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ABSTRAKT

Pro ptedlozenou diplomovou praci bylo vytipovano nékolik druht kvasinek a mikrofas a ve
vybranych producentech byly analyzovany p-glukany, lipidy, karotenoidy, ergosterol
a koenzym Q. Podminky kultivace kvasinek byly voleny s ohledem na co nejvyssi produkcei -
glukanti. Kultivace tfas byla provadéna dle postupti Sbirky autotrofnich mikroorganismu
(CCALA). Ze zastupct mikrofas byly vybrany Desmodesmus acutus, Dunaliella salina,
Arthrospira maxima a Cyanothece sp. Pro kultivace kvsinek byly vybrany druhy: Rhodotorula
glutinis, Cystofilobasidium macerans a Sporidiobolus metaroseus. Kultivovana byla také
Saccharomyces cerevisiae, ktera je dnes jiz ovéfenym zdrojem B-glukani a je povaZovana za
zdravotné bezpecny GRAS organismus. Z uvedenych divodi byla S. cerevisiae pouzita jako
standard pro porovnani produkce B-glukanti ve vybranych druzih kvasinek. B-glukany byly
stanoveny pomoci enzymatického kitu K-YBGL Megazyme, Kkarotenoidy, ergosterol
a koenzym Q byly stanoveny pomoci HPLC/PDA a lipidy, respektive obsah mastnych kyselin
byl stanoven pomoci GC/FID. Nejlepsim producentem kvasinkovych f3-glukanti byla R. glutinis
a S. metaroseus a nejlepsi podminky pro produkci B-glukant i ostatnich metabolitd byl C/N
pomér 70. U mikrofas byla prokazana pouze produkce a-glukand, jejichz nejvétSim
producentem byl D. acutus.

KLICOVA SLOVA

Optimalizace produkce beta-glukand, lipidy, karotenoidy, kvasinky, mikrotasy



ABSTRACT

Several yeast strains and microalgae were selected for this diploma thesis. B-glucans, lipids,
carotenoids, ergosterol and coenzyme Q were determined in selected producers, and the
cultivation conditions for yeast strains were optimized to gain enhanced production of (-
glucans. Microalgae cultivations were carried out according to the instructions of the Collection
of Autotrophic organisms (CCALA). Selected microalge strains include Desmodesmus acutus,
Dunaliella salina, Arthrospira maxima and Cyanothece sp. Selected yeast species include
Rhodotorula glutinis, Cystofilobasidium macerans and Sporidiobolus metaroseus. Edible yeast
Saccharomyces cerevisiae was cultivated to compare with other yeast strains because of it's
verified production of pB-glucans. p-glucans were then determined by the enzymatic kit K-
YBGL Megazyme, carotenoids, ergosterol and coenzyme Q were analyzed by HPLC/PDA and
fatty acids were analyzed by GC/FID. The best producer of yeast 3-glucans was R. glutinis and
S. metaroseus, and the best conditions for the production of B-glucans and other metabolites
was the C/N ratio of 70. Within the microalgae species, only a-glucan production was observed,
the best producer was D. acutus.

KEYWORDS

Optimalization of the production of beta-glucans, lipids, carotenoids, yeast, microalgae
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1. UVOD

Imunitni systém teplokrevnych obratlovct, mezi néz je fazen i Clovek, je zavisly na podnétech,
které jsou schopny aktivovat bunky imunitniho systému. Tyto podnéty obecné nazyvame
antigeny, a mohou jimi byt jak bakterie, tak malé ¢astice prachu, nebo pylova zrna a nespocet
dalsich. Je dokazéano, ze jedinci vychovavani v nadmérné Cistoté trpi riznymi deficity prave ve
zrani imunitniho systému. Piehnana hygiena se stava velkym problémem dnesni doby. Véda
ani medicina jiz nesta¢i drzet krok se stale m&nicimi se mikroorganismy a v nemocnicich se
objevuji extrémné rezistentni kmeny bakterii. Na nové kmeny chiipky nejsme schopni reagovat
dostatecn¢ ucinnymi vakcinami. AIDS a rakovina zlstdvaji i po mnoha letech vyzkumu
zavaznymi chorobami, potykame se také ¢im dal castéji s alergiemi a autoimunitnimi
chorobami. To vSe pfimo souvisi se stavem naseho imunitniho systému, jak rychle a jak
efektivné je schopen reagovat, a proto se do popiedi zajmu dostaly pfirodni dopliiky, které
prakticky nevykazuji vedlejsi G¢inky, nicméné jsou schopny stimulovat nasi pfirozenou
nespecifickou imunitu.

Mezi takové latky patii polysacharidové imunomodulatory, obzvlasté p-D-glukany (dale jen
glukany). V obdobi Sedesatych az osmdesatych let, bychom nasli jednotky az desitky praci
zabyvajici se timto tématem. V nasledujicim desetileti bylo praci tykajicich se glukani jiz
stovky. Nejvetsi pozornosti se glukaniim dostalo poté, co byly objeveny i protinadorové ucinky.
Neni tedy piekvapivé, ze po prelomu 20. stoleti se ve vyzkumu glukand pokracuje jesté
intenzivngji. V zapadnich zemich se ke studiu glukanti pouziva snadno dostupného zdroje
kvasinek, konkrétné notoricky znamé kvasinky Saccharomyces cerevisiae. V Japonsku a Ciné
se B-glukany izoluji z jedlych hub, které jsou pro tuto oblast typické. Nejcastéji vyuzivané
zdroje jsou zde shiitake (Lentinus edodes), maitake (Grifola frondosa), Klanolistka obecna
(Schizophyllum commune) nebo reishi (Ganoderma lucidum). Ve Francii je vyuzivano velkého
ptebytku fas (Laminaria digitata) u pobtezi v Bretani a v Kanad¢ a Brazilii je vyuzivano obili.

Ackoliv se s B-glukany jiz bézné setkavame v komer¢nich produktech, stale neni podrobné
objasnén jejich G¢inek. Biologické ucinky glukant jsou totiz velice rozmanité, a Gizce souvisi
se zdrojem, ze kterého jsou izolovany. Diky témto komplikacim neni zatim realné vyuZivat [3-
glukany v evropskych zemich jako lé¢ivo. Naptiklad v Japonsku jsou piekvapiveé jiz od 80. let
povoleny lentinan a schizofylan. Tyto glukany jsou zde pouzivany piedevsim v kombinaci
s cytostatickymi  chemoterapeutiky pii  16€bé rakoviny zZaludku a stiev [1], [2].
Schvaleni takového farmaceutickému piipravku v EU ovSem vyzaduje presny popis ucinkl
i struktury, tedy kompletni charakterizaci 1é¢ivé latky.

Pro samotné studium ucinkt glukani je zcela zasadni izolace v co nejcistsi formé, a nejvyssi
Cistoty a spolehlivé charakterizace mize byt dosazeno pravé u kvasinek. Pokud bychom nalezli
efektivniho producenta glukant mezi rody produkujicimi i karotenoidy, lipidy, nebo mnoho
vyuzitelnych proteind, jednalo by se o levny zdroj dobfe stravitelnych a zdravi prospésnych
latek. Takto bohatymi zdroji zivin jsou také mikrofasy a technologie pro jejich kultivaci jsou
jiz od Sedesatych let intenzivné studovany z divodu obav z potravinové krize. Piedpoklada se
tedy, ze dalsi generace potravinovych dopliikii, budou zaloZeny na produktech mikrobialnich
kultur. Pro ptipravu potravinovych doplnki a krmiv jsou jiz zavedené velkoobjemové kultivace
mikrofas, naptiklad Spirulina (nyni oznacovana jako Arthrospira) je diky vysokému obsahu
proteini a polynenasycenych mastnych kyselin kultivovana v Mexiku, USA, nebo Cing,
a Dunaliella je pro vysoky obsah B-karotenu kultivovana v Australii.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 p-D-glukany

Pfirodni B-glukany jsou heterogenni skupinou polysacharidti obsahujici B-D-glukopyrandzu
jako opakujici se monomerni jednotku V fetézci, spojeném B-glykosidickymi vazbami. Jejich
zdroji jsou kvasinky, houby, bakterie, fasy, ale i vyssi rostliny jako je¢men a oves. Jsou
ukotveny v buné¢né sténé a jedna se o vysoce konzervované strukturni komponenty [3], [4].
V soucasné dobé jsou stiedem pozornosti hlavné diky svym rozmanitym biologickym G¢inkdm.
V poptedi zajmu je piedevsim stimulace imunitniho systému a boj proti rakovinnym buikam.
Takové ucinky glukant mizeme pozorovat diky jejich interakci s n€kolika receptory bunék
imunitniho systému, pfesny mechanizmus ovSem stale neni znam, jelikoz se jedna o velice
komplexni aktivaci nespecifické imunitni odpovédi, do které je zapojeno mnoho typt leukocyti
[5], [6]. Rizné biologické ucinky pak vykazuji B-glukany z riznych zdroji, zalezi predevsim
na jejich cCistoté, a na vlastnostech jako je molekulova hmotnost, stupenn vétveni, nebo
rozpustnost [1].

2.1.1  Struktura a chemické vlastnosti p-D-glukani

B-glukany z kvasinek, fas a hub obsahuji mezi monomery glukozy (1—3)- a (1—6)-p vazby,
naopak cerealni zdroje poskytuji polymery s vazbami (1—3)- a (1—4)-B [5]. Pfevazné (1—3)-
B fetézce jsou pak zodpovédné za integritu bunétné stény kvasinek a z hlediska jejich
mechanického chovani maji vlastnosti pruziny [7]. Pevnost a odolnost bunééné stény je také
podpoiena kovalentnimi vazbami mezi jednotlivymi slozkami. Prokazany byly vazby mezi
chitinem a (1—3)-B-glukany, a také vzaby mezi manoproteiny, (1—3)- a (1—6)-p-glukany.
Chitin se ovSem u kvasinek nachazi z 90 % jen v jizvach po puceni (narozdil od hub, kde tvofi
znacnou ¢ast bunécné stény), takze manoproteiny jsou hlavni slozkou této amorfni vrstvy, kterd
vyplituje prostor mezi glukany. Jedna se tedy o kompaktni pevny obal buiiky, ktery Ize pomérné
tézce rozdelit na jednotlivé frakce, za souc¢asného zachovani nativni struktury [8], [9], [10],
[8]. Jednoduchy model struktury bunécné stény S. cerevisiae je znazornén na obrazku 1.

Izolace glukant (nerozpustnych v alkalickych roztocich) tak vétSinou zahrnuje rozruseni
bunécné stény a odstranéni materialu rozpustného v alkalickych roztocich (rozpustné glukany,
manany a proteiny) pusobenim ziedéného NaOH a zvysené teploty [11]. Odolné nerozpustné
glukany pak mohou podléhat digesci v siln€¢ kyselém prostiedi, naptiklad piisobenim kyseliny
chlorovodikové, nebo kyseliny sirové. Spolu s kyselou hydrolyzou jsou casto aplikovany i
enzymy (glukanazy), které zajisti totalni hydrolyzu nerozpustnych glukant tak, Ze dochazi
K uvolnéni monomert glukézy. Pokud je pii vySe popsaném procesu pouzit malo
koncentrovany roztok NaOH, nebo na buiiky nepisobila dostatecné vysoka teplota, glukany
mohou byt chrdnény proti piisobeni glukanaz rezidualnimi proteiny a pro lyzi bunky je pak
nutné nejprve pouzit proteazy, popiipadé jiné prostiedky pro naruseni bunééné stény [4], [7],
[12].

12



@ &
O O
O O
O O
Q O
L} []
O Q
R R
000 0. 0,0
ShACRE® O 0 0
. .0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.90.0.0.0_.0_.0
Af b hd 04 hd 04 04 hd hd 04 A4 D A2 A4 BA A4 04
00,0 00,0, 00,00
o ¢ ¢ Al Al hd AA A4 B4 _
DO 0E¢ .00
OO0

T SISITSISI I

@ Manoza IE Manoprotein
. ; 8 (1-6)-B-vazby
@ Fosfat O Glukoza
() Ethanolamin © N-acetylglukozamin ® Redukéni konec (1-6)-f glukanu

OO (1-3)-B-vazby @ Redukeni konec chitinu

Obrdzek 1: Model struktury polysacharidovych retézcii bunécné stény S. cerevisiae [13]

Obecné tedy nejsou strukturni polysacharidy bunéfnych stén rozpustné v alkalickych
roztocich, naopak polysacharidy tvofici amorfni vrstvu okolo strukturnich polymert
(manoproteiny) v téchto roztocich rozpustné jsou. EPS nachazejici se ve slizu na povrchu bunék
jsou dokonce rozpustné ve vod¢. Tyto EPS sice také obsahuji (1—3,1—6)-p-D-glukany, oviem
sniz§i molekulovou hmotnosti [14]. O rozpustnosti glukani ve vodé rozhoduje pravé
molekulova hmotnost a stupen vétveni. Udava se, ze glukany jsou ve vodé nerozpustné, pokud
je stupen pomylerace vyssi nez 100 [15].

Zakladnim predpokladem pro biologickou aktivitu glukanu je kostra tvofend fetézcem
(1—-3)-p-D-glukanu, a pro imunomodula¢ni aktivitu je pravdépodobné také zasadni stoceni
hlavniho fetézce do trojsroubovice [2]. V bunééné sténé S. cerevisiae byla jiz pomoci *C-NMR
tato konformace (1—3)-pB-D-glukanu prokazana [16]. Ttihelixova konformace zakladniho
fetézce se obecné vyskytuje u delsich jednofetézcovych B-glukant a pfitomnost postrannich
(1—6)-p glykosidovych fetézci plsobi pii stimulaci imunitniho systému synergicky [1]. Udava
se, Zze nejucinngjsi jsou B-glukany s molekulovou hmotnosti kolem 5000 az 10000 kD [17],
zalezi ovSem také na zplUsobu podéni, napiiklad pfi intravendzni aplikaci glukand musi byt
jejich molekulova hmotnost snizena tak, aby byl zcela rozpustny ve vodé [18], [19].

2.1.2  lzolace B-D-glukani

-----

pro vyrobu alkoholu je vystavovéana stresovym podminkam, a tak v buné¢né sténé obsahuje
mnoho B-glukant (v priméru je to 16,5 % suSiny) [18], [20], [21]. Nicméné ve formé
pekaiského drozdi ma mnohem vyssi pomér B-glukani ku a-manantm, proto je mnohem
vyhodnéjsi pouzivat pekatské drozdi pro zisk CistSich (1—3,1—6)--D-glukant, obzvlasté pro
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pouziti v potravinaiském pramyslu [18], [22]. Proces izolace B-glukani je vétSinou
patentovany, ale ve vysledku se patenty lisi pouze v detailech. Nejprve je vhodné oddélit
bunécné stény od zbytku bunééného materidlu. VEtsinou se provadi autolyza bunéénych stén
pii asi 45-65 °C a pti mirn€ kyselém pH, je ale mozné pouzit i enzymaticky rozklad (napiiklad
pomoci precisténé lytikazy). Nasledné jsou bunécné stény ziskany centrifugaci, a to diky jejich
vetsi hustoté a nerozpustnosti oproti jinym slozkam bunék. Bunécné stény mohou byt dale
inkubovany s alkalickou protedzou pro odstranéni mananové frakce. V alkalickém prostredi 1ze
tedy separovat proteiny i manany od glukanti, které v roztoku zlstdvaji jako suspendované
¢astice. Dalsi centrifugaci jiz Ize ziskat nerozpustné -glukany, které 1ze ptimo sprejoveé vysusit
s vyslednou ¢istotou zhruba 65 % [7], [12], [23], [24]. Pro dalsi pie¢isténi mohou byt jesté pred
suSenim pouzity enzymy jako glukoamylaza nebo lipazy pro odstranéni rezidudlnich lipida.
Vyslednym produktem je praskovy glukan o Cistoté vyssi nez 90 %, bez zapachu a pouzitelny
v potravinafském pramyslu. Mize byt také zahrnuta ¢astecnd hydrolyza v alkalickém nebo
kyselém prostiedi pro sniZzeni molekulové hmotnosti [18].

Frakce a-manoproteini muze byt také zakoncentrovana, a to membranovou ultrafiltraci,
obsahuje totiz jesté zhruba 54,5 % celkovych glukanl v susing, z ¢ehoz asi 29,2 % jsou a-
manany. Po vysuseni maji manoproteiny podobu svétle hnédého prasku o koncentraci asi 40 %.
Frakce bohata na a-manany je hojné vyuzivam v krmivaiském pramyslu [18], [23].

2.2 Biologické u¢inky p-D-glukant

Hlavnim pusobistém B-glukant je imunitni systém, kde diky imunomodulaci mohou vykazovat
protirakovinné, antioxida¢ni nebo antibakterialni u¢inky. V osmdesatych letech byla také jako
dalsi ucinek objevena stimulace krvetvorby a mnoho pozornosti je V poslednich letech
vénovano u¢inklim na snizovani cholesterolu v krvi [1], [14].

Jelikoz jsou B-glukany vysoce evoluéné konzervované struktury, nase télo je rozpozna jako
slozky potencidlné patogennich organismii (bakterii, kvasinek nebo plisni). Takové struktury
se oznacuji jako PAMPs, z anglického Pathogen Associated Molecular Patterns [17]. Lze tedy
fici, Ze schopnost rozpoznévat B-glukany jako cizorodé latky je fylogeneticky zakddovéana
u vSech mnohobunéénych Zzivodichi od bezobratlych az po ¢lovéka [6]. PAMPS jsou
u obratlovcll rozpoznavany diky receptorim bunék pfirozené imunity, které nazyvame PRR
(Pattern Recognition Receptrs). Jejich nejveétsi exprese je dosazeno u markofagl, dendritickych
bunék, leukocytl a tzv. NK bun¢k (Natural killer cells) [17]. V souvislosti s B-glukany byly
prokazany jako nejaktivnéjsi receptory CR3, dektin-1, laktosylceramid a TLR2.

CR3 je nejdulezitéjsi receptor, ktery zprostfedkovava odstrafiovani opsonizovanych
komplexti fagocytarnim systémem, hlavné pomoci makrofagli, neutrofili a NK bunégk.
Receptor dektin-1 po navazani B-glukanu spousti fagocytézu, mimo jiné i nevstiebatelnych f3-
glukanovych fetézct a tim dojde k jejich pienosu k dal§im slozkam imunitniho systému. Toll-
Like receptory velmi tizce spolupracuji s receptorem dektin-1 a dochazi k syntéze cytokint
(konkrétné interleukint IL-2, IL-10 a IL-12, nebo TNF-a), a tedy i k aktivaci T-lymfocytt [1],
[4].

