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ABSTRAKT

Diplomova préca sa zaobera Stadiom biotechnologicky vyznamnych mikroorganizmov
pomocou Ramanovej spektroskopie. Obsahom teoretickej Casti je stru¢na charakteristika
Ramanovej spektroskopie ako metddy, jej vyuzitie v praxi atiez jej vyzite ako nastroja pre
monitoring biotechnologickych procesov. Praca bola d’alej zamerana na biotechnologicky
vyznamny mikroorganizmus Aureobasidium pullulans, jeho vyuzitie v biotechnologiach a tiez

na prehl'ad nim produkovanych latok, a to najmai kyseliny poly-L-jabl¢nej a pullulanu.

Napliou experimentalnej ¢asti prace bolo §tidium vybranych kmenov A. pullulans, a to
kmena DSMZ, kmenia CCM F148 a kmenia CCM 8182, pomocou Ramanovej spektroskopie
na roznych typoch kultivacnych médii. Predmetom vyskumu experimentalnej Casti bola tiez
produkcia extracelularnych polymérov, kyseliny poly-L-jablénej a pullulanu pomocou
vybranych kmeniov A. pullulans. Cielom prace bolo popisat’ a ur€it’ spektra jednotlivych
kmenov ako aj extracelularnych produktov, predovsetkym pullulanu, vybrat vhodné

produkéné médium, a najvhodnejsi produkény kmen A pullulans.

Pocas experimentalnej prace bolo zistené, Ze najvhodnej$im produkénym kmenom bol
kmenn DSMZ kultivovany na mineralnom médiu s pridavkom kvasni¢ného autolyzatu, ktoré
bolo tiez najvhodnej$im typom média. Obsah naprodukovaného pullulanu bol pri
gravimetrickom stanoveni 6,3 g/L, ¢o potvrdili aj vysledky metédy HPLC. Experimentalne
bolo zistené vSak aj to, Ze Ramanova spektroskopia ako metdda, nie je vhodnd na
kvantifikéciu extracelularnych produktov, avSak je vhodna a tiez bola vyuzita na PCA analyzu

jednotlivych kmenov.

KEUCOVE SLOVA
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ABSTRACT

The diploma thesis deals with the study of biotechnologically significant
microorganisms, using the Raman spectroscopy. Content of the theoretical part is brief
characteristic of Raman spectroscopy as a method, its use in practice and also use as a tool for
monitoring of biotechnologically processes. Thesis was further focus on the
biotechnologically significant microorganism Aureobasidium pullulans, its use in
biotechnology and also for over-produced substances and in particular poly-L-maleic acid and

pullulan.

The content of the experimental part was study of selected strains A. pullulans,
specifically stains as DSMZ, CCM F148 and CCM 8182, using Raman spectroscopy on the
various types of culture media. Subject of practical part research was too production of
extracellular polymers, acid poly-L-apple and pullulan, by selected strains A. pullulans.
Objective of my thesis was described and determinate, spectra of individual strains as well as
extracellular products, mainly pullulan, and then choose suitable production medium and

optimal production strain A. pullulans.

During experimental work was found, that optimal production strain was DSMZ strain
culture on the mineral medium with the addition of yeast autolysate, which was optimal
medium type. The content of the pullulan produced was for gravimetric determination,
6,3g/L, which also confirmed the results of the HPLC method. It was experimentally found,
that Raman spectroscopy isn’t suitable method for quantification of extracellular products, but

is appropriate and was used for PCA analysis of individual strains.

KEYWORDS

Raman spectroscopy, Aureobasidium pullulans, pullulan
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UvVOD

Ramanova spektroskopia je analyticka spektroskopicka metdda, ktora sa bezne vyuziva
pri analyze pevnych latok, kvapalin, plynov, tiez pri analyze povrchov a hlavne v neposlednej
rade aj pri analyze biologickych systémov. Tato metoda svoje uplatnenie nachadza v r6znych
odvetviach priemyslu ako je chemicky ¢i farmaceuticky priemysel, taktiez ma uplatnenie
Vv geochémii lekarstve a biologii. V poslednych rokoch sa cCoraz castejSie Ramanova
spektroskopia vyuziva pri monitoringu mnohych biotechnologicky vyznamnych organizmov,
ako su napriklad riasy, baktérie alebo kvasinky a ich produkty metabolizmu, napriklad lipidy,
polyhydrohyalkanolaty a iné. Tato metdda ma mimoriadne konkuren¢nt poziciu, ak je in Situ,
bezkontaktna, neinvazivna a je potrebna rychla analyza, napriklad on-line analyza v

biotechnologickych procesoch.

Aureobasidium pullulans je priemyselne a biotechnologicky vyznamny kvasinkovy
mikroorganizmus, ktory je schopny produkcie mnohych metabolitov, ako si enzymy,
komplexné bielkoviny a priemyselne vyznamné polyméry. Urc¢ité kmene si schopné
produkcie tychto vyznamnych polymérov ako st kyselina poly-L-jabléna a pullulan. Tieto
biopolyméry nachadzaji uplatnenie v mnohych potravinarskych, medicinskych ¢i
farmaceutickych aplikaciach. Pomerne vel’kou vyhodou extracelularnych polymérov je, Ze su
netoxické, nekarcinogénne, biokompatibilné a odburatel'né. Avsak eSte stale je nevyhodou pri
takejto biologickej produkcii polymérov, ale aj inych latok ich cena oproti inym lacnejSim
sposobom vyroby, napriklad vyroba kyseliny poly-L-jabl¢nej chemickou cestou. Preto je
neustdle snaha o zniZenie ndkladov a Casovej narocnosti biotechnologickych produkeii
pomocou mikroorganizmov, na zaklade ¢oho bolo predmetom skimania V tejto praci

vyuzivanie pradve Ramanovej spektroskopie.



TEORETICKA CAST

1.1 Vibraé¢na molekulova spektroskopia

Molekularne vibracie poskytuji dva typy spektier. Kvanta infraCerveného ziarenia
prevadzaju molekulu zo zékladného vibra¢ného stavu do vysSieho vibra¢ného stavu a ich
absorpciou vznikd infradervené spektrum. Kvanta viditeI'ného, ultrafialového a
infraerveného Zziarenia poskytuju taktiez vysledky o vibraénych hladindch, avSak ziskavame
ich v spektrach neelastického rozptylu svetla, ktory tieZ nazyvame Ramanovymi spektrami. V
praxi je najviac vyuzivanou oblast'ou analyzy organickych latok oblast’ v rozmedzi od 4000
do 666 cm™, avsak v poslednej dobe je javeny zdujem aj o blizku infradervenu oblast’ v
rozmedzi 14 200 — 4000 cm™ a vzdialent IC oblast’ v rozmedzi 700 — 200 cm™. Vyhodné je
v§ak vyuzitie Ramanovej spektroskopie vo vzdialenej IC oblasti od 10 do 200 cm™, aj ked’
Ramanovo spektrum je mozné vyuzivat’ v celej oblasti infracervené¢ho spektra, ktoré je ma

pomerne §iroké rozpitie, od 10 do 4000 cm™ [1].
1.1.1 Vibracie a rotacia molekul

Absorpciou kvanta infracerveného Ziarenia prechadza molekula zo zékladného stavu do
niektorého zo vzbudenych vibra¢nych stavov. Takyto prechod je spravidla sprevadzany
excitaciou do niektorého zo stavov rotacnych, a navySe v oblasti nizkoenergetického Ziarenia
niektoré molekuly vykazuju prechody do Cisto rotacnych stavov, v takomto pripade hovorime
teda o vibra¢no-rotacnej spektroskopii. Vzhladom k velkosti kvanta energie, ktoré je
potrebné k excitacii do niektorého zo vzbudenych vibraénych stavov, sa nachadza za
normalne;j teploty va¢sina molekul, ktoré su v zakladnych vibraénych stavoch. K prechodu do
stavu vzbudeného je preto potrebné, aby molekula nadobudla prostrednictvom interakcie zo
svetelnym ziarenim energiu, ktord zodpoveda rozdielu oboch stavov. Mdze sa tak stat’ bud’
priamo pri absorpacii IC Ziarenia vzorkou, prostrednictvom infradervenej spektroskopie, alebo

prostrednictvom Ramanovho rozptylu, teda Ramanovej spektroskopie [2].

Absorpciou elektromagnetického kvanta mdze molekula zvysit' svoju elektronovu
energiu, kedy je elektron prevedeny z nizSej hladiny na vysSiu; vibracnt energiu, kedy sa
zvysi amplituda vibraéného pohybu atomov vo vnutri molekuly; alebo rotacnti energiu, kedy
sa zvysi uhlova rychlost’ rotacie molekuly ako celku okolo jej osy. Hladiny energie elektronov

su od seba velmi vzdialené, takze k prevedeniu elektrénu na vysSiu hladinu st potrebné
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ziarivé kvanta, s pomerne vysokou energiou, a teda s vysokym kmito¢tom. Jedna sa o oblast’
vinovych dizok vrozmedzi 200 — 1000 nm, ateda jednd sa o oblast’ ultrafialového
a viditeI'ného ziarenia. V oblasti infraCerveného ziarenia postauje energia tohto Zziarenia
k prevedeniu molekuly z nizSieho do vySSieho vibraéného stavu. Preto sa infracervena
a Ramanova spektroskopia oznacuje ako spektroskopia vibra¢na. Rota¢né hladiny lezia eSte
viac blizSie pri sebe, takze kvantum ziarenia z infracervenej oblasti nemdze vyvolat’ Cisto

rota¢ny prechod [3].

1.2 Ramanova spektroskopia

1.2.1 Historia

Indicky fyzik Chandrasekhara V. Raman (Obr. 1) v roku 1928 objavil a popisal
kombinovany rozptyl ziarenia na hmotnych predmetoch, za ¢o mu bola udelena v roku 1930
Nobelova cena. Tento jav, ktory sa dodnes oznaCuje ako Ramanov, bol eSte koncom
dvadsiatych rokov 20. storoia po prvy krat rakuskymi vedcami v meste Graz pouzity

k systematickému $tudiu réznych organickych zluc¢enin [4].

Obr. 1 Chandrasekhara V. Raman — indicky fizyk [5]

V roku 1928, kedy C. V. Raman objavil tento jav, bola dostupna len vel'mi hruba
inStrumentacia. C. V. Raman pouZil svetelné Ziarenie ako zdroj, d’alekohl’ad ako zbera¢ lucov
a svoje oc¢i ako detektor. Postupne vSak dochadzalo k vylepSeniu jednotlivych komponentov
Ramanovych spektrometrov. Najskor sa vyskum zameral na vylepSenie excitatného zdroja,
boli vyrobené rozne lampy, ktoré ale boli nepouzitel'né kvoli nizkej intenzite. V roku 1962 sa

uz zacali ako zdroje v Ramanovej spektroskopii vyuzivat' lasery. K detekcii Ramanovho javu
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sa pouzivali fotocitlivé materialy, az po 2. svetovej vojne sa zacali pouzivat’ pristroje, ktoré
fungovali na fotoelektrickom jave. Vyvoj optiky pre tito metédu zacal az po roku 1960
azistilo sa, ze dvojity monochromdtor odstranuje rozptylené¢ svetlo lepSie ako jeden
monochromator. Neskor bol objaveny este u¢innejsi trojity monochromator. V roku 1968 boli
objavené holografické mriezky. V dnesnej dobe je mozné ziskat Ramanove spektrd tiez

pomocou Fourierovej transformacie [6].
1.2.2 Princip metédy

Principom metddy je meranie rozptyleného ziarenia, ktoré vznikd interakciou
monochromatického Ziarenia vo viditelnej az blizkej IC oblasti s molekulami vzorky za

stiCasnej zmeny ich vibraénych a rotacnych stavov [7].

Ziarenie, ktoré dopadd na vzorku, touto vzorkou Ciastocne prechadza, z Casti je
absorbované a z ¢asti rozptylované. Asi 107 intenzity Ziarenia dopadajiceho na vzorku je
rozptylované, a zhruba 1 % z tohto rozptyleného Ziarenia ma inu frekvenciu, nez Ziarenie zo
zdroja. Rozptylené Ziarenie o frekvencii, ktora je zhodna s frekvenciou zdroja sa nazyva
Rayleighov rozptyl a rozptylené ziarenie o frekvencii rozdielnej sa nazyva Ramanov rozptyl,
alebo tiez kombinovany rozptyl. Pre spektroskopiu bolo doélezitym zistenim, ze frekvencia
tohto Ramanovho Ziarenia je dana suftom arozdielom frekvencie budiaceho Ziarenia zo
zdroja a frekvencie vibracii v molekulach vzorky aze podmienkou vzniku Ramanovho

Ziarenia je to, aby sa pri vibracii vidzby v Studovanej molekule menila jej polarizovatelnost’

[4].

