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ABSTRAKT

Nutri¢ni hodnota sladkovodnich tas je vysoka diky velkému obsahu bilkovin s bohatym
zastoupenim esencialnich aminokyselin, mineralnich latek, vitamina a fady bioaktivnich
latek. Chemické slozeni fas mohou vyrazné ovlivnit podminky kultivace. Diplomova prace
byla zamé¢fena na stanoveni aminokyselin ve vybranych druzich sladkovodnich fas. Bylo
srovnano aminokyselinové slozeni fas kultivovanych v laboratornich podminkéch a ve fo-

tobioreaktorech.

Kli¢ova slova: aminokyseliny, dusikaté latky, fasy, kultivace

ABSTRACT

Nutritive value of freshwater algae is high due to their great content of proteins with wide
range of essential amino acids, minerals, vitamins and number of bioactive substances.

Chemical constitution of algae can be influenced by their cultivation conditions.

My thesis is focused on determination of amino acids in selected types of freshwater algae,
constitution of freshwater algae amino acids was compared under laboratory conditions and

in photobioreactors.

Key words: amino acids, nitrogen substances, algae, cultivation
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UvVOoD

Sinice a fasy jsou jako jedny z vyvojové nejstarSich organizmu v ptirod¢ velmi hojné¢ za-
stoupeny. Jedna se o rozmanitou skupinu prevazné moiskych a sladkovodnich organizmu.
Jejich nutriéni hodnota je vysoka vzhledem k obsahu bilkovin s bohatym zastoupenim

esencialnich aminokyselin, vitamint, mineralnich latek, enzymu a rostlinnych barviv.

Od nepaméti byly fasy a sinice lidmi vyuzivany jako mofiska zelenina, kofeni, krmivo a
stelivo pro dobytek nebo hnojivo. V soucasné dobé jsou zejména moiské fasy hojné pouzi-
Sladkovodni tasy jsou diky vysokému obsahu bilkovin a bioaktivnich latek vyuzivany ve
farmaceutickém pramyslu a jsou nadéjnym zdrojem hodnotnych bilkovin pro obyvatele

zemi tietiho svéta.

Pravidelny pfijem bilkovin potravou je nezbytny pro spravnou funk¢nost dulezitych bio-

chemickych procest v organizmu.

Nutri¢ni hodnota a chemické slozeni sladkovodnich fas se 1isi podle jednotlivych druht.
Muze vsak byt vyrazné ovlivnéno kultivacnimi podminkami. Optimalizace kultivacnich
podminek sinic a fas je pfedmétem mnoha vyzkumu po celém svété. Nejcastéji jsou ve
specialnich kultivacnich zafizenich péstovany fasy Chlorella, Scenedesmus a Dunaliela a

sinice Spirulina.

Cilem této prace bylo zjistit aminokyselinové sloZzeni vybranych druhti sladkovodnich fas.
Bylo posouzeno ovlivnéni aminokyselinového sloZeni vybranych sladkovodnich fas vlivem

kultiva¢nich podminek.
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. TEORETICKA CAST
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1 RASY (ALGAE)

Rasy (algae) jsou jednobunééné nebo vicebunééné autotrofni, vétsinou vodni mikroorgani-
zmy. Ke svému ristu na rozdil od heterotrofnich mikroorganizmu potiebuji pouze anorga-
nicky uhlik z CO; a svétlo. Je to pomérné nejednotnd a pestra skupina. Jejich télo je tvore-
no stélkou, ktera neni diferencovana na koten, stonek a listy. Neobsahuje vodivé cévni
svazky. Rasy V pribéhu evoluce prodélaly vyvoj od jednobunéénych mikroorganizmt az
né organy), kauloidy (mala lodyha) a rizoidy (pakotinek, pfichytné vlakno). Hlavni typy

stélek jsou:

Monadoidni stélka — jednobunécna, jednojaderna, nejcastéji kapkovitého tvaru,

¢asto s bic¢iky a svétlo¢ivnou skvrnou.

Kokalni stélka — jednobunécnd, zpravidla jednojadernd, nepohybliva, kryta pevnou

bunéénou sténou.

Trichalni stélka — mnohobunécnd, tvofena rozvétvenymi nebo nerozveétvenymi

vlakny.
Sifonalni stélka — jednobunécnd, mnohojadernd, kulovita az trubicova.

Sifonokladalni stélka — mnohobunécnd, vlaknita, tvofena mnohojadernymi bu-

kami.

Pletivna stélka — mnohobunécna stélka predstavujici vyvojove nejvyssi organizacni

stupen fasovych stélek [1,2].

Rasy se vyskytuji téméf ve viech biotopech, pfevazna vétsina druhti je vSak vazana na Zi-
vot ve vodé. V tekoucich vodach Ziji prisedle na dné&, na ponofenych kamenech ¢i vySsich
rostlinach. Ve stojatych vodach se fasy vyskytuji také volné rozptylené ve vod¢. Véda za-

byvajici se studiem fas a sinic se nazyva algologie [2,3,4].

Vyznam fas v pfirod¢ je nenahraditelny. Jsou vyznamnymi producenty organické hmoty a
obnovuji mnozstvi kysliku ve vod¢, jsou diilezitou slozkou potravniho fetézce mnohych
organizmu a tim ovliviiuji produkci ryb. Jiz od davnych dob byly v fad¢ zemi, zejména ve

vychodni Asii, soucasti jidelni¢ku jako motské zelenina ¢i kotfeni. V soucasné dobé jsou
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také zpracovavany na vyrobu fykokoloidi (agaru, karagenanu a alginatli), které jsou
V potravinaiském primyslu vyuzivany jako zahu$tovadla a zelirujici prostiedky. Motské
fasy byly odedavna vyuzivany jako soucast krmiv pro hospodaiska zvitata a jako hnojiva.
Vzhledem K jejich vysoké nutri¢ni hodnoté jejich vyznam neustale roste. Usp&§né péstova-
ni sladkovodnich fas, jako potraviny pro ¢lovéka, zdroje mnoha bioaktivnich latek a krmi-
va pro dobytek, je v soucasné dobé pfedmétem mnoha vyzkumi. Sladkovodni fasy jsou
kultivovany po celém svété z duvodu jejich vysokého obsahu kvalitnich proteini a cennych
biologicky aktivnich latek [1,2,5,6].

1.1 Systematické rozdéleni

Systematické tfidéni zivych organizmi se neustale vyviji podle stupné poznani jejich mor-
fologickych struktur a také na zaklad¢ poznatki molekularni biologie. Bunécné soustavy
jsou déleny do tii domén: bakterie, archea a eukarya. Sinice, byly diive fazeny mezi fasy a
V soucasnosti se o nich stale hovoii jako o modrozelenych fasach, patii vsak mezi bakterie
(prokaryotické organizmy). Veskera oddéleni fas jsou eukaryotické organizmy. Rasy jsou
nejednotnou skupinou a jejich systém je porad neustaleny. Nové metody zkoumani pouka-
zuji na velmi slozité vyvojové vztahy, které zpisobuji znacné zmény v systému sinic a fas

a jejich zatazeni do skupin.

DOMENA: Bakterie (Bacteria)
Kmen: Sinice (Cyanoanobacteria)
Druh: Spirulina
DOMENA: Eukarya
Rige: Chromista
Kmen: Hnédé tasy (Chromophyta)
Rige: Rostliny (Plantae)
Podfise: Nizsi rostliny (Protobionta)
Kmen: Ruduchy (Rhodophyta)

Kmen: Zelené tasy (Chlorophyta)
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Ttida: Zelenivky (Chlorophyceae)
Druh: Chlorella

Druh: Scenedesmus

V chloroplastech fas, umisténych na tylakoidech (membranové vacky), jsou obsazena foto-
synteticka barviva. Na zaklad¢ slozeni barviv jsou rozdéleny obecné fasy do tii skupin —
cervené tasy (Rhodophyta), hnédé fasy (Chromophyta) a zelené tasy (Chlorophyta). Podle

mista vyskytu jsou oznacovany jako moiské a sladkovodni fasy [7,8,9,10].

1.2 Hnédé rasy (Chromophyta)

Jedna se o velmi rozsahlou skupinu fas se zna¢nymi velikostnimi a morfologickymi rozdi-
ly. Stélky mohou byt riznych typu a jejich velikost muze byt od mikroskopickych az po
makroskopické rozméry. Az na malé vyjimky se jednd o moiské fasy vyskytujici se zejmé-
na u pobtezi. V jejich chloroplastech se nachazi chlorofyl a a c, charakteristicka je ptitom-
nost xantofylu fukoxantinu, ktery zplsobuje hnéd¢ zabarveni. Bunécnd sténa je sloZena
z pevné a slizové Casti. Zasobni latkou je polysacharid chryzolaminaran (B-1,3-glukan) a

volutin (polyfosfatové granule) [1,2,10,11].

JiZ od odedavna byly hn&dé fasy vyuZivany jako palivo, hnojivo a krmeni pro hospodaiska
zvifata. V zemich vychodni Asie a v Rusku jsou béZnou soucasti jidelnicku. Piedstavuji
bohaty zdroj vitamint, mineralnich latek a dalSich, zdravi prospé$nych latek. Proto je jim
vénovana stale vétSi pozornost a stdvaji se béznou soucasti jidelniCku po celém svété. Ze
stélek se ziskdva kyselina alginova, jeji soli jsou vyuZivany v potravinaiském primyslu

jako stabilizatory zmrzlin, pudinkd a krému [12].

1.3 Ruduchy (Rhodophyta)

Rhodophyta ziji ptevazné v moftich, ve sladkych vodach Zije jen malo druhd. Vétsinou jsou
to vicebunééné organizmy. Chloroplasty jsou zpravidla zbarveny ¢ervené, ale mohou mit i
modrozelenou barvu. Zbarveni chloroplast je dano obsahem fykoerytrinu (Cerveny) a fy-

kokyaninu (modry), obsazen je také chlorofyl a a karoteny. Zasobni latkou je florideovy
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Skrob, polysacharid, ktery se od skrobu zelenych rostlin 1i§i absenci amylozy. Bunééna ste-
na je slozena ze dvou vrstev, zevnit je celuldzni, vnéjsi strana je tvofena slizovitym galak-
tanem. Vyluhovanim bunéénych stén nékterych roda ruduch se ziskava agar, ktery se vyu-
ziva v potravinaiském, papirenském primyslu a v mikrobiologickych laboratotich jako
vina, vyrobé napoji, dzemi, cukraiskych, mlécnych a masovych vyrobkii. Z celkového
mnozstvi asi 4000 druhti ruduch zije pfevazna vétsina v moftich, a to i ve vétsich hloub-
kach, protoze mohou diky barvivu fykoerytrinu vyuzivat k fotosyntéze jen nepatrné mnoz-
stvi svétla, které jinym fasdm nestaci. Ve sladkych vodach Zzije asi jen 200 druht

[2,7,9,10,13].

1.4 Zelené iasy ( Chlorophyta)

Zelené fasy tvofi velmi rozsahlou a rozmanitou skupinu fas s vyvojovymi vztahy k vy$$im
rostlindm. Zastoupeni zde maji vSechny morfologické typy od jednobunéénych organizmi
ptes nejrizngjsi vlaknité formy az ke stélkam podobnym vys§im rostlinam. Chloroplasty
obsahuji chlorofyly a a b, karoteny a xantofyly, které zelenou barvu chlorofylti nepiekryva-
ji. Zasobni latkou je Skrob, ktery se uklada na povrchu pyrenoidu (bilkovinné télisko) nebo
se nachazi volné v chloroplastech. DalSimi zdsobnimi latkami mohou byt mannan a xylan,
nékteré alkoholy, lipidy a volutin. Povrch buné€k je v nejjednodussim piipadé€ tvoren pouze
plazmatickou membranou, nékdy mize byt pokryt Supinami nebo glykoproteinovou chla-

mys. Bunééna sténa ostatnich zelenych fas je celuldzni [1,2,11].

Jedna se o ekologicky a produkcéné velmi vyznamnou skupinu fas, naprosta vétSina se vy-
skytuje ve sladkych vodach. Zejména v 1été tvofi v povrchovych vodach mirného pésu vy-

znamnou biomasu. Nékteré vétsi druhy se vyskytuji i v mofi, pti pobiezi [11].

Zatimco moiské tasy byly lidmi prakticky vyuzivany odedavna, fasy vnitrozemskych vod
byly naproti tomu dlouhou dobu jen zajimavym objektem vyzkumnych studii. V soucasné
dobé nachazi sladkovodni fasy vyuziti pti vyrob& kosmetickych prosttedkt a dopliki stra-
vy. Také mohou byt vyuzity jako soucast krmiv pro hospodaiska zvitata. Jelikoz jsou zele-
né fasy zdrojem plnohodnotnych bilkovin, fady vitamint, mineralnich a biologicky aktiv-
nich latek, uvazuje se o nich jako 0 cenné potraviné zejména pro obyvatele zemi tfetiho

svéta.
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Jejich slozeni lze ovlivnit kultivaénimi podminkami tak, ze podil bilkovin napf. u fasy
Chlorella mtze kolisat v rozmezi 7 - 88 %. Masov¢é kultivace fas se staly pfedmétem in-
tenzivniho vyzkumu zejména po 2. svétové valce. Pro tyto Gcely se vSak nevyuzivaji mak-
roskopické tasy volné rostouci V pfirod¢, ale drobné fasy vypéstované ve zvlastnich kulti-
vacénich zafizenich. Nejcastéji kultivovanymi fasami jsou Chlorella, Scenedesmus a Duna-
liela. Na vyvoji Kultivaénich zatizeni a optimalizaci kultiva¢nich podminek se usilovné
pracuje po celém svété. Do svétové Spicky patii také Hydrobiologické odd€leni Botanické-
ho tistavu CSAV v Tteboni. Na vyzkumu v CR se také vyznamné podili Ustav fyzikalni
biologie Jiho&eské univerzity v Ceskych Budgjovicich, se sidlem na zamku v Novych Hra-

dech [6,12,14].

Rasy mohou byt kultivovany bud’ v otevienych systémech (tzv. open ponds) anebo
v uzavienych systémech, fotobioreaktorech (PBC). Nejcastéji probihda kultivace
v otevienych Kruhovych bazénech s otacejicim se michadlem, nebo v protahlych bazénech.
V nich je 20 - 30 cm silna vrstva anorganického Zivného roztoku a fas v neustalém pohybu
pusobenim lopatkovych michadel a je probublavana oxidem uhli¢itym. Zcela odlisny zpt-
sob kultivace je vyvijen v Mikrobiologickém tstavu Akademie véd na Opatovickém mlyné
v Tteboni. Systém je zalozen na pouziti naklonénych ploch, po nichz tfasova suspenze bé-

hem dne trvale stékd v tenké vrstvé.

Obr. 1 Otevreny systém kultivace [15]. Obr. 2 Fotobioreaktor [16].

Vysoké naroky farmaceutického prumyslu na Cistotu Kultury a opakovatelnost chemického

sloZeni fas spliuji pouze uzaviené fotobioreaktory. Nejcastéji se pouzivaji trubicové ¢i
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panelové PBC. Tento zptisob kultivace je pouzivan v Ustavu fyzikalni biologie Jihoteské

univerzity v Novych Hradech [ 6,17].

1.4.1 Chlorella

Rasy rodu Chlorella jsou z hlediska biologické hodnoty a rychlosti riistu jednou z nejvice
kultivovanych a zkoumanych jednobunéénych ftas. Jeji builky jsou nejcastéji kulovitého
tvaru o pruméru 1 - 10 mikrometri. Rust fasy Chlorella je za vhodnych kultiva¢nich pod-
minek velmi rychly a jiz za 3 - 6 hodin mtze dojit ke zdvojnasobeni hmoty. Chlorella ob-
sahuje az 60 % bilkovin, které zahrnuji ve vyvaZzeném pomeéru vSechny esencialni amino-
kyseliny. Obsah tuku je asi 5 %, vyznamné je zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin.
Chlorella obsahuje velké mnozstvi chlorofylu, p-karotenu a mineralnich latek. Cenny je
rovnéz Vysoky obsah vitamint fady B, kyseliny askorbové a kyseliny nikotinové. Bunécna
sténa je velmi silnd a zabranuje tak dostate¢nému straveni a ndslednému vyuziti zivin. Pro-
to je narusovana dezintegraci, ¢imz je vyrazné zvysena Stravitelnost fasy. Chlorella je in-
tenzivné zkoumana také v souvislosti s obsahem latky nazyvané Chlorella ristovy faktor
(CGF), ktera ma prokazatelné pozitivni ucinky na lidsky organizmus. Podporuje ¢innost
imunitniho systému, sniZuje riziko vzniku rakovinového onemocnéni, zvySuje schopnost
regenerace a stimuluje tvorbu fady biochemicky vyznamnych latek v lidském organizmu.
[1,17,19].

Obr. 3 Chlorella pyrenoidosa [20].
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1.4.2 Scenedesmus

Scenedesmus je druhové velmi bohaty rod zelenych tas. Bunky maji nejcastéji elipsoidni
nebo victenovity tvar, jejich velikost je 6 - 40 mikrometru. Pro Scenedesmus je typické
vytvaieni cenobii o ¢tyfech, osmi a vzacné také Sestnacti bunkach. Z bunék casto do pro-
storu vycnivaji ostnaté vybeézky bunécné stény, které jsou pro tento druh typické. Scene-
desmus patfi mezi vyznamné testovaci kmeny zelenych fas a je ¢asto vyuzivan k testiim

toxicity [1,7,21].
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Obr. 4 Scenedesmus quadricauda [22].

