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Abstrakt

Bakalaiska prace se zabyva produkci extracelularniho polysacharidu pullulanu
mikroorganismem Aureobasidium pullulans, purifikaci pullulanu a jeho moznym
vyuzitim jako kryoprotektantu. Jako soucdst prace byla zpracovana literarni reSerSe
charakterizujici A. pullulans, samotny pullulan a stresové faktory se zaméfenim na
teplotni stres. V ramci experimentalni ¢asti byla stanovena ristova charakteristika
mikroorganismu A. pullulans (byl pouzit kmen CCM 8182) a produkce pullulanu
Vv idealnich podminkach. Nejvyssi rist biomasy nastal pfi pouziti fruktosy jako zdroje
uhliku (3,580 g/l u kmene CCM 8182), nejvyssi produkce pullulanu pii pouziti
sacharosy jako zdroje uhliku (10,300 g/l u F 148). Jako nejlepsi precipita¢ni ¢inidlo
z trojice ethanol, aceton, isopropylalkohol byl vybran ethanol vpoméru 1:2
(médium:ethanol). Stanoveni ¢istoty pullulanu bylo provedeno pomoci HPLC. Dale
byly zkoumany kryoprotektivni vlastnosti pullulanu a to pfi teplotaich — 72° C, -18° C,
4° C a 60°C. Pullulan ptsobil spise negativné pii teplotach — 72° C a 60° C. Naopak pii
teplotach — 18°C a 4° C byla potvrzena ochranna funkce polysacharidu.

Klicova slova: Aureobasidium pullulans, pullulan, teplotni stres
Abstract

Bachelor’s thesis is focused on the production of extracellular polysaccharide
pullulan by microorganism Aureobasidium pullulans, purification of pullulan and its
possible use as a cryoprotectant. As a part of this work a description of A. pullulans,
pullulan and an overview of involvement in its stress response were provided. In the
experimental part growth characteristics of A. pullulans (the strain CCM 8182 was
used) and pullulan production during growth in optimal conditions was analyzed.
Biomass production was the highest with fructose as a carbon source (3,580 g/l CCM
8182), the highest pullulan production occurred when using sucrose as a carbon source
(10,300 g/l F 148). Among three organic solvents used for pullulan precipitation —
ethanol, acetone, isopropylalcohol, ethanol was selected as the best for further
experiments in ratio 1:2 (fermentation broth:ethanol). Pullulan purity was characterized
by HPLC. As a further part of this work, cryoprotectant properties of pullulan at
temperatures — 72° C, -18° C, 4° C and 60°C were studied. The presence of pullulan at
temperatures — 72° C and 60° C was found to be detrimental to cell viability. At
temperatures — 18° C and 4° C the cryoptotectant activity of the polysaccharide was
confirmed.

Keywords: Aureobasidium pullulans, pullulan, thermal stress
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1. UVOD

Polymorfni mikroorganismus Aureobasidium pullulans je Siroce rozsifen v okolnim
prostfedi. Primyslové vyznamny je diky produkci fady metabolitl, jako jsou
hydrolytické enzymy a extracelularni polymery. Mezi tyto polymery patii i polysacharid
pullulan skladajici se z a-maltotriosovych jednotek. Pullulan nachazi své uplatnéni
Vv fadé obort jako je farmaceuticky nebo potravinarsky pramysl. Velkou vyhodou tohoto
polysacharidu je netoxi¢nost a biodegradabilita, tedy vlastnosti, jichz se da vyuzit
v medicinskych aplikacich.

Predpoklada se, ze funkce pullulanu je ochrana bunky pied vnéjSimi stresovymi
faktory. V této praci byly zkoumany kryoprotektivni vlastnosti pullulanu. Byly
pfipraveny roztoky pullulanu o ur¢enych koncentracich, které byly ptidavany k suspenzi
bunék A. pullulans. Po nékolikahodinovém vystaveni mrazu byla zkoumana viabilita
téchto bunck.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Mikroorganismy a stresova odpovéd’

Mikroorganismy jsou neustéle v kontaktu se svym Zivotnim prostfedim, a proto byly
nuceny se prizpusobit tak, aby byly schopny v tomto prostiedi existovat a rozmnozovat
se. Diky tomu, ze jsou neustale podrobeny riznym zménam, at’ uz je to teplota, zména
pH, nedostatek zivin, mluvme o urcitych stresovych faktorech plsobicich na tyto
mikroorganismy, evolu¢né se naucily na tyto zmény odpovidat. Jednotlivé druhy si
dokdzaly vyvinout jiné odpovédi na stejné podnéty, zalezi jak na dlouhodobych
klimatickych a geografickych podminkach, ve kterych se nachazi, tak i na momentalni
situaci v okoli, da se tedy mluvit o komplexnim systému stresové odpovédi, ktery je
kazdému mikroorganismu vlastni a nikdy nelze ocekavat, ze na stejny stresovy podnét
bude ten samy mikroorganismus odpovidat stejné.

2.2. Aureobasidium pullulans

Diky své toleranci k vysokym koncentracim cukru a neutralnich soli ve svém okoli,
vysokym davkam ultrafialového zafeni, Siroké Skale pH, ve kterych mize existovat, se
vyskytuje v riznorodych prostiedich. Casto se vyskytuje v mirném pasu, ale neni
vzacné ani v tropickém nebo polarnim pasu. Nejcastéji se vyskytuje ve vodnim
prostfedi a to jak v prostiedi s kolisavou vodni hladinou, napt. fylosféra, ale i
v osmoticky stresovém prostiedi jako jsou solivary. [1]

Diky hydrolytickym enzymum, které je schopné produkovat, ma schopnost rozkladu
celulosy, hemicelulosy, xylanu, ligninu, Skrobu apod. Mimo jiné ma schopnost
rozkladat barvy a rozruSovat elektrické kabely. [1]

2.2.1. Morfologie

Kolonie jsou hladké a lesklé, zbarveni mladych kolonii byva bilé nebo narGzov¢lé,
starnutim piechazi pres hnédou az na ¢ernou barvu a to diky pfitomnosti pigmentd.

Aureobasidium pullulans je polymorfni organismus, existuje tedy ve vice nez jedné
formé, presnéji v kvasinkové formé€ a ve formé plisné, zalezi na vnéjSich podminkach.

Déli se na ¢tyfi varianty:

Aureobasidium pullulans var. melanogenum, jez je cetné pigmentovana. Hojné
produkuje tmavé, elipsoidni konidie, které se vytvafi z arthrokonidii. Tato varianta se
nachazi v prostiedi s nizkou hladinou zivin, napf. na vlhkych povrsich skla, kovu,
Vv koupelnach, fontanach nebo motské vodé. Také toleruje vyssi teplotu nez varianta
druha, A. pullulans var. pullulans. Kolonie jsou nartzovélé, rychle rostouci, nékdy se
mohou barvit do hnéda a to diky lokalnimu vyskytu tlustosténnych pigmentovanych
hyf. Tato varianta se vyskytuje v prostiedi s malou vodni aktivitou. [2, 3]

A. pullulans var. subglaciale byla izolovana z prostiedi arktickych ledovcu, tedy ze
samotneho ledu a z motské vody v jeho bezprostiedni blizkosti. [4]

A. pullulans var. namibiae byla izolovana z mramoru z Namibie, Afriky. Teplotni
rozmezi, ve kterém je tato varianta schopna rtstu, je nejuzsi ze vSech dosud popsanych.

[5]



Obrazek 1 - Po smeru hodinovych rucicek zleva - var. pullulans [3], var. melanogenum
[2], var. sublaciae [4], var. namibiae [5]

Pfi kultivaci v tekutych médiich je pH jednim z faktord ovliviiujicich morfologii
Aureobasidia, pti pH 2-2,5 se jedna o formu plisng, naopak kvasinkova forma je hlavné
pii pH 6-8 . Z tohoto udaje se da vysledovat trend, Ze ¢im niz§i pH, tim vice se v médiu
nachazi plisiovych bunék, naopak ¢im vyssi pH, Aureobasidium spiSe upfednostiiuje
formu kvasinky. [7, 8]

2.2.2. Zpisob rozmnoZovani

A. Pullulans se rozmnozuje vegetativné a to pomoci blastokonidii, které puci po
stranach hyf, a nasleduje dalsi puceni, tentokrat v sekundéarni konidii, jezZ je mensi nez
pavodni blastokonidie. V piipad¢ starSich hyf muze dochazet k jejich rozpadani se
v arthrospory. Zralé chlamydospory uvolfiuji buiiku, ktera nasledné vykli¢i. Stiidani
téchto dvou forem rozmnozovani je cyklické. [2, 9]



Obrézek 2 - Zivotni cyklus Aureobasidium pullulans.

A — konidie, B — konidie klicici v hyfu, C — hyfy, D — endokonidie, E — sekundarni
konidie, F — bunky plisnové formy, G — oddélovani jednotlivych plisiovych bunék, H —
puceni a oddelovani bunek, I — chlamydospory (forma plisné), J — chlamydospory
(forma kvasinky), K — klicici chlamydospory, L — chlamydospory s ochrannou vrstvou
pullulanu [22]

2.2.3. Vyskyt v chladném prostiedi

Jak jiz bylo zminéno, Aureobasidium lze najit témét ve vSech typech prostiedi,
ty s teplotou pod bodem mrazu nevyjimaje.

Prvni zpravy o vyskytu A. pullulans v chladném severském prostiedi ptinesli Abyzov
vroce 1993 [10] a objev potvrdili Babjeva a Reshetova vroce 1998 [11]. Ackoli
koncentrace této kvasinky ve vzorcich odebranych ze Sibifského permafrostu
a Antarktickych ptd nebyla pfili§ vyrazna, podafilo se zde najit dostatecny dikaz
0 vyskytu tohoto mikroorganismu i v téchto neptiznivych podminkach.

Zalar a jeho tym odebirali vzorky arktickych ledovcu a ledovcovych jeskyni v letech
2001 — 2003 z oblasti Svalbardu (Spitsbergen, Norsko) a potvrdili hojny vyskyt této
kvasinky. Byly odebirany vzorky jak ¢istého ledu, tak i samotné pidy, primérna
celoro¢ni teplota v této oblasti je -5° C. [12]

Benedetta a Brana provedli dalsi studii tykajici se vyskytu A. pullulans se vzorky
z Alpinského ledovce Calderone, Apeniny, Italie, v letech 2006 - 2008. Spole¢né s A.
pullulans bylo izolovano dalsich 29 druht plisiiovych mikroorganismi. Z celkovych
100 % zaujimalo A. pullulans 3,5 %, coz zné&j délalo 8. nejCastéji se vyskytujici
mikroorganismus. [13]

10



2.2.4. Vyuziti Aureobasidium pullulans

2.24.1. Produkce enzymii
VSeobecné se da fici, ze rizné kmeny A. pullulans produkuji amylazy, lipazy,
celulazy, protedzy, xylanazy apod., jez maji $iroké uplatnéni v pramyslu.
Fruktooligosacharidy, pouzivany jako probiotika, jsou pievadény ze sacharosy
pomoci fruktofuranosidaz ziskanych z A. pullulans. [14]

2.2.4.2. Produkce extracelularnich polymerii
Nejvyznamnéj$im polymerem je pullulan, vice informaci viz kapitola 2.2. Dal$im
polysacharidem produkovanym A. pullulans je nerozpustny p-glukan, viz obrézek 2.
Déle je mikroorganismus schopen produkce B-poly-L-jableéné kyseliny. Jedna se
0 nevétveny ctyfuhlikaty polyester slozeny z L-maldtovych monomert. Lze ji vyuzit
jako transportni systém pro 1é¢iva vzhledem k vyjimecnym vlastnostem kyseliny, které
jsou podporovany jeji plnou biodegradabilnosti a biokompatabilnosti. [15]

