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ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské praci je izolace a testovani B-glukanti z vybranych kment kvasinek.
V teoretické ¢asti je vypracovana charakterizace (-glukanti, mikrobidlni produkce [3-glukana
kvasinkami, stanoveni polysacharidi, exopolysacharidu a testovani in vitro.

Kvasinky maji buné¢nou sténu tvorenou B-glukany. B-glukany jsou znamy pro své 1é¢ivé
ucinky. Experimentalni ¢ast bakalarské prace se zabyva charakterizaci vybranych biomas
kvasinek Vv riznych formach, srovnanim jejich ucinki a mnozstvi B-glukanu v jednotlivych
formach. Byly vybrany kmeny kvasinek Metschnikowia pulcherrima, Cystofilobasidium
infirmominiatum a Rhodotorula kratochvilovae. Nasledn¢ se prace zabyva izolaci a testovanim
izolovanych B-glukant z vybraného lyofilizovaného kmene kvasinek Rhodotorula
kratochvilovae.

Vybrany kmen byl izolovan 2 zptsoby. Prvni zpusob izolace, ktery byl Setrnéjsi ke
konformaci 3-glukant diky pisobeni ultrazvukové homogenizace bunék. Druhy zptisob izolace
byl méné Setrny ke B-glukantim, pro jejich homogenizaci se vyuZzivala kyselina a zésada.
Analyzy obou extrak¢nich metod potvrdily pfitomnost izolovanych B-glukanii, nicméné bylo
zjisténo, ze vytéznost obou metod byla pomérné nizkd a vyzaduje dal$i optimalizaci postupu.
Celkov¢ lepsim extrakénim postupem byla metoda 1. VVzorek tohoto extraktu byl dale testovan
na bunécné linii HaCaT. Vysledky pilotnich testi potvrdily cytotoxicitu u ndmi ziskaného
extraktu.

KLICOVA SLOVA
B-glukan, polysacharidy, kvasinky, mastné kyseliny, karotenoidy, antimikrobialni testy,
antioxidacni testy, MTT test.



ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis is isolation and testing of B-glucans from selected strains of
yeast. In the theoretical part, characterisation of B-glucans, microbial production of B-glucans
by yeast, determination of polysaccharides, exopolysaccharides and in vitro testing are
described.

Yeast have a cell wall made up of B-glucans and B-glucans are known for their healing
properties. In the experimental part of this work deals with characterization of selected biomass
yeasts in different forms and comparison of their effects and the amount of -glucans in each
form. Stains of Metschnikowia pulcherrima, Cystofilobasidium infirmominiatum and
Rhodotorula kratochvilovae have been selected for this thesis. Subsequently, the thesis deals
with the isolation and testing of isolated B-glucans from a selected lyophilised strain of yeast
Rhodotorula kratochvilovae.

The selected strain was isolated in 2 ways. The first method of isolation that was more
friendly to conformation of B-glucans due to the effect of ultrasonic homogenization of cells.
The second method of isolation was less friendly to B-glucans, using acid and base to
homogenise them. Analyses of both extraction methods confirmed the presence of isolated
B-glucans, however it was found that the recovery of both methods was relatively low and
requires further optimisation of the procedure. Overall, the better extraction procedure was the
second method. A sample of this extract was further tested on the HaCaT cell line. The results
of the pilot tests confirmed the cytotoxicity of the extract obtained by us.

KEY WORDS
B-glucan, polysaccharides, yeast, fatty acids, carotenoids, antimicrobial test, antioxidant test,
MTT test.
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1 UVOD

Rozvoj biotechnologii a poznatkii o mikroorganismech umoziuje vyuzit fadu bioaktivnich
latek, které jsou témito mikroorganismy produkovany. Rada téchto latek vykazuje zajimavé
ucinky na lidské a zviteci zdravi. Tyto biologicky aktivni latky pisobi pfiznivé nebo neptizniveé
na lidsky organismu. Tyto latky mtizeme rozdélit podle G¢inkl na ¢lovéka na latky podporujici
imunitni systém, na latky podporujici nervovy systém, na latky podporujici ob&hovy systém,
na latky podporujici respirani systém, na latky podporujici travici systém a na latky
podporujici endokrinni systém. Latky s negativnimi G¢inky mizeme vyuzit pii [é¢bé rakoviny,
jelikoz nékteré latky vykazuji protinddorové ucinky, kdy inhibuji riist rakovinné tkane.

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni mikroorganismy, které patii mezi houby. Kvasinky
jsou pro nds vyhodné organismy pro produkei, jelikoz dokazou likvidovat odpadni substraty.
A z téchto substratu do sebe dokazou vstiebavat ziviny a produkovat pro nés zajimavé latky
jako jsou karotenoidy, lipidy ¢i glukany. Tyto latky jsme schopni vyizolovat a pouZit pro
vyrobu potravinovych doplik, 1é¢iv nebo kosmetickych vyrobkd.

Kvasinky maji pevné buné&cné stény tvoiené polysacharidy, lipidy a fosfolipidy. Hlavni
slozkou polysacharidii v bunééné sténé kvasinek jsou B-glukany. B-glukany maji v bunééné
stén¢ dveé funkce. Prvni funkci u B-(1,3)-glukanti je tvorba pevné struktury bunécné stény.
Druhou funkci zastava B-(1,6)-glukan, ktery tuto pevnou strukturu drzi pohromadg.

Glukany jsou piirodni latky s [é¢ivymi ucinky. Tyto latky se vyuzivaji v dopliicich stravy
pro podporu imunity. [-glukany maji napfiklad silné antioxida¢ni ucCinky, pusobi
pii koznich onemocnéni. Uginky B-glukanti se od sebe lidi podle polohy glykosidické vazby
a podle latky, ze které byly izolovany. Bylo zjisténo, Ze B-glukany izolované z kvasinek a hub
podporuji imunitni, nervovy a hormonalni systém.

Cilem bakalafské prace je izolace a testovani [-glukanl z vybranych kment kvasinek. Pro
izolaci B-glukant byly optimalizované dva izola¢ni postupy. Nasledné testovani (-glukant
bylo provedeno pomoci MTT testi cytotoxicity na lidskych bunéénych liniich HaCaT.



2 TEORETICKA CAST
2.1 B-glukany

B-glukany jsou vyznamné latky sl1éCivymi Gcinky. Nalezneme je v bunéénych sténach
kvasinek, ve vy$sich houbéch, fasach nebo u vyssich rostlin. V buiice slouzi jako zdroj energie
a tvofi pevnou bunéénou sténu [1] [2].

B-glukany, které jsou obsazené v bunééné sténé kvasinek. Tedy [-(1,3)-glukan
a B-(1,6)-glukan. B-(1,3)-glukan tvofi kostru bunécné stény kvasinek a (3-(1,6)-glukan tvofi
jakési lepidlo, diky kterému drzi jednotlivé stavebni kameny buiiky u sebe [3].

B-glukany se ptidavaji do doplnka stravy. Jedna se o stimulanty imunitniho systému, dale
dokazou snizit hladinu cholesterolu, napomoci pii cukrovee, pomoci pii 1é¢bé popalenin nebo
pii lé¢bé rakoviny. Jednd se o silné antioxidanty, které maji vysokou schopnost zachytu volnych
radikala a tim chranit na$ organismus pted nezadoucimi ucinky [2] [3] [4] [5].

2.1.1 Stavba B-glukanu

Jedné se o polysacharidy s dlouhym fetézcem, které se rozdéluji podle umisténi glykosidické
vazby. Jejich z&kladni jednotkou je glukéza. Glukéza se vaze do pozice 1,3 a 1,6. Mensi
postranni fetézce najdeme na pozicich 1,3 a 1,4 i 1,6. Struktura tohoto polysacharidu je dale
stabilizovana pomoci vodikovych mustku. Jednotlive B-glukany se od sebe lisi polohou
glykosidické vazby a postrannimi fetézci. Nejaktivnéjsi formou jsou B-(1,3)-D-glukany, které
maji tvofeny zakladni fetézec z molekul glukdzy spojeny v pozicich 1,3 a obsahuji postranni
fetézce na pozicich 1,6 [1] [2] [6].

Ptirodni -(1,3)-D-glukan je charakterizovan primarni strukturou, rozpustnosti, molekularni
hmotnosti, stupném vétveni, nabojem polymeru a konformaci v roztoku (tzn. Jednoducha
Sroubovice, trojitd Sroubovice, ndhodna smyckova konformace). Struktura makromolekul
B-glukani téz zavisi na zdroji a metod¢ izolace. Aktivita -glukantl je ovlivnéna stupném
vétveni, nejvyssi biologickou aktivitu maji ty, které maji stupen vétveni v intervalu 0,20 — 0,33.
Biologicka aktivita je schopnost neutralizovat volné radikaly [1] [2] [6].

2.1.2 Puasobeni B-glukani v organismu

Pfesny mechanismus pusobeni (3-glukanti zatim neni objasnén. OvSem vime, ze B-glukany
kvasinek a hub podporuji nervovy systém, imunitni systém a hormonalni systém. Funguji jako
imunomodulatory. Imunomodulator je latka, ktera méni rozsah imunitni odpovédi. Funguje
jako stimuldtor imunocyti a zéaroven dokaze regulovat jejich pocet. V pripadé¢ poklesu
imunocytd, kdy klesa obranyschopnost organismu, se diky piitomnosti 3-glukani za¢ne tvotit
vetsi pocet imunocytd v krevnim obehu. Tato funkce 3-glukanti, chrani organismus napiiklad
béhem stresovych podminek. S pozitivnim u¢inkem (-glukant na imunitni systém téz souvisi

B-glukany, které jsou obsazeny v obilovinach, pusobi pozitivné na hladinu cholesterolu
aglukozy v krvi. A daji se pouzit jako prebiotikum. Prebiotikum je nestravitelna latka, obsazena
Vv potraveé ¢i v dopliicich stravy, ktera podporuje rist a aktivitu stfevni mikroflory [8].



Biologicka aktivita B-glukanu je ovlivnéna jeho strukturou, molekulovou hmotnosti
a rozpustnosti. Naptiklad [-(1,4)-glukany obsazené v obilovinach nevykazuji zadné
imunostimulaéni u¢inky, zatimco (3-(1,3)-glukany tyto Gc¢inky maji [5] [9].

Lidsky organismus vstiebava [3-glukany postupné od zaludku az po dvanactnik, v piipade
peroralniho podéani. B-glukany se kromé zdravotnictvi téz vyuzivaji v zeméd¢€lstvi, v kosmetice
nebo ve veterinarni medicing [1].

2.1.3 Prirodni zdroje B-glukant

V cerealni vlakniné nalezneme B-glukany, které maji glykosidické vazby v polohach (1,3)
a (1,4). Kdyz porovname obsah -glukant ve vSech obilovinach, tak nejvyssi obsah B-glukani
nalezneme u jeémene a ovsa. V ptipadé je¢menu je obsah -glukant v rozmezi 3-11 %.
A oves ma 3 — 7 % [B-glukant. $-glukany u obilovin nalezneme ve vnitinich bunéénych sténach
[10].

DalSim zdrojem [B-glukanii jsou houby. B-glukany zde tvoti diileZitou povrchovou slozku
hub, nalezneme zde ptedevsim (-(1,3) a B-(1,6)-glukany. Mezi nejstudovangéjsi B-glukany z
hub patii lentinan [11].

B-D-glukany obsazené v kvasinkach se nachazi v bunénych sténach spolu s mannany
a chitinem. Tyto -glukany se skladaji z primarniho fetézce a rozvétvenych polymerd. Primarni
fetézec je tvoien gluk6zovymi polymery vazanymi (1,3) a (1,6) glykosidickymi vazbami.
Rozvétvené polymery se skladaji z hlavniho fetézce a vétveni. Kvasinkami, které obsahuji
B-glukany je napf. Saccharomyces cerevisiae, Cystofilobasidium informominiatum
a Rhodotorula kratochvilovae [12].

2.1.4 Lécivé ucinky B-glukanii

B-glukany maji rozsahlé 1é¢ivé ucinky. Jedna se o silné antioxidanty, slouzi jako prevence proti
kardiovaskularnim onemocnénim, maji imunomodulacni u¢inky, maji protinadorové ucinky,
podporuji riist koznich bun€k, omezuji nartst hladiny glukézy v krvi po jidle, snizuji hladinu
cholesterolu a maji protizanétlivé ucinky [1] [2].

B-glukany maji schopnost vychytavat volné radikaly. Jsou vyznamnou ochranou proti
peroxidaci lipidii v krvi nebo plazmé. V kosmetickém prumyslu se vyuzivaji lokalné k aktivaci
epidermalnich makrofagli, tim se zabrani priniku mikrobl pfes poranéni a také se urychli
zotaveni poskozené tkané [2].

Jelikoz jsou nékteré B-glukany nerozpustné, je prakticky vylouc¢ené podani nitrozilng. Kdyz
byly B-glukany z bun¢k kvasinek podavany nitrozilné krysam, tak to mélo za nasledek rozvoj
plicniho granulomu. Tento granulom byl sloZzen z monocyti a makrofaga [13].

2.1.4.1 Vyuziti B-glukanit u léceni infekce

B-glukany maji protizanétlivé ucinky. U nékolika studii bylo zjisténo, ze B-glukany stimuluji
imunitni systém po napadeni viry nebo bakteriemi, tim se zvysi tvorba protilatek. A pti nasledné
lécbé antivirotiky ¢i antibiotiky mizeme snizit davku téchto 1éciv. Pficemz ucinek 1éCby
zustane zachovan [14] [15].
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2.1.4.2 SniZeni hladiny cholesterolu pomoci B-glukanii

Cholesterol je organicka latka, kterd t€lu pomahé zpracovavat tuky. Téz je dulezitou latkou
pfi tvorbé bunéénych membran. Je potieba pfi tvorbé hormont a vitamint. U teplokrevnych
zivoc¢ichli nalezneme cholesterol v jatrech, v nadledvinach, zlu¢niku a ovliviiuje metabolismus
tuk. ZvysSena hladina cholesterolu mé negativni vliv na néa§ kardiovaskuldrni systém
a zpusobuje nam tim jeho onemocnéni. V ptipad¢ pouziti 3-glukant z hub, u kterych jeste
mechanismus plisobeni neni zcela objasnén. Jejich G€¢inek vysvétluje tim, Ze B-glukany vytvori
v tenkém stievé viskozni vrstvu, ktera snizuje absorpci ZzluGovych kyselin. Zludové kyseliny
jsou produktem odbouravani cholesterolu [16] [17].

B-glukany jsou vyhodné pro diabetiky, jelikoz snizuji hladinu cholesterolu, cukru a tuku
Vv krvi, pficemz se nesnizuje mnozstvi inzulinu. V piipadé hub 3-glukany obsahuji napft. latky
lovastatin a purinovy alkaloid eritadenin. Lovastatin nalezneme u hlivy Gstficné. Purinovy
alkaloid zase nalezneme u boltcovitce bezové, Zampionu brazilském a v lesklokorce lesklé [16]
[17].

2.1.4.3 Snifovdni hladiny cukru v Krvi pomoci f-glukanii

Snizovani hladiny cukru v krvi je potfeba u pacientd, ktefi maji problémy s produkci inzulinu.
Tato nemoc je oznacovana jako Diabetes a jedna se o chronické onemocnéni. Inzulin se vytvari
Vv slinivce bfisni. Pokud si télo inzulin nedokaze vytvofit, jedna se o tzv. diabetes. Existuji dva
typy tohoto onemocnéni. Diabetes I. typu Se nachazi u lidi, ktefi jsou zavisli na injekénim
podanim inzulinu, protoze jejich t€lo ma absolutni nedostatek inzulinu. Diabetes Il. typu je
forma onemocnénti, kdy si té€lo vytvoftilo rezistenci na inzulin a ma relativni nedostatek inzulinu.
Nejcastéjsi pri¢inou Diabetesu II. typu je obezita [17].

Vyzkum spojeny s B-glukany stale probiha. Podle studii z Japonska bylo zjisténo, ze
u laboratornich krys s vysokym obsahem glukézy v téle doslo k jeho snizeni. Pfesnéji je
uvedeno, ze hodnota glukozy se snizila z hyperglykémie 43,3 % na 6,7 %. Z vyzkumti vyplyva,
ze
B-glukany néjak ovlivituji ¢innost Langerhansovych ostriivkl a tim mohou zpomalit rozvoj
diabetu [16].

