Jihogeska univerzita vCeskych Budjovicich

Prirodovédecka fakulta

Bakalarska prace

2012 itkd Sitalova



Jiho¢eska univerzita vCeskych Budjovicich

Prirodovédecka fakulta

Srovnani metod kvantifikace mnozstvi Skrobu a
oleji v rasové kultie Chlamydomonas reinhardtii

Bakal&ska prace

Jitka Sitalova

Skolitelka: RNDr. Kat&ina Bisova, Ph.D.
Ceské Budjovice 2012



Sitalova, J., 2012: Srovnani metod kvantifikace hshd $krobu a oléjv fasové
kulture Chlamydomaseinhardtii. [Comparison of methods for quantifying the
amount of starch and oil in algal cultureGtilamydomonas reihardtiBc. Thesis,
in Czech], - p. 26, Faculty of Science, UniversifySouth Bohemiaeské
Budgjovice, Czech Republic.

Anotace:

The aim this work is compasison of methods for ¢gfyang the amount of starch
and oil in algal culture o€hlamydomonas reihardtilhis work includes
description of gravimetric and fluorometric method quantifying the amount of
oil, spectrophotometric and colorimetric methoddaantyfying the amount of
starch.

ProhlaSuji, Ze svoji bakaigkou praci jsem vypracovala samostagmouze s
pouzitim pramei a literatury uvedenych v seznamu citované litexatu

Prohlasuji, ze v souladu s 8§ 47b zakéna11/1998 Sb. v platném &m souhlasim
se zvéejrenim sveé bakai&keé prace, a to v nezkracené patlelektronickou cestou
ve veaejné pristupnécasti databaze STAG provozované dimkou univerzitou v
Ceskych Budjovicich na jejich internetovych strankach, a tazaehovanim mého
autorského prava k odevzdanému textu této kvadifikarace. Souhlasim déle s tim,
aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu sdeénym ustanovenim zako&a
111/1998 Sh. zwejreny posudky Skolitele a opondnprace i zaznam o filoehu a
vysledku obhajoby kvalifikéni prace. Rovw¥ souhlasim s porovnanim textu me
kvalifikacni prace s databazi kvalifikaich praci Theses.cz provozovanou
Narodnim registrem vysokoSkolskych kvalifékach praci a systémem na

odhalovani plagidt

Ceské Budjovice, 2012



Podékovani

Dékuji vedouci bakali&gké prace RNDr. Katmé BiSove, Ph.D., kterd mi byla po
celou dobu napomocna, za jeji ochatas a trglivost, za cenné rady a metodické
vedeni prace. &uji Helert Vondrkové a Ha® Brabcové za trfdivost, pé&i,
klicovou pomoc a vytw&ni vlidné atmosféry a zazemigckiji RNDr. Vilému

Zachlederovi, CSc. za podporu a rady.

Cile prace

Cilem préce bylo porovnat klasické metody kvantifi&ni obsahu Skrobu a aiej

v fasovych biikach s metodami, které dosud nebyly ¢emy za pesné a

adekvatni metodam klasickym, a které by mohly deitastanovovani Skrobu a

oleju v fasovych kulturachgstovanych zadelem vyroby biopaliva.



OBSAH

I U LY ] 5 PP TP 1
1.1, BIOP@AIVA . ..ttt ——————————— e e e e 1
1.2 Chlamydomonas reinhardtii jako modelovy Orgamis..................uvvvviieiiiieieeeeeeeennn. 1

2. TEORETICKY UVOD......cciiiiiitiiieiisietesiememssesaete sttt ssess st e sesssnsssssesessens 2
2.1 Chlamydomonas reiNNardtii ..............icccccceeeeeeeeeeeeerr e r e e eee e e e 2

2% 00 R |V (o (0] (o Yo | = PRSPPI 2
2.1.2 BURCNY CYKIUS ... errre et e e e e e e e e naaeas 3
pZ2Z20 I o o | PP PPPRURPPPPRPR 4
2. 2.1 Lipidy a Chlamydomonas reinhardtii................ouvvviiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeiieees 4

2. 2. 2 Zvy3ovani obsahu ligid/ biomMase ...........ccoociiiiiiiiiiiierree e 5
2.2.3 Metody stanovovani lipld.............coooeriiiiiiiieece e 6
R T (o] o RS 7
2.3.1. SKIOD U TOSHN ...t ettt eans e neeae e 7
2.3.2 ZvySOVANI SKIODU V KUBBI. .......cuvviiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e 8
2.3.3 StanNOVOVANT SKIODU ......ccoiiiiiiiiii e 8

3. MATERIAL A METODY ...ttt ettt sttt et te e sresansseesreans 9
3.1 ChemiIKAl© @ ZEENT ........uueiiiiiiiiiiiiiiee ettt 9.
3.2 KUIIVACE. ... e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeenennne 10

G 20t N Q1 1T o PP 10
3.2.2 KURIVEENT MEIA ... et e e e e e e e e e e e e e e 10
3.2.3. Kultiv&ni podminky @ SYSIEM ......cccoeiiieieieiie s e e e e e e e e e e eees 15
3.3 ANAIYZY ..ttt e a e e e e e e e aa 16
3.3.1 Pdet a velikOSt DUEK ..ot 16
3.3.2 ANAIYZY ODSANU ORBJ.....vvvveeeeiiiiiiiieiieee et 17
3.3.3 Analyzy 0bsahu SKIroDU ................. e eeeeiiiise e e e e e e e e enneneeeees 17

A, VYSLEDKY ...oiitiiitiiete sttt sttt sttt ettt s et ss bt et b e et nae et ne et st 18
4.1 Vysledky analyzy obsahu SKrobU ...........cceeeeriiiiiiiiiiiiiiiee e 19
4.2 Vysledky analyzy obsahu Ql€j............uuveiiiiiiiiiiiiiii e 23

B.DISKUSE ...ttt e e e e e e e e e e e e e 28
5.1 Vliv kultivaénich podminek na obsah Skrobu aikefasovych biikach............... 28
5.2 Srovnani metod pro stanoveni SKrobu ........ccceuuiiiiiis 29
5.3 Srovnani metod pro Stanoveni BI)..........cooovviiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 30

