem kavového oleje (60,89 +3,04 %). Naopak nejmensi produkci
SFA vykazoval dany kmen kvasinek v médiu s methanolem (0,89 + 0,04 %), ktery zaroven mé&l
nejvyssi zastoupeni MUFA (mononenasycené mastné kyseliny) (82,09 *+ 4,01 %). Nejnizsi
hodnota zastoupeni PUFA (polynenasycené mastné kyseliny) byla pozorovana v médiu s
ethanolem (0,84 £ 0,04 %), naopak nejvyssi zastoupeni PUFA lze pozorovat v médiu s
fritovacim olejem (51,19 £ 2,56 %).
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Obrazek 14: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase kmene Phaffia
rhodozyma
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Obrazek 15 ukazuje procentudlni zastoupeni lipida v biomase. Z grafu plyne, ze nejvétsi
produkci biomasy (20,8 + 1,04 g/l) mél dany kmen v kontrolnim gluk6zovém médiu. Zatimco
nejmensi produkci biomasy (8,9 + 0,44 g/l) m¢l v médiu s isopropanolem. Nejvétsi zastoupeni
lipidit (20,53 £+ 1,02 %) m¢l tento kmen v médiu s ptidavkem fritovaciho oleje. Naopak
nejmensi hodnoty vykazoval kmen v médiu s melasou.
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Obréazek 15: Porovnani procentualniho zastoupeni lipidz kmene Phaffia rhodozyma s biomasou

5.1.2 Kultivace kmena Phaffia rhodozyma na dvounasobnych koncentracich odpadnich
substrati

Tabulka 12: Produkce biomasy kmena Phaffia rhodozyma na zvysenych koncentracich odpadnich
substrazu

Pouzity odpadni substrat | Produkce biomasy [g/l]
Glukéza 22,40 + 1,12
Glycerol 21,30 = 1,06

Kavovy olej 16,30 £ 0,81
Fritovaci olej 15,40 £ 0,77
Isopropanol 12,50 £ 0,62
Ethanol 11,40 £ 0,57
Methanol 10,70 + 0,53
Malasa 11,20 + 0,56
Lihovy odpad 12,40 £ 0,62

V druhé sad€ kultivace byla zdvojnasobena koncentrace odpadnich substratu, které jsou
znazornény v tabulce 2. Na zaklad¢ dat zobrazenych na obrazku 16 lze vidét, ze aplikace
kavového oleje méla pozitivni vliv na produkei ubichinonu. V tomto typu média byla dosaZena
nejvetsi produkee ubichinonu (13,2 + 0,66 mg/g biomasy). Dany kmen vykazoval nejvétsi
produkci celkovych karotenoidi (5,2 + 0,26 mg/g biomasy) a lykopenu (4,1 £ 0,21 mg/g) v
médiu s ethanolem. Hodnota ergosterolu ve vSech vzorcich je ptiblizné stejna.
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Obréazek 16: Produkce vybranych metabolitzz pro kmen Phaffia rhodozyma na zvysenych koncentracich

Na zaklad¢ vysledkti uvedenych na obrazku 17 lze vidét, ze nejvyssi produkci SFA lze
pozorovat v médiu s pfidavkem kavového oleje (69,22 + 3,46 %). Aplikace methanolu méla
negativni vliv na produkci SFA (4,27 £ 0,21 %), ktery zaroven mél nejvyssi zastoupeni MUFA
(71,82 £3,59 %). Nejvyssi zastoupeni PUFA lze pozorovat v médiu s kavovym olejem
(24,97 + 1,24 %), naopak nejniz$i hodnota zastoupeni PUFA byla pozorovana v médiu
s isopropanolem (8,79 + 0,44 %).
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Obrazek 17: Grafické znazorneni procentuélniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase kmene Phaffia
rhodozyma

Z obrazku 18 plyne, Ze nejvétsi procentualni zastoupeni celkovych lipida v biomase mél tento
kmen v médiu s fritovacin olejem (60,1 + 3,00 %). Naopak nejménsi hodnoty vykazoval kmen
v médiu s methanolem. Z obrazku 18 plyne, ze nejvétsi produkci biomasy (22,4 + 1,12 g/l) mél
dany kmen v kontrolnim glukézovém médiu. Zatimco nejmensi produkci biomasy
(10,7 £ 0,53 g/1) mél v médiu s methanolem.
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Obréazek 18: Porovnani procentualniho zastoupeni lipidz kmene Phaffia rhodozyma s biomasou