Nejveétsi aktivace je dosazeno u makrofagl, které maji na povrchu svych bunék jak CR3
receptor, tak dectin-1 [25]. Makrofagy jsou evolu¢né nejstarsi buiiky plnici obrannou roli
a nachdazeji se prakticky v kazdém organu. Neustéle analyzuji své okoli tak, aby organismus co
nejrychleji zbavili cizorodych latek fagocytézou. Pii vyvoji makrofagh v kostni dieni miZze
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glukan téz zasahnout, a to ve stddiu monocytu, kdy jsou tyto bunky ovlivnény svym okolnim
prostiedim a poté dozravaji a osidluji organy a tkané, kde dosahnou svého finalniho stadia [2],
[1], [17], [14]. Aktivované makrofagy tizce spolupracuji s T-lymfocyty, a spolecné dokazou
niéit i nadorové buiiky [1]. U¢inky B-glukanti na makrofagy lze sledovat i pii hojeni ran, kdy je
diky B-glukantim zlepSen transport makrofagi do mista rany, je také stimulovan vznik
granulacni tkané a je podpoiena reepitelizace [26], [27].

Bylo také prokazano, ze ve spojeni s huminovymi kyselinami, nebo tieba s vitaminem C
aresveratrolem vykazuji glukany jest¢ mnohem silnéjSi biologické ucinky, a to diky
synergickému pusobeni [28], [29], [30], [31]. B-glukan ma také prokazatelné ucinky na
snizovani hladiny cholesterolu v krvi, nicmén¢ pfesny mechanismus zatim také neni objasnén.
Jedna se o velmi zadouci efekt, vzhledem k tomu, ze kardiovaskuldrni onemocnéni jsou stale
béznou pri¢inou smrti obyvatel zapadnich stati [32].

2.3 Aplikace p-D-glukani

Vzhledem Kk tomu, Ze vétSina starSich studii zabyvajicich se G¢inky B-glukani pouzivala
k testovani material o nedefinované Cistoté, bylo pomérné obtizné prokazovat jeho ucinky na
lidské zdravi a proces schvéleni B-glukanii v potravinafském pramyslu byl velice zdlouhavy.
V soucasné dobé probihaji studie na lidech i na zvifatech s vysoce precisténymi glukany, jedné
se nejcasteji o nerozpustny WGP (whole glucan particles) v ptipadé oralniho podani, nebo
rozpustny kvasnicny PGG (poly-(1—6)-B-D-glukopyranozyl-(1—3)-p-Dglukopyranoza)
V ptipadé intraven6zniho podani [19], [33]. Aplikace ve farmaceutickém priamyslu prozatim
nejsou Vv EU schvaleny, nicméné v potravinaiském i kosmetickém primyslu, nebo
Vv potravinovych dopliicich se s jejich pouzitim jiz bézné setkavame [18], [34]. Napiiklad
kvasinka S. cerevisiae, jeji bunécna sténa a produkty jeji frakcionace (tedy i B-glukany) maji
status GRAS (udéleny FDA roku 1997) a mohou tak byt pouzity jako ingredience pii vyrobé
potravin. EFSA schvalila B-glukany jako bezpe¢nou ingredienci az roku 2011, a povolila jejich
pouziti jako potravinového dopliku [18].

2.3.1  Potravinarsky a krmivarsky pramysl

Pro potravinaiské ucely je prodavan velmi cisty glukan naptiklad WGP® nebo BetaRight®.
Vyuziti ma v pekatskych vyrobcich, ceredliich, jogurtech, ovocnych dZusech, majonézach,
omackach nebo syrech. VétsSina potravinaiskych aplikaci je patentovana vyrobcem. Velkou
vyhodou glukant je, Ze jsou bez zapachu a neméni chut’ vyrobku [35], [36], [37]. B-glukany Ize
uplatnit pfi zahustovani, stabilizaci emulzi, nebo pii tvorbé geli, je tedy mozné jimi nahradit
tradi¢ni zahust'ovadla jako jsou arabska guma, alginaty, pektin, karboxymethylcelul6za, nebo
xanthanova guma. Mimo jiné takto do potravin inkorporujeme rozpustnou vlakninu, ktera je ve
stravé pii dnesnich stravovacich navycich u vétSiny lidi deficientni. Glukany pro potravinarstvi
mohou byt extrahovany z riznych zdroju, napiiklad ovesny B-glukan (“Oattrime”), dale extrakt
z je¢mene (“NutrimXe”), nebo ryzovy extrakt (“Ricetrim”). Do bezlepkovych pekaiskych
vyrobku byl s velkym uspéchem ptidavan i kvasni¢ny glukan [5], [36], [38], [39]. Po pfidani
B-glukanu do mouky lze sledovat zvétSeni objemu peciva, ale 1 vétsi pevnost kiirky chleba. Ve
fazi zpracovani tésta lze zase sledovat lepsi rheologické vlastnosti, ptidavek B-glukanti tedy
nalezneme i v mnoha susenkach. Pfi obohaceni téstovin o vét§i mnozstvi B-glukant byla zase
sledovana nizsi glykemicka odezva [40], [41], [42], [43], [44]. VyuzZiti glukani ale nalezneme
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I Vnapojich, pti apravé viskozity naptiklad v pomerancovych dzusech, nebo v mléénych
vyrobcich, konkrétné pii vyrobé nizkotu¢nych syru, ale i v jogurtech, zmrzlinach a ve spousté
dalsich vyrobcich, kde je tfeba nahradit tuk za soucasného zachovani textury [35], [45], [46].
Roku 1997 dokonce FDA povolila oznacovat potraviny s obsahem B-glukant, jako potraviny,
které pomahaji sniZzovat riziko srdec¢nich onemocnéni, a to hlavné diky snizovani obsahu
cholesterolu v krvi [15], [34], [47].

Zajimavy dopln¢k stravy je vyrabén diky kultivaci S. cerevisiae v mediu se Selenem [48],
[49]. Jelikoz kvasinky nemaji k dispozici geny regulujici metabolismus selenu, zpracuji jej
stejné jako siru (z diivodu velmi podobnych chemickych vlastnosti téchto prvkl) a ndhodné jej
inkorporuji naptiklad do Se-glutathionu, Se-adenosylhomocysteinu, nebo Se-methioninu [50].
Vysledny produkt je komeréné dostupny jako Sel-Plex® a mél by udrZzovat zdravy
metabolizmus, vzhledem K nasi potiebé Selenu pro inkorporaci do vice nez 25 enzymu [51].

Vyuziti maji B-glukany i v krmivech, dostupny je napiiklad vyvazova¢ mykotoxint
a tézkych kovi Mycosorb®, ktery z krmiv odstraiiuje nejvice problematické mykotoxiny jako
jsou aflatoxin, citrinin, ochratoxin A, patulin, nebo ergotové alkaloidy [52], [53], [54], [55],
[56]. Po separaci B-glukant o ¢istoté vice nez 90 %, zustavaji nevyuzity o-manany. Tato frakce
bunécné stény kvainek je vyuZitelna jako krmivo hospodaiskych zvifat, ptikladem mohou byt
komeréni produkty Bio-Mos® nebo Actigen™, ktery zlep$uje imunitni systém krmenych zvifat
[57], [58].

2.3.2  Farmaceuticky primysl

Velké vyuziti ma cyklicky (1—2)-B-glukan v obvazovych materidlech i Vv materialech
pouzivanych na hojeni popalenin, nebo jako novy material pro enkapsulaci 1é¢iv. Je produkovan
zastupci Celedi Rhizobiaceae a je oproti cyklodextrinu a chitozanu (doposud pouzivané)
vyrazné rozpustnéjsi ve vodé [59]. Z houby Schizophyllum commune byl dokonce izolovan
komplex chitozanu, chitinu aglukanu (ChCsGC) se skvélymi antibakterianimi u¢inky,
konkrétné proti E. coli, K. pneumoniae, B. subtilis, nebo S. aureus [60]. Pro enkapsulaci 1é¢iv
je také zkouman kurdlan ve spojeni s jiz pouzivanym PEG [61]. Struktura ve vodé€ rozpustného
bakterialniho (1—3,1—6)-B-glukanu je zobrazena na obrazku 2.
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Obrdzek 2: Struktura cyklického (1—3,1—6)-S-glukanu [13]
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Lentinan a schyzofylan jsou jiz schvaleny jako 1é¢ivo v Japonsku, kde pomahaji pii 1é¢bé
rakoviny. Jiz mnoho studii dnes dokazuje vliv B-glukant na inhibici rastu nadort, ale i na
rychlejsi zotaveni po chemoterapii. Mezi velmi G¢inné B-glukany se v této oblasti dale fadi
pachymaran, skleroglukan, kurdlan, nebo grifolan. Pouziti glukani je také testovano soucasné
s monoklonalnimi protilatkami, kdy byl prokazan synergicky ucinek, a jsou také testovany
derivaty  glukand  jako  karboxymethylpachymaran,  hydroxypropylpachymaran,
karboxymethylkurdlan, sulfoethylkurdlan, nebo sulfopropylkurdlan. Problémem ale zustava
nedostate¢né popsani mechanismu u¢inku [32], [61], [19].

Glukan ma tez slibnou budoucnost v oblasti pojiv a plnidel 1ékti. Naptiklad pti pouziti spolu
s tradi¢nimi plnidly jako jsou hydroxypropylcelul6za nebo polyvinylpyrrolidon, vznikne
pilulka mnohem tvrdsi, ovSem s mnohem kratsi dobou rozpusténi [18].

2.3.3  Kosmeticky priamysl

Jelikoz jsou glukany velmi dobrymi stabilizatory emulzi, maji pfijemnou texturu a antioxida¢ni
ucinky, jsou vyuzivany i1 v kosmetickych pfipravcich. Bylo zji§téno, ze kvasni¢ny glukan
podporuje rust keratinocytli, a celkové zvySuje miru obnoveni rohové vrstvy (Stratum
corneum). Ovesny glukan ma zase zklidiujici a hydrata¢ni ucinky a celkové zlepsuje fyzikalné-
chemické vlastnosti pokozky. Schizofylan a pleuran dokonce zmirfiuje projevy atopické
pokozky a zabranuje bakteridlnim infekcim postizenych mist. Vyroba takovych kosmetickych
produktd je stejné jako vyroba potravinovych doplikl z glukant patentovana [15] , [18], [62].
Piikladem mohou byt produkty slovenské biotechnologické firmy Pleuran s.r.o. Imunoglukan
P4H®, které zahrnuji t&lova mléka i krémy. Dostupné jsou také opalovaci krémy a oleje. Ovesné
B-glukany taktéz nasly praktické vyuziti v kosmetice, dostupnad je naptiiklad kosmetika
Avenacare [15].

2.4 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunééné chemoorganotrofni organismy, které zdroj uhliku zpracovavaji
prevazné kvasenim a jsou fazeny do fiSe Fungi. Rozmnozuji se vegetativné¢ délenim, nebo
pucenim, a nékteré maji schopnost i pohlavniho déleni, a to pomoci endospor (askospory) nebo
exospor  (bazidiospory). Kvasinky patfici do oddé€leni  Ascomycetes (houby
vieckovytrusé), nebo Basidiomycetes (houby stopkovytrusé) jsou tzv. telemorfni formy
(perfektni) a kvasinky patiici do oddéleni Deuteromycetes, jsou tzv. anamorfni formy
(imperfektni), u nichz neni znam pohlavni zptisob rozmnozovani [63].

Stejné jako 1 jiné eukaryotické buriky, i kvasinky se brani stresovym podminkam produkci
specifickych metaboliti. V pfitomnosti intenzivniho UV zafeni mohou produkovat
karotenoidy, specificky akumuluji trehalozu, pfi vyS$sim osmotickém tlaku vyuzivaji pevné
bunééné stény. Nékteré kvasinky maji také schopnost syntetizovat EPS tvofici ochranné
pouzdro bunky [64], [65].

Nejvetsi vyhodou kultivace kvasinek je nendrocnost na substrat a schopnost utilizovat i levné
zdroje uhliku, ¢i dokonce odpadni materidly. Pfijem hexdz je uskutecfiovan membranovymi
proteiny. Kvasinky obsahuji dva typy téchto hexdzovych transportéri. Prvni z nich
zprostiedkovavaji usnadnénou difuzi a ke svému fungovani nepotiebuji energii. Druhé prenasi
soucasné protony a hexozy, kK fungovani vyzaduji energii a funguji pouze pii nizké koncentraci
sacharidii v médiu. Obecné plati, ze kazdy kmen miize mit transportéry s riznou afinitou
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K riznym cukernym zdrojum. Celkov¢ nejvice pfenasect bylo prokazano u rodu Rhodotorula,
mén¢ jsou zastoupeny napiiklad u rodu Saccharomyces [66], [67]. Nejvice preferovanym
substratem heterotrofnich kultivaci kvasinek je glukéza. Glukézova represe zastava hlavni
regulacni mechanismus metabolismu sacharidii a je zodpovédna za represi mnoha enzymi
glukoneogeneze, nebo Krebsova cyklu. Citlivost ke katabolické represi ale neni u vSech kmenti
kvasinek stejna [63], [68].

Dalsi velkou vyhodou Kultivace kvasinek je pomérné kratka genera¢ni doba, jakmile se tedy
kvasinky dostanou do logaritmické faze ristu, riziko bakteridlni kontaminace je velmi malé.
Down-stream procesy jsou taktéz snadno proveditelné, biomasu Ize snadno zcentrifugovat
a zbavit necistot filtraci. Pro krmivaiské ucely se v posledni dobé vyuziva biomasy zbavené
bunéénych stén, pro zvyseni obsahu aminokyselin a vitamina [69], [70], [71].

2.4.1  Saccharomyces cerevisiae

Zastupci rodu Saccharomyces velmi intenzivné zkvasuji sacharidy a jejich vyuziti ve
fermentacnich procesech napfic potravinarskym primyslem je jiz notoricky znamo.
Saccharomyces cerevisiae je diky tomu povazovana za GRAS organismus a je nejintenzivnéji
studovanym eukaryotickym organismem [63].

S. cerevisiae ma pomérné uzky vybér sacharidi, které mize vyuzivat jako efektivni zdroj
uhliku pro rist a fermentaci. Obsahuje pouze jeden typ hexézovych transportéra, konkrétné ty,
které usnadiuji difuzi a nevyzaduji energii. Dobrym substratem jsou glukoza, fruktdza manoza,
galakt6za, nebo disacharidy maltoza a sacharoza. S. cerevisiae patii mezi kvasinky, které jsou
schopné odbourat glukozu oxidativnim zpisobem, ale i redukci, v zavislosti na ristovych
podminkach. Batch kultivace S. cerevisiae tak byvaji doprovazeny tvorbou ethanolu, jehoz
uvolnéni do média nastava ve chvili kdy jiz kvasinka neni schopna utilizovat cukernaty substrat
[68], [67], [72]. Velmi zajimavym jevem je diauxie, ktera se projevuje pii kultivaci S. cerevisiae
Vv pfitomnosti glukézy jako jediného uhlikatého zdroje. V prvni fazi nariistd biomasa a pomalu
se hromadi ethanol. Jakmile je gluk6za z média vycCerpana, vyprodukovany ethanol slouZi jako
substrat pro dalsi riist. Tento jev se zda byt typicky 1 pro ostatni kvasinky, které pti kultivaci za
aerobnich podminek vzdy produkuji ethanol [73], [74].

2.4.2  Rhodotorula glutinis

Kvasinky rodu Rhodotorula nezkvasuji zadné cukry, pro vyuziti glukdzy jim slouzi pentézovy
cyklus. Vyskytuji se bézné v ovzdusi a jako ochranu proti UV zafeni syntetizuji karotenoidni
barviva, diky kterym jsou jejich kolonie zbarveny oranzové az do Cervena [64]. Rhodotorula
glutinis syntetizuje zejména torulen (je povazovan za bezpecné potravinaiské aditivum) [75],
a jeho syntézy je schopna i z velmi levnych zdroji uhliku [76]. Déle syntetizuje ve velkém
mnozstvi torularhodin a -karoten, ten je dokonce napfi¢ vsemi druhy vzdy nejzastoupenéjSim
pigmentem. Stejné jako ostatni zastupci rodu, i R. glutinis produkuje velké mnozstvi lipidd,
které by mohly byt zdrojem cennych mastnych kyselin, konkrétné asi 80 % sumy mastnych
kyselin tvofi kyseliny olejova, linoleova a palmitova. Zastupci rodu Rhodotorula produkuji také
zna¢né mnozstvi EPS [65], [77].
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2.4.3  Cystofilobasidium macerans

Stejné jako Rhodotorula, rod Cystofilobasidium cukry nezkvasuje, ale ma Siroké spektrum
substratd, které utilizuje. V ramci rodu vynika C. macerans schopnosti ristu v médiu s obsahem
erytritolu. Nalezy rodu Cystofilobasidium nalezneme v pfirodé nejéastéji ve vodnim prostiedi,
a to prevazné v chladnéjSich oblastech (Norsko, Dénsko). V tekutém médiu ma koralove-
¢ervenou barvu, kolonie maji hladky, leskly povrch [78], [79]. V ramci biotechnologického
vyuziti byla u C. macerans zkoumana produkce enzymii polygalakturondzy, pektin lyazy, nebo
pektin esterazy. Nahradit by pak mohla hojné vyuzivany druh Aspergillus niger, ktery je jiz
schvaleny jako GRAS organismus, nicmén¢ enzymy C. macerans mohou zachovat specifitu za
nizsi teploty, a tak je z hlediska zabranéni mikrobialni kontaminace mnohem vyhodné&jsi jejich
pouziti v potravinaiském primyslu. Zadné klinické potiZe nejsou v souvislosti s C. macerans
brany v tivahu, jelikoz pii 37 °C jiz bunky tohoto druhu nerostou [80].

Spektrum produkovanych karotenoidti je velmi podobné spektru R. glutinis, az na jisté
vyjimky. Napfiklad torularhodin, béZny produkt oxidace karotenoidd, se ve spektru karotenoidi
C. macerans neobjevuje, nicméné meziprodukty jeho biosyntézy ve spektru prokazany byly.
Jedna se o 16°-hydroxytorulen a torularhodinaldehyd, které nebyly u jinych rodt kvasinek
prokazany [81], [82].