PolarizovateI'nost’ molekuly je v podstate mierou schopnosti postvat’ v molekule naboj
posobenim elektrického pola a vytvarat’ indukovany dipdl. Polarizovatel'nost’ molekuly ma
uzky vzt'ah k charakteru molekulovych orbitadlov. Zmena polarizovatel'nosti je spdsobena ich

deformaciou [7].

Ramanova spektroskopia je zaloZena na neelastickom rozptyle ziarenia, kedy sa vyuziva
intenzivne viditeI'né svetlo, ktorého energia nezodpoveda ziadnemu z excitovanych stavov,
spravidla je vyS§i nez energie vibraénych prechodov aniZz§ia nez energia prechodov
elektronovych. Pri interakcii tohto Ziarenia s molekulou do6jde k absorpcii primarneho fotonu
atakmer okamzite Zziarivé reemisné¢ sekunddrneho fotéonu, teda rozptyleného Ziarenia.
Z kratkodobo excitujiceho virtudlneho prechodového stavu sa molekula vracia bud’ spat’ do

vibra¢ného zakladného stavu (Rayleighov rozptyl), alebo do iného vibracného stavu, ktory je
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energeticky blizky poévodnému zakladnému stavu. Molekula teda v priebehu Ramanovho
rozptylu mdze prechadzat' iba medzi svojimi vibracnymi stavmi. V spektre emitovaného
ziarenia potom sledujeme dve série linii na energetickej stupnici symetricky rozlozené okolo
intenzivnej Ciary Rayleighovho rozptylu. Tieto linic nazyvame Stokesove a tie, ¢o su slabsie
nazyvame anti-Stokesove linie, ako mozeme vidiet’ aj na Obr. 2. V praxi sa vyuzivaja takmer

vzdy vyhradne Stokesové linie [2].

Anti-Stokesove linie sa vyuzivaju v pripadoch, kedy sa vzorka, ktora vykazuje ziarenie

vyvolava taktiez fluorescenciu vzorky, ktora Stokesovu oblast’ prekryje [8].

Aj ked Stokesove linie aich opak, anti-Stokesove linie st rovnako vzdialené od
Rayleighovej linie, ale nemaji rovnaku intenzitu. Aj ked’ Stokesove a anti-Stokesove linie
nesu rovnakt informaciu o frekvencii, obvykle sa zaznamenava iba silnejSia Cast’ spektra, teda

Stokesove linie [9].

Excitovany stav

A

I

w

[N

' 0 Elektronovy zakladny

f v stav

IR absorpcia Rayleighov stoklesov Anti-Stoklesov
rozptyl fotén foton

Obr. 2 Ramanov rozptyl [2]

Z teorie Ramanovej spektroskopie vyplyva, Ze podmienkou aktivity v Ramanovom
spektre je zmena polarizovatelnosti molekuly, teda schopnosti elektrickych nabojov
v molekule posuvat’ sa vplyvom elektrického pol'a, v priebehu vibracie. Tuto schopnost’ maja
predovsetkym nepolarne Casti molekul, zatial’ ¢o polarne st mélo polarizovatelné. Preto sa
v Ramanovom spektre prejavuju aj intenzivnymi pasmi predovsetkym vibracie nepolarnych

vazieb, ktorych polarizoavetl'nost’ sa pri vibracii vyrazne meni [10].
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Ramanova spektroskopia byva z hl'adiska Struktirnej chemickej analyzy doplnkom
infraCervenej absorp¢nej spektroskopie. Je to kvoli tomu, ze Ramanova spektroskopia
detekuje vibracie, pri ktorych nedochadza ku zmene dipdlového momentu vizby, a taktiez
preto, ze dovol'uje zistovat’ frekvencie vibracii molekal pomocou Ziarenia v oblasti viditel'nej
alebo ultrafialovej popripade blizkej infradervenej, ¢o umoziuje pouzivat jednak pristrojova
optiku z materialu ako st sklo alebo kremen, ataktiez rozpustadla, ktoré by mohli

v infracervenej oblasti ziarenia interferovat’ [4].

Ked je vzorka oziarend laserovym la¢om a energia fotonov pouzitého ziarenia
nepostacuje na vyvolanie elektronového prechodu v molekule — nedochadza k jeho absorpcii
elektronovymi prechodmi, tak vzhladom na rozmery molekuly a vinové dizky pouzitého
laserového ziarenia, vacSina fotonov dopadajuceho ziarenia prechddza vzorkou, bud’ plynnou
alebo kvapalnou, alebo je odrazand pri pouZiti tuhej nepriechladnej vzorky. Cast fotonov
dopadajuceho ziarenia moze byt rozptylovana makroskopickymi Casticami vzorky, tento jav
sa nazyva Tyndalov rozptyl. Stretdvame sa s nim v tom pripade, ak je energia rozptyleného
ziarenia rovnakd ako energia dopadajuceho Ziarenia. Alebo v pripade ak podlieha interakcii
s molekulami vzorky, pri ktorej narazi na molekulu, interaguje s elektronovymi oblakmi
vézieb v molekule adeformuje, teda polarizuje ich. Ked energia dopadajiceho ziarenia
nepostacuje na vyvolanie elektronového prechodu, tak pri anihilacii dopadajuceho fotonu tato
interakcia prevedie molekulu iba do vel'mi nestabilného kratkodobého virtudlneho stavu
a energia dopadajiiceho fotonu sa nasledne molekulou vel'mi rychlo opétovne vyZiari do

okolia vo forme vytvoreného rozptyleného fotonu [11].
1.2.3 InStrumenticia

Meranie spektier Ramanovho rozptylu vyuziva pomerne jednoduché zariadenie.
Budiace monochromatické ziarenie laserového zdroja je zaostrené na vzorku a vo vhodnom
uhle je opticky zbierané Ziarenie, ktoré¢ vzorku rozptyluje. NajbeznejSie usporiadanie zbiera
ziarenie v kolkom smere na smej budiaceho Ziarenia. S ohladom na nizku energetick
ucinnost’ Ramanovho rozptylu je treba ziarenie zbierat' pomocou svetelnej optiky v pomerne
Sirokom rozmedzi. V zbieranom zvdzku rozptyleného Ziarenia je najskor potlacena
Rayleighova linia pomocou vhodného interferenéného filtra a nasledne je zaostrené na
vstupnu $trbinu obvykle dvojittho monochromatora s vysokou disperziou a dobrym
potlacenim rozptyleného svetla. Na jeho vystupe je pripojeny mnohokanalovy detektor

s chladenou kamerou CCD, ktora je nasledovana pocitacom [3].
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Zdroje budiaceho Ziarenia

K excitacii Ramanovho rozptylu sa dnes vyuzivaju vyhradne lasery. Vo viditelnej
oblasti sa pouzivaju hlavne He-Ne laser (Cervena linia 633 nm), argonovy idnovy laser
(viacero linii — modra 457 nm, modrozelena 488 nm, zelena 514,5 nm) a tiez kryptonovy
i6novy laser ( Cervena linia 647 nm, zItd 568 nm). Po excitacii v blizkej infracervenej oblasti
(NIR) je obvykly Nd-YAG laser (neodymom dotovany yttriohlinity granat Y3Als012) s liniou
1064 nm [11,12].

Laser moéze byt bud priamo zabudovany v spektrometri, alebo sa moze vyuzit aj
svetelny lu¢ z externého zdroja. VyssSia vinova dlzka zdroja zlepSuje disperziu na mriezke,
tym aj rozliSenie, ale vyrazne znizuje intenzitu signalu. Vyber vinovej dlzky laseru zalezi na

tom, ¢i je pre nas dolezitejSia znizena doba snimania alebo vyssie optické rozlisenie [13].
Monochromatory

Z rozptyleného ziarenia je treba najskor odfiltrovat’ Rayleighov rozptyl, tym pre bezné
pristroje dochadza ku strate informacie v oblasti Ramanovych posunov + 100 cm™ okolo
polohy excita¢nej linie. Pre tato filtraciu sa bezne pouzivajii holografické filtre alebo
jednoduché premonochromatory. V pripade FT Ramanovho (Ramanov spektrometer

s Fourierovou transformaciou) spektrometra potom ziarenie vstupuje do interferometra [12].

Ked’ je Ramanov rozptyl slaby, hlavnym problémom Ramanovej spektroskopie je jeho
separacia od podstatne intenzivnejSiecho Rayleighovho rozptylu. Hlavnym problémom nie je
samotny Rayleighov rozptyl, ale skutocnost, Ze intenzita rozptylen¢ho Ziarenia
z Rayleighovho rozptylu mdze znacne prevysit’ intenzitu Ramanovho signalu. V mnohych
pripadoch sa problém riesi jednoducho odstranenim spektralneho rozsahu v blizkosti vinove;j
dizky 7ziarenia laseru, kde ma rozptylené Ziarenie najvyraznejsi efekt. Toto moZeme
uskutocnit’ pouZitim komerénych interferenénych filtrov, ktoré obsahuju spektralny rozsah
+80 — 100 cm? od frekvencie laseru. Tento spdsob je sice efektivny v eliminovani
rozptyleného Rayleighovho ziarenia, ale nedovoluje tak detekciu Ramanovho rozptylu
v oblasti pod 100 cm™. Avsak nové filtre skonstruované na bazy holografickej optiky, &i
zlepsené dielektrické filtre mozu efektivne odstranit’ intenzivne Rayleighovo Ziarenie.

Druhym sp6sobom, ako eliminovat’ ¢o najviac neZiaduceho Rayleighovho Ziarenia je pouzitie
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monochromatorov s dvojitou ¢i trojitou monochromaciou, v tomto pripade Ziarenie prechadza

cez dve, respektive tri mriezky [11].
Detektory

K detekcii zariadenia sa povodne vyuzivala fotografickd doska, na ktorej sa
vyhodnocovali polohy aintenzity jednotlivych ¢iar. V stCasnej dobe sa pouzivaju
fotonasobice. Prud, ktory vznikd sa zosililuje aautomaticky registruje. V simultannych
spektrometroch sa pouziva holografickd mriezka a stibor fotodiod, nazyvanych diode-array,
K sticasnej registracii celého spektra alebo jeho vybranej Casti. Moderné pristroje vyuzivaja k
vytvoreniu Ramanovho spektra interferometer a Fourierove transformacie (FT-Ramanova
spektrometria). Excitdcia sa uskuto¢nuje ziarenim v blizkej infracervenej oblasti. Hlavnou
prednost'ou FT spektrometrov je rychlost’ merania spektier, ktora umoziuje ich akumulaciu

a tym zvySenie signalu, ktory za normalnych podmienok nie je prilis silny [10].

Pre spracovanie a detekciu rozptyleného Ziarenia sa v sicasnej dobe obvykle vyuzivaju
dva typy konstrukcie Ramanovho spektrometra. Pri excitacii Ramanovho efektu vo viditel'nej
oblasti je wvyuzivany disperzny pristroj s mriezkovym spektrografom a ploSnym
(viacprvkovym — mnohokandlovym) CCD detektorom. Pri registracii Ramanovho rozptylu
v blizkej IC oblasti (NIR) je vyuzivany interferometer a vysoko citlivy jednokanalovy
detektor. Pre ziskanie vlastného spektra sa zaznamenany interferogram prevadza Fourierovou

transformaciou, takze sa pristroj oznacuje ako FT Ramanov spektrometer [12].

Pri merani prvych Ramanovych spektier sa ako detektory pouzivali fotografické platna,
ktoré boli schopné pomerne citlivo zaznamenavat’ pri jednej expozicii Ramanove spektrum
z ur¢itého intervalu frekvencii. Na druhej strane vSak aZ do vyvolania nebolo isté, ¢i vobec
optika a meranie spektra bolo spravane nastavené. Dalsim krokom v pouZivani detektorov
v Ramanovej spektroskopii boli takzvané jednobodové detektory v podobe fotonasobicov.
Tieto zariadenia menili fotony s urcitou diskrétnou energiou na elektrony. Ziskany elektricky
signal z fotonasobi¢a umozioval pracovnikom optimalizovat’ optické podmienky nastavenia
merania spektra. Avsak tato vyhoda bola limitovana skuto¢nostou, ze nebolo mozné ziskat’
celé Ramanove spektrum v priebehu jediného integracného cyklu merani. Ramanove pristroje
s takymto detektorom museli celé spektrum postupne snimat’ po malych krokoch a pri
kazdom z nich museli merat’ aj intenzitu rozptylenych foténov. To vSak ale znamenalo, Ze

meranie celého Ramanovho spektra vyzadovalo urcity Cas. RieSenim bolo zaznamenavanie
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intenzity ziarenia pouzitim novych elektronickych prvkov. Najskor to boli fotodiodové polia
a kamery, dnes sa vyuzivaji CCD detektory, ktoré pozostavaji z dvojrozmernej matrice

polovodicovych elementov [11].
Kyvety

Ako kyvety sa pri tejto metode vyuzivaji nadobky najroznejSich tvarov. Ak pracujeme
vo viditel'nej oblasti spektra, je materidlom pre kyvety l'ubovol'ny druh skla. Ak sa vyuzivaja
k excitacii Ciary z ultrafialovej oblasti spektra, je potrebné aby ziarenie prechadzalo
kremikovym materidlom. Po praci pri nizkych teplotdich si nutné Specidlne kyvety
s vakuovym plastom, ktory brani zraZaniu vlhkosti na stenach kyvety, zvlast’ na vystupnom
okienku. Pri najmodernej$ich pristrojoch st $pecidlne zariadenia, ktoré dovol'uji pracovat’ pri
nizkych aj vysokych teplotach. Objem kvapalnych vzoriek ¢ini niekol’ko mililitrov az jeden

mikroliter. Je mozné zhotovovat’ aj spektra monokrystalov a praskov [1].

