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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace byla optimalizace metod izolace a analyzy polysacharidii
B-glukant produkovanych karotenogennimi kvasinkami. V rdmci experimentu byla vybrana
jako produkéni kmen kvasinka Rhodotorula toruloides, ktera byla kultivovéna v laboratornich
bioreaktorech. V teoretické casti je vypracovana literarni reSerSe na téma karotenogenni
kvasinky a metabolity, které produkuji. Hlavnim metabolitem, kterym se tato prace zabyva, je
polysacharid B-glukan. B-glukany jsou polysacharidy, které tvoti v bunce kvasinky bunécnou
sténu. Jsou zndmy pro své imunostimula¢ni u€inky, antioxida¢ni u¢inky, podporuji hojeni ran
a pomahaji ke snizeni hladiny cholesterolu a glukézy v Krvi.

Experimentalni ¢ast prace se zabyva kultivaci kvasinkové biomasy, jeji charakterizaci. Déle
optimalizaci enzymatického stanoveni B-glukanti pomoci komeréniho enzymatického Kkitu
a izolacemi B-glukant z kvasinkové biomasy. V ramci experimentu byly také dale vyvijeny
metody extrakce kvasinkové biomasy umoznujici z malého vzorku kvasinkové biomasy jednim
extrakénim postupem vyseparovat a analyzovat B-glukany, lipidy, lipidické latky a proteiny.

KLICOVA SLOVA
Karotenogenni kvasinky, B-glukany, polysacharidy, karotenoidy, lipidy, izolace, enzymatické
stanoveni



ABSTRACT

The aim of this thesis was to optimize the methods of isolation and analysis of B-glucan
polysaccharides produced by carotenogenic yeasts. As part of the experiment, the yeast
Rhodotorula toruloides, which was cultivated in laboratory bioreactors, was selected as the
production strain. Theoretical part describes the subject of carotenogenic yeasts and the
metabolites they produce. The main metabolite that this work deals with is the polysaccharide
B-glucan. B-glucans are polysaccharides that form the cell wall in the yeast cell. They are known
for their immunostimulating effects, antioxidant effects, promote wound healing and help lower
cholesterol and blood glucose levels.

The experimental part of the work deals with the cultivation of yeast biomass and its
characterization. Furthermore, optimization of the enzymatic determination of B -glucans using
a commercial enzymatic kit and isolation of B-glucans from yeast biomass. As part of the
experiment, yeast biomass extraction methods were also further developed, enabling the
separation and analysis of B-glucans, lipids, lipidic substances and proteins from a small sample
of yeast biomass in one extraction procedure.

KEY WORDS
Carotenogenic yeast, B-glucans, polysaccharides, carotenoids, lipids, isolation, enzymatic
determination
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1 UVOD

Soucasna politika na poli védy je vedena predevSim cestou udrzitelnosti. I z tohoto divodu
obliba biotechnologické produkce mikroorganisml stale roste. Mezi takto produkované
mikroorganismy patii také karotenogenni kvasinky. Karotenogenni kvasinky produku;ji dtlezité
metabolity, jako jsou karotenoidy, lipidy ¢i B-glukany. Tyto latky dale ziskavaji uplatnéni ve
farmakologickém, kosmetickém i potravinaiském primyslu.

Velkoobjemova kultivace téchto mikroorganismi vyzaduje vysoké provozni i financni
néklady. Z tohoto ditvodu se v posledni dobé intenzivné studuje, jak tyto naklady snizit. Jednou
Z moznych cest by mohlo byt vyuziti odpadnich substratii z potravinaiského priimyslu pro
kultivaci. Tento substrat by v médiu slouzil jako zdroj zZivin. Diky vyuZiti téchto substrati by
dochazelo k valorizaci odpadt a sniZeni nakladi na cely proces produkce biomasy a metabolitt.

Naduzivani antibiotik v poslednich letech u lidi i u Zivo¢isné vyroby zplisobilo vznik a Sifeni
bakterii, které jsou vuci antibiotikim odolné. Tato skutecnost piimo ohrozuje lidské zdravi.
Z tohoto divodu se objevila snaha o vyvoj alternativ antibiotik. Jednou z moznych alternativ
by mohly byt pravé B-glukany diky jejich imunomodulaénim Géinkdm. B-glukany jsou pfirodni
polysacharidy vyskytujici se v bunééné sténé kvasinek, ale i tfeba u hub ¢i fas. Vyzkumy
potvrdily i dal$i uzitecné vlastnosti B-glukant, jako jsou antioxida¢ni u€inky, podpora hojeni
ran, snizuji hladiny cukru v krvi, snizuji hladiny tuku v krvi a mnoho dalsich. B-glukany jsou
také zkoumany, jako potencialni latka pro 1é¢bu alergii ¢i jako podptirna 1é¢ba pti 1é€bé nadord.
I diky této skutecnosti se jim v posledni dobé€ dostava velké pozornosti. V soucasné dobé¢ jsou
B-glukany dostupné ve formé doplnk stravy.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kvasinky

Jedna se o heterotrofni jednobunééné eukaryotické organismy patfici do ¥ise Fungi. Kvasinky
jsou jednim z nejrozsifenéjSich mikroorganismti na Zemi. Vyskytuji se v pudé¢, vzduchu,
moiské vod¢, rostlinach, na zvifatech 1 v potravindch. Kvasinky Ziji jednotlivé nebo
v koloniich, kde se skladaji do pseudomycelia ¢i nepraveho mycelia. Dokazou se rozmnozovat
pohlavné (pucenim) nebo nepohlavné (d¢lenim). Kvasinky se vyuzivaji v potravinaiském
prumyslu pii vyrobé pekaiského drozdi, octa, lihu, vina ¢i piva. Déle jejich vyuziti nalezneme
i V biotechnologickém prumyslu pfi vyrob¢ enzymu, antibiotik, vitamint, aminokyselin nebo

bilkovin [1] [2] [3].

2.1.1 Struktura a tvar kvasinky

Tvar a velikost kvasinek zavisi na druhu, prostfedi a zplisobu vegetativniho rozmnoZovani.
Bunky maji elipsoidni, vej¢ity nékdy az kulovity tvar. Velikost kvasinek se pohybuje mezi
3-4 um. Kvasinkovd builkka se skladd zpevné bunécné stény, pod ni nalezneme
cytoplazmatickou membranu. Vnitiek buiiky je vyplnén cytoplazmou, ve které nalezneme jadro
adal$i organely. Mezi organely, které jsou typické pro eukaryotické burky, nalezneme
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, mitochondrie, plastidy a vakuolu [3] [4].

Bunécna sténa kvasinek je tvofena pfedevsim polysacharidy, tato struktura dodava butice
tvar a chrani ji pred okolnimi vlivy. Pod ni nalezneme cytoplazmatickou membranu sloZenou
z fosfolipidické dvojvrstvy, do které jsou ukotveny proteiny, steroly a signédlni molekuly. Tato
semipermeabilni membrana propousti malé molekuly a plyny. VE&tsi molekuly se do buiiky
dostanou pomoci transportnich kanall. V cytoplazmé nalezneme bunééné organely, enzymy
a zasobni latky. Mnoho dulezitych syntéz, jako je syntéza karotenoidl, se odehrava
v endoplazmatickém retikulu [3] [4].

2.1.2 Bunééna sténa kvasinek

Jedna se o pevnou, polopropustnou strukturu sloZzenou ptevazné z polysacharidu. Tato struktura
dava bunce tvar a brani ji proti vlivim okolniho prostiedi jako jsou osmotické a mechanické
sily. Dalsimi funkcemi bunéné stény jsou regulace rastu, regulace difize a komunikace.
Bunééna sténa kvasinek a hub se sklada z chitinu, B-glukana a proteinu [3] [5].

Su$ina buné&cné stény je piiblizné z 80 % tvoiena z polysacharidi. Polysacharidy se zde
skladaji do struktury vlaken, ktera se splétaji dohromady. Dalsi slozkou bunééné stény jsou
bilkoviny, které maji asi 10 % su$iny a vypliuji vlaknitou strukturu polysacharidi. V buné¢né
sténé muzeme dale nalézt malé mnozstvi lipida, fosfolipidii a fosforecnany, které jsou na
polysacharidy vazané esterovymi vazbami. Hlavni slozkou polysacharidti v buné¢né sténé jsou
B-(1,3)-glukany a B-(1,6)-glukany. Stavebnimi kameny B-glukant jsou gluk0zové jednotky
spojené glykosidickou vazbou. Dal$imi polysacharidy v bunééné sténé jsou mannany,
glukosaminy a chitiny [5].

V bunécné sténé maji B-glukany dvé funkce: B-(1,3)-glukany se svoji strukturou tvoii kostru
bunééné stény. Zatimco B-(1,6)-glukany tvoii diky své rozvétvené struktute jakési lepidlo,
které drzi bunéénou sténu pohromadé [6] [7].

10



Na obrazku je zobrazen prufez buné¢nou sténou. Nalezneme zde chitinovou vrstvu, na které
lezi vrstva propletenych B-(1,3)-glukant a B-(1,6)-glukand. Vng&jsi vrstva bunécné stény je
tvofena mannoproteiny [8].
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Obréazek 1: Zndzornéni bunécné stény Saccharomyces cerevisie. Obrdzek byl prevzat a preloZen z [8].

2.1.3 Karotenogenni kvasinky

Jednéa se o kvasinky, které jsou schopné produkovat karotenoidni pigmenty. Karotenoidy se
v kvasince produkuji ve formé B-karotenu, torulenu, lykopenu a torularhodinu. Diky akumulaci
téchto barviv kvasinka ziskdva zluté az cervené zbarveni, proto se tyto kvasinky oznacuji jako
cervené kvasinky. Produkci pigmentl kvasinkou naptiklad ovliviiuje typ kvasinky, Zivné
médium, podminky prostiedi a svételné spektrum. Tyto kvasinky patii do tfidy Basidiomycetes,
pod tuto tfidu spadaji rody Cystofilobasidium, Rhodotorula a Sporobolomyces. Tyto kvasinky
se dale vyznacuji vysokou produkci lipidi, ve kterych se nachdzi vysoké mnozstvi
polynenasycenych a mononenasycenych mastnych kyselin. Diky obsahu téchto latek je lze
vyuzit ve farmaceutickém, potravinaiském a kosmetickém pramyslu [4] [9] [10].

2.1.4 Vybrany kmen Rhodotorula

Kolonie téchto kvasinek se zbarvuji do oranZzova az cCervena, diky vyssi koncentraci
karotenoidd. Tento kmen se vyskytuje v kvasinkové i mycelidlni form¢. Tvofii vej¢ité bunky
a rozmnozuje se za pomoci puceni. Tento kmen je velice slibny diky schopnosti akumulace
lipidii a vysoké adaptabilité na substraty. Tento rod je striktné aerobni, z tohoto divodu nemuze
fermentovat cukry a neni schopen zpracovat laktozu. Kmen dokéze zpracovavat rizné zdroje
uhliku, jako jsou monosacharidy (hexdzy, pentdzy), oligosacharidy (sachardza, celobioza,
maltdza), alkoholy (glycerol, mannitol, sorbitol) a organické kyseliny (acetat, laktat, sukcinat,
citrat, mastné kyseliny). V jejich buiikach byla zjisténa zvys$ena produkce koenzymu Q9 a Q10.
Mezi zastupce tohoto kmenu patii Rhodotorula toruloides, Rhodotorula Kratochviloae nebo
Rhodotorula glutinis [4] [9] [11] [12].
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2.1.4.1 Rhodotorula toruloides

Poprvé byla izolovana ze vzduchu v Dalianu v Ciné vroce 1922 a pojmenovana byla
jako Torula rubescen. Pozdéji byla pfejmenovana. Vyskytuje se ve dvou formach, ve formé
kvasinky nebo ve form¢ mycelidlni. V ptirod¢ se vyskytuje také v dfevni hmot¢ borovice, pid¢,
mofské vodg, kyselych odpadnich vodach nebo v listech rostlin [12].

Jednd se o karotenogenni kvasinku, kterd ma velice dobrou schopnost produkce
mikrobiélnich lipidi a karotenoidi. Tato kvasinka primarné produkuje [B-karoten, torulen
a torularhodin, které jsou zajimavé pro potravinaisky primysl. RovnéZ patii mezi slibné
kandidaty na produkci mikrobidlniho oleje jako alternativni nepotravinaiské olejové suroviny
pro vyrobu bionafty. Tato kvasinka dokaze ptreménit rafinovany a surovy glycerol na lipidy.
Diky této schopnosti je mozné vyuzit vedlejsiho produktu glycerolu, ktery vznika pti vyrobé
bionafty, jako levného a udrZitelného zdroje uhliku pro vyrobu mikrobialniho oleje. Tento olej
vyuziva na vyrobu bionafty [4] [11] [12] [13].

- : |

Obréazek 2: Kvasinka Rhodotorula toruloides.
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2.2 Biotechnologicka kultivace

Jedna se o proces kultivace mikroorganismu v biotechnologickych fermentorech. V priubéhu
kultivace fermentor zajist'uje optimalni podminky pro rist a mnozeni mikroorganismui. Tyto
kultivace miZzeme provadét v laboratornim méftitku, poloprovoznim méfitku ¢i provoznim
mefitku. Podle typu pouzité technologie pro kultivaci mizeme bioreaktory rozdélit na:

A) Bioreaktory

a) Pro aerobni fermentaci

b) Pro anaerobni fermentaci
B) Kultiva¢ni nadoby — vyuzivané k velkokapacitni kultivaci bunék zivocichti a rostlin
C) Enzymové reaktory

Dale mtizeme kultivacni procesy rozdélit na:

A) Batch kultivaci — jedna se o vsadkovou kultivaci, kdy jsou do bioreaktoru na pocatku
dodany vsechny Ziviny a v pribéhu kultivace neni dale nic pfidavano ani odebirano.

B) Fed-batch kultivace — jedna se o kultivaci, v pribéhu které jsou ziviny do média
pridavany.

C) Kontinualni kultivace — je kultivace, u které jsou v pribéhu kultivace ziviny ptidavany
kontinualng, a dale je kontinualné odebirdna biomasa. Proces kultivace je udrzovan
dlouhodobgé.

Kultivace kvasinek v bioreaktorech se provadi
Vv laboratofich na zakladé¢ vysledki z pfedchozich
kultivaci v malych  laboratornich  méfitcich.
V bioreaktoru je dbano na idealni podminky pro rust.
Pro kultivaci je nutné zajistit dostatecnou sterilitu
prostiedi, vhodné pH, teplotu, michani, ptisun Kysliku
1 zivin. Mezi hlavni ziviny dilezité pro kultivaci
kvasinek patii C, N, P, S a stopové prvky. Uhlik se
dodavd napiiklad ve formé glukézy, glycerolu,
melasy, syrovatky ¢i ve formé slunecnicového oleje.
Dusik muZeme dodat ve formé mocoviny, amonnych
soli nebo jej miizeme dodavat ve formé komplexnich
zdroju jako je kvasni¢ny autolyzat. Fosfor se dodava
ve formé fosfore¢nant. Sira se do média dodava ve
formé siranti. Pritb¢h kultivace je monitorovan pomoci
riznych sond v bioreaktoru [14] [15].

Obrézek 3: Bioreaktor pri kultivaci
kvasinky Rhodotorula toruloides.
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2.2.1 Rustova krivka

Popisuje ¢asovou zavislost rustu mikrobialni kultury. Prvni faze se nazyva lag-faze. V této fazi
se kultura ptizpisobuje novym podminkdm a béhem této faze nedochazi k rozmnozovani.
V prub¢hu této faze dochdzi k produkcei série enzymt a dalSich molekul, které umoziuji burice
se piizpusobit novym podminkam v médiu. Délka lag-faze zavisi na slozeni produkéniho média
a mnozstvi pridanych latek, které ptisobi na kulturu stresem. Déle take zavisi na fyziologickem
stavu bun¢k a jejich mnozstvi v médiu. Druha faze se nazyva faze zrychleného rustu. V této
fazi bunky kvasinek rychle rostou a intenzivné se mnozi. Nasledné kvasinky piechazeji do tieti
faze, kterou je exponencialni faze rustu. V této fazi maji kvasinky krat$i generacni dobu a
zacinaji produkovat primarni metabolity. Mezi primarni metabolity se fadi napiiklad lipidy,
aminokyseliny, sacharidy a nukleové kyseliny. Tyto metabolity jsou nezbytné pro preziti
organismu. Ve ¢tvrté fazi dochazi ke zpomaleni ristu, z divodu nedostatku zivin v médiu a
rustova kiivka prechazi do stacionarni faze. Ve staciondrni fazi se rychlost rozmnozovani rovna
rychlosti odumirani bunék. Kultura zaciné tvofit sekundarni metabolity, jako jsou alkaloidy,
vitaminy, antibiotika nebo tfeba rostlinnd barviva. Posledni faze v grafu ristové kiivky je faze
odumirani, pti které dochazi k vy¢erpani veskerych zivin z média a kultura postupné odumira

[5] [14].

| Obr. 6.1 Riistova kiivka

6 7-doba (h)
x — podet zivych bunék v 1 ml
1- lag-fize
2 - f4ze zrychlujiciho se ristu
3 - exponencidlnf féze ristu

% 4 - faze zpomalujiciho se riistu
. 5 - stacionarn{ faze ristu
6 - fdze odumiran{

— N X
()

.._........___.____
e e e e s s ooy s s

|

Obrézek 4: Riistova krivka, tento obrazek byl prevzat z [5].
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2.3 Studované metabolity karotenogennich kvasinek

2.3.1 Glukany

Jedna se 0 hojnou skupinu homopolysacharidu, jejichz zakladni jednotkou je glukédza. Tyto
zakladni jednotky jsou spojeny glykosidickou vazbou. Heterogenita jednotlivych typa glukanti
se projevuje typem vazeb, velikosti, stupném vétveni, konformaci molekuly nebo biologickymi
vlastnostmi, ale i typem zdroju, ze kterych je izolujeme [16] [17].

Vyzkum se v soucasné dobé vice zabyva studiem B-glukand jejich izolacemi, zpusoby
vyuziti a jejich biologickou aktivitou. Jednou z vlastnosti B-glukant je jejich imunomodulaéni
ucinnost. Tato vlastnost je predpokladem jejich velkého potencidlu pii 1é¢bé nemoci, zranéni ¢i
1écbe alergii. Velkym tématem je i studium B-glukant v souvislosti s antibiotiky, nebot’
nadmérné uzivani antibiotik zpiisobilo vznik a Sifeni kmenil bakterii, které jsou na antibiotika
rezistentni. S tim by ¢asem mohly pomoci pravé B-glukany, které pusobi imunomodulator.
Navazuji se na bilé krvinky a tim zvysuji jejich odolnost vuci bakteriim a virim. (-glukany
muzeme nalézt v bunéénych sténach vyssich hub, kvasinek, rostlin, fas a bakterii [16] [17].

2.3.1.1 Struktura a vlastnosti B-glukanii

B-glukany jsou polysacharidy, které se skladaji z monomert glukdzy spojenych
B-glykosidickou vazbou. Monomery glukéz se vazou v pozicich 1,3 a 1,6. Mensi postranni
fetézce se vazou do pozic 1,3; 1,4 a 1,6. Tedy B-(1,3)-glukany jsou spojeny
B-(1,3)-glykosidickymi vazbami a f-(1,6)-glukany jsou spojeny [-(1,6)-glykosidickymi
vazbami. Celd struktura je déle stabilizovana za pomoci vodikovych mustka, kdy hlavni
a-postranni fetézce [-glukand plisobenim vodikovych mistkl vytvaieji jednoduché a trojité
Sroubovice [16] [17].

Stupeini vétveni, prostorova struktura a délka postrannich fetézct (-glukant vyzaduji dalsi
studium. Struktura polysacharidii (-glukanti zavisi na zdroji a metodé izolace. Aktivita je
ovlivnéna stupném vétveni. Ma imunostimula¢ni, antimikrobialni, protinadorova, antioxida¢ni
a protizanétliva aktivita [16] [17] [18].

Obrazek 5: A: 8-(1,3)-glukan je hlavni retézec; B: B-(1,6)-glukan je postranni retézec [16].
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2.3.1.2 Biologicky ucinek

Pilotni studie zjistily, Zze B-glukany a mannany z bunééné stény kvasinek mohou pisobit
na makrofagy a stimulovat tim nespecifickou imunitu organismu. B-glukany jsou piirozené
aktivatory imunity, které mohou specificky i nespecificky posilovat imunitni systém za pomoci
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns). Na zakladé vyzkumu bylo dale potvrzeno,
ze B-glukany a mannany mohou zlepSovat stievni prostiedi, stimulovat vrozenou imunitu,
adsorbovat mykotoxiny a podporovat hojeni ran. Déle 3-glukany snizuji hladinu cukri a tukt
Vv krvi, pfedchédzeji a napomahaji 16¢bé€ rakoviny a maji antioxidac¢ni ucinky. V soucasné dobé
byly vyvinuty obvazy na rany s obsahem (-glukand, protiinfek¢éni 1é¢iva s obsahem [-glukant,
B-glukany se také vyuzivaji v dopliicich stravy pro zlepsSeni imunity a Vv zivocisné vyrobé pro
prevenci nemoci zvirat [16].

Biologickou aktivitu lze dale zlepsit vyuzitim chemické modifikace struktury. Kdy se
pii modifikaci upravuje struktura a snizuje délka fetézce polysacharidi. Metody izolace
B-glukani mohou narusit strukturu polysacharidi, modifikace je jeden ze zpusobu, jak
narusenou strukturu opravit [16].

2.3.1.3 Biosyntéza B-glukanii

Mechanismus syntézy [B-glukanu neni stale piesné objasnén. Celkovy proces syntézy
se ¢astecn¢ podoba syntéze chitinu. Proces syntézy [-glukanovych fetézcii probiha
V cytoplazmé. Tyto fetézce jsou dale preneseny pomoci transmembranového enzymového
komplexu do periplazmatického prostoru. Predpoklada se, ze v periplazmatickém prostoru
dochazi k modifikaci struktury fetézce. Pro tvorbu bunécné stény je zapotiebi struktury
B-(1,3)-glykosidickych vazeb pro tvorbu zakladni bunééné kostry, a -(1,6)-glykosidickych
postrannich vazeb pro spojovani bunééné stény [19] [20].

Tato syntéza je vicestupniovy proces, ktery se skladd z iniciace, prodluZovani fetézce
a tvorby vétvi. Biosyntéza B-glukand probihd za pomoci glukansyntas, prekurzorem je zde
UDP-glukosa. B-(1,3)-glukan je syntetizovan glukansyntasou véazanou k plasmatické
membrané a rostouci polymer se presouva do periplasmatického prostoru. Syntéza
B-(1,6)-glukanu je zahajovana v cytoplasmé v sekre¢ni draze. Glukanasy degradujici glukany
jsou lokalizovany v periplasmé. Zajisténi mechanismu regulace obou typti enzymut nebylo
doposud objasnéno. U B-(1,3)-glukansyntasy vyzkumy poukazuji na roli malého
GTP-vazebného Rhol proteinu, jako regulaéni komponenty, ktera ziejmé v aktivnim stavu
aktivuje v plasmatické membrané lokalizovanou syntasu, ktera pak realizuje syntézu
glukanového fetézce za jeho soucasného prichodu membranou. Rhol protein je zaroven
lokalizovan s aktinovymi poli¢ky, coz ukazuje na koordinaci mezi polarizovanym rustem
bunécné stény a morfogenezi [3] [19] [20].
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2.3.1.4 Perspektiva do budoucna

Diky biologické aktivité€ maji potencidl do budoucna. Je mozné je vyuzit v nékolika oblastech,
jako imunitni stimulétory, regulatory pii piipravé vakciny, jako nosice 1é¢iv do makrofagii nebo
jako ptisada do krmiv [16] [18].