5.1.3 Kultivace kmena Phaffia rhodozyma na nejvyssich koncentracich

Tabulka 13: Produkce biomasy kmena Phaffia rhodozyma na nejvyssich koncentracich odpadnich
substrazu

Pouzity odpadni substrat | Produkce biomasy [g/l]
Glukéza 19,20 + 0,96
Glycerol 18,90 = 0,94

Kavovy olej 13,20 = 0,66
Fritovaci olej 11,70 £ 0,58
Isopropanol 13,20 + 0,66
Ethanol 12,90 + 0,64
Methanol 11,60 + 0,58
Malasa 13,50 + 0,67
Lihovy odpad 13,70 £ 0,68

Tento experiment byl stejny jako piedchozi. Jedinym rozdilem bylo zvysSeni koncentrace
nékterych odpadnich substrati, které jsou znazornény v tabulce 2, aby vSechny vzorky mély
stejnou koncentraci, abychom je mohli relevantné porovnat dohromady, v tomto piipadé
kavovy a fritovaci olej. Z obrazku 19 mtzeme posoudit, Zze dany kmen na vsech typech médii
vykazoval zna¢nou produkci biomasy. Nejvyssi produkci biomasy lze vidét v kontrolnim
glukozévém médiu (19,2 + 0,96 g/l) a na kontrolnim glycerolovém médiu (18,9 £ 0,94 g/l).
Zaroven s rostouci koncentraci odpadnich substratit muzeme vidét, ze produkce ubichinonu je
nyni pfitomna ve vSech vzorcich, nejvyssi hodnota ubichinonu lze pozorovat v médiu
s fritovacim olejem (4,6 £ 0,23 mg/qg).
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Obréazek 19: Produkce vybranych metabolitii pro kmen Phaffia rhodozyma na nejvyssich koncentracich

Na obrazku 20 Ize sledovat zastoupeni jednotlivych typt mastnych kyselin v biomase. Nejvyssi

produkci SFA lze vidét v mediu s isopropanolem (13,52 + 0,67 %). Naopak nejnizsi hodnota

SFA byla v meédiu slihovym odpadem (0,67 = 0,03 %) a v médiu s methanolem

(4,27 £ 0,21 %). Pritomnost melasy méla negativni vliv na produkci PUFA (4,01 + 0,20 %),

ktery zarovein mél nejvyssi zastoupeni MUFA (74,44 + 3,72 %).
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Obrazek 20: Grafické znazorneni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase kmene Phaffia
rhodozyma

Na zaklad¢ dat uvedenych na obrézku 21 Ize vidét trend, ze aplikace fritovaciho oleje vede k
vy§S§imu procentualnimu zastoupeni celkovych lipidi v biomase (27,3 + 1,36 g/l). Naopak
nejménsi hodnoty vykazoval kmen v médiu s lihovym odpadem. Maximalni hodnota produkce
biomasy byla v kontrolnim glukozévém médiu (19,2 £ 0,96 g/I) a v kontrolnim glycerolovém
médiu (18,9 + 0,94 g/l).
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Obréazek 21 Porovnani procentuélniho zastoupeni lipidiz kmene Phaffia rhodozyma s ndriistem biomasy

5.2 Kokultivace

V ramci kokultivace byly zvoleny kmeny kvasinky Phaffia rhodozyma a mikrofasy
Desmodesmus communis. V ¢&asti vysledkii zaméfené na kokultivaci byly porovnavany
produkce kvasinek a fas jak samostatné, tak ve spole¢nych kulturach. Kokultivace probihala na
BBM médiu, které byly obohacené slozkami odpadnich substratu.

