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Anotace

V teoretické Casti této prace jsou popsany konkrétni typy karotenogennich kvasinek, jejich vyskyt,
ale i jejich vlivy. Prace seznamuje Ctenare se strukturou bun¢k kvasinek, jejich vlastnostmi a druhy
chemickym slozenim bunék kvasinek. Specidlni a velmi vyznamnou ¢ast, teoretické ¢asti tvori
kapitola o betaglukanech, které maji velky potencial, v 1éCeni n€kterych zavaznych chorob.
Prakticka cast je zaméfena na produkci prostiedi pro mnozeni kvasinek, praci s nimi, tak aby se
co nejméne narusilo jejich pfirozené prostiedi. Zahrnuje kompletni postup od jejich vyuziti, ptes
jejich analyzu, zpracovani vedlejSich produkti nebo znovu vyuziti n€kterych pouzitych slozek
jako naptiklad biomasy. Soucasti praktické ¢asti jsou i mnohé mozné analyzy nebo naptiklad
detailni popis extrakce karotenoidti pro HLPC (vysokoucinnou kapalinovou chromatografii).
Soucasti jsou také tabulky a fotky z praktické prace v laboratoti na FCH VUT.
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Anotace

V teoretické casti této prace jsou popsany konkrétni typy karotenogennich kvasinek, jejich
vyskyt, ale 1 jejich vlivy. Prace seznamuje Ctendie se strukturou bunck kvasinek, jejich
vlastnostmi a druhy chemickym sloZzenim bunék kvasinek. Specidlni a velmi vyznamnou ¢ast,
teoretické casti tvori kapitola o betaglukanech, které maji velky potencial, v Ié¢eni nékterych
zavaznych chorob.

Prakticka ¢ast je zamétfend na produkci prostiedi pro mnozeni kvasinek, praci s nimi, tak aby se
co nejméné narusilo jejich ptirozené prostredi. Zahrnuje kompletni postup od jejich vyuziti, pies
jejich analyzu, zpracovani vedlejSich produktli nebo znovu vyuziti nékterych pouzitych slozek
jako napftiklad biomasy. Soucésti praktické casti jsou i mnohé mozné analyzy nebo napiiklad
detailni popis extrakce karotenoidi pro HLPC (vysokoucinnou kapalinovou chromatografii).
Soucésti jsou také tabulky a fotky z praktické prace v laboratofi na FCH VUT.



Klicova slova

Extrakce-separacni metoda zaloZena na predpokladu, Ze jedna nebo vice kapalnych nebo
pevnych latek, které chceme separovat, se rozpousti v kapaling, kterd se s pivodni smési
nemisi, nebo se misi jen omezené

HLPC-vysokoucinna kapalinova chromatografie

GC-Plynova chromatografie

Kvasinka-jednobunécny houbovy mikroorganismus

Hydrolyza-rozkladna reakce, pii které se spotfebovdva voda; napf. celuléza se pfi
hydrolyze $t€pi na kratsi fetézce — az na monomery

Inokulace-naockovani (ockovani kvasinek do YPD média)

YPD-kvasnicovy extrakt pepton-dextroza je médium pro rist kvasinek, obsahuje
kvasnicovy extrakt, pepton, dvakrat destilovanou vodu a glukézu (dextrozu)
Gluké6za-monosacharid

Destilovana voda-typ vody, kterd byla diky zméné skupenstvi na vodni paru zbavena
rozpu$ténych minerdlnich latek a nasledné ochlazenim znovu zkapalnéna. Nékdy tak
byva nepfesné¢ nazyvand vyrobné méné nakladna demineralizovana voda vyuzivana k
podobnym uceliim.

Agar-ptirodni polysacharid (linearni polymer galaktozy) s vysokou gelujici schopnosti
Biomasa-smés latek tvoricich téla vSech organismi, jak rostlin, bakterii, sinic a hub, tak 1
zivocichl

Karotenoidy-barviva rostlin, hub, tas, mikroorganismti a zivocichl; jde o lipofilni
organické latky ze skupiny tetraterpenoidii



Annotation

The theoretical part of this work describes specific types of organic yeast, their occurrence, but
also their influences. The work introduces the reader to the structure of the yeast cells, their
properties and the types of yeast cells' chemical composition. A special and very significant part,
the theoretical parts form a chapter on betaglucans, which have great potential, in the treatment
of some serious diseases.

The practical part is focused production of the environment for yeast to multiply, work with, so
as to cause the least disturbance to their natural habitat. It involves a complete process from their
use, through their analysis, processing of by-products or reuse of certain used ingredients such as
biomass. The practical part also includes many possible analyses or, for example, a detailed
description of carotenoid extraction for HLPC (high performance liquid chromatography).
Tables and pictures from practical work in the laboratory at FCH VUT are also included.



Keywords

Extraction-separation method based on the assumption that one or more liquid or
solids we want to separate dissolve in a liquid that does not mix with the original
mixture, or is mixed only in a limited way

HLPC-high performance liquid chromatography

GC-gas chromatography

Yeast-single cellfungal microorganism

Hydrolysis-decomposition reaction where water is consumed; e.g. cellulose splits
into shorter chains during hydrolysis - except for monomers

Inoculation-inoculation (yeast vaccination to YPD media)

YPD-yeast pepton-dextrose extract is a medium for yeast growth, containing yeast
extract, peptone, double distilled water and glucose (dextrose)
Glucose-monosaccharide

Distilled water-type of water that has been removed from dissolved minerals and
subsequently re-liquefied by cooling due to a change in state to water vapour. This is
sometimes known inaccurately as production less expensive demineralised water used
for similar purposes.

Agar-natural polysaccharide (linear polymer of galactose) with high gelling capacity
Biomass-mixture of body-forming substances of all organisms, both plants, bacteria,
sinks and fungi, as well as animals

Carotenoid-dyes of plants, fungi, algae, microorganisms and animals; lipophilic
organics from the tetraterpenoid group
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1 Uvop

Biotechnologicky priimysl vyuziva biologické procesy v nejriznéjSich odvétvich jako potravinaistvi,
farmaceuticky priamysl, medicina, zeméd¢€lstvi nebo odpadové hospodarstvi. Kvili vzristajici spotiebé
se zasoby postupné vycerpavaji, a proto vzrista zdjem o vyuziti biomasy jako obnovitelného zdroje
energie, ale také i1 jako zasobarna potiebnych chemickych latek pro ¢loveéka. Kvasinky jsou schopny
vyuzivat odpadni substraty predevSim z potravinaiského prumyslu, za tvorby ptirodnich chemickych
latek s pozitivnimi u¢inky. Karotenoidni rody kvasinek syntetizuji provitaminy A, které¢ hraji diillezitou
roli v lidském organismu. Karotenoidy jsou dilezité nejen pro zrak, ale také chrani ktzi pired
plsobenim svételného zareni. K zajisténi spravné funkce imunitniho systému a metabolismu vapniku
¢i fosforu, se uplatiiuji provitaminy D. Produkce ergosterolu, jakoZto provitaminu D a provitamint A,
je podstatna zejména pro farmaceuticky pramysl. Jejich vyuziti je mozné ve farmaceutickém primyslu
jako potravinové dopliiky atd. Dal$i vyznamnou latkou produkovanou kvasinkami je koenzym Q, jez
se uplatituje pfi tvorbé energie a jako uCinny antioxidant. Néktery latky, které jsou v kvasinkach
obsazeny, jako jsou naptiklad betaglukany, by mohly mit pomémné dost velky potencial pii 1éCeni
nekterych chorob, jako jsou cukrovka, rakovina nebo tfeba velky obsah cholesterolu v krvi €1, pti 1écbé
hypertenze, tedy zvySeného krevniho tlaku.
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2  TEORETICKA CAST