Dolezitym aspektom umiestnenia vzorky v kyvetovom priestore je moznost jeho
presného polohovania voci excitujucemu lacu a zbernej optike rozptyleného ziarenia. Pristroje
su obvykle vybavené x-y-z polohovacim zariadenym, s ktorym je mozné manipulovat’
manudlnym ovladdanim alebo krokovymi motormi s riadenim pomocou joysticku, tlacitok

alebo pomocou ovladacieho softwaru [12].
Poziadavky na vzorky

Meranie vzoriek je mozné robit’ v plynnom stave, kedy sa pouzivaju kyvety s nasobnym
priechodom, aj v pevnom stave (po rozdrveni na prasok umiestneny v kapilare alebo vo forme
monokryS$talov). Pre meranie v kvapalnom stave maju kyvety objem od 0,1 pl. Oproti
minulosti, kedy sa pri tejto metdode pouzivali k oziareniu vzoriek vybojky a rozptylené
ziarenie malo malu intenzitu, takZe bolo nutné pracovat’ s vysokou koncentraciou vzoriek, je
V sucasnej dobe mozné robit’ meranie dokonca latky v mnoZstve niekol’kych mg. Pouzité
rozpustadld musia poskytovat’ slabé Ramanove pasy, ktoré neprekryvaji spektrum vzorky.
Tieto rozpustadla vSak nemusia byt bezvodé. Je mozné tieZ pracovat’ priamo vo vodnych
roztokoch, ¢o umoziuje pouzitie Ramanovej spektroskopie na meranie réznych biologickych

materialov [10].
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1.2.4 Interpretacia a vyhodnotenie spektier

Interpretacia Ramanovho spektra je vel'mi podobna ako interpretacia IC spektra, avsak
intenzity pasov v jednotlivych spektrach sa mézu vzajomne liSit' vzhl'adom k rozdielnemu

fyzikalnemu principu oboch spektroskopii [1].

Nasytené viazby (—C=C-, -C=C—, C=N, atd’.) poskytuju intenzivne Ramanove pasy
aslabé IC pasy medzi 1600 — 2300 cm™. Valen¢né vibracie polarnych -N-H, ~O—H vizieb
poskytuju vel'mi silnti absorpciu v IC oblasti spektra, ale slaby Ramanov rozptyl. Frekvencie
karbonylovych a karboxylovych skupin st intenzivne ako v Ramanovych, tak aj
Vv infra¢ervenych spektrach. Pri skupindch, ako st O=C=0, C-O-C, N=C-N, atd’., byva jedna
symetrickd ajedna antisymetrickd vibracia. Symetrickd vibracia je silnd v Ramanovom
spektre aslaba v infradervenej oblasti. Antisymetricka vibracia je silnejia v IC spektre
aslabsia v Ramanovom. Aromatické zlaceniny poskytuji intenzivnu absorpciu

v Ramanovych aj v infracervenych spektrach [1].

Vsetky teoretické pravidla o polohe pasov v spektrach atiez ostatné vztahy su len
vSeobecnou pomdckou pre interpretaciu spektier. Skutocnu schopnost’ interpretovat’ spektra
sme schopni nadobudnut’ jedine dokladnym a dostatoénym Stadiom literatury a dlhodobymi
skusenostami. Pracovnik, ktory zhotovuje vibracné skpektrum, by mal mat uz hotova
elementarnu analyzu a aspon hrubu predstavu o tom, ¢o by jeho skimané vzorka mala a ¢o by
nemala obsahovat’. Ak je napriklad zname, Ze vzorka neobsahuje dusik, potom pasy, ktoré

mozu zodpovedat’ alkoholu alebo aminu, musia v tomto pripade prislichat’ alkoholu [1].

Ramanove spektrum je na identifikdciu vybornym néstrojom, najmd ak je pri
porovnavani zmeranych a databazovych dat dodrzana podmienka, Ze Ramanove spektra boli
ziskané pre rovnaky fyzikéalny stav latky. K jednoznacnej identifiké4cii latok su vSak nutné

bud’ tlacené alebo elektronické kniznice jednotlivych spektier [12].

1.3 Aplikicia metédy

Ramanova spektroskopia je metdda, ktord sluzi vacSinou v kombinacii s infracervenou

spektroskopiou ku Struktirnej analyze latok.

Analyza vzorky pomocou vibra¢nej mikrospektroskopie moze byt vyuzita k mapovaniu

(,,mapping”) a zobrazovaniu (,,imaging”). Mapovanie predstavuje postupne meranie spektra
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prilahlych oblasti vzorky. Toho je moZzné dosiahnut’ pomocou posunovania kazdej Casti
vzorky do luca, fokusované¢ho do mikroskopu a cely proces sa opakuje dovtedy, pokial’ nie st
vSetky oblasti vzorky zamerané. Samotné zobrazovanie, na druhej strane vyzaduje, aby bola
vzorka fokusovana na detektor, kde je merana intenzita ziarenia prechadzajtica kazdou ¢ast'ou
vzorky. Pokial’ je vzorka posunovana iba v jenom smere, nazyvame toto meranie mapovanim.
Ked vsak ale vzorkou hybeme v dvoch smeroch — nemézeme vSak tomu sice hovorit
zobrazovanie, pretoZze spektrum nie je merané pomocou detektora, ale mikroskopu, kedy
mozeme so spektrom zaobchadzat’, ako by bolo ziskané pomocou detektoru pri zobrazovani.
Tieto metody su pouzivané napriklad pri sledovani naddorov hrubého ¢reva alebo mozgu,
alebo pri skenovani réznych buniek v 'udskom tele, alebo dokonca v pol'nohospodarstve ¢i vo

farmaceutickom priemysle [13,14].
1.3.1 Ramanova spektroskopia biologickych vzoriek

Ramanova spektroskopia je vykonna analytickda metdda, ktorou sa moZeme merat
chemické zlozenie komplexnych biologickych vzoriek, ako napr. biologické tekutiny, bunky
a tkaniva. Ramanove spektrum nam poukazuje na Specificitu vzorky danej molekuly
a poskytuje kvantitativne informécie tykajuce sa jej chemického zlozenia. V pripade ak su
biochemické zmeny v bunkach a tkanivach, ktoré mozu byt spdsobené alebo su pricinou
ochorenia, moZe to viest' k vyznamnym zmendm v Ramanovom spektre. Potencial Ramanove;j
spektroskopie vyplyva z jeho schopnosti odhalit’ takéto biochemické zmeny na molekularne;j
urovni, apreto mdze byt pouzitda pre diagnostiku, prognostiku alebo ako nastroj pre

hodnotenie novych lie¢ebnych postupov [15].

1.3.2 Vyuzitie Ramanovej spektroskopie ako nastroja pre monitoring
biotechnologickych procesov

Ramanova mikroskopia je metdda, ktord priamo detekuje vibracie biochemickych
vézieb prostrednictvom neelastického rozptylu pomocou laserovych luc¢ov [16]. Dana metoda
poskytuje rieSenie pre rychle stanovenie tzv. ,,metabolickych odtlackov prstov”, teda urcita
Specificitu biologickych vzoriek v realnom ¢ase [17]. Ramanova mikroskopia jednotlivych
buniek v kombinacii s optickou celou, tzv, ,Raman tweezers” umoziuje zachytenie a
naslednu akviziciu jednotlivych buniek Ramanovho spektra zivych buniek [18], ktoré potom
slizia ako biochemické ,,odtlacky prstov” bunky [19,20]. Toto in situ meranie ponuka velké
vyhody pri bezne pouzivanych metddach zaloZzenych na fluorescencii na ilustraciu napr.,

bunkovych lipidov [21]. Stvisiace aplikacie zahffiaju potvrdenie existencie TAG u dvoch
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druhov rias, ato Chlorella sorokiniana a Neochloris oleoabundans [22]. Tiez udava
charakterizaciu Struktiry a umiestnenie uhl'ovodikov v bunkach Botryococcus braunii [23],
Avsak tieto predchadzajuce Studie sa sustredili len na vSeobecné charakteristiky bunkovych
lipidov, Vv ktorych nebolo schopné uréit’ obsah buniek konkrétnej lipidovej triedy, ktora je

predmetom zaujmu, bud’ u jednotlivych buniek [21,22,23] alebo na celych koloniach [24].

Okrem toho tieto Stadie vyzadovali urcity cas pre ziskanie Ramanovho signalu v
kazdom merani SCRS [22-25], ¢o zabranilo mnohym aplikaciam, kde je dolezita vykonnost
merania (napr. ¢asové sledovanie bioprocesu). Kvantitativne hodnotenie Specifickej triedy
lipidov (ako st TAG) bolo zistené pri rozliseni jednotlivych buniek s dostato¢nou
priepustnostou pri monitorovani dynamiky bioprocesov. Na vyskum boli pouzité
mikroorganizmy Nannochloropsis spp., ktoré st skupinou jednobunkovych olejnatych
mikroorganizmov s ur¢itym priemyselnym zaujmom [26]. V danej praci bola preukazana
kvantitativna predpoved’ obsahu TAG v jednotlivych bunkach prostrednictvom SCRS. Tiez sa
podarilo pomocou danej metddy objasnit’ dynamiku fenotypovej heterogenity a vyznamnu
negativnu korelaciu medzi obsahom TAG a stupniom lipidového nenasytenia medzi

jednotlivymi bunkami [27].

Dalsie $tadie poukazuju na to, Ze doteraz sa aplikacie Ramanovej spektroskopie v
mikrobiologii zamerali predovSetkym na detekcia medicinsky vyznamnych organizmov
[28,29,30]. V roku 2007 Raman Research Group na Gentskej univerzite publikovala databazu
Ramanovych spektralnych znakov biologicky relevantnych molekul, ktoré ulahcuju
priradenie najvyznamnej$ich Ramanovych pasov pozorovanych v zivych bunkach [31].
Nedavne recenzie zhriiuji pouzitie Ramanovej spektroskopie na detekciu a identifikaciu

dolezitych molekul v biologickych vzorkach [32,33,34].

Ramanova spektroskopia fotosyntetickych organizmov je komplikovand silnou
autofluorescenciou pigmentov, ktora zakryva charakteristické Ramanove spektralne ¢rty. Toto
zistenie teda v mnohych smeroch obmedzilo aplikaciu danej metody iba na maly pocet druhov
rias [35,36,37]. Dana $tadia prezentuje Ramanove spektra zasobnych lipidickych buniek
merané¢ Ramanovou mikroskopiou v jednotlivych bunkéach troch druhov rias: Botryococcus
sudeticus, Chlamydomonas Sp. a Trachydiscus minutus. Hlavnou hybnou silou vyberu troch
druhov rias bolo urcit’ pouzitel'nost’ spektroskopickych merani na charakterizaciu lipidov u
druhov s vyrazne odliSnym relativnym obsahom nenasytenych mastnych kyselin. Toho

prikladom je mikroorganizmus Trachydiscus minutus, ktory obsahuje vysoké mnozstvo
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vysoko nenasytenych mastnych kyselin [38], ktoré moézu byt vyuzivané ako hodnotny

doplnok l'udskej stravy.

Ramanova spektroskopia ma mimoriadne konkurenéni poziciu, ak je in situ,
bezkontaktna, neinvazivna a je potrebnd rychla analyza, napriklad on-line analyza v
biotechnologickych procesoch. Vzorka nemusi byt pripravend na analyzu s pouzitim
rozpustadiel, preto sa v danej technike ako rozpustadlo vyuziva voda, kvoli minimalne;j
interferencii pri merani [39,40,41,42,43]. Na analyzu baktérii produkujicich PHB sa nedavno
uskutoCnili experimenty, v ktorych sa uskutoCnila analyza baktérii, ktoré su schopné
produkovat PHB a namerané spektra PHB boli rozpoznané [43,44]. V poslednych rokoch boli
popisané §tudie, ktoré vyuzivali IR-Ramanovu techniku na zmeranie intenzity réznych

polymérov [45,46].

