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ABSTRAKT

Predlozend diplomova prace se zabyva studiem glukan u vybranych druhii kvasinek, fas
a materialll rostlinného piivodu. Kultivace byly provadény za tcelem co nejvyssi produkce
glukanti za riznych teplotnich podminek a v riiznych médiich. Pro kultivace kvasinek byly
vybrany kmeny Saccharomyces cerevisiae (CCY 6646), Sporidiobolus pararoseus
(CCY 19-9-6), Phaffia rhodozyma (CCY 77-1), Rhodotorula glutinis (CCY 20-78-26)
a Cystofilobasidium infirmominiatum (CCY 17-18-4). Kvasinka Saccharomyces cerevisiae
slouzila jako kontrolni kmen, jelikoz je dnes jiz povazovana za ovéfeny zdroj B-glukant.
Stanoveni [B-glukani bylo provedeno pomoci enzymatického kitu K-YBGL Megazyme.
Ze zastupcu fas byla vybrana Euglena gracilis (CCALA 349), z fad vysSich hub shiitake, hliva
ustficna, ucho JidaSovo a zampidn zahradni, z obilovin pSenice, zito, oves, ryze a jeCmen. U
zastupct kvasinek byl také stanovovan obsah mastnych kyselin pomoci GC/FID. Jako nejlepsi
producent B-glukant byla vyhodnocena Rhodotorula glutinis CCY 20-7-26, ktera vykazovala
nejvyssi produkci biomasy (12-14 g/1) a také pomérné vysoké zastoupeni B-glukanti (25-30 %) u
kultivace pii 15 °C v médiu s obsahem kvasni¢ného extraktu v kombinaci se siranem amonnym.
U mikrotasy Euglena gracilis (CCALA 349) byla prokazana ptitomnost B-glukand, stejné tak
I ve vzorcich vyssich hub a obilovin.

KLICOVA SLOVA

Beta-glukany, lipidy, kvasinky, houby, obiloviny, mikrofasy



ABSTRACT

The aim of the diploma thesis is study of glucans production in selected species of yeasts, algae
and plants. Cultivation conditions for yeast strains were performed to gain increased production
of glucans under different temperature conditions and in media of different composition. Into the
set of tested yeasts species strains Saccharomyces cerevisiae (CCY 6646), Sporidiobolus
pararoseus (CCY 19-9-6), Phaffia rhodozyma (CCY 77-1), Rhodotorula glutinis (CCY 20-78-
26) and Cystofilobasidium infirmominiatum (CCY 17-18-4) were enrolled. Saccharomyces
cerevisiae was cultivated as a control strain because of its verified production of B-glucans.
B-glucans were determinated by the enzyme kit K-YBGL Megazyme. For comparison, algal
strain Euglena gracilis (CCALA 349), some species of mushrooms (shiitake, oyster mushroom,
garden champignon and Jew’s ear) and cereals (wheat, rye, oats, rice and barley) were analysed
too. Further, fatty acid content in the yeast cells was determined by the GC/FID. The best
producer of yeast B-glucans was R. glutinis CCY 20-7-26, which showed the highest biomass
production (12-14 g/l) and also a relatively high amount of B-glucans (25-30 %), in cultivation
at 15 °C in a medium containing yeast extract in combination with ammonium sulphate.
The presence of B-glucans has been demonstrated in the microalgae, Euglena gracilis
CCALA 349, as well as in samples of higher fungi and cereals.

KEYWORDS

Beta-glucans, lipids, yeast, mushrooms, cereals, algae
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1 UVOD

Dobfe fungujici imunitni systém je zasadni pro udrzeni zdravi. Potencial pfirodnich latek
K posileni imunitniho systému je proto jiz delsi dobu pfedmétem vyzkumu. Existuje velké
mnozstvi syntetickych nebo pfirodnich ptipravki, které se prezentuji jako imunomodulatory.
Mezi ty nejznaméjsi rostlinné piipravky, su€innosti na imunitni systém, patii vyrobky
z Echinacea, Viscuma (jmeli) a Pelargonia. Existuje vSak dal$i velmi zajimavy a intenzivné
studovany druh imunomodulatort, B-glukany.

Dlouho pfedtim, nez byla identifikovana tfida latek samotnych [-glukant jako
imunomodulatort byly jiz v tradi¢ni orientalni mediciné vyuzity pfiznivé uGéinky hub
obsahujicich B-glukan, jako je shiitake (Lentinus edodes) v Japonsku nebo lingzhi (Ganoderma
lucidum) v Cing, K posileni imunitniho systému.

Vyzkum B-glukanti zacal v poloviné minulého stoleti, kdy byl poprvé prokazan
imunomodulaéni  u¢inek nerozpustné frakce Vv kvasinkach. Pozdé¢ji  bylo  zjisténo,
ze imunologicka aktivita tohoto piipravku je odvozena od B-(1, 3) -D-glukant.

Vétsina nasich soucasnych znalosti 0 jejich zdravotnich benefitech, zakladnim zptsobu
u¢inku a jeho vztahu ke struktufe, byla objevena b&hem poslednich 20 let. Mezitim bylo
publikovano vice nez 6000 publikaci zkoumajicich jejich imunomodula¢ni G¢inky, jako jsou
ale také u bezobratlych, hlodavct, ryb a hospodaiskych zvitat. Mnohé studie dale uvadély dalsi
zdravotni pfinosy p-glukant, véetné hepatoprotektivniho ucinku, hojeni ran, hubnuti,
antidiabetik a snizovani cholesterolu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 p-D-glukany

B-glukany jsou Siroce zastoupeny v pfirodé€, obzvlasté v fasach, houbach a kvasinkach, ale také
ve vySsSich rostlinach. Jsou povazovany za imunomodulacni slouceniny, které mohou aktivovat
imunitni systém hostitele a iniciovat zanétlivé procesy, a tim stimulovat odolnost proti infekcim
a rustu rakoviny [1].

V zapadnim svété jsou potravinové dopliiky obsahujici B-glukany vétSinou odvozeny
od pekaiskych kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Pekairské drozdi se pouziva pii vyrobé
fermentovanych potravin a ndpoju jiz po tisice let, a proto nékteré piipravky z kvasinkové
biomasy byly schvaleny Evropskym ufadem pro bezpe¢nost potravin jako nové slozky potravin
apodle FDA jsou obecné uznavany jako bezpe¢né. Evropsky utad pro bezpecnost potravin dosud
neschvalil zdravotni tvrzeni tykajici se imunitni funkce piipravki obsahujicich kvasni¢ny

B-glukan [2].
2.1.1  Chemické vlastnosti a struktura p-glukant

Pocet jednotlivych B-glukanti je témeéf stejné rozsahly jako pocet zdroji a metod pouzitych pro
jejich purifikaci. Jejich aktivita je ovlivnéna stupném vétveni, velikosti a jejich molekularni
strukturou. Nejaktivnéj$i maji spolecnou strukturu: hlavni fetézec sestavajici z (1-3) vazanych
B-D-glukopyranézovych jednotek, podél nichz jsou ndhodn€ rozptylené jednotlivé
B-D-glukopyranézové jednotky vazané 1-6 nebo 1-4 vazbami. Nejen typ, délka a frekvence
téchto vétvi se 1isi v zavislosti na riznych zdrojich p-glukanti, ale také na délce jejich hlavniho
fetézce, a také jejich aktivity. Vysledkem je, Ze B-1,3-glukany maji specifické molekularni
konformace (napf. trojita spirala, jednoducha spirala a nahodné spiralové struktury) a molekulova
hmotnost [3], [4].

Jako druh vlédkniny v potravé lze B-glukany nalézt v riznych pfirodnich zdrojich, jako jsou
kvasinky, houby, bakterie, fasy, je¢men a oves. V prub¢hu let pfitahovaly pozornost kvili svym
fyzikalnim a chemickym vlastnostem. Tyto biopolymery vykazuji Siroké spektrum biologickych
z pekarskych kvasnic obsahuji vazby p-(1—3) a (1—6) (Obrazek 1 (a)). Jiné
B-glukany, odvozené od obilovin, jsou polysacharidy glukozovych zbytkli s vazbami B-(1—3)
a B-(1—4) (Obrazek 1 (b)). Dale se B-glukany lisi polohou B vazby, celuléza obsahuje vazbu
(1—4), kurdlan (1—3), B-glukan z liSejnikii mtize obsahovat (1—3) (1—4) nebo (1—3) (1—6)
vazané glukany. Obecné, fungalni B-glukan prokazal uc¢innost jako stimulant imunitniho systému
a protinadorova latka, z obilovin zase napomaha snizovat hladinu cholesterolu a glukozy
v krvi [1].

Avsak ne vSechny B-glukany jsou schopné modulovat imunitni funkce. Tyto vlastnosti jsou
zavislé hlavné na primarni chemické struktute B-glukand. Naptiklad celuléza, B-(1, 4) vazany
glukan, nevykazuje imunomodulaé¢ni ucinky. Nejen zdroj, ale také i vyrobni proces, a tedy i
zpisob izolace, miZe ovlivnit strukturu B-glukant a nasledné jejich i€inky na imunitni systém.

Predpoklada se, ze B-glukany s molekulovou hmotnosti kolem 5 000 az 10 000 kD budou
nejucinngjsi, dale ale zalezi také na zplsobu podani. Intraven6zni podéani glukanl vyzaduje
snizeni molekulové hmotnosti, a to kvili jejich zvySeni rozpustnosti ve vodé [7], [8], [9], [57],
[58].
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rozvetvenim 8 (1—4)[1].

Zdroje B-glukanu se 1isi v jednotlivych castech svéta zejména z hlediska dostupnosti. V Evropé
a USA se pro imunomodulaé¢ni studie vyuziva zymosan ziskavany z kvasnic pouzivanych
Vv pivovarnictvi nebo pekafstvi, ve Francii jsou hlavnim zdrojem glukanti motské fasy, v Kanadé¢
a Brazilii ziskavaji glukany z obilovin, Japonsko, Cina a Rusko ziskavaji glukany z hub, jako

jsou napt. shiitake, maitake, ¢i reisi [5].
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Obrazek 2: Strukturni rozdily p-glukanii v zavislosti na zdroji [6].
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2.2 Moznosti aplikace p-glukanii

B-glukan ma rizné fyzikalni vlastnosti a aplikace, jako je zahustovani, stabilizace, emulgace
a gelace. Ma potencial byt pouzit ve zdravotnich pfipravcich, které nabizeji Sirokou Skalu
benefitl. Velka ¢ast zajmu o aplikaci obilnych -glukanti prameni z jejich vyuziti jako funkéni
vladkniny. B-Glukany maji potencidlni vyuziti v Iékafstvi a farmacii, potravindiském,
kosmetickém a chemickém primyslu, ve veterinarni medicin€ a ve vyrobé krmiv [1].

2.2.1  Potravinarsky prumysl

Z ovesnych nebo jeémennych zrn byl ziskan produkt s vysokym obsahem B-glukanu, ktery muize
byt pouzit jako potravinatska pridatna latka obsahujici alespon 18 % B-glukanu v susing. Metody
umoziujici obohaceni produktu o B-glukanovou aglomerovanou potravinatskou piidatnou latku
se vyuzivaji pii ptiprave klobas, které maji optimalizované probiotické slozeni (rezistentni §krob,
B-glukan). B-glukan mél znatelny ucinek na senzorické vlastnosti klobasy. [1].

Kittisuban a kol. (2014) analyzovali u¢inky hydroxypropylmethylcelulozy, kvasinkového
B-glukanu a syrovatkového proteinu na fyzikalni vlastnosti bezlepkového chleba peceného
z pripravkll na bazi ryzového skrobu. Bylo zjisténo, ze takto pripraveny chléb je piijatelny podle
vysledki senzorické analyzy. V piipadé zalenéni B-glukanu o vysoké molekulové hmotnosti
mize dochazet také ke snizeni obsahu kalorii a cholesterolu [1], [59].

2.2.2  Farmaceuticky pramysl

B-glukany byly pouzity v nékolika klinickych studiich k testovani jejich obecnych ucinkid na
zdravi. Cyklické B-glukany byly testovany jako material pro obvazy ran. Navic komplexy
B-glukanu a chitosanu tvofi transparentni kryti rany. Pfi vyhodnocovani na ranach vytvotrenych
na hibetech mysi, tyto komplexy prokazaly srovnatelnou nebo dokonce i lepsi terapeutickou
ucéinnost nez komer¢né dostupné obvazy, Komplex chitosan-p-glukan by také mohl napomahat
pii 1é¢be popalenin, kde by mél snizovat bolest pii poranéni [1], [59], [69].

Kromé toho byl B-glukan navrzen jako spojovaci €inidlo pro kombinovéani granularni
keramiky do nového kompaktniho a elastického kompozitu v diisledku neuspokojivé chirurgické
prakti¢nosti v implantovatelné¢ granularni biokeramice. Tato studie méla pfipravit bifazicky
hydroxyapatit / glukanovy kompozit s elastickymi vlastnostmi, ktery by umoZnil snadnou
manipulaci a dobré pfizptisobeni tvaru a rozmérim i velkych kostnich defektt. Vysledky
potvrdily, Ze flexibilni material hydroxyapatit / glukan mél potencial jako material nahrazujici
kosti [60].

2.2.3  Kosmeticky pramysl

Jiz n€kolik desetileti se pouzivaji B-glukany v ochrannych krémech, mastech, prascich
a suspenzich. Pfisuzovana aktivita B-glukantim je zvyseni produkce kolagenu, zmenseni vrasek,
celulitidy, akné, dermatitidy, ekzému, lupénky a dalsich koznich stavi. Bylo zjisténo,
ze B-glukan napomaha zvlhcovani a vytvari film usnadnujici hojeni ran [1].

Pillai a kol. (2005) zjistili, Ze ovesny B-glukan je schopny penetrace v modelech lidské kuze
a klinicky zhodnotili jeho uc¢innost pfi snizovani jemnych linii a vrasek. Vysledky ukazaly,
ze B-glukan hluboko pronikl kizi do epidermis a dermis. Vyzkum podporuje jejich vyuzivani
V péci o zdravou pokozku a kosmetické oSetieni znamek starnuti. Dal$i studie ukéazala [63],
ze nizka koncentrace specifického polysacharidu tiidy skleroglukanu je uzite¢na v oblasti ktize
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a dermatologickych kompozic. Glukanova kompozice vykazuje vyhodné ucinky, jako je
zvlh¢eni ktize nebo sliznice, a ptsobi proti starnuti a revitaliza¢nimu G¢inku na kuzi [1], [61].