6. POUZITA LITERATURA A CITACE ...ttt et eeeea e 31






1. UVOD
1.1. Biopaliva

Klimatické zneny, problém globalniho oteplovani, spalovani fdshnzdroji a
stédle rostouci cena pohonnych hmot, to jsou hlaknaci sily vyvoje
obnovitelnych zdrdj, tj. zdroji, které mohou omezit produkci sklenikovych
plynt. Bionafta je netoxické kompletrbiodegradovatelné palivo se snizenymi
emisemi siry. Toto palivo je definovano jako mohghlivé estery dlouhych
fetézci mastnych kyselin, nefingji pouzivané jsou methyl estery mastnych
kyselin, které se daji ziskat z k&pk triacylglycerol transesterifikaci a
glycerolyzou. Biopaliva jsou v séasné dob vyrakena z jedlych plodin jako je
cukrovaiepa, cukrovéitina nebo séjové boByUZzivani suchozemskych plodin
ale vyvolava spor, kili dopadu na potravinovy trh, vyuZivani ornidy a pitné
vody a odlesovanf. Neni tedy pekvapuijici, e vZistd zdjem o produkci
biopaliv z biomasy zelenydfas, tedy mikroorganisim které vyuzivaji slunai
z&eni k fixaci uhliku a syntéze lipid Rasova biomasa jefipstandardnich
rastovych podminkach twena proteiny, sacharidy v hbtimé seéné a
membranovymi lipid§. Pt stresovych podminkach dochazi ke tworb
energetickych zasob - k akumulaci Skrobu a fipfdleja). OvSem i ziskavani
oleju a Skrobu Zasovych kultur je nakmeé. Za prve, kili moznému napadeni
kultur bakteriemi a viry. Za druhé, naklady dtasové kultivace, sklizeni
biomasy a extrakci ol@j vyrazré prispivaji k vysledné cen A za feti,
akumulace oléj vyZzaduje fazi nedostatku Zivin, coZz ale snizujesl@gnou
produktivitu systémti Aby bylo moZné komene ziskavat oleje a Skrob je
nutné, izolovat fasové kmeny, které budou produkovat velké mnoZstvi

Zadoucich oldj a Skrobu a objasnit jejich Zivotni cyklus.

1.2 Chlamydomonas reinhardtii jako modelovy organismus

Jednobuicna zelen&asaChlamydomonas reinhardtje Siroce prostudovany
modelovy organismus pro studium mnoha biologickyfimkci, Wwetns

fotosyntéz{ a Skrobového metabolisthli Chlamydomonas reinhardtje pro
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stanovovani Skraba olefi vhodnym modelovym organismem, cely jeji genom
je osekvenovan, ve stresovych podminkach ivélké zasoby Skrobu, kram
toho byla pi nedostatku dusiku pozorovana akumulace intra@edidh
olejovych kapek Syntéza &krobu je tu tohoto organismu velmi tdob

prostudovéna diky izolacikolika mutané s mensim obsahem $krdbu

2. TEORETICKY UVOD

2.1 Chlamydomonas reinhardtii

Rod Chlamydomonag(z iectiny: chlamys pla¥; monas osangly) byl
pojmenovan C. G. Ehrenbergem v roce 1833 a gpnabbré odpovida
flagelatim popsanym v roce 1786. Rodina Chlamydomonada@adenuje
okolo 800 drub ve 33 rodech, ve kteryclBhlamydomonagpiedstavuje
zdaleka nej¥tSi zastoupeni. Ro@hlamydomonage celos¥tove rozsfen a
nachazi se vrozmanitych lokalitAich mirnych, trepoh i arktickych
oblasti. Druhy roduChlamydomonasbyly izolovany ze sladkovodnich
rybniki a jezer, odpadnich nadrzi, rekych a brakickych vod, ze &,
zahrad a zetulskych pid, ledi, pousti, raSelini§ vihkych zdi a dokonce i
sttesnich tasek v Indii Chlamydomonage haploidni zelen&asa, ktera
existuje ve dvou parovacich typech, plus‘jnat minus (mj. V pfitomnosti
swtla a (gipadre nebo) Zivin biiky rostou a di se mechanismem

nasobného &penf~.

2.1.1 Morfologie

VSechny druhy rodi€hlamydomonasdileji zakladnidesny plan, ale tvar
bunky se mezi druhy zra¢ liSi, stejré jako tvar a pozice chloroplastu.
VétSina druli je ovalného nebo elipsoidniho tvaru a polarnikstmy se
dvéma btiky vpredu a jednim bazalnim chloroplastem, ktefzetast&né
obklopovat jadro. VSechny druhy majierelnou buscnou sénu, obvykle
Uzce natldenou na plazmatickou membranu. Wkterych druli vznika

z vrejSku burgéné stny slizovy obal. Jadro s jadérkem j@3inou umistno



uprosted buiky. VSechny druhy, krogh nékolika, maji zabarvenou
swtlogivnou skvrnu, stigma, a jednu nebastji dvé staZitelné vakuoly
Presto, Ze prvni zpravy o b&mé stné u Chlamydomonagvrdily, Ze je

z celulézy®, nowjsi studie ukazuji, e v b&né stné nejsou 7&dné
polysacharidové sloZky. Batna stna je tvdena glykoproteiny bohatymi
na aminokyselinu hydroxprolin

Velikost jadra je 2-4 um v pméru, jeho dvojita jadernA membrana je
spojitd s endoplazmatickym retikulem a v blizk¢étira je situovan jeden az
&tyti Golgiho aparaty

Mitochondrie zabira pouze 1-3% objemuiky, na rozdil od chloroplastu,
ktery zabira fiblizng 40% objemd™. Typicka4 mitochondrie je organela
ovalného tvaru, velika 0,2 — 0,3 um wifgzu, ohraniena dvojitou
membranou, ktera ma vyrazreretelné vniini membrany vybihajici do

tmavého matrixtf.

2.1.2 Burgény cyklus

V prab¢hu vegetativnihotstu seChlamydomonagako mnoho jinychias,
déli pomoci nasobnéhoélkni, tj. mechanismu odliSného od standardniho
burs¢ného cykld®. Tento typ buiného cyklu (vyobrazeno na obrazku
¢islo 1) je charakteristicky prodlouzenou fazi Gl¢hbm které biky
vyrostou na mnohonasobek sviépdni velikosti (Zkrat). Na konci faze G1
matéské buiky podstoupi n-krat rychlé igtlani faze Sa mitdézy a
vyprodukuji 2 dceinych burgk'”*®. Bunseny cyklus Chlamydomonage
fizen d¥ma kontrolnimi body?®** Buiky, které projdou fes prvni
kontrolni bod, ,commitment point*, dokéhminimalré jedno kolo S faze a
mitdzy, bez ohledu na to, jestli budou dalsty nap. ve tn€. Naopak biiky,
které neprojdouifes kontrolni bod, se vraci do stavu jako ve fazj kKaly je
zastaventrst nedostatkem stla nebo Zivin. Po fgeklenuti kontrolnich bad
bunky ziastavaji ve stavu podobném v G1 fazi na dalSich H®8in, coz
piedchazi iniciaci prvni S/M faze. Faze S a M s&daji velmi rychle bez
Zzadné viditelné mezifaze (3 kola DNA replikace dabxy probihaji v jedné
buiice od jedné do dvou hodin) a jsou hned nasledokanytnym ctlenim.