Dan4 studia predstavuje ukazovatele intenzity Ramanovych spektier, ktoré jednoducho
vyuzivaji spektralne intenzity, na zaklade ktorych boli tieto spektra pouzité na zostrojenie
kalibracnej krivky. Tento proces sa ¢asto uvddza ako vnitornd normalizicia a eliminuje rézne
experimentalne faktory, ako je napriklad vykon lasera a inStrumentalne efekty. Téato Studia
predstavuje uplné kalibracné krivky zalozené na internych Standardoch pokryvajicich velky
rozsah koncentracii PHB aZz do 90% (hmotn./hmotn.) a doposial’ nebola publikovana ina

Studia, ktora by prezentovala podobné vysledky [47].

TaktieZ nie je vydana publikacia, ktord by interpretovala vysledky tykajice sa
kvantitativnej produkcie extracelularnych polysacharidov kvasinky A. pullulans ako

extracelularneho produktu pomocou Ramanovej mikroskopie.
1.4 Kvasinka Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans je ubikvitna polymorfna a oligotrofna kvasinkova plesen,
nachddzajica sa v roznych podnebnych pasmach. Vyskytuje sa od tropickych a subtropickych
pasiem az po arkticky pas, kde je ale jej vyskyt skor vzacny [48].

Obvykle sa vyskytuje na nadzemnych castiach rastlin aje dominantnou hubou,
vyskytujucou sa na listoch. Rastie taktiez v povrchovych vrstvach mnohych pod, kde sa rast
tohto organizmu zvySuje v zdvislosti na hnojeni dusikom. Tento rod bol izolovany ako zo
sladkej vody, aj zo slanej vody. Je pritomny rhizosfére trav, semien, v hniezdach a peri

vtakov, na bavlnenych tkanivach, plastoch a pod. Pre va¢sinu kmenov je optimalny rasti pri
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teplote 25°C a su tiez citlivé na zahrievanie. Su vSak aj kmene, ktoré¢ st schopné sa adaptovat’

a rast’ pri teplote vyssej alebo niz$ej ako je ich optimum [48,49].

Taxonomické zaradenie Aureobasidium pullulans, klasifikacia [48]:

Risa Huby

Oddelenie  Ascomycota
Trieda Dothideomycetes
Rad Dothideomycetdae
Celad’ Dohtioraceae

Rod Aureobasidium
Druh A. pullulans

1.4.1 Morfologické znaky

Mladé kolonie, ktoré sa skladaju prevazne z puciacich kvasinkovych buniek, s ploché,
hladké a lesklé. Ich zafarbenie sa pohybuje od bieleho po ruzové alebo zIté. Starnutim kolonie
ziskavaju zamatovua textlru, ktord byva tmavohnedej az Ciernej farby, s okrajmi sfarbenymi
do Seda. V tejto faze je uz pozorovatel'ny vyskyt mycélia a slizkej hmoty z konidii. Mycélium
je septované a ma priemer vacsi ako 20 um. Spociatku je toto mycélium priehl'adné, postupne
sa vSak vyvija tmavohneda pigmentacia, ktorej intenzita je zavisla na tom ako je mycélium

staré [48].

Aureobasidium pullulans nema ziadne vyrazné konidiofory. Apikalne alebo interkalarne
blastokonidie su produkované nerozliSenymi hyfami. Tieto konidie moézu pokracovat

v d’alSom mnozeni pucenim za vzniku sekundarnych konidii, ktoré byvaju spravidla mensie

[50,51,52].

Morfologicka forma A. pullulans je ovplyviiovana radou faktorov, ako su teplota, pH
a koncentracia kysliku. Taktiez nutricné faktory ovplyviluju morfolégiu, najméd typ
a koncentracia zdroja uhliku, zdroj dusika a jeho koncentracia, obsah mineralov a iné. VSetky
tieto faktory ovplyviiuju najmé kvasinkovi formu mikroorganizmu, ktord je zodpovedna za
produkciu pullulanu. Aureobasidium sa deli na dve varianty, a to A. pullulans var. pullulans,
ktoré tvori ruzové, svetlo hnedé¢ alebo zlté kolonie, ktoré po dlh§om Case kultivacie tmavnll na
A. pullulans var. melanogenum, ktory tvori vel'mi skoro ¢ierne alebo zeleno-cierne kolonie
[50,51,52]. Toto rdzne sfarbenie kolonii pocas roznych dni kultivacie je znazornené na Obr,

3.
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Obr. 3 Jednotlivé kultury A. pullulans pocas réznych dni kultivacie: zlava 3. den, 8. den a 14. den

1.4.2 Biotechnologicky vyznam

Aureobasidium pullulans je priemyslovo vel'mi vyznamny organizmus vzhladom na
jeho produkciu mnohych metabolitov, kde patria enzymy, bielkoviny (SCP), extraceluldrne

polysacharidy, a iné [48].

Tento organizmus je jednym zo Siroko rozsirenych a vysoko adaptivnych saprofytnych
mikroorganizmov, ktory ma vysokl toleranciu k Ziareniu aje povaZovany dokonca za
kontrolného c¢initel'a proti pozberovym ochoreniam. Niektoré kmene su schopné zamedzit
napriklad rozvoju Penicillium digitatum na grepoch, Botrztis cinerea, Rhizopus stolonifer
a Aspergillus niger na hrozne a raj¢inach, a tiez Penicillium expansum na jablkach, a tym ich

chranit’ pred napadnutim a pokazenim [48].
1.4.3 Produkcia extracelularnych polymérov (ECP)

Aureobasidium pullulans je vyznamnym producentom extracelularnych polysacharidov,
pri¢om najvyznamnej$im z nich je pullulan, ktory nachadza uplatnenie v mnohych oblastiach,
ako je potravinarsky priemysel, farmaceuticky priemysel a d’alsie. Dal§im priemyslovo
vyznamnym extracelularnym polymérom je kyselina poly-B-L-jabléna. Je zaujimavé, ze
doposial’ nebola plne objasnena funkcia pullulanu vo vztahu k bunkam A. pullulans. Je
mozné, ze sluzia ako ochrana pred nepriaznivymi podmienkami, napriklad posobenie teploty.
Dalsie informacie o vyuziti, §truktire a vlastnostiach pullulanu a kys. poly-B-L-jablénej st

uvedené v kapitolach nizsie.
1.4.3.1 Polyester poly-L-jabl¢énej kyseliny (PMLA)

Poly-B-L-jabl¢na kyselina je nevetveny Stvoruhlikaty polyester zloZzeny z monomérnych

jednotiek L-malatu, ako mdzeme vidiet na Obr. 4. Jednotlivé monomérne jednotky su
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prepojené cez karboxylova skupinu do polohy o a tiez do polohy B tvoriacej ester. Ako a- a -
Struktury, tak aj racemickd alebo opticky cCistd forma poly-L-malatu moézu byt ziskané
chemickou cestou, zatial' ¢o mikroorganizmy produkuji vyhradne poly-p-L-jabl¢nu kyselinu
s vysokou optickou ¢istotou. Pred objavenim moznej produkcie biologickou cestou s vyuzitim
myxomycét a niektorych vldknitych hub bol polyester kyseliny jabl¢nej syntetizovany
z odpovedajtcich laktonov. V roku 1969 bola ohlasena prva izolacia, aj ked’ v tej dobe plne
necharakterizovaného poly-L-malatu z Penicillium cyclopium [53]. Neskor bol tento polymér,
tzv. znovuobjaveny ako inhibitor DNA-polymerazy u Physarum polycephalum abol aj

podrobne charakterizovany [54,55].
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Obr. 4 Struktiira kyseliny poly-L-jablcnej [56]

PMLA bola nasledne uznana ako novy typ biopolyméru, kedy bolo v roku 1993
izolované velké mnozstvo tohto biopolyméru z mikroorganizmu Aureobasidium pullulans
[57]. Dnes je PMLA zarad’ovana medzi poly-p-hydroxyalkanolaty. Tieto polyméry, najméa
poly-B-hydrohybutyrat (PHB), s syntetizované auchovavané v zasobnych granulach
mnohych baktérii ast biotechnologicky produkované pre priemyslovi vyrobu
biodegradabilnych plastov. PMLA doposial’ nebola objavena u baktérii. Metabolicka draha
syntézy a degradacie PMLA pravdepodobne nestvisi s metabolickou drahou syntézy
polyhydroxyalkanolatov. Zatial’ ¢o tieto lipofilné polyestery maju funkciu zasobarne uhliku
aenergie, PMLA interaguje s d’alsimi biopolymérami z dovodu vysokého naboja

a rozpustnosti [56,58].

PMLA je Uplne biodegradabilna a biokompatibilnd a ma vynimocne dobré vlastnosti pri
jej pouzivani ako transportného systému pre lieCiva, ktoré mdzu Specificky najst’ urcité

tkanivo a kovalentne sa nan naviazat’ [56].
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1.4.3.2 Pullulan

Pullulén je linearny homopolysacharid, ktory pozostava predovsetkym z opakujucich sa
maltotriozovych jednotiek. Tieto su zlozené ztroch molekal glukézy spojenych a-1,4-
glykozidickou vézbou, ktoré su navzajom priecne prepojené a-1,6 glykozidickou véazbou.
Struktura pullulanu je zobrazena na Obr. 5. Maltotetradzové jednotky zloZzené zo Styroch
molekul glukdzy spojené a-1,4 vizbou, sa pravdepodobne vyskytuju nahodne a zriedka [60].
Zisteny bol tiez vyskyt vetviaceho miesta, kde st poly-maltotriozové bocné retazce pripojené

k hlavnému retazcu 1,3-glykozidickou vdazbou, ktory je pomerne vzacny [49,61].
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Obr. 5 Struktiira pulluldnu [48]

Fyzikalno-chemické vlastnosti

Pullulan je biely aZ mierne naZltly praSok bez chuti a zapachu. Je jedly, netoxicky,
nekarcinogénny, nemutagénny a biodegradabilny, Obr. 6. Dahko sa rozpusta v teplej aj
studenej vode, ale je nerozpustny v organickych rozpustadlach, Obr. 7. Vodné roztoky
pullulanu st ve'mi viskdézne uZ aj pri nizkej koncentracii, no gély netvoria. Viskozita
vodného roztoku zavisi na molekulovej hmotnosti a zahrievanim sa nemeni, ani zmenou pH,
aani pdésobenim vicSiny idnov kovov vratane NaCl. Roztoky pullulanu st v porovnani
Sinymi rozpustnymi polysacharidmi (napriklad arabskd alebo guaranovd guma) menej
viskozne. Pullulan je tiez lahko chemicky modifikovatelny aumoziuje vytvarat

makromolekularne systémy schopné tvorit’ hydrogély [62,63].

Pullulén je latka, ktord je schopna tvorit’ vlakna a tenké filmy, ktoré su transparentné,
bezfarebné, bez chuti a zdpachu a taktieZ sii odolné voci posobeniu tukov a su nepriepustné
pre kyslik. M6Zu byt tieZ vyuzivané ako potahovy alebo obalovy material pre potraviny, tiez

sa vyuziva aj ako adhezivny a enkapsula¢ny prostriedok. Napriek tomu, ze sa jedna z hl'adiska
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Struktiry o a-D-glukéan, je pulluldan odolny voci posobeniu a-D-amyldzy, preto moze byt

pouzity okrem iného aj napriklad v nizkokalorickych potravinach [59,62].

Obr. 7 Supernatant ziskany z biomasy po pridavku etanolu s vyzrazanou zrazeninou pullulanu, 7 lava
minerdlne medium s pridavkom kvasnicného autolyzatu a Cisté mineralne médium

Priprava pullulanu

Priprava pulluldnu sa liSi v zavislosti na jeho réznom pouziti, napriklad pri
priemyselnych aplikaciach — adheziva, disperzacné a koagulacné ¢inidla, sa fermentacné
médium iba zakoncentruje, vysusi a pulverizuje. Ak sa pullulan vyuZziva v potravindrskom
priemysle, kultira sa odfarbi pouzitim aktivneho uhlia, zakoncentruje, vysusi a pulverizuje.
Pre farmaceutické ucely a aplikacie je nutné purifikovat’ alkoholovou frakcionizaciou alebo

membranovou filtraciou, odfarbit’, odsolit’, zakoncentrovat’, vysusit’ a pulverizovat’ [63].
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2 EXPERIMENTALNA CAST

2.1 Pouzité kmene mikroorganizmov, chemikalie a pristroje

2.1.1 Kmen Aureobasidium pullulans

Pre experimentalnu cast’ prace boli pouzité kmene Aureobasidium pullulans CCM 8182
a kmeti CCM F148, ktoré boli ziskané z Ceskej zbierky mikroorganizmov Prirodovedeckej
fakulty Masarykovej univerzity MU v Brne, a kmen Aureobasidium pullulans DSMZ 3497

z Nemeckej zbierky mikroorganizmov.