2.3 Mikrobialni produkce glukant
2.3.1  Kvasinky jako zdroje glukanii

Bunécna sténa houbovych organismill je dynamické struktura, kterd poskytuje ochranu pted
nepratelskym prostfedim. Polysacharidy ptedstavuji vice nez 90 % bunécné stény. Centralni
kosterni slozka bunécné stény, kterd je spole¢na pro velkou vétSinu hubovych druht, je
rozvétvené jadro B-(1,3) glukanu, spojené s chitinem prostfednictvim B-(1,4) vazby. B-(1,6)
glykosidické vazby piedstavuji 3 az 4 % celkovych glykanovych vazeb v Saccharomyces
cerevisiae a Aspergillus fumigatus. V kvasinkach se B-glukany nachéazeji v bunééné sténé spolu
S mannany a chitinem. B-glukany z kvasinek se skladaji z primarniho fetézce a rozvétvenych
polymera [41], [42].

Hlavnimi slozkami buné¢nych stén hub jsou polysacharidy a glykoproteiny. Kvasinka
Saccharomyces cerevisiae obsahuje bunéénou sténu slozenou z f (I — 3) - D — glukanu,
B (1 — 6) - D-glukanu, chitinu a mannoproteind. Polysacharidy plni strukturni funkci, zatimco
mannoproteiny pusobi jako ,,plnivo“ a jsou duleZité pro propustnost buné¢né stény. Pevnost
bunécné stény kvasinek 1ze vysvétlit existenci kovalentnich vazeb mezi riznymi soucastmi stény,
které by vedly ke vzniku souvislé a nasledné silngjsi struktury. Pfedchozi studie prokéazaly
ptitomnost vazeb mezi chitinem a 3 (1 — 3) -glukanem a také mezi glykoproteiny, p (1 — 6) -
glukanem a (1 — 3) -glukanem [43], [44], [45].

Kvasinky se jevi jako vhodny zdroj pro izolaci glukant i pfes to, ze jejich biologicka aktivita
je ovliviiovéana fyzikdlnimi a chemickymi procesy. Hlavnim vyhodou oproti jinym zdrojim je
jejich snazsi identifikace, Cistota a biologicka aktivita, také se jedna o levny zdroj [40]. Kvasinky
jsou eukaryotické jednobunécné mikroorganismy patfici do taxonomické tiSe houby. Prvni
zminky pochézeji z obdobi pfed stovkami milionu let a v soucasné dob¢ je znamo nejméné 1500
druht kvasinek [26].

Jejich velikost se velmi li8i v zavislosti na druhu a prostredi, nejcastéji métime velikost
kvasinek 3-4 um v priméru, nékteré druhy mohou dortist az na 40 pm. Nejcastéji Se rozmnozuji
asexudlné pomoci puceni. Jadro z matetské bunky se rozdéli a vytvoti jadro dcetiné buiiky, které
potom putuje do decefiné buniky. Pupen poté pokracuje v riistu, dokud se neoddéli od matefské
buiiky a nevytvori buiku novou. Mohou se mnozit také sexualné tvorbou viecek (meidza),
K tomu dochézi pfi stresovych podminkach (nedostateéném obsahu zivin). Diploidni burniky
mohou postoupit sporulaci a vstoupit do sexualni reprodukce. Tim dochazi k produkci riznych
haploidnich spor, které se mohou dale konjugovat a ménit diploid [27][28].

Kvasinky jsou chemoorganotrofy, jako zdroj energie pouzivaji organické slouceniny
a nevyzaduji k rlstu slune¢ni zafeni. Jako zdroj uhliku vyuzivaji nejcastéji hexézové cukry, jako
jsou glukoza nebo fruktdza, dale také vyuzivaji disacharidy, sachar6zu a maltéozu. Nékteré druhy
dokazou metabolizovat i pentdzové cukry, jako je riboza, alkoholy a organické kyseliny [29].

Nékteré druhy kvasinek vyZzaduji kyslik pro aerobni bunééné dychani (obligatné aerobni),
nebo jsou anaerobni, ale vyuzivaji aerobni procesy K produkci energie (fakultativné aerobni).
VétSina kvasinek roste nejlépe pfi neutralnim nebo mirné kyselém pH prostiedi. Teplotni rozsah
pro idedlni rist se 1i8i podle druhu. Buiiky kvasinek mohou pfeZzit zamrazeni, pficemz jejich
zivotaschopnost se postupem ¢asu snizuje [30].

V ptirode se bézn¢ vyskytuji na povrchu ovoce ¢i bobulovin, jako jsou hrozny, jablka nebo
broskve. Lze je objevit také ve spojeni plidy a hmyzu. Kvasinky svou rozmanitosti jsou relativné
neznamé ve srovnani s jinymi mikroorganismy. Nalézt je mtizeme také na lidské kazi, ve stfevni
flofe savei a nékterych druhtt hmyzu, a dokonce i v hlubinnych prostiedich [31], [32].
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Nachézeji vyuziti v oblasti biotechnologii pro své vhodné fyziologické vlastnosti. Fermentace
cukrt patii k nejstarSim a nejvice vyuzivanym aplikacim kvasinek. Mnoho jich nachéazi vyuziti
V potravinaiském pramyslu pro vyrobu potravin, pekaiské kvasnice pii vyrob& peciva,
pivovarské kvasnice pii fermentaci piva. Kvasinky patii k nejvice pouzivanym modelovym
organismim pro genetiku a buné¢nou biologii [33].

V dal$im textu jsou uvedeny nékteré druhy kvasinek, které byly studovany jako potencialni
zdroje glukand.

2.3.1.1 Saccharomyces cerevisiae

Kvasinka z odd¢€leni vieckovytrusnych hub je vyuzivana jiz od neolitu ¢lovékem pfi kvasnych
procesech. Lze je d¢lit do geneticky spfiznénych kment na zdkladé toho, ktery substrat kvasi
(pivni, pekaiské a vinné kvasinky). Tvarové jsou buniky S. cerevisiae ovalné az kulovité
o velikosti 5-10 pm.

Pivni kvasinka patii mezi jeden z nejstudovanéjsich eukaryotnich organismd v oblastech
molekularni a bunééné biotechnologie, a to hlavné pfi studiu bunééného cyklu, vnitrobunééné
signalizace a protein-protein interakci [11], [12], [13].

Vsechny kmeny S. cerevisiae mohou rist acrobné na glukodze, maltoze a trehaloze, nikoliv
vSak na laktdze a celobidze. Rist na jinych druzich cukru je vSak také mozny (napfi. na galaktoze
a fruktoéze). Vsechny kmeny mohou vyuzivat jako jediny zdroj dusiku amoniak nebo moc¢ovinu,
naopak dusi¢nany se nedaji pouzit, protoze nemaji schopnost redukovat se ha amonné ionty.
Kvasinky také vyzaduji fosfor.

S. cerevisiae se vyuziva jako modelovy organismus. Jako jednobunéény organismus ma
S. cerevisiae kratkou generac¢ni dobu a lze ji snadno kultivovat. Tyto vlastnosti umoznuji jeji
rychlou produkci a udrzovani pti nizkych nakladech [14], [15], [16].

2.3.1.2 Cystofilobasidium infirmominiatum

Rod Cystofilobasidium se vyznacuje tim, Ze nedochazi je zkvasovani cukru, ale ma Siroké
spektrum substrata, které utilizuje. V pfirod¢é se nejcastéji kvasinky rodu Cystofilobasidium
vyskytuji ve vodnim prostiedi, zejména v chladnéjSich oblastech. V tekutém médiu ma cervené
zbarveni a jeji kolonie jsou hladké s lesklym povrchem [16], [17], [18].

C. infirmominiatum byla izolovana z povrchovych vod do hloubky 2000 m. V Argentin¢ byly
diive izolovany tfi kmeny C. infirmominiatum ze sladkovodnich ekosystémi z jezer na
severozapad¢ Patagonie. Bioprospekce kvasinky pro produkci pektinaz za pouziti pektinového
agarového media byla pozitivni, ale dosud nebyly provedeny zadné dalsi studie [19].

2.3.1.3 Sporidiobolus pararoseus

Kvasinkové buriky jsou vejcité, elipsoidni nebo protahlé. S. pararoseus produkuje karotenoidy,
kultury proto maji rizovou az oranzovou barvu. Produkce karotenoidt je zavisla na vné&jsich
podminkach (teploté, pH, zdroji uhliku) [20].

U rodu Sporidiobolus nedochazi ke zkvasovani substratu. Dominantnim koenzymem je v jeho
bunkach koenzym Q10. Sporidiobolus pararoseus byl izolovan z pidy, vzduchu, riznych druht
rostlinného materidlu a motské vody. Zvlastnosti S. pararoseus je nepiitomnost basidii po kliceni
teliosporu [21].
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2.3.1.4 Phaffia rhodozyma

Basidiomycetozni kvasinka, ktera produkuje karotenoidni astaxanthin. Kvuli této vlastnosti se
fermentuje ve velkém méfitku. Astaxanthin je jednim z nejrozsifenéjSich karotenoidi v biosfére,
zejména v moiském prostiedi [21].

Vegetativni buniky P. rhodozyma se reprodukuji pucenim, jsou elipsoidni a vyskytuji se
samostatné, v parech nebo pfilezitostné¢ v kratkych fetézcich. Zpisob tvorby pupent je
charakteristicky pro heterobasidiomycetové kvasinky. Polysacharidy bunécéné stény obsahuji
hlavné B-(1-3) a B-(1-6) glukan a také a-(1-3) glukan a zadné nebo malé mnozstvi chitin. Buiky
jsou obklopeny kapsli kyselych polysacharidi obsahujicich D-xylozu [22].

2.3.1.5 Rhodotorula glutinis

R. glutinis je schopna syntetizovat celou fadu cennych sloucenin s Sirokym primyslovym
vyuzitim. Biomasa téchto kvasinek ptredstavuje zdroj mikrobidlnich oleji a mastnych kyselin,
zejména olejové, linolové a palmitové. Tato kvasinka je dale schopna syntetizovat karotenoidy,
jako je beta-karoten, torulen a torularhodin, které se bézné pouzivaji v kosmetickém,
farmaceutickém a potravinaiském primyslu. Vyznamnou charakteristikou R. glutinis je jeji
schopnost produkovat cetné enzymy, zejména fenylalanin lydzu (PAL), ktery se pouZziva
V potravinarském primyslu pfi vyrobé L-fenylalaninu, ktery tvoii substrat pro syntézu aspartamu
(sladidlo pouzivané v potravinaiském primyslu) [23].

232 Rasy

Rasy obvykle obsahuji kolem 38 % az 74 % polysacharidii v susing. Tyty polysacharidy jsou
vSak vétSinou stavebni (agary, alginaty, karagenany). V hnédych moiskych tasach lze nalézt
zasobni polysacharid laminarin, (1—3) - B-glukan [40].

Glukany funguji jako potravinovy zasobni material ve vSech zivych organismech. (1 — 3)
spojené B-D-glukany, u fas nazyvané chrysolaminaran ((1—3) -B-glukan s obéasnym vétvenim
B (1—6), vykonavaji tuto funkci v nejméné Sesti z jedendcti rozpoznanych fas, vcetné
Bacillariophyta, nebo rozsivek. V kultufe je jejich obsah glukanu obvykle v exponencialni fazi
rustu nizky, ale ve stacionarni fazi se vyrazné zvySuje, kdyZz je N nebo P v omezeném
mnoZstvi. Svétlo a teplota ovliviiuji také obsah glukanii, naopak slanost vliv nema. Cim vyssi je
pomér N / P v médiu, tim nizsi je ¢ista produkce glukanu v rozsivkach [47].

Jednobunécné druhy fas, které existuji jednotlivé nebo v fetézcich nebo shlucich, patii do fiSe
eukaryota (fasy) a prokaryota (sinice). Jednd se o velmi staré organismy, které¢ se dokdZou
pfizpusobit 1 extrémnim podminkdm, diky ¢emuZ produkuji rtizné sekundarni metabolity,
ochranné nebo zasobni latky. V zavislosti na druhu se jejich velikost miize pohybovat
od nékolika jednotek mikrometri az do nékolik stovek mikrometrti. Jsou specialné ptizptisobené
prostiedi, kterému dominuji viskozni sily. Mikrofasy jsou schopné provadét fotosyntézu, ¢imz
jsou velmi dllezité pro Zivot na Zemi. Mikrotfasy vyprodukuji pfiblizné 50 % atmosférického
kysliku a soucasné vyuzivaji oxid uhli¢ity k fotoautotrofnimu rustu [34], [35].

Biodiverzita mikrotfas je obrovskd a predstavuji témer nevycerpatelny zdroj obnovitelné
energie, biomasy a metabolickych produkti. Odhaduje se, ze v mnoha rtiznych rodech existuje
asi 200 000 az 800 000 druhti, z nichz je dosud popsano asi 50 000 druh. Chemicky bylo
stanoveno asi 15 000 novych sloucenin pochazejicich z fasové biomasy. VétSina z téchto fas
produkuje jedine¢né produkty jako jsou karotenoidy, antioxidanty, mastné kyseliny, enzymy,
polymery, peptidy, toxiny a steroly [36], [37].

15



Chemické slozeni mikrotas neni stalé, méni se v zavislosti na druhu ¢i podminkach kultivace.
Neékteré mikrofasy maji schopnost pfizpiisobit se okolnim podminkam zménou svého
chemického sloZeni v reakci na proménlivost prostiedi. Jako priklad 1ze uvést jejich schopnost
nahradit fosfolipidy lipidy bez fosfatovych membran v prostiedi zbaveného fosforu [38].

Mikrotasy maji jednoduchou bunéénou strukturu a jejich rust vyzaduje svétlo, oxid uhlicity,
vodu a ziviny (fosfor a dusik jako hlavni Ziviny). Fotosynteticky mohou mikrofasy piemeénit tyto
potieby na energii a vyuzit ji pfi vyvoji bunék. Hlavnimi chemickymi slozkami mikrofas jsou
lipidy, proteiny a uhlovodiky s riiznym sloZenim, které jsou ulozeny v buiice mikrotas [39].

2.3.2.1 Euglena gracilis

Euglena gracilis patfi k nejstudovangjsim fasam z ¢eledé Euglenaceae. Zije ve sladkych
a brakickych vodach, jako jsou rybniky, které byvaji bohaté na organickou hmotu. Nékteré druhy
mohou Vv rybnicich nebo jezerech vytvaret zelené nebo Cervené , kvéty [24].

Ma sekundarni chloroplasty a je mixotrofem schopnym zivit se fotosyntézou nebo
fagocytozou. Ma vysoce flexibilni povrch buné€k, coz ji umoznuje ménit tvar z tenké buiky az
do délky 100 pm na sféru pfiblizn€ 20 pm. Kazda buiika ma dva biciky, z nichZ pouze jeden se
vynoii z biikové kapsy (rezervoaru) v predni ¢asti bunky. Muze se pohybovat plavanim,
nebo tzv. ,,euglenoidnim pohybem* pfes povrchy. Euglena gracilis se v laboratofi hojné vyuZziva
jako modelovy organismus, hlavné pii studiu bunéc¢né biologie a biochemie [25].