1.5 SINICE

Sinice jsou jednobunétné nebo vicebunécné autotrofni prokaryotické organizmy. Diive
byly povazovany za fasy. V soucasné dob¢ jsou zafazeny jako samostatny kmen mezi bak-
terie. V bunkach chybi jadro, chloroplasty a mitochondrie. Buné¢ny obsah kryje plazmatic-
ka4 membrana, Ctyfvrstva bunécna sténa a sliz. V protoplazmé je uloZzena kruhova DNA a
v cytoplazmé se nachazeji tylakoidy (ploché utvary) s fotosyntetickym aparatem.
V membrané tylakoidl se nachézi fotosyntetickd barviva chlorofyl a, B-karoten a ptidatna
barviva fykobiliny (fykokyanin a fykoerytrin). Fykobiliny umoznuji fotosyntézu i pii nizké
intenzité svétla. Pomér jednotlivych pigmentt uruje vyslednou barvu bunky, ktera je nej-
Castéji modrozelena. Hlavni zasobni latkou je sinicovy Skrob (a — 1,4 glukan). Jako zasobni
energetické zdroje si sinice uchovavaji polypeptidy (cyanofycinova zrnka), zasobni vyznam

maji téZ polyfosfatové granule volutinu.


http://www.glerl.noaa.gov/seagrant/GLWL/Algae/Chlorophyta/Images/OUScene.JPG
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Sinice jsou jednou z nejstarsich skupin autotrofnich organizmii. Vyskytuji se prakticky
ve vSech biotopech. V souvislosti s jejich geologickym stafim maji sinice fadu adapta¢nich
mechanizmu, diky nimz mohou osidlovat i stanovisté¢ s extrémnimi podminkami (napf.

termalni prameny) [1,11,23,24,25].

Nékteré druhy sinic jsou schopny vazat vzdusny kyslik a jsou vyuzivany ke zirodnovani
ryzovych poli v Asii. Sinice mohou obsahovat az 70 % proteind v suSin¢ a maji vysoky
obsah vitamint. Jsou proto vyuzivany jako soucast krmiv hospodaiskych zvitat a stale ¢as-

v

t&j8i je jejich vyuziti v potravinaistvi [12].

1.5.1 Spirulina
Ackoliv je Spirulina fazena mezi bakterie, pouziva se i jejiho oznaceni jako jednobuné¢éna
modrozelena tasa. Spirulina ma tvar spiralovité zato¢eného vlakna a mize dosahovat veli-

kosti az 0,5 mm. Velmi dobfe se ji dafi v teplych vodach s optimalni teplotou kolem 39 °C.

Spirulina ma velmi vysokou nutri¢ni hodnotu. Obsahuje 55 - 70 % vysoce kvalitnich bil-
kovin, obsahujicich vSechny esencidlni aminokyseliny. Celkové mnozstvi tuki ¢ini maxi-
malné 6 %, pfi¢emz az jednu tfetinu tohoto mnozstvi tvoii polynenasycené mastné kyseli-
ny. Zastoupeny jsou vitaminy skupiny B véetné vitaminu Bjy, vitamin C, vitamin D a vita-
min E. Spirulina je vyznamnym zdrojem fotosyntetickych barviv a mineralnich latek,

zejména drasliku.
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Obr. 5 Spirulina platensis [26]. Obr. 6 Spirulina platensis — biomasa [27].
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Bunécna sténa sinic neobsahuje celuldzu, coz v porovnani s fasami vyrazn€ zvysSuje jejich

stravitelnost [7,23,28].
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1.6 SALICORNIA EUROPEA

DOMENA: EUKARYA
Rige: Rostliny (Plantae)
Oddéleni: Krytosemenné rostliny (Magnolyophyta)
Ttida: Nizsi dvoudélozné (Magnoliopsida)
Rad: Hvozdikovité (Caryophyllales)
Celed”: Laskavcovité (Amaranthaceae)
Rod: Salicornia (Salicorniodeae)
Druh: Salicornia europea

Salicornia europea, neboli Slanorozec evropsky je maly, asi 5 - 30 centimetrd vysoky su-
kulent. M4 bohaty kotfenovy systém, jeho stonky jsou pfimé, rozvétvené a jsou pokryty
drobnymi listky, které pfiléhaji na stonek. Vétsina druhti ma zelené zbarveni, na podzim se
barva listkti méni v ¢ervenou. Plodem je nazka obsahujici semeno, z néhoz se ziskava ole;.
Radi se mezi halofyty. Roste na pidach s vysokym obsahem soli, obvykle na biezich a
dnech slanych jezer a na motskych plazich. Vyskytuje se na slaniskach vychodni Evropy.

V Ceské republice se vyskytoval na Jizni Moravg, ale v diisledku zmény biotopu vyhynul.

Salicornia europea je v nékterych zemich bézné konzumovana jako zelenina, nebo jako

ptiloha k rybam a mofskym plodim. Podava se bud’ syrova, nebo vafena. Vyuzivana je

také jako krmivo pro hospodatska zvitata [29,30].

Obr. 7 Salicornia europea [31]. Obr. 8 Podzimni zabarveni

Salicornia europea[32].
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2 ZIVINY

Potravou piijima lidsky organizmus velké mnozstvi chemickych latek, které metabolizuje,
vstiebava a nasledné vyuziva jako zdroj energie ¢i k biosyntéze fady molekul. Tyto latky
jsou oznacovany jako ziviny. Mezi nejdiilezitéjsi ziviny patii sacharidy (cukry), lipidy (tu-
ky) a proteiny (bilkoviny). Mezi ziviny patfi také vitaminy a mineralni latky, jsou to latky,
které nemaji energetickou hodnotu a jejich denni pfijem je nizky. Podili se v§ak zasadnim

zpusobem na spravném fungovani organizmu [33,34].

2.1 Sacharidy

Sacharidy, nejrozsifenéjsi organické slouceniny v biosfére, jsou chemicky definovany jako
aldehydy nebo ketony polyhydroxyalkoholii. Vznikaji v buiikach fotoautotrofnich organi-
zmil pfeménou vzdusného oxidu uhli¢itého a vody za vyuziti energie slune¢niho zareni.
Zpravidla jsou rozdélovany do tfi skupin na monosacharidy, oligosacharidy obsahujici
2 - 10 monosacharidovych jednotek a polysacharidy obsahujici az tisice jednotek monosa-
charidd. Fyziologicky nejvyznamnéj§im sacharidem je monosacharid glukoza. Zasadni
vyznam maji jeji fosforecné estery, zejména glukoza-6-fosfat, ktery ma ustiedni postaveni

v metabolizmu cukri [35,36,37].

Sacharidy slouzi jako energeticky substrat pro mnozstvi fyziologickych procesii organizmu.
Jednoduché sacharidy jsou pohotovym zdrojem energie, zatimco polysacharidy jsou dlou-
hodob¢jsimi zasobnimi formami energie. U rostlin jsou to skroby a u zivo¢icht glykogen.
Sacharidy jsou vyznamnou stavebni slozkou zivych organizmi. Celul6za tvoii podplrnou
slozku bunécnych stén rostlin, chitin plni podobnou funkci v Zivoc¢iSnych bunkach. Zasadni
je ucast monosacharidt ribozy a deoxyribozy v biosyntéze nukleotidii a nukleovych kyse-
lin. Sacharidy jsou soucasti dalSich fyziologicky vyznamnych latek — bilkovin, lipidid, ATP
(adenozintrifosfat), koenzymu, aj. Zvlastni vyznam ve vyzivé ma vlaknina, smés nestravi-
telnych polysacharida. Vldknina dobte absorbuje vodu, tim zvétSuje obsah stiev a zrychluje
pasaz stolice tlustym stfevem. Soucasn€ omezuje resorbei toxickych latek. Vysoky obsah
vlakniny je napfiklad v zelenin¢ a celozrnnych vyrobcich. Monosacharidy jsou obsazeny
naptiklad v medu a ovoci, disacharidy se nachazi v mléce ¢i fepném cukru a polysacharidy

Jsou zejména v obilovinach, lusténinach a bramborech [33,37,38].
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2.2 Lipidy

Lipidy jsou z chemického hlediska derivaty mastnych kyselin a alkoholi nebo aminoalko-
holii. Jedna se o heterogenni skupinu latek, jejichz spole¢nou vlastnosti je hydrofébni cha-
triacylglycerolti, cholesterolti a fosfolipidi. Mastné kyseliny jsou rozdélovany na nasycené
a nenasycené, ty maji v molekule dvojnou vazbu. Nékteré nenasycené mastné kyseliny neni
schopen lidsky organizmus syntetizovat a musi byt proto pfijimany potravou. Jedna se 0
esencialni mastné kyseliny — kyselinu linolovou a a-linolenovou, ostatni mastné kyseliny

mohou byt syntetizovany z acetylkoenzymu A [35,36,39].

Lipidy maji fadu biologickych funkci. Jsou koncentrovanym zdrojem energie, nezbytnou
slozkou bunécnych membran, pisobi jako rozpoustédla pro vitaminy A, D, E a K a jsou
vychozi latkou pfi syntéze steroidnich hormonii a prostaglandinii. Tuky se ukladaji pod
kuzi, kde plsobi jako tepelny izolator a zaroven slouzi jako energeticka rezerva. Nejvy-
znamnéj$imi potravinovymi zdroji lipidi jsou Zivo€isné tuky, rostlinné oleje, avokado ¢i

otechy [33,35,37].

2.3 Proteiny

Existuje cel4 fada proteint rostlinnych, zivociSnych a proteinti lidského téla vzajemné se
lisici svou stavbou. VSechny proteiny jsou tvofeny aminokyselinami spojenymi proteosyn-
tézou do dlouhych fetézcii. Potadi a pocet aminokyselinovych zbytkl v fetézci je pro kaz-
dou bilkovinu specificky, dany genovou vybavou bunék. Zpravidla obsahuji ve své mole-
kule vice nez 100 aminokyselin vzajemné vazanych peptidovymi vazbami —CO-NH-. Po-
lymery aminokyselin spojené peptidovou vazbou, které zpravidla obsahuji méné nez 50
aminokyselinovych zbytki, jsou nazyvany peptidy. Co vSak odliSuje proteiny od peptida
neni pocet aminokyselin v molekule, ale jejich definované a charakteristické uspotradani
pro kazdy protein. Tato prostorova konformace je stabilizovana nekovalentnimi interakce-

mi mezi Gseky polypeptidového retézce [33,35,40].

Bilkoviny zastavaji v organizmu tadu velice vyznamnych funkci, nejdilezitéjsi je funkce
strukturni, metabolicka a informacni. Bilkoviny jsou stavebni slozkou témét vSech bunéc-
nych struktur, napt. umoznuji kontrakci svalovych bunék (aktin a myozin). Pevnost a pruz-

nost tkani udavaji extracelularni bilkoviny (kolagen a elastin). Podili se na krevni srazli-
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vosti (trombin a fibrin). Bilkovina keratin je hlavni slozkou povrchové vrstvy pokozky,
vlast a neht. Formou enzymt a hormoni se bilkoviny podili zasadnim zptsobem na vét-
S$in€ vyznamnych chemickych reakci probihajicich v lidském organizmu. Mnohé enzymové
katalyzované reakce probihaji v jednotlivych kompartmentech bunky oddélenych biomem-
branami. Tyto biomembrany nejsou volné prostupné pro jednotlivé ziviny a zde sehravaji
bilkoviny velmi duleZitou transportni tlohu. Umoznuji specificky pienos latek pies bariéru

biomembran.

Proteiny jsou zasadni pro spravnou funkci imunitniho systému. Je-li v organizmu rozpo-
znana cizoroda latka — antigen (obvykle protein nebo polysacharid), imunitni systém zahaji
tvorbu imunoglubulinti (bilkovinné protilatky). Imunogluboliny se vézi na antigen, ¢imz
zméni jeho konformaci a zahaji celou kaskadu dé&ju vedoucich k zneskodnéni antigenu

[35,40,41].

Aminokyseliny, jako zékladni slozky bilkovin, ve své molekule mimo jiné obsahuji amino-
vou skupinu —NH,. Pravé obsah dusiku ¢ini aminokyseliny nezbytnou Zivinou pro organi-
zmus [33]. Z nutri¢niho hlediska jsou bilkoviny rozliSovany na plnohodnotné, které obsa-
hujici v8echny aminokyseliny v adekvatnim mnozstvi (vejce, mléko). Témé&f plnohodnotné
jsou napftiklad ZivociSné svalové bilkoviny, u nichZ jsou nékteré esencidlni aminokyseliny
mirné nedostatkové (bilkoviny kosterniho svalstva). Pfikladem neplnohodnotnych bilkovin
jsou rostlinné bilkoviny a mén¢ kvalitni vazivové tkané zivocicht, nékteré esencialni ami-
nokyseliny jsou v nich zastoupeny nedostate¢né [40]. Zivo&isné bilkoviny jsou ve srovnani
s rostlinnymi proteiny 1épe stravitelné a obsahuji vétSinou vSechny esencialni aminokyseli-
ny. Rostlinné zdroje jsou zpravidla v jedné ¢i vice aminokyselinach limitované, coz zna-
mena, zZe néktera z aminokyselin neni pfitomna viibec, nebo jen ve velmi malém mnozstvi.
Limitujicimi aminokyselinami rostlinnych bilkovin jsou nej¢astéji lyzin, metionin a trypto-

fan [36,42].

Vyzivova hodnota bilkovin se urCuje podle tzv. aminokyselinového skore, coz v praxi
znamena stanoveni pomérného zastoupeni konkrétni esencialni aminokyseliny ve zkouma-
né bilkoviné v poméru k obsahu stanovované aminokyseliny v referen¢nim proteinu, kte-
rym je bilkovina vejce. Vejce obsahuje optimdlni slozeni esencialnich aminokyselin

[40,42].
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Traveni bilkovin za¢ind v zaludku, kde jsou vystaveny ucinkiim kyselé¢ zalude¢ni $tavy.
Soucasti zaludeCni Stavy je i1 proteolyticky enzym pepsin, ktery Sté€pi proteiny na kratsi
useky zvané polypeptidy. Polypeptidy déle putuji do tenkého stfeva, kde jsou vystaveny
Pusobenim téchto peptidi vznikaji oligopeptidy, které jsou ptisobenim piislusnych pepti-
daz buné¢k karta¢ového lemu sliznice tenkého stfeva $té€peny az na jednotlivé aminokyseli-
ny [41,42]. Aminokyseliny se vstiebavaji z tenkého stieva vratnicovym obé¢hem do jater a
do lymfatického systému. Jen mala ¢ast proteinti nepodléha rozkladu pfi traveni a postupu-

je do tlustého stieva, kde je metabolizovana stievni mikroflorou [36,43].

2.3.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny nejsou jen zdkladni stavebni jednotkou bilkovin a peptidd, ale zastavaji
fadu dalSich, biologicky velmi dilezitych funkci. Jsou prekurzory jinych aminokyselin a
mnoha dalsich latek (napf. purind, pyrimidint, hormond, neurotransmiterti, mocoviny, aj.),
ucastni se fady biochemickych reakci jako katalyzatory a jsou téZ zdrojem energie pro or-

ganizmus [33].

V bilkovinach vétSiny organizmt se vyskytuje jen 20 zakladnich, koédovanych aminokyse-
lin. V jejich molekule je pfitomna alespon jedna primarni aminoskupina -NH; a soucasné
alespon jedna karboxylova skupina —COOH. Jedna se tedy o substituované karboxylové
kyseliny. Obecny vzorec lze vyjadfit ve tvaru R-CHNH,-COOH, kde R je alifaticky, aro-
maticky nebo heterocyklicky zbytek [44].

Kromé glycinu obsahuji aminokyseliny nejméné jeden asymetricky atom uhliku a jsou op-
ticky aktivni. V proteosyntéze jsou do polypeptidovych fetézci vestavovany vyhradné ami-
nokyseliny, které¢ maji na a-uhliku L-konfiguraci [35,45].

Aminokyseliny obsahuji nejméné dvé ionizovatelné skupiny — karboxylovou skupinu (od-
Stépuje H' ionty) a aminoskupinu (pfijima H* ionty). Na zakladé naboje pfi fyziologickém
pH (7,4) 1ze aminokyseliny ¢lenit na kyselé, zasadité a neutralni.

Kyselé aminokyseliny

Maji dvé karboxylové skupiny - kyselina asparagova a kyselina glutamova.
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Zasadité aminokyseliny

Maji dvé nebo vice aminoskupin - histidin, lyzin a arginin.

Neutralni aminokyseliny

Mezi neutralni aminokyseliny jsou fazeny - alanin, glycin, prolin, valin, leucin, izoleucin,

glutamin, asparagin, cystein, metionin, serin, treonin, fenylalanin, tyrozin a tryptofan [36].

Z biologického hlediska je pro organizmus potiebnych vSech 20 zakladnich aminokyselin.
Z toho osm neni schopno lidské télo syntetizovat a musi je proto piijimat potravou. Tyto
aminokyseliny nazyvame esencialni, jsou to — valin, leucin, izoleucin, fenylalanin, lyzin,
metionin, treonin a tryptofan. Pro détsky organizmus jsou navic jesté esencialni aminokyse-
liny arginin a histidin [40,43,45].

Nadbyteény ptijem aminokyselin neni v lidském organizmu ukladan do zasoby, jak je tomu
u sacharida (glykogen) a lipidu (triacylglyceroly v tukové tkani). Pokud je pfijem aminoky-
selin nadbyte¢ny, jsou degradovany az na koneéné produkty, kterymi jsou voda, oxid uhli-
¢ity a mocovina. Jistad ¢ast aminokyselin, kterd neni vazéna ve struktufe proteind, vytvari
malou nezbytnou pohotovostni zésobu volnych aminokyselin, tzv. aminokyselinovy pool.
Tyto volné aminokyseliny jsou vyuzivany k biosyntéze fady vyznamnych latek (hormont,
neuromediatortl, aj.) a proteind. Aminokyselinovy pool je dopliiovan z proteinti stravy. V
obdobi hladovéni, fyzické ndmahy ¢i nemoci, rozpadem endogennich proteinli, zejména

z kosterniho svalstva [36,43,46].