2.2.4.3. Poskliziiova kontrola ovoce a zeleniny

Alternativou oSetfeni ovoce a zeleniny fungicidnimi prostfedky po sklizni je pouziti
bézné se vyskytujicich mikroorganismt. K tomuto kroku bylo pfistoupeno po zvazeni
nasledktl, které mize mit takto chemicky oSetfené ovoce Ci zelenina na lidské zdravi
azivotni prostfedi. Zaroven muze postupem <¢asu dochazet k ziskani rezistance
patogenit k témto fungicidim. Ne¢kolik kvasinek, bakterii a filamentdrnich hub se
ukazalo jako ucinna nahrada fungicidnich prostfedki. OvSem takto vyuZivané
mikroorganismy musi spliiovat nékolik kritérii. Jednim z téchto kritérii je odolnost vici
nizké hladingé zivin v okoli a to kvili skutecnosti, ze jsou Casto pouzivany tésné pred
sklizni samotného ovoce nebo zeleniny. [16, 17]

Nekteré kmeny A. pullulans jsou schopny zamezit rozvoji mikroorganismi
zpusobujicich hnilobu ovoce i zeleniny. Pokusy probihaly na ovoci rozdéleného do
dvou skupin — jedna skupina byla namacena v suspenzi bunék A. pullulans o
koncentraci 10’/ml, druh4, kontrolni, v destilované vod&. Hniloba v prvni skupiné byla
snizena 0 10 — 100 %, zalezelo na pouzitém kmenu. [16]

A. pullulans je vyuzivano jako obrana proti Botrys cinerea a Penicillium expansum,
které zpusobuji hnilobu jablek [16]. Podobné bylo A. pullulans studovano pii ochrané
tfe$ni a hroznového vina, a to opét proti B. cinerea a P. expansum, Rhizopus stolonifer,
Aspergillus niger [17] a Monilinia laxa [16].

3. Pullulan

V roce 1938 Bauer poprvé zaznamenal produkci extracelularniho polysacharidu
kvasinky Aureobasidium pullulans, ale tento exopolysacharid, pullulan, byl poprvé
izolovan Bernierem az roku 1958 a o rok pozd¢ji zacala i jeho dikladné analyza. V roce
1961 byl objeven enzym pullulanaza, ktery specificky stépi a-1,6 vazby.

Samotna biosyntéza kvasinkou je dosud ne zcela objasnéna. Je jasné, Ze k syntéze je
potieba UDP-glukozy (uracil difosfat glukoza) a ATP, samotny pullulan se syntetizuje
ptes lipidové intermediaty, ale presny mechanismus nebyl objasnén. [19]

Catley a Kelley [21] dokazali, ze k syntéze pullulanu jsou vyuzivany uhlikaté
prekurzory ulozené v buice, napt. panosa nebo isopanosa. Tyto prekurzory pochazi ze

vvvvvv
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nejprve naakumuluje jednoduché sacharidy ze svého okoli a poté z nich tvofti pullulan.
Simon a kol. [20] tuto skute¢nost potvrdili a to pokusem, pii kterém byla monitorovana
koncentrace sacharidii v zivném médiu, intracelularni glykogen a mnozstvi pullulanu
buitkami vyprodukovaného.

Na obrazku 2 je schematické znazornéni umisténi dvou exopolysacharidi
produkovanych A. pullulans, nejzevngjsi vrstvu tvoti samotny pullulanu a druhou, pod
pullulanem umisténou vrstvu nerozpustny B-glukan. [31]

B-glukanova
vrstva

Vrstva pululanu

Bunécéna sténa

Cytoplasma

.

b . i i S
Obrézek 3 - Schematické zobrazeni lokalizace pullulanové vrstvy a nerozpustného -
glukanu [31]

3.1. Chemicka struktura

Jedna se o linearni homopolysacharid slozen z maltosotriosovych jednotek. V jedné
takové jednotce se nachédzi vazby a-1,4, jednotlivé jednotky jsou pospojované a-1,6
vazbami. Jedna se o netoxicky, jedly, biodegradabilni polysacharid, ve vodé rozpustny,
naopak Vv organickych rozpoustédlech je zcela nerozpustny. Roztoky jsou viskozni,
viskozita zavisi na molekulové hmotnosti, ale neni vyznamné zavisla na fyzikalnich
podminkéch jako je pH nebo teplota [22]. Retézec pullulanu miize obsahovat i ndhodng
zatazené maltotetrosové jednotky, ovSem toto procento je zcela minoritni [19].

H

Obrazek 4 - Struktura pullulanu [19]
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3.1.1. Zpiusob produkce pullulanu

Pii sledovani vztahu mezi Zivotnim cyklem Aureobasidia a produkci pullulanu bylo
zjisténo, ze nejvyssi produkce nastava pii produkci blastospor, coz je nepohlavni vytrus
vznikly pucenim. Nové vzniklé buiiky jsou hlavnim producentem pullulanu. Dale bylo
zjisténo, ze kvasinkova forma Aureobasidia produkuje pullulan, naopak u formy plisné
se tato produkce témét nevyskytuje [23].

Je zajimavé, Ze ackoli bylo Catleym [23] feCeno, Ze hlavnim producentem
polysacharidu je kvasinkovéa forma, tedy by se dalo pfedpokladat, ze optimélni pH pfti
produkci pullulanu je v rozmezi 6-8 (viz. kapitola 2.1.1), bylo zji§téno, ze optimalni pH
pro produkci pullulanu a biomasy je hodnota 4.5, tedy kdy se v médiu obsahujici
Aureobasidium nachazi 50 % bunék ve formé kvasinek a 50 % ve formé plisné.
Produkce pullulanu se ze zvySujicim pH prudce snizuje, pii hodnotach nizSich nez 2,5
se biosyntéza zcela zastavuje. [8, 21]

Pfi zkoumani vlivu koncentrace kysliku na produkci pullulanu byl zavér takovy, ze pii
zvySené koncentraci byla zvySend koncentrace hyf a pullulan nemohl byt dale
syntetizovan [24].

3.1.2. Biologickéa funkce

Jak je ziejmé z obrézku 2, pullulan je nejzevnéjsi vrstva obalujici buiiky A. pullulans,
z ¢ehoz lze usoudit, ze pro samotny mikroorganismus plni tento polysacharid funkci
ochrannou. Dalsi vlivy nebo vyuziti bunkou neni znamo.

Diky biokompatibilit¢ a biodegradabilit¢ je snaha o vyuziti pullulanu
V potravinafském, farmaceutickém a medicinském prumyslu. [19]

3.1.3. Purifikace pullulanu

Diky obsahu pigmenti je tfeba pullulan odbarvit, napt. pouzitim aktivniho uhli, popt.
nekolikanasobnou precipitaci v alkoholu. Obvykle zac¢ina produkce melaninu dva dny
po zaockovani, ale samoziejmé zalezi na slozeni média a druhu A. pullulans. Bylo
dokazano, ze redukce koncentrace drasliku a KH,PO4 v médiu snizuje vysledny obsah
melaninu [25].

3.1.3.1. Precipitace alkoholy

Existuje nékolik metod purifikace pullulanu, mezi nejpouzivangjsi patii
nékolikanasobné vysrazeni pullulanu z média. Ktomuto ucéelu byvaji pouzivany
alkoholy. Nejprve je médium zbaveno bunék a to centrifugaci, poté se k ziskanému
supernatantu ptidava vybrany alkohol, a to v ur¢itém poméru.

Co se ty¢e druhu alkoholu, za nejvhodnéjsi jsou povazovany ty s malou hydrofilitou,
tiemi a vice uhliky, napf. izopropanol, propanol; estery se tfemi a vice uhliky, napf.
methyl acetat; ethery se tfemi a vice uhliky, napf. tetradyhdrofuran. [26]

Choudhury a spol. si vybrali ¢tyti alkoholy — ethanol, aceton, THF a isopropanol,
sedm riznych koncentraci v rozmezi 1:1 az 1:7, a pokouseli se najit idedlni balanci mezi
druhem alkoholu a pomérem supernatant : precipitator. Z jejich vyzkumu vyplyva, ze
pfi poméru 1:5 byla nejvyssi vynosnost vysraZenych sacharidi, po navySeni tohoto
poméru na 1:6 hmotnost pullulanu ztstala konstantni, proto se pomér 1:5 da povazovat
za optimum. Jako nejidealngjsi alkohol se jevil THF nasledovany acetonem a
isopropanolem. [27]
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3.1.3.2. Dialyza

Dialyza je purifikacni metoda, levna a nendro¢na, pii které se lze zbavit molekul
napt. soli, jejichz velikost je < 1 nm, tvoii tedy s nami purifikovanou slozkou pravy
roztok. Koloidni ¢astice, rozmezi 1 — 1000 nm, v roztoku jsou v tomto piipadé tvofeny
molekulami pullulanu.

Vzorek se umisti do dialyza¢niho stiivka, které ma urcity praimér pord. Toto stiivko,
at’ uz pifirodniho (pergamen) nebo umélého (celofan, koloidové filtry) ptivodu, je poté
umisténo do minimaln¢ 10x vétsiho objemu rozpoustédla. Na rozhrani membrany
vznika koncentra¢ni gradient a ten je hnaci silou dialyzy. Péry prochazi molekuly mensi
nez je jejich pramér, koloidni ¢astice nemohou prochazet. [28]

3.1.3.3. Odstranéni melaninu

Nezadouci zabarveni pullulanu zptsobuje barvivo melanin, které lze odstranit
peroxidem vodiku. Mishra [26] vyzkousel rizné koncentrace H,O, a to v rozmezi 1 —
12 %, které byly pfidany k supernatantu. Jako ideélni se jevila koncentrace 10 %, po
pfekroCeni této hranice se nezvySovalo procento odstranéného melaninu. Ke
zkontrolovani mnozstvi odstranéného melaninu byla pouzita UV-VIS spektroskopie pii
320 nm.

Samotny pullulan byl poté vysraZzen alkoholem, Mishra pouzil isopropanol. [29]

3.1.4. Vyuziti v pramyslu

Pullulan spliiuje podminku netoxi¢nosti a biodegradability, lze jej tedy vyuzit
V potravinafském a farmaceutickém pramyslu, i jinych, ptibuznych oborech. Své vyuziti
v prumyslu nachazi pullulan uz téméf 30 let. Vysoka cena za Cisty pullulan je ovlivnéna
obtizemi pfi jeho purifikaci, kde nejvétsi problém je s odstranénim pigmentt, predevsim
¢ernych, hnédych a zelenych, které Aureobasidium produkuje. Proto je snaha o produkci
Aureobasidia, které je bezbarvé, tudiz nedochazi ke zneéisténi produkovaného
pullulanu [30].

Pullulan 1ze vyuzit jako potahovy obal pro 1é¢iva, potraviny, hnojiva, papir, tabak
apod., a to diky schopnosti nepropoustét kyslik a odolnosti proti tukiim. Diky odolnosti
proti vzdusnému kysliku mize byt pullulan vyuzit nejen jako potahovy obal, ale i pfimo
jako obalovy material, kdy bude zabranovat oxidaci materialu uvnitf [31].

