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ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské prace bylo stanovit nejvyhodnéjsi metodu produkce organickych
kyselin mikroskopickou vlaknitou houbou rodu Aspergillus niger a zjisténi wcinnosti
bioakumulace rtuti na narostlou biomasu. Teoreticka ¢ast se ptredevsim zamétuje na jednotlivé
organické kyseliny, jejich vyuziti a metabolismus jejich vzniku. Dal$im bodem teoretické Casti
je toxicita rtuti a princip bioakumulace tézkych kovli na biomasu. Experimentalni Cast se
zamétuje predevSim na optimalizaci kultivace, stanoveni obsahu vyprodukovanych
organickych kyselin v zavislosti na typu kultivace. Druhym bodem praktické Casti je porovnani
bioakumulace rtuti na biomasu v zavislosti na koncentraci rtuti v roztoku. V celkovém srovnani
je nejlepsi kultivace dynamicka. Dochazi K vét§imu nardstu biomasy, tim padem k vyssi
produkci organickych kyselin. Vyssi produkce biomasy je také vyhodna pro zefektivnéni
bioakumulace rtuti.

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was to determine the most advantageous method
for production of organic acids by microscopic flamentous fungus Aspergillus niger
and to evaluate mercury bioaccumulation efficiency on collected fungal biomass.
The theoretical part focuses primarily on utilization, metabolism and production on individual
organic acids. This is followed by section focused on the toxicity of mercury and the principles
of bioaccumulation of heavy metals in biomass. The experimental part focuses mainly
on the optimization of cultivation, determination of content of produced organic acids,
depending on the type of cultivation. Second point of practicle part is evaluating of mercury
bioaccumulation depending on the initial concentration of mercury in solution. In overall
comparison, the best type of cultivation is dynamic. Higher biomass yeild resulted in higher
production of organic acids. The higher biomass synthesis is also beneficial
for bioaccumulation of mercury.
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1 UVOD

Organické kyseliny hraji dalezitou roli v ekologii a primyslovém vyuziti. Jednim
z prumyslovych zplisobii vyroby organickych kyselin je vyuziti extracelularni produkce téchto
latek v prabéhu kultivace mikroskopickych hub. Mikroskopické houby neziji v pfirozeném
prostiedi, které je bohaté na volné cukry, proto nemaji vyvinuty regulacni systém pro produkci
kyselin. Tedy pokud je kultivujeme v prostiedi bohatém na zdroje lehce dostupnych sacharida,
mohou se soustfedit pouze na produkci kyselin, coz vede k jejich zaniku. Toho se vyuziva
Vv primyslu pro maximalni produkci kyselin [1].

Existuje nékolik hypotéz, pro¢ tyto latky mikroskopické vlaknité houby produkuji
do extracelularniho prostiedi. Vyznam organickych kyselin je pfedevsim v jejich interakci
S ptirozenym okolim, ve kterém se houby vyskytuji (vétSinou pudy), ale také jejich produkce
organickych kyselin nepiimo souvisi s poklesem pH [2]. Organické kyseliny umoziuji zit
riznym druhiim mikroorganismul v prostiedi, kde koncentrace bio — pfistupnych esencialnich
kovu jsou nizké. Diky nim mtze dochéazet k mobilizaci mineralnich zivin z pidy. Uvolnéné
ionty kovii muze vyuzivat mikroorganismus, ale zaroven i rostliny. To je zpusobeno
chelata¢nimi vlastnostmi organickych kyselin ve spojeni s rozpustnosti vétsiny slou¢enin kovu
Vv kyselém prostiedi [1].

Tyto specifické vlastnosti mikroorganismui byly studovany zejména v téZebnim
pramyslu biohydrometalurgii. Zatim co bakterie byly pfijaty v této oblasti pro zpracovani méné
kvalitnich rud, zejména sulfidovych minerald, pro mineraly silikatové, uhli¢itanové a oxidové,
které nemohou byt zpracovany autotrofnimi bakteriemi, se vyuzivaji heterotrofni
mikroskopické houby. Vysledek jejich aplikace byva extrakce pozadovanych prvki z riznych
typt odpadnich materiald. Napiiklad kombinace izolat Aspergillus a Penicillium mohou byt
vyuzivany pro extrakci kobaltu a niklu, nebo izolaty Aspergilus s bakterii (Bacillus
nebo Pseudomonas) se vyuziva pro extrakci zinku a niklu [3].

Dalsim diivodem je produkce organickych kyselin u saprofytickych hub, které vyuzivaji
predev§im chelatacnich vlastnosti oxalatd. Hyfy hub v lumenu rostlinné buniky produkuji
zelezo — redukujici slouceninu, peroxid vodiku a kyselinu Stavelovou. Kyselina Stavelova vaze
Fe3* jako komplex, ktery difunduje do bunééné stény spolu s HzO: aredukujicimi
slou¢eninami. Se zménou pH dojde pomoci redukujicich slouc¢enin k rozpadu Fe - oxalatového
komplexu a redukci na Fe?". Fe?* poté reaguje s peroxidem vodiku a vznika hydroxylovy
radikal, ktery narusi lignocelulézu. [4]

Jednim z dGivodi mize byt také ochrana pfed rGstem konkurentli, pomoci lokalniho
snizeni pH, které taky nepfimo souvisi s produkci organickych kyselin. Mikroskopické vladknité
houby jsou schopny vytvofit az pH 3, a v takovém to prostiedi mnoho mikroorganismti nema
schopnost Zzit. Tedy snizené pH dava mikroskopickym houbam konkurenéni vyhodu
pted jinymi rychle rostoucimi mikroorganismy, predev§im bakteriemi [1]. Kyselé piidy vedou
k niz§im pomérim bakterii k houbam, ale vyskytuje se vys$$i relativni pocet rezidentnich
bakterii tolerantn&jSich vici kyselinam. Zatimco méné kyselé pudy vedli k vy$§im poméram
bakterii k houbam [5]. Zakladnim mechanismem, kterym bakterie zamezily ristu hub
pfi vysokém pH, je neschopnost velkého mnozstvi hub se piizpisobit témto podminkam [6].



Pokud jde o vyznam produkovanych organickych kyselin z hlediska interakce
se zivotnim prostfedim, umoziuji detoxikovat pidy od kovii [2]. Na zdkladé experimenti
mohou byt kyseliny s kratkym fetézcem rozdé€leny do tii skupin detoxika¢nich Cinidel: silné
(citronova, $tavelova kyselina), stfedné silné (kyselina jable¢na, malonova a salicylova), slabé
(kyselina jantarova, mlé¢na, mravenci, octova, ftalova). Detoxika¢ni kapacity byly rozdéleny
podle polohy hydroxylové a karboxylové skupiny na hlavnim uhlikatém fetézci,
aby podporovaly tvorbu stabilnich cyklickych struktur s hlinikem nebo téZkym kovem.
Napriklad v ptipadé hliniku mizeme fict, ze v piidach se nachazi ve dvou formach - monomerni
(AP* a hydroxid hlinity) a komplexovany (hlinik vytvafi komplex a organickou kyselinou).
Experimentalné bylo zjisténo, ze rast kotene rostliny byl korelovan monomerni formou Al
a komplexy Al s organickou kyselinou hlinik inaktivovali. Aktivita ektomykorhyznich hub tak
chrani rostlinu pfed toxicitou tvorbou komplexi kovi a vyprodukovanych organickych
kyselin [7].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Transport a syntéza organickych kyseliny

Pfijem zivin u heterogennich organismu limituje jejich rtist. Pro houby jsou potiebné
nejenom latky, ze kterych se stavi polymerni latky organismu, ale také latky, které funguji jako
kofaktory a které vytvareji vnitini potencial buiiky (ionty), na jejichz zptistupnéni pro buiiku se
Vv extracelularnim prostiedi aktivné podileji i organické kyseliny [8].

Bunky aktivné udrzuji slozeni intracelularniho média odlisného od extracelularniho,
S ¢im souvisi vymeéna (translokace) latek mezi témito prostfedimi. Aby bunky zaroven
zabezpecili objemovy rlst a turgor, musi také aktivné udrzovat nezbytny osmoticky gradient,
ktery umoziuje pifijimat vodu do vnitfniho prostiedi. Pfi pohybu latek proti koncentracnimu
gradient hovoiime o aktivnim transportu. Také se vS§ak Vv transportnim déji vyskytuje difuze,
coze je volny nebo ulehCeny ptechod latek pres membranu ve sméru elektrochemického
gradientu. Nejaktivnéj§Sim mistem pro latkovou vyménu u vldknitych hub jsou rastové
vrcholky, kde zarovent dochéazi diky plastictejsi a porovitéjsi bunécny stén€ k snadnéjsi sekreci
enzymtu [8].

211 Syntéza a extracelularni transport kyseliny citronové

Parametry rozhodujici o efektivité produkce kyseliny citronové kmeny Aspergillus
niger byly stanoveny empiricky a zahrnuji vysokou koncentraci cukri, nizky obsah dusiku,
ur€ité stopové prvky kovi, vysokou koncentraci rozpusténého kysliku a nizké pH [9].

Nejbeéznéji vyuzivana technika produkce kyseliny citronové je ponofend fermentace.
Pomoci tohoto procesu je vytvoreno témeét 80 % celkové svétové produkce. Velkou vyhodou
je moznost vyuziti fermentort vyrobenych z oceli, které maji provzdusinovaci zafizeni
(umoZiiuje vyssi rozpustnost kysliku) a zaroven maji chladici plast, kterym miZeme udrZovat
teplotu fermentace [10].