5.2.1 Kokultivace kmena Phaffia Rhodozyma a Desmodesmus communis pri testovani
vlivu médii s kdvovym olejem

Tabulka 14: Produkce biomasy pri kokultivaci pFi testovani viivu médii s kdavovym olejem

Pouzity odpadni Produkce biomasy
substrat [0/l]

Kvasinka+GLY 12,90 + 0,60
Kvasinka+KAV 16,60 + 0,45
Rasa 1,70 £ 0,15
Rasa+KAV 8,10 +0,75
Kokultivace+GLY 17,90 + 1,15
Kokultivace+KAV 16,90 + 0,20

V tomto experimentu byla provadéna kokultivace kvasinky Phaffia Rhodozyma s fasou
Desmodesmus communis v médiu s ptidavkem kavového oleje. Na zakladé dat zobrazenych na
obrazku 22 lze vidét, ze aplikace kavového oleje pii kultivaci kmene kvasinky Phaffia
Rhodozyma méla pozitivni vliv na produkci ubichinonu (5,45 + 0,27 mg/g), biomasy
(16,65 £ 0,83 g/l) a celkovych karotenoidu (1,99 + 0,09 mg/g). Naopak aplikace kavoveho oleje
pii kultivaci kmene mikrotasy Desmodesmus communis méla negativni vliv na produkci
celkovych karotenoidu, lykopenu a celkovych chlorofyli. Obrazek 22 ukazuje, ze toto prostiedi
se ukazalo jako pomérmné nevhodné pro samotnou fasu, avSak Ize pozorovat mirny nartst
hodnoty lykopenu (3,14 + 0,15 mg/l). Nejlepsi vysledky produkce biomasy (17,92 + 0,89 g/l)
a ergosterolu (3,27 £ 0,16 mg/g biomasy) byly zaznamenany v kontrolnim glycerolovém médiu,
ale 1 v ptipad¢ kokultivace na kdvovém oleji, je vidét mirn€ zvySena produkce biomasy oproti
kvasince na kavovém oleji. Aplikace kavového oleje méla pozitivni vliv na produkci
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ubichinonu (5,31 £ 0,26 mg/g) a lykopenu (3,13 + 0,15 mg/g). Vyuziti kokultivace v daném
ptipadé mélo pozitivni vliv na produkei jiz zminénych metabolitl oproti samotnym kultivacim
kvasinky Phaffia rhodozyma a mikrotasy Desmodesmus communis.
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Obréazek 22: Produkce vybranych metaboliti pri kokultivaci kmene Phaffia rhodozyma a Desmodesmus
communis pri testovani viivu médii s kavovym olejem

Z vysledku analyzy vloZenych na obrazku 23 Ize pozorovat, Ze aplikace kavového oleje pii
kultivaci kmene kvasinky Phaffia rhodozyma vedla ke zvétSeni celkového zastoupeni MUFA
(59,17 + 2,95 %) a zmenSeni zastoupeni PUFA (2,68 + 0,13 %). Zvétseni celkového zastoupeni
MUFA (63,70 % 3,18 %) lze také pozorovat v médiu s pfidavkem kavového oleje pii kultivaci
kmene mikrofasy Desmodesmus communis. Naopak doslo k zmenseni zastoupeni PUFA
(1,86 + 0,09 %) a SFA (34,44 %) v kavovém médiu pii kultivaci mikrofasy. Kokultivace v
daném piipadé neméla vliv na produkci SFA, MUFA, PUFA ve srovnani s oddélenou kultivaci
kvasinky Phaffia rhodozyma a mikrotasy Desmodesmus communis.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% ; ; : : : :

Kvas.+GLY Kvas.+KAV Rasa Rasa+KAV Kokult.+GLY  Kokult.+KAV
SFA =~ MUFA = PUFA

Obrazek 23: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase pri kokultivaci
kmene Phaffia rhodozyma a Desmodesmus communis pri testovani viivu médii s kavovym olejem
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Z obrazku 24 plyne, Ze pii kultivaci kvasinky procentualni zastoupeni celkovych lipidd v
biomase stoupalo v médiu s piidavkem kévového oleje, naopak produkce biomasy se zvysila
(16,65 £ 0,83 g/1) oproti kontrolnimu glycerolovému médiu. Kmen mikrofasy vykazoval velkou
produkci biomasy (8,05 £ 0,40 g/I) na médiu s kAvovym olejem. Z obrézku 24 Ize také posoudit,
ze zastoupeni celkovych lipidt (19,05 + 0,99 %) a biomasy (17,95 + 0,89 g/1) bylo vétsi na
kokultivaénim médiu s piidavkem glycerolu oproti samostatnym kultivacim kvasinky a
mikrofasy.
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Obrazek 24: Porovnani procentualniho zastoupeni pri kokultivaci kmene Phaffia rhodozyma a
Desmodesmus communis pri testovani viivu médii s kavovym olejem