2.1.4.4 Ucinky B-glukanii pii kofnim onemocnéni

Je potvrzeno, ze vyrobky s obsahem B-glukant ptispivaji k revitalizaci kiize a puisobi lokalné.
Daji se pouzit k 1é¢bé povrchovych zranéni, dale k vyhlazeni vrasek, k redukci vlhkosti kiize.
Pro tyto ucely se B-glukany izoluji vice z ovsa nez z hub [15] [18].
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2.1.5 Rozpustnost B-glukani
B-glukany hub a kvasinek mizeme rozdélit dle rozpustnosti na:

e nerozpustné v zasad¢, nerozpustné v octové kyseliné B-(1,3)-glukany
e Vv zasadé rozpustné (3-(1,3)-glukany
e vysoce vétvené -(1,6)-glukany

Ptipravky z nerozpustného B-glukanu maji nevhodné toxikologické u¢inky. Pfi intraven6znim
podani nerozpustnych (-glukanti doslo u krys k rychlému rozvoji plicniho granulomu, ktery
byl slozen zmonocyti a makrofagli. Déle se u jedinct, kterym byl podan nerozpustny
B-(1,3)-glukan zvysila nachylnost ke gramnegativnim infekcim a endotoxiniim. Dale byl
u zvifat zjistén rozvoj plicniho granulomat6zniho zanétu cév, rozvoji mikroembélie a k dalSim
negativnim u¢inkam [19].

Pti pouziti pripravku z mirné rozpustného (-glukanu, tyto ptipravky opét nejsou dostupné
k nitrozilnimu podani, jelikoZ jsou ve form€ vodnych roztokt velice viskdzni. V piipadé testl
na zvitatech mélo toto podani za nasledek zmény v cytoplazmé makrofagu v jatrech, ledvinach,
slezing, plicich, miznich uzlinach, v tenkém stieve a také zpiisobilo kozni 1éze a tromboembolii.
Vezmeme-li ptipravky =z rozpustnych {-glukant, nachdzime u nich problém s jejich
odbouravanim v téle. Jelikoz pfi jejich dlouhodobém podavani bylo u mysi zjisténo, ze se
hromadi v jatrech, slezin¢ a v dalSich organech z retikuloendotelialniho systému. Rozpustnost
B-glukanti ve vodé zavisi na jejich struktufe. Cim vice 1,4 vazeb bude mit v molekule, tim nizsi
bude rozpustnost polymeru. Pfi rozpusténi ve vodé tvori gel [19].

2.2 Mikrobialni produkce B-glukant kvasinkami

2.2.1 Kvasinky

Jedna se o jednobunééné mikroorganismy, patfici mezi houby. Tento mikroorganismus se
dokaze rozmnozovat pohlavné (puc¢enim) nebo nepohlavné (d€lenim). Kvasinky jsou pro nas
velice zajimavy organismus, ktery pouzivame ptredevsim jako producenta latek, jako jsou
ethanol, B-glukany, lipidy a dalsi. Jejich vyuZiti nachazime v potravinaistvi, v zemédélstvi,
v biochemickych laboratofich atd. V potravinafstvi je vyuzivame naptiklad u vyroby piva,
vyroby peciva, pti vyrobé mlékarenskych produktd, pii vyrobé vina a dalsich. Déle jsou
biotechnologicky vyuzivany ke zpracovani odpadli z potravinarského a zemédélského
pramyslu. Ale pouzivame je téz k izolaci latek, které si sami priimyslové vyrobit nedokazeme.
Nase neschopnost vyrobit si nékteré latky, se odviji od sloZitosti enzymu, které tyto latky
produkuji [20] [21].

2.2.1.1 Rod Saccharomyces

Jedna se o technologicky vyznamny rod. Je vétSinou schopny zkvasovat nékolik cukrt.
Kvasinky v tomto rodé nepouzivaji laktosu jako zdroj uhliku, ani dusi¢nany jako zdroje dusiku.
Mezi zastupce tohoto rodu patfi Saccharomyces kluyeveri, Saccharomyces servazzii,
Saccharomyces cerevisiae. Saccharomyces cerevisiae je kvasinka ovalného tvaru. Vyuziva se
jako vinaiskd, lihovarska, pekarskd a pivovarskd kvasinka. ZkvaSuje sachardzu, maltézu,
glukdézu a galaktézu. Kvasinka se dale vyuziva jako modelovy organismus pro biochemické
a genetické prace [21] [22].
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2.2.1.2 Rod Metschnikowia

Mezi zastupce tohoto rodu patii Metschnikowia pulcherrima. Tato kvasinka ma véndity
az elipsoidni tvar. Povrch kolonii je hladky a leskly. Reprodukce je zajisténa pu¢enim. Ma
antimikrobialni G¢inek na fadu kvasinek zpusobujici kazeni potravin, mezi né patii naptiklad
rody Brettanomyces, ale zaroven ma nedostateCnou antimikrobialni aktivitu na rast
Saccharomyces cerevisiae. Tohoto u¢inku se vyuziva ve vinaistvi. Kdy tato kvasinka pokryva
povrchy bobuli ¢imZ bobule chrani pred kazenim. Zaroven je tato kvasinka fermentativni druh
a uvoliiuje aromatické latky [21] [22].

2.2.1.3 Karotenogenni kvasinky

Jedna se o Cervené kvasinky, které jsou charakteristické produkci karotenoidl. Karotenoidy se
v kvasinkach syntetizuji jako -karoten, torulen, torulenhodin a astaxanthin. V kvasinkéach dale
nalezneme lipidy, ergosterol, ubichinon (koenzym Q10). Tyto latky slouzi predevsim jako
ochrana pted UV zafenim ze slunce. Mezi tyto kvasinky patii rod Cystofilobasidium, rod
Rhodotorula, rod Sporidiobolus, rod Rhodosporidium. Vyuzivaji se ke zpracovani odpadnich
substrati z vyroby kavy, odpadnich oleju [20] [21].

2.2.1.4 Rod Cystofilobasidium

Tento rod je ptibuzny s rodem Rhodotorula, 1isi se typem basidia. Mezi zastupce rodu patii
Cystofilobasidium  bisporidii,  Cystofilobasilidium  capitatum  a Cystofilobasidium
informominiatum. Buniky maji kulovity az ovalny tvar. Povrch kolonii je hladky a leskly.
V kvasinkach tohoto rodu nedochazi ke zkvasovani cukri. Kvasinky se vyskytuji ve vodnim
prostiedi v chladnéjSich oblastech [20] [22].

2.2.1.5 Rod Rhodotorula

Mezi zastupce tohoto rodu patii Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa
a Rhodotorula minuta, Rhodotorula kratochvilovae. Tento rod nezkvasuje zadné cukry, ale ma
silné vyvinuty pentosovy cyklus, ktery vyuziva gluk6zy. Buiiky obsahuji karotenoidni barviva,
diky kterym maji barvu od zluté pies oranzovou az k Cervenofialové. Karotenoidni barviva
chrani bunku pted u¢inkem UV slozky zafeni ze slunce. Tvoii kulovité az ovalné bunky. Jedna
se 0 oxidativni latky, které vykazuji lipolytickou, proteolityckou a pektolytickou aktivitu.
Byvaji pfi¢inou kontaminace masa, ovoce, zeleniny, mléénych vyrobku a pekatskych produkti.
Za urcitych podminek mohou byt nékteré kmeny patogenni. Rhodotorula kratochvilovae se
vyuziva jako lihovarska kvasinka a patii do skupin karotenogennich kvasinek [21] [22] [24]
[25] [26].

2.2.2 Bunééna sténa kvasinek

Jedn& se 0 pevnou, polopropustnou ochrannou vrstvu buiky, ktera tvoti vnéjsi plast’ bunky.
Tato sténa ma funkci zachovani tvaru a formy bunky, ochrany, podpory, regulace rustu,
regulace difuze, komunikace a skladovéni. Tuto bunénou sténu nalezneme u vétSiny
rostlinnych bungk, fas, hub, kvasinek a bakterii. U rostlinnych bunék se sklada predevsim
z vlaken sacharidii polymeru celulézy. U bakterialni buniky zase nalezneme peptidoglykan.
Houby maji bunéénou sténu slozenou piedevsim z chitinu, glukanu a proteinu [21].
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Hlavni slozkou bunééné stény kvasinek jsou polysacharidy, tvofi asi 80 % suSiny bunééné
stény. Polysacharidy utvafeji vlakna, ktera se splétaji dohromady. Tuto splet’ vyplauji
bilkoviny, bilkoviny tvoti asi 10 % suSiny bunééné stény. V bunécné sténé¢ miZzeme dale nalézt
malé mnozstvi lipidl, fosfolipidi a také fosforeCnany, které jsou na polysacharidy vazané
esterovymi vazbami. Hlavni slozkou polysacharidd v bunétné sténé kvasinek jsou glukany.
Stavebnimi kameny glukant v bunééné sténé€ jsou glukoézoveé jednotky. Dale v bunécné sténé
muzeme nalézt mannany, glukosamin a chitin [21].

U kvasinky Saccharomyces cerevisiae je vnitini vrstva bunécné stény tvotrena glukany
a bilkovinami, v dalsi vrstv¢ lezi glukomannan a bilkoviny. A V posledni vné&jsi vrstvé bunééné
stény se nachazeji mannany, bilkoviny a malé mnozstvi lipidi. Sedimenta¢ni schopnost
kvasinek ovliviiuje slozeni vnéjsi vrstvy bunééné stény [21].

B-glukany v bunéné sténé maji dvé funkce. [-(1,3)-glukan tvofi patef bunky.
B-(1,6)-glukan plsobi jako lepidlo pro stavebni kameny bunééné stény, diky jeho rozvétvené
polymer amorfni struktufe. V bunééné stén¢ jsou proteiny, [-(1,3)-glukanem, pB-(1,6)-glukan
a chitin vazany kovalentné [27] [28].

Na obrazku mizeme vidét prufez bunécnou sténou, tato bunécna sténa se sklada ze dvou
vrstev. Vnitini vrstva tvotena chitinem, B-(1,3)-glukanem a B-(1,6)-glukanem. Tato vrstva
dodava burice pevnost. Vnéjsi vrstva je tvofena mannoproteiny, které jsou piipojeny k vnitini
vrstvé pomoci kovalentnich vazeb [29].
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Obrézek 1: Zndzornéni bunécné stény Saccharomyces cerevisie. Obrazek byl prevzat
a prelozen [29].

2.2.3 Biologicky aktivni latky

Jedna se o latky, které puasobi pifiznivé nebo nepfiznivé na lidsky organismus. D¢Eli se
na rostlinné a zivocisné. Tyto latky mizeme déle délit podle ucinkt na ¢lovéka na: latky
podporujici nervovy systém, latky podporujici obéhovy systém, latky podporujici respira¢ni
systém, latky podporujici travici systém, latky podporujici endokrinni systém a latky
podporujici imunitni systém [6] [30].
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2.2.3.1 Karotenoidy

Jedna se o lipofilni Zluté, oranzové a Cervené pigmenty. Karotenoidy jsou rostlinna barviva,
ktera spadaji do skupiny terpent. Tyto slouceniny jsou v lidském téle hlavnim zdrojem
vitaminu A, posiluji imunitni systém, maji antioxida¢ni G¢inky a urychluji hojeni ran. Lidské
télo neni schopno tyto slouceniny syntetizovat, proto musi byt doplnény v potravé [6] [30] [31].

Nalezneme je v ovoci, zelening, rybach, vejcich, fasach a v oleji. V zelenych pletivech
rostlin je nalezneme vedle chlorofylu. V bunice je nalezneme v membrané. V rostlinach slouzi
k ochrané pied slune¢nimi paprsky, dale diky jejich barvam lakaji hmyz na kvéty. Piidavaji se
do potravinovych doplikd, do potravin a do kosmetiky. Jednotliva barviva lze délit
chromatograficky [6] [31].

Slouceniny terpend obsahuji aktivované formy izoprend, které slouzi jako jejich stavebni
jednotky. Izopren je nenasyceny uhlovodik s 5 uhliky a jednim methylovym rozvétvenim.
Jejich barevnost zptisobuji konjugované dvojné vazby, které se vyskytuji v nékolika zakladnich
skupindch a v jejich kombinacich. Karotenoidy jako dopliitkové pigmenty absorbuji zafeni
v oblasti 480 az 570 nm. Nejvice karotenoidi najdeme v rostlinich ve formé B-karotenu
(provitaminu A) [6].

Karotenoidy se déli na dvé hlavni skupiny: uhlovodiky, které se nazyvaji karoteny. A na
kyslikaté slou¢eniny odvozené od karotenu, které se nazyvaji xantofyly. Xantofyly vznikaji
oxidaci karotenil. Xantofyly jsou polarnéjsi slouceniny nez karoteny. Piikladem karotent je
B-karotenu, torulen, lykopen, neurosporen. Mezi xantofyly patii lutein, astaxantin, neoxantin,
violaxantin, torularhodin [6] [30].

Lykopen je silny pfirodni antioxidant ze skupiny karotenoidu. Patii do skupiny karoteni,
jeho strukturu tvofi alifatické nenasycené uhlovodikové fetézce. Tento karoten tvoii zaklad pro
dalsi karoteny, napiiklad pro o-karoten, B-karoten nebo torulen. (-karoten je prekurzor
vitaminu A, ktery je rozpustny v tucich a patii do skupiny karotenoidd. Jeho hlavnim zdrojem
je ovoce a zelenina. (-karoten se stanovuje metodou HPLC nebo extrakéni metodou se
spektrofotometrickym métenim [6].

2.2.3.2 Mastné a vy$s§i mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou vyznamnou slozkou lipidi. Radi se mezi karboxylové kyseliny, podet
uhlikt v fetézci je 4 az 26 uhliki. Jednotlivé slozky maji své specifické ucinky [6].

SFA neboli nasycené mastné kyseliny jsou kyseliny, které neobsahuji Zadnou dvojnou vazbu
a pii pokojové teplot¢ maji tuhou konzistenci. Jedna se zpravidla o linedrni nerozvétvené
fetézce a Casto maji sudy pocet uhlikt. Do této skupiny patii napi. kyselina palmitova, stearova
nebo myristova kyselina. MUFA neboli mononenasycené mastné kyseliny obsahuji 1 dvojnou
vazbu. Do této skupiny patii napt. kyselina olejova a kyselina palmitolejova. PUFA neboli
polynenasycené mastné kyseliny obsahuji vice dvojnych vazeb. Nejvyznamnéjsi z nich je
kyselina linolova [6].

15



2.3 Stanoveni polysacharidii, exopolysacharidii

Sacharidy se d¢li na monosacharidy, obsahuji jen 1 monosacharidovou jednotku. Disacharidy
obsahuji 2 monosacharidové jednotky. Oligosacharidy obsahuji méné¢ nez 10
monosacharidovych jednotek. Polysacharidy obsahuji vice nez 10 monosacharidovych
jednotek spojenych glykosidickou vazbou. Polysacharidy jsou piirodni latky. Mezi zastupce
polysacharid patii $krob, glykogen, celulosa, chitin a f-glukan [6].

2.3.1 Enzymatické stanoveni kitem

Metoda je zaloZena na hydrolyze bunééné stény a na enzymatickém rozkladu polysacharidi na
jednotlivé D-glukdzy. Mnozstvi B-glukanti se ur¢i zrozdilu celkového obsahu glukant
a obsahu a-glukant. Jednd se stanoveni -glukant z kvasinek pomoci komeréné dodavané sady
od firmy Megazyme [32].

Nejdiive se stanovuji celkoveé glukany. 1,3-3-D-glukany, 1,6-B-D-glukany a a-glukany jsou
rozpustény Vv ledové H2SOa. Zbyvajici glukany se kvantitativné hydrolyzuji na glukézu diky
vysoce purifikované smési exo-1,3-B-glukandzy a p-glukosidazy. Stanoveni a-glukant
a sachardzy se provadi specifickou hydrolyzou na D-gluk6zu a D-frukt6zu. Obsah glukdzy se
mé&fi pomoci amyloglukosidazy a invertazy diky ¢inidlu GOPOD [32].

2.3.2 Stanoveni neutralnich cukri podle Dubois

Toto stanoveni je zaloZzena na dehydrataci cukri pomoci koncentrované kyseliny sirové.
Barevné kondenza¢ni  produkty  vznikaji kondenzaci furfuralu  pfipadné
5-hydroxymethylfurfuralu s fenolem. Barevné kondenza¢ni produkty 1lze stanovit
spektrofotometricky [33].