B-glukany extrahované z fas Euglena gracilis jsou spojeny (1—3) -glykosidickymi vazbami
a jsou kategorizovany jako paramylon [46], [50].

Paramylon je sacharid podobny S$krobu. Chloroplasty nachazejici se u Euglena gracilis
obsahuji chlorofyl, ktery pomaha pii syntéze sacharidd, které maji byt ulozeny ve formé
Skrobovych zrn a paramylonu. Paramylon je zhotoven v pyrenoidu eugleny [48].

Euglenoidy obsahuji chlorofyly a a b, které ukladaji produkty fotosyntézy v neobvyklé forme
nazyvané paramylonovy skrob (polymer B (1 — 3) glukdzy). Ten je ukladany ve formé ty¢inek
Vv cytoplazmé [40], [49].

2.3.3  Plisné

B-glukany jsou dulezitou soucasti spor plisni a imunitni systém je rozpoznava receptorem
Dectin-1. Ten je exprimovan na makrofazich, monocytech, neutrofilech a dendritickych
bunkach. Spory Cladosporium cladosporioides maji vysoky obsah B-glukant, ale B-glukany
nejsou dostupné na povrchu zivych spor.

Hlavni slozkou houbovych bunéénych stén jsou (1—3)-B-D-glukany, které se bézn¢ pouzivaji
jako ukazatel expozice plisni v zivotnim prostiedi. -glukany tvoti az 60 % hmotnosti bunééné
stény. Rada studii ukazuje, Ze p-glukany v plisiiovych sporach jsou diilezité pro vyvoj postupu
a typu imunitni reakce [51].

2.4 Rostlinné zdroje pB-glukant

B-glukany jsou vyznamnou soucasti vldkniny ceredlii, kterd je tvofena nerozvétvenymi
polysacharidy z B-D-glukopyran6zovych jednotek véazanych (1,4) a (1,3) glykosidovymi
vazbami. B-glukany se obycejné koncentruji ve vnitinich bunéénych sténach a endospermu
je¢mene, ovsa a pSenice. Nejveétsi obsah B-glukanil 1ze najit u je¢mene (3-11 % suSiny) a ovsa
(3-7 % susiny) [10].

Obilné B-glukany jsou tvotfeny polymery glukozy, které se lisi od ostatnich polymerd nejen
svym zdrojem, ale svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Extrakce cerealniho B-glukanu je
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velmi obtizna, takze se cerealni B-glukan stava drazs$im nez -glukan z jinych zdroji. Postup
vyroby byl v priabéhu let vyvijen a optimalizovan. Metody extrakce jsou zaloZeny na
rozpustnosti B-glukanu v horké vodé a v alkalickych roztocich, separaci rozpusténych proteint
izoelektrickou precipitaci S naslednym sraZzenim siranem amonnym, 2-propanolem
nebo ethanolem. Pro vyzkumné tucely se v dal§im cCiSténi pouzivaji opakovana srazeni
a enzymaticka hydrolyza zbytkového $krobu, diky ¢emuz se dosahlo ¢istoty az 99 % [1].

Vysoka Ccistota ziskané¢ho B-glukanu umozniuje ptipravu cirych, bezbarvych viskdznich
kapalnych piipravkl. Tyto piipravky maji stabilni gelové ucinky, jsou-li udrzovany pii okolni
teploté a nizkych koncentracich popela [1].

2.5 Metody stanoveni p-glukani
251 FTIR

Infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci lze pouzit pro stanoveni obsahu
polysacharidli ve vzorku. Pro stanoveni je potfeba pouzit purifikované polysacharidy ve formé
stlaené tablety s KBr. Transmitanci méime v rozmezi vlnové délky 400-4000 cm™, v tomto
rozmezi muizeme pozorovat stretching vazeb O-H a C-H (u C-H vazeb pozorujeme také
charakteristickou vibraci). Polysacharidy se nejcastéji projevuji v sérii piki v oblasti
1200-1000 cm [52], [55].

252 NMR

Z hlediska strukturni charakterizace polysacharidd, *H a'®C, se jevi nukledrni magneticka
rezonance (NMR) jako dobry nastroj pro odhaleni vlastnosti a strukturalnich zmén. 3C NMR
polysacharidii obvykle pfedstavuje Ctyfi regiony posund, které jsou charakteristické: oblast
anomernich atomt uhliku (98 a 108 ppm), uhliki C2-C5 glykosidického kruhu (70 a 80 ppm),
oblast primarnich uhlikt, které se nachazi kolem 60 ppm a oblast kyselych skupin kolem 170-
180 ppm, kter¢ jsou indikované ptitomnosti karbonylovych skupin, charakteristickych pro kyselé
cukry. Konfigurace anomernich uhliki mdZe byt také hodnocena 'H NMR. Na uhlikovém
spektru jsou zietelné posuny atomi uhliku (C1-C6), které jsou charakteristické pro B-glukan
(1—6). Intenzita piku charakteristického pro konkrétni B-glukan znazornuje jeho prevahu ve
slozeni izolovaného materidlu. Podobné vyhodnoceni lze provést také pro vodikové spektrum,
kde jsou posuny charakteristického protonu doty¢ného glukanu jasné identifikovany [53].
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Obrdzek 3: 13C NMR spektrum pro izolovany glukan [53]
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253 HPLC

Za pouziti methylovanych derivati glukozy lze vyuzit HPLC ke stanoveni obsahu glukani ve
vzorku. Methylace hydroxylovych skupin probihd v pfebytku methyla¢niho cCinidla (napf.
methyljodid) a je nasledovana kyselou hydrolyzou. Uvolnéné methylované derivaty glukozy
(2, 3, 4, 6-O-tetramethyl-D-glukoza; 2, 3, 4-O-trimethyl-D-glukéza; 2, 4-dimethyl-D-glukdza)
jsou analyzovany pomoci HPLC/MS. Vétveni a konfiguraci zjistujeme podle poméru
methylovanych derivatu [54].

2.5.4  Enzymatické stanoveni

Za vyuziti chemické hydrolyzy bunééné stény a $tépeni glukand za pomoci enzymt je mozné
stanovit obsah B-glukanti rozdilem obsahu celkovych glukant a a-glukand.

Celkovy obsah glukanli (volna glukéza a glukoza ze sachardzy) lze méfit pomoci fizené
kyselé hydrolyzy s H2SO4 pii zvySené teploté, specificky uvolnéné glukédza je méfena pomoci
¢inidla glukézaoxidaza / peroxidaza (GOD-POD). a-glukan (Skrob / glykogen) plus volna
glukéza a glukdza ze sachardzy jsou specificky méfeny po hydrolyze Skrobu / glykogenu na
glukozu pomoci glukosamylazy, sacharéza po hydrolyze na glukozu plus fruktézu s invertazou
a glukoéza je specificky métena pomoci GOD-POD ¢inidla. Bylo porovnano nékolik metod
zalozenych na kyseliné a enzymu pro hydrolyzu pB-glukanti a nejlepsi moznosti byla metoda
pouzivajici H2SOs. U vétSiny vzorki byly ziskany podobné hodnoty B-glukani jako pti
optimalizované proceduie jak s HCI, tak s H2SOa4. Avsak v piipadé n¢kterych vzorkd, konkrétné
Ganoderma lucidum a Poria cocus, vedl postup s H2SO4 k vyrazné vy$§im hodnotam. Bylo
zjisténo, ze hydrolyza 2 N kyselinou trifluoroctovou pii 120 °C je mnohem méné ucinna nez
kterakoli z ostatnich hodnocenych dvou kyselin. Testy zalozené zcela na enzymatické hydrolyze
obecné poskytovaly mnohem nizsi hodnoty nez ty, které byly ziskany postupem s H2SO4 [56].

2.6 Lipidy v mikroorganismech

Lipidy jsou estery alkoholil a vy$Sich mastnych kyselin a miizeme je klasifikovat na fosfolipidy,
glykolipidy (maji strukturni funkci v bunéénych membranéch) a triacylglyceroly (zasobni lipidy,
zdroje energie). V poslednich letech byl znaény zajem o mikrobialni lipidy kvili mozZnosti
komer¢ni produkce olejl a tukli z mikrobidlnich zdroju. Slozeni lipidi Z mikroorganismi, je také
uzitecné v taxonomii [62].

Akumulace lipidi je biologicky proces, ktery plni nékolik tloh v mikroorganismech.
Skladovani lipidi prispiva k rtistu bunek, bunéénému déleni, stresové reakcei a jako zasobni zdroj
energie pro preziti. Rizné mikroorganismy produkuji riizné druhy neutrdlnich lipida. Naptiklad
oleogenni kvasinky produkuji triacylglycerol (TAG) nebo estery steroltt (SE), které hromadi
uvniti bunky, zatimco nékteré bakterie a Archaea produkuji polyhydroxyalkanoaty (PHA)
avmens$i mite TAG. K akumulaci lipidi dochézi pfi stresovych podminkach (zejména pii
omezeném piisunu dusiku) a S dostatecnym nebo nadmémym piisunem uhliku. Dojde
k zastaveni replikace a dostupny uhlik je vyuzit k jeho syntéze a naslednému ulozeni ve formé
redukovanych lipidii. V ptipadé TAG a SE mé proces akumulace ¢tyti hlavni faze. V prvni fazi
dojde k posunu metabolismu tak, aby vytvofil acetyl koenzym A (Ac-CoA) a NADPH. Ve druhé
fazi je Ac-CoA, karboxylovan za vzniku malonyl-CoA, pfeveden na acylovy nosicovy protein
(ACP) a dale transformovan na acyl ACP postupnym sta¢enim v syntéze mastnych kyselin. Tteti
krok zavisi na pottebach buniky a typu mikroorganismu, acylovy fetézec miize skoncit jako
specificky typ lipidového ,,poolu* (membranovy lipid) nebo miize byt nakonec zaclenén do jadra
neutrdlnich ,lipidovych kapicek™ (bunécné organely bohaté na lipidy). Povaha, umisténi
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a dynamika této faze se u jednotlivych druht li§i. V této fazi mlze dojit také k dalSimu
prodlouzeni a desaturaci acylovych fetézct. Konecna ¢tvrta faze zahrnuje tvorbu intracelularnich
»lipidovych kapicek* [64].
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Obrdzek 4: Schématické zndazornéni metabolickych krokii zapojenych do akumulace lipidi v kvasinkdch.
Schéma zobrazuje také spojeni mezi syntezou mastnych kyselin, syntézou TAG a tvorbou lipidovych
kapicek. Pouzité zkratky: ME (malic enzym, cytosolicky); ME2 (malic enzym, ER membrana); ACL, ATP
(citrat lyaza), ID (isocitrat dehydrogenadza); NLD (rodici se lipidové kapicky); LD (lipidoveé kapicky); ER
(endoplazmatické reikulum,; LPA (kyselina lysofosfatidova; PA (kyselina fosfatidova); FAS I (syntéza
mastnych kyselin I); DAG (diacyl glycerol); TAG (triacylglycerol); AMPD, AMP (deamindza) [64].

Makroftasy, jako jsou moiské fasy a fytoplankton, maji obecné nizky obsah lipidd, ale mikrofasy
péstované v pritomnosti svétla a v médiu chudém na dusik akumuluji lipidy bohaté na
triacylglyceroly, které jsou v bunce uskladnény v tzv. ,lipid bodies*. Obsah lipidi az 70 % lze
dosahnout u fas péstovanych za specialnich podminek, kdy jsou pro dany kmen optimalizovany
rizné parametry rustu, jako jsou osvétleni, teplota, sloZzeni média a rizné stresové faktory.

Kvasinky se d¢li na zakladé obsahu lipidi na kvasinky s nizkym obsahem lipida (pod 5 %
Vv susing), stfednim (5-15 %) a vysokym obsahem (nad 15 %) lipidt. Oleogenni kvasinky byly
definovany jako ty, které jsou schopny produkce vice nez 20 % lipidd. Jejich obsah a sloZeni se
1i8i mezi riznymi kvasinkami a ¢leny uréitého rodu, ale také se 1isi v ramci kment a zavisi na
podminkach rastu. Az 65 % biomasy oleogennich kvasinek, jako napt. Candida curvata,
Rhodotorula nebo Lipomyces, mohou ptedstavovat lipidy, pokud jsou kvasinky kultivovany v
podminkach s limitaci dusikem [62].
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Existuje rovnéz mnoho piikladl oleogennich plisni, které jsou schopné akumulace vice nez
25 % lipidi. Plisné vykazuji vétSi rozmanitost ve slozeni mastnych kyselin v porovnani
s kvasinkami, ale obecné vétSina druht obsahuje Kkyselinu olejovou, kyselinu palmitovou
a kyselinu linolovou jako majoritni Kkyselinu. V  plisnich se vyskytuji vy$si podily
polynenasycenych mastnych kyselin nez v kvasinkach a proto jsou i komeréné zajimavéjsi pro
potravinaiské aplikace [62].

2.7 Metody stanoveni lipidi

Bézné metody kvantifikace lipid v oleogennich mikroorganismech zahrnuji gravimetrické testy,
transesterifikaci a chromatografii spojenou se spektroskopii. Gravimetrické metody pro celkovou
kvantifikaci lipid zahrnuji fadu postuptl, od kultivace mikrobialni biomasy, lyofilizace, naruseni
bunécné integrity a extrakce lipida. U této metody je mozné pouze odhadnout celkové mnozstvi
lipidii, nikoli jejich slozeni. Proto se tradicné pro analyzu lipidi vyuzivaji chromatografické
techniky, jako je plynova chromatografie (GC) ve spojeni s vhodnym detektorem [65].

Nejbeéznéjsi chromatografické metody pro analyzu lipidd jsou tenkovrstva chromatografie
(TLC), GC a vysoce u¢inna kapalinové chromatografie (HPLC), pouZivané samostatn€ nebo ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS), tandemovymi kvadrupdly (MS / MS), plamenové
ioniza¢nim detektorem (FID) anebo analyzatorem doby letu (TOF) [65].

2.7.1  Plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem (GC — FID)

Principem metody plynové chromatografie je rovnovazna distribuce slozek mezi dvé faze,
plynou (mobilni) a kapalnou nebo tuhou (stacionarni). K separaci slozek dochazi vzdy v plynné
fazi, k tomu je zapotiebi, aby vSechny slozky mohly byt vypafeny definovanym zplsobem.
Z tohoto divodu je GC vhodnou technikou pro analyzu organickych latek, které maji teplotu
varu do 400 °C [66].

GC se sklada znosného plynu, cistictho a regula¢niho zatfizeni, davkovaciho zatfizeni
(injektoru) a kolony, termostatu, detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni. Kolona patii
k nejdilezitéjsi casti pristroje. Slozky stanovovaného vzorku jsou transportovany nosnym
plynem a separovany na koloné& na zakladé rozdilnych interakci stanovované latky ke stacionarni
fazi ukotvené na koloné€. Dochazi k eluci vzorku, ktera je poté detekovan. Nejcastéji pouzivané
nosné plyny jsou vodik, dusik, hélium a argon, které se uchovavaji v tlakovych lahvich [66].