Rozpustnost ve vodé muize byt sniZena, a to esterifikaci nebo etherifikaci pullulanu.
Hydrogenace vede ke zvyseni tepelné stability a karbonylace zvySuje rozpustnost ve
studené vodé. Pokud se na fetézec navazi mastné kyseliny ¢i cholesterol, takto
upraveného pullulanu se da vyuZit pfi zvySeni stability emulzi typu olej ve vodé&. [19]

Dalsi vyuziti pullulan nachazi jako zahustovadlo a to diky vlastnosti zna¢né
zvySovat viskozitu roztokd jiz v malych koncentracich (viz. kapitola 2.2.1), obecné tedy
muZeme upravovat texturu roztokli, do kterych je tento polysacharid pfidavan. Kromé
zahust'ovadla se ptidava jako zvySovac kalorické hodnoty potravin. [31]

Byla snaha vytvofeni plasma-substituentd zalozenych na pullulanu. V Japonsku bylo
v ramci tohoto cile zkoumano intravendzni podani pullulanu s rozdilnou molekulovou
hmotnosti. Pullulan s My, mensi nez 15 kDa nebyl G¢inny, pouze zatézoval ledviny,
naopak pifi My vétsi nez 150 kDa se prudce zvysil tlak a bylo zatézovano srdce a cely
kardiovaskularni systém. Dalsi pokusy ukazaly, Ze jako idealni se jevi pullulan s M,
okolo 62 kDa, nejvétsi problém ovSem piedstavuje skutecnost, ze pfi koncentraci uz
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0,6 g/l zvysuje pullulan hustotu krve na dvojnasobek. Pullulan dale vykazuje zvySenou
afinitu k jatram. [21]

3.2. Kultivace mikroorganismu

3.2.1. Zivna média

Mikroorganismy potfebuji ke svému ristu a mnozeni spravnou vyzivu, kterou
piijimaji ze svého okoli. V laboratornich podminkach se timto okoli stava zivné
médium, jehoz sloZeni je zvoleno tak, aby obsahem latek simulovalo pfirozené prostiedi
daného mikroorganismu. Za zakladni slozky zivného média jsou brany voda, zdroj
uhliku, dusiku, minerdlnich latek, voda, kyslik, fosfor, vitaminy. Pro rGzné
mikroorganismy jsou poméry téchto latek odlisné. [32, 33]
rozpustény vSechny latky, probihd v ni rist, mnozeni, komunikace mezi builkami.
Zaroven je v ni rozpustén kyslik, ktery kvasinky nejsou schopny pfijimat ze vzduchu.
Proto je dilezité mit tfepaci pfistroj, ktery umérnou rychlosti bude michat médium, tedy
i napomahat rozpusténi kysliku. [32, 33]

Jako zdroj uhliku 1ze pouzit jednoduché sacharidy jako napft. glukosu, sacharosu,
fruktosu nebo i polysacharidy. Sacharidy jsou vyuzivany oxida¢nim zptsobem a kromé
zdroje uhliku jsou vyuZzivany i jako zdroj vodiku a kysliku. [32]

Jako zdroj dusiku lze pouzit dusi¢nany, dusitany, amonné soli nebo lze vyuzit dusik
ptimo ze vzduchu. Z organickych zdroju 1ze vyuzit nativni bilkoviny, peptony, peptidy
nebo kvasni¢ni autolyzat. [32]

V piitomnosti nadbytku amonnych kationti v mediu se vysledna morfologie A.
pullulans lisila od situace, kdy byly pouzity soli dusi¢nanu. V pfipadé¢ amonnych
kationtd bylo mozno identifikovat mycelium i unicelularni formu. V pfitomnosti
dusi¢nanovych soli vznikaly téméf vylu¢né buiky kvasinkovité formy. [32]

Dulezity pro pfenos energie diky reakcim  zprosttedkovanych ~ ATP
(adenintrifosfatem) je fosfor. Pokud by v médiu zcela chybél, mikroorganismus by
nemél dostatek energie na rist a mnozeni. Pouziva se fosfor vazany v solich kyseliny
fosfore¢né a to zejména draselnych a amonnych. [32, 33]

DalSimi dilezitymi minerdly jsou draslik, hoic¢ik, chlor, které jsou ptfidavany ve
formé soli. Mineralni latky jsou dtlezitymi podpirci rustu. Jejich koncentrace v médiu
by méla byt mnohokrat méné nez ostatnich latek a byla zjiSt€na experimentalné. Pokud
by koncentrace byla pfili§ vysokd, tak tyto latky mohou plsobit toxicky a vést
K zastaveni rdstu, popf. usmrceni mikroorganismu. [32, 33]

3.2.2. Rozdéleni Zivnych médii
Zivna média Ize rozdélit podle riiznych charakteristik:

e Podle pouziti:
- univerzélni neboli zdkladni: svym slozenim vyhovuji velkému zébéru
mikroorganismu
- selektivni: svym sloZzenim odpovidaji potiebam pouze jednoho druhu
mikroorganismu. Diky obsahu ur¢itého inhibitoru (napf. antibiotika)
potlacuji rist jiné mikroflory
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- selektivné-diagnostickd: na téchto médiich roste jen mald skupina
mikroorganismi. Svym sloZzenim potlacuji rist jinych mikroorganismu
[33]

e Podle ptivodu a slozeni:

- pfirozena: jednd se o pfirozené substraty jako je napf. mléko, chleba.
Jsou vhodné na kratkodobou kultivaci. Lze vyuzit i odpadnich substrati

- polosyntetickd: jako zdroj dusiku a uhliku jsou pouZzivany proteiny a
peptidy ve formé extraktt, autolyzatti nebo peptonti

- syntetickd: vyznacuji se presnym chemickym slozenim. Jako zdroj uhliku
byvéa obvykle glukosa, ale mize byt nahrazena i jinym jednoduchym
sacharidem. Jako zdroj dusiku jsou voleny amonné soli [33]

e Podle konzistence:
- tekutd neboli kapalna: neobsahuji Zadné ztuzovaci latky
- polotekuta: ztuzovacich latek obsahuji malé procento
- pevna: jako ztuzovaci latku obsahuji napf. agar nebo Zelatinu [33]

3.2.3. Riistova krivka

Rozmnozovani mikroorganismti probiha velmi rychle, za optimalnich podminek
dokazou napt. piidni bakterie zdvojnasobit sviij pocet za 20 minut. Tento prirdstek je ale
omezen a zavisi na koncentraci zivin a také je zpomalovan hromadénim metaboliti v
okoli.

Ristova kiivka, tedy grafické zndzornéni pfirtistku biomasy, charakterizuje rlst
mikroorganismu, kdy na ose X je ¢as kultivace, na ose y logaritmus poctu zivych bunék.
Kfivka mé né€kolik ristovych fazi:

1. Lag-faze, neboli pfipravnd, adaptacni faze. Zde jest¢ nedochédzi k rozmnozovani
bunék, ale k jejich zvétSovani a aktivovani enzymového systému. V této fazi zalezi
na druhu mikroorganismu, pro ktery je kfivka stanovovana, protoze délka se rizni u
jednotlivych mikrobti. Dal§imi faktory, na které je dilezité brat ohled, jsou
fyziologicky stav bun¢k a koncentrace inokula.

2. Faze zrychleného rustu, tedy faze akcelera¢ni. V této ¢asti jsou buiiky nejcitlivéjsi a
zaroven maji nejvetsi objem, rychlost jejich riistu prevySuje rychlost mnoZeni.

3. Féze exponenciélni, logaritmicka. V této fazi je metabolismus velmi aktivni, buniky
se mnozi témét geometrickou fadou, protoze systém jeSt€ neni limitovan
nedostatkem zZivin.

4. Faze zpomaleného riistu. Metabolismus a mnozeni se zpomaluje, pocet
odumirajicich bunék se zvysuje. Ziviny jsou vylerpavany a dochazi k hromadéni
metabolitd.

5. Féaze stacionarni. V této fazi je pocet zivych a mrtvych bunék vyrovnan a mnozeni
bun¢k dosahlo maxima. Nejvice limitujici faktor je koncentrace Zivin v okoli bunék.

6. Faze zrychleného odumirani. Ubytek bunék pievySuje jejich piirtistek. Diky
kritickému snizeni Zivin se snizuje i metabolismus, zasobni latky se odbourévaji.
[35]
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Obrézek 5 - Riistova kifivka [35]

3.2.4. Metody stanoveni biomasy

3.2.4.1. Piimé stanoveni poctu bunék
Pii metod€ pfimého stanoveni se pracuje s urCitym objemem. Bunky se pocitaji
jednotlivé pod mikroskopem a to za pouziti komirek, které jsou pro tento ucel specidlné
ur¢eny. Nejvice pouzivand je komurka Birkerova. [35]

3.2.4.2. Nepiimé stanoveni poctu bunék
Zakladni predpoklad je ten, ze z jedné bunky schopné se rozmnozovat vyrista jedna
kolonie. Tyto kolonie vyristaji na agarovych plotnach a pfi nepfimém stanoveni se
pocitaji prave tyto kolonie. [35]

3.2.4.3. Turbidimetrické stanoveni
Tato metoda je zaloZena na zvySujicim se zdkalu média se zvySujicim se poctem
bunék. Nejéastéji je vyuzivano spektrofotometrické méfeni s vIinovymi délkami
v rozmezi 550 nm — 650 nm. Pfi této metod¢€ zalezi na tvaru a velikosti bunék, napt. tato
metoda je vhodna pro koky a tyCinkovité mikroorganismy, ale pro mikroorganismy
vytvarejici fetézce nedava presné vysledky. [35]

3.2.4.4. Gravimetrické stanoveni
Biomasa je vysuSena pii 105° C, poté zchlazena na laboratorni teplotu v exsikatoru.
Po vychladnuti je suSina zvazena na analytickych vahach. [35]

3.3. Stres

Rist i rozmnoZovani mikroorganismil jsou zavislé na prostiedi, ve kterém se nachazi.
Kazdy MO ma své idealni podminky, ve kterych muize existovat. Jakmile jsou tyto
podminky pozménény a k bunikdm se nedostava potfebné mnozstvi Zivin, popf. samotné
parametry prostiedi jsou pozménény, 1ze mluvit o stresu.

Jako zékladni parametry prostiedi jsou brany teplota, hydrostaticky tlak, pH, vodni
aktivita a oxida¢né-reduk¢ni potencial. [36]

Muze nastat i zmé&na povrchového napéti, v této situaci se povrchové aktivni latky
hromadi na rozhrani dvou riznych fazi, v tomto ptipadé€ se jedna o rozhrani prostiedi-
povrch bunky.
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Zaroven i n¢které chemické latky vyskytujici se v prosttedi mikroorganismu mohou
zahajit stresovou odpovéd’. Jedna se napi. o ethanol, tézké kovy, Na®, oxidanty jako
jsou peroxid vodiku, superoxidovy a hydroxylovy radikal. [36]

Dutlezitym pojmem je stresova odezva, tedy odpovéd samotného mikroorganismu na
tyto zmény, jinymi slovy je to forma obrany proti poSkozeni. U kazdého typu
mikroorganismu je tato odezva jina, ale lze pfedpokladat, ze pfi této stresové odpovedi
dochadzi k syntéze obrannych proteint, které chrani buiiku nejen v tom uréitém
momentu, kdy stres nastal, ale mohou slouzit jako S§tit i pfi pfipadnych budoucich

......

3.3.1. Teplotni stres

Zménou teploty prostfedi Ize lehce ovlivnit zivotni cyklus mikroorganismd,
potazmo jejich viabilitu. Vtomto pifipadé jsou ovlivilovany intracelularni
makromolekuly, jako jsou teplotné citlivé enzymy, ale nejenom ony, dochédzi i
k poskozeni bunééné membrany. Pfi teplotnim Soku, kdy ale teplota nedosahne kritické
hodnoty, ktera by mohla ovliviiovat samotnou existenci bunék, dochazi k rychlé syntéze
ochrannych proteinti. [38]

Kazdy organismus mé urcité teplotni rozmezi, které je pro jeho existenci idedlni.
V tomto rozmezi jsou zasadni tfi teplotni body — minimalni, optimalni a maximalni
rastova teplota. Minimalni teplota je takova, kdy je mikroorganismus schopen se
rozmnozovat rychlosti jesté zjistitelnou, ovSem pfi jejim sniZzeni dochazi k zastaveni jak
rozmnozovani a rustu, ale mize byt ohroZen i Zivot organismu.