B-glukany se pouzivaji pii 1é¢bé metabolickych onemocnéni, jako jsou obezita, diabetes
2. typu a kardiovaskularnich onemocnéni. B-glukany se pouzivaji diky jejich schopnosti
snizovat cholesterol a regulovat cukr v krvi. Pfedmétem dalSich studii je regulace stfevni
mikrobioty u metabolickych onemocnéni, tyto studie probihaji na zvifatech a v ramci
klinickych studii [16] [18].

2.3.1.5 Studie lécby Diabetes

Tato studie se zaméfuje na pacienty, ktefi maji problémy s produkci inzulinu. Nemoc Diabetes
je chronické onemocnéni, pii kterém se ve slinivce bfisni tvofi inzulin jen ¢astecné nebo témér
vibec. Toto onemocnéni se rozdéluje na dva typy. Prvnim typem je Diabetes 1. typu, pfi tomto
onemocnéni jsou pacienti zavisli na injekénim podani inzulinu, nebot’ jejich télo ma této latky
absolutni nedostatek. Druhym typem je Diabetes II. typu, zde se jedna o vytvofeni urcité
rezistence na inzulin a relativni nedostatek inzulinu. Nejcastéjsi pfi¢inou onemocnéni Diabetes
I1. typu byvé obezita [21].

Studie ukazaly, Ze 3-glukany mohou sniZit koncentraci glukdzy v krvi. Rovnéz bylo zjisténo,
ze -(1,3)-glukany muzou vyznamné snizit hladinu glukézy v krvi, diky inhibici exprese
glukdzového transportéru-1 uz ve stievni sliznici a podporou syntézy jaterniho glykogenu.
Studie na diabetickych mysich prokazaly vyznamné snizeni hladiny glukozy v krvi. Dale bylo
zjiSténo, Ze ptitomnost zbytkid bunéénych stén kvasinek zplsobilo zvySeni hladiny inzulinu
u mysi [16].

2.3.1.6 Studie lé¢by vysoké hladiny cholesterolu

Cholesterol je organicka latka, kterd pomaha té€lu zpracovavat tuky a je dulezitou slozkou pfi
tvorbé bunéénych membran. Dale se cholesterol v téle pouziva pfi tvorbé hormont a vitamini.
Nalezneme ho u lidi pfedevs§im v jatrech, nadledvinach a Zlu¢niku. Cholesterol ovliviiuje
metabolismus tukt a jeho zvyS$ena hladina ma negativni vliv na kardiovaskularni systém [21].

Zvyseny cholesterol v krvi zptisobuje hyperlipidémii. Ve studiich bylo zjisténo, Ze
B-glukany dokazi vyznamné snizit koncentraci celkového cholesterolu a dokazi regulovat
expresi genu souvisejici s cholesterolem. B-glukany reguluji proteinovou expresi p-AKT
a p-AMPK, a tim snizuji syntézu mastnych kyselin a syntézu cholesterolu. V klinickych
studiich na lidech bylo zjisténo vyznamné sniZzeni koncentrace celkového cholesterolu. Dale
bylo ve studiich na mysich zjisténo, ze zbytky bunéénych stén kvasinek po autolyze vyznamné
snizili celkovy cholesterol vV plazmé a jatrech [16].

17



23.2 Lipidy

Jedna se o heterogenni skupinu organickych latek nachazejici se v organismech. Spole¢né se
sacharidy, bilkovinami a nukleovymi kyselinami patfi mezi zékladni kameny Zivych
organismu. Jsou omezené¢ rozpustné ve vod¢, ale dobte rozpustné v organickych nepolarnich
rozpoustédlech. Diky jejich hydrofobnimu charakteru mohou byt extrahovany z kvasinek
do organickych nepolarnich rozpoustédel, jako jsou hexan, chloroform, ether nebo horky
ethanol [15] [22].

Lipidy muzeme délit na jednoduché, slozené a odvozené. Mezi jednoduché spadaji
triacylglyceroly (tuky) a estery mastnych kyselin s jednosytnymi vy$$imi alkoholy (vosky).
Mezi slozené lipidy spadaji fosfolipidy (fosfoacylglyceroly, sfingofosfolipidy), glykolipidy
a lipoproteiny. Posledni skupinou jsou odvozené lipidy, mezi které fadime isoprenoidy
(terpeny, karotenoidy, steroidy, vitaminy rozpustné v tucich atd.). Lipidy plni v organismech
mnoho funkci. Jednou z funkci lipidd v organismu je funkce strukturni, kdy lipidy vytvaii
v organismech biomembrany. Dalsi funkei lipidi je ochranna funkce, lipidy zde zabranuji
mechanickému poskozeni a zabranuji nadmérné ztraté tepla do okoli. Lipidy v organismech
rovnéZ slouzi jako zasobarna energie. A to diky energii, ktera je ulozend v dlouhych
uhlovodikovych fetézcich mastnych kyselin a uvoliiuje se za pomoci -oxidace. Kromé téchto
funkci mizou mit lipidy i regula¢ni funkci, kdy mohou tvofit steroidni hormony, eikosanoidy
a vitaminy (A, D, E a K) [15] [22] [23].

2.3.3 Triacylglyceroly

Jedna se chemicky o triacylderivaty glycerolu, konkrétné se jedna o triestery glycerolu
S vy$§imi mastnymi kyselinami. Zivogichové tyto tuky vyuzivaji k dlouhodobému uchovavani
energie, diky dlouhym uhlikatym fetézctim, které jsou méné oxidované nez fetézce sacharidi.
Diky tomu poskytuji Sestkrat vyssi energii nez stejna hmotnost rezervniho glykogenu [22].

Triacylglyceroly nalezneme ptevazné v tucich a olejich z rostlinnych a zivo¢isnych zdroju.
Tyto latky jsou tvofeny smési triacylglycerolti a vétSinou u nich nenalezneme volné mastné
kyseliny. Podle profilu navazanych mastnych kyselin maji TAG rozdilné vlastnosti. Mohou se
lisit skupenstvim za pokojové teploty. Rostlinné oleje jsou za pokojové teploty tekuté diky
vy$§imu mnozstvi nasycenych mastnych kyselin. V porovnani s rostlinnymi oleji obsahuji tuhé
zivoCi$né tuky niz$i mnozstvi nasycenych mastnych kyselin [22] [24].
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2.3.4 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou alifatické monokarboxylové kyseliny s dlouhym uhlovodikovym
fetézcem tvofenym ze 4 az 26 atomu. Tento fetézec je az na vyjimky nevétveny. V ptirodé
nalezneme mastné kyseliny piedevs§im se sudym poétem atomi. Mastné kyseliny s lichym
poctem uhlika se vyskytuji v pfirodé mélo, nebot’ biosyntéza mastnych kyselin je zaloZena na
spojovani dvojuhlikatych jednotek. Mastné kyseliny se déli na nasycené a nenasycene.
Nasycené mastné kyseliny ve svych fetézcich obsahuji pouze jednoduché vazby, zatimco
nenasycené mastné kyseliny obsahuji jednu ¢i vice dvojnych vazeb. V pfipadé€, Ze obsahuji
pouze jednu dvojnou vazbu je nazyvame mononenasycené a v piipadé obsahu vice dvojnych
vazeb polynenasycené mastné kyseliny [15] [24] [25].

Mezi nasycené mastné kyseliny patii kyseliny palmitova Cis a kyselina stearova Cais.
Nenasycené mastné kyseliny jsou piedevSim olejovité¢ latky. Dvojnou vazbu ¢i vazby
nalezneme vétSinou zhruba v poloviné molekuly. Dvojné vazby nalezneme obvykle mezi Co az
Cis. Prikladem mononenasycenych mastnych kyselin je kyselina olejova Cis, kterd ma dvojnou
vazbu mezi 9. a 10. uhlikem. Mezi polynenasycené mastné kyseliny patii kyselina linolova Cis,
kyselina linolenova Cis a kyselina arachidonova Czo [4] [15] [25].

V organismech zastdvaji rizné funkce, naptiklad slouzi jako prekurzory biologicky
aktivnich latek, slouzi jako zasobarna energie, zaroven diky jejich dlouhym uhlovodikovym
fetézcim pomahaji tvofit membranové dvojvrstvy. Jako zasobarna energie slouzi diky
vicendsobné vazby C-C, ve které se uklada velké mnozstvi energie. Pro uvolnéni této energie
slouzi proces zvany p-oxidace, ktery se odehrdvd v mitochondriich. Pfi tomto procesu se
roz§tépuji dlouhé fetézce mastnych kyselin za vzniku Acetyl-CoA. Molekuly Acetyl-CoA se
dale pouzivaji v anabolickych drahach jako je izoprenoidni drdha. Molekula Acetyl-CoA muize
byt rovnéz dale vyuzita v katabolicke dréze Krebsova cyklu za vzniku energie [15] [24] [25].

2.3.4.1 Biosyntéza mastnych kyselin

Syntéza mastnych kyselin probiha v cytosolu buriky. Jedna se o anabolicky dé&j, pfi kterém
dochazi ke spotfebé ATP. Prvnim krokem syntézy je pfeména acetyl-COA pomoci enzymu
acetyl-CoA karboxylazy na tfiuhlikatou slou¢eninu malonyl-CoA. Dale je potieba upevnit
malonyl-CoA na acyl-carrier protein (ACP). Tuto reakci katalyzuje enzym malonyl-CoA
transacylaza, ktery katalyzuje preménu malonyl-CoA na malonyl-ACP. Podobnym zptisobem
je dale pfeménéna molekula acetyl-CoA na acetyl-ACP. Tyto nové vzniklé slou¢eniny se spoji
za vzniku C-C vazby a za soucasného odstépeni karboxylové skupiny za vzniku ¢tyfuhlikaté
slou¢eniny B-oxoacyl-ACP. Nasledné dojde k redukci oxo skupiny vlivem katalyzy p-oxoacyl
reduktazy a soucasné dochazi k oxidaci kofaktoru NADPH za zisku 3-hydroxyacyl-ACP.
V dalsim kroku za pomoci P-hydroxyacyl dehydrogenazy probiha dehydratace za vzniku
enoyl-ACP. Redukce acyl-ACP Kkatalyzovéna enoyl-reduktazou. Cely postup se opakuje
Sestkrat, neZz vznikne Sestnacti uhlikaty palmitoyl-ACP. V zavére¢ném kroku dochazi
Kk hydrolytickému odstépeni ACP a vzniku kone¢ného produktu kyseliny palmitové. Pro tvorbu
dalsich typt mastnych kyselin jsou zapotiebi nasledné enzymov¢ katalyzované Gpravy [15] [22]
[24].
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Obrazek 6: Biosyntéza mastnych kyselin [4].
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2.3.5 Karotenoidy

Karotenoidy jsou ptirodni pigmenty, které nalezneme v nizSich i vysSich organismech.
Nalezneme je u sinic, kvasinek, bakterii, fas ¢i rostlin. V bunice jsou karotenoidy uloZeny
Vv plazmatické membran€. Maji charakteristickou barvu zlutou az cervenou. NejzndméjSim
zéstupcem je B-karoten, ktery ma typickou oranzovou barvu a mizeme ho najit v mrkvi.
Karotenoidy se podileji na pfenosu energie pii fotosyntéze, zaroven maji ochranny ac¢inek proti
UV zéfeni. U rostlin zaroven slouzi k l1akéani hmyzu na kvéty. U Zivodicht karotenoidy slouzi
jako provitamin A, nebot’ si sami neuméji vitamin A syntetizovat a museji ho pfijimat ze stravy.
Karotenoidy v téle posiluji imunitni systém, urychluji hojeni ran a maji antioxida¢ni u¢inky
[10] [15].

Karotenoidy jsou produkty izoprenoidni dréhy, kterd je soucésti primarniho a sekundarniho
metabolismu. Tyto pfirodni pigmenty jsou odvozené od terpenti. Skladaji se z 8 izoprenovych
jednotek. Jsou to nenasycené alifatické, alicyklické uhlovodiky a jejich oxida¢ni produkty.
Vétsina karotenoidtt spada do skupiny tetraterpent s 40ti uhlikatou kostrou. Vlastnosti
karotenoidii se odvozuji od jejich struktury, zejména podle fetézce konjugovanych vazeb.
Konjugovany system dvojnych vazeb zptisobuje barevnost téchto molekul. Karotenoidy jsou
lipofilni latky, které jsou nerozpustné ve vode¢, ale jsou rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech.
Karotenoidy absorbuji zafeni v oblasti 480 az 570 nm. Jednotlivd barviva Ize odd¢lit
chromatograficky [15].

Déli se na xanthofyly a karoteny. Karoteny jsou tvofeny uhlovodikovymi strukturami. Mezi
zastupce karotenl patii [-karoten nebo tieba lykopen. Zatimco xanthofyly jsou kyslikaté
derivaty karotenti. Mezi jejich zastupce patii lutein, astaxantin ¢i flavoxantin [4] [15].

) N Ve Vg ) e

Obrézek 7: Struktura S-karotenu, vlastni zpracovani dle [26].

OH

D g Ve N Y e e s s

HO

Obrazek 8: Struktura astaxantinu, vlastni zpracovani dle [27].
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Obrazek 9: Struktura torulenu, vlastni zpracovani dle [28].

Obrazek 10: Struktura torularhodinu, vlastni zpracovani dle [29].

2.3.5.1 Biosyntéza karotenoidii

Karotenoidy jsou produkty izoprenové drahy, ktera je soucasti sekundarniho metabolismu.
Jedna se o dvoustupniovy proces: prvnim krokem je syntéza aktivniho izoprenu ve formé
isopentenylpyrofosfatu (IPP) nebo dimethylallylpyrofosfatu (DMAPP). Druhym krokem
kondenzace aktivovanych izoprenovych jednotek. Naslednou Upravou poté vznikaji jednotlivé
derivaty karotenoidil. 1zopren se vyuZziva k syntéze karotenoidd, a dalSich esencialnich molekul
jako jsou steroly, steroidni hormony, elektronové transportéry nebo ubichinon [4] [15].

2.3.5.2 Mevalonéatova syntéza

Jedna se o zakladni metabolickou drahu mnoho bakterii a vSech vyssich eukaryot. Tato dréha
je umisténa na rozhrani hladkého endoplazmatického retikula a bunééné cytoplazmy.
Mevalonatovou drahu Ize rozdé€lit na dvé ¢asti [4] [15].

Prvni ¢ast mevalonatové drahy zacina pro vSechny produkty stejné. Vstupni molekulou
a jedinym zdrojem uhliku pro tuto dréhu je acetyl-CoA. Dv¢é molekuly acetyl-CoA kondenzuji
za vzniku acetoacetyl-CoA. Acetoacetyl-CoA kondenzuje s tfeti molekulou acetyl-CoA
za vzniku B-hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA). Posledni krok téhle casti je fizen
enzymem HMG-CoA reduktazou. Tento enzym redukuje HMG-CoA na kyselinu mevalonovou
za spotieby 2 NADPH [15] [22].
Druha c¢ast mevalonatové drahy je u kazdé skupiny organismil odlisnd. U eukaryot dochazi
k dvojité fosforylaci kyseliny mevalonové za vzniku mevalonatpyrofosfatu za spotieby 2 ATP.
V dalsim kroku dochazi k dekarboxylaci spoticbou ATP za vzniku isopentenylpyrofosfatu
(IPP). Izomeriza¢ni enzym v piipadé potieby pievadi IPP na DMAPP. Produkty této drahy jsou
isopentenylpyrofosfat (IPP) a dimethylallylpyrofosfat (DMAPP). Tyto latky se dale pouzivaji
k syntéze izoprenoidd, prenylaci proteint, N-glykosylaci nebo k syntéze hormonu [15] [22].
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Obrazek 11: Mevalonatova draha [4].

2.3.6 Ubichinon

Téz znamy pod nazvem koenzym Q10. Jedna se o slou¢eninu rozpustnou v tucich a fadi se mezi
chinony. Ma strukturu chinonového jadra a polyprenylového fetézce. Koenzym Q10 je
dualezitou soucasti elektronového transportniho fetézce v mitochondriich. Vyuziva se v procesu
oxidativni fosforylace. Béhem tohoto procesu dochézi k oxidaci redukovanych kofaktort
FADH2 a NADH, z téchto kofaktord je tvoteno ATP. Priméarni funkci ubichinonu nalezneme
v dychacim fetézci, kde je soucasti elektronového transportniho fetézce. Prvni Casti je
chinonové jadro, diky kterému je koenzym Q10 schopny piijimat elektrony. Druhou c¢asti je
polyprenylovy fetézec, ktery zvySuje nepolarni povahu molekuly. Diky tomu se miZze
ubichinon nachazet v nepolarni vnitini ¢asti biomembrany. Vyuziva se v kosmetickém
a farmaceutickém primyslu. V kosmetickém primyslu se vyuziva pfedevS§im v pfipravcich
proti starnuti pokozky. Proces starnuti kiize a organismu je spojen se snizovanim hladiny
ubichinonu v bunkach [30] [31].
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Obréazek 12: Struktura ubichinonu, vlastni zpracovani podle [32].

2.3.7 Ergosterol

Ergosterol se fadi do skupiny steroli. Nalezneme ho v bunénych sténach kvasinek, kde
zajistuje spravnou funkci lipidické membrény. Jeho pfitomnost ovliviiuje permeabilitu
membrany a aktivitu membranovych enzymi. Mizeme ho rovnéz nalézt v cytosolu, kde
napomaha pfi latkové vymeéné. U kvasinek ergosterol reguluje proteinkinazu, kterd je v bunce
potiebna k iniciaci ristu. Ergosterol je velice dobie rozpustny v tucich, ale je téméf nerozpustny
ve vodé&. Strukturou se podoba cholesterolu, ovsem lisi se v methylové skupiné, kterd je vazana
na uhlik C2s4 a v ptitomnosti dvou dvojnych vazeb mezi uhliky C7-Cs a C22-Cz3. Ergosterol je
prekurzorem vitaminu D [33].

Obrazek 13: Struktura ergosterolu, vlastni zpracovani podle [34].
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2.4 Analytické techniky pro stanoveni mikrobialni biomasy

2.4.1 Spektrofotometrie

Jedna se o analytickou metodu, které se vyuziva v fadé biochemickych stanoveni. Tato metoda
vyuziva skute¢nosti, ze velké mnozstvi latek pohlcuje elektromagnetické zareni. Principem této
metody je pravé absorpce zafeni vzorkem. Kdy paprsek, ktery prochdzi vzorkem, muize byt
ruzné vinové délky. Nejcastéji se pro paprsek vyuziva viditelné a ultrafialové spektrum, ale
muze se vyuzit i infracervena oblast zafeni [35] [36].

Pohlcenim energie paprsku dochazi ve vzorku Kk excitaci elektroni v molekulovych
orbitalech do vysSich energetickych vrstev. Excitované elektrony se nasledné vraci na svoji
zakladni energetickou hladinu. Pfi tomto navratu dochazi k vyzareni piebyte¢né energie, jako
sekundérni zafeni a teplo. Pro vypocet vyuzivame mérné veliiny absorbance, kterda udéava,
kolik méteny vzorek pohltil zareni. K vypoctu se vyuziva Lambert-Beertv zékon:

A=¢-c-],
kde A je absorbance, € je molarni absorpcni koeficient, ¢ je molarni koncentrace a 1 je tloustka
stény kyvety [35].

Mira absorpce zatreni o riznych vlnovych délkach, které vzorek pohlti se odviji od struktury
slou¢eniny. Mnozstvi absorpce zatfeni urcité vinové délky, zavisi na koncentraci rozpusténé
latky [35] [36].

Jako zdroj zéfeni se vyuziva zarovka nebo xenonova vybojka, zdroj zatfeni se voli podle
rozsahu vinovych délek, které na meéfeni potfebujeme. Dals§i ¢asti spektrofotometru je
monochromator, ktery se pouziva k Gpraveé polychromatického zafeni na monochromatické
0 nami pozadované vinové délce. Nasledné prochazi paprsek kyvetou se vzorkem, kyveta se
voli z vhodného materialu tak, aby neovliviiovala nase méfeni. Po prichodu paprsku je méfeno
za pomoci detektoru mnozstvi neabsorbovaného paprsku. Diky této hodnoté zjistime mnozZstvi
absorbovaného zafeni. Spektrofotometri je cela fada, pro stanoveni vzorkt v kyvetach se
vyuziva jednopaprskového nebo vicepaprskového spektrofotometru. Pokud mame vzorky treba
na mikrotitracnich desti¢kéach, pak lze vyuzit multipozi¢niho méfeni za pomoci ELISA readeru
[35] [36].

2.4.2 HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie)

Jedna se o chromatografickou metodu, kterd je vhodna k déleni kapalnych a tuhych méné
tékavych organickych latek. Tyto latky musi byt rozpustné ve vodé, organickych
rozpoustédlech nebo ve ziedénych kyselinach. Principem této metody je separace analytl na
zaklad¢ jejich distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi. Stacionarni faze je nepohybliva
a zakotvena na chromatografické koloné. Mobilni faze je kapalnd, protéka kolonou a unési
sebou analyt. Vzorky jsou davkovany za pomoci autosampleru do davkovaciho ventilu, odkud
ptechézi do mobilni faze. Mobilni faze unési jednotlivé slozky vzorku na ptedkolonu, které se
pouziva k ochran¢ kolony. Poté putuje na kolonu, kde dochazi k separaci analyti na zakladé
jejich rozdilnych vlastnosti. Separované slozky jsou detekovany v pritokové cele za pomoci
detektoru. Vystupem z detektoru je chromatogram, jedna se o graficky zadznam zavislosti
odezvy detektoru na retenénim case. Pii nasledném vyhodnocovéani se hodnoti plocha nebo
vyska piku [35] [36].
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Hlavnimi ¢astmi HPLC jsou: zasobnik mobilni faze, ¢erpadlo, autosampler, davkovaci
ventil, pfedkolona, kolona (nerezova trubice naplnéna stacionarni fazi, pf. silikagel nebo
oxid hlinity), termostat, detektor (detektor volime podle veli¢iny, kterou chceme méfit, bézné
pouzivané detektory: UV-VIS detektor, PDA detektor, refraktometricky detektor, fluorescencni
detektor, hmotnostni spektrometr) a systém pro vyhodnoceni dat [35] [36].

2.4.3 GC (plynova chromatografie)

Plynova chromatografie se fadi do skupiny chromatografickych metod. Tato separa¢ni metoda
se vyuziva k déleni a stanoveni pevnych latek, kapalnych latek a plynti. Metoda je zalozena na
déleni slozek mezi plynou mobilni fazi a stacionarni fazi (kapalna nebo tuhé faze). Mobilni fazi
je inertni nosny plyn. Stacionarni faze je umisténa v kolong, tato kolona je oproti HPLC vyrazné
delsi a ten¢i. Jsou dva typy kolon: napliové a kapilarni. Napliiové kolony maji jako stacionarni
fazi pevnou latku (aktivni uhli, silikagel) nebo vysokovrouci kapalinu nanesenou v tenké vrstvé
na pevném, inertnim nosici. Kapilarni kolona ma staciondrni fazi nanesenou v tenké vrstvé na
vnitini sténé kifemenné kapilary [35] [36].