2.1.2 Chemikalie

Standardy:

Pullulan, Sigma-Aldrich, SRN
Glukéza monohydrat, p.a., Lach-ner, CR
Kyselina L-jabl¢na, Sigma-Aldrich, SRN
Acetonitril — (mobilna faza pre HPLC) Super Gradient, Fulka, SRN
Kyselina sirova, 96%, Lach-Ner, CR
Kyselina 3,5-dinitrosalicylova kyselina, Lach-Ner, CR
Vinan sodno-draselny, Lach-Ner, CR

Ostatné chemikalie boli v ramci Cistoty p.a. a boli ziskané od beznych dodéavatelov.
2.1.3 Pristroje

Ockovaci box Aura mini — Bioair Instruments (UK)

Spektrofotometer UV-VIS, Helios a-Unicam (UK)

HPLC Agilent Infiniti 1260 s vyuzitim ELSD detektora

Renishaw Invia system (Renishaw inVia Raman Spectrometer, Renishaw plc., Wotton under
Edge, UK)

Podrobna technickd S$pecifikdcia parametrov disperzného konfokdlneho Ramanovho
spektrometra:
e Monochromator spektrometra s vysokou optickou priepustnost'ou > 30% s ohniskovou
vzdialenost'ou 200 mm
e Spektralny rozsah pristroja od UV az po IR od 200 nm do 1700 nm
e Spektralne rozliSenie pristroja < 1cm-1 FWHM
e Spojité skenovanie Ramanovho spektra v §irokom spektralnom rozsahu od 100 cm™
do 1000 cm™ bez nutnosti spojovania viacerych spektier zréznych spektralnych
rozsahov
e Pristroj je osadeny CCD detektorom s ¢ipom o velkosti 1024x256 pixelov,
termoelektricky chladenym na teplotu minimalne -70°C s rozsahom od 200 nm do
1050 nm, QE > 50% v rozsahu 500 nm az 800 nm
e Pristroj je vybaveny excitaénymi lasermi o vinovych dizkach 532 nm, 785 nm a 1064
nm

26



e Diodovy DPSS laser 532 nm o vykone 50 mW, ktory je chladeny vzduchom
so zabudovanym plazma filtrom

e Diddovy NIR laser 785 nm o vykone 300 mW, chladeny vzduchom

e Diddovy DPSS laser 1064 nm o vykone 500 mW, chladeny vzduchom, tiez vyuzivany
pre aplikacie vytvorenia optickej cely tzv. ,,Raman tweezers”

e Kazdy z vyssie uvedenych laserov ma v pristroji svoju samostatni opticku dréahu
optimalizovanti pre VIS, NIR alebo IR exciticiu pre dosiahnutie ¢o najlepSicho
pomeru signal/Sum v Ramanovych spektrach

e Pristroj ma automatické prepinanie medzi jednotlivymi lasermi pomocou ovladacieho
softwaru

e Pre excitaéné lasery st Rayleighove hranové filtre s hranou miniméalne 100 cm™ od
excita¢nych linii laserov

e Pristroj mé automatickl kalibraciu s vyuzitim zabudovanych kalibraénych vzoriek Si,
Ne, lampu a zdroj bieleho svetla

e Pristroj je osadeny ND filtrami pre tlmenie intenzity excitacnych laserov s minimalne
15 roznymi stupiiami tlmenia v rozsahu 0 az 100% intenzity laserov

e Pristroj obsahuje vzpriameny mikroskop s binokularom a zabudovanou farebnou
videokamerou. Obsahuje objektivy so zvacsenim x5, x20, x50 a X100

e Mikroskop umoznuje automatické prepinanie medzi osvetlenim vzorky bielym
svetlom alebo laserom, alebo medzi oboma zdrojmi sucasne

e Pristroj obsahuje motorizovany stol¢ek k mikroskopu XYZ skrokom 0,1 pm vo
vSetkych osach s moZznostou ovladania pomocou softwaru, a to joystikom alebo rucne.

Obr. 8 Z lava na obradzku je zachyteny Ramanov spektrometer Renishaw vyuZivany v experimentalnej
Casti prdce, ndsledne detail na meracej doske pri samotnom merani vzoriek a stopa plochy laseru pri
merani

Obr. 9 Mikroskopicky obraz A. pullulans kmeria 8182 zachyteny pri merani na Ramanovom
spektrometri

27



2.2 Kultivacia Aureobasidium pullulans

2.2.1 Tuhé médium

Pre merania a uschovanie mikroorganizmov boli pouzité viaceré kultiva¢né média, a to
mineralne médium, minerdlne médium s pridavkom kvasni¢ného autolyzatu a obohatené
médium. Zlozenie médii je uvedené vtabulke 1. Tieto média boli pouzité aj
V experimentalnej Casti pri merani jednotlivych kmeniov na Ramanovom spektrometri. PO
sterilizacii v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom po dobu 50 minut bolo médium rozliate do
sterilnych Petriho misiek apo vychladnuti a stuhnuti zaoCkované krizovym rozterom

ockovacou kl'u¢kou. Kultury boli uchovédvané pri teplote 4°C a pravidelne preo¢kovavané.

Tabulka 1 Zlozenie jednotlivych tuhych kultivacnych médii pouzitych na kultivaciu A. pullulans

Mineralne médium (MM) Mineralne médium (MM _yeast)
latka koncentracia (g/L) latka koncentracia (g/L)
glukdza 60,0 glukdza 60,00
NaNO, 2,0 yeast extrakt 7,00
KH,PO, 0,1 KH,PO, 0,50
KCl 0,5 (NH,),SO, 0,50
MgS0,.7H,0 0,2 MgS0,.7H,0 0,34
agar 17,0 agar 17,00
Obohatené médium
latka koncentracia (g/L)
glukdza 20,0
pepton 20,0
yeast extrakt 10,0
agar 17,0

2.2.2 Tekuté médium

Na zéklade S§tadia literatary a experimentdlneho overenia boli pre kultivaciu A.
pullulans zvolené 2 produkéné média a obohatené médium, ktoré sluzilo ako porovnavacie.
Zlozenie jednotlivych médii je uvedené v tabul’ke 2. Sterilizacia médii prebichala v tlakovom
hrnci s otvorenym ventilom po dobu 50 minat. Produkéné média boli zaockované inokulom
0 objeme 10 %. Inokulum bolo pripravené do 100 mL Erlenmayerovych baniek, ktoré
obsahovali 50 mL média, ktorého zlozenie je uvedené v tabulke 3. Po sterilizacii bolo
médium zaockované ockovacou kl'uckou z pevného média kultirami A. pullulans z Petriho

misky. Potom boli banky umiestnené na temperovan trepacku pri 30°C a rychlosti 160 rmp.
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Po 3 dnoch kultivacie boli takto pripravenym inokulom zaoc¢kované produkéné média do 250
mL baniek s objemom média 100 mL.

Tabulka 2 Zlozenie jednotlivych kvapalnych kultivacnych médii pouzitych ako produkcné média na
kultivaciu A. pullulans

Mineralne médium (MM) Minerdlne médium (MM _yeast)
latka koncentracia (g/L) latka koncentracia (g/L)
glukdza 80,0 glukdza 80,00
NaNO; 2,0 yeast extrakt 7,00
KH,PO, 0,1 KH,PO, 0,50
KCl 0,5 (NH,),SO, 0,50
MgSO,.7H,0 0,2 MgSO,.7H,0 0,34
Obohatené médium
latka koncentracia (g/L)
glukdza 20,0
peptén 20,0
yeast extrakt 10,0

2.2.3 Stanovenie rastovej krivky

V priebehu kultivacie v Erlenmayerovych bankach o objeme 250 mL v produkénych
médiach o objeme 100 mL (kap. 2.2.2) bolo v pravidelnych intervaloch odoberanych 5 mL
vzorky, ktory bol nasledne pouzity k stanoveniu obsahu biomasy a mnozstva produkovanych
ECP podra postupu, ktory je uvedeny v kapitole 2.3.1. Rastova krivka bola zaznamenana do

grafu a vysledky su hodnoty z 3 kultivacii v 3 r6znych médiach.
2.3 Analyza biomasy a produkovanych metabolitov

Ku charakterizécii vysledkov kultivacie boli pouzité rozne analytické metddy, ktorych

postupy prace st uvedené v nasledujucich kapitolach.
2.3.1 Gravimetrické stanovenie obsahu suSiny

Ku stanoveniu obsahu suSiny bol pouzity objem 5 mL z produkénych médii, ktory bol
po odbere zcentrifugovany pri laboratornej teplote 5 mintGt pri 10 000 rpm. Ziskany
supernatant bol neskdér pouzity pre stanovenie celkovych sacharidov, ako je popisané
v kapitole 2.3.2, a tiez na stanovenie obsahu ECP. Sediment bol premyty destilovanou vodou
a nasledne suseny pri teplote 75°C do konStantnej hmotnosti. Ziskand suSina bola nasledne

odvazena na analytickych vahach a obsah bol prepocitany na g/L.
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2.3.2 Stanovenie celkovych sacharidov pomocou 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny

Na stanovenie celkovych sacharidov pomocou 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny bolo do
skimaviek napipetované 0,5 mL vzorky a 0,5 mL ¢inidla 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny,
ktord bola pripravena navazenim 0,2 g 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny, 60 g vinanu sodno-
draselného a 40 mL 2M hydroxidu sodného a nasledne boli takto navazené zlozky doplnené
do objemu 200 mL do odmernej banky. Potom boli vzorky zahrievané na vodnom kupeli pri
teplote 70°C po dobu 10 minut. Nasledne boli skimavky so vzorkami umiestnené do tmy po
dobu chladnutia a potom boli doplnené destilovanou vodou na objem 10 mL a dokladne

premiesané. Vzorky boli analyzované pomocou spektrofotometra pri vinovej dizke 540 nm.

Pri postupe pripravy kalibra¢nj priamky sme postupovali podobne. Pripravena bola
vzorka glukézy o koncentracii 5 g/L. Do pripravenych skimaviek bolo potom odpipetované
3,0; 2,7; 2,4, 2,1; 1,8; 1,5; 1,2; 0,9; 0,6; 0,3 a 0,1 mL tejto vzorky. Skiimavky boli doplnené
na objem 3 mL destilovanou vodou. Nasledne bolo do skimavky odpipetované mnozstvo 0,5
mL, z takto pripravenych roztokov ak nim pridané mnozstvo 0,5 mL ¢inidla 3,5-
dinitrosalicylovej kyseliny. Takto pripravené skiimavky boli umiestnené na 10 minut do
vodného kupel’a pri 70°C a potom boli umiestnené do tmy po dobu chladnutia. Nakoniec sme
roztoky doplnili na objem 10 mL destilovanou vodou a zmerali sme spektrofotometricky

absorbanciu pri 540 nm.

2.4 Stanovenie obsahu extracelularnych plymérov

2.4.1 Precipitacia a gravimetrické stanovenie obsahu extracelularnych polymérov

Pri gravimetrickom stanoveni obsahu extracelularnych polymérov bolo k3 mL
supernatantu ziskan¢ho podla postupu 2.3.1 do skimavky pripipetovanych 6 mL studeného
etanolu. Obsah bol premiesany a ponechany nasledne v chlade. Asi po 20 minatach bola
vzniknuté zrazenina centrifugovana pri 20 000 rpm, ziskany sediment bol vysuseny pri teplote
75°C v su$iarni do konStantnej hmotnosti. Ziskand suSina bola néasledne odvazena na

analytickych véhach a obsah bol prepocitany na g/L.
2.4.2 Uprava vzorky

Produktom kultivacii A. pullulans st okrem iného aj 2 extracelularne polyméry, a to
pullulan a poly-L-jabl¢na kyselina. NaSa analyza pomocou HPLC sa zamerala predovsetkym

na produkciu pullulanu, ktory bol predmetom skumania prace.
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Kysla hydrolyza — bola uskutocnena pomocou 2M kyseliny sirovej. K 1 mL vzorky
supernatantu bol pridany 1 mL kyseliny sirovej. Samotna hydrolyza prebichala pri teplote
90°C po dobu 24 hodin. Optimalizicia metdédy bola uskutocnend uz v mnohych v
predchadzajiacich pracach. Vzorky supernatantov ziskanych po centrifugacii biomasy
(kapitola 2.3.1) pre jednotlivé kultivacie boli premerané pred a po pouziti kyslej hydrolyzy
metdédou HPLC.

2.4.3 Stanovenie obsahu glukézy a ECP metédou HPLC

Vzorkam, ktoré boli pripravené na meranie glukézy bolo upravené pH na hodnotu
v rozmedzi 5-7. Nasledne boli jednotlivé vzorky vhodne nariedené a zbavené necistot
filtraciou cez strickackovy filter (0,45 pum). Analyza prebichala na HPLC Agilent Infiniti
1260 s vyuzitim ELSD detektora. Ako mobilna faza bola pouzita zmes acetonitrilu a vody
(75:25), prietok mobilnej fazy bol nastaveny na 1 ml/min. Koldna pouzita na separaciu mala
nasledujice parametre: Prevail Carbohydrates ES 5p; (250 x 4,6 mm; 5 pum). Detektor bol

nastaveny na teplotu evaporacie 65°C, nebuliza¢na teplota bola 90°C a prietok plynu 9,9 Mv.