2.4 Spektrofotometrické a chromatografické metody

Jedna se 0 instrumentalni analytické metody, které slouzi ke kvantitativnimu a kvalitativnimu
stanoveni vzorku [34].

2.4.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je metoda zaloZena na detekci absorpce ultrafialového a viditelného zateni
paprsku prochazejiciho roztokem. Pii absorpci zafeni roztokem dochazi k excitaci valen¢nich
elektront. Prochézejici paprsek méa vinovou délku podle nastaveni $térbiny, ktera slouzi
k vybéru paprsku o urcité vinové délce. Pro vypocet koncentrace nam slouzi Lambert-Beerav
zakon:
A=c¢-c-] 1)

kde A je absorbance, € je molarni absorpcni koeficient a 1 je tloustka kyvety a ¢ je molarni
koncentrace [34].
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Metoda slouzi ke zjisténi koncentrace vzorku na zdkladé absorpce zatfeni o rtznych
vinovych délkach. Jako zdroj zateni slouzi zarovka nebo vybojka (xenonova), zdroj zateni je
rozdilny podle rozsahu vilnovych délek, pti kterych chceme métit. Monochromator je ¢ast
spektrofotometru, kterd upravuje polychromatické zareni na monochromatické zaieni 0 nami
pozadované vinové délce. Nasledné paprsek prochézi kyvetou se vzorkem a po priichodu
kyvetou dopadd neabsorbovany paprsek na detektor. Diky tomu zjistime, jakad je hodnota
absorbovaného zareni [34].

Pro stanoveni byl pouzit jednopaprskovy spektrofotometr na vyhodnoceni vzorkl
v kyvetach. Na vyhodnoceni antimikrobialni aktivity a MTT testi, které byly na destickach
byla pouzita ELISA [34].

2.4.2 Stanoveni karotenoidi HPLC

HPLC neboli vysokoucinna kapalinova chromatografie. Jedna se o separacni techniku, ktera je
zalozena na rozdilné distribuci délenych slozek vzorku mezi dvé nemisitelné faze v separa¢ni
kolon¢. Jedna se o mobilni fazi a stacionarni fazi [34].

Pro distribuci musi existovat fazové rozhrani mezi stacionarni a mobilni fazi. Mobilni faze
undsi slozky vzorku po stacionarni fazi. Slozky vzorku jsou rozdilné zadrZovany
a zpomalovany stacionarni fazi. P#i déleni slozek dochazi k opakovanému vytvareni
rovnovaznych stavi separovanych latek mezi mobilni a stacionarni fazi [34].

Tuto metodu lze vyuzit pro kvalitativni i kvantitativni analyzu. Vystupem tohoto métfeni
bude chromatogram. Jedna se o graf, na kterém vidime jednotlivé piky. Tyto piky oznacuji
jednotlivé sloZky roztoku. Kvalitu vzorku zjistime pomoci Sitky piku, pokud piky budou hezky
uzké ukazuje to na Cistotu vzorku. Kdyz budou piky Sirsi ukazuje to, ze jednotlivé slozky nebyly
zcela oddélené. Kvantitu vzorku zjistime pomoci vypoctu plochy pod pikem [34].

2.4.3 Stanoveni lipida GC

GC neboli plynova chromatografie, jedna se o separa¢ni metodu, slouzici k identifikaci
jednotlivych slozek vzorku. Principem plynové chromatografie je rovnovazna distribuce mezi
dvé faze mobilni (plynna faze) a stacionarni (kapalna nebo tuha faze). Mobilni pohybliva faze
se nazyva nosny plyn. Stacionarni nepohybliva faze je umisténa v chromatografické kolong&.
Existuji dva typy kolon pro GC. Naplinové kolony nebo kapilarni kolony. Naplinové kolony
maji stacionarni fazi v podobé pevné latky (aktivni uhli, silikagel) nebo vysoko vrouci kapaliny
(kapalina je nanesena v tenké vrstvé pfimo na pevném, inertnim nosici). Kapilarni kolony maji
stacionarni fazi nanesenou v tenké vrstvé pifimo na upravenou vnitini sténu kiemenné kapilary
[34].

V plynné fazi dochazi k separaci slozek na zakladé rozdilné afinity slozek ke stacionarni
fazi. Zpisob vyparovani danych slozek musi byt definovany, z tohoto diivodu je metoda vhodna
spise pro organické latky, které maji teplotu varu do 400 °C [34].
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Princip separace latek: kolonou se stacionarni fazi prochazi neustale nosny plyn. VVzorek se
nastiikne do vyhtivané nastiikové kolony (injektoru), kde se odpaii a dale do kolony postupuje
ve form¢ par unasen nosnym plynem. Nosny plyn unasi slozky vzorku postupné az ke konci
kolony, kazda slozka postupuje kolonou svou vlastni rychlosti na zaklad¢ distribu¢ni konstanty

Kp = ¢s/Cm, (2)
kde cs je koncentrace stacionarni faze a cm je koncentrace mobilni faze. Latky vstupuji do
detektoru v pofadi rostoucich hodnot distribuénich konstant. Detektor detekuje koncentraci
separovanych latek v nosném plynu. Vysledny graf zavislosti signalu detekce na ¢ase se nazyva
chromatogram. Na chromatogramu se vykresluji piky, kdy poloha piku urcuje druh latky
a plocha pod pikem je imérna mnozstvi latky ve vzorku [34].

2.5 Testy invitro

Testy in vitro se provadéji mimo Zivy organismus. Zivym organismem, na kterém se testy
provadi, mtize byt izolovana lidska ¢i zviteci bunééna kultura. Testy se vyuzivaji pfi testovani
latek s potencialné 1é¢ivymi G¢inky, pii testovani kosmetiky, 1é¢iv nebo téZ pii testovani
potravinovych doplikl. Diky témto testiim se dé zjistit u€inek pfimo na urcCitou tkan bez toho,
aby se museli pouzit testy in vivo na zvifatech. Tyto testy na zvifatech jsou casove i1 finan¢né

Testy in vitro maji 1 jiné vyhody, diky testiim pfimo na lidskych bun&énych liniich odpada
problém s odlisnosti G¢inkt u riznych zivocisnych druhd, se kterymi musime poditat v piipadé
testovani na zvitatech. Pfi testovani toxicity in vitro se vysledky porovnavaji s testovacimi
modely. Vysledky pfi testech in vitro se mtzou liSit od G¢inki v lidském organismu, protoze
pii testech testujeme pouze jednu bunécnou linii, ovSem v téle je mikrobidlni prostiedi, ve
kterém spolu interaguji rizné druhy bunék. Pii testovani mize dojit k vyhodnoceni falesnych
vysledk, se kterymi je nutno pocitat, a proto se testovani opakuje [35] [36].

2.5.1 Testy viability a cytotoxicity

Tyto testy jsou dulezité pii testovani kosmetickych ptipravkd, 1é¢iv a potravinovych dopliki.
Viabilita jedna se o zivotaschopnost bunécné linie v testovaném prostiedi. Cytotoxicita je
schopnost slou¢eniny usmrtit buiiku, pomoci zmén v bunéénych procesech a zmény v chovani
bunky. Pfi testu in vitro vystavime buiiku sledované sloucenin¢ a sledujeme jeji reakci. Neboli
sledujeme viabilitu bunék. Pfi posuzovani viability bunék sledujeme nékolik dualezitych
parametri, jako jsou:

e proliferace bun¢k — rychlé a opakované mnozeni
e integrita bun€né membrany — neporuSeni bunééné membrany
e sledovani aktivity mitochondrii a dalsi.
Vyhodou téchto metod je, Ze jsou ve vétsingé pripadii pomérné jednoduché a zaroven
umoziuji otestovani velkého mnozstvi vzorkl za kratkou dobu. Po dokonceni téchto testl se

pristupuje k dalSimu farmakologickému testovani a téz k testovani in vivo, tyto dalsi testy jsou
dulezité pfi vyvoji novych ptipravku, 1é¢iv a doplnku [35] [36].
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2.5.1.1 MTT test

Jednd se 0 metodu zalozenou na kolorimetrickém stanoveni. Metoda je zaloZzena na méfeni
absorbance pouzitych barviv pomoci spektrofotometru. Cytotoxicita byla stanovena pomoci
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromidu (MTT). Tato metoda je zalozena
na redukci zlutého MTT na fialovy formazan. Tato redukce probiha pomoci mitochondrialnich
enzymu dychaciho fetézce bun€k, formazan zistava uvniti buiky ve formé nerozpustnych
granuli. Po ptidani SDS detergentu dochazi k uvolnéni a rozpusténi barviva z bunék. Diky tomu
ziskavame ¢iry fialovy roztok, ktery se méfi spektrofotometricky pii vinové délce 540 nm [37].

Jedna se o test, ktery se pouziva k vyhodnoceni viability, proliferace a cytotoxicity buriky.
Pokud mame jamky fialové, detekuje to pfitomnost Zivych bunék. Cim svétlejii je fialové
zbarveni roztoku, tim vic obsahuje roztok mrtvych bun¢k. V ptipad¢ zlutych jamek nam MTT
test detekuje, ze dané bunky jsou mrtvé [37] [38].

2.5.2 Bunééné kultury pro testovani in vitro

Bunééné kultury jsou pro testovani velice vyhodné, jelikoz pii jejich testovani jde
o kontrolované prostiedi, kdy vysledek neni ovlivnén interakci s jinymi tkanémi nebo jinymi
bunéénymi populacemi. Navic mame zde piesn¢ definovany druhy bunky a jeho reakci.
Vyhodou t€z je, Ze prace s bunéénymi kulturami je pomérné€ jednoducha a béhem kratké doby
1ze ziskat velké mnozstvi homogenniho materidlu. Oproti praci se zivymi pokusnymi zvifaty,
zde nenastava eticky problém v ptipadé¢ znieni bunécéné kultury [35].

Prace s bunéénymi kulturami v bunéénych laboratofich ma sva pravidla, kterymi se musi
kazdy, kdo s nimi pracuje fidit. V bunécnych laboratofich jsou buiky kultivovany za ptesné
definovanych podminek jako jsou pH, vlhkost, teplota a zivné médium specifické pro dany
buné¢ny druh. Vhodny typ bunééné kultury volime vzdy s ohledem na nasledné pouziti latky
[35].

Bunééné kultury jsou ziskdvany izolaci z lidského téla. Vzorek tkané se musi nejdiive
mechanicky rozmélnit a nasledné se vzorek enzymaticky natravi a dale se postupuje tak, aby se
od sebe rozdélily jednotlivé druhy bunéénych kultur, ¢ehoz lze docilit po dikladném rozbiti
vsech vazeb centrifugaci, jelikoz kazdy bunéény druh ma jinou hmotnost a pomoci centrifugace
se nam frakce rozd¢li. Takto oddélené kultury ptfeneseme do nové kultivaéni nddoby. Tyto
kultury mizeme dale péstovat a pasazovat, ¢imz ziskdme dostatek potiebného homogenniho
materidlu. Existuji i specifické typy bunck tzv. bunééné linie nebo také kontinualni kultury.
Tyto kultury se ziskavaji izolaci z nadorové tkané 1épe se mnozi a nepodléhaji starnuti [35].

2.5.2.1 B16F1 linie

Jedné se 0 buné¢nou linii mysich melanocyti. Jedna se o kozni nadorové buiky, které produkuji
melanin. Melanin je latka zodpovédna za barvu kuze a také chrani pied uéinky slune¢nim UV
zateni [39].

2.5.2.2 HaCaT

Lidska buné¢na linie keratinocyti, ktera byla imortalizovana. U této linie je vyhodou snadné&jsi
kultivace a pomalej$i starnuti bunék oproti normalnim keratinocytiim. HaCaT buné¢na linie se
vyuziva pii testovani kozni senzitivity a cytotoxicity [35].
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3 CILPRACE
V ramci této prace budou feSeny nasledujici dil¢i ukoly:

1) Zpracovani reSerSe na dané téma
2) Optimalizace metod pro izolaci a stanoveni glukant
3) Testovani glukani a vyhodnoceni vysledkt
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pro kultivaci

Agar, Roth (SRN)

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach:ner (CR)
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Lach:ner (CR)
Dusi¢nan draselny p.a., Lach:ner (CR)

Kvasni¢ny autolyzat, Roth (SRN)

Pepton, Roth (SRN)

Siran hofeénaty heptahydrat p.a., Lach:ner (CR)

4.1.2 Chemikalie pro enzymaticke stanoveni kitem

Sada kitu, K-YBGL (IRL)

Kyselina sirova (96%), Lach:ner (CR)
Hydroxid sodny p.a., Lach:ner (CR)
Kyselina octov4, p.a., Lachema (CR)

4.1.3 Chemikalie pro stanoveni antioxida¢ni aktivity

Trolox-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-dikarboxylova kyselina, Sigma Aldrich
(SRN)

ABTS, 2,2-azinobis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonoovéa kyselina, Sigma Aldrich (SRN)
Ethanol pro UV/VIS, Lach:ner (CR)

Peroxodisiran draselny, Sigma Aldrich (SRN)

4.1.4 Chemikalie pro stanoveni antimikrobiélni aktivity

Kvasni¢ny autolyzat, Roth (SRN)

Pepton, Roth (SRN)

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach:ner (CR)
Nutrient Broth (NB médium), Himedia (IND)
Agar Power, Bacteriological, Himedia (India)
LB broth, Miller, Sigma (SRN)

Ampicilin, Sigma Aldrich (UK)

415 Chemikalie pro stanoveni karotenoidi (HPLC)

Methanol HPLC kvality, Lach:ner (CR)
Methanol, p.a., Lach:ner (CR)
Chloroform, p.a., Penta (CR)

Acetonitril HPLC kvality, Lach:ner (CR)
Ethylacetat HPLC kvality, Lach:ner (CR)
trisHCI, p.a., Lach:ner (CR)
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4.1.6 Chemikalie pro stanoveni mastnych kyselin (GC)

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

Methanol, p.a., Lachema (CR)

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

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

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

4.1.7 Chemikalie pro MTT test

Trypanova modf, Biotech (SRN)

DMEM médium, Sigma Aldrich (SRN)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny dihydrat, p.a., Lach:ner (CR)
Chlorid sodny, p.a., Lach:ner (CR)

MTT, Duchefa Biochemie (NL)

SDS dodecylsiran sodny, Serva (SRN)

Ethanol pro UV/VIS, Lach:ner (CR)

Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (CR)

FBS fetalni bovinné sérum, HyClove (USA)

Antibiotic 100X (Biosera), BioTech (SRN)

4.1.8 Chemikalie pro izolaci glukant (I. postup)

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

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

Kyselina octov4, p.a., Lachema (CR)

Trypsin from Porcine Pancreas, Sigma Aldrich (SRN)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, p.a., Lach:ner (CR)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, p.a., Lach:ner (CR)

4.1.9 Chemikalie pro izolaci glukaniu (II. postup)

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

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

Trypsin from Porcine Pancreas, Sigma Aldrich (SRN)
Dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat, p.a., Lach:ner (CR)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, p.a., Lach:ner (CR)

4.1.10 Chemikalie pro barveni podle Grama

Krystalova violet’, Sigma Aldrich (SRN)
Lugoluav roztok (vodny roztok 12 a KI)
Karbolfuchsin

Ethanol, Lach:ner (CR)
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4.1.11 Chemikalie pro stanoveni neutralnich sacharidi dle Duboise

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

4.1.12 Chemikalie pro stanoveni proteinii 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 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy, Boeco

Ptedvazky Scout Pro, OHAUS

Automatickeé pipety, Biohit (DE) a Discovery
Vortex, OHAUS

Spektrofotometr UV/VIS, Boeco

ELISA Synergy HTX, BioTech

Stolni centrifuga, Hermile

Skiinova trepacka ZWYR-D2401, Labwirt
Autoklav Systec

Sterilacni life box, Esco Technologies, Inc.
Lyofilizator FreeZone 4.5 | Freeze Dry Systém, Labconco
HPLC, Thermo Fischer Scientific s kolonou kinetex
Termoblok SBH200D Stuart

pH metr pH 50 VioLab

Centrifuga vysokorychlostni chlazena Z 36 HK, HERMILE Labortechnik
Mikroskop L 11 00A, Itraco Micro

Homogenizator BeadBug, Benchmark Scientific
Vakuova odparka HB4 basic, HBA Labortechnik
Fermentor RALF 7 |, Bioingeniring

Magnetickda michacka Stir HP 10M

Sestava HPLC/PDA

Sestava GC/FID

4.3 Mikroorganismy

Pro kultivaci byly vybrany nésledujici kvasinky:
Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26
Cystofilobasidium infirmominiatum CCY 17-18-4
Metschnikowia pulcherrima CCY 29-2-149
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Kultury pro Antimikrobidlni testy:
Candida glabrata CCM 8270
Micrococcus luteus CCM 1569
Serratia marcescens CCM 8587
Escherichia coli CCM 3954

4.4 Kultivace kvasinek

Kvasinky pouzité¢ pifi kultivaci byly ockované z kryozkumavek, které byly uchovéany
v glycerolu pfi teploté -80 °C.
Samotné kultivace ma 4 faze:

1. Faze: ptislusny kmen byl v nao¢kovan na YDP agar, na kterém byl kultivovan po
dobu 72 h pfi laboratorni teploté. Za tuto dobu kmen narostl.