Vzorky jsou davkovany za pomoci autosampleru do lineru, kde je vzorek odpaten. Dale
postupuje ve formeé par a je unaSen nosnym plynem. Nosny plyn unasi slozky vzorku kolonou,
kazda slozka kolonou postupuje jinou rychlosti na zédklad¢ distribu¢ni konstanty Kp:

Kp = ¢s/Cm)
kde cs je koncentrace stacionarni faze a cm je koncentrace mobilni faze. Slozky vzorku vstupuji
do detektoru v potadi rostoucich hodnot distribu¢nich konstant. Detektor detekuje koncentraci
slozek vzorku v nosném plynu. Vystupem je chromatogram, coz je graf zavislosti signalu
detekce na Case. Vykreslené piky se dale urcuji, kdy poloha piku urcuje druh latky a plocha
piku uréuje mnozstvi latky ve vzorku [35] [36].
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2.4.4 Stanoveni polysacharidi, exopolysacharidi

2.4.4.1 Enzymatické stanoveni g-glukanu

Tato metoda od spole¢nosti Megazyme se pouziva Kk méteni celkovych glukant a o-glukant
V houbéch a myceliich, kdy odectem téchto hodnot ziskdme mnozstvi B-glukant ve vzorku.

Metoda stanoveni celkovych glukani se zaklada na fizené kyselé hydrolyze s H2SO4. Kdy
(1,3)-B-D-glukany, (1,6)-B-D-glukany a a-glukany se rozpusti v ledové Kkyseling sirové,
nasledné se hydrolyzuji v 2M H2SOa4. Zbylé fragmenty glukant se kvantitativné hydrolyzuji na
gluk6ézu pomoci smési exo-1,3-B-glukandzy a B-glukosidazy. Diky tomu ziskame mnoZstvi
celkovych glukand. a-glukan, ktery se sklada ze struktury podobné skrobu/glykogenu, volné
glukézy a glukdzy ze sachardzy. Tyto latky byly specificky méfeny po hydrolyze
Skrobu/glykogenu na D-gluk6zu a D-fruktozu pomoci amyloglukosidazy a invertazy. Glukdza
je dale specificky obarvena pomoci ¢inidla GOPOD a zméiena spektrofotometricky. B-glukan
byl stanoven na zaklad¢ rozdilu celkového a a-glukanu [37] [38].

2.4.4.2 Stanoveni neutrdlni cukru dle Duboise

Tato metoda stanoveni neutrdlnich cukrl je zaloZena na dehydrataci cukrii kyselinou sirovou.
Po dehydrataci v roztoku vznikne furfural nebo 5-hydroxymethylfurfural, tyto produkty
nasledné kondenzuji s fenolem za vzniku barevnych kondenzaénich produkti. Tyto barevné
produkty se dale spektrofotometricky stanovuji [39].

27



3 CIL PRACE
V rdmci této prace budou feSeny nasledujici diléi tkoly:

1) Prehledna literarni reSerSe zaméfena na karotenogenni kvasinky a jejich metabolity
2) Produkce obohacené kvasinkové biomasy v laboratornich bioreaktorech

3) Analyza slozeni produkované biomasy kvasinek

4) Optimalizace metod stanoveni polysacharidi kvasinek

5) Optimalizace metod izolace beta-glukant

6) Vyhodnoceni vysledku
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pro kultivaci

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, p.a., Lach:ner (CR)
Dusi¢nan sodny p.a., Lach:ner (CR)

Siran manganaty heptahydrét p.a., Lach:ner (CR)

Odpadni glycerol (CR)

Siran amonny p.a., Penta (CR)

Kvasni¢ny autolyzat, Roth (SRN)

Pepton, Himedia (India)

Glycerol, p.a., Penta (CR)

4.1.2 Chemikalie pro izolaci B-glukanu

Chlorid sodny p.a., Lach:ner (CR)
Dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat, p.a., Lach:ner (CR)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, p.a., Lach:ner (CR)

Hexan, p.a., Lach:ner (CR)
Isopropanol p.a., Lach:ner (CR)
Aceton p.a., Penta (CR)

Ethanol p.a., Penta (CR)

Hydroxid sodny p.a., Lach:ner (CR)
Kyselina octov4, p.a., Lach:ner (CR)

4.1.2.1 PouZité enzymy

Trypsin from Porcine Pancreas, Sigma Aldrich (SRN)
Papain from Papaya carica, SERVA (SRN)
Bromelain from pineapple stem, SERVA (SRN)

4.1.3 Chemikalie pro stanoveni karotenoidu

Methanol, p.a., Lachema (CR)

Chloroform, p.a., Penta (CR)

Acetonitril HPLC kvality, Lach:ner (CR)

Ethylacetat HPLC kvality, Lach:ner (CR)

Hexan, p.a., Lach:ner (CR)

Trishydroxymethyl amino methan, p.a., Lach:ner (CR)

4.1.4 Chemikalie pro stanoveni mastnych kyselin

Kyselina heptadekanova GC kvality, Sigma Aldrich (SRN)
Kyselina sirovéa (96 %), Lach:ner (CR)

Methanol, p.a., Lachema (CR)

Hydroxid sodny, p.a., Lach:ner (CR)
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Hexan, p.a., Lach:ner (CR)

Vodik 5.5 SIAD v tlakové bombé s redukénim ventilem
Dusik 5.0 SIAD v tlakové bombé s reduk¢énim ventilem
Vzduch 5.0 SIAD v tlakové bomb¢ s reduk¢nim ventilem

4.1.5 Chemikalie pro stanoveni B-glukani

Kyselina sirovéa (96 %), Lach:ner (CR)
Hydroxid draselny p.a., Lach:ner (CR)
Kyselina octova, p.a., Lachema (CR)
Hydroxid sodny p.a., Lach:ner (CR)
Sada kitu, K-YBGL (IRL)

4.1.6 Chemikalie pro stanoveni cukra dle Duboia

Fenol, Lach:ner (CR)
Kyselina sirovéa (96 %), Lach:ner (CR)
D-glukdza monohydrat p.a., Lach:ner (CR)

4.1.7 Chemikalie pro stanoveni proteini dle Biureta

Chlorid sodny, p.a., Lachema (CR)

Vinan draselno-sodny tetrahydrat, p.a., Lach:ner (CR)
Hydroxid sodny, p.a., Lach:ner (CR)

Siran méd’naty pentahydrat, p.a., Lach:ner (CR)
Hovézi Albumin, Serva (SRN)

4.2 PouZité pristroje

Analytické vahy, Boeco

Automatickeé pipety, Biohit (DE) a Discovery

Autoklav Systec

Centrifuga vysokorychlostni chlazend Z 36 HK, HERMILE Labortechnik
ELISA Synergy HTX, BioTech

Fermentor RALF 7 |, Bioingeniring

Homogenizator BeadBug, Benchmark Scientific
Lyofilizator FreeZone 4.5 | Freeze Dry Systém, Labconco
Magneticka michacka Stir HP 10M

Centrifuga micro 120, Hettich (DE)

Mikroskop L Il 00A, Itraco Micro

Mlynek na kavu, Sencor

96jamkové mikrotitrac¢ni desticky, vwr (USA)

pH metr pH 50 VioLab

Predvéazky Scout Pro, OHAUS

Vakuova odparka HB4 basic, HBA Labortechnik

Vortex, OHAUS

Spektrofotometr UV/VIS, Boeco
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Steriliza¢ni life box, Esco Technologies, Inc.

Stolni centrifuga, Hermile

Skiinova trepacka ZWYR-D2401, Labwirt
Termoblok SBH200D Stuart

Multikanalova pipeta (5-50 ul), Witeg (DE)
Ultrazvukova lazenn PS 02000, Powersonic s.r.o (SK)
HPLC/PDA sestava:

e Sestava Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fischer, USA)

e PDA detektor fady Vanquish (Thermo Fischer, USA)

e Kolona Kinetex C18 EVO 150 mm; 4,6 mm; 2,6 um, Phenomenex (USA)
e Drzak predkolony: KJ0-4282, Phenomenex (USA)

e Ptedkolona: C18, AJ0-4287, Phenomenex (USA)

e Filtry pro HPLC, PTFE 0,4 um, Chromservis (CR)

e Vyhodnocovaci software Chromeleon 7.2

GC/FID sestava:

e TRACE 1300 TM (Thermo Fischer, USA)
e Kapilarni kolona LION GC FAME, 30 m; 0,25 mm; 0,20 um, Phenomenex (USA)
e Vyhodnocovaci software Chromeleon 7.2

4.3 Pouzity kmen
Rhodotorula toruloides CCY 062-002-004
4.4 Kultivace karotenogennich kmenii kvasinek

Pted samotnou kultivaci v bioreaktoru je nutné pfipravit kultivaéni médium, podle pozadavkl
mikroorganismu. Dalsi diillezitou ¢asti je ptiprava inokula. Inokulum neboli o¢kovaci kultura je
slozend znami vybraného produkcéniho kmene. Piiprava inokula probihd nasledujicim
zpusobem. Nejdiive se kmen kvasinky zaockuje na Petriho misku s agarem, nasledné probiha
kultivace. Po uplynuti kultivace je kmen pieoCkovan do inokula, kde se dale mnozi, a takto
piipravena ocCkovaci kultura v dostatecném mnozstvi je zaoCkovavana do pfipraveného
bioreaktoru.

Ke kultivaci byl vybran kmen Rhodotorula toruloides jedna se o mezofilni a aerobni
mikroorganismus. Kvasinky jsou kultivovany za optimalizovanych podminek za neustalého
tiepani, laboratorni teploty a neustdlého osvétleni pro produkci karotenoiddi. Média byla
nejdiive sterilovana v tlakovém hrnci s otevienym ventilem po dobu 40 minut pii 121 °C.

441 Inokulumlall

Prvnim krokem byla pfiprava zasobniho mikroorganismu na Petriho misky. Mikroorganismus
se na Petriho misce nechal kultivovat 3 dny. A poté byla pfipravena inokula¢ni média, ktera se
vysterilovala. Inokulum I mélo objem 50 ml a v prvni fazi kultivace do néj bylo zaokovano 5
klicek zvoleného kmene kvasinek ze zasobni kultury z Petriho misky. Kultivace inokula I
probihala 24 h, poté bylo inokulum I pifeo¢kovano do inokula IT v poméru 1:5.
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Tabulka 1: SloZeni inokulacniho média I a II.

Latka Mnozstvi
Voda 1000 ml
Glycerol 209
Kvasni¢ny autolyzat 109
Pepton 209

4.4.2 Kultivace ve fermentorech

Kultivace ve fermentoru probihala po dobu 96 hodin. V prubéhu kultivace byly odebirany
vzorky v pravidelnych intervalech. Tyto vzorky byly dale zpracovavany centrifugaci pro
oddéleni biomasy od média. Nasledn¢ byly vzorky biomasy promyty, lyofilizovany a
podrobeny analyzam v zavislosti na mnozstvi biomasy. Ze zjiSténych mnozstvi biomasy
Vv ¢asech odbérii byla sestavena ristova kiivka a u vzorki s dostateénym mnozstvim biomasy
bylo provedeno stanoveni karotenoidd, lipida a glukand.

Pro kultivaci byl vybran fermentor o objemu 7 litrii. Pracovni objem byl zvolen na 5 litrt.
Fermentorova nadoba byla pied kultivaci naplnéna produkénim médiem a byly zapojeny sondy
pro snimani hodnoty pH, teploty, a mnozstvi rozpusténého kysliku (pOz). pH sonda byla
kalibrovana za pomoci standardi pH= 4,01 a pH= 9,00. Nésledné byla fermentorova nadoba
umisténa do autoklavu a sterilovana pti 121 °C po dobu 15 minut. Po sterilaci byla fermentorova
nadoba pripojena k fidici jednotce. Thned byla nakalibrovana pO2 sonda na hodnotu 0 %.
Nasledné po vychlazeni na kultivaéni teplotu, upravé pH a intenzivni aeraci nakalibrovana
maximalni teplota rozpusténého kysliku na 100 %. Pro regulaci pH byly pouzity zasobni
roztoky 10% kyseliny sirové a hydroxidu draselného, které byly davkovany za pomoci
peristaltickych ¢erpadel. Poté bylo pfidano inokulum a latka snizujici pénivost (antifoam). Jako
externi zdroj svétla se vyuzila zafivka. Inokulum bylo pfecerpano do produkéniho média a byla
zahdjena kultivace.

Tabulka 2: Slozeni produkéniho média do Tabulka 3: SloZeni mikroelementového roztoku.

fermentoru. Slozka MnoZstvi
Latka MnoZstvi Voda 1000 ml
Voda 1000 ml H3BOs 125¢
Odpadni glycerol 92,50 ¢ CuSOs4 - 5H20 0,10¢g
KH2PO4 8,009 Kl 0,259
MgSO4 - 7 H20 1,50 g MnClz - 4H20 0829
(NH21)2SO4 8,00 ¢ FeCls 0,30¢g
NaNOs 10,12 ¢ (NH4)6M07024 - 4H20 0,50 g
Mikroelementovy roztok 4 ml ZnS04 - TH20 1,009
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4.5 Gravimetricke stanoveni biomasy

Pro stanoveni produkce biomasy bylo odebrano 10 ml vzorku média z fermentoru. VVzorek byl
zcentrifugovan za pomoci centrifugy pii 5000 rpm po dobu 3 minut. Supernatant byl slit
a biomasa byla promyta 20 ml destilované vody a znovu zcentrifugovana. Nasledné byl vzorek
biomasy zamrazen pii -80 °C a poté lyofilizovan. Po lyofilizaci byl vzorek zvazen
na analytickych vahach, a ze zjisténych hodnot byla sestavena ristova zavislost biomasy na
case.

4.6 Postupy izolace B-glukanu

Izolace B-glukant byla provedena pomoci 4 izolaénich postupti, které byly navrzeny na zakladé
reSerSe v dostupnych literarnich zdrojich zabyvajici se problematikou izolace a identifikace
B-glukand.

4.6.1 lzolace B-D-glukanu: Postup A

Tento postup izolace byl inspirovan touto praci [40], postup byl dale upraven dle potieby
naSeho experimentu. Tento postup je zalozen na Setrné autolyze bun€k kvasinek, poté
nasledovala postupna extrakce jednotlivych komponent bunék. Predpokladanym vyizolovanym
produktem jsou B-glukany s nezménénou konformaci.

Nejdiive bylo navazeno 20 g lyofilizované biomasy Rhodotorula toruloides, kterd byla
kultivovana ve fermentoru. K biomase byl pfidan 3% roztok NaCl, dale byla smés zahfivana za
stalého michani 24 hodin pfi teploté 55 °C. Pied dal$im postupem byla smés kratce zahiata na
teplotu 80 °C. Déle byla smés ochlazena na laboratorni teplotu, zcentrifugovana a promyta
destilovanou vodou. Dal$im krokem byla uprava horkou vodou pii teplot¢ 80 °C po dobu
1 hodiny. Smés byla dale zcentrifugovana a sediment byl doplnén roztokem 0,02 M fosfatového
pufru o pH= 7,5. Takto ptipravena smés byla vlozena do autoklavu na 4 hodiny pii teploté
121 °C. Sm¢és byla dale ochlazena na teplotu 45 °C, zcentrifugovéna a promyta destilovanou
vodou.

V dalsim kroku byla provedena vicenasobna extrakce sérii organickych rozpoustédel
s rozdilnou polaritou. Po odstranéni lipidi byla smés B-glukani podrobena proteolyze
za pomoci roztoku trypsinu. Proteolyza probihala 2 hodiny pfi teploté 37 °C. Dale byla smés
B-glukanu zcentrifugovana, promyta a zlyofilizovana. Takto vyizolovany B-glukan byl ulozen
pfi -30 °C pro dalsi analyzy.
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4.6.2 lzolace B-glukanu: Postup B

Postup izolace byl inspirovan ¢lankem [41], dale byl postup upraven dle potieby naseho
experimentu. Tento postup je zaloZzen na méné Setrné metodé za pouziti kyselin a zasad.

Bylo navéazeno 20 g lyofilizované biomasy Rhodotorula toruloides. Prediprava byla
provedena alkalickym promytim s roztokem NaOH o pH= 10 po dobu 30 minut. Dale byla smés
zcentrifugovana a promyta destilovanou vodou. Dale byl ptimichan 3% roztok NaCl. Smés byla
inkubovana 24 hodin pii teploté 55 °C za stalého michéani. Po této dobé byl roztok 15 minut
zahfivan na 80 °C. Po ochlazeni byla smés zcentrifugovéna a promyta destilovanou vodou.
Dalsim krokem byla alkalicka tprava 1 M roztokem NaOH. Smeés byla zahfivana po dobu
2 hodin za stadlého michani pfi teploté 90 °C. Dale byla provedena kyseld hydrolyza
1 M kyselinou octovou za stalého michani pfi teploté 80 °C po dobu 2 hodin.

V dals§im kroku byla provedena vicenasobna organickd extrakce za pomoci série
rozpoustédel s odlisnou polaritou. Dale probihala proteolyza trypsinem. Proteolyza probihala
2 hodiny pii teplot¢ 37 °C. Takto pripraveny B-glukan byl zcentrifugovan, promyt
a zlyofilizovan. Zlyofilizovany p-glukan byl uloZen pfi teploté -30 °C pro dalsi analyzy.

4.6.3 lzolace B-glukanu: Postup C

Tento postup izolace byl inspirovan ¢lankem [17]. Autolyza buriky se zde provadi horkou
vodou. Bylo navazeno 20 g lyofilizované biomasy Rhodotorula toruloides a byla ptidana
deionizovana voda. Autolyza bunék probihala pii teploté 50 °C po dobu 48 h. Dalsim krokem
byla Uprava suspenze na 15% w/w pevnych latek pomoci deionizované vody. Déle byla
suspenze vloZena do autoklavu na teplotu 121 °C po dobu 6 h. Centrifugaci byl ziskan Cerstvy
glukan, ktery se dale upravoval deproteinizaci pomoci enzymda papainu a bromelainu. Ziskany
glukan byl vysuSen lyofilizaci a ulozen v -30 °C pro dalsi analyzy.

4.6.4 lzolace glukanu: Postup D

Postup D je zaloZen na acidobazické metod¢ a byl inspirovan ¢lankem [16]. Nejdiive bylo
navazeno 20 g lyofilizované biomasy Rhodotorula toruloides. Byla provedena autolyza 1 M
NaOH pfi teploté 90 °C po dobu 1 h. Po odstfedéni suspenze byl ziskan nerozpustny glukan.
Supernatant byl smichan s absolutnim ethanolem v poméru 1:4, roztok byl nechan pies noc
pii teploté 4 °C. Druhy den byl rozpustny glukan oddélen od supernatantu. Supernatant byl dale
zpracovan odpafenim za ziskani mannanu. Nerozpustny glukan, rozpustny glukan a mannan
byly dale vysuSeny lyofilizaci a ulozeny Vv -30 °C pro dalsi analyzy.
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4.7 Postup stanoveni karotenoidi pomoci HPLC

4.7.1 Extrakce karotenoidu

Prvnim krokem této extrakce je extrakce dle Folche, pfi které jsou extrahovany ergosterol,
ubichinon, karotenoidy a dalsi nepolarni latky. Pro extrakci bylo navazeno za pomoci
analytickych vah 20 mg biomasy do Sroubovacich plastovych vialek o objemu 2 ml. Biomasa
byla ve vialkach hydratovdna 1 ml destilované vody po dobu 30 minut. Nasledn¢ byla biomasa
zcentrifugovana a supernatant byl vylit. V dal§im kroku bylo k biomase ptfidano cca 0,5 ml
sklenénych kuli¢ek a 1 ml methanolu. Plastové vialky byly umistény na multipozi¢ni vortex
a po dobu 20 minut byly intenzivné protiepavany. Déle byly pfipraveny 15 ml zkumavky se
zabrusem, do kterych byl cely obsah vialky ptelit. Do zkumavek byly ptidany 2 ml chloroformu
a tato smés byla tfepana 20 minut na vortexu. Dale byl pfidan 1 ml destilované vody a vzorek
byl zcentrifugovana (1500 rpm, 1 minutu). Smés se rozd¢€lila na 2 faze a za pomoci pipety byla
odebrana spodni chloroformova faze do 15 ml zkumavky. Chloroform byl odpafen pod
dusikovou inertni atmosférou v termobloku pfi teploté 35 °C. Odparek byl rozpustén ve 2 ml
smési HPLC rozpoustédel o slozeni 2:1 acetonitril:ethylacetat. Smés byla dukladné
protiepavana na vortexu a prefiltrovana pfes PTFE filtr do sklenéné vialky pro HPLC/GC.
Takto ptipraveny vzorek byl bud’ hned analyzovan, nebo byl uskladnén v mraznicce pti -40 °C.

4.7.2 Analyza karotenoidi metodou HPLC/PDA

Extrahované vzorky, které obsahovaly ergosterol, ubichinon a karotenoidy, byly analyzovany
na HPLC. Pro analyzu byl pouzit HPLC znacky Thermo Fischer Scientific, kolona byla pouzita
kinetex EVO C18 o rozmérech 150 x 4,6 x 2,6 mm. Eluce probihala v gradientovém mddu
0 pratoku mobilni faze 1,2 ml/min s dobou analyzy 25 minut. VVzorek byl detekovan za pomoci
detektoru fotodiodového pole (PDA) pti vinové délce 445 nm pro karotenoidy a 285 nm pro
ergosterol a ubichinon. Na zakladé naméfenych standardd a jejich kalibracnich kiivek byla
provedena identifikace. Déale bylo provedeno kvantitativni stanoveni vzorku. Celkové
vyhodnoceni vzorkl se provadélo v programu Chromeleon 7.2.

Tabulka 4. Slozeni mobilni fize pro HPLC.

Mobilni faze Slozka Obj. %
Methanol 2
A Acetonitril 84
100 mM trisHCI pufr o pH= 8 14
B Methanol 60
Ethylacetat 40
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Tabulka 5: Zména gradientu mobilni faze v ¢asovych intervalech.

Cas analyzy (min) | MF A (%) | MF B (%)
0 100 0
13 0 100
19 0 100
20 100 0
25 100 0

4.8 Postup stanoveni mastnych kyselin pomoci GC

4.8.1 Transesterifikace a extrakce mastnych kyselin pro GC analyzu

Stanoventi lipidd je v této metod€ zaloZeno na transesterifikaci a extrakci mastnych kyselin ze
vzorku. Nejdiive bylo na analytickych vahach navdzeno 20 mg biomasy do krimplovacich
vialek. Poté bylo pfidano 1,8 ml transesterifikacni smési s obsahem rozpusténého inertniho
standardu C17 o koncentraci 0,5 mg/ml v 15% kyselin¢ sirové v methanolu HPLC C¢istoty.
Ptipravené krimplovaci vialky byly pomoci krimplovacich klesti uzavieny a vlozeny do
termobloku vyhiatého na 85 °C. V termobloku probihala transesterifikace po dobu 2 hodin. Po
vychlazeni byl cely obsah krimplovacich vialek pfeveden do 4 ml vialky s 0,5 ml 0,05 M
roztokem NaOH. Ke vzorku byl piipipetovan 1 ml HPLC hexanu. Nasledné byla smés 5 minut
intenzivné tfepana na vortexu. Po oddéleni fazi bylo 100 ul vrchni hexanové faze odebrano do
sklenéné vialky pro HPLC/GC, kde bylo pred ptidanim napipetovano 900 pul HPLC hexanu.
Takto ptipraveny vzorek byl podroben GC analyze.