Patet uskuténénych S/M fazi je dan velikosti maské buiky a vede ke
vzniku dcginych burgk jednotné velikosti. Za fyziologickych podminek
sttidani s¢tla (L) a tmy (D) (nap L:D - 12:12 hodin), je bufgny cyklus
synchronizovany tak, Ze Kkstu dochazi &hem periody sitla a

k bursénému @leni bshem kratké periody trdy

Fig. 1 Multiple fission cell cycle
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Obr. 1: Schématické znazem specifického pibéhu burécného cyklu
Chlamydomonas reinhardiizdroj: %)

2.2 Lipidy

2. 2.1 Lipidy a Chlamydomonas reinhardtii

V eukaryotickych a mnoha prokaryotickych systémsicuzi lipidy na bazi
diacylglycerolu jako hlavni stavebni kameny membr@nrostlin aftas
predstavuji bezfosfotmé galaktolipidy a sulfolipidy v plastidovych
membranach ziaou ¢ast celkového obsahu liitf ** Membrany a jejich
vznik jsou nezbytné proast a @leni burgk. Buni¢né membrany funguji
jako strukturni sotasti k vymezeni hranic kiky a jednotlivych organel
(kompartment). Membrany také slouzi jako nosné struktury péané
signaliz&ni procesy a fimo se dastni zakladnich metabolickych proges
Triacylglyceroly (TAG) pedstavuji skupinu glycerolipigd které nejsou
souwasti bugénych membran. TAG jsou neutralni lipidy slouzicaun
jako zésobarna acylovych skupin. Ohlamydomonas reinhardtihraji
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TAGy vyznamnou rolijfasy je akumuluji jako zasobniky Zivin, ¥ipac
negiznivych podminek jsou rezervy vyuzity na podpomndgného éleni a
rast burgk, je jim prisuzovana uloha energetické zasobarny pro dozravani
zygoty a pro plavani vegetativnich snk vodni hladig®. Rasy rodu
ChlamydomonasTAGY kumuluji v gipac stresovych podminek jako
nedostatek Zivin nebofipvysokém oz#enf. ChlamydomonasniZe také
syntetizovat TAGY z lipil dodanych v médid™ Syntéza triacylglycerél
téZ lipogeneze, probiha v cytosolu. Vychazi z aktanych mastnych
kyselin v podob acyl-CoA, které jsou acyltransferasantepaSeny nan
glycerol-3-fosfat  (aktivovany  glycerol  vznikajici udi redukci
dihydroxyacetonfosfatu nebo fosforylaci glyceroliijmto zpisobem vznika
fosfatidova kyselina. Od&penim fosfatu z fosfatidové kyselinyiie byt
dalSi transferdzovou reakcifigojen teti acylovy zbytek a wvznikne
triacylglycerol Biochemické pojmy - vykladovy sloynf BN 80-7080-551-

X) (vyobrazeno na obrazkiislo 2).

Phosphatidic Acid Synthesis Triacylglycerol Synthesis

wnon —__DHAP Phosphatidic acid

glycem 3-phos phate HZO
MADS dehydmgemase ) phosphatidic acid
hosphat
Glycerol-3-phosphate pi ! phosphatase
CoA-S-fatty acid .
B 1,2-Diacylglycerol
CoA-SH CoA-Sfatty acid
Monoacylglycerol-3-phosphate ) acyltransferase
Y

CoA-S-fatty acid CoA-SH
acyltransierase
CoA-SH

Phosphatidic acid Triacylglycerol

GRS U copyright 1996 MW King

Obr.2: Schéma syntézy triacylglycero{Zdroj: *°).
2. 2. 2 ZvySovani obsahu lipid v biomase

Pro podpéeni syntézy lipid je treba vyvolat nedostatek Zivin, ten je
navozen zrnou slozeni kultivéniho média, konkréthnedostatkem dusiku

a siry. Nedostatek dusikutgmbuje snizeni funkce fotosyntetického aparatu



a rozpad plastidovych membran. Urtiveakumulace lipid u
Chlamydomonage vyrazri zavisla na typu kmenu. Po porovnéni obsahu
oleji u rmiznych mutant a jejich gimych pgedki ve dvou tiznych
genetickych pozadich se ukazalo, Ze &emi uhliku mezi drahou Skrobu a
oleji u burgk se sniZzenou davkou dusiku je velmi komplexni. rizéni
nedostatku dusiku stresem po zvySeni salinity updpona dilezitost
kultivacnich podminek a vnimani stresu v budovani olejovyésob.
Vysoky obsah soli, tedy 1 M roztok, zvysil u rekérasyDunaliella salina
akumulaci ole} o 65%°. Dal$i moznosti, jak navodit stres a spustit tak

akumulaci olej, je zvySeni pH, sitla a extrémni teplot$;

2.2.3 Metody stanovovani lipid

NejbéznejSi postup je makro — gravimetricka metodé, které jsou lipidy
extrahovany ze vzorku, extrak roztok se nechd odiitaa ziskany material
je méien jako obsah lipiaf’. Pro stanoveni olgjtouto metodou je ale nutné
velké mnozstvi vzorku, coZz ve spojeni s vysokoutighou casu, ¢ini
metodu narénou. Fluorometricka analyza alejs pouzitim barviva Nile
Red, kterou vyvinul GreenspZn je oproti tomucaso¥ a material
nenargna. OvSem aby tato metoda byléegna pro stanoveni lipidje
potreba najit optimalni spektrum a reéak podminky pro kazdy typ vzoik

pied fluorescetnim merenim.