Plamenov¢ ioniza¢ni detektor se fadi mezi jeden z nejrozsifenéjsich detektorti. Principem FID
je ionizace molekul plynu v kyslik-vodikovém plameni hoticim mezi dvéma elektrodami. Je-li
pritomny vzorek, dojde ke zvySeni ionizace a detektorem bude probihat proud umeérny
koncentraci slouceniny v nosném plynu. Detekéni limity FID se pohybuji v pikogramech
analytu. Nejcastéji se vyuziva pro stanoveni organickych latek [66].

2.7.2  Extrakce a stanoveni lipida

Samotnému stanoveni lipidi pfedchdzi transesterifikace, ktera prevadi uvolnéné mastné kyseliny
na methylestery. Pokud vzorek obsahuje extracelularni tuk, naptiklad z kultiva¢niho média, je
dobré promyt suspenzi bun¢k ethanolem, nebo hexanem a az poté ptidat transesterifikacni smes.
Casto se vyuziva extrakce podle Folche, ktera je zaloZena na extrakci pomoci smési chloroformu
a methanolu, nasledovana homogenizaci za studena. Transesterifika¢nim ¢inidlem byva smés
silné kyseliny a methanolu. Vzorek je v této smési ponechan vzdy za zvySené teploty. Po
transesterifikace je pfidavan vodny roztok NaCl, nebo NaOH, ¢imZ dochézi k oddéleni vodné
a lipidové faze (to miize byt urychlenou centrifugaci smeési). Lipidova frakce je odebrana
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anasledn¢ rozpusténa v chloroformu ur€eného pro chromatografii. Pomoci GC jsou poté
analyzovany estery mastnych kyselin pii daném teplotnim gradientu [18].
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3

CIL PRACE

Cilem prace je stanoveni glukanli u vybranych kvasinek, fas a materialu rostlinného piivodu.
V priibéhu prace byly feSeny nasledujici dil¢i ukoly:

Literarni reSerse

Optimalizace metod pro stanoveni glukant a jejich slozek

Analyza glukant v kvasinkéch kultivovanych za rtiznych podminek
Analyza glukanti u fas a rostlin

Vyhodnoceni a diskuse vysledka
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4 EXPERIMENTALNI{ CAST
4.1 Pouzité chemikalie
4.1.1 Kultivace mikroorganismu

Pepton, Roth (DE)

Agar, Himedia (IN)

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

D-glukéza monohydrét p.a., Lach-Ner s r.o. (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Penta (CR)
Siran horeénaty heptahydrat p.a., Chemapol (CR)
Siran amonny p.a.,

Mocovina p.a.,

4.1.2  Stanoveni mastnych kyselin

Heptadekanova kyselina, Sigma-Aldrich (DE)

4.2 Pristroje a pomiicky
4.2.1 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)

Spektrofotometr UV-VIS S-220, Boeco (DE)

Termoblok SBH2000, Stuart (GB)

4.2.2  Kultivace mikroorganismu

Ttepacka Yellow line RS10, (DE)

Analytické vahy Boeco (DE)

Sterila¢ni LIFE BOX, Esco Technologies, Inc. (US)
Lyofilizator, Labconco (US)

4.2.3  Stanoveni mastnych kyselin

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

4.3 Pouzité kmeny mikroorganismu
43.1 Kuvasinky

Saccharomyces cerevisiae CCY 6646
Cystofilobasidium infirmominiatum CCY 17-18-4
Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6

Phaffia rhodozyma CCY 77-1
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Rhodotorula glutinis CCY 20-7-26

Uvedené kmeny byly ziskany ve Sbirce kultur kvasinek (Culture Collection of Yeasts, CCY) pii
Chemickém tustavu SAV v Bratislave, Slovensko.

43.2 Rasy

Euglena gracilis CCALA 349

4.4 DalSi vzorky
441  Vyssi houby

Shiitake — houzevnatec jedly, suSeny, pivod Vietnam, dovozce Non La
Ucho JidaSovo — boltcovitka bezova, susena, ptivod CR

Zampion zahradni — &erstvy, ptivod CR, dodavatel Ceské houby

Hliva ustfi¢na — Eerstvé, pavod CR, dodavatel Ceské houby

4.4.2  Obiloviny

JeC¢men
Mlady je¢men
Oves

Zito

PSenice

Ryze

Uvedené obiloviny byly nakoupeny ve formé mouk.

4.5 Kultivace mikroorganismu

VSechny pouzité druhy kvasinek byly ockovany z kryozkumavek, které byly uchovany
Vv glycerolu pfi teploté -80 °C. Nasledné byly kultivovany ve stresovych podminkach pti riznych
teplotach kultivace a slozeni médii. Nejprve byly kvasinky kultivovany na agarovych plotnach
(slozeni viz. Tabulka 1), nasledné byly zao¢kovany do inokula (Tabulka 2) a nasledné piimo do
produkénich médii (Tabulka 3). Kazdé médium bylo pted zao¢kovanim sterilizovano po dobu
45 minut pi1 120 °C a nésledné ochlazeno na laboratorni teplotu. Kazdé médium bylo nasledné
jesté vystaveno UV zafeni po dobu 20 minut.

451 YPD agar

Pted zahajenim kultivace v produkénim médiu rostly kvasinky nejprve na YPD agaru po dobu
3 dnli. Agarové plotny byly zaoCkovany kulturou z kryozkumavek a byly nasledné kultivovany
za laboratorni teploty. Po 3 dnech rlstu byly kvasinky zaockovany do tekutého YPD inokula.
Slozena YPD agaru je uvedeno v Tabulka 1.
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Tabulka 1: Slozeni YPD agaru

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

45.2  YPD inokulum

V YPD inokulu byly kvasinky kultivovany 24 hodin. Kultivace v inokulu probihala na
temperované tiepacce (8, 15, 22 a 30 °C, v zavislosti na teploté kultivace v produkénim médiu)
za intenzivniho michani (125 rpm). Z inokula byly kvasinky pfimo ockovany do produkc¢niho
média v poméru 1:5. Slozeni YPD inokula je uvedeno v Tabulka 2.

Tabulka 2: Slozeni YPD inokula

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

453 Produkéni média s riiznymi zdroji dusiku

V produkénim médiu byly kvasinky kultivovany po dobu 7 dni za intenzivniho michani.
Jednotlivd produkéni média se liSila sloZzenim, zejména zdrojem dusiku (siran amonny
a mocovina a v kombinaci s kvasni¢nym extraktem). C/N pomér v médiich byl vzdy C/N = 70.
SloZeni jednotlivych medii je uvedeno v Tabulka 3.

Tabulka 3: SloZeni produkcnich médii

Médium 1 Médium 2 Médium 3 Médium 4

Slozka c [a/l] Slozka c [a/l] Slozka c [o/1] Slozka c [o/1]

Glukoza 40,4 Glukoza 40,4 Glukoza 40,4 Glukoza 40,4
Kvasni¢ny 05 Kvasni¢ny ) Kvasni¢ny i Kvasni¢ny 05

extrakt ' extrakt extrakt extrakt ’

KH2PO4 40 KH2PO, 4.0 KH2PO4 4.0 KH2PO4 4.0

MgSOs - MgSOs - MgSOs - MgSOs -

7H,0 0,7 7H,0 0,7 7H,0 0.7 7H,0 0.7

(NH4)2SO4 0,7 (NH4)2SO4 1,0 Mocovina 0,5 Mocovina 0,4

4.6

Kultivace Fasy Euglena gracilis

Zasobni kultura eugleny byla pfockovavany kazdych 20 dni do nového média (sloZzeni — Tabulka
4). Pro zaoCkovani jednotlivych Erlenmeyerovych ban¢k byly pouZzity 6-denni kultury, které byly
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natedény na OD 0,1 (680 nm) cerstvym médiem. Euglena gracilis byla kultivovana mixotrofné
a heterotrofn¢ (octan nahrazen glukdzou — 10 a 20 g/1) za stalého osvétleni a teploté 25 °C.

Tabulka 4: Slozeni produkcnich médii

Euglena médium g/l
Kvasni¢ny extrakt

Trypton 2
Beef extrakt 1
Octan sodny 1
CaCI2-2H20 0,01

Heterotrofni kultivace

Glukéza 10

Glukdza 20

4.7

Izolace a analyza B-D-glukanii z kvasinek a hub

Pted samotnym stanoveni B-D-glukan byly pfipraveny pomocné roztoky, které nejsou soucasti
kitu K-YBGL Megazyme. Nasledné byly roziedény jednotlivé ¢asti kitu podle vyrobcem
pfilozeného névodu. Takto pfipravené roztoky byly vyuzity pro stanoveni B-D-glukant
v biomase kvasinek a fas. Lyofilizovana biomasa byla navazovana ve formé& jemného prasku.
Navazka byla pfiblizn€ 25 mg, avSak ne u vSech vzorkd, a to hlavné z divodu nedostate¢ného
nartistu biomasy. Pro vzorky obsahujici méné nez 15 mg biomasy byl postup méteni upraven.
Pro ovéfeni spravnosti méfeni byl pouzit pfilozeny kontrolni vzorek B-glukanu, jenz ma
deklarovany obsah B-glukant.

4.7.1

4.7.2

Obsah baleni kitu pro stanoveni B-glukani

Lahev 1 - 2 ml suspenze siranu amonného (NH4)2SO4 obsahujici exo-1,3-B-glukanazu
(100U/ml) a B-glukosidazu (20U/ml). Lahev je tteba uchovavat pti 4 °C.

Lahev 2 - 20 ml roztoku 50 % glycerolu obsahujici amyloglukosidazu (1,63U/ml)
a invertazu (500U/ml). Lahev je tfeba uchovavat pti 4 °C (popt. — 20 °C).

Léahev 3 - 50 ml reakéniho pufru GOPOD o pH = 7,4 obsahujici p-hydroxybenzoovou
kyselinu a azid sodny. Lahev je tfeba uchovavat pii 4 °C.

Lahev 4 - Reakéni smés GOPOD obsahujici glukdza-oxidazu (GOD), peroxidazu (POD)
a 4-aminoantipyrin. Lahev je tfeba uchovavat pii -20 °C.

Lahev 5 - 5 ml standardniho roztoku glukozy v 0,2 % kyseliné benzoové obsahujici
D-glukozu (1,00g/ml). Lahev je tieba uchovavat pii pokojové teploté.

Lahev 6 - Kontrolni vzorek B-glukanu (cca. 2 g). Lahev je tieba uchovavat pii pokojové
teploté.

Piiprava reak¢nich roztoku z jednotlivych ¢asti kitu

K obsahu lahve 1 bylo pfidano 9 ml pomocného roztoku €. 1 a roztok byl poté rozdélen na vhodné
alikvoty a uchovavan v plastovych zkumavkach pfi teploté -20 °C. Obsah lahve 2 nebylo tfeba
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dale upravovat. Obsah lahve 3 byl rozpustén a doplnén na objem 1 litr pomoci destilované vody.
Je tieba dbat na to, aby se nevytvofily krystalky pufru, pokud se vytvoii, je tieba je rozpustit.
Obsah lahve 4 byl rozpustén v cca 20 ml pomocného roztoku ¢. 1 a poté byl kvantitativné
preveden do zbyvajiciho mnozstvi pomocného roztoku €. 1, ziskame tak GOPOD reagent, ktery
je potieba chranit proti svétlu (alobalem). Takto pfipraveny roztok je tfeba uchovavat pii 2-5 °C,
po dobu maximaln¢ 3 mésici, nebo pii -20 °C po dobu 12 mésicu. Obsah lahve 5 a 6 nebylo
tteba upravovat.

4.7.3 Pomocné roztoky

Pro pfipravu acetatového pufru (200 mM, pH 5) bylo odméteno 11,6 ml ledové kyseliny sirové
a 900 ml destilované vody. Pomoci 4 M roztoku hydroxidu sodného bylo upraveno pH na 5,0.
Roztok byl nasledné doplnén na objem 1 litr. Uchovavan byl pii 4 °C.

Pro ptipravu acetatového pufru (1,2 M, pH 3,8) bylo odméfeno 69,6 ml ledové kyseliny a 800
ml destilované vody. Pomoci 4 M roztoku hydroxidu sodného bylo upraveno pH na 3,8. Roztok
byl nasledné doplnén na objem 1 litr. Uchovavan byl pii pokojové teploté.

Hydroxid draselny (10 M) byl ptipraven navazenim 561 g hydroxidu draselného a odméfenim
700 ml destilované vody (provadéno v digestofi, potieba michat). Po zchladnuti na pokojovou
teplotu byl roztok doplnén na objem 1 litr. Uchovavan byl pti pokojové teploté.

Pro ptipravu hydroxidu draselného (2 M) bylo navazeno 112 g hydroxidu draselného
a odméteno 800 ml destilované vody (provadéno v digestofi, potfeba michat). Po zchladnuti na
pokojovou teplotu byl roztok doplnén na objem 1 litr. Uchovavan byl pii pokojové teploté.

Kyselina sirova (12 M) byla ptipravena odmétenim 640 ml 98 % kyseliny sirové a 300 ml
destilované vody (provadéno v digestofi, potfeba michat). Po zchladnuti na pokojovou teplotu
byl roztok doplnén na objem 1 litr. Uchovavan byl pii pokojové teploté.

Hydroxid sodny (4 M), pro upravu pH byl pfipraven navazenim 16 g hydroxidu sodného
a odmétfenim 70 ml destilované vody. Po rozpusténi veskerého NaOH a zchladnuti na pokojovou
teplotu byl roztok doplnén na objem 100 ml. Uchovavan byl pti pokojové teploté.

4.7.4  Stanoveni celkovych glukanu

Bylo navazeno piiblizné 25 mg vzorku do reakénich zkumavek s uzavérem a poté byl pfidan
1 ml 12 M H2SOs4. Vzorek byl promichan a ulozen do ledové lazn€ po dobu 2 hodin, zkumavky
byly uzavieny uzavérem. Béhem lazné byly zkumavky nekolikrat vortexovany. Po 2 hodinach
bylo pfidano 5 ml destilované vody, obsah byl nasledné vortexovan po dobu 10 s. Zkumavky
byly dale umistény na 2 hodiny do termobloku (100 °C). Po 5 minutach v termobloku byly
zkumavky zazatkovany. Po ochlazeni vzorku na laboratorni teplotu a uvolnéni uzavérl, byl
hydrolyzat kvantitativné ptelit do 50 ml centrifugacnich zkumavek, které obsahovaly 17,5 ml
200 mM acetatového pufru (pH 5), a doplnén 1,5 ml 10 M KOH. Nasledné byly zkumavky
centrifugovany 10 minut pii 1 500 g. Hydrolyzaty byly pfipraveny k okamzitému méfeni.