2.4.4  Sporidiobolus metaroseus

Rod Sporidiobolus své substraty nezkvasuje, stejné jako oba dva vysSe uvedené druhy ¢ervenych
kvasinek. V ramci koenzymi v jeho buiikach dominuje koenzym Q10. Barva v tekutém médiu
je prevazné ruzova, produkuje tedy mnoho karotenoidt. Kolonie maji maslovitou konzistenci
a jsou na povrchu hladké. S. metaroseus je pohlavnim stadiem Sporobolomyces roseus [83].
Vétsinou je S. metaroseus izolovan z Evropskych rostlin a zkoumano je vyuziti tohoto druhu
pfi zpracovani lignocelul6zy, nebo biotransformace ligninovych materili, ale také se zda byt
slibnym producentem karotenoidt [76], [84], [85]. Jelikoz pti 37 °C jiz burniky tohoto druhu
nerostou, a jeho nalezy jsou piirodniho ptvodu, neni pravdépodobny lidsky patogen [83].

2.5 Kvasinky jako zdroj g-D-glukani

Vzhledem ke sloZeni bun&cné stény kvasinek, kde ma glukan hlavni strukturni funkei, je mozné
jej izolovat témét z kazdého druhu [14]. Napiiklad bunééna sténa S. cerevisiae tvoii asi 15—
30 % hmotnosti susiny bunék [86]. Z toho asi 80-90 % zaujimaji polysacharidy [63]. Nejvyssi
podil z téchto polysacharidi pak zaujimaji vlakna (1—3)-B-glukani (50 %) a manoproteiny
(40 %). V mensim mnozstvi je zastoupen vétveny (1—6)-p-glukan (10 %) a minoritni slozkou
bunééné stény je také chitin (1-3 %) [86]. O sloZeni bunéénych stén jinych rodd kvasinek zatim
neni mnoho dostupnych informaci, dostupné informace jsou ale napiiklad o EPS. Mezi
producenty EPS patfi naptiklad rod Rhodotorula [63]. V médiich s vysokym C/N pomérem lze
tyto EPS izolovat ve vétSim mnozstvi, tyto experimenty byly ovSem provadény prevazné
s houbami [87], [88].

Glukany bunécné stény kvasinek maji tedy hlavni fetézec spojeny (1—3)-p-vazbami,
a vétveni tohoto fetézce se vyskytuje v poloze 6. Manany jsou v buné¢né sténé Casto vazané
s proteiny a jejich koncentrace je nejvyssi ve vngjsi vrstvé. Jejich hlavni fetézce obsahuji
(1—6)-0-vazby, postranni fetézce jsou piipojeny v poloze 2 a 3 a jsou také vazany
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s molekulami glukant. S glukany je propojen i chitin, polymer N-acetylglukozaminu,
a vyskytuje se spiSe ve vnitini vrstvé bunécéné stény. Dalsi slozky bunécné stény zahrnuji
naptiklad lipidy, nebo anorganicky fosfat [63], [8], [12].

Rada studii prokazala, ze i kdyz fyzikaln&-chemické vlastnosti glukanii ovliviiuji jejich
biologickou aktivitu, mnohem dulezitéjsi je jejich Cistota. Z tohoto divodu jsou pro izolaci
vhodnéjsi kvasinky, jejich glukany jsou totiz 1épe definovatelné, maji vétsi biologickou
aktivitu, a také jsou levnym zdrojem [1]. Rozdily, mezi B-glukany z riznych kmenu kvasinek
jsou ve stupni vétveni (1—3)-p linearniho fetézce [10]. To se také zda byt jako zasadni parametr
urcujici imunomodulacni aktivitu glukanu, a za ten nejaktivngj$i je povazovan glukan
Saccharomyces cerevisiae. Faktem ovSem je, ze prave S. cerevisiae je mikroorganismem
zdaleka nejprostudovanéjSim a jeji glukany byly mnohokrat analyzovany jak z hlediska
struktury, tak z hlediska jejich biologickych u¢inkl. Studie zaméfené na podrobnou analyzu
glukanti z jinych rodt kvasinek jsou velice ojedinélé [1], [65].

2.6 Mikrorasy
Mezi mikrotasy se fadi fotosyntetizujici mikroorganismy, patiici do fiSe eukaryotické (fasy)
i prokaryotické (sinice). Jedna se o fylogeneticky velmi staré organismy, které se dokazaly

pfizptisobit mnoha extrémnim stanoviStim, a proto ve svych builkdch produkuji rizné
sekundarni metabolity, ochranné nebo zasobni latky viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Nutricné dulezité latky obsazené v biomase mikroras, kromé polysacharidii [70]

Barviva a antioxidanty | Chlorofyl, fykocyanin, fukoxantin, 3-karoten, astaxantin, lutein,
zeaxantin, kantaxantin

Polynenasycené mastné Linolenova, arachidonova, eikosapentaenova
kyseliny (®-3, ©-6) a dokosahexaenova
Vitaminy A, Bl1, B2, B3, B6, B12, C, E, H, kyselina listova, kyselina
pantotenova

Esencialni aminokyseliny |  Leucin, valin, arginin, lysin, izoleucin, fenylalanin, thyrosin
(> 5 g/100 g proteinl1)
Ostatni Antibakterialni, antivirové a fungicidni latky, toxiny, steroly,

mineraly, vlaknina a dalSi

Srostlinami mé vétSina fas mnoho spoleénych metabolickych drah. Pro ¢loveéka jsou
prospésné nejen pireménou velkého mnozstvi vzdusného CO2 na O, jsou také velmi hodnotnym
zdrojem zivin. Obsahuji mnoho antioxidantl, krom& zndmych karotenoid a fenolickych latek,
obsahuji nékteré kmeny i sulfo-derivaty polysacharidu [89], [90].

Sinice se mohou rozmnoZovat pouze nepohlavné, a to délenim, u vldknitych druhl probiha
i fragmentace (hormogoniemi — dil¢imi pohyblivymi vlakny), nebo tvorba klidovych spor
(akinety). Jednobunécné tasy jsou schopny jak nepohlavniho rozmnozovani délenim a tvorbou
spor, tak i pohlavniho rozmnozovani tvorbou gamet [69].

Buné¢na sténa sinic, na rozdil od jednobunécnych fas, neobsahuje celulozu a sinice jsou tak
pro clovéka 1épe stravitelné. Je slozena z lipoproteini a pevného peptidoglykanu (mureinu).
Murein zde tvoii sitovou strukturu, stejné jako v bunéfnych sténach bakterii. Tato sitova
struktura je tvofena N-acetylglukosaminem a kyselinou acetylmuramovou, které jsou spojeny
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pies (1—4)-p glykosidické vazby. Dalsi velmi zasadni rozdil mezi jednobuné¢nymi fasy
a sinicemi je v morfologii buniky, kdy u sinic chybi bunééné jadro a organely. Povrch bun¢k
byva také Casto pokryt glykokalyxem (slizovity obal tvoteny lipopolysacharidy) [69].

Pro kultivaci fotoautotrofnich organismu, jako jsou mikrofasy, je zcela zasadni svételny
rezim. Fotosyntéza je pro tyto organismy zdrojem biomasy, kysliku i energie pro metabolismus
a rast. Prostup svétla bunéénou suspenzi ovSem zavisi nejen na intenzité svétla, ale i na intenzité
michani, hustoté bunék a tloustce kultury. U¢innost fotosyntézy byva nejvyssi pii niz§im
ozareni, a je tak mozné ziskat co nejvice biomasy. Pokud jsou ovSem husté kultury mikrotas
dostatecné¢ michéany, je zajiSt€éna optimalni vyména plynll a vyziva, je dosazeno vysoké
ucinnosti pfemény slunecni energie. Velkym rizikem kultivaci fas je bakterialni kontaminace,
u velkokapacitnich kultivaci je tedy nutné provadét mikroskopickou kontrolu stavu kultury.
Dale je nutno sledovat fyziologicky stav bunék. Pro takové sledovani je vyuzivano fluorescence
chlorofylu [70], [90].

Je také prokazano, Ze mikrofasy lze kultivovat i1 za heterotrofnich podminek, kdy dokonce
produkuji mnohonésobné vice biomasy a akumuluji vice sacharidi (pfi fototrofnich kultivacich
akumuluji vice lipidu) [69], [91]. Pasivni difuze plasmatickou membranou je ovSem pro hexozy
stericky nemoznd. Hex6zy tak do buniky pronikaji diky inducibilnimu aktivnimu transportu
pomoci membranového proteinu. Tyto membranové transportéry prendsi spolu s hexézou
i protony (symport) a byly jiz mnohokrat prokazany naptiklad u Chlorelly vulgaris [92], [93].

V soucasné dobé¢ jsou kultivacni systémy vyuzivany jen pro nékolik malo kment mikrofas.
Jsou to kmeny, které se vyznacuji vysokou rychlosti ristu, jsou adaptabilni vii¢i podminkam
kultivace, a hlavné produkuji vysoké mnozstvi pozadovanych latek. Jedna se napiiklad o rody
Chlorella, Arthrospira, Dunaliella, Haematococcus a Nannochloropsis. Zahusténi kultury je
pak provadéno podle parametri daného kmenu (zejména podle velikosti bunék). Zdaleka
nejpouzivanéjsi je ovSem centrifugace. Dale je soucasti down-streamingu flokulace, kdy
vznikaji agregaty fas pomoci hlinitych nebo Zelezitych soli, chitosanu, nebo pomoci zmény pH.
Pro pouziti v potravinaiském primyslu pak nasleduje lyofilizace (poptipad¢ jiny Setrny zptisob
susSeni) a piipadné i1 extrakce. S ohledem na to, Ze mnoho druht sinic produkuje cyanotoxiny,
které jsou nebezpecné i pro ¢loveéka (neurotoxiny, hepatotoxiny, genotoxiny), musi dopliiky
vyzivy z mikrofas spliiovat vSechny pfislusné pozadavky na kvalitu a zdravotni standardy
potravin a provozy pro produkci mikrofas a jejich zpracovani musi mit zavedeny a schvaleny
systétm HACCP [70], [71].

2.6.1 Dunaliella salina

Kmen salinni mikrofasy Dunaliella salina je kultivovan ve velkych mélkych nadrzich
v zapadni Australii pro zisk B-karotenu. Bicikaté bunky Dunalielly mohou ve svych olejovych
kapénkach obsahovat az 10 % [-karotenu (vztaZzeno na suSinu), a ten je navic doprovazen
dalsimi karotenoidy jako je lutein, neoxantin, zeaxantin a violaxantin. Oteviené systémy
kultivace jsou pouzivany mimo jiné pro kmeny se specifickymi podminkami ristu.
U Dunalielly se jedna o vysokou koncentraci soli v médiu. Pravé salinita kultiva¢nich médii
predurcuje Dunaliellu k velkému vyuziti v biotechnologiich. Navic byla u Dunalielly
prokazéna i moznost heterotrofni kultivace, kdy jako zdroj uhliku miZe slouzit acetat, laktat,
glukoza, nebo i glutamat [70].
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2.6.2 Desmodesmus acutus

Technologie pro kultivace rodu Desmodesmus ve foto-bioreaktorech jsou v sou¢asné dob¢ ve
vyvoji, jejich rozmachu brani vysoka cena. Jedna se o druh s moznosti heterotrofni kultivace,
kde jako organicky zdroj uhliku slouzi gukédza [69]. Kultivace jsou zaméfeny na produkci
xantofyli (lutein, violaxantin, zeaxantin), Z nichz na trhu nejzadanéjsi je lutein. Jednd se
0 rostlinny pigment, ktery je v soucasnosti ziskdvan z aksamitniku vzptimeného, jehoz kvéty
mohou obsahovat 0,10-0,16 % karotenoidt. Lutein je G¢innym antioxidantem (v téle ¢lovéka
nedochazi k pfeméné na vitamin A) a jeho nadprodukce rodem Desmodesmus je tedy intenivné
zkoumana, a soucasné jsou provadény kultivace za uc¢elem nadprodukce aminokyselin [70],

[71], [94], [95].
2.6.3  Arthrospira maxima

Jedna se o druh planktonni sinice obsahujici mnoho proteinti se zastoupenim esencialnich
aminokyselin. Obsahuje také polynenasycené mastné kyseliny (a- a y-linolenova kyselina
a dalsi). Sinice je velmi dobfe stravitelné nejen diky absenci celulozy v bunééné sténé, ale i diky
vysoké vyuzitelnosti proteinti. Obsahuje také vitaminy B (thiamin, riboflavin, nikotinamid,
pyridoxin, kyanokobalamin, kyselinu listovou), D a E, proto je jeji vyuziti zaméfeno hlavné na
potravinaisky pramysl. Pti kultivaci vyzaduje vysoké pH okolo 9 (pochézi z alkalickych jezer
Mexika), kterého je dosazeno vysokym obsahem hydrogenuhli¢itanu. Pro velkoobjemové
kultivace Spiruliny je vyuzivano otevienych nadrzi, a to z toho diivodu, Ze oproti jinym sinicim
roste velmi rychle. Vyznacuje se také vlaknitym tvarem, coz ji dava dalsi vyhodu v down-
stream procesech, jelikoz k zahusténi kultury Spiruliny sta¢i pouze konvenéni filtrace [69], [70],
[89], [71].

2.6.4  Cyanothece sp.

Kmen morfologicky velmi rtiznorodé sinice Cyanothece ma dilezitou roli v mofském
ekosystému a zna¢nou mérou piispiva ke spravnému kolobéhu dusiku a uhliku. Jedna se o druh
diazotrofni, coZ znamena, Ze dokaze fixovat atmosféricky dusik. Kli¢ovy je v tomto procesu
enzym nitrogendza, pro ktery je ovSem siln¢€ toxicky kyslik vznikajici pti fotosyntéze, a tak tyto
procesy musi byt v buiikach ¢asové ¢i prostorové separovany [96].

Cyanothece je v posledni dob¢ je studovana zejména kvili produkci EPS do produkéniho
média. Produkce EPS se zda byt pfimo umérna rustové rychlosti sinice. Produkované EPS jsou
tvofeny (1—6)-a-D-polysacharidem, kde pfevazuji monomery glukézy a Casto obsahuji
rizné aniontové skupiny. U sinic jsou tyto skupiny tvofeny velmi Casto kyselinou uronovou,
pyruvylem nebo sulfoskupiny. U cyanotheky byla také mnohokrat prokézana ptitomnost
kyselin glukuronové a galakturonové [97], [98]. Na produkci EPS této sinice ma hlavni vliv
koncentrace NaCl v médiu, jeho pH a typ zdroje dusiku (jako nejvhodné;jsi se zdaji byt 4,5%
(w/v) NaCl, pH 7,0 a NaNOs). EPS kmenu Cyanothece jsou produkovany ve formé slizu
a ocekavané jsou jejich velmi dobré chelata¢ni ucinky. Uplatnéni mohou tyto EPS najit
napiiklad v odstranovani barviv z odpadnich vod, jelikoz Casto jsou tato barviva odolna
i k biooxidaci, a tak je vhodnéjsi uplatnit jejich adsorpci [99], [100], [101].
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2.7 Mikrorasy jako zdroj p-D-glukani

Obsah polysacharidi v fasach se mize pohybovat od 38 % do 74 % suSiny, vétSinou se ov§em
jedna o stavebni polysacharidy, jako jsou agary, karagenany a alginaty. Ve hnédych motskych
fasach lze nalézt i zasobni polysacharidy jako laminarin ((1—3)-B-glukan), a ten je ve Francii
z pirebytku hnédych fas také ziskavan. V ramci tiidy Chrysophyta lze najit také zastupce, ktefi
si jako zasobni polysacharid syntetizuji chrysolaminarin ((1—3)-B-glukan s obéasnym (1—6)-
B vétvenim). Chrysolaminarin bychom mohli nalézt napiiklad i v jednobunéénych moiskych
fasach patiicich do tfidy Haptophyta, Xanthophyta, nebo Bacillariophyta [1], [69], [102].

O B-glukanech mikrotas je ale jen velmi malo dostupnych informci. Organismus, ktery je
Vv této oblasti velmi dobie prozkouman, a zaroven se nejvice podoba mirkotfasam, je Euglena
gracilis [90]. Vzhledem k ptitomnosti chloroplastu v jejich bufikach, je Casto fazena mezi fasy,
nicméné za spravné je dnes povazovano zaiazeni mezi prvoky [103]. Polysacharidy obsazené
Vv mikrofasach predstavuji vyznamné bioaktivni latky a Casto se jednd i o rizné derivaty
(napftiklad sulfo-derivaty). Pfikladem komer¢niho produktu je Chlorella ristovy faktor CGF
(Chlorella Growth Factor), ktery se izoluje jako vodny extrakt biomasy a obsahuje mimo jiné
(1—3)-B-glukan. Uginky CGF zahrnuji regeneraci tkani a ochranu bunék proti nékterym
toxickym latkam [70], [71].

2.8 Metody stanoveni B-D-glukant

Stanoveni glukanil je ovlivnéno zdrojem, ze kterého je izolovan, ale i metodou exktrakce. Pied
analyzou je také nutno zvazit, s jakou pfesnosti chceme glukany stanovit, zda je dostacujici
informace o jejich konfiguraci a mnozstvi, nebo je nutno zjistit i konformaci fetézce a do detailu
popsat jeho strukturu. Pro velmi rychlou a jednoduchou orientaci sta¢i metoda, kdy se barvivo,
jako napfiklad cellufluor, nespecificky vaze na polysacharidy obsahujici -vazby a po promyti
destilovanou vodou je méfena fluorescence vzorku. Pro spektrometrické metody 1ze dale pouZit
anilinovou modf nebo calcofluor. Pro rychlé zjisténi konformace (naptiklad trojita Sroubovice),
kterou polysacharid v roztoku zaujima, lze pouzit Kongo ¢erven, ktera s polysacharidy tvofi
v roztocich NaOH komplex. Mé&fena jsou absorpcéni spektra v UV oblasti, kdy se méni
absorpéni maximum po pifidavku polysacharidii do roztoku. Napiiklad po pfidavku dextranu
(obsahuje nahodné struktury civky) je absorpéni maximum komplexu 450 nm, zatimco po
piidavku laminarinu (obsahuje tiihelikalni struktury) je maximum 550 nm. Lze se také rychle
zorientovat v distribuci molekulovych hmotnosti. Pro takova meéfeni lze pouzit gelovou
permeacni chromatografii s vyuzitim kolon se stacionarni fazi na bazi agar6zy (Sepharose)
nebo na bazi kopolymeru styrenu a divinylbenzenu (Styragel) [8], [12], [104], [105], [13].