Médium by se tedy mélo skladat z uhlikového zdroje, kterym je nejcastéji lehce
metabolizovatelny cukr (sacharoza, fruktdéza aj.). Toho by mélo byt v médiu pfiblizné
okolo 10 - 14 %. Pokud bychom v médiu méli koncentraci cukru pod 2,5 %, nebyla
by vyprodukovana zadna kyselina citronova. Jako dusikaty zdroj se vyuzivaji amoniové soli
(mocovina, siran amonny, chlorid amonny, pepton aj.) a koncentrace dusiku pro produkci
kyseliny citronové by méla byt v rozsahu 0,1az0,4 mol/l. Vyssi koncentrace dusiku
by zvySovala spotiebu cukru, ale snizovala by produkci. Fosfaty v médiu maji vyznamny vliv
na vytéznost Kkyseliny citronové. Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs) je
nejpouzivangj$im zdrojem fosfati. Doporucena koncentrace je 0,5az5 g/l. Koncentrace
a zastoupeni stopovych prvki je taky faktorem ovliviiujicim vytéZznost kyseliny citronové.
Kationty zinku zvySuji produkci kyseliny, zatim co hofe¢naté a zelezité ionty mohou jeji
vytéznost snizovat, pokud je pfitomen v médiu fosfat. Pfi nedostatku manganu dochézi
k potlaceni cyklu TCA. Optimalni Groven kationtd médi byla stanovena na koncentraci 78 mg/I
a siranu hotec¢natého na 0,02 - 0,025 % [10].

Hodnota pH v extracelularnim prostiedi se muze prubézné¢ meénit podle aktivity
metabolickych drah. Nejcastéjsimi pti¢inami tvorby kyselin je snizeni pH. U druhi Aspergillus
sp., Penicillium sp. a Rhizopus sp., muze pH velmi rychle klesat az na hodnotu 3. Obecné se da
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fici, Ze pH okolo 2 je vhodné pro produkci kyseliny citronové. Vys§si hodnoty okolo 6 — 6,5 jsou
vSak optimalni pro rust a produkci kyseliny v melasovém mediu [10].

V intracelularnim prostiedi je pro syntézu kyseliny citronové také dilezité pH. A. niger
je schopny udrzovat intracelularni pH 7,7 pfesto, ze v okolnim prostiedi je pH okolo 1,5 [11].
Enzym, ktery hraje kliCovou roli pii udrzeni pH homeostaze v buikach je
H™ - extrudujici P - ATPaza lokalizovana v cytoplazmatické membrané. Pokud by byla jeji
specificka aktivita piili§ nizkd, zptsobilo by to hromadéni protont v bunikach, coz by vedlo
ke snizeni intracelularniho pH. H" - ATPazy patii k podskupiné ATP4z P - typu, které spojuji
hydrolyzou ATP s aktivnim transportem kationtii pies cytoplasmatickou membranu. U hub
je H" - ATPaza pievladajici membranovy protein. Zajimavé je, Zze inhibice aktivity
protonovych pump v pfitomnosti vanadu vyvola sniZzeni intraceluldrniho pH a nasledn¢ lepsi
produkci kyseliny citronové [12, 13].

Metabolicka draha produkce kyseliny citronové byla dobie stanovena v A. niger. Studie
Matina a Wilsona [14] a Clelanda a Johnsona [15] ukazaly, ze kyselina citronova vznika
prevazené glykolyzou hexdz s naslednou kondenzaci C4 a C2 latek. Proces (viz Obrazek 1) Ize
shrnout nasledovné:

1. ptijem cukerného substratu

2. glykolyticky katabolismus glukézy za vzniku 2 molt pyruvatu,
3. naslednd konverze pyruvati na acetyl — CoA a oxalacett,

4. kondenzace téchto dvou perkurzort do kyseliny citronové,

5. konec¢né vylucovani kyseliny citronové [11].

Produkce citratu z glukdzy nebo sachardzy zahrnuje velky pocet enzymatickych kroki
a rozdéluje se na dva stupné: (1) glykolyzu probihajici v cytosole a (2) kondenzaci oxalacetatu
a acetyl - CoA v mitochondrii [11].

Torres a spol. [16] studovali ptijem glukozy A. niger. Kineticka analyza pak ukazala, Ze
aspergily maji nejméné dva transportéry gluk6zy. Vysoko afinitni transport glukézy byl
detekovan poté, co Aspergillus vyrostl v nizko procentni koncentraci glukdézy v médiu
(1 % wiv) [11].

Nizko - afinitni transportér je pak vyuzivan pfi vysokych koncentracich glukozy (15 %).
Oba dva transportéry jsou regulovany pomoci vznikajici kyseliny citronové [1]. Transportéry
glukozy vykazuji snizenou aktivitu pii nizkém pH a aktivita transportéru s nizkou afinitou je
mnohem méné ovlivnéna podminkami prostiedi [16].

Glukoza a fruktoza jsou v cytosolu fosforylovany a nasledné preménény fadou enzymu
na pyruvat [1].

Tato molekula je transportovana do mitochondrie, kde je pfeménéna na acetyl — COA
pomoci pyruvat dehydrogenazy a nasledné je sloucena S oxalacetatem na citrat. V cytosolu
muze byt pfeveden na oxalacetat pomoci pyruvat karboxylazy [11].

Enzym pyruvat karboxylaza katalyzuje ATP — zavislou reakci mezi pyruvatem a oxidem
uhli¢itym pro tvorbu oxalacetatu. Oxalacetat je kliCovy meziprodukt pro cyklus trikarboxylové
kyseliny (TCA), a ten je podminkou pro produkci kyselin riznymi vldknitymi houbami.
Pro hromadéni kyseliny jsou dilezité operace v reduktivni vétvi cyklu TCA [17]. Pivodné byl
prikladan vliv lokalizaci enzymu pyruvat karboxylazy pro produkci urcit¢tho mnozstvi
nebo typu organické kyseliny [18]. Tedy lokalizace pyruvat karboxylazy v cytosolu
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nebo v mitochondrii je diileZita pro nasmérovani substratu do cyklu TCA. To mize byt urcujici
pro produkci urcittho mnozstvi a typu organické kyseliny [17]. Podrobnéjsi vyzkum
ale prokazal, ze vztah mezi lokalizaci tohoto enzymu v bunkach vlaknitych hub rodu
Aspergillus a akumulaci organickych kyselin neni prokazatelny [19].

Oxalacetat po enzymatické premeéné na malat ptechazi do mitochondrie, kde dochazi
ke zpétné reakci z malatu na oxalacetat, ktery je vyuzit pfi syntéze citratu [11].

Malat v cytosolu je pievedeny stejnym mitochondrialnim nosi¢em jakym jsou
transportovany trikarboxylové kyseliny. Je mozné, Ze zvySovani koncentrace malatu, mize vést
k exportu citratu ven z mitochondrie [20].

Export kyseliny citronové pfes membranu je realizovan pomoci extrémniho pH
gradientu mezi cytosolem a extracelularnim prostfedim. Citrat existuje v riznych iontovych
stavech v bunce, ktera ma pH v rozmezi 6 — 7, zatim co médium ma pH 2 nebo nizsi. Jelikoz je
cytoplazmatickda membrana pro citratovy aion permeabilni, piestupuje pravdépodobné
do extracelularniho prostiedi difuzi [21]. Koncentrace kyseliny citronové v intracelularnim
prostfedi je, ale o n€kolik fadl nizsi nez v extracelularnim prostiedi [22]. Jestli se kyselina
citronova, hromadi extracelularné pii bézné koncentraci 1 M, jeji koncentrace v cytosolu je
2 -30 mM [11]. Proto se piedpoklada, Ze se kyselina citronova transportuje také aktivné
za vyuziti ATP. Tento transport je velmi citlivy na metabolické inhibitory. Bylo také zjisténo,
ze pti pH 4 se sniZi rychlost exportu citratu na 42 % z rychlosti exportu pii pH 2 [21]. Piechod
kyseliny citronové z buiiky muze byt velmi dulezitym krokem v fizeni toku. Proto je kyselina
citronova pribézné odebirana pii velkoobjemovych produkcich [20].

Zajimavym vztahem je u¢inek kationti Mn?* na kmen A. niger. Pokud je v médiu
nedostatek Mn?*, dochazi k zméné vlastnosti permeaz pro piijem citratu a k inverzi sméru
transportu tohoto nosi¢e. Absence Mn?* tak vede k zvyseni extracelularni koncentrace kyseliny
citronové [22].
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Obrazek 1: Mechanismus syntézy kyseliny citronové: Glukoza a fruktoza je transportovana do buiiky.
(5) Glukéza s fruktézou jsou forforylovany (6. hexokindza) a glukéza — 6 — fosfat je izomerovdna
na fruktozu — 6 — fosfat (9. fosfoglukokindza). Vznikle dvé molekuly fruktozy — 6 — fosfatu jsou
fosforilovany za vzniku dvou fruktos — 1, 6 — bisfosfatu (11. 6 — fosfofruktokindza) Ty jsou Fadou enzymii
preménény na 4 molekuly pyruvdtu. Jedna molekula pyruvatu je transportovana do mitochondrie (12.),
kde je preménéna na acetyl-CoA (14. pyruvat dehydrogendza). Acetly-CoA je sloucen s oxalacetdtem
na citrat (17. citrat syntdza). V cytosolu je pyruvat preveden na oxalacetat (13. pyruvat karboxyldza).
Naslednée je preveden na malat (16. malat dehydrogendza), ktery prechdzi do mitochondrie (18.
trikarboxylové nosice). Dochazi ke zpétné reakci z malatu na oxalacetat (16. malat dehydrogendza),
ktery je vyuzit pri syntéze citrdtu [23]. Obrazek poupraven dle [11].
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2.1.2 Syntéza kyseliny glukonové

Na rozdil od kyseliny citronové, kdy se tvofi kyselina v bunce, vznika kyselina
glukonova extracelularné [11]. V bakteriich je kyselina glukonova tvofena pomoci glukoza
dehydrogendzy vazané na membranu, ktera vyuziva jako koenzym pyrolochinolin chinon,
u hub je glukonova kyselina tvoiena ve dvou krocich zahrnujici (viz Obrazek 2):

1. oxidaci B-D-glukézy na D-glukono-6-lakton enzymem glukozooxidazou za pomoci
redukce FAD na FADH>
2. enzymovou nebo samovolnou hydrolyzou na lakton a kyselinu glukonovou[20].