Bylo napipetovano 50 pl hydrolyzatu a 50 ul ¢asti 1. Roztok byl promichan na vortexu
a nasledné inkubovan po dobu 1 hodiny ve vodni 1azni pfti teploté 40 °C. Poté bylo napipetovano
1,5 ml roztoku GOPOD (¢ast 4) a vzorek byl opét ponechan ve vodni lazni, 40 °C, po dobu
20 minut. Absorbance byla métena pii 510 nm. Méteni se provadélo ve dvou stanovenich proti
slepému vzorku. Slepy vzorek (blank) byl pfipraven 0,1 ml acetdtového pufru pH 5 a 1,5 ml
roztoku ¢ast 4. Jako standart slouzil roztok D-gluko6zy, ktery byl pfipraven napipetovanim 0,1 ml
slozky 5 a 0,1 ml acetatového pufru (pH 5).
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4.7.5 Stanoveni a-glukani

Bylo navazeno 25 mg vzorku do kultivac¢nich zkumavek s uzavérem a poté byl ptidan 1 ml 2 M
KOH. Obsah zkumavky byl promichan a ponechan po dobu 20 minut v ledové lazni. Nasledné
byly ptidany 4 ml acetatového pufru o pH 3,8 a ihned 0,1 ml ¢asti 2. Vzorek byl promichdn na
vortexu a ponechan 30 minut ve vodni 1azni nastavené na teplotu 40 °C, vzorek byl nékolikrat
promichan. Po 30 minutach byl vzorek kvantitativné pieveden do centrifugacnich zkumavek
a vzorky byly centrifugovany pii 1 500 g po dobu 10 minut.

Bylo pipetovano 50 pl hydrolyzatu a 50 pl ¢asti 1. Nésledné bylo pfidano 1,5 ml roztoku
GOPOD (cast 4) a vzorek byl ponechan ve vodni lazni po dobu 20 minut pii teploté 40 °C.
Absorbance byla métfena pti 510 nm proti slepému vzorku. Slepy vzorek a standart byly totozné
jako v predeslé ¢asti.

4.8 Izolace a analyza B-D-glukanii z obilovin

Pfed samotnym stanoveni f-D-glukand byly pfipraveny pomocné roztoky (uvedené v kapitole
4.8.3), které nejsou soucasti kitu K-BGLU Megazyme. Nasledné byly rozfedény jednotlivé ¢asti
kitu podle vyrobcem pftilozeného navodu. Takto pfipravené roztoky byly vyuzity pro stanoveni
B-D-glukani v obilovinach. Rozemleté obiloviny byly navazovany ve formé jemného prasku.
Navazka byla piiblizné¢ 100 mg. Pro ovéfeni spravnosti méfeni byl pouzit ptilozeny kontrolni
vzorek B-glukanu, jenZ ma deklarovany obsah B-glukand.

4.8.1  Obsah baleni kitu pro stanoveni B-glukani

e Lahev 1 - 1 ml suspenze lichenazy (obsahujici endo-(1,3) (1,4) -B-D-glukan-4-
glukanohydrolazy). Lahev je tfeba uchovavat pti 4 °C.

e Lahev 2 - 1 ml suspenze B-Glukosidazy. Lahev je tfeba uchovavat pii 4 °C.

e Lahev 3 - 50 ml reakéniho pufru GOPOD o pH = 7,4 obsahujici p-hydroxybenzoovou
kyselinu a azid sodny (0,095% w/v). Lahev je tieba uchovavat pti 4 °C.

e Lahev 4 - Reakéni smés GOPOD obsahujici glukoza-oxidazu (GOD), peroxidazu (POD)
a 4-aminoantipyrin. Lahev je tfeba uchovavat pti -10 °C.

e Lahev 5 - 5 ml standardniho roztoku glukézy v 0,2 % kyseliné benzoové obsahujici
D-glukozu (1,00g/ml). Lahev je tfeba uchovavat pii pokojové teplote.

e Lahev 6 - Kontrolni vzorek B-glukanu z je¢mene. Lahev je tieba uchovavat pii pokojové
teploté.

e Lahev 7 - Kontrolni vzorek B-glukanu z ovsa. Lahev je tfeba uchovavat pii pokojové
teploté.

4.8.2  Priprava reakénich roztoki z jednotlivych ¢asti Kitu

Obsah lahve 1 byl rozfedén 20 ml 20 mM roztoku sodno — acetatového pufru (pH 6,5). Nasledné
byl roztok rozdélen na vhodné alikvoty do polypropylenovych zkumavek. Takto pfipravena
¢ast 1 byla uchovana pii teploté -10 °C.

Cely obsah lahve 2 byl roziedén 20 ml 50 mM roztoku sodno — acetatového pufru (pH 4,0).
Nasledné byl roztok rozdélen na vhodné alikvoty do polypropylenovych zkumavek. Takto
pripravena ¢ast 1 byla uchovana pfi teploté -10 °C.
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Obsah lahve 3 byl rozpustén a doplnén na objem 1 litr pomoci destilované vody (Je tfeba dbat
na to, aby se nevytvorily krystalky pufru, pokud se vytvoii, je tieba je rozpustit).

Obsah lahve 4 byl rozpustén v cca 20 ml casti 3 a poté byl kvantitativné pieveden do
zbyvajicitho mnozstvi ¢asti 3, ziskdme tak GOPOD reagent, ktery je potieba chranit proti svétlu
(alobalem). Takto ptipraveny roztok je tfeba uchovavat pti 2-5 °C, po dobu maximalné 3 mésicd,
nebo pii -10 °C po dobu 12 mésicu.

4.8.3 Pomocné roztoky

Sodno-fosfatovy pufr (20 mM, pH 6,5) byl pfipraven rozpusténim 3,12 g NaH2PO4 - H20
v 900 ml destilované vody. Pomoci 100 mM roztoku hydroxidu sodného (4 g/l) bylo upraveno
pH na 6,5. Roztok byl nasledné doplnén na objem 1 litr. Nakonec bylo ptidano 0,2 g azidu
sodného. Uchovavan byl pii 4 °C.

Sodno-acetatovy pufr (50 mM, pH 4,0) byl ptipraven odméfenim 2,9 ml ledové kyseliny do
900 ml destilované vody. Pomoci 1 M roztoku hydroxidu sodné¢ho bylo upraveno pH na 4,0.
Roztok byl nasledné¢ doplnén na objem 1 litr. Nakonec bylo pfidano 0,2 g azidu sodného.
Uchovéavan byl pii 4 °C.

Sodno-acetatovy pufr (200 mM, pH 4,0) byl piipraven odméienim 11,6 ml ledové kyseliny
do 900 ml destilované vody. Pomoci 1 M roztoku hydroxidu sodného bylo upraveno pH na 4,0.
Roztok byl nasledné doplnén na objem 1 litr. Nakonec bylo pfidano 0,2 g azidu sodného.
Uchovavan byl pii 4 °C.

4,84 Kontrola a doporuceni

e Slepy vzorek se sklada z 0,1 ml destilované vody, 0,1 ml sodno — acetatového pufru
a 3 ml GOPOD reagentu.

e Vzorek glukézového standardu se sklada z 0,1 ml sodno — acetatového pufru, 0,1 ml
D-gluk6zového standartu a 3,0 ml GOPOD reagentu.

e Skazdym nové piipravenym GOPOD reagentem je tfeba pocitat s riznou dobou
maximalniho zbarveni se 100 ug D-gluk6zového standardu. Tato doba byva obvykle
kolem 15 minut.

e Je nezbytné, aby pii piipravé enzymu lichendzy nedoSlo ke kontaminaci
S B-glukosidazou.

4.8.5 Stanoveni f glukana

Bylo navéazeno ptiblizn¢ 100 mg rozemletého vzorku do reak¢énich zkumavek s uzavérem, dbame
na to, aby vSechny ¢astice vzorku byly na dn¢ zkumavky. Bylo pfidano 0,2 ml vodného roztoku
ethanolu (50 % v/v) pro usnadnéni rozpusténi. Dale byly piidany 4 ml sodno — fosfatového pufru
(20 mM, pH 6,5) a vse bylo promichano na vortexu. Poté¢ byly zkumavky umistény do
termobloku (100 °C) na 60 s. Smés byla dikladné rozmichana na vortexu a op€t inkubovana dalsi
2 minuty, nasledné opét vortexovana. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany pii 50 °C po
dobu 5 minut. Bylo piidano 0,2 ml lichenazy, promichano, uzavieny zkumavky a inkubovano
1 hodinu v 50 °C s pravidelnym michanim. Po 1 hodiné pfidame 5 ml sodno — acetatového pufru
(200 mM, pH 4) a promichame na vortexu. Zkumavky nechdme vychladnout na pokojovou
teplotu a centrifugujeme (10 min, 1000 g). Opatrné a presné napipetujeme 0,1 ml roztoku vzorku
na dno tii ¢istych zkumavek. Pfidame 0,1 ml B-glukosidazy (v 50 mM sod. — ac. Pufru, pH 4) do
dvou novych zkumavek (,,the reaction®), obsahujicich vzorek, do tieti zkumavky ptidame 0,1 ml
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sodno — acetatového pufru (50 mM, pH 4,0) (,,reagent blank*). VSechny zkumavky inkubujeme
10 min v 50 °C. Nasledn¢ piidame 3 ml GOPOD reagentu a opét inkubujeme v 50 °C, 20 minut.
Po vyjmuti z vodni 14zn€ métime absorbanci pfi 510 nm proti ,,reagent blank*.

4.9 Stanoveni paramylonu

1543 mg zmrazené a vysuSené biomasy bylo navazeno do sklenénych zkumavek s uzdvérem, do
kterych byl pfidan roztok slozeny z 1% SDS a 5% Na;EDTA. Suspenze byla vortexovana a poté
inkubovéana 30 minut pifi 37 °C, nasledné¢ centrifugovdna 10 minut pii 1 000 g. Procisténi
s SDS-Na2EDTA bylo opakovéano. Poté byly pelety procistény dvakrat za pouziti horké
destilované vody (70 °C). Po druhém promyti byla suspenze centrifugovana a vzniklé granule
byly pfes noc vysuseny pii 90 °C pro stanoveni hmotnosti. Mnozstvi paramylonu bylo vyjadfeno
jako pomér hmotnosti na mnozstvi biomasy.

410 Transesterifikace a stanoveni lipida

Na analytickych vahach bylo do sklenénych vialek navazeno piiblizné 10 mg vzorku. Poté bylo
do vialek ptidano 1,8 ml transesterifika¢ni smési (15 % H2SOs v MeOH (p.a.), 0,5 mg/ml
standartu (C17 kyselina heptadekanova)). Vialky byly zazatkovany vi€¢kem a poté ponechany
v termobloku pii 85 °C po dobu 2 hodin. Po 2 hodinach byly vialky z termobloku vyjmuty
a ponechany stat, aby vychladly na laboratorni teplotu. Poté se obsah vialek kvantitativné prevedl
do vétsich vialek (4 ml) a bylo ptidano 0,5 ml 0,05M NaOH a 1 ml hexanu. Vialky byly nasledné
znovu uzavieny. Po oddéleni fazi bylo do novych vialek odpipetovano 0,1 ml horni hexanové
faze a doplnény 0,9 ml hexanu pro GC. Vialky byly pfed méfenim uschovany v mrazaku
(-80 °C). Ptipravené vzorky byly analyzovany na plynovém chromatografu TRACE FC
(ThermoQuest S.p.A., Italie).

3) VYSLEDKY A DISKUSE

U vybranych péti druhd kvasinek (Saccharomyces cerevisiae CCY 6646, Cystofilobasidium
infirmominiatum CCY 17-18-4, Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6, Phaffia rhodozyma
CCY 77-1 a Rhodotorula glutinis CCY 20-7-26) byla stanovena rastova kiivka pro kultivace za
riznych teplotnich podminek. S. cerevisiae byla pouzita jako kontrolni kmen z divodu jejiho
komeréniho vyuzivani, jako jediného zastupce kvasinek, pro produkci -glukand. Ristové kiivky
byly stanoveny pro kultivace, které probihaly na ¢tyfech riznych médiich (sloZené jednotlivych
médii viz. Tabulka 3). Odbéry biomasy probihaly v ¢asech 48, 72, 96, 144 a 168 hodin
(u kultivace pti 30 °C byly casy odbéru pozménény na 48, 96, 144 a 192 z duvodu
epidemiologické situace). Biomasa byla po odbéru lyofilizovana a nasledné analyzovana na
obsah B-glukanli a mastnych kyselin.

Pro porovnani produkce B-glukant byl vybran také zastupce mikrotas, Euglena gracilis
CCALA 349, u kterého byl stanovovan obsah paramylonu, ktery je slozen pravé z B-glukani.

Dale byli vybrani 4 zastupci vyssich hub (shiitake, ucho JidaSovo, hliva Ustficnd a Zampion
zahradni). U téchto hub byl stanoven obsah glukani pro porovnani produkce B-glukanti
U kvasinek a vySSich hub. Zavér prace byl zaméien na obiloviny, kdy byl stanovovan obsah
B-glukant v komeréné dostupnych preparatech (zeleny jeCmen, je¢na mouka, pSeni¢na mouka,
zitnd mouka, ovesnd mouka a ryZzova mouka). U vysSich hub a obilovin byl stanovovan pouze
obsah B-glukanti.
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5.1 Vliv slozeni médii a teploty kultivace na produkci biomasy a obsah
B-glukant

Kazdy z vybranych druhti kvasinek byl kultivovan ve ¢tyfech médiich, liSicich se slozenim,
resp. zdrojem dusiku (viz. Tabulka 3: SloZeni produkénich médii. C/N pomér byl vzdy shodny,
CN 70. Kultivace probihala na uzaviené, temperované tiepacce, Cimz byla zajiSténa konstantni
teplota (8, 15, 22 a 30 °C) po celou dobu kultivace. Teploty byly voleny tak, aby doslo
k dostatecnému pokryti teplotniho rozsahu a mohlo dojit k porovnani produkci biomasy
a p-glukantl v zavislosti na zméné teploty. Casy odbérii byly stanoveny tak, aby doslo
k dostate¢nému narustu biomasy. Kultivace byly zahajeny zaockovanim na agarovych plotnach,
nasledujici den byly pfevedeny do tekutého inokula a nasledné do jednotlivych produkénich
médii. Poté nasledoval prvni odbér po 48 hodinach kultivace. Sledovan byl vliv teploty a slozeni
média na obsah glukanti v jednotlivych kmenech.