V bodé¢ optimalni teploty je rychlost ristu a rozmnozovani maximalni, a v ptipadé
posledniho bodu se jednd o nejvyssi teplotu, pifi které je jest€¢ zachovana schopnost
rozmnozovani, jeji zvySeni ma za nasledek zastavu rtstu a déleni bun¢k. Ovsem doba,
po kterou jsou organismy schopny piezit teplotu pod minimalnim bodem je delsi, nez
kdyby byl stejny mikroorganismus vystaven teplotdm vysSim, nez je teplota maximalni.
Zaroven optimalni teplota pro existenci buiiky se nemusi nutné ptekryvat s optimalni
teplotou nekterych metabolitickych procest.

V teplotnim rozmezi minimalni a optimalni teploty se postupné zvySuje rychlost
procest v butice, pii piekro¢eni optimalni teploty ale dochazi k prudkému poklesu této
rychlosti. [39]

Organismy muzeme rozdélit do tfech skupin podle vztahu K teploté, a to na
psychrofilni, mezofilni a termofilni. Organismy nalezici do prvni skupiny jsou schopny
rust pii teplotach nizsich, nez je bod mrazu, optimalni ristova teplota spadéa povétSinou
pod 16° C. Generaéni doba je okolo 48 hodin. [39]

Mezofilni organismy maji nastavenou minimalni teplotu nad 5° C, optimalni pod
45°C a do této skupiny patii vétSina znamych organismu. Bakterie z této kategorie maji
napf. optimalni teplotu okolo 37° C, kvasinky a plisné okolo 30° C. Posledni, tedy
termofilni skupina mikroorganismt snasi vyssi teploty, optimalni teplota je vyssi nez
45°C, vétsinou se jedna o interval mezi 50 — 60° C, ale vyjimkou nejsou ani organismy
majici optimum okolo 80° C. [39]

V piipadé A. pullulans je minimalni teplota 2° C, optimalni 25° C a maximalni
35° C [40].

18



3.3.2. Extracelularni polysacharidy jako obrana ve stresovych podminkach

Extracelularni polysacharidy produkované mikroorganismy se nachazi na rozhrani
bunécna sténa mikroorganismu — prostredi, tudiz se da predpokladat, Ze tyto metabolity
hraji ur¢itou roli jako obrana daného mikroorganismu.

Kdyz se podivdme do svéta pidnich mikroorganismt, davodi pro¢ jsou
extracelularni polysacharidy produkovany se nabizi cela fada. Vodni aktivita v pudé
znaéné kolisd, a jakmile mikroorganismus nema dostatek vody, tak umira.
Polysacharidy schopné vazat do své struktury vodu se tak nabizi jako jasné feSeni pro
ptfipadné obdobi sucha. [41]

Neutralni polysacharidy nebo ty ve form¢ aniontii jsou schopny se véazat na jilovité
povrchy. Interakce mezi pidnimi minerdly nebo jinymi pldnimi c¢asticemi a
extracelularnimi polysacharidy zlepSuji agregaci pidy, tyto interakce jsou mozné diky
adhezivnim a gel-tvoticim schopnostem polysacharidu. [41]

Biofilmy, které jsou tvofeny nahusténymi mikroorganismy ve vzajemné blizkosti
drzenymi pohromadé pravé diky extracelularnim polysacharidiim, jsou vidény jako
idealni prostiedek pro ptezivani mikroorganismi. V téchto biofilmech je mozna rychla
komunikace mezi jednotlivci a tudiz i moznost rychlejsi odezvy na ptipadné nebezpeci
smrti. [42]

Knowles a Castenholz ve své studii zkoumali vztah mezi viabilitou buné¢k pfi ztraté
vody — vysouseni a mraz, a pritomnosti extracelularnich polysacharidii konkrétné u
cyanobakterie Chroococcidiopsis, ktera byla vybrana jako modelovy mikroorganismus.
V ptipadé¢ vysouseni bakterie byly jasné rozdily mezi vysledky s pfitomnym
polysacharidem a bez jeho ptitomnosti, kdy v pfipad€ nepfitomnosti polysacharidu
jasn¢ prevysovalo procento bunék mrtvych. V ptipad¢ teplotniho stresu tato mez nebyla
tolik jasnd, ale byl jasné sledovan trend vétsiho procenta piezivsich bunék bakterie pti
piidani polysacharidu. [43]

3.4. Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je technika, ktera méfi a poté 1 vyhodnocuje fyzikalni
charakteristiky castic (ve vétsiné piipada bun€k) jako jsou relativni velikost,
granulovitost a intenzita fluorescence. Cytometr lze rozd¢€lit na tfi hlavni ¢asti: fluidika,
optika, elektronika. [44]

Fluidni systém unasi ¢astice ve formé suspenze laminarnim tokem do méfici cely.
Pro méfeni je dulezité, aby byly Castice fazeny jednotlivé za sebou, tzn., aby v urcitém
Case byla méfena vzdy pouze jedna Castice, a aby se Castice pohybovaly konstantni
rychlosti.

Opticka ¢ast je vybavena lasery (obvykle dvéma nebo tfemi), které ozatuji Castice, a
optickymi filtry, zrcadly a ¢ockami, tedy sbérnou optickou ¢asti, diky které je svételny
signal prenaSen do detektort.

Svétlo dopadajici na Castice z lasert je rozptyleno, mira rozptyleni zavisi na velikosti
Castice a jeji vnitini struktufe. Rozptylené svétlo je poté detekovano ve dvou smérech —
ve sméru piimém a bo¢nim. FSC detektor (FSC — Forvard-scattered channel), ktery je
umistén v rovinn¢ svételného paprsku zachycuje svétlo ptimo difraktované, které je
umérné velikosti ¢astic. SSC detektor (SSC — Side-scattered channel) je umistén kolmo
na prvni zminény detektor, zachycuje svétlo Castici odrazené. Tento detektor tedy
zachycuje signal majici vypovédni hodnotu o granulovitosti ¢astice, popf. jeji vnitini
struktufe. [44, 45]
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Obrazek 6 - Schéma pritokového cytometru [48]

Dal$im méfenym parametrem je intenzita fluorescence. Fluorescencni barviva jsou
volena podle schopnosti se specificky vazat na urcitou ¢ast bunky. Jsou barviva schopna
specifické vazby napt. na DNA (nejcastéji vyuZzivané), lipidy, bunéénou sténu. Tato
barviva, tzv. fluorofory, jsou schopny absorbovat svétlo uréité vinové délky a poté
vyzafovat svétlo o jiné urcité vlnové délce, kterd je ale vyS$i nez ta absorbovana.
Barvivo je voleno také podle laseru cytometru, ¢asto vyuzivané jsou: modry laser -
excitace obvykle pii 448 nm, Cerveny laser - excitace okolo 633 nm, zeleny laser -
excitace vrozmezi 532 — 561 nm [46]. V posledni dobé jsou Casto tyto barviva
kombinovana, vétSinou jsou vyuzity dva fluorofory na analyzu dvou parametrli zaroven.
Kombinace tii a vice barviv neni obvykle vyuzivana pro slozitost interpretace dat [47].

Elektronika pfevadi ptijaty svételny signal na signal elektronicky, ktery je poté
zpracovan pocitaCem. V této Casti tedy probiha analyza a interpretace ziskanych dat
[43, 44].

Své vyuziti nachazi pritokova cytometrie v fadé védnich obord jako je napf.
medicina, mikrobiologie, biochemie, biotechnologie apod. V mediciné ma své misto pfti
diagnostice rakoviny nebo je Siroce vyuZivana v imunologii napf. pii diagnostice viru
HIV. V mikrobiologii je cytometrie nejcastéji vyuzivana pii stanovovani viability
bunék, obsahu nukleovych kyselin, stanovovani aktivity enzymu apod. [44]

3.5. Vysokoucinna kapalinova chromatografie - HPLC

Chromatografie obecn¢ je separacni metoda, pii které dochdzi k separaci
jednotlivych slozek vzorku. Kontinualni separace probiha mezi staciondrni a mobilni
fazi. Je zaloZzena na neustalém vytvafeni rovnovahy mezi témito dvéma vzajemné
nemisitelnymi fazemi. [50]
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Hnaci silou mobilni faze je sila tlakova vytvarena pumpou. Diky navySenému tlaku,
az 50 MPa, se zvysuje i rychlost chromatografické analyzy. Vysoky tlak je potteba
k pohybu vzorku pres sorbent. Céstice, které jej tvoii, byvaji velmi malych rozméra, a
tedy kladou kapaling vétsi odpor. Maly rozmér castic stacionarni faze znamend veétsi
plochu, na které mohou probihat interakce mezi analytem a sorbentem. [50, 51]

Déleni vzorku probiha v chromatografickych kolonach naplnénych stacionarni fazi,
které maji povétsSinou délku 10 — 30 cm. Vzorek je umistén na zacatek stacionarni faze,
poté probiha unaseni vzorku ptes stacionarni fazi — sorbent, mobilni fazi. Diky rozdilné
interakci mezi jednotlivymi slozkami vzorku a sorbentem dochazi k separaci vzorku.
Vétsi zdrzeni maji ty slozky, jejichz interakce se sorbentem je silngjsi. [50]

Detektor je vybiran dle piivodu detekované latky. Asi nejvice pouzivany je UV-VIS
detektor, ktery méfi absorbanci povétsinou v rozmezi vinovych délek 180 — 800 nm. Pro
detekci polycyklickych aromatickych uhlovodikti je mozno pouzit fluorescenéni
detektor. Refraktometrickou detekci je mozno pouzit v pripadé detekce latek, které
neabsorbuji a nefluoreskuji, napt. cukry, lipidy, polymery. Dalsi moZznosti detekce jsou
napt. elektrochemickym detektorem, ktery méfi proud vznikajici pti prichodu
oxidovatelné nebo redukovatelné latky mérnou celou. Jeho vyhodou je vysoka citlivost.
Vodivostni detektor méfi proud mezi dvéma elektrodami v prutokové cele a vyuziva
stiidavého napéti. Velmi vyuzivany je hmotnostné—spektrometricky detektor, ktery
detekuje ionty vznikajici ionizaci analytt. [51]

Jehla - nastiik
VZOrKl

Predkolona

*

F F Thakové wzivéy

Injektor

Kolona

o B
Mobilni faze S~ [
Obrézek 7 - Schéma HPLC [49]

Grafickym zaznamem je chromatogram. Jednd se o casovou zavislost signélu
detektoru. Pocatek chromatogramu pfedstavuje okamzik néstiiku vzorku. Jeden tzv. pik
— elucni vina — odpovida jedné slozce vzorku. Idedlné¢ ma tato vina tvar Gaussovy
kiivky. Vrchol se nazyva retenéni Cas, tg, a predstavuje dobu, za kterou analyzovana
latka projde kolonou a je zaznamenana detektorerm. Tento Cas lze rozdélit na dobu,
kterou latka stravila v mobilni fazi - mrtvy reten¢ni Cas, tm, a dobu, kterou prochazela
kolonou — redukovany retencni Cas, t‘r. Retenéni ¢as podava informaci o druhu analytu,
plocha piku, A, o mnozstvi analyzované latky. [52]
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4. CIL PRACE

e ReserSe na téma extracelularni polymery produkované mikroorganismem
Aureobasidium pullulans

e Studium produkce extracelularnich polymerti mikroorganismem Aureobasidium
pullulans

e Experimentalni ovéfeni vlivu pfitomnosti extraceluldrnich polymerti na odolnost
bunék A. pullulans vic¢i vybranym stresovym faktorim
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5. EXPERIMENTALNI CAST
5.1. Pracovni pristroje, chemikalie a mikroorganismy