Oba vyuzivané enzymy se nachazeji mimo hyfy, pfedev§im v bunéénych sténach [20].
Protoze mlze byt proces katalyzovan i v misté, kde chybi enzym glukouzooxidaza pomoci
katalazy z A. niger, tedy za vhodnych podminek, mize byt takto pfeménéno téméet 100 %
glukozy [11].

B - D - glikoza
Ghukozooxidaza katﬂlaza
i: FADH: 14 On
ghukono — & - lakton 1;_ Oz
hvdrolyza t* H:0
Kyselina ghikonova

Glukoza +¥: O2 — glukonova kyselina

Obrazek 2: Oxidace glukozy na glukonovou kyseliny pomoci A. Niger [23] Pri redukcni reakci
glukozooxiddaza katalyzuje oxidaci [-D-glukézy na D-glukono-o-lakton, ktery je enzymaticky
hydrolyzovdn na kyselinu glukonovou. Ndsledné je FAD v kruhu redukovin na FADH>. N oxidacni
polovine reakce se redukovana glukozooxiddza reoxiduje kyslikem za vzniku H>O,. Peroxid vodiku
se pak kataldazou Stépi na vodu a kyslik. Vznikld voda je vyuzita pro hydrolyzu D-glukono-&-lakton
na kyselinu glukonovou [24].

Glukonova kyselina je produkovana rozmanitymi mikroorganismy, jako jsou
Aspergillus, Penicillium, Pseudomonas a Gluconobacter. Primyslové nejvice vyuzivanymi
organismy ale jsou A. niger a Gluconobaceter spp. V roce 1930 byla zavedena produkce
glukonové kyseliny kmenem A. niger. Bylo zjisténo, ze podminky vedouci k expresi
glukozooxidazy (GOD), jsou také optimalnimi podminkami pro pramyslovou vyrobu
glukonové kyseliny [20]. GOD je velmi specifickym enzymem. Jeho nizkou aktivitu zptisobuji
substraty jiné nez je B-D-glukoza, jako jsou napf. D-mannosa, D-galaktosa aj. Inhibitory
pro GOD jsou Ag*, Hg?*, Cu?*, hydroxylamin, hydrazin, fenylhydrazin atd. GOD z hlediska
slozeni aminokyselin obsahuje zejména histidin, arginin, tyrosin, v mensim zastoupeni jsou
lysin a fenylalanin. Studie také ukazaly, Ze nezbytnou soucasti média pro funkci GOD
je uhlic¢itan vapenaty o koncentraci piiblizné 3,5 %, kdy je dosazeno nejvyssi urovné produkce
GOD. Dalsimi limitujicim faktorem je okysli¢eni média: s rostoucim provzdusnéni jednak roste
produkce a také roste i sim mikroorganismus a pH. Optimum pH nemusi byt vzdy stejné
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pro produkci jako pro rust, vétSinou se pro optimalni produkci pohybujeme okolo hodnot
6 az 7 [24].

glukonové. Témeér okolo 50 % produkce glukonové kyseliny bylo pozorovano pii pH 5 -7,
nejlepsi vytézek pak byl pozorovan pii pH 6. Optimalni teplota pro fermentaci byla
okolo 30 °C, stejné jako pro rust mycelia. Pti teploté 45 °C byl vliv teploty na produkci
zanedbatelny. Miizeme fict, ze pti zvySovani aerace se zvysuje i produkce kyseliny glukonové.
Glukoéza a fruktdza byly nalezeny jako nejvhodnéjsi zdroj uhliku. Na druhé strané, lze fict, ze
pfi karboxylmethyl celuloze, laktéze, galaktéze a celobiéze nevznikla zadna kyselina
glukonova. Bylo zjisténo, Ze lepsi konverze glukézy na kyselinu glukonovou byla v pomérné
ziedéném médiu obsahujiciho 10 — 20 % glukozy. Zdrojem dusiku je nejlepsi 1% pepton,
mocovina byla nejhor§im zdrojem dusiku. Zlepseni konverze glukozy na kyselinu glukonovou,
nekdy zajistuji anorganické soli. Pokud ptidame MgS04.7H.O v koncentraci vyssi
nez 0,025 %, stimuluje to produkci. Na druhé strané pti pfidani KH2PO4 0 koncentraci vyssi
nez 0,05 % se produkce kyseliny snizuje. Volny chlorid draselny v médiu nema vyznamny vliv
na produkci kyseliny glukonové. Obecné miiZzeme fict, Ze koncentrace anorganickych soli vyssi
nez 0,1 % s pH 6,5 nejsou piinosné pro produkci kyseliny glukonové [25].

2.1.3 Syntéza a transport kyseliny oxalové

Stavelova kyselina je produkovana riznymi mikroskopickymi houbami, zahrnujici jak
saprofytické tak fytopatogenni druhy [8]. Uloha patogeneze kyseliny $tavelové spoéiva
v okyseleni tkani a sekvestraci vapniku zbunék tvorbou oxalatu vapenatého [26].
U fytopatogennich hub se predpoklada, ze kyselina usnadiiuje degradaci bunécné stény
rostlin [27]. To zpisobuje onemocnéni hospodaisky vyznamnych plodin, jako jsou brambory,
fazole, chmel aj. V ¢asné patogenezi se Kyselina $tavelova akumuluje v infikovanych tkanich
a patogen kolonizuje  hostitelskou tkan. Nepifimo také inhibuje  aktivitu
enzymu [26]. U saprofytickych druht, jako je A. niger, je hlavni role §tavelové kyseliny méné
jasna. Produkce miiZze souviset s mobilizaci polysacharidii z rostlinnych bunéénych stén. Jak
okyselovanim, tak chelataci mize kyselina $tavelova také zvySovat dostupnost kovovych
iontd [27].

Dalsim divodem tvorby této kyseliny mize byt biologicka konkurence a detoxikace
prostredi, napt. vznik malo rozpustnych oxalati médi zvySuje toleranci vii¢i tomuto toxickému
iontu [27].

Biosyntéza kyseliny Stavelové vladknitymi houbami je zvyhodnéna vysokym pH
média [28]. Pii nizkém pH se téméf vubec nevylucuje do extracelularniho prostiedi, kde ji
nahrazuje kyselina citronova [29]. To zpasobuje problém pii vyuziti melasy jako substratu
pro jeji syntézu. Ta ma pufra¢ni schopnosti v rozmezi pH 5-6 [28].

U A. niger je biosyntéza oxalatu dana ptisobenim oxalacetat hydrolazy v cytosole,
pro kterou je esencialni pfitomnost Mn?". Tento enzym katalyzuje hydrolyzu oxalacetatu
na oxalat a acetat v neutralnich az alkalickych prostiedich a za ptfitomnosti uhli¢itanu. Oxalat
je produkovan vétvi z drdhy pro tvorbu kyseliny citronové. Proto proces produkce probihd
stejné jako u kyseliny citronové az po oxalacetat vytvofeny Vv cytosolu. Zde za¢ina pusobit
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oxalacetat hydrolaza (rozstépeni oxalacetatu na oxalat a acetat) a dochazi k rychlému transportu
oxalatu ven z bunky (viz Obrazek 3) [1].

Kyselina s$tavelova je totiz toxicka, a proto musi byt celda transportovana
do extracelularniho prostiedi. K akumulaci intracelularni kyseliny $tavelové dochazi pouze
Vv piitomnosti fosfatt a dusiku, pH musi byt okolo neutralni hodnoty [28].

Dalsi metabolickou drahou syntézy oxalatu je oxidace glyoxalatu enzymem
glyoxalat — NADP oxidoreduktaza (glyoxalat dehydrogenaza). Glyoxalat vznika piisobenim
lyazy na isocitrat. Produkce glyoxalat dehydrogenazy je indukovana pii pH vétsim nez 3,5
a optimalni hodnotou pro aktivitu je pH 9. Tato draha byla identifikovdna u né€kolika druhii
mikroksopickach hub, jako je Sclerotium rolfsii, Fomes annosus a nebo Tyromyces
palustris [29, 30].

extracelulirni cytoplasma mitochondie
prostor )
ghikoza— ghikcoza
jelo)!
pynIvat TCA-cvklus
oxalacetat
oxalat oxalat acetdt malat —j~ malat
lipidy

Obrdazek 3. Jednoduché schéma biosyntézy oxalatu v A. niger a zobrazeni oddéleni produkce oxalatu
od biosyntézy kyseliny citronové [28]. Glukédza je transportovina do buiiky. Kde je Fadou enzymii
preména na pyruvat se ztratou oxidu uhlicitého. Pyruvat je enzymem pyruvat karboxylazou preménen
na oxalacetat S vyuzitim odstépeného oxidu uhlicitého. Zde se zacina lisit biosynteza kyseliny citronové
(pokracuje na malat) a syntéza kyseliny stavelove. Oxalacetat je enzymem oxalacetazou preménén
na acetdt a oxaldt. Ndsledné je oxalat transportovin do extraceluldrniho prostiedi [28, 31].