2.3.1.1 Metabolizmus aminokyselin

Témét vzdy je prvnim krokem degradace aminokyselin odstranéni aminoskupiny, ktera se
bud’ odstépi jako amoniak, nebo se Ucastni transaminace. Transaminace je reverzibilni re-
akce aminokyseliny s oxokyselinou, produktem je jina aminokyselina a jina oxokyselina.
Transaminacni reakce katalyzuji aminotransferazy za ptfitomnosti koenzymu pyridoxalfos-

fatu. Hlavni transaminazova aktivita je lokalizovana v jatrech.

Pokud je amoniak z reakce uvolnén, jednd se o jinou reakci, oxidacni deaminaci.
Z aminokyseliny tak vznika ketokyselina a amoniak, ktery je dale vylucovan moci ve formé

mocoviny. Hlavnim deamina¢nim enzymem je glutamatdehydrogenaza, ktera ma klicové
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postaveni v celém metabolizmu aminokyselin. Aminoskupina vétSiny aminokyselin mize
byt pfenesena na o-ketoglutarat za vzniku glutamatu, ktery je vyznamnym donorem ami-
noskupiny Vv jinych biosyntézach. Dalsi cestou katabolizmu aminokyselin je dekarboxylace.
Pisobenim enzymu dekarboxyldzy a soucasné¢ i1 koenzymu pyridoxalfosfatu, dochézi
K odnéti oxidu uhli¢itého. Produktem jsou fyziologicky velmi vyznamné latky, biogenni
aminy. Biogenni aminy a latky z nich vzniklé ptisobi na fadu fyziologickych pochodu or-
ganizmu. Napf. z histidinu vznika histamin, z tyrozinu adrenalin a dopamin, z tryptofanu
melatonin, atd. [35,36,45,47].

Uhlikové kostry aminokyselin vzniklé transaminaci mohou byt degradovany na sedm me-
tabolickych produktii, které jsou soucasti citratového cyklu. Citratovy cyklus (také Krebstv
cyklus) je spole¢nd termindlni metabolicka draha oxidace sacharidu, lipidi a proteint. Glu-
kéza, mastné kyseliny a vétSina aminokyselin je katabolizovdna na meziprodukty citrato-
vého cyklu nebo na acetyl-CoA. Reakci acetyl-CoA a oxalacetatu vznika citrat, ktery je
béhem fady reakci rozlozen, uvoliuji se redukované kofaktory a oxid uhlicity. Sledem dal-
Sich reakecti je citrat regenerovan zpét na oxalacetat. Redukované kofaktory vstupuji do dy-
chaciho fetézce, v némz poskytuji ATP. Cyklus se odehrava v mitochondriich a je hlavni
cestou tvorby ATP. Citratovy cyklus se také podili na glukoneogenezi, transaminaci, dea-

minaci a syntéze mastnych kyselin [47,48,49].

Metabolické produkty vzniklé metabolizmem aminokyselin, vstupujici do citratového cyk-
lu jsou: pyruvat, acetyl-CoA, acetoacetat, a-ketoglutarat, sukcinyl CoA, fumarat a oxalace-
tat [50,51,52]. Podle toho, ktery produkt aminokyseliny svou degradaci poskytuji, jsou dé-
leny na glukogenni, ketogenni a smiSené. Glukogenni aminokyseliny se odbouravaji na
pyruvat, a-ketoglutarat, sukcinyl CoA, fumarat a oxalacetat. Jsou prekurzory pro glukone-
ogenezi. Ketogenni kyseliny jsou metabolizovany na acetyl-CoA a acetoacetat a jsou pre-
kurzorem pro syntézu mastnych kyselin a ketolatek. SmiSené aminokyseliny se mohou od-

bouravat obéma mechanizmy.

Glukogenni aminokyseliny

Glycin, alanin, valin, kyselina glutamova, glutamin, kyselina asparagova, asparagin, serin,

cystein, metionin, prolin, arginin a histidin

Ketogenni aminokyseliny

Leucin
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SmiSené aminokyseliny

Lyzin, izoleucin, tryptofan, fenylalanin, treonin a tyrozin [42,43,50,52].

2.3.1.2 Alifatické monokarboxylové aminokyseliny
Glycin

Glycin (aminooctova kyselina) nejjednodussi aminokyselina, je jedina, ktera neni chiralni.
Jedna se o neesencialni glukogenni aminokyselinu, vyskytujici se zejména v glykoproteinu
kolagenu spole¢né s prolinem, lyzinem a jejich hydroxyderivaty. Mezi latky bohaté na gly-
cin patfi také laminy (proteiny pfitomné v pojivu a bunéénych jadrech) a keratin

[35,36,44].
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Obr. 9 Biosyntéza glycinu [53]

V lidském organizmu je prekurzorem pro syntézu glycinu meziprodukt glykolyzy
3-fosfoglycerat, ktery je pfeménén na 3-fosfoserin. Po odStépeni fosfatového zbytku vznika
aminokyselina serin, z né¢ho vznika glycin. Kofaktorem této reakce je tetrahydrofolat, na

ktery se piesune B — uhlikovy atom postranniho fetézce serinu, tato reakce je zcela reverzi-
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bilni. Glycin také vznika zpétné transaminaci glyoxalatu, produktu metabolizmu glycinu a

serinu (donorem —NH, skupiny je zpravidla glutamat) [49,51].
Fyziologicky vyznam

Glycin pisobi jako inhibi¢ni neuromediator (tlumi pfenos nervového vzruchu) v centralni
nervové soustaveé. Navazanim na nekteré slouceniny zvysuje jejich rozpustnost ve vode¢ a
usnadiiuje tak jejich vyluovani z organizmu. Konjugace s glycinem je soucasti mnoha
detoxikac¢nich mechanizmut (vylu¢ovani xenobiotik). Vazba zlu¢ovych kyselin s glycinem
umoznuje jejich transport pres biologické membrany a tim umoznuje jejich vyluCovani
z organizmu. Glycin je také latkou nezbytnou k syntéze proteinti, purind, hemu a kreatinu
[34,36,47,50].

Hlavni cestou katabolizmu glycinu je jeho S$tépeni glycinsyntazovym komplexem
vV mitochondriich jaternich bun¢k. Reakce se ucastni THF (tetrahydrofolat, kyselina listova)

a vznikd amoniak a oxid uhli¢ity, reakce je reverzibilni [50,51].

Dalsi moznou cestou metabolizmu glycinu je jeho konverze na serin. Tato reakce probiha
za Ucasti hydroxymetyltransferazy. Glycin mize byt také katabolizovan transaminaci ¢i
deaminaci na glyoxalat, ktery je pfeménén na oxid uhli¢ity a formyl-Hsfolat, nebo na oxa-
lat, ten je dale vyloucen moci. Oxalat je vyznamnym koncovym produktem degradace gly-
cinu, neni dale metabolizovan a je vylu¢ovan moci. U vrozené poruchy metabolizmu glyo-
xalatu dochazi ke zvySené exkreci oxalatu, vznikaji mocové kameny, které mohou vést az

k selhani ledvin [36,38,51].

Alanin

Alanin (2 — aminopropanova kyselina) je neesencialni glukogenni aminokyselina, bézn¢ se
vyskytuje v bilkovinach stravy. Bohaté je zastoupen v kukuficné bilkoviné zeinu a
v Zelatin€. Alanin je v lidském téle syntetizovan z pyruvatu transaminacni reakci,
s pyridoxalfosfatem jako kofaktorem, zdrojem aminoskupiny je zde kyselina glutamova.

Pyruvat je jeden z nejvyznamnéjSich metabolitt, vznika v zavére¢né fazi glykolyzy [35,40].
Fyziologicky vyznam

Alanin se vyskytuje v pomérné vysokych koncentracich v télnich tekutinach a tkanich. Je

vyznamnym ¢lankem metabolizmu cukrii a aminokyselin, v tzv. glukézo-alaninovém cyk-
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lu. V tomto cyklu Ize alanin povazovat za transportni formu dusiku uvolfiovanou ze svaltl
do jater. V jatrech je alanin substratem pro glukoneogenezi, poskytuje zde transaminaci
Vv reakci S 2—oxoglutaratem pyruvat a glutamat, z né¢hoz je dusik ptejiman k tvorbé moco-
viny. Pyruvat je dale vyuzit jako energeticky substrat pro syntézu gluk6za-6-fosfatu, ten je
bud’ utilizovan pro glykoneogenezi nebo je pfemeénén na glukézu, kterd se dostava krvi do
svalu. Ve svalu procesem glykolyzy vznika pyruvat, ktery je pomoci ALT (alaninamino-

transferdza) snadno transaminovan zpé€t na alanin.

JATRA SVALY
Glukosa Glukosa Glykogen
G6LUKONEOGENEZE
Pyruvat Pyruvat
NH 2- Aminokyselina
? TRANSAMINACE

2-Oxokyselina
v Alanin Alanin
Mocovina

Obr. 10 Glukozo-alaninovy cyklus [54].

V obdobi metabolického stresu je alanin vyznamnym substratem pro glukoneogenezi
V jatrech, ma tedy roli pfi udrzovani glykémie u zatéZzovych stavi, jako je malnutrice, Sok

Ci stres [36,48,49].

Degradace alaninu probiha pfes pyruvat, ktery je dale oxida¢ni dekarboxylaci pfeménén na

acetylkoenzym A, ktery vstupuje do citratového cyklu [35].

2.3.1.3 Aminokyseliny s rozvétvenym ietézcem

Valin, leucin a izoleucin jsou aminokyseliny s rozvétvenym alifatickym fetézcem. Pro zi-
vocichy, ktefi nedokazi syntetizovat jejich rozvétveny uhlikaty fetézec, jsou esencialni.
Jsou bé&znou soucasti bilkovin mléka, vejce, masa a obilovin. Pfiznaky deficitu ve vyzive se
nevyskytuji. V metabolizmu maji vyjimecné postaveni, na rozdil od ostatnich aminokyse-
lin, které jsou metabolizovany v jatrech, jsou aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem zpra-

covavany zejména kosternim svalstvem, mozkem a ledvinami [36,43,48].
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Valin (2-amino-3-metylbutanova kyselina) je hojné¢ zastoupen v mase a obilninach,
V nejvetsi mife se vyskytuje ve strukturnich proteinech elastinech (az 16 %). Jedna se jak

o glukogenni, tak o ketogenni aminokyselinu.

Leucin (2-amino-4-metylpentanova kyselina) je soucasti béznych proteind, volny leucin

vznika ¢innosti bakterii pti zrani syrd. Je to jedina Cisté ketogenni aminokyselina [35,44].

Izoleucin (2-amino-3-metylpentanova kyselina) se vyskytuje zejména v mlééné a vajecné

bilkoviné (6 — 7 %). Patii mezi glukogenni i ketogenni aminokyseliny [40].
Fyziologicky vyznam

Aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem jsou zdrojem dusiku pii syntéze alaninu, kyseliny
glutamové a glutaminu ve svalech a jsou vyznamnym regulatorem metabolizmu bilkovin.
Je pro né charakteristické, ze se na rozdil od ostatnich aminokyselin jen nepatrné zachycuji
v jatrech. V jatrech je nizka aktivita BCAA aminotransferazy (BCAA — branched-chain
amino acid), ktera ma kli¢ové postaveni ve sledu reakci katabolizmu vétvenych aminokyse-
lin. Hlavnim organem, ktery metabolizuje vétvené aminokyseliny je kosterni svalstvo,
myokard a mozek, zde je aktivita BCAA aminotransferazy vysoka. Prvni reakci degradace
je reverzibilni transaminace katalyzovana BCAA aminotransferazou, vznikaji ketokyseliny.
Druhou reakei katabolizmu vétvenych aminokyselin je oxida¢ni dekarboxylace, tato reakce
je nevratna. Vzniklé derivaty koenzymu A jsou nésledn€ pfeménény na meziprodukty me-

tabolizmu sacharidi a lipida [36].

V dob¢ la¢néni se uvoliiuji aminokyseliny ze svall a plic, vétsinu téchto uvolnénych ami-
nokyselin pfedstavuji alanin a glutamin, vznikajici z pyruvatu a kyseliny glutamové. Ami-
noskupina pfenasena na prekurzory téchto aminokyselin pochazi pravé z aminokyselin

s rozvétvenym fetézcem. [38,43,51].

2.3.1.4 Aminokyseliny obsahujici siru
Cystein a metionin jsou aminokyseliny obsahujici ve své molekule siru a jsou hlavnim
zdrojem siry v potravé. Potravinovymi zdroji sirnych aminokyselin jsou vejce, maso, mlé¢-

né vyrobky.
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Cystein

Cystein (2-amino-3-sulfanylpropanova kyselina) je neesencialni aminokyselina, kterou
organizmus ziskava z proteini potravy nebo syntézou z homocysteinu vznikajiciho
Z esencialni aminokyseliny metioninu. Cystein se spole¢né s cystinem nachazi v kreatinu.
Obsahuje pomérné reaktivni —SH skupinu, ktera snadno podléha dehydrogenaci. Ze dvou

molekul cysteinu vznika cystin, tato reakce je reverzibilni [35,44].

V jatrech, ledvinach, tenkém stfevé a pankreatu se vyskytuji enzymy umoznujici syntézu
cysteinu z homocysteinu. Vychozi latkou reakce je tzv. aktivni metionin
S-adenozylmetionin, ktery se odstépenim metylu méni na S-adenozylhomocystein. Hydro-
Iytickym $tépenim S-adenozylhomocysteinu vznika homocystein a adenozin. Reakci —SH
skupiny homocysteinu a OH- skupiny serinu vznika cystation, ktery se rozpada. Atom siry
zUstane na serinové kostfe, ¢imz vznika cystein. Uhlikové kostra pochazi tedy ze serinu a

sira z metioninu [36,44,38,51].
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Obr. 11 Biosyntéza cysteinu [55].
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Fyziologicky vyznam

Pieména cysteinu na cystin konverzi dvou —SH skupin na vazbu S-S piedstavuje vyznamny
oxidoredukéni systém organizmu. Reakei s kyselinou glutamovou a glycinem vznika glu-
tation, ktery je spole¢né se svou oxidovanou formou vyznamnym antioxidantem a je sou-
¢asti fady detoxikacnich systémt. Cysteinové zbytky jsou zdkladem pro tvorbu disulfido-

vych mustki, které se podili na tvorbé kompaktni proteinové struktury [35,36].

Oxidaci cysteinu vznikne kyselina cysteova. Jeji dekarboxylaci vznika taurin, aminokyseli-
na s fadou vyznamnych biologickych funkci. Taurin je ve vysokych koncentracich zastou-
pen V télnich tekutinach, zejména v srdecnim a kosternim svalstvu ¢i v centralni nervové
soustavé, kde ma funkci neurotransmiteru. Podili se na vylu¢ovani zlucovych kyselin a

xenobiotik [38,43].

v

Kvantitativné nejvyznamnéjsi je katabolizmus cysteinu za vzniku pyruvatu a sou¢asného
uvolnéni hydrogensulfatového aniontu, ktery je dale ¢aste¢né vyuzit k syntéze sulfataéniho

¢inidla fosfoadenozylfosfosulfatu (PAPS) [38].

Metionin

Jednda se o esencialni  glukogenni  aminokyselinu  (kyselina  2-amino-4-
metylsulfanylbutanova), ktera se obecné v potravinach vyskytuje pomérné malo. Metionin

je limitujici aminokyselinou v lusténinach [35,40].
Fyziologicky vyznam

Metionin slouzi jako vyznamny donor metylovych skupin. Adenylaci metioninu pomoci
enzymu adenozyltransferazy vznika forma schopna pienaset metylovou skupinu, nukleosid
S-adenozylmetionin (SAMe), neboli aktivni metionin. Syntéza SAMe je energeticky na-
ro¢na, probiha za ucasti ATP (adenozintrifosfat). SAMe se podili spole¢né s lyzinem na
syntéze karnitinu, dipeptidu vyznamného pro regulaci energetického metabolizmu.
S-adenozylmetionin se odstépenim metylové skupiny ~ konvertuje na
S-adenozylhomocystein (SAHC), z néhoz se adenozylova ¢ast molekuly hydrolyticky od-
Stépi a zhstava homocystein. ZvySena koncentrace homocysteinu v krvi je povaZovana za
vyznamny rizikovy faktor kardiovaskuldrnich onemocnéni, infarktu myokardu a mozkové

mrtvice. Homocystein aktivuje hemokoagulaci a usnadiiuje oxidaci LDL cholesterolu (li-
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poproteiny o0 nizké hustote). Odstépena metylova skupina je vyuzita v celé fadé fyziologic-
ky vyznamnych reakci, napf. ksyntéze adrenalinu =z noradrenalinu, kreatinu
z glykocyaminu, fosfatidylcholinu z fosfatidyletanolaminu. Homocystein mize byt remety-
lovan na metionin, donorem metylové skupiny je zde tetrahydrofolat. Nebo se homocystein
slouci s aminokyselinou serinem na meziprodukt cystationin. Cystation je rozkladan na
homoserin a cystein [36,44,38,43,51].

Degradaci metioninu vznika v né€kolika krocich sukcinyl-CoA vstupujici do citratového
cyklu [51].