2.1 Kbvasinky

Kvasinky patii mezi eukaryotni chemoheterotrofni jednobunééné nizsi houby. V ptirodé jsou velmi
rozs8ifené, zndme vice nez 500 druhii tvoficich pfiblizné 37 rodi. Bunky kvasinek a kvasinkovych
organismu jsou velmi riznorodé. Tvar bun¢k se méni podle vnéjSich podminek a souvisi také s funkci
buniky. Kvasinky méni sviij tvar i béhem svého vyvoje. Mizeme pozorovat napiiklad ovalné,
elipsoidni ¢i kulovité tvary. RozliSujeme dvé hlavni tfidy kvasinek a kvasinkovitych organismi:
Ascomycetes a Basidiomycetes. Pouzivanymi kvasinky byly kvasinky kmene Rhodosporidium
toruloides. [1]

| Mycota W

|l.l.|l!.||'||'\,'|"l|.||‘|.|'\_ il 1._|'.'|,'."|l'.'|rlr.-|'.'..|'||u|.' Chr '.'I'I'.'..|I|'ll.ll.'.| corfad (| Ba rr'r.l'i'ﬂm_w'ﬁru {scomycola Blastos |'.;.'.|'r'|l.l|.'.| certd || Neocallimastigomycota

Usrilaginamycoting | Agaricomycoling | Puccimsmycoting

Agaricostithomyees | Cystobasidoinvees | Mixiomyoetes I.i:l';'cm-bu:r]'t:n.r}':'r.rﬂl

Sporidioholaceas
Ribodotoritla glutivis Spovabolomyces roseus
Rbodotarula torwloides Sporabolomyces salmonicelor
Klad Riodosporidinm Sporsholomyces metarosens
Sporobolomyces pararoseus

Klad Sporidiebolus

Obrazek 1: Zatazeni kvasinkového kmene Rhodosporidium toruloides v taxonomii (Zdroj: Bc. Monika Roubalova.
Studium metabolismu karotenogennich kvasinek na molekularni Grovni. Brno, 2017. Bakalafska prace. Vysoké uceni
technické v Brng&, Fakulta chemicka, Ustav fyzikalni a spotfebni chemie. Vedouci prace prof. RNDr. Ivana Marova, CSc.)

2.1.1 Cytologie kvasinek

Buiiky jsou zadkladni strukturni a funk¢ni jednotky kazdého zivého organismu. Eukaryotické bunky se
od prokaryotickych odliSuji obsahem membranovych organel, které bunice déavaji vys$i uroven
organizace, nez maji buiikky prokaryot. VSechny mikrobidlni buiiky jsou oddé€leny silnou a pevnou
strukturou, kterou nazyvame bunécnd sténa. Bunécna sténa bakterii se sklada z polysacharidii, malého
mnozstvi lipida, fosfolipidii a proteinti. V ptipadé kvasinek jsou hlavni slozkou bunécné stény u vSech
kvasinek glukany, dale u nékterych druhl jsou pfitomny také mannany, glukosamin nebo chitin.
Bunécna sténa chrani bunky pred vnéjSimi vlivy a pfed plsobenim osmotického tlaku vnéjsiho
prostiedi. Pod buné¢nou sténou se nachézi cytoplazmaticka membréana obsahujici malé pory, sklada se
z fosfolipidl, proteinii a dalSich molekul. Vytvari velké mnozstvi vychlipenin, jez vybihaji do
cytoplazmy. Témito péry mohou volné difundovat pouze nizkomolekularni latky, které jsou elektricky
neutralni (lipofilni). Lipidova slozka membrany umoznuje transport latek, které jsou rozpustné v
tucich. Ostatni latky se transportuji do builkky pomoci bilkovinnych nosict specidlnimi transportnimi
mechanismy.
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Uvniti buiiky se nachdzi cytoplazma, prihlednd homogenni hmota obsahujici vodny roztok enzymi,
rezervnich latek, dale vedlejsi produkty metabolismt a ribozomy, na nichz dochazi k syntéze bilkovin.
Vodné prostiedi buiiky je dilezité pro pribéh chemickych reakci jako napf. enzymové procesy uvnitt
buiniky. Systém dvojitych membran nazyvany jako endoplazmatické retikulum obsahuje na jeho
povrchu zrnicka polyzom1, v nichz dochazi k syntéze bilkovin.

Dalsi organelou pfitomnou v cytoplazmé kvasinek jsou mitochondrie. Obsahuji vnéjSi a vnitini
membranu a vnitini tvoii vchlipeniny nazyvané kristy. Jsou tvofeny proteiny, lipidy, fosfolipidy, RNA
a DNA. Nachazeji se zde napt. enzymy dychaciho fetézce a oxidativni fosforylace. Vakuola kvasinek
je ve vétsing ptipadld kulovity membranovity utvar. Mladé nebo pucici buiiky obsahuji malé, ale zato
cetné vakuoly, naopak star§i buniky obsahuji jednu velkou vakuolu. Uvniti najdeme chemické latky
jako hydrolytické enzymy, polyfosfaty, draselné ionty, aminokyseliny, puriny a jiné. Golgiho aparat
majici tvar plochého méchyiku nebo cisteren ulozenych vedle sebe slouzi pro transport prekurzorii
bunécné stény z cytoplazmy pies cytoplazmatickou membranu a také fady dalSich latek. U kvasinek
obsahuje jadro dvojitou membranu s velkymi péry, uvnitf jadra je jadérko srpkovitého tvaru. [1]

jadro

cytoplazmaticka .

. / \ bun&éna
membrana .
/ \1\‘ =tena
.'r %
/

s
{ Y
| |
_ _ |~ | pl llipidwé
mitochondrie “‘m\\,_) /) granula
e vy
jizva ‘\1}_-;.__ - ) ,,-y
Zrodu <
vakuola
fosfatova
granula

Obrazek 2: Stavba bunék kvasinek (Zdroj: https://cs.wikipedia.org/wiki/Kvasinky)

2.2 Biomasa

Veskery organicky materidl zde na planeté rostlinné a zZivocisné zbytky, dievo a mikrobialni kultury se
oznacuje jako biomasa. Bilkoviny, tuky a sacharidy jsou jeji hlavni soucasti. Korelace téchto slozek
zavisi na druhu organismu a podminkéch kultivace. Mikrobni biomasa je vhodnym doplikovym
zdrojem bilkovin ziskanych z procest, ve kterych se bakterie, kvasinky nebo fasy péstuji ve velkém
mnozstvi. Biomasa z kvasinek se ve velké mife pouziva jako dopln€k proteinti v krmivech pro zvifata
nebo také v lidské vyzive. Bézné kmeny pouzivané jako zdroj proteini jsou kupiikladu
Saccharomyces cerevisiae a Candida utilis. [2]
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Obrazek 3: Saccharomyces Cerevisiae (Zdroj: https://biologydictionary.net/saccharomyces-cerevisiae/)

2.3 Karotenoidy

Karotenoidni latky jsou nenasycené uhlovodiky, které fadime mezi terpeny obsahujici 8 izoprenovych
jednotek. Diky systému konjugovanych vazeb dochazi u téchto latek k absorpci elektromagnetického
zéfeni a tim zvySuji u¢innost jeho zachycovani. Maji hydrofobni nepolarni molekuly a zivocichové je
nejsou schopni sami syntetizovat, pouze dokazou tyto pigmenty transformovat na latky s odliSnou
strukturou. Najdeme je jako zluté, oranzové a cervené pigmenty lipofilni povahy v rostlindch,
houbach, tasach, mikroorganismech a také v télech zivocCichii, a to naptiklad v télech ryb. V
rostlinnych fotosyntetizujicich pletivech se vyskytuji spole¢né s chlorofyly v organeldch nazyvanych
chloroplasty. Dnes je zndmo pies 700 karotenoidnich pigmentt vyskytujici se v piirod¢, priblizné 50
sloucenin fadime mezi prekurzory vitaminu A, proto tyto latky oznacCujeme jako retinoidy. Diky
antioxida¢nim vlastnostem pfispivaji k prevenci proti degenerativnim onemocnénim a rakoviné, kde
karotenoidy slouzi jako lapace volnych kyslikatych radikala (toxické formy kysliku). Obsahuji je
vSechny zelené rostliny 1 mnohé fotosyntetické bakterie, jsou doprovodnymi barvivy chlorofylu.
Karotenoidy délime do dvou skupin: Karoteny a Xanthofyly. [2]