2. Féaze: Inokulum I ptislusny kmen byl pfeockovan do Erlenmeyerové bariky s tekutou
Zivnou pudou YPD, kde byl kultivovan po dobu 24 h na tfepacce pfi laboratorni
teploté.

3. Faze: kvasinky byly ptfeneseny do produkéniho média v poméru 1:5 pro
optimalizaci produkce B-glukanu, byly kultivovany po dobu 48 h ve fermentoru.
Tato kultivace byla rovnéz provadéna v Erlenmeyerové bance, kde kultivace
probihala na 96 h.

Nejvyssi vytézek biomasy byl 10 g/l za optimalnich podminek.

441 YPD agar

YPD agar se pouziva k zaoCkovani kvasinek z kryozkumavek, aby zde podobu 72 h rostly. Po
ub&hnuti této doby jsou kvasinky zaockovany do tekutého YPD inokula. Pfed pouzitim byl
YPD agar vysterilizovan v autoklavu a za horka nalévan ve sterilnim prostiedi do Petriho
misek. SloZeni smési je uvedeno v nasledujici tabulce:

Tabulka 1: Slozeni pevného YPD agaru

Slozka Mnozstvi [g/l vody]

Kvasni¢ny extrakt 10
Pepton 20
D-glukéza 20
Agar 20

4.4.2 YPD inokulum

Kultivace v YPD inokulu probihala po dobu 24 h pii laboratorni teploté. YPD inokulum bylo
intenzivné michano na ttepacce (120 rpm). YPD inokulum bylo pied pouzitim vysterilizovan
v autoklavu. Slozeni smési je uvedeno v nésledujici tabulce:
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Tabulka 2: Slozeni YPD inokula

Sloska Mnozstvi [g/l vody]

Kvasni¢ny extrakt 10
Pepton 20
D-glukéza 20

4.4.3 Produkéni médium

Produkéni médium se micha s YPD inokulem v poméru 5:1. Kultivace probihala po dobu
96 h za intenzivniho michadni na tfepacce pfi laboratorni teploté. Slozeni smési je uvedeno
v nasledujici tabulce:

Tabulka 3: Slozeni produkcniho média

Sloska Mnozstvi [g/l vody]

D-glukéza 69,29
KNOs 1,52
KH,PO, 4
MgSO, - 7H,0 0.7

4.5 Charakterizace vzorki biomasy

45.1 Enzymatické stanoveni Kitem

Enzymatické stanoveni bylo provedeno dle navodu od vyrobce kitu [32]. Metoda slouzi pro
izolaci a stanoveni B-D-glukant z kvasinek. Metoda je zaloZena na enzymatickém rozkladu
polysacharidi na jednotlivé D-glukdzy.

45.1.1 Roztoky obsazené v baleni pro stanoveni B-glukanii kitem

Lahev 1: 2 ml suspenze siranu amonného obsahujici exo-1,3- B-glukanazu (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 pii teploté 4 °C nebo 4 roky
pfi teploté -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
pti teploté pod -10 °C.

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

Lahev 6: Kontrolni vzorek B-glukant (2 g). Stabilni 5 let pfi pokojové teploteé.
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4.5.1.2 Pomocné roztoky

1.

N

w

e

o

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. A objem je nasledné doplnén na 1 1. Roztok vydrzi
stabilni 1 rok pfi teploté 4 °C.

. 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.
Nasledné se objem doplnén destilovanou vodou na 1 1. Roztok vydrzi stabilni 2 roky
pfi pokojové teploté.

Hydroxid sodny (8,0 M): 320 g NaOH se piida do 700 ml destilované vody.
Ptiprava se provadi v digestoii za stalého michani. Nasledné se necha roztok
vychladit na pokojovou teplotu a poté se dopliiuje objem na 1 1. Roztok vydrzi
stabilni 2 roky pii pokojové teploté.

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

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

4.5.1.3 Priprava reakcnich roztoki
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Do lahve 1 se ptida 9 ml 200 mM acetatového pufru (pH=4,5). Roztok je néasledné
rozd€len na vhodné alikvoty a skladuje se v polypropylenovych zkumavkéch
pfi teploté -10 °C mezi pouzitim a v ledu pii pouzivani. Po nafedéni je ¢inidlo
stabilni 2 roky pfi teploté pod -10 °C.

Obsah lahve 2 se pouzije ve formé¢ dodéani. Roztok vydrZi stabilni 2 roky pii 4 °C
a 4 roky pti -10 °C.

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

Obsah lahve 4 se rozpusti v 20 ml roztoku 1 a kvantitativné se pfevede do lahve
obsahujici zbytek roztoku 1. Lahev se zakryje hlinikovou folii, aby se reagent
GODPOD chranil pted svétlem. Vydrzi stabilni 3 mésice pfi teploté 2-5 °C nebo 12
meésict pii teploté -10 °C. Pii skladovani ve zmrzlé podob¢ se reagent rozdéli do
vhodnych alikvot. Rozmrazuje se vzdy jen 1 alikvota. KdyZ je ¢inidlo Cerstvé ma
svétle zlutou nebo svétle rizovou barvu. Béhem 2-3 mésicti pii 4 °C bude mit tmavsi
rizovou barvu. Absorbance roztoku by méla byt mensi nez 0,05 pii odectu proti
destilované vode¢.

Obsah lahve 5 se pouzije ve form¢ dodani. Roztok vydrzi stabilni 5 let pfi pokojové
teploté.

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



45.1.4 Stanoveni celkovych glukanin

1.

10.

11.

12.

Do reak¢nich zkumavek se zavitem se odvazilo 90 mg vzorku ptidali 2 ml ledové
studené kyseliny sirové (12 M). Vzorek byl promichén a vloZen do ledové lazné
na 2 hodiny. Béhem této doby byl vzorek nékolikrat intenzivné promichan (aby
se zajistilo uplné rozpusténi B-glukanu).

Do kazdé zkumavky byli ptidany 4 ml vody, vzorky byli intenzivné promichany
na vortexu po dobu 10 s. Nasledné se ptidalo 6 ml vody a znovu se vzorek promichal
na vortexu po dobu 10 s.

Zkumavky se umistily na 2 hodiny do termobloku (100 °C). Po 5 minutach
se zkumavky uzaviely zatkami.

Zkumavky byly ochlazeny na pokojovou teplotu a opatrné se uvolnily zatky.
Obsah kazdé zkumavky se kvantitativné¢ prevedl do 100 ml odmérnych banck
za pomoci promyvaci lahve, ktera obsahovala 200 mM acetatového pufr
(pH=4,5).

Do odmérnych ban¢k se pridalo 6 ml 8,0 M roztoku NaOH a objem byl upraven
pomoci 200 mM acetatového pufru (pH= 4,5). Obsah baiiky byl dobie promichan
a odebrala se alikvotni ¢ast vzorku do centrifuga¢ni zkumavky.

Tato alikvotni ¢ast vzorku se centrifugovala pti 13 000 rpm po dobu 5 minut.

Z kazdé alikvotni ¢asti bylo pfevedeno 0,1 ml odstfedéného extraktu na dno dvou
sklenénych zkumavek.

Na dno zkumavek bylo pfidano 0,1 ml smési exo-1,3- 3-glukanazy + B-glukosidazy
ve 200 mM acetatovém pufru. Obsah zkumavek se promichal a inkuboval pfi teploté
40 °C po dobu 60 minut.

Do zkumavek byli pfidany 3 ml ¢inidla GOPOD a zkumavky se inkubovaly
pfi teploté 40 °C po dobu 20 minut.

Byl ptipraveny slepy vzorek z 0,2 ml acetatového pufru (200 mM, pH= 4,5)
+ 3 ml ¢inidla GOPOD. Standardni vzorek D-glukozy byl piipraveny z 0,1 ml
standardu D-glukézy + 0,1 ml acetatového pufru (200 mM, pH=4,5) + 3 ml ¢inidla
GOPOD. Standard i slepy vzorek byli provedeny celym inkuba¢nim procesem
s ¢inidly GOPOD.

Nasledné byla zméfena absorbance pii1 510 nm proti slepému vzorku.

4.5.1.5 Stanoveni a-glukanii

1.

Navazilo se 100 mg vzorku do kultivaéni zkumavky a pfidali se 2 ml 1,7 M NaOH.
Zkumavky se daji na 20 minut do ledu a pribézné se michaji na vortexu.

Za michéni se do kazdé zkumavky ptidalo 8 ml 1,2 M acetatového pufru (pH= 3,8).
Okamzité se pridalo 0,2 ml amyloglukosidazy + invertazy z lahve 2. Zkumavky
se promichaji a vlozi vodni 14zn€ na 30 minut pti 40 °C za obC¢asného michani.

Pro vzorky obsahujici> 10 % obsahu a-glukanu. Obsah zkumavky se kvantitativné
ptevede do 100 ml odmérné banky (pomoci lahve s pomocnym roztokem) a objem
se doplni destilovanou vodou. Zkumavka se promicha a alikvotni ¢ast roztoku
ze zkumavek se centrifuguje pii 13 000 rpm po dobu 10 minut.
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4. Pro vzorek obsahujici <10 % obsahu a-glukanu. 2 ml roztoku byli pfevedeny
do centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovany pii 13 000 rpm po dobu 5 minut.

5. Byl 0,1 ml zfedéného nebo neziedéné¢ho roztoku bylo pievedeno do sklenéné
zkumavky a ptidalo se 0,1 ml acetatového pufru (200 mM, pH= 4,5), 3 ml ¢inidla
GOPOD a inkubovalo se 20 minut pii 40 °C.

6. Nasledn¢ byla zmétena absorbance pii 510 nm proti slepému vzorku.

4.5.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity byla pouzita metoda TEAC, ktera hodnoti schopnosti vzorku
zhaset kation-radikal ABTS-*. Zhaseni se sleduje spektrofotometricky diky zméné absorp¢niho
spektra pii vinové délce 734 nm. Vyslednd antioxida¢ni aktivita vzorku se porovna
s antioxidac¢ni aktivitou syntetické standardni latky (derivatem vitaminu A s nazvem Trolox)
[33].

Kation-radikdl ABTS-* se ziska rozpusténim ABTS ve vodé na koncentraci 7 mM
a naslednou reakci s 2,45 mM peroxodisiranem draselnym. Takto pfipraveny roztok se nechal
stat ve tm¢ 12 hodin pti pokojové teploté.
Zasobni roztok ABTS-* se ziedil ethanolem pro UV/VIS na absorbanci 0,70 +/- 0,02
pii 734 nm, méieni se provadeélo proti ethanolu pro UV/VIS. Do kyvety byl napipetovan 1 ml
ziedéného roztoku ABTS-*a 10 pl destilované vody, ihned byla zméfena absorbance v ¢ase 0.
Do dalsi kyvety byl napipetovan 1 ml ABTS-* a 10 pl extraktu vzorku biomasy. Zapnou se
stopky a kyvetu uchovdme ve tmé&. Po uplynuti 10 minuty se méeti pokles absorbance.
Pro vypocet se pouzije rozdil absorbanci (A=Ao— Auio) a kalibra¢ni kiivka pro Trolox v rozmezi
koncentraci 50-400 pg/ml.

45.3 Antimikrobialni test

Pro stanoveni antimikrobialni u¢inku byly pouzity nasledujici kultury Micrococcus luteus,
Serratia marcescens a kvasinka Candida glabrata. Micrococcus luteus je bakterialni kmen
grampozitivni bakterie. Serratia marcescens je bakterialni kmen gramnegativni bakterie.

Oc¢kovani bylo provadéno z kryozkumavek do tekutého média a nasledné kultivace byla
provadéna ve sterilnim boxu. Média byla pied kazdou kultivaci vysterilizovana.
Do Erlenmayerovy barky bylo nalito NB médium pro kultivaci bakterii nebo YPD médium pro
kultivaci kvasinky. NB je komer¢né dostupné médium, které se naiedi podle navodu (25 mg/1).
Kultivace mikroorganismu probihala 24 hodin pii 37 °C.

Po ubéhnuti této doby bylo na antimikrobialni desti¢ku pipetovano 150 ul nakultivovaného
média a k tomu 50 pl vzorku. Takto ptipraveny vzorek byl dale nafedén do celého fadku,
Vv posledni jamce byl napipetovany blank. Blank byl slozen z 150 pl nakultivovaného média
a 50 ul destilované vody. Blank byl nutny pro sledovani ristu kvasinky. Antimikrobialni
aktivita byla stanovena po 24hodinové kultivaci spektrofotometricky pomoci ELISA readeru
pfi 630 nm.
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45.4 Antimikrobialni stanoveni — Agarova difizni metoda

Vybrané mikrobialni kultury byly zaockovany do vhodnych tekutych médii na 24 h. Kvasinka
Escherichia coli byla zaockovana do média LB. Grampozitivni bakterie Micrococcus luteus
byla zao¢kovana do média NB. Po uplynuti 24 h bylo na Petriho misku s pfislusnym agarem
napipetovano 100 pl mikrobialni kultury na agarovou misku. Napipetovana mikrobialni kultura
se rozetiela sterilni hokejkou po celé plose agarové misky. Takto pfipravend miska se nechala
20 minut stat, po uplynuti této doby byl vytvoten potiebny pocet jamek do kazdé agarové
misky. Do téchto jamek se pipetovalo 50 pl vzorku. Jako kontrolni vzorek bylo pouzito
antibiotiku ampicilin. Po uplynuti 24 h byla odectena primérna inhibi¢ni zéna okolo jamek.

455 Stanoveni karotenoidia (HPLC)

455.1 Extrakce karotenoidu

Extrakce probihala dle Folche a byly pfi ni zaroven extrahovany karotenoidy, ergosterol
a ubichinon. Pro extrakci bylo na analytickych vahach navazeno 20 mg biomasy do
Sroubovacich plastovych vialek o objemu 2 ml. Ve vialkach byla biomasa hydratovana 1 ml
destilované vody po dobu 30 minut. Nasledné byla biomasa zcentrifugovana a supernatant byl
vylit. K takto ptipravené biomase bylo ptidano cca 0,5 ml sklenénych kuli¢ek a 1 ml methanolu.
Vialky byly umistény do multipozi¢niho vortexu a po dobu 20 minut byly intenzivné
protiepavany. Cely obsah vialky byl prelit do 15 ml zkumavky se zavitem, do zkumavky byly
pfidany 2 ml chloroformu. Vznikld smés byla opét 20 minut tfepana na vortexu. Nasledné se
ptfidal 1 ml destilované vody a vzorek se zcentrifugoval (1500 ot/min, 1 minutu). Smés se
rozdélila na dv€ Casti a pomoci pipety byla odebrana spodni chloroformova faze do 15 ml
zkumavky. Chloroform byl odpaten pod dusikovou inertni atmosférou v termobloku, ktery byl
vyhtéaty na 35 °C. Zbyly odparek byl rozpustén ve 2 ml smési HPLC rozpoustédel o slozeni 2:1
acetonitrilu na ethylacetat. Smés byla dikladné protfepana na vortexu a piefiltrovana pres PTFE
filtr do sklenéné vialky pro HPLC/GC. Ptipraveny vzorek mohl byt ihned analyzovan nebo
mohl byt uskladnén v mraznicce.