5.2.2 Kokultivace kmena Phaffia Rhodozyma a Desmodesmus communis p¥i testovani
vlivu médii s isopropanolem

Tabulka 15: Produkce biomasy pri kokultivaci pri testovani viivu médii s isopropanolem

Pouzity odpadni Produkce biomasy
substrat [0/l]

Kvasinka+GLY 16,30 + 0,50
Kvasinka+IPA 14,75 + 0,55
Rasa 5,45+ 0,15
Rasa+IPA 2,90 + 0,20
Kokultivace+GLY 18,80 = 0,10
Kokultivace+IPA 9,60 £0,70

Experiment je témét shodny s predchozim, ale v tomto ptipadé byl isopropanol pouZit jako
zdroj uhliku. Z obréazku 25 lIze vidét, Ze v ptipadé kultivace kvasinky s pfidanim isopropanolu
doslo k vétsi produkci lykopenu (3,99 + 0,04 mg/g), celkovych karotenoidi (5,02 + 0,10 mg/g)
a ubichinonu (4,43 £ 0,03 mg/g) oproti kultivaci kvasinky na kontrolnim glycerolovém médiu.
Naopak aplikace isopropanolu méla negativni vliv na produkci celkovych karotenoid
(0,96 + 0,22 mg/g) a celkovych chlorofyla (1,5 +£0,95 mg/g) pti kultivaci fasy. Hodnoty luteinu
v kontrolnim médiu tasy (0,72 £ 0,09 mg/g) a médiu s piidavkem isopropanolu
(0,66 £ 0,16 mg/g) byly téméf stejné. Kokultivace kvasinky a fasy na kontrolnim glycerolovém
médiu méla vysoké zastoupeni metabolitli a pigmentii, coZ naznacuje, Ze kokultivace byla
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uspésna. Nejvice produkovanych metabolitd 1ze vidét v ptipade kokultivace kvasinky a fasy na
médiu s isopropanolem. Dana kokultivace vykazovala nejvétsi produkei ergosterolu
(5,85 £ 0,35 mg/g) a celkovych karotenoidu (4,56 + 0,12 mg/g biomasy)
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Obréazek 25: Produkce vybranych metaboliti p7i kokultivaci kmene Phaffia rhodozyma a Desmodesmus
communis pri testovani viivu médii s isopropanolem

Z obrazku 26 lze posoudit, Ze zastoupeni jednotlivych typti mastnych kyselin je téméf stejné
pii kultivaci kvasinky na kontrolnim glycerolovém médiu a pti kultivaci kvasinky s ptfidavkem
isopropanolu. Aplikace isopropanolu pii kultivaci kmene fasy Desmodesmus communis vedla
ke zvySeni celkového zastoupeni PUFA (34,82 + 1,74 %) a snizeni zastoupeni SFA
(56,52 + 2,82 %) a MUFA (8,67 = 0,43 %). Pii kokultivaci bylo nejvétsi zastoupeni SFA
(59,11 + 2,95 %) a PUFA (24,75 £ 1,23 %) dosazeno na médiu s isopropanolem. Zastoupeni
jednotlivych typu mastnych kyselin je téméf stejné pii kultivaci kvasinky a kokultivaci na
kontrolnim glycerolovém médiu.
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Obrézek 26: Grafické znazornéni procentuélniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase pri kokultivaci
kmene Phaffia rhodozyma a Desmodesmus communis pri testovani viivu médii s isopropanolem
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Obrézek 27 naznacuje, ze celkové lipidy (16,09 % 0,15 %) byly vice zastoupeny pii kultivaci
kvasinek na meédiu s ptidavkem isopropanolu. Pfi kultivaci kmene fasy Desmodesmus
communis na médiu s pridavkem isopropanolu lze pozorovat, ze produkce biomasy
(2,9 £ 0,2 g/l) a procentualni zastoupeni lipida v biomase (0,88 + 0,05 %) klesa. Nejvétsi
produkce biomasy (18,8 £ 0,1 g¢/l) byla zaznamenana pii kokultivaci na kontrolnim
glycerolovém médiu, kde procentualni zastoupeni lipidt v biomase (17,55 + 0,13 %) je vyssi
nez u kvasinky na stejném médiu a u ¢isté fasy. Procentualni zastoupeni lipida v biomase
(7,39 £ 1,20 %) prti kokultivaci s ptidavkem isopropanolu je niz§i nez u kvasinky na stejném
médiu (20,80 + 0,61 %).
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Obrazek 27: Porovnani procentualniho zastoupeni pri kokultivaci kmene Phaffia rhodozyma a
Desmodesmus communis pri testovani viivu médii s isopropanolem