4.8.2 Analyza mastnych kyselin metodou GC/FID

Na plynovém chromatografu byly analyzovany vzorky s obsahem methylestert mastnych
kyselin. K analyze byl pouzit plynovy chromatograf Thermo Scientific TRACETM Gas
Chromatograph s autosamplerem Thermo Scientific A1 1310, automaticky davkovaé se
spitterem, kolona Lion-GC FAME o rozmérech 30 m x 0,25 mm x 0,2 um, S plamenové
ioniza¢nim detektorem (FID).

Tabulka 6: Podminky analyzy mastnych kyselin metodou GC/FID.

Pritok vodiku 1 ml/min
Objem nastiiku vzorku | 1 pl
Mobilni faze Teplota injektoru 240 °C s pomérem dé€lice toku 10
Teplota detektoru 240 °C (prutok vzduchu 350 ml/min, priatok
vodiku 30 ml/min, pratok dusiku 30 ml/min)

60 °C po dobu 1 minuty

125 °C s teplotnim gradientem 40 °C za minutu (tr= 3,625 minut)
140 °C s teplotnim gradientem 5 °C za minutu (tr= 8,625 minut)
Teplotni program | 190 °C s teplotnim gradientem 4,5 °C za minutu (tr= 19,736 minut)
240 °C s teplotnim gradientem 25 °C za minutu (tr= 22,236 minut)
Udrzeni teploty pii 240 °C po dobu 0,5 minuty (tr= 22,236 minut)
Celkova doba analyzy 22,3 minut
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4.9 Optimalizovany postup stanoveni B-glukant
4.9.1 Postup stanoveni B-glukani pomoci enzymatického kitu

4.9.1.1 Roztoky obsaZené v baleni pro stanoveni f-glukani kitem

Lahev 1: 2 ml suspenze siranu amonného obsahujici exo-1,3- -glukandzu (100 U/ml)
+ [-glukosidazu (20 U/ml). Roztok vydrzi stabilni 4 roky pfi teploté 4 °C.

Lahev 2: 20 ml 50% roztoku glycerolu obsahujiciho amyloglukosidazu (1630 U/ml) + roztok
invertazy (500 U/ml). Roztok vydrzi stabilni asi 2 roky pfi teploté 4 °C nebo 4 roky pfi teploteé
-10 °C.

Lahev 3: 50 ml reak¢ni pufr GOPOD o pH= 7,4. Tento pufr obsahuje p-hydroxybenzoovou
kyselinu a azid sodny (0,09 %). Pufr vydrzi stabilni 4 roky pfi teploté 4 °C.

Lahev 4: Enzymy c¢inidel GOPOD ve formé lyofilizovaného prasku. Enzymy obsahuji
glukozooxidazu (GOD)+ peroxidazu (POD) + 4-aminoantipyrin. Enzymy jsou stabilni 5 let
pfti teploté pod -10 °C.

Lahev 5: Roztok kyseliny benzoové (0,2 %) se standardnim roztokem D-glukozy (5 ml,
1 mg/ml). Roztok je stabilni 5 let, skladuje se pfi pokojové teploté.

Lahev 6: Kontrolni vzorek B-glukant (2 g). Stabilni 5 let pfi pokojové teploté.

Priprava reakénich roztoki

1. Reak¢ni roztok 1: do lahve 1 se pfida 9 ml 200 mM acetatového pufru (pH= 4,5).
Roztok je nasledné rozdélen na vhodné alikvoty a skladuje se v polypropylenovych
zkumavkach pfi teploté -10 °C mezi pouzitim a v ledu pii pouzivani. Po nafedéni je
¢inidlo stabilni 2 roky pii teploté pod -10 °C.

2. Reakéni roztok 2: obsah lahve 2 se pouzije ve formé dodani. Roztok vydrzi stabilni

2 roky pti 4 °C a 4 roky pii -10 °C.

Obsah lahve 3 se natedi 1 1 destilované vody. Toto je roztok 1.

4. Reak¢ni roztok 3: obsah lahve 4 se rozpusti v 20 ml roztoku 1 a kvantitativné se
ptevede do lahve obsahujici zbytek roztoku 1. Lahev se zakryje hlinikovou f6lii, aby
se reagent GODPOD chranil pted svétlem. Vydrzi stabilni 3 mésice pfi teploté
2-5 °Cnebo 12 mésict pii teploté -10 °C. Pti skladovani ve zmrzlé podobé se reagent
rozdeli do vhodnych alikvot. Rozmrazuje se vzdy jen 1 alikvota. KdyzZ je €inidlo
cerstvé ma svétle zlutou nebo svétle rizovou barvu. Béhem 2-3 mésict pti 4 °C bude
mit tmavsi rizovou barvu. Absorbance roztoku by méla byt mensi nez 0,05 pii
odectu proti destilované vodé.

5. Obsah lahve 5 se pouZije ve formé dodani. Roztok vydrzi stabilni 5 let pii pokojové
teploté.

6. Obsah lahve 6 se pouZije ve formé dodani. Roztok vydrzi stabilni 5 let pii pokojové
teploté.

w
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4.9.1.2 Pomocné roztoky

1. Acetatovy pufr (200 mM, pH= 4,5): 11,6 ml ledové kyseliny octové (1,05 g/ml)
se ptida do 900 ml destilované vody. Pomoci 4 M (16 g/100 ml) roztoku hydroxidu
sodného je pH upraveno na 4,5. Objem je nasledné doplnén na 1 1. Roztok vydrzi
stabilni 1 rok pfi teploté 4 °C.

2. Acetatovy pufr (200 mM, pH= 5): 11,6 ml ledové kyseliny octové (1,05 g/ml)
se ptida do 900 ml destilované vody. Pomoci 4 M (16 g/100 ml) roztoku hydroxidu
sodného je pH upraveno na 4,5. Objem je nasledné doplnén na 1 1. Roztok vydrzi
stabilni 1 rok pfi teploté 4 °C.

3. Acetatovy pufr (1,2 M, pH= 3,8): 68,6 ml ledové kyseliny octové (1,05 g/ml)
do 800 ml destilované vody. Pomoci 4 M hydroxidu sodného je pH upraveno na 3,8.
Naésledné se objem doplnén destilovanou vodou na 1 1. Roztok vydrZi stabilni 2 roky
pii pokojové teploté.

4. Hydroxid draselny (10,0 M): 561,1 g KOH se piida do 700 ml destilované vody.
Ptiprava se provadi v digestofi za stalého michani. Nasledné¢ se necha roztok
vychladit na pokojovou teplotu a poté se doplituje objem na 1 1. Roztok vydrzi
stabilni 2 roky pfi pokojové teploté.

5. Hydroxid sodny (1,7 M): 68 g NaOH se piidda do 800 ml destilované vody
a michanim se rozpusti. Nasledn¢é se objem upravi na 1 1. Roztok vydrzi stabilni
po dobu 2 let pti pokojové teplote.

6. Kyselina sirova (12 M): 640 ml koncentrované kyseliny sirové se piida do 300 ml
destilované vody. Piidavek kyseliny se provadi v digestofi, nasledn¢ je objem
doplnén na 1 1. Roztok vydrzi stabilni 4 roky.

4.9.1.3 Postup stanoveni f-glukanii

U stanoveni celkovych glukanii bylo nejdiive navazeno 13-15 mg lyofilizované biomasy, ktera
se nasledné hydrolyzovala za pouziti 12 M ledové studené kyseliny sirové v ledove lazni
po dobu 2 hodin. Diky této hydrolyze byl ziskan roztok glukanu, ktery byl nasledné dotfedén
vodou a zahtat na teplotu 100 °C po dobu 2 hodin. Ziskana smés byla neutralizovana za pouziti
10 M KOH a 200 mM acetatovym pufrem o pH 5. Byla ziskana smés D-glukdzy a zbyvajici
glukanové fragmenty. Zbyvajici glukanové fragmenty byly hydrolyzovany na glukézu
za pomoci smési exo-(1,3)-B-glukanazy a B-glukosiddzy. V poslednim kroku je D-glukdza
oxidovéana reak¢nim cinidlem GOPOD za vzniku barevného roztoku, u kterého je méfena
absorbance na ELISA readeru pii vinové délce 510 nm.

U stanoveni a-glukant bylo navazeno 13-15 mg lyofilizované biomasy, ktera byla nasledné
hydrolyzovana za pouziti 1,7 M NaOH v ledové lazni po dobu 20 minut. Po uplynuti této doby
byla smés neutralizovéana 1,2 M acetatovym pufrem. Déle byla ptidana smés amyloglukosidazy
a invertazy. Diky tomu byl ze smési a-glukanti a sachardzy ziskan Cisty roztok D-glukdzy.
U tohoto roztoku bylo dale upraveno pH, za pomoci 200 mM acetatového pufru o pH=4,5.
D-glukéza byla oxidovana reakénim ¢inidlem GOPOD za vzniku barevného roztoku, u kterého
je méfena absorbance na ELISA readeru pii vinové délce 510 nm.
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A) 13-15 mg lyofilizované biomasa B) 13-15 mg lyofilizované biomasa
+ 12 M kyselina sirova + 1,7 M NaOH

2 hv ledové lazni 20 minut ledova lazen

1,2 M acetatového pufru pH 3,8
+ reakéni roztok 2

2 hpii100 C
Inkubace 30 minut pfi 40 C,
centrifugace 13 000 rpm

Neutralizace
10 M KOH + 200 mM acetatovy pufr
pH5 Supernatant
+ 200 mM acetatovy pufr pH 4,5

Centrifugace 13 000 rpm i

Supernatant + reakéni roztok 1

Smés + GOPOD reagent

Lnkubace 20 minut pfi 40 C

ELISA 510 nm ]

Inkubace 1 h pfi 40 C

Smési + GOPOD reagent [

Inkubace 20 minut pfi 40 C

[ ELISA 510 nm J

Obrazek 14: Schéma postupii optimalizovaného stanoveni [-glukanii za pomoci enzymatického kitu.

Obrézek 15: Navrh rozloZeni vzorkii na 96jamkovou mikrotitracni desticku. V druhé poloviné jsou
zaverecné vzorky 10 ul v duplikatech se 150 g cinidla GOPOD. Svétle rizové jsou vzorky extraktit po
centrifugaci, zelené jsou kontrolni vzorky glukanii, zluté jsou standardy glukozy, modry je blank, tmavé

rizové jsou zavérecné vzorky
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4.10 Stanoveni cukrua dle Duboise

Principem této metody je dehydratace sacharid za pomoci koncentrované kyseliny sirové, kdy
vznika furfural (v ptipadé pent0z) nebo 5-hydroxy-methylfurfural (v pfipadé¢ hex6z). Pii
stanoveni vznika Cervené zbarveni diky kondenzaci furfuralu s fenolem. Absorbance byla
méfena pii 490 nm. Kalibra¢ni fada byla pfipravena ze standardu mandzy o koncentraci
1 mgmlt. Rozmezi koncentraci kalibra¢ni fady bylo 0 az 100 pugml?. Do zkumavky byl
napipetovan 1 ml vzorku, 1 ml 5% fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny sirove. Blank
obsahoval misto vzorku 1 ml destilované vody. Smés se nechala inkubovat 30 minut pfi
laboratorni teploté ve tmé, poté byla zmétena absorbance pii 490 nm proti slepému vzorku.

4.11 Stanoveni celkovych proteini dle Biureta

Principem této metody je tvorba fialové zbarvenych komplext chelatd médi s bilkovinou.
Nejdiive byla pfipravena kalibra¢ni tfada, kde se pipetovalo 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 a 2,5 ml
bilkovinného standardu (3 mg/ml) a objem se doplnil vzdy na 3 ml pomoci fyziologického
roztoku. Do kazdé zkumavky se pridalo 0,3 ml Biuretova ¢inidla. Takto pfipravena kalibracni
fada se nechala 20-30 minut stat a po této dob¢ se zmétila absorbance pii 550 nm proti slepému
vzorku. Pii méfeni vzorku se vzorek piipravil v duplikatu, vzorek se pipetoval o objemu 1 ml
a doplnil se na 3 ml fyziologickym roztokem. Nakonec se pifidalo 0,3 ml Biuretova ¢inidla
a vzorek se nechal 20-30 minut stat. Nakonec se zméfila jeho absorbance pii 550 nm proti
slepemu vzorku.
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4.12 Vyvoj metody extrakce pro multiparametrickou analyzu kvasinkovych
metaboliti

Cilem tohoto experimentalniho zadani bylo navrhnout a optimalizovat extrakéni postup, ktery
by z jednoho vzorku kvasinkoveé lyofilizované biomasy byl schopen poskytnout vzorky pro
viceparametrickou analyzu kvasinkovych metaboliti. Po optimalizaci tohoto postupu by bylo
mozné zejména zkratit ¢as celkové analyzy, snizit mnozstvi potfebné biomasy pro analyzu
a dale také snizit spotiebu chemikalii.

Tento postup je zalozen na bézné vyuzivaném postupu extrakce karotenoidd, ktery je uveden
v kapitole 0. Pii prvnim optimalizaci procesu (pokus 1) bylo navazeno 30 mg na analytickych
vahach do Sroubovacich plastovych vialek o objemu 2 ml. Biomasa byla hydratovana v 1 ml
destilované vody po dobu 30 minut. Nasledné byla biomasa zcentrifugovana a supernatant byl
vylit. V dal$im kroku bylo k biomase ptidano 0,5 ml sklenénych kuli¢ek a 1 ml methanolu.
Plastové vialky se umistily na multipozi¢ni vortex a po dobu 20 minut byly intenzivné
protiepavany. Déle byly pfidany 2 ml chloroformu a tato smés se nechala protfepavat na
vortexu po dobu 20 minut. Po 20 minutach byl nahrazen 1 ml vody 1 ml 1,7 M hydroxidu
sodného a piridan do smési. Smés se nechala 10 minut tiepat, poté byla zneutralizovana za
pomoci 1% kyseliny sirové a zcentrifugovana. Smés se rozdelila na 2 faze a za pomoci pipety
byla odebrana spodni chloroformova faze na stanoveni karotenoidt a biomasa s kulickami se
dala lyofilizovat. Spodni chloroformova faze se nechala odpafit pii 35 °C v termobloku pod
dusikovou inertni atmosférou. Odparek byl rozpustén ve 2 ml smési HPLC rozpoustédel
oslozeni 2:1 acetonitril:ethylacetat. Smés byla poté dukladné protiepana na vortexu
a prefiltrovana pies PTFE filtr do sklenéné vialky pro HPLC/GC.

Pti druhé optimalizaci procesu (pokus 2), bylo navdzené stejné mnozstvi biomasy.
Neutralizace zde byla upravena po pifidavku 1,7 M hydroxidu sodného, byla provedena
neutralizace za pomoci 20 % kyseliny sirové. Odparek byl rozpustén se smési HPLC
rozpoustédel o slozeni 2:1 acetonitril:ethylacetat s pfidavkem 1 ml hexanu.

Pti tfetim optimalizaci procesu (pokus 3), se zvySila navdzka kvasinkové biomasy na
100 mg. Toto zvySeni bylo nutné, nebot’ na tuto optimalizaci navazovalo stanoveni lipida
v odebraném vzorku smési, ktera se vyuzivala ke stanoveni karotenoidt. Odbarvené pelety zde
byly zlyofilizovany a stanoveny pomoci optimalizovaného stanoveni B-glukant, Ktery je
uveden v kapitole 4.9.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Kultivace v laboratornich fermentorech

V této préci probihaly nejdtive 3 kultivace v laboratornim fermentoru o objemu 5 I. V grafu 1
a vgrafu 2 je zaznamenana celkova produkce biomasy, obsah lipidd a obsah glukant
ve fermentorech 1, 2 a 3. Jednalo se o 3 kultivace kvasinky Rhodotorula toruloides po dobu
96 hodin.

V ptipadé prvni kultivace F1 se jednalo o vsadkovou kultivaci ve fermentoru, u které byl
vyuzivan odpadni glycerol. Nejdiive bylo namichano 4,6 1 produkéniho média, do kterého se
nasledné piidalo 400 ml odpadniho glycerolu. Vytéznost produkce biomasy kvasinky
Rhodotorula toruloides po 96 hodinach kultivace byla 20,87 g/I. Obsah lipidti a obsah mastnych
kyselin v biomase byl stanoven za pomoci extrakéniho postupu a méfen za pomoci plynove
chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem. Obsah lipidd v biomase byl 19,96 %
(vizgraf 1). Profil mastnych kyselin vtéto kultivaci F1 byl vpoméru 34:62:4
(SFA : MUFA : PUFA) (viz graf 2). Odpadni glycerol zvySuje pii kultivaci stres vyvijeny
na kulturu kvasinek, diky kterému je ptebytek uhlikového zdroje ukladan kvasinkami
do zasobnich lipidt. Tato kultivace byla charakteristicka vyssim obsahem MUFA neboli
mononenasycenych mastnych kyselin. Déle byla tato biomasa stanovena na obsah glukanti za
pomoci optimalizované enzymatické metody. Bylo zjisténo, ze slozeni glukanti v biomase je
1,94 % a-glukant a 11,2 % B-glukant (viz graf 1).

V priibéhu kultivace F2 bylo stejné mnozstvi odpadniho glycerolu ptidavano postupné ptes
peristaltické ¢erpadlo v prubéhu kultivace. Vytéznost biomasy této kultivace byla 20,29 g/l.
Obsah lipida v kultivaci F2 byl 22,16 %. Profil mastnych kyselin u kultivace F2 byl 32 : 57 : 11
(SFA : MUFA : PUFA). Oproti kultivaci F1 se zvysil obsah PUFA a snizil obsah MUFA 0 6 %,
coz bylo zptisobeno dvojnasobnym zvySenim obsahu kyseliny linolové. ZvySeni obsahu lipida
spolu se snizenim obsahu MUFA a zvySenim obsahu PUFA neboli polynenasycenych mastnych
kyselin, mohlo byt zptisobeno postupnymi pfidavky odpadniho glycerolu. Diky postupnym
ptidavkim se snizil stres a zkratila se mirn¢ i lag faze. Kvasinkova kultura takto mohla
produkovat stabilnéjsi preferovanéjsi profil mastnych kyselin. Obsah glukant pfi kultivaci F2
se oproti kultivact F1 vyrazn€ nezménil. DoSlo pouze k malému sniZeni obsahu B-glukant
na 9,86 %.

Kultivace F3 byla rovnéz semi-kontinualni, ale byla zde snizena davka pridavaného
odpadniho glycerolu na 350 ml. VytéZznost této kultivace se celkové snizilana 15,83 g/l. OvSem
zajimavé bylo, ze vzrostl obsah lipidi v biomase na 29,56 %, a rovnéz se zménil i profil
mastnych kyselin na 39:39:22 (SFA : MUFA : PUFA). Porovnanim Kkultivace F3
s pfedchozimi kultivacemi F1 a F2, pozorujeme cca 10% nardst obsahu lipidd v biomase.
Zména profilu mastnych kyselin byla zplisobena dvojnédsobnym zvysSenim produkce kyseliny
palmitové a kyseliny stearové. Zaroven byl zjistén nartst obsahu kyseliny linoloveé a linolenove.
Zastoupeni jednotlivych kyselin je obsazeno v tabulce 7. OvSem vyrazné se zde snizilo
mnozstvi B-glukant na 4,92 %. Toto snizeni mohlo byt zpiisobeno pravé zvysenym nartistem
lipida v biomase. Bunka kvasinky nejspiSe pii zvySené produkci lipidi netvotila velké bunécné
stény.
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Graf 1: Vytéznost a sledované metabolity v kultivované biomase u fermentoru F1, F2 a F3.

Tabulka 7:  Slozeni mastnych  kyselin
100 % - u biomasy.
80% L - F1(%) | F2(%) | F3 (%)
C14:.0 1,34 1,34 1,34
60 % T+ C16:0 18,03 22,85 22,85
209 | C18:.0 11,91 11,99 11,99
C20:0 0,85 0,51 0,51
209% + C24:.0 1,66 2,12 2,12
Cl6:1 1,36 0,84 0,84
0% o = o = s Ci18:1c 60,10| 39,21 38,21
ESFA =MUFA =PUFA c20:1 0.48 e .
C18:2c 3,04 17,70 17,70
Graf 2: Profil mastnych kyselin. C18:3d3 0,49 3,19 3,19
C20:2 0,00 0,21 0,21
C20:4 0,47 0,39 0,39
C22:6 0,27 0,38 0,38
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5.1.1 Stanoveni obsahu karotenoidi u biomasy

Ke stanoveni karotenoidii v biomase bylo vyuZzito extrakéniho postupu a vysokoucinné
kapalinové chromatografie s detektorem PDA, postup je dostupny v kapitole 0. Pii kultivaci
byla biomasa karotenogenni kvasinky Rhodotorula toruloides stresovana piidavkem odpadniho
glycerolu, ktery zplisobil predevS§im nartst produkce lipidd, diky pfebytku tuki. Oproti tomu
doslo k poklesu produkce antioxidacnich, latek jako jsou karotenoidy. V grafu 3 nalezneme
obsah karotenoidii u jednotlivych fermentorti F1, F2 a F3.

Z pohledu zastoupeni karotenoidii v biomase se od sebe kultivace F1, F2 a F3 vyrazné
nelisily. Jediny vyrazny rozdil, ktery je zde vidét, je v obsahu ubichinonu. Obsah ubichinonu
u kultivace F1 byl 3,91 mg/g biomasy, u kultivace F2 jiz vzrostl na hodnotu 7,97 mg/g biomasy
a u kultivace F3 se zvysil na hodnotu 15,13 mg/g biomasy. Nejspise tento narlist souvisi se
zpusobem kultivace. V piipad¢ kultivace F1 se jednalo o vsadkovou kultivaci. Zde bylo dodano
400 ml odpadniho glycerolu hned na zacatku kultivace. Tento zpisob nepodpofil zvyseny
narust produkce zadné z antioxidacnich latek.

U druhé kultivace F2 byl vyuzit semi-kontinualni zptsob kultivace, kdy byl odpadni glycerol
ptidavan postupné v mnozstvich 160 ml prvni den a 80 ml dalsi dny (160-80-80-80). Tyto
postupné ptidavky v médiu snizily Groven stresu a kultura se tak mohla lépe adaptovat na
substrat, diky ¢emuz se u kultivace F2 také zvysila produkce torularhodinu (2,42 mg/g
biomasy), ubichinonu (7,97 mg/g biomasy) a ergosterolu (5,34 mg/g biomasy).

U kultivace F3 bylo snizené mnozstvi odpadniho glycerolu ze 400 ml na 350 ml, kdy prvni
den bylo pfidano jen 150 ml a dal$i dny bylo piidavano 70 ml, 70 ml a 60 ml (150-70-70-60).
Snizeni pfidavku odpadniho glycerolu na zacatku zptsobilo vyssi produkci torularhodinu
(3,74 mg/g biomasy), ubichinonu (15,13 mg/g biomasy), ergosterolu (7,03 mg/g biomasy)
a celkovych karotenoidi (5,38 mg/g biomasy).
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Graf 3: Obsah karotenoidii v kultivované biomase u fermentori F1, F2 a F3.
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5.2 Analyza priabéhu kultivace ve fermentoru 2

V pritbéhu kultivace F2 dochazelo k postupnym piidavkiim odpadniho glycerolu. Na zacatku
kultivace bylo ptidano 160 ml, druhy den v 23. hodiné bylo piidano 80 ml, tfeti den v 50. hodiné
bylo pfidano 80 ml a ¢tvrty den v 72. hodiné bylo ptidano 80 ml. V pribéhu kultivace byly
odebirany postupné vzorky v zéavislosti na case, které byly déale pfepocitany na vyt&€znost
biomasy v g/l.