4.55.2 Analyza karotenoidit metodou HPLC

Piipravené vzorky s obsahem karotenoidi, ergosterolu a ubichinonu byly analyzovany
na HPLC. Pro analyzu byl pouzit HPLC znacky Thermo Fischer Scientific, na koloné kinetex
EVO C18 o rozmérech 150x4,6x2,6 mm. Eluce probihala v gradientovém moédu o priatoku
mobilni faze 1,2 ml/min s dobou analyzy 25 minut. VVzorek byl detekovan na PDA detektoru
pfi vinovych délkach 480 nm pro karotenoidy a 280 nm pro ergosterol a ubichinon. Na zakladé
namétenych standardu a jejich kalibra¢nich kiivek byla provedena identifikace a kvantitativni
stanoveni vzorku. VVyhodnoceni bylo provedeno v programu Chromeleon.
Tabulka 4: Slozeni mobilni fize

Mobilni faze | Slozka Obj. %
Methanol 2
A Acetonitril 84
100 mM trisHCI pufropH=8 | 14
B Methanol 60
Ethylacetat 40
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Tabulka 5: Gradientova eluce analyzy karotenoidii

Cas analyzy [min]

Mobilni faze A [%]

Mobilni faze B [%]

0

100

0

13 0 100
19 0 100
20 100 0
23 100 0

4.5.6 Stanoveni mastnych kyselin (GC)

4.5.6.1 Transesterifikace a extrakce mastnych kyselin pro GC analyzu

Stanoveni lipidu je zalozeno na transesterifikaci a extrakci mastnych kyselin vzorku. Na
analytickych vahach bylo navazeno 20 mg biomasy do krimplovacich vialek. Nasledné bylo
pfidano 1,8 ml transesterifikacni smési S obsahem rozpusténého interniho standardu C17
0 koncentraci 0,5 mg/ml v 15 % kyseliné sirové v HPLC methanolu. Ptipravené krimplovaci
vialky byly zakrimplovény, byly dany do termobloku vyhiatého na 85 °C k transesterifikaci
a ponechany tam 2 hodiny. Po vychladnuti byl cely obsah krimplovacich vialek pieveden do
4 ml vialky s 0,5 ml 0,05 M roztoku NaOH.

Ke vzorku byl pipetovan 1 ml HPLC hexanu. Poté byla vznikla smés 5 minut intenzivné
tfepana na vortexu. Po oddéleni fazi bylo 100 ul vrchni hexanové faze odebrano do sklenéné
vialky pro HPLC/GC s piedem napipetovanymi 900 ul HPLC hexanu. Vzorek byl ptipraven
pro analyzu GC.

4.5.6.2 Analyza mastnych kyselin metodou GC/FID

Vzorky s methylestery mastnych kyselin byly nasledné analyzovany na plynovém
chromatografu. Byl pouzit plynovy chromatograf Thermo Scientific TRACETM Gas
Chromatograph s autosamplerem Thermo Scientific A1 1310, automatickym davkovacem se
splitterem, kolonou Zebron ZB-FAME o rozmérech 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum a s plamenové
ioniza¢nim detektorem (FID). Tabulka 6 obsahuje podminky analyzy.

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

1 ml/min

1l

250 °C s pomérem délice toku 10
260 °C (pritok vzduchu 350
ml/min, pritok vodiku 25 ml/min,
prutok dusiku 30 ml/min)

Pritok vodiku
Objem nastiiku vzorku
Teplota injektoru

Mobilni faze
Teplota detektoru

80 °C 1 minutu

140 °C s teplotnim gradientem 15 °C za minutu (tr= 5 minut)
190 °C s teplotnim gradientem 3 °C za minutu (tr= 21,7
minut)

260 °C s teplotnim gradientem 25 °C/ min (tr= 24,5 minut)
UdrZeni teploty pii 260 °C po dobu 1 minuty (tr= 25,5 minut)
Celkova doba analyzy 25,5 minut

Teplotni program
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4.5.7 Stanoveni cytotoxicity
Pro testy cytotoxicity byly pouzity mysi melanomové buniky B16-F1 pasaz 11.

45.7.1 Pocitani bunék

Dostatecné narostlé buiiky byly centrifugovany a byl slit supernatant. Bunky byly
rozsuspenzované v 5 ml média. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 100 ul suspenze bunék
a 100 pl trypanové modie, tento roztok byl dikladné rozsuspenzovan pipetou. Smés byla za
pomoci pipety davkovana pod kryci sklicko na Biirkerovu komutrku. Nasledné byl spocitan
pocet bunék v 5 ¢tvercich (4 rohové a prostiedni). Diky tomu byl ziskan pocet bunék v 1 ml.
Na MTT test bylo potfeba zaplnit 60 jamek na mikrobialni desti¢ce, na test bylo potieba 1,3 -
10° bungk, toto mnoZstvi odpovida 2 - 10* buné&k v jamce.

45.7.2 MTT test

Pocet nasazenych bun&k pro MTT test by mél byt idealng 2 - 10 bunék v jamce. Nafedéné se
dikladn¢ promichaly a nalily do korytka. Nasledné se pipetovalo 100 pl vhodné nafedénych
bunek a PBS do desticky. PBS se pipetovalo do krajnich jamek, aby nevysychaly. Buiiky se
pipetovaly do stfedovych jamek. Inkubace probihala 24 hodin pii 37 °C, poté nasledovala
kontrola rustu bun¢k pod mikroskopem. Nasledné bylo z desticky odpipetovano médium,
napipetovalo se 100 ul vzorku a kontroly (Cc, Vc, ethanol). Inkubace probihala 24 hodin, poté
byly vzorky odpipetovany. Bylo pfipraveno MTT (2,5 mg/ml PBS, ptefiltrovano ptes bakteriol.
Filtr), do jamek bylo napipetovano 20 ul MTT a inkubace probihala 3 hodiny pii teploté 37 °C.
Po uplynuti této doby bylo MTT odpipetovano a ptidalo se 100 ul 10 % roztoku SDS v PBS
(10 g SDS/100 ml PBS). Desti¢ky byly zabaleny do alobalu a schovaly se do tmy, kde se
nechaly ptes vikend. Nakonec se zmétila absorbance pii 540 nm.

4.6 Izolace a stanoveni glukani

V ramci této bakalaiské prace byly otestovany dva postupy izolace cistych [-glukana
Z kvasinkové biomasy, které byly zaloZeny na postupech z dostupné literatury [40] [41].

4.6.1 lzolace B-D-glukanit z kvasinek (1. Postup)

V prvnim extrakénim postupu byla testovana biomasa extrahovana dle postupu z publikace
[40], ktery byl pro potieby tohoto experimentu upraven. Jedna se o Setrnou metodu spocivajici
v autolyze bunék kvasinek, nasledovanou postupnou extrakci jednotlivych komponent buriky.
Fin&lnim produktem jsou izolované B-glukany s intaktni strukturou a nezménénou konformaci.

Bylo navazeno 20 g lyofilizované biomasy (Rhodotorula Kratochvilovae CCY 20-2-26),
ktera byla doplnéna 3 % roztok NaCl. Smés byla zahfivana za stalého michani 24 hodin pfi
teploté 55 °C. Nasledn¢ byla smés kratce zahiata na 80 °C. Po ochlazeni na laboratorni teplotu
byla smés zcentrifugovana a promyta destilovanou vodou. Nasledujicim krokem byla uprava
horkou vodou pti 80 °C po dobu 1 hodiny. Po centrifugaci byl sediment doplnén roztokem 0,02
M fostatového pufru o pH= 7,5. Ke smési bylo pfiddno dvojnasobné mnozstvi sklenénych
kuli¢ek a smés byla umisténa do autoklavu na 4 hodiny pti 121 °C. Po ochlazeni na 45 °C byl
roztok zcentrifugovan a promyt destilovanou vodou.
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Dalsim krokem byla vicenasobna extrakce serii organickych rozpoustédel s rozdilnou
Proteolyza probihala 2 hodiny pii 37 °C. Promyté a zcentrifugované [-glukany byly
zlyofilizovany a ulozeny pfi -40 °C pro dalsi analyzy.

Stanoveni glukanti bylo provedeno dvéma zpusoby: stanovenim celkovych sacharidt dle
Duboise a enzymatickym kitem.

4.6.2 lzolace B-glukanu z kvasinek (I1. Postup)

Tato metoda byla provedena podle postupu z publikace [41], ktery byl pro potieby tohoto
experimentu upraven. Jednalo se o0 méné Setrnou metodu za pouziti zasad a kyselin.

Obdobné jako v pfedchozim experimentu bylo navézeno 20 g lyofilizované biomasy
(Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26). Biomasa byla pfedupravena alkalickym promytim
s roztokem NaOH o pH= 10 po dobu 30 minut. Nésledné byla zcentrifugovana, promyta
destilovanou vodou, poté byla smichana s 3 % roztokem NaCl. Roztok byl inkubovan 24 hodin
pti teploté 55 °C za stalého michani, po uplynuti této doby byl roztok zahtivan 15 minut, po
uplynuti této doby byl roztok zahtivan 15 minut na 80 °C. Po ochlazeni byl roztok opét
centrifugovan a promyt destilovanou vodou. K alkalické Gpravé byl pouzit 1 M roztok NaOH.
Smés byla po 2 hodinach za stalého michani pii 90 °C promyta a nasledné podrobena kyselé
hydrolyze 1 M kyselinou octovou za stejnych podminek pii 80 °C. Nésledovala vicenasobna
organicka extrakce sérii rozpoustédel s rozdilnou polaritou. Po organické extrakci byl sediment
rozdélen na dvé ¢asti, kdy 1. ¢ast byla zlyofilizovana a ponechéna pro budouci analyzy. Druha
cast byla podrobena proteolyze za stejnych podminek jako v pfedchozim postupu.

Vyextrahované glukany byly zcentrifugovany a zlyofilizovany. Stanoveni glukand bylo
provedeno dvéma zpusoby: stanovenim neutralnich sacharidti dle Duboise a enzymatickym
kitem.

4.6.3 Enzymatické stanoveni kitem

Metoda zde slouzila ke stanoveni vyizolovanych glukant. Postup u metody byl stejny jako pfi
stanoveni biomasy [32].

4.6.4 Stanoveni neutralnich sacharidi metodou dle Duboise

Tato metoda byla pouzita na stanoveni mnozstvi vyizolovanych glukanti a dalSich sacharidi.
Princip metody je zaloZeny na dehydrataci sacharidii za pomoci koncentrované kyseliny sirové
za vzniku furalu (v piipadé pentos) ¢ 5-hydroxy-methylfuralu (v piipadé hexos). Cervené
zbarveni vznika vlivem kondenzace furalu s fenolem. Absorbance byla méfena pti 490 nm.

Kalibra¢ni fada byla piipravena ze standardu manézy o koncentraci 1 mg-mlt. Rozmezi
koncentraci bylo 0 az 100 pg-ml-t. Do zkumavek bylo pipetovano 1 ml vzorku, 1 ml 5 % fenolu
a 5 ml koncentrované kyseliny sirové. Blank obsahoval misto vzorku 1 ml destilované vody.
Smés se nasledné inkubovala pfti laboratorni teploté 30 minut. Poté se zméftila absorbance pfti
490 nm proti blanku [33].
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4.6.5 Gramovo barveni

Toto barveni se provadélo pouze u postupu izolace I., hned po kroku homogenizace. Do stiedu
podlozniho sklicka byla dana kapka vzorku po homogenizaci, tato kapka byla rozetifena po
podloznim skle. Natér se nechal zaschnout a zafixoval se plamenem. Nasledné se preparat
prevrstvil na 20 sekund roztokem krystalové violeti. Po této dobé byla Krystalicka violet’ slita
a preparat se oplachnul vodou. Po skonceni se preparat prevrstvil asi na 1 minutu Lugolovym
roztokem. Lugoliv roztok se po 1 minuté slil a preparat se oplachnul vodou. Poté se preparéat
odbarvoval asi 20 az 30 sekund 96 % ethanolem. A oplachoval se tak dlouho dokud odchazelo
barvivo, nasledné se roztok oplachnul vodou. Dobarvovani se provadélo zfedénym roztokem
karbolfuchsinu po dobu 1 minuty. Po skonceni dobarvovani se preparat oplachnul vodou a byl
susen na vzduchu. Po ususeni se preparat sledoval pod mikroskopem. Po mikroskopem bylo
vidét rizoveé zbarvené rozbité buiiky kvasinky a neporusené buiky mély fialovou barvu.

4.6.6 Stanoveni celkovych proteini dle Biureta

Princip této metody spociva ve tvorbé fialové zbarvenych chelati médi s bilkovinou. Nejdiive
se pripravila kalibra¢ni fada, kde se pipetovalo 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 ml bilkovinného standardu
(3 mg/ml) a objem se doplnil na 3 ml fyziologickym roztokem. Do kazdé zkumavky se ptidalo
0,3 ml Biuretova ¢inidla. Kalibra¢ni fada se nechala 20-30 minut stat a po této dob¢ se zméfila
absorbance pii 550 nm proti slepému vzorku. Pfi méfeni vzorku se do 2 zkumavek odméfil
1 ml vzorku a objem se doplnil na 3 ml fyziologickym roztokem. Nakonec se piidalo 0,3 ml
Biuretova Cinidla a vzorek se nechal 20-30 minut stat. Absorbance se méfila pii 550 nm [33].

4.6.7 MTT test

Metoda zde slouZila ke stanoveni U€inku vyizolované smési glukanli a sacharidli na lidskou
bunécnou linii HaCaT. Postup u metody byl stejny jako pfi stanoveni biomasy.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace se zaméfuje na charakterizaci vzorkl biomasy u vSech vybranych kment kvasinek.
A déle naizolaci a stanoveni glukant.

5.1 Stanoveni vzorki biomasy

Tabulka 7 obsahuje vytéznost jednotlivych lyofilizovanych biomas kvasinek z kultivace.
Tabulka 7: Mnozstvi ziskané lyofilizované biomasy z Kultivace.

Mnozstvi ziskané biomasy [g/1]
Metschnikowia pulcherrima 9,2
Cystofilobasidium infirmominiatum 9,8
Rhodotorula kratochvilovae 9,5
Rhodotorula kratochvilovae z fermentoru 18,5

5.1.1 Stanoveni glukana enzymatickym kitem

Glukany jsou vyznamné Ilatky slé¢ivymi ucinky. Jednd se o dobré antioxidanty,
imunomoduléatory, dale dokazou snizit cholesterol, napomoci pii cukrovee, nebo pomahaji pti
1é¢beé popalenin [3].

Metoda je zaloZena na hydrolyze bunécné stény a na enzymatickém rozkladu polysacharida
na jednotlivé D-glukdzy. Mnozstvi B-glukant se uréi z rozdilu celkového obsahu glukanii a
obsahu a-glukand. Jedna se stanoveni (3-glukanti z kvasinek pomoci komeréné dodavané sady
od firmy Megazyme [32].

Stanoveni bylo provedeno na lyofilizovanych vzorcich biomasy. V grafu 1 je vidét, ze
nejvyssiho obsahu glukant dosahuje kvasinka Metschnikowia pulcherrima 12,23 %. Nejvyssi
obsah  a-glukani obsahuje Rhodotorula kratochvilovae 5,47 %, kultivovana
v Erlenmeyerovych bankach. Nejvy$si obsah [-glukanti nalezneme u Metschnikowia
pulcherrima 11,83 %.
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Graf 1: Obsah glukanii ve vybranych lyofilizovanych biomaséach kvasinek. Rhodotorula
kratochvilovae F oznacuje kvasinku Rhodotorula Kratochvilovae, ktera byla kultivovana ve
fermentoru. Ostatni kmeny byly kultivovany v Erlenmeyerovych barikdch.

5.1.2 Antioxidaéni aktivita

Ke stanoveni antioxidac¢ni aktivity byla pouzita metoda TEAC, kterd hodnoti schopnosti vzorku
zhaset kation-radikal ABTS-*. Zhaseni se sleduje spektrofotometricky diky zméné absorp¢niho
spektra pii vlnové délce 734 nm. Vysledna antioxida¢ni aktivita vzorku se porovna
s antioxidac¢ni aktivitou syntetické standardni latky (derivatem vitaminu A s nazvem Trolox)
[33].

Byla stanovena antioxidacni aktivita vzorkti biomasy. Vysledna antioxidac¢ni aktivita je
uvedena v mg/g vzorku. Vysledky byly vyhodnoceny podle kalibra¢ni rovnice: y = 1,0134x.
V grafu 2 mame uvedeny antioxida¢ni G¢inky pro lyofilizovanou biomasu, kterd byla
kultivovana v Erlenmeyerovych banikach nebo ve fermentoru. Nejvys$si antioxidacni aktivita
5,993 mg TEAC/g mé¢la kvasinka Rhodotorula kratochvilovae, ktera byla jako jedina
kultivovana ve fermentoru. KdyZz tento vysledek antioxida¢ni aktivity porovname
s antioxida¢ni aktivitou zeleného ¢aje GREEN TEA od firmy TEEKANNE, ktery ma v horkém
nalevu antioxida¢ni aktivitu 14,28 mg TEAC/ml po 10 minutach vyluhu [42]. Je vidét, ze
antioxidacni hodnota tohoto Caje je témct trojnasobnd oproti nejvyssi antioxidacni aktivité
u kvasinky Rhodotorula kratochvilovae, ktera byla jako jedina kultivovana ve fermentoru.