5.1.1. PouZité pristroje

e Ockovaci box Aura Mini (Bioair Instruments, UK)
e Trepacka LT 2 (Sklarny Kavalier, CR)

e Spektrofotometr UV-VIS, Helios y (Unicam, UK)
e Cytometr, Apogee Flow Systém

e Susarna LS — 35 (CR)

e VVortex — Genius 3, IKA Vortex (Némecko)

¢ Centrifuga U-32-R, Boeco (Némecko)

¢ Centrifuga Sigma 3-15 (Némecko)

e Mikrocentrifuga Mikro 200, Hettlich Zentrifugen
¢ Analytické vahy Boeco (Némecko)

 Mikroskop Intra mirro (CR)

Sestava HPLC-RI
e Vysokotlaka pumpa Ecom (CR)

e Davkovaci analyticky ventil smyckovy C R54157, Ecom (CR)

e Termostat kolon LCO 101
¢ Refraktometricky detektor RIDK 102
e Kolona Rezex ROA (300 x 7.8 mm), Phenomenex

5.1.2. Chemikalie

Standardy
e D-glukosa monohydrét, p.a., Lach-Ner, CR
e Fruktosa, p.a., Lach-Ner, CR
e Laktosa, p.a., Lach-Ner, CR
e Sacharosa, p.a., Lach-Ner, CR

Chemikalie ke kultivaci
¢ Dusi¢nan sodny
¢ Dihydrogenfosfore¢nan draselny
¢ Chlorid draselny
e Heptahydrét siranu hofe¢natého, p.a., Lachema
¢ Dusi¢nan amonny
e Siran amonny

Chemikalie ke stanoveni celkovych sacharidi dle Duboise
e Kyselina sirova 96%
eFenol
e D-glukosa

Chemikalie ke stanoveni redukujicich sacharidia dle Somogyi-Nelsona

e D-glukosa
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e Uhlicitan sodny

e Hydrogenuhlicitan sodny

e Seignettova stl

e Siran sodny

e Pentahydrat siranu med’natého
e Molybdenan amonny

e Kyselina sirova

e Hydrogenarseni¢nan disodny

Chemikalie ke stanoveni obsahu bilkovin dle Harthee-Lowryho
e Tetrahydrat vinanu sodno-draselného
e Uhlicitan sodny
e Hydroxid sodny
¢ Pentahydrat siranu med’natého
o Cinidlo Folin-Ciocalteau, Penta, CR

Alkoholy
e Ethanol 96 %
e Isopropylalkohol
¢ Aceton

5.1.3. Pouzité kmeny

K produkci pullulanu byly pouzity dva kmeny A. pullulans a to CCM 8182 a F 148
ziskané z Ceské sbirky mikroorganismil Pfirodovédecké fakulty Masarykovy University
Vv Brné.

5.2. Kultivace

5.2.1. Tuhé medium

Tuhé médium slouzi k dlouhodob¢jsimu uchovani kvasinkového kmene, v tomto
ptipad¢ dvou kmenti CCM8182 a F148.

Byla ptipravena dvé tuha média a to mineralni a obohacené (viz. tabulka 1), do
100 ml Erlenmayerovych bangk. Sterilizace probihala po dobu 15 min pii 121° C.
Zaockované kultury byly uchovavany na miskdch pii konstantni teploté 30° C.
Dlouhodobé byly misky uchovéavany pii teplot¢ 4° C. PreoCkovéani bylo provadéno
v intervalu 30 dni.

Tabulka 1 - SlozZeni mineralniho a obohaceného média

Mineralni médium Obohacené médium

Slozka Mnozstvi [g/l] Slozka Mnozstvi [g/l]
Glukosa 80,0 Glukosa 20,0

NaNO; 2,0 Pepton 20,0

KH,PO, 0,1 Yeast ex. 10,0

KCI 0,5 Agar 20,0
MgSO,.7H,O | 0,2

Agar 10,0
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5.2.2. Inokulum

Do Erlenmayerovy banky o objemu 250 ml bylo pfipraveno médium, viz tabulka 2.
Sterilizace probihala p#i 121° C po dobu 15 minut. Do tekutého média byly pievedeny
tii klicky. Pfipravené inokulum bylo kultivovéano pii teploté 30° C, 160 rpm po dobu

24 hodin.

Tabulka 2 - SloZeni inokula

Slozka Mnozstvi [g/1]
Glukosa 80,0

NH4NO; 2,0

KH,PO, 0,1

MgSQ, . 7H,0 0,1

KCI 0,1

Yeast 50

Pepton 5,0

5.2.3. Produkéni médium

Tekuta média byla pfipravena do 1 000 ml Erlenmayerovych ban¢k, objem média byl
300 ml. Sterilizace probihala 15 minut pfi 121° C. Kultivace probihala pii 30° C,
160 rpm po dobu 168 hodin.

Tabulka 3 - Slozeni mineralniho a obohaceného média

Médium mineralni — Médium 1 Médium obohacené — Médium 2
Slozka MnozZstvi [g/1] Slozka Mnozstvi [g/1]
Glukosa 80,0 Glukosa 80,0

NaNOs 2,0 (NH,4),SO4 5,0

KH,PO, 0,1 KH,PO, 5,0

KCI 0,5 MgSO,. 7H,O | 0,34

MgSQO,. 7H,O | 0,1 Yeast auto. 7,0

5.2.4. Optimalizace kultiva¢nich podminek

Pro optimalizaci podminek rastu A. pullulans a produkce pullulanu byl vybréan
nejvhodnéjsi uhlikovy substrat.

Byl sledovan rast biomasy a produkce pullulanu v zavislosti na pouziti rozdilnych
zdroji sacharidii a to jak v inokulu, tak i v kultivaénim médiu.

5.2.4.1. Pouzité sacharidy
Glukosa, laktosa, fruktosa a sacharosa byly vybrany pro optimalizaci zdroje uhliku
pro produkci pullulanu. VSechny uvedené sacharidy byly pfitomny v koncentraci 80 g/I,
médium bylo pfipraveno dle sloZeni uvedeného v Tabulce 1 — Médium obohacené.

5.2.5. Stanoveni biomasy

Rust A. pullulans byl sledovan metodou gravimetrického stanoveni obsahu susiny.
Z média bylo odebrano 10 ml do centrifugacnich kyvet. Centrifugace probihala 5 minut
pii 8000 rpm. Bunky byly promyty destilovanou vodou a centrifugovany. Biomasa byla
susena pii teploté 80° C do konstantni hmotnosti. Poté nasledovalo zvazeni na
analytickych vahéach.
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5.2.6. Spektrofotometricka stanoveni

5.2.6.1. Stanoveni obsahu celkovych sacharidu dle Duboise

Sacharidy jsou zde dehydratovany koncentrovanou kyselinou sirovou a nasledné
dochazi ke kondenzaci furfuralu s fenolem. Tyto kondenzéty absorbuji v UV-VIS, Ize je
tedy zméfit pomoci spektrofotometru a to pii vinové délce 490 nm.

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit zdsobni roztok glukosy o koncentraci
100 pg/ml. Kalibra¢ni fada byla méfena v rozmezi koncentraci 0 — 100 pug/ml.

Jako vzorek byl pouzit supernatant z fermenta¢niho media.

K 1 ml vzorku byl pfidan pifedem ptipraveny 5% roztok fenolu a 5 ml koncentrované
kyseliny sirové. Zkumavky byly dukladné promichany a temperovany po dobu 30 minut
pii laboratorni teploté. Poté byla zméfena absorbance pii 490 nm. Pro piipravu blanku
byl 1 ml supernatantu nahrazen destilovanou vodou. Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat
a poté byla vypoctena primérnéd hodnota.

Koncentrace sacharidii byla vypoc¢tena dosazenim do rovnice kalibra¢ni kiiky.

5.2.6.2. Stanoveni redukujicich sacharidii dle Somogyi-Nelsona

Metoda je zaloZena na redukci méd’naté soli a nasledovném vzniku modro-zeleného
komplexu, jeho koncentrace se uré¢i pomoci méfeni absorbance pii vinové délce 720 nm.

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit zasobni roztok glukosy o koncentraci
50 pg/ml. Kalibra¢ni fada byla pfipravena v rozmezi koncentraci 5 — 50 pug/ml.

K 1 ml supernatantu bylo pfidano 0,5 ml roztoku Somogyi-Nelson | (obsah — 24 g
Na,CO3;, 16 g NaHCOs;, 144 g NaySO4 12 g vinanu sodno-draselného, 800 ml
destilované vody) a 0,5 ml roztoku Somogyi-Nelson Il (4 g CuSO, . 5 H,0, 24 g
Na,SO4, 200 ml destilované vody). Zkumavky byly promichany a po dobu 10 minut
vateny pii teplot¢ 100° C. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pfidano 0,5 ml
roztoku Somogyi-Nelson Il (25 g (NH4):Mo0O, ve 450 ml destilované vody, 21 ml
konc. H,SO4, 3 g NagHASO, . 7H,0). Obsah zkumavek byl dikladné promichan na
vortexu, po rozpusténi sraZzeniny byly zkumavky doplnény na obsah 10 ml destilovanou
vodou, opét promichany a byla méfena absorbance pii 720 nm proti slepému vzorku.
Slepy vzorek byl pfipraven nahrazenim 1 ml supernatantu destilovanou vodou.

Kazdy vzorek byl proméfen trikrat a byla vypocitdna primérna hodnota.
Koncentrace sacharidli byla vypoctena dosazenim do kalibracni kiivky.

5.2.6.3. Stanoveni obsahu bilkovin dle Hartree-Lowryho

K 1 ml supernatantu ziedéného dle potieby bylo pfidano 0,9 ml roztoku A (sloZeni:
2 g tetrahydratu vinanu sodno-draselného, 100 g Na,COg3, 500 ml 1M NaOH, doplnéno
destilovanou vodou na objem 1 litr). Zkumavky byly inkubovany po dobu 10 minut pfi
teploté 50° C. Po uplynuti této doby nasledovalo ochlazeni na laboratorni teplotu a
pfidani 0,1 ml roztoku B (sloZeni: 2g tetrahydratu vinanu sodno-draselného, 1 g
CuSQO4.5H,0, 90 ml H,O, 10 ml 1M NaOH). Po promichani byly zkumavky
temperovany 10 minut pii laboratorni teploté. Do zkumavky byly ptidany 3 ml roztoku
C (Folin- Ciocalteau c¢inidlo bylo nafedéno svodou v poméru 1:15). Pote byly
zkumavky promichany a temperovany 10 minut pii teploté 50° C. Po nasledném
ochlazeni na laboratorni teplotu a diikladném promichdni byla méfena absorbance pfi
650 nm proti slepému vzorku (vzorek nahrazen destilovanou vodou).
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Kazdy vzorek byl proméien tiikrat a vysledna koncentrace byla vypoctena
dosazenim do rovnice kalibra¢ni kiivky.

5.2.7. Stanoveni obsahu extracelularnich polysacharida

5.2.7.1. Precipitace a gravimetrické stanoveni
Precipitace pullulanu ze supernatantu byla provadéna s 96% roztokem ethanolu
v poméru 1:2. Roztok byl promichan a uchovan pii teploté 4° C po dobu 20 minut. Po
centrifugaci 10 minut pii 5000 rpm byl pullulan rozpustén v malém mnozstvi vody.
Precipitace byla celkem provadéna dvakrat.
Vysledny obsah pullulanu v médiu byl stanoven gravimetricky.

5.2.7.2. Stanoveni ECP pomoci HPLC
Analyza obsahu pullulanu probihala také pomoci HPLC a to proméfenim vzorku
pted a po hydrolyze glykosidickych vazeb mezi jednotlivymi molekulami monomert.
Pro hydrolyzu glykosidickych vazeb byla zvolena metoda kyselé hydrolyzy a to za
pouziti 2 M H,SO,4. Do 4 ml vialek byl napipetovan 1 ml 2M H,SO4 a 1 ml vzorku.
Hydrolyza probihala 12 hodin pii teploté 95° C.