2.3.1.5 Aminokyseliny s alkoholovym hydroxylem v postrannim ¥etézci
Serin

Serin (2-amino-3-hydroxypropanova kyselina) je glukogenni, neesencialni, hojné zastou-
penou aminokyselinou vétSiny proteind. Podle chemického charakteru postranniho fetézce
je serin fazen mezi polarni aminokyseliny. V organizmu je syntetizovan z glycinu nebo
z 3-fosfoglyceratu, produktu glykolyzy. Dehydrogenaci 3-P-glyceratu vznika 3-
fosfohydroxypyruvat, ktery je nasledné transaminovan na 3-fosfoserin, z n¢hoz hydrolyzou

vznika serin. Zasadnim producentem serinu v lidském organizmu jsou ledviny [36,38,44].
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Obr.12 Syntéza serinu [56]
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Fyziologicky vyznam

Serin se podili se na regulaci funkci proteind, jeho polarni funkéni skupina snadno intera-
guje stadou latek a zvySuje rozpustnost bilkovin ve vod¢. Na sviij hydroxylovy zbytek
vaze esterove kyselinu fosforecnou a uplatituje se pii aktivaci a inaktivaci enzymt. Serin je
slozkou glykosidickych vazeb glykoproteint, esterovych vazeb fosfoproteini a fosfoacyl-
glycerolu, které jsou soucasti biologickych membran. Je soucasti traviciho enzymu chymo-
trypsinu. Vyznamna je uloha serinu jako substratu pii syntéze fosfolipidi, cysteinu a glyci-
nu [36,57]. Serin je také prekurzorem v biosyntéze kreatinu, porfyrint, hema ¢i purind.
Metabolizmus serinu je spjat s tetrahydrofolatem, ktery je schopen pienaset jednouhlikaté
zbytky. Tetrahydrofolat hraje tedy zasadni roli v metabolizmu serinu a glycinu, kdy bud’
odnima, nebo piipojuje skupinu —CH,OH a umoznuje tak pfi této vratné reakci vzajemnou
pfeménu serinu a glycinu za ucasti hydroxymetyltransferazy. Serin je degradovan na py-

ruvat, ktery vstupuje do citratového cyklu [36,38,51].

Treonin

Treonin (2-amino-3-hydroxybutanova kyselina) byl prvni aminokyselinou, u niz byla pro-
kazana nepostradatelnost pro lidsky organizmus. Jedna se, stejné jako u serinu, o polarni
aminokyselinu. Treonin je jak glukogenni, tak ketogenni aminokyselina. Zna¢né mnozstvi
treoninu nalézame v mase a pivovarskych kvasnicich, dostatecné je také zastoupen v mlé¢-
né a vajecné bilkoving. Pomérné vysoky obsah treoninu ma pseni¢na bilkovina. Biosyntéza
treoninu probiha v rostlinach a mikroorganizmech, kde treonin vznika fosforylaci homose-

rinu, prekurzorem je kyselina asparagova [35,40,52].
Fyziologicky vyznam

Treonin je schopen reverzibilné vazat zbytek kyseliny fosfore¢né na sviij hydroxylovy zby-
tek a stejn¢ jako serin reguluje aktivitu enzymu prostiednictvim fosforylace a defosforyla-
ce. Polarni funk¢ni skupina snadno vytvaii polarni interakce, zejména vodikové vazby.
Treonin zvysuje rozpustnost bilkovin ve vodé [35,57]. Je prekurzorem pro syntézu protei-
nd, glycinu a serinu. Treonin je odbouravan pomoci treoninaldolazy na glycin a acetalde-
hyd. Nestaly acetaldehyd se vlivem dehydrogenazy ptevadi na acetyl-CoA, ktery vstupuje

do citratového cyklu. Acetyl-CoA vSak mize byt pfeménén na acetoacetat, treonin je tedy i
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ketogenni aminokyselinou. Jinou cestou degradace treoninu je vznik pyruvatu vstupujiciho

do citratového cyklu [35,36].

2.3.1.6 Alifatické diaminokarboxylové aminokyseliny
Lyzin

Lyzin ( 2,6—diaminohexanova kyselina) je esencidlni aminokyselina, ktera ma v postrannim
fetézci druhou aminoskupinu, je tedy bazickou aminokyselinou. Vysoky obsah lyzinu je
Vv proteinech ryb a moiskych korysu, v proteinech masa, mléka, vajec. V obilninach je za-
stoupen minimaln¢ a je zde limitujici aminokyselinou. Jedné se jak o glukogenni, tak o

ketogenni aminokyselinu [40,44].
Fyziologicky vyznam

Ptitomnost elektrického naboje a dvou aminoskupin umozituje mnozstvi interakci nejen
S peptidy a proteiny. Postranni fetézce lyzinu jsou mimotadné dilezité pro tvorbu kova-
lentnich vazeb v kolagenu a elastinu. Katabolizmus lyzinu je ponékud neobvykly, zadny
dusik lyzinu se netcastni transaminace [49,58]. V jatrech, ledvinach ¢i srde¢nim svalu ly-
zin reaguje s 2-oxoglutaratem za vzniku sachatropinu, ktery se dale rozpada na kyselinu
glutamovou a allyzin. Oxidaci z allyzinu vznika 2-aminoadipat, ktery je béhem néekolika
dekarboxylacnich a dehydrogenacnich reakci metabolizovan na acetyl — CoA a acetoacetat
[35,38,51,57].

Lyzin je vychozi latkou pro biosyntézu karnitinu. Lyzin je metylovan aktivnim metioninem
a béhem nékolika dalSich reakci vznika vysledna latka karnitin. K syntéze karnitinu je nut-
na pfitomnost vitaminu C a Fe?*, syntéza probiha v jatrech a ledvinach. Karnitin hraje z4-
sadni roli v metabolizmu organizmu. Zprostfedkovava transport mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem do mitochondrii, kde podléhaji B-oxidaci mastnych kyselin. Bez karni-
tinu a prislusného enzymu by mastné kyseliny s dlouhym fetezcem do mitochondrii nepro-

nikly a nemohly by byt dale metabolizovany [49,59].

Arginin

Arginin (2-amino-5-guanidinopentanova kyselina) ve svém postrannim fetézci obsahuje
zbytek iminomocoviny, guanidinovou skupinu. Arginin je nejbazi¢téjsi aminokyselinou. Je
podminéné esencialni v obdobi fetdlniho vyvoje a v obdobi rlstu. Zdrojem argininu jsou

arasidy a jiné olejniny, obzvlast’ vysoky obsah argininu ma rybi mli¢i [36,38,40]. V téle
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dospélého cloveka se tvoii v dostateéném mnozstvi v rdmei mocovinového cyklu, prekur-
zorem je ornitin. Celkem ma molekula argininu ¢tyfi atomy dusiku, jedné se tedy o vy-
znamny zdroj dusiku a také o jeho transportni formu. Arginin se metabolizuje ptes gluta-

mat na 2-oxoglutarat, je tedy glukogenni aminokyselinou [38].
Fyziologicky vyznam

Arginin je prekurzorem pro biosyntézu fady vyznamnych latek. Naptiklad vyznamny vazo-
dilatans (latka zpUsobujici rozsifeni cév, zlepSuje prokrveni) oxid dusnaty vznika
Z guanidinové skupiny argininu reakci s O,. Vedlejsim produktem je citrullin. Tuto reakci
umoziuje skupina enzymu oznac¢ovana jako NO-syntdza. Velmi vyznamny je arginin jako
vychozi latka pro syntézu kreatinu, resp. fosfokreatinu, vyznamného energetického zdroje
svalové tkané. V ledvinach je z argininu enzymem transaminidazou odstépena guanidinova
skupina, kterd se napoji na glycin za vzniku guanidinacetatu. Ten je v jatrech metylovan
metylem z S-adenozylmetioninu, reakce se ucastni ATP a vznika makroergni sloucenina

kreatinfosfat slouzici jako zdroj energie pro svalovou kontrakci [36,38,43,48].

Arginin také funguje jako vyznamny regulator sekrece hormont (prolaktinu, ristového
hormonu, inzulinu ¢i luteinizaéniho hormonu), pfizniveé pisobi na imunitni systém a repa-

raci poskozenych tkani [38,57].

2.3.1.7 Alifatické dikarboxylové aminokyseliny a jejich amidy
Kyselina asparagova a asparagin

Kyselina asparagova (2-aminobutandiova kyselina) a jeji amid asparagin (4-amid aspara-
gové kyseliny) jsou neesencialni glukoplastické aminokyseliny, které organizmus ziskava
zejména z rostlinnych proteind (kukufice, pSenice), rozpadem endogennich bilkovin a bi-
osyntézou, transaminaci z oxalacetditu a glutamatu, kofaktorem je pyridoxalfosfat
[35,36,40]. Kyselina asparagova patii mezi kyselé aminokyseliny, za fyziologickych hod-
not pH obsahuje disociovany karboxyl, muze tak véazat kationty, ¢imz se podili na formo-
vani prostorového uspofadani bilkovin. Asparagin patii mezi neutrdlni aminokyseliny,
vznika z glutaminu (zdroj aminoskupiny) a kyseliny asparagové za ucasti ATP a asparagin-

syntetazy [51,52].
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Fyziologicky vyznam

Kyselina asparagova je nezbytna pro biosyntézu purinti a pyrimidini, dilezité je jeji ucast
pfi syntéze mocoviny. Syntéza mocoviny probiha v jaternich buiikdch a kyselina asparago-
va je zde donorem jednoho dusiku v molekule mocoviny, druhy dusik pochazi z amoniaku.
Kyselina asparagova vstupuje do moc¢ovinového cyklu reakei s citrulinem, produktem této
reakce je argininosukcinat, ktery se brzy rozpada na arginin a fumarat vstupujici do citrato-

vého cyklu. Arginin podléha hydrolyze, produktem reakce je moc¢ovina a ornithin [48,51].

Kondenzaci kyseliny asparagové s amoniakem vznika amid asparagin, ktery snadno vytvari
vodikové vazby a zvySuje tak rozpustnost bilkovin ve vodé. Asparagin se ucastni mnoha
dulezitych reakei jako donor aminoskupiny. Kyselina asparagova i asparagin hraji vyznam-

nou roli v metabolizmu aminokyselin [35,38,44,52].
Kyselina glutamova a glutamin

Kyselina glutamova (2-aminopentandiova kyselina) je siln¢ kyseld, neesencialni glukoplas-
ticka aminokyselina, kterou organizmus ziskava ptijmem potravou, rozpadem endogennich
bilkovin a reduk¢ni aminaci a-ketoglutaratu ¢i katabolizmem jinych aminokyselin (arginin,
prolin, histidin). Reakci kyseliny glutamové s NH;z v pfitomnosti ATP a enzymu glutamin-
syntetazy vznika glutamin (5-amid kyseliny glutamové). Glutamin je nejcastéj$i aminoky-
selinou v plazmé i ve tkanich lidského téla. Ob&é aminokyseliny jsou hojné zastoupeny na-
piiklad v obilovinach, lusténinach a v bilkovinach mléka [36,38,40,43].

Fyziologicky vyznam

Kyselina glutamova diky svému zapornému naboji ovliviiuje prostorovou strukturu bilko-
vin. Je vyznamnym pojitkem mezi metabolizmem aminokyselin a citratovym cyklem.
V jatrech umoziuje vstup aminoskupiny do mo¢ovinového cyklu. Podili se také na regulaci
nervového systému, je hlavnim excitanim neurotransmiterem (latka uvolfiovana
Z nervového zakonceni na synapsi, slouzici k pfenosu impulsu pies synaptickou Stérbinu)
v mozku. Je prekurzorem pro biosyntézu glutaminu, glutathionu, prolinu a jinych latek.
Sodna siil kyseliny glutamové, glutamat sodny, je pro své unikatni chut'ové vlastnosti casto

ptidavan do instantnich pokrmt, bujonti, masoxu, sojovych omacek apod. [34,38,50].

Kyselina glutamova je metabolizovana v mitochondriich oxidaéni deaminaci za ptfitomnos-

ti glutamatdehydrogenazy, uvolni se amoniak a vznikd 2-oxoglutarat vstupujici do citrato-
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vého cyklu. Dekarboxylaci v centralni nervové soustaveé za ucasti glutamatdekarboxylazy

vznika neuromediator GABA ( y-aminomaselna kyselina).

Glutamin je velmi vyznamnym donorem —NH, skupiny pro biosyntézu fady dulezitych
latek, naptiklad purini a pyrimidind. Je také jednim z faktorti udrzujicich acidobazickou
rovnovahu v téle, je netoxickou formou amoniaku, ktery se po transportu do ledvin stava
zdrojem NH," - iontd moce. Glutamin je syntetizovan z amoniaku a z kyseliny glutamové
V jatrech, kosternim svalu a v mens$i mife i v jinych tkanich. Glutamin je degradovan glu-
taminazou na kyselinu glutamovou a ta je oxida¢ni deaminaci za pfitomnosti glutamatde-

hydrogenazy pireménéna na amoniak a a - ketoglutarat [38,48,50].

2.3.1.8 Aromatické aminokyseliny
Fenylalanin

Fenylalanin (2-amino-3-fenylpropanova kyselina) je esencialni aminokyselina, jelikoz Zi-
vocichové nejsou schopni syntetizovat aromatické jadro. Fenylalanin je vétSinou obsazen
Vv dostateéném mnozstvi v béznych bilkovinach potravin. Jedna se 0 aminokyselinu jak

glukogenni, tak ketogenni [35,40].
Fyziologicky vyznam

Z fenylalaninu vzniké nevratnou hydroxylaci aminokyselina tyrozin, reakce se ucastni fe-
nylalaninhydroxylaza, ktera je pfitomna ptevazné v ledvinach. Fenylalanin je tedy prekur-
zorem pro tyrozin, ktery je dale pfeménovan na fadu biologicky vyznamnych latek. Fenyla-
lanin je bud’ metabolizovan dale na tyrozin nebo vznika odStépenim amoniaku fenylpy-
ruvat. Aby mohl byt fenylalanin pfeménén na tyrozin je nutna pfitomnost enzymu fenylala-
ninhydroxylazy. Pokud je vSak tento enzym nedostate¢né aktivni nebo chybi zcela, jedna se
o fenylketonurii, vrozené onemocnéni. Disledkem tohoto onemocnéni je hromadéni fe-
nylalaninu v krvi a jeho nasledna metabolizace na fenylpyruvat, ktery je vylucovan mo¢i.
Nadbytek fenylpyruvatu piisobi negativné na vyvoj] mozku a zplisobuje mentalni retardaci.
Fenylketonurie je nelécitelnd choroba, jejim dusledkim vsak Ize zabranit dodrzovanim
diety bez fenylalaninu. V soucasnosti se provadi u kazdého novorozence screeningovy test

na pritomnost fenylpyruvatu v moci [36,38,48,51].
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Tyrozin

Tyrozin (2-amino-3-(4-hydroxyfenyl) propanova kyselina) je neesencialni aminokyselina,
vznikd hydroxylaci fenylalaninu. Je to aminokyselina soucasné glukogenni i ketogenni.

Tyrozin se vét§inou vyskytuje v potravinach soucasn¢ s fenylalaninem [38,40].
Fyziologicky vyznam

Tyrozin je prekurzorem fady vyznamnych latek napt. hormonu $itné zlazy, katecholamint
(dopaminu, noradrenalinu a adrenalinu) a melaninu (pigment vlast a kuze). Z tyrozinu
vznika za Ucasti tyrozinhydroxylazy L-DOPA (L-hydroxyfenylalanin), ktery je dale premé-
nén bud’ na kone¢ny produkt melanin nebo je za ptitomnosti DOPA-dekarboxyldzy konver-
tovan na dopamin (neurotransmiter). Dopamin mize byt dale pfeménén na noradrenalin za
ucasti dopamin-f-hydroxylazy. Noradrenalin je neurotransmiter mozku a sympatického
nervového systému (aktivovan ve stresovych situacich), vyvolava celkové zizeni cév a
reguluje metabolizmus organizmu v zatézovych situacich. Noradrenalin mtze byt pomoci
fenyletanolamin-N-metyltransferazy metabolizovan na kone¢ny produkt adrenalin, hormon
ze skupiny katecholamintl, zvySujici krevni tlak a posilujici srdeéni ¢innost [34,38,51].
Laboratorni kultivace
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Obr. 13 Metabolizmus fenylalaninu a tyrozinu[52].
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Vétsina molekul tyrozinu je vSak katabolizovéna transaminaci na p-hydroxyfenylpyruvat,
tato 2-oxokyselina nésledné podléha ucinku p-hydroxyfenylpyruvathydroxylazy a vznika
kyselina homogentisova. Plisobenim dioxygenazy vstupuje do reakce kyslik, ktery rozstépi
aromaticky kruh. Nasleduje jesté nékolik dalSich reakci a vyslednym produktem jsou fuma-

rat (vstupujici do citratového cyklu) a acetoacetat (ketolatka) [49,51].

2.3.1.9 Heterocyklické aminokyseliny
Tryptofan

Tryptofan (2-amino-3-(3-indolyl)propanova kyselina) je esencialni aminokyselina, ktera
ve své molekule obsahuje kondenzovany heterocyklus indol. Jedna se o kyselinu jak glu-

kogenni, tak ketogenni. Hlavnim zdrojem tryptofanu jsou Zivo¢isné bilkoviny [43].
Fyziologicky vyznam

Tryptofan je nezbytny pro biosyntézu fady vyznamnych latek, jako je napt. neuromediator
serotonin, hormon epifyzy melatonin a nikotinamid. Kvantitativné nejvyznamnéjsi vyuziti
tryptofanu je proteosyntéza a oxidativni Stépeni indolového jadra, tzv. Kkynurein-
anthranilatovou cesta. Prvnim krokem je rozstépeni péticlenného kruhu enzymem trypto-
fandioxygenazou a vznika N-formylkurenin, nasledné vznika 3-hydroxykurenin, z n¢hoz se
odstépi alaninovy postranni fetézec. Alanin je dale metabolizovan na pyruvat vstupujici
do citratového cyklu. Druhou, kvantitativné vyznamnéjsi, cestou metabolizmu
3-hydroxykureninu je pfeména na semialdehyd 2-amino-3-karboxymukonat. Mensi ¢ast
tohoto semialdehydu je vyuzita k biosyntéze kyseliny nikotinové a nasledné nikotinamidu.
VEtSi ¢ast 2-amino-3-karboxymukonatu je degradovana pies 2-oxoadipat na acetyl-CoA,
ketogenni latku [36,38,60].