V grafu 4 je znazornén pribéh néristu biomasy, procentualni zastoupeni lipida v biomase
a procentualni obsah B-glukani. Nejdfive bylo stanoveno mnozstvi biomasy v g/l, které bylo
stanoveno v prub¢hu celé kultivace. V prvnich 9 hodinach kultivace F2 je stale patrna lag faze,
kdy se karotenogenni kvasinky Rhodotorula toruloides adaptovaly na odpadni glycerol.
V prubéhu této adaptace, jeste kvasinky spotiebovavaly zbytek Zivin z YPD média, nez piesly
plné€ na odpadni glycerol. Byl zde vyrazné zpomalen rist a mnoZeni kvasinek. Od 23. hodiny
muzeme V grafu 4 vidét zacatek exponencialni faze ristu, ktera probihala az do konce kultivace.
A probihala by i dale, az do stacionarni faze rustu, ale doba kultivace byla pevné nastavena na
96. hodin. Z tohoto diivodu byla kultivace ukonc¢ena jiz v exponenciélni fazi riastu. V prib&hu
této faze se kvasinky intenzivné rozmnozovaly a rostly. V této fazi stoupd procentudlni
zastoupeni lipidd v biomase. V pribéhu 23. hodiny bylo piidano 80 ml odpadniho glycerolu,
po tomto piidavku se kvasinky adaptovaly na zménu v médiu, ¢imz se zpomalil rist a zpomalil
se i narust lipida v biomase. V prabéhu 50. hodiny bylo pfidano dalSich 80 ml odpadniho
glycerolu a v prib¢hu 72. hodiny byl ptidan posledni piidavek 80 ml odpadniho glycerolu.
Mnozstvi biomasy se od 50. hodiny dale zvySovalo, zatimco procentualni mnozstvi lipidi
od 50. hodiny nevykazovalo vyrazné zmény. Lze tedy konstatovat, Ze v této kultivaci byla
spotieba energie kulturou kvasinek ziskana jen z odpadniho glycerolu v médiu.

Procentualni mnozstvi B-glukani bylo méteno az u 50. hodiny kultivace, nebot’ ke stanoveni
v 72. hoding (10,36 %), po kterém procentudlni obsah B-glukant klesa. Tento jev lze vysvétlit
tim, Ze kvasinky zpracovaly jiz vétSinu odpadniho glycerolu. Diky tomu na kvasinky v médiu
nebyl vyvijen dostate¢ny osmoticky stres, ktery poté inicioval hydrolyzu ¢asti bunécné stény
a jeji ,,zestihleni“. B-glukany stejné jako a-glukany mohou slouzit jako zdroj potfebné energie.
V grafu 5 je znazornén profil mastnych kyselin v pribéhu kultivace od 23. hodiny do 95.
hodiny. V grafu vidime postupné zvySovani obsahu MUFA a snizovani obsahu PUFA. Odpadni
glycerol zvySuje stres v pribéhu kultivace a zbytek tukd, ktery v médiu pochazi z odpadniho
glycerolu, je kvasinkami primarné ukladan do struktur zasobnich triacylglycerolu.
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Graf 4: Analyza pribéhu kultivace F2.
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Graf 5: Analyza profilu mastnych kyselin v pribéhu kultivace F2.
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5.2.1 Analyza obsahu karotenoidi v pribéhu kultivace F2

V grafu 6 je znazornén obsah karotenoidt v prubéhu kultivace mezi 23. hodinou a 95. hodinou.
Obsah torularhodinu se v prubéhu kultivace kontinualné zvySuje. Produkce celkovych
karotenoidt v biomase se v prabéhu kultivace také kontinualn¢ zvySuje. V prabéhu kultivace
dosahuje obsah ubichinonu 2 lokalnich maxim, a to v odbéru z 25. hodiny (4,93 mg/g biomasy)
a 50. hodiny (9,08 mg/g biomasy). Dvé¢ lokalni maxima dosahuje také ergosterol ve 25. hodiné
(6,66 mg/g) a v31. hodin¢ (7,70 mg/g biomasy). V 95. hodiné dochazi k nahromadéni
metabolitli zplisobenému vycerpani Zivin.
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® Torularhodin [mg/g] ® Torulen [mg/g]
Lykopen [mg/g] B Beta-karoten [mg/g biomasy * 10]
m Celkové karotenoidy [mg/g] Ubichinon [mg/g]

m Ergosterol [mg/g]

Graf 6: Analyza obsahu karotenoidii v pritbéhu kultivace F2.
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5.3 Analyza priibéhu kultivace ve fermentoru 3

V pritbéhu kultivace F3 dochazelo k postupnym ptidavkiim odpadniho glycerolu. Na zacatku
kultivace bylo pfidano 150 ml, druhy den v 18,5. hoding bylo ptidano 70 ml, tfeti den ve 40.
hoding bylo pfidano 70 ml a ¢tvrty den v 66. hoding bylo ptidano 60 ml. Byly odebirany
postupneé vzorky v zavislosti na Case, které byly dale piepocitany na vytéznost biomasy g/l.

V grafu 7 je zaznamenan prub€h kultivace z pohledu narastu biomasy, procentudlni
zastoupeni lipida v biomase a procentudlni zastoupeni B-glukanu. V prvnich 24 hodinéach je
patrnd velmi nizka rychlost ristu kultury. Tento zpomaleny rist a mnozeni bylo zpiisobeno
adaptaci kvasinek na odpadni glycerol, jenz obsahuje fadu latek, s inhibiénimi G¢inky, napf.
soli mastnych kyselin. V prubéhu této adaptace kvasinky spotiebovavaly zbytek zivin z YPD
média a zaCinaly spotfebovavat odpadni glycerol. Exponencidlni faze ristu zacinala v 24.
hodiné a vrcholila v 66. hodiné. Po této dobé je v grafu 7 vidét pocatek stacionarni faze
od 66. hodiny do 92. hodiny, ve které byla kultivace ukonéena.

Z pohledu procentualniho zastoupeni lipidii v biomase v prubéhu kultivace, zde nalezneme
2 lokalni maxima. Prvni lokalni maximum se nachazi v 42. hodiné (15,33 %) a druhé lokalni
maximum Vv 50. hodiné (17,91 %). Velké mnozstvi lipida v 92. hodin¢ je zpusobeno
vyCerpanim dusikatych zdrojii a omezenim rychlosti mnozeni. PrebyteCna energie se tak
ukladala do formy lipidi. Mnozstvi lipidd zde tak vyrazné vzrostlo z 15,27 % v 68. hodiné
na 32,10 % v 92. hoding.

U stanoveni B-glukant byla zjisténa 3 lokalni maxima. Prvni lokalni maximum je
ve 40. hodingé (12,19 %), druhé lokéalni maximum je v 45. hodiné (10,54 %) a tieti lokalni
maximum obsahu B-glukant je v 64. hodiné (10,75 %). Diky proméfené stacionarni fazi
Vv pribéhu kultivace F3 pozorujeme pokles obsahu B-glukant, ktery souvisel pravdépodobné
S postupnym ubytkem zivin v médiu. Je proto pravdépodobné, Ze kultura zacala od 50. hodiny
spotiebovavat zasobni B-glukan v bunéénych sténach kvasinek. Tato spotieba zasobniho
B-glukanu by tak mohla objasnit vyrazné snizeni obsahu -glukanu v biomase.

V grafu 8 je znazornén profil mastnych kyselin v pribéhu kultivace mezi 18,5. hodinou az
92. hodinou. Dale pozorujeme postupné mirné zvySovani zastoupeni MUFA a snizovani PUFA
v biomase. To muze byt dano asimilaci MUFA z odpadniho glycerolu, ktery byl pfipraven
z zivociSnych tukti, které maji zvySeny obsah pravé mononenasycenych mastnych kyselin
oproti polynenasycenym mastnym kyselinam.
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Graf 7: Analyza priubéhu kultivace F3.
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5.3.1 Analyza obsahu karotenoidi v pribéhu kultivace F3

V grafu 9 je znazornén obsah karotenoidi v prabéhu kultivace F3. V prub&hu kultivace F3 se
kontinualn¢ zvySovalo mnozstvi torularhodinu a karotenoidt. U ubichinonu jsou v prabéhu
kultivace patrné 2 lokalni maxima. Prvni lokalni maximum je v 22. hodiné (8,21 mg/g biomasy)
a druhé v 50. hodiné (13,81 mg/g biomasy). U ergosterolu jsou zfetelna 2 lokalni maxima a to
v 24. hodiné (6,44 mg/g biomasy) a v 50. hodiné (6,98 mg/g biomasy). Lokalni maximum
u ubichinonu i u ergosterolu v 50. hodiné souvisi se zacatkem stacionarni faze, nebot’ v 50.
hoding jiz za¢inaly dochazet zZiviny a za¢inal se tak zpomalovat rist. Kvasinky pti pfechodu do
stacionarni faze se piestavaji rychle mnozit a za¢inaji hromadit vhodné molekuly, naptiklad
antioxidanty jako jsou ubichinon a karotenoidy.
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Graf 9: Analyza obsahu karotenoidii v pritbéhu kultivace F3.
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5.4 Optimalizace stanoveni B-glukani pomoci enzymatického kitu

Cilem této optimalizace enzymatického stanoveni B-glukant u kvasinek bylo uzivateltim usetiit
Cas pii stanoveni a snizit financni naklady stanoveni, pii zachovani spolehlivosti metody.
Navazka vzorku na jednu ¢ast stanoveni ze dvou se snizila oproti originalnimu postupu z 90 mg
na 13-15 mg. Toto sniZeni navaZky je pro stanoveni velice dileZité, nebot’ je potieba
stanovovat vzorky, které maji nizké vytézky jako jsou pribézné odbéry béhem kultivaci ve
fermentoru, ¢i vytézky kultivaci v malych méftitcich. Je to téz z diivodu, aby jejich vytéznost
biomasy pokryla vSechna potiebna stanoveni. Dalsi velkou vyhodou je ziskani moznosti
opakovani stanoveni v piipadé chyby u stanoveni.

DalSim cilem optimalizace bylo uSetfeni ndkladi na stanoveni, ¢ehoz bylo dosazeno
snizenim mnoZstvi potfebnych roztokl na stanoveni. V origindlnim baleni se pocita, Ze
dodavaneé roztoky vydrzi na stanoveni cca 100 vzorku. V optimalizovaném postupu doslo ke
snizeni objemi roztokt pii stanoveni a dal$im upravam. Enzymaticky Kit diky tomu postaéi na
stanoveni cca 600 vzorki.

5.4.1 Finan¢ni naklady na optimalizovany postup stanoveni

Ke stanoveni byl pouzit kit K-YBGL od spole¢nosti Megazyme, ktery je ureny pro stanoveni
B-glukant kvasinek a hub. Tento kit stoji v soucasné dobé 270 € a slouzi na stanoveni 100
vzorku. Diky optimalizované metodé vydrzi enzymaticky kit na cca 600 vzorku. V porovnani
s originalnim postupem, je tento postup rychlejsi, levnéjsi a lIze jim zpracovat vice vzorka
najednou. Zrychleni postupu je zajisténo predevsim diky vyuziti 96jamkové mikrotitracni
desticky, multikanalové pipety a ELISA readeru.

K této metod¢ je zapotiebi bézné laboratorni vybaveni, jako jsou sklenéné zkumavky se
zabrusem, termoblok, pipety, vortex, suSarna, ELISA reader, mikrocentrifuga, 96jamkové
mikrotitraéni desticky a multikanalova pipeta.

Nejvice nakladnou polozkou v tomto stanoveni je pravé cena kitd. Cena jednoho Kitu pii
prepoctu s aktualnim kurzem eura (1 euro= 23,60 K¢ dne 2. 5. 2023, [42]) vychazi na 6 372 K¢
na cca 600 vzorkt. Stanoveni se tak aktudlné provadi po 23 vzorcich, a to z divodu
kompromisu mezi ¢asovou naro¢nosti stanoveni, poctem vzorkd a S ohledem na pouzité
vybaveni. Ov§em pocet vzorkd, které jdou stanovit najednou jde zvysit. Pii zapocitani naklada
vychazi jeden vzorek na piiblizné 20 K&, pokud pouzijeme vybaveni, které uz v laboratofi je.

5.4.2 Optimalizace navazky pro stanoveni

Optimalizace probihala za pouziti kontrolnich vzorkt B-glukant. Optimalizace probihala
v kvadrupletech, diky kterym byly nasledné vypocitany odchylky vysledku. Vysledky se
srovnavaly s pouzivanym postupem. Nejdiive byla testovana mozZnost vyuziti pfi stanoveni
48jamkova mikrotitracni desticka nebo 96jamkova desticka. Metoda s 48jamkovou
mikrotitracni destickou byla nakonec zavrhnuta, nebot’ optimalizaci dostate¢né nevyhovovala.
Zvolend 96jamkova mikrotitracni desti¢ka, byla oznafend za vhodnéjsi variantu, ktera je
rychlejsi, levné;si a prakticté;si.
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DalSim krokem byla optimalizace navazky pro stanoveni. Pfi této optimalizaci bylo
vyuzivano kontrolnich vzorki glukanti, které se standardné v kitech dodavaji. Diky
optimalizaci stanoveni bylo vybrano nejvhodné&jsi rozmezi navazky 13-15 mg lyofilizované
biomasy pro stanoveni. Po stanoveni optimalni navazky byla metoda vyuZzivana na stanoveni
kvasinkové biomasy. V grafu 10 je znazornén pribéh optimalizace navazky pro stanoveni
pomoci 96jamkové desticky experimentem 1S je zvolen primér méfeného vzorku A
standardnim zplsobem. Oznafenim 2-5 jsou oznaceny jednotlivé pokusy. Nejvhodnéjsim
experimentem byl oznacen experiment 4, ve kterém bylo naméteno 41,31+2,30 % B-glukant
ve vzorku. V grafu 11 je znadzornén podobny experiment jen se standardnim vzorkem B z jiné
varky enzymatického kitu. Zde rovnéz vysel jako nejvhodnéjsi experiment 4, ve kterém bylo
naméfeno 47,9541,9 %. Odchylka u enzymatického kitu spole¢nosti Megazyme je vyrobcem
uvadéna v rozmezi 4-5 %, tak diky této odchylce piesnosti, 1ze nami optimalizovany postup
vyuzivat ke stanoveni v laboratornich podminkéach.
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Graf 10: Optimalizace navazky pro stanoveni vzorek A, 96jamkova desticka.
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Graf 11: Optimalizace navazky pro stanoveni vzorek B, 96jamkova desticka.
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5.4.3 Optimalizace separa¢niho procesu

Vzhledem k soubé&zné provadénym pracim zabyvajicich se valorizaci odpadnich oleja, i nami
testovaného odpadniho glycerolu, ve formé kultivaci karotenogennich kvasinek. Bylo nutné
tuto optimalizaci dale otestovat pro stanoveni B-glukand s pfihlédnutim k obsahu lipida ve
vzorku.

Jelikoz U kultivaci na olejich nastal problém pii oddélovani sedimentu a supernatantu za
pomoci mikrocentrifugy. Tuk zde plaval nahoie a dale byl pozorovan problém s usazenim
sedimentu. Proto bylo nutno vymyslet, jakym zptisobem sediment od potiebného supernatantu
oddélit. Jednou z moznosti, ktera byla vyzkouSena, byla moznost filtrace pies filtracni papir,
zde bylo bohuzel zjisténo, ze z divodu malych objemd, se pfi filtraci nedosahne potiebného
podtlaku pro jeji provedeni.

I—

[ 8 :
Obrazek 16: Oddelovani sedimentu od supernatantu za pomoci

filtracniho papiru.

Nasledné byla testovana dal$i moznost, ktera se jevila velice slibné. A to moznost vyuziti
stiika¢kovych membranovych filtrt. Jednalo se o nylonove filtry od spole¢nosti Chromservis,
které se daji nasadit na injekéni stiikacku. Vyuziti téchto filtri se ukazalo jako snadna, rychla
a efektivni cesta k oddéleni nesedimentujicich neéistot v supernatantu. Pfi stanoveni rovnéz
nebyla zjisténa zména v mnozstvi stanoveného B-glukanu oproti metodé s vyuzitim centrifugy.

5 i/ {

Obrazek 17: Injekéni stitkacka s nylonovym filtrem.

53



5.4.4 Casova naro¢nost metody

Optimalizovana metoda je ¢asové méné naro¢na a v soucasné dobé ji lze provést pii mnozstvi
23 vzorku za 8 hodin, a to i za pfedpokladu, Ze zavéreéné méteni provadime v duplikétech a
ob¢ stanoveni a-glukani i celkovych glukant provadime zaroven. To pfinasi pro laboratorniho
pracovnika, ktery stanoveni provadi Glevu, nebot’ stanoveni zvladne rychleji nez za pomoci
klasické metody. Pfi stanoveni 23 vzorku, které by se v zavéru duplikovaly pro minimalizaci
chybovosti, by celé stanoveni mohlo zabrat i 12 hodin. Dal$i GiSporu ¢asu nalezneme v ptipraveé
pomocnych roztokd, které se diky snizeni mnozstvi objemi nemusi pfipravovat, tak ¢asto. Tuto
usporu muzeme pocitat v fadu hodin.
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Obrézek 18: 96jamkové mikrotitracni desticky po zdavérecné inkubaci s cinidlem GOPOD. Na horni

desticce je vidét stanoveni a-glukanii a v dolni desticce je vidét stanoveni celkovych glukanii.
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5.5 Optimalizace postupi izolace

Pro niZe popsané postupy bylo nejdiive nutné nakultivovat dostatek kvasinkové biomasy. Byla
pouzita kvasinka Rhodotorula toruloides, ktera byla nakultivovana v laboratornim fermentoru.
Celkem bylo nakultivovano 500 g lyofilizovane biomasy. Délka kultivace pro jednu vsadku
byla stanovena na 96 hodin. Tato biomasa byla ur¢ena pro optimalizace procesu izolace
astanoveni B-glukani. Nakultivovana lyofilizovana biomasa byla Setrné rozemleta
a zhomogenizovana na homogenni smés. Tato biomasa byla skladovana v uzaviratelnych
s&ccich pfi teploté -30 °C.

5.6 Optimalizace postupu izolace B-D-glukani postup A

Tato metoda méla byt dle testovanych metod tou nejsetrnéjs$i metodou izolace pii zachovani
konformace B-D-glukani. Metoda byla ¢asové velice naro¢na a zabrala 3 dny. lzolace se
provadéla v triplikatech a pro izolaci bylo navazeno cca 20 g biomasy.

V tabulce 8 jsou uvedeny jednotlivé navazky a procentudlni vytéznosti izolaci. Nejvys$si
vytéznost nalezneme u vzorku 2A po organické extrakei, kterd byla 22,27 %. U tohoto vzorku
je ovSem pozorovan nizsi obsah sacharidti nez u vzorku 3A po organické extrakci, ktery ma
sice niz§i vytéznost 17,26 %, ovSem zastoupeni sacharidl ve vzorku je zde 86,22 %. Nejvyssi
vytéznost po pusobeni trypsinu je u vzorku 3A-Trypsin ato 16,81 %. U tohoto vzorku je rovnéz
nejvyssi zastoupeni sacharidii a to 87,31 %.

Z hlediska profilu mastnych kyselin nema tento zptsob izolace na vzorky zadny vliv.
V pritbé¢hu izolace nedochézi k hydrolyze esterovych vazeb. Profil mastnych kyselin vzorki je
v grafu 12.

Obréazek 19: Triplikaty 14, 24 a 34 po autolyze 24 h za stalého michani pii 55 °C.
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Tabulka 8: Vyteznost, obsah sacharidu, proteinii a lipidi u optimalizovaného postupu izolace

[glukanu A.

Navizka |Vytezek Prv‘;izgfl‘fs't”' Obsah p?oaz?gﬁ Obsah
sah | _Josan
(9) (9) %) sacharidu (%) (%) lipida (%)

Biomasa 34,72 11,61 21,29

gﬁrgﬁc‘?rga”"’ke 2063 | 281 13.62 43,99 155 13.46
gzrgﬁc‘?rgamke 2034 | 453 2227 24,77 0,45 0,08

22r2ﬁc‘?rga”"3ke 2005 | 3.46 17.26 86,22 0,54 13.71

1A Trypsin 2063 | 334 16,19 67.02 1.29 15,08
2A Trypsin 2034 23 11.31 46,89 0.67 92

3A Trypsin 2005 | 337 16,81 87.31 0,56 13.79

100% T .

80%
60 % +
40%

20% +

0% f f f f f f
B; 1 2 3 1 2 3
"0mag, A po O A po OF 4 po OF 4 Tfypsjn A T’J’pgjn A Tfypsjn
ESFA ®MUFA =PUFA

Graf 12: Profil mastnych kyselin u izolantit A, oznaceni OE je pro organickou extrakci, jako trypsin jsou
oznaceny vzorky po proteolyze s trypsinem.
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5.6.1 Stanoveni obsahu glukanu v izolantech A

Ke stanoveni B-glukani byl pouzit optimalizovany postup pro stanoveni glukand
enzymatickym kitem od spole¢nosti Megazyme. Obsah glukanti ve vzorcich byl stanoven
U kontrolniho vzorku biomasy, ze které se vzorky izolovaly. Dale se stanoveni provadélo
u vzorkd po organické extrakci a u vzorkll po proteolyze s trypsinem. Izolace se provadély
v triplikatech se stejnym navazenym mnozstvim lyofilizované biomasy cca 20 g. V prub¢hu
izolaci, i po jejich ukonéeni, se ukazaly vyrazné rozdily u jednotlivych vzorkd. V piipadé
B-glukant muzeme v grafu 13 pozorovat pokles i narast obsahu B-glukant u jednotlivych
vzorkd. Tyto rozdily, které nemaji jasnou pravidelnost, by mohly byt zplsobené velkym
mnozstvim zlyofilizované biomasy, kterou bylo nutné zhomogenizovat. | pies dikladnou
homogenizaci mohlo nastat, Ze ¢ast vzorku méla mensi obsah B-glukant jiz v biomase pied
samotnou izolaci. Nebot kultivace mikroorganismti probihala v laboratornim reaktoru
v n¢kolika vsadkach, aby bylo nakultivovano dostate¢né mnozstvi biomasy pro izolace. DalSim
moznym vysvétlenim miize byt samotnd presnost optimalizovaného enzymatického stanoveni
B-glukant, kterd mize byt u nizkych obsaht B-glukant zavadéjici.

Nejvyssiho obsahu B-glukani bylo dosazeno u vzorku 2A po organické extrakci, tento
vzorek mél obsah B-glukant 8,19 %. A po nasledné proteolyze trypsinem jeho obsah f3-glukant
klesnul na hodnotu 6,70 %.

Do budoucna by bylo dobré zvazit vyuziti lepsi rozrusovaci techniky napt. homogenizatoru.
Tato technika by ndm mohla zajistit lepsi rozbiti bunéénych stén a vyizolovani Cistych
B-glukan.

14 T

12 ¢

Procentudlni zastoupeni ve vzorcich (%)

Bj 1 2 3 1 2 3
Iomasa A bo o J3) APO 0} J3) A bo o )3 A4 lepSiH A ijp sin A lepsin

u Celkovy obsah glukanu (%) Obsah alfa-glukanu (%) = Obsah beta-glukanu (%)

Graf 13: Obsah glukanii v izolantech A, oznaceni OE je pro organickou extrakci, jako trypsin jsou
oznaceny vzorky po proteolyze s trypsinem.
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5.6.2 Stanoveni obsahu karotenoidu u izolantu A

U stanoveni karotenoidi u jednotlivych triplikath je nejdiive potieba se podivat na cely proces
izolace, nebot’ se stalo, ze v pribéhu prvniho kroku autolyzy se jeden ze vzorkiu odbarvil.
Konkrétné se jednalo o 24 hodinovou autolyzu kvasinek s 3% NaCl pfi teploté 55 °C vzorek
2A zménil barvu na béZovou. Zatimco vzorek 1A a 3A mél stale oranzovou barvu. Vzorky po
autolyze jsou zobrazeny na obrazku 20. Dtuvod degradace karotenoidi u jednoho z triplikati
neni znam. V detailu na obrazku 21 jsou vidét posledni zbytky karotenoida u hladiny ve vzorku
2A.

Dalsim naro¢nym krokem pro karotenoidy byla tiprava horkou vodou, u které byly vzorky
po dobu 4 hodin vystaveny 121 °C v autoklavu. Vzorky po této tiprave jsou vidét na obrazku 22.
Vsechny vzorky po této Upravé vyrazné ztmavly. Poté nasledovala organicka extrakce
a proteolyza.

V grafu 14 je znazornéné zastoupeni karotenoid v izolantech. Je zde znazornéno zastoupeni
srovnavaciho vzorku biomasy, vzorkli po organické extrakci a vzorkll po proteolyze
s trypsinem. U vzorku 1A po OE, cozZ je oznaéeni pro vzorek po organické extrakci, je vidét
rapidni nérast mnozstvi ubichinonu ve vzorku oproti ptivodni kontrolni biomase. Mnozstvi
ubichinonu u toho vzorku bylo stanoveno na 15,00 mg/g biomasy. Ostatni latky ve vzorku
Klesly. U vzorku 2A po organické extrakci miizeme vidét, Ze karotenoidy jsou zde uz jen ve
zbytcich a spiSe se jedna o zdegradované zbytky karotenoidd. V druhé Casti grafu jsou vidéet
vysledky po proteolyze enzymu trypsin. Ve vzorku 1A po plsobeni trypsinu vyrazné Kleslo
mnozstvi ubichinonu i ostatnich latek. Hodnota ubichinonu u tohoto vzorku byla 7,30 mg/g
biomasy.
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Biomasa 1ApoOE 2ApoOE 3ApoOE 1A Trypsin 2A Trypsin 3A Trypsin

® Torularhodin [mg/g] Torulen [mg/g] Lykopen [mg/g]
m Beta-karoten [mg/g biomasy * 10] m Celkové karotenoidy [mg/g] Ubichinon [mg/g]
Ergosterol [mg/g]

Graf 14: Zastoupeni karotenoidii v izolantech A, oznaceni OF je pro organickou extrakci, jako trypsin
jsou oznaceny Vzorky po proteolyze s trypsinem.
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Obrazek 21: Vzorek 2A po autolyze.

Obrézek 20: Izolanty A po 24 h autolyze.
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Obrézek 22: Triplikaty izolantit A pred organickou extrakci.
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Obréazek 23: Lyofilizované izolanty A, oznaceni OE je pro organickou extrakci, jako trypsin jsou
oznaceny vzorky po proteolyze s trypsinem.

59



5.6.3 Analyza jednotlivych odpadnich supernatanti A

V prub¢hu izola¢niho postupu A, byly odebirdny vzorky odpadnich supernatanti podle
schématu na obrazku 24. Odebiraly se vzdy dva vzorky po 1 ml. Vzorky se po odbéru premistily
do zvazenych sklenénych zkumavek, ve kterych se rozpoustédlo odpatilo a bylo tak zjisténo,
jak velké mnozstvi vyextrahované tuhé slozky nalezneme v 1 ml odpadniho supernatantu. Po
odpafeni a zvazeni bylo provedeno stanoveni obsahu karotenoidt a lipidi. Vysledky téchto
stanoveni jsou zobrazeny v tabulce 9. U vzorku bylo pozorovano odli$né slozeni metaboliti
v odpadnich supernatantech. Nejvyssi obsah lipidi v odpadnim supernatantu byl zjistén
u organickych extrakci. Tento jev je dan afinitou lipidi a lipidickych metaboliti k nepolarnim
a mirn¢ polarnim rozpousteédlim.

U vzorku 1A byl u supernatantu 4 zjiSté€n obsah lipidl 85,67 %, rovnéz zde byl zjistén obsah
ubichinonu 0,73 mg/ml a ergosterolu 0,38 mg/ml. Pro tento proces byl vyuzit hexan jako
extrahovadlo, proto naméfené vyssi koncentrace lipidickych metabolitd odpovidaly nasim
predpokladim. Obdobné byl zjistén | vysoky obsah lipida 88,19 % u supernatantu 5. Tento
supernatant byl sloZzen z isopropanolu. V supernatantu 5 byl dale zjistén vysoky obsah
ergosterolu 29,93 mg/ml, dale zde byl ve vyssi mife obsazen ubichinon (5,85 mg/ml), celkové
karotenoidy (3,95 mg/ml) a torularhodinu (3,09 mg/ml). V supernatantu 6 byl také vysoky
obsah lipidt 94,51 %, dale je zde obsazen ve vys$$i mife ergosterol (30,57 mg/ml) a ubichinon
(12,44 mg/ml). V supernatantu 6 byl obsazen ethanol. Poslednim krokem organické extrakce
byl pfidavek acetonu, v tomto supernatantu 7 byl zjistén obsah lipida 48,11 %, dale zde byl
zjistén vysoky obsah ubichinonu 52,91 mg/ml a ergosterolu (8,46 mg/ml).

Dale byly stanovovany vzorky odpadnich supernatantt z izolace vzorku 2A. Zde byl zjistén
vysoky obsah lipidii uz u supernatantu 3 (28,08 %) pted organickou extrakci. U organické
extrakce byl u vzorku supernatantu 4, zjistén obsah lipidi 84,16 %, dale zde byl obsazen
ubichinon (14,58 mg/ml) a ergosterol (7,67 mg/ml). U supernatantu 5 byl stanoven obsah lipida
na 91,64 %, dale vtomto kroku bylo od izolantu oddéleno velké mnozstvi ergosterolu
(23,74 mg/ml) a ubichinonu (12,09 mg/ml). Obsah lipidi v supernatantu 6 byl stanoven na
90,65 %, dale zde bylo stanoveno vysoké mnozstvi ubichinonu (35,50 mg/ml) a ergosterolu
(11,65 mg/ml). V supernatantu 7 byl stanoven obsah lipidt 88,73 %, rovnéz zde byl vysoky
obsah ubichinonu 68,90 mg/ml.

Déle byly stanovovany odpadni supernatanty vzorku 3A. U téchto supernatantti nebyly
namétfeny vysoké obsahy vyizolovanych lipidi. U supernatantu 4 byl obsah lipida 65,79 %
a obsah ergosterolu 6,44 mg/ml. Dale byl stanoven supernatant 5 u n¢j byl zjistén obsah lipidi
33,40 % a obsah ergosterolu 2,25 mg/ml. U supernatantu 6 se obsah lipida v odpadnim
supernatantu zvysil na 93,76 % a byl zde zjistén obsah 16,90 mg/ml ergosterolu. Poslednim
bodem organické extrakce byl supernatant 7, ktery mél obsah lipida 88,42 %, 6,36 mg/ml
ergosterolu a byl zde zjistén vysoky obsah celkovych karotenoidt 6,80 mg/ml.

60



Tabulka 9:

Obsah sledovanych metabolitii u odpadnich supernatantii po izolaci A.

1A

Torularhodin (mg/ml)

Torulen (mg/ml)

Lykopen (mg/ml)

Beta-karoten (mg/ml)

Supernatant 1

Supernatant 2

Supernatant 3
Supernatant 4
Supernatant 5 3,09 0,67 0,20
Supernatant 6
Supernatant 7 2,83 1,89 2,95 0,33
Supernatant 8
Celkové karotenoidy (mg/ml) | Ubichinon (mg/ml) | Ergosterol (mg/ml) Lipidy (%)

Supernatant 1 0,19 1,61
Supernatant 2 0,17
Supernatant 3 3,80
Supernatant 4 0,73 0,38 85,67
Supernatant 5 3,95 5,85 29,93 88,19
Supernatant 6 12,44 30,57 94,51
Supernatant 7 8,00 52,91 8,46 48,11
Supernatant 8 0,11 3,77

2A Torularhodin (mg/ml) Torulen (mg/ml) | Lykopen (mg/ml) | Beta-karoten (mg/ml)
Supernatant 1
Supernatant 2 0,01
Supernatant 3
Supernatant 4
Supernatant 5
Supernatant 6 1,58
Supernatant 7 1,65 0,60
Supernatant 8

Celkové karotenoidy (mg/ml) [ Ubichinon (mg/ml) | Ergosterol (mg/ml) Lipidy (%)

Supernatant 1 0,06 0,14 2,81
Supernatant 2 0,02 0,07 0,01 0,63
Supernatant 3 0,16 0,09 28,08
Supernatant 4 14,58 7,67 84,16
Supernatant 5 12,09 23,74 91,64
Supernatant 6 1,58 35,50 11,65 90,65
Supernatant 7 2,52 68,90 7,87 88,73
Supernatant 8 0,93 0,12 2,54

3A Torularhodin (mg/ml) Torulen (mg/ml) | Lykopen (mg/ml) | Beta-karoten (mg/ml)

Supernatant 1

Supernatant 2

Supernatant 3

Supernatant 4 0,40 0,33 0,24

Supernatant 5 0,41 0,13

Supernatant 6 2,70 0,67 0,31

Supernatant 7 3,10 1,19 2,18 0,32
Supernatant 8

Celkové karotenoidy (mg/ml) | Ubichinon (mg/ml) | Ergosterol (mg/ml) Lipidy (%)

Supernatant 1 0,05 2,16
Supernatant 2 0,01 3,61
Supernatant 3 0,03 3,13
Supernatant 4 0,98 6,44 65,79
Supernatant 5 0,54 2,25 33,40
Supernatant 6 3,69 16,90 93,76
Supernatant 7 6,80 6,36 88,42
Supernatant 8 0,68
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20 g lyofilizované biomasa
+3 % NaCl

i4 h pfi 55 C za stalého michani 300 rpm

Nasledné zahfat na 80 C po dobu 15 minut

iCentrifugace 4500 rpm

Supernatant 1
Sediment + 0,02 M fosfatovy pufr pH 7,5

Do autoklavu 121 C po dobu 4 h,
po ochlazeni centrifugace
4500 rpm

Supernatant 2

( 7\

Supernatant 7: 48,11 % lipidd;
29,24 % SFA; 57,52 % MUFA;
13,24 % PUFA,; kyselina
palmitova; kyselina stearova;
kyselina olejova; kyselina
linolova

Supernatant 7

Sediment + trypsin
+ fosfatovy pufr pH 7,5

LProteolyza s trypsinem

~N
J

Supernatant 8: 3,77 % lipidd;
40,46 % SFA; 51,25 % MUFA;
8,29 % PUFA; kyselina
olejova

Supernatant 8 + sediment

Supernatant 1: 1,61 % lipidd; 34,73 %

SFA; 51,67 % MUFA; 13,59 % PUFA;

kyselina palmitova; kyselina olejova;
kyselina linolova

Supernatant 2: 0,17 % lipidd;

Sediment + voda

Homogenizace v ultrazvukové
lazni 4 h, centrifugace 4500 rpm

Supernatant 3

Sediment + hexan

Supernatant 4

Sediment + isopropanol

v

——»

R

> 80,61 % SFA; 15,24 % MUFA;
4,14 % PUFA; kyselina lignocerova

Supernatant 3: 3,80 % lipidd;
38,65 % SFA; 50,22 % MUFA,
11,13 % PUFA

Supernatant 4: 85,67 % lipidd;
62,46 % SFA; 26,82 % MUFA;
10,72 % PUFA; kyselina palmitova;
kyselina stearova; kyselina olejova;
kyselina linolova

Supernatant 5: 88,19 % lipidu;
22,71 % SFA; 61,07 % MUFA,

Sediment + ethanol

Supernatant 5 1
Iy

P 16,22 % PUFA; kyselina palmitova;
kyselina stearova; kyselina olejova;
kyselina linolova

Supernatant 6: 94,51 % lipidd;
21,56 % SFA; 62,49 % MUFA;

Sediment + aceton

Supernatant 6 1

Obréazek 24:

> 15,95 % PUFA; kyselina palmitova;
kyselina stearova; kyselina olejova;
kyselina linolova

A J

Priklad schématické zndzornéni optimalizovaného procesu izolace A, déle je zde

zndzornén obsah lipidii a profil mastnych kyselin v jednotlivych supernatantech vzorku 1A.
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5.6.4 Mikroskopické zobrazeni struktury v izolantech A

Na obrazku 25 jsou vidét mikroskopické snimky biomasy a jednotlivych izolantd pod
mikroskopem pies imerzni olej pfi zvétseni 100x. Na snimku 1, 4 a 7 v ¢erném kolecku vidime
kontrolni biomasu kvasinky Rhodotorula toruloides, ktera byla pouzita k izolaci. Na snimku 2
v ¢erveném kolecku je vidét izolant 1A po organické extrakci. Na snimku 5 v oranZovém
kolecku je vidét izolant 2A po organické extrakci. Na snimku 8 ve zlutém kolecku je vidét
izolant 3A po organickeé extrakci. U vSech izolantl jsou pozorovany porusené struktury bunék,
bez cytoplazmy a bunéénych organel. Na snimku 3 v zeleném kolecku je vidét izolant 1A po
proteolyze s trypsinem. Na snimku 6 ve fialovém kolecku je vidét izolant 2A po proteolyze
s trypsinem. Na snimku 9 v modrém kolecku je vidét izolant 3A po proteolyze s trypsinem.
U vSech snimkil po proteolyze jsou zbytky bunécnych stén kvasinek.

2 P 3

1

\

4 5 6
\

7 8 9

[

Obrézek 25: Sledovano pod mikroskopem pres imerzni olej zvétseni 100x: Optimalizace postupu
izolace glukanii podle postupu A, 1, 4 a 7- lyofilizovana biomasa, 2- 1A po organické extrakci, 3-
1A po trypsinu, 5- 2A po OE, 6- 2A po trypsinu, 8- 3A po OE, 9- 3A po trypsinu.
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5.7 Optimalizace postupu izolace B-glukani B

Tato metoda k izolaci vyuziva acidobazickou metodu naruseni bunééné stény. Izolace vzorki
za pomoci této metody trvala 3 dny. Izolace byla provadéna v triplikatech, k izolaci bylo
navazeno cca 20 g lyofilizované kvasinkové biomasy. V tabulce 10 jsou uvedeny navazky,
procentualni vytéZky a sledované metabolity jednotlivych triplikatd. lzolanty byly testovany
Vv lyofilizované formé po organické extrakci a po proteolyze s trypsinem. Nejvyssi vytéznost
izolace byla zji§téna u vzorku 3B po organické extrakci a to 17,51 %. U tohoto vzorku bylo
rovnéz naméteno nejvyssi zastoupeni sacharidt a to 81,33 %. Vzorek s nejvyssi vytézkem po
proteolyze s trypsinem byl vzorek 3B Trypsin s vytézkem 15,57 %. Obsah sacharidd u toho
vzorku byl 73,83 %.

V grafu 15 je zobrazen profil mastnych kyselin u izolantd B. Z hlediska profilu mastnych
kyselin se kontrolni vzorek biomasy a izolanty vyrazné nelisi. Zptisob izolace nema na profil
mastnych kyselin zadny vliv. V prubéhu izolace nedochazelo k hydrolyze esterovych vazeb.

Tabulka 10: Vytéznost, obsah sacharidi, proteinii a lipidit u optimalizovaného postupu izolace

[-glukanu B.

Navazka | Vytézek | Procentudlni Ol?sgh o Obsgho ?b;ap
) o) vyt&most (%) sacharidd | proteini ipida
(%) (%) (%)
Biomasa 34,72 11,61 21,29
1B po organické
extrakei 20,02 2,83 14,14 17,08 0,15 3,22
2B po organické
extraki 20,13 3,17 15,75 17,62 0,11 1,75
3B po organicke 2004 | 351 17,51 81,33 | 020 | 1,88
extrakci
1B Trypsin 20,02 2,21 11,04 49,27 0,17 11,08
2B Trypsin 20,13 2,78 13,81 64,62 0,35 3,56
3B Trypsin 20,04 3,12 15,57 73,83 0,16 3,62
100%
80% T
60% —+
40 % +
20% | l
0%

B Iomas

3B IB 2B
Poop T’ypsm T’ypsm

PUFA

2Bpo OF
= MUFA

BPO OF
u SFA

IypSIH

Graf 15: Profil mastnych kyselin v izolantech B, oznaceni OE je pro organickou extrakci, jako trypsin
jsou oznaceny vzorky po proteolyze s trypsinem.
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5.7.1 Stanoveni obsahu glukanu v izolantech B

Ke stanoveni B-glukani byl pouzit optimalizovany postup pro stanoveni glukand
enzymatickym kitem od spole¢nosti Megazyme. Mnozstvi glukani bylo stanoveno
u kontrolniho vzorku biomasy, ktera byla k izolaci pouzita. Dale bylo stanoveno mnozstvi
glukant v izolantech, vysledky toho stanoveni jsou uvedeny v grafu 16. U dvou vzorki
po organické izolaci byl zjistén narist obsahu B-(1,3)-glukanu a -(1,6)-glukanu ve vzorku.
V kontrolni biomase byl obsah B-glukani stanoven na 7,28 %. U vzorku 1B po organické
extrakci byl zjistén nartst obsahu B-glukand na 9,36 % a u vzorku 2B po organické extrakci
bylo zjisténo 9,60 % B-glukanl. Pisobenim enzymu trypsinu pii proteolyze obsah B-glukant
klesnul u 1B Trypsin na 6,55 % B-glukant a u 2B Trypsin, klesnul obsah B-glukant az na
5,73 %. Rozdily vobsahu B-glukanti u jednotlivych triplikati mohly byt zplisobeny
nedokonalou homogenizaci zasobniho vzorku biomasy, ktera se k izolacim pouzivala. Nebo
i chybovosti samotného stanoveni.

12 +
< ]
X 10 +
N—r .
z 4
L -
[&]

S J
N 8 T
S J
» J
> 4
\E -
S 67+
o 4
=3 J
o

= J
n

‘U -
N 4 4
\E i
N 1
3 J
"E 4
& 27
3 J
S

o

] ]

B; I 2 3 I 2 3
omasy  Broog Broop Broop BTy, BTy 2B Ty

m Celkovy obsah glukanu (%) Obsah alfa-glukanu (%) = Obsah beta-glukanu (%)

Graf 16: Obsah glukanii v izolantech B, oznaceni OE je pro organickou extrakci, jako trypsin jsou
oznaceny vzorky po proteolyze s trypsinem.
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5.7.2 Stanoveni obsahu karotenoidu u izolantu B

V pritbéhu procesu izolace se barva jednotlivych izolanti vyrazné neménila coz je vidét na
obrazku 26 a na obrazku 27. Biomasa byla nejdiive vystavena autolyze s 3% NaCl pii teploté
55 °C. Poté nésledovala bazicka hydrolyza pfi teploté 90 °C. Dal§im krokem byla hydrolyza
s roztokem kyseliny octové pii teploté 80 °C. Po téchto hydrolyzach nasledovala organicka
extrakce a proteolyza s trypsinem.

V grafu 17 je znazornéné zastoupeni karotenoidd v izolantech B. Jako prvni vzorek je
v grafu zndzornén obsah jednotlivych slozek v kontrolnim vzorku biomasy. Je zde vidét
v porovnani s kontrolnim vzorkem biomasy rapidni pokles obsahu karotenoidi ve vzorcich
po organické extrakci a dalsi pokles obsahu karotenoidii u vzorkd po proteolyze. Nejvyssi
zastoupeni ubichinonu u izolanti po organické extrakci ma s hodnotou 4,79 mg/g biomasy
vzorek 1B. Po proteolyze u tohoto vzorku 1B Trypsin klesnul obsah ubichinonu na 0,46 mg/g
biomasy. U izolantd po proteolyze vyrazné neklesnul obsah ergosterolu. V piipadé vzorku 1B
se obsah snizil z 2,51 mg/g biomasy na 2,28 mg/g biomasy, ale v pfipad¢ izolanti 2B a 3B
obsah ergosterolu vzrostl. U izolantu 2B z 1,18 mg/g biomasy na 1,41 mg/g biomasy a u vzorku
3B z 1,36 mg/g biomasy na 1,84 mg/g biomasy.

Biomasa 1BpoOE 2BpoOE 3BpoOE 1B Trypsin 2B Trypsin 3B Trypsin

® Torularhodin [mg/g] = Torulen [mg/g]
Lykopen [mg/g] m Beta-karoten [mg/g biomasy * 10]
® Celkové karotenoidy [mg/g] Ubichinon [mg/g]

m Ergosterol [mg/g]

Graf 17: Obsah karotenoidii v izolantech B, oznaceni OE je pro organickou extrakci, jako trypsin jsou
oznaceny vzorky po proteolyze s trypsinem.
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Obrézek 27: Lyofilizované izolanty B, oznaceni OE je pro organickou extrakci, jako trypsin jsou

oznaceny vzorky po proteolyze s trypsinem.
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5.7.3 Analyza jednotlivych odpadnich supernatanti B

V priibéhu izola¢niho postupu B, byly odebirdny vzorky odpadnich supernatantii podle
schématu na obrazku 28. Jejich zpracovani se provadélo stejnym zptsobem jako u vzorku
supernatantu A z kapitoly 5.6.3. Byly odebirany 2 vzorky po 1 ml, jeden na HPLC stanoveni
karotenoidi a druhy na GC stanoveni lipidii. Jednotlivé obsahy karotenoidd a lipidi pro
supernatanty jsou obsazeny v tabulce 11 a jsou vztazeny na 1 ml rozpoustédla. Nejvyssi obsah
lipidi v odpadnim supernatantu byl zjistén u organickych extrakci. Shodné jako v predchozim
postupu, vedly organické extrakce k vysokym vytézkim vyextrahovanych lipida a lipidickych
latek.

Nejdiive byly stanoveny vzorky supernatantti 1B. V supernatantu 4 byl zjistén obsah lipidi
89,05 %, dale zde byl zjistén obsah ubichinonu 16,69 mg/ml, ergosterolu 11,89 mg/ml
a celkovych karotenoida 3,12 mg/ml. U supernatantu 5 byl stanoven obsah lipidl na 75,68 %.
Dale byl u supernatantu 5 zjist€én vysoky obsah ubichinonu 45,12 mg/ml a ergosterolu
29,36 mg/ml, celkové karotenoidy zde byly stanoveny na 6,74 mg/ml. Obsah lipida
u supernatantu 6 byl stanoven na 92,49 %, dale zde byl stanoven ergosterol 24,83 mg/ml,
ubichinon 33,78 mg/ml a celkové karotenoidy 6,57 mg/ml. Supernatant 7 mél obsah lipida
98,02 %, dale zde byl stanoven ergosterol 17,90 mg/ml, ubichinon 15,95 mg/ml a celkové
karotenoidy 3,84 mg/ml.

Déle byly stanovovany vzorky odpadnich supernatantd zizolace vzorku 2B.
U supernatantu 4 byl stanoven obsah lipidii na 90,52 %, dale zde byl stanoven obsah ubichinonu
13,46 mg/ml, ergosterolu 7,64 mg/ml a celkovych karotenoidi 2,47 mg/ml. Dalsim
stanovovanym supernatantem byl supernatant 5, zde byl obsah lipidd 83,22 %, obsah
ergosterolu zde byl 29,18 mg/ml, obsah ubichinonu zde byl 16,25 mg/ml a obsah celkovych
karotenoidil 4,33 mg/ml. U supernatantu 6 byl obsah lipidd 98,62 %, obsah ergosterolu
34,62 mg/ml, obsah ubichinonu 38,70 mg/ml a obsah celkovych karotenoidu 5,85 mg/ml.
U odpadniho supernatantu 7 byl stanoven obsah lipidi na 90,03 %, tento vzorek mél vysoky
obsah ubichinonu 192,96 mg/ml, ergosterolu zde bylo 88,38 mg/ml a celkovych karotenoida
39,88 mg/ml. Dale byl zde vysoky obsah torulenu 18,75 mg/ml, lykopenu 11,79 mg/ml
a torularhodinu 9,45 mg/ml.

Dale byly stanovovany odpadni supernatanty vzorku 3B. U téchto vzorkli byly nizsi
procentualni obsahy lipidi u organické extrakce. U supernatantu 4 byl stanoven obsah lipida
na 75,29 % a obsah ubichinonu zde byl 14,58 mg/ml. U vzorku supernatantu 5 byl stanoven
obsah lipidi na 59,45 %, obsah ergosterolu zde byl 24,85 mg/ml a obsah ubichinonu zde byl
11,91 mg/ml. U supernatantu 6 byl stanoven obsah lipidi na 74,06 %, obsah ubichinonu zde
byl 70,74 mg/ml, obsah ergosterolu byl 61,52 mg/ml a obsah celkovych karotenoida zde byl
11,25 mg/ml. V supernatantu 7 byl stanoven obsah lipidd na 91,03 %. Dale zde byl stanoven
vysoky obsah ubichinonu 139,08 mg/ml ergosterolu 58,99 mg/ml a celkovych karotenoidu
28,36 mg/ml.
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Tabulka 11: Obsah sledovanych metabolitit u odpadnich supernatantii po izolaci B.

1B Torularhodin (mg/ml) Torulen (mg/ml) | Lykopen (mg/ml) | Beta-karoten (mg/ml)
Supernatant 1
Supernatant 2
Supernatant 3
Supernatant 4 1,54 0,37 1,08 0,14
Supernatant 5 1,67 1,07 3,46 0,55
Supernatant 6 1,82 1,74 2,69 0,32
Supernatant 7 1,73 0,82 1,16 0,13
Supernatant 8
Celkové karotenoidy (mg/ml) | Ubichinon (mg/ml) | Ergosterol (mg/ml) Lipidy (%)
Supernatant 1 5,68
Supernatant 2 3,86
Supernatant 3 1,59
Supernatant 4 3,12 16,69 11,89 89,05
Supernatant 5 6,74 45,12 29,36 75,68
Supernatant 6 6,57 33,78 24,83 92,49
Supernatant 7 3,84 15,95 17,90 98,02
Supernatant 8 1,55
2B Torularhodin (mg/ml) Torulen (mg/ml) | Lykopen (mg/ml) | Beta-karoten (mg/ml)
Supernatant 1
Supernatant 2
Supernatant 3
Supernatant 4 0,33 1,27 0,88
Supernatant 5 1,75 0,52 1,77 0,29
Supernatant 6 1,71 3,62 0,52
Supernatant 7 8,45 18,75 11,79 0,88
Supernatant 8
Celkové karotenoidy (mg/ml) | Ubichinon (mg/ml) | Ergosterol (mg/ml) Lipidy (%)
Supernatant 1 2,38
Supernatant 2 1,50
Supernatant 3 1,80
Supernatant 4 2,47 13,46 7,64 90,52
Supernatant 5 4,33 16,25 29,18 83,22
Supernatant 6 5,85 38,70 34,62 98,62
Supernatant 7 39,88 192,96 88,38 90,03
Supernatant 8 0,33
3B Torularhodin (mg/ml) Torulen (mg/ml) Lykopen (mg/ml) | Beta-karoten (mg/ml)
Supernatant 1
Supernatant 2
Supernatant 3
Supernatant 4 1,57 0,25 1,31 0,18
Supernatant 5 0,35 1,22 0,19
Supernatant 6 4,27 6,25 0,73
Supernatant 7 6,04 12,56 9,02 0,74
Supernatant 8
Celkov¢ karotenoidy (mg/ml) | Ubichinon (mg/ml) | Ergosterol (mg/ml) Lipidy (%)
Supernatant 1 3,02
Supernatant 2 1,86
Supernatant 3 2,74
Supernatant 4 3,32 14,58 8,19 75,29
Supernatant 5 1,83 11,91 24,85 59,45
Supernatant 6 11,25 70,74 61,52 74,06
Supernatant 7 28,36 139,08 58,99 91,03
Supernatant 8 0,91




20 g lyofilizované biomasa

( N

Supernatant 7: 98,02 % lipidd;
29,41 % SFA; 56,55 % MUFA,;

Supernatant 7

+ NaOH pH 10
P Sediment + trypsin 14,04 % PUFA, kyselina
+ fosfatovy pufr pH 7,5 palmitova; kyselina stearova;
30 min pfi 55 C kyselina olejova; kyselina
za stalého michani 300 rpm, linolova
cetrifugace 4500 rpm Proteolyza s trypsinem
p
p
Sediment + 3 % NaCl pH 5
Supernatant 8 + sediment Supernatant 8: 1,55 % lipidd;
48,35 % SFA; 40,96 % MUFA;
10,69 % PUFA
Autolyza za stalého michani ~
pfi 55 C, poté zahrat
na 80 C po dobu 15 minut, L
centrifugace 4500 rpm e
Supernatant 1: 5,68 % lipid(;
31,28 % SFA; 55,00 % MUFA;
Supernatant 1 A > ! S L
. 13,71 % PUFA; kyselina palmitova;
Sediment +1 M NaOH ’ kyselina stearova; kyselina olejova;
kyselina linolova
2 h pfi 90 C, centrifugace 4500 rpm
N
Supernatant 2 Supernatant 2: 3,86 % lipid;
Sedi t+1 M kvseli 26,79 % SFA,; 58,12 % MUFA,
edimen rove yseliny P 15,09 % PUFA; kyselina palmitova;
octove kyselina stearova; kyselina olejova;
kyselina linolova
2 h pii 80 C, centrifugace 4500 rpm
Supernatant 3
P Supernatant 3: 1,59 % lipidd;
Sediment + hexan . 39,77 % SFA; 48,85 % MUFA;
11,38 % PUFA, kyselina palmitova;
i kyselina olejova
Supernatant 4 Supernatant 4: 89,05 % lipidd;
: ’ 34,99 % SFA; 52,23 % MUFA;
Sediment + isopropanol \—> 12,78 % PUFA; kyselina palmitova;
kyselina stearova; kyselina olejova;
i kyselina linolova
e N
Supernatant 5
Supernatant 5: 75,68 % lipidud;
Sediment + ethanol 29,31 % SFA; 55,83 % MUFA;
P 14,86 % PUFA,; kyselina palmitova;
kyselina stearova; kyselina olejova;
kyselina linolova
Supernatant 6 1
. Supernatant 6: 92,49 % lipidd;
Sediment + aceton J 20,67 % SFA; 55,99 % MUFA:
L P 14,34 % PUFA,; kyselina palmitova;
kyselina stearova; kyselina olejova;
kyselina linolova
N J

Obrazek 28: Priklad schématického zndzornéni optimalizovaného procesu izolace B, dale je zde
zndzornén obsah lipidii a profil mastnych kyselin v jednotlivych supernatantech vzorku 1B.
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5.7.4 Mikroskopické zobrazeni struktury v izolantech B

Na obrazku 29 jsou vidét mikroskopické snimky biomasy a jednotlivych izolantd pfi zvétSeni
100x pod imerznim olejem. V prvnim sloupci se nachazeji snimky 1,4 a 7, coz jsou kontrolni
snimky biomasy kvasinky Rhodotorula toruloides, ktera byla pouzita na izolaci. Jednotlivé
kvasinky zde jsou vidét v ¢erném kolecku. Na snimku 2 je v ¢erveném kolecku vidét izolant 1B
po organicke extrakci. Na snimku 5 je v oranzovém kolecku vidét izolant 2B po organické
extrakci a na snimku 8 je ve zlutém kolecku vidét izolant 3B po organické extrakci. U vSech
izolantl po organické extrakci jsou vidét bunééné stény bez bunécnych organel. Na snimku 3
je v zeleném koleCku vidét izolant 1B po proteolyze trypsinem. Na dal$im snimku 6 je ve
fialovém kolecku vidét izolant 2B po proteolyze. A na snimku 9 je v modrém kolecku vidét
izolant 3B po proteolyze. Na snimcich po proteolyze jsou vidét zbytky bunéénych stén.

2 3

Obrézek 29: Sledovino pod mikroskopem pres imerzni olej zvétseni 100x: Optimalizace postupu
izolace glukanii podle postupu B, 1, 4 a 7- lyofilizované biomasa, 2- 1B po organické extrakci, 3- 1B
po trypsinu, 5- 2B po OE, 6- 2B po trypsinu, 8- 3B po OE, 9- 3B po trypsinu
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5.8 Optimalizace postup izolace B-glukani C

Samotny postup izolace zabral 4 dny. Izolace se provadéla v triplikatech a pro izolaci bylo
navazeno cca 20 g biomasy. V prubéhu izolace se provadéla autolyza v deionizované vod¢ pii
teploté 55 °C po dobu 48 h. Za tuto dobu se bunka kvasinky méla otevfit. Po této dobé¢
nasledovala Gprava horkou vodou v autoklavu po dobu 6 h pii teploté 121 °C. Uprava horkou
vodou méla za cil rozrusit strukturu bunéénych stén. Takto upraveny byly ziskdny prvni
izolanty surového glukanu, které se dale lyofilizovaly. Zbytek izolantd byl vystaven plsobeni
enzymu bromelainu a papainu za ucelem deproteinizace. Po této deproteinizaci byly izolanty
dale upraveny lyofilizaci a testovany.

V tabulce 12 jsou uvedeny jednotlivé navazky a procentualni vytéznosti izolaci. Nejvyssi
vytéznost surového glukanu nalezneme u vzorku 2C, kterd byla 30,27 %. Zastoupeni sacharidi
ve vzorku je zde 34,62 %. U vzorkl po deproteinizaci je nejvyssi vytéznost u izolantu 2C
30,11 %, ktery ma obsah sacharidt 60,82 %.

Z hlediska profilu mastnych kyselin nema tento zptisob izolace na vzorky zadny vliv.
V pribéehu izolace nedochazi k hydrolyze esterovych vazeb. Profil mastnych kyselin ke vzorka
je v grafu 18.

Tabulka 12: Vyteznost, obsah sacharidii, proteinii a lipidii u optimalizovaného postupu izolace
Sglukanu C.

Navazka s .. | Obsah Obsah | Obsah
. Vytézek | Procentudlni o o | e
biomasy @) vtemost (%) sacharidt | proteint | lipida
(0) g7 ) | %) | )
Biomasa 34,72 11,61 21,29
1C surovy glukan 20,32 6,07 29,87 32,70 0,24 54,95
2C surovy glukan 20,09 6,08 30,27 34,62 0,10 51,49
3C surovy glukan 20,01 6,03 30,15 30,62 0,18 49,28
1C 20,32 1,97 9,72 35,32 0,37 53,94
2C 20,09 6,05 30,11 60,82 0,99 8,66
3C 20,01 5,22 26,09 32,90 2,25 24,50

100 % —+

80% T
60 % +
40% +
20% +
0%

Biomasa 1C-SG 2C-SG 3C-SG
m SFA = MUFA PU FA

Graf 18: Profil mastnych kyselin u izolantit C, C-SG V grafu oznacuje surovy glukan vzorku C.
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5.8.1 Stanoveni obsahu glukanii v izolantech C

Ke stanoveni [-glukani byl pouzit optimalizovany postup pro stanoveni glukani
enzymatickym kitem od spolecnosti Megazyme. Mnozstvi glukanti bylo stanoveno
u kontrolniho vzorku biomasy, ktera byla k izolaci pouzita. Dale bylo stanoveno mnozstvi
glukant v izolantech, vysledky toho stanoveni jsou uvedeny v grafu 19. V kontrolni biomase
byl obsah B-glukanti stanoven na 7,28 %. U této izolace se nepodafilo vyizolovat vzorek
S vy$$im obsahem [-glukant, nez mél kontrolni vzorek biomasy. Obsah B-glukanti u izolantl
surového glukanu byl vyrazné niz$i nez u biomasy, teprve po deproteinizaci se obsah $-glukanu
zvysil. Za nizky obsah [-glukani vizolantech muze nejspiSe vysoky obsah lipidi
v jednotlivych vzorcich, ktery je uveden v tabulce 8. V ramci dal$ich optimalizaci bude nutna
delsi a diikladnéjsi deproteinizace spolu s dikladnéjSim rozruSenim bunék. V grafu 19 mizeme
vidét, Ze po deproteinizaci se zvy$il obsah B-glukanii u vzorku 1C z 0,67 % na 2,31 %. OvSem
I po deproteinizaci v tomto vzorku zbyva 53,94 % lipidu.

12

10

Procentudlni zastoupeni ve vzorcich (%)
[op}
| T N S T N T T Y Y I I T N T N T T T T |

| I

Biomasa 1C-SG 2C-SG 3C-SG 1C 2C 3C

m Celkovy obsah glukanu (%) Obsah alfa-glukanu (%) = Obsah beta-glukanu (%)

Graf 19: Obsah glukanii v izolantech C, C-SG v grafu oznacuje surovy glukan vzorku C.
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5.8.2 Stanoveni obsahu karotenoidu u izolantu C

V pribéhu izolaéniho postupu C se barva jednotlivych izolati ménila, coz bylo zajimavym
pozorovanim, nebot’ se jednalo o triplikaty, které byly délany sou¢asné a pusobily na né stejné
podminky. Jednotlivé vzorky nalezneme na obrazku 30, na obrazku 31 a na obrézku 32.
Zbarveni jednotlivych vzorkd odpovida jejich obsahu karotenoidi. B&hem autolyzy doslo
k Uplné degradaci karotenoidu ve vzorku 1C a k ¢aste¢né degradaci karotenoidi ve vzorku 2C.
Zatimco vzorek 3C ve stejnych podminkach svoji barvu neztratil a karotenoidy zlstaly
nezdegradované. Vlivem deproteinizace se obsah karotenoidii v izolantech snizil.

V grafu 20 je znazornén obsah karotenoidi v kontrolnim vzorku biomasy a v jednotlivych
izolantech. lzolanty ve srovnani s kontrolnim vzorkem biomasy maji vyrazné vyssi obsah
ubichinonu. U vzorku 3C-SG surového glukanu, také vzrostl obsah celkovych karotenoidi
z 4,16 mg/g biomasy na 6,51 mg/g biomasy. Po nasledné deproteinizaci obsah celkovych
karotenoidd u tohoto vzorku klesnul na 4,35 mg/g biomasy. Obsah ubichinonu se u tohoto
vzorku, oproti kontrolni biomase, také zvysil z 6,95 mg/g biomasy na 38,86 mg/g biomasy.
Obsah ubichinonu se nésledné u vzorku 3C po deproteinizaci snizil na 22,54 mg/g biomasy.

35 T+
30 +
25 Tt
20 +
15 +
10 +

Smés 1C-SG 2C-SG 3C-SG 1C 2C 3C

® Torularhodin [mg/g] Torulen [mg/g] Lykopen [mg/g]
H Beta-karoten [mg/g biomasy * 10] = Celkové karotenoidy [mg/g] Ubichinon [mg/g]
Ergosterol [mg/g]

Graf 20: Obsah karotenoidii v izolantech C, C-SG v grafu oznacuje surovy glukan vzorku C.
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Obréazek 32: Lyofilizované izolanty C, oznaceni C-SG oznacuje vzorek surového glukanu vzorku C.
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5.8.3 Analyza jednotlivych odpadnich supernatantii C

V priibéhu izola¢niho postupu C, byly odebirdny vzorky odpadnich supernatantii podle
schématu na obrazku 33. Jejich zpracovani se provadélo stejnym zptisobem jako u vzorku
supernatantu A, které je uvedeno v kapitole 5.6.3. Byly odebirany 2 vzorky po 1 ml, jeden na
HPLC stanoveni karotenoidti a druhy na GC stanoveni lipidi. Jednotlivé obsahy karotenoidi
a lipidu pro supernatanty jsou obsazeny v tabulce 13. Oproti prvni a druhé optimalizaci se zde
neprovadéla organicka extrakce. U kazdého vzorku byly odebirdny pouze 2 vzorky
supernatantti.

V supernatantu 1 vzorku 1C byl zjiStén obsah lipida 5,14 %. U supernatantu 2 vzorku 1C
byl zjistén obsah lipidl 2,90 %. U supernatantu 1 vzorku 2C byl zjistén obsah lipida 4,59 %.
U supernatantu 2 vzorku 2C byl obsah lipidt 1,98 %. Dale byly stanoveny vzorky z izolace 3C
supernatant 1 mél obsah lipidii 9,22 % a déle na rozdil od pfedchozich supernatanti obsahoval
i ubichinon 0,11 mg/ml, ergosterol 0,56 mg/ml a celkové karotenoidy 0,40 mg/ml.
U supernatantu 2 vzorku 3C byl stanoven obsah lipida 2,64 %.

Tabulka 13: Obsah sledovanych metabolitii u odpadnich supernatantii po izolaci C.

1C Ubichinon (mg/ml) | Ergosterol (mg/ml) Lipidy (%)
Supernatant 1 0,05 0,07 5,14
Supernatant 2 2,9

2C Ubichinon (mg/ml) | Ergosterol (mg/ml) Lipidy (%)
Supernatant 1 0,01 0,03 4,59
Supernatant 2 1,98

3C Ubichinon (mg/ml) | Ergosterol (mg/ml) Lipidy (%)
Supernatant 1 0,11 0,56 9,22
Supernatant 2 2,64

3C Torularhodin (mg/ml) | Torulen (mg/ml) | Celkové karotenoidy (mg/ml)
Supernatant 1 0,33 0,04 0,40
Supernatant 2
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20 g lyofilizované biomasa
+ deionizovana voda

Autolyza 48 h pfi 55 C
za stalého michani 300 rpm,

Centrifugace 5000 rpm

Sediment + deionizovana voda
uprava na 15 % wiw

6 h v autoklavu pfi 121 C,
ochladit a centrifugace
e
Supernatant 1: 5,14 % lipid(;
Supernatant 1 33,21 % SFA; 54,44 % MUFA,
12,35 % PUFA; kyselina palmitova;
Cerstvy glukan kyselina stearova; kyselina olejova;
+ bromelain + papain kyselina linolova
Deproteinizace po dobu 2 h pfi 50 C N
-

Supernatant 2 Supernatant 2: 2,90 % lipidd;

33,09 % SFA; 56,05 % MUFA;
10,86 % PUFA; kyselina palmitova;
kyselina olejova

Sediment + hexan

40 C po dobu 30 minut,
centrifugace &

Sediment

Obrazek 33: Priklad schématického zndzornéni optimalizovaného procesu izolace C, déle je zde
zndzornén obsah lipidii a profil mastnych kyselin v jednotlivych supernatantech vzorku 1C.



5.8.4 Mikroskopické zobrazeni struktury v izolantech C

Na obrazku 34 jsou vidét mikroskopické snimky biomasy a jednotlivych izolanti pii zvétSeni
100x pod imerznim olejem. V prvnim sloupci se nachazeji snimky 1, 4 a 7 s cernym kole¢kem,
které znazoriiuji kontrolni vzorek lyofilizované biomasy kvasinky Rhodotorula toruloides,
ktera byla pouzita na izolaci. Na snimku 2 je v ¢erveném kolecku vidét izolant 1C surového
glukanu. Na snimku 5 je v oranZzovém kolecku vidét izolant 2C surovy glukan. A na snimku 8
je ve Zlutém kolecku vidét izolant 3C surovy glukan. Jedna se o izolanty po autolyze ve vodé
pti 55 °C atpravé horkou vodou v autoklavu pti 121 °C po dobu 6 h. Na snimku 3 je v zeleném
kolecku vidét izolant 1C po deproteinizaci. Na snimku 6 je ve fialovém kolecku vidét izolant
2C po deproteinizaci. Na snimku 9 je v modrém kole¢ku vidét izolant 3C po deproteinizaci.

Obréazek 34: Sledovdno pod mikroskopem pres imerzni olej zvétseni 100x: Optimalizovany postup
izolace f-gkukanu C, 1, 4 a 7- lyofilizovana biomasa, 2- 1C surovy glukan, 3- 1C deproteinizovany
glukan, 5- 2C surovy glukan, 6- 2C deproteinizovany glukan, 8- 3C surovy glukan, 8- 3C
deproteinozovany glukan.
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5.9 Optimalizace postupu izolace B-glukani D

Tato metoda izolace vyuZzivala acidobazické metody oddéleni nerozpustného a rozpustného
glukanu. V prvnim kroku byl za pomoci hydroxidu odd€len nerozpustny glukan ve formé
srazeniny. Supernatant byl dale smichan s ethanolem a nechan ptes noc, kdy se v ethanolu
vysrazel rozpustny glukan. Izolace se provadéla s triplikatech, za stejnych podminek a se
stejnou navazkou biomasy.

V tabulce 14 je zaznamenana vytéznost, ktera se u nerozpustného glukanu pohybovala okolo
60 %. Nejvyssi vytéznost mél vzorek 3D-N a to 61,34 %. Obsah sacharid v tomto vzorku byl
24,95 % a obsah lipidli 22,69 %. U izolantl rozpustného glukanu mél nejvyssi vytézek vzorek
3D-R a to 6,57 % s obsahem sacharidt 25,49 %. Nejvyssi mnozstvi sacharidi ve vzorku mél
vzorek rozpustného glukanu 2D-R a to 40,51 % s obsahem lipida 7,07 %.

V grafu 21 je znazornén profil mastnych kyselin u jednotlivych izolanti. Zde je vidét, ze
nerozpustny glukan se od kontrolniho vzorku biomasy v profilu mastnych kyselin nelisi.
Zatimco u rozpustného glukanu je vidét nartist obsahu SFA neboli nasycenych mastnych
kyselin. Pravdépodobné dochazelo pii tomto procesu srazeni ethanolem k ¢aste¢né extrakci
lipidti s vy$§im obsahem SFA. Tento jev by bylo vhodné prostudovat.

Tabulka 14: Vytéznost, obsah sacharidi, proteinii a lipidii u optimalizovaného postupu izolace
[glukanu D.

Navazka Vtesek Procentualni | Obsah Obsah | Obsah
biomasy y(t ) vytéznost | sacharidi | proteint | lipidd
©) | (%) ) | @) | @
Biomasa 34,72 11,61 21,29
1D nerozpustny glukan | 20,15 11,86 58,86 17,13 0,44 26,64
2D nerozpustny glukan | 20,12 11,69 58,10 15,42 0,37 26,74
3D nerozpustny glukan | 20,23 12,41 61,34 24,95 1,14 22,69
1D rozpustny glukan 20,15 1,22 6,05 32,35 1,99 6,31
2D rozpustny glukan 20,12 1,00 4,97 40,51 1,04 7,07
3D rozpustny glukan 20,23 1,33 6,57 25,49 0,51 2,66
100% T
80% T+
60 %
40 % +
20 % | I l I
0% : : : : : :

Biomasa 1D-N 2D-N 3D-N 1D-R 2D-R 3D-R
ESFA  ®mMUFA PUFA

Graf 21: Profil mastnych kyselin u izolantit D, D-N je oznaceni pro nerozpustny glukan vzorku D, D-R
Jje oznaceni pro rozpustny glukan vzorku D.
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5.9.1 Stanoveni obsahu glukanu v izolantech D

Ke stanoveni B-glukani byl pouzit optimalizovany postup pro stanoveni glukand
enzymatickym kitem od spole¢nosti Megazyme. Mnozstvi glukani bylo stanoveno
u kontrolniho vzorku biomasy, ktera byla k izolaci pouzita. Dale bylo stanoveno mnozstvi
glukant v izolantech, vysledky toho stanoveni jsou uvedeny v grafu 22. V kontrolni biomase
byl obsah p-glukanti stanoven na 7,28 % a o-glukani na 2,95 %. Nejvyssi obsah
B-(1,3)-glukant a B-(1,6)-glukanti mély izolanty nerozpustnych glukant. Zatimco v izolantech
rozpustnych glukani vyrazné prevazoval obsah a-glukanti.

Nejvyssi obsah B-glukant 8,53 % mél izolant 2D-N nerozpustného glukanu, tento obsah
B-glukanti byl vyssi nez v kontrolnim vzorku biomasy. Nejvyssi obsah a-glukant 8,33 % byl
zjistén u vzorku 1D-R rozpustného glukanu. Tento obsah a-glukani ve vzorku byl vyrazné
vy$8i nez u kontrolniho vzorku biomasy. Tohoto faktu, ze v absolutnim ethanolu se da velice
dobie vysrazet a vyizolovat a-glukan, je mozno vyuzit pro budouci optimalizaci této metody
a zvyseni jeji i¢innosti a pfesnosti.
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Biomasa 1D-N 2D-N 3D-N 1D-R 2D-R 3D-R
u Celkovy obsah glukanu (%) Obsah alfa-glukanu (%) = Obsah beta-glukanu (%)

Graf 22: Obsah glukanit v izolantech D, D-N je oznaceni pro nerozpustny glukan vzorku D, D-R je
oznaceni pro rozpustny glukan vzorku D.
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5.9.2 Stanoveni obsahu karotenoidu u izolantu D

V grafu 23 nalezneme obsah karotenoidli u jednotlivych izolantd D. Obsah karotenoidi se
stanovoval v kontrolnim vzorku biomasy a v izolantech. U nerozpustnych glukant je vidét, ze
se obsah karotenoidii nijak vyrazné nemeéni. Oproti tomu u rozpustnych glukanii obsah
karotenoidl klesnul. Nejvyssi obsah celkovych karotenoidi 4,95 mg/g biomasy nalezneme
uizolantu nerozpustného glukanu 3D-N. U tohoto vzorku je rovnéZz nejvy$si obsah
torularhodinu 3,19 mg/g biomasy a nejvyssi obsah ubichinonu 7,54 mg/g biomasy. Jednotlivé
izolanty jsou zobrazeny na obrazku 35.

8 +
7 +

6 +

Biomasa 1D-N 2D-N 3D-N 1D-R 2D-R 3D-R
m Torularhodin [mg/g] u Torulen [mg/g] Lykopen [mg/g]
H Beta-karoten [mg/g biomasy * 10] = Celkové karotenoidy [mg/g] Ubichinon [mg/g]
= Ergosterol [mg/g]

Graf 23: Obsah karotenoidii v izolantech D, D-N je nerozpustny glukan, D-R je rozpustny glukan.

2 0-R 3e-R

A=K

Obréazek 35: Lyofilizované izolanty D, D-N je oznaceni pro nerozpustny glukan vzorku D, D-R je
oznaceni pro rozpustny glukan vzorku D.
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5.9.3 Analyza jednotlivych odpadnich supernatanti D

U izola¢ni metody D se vyuzivalo acidobazické metody izolace. V prubéhu izola¢niho
postupu D, byly odebirany vzorky odpadnich supernatantii podle schématu na obrazku 36.
Jejich zpracovani se provadélo stejnym zpusobem jako u vzorkd supernatantu A. Byly
odebirany vzdy 2 vzorky po 1 ml, jeden na HPLC stanoveni karotenoidui a druhy na GC
stanoveni lipidi. Jednotlivé obsahy karotenoidi a lipid pro supernatanty jsou obsazeny
v tabulce 15. Tato izolace byla zaméfena na dvou izolacich izolaci nerozpustného glukanu
a izolaci rozpustného glukanu.

U supernatantu 1 u vzorku 1D byl zistén obsah lipidi 5,81 %. Dale byl stanoven
supernatant 2, u kterého byl stanoven obsah lipidi v supernatantu na 3,17 % a obsah ergosterolu
zde byl stanoven na 1,24 mg/ml. Nasledn¢ byl stanoven supernatant 1 u vzorku 2D obsah lipidi
zde byl 5,99 %, a dale byl zjistén procentualni obsah lipidl 6,83 % u supernatantu 2. U vzorku
3D byl procentudlni obsah lipidi 6,07 % v supernatantu 1. Procentudlni obsah lipida
u supernatantu 2 byl 6,73 %.

Tabulka 15: Obsah sledovanych metabolitii u odpadnich supernatantii po izolaci D.

1D Ubichinon (mg/ml) Ergosterol (mg/ml) Lipidy (%)
Supernatant 1 5,81
Supernatant 2 1,24 3,17
Torulen (mg/ml) Celkové karotenoidy (mg/ml) | Lykopen (mg/ml)
Supernatant 1
Supernatant 2 0,44 0,56 0,11
2D Ubichinon (mg/ml) Ergosterol (mg/ml) Lipidy (%)
Supernatant 1 0,03 5,99
Supernatant 2 0,62 6,83
Torulen (mg/ml) Celkové karotenoidy (mg/ml) | Lykopen (mg/ml)
Supernatant 1 0,03 0,03
Supernatant 2 0,35 0,41 0,06
3D Ubichinon (mg/ml) Ergosterol (mg/ml) Lipidy (%)
Supernatant 1 0,04 0,18 6,07
Supernatant 2 0,66 6,73
Torulen (mg/ml) Celkove karotenoidy (mg/ml) | Lykopen (mg/ml)
Supernatant 1 0,03 0,23 0,01
Supernatant 2 0,30 0,35 0,06
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20 g lyofilizované biomasa
+1 M NaOH

Autolyza 1 h pfi 90 C
za stalého michani 300 rpm,
Centrifugace 5000 rpm

Supernatant 1: 5,81 % lipidd;
26,39 % SFA; 55,82 % MUFA;
17,80 % PUFA; kyselina palmitova;
kyselina stearova; kyselina
lignocerova; kyselina olejova; kyselina

i linolova; kyselina linolenova

Supernatant 1 + ethanol
v poméru 1:4

4 C pres noc,
centrifugace 5000 rpm

Supermatant 1

+ nerozpustny beta-glukan

1 Supernatant 2: 3,17 % lipid{;

Supernatant 2 22,31 % SFA; 56,88 % MUFA,;

+ rozpustny glukan 20,84 % PUFA,; kyselina palmitova;
kyselina olejova; kyselina linolova

i)d parit

Manan

Obrazek 36: Priklad schématického zndzornéni optimalizovaného procesu izolace D, dale je
zde zndzornén obsah lipidii a profil mastnych kyselin v jednotlivych supernatantech vzorku 1D.
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5.9.4 Mikroskopické zobrazeni struktury v izolantech D

Na obrazku 37 jsou vidét mikroskopické snimky biomasy a jednotlivych izolanti pti zvétseni
100x pod imerznim olejem. V prvnim sloupci se nachazeji snimky 1,4 a 7, coz jsou kontrolni
snimky biomasy kvasinky Rhodotorula toruloides, ktera byla pouzita na izolaci. Jednotlivé
kvasinky zde jsou vidét v ¢erném kolecku. Na snimku 2 je v erveném kolecku vidét izolant
1D-N, coz jsou nerozpustné glukany. Na snimku 5 je v oranzovém kolecku vidét izolant 2D-N
anasnimku 8 je ve zlutém kolecku vidét izolant 3D-N. Na snimku 3 je v zeleném kolecku vidét
izolant 1D-R, coz jsou rozpustné glukany. Na dal$im snimku 6 je ve fialovém kolecku vidét
izolant 2D-R a na snimku 9 je v modrém kolec¢ku vidét izolant 3D-R.

Obrézek 37: Sledovdano pod mikroskopem pres imerzni olej zvétseni 100x: Optimalizace postupu izolace
glukanii podle postupu D, 1, 4 a 7- lyofilizovana biomasa, 2- 1D nerozpustny glukan, 3- 1-D rozpustny
glukan, 5- 2D nerozpustny glukan, 6- 2D rozpustny glukan, 8- 3D nerozpustny glukan, 9- 3D rozpustny
glukan.
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5.10 Orientaéni refraktometrické stanoveni

V pritbéhu optimalizaci byla rovnéZz provéfovana moznost orienta¢niho stanoveni sacharidii
Vv kvasinkové biomasy za pomoci refraktometru, kterym se bézné¢ méfi kvalita medu. Ukazalo
se v8ak, ze pro méteni naSich vzorkd toto neni idealni volba, nebot’ B-glukan neni rozpustny a
stanoveni bylo velice zavadéjici. Proto byla tato volba pro orienta¢ni stanoveni zamitnuta.

5.11 Vyvoj metody extrakce pro multiparametrickou analyzu kvasinkovych
metaboliti

Tato optimalizace méla za cil zefektivnit stanoveni jednotlivych dalezitych metaboliti na sebe
navazujicim zptsobem. Nejdiive byla provedena extrakce karotenoidd, v navaznosti na ni
pokracovala extrakce lipidu a extrakce glukand.

V grafu 24 je znazornéné zastoupeni karotenoidd ve vzorcich M. Jednd se o vzorky, které
byly pfi optimalizaci stanoveny. Vzorky 1M, 2M a 3M byly pokusem 1. Pti jejich extrakci, byl
k dikladnéjsimu oddéleni plazmatické membrany od bunééné stény vyuzit hydroxid sodny.
Ovsem i pies veSkerou snahu karotenoidy rozpustit ve smési pro analyzu na HPLC, bylo mozné
karotenoidy rozpustit jen z malé ¢asti. Proto byl proveden pokus 2, kdy byla po ptidavku
hydroxidu provedena neutralizace. Neutralizace byla provadéna kvili nutnosti poklesu pH
a snizeni tvorby micel v roztoku. Neutralizace ¢astené¢ pomohla, ale bylo nutné k rozpusténi
latek v roztoku vyuzit ultrazvukové lazn€. Vzorky z pokusu 2 jsou oznaceny jako 4M, 5M
a6M.

Nejvyssi zastoupeni ubichinonu u vzorki pokusu 1 bylo zjisténo u vzorku 1M a to
12,92 mg/lg biomasy. U vzorku 3M bylo zjist€no nejvyssi zastoupeni ergosterolu
4,85 mg/g biomasy. Obsah celkovych karotenoidi byl nejvyssi u vzorku 3M, jeho hodnota je
1,41 mg/g biomasy. U pokusu 2 po neutralizaci klesnul obsah ubichinonu na 9,36 mg/g
biomasy. Naopak obsah ergosterolu a celkovych karotenoidi po neutralizaci stoupnul. Nejvyssi
obsah ergosterolu u pokusu 2 byl naméfen u vzorku 5M a to 6,43 % a nejvyssi obsah celkovych
karotenoidt byl u vzorku 5M 6,43 mg/g biomasy.

14 +
12 +
10 +
8 =4
6 4+
4 =4
2 4+
0 BE, BE, e, —I : —I : . |
1M 2M 3M 4AM 5M 6M
Torularhodin [mg/g] ® Torulen [mg/g] Lykopen [mg/g]
m Beta-karoten [mg/g] B Celkové karotenoidy [mg/g] Ubichinon [mg/g]

Ergosterol [mg/g]

Graf 24: Obsah karotenoidii ve vzorcich kvasinkové biomasy.
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V navaznosti na pokus 1 a pokus 2, byl proveden pokus 3. Pfi tomto pokusu bylo navazeno
vEtsi mnozstvi biomasy, v pritbéhu optimalizace stanoveni byly vzorky rozdéleny pro stanoveni
na obsah karotenoidi za pomoci HPLC/PDA, na stanoveni lipidi za pomoci GC/FID, a na
stanoveni glukand za pomoci optimalizovaného enzymatického kitu. Optimalizované stanoveni
zacalo za pomoci methanolu a zvaZzenych sklenénych kulicek, tato smés rozrusila bunéénou
sténu kvasinek. Nasledné¢ byl vyuzit chloroform pro extrakci karotenoidli a hydroxid pro lepsi
odd¢leni plazmatické membrany a bunéné stény. Chloroformova faze se spolu
s vyextrahovanymi karotenoidy odpafila a karotenoidy se rozpustily ve smési rozpoustédel.
Prvni polovina objemu se pouZila na stanoveni karotenoidt (viz graf 25) a druha polovina se
pouzila ke stanoveni lipidi (viz graf 26 a graf 27). Po extrakci karotenoidd zbyla vodna faze
spolu s odbarvenymi peletami bunécnych stén. Pelety se promyly a nechaly se zlyofilizovat. Po
lyofilizaci byl vzorek zvazen a bylo provedeno optimalizované stanoveni glukant (viz graf 28).

V grafu 25 je uvedeno zastoupeni karotenoidt ve vzorcich pokusu 3. Z grafu je patrné, Ze
zastoupeni jednotlivych karotenoidll je pfi optimalizovaném postupu téméf totozné. OvSem
v porovnani s grafem 24 zde nalezneme malé rozdily nejspiSe byl zde problém s vyssi
navazkou, ktera byla trojnasobna, ale timto se budou zabyvat dalsi prace. V této diplomové
praci se jiz toto hledisko zohlednit nestihlo.
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Graf 25: Obsah karotenoidii ve vzorcich kvasinkové biomasy M-optimalizace.

86



V grafu 26 je uvedeno procentualni zastoupeni lipidii v biomase. Stanoveni se provadélo
v 8 stejnych vzorcich s ptiblizné stejnou navazkou. Nejvyssi procentualni zastoupeni lipida ve
vzorku bylo zjisténo u vzorku 13 M a to 49,17 % a v grafu 27 je zobrazeny profil mastnych
kyselin k jednotlivym vzorkim pokusu 3, ktery byl u vSech vzorki stejny. V grafu 28
nalezneme stanoveni glukant v pouzitych peletach kvasinek. Pro toto stanoveni byly vybrany
lyofilizované vzorky 7M, 8M, 11M a 12M. Nejvétsi problém byl oddélit sklenéné kulicky od
lyofilizované biomasy a navazit, tak pouze ¢isty vzorek pelet. I z tohoto diivodu byl zjistén,
ve srovnani s kontrolni biomasou, vyrazné¢ niz$i obsah celkovych glukant, a-glukant
i B-glukanti a budou nutné dalsi budouci optimalizace tohoto procesu. Nejvyssi procentualni
obsah celkovych glukant byl zjistén u vzorku 8M 4,33 %, ale tento procentualni obsah je nizky
Vv porovnani s kontrolni biomasou, ve které byl zjistén procentudlni obsah celkovych glukant
5,56 %. U tohoto vzorku byl také zjistén nejvyssi procentuélni obsah a-glukant 2,38 %, tento
procentudlni obsah a-glukanti je v porovnani s kontrolni biomasou (2,25 %) o malinko vyssi.
U vzorku 8M bylo zjiSténo procentudlni obsah B-glukanti 1,95 %, mnozZstvi B-glukant je zde
niz$i nez v kontrolni biomase (3,31 %).
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Graf 26: Obsah lipidii M-optimalizace.
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Graf 27: Profil mastnych kyselin M-optimalizace.
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Graf28: Mnozstvi glukanii v pouzitych kvasinkovych peletach z optimalizovaného M-postupu stanoveni
karotenoidii.
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6 ZAVER

V diplomové préci na téma Optimalizace metod izolace a analyzy B-glukant produkovanych
karotenogennimi kvasinkami byla zaméfena na optimalizaci metod extrakce a stanoveni
polysacharidi B-glukant. V prvni ¢asti experimentu byla provedena série kultivaci vybrané
kvasinky Rhodotorula toruloides v laboratornim 7L bioreaktoru. Po dosazeni dostate¢ného
mnozstvi biomasy a charakterizace této lyofilizované homogenni biomasy, pokracovala
experimentalni prace optimalizaci metody stanoveni B-glukanti pomoci komeréné dodavaného
enzymatického kitu od firmy Megazyme. Origindlni ndvod na toto stanoveni uvadi, ze kit
pii dodrzeni origindlniho postupu, postaci na stanoveni cca 100 vzorkd. Cilem bylo
zoptimalizovat ¢asovou naro¢nost, pocet stanoveni a celkovou cenu stanoveni jednoho vzorku.
Po provedeni optimaliza¢nich experimentl a vyvoje upravené metody postaci jedno baleni kitu
na stanoveni cca 600 vzorktli. Chybovost tohoto stanoveni vyuzivajici optimalizovanou metodu
se pohybovala do 4 % procent. Ve srovnani s ptivodnim postupem dodanym vyrobcem je
deklarovand odchylka srovnatelnd s odchylkou vyrobce, ktery uvadi odchylku také v tadu
jednotek procent. Diky optimalizaci enzymatického stanoveni se sniZila cena z 6372 K¢/100
vzorkll na 1062 K¢&/100 vzorku. A sniZila cena na stanoveni jednoho vzorku na 20 K¢&. Dalsi
Cast experimentu se zabyvala optimalizaci separa¢niho postupu i pro vzorky biomasy
kultivované na riiznych substratech. A to hlavné diky skutecnosti, Ze v soubézné probihajicich
pracich zabyvajicich valorizaci odpadnich substrati karotenogennimi kvasinkami, jako jsou
kuteci tuk, rostlinné odpadni oleje, peti nebo kdvova sedlina. Separacni postup bylo nutné
optimalizovat, nebot’ napf. pfitomnost oleje zabrafiovala sedimentaci za pomoci centrifugy.
Nakonec bylo zvoleno oddéleni supernatantu od sedimentu za pomoci stiikackovych
membranovych filtri. Dalsi vyhodou optimalizovaného postupu bylo snizeni ¢asové narocnosti
stanoveni ze zhruba 12 hodin na 8 hodin pfi vyuZiti optimalizované metody a stanoveni 23
vzorku, na které byla metoda optimalizovana.

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla zamétena také na optimalizaci izola¢nich postupi
B-glukant. Pro optimalizaci byly vybrany 4 izola¢ni postupy, u kterych izolace probihala
v triplikatech. Bylo zjisténo, ze i ptes skutecnost, Ze izolace probihaly v triplikatech ve stejnych
podminkach a se stejnou homogenizovanou biomasou. Byly jednotlivé izolanty jiné. U postupu
A byl rozdil v izolantech vidét na prvni pohled, nebot’ jiz pfi autolyze se vzorek 2A plné
odbarvil bez zjevnych pficin, a ostatni vzorky zistaly barevné. Tato zména zbarveni je vidét jiz
u vzorki po autolyze (Obrazek 20) nebo u lyofilizovanych izolantt (Obrazek 23). Dalsi odli$nosti
u jednotlivych vzorki bylo mnozstvi vyizolovanych [-glukant, nejvy$§i mnoZstvi
vyizolovanych glukanti 8,19 % bylo zjisténo u odbarveného vzorku 2A po organické extrakci.
Vzorky se dale lisily obsahem sacharidt, kdy nejvyssi obsah sacharidt byl zjistén u vzorku 3A
po proteolyze trypsinem 87,31 %, druhy nejvyssi obsah sacharidii mél vzorek 3A po organické
extrakci 86,22 %. Zatimco u vzorku 2A po organické extrakci byl zjistén obsah sacharidi pouze
24,77 %. Z hlediska profilu mastnych kyselin se jednotlivé vzorky nelisily. U postupu izolace
B se vzhledové jednotlivé triplikaty nelisily, ale byl zde rozdil u obsahu vyizolovaného
B-glukanu a u obsahu sacharidii ve vzorku. NejvyS$si obsah B-glukand 9,60 % byl zjistén
u vzorku 2B po organické extrakci, nasledné po piisobeni trypsinu zde obsah B-glukant klesnul
na hodnotu 5,73 %. OvSem obsah sacharidi zde byl pouze 17,62 % a po proteolyze stoupnul
na 64,62 %. Mizeme piedpokladat, Ze pfi ptsobeni trypsinu dochézelo 1 ke zménam struktury
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B-glukant. Nejvyssi obsah sacharidii 81,33 % mél vzorek 3B po organické extrakci, obsah
B-glukani zde byl 7,50 %. Postup C, nebyl dostate¢né G€inny a celkové ze vSech metod byly
vysledky nejhor$i. Zajimavym se jevil postup D, ktery do budoucna miize poslouzit pro dalsi
optimalizace izolaci B-glukand, nebot” zde bylo zajimavé sledovat izolaci nerozpustného
a rozpustného glukanu. Nejvyssi obsah B-glukani byl zjiStén u vzorku 2D nerozpustného
glukanu 8,53 %. U izolace rozpustného glukanii se podatilo vyizolovat velkou ¢ast rozpustného
o-glukanu u vzorku 1D 8,33 %, zatimco B-glukanu tu zbylo jen 3,89 %. Toho bude mozné
vyuzit pti budouci optimalizaci metody izolace.

Poslednim bodem experimentalni casti prace byl vyvoj metody extrakce
pro multiparametrickou analyzu kvasinkovych metaboliti. Tato optimalizace méla za cil
zefektivnit stanoveni jednotlivych dulezitych metaboliti, jako jsou lipidy, karotenoidy
a B-glukany. Diky tomu je biomasu mozné vyuzit efektivnéji a spotfebovat pro charakterizaci
kvasinkové biomasy mensi mnozstvi. Pilotni vysledky optimalizovaného postupu vykazovaly
slibné vysledky. Nicméné je proces této optimalizace teprve na zacatku a v rdmci diplomové
prace nebylo mozné z ¢asovych divoda provézt dalsi optimalizacni kroky. Bude nutné se
vénovat vyvoji metody v budoucich experimentech.
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ACP —acyl-carrier protein

ATP — adenosintrifosfat

DMAPP — dimethylallylporofosfat

ELISA — Enzyme linked immuno sorbent assay
FID — Plamenovy ioniza¢ni detektor

GC — plynovéa chromatografie

GOPOD - glukdzaoxidaza/peroxidaza

HMG-CoA - B-hydroxymethylglutaryl koenzym A
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
IPP — isopentenylpyrofosfat

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny
NADPH — koenzym nikotinamidadenindinukleotid
NG — nerozpustny glukan

OE - organicka extrakce

p-AKT — proteinkinaza B fosfat

p-AMPK — kindza aktivovandadenosinmonofosfatem
PAMPs — pathogen-associated molecular patterns
PDA — detektor diodového pole

PUFA — polynenasycené mastné kyseliny

SFA — nasycené mastné kyseliny

SG —surovy glukan

RG — rozpustny glukan

TAG — Triacylglycerol

UV — ultrafialové
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