5.3.  Rustova krivka

5.3.1. Inokulum

Jako produk¢ni kmen byl zvolen Aureobasidium pullulans CCM 8182. Jako médium
bylo pouzito obohacené médium — slozeni viz tabulka 3. Kultivace probihala po dobu
24 hodin pii 30° C, 160 rpm. Toto inokulum bylo pouZzito k zao¢kovani produkéniho
média.

5.3.2. Produkéni médium

Bylo pfipraveno 300 ml mineralniho média (slozeni viz. kapitola 3.2.3) do 500 ml
Ernlenmayerovy bariky, nasledovala sterilizace pti 121° C po dobu 15 minut. Médium
bylo ptipraveno 5 % obj. Dalsi kultivace probihala po dobu 168 hodin pfi 30 °, 160 rpm.

5.3.3. Stanoveni rustové krivky

Odbéry byly provadény v intervalu 4 hodin. Vzdy bylo odebrano 10 ml media,
nasledovalo stanoveni hmotnosti suSiny a vysrazeného pullulanu. Centrifugace
probihala po dobu 10 minut pii 8 000 rpm. Supernatant byl precipitovan ethanolem,
ktery byl pfidan v dvojnasobném mnozstvi. Usazend biomasa byla rozsuspendovéana v 5
ml vody a opét byla stocena, supernatant odlit a nasledovalo vysuseni do konstantni
hmotnosti pii 80° C.

5.3.4. Stanoveni pullulanu

Vysrazeny pullulan byl sto¢en po dobu 10 minut, 8000 rpm. Supernatant byl poté
odlit, usazeny pullulan rozpustén v cca 1 ml vody, jesté jednou vysrazen ethanolem,
nasledovalo stoceni a usazeny polysacharid byl suSen do konstantni hmotnosti pii
teploté 80° C.

5.4. Purifikace pullulanu
Pullulan ur¢eny k purifikaci byl naprodukovan A. pullulans CCM 8182. Kultivace
probihala na mineralnim médiu (sloZeni viz. 3.2.3).
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5.4.1. Purifikace alkoholem

V tomto kroku byl pouzit 96% ethanol, pomér alkohol:médium byl zvolen 2:1. Po
smichani supernatantu s alkoholem v bankach byl roztok uchovan pfi teploté 4° C
po dobu 30 minut. Ziskany precipitat byl centrifugovan 10 minut, 8000 rpm a rozpustén
v 5 ml destilované vody. Rozpustény precipitat byl podroben dialyze.

5.4.2. Dialyza

Dialyza probihala po dobu 24 hodin, jako wvnéjsi kapalina byla pouzita
demineralizovana voda v objemu 5 litrii. Po celou dobu byl obsah dialyza¢ni nadoby
michan, vyména vné&jsi kapaliny probéhla dvakrat.

Ve vzorku odebraném pied a po dialyze byly stanoveny sacharidy celkove,
redukujici a bilkoviny (postup viz. kapitola 3.2.6).

Poté byly stejné vzorky podrobeny hydrolyze glykosidickych vazeb a ve vSech
vzorcich byl pomoci metody HPLC stanoven obsah glukosy (postup viz. kapitola
3.2.7.2).

5.5. Zkoumani kryoprotektivnich vlastnosti pullulanu

Byla zkoumana viabilita bunék, potazmo kryoprotektivni vlastnosti pullulanu, a to
pomoci prutokové cytometrie. Jako modelovy mikroorganismus byl vybran
Aureobasidium pullulans CCM 8182. Bunky byly odebirany z inokula, které bylo
ptipraveno 24 hodin pfedem do 100 ml Erlenmayerovy baiiky,

Bylo pracovano sroztoky pullulanu o koncentracich 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 5 %,
fyziologickym roztokem a destilovanou vodou. Vzorky byly ptipraveny 10 x zfedénim
suspenze bunék témito roztoky.

Ziedéné roztoky byly vystaveny ptisobeni teplot 60° C, 4° C, -18° C, -72° C. M¢teni
probihala v uréitych ¢asovych intervalech, viz. tabulka 4.

Tabulka 4 - Prehled vybranych teplot a doby piisobeni téchto teplot na vzorky

Teplota [°C] Doba piisobeni teploty [h]
60 1
4 120

-18 1,24,120

-72 1,24, 120

Jako barvivo pro stanoveni viability bunék prutokovou cytometrii byl pouzit
propidiumjodid o koncentraci 5 mg.ml™. Po obarveni vzorku nésledovala inkubace
v temnu po dobu 15 minut. Nastiik vzorku byl 19 pl.min™ a davkovéno bylo 150 pl.

Scattegram SALS/LALS byl pouzit pro vybér bunécné populace, kterd byla dale
analyzovana a pro kterou byl sestrojen histogram. Vyuzito bylo ¢erveného
fluorescenéniho kandlu, vinova délka 600 — 635 nm, pocet Zivych a mrtvych bunék byl
odecten z histogramu.
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6. Vysledky a diskuse

6.1.  Vliv riznych zdroja sacharidia kultivaéniho média na koncentraci
suSiny a pullulanu
Byl sledovan vliv ¢tyf vybranych zdroji uhlikd — sacharidi a to glukosy, laktosy,
fruktosy a sacharosy, koncentrace v médiu byla 80 g/l. Porovnavana byla produkce
biomasy a pullulanu v zavislosti na pouzitém sacharidu. Zaroven byla porovnavana i
produkce obou kment A. pullulans - F 148 a CCM 8182.

6.1.1. VIiv riznych zdroju uhliku na rist biomasy

Pro porovnani vlivu jednotlivych zdroji uhliku na rist biomasy byla zvolena
gravimetricka metoda, jejiz postup byl popsan v kapitole 4.2.5. Hodnota pH byla
métena dvakrat, v tabulce je uvedena priimérnéa hodnota.

Tabulka 5 - Viiv riiznych zdroju sacharidu na riist biomasy

Susina

Kmen Sacharid Kone¢né pH c [a/l]
F148 Fruktosa 3,31 2,720
Laktosa 6,53 0,900
Sacharosa 3,98 1,210
Glukosa 3,71 1,290
CCM 8182 Fruktosa 3,31 3,580
Laktosa 6,67 0,285
Sacharosa 3,63 0,745
Glukosa 3,88 1,710

Graf 1 - Koncentrace biomasy pri pouZiti riiznych sacharidii jako zdroje uhliku

Koncentrace biomasy p¥i pouZiti riznych zdroji uhliku
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Nejveétsi koncentrace biomasy byla u obou kment pfi pouziti fruktosy jakoZzto zdroje
uhliku (2,720 g/l u F 148; 3, 580 g/l u CCM 8182), naopak nejmensi produkce nastala
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pii pouziti laktosy (0,900 g/l u F 148; 0,285 u CCM). Sacharidy by se tedy daly setadit
dle nejvhodnéjsiho po nejméné vhodny pro rlist biomasy nasledovné: fruktosa, glukosa,
sacharosa a laktosa. Toto pofadi je u obou kmenil stejné. Hodnoty koncentrace jsou
uvedeny v tabulce 6, grafické znazornéni je v grafu 2.

Hodnota pH je jednim z faktord ovliviujici rast A. pullulans a produkci pullulanu.
Pocatecni hodnota pH se pohybovala okolo 6. Ke zméné ptivodni hodnoty doslo vlivem
metabolické pfemény.

Jak lze vidét v tabulce 6, pii pouZiti laktosy jako zdroje uhliku doslo k minimalnimu
naristu biomasy - 0,9 g/l u F148 a 0,285 g/l u CCM 8182 a stejn¢ tak doslo
kK minimalnimu poklesu pH média. Naopak u kultur, kde doslo k vyraznému rastu
biomasy se hodnoty pH pohybuji v rozmezi 3,0 — 4,0, coz je pravdépodobné zpisobeno
produkci ,kyselych metabolitd™ v priabéhu rustu. A. pullulans neni pravdépodobné
schopen vyuzivat laktosu jako zdroj uhliku.

6.1.2. Vliv na produkci pullulanu

Pro porovnani produkce pullulanu v jednotlivych produkénich médiich obsahujici
rizné zdroje sacharidi byla pouzita metoda gravimetrického stanoveni obsahu
pullulanu, ktera byla popsana v kapitole 4.2.7.1.

Tabulka 6 - Viiv riiznych zdrojii sacharidu na produkci pullulanu

Kmen Sacharid | Pullulan c [g/l]
F148| Fruktosa 3,480
Laktosa 0,780

Sacharosa 10,300

Glukosa 5,500

CCM 8182 | Fruktosa 4,520
Laktosa 1,320

Sacharosa 6,300

Glukosa 2,600

Graf 2 — Produkce pullulanu pri pouziti riznych zdroju sacharidii

Koncentrace pullulanu pfi pouZiti riznych zdroji uhliku
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V grafu 3 lze vidét, Ze nejvyssi produkce pullulanu bylo dosahnuto pii pouziti
sacharosy jako substratu (10,300 g/l u F 148; 6,300 u CCM 8182), naopak nejmensi
vytéznost nastala pii pouziti laktosy (0,780 g/l u F 148; 1,320 g/l u CCM 8182). Tato
skute¢nost byla identick& u obou kment A. pullulans.

Poradi nejvhodnéjSich sacharidi se ale u jednotlivych kment 1isi, u F 148 to je:
sacharosa, glukosa, fruktosa, laktosa. U CCM 8182 sacharosa, fruktosa, glukosa,
laktosa.

Koncentrace jsou uvedeny Vv tabulce 8, grafické znazornéni je v grafu 3.

6.2. Stanoveni zbytkovych redukujicich sacharidi dle Somogyi-Nelsona

Pro stanoveni redukujicich sacharidi v kultivaénim médiu po ukonceni kultivace
bylo pouzito metody dle Somogyi-Nelsona. Postup urceni sacharidi je uveden
v kapitole 4.2.6.2. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 10, grafické znazornéni kalibra¢ni
ktivky je v grafu 6. Méfeni absorbance probéhlo vzdy tiikrat, v tabulce je uvedena
pramérnd hodnota.

Tabulka 7 — Data pro kalibracni krivku metody dle Somogyi-Nelsona

Glukosa| Absorbance | Smérodatna
¢ [pg/ml] A odchylka

5 0,079 0,005
10 0,168 0,005
15 0,227 0,004
20 0,294 0,003
25 0,374 0,009
30 0,476 0,009
35 0,534 0,007
40 0,661 0,008
45 0,719 0,003
50 0,798 0,035

Graf 3 - Kalibracni krivka glukosy pro urceni redukujicich sacharidii

Kalibraéni kfivka uréeni redukujicich sacharidd
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Pt pouziti riznych zdroji uhlikd u kment F 148 a 8182 byla stanovena koncentrace
redukujicich sacharidi. Vysledky jsou v tabulce 11, grafické znazornéni v grafu 7.

Tabulka 8 - Koncentrace redukujicich sacharidii pri pouziti riiznych sacharidii jako

zdroju uhliku

Kmen | Sacharid c [o/l]
F148 | Fruktosa 7,299
Laktosa 3,608

Sacharosa | 4,008
Glukosa 3,502

Kmen | Sacharid c [g/1]
8182 | Fruktosa 1,224
Laktosa 4,747

Sacharosa 3,270
Glukosa 3,819

Graf 4 - Urceni koncentrace redukujicich sacharidii

Koncentrace redukujicich sacharid(i
8
7 _
=6
o8
g >
54 -
c
L3 -
=
2
1 1
O —
Fruktosa Laktosa Sacharosa Glukosa
mF148 mMCCM 8182

Pti pouziti laktosy, sacharosy nebo glukosy jsou koncentrace redukujicich sacahridti
v intervalu 3,0 — 5,0 g/1. Pii pouziti fruktosy koncentrace lisi, u kmene F 148 je nejvyssi
a to 7,3 g/l. Naopak u kmene CCM 8182 pii pouziti stejného sacharidii je tato
koncentrace zna¢né€ niz$i a to 1,2 g/l.