Spektrofluorometricka metoda

Pro kvalitativni a semi-kvantitativni stanovenijélee pouziva barvivo Nile
Red, které je intenziwnfluorescetini a @i vybéru vhodnych podminek
muze slouzit jako citlivé barvivo i pro detekci cytapmatickych lipidh.
Nile Red jecervené benzofenoxazinoveé barvivo rozpustné v tugiené ma
prokazat. Toto barvivo je relatignfotostabilni a vysoce fluoresaar

v nepolarnim hydrofobnim prdasdi, még fluorescetini je ve vodném
prostedf®. KdyZ je Nile Red rozputy ve vodném roztoku prochazi

bunéénou sknou, uvnit burek se barvivo navadZze na cytoplazmatické



2.3.

lipidové kaptky a stane se fluorescentrifinMira fluorescence pak udava

mnozstvi pitomnych neurdlnich lipiil

Makro - gravimetricka metoda

NejstarSi dokumentovana analytickd metoda pro anabfeji byla popsana
Hazenem, v této metddse vzorky nechaji odfig jsou zneutralizovany
kyselinou chlorovodikovou, vysuSeny a extrahovaoyngci rozpoustdla.
Vzorek je poté vysuSen naguem zvazené naddla zvazen pro stanoveni
zbytki®’. Tento navaZeny zbytek odpovida obsahu tioleg vzorku.
Modifikace Hazenovy metody pouziva Caldweblowextraktoru pro
extrahovani febytku po vysouseni vzarkZkoumal ethyl ether, petrolether
a chloroform jako rozpouddla a zjistil, Ze s chloroformem je dosazeno

nejvyssi zbytkové hmotnodti

Skrob
2.3.1. Skrob u rostlin

NejrozstensjSimi piirodnimi latkami jsou sacharidy, stale se vyskyiuyie
vS8ech rostlinnych a Ziwisnych butkach. V zelenych rostlindch vznikaji
sacharidy ginkem slunéniho z&eni v chloroplastech, kde probih&
fotosyntéza, tj. proces vzniku sachéride vzdusného oxidu ubiiého
(COy) a vody (HO). Fotosyntéza je katalyzovana chlorofylem. Siozit
praibéh fotosyntézy lze vyjait jednoduchou stechiometrickou rovnici: 6
CO, + 6 O -> GH1.06 + 6 G. Vzniklé molekuly sacharidse spojuji za
vzniku slozigjSich polysachariit n CsH1206 -> (CsH1005)n + n-1 HL0.
NecastjSimi formami polysacharid v Zivych buikadch jsou glukany
(glukbzové jednotky) spojené 1,4 vazbou. Tyto polymeryiechézeji do
velice odlisnych forem, tedy glykogen a 3krob. $krge tvden
amylopektinem a amylézou. Amylopektin tva¢kolik tisic glukbézovych
jednotek, amylazu dkolik set glukézovych jednotek, tytiettzce jsou na
hlavnifetzec navazany-1,6 vazbou. Diky asymetrickému rozloZeni vazeb

v amylopektinu neni Zadna horni hranice pro velikednotlivych molekul a
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tak ani pro velikost Skrobovych zrn. Nerozpustndstalicka struktura
Skrobu ma za nasledek, Zze pro mobilizaci glukézbvyasob je péeba
enzymi a biochemickych krak Amyl6za je minoritni polysacharidova
frakce Skrobu a jeji fitomnost je postradatelna pro granulovou strukturu

Skrobu.

2.3.2 ZvySovani Skrobu v kulture

Ke zvySovani produkce Skrobu jefas dasto vyuzivan nedostatek dustku

3 Nevyhodou limitace dusiku je, Ze zatimcailow Gspsns zvysi obsah
Skrobu ped barvenim, jejich Zivotaschopnost klesnéhdm relativi
krdtkého casového intervalu Kk vlivam na celkovy bugny
metabolismus. Ve snazegtovat biomasu bohatou na Skrob je nezbytné ji
synchronizovat tak, aby byl interval mezi dosazemiaximalniho obsahu
Skrobu a bu&nou smrti, ktera nastane #wbdu nedostatku

makroelemerit, co nejdel$P°

2.3.3 Stanovovani Skrobu

Kolorimetricka - Cleggova metoda

Cleggova metoda vyuziva schopnosti sacliaridpiitomnosti kyseliny a
tepla, vytvdit derivat furfuralu (heterocyklicky aldehyd, roagggdlo
celulézy) a naslednreagovat s anthronem za ziskani charakteristického
modro-zeleného zbarveéhi

V modifikaci této klasické metody pouzivané v t@t@ci jsou rusivé latky
odstragny pomoci extrakce acetonem, naskegsou tikrat extrahovany
pigmenty za pouziti 80% etanolu a pro Uplnou hygrol Skrobu je k

sedimentu fidavana 30% kyselina chloriéta

Spektrofotometricka - Lugolova metoda
Metoda je zaloZena na é&heni intenzity modré barvy komplexu Skrob-

Lugolav roztok’®. Lugoliv roztok je vodny roztok jodu (I, Ar 126,90) s



piisadou jodidu draselného (KI, Mr 166,00). ObsaHyg0 % az 1,10 %
volného jodu a 2,4 % aZ 2,6 % jodidu draselnétesky Iékopis, 1997).
Rychlost absorpce jodu po vykmni Skrobu zavisi na charakteru
Skrobovych granuli. PosSkozené granule absorbuji j§dhleji nez

neposkozen?d.

3. MATERIAL A METODY

3.1 Chemikalie a z&izeni

Tab.1l: Seznam chemikalii a latek pouzivanych prtivaci Chlamydomonas

reinhardtii a nasledné stanovovani Skrobu atolej

Cinidlo Firma
Aceton p.a. Lachema
Anthron Sigma-Aldrich
CaCh - 2HO Lachema
Chloroform p.a. Lachema
CoSQ - 7 HO Lachema
CuSQ - 5 HO Lachema
EDTA Komplex Lachema
Ethanol Lachema
Glutaraldehyd Lachema
H3BO; Lachema
HCIO4 Penta

Jod Lachema
Jodid draselny Lachema
KH,PO, LachNer
(NH4)6MO7024 -4 HO Lachema
MnSQ, -.4 HO Lachema
MgSGO, - 7 BHO Penta
NacCl Penta
NaMoO;- 2 HO Lachema
Nile Red Sigma Aldrich
NH,4CI LachNer
Thiosiran sodny Lachema
ZnSQ, - 7 HO Lachema




Tab. 2: Seznam materiéh z&izeni pouzivanych pro kultiva€@ihlamydomonas
reinhardtii a naslednou detekci Skrobu a alej

Predmeét Specifikace

pacitac burek Beckmann-Coulter Cell Counter 3
Destikovy Tecan Infinite F200
spektrofotometr a

fluorometr

Extralkeni kyveta | RK250, 250 ml
Filtracni patrony Firma Behr
Fluorescedni Olympus BX51
mikroskop
Kultiva¢ni valeky | 100 ml, 200 mi, 300 ml
Odsavaci pumpa EZ100H

Oswitleni OSRAM Dulux L, 55W/040
Oswtleni vodni Osram Dulux 55W/840

lazre

Spektrofotometr Shimadzu UV1800
Susarna Memmert

Synchronizani Avidsen 230V/50Hz 10/16 A
hodiny

Vodni laze: Julabo SW22

Vortex Vortex Genie 2

Zpétny chladé RFK100

3.2. Kultivace

3.2.1 Kmen

Pouzit byl divoky kmenChlamydomonas reinhardtcc125. Je to divoky
kmen "ccl37c", ktery {jvodre izoloval G.M. Smith, pravtpodobré
ekvivalentni ke kmeni 11/32c¢ z Centra kultas a protozoi (Cultural Centre
of Algae and Protozoa). Kmeny ccl24 a ccl25 nesotage nitl a nit2,

nemohou tist jsou-li jedinym zdrojem dusiku (N) deasany®.