Obsah pullulanu bol vyjadreny rozdielom obsahu gluk6zy pred a po aplikacii kyselej
hydrolyzy (kapitola 2.4.2). MnozZstvo bolo vyjadrené v g/L.

2.5 Experimentilne podmienky Ramanovho spektrometra pri vyskume A. pullulans

Pri experimentalnom merani nakultivovanych a pripravenych vzoriek A. pullulans bol
pouzity laser o vlnovej dizke 785 nm, objektiv x50 a expozicia 5-20 spodla kvality
jednotlivych vzoriek. Vzorky nakultivované na tuhych médiach boli merané priamo na
Petriho miskach bez predoSlej upravy. V pripade ked’ boli merané vzorky z tekutych
kultivacnych médii bola suspenzia rozotretd na Specidlne CaF podlozné sklicko (Raman
grade, Crystran, UK) z dovodu zniZenia fluorescencie substratu a vysusené v termostate pre
lepsie podmienky merania danej vzorky. Spektra boli nasnimané v rozsahu 700 — 1800 cm™.

Laser bol fokusovany na plochu priblizne o rozmeroch 2 pum x 10 pm.
2.6 PCA analyza

PCA analyza (principal component analysis) je matematicka Statistickd metdda, ktora
vyuziva ortogonalnu transformaciu na to, aby previedla prvky mnoZiny pozorovani, u ktorych
je mozné, ze su korelované, na prvky takej mnoziny hodnot, ktoré st linearne nekorelované.

Tieto sa potom oznacujt ako hlavné komponenty [64].
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3 VYSLEDKY A DISKUSIA

3.1 Spektra Standardov

Pred meranim jednotlivych kmenov A. pullulans aakychkol'vek inych vzoriek na
Ramanovom spektrometri, boli premerané spektra Cistych latok, ato spektrum glukdzy
uvedené na Obr. 10, spektrum kyseliny L-jabl¢nej uvedené na Obr. 11 a spektrum pullulanu
uvedené na Obr. 12, na zéklade ktorych, bolo nasledne mozné popisat’ a zhodnotit’ aj spektra
jednotlivych kmenov. Na Obr. 13 st popisané jednotlivé spektra modelového organizmu

a Standardu pullulanu, podl'a ktorych boli zhodnotené d’alSie spektra v tejto praci.
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Obr. 10 Ramanovo spektrum Standardu glukozy
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Pri popisovani spektier bol vybrany jeden modelovy kmen A. pullulans, a to kmen F148
kultivovany na mineralnom kultivaénom médiu S pridavkom kvasniéného autolyzatu, ktoré
bolo pre rast daného kmena najlepsie a taktiez bolo d’alSimi experimentami zistené, Ze bolo aj
najvhodnejsie ako produkéné médium pre produkciu pullulanu. Popisané boli piky, ktoré
zobrazuju zakladné bunkové Struktary alebo biochemické vézby na Ramanovom spektre 2
Obr. 13. A to najmi pik zobrazujiici DNA/RNA pri 785 cm™, fenylalanin pri 1004 cm™, pri
1445 cm zvysok —CH2— skupiny a pri 1656 cm™ amid | vyskytujuci sa vo v§etkych bunkéch.
Ostatné piky boli popisané ako v spektre 2, tak aj v spektre 1, ktoré znazorfiuje Standard
pullulanu a dané piky viac menej koreSponduju v oboch spektrach, teda moézeme tvrdit’, ze
samotna produkcia pullulanu ako ECP bola pozorovand pri merani pomocou Ramanovho
spektrometra v bunkach A. pullulans. Jednotlivé piky popisuju pri 860-851 cm™ glykozidicka
vizbu, pri 960-920 cm™ C-O-C vizbové vibricie, pri 1200-1000 cm™ C-O-H napinanie viizby
a OH deforméciu, pri 1440-1320 cm™ C-C napinanie vizby, C-O-H vizbové vibracie a CH

deformacie.
1200-1000 cm™* C-O-H stretching vibrations 1440-1320 cm™! C-C stretching; C-O-H bending
and OH deformations. | vibrations, and CH, deformations.
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Obr. 13 Ramanove spektrum popisujiice jednotlivé piky modelového kmerna A.pullulans — spektrum 2
a Ramanove spektrum popisujice jednotlivé piky Standardu pullulanu — spektrum 1
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3.2 Kultivacia A. pullulans na tuhych médiach

Kultivacia A. pullulans na tuhych kultivaénych médiach, ktorych zloZenie je uvedené
v tabul’ke 1 v kapitole 2.2.1, prebiehala vzdy za Standardnych podmienok a to pri 30°C 3-4
dni vtermostate. Dané kultivatné média boli vyuzivané predovSetkym na uchovavanie
kmenov a hlavne na preskimanie, ktoré kultivatné médium je pre aky kmen vhodné. Na
zdklade toho bol potom vybrany pre dalSie experimenty len jeden kmen, ktory bol
najstabilnejsi a rdstol viac menej bez problémov. V ramci tychto experimentov sme zistili aj
to, ze kmeit DSMZ, ktory bol kultivovany taktiez na vSetkych 3 kultivaénych médiach
vykazoval nadmernt ¢iernu pigmentéaciu uz po prvych 3 dnoch Standardnej kultivacie a to na
mineralnom médiu, Obr. 14. Na ostatnych 2 médiach rastol tento kmen Standardnym
sposobom. Na zaklade tohto bolo zistené, Ze dané médium nebolo vhodné na kultivaciu tohto
kmena. Pri tuhych médiach boli porovnavané aj r6zne zdroje uhlika, a to glukdzy a sacharozy,
avSak pocas kultivacii bolo zistené, ze na §tandardnych médiach s glukdzou rastli vsetky 3
kmene A. pullulans omnoho lepsie ako po pridavku sachardzy, preto nie st tieto vysledky

uvadzané, nakol’ko pri kultivacii kmene réstli vel'mi zle, nestalo alebo vobec.

Obr. 14 Porovnanie kultivacnych médii pri kultivacii A. pullulans kmernia DSMZ, z lava minerdlne
médium s nadmernou pigmentaciou, vedla YPD médium so Standardnym rastom daného kmena

3.2.1 Pevné YPD médium

Pevné YPD médium, ktorého zlozenie je uvedené v tabulke 1 bolo Standardne
pouzivané ako porovnavacie médium, nakol’ko na fiom vSetky kmene rastli dobre, stabilne
a bez vyraznych komplikacii a kultivacia prebiehala za Standardnych podmienok uvedenych

v kapitole 3.2.
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Pocas merani vzoriek jednotlivych kmefiov na YPD médiu na Ramanovom spektrometri
bolo zistené, ze toto médium je vhodné na rast a tiez bolo vyuzité ako vhodné médium na
fylogenetické porovnanie jednotlivych kmenov na zaklade ziskanych spektier. Na Obr. 15
mozeme vidiet, ze spektra jednotlivych kmenov su vel'mi podobné. Urcité odlisnosti medzi
kmenmi viditeI'né na tomto spektre st za zaklade toho, ako ktorému kmeiiu vyhovovalo pevné
YPD médium a najmé ako bol ktory kmen schopny aj produkcie ECP na danom médiu. Vo
vSetkych 3 spektrach st vidiet' zékladné piky, ktoré prisluchaji zékladnym bunkovym
Struktaram alebo biochemickym vdzbam a taktiez piky, ktoré prislichaju nami sledovanému
ECP, a to pullulanu, ktoré st zaroven taktiez popisané na Obr. 13. Na zaklade tohto spektra
mozeme tvrdit’, Ze najvyraznejSie piky vykazovalo ¢ervené spektrum znazornené na Obr. 15,

ktoré prislucha kmeitiu DSMZ.
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Obr. 15 Kultivacia A. pullulans na YPD médiu, modré spektrum zodpovedda kmenu 8182, cervené
spektrum zodpoveda kmenu DSMZ a Zlté spektrum zodpoveda kmenu F148

3.2.2 Pevné minerialne médium s pridavkom kvasni¢ného autolyzatu

Pre pevné mineralne média s pridavkom kvasni¢ného autolyzatu boli pouzité standardné
kultivaéné podmienky, ktoré st uvedené v kapitole 3.2, zlozenie kultivaéného média je
uvedené v tabul’ke 1. Na tomto kultivaénom médiu boli kultivované dva kmene A. pullulans,

ato kmen 8182 a kmen F148. Za zaklade viacerych kultivacii boli zistené, ze dané médium
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obom kmenom vyhovovalo, avSak kmen F148 rastol lepSie a stabilnejSie na tomto type média
ako kmen 8182. Pri merani na Ramanovom spektrometri tychto dvoch kmeniov bola zistena
a preukazana vysoka podobnost’ spektier na danom kultivaénom médiu a tiez sa toto médium

javilo aj ako najvhodnejs$ie médium na produkciu pullulanu, ¢o mézeme vidiet’ na Obr. 16.
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Obr. 16 Kultivacia A. pullulans na minerdalnom médiu s pridavkom kvasnicného autolyzatu; modré
spektrum zodpovedad kmenu 8182, cervené spektrum zodpoveda kmernu F148

3.2.3 Pevné mineralne médium

Pre pevné minerdlne médium boli pri kultivacii pouzité rovnaké podmienky ako
u predoslych kultivaénych médii, uvedené v kapitole 3.2 a jeho zloZenie je uvedené v tabulke
1. Pri kultivacii A. pullulans na tomto type kultivaéného média bolo zistené, ze toto médium
nie je vhodnym médiom na kultivaciu vSetkych 3 kmenov, nakol’ko na lom najlepsie rastol
kmen 8182 a ostatné 2 kmene na tomto médiu nerastli alebo rastli nevhodne na to, aby bolo
mozné s nimi d’alej pokracovat’ pri meraniach na Ramanovom spektrometri. Na zéklade tohto
zistenia bolo pouzité spektrum len kmena 8182, ako mdézeme vidiet aj na Obr. 17, kde je
porovnanie spektier daného kmena na vsSetkych 3 typoch kultivaénych médii. Ako je aj
Z obrazku zrejmé, tento typ kultivaéného média bol pre kmen 8182 najvhodnejsi, piky st

oproti d’als§im dvom typom média intenzivnejSie a Vv porovnani aj s popisanym spektrom
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pullulanu na Obr. 13, mézeme tvrdit' ze médium u tohto kmena by bolo aj najvhodnejsim

médiom na produkciu pulluldnu.
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Obr. 17 Kultivacia A. pullulans 8182 na 3 réznych médidach; spodné Cervené spektrum zodpovedad
mineralnemu médiu, modré spektrum zodpoveda YPD médiu a horné cervené spektrum zodpoveda
minerdalnemu médiu s pridavkom kvasnic. autolyzatu

3.3 Kultivacia A. pullulans v kvapalnych médiach

Pri kultivacii A. pullulans v kvapalnych kultivaénych médiach bol pri dalSich
experimentoch pouZity uz len jeden vybrany kmen, a to DSMZ, ktory bol najstabilnejsi,
vykazoval najlepSi rast atiez aj najlepSiu produkciu EPC. Kultivacia prebichala za

Standardnych podmienok, ktoré su uvedené v kapitole 2.2.2.
3.3.1 Stanovenie rastovej krivky pomocou A. pullulans

Pri merani rastovej krivky mikroorganizmu A. pullulans kmena DSMZ bol sledovany
prirastok biomasy gravimetrickym stanovenim suSiny. Rastova krivka bola vyhodnocované na
3 kultivatnych médiach, ato na YPD médiu, minerdlnom médiu a minerdlnom médiu
s pridavkom kvasni¢ného autolyzatu. Na zédklade nameranych a vypocitanych hodnét, ktoré su
uvedené v tabulke 3, boli nasledne tieto rastové krivky vynesené do grafu 1. Na zaklade
ziskanych vysledkov bolo zistené, Ze najvacsi prirastok biomasy bol v ramci mineralneho

kultivaéného média s pridavkom kvasni€. autolyzatu. V d’alSich dvoch kultivacnych médiach

38



bol prirastok biomasy niz§i. Stacionarna faza nastala priblizne okolo 96 h. ZloZenie

jednotlivych kultivaénych médii je uvedené v tabul’ke 2.