2.3.1 Karoteny

Karoteny jsou z chemického hlediska uhlovodiky s nejméné 40 atomy uhliku. Do této skupiny fadime
nejjednodussi acyklicky polynenasyceny uhlovodik lykopen. Dalsi karoteny se tvoii cyklizaci z
acyklickych W-karotenli enzymové¢ katalyzovanou reakci. Dochazi-li k cyklizaci na obou koncich
molekuly, vznikaji struktury B-karotenu a a-karotenu, pokud pouze na jednom konci vznika y-karoten.
Mezi nejvyznamnéj$i provitaminy A, muzeme fadit P-karoten, ktery se vétSinou vyskytuje v
pritomnosti a-karotenu, y-karotenu, a dalSich provitamini. Dale mezi karoteny tfadime torulen a
torularhodin, které patii mezi karotenoidni pigmenty a maji podobnou funkci jako provitaminy A.
Torularhodin vznika oxidaci torulenu, ktery je odvozen piimo z y-karotenu. Torulen je hlavni
karotenoid rodii Rhodotorula a Rhodosporidium. Déle je mnoho rodi, kde je torulen a torularhodin
syntetizovan rovné¢z, jako napiiklad Cystofilobasidium infirmominiatum, Cystofilobasidium
capitatum, Sporobolomyces roseus a Rhodotorula rubra. [3]
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Obrazek 4: beta-karoten (Zdroj: vlastni vytvoieno v programu ChemSketch)

2.3.2 Xanthofyly

Xanthofyly vznikaji primarné biochemickou oxidaci karotenti. Radime je mezi kyslikaté derivaty
odvozené od acyklickych karotenti. Mezi dihydroxysubstituované pigmenty miizeme zafadit
zeaxanthin, déale lutein a astaxanthin. Astaxanthin je produkovan fasami, bakteriemi a houbami.
Nachdazi se predevsim v Zivocisnych tkénich u krabt, rakt, humrt, lososi, krevet atd. Vyuziva se ke
krmnym ucelim hospodarskych zvirat. Je produkovan piedev§im cCervenou kvasinkou Phaffia
rhodozyma. Pocatecni vytézky astaxanthinu produkovany Phaffia rhodozyma jsou mén¢ nez 500 pg-g
! Narist vytézku je mozny optimalizaci kultiva¢niho substratu a vhodnych podminek pro rist. [3]

O
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O

Obrazek 5: Astaxanthin (Zdroj: https://www.watson-int.com/astaxanthin-cas-472-61-7/)

2.4 Lipidy

Lipidy patii mezi dulezitou skupinu chemickych latek, jsou ve vodé nerozpustné, ale naopak dobie
rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech. Mezi hlavni biologické funkce lipidu patii zdroj a rezerva
energie, strukturni a ochranné funkce. Ne vSechny mikroorganismy mohou byt povazovany za bohaté
zdroje lipida, i kdyz stejné jako ve vSech zivych buiikach, jsou v nich obsazeny slozené lipidy pro
zékladni fungovani membranovych organel. Z ptiblizné 600 druhii riznych rodu kvasinek, pouze 25 z
nich je schopno akumulovat vice nez 25 % lipidi. Hlavnim lipidem, ktery je akumulovan v buiikéch,
je triacylglycerol. Triacylglyceroly jsou hlavni sloZzkou tukid a oleji, kde glycerol je esterifikovan
mastnymi kyselinami. Kromé produkce triacylglyceroli jsou kvasinky schopny syntetizovat
fosfolipidy (2—10 % celkovych lipidl) s malym mnozZstvim steroll a jejich esterti. Kvasinky se zdaji
byt snadno vyuzitelny mikroorganismus pro produkei lipiddi, vzhledem k jejich rychlé akumulaci. Tyto
vlastnosti mohou byt vyhodné pro izolaci a nasledné zpracovani pro vyrobu bionafty. Nékteré z téchto
lipidl jsou tvofeny mononenasycenymi a polynenasycenymi mastnymi kyselinami. [3]
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2.5 Betaglukany

Betaglukany jsou pfirodni komplexni polysacharidy a véda se jim v posledni dobé pomérn¢ hodné
vénuje kvili jejich imunomodula¢nim schopnostem. Vysledky tohoto i dalSich vyzkumt jsou vice nez
povzbudivé. Mezi zdroje, které patii mezi nejbohatsi zastupce betaglukanii, miZeme zminit obiloviny
(oves a jeCmen), fadu hub, kvasinky a motské tasy. Pfi zkoumani, jestli zalezi na piivodu betaglukand,
se zjistilo, Ze dulezita je Cistota produktu, ale jestli pochazi z obili nebo kvasnic neni pfitom az tak
dalezité. Velmi Casto se pouzivaji betaglukany z kvasinek Saccharomyces cerevisiae, protoze jsou pro
nas organismus nejpiirozenéjsi. Betaglukany maji schopnost podpofit obranné reakce organismu, které
pusobi proti bakteridlnim a parazitarnim chorobam. Pti vybéru betaglukani je tfeba vybirat co nejcistsi
produkt a v idedlnim pfipadé ho konzumovat spole¢né s vitaminem C a resveratrolem. To, Ze
betaglukany maji ptiznivé biologické ucinky, je znamé delsi dobu, ale védci se mu vice zacali vénovat
az od poloviny 20. stoleti.

Betaglukany maji Siroké vyuziti: posiluji imunitni systém v piipadé fyzického a emocniho stresu,
chronické unavy, ale také pii 1é€be€ jako je ozafovani nebo chemoterapie. Betaglukany snizuji vysoky
cholesterol, diabetes, pomahaji zvladat rakovinu, HIV/AIDS. Betaglukany se podédvaji intraven6zné po
operacich, aby se zabrénilo infekci. Betaglukany jsou sloZzené z jednoduchych sacharidt. Glukézy jsou
pospojovany predevsim vazbou beta-1,3, proto ziskaly ndzev beta-1,3-D-glukany. Betaglukany jsou
oznacovany jako modifikatory biologické odpovédi. Jedna se o ptirodni latky — polysacharidy, které se
objevuji v bunéénych sténach, moiskych tasach, houbach nebo tieba kvasinkach. NejrozsifenéjSimi
pfipravky jsou ty, které obsahuji betaglukan izolovany z pekaiskych a pivovarskych kvasinek
Saccharomyces cerevisiae. Ty jsou naSemu tclu totiz nejpiirozengjsi a také biologicky nejaktivnéjsi
jsou pravé betaglukany se zékladnim fetézcem z molekul glukézy pospojované vazbou 1,3 a s
postrannim glukézovym fetézcem v pozici 1,6. Makrofagy patii mezi hlavni ¢asti imunitniho systému.
Lidské télo obsahuje ve tkdnich, organech, krvi a lymf€ miliardy makrofagt. Jednd se vlastné o prvni
obrannou linii imunitni odpovédi. A pravé betaglukany patii mezi nejcastéjsi ptirodni aktivatory téchto
makrofagii. Jsou vysoce cenéné hlavné pro svou imunomodula¢ni aktivitu a pro antikarcinogenni
piisobeni. Radi se mezi takzvané PAMP — pathogen associated molecular patterns (s patogenem
asociované molekularni vzory). Imunitni systém je rozpoznavéa s tim, ze ihned zahajuje imunitni
odpovéd. [4]

2.5.1 Betaglukany a cholesterol

Bylo zjisténo, Ze pfi uzivani betaglukanti z kvasinek nebo jeCmene dochédzi k poklesu hladiny
celkového cholesterolu a lipoproteint s nizkou hustotou (LDL) neboli ,,Spatného” cholesterolu. Toho
bylo dosazeno u osob s vysokym cholesterolem po nékolika tydnech 1éCby. Existuje ale i vyzkum,
ktery vySe uvedené popird. Veédci se domnivaji, ze tento rozdil je zplisoben zplisobem zpracovani
produktu s betaglukany a jeho Cistota. Zvysené hladiny lipoproteinii v celkové a nizké hustoté (LDL —
»spatny” cholesterol) se maji za zékladni rizikové faktory kardiovaskuldrnich onemocnéni. Studie
zkoumala B-glukany z ovsa pifedevsim pro jeho diskutovany potencial snizovat cholesterol.