3.2.2 Kultivaéni média

V Tabulce 3 je uvedeno sloZeni pro kultimd HS medium (fevzato 2°,

s rekolika modifikacemi) praChlamydomonas reinhardtiKontrolni kultura
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byla pistovana v HS médiu. Pro kultury se zvySenym obdigkdii a Skroli
byly pouzity tizné kombinace HS meédia, tyto kombinace jsou uvedeny
v Tabulkach 4, 5,6 a 7. Kazdé médium bylo déptndestilovanou vodou a

autoklavovangied gidanim roztokwislo 5.

Tab.3: SloZeni a koncentrace latek v kukiivian HS médiu proC.

reinhardtii.
Cislo | glozeni Koncentrace roth(?L/EOr:/;rlnlitr
roztoku v roztoku .
média
1
1 NH,4CI 509t 10 ml
CaCb . H,0 29l
MgSQ; - 7 HO 20 g I*
2 EDTA komplex 1_8499 it 10 mi
3 NaMoO, - 2 HO 05gl 0,5 ml
HsBOs ]
MnSQ, - 4 HO 3.086 g 11
CoSQ - 7 HO 1.180 g 11
4 CusSQ - 5 HO 1.404 g1 1ml
ZnSQ, - 7 HO 1.244 g 11
(NH4)sM0702, - 4 1.430 g 11
1.840 g1
H,O
KHPO, 36 g 500 nit
5 g m 10 ml
K2HPO, 67 g 500 mt
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Tab. 4: SloZeni a koncentrace latek v médiu seesgih obsahem vSech
Zivin, 1/5HS.

Koncentr
Cislo | glozeni ace Davkovani roztoku na 1
roztoku % litr média
roztoku
1
1 NH,CI S0gTl > ml
CaCb . H,0 29Tl
1
2 MgSO; . 7 HO 2091 > ml
EDTA komplex 18449l
3 NaMoO, - 2 HO 05¢gt 0,1 mi
3.0816 gl
1.1810 gl
H3BO3
MnSQ, - 4 HO 1.4014 gl
CoSQ - 7 KO
4 CuSQ - 5 HO 1.2414 gl 0,2 ml
ZnSQ, - 7 KO
(NH4)6MO7024 -4 |‘bo 14310 91
1.840g1
1
36 g 500
5 KH2PO, ully 2 ml
K2HPO, 67 g 500
ml?
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Tab. 5: Slozeni a koncentrace latek v médiu bekdubiS-N.

Cislo | glozeni Eé)ncentra Davkovani roztoku na
roztoku v roztoku 1 litr média
MgSQ, - 7 HO 20gI*
2 EDTA komplex 18491 10 mi
3 NaMoO; - 2 HO 05¢gt 0,5 ml
HsBO; 3.086gT
MnSQ, - 4 HO 1.180gt
CoSQ - 7 HO 1.404 gt
4 1 1mil
CuSQ - 5 HO 1.244 g1
ZnSQ, - 7 HO 1.430gt
(NH)eM07054 - 4 HO | 1.840gT
PO, 36 g 500
5 2 ml 10 ml
KoHPO, 67 g 500
ml*t
759
6 CaCh CaCh 500 1,3ml
mi™ H,0
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Tab. 6: SloZeni a koncentrace latek v médiu seeagin obsahem dusiku,
HS 1/5N.

Cislo | gio3eni Eé)ncentra Davkovani roztoku na {1
roztoku v roztoku litr média
MgSQ, - 7 HO 20 q It
2 EDTA komplex 1.8499 it 10 mi
3 NaMoO, - 2 HO 05gl 0,5 ml
HsBOs 3.086 g1
MnSQ, - 4 HO 1.180gt
4 CoSQ - 7 HO 1.404 gt L ml
CusSQ - 5 HO 1.244 gt
ZnSQ, - 7 HO 1.430g1
(NH4)sM07024 - 4 HO | 1.840gT
PO, 36 g 500
5 2 ml 10 ml
KoHPO, 67 g 500
mi*t
200mg
CaC} .2
6 CaChL.2H0 H,0 100 10 ml
mi™*H0
59 NH,CI
7 NH,CI 100 mf* 2 ml
H,0

14



Tab. 7: SloZeni a koncentrace latek v médiu se enyd obsahem soli,

HS+NacCl.
5 o zggcentr Davkovani
Cislo roztoku | Slozeni y roztoku na 1 litr
roztoku media
T
1 NH,CI 09T 10 ml
CaCb .H,0 29T
MgSGO, - 7 BO 20 gt
2 EDTA komplex 1_84gg It 10 mi
3 NaMoO, - 2 HO 05gl 0,5 ml
3.086 g1
1.180 g1
H3BO;3
MnSQ, - 4 HO 1.404 g1
CoSQ - 7 HO
4 1ml
CuSQ - 510 1.2414 gl
ZnsQ, - 7 O
(NHz)eM070z4 - 4 HO | 143001
1.840¢g1
1
<HPO, 36 9 500
5 2 ull 10 ml
KoHPO, 67 g 500
ml?
0,584 ¢
6 5M NaCl NaCl 100 20 ml
ml?t H,0O

3.2.3. Kultivaéni podminky a systém

Pro gstovani kultury byly pomoci sterilni mikrobiologiklicky odebrany

jednotlivé kolonie kmene ccl125 rostouci na HS agargeneseny do

kultivacnich val€kt obsahujicich kultiveni médium HS. Bstovani kultur

probihalo 3-4 dny ve sklénych val€cich o objemu 300 ml pobenych ve

vodni lazni o stalé teplot30°C a probublavanych ssi vzduchu a 2% CO2

(vyobrazeno na obréazkéislo 3). Vodni laz# byla os¥tlovana panelem
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z&ivek OSRAM Dulux L, 55 W/040, dopadajici intensisattla 566,9

pmol.m?.s™,

Obr. 3 Kultiva¢ni systém pro ¢stovanirasové kultury.