5.2.3 Kokultivace kmena Phaffia Rhodozyma a Desmodesmus communis p¥i testovani
vlivu médii s fritovacim olejem

Tabulka 16: Produkce biomasy pri kokultivaci pri testovani viivu médii s fritovacim olejem

Pouzity odpadni Produkce biomasy
substrat [0/l]

Kvasinka+GLY 18,45 + 0,15
Kvasinka+FRIT 16,95 + 1,25
Rasa 7,55 + 1,65
Rasa+FRIT 12,20 0,10
Kokultivace+GLY 18,35 = 0,25
Kokultivace+FRIT 7,40 £ 0,01

Poslednim experimentem byla kokultivace kvasinky Phaffia rhodozyma a mikrofasy
Desmodesmus communis na médiu s ptidavkem fritovaciho oleje. Z vysledku analyzy
uvedenych na obrazku 28 lze pozorovat, ze aplikace fritovaciho oleje pfi kultivaci kmene
kvasinky Phaffia rhodozyma vedla ke zvétseni produkci lykopenu (2,61 = 0,68 mg/g),
celkovych karatenoidu (3,52 + 0,62 mg/g), ubichinonu (1,86 + 0,06 mg/g) a ergosterolu
(3,49 £ 0,76 mg/g). Naopak aplikace fritovaciho oleje méla negativni vliv na produkci
celkovych chlorofyla (3,13 £ 0,45 mg/g) a celkovych karotenoidi (0,46 + 0,16 mg/g) pti

42



kultivaci fasy. Na obrézku 28 lze vidét, ze kokultivace na médiu s fritovacim olejem byla
uspésna. Dana kokultivace vykazovala nejvétsi produkci ergosterolu (5,11 + 0,83 mgl/l),
celkovych karotenoida (4,08 £ 0,84 mg/g biomasy) a lykopenu (3,14 + 0,34 mg/g), takze 1ze
pozorovat vysokou produkci pigmentli a metabolita.
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Obrazek 28: Produkce vybranych metabolitz p7i kokultivaci kmene Phaffia rhodozyma a Desmodesmus
communis pri testovani vlivu médii s fritovacim olejem

Na obrazku 29 Ize sledovat zastoupeni jednotlivych typt mastnych kyselin v biomase. Aplikace
fritovaciho oleje pfi kultivaci kvasinky (55,36 + 2,76 %) a mikrotasy (37,65 + 1,88 %) vedla
ke zvySeni celkového zastoupeni MUFA. Kokultivace na kontrolnim glycerolovém médiu v
daném piipad€ neméla vliv na produkci SFA (43,89 + 2,19 %), MUFA (41,31 42,06 %), PUFA
(14,80 = 0,74 %) ve srovnani s oddelenou kultivaci kvasinky Phaffia rhodozyma. Ptidavek
fritovaciho oleje pii kokultivaci méla pozitivni vliv na produkci SFA (64,50 + 3,22 %).
Produkce MUFA (22,40 + 1,12 %) pti kokultivaci na médiu s fritovacim olejem je nizs§i nez u
kvasinky (55,36 £ 2,76 %) na stejném médiu.
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Obréazek 29: Grafické znazornéni procentuélniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase pri kokultivaci
kmene Phaffia rhodozyma a Desmodesmus communis pri testovani vlivu médii s fritovacim olejem
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Na zaklad¢ dat uvedenych na obrazku 30 Ize pozorovat, ze pti kultivaci kvasinky procentualni
zastoupeni celkovych lipidi v biomase (16,55 £ 0,74 %) stoupalo v médiu s pridavkem
fritovaciho oleje. Aplikace fritovaciho oleje pii kultivaci kmene mikrofasy vede ke zvétSeni
produkce biomasy (12,2 £ 0,1 g/l) a procentualniho zastoupeni lipidd (2,50 £ 0,68 %).
Kokultivace v médiu s piidavkem fritovaciho oleje méla negativni vliv na produkci biomasy
(7,4 £ 0,1 g/l) a procentualniho zastoupeni lipida (8,14 £ 1,06 %) ve srovnani s kokultivaci
kvasinky Phaffia rhodozyma a mikrofasy Desmodesmus communis v kontrolnim glycerolovém
médiu.
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Obrazek 30: Porovndni procentudlniho zastoupeni pii kokultivaci kmene Phaffia rhodozyma a
Desmodesmus communis pri testovani viivu médii s fritovacim olejem
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6 ZAVER