Rozdil antioxida¢ni aktivity mezi kvasinkou Rhodotorula kratochvilovae kultivovanou ve
fermentoru a v Erlenmeyerovych bankach neni velky. Pravdépodobné mohla byt vyssi
antioxidacni aktivita zptisobena fizenym provzdusnovanim béhem kultivace ve fermentoru.
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Graf 2: Antioxidacni aktivita lyofilizované biomasy. Rhodotorula kratochvilovae F
oznacuje kvasinku Rhodotorula kratochvilovae, kterd byla kultivovana ve fermentoru. Ostatni
kmeny byly kultivovany v Erlenmeyerovych bankdich. TEAC neboli trolox equivalent
antioxidant capacity, jednd se o vyjadreni antioxidacni kapacity v prepoctu na mmnozstvi
standardu troloxu.

V grafu 3 nalezneme antioxida¢ni aktivitu pro zivé biomasy, ktera byla stanovena pro kmeny
kultivované v Erlenmeyerovych bankach. Nejvyssi antioxida¢ni aktivitu 13,496 mg TEAC/g
ma kvasinka Cystofilobasidium infirmominiatum. V porovnédni s antioxida¢ni aktivitou
zeleného ¢aje GREEN TEA od firmy TEEKANNE, ktery ma v horkém nalevu antioxidacni
aktivitu 14,28 mg TEAC/ml po 10 minutach vyluhu [42]. Je vidét, ze antioxida¢ni aktivita
tohoto ¢aje je jen o trochu vyssi nez naméfend hodnota antioxidaéni aktivity u zivé biomasy
Cystofilobasidium infirmominiatum.
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Graf 3: Antioxidacni aktivita Zive biomasy. TEAC neboli trolox equivalent antioxidant
capacity, jednd se o vyjadreni antioxidacni kapacity v prepoctu na mnozstvi standardu troloxu.
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V grafu 4 nalezneme antioxida¢ni aktivitu pro mrtvou biomasu, ktera byla stanovena pro
kmeny kultivované v Erlenmeyerovych bankach. Nejvyssi antioxidaéni ucinek 14,097 mg
TEAC/g mé kvasinka Cystofilobasidium infirmominiatum. V porovnani s antioxida¢ni
aktivitou zeleného ¢aje GREEN TEA od firmy TEEKANNE, ktery ma v horkém nalevu
antioxida¢ni aktivitu 14,28 mg TEAC/mI po 10 minutach vyluhu [42]. Je vidét, Ze antioxidaéni
hodnota tohoto ¢aje je jen o trochu vyssi nez naméfend hodnota antioxidacni aktivity u mrtvé
biomasy kvasinky Cystofilobasidium infirmominiatum.
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Graf 4: Antioxidacni ucinek mrtvé biomasy. TEAC neboli trolox equivalent antioxidant
capacity, jedna se o vyjadreni antioxidacni kapacity v prepoctu na mnozstvi standardu troloxu.
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5.1.3 Antimikrobialni uéinek

Antibakterialni ucinek je schopnost latky inhibovat rist jiného mikroorganismu. Byl stanoven
antimikrobialni G¢inek sledovanim vzorku proti modelovym mikroorganismt. Antimikrobialni
ucinek vzorkd biomasy byl stanoven proti modelovym mikroorganismim kvasince Candida
glabrata, proti grampozitivni bakterii Micrococcus luteus a proti gramnegativni bakterii
Serratia marcescens. Tyto mikroorganismy byly vybrény jako z&stupci z jednotlivych skupin
mikroorganismi.

Byla stanovena antimikrobialni aktivita proti modelovému mikroorganismu kvasince
Candida glabrata. V grafu 5 nalezneme antimikrobialni u¢inek lyofilizované biomasy proti
kvasince Candida glabrata. Nejvyssi antimikrobialni Gi¢inek proti kvasince Candida glabrata
u lyofilizované biomasy byl u kvasinky Rhodotorula kratochvilovae, v ptipadé kvasinky
kultivované v Erlenmeyerovych bainkach i v piipadé kultivace ve fermentoru. Nejvyssi hodnota
na antimikrobidlniho ucinku proti kvasince Candida glabrata byla naméfena 25,7 %
u lyofilizované kvasinky Rhodotorula kratochvilovae, kultivované ve fermentoru pii ziedéni
vzorku 0,0021 g/ml.
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Graf 5: Antimikrobidalni ucinek proti kvasince Candida glabrata. Rhodotorula
kratochvilovae F oznacuje kvasinku Rhodotorula Kratochvilovae, ktera byla kultivovana ve
fermentoru. Ostatni kmeny byly kultivovany v Erlenmeyerovych baiikach. Antimikrobiélni
ucinek udava kolik % bunék modelového mikroorganismu se inhibuje vzorkem. Ziedéni vzorku
udava koncentraci vzorku, kterd piisobi na modelovy mikroorganismus. 1 odpovida koncentraci
0,067 g/ml a 11 odpovida ziedeni 0,000065 g/ml, vzorek byl naredén vidy na polovicni
koncentraci.
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V grafu 6 nalezneme antimikrobialni u¢inek lyofilizované biomasy proti modelovému
mikroorganismu grampozitivni bakterii Micrococcus luteus. Nejvyssi antimikrobialni uc¢inek
byl u kvasinky Rhodotorula kratochvilovae v ptipadé¢ kultivace ve fermentoru. Druhy nejvyssi
antimikrobialni u¢inek méla kvasinka Cystofilobasidium infirmoniatum. Nejvyssi hodnota na
antimikrobialniho u¢inku proti grampozitivni bakterii Micrococcus luteus byla naméfena
22,98 % u lyofilizované kvasinky Rhodotorula kratochvilovae, kultivované ve fermentoru pfi
ziedéni 0,033 - 0,00013 g/ml. Pii zfedéni 0,00026 g/ml nebyl detekovan zadny mikrobialni
ucinek u kvasinky Rhodotorula kratochvilovae, kultivované v Erlenmeyerovych barkach. Dale
nebyl antimikrobidlni u¢inek detekovan u ziedéni 0,00013 g/ml u kvasinek Metschnikowia
pulcherrima a u Rhodotorula kratochvilovae, kultivované v Erlenmeyerovych bankach.
U ziedéni vzorku 0,000065 g/ml byl antimikrobialni ucinek detekovan jen u kvasinky
Rhodotorula Kratochvilovae kultivované ve fermentoru.
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Graf 6. Antimikrobialni ucinek proti grampozitivni bakterii Micrococcus luteus.
Rhodotorula kratochvilovae F oznacuje kvasinku Rhodotorula kratochvilovae, kterd byla
kultivovana ve fermentoru. Ostatni kmeny byly kultivovany v Erlenmeyerovych barikdch.
Antimikrobialni ucinek udava kolik % bunék modelového mikroorganismu se inhibuje vzorkem.
Zredeni vzorku udava koncentraci vzorku, ktera pusobi na modelovy mikroorganismus. 1
odpovida koncentraci 0,067 g/ml a 11 odpovida ziedeni 0,000065 g/ml, vzorek byl naredeén
vzdy na polovicni koncentraci.

V grafu 7 nalezneme antimikrobialni aktivita lyofilizované biomasy na gramnegativni
bakterii Serratia marcescens. Nejvyssi antimikrobialni G¢inek byl u kvasinky Rhodotorula
kratochvilovae v pripadé kultivace ve fermentoru. Druhy nejvyssi antimikrobialni u¢inek méla
kvasinka Rhodotorula kratochvilovae v piipad¢ kvasinky kultivované v Erlenmeyerovych
bankéach.

Nejvyssi hodnota na antimikrobialniho G¢inku proti negativni bakterii Serratia marcescens
byla namétena 28,21 % u lyofilizované kvasinky Rhodotorula kratochvilovae, kultivované ve
fermentoru pii ziedéni vzorku 0,067 g/ml. Antimikrobialni G¢inek nebyl detekovan u ziedéni
0,00013 g/ml u kvasinky Rhodotorula kratochvilovae, kultivované v Erlenmeyerovych
bankach. U zfedéni vzorku 0,000065 g/ml byl antimikrobialni u¢inek detekovan jen u kvasinky
Metschnikowia pulcherrima.
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Graf 7: Antimikrobialni ucinek proti gramnegativni bakterii Serratia marcescens.
Rhodotorula kratochvilovae F oznacuje kvasinku Rhodotorula kratochvilovae, kterd byla
kultivovana ve fermentoru. Ostatni kmeny byly kultivovany v Erlenmeyerovych barikdch.
Antimikrobialni ucinek udava kolik % bunék modelového mikroorganismu se inhibuje vzorkem.
Zredeni vzorku uddva koncentraci vzorku, kterd piisobi na modelovy mikroorganismus. 1
odpovida koncentraci 0,067 g/ml a 11 odpovida ziedeni 0,000065 g/ml, vzorek byl nareden
vzdy na polovicni koncentraci.

5.1.4 Antimikrobialni a¢inek — Agarova difuzni metoda

Antimikrobialni u¢inek je schopnost latky inhibovat rast mikroorganismd. Test byl proveden
pro zjisténi, jestli se u n€které¢ho z testovanych vzorkii neobjevi inhibi¢ni zona, ta by znamenala,
ze dany vzorek ma antimikrobidlni ucinek proti danému mikroorganismu.

Test na antimikrobialni Gcinek byl proveden proti modelovym mikroorganismiim. Byl
proveden test na antimikrobidlni ucinek proti gramnegativni bakterii Escherichia coli, zde
nebyla zjist€éna Zadnd inhibiéni zona u testovanych vzorkid. Jedinou inhibi¢ni zénu mél
kontrolni vzorek antibiotik ampicilin o koncentraci 10 mg/100 ml. Ampicilin mél pramérnou
inhibi¢ni zonu 4,31 mm. Druhy test na antimikrobialni G¢inek byl proveden proti modelové
grampozitivni bakterii Micrococcus luteus. Zde byla zjisténa jedna inhibi¢ni zona u kvasinky
Rhodotorula kratochvilovae kultivované ve fermentoru, kde primérné inhibi¢ni zona byla
4,25 mm. Druhou inhibi¢ni zonu mél kontrolni vzorek antibiotik, ampicilin mél primeérnou
inhibi¢ni zénu 11,5 mm.
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5.1.5 Stanoveni karotenoidi (HPLC)

Toto stanoveni bylo provedeno z diivodu charakterizace biomasy kvasinek, jelikoz biomasa
obsahuje rizné aktivni latky, které mohou mit podobné t¢inky jako -glukany. Pomoci metody
HPLC byl stanoven obsah karotenoidu v lyofilizovanych kulturach kvasinek.

V tabulce 8 nalezneme charakterizaci slozeni kvasinky Metschnikowia pulcherrima.
V grafu 8 nalezneme obsah lipofilnich latek v biomase kvasinky Metschnikowia pulcherrima.
U této kvasinky nebyly detekovany zadné karotenoidy, protoze tato kvasinka obsahuje pigment
pulcherimin, ktery neni karotenoidni povahy.

Tabulka 8: Charakterizace slozeni kvasinky Metschnikowia pulcherrima.

Koncentrace Koncentrace
[ng/mlI] [mg/g suché biomasy]
Ergosterol 4,204 0,210
Ubichinon 9,374 0,469
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Graf 8: Obsah lipofilnich latek v biomase kvasinky Metschnikowia pulcherrima.

V tabulce 9 nalezneme charakterizaci slozeni kvasinky Cystofilobasidium infirmominiatum.
V grafu 9 nalezneme slozeni lipofilnich latek v biomase kvasinky Cystofilobasidium
infirmominiatum, kde byl obsah celkovych karotenoidti stanoven na 0,007 mg/g. Podminky
kultivace nebyly vhodné pro produkci karotenoidd, kde majoritu  tvofil
B-karoten. Produkce dalSich karotenoidi typickych pro tento kmen (torulen, torularhodin) byla
pod limitem detekce, a tudiz neni ve vysledcich zahrnuta.

Tabulka 9: Charakterizace slozeni kvasinky Cystofilobasidium infirmominiatum.

Koncentrace Koncentrace
[ng/mi] [mg/g suché biomasy]
Ergosterol 18,807 0,940
Ubichinon 26,992 1,350
B-karoten 0,127 0,006
Celkové karotenoidy 0,142 0,007
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Graf 9: Obsah lipofilnich latek v biomase kvasinky Cystofilobasidium infirmominiatum.

V tabulce 10 nalezneme charakterizaci slozeni kvasinky Rhodotorula kratochvilovae.
V grafu 10 nalezneme slozeni lipofilnich latek v biomase u kvasinky Rhodotorula
kratochvilovae. U této kvasinky byl obsah celkovych karotenoidii stanoven na 0,146 mg/g.

Tabulka 10: Charakterizace slozeni kvasinky Rhodotorula kratochvilovae.

Koncentrace Koncentrace
[Hg/ml] [mg/g suché biomasy]
Ergosterol 35,803 1,790
Ubichinon 59,096 2,955
Torularhodin 0,897 0,045
Torulen 1,841 0,092
B-karoten 1,056 0,053
Celkové karotenoidy 2,916 0,146
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m Beta-karoten [mg/g biomasy * 10] m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy *10]

Graf 10: Obsah lipofilnich latek v biomase kvasinky Rhodotorula kratochvilovae.
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V tabulce 11 nalezneme charakterizaci slozeni kvasinky Rhodotorula kratochvilovae,
kultivované ve fermentoru. V grafu 11 nalezneme sloZeni lipofilnich latek v biomase
u kvasinky Rhodotorula kratochvilovae, kultivované ve fermentoru. U této kvasinky byl obsah
celkovych karotenoidii stanoven na 0,374 mg/g. Vétsi mnozstvim celkovych karotenoidt
u Rhodotorula kratochvilovae kultivované ve fermentoru, nez u kvasinky Rhodotorula
kratochvilovae kultivované v Erlenmeyerovych bafikach mohlo byt zpusobeno fizenym
provzdusiovanim béhem kultivace ve fermentoru.

Tabulka 11: Charakterizace slozent kvasinky Rhodotorula kratochvilovae z fermentoru.

Koncentrace Koncentrace
[ng/ml] [mg/g suché biomasy]
Ergosterol 59,091 2,955
Ubichinon 46,700 2,335
Torularhodin 21,254 1,063
Lycopen 1,022 0,051
Torulen 2,056 0,103
B-karoten 1,330 0,066
Celkové karotenoidy 7,473 0,374
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Graf 11: Obsah lipofilnich latek v biomase kvasinky Rhodotorula kratochvilovae
z fermentoru.
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5.1.6 Stanoveni mastnych kyselin (GC)

Mastné kyseliny patii do skupiny lipidd. Jedna se o karboxylové kyseliny, pocet uhlikl v fetézci
je 4 az 26 uhlikt. Mastné kyseliny jsou nejvyznamnéjsi vyzivovou slozkou lipida [6].

Mastné kyseliny byly stanoveny pomoci transesterifikace, neboli pievedenim na
methylestery. Méfeni probihalo u lyofilizované biomasy. Stanoveni bylo provedeno z divodu
potieby charakterizace kvasinkové biomasy. V grafu 12 jsou uvedeny koncentrace mastnych
kyselin pro kvasinky Metschnikowia pulcherrima. Bylo identifikovano 10 majoritnich

mastnych kyselin. Nejvyssi zastoupeni méla kyselina olejova, jejiz zastoupeni bylo 49,74 %.

lc,gg:"lA) 5723:50 ()(,:i% :02) 5(?6196:004 = Palmitova kyselina
C18:3d6 il C16:1 Palmitoolejova kyselina
0,42 % 8,06 % Heptadecenova kyselina
C18:2¢c C17301 Stearova kyselina
Pl 4§11 8/;)) Olejova kyselina
1,90 % Linolova kyselina
C18:1c m y-linolenova kyselina
49,74 % = Eicosenova kyselina

® Eicosapentaenova kyselina

® Erukova kyselina

Graf 12: Zastoupeni mastnych kyselin v kvasince Metschnikowia pulcherrima.