511 Produkce p-glukanii u kvasinky Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae je jiz hojné vyuzivana pro produkci B-glukand v komer¢nim prostifedi. Obsah
glukanti v bunééné sténé této kvasinky byl prokazan jiz v nékolika studiich [67], [68], avsak
z dtivodu nedostate¢nych literarnich zdroju pro produkci B-glukand ze S. cerevisiae a patentové
ochrany pro jeho izolaci nelze dohledat idealni nastaveni podminek pro kultivaci a rist této
kvasinky.

Z grafu, které jsou uvedeny nize, bylo pozorovano, Ze pti nizkych teplotach doslo k inhibici
ristu (Obrazek 5-8). U kultivace pti 8 °C byla nejlepsim zdrojem dusiku moc¢ovina s ptidavkem
kvasni¢ného extraktu, kdy rlst byl tfikrat vyS$i v porovnani s ostatnimi médii. Naopak pii
kultivacich za vyssSich teplot (22 °C a 30 °C) doslo k vyraznému nartistu biomasy oproti
chladngjsim kultivacim. Nejvétsi mnozstvi biomasy bylo ziskano u kultivace v médiu 3, pii
teploté 22 °C (odbér ve 144 hoding) a i v pribehu ¢asu kultivace byly vytézky oproti zbyvajicim
odbérim nadprimérné. Pfi teplotach 8 a 30 °C byly nariisty biomasy nejvyssi v médiu 4, zde
doslo nejspiSe k pozitivnimu vlivu slozeni média, kdy ristu biomasy prospéla piitomnost
minerdll, vitamint a zivin z kombinace kvasni¢ného extraktu a mocoviny. U zbyvajicich teplot,
15 a 22 °C, pozorujeme nejvyssi rust v médiu 3 (médium obsahujici jako zdroj dusiku pouze
mocovinu). Jako nejidealnéjsi kombinace podminek pro kultivace S. cerevisiae, z hlediska
narastu biomasy, byla vyhodnocena kultivace pii 22 °C v médiu 3 (obsahujici jako zdroj dusiku
mocovinu).
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Obrazek 5: Produkce biomasy pri kultivaci S. cerevisiae v jednotlivych médiich, teplota kultivace 8§ °C
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Obrdazek 6: Produkce biomasy pri kultivaci S. cerevisiae v jednotlivych médiich, teplota kultivace 15 °C
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Obrazek 8: Produkce biomasy pri kultivaci S. cerevisiae v jednotlivych médiich, teplota kultivace 30 °C

Pomineme-li obsah B-glukani u kultivace pii 8 °C (doslo k pfili§ nizkému narastu, a tudiz
nebyly naméteny glukany), vidime z niZze uvedenych grafii, Ze nejvyssi koncentraci nalezneme
u kultivace pii 22 °C v médiu 4 (as odbéru 168 hodin). Vyssi hodnoty byly naméfeny také pti
15 °C, kde vidime, Ze vliv média byl, krom odbéru v ¢ase 168 hodin, minimalni. Vliv média byl
pozorovan pii 30 °C, kdy média 1 a 2 vykazuji vyssi produkei B-glukanti.

Pii porovnani vysledk mnozstvi biomasy a produkce glukant, u teploty kultivace 15 °C, bylo
pozorovano, ze obsah glukand pfiblizné¢ odpovidd mnozstvi produkované biomasy. Teploty
15 °C a 22 °C vychazi jako vhodné pro kultivace, za ucelem zisku glukani, v médiich 3 a 4.
U teploty 30 °C byl sledovan propad mnozstvi glukanti u medii 3 a 4, naopak u médii 1 a 2
pozorujeme stabilni koncentraci glukanti v rozmezich 7-10 %. Lze tedy fict, ze na produkci
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glukanti v téchto dvou mediich (1 a 2) mé teplota minimalni vliv, na rozdil od médii 3 a 4, kde
s rostouci teplotou klesal obsah glukanii. Jako nejidedlnéjSi podminky kultivace, za ucelem
vysokého zisku biomasy a nasledné i glukantl, z experimentu vychézi slozeni média 3 pfti teplote

15 °C. Pti této kultivaci bylo dosazeno nejvyssiho nartistu biomasy a obsah glukanti se pohyboval
v rozmezi od 15 do 22 %.
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Obrazek 9: Produkce f glukanii pri kultivaci S. cerevisiae, teplota kultivace 8 °C
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Obrdazek 10: Produkce 8 glukanii pri kultivaci S. cerevisiae, teplota kultivace 15 °C
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Obrazek 12: Produkce 8 glukanii pri kultivaci S. cerevisiae, teplota kultivace 30 °C

5.1.2 Produkce B-glukani u kvasinky Cystofilobasidium infirmominiatum

U kvasinky C. infirmominiatum, podobné jako u S. cerevisiae, byla prokazana produkce
B-glukand. Jelikoz jde o kvasinku bézné se vyskytujici v chladné&jSich oblastech, tak zde byl
pozorovan dostateény nartst biomasy i pii nizsich teplotach [19].

Z nize ptilozenych graft (Obrazek 13-16) bylo pozorovano, zZe risty biomasy se pfilis nelisily
vlivem teploty ani slozenim média. Jedinym vyrazné&j$im rozdilem byl ¢as dosaZeni stacionarni
faze, kde vidime, Ze u vétsiny stanovovanych vzorkl doslo k dosaZeni staciondrni faze v rozmezi
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96 a 144 hodiny odbéru, ale u vzorkll v médiich 3 a 4 (teplota kultivaci 8 a 22 °C) k tomu doslo
v ¢asech mezi 144 a 168 hodinou odbé&ru. AvSak i1 v tomto pfipadé se nejednd o vyznamné
rozdily. Nejvétsi mnozstvi biomasy bylo odebrano z kultivace pii 8 °C v médiu 3, v Case

144 hodin.
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Obrazek 13: Produkce biomasy pri kultivaci C. infirmominiatum v jednotlivych médiich, teplota
kultivace 8 °C
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Obrazek 14: Produkce biomasy pri kultivaci C. infirmominiatum v jednotlivych médiich, teplota
kultivace 15 °C
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Obrazek 15: Produkce biomasy pri kultivaci C. infirmominiatum v jednotlivych médiich, teplota
kultivace 22 °C
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Obrazek 16: Produkce biomasy pri kultivaci C. infirmominiatum v jednotlivych médiich, teplota
kultivace 30 °C

Vliv slozeni média a teploty se vyznamnéji projevuje az ve vysledcich tykajicich se obsahu
B-glukand. Z grafii (Obrazek 17-20) bylo pozorovano, Ze v krajnich teplotach (8 °C a 30 °C) je
obsah glukani niz8i nez u teplot 15 a 22 °C. Dale byl pozorovan mozny negativni vliv
kvasni¢ného extraktu obsazeného v médiich 1 a 4 (niz§i C/N pomér), konkrétné u kultivace pfi
teploté 15 °C a castecné také pii 22 °C. Nejlepsi vysledky obsahu B-glukanti byly naméfeny u
kultivace pii 22 °C v médiu 2. Pfi této kultivaci byl jejich obsah pies 30 % jiz v prvnim case
odbéru a koncentrace poté postupné klesala. Tento trend neodpovidéd chovani kvasinky pfi
ostatnich kultivacich, kdy zdanlivé obsah glukani rostl s mnozstvim biomasy, coz pozorujeme i
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u zbyvajicich médii a teplot kultivaci. U kultivace v médiu 4 (8 °C a 30 °C) a 3 (30 °C) byly
naméfeny vyrazné odchylené hodnoty obsahu B-glukanid, proto by bylo vhodné méfeni
zopakovat a ovefit dosazené vysledky. Pro kvasinku  C.infirmominiatum se
zZ biotechnologického hlediska jevi jako nejidealnéjsi podminky kultivace 22 °C a sloZeni média
2, kde jako zdroj dusiku slouzi siran amonny. Pfi téchto podminkach bylo dosazeno nejvyssi
koncentrace glukant ve vzorku (pies 33 %) a také vysledky ostatnich odbérti z média 2 byly
oproti zbyvajicim kultivacim nadprimérné.
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Obrazek 17: Produkee f glukanii pri kultivaci C. infirmominiatum, teplota kultivace 8 °C
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Obrazek 18: Produkce 8 glukanii pii kultivaci C. infirmominiatum, teplota kultivace 15 °C
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Obrazek 19: Produkce [ glukanii pri kultivaci C. infirmominiatum, teplota kultivace 22 °C
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Obrazek 20: Produkce 8 glukanii pri kultivaci C. infirmominiatum, teplota kultivace 30 °C

5.1.3 Produkce B-glukanii u kvasinky Sporidiobolus pararoseus

Z grafu (Obrazek 21-24) byl pozorovan teplotni vliv na rust biomasy, kdy opét v krajnich
teplotach (8 °C a 30 °C) je produkce nizsi, nez je tomu u teplot 15 °C a 22 °C. Stacionarnich fazi
bylo dosazeno u vSech kultivaci v ¢ase 96 hodin, kromé kultivace pfi teploté 22 °C v médiu 3,
kdy jeste v case 168 hodin dochazelo k ristu, a také u kultivace pii 8 °C v médiu 4,
kde pozorujeme nartst biomasy také v ¢ase 168 hodin. Nejvétsi mnozstvi biomasy bylo odebrano
pii teploté¢ 22 °C v médiu 4. Kultivace v médiu 4 vykazuji nejvyssi mnozstvi biomasy také
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u teploty 8 °C. U teplot 15 a 30 °C byly nejvyssi produkce zaznamenany u média 3 (pti 15 °C)
amédia 1 (30 °C). Pii pohledu na grafy vidime ale, Ze rozdily mezi produkci biomasy
V jednotlivych mediich nejsou nikterak vyrazné, kromé vysledkl u kultivaci v médiu 4

(8 a 22 °C).
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Obrazek 21: Produkce biomasy pri kultivaci S. pararoseus v jednotlivych médiich, teplota kultivace
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Obrazek 22: Produkce biomasy pri kultivaci S. pararoseus v jednotlivych médiich, teplota kultivace
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Obrazek 23: Produkce biomasy pri kultivaci S. pararoseus v jednotlivych médiich, teplota kultivace
22 °C
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Obrazek 24: Produkce biomasy pri kultivaci S. pararoseus v jednotlivych médiich, teplota kultivace
30 °C

Pii stanovovani obsahu glukant u S. pararoseus je z grafii (Obrazek 24-27) patrné, ze pii
teploté kultivace 15 °C byly mezi jednotlivymi médii a ¢asy odbéri minimalni rozdily.
U zbyvajicich kultivaci jiz byly pozorovany rozdily jak mezi jednotlivymi médii, tak i ¢asy
odbéru biomasy. U kvasinky kultivované v médiu 1 vidime obsah B-glukani pii teploté 8 °C a
15 °C v intervalu 10-15 %. S narUstajici teplotou poté obsah B-glukantit mél tendenci klesat
(obsah B-glukani v médiu 1 pii teploté 30 °C, v ¢ase 144 hodin, se vymyka, a proto by bylo
vhodné experiment zopakovat a ovéfit dosazeny vysledek). Nejvétsi mnozstvi B-glukant bylo
naméfeno u vzorku kultivovaného pii teploté 22 °C v médiu 1 (¢as odbéru 48 hodin). Z hlediska
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biotechnologické produkce B-glukant se jako nejvhodnéjsi jevi kultivace pii 15 °C v médiu
obsahujicim jako zdroj dusiku kvasniény extrakt v kombinaci se siranem amonnym (médium 1),
pii této kultivaci byl obsah B-glukanti nezavisly na ¢ase odbéru.
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Obrazek 25: Produkce f glukanii pri kultivaci S. pararoseus, teplota kultivace 8 °C
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Obrazek 26: Produkce f glukanii pri kultivaci S. pararoseus, teplota kultivace 15 °C
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Obrazek 27: Produkce f glukanii pri kultivaci S. pararoseus, teplota kultivace 22 °C
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Obrazek 28: Produkce f glukanii pri kultivaci S. pararoseus, teplota kultivace 30 °C

5.1.4 Produkce B-glukanii u kvasinky Phaffia rhodozyma

P. rhodozyma patfici do oddéleni Basidiomycetes ma buné¢nou sténu tvoienou polysacharidy,
hlavné B-(1-3), B-(1-6) a a-(1-3) glukany. Dale také obsahuje v malém mnozstvi chitin [22]. Je
to psychrofilni kvasinka a obvykle preferuje spiSe nizsi teploty pro rust.

Z grafti (Obrazek 29-32) bylo zjisténo, ze nartst biomasy nedosahl stacionarni faze u kultivaci
pti 8 °C, a také v médiich 2, 3 a 4 pfi kultivaci pfi 22 °C. U média 1, pii 30 °C, také nebylo
dosazeno stacionarni faze rustu. Ve zbyvajicich pfipadech nastala stacionarni faze ristu pii
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odbéru ve 144 hodiné. Nejvyssi nartst byl zaznamenan pfi temperaci na 8 °C v médiu 4, pfi
odbéru ve 168 hodin€. Jako vhodny zdroj potiebného dusiku se v médiu jevi kvasni¢ny extrakt
v kombinaci s mocovinou (médium 4), dobré vysledky byly také dosazeny v médiu 1 (kvasni¢ny
extrakt + siran amonny) a v médiu 3 (mocovina). Naopak, jako nevhodné slozeni média z grafa
vychazi médium 2 (siran amonny), ktery vykazoval nejnizs$i produkci biomasy ve vsech
piipadech.
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Obrazek 29: Produkce biomasy pri kultivaci P. rhodozyma v jednotlivych médiich, teplota kultivace
8 °C
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Obrazek 30: Produkce biomasy pri kultivaci P. rhodozyma v jednotlivych médiich, teplota kultivace
15 °C
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Obrazek 31: Produkce biomasy pri kultivaci P. rhodozyma v jednotlivych médiich, teplota kultivace
22 °C
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Obrazek 32: Produkce biomasy pri kultivaci P. rhodozyma v jednotlivych médiich, teplota kultivace
30 °C

P. rhodozyma doséahla produkce B-glukant az k 20 %. U kultivace pti 30 °C byl pozorovan
vyrazny ubytek jeho mnozstvi, krom média 3 pii kultivaci pii 30 °C, kde byla zaznamenana
vyrazna odchylka oproti zbytku vysledkt ve stejném médiu pii piedchozich odbérech. Tato
odchylka by mohla byt zptsobena chybou pfi méfeni, pro potvrzeni vysledku by bylo vhodné
experiment provést opakované. Pti provadéni stanoveni doslo u vzorku (médium 3, 15 °C, odbér
168 hodin) k odpafeni vzorku, pii temperaci (100 °C), a proto nebylo mozné tento vzorek
proméfit (zlstatek biomasy jiZ neumoznil opakovani méfent).
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Nejvyssi obsah glukand byl naméten pti kultivaci v médiu 2, teploté 8 °C, pfi odbéru v Case
72 hodin. U kultivace pfi 8 °C pozorujeme klesajici tendenci v mnozstvi B-glukant.
U zbyvajicich vzorkli vidime maximum v ¢ase 72 hodin. Pti 15 °C sledujeme opét klesajici
mnozstvi u média 1, u média 3 naopak rostouci trend v mnozstvi B-glukani. V médiich 2 a 4
vidime vysoké mnozstvi glukant v ¢ase 48 hod (médium 4), resp. v ¢ase 72 hod (médium 2),
dale ma pak obsah glukant rostouci tendenci. Byly pozorovany také podobné vysledky u médii
s obsahem kvasni¢ného extraktu (média 1 a 2). Pti 22 °C byly vysledky v ¢asech 96, 144 a 168
relativné shodné, nezavisle na médiu (krom média 4 v ¢ase odbéru 168 hodin). V ¢asech odbért
48 a 72 hodin vidime opét podobnost mezi médii 1 a 4 (kvasni¢ny extrakt). Mnozstvi B-glukani
pii teploté 30 °C bylo nejnizsi. Pro biotechnologické cely, pfi porovnani produkce biomasy
a B-glukanti, vychézi jako nejvhodnéjsi kultivace v médiu 4 pfi teplot¢ 15 °C, kde sledujeme
vysoké koncentrace glukan a dostateény narust biomasy.
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Obrazek 33: Produkce p glukanit pri kultivaci P. rhodozyma, teplota kultivace 8 °C
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Obrazek 34: Produkce p glukanu pri kultivaci P. rhodozyma, teplota kultivace 15 °C
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Obrdazek 35: Produkce f glukanii pri kultivaci P. rhodozyma, teplota kultivace 22 °C
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Obrazek 36. Produkce f glukanii pri kultivaci P. rhodozyma, teplota kultivace 30 °C

5.1.5 Produkce p-glukani u kvasinky Rhodotorula glutinis

R. glutinis patii, podobn¢ jako P. rhodozyma, do odd¢leni Basidiomycetes. Proto 1ze o¢ekavat
V bunééné sténé zastoupeni glukand.