2.8.1 Enzymatické stanoveni

Diky chemické hydrolyze komponent bunééné stény a findlnimu Stépeni glukani pomoci
enzymt je mozné PB-glukany stanovit z rozdilu obsahu celkovych glukani a a-glukant.
Lyofilizovana biomasa bun¢k je podrobena ptisobeni HoSO4 a vysoké teploty. Pisobenim KOH
jsou solubilizovany téméf vSechny slozky bunétné stény a pro kompletni rozstépeni (1—3)-
a (1—6)-B-D-glukani je dale nutno pouzit exo-(1—3)-p-glukanazu a B-glukozidazu. Detekce
monomert glukozy je pak provedena pomoci roztoku GOPOD (obsahujici glukdza-oxidazu
a peroxidazu). Takto jsou stanoveny celkové glukany kvasinek. Pro stanoveni pouze a-glukanii
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je lyofilizat bun¢k inkubovan pouze s roztokem KOH (ktery neni schopen solubilizovat -
glukany). Dale jsou a-glukany podrobeny ptisobeni amyloglukozidazy a invertazy. Monomerni
jednotky glukozy jsou opét stanoveny pomoci roztoku GOPOD. Z rozdilu obsahu glukézy
piislusejici celkovym glukanim a glukozy prisluSejici a-glukanim lIze vypocitat obsah -
glukand.

282 IR

Purifikované polysacharidy mohou byt ve smési s KBr stlaceny do formy tablety, ktera je pak
proméfena pomoci FT-IR. Transmitance je pak mé&fena v rozmezi vinové délky 400—4000 cm™,
v tomto intervalu se totiZ projevi stretching vazeb O-H i C-H, a také vibrace vazby C-H [97],
[100], [106]. Pro polysacharidy je pak nejtypict&jsi série pika v oblasti 1200—1000 cm viz
Obrazek 3.
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Obrazek 3: FT-IR spektrum f-D-glukanu [106]

283 NMR

Vzhledem k tomu, ze mikroorganismy byvaji kultivovany za kontrolovanych podminek, mohou
inkorporovat nékteré stabilni izotopy z anorganickych i organickych slougenin (napt. 3C, tH)
do svych produktd, tieba do polysacharidl. Polysacharidy oznacené stabilnimi izotopy jsou pak
pouzitelné pro analyzu struktury molekul [70]. Pomoci spekter 23C-NMR lze zjistit konformaci
molekul B-glukanti a ze spekter 'H-NMR lze zjistit miru substituce postrannimi fetézci [8],
[105].

284 HPLC

Pro kapalinovou chromatografii musi byt vzorek nejprve upraven tak, abychom ziskali
precisténé neutralni sacharidy. K takovému ucelu muize poslouzit DEAE-C nebo ConA
chromatografie [4], [23]. Po hydrolyze polysacharidového fetézce (napiiklad trifluoroctovou

kyselinou a ptisobenim vysoké teploty), vysuSeni a ptevedeni do vodného roztoku, 1ze pomoci
kolony obsahujici anexovou néapli (naptiklad Dionex CarboPac PA10) analyzovat zastoupeni
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jednotlivych monosacharidu ¢i disacharidi. Mobilni faze pak muze tvoii deionizovana voda,
NaOH, nebo fosfatovy pufr [23], [104].

DalSim zptsobem HPLC analyzy glukani mize byt analyza methylovanych derivata
glukozy. Methylace hydroxylovych skupin probiha v piebytku methyla¢niho ¢inidla (dimsyl
sodny a methyljodid) a je nasledovana kyselou hydrolyzou. Uvolnéné methylované derivaty
glukozy (2,3,4,6-O-tetramethyl-D-glukoza; 2,3,4-O-trimethyl-D-glukoéza; 2,4-O-dimethyl-D-
glukoza) jsou analyzovany pomoci HPLC/MS, a podle poméru methylovanych derivati 1ze
zjistit vétveni a konfiguraci [18].

2.9 Kvasinky a mikrorasy jako zdroj karotenoidi

Karotenoidy jsou jednim znejbéznéjSich lipofilnich pigmentt v pfirodé a diky svym
biologickym tc¢inkim jsou Siroce vyuzivany v potravinaiském, farmaceutickém i kosmetickém
pramyslu. Mohou byt vyuzity jako prekurzory vitaminu A, ktery si Zivo¢ichové nejsou schopni
syntetizovat sami, nebo muize byt vyuzito jejich antioxidacni aktivity, a to napiiklad v boji proti
rakovin¢ a kardiovaskularnim onemocnénim [76]. Jejich G¢inek spoéiva v ochrané membrany
buiiky proti kyslikovym a peroxylovym radikalim. V nefotosyntetizujicich organizmech hraji
tedy karotenoidy zdsadni roli v ochrané proti foto-oxidativnimu stresu. Mira téchto ochrannych
schopnosti je ddna délkou polyenového fetézce chromoforu molekuly, ale 1 typem substituentli
na jononovém cyklu [76].

Zakladni strukturu vétsiny karotenoidii tvoii tetraterpen. Uplnym pocatkem biosyntézy
(izoprenoidni drahy) je acetyl-CoA. Dulezitym meziproduktem syntézy je isopentenyl-difosfat,
ktery jiz kondenzuje s jeho dalsimi molekulami az vznikne geranylgeranyl-difosfat s dvaceti
atomy uhliku, a kondenzaci dvou molekul geranylgeranyl-difosfatu jiZz vznik4 nejjednodussi
karotenoid, fytoen, ktery jako prekurzor tetraterpenti podléha postupné dehydrogenaci za
vzniku ,,all-trans* konfiguraci [107], [95].

Karotenoidy tvoii dvé hlavni skupiny, prvni jsou karoteny (naptiklad B-karoten, torulen)
a druhou skupinou jsou xantofyly, jejichZ molekuly obsahuji navic atomy kysliku (naptiklad
astaxantin, kantaxantin). Také mohou byt rozdéleny na karotenoidy s acyklickou
monocyklickou nebo bicyklickou strukturou. Jejich syntéza muze byt snadno provedena
i chemickou cestou, nicméné mnohem atraktivngj$i formou je dnes vyroba biotechnologicka,
a tak se stale hledaji nejproduktivnéjsi kmeny v fadach mikroorganismii. Naptiklad ,,éervené
kvasinky“, kam patii rody jako Rhodotorula nebo Sporidiobolus, jsou schopny syntetizovat
smés mnoha karotenoidil, pii ristu na médiich obsahujicich levné zdroje uhliku [76], [108].
Piidavkem latek, které jsou prekurzory reaktivnich forem kysliku (durochinon, H>Oz, ethanol),
nebo napiiklad intenzivni aeraci média pak lze u kvasinek docilit mensi produkce B-karotenu,
a uprednostnény jsou produkty jeho oxidace, tedy xantofyly (naptiklad plektaniaxanthin,
kantaxanthin a astaxanthin nebo torularhodin) [81], [109].

Napiiklad rod Rhodotorula mtze produkovat specifické poméry karotenoidt (p-karotenu,
torulenu, torularhodinu) v rizném pomeéru, v zavislosti na podminkach kultivace [108], [77].
Ze zastupcu mikrofas, je studovanym rodem Dunaliella, ktera je schopna produkce luteinu, -
karotenu a astaxantinu. Obecné je nespocet mikroorganismi, produkujicich karotenoidy,
nicméné chybi dostatek informaci o optimélnich podminkach, pii kterych by tyto organismy
syntetizovaly karotenoidy v co nejvétsim mnozstvi [108].
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2.10 Metody stanoveni karotenoidii

Analyze karotenoidi z mikrobialni biomasy ptfedchazi naro¢ny proces extrakce. Karotenoidy
se totiz mohou vyskytovat ve volné formé¢, ale i ve formé esterti s mastnymi kyselinami, jsou
nachylné k oxidaci, izomera¢nim reakcim, hydrogenaci, nebo k cyklizaci, ¢asto jsou také
asociované s bunéénymi membranami. Prvnim krokem jejich izolace je kompletni rozruSeni
bunck, tento krok je nejcastéji realizovan za pouziti mechanickych sil (intenzivni tfepani
suspenze bunék v pfitomnosti sklenénych kuli¢ek), jejichz Gc¢inek je umocnén piidavkem
rozpoustédla. Pro soucasné provedeni rozruseni bun¢k a extrakce karotenoidti je vhodné piidat
k suspenzi aceton, chloroform, petrolether, nebo jejich smés. Cisté chemické rozruseni bungk
muze byt provedeno v pfitomnosti dimethylsulfoxidu. Po odpaieni rozpoustédla je jiz pridano
Cisté rozpoustédlo HPLC kvality, a takto pfipraveny vzorek mize byt jesté na kratsi dobu
uskladnén pfi teploté —80 °C, kdy se na povrch vyplavi rezidudlni lipidy (ty by potom ucpévaly
kolonu HPLC a zvySovaly tlak pfi analyze) [76], [110].

Velmi jednoduchou metodou stanoveni karotenodili je spektrofotometrie, nicméné je
pouzitelna pouze pro vzorky, které obsahuji jen jeden typ karotenoidl. Pokud by se ve vzorku
vyskytovala jejich smés, absorpéni spektra by se mohla ¢astecné prekryvat, a tak by dochazelo
k velkym neptesnostem [111]. Mnohem piesnéjsi metodou je RP-HPLC, z chromatogramu pak
Ize kvantitativné vyhodnotit jednotlivé karotenoidy. Pro ptesnou identifikaci struktury je mozné
pouzit analyzu pomoci LC-MS a porovnani hmotnostnich spekter s jejich knihovnami [112].
Pro velmi rychlou detekci karotenoidi byla také pouzita prutokova cytometire, naptiklad u R.
glutinis byla potvrzena dobra korelace mezi méfenou autofluorescenci a obsahem [-karotenu.
U ostatnich mikroorganismii, kde B-karoten neni nejvice zastoupeny karotenoid, by pritokova
cytometrie poskytla velmi rychly ptehled o celkovém obsahu karotenoidu [113].

2.11  Kvasinky a mikrorasy jako zdroj lipidu

Lipidy jsou estery alkoholi a vy§Sich mastnych kyselin a miizeme je klasifikovat na fosfolipidy,
glykolipidy (maji strukturni funkci v buné€nych membranach) a triacylglyceroly (zasobni
lipidy, zdroje energie). V soucasné dobé je snaha dosdhnout kultivaci mikroorganismi co
nejvyssiho zisku triacylglyceroli, které se jinak bézné€ vyskytuji jako hlavni sloZky rostlinnych
oleji. U kvasinek je glycerol esterifikovan pievazné mastnymi kyselinami se Sestnacti
a osmnacti atomy uhliku. Také mnoho druht mikrofas méa schopnost produkovat znacné
mnozstvi (20 az 50 % suSiny) triacylglycerolt jako zasobni lipidy, a vzhledem k vysokému
obsahu PUFA jsou tyto organismy preferovanym zdrojem. Do budoucna se ovSem u kvasinek
ptedpokladaji genetické modifikace, které 1 z nich udélaji preferovany zdroj. Nejzadangjsi jsou
kyseliny linolova (LA), a-linolenova (ALA), arachidonova (AA), eikosapentaenova (EPA)
a dokosahexaenova (DHA) [70], [71]. Aktudlné vyuzivanymi organismy jsou napiiklad
kvasinka Yarrowia lipolytica (vysoky obsah EPA), nebo mikrofasa Spirulina (bohaty zdroj
GLA) [114]. Pomér riznych mastnych kyselin, respektive lipidi, je pro mikroorganismy
parametr urcujici spravnou fluiditu a propustnost membran. Z pohledu mikroorganismu tedy
jisté vlastnosti membrany musi byt zachovany, aby i funkce membranovych proteint ztstaly
zachovany [115].

Na syntézu lipidi ma vliv napiiklad teplota kultivace (ovlivituje aktivitu desaturaz), vliv ma

vvvvvv
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Napiiklad po vyCerpani dusiku z média, kdy buiky ptestavaji rtst, jsou uhlikaté zdroje
postupné vyuzivany jednak jako zdroj energie, ale i jako vstupni jednotky syntézy lipidi. Po
vyCerpani dusiku je totiz citrdt uvoliovan do cytosolu, a u oleogennich kvasinek
(a pravdépodobné i u mikrofas se schopnosti heterotrofniho rustu) je pravé citrat prekurzorem
acetyl-CoA. Ten je pak pieveden na malonyl-CoA a veSkeré reakce jiz probihaji na
enzymatickém komplexu syntézy mastnych kyselin, dokud nevznikne kyselina palmitova, ktera
je jako prekurzor mastnych kyselin uvolnéna zkomplexu, a je dale pfeménéna dle
enzymatickych moznosti daného organismu [114], [116], [117]. Proto vysoké C/N poméry
indukuji syntézu lipidi. Zdroj uhliku pak ale musi byt vybiran tak, aby byl pro dany druh
nejvhodnéjsi a jeho koncentrace musi byt také v idealnim rozmezi. Aby byla biotechnologicka
vyroba lipidi také ekonomicky vyhodna, méla by byt pti kultivaci vyuzita média obsahujici
priumyslové odpady, nebo lignocelul6zovou biomasu apod. Jako dobie vyuzitelny odpad pro
produkci lipida se zda byt i odpadni tuk (naptiklad z masného pramyslu) [71], [77], [118].

2.12  Metody stanoveni lipidu

Pfi stanoveni lipidi se jiz standardné¢ vyuzivd plynové chromatografie, které piedchazi
transesterifikace, diky které jsou uvolnéné mastné kyseliny prevedeny na methylestery. Pred
pfidanim transesterifikaéni smési je mozné promyt suspenzi bunék ethanolem, nebo hexanem,
pokud se u nich vyskytuje extracelularni tuk, napiiklad z kultivaéniho média. Casto je také
nejprve provadéna extrakce dle Folche. Transesterifikacnim ¢inidlem byva smés silné kyseliny
a methanolu a vzorek je v této smési ponechan vzdy za zvySené teploty. Jako standard je napti¢
mnoha studiemi pouzivana heptanova nebo heptadekanova kyselina. Po transesterifikaci je
pfidavan vodny roztok NaCl, nebo NaOH a nasledné dochézi k oddéleni vodné a lipidové faze.
Oddéleni fazi mize byt urychleno centrifugaci smési. Odbér lipidové frakce je pak rozpustén
napiiklad v chloroformu chromatografické kvality, a pomoci GC jsou estery mastnych kyselin
analyzovany pii daném teplotnim gradientu [115].

Velmi jednoduchou a rychlou metodou pro stanoveni celkovych lipidt je TLC na silikagelu,
kde jako vyvijeci smés muze byt pouZit roztok hexanu, diethyletheru a kyseliny octové [118].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

3.1.1 Izolace a analyza karotenoidi

Chloroform pro HPLC, Roth (DE)
Methanol pro HPLC, VWR Chemicals, Sigma-Aldrich (DE)
Acetonitril pro HPLC, VWR Chemicals, Sigma-Aldrich (DE)

3.1.2  Izolace a analyza mastnych kyselin
Heptadekanova kyselina, Sigma-Aldrich (DE)
3.1.3  Kultivace mikroorganismi

Pepton, Roth (DE)

Agar, Himedia (IN)

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

D-glukéza monohydrat p.a., Lach-Ner s r.0. (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Penta (CR)
Siran hore&naty heptahydrat p.a., Chemapol (CR)
Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-ner, S.r.0. (CZ)
Citran zelezito-amonny, Fluka (DE)

Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat p.a., Penta (CZ)
Chlorid kobaltnaty hexahydrat p.a., Lach-ner, S.r.0. (CZ)
Chlorid méd’naty dihydrat p.a., Lach-ner, S.r.0. (CZ)
Siran méd’'naty pentahydrat, Penta (CZ)

Vitamin B12, Sigma-Aldrich (DE)

Chlorid zelezity hexahydrat p.a., Lach-ner, S.r.0. (CZ)
Siran zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-ner, S.r.0. (CZ)
Kyselina borita p.a., Lachema (CZ)
Hydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema (CZ)
Siran draselny p.a., Lach-ner, S.r.0. (CZ)

Chlorid draselny p.a., Lach-ner, S.r.o. (CZ)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-ner, S.r.0. (CZ)
Dusi¢nan draselny p.a., Lach-ner, S.r.0. (CZ)
Kyselina citronova p.a., Lach-ner, S.r.0. (CZ)

Chlorid hotfecnaty hexahydrat, Lachema (CZ)

Siran hore¢naty heptahydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CZ)
Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Lachema (CZ)
Siran hotfe¢naty monohydrat, Lach-ner, S.r.0. (CZ)
Chlorid sodny p.a., Penta (CZ)

Uhli¢itan sodny p.a., Lach-ner, S.r.0. (CZ)

Na.-EDTA - 2H,0 p.a., Lach-Ner s r.0. (C2)
Hydrogenuhli¢itan sodny, Lachema (CZ)
Molybdenan amonny tetrahydréat p.a., Penta (CZ)
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Molybdenan sodny dihydrat p.a., Penta (CZ)

Dusi¢nan sodny p.a., Lach-ner, S.r.0. (C2Z)

TAPS, Sigma-Aldrich (DE)

Chlorid zine¢naty p.a., Lach-ner, S.r.0. (CZ)

Siran zine¢naty heptahydrat p.a., Lach-ner, S.r.o0. (CZ)

Ostatni pouzité chemikalie byly vesmés Cistoty p.a. a byly ziskadny od béznych distributort.

3.2 Piistroje a pomiicky

3.21 Kit K-YBGL — Megazym

Centrifuga vysokorychlostni chlazena Z 36 HK, HERMLE Labortechnik (DE)
Centrifuga U-32 R, Boeco (DE)

Vodni lazen W 620E, LaboPLAY (PL)

Michacka Vortex, Labnet International, Inc. (US)

pHmetr 211, HANNA instruments (US)

3.2.2  lIzolace a analyza karotenoidi

HPLC/PDA: Sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, US)
Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CZ)
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
Vyhodnocovaci systém Xcalibur
Kolona Kinetex C18, 5 mm, 4,6 x 150 mm,
Phenomenex Drzék ptedkolony - KJO - 4282, ECOM (CZ)
Piedkolona - C18,AJ0 - 4287, Phenomenex
Filtry pro HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)

Vakuova rota¢ni odparka RV06-ML, IKA (DE)

Ultrazvuk PS 02000 POWERSONIC s.r.0. (SK)

3.2.3 Izolace a analyza mastnych kyselin

Termoblok SBH2000, Stuart (GB)

GC/FID:

Plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest S.p.A., Italie) Autosampler AlI/AS 3000
Kapilarni kolona: DB-WAX o rozmérech 30 mx 0,32 mm x 0,5 um

3.24  Pristroje pouzité pro kultivace

Trepacka Yellow line RS10, (DE)

Analytické vahy Boeco (DE)

Spektrofotometr VIS, Helios 6, Unicam (GB)

Biologicky termostat BT 120M, LABO — MS, spol. s r.0. (CZ)
Sterila¢ni LIFE BOX, Esco Technologies, Inc. (US)
Lyofilizator, Labconco (US)
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3.3 Pouzité kmeny mikroorganismi

3.3.1 Kvasinky

Sporidiobolus metaroseus CCY 19-6-20
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26
Cystofilobasidium macerans CCY 10-1-2
Saccharomyces cerevisiae CCY 6646

3.3.2  Mikrorasy

Desmodesmus acutus CCALA 437
Dunaliella salina

3.3.3  Sinice

Cyanothece sp. ATCC 51142
Arthrospira maxima

3.4 Kultivace mikroorganismi

Vsechny druhy kvasinek byly ockovany z kryozkumavek, které byly uchovavany v glycerolu
pii teploté —80 °C. Nasledné byly kultivovany ve stresovych podminkach v pfitomnosti zdroje
zéfeni. Prvnim mediem byly agarové plotny, nasledné byly kvasinky ockovany do inokula,
a poté ptimo do produkéniho média. Kazdé médium bylo ptfed zaoCkovanim sterilovano po
dobu 60 minut pii 100 °C a nasledné ochlazeno na laboratorni teplotu. Poté bylo kazdé médium
podrobeno jeste 20 minutdm UV zéafeni.