Tabulka 3 Namerané hodnoty A. pullulans kmena DSMZ pre zostavenie rastovych kriviek na
Jjednotlivych kultivacnych médiach

tas (def) | Eas (h) biomasa YPD biomasa MM biomasa MM yeast

(s/L) (s/L) (/L)

ut 24 0,80 0,60 4,60
ut 28 5,00 0,60 5,40
ut 32 6,80 3,40 4,20
str 56 6,60 5,20 7,60
str 60 6,80 5,40 7,40
str 64 6,60 4,60 8,20
Stvr 88 6,40 6,60 8,20
Stvr 92 7,00 6,80 8,00
Stvr 96 7,00 6,80 9,60
pia 120 7,60 6,60 10,50

Graf 1 Rastova krivka A. pullulans kmenna DSMZ na jednotlivych kultivacnych médidch
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3.3.2 Stanovenie rastovej krivky produkcie pullulanu pomocou A. pullulans

Pri merani rastovej krivky produkcie pullulanu mikroorganizmu A. pullulans kmena
DSMZ bol sledovany prirastok pullulanu ako extracelularneho produktu gravimetrickym
stanovenim su$iny. Rastova krivka bola taktiezZ vyhodnocovana na 3 kultivaénych médiach
ako v predoslej kapitole, ato na YPD médiu, mineralnom médiu a mineralnom médiu
s pridavkom kvasni¢ného autolyzatu. Na zadklade nameranych a vypocitanych hodnét, ktoré su
uvedené v tabulke 4, boli nasledne tieto rastové krivky vynesené do grafu 2. Zo ziskanych
a zaznamenanych vysledkov bolo zistené, ze najvacsi prirastok pullulanu bol opdt’ v ramci
minerdlneho kultivaéného média s pridavkom kvasni¢. autolyzatu. V d’alSich dvoch
kultivaénych médiach bol prirastok pulluldnu nizsi. ZloZenie jednotlivych kultivaénych médii
je uvedené v tabulke 2.

Tabul’ka 4 Namerané hodnoty A. pullulans kmeria DSMZ pre zostavenie zavislosti produkcie ECP na
dobe kultivacie na jednotlivych kultivacnych médiach

(;:;) ¢as (h) | ECP na YPD (g/L) | ECP na MM (g/L) ECP na(gl\;lll-\;l yeast
ut 24 1,700 1,867 2,733
ut 28 2,133 3,267 1,400
ut 32 2,300 2,567 2,967
str 56 2,367 5,067 5,600
str 60 3,733 5,333 6,433
str 64 2,933 5,067 4,967
Stvr 88 3,067 4,833 5,500
Stvr 92 3,200 5,200 6,300
Stvr 96 3,767 5,333 6,133
pia 120 3,967 5,167 5,900

Graf 2 Zavislost koncentrdacie ECP na dobe kultivdcie na jednotlivych kultivacnych médidach
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3.4 Stanovenie celkovych sacharidov pomocou 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny

Stanovenie redukujucich sacharidov pomocou 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny bolo

uskuto¢nené na zaklade postupu uvedeného v kapitole 2.3.2. Namerané a vypocitané hodnoty

su uvedené v tabulke 5 aboli vynesené do grafu 3. Obsah redukujucich sacharidov bol

nasledne vypocitany dosadenim do rovnice kalibracnej priamky, ktora je uvedena v grafe 3.

Tato metdda bola zvolena len ako orientacna na zéklade toho, ze pri tejto metdode dochadza

k reakcii vSetkych pritomnych redukujtcich sacharidov, teda nie len glukozy, ktora bola

predmetom zaujmu a ktora sluzi ku kvantifikacii pullulanu.

Tabulka 5 Tabulka hodnét pre stanovenie kalibracnej krivky a vypocitanej koncentracie glukozy

Médium/A Al A2 A3 A (priemer) c(g/L)
YPD 0,009 0,003 / 0,006 0,1180
MM 0,562 0,562 0,564 0,563 1,6896

MM-yeast 0,341 0,346 0,34 0,342 1,0676

Graf 3 Kalibracna priamka kyseliny DNS
2
1,8
.".
1,6 e
1,4 ‘
12 R
S Py
£ 1 e y =0,3542x - 0,0358
<08 . Ty R?=0,9987
0,6 -0
0,4 .
.
0,2 ’
o L@~
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
c(g/L)

41



3.5 Stanovenie obsahu glukézy a ECP pomocou HPLC

Pri stanovovani obsahu glukézy a pulluldnu pomocou metoédy HPLC bol pouzity jeden
kmen A. pullulans, ato kmen DSMZ, ktory bol kultivovany na 3 roznych kultivaénych
médiach, ktorych zlozenie je uvedené v tabulke 2. Postup a parametre metédy HPLC su

uvedené v kapitole 2.4.3 a postup na upravu vzoriek v kapitole 2.4.2.

Na ziskane vypocitanych hodnét v tabulle, ktoré pristroj HPLC nedokéazal priamo
vyhodnotit’, v désledku nevhodného rozliSenia pikov boli chybajuce hodnoty koncentracie
dopocitané za zaklade zostrojenia kalibra¢nej krivky, ktora je uvedena v grafe 4 a naslednym
dosadenim ziskanych ploch pikov do prisluchajicej rovnice taktiez uvedenej v grafe 4. Na
ilustraciu je na Obr. 18 uvedeny chromatogram vyhodnoteny pristrojom HPLC s oznacenim

piku glukézy, ktorej obsah bol stanovovany.

V tabulkédch 6 a 7 su uvedené vypocitané hodnoty koncentracii obsahu glukoézy pred
a po kyslej hydrolyze jednotlivych vzoriek zvlast pre kazdé kultivatné médium, ktoré boli
odoberané v stanovenych Casovych intervaloch. Na zdklade tabuliek 6 a7 je zrejmé, ze
minerdlne kultivaéné médium a mineralne kultivaéné médium s pridavkom kvasni¢ného
autolyzatu boli vhodne vybranymi médiami, ¢o potvrdzuje aj tabulka 8 v ktorej je stanoveny
obsah ECP pulluldnu pomocou HPLC. YPD kultivaéné médium, ktoré bolo vybrané najma
ako porovnavacie kultivaéné médium nevykazovalo takéto vysledky, dokonca vo vécSine

vzoriek nebolo ani detekované touto metdodou.

Graf 4 Kalibracna krivka glukozy pri metéde HPLC
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ELS1 A, ELSD Signal
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Obr. 18 Ilustracny chromatogram metédy HPLC

Tabul’ka 6 Stanovenie glukozy pomocou metody HPLC pred hydrolyzou

¢as (den) | €as (h) | cqcnvpp (8/L) pred hydr. | cq,cumm (8/L) pred hydr. | cocivm_yeast (8/L) po hydr.

ut 24 10,7854 48,3856 51,6256
ut 32 ND 45,8897 48,8044
str 56 ND ND 27,3173
str 64 ND 31,7523 ND

Stur 88 ND 22,8242 16,7111
Stvr 9% ND 19,2676 20,7010
pia 120 ND 19,0408 17,0281

Tabul’ka 7 Stanovenie glukozy pomocou metody HPLC po hydrolyze

¢as (den)| &as (h) | csachyep (8/L) PO hydr. | o, cmm (8/L) po hydr. | €quchmim_yeast (8/L) po hydr.
ut 24 3,0466 18,1798 30,5632
ut 32 1,3116 18,5697 25,2029
str 56 1,2987 13,3907 14,8344
str 64 1,2307 14,2225 10,8426
$tur 88 0,7113 12,0841 9,4868
Stvr 9% 0,7197 9,4925 9,3460
pia 120 0,8374 6,8915 7,5493
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Tabul’ka 8 Stanovenie obsahu pullulanu pomocou metody HPLC

¢as (den) ¢as (h) pullulanyy (g/L) | pullulany,, (g/L) pulluldnyy yeast (8/L)

ut 24 7,7387 30,2058 21,0625
ut 32 ND 27,3200 23,6015

str 56 ND ND 12,4829

str 64 ND 17,5298 ND

Stvr 88 ND 10,7401 7,2244

Stvr 96 ND 9,7751 11,3551

pia 120 ND 12,1493 9,4788

3.6 Submerzna kultivacia pre meranie na Ramanovom spektormetri

Submerzna kultivacia pre meranie na Ramanovom spektorometri bola vykonavana pre
kultivaciu A. pullulans na produkciu ECP, ato aj kyseliny poly-L-jabl¢nej aj pullulanu.

Zistené vysledky st uvedené v kapitolach nizsie.
3.6.1 Submerzna kultivacia A. pullulans pre produkciu kyseliny poly-L-jabl¢nej

Submerzna kultivacia A. pullulans pre produkciu kyseliny poly-L-jablénej bola
vykonévana na roznych kultivaénych médiach za Standardnych kultivacnych podmienok, a to
pri 30°C v temperovanej trepacke pri 160 rmp. Jednotlivé kultivaéné média boli Standardné
mineralne médid vzdy s pridavkom konkrétnej obohacujucej zlozky, na zéklade ¢oho bola
sledovana produkcia kyseliny poly-L-jabl¢nej. VSetky namerané a zistené udaje su
zaznamenané v tabul’ke 6. Pri merani jednotlivych vzoriek nakultivovanych kultivaénych
médii s obohacujicou zlozkou na Ramanovom spektrometri méZeme V spektrach jednotlivych
vzoriek vidiet' ur€ité rozdiely v intenzite pikov. Vzorky boli merané na Specialnych CaF
podloznych sklickach, z dovodu zniZenia fluorescencie substratu. Na zdklade nameranych
spektier vzoriek, ktoré st znazornené na Obr. 19, sme zistili, Ze kultivaéné médium
s pridavkom uhli¢itanu vapenatého, ktory bol aj v predoslych stadiach do médii pridavany na
zvysenie produkcie PMLA, vykazovalo najvyssi prirastok tohto polyméru, taktiez aj médium
s pridavkom kyseliny fumarovej. Na druhej strane klasické minerdlne médium, ktoré nebolo

obohatené ziadnou zloZkou malo minimalny, alebo ziadny prirastok tohto polyméru.
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Tabul’ka 6 Tabulka zndzornujiica obsah biomasy a ECP — kyseliny poly-L-jabicnej na réznych
kultivacnych médiach

o biomasa ECP ZVySk,O va MA
zdroj uhlika glukoza
(/) (/) p (/)
(9/1)
A |laktéza 1,260+ 0,822 | 2,550 + 0,241
B |uhlicitan vapenaty | 12,790+ 0,322 | 2,100 + 0,204 | 19,105 + 0,299 1,418
C |kyselina fumarova | 8,780+ 0,415 | 3,550+ 0,291 | 32,134 + 0,108 0,990
D |dusi¢nan amonny | 12,460 + 0,258 | 3,600 + 0,312 | 19,442 + 0,101 1,306
E |MM_yeast 12,460+ 0,824 | 5,350+ 0,412 | 26,135 + 0,154
x10%

Intensity [a.u.]
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Obr. 19 Kultivacia A. pullulans DSMZ na produkciu kyseliny poly-L-jablc¢nej na réznych kultivacnych
meédiach, od spodu modré spektrum zodpoveda médiu s pridavkom CaCO3, fialové spektrum
zodpoveda médiu S NHANO3, cervené spektrum zodpoveda klasickému kultivacnému médiu a zelené
spektrum zodpoveda médiu s pridavkom kyseliny fumarovej

Pri porovnavani tychto spektier so spektrami uz popisanymi na Obr. 13 bolo zistené, ze
pre vzorky kultivované na médiach s kyslinou poly-L-jablénou vykazuji prislusné spektra
dva intenzivne piky na hodnote 1050 cm® a 1130 cm™. Mozeme teda predpokladat, Ze
prisluchaju kyseline poly-L-jabl¢nej, ktorej referencné spektrum je tazké ziskat, pretoze nie
je ziadna S§tidia zaoberajica sa produkciou tohto polyméru pomocou Ramanovej

spektroskopie. A kedZe tieto intenzivne piky neprislichaju Ziadnym znamym bunkovym
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viazbam vyskytujicich sa u Standardne kultivovanych buniek a tiez ani neprisluchajii pikom
z0 spektra standardu pullulanu, mézeme tvrdit’, Ze tieto piky st teda skutocne znazornujice

aspon Cast’ spektra kyseliny poly-L-jabl¢ne;.
3.6.2 Submerzna kultivacia A. pullulans pre produkciu pullulanu

Submerzna kultivacia A. pullulans pre produkciu pullulanu bola vykonavana pri
vSetkych 3 kmenoch a na minerdlnom kultivaénom médiu s pridavkom kvasni¢. autolyzatu,
ktorého zlozenie je uvedené v tabulke 2, za Standardnych kultiva¢nych podmienok, a to pri
30°C v temperovanej trepacke pri 160 rmp. Ako vzorky sme v tomto experimente pouzili pri
merani na Ramanovom spektrometri samotné kultivatné médium; odstredené bunky, teda
biomasu; supernatant; bunky biomasy premyté PBS pufrom a vyzrazany produkt, teda
pullulan. Vzorky boli merané na Specidlnych CaF podloznych sklickach, z dovodu znizenia
fluorescencie substratu. Napriek kultivacii vSetkych 3 kmetiov, najlepsi rast vykazoval kmen

DSMZ a taktiez aj najlepsSiu produkciu produktu.