U grafii (Obrazek 37-40) byl pozorovan piirtstek biomasy v danych intervalech. Pti teplotach
kultivace 22 a 15 °C doSlo k ustaveni stacionarni faze v ¢ase 96 hodin (vyjimku tvoii pouze
kultivace v médiu 2, kdy byl pozorovan staly narust biomasy i v ¢ase 168 hodin). Pti kultivace
v 8 °C bylo sledovano rostouci mnozstvi biomasy po celou dobu odbérti, nedoslo zde tedy
K ustaveni stacionarni faze. U 30 °C zase pozorujeme vy$si narusty u kultivaci v médiich
s obsahem mocoviny (média 3 a 4). VSeobecné vykazovala R. glutinis nejvyssi riusty v médiich
3 a 4. Naopak média s obsahem siranu amonného, jakoZzto zdroje dusiku, maji narasty biomasy
niz8i. Vliv teploty sledujeme u vSech médii. U médii 3 a4 byl zaznamenan rostouci trend
v souvislosti s rostouci teplotou. Média 1 a 2 maji sva maxima pfi teplotach od 8 do 22 °C. Pti
teploté 30 °C byla pozorovana snizena produkce biomasy.

Béhem kultivace pti 30 °C doslo ke kontaminaci vzorkl v ¢ase 144 hodin (u médii 1 a 2),
z tohoto diivodu nebylo mozné stanovit biomasu a obsah glukanii v téchto vzorcich.
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Obrazek 37: Produkce biomasy pri kultivaci R. glutinis v jednotlivych médiich, teplota kultivace 8 °C
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Obrdazek 38. Produkce biomasy pii kultivaci R. glutinis v jednotlivych médiich, teplota kultivace 15 °C
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Obrazek 39: Produkce biomasy pri kultivaci R. glutinis v jednotlivych médiich, teplota kultivace 22 °C
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Obrazek 40. Produkce biomasy pri kultivaci R. glutinis v jednotlivych médiich, teplota kultivace 30 °C

Z hlediska produkce B-glukanti mizeme pozorovat vztah mezi nariistem biomasy a vyslednym
mnozstvim B-glukant, kdy bylo mnozstvi glukant v jednotlivych mediich a ¢asech odbért
odpovidajici mife nardstu biomasy. Pfi nizsich teplotach byla sledovana vyssi produkce glukani
v médiu 3 (v case 96 hodin az témét 27 %). Nejvyssi obsah glukanti byl naméten pii kultivaci
v 15 °C (Cas 48 hodin), u odbéru z média 2 (cca. 37 %). Pozorovana byla také vyssi produkce
glukand pfi niz8ich teplotach. Vyjimku tvofi kultivace v médiich 3 a 4 pii 22 °C, kde bylo
sledovano podobné mnozstvi glukant, jako tomu bylo pfi nizsich teplotach. U kultivace pti 30 °C

jsou pak jiz obsahy B-glukant vzdy pod 10 %.
Pro dosazeni co nejvyssich ziskt B-glukanu vychazi jako nejidealné&jsi varianta kultivace pfti
15°C v médiu s obsahem siranu amonného (médium 1 a 2). Za takovych podminek bylo
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dosazeno dostatecného rustu biomasy po celou dobu experimentu, a také nejvyssich obsaht
glukani v biomase.
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Obrazek 41: Produkce 8 glukanii pri kultivaci R. glutinis, teplota kultivace 8 °C
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Obrazek 42: Produkce f glukanii pri kultivaci R. glutinis, teplota kultivace 15 °C
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Obrazek 43: Produkce f glukanu pri kultivaci R. glutinis, teplota kultivace 22 °C
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Obrazek 44.: Produkce 5 glukanii pri kultivaci R. glutinis, teplota kultivace 30 °C

5.2 Stanoveni obsahu celkovych, a a f glukani u vybranych zastupci vyssich
hub

V ramci prace byly stanovovany obsahy glukani také u vybranych vyssich hub. Pro tyto ucely
byly vybrany shiitake, ucho Jidasovo, hliva Gstfi¢na a Zampioén zahradni. Vzorky hlivy ustfi¢né
a zampionu zahradniho byly pfed samotnym métenim suseny pii teploté 80 °C po dobu 24 hodin.
Zbyvajici vzorky, shiitake a ucho JiddSovo, byly pofizeny jiz ve vysuSeném stavu. Pred
samotnym zacatkem méteni byly vzorky rozdrceny na jemny prasek, ktery byl nasledné
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analyzovén. Analyza obsahu glukanti ve vzorcich vyssich hub probihala za pouziti kitu, ktery byl
jiz pouzit u stanoveni obsahu B-glukant u kvasinek, podle postupu uvedeného v kapitole 4.7.
K vyhodnoceni vysledk byl vyuzit software dodany vyrobcem kitu.
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Obrazek 45: Vysledné obsahy glukanii ve vybranych vzorcich hub

Nejvétsi mnozstvi glukanti (Obrazek 45) bylo stanoveno v hlivé tstii¢né (jednalo se o houbu
v syrovém stavu, kterd byla vysuSena). NejvySsi obsah a-glukanli byl naméfen u Zampionu
zahradniho. U zbyvajicich hub byl obsah a-glukanti velmi nizky v porovnani s celkovym
obsahem glukantd. Pouze u vySe zminéného zZampidénu zahradniho dosahovala koncentrace a-
glukant ptiblizné 30 % obsahu vSech glukani.

Vysledné mnoZstvi B-glukant bylo ziskano rozdilem celkovych a a-glukani. Nejvyssi obsah
byl namétfen pro hlivou ustfi¢nou, kde B-glukany tvoii velkou ¢ast vSech glukanti. Vysledné
obsahy B-glukanti se pohybovaly u v§ech vzorkl nad 15 %, kromé Zampidnu zahradniho (10 %).
Obsah glukanii zjistény ve vyssich houbach je podobny nebo nizsi nez u kvasinek.

5.3 Stanoveni obsahu -glukani u vybranych zastupci obilovin

Pro stanoveni obsahu glukanti v obilovindch byli vybrani zastupci jeCmene (mlady jecmen
a je¢na mouka), pSenice, Zita, ovsa a ryze (vSechny vzorky ve form¢€ mouky). Ponévadz vzorky
byly pofizeny jiz ve formé prasku, nebyla potieba zadna dalsi jejich Gprava. Na rozdil od
kvasinek a vyssSich hub bylo potieba pouzit jiného kitu (Megazyme K-BGLU, viz. kapitola 4.8)
z dtvodu odlisnych vazeb v polymeru. Postup prace s timto kitem je uveden v kapitole 4.8.
Vysledky byly zpracovany pomoci vyrobcem doddvaného softwaru.
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Obrazek 46.: Obsah p-glukanit u vybranych druhit obilovin

Z obrazku 46 bylo stanoveno, Ze obsah B-glukani byl prokazatelné potvrzen ve vzorcich
je¢mene (u obou forem), Zita a ovsa. Ve vzorcich ryze bylo stanovené mnozstvi pfili§ malé, aby
se dalo hovotit o prokazani ptitomnosti B-glukant. Nejvyssi obsah byl stanoven u ovesné mouky
(cca. 4,1 g/100 g vzorku). Zajimavé je pozorovat rozdil u jecné mouky a mladého je¢mene, tento
rozdil mohl byt zplisoben rozdilnym zpracovanim pii vyrobé téchto surovin. Mlady je¢men je
sklizen v ranném stadiu, kdy je jesté zeleny. Z toho diivodu nemusi dojit k produkci B-glukant
Vv takové mife jako u bézné sklizeného jeCmene.

54 Stanoveni paramylonu u Fasy Euglena gracilis

Paramylon je sacharid podobny $krobu. U fasy E. gracilis nachazime B-glukany spojené (1—3)
-glykosidickymi vazbami, které nazyvame paramylon. Tento polysacharid se podoba Skrobu
[46, 50].

E. gracilis byla kultivovana za mixotrofné a heterotrofné (octan nahrazen ptidavkem glukozy
10 a 20 g/l). Na grafu (Obrazek 47) vidime, ze k nejvyssi produkci biomasy doslo u heterotrofni
kultivace s ptidavkem glukézy 10 g/l. U mixotrofni kultivace naopak byla sledovana nejnizsi
produkce. Na dalsich grafech (obrazek 48 a 49) byla sledovana zména optické hustoty. Pii
680 nm byla méfena absorbance chlorofylu a rozptylu svétla biomasou, u 720 nm pouze rozptyl
svétla biomasou. Diky témto méfenim byla sledovana akumulace biomasy, aniz by byla potieba
stanovovat susinu. Stacionarni faze bylo u kultivaci s pfidavkem glukézy dosazeno v obou
ptipadech kolem 144 hodiny, zatimco u mixotrofni kultivace jiz v ¢ase 72 hodin (pti mé&feni OD

680), resp. v ¢ase 96 hodin pii OD 720.
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Obrdazek 47: Narust biomasy u jednotlivych kultivacnich podminek
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Obrazek 48: Riist E. gracilis pri OD 680 nm
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Obrazek 49: Riist E. gracilis pri OD 720 nm

Na grafu (Obrazek 50) bylo sledovano mnozstvi obsazeného paramylonu v lyofilizované
biomase E. gracilis. Nejnizsi mnozstvi nachazime pii mixotrofni kultivaci. Naopak heterotrofni
podminky rastu vyrazné zvysSuji produkci paramylonu. Nejvice paramylonu bylo obsazeno
v biomase v ¢ase 240 hodin, u ptidavku 10 g/l glukozy (témét 70 % hmotnosti biomasy), dobrych
vysledk bylo dosazeno také pti pridavku 20 g/l glukédzy.

Jako idealni kombinace pro biotechnologické vyuziti vychazi kultivace za heterotrofnich
podminek s koncentraci glukézy 10 g/l. Za téchto podminek dosahla E. gracilis nejvyssiho
nariistu biomasy a také obsahu paramylonu, jakozto zdroje glukant.
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Obrazek 50: Mnozstvi paramylonu obsazené u E. gracilis
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5.5 Produkce mastnych kyselin kvasinkami

Pomoci plynové chromatografie bylo stanoveno paralelné s produkci glukand také mnozstvi
produkovanych lipidi a obsahové slozeni mastnych kyselin u lyofilizované biomasy kvasinek.
Takto stanovené mastné kyseliny byly rozdéleny do tii skupin, polynenasycené mastné kyseliny
(PUFA), mononenasycené¢ mastné¢ kyseliny (MUFA) anasycené¢ mastné kyseliny (SFA).
Vysledky byly graficky vyhodnoceny znazornénim jednotlivych pomérd PUFA, MUFA a SFA
Vv celkovém mnozstvi mastnych kyselin v biomase. Také bylo hodnoceno celkové procentualni
zastoupeni mastnych kyselin v navaZzce biomasy.

Z kazdé kultivace byl vybran zastupce v ¢ase nejvétSiho nartstu biomasy. Z divodu jejiho
nedostatku u vzorkl kvasinky Saccharomyces cerevisiae, nebylo mozné stanovit obsah mastnych
kyselin. Tento pfipad nastal také u n¢kolika vzorka Phaffia rhodozyma.

55.1 Produkce mastnych kyselin u kvasinky Cystofilobasidium infirmominiatum

Na grafech (Obrazek 51-54) bylo sledovano zvysujici se mnozstvi MUFA na tkor PUFA
s rostouci teplotou. Tento jev byl pozorovan u vsech pouzitych médii. V ramci jednotlivych
médii bylo ovéteno, Ze zastoupeni mastnych kyselin zlstava procentualné neménné.

U kvasinky C. infirmominiatum dale bylo pozorovano klesajici mnozstvi produkovanych
mastnych kyselin s rostouci teplotou, tento jev sledujeme na grafu (Obrazek 55). Také si miizeme
vS§imnout rozdili mezi jednotlivymi médii, které se s rostouci teplotou vyrovnavaji. Nejveétsi
produkce mastnych kyselin byla naméfena v médiu 1 pii teploté 8 °C (37 %), naopak nejnizsi
obsah nalezneme v médiu 4 pfi teploté 15 °C (9 %). Obecné byly sledovany podobnosti mezi
médii s obsahem siranu amonného (média 1 a 2) a médii s mocovinou (média 3 a 4). Distribuce
mastnych kyselin se vyznamné méni s teplotou kultivace, a to na kazdém pouzitém médiu —
zatimco pii niz$ich teplotach je zastoupeni PUFA az je 40%, pfi teploté 30 °C je podil PUFA
zanedbatelny a prevladaji MUFA, coZ by mohlo souviset se strukturou membran.
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Obrazek 51: Slozeni mastnych kyselin u kvasinky C. infirmominiatum, médium 1
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Obrazek 52: Slozeni mastnych kyselin u kvasinky C. infirmominiatum, médium 2
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Obrazek 53: Slozeni mastnych kyselin u kvasinky C. infirmominiatum, médium 3

100%
80%
60%
40%
20%
0%

8 15 22 30

T[C]

Obsah mastnych kyselin
[%]

ESFA mMUFA mPUFA

Obrazek 54: Slozeni mastnych kyselin u kvasinky C. infirmominiatum, médium 4
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Obrazek 55: Zavislost celkového mnozstvi mastnych kyselin v navazkach biomasy C. infirmominiatum na
teploté

5.5.2  Produkce mastnych kyselin u kvasinky Sporidiobolus pararoseus

I u této kvasinky byly pozorovany (Obrazek 56-59) rozdily v distribuci mastnych kyselin
Vv zavislosti na teploté, podobn¢ jako u C. infirmominiatum. S rostouci teplotou byl pozorovan
rostouci obsah MUFA, konstantni mnozstvi SFA a klesajici obsah PUFA, pfi¢emz zastoupeni
PUFA bylo celkové nizsi (maximalné cca 25 %). U médii 1 a 2 bylo sledovano téméf shodné
zastoupeni SFA, MUFA a PUFA u jednotlivych teplot. Nejnizsi obsah MUFA byl v téchto
médiich stanoven pii teplotach 15 °C. U médii 3 a 4 naopak sledujeme s rostouci teplotou i rist
obsahu MUFA na ukor SFA a PUFA. Rozdily v zastoupeni mastnych kyselin i ve zménéch
distribuce s teplotou jsou zfejmé rodové zavislé.