6.3. Stanoveni obsahu celkovych sacharidi dle Duboise

Celkovymi sacharidy se rozumi souc¢et mono a polysacharidt, v tomto piipadé tedy
pullulan a zbytkové sacharidy z média.

Pro stanoveni celkovych sacharidi byla pouzita metoda dle Duboise. Postup je
uveden v kapitole 4.2.6.1. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9. Absorbance byla méfena
vzdy ttikrat, v tabulce je uvedena primérna hodnota.
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Tabulka 9 — Data pro kalibracni krivku metody dle Duboise

Glukosa Absorbance | Smérodatna
¢ [pg/ml] A odchylka
10 0,098 0,005
30 0,267 0,031
50 0,423 0,021
70 0,548 0,001
90 0,671 0,007

Graf 5 - Kalibracni krivka pro urceni celkovych sacharidu dle Duboise
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Celkové¢ sacharidy byly stanoveny v médiich kmend F 148 a CCM 8182 a to pfi
pouziti riznych sacharidi jako zdroje uhliku. Data koncentraci celkovych sacharidl

jsou uvedena v tabulce 9, grafické znazornéni v grafu 5.

Tabulka 10 - Koncentrace celkovych sacharidii pri pouZiti riiznych zdrojit uhliku

Kmen | Sacharid c [o/1]
F148 | Fruktosa 41,838
Laktosa 71,581
Sacharosa 29,103
Glukosa 15,171
8182 | Fruktosa 38,034
Laktosa 23,034
Sacharosa 33,120
Glukosa 42,906
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Graf 6 - Grafické zndzornéni koncentrace celkovych sacharidit vV zavislosti na pouzZitém
substratu
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Nejvyssi koncentrace celkovych sacharidl byla zjisténa u kmene F 148 pii pouziti
to pti pouziti glukosy (15,171 g/1). Kmen CCM 8182 pti pouziti glukosy jako zdroje
uhliku naopak vykazoval nejvyssi koncentraci celkovych sacharidi.

Pti pouziti laktosy byla u kmene CCM 8182 naméfena mensi koncentrace celkovych
sacharidu (F 148 — 71.581 g/l; CCM 8182 — 23,034), ale prokuce pullulanu byla vyssi
nez v piipadé¢ kmene F 148 (F148 — 0,780 g/l; CCM 8182 — 1,320 g/l). Da se tedy
predpokladat ¢aste¢né zpracovani laktosy. Tato zavislost se opakuje u obou kmeni pfi
pouziti jakéhokoli zdroje uhliku. Da se tedy predpokladat, ze pti zvySovani produkce
pullulanu se bude zmé&nSovat obsah celkovych sacharidi.

Jako celkové sacharidy se bere suma pullulanu a redukujicich sacharidt, coz v tomto
ptfipad¢é nesedi. Pii gravimetrickém stanoveni pullulanu doslo k ur¢itym ztrdtdm a pti
ur¢ivani redukujicich sacharidii Ize tvrdit, ze ndmi vypocitana koncentrace je mensi nez
jaka ve vzorku ve skuteCnosti je. Kalibracni kiivka byla sestrojena pro glukosu, coz
ovSem predstavuje problém pii uréovani obsahu disacharidd v médiu. Déale nejsou
Vv této sumé zahrnuty fruktooligosacharidy vznikajici pti kultivaci na fruktosy, které
nemohly byt ethanolem vysrazeny.

6.4. Ristova krivka

Byl sledovan rust A. pullulans CCM 8182 v Erlenmayerové bafice za optimalnich
podminek.

SuSina byla stanovovana gravimetricky (postup viz. kapitola 4.3.3). Zaroven byla
sledovana produkce pullulanu a to opét metodou gravimetrického stanoveni obsahu
pullulanu v médiu (postup viz. kapitola 4.3.4). Do grafu byly vyneseny zavislosti
koncentrace biomasy a pullulanu na case.
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Tabulka 11- Data pro sestaveni riistové krivky

Cas [h] Susina Pullulan Cas [h] Susina Pullulan

c [o/l] c [o/l] c [o/] c [o/]

0 0,05 0,04 51 4,52 4,45

4 0,26 0,32 55 5,08 5,10

19 1,52 1,03 67 5,57 5,28

23 2,54 2,17 71 5,9 5,62

27 3,03 2,81 75 5,8 6,19

31 3,26 3,04 79 6,02 6,59

43 4,03 3,86 91 6,1 6,44

47 4,23 3,96 95 5,93 6,78

Graf 7 - Zavislost koncentrace suSiny a pullulanu na case

Rustova krivka
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Lze usuzovat, Ze na za¢atku méteni, v prvnich dvaceti hodinach probihala lag-faze.
Féze zrychleného ristu nastala okolo 20. hodiny, kdy Ize vidét v grafu 1 prudky nértst
biomasy. Stacionarni faze nastala okolo 80. hodiny, koncentrace v tuto dobu dosahuje
svého maxima. Po 95. hodiné se koncentrace biomasy zacala sniZovat, nastala tedy faze
postupného odumirani.

Koncentrace pullulanu méla stejny pribéh do stacionarni faze, ale poté doslo
K jejimu zvySovani, tedy opacnému jevu nez u biomasy. Nejvyssi hodnota pullulanu
byla zjiSténa v 95. hodiné.

6.5. Purifikace pullulanu

Pullulan pouzity pro purifikaci byl vyprodukovan kmenem F 148, jako zdroj uhliku
byla pouzita glukosa. Pro purifikaci byly zvoleny nésledujici metody: nékolikanasobna
precipitace organickymi rozpoustédly a dialyza.

Cilem této ¢asti prace bylo zjistit, jak u¢inné jsou jednotlivé vybrané metody, a jakée
je znecisténi precipitovaného pullulanu zbytkovymi sacharidy z média.
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6.5.1. Vybér precipitacniho ¢inidla

Pro precipitaci pullulanu byla vybrana nasledujici ¢inidla: ethanol, isopropylalkohol
a aceton. Tyto alkoholy byly v riznych pomérech piidavany k mediu a byla sledovana
hmotnost vysrazeného pullulanu (viz tabulka 13).

Tabulka 12 - Koncentrace vysrdzeného pullulanu pri pouziti vybranych alkoholu

Pomér Ethanol Isopropylalkohol Aceton
médium:alkohol
c [g/1] c [o/1] c [g/1]
1:0,5 0,21 1,43 0,77
1:1 2,25 1,32 0,93
1:2 2,61 2,79 1,40
1:5 21,36 9,67 0,92
Graf 8 - Zavislost koncentrace precipitovaného pullulanu na poméru médium:alkohol
Koncentrace precipitovaného pullulanu
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Z vysledki lze usoudit, ze pti pouziti ethanolu je dosdhnuto nejvyssi koncentrace
vysrazeného pullulanu. Pii zvySujicim se podilu alkoholu ve smési s médiem tato
koncentrace stoupa. Nejvy$si koncentrace byla pii pouziti ethanolu v poméru s 1:5
(médium:ethanol) a to 21,36 g/1. Pti stejném poméru a pouziti isopropylalkoholu byla
druha nejvyssi koncentrace — 9,67 g/l. Pti pouziti acetonu byl nejvyssi vytézek pullulanu
pii poméru 1:2 (médium:aceton), a to 1,4 g/l.

Obecné se da fict, ¢im vyssi podil alkoholu se nachazi ve smési s médiem, tim vyssi
je vytézek precipitovanych sacharida.

V dalsich métenich bylo pracovano vylu¢né s ethanolem.

6.5.2. Optimalizace poméru precipita¢niho ¢inidla
V této Casti bylo pracovano s vybranymi poméry médium:ethanol. Piedpoklad byl
nasledujici: ethanol vysrazi nejen samotny pullulan, ale ¢aste¢né i zbytkové sacharidy,
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piipadné¢ dalsi komponenty z média. Diky dialyze se lze téchto nezadoucich
nizkomolekularnich ptimési zbavit. Dalsi precipitaci ziskame Cisty pullulan.

Byla uréovana koncentrace glukosy. Metoda zvolend pro analyzu byla HPLC.
Koncentrace glukosy bylo stanovovana ve vzorku pited dialyzou, po dialyze
V nehydrolyzovaném a hydrolyzovaném vzorku. Ve vzorku po hydrolyze byla zjiSténa
koncentrace glukosy z pullulanu.

Tabulka 13 - Obsah glukosy v precipitatu pied a po dialyze v nehydrolyzovaném a
hydrolyzovaném vzorku.

Pomér Pi‘ed dialyzou Po dialyze, Po dialyze, Odstranéna
médium:ethanol c [a/l] nehydrol. hydrol. glukosa
¢ [g9/1] c [g/1] [%6]
1:0,5 2,050 0,245 0,000 99,880
1:1 44,400 0,847 13,224 99,981
1:2 78,450 0,858 13,840 99,989
1:5 83,400 1,777 12,770 99,979
Graf 9 - Stanoveni glukosy pri pouziti riiznych pomérii médium:ethanol
Stanoveni glukosy
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Pfed dialyzou koncentrace glukosy stoupa spolecné se stoupajicim mnozstvim
ethanolu pouzitym na precipitaci. Pouzitim ethanolu mohlo dojit k vysrazeni nejen
pullulanu, ale také glukosy, ktera nebyla metabolizovana a zlistala v médiu volné.

Dialyzou se podatilo odstranit vzdy okolo 99,9 % volné glukosy z média. Lze tedy
predpokladat minimalni zne¢i$téni rozpusténého pullulanu. Ten byl dale hydrolyzovan

v

glukosy, potazmo pullulanu nulova. Naopak pii pouziti poméru 1:2 byla koncentrace
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glukosy z pullulanu nejvyssi (13,840 g/l). Tento pomér byl zvolen jako idealni pro dalsi
préaci.

6.5.3. Spektrofotometrické stanoveni sacharidi a bilkovin

Byly stanoveny celkové, redukujici sacharidy a bilkoviny ve vzorcich ptfed dialyzou
a po dialyze. Vzorek ziskany pro tuto ¢ast prace byl precipitovan ethanolem v poméru
1:2 (médium:ethanol)

6.5.3.1. Stanoveni obsahu bilkovin dle Hartree-Lowryho
Pro stanoveni bilkovin byla pouzita metoda Hartree-Lowryho. Postup je uveden
v kapitole 4.2.6.3. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 12, grafické znazornéni kalibra¢ni
kiivky je v grafu 8. Bilkoviny byly stanovovany ve vzorcich uréenych pro vybér
precipitacniho ¢inidla a purifikaci pullulanu — viz. kapitola 6.6.3 — Spektrofotometricke
stanoveni sacharidl a bilkovin.

Tabulka 14 - Data pro kalibracni krivku metody Hartree-Lowry

¢ [pg/ml] | Absorbance A | Sm. odchylka
0,02 0,103 0,000
0,04 0,206 0,010
0,06 0,297 0,002
0,1 0,509 0,004
0,12 0,556 0,002
0,14 0,668 0,006
0,18 0,805 0,002
Graf 10 - Kalibracni kiivka pro urceni obsahu bilkovin Hartree-Lowryho metodou
Kalibraéni kfivka pro uréeni bilkovin
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6.5.3.2.

Vysledky spektrofometrického stanoveni

Tabulka 15 - Prehled koncentraci sacharidii a bilkovin ve vzorku pred a po dialyze

Celkove sacharidy | Redukujici sacharidy Bilkoviny
c [g/1] c [o/1] ¢ [mg/l]
Pred dialyzou 25,8547 1,8924 0,8254
Po dialyze 29,3162 0,0850 0,8829

Z tabulky lze vycist, ze koncentrace redukujicich sacharidii se snizila o dva fady.
Bilkoviny nebylo mozno ze vzorku dialyzou odstranit diky velikosti molekul.
Koncentrace bilkovin se zvysila, ale tuto odchylku lze povazovat za chybu metody diky
velmi malé koncentraci bilkovin.