3.3. Analyzy
3.3.1 P&et a velikost burgk

Pro pcitani burk ve swtelném mikroskopu byla pouzita Blrkerova
komirka s koeficientem 2,5.£0 Buiiky byly piedem zafixovany
glutaraldehydem.

Velikost burgk a paet burgk byla metena pomoci fistroje Cell Counter 3,
firma Beckmann Coulter. Biky byly pred ngfenim zafixovany

glutaraldehydem.
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3.3.2 Analyzy obsahu ol&j

Makro — gravimetrickd metoda pro stanoveni oleji

Z jednotlivych kultur byly odebrany vzorky o objeni® ml, odstedény 5
min pri 3000 ot./min. (Hettich, Rotina 380R), supernatayit odsat a pelet
byl zamrazen na -20°C.fiPanalyze bylo k sedimentufigano 0,5 ml
sklerenych kul¢ek (0,14 — 0.39 mm) a 0,5 ml fosfatoveho pufru slete
byl drcen 4 minuty na vortexu na maximalnicgoota&ek. RFed samotnou
analyzou byl rozdrceny vzorek suSeii $0°C 3 dny. UsuSena hmota byla
zvazena a wéci misce rozdrcena na prasek, ten ighpsen do filtrénich
patron na Soxhlet@vextraktoru a byla zagata extrakce, ktera trvala 3-4
hodiny. Extrakt byl penesen naipdem zvazenou Petriho misku a susén p
50°C 30 minut a po ochlazeni na pokojovou tepletZzen. Obsah oljbyl

vypotitan z rozdihk hmotnosti suSinyied extrakci a po extrakci.

Fluorometricka metoda

Meziburgéné lipidové kapky byly stanoveny za pouZiti spe&iiho barviva
Nile Red (9-dimethylamino-5H-benz{a}phenoxazine+tb-@ podle postupu
popsaného jiz idve®® jen s drobnymi Gpravami. Po ositb bylo 100 pl
kultury zafixovano glutaraldehydem a obarveno déarviva Nile Red (0,05
mg/ml). Intensita fluorescence byla ¢hena v 96-ti mistné mikrotittai
desttce v destikovém fluorometru (Tecan F200) s excitaci 485 nemasi
595 nm.

3.3.3 Analyzy obsahu Skrobu

Kolorimetrickd — Cleggova metoda

Vzorky kultury o objemu 10 ml byly odgtdény 5 min @i 3000 ot/min
(Hettich, Rotina 380R) a po odsati supernatantuazemy na -20°C. P
analyze byl vzorek drcen na Vortexu po dobu 5 mispolu s 250 pl

destilované vody a 500 ul skkerych kulicek. Pro odstrami pigmentu byly
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vzorky tikrat extrahovany 4 ml 80% ethanolu, vzdy 15 miitvodni l1azni
(68°C) a nasledhodstedny (5 min, 3000 ot./min., Hettich, Rotina 380R).
Pro stanoveni Skrobu bylo k sedimentiddano 3,3 ml 30% HCIQ
promichano, ponechano 15 minut v Klidiiteplo 25°C a opt odstedino.
Tato procedura se opakovala celkefikrét. Sediment byl doptm 30%
HCIO, na celkovy objem 10 ml. Z¢hto extraki bylo odebrano 2,5 ml a
ochlazeno v ledové lazni. Paigeani 2,5 ml anthronu (400 ml anthronu
v 200 ml 70% HSQ,). Tato smds byla vdena ve vodni lazni (100°C) 8

minut, ochlazena na 20°C a nasléthyla zn&fena absorbanc&i®25 nm.

Spektrofotometricka — Lugolova metoda

Z kultury byl odebran vzorek o objemu 100 pl a beace dale zpracovan.
Byl ptenesen do 96-ti mistné mikrotitrd destéky, k nému bylo gidano 20
Ml roztoku Lugolova roztoku (100 ul Lugolu v 80 mbdy) naediného
1:800. Vzorky byly v destce inkubovany 20 minutip37°C a nasledn
byla znefena absorbance&i®70 nm.

4. VYSLEDKY

Aby bylo moZné porovnavat metody pro stanoveni lobsaékrobu a oldj

v buikach, musela jsem vytyib nékolik variant bugénych kultur s odliSnym
obsahem Skrobu a olej Tohoto tizného obsahu jsem docililaiznymi
modifikacemi kultiv&niho média HS. Pouzila jsem médium, které bylo
narecno na 1/5 (varianta média HS 1/5), médium neobs$eihdiisik (varianta
média HS-N), médium s koncentraci dusiku snizeneu 15 mvodni
koncentrace (varianta média HS 1/5N) a médium g8enym obsahem soli
(varianta meédia HS+NaCl).¢Btovala jsem také kontrolni kulturu s originalnim
slozenim HS média (varianta kontrola K). Kazdouiardu média jsem
péstovala ve dvou opakovanich oZzaganych dale€isly 1 a 2.
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4.1 Vysledky analyzy obsahu Skrobu

Pomoci Cleggovy i Lugolovy metody jsem ve vSechardhdch medii nasstila
vzrastajici obsah Skrobu s rostouci dobou kultivacejvyég&ich hodnot bylo
nantieno Cleggovou metody. NejvysSi akumulace Skrobwnkdch bylo
dosazeno pomoci média se zvySenym obsahem sotipadak nejmensSi
akumulaci Skrobu doSlo v hkach kultivovanych v bezdusikatém médiu. Obsah
Skrobu u kontroly (K) a HS+NaCl varianty ratal postupé a po dosazeni
maxima pouze klesal. U variant HS 1/5, HS—N a HENldbsah Skrobu néstal
sttidavym fistem a poklesem. Nejtgi natist Skrobu byl zaznamenan mezi
tretim a patym dnem kultivace, vyjimkou jsou pouzeardy HS-N a HS 1/5N,
kdy byl nanhst nejvyssSi od prvniho daetiho dne nebo akumulace Skrobu
neprobihala &bec.

Na obrézciche¢islo 4-8 (linie 1) a 9-13 (linie 2) jsou grafickynazorrny
vysledky spektrofotometrické metody (Lugol) v pondwi s kolorimetrickou

metodou (Clegg) pro @mopakovani.