U kvasinky S. pararoseus bylo rovnéz pozorovano (Obrazek 60) klesajici mnozstvi
produkovanych mastnych Kyselin s rostouci teplotou. V médiu 1 doslo k ubytku mastnych
kyselin s rostouci teplotou. U média 2 bylo sledovano konstantni mnozstvi mastnych kyselin pii
teploté od 8 do 22 °C a nasledné vyrazny pokles pti 30 °C. Pfi teploté 30 °C doslo k vyrovnani
produkci mastnych kyselin ve vSech médiich. Nejvyssi produkce byla zaznamenana v médiu 4
pti teploté 22 °C (40 %).
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Obrazek 56: Slozeni mastnych kyselin u kvasinky S. pararoseus, médium 1
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Obrazek 57: Slozeni mastnych kyselin u kvasinky S. pararoseus, médium 2
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Obrazek 58: Slozeni mastnych kyselin u kvasinky S. pararoseus, médium 3
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Obrdzek 59: Slozeni mastnych kyselin u kvasinky S. pararoseus, médium 4
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Obrazek 60: Zavislost celkoveho mnozZstvi mastnych kyselin v navazkach biomasy S. pararoseus na
teploté

5.5.3 Produkce mastnych kyselin u kvasinky Phaffia rhodozyma

Stanoveni mastnych kyselin pro P. rhodozyma bylo provedeno pouze pro vzorky s dostate¢nym
mnozstvim biomasy, z tohoto diivodu nejsou data kompletni. Pfi pfedpokladu analogického
chovani s predchozimi kvasinkami je rovnéz mozné si pov§imnout klesajiciho procentualniho
zastoupeni mastnych kyselin v biomase s rostouci teplotou.

Na grafech (Obrazek 61-64) byla opét pozorovana rozdilna distribuce mastnych kyselin
Vv zévislosti na teploté. Stabilni zastoupeni MUFA v médiu 1 pfi teplotach 8 a 15 °C se s rostouci
teplotou zvysuje a dosahuje az 76 % na tkor PUFA. V médiu 2 vidime shodny vysledek pfi
teploté 30 °C, jako v médiich 1, 3 a 4 (vyrazné vyssi produkce MUFA oproti SFA a PUFA).
V médiu 4 pfti teplotach 8 a 15 °C doslo k vyrovnani koncentraci MUFA a PUFA a k mirnému
poklesu SFA.

Z grafu (Obrazek 65) bylo zjisténo, Ze nejvice mastnych kyselin bylo vyprodukovano
v médiu 1 pfi 8 °C. Pii teploté 30 °C doslo k vyrovnani koncentraci mastnych kyselin v biomase
ve vSech médiich. Opét byla sledovana klesajici tendence mnozstvi mastnych kyselin u média 1,
ve kterém kvasinky dosahuji nejvyssiho obsahu pfi 8 °C.
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Obrazek 61: Slozeni mastnych kyselin u kvasinky P. rhodozyma, médium 1
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Obrazek 62: Slozeni mastnych kyselin u kvasinky P. rhodozyma, médium 2
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Obrazek 63: Slozeni mastnych kyselin u kvasinky P. rhodozyma, médium 3
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Obrazek 64: Slozeni mastnych kyselin u kvasinky P. rhodozyma, médium 4
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Obrazek 65. Zavislost celkového mnozstvi mastnych kyselin v navazkach biomasy P. rhodozyma na
teploté

5.5.4  Produkce mastnych kyselin u kvasinky Rhodotorula glutinis

V rozmezi teplot 8 az 22 °C bylau média 1 (Obrazek 66) stejné€ jako u ostatnich kment sledovana
klesajici koncentrace MUFA a rostouci PUFA, podil SFA zlstaval s minimalnimi rozdily. Pfi
teploté 30 °C byl sledovan pokles koncentrace SFA a prudky narust MUFA s poklesem PUFA.
V piipadé medii 2 a 4 (Obrazek 67 a Obrazek 69) byly pozorovany podobné vysledky s poklesem
koncentrace MUFA ptfi teploté 15 °C. V piipadé 30 °C doslo v médiu 4 (Obrazek 69) k nartstu
SFA a poklesu koncentraci MUFA a PUFA. V médiu 3 nebyly sledovany vyraznéjsi rozdily se
zménami teplot.
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Obrazek 66: Zastoupeni mastnych kyselin u kvasinky R. glutinis, médium 1
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Obrazek 67: Zastoupeni mastnych kyselin u kvasinky R. glutinis, médium 2
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Obrdzek 68: Zastoupeni mastnych kyselin u kvasinky R. glutinis, médium 3
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Obrdzek 69: Zastoupeni mastnych kyselin u kvasinky R. glutinis, médium 4
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Obrazek 70: Zavislost celkového mnozstvi mastnych kyselin v navazkach biomasy R. glutinis na teploté

U kvasinky R. glutinis byly pozorovany vyrazngjsi rozdily mezi médii. Jako u jediného druhu
bylo zde zaznamenéno (Obrazek 70) nejvétsi zastoupeni mastnych kyselin v médiu 3
(u zbyvajicich kmenti vzdy v médiu 1). Mnozstvi lipidi opét klesalo s teplotou Kkultivace,
vyjimkou byla média 3 a 4, u kterych pfi teplot¢ 30 °C byl sledovan riist mnozstvi mastnych
kyselin. Je mozné, Ze zde dochazi jiz k pusobeni teplotniho stresu. U R. glutinis doslo
K pozitivnimu vlivu mocoviny, obsazené v médiich 3 a 4, na produkci lipida.
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6 ZAVER

Beta-glukany jsou pfirodni polymery slozené z gluk6zovych jednotek. Jsou Siroce zastoupeny
Vv piirodg€, obzvlasté v fasach, houbach a kvasinkach, ale také ve vyssich rostlinach. U fady z nich
byl jiz prokazan stimulacni u¢inek na imunitu, mohou aktivovat imunitni systém, zvySovat
odolnost proti infekcim a mit protektivni u¢inek proti progresi rakovinnych onemocnéni.

V této diplomové praci byla zkoumana produkce B-glukanti u vybranych druht kvasinek, fas,
vysSich hub a obilovin. Zvlastni pozornost byla vénovana karotenogennim kvasinkam, které
dosud nebyly povazovany za vydatné zdroje beta-glukant. Pro kultivaci kvasinek byla zvolena
Ctyfi rizna média liSici se navzajem riznymi zdroji dusiku ¢i jejich kombinaci. Kromé slozeni
média byl také sledovan vliv teploty na produkci biomasy a vysledny obsah glukanii. Byly
zvoleny ¢tyfi odlisné teploty kultivace (8, 15, 22 a 30 °C).

U tasy Euglena gracilis byl sledovan nartst biomasy v médiu S octanem sodnym (mixotrofni
kultivace) a s ptidavkem glukozy (heterotrofni kultivace, sledovany byly piidavky 10 a 20 g/1).
Vzorky hub byly zakoupeny z komer¢nich zdroji v Cerstvé nebo susené formé, a obiloviny byly
pofizeny ve formé praSku (mouky). U vzorkl kvasinek a hub byl analyzovan obsah celkovych
glukant a a-glukant, na zaklad¢ jejichz rozdilu byl poté stanoven obsah B-glukand. U obilovin
byl stanoven obsah beta-glukand. U fas byl stanovovan obsah paramylonu, ktery je zdrojem
B-glukani.

Pfi porovnani produkce biomasy u kvasinek, v riznych médiich a pfi riiznych teplotach, byly
dosazené vysledky porovnavany v ramci jednotlivych druhti. U kvasinky S. cerevisiae bylo
dosazeno nejvyssich vytézku pti 22 °C v médiu 3 (jako zdroj dusiku zde byla pouzita moc¢ovina).
Z porovnani s ostatnimi médii a vysledky lze ptisoudit tyto zisky pfitomnosti mo€oviny v médiu,
ktera poslouzila jako vhodny zdroj dusiku. Teplotni vliv na produkci biomasy nebyl zaznamenan
pro kmen C. infirmominiatum, u kterého byly patrné pouze nepatrné rozdily i v zavislosti na
slozeni média. Pozitivni vliv zvySujici se teploty na produkci biomasy byl zaznamenan pro S.
pararoseus, kdy nejvyssi nartst biomasy byl u teploty 22 °C (pfi pouziti médii 1, 2 a 4), pouze
u média 3 doSlo k nejvysSimu ristu jiz pii 15 °C. V médiu 3 je obsazena jako zdroj dusiku pouze
mocovina, u zbyvajicich médii jde o kvasnicny extrakt v kombinaci se siranem amonnym
(médium 1), samotny siran amonny (médium 2) anebo kombinaci kvasni¢né¢ho extraktu a
mocoviny (médium 4). NejvySSich produkci bylo dosaZeno v médiich obsahujicich mocovinu,
nikoliv v8ak v kombinaci s kvasniénym extraktem (médium 3). P. rhodozyma dosahovala
nejlepsich vysledki opét v médiich s obsahem mocoviny (média 3 a 4). S rostouci teplotou obsah
biomasy klesal u médii 3 a 4, opa¢né tomu bylo u média 1 (kombinace kvasni¢ného extraktu se
siranem amonnym). V médiu 2 (zdroj dusiku byl siran amonny) nedochazelo k vyraznému vlivu
teploty na produkci biomasy. Nejvy§siho nariistu v médiu s mocovinu bylo dosazeno také pro R.
glutinis, kdy u kultivaci pti 15 °C a 22 °C bylo dosazeno nejvysSich ziskti biomasy ze vSech
analyzovanych kment a podminek.

U vétsiny kultivaci byla pozorovana souvislost mezi mnozstvim B-glukanti a produkci
biomasy. Nejlepsim zdrojem dusiku pro produkci beta-glukanti byla u vétsiny kvasinek
mocovina, popiipadé jeji kombinace s kvasniénym extraktem. Pouze v nékolika malo ptipadech
byl obsah B-glukanti nejvyssi u kultivaci v médiu 1, které obsahuje kvasnicny extrakt
v kombinaci se siranem amonnym. NejvySsi obsah B-glukant byl stanoven v biomase kvasinky
P. rhodozyma (39 %), u kultivace pti 8 °C v médiu 2. Produkce biomasy u P. rhodozyma je vsak
za té€chto podminek nejniZsi oproti jinym médiim. Pfi porovnani ziskii biomasy a glukani poté
vychazi nejlépe kultivace v médiu s obsahem mocoviny a kvasniéného extraktu pti 15 °C (odbér
ve 168. hodin¢), kdy byl naméten obsah glukanti 36 %. Celkové nejstabilnéjsim a pravdépodobné
nejvhodnéjsim Kvasinkovym producentem glukanii pro pfipadné primyslové vyuziti se jevi

66



kmen Rhodotorula glutinis CCY 20-7-26, ktera vykazovala nejvyssi produkce biomasy
(cca 12-14 g/l) spomérné vysokym zastoupenim beta-glukand (25-30 %). Soucasné tato
kvasinka produkuje karotenoidni pigmenty, steroly, koenzym Q a lipidy, coz predstavuje
biotechnologicky zajimavy produkcni systém vyuzitelny k zisku jednotlivych skupin metabolitt
nebo obohacené kvasinkové biomasy.

Ptitomnost glukanti u vyssich hub byla prokézana u vSech analyzovanych vzorki. Nejvyssi
zastoupeni celkovych glukant bylo naméteno u hlivy Gstticné (témét 30 %). Nejvice a-glukant
bylo obsazeno u Zampionu zahradniho (5 %). B-glukany byly zastoupeny ve vSech piipadech,
nejvice jich bylo obsazeno ve vzorcich hlivy ustiicné (27,8 %) a shiitake (24,3 %).

Z analyzovanych vzorkl obilovin byly glukany jednoznacné potvrzeny u vzorkti mladého
jemene, jeCmene, zita a ovsa. Vzorky pSenice a ryze obsahovaly méné jak 0,1 g/100g. Nejvetsi
zastoupeni maji B-glukany v pfipadé ovsa (4,1 g/100 g) a jeCmene (3,3 g/100 g).

V piipad¢ E. gracilis byl nejvyssi nartist biomasy u heterotrofni kultivace (10 g/l glukézy).
(vztazeného v % na mnozstvi suSiny) bylo naméfeno rovnéz u heterotrofni kultivace (téméf
70 %) pti koncentraci glukozy 10 g/l.

Produkce mastnych kyselin byla zvySena pii nizsich teplotach kultivace. Nejvyssi produkce
mastnych kyselin byla u R. glutinis v médiu s obsahem mocoviny pfi kultivaci v 8 °C (45,6 %).

Celkové lze shrnout, ze vSechny analyzované materidly jsou za vhodnych podminek
vyuzitelné k produkci B-glukant. Efektivni produkce Ize dosahnout zejména u kvasinek, které
rostou rychle, heterotrofné a na pomérné¢ levnych médiich, pficemz produkce biomasy je
V laboratornim méfitku kolem 15 g/l a obsah glukanii v této biomase dosahuje az 35 %.
V primyslovém métitku lze predpokladat podstatné vyssi produkce biomasy, coz ¢ini kvasinky
perspektivni. Za mimofadné zajimavé lze povazovat zjiSténi tykajici se simultanni produkce
glukanti a dalSich metabolitti karotenogennimi kvasinkami. Zde je tieba podrobnéji analyzovat
strukturu a zejména biologické Uc¢inky téchto glukant. Zajimavymi producenty glukani mohou
byt i fasy, zejména pokud by mohl byt levné realizovan autotrofni rtst spotfebovavajici CO».
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