Ve vysledku bylo zjisténo, ze studie provedené béhem poslednich 13 let podporuji navrh, ze piijem
ovesnych B-glukant v dennich davkach (kolem 3 g) miize snizit hladinu celkového cholesterolu a
lipoproteinii s nizkou hustotou plazmy (LDL) o 5 az 10 % u normo-cholesterolemickych nebo
hypercholesterolemickych subjekti. Studie ukazaly, Ze spotfeba ovsa je v prioméru spojena s 5% a 7%
snizenim celkové hladiny LDL cholesterolu. Vyznamné védeckd dohoda nadéle podporuje vztah mezi

hladinou B-glukanti a hladinou cholesterolu v krvi, ptficemz nové¢jsi udaje jsou v souladu s piedchozimi
zavéry FDA (US Food and Drug Administration) JHCI (Joint Health Claims Iniciative). [5]
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2.5.2 Vliv betaglukani na cukrovku

Diabetes mellitus je typicky vysokou hladinou glukézy v krvi. Doprovazi ho projevy jako je zizen,
Cast¢j$i moceni a Ubytek hmotnosti. Pfi¢inou je Spatné zasobovani inzulinem, sniZeni transportu
glukozy z krve do svalovych a tukovych bunék. Riziko spociva hlavné ve vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni, vysokém tlaku, zvySenim lipidi. Z vysledkt vyplyva, Ze betaglukany eliminuji tyto
faktory. Kromé toho podporuji hojeni ran a maji vliv na ischemickou chorobu srdec¢ni. Dulezité je tyto
souvislosti dale zkoumat a vyuZzivat Cisté betaglukany. ProtoZe onemocnéni cukrovkou, specidlné 2.
typu, je civilizatnim problémem, vyplati se vyuzit potencial, které nové moznosti nabizeji. A
betaglukany by mezi n€¢ mohly patfit. Betaglukany snizuji hladinu glukézy u diabetickych pacientt.
Lepsi vysledky zavisely na delsim ¢asovém obdobi. [4] [6]

2.5.3 Vliv betaglukanii na vysoky krevni tlak

Zdé se, ze betaglukany snizuji krevni tlak u nékterych lidi s vyS$Sim indexem télesné hmotnosti.
Randomizovana, dvojit¢ zaslepend, kontrolovand klinickd studie — 97 muzi a zen s klidovym
systolickym krevnim tlakem 130-179 mm Hg, nebo diastolickym krevnim tlakem 85-109 mm Hg
konzumovalo po 12 tydna potraviny s ovesnymi betaglukany nebo kontrolni potraviny. Béhem 1écby
nebyly pozorovany zaddné vyznamné rozdily u oxidativniho stresu a vysledky naznacuji také ptiznivé
ucinky potravin s ovesnymi betaglukany na metabolismus uhlohydratl a na krevni tlak u obéznich
subjektl. [7]

2.5.4 Betaglukany a rakovina

Imunitni systém organismu chrani pfed negativnimi vlivy z okoli. Jestlize je ale rakovina agresivni,
nemusi byt imunitni odpovéd’ dostatecné silnd, aby znicila vSechny rakovinné builky. Mediciné se
rakovinu stale dafi tézko zvladat, navic lécba v podobé chemoterapie nebo radioterapie je pro
organismus c¢asto velmi zatézujici. Pti hledani moznosti, jak 1é€bu a naslednou péci podpofit, se
vyuzivaji 1 betaglukany. Rakovina postihuje buiiky, které bojuji s infekcemi, ¢imz se oslabuje imunitni
systém. Jednou z moznosti je vyuzit i modifikatory biologické odpovédi. Jedna o formu imunoterapie,
ktera tim, ze posiluje imunitni systém, tak v disledku vyvoldva obrannou odezvu. Mezi tyto
modifikatory patii i betaglukany.

Imunomodulaé¢ni u¢inky betaglukanii prosly testovanim na nejriiznéjSich zvitatech a mezi zvifaty neni
prozatim znam druh, ktery by odolaval pfiznivému vlivu téchto latek. Zjistilo se, ze betaglukany jsou
schopny zpomalit rist rakovinnych bun€k a zabranit tak Sifeni do dalSich casti téla. Lécba betaglukany
se pro velky potencidl stdle podrobné zkouma na zvitatech. Vliv betaglukanti na rakovinu je velmi
zajimavy. Klinicky bylo prokazano, ze metastaizam brani nékolika zpiisoby: jedna se o cytotoxicitu,
kdy dochazi ke stimulaci bilych krvinek, aby zastavily rist nadort. Pravé NK builky (natural killer
cells) jsou rozhodujici pro snizeni aktivity rakovinnych buné¢k, vyhledévaji a kontroluji nadory, a
nasledné je ni¢i. Antiangiogeneze brani rakovinnym buiikdm rozvijet sit’ krevnich cév, coz je nutné k
bujeni nédorti. Bylo zjisténo, ze pii 1€cbé chemoterapii nasledna péce pomoci betaglukanti poskytuje
obnovu poskozené kostni dien¢ tim, Ze stimuluje tvorbu ¢ervenych krvinek. Nadorové buiiky a dalsi
hostitelské bunky nemaji povrchovou slozku v podobé betaglukanii, coz mize byt divodem pro
zranitelnost rakoviny. [4]

Rakovina plic je ¢astou pfi¢inou umrti na rakovinu. Védci na mySich modelech zkoumali kombinaci
betaglukanti s 1é€bou bevacizumabem u lidského karcinomu plic. Terapeuticka ucinnost betaglukant
spolecné s bevacizumabem byla prokazana i u orthotopického karcinomu plic. Vysledky vypovidaji o
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moznosti terapeutickych pfinosit pro rakovinu plic, kdy roste ucinnost bevacizumabu diky vyuziti
betaglukanti a spole¢n¢ mohou poskytnout lepsi terapeutické piinosy. [6]

3 PRAKTICKA CAST

Béhem praktické casti byly provadény kultivaéni experimenty v laboratornim méfitku
v Erlenmeyerovych bankach, na které bylo navazano fizenou kultivaci ve fermentoru. Vysledky
kultivaci byly méfeny pomoci kapalinové a plynové chromatografie, ELISA spektroskopie a postupy,
které tyto métfeni predchazely, tyto postupy byly popsany v teoretické ¢asti.

3.1 Pouzité chemikalie a pristroje
3.2 Chemikalie pouZzité ke kultivaci kvasinek

Kvasni¢ny autolyzat, Roth (SRN)

Glycerol p.a., Lach-ner (Ceska Republika)

Bakteriologicky pepton, Duchefa Biochemie (Nizozemsko)

Siran amonny p.a., Penta (Ceska Republika)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-ner (Ceska Republika)
Siran horeénaty heptahydrat p.a., Lach-ner (Ceska Republika)

3.3 Chemikalie pouzité pro piipravu vzorku a analyzu (HPLC, GC)

Methanol p.a, Penta (Ceska Republika)
Chlorofom p.a. Penta (Ceskéa Republika)
Ethylacetat pro HPLC, Roth (SRN)

Acetonitril pro HPLC, Chem-Lab (Belgie)
Heptadekanova kyselina, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina sirova 96%, Lach-ner (Ceska Republika)
Methanol pro HPLC, Chem-Lab (Belgie)
Hydroxid sodny, Lach-ner (Ceska Republika)
Hexan pro HPLC, Carlo ERBA (Francie)
Tris-HCI, Penta (Ceska republika)

3.3.1 Pouzité pomiicky a pristroje

Ptedvéazky Scout, Ohaus

Analytické vahy Boeco

Autoklav Systec

Laminarni box Air Stream ESCO Class 11 BSC
Skiinova tfepacka ZWYR-D2401, Labwirt

Ttepacka WiseShake SHR-2D, Witeg

Mikroskop L II 00A, Intraco Micro

GKB Color Digital CCD kamera

Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.0.
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Centrifuga Z 36 HK, Hermle

Lyofilizator FreeZone 4.5 1 Freeze Dry Systém, Labconco
Vakuova pumpa k lyofilizatoru Vakuumbrand
Homogenizator BeadBug, Benchmark Scientific

Vortex Fixed Speed Vortex Mixer, VXMNFS, Ohaus
Termoblok Dry Block Heater, Ohaus

Fermentor RALF 7 1, BIOINGENiRING

Vakuova odparka HB4 basic, HBA Labortechnik
Aparatura dle Soxhleta

HPLC/PDA sestava: Sestava Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fischer, USA)
GC/FID sestava: TRACE 1300 TM (Thermo Fischer, USA)
Vyhodnocovaci software Chromeleon 7.2

3.4 Zpracovani kavové sedliny

3.4.1 SuSeni a extrakce

Kavova sedlina byla ziskdna jako odpad zkavovaru na Ustavu chemie potravin a biotechnologii.
Vlhka kavova sedlina byla ponechana k vysuSeni v horkovzdusné susarné pti teploté¢ 70 °C po dobu
dvou dnli za obCasného promiseni. Sedlina zbavena vlhkosti byla poté najemno rozemleta pomoci
elektrického doméciho mlynku BOSH. Najemno namleta sedlina byla podrobena extrakci kavového
oleje v Soxhletové aparatufe v extrakéni smési o slozeni hexan ku izopropanolu (1:1). Patrony se
sedlinou zbavenou tukl byly vysuSeny v suSarn¢.