K1

T+ 1,0
+ 0,9
+ 0,8
+ 0,7
+ 0,6
+ 05
+04
+0,3
+ 0,2
+01
0,0

—&— Clegg
—&— Lugol

A 570

obsah skrobu

cas

Obr. 4: Srovnani mnozstvi Skrobuimného Cleggovou a Lugolovou metodou u

fasoveé kultury kultivované v médiu HS (kontrola).
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1/5HS1

T 1,200

-+ 1,000

-+ 0,800 ——Clegg
—&— Lugol

-+ 0,600

A570

-+ 0,400

obsah skrobu

+ 0,200

0,000

Obr. 5: Srovnani mnozstvi Skrobuimného Cleggovou a Lugolovou metodou u

fasoveé kultury kultivované tedtném médiu HS (1/5HS).

N1
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a —a— Clegg
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<1 1025 |—e—Lugol
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0 2 4 6
¢as

Obr. 6: Srovnani mnozstvi Skrobuimného Cleggovou a Lugolovou metodou u

fasove kultury kultivované v bezdusikatém médiu (fHS-

1/5N1

-+ 0,500

+ 0,400

L 0,300 —a— Clegg

A 570

—e— Lugol

r 0,200

obsah skrobu

r 0,100

0,000

Obr. 7: Srovnani mnozstvi Skrobuimného Cleggovou a Lugolovou metodou u
fasoveé kultury kultivované v médiu s 1/6vedniho obsahu dusiku (HS 1/5N).
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NaCl1l

T 1,2
+1,0

+0,8 —a— Clegg
+ 0,6
104
+ 0,2
0,0

—e— Lugol

obsah skrobu
A570

Obr. 8: Srovnani mnozstvi Skrobuimného Cleggovou a Lugolovou metodou u

fasove kultury kultivované v médiu se zvySenym obgabkoli (HS+NaCl).

K2

- 1,000

-+ 0,800

——Clegg

-+ 0,600
—&— Lugol

A 570

+ 0,400

+ 0,200

0,000

Obr. 9: Srovnani mnozstvi Skrobuimného Cleggovou a Lugolovou metodou u

fasoveé kultury kultivované v médiu HS (kontrola).

1/5HS2
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+ 04 —a— Clegg

—e— Lugol
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+ 0,2
+01

obsah skrobu

Obr. 10: Srovnani mnozstvi Skrobéieného Cleggovou a Lugolovou metodou

u fasové kultury kultivované tedtném meédiu HS (1/5HS).
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Obr. 11: Srovnani mnozstvi Skrobii®ného Cleggovou a Lugolovou metodou

ufasoveé kultury kultivované v bezdusikatém médiu (#)S-

1/5N2

24 + 0,400
+ 0,350
+ 0,300
+ 0,250
1+ 0,200
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¢as

Obr. 12: Srovnani mnozstvi Skrobii®ného Cleggovou a Lugolovou metodou
u fasové kultury kultivované v médiu s 1/Sivedniho obsahu dusiku (HS
1/5N).
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NacCl2
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+ 1,000

+ 0,800 —a— Clegg

1 0,600 —e— Lugol
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+ 0,400
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Obr. 13: Srovnani mnozstvi Skrobii®ného Cleggovou a Lugolovou metodou

u fasové kultury kultivované v médiu se zvySenym obsabkoli (HS+NacCl).

4.2 Vysledky analyzy obsahu oldy

Pomoci gravimetrické i fluorometrické metody jsemimtila rostouci obsah
oleju od prvniho doittiho dne kultivace, padtim dnu se vysledky obou metod
liSily poklesem nebo viastem hodnot obsahu oleje. NejvySSich hodnot bylo
naneieno v kontrolni variagt K v obou opakovanich. Vysoké hodnoty byly
naneieny v obou opakovanich varianty 1/5 HS ve druhéinkditivace, ale
vystiidany byly skokovym poklesem. Postupna a trvalamakace byla
zaznamenana u varianty HS-N v obou opakovanichvarant se snizenym
obsahem dusiku HS1/5N obsah oleje dosahoval nizkgdmot a metody se
v téchto vysledcich shodovaly.

Na obrazcichtislo 14-18 (linie 1) a 19-23 (linie 2) jsou graficknazorgny
vysledky makro-gravimetrické metody v porovnaniuwmifometrickou metodou

(NileRed) pro ob opakovani pokusu.
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Obr. 14: Srovnani mnozstvi oleje¢faného gravimetrickou a fluorometrickou

metodou urasové kultury kultivované v meédiu HS (kontrola).

1/5HS1

42000 - T 90

28000 -

pg/bu nka

14000 -

fluorescence

1 2 3 4 5

‘ —&— NileRed —=— Gravimetrie ‘

Obr. 15: Srovnani mnozstvi oleje¢faného gravimetrickou a fluorometrickou

metodou urasové kultury kultivované tedtném meédiu HS (1/5HS).
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Obr. 16: Srovnani mnozstvi oleje¢ianého gravimetrickou a fluorometrickou

metodou urasové kultury kultivované v bezdusikatém médiu (HS-

1/5N1
30000 | 6
+5
8 15000 - +3 3
Q
s >
S T2 8
=
= +1
0+—e 0

[N

2 3 4 5
¢as
—e— NileRed —a— Gravimetrie

Obr. 17: Srovnani mnozstvi oleje¢faného gravimetrickou a fluorometrickou
metodou ufasové kultury kultivované v médiu s 1/Gvedniho obsahu dusiku
(HS 1/5N).
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Obr. 18: Srovnani mnozstvi oleje¢faného gravimetrickou a fluorometrickou

metodou ufasové kultury kultivované v médiu se zvySenym obgahsoli

(HS+NacCl).
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Obr. 19: Srovnani mnozstvi oleje¢faného gravimetrickou a fluorometrickou

metodou urasové kultury kultivované v médiu HS (kontrola).
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Obr. 20: Srovnani mnozstvi oleje¢faného gravimetrickou a fluorometrickou

metodou urasové kultury kultivované tedtném médiu HS (1/5HS).
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Obr. 21: Srovnani mnozstvi oleje¢faného gravimetrickou a fluorometrickou

metodou uasové kultury kultivované v bezdusikatém mediu (WS-

1/5N2
20000 - 3,5
13
o 15000 + + 25
: [
c ]
S 10000 - =
o + 15 %
E T1 =
= 5000
-+ 0,5
0 - 0

1 2 3 4 5
cas

‘—O—Nile Red —l— gravimetrie ‘

Obr. 22: Srovnani mnozstvi oleje¢faného gravimetrickou a fluorometrickou
metodou urasové kultury kultivované v médiu s 1/Gvedniho obsahu dusiku
(HS 1/5N).
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Obr. 23: Srovnani mnozstvi oleje¢faného gravimetrickou a fluorometrickou
metodou ufasové kultury kultivované v médiu se zvySenym obgahsoli
(HS+NacCl).