Velmi vyznamna je hydroxylace tryptofanu pomoci tryptofan-5-monooxygenazy, vznika
meziprodukt 5-hydroxytryptofan. Jeho dekarboxylaci se vytvoii serotonin. Serotonin je
neurotransmiter, ktery ovliviiuje psychiku ¢lovéka. Serotonin je degradovan na 5-hydroxy-
indolacetat a je vyloucen moci, druhou moznosti je jeho pfeména na melatonin. Melatonin
vznika ze serotoninu v epifyze a reguluje ¢innost mozku, piisobi ospalost a ovliviiuje ¢in-
nost imunitniho systému. V nepatrném rozsahu vznika dekarboxylaci tryptofanu tryptamin,

stimulator centralni nervové soustavy a hladkého svalstva. [34,51].
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Pro fyziologicky prubéh hlavni metabolické drahy tryptofanu je nutna pfitomnost vitaminu
Bs. Pokud tento vitamin chybi, vznika xanthureat, ktery je vylu¢ovan moci. Pokud neni
tryptofan v potravé dostatecné zastoupen, objevuji se depresivni stavy a nespavost, coz je
nasledek poklesu tvorby serotoninu. Naopak nadbytek tryprofanu v potravé zpusobuje

dobrou naladu, pokles prahu bolesti a nechutenstvi [34,36,38].

Histidin

Histidin (2-amino-3-(4-imidazolyl) propanova kyselina) je podminéné esencialni, gluko-
genni aminokyselina obsahujici v molekule imidazolovy heterocyklus. O nepostradatelnos-
ti histidinu v détském véku neni pochyb, v dospélosti je histidin povazovan za neesencialni

aminokyselinu. Zdrojem histidinu jsou zejména proteiny nékterych ryb (makrela, tunak)
[36,40].

Fyziologicky vyznam

Histidin se nachazi v hemoglobinu, v télnich tkanich a tekutinach. Pt¥i konzumaci stravy
prosté histidinu je uvoliiovan ze zasob organizmu a také je syntetizovan stfevnimi bakteri-
emi, proto neni proteinova bilance ovlivnéna po fadu tydnt.. Byl vSak prokazan i pokles
koncentrace hemoglobinu u bezhistidinové diety. Histidin je ¢astou soucasti aktivnich cen-

ter enzymu [36].

Kvantitativné nejvyznamnéjsi cestou katabolizmu této aminokyseliny je degradace pies
Kyselinu urokanovou, ktera se nachazi v kuzi, kde absorbuje UV zafeni. Histidin nejprve
podlehne ucinku histidinamoniaklyazy a za odstépeni amoniaku vznika urokanat, ten je
hydratovan a vznikéa 4-imidazolon-5-propionat. Nyni se §tépi imidazolovy cyklus, vznika
N-formiminoglutamat, jehoz formiminova skupina je pfenesena na Kyselinu tetrahydrolis-
tovou a vznika kyselina glutamova. Kyselina glutamova je oxida¢ni deaminaci pfeménéna
na a-ketoglutarat vstupujici do citatového cyklu. Pii deficitu kyseliny listové kyselina glu-

tamova nevznika a formiminoglutamat je vylu¢ovan moci [38,49,51].

Mensi ¢ast molekul histidinu je dekarboxylaci pfeménéna na biogenni amin histamin, ktery
sehrava dileZitou roli pfi alergickych reakcich, ma vazodilata¢ni G¢inky a stimuluje tvorbu

zaludecni §t'avy.
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Cast molekul histidinu piitomného v aktinu a myozinu je metylovina na
3-metylhistidin, ktery se pfi rozpadu svalovych snopct uvoliiuje a je vyluGovan moci. Ex-

krece 3-metylhistidinu je méfitkem intenzity proteolyzy.

Chybi-li v jatrech enzym histidinamoniaklyaza, vzrista obsah histidinu v krvi a je vyluco-

van moci. Jedna se o dédi¢né onemocnéni zpisobujici mentalni retardaci [36,38,48].

Prolin

Prolin (pyrolidin-2-karboxylova kyselina) je neesencialni glukoplastickd aminokyselina,
ma na o-uhliku sekundarni aminoskupinu —NH- , ktera je soucasti pyrrolidinového kruhu.
Prolin se vyskytuje ve vétsing bilkovin, ve vEtsi mife je obsaZzen zejména v proteinech pse-
nice, kaseinu a v zelatin¢. Zdrojem prolinu je kromé endogennich a exogennich bilkovin

jeho syntéza z glutamatu, histidinu a argininu [35,40].

Fyziologicky vyznam

Prolin se ve vysoké koncentraci nachazi v kolagenu, kde je zhruba polovina jeho mnozstvi
posttranslaéné hydroxylovana na hydroxyprolin, ktery molekulu kolagenu stabilizuje.
K hydroxylaci prolinu je nutna ptitomnost askorbatu a Fe?*. Pii odbouravani prolinu se
adici molekuly vody rozstépi pyrrolidinovy kruh, vznika glutamat-5-semialdehyd a nasled-
nou oxidaci vznika glutamat. Z glutamatu transaminaci vznikne 2-oxoglutarat vstupujici do
citritového cyklu. Cesta degradace prolinu je reverzibilni a zpétn€ poskytuje opét prolin

[47,49,51].
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3 METODY STANOVENI DUSIKATYCH LATEK

Ke stanoveni dusikatych latek Vv potravindch se nejcastéji pouzivaji metody zalozené
na stanoveni mnozstvi pfitomného dusiku podle Kjeldahla. Pfed samotnym stanovenim

obsahu dusikatych latek je nutné provést upravu vzorku mineralizaci.

3.1 Metoda stanoveni obsahu dusikatych latek podle Kjeldahla

Prvni fazi stanoveni dusikatych latek je mineralizace vzorku plsobenim koncentrované
kyseliny sirové. Rozklad je urychlovan pfidavkem vhodného katalyzatoru (napt. Se + Cu-
SOy, TiO; + CuSO4, Na;SO4 + CuSOy, aj.). Takto je dusik, ktery byl v bilkovinach nebo

aminokyselinach ve formé aminoskupiny nebo iminoskupiny, pfeveden na siran amonny:
bilkovina (aminokyselina) + H,SO; — NH3 + SO, + CO, + H,0
2NH;3; + H,SO, — (NH4)2504

Ze siranu amonného je amoniak nasledné uvolnén koncentrovanym roztokem hydroxidu

sodného a destiluje se vodni parou v Parnas-Wagnerové destilaénim pfistroji:
(NH4)2SO4 + 2NaOH  — 2NH3 + NaSO,4 + 2 H,0O

Vydestilovany amoniak kondenzuje s vodni parou a je jiman do piedlohy se znamym nad-

bytecnym mnozstvim odmérného roztoku kyseliny sirové:
2NH; + H,SO, — (NH4)2804

Nespotifebované mnoZstvi kyseliny sirové se titruje odmérnym roztokem hydroxidu sodné-

ho na indikétor Tashiro nebo metyl¢erven.
H,SO4 + 2NaOH —  NapSO,4 + H,O

Z mnozstvi spotfebované kyseliny sirové se vypocita obsah dusiku, pficemz 1 ml 0,05 M
H,SO,4 odpovida 1,4 mg dusiku. Obsah dusikatych latek je vypocten z obsahu dusiku pou-
zitim korek¢niho faktoru (6,25). Tato hodnota vychazi z faktu, ze bilkoviny obsahuji asi
16 % dusiku, 100/16= 6,25. Jelikoz se obsah dusiku v bilkovinach rozdilného ptivodu lisi,
byly pro nékteré potraviny navrzeny dalsi faktory: obiloviny, mouka, chléb a téstoviny -

5,70; mléko a mlé¢né vyrobky - 6,38; ofechy - 5,30 a kolagen - 5,68 [45,61].
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3.2 Metoda stanoveni obsahu dusikatych latek metodou podle Winkle-

ra

Mineralizace vzorku je provedena podle Kjeldahla. Amoniak uvolnény ze siranu amonného
koncentrovanym roztokem hydroxidu sodného je predestilovan vodni parou v destilaénim
pfistroji podle Markhama do roztoku kyseliny borité. Vznikly boritan amonny je stanoven
titratné¢ odmérnym roztokem kyseliny sirové nebo chlorovodikové na indikator metylcer-
ven:
3NH;+ H:BO; — 2 (NH4)3BC)3
2(NH4)3BOg + H,SO, — 3(NH4)2504 + 2H3BO3

Z mnozstvi spotfebované kyseliny je vypocitan obsah dusiku, pficemz 1ml 0,01 M HCI
odpovida 0,14 mg dusiku. Pro stanoveni obsahu dusikatych latek je vysledek piepocitan na

navazku a vynasoben piepocitavacim faktorem.

Pro stanoveni dusikatych latek se pozivaji i dal$i metody, napf. difuzni metoda dle
Conwaye, spektrofotometrické stanoveni dusikatych latek po reakci s Nesslerovym ¢ini-

dlem, titra¢ni stanoveni bez destilace podle Hanuse aj. [45,61,62].
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4 STANOVENI AMINOKYSELIN

Aminokyseliny jsou substituované karboxylové kyseliny, v jejichZz molekule je piitomna
alespon jedna primarni aminoskupina —NH; a soucasn¢ alespon jedna karboxylova skupina
—COOH. Kondenzaéni reakci mezi témito dvémi skupinami vznikaji peptidové vazby, diky
nimz mohou vzniknout peptidy a proteiny. K uréeni aminokyselinového slozeni bilkovin je
nutné zajistit prevedeni aminokyselin vazanych v bilkovinach do formy volnych aminoky-
selin a to beze ztrat téchto aminokyselin. Je tedy nutné provést uplnou hydrolyzu bilkovin.
Pravé ptiprava hydrolyzatu je nejvice kritickou a problematickou ¢asti v ramci celé analy-
zy. Dal§im zasadnim krokem je metoda d€leni a stanoveni aminokyselin, kterd musi byt

dostate¢né piesna a spravna, rychla a experimentalné nenaroéna. [62,63,64].

4.1 Hydrolyza bilkovin

Stanoveni jednotlivych aminokyselin vzdy pfedchazi hydrolyza. Aminokyseliny se
z peptidového fetézce uvoliuji bud’ kyselou, alkalickou nebo enzymatickou hydrolyzou, ta
se vSak téméf nepouziva. Podminky hydrolyzy mohou velmi vyznamné ovlivnit pfesnost
analyzy obsahu aminokyselin. Prubéh hydrolyzy ovliviiuje koncentrace a Cistota kyseliny,
doba hydrolyzy, pfitomnost nebilkovinnych slozek v roztoku, teplota, kinetika hydrolytické

reakce, destrukce aminokyselin, apod..

Pii kyselé hydrolyze se vzorek hydrolyzuje za varu piebytkem kyseliny chlorovodikové
(6 mol.I'"). Hydrolyza probiha 12 az 70 hodin pii teplotd 105 °C v inertni atmosfére. Bé-
hem kyselé hydrolyzy nedochazi k racemizaci a L-konfigurace aminokyselin zustava za-
chovéna. Dochazi vSak k rozkladu tryptofanu a sirnych aminokyselin. Asparagin hydroly-
zuje na kyselinu asparagovou za uvolnéni amoniaku ve formé amonné soli, stejné tak hyd-
rolyzuje glutamin na kyselinu glutamovou. Rychlost rozkladu peptidickych vazeb se lisi
podle struktury a druhu jednotlivych aminokyselin. Napiiklad valin, leucin a izoleucin jsou
z peptidové vazby uvolnovany mnohem pomaleji nez ostatni aminokyseliny. Aminokyseli-
ny uvolnéné z peptidickych vazeb mohou dale podléhat riznym rozkladnym reakcim.
Aminokyseliny treonin a serin jsou znac¢né destruovany. Cystein a metionin mohou podlé-
hat oxidaéné redukénim zméndm nebo destrukci. Kompletné rozloZen je tryptofan

[63,64,65,66].
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Sirné aminokyseliny (cystein a metionin) béhem hydrolyzy v prostfedi kyseliny chlorovo-
dikové podléhaji oxidaci. Proto se provadi oxidativni hydrolyza. Nestabilita sirnych ami-
nokyselin je vyfeSena jejich oxidaci smési kyselinou mravenéi a kyselinou bromovodiko-
vou. Cystein je oxidovan na cystin a kyselinu cysteovou a metionin na metioninsulfon, kte-
ré jsou stabilni a béhem hydrolyzy nepodléhaji zménam. Oxidaéni zmény sirnych aminoky-
selin a tyrozinu mohou byt také podminény piitomnosti rozpusténého vzduchu v kyseliné

chlorovodikové.

Kyseld hydrolyza mize probihat v uzavienych ampulich s vakuem, zatavenych ampulich

s dusikovou atmosférou nebo pod zpétnym chladi¢em.

Alkalické hydrolyza je vhodna pro stanoveni aminokyselin nestalych v podminkach kyselé
hydrolyzy (tryptofan). Ve srovnani s kyselou hydrolyzou ma mensi uplatnéni. Pro alkalic-
kou hydrolyzu se pouzivaji nejéastéji NaOH, KOH, LiOH nebo Ba(OH); [45,61,64,65].

4.2 Analyza aminokyselin

K dé€leni aminokyselin po jejich uvolnéni z bilkovin hydrolyzou se pouziva vyluéné chro-
matografickych a elektroforetickych metod. V soucasné dobé se pouziva k separaci a kvan-
tifikaci aminokyselin vyhradné metod vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC) ne-

bo stfednétlaké kapalinové chromatografie na iontomeénicich [64].

4.2.1 JTontoméni¢ova chromatografie aminokyselin

Aminokyseliny 1ze separovat chromatografii zalozenou na vymén¢ iontid. Chromatografic-
ka kolona je naplnéna pryskyfici s negativnim nabojem. Aminokyseliny jsou na zacatek
kolony zavadény pii nizkém pH, vSechny maji kladny naboj. Za téchto podminek nenastane
chromatografické déleni, proto je nutné kolonu promyvat mobilni fazi. Jako mobilni faze
se pouzivaji pufry se vzristajici hodnotou pH a iontovou silou. ZvySenim teploty, zvyse-
nim pH nebo pfi vyssi iontové sile je aminokyselina prevedena do izoelektrického bodu,
ztraci pfitazlivost svych iontl k pryskyfici a je eluovdna z kolony. Izoelektrickych bodi
u jednotlivych aminokyselin je dosazeno v rtiznych ¢asech, coz umoziuje chromatografic-
ké dé€leni. Z kolony jsou postupné eluovany jednotlivé aminokyseliny. Metoda je vhodna
pro déleni smési volnych aminokyselin i aminokyselin vyskytujicich se v bilkovinnych

hydrolyzatech.
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Na principu stiednétlaké kapalinové chromatografie s ionexovou kolonou, postkolonovou
ninhydrinovou derivatizaci a fotometrickou detekci pracuje Automaticky analyzator ami-
nokyselin AAA 400. Je uréen pro stanoveni aminokyselin v hydrolyzatech bilkovin, pepti-
da, pro stanoveni volnych aminokyselin ve fyziologickych roztocich a extraktech a pro
stanoveni biogennich aminti. Jednotlivé aminokyseliny jsou z kolony eluovany do vyhraté-
ho reaktoru, kde reaguji s ninhydrinem. Ninhydrin je siln¢ oxidac¢ni ¢inidlo, které dekarbo-
xyluje aminokyseliny na oxid uhli¢ity, amoniak a aldehyd. Redukovany ninhydrin - hydrin-
dantin reaguje se vzniklym amoniakem za vzniku purpurové substance (Ruhemanova cer-
venl). Barevné produkty reakce jsou detekovany fotometricky. Ruhemanova Cervenn ma
absorbéni maximum pii 570 nm. Koncentrace aminokyselin je pfimo imérna mnoZzstvi

téchto produktt a jejich mnozstvi je pfimo umérné odezveé detektoru [45,62,64,67,69].

4.2.2 Vysokotlaka kapalinova chromatografie HPLC

Stanoveni se provadi po hydrolyze anylyzovaného vzorku. Pfi klasické kapalinové chroma-
tografii se analyt rozdéluje mezi mobilni a staciondrni fazi tim, Ze mobilni faze prostupuje
kolonou puisobenim gravitacni sily, slozky vzorku se od sebe separuji a v riznych ¢asech
opoustéji kolonu. Tento princip se stal zakladem pro HPLC, kde se K u¢inngjsi separaci
pouziva dostate¢né malych zrnicek sorbentu, kterd kladou prostupujici kapalin€ znacny
odpor. Proto je nutno pracovat za vysokého tlaku. K déleni se pouzivd metoda vysokotlaké
kapalinové chromatografie (HPLC) s UV detekci (338 nm a 266 nm) nebo s fluorescencni
detekei. Pti pouziti HPLC metody se ponejvice vyuziva separace aminokyselin na reverzni
fazi oktadecyl. K detekci aminokyselin se pouziva ruznych c¢inidel k derivatizaci pred ko-

lonou i za kolonou, piedkolonova derivatizace aminokyselin je pouzivana Castéji [64].

4.2.3 Plynova chromatografie

Aminokyseliny, jako siln¢ polarni latky, jsou velmi malo tékavé, proto je nutné jejich pre-
vedeni na vhodny, dostateéné tékavy derivat. Aminokyseliny lze stanovovat plynovou
chromatografii ve formé esteri. Detekce se provadi na plamenovém ioniza¢nim detektoru,
nosnym plynem je dusik. Principem déleni jednotlivych aminokyselin je rozdilné rozpust-
nost jejich esterti ve stacionarni fazi. Cim jsou ve stacionarni fazi rozpustnéjsi, tim vice

jsou kolonou zadrzovéany. Jednotlivé aminokyseliny jsou detekovany na detektoru, vystu-
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pem je chromatogram. Z reten¢niho ¢asu piku lze urcit, o jakou aminokyselinu se jedna,

plocha piku odpovida koncentraci aminokyseliny [61].

4.2.4 Chromatografické déleni na tenké vrstvé

Jako stacionarni faze se nejéastéji pouziva silikagel nebo celuldza, ktera je soucasti chro-
matografické tenké vrstvy. Mobilni fazi je kapalina, smés rozpoustédel. Vzorek se nanasi
na start, blize jednomu konci plochy. Podlozka s tenkou vrstvou stacionarni faze je vnofena
do mobilni faze, ktera vzlina tenkou vrstvou pomoci kapilarnich sil a tim s sebou unasi
jednotlivé slozky vzorku. Ty se uvolnuji rizné rychle, coz zavisi na sile jejich vazby
na stacionarni fazi a jejich rozpustnosti v mobilni fazi. Analyza se ukoncuje, az ¢elo mo-
bilni faze dosdhne blizkosti druhého konce plochy. Detekce aminokyselin se provadi roz-
tokem ninhydrinu. Aminokyseliny reaguji za vzniku modrych az modrofialovych skvrn.