3.4.2 Kysela hydrolyza

Po extrakci a vysuseni bylo odvéazeno 200 g kavové sedliny, jez bylo vsypano do dvoulitrové sterilacni
lahve s 1 litrem 1% kyseliny sirové. Takto vytvorena smés byla dikladné promisena, vloZena do
autoklavu a podrobena kyselé hydrolyze pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut. Po zchladnuti na
laboratorni teplotu (21 °C) bylo v hydrolyzatu upraveno pH na hodnotu 5,5 pomoci hydroxidu
draselného.

3.4.3 Enzymaticka hydrolyza

Po upravé pH byl hydrolyzat kvantitativné pfeveden do dvoulitrové kadinky vyhfivané magnetickou
michackou s ohfevem za stdlého michani hiidelovou michackou (350 rpm). Po vyhiati na 45 °C byly
do smési pfidany enzymy v podobé hemiceluldz a celuldz. Takto vznikla smés byla ponechéna za
stalého ohfevu a michani k hydrolyze do viditelného rozkladu celuléz a hemicelul6z (vyrazné zvyseni
viskozity). Vznikly hydrolyzat byl zfiltrovan za snizeného tlaku a filtrat byl analyzovan metodou
HPLC/RI, na jejimz vystupu bylo mozno zjistit koncentraci vyuzitelnych cukri (glukézy, mandzy,
galaktézy a arabindzy). Na zaklad¢ ziskanych dat o mnozstvi cukrii, byl hydrolyzat zahu$tén na
pozadovanou koncentraci pomoci vakuové odparky.
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3.5 Kultivace kvasinkového kmene Rhodosporidium toruloides (CCY 62-2-4)

3.5.1 Inokulace

Na pocatku bylo ve vysokotlakych hrncich vysterilovano YPD-agarové médium, jez bylo rozlito do
sterilnich Petriho misek. Na vychladlé¢ agarové plotny bylo nasledné zaoCkovano nékolik klicek ze
zasobnich kultur z kryozkumavek. Po optimalnim namnozeni bunc¢k (2-3 dny) byly kultury na
agarovych plotnach ptipraveny k pieockovani do kapalnych inokula¢nich YPD médii, pfipravenych a
vysterilovanych v Erlenmeyerovych baiikach. Pieockovani bylo provedeno v poméru 1 klicka kultury
na 10 ml média. Slozeni YPD inokula¢nich médii je uvedeno v Tabulka 1.

Tabulka 1: Slozeni YPD médii.

Typ média Slozky Mnozstvi
Agar I5¢g
YPD Glukéza 20g
, | YPD . —_
agarove Kanalné Bakteriologicky pepton 10g
médium p ; Kvasni¢ny autolyzat 20g
médium -
Destilované voda 1000 ml

3.5.2 Metoda inokulace

Vramci screeningovych kultivaci v laboratornim méfitku byly provedeny série kultivaci
v Erlenmeyerovych bankéch, které byly zaméfeny na optimalizaci slozeni média. V ramci téchto
kultivaci byly provedeny 3 faze kultivaci zaméfené na optimalizaci slozeni kultivaéniho média.
V téchto experimentech byl jako zaklad vyuzit hydrolyzat kavové sedliny, ktery slouzil jako primarni
zdroj uhliku. Déle byl do média v riiznych objemech a pomérech pfidavan kavovy olej. Jako srovnani
byl vyuzit odpadni fritovaci olej (fepkovy). Druhd faze experimentii byla zaméiena na studium vlivu
pfidavku mikroelementl do média a ptidavek vyzivného zdroje kvasni¢ného autolyzatu. V posledni
fazi byly otestovany doba kultivace a inokula¢ni pomér. Na zaklad¢ screeningovych kultivaci byly
nejlepsi podminky pievedeny do laboratorniho velkoobjemového fermentoru. Kultivace probihala za
tizenych podminek. U screeningovych kultivaci bylo prvni inokula¢ni médium (Iy) uzito v mnozstvi 50
ml a druhé inokula¢ni médium (I2) v mnozstvi 125 ml se zaockovanim 25 ml z I do .. Vzdy bylo
dodrzeno pravidlo inokulacniho poméru 1:5. Produkéni média o objemu 50 ml byla zaockovana 10 ml
inokula¢niho média. V experimentech s riznymi inokulacnimi poméry bylo mnoZzstvi inokula zavislé
na zvoleném pom¢éru.

3.5.3 Kultivace v produkénich médiich

Kultivace v produkénich médiich probihala v Erlenmeyerovych baiikach a bioreaktoru RALF od firmy
Bioengineering. Pro ockovani produkcénich médii byl pro Erlenmeyerovy banky zvolen pomér 1:10 a
pro bioreaktor pomér 1:20. Produkéni média byla pfipravovana v objemu 50 ml do 250 ml
Erlenmayerovych banék, které byly sterilovany v tlakovém hrnci po dobu 15 minut pii 121°C.
Produkéni média se liSila slozenim uhlikatého zdroje a dodate¢nym ptidavkem zivin v podobé
mikroelementového roztoku a kvasni¢ného autolyzatu. Pro prvni fazi kultivaci, byla kvasinka
kultivovana na riznych kombinacich kavového hydrolyzatu a odpadnich oleji. Jako kontrola zde
slouzilo artificialni kontrolni gluk6zové médium. Pro kultivace byly vyuzity hydrolyzat kavové sedliny
a nasledné odpadni fritovaci fepkovy olej a kavovy olej ziskany extrakci z pouzité kdvové sedliny.
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V této fazi kultivace byly pfipraveny kombinace kavového hydrolyzatu a oleje v pomérech 10:90;
15:85; 20:80; 25:75 a 30:70. Cilem bylo otestovat, jaky vliv bude navySeni obsahu jednoduchého
uhlikatého zdroje na produkci biomasy a sledovanych metabolitti. V druhé fazi byly pro otestovany
dale ptidavky mikroelementového roztoku a kvasni¢ného autolyzatu do média. Ve finalni fazi, po
vyhodnoceni screeningovych kultivaci byla provedena bioreaktorova kultivace.

Tabulka 2: Mineralni zaklad produkéniho média

Slozka Mnozstvi (g/1)
KH,PO4 4,0
MgSOg4 - 7 H2O 0,7
(NH4)>SO4 4,0

Tabulka 3: Piiklad navazek kavového hydrolyzatu a odpadnich substrati do jednotlivych typt produkénich médii

Navéazka (g/50 ml média)
Médium Sacharid | Lipidicky substrat
Kontrolni glukozové 2,3230 0
Pomér 10/90 0,2323 1,5996
Pomér 15/85 0,3485 1,0665
Pomér 20/80 0,5646 0,8888

3.6 Zpracovani biomasy

3.6.1 Gravimetrické stanoveni biomasy

Odebrané vzorky byly dikladné protfepany na vortexu a nasledné z nich byl pipetou odebran 1 ml
média do pfedem zvaZené (na analytickych vahach) 2ml plastové zkumavky. Zkumavky s takto
odebranymi vzorky byly odsttedény (10 000 ot/min; 3 min), supernatant byl odlit, obsah byl promyt 1
ml destilované vody, rozsuspendovan a odstfedén. Promyvaci procedura byla pfipadné opakovéna,
dokud nebyl supernatant po promyti Ciry abezbarvy. Zkumavka s bunéénym sedimentem byla
ponechana na 20 minut v hlubokomrazicim boxu (o teplot¢ —80 °C). Zkumavky se zmrazenym
obsahem byly vlozeny do lyofilizatoru a lyofilizovany do kompletniho vysuSeni biomasy (cca 2 dny).
Zkumavky s vysuSenym obsahem byly zvazeny na analytickych vahach a zrozdili hmotnosti byla
urcena koncentrace biomasy v médiu.