214 Syntéza kyseliny itakonové

Je mnoho teorii, které uvadi, jak probiha biosyntéza kyseliny itakonové pomoci hub.
Nicméné nejpravdépodobnéjsi se zda cesta pies glykosidickou drahu a trikarboxylovy cyklus,
kdyz kyselina itakonova vznika enzymatickou dekarboxylaci kyseliny citronové [32].

Jeji nejznaméj$im producentem je Aspergillus terreus. Biosyntéza kyseliny itakonové
ma mnoho spole¢nych znaki s produkci kyseliny citronové kmeny A. niger. Produkce kyseliny
itakonové je paralelni s produkci kyseliny citronové se dvéma doplnkovymi kroky (viz Obrazek
4). Prvnim a nejdutlezitéj$im krokem je dehydratace citratu za tvorby cis-akonitatu. Druhym
krokem je dekarboxylace cis-akonitatu za tvorby itakonové kyseliny. Akonitova dekarboxylaza
se nachazi vyluéné v cytosolu, ale syntéza akonitatu a citratu probihaji vyhradné jen
v mitochondrii. To znamena, ze cis-akonitat pro dekarboxylaci musi byt pfepraven ven
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z mitochondrie do cytosolu. Dodnes neni znamo, zda A. terreus transportuje cis-akonitat
pomoci specifické akonitat/malat transferazy nebo citrat/malat antiportem [1].

Syntéza kyseliny itakonové probihd nejlépe ve fosfatové limitovaném mediu
a pii koncentraci sacharézy mezi 100 — 150 g/l, nejlépe s glukézou, sachardzou, Skrobem,

melasou nebo hydrolyzatem kukufi¢ného sirupu [32].
gvlkolyza

Y

H,C—~COO
HO—C—CO00" -
Hzé—GDD' M akonitidza
citrdt | @ akonitova dekarboxilaza
@ ||-HO
HsC—C00" .
2 -CO, CHz
(IJ—GCICI' —_— l’,lj—COO'
HC—CO0 @ HyC—CO0"
cis-akonitat itakonitat
@ ||+ HO
H3t|3 GO0
HC — 007
HO ClH o0

isocitrat
Obrazek 4: Schéma syntézy kyseliny itakonoké [32]. Od sacharozy, jako substrdatu, se dostavame
stejnymi korky jako u kyseliny citronové az k citratu. Zde dochdzi k dehydrataci akonitazou za vzniku
cis-akonitatu. Nasledné miize dojit k dekarboxylaci akonitovou dekarboxyldzou na itakonitdt, nebo
dojde k hydrataci za pomoci enzymu akonitdzy za vzniku isocitratu.

Dulezitou reakci kyseliny itakonové je reakce s aminy, ktera vede k N-substituovanym
pyrrolidonim. Ty pak mohou byt vyuzivany jako zahuStovadla v mazacich tucich,
detergentech, Samponech, 1éCivech a herbicidech. Tetrapolymery obsahujici 10 % itakové
kyseliny mohou byt vyuzity jako vrtné vyplachy [32].

2.2 Biosoropce a bioakumulace kovii biomasou mikroskopickych
vlaknitych hub

Bakterie, houby a kvasinky mohou uc¢inné odstranovat tézké kovy z vodnych
roztokt [33]. Toho je mozné vyuzit v riznych remedia¢nich postupech.

Ptijem téZkych kovii mikroorganismy miiZze probihat zachycenim do bunééné struktury
a naslednou sorpci na vazebna mista pfimo v bunécné struktufe. Tento d¢j je nezavisly
na metabolickém cyklu a je znama jako biosorpce nebo pasivni piijem [34]. Vysoka afinita
tézkych kovi k biomase hub je vysledkem iontové interakce a tvorby komplexu mezi iontem
kovu a vysoce zastoupenymi funkéni skupinami, které jsou pifitomné na povrchu bunky.
Do biosorpce kovil jsou zapojeny naptiklad funkéni skupiny fosfatova, sulfatova, hydroxylova,
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karboxylova, aminova a imidova. Tyto funk¢ni skupiny maji za nasledek sorpci riiznych prvki
napf.: olova, rtuti, kadmia a médi [35, 36]. Vysoké zastoupeni funk¢nich skupin je zptisobeno
tim, Ze bunénd membrana se sklada prevazné z polysacharidu, bilkovin a lipidi, které jsou
pravé na tyto funk¢éni skupiny bohaté [36]. Hodnota izoelektrického bodu bunééné stény
A. niger (pHpz) je 7,21 [37].

Pfijem tézkych kovii mize také zahrnovat jejich piestup do bunky pies bunétnou
membranu pomoci riznych pfenaseci. Tento rezim piijmu kovl se oznacuje jako aktivni
piijem. Pfijem kovu v aktivnim i pasivnim rezimu pak Ize oznadit jako bioakumulace [34].

Biomasu ziskanou kultivaci 1ze pfedem osetfit fyzikalnimi nebo chemickymi prostiedky
s cilem zvysit kapacitu biosorpce kovu. Fyzikalni metody upravy zahrnuji tepelné zpracovani,
lyofilizaci atd. Metody chemické upravy jsou nejcastéji uprava biomasy kyselinami,
alkalickymi a anorganickymi latkami [33]. Uginnost mrtvych bunék v biosorpci kovovych
iontl muze byt vétsi, ekvivalentni nebo nizsi neZ u zivych bunék a mize zaviset na faktorech,
jako je druh a typ biomasy, ktera se vyuziva, dale metoda jeji pfedbézné Gpravy nebo typ
zkoumaného kovového iontu [33]. Studie ukazuji, Ze pokud je biomasa A. niger povafena
v 0,5 mol/l hydroxidu sodném po dobu 15 minut, je biosorpce olova, kadmia a médi
V porovnani S bioakumulaci téchto prvkl Zivymi buitkami u¢innéjsi. Pokud se ale podivame
nanikl, tak je jeho pifijem daleko vys§i u zivé biomasy neZ U upravené biomasy [34].
Je pravdépodobné, Ze odebirani niklu zivou biomasou mohlo byt zptisobeno intracelularnim
ptijmem niklu nebo pfitomnosti chelatacnich ligandii, které mohou byt ptitomné na povrchu
bunky [33].

Pouziti mrtvych bunék nabizi fadu vyhod jako je to, Ze odstranéni kovii nepodléha
limitim toxicity, neni potfeba riistovych médii a zivin, ionty sorbovanych kovii mohou byt
snadno desorbovany a biomasa muze byt pouzita nékolikrat za sebou. [33]. Pouziti biomasy
muze byt v nékterych ptipadech vyhodné&jsi nez vyuziti iontoméniovych pryskyfiic [34].

Mnoho druhti mikroorganismi bylo studovano na biosorpci tézkych kovi. Z hub jsou
to naptiklad Rhizopus arrhizus, Penicilium spinulum a Aspergillus niger. Bakterie maji
zastoupeni ~ vrodu  Pesudomonass, zkvasinek se vyuzivaji ~ Saccharomyces
cerevisiae [38, 39, 40].

2.3 Rtut’ a jeji toxicita

Rtut’ existuje v nékolika formach. Anorganicka rtut’ zahrnuje kovovou a plynou (Hg?)
formu rtuti a rtutné (Hgi*) a rtutnaté (Hg™*) soli. Organicka rtut’ zahrnuje sloudeniny,
ve kterych je rtut vazand na strukturu obsahujici atomy uhliku (napf.: methylrtut).
Geochemické a biologické chovani a také jeji klinicky vyznam se li§i podle chemické struktury
slouenin rtuti. Naptiklad inhalovana elementarni forma rtuti se snadno absorbuje ptes slizni¢ni
membrany do plic a rychle se oxiduje na jiné formy (avSak ne dostatecné rychle, aby se
zabranilo uklddani elementéarni rtuti do mozku). Metylova forma rtuti je snadno absorbovéana
pies stfevo a mékké tkané, pii vstupu do mozku se postupné demethyluje na elementarni
rtut’ [41].

S vyskytem rtuti v deStové, zemni 1 moiské vod¢ jsou ohrozeny jeji toxicitou vSechny
organismy na planeté. ZneciSténa voda vede ke kontaminaci zeleniny nebo 1 masa rtuti.
Ve vodnim prostiedi je anorganicka rtut’ pfeménéna na organickou slouceninu methylrtut’.
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Tato sloucenina zpisobuje, ze je rtut vice nachylnd ke shromazdovani v organismu
prostiednictvim potravniho fetézce [42].
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Obrdzek 5: Kolobéh rtuti [43]

Bylo zjisténo, ze rtut’ je pfi¢inou raznych druhti poruch, vcetné neurologickych,
imunologickych, srde¢nich a dokonce i genetickych. Nejvyssi expozici rtuti jsou vystaveny
narody, co maji vysoky piijem potravin, které pochdzeji z motského prostredi. Nejcitlivejsi
vuci toxicité rtuti jsou déti a plod. Snizeny vykon v oblastech motorickych funkci a paméti byl
zaznamenan u déti, které byly vystaveny pifedpoklddanym bezpecnym hladindm rtuti.
K podobnym problémiim (naruSeni pozornosti, jemné motoriky a slovni paméti) dochazi
I u dospélych pfi vystaveni nizkym hladinam rtuti [42].