Identifikace jednotlivych aminokyselin se provadi podle ptislusnych standarda [45,61,68].

4.2.5 Elektroforetické déleni

Kapilarni elektroforéza predstavuje vysoce ti€innou separacni techniku. Analyza je rychla,
nendro¢na na mnoZzstvi vzorku a elektrolytu. K dé€leni sloZzek dochézi na zaklad¢ jejich riz-
né pohyblivosti v elektrickém poli. Kazda aminokyselina ma sviij specificky izoelektricky
bod, ktery je dan hodnotou pH, pfi niz dana aminokyselina vykazuje nulovy naboj, je elek-
tricky neutralni. Hodnota pH elektrolytu pak ovliviiuje naboj aminokyseliny a tim i jeji
pohyb v elektrickém poli. Vzhledem k tomu, Ze rychlost pohybu ¢astic je zavisla na veli-
kosti naboje a velikosti molekuly, rizn¢ velké a riizné nabité molekuly se pohybuji odlis-

nou rychlosti a tim dochazi k separaci [61,71].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo stanoveni obsahu aminokyselin u ¢ty kmend sladkovodnich
fas, jednoho druhu sinice a jednoho vzorku rostliny, které jsou vyuzivany ke konzumaci
a k dalSimu pramyslovému zpracovani. Chemické slozeni fas a sinic je ovlivnéno také
podminkami kultivace, proto bylo porovnano aminokyselinové slozeni ve dvou sadach

vzork, z nichz kazda byla kultivovana za jinych podminek.

K analyze obsahu dusikatych latek bylo pouzito Kjeldahlovy metody s tpravou podle Win-
Klera. Bylo porovnano, jak rozdilné kultiva¢ni podminky ovlivnily obsah dusikatych latek v

fasach.

Aminokyselinové sloZeni bylo zjiSténo pomoci iontoméni¢ové chromatografie na automa-
tickém analyzatoru aminokyselin. Bylo vyhodnoceno aminokyselinové slozeni jednotlivych
analyzovanych vzorkl. Provedeno bylo také srovnani aminokyselinové skladby vzhledem

k riznym kultivaénim podminkam.
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6 METODIKA PRACE

6.1 Stanoveni dusikatych latek
Pouzité pristroje a pomicky
bézné laboratorni sklo a pomucky
predvazky Kern & Sohn EG 620-3NM (Germany)
analytické vahy — Explorer Pro model 214CM
mineralizator — Selecta, Bloc Digest 12 (O.K. SERVIS BioPro, Praha)

automaticka destila¢ni jednotka Selecta, Pro-Nitro 1430 (O.K. SERVIS BioPro, Praha)

Material

Analyzovany byly ¢tyfi kmeny zelenych sladkovodnich fas Chlorella kesslleri, smésny
vzorek oznacen jako K1 obsahoval 60 % Scenedesmus quadricauda + 40 % kmene K1,
kmen K2, Scenedesmus quadricauda, sinice (Spirulina platensis) a rostlina (Salicornia
europea). Vzorky sladkovodnich zelenych fas a sinice byly ziskany z Ustavu fyzikalni bio-
logie JCU CB v Novych Hradech. Rostlina (Salicornia europea) byla ziskana z Abant Izzet
Baysal University v Bolu (Turecko). Zelené fasy oznacené jako kmen K1 a kmen K2 patii
mezi zelené kokalni fasy, jejichz taxonomické klasifikace nebyla zatim provedena. Jedna
se o laboratorni kmeny, které byly k vyzkumu pouzity z diivodu zkoumani moznosti jejich
budouciho potravinaiského vyuziti. Rasy a sinice byly analyzovany ve dvou sadach vzorkd,
pficemz jedna sada pochazela z autotrofni kultivace ve fotobioreaktorech a jedna sada po-

chézela z autotrofni kultivace v laboratofi.
Kultivace tas v laboratofi probihala za téchto podminek:

Spirulina byla péstovana v médiu Zarrouk. Zelené sladkovodni fasy byly péstovany v mé-
diu ¥ Setlik-Simmer pii primérné teploté 31,2 °C, koncentrace CO; na probublavani mé-

dia byla 2,2 %. Osvétleni mélo priimérnou intenzitu 479,59 pmol.m2.s™.

Kultivace fas ve fotobioreaktorech probihala ve stejnych médiich, koncentrace média Set-

lik-Simmer vSak byla nizsi — s ptipadné % ptivodni koncentrace.
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U vzorku fas a sinice se jednalo o suchou, lyofilizovanou biomasu. Rostlina Salicornia

europea byla dodana v ususeném stavu.

Tab. 1 Charakteristika analyzovanych vzorki

vzorek Zaiazeni Oznaceni vzorku
Spirulina platensis sinice S
Chlorella kesslleri fasa CH

Kmen K1+ Scenedesmus quadricauda

(40 % + 60 %) fasa K1

Kmen K2 fasa K2
Scenedesmus quadricauda fasa SC
Salicornia europea rostlina SE

Metodika stanoveni

Pro stanoveni obsahu dusikatych latek byl pouzit metodicky postup uvedeny v kapitole 3.2.

Pouzité roztoky a chemikalie:

kyselina sirova (konc.) (dodavatel: Fisher Scientific, spol. s r. 0., Pardubice)

peroxid vodiku (30% w/w) (dodavatel: Fisher Scientific, spol. s r. 0., Pardubice)
katalyzator (Na;SO4 + CuSO,4V poméru 10:1)

kyselina borita (dodavatel: Fisher Scientific, spol. s r. 0., Pardubice)

hydroxid sodny (30% w/w) (dodavatel: Fisher Scientific, spol. s r. 0., Pardubice)

kyselina chlorovodikova (0,1 mol.I"") (dodavatel: Fisher Scientific, spol. s r. 0., Pardubice)

indikator Tashiro (dodavatel: Fisher Scientific, spol. s r. 0., Pardubice)

Stanoveni obsahu dusikatych latek podle Kjeldahla s apravou podle Winklera.

K analyze obsahu dusikatych latek bylo navaZeno na analytickych vahach 0,1 g vzorku
s presnosti na 0,0001 g. Vzorek byl kvantitativné pfeveden do mineralizacni zkumavky.

V digestofi bylo ke vzorku ptfidano 10 ml koncentrované kyseliny sirové, nékolik kapek
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peroxidu vodiku a zhruba 3 g smésného katalyzatoru (Na;SO4 + CuSO4 v poméru 10:1).
Poté byly mineraliza¢ni zkumavky vlozeny do mineralizatoru s nastavenou teplotou ohievu
400 °C. Mineralizace probihala 60 minut. Ve zkumavce vznikl ¢iry roztok svétle zelené

barvy.

Obsah dusikatych latek byl stanoven na automatické destilaéni jednotce ProNitro. Pred
samotnym stanovenim obsahu dusikatych latek byly vzorky v mineralizacni zkumavce do-
plnény destilovanou vodou na objem 25 ml. Poté byla mineralizacni banka vlozena do pfi-
stroje ProNitro a do zkumavky byl manualné¢ nadavkovan piebytek 30 % NaOH (asi 60
ml). Uvolnény amoniak byl jiman do roztoku kyseliny borité s indikatorem. Zachyceny
amoniak byl automaticky titrovan kyselinou chlorovodikovou, az doslo ke zméné zabarve-
ni ze svétle zelené na fialovou. Na displeji piistroje se po dokonceni titrace zobrazilo
mnozstvi spotfebované kyseliny chlorovodikové v ml a také obsah dusiku v analyzovanych

vzorcich v mg. Z mnozstvi obsazeného dusiku byl vypocitan obsah dusikatych latek.

Vypocet obsahu dusikatych latek % (w/w):

NL = N .100. f
m
NL ... obsah dusikatych latek [%]
N obsah dusiku [g]
M o navazka [g]
Foo ptepocitavaci faktor (6,25)

Obsah dusikatych latek byl vypocitan programem Microsoft Office Excel 2003.
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6.2 Stanoveni aminokyselin
Pouzité pristroje a pomiicky:
bézné laboratorni sklo a pomucky
analytické vahy A&D GH-200 EC
chladnicka GORENJE
termoblok EVATERM, Labicom
olejova lazen MEMMERT
vakuova odparka HEIDOLPH Laboratora 4010
analyzator aminokyselin — AAA 400 (Ingos Praha, CR)
Material
Aminokyseliny byly analyzovany ve vzorcich uvedenych v tabulce ¢. 1.
Metodika stanoveni

Pted vlastni analyzou aminokyselin byla provedena kyseld a oxidativni hydrolyza vzorki
podle postupu uvedeném v kapitole 4.1. Analyza aminokyselin byla provedena podle po-

stupu uvedeného v kapitole 4.2.1.

Pouzité roztoky a chemikalie:

kyselina chlorovodikové ( 6 mol.I'; 0,1 mol.I"") (ing. Petr Lukes)

argon

oxida¢ni smés (H,O; : kyselina mraven¢i v poméru 1 : 9) (ing. Petr Lukes)

sodnocitratovy pufr pH 2,2 (0,2 M)

Pro kyselou hydrolyzu bylo navazeno pfimo do hydrolyza¢ni nadobky 20 - 30 mg vzorku
fas a 100 mg vzorku rostliny Salicornia europea s ptesnosti na 0,0001 g. K navazce vzorku
bylo pridano 15 ml kyseliny chlorovodikové (6 mol.I™"). Nasledn& byl obsah hydrolyza¢ni
nadobky kviili odstranéni vzduchu probublan argonem po dobu 30 vtefin. Uzaviena hydro-
lyzani nadobka byla vlozena do termobloku na dobu 24 hodin pfi nastavené teploté

100 °C. Po ukonéeni hydrolyzy byl obsah nadobky kvantitativné pieveden kyselinou chlo-
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rovodikovou (0,1 mol.I™") pies filtraéni papir do odpafovaci baiiky. Filtrat byl tiikrat odpa-
fovan na vakuové odparce ve vodni 1azni pii 50 °C az do sirupovité konzistence, byl tiikrat
promyt 0,1 mol.I" kyselinou chlorovodikovou. Odparek byl kvantitativng pieveden tlumi-
vym rozotokem o pH 2,2 do 25 ml odmérné bariky. Do mikrozkumavky Eppendorf byl pies
mikrofiltr prefiltrovan zasobni roztok vzorku, ktery byl nasledné pouzit pro analyzu ami-

nokyselin.

Pro provedeni oxidace vzorkl oxidativni hydrolyzu bylo do Erlenmayerovy baiky navaze-
no 100 — 150 mg lyofilizovanych vzorku fas a 1g vzorku Salicornea europea s piesnosti na
0,0001 g. Byla ptipravena oxidac¢ni smés z 90 ml kyseliny mravenc¢i a 10 ml peroxidu vo-
diku. Tato smés byla ponechana dvé€ hodiny pti pokojové teploté a nasledné byla chlazena
15 minut v chladnic¢ce. K navazce vzorku bylo pfidano 15 ml oxida¢ni smési. Po duklad-
ném promichani smési s navazkou vzorku byla barika umisténa na 24 hodin do chladnicky.
K oxidovanému vzorku byl pfidan 1 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové a nasledné
50 ml kyseliny chlorovodikové (6 mol.I"). Na Erlenmayerovu baiiku byl nasazen zp&tny
chladi¢, baniky byly vloZeny do olejové 1azné, kde pfi teploté 118 °C probihala po dobu 24
hodin oxidativni hydrolyza. Po ukon¢eni hydrolyzy byl obsah ban¢k kvantitativné preveden
pres filtraéni papir do 250 ml odm&mé baiiky a doplnén 0,1 mol.I"* kyselinou chlorovodi-
kovou. Nasledné bylo do odpatfovaci banky odpipetovano 25 ml vzorku. Dalsi postup

s filtratem byl shodny jako u kyselé hydrolyzy.

Vzorky pripravené v mikrozkumavkach byly analyzovany na analyzatoru aminokyselin
AAA 400. Separace aminokyselin probihala na kolon¢ ionexu prostiednictvim narustu pH,
pomoci sodnocitratovych pufri (rozpéti pufra pH 2,6 az 7,9). Jednotlivé aminokyseliny
po vystupu z kolony vstoupily do reakce s ninhydrinem, vzniklé barevné produkty byly

detekovany fotometricky [5,67].

Z esencialnich aminokyselin byly stanoveny: treonin, valin, izoleucin, leucin, fenylalanin,
metionin a lyzin. Tryptofan stanoven nebyl. Z neesencialnich aminokyselin byly stanoveny
nasledujici aminokyseliny: kyselina asparagova, kyselina glutamova, serin, prolin, glycin,

alanin, tyrozin, histidin, arginin a cystein.
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Obsah aminokyselin byl vypocten podle rovnice:

sz: A\/ZO X 100

VZ0o
Avz — obsah aminokyselin ve vzorku (g.16 g™* N)
Avzo — obsah aminokyselin ve vzorku (g.kg™)

NLyzo— obsah dusikatych latek ve vzorku (g.kg™)

Mnozstvi jednotlivych aminokyselin bylo vypocitano programem Unistat, verze 5.1.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Obsah dusikatych latek

Stanoveni obsahu dusikatych latek bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 6.1.

Byly analyzovany a porovnany vzorky fas a sinice, jejichZ kultivace probihala ve fotobiore-
aktorech a vzorky fas a sinice kultivované v laboratornich podminkach. Analyzovan byl

také vzorek rostliny Salicornia europea.

Tab. 2 Obsah dusikatych latek v analyzovanych vzorcich

Obsah dusikatych latek (%)
Vzorky kultivované  Vzorky kultivivané v

ve fotobioreaktorech laboratori
vzorek mean + S.D. mean £+ S.D.
S 55,56 = 0,04 24,01 + 0,38
CH 53,16 0,01 49,16 + 0,27
K1 57,95 + 0,26 60,60 = 0,03
K2 53,15+ 0,05 51,06 + 0,14
SC 43,87+ 0,26 51,60 + 0,02
Salicornia europea
SE 10,57+0,15

Nejvyssi obsah dusikatych latek 60,60 % byl naméfen u smésného vzorku K1 kultivované-
ho v laboratornich podminkach. Nejméné dusikatych latek, pouze 10,57 %, obsahovala

rostlina Salicornia europea.

V porovnani obsahu dusikatych latek ve vzorcich z fotobioreaktort a z laboratorni kultiva-
ce byl zjistén vyznamny rozdil v naméfenych hodnotach u vzorka Spirulina platensis. Vzo-
rek z fotobioreaktoru obsahoval 55,56 %, zatimco vzorek z laboratoie pouze 24,01 % dusi-
katych latek. Ve srovnani s publikovanymi udaji, jez uvadi hodnoty 55 — 70 % obsahu du-
sikatych latek ve vzorku Spirulina platensis, je obsah dusikatych latek v analyzovaném
vzorku z laboratorni kultivace podpruméry [28,70]. Obsah dusikatych latek ve vzorku

Spirulina platensis byl ziejmé vyrazné ovlivnén podminkami pii kultivaci.
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Rozdilné podminky kultivace vyraznéji ovlivnily také obsah dusikatych latek v fase rodu
Scenedesmus quadricauda. V tomto piipad¢ byl vSak obsah dusikatych latek vyssi u vzor-
ku, ktery byl kultivovan v laboratofi. Vzorek z laboratorni kultivace obsahoval 51,60 %

dusikatych latek, ve vzorku kultivovaném ve fotobioreaktoru bylo zjisténo 43,87 % dusika-

tych latek.
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Obr. 14 Srovndni obsahu dusikatych ldatek ve vzorcich vas kultivovanych
ve fotobioreaktorech a v laboratornich podminkach a ve vzorku rostliny Salicornia

europea.

U dalSich tfi vzorkd analyzovanych fas nebyl vyznamnym zpiisobem ovlivnén obsah dusi-
katych latek rozdilnymi podminkami béhem kultivace. Chlorella kesslleri méla vyssi obsah
dusikatych latek ve vzorku z fotobioreaktoru, namérena byla hodnota 53,16 %. Vzorek
Z laboratorni kultivace obsahoval 49,16 % dusikatych latek. Smésny vzorek K1 obsahoval
ve vzorku z laboratorni kultivace 60,60 % a ve vzorku z fotobioreaktoru 57,95 % dusika-
tych latek. U vzorku kmene K2 kultivovaného v laboratofi byla naméfena hodnota 51,06

%, ve vzorku z fotobioreaktoru 53,15 % dusikatych latek.

Vzhledem k obsahu dusikatych latek byly podminky kultivace ve fotobioreaktoru piizni-

ve&jsi pro sinici Spirullina platensis a pro fasy kmene Chlorella kesslleri a K2. Laboratorni
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v

kultivacni podminky byly vzhledem k obsahu dusikatych latek pfiznivéjsi u fasy Scene-

desmus quadricauda a smésného kmene K1.

7.2 Obsah aminokyselin v fasach

Aminokyseliny byly v jednotlivych vzorcich fas stanoveny dle postupu uvedeného
v kapitole 6.2. Analyza aminokyselinového sloZeni byla provedena u ¢ty riznych vzorki
fas a jednoho vzorku sinice, které byly kultivovany ve fotobioreaktorech. Dale byly analy-
zovany tytéz kmeny pochazejici z laboratorni kultivace. Podminky kultivaci vzorkt jsou

uvedeny v kapitole 6.1. Analyzovan byl také vzorek rostliny Salicornia europea.

7.2.1 Celkové obsahy aminokyselin a celkové obsahy esencialnich a neesencialnich

aminokyselin

Celkové obsahy aminokyselin a celkové obsahy esencialnich a neesencialnich aminokyse-
lin v analyzovanych vzorcich kultivovanych ve fotobioreaktorech a v laboratofi jsou uve-

deny v tabulkach 3 a 4.