3.6.2 Zpracovani vzorku

Vzorek byl po odbéru ke gravimetrickému zpracovani odsttedén (7000 ot/min; 3 min), ze supernatantu
byly odebrany cca 2 ml k analyze zbytkovych cukrii na sestavé HPLC/RI. Zbytek supernatantu byl
vylit a sediment byl rozsuspendovan ve 20 ml destilované vody. Vzorek byl opét odstiedén a
supernatant byl vylit. Promyvaci procedura byla opakovana, dokud nebyl supernatant po promyti ¢iry
a bezbarvy. Biomasa byla nasledn¢ prevedena do 2ml plastové zkumavky, zmraZzena na —80 °C a
zlyofilizovéana. Zlyofilyzovana biomasa byla uskladnéna v mraznicce.
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3.6.3 Analyza sacharidi metodou HPLC/RI

Vzorky se zbytkovym cukrem ¢i glycerolem byly dvakrat natfedény a piefiltrovany ptes nylonovy filtr.
Takto ptipravené vzorky byly o objemu 20 pl davkovany na HPLC sestavu Dionex Ultimate 3000 od
firmy Thermo Fischer Scientific s RI detektorem. Vzorek byl analyzovan na koloné Rezex ROA
Organic acids s rozméry 300x7,8 mm pii teplot¢ 60 °C, pritoku mobilni faze 0,5 ml/min a dobé
analyzy 10 minut. Mobilni faze byla slozena z 0,005 M kyseliny sirové rozpusténé v MiliQ vodé.

Obrazek 6: Kapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000 (Zdroj: vlastni foto)

3.7 Extrakce karotenoidii pro HPLC

Karotenoidy, ergosterol a ubichinon byly extrahovany zaroven v jednom vzorku pomoci extrakce dle
Folche. Nejprve se na analytickych vahach odvazila biomasa v rozmezi mnozstvi 5-17 mg do
Sroubovacich plastovych vialek o objemu 2 ml. Biomasa ve vialkdch byla hydratovana 1 ml
destilované¢ vody po dobu 30 minut. Poté¢ byla biomasa zcentrifugovana a supernatant byl vylit.
K hydratované biomase bylo nésledné pfidano cca 0,5 ml sklenénych kulicek a 1 ml methanolu.
Vialky se smési byly intenzivné protiepany na multipozicnim vortexu po dobu 20 minut. Nasledovalo
preliti celého obsahu vialky do 15 ml zkumavky se zavitem, do niz byly napipetovany 2 ml
chloroformu.

Vznikld smés byla opét 20 minut tfepana na vortexu. Po protfepani nasledovalo pfidani 1 ml
destilované vody a centrifugace vzorku (1500 ot/min, 1 min). Po rozdéleni smési na dvé faze, byla
pomoci pipety odebrana do 15 ml zkumavky spodni chloroformovéa faze. Chloroform byl odpaien na
termobloku vyhtatém na 35 °C stlaCenym dusikem. Odparek byl rozpustén ve 2 ml smési HPLC
rozpoustédel o slozeni acetonitril ku ethylacetatu (2:1). Smés rozpoustédel byla s odparkem dikladné
protfepana na vortexu a prefiltrovana pfes PTFE filtr do sklenéné vialky pro HPLC/GC. Takto
ptipraveny vzorek byl bud’ uskladnén v mraznicce ¢i ihned zanalyzovan.
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3.8 Analyza karotenoidii metodou HPLC/PDA

Vzorky s obsahem karotenoidd, ergosterolu a ubichinonu byly podrobeny analyze na HPLC znacky
Thermo Fischer Scientific, na koloné kinetex EVO CI18 o rozmeérech 150x4,6x2,6 mm. Eluce
probihala v gradientovém moédu o pratoku mobilni faze 1,2 ml/min a dobou analyzy 25 minut. Slozeni
mobilnich fazi vyobrazuje Tabulka 4. Zména gradientu mobilni faze na kolon¢ je ukazana v

Tabulka. Detekce probihala na PDA detektoru pii vinovych délkach 450 nm pro karotenoidy a 280 nm
pro ergosterol a ubichinon. Identifikace a kvantitativni stanoveni bylo provedeno na zaklad¢ predem
namétfenych standardi a jejich kalibracnich kiivek. Vyhodnoceni pak probihalo v programu
Chromeleon.

Tabulka 4: Slozeni mobilnich fazi.

If\:;:ﬂm slovka % (obj)
Methanol 2

A Acetonitril 84
100 mM trisHCl pufropH 8 | 14

B Methanol 60
Ethylacetat 40

Tabulka 5: Schéma gradientové eluce analyzy karotenoida.

Cas analyzy e o 104 MF B [%)]
[min]

0 100 0

13 0 100

19 0 100

20 100 0

25 100 0

3.9 Transesterifikace a extrakce mastnych kyselin pro GC analyzu

Do krimpovacich vialek byla na analytickych vahach navazena lyofilizovand biomasa v rozmezi
hmotnosti 5-17 mg. Dale bylo do krimpovaci vialky napipetovano 1,8 ml transesterifikacni smeési
s obsahem interniho standardu C:17 o koncentraci 0,5 mg/ml rozpusténého v 15 % kyselin€ sirové v
HPLC methanolu. Takto vznikla smés byla zakrimpovdna a ponechana k transesterifikaci
v termobloku pfi teploté 85 °C na 2 hodiny. Nasledné po vychladnuti smési byl cely obsah krimpovaci
vialky ptfeveden do 4ml vialky s 0,5 ml 0,05 M roztoku NaOH. Ke smési se dale ptipipetoval 1 ml
HPLC hexanu. Vznikla smés byla 5 minut intenzivn¢ tfepana na vortexu.

Po oddéleni fazi bylo z vialky odebrano 100 pl vrchni hexanové faze do sklenéné vialky pro

HPLC/GC s ptedem napipetovanymi 900 pl HPLC hexanu. Takto vzniklé vzorky byly pfipraveny pro
analyzu na GC.
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3.10 Analyza mastnych kyselin metodou GC/FID

Vzorky s methylestery mastnych kyselin byly podrobeny analyze na plynovém chromatografu Thermo
Scientific TRACETM Gas Chromatograph, vybaveném autosamplerem Thermo Scientific Al 1310,
automatickym davkovacem se splitterem, kolonou Zebron ZB-FAME o rozmérech 30 m x 0,25 mm x
0,25 um a plamenov¢ ioniza¢nim detektorem (FID).

Analyza byla provedena za téchto podminek:

- Mobilni faze (nosny plyn) — vodik o stalém pratoku 1 ml/min
- Objem nastiiku vzorku 1 pl
- Teplota injektoru 250 °C, pomét delice toku 10

- Teplota na detektoru 260 °C s pritoky plyntt 350 ml/min u vzduchu, 35 ml/min u vodiku
a 30 ml/min u dusiku

- Teplotni program: 80 °C udrzovano 1 minutu (tz=1 min), poté zvySeni teploty na 140 °C
s gradientem 15 °C/min (tz=5 min), nasledované¢ dalSim zvySenim na 190 °C s gradientem
3 °C/min (tx=21,7 min), déle zvySeni na teplotu 260 °C s teplotnim gradientem 25 °C/min
a udrzenim teploty po dobu 1 minuty (tx=25,5 min); celkova doba analyzy 25,5 minut

Obrazek 7: Plynovy chromatograf Trace GC 1300TM (Zdroj: vlastni foto)
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4 VYSLEDKOVA CAST

V této casti jsou uvedeny vysledky experimentl provedenych v této praci. Laboratorni kultivace
v baiikach byly provedeny v triplikatech dle postupu uvedeném v experimentalni ¢asti. Vysledky jsou
uvedeny jako primér hodnot se smérodatnou odchylkou. Bioreaktorova kultivace byla provedena
v duplikatu, kdy vysledky jsou prezentovany samostatné.