23.1.1 MoZnosti odstranéni rtuti 7 vod

Mnoho védci se snazi najit nejlep§i metodu (jak z ekonomického tak
i z technologického hlediska) k odstranéni rtuti z povrchovych vod. Existuje fada chemickych,
mikrobidlnich a fyzikalnich metod pro odstranéni rtuti z vod. Metody zahrnuji sraZeni, sorpci,
vyménu iontl a reverzni osmoézu. Tyto procesy jsou Uc€inné, ale je vytvaren nebezpecny odpad.
Riizné studie také zkoumaly odstranéni kovu fotokatalyzou. Jako fotokatalyzator byl vyuzit
prasek oxidu zine¢natého, ktery pfeménoval ionty rtuti (II) na kovovou rtut’ v piitomnosti
ultrafialového zafeni. [44]

Jednou ze zajimavych metod odstranovani rtuti je vyuziti uhlikovych sorbentd
pochézejicich se skotapek ofechii. Adsorpcéni schopnost praskového aktivniho uhli ziskaného
a efektivnéj$iho sorbentu. Studie ukazali, Ze jednorazova sorpéni kapacita tohoto sorbentu
je 151,5 mg/g [45]. Zajimavym se taky jevi vyuziti mikrobialni biomasy napft.: Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio anguillarum, Saccharomyces cerevisiae, Ulva lactuca [38, 39, 46, 47].
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2.4 Kapilarni isotachoforéza

Isotachoforéza je jednou ze zakladnich elektroforetickych metod zalozenych na separaci
latek v elektrickém poli na zakladn¢ jejich rozdilné elektroforetické mobility [48].

Pod vlivem aplikovaného elektrického pole se budou ionty pohybovat smérem
k elektrod¢ rychlosti, ktera je ovlivnéna napiiklad iontovym polomérem, tvarem a nabojem
iontu, stupném disociace, pH, viskozitou rozpoustédla nebo teplotou. VéEtSinou se vyuziva
konstantni proud a tim padem neni mozné najednou rozd¢lit anionty od kationtii [48].

Roztok vzorku byva nadavkovan mezi dva charakteristické roztoky. Prvni roztok
(vedouci roztok) obsahuje ionty (vedouci ionty), které maji stejny ndboj, jako maji ionty
ve vzorku, alestim rozdilem, Ze ionty ve vedoucim roztoku maji vyssi pohyblivosti
nez nejrychlejsi ionty ve vzorku. To zabezpecuje, ze vzorek nikdy nemize predbéhnout vedouci
roztok. Druhy roztok (termina¢ni roztok, nebo terminator) obsahuje ionty (terminacéni ionty),
které maji také stejny naboj jako vzorek, ale jejich rychlost je niz§i nez rychlost iontd ve vzorku.
To znamena, Ze vzorek se nikdy nemtize nachazet za terminatorem [4].

Polarita elektrického pole musi byt takova, aby vedouci iont migroval na elektrodu,
ktera je umisténa na stejné strané vzorku, jako je umistén vedouci roztok [7]. Po dosazeni
uplného oddé¢leni, jednotlivé latky migruji v jednotlivych zdénach oddéleny ostrymi
hranicemi [48].

Jelikoz je vzorek ohrani¢en vedoucim a termina¢nim roztokem, vznikd na zacatku
migrace vzorku homogenni smiSena zona, ktera je tvofena vSemi ionty, ty pak migruji s jinou
rychlosti ale pod stejnym potencidlovym gradientem. Nasledné se zacnou vytvaret Cisté zony
na predni stran¢ smiSené zony (nejrychlejsi ionty) a na zadni stran¢é smiSené zony (nejpomalejsi
ionty). Po chvili zmizi smiSend zéna uplné a vytvori se plné odd€lené zony, které obsahuji
jenom jeden typ iontu. Jakmile se ionty oddé&li, nikdy se zpétné nesmichaji a délka Cisté zony
se udrzuje konstantni, dokud roztokem prochazi konstantni proud [49].

V kapilarni isotachoforéze je obvykle zaznamenan signal s ¢asem pomoci detektoru
umisténym na konci kapilary. U univerzalniho detektoru je odpovéd’ obvykle relativni vySka
(relativni vyska schodu, RSH) [48].

24.1 Instrumentace

Separa¢ni kapilary se aktualné¢ vyrab&ji z polytetrafluorethylenu nebo oxidu
kfemicitého. Separa¢ni kapacita miiZze byt navySena prodlouZenim kapilary. Na druhé strané se
tim zvysi doba analyzy a poZadované maximalni prepéti, proto musime volit rozumny
kompromis. Na zacatku analyzy prochazi proud pouze ptredbéZnou kapilarou. Poté se
ve vhodny okamzik hnaci proud ptepina tak, ze prochazi analytickou kapildrou a zavadi
pozadované vzorkovaci zony do této kapilary, kde dochazi k dalsimu déleni [48].

Kapilara je pfipojena na kazdé strané€ k elektrodové komote, kde se nachéazi platinova
elektroda. V uzavienych systémech je komora spojena s pfednim elektrolytem semipermeabilni
membranou. Termina¢ni komora je pak spojena pres viceotackovy ventil [48].

Vzorek je zaveden do uzavieného systému mikrostiikackou nebo vicestupiiovym
ventilem (podobny jako u terminacni komory) [48].

Detektory pro kapilarni isotachoforézu miizeme rozdélit na univerzélni a specificky.
Signal zuniverzalnich detektori je umérny pohyblivost danych ionti a tyto detektory
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zaznamenavaji vSechny zony odd¢lené v uzkoproud¢ (analytické) kapilare. K témto detektorim
patii potenciometrické, vodivostni a termometrické detektory. Limity detekce u detektort
potenciometrickych a vodivostnich jsou nizké okolo subnanomolu, ale u termometrického
detektoru jsou limity pomérné vysoké. Na druhé strané, detektory specialni jako je
UV-spektrometr umoznuje identifikaci nekterych latek piimo, nebo pfi nejmenSim muze
poskytnout vice informaci o zoénach [49].

2.5 Atomova absorp¢ni spektroskopie (Altec AMA 254)

Atomovy absorpéni spektrometr se sklada ze tfi zakladnich prvka: zdroj zafeni, mérna
cela, detektor.

Zname n¢kolik druhi zdrojii zéfeni napt.: vybojka s dutou katodou, bezelektrodova
vybojka, xenonova vybojka aj. Na naSem pfistroji je vyuzita nizkotlaka rtutova vybojka [50].
Tato vybojka je zdrojem UV — C zafeni, které ma vinovou délku 253,7 nm.

Dalsim dulezitym optickym zafizeni je monochromator. Ten ma za funkci izolovat
meétené zateni o dané vlnové délce. Monochromator se skladd ze dvou $térbin (vstupni
a vystupni) a disperzni slozky (hranolu nebo mtizky). RozliSovaci schopnost monochromatoru
je uméni rozlisit sousedni absorpéni pasma nebo dvé blizké spektralni ¢ary [51].

Atomizator je dalsi dulezitou soucasti spektrometru. Jejich ukolem je vytvofit volné
atomy v zakladnim stavu z naSeho vzorku. Vyjimku tvofi rtut’, protoze jeji pary jsou jiz sami
monoatomické. Konecna presnost stanoveni je z velké ¢asti zavisla na ti¢innosti atomizatoru.
Podle atomizatori rozdélujeme atomovou absorp¢ni spektrometrii na rizné techniky:
plamenovou, generovani studenych par, generovani hydridi a elektrotermické atomizace.
V nasem priipad¢ byla vyuzita technika studenych par (viz 2.5.1) [50].

Jako detektor jsou vétSinou pouzivany fotonasobice. Ty jsou zalozeny na fotokatodé
aanod¢. Katoda je z lehce ionizovatelného materialu (alkalie s antimonem, bismutem,
nebo stiibrem). Anoda je kaskada dinod. Foton dopadne na povrchu katody a tim zpisobi emisi
elektronu, pokud ma foton dostate¢nou energii pro ionizaci materialu. Emitovany elektron
dopadne na kaskadu dinod a tim se vytvoii méfitelny proud, ktery je zaznamenan méfici
technikou [50, 51].

251 Stanoveni rtuti

vV

prostiedi. Biota miiZe byt vystavena rtuti a jejim slouc¢eninam z riznych zdroja jako jsou dilni
hlusiny, primyslové odpadni vody atd. [52].

Metoda AAS s generovanim studenych par (CV - AAS) je jednou z metod, ktera je
nejpouzivanéj§i pro stanoveni celkového stopového mnoZstvi rtuti v biologickych
a environmentalnich materidlech [52]. Detekce rtuti je mozna touto metodou, jelikoZ ma jako
prvek unikatni vlastnosti. Rtut’ ma znacny tlak par pii okolni teploté (0, 16 pt1 293 K) a jeji pary
jsou stabilni a monoatomické. Rtut’ je také snadno redukovatelnd do kovové formy z jeji
sloucenin [51].