Pri merani jednotlivych vzoriek, ktoré pred meranim neboli Specidlne upravované sme
zistili, ze bolo mozné premerat” vSetky vzorky okrem supernatantu, z dévodu ze vzorka
neobsahovala Ziadnu biomasu len {isty supernatant a pristroj nebol schopny takéto spektrum
zaznamenat’. Spektra d’alSich vzoriek st zaznamenané na Obr. 20, kde modré spektrum
obsahuje len biomasu avSak nepremytu PBS pufrom, teda v malom mnoZstve sa v tomto
spektre premieta kultivaéné médium a mierne aj piky samotného pulluldnu, na druhej strane
vzorka s premytymi bunkami uz neobsahuje stopy kultivaéného média ateda sa v spektre
premietaju len piky, ktoré prisluchaji zdkladnym bunkovym Struktaram alebo biochemickym
viazbam, ale aj to v nizkej intenzite. Spektrum s nakultivovanym kultivatnym médiom
obsahuje piky, ktoré zobrazuji znazornuji ako bunkové struktiry a biochemické vézby, tak aj
piky samotného naprodukovaného pullulanu bunkami A. pullulans. Spektrum samotného
pullulanu, ktoré skoro dokonale koreSponduje so spektrom pullulanu Standardu je vysledkom

kultivacie buniek A. pullulans a produkcia tohto produktu, bola ciel'om tejto prace.
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Obr. 20 Ramanove spektra zobrazujiice jednotlivé vzorky submerznej kultury A. pullulans kmeria
DSMZ; 1. modré spektrum zobrazujuce odstredené bunky z kultivacného média, 2. fialové spektrum
znazornuje odstredené a premyté bunky pomocou PBS pufira, 3. Cervené spektrum zndzoriuje samotné
kultivacné médium aj s nakultivovanou biomasou a 4. fialové spektrum znazornuje samotny ECP
produkt — vyzrazany pullulan

Pri merani pripravenych vzoriek kmenia 8182 na Ramanovom spektrometri sme zistili,
ze dany kmen mal omnoho menSiu produkciu biomasy atym aj pullulanu v prorovnani
s kmefiom DSMZ. Na zéklade tejto skutocnosti, ze kmen naprodukoval malé mnoZstvo
biomasy nebolo mozné zmerat vhodné spektrum kultivaéného média s biomasou. Teda
vzorky, ktorych spektrd bolo mozné zmerat’ boli 3, a to nepremyté bunky, bunky premyté

PBS pufrom a samotny produkt, pullulan a tieto mozeme vidiet' na Obr. 21.
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Obr. 21 Ramanove spektra zobrazujiice jednotlivé vzorky submerznej kultury A. pullulans kmeria
8182, 1. modré spektrum zndazornujiice odstredené bunky z Kultivacného média, 2. fialové spektrum
znazornuje odstredené a premyté bunky pomocou PBS pufra, 3. Cervené spektrum zndzornujice
samotny ECP produkt — vyzrazany pullulan

Na nasledujucich obrazkoch Obr. 22 a Obr. 23 su znazornené spektra Standardu
pullulanu a bunkami naprodukovaného pullulanu pomocou A. pullulans. Z obrazkov je
zrejmé, Ze bunkami naprodukovany produkt je skoro uplne koreSpondujtci so Standardom
atiez, ze ho bolo mozné naprodukovat’ v dostatoénom mnozstve. AvSak aj ked sa pri
meraniach a experimentoch zistilo, ze Ramanova spektroskopia je vyhovujuca a rychla
metdda, nevieme pomocou nej vytvorit' kalibraciu na zistenie presného kvantitativneho
mnozstva pullulanu, z dévodu, Ze dany produkt je bunkami A. pullulans produkovany
extracelularne. A doposial’ nebola publikovana Ziadna $tadia, ktord by sa zaoberala touto

problematikou.
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Obr. 22 Ramanove spektra zobrazujuce Standard pullulanu, ktory zndzoriuje zelené spektrum a nas
vyextrahovany pullulan, ktory zndzornuje modré spektrum
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Obr. 23 Normalizované Ramanove spektrd zobrazujiice Standard pullulanu, ktory zndzoriuje zelené
spektrum a nas vyextrahovany pullulan, ktory zndzornuje modré spektrum
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3.7 PCA analyza

Na vykonanie PCA analyzy boli ako model vybrané 3 kmene mikroorganizmu A.
pullulans, ato kmeit DSMZ, kmen F148 a kmenn 8182. Vzorky boli namerané na Petriho
miskach na Ramanovom spektrometri za Standardnych podmienok uvedenych v kapitole 2.5.
Kmene boli nakultivované za Standardnych podmienok pri 30°C 3-4 dni v termostate, na 3

kultivacnych médiach, ktorych zloZenie je uvedené v tabulke 1.

Dané analyza je jednou z metdd sliiziaca na rozliSenie jednotlivych druhov organizmov,
dokonca jednotlivych kmenov. Pri danom experimente boli vybrané na porovnanie PCA
rozne kombinacie ¢i uz kmetiov alebo kultivaénych médii na ilustraciu. Na Obr. 24 je
zhodnoteny jeden vybrany kmen, a to 8182, kultivovany na 3 réznych kultivaénych médiach.
Z tohto obrazku vyplyva, ze kultivatné média, na ktorych bol dany kmen nakultivovany
vyrazne ovplyviluji rozmiestnenie bodov pri analyze, aj napriek tomu, ze sa jednd stale

0 jeden a ten isty kmen.
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PCA component 1
Explained data variance 89.0953%

Obr. 24 Znazoriuje vyhodnotenie PCA analyzy pre A. pullulans kmeria 8182 na 3 réznych

kultivacnych médiach, kde 1 je mineralne kultivacné médium s pridavkom kvasnic¢. autolyzatu, 2 je
YPD médium a 3 je mineralne médium
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Na druhej strane na Obr. 25 su pre ilustraciu vybrané 3 rozne kmene, ktoré vsak boli
kultivované na rovnakom kultiva¢énom médiu. Z obrazku je teda zrejmé, ze jednotlivé kmene

st v zna¢nej miere pribuzné a dokonca v uréitej miere aj rovnaké.

¢
o BN

PCA component 2
Explained data variance 2.9931%
o
T

5 1 I I I I 1 1 I I
10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5

PCA component 1
Explained data variance 95.4455%

Obr. 25 Znazornuje vyhodnotenie PCA analyzy pre 3 kmene A. pullulans kultivované na rovnakom
kultivacnom médiu YPD, kde 2 je kmen 8182, 4 je kmenn DSMZ a 6 je kmen FI148

Obr. 26 znazornuje pribuznost’ 2 vybranych kmenov, a to kmena 8182 a kmena F148.
Kultivacia bola vykonand taktiez na rovnakom kultivatnom médiu za Standardnych
kultiva¢nych podmienok. Na obrazku je vidiet, ze kmene su si v zna¢nej miere podobné

taktiez ako v predchadzajucom pripade.
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PCA component 1
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Obr. 26 Znazornuje vyhodnotenie PCA analyzy pre 2 kmene A. pullulans kultivované na rovnakom
kultivacnom médiu YPD, kde 2 je kmern 8182 a 6 je kmen F148
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4 ZAVERY

V Ramci teoretickej Casti bola vypracovana literarna reSer§ na tému Studium
biotechnologicky vyznamnych organizmov pomocou Ramanovej spektroskopie. V prvej Casti
prace je popisana Ramanova spektroskopia ako metdda, jej principy a najmi vyuzite tejto
metddy ako ndstroja pre monitoring biotechnologickych procesov. V d’alSej Casti je popisany
biotechnologicky vyznamny mikroorganizmus A. pullulans, kde st taktieZ popisané moznosti
jeho biotechnologického vyuzitia. Pozornost’ v praci bola venovana aj produkcii, vlastnostiam
a moznostiam vyuzitia extracelularnych polymérov produkovanych tymto mikroorganizmom,

a to kyseliny poly-L-jabl¢nej a pullulanu.

V experimentalnej Casti prace boli nasledne zistované optimalne podmienky pre rast A.
pullulans na roéznych kultivaénych médiach jednotlivych vybranych kmenov, a to kmena
DSMZ, kmenia CCM F 148 a kmena CCM 8182, pri merani na Ramanovom spektrometri.
Experimentalne sa zistilo, Ze najvhodnejs$im kultivaénym médiom pre rast biomasy a naslednu
produkciu ECP bolo kultiva¢né médium s pridavkom kvasni¢ného autolyzatu. Taktiez bolo
zistené ze najprodukcnej$im a najstabilnej$im kmetiom bol kmeit DSMZ, na zaklade ¢oho bol
pre dalSie experimenty v praci vybrany len tento jeden kmen. V rdmci experimentalnych
postupov bolo zistené, Ze rast a produkciu A. pullulans jednotlivych kmenov ovplyviuje aj
vhodne vybraty zdroj uhlika o vhodnej koncentracii. V ramci prace boli skimané dva zdroje
uhlika, ato sachar6za agluk6za. No vhodnejSim bola v praci preukazand glukédza
0 koncentracii 80 g/L pri tekutych kultivaénych médiadch a 60 g/L pri pevnych kultivaénych

médiach.

Sucastou experimentalnej prace bolo aj zostavene rastovej krivky A. pullulans, kde aj
na zaklade tejto krivky bolo zistené, Zze najvhodnej$im médiom na produkciu biomasy a ECP
bolo mineralne kultivatné médium s pridavkom kvasni¢ného autolyzatu, kde pri
gravimetrickom stanoveni bol zisteny najvyssi prirastok suSiny biomasy a taktiez aj ECP
produktu pullulanu, tieto vysledky boli potvrdené aj metdédou HPLC, kde bola stanovena
glukoza atiez ECP pullulan, avSak s tym rozdielom, Ze obe pouzité minerdlne médid boli

vhodne vybrané na produkciu biomasy aj na produkciu ECP.

Ciel'om prace bolo pomocou Ramanovej spektroskopie namerat’ spektra jednotlivych
kmeniov, popisat’ ich a ur€it’ pripadné rozdiely medzi danymi kmenmi A. pullulans a v zavere

zistit' kvalitativnu a kvantitativhu produkciu samotného ECP kyseliny poly-L-jabl¢nej
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a pullulanu ako dvoch biotechnologicky vyznamnych extracelularnych polymérov. Na
zaklade ziskanych experimentalnych dat bolo preukdzané, ze Ramanova spektroskopia ako
metdda na urCenie kmenovych rozdielov buniek A. pullulans a kvalitativne vyhodnotenie
spektier je vhodnd, pretoze je rychla, nendro¢na na pripravu vzoriek a v poslednom case ¢asto
vyuzivand. AvSak bolo zistené, Ze tato metdda zatial’ nie je vhodna na kvanitativne stanovenie
extracelularnych polymérov produkovanych bunkami A. pullulans, nakol'ko nebolo mozné
zachytit' a zaznamenat’ spektrum samotného supernatantu, v ktorom sa ECP nachédza.
Taktiez neboli doposial’ ziadne Stidie zaoberajlice sa touto problematikou, avsak tato metoda
je vel'mi perspektivna a jej d’alSie $tadie produkcie extracelularnych polymérov by mohli byt

predmetom d’alSieho vyskumu.
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kultivacnych médiach, kde 1 je minerdlne kultivacné médium s pridavkom kvasnic.
autolyzatu, 2 je YPD médium a 3 je mineralne meédium ..........ccoccevviviiiiieniiininiie e 50
Obr. 25 Znazoriuje vyhodnotenie PCA analyzy pre 3 kmene A. pullulans kultivované na
rovnakom kultivacnom médiu YPD, kde 2 je kmen 8182, 4 je kmen DSMZ a 6 je kmen F148

.................................................................................................................................................. 51
Obr. 26 Znazoriuje vyhodnotenie PCA analyzy pre 2 kmene A. pullulans kultivované na
rovnakom kultiva¢nom médiu YPD, kde 2 je kmen 8182 a 6 je kment F148 ..........cccccveviieenns 52
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

CCD
DNA
ECP
FT
HPLC

(charge-coupled device) ziarenie citlivé na elektricky naboj
deoxyribonukleova kyselina

extracelularne polyméry

Fourierova transforméacia

High performance liquid chromatogramy, Vysokouc¢inna kvapalinova

chromatografia

IC

NIR
PHB
PMLA
rmp
TAG
VIS

infraCervena (oblast’)

blizka infracervena oblast’
polyhydrohybutyrat

poly-L-jabl¢na kyselina

»revolutions per minute®, otacky za minutu
triacylglyceroly

visible, viditeI'ny
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