Dalsi stanovovanou kvasinkou byla Cystofilobasidium infirmominiatum, v této kvasince
bylo identifikovano 7 majoritnich mastnych kyselin. Nejvyssi zastoupeni v kvasince méla
kyselina linolova 43,51 %. Vysledky jsou uvedeny v grafu 13.

C15:0
C()l 5213(33 0,32 % C16:0 Pentadekanova kyselina
’ °\] 13.22 % .
m Palmitova kyselina
__C18:0 . .
C18:2¢ 637 % Stearova kyselina
43,51 % /\C16:1 m Palmitoolejova kyselina
0,21 % Olejova kyselina
Cl8:1c
36,13 % Linolova kyselina

® o-linolenova kyselina

Graf 13: Zastoupeni mastnych kyselin v kvasince Cystofilobasidium infirmominiatum.
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U kvasinky Rhodotorula kratochvilovae bylo zjisténo nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové
63,27 %. Celkem se zjistilo, Ze kvasinka obsahuje 7 druht mastnych kyselin, které jsou uvedeny
v grafu 14.

C18:3d3
0,27 %
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094 %

Cl18:2c
12.73 % Cle:0 C18:0 Myristova kyselina
’ 17,55 % 2,50 %
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2,74% ™ Stearova kyselina

Palmitoolejova kyselina

Cl18:1c Olejova kyselina
63,27 % Linolova kyselina

B -linolenova kyselina

Graf 14: Zastoupeni mastnych kyselin v kvasince Rhodotorule kratochvilovae.

V Rhodotorule kratochvilovae, které byla kultivovana ve fermentoru, byl zjistén obsah
9 mastnych kyselin. Nejvyssi obsah méla kyselina olejova 33,99 %. Zbylé hodnoty jsou
uvedeny v grafu 15.
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33,99 % 0,71 % ¢jova kyselina
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0,65% ™ o-linolenové kyselina

Graf 15: Zastoupeni mastnych kyselin v kvasince Rhodotorule kratochvilovae z fermentoru.

Celkové zastoupeni dilezitych mastnych kyselin u nédmi testovanych lyofilizovanych
biomas jsou uvedeny v grafu 16. Bylo zjisténo, nejvyssi zastoupeni kyselin olejové ma kvasinka
Rhodotorula kratochvilovae, kterd byla kultivovana v Erlenmeyerové barce, pravdépodobné
diky jejimu zptsobu kultivace, bylo procento kyseliny olejové v kvasince vysoké. Nejvyssi
obsah kyselina palmitova méla téz kvasinka Rhodotorula kratochvilovae, ovsem tentokrat
kultivovana ve fermentoru. Nejvyssi obsah kyseliny stearové a kyseliny linolové byl detekovan
u kvasinky Cystofilobasidium infirmominiatum.
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Graf 16: Graf celkového zastoupeni dilezitych mastnych kyselin u lyofilizované biomasy.

V grafu 17 nalezneme mnozstvi PUFA, MUFA a SFA pro jednotlivé kvasinky. Bylo
zjisténo, Ze nejvyssi hodnotu 35,78 % SFA ma Rhodotorula kratochvilovae z fermentoru.
Nejvyssi hodnotu 66,01 % MUFA ma Rhodotorula kratochvilovae. A nejvyssi hodnotu
43,75 % PUFA ma Cystofilobasidium infirmominiatum.

Rozdil v poméru PUFA, MUFA a SFA u Rhodotorula kratochvilovae z fermentoru
a Rhodotorula kratochvilovae byl pravdépodobné zptsobeny rozdilnym zptisobem kultivace.
Kdy pfi kultivaci ve fermentoru bylo vzdu$néni fizeno, ale u kultivace v Erlenmeyerovych
bankach bylo obsazeno mensi mnozstvi vzduchu v roztoku. Dale u kultivace ve fermentoru byl
vétsi objem biomasy, ktery mohl zptsobit mens$i obsah Zivin v médiu a hor$i promichavani
roztoku. Jednotlivé slozky maji své specifické ucinky. SFA neboli nasycena mastna kyselina je
kyselina, ktera neobsahuje Zadnou dvojnou vazbu a pti pokojové teploté¢ ma tuhou konzistenci.
MUFA neboli mononenasycené mastné kyseliny obsahuji 1 dvojnou vazbu. PUFA neboli
polynenasycené mastné kyseliny obsahuji vice dvojnych vazeb [6].
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Graf 17: Slozeni mastnych kyselin uvedeno v procentudlnim zastoupeni. F znaci kultivaci
ve fermentoru, ostatni kultivace byli provedeny v Erlenmeyerovych bankdach.

46



5.1.7 MTT test

MTT tetrazoliovy test je test pro zjiSténi metabolické aktivity zivych bunék. Test je zalozen na
enzymatické redukci slabé zbarvené tetrazoliové soli na formazan, ktery ma intenzivné fialovou
az modrou barvu. Pro tyto zbarveni lze zméfit absorbanci pomoci spektrofotometru ELISA.
Ziskana absorbance by méla byt pfimo imérna poctu zivych bunék za spravnych podminek
[38].

Pii MTT testu byla testovana ziva, mrtva a lyofilizovand biomasa. Biomasa byla takto
upravena, aby mohlo byt zjisténo, ktera z uprav ma nejlepsi cytotoxické ucinky na mysich
melanomnich burikach. Jako blank byly pouzity buriky bez extraktu biomasy. Testovani
probihalo na mysich melanomnich buikdch B16F1 na 11 pasazi. Nékteré z pozorovanych
vzorkl vykazovaly cytotoxicitu pfi urcité koncentraci.

Stanovované vzorky vykazovaly cytotoxicitu u vSech vzork lyofilizované biomasy
s koncentraci nad 0,025 g/ml. Nejvyssi cytotoxicitu vykazovala lyofilizovand kvasinka
Rhodotorula kratochvilovae a Cystofilobasidium infirmominiatum, které vykazovaly viabilitu
az 30 %, tedy inhibici 70 %, i pfi koncentraci 0,025 g/ml. Hodnoty viability bunék pro
lyofilizovanou biomasu nalezneme v grafu 18.
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Graf 18: Zavislost viability bunék na koncentraci vzorku. Viabilita bunék je uvedena v % a
znaci kolik procent bunék ziistane zivych pri urcité koncentraci vzorku. Viabilita bunék byla
sledovana u lyofilizované biomasy: 2 — Metschnikowia pulcherrima, 6 — Cystofilobasidium
infirmominiatum, 15 — Rhodotorula kratochvilovae, 15F — Rhodotorula kratochvilovae
kultivovana ve fermentoru.
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V grafu 19 byl zaznamenan inhibi¢ni G¢inek vzorki zivé biomasy u kvasinek Metschnikowia
pulcherrima a u kvasinek Cystofilobasidium infirmominiatum. U kvasinky Metschnikowia
pulcherrima, dosahovala inhibice bunék 40 % pii koncentraci 0,025 g/ml. Cytotoxicity
dosahovat vzorek zivé biomasy kvasinky Cystofilobasidium infirmominiatum, jejiz inhibi¢ni
ucinek na bunkach byl 65 % pii koncentraci 0,006 g/ml. Nejvyssi inhibice bun¢k 70 % (viability
30 %) bylo doséhnuto u této kvasinky pii koncentraci 0,025 g/ml.
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Graf 19: Zavislost viability bunék na koncentraci vzorku. Viabilita bunék je uvedena v % a
znaci kolik procent bunék ziistane zivych pri urcité koncentraci vzorku. Viabilita bunék byla
sledovana u zivé biomasy: 2 — Metschnikowia pulcherrima, 6 — Cystofilobasidium
infirmominiatum, 15 — Rhodotorula kratochvilovae.

cwwvr

byla detekovana u kvasinky Metschnikowia pulcherrima pti koncentraci 0,05 g/ml a to 30 %
inhibovanych bun¢k. Hodnoty viability bun¢k nalezneme v grafu 20.
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Graf 20: Zavislost viability bunék na koncentraci vzorku. Viabilita bunék je uvedena v % a
znaci kolik procent bunék ziistane zZivych pri urcité koncentraci vzorku. Viabilita bunék byla
sledovana u mrtvé biomasy: 2 — Metschnikowia pulcherrima, 6 — Cystofilobasidium
infirmominiatum, 15 — Rhodotorula kratochvilovae.

48



V celkovém grafu 21 mlzeme vidét, ze vyrazné¢ vyssi cytotoxicitu dosahovala Zziva
a lyofilizovand biomasa. Naopak mrtva biomasa, ktera se upravila povafenim, vykazovala
vyrazn€ niz8i cytotoxicitu. Pfi maximalni koncentraci u mrtvé biomasy 0,05 g/ml, dosahovala
nejvyssi cytotoxicity kvasinka Metschnikowia pulcherrima, ktera inhibovala 30 % mysSich
nadorovych bunék (Zivych zlstalo 70 %). Druhou nejvyssi cytotoxicitu vykazovaly kvasinky
upravene lyofilizaci, kde u kvasinek Rhodotorula kratochvilovae zacala viabilita bun¢k vyrazné
klesat pii koncentraci 0,0125 g/ml a nejvyssi cytotoxicity inhibice 70 % mysich nadorovych
bunék dosahovaly vSechny vzorky pii koncentraci 0,1 g/ml. OvSem prvni kvasinky, které této
cytotoxicity dosahly byly kvasinky Cystofilobasidium infirmominiatum a Rhodotorula
kratochvilovae (kultivovana v Erlenmeyerové bance) jiz pfi koncentraci 0,025 g/ml. U zivé
biomasy muzeme vidét, Ze nejvySsi cytotoxicity dosahuje kvasinka Cystofilobasidium
infirmominiatum, které se vyrazné zvysuje cytotoxicita na 65 % mrtvych bun¢k pii koncentraci
0,00625 g/ml a nejnizsi koncentrace zivych bunék 30 % dosahuje pti koncentraci 0,025 g/ml.
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Graf 21: Celkovy graf zavislosti celkové viability bunék na koncentraci vzorki. Viabilita

bunék je uvedena v % a znaci kolik procent bunék ziistane zivych pri urcité koncentraci
vzorku. Celkovy graf viability bunék, kde byla viabilita sledovana na u vzorkii biomasy: 7 —
Ziva biomasa, M — mrtva biomasa, L — lyofilizovana biomasa,
2 — Metschnikowia pulcherrima, 6 — Cystofilobasidium infirmominiatum, 15 — Rhodotorula
kratochvilovae, 15F — Rhodotorula kratochvilovae kultivovana ve fermentoru.
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5.2 Stanoveni vyizolovanych smési glukant

Navazka pro kazdy izolacni postup byla 20 g lyofilizované kvasinky Rhodotorula
kratochvilovae kultivované ve fermentoru, z této navazky byly izolovany B-glukany pomoci
dvou optimalizovanych izola¢nich postupt. Z I. postupu izolace bylo vytézeno 3,44 g smési
glukand a jinych sacharidu z 20 g biomasy. Vytézek I. postupu izolace po proteolyze byl
2,15 g smési glukant a jinych sacharidt z 20 g biomasy.

Z 1. postupu izolace bylo vytéZeno 2,98 g smési glukant a jinych sacharidt z 20 g biomasy.
Vytézek II. postupu izolace po proteolyze byl 2,92 g smési glukanti a jinych sacharidt z 20 g
biomasy.

Tabulka 12: vyteznost jednotlivych postupii izolaci glukanii.

Pied proteolyzou Po proteolyze

Vytézek (g) | % vytéznost izolace | Vytézek (g) | % vytéznost izolace
|. postup 3,44 17,21 2,15 10,74
Il. postup 2,98 14,90 2,92 14,60

5.2.1 Gramovo barveni

Toto kontrolni stanoveni nam ukézalo, kolik bun¢k se homogenizaci rozbilo a kolik jich zlistalo
neporusenych. Po homogenizaci ultrazvukem bylo zjisténo, Ze zhruba 50 % bun¢k je stale
neporuSenych. Proto by bylo vhodné pro dalsi experimenty zvolit a€innéjsi a agresivnéjsi formu
na rozruseni bun¢k. Gramovo barveni bylo provedeno u 1. postupu izolace glukant v kroku
homogenizace.

128031024 | 202170714 154851

- » P2 S ‘..’ a ~ .J

Obrazek 2: Gramovo barveni 80 x zvétSeno. Po mikroskopem bylo vidét riuzové zbarvené
rozbité bunky kvasinek a neporusené bunky kvasinek mély fialovou barvu.
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5.2.2 Stanoveni glukana enzymatickym kitem

Pomoci enzymatického kitu bylo stanoveno mnozstvi (-glukanti ve vyizolovanych vzorcich.
Nejvice vyizolovanych -glukant bylo stanoveno u postupu II. v kombinaci s proteolyzou, kde
hodnota dosahovala 8,16 %. V grafu 22 je obsazeny i srovnavaci vzorek lyofilizované biomasy
Rhodotorula kratochvilovae, u které se za pomoci izola¢niho postupu pfi enzymatickém
stanoveni kitem povedlo vyizolovat 8,02 %. V piipadé vyizolované smési -glukanu a jinych
cukrii se predpoklada vyssi aktivita u této smési neZ u [-glukant obsazenych v buné¢éné sténé
kvasinek.
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o-glukany
121 10,94 % = B-glukany
S 9.68 %
=1 0re 879%
EP 8,02% 7,14 % 7,84 % 8,16 %
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S 4]
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Rhodotorula I postup pred I postup po Il postup pred II. postup po
kratochvilovae  proteolyzou proteolyze proteolyzou proteolyze

Graf 22: Obsah glukanii ve vzorcich vyizolovanych glukanii. Prvni vzorek je kontrolni,
Jjedna se o pitvodni biomasu. Zbylé 4 vzorky jsou vyizolované glukany z I. a Il postupu.

5.2.3 Stanoveni neutralnich sacharida dle Duboise

Pomoci stanoveni neutralnich sacharidi dle Duboise, bylo zjisténo procentualni zastoupeni
sacharidi ve vyizolovanych vzorcich. Celkové mnozstvi sacharidii bylo potfeba zjistit pro
charakterizaci testovanych vzorkd. Kde nejvyssi mnozstvi sacharidi se povedlo vyizolovat
u postupu II. pied proteolyzou a to 98,60 % sacharidu.

Tabulka 13: Stanoveni sacharidii podle Duboise ve vyizolovanych glukanech.

Procentualni obsah sacharidi [%]

I1. postup po proteolyze

1. postup pied proteolyzou 96,54
I. postup po proteolyze 75,55
I1. postup pied proteolyzou 98,60

76,50
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Dale se stanovoval obsah sacharida v odpadnich frakcich z organické extrakce. Zde bylo
zjisténo, Ze nejvice sacharida se vyizolovalo u postupu | v kroku organické extrakce ve frakci
2, ato 28,05 %. Proto by bylo pro dalsi prace s témito postupy vhodné zvazit, zda v tomto kroku
neupravit smés rozpoustédel. A bylo by pro dalsi experimenty vhodné zjistit o kolik procent

B-glukanii v tomto kroku piijdeme.
Tabulka 14: Obsah sacharidii ve vyextrahovanych rozpoustédlech po organické extrakci.

Procentualni obsah sacharidi [%]
. extrakéni postup: 1. frakce 28,05
I. extrakéni postup: 2. frakce 2,81
1. extrak¢ni postup: 3. frakce 2,46
II. extrakéni postup: 1. frakce 1,05
I1. extrakéni postup: 2. frakce 3,05
I1. extrakéni postup: 3. frakce 0,81

5.2.4 Stanoveni karotenoidi (HPLC)

Dale bylo provedeno stanoveni karotenoidii ve vzorcich odpadnich frakcich po organické
extrakci. Diky tomuto stanoveni bylo zjisténo, zda by byla moznost odpadni frakce vyuzit jako
dal$i zdroje karotenoidii. OvSem pii stanoveni bylo zjiSténo, ze mnozstvi karotenoidi ve
vzorcich je ve velice zanedbatelném mnozstvi, jelikoZ vzorky obsahuji pfedev§im
zdegradované zbytky karotenoida.