4.1 Screeningové kultivace: Prvni faze

Na Grafech 1 a 2 spolecné s Tabulkou 6 je vyobrazena produkce metabolitii kvasinkovou biomasou
kmene Rhodosporidium toruloides produkovanou na médiich s obsahem odpadnich substrati.
S klesajicim zastoupenim olejnaté slozky v médiu v rdmci uhlikatého substratu je pozorovatelny trend
rostouciho nariistu biomasy. Nejvyznamnéj$i produkce biomasy byly pozorovany na médiich
s obsahem KH:KO 30:70 (10,3 g/l) a KH:KO 25:75 (9,87 g/l). Nejvyssi obsah lipidi byl pozorovéan na
médiich KH:FO 25:75 (18,01 %) a KH:FO 30:70 (16,24 %). Nejvyznamnéj$i produkce betaglukanti
byly zaznamenany na médiich s obsahem fritovaciho oleje, a to konkrétné na médiich KH:FO 30:70
(16,03 %) a KH:FO 10:90 (15,32 %). Nejvyssi procentudlni zastoupeni nasycenych mastnych kyselin
(SFA) bylo zaznamenano u biomasy kultivované na médiu KH:KO 20:80 (40,32 %).
Mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA) bylo zpohledu zastoupeni biomasou nejvice
kumulovano na médiu KH:KO 15:85 (66,04 %). Polynenasycenych mastnych kyselin bylo pomérove
nejvice kumulovano v biomase rostouci na médiu KH:KO 20:80 (42,97 %). Mnozstvi celkovych
karotenoidt dosahovalo nejvyssich produkei na médiich KH:FO 20:80 (11,256 mg/g) a KH:FO 30:70
(10,912 mg/g). Ubichinon byl nejvice kumulovan na médiich s obsahem fritovaciho oleje KH:FO
25:75 (10,224 mg/g) a KH:FO 30:70 (9,532 mg/g). Produkce ergosterolu dosahovala u
experimentalnich médii stabilnich hodnot (hodnotami okolo 4,5 az 7,8 mg/g) s maximy na médiich
KH:KO 30:70 (7,758 mg/g) a KH:FO 30:70 (7,739 mg/g).
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Graf 1: Produkce biomasy, procentualni zastoupeni lipidi a produkce betaglukanti kvasinkovou biomasou pfi rizném
pomérovém zastoupeni odpadnich uhlikatych substrati v médiu.
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Graf 2: Slozeni lipid v biomase pfi kultivacich na médiich s odpadnim substratem s piidavkem kévového hydrolygatu

Tabulka 6: Tabulka ke screeningové kultivaci v prvni fazi.

Vzorek Betakaroten | Torularhodi | Karotenoidy | Ubichinon Ergosterol
[mg/g] n [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]

Kontrola 0.262+0.018 2.745+0.244 | 4.961+0.474 3.371£0.299 | 1.881+0.164
KH:KO 10:90 | 0.138+0.01 2.692+0.26 2.948+0.226 2.024+0.143 | 6.059+0.586
KH:KO 15:85 | 0.315+0.022 5.604+0.62 6.091+0.437 2.705+0.241 | 4.667+0.507
KH:KO 20:80 | 0.2+0.014 4.182+0.305 | 4.544+0.431 3.741£0.371 | 4.464+0.511
KH:KO 25:75 | 0.365+0.027 5.395+0.494 | 5.957+0.592 2.56+0.231 5.528+0.455
KH:KO 30:70 | 0.409+0.03 7.213+0.868 | 7.904+1.036 4.785+0.436 | 7.758+0.856
KH:FO 10:90 | 0.351+0.026 5.38+0.384 6.109+0.701 5.142+0.485 | 6.195+0.542
KH:FO 15:85 | 0.481+0.034 7.806£1.002 | 8.611+0.624 4.971+0.375 | 7.134+0.683
KH:FO 20:80 | 0.746+0.053 10.232+1.65 11.256+1.662 | 3.964+0.419 | 6.854+0.489
KH:FO 25:75 | 0.385+0.028 6.455+£0.659 | 7.084+0.891 10.224+1.023 | 7.114+0.536
KH:FO 30:70 | 0.637+0.048 8.48+0.663 10.912+0.769 | 9.532+1.088 | 7.739+1.069

4.2 Screeningové kultivace: Druha faze

Na Grafech 3 a 4 spole¢né s Tabulkou 7 jsou vyobrazeny kultivace s ptfidavkem mikroelemetového
roztoku a kvasni¢ného autolyzatu. Nevyssi produkce biomasy byla pozorovana na médiu
Kvas. aut. 3 g (17,05 g/l). Nejvyznamnéjsi produkce lipidii v experimentalnim médiu byla pozorovana
v biomase kultivované na médiu Kvas. aut. 1 g (10,04 %). Nejvyssi zastoupeni betaglukanti v biomase
bylo na médiu Kvas. aut. 4 g (17,04 %). Nejvyssi zastoupeni SFA z experimentalnich médii bylo na
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médiu Kvas. aut. 2 g (33,79 %). Nejvyznamnéj§i kumulace MUFA byla pozoroviana na médiu
Kvas. aut. 2 g (62,64 %). PUFA bylo nejvice zastoupeno v biomase kultivované na médiu Mik 3 ml
(54,86 %). Nejvyssi produkce karotenoidi byla na médiu Kvas. aut. 2 g + Mik 1 ml (9,323 mg/g).

Ubichinon byl v nejvys§im mnozstvi produkovan na médiu Mik 1 ml (8,091 mg/g). Ergosterol
dosahoval nejvyssi kumulace na médiu Kvas. aut. 2 g + Mik 2 ml (8,023 mg/g).
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Graf 3: Produkce biomasy, procentualni zastoupeni lipidi a produkce betaglukani kvasinkovou biomasou v médiich
s riznym pridavkem mikroelemetového roztoku, kvasni¢ného autolyzatu,
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Graf 4: Slozeni lipidi v kvasinkové biomase kultivované v médiich s riznym pfidavkem mikroelemetového roztoku,
kvasni¢ného autolyzatu.
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Tabulka 7: Tabulka ke screeningové kultivaci v druhé fazi.

Vzorek Betakaroten Torularhodin | Karotenoidy | Ubichinon Ergosterol
[mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]
Kontrola 0.467+0.033 2.65+0.209 6.484+0.486 | 5.479+0.415 | 2.318+0.181
Mik 1 ml 0.087+0.006 0.745+0.052 | 0.843+0.064 | 8.091+0.611 | 4.703+0.372
Mik 2 ml 0.446+0.033 6.091+0.672 | 6.735+0.679 | 2.175+0.171 | 7.08+0.89
Mik 3 ml 0.225+0.016 4.017+0.303 | 4.423+0.468 | 2.409+0.215 | 7.097+0.597
Mik 4 ml 0.198+0.014 3.745+0.325 | 4.1+0.391 3.051+£0.265 | 7.488+0.711
Kvas. aut. 1 g 0.356+0.025 6.526+0.814 | 7.597+0.898 | 2.881+0.243 | 7.72+0.542
Kvas. aut. 2 g 0.602+0.046 3.339+0.289 | 4.382+0.385 | 4.391+0.463 | 2.987+0.219
Kvas. aut.3 g 0.001+0 0.903+0.067 1.367+0.106 | 5.653+0.636 | 5.066+0.548
Kvas. aut. 4 g 0.408+0.029 6.377£0.806 | 6.966+0.874 | 4.606+0.362 | 6.558+0.609
Kvas. aut. 2 g + | 0.424+0.03 8.688+0.902 | 9.323+0.919 | 4.917+0.542 | 8.644+0.9
Mik 1 ml
Kvas. aut. 2 g +| 0.357+£0.026 6.144+0.617 | 7.026+0.642 | 3.661+0.368 | 8.023+0.758
Mik 2 ml

4.3 Treti faze — rizena kultivace v bioreaktoru

4.3.1 Kultivace v bioreaktorech

4.3.1.1 Prvni bioreaktorovd kultivace kmene Rhodosporidium toruloides

Na Grafech 5 a 6 spolecné s Tabulkou 8 je vyobrazena prvni fermentorova kultivace. Nevyssi
produkce biomasy byla pozorovana ve 120. h (35,42 g/l). Nejvyznamnéjsi produkce lipidi byla
pozorovana v biomase v 0. h (19,87 %). Nejvyssi zastoupeni betaglukani v biomase bylo v 96. h
(18,06 %). Nejvyssi zastoupeni SFA bylo pozorovano v 8. h (43,79 %). Nejvyznamnéjsi kumulace
PUFA bylo nejvice zastoupeno v biomase ve 24. h
(14,57 %). Nejvyssi produkce karotenoidldl byla ve 120. h (6,995 mg/g). Ubichinon byl v nejvyS$im
mnozstvi produkovan ve 120. h (7,633 mg/g). Ergosterol dosahoval nejvyssi kumulace v 72. h

MUFA byla pozorovana v 32. h (79,01 %).