Tab. 3 Celkovy obsah aminokyselin ve vzorcich

kultivovanych ve fotobioreaktorech [9.16g™.N]

vzorek X EAA X NEAA X AA
S 21,36 3599 57,35
CH 29,53 50,48 80,01
K1 29,18 43,37 72,55
K2 29,35 41,41 70,76
SC 30,79 50,83 81,62

U vzorkd pochazejicich z fotobioreaktorti byl zjistén nejvyssi celkovy obsah aminokyselin
u fasy Scenedesmus quadricauda 81,62 g.16g™* N. Vzorek Chlorella kesslleri obsahoval
80,01 g.16g™ N, smésny vzorek K1 obsahoval 72,55 g.16g™ N a kmen K2 obsahoval 70,76

v

byl naméfen u Spirulina platensis 57,35 g.16g™ N.
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Tab. 4 Celkovy obsah aminokyselin ve vzorcich

kultivovanych v laboratori [9.16g™.N].

vzorek Y EAA X NEAA X AA
S 18,00 29,80 47,80
CH 29,29 47,44 76,73
K1 31,09 4586 76,95
K2 28,71 47,80 76,51
SC 23,93 36,67 60,60

U vzorkl pochazejicich z laboratorni kultivace byl zji$tén nejvyssi celkovy obsah amino-
kyselin u smésného vzorku K1 76,95 g.16g™ N, Chlorella kesslleri 76,73 g.16g™ N a
u kmene K2 76,51 g.16g™* N. Zjisténé hodnoty celkového obsahu aminokyselin u t&chto tfi

vzorkd jsou velmi podobné.

Ve vzorku fasy Scenedesmus quadricauda bylo obsazeno 60,60 g.16g™ N, pravé u tohoto
kmene byl nejveétsi rozdil v naméfeném celkovém obsahu aminokyselin mezi vzorkem

Z laboratorni kultivace a vzorkem kultivovanym ve fotobioreaktoru. Rozdil byl 21,02

9.16g" N.

Stejné jako Spirulina platensis pochazejici z fotobioreaktoru, také Spirulina platensis kul-
tivovana v laboratornich podminkéach obsahovala nejmensi mnozZstvi aminokyselin 47,80

0.16g™ N. I zde byl rozdil mezi obéma sadami vzorkl vyrazny a ¢inil 9,55 9.16g™* N.

V tabulce 5 je uveden celkovy obsah aminokyselin a celkovy obsah esencialnich a neesen-

cialnich aminokyselin ve vzorku rostliny Salicornia europea.

Tab. 5 Celkovy obsah aminokyselin ve vzorku

rostliny Salicornia europea [g.16g™.N].

vzorek Y EAA XY NEAA X AA
SE 11,95 23,55 35,50

Ve vzorku rostliny Salicornia europea bylo zjisténo, ze celkovy obsah aminokyselin ¢ini
35,5 g.16g™ N, coZ je ve vztahu k obsahiim celkovych aminokyselin ve vzorcich zelenych

fas velmi nizkd hodnota.
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Ze vzdjemného porovnani celkového obsahu aminokyselin ve vzorcich pochazejicich
z fotobioreaktorti a z laboratorni kultivace, jak je znazornéno na obr. 15 je mozné konsta-
tovat, ze podminky kultivace ve fotobioreaktorech byly vzhledem k celkovému obsahu
aminokyselin vhodnéjsi. Nejvice byla podminkami kultivace ovlivnéna fasa kmene Scene-
desmus quadricauda a Spirulina platensis. Celkovy obsah aminokyselin v rostlin¢ Salicor-

nia europea byl vyrazné¢ niz$i nez v ostatnich analyzovanych vzorcich.

90
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70
60
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40
30
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Obr. 15 Porovnani celkového obsahu aminokyselin v rFasdch kultivovanych

ve fotobioreaktorech a v laboratornich podminkdach a rostliny Salicornia europea.

7.2.2 Obsahy esencialnich aminokyselin

Nejvice zastoupenou esencidlni aminokyselinou byl ve vSech analyzovanych vzorcich leu-
cin. Jeho nejvétsi mnozstvi 6,43 g.16g™ N bylo stanoveno v fase Chlorella kesslleri kulti-
vované v laboratofi. Nejméné zastoupenymi esencidlnimi aminokyselinami byly izoleucin,

metionin a treonin.
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Obsahy esencialnich aminokyselin ve vzorcich zelenych fas a Spirulina platensis, kultivo-
vanych ve fotobioreaktorech a v laboratofi jsou uvedeny v tabulkach 6 a 7 a hodnoty obsa-

hi esencialnich aminokyselin ve vzorku rostliny Salicornia europea v tabulce 8.

Tab. 6 Obsah esencidlnich aminokyselin v 9.16g™*N ve vzorcich z fotobioreaktoru.

Valin Leucin  lzoleucin Fenylalanin  Lyzin Metionin  Treonin
vz. meantSD mean+SD mean+SD mean+SD mean+SD mean+SD mean+SD
S 3,26+0,20 4,03+0,26 2,48+0,11 3,17+0,24 3,61+0,13 2,49+0,14 2,28+0,08
CH 4,19+0,18 6,32+0,40 3,45+0,16 3,89+0,19 4,29+0,22 3,72+0,16 3,67+0,18
K1 4,15£0,20 5,87+0,31 3,21+0,13 3,69+0,07 6,43+0,23 2,63+0,12 3,20+0,16
K2 4,40+0,08 6,11+0,29 3,51+0,04 3,53+0,14 6,15+0,22 2,39+0,11 3,26+0,17
SC 4,684+0,22 5,89+0,50 2,84+0,17 4,32+0,19 6,07+0,16 4,06+0,33 2,93+0,21

Tab. 7 Obsah esencialnich aminokyselin v 9.16¢™*N ve vzorcich z laboratorni kultivace.

Valin  Leucin Izoleucin Fenylalanin  Lyzin ~ Metionin  Treonin
vz. mean=SD mean+SD mean+SD mean=SD mean+SD mean+SD mean+SD
S 3,06£0,09 4,74+0,08 2,90+0,12 1,70+0,05 2,38+0,09 1,66+0,08 1,56+0,04
CH 4,28+0,15 6,43+0,25 3,35+0,13 3,88+0,06 4,39+0,09 3,74+0,23 3,22+0,26
K1 4,21+0,07 6,38+0,12 3,41+0,05 3,86+0,07 6,62+0,11 3,05+0,11 3,56+0,05
K2 4,16+0,09 6,04+£0,05 2,74+0,01 3,88+0,05 4,43+0,03 3,71+0,14 3,75+0,17
SC 3,11+0,13 4,72+0,20 2,00+0,13 2,99+0,12 4,34+0,19 3,94+0,11 2,83+0,13

Tab. 8 Obsah esencidlnich aminokyselin v g.16g™*N ve vzorku rostliny Salicornia europea.

Valin

Leucin

Izoleucin Fenylalanin

Lyzin

Metionin

Treonin

VZ.

mean+=SD mean+SD mean+SD mean+=SD mean+SD mean+SD mean+SD

SE 1,48+0,06 2,31+0,12 1,2+0,02

1,95+0,02

1,57+0,07 2,09+0,07 1,35+0,05

Ve vzorku rostliny Salicornia europea byl nejvice zastoupenou esencialni aminokyselinou,
stejné jako u analyzovanych vzorki sinice a fas, leucin s obsahem 2,31 g.16g™ N. Nejméng

zastoupenou esencialni aminokyselinou s obsahem 1,35 g.16g™ N byl treonin.

Na obr. 16 je znazornén celkovy obsah esencidlnich aminokyselin v analyzovanych vzor-
cich. NejbohatSim zdrojem esencialnich aminokyselin byl smésny vzorek K1 kultivovany

v laboratornich podminkéch, ktery obsahoval 31,09 9.16g% N. Nejvetsi  rozdil,
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Vv naméfenych hodnotdch celkového obsahu esencidlnich aminokyselin mezi vzorky
z fotobioreaktoru a z laboratorni kultivace, byl u kmene Scenedesmus quadricauda a Spiru-

lina platensis. Nejmensi obsah aminokyselin byl stanoven ve vzorku rostliny Salicornia
europea 11,95 g.16g™* N.
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Obr. 16 Srovndni celkového obsahu esencidlnich aminokyselin v rasdach kultivova-

nych ve fotobioreaktorech a v laboratornich podminkdach a v rostliné Salicornia eu-

ropea.

Vzhledem k celkovému obsahu aminokyselin a celkovému obsahu esencidlnich aminoky-
selin byly rozdilnymi podminkami kultivace nejvice ovlivnény analyzované vzorky Scene-

desmus quadricauda a Spirulina platensis.
7.2.3 Obsah aminokyselin v analyzovanych vzorcich

7.2.3.1 Obsah aminokyselin v sinici Spirulina platensis

Nejvice zastoupenou aminokyselinou byla kyselina glutamova 7,05 g.16g™ N a kyselina
asparagové 5,41 g.16g™ N. Esencialni aminokyselinou s nejvys$im naméfenym mnoZstvim
byl leucin 4,03 g.16g™" N. Nejmén& zastoupenou esencialni aminokyselinou byl treonin

1,56 g.16g™ N. Nejméné ze viech aminokyselin byl zastoupen histidin 0,88 g.16g™ N.
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Kultiva¢ni podminky ve fotobioreaktoru byly pro Spirulina platensis vhodnéjsi. Dvanact
(Gly, Val, Met, Ser, Thr, Lys, Arg, Asp, Phe, Tyr, His, Pro) ze sedmnacti stanovenych
aminokyselin bylo zastoupeno ve vétsim mnozstvi nez u vzorkl z laboratorni kultivace,
pfiemz nejvyraznéjsi rozdil byl zaznamenan v obsahu serinu a prolinu. Jejich mnozstvi
ve vzorcich z fotobioreaktoru bylo vice nez dvojnasobné. Ve vzorku Spirulina platensis
pochézejiciho z fotobioreaktoru byl stanoven vibec nejvyssi obsah serinu 4,22 g.ng'1 N
ze vSech zkoumanych vzorkd. Spirulina kultivovana v laboratoti obsahovala v porovnani
S ostatnimi fasami nejmensi mnozstvi histidinu 0,88 g.16g'l N. Aminokyselinové slozeni

Spirulina platensis je uvedeno v tabulce 9 a znazornéno na obr. 17.

Tab. 9 Obsah aminokyselin Spirulina platensis.

Obsah AA [9.16g™" N]
Vzorek kultivovany ve Vzorek kultivovany
fotobioreaktoru v laboratori

AA mean + S.D. mean = S.D.
Val 3,26+0,20 3,06+0,09
Leu 4,03+0,26 4,74+0,08
lle 2,48+0,11 2,90+0,12
Met 2,49+0,14 1,66+0,08
Thr 2,28+0,08 1,56+0,04
Lys 3,61+0,13 2,38+0,09
Phe 3,17+0,24 1,70+0,05
Gly 3,29+0,20 2,67+0,11
Ala 3,69+0,19 3,96+0,17
Cys 2,56+0,08 2,78+0,13
Ser 4,22+0,27 1,20+0,06
Arg 4,35+0,17 3,79+0,10
Asp 5,14+0,19 3,91+0,16
Glu 5,33+0,18 7,05+0,20
Tyr 2,18+0,11 1,70+0,04
His 1,28+0,08 0,88+0,06
Pro 3,98+0,25 1,89+0,12
Y EAA 21,36 18,00
X NEAA 35,99 29,80
Y AA 57,35 47,80
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Obr. 17 Aminokyselinové slozeni sinice Spirulina platensis z ruznych kultivacnich

podminek.

7.2.3.2 Obsah aminokyselin v Fase Chlorella kesslleri

V nejv&tsim mnozstvi byla zastoupena kyselina glutamova 8,52 g.16g™ N, kyselina aspara-
gova 7,42 g.16g™" N a arginin 8,32 9.16g™" N. Nejvice zastoupenou esencialni aminokyseli-
nou byl leucin 6,43 g.16g™ N. Kvantitativng byl nejméné zastoupen histidin 1,54 g.16g™ N.

Nejméné zastoupenou esencialni aminokyselinou byl treonin 3,22 g.16g™ N.

Z celkového poctu sedmnacti analyzovanych aminokyselin jich osm (lle, Cys, Ser, Thr,
Arg, Asp, Glu, Phe) bylo zastoupeno ve vétsi mife ve vzorku z fotobioreaktoru, devét ami-
nokyselin (Gly, Ala, Val, Leu, Met, Lys, Tyr, His, Pro) bylo naméfeno ve vétsim mnozstvi
u vzorku kultivovaného v laboratofi. Ctyfi esencialni aminokyseliny (Val, Leu, Lys, Met)
byly ve vétsSim mnozstvi zastoupeny ve vzorku z laboratorni kultivace, pouze izoleucin
a treonin byly ve vét$i mife stanoveny ve vzorku z fotobioreaktoru. Obsah fenylalaninu byl
shodny u obou typu kultivace. Vyznamnéjsi rozdily byly zaznamenany v obsahu argininu,
kyseliny asparagové a kyseliny glutamové, kde bylo mnozstvi aminokyselin vyrazné vyssi

u vzorkd z fotobioreaktoru. U ostatnich aminokyselin byly naméfeny velmi blizké hodnoty.

Aminokyselinové slozeni Spirulina platensis je uvedeno v tabulce 10 a na obr. 18.
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Tab. 10 Obsah aminokyselin Chlorella kesslleri.

Obsah AA [g.16g* N]

Vzorek kultivovany ve Vzorek kultivovany
fotobioreaktoru v laboratori

AA mean=S.D. mean=S.D.
Val 4,19+0,18 4,28+0,15
Leu 6,324+0,40 6,43%0,25
lle 3,45+0,16 3,35+0,13
Met 3,724+0,16 3,744+0,23
Thr 3,67+0,18 3,22+0,26
Lys 4,29+0,22 4,39+0,09
Phe 3,89+0,19 3,88+0,09
Gly 4,35+0,21 4,43+0,14
Ala 5,55+0,24 6,01+0,47
Cys 3,30+0,21 3,2140,15
Ser 3,53+0,16 3,2840,16
Arg 8,32+0,49 6,19+0,21
Asp 7,424+0,38 6,57+0,75
Glu 8,52+0,42 7,84+0,73
Tyr 2,71£0,15 2,89+0,06
His 1,54+0,05 1,62+0,02
Pro 5,26+0,29 5,39+0,40
Y EAA 29,53 29,29
X NEAA 50,48 47,44
X AA 80,01 76,73
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Obr. 18 Aminokyselinové slozeni rasy Chlorella kesslleri z riznych kultivacnich

podminek.

Vzorky tasy Chlorella kesslleri obou typu kultivaci obsahovaly nejvétsi mnozstvi argininu

8,32 9.16g™ N a leucinu 6,43 g.16g™* N ze viech analyzovanych vzorki.

Kultiva¢ni podminky ve fotobioreaktoru byly vzhledem k celkovému obsahu aminokyselin

vhodn&;si.

7.2.3.3 Aminokyselinové sloZeni smésného vzorku K1

V nejv&tsim mnoZstvi byla zastoupena kyselina glutamova 7,91 g.16g™ N, po ni nasledoval
esencialni lyzin 6,62 g.16g™ N a leucin 6,38 g.16g™ N. Nejméné& zastoupenou aminokyseli-
nou byl histidin 1,53 g.16g™* N. Nejméné zastoupenou esencialni aminokyselinou byl meti-
onin 2,63 g.16g™ N.

Smésny vzorek K1 obou typil kultivaci byl v porovnani s ostatnimi vzorky tas nejbohatsi
na esencialni aminokyselinu lyzin 6,62 g.16g" N ve vzorku kultivovaném v laboratofi

a 6,43 g.16g* N ve vzorku z fotobioreaktoru.

Ve vzorcich pochazejicich z laboratorni kultivace bylo ve vétSim mnoZstvi zastoupeno

patnact (Ala, Val, Ile, Leu, Cys, Met, Ser, Thr, Lys, Asp, Glu, Phe, Tyr, His, Pro) ze sedm-
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nacti stanovovanych aminokyselin, pficemz ve vzorcich z laboratoie byly hojnéji zastoupe-
ny vSechny esencidlni aminokyseliny. I kdyZz se namétené hodnoty jednotlivych aminokyse-
lin vyraznéji nelisily, z celkového obsahu aminokyselin a z obsahu esencialnich aminoky-
selin ve vzorcich miizeme usoudit, Ze kultiva¢ni podminky, které byly pouzity u laboratorni

v

kultivace, byly ptiznivé;jsi.
Aminokyselinové slozeni smésného vzorku K1 je uvedeno v tabulce 11 a na obr. 19.

Tab. 11 Obsah aminokyselin smésného vzorku K1.

Obsah AA [g.16g™* N]
Vzorek kultivovany ve  Vzorek kultivo-
fotobioreaktoru vany v laboratori

AA mean + S.D. mean + S.D.
Val 4,15+0,20 4,21+0,07
Leu 5,87+0,31 6,38+0,12
lle 3,21+0,13 3,41+0,05
Met 2,63+0,12 3,05+0,11
Thr 3,20+0,16 3,56+0,05
Lys 6,43%0,23 6,62+0,11
Phe 3,69+0,07 3,86+0,07
Gly 4,39+0,22 4,30+0,06
Ala 5,72+0,15 5,98+0,07
Cys 3,45+0,24 3,69+0,07
Ser 3,03+0,16 3,20+0,05
Arg 5,80+0,23 5,70+0,13
Asp 5,67+0,21 6,38+0,28
Glu 7,41+0,31 7,9140,15
Tyr 2,86+0,18 3,09+0,06
His 1,5340,08 1,62+0,02
Pro 3,52+0,17 4,01+0,21
Y EAA 29,18 31,09
X NEAA 43,37 45,86
X AA 72,55 76,95
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Obr. 19 Aminokyselinové slozeni rasy smésného vzorku K1 z riiznych kultivacnich

podminek.