V grafu 23 nalezneme charakterizaci slozeni lipofilnich latek jednotlivych frakci po
organické extrakci v I. postupu izolace. Nejvyssi obsah celkovych karotenoidi nalezneme v 2.
frakci, jeho hodnota je 0,003 mg/g. Ve frakci 2 a ve frakci 3 nebyl detekovan zadny [3-karoten,
to bylo zpuisobené nejspise piedchozi izolaci ve frakci 1. Ve frakci 3 nebyl detekovan zadny
tokoferol neboli vitamin E, nebot” veskery vitamin E byl vyizolovan v pfedchozich frakcich.
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Graf 23: Obsah lipofilnich ldtek v odpadu po 1. extrakénim postupu.
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V grafu 24 nalezneme charakterizaci slozeni lipofilnich latek jednotlivych frakci po
organické extrakci v Il. postupu izolace. Nejvyssi obsah celkovych karotenoidi nalezneme
v 1. frakci, jeho hodnota je 0,00086 mg/g. V druhé frakci byl zjistén ve zbytkovém mnozstvi
pouze cholekalciferol neboli vitamin D3 a ergosterol, to bylo nejspiSe zpisobené tim, Ze ostatni
latky se v tomto kroku nevyextrahovali, nebot’ v pfedchozim i v ndsledujicim kroku nalezneme

vSechny latky.
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Graf 24: Obsah lipofilnich latek v odpadu po II. extrakcénim postupu.
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5.2.,5 Stanoveni mastnych kyselin (GC)

Pro toto stanoveni byly pouzity odpadni frakce z organické extrakce pii postupu izolace I a II.
Stanovenim bylo zji$téno kolik mastnych kyselin se da vyextrahovat z odpadnich frakci. Tato
informace je dulezita pro ptipadnou recyklaci odpadnich frakci.

Celkové mnozstvi lipida ve frakci 1 zpostupu | bylo 79,69 %. Stanovenim bylo
identifikovano 10 majoritnich mastnych kyselin, z nichz nejvy$si zastoupeni méla kyselina
olejova. Kyselina olejova méla hodnotu procentualniho zastoupeni 46,87 %. Hodnoty pro
stanoveni obsahu mastnych kyselin ve frakci 1 nalezneme v grafu 25.

C18:3d3 C12:0 C14:0 = Laurova kyselina
: ) :
4,68 %&05 ?/1,04 % P = Myristova kyselina
5,39 % = Palmitova kyselina
cl8:2 [ OC 22 62 :OOA) Stearova kyselina
.2C ’
24,67 % Z_ . m Erukova kyselina
=
’ Lignocerova kyselina
c16:1 = Palmitoolejova kyselina
Cl8:1c 1,07 % ova sy
46,87 % Olejova kyselina

Linolova kyselina

a-linolenova kyselina

Graf 25: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve frakci 1 po organicke extrakci z
postupu I.

Zastoupeni lipidu ve frakci 2 z postupu | bylo 9,09 %. Stanovenim bylo identifikovano 9
majoritnich mastnych kyselin, z nichz nejvyssi zastoupeni méla kyselina olejova. Kyselina
olejova méla hodnotu procentualniho zastoupeni 55,41 %. Hodnoty pro stanoveni obsahu
mastnych kyselin ve frakci 2 nalezneme v grafu 26.

C18:3d6 C14:(?
0,04 %\/_ 0.29% 6C61 ?‘PA) = Myristové kyselina
C16:0 ’ €220 Palmitova kyselina
2%}552(;) 15,00 % / 0,26 % Stearova kyselina
240 Erukova kyselina
0,60 % = Lignocerova kyselina
Cl18:1c Cl6:1 Palmitoolejova kyselina
55,41 % 0,53 % Olejové kyselina

Linolova kyselina

= y-linolenova kyselina

Graf 26: Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve frakci 2 po organické extrakci z
postupu 1.
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Stanovenim bylo identifikovano 12 majoritnich mastnych kyselin ve frakci 3 z postupu I,
ZnichZz nejvySsi zastoupeni méla kyselina olejova. Kyselina olejovd méla hodnotu
procentualniho zastoupeni 49,81 %. Hodnoty pro stanoveni obsahu mastnych kyselin ve frakci
3 nalezneme v grafu 27.
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Graf 27: Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve frakci 3 po organickeé extrakci z
postupu I.

Zastoupeni lipidi ve frakci 1 z postupu Il bylo 81,08 %. Stanovenim bylo identifikovano 12
majoritnich mastnych kyselin, z nichz nejvyssi zastoupeni méla kyselina olejova. Kyselina
olejova méla hodnotu procentudlniho zastoupeni 47,30 %. Hodnoty pro stanoveni obsahu
mastnych kyselin ve frakci 1 nalezneme v grafu 28.
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Graf 28: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve frakci 1 po organické extrakci z
postupu II.
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Zastoupeni lipida ve frakci 2 z postupu Il bylo 35,39 %. Stanovenim bylo identifikovano 8
majoritnich mastnych kyselin, z nichZ nejvyssi zastoupeni méla kyselina linolova. Kyselina
linolova méla hodnotu procentualniho zastoupeni 48,62 %. Hodnoty pro stanoveni obsahu

mastnych kyselin ve frakci 2 nalezneme v grafu 29.

1,63 9 : C24:0
006%- N 1145 5oy, .
’ ® Laurova kyselina
Cle:1 . , .
1,64 % Myristova kyselina
C16:0 C18:3d3 m Erukové kyselina
35,13. % 6,58 % Lignocerova kyselina
Palmitoolejova kyselina
o-linolenova kyselina
4%1232:2; Linolova kyselina
5 ()

Palmitova kyselina

Graf 29: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve frakci 2 po organické extrakci z

postupu 11

Zastoupeni lipida ve frakci 3 z postupu Il bylo 86,67 %. Stanovenim bylo identifikovano 9
majoritnich mastnych kyselin, z nichZ nejvyssi zastoupeni méla kyselina olejova. Kyselina
olejova méla hodnotu procentudlniho zastoupeni 50,09 %. Hodnoty pro stanoveni obsahu

mastnych kyselin ve frakci 3 nalezneme v grafu 30.
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Graf 30: Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve frakci 3 po organické extrakci v

postupu II.
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Celkové zastoupeni dulezitych mastnych kyselin u odpadnich frakci je uvedeno v grafu 31.
Bylo zjisténo, nejvyssi zastoupeni kyselin olejové bylo ve frakci 2 po organické extrakci
v postupu |. Nejvyssi obsah kyseliny palmitové byl u frakce 2 po organické extrakci v postupu
I1. Nejvyssi zastoupeni kyseliny stearové bylo ve frakci 3 po organickée extrakci v postupu I.
Nejvyssi zastoupeni kyseliny linolové bylo ve frakci 2 po organické extrakci v postupu I1.
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Graf 31: Celkové zastoupeni dilezZitych mastnych kyselin v odpadnich frakcich.

V grafu 32 nalezneme mnozstvi PUFA, MUFA a SFA pro jednotlivé odpadni frakce. Bylo
zjisténo, ze nejvyssi hodnotu 43,16 % SFA ma odpadni frakce 2 po organické extrakci
v postupu 1. Nejvyssi hodnotu 55,95 % MUFA ma odpadni frakce 2 po organické extrakci
v postupu I. A nejvyssi hodnotu 55,20 % PUFA ma odpadni frakce 2 po organické extrakci
v postupu Il. PUFA jsou polynenasycené mastné kyseliny, MUFA jsou mononenasycené
mastné kyseliny a SFA jsou nasycené mastné kyseliny.
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Graf 32: Slozeni mastnych kyselin uvedeno v procentualnim zastoupeni. 1 — 1. frakce
z postupu | organické extrakce, 2 — 2. frakce z postupu | organické extrakce, 3 — 3. frakce
z postupu | organické extrakce, 4 — 1. frakce z postupu Il organické extrakce, 5 — 2. frakce
z postupu Il organické extrakce a 6 — 3. frakce z postupu Il organické extrakce.
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5.2.6 Stanoveni celkovych proteinu dle Biureta

Stanovoval se celkovy obsah proteini pro zjisténi celkového zastoupeni proteint
ve vyizolovany vzorcich B-glukand. Bylo zjisténo, Ze po proteolyze se obsah celkovych
proteinti ve vzorcich sniZi, v postupu I. se sniZi o vice neZ polovinu. V druhém postupu se obsah
celkovych proteinti po proteolyze snizi téméf na polovinu.

Tabulka 15: Koncentrace celkovych proteinii ve vzorcich vyizolovanych glukanii.

Koncentrace [mg/ml] | % zastoupeni
L. postup pied proteolyzou 0,086 2,27
I. postup po proteolyze 0,024 0,39
I1. postup pied proteolyzou 0,093 1,30
I1. postup po proteolyze 0,032 0,72

5.2.7 MTT test

MTT tetrazoliovy test je test pro zjiSténi metabolické aktivity zivych bun¢k. Test je zaloZen na
enzymatické redukeci slabé zbarvené tetrazoliové soli na formazan, ktery ma intenzivné fialovou
az modrou barvu. Pro tyto zbarveni lze zméfit absorbanci pomoci spektrofotometru ELISA.
Ziskané absorbance by méla byt pfimo imérnd poctu zivych bunék za spravnych podminek
[38].

Pii MTT testu byl testovan vybrany vyizolovany lyofilizovany vzorek glukant. Byly
zjiStovany cytotoxické ucinky vyizolovaného vzorku na lidskych keratinocytnich butikach
HaCat. Jako blank byly pouzity buiiky bez extraktu vyizolovanych glukant. Lyofilizovany
vzorek vykazoval inhibici bun¢k 80 % pii ziedéni 12,5 %, které odpovidalo koncentraci
keratinocytnich bunék. OvSem je zapotiebi dalSich testd. Bylo by dobré tyto testy jesté
podrobné pfeméfit pti zfedéni vzorku mezi 6,25 % a 12,5 %, aby bylo mozZné zjistit koncentraci,
pii které se inhibujeme presné 50 % bunck.
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Graf 33: Grafvysledkit MTT testu. MTT test pro vyizolovany vzorek glukanii z 1.

extrakcniho postupu po proteolyze. Tento vzorek byl vybran pro jeho vysoky obsah
B-glukanu.

o
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6 ZAVER

Bakalarska prace na téma Testovani biologického ti¢inku glukant na bunéénych liniich in vitro
se zabyvala charakterizaci biomasy, a néasledné izolaci a testovanim glukanti. Nejdiive byla
V této praci charakterizovana biomasa vybranych druht kvasinek Metschnikowia pulcherrima,
Cystofilobasidium infirmominiatum a Rhodotorula kratochvilovae. Biomasa byla
nakultivovana v Erlenmeyerovych bankach a jeden vzorek byl nakultivovan pro porovnani ve
fermentoru. Testovala se biomasa ve tfech formach lyofilizovana, ziva a mrtva biomasa.

Obsah B-glukanu v lyofilizovanych, kvasinkovych biomasach se pohyboval od 6,01 % do
11,83 %. Nejvyssi obsah B-glukanti byl stanoven u biomasy kvasinky Metschnikowia
pulcherrima a to 11,83 %. Dale byla stanovena antioxida¢ni aktivita, u které bylo zjisténo, ze
antioxidacni aktivita lyofilizované biomasy je vyrazné niz$i nez antioxidacni aktivita zivé
amrtvé biomasy. U tohoto stanoveni se vyrazné ménil i pomér ucinku mezi jednotlivymi druhy
kvasinek. U lyofilizované biomasy méla nejvyssi antioxidac¢ni efekt jednoznac¢né kvasinka
Rhodotorula kratochvilovae. Ale u zivé a mrtvé biomasy méla nejvyssi antioxidacni aktivitu
kvasinka Cystofilobasidium infirmominiatum. Antioxida¢ni u¢inek mohl byt u kvasinek
Rhodotorula kratochvilovae a Cystofilobasidium infirmominiatum ovlivnény pfitomnosti
karotenoidd.

Pro optimalizaci izolace B-glukani byla vybrana fermentovana, lyofilizovana biomasa
kvasinky Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26. Tato biomasa byla izolovana pomoci dvou
optimalizovanych izola¢nich postupti. Prvni postup byla Setrna izola¢ni metoda, ktera je Setrna
ke konformaci -glukant, kde byly bufiky rozruSeny pomoci ultrazvukové 1azné a dale byl
B-glukan z bun&nych stén extrahovan smési rozpoustédel. Cést vyizolované smési byla
odebréna a podrobena proteolyze. Druhy izola¢ni postup byl proveden pomoci méné Setrné
metody, kdy byly buniky rozruseny pomoci kyseliny a zasady, a dale byly B-glukany
extrahovany smési rozpoustédel. Cast vyizolované smési byla odebrana a podrobena
proteolyze.

Takto vyizolované vzorky byly dale testovany. Vyizolovana smés glukant a jinych cukri se
stanovovala podle Duboise, kde bylo zjiSténo Ze obsah sacharidii ve vzorcich se pohybuje od
75,55 % do 98,60 %. Nejvyssiho obsah sacharida ve smési 98,60 % bylo dosazeno v II.
izolacnim postupu bez proteolyzy. Toto stanoveni ndm ukéazalo, ze pfevazna vétSina vzorku je
sloZend, ze sacharidl. Dale bylo uréeno slozeni glukani pomoci enzymatického kitu. Obsah
B-glukant se ve vyizolovanych vzorcich pohyboval od 4,81 % do 8,16 %. Nejvyssiho obsahu
B-glukant bylo dosazeno u II. postupu izolace po proteolyze.

59



Prvni MTT testy na upravené biomase byly provedeny na mysich melanomnich bunkach
B16F1. Druhé MTT testy vyizolované smési glukanl a polysacharidi byly provedeny na
lidskych bunéénych liniich HaCaT. Pti porovnani MTT testi bylo zjisténo, ze u lyofilizovanych
vzorkd biomasy byla cytotoxicita nad 50 % inhibovanych bunék zjisténa ve vsech vzorkt
s koncentraci nad 0,025 g/ml. Nejvys§i cytotoxicity zde dosahovala Rhodotorula
kratochvilovae a Cystofilobasidium infirmominiatum, které vykazovaly inhibici bun¢k az
70 % pti koncentraci 0,025 g/ml. U vzorkd zivé biomasy byla zjisténa cytotoxicita u vzorku
kvasinky Cystofilobasidium infirmominiatum, ktera vykazovala pti koncentraci 0,025 g/ml
inhibici bun¢k 70 %. Cytotoxicky ucinek, ktery mize byt ve farmacii vyuzitelny je jiz pfi
koncentraci 0,006 g/ml, pii které dosahuje inhibice 65 % mys$ich melanomnich bunék. Tohoto
u¢inku by mohlo byt vyuZzito pii 1é¢bé rakoviny. U mrtvé (povaiené) biomasy nedosahoval
cytotoxicity zaddny vzorek. Viabilita bunék 70 % se pohybovala nejnize u kvasinky
Metschnikowia pulcherrima pti koncentraci 0,05 g/ml.

Pro MTT test, u vyizolovanych smési glukanii a polysacharidii, byl vybran vzorek
S nejvysSim zastoupenim [-glukani. Testovanym vzorkem byl vzorek z optimalizovaného
postupu izolace Il po proteolyze. Vzorek byl testovan na lidskou buné¢nou keratinocytni linii
HaCat. Tento vzorek vykazoval vysokou cytotoxicitu az 80 % inhibovanych bun¢k pti zfedéni
12,5 %, které odpovida koncentraci 0,00315 g/ml. Z toho vysledku je patrné, Ze vyizolovany
vzorek ma vyssi inhibi¢ni u€inek 1 pfi vyrazné niz$i koncentraci. Pro dal$i prace by bylo dobré
zjistit cytotoxické ucinky mezi zfedénim vyizolovaného vzorku 6,25 % a 12,15 %, aby byla
zjiSténa konkrétni koncentrace pro 50 % inhibici bun¢k. Tento inhibi¢ni u¢inek by mohl byt
vyuzitelny v praxi pti 1é€bé rakoviny, nebot” byl zjiStén inhibi¢ni ucinek smési na lidské kozni
nadorové bunky.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABTS 2,2¢-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat
TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Substances
NB Nutrient Broth

LB Lysogeny Broth

FID Flame lonization Detector

GC Plynovéa chromatografie

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
VIS Visible light

uv Ultraviolet radiation

SFA Nasycené mastné kyseliny

PUFA Polynenasycené mastné kyseliny

MUFA Mononenasycené mastné kyseliny

DMEM Dulbecco$ Modified Eagle Medium

PBS Phosphate Buffer Solution

YPD Yeast Extract-Pepton-Dextrose

pH Vodikovy exponent

SDS Sodium dodecyl sulfate

Cm Koncentrace mobilni faze

Cs Koncentrace stacionarni faze

Kb Distribu¢ni konstanta

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromi
A Absorbance

€ Molarni absorp¢ni koeficient

c Moléarni koncentrace

| Tloustka kyvety
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