Tato metoda stanoveni je zaloZena na vneseni vzorku na niklové nebo platinové lodicce
do picky, kde je spalena/uvolnéna proudem kysliku. Timto proudem jsou neseny produkty
spaleni skrze katalyzator, kde dojde k Uplné oxidaci produktii a nésledné zachyceni rtuti
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amalgamem. Plynné produkty matrice (CO2, H20, oxid dusiku a siry) prochdzeji dale. Nasledné
je rtut’ termicky uvoliiovana z amalgamu a je méiena absorbance rtutovych vypara. Tento
zpusob stanoveni je nazyvan teromooxidacni [50, 53].
Pokud je koncentrace rtuti niz$i nez 0,1 mg/kg, je potieba pridat kroky v postupu

CV - AAS, které zahrnuji pfekoncentraci Hg, aby byla zvySenad koncentrace rtuti, a aby se
zabranilo interferencim, pokud by v roztoku zbyla organicka matrice [50]. Pfi shromazd’ovani
rtuti je vysledna absorbance prakticky linearné tmérna objemu zkuSebniho vzorku.
Zlato - platinova gaza se ukazala jako nejsilnéjsi a nejuc¢innéjsi kolektor (sbérac) rtuti [54].

Vyhodou této metody je, ze pro n¢které matrice miize byt technika studené pary vyuzita
piimo bez potiebnych tprav (krev, moc¢, sliny) [52].
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3.1

3.2

3.2.1

3.2.2

3.2.3

3.24

EXPERIMENTALNI CAST

Laboratorni vybaveni

analytické vahy AE 200 (Mettler Toledo, USA)

tiepacka Unimax 2010 (Heidolph. Némecko)

membranové filtry (Membrane Solution LCC, Cina)

vyvéva membranova (KNF Neuberger, Némecko)

pH metr HI8424 (Hanna Instruments, USA)

elektrody HI1230B (Hanna Instruments, Italie)

isotachoforéza ZKI-01(Villa Labeco, Slovenska republika)

susarna UN55 (Memmert, Némecko)

atomovy absorpéni spektrometr AMA 254 (Altec, Ceska republika)

Pouzité chemikalie

Chemikalie vyuzité pro kultivaci vlaknitych hub

Sabouraud dextrose broth s obsahem peptonu 10 g/l a dextrosy 20 g/l (HiMdia,
India)

Chemikalie vyuZity jako standard pro isotachoforézu

Glukonat sodny CAS 527-07-1 (CeH1:NaO7; Sigma-Aldrich, Nemecko)

Citrat sodny dihydrat CAS 6132-04-3 (NasCeHsO7; 2H>0; Centralchem,
Slovenska republika)

Kyselina $tavelova dihydrat CAS 6153-56-6 (C2H204 2H>0; Centralchem,
Slovenska republika)

Chemikalie vyuZity pro isotachoforézu

Vedouci roztok (Chemicky tstav, Slovenska republika) — 10 mmol/Il kyselina
chlorovodikova (HCI) + € - aminokapronova kyselina + 0,1% methylhydrosyet
hylcelul6za (mHEC)

Terminator (Chemicky tstav, Slovenska republika) -5 mmol/l kyselina
kapronova (CeH1202) + histidin (CsHoN30>).

Chemikalie vyuzity pro CV — AAS

Standart 1000 mg/l rtuti stabilizovan v HNO3 (Merck, Némecko)
Koncentrovana kyselina dusi¢éna (HNOgs; Centralchem, Slovenska republika)
Koncertovana kyselina chlorovodikova (HCI;  Centralchem, Slovenska
republika)

Dichroman didraselny (K2Cr207 Centralchem, Slovenska republika)

Dusiénan rtutnaty (Hg(NOs)2 (Lachema, Ceska republika)
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3.3 Kultivace A. niger pro stanoveni organickych Kkyseliny a bioakumulace

Kultivace A. niger pro stanoveni koncentrace vyprodukovanych kyselin v kultivaénim
médiu, a také pro ziskani biomasy na bioakumula¢ni experimenty se rtuti, byla provedena
ve 150 ml tekutého zivného média podle Sabourauda pti 25 °C ve tmé v statické a dynamické
(150 otacek/min) formé. Pfed kultivaci bylo médium sterilizovano po dobu 15 min pii 125 °C.
Takto ptipravené médium bylo inokulované sporami odebranych ze sedmidennich kultur druhu
A. niger v aseptickych podminkach.

V pribéhu kultivace byly zaznamendvany zmény hmotnosti (suSiny) biomasy,
pH zivného média a obsah vybranych kyseliny isotachoforézou ve vybranych cCasovych
intervalech. Biomasa byla od média oddé€lena filtraci pfes membranovy filtr za podtlaku,
pomoci membranové vyvévy. Nasledné byla biomasa promyta destilovanou vodou. Takto
piipravena biomasa byla vyuzita pro bioakumula¢ni experimenty, nebo susena do konstantni
hmotnosti pti 65 °C.

3.4 Priprava roztoki

3411 Piiprava standardu glukondtu sodného

Pro pfipravu standardu glukonové kyseliny o koncentraci 0,1 mmol/l byl vyuzit
glukonat sodny. Na vahach bylo navazeno 2,1820 g glukonatu sodného, ktery byl nasledné
rozpustén ve vode. Poté byl cely roztok ziedén na finalni koncentraci 0,200 mmol/l o celkovém
mnozstvi 100 ml.

3.4.1.2 P#iprava standartniho roztoku citrdtu sodného

Pro ptipravu standardu roztoku citratu sodného o koncentraci 0,1mmol/l byl vyuzit
citrat sodny. Na vahach bylo navdzeno 2,9418 g citratu sodného, ktery byl nasledné rozpustén
ve vode. Poté byl cely roztok zfedén na finalni koncentraci 0,098 mmol/l v celkovém objemu
100 ml.

34.1.3 Priprava standardu §t’avelanu sodného

Pro pfipravu roztoku Stavelanu sodného o koncentraci 0,1 mmol/l bylo vyuZito ¢istého
Stavelanu sodného. Na vahach bylo odvéazeno 1,2629 g stavelanu sodného, ktery byl nasledné
rozpustén ve vode. Poté byl cely roztok ziedén na finalni koncentraci 0,100 mmol/l o objemu

100 ml.
Tabulka 1: namérené a vypocitané hodnoty pro standardy stavelanu sodného, citronanu sodného
a glukonanu sodného vyuzitych pri isotachoforéze

Standard
Stavelan sodny Citrat sodny Glukonat sodny
¢ (mmol/l) 0,100 0,098 0,100
RSH (0/1) 0,066 0,292 0,606
Délka (s) 15,0 15,6 24,0
M (g/mol) 126,07 294,10 218,14
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3.41.4  Priprava standartniho roztoku Hg?*

Analyticky standart o koncentraci 1000 mg/l Hg?* byl ziedén na objem
100 ml s koncentraci 0,2 mg/l vodovodni vodou a piidavkem 1 ml koncentrované kyseliny
dusi¢né, 0,1 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové a 0,1 ml roztoku dichromanu
didraselného o koncentraci 100 g/1.

3.4.15 Piiprava zdsobniho roztoku Hg**

Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim 2,427 g Hg(NO3), v odmérné barice na 1 1,
tak aby koncentrace Hg?* byla 1500 mg/l Odmérna batika byla doplnéna vodou a kyselinou
dusi¢nou tak aby pH roztoku bylo ptiblizné 2. Pied bioakumula¢nim experimentem byl zasobni
roztok filtrovan a koncentrace rtuti proméfena metodou CV - AAS.

3.4.2 Bioakumulace Hg?* biomasou druhu A. niger

Po Sestidenni kultivaci byl navazen 1 g vlhké biomasy do 250 ml kadinek. Poté bylo
pridano 50 ml zasobniho roztoku Hg?" tak, aby v danych 50 ml byla koncentrace rtuti v rozsahu
6 az 280 mg/I. Takto ptipravena suspenze byla ponechana 24 hodin ve tmé pii 25 °C na tiepacce
o rychlosti 150 otagek.min. Po uplynuti 24 hodin byl roztok piefiltrovan membranovou
filtraci. Oddélena biomasa byla vysusena pii 65 °C do konstantni hmotnosti a zvazena.
Ve filtratu byla stanovena zbytkova koncentrace rtuti metodou CV — AAS. Kontrolni vzorky
tvotily roztoky rtuti bez ptidané biomasy.

3.5 Riistové kiivky

Vliv zpusobu kultivace na rast druhu A. niger byl stanoven jako zavislost hmotnosti
susiny biomasy na dob¢ kultivace. Ke stanoveni biomasy byla vyuzita gravimetricka metoda.
Biomasa byla odebirdna po pfesné zaznamenané dob¢, byla vloZena na ptedem zvaZzené sklicko,
a vlozena do vyhtaté susarny. Po vysuSeni byly vzorky vyndany ze susarny a nechany ptes noc
vychladnou a dosusit v exikatoru. Takto ptipravené vzorky byly zvazeny a byla vypoctena
jejich redlna hmotnost. Priibéh nartistu biomasy na ¢ase byl zaznamenan do grafu.

Rustova kiivka byla zpracovana pomoci rovnice (1) dle Gompertza [55].

m=A. exp{— exp{(ﬂ—:) (4 —t)+1}} (1)

Kde parametr A vyjadiuje maximalni teoretickou hmotnost susiny m (g), 4 pak vyjadiuje
délku lag faze (h) a u specifickou ristovou rychlost (1/h). Tyto parametry byly spocitany
pomoci aplikace MS Excel, funkci Resitel, pro statickou i dynamickou kultivaci.