7.2.3.4 Aminokyselinové sloZeni kmene K2

Aminokyselinou zastoupenou Vv nejvétsim mnozstvi byla kyselina glutamové 8,86 g.16g™
N a kyselina asparagova 7,03 g.16g™ N. Naopak nejméné zastoupen byl histidin 1,57

0.16g™ N. Nejméng zastoupenou esencialni aminokyselinou byl metionin 2,39 g.16g™ N.

Jedenact (Gly, Ala, Met, Ser, Thr, Arg, Asp, Glu, Phe, Tyr, Pro) ze sedmnacti analyzova-
nych aminokyselin bylo stanoveno ve v&tsim mnoZstvi ve vzorcich z laboratorni kultivace.
Vyraznéjsi rozdil v naméfenych hodnotach byl zjistén u cysteinu a lyzinu ve prospéch
vzorki z fotobioreaktort. U metioninu, prolinu a kyseliny glutamové bylo naméfeno vétsi
mnozstvi u vzorkd, které byly kultivovany v laboratofi. Ve vzorcich z laboratorni kultivace
byly u treoninu 3,75 g.16g* N a alaninu 6,43 g.16g" N namdfeny nejvyssi hodnoty
ze viech analyzovanych vzorkd. Izoleucin 3,51 g.16g™ N a cystein 3,81 g.16g™ N byly nej-
vice ze vSech vzorkl zastoupeny u kmene K2 pochézejiciho z fotobioreaktor.

Vzhledem k celkovému obsahu aminokyselin 1ze usoudit, ze podminky kultivace byly pfi-
znivejsi pri laboratorni kultivaci, avsak celkovy obsah esencialnich aminokyselin byl vyssi

u vzorku z fotobioreaktoru.

Aminokyselinové slozeni kmene K2 je uvedeno v tabulce 12 a na obr 20.
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Tab. 12 Obsah aminokyselin kmene K2.

Obsah AA [g.16g* N]

Vzorek kultivovany Vzorek kultivovany
ve fotobioreaktoru v laboratofi

AA mean=S.D. mean=+S.D.
Val 4,40+0,08 4,16+0,09
Leu 6,114+0,29 6,04+0,05
lle 3,51+0,04 2,74+0,01
Met 2,39+0,11 3,71+0,14
Thr 3,26+0,17 3,75+0,17
Lys 6,15+0,22 4,43+0,03
Phe 3,53+0,14 3,88+0,05
Gly 3,87+0,27 4,32+0,03
Ala 5,65+0,34 6,43+0,19
Cys 3,81+0,25 2,67+0,05
Ser 3,15+0,18 3,59+0,21
Arg 5,28+0,21 5,45+0,50
Asp 6,48+0,22 7,03+0,06
Glu 7,28+0,46 8,86+0,11
Tyr 2,87+0,17 2,97+0,12
His 1,65+0,09 1,57+0,05
Pro 3,75+0,29 4,89+0,23
Y EAA 29,35 28,71
X NEAA 41,41 47,80
X AA 70,76 76,51
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Obr. 20 Aminokyselinové sloZeni rasy kmene K2 z ruznych kultivacnich podminek.

7.2.3.5 Aminokyselinové sloZeni kmene Scenedesmus quadricauda

Nejvice zastoupenou aminokyselinou byla kyselina glutamovéa 9,85 g.16g™ N a kyselina
asparagové 8,36 g.16g N. Nejméng zastoupenou aminokyselinou byl histidin 1,32 g.16g™

N. Nejméné zastoupenou esencialni aminokyselinou byl izoleucin 2,00 g.16g™* N.

U vzorku kmene Scenedesmus quadricauda byl analyzovan vyrazny rozdil v celkovém
obsahu aminokyselin mezi vzorky kultivovanymi ve fotobioreaktoru a v laboratornich
podminkach. Sestnact ze sedmnacti stanovovanych aminokyselin bylo ve vétsim mnozstvi
obsazeno ve vzorku z fotobioreaktoru, pii¢emz zejména u kyseliny asparagové, kyseliny
glutamové, prolinu a alaninu byly rozdily vétsi. Ve vzorku z fotobioreaktoru bylo stanove-
no nejvétsi mnozstvi kyseliny asparagové 8,36 g.16g™ N, kyseliny glutamové g.16g™ N,
prolinu 5,77 g.16g™ N, glycinu 5,21 g.16g™* N, valinu 4,68 g.16g™* N, tyrozinu 3,29 g.16g™
N, fenylalaninu 4,32 g.16g™ N, histidinu 1,88 g.16g" N a metioninu 4,06 g.16g" N
ze vSech analyzovanych vzorkl.. VSechny esencialni aminokyseliny byly ve vétsim mnoz-

stvi zastoupeny ve vzorku z fotobioreaktoru.

U kmene Scenedesmus quadricauda mély rozdilné podminky kultivace nejvétsi vliv
na aminokyselinové sloZeni fasy. Vzhledem k obsahu aminokyselin byly jednozna¢né

vhodnéjsi kultivacni podminky ve fotobioreaktoru.
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Aminokyselinové slozeni Scenedesmus quadricauda je uvedeno v tabulce 13 a na obr. 21.

Tab. 13 Obsah aminokyselin v Fase Scenedesmus quadricauda.

Obsah AA [g.16g* N]
Vzorek kultivovany ve Vzorek kultivovany
fotobioreaktoru v laboratoii

AA mean=S.D. mean=+S.D.
Val 4,68+0,22 3,11+0,13
Leu 5,89+0,50 4,72+0,20
lle 2,84+0,17 2,00+0,13
Met 4,06+0,33 3,944+0,11
Thr 2,93+0,21 2,83+0,13
Lys 6,07+0,16 4,34+0,19
Phe 4,32+0,19 2,99+0,12
Gly 5,21+0,44 3,80+0,20
Ala 6,42+0,51 4,55+0,22
Cys 2,65+0,08 2,57+0,18
Ser 2,53+0,15 2,64+0,08
Arg 4,88+0,38 3,70+0,09
Asp 8,36+0,36 6,01+0,38
Glu 9,85+0,52 6,75+0,30
Tyr 3,294+0,25 1,89+0,01
His 1,88+0,01 1,32+0,09
Pro 5,77+£0,23 3,4440,04
Y EAA 30,79 23,93
X NEAA 50,83 36,67

X AA

81,62

60,60
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Obr. 21 Aminokyselinové slozeni Fasy Scenedesmus quadricauda z riznych kulti-

vacnich podminek.

7.2.4 Aminokyselinové sloZeni Salicornia europea v porovnani se sloZenim ias

Stejné jako u zkoumanych vzorki fas byla kyselina glutamova nejvice zastoupenou amino-
kyselinou i ve vzorku rostliny Salicornia europea. Jeji obsah byl témét dvojnasobny
5,5 9.16g™ N, nez obsah druhé nejvice zastoupené kyseliny asparagové 2,8 g.16g™ N. Nej-
vice zastoupenou esencialni aminokyselinou byl leucin 2,31 g.16g™" N. Nejméng zastoupe-
nou aminokyselinou byl histidin 0,75 g.16g™ N. Nejméné zastoupenou esencialni aminoky-
selinou Salicornia europea byl stejné jako u kmene Scenedesmus quadricauda izoleucin
1,2 g.16g™ N, kdezto u kmene K1 a K2 to byl metionin a ve vzorcich Spirulina platensis a

Chlorella kesslleri to byl treonin.

Aminokyselinové slozeni Spirulina platensis je uvedeno v tabulce 14 a srovnani obsahti
aminokyselin v rostlin¢ Salicornia europea s obsahy aminokyselin analyzovanych vzorka

z kultivace ve fotobioreaktoru a v laboratofi jsou znazornény na obr. 22 a obr. 23.
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Tab. 14 Obsah aminokyselin v Salicornia europea.

Obsah AA [g.16g* N]
AA mean + S.D.

Val 1,48+0,06
Leu 2,31+0,12
lle 1,20+0,02

Met 2,09+0,07
Thr 1,3540,05
Lys 1,57+0,07
Phe 1,9540,02
Gly 1,724+0,09
Ala 1,79+0,08
Cys 1,57+0,04
Ser 1,54+0,04
Arg 2,00+0,08
Asp 2,80+0,07
Glu 5,50+0,12
Tyr 1,21+0,03
His 0,75+0,03
Pro 2,67£0,15
Y EAA 11,95
X NEAA 23,55
X AA 35,50
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Obr. 22 Aminokyselinové slozeni vzorki sinice a ras z fotobioreaktoru a Salicor-
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Obr. 23 Aminokyselinové slozeni vzorkii sinice a ras kultivovanych v laboratori
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a Salicornia europea.
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S ostatnimi analyzovanymi vzorky byl ve vzorku Salicornia europea srovnatelny obsah
kyseliny glutamové, jejiz obsah byl 5,5 g.16g™ N. Spirulina platensis kultivovana ve foto-
bioreaktoru obsahovala 5,33 g.16g" N kyseliny glutamové. Rovn&z obsah metioninu
2,09 g.16g™ N ve vzorku Salicornia europea je srovnatelny s obsahem ve vzorku Spirulina
platensis, ktera ve vzorku z fotobioreaktoru obsahovala 2,49 g.16g" N a ve vzorku

Z laboratofe to bylo méné, 1,66 g.16g'1 N.

Také obsah serinu 1,54 g.16g™ N byl u Salicornia europea vyssi nez u Spiruliny platensis
z laboratorni kultivace, ta obsahovala pouze 1,20 g.16g™ N. Déle obsah fenylalaninu 1,95
9.16g™ N a prolinu 2,67 g.16g™ N byl u Salicornia europea vyssi nez u Spiruliny platensis
z laboratorni kultivace, ktera obsahovala 1,70 g.16g™ N fenylalaninu a 1,89 g.16g™ N pro-

linu.

Obsah ostatnich aminokyselin byl ve vzorku rostliny Salicornia europea vyrazné niz$i nez

u analyzovanych vzorku sinice a fas.

7.2.5 Porovnani aminokyselinového sloZeni analyzovanych vzorku s publikovanymi

udaji

Chemické sloZeni tas je ovlivnéno kultivaénimi podminkami a také lokalitou kultivace.
Aminokyselinové slozeni nami analyzovanych vzorki bylo srovndno s publikovanymi uda-
ji. Mnozstvi jednotlivych stanovovanych aminokyselin ve dvou sadach vzorkd Spirulina
platensis pochazejicich z fotobioreaktoru a z laboratorni kultivace z Ustavu fyzikalni bio-
logie JCU v Novych Hradech bylo porovnino se vzorkem Spirulina platensis, ktery byl
analyzovan v IPGSR (Institute of Post-graduate Studies and Research laboratory)
v Malajsii. Obsahy aminokyselin ve tfech riznych vzorcich Spirulina platensis byly srov-
nany také s obsahem jednotlivych aminokyselin v s6ji. Srovnani obsahti aminokyselin je

znazornéno na obr. 24.
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24  Porovnani aminokyselinového sloZeni sinice Spirulina platensis

z Ustavu fyzikdlni biologie JCU v Novych Hradech a z IPGSR v Malajsii a se

sojovou bilkovinou.

Ve vzorku Spirulina platensis z IPGSR v Malajsii bylo zjisténo, Ze nejvice zastoupenou

aminokyselinou byl alanin. V nami analyzovanych vzorcich to byla kyselina glutamova.

Vyrazné vyssi byl u sinice Spirulina platensis z IPGSR obsah leucinu, glycinu a histidinu,

naopak tento vzorek obsahoval méné cysteinu. Z porovnani tii vzorkt Spirulina platensis

vyplyva, ze jejich aminokyselinové sloZeni se lisi a kromé kultivacnich podminek miZe byt

ovlivnéno i lokalitou jejich kultivace [28].

Ve srovnani aminokyselinového slozeni Spirulina platensis se vzorkem sdji bylo zjisténo,

ze sOja obsahuje mnohem vétsi mnozstvi kyseliny glutamové a asparagové, nejméné obsa-

huje sirnych aminokyselin, které jsou zaroven jejimi limitujicimi aminokyselinami [40].
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ZAVER

Cilem prace bylo stanoveni aminokyselin ve vybranych druzich sladkovodnich fas. Analy-
zovany byly tyto kmeny sladkovodnich tas: Chlorella kesslleri, Scenedesmus quadricauda
a zkusebni kmeny K1 (smésny vzorek slozeny z 60 % Scenedesmus quadricauda + 40 %
kmene K1) a K2. Dalsim analyzovanym vzorkem byla sinice Spirulina platensis. Ze ziska-
nych vysledka ¢tyt kmenti sladkovodnich tfas a jednoho kmene sinice bylo zjisténo, ze se
jedna o velmi kvalitni zdroje bilkovin S vysokym obsahem esencialnich aminokyselin. Kul-
tivace analyzovanych vzorku fas a sinice byla autotrofni a byla provedena v laboratornich

podminkach a ve fotobioreaktoru.

Salicornia europea je sukulent, ktery ma podobné vyuziti jako fasy a sinice, proto byl sou-
Casti této prace. Vysledky stanoveni vSak ukazuji, Ze celkovy obsah aminokyselin v Sali-

cornia europea 35,5 g.16g™ N je v porovnani s analyzovanymi fasami polovicni.

Mezi analyzovanymi vzorky kultivovanymi v laboratornich podminkach a ve fotobioreak-
toru nebyl prokazan piimy vztah mezi koncentraci média a obsahem aminokyselin. Nejvys-
§i celkovy obsah aminokyselin byl stanoven ve vzorku tasy Scenedesmus quadricauda
81,62 g.16g" N z kultivace ve fotobioreaktoru. U téhoz kmene byly stanoveny nejvatsi
zmény v obsahu celkového mnozstvi aminokyselin v zavislosti na zptsobu kultivace, pii-
¢emz kultivace ve fotobioreaktorech byla jednozna¢né vhodnéjsi. Nejmensi celkové mnoz-
stvi aminokyselin 47,80 g.16g™ N z analyzovanych vzorkd fas a sinice obsahovala Spiruli-

na platensis kultivovana v laboratofi.

Nejvice zastoupenou aminokyselinou ve vSech analyzovanych vzorcich byla kyselina glu-
tamova. Naopak nejméné zastoupenou aminokyselinou byl ve vSech analyzovanych vzor-

cich histidin.

Celkovy obsah aminokyselin byl u vzorku Spirulina platensis, Chlorella kesslleri a Scene-
desmus quadricauda vyssi v sadé vzorku pochazejicich z kultivace ve fotobioreaktorech.
Celkovy obsah aminokyselin u zkuSebnich kmenti K1 a K2 byl vyssi v sad¢ vzorki pocha-
zejicich z laboratorni kultivace. Nejvétsi vliv kultivanich podminek na aminokyselinové

slozeni byl zjistén u sinice Spirulina platensis a u fasy kmene Scenedesmus quadricauda.

Nejbohat$im zdrojem esencidlnich aminokyselin byl kmen K1 31,09 g/16g N pochézejici
z laboratorni kultivace. Velmi podobné hodnoty byly naméteny u kmene K2, Chlorella

kesslleri a Scenedesmus quadricauda. U kmene Scenedesmus quadricauda vsak pouze u
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vzorku pochazejiciho z fotobioreaktoru. Nejvice zastoupenymi esencialnimi aminokyseli-
nami byly leucin a lyzin. Naopak nejmén¢ zastoupenymi esencialnimi aminokyselinami

byly treonin a izoleucin. Tryptofan stanoven nebyl.

Bylo provedeno porovnani nami analyzovanych vzorka Spirulina platensis s aminokyseli-
novym slozenim Spirulina platensis analyzované v IPGSR. Vyrazné rozdily byly naméfeny
u aminokyselin alaninu, glycinu a leucinu. Obsah ostatnich aminokyselin byl v porovnani

se vzorky z Ustavu fyzikalni biologie JCU v Novych Hradech podobny.

Porovnani aminokyselinového sloZeni soji se vzorky Spirulina platensis prokazalo, ze ob-
sah kyseliny glutamové je v sdji dvojnasobné vyssi nez v fasach. Také obsah kyseliny aspa-

ragove, leucinu, lyzinu a argininu byl u s6jového proteinu vyrazné vyssi.

Zelené sladkovodni fasy a sinice jsou kvalitnim zdrojem bilkovin s vysokym obsahem
esencidlnich aminokyselin. Jejich nutri¢ni hodnota je umocnéna obsahem cennych biolo-
gicky aktivnich latek. Velkoobjemové kultivace sladkovodnich fas a sinic jako zdroje kva-
litnich bilkovin jsou velkym potencidlem pro zemé tietiho svéta, kde lidé trpi podvyZzivou
typu kwashiorkor z nedostatku bilkovin. Ve vyspélych statech jsou sladkovodni fasy a sini-
ce kultivovany spiSe za tc¢elem zisku biologicky aktivnich latek, jelikoz pfisun kvalitnich

bilkovin je pokryt b&znou stravou.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

% procento

AA aminokyselina

ALT alaninaminotransferaza
ATP adenosintrifosfat

BCAA branched-chain amino acid
CGF chlorela riistovy faktor

CSAV Ceskoslovenské akademie véd

DNA deoxyribonukleova kyselina

EAA esencialni aminokyselina

GABA [-aminomaselna kyselina

HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie
LDL lipoproteiny o nizké hustote

L-DOPA L-hydroxyfenylalanin

NEAA neesencialni aminokyselina
PAPS fosfoadenosylfosfosulfatu
PBC fotobioreaktor

SAHC S-adenosylhomocystein

SAMe S-adenosylmetionin

tRNA transferova ribonukleova kyselina
Ala alanin

Arg arginin

His histidin

Cys cystein

Gly glycin

lle Izoleucin

Asp kyselina asparagova
Glu kyselina glutamova
Leu leucin

Lys lyzin

Met metionin

Phe fenylalanin
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Pro prolin
Ser serin

Thr treonin
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