(5,897 mg/g).
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Graf 5: Obsah jednotlivych metabolitii zjisténych v kvasinkéch pomoci metody HPLC

Tabulka 8: Profil glukani, mastnych kyselin spole¢né s nérfistem biomasy v pribéhu kultivace.
1. B-glukany @ a-glukany | Lipidy @ Biomasa SFA MUFA  PUFA
Bioreaktor | [%] [%] [%] lg/L] [%] [%] [%]
0H 15,26 8,75 19,873 1,03 36,59% | 59,22% | 4,19%
4 H 16,28 7,64 10,793 1,87 37,77% | 54,25% | 7,98%
8H 15,84 6,98 12,204 9,87 43,79% | 48,26% | 7,96%
24 H 16,03 7,48 8,711 13,25 29,51% | 55.92% | 14,57%
32H 16,92 5,06 6,816 24,02 17,02% | 79,01% | 3,97%
48 H 17,55 4,87 3,804 29,37 17,24% | 78,61% | 4,15%
72 H 17,86 6,12 4,384 31,42 21,06% | 68,61% | 10,33%
9% H 18,06 5,46 4,682 34,85 23,30% | 65,16% | 11,53%
120 H 17,64 5,03 8,469 35,42 25,31% | 60,45% | 14,24%
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Graf 6: Profil mastnych kyselin

4.3.1.2 Druhd bioreaktorova kultivace kmene Rhodosporidium toruloides

Na Grafech 7 a 8 spolecn¢ s Tabulkou 9 je vyobrazena prvni fermentorova kultivace. Nevyssi
produkce biomasy byla pozorovana ve 120. h (33,49 g/l). Nejvyznamnéjsi produkce lipida byla
pozorovana v biomase v 0. h (21,31 %). NejvySsi zastoupeni betaglukani v biomase bylo v 28. h
(18,01 %). Nejvyssi zastoupeni SFA bylo pozorovano v 80. h (29,24 9%). Nejvyznamnéjsi kumulace
MUFA byla pozorovana v 6. h (75,62 %). PUFA bylo nejvice zastoupeno v biomase ve 28. h
(14,28 %). Nejvyssi produkce karotenoidi byla ve 72. h (6,042 mg/g). Ubichinon byl v nejvyssim
mnozstvi produkovan v 72. h (5,677 mg/g). Ergosterol dosahoval nejvyssi kumulace v 72. h
(5,913 mg/g).
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Graf 7: Mnozstvi jednotlivych metabolitl zjisténych v kvasinkach pomoci metody HPLC.
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Tabulka 9: Profil glukani, mastnych kyselin spole¢né s nartistem biomasy v priabéhu kultivace.

2. p-glucans a-glucans Lipidy Biomasa  SFA MUFA | PUFA
fermentor [%0] [%] [%0] [g/L] [%0] [%0] [%0]
0OH 16,97 4,03 21,315 1,25 19,42% | 67,29% | 13,29%
6 H 17,59 4,51 16,248 2,04 24,38% | 75,62% | 0,00%
20H 16,87 3,05 11,843 3,86 25,49% | 62,98% | 11,53%
28 H 18,01 2,98 8,016 13,12 20,70% | 65,02% | 14,28%
48 H 17,64 3,48 7,080 16,45 23,46% | 65,29% | 11,25%
72 H 17,08 2,97 5,801 23,76 23,70% | 64,40% | 11,89%
80 H 17,34 4,06 6,428 28,71 29,24% | 61,44% | 9,32%
96 H 16,98 3,15 8,426 31,68 25,67% | 60,73% | 13,60%
120 H 17,21 2,87 9,248 33,49 24,57% | 63,09% | 12,34%
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Graf 8: Profil mastnych kyselin
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5 ZAVER

V poslednich letech se v souvislosti s masivnim nartistem populace také rapidné rozristaji vSechna
odvétvi primyslu a v disledku tedy i mnozstvi produkovanych primyslovych odpadt, jejichz
mnozstvi kazdym rokem vzrista. Konvenéni metody zpracovani téchto odpadi ¢asto zahrnuji vyrazné
emise CO; a vyrazn¢ tak zvySuji zatéz zivotniho prostiedi. Z tohoto diivodu se ¢im dal vice hledaji
cesty k pfechodu z linedrniho modelu ekonomiky na cirkularni, jehoz koncept spociva ve valorizaci
odpadi na cenné produkty, které mohou byt znovu vyuzivany. V oblasti biotechnologie se tento
koncept mize uplatnit pfi kultivaci mikroorganismil, které jsou schopny produkce bioaktivnich latek,
které maji pozitivni uCinky nejen na lidské zdravi. Pii pfidavani odpadnich substrati do médii jako
nadhrazka syntetickych substrati dochdzi nejen ke sniZeni kultivanich ndkladf, ale i vyznamné
modulaci chovani mikroorganismi vlivem vystaveni stresovym faktoriim, jez jsou indukovana
pfitomnosti komplexnich substratii. Stresové faktory vyvolavaji akumulaci urcitych latek, jako jsou
naptiklad sekundarnich lipidickych metaboliti v bunkéach mikroorganismu. V této studii byl zkouman
vliv potravinafskych odpadnich substrath na kmen karotenogenni kvasinky Rhodosporidium
toruloides.

Na zakladé screeningovych kultivaci byly vybrany média s nejlepSimi vysledky, které byly
posuzovany piedevsim na zaklad¢ produkce biomasy a produkovanych karotenoidi. Na zéklad¢ téchto
vysledkii byly provedeny velkoobjemové kultivace, aby byla ovéfena vyuzitelnost vysledkl
v priumyslovém méfitku. V prvni fermentorové kultivaci byla pozorovana nevyssi produkce biomasy
ve 120. h (35,42 g/1), stejné tak karotenoidl (6,995 mg/g). Zastoupeni glukant a sterold dle ocekdvani
rostlo s délkou kultivace. V ptipadé¢ druhého fermentoru byla nevyssi produkce biomasy byla
pozorovana opét ve 120. h (33,49 g/l), ale z hlediska produkce metaboliti by bylo vhodné ukoncit
kultivaci po 72 hodinach, kdy bylo dosazeno nejvyssi produkce karotenoidt (6,042 mg/g), ubichinonu
(5,677 mg/g) a ergosterolu (5,913 mg/g).

Na zakladé¢ ziskanych vysledkii je zjevné, ze kvasinky kmene Rhodosporidium toruloides jsou
schopny utilizovat lipidické odpadni substraty a produkovat zna¢né mnozstvi biomasy i cennych
metabolitli, proto je tento zptisob kultivace vhodny pro dalsi vyzkum za tcelem dalsi optimalizace
média a v disledku pak maximalizace produkénich schopnosti téchto kvasinek.
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Tabulka ke screeningové kultivaci v prvni fazi.

Tabulka ke screeningové kultivaci v druhé fazi.

Tab. 6: Tabulka k analyze plynové chromatografie a B-glukant, slouzi pro zjisténi profilu mastnych
kyselin v dané latce.

Tab. 7: Tabulka k analyze plynové chromatografie a B-glukant, slouzi pro zjisténi profilu mastnych
kyselin v dané latce. U druhého fermentoru.

Tab. 8: Tabulka s daty pro prvni méteni.

Tab. 9: Tabulka s daty pro druhé méteni
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