3.6 Stanoveni organickych kyseliny isotachoforézou

Do ptistroje byly postupné davkovany vzorky. Nejprve byly vybrany z lednice vedouci
a terminacni roztoky a byla pfipravena redestilovand voda na proplachovani vzorkového
davkovace. Pfistroj byl nastaven do plniciho mdédu a méfici technika byla zapnuta. Cela
aparatura byla propldchnutd termina¢nim roztokem. Nasledné byly do kapilary postupné
davkovany potiebné roztoky. Jako prvni byl do kapilary napustén vedouci roztok o ptiblizném
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objemu 1 ml, nejprve do horni a nasledn¢ do spodni kapilary. Tvorba bublinek byla pozorné
sledovana. Pokud byly bublinky tvofeny, vedouci roztok byl vtlacovan tak dlouho, dokud
nebyla ptitomna zadna bublinka. Jako druhy roztok byl nadavkovan nami méfeny vzorek. Bylo
nadavkovano vzdy okolo 3 ml. Jako posledni roztok byl pustén terminacni roztok, pomoci
regulac¢niho kolecka. Poté mohla byt analyza vzorku spusténa pomoci programu na pocitaci.

3.7 Stanoveni obsahu rtuti v kapalnych vzorcich metodou CV - AAS

Poté co byl piistroj zapnut, byl promyvan vodovodni vodou tak, aby absorbance klesla
pod hodnotu 0,003. Na fidicim pocitaci byla nastavena metoda pro stanoveni obsahu rtuti
ve vzorku a poté bylo do spalovaci lodi¢ky napipetovano presné 100 ul standardu, respektive
100 pl vzorku. Na tidici jednotce byla povolena analyza. Vzorek byl odpafen a byla zméfena
jeho absorbance. Po provedeni analyz roztokt byl pfistroj promyt vodovodni vodou do hodnoty
absorbance 0,003.
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4 VYHODNOCENI DAT A DISKUZE

4.1 Ristové krivky

Pro kazdou z kultivacnich metod byla sestavena riistova ktivka, ktera v nasem pripadé
vyjadiuje zavislost hmotnosti biomasy na ¢ase. V grafu miizeme rozeznat nékolik rtistovych
fazi, kter¢ vhodné opisuje rustova Gompertzova funkce modifikovanad podle
Zwietering a kol. [55]. Tento model mikrobialniho ristu predpoklada sigmoidni funkci s tfemi
charakteristickymi fazemi rastu [57]:

. lag faze — dochazi k adaptaci organismu a je charakterizovan svoji ¢asovou
délkou A

. log faze — dochazi k logaritmickému rdstu organismu a je charakterizovan
specifickou maximalni rychlosti rastu (zmax)

. stacionarni faze — dochazi k vyznamnému poklesu dostupnych rtstovych zivin

a bylo dosdhnuto maximalni hodnoty rastového parametru A.

Pii dynamické a statické kultivaci je délka experimentalné stanovené lag faze ptiblizné
okolo jednoho dne (Tabulka 3). A. niger ma vyrazné rychlejsi rist biomasy a kratsi lag fazi
oproti jinym mikroskopickym vlaknitym houbdm, cozZ je nevyhodou v ptipadé¢ kontaminace
potravinaiskych  produktd, ale vyhodou v aplikaci tohoto druhu v remedia¢nich
technikach [56].

Délky lag také naznacuji, ze A. niger si zvykal na dynamickou kultivaci trochu déle,
nez V piipadé statické kultivace.

Citlivéj§im parametrem pro porovnani obou typtl kultivaci je rychlost ristu, vyjadiena
specifickou rustovou rychlosti ¢ (viz Tabulka 2). Vyssi je u dynamické kultivace. Proto
i kdyZ je u druhého dne hmotnost susiny biomasy témét stejna, postupné se rozdil hmotnosti
biomasy zvétSuje, az riist mikroorganismu v statické kultivaci zaostava.

TaktéZ je vySs$i maximalni dosaZitelnd hmotnost u dynamické kultivace. Jelikoz bylo
pii obou kultivacich pouzZito stejné médium, tak maji stejny zdroj uhliku. Tedy se da
predpokladat, Zze dosazitelnou hmotnost biomasy ovlivituje vyssi provzdusnéni rtstového
média v dynamické kultivaci. To znamena, Ze pro mikroorganismus je vyhodnéjsi zdroj uhliku
(ptedevsim sacharidil) z vEtsi ¢asti prodychat a pfeménit na energii. Tim se urychli metabolické
déje, v dasledku ceho se zrychli rast biomasy. Taktéz se da predpokladat, ze byla lepsi
prostupnost zivin a lep$i homogenita prostiedi. U statické kultivace se mohli pak metabolity
vice hromadit u biomasy a tim zpomalovat jeji rustu.

V 5. a 6. dnu kultivace se pomér biomasy mezi statickou a dynamickou kultivaci
neméni, také v téchto dnech je mozné pozorovat zacatek stacionarni faze (viz Graf 1).
To naznacuje, Ze doSlo k vyCerpani Zivin a nahromadéni toxickych metabolitl. Hmotnost
biomasy se jiz neméni a zvySuje se produkce sekundarnich metabolitt. Coz znamena,
ze mikroorganismus produkuje metabolity, které nejsou zaméfeny na rust, ale na pieziti
mikroorganismu (obrané funkce, zasobni latky atd.)

Z prubéhu rustové kiivky by se dalo piedpokladat, Ze pokud bude zméfen obsah
vyprodukovanych kyseliny v roztoku, bude jich mnozstvi zpocatku velmi podobné a po druhém
dnu kultivace bude vétsi mnozstvi kyselin pti dynamické kultivaci, jelikoz je zde i vice
biomasy. Tento piredpoklad bud¢ ovétren v nasledujicich experimentech.
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Tabulka 2: Vypocitané hodnoty pro sestaveni Gompertzovy rovnice pro statickou a dynamickou
kultivaci

Staticka kultivace Dynamicka kultivace
A [g] u [1/den] A [den] A[g] u [1/den] A [den]
0,32 0,14 0,88 0,55 0,20 1,04
0,6 T
0,5 +
2 041
€
Rel
po) —_—
5 003
o
c
[
E 02t
=
0,1 +
X
0 X——4t : : : : : |
0 1 2 3 4 5 6 7
cas kultivace
(dny)
+  Staticka kultivace gompertzova rovnice, stat. kult.
X  Dynamicka kultivace — —=--- gompertzova rovnice, dynam. kult.

Graf 1: Zavislost hmotnosti biomasy na case kultivace pro statickou a dynamickou kultivaci (krivka dle
Gompertzovy rovnice)

4.2 Produkce organickych kyselin dynamickou a statickou kultivaci
azmény v pH

Piedpoklad pfed méfenim vyprodukovanych organickych kyselin vlaknitou houbou
A. niger byl takovy, ze podle ristovych kiivek by mélo byt po druhém dnu vice kyselin
v podminkach dynamické kultivace.

Pied méfenim byly roztoky zfedény, aby prostiedi média, predev§im vSak vysoka
koncentrace organickych kyselin v médiu, nezabranila detekovat terminator. Po zméfeni
roztokil vySel zaznam, ze kterého byly na zakladé udaji z méteni standardu (jejich RSH faktort
a délky mezi inflexnimi body), identifikovany a kvantifikovany koncentraéné relevantni
organické kyseliny (viz Obrazek 6).
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Obrazek 6: Priklad grafu namereného isotachoforézou pro ctvrty den dynamickée kultivace

Kyselina citronova byla z poc¢atku v hojnéjsim zastoupeni pii statické kultivaci a jeji
nartst byl kontinualni a postupné se zvySoval. Naopak tomu bylo u dynamické kultivace,
kdy zpocatku byl jeji pfirtistek minimalni a po druhém dnu (kdy vzrostla rychlost ristu) vzrostla
rapidné produkce kyseliny citronové a piekonala produkci kyseliny pfi statické kultivaci
mikroorganismu. Tento trend se udrzel do patého dne. V tomto bod¢ byl pozorovan mirny
pokles obsahu kyseliny citronové. Tento pokles miiZze byt zpisoben tim, Ze nastala stacionarni

faze rlstu a souvisi to se zpétnou sorpci kyseliny citronové vlaknitou mikroskopickou houbou

(Graf 2).
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¢ (mmol/I)
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Graf 2: Graf zavislosti koncentrace kyseliny citronové na case pro statickou a dynamickou kultivaci
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Prestoze je celkova koncentrace houbou vyprodukované kyseliny sStavelové
asi dvojnasobné vyssi, trend zmén V jeji koncentraci je velmi podobny jako u kyseliny
citronové. Zatim co u statické kultivace koncentrace kyseliny stavelové v médium kontinualné
stoupa u statické kultivace cely ¢as, jeji koncentrace u dynamické kultivace A. niger byla velmi
nepatrna az do druhého dne. Po ukonceni lag faze u dynamické kultivace v8ak koncentrace
prudce vzrostla a o velky rozdil pfekonala koncentraci v médiu u statické kultivace. V obou
typech kultivace se v patém a Sestém dnu hodnoty koncentraci vyznamné neméni (Graf 3).
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- -X-- kyselina stavelova - dynam. kult. —+— kyselina stavelova - stat. kult.

Graf 3: Zavislost koncentrace kyseliny stavelové na case pri dynamické a statické kultivaci.