. DISKUSE

5.1 Vliv kultiva énich podminek na obsah Skrobu a oldj
v Fasovych buikach

Aby bylo mozZné efektivé pirevadt oleje a Skrob ¥asovych kultur na biopaliva,
je nezbytné, aby hilky obsahovaly vysoky obsah Skrobu a oleje¢tila je tedy
akumulace d&chto burénych zasobnich latek. Spast a zachovani akumulace
je mozné ovlivnit sloZzenim kulti¢aiho média, v praci byly pouZitystyii
upravené varianty klasického média HS. Z sgmnych hodnot obsahu Skrobu
vyplyva, Ze nejdinngjSi variantou pro akumulaci Skroburasové kultie je
péstovani kultury v kultivénim médiu se zvySenym obsahem soli. V obou
variantach (opakovanich) obsah Skrobu rychleistat, nejvysSich hodnot
dosahoval mezi 4. a 5. dnem kultivace a déale nijakzre neklesal. Z vysledk
poctu burek vyplyva, Ze se hiky od 3. dne jiz nedi a to je divodem pondrné
konstantniho vysokého obsahu Skrobu. Podobgla prokazana zvySena
akumulace Skrobu v kulturach zelergsy Chlorella v ptitomnosti inhibitoru
proteosyntézy, cykloheximidu, afiplimitaci sirou, které vedou k zastaveni
burs¢ného cykld®. Varianta se zvySenym obsahem soli netinna pro
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zvySovani obsahu oligjobsah oleje nastal velice pomalu a dosahoval nizkych
hodnot, coz bylo zjsobeno zastavenim bitmého dleni v okamziku, kdy
buiiky obsahovaly malé mnoZstvi oleje. U varianty méd#&l/5 obsah Skrobu
sice nafistal, ale ve druhém opakovani dosahoval nizkycmaiod buiky se

v této variant prestaly @lit. Stejné tak ovlivnilo ndedné médium 1/5HS obsah
oleje. Obsah oleje se zvySil na maximum kolem 2 #nltivace, hodnota
v porovnani s kontrolni kulturou byla vysoka, aleagti obsah oleje klesl na
velmi nizké hodnoty a hiky se ffestaly @lit. Snizena nebo nulova koncentrace
dusiku v médiu neovliovala bugény cyklus tak, aby hiky akumulovaly
obsahu Skrobu. V bezdusikatém médiu, pouze v prvoprakovani, jsem
zaznamenala, v porovnani s kontrolou, trvale vydub@noty oleje, nedostatek
dusiku zastavil &eni burgk. V médiu se snizenou koncentraci dusiku obsah
oleje natistal, ale dosahoval nizkych hodnot. Moje vysled&gyt potvrzuji
predchozi studie, které popsaly vyrazny vliv sloZz&nitivacniho média na

produkci $krobu a oléf.

5.2 Srovnani metod pro stanoveni Skrobu

V praci jsem pro gieni obsahu Skrobu iasové kultie pouzila d¢ metody.
Klasickou kolorimetrickou Cleggovu metodu s niZ njse porovnavala
spektrofotometrickou Lugolovu metodu, u které jeénguo\ttit, zda je vhodna
pro pesné stanoveni Skroburasovych biikach. Metody jsem srovnavala na
zéklad grafického znézogmi vysledki meieni. U kontrolni varianty v HS
médiu byly vysledky réeni obsahu Skrobuéhem kultivace ofma metodami
priblizné stejné, Lugolovu metodu by bylo mozné pro standog&robu pouzit.
U varianty média HS-N v druhém opakovani byilgh hodnot ténst stejny, u
varianty se snizenym obsahem dusiku HS1/5N velwagolpny, z toho Ize
odvodit, Ze za snizené koncentrace dusiku je Lwgoldiodna jako rychla a
jednoducha metoda stanoveni obsahu Skrobu nkdmhn. V gipad varianty
média se zvySenym obsahem soli sdibgin hodnot piblizné podobal.
Vzhledem ktomu, Ze se hodnoty v grafech nijak dasaneliSily u Zzadné
varianty, je mozné Lugolovu metodu oZiaza vhodnou pro &feni obsahu
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Skrobu viasovych biikach. Moje vysledky naziigji, Zze Lugolova metoda
muze byt pouZita pro rychlé a snadnéegqi®Zzné stanoveni obsahu Skrobu
v bunkach zelenychas. Tato metoda e byt vyuzita nafiklad @i analyze
velkého mnozstvi vzotkpri skrinovani produkce Skrobuznymi druhyias i

za ffiznych Bstovych podminek

5.3 Srovnani metod pro stanoveni oléj

V praci jsem pro r¥eni obsahu oléj viasové kultie pouZzila d¢ metody.
Metodu gravimetrickou, ktera se pro stanoveni paustandard¥) s niz jsem
porovnavala metodu fluorometrickou, u které je Bubtrgtit, zda je vhodna pro
piesnéci orientani stanoveni oleje kasovych biikkach. Metody jsem, podobn
jako v gipact stanoveni obsahu Skrobu, srovnavala na zéklgafického
znazorgni vysledki méreni. Na zéakladl srovnani obou metod Iz#ci, Ze
fluorometrické ndfeni pomoci barviva Nile Red je linearni i kigac, kdy
gravimetrickd metoda vykazuje skokové ény. Zcela jiny piibéh hodnot u
obou metod réla varianta kontrolni varianta HS a varianta HS héproti tomu
ve variantdich HS-N a HS1/5N byl gih hodnot u obou metod podobny
postupnym vakstem. Srovnani obou metod, hldvopakovatelnosti gteni
v obou variantach, naztige, Ze fluorometrickd metoda je citljgi a lépe
reprodukovatelna nez metoda gravimetricka. ildspost gravimetrické metody
je zZtejma zvlast v kulturdch s nizkym mnoZstvim oleje naiku, v kontrolnim
meieni se vysledky dvou opakovani neshoduji. Mojeadlsy naznéuji, Ze pro
rutinni méteni zvlas&t u velkého mnozstvi vzoitkje fluorometrickd metoda
vhodrejSi neZz metoda gravimetrickd. PouZitelnost a vyhdidprometrické

metody barveni lipidl u Zivasisnych burk byly popsany uz idve?.
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