6.6.

Kryoprotektivni ucinky pullulanu

V dalsi c¢asti byla studovana viabilita bunék v roztoku pullulanu o uréitych
koncentracich pfi teplotnim stresu (-72, -18, 4 a 60° C). Roztoky pullulanu mély
hodnotu koncentraci: 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 5%. Jako kontrolni roztoky byla pouzita
destilovana voda a fyziologicky roztok. Pritokovd cytometrie byla pouzita pro
zkoumani viability bunék. Naméfena data jsou uvedena Vv tabulkach 16 a 17. Ukézka
grafického vystupu z cytometru je uvedena na obrazku 9.

Tabulka 16 - Viiv riizné koncentrace pullulanu na viabilitu bunék

Roztok pullulanu [%]

0,1 05 1 5
Teplota | Cas | Zivé | Mrtvé | Zivé | Mrtvé | Zivé | Mrtvé | Zivé | Mrtvé
[°C] [h] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%0]
4o | 24] 6365 | 36,36 | 56,98 | 43,03 | 4829 | 51,73 | 56,77 | 43,03
72| 36,11 | 63,91 | 28,33 | 71,34 | 36,70 | 63,32 | 31,35 | 68,41
1] 8997 | 9,75 | 90,48 | 8,86 | 89,16 | 10,70 | 91,16 | 8,81
-18| 24| 45,61 | 53,51 | 73,05 | 26,54 | 76,32 | 22,45 | 79,30 | 20,12
72| 3548 | 64,49 | 51,66 | 48,35 | 71,38 | 28,62 | 72,80 | 27,20
4] 72]8933 | 858 | 9427 | 574 | 9537 | 4,64 | 96,46 | 3,54
60/0,25| 0,15 | 99,85 | 0,24 | 99,72 | 0,32 | 99,65 | 0,54 | 99,46

Tabulka 17 - Viabilita bunék ve fyziologickém rozto

Fyziologicky | Destilovana

rotok voda
Teplota | Cas | Zivé | Mrtv | Zivé | Mrtv
[°C] [h] | [%] |€[%] |[%] |é[%)]
-72| 24]76,83 | 17,24 | 67,59 |31,80
7216958 |30,43 |48,2 |51,81
-18 1]9955 (0,37 |89,03 | 10,61
24 195,77 | 2,41 |59,49 |40,11
72 188,66 | 11,35 | 53,66 | 46,35
4) 72)98,94 | 107 |9412 |588
60| 0,25 4,08 |9563 |1,06 |98,89

ku a destilované vode
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Obrézek 9- Nahore histogram pro zivé bunky, dole histogram Zivych a mrtvych bunék
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Graf 11 - Grafické znazornéni podilu Zivych bunék ve vybranych roztocich pri - 72° C
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Graf 12 - Grafické znazorneéni podilu Zivych bunék ve vybranych roztocich pri -18° C
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Graf 13 - Grafické zndzornéni podilu Zivych bunék ve vybranych roztocich pri 4° C
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Graf 14 - Grafické znazorneni podilu zivych bunék ve vybranych roztocich pri 60° C
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Pti plisobeni teploty — 72° C se s prodluzujicim se Casem vystaveni bunék mrazu
snizoval podil zivych bunék. Kromé doby, po kterou byly buniky vystaveny teploté¢ mélo
na viabilitu vliv i rozmrazovani a zpétné mrazeni. Méfeni jak po 24 hodinach, tak i po
72 hodinach ukazalo, ze nejvyssi procento zivych bunck se nachazi ve fyziologickém
roztoku: 76,83 % a 69,58 % respektive.

Po 24 hodinach byla nejnizsi hodnota zivych bunék pii pouziti 1% roztoku pullulanu,
a to 48, 29 %. Po 72 hodinach byla tato hodnota 36,77 %. Nejmensi hodnota byla
zjisténa pii pouziti 0,5% roztoku a to 28,33 %.

VSechny hodnoty zjisténé pii pouziti pullulanu byly vzdy mensi neZz v ptipadé
pouziti fyziologického roztoku ¢i vody. Lze piedpokladat, ze pullulan v roztoku
bunkam pfi takto nizké teploté spise Skodi.

V ptipadé plsobeni teploty — 18° C bylo provedeno méteni viability kazdého roztoku
tiikrat — po 1, 24 a 72 hodinach. Ve vSech ptipadech bylo nejvétsi procento zivych
bunék pii pouziti fyziologického roztoku — 99,55 %, 95,77 % a 88,66 %.

Po prvni hodin€ se procento zivych bun¢k pohyboval ve vSech roztocich pullulanu
v roztoku 5% - 91,16).

V ptipadé méfeni po 24 a 72 hodinach lze vysledovat tento trend: c¢im
koncentrovanéj$i roztok pullulanu, tim je vétSi procento bunék piezivsich.. Je mozné
tedy tvrdit, Ze pfi teploté — 18° C plIni pullulan ochrannou funkci.

Pfi ptisobeni teploty 4° C bylo procento zivych bun€k ve vSech ptipadech vyssi nez
80 %. Nejvetsi procento bylo pii pridani bunék do fyziologického roztoku — 98,94 %.
Podil ptezivsich bunék v roztocich pullulanu se zvySoval spolecné se zvySujicim se
obsahem pullulanu: v 0,1 % roztoku to bylo 89,33 %; v 0,5 % 94,27 %; v 1% 95,37 %j;
u 5 % roztoku 96,46 %. V destilované vodé bylo zivych bunék 94,12 %, coz je podobné
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jako pii pouziti 0,1 % roztoku pullulanu. V ptipadé ptisobeni teploty 4° C se da tvrdit,
ze pullulan mé ochranné vlastnosti.

Protektivni u¢inky pullulanu pfti ptsobeni teploty 60° C nebyly prokdzany. SpiSe se
zda, Ze pullulan v tomto ptipad¢ plisobi negativné na viabilitu bunék. Nejvyssi procento
bun¢k ptezilo pii pouziti fyziologického roztoku — 4,08 %. Pii pouziti jakékoli
koncentrace pullulanu bylo procento zivych bun€k mensi nez 0,54 % (5 % roztok
pullulanu), coz je i méné nez pii pouziti Cisté destilované vody — 1,06 %.
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7. ZAVER

V ramci teoretické ¢asti byla zpracovana resSerSe zabyvajici se mikroorganismem A.
pullulans, extracelularnim polysacharidem pullulanem, stresovymi faktory se
zaméfenim na teplotni stres.

Byl sledovan rust dvou kment A. pullulans — F 148 a CCM 8182, a jejich produkce
pullulanu pfi pouziti riznych zdroji uhliku — glukosy, laktosy, sacharosy a
fruktosy. Bylo zjisténo, ze nejvhodnéjSim zdrojem pro rast biomasy je fruktosa.
Koncentrace biomasy byla 2,720 g/l u F 148; 3, 580 g/l u CCM 8182. Pro produkci
pullulanu byla jako nejlepsi zdroj uhliku zvolena sacharosa, hodnoty vytézkia byly
10,3 g/l u F 148; 6,3 u CCM 8182.

V prubéhu kultivace A. pullulans CCM 8182 byl stanoven prab¢h ristové kiivky a
produkce pullulanu. Faze zrychleného rastu nastoupila ve 20. hodiné a stacionarni
faze bylo dosazeno okolo 80. hodiny. Koncentrace pullulanu méla stejny prubch
jako koncentrace biomasy, a to az do 95. hodiny, kdy produkce pullulanu stale
stoupala, ale hodnota koncentrace biomasy klesala.

Dalsi cast byla vybrani precipitacniho cinidla a optimalizace poméru
médium:¢inidlo. Byly zkoumany tfi organickd rozpoustédla — ethanol,
izopropylalkohol a aceton. Pii pouziti ethanolu bylo dosahnuto nejvyssi
koncentrace vysrdzen¢ho pullulanu a to 21,36 g/l pfi pouziti poméru 1:5
(médium:alkohol). Z hlediska cistoty pullulanu byl jako nevhodngjsi pomér zvolen
1:2 (médium:ethanol). Pii tomto poméru byla V precipitatu zjist€éna nejvyssi
koncentrace glukosy — 13,84 g/I.

V ramci purifikace pullulanu byla zjistovana koncentrace celkovych a redukujicich
sacharidu a bilkovin a to pfed a po dialyze. Redukujici sacharidy byly po dialyze
pfitomny v mensi koncentraci a to o 1,8074 g/l. Hodnota bilkovin se po dialyze
zvysila o0 0,0575 mg/l, ale tato hodnota spada do chyby méfeni.

Byly méteny kryoprotektivni vlastnosti pullulanu v suspenzi bunék A. pullulans.
Pti teplot¢ — 72° C mély buiky v roztocich pullulanu vétsi Gmrtnost nez ve
fyziologickém roztoku a to pfi obou méteni: po 27 a 72 hodinach. Po 24 hodinach
bylo procento zivych bunék nejvyssi u fyziologického roztoku — 76,86 % a po 76
hodinach 59,58 %. U roztokd pullulanu byla nejvys$si hodnota po 24 hodinéch
63,65 % pti pouziti 0,1 % roztoku. Po 72 hodinach bylo nejvétsi procento zivych
bunék 36,77 % v ptipadé pouziti 1 % roztoku. V ptipadé -72° C se ukézal pullulan
spiSe jako negativné plisobici na buiiky.

Pouziti riznych roztokt pullulanu pii — 18° C ukdzalo tento trend: ¢im vyssi je
koncentrace pullulanu, tim vyssi je procento piezivSich bun¢k. Kryoprotektivni
ucinek pullulanu tedy rostl s jeho rostouci koncentraci v roztoku. Nejvyssi hodnoty
celkové byly naméfeny ve fyziologickém roztoku: 99,55 %, 95,77 % a 88,66 %
(méfeni po 1, 24 a 72 hodinach). Pii pouziti 5 % roztoku pullulanu byly tyto
hodnoty 91,16 %, 79,30 %, 72,80 %. Pii pouziti samotné vody bylo procento
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zivych bunck: 89,03 %, 59,49 % a 53,66 %. Lze tedy fici, Ze pullulan lze pouzit
jako kryoprotektant pfi teploté — 18° C.

Protektivni u¢inky pullulanu se potvrdily i pfi teploté 4° C. Nejvyssi hodnota poctu
zivych bunék byla naméfena ve fyziologickém roztoku a to 98,94 %. Buiky v
roztocich pullulanu o koncentracich 0,5 %, 1 % a 5 % vykazovaly vyss$i procento
zivych bun¢k, nez tomu bylo u bunék v destilované vode¢.

V piipadé¢ pusobeni teploty 60° C se ucinky pullulanu ukazaly spiSe jako negativni
— procento zivych bun¢k (0,1% roztok: 0,15 %, 0,5% roztok: 0,24 %, 1% roztok:
0,32 %, 5% roztok: 0,54 %) bylo vyrazné¢ mensi nez u vody (1,06 %) nebo
fyziologického roztoku (4,08 %).
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9. SEZNAM ZKRATEK

A
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HPLC
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MO
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VIS

Absorbance

Adenosintrifosfat

Koncentrace

Extracellularni polymery

High performance liquid chromatogramy, Vysokoucinna kapalinova
Chromatografie

Isopropylalkohol

kilodalton, jednotka molekulové hmotnost proteini
Mikroorganismus

Refraktometricky detektor

Revolution per minute, otacky za minutu

Small Angle Light Scatter, maly Uhel rozptylu svétla
Ultrafialové zareni

Viditelné zareni
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