V porovnani s ostatnimi dvéma organickymi kyselinami, dochazi u kyseliny glukonové
k vyrazné zméné. Na zacatku kultivace je sice vétsi mnozstvi kyseliny glukonové v médiu
u kultivace statické, béhem druhého dne v8ak dochazi k velkému nardstu koncentrace kyseliny
glukonové. U statické 1 dynamické kultivace dochazi ke stagnaci jeji koncentrace
az do ukonceni kultivace (Graf 4).
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Graf 4: Koncentrace kyseliny glukonové na case kultivace pro statickou a dynamickou kultivaci

Kubicek a kol. [58] uvad¢ji, ze kritickym faktorem pro produkci kyseliny citronové
je acrace zivného média. Dale ukazuji, Ze kyslik pusobi jako piimi regulator akumulace
kyseliny citronové. ZvySeni aerace podporuje produkci i jinych organickych kyselin [59]. Vyssi
produkce organickych kyselin v dynamickych podminkach muze také souviset s neustalym
promichavanim média, a tim lep$i pfistupnost zivin. U statické kultivace pro zménu funguje
volna difuze. Pokud dojde knahlému poklesu dostupnosti kysliku, bunka je vystavena
vysokému stresu [60]. Také muzeme pozorovat pozitivni korelaci koncentrace kyselin v médiu
Sristem biomasy. V exponencialni fazi rGstu vyznamné roste i koncentrace Kkyselin
a U stacionarni faze riistu se obsah kyselin ptili§ nelisi.

Prvni den kultivace bylo pH shodné jak u dynamické tak u statické kultivace,
ale nasledny nartst kyseliny §tavelové a citronové (coz odpovida zvySenému vylucovani
metabolitil) byl tak velky, ze rychleji kleslo pH u statické kultivace. Teprve po druhém dni
dynamické kultivace pH kleslo natolik, ze bylo niz$i nez u dynamické kultivace a tento trend
se jiz neménil (Graf 5).

Z vysledki biomasy, koncentraci kyselin a pH se zda, ze A. niger si zvykal na prostiedi
a hiife se mu rostlo prvni dny v dynamické kultute. Je mozné, ze jak se médium michalo, bylo
pro n¢j t€zké vytvofit vlakna. To u statické kultivace problém nebyl, naopak pii prvnich dnech
mé&l A. niger i dostate¢ny piistup ke kysliku a tedy optimalni podminky pro rast. Pokud ale
doSlo k nariistu mycelia, mikroorganismus si vytvofil poklop ze sebe samého a tim se zhorsila
piistupnost vzduchu, a nemohl tak rychle rist. Na druhé strané€ pii dynamické kultivaci, kdyz
si A. niger zvykl na prostiedi a dokazal trochu povyrust, podminky se zidealizovali, michanim
byl zajiStén dostatecné velky pfistup kysliku a zivin. Tim padem mohl nartst do velkych
rozmeért a produkovat velké mnozstvi kyselin.
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Graf 5. zavislost pH na dnech pri statické a dynamické kultivaci

4.3 Bioakumulace rtuti A. niger

Vysledky ukazuji, Ze vazani rtuti do biomasy druhu A. niger je slozené ze dvou fazi.
V pocate¢nich hodnotach (nizSich koncentracnich hodnotach) se trend v bioakumulaéni
kapacité¢ odliSuje od ostatnich hodnot (viz Tabulka 3). Rozd¢lujici je koncentrace rtuti
25,48 mg/l. Z vysledku je patrné, ze po tuto koncentraci se uéinnost sorpce pohybovala
okolo 60-70 %, ale po zvySeni koncentrace rtuti ve vodném roztoku byla G¢innost 80 — 90 %.
Takto vysoka ucinnost byla ocekdvéana, nebot’ rlizni autofi uvadéji vysokou afinitu rtuti
k biomase mikroskopickych vlaknitych hub. Jako napiiklad Karunasagar [61] uvadi, ze celkova
vaznost rtuti na biomasu ¢inni 2,2 mg/g biosorbentu, coz ¢ini 92% UCinnost biomasy
ve vyvazani rtuti z roztoku. Tato vazebna kapacita byla stanovena opakovanymi cykly sorpce,
dokud nebyla pozorovana zadné dalsi vazba. Tyto hodnoty jsou pro anorganickou rtut (Hg?"),
pokud by byla sledovana organicka rtut’, pak uc¢innost byla nizsi [61].

Data naznacuji, Ze bioakumulace nemd standartni pribéh jednoprvkové sorpce.
Je moZné predpokladat, Ze zakladni rozdil spociva v tom, Ze u vétSiny experimentl byla vyuZzita
biomasa mrtva, zato u tohoto experimentu byla pouZzita biomasa Ziva bez chemické tupravy.
Urik a kol [62] se setkali s podobnym jevem u Cladosporium cladosporioides. Pfedpokladaji,
Ze to souvisi s naruSenim pfirozené fyziologické bariéry, kterd by omezovala piijem rtuti. Tedy
se domnivaji, Ze se po prekro¢eni urc¢ité koncentrace (v tomto experimentu 25,5 mg/l) zvysuje
nefizend akumulace [62]. Da se tedy predpokladat, ze bioakumulace je slozena ze dvou fazi.
V prvni fazi je dominantné rtut’ vdzana na povrch bunééné membrany a v druhé fazi jiz dochazi
k bioakumulaci do intracelularnich prostori.
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Tabulka 3: Namerené a vypocitané hodnoty pro bioakumulaci rtuti

oéitetni koncentrace
P celkové rtuti i ucinnost
hmotnost | koncentrace . Koncentrace celkové .
. . v mediu po .. bioakumulace
biomasy [g] rtuti v . rtuti v biomase [mg/g]
. kultivaci [90]
mediu [mg/l] [mg/l]
0,1358 6,1 2,3 1,4 62,7
0,1186 11,7 51 2,8 56,5
0,1258 11,7 55 2,5 53,3
0,1325 25,5 7,8 6,7 69,6
0,1161 25,5 7,8 7,6 69,8
0,1129 68,8 8,3 26,8 87,9
0,1362 68,8 8,5 22,1 87,6
0,1539 1442 14,6 42,1 89,9
0,1349 1442 13,7 48,4 90,5
0,1489 221,2 24,6 66,0 88,9
0,1457 286,1 49,7 81,1 82,6
0,1379 286,1 52,8 84,6 81,6
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5 ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo stanovit optimalni kultivaci pro produkci organickych
kyselin a biomasy, ktera by byla vyuzita pro bioakumulaci rtuti z vod. K praci byla vybrana
mikroskopicka vlaknita houba Aspergillus niger.

Teoreticka Cast této bakaldiské prace byla zaméfena na poznatky o jednotlivych
organickych kyselinach. Také byl rozveden metabolismus produkce téchto kyselin kmenem
A. niger. V teoretické casti byla také rozvedena problematika bioakumulace tézkych kova
z vodnich roztokd, ktera byla pfedevs§im zaméfena na toxicitu rtuti a dalsi moznosti jejiho
odstraniovani z vodnich roztokl. Zbytek teoretické casti byl vénovany stru¢né charakteristice
metod, které byly vyuzity pro stanoveni organickych kyselin (izotachoforéza) a mnozstvi rtuti
pted a po bioakumulaci (CV — AAS).

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na stanoveni hmotnosti susiny biomasy, produkce
organickych kyselin, pH media a bioakumulace rtuti na biomasu vlaknité mikroskopické houby
rodu A. niger.

V této praci bylo zjisténo, ze nejveétsi nartist biomasy nastava pii dynamické kultivaci.
To muze byt spojeno s lepSim prostupem kysliku v médiu a také lepSim pfistupem Zzivin
a odvodem metaboliti. U statické kultivace méla ptistup ke kysliku pouze horni vrstva,
a prostup zivin, respektive odvod metaboliti zavisel pouze na difuzi latek v roztoku.

Vyvoj nartistu biomasy byl kopirovan klesajicim pH v médiu. Na zaklad¢ tohoto zjisténi
byl ptedpoklad, ze nejvyssi produkce organickych kyselin nastane ptfi dynamické kultivaci.
Tento piedpoklad byl potvrzen. Sesty den kultivace byl velky rozdil v koncentraci
vyprodukovanych kyselin mezi dynamickou a statickou kultivaci. A. niger se predevSim
vyuziva pro produkci kyseliny citronové. Té vSak bylo vyprodukovano nejméné. Nejvice
produkovana byla kyselina $tavelova, ktera méla koncentraci v roztoku na konci dynamické
kultivace 21,91 mmol/I.

Pro bioakumulaci rtuti byla vyuzita biomasa z dynamické kultivace. Tento typ biomasy
byl vyuzit proto, ze povrch A. niger je vétsi a hmotnost biomasy je vyssi. Odstranovani rtuti
80 — 90 %.

Tento princip vyuziti A. niger je vyhodny. JelikoZz komer¢né narostla biomasa, ktera
byla vyuzita pro produkci organickych kyselin, bude druhotné vyuzita pro piecisStovani vodnich
roztokt od tézkych kovi. Tedy nejvétsi vyhodou jsou snizeni nékladii. Navic tato metoda neni
technologicky naro¢na.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

TCA cyklus trikarboxylovy cyklus

ATP adenosintrifosfat

FAD flavinadenindinukleotid

GOD glukézooxidaza

RSH relativni vyska schodu

uv ultrafialové zafeni

AAS atomova absorp¢ni spektrometrie

CV-AAS atomova absorpcni spektrometrie s generovanim studenych par
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