Tato bakalarska prace byla zaméfena na kultivace kvasinky Phaffia rhodozyma na rtiznych
zdrojich uhliku v laboratornich podminkéach a na optimalizovéni kokultivaénich podminek
kmene kvasinky Phaffia rhodozyma svybranym kmenem autotrofnich mikroorganismu.
Sledovanymi kmeny kvasinek mikroorganismu byly kvasinka Phaffia rhodozyma (CCY 77-1)
a mikrotasa Desmodesmus communis (CCALA 464). Kultivace probihaly na médiich
s obsahem glukdzy, glycerolu, k&vového oleje, fritovaciho oleje, ethanolu, isopropanolu,
methanolu, melasy, lihového odpadu.

V ramci kultivaéniho experimentu s kvasinkou Phaffia rhodozyma byly zvoleny rizné zdroje a
koncentrace uhliku pro zjisténi nejoptimalnéjSiho média z hlediska produkce biomasy a
vybranych metabolit. Kultivace kvasinky probihala na BBM médiu, nezbytném pro riist fas,
protoze mimo né&j by mikrofasy nemusely piezit a kokultivace s kvasinkami by nebyly aspésné.
U kmene kvasinky Phaffia rhodozyma byly zaznamenany nejlepsi vysledky na médiich s
piidavkem kavového oleje, isopropanolu a fritovaciho oleje. Nejvétsi produkce biomasy
(16,30 + 0,81 g/l) a ubichinonu (16,1 *+ 0,64 mg/g) vznikla na mediu s kdvovym olejem.
Nejvyssi procentualni zastoupeni lipida v biomase (60,1 + 3,00 %) bylo u média s ptidavkem
fritovaciho oleje.

Dalsi série experimentl se tykala kokultivace kmene kvasinky Phaffia rhodozyma a kmene
mikrofasy Desmodesmus communis na nejlepSich médiich vybranych z kultiva¢nich
biomasy (16,90 £ 0,20 g/l) byla kokultivace na médiu s pfidavkem kavového oleje. Na médiu
s pfidavkem isopropanolu bylo dosazeno nejvétsich hodnot produkce ergosterolu (5,85 + 0,35
mg/g) a celkovych karotenoidu (4,56 + 0,12 mg/g). Produkce ubichinonu (5,31 + 0,26 mg/qg)
byla lepsi na médiu s ptidavkem kavového oleje. Zastoupeni celkovych lipidi a jednotlivych
druhti mastnych kyselin (12,75 + 0,63 %) bylo vétsi pii kokultivaci na médiu s piidavkem
kavoveého oleje. Zatimco produkce torularhodinu, luteinu, chlorofylu A a chlorofylu B nebyla
ovlivnéna pouzitim kavového oleje.

Kokultivace méla pozitivni vliv na produkci biomasy oproti samostatnym kultivacim kvasinky
Phaffia rhodozyma a mikrofasy Desmodesmus communis. Zaroven se to da tvrdit i o produkci
nékterych metabolitti; produkce celkovych karotenoidi (4,08 £ 0,84 mg/g) byla vyrazné vyssi
pii kokultivaci na médiu s pifidavkem fritovaciho oleje. Pii Kkokultivaci na kontrolnim
glycerolovém médiu byla zvySena akumulace lipidi v biomase vyssi nez u kokultivace s
pridavkem odpadnich substratt.

Prostfednictvim série experimentd v laboratornim méfitku bylo dokézano, ze testovany kmen
kvasinky Phaffia rhodozyma vykazoval lepsi vysledky pti kokultivaci s kmenem mikrotasy
Desmodesmus communis na médiich s pfidavkem vybranych odpadnich substrati. Pro
dikladnéjsi prozkoumani této problematiky by bylo potieba provést dalsi sérii experimentl a

vvvvvv

vhodné optimalizovat kultivaci pro produkci biomasy a metabolitd.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACP Acyl Carrier Protein

MUFA  mononenasycené mastné kyseliny
PUFA polynenasycené mastné kyseliny
SFA nasycené mastne kyseliny
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