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ÚVODEM
Vážení přátelé,

jako každoročně Vás v  posledním čísle letošního  
Bioprospectu informujeme o průběhu valné hromady 
ČSVTS. Valná hromada velmi ocenila velice úspěšný 
rok, ve kterém se podařilo mimo jiné úspěšně realizo‑
vat Světový inženýrský konvent WEC 2023 pod předsed‑
nictvím ČSVTS a tehdejšího předsedy doc. Ing. Daniela 
Hanuse, CSc. Pro další období byl zvolen novým před‑
sedou ČSVTS prof. RNDr. Pavel Drašar, DrSc. z České 
společnosti chemické, z.s. Za Biotechnologickou spo‑
lečnost, z.s. byl zvolen RNDr. Mgr. Tomáš Vaněk, CSc.  
do Dozorčí Rady CŠVTS. Aktuální informace lze zís‑
kat na webových stránkách http://zpravodaj.csvts.cz  
a www.csvts.cz 

Evropský biotechnologický kongres se bude ko‑
nat od 30. června do 3. července 2024 v holandském  
Rotterdamu. Abstrakty je nutné zaslat do 12. dubna 
2024.
Bližší informace o kongresu a dalších aktivitách EFB lze 
získat v listopadovém newsletter@efbiotechnology.org 

Zajímavá výročí letošního roku:
190 let První strojní papírna v Rakousko-Uherské 
monarchii v pražské Bubenči

100 let českých aerolinií

ČSA byly založeny 6.  října 1923 a patří do pětice nej‑
starších dosud existujících leteckých společností světa. 
Třicátá léta 20.  století přinesla pro ČSA expanzi sítě  
linek do zahraničí. První mezinárodní linka Praha – Zá‑
hřeb, jež byla v provozu od roku 1930. Tato linka byla  
již v  roce 1933 prodloužena dále do Sušaku (dnešní 
Rijeka) a následně pak v roce 1936 do Splitu a Dubrov‑
niku. Od roku 1933 byl zahájen rovněž provoz tzv. Ru‑
munského expresu, což byla linka Praha – Užhorod 
– Kluž – Bukurešť. V roce 1936 bylo zavedeno letecké 
spojení ČSA s Kyjevem a Moskvou a o rok později pak 
s Bruselem. Ve stejném roce 1937 začíná provoz linky 
Praha – Bratislava – Klagenfurt – Terst – Benátky, v roce 
1938 pak spojení do Paříže přes Štrasburk, jakož  i do 
Říma. V roce 1937 začaly létat první letušky na linkách 

ČSA a bylo zavedeno palubní občerstvení během letu. 
1. ledna 1937 byl provoz ČSA převeden z letiště Praha 
– Kbely na nové letiště Praha – Ruzyně. Slibný rozkvět 
ČSA dočasně přerušil blížící se začátek 2. světové války. 
(Informace převzata od současných ČSA).

80 let Nemocnice v Motole
Zahájila provoz 4. 1. 1943

70 let Československá televize
Zahájila vysílání 1. 5. 1953. V r. 1973 pak vysílala i ba‑
revně.

40 let Barandovský most

30 let Samostatná Česká republika

30 let Museum vozového parku ve Střešovicích

20 let Muzeum Kampa

10 let Povodně v Praze

Nobelovy ceny
Konec listopadu je každoročně čas udělování Nobelo‑
vých cen. Nás zajímá především udělení cen za fyziolo‑
gii a lékařství, za fyziku a za chemii. Bohužel, jednodu‑
ché vysvětlení předmětů ocenění je prakticky nemožné 
a proto odkazujeme čtenáře našeho úvodníku na delší 
odborný výklad, který je dostupný na internetu.

Naši milí čtenáři,

přejeme Vám příjemné prožití vánočních svátků a po 
celý příští rok pevné zdraví a splnění všech Vašich přá‑
ní a tužeb. Těšíme se na Vaši spolupráci při zajištění  
kvalitních článků v Bioprospectu i činnosti naší společ‑
nosti.

Se srdečnými pozdravy 
Vaši

Jan Káš, Petra Lipovová  
a kolektiv redakce Bioprospectu
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Úvod
Podvody s rybami a mořskými plody jsou celosvěto‑

vým problémem. Příkladem může být výsledek analý‑
zy The Guardian Seascape, která ukázala, že více než 
36 % mořských plodů a ryb zakoupených v restaura‑
cích, supermarketech nebo přímo od prodejců ryb ve 
více než 30 zemích bylo chybně označeno1. Mezi nej‑
běžnější typy podvodů s touto komoditou patří zejmé‑
na záměna druhů, kdy se levnější rybí druh prodává 
jako dražší, nedodržení deklarované hmotnosti rybí 
svaloviny nebo nesprávné uvedení původu, což může 
mít vliv například na nutriční vlastnosti2. Takové podvo‑
dy mohu mít dalekosáhlé důsledky zahrnující i) zdra‑
votní rizika (alergie, přítomnost těžkých kovů či toxinů) 
i finanční ztráty pro spotřebitele, ii) dopady na životní 
prostředí a  iii) vznik ekologické nerovnováhy v  eko‑
systémech v důsledku nadměrného rybolovu určitých 
druhů kvůli vysoké poptávce.

Při odhalování podvodů s rybami a mořskými plody 
mohou pomoci molekulárně ‑genetické metody, které 
díky analýze DNA umožňují spolehlivě určit prodáva‑
ný rybí druh i v případě tepelného opracování a/nebo 
ztráty morfologických znaků, jako je tomu například 
u rybích výrobků (pomazánky, saláty apod.)3‑5. Nejroz‑
šířenější metodou je pravděpodobně polymerázová 
řetězová reakce (PCR, angl. Polymerase Chain Reac‑
tion), která se v průběhu pandemie COVID‑19 dostala 
i  do povědomí široké veřejnosti. Známá je však tato 
metoda již od konce 20. století, a tak není překvapivé 
její široké spektrum využití6,7.

Porovnání metody polymerázové řetězové 
reakce (PCR) a izotermické amplifikace 
zprostředkované smyčkou (LAMP)

PCR metoda umožňuje selektivní množení (amplifi‑
kaci) vybraného úseku nukleové kyseliny díky vhodně 
zvolenému páru primerů, tedy krátkých oligonukleoti‑

dů komplementárních k cílové nukleotidové sekvenci 
přidávaných do reakční směsi. Reakce obvykle probíhá 
při třech teplotách, které se cyklicky opakují. Během 
nich dochází k denaturaci vlákna DNA, nasednutí pri‑
merů a  syntéze nového, komplementárního vlákna. 
Vzniklé produkty amplifikace se tradičně detekují na 
agarosovém gelu po skončení PCR (tzv.  end ‑point 
PCR). Novější formáty PCR, tedy PCR s fluorescenční 
detekcí v reálném čase (qPCR) a digitální PCR (dPCR), 
umožňují detekci během amplifikace nebo po ní, po‑
kročilé aplikace pak umožňují i kvantifikaci pomocí in‑
terkalačních barviv (např.  SYBR Green®, EvaGreen®) 
nebo fluorescenčně značených sond6,8. PCR všech for‑
mátů se běžně používají pro identifikaci živočišných 
druhů a  byly úspěšně uplatněny při analýze složení 
potravin9‑11.

Méně známá je pak metoda izotermické amplifi‑
kace zprostředkované smyčkou (LAMP, angl. Loop‑
‑mediated isothermal amplification), která byla vyvinu‑
ta v roce 200012,13. Tato metoda využívá soubor čtyř až 
šesti primerů k amplifikaci vybraného úseku DNA, což 
vede ke vzniku lamplikonů různých délek v  závislosti 
na počtu amplifikovaných jednotek cílové DNA spo‑
jených smyčkou. Reakce probíhá na rozdíl od PCR za 
konstantní teploty. Výsledky lze snadno interpretovat 
podle změny barvy reakční směsi nebo intenzity záka‑
lu (turbidimetricky); kromě toho je možné detekovat 
produkty reakce na agarosovém gelu nebo sledovat 
nárůst fluorescenčního signálu v reálném čase obdob‑
ně jako u qPCR. Metoda našla rozsáhlé uplatnění v ob‑
lasti klinické diagnostiky, detekce geneticky modifiko‑
vaných organismů (GMO, angl. Genetically Modified 
Organisms) a  také při autentizaci živočichů a  rostlin. 
V posledních desetiletích byla LAMP metoda široce vy‑
užívána také pro detekci mikroorganismů, včetně virů, 
které postihují rybí populace9. Pro identifikaci ryb sa‑
motných však začala být používána teprve nedávno. 
Porovnání metody PCR a LAMP je uvedeno v Tabulce I.

ODBORNÉ PŘÍSPĚVKY

PCR A LAMP: UŽITEČNÉ NÁSTROJE PRO AUTENTIZACI RYB
Eliška Čermáková1,2, Kamila Zdeňková1

1Ústav biochemie a mikrobiologie, Vysoká škola chemicko ‑technologická v Praze
2Výzkumný ústav potravinářský Praha, v. v. i.; fialovae@vscht.cz, kamila.zdenkova@vscht.cz

Tab. I: Srovnání vybraných parametrů metody PCR a LAMP

Parametr
Metoda

PCR LAMP

Požadované množství DNA  
pro analýzu ≤100 ng ≤100 ng

Doporučená délka produktu Obvykle 80 – 600 bp 
(dle formátu PCR) Do 250 bp

Kapacita přístroje Dáno termoblokem PCR cykleru 
(obvykle 96, možno až 384 jamek)

Dáno termoblokem PCR cykleru 
(obvykle 96, možno až 384 jamek) 

nebo kapacitou vodní lázně
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Uplatnění PCR a LAMP při identifikaci 
vybraných rybích druhů dostupných  
na českém trhu

Zatímco metoda PCR je pro identifikaci rybích dru‑
hů využívána již dlouhá léta, metoda LAMP je za tím‑
to účelem využívaná především v  posledních letech. 
V aktuálně dostupných publikacích je tak dosud mož‑
né dohledat metodiku LAMP pouze pro úzké spektrum 
rybích druhů. Pokud je nám známo, použití LAMP pro 
identifikaci ryb bylo publikováno pouze pro vybrané 
druhy lososa14,15, pstruha16, tuňáka17,18, úhoře19, tresky20, 
jazyka21, a  zástupce rodu Arothorn nebo Diodon22,23. 
Přehledová Tabulka II proto neobsahuje seznam všech 
ryb, pro něž byla vyvinuta metoda PCR, ale vychází 
z dostupných protokolů pro identifikaci rybích druhů 
prostřednictvím metody LAMP. Zahrnuty byly také 4 
rybí druhy běžně dostupné na českém trhu a/nebo 
s  vysokou mírou rizika falšování, pro které metoda 

LAMP dosud neexistuje. Obsáhlý přehled využití PCR 
metody, ale i dalších molekulárně ‑biologických metod, 
pro druhovou identifikaci ryb a odhalování jejich falšo‑
vání byl publikován například v práci 9 nebo 24.

Ačkoliv je metoda LAMP obecně prezentována jako 
citlivější přístup než PCR25, publikované výsledky toto 
jednoznačně nepotvrdily. Například 10 porovnali me‑
tody LAMP a PCR při analýze DNA lososa obecného; 
stanovená citlivost PCR testu byla 10x vyšší než u me‑
tody LAMP. Naopak lze na základě dostupných výsled‑
ků jednoznačně říct, že metoda LAMP může význam‑
ně urychlit rychlost reakce. Přímá detekce lamplikonů 
s využitím barviva SYBR Green zkrátila čas analýzy na 
méně než 30 minut. To může být užitečné především 
při analýze vzorků za účelem kontroly trhu s potravina‑
mi, neboť to umožní rychlé varování v případě zjištění 
falšování či kontaminace vzorku.

Problematikou falšování ryb a možnostmi identifika‑
ce rybích druhů s  využitím metody LAMP se zabýval 

Parametr
Metoda

PCR LAMP

Polymerasa

Termostabilní DNA polymerasa 
schopná zachovat si enzymovou 

aktivitu i za vysokých teplot 
(≥90 °C), např. Taq  

polymerasa, Klenowův fragment 
DNA ‑polymerasy I, T4 či T7  

polymerasa

DNA polymerasa se schopností  
vytěsnění komplementárního 

řetězce DNA (angl. strand  
displacement activity),  

např. Bst nebo Bsm DNA  
polymerasa

Teplotní profil reakce

Střídání teplot, nejčastěji 95 °C 
(denaturace), 60 °C (nasednutí 
primerů) a 72 °C (prodlužování 

vznikajícího řetězce,  
tzv. polymerace)

Izotermická (1 stálá teplota),  
nejčastěji při 60‑65 °C

Čas nezbytný pro analýzu 
(amplifikace DNA) 45 – 120 min 10 – 80 min

Možnost detekce amplikonu  
(vizualizace) Fluorimetricky, elektroforeticky Turbidimetricky, kolorimetricky, 

fluorimetricky, elektroforeticky

Možnost identifikace rybího druhu 
ve směsném vzorku Ano Ano

Možnost analýzy tepelně opra‑
covaných vzorků (rybí produkty, 

pokrmy apod.)
Ano Ano

Možnost multiplexní analýzy Ano Ano  
(detekce fluorescenčního signálu)

Potenciál pro mezilaboratorní  
reprodukovatelnost Vysoký Střední

Potenciál pro tvorbu databází Vysoký (sekvence a délky  
specifických produktů) Ne (tvorba smyček)

Tab. I: (pokračování)
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také workshop „Falšování ryb: aktuální trendy a me‑
tody odhalování“, který se konal 1. 12. 2023 na VŠCHT 
Praha. Posluchači se mohli dozvědět více o diverzitě 

ryb lovených v ČR, možných komplikacích při odhalo‑
vání falšování u zpracovaných produktů rybolovu i vy‑
užívaných metodách.

Tab.  II: Stručný přehled prací publikovaných pro DNA identifikaci rybích druhů s využitím metod LAMP a PCR. 
Výběr ryb byl volen na základě dostupných metodik pro metodu LAMP, významnost pro český trh a/nebo vysokou 
míru jejich falšování.

Rybí druh
Metoda detekce a cílový fragment DNA

Reference
PCR LAMP

Jazyk obecný 
(Solea solea) 5S rDNA; ITS 1 cytb 21; 26; 27

Losos obecný 
(Salmo salar) coi, cytb cytb 14; 28; 29; 30; 31

Pstruh duhový  
(Oncorhynchus mykkis) coi, cytb cytb 29; 30; 16

Treska obecná
(Gadus morhua) cytb, coi cytb 20; 32; 33; 34

Treska velkohlavá 
(G. macrocephalus)

12S rRNA;  
nekódující úseky DNA  

(barcoding)
cytb 32; 33; 35; 36

Treska skvrnitá  
(Melanogrammus  

aeglefinus)
12S rRNA cytb 32; 35

Treska pestrá (Theragra 
chalcogramma) PanI cytb 33; 37

Tuňák pruhovaný  
(Katsuwonus pelamis) cytb cytb 17; 38; 39

Tuňák žlutoploutvý  
(Thunnus albacares)

coxII, NADH2; NADH4; 
12S rRNA cytb 18; 39

Úhoř říční  
(Anguilla anguilla) cytb** Lektin typ ‑C 19; 40

Rod Arothorn 16S rRNA** coi 22; 41

Rod Diodon – coi 23

Ďas mořský*
(Lophius piscatorius) parvalbumin – 42

Mořan tmavý¥  
(Spondyliosoma cantharus) parvalbumin – 43

Kapr obecný#  

(Cyprinus carpio) D ‑loop – 44

Makrela obecná€  

(Scomber scombrus) cytb – 45

* Ryby z rodu Lophius jsou komerčně velmi ceněné. Ďas mořský je často využíván jako náhražka ďasa černobřichého (L. budegassa), který je 
u konzumentů oblíbenější.

¥ Mořan tmavý, neboli pražma tmavá, je u konzumentů oblíbený pro své lahodné bílé maso. Pražmy jsou běžně prodávány v obchodních  
řetězcích ČR. Obvykle je však v obchodech dostupná pražma královská, která je dražší.

# Kapr obecný byl zahrnut do tabulky jako tradiční česká ryba.
€ Makrela obecná je velmi oblíbená u spotřebitelů. Bylo však zaznamenáno několik případů falšování, kdy makrela obecná byla zaměněna  
za jiný druh makrel.

**Detekční metodou bylo PCR ‑RFLP a/nebo PCR ‑SSCP, nikoliv samotné PCR.
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Závěr:
Ryby a rybí výrobky patří mezi cenné a často obcho‑

dované komodity, což je předurčuje k  falšování. Na‑
hrazení kvalitní nebo vzácné ryby méně hodnotným 
druhem je, bohužel, častým problémem. Takové ná‑
hražky mohou ohrozit zdraví spotřebitele, protože ryby 
jsou jedním z hlavních zdrojů alergenů, jejichž obsah 
se u jednotlivých druhů liší. Proto je klíčové mít k dis‑
pozici spolehlivý a rychlý systém pro kontrolu ryb a ry‑
bích výrobků na trhu. Metoda LAMP se jeví jako slibný 
nástroj pro identifikaci rybích druhů díky své rychlosti, 
vysoké specifičnosti a jednoduchosti použití. Navíc ne‑

potřebuje nákladné laboratorní vybavení, což umožňu‑
je provádět rutinní analýzy s  vyšší efektivitou. V  této 
práci prezentujeme schopnost metody LAMP rozlišo‑
vat různé druhy ryb a porovnáváme ji s PCR, která je 
nejběžnější molekulárně ‑biologickou metodou pro de‑
tekci a identifikaci rybích druhů.

 
Poděkování:

Práce byla podpořena Ministerstvem zemědělství 
České republiky, grantem číslo QK1910231 a institucio‑ 
nální podporou MZE ‑RO0323.
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Souhrn
Čermáková E., Zdeňková K.: PCR a LAMP: užitečné nástroje pro autentizaci ryb
Ověřování pravosti a odhalování nesprávného označování potravin má pro ochranu spotřebitelů velký význam již po staletí. Na kon‑
trolu kvality potravin se tak zaměřují výzkumné laboratoře i kontrolní orgány. Europol, organizace zabývající se prevencí a potíráním 
organizované trestné činnosti, se v nedávné době zaměřil na odhalení falšovaných potravin v Evropské unii. Během prosince 2021 – 
května 2022 zabavil téměř 27 000 tun falšovaných potravin z 26 zemí. Mezi často falšované komodity patří ryby a rybí produkty. 
Pro podvodníky se ryby stávají snadným cílem, neboť i jednoduché procesy zpracování, jako je filetování, odstraňují velmi důležité 
morfologické znaky a znemožňují tak vizuální identifikaci rybích druhů v produktech uváděných na trh. Proto byly vyvinuty techniky 
umožňující identifikaci druhů i ve zpracované rybí svalovině a rybích výrobcích. Předkládaná práce si klade za cíl porovnat dvě z nich: 
polymerázovou řetězovou reakci, která je významnou a dnes již běžně využívanou molekulární metodou pro ověřování pravosti po‑
travin, a metodu izotermické amplifikace zprostředkované smyčkou, která se pro identifikaci rybích druhů využívá teprve pár let. Text 
shrnuje základní parametry obou metod a také jejich uplatnění při identifikaci rybích druhů.
Klíčová slova
autentizace potravin, DNA analýza, druhová identifikace, falšování ryb, rybí druhy

Summary
Čermáková E., Zdeňková K.: PCR and LAMP: useful tools for authenticating fish
Verifying the authenticity and detecting mislabelling of food has been of great importance for centuries. Thus, research laboratories 
and controlling authority focus on food quality control. Between December 2021 and May 2022, an EU ‑wide action was carried out 
to detect counterfeit food. Europol seized almost 27,000 tonnes of fraudulent food from 26 countries. Fish and fish products are 
among the most frequently adulterated commodities. Fish is an easy target for fraudsters, as even simple processing processes such 
as filleting remove very important morphological features, making it impossible to visually identify the fish species in marketed pro‑
ducts. Analytical techniques have therefore been developed to allow species identification even in processed fish muscle and fish 
products. The present work aims to compare two of them: the polymerase chain reaction, an important and nowadays commonly 
used molecular method for authentication of foodstuffs, and the loop ‑mediated isothermal amplification method, which has only 
been used for the identification of fish species for a few years. The text summarises the basic parameters of both methods and their 
application in fish species identification.
Keywords
food authentication, DNA analysis, species identification, fish fraud, fish species

ŠKROB – BIOSYNTÉZA, NUTRIČNÍ VLASTNOSTI, 
BIOTECHNOLOGIE, ENZYMOVÉ METODY STANOVENÍ 
JEDNOTLIVÝCH FOREM ŠKROBU
Evžen Šárka, Petra Smrčková
Ústav sacharidů a cereálií, Fakulta potravinářské a biochemické technologie,
Vysoká škola chemicko ‑technologická v Praze; evzen.sarka@vscht.cz

Úvod
Škrob je biopolymer, jehož hlavními složkami jsou 

dva a ‑d‑glukany  – lineární amylosa s  a‑(1 ® 4) gly‑
kosidovými vazbami (Obr.  1) a  větvený amylopektin, 
obsahující a‑(1 ® 4) a a‑(1 ® 6) vazby. U amylopekti‑
nu dochází k  větvení a‑(1 ® 6) po 10 až 100 anhyd‑
roglukosových jednotkách (Obr. 2). Molekula obsahuje 
místa s větší koncentrací hmoty, která jsou krystalická 
(vytvářejí se tzv. klastry), a méně „husté“ vrstvy, které 
mají amorfní charakte  r.

Většina nativních škrobů obsahuje 20 – 30 % amy‑
losy a 70 – 80 % amylopektinu. Tyto hodnoty se mír‑
ně liší pro různé plodiny, odrůdy i pěstební podmín‑
ky. Vyšší obsah amylosy má škrob z  luštěnin, existují 
speciálně vyšlechtěné nebo geneticky modifikované 
(GM) odrůdy s  výrazně změněným obsahem amylo‑
sy a amylopektinu – např.  škrob voskového ječmene 
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Obr. 1: Strukturní vzorec amylos  y Obr. 2: Strukturní vzorec amylopektinu
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či voskové kukuřice obsahuje jen asi 1 – 8 % amylosy, 
u amyloječmenu a amylokukuřice 60 – 70 % amylosy, 
škrob z GM brambor může obsahovat 98 % amylopek‑
tinu.

Celosvětová produkce škrobu se v  roce 2020 od‑
hadovala na asi 90 milionů tun. Z  tohoto celkového 
množství pochází 75 % z kukuřice, následuje tapioka/
maniok (14 %), pšenice (7 %) a brambory (4 %). V Ev‑
ropské unii se v současnosti vyrobí asi 11 mil. t škrobu.

Kromě vysoké produkce je zajímavá i dlouhá historie 
produkce škrobu a  jeho využití. Již ve starém Egyptě 
(3500 př. Kr.) byl získáván z pšeničných zrn a  sloužil 
k  zasypávání ran, ke kosmetickým účelům (pudrová‑
ní), ke slepování pruhů papyru a  k  vyhlazování jeho 
povrchu. Od doby Mezopotámie a starého Egypta byl 
využíván naklíčený ječmen obsahující hydrolyzovaný 
škrob k  následnému zpracování v  kvasných proce‑
sech1,2. Podobně se škrob podílí i na fermentaci těsta 
při přípravě chleba, jehož historie je rovněž velmi dáv‑
ná. O selské výrobě izolovaného škrobu první písem‑
nou zmínku napsal Cato (234 – 149  př.  Kr.) ve spise 
O zemědělství.

Ve 14. století bylo známo použití škrobu ke škro‑
bení prádla. V roce 1739 byla v Anglii povolena výro‑
ba bramborového škrobu, aby se uchovalo obilí pro  
potraviny v souvislosti s válkou se Španělskem. Gotlieb 
Kirchhof v  r.  1811 popsal výrobu škrobového sirupu 
pomocí kyseliny sírové, Justus von Liebig (1829) pů‑
sobil na škrob chlórem a zjistil u oxidovaného škrobu 
značnou změnu vlastností3.

Zásadní zlom nastal ve 20. století po vývoji techno‑
logicky použitelných enzymů ke zpracování škrobu, 
což umožnilo jeho širší využití především 
v  nápojovém průmyslu. Byly zpracová‑
ny technologie pro různé sirupy na bázi  
škrobu (glukosové, maltosové či glukoso‑
‑fruktosové). Tyto biochemické procesy 
produkují chuťově příjemnější hydrolyzá‑
ty v porovnání s  těmi získanými kyselou 
hydrolýzou, mimo to jejich výroba je eko‑
nomicky výhodnější.

Biosyntéza a hydrolýza škrobu 
v rostlinách

Škrob vzniká při fotosyntéze v  chloro‑
plastech listů zelených rostlin jako me‑
tabolický produkt, do kterého se ukládá 
světelná energie přeměněná na ener‑ 
gii chemickou. Z  chloroplastů je tento 
přechodně uložený škrob degradován  
na rozpustné sacharidy a  je dále trans‑
portován ve formě jednoduchých lá‑
tek do zásobních orgánů rostlin (hlízy,  
oddenky, plody atd.), kde je opět synte‑
tizován škrob, který se ukládá v podobě 
škrobových zrn ve zvláštních organelách, 
leukoplastech, které se podle funkce na‑
zývají amyloplasty.

První fáze syntézy škrobu předpokládá 
vznik celé řady meziproduktů, jako jsou 
fruktosa‑6‑fosfát, fruktosabifosfát, glu‑

kosa‑1‑fosfát; glukosa‑6‑fosfát, sacharosa a  adenosin 
difosfoglukosa. Ve tmavé fázi dochází k  opačnému 
sledu reakcí, přičemž meziproduktem je sacharosa, 
jejíž roztok umožňuje další transport. Opětná syntéza  
škrobu v  zásobním orgánu rostliny probíhá rovněž 
v  několika krocích, které se liší pro jednoděložné 
(Obr.  3) a  dvojděložné rostliny. Meziprodukt adeno‑
sin difosfoglukosa je důležitým meziproduktem, který 
je vytvářen podle druhu rostliny buď v cytosolu nebo 
uvnitř amyloplastu4.

V uvedeném schématu je konečná fáze tvorby amy‑
losy a amylopektinu zobrazena zjednodušeně. Detail‑
něji je tento krok přiblížen na Obr. 4. GBSS I (granule‑
‑bound starch synthase, waxy protein) je jedinou  
škrobovou syntasou pro syntézu amylosy v cereálním 
endospermu, řídí ale také syntézu dlouhých řetěz‑
ců amylopektinu. Pokud jde o amylopektin, podílí se  
na jeho stavbě několik enzymů: škrobová syntasa 
SS1  – katalyzuje syntézu řetězců amylopektinu se 
stupněm polymerace (DP) z  6 – 7 na DP 8 – 12, SS2 
syntézu řetězců z 6 – 10 na 12 – 25, SS3 syntézu řetěz‑
ců o DP 25 – 35 nebo delších, SS4 řídí vznik škrobo‑
vých zrn. Kromě toho zde působí větvicí enzymy SB1 
a SB2 (starch branching enzyme) a „opravující“ odvět‑
vovací enzym SDBE (starch debranching enzyme).

Obrácený proces temné fáze můžeme sledovat při 
zmrznutí brambor, přesněji při uskladnění za nízké tep‑
loty. Vzniká nepříjemně sladká chuť, na níž mají hlavní 
podíl sacharosa, maltosa a nízkomolekulární dextriny. 
V tomto biochemickém procesu kromě částečně obrá‑
ceného procesu oproti biosyntéze škrobu působí ještě 
i další enzymy5. 

Obr. 3: Proces syntézy škrobu v heterotrofních orgánech jedno-
děložných rostlin (např. obilovin) podle Bahaji et al.4; 
význam symbolů: ADP  – adenosindifosfát, ATP adenosin trifosfát, 
ADP ‑Glc adenosin difosfoglukosa, Glc‑1‑P glukosa‑1‑fosfát, UDP uri‑
din difosfát, UDP ‑Glc uridin difosfoglukosa, UTP uridin trifosfát, 
PPi anorganické fosforečnany; enzymy: 6 UDP ‑Glc pyrofosforylasa,  
9 adenosin difosfoglukosa pyrofosforylasa, 10 škrobová syntasa,  
16 sacharosová syntasa
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Genetickou modifikací lze ovlivnit jednotlivé bioche‑
mické cesty biosyntézy škrobu. V poslední době byly 
testovány postupy, kterými lze ovlivnit velikost škrobo‑
vých zrn, obsah amylosy či obsah fosfátů6.

Sled chemických reakcí lze pomocí GM upravit 
i tak, že výsledným produktem fotosyntézy jsou fruk‑
tany. Rostlinné fruktany jsou využívány pro řadu po‑
travinářských i  nepotravinářských aplikací v  závislosti  
na stupni polymerace. Inulin s krátkými řetězci může 
být využit k výrobě fruktosových sirupů. Inulin s dlou‑
hými řetězci (DP ≥ 25) se využívá jako náhražka tuku, 
prebiotikum a stabilizátor pěny v potravinách7.

Stravitelnost škrobu
V  lidském organismu se na zpracování sachari‑

dů podílejí především následující enzymy: a ‑amy‑
lasa hydrolyzující vazby a ‑d‑(1 ® 4) (EC 3.2.1.1; pan‑ 
kreatická amylasa a amylasa ve slinách), β‑d‑fruktofu‑
ranosidasa (sacharasa) (EC 3.2.1.26), a ‑d‑glukosidasa 
(EC 3.2.1.20) a β‑d‑galaktosidasa (EC 3.2.1.23). Kromě 
toho působí v  žaludku kyselina chlorovodíková a  ve 
střevě žlučové kyseliny. Na rozdíl od hydrolýzy amylo‑
sy, která je náhodně štěpena na maltooligosacharidy, 
působení a ‑amylasy na amylopektin není náhodné: 
jeho výslednými produkty jsou maltosa, maltotriosa 
a větvené a ‑hraniční dextriny obsahující všechny pů‑
vodní vazby a ‑d‑(1 ® 6) a sousední vazby a ‑d‑(1 ® 4). 
Amylosa je trávena pomaleji a v menší míře než amy‑
lopektin. Bylo prokázáno, že glykemická odezva amy‑
losy je menší než u stejného množství amylopektinu.

Stravitelnost škrobu je ovlivněna tvorbou komplexů 
s lipidy a proteiny. Kromě toho se má za to, že se feno‑
lické sloučeniny vážou na aktivní nebo sekundární mís‑
ta trávicích enzymů a/nebo na škrob, čímž snižují jeho 
hydrolýzu8. Roli hraje i inkorporace škrobu do buněč‑
ných stěn či podíl škrobové složky s vyšší krystalinitou.

Z hlediska stravitelnosti lze škrob rozdělit do násle‑
dujících kategorií:

1)  Rychle stravitelný škrob (RDS  – rapidly digestible 
starch), který je v trávicím traktu zcela hydrolyzován 
do 20 min od prvního kontaktu s trávicími enzymy9. 
Způsobuje rychlý nárůst hladiny glukosy v krvi s ná‑
sledným rychlým poklesem. V potravinách se RDS 
sestává hlavně z dispergovaného a amorfního škro‑
bu, který se nachází se ve velkém množství v čers‑
tvě uvařených potravinách.

2)  Pomalu stravitelný škrob (SDS – slowly digestible 
starch) je zcela hydrolyzován na glukosu během 
20 – 120 min. Glukosa se do krve uvolňuje postup‑
ně, a  proto je její hladina v  krvi po určitou dobu 
téměř konstantní. Tím se zlepšuje jak fyzická, tak 
duševní výkonnost organismu a prodlužuje se pocit 
zasycení. Struktura SDS je částečně krystalická, při‑
rozeně se vyskytuje v potravinách částečně tepelně 
upravených, jako jsou snídaňové cereálie, luštěniny 
a v nativních vysokoamylosových škrobech.

3)  Rezistentní škroby (RS) procházejí tenkým střevem 
nestrávené až do tlustého střeva, kde jsou rozlože‑
ny fermentací až na mastné kyseliny, oxid uhličitý, 
vodík a methan. Struktura RS je převážně krystalic‑
ká, v potravinách se vyskytuje přirozeně např. v ba‑
nánech, syrových bramborách a uloženém chl ebu.

Jednou z funkcí rezistentního škrobu (s výjimkou ně‑
kterých zvlášť odolných rezistentních škrobů) je jeho 
fermentace mikroorganismy v  tlustém střevě na mo‑
nokarboxylové kyseliny s krátkým alifatickým řetězcem 
(short chain fatty acids  – SCFAs). Tyto kyseliny jsou 
známy jako hlavní nutrient epiteliálních buněk tlustého 
střeva, a nedostatek butyrátů zvyšuje riziko rakoviny. 
SCFAs mají také pozitivní efekt na zlepšenou absorp‑
ci hořčíku a vápníku, pravděpodobně díky jejich vyšší 
rozpustnosti v kyselejším prostředí. Mají rovněž přízni‑
vý vliv na rovnováhu bakteriálních druhů, tzn. přede‑
vším bifidobakterií a laktobacilů, které zamezují rozvoji 
patogenních bakterií; toto se projevuje zlepšením bak‑
teriálního metabolismu solí žlučových kyselin. Meta‑
bolismus SCFAs může přispívat ke zlepšení kontroly 
glykémie a  zlepšení metabolismu lipidů u  diabetiků, 
což souvisí s tím, že rezistentní škrob snižuje postpran‑
diální glukosovou a insulinovou odezvu10.
Rezistentní škrob lze rozdělit na 5 následujících typů:
RS1 –  fyzikálně nedostupný škrob, nalézá se v celých 

obilných zrnech a  luštěninách. Škrob tohoto 
typu je začleněn do buněčné struktury potravi‑
ny, a ta brání přístupu enzymů. Tepelným záhře‑
vem však dojde k rozrušení struktury, a škrob se 
tak stává stravitelným.

RS2 –  V  nativních zrnech jsou přítomny krystalické 
struktury škrobu, které se však po působení te‑
pelného záhřevu stávají přístupnější pro trávicí 
enzymy. RS2 můžeme nalézt v syrových bram‑
borách, luštěninách nebo banánech.

RS3 –  retrogradovaný škrob, např. ve vařených a zchla‑
zených bramborách, chlebové kůrce, kukuřič‑
ných vločkách. Např.  Jurkaninová et al.11 zjistili, 
že obsah rezistentního škrobu v knedlíkách se 
zvyšoval s dobou jejich uložení při snížené tep‑
lotě (asi 5 ⁰C). Shi et al.12 připravili RS3 zpraco‑
váním hrachových škrobů se svraskalým povr‑
chem (obsah amylosy 79,5 % – 94,4 %) s ky‑

Obr. 4: Biosyntéza amylopektinu
(A, B1, B2, B3, C  – anhydroglukosové řetězce v  mo‑
lekule amylopektinu vázané vazbou a ‑d‑(1 ® 4), 
rozvětvení znázorňuje anhydroglukosovou jednot‑
ku s  vazbou a ‑d‑(1 ® 6): A  – krátké, dále nerozvět‑
vené řetězce, B1  – krátké, dále rozvětvené řetězce,  
B2 – řetězce zasahující 2 klastry, B3 – řetězce zasahu‑ 
jící 3 klastry, C – řetězec obsahující redukující konec;  
SS1 až SS3  – škrobové syntasy, SB1 a  SB2  – větvicí  
enzymy, SDBE – odvětvovací enzym)
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selinou, zmazovatěním, odvětvením (debran‑
ching) amylopektinu a  rekrystalizací; poté byla 
struktura dále modifikována tepelně ‑vlhkým 
zpracováním (heat moisture treatment). RS3  
po ošetření tlakovým ohřevem s 30% vlhkostí 
vykazoval nejvyšší obsah RS (84,7 %).

RS4 –  Škrob chemicky modifikovaný se liší od ostat‑
ních typů tím, že jeho struktura je buď zesíťova‑
ná, nebo obsahuje esterové či etherové vazby. 
Tyto modifikace výrazně mění vlastnosti škrobu, 
které jsou poté využívány v  různých odvětvích 
průmyslu13.

RS5 –  je tvořen amyloso ‑lipidovými komplexy. Aso‑ 
ciované spirálové molekuly amylosy tvoří inklus‑
ní sloučeniny s  lipidy. RS5 se zpravidla tvoří až 
po zahřátí směsi nad 90 °C a je tepelně odolný14.

Obsah rezistentního škrobu je vysoký zejména  
v  luštěninách a  škrobech izolovaných z  nich. Např.  
Smrčková  et  al.15 zjistili u  škrobů s  vysokým obsa‑
hem amylosy – u hrachového škrobu Radovan (obsah 
amylosy 88,1 %) a  škrobu z  červených fazolí (obsah 
amylosy 79,3 %) – hodnoty RS v  rozmezí 15 – 20 % 
škrobu oproti RS 2 – 5  % škrobu při nižším obsahu 
amylosy u škrobu ze žlutého hrachu s obsahem amy‑
losy 36,5 % nebo z fazolí mungo s obsahem amylosy 
33,8 %. Po tepelném zpracování luštěninového škrobu 
s vysokým obsahem rezistentního škrobu jeho obsah 
klesá, naopak u luštěnin s nižším obsahem rezistent‑
ního škrobu dochází k jeho vysokému nárůstu po te‑
pelné úpravě (např. u fazolu obecného až na 32,3 % 
suš.), což souvisí s retrogradací amylosy, na kterou je 
luštěninový škrob bohatší10.

Enzymové metody stanovení rychle a pomalu stra‑
vitelného a škrobu rezistentního jsou pojednány v ná‑
sledujících kapitolách.

Biotechnologie na bázi škrobu
Průmyslově nejvýznamnějšími jsou výroby hydroly‑

zátů škrobu. Může jít o částečně hydrolyzovaný škrob 
(maltodextriny), různé sirupy na bázi škrobu, ty mohou 
být následně usušeny nebo podrobeny krystalizaci. 
U enzymového zpracování škrobu se využívají potravi‑
nářské enzymy jako je α‑amylasa, β‑amylasa, amylog‑
lukosidasa, pullulanasa či glukosaisomerasa.

Maltodextriny se vyrábějí ze škrobu v hydratovaném 
(zmazovatělém) stavu, na který působí termostabilní 
α‑amylasa při optimální teplotě a pH. Konečným vý‑
robkem je usušený práškový produkt. Kromě sušiny 
se charakterizuje tzv. dextrosovým ekvivalentem (DE), 
jehož hodnota je nižší než 20. Jsou součástí tekuté vý‑
živy při metabolických poruchách organismu (např. při 
vyšším stupni celiakie). Lze jimi nahrazovat tuk ve vý‑
robku, dále se např. využívají jako stabilizátory a vodo‑
vazné prostředky kysaných mléčných výrobků.

Zjednodušené technologické schéma výroby teku‑
tých hydrolyzátů škrobu je na Obr. 5. K hydrolýze se 
používá disperze škrobu o koncentraci 30 – 35 %. Její 
pH se upraví na optimální podmínky působení zteku‑
cujícího enzymu (termostabilní α‑amylasy). α‑amylasa 
(EC 3.2.1.1) štěpí vazbu α ‑d‑(1 ® 4). Ztekucení, při kte‑
rém dochází ke snížení viskozity disperze, se realizuje 

po zahřátí v  tryskovém vařáku na teplotu asi 110 °C, 
v této fázi se přidává enzym, výsledné DE meziproduk‑
tu po 10 – 90 min se pohybuje v rozmezí 10 – 12.

Ve druhém stupni je prováděno tzv.  zcukření po‑
mocí β‑amylasy nebo amyloglukosidasy, tj.  probíhá 
zde hlavní část vlastní hydrolýzy. β‑amylasy též štěpí  
vazbu α‑d‑(1 ® 4), přičemž odštěpují maltosové jed‑ 
notky od neredukujícího konce řetězce; amyloglu‑ 
kosidasa (EC 3.2.1.3) hydrolyzuje vazby α‑d‑(1 ® 4) 
i α‑d‑(1 ® 6), přičemž vazba α‑d‑(1 ® 6) se štěpí po‑
maleji, hydrolýza probíhá od neredukujícího konce 
řetězce po jedné glukosové jednotce16. Ve většině pří‑
padů musí být nejprve ztekucující enzym inaktivován,  
což se obvykle provádí úpravou teploty a snížením pH. 
Na rozdíl od prvého stupně vyžaduje zcukření podstat‑
ně delší dobu, a to 6 – 96 h. Provádí se ve vysokoobje‑
mových temperovaných míchaných nádobách a podle 
druhu zcukřujícího enzymu je nutné dodržet optimální 
podmínky působení enzymu, tj.  teplotu, pH a dávko‑
vání. Po dosažení požadovaného stupně zcukření je 
provedena inaktivace enzymu pasterací hydrolyzátu.

Následuje vícestupňová filtrace na ionexových fil‑
trech, filtrace s adsorpcí na aktivním uhlí na svíčkovém 
tlakovém filtru, a  odpařování za sníženého tlaku na 
konečnou sušinu 70 – 83 %. Konečný DE má obvykle 
hodnotu v rozmezí 38 – 48.

Technologie je často doplněna enzymy, které štěpí 
pšeničnou bílkovinu na aminokyseliny, takže tyto hyd‑
rolyzáty lze využít i pro bezlepkovou stravu.

V  případě glukosofruktosových sirupů technologie 
pokračuje isomerizací glukosy; následné procesy rafi‑
nace a odpaření jsou realizovány podobně jako v pře‑
dešlém případě. Vzniklý produkt označovaný jako iso‑
glukosa či glukoso ‑fruktosový sirup, označovaný též 
jako HFC či HFCS, má sladkost prakticky stejnou jako 
sacharosa, a je tedy jejím konkurentem.

Standardním postupem pro výrobu sorbitolu je kata‑
lytická hydrogenace glukosy za vysokého tlaku. Zkou‑
šeli jsme i  biochemickou přípravu sorbitolu na bázi 
fruktosy. Nejprve byl hledán vhodný producent enzymu 
sorbitoldehydrogenasa (L ‑iditol: NAD 5‑oxidoredukta‑
sa, EC 1.1.1.14). Za tímto účelem byl testován větší po‑
čet mikroorganismů, přičemž kmeny Bacillus subtilis 
DBM 3006 a Candida utilis DBM 2107 a methylotrofní 
kvasinky Candida boidinii 2 prokazovaly vhodnou akti‑
vitu sorbitoldehydrogenasy. U posledně jmenovaného 
mikroorganismu se pro produkci sorbitolu jevilo jako 
nejvhodnější použití volných nativních buněk. Při labo‑
ratorních zkouškách v roztoku ubývala fruktosa, avšak 
obsah sorbitolu nerostl odpovídajícím způsobem. Prav‑
děpodobně během transformace fruktosy na sorbitol 
se přednostně uplatňovaly glykolytické pochody17.

Podobně Hiriarte  et  al.18 řešili možnost produkce 
sorbitolu ze sacharosy pomocí mikroorganismu Zymo‑
monas mobilis CP4. Po 25 h inkubace byly získány 
konverze 57  % a  43  % substrátu na sorbitol. Vzhle‑
dem k nízké aktivitě glukosaoxidoreduktasy u kmenů 
divokého typu Zymomonas mobilis a  její nestabilitě  
in vitro výzkumníci zlepšili účinnost produkce sorbito‑
lu pomocí genetického inženýrství. Liu et al.19 vytvoři‑
li rekombinantní kmen Z. mobilis Zm4/pHW20a ‑gfo,  
dosahující výtěžek glukosaoxidoreduktasy 1,8 x vyšší 



54Bioprospect č. 4/2023 Ročník 33

než u kmene divokého typu, s dalším zvýšením při pří‑
davku dvojmocných kovových iontů. Stále však chybí 
zprávy o průmyslové biochemické výrobě sorbitolu.

Sorbitol je výchozí surovinou pro výrobu vitami‑
nu C; asi ¼ vyrobených roztoků sorbitolu se používá  
na výrobu askorbové kyseliny. Prvním krokem je oxida‑
ce na L ‑sorbosu za přítomnosti Azotobacter při pH 4‑6 
a teplotě 30 ⁰C.

Další možnou technologií je zpracování škrobu po‑
mocí cyklodextringlukanotransferasy (CGTase). Ta pře‑
vádí škrob na neredukující maltooligosacharidy, nazý‑
vané cyklodextriny, intramolekulární transglykosylační 
(cyklizační) reakcí20. Cyklodextriny se využívají přede‑
vším jako enkapsulační činidla.

Kyselina mléčná se poměrně rychle tvoří z  glukosy 
pomocí Laktobacilů podle rovnice:

C6H12O6 ® 2 CH3CHOHCOOH.
Význam této sloučeniny je hlavně pro výrobu kyseli‑

ny polymléčné (PLA), z které lze vytvářet např. biode‑
gradabilní fólie.

Enzymové zpracování škrobu bylo také zkoušeno pro 
přípravu nanočástic. Chena et al.21 metodu porovnáva‑
li s kyselou hydrolýzou a zjistili, že nanočástice po apli‑
kaci pullulanasy byly méně tepelně odolné a měly kry‑
stalinitu typu V. Použití kombinace kyselé a enzymové 
hydrolýzy by urychlilo celý proces.

Suroviny sloužící k  výrobě ethanolu či bioethanolu 
(bezvodého paliva) lze rozdělit na biomasu obsahující 
jednoduché cukry (např. produkty ze zpracování cukro‑
vé řepy jako je melasa či černý sirob), biomasu obsahu‑
jící škrob (pšenice, brambory, kukuřice), do budoucna 
se uvažuje o  lignocelulosové biomase (sláma, rychle 

rostoucí dřeviny, štěpky, odpad biologického původu, 
papír apod.). Spojené státy americké mají rozsáhlý bio‑
ethanolový průmysl založený převážně na kukuřici22, 
v České republice se kromě kukuřice získává ethanol 
ze pšenice, z melasy či černého sirobu. Enzymová hyd‑
rolýza škrobové suroviny a fermentace sacharidů je zá‑
kladním principem tradiční technologie.

Podobně se jeví jako zajímavá výroba biobutanolu  
pro využití ve spalovacích motorech. Kheyran‑
dish et al.23 informovali o produkci butanolu z bram‑
borového odpadního škrobu s využitím volných a imo‑
bilizovaných buněk Clostridium acetobutylicum NRRL 
B‑591. Bramborový škrob byl přímo fermentován bez 
předchozí hydrolýzy. Patáková et al.24 testovali 1‑buta‑
nol produkovaný solventogenními Clostridiemi z  růz‑
ných škrobnatých materiálů (brambory, kukuřice). 
Autoři uvádějí, že butanol má řadu výhod oproti etha‑
nolu: vyšší energetický obsah, omezenou mísitelnost 
s vodou, nižší tlak par a menší korozívnost.

Při roubování škrobu jsou monomery kovalent‑
ně navázány na hlavní polymerní řetězec a následně 
dále polymerizovány na tomto řetězci. Pro enzymo‑
vé roubování Wang  et  al.25 použili avidin ‑peroxidasu 
na roubování polymethylakrylátu na rozpustný škrob 
v  přítomnosti peroxidu vodíku a  acetylacetonu jako 
kokatalyzátor    u.

Odpadní vody ze škrobárny lze úspěšně transformo‑
vat anaerobní fermentací na bioplyn. Anaerobní fer‑
mentace (metanizace) je ekologickou metodou, která 
dokáže s  vysokou účinností efektivně transformovat 
organické látky na energii koncentrovanou v metanu. 
Při metanizaci směsná kultura mikroorganismů po‑

Obr. 5: Enzymová hydrolýza škrobu na glukosové, maltosové a glukoso -fruktosové sirupy
Legenda: 1 – zapouštěcí káď, 2 – ztekucení (reaktor s pístovým tokem), 3 – zcukření (míchaný reaktor), 4 – rotační 
vakuový filtr, 5,8 – ionexová filtrace, 6,9 – filtrace na aktivním uhlí, 7 – reaktor pro inverzi glukosy; enzym: β‑amy‑
lasa nebo amyloglukosidasa
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stupně rozkládá biologicky rozložitelnou organickou 
hmotu bez přístupu vzduchu. Konečnými produkty 
jsou vzniklá biomasa, plyny (CH4, CO2, H2, N2, H2S) 
a  nerozložený zbytek organické hmoty, který je již 
z hlediska hygienického a senzorického nezávadný pro 
prostředí, tedy je stabilizován26.

Analytické metody ke stanovení obsahu 
a stravitelnosti škrobu
a) Celkový obsah škrobu

Enzymové stanovení celkového obsahu škrobu za‑
hrnuje mazovatění škrobu při zvýšených teplotách 
v  přítomnosti termostabilní α‑amylasy, kdy dojde ke 
ztekucení škrobu a vznikají tzv.  limitní dextriny, které 
jsou následně kvantitativně hydrolyzovány na glukosu 
pomocí amyloglukosidasy. Uvolněná glukosa se pak 
stanoví spektrofotometricky po reakci s  glukosaoxi‑
dasovým/peroxidasovým činidlem (GOPOD). Průběh  
reakce je popsán rovnice mi:

d ‑glukosa + O2 + H2O  
glukosaoxidasa

  d ‑glukonát + H2O2

2 H2O2 + p ‑hydroxybenzoová kyselina + 

+ 4‑aminoanti pyrin    peroxidasa        chinonimin + 4 H2O

Dalším používaným spektrofotometrickým stanove‑
ním obsahu glukosy uvolněné při enzymové hydrolýze 
je její reakce s hexokinasou a glukosa‑6‑fosfátdehyd‑
rogenasou v přítomnosti ATP a NADH+.

Metoda enzymového stanovení celkového škrobu 
umožňuje testovat celou řadu potravin, krmiv, rostlin‑
ných a obilných produktů (přírodních nebo průmyslo‑
vě zpracovaných). Vzorky, které obsahují vysoké hladi‑
ny rezistentního škrobu, vyžadují předběžné rozpuště‑
ní ve studeném roztoku NaOH o koncentraci 1,7 mol.l‑1 
nebo v horkém dimethylsulfoxidu (DMSO)27.
b) Obsah amylosy

Tato metoda je někdy také nazývána lektinová me‑
toda, protože je zde využita specifická vazