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ABSTRAKT

Bakalafska prace se zabyva studiem vlivu exogennich stresovych faktord na produkci
biomasy a pullulanu mikroorganismem Aureobasidium pullulans. V praci byla zpracovana
literarni reSerSe zaméiena na piehled stresovych faktord, producenty pullulanu a na jeho
strukturu, funkci a technologické vyuziti. V rdmci experimentalni ¢asti prace byla stanovena
ristova charakteristika mikroorganismu Aureobasidium pullulans a produkce pullulanu
béhem ristu v optimalnich podminkéach a v prostfedi obsahujicim stresovy faktor. SniZena
dostupnost kysliku méla za nésledek pokles produkce biomasy. Organismus se proti tomuto
stresu branil zvySenou produkci pullulanu. Pii chemickém stresu s ptidavkem NaCl byla
vyrazn¢ ovlivnéna hlavné produkce biomasy. Nejvyssi produkce pullulanu byly stanovena pii
koncentraci 15 g/l NaClv produkénim médiu. V pfitomnosti ethanolu dochazelo k vyraznému
poklesu rlstu biomasy a u vysSich koncentraci k zastaveni produkce pullulanu. V ptipadé
peroxidového stresu nebyly zaznamenany v produkci pullulanu zZadné vyrazné zmény. Kratsi
expozice a nizsi koncentrace té¢zkych kova (Cr(III), Se(IV)) vykazovaly lepsi vliv na produkci
pullulanu a biomasy nez dlouhodoby efekt.

ABSTRACT

Bachelor's thesis is focused on study of influence of exogenous stress factors on biomass
and pullulan production by microorganism Aureobasidium pullulans. As a part of this work
an overview of stress factors, pullulan producers, its structure, function and technological use
was introduced. In the experimental part growth characteristics of Aureobasidium pullulans
and pullulan production during growth in optimum conditions and under stress were analyzed.
The reduced availability of oxygen resulted in a decrease of biomass production accompanied
by increased pullulan production. Chemical stress induced by NaCl significantly affected
mainly biomass production. The highest production of pullulan was found at 15 g /1 of NaCl.
Ethanol stress exhibited growth inhibition and at higher concentration also lack of pullulan
production. Peroxid stress exhibited no effect on pullulan production. Short-time exposure to
low heavy metal concentration (Se(IV), Cr(Ill)) influenced pullulan production more
positively than long-term effect.

KLICOVA SLOVA: Aureobasidium pullulans, pullulan, exogenni stres

KEYWORDS: Aureobasidium pullulans, pullulan, exogenous stress
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1 UVOD

Hlavnim mikrobidlnim producentem pullulanu je kvasinkovity mikroorganismus
Aureobasidium pullulans, ktery se b&zné vyskytuje v okolnim prostiedi. Velmi Casto ho
najdeme na listech rostlin, kvétech a plodech. Aureobasidium je bohaté na rtizné hydrolytické
enzymy, ¢ehoZ se vyuziva v praxi. SloZi také jako modelovy mikroorganismus pro testovani
toxickych ucinkl riznych kovi. Extracelularni polysacharid pullulan byl poprvé izolovan a
charakterizovan v roce 1958 a od roku 1976 je jeho hlavnim komerénim vyrobcem japonska
spole¢nost Hayashibara. Pullulan a jeho derivaty maji Sirokou skéalu pouziti v potravinaistvi,
zdravotnictvi, farmacii a v mnoha dalSich obchodnich a primyslovych oblastech. I pies velky
pocet hodnotnych aplikaci vSak komerénimu uzivani pullulanu brani jeho vysoka cena, ktera
je dana obtizemi pfi produkci a izolaci, jako je viskozita média, nizkd vytéZznost produktu,
pigmentace a degradace. Proto se rtizné studie zaméfuji na optimalizace podminek biosyntézy
pullulanu za ucelem dosaZeni vysokych vytézki. Na produkci pullulanu méa vliv mnoho
faktord. Mezi tyto faktory patii naptiklad teplota, pH, mnozstvi rozpusténého kysliku, slozeni
substratu, michdni, vlastni mikroorganismus, tj, pouzity kmen a dal$i. Dillezitym parametrem
v produkci pullulanu je i jeho molekulova hmotnost, ktera se také méni vlivem rtznych
faktord. PredloZzend bakalafskd prace byla zaméfena na studium produkce pullulanu
mikroorganismem Aureobasidium pullulans v optimélnich podminkdch 1 v pfitomnosti
n€kolika vybranych exogennich stresovych faktort.



2 TEORETICKA CAST

2.1 VyuZziti stresu k Fizeni produkce pullulanu

Zivotni ¢innost mikroorganismi i jejich vyvoj jsou zavislé na vn&j§im prostiedi. Aby se
mohly mikroorganismy rozmnozovat, musi byt v prostfedi dostate¢né mnozstvi surovin pro
syntézu bunéné hmoty, zdroj vyuzitelné energie a vhodné fyzikalni, chemické i biologické
podminky. Mikroorganismy jsou ovsem schopny se vnéjSimu prostiedi ptizplsobit, a to nejen
zménou svého enzymového vybaveni, ale mohou do ur€ité miry zménit i sloZeni a tvar svych
bun¢k. Mohou také ovlivnit nékteré podminky ve svém nejbliz§im okoli, napt. zménou pH.
Vsechny tyto schopnosti mikroorganismu jsou ale omezeny urcitou hranici, za kterou dochazi
k zastaveni riistu nebo usmrceni bunky [1].

2.2 Piehled stresovych faktori

2.2.1 Teplotni stres

Teplota prostiedi je jednim z hlavnich faktord, které ovliviiuji rychlost rozmnozovani
mikroorganismii a moZznosti jejich zivota. U kazdého mikroorganismu rozeznavame tfi
rozmnozuje jeSté¢ zjistitelnou rychlosti. Optimalni teplotou je bod, pfi kterém se
mikroorganismy rozmnozuji nejvetsi rychlosti a maximalni teplota je nejvyssi teplota pfi
které je jesté dany mikroorganismus schopen se rozmnozovat [1].

Podle vztahu k teploté¢ se mikroorganismy déli na psychrofilni, mezofilni a termofilni. U
psychrofilnich mikroorganismil se optimalni teplota pohybuje mezi 5 a 18 °C. U mezofilnich
organizmu se tato teplota pohybuje kolem 30°C. Termofilni mikroorganismy maji optimalni
teplotu 45°C a nebo vys$$i [1]. Minimalni teplota pro mikroorganismus Aureobasidium
pullulans jsou 2°C, maximalni teplota je 35°C a optimalni teplotou je 25°C [2]. Optimalni
teplota pro rozmnozovani se vSak nemusi vzdy shodovat s optimalni teplotou pro ostatni
zivotni procesy bunky, tedy i pro tvorbu nékterych produkti metabolismu [1]. Optimalni
teplota pro produkci pullulanu se lisi i u riznych kment a pohybuje se v rozmezi 24-30°C. [3]

Teploty niz$i nez minimalni teplota rlstu pieziva vétSina mikroorganizmtit pomérné
dlouhou dobu. Jestlize se vSak intenzivn€ rozmnozujici buiiky pfenesou z optimalni teploty na
teplotu blizkou 0°C, dochédzi ktzv. chladovému Soku, ktery se projevuje ztratou
zivotaschopnosti velkého podilu populace. Naopak kratkodobé zvySeni teploty nad maximalni
teplotu vyvolava teplotni Sok, ktery vede k riznym vykyvim metabolizmu. Pfitom se
syntetizuji tzv. proteiny teplotniho Soku (,,heat shock proteins®, HSPs), které se fedi mezi
stresové proteiny. Témito proteiny se rozezndvaji anomalni proteiny tvofené pii stresu a
zajiStuji se jejich rychlé odbourani. Dnes je znamo né¢kolik typl téchto proteinti. HSP
proteiny se syntetizuji i za optimalnich podminek, ale plni zde jiné dulezit¢ funkce. Za
stresovych podminek se jejich syntéza zvysi, takZe mohou vykonavat i1 antistresové
funkce [1].

2.2.2 pH prostiedi

Kazdy mikroorganismus se miize rozmnozovat pouze v urcitém rozmezi pH. Extrémni pH
muze mikroorganismy usmrtit. Bakterie rostou v neutralnim nebo slabé alkalickém prostiedi,
kvasinky vyzaduji pro rist kyselé prostfedi (nejcastéji 4,2 — 4,5) a u plisni se optimum
vétSinou pohybuje pobliz neutrdlniho bodu, ale mohou se rozmnozovat ve velmi Sirokém
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rozmezi. Vnéj§i pH neovliviiuje jenom rist mikroorganismi, ale také regulac¢ni procesy
metabolismu a to vede ke zméné poméru jeho hlavnich produktii. V extrémnim prostiedi si
mikroorganismy samy upravuji pH smérem k optimalni hodnoté. Vodikovy kation a
hydroxylovy anion nemohou volné difundovat cytoplazmatickou membranou, a tak se
dostavaji do 1 z bunc€k pouze prostfednictvim vratného aktivniho transportu. Proto tyto ionty
ovlivituji pfedev§im aktivitu extracelularnich enzymt a funkci cytoplazmatické membran,
tj. predev$im mechanizmy transportu latek [1].

pH prostiedi ovlivituje také odolnost bunék ke zvySenym teplotam Vnitrobunécné pH se
v souvislosti se zménou vnéjSiho pH méni pomémé malo [1,4]. Vliv pH na produkci
pullulanu je jen velmi maly. Optiméalni pH pro produkci pullulanu mikroorganismem
Aureobasidium pullulans je 4,5 [3,5].

2.2.3 Vodni aktivita

Veskeré chemické reakce v zivé buiice probihaji ve vodném prosttedi, a proto zde voda
musi byt pfitomna v dostate¢ném mnozstvi. Dostatecné mnozstvi vody musi byt obsazeno
také ve wvnéjSim prostiedi, aby bufnika neztratila vnitrobunéénou vodu a moznost
metabolismu [1].

2.2.4 Oxidoredukéni potencial

Oxidacéné redukeni potencial je dan ptitomnosti oxidaénich nebo redukénich ¢inidel. Silné€
oxidacni latky (kyslik, peroxidy) vytvérieji pozitivni oxidoredukéni potencial, kdezto silné
redukujici latky (zZeleznaté ionty, vodik) vedou k negativnimu potencialu. Mikroorganismy se
znaén¢ lisi svym vztahem ke kysliku. Aerobni mikroorganismy vyZzaduji pfitomnost
rozpusténého kysliku, tedy pozitivni oxidacné redukcni potencial. U nékterych aerobnich
mikroorganismll se optimalni oxidacné redukéni potencidl pro rust 1i8i s optimem pro tvorbu
nékterych produktli metabolismu. Na anaerobni mikroorganismy pusobi kyslik a pozitivni
oxidacné redukéni potencidl Skodlive, a v nékterych ptipadech vede az k usmrceni bunék [1].

2.2.5 Povrchové napéti

Povrchové aktivni latky se hromadi na rozhrani dvou fazi, tedy i na povrchu buné¢k
mikroorganisml v kapalném prostedi. Pfispivaji tak k lepSimu rozptyleni bunck v médiu a
zlepSuji pfijem zivin i exkreci produktli metabolismu bunikou. Proto urychluji rtst nékterych
velmi pomalu se rozmnozujicich mikroorganismt. AvSak ve vys$Sich koncentracich zpiisobuji
denaturaci bilkovin, poskozuji cytoplazmatickou membranu, pronikaji do bun¢k a ovliviiuji
jejich metabolismus [1,4].

2.2.6 Vliv zareni

Elektromagnetické vInéni riznych vlnovych délek se znacné 1isi svym fyziologickym
ucinkem na mikroorganismy. VInéni o nejdelSich vinovych délkach , tj, infracervené zafeni a
Hertzovy viny nemaji samy o sobé vliv na mikroorganismy, ale plsobi pouze svymi
tepelnymi ucinky. Viditelné svétlo se uplatiiuje predevsim jako zdroj energie fototrofnich
mikroorganismt. Viditelné svétlo ovlivituje také aktivitu fady dalSich mikroorganismi, a to
pozitivné 1 negativng. Ultrafialové zafeni mda silné mutagenni a letdlni uCinky na
mikroorganismy, proto se pouziva pro sterilizaci vzduchu, povrchovou sterilizaci predmétt a
pracovnich ploch [1].
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Odolnost k t¢inkim UV zafeni se vSak u rliznych mikroorganismi 1i8i. Vys8i odolnost
maji barevné mikroorganismy. Hlavni pfi¢ina jeho U¢inku spociva v tvorbé kovalentnich
vazeb mezi sousednimi pyrimidiny nukleovych kyselin, zejména dochazi k tvorb& Sumert
thyminu. Kromé pifimého piisobeni na nukleové kyseliny Skodi UV zatfeni vznikem toxickych
peroxidll ¢i 0zénu a zplsobuje sniZzeni odolnosti bunék vici dal§im stresovym faktoriim, jako
je teplota, ethanol, ¢i obsah soli v prostiedi [1].

Zateni o kratSich vlnovych délkach jako Rentgenovo zafeni, y-zafeni a kosmické zatfeni
maji také silné mutagenni a letdlni GCinky na mikroorganismy, ale maji také vysokou
pronikavost. B-zafeni ma na mikroorganismy podobn¢ Ucinky, ale jeho pronikavost hmotou je
mnohem mensi. Uginky téchto zafeni jsou ovliviiovany danym mikroorganismem a hlavné
okolnim prostiedi. [1,4].

2.2.7 Hydrostaticky tlak

Mikroorganismy se vétSinou rozmnozuji za normalniho atmosférického tlaku. Zvysenim
tlaku na 10 azZ 20 MPa se obycejn¢ rozmnozovani mikroorganismii zpomaluje a pfi tlaku
30 az 40 MPa se rozmnozovani vétSiny mikroorganizmu zcela zastavi. K jejich usmrceni je
vSak zapotiebi obrovského tlaku 600 az 700 MPa, pficemz doba ptlisobeni zalezi na typu
mikroorganismu. Pomalému snizovani ¢i zvySovani tlaku se mikroorganismy dobie
ptizplsobuji, ale prudké nebo opakované zmény hydrostatického tlaku ptsobi skodlivé [1].

2.2.8 Ultrazvuk

Zvukové viny o frekvenci vyssi nez 20 kHz pisobi na mikroorganismy letalné. Zvukové
viny zpisobuji prudkou pulsaci bunéénych membran a plazmy, ¢imz se misty opakované
siln¢ snizuje nebo zvysSuje tlak. V mistech o nizkém tlaku se tvofi trhliny, kam difunduji
plyny rozpusténé v kapalin€. Pfi ndhlém stlaceni téchto kavitacnich bublin vznikd obrovsky
tlak, ktery porusuje buiikky a usmrcuje je [1]. Tento jev neni Casty u kvasinkovych bunék, u
kterych U¢inek ultrazvuku ovliviiuje spiSe denaturaci enzymi. Naopak ultrazvuk o nizké
intenzité zpusobuje masivni prunik substratu do bunék a stimuluje transport metabolitd do
vnéjsiho prostiedi [4].

2.2.9 Elektricky proud

Stiidavy elektricky proud o malé intenzit¢ (30 az 100 mA) nema nepfiznivy vliv na
mikroorganismy. N&kdy se naopak uvadi, Ze mirn¢ stimuluje metabolismus a rychlost ristu.
Stiidavy proud o vys$i intenzité vSak jiz pusobi nepfiznivé svym tepelnym ucinkem.
Stejnosmérny elektricky proud nepiiznivé ovliviiuje mikroorganismy svymi elektrolytickymi
ucinky [1].

2.2.10 Ethanolovy stres

Etanol je v ramci enviromentalniho stresu zakladnim stresovym faktorem ptsobicim na
kvasinkové buiky. Jeho vysoké koncentrace jsou produkovany predevSim v prubéhu
fermanta¢niho procesu a predstavuji stresové prostiedi analogické extremnim hodnotam pH
nebo teploty. Toxické ptisobeni alkoholu je hodnoceno jako multifunkéni, protoze zpisobuje
nejen inhibici rGstu a viability kvasinek, ale ovliviiuje i rGzné transportni systémy a
biologické procesy c¢asto vazané na membranové lipidy a snizuje i aktivitu klicovych
glykolytickych enzym [6,7].
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Mikroogranismy disponuji rozsdhlym spektrem stresovych odpovédi a adaptacnich
mechanizmit  schopnych odstranit nebo zmirnit Skodlivé ucinky etanolu. Preziti
mikroorganismll zpravidla zavisi na struktufe a schopnosti efektivni obrany plazmatické
membrany, ktera ptredstavuje hlavni cilovou strukturu plsobeni etanolu. V pfitomnosti
alkoholu byla u kvasinkovych bunék pozorovdna zména ve slozeni lipidd, jez zabrénila
vzniku poskozeni fluidity membrany. Reakce tohoto typu lze zahrnout mezi adaptivni
mechanizmy, které jsou aktivovany k ucelné ochrané bunky pied poskozenim exogennim
stresem. V pfitomnosti etanolu ve vn&jSim prostiedi navic dochézi k vyznamné redukci
intraceluldrni vody patfici k zakladnim sloZzkdm bunééného metabolizmu. Stresova
koncentrace etanolu Casto vyvolavd reakce podobné tém, které aktivuje teplotni Sok.
Prikladem je syntéza nékterych typl proteini HSP vznikajicich jak Gi¢inkem etanolu, tak 1 pfi
kultivaci za vysokych teplot. Avsak uloha Sokovych proteinti v etanolovém stresu nebyla jesté
zcela objasnéna. [6,7]

2.2.11 Vliv tézkych kovii

Mikroorganismy tvofici polysachridovy obal jsou diky jemu schopny akumulovat velké
mnozstvi kovi, ¢ehoz se vyuziva ve vyzkumu v oblasti odstrafiovani kovil z roztokti. Podle
zpisobu akumulace kovli mikroorganismy se rozliSuje 5 hlavnich mechanizmi: extracelularni
srazeni kovi, extracelularni akumulace, které ptedchézi tvorba komplexu kovu, vazba kovu k
povrchu buriky, intracelularni akumulace a volatizace.

Extracelularni srazeni kovll - na metabolickych produktech nebo na povrchu mrtvych
bun¢k dochazi ke srdzeni volnych nebo sorbovanych kationti za vzniku ve vodé
nerozpustnych sloucenin. Vazba kovu k povrchu bunky - princip je v elektrostatickém
ptitahovani kovii, pozitivné nabitych komplexi nebo srazenin k negativné nabitym mistim na
povrchu mikrobialni buiiky. Interceluldrni akumulace — buiika mé vyvinuty specificky
transportni systém. Volatizace - mikrobialni redukci dochazi k snizeni valence kovti. Redukce
muze byt Castecnd nebo uplnd, za vzniku elementdrniho kovu. [8] Vliv téZkych kovl na
bunku se muze lisit plisobenim chronického nebo akutniho stresu. Akumulace kovli muze
ovlivnit biologickou funkci membrany, aktivovat oxida¢ni stres a tvorbou komplexti s ATP
inhibovat bunééné enzymy [9].

Aureobasidium pululans slouzi jako modelovy mikroorganismus pro testovani toxickych
ucinkl riznych kovi. Jeho odolnost k toxickym u¢inkiim kovt se vysvétluje detoxikaci [10].

2.2.12 Solny stres

Stres je vyvolany ristem intracelularni koncentrace Na+, coZz vede ke vzniku dvou
vyznamnych stresovych faktord. Jsou to jednak osmotické komponenty zvySujici turgor
bunky a také toxické latky inhibujici fadu bunéénych funkci. Odezva bunék na tyto stresové
podminky je obvykle doprovazena akumulaci osmoticky aktivnich sloucenin, které slouzi k
vyrovnani rostouciho externiho osmotického tlaku a pfeménuji membranovy transportni
systém tak, aby doslo k vylou¢eni Na+ z buiiky do prostiedi [11]. Buné¢na odpovéd na
zvySenou vnéjsi salinitu se projevuje akumulaci rozpustnych latek. V buitkach kvasinek je
prioritni rozpustnou slouc¢eninou glycerol, jehoz produkci doprovazi fada metabolickych
zmén [12].
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2.2.13 Oxidacéni stres

Vliv oxida¢niho stresu na mikrobidlni buiiky je podobny jako jeho vliv na ostatni typy
bun¢k, ma ale jisté specifické charakteristiky, které se mohou liSit u prokaryotickych a
eukaryotickych bunék. Oxidaéni stres zplisobuje poSkozeni celé¢ fady bunécnych slozek a
mechanismi [13]. Obrana proti tomuto stresu spociva v uloze enzymu podilejicich se na
snizovani hladiny ROS (,reactive oxygen species®), opravé poskozenych makromolekul (v
prvni fadé DNA) a eliminaci neopravitelnych proteinti [13]. Oxidacni stres se li§i od ostatnich
stresl v tom, Ze jeho primarni efektory, reaktivni kyslikové slou€eniny (ROS), mohou z velké
¢asti vznikat béhem pftirozeného bunécného metabolismu. Bunky aerobnich organismui se
béhem svého Zivota nemohou vyhnout nepfetrzitému vystaveni ROS, a ztoho divodu i
trvalému oxida¢nimu poskozeni jejich slozek [14].

Hlavnimi primarnimi oxidanty jsou superoxidovy radikdl, peroxid vodiku a hydroxylovy
radikal [14]. Reakce primarnich ROS s hlavnimi bunéénymi slozkami vede ke vzniku velkého
poc¢tu sekundarnich radikalt (hydroperoxidové, alkoxylové, peroxylové radikdly, epoxidy,
aldehydy), které mohou dale posSkozovat buiiku. Bylo zjisténo, Ze i nizkomolekularni bunééné
slozky mohou podléhat oxidacnim zménam a produkovat latky schopné poskodit buriku [13].

Hlavnimi cilovymi molekulami pro ptisobeni ROS jsou DNA, lipidy a proteiny. Oxidac¢ni
poskozeni DNA zahrnuje zlomy jednotlivych fetézcl a vyménu bazi, coz mize indukovat
mutace. PoSkozeni mitochondridlni DNA, které muze vést az vdegradaci celé
makromolekuly, byva mnohem vétsi nez poskozeni jaderné DNA, protoze mitochondrie jsou
producenty kyslikovych radikali. Peroxidace lipidi a oxidace proteini vede k tvorbé
sekundarnich oxidacnich radikald, které znéasobuji toxicky efekt primarniho stresového
zdroje. Sekundarni ROS zasahuji pfedevs$im proteiny nachdzejici se v blizkosti lipida [15].
Reaktivni kyslikové slouc¢eniny (ROS) jsou molekuly kysliku v rGznych redukénich nebo
excitovanych stavech, slouceniny kysliku s vodikem, chlorem a dusikem. Primarni oxidanty
vznikaji jako bézné produkty aerobniho metabolismu, ale mohou byt produkovany ve vyS$im
mnozstvi pii rdznych patologickych stavech [16]. ROS vznikaji také pfi raznych typech
zafeni. Rentgenové zafeni je doprovazeno vznikem hydroxylového radikalu (HOe), UV-
zateni vede ke vzniku vysokoenergetické neradikalové formy kysliku zvané singletovy kyslik
('0,). Ultrazvuk a mikrovinné zateni mize také vést k tvorb& ROS [17].

2.3 Stresova odezva

Aby mohly buniky zvladat ucinky stresu, vyvinuly rychly obranny systém k opravé skod a
ochrané proti dalSimu poskozeni stejnym nebo odliSnym typem stresu. Nejlepsi
charakteristickou odezvou je syntéza stresovych proteint. Predpoklada se, ze syntéza
stresovych proteinil je typickou odpovédi bun€k na neptiznivé vnéjsi podminky a je dilezita
pro adaptaci a preziti bunky. Tato ochrana mé za nasledek, ze kratkodobé ptisobeni mirného
stresového faktoru na buiiku vede ke vzristu tolerance proti dal§im, jinak letdlnim davkdm
identického stresu. Buiiky vystavené mirnému stresu jsou pak schopny vyvinout toleranci
nejen k vysSim davkam stejného stresu, ale také stresu zpiisobeného jinymi Ciniteli,
predpoklada se existence mechanismu, ktery vnima a reaguje na rtizné formy stresu [4].
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2.4 Kultivace mikroorganizmi

Mikroorganismy v daném prostfedi mohou rtist a mnozit se, dokud maji dostatecny zdroj
zivin, vhodny parcialni tlak kysliku, odpovidajici hodnotu pH a teploty. Rlist a mnozeni jsou
také limitovany koncentraci metabolitt, které bunka vylucuje do vnéjsiho prostiedi. V
laboratornich podminkach jsou mikroorganismy bézné kultivovany v uzavieném systému,
tedy v prostfedi zpocCatku charakterizovaném vysokymi koncentracemi zivin. Béhem ristu
mikroorganismli dochdzi k postupnému vyc€erpani zivného substratu a k nahromadéni
metabolitl. Za predpokladu, ze fyzikalni vlivy jsou po celou dobu kultivace konstantni,
uvedené dva faktory spolu s koncentraci bun¢k predstavuji limitujici faktory ristu [1,18].

2.4.1 Typy kultivace

Déleni podle zptsobu kultivace:

a) Staticka: probihd v klidu. Mikroorganismus je naockovan na povrch tuhého média
nebo do urcit¢tho objemu tekutého média. Béhem rlstu jsou ziviny postupné
vyCerpavany a tak dochazi k limitaci rustu, také se hromadi produkty metabolismu,
které mohou mit velmi ¢asto inhibic¢ni vliv [18].

b) Submerzni: probiha v tekutém médiu, které je neustidle michano (na tfepackach) a
provzdusnovano. Rust pfi submerzni kultivaci probihé rychleji nez kultivace statickd a
dodnes se vyuzivd v prumyslu ve fermertorech. Nevyhodou submerzni kultivace je
stejné jako u statické nemoznost ptesné specifikace aktudlnich rastovych podminek a
zajiSténi jejich konstantnosti [18].

¢) Kontinudlni: k rostouci kultiife mikroorgasmu ptitékaji ziviny a zdrovén odtéka stejny
objem pudy s vyrostlymi mikroorganismy. Ptfi vhodné zvolené rychlosti ptitoku se
doséhne rovnovéazného stavu a v celém objemu média se tak udrzuje konstantni pocet
bunck [18].

D¢leni podle ptistupu kysliku:

a) Aerobni kultivace: pti této kultivaci vyuZzivaji mikroorganismy vzdu$ného kysliku,
ktery se dostava do nadob pies vatové zatky. Pti kultivaci v malych objemech staci
ptitomnost kysliku regulovat tvarem kultivaéni nadoby a velikosti sty¢nych ploch
mezi povrchem kultivaéniho média a vzduchem. Aerobni mikroorganismy se tedy
kultivuji na agarovych plotnach, Sikmych agarech a nebo v tenkych vrstvach tekutych
médii. Pro rychlejsi riist mikroorganismti, nebo pfi kultivaci ve vétSim mnozstvi
tekutého média se pouzivaji tfepacky. Ve velkych fermetorech se jesté za soucasného
michani provzdusnuje sterilnim vzduchem [18].

b) Anaerobni kultivace: pfi této kultivaci se musi odstranit vzdusny kyslik ze zivného
média a zabranit jeho dalSimu ptisunu ke kultute [18].

2.4.2 Zivna média

Mikroorganismy jsou v laboratofich kultivovany na sterilnich Zivnych médiich. Spravné
slozeni média zalezi na pozadavcich daného mikroorganismu a musi byt voleno tak, aby co
nejvice odpovidalo pfirozenym podminkédm [18].
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Déleni média podle pivodu a ptipravy:

a)

b)

c)

pfirozena: prirozené substraty MO (mléko, brambory, chleba atd.). Jsou vhodna na
kratkodobou kultivaci nebo na izolaci MO z pfirodnich zdroji

synteticko-komplexni (polosyntetickd): kromé chemicky definovanych sloucenin
obsahuji tato média i odvary, maceraty, vyluhy nebo hydrolyzaty pfirodnich materialt
syntetickd: chemické slozeni je pfesné definovano jako smés organickych a
anorganickych sloucenin [18]

Déleni média podle pouziti:

a)

b)

¢)

univerzalni (zakladni): svym slozenim vyhovuji pozadavkim na vyzivy Sirokému
spektru MO

selektivni: svym slozenim podporuji rist pouze urCité skupiny mikroorganismda.
Obsahuji jednu nebo vice inhibi¢nich latek (barviva, antibiotika ap.), které potlacuji
rust ostatnich MO.

selektivné—diagnosticka: svym slozenim potlacuji rast neZadoucich mikroorganismi.
Roste na nich jen malé skupina mikroorganismui. [18]

D¢leni média podle konzistence:

a)
b)

c)

243

tekuta: neobsahuji zddné ztuzovaci latky

polotekutd: maji krémovitou konzistenci, protoze obsahuji nizkou koncentraci ztuzujici
komponenty

pevna: obsahuji vzdy ztuzujici komponentu. Jako ztuzujici komponenty se bézné uziva
agar, zelatina nebo gel kyseliny kiemicité. [18]

Rustova krivka

Rist mikroorganismi mizeme definovat jako pfirtistek bunééné hmoty. Buika pfi ristu
zvétsuji svllj objem a po urcité dobé dojde k rozmnozovéni. Za optiméalnich podminek se
mikroorganismy rozmnozuji velkou rychlosti, ale zvySovani poctu bun¢k je omezeno
mnozstvim Zzivin a hromadénim produktd metabolismu bun&€k v prostfedi. Grafickym
vyjadienim ristu je rastova kfivka daného mikroorganismu a je charakterizovana urCitymi
useky, tzv. ristovymi fazemi [19, 20].

Rastové faze:

1)

2)
3)

4)

Lag-faze: tzv. pfipravna faze. Bunky se nerozmnozuji, ale zvétSuji svlij objem a
dochazi u nich k aktivaci enzymového systému. Délka lag-faze faze zavisi na druhu
dané¢ho mikroorganismu, fyziologickém stavu bunck, mnozstvi inokula a na slozeni
nového rustového media.

Féaze zrychlen¢ho rastu: Buiiky jsou pfizplisobené prostiedi. Na konci této faze maji
bunky velkou intenzitu metabolismu i rychlost déleni.

Faze exponencialni (logaritmickd, log faze): Je charakteristickd nejkrat§i generacni
dobou, ktera po celé obdobi ziistava konstantni.

Féaze zpomaleného riistu: dochazi ke snizeni intenzity metabolismu a mnoZeni bun¢k
v disledku vyc€erpani zivin a hromadéni metabolitt.
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5) Faze stacionarni: Dochéazi k vyrovnani poctu odumirajicich bun¢k a jejich ptirtstku.
Vétsina zivin je jiz vyCerpana a maximalni délka této faze je dana citlivosti bunék
k hladovéni.

6) Faze postupného odumirani bunék: bunky se jiz nerozmnozuji, pouze odumiraji a tim
dochazi k postupnému sniZovani poc¢tu bunék. [19,20]

Obr.1: Riistova kiivka [1]

—=|n x

2.4.4 Metody stanoveni biomasy

2.4.4.1 Primé stanoveni poctu bunék

Pomoci pfimé metody se stanovuje celkovy pocet bun¢k v jednotce objemu. Builky se
pocitaji pod mikroskopem pomoci specialnich pocitacich komurek (Biirkerova, Thomova)
[18].

2.4.4.2 Neprimé stanoveni poctu bunék

Principem je pocitani kolonii vyrostlych na agarovych plotnach. Metoda vychazi ze
zakladniho empirického ovéteného piedpokladu, Ze zjedné Zivotaschopné bunky vyrlsta
jedna kolonie [18].

2.4.4.3 Turbidimetrické stanoveni poctu bunék

Tato metoda je zaloZena na rozptylu svétla buiitkami v kapalin€. Zptsob rozptylu je rizny
pro rizné vinové délky a zavisi také na optickych vlastnostech kapaliny i suspendovanych
castic a na velikosti 1 tvaru téchto Castecek. K méfeni je nutné sestavit kalibracni kiivku
ziskanou stanovenim obsahu bunék jinou metodou (stanovenim su$iny, pfimym pocitanim
bunck) a turbidimetrickym prométenim rizn¢ koncentrovanych suspenzi [18,20].

2.4.4.4 Stanoveni suSiny

Stanoveni bunééné hmoty mikroorganismii se v mikrobiologii pouzivd hlavné pfi
biochemickych pracich a pii konstrukcich ristovych kiivek. Spolehlivych vysledkl lze
dosahnout tehdy, jestlize kultury rostou v ¢irych ptdach. Vzorku bunééné hmoty je vysusen
do konstantni hmotnosti pti 105 °C a ochlazen na pokojovou teplotu v exsikatoru [20].
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2.5 Mikrobialni producenti pullulanu

Hlavnim mikrobialnim producentem je Aureobasidium pullulnas, ale ne vSechny jeho
kmeny jsou schopny pullulan produkovat. Produkci pullulanu mikroorganismem
Aureobasidium pullulans objevil v roce 1938 R. Bauer, ale pulluan byl poprvé izolovan a
charakterizovan az v roce 1958 Bernierem. Pullulan byl také izolovéan od saprofytické houby
Tremella mesenterica, ze stromové parazitické houby Cytaria harioti a C. darwinii, plisné
Cryphonectria parasitika, z liSejniku Teloschistes flavicans a mikroorganismu Rhodotorula
bacarum. Pullulan produkovany riznymi mikroorganismy se obvykle lisi molekulovou
hmotnosti a strukturou (rizny pomér al,4 a a1,6 glykosidickych vazeb) [3].

2.5.1 Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans neni primarni lidsky patogen ani neni veden jako producent
vyznamnych mykotoxini, ale jeho vysoké koncentrace v ovzdusi byly spojeny s alergii v
disledku podrazdéni dychacich cest [21]. Snési dobfe nizké teploty, na jafe je obvykle prvnim
mikroorganismem s kvasinkovou fazi, ktery je mozno izolovat v severngjsich ¢astech Evropy.
A.pullulans se velmi dobfe péstuje na minimalnim médiu s glukosou a biotinem. Je to
pfevazné saprofyticky organismus, ale vyskytuje se i jako parazit na rostlindich a muze
zpusobit i choroby zvifat. Velmi ¢asto se vyskytuje na listech rostlin, na kvétech a plodech. V
mostu pred kvasenim miiZze vytvafet nevzhlednou syté¢ Cernou masu slozenou z cernych
dvoubunécénych chlamydospér, které snasi maximalné 2% ethanolu, proto se uz ve viné
nevyskytuji. Tvofi i soucést slizu na sténéach vinatskych zavodi [10].

A.pulluans slouzi jako modelovy mikroorganismus pro testovani toxickych ucinki riznych
kovi. Odolnost k toxickym uc€inkiim kovi se vysvétluje jeho schopnosti detoxikace.
Aureobasidium je bohaté na riizné hydrolytické enzymy, ¢ehoz se vyuziva v praxi. Produkce
ureasy je pozitivni. ZkvaSuje maltosu, sacharosu, laktosu a glukosu. Rozkldda celulosu,
hemicelulosy, xylany, lignin, skrob atd. Jeho aktivita je Casto Skodlivd, protoze rozklada
barvy, rozruSuje elektrické kabely aj. [10,22]. Provedené vyzkumy ukazuji, Ze k produkci
pigmentti dochazi hlavné pii nedostatku drasliku a fosfatu [23]. Cerné barvivo melanin
produkuje také pii limitaci dusikem [10].

Obr.2: Aureobasidium pullulans [24]
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2.5.1.1 Morfologické znaky

Blastokonidie maji riizné tvary a rozméry (2-6,5) x (7-12,8) pum. Endokonidie se vyskytuji
s frekvenci asi 22 %, ¢erné chlamydospory 37 %, hyalinni chlamydospory 22 %. Kolonie jsou
nejprve bilé, pozdéji Gernaji. Cernani miize postupovat od stiedu, ale také po jednotlivych
kruhovych vysecich, jindy nepravideln€ v soustiednych kruzich. Mycelium zpoc¢atku matné, s
postupnym cernanim se stava vlhce lesklé. Cyklické stfidani fazi se odraZzi v obrovskych
koloniich, které dobie znazoriuji produkci barevnych a bezbarvych elementl, produkci
melaninu a pululanu. V kapalném mediu se vyskytuji hrubé kozky, nekdy vysoky sliznaty
sediment [10,22]. Aureobasidium se déli na dvé varianty - A.pullulans var pullulans, tvoii
rizové, svétle hnédé nebo zluté kolonie a az po delSim ¢ase kolonie tmavnou. 4. pullulans var
melanogenum tvoti brzy ¢erné nebo zelenavé-Cerné kolonie [2].

2.5.1.2 Zpusob rozmnoZovani

Vegetativni rozmnozovani probiha pomoci blastokonidii, které puci po stranach hyf. Tyto
konidie pu¢i v dalsi sekundarni konidii, kterd je mens$i nez je primarni. Jednotlivé
jednobunécné clanky starSich hyf se mohou rozpadat v arthrospory. V "Zivotnim cyklu" se
vyskytuji téz chlamydospoéry, které v dobé zralosti uvolnuji prezivajici buniku, ktera potom
vykli¢i. Stfidani raznych fazi asexualniho vyvoje A.pullulans byva cyklické. Pohlavni zplisob
rozmnozovani u tohoto organismu neni znam [10,22].

Obr.3: Zivotni cyklus Aureobasidium pullulans [22]
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2.6 Pullulan

Prikopnikem ve vyrobé polysacharidu z Aureobasidium pullulans byl R. Bauer (1938).
Poprvé byl ale tento polysacharid izolovanan a charakterizovan v roce 1958 Bernierem [3]..
Duikladna studie byla provedena Benderem, Lehmannem a Wallenfelsem (1959, [3]) a
polysacharid byl pojmenovan jako pullulan. Japonské spole¢nost Hayashibara je komerénim
vyrobcem pullulanu jiz od roku 1976 [3]. Jedna se o extracelularni, mikrobialni polysacharid
produkovany kmeny Aureobasidium pullulans.
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Pullulan je bily nebo Zzlutavé-bily prasek snadno rozpustny ve vodé a nerozpustny
v organickych rozpoustédlech [3]. Jeho vodné roztoky jsou stabilni a ve srovnani s jinymi
polysacharidy vykazuje relativné nizkou viskozitu. Netvoii gely a jeho viskozita ve vodném
roztoku je umérnd molekulové hmotnosti. Je také stabilni v Siroké Skale pH. Rozklada se pfti
250 — 280 °C a jeho molekulovd hmotnost se pohybuje v rozsahu 100 az 250 kDa. Neni
jedovaty, je jedly a biologicky rozlozitelny. Pullulan a jeho derivaty maji Sirokou skalu
pouziti v potravinafstvi, zdravotnictvi, farmacii a v mnoha dalSich obchodnich a
pramyslovych oblastech. Srovnavaci studie ukazuji, ze kmeny 4. pullulans se zna¢né lisi s
ohledem na rust, vynosnost pullulanu a bunééné morfologii. Pullulan se vyrabi hlavné v
pozdni exponencialni a ¢asné stacionarni faze kultury [3]. Jednim z dtlezitych problému
spojenych s primyslovou vyrobou pullulanu je optimalizace podminek jeho biosyntézy
s vysokym vynosem [25].

Inzenyrské inovace nebo zdokonaleni vyrobnich kment, zejména s omezenou produkci
melaninu, mohou byt prospésné pro zlepsSeni ekonomiky vyroby, ¢imz se oteviraji nové cesty
pro jeho vyuziti. I ptes velky poc€et hodnotnych aplikaci vSak komerénimu uzivani pullulanu
brani jeho vysoka cena, ktera je dana obtizemi pii produkci, Komplikace jako je viskozita
média, nizkd vytéznost produktu, pigmentace a degradace snizuji vytézky a kvalitu
vysledného produktu.. Cena pullulanu je tfikrat vyssi nez cena dalSich jemu podobnych
polysacharidii, jako je dextran a xanthan. Na produkci ma vliv mnoho faktorl. Mezi tyto
faktory patii naptiklad teplota, pH, mnozstvi rozpusténého kysliku, slozeni substratu,
michéni, vlastni mikroorganismus a dal$i. Dilezitym parametrem v produkci pullulanu je jeho
molekulova hmotnost, ktera se také méni vlivem uvednych faktort [3,5].

2.6.1 Struktura pullulanu

Zakladni struktura pullulanu je linedrni o-glukan, skladd se ze tfi jednotek glukdzy
spojenych a-1, 4 glykosidickou vazbou v maltotriosové jednotky, které jsou napojeny vazbou
a-1, 6. Linedrni fetézce pullulanu muze také obsahovat maltotetrosové podjednotky, které
jsou ndhodné rozmistény po celé molekule [3] .

Obr.4: struktura pullulanu [26]
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2.6.2 Biologicka funkce

Pullulan neslouzi jako zadsobni material vzhledem k tomu, Ze metabolismus Aureobasidium
pullulans nemtze pullulan rozkladat. Predpoklada se, ze pullulan slouzi k ochrané bunék nebo
jim poméha svymi adheznimi vlastnostmi [27].

2.6.3 Technologické vyuziti

2.6.3.1 Potravindgi'sky priomysl

Pullulan se mliZze pouzivat jako ¢aste¢nd nahrada za Skrob v nizkokalorickych potravinach,
protoze neni degradovan travicimi enzymy. Studie ukazuji, Ze pullulan podporuje rist
prospeSnych bifidobakterii, zlepSuje trvanlivost potravin a zpomaluje jejich kazeni
vysychanim. Lze ho pouzit jako prisadu do napoji a omacek, pro stabilizaci kvality a textury
majonéz, nebo jako pojivo a stabilizator do riiznych potravinaiskych past.

Pullulanové filmy jsou nepropustné pro kyslik a maji vynikajici mechanické vlastnosti.
Jsou vhodné pro ochranu snadno oxidujicich latek a jako obalovy materidl na suSené
potraviny. Pullulanové roztoky, které jsou bez zapachu a ptichuti mohou byt pouzity jako
natér pro Sirokou Skalu potravinaifskych produktid, kterym maji vylepsSit vzhled a zvysit
trvanlivost [3,30].

2.6.3.2 Farmaceuticky priumysl

Ve farmaceutickém primyslu se pullulanové filmy pouzivaji jako potahové materidly na
tablety a prasky. Pullulan s molekulovou hmotnost 30 000 — 90 000 Da lze pouzit jako
nahradu krevni plazmy. K tstni hygiené se prodavaji vyrobky zalozené¢ na pullulanovém
filmu, ktery ptisoby proti zubnimu plaku, zanétu déasni a zapachu zust. Pullulan a jeho
derivaty mohou byt pouzity i jako ptisady do zubnich past a je také pouzivan jako hydrataéni
prisada v riiznych kosmetickych ptipravcich. [3,28,29].

2.6.3.3 Ostatni priumysl
Pullulan lze upraven na vldkna pfipominajici nylon nebo hedvabi. Mlze byt pouZit pii
vyrobé papiru pro zvyseni lesku, pevnosti, odolnosti a lepsi tisk. Pullulan a jeho derivaty maji
také uplatnéni ve fotografickych, litografickych a elektronickych aplikacich na tpravu a
ochranu povrchti. Nalezne uplatnéni i v zemédé€lstvi a mnoha dalSich oblastech [3].
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2.7 Cil prace

Zpracovani reSerSe zaméfené na strukturu a biologickou funkci pullulanu, mikrobidlni
producenty , technologické vyuziti a moznosti regulace produkce pullulanu.

Stanoveni rustovych charakteristik Aureobasidium pullulans a produkce pullulanu
v pribéehu ristu.

Vliv vybranych exogennich stresovych faktorii (etanol, solny stres, oxidaéni stres, t€zké
kovy) na produkeci pullulanu.
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3 PRAKTICKA CAST
3.1 Mikrobni kmeny, chemikalie a pristrojové vybaveni

3.1.1 Kbvasinkové kmeny

K tizené produkci pullulanu byla pouzita kultura kvasinky Aureobasidium pullulans kmen
CCM F-148 ziskana z Ceské sbirky mikroorganismti P¥fF MU v Brné.

3.1.2 Chemikalie

Chemikalie ke stanoveni CHSK:
Siran rtutnaty
Kyselina sirova
Dichroman didraselny
Siran stfibrny
Hydrogenftalan draselny
Chemikalie ke stanoveni neutralnich sacharidi podle Duboise
e Kyselina sirova
e Fenolu
e D-glukosa
Chemikalie ke stanoveni redukujicich sacharidi podle Somogyiho a Nelsona
Glukosa
Uhli¢itan sodny
Hydrogenuhlicitan sodny
Seignettova stl
Siran sodny
Siran méd’'naty — pentahydrat
Molybdenan amonny
Kyselina sirova
Hydrogenarseni¢nan disodny
Chemikalie pouZzité jako stresové faktory
Chlorid sodny
Etanol
Peroxid vodiku
Seleni¢nan sodny
Chlorid chromity — hexahydrat

3.1.3 Pristroje a pomiicky

Spektrofotometr UV-VIS, Helios o (Unicam, UK)
Ttepacka LT 2 (Sklarny Kavalier, CR)

Centrifuga 3-15, Sigma (SRN)

Analytické vahy AND HR 120 (UK)

Ockovaci box Aura mini (Bioair Instruments, UK)
Susarna LS-35 (CR)

Vodni vyvéva Merci, a.s. (CR)

Laboratorni sklo
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3.2 Kultivace mikroorganismu Aureobasidium pullulans

3.2.1 Tuhé uchovavaci médium

Slozky MnoZstvi
Sladovy extrakt 20g
Bakteriologicky agar 30g
Voda 1000 ml

Médium bylo pouzivano na uchovavani kultury Aureobasidium pullulans CCM F-148.
Sterilizace probihala v tlakovém hrnci 30 min. Kultura byla uchovéana na Petriho miskach ve
tmé pii 4 °C. Kazdy mésic byla kultura pfeockovana z predchazejici kultury na nové Petriho
misky.

3.2.2 Tekuté kultivaéni médium

Slozky MnoZstvi
Glukosa 40 g
(NHy)2SO4 5g
KH,PO4 5¢g
MgSO4 0,34 g
kvasni¢ny autolyzat 7g
Voda 1000 ml

Pasterace probihala v tlakovém hrnci s otevienym ventilem po dobu 30 minut.
Optimalizace média byla provedena v diplomové praci ing. V. Ondrusky [31].

3.2.3 Sledovani riistu kultury A. pullulans

Rist kultury Aureobasidium pullulans byl sledovan metodou gravimetrického stanoveni
suSiny. Z média bylo odebrano 10 ml kultury, tento vzorek byl stocen v centrifuze pii 12 000
rpm po dobu 30 minut. Po odliti supernatantu byl sediment rozsuspendovan v 10 ml
destilované vody a vysusen pfi teploté 105 °C do konstantni hmotnosti. Ziskana susina byla
poté zvazena na analytickych vahach.

3.3 Rustova krivka

3.3.1 Inokulum 1

Kultura Aureobasidium pullulans byla zoCkovana z Petriho misky do 100 ml sterilniho
média (kap. 3.2.2.) v 250 ml Erlenmayerové bance. Kultivace prvniho inokula prob¢hla za
stalého tfepani pii teplot¢ 25°C vpribéhu 24 hodin. Toto inokulum bylo pouzito
k zaockovani inokula 2.

3.3.2 Inokulum 2

Inokulum 2 bylo zaockovéno 2 ml inokula 1 do 100 ml sterilniho média(kap. 3.2.2.) v
Erlenmayerové batice o objemu 250 ml. Kultivace probihala za stadlého tfepani pii teploté
25 °C v prubéhu 24 hodin. Inokulum 2 bylo pouzito k zaockovani produkéniho média.
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3.3.3 Produkéni médium

Do 5 Erlenmayerovych ban€k o objemu 250 ml se 100 ml sterilniho produkéniho média
(kap. 3.2.2.) bylo zaoc¢kovéno z inokulum 2 po 2 ml. Kultivace probihala za stalého tfepani pii
teploté 25 °C.

3.3.4 Stanoveni ristové kiivky

V priabéhu kultivace v Erlenmayerové bafice o objemu 250 ml bylo pravidelné po ¢tyfech
hodinach odebirdno stejné mnozstvi vzorku (10 ml), které bylo pouzito k stanoveni suSiny a
mnozstvi vyprodukovaného pullulanu. Kazdy vzorek byl stocen pii 4 °C a 12 000 rpm po
dobu 30 minut. Po stoc¢eni kultury byl supernatant odlit, biomasa byla rozsupendovéana
v 10 ml destilované vody a nasledné se nechala vysusit pti teplot¢ 105 °C do konstantni
hmotnosti. Ziskand suSina byla poté zvazena na analytickych vahach. Vzorek supernatantu
(5 ml) byl puzit na stanoveni mnozstvi pullulnu.

3.3.5 Stanoveni mnoZstvi pullulanu

Pullulan byl vysrdZzen ze vzorku supernatentu (5 ml) 10 minutovym plsobenim
dvojnasobnym mnozstvim etanolu. Vysrazeny polysacharid byl zfiltrovan za snizeného tlaku
a susSen do konstantni hmotnosti pfi teplot¢ 70°C 12 hodin. Nakonec byl ziskany pullulan
zvazen na analytickych vahach.

3.3.6 Metoda stanoveni chemické spotieby Kysliku

Metoda stanoveni CHSK se pouziva k zjisténi celkové oxidace organickych latek
dichromanem draselnym (CHSKCr) v kyselém prostfedi. CHSK se vyjadiuje jako mnozstvi
kysliku (vmg) spotiebovaného na jeden litr vody ¢i roztoku. Nezreagovany zbytek
dichromanu se stanovi fotometricky pti 600 nm.

3.3.6.1 Stanoveni CHSK

Pro stanoveni byl pouZzit supernatant ziskany ze stanoveni ristové kiivky. K 1 ml
supernatantu bylo pfidano 9 ml destilované vody. Z tohoto nafedéného vzorku bylo
odpipetovano 2,5 ml do uzaviratelné zkumavky. Pfidano bylo 1,5 ml oxidaéniho roztoku
(dichroman didraselny, siran rtutnaty, kyselina sirovd) a 3,5 ml katalyzatorového roztoku
(siran stfibrny v koncentrované kyseling sirové). Zkumavky byly uzavieny, promichany a
zahiivany 2 hodiny pfi 150 °C. Po dokonalém vychladnuti byl obsah zkumavek ziedén 5 ml
destilované vody a poté byla zmétena absorbance pii 600 nm proti blanku (voda).

3.3.6.2 Priprava kalibracni kiivky

Pomoci linearni regrese byla sestavena kalibracni kiivka ze standardniho roztoku
hydrogenftalanu draselného a pouZita pro piepocet obsahu kysliku z hodnot CHSK.
Kalibra¢ni roztoky byly natfedény v rozsahu 100 mg/l az 900 mg/1.
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3.4 Vliv stresu na rist a tvorbu pullulanu

Mikroorganismus Aureobasidium pullulans byl vystaven pisobeni vybranym chemickym
stresim. Odbér vzorkll pro stanoveni mnozstvi biomasy a pullulany byl proveden vzdy v 96.
hodiné, kdy podle rastové kiivky dosahla produkce pullulanu svého maxima (graf 1).

3.4.1 Solny stres

3.4.1.1 Pridavek stresového faktoru do produkcéniho média

Cilem tohoto experimentu bylo aplikovat do produkéniho média ur€ité mnoZstvi
stresového faktoru ve form¢ chloridu sodného a zjistit, do jaké miry ovlivituje produkci
pullulanu a biomasy. Nejprve bylo pfipraveno inokulum 1 zaoCkovanim kultury z Petriho
misky za sterilnich podminek do 100 ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerové bance (250 ml).

Po 24 hodinach byly pfeockovany 2 ml do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1,
po dalSich 24 hodinach byly inokulem 2 (2 ml) zaoCkovany 2x4 produkéni média o objemu
100 ml v Erlenmayerové bance o objemu 250 ml s pfidavkem NaCl o koncentraci 0, 1, 5 a
10 g/l. Experiment byl opakovan pro vyssi koncentrace chloridu sodného v produkénim
médiu, a to pro koncentrace 15, 20, 50, 100 a 150 g/l. Ke stanoveni biomasy bylo odebrano
vzdy 20 ml vzorku, ktery byl stocen pii 12000 ot/min po dobu 30 minut. SuSina byla
stanovena gravimetricky. Supernatant ziskany centrifugaci byl pouZit pro stanoveni
koncentrace pullulanu.

3.4.1.2 Pridavek stresu do produkcéniho média a do inokula 2

V dal§im experimentu byl aplikovén stres jak do inokula 2, tak i do produkéniho média a
sledovalo se, do jaké miry ovlivni tato kombinace produkci pullulanu a biomasy. Nejprve
bylo ptipraveno inokulum 1 zaockovéanim kultury z Petriho misky za sterilnich podminek do
100 ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerové bance (250 ml). Po 24 hodinich bylo
preockovano (2 ml) do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, ale s pfidavkem NaCl a
koncentraci 1 g/l, po dalSich 24 hodinach byly inokulem 2 (2 ml) zaockovany 2x4 produk¢cni
média o objemu 100 ml v Erlenmayerové bance (250ml) s ptidavkem NaCl o koncentraci 5,
10, 15 a 20 g/l. Pro kontrolu byl soubézné provadén stejny pokus bez ptidavku NaCl do
inokula 2. Experiment byl opakovan pro koncentraci chloridu sodné¢ho 5 g/l v inokulu 2 a pro
koncentraci v produkénim médiu 0, 5, 10, 15, 20, 50, 100 a 150 g/l. V dalSim experimentu
byla koncentrace chloridu sodného v inokulu 2 20 g/l a v produkénim médiu 0, 20, 50, 100 a
150 g/l NaCl. Ke stanoveni susiny bylo odebirano po 20 ml vzorku. SuSina byla stanovena
gravimetricky. Supernatant ziskany centrifugaci byl pouZit pro stanoveni koncentrace
pullulanu.

3.4.1.3 Pridavek stresu v riuznych ¢asech kultivace

Cilem experimentu bylo zjistit, zda doba pfidavku stresového faktoru, v tomto piipadé
NaCl o koncentraci 10 g/l, vyznamné ovlivituje produkci biomasy a pullulanu. Nejprve bylo
pfipraveno inokulum 1 zaockovanim kultury z Petriho misky za sterilnich podminek do 100
ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerové bance (250ml). Po 24 hodinach pieockovano (2 ml)
do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, po dalSich 24 hodiniach byly
inokulem 2 (2 ml) zaockovany 2x4 produkéni média o objemu 100 ml v Erlenmayerové barice
0 objemu 250 ml.
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Stresovy faktor byl sterilné pfidavan v nulové, 50. a 80. hodiné kultivace v produkénim
médiu. Ke stanoveni suSiny bylo odebrano 20 ml vzorku a stanoveni provedeno
gravimetricky. Supernatant byl pouZit pro stanoveni koncentrace pullulanu.

3.4.1.4 Sledovani ristu kultury v inokulu 2 obsahujicicm stresovy faktor

Nejprve bylo pfipraveno inokulum 1 zaockovanim kultury z petriho misky za sterilnich
podminek do 100 ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerové banice (250 ml). Po 24 hodinach
bylo pfeockovano (2 ml) do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, po dalSich 24
hodinach bylo inokulem 2 (2 ml) zaoCkovano 2x5 produkénich médii o objemu 100 ml
v Erlenmayerové bance o objemu 250 ml. Do prvni pétice byl ptidan chlorid sodny o
koncentraci 1 g/l, do druhé 5 g/1. V pritbéhu kultivace v bylo pravidelné po ¢tyfech hodinach
odebirano stejné mnozstvi vzorku (10 ml), které bylo pouzito k stanoveni susiny a mnozstvi
vyprodukovaného pullulanu. Kazdy vzorek byl stocen pii 4 °C a 12 000 rpm po dobu 30
minut. Po sto¢eni kultury byl supernatant odlit, biomasa byla rozsupendovéna v 10 ml
destilované vody a nasledné se nechala vysusSit pii teplot¢ 105 °C do konstantni hmotnosti.
Ziskana suSina byla poté zvazena na analytickych vahach. Vzorek supernatantu (5 ml) byl
puzit na stanoveni mnozstvi pullulanu.

Pullulan byl vysrazen ze vzorku supernatantu dvojnasobnym mnozstvim etanolu, zfiltrovan
za snizeného tlaku a suSen pfi teploté 70°C 12 hodin. Nakonec byl ziskany pullulan zvaZen na
analytickych vahach.

3.4.2 Etanolovy stres

3.4.2.1 Pridavek stresu do produkéniho média

V experimentu byl aplikovan do produkéniho média stresovy faktoru v podobé etanolu.
Pfipraveno bylo nejprve inokulum 1 zaockovanim kultury z Petriho misky za sterilnich
podminek do 100 ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerové baiice (250 ml). Po 24 hodinach
pteockovano (2 ml) do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, po dal$ich 24 hodinach
byly inokulem 2 (2 ml) zaockovany 2x4 produkéni média o objemu 100 ml v Erlenmayerové
bafice (250 ml) s pfidavkem etanolu o koncentraci 0,5, 2,5 a 5%. Stanoveni biomasy a
pullulanu bylo totozné jako v predchozich experimentach (kap. 3.4.1.1.).

3.4.2.2 Pridavek stresu do produkcéniho média a do inokula 2

V priibéhu experimentu byl sledovan vliv kombinace stresu v inokulu 2 a v produkénim
médiu na produkcei polysacharidu pullulanu a biomasy. Nejprve bylo pfipraveno inokulum 1
zaoCkovanim kultury z Petriho misky za sterilnich podminek do 100 ml média (kap. 3.2.2.)
v Erlenmayerové bance (250 ml). Po 24 hodinach pieockovano (2 ml) do inokula 2 o stejném
objemu jako inokulum 1, ale s pfidavkem etanolu a koncentraci 0,5 %, po dalSich 24 hodinach
byly inokulem 2 (2 ml) zaockovano 2x5 produkénich médii o objemu 100 ml
v Erlenmayerové bance (250ml) s pfidavkem etanolu o koncentraci 1, 2, 3, 4 a 5 %. Pro
kontrolu byl soubézné provadén stejny pokus, ale bez ptidavku etanolu do inokula 2.
Experiment byl opakovan pro koncentraci 1 a 2 % etanolu v inokulu 2. Ke stanoveni biomasy
bylo odebrano 20 ml vzorku, ktery byl stocen pti 12000 ot/min po dobu 30 minut. Susina byla
stanovena gravimetricky. Supernatant ziskany centrifugaci byl pouZit na stanoveni
koncentrace pullulanu a na stanoveni celkovych a zbytkovych cukrii v médiu.
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Pro eliminaci chyby zptsobené ptitomnosti redukujicich cukri v médiu byla koncentrace
pullulanu odectena zrozdilu celkové koncentrace sacharidi a koncentrace redukujicich
sacharidu (zbytkova koncentrace glukosy v médiu).

3.4.3 Oxidacni stres

Cilem tohoto experimentu bylo aplikovat do produkéniho média uréité mnozstvi
stresového faktoru v podobé H,O, a zjistit, jak ovliviiuje produkci pullulanu a biomasy.
Ptripraveno inokulum 1 zaockovanim kultury z petriho misky za sterilnich podminek do 100
ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerové¢ banice (250ml). Po 24 hodinach pteockovano (2 ml)
do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, po dal$ich 24 hodinach byly inokulem 2 (2
ml) zaoCkovany 2x4 produkéni média o objemu 100 ml v Erlenmayerové bance (250ml)
s ptidavkem H,0; o koncentraci 0, 2, 5 a 10 mmol/l. Ke stanoveni biomasy bylo odebrano 20
ml vzorku. Biomasa byla stanovena gravimetricky. Supernatant byl pouZit pro stanoveni
koncentrace pullulanu.

3.4.4 Vliv koncentrace kysliku

Byla sledovana produkce polysacharidu pullulanu a rist biomasy v pfitomnosti rizného
mnozstvi vzdusného kysliku. Nejprve bylo ptipraveno inokulum 1 zaockovanim kultury z
Petriho misky za sterilnich podminek do 100 ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerové barice
(250ml). Po 24 hodinach preockovano (2 ml) do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum
1, po dalSich 24 hodinéach bylo z tohoto média zaoCkovano (2 ml) 5 produkénich médii o
objemu 50, 100, 150, 200 a 250 ml do Erlenmayery baiiky 250 ml. Po 96 hodinach byla
kultivace ukoncena. Ke stanoveni suSiny biomasy bylo odebrano 20 ml vzorku, ktery byl
stocen pii 12000 ot/min po dobu 30 minut. Susina byla stanovena gravimetricky. Supernatant
ziskany centrifugaci byl pouzit pro stanoveni koncentrace pullulanu.

3.4.5 Vliv tézkych kovi

Cilem experimentu bylo aplikovat do produkéniho média urcité mnozstvi stresového
faktoru v podobé Na,SeO; o koncentraci 0,01 mM a CrCl;.6H,0 o koncentraci 0,1 mM a
proméfit, do jaké miry tyto latky ovlivni samotnou produkci polysacharidu pullulanu a
biomasy. Nejprve bylo pfipraveno inokulum 1 zaockovanim kultury z petriho misky za
sterilnich podminek do 100 ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerové bance (250ml). Po 24
hodinach pfeockovano (2 ml) do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, po dalSich 24
hodinach bylo inokulem 2 (2 ml) zaoCkovano 2x5 produkénich médii o objemu 100 ml
v Erlenmayerové barice o objemu 250ml. Stresovy faktor byl steriln€ pfidavan v nulové a 50.
hodin¢ kultivace. Experiment byl opakovan pro Na,SeO; o koncentraci 0,05 mM a
CrCl3.6H,O o koncentraci 0,5 mM. Ke stanoveni suSiny biomasy bylo odebrano 20 ml
vzorku, ktery byl stocen ptfi 12000 ot/min po dobu 30 minut. SuSina byla stanovena
gravimetricky. Supernatant ziskany centrifugaci byl pouZit pro stanoveni koncentrace
pullulanu.

3.4.6 Metoda stanoveni obsahu neutralnich sacharidi podle Duboise

Tato metoda je zaloZzena na dehydrataci cukrii koncentrovanou kyselinou sirovou a
nasledné kondenzaci vzniklého furfuralu ¢i 5-hydroxymethylfurfuralu s fenolem za vzniku
barevnych kondenzacnich produktii, které Ize spektrofotometricky stanovit.

27



3.4.6.1 Stanoveni obsahu neutrdlnich sacharidii podle Duboise

Pro stanoveni byl pouzit supernatant ziskany ze stanoveni etanolovych stresti. K 1 ml 10x
ziedéného supernatantu byl pfidan 1 ml 5% roztoku fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny
sirové. Roztok se ihned protiepal a ponechal 30 minut pii laboratorni teploté. Poté byla
zmeétena absorbance pti 490 nm.

3.4.6.2 Priprava kalibracni kiivky

Kalibrac¢ni kfivka byla sestavena pomoci linedrni regrese ze zakladniho roztoku D-glukosy.
Kalibra¢ni roztoky byly nafedény v rozsahu 10 pg/ml az 100 pg/ml.

3.4.7 Metoda stanoveni redukujicich sacharidii podle Somogyiho a Nelsona

Metoda je zalozena na redukci méd’naté soli obsaZzené v Somogyiho ¢inidle redukujicimi
cukry v alkalickém prostiedi a za zvysené teploty (100 °C). Vznikajici méd’na stl vytvaii
s Nelsonovym cinidlem modrozeleny komplex, jehoz koncentrace se urci méfenim
absorbance pti 540 nm.

3.4.7.1 Stanoveni redukujicich sacharidii podle Somogyiho a Nelsona

Pro stanoveni byl pouzit supernatant ziskany ze stanoveni etanolovych stersi. K 0,5 ml
Somogyiho ¢inidla I a II (v poméru 4:1) bylo pfidano 0,5 ml 10x zfedéného supernatantu.
Takto vznikld smés se zahtivala 10 minut na vrouci vodni 14zni a nasledné se ochladila na
laboratorni teplotu. Poté se do zkumavek ptidalo 0,5 ml Somogyi-Nelsonova ¢inidla III a
3,5 ml destilované vody. Po promichani byla zmétena absorbance pti 720 nm.

3.4.7.2 Priprava kalibracni kiivky

K 1 ml Somogyiho ¢inidla I a II (v poméru 4:1) bylo ptidano po 1 ml kalibra¢nich roztoka
glukosy (koncentrace v rozsahu 40 mg/l az 200 mg/l). Takto vznikld smés se zahtivala 10
minut na vrouci vodni lazni a nésledn¢ se ochladila na laboratorni teplotu. Poté se do
zkumavek piidaly 2 ml Somogyi-Nelsonova ¢inidla III a 6 ml destilované vody. Po
promichani byla zméfena absorbance pti 720 nm.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Rustova krivka

Pii méfeni ristové kiivky mikroorganismu Aureobasidium pullulans CCM F-148 byl
sledovan pftirtistek biomasy stanovenim susiny a produkce pullulanu (kap.3.3.4 a 3.3.5, tab. 1,
graf 1). Déle byla sledovana zavislost chemické spotieby kysliku na ¢ase v pribehu kultivace
(graf 3). Ke stanoveni CHSK v g/l (kap. 3.3.6.) bylo nutné sestavit kalibra¢ni zavislost ( tab.2,
graf 2). Mnozstvi pullulanu bylo zcasovych diivodid stanoveno jen po 24 hodinach.
V kazdém odbéru byly stanoveny vzdy dva vzorky, v tabulce 1 je uvedena jejich primérna

hodnota.

Tabulka 1: Hodnot koncentrace bunék a pullulanu v zavislosti na dobé kultivace.

Graf 1: Zavislost koncentrace bunék a pullulanu na dobe kultivace.
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Féze zrychlen¢ho rlstu nastupovala kolem 10. hodiny a staciondrni faze rlstu bylo
dosazena po cca 50 hodinach. Koncentrace pullulanu rostla spolecné s biomasou do
stacionarni faze kde dosahovala nejvysSich hodnot. Nejvy$si hodnota pullulanu byla
stanovena v 96. hodin€ kultivace.

Tabulka 2: Kalibracni krivka CHSK ( hodnota absorbance je primérné hodnota ze tri
méreni).

koncentrace smerodatna
mg/ml Absorbance odchylka
100 0,125 0,016
200 0,136 0,009
300 0,164 0,025
400 0,187 0,018
500 0,215 0,011
600 0,225 0,005
700 0,236 0,023
800 0,260 0,019

Graf 2: Kalibracni krivka CHSK.

Kalibrac¢ni kifivka CHSK

0,300

0,250 4

0,200 +

v = 0,0002x + 0,1048
R = 0,9837

< 0,150 -

0,100 4

0,050 +

0,000

[0} 100 200 300 400 500 600 700 800 900

c (mg/1)

30



Graf 3: Zavislost koncentrace rozpusténého kysliku na case v pritbéhu kultivace
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Hodnoty CHSK v prabéhu ristové kiivky postupné klesaji, minimum je dosazeno kolem
60.hodiny (pocatek stacionarni faze). V prubéhu stacinarni faze spotieba kysliku kulturou

mirn¢ koliSe, v oblasti maximdalni produke pululanu (96.hod) mirné¢ roste, coz svéd¢i o
metabolické aktivit¢ bunck.

4.2 Vliv stresovych faktori na rust kultury A. pullulans a na tvorbu pullulanu

4.2.1 Solny stres

4.2.1.1 Pridavek stresu do produkéniho média

V prvni fazi experimentl byl ptfidavan chlorid sodny o rtzné koncentraci pouze do

produkéniho média, a to pouze na zacatku kultivace v tomto médiu. Do produkéniho média se

aplikoval chlorid sodny o koncentracich 1, 5, 10, 15, 20, 50, 100 a 150 g/l (kap. 3.4.1.1.) a

sledovala se produkce pullulanu a biomasy (graf 4, 5, 6, 7).

Graf 4. Produkce pullulanu a biomasy se solnym stresem o koncentraci 1-10 g/I

Vliv solného stresu na produkci biomasy a pullulanu
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Graf'5: Produkce pullulanu a biomasy se solnym stresem koncentrace 10-20 g/l
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Graf 6. Produkce pullulanu a biomasy se solnym stresem koncentrace 20-150 g/l

Vliv solného stresu na produkci biomasy a pullulanu
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Pii porovnani s kontrolnim médiem v pfipad€ koncentrace 1 g/l NaCl nebyla produkce
biomasy ani pullulanu v podstaté ovlivnéna. U dalSich koncentraci, tj. 5, 10, 15 a 20 g/l NaCl
produkce biomasy stale rostla. Nejvyssi produkce biomasy bylo dosazeno pii koncentraci 20
g/l NaCl, ale nejvyssi koncentrace pullulanu pfi koncentraci 15 g/l a koncentrace 20 g/ se jiz
jevila jako limitujici faktor produkce pullulanu. Pti vysSich koncentraci tj. 50, 100 a 150 g/l
NacCl zacala produkce biomasy rychle klesat, ale koncentrace pullulanu klesala jen pozvolna.
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Graf 7: Produkce pullulanu vztazena na gram biomasy
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Vztazenim koncentrace pullulanu na gram biomasy (graf 7) prevySovaly kontrolni médium
pouze koncentrace 15 a 150 g/l. Solny stres tedy spiSe ovliviioval produkci biomasy nez
produkeci pulllanu.

Pro dosazeni optimalniho poméru biomasa:pullulan je nejvhodnéjsi pridavek 15 g/l NaCl
do produkéniho média, kdy bylo dosazeno cca 17 g/l biomasy a témét 10 g/l pullulanu.

4.2.1.2 Pridavek solného stresu do produkcéniho média i do inokula 2

V experimentu byl aplikovan NaCl do inokula 2 (1, 5 a 20 g/l) a do produkéniho média (1,
5, 10, 15, 20, 50, 100 a 150 g/1; kap. 3.4.1.2. ) a byla sledovana produkce biomasy a pullulanu
(graf 8, 9, 10,11). Pro kontrolu byly pfipraveny kontrolni média se stresovym faktorem pouze
v produkénim médiu. Porovnanim produkce v kontrolnich médii s produkci v médiich
s kombinovanym stresem je vidét, ze pii nizSich koncentracich NaCl v produkénim médiu
byla produkce biomasy a pullulanu vyssi v téch kultivacich, kde nebyl stresovy faktor ptidam
di inokula 2.. Naopak u vyssSich koncentraci NaCl v produkénim médiu byla produkce vyssi
v médiich s pfedchozi preinkubaci v inokulu 2.. Nejlépe vyhovoval tento kombinovany stres v
produkénim médiu s 20 g/l NaCl. KdyzZ se ale zaméiime na produkci pullulanu, tak je patrné,
ze pridavek soli ovliviiuje spiSe produkci biomasy nez pullulanu.
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Graf 8: Produkce pullulanu a biomasy s kombinovanym stresem (inokulum 1g/1)
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Graf 9: Produkce pullulanu a biomasy s kombinovanym stresem (inokulum 5g/1)
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Graf 10: Produkce pullulanu a biomasy s kombinovanym stresem (inokulum 5g/1)
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Graf 11: Produkce pullulanu a biomasy s kombinovanym stresem (inokulum 20 g/l)

Pridavek stresu do inokula 2 o koncentraci 20 g/l NaCl
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4.2.1.3 Pridavek stresu v riuznych ¢asech kultivace

Stresovy faktor v podobé NaCl o koncentraci 10 g/l byl pfidavan v nulové, 50. a 80. hodiné
kultivace v produkénim médiu a sledoval se vliv na produkci biomasy a pullulanu (graf 12,
kap. 3.4.1.3.).
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Graf 12: Produkce pullulanu a biomasy s pridavkem NaCl v ruznych casech kultivace
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Pridavek NaCl v riznych ¢asech kultivace nemél zadny vyrazny vliv na produkci biomasy,
ale v ptipadé¢ produkce pullulanu se ukazaly mirné rozdily. Jak je patrné z grafu €.12, nejvyssi
vytézek pullulanu byl zaznamendm u pridavku soli na pocatku kultivace v produkénim médiu,
tedy v nulovém case, miizeme tedy fici, ze doba ptidavku nemé vyznamny vliv na produkci
polysacharidu, je to dano i tim, Ze se jedna o extracelularni produkt, ktery neni tolik ovlivnén
kratkodobou metabolickou zménou kvasinkovych bunék.

4.2.1.4 Prabéh rastu kultury v inokulu 2 se stresovym faktorem

Z grafu €. 13 je patrné,ze vlivem NaCl se kultura ve srovnani s ristovou kiivkou
v optimélnich podminkéch (graf 1) dostane rychleji do exponencidlni faze a tim dochdzi
k vétsi produkci biomasy. Stacionarni faze nastupuje v pfitomnosti soli v produkénim médiu
rovnéz diive nez u kontrolni kultivace.

Graf 13: Proméreni rustu v inokulu 2 se stresem
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4.2.2 [Etanolovy stres

4.2.2.1 Pridavek stresu do produkéniho média

Do produkéniho média se aplikoval etanol o riznych koncentracich (0,5, 2,5 a 5%) a
sledovala se produkce pullulanu a biomasy (graf 14, kap.3.4.2.1.).

Graf 14: Produkce pullulanu a biomasy s etanolovym stresem
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V pritomnosti ethanolu jiz nebylo dosazeno tak ptiznivych hodnot produkce biomasy a
pullulanu jako u stresi s NaCl. Vysledky ukazuji velké sniZzeni produkce biomasy i
polysacharidu. Pro produkci pullulanu byla nejvyhodnéjsi koncentrace 2,5 %, naopak
v ptipadé produkce biomasy byla vyhodnéjsi koncentrace 0,5 %. V ptipadé koncentrace 5 %
bylo zjevné, ze kultura za téchto podminek jiz neroste ani neprodukuje exogenni metabolity.

4.2.2.2 Pridavek stresu do produkéniho média a do inokula 2

V nésledujicim experimentu byl aplikovan etanol do inokula 2 (0,5, 1, a 2%) a do
produkéniho média (1, 2, 3, 4, 5 %, kap. 3.4.2.2.) a byla sledovéna produkce biomasy a
pullulanu (graf 17,18,19). Pro kontrolu byly pfipraveny kontrolni média se stresem pouze
v produkénim médiu. Pro eliminaci chyby stanoveni zpiisobené piitomnosti redukujicich
cukri byla koncentrace pullulanu odeftena zrozdilu celkové koncentrace sacharidi a
koncentrace redukujicich sacharidi (tab.5). Ke stanoveni celkové koncentrace sacharida a
koncentrace redukujicich sacharidii bylo nutné sestavit kalibracni zavislosti ( tab. 3,4, graf 15,
16, kap. 3.4.6. a.3.4.7.). Absorbance (tabulka 3,4,5) je primérnéd hodnota ze tfi méteni.

37



Tabulka 4: Kalibracni kiivka stanoveni sacharidii podle Dubios (kap.3.4.6.2.)

koncentrace smérodatna
pg/ml Absorbance odchylka
100 0,392 0,005
90 0,349 0,008
80 0,322 0,012
70 0,254 0,007
60 0,226 0,009
50 0,185 0,005
40 0,137 0,009
30 0,111 0,007
20 0,069 0,009
10 0,024 0,007

Graf'15: Kalibracni krivka stanoveni sacharidu podle Dubiose
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Tabulka 5: Kalibracni krivka redukujicich sacharidii (Somogyiho metoda) (kap. 3.4.7.2)

koncentrace mg/l| Absorbance | smérodatnd odchylka
200 0,965 0,017
160 0,793 0,008
120 0,51 0,022
80 0,319 0,013
40 0,183 0,006
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Graf 16: Kalibracni kiivka redukujicich sacharidit (Somogyiho metoda)
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Tabulka 3: Prepocet mnozstvi produkovaného pullulanu

celkové mnozstvi mnozstvi redukujicich

stres 1o e .o

sacharidi sacharidi mnozstvi

inokulum 2 | produkce absorbance koncentrace absorbance koncentrace | pullulanu

(%) (%) g/ g/

0 0 0,122 3,39 0,003 0,12 3,27
0 1 0,502 12,66 0,574 12,38 0,28
0 2 0,528 13,30 0,608 13,05 0,25
0 3 0,536 13,49 0,623 13,34 0,15
0 4 0,523 13,17 0,687 14,60 0,00
0 5 0,578 14,51 0,712 15,09 0,00
0,5 1 0,631 15,81 0,741 15,65 0,15
0,5 2 0,645 16,15 0,759 16,01 0,14
0,5 3 0,641 16,05 0,763 16,09 0,00
0,5 4 0,603 15,12 0,724 15,32 0,00
0,5 5 0,598 15,00 0,756 15,95 0,00
1 1 0,695 17,37 0,825 17,30 0,07
1 2 0,653 16,34 0,814 17,09 0,00
1 3 0,695 17,37 0,842 17,64 0,00
1 4 0,689 17,22 0,827 17,34 0,00
1 5 0,712 17,78 0,863 18,05 0,00
2 1 0,621 15,56 0,723 15,30 0,26
2 2 0,602 15,10 0,736 15,56 0,00
2 3 0,594 14,90 0,727 15,38 0,00
2 4 0,569 14,30 0,751 15,85 0,00
2 5 0,587 14,73 0,764 16,11 0,00
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Graf 17: Produkce pullulanu a biomasy s etanolovym stresem inokula 2 (0,5%)

c(gh)

20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00

0,00

Vliv kombinovaného stresu ethanolu na produkci biomasy a
pullulanu (inokulum 2 - 0,5% ethanol)

Lo llnnenen

kontrola k 1% k 2% k 3% k 4% K 5% 1% 2% 3% 4% 5%

‘ m biomasa @ pullulan ‘

Graf 18: Produkce pullulanu a biomasy s etanolovym stresem inokula 2 (1%)
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Graf 19: Produkce pullulanu a biomasy s etanolovym stresem inokula 2 (2%)
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Porovnanim produkce v médii s ptidavkem strsového faktoru pouze do produkéniho
média s produkei v médiich s kombinovanym stresem, je patrné, ze produkce biomasy nebyla
vyrazné ovlinéna. U vSech stresit doSlo vSak ve srovnani s optimalni kultivaci k vyraznému
poklesu rustu biomasy a takika k zastaveni produkce pullulanu. Piidavek ethanolu o jakékoli
pouzité koncentraci tedy piisobi negativné na rast kultury i produkci polysacharidu.

4.2.3 Oxidacéni stres

Dal$im z testovanych stresovych faktord, jimz byla experimentalné regulovana produkce
pullulanu, byl oxida¢ni stres. Do produkéniho média se aplikoval peroxid vodiku o rtiznych

koncentracich (2, 5 a 10 mmol/l, kap. 3.4.3.) a sledovala se produkce pullulanu a biomasy
(graf 20).

Graf 20: Produkce pullulanu a biomasy s oxidacnim stresem
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V pfipad€ testovani koncentrace peroxidu vodiku na produkci sice byl pozorovan drobny
pokles produkce biomasy i pullulanu, ale zddné vyrazn€¢ zmény pii srovnani s kontrolni
kulturou pozorovany nebyly. Nejvyssi produkce pullulanu bylo dosazeno pfi
koncentraci peroxidu 5 mmol/I.

4.2.4 Vliv koncentrace kysliku

V tomto experimentu byla sledovdna produkce polysacharidu pullulanu a riist biomasy
v ptitomnosti riizného mnozstvi vzdusného kysliku (graf 21, kap. 3.4.4.). U tohoto stresu byly
pozorovany zmény jak v pfipadé produkce biomasy, tak i pullulanu. S naristajicim
mnozstvim média v banice (tj. s klesajici dostupnosti kysliku pro kulturu) dochazelo
k vyraznému Ubytku produkované biomasy, avSak u produkce pullulanu doslo k piekvapivym
zménam. Pii zvySovani objemu az do hodnoty 150 ml dochazelo k poklesu produkce a od
hodnot 200 ml a vice naopak k narGstu produkce, kterd dokonce ptevySovala produkci
biomasy, a to nékolikanasobné. Zda se, ze pfi vysokém objemu média, tj. pii malém
provzdusnéni kultury plsobi produkce pullulanu jako obranny mechanismus kultury proti
tomuto stresu.

Graf 21: Produkce pullulanu a biomasy s kyslikovym stresem
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4.2.5 Vliv tézkych kovi

Jako posledni typ stresu byl aplikovan efekt tézkych kovii. Do média byly pfidavany soli
Se(IV) a Cr(III), oba prvky byly tedy v mocenstvi, které¢ je podstatné méné toxické a pro fadu
organismil sew jedna o esencidlni prvky. Do produkénich médii byl aplikovan stresovy faktor
v podobé Na;SeO; (0,01 mM, 0,05 mM) a CrCls (0,1 mM, 0,5 mM) vraznych Casech a
proméfila se produkce pullulanu a biomasy (Graf 20,21, kap. 3.4.5.).

42



Graf 22: Produkce pullulanu a biomasy se stresem s tezkymi kovy
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Graf 23: Produkce pullulanu a biomasy se stresem s tézkymi kovy 2
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Podle vysledkii uvedenych v grafu ¢. 22 a 23 lze uzavtit, ze pridavek stresu na pocatku
kultivace mél spiSe mirné¢ negativni vliv na rist a produkci, a to hlavné v ptipad¢ stresu s
CrCls. Naopak pridavek stresového faktoru o nizsi koncentraci v 50. hoding (graf 22) mél
pozitivni vliv na produkci biomasy i pullulanu. Dlohodobé plisobeni kovového stresu tedy

pusobiy na produkce spiSe negativng, zatimco kratkodobé vystaveni stresu pozitivné.
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ZAVERY

V piedlozené bakalarské praci byla zpracovana reSerSe zaméfend na piehled stresovych
faktorii, producenty pullulanu a na jeho strukturu, funkci a technologické vyuziti. V
experimentalni ¢asti byl sledovan rist a produkce pullulanu mikroorganismem
Aureobasidium pullulans v optimalnich podminkach a v prostfedi obsahujicim vybrany
stresovy faktor.

V pribéhu kultivace Aureobasidium pullulans byl v optimalnich podminkach stanoven
prabéh rastové kiivky a produkce pullulanu. Faze zrychleného rlstu nastupovala kolem
10. hodiny a stacionarni faze rtstu bylo dosazena po cca 50 hodinach. Koncentrace
produkovaného pullulanu kopirovala riistovou kiivku a rostla spole¢n¢ s biomasou do
stacionarni faze, kde byla produkce pullulanu jiz konstantni az do ukonceni kultivace.

Mikroorganismus Aureobasidium pullulans byl kultivovan v podminkach exogenniho
stresu. Byl studovan rist a produkce pululanu v prostfedi se zménénym pristupem kysliku
do produkéniho média, a v piitomnosti chemickych stresovych faktort o nékolika
koncentracich pfidavanych v riznych fazich ristu: 1-150 g/l NaCl; 2—10 mmol/l H,O»;
0,5-5 % ethanol; 0,01 a 0,05 mmol/l Na,SeOs; 0,1 a 0,5 mmol/l CrCl;.

Snizena dostupnost kysliku méla za nasledek postupny pokles produkce biomasy, ale
pullulan klesal s biomasou jen do urcitého bodu a poté dosSlo opét k naristu produkce,
ktera né¢kolikrat prevySovala produkci biomasy. Zda se, ze proti limitaci kyslikem se
organismus branil pravé zvysenou produkei pullulanu.

Pii chemickém stresu s pfidavkem NaCl rostla produkce biomasy do koncentrace 20 g/I.
Nejvyssi produkce pullulanu 9,63 g/1 byla stanovena pii koncentraci NaCl v produk¢énim
médiu 15 g/l . Pii vySSich koncentraci NaCl zacala produkce biomasy rychle klesat, ale
koncentrace pullulanu klesala jen pozvolna. Kkoncentrace pullulanu vztazené na gram
biomasy pievySovaly hodnoty v kontrolnim médiu pouze koncentrace 15 a 150 g/l. Solny
stres tedy spiSe ovliviioval produkci biomasy nez produkci pulllanu. Ptidavek NaCl
v riznych casech kultivace nemél zddny vyrazny vliv na produkci biomasy, ale v ptipadé
produkce pullulanu se nejvyssi hodnoty 4,56 g/l dosdhlo pfidavkem stresu na zacatku
kultivace. Kombinovany stres, kdy byl stresovy faktor pfidavan i do inokula 2 nemél
zadny vyrazny vliv na produkci biomasy a pullulanu.

V pfitomnosti ethanolu v kultivaénim médiu bylo pozorovano velké snizeni produkce
biomasy 1 polysacharidu. Pti niz$i koncentraci ethanolu byl pullulan jesté¢ produkovan, ale
od 2-3 % koncentrace dochazelo kuplnému =zastaveni jeho produkce. V ptipadé
koncentrace 5% dochdzelo 1 k zastavéni riistu biomasy. Pfi kombinovaném ethanolovém
stresu doslo u vSech pouzitych koncentraci k vyraznému poklesu rtistu biomasy a takika
k zastaveni produkce pullulanu.

U ptidavku peroxidu vodiku do média byl pozorovan drobny pokles produkce biomasy 1
pullulanu, ale zadné vyrazné¢ zmény pfi srovnani s kontrolni kulturou pozorovany nebyly.
Nejvyssi produkce pullulanu 3,99 g/l bylo dosazeno pti koncentraci 5 mmol/l.

Dlouhodobd expozice kultury vlivu tézkych kovu pulsobila na produkce biomasy i
pullulanu mirné negativné, naopak kratkodobé vystaveni 0.1 mM Cr3+ a 0.01 mM Se4+
stresu pozitivné.

Shrnutim dosaZenych vysledku Ize konstatovat, Ze u kmene A4. pullulans vykazuji n€které
z testovanych stresovych faktord pozitivni efekt na produkci jak pullulanu (4,5 g/l



v kontrolni kultivaci, 9 g/l v pfitomnosti NaCl 15 g/l) tak i biomasy (11,5 g/l v kontrolni
kultivaci, 24 g/l v ptitomnosti NaCl 20 g/1). Schopnost kultury rast v pritomnosti tézkych
kovi se jevi perspektivni zejména =z hlediska jejich potencidlni sorpce na
exopolysacharidy.
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