3.4.1 YPD agar

Kazdé kultivaci v produkénim mediu ptredchazel rist na YPD agaru po dobu 3 dnti. Agarové
plotny byly zaockovéany kulturou z kryozkumavek a byly néasledné kultivovany v blizkosti
zdroje osvétleni. Po 3 dnech rlistu byly kvasinky zaockovany do tekutého YPD inokula. SloZeni
YPD agaru je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2: Slozeni YPD agaru

Slozka Koncentrace [g/l]
Glukéza 20
Kvasni¢ny autolyzat 10
Pepton 20
Agar 15

3.4.2 YPD médium

V YPD inokulu byly kvasinky kultivovany 2 dny. Kultivace v inokulu byla provadéna také
Vv blizkosti zdroje osvétleni a medium bylo po celou dobu intenzivné michano. Z inokula byly
kvasinky ockovany piimo do produkéniho media v poméru 1:5. Slozeni YPD media uvadi
Tabulka 3.
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Tabulka 3: Slozeni YPD média

Slozka Koncentrace [g/l]
Glukéza 20
Kvasni¢ny autolyzat 10
Pepton 20

3.4.3  Produkéni média s riznymi C/N poméry

V produkénim médiu byly kvasinky kultivovany po dobu 6 dni, v blizkosti zdroje zafeni
a Vv podminkéach intenzivniho michani. Produkénim médiem bylo bud® YPD medium (pro
screening rustovych kiivek), nebo produkéni média s riznymi C/N poméry. Slozeni téchto
produk¢énich médii uvadi Tabulka 4. Objem odebrané suspenze bunék byl vzdy 50 ml.

Tabulka 4: Slozeni produkcnich médii pro rizné C/N poméry

] CIN=70| C/IN=90| C/N =110
Slozka Koncentrace [g/l]
Glukoza 40 | a1 | 57
Kvasni¢ny autolyzat 2
KH2PO4 4
MgSOs - 7TH,0 0,7

3.4.4  Produkéni média pro mikrorasy

Mikrofasy a sinice byly kultivovany pfi laboratorni teploté za neustalého osvétleni a vzdusnéni.
Pro kultivaci fas a sinic byla pouZzita média, ktera slouZzi jako inokulacni i produkéni. Tato
média byla sterilovana 60 minut pti 140 °C. Slozeni i pfiprava médii byla provadéna podle
sbirky CCALA. Tabulka 5 obsahuje celkovy obsah vSech chemikalii v jednotlivych
produkénich médiich jednotlivych druhi mikrofas.

3.4.4.1 Priprava média pro sinici Arthrospira maxima

Arthrospira maxima vyzaduje ptipravu Spirulina média. Toto médium musi byt pfipraveno ze
dvou zéasobnich roztokd, které se zvlast' steriluji, a az v poslednim kroku jsou tato média
smichdna dohromady v poméru 1:1. Jeden zéasobni roztok obsahuje NaHCOs, Na;CO3
a KoHPOs. Druhy zasobni roztok obsahuje vSechny zbylé chemikalie viz Tabulka 5.

3.4.4.2 Priprava média pro sinici Cyanothece sp.

Pro kultivaci Cyanothece sp. musi byt vytvofeno médium ASP2. Tésné pied jeho pfipravou je
nutno vzdy nachystat ¢erstvy zasobni roztok CoCl; - 6H20, Na2MoO4 - 2H20 a CuSOs - 5H20.
Z tohoto zédsobniho roztoku je pak pipetovdno potiebné mnoZzstvi do kultivaéniho média.
Samostatné je také tieba ptipravit zasobni roztok Na,EDTA - 2H20 a FeCls - 6H20. Jako prvni
musi byt rozpuSténa EDTA, az poté je pomalu pfisypavan chlorid Zelezity a po jeho uplném
rozpusténi se roztok necha stat pies noc.
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3.4.4.3 P#iprava média pro ifasu Desmodesmus acutus

Kultivace druhu Desmodesus acutus vyzaduje BG11 médium. Pii piipravé tohoto média je do
destilované vody nejprve rozpustén zasobni roztok citratu zelezito-amonného a kyseliny
citronové. Az poté jsou rozpustény zbyvajici chemikalie a médium miize byt sterilovano.

Tabulka 5: Slozeni kultivacnich médii mikroras

S BG11 Spirulina Dunaliella ‘ ASP2
Chemikalie — — - 1
Koncentrace v kone¢nych kultivaénich médiich ¢ [g-1]
CaCl; - 2H,0 3,510 4,0-102 0,3 0,4
Citrat zelezito-amonny 6,0-10° - — -
Co(NO3); - 6H,0 4,910 5,010 — -
CoCl; - 6H20 — — 5,1-10° 1,2:10°
CuCl; - 2H,0 - - 4,1-10° -
CuSOs - 5H20 7,9-10° 2,5-108 — 3,0-10°
Cyanobalamin (B12) - 5,0-10° — —
FeCls - 6H,0 — — 2,4-1072 3,910
FeSOs - 7H20 - 1,4-10? — -
H3sBO3 2,9-10° 5,0-10° 6,1-10 3,410
K2HPO,4 3,1-107 0,5 — 5,0-102
K2S04 - 1,0 - -
KCI - — 0,2 0,6
KH,PO, — — 3,510 —
KNO3 — — 1,0 —
Kyselina citronova 6,0-10° - — -
MqgCl; - 6H.0 - - 15 -
MgSO4 - 7TH20 7,510 0,2 0,5 0,8
MnCl; - 4H,0 1,8-10°3 — 4,1-10° 43103
MnSO; - H,0 - 6,1-10° - -
NaCl - 1,0 29,2 18,0
Na,COs 2,010 4,0 — —
Na:EDTA - 2H,0 1,0-1073 8,310 1,9-102 3,610
NaHCO3 - 13,6 4,3- 10 —
(NH1)sM07024 - 4H,0 - — 3,810 —
Na,MoQ4 - 2H,0 3,9-10% 5,0-10° — 4,4-10°
NaNO3 1,5 2,5 — 1,5
TAPS — — — 3,7
ZnCl, - — 4,1-10° 3,2-:10%
ZnS04 - 7TH20 2,2-10* 5,010 - —

3.4.4.4  P¥iprava média pro Fasu Dunaliella salina

Média Dunaliella jsou Casto pfipravovana s rtiznymi koncentracemi NaCl v produkénim médiu.
Pro kultivaci byla zvolena standardni koncentrace 0,5M, coz odpovida 29,2 g NaCl v jednom
litru média. Pfed pfipravou kultivaéniho média je potieba opét samostatné ptipravit zdsobni
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roztok Na,EDTA - 2H,0 a FeClz - 6H20. Vzhledem ke stopovému mnozstvi nékterych
chemikalii v médiu, je vhodné také pfipravit zasobni roztok ZnCly, H3BOs, CoCl, - 6H20,
CuCl; - 2H20, MnCl; - 4H20 a (NH4)sM07024 - 4H>0.

3.5 Izolace a analyza B-D-glukani

Nejprve byly pfipraveny pomocné roztoky, které¢ nejsou soucasti kitu K-YBGL Megazyme.
Poté byly rozitedény jednotlivé ¢asti kitu (dle pfilozeného navodu vyrobee) a pomoci téchto
roztokti byly analyzovany B-glukany v biomase kvasinek a mikrofas. Pro méfeni kitu byla
navazovana lyofilizovana biomasa ve formé jemného prasku. Vzhledem k omezenému
mnozstvi lyofilizatu, byl postup méfeni kitu pozménén tak, aby bylo mozno navazit jen
piiblizn¢ 30 mg a pro ovéieni spravnosti méteni byl pouzit kontrolni vzorek B-glukanu, ktery
je soucasti samotného kitu a ma deklarovany obsah B-glukani.

3.5.1 Priprava pomocnych roztoki

3.5.1.1 Hydroxid sodny (4 M)

Do 70 ml Milli-Q vody bylo za neustalého michani po ¢astech rozpusténo 16 g NaOH. Po
rozpusténi veskerého NaOH byl roztok zchlazen na laboratorni teplotu a doplnén na 100 ml.
Roztok byl skladovén pfti laboratorni teploté.

3.5.1.2 Acetdtovy pufi (200 mM, pH 5,0)

Do 900 ml Milli-Q vody bylo za neustalého michani ptidano 11,6 ml ledové kyseliny octové
a pH roztoku bylo pomoci 4M NaOH upraveno na hodnotu 5,0. Objem roztoku byl pfi
laboratorni teploté doplnén na 1000 ml a byl uchovan pfi 4 °C.

3.5.1.3 Acetatovy pufir (1,2 M, pH 3,8)

Do 800 ml Milli-Q vody bylo za neustalého michani pfidano 69,6 ml ledové kyseliny octové
a pH roztoku bylo pomoci 4M NaOH upraveno na hodnotu 3,8. Objem roztoku byl doplnén na
1000 ml a byl uchovéan pfti laboratorni teploté.

3.5.1.4 Hydroxid draselny (10 M)

Do 350 ml Milli-Q vody bylo za stalého michani po ¢astech rozpusténo 280,5 g KOH. Vse bylo
provadéno v digestofi a roztok byl po zchlazeni na laboratorni teplotu doplnén na objem 500
ml. Pfipraveny roztok byl uchovavan pfi laboratorni teploté.

3.5.1.5 Hydroxid draselny (2 M)

Do 400 ml Milli-Q vody bylo za stalého michani po ¢astech rozpusténo 56 g KOH. Vse bylo
provadeéno v digestofi a roztok byl po zchlazeni na laboratorni teplotu doplnén na objem 500 ml.
Ptipraveny roztok byl uchovéavan pfti laboratorni teploté.

3.5.1.6 Kyselina sirova (72 %)

Do 150 ml Milli-Q vody bylo za stalého michani po ¢astech pfilito 320 ml koncentrované
kyseliny sirové a po zchlazeni na laboratorni teplotu byl roztok doplnén na objem 500 ml.
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3.5.2  Priprava reakénich roztoki z jednotlivych ¢asti Kitu

35.21 Castl

K¢asti 1 kitu (suspenze (NH4)2SOs4 obsahujici exo-(1—3)-B-glukanazu (100 U/ml)
a B- glukozidazu (20 U/ml)) bylo pfidano 9 ml 200 mM acetatového pufru (pH 5,0). Finalni
objem roztoku (asi 11 ml) byl rozd€len na 4 ¢asti a uchovan v plastovych zkumavkach pii —20
°C. Pfi pouzivani alikvoti byl roztok uchovavan v chladu a co nejrychleji opét uloZzen do mrazu.

3.5.2.2 Cast2

Obsah ¢asti 2 kitu (roztok 50% glycerolu obsahujici amyloglukozidazu (1,63 U/ml) a invertazu
(500 U/ml)) nebyl nijak upravovan, cely roztok byl uchovavan pii 4 °C.

3.5.2.3 Cist3

Cely obsah ¢asti 3 kitu (pufr pro reakéni roztok GOPOD obsahujici p-hydroxybenzoovou
kyselinu a azid sodny) byl rozpustén v Milli-Q vod¢ a dopInén na objem 1 litr. Po nafedéni byl
tento roztok ihned pouzit k rozfedéni ¢asti 4 kitu.

35.2.4 Castd

Cést 4 kitu (enzymy pro reakéni roztok GOPOD — glukéza-oxidaza a peroxidaza) byla nejprve
rozpusténa ve 20 ml Cerstvé nafedéné casti 3, a poté bylo celych 20ml pfevedeno do zbylych
980 ml nafedéné ¢asti 3 kitu. Takto vznikl reakéni roztok GOPOD, ktery je nutno rozdé€lit na
alikvotni podily, a kazdy alikvot musi byt ukryt v hlinikové folii.

Jeden alikvot roztoku byl uchovavan pti 4 °C (pouzitelnost roztoku maximalné 3 mésice). Zbylé
alikvoty byly uchovavany pied svym pouzitim pii —20 °C (pouzitelnost roztoku asi 1 rok),
a poté pro aktudlni pouzivani byly uchovavany maximalné mésic pii 4 °C.

3.5.25 Cisth

Obsah ¢asti 2 kitu (standardni roztok D-glukézy (1 mg/ml) v 0,2% kyselin€ benzoové) nebyl
nijak upravovan, cely roztok byl uchovavan pii 4 °C. Cast 5 kitu je stabilni i pti pokojové teploté
(pouzitelnost 5 let).

3.5.26 Cistb

Obsah ¢asti 6 kitu (kontrolni vzorek 49% B-glukanu) nebyl nijak upravovan, obsah této Casti je
stabilni pfi pokojové teploté (pouzitelnost 5 let).

3.5.3 Stanoveni celkovych glukant

Na dno 10ml zkumavky se Sroubovacim zavitem bylo navazeno 30 mg lyofilizatu. K lyofilizatu
byl pfidan 1 ml ledové 72% kyseliny sirové, zkumavky byly uzavieny a 2 hodiny byly
temperovany v ledové 1azni, za obCasného intenzivniho promichéani na vortexu.

Po 2 hodinéch v ledové 1azni bylo do zkumavek pipetovano nejprve 2, poté 3 ml vody a po
kazdém piidavku byl obsah zkumavky intenzivné promichan. Zkumavky byly poté umistény
do vrouci lazng, po 5 minutach byly pevné uzavieny a v lazni byly ponechany 2 hodiny. Po
zchlazeni na laboratorni teplotu byly pievedeny 3 ml vzorku do plastové 50ml zkumavky. Dale
bylo pfidano 1,5 ml 10 M KOH a objem byl doplnén na 25 ml pomoci 200 mM acetatového
pufru (pH 5,0). Obsah plastové zkumavky byl promichan a centrifugovan 10 minut pfi 1500
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rpm. Po centrifugaci bylo pipetovano 50 pl extraktu na dno sklenéné zkumavky v duplikatu.
Ke vzorku bylo pipetovano 50 pl upravené ¢asti 1 kitu a obsah zkumavky byl promichdn. Smés
byla inkubovana 60 minut pti 40 °C. Do zkumavek bylo pipetovano 1,5 ml reakéniho roztoku
GOPOD a byl pfipraven blank a standard. Pro pfipravu blanku bylo na dno zkumavky
pipetovano 0,1 ml 200 mM acetatového pufru (pH 5,0) a 1,5 ml roztoku GOPOD. Pro pfipravu
standardu bylo pipetovano 50 ul ¢asti 5 kitu, 50 pul 200 mM acetatového pufru (pH 5,0) a 1,5
ml roztoku GOPOD. VSechny zkumavky byly inkubovany 20 minut pii 40 °C a nakonec byla
zméiena absorbance pii 510 nm proti blanku.

3.54  Stanoveni a-glukani

Na dno 10ml zkumavky se Sroubovacim zavitem bylo pfesn¢ navazeno 30 mg lyofilizatu.
K lyofilizatu byl pfidan 1 ml 2M KOH a obsah zkumavek byl za stdlého michéni inkubovan 20
minut v ledové 1azni. Poté byly do zkumavek pipetovany 4 ml 1,2 M acetatového pufru (pH
3,8) a ihned po pufru bylo pipetovano 0,1 ml ¢asti 2 kitu. Zkumavky byly inkubovany 30 minut
pti40 °C za ob¢asného promichéni. Obsah zkumavek byl kvantitativné pieveden do plastovych
centrifugacnich zkumavek a vzorky byly centrifugovany 10 min pti 1500 rpm. Po odstfedéni
bylo pipetovano 50 pl supernatantu na dno sklenéné zkumavky v duplikatu. K supernatantu
bylo dale pipetovano 50 pl 200 mM acetatového pufru (pH 5,0) a 1,5 ml roztoku GOPOD. Opét
byl pfipraven blank a standard a vSechny zkumavky byly inkubovany 20 minut pii 40 °C.
Absorbance byla proméfena pti 510 nm.

3.6 Extrakce a analyza karotenoidu

Ptiblizné 50 mg lyofilizované biomasy bylo navazeno do plastovych 15ml zkumavek a biomasa
byla rehydratovana 10 minut pomoci 0,3 ml destilované vody. Do zkumavky bylo pfidano 5 ml
Folchova ¢inidla (chloroform:methanol 2:1) a sklenéné kulicky ve dvojnasobném mnozstvi
vztazeném na mnozstvi biomasy. Suspenze byla 30 minut intenzivné protfepavana na vortexu
a pomoci hlinikové folie bylo zabranéno ptistupu svétla. Poté byla suspenze bez kulicek
ptrevedena do Cisté plastové 15ml zkumavky a po pfidani 3 ml destilované vody byly zkumavky
centrifugovany jednu minutu pti 7000 rpm. Spodni lipidova frakce byla kvantitativné odebrana
do slzickové barky a umisténa do vakuové odparky. Po odpateni rozpoustédla byly do baiky
pipetovany 2 ml chloroformu HPLC kvality aodparek s karotenoidy byl rozpustén
a kvantitativné pfeveden do vialky ptes filtr 20 um. Vialka byla ithned pevné uzaviena pomoci
krimpovacich klesti. Vzorek byl poté ihned prométen, poptipadé uchovan pti —80 °C v temnu.
K chromatografické analyze byla pouzita HPLC sestava od firmy Thermo Fischer Scientific.
Ke zpracovani ziskanych chromatogramii byl vyuZit software Xcalibur. Samotna analyza
probihala na nepolarni koloné C18 od firmy Kinetex. Pfi metod€ byla nastavena gradientova
eluce, kdy prvni mobilni fazi tvotila smés acetonitrilu (84 %), 0,1M Tris-HCI pufr pH 8 (14 %)
a methanol (2 %). Tato mobilni faze je béhem prvnich 8 minut analyzy vyménéna za druhou
mobilni fazi, ktera je tvofena methanolem (60 %) a ethylacetatem (40 %). Druha mobilni faze
vymyva analyty z kolony po dobu 4 minut, a nasledné je béhem 1,5 minuty vyménéna zpét
za prvni mobilni fazi, kterou je kolona jesté nékolik minut promyvana. Celkova délka analyzy
je pak 16 minut. Pritok mobilni faze byl 1,0 ml/min a termostat obsahujici kolonu byl nastaven
na teplotu 25°C. Detekce byla provadéna spektrofotometricky s vyuzitim detektoru diodového
pole pro zvolené vinové délky, které odpovidaly absorpénim maximim studovanych latek (285
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nm pro ubichinon a ergosterol, 450 nm pro karotenoidy). Vysledna data byla zpracovana
a vyhodnocena na zakladé porovnani se standardy (vyhodnocena byla suma karotenoidii, obsah
ergosterolu a koenzymu Q). Vzorek byl davkovan davkovaci smyckou o objemu 20 pl. Kromé
vySe zminénych molekul, byla stanovovana i celkova koncentrace karotenoidu.

3.7 Transesterifikace a analyza lipidi

Do sklenéné vialky bylo odvazeno piiblizné 10 mg lyofilizované biomasy. K lyofilizatu bylo
pipetovano 0,8 ml transesterifikaéni smési (15% H>SO4 v methanolu s piidavkem 0,5 mg/ml
interniho standardu, kterym je heptadekanova kyselina) a 1 ml chloroformu. Smés byla po
zakrimpovani vialky inkubovana v termobloku po dobu 3 hodin pti 90 °C. Po transesterifikaci
se vialky nechaji voln¢ zchladnout na laboratorni teplotu a jejich obsah je kvantitativné
pteveden do 5Sml vialek s 0,5 ml 0,05M roztoku NaOH. Smés je intenzivné protiepana a po
dokonalém odd¢leni fazi je pipetovano 0,5 ml spodni chloroformové faze do Cisté sklenéné
vialky se zavitem pro GC. Do vialky je dale pipetovano 0,5 ml chloroformu a vzorek je ihned
analyzovan, nebo uchovan pii —80 °C.

3.7.1  Podminky stanoveni mastnych kyselin:

Plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest S.p.A., Italie) Autosampler AI/AS 3000
Kapilarni kolona: DB-WAX o rozmérech 30 mx 0,32 mm x 0,5 um
Oven — teplotni program
Pocate¢ni teplota: 50 °C na 1 minutu
Vzestupny gradient: 25 °C/min do 200 °C s vydrzi 0 minut
Vzestupny gradient: 3 °C/min do 230 °C s vydrzi 30 minut
Celkovéa doba analyzy: 47 minut
Teplota injektoru: 250 °C
Splitless time 1 minuta, 1:20 pratok/min
Davkovani: autosampler bez délice toku (splitless), 1 pl
Nosné plyny:
Priitok dusiku: 1 ml/min
Detektor FID (plamenovo-ioniza¢ni) Teplota detektoru: 250 °C
Pritoky plynd v detektoru:
Pratok vzduchu: 350 ml/min
Pratok vodiku: 35 ml/min
Make-up dusiku: 30 ml/min
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Byli vybrani zastupci tfi rodl ¢ervenych kvasinek (Cystofilobasidium macerans, Sporidiobolus
metaroseus a Rhodotorula glutinis), pro které byla stanovena ristova kiivka. Jako kontrolni
kmen v8ech provedenych kultivaci byla pouzita S. cerevisiae, jakozto jediny zastupce kvasinek,
komeréné vyuzivany pro produkci f-glukani. VSechny ¢tyfi ristové kiivky byly stanoveny na
zakladé kultivace v YPD médiu a jsou uvedeny v ptiloze v kapitole 8.1 (Graf 66—69). Pro odbér
biomasy a jeji komplexni analyzu byly stanoveny 24-hodinové intervaly a kultivace byly
provadény do 144. hodiny, kdy dle ristovych kiivek kazdy z kultivovanych kmenta kvasinek
poskytoval jesté znaéné mnozstvi biomasy. Biomasa byla vzdy lyofilizovana a lyofilizat byl
analyzovan z hlediska obsahu B-glukan, mastnych kyselin, karotenoidl, ergosterolu
a koenzymu Q.

4.1 Produkce biomasy a p-glukant kvasinkami v médiich s riznym C/N
pomérem

Kazdy ze ¢ty vybranych kvasinkovych kment byl kultivovan celkem ve tfech produkénich
médiich pfi C/N poméru 70, 90 a 110. Pfi kultivaci bylo na suspenze bunék vSech kmenti
pusobeno pfimym zatenim. Analyza B-glukanii byla provedena pomoci enzymatického kitu
Megazyme viz kapitola 3.5. Vzhledem k nedostatku informaci o rustové fazi Cervenych
kvasinek, ve které by mohlo byt dosazeno nejvyssi produkce B-glukant, byla provedena
optimalizace doby ristu kolonii na agarovych plotnach. Jako optimalni byly zvoleny 3 dny. Po
této dobé¢ byl na pevném médiu dostatek biomasy preveditelny do tekutého média, a zaroven
prodlouzeni doby rlstu jiz produkci B-glukand nezvysilo. Porovnani produkce biomasy
a produkce B-glukand ¢ervenych kvasinek v tekutém médiu, do kterého byly zaockovany po
tiech a péti dnech rdstu na pevném médiu znazornuji grafy 1-6. Pro nasledujici analyzy tedy
byly vSechny kmeny cervenych kvasinek i S. cerevisiae kultivovany nejprve 3 dny na
agarovych plotnach, poté byly pfevedeny do tekutého média. Prvnim krokem byl rtst v inokulu
po dobu 48 hodin, poté jiz nasledovala kultivace v produkénim médiu.

Produkce biomasy C. macerans po 3 a 5 dnech ristu na agarové
plotné

600
m5dna ®m3dny
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24 48 t[hod] 72 96

Graf 1: Produkce biomasy pii kultivaci C. macerans v tekutém médiu po 3 a 5 dnech ristu na pevném
médiu
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Graf 2: Produkce fS-glukanii pri kultivaci C. macerans v tekutém médiu po 3 a 5 dnech riistu na pevném

mediu
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Graf 3: Produkce biomasy pri kultivaci S. metaroseus v tekutém médiu po 3 a 5 dnech riistu na pevném

meédiu
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Graf 4: Produkce p-glukanii pri kultivaci S. metaroseus v tekutém médiu po 3 a 5 dnech riistu na pevném

meédiu
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Produkce biomasy R. glutinis
po 3 a 5 dnech rustu na agarové plotné
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Graf 5: Produkce biomasy pri kultivaci R. glutinis v tekutém médiu po 3 a 5 dnech ristu na pevném
médiu
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Graf 6: Produkce [-glukanii pri kultivaci R. glutinis v tekutém médiu po 3 a 5 dnech riistu na pevném
médiu

4.1.1  Cystofilobasidium macerans

V této diplomové praci byl prokazan vyskyt obou polysacharidl, tedy o- i B-glukand,
nicméné ve velmi malém mnozstvi, v porovnani s ostatnimi kultivovanymi kmeny. Obsah a-
glukant je v podstaté zanedbatelny. V porovnani se dvéma niZe uvedenymi studiemi se tato
prace zasadné li§i v podstaté analyzovaného materidlu, kdy pro tcely diplomové prace byla
pouzita biomasa celych buné€k, nebyly tedy separovany bunécné stény, ani exopolymery.

Po porovnani kultivaci C. macerans v riznych C/N pomérech (viz graf 7-9) nelze ud¢lat
jednoznacny zaver, produkce biomasy i B-glukanti je doprovazead vykyvy v riznych ¢asovych
odbérech, ze zjisténych vysledkl 1ze pouze konstatovat, ze vysoky C/N pomér nijak zasadné
rast C. macerans neovliviiuje.
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Graf 7: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy a mnozstvi polysacharidii C. macerans na ¢ase odbéru
bunecné suspenze kultivované pri C/N = 70
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Graf 8: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy a mnozstvi polysacharidii C. macerans na case odbéru
bunécné suspenze, kultivované pri C/N = 90

O slozZeni polysacharidi bunééné stény C. macerans zatim neni mnoho dostupnych informaci,
vyjimkou je studie H. Prillingera a kol. [119], ktefi studovali zastoupeni monosacharidi
bunéénych stén nékolika zastupcti kvasinek z oddéleni Ascomycetes a Basidiomycetes.
U cystofilobasidia bylo v bunécné sténé prokazano 94 % mol. glukézy, coz by mohlo
poukazovat na vyskyt B-glukani. Tento druh byl také zkouman =z hlediska produkce
exopolymert, kde se tym E. Breierové [120] zaméfuje na biosorpce nikelnatych iontti pomoci
exopolymert C. macerans a uvadi, Ze se jedna pievazné o glykoproteiny, ve kterych je obsah
polysacharidli indukovan prave stresovymi podminkami, konkrétn€ ptitomnosti tézkych kovi.
Tyto polysacharidy by se s nejvétsi pravdéppodobnosti mohly skladat z a-manand, které jsou
pro sorpci t€zkych kovl pouzivany [55].
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Graf 9: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy a mnozstvi polysacharidii C. macerans na case odbéru
bunécné suspenze, kultivované pri C/N = 110

4.1.2  Sporidiobolus metaroseus

Na grafu 10—12 je zobrazena produkce glukanti C. macerans v riznych C/N pomérech, a Ize
fici, ze produkce a-glukand ani B-glukant nekoreluje pfimo s nartstem biomasy. Zatimco pfi
vys8ich C/N pomérech dochazi k ristu bunék 5. i 6. den kultivace, obsah B-glukand zdstava
beze zmény.
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Graf 10: Zadvislost mnozstvi lyofilizované biomasy a mnozZstvi polysacharidii S. metaroseus na case
odberu bunécné suspenze, kultivované pri C/N = 70

Z grafu 10 jsou patrna tfi maxima produkce biomasy, pfi poméru C/N = 70 je tedy S.
metaroseus schopny vyuzivat glukozu pomérné rychle a jiz druhy den kultivace nastava prvni
maximum produkce biomasy. Pfi kultivaci v médiich s vy$§im C/N pomérem se tento kmen
postupné adaptuje na dané podminky a az paty a Sesty den kultivace produkuje nejvice biomasy.
Tato tendence pomalého riistu je patrna i rustové kiivky (viz Graf 66).
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Graf 11: Zavislost mnozZstvi lyofilizované biomasy a mnozZstvi polysacharidit S. metaroseus na case
odberu bunécné suspenze, kultivované pri C/N = 90

V ramci oddéleni Basidiomycetes, kam S. metaroseus patii, je znamo, ze v bunétné sténé
obsahuji mnohem vice chitinu neZ ostatni kvasinky. V ramci ¢eledi Sporobolomycetaceae je
typicky vyskyt fukdzy, naopak v bunéénych sténach chybi xyloza [121]. Podrobngjsi informace
o slozeni bunéénych stén, a obsahu polysacharidii v nich, nejsou dostupné. Ze studie R.
Vadkertiové [122], ktera zkoumala odolnost kvasinek vii¢i pfitomnost tézkych kovu, je ziejmé,
ze Sporidiobolus nepatii mezi odolné rody, a pravdépodobné v bunécné sténé neobsahuje
vysoké mnozstvi polymert, které by mohly tézké kovy adsorbovat, ani jejich produkei na tézké
kovy nereaguje.
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Graf 12: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy a mnozZstvi polysacharidii S. metaroseus na case
odbéru bunécné suspenze, kultivované pii C/N = 110

4.1.3  Saccharomyces cerevisiae

Obsah glukant v bunécné sténé S. cerevisiae byl prokazan jiz nespoctem studii, jejich izolace
i charakterizace byla mnohokrat podrobn¢ provedena [24], [86], [123], [124]. | v této
diplomové praci byl obsah B-glukant prokazan, coz ukazuji Graf 13—15, nicméné obsah
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glukani je pomérné nizky, a S. cerevisiae neni v ramci pouzitych médii nejefektivnéjSim
producentem. JelikoZ jsou postupy vyroby a izolace B-glukand z bunék S. cerevisiae silné
patentovany, nelze fici, v jakych podminkach Ize o¢ekéavat nartst B-glukant.

Podminky kultivace uvadi napiiklad B. Aguilar-Uscanga a kol. [124], kde je hodnocen vliv
slozeni média a kultiva¢nich podminek na mnozstvi celkovych glukanti v biomase. Pozorovany
byly naptiklad zmény v poméru obsahu -glukanti a manand, kdy v YPD médiu byl tento pomér
téméei dvakrat vyssi nez v YNB médiu. Zasadnim vlivem na tento pomér ma tedy typ zdroje
uhliku v médiu, a vliv limitace dusikem nebyl na tento pomér prokazan. Celkovy obsah glukant
byl pak nejvyssi po pridani galaktdozy do média. Vyznamné rozdily byly také sledovany
U kultivaci s riznymi teplotami, kdy pii 22 °C bylo dosazeno asi 10 % celkovych glukanti
V biomase (coz jsou podminky pouzité i vV této diplomové praci), zatimco pii 37 °C dosahli
20 % celkovych glukani v biomase.

Z nize uvedenych grafli je patrné, Ze pifi vysSim C/N poméru v médiu, je obsah glukanti
mirné vys$si. Zvysuje se zde 1 produkce biomasy, a lze tedy fici, ze zvySenim C/N poméru bylo
dosazeno intenzivnéjSiho vyuzivani glukézy z média, kterd ale nebyla vyuzita ve prospéch
biosyntézy B-glukant. Tyto vysledky nejsou v souladu s vysledky studie B. Aguilar-Uscanga
a kol. [124], nicméné ve zminéné studii pouzit jiny zdroj dusiku (siran amonny).
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Graf 13: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy a mnozstvi polysacharidi S. cerevisiae na case
odberu bunéecné suspenze, kultivované pri C/N = 70

M. Kieliszek a kol. [125] studovali také vliv pH YPD média na slozeni buné¢né stény, kdy
nejvice B-glukana bylo produkovano pii pH 4. Jako zdroj uhliku zde byl také testovan glycerol.
Pii kultivaci S. cerevisiae v médiu o pH 4, obsahujicim 3 % glycerolu, byl dokonce obsah f3-
glukan® znacné vyssi nez pii kultivaci v YPD médiu.

K. Kwang Suk a kol. [126] uvadi dalsi specifikace produkéniho média S. cerevisiae s cilem
nejvyssi produkce B-glukani a prokazuje, Ze nejvys$i produkce je dosazeno na zacatku
stacionarni faze (pti batch kultivaci).
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Graf 14: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy a mnozZstvi polysacharidit S. cerevisiae na case
odberu bunécné suspenze, kultivované pri C/N = 90
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Graf 15: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy a mnozstvi polysacharidii S. cerevisiae na case
odbéru bunécné suspenze, kultivované pri C/N = 110

4.1.4  Rhodotorula glutinis

Stejné jako S. metaroseus, patii R. glutinis do oddéleni Basidiomycetes, a tak se predpoklada
vyS8i obsah chitinu v bunécné sténé [121], naopak zastoupeni B-glukanti, konkrétné (1—3)-
fetézct se nepredpoklada. Dalsim spoleCnym znakem s S. metaroseus je typicky vyskyt fukdzy
a absence xylozy v bunééné sténé. U rodu Rhodotorula jsou zkoumany hlavn¢ a-glukany a také
obsah (1—3)-a-glukanaz [127]. Prokazany byly u R. glutinis kapsularni polysacharidy, a to ve
formé linearnich fetézcli manand, s obcasnym vétvenim (1—3)- a (1—4)-p [63], [121].

Na grafu 16—18 1ze sledovat vliv zvysujiciho se C/N poméru na rist i produkci glukant. Pfi
kultivaci R. glutinis v médiu s C/N = 70 dochazi pravdépodobné jiz od druhého dne kultivace
k udrzovani stacionarni faze ristu, a mnozstvi biomasy ani 3-glukani nijak nekolisa, stejné tak
a-glukany produkované v malém mnozstvi zlstavaji takika beze zméeny.
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Graf 16: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy a mnoZstvi polysacharidii R. glutinis na case odbéru
bunecné suspenze, kultivované pri C/N = 70

Pti kultivaci v médiu s C/N = 90 jsou patrnd dvé maxima, a to ve druhém a ¢tvrtém dni
kultivace a nésledné dochazi k dramatickému poklesu mnozstvi biomasy i glukanti, obsah -
glukant je paty a Sesty den kultivace minimalni. Pfi kultivaci v médiu s C/N = 110 je
zajimavym jevem zvySeni obsahu a-glukand, v podstaté tiplna absence -glukanti a pomaly rtst
biomasy, ktery dosahuje maxima Sesty den kultivace, kdy je biomasy v porovnani s C/N = 70
zhruba polovina.
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Graf 17:Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy a mnozstvi polysacharidii R. glutinis na case odbéru
bunéecné suspenze, kultivované pri C/N = 90
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Graf 18: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy a mnozstvi polysacharidii R. glutinis na case odbéru
bunécné suspenze, kultivované pri C/N = 110

415 Porovnani produkce biomasy kvasinek

Produkce biomasy vSech kment byla porovndna v ramci kultivaci v riznych C/N pomérech.
Pii poméru C/N = 70 (viz Graf 19) rostla jednozna¢né nejvice R. glutinis, pomé&mé malo
biomasy bylo ziskano kultivaci S. cerevisiae, u které lze zaznamenat nejmensi rozdily
Vv mnozstvi produkované biomasy napti¢ vSemi Sesti odbérovymi €asy. Pfi poméru C/N = 90
(viz Graf 20) je jiz rust R. glutinis po 96. hoding¢ inhibovan, dosahuje zde nejmensich hodnot
mnozstvi biomasy. Naopak S. cerevisiae i S. metaroseus jsou v téchto ¢asovych odbérech stale
velmi produktivni. U poméru C/N = 110 Ize z Graf 21 jednozna¢né odvodit, Ze mnozstvi
produktivni S. cerevisiae i S. metaroseus. Z nize uvedenych grafii vyplyva, ze S. metaroseus
i S. cerevisiae jsou schopné vyuzivat glukézu z média i pii vysokém C/N poméru, a jejich rist
neni inhibovan v pozdnich fazich kultivace. Naopak rust R. glutinis je vysokym C/N pomérem
znacné inhibovan, a pravdépodobné zde prochazi stacionarni fazi, coz lze pozorovat 1 na jeji
ristové kiivee (viz Graf 69). C. macerans produkuje jednozna¢né nejméné biomasy a vysokym
C/N pomérem je jeho riist mirné inhibovan.
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Graf 19: Zavislost mnozstvi biomasy v médiu s CN = 70 na case odbéru bunécné suspenze
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Graf 20: Zavislost mnozstvi biomasy v médiu s CN = 90 na case odbéru bunécéné suspenze

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

0

Hmotnost [mg]

48 72 y[hod] 9 120

C. macerans ®S. metaroseus = S. cerevisiae ®R. glutinis

Graf 21: Zavislost mnozstvi biomasy v médiu s CN = 110 na ¢ase odbéru bunécné suspenze
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4.1.6  Porovnani produkce B-glukani kvasinek

Produkce B-glukant vSech kmenti byla porovnana v ramci kultivaci v riznych C/N pomérech,
a je zde oCekavana jistd homologie s produkci biomasy, tedy s ristem bun¢k a s ristem jejich
bunééné stény. Pii poméru C/N =70 (viz Graf 22) je jasné vidét homologie s produkci biomasy
pii tomto poméru. Nejvyssi obsah B-glukant tedy produkuje R. glutinis. Druhym slibnym
producentem je S. metaroseus. Na Graf 23, ktery znazornuje produkci B-glukant pfi poméru
C/N = 90, jsou na prvni pohled viditelna dvé maxima patiici R. glutinis. Druhy a ¢tvrty den
kultivace v tomto médiu je tedy kmenem R. glutinis produkovano zdaleka nejvice B-glukant
napii¢ v§emi C/N poméry. Hned po ¢tvrtém dni klesa obsah B-glukant R. glutinis na minimum
(stejné tak tomu bylo u biomasy) a jeji prvenstvi v produkci piebira S. metaroseus, nasledovany
S. cerevisiae.
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Graf 22: Zavislost mnozstvi f-glukanit v biomase kvasinek na case odbéru bunécné suspenze odebrané
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Graf 23: Zavislost mnozstvi B-glukanii v biomase kvasinek na case odbéru bunécné suspenze odebrané
z média s C/N = 90

Graf 24 zobrazuje ocekavany dramaticky pokles v produkci B-glukant, kde jedinou
vyjimkou je S. metaroseus, ktery opét paty a Sesty den kultivace udrzuje vysoké koncentrace
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glukanu. Velmi piekvapivy je zde obrovsky narist obsahu B-glukant u C. macerans, a to hned
po prvnim dni kultivace, kdy mnoZstvi biomasy zlstava oproti piedchozim C/N pomérim
V podstaté nezménéno. Tento jev by tedy bylo dobré prokazat nékolika dal§imi experimenty.
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Graf 24: Zavislost mnozstvi -glukanii v biomase kvasinek na case odbéru bunécné suspenze odebrané
zmédias C/N =110

4.1.7  Produkce pB-glukani vybranymi druhy mikroras

Zastupci mikrotas byli kultivovani ve specifickych médiich, jejichz slozeni standardné uvadéji
sbirky mikroorganismt. Kultivovany byly sinice Cyanothece sp. a Arthrospira maxima
a jednobunécné fasy Desmodesmus acutus a Dunaliella salina. VVzhledem k delsi rustové fazi
mikrotas oproti kvasinkdm byly kultivace provedeny az do jedenéactého dne. Prvni dva odbéry
byly provedeny po ¢tvrtém a Sestém dni pro moznost porovnani produkce glukanti s produkei
kvasinek. Ve grafu 25 jsou zobrazena mnozstvi biomasy, -glukant i a-glukant vSech kmend
mikrofas ve vSech tfech odbérech.

Mikrotasy nejsou dle vysledkl této diplomové prace vhodnymi producenty B-glukand,
z grafu 24 je ziejmé, Ze v biomase mikrofas se vyskytuji jen ve stopovém mnozstvi. Naopak o-
glukany jsou produkovany, nejvétsi mnozstvi obsahuje biomasa D. actus. Celkové ovSem
mikrotasy v ¢ase jedenacti dni nenarostly v takové mitfe, aby bylo mozné zvazovat dalsi
optimalizace a analyzy dalSich metaboliti. Pro dalsi experimteny bude zéasadni prodlouzeni
doby kultivace a poté optimalizace riistovych podminek.

Sinice Arthrospira by po optimalizaci kultivacnich podminek mohla byt slibnym
producentem EPS. I. Chentir a kol. [128] uvadé&ji, ze produkce EPS je ovlivnéna prevazné
koncentraci NaCl v médiu a také intenzitou zéafeni. M. Giorgos [129] zkoumal produkci
polysacharidi v médiu s limitnim obsahem fosforu, kdy Spirulina dosahovala vyssi produkce,
na ukor niz§iho zisku proteinli. V soucasné dob¢ jsou ovSem kultivace Arthrospiry zaméteny
zejména na produkci proteind a lipidi a produkce polysacharidil je tak brana spiSe jako mozny
zisk vedlejSich produkti.

Produkce exopolysacharid Dunalielly byla jiz v nekolika studiich zkoumana, struktura
téchto EPS byla stanovena pomoci FT-IR i NMR, a jedna se o (1 —4)-a-D-glukany podobné

amyloze, a jejich derivaty [130]. A. Mishra a kol. [131] podrobili Dunaliellu solnému stresu a
prokézali vliv téchto podminek na zvySeni produkce EPS. Dalsi specifické experimenty
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provadény prozatim nebyly a produkce EPS Dunalielly zatim neni optimalizovana a v blizké
budoucnosti pravdépodobné nenajde uplatnéni [132].

Mnozstvi biomasy a glukani produkované kmeny mikroras ve tiFech
¢asovych intervalech
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Graf 25: Mnozstvi biomasy a glukanii produkované vybranymi zdstupci mikroras

Kmen Cyanothece je z hlediska polysacharidii zkouman intenzivnéji, a jejich produkce
I vyuziti je jiz diskutovano v mnoha studiich [97], [99]. Idealni teplota kultivace se uvadi okolo
30 °C a do média muze byt produkovano jedenacty den kultivace az 22 g/l exopolysacharidi.
Tyto EPS jsou tvofeny pfevazné a-glukany, ale jako i jiné salinni sinice, obsahuji 1 sulfo-
derivaty, které maji slibnou budoucnost jako nové bioaktivni polymery [98].

Desmodesmus miiZze byt kultivovan 1 heterotrofné, a tak se této mikrotase v posledni dobé
dostava velké pozornosti [128]. Rust této mikrotasy je zkouman za podminek limitniho obsahu
dusiku, fosforu, nebo Zeleza za i¢elem produkce lipidi a hodnotnych polysacharida [129]. Ch.
Schulze a kol. [90] dokonce pii étrnactidenni kultivaci v BG11 médiu prokazali pomérné
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vysoky obsah B-glukanli v biomase mnoha druhit Desmodesma, a analyzu provadéli stejnym
zpusobem jako je popsano v této diplomové praci, nicméné po jedenactidenni kultivaci se obsah
B-glukanii nepodafilo prokazat.

4.2 Produkce mastnych kyselin kvasinkami v médiich s riznym C/N pomérem

Lyofilizovand biomasa kvasinek byla podrobena transesterifikaci a pomoci plynové
chromatografie byl stanoven profil mastnych kyselin. Stanovené mastné kyseliny byly zatfazeny
do tii skupin: PUFA (polynenasycené mastné kyseliny), MUFA (mononenasycené¢ mastné
kyseliny) a SFA (nasycené mastné kyseliny). PUFA zahrnuji kyseliny linolovou,
eikosapentaenovou, a-linolenovou a dokosahexaenovou. MUFA je souctem kyselin
myristolejové, palmitolejové heptadecenove, olejové, eikosenové, erukové a nervonové. SFA
jsou souctem zbyvajicich kyselin: myristové, pentadekanové, palmitové, stearove, eikosanoveé,
lignocerové. Vysledkem je procentudlni zastoupeni PUFA, MUFA a SFA v celkovém mnozstvi
mastnych kyselin v biomase.

Polynenasycené mastné Kkyseliny, jako je kyselina arachidonovd (AA, 20:4n6),
eikosapentaenova (EPA, 20:5n3) a dokosahexaenova (DHA, 22:6n3) jsou desatura¢nimi
a elonga¢nimi reakcemi odvozovany pievazné z esencidlnich mastnych kyselin linolové
(18:2n6) a a-linolenové (18:3n3). Tyto esencialni mastné kyseliny jsou jakozto prekurzory
eikosanoidl v lidské stravé nezastupitelné. Praveé kyselina linolova a kyselina a-linolenové
Vv kvasinkovych PUFA obsazeny v nejvétsim mnozstvi a o jejich produkei v biomase kvasinek
je velky zajem.

4.2.1  Cystofilobasidium macerans

Produkce mastnych kyselin C. macerans byla viditeln¢ inhibovana zvySovanim C/N poméru
v médiu, viz Graf 29. Také je naprosto ziejmé snizovani obsahu PUFA v ramci produkce
celkovych mastnych kyselin, viz Graf 26—28.
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Graf 26: Zastoupeni SFA, MUFA a PUFA v celkovém obsahu mastnych kyselin v biomase C. macerans
odebirané ve 24-hodinovych intervalech z média s CIN = 70
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Graf 27: Zastoupeni SFA, MUFA a PUFA v celkovém obsahu mastnych kyselin v biomase C. macerans
odebirané ve 24-hodinovych intervalech z média s C/N = 90

Pii kultivaci v médiu s C/N = 70 bylo hned v prvnich dvou dnech dosazeno maxima
produkce mastnych kyselin. V rameci kultivace pii C/N = 90 je produkovano nejvice PUFA paty
a Sesty den kultivace, a pti C/N = 110 jiz PUFA nejsou tém¢ét zastoupeny. SFA zistavaji celkove
bez vétsich zmén.

Obsah PUFA by se pfi dalSich experimentech mohl regulovat niZsi teplotou, napiiklad T.
Rezanka a kol. [130]. kultivovali zastupce rodu Cystofilobasidium pii 4 °C, kdy dochazelo ke
snizeni obsahu MUFA, a naopak se zvysil obsah zadanéjSich PUFA a obecné byl narist
biomasy nejvyssi pii kultivacich v rozmezi 4—10 °C.
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Graf 28: Zastoupeni SFA, MUFA a PUFA v celkovém obsahu mastnych kyselin v biomase C. macerans
odebirané ve 24-hodinovych intervalech z média s C/N = 110
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Graf 29: Zavislost celkového mnoZstvi mastnych kyselin v 1 g odebrané biomasy C. macerans na riiznych
Casech odbéru

4.2.2  Sporidiobolus metaroseus

Kultivaci S. metaroseus bylo zjisténo, ze pti poméru C/N = 70, produkuje tento druh zdaleka
nejvyssi mnozstvi mastnych kyselin, zatimco pii C/N = 90 a C/N = 110 je produkce zhruba
tietinova. Vse zobrazuje Graf 33, a dale lze z grafti 30—32 jasné odvodit tendenci ke sniZzovani
produkce PUFA pfi vy$§im C/N poméru v médiu. Produkce SFA ziistava téméf beze zmén az
na jedinou vyjimku, kdy po prvnim dni kultivace v médiu s C/N = 110 bylo zjisténo velmi
napadné zvySeni obsahu. ZvySeni obsahu SFA je zde je natolik napadné, ze nejvice
pravdépodobnym vysvétlenim je chyba méten.
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Graf 30: Zastoupeni SFA, MUFA a PUFA v celkovém obsahu mastnych kyselin v biomase S. metaroseus
odebirané ve 24-hodinovych intervalech z média s C/N = 70
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Graf 31: Zastoupeni SFA, MUFA a PUFA v celkovém obsahu mastnych kyselin v biomase S. metaroseus
odebirané ve 24-hodinovych intervalech z média s C/N = 90

M. Han a kol. [131] kultivovali jeden z druhti rodu Sporidiobola v médiu nejen s glukézou,
ale i s kukuti¢nym vyluhem a kvasniénym extraktem. Jiz po tietim dni kultivace dosahli v ramci
lipidickych latek necelych 80 % nenasycenych mastnych kyselin. Dokonce byl timto druhem
produkovan EPS, u kterého byl stanoven pomér galaktozy, glukdzy a manozy jako 16:8:1, coz
nasvédcuje produkci nového typu polysacharidu.
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Graf 32: Zastoupeni SFA, MUFA a PUFA v celkovém obsahu mastnych kyselin v biomase S. metaroseus
odebirané ve 24-hodinovych intervalech z média s C/N = 110
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Graf 33: Zavislost celkového mnozstvi mastnych kyselin v 1 g odebrané biomasy S. metaroseus na
riiznych casech odbéru

4.2.3  Saccharomyces cerevisiae

Bylo potvrzeno, ze S. cerevisiae neni pfirozenym producentem PUFA a jejich syntéza nemuiize
byt indukovana ani vysokym C/N pomérem. Pouze po jistych genetickych modifikacich
(zavedeni odpovidajicich desaturaz a elongaz) dosahl Parker-Barnes a kol. [132], [133]
produkce PUFA i v S. cerevisiae. Tento druh je pro podobné experimenty preferovan mimo
jiné iz divodu spolehlivé, stabilni produkce mastnych kyselin bez velkych vykyvi, coz je
naprosto ziejmé i z grafti 13—15. Zastoupeni MUFA a SFA se témét neméni, a zcela dominantni
je pii vSech C/N pomérech obsah MUFA. Vice nez 70 % vSech mastnych kyselin S. cerevisiae
by podle A. M. Romero a kol. [115] mély tvoftit kyseliny palmitolejova a olejova.
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Graf 34: Zastoupeni SFA, MUFA a PUFA v celkovém obsahu mastnych kyselin v biomase S. cerevisiae
odebirané ve 24-hodinovych intervalech z média s C/N = 70
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Graf 35: Zastoupeni SFA, MUFA a PUFA v celkovém obsahu mastnych kyselin v biomase S. cerevisiae
odebirané ve 24-hodinovych intervalech z média s C/N = 90
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Graf 36: Zastoupeni SFA, MUFA a PUFA v celkovém obsahu mastnych kyselin v biomase S. cerevisiae
odebirané ve 24-hodinovych intervalech z média s C/N = 110
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Graf 37: Zavislost celkového mnozstvi mastnych kyselin v 1 g odebrané biomasy S. cerevisiae na riznych
Casech odbéru

4.2.4  Rhodotorula glutinis

R. glutinis je jiz velmi dobfe znama produkci zasobnich lipidi i produkei velkého mnozstvi
karotenoidu [77]. Napiiklad J. Tkacova a kol. [134] uvadéji, Ze pii poméru C/N =70 dosahovala
R glutinis nejvyssi produkce mastnych kyselin. To potvrzuji i vysledky této diplomové prace,
viz Graf 41. Dale podle J. Tkacové a kol. [134] méla R. glutinis po vyCerpani glukozy z média
zacne ukladat zasobni lipidy a inhibovat svij rist. Takovou tendenci je jasné vidét z Graf 41,
kdy od ¢tvrtého dne roste obsah mastnych kyselin v biomase. Zaroven je inhibovan rust, kultury
a mnozstvi biomasy zistava beze zmény (viz Graf 16).

Po zvySeni C/N poméru na 90 ovSem ¢tvrty den nastava zlom a obsah mastnych kyselin
prudce klesa. Dle Graf 17 zde ale prudce klesa i mnozstvi biomasy, je tedy mozné, Ze pomér
C/N = 90 je absolutné¢ nevhodny pro dlouhodobégjsi kultivee R. glutinis. Zajimavé je, ze pfi
C/N = 110 vykazuje R. glutinis podobné chovani, jako pii C/N = 70, jen produkuje méné
mastnych kyselin. Dle Graf 18 produkuje také celkové méné biomasy.
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Graf 38: Zastoupeni SFA, MUFA a PUFA v celkovém obsahu mastnych kyselin v biomase R. glutinis
odebirané ve 24-hodinovych intervalech z média s C/N = 70
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Graf 39: Zastoupeni SFA, MUFA a PUFA v celkovém obsahu mastnych kyselin v biomase R. glutinis
odebirané ve 24-hodinovych intervalech z média s C/N = 90

Co se tyce profilu mastnych kyselin, zda se byt pomémé¢ stabilni, pti C/N = 70 se takika
neméni viz Graf 38, jen po ¢tvrtém dni rustu v médiu s C/N =90 a C/N = 110 je viditelné mirné
zvySeni obsahu PUFA, viz grafy 39—40.
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Graf 40: Zastoupeni SFA, MUFA a PUFA v celkovém obsahu mastnych kyselin v biomase R. glutinis
odebirané ve 24-hodinovych intervalech z média s C/N = 110
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Graf 41: Zavislost celkového mnozstvi mastnych kyselin v 1 g odebrané biomasy R. glutinis na riznych
Casech odbéru

425 Porovnani produkce mastnych kyselin kvasinkami

Produkce mastnych kyselin v médiu s pomérem C/N = 70 uvadi Graf 42. Nejméné FA

produkuje jednoznacné S. cerevisiae, na druhou stranu je také nejspolehlivéjsim producentem,
poméru R. glutinis, v jejiz biomase obsah FA pozvolna roste, od ¢tvrtého dne se drzi maxima
a nevykazuje velké vykyvy v produkci. Naopak S. metaroseus produkuje FA s velkymi vykyvy,
maxima obsahu FA se opakuji ve 48., 72. a 144. hodin¢ rustu. C. macerans produkuje nejvice
FA druhy den kultivace (jedna se také o globalni maximum obsahu FA Vv ramci poméru
C/N =70), a poté jiz obsah lipidi pozvolna klesa.

Pfi kultivaci kvasinek v médiich s C/N = 90 (viz Graf 43) doslo ke snizeni obsahu FA
v ramci vSech ¢asovych odbérii u vSech kultivovanych kment. Obsahem FA se pfi této kultivaci
kvasinky li§i jen minimalné, jedinou vyjimkou je zde C. macerans, ktery tfeti a ctvrty den
produkoval zna¢né vyssi mnozstvi FA.
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Graf 42: Porovnani produkce celkového mnozstvi mastnych kyselin kvasinek pri kultivaci v médiu
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Graf 43: Porovnadni produkce celkového mnozstvi mastnych kyselin kvasinek pri kultivaci v médiu
sC/IN=90

Po dalsim zvyseni poméru C/N na 110 se obsah FA kvasinek ptekvapivé mirné zvysil a v ramci
jednotlivych kment jsou jiz patrné rozdily (viz Graf 43). R. glutinis je zde opét nejlepSim
producentem, maximum FA produkuje opét spiSe v pozdéjsi fazi kultivace, a globalni
maximum nastava Sesty den kultivace.
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Graf 44: Porovnani produkce celkového mnozstvi mastnych kyselin kvasinek pri kultivaci v médiu
sC/N =110

4.3 Produkce karotenoidi, ergosterolu a koenzymu Q kvasinkami v médiich
S riznym C/N pomérem

Karotenoidy, ergosterol i koenzym Q byly stanoveny pomoci kapalinové chromatografie, viz
kapitola 3.2.2. Jelikoz na bunéfnou kulturu béhem kultivace pulsobilo piimé zafeni,
predpoklada se zvysena produkce karotenoidu (u ¢ervenych kvasinek). Produkce ergosterolu je
téz predpokladana, ergosterol zajiStuje spravnou funkci lipidickych membran (ovliviiuje jejich
permeabilitu), a nalezneme ho i v cytosolu bunék, kde se tGc¢astni regulace proteinkinazy, ktera
je potiebna pro iniciaci rastu [135]. Vysoky podil Koenzymu Q v biomase je ocekavan spise
V pozdnich fazich kultivace, jelikoz se jedna o ptrenasec elektronti dychaciho fetézce, a tedy
0 latku nezbytnou pro produkci ATP

4.3.1  Cystofilobasidium macerans

V této diplomové praci byla u C. macerans sledovana velmi nizkéa produkce karotenoid.
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Graf 45: Zavislost obsahu karotenoidii, ergosterolu a koenzymuQ v 1 g biomasy C. macerans na case
odberu bunecné suspenze z média s C/N = 70
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Graf 46: Zavislost obsahu karotenoidii, ergosterolu a koenzymuQ v 1 g biomasy C. macerans na case
odberu bunécné suspenze z média s C/N = 90

Pouze pti poméru C/N = 70 a 90 v médiu je C. macerans schopen biosyntézy karotenoidi, kdy
vétsi produkee je dosazeno jen ¢tvrty den kultivace, viz grafy 45—46. Po zvyseni C/N poméru
na 110 pak produkce karotenoidti nebyla viibec prokazana, viz Graf 47,
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Graf 47: Zavislost obsahu karotenoidui, ergosterolu a koenzymuQ v 1 g biomasy C. macerans na case
odbéru bunécné suspenze z média s C/IN = 110

V produkeci ergosterolu nelze sledovat jasnou tendenci, pomér C/N v médiu pravdépodobné
zadny vliv na jeho produkci nema, a vykazuje podobnou zavislost jako mnoZzstvi biomasy, viz
grafy 7-9. Produkce ergosterolu by mohla byt spiSe ovlivnéna typem zdroje uhliku. Napiiklad
S. Petrik a kol. [136] uvadi nejvyssi obsah karotenoidii a ergosterolu zastupce rodu
Cystofilobasidium pii kultivaci v médiu obsahujici glukézu i glycerol (pii C/N = 57),
s preferenci glycerolu jako substratu.

Produkce koenzymu Q se Vv poslednich dnech kultivace v médiu s C/N = 70 zietelné
zvySovala, zatimco v médiu s C/N = 90 byla minimalni. Celkov¢ nejvyssi produkce koenzymu
Q bylo dosazeno prvni den kultivace pfi nejvyssim C/N poméru,
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4.3.2  Sporidiobolus metaroseus

Kultivaci S. metaroseus bylo dosazeno velmi nizké produkce karotenoidi, kterd byla navic
pozorovana pouze piti kultivaci v médiu s C/N = 70, viz Graf 48. Situace je tedy podobna jako
u C. macerans, kdy vyssi C/N pomér inhibuje biosyntézu karotenoidii. U S. metaroseus
dokonce jiz pii1 C/N = 90 nebyla prokézana ptitomnost karotenoidi.
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Graf 48: Zavislost obsahu karotenoidii, ergosterolu a koenzymuQ v 1 g biomasy S. metaroseus na case
odberu bunécné suspenze z média s C/N = 70
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Graf 49: Zavislost obsahu karotenoidii, ergosterolu a koenzymuQ v 1 g biomasy S. metaroseus na case
odberu bunecné suspenze z média s C/N = 90
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Graf 50: Zavislost obsahu karotenoidii, ergosterolu a koenzymuQ v 1 g biomasy S. metaroseus na case
odberu bunecné suspenze z média s C/N = 110

Produkce karotenoidti S. metaroseus je vysledkem mmnoha studii, ¢asto je tento druh
kultivovan v médiu s glycerolem, kde je mezi karotenoidy naprosto dominujici f-karoten [137].
R. Colet a kol. [138] uvadi nejvyssi produkci karotenoidi pii kultivaci s komplexnim
substratem, konkrétné s glycerolem, sladovym extraktem a peptonem, kdy po jedenactém dnu
kultivace bylo dosazeno nejvyssi produkce.

Produkce ergosterolu je u S. metaroseus naprosto minimalni téméf neménna, beze zmén
v médiich s riznymi C/N poméry. Produkce koenzymu Q s C/N pomérem roste, a nejvyssi
produkce je dosazeno pii C/N = 110, konkrétné tfeti a ¢tvrty den kultivace, po kterych hned
nasleduje prudky pokles. Tato tendence nelze nijak propojit s obsahem mastnych kyselin, ani
glukant, jednotlivé zavislosti nevykazuji spole¢né znaky.

4.3.3  Saccharomyces cerevisiae

U vétSiny kment kvasinek je ergosterol syntetizovan v fadu desetin procenta susiny, nicméné
S. cerevisiae muze produkovat i jednotky procent ergosterolu [135]. V této diplomové praci
bylo zjisténo, Ze je S. cerevisiae velmi spolehlivym producentem. Vyssi C/N pomér mél na
produkci ergosterolu mirny negativni vliv, naopak obsah koenzymu Q zistal v podstaté beze
zmény (viz grafy 51-53). Vyssi akumulace ergosterolu by mohlo byt dosazeno napiiklad
kontrolovanym pfistupem kysliku a pfidavkem n-dodekanu. A. C. Blaga [139] uvadi
trojnasobné zvyseni produkce ergosterolu po pfidavku n-dodekanu do produkéniho média.

Obsah koenzymu Q zistal pti kultivacich v riiznych C/N pomeérech v podstaté beze zmény,
menila se spiSe doba, kdy dosahoval jeho obsah maxima. Z vysledk této diplomové prace nelze
jednoznacéné urcit vliv C/N poméru na jeho biosyntézu. jednoznacné nejvice koenzymu Q je
produkovano pii C/N = 70, a to hned po prvnim dnu kultivace v produkénim médiu. Poté jeho
mnozstvi klesa, zatimco biomasa bunék pozvolna narista (viz Graf 13). Z grafu 52 je patrné
maximum obsahu koenzymu Q tfeti den kultivace v produkénim médiu s C/N = 90. Po tomto
maximu opét dochazelo k nartistu biomasy a rostl i obsah B-glukant, viz Graf 14. Pti kultivaci
v médiu v C/N = 110 je udrzovana pomérné stala koncentrace koenzymu Q.

64



12000

10000
8000
6000
4000
2000
0

24 48 72 96 120 144

t [hod]
Karotenoidy mErgosterol ®Koenzym Q

Mnozstvi v 1 g biomasy [ug]

Graf 51: Zavislost obsahu karotenoidii, ergosterolu a koenzymu Q v 1 g biomasy S. cerevisiae na case
odberu bunecné suspenze z média s C/N = 70
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Graf 52: Zavislost obsahu karotenoidii, ergosterolu a koenzymu Q v 1 g biomasy S. cerevisiae na case
odberu bunécné suspenze z média s C/N = 90
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Graf 53:Zavislost obsahu karotenoidu, ergosterolu a koenzymu Q v 1 g biomasy S. cerevisiae na case
odberu bunecné suspenze z média s C/N = 110
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4.3.4  Rhodotorula glutinis

Produkce karotenoidd R. glutinis je jednozna¢né nejvyssi pti poméru C/N = 70, viz Graf 54.
Jak je dale vidét na grafech 55-56, zvySovani C/N poméru na obsah karotenoidi nema zdaleka
tak markantni vliv, jako u C. macerans nebo S. metaroseus.

J. Tkacova a kol. [134] sledovali nejvyssi produkci karotenoidu R. glutinis pii C/N = 50.
Také uvadéji, ze teprve jistou dobu po akumulaci zasobnich lipida jsou tyto lipidy rozstépeny
B-oxidaci na acetyl-CoA, a ten je nasledné vyuzivan pro biosyntézu B-karotenu. Vysledky této
diplomové prace nicméné toto chovani nenaznacuji, naptiklad pti C/N = 70 je nejvyssi
produkce karotenoidii dosazeno po Sestém dni kultivace, kdy je stidle v biomase udrzovano
velké mnozstvi lipidu, viz Graf 41.
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Graf 54: Zavislost obsahu karotenoidii, ergosterolu a koenzymu Q v 1 g biomasy R. glutinis na case
odbéru bunécné suspenze 7 média s CIN =70
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Graf 55: Zavislost obsahu karotenoidii, ergosterolu a koenzymu Q v 1 g biomasy R. glutinis na case
odberu bunécné suspenze z média s C/N = 90
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Graf 56: Zavislost obsahu karotenoidii, ergosterolu a koenzymu Q v 1 g biomasy R. glutinis na case
odbéru bunécné suspenze z média s C/N = 110

Produkce ergosterolu je jednoznaéné nejvyssi pti C/N = 70, a pii vyssich C/N pomérech je
znatelné niz§i. Produkce koenzymu Q je pomérné stabilni, v rdmci poméru C/N = 70 je jeho
obsah nejvyssi v poslednim dnu kultivace, dalo by se tedy ocekavat, Ze v nasledujicich dnech
by R. Glutinis jiz lipidy vyuzivala jako zdroj energie. Obsah koenzymu Q prochazi po Sestém
dni kultivace pifi C/N = 90 velkym maximem, a soucasné¢ buniky R. glutinis v této dobé
obsahovaly velmi malo lipidt (viz Graf 41), coz by mohlo indikovat vyuzivani lipidt jako zdroj
energie. Ani rast bunék jiz totiz nebyl v této dob&é zaznamenan (viz Graf 17), a glukoza jiz byla
jisté z média vycerpéna.

4.3.5 Porovnani produkce karotenoidi kvasinkami

Produkce karotenoidii je u vSech kmend, respektive u cervenych kvasinek (S. cerevisiae zde
slouzi pouze jako negativni kontrola) nejvyssi pti poméru C/N = 70 (viz Graf 57). U vyssich
C/N poméra (viz graf 58-59) je biosyntéza karotenoidii zna¢né inhibovana, a v dalSich
experimentech by bylo zadouci pouzit jesté niz§i C/N pomeéry.
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Graf 57: Porovnani produkce karotenoidii kvasinkami pri kultivaci v médiu s C/N = 70
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V ramci kultivace pti poméru C/N = 70 je nejlepSim producentem karotenoidi jednoznacné
S. metaroseus, ktery celou dobu kultivace udrzuje jejich vysoké mnozstvi a maximum nastava
paty den kultivace. Vysoké mnozstvi karotenoidi produkuje i C. macerans, po ¢tvrtém dnu
kultivace ovSem toto mnozstvi znacn¢ klesa. Mnozstvi karotenoidii R. glutinis mirné kolisa
a maxima dosahuje Sesty den kultivace, kde je obsah karotenoida shodny s S. macerans.
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Graf 58: Porovnani produkce karotenoidii kvasinkami pri kultivaci v médiu s C/N = 90
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Graf 59: Porovndni produkce karotenoidii kvasinkami pri kultivaci v médiu s C/N = 110

Zvyseni poméru C/N nejvice negativné ovlivnilo kmen S. metaroseus, produkce karotenoidd
pii C/N = 90 dramaticky klesla, a pti C/N = 110 je jiz biosyntéza karotenoidli témet uplné
inhibovana. C. macerans nebyl pti C/N = 90 tak markantné ovlivnén, tfeti a ¢tvrty den dosahuje
produkce karotenoidl srovnatelné s produkci pii C/N = 70. V ostatnich dnech kultivace uz ale
obsah karotenoidii rapidn¢ klesa, a pii C/N = 110 je ovlivnén stejné jako S. metaroseus
a prakticky zadné karotenoidy nesyntetizuje. R. glutinis jako jedind odolava vysokym C/N
pomeértim, a produkce karotenoidtl pii C/N = 90 je v podstaté shodna s produkci pti C/N = 110.
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4.3.6  Porovnani produkce ergosterolu kvasinkami

Se zvysujicim se C/N pomérem klesa u S. metaroseus a R. glutinis pozvolna obsah ergosterolu,
coz je vidét z graft 60—62. Pouze C. macerans dosahuje pii kultivaci v médius C/N=70a 110
srovnatelného mnozstvi ergosterolu, a pii C/N = 90 dosahuje znatelné vyssi produkce. Nejméné
je C/N pomérem ovlivnéna S. cerevisiae, ktera pii C/N = 70 produkuje nejvice ergosterolu, poté
se jeho obsah mirné snizi, ale v ramci pomért C/N =90 a 110 jiz neni v produkci velky rozdil.
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Graf 60: Porovndni produkce ergosterolu kvasinkami p7i kultivaci v médiu s C/N = 70
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Graf 61: Porovnadni produkce ergosterolu kvasinkami pri kultivaci v médiu s C/N = 90
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Graf 62: Porovndni produkce ergosterolu kvasinkami p#i kultivaci v médiu s C/N = 110

4.3.7  Porovnani produkce koenzymu Q kvasinkami

Produkce koenzymu Q roste u vSech kvasinek s rostoucim C/N pomérem. Tato tendence je
vidét na grafech 63—65. R. glutinis produkuje celkové nejméné koenzymu Q ze vSech kment.
S. metaroseus produkuje minimélni mnozstvi koenzymu Q pouze pii C/N = 70. Po zvyseni
poméru C/N na 90 je druhym nejproduktivnéj§im kmenem, a pti C/N = 110 jiz produkuje
nejveétsi mnozstvi koenzymu Q ze vSech kmenti. C. macerans je pii vSech titech C/N pomérech
nevyraznym producentem. S. cerevisiae je nejlep$im producentem koenzymu Q pii C/N
pomeérech 70 a 90.
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Graf 63: Porovndni produkce koenzymu Q kvasinkami p7i kultivaci v médiu s CIN = 70
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5. ZAVER

V ptedlozené diplomové praci byl zkouman obsah B-glukanti vybranych druhid kvasinek, tas
a sinic. Kvasinky byly kultivovany pii tfech rtiznych C/N pomérech v pfitomnosti pfimého
zateni jako stresového faktoru, a kromé B-glukanti, byl pro kazdy C/N pomér stanoven obsah
a-glukand, mastnych kyselin, karotenoidi, ergosterolu a koenzymu Q. Pro fasy a sinice byla
pouzita specialni média typickd pro dany kmen a byla provedena analyza a- i B-glukand.
Vybrané druhy kvasinek zahrnovaly Cystofilobasidium macerans, Sporidiobolus metaroseus,
Saccharomyces cerevisiae a Rhodotorulu glutinis, a pro kazdy kmen kvasinek byla stanovena
rustova charakteristika. Jako zastupci fas byli vybrani Dunaliella salina a Desmodesmus acutus
a jako zastupci sinic byly kultivovany Arthrospira maxima a Cyanothece sp.

Porovnanim produkce biomasy pfi riznych C/N pomérech bylo zjisténo, ze S. metaroseus
i S. cerevisiae jsou schopné vyuzivat glukdézu z média i pti vysokém C/N poméru, a jejich rust
neni inhibovan v pozdnich fazich kultivace. Naopak rust R. glutinis je vysokym C/N pomérem
znacn¢ inhibovéan i pies to, ze pii nejniz§im C/N poméru vykazuje zdaleka nejvyssi produkci
biomasy. Produkce pB-glukani koreluje s produkci biomasy, nejlepS§im producentem je
R. glutinis a S. metaroseus, a nejmensi vykyvy pii produkci B-glukant vykazuje S. cerevisiae.
Produkce a-glukanid byla pozorovana pouze u R. glutinis, jejich nejvétsi mnozstvi bylo
produkovano pii nejvyssim C/N poméru.

Produkce mastnych kyselin byla zvysenym C/N pomérem zna¢né inhibovana u vSech druhti
kvasinek. NejlepSim producentem mastnych kyselin je jednozna¢né R. glutinis, nejvétsi
mnozstvi je produkovano opét pti nejniz§im C/N poméru, tedy pii C/N = 70.

Produkce karotenoidd je opét u vSech druhi kvasinek inhibovana vysokym pomérem C/N.
Druhy C. macerans a S. metaroseus pii poméru C/N = 110 jiz prakticky neprodukuji zadné
karotenoidy. Nejméné je ovlivnéna R. glutinis, ktera jako jedina produkuje karotenoidy i pfi
C/N = 110. Nejvétsi mnozstvi karotenoidll bylo produkovano pii C/N = 70, kde nejlepSim
producentem byl S. metaroseus.

Obsah ergosterolu v kvasinkovych burikach pti zvySovani C/N poméru pozvolna klesal.
Nejméné byla ovlivnéna S. cerevisiae, ktera pii vSech tfech C/N pomérech produkovala vysoka
mnozstvi ergosterolu. Ze stanovenych metaboliti pouze produkce koenzymu Q neni vysokym
C/N pomérem inhibovana. R. glutinis produkuje nejméné koenzymu Q ze vsech kmend.
S. metaroseus je C/N pomérem v produkci koenzymu Q nejvice ovlivnén a pii C/N = 110 je
jeho nejlepsim producentem. Pti nizsich C/N pomérech je nejlep$im producentem koenzymu Q
S. cerevisiae.

Narlst biomasy fas a sinic byl oproti nartstu kvasinek zanedbatelny. Mikrotasy vykazovaly
znacn¢ pomalejsi rist, a produkce B-glukant v podstaté nebyla zaznamenéna. Na rozdil od
kvasinek byl ovSem u fas stanoven vysoky obsah a-glukant. NejlepSim producentem byl
Desmodesmus acutus, a zna¢né mnozstvi a-glukanti bylo stanoveno také v biomase druhu
Arthrospira maxima.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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8. PRILOHY

8.1 Ristové krivky kvasinek

Rustova krivka C. macerans
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Graf 66: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy C. macerans na case odbéru bunécné suspenze

Ristova krivka S. metaroseus
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Graf 67: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy S. metaroseus na case odbéru bunécné suspenze
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Rustova krivka S. cerevisiae
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Graf 68: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy S. cerevisiae na case odbéru bunécné suspenze

Rustova krivka R. glutinis
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Graf 69: Zavislost mnozstvi lyofilizované biomasy R. glutinis na case odbéru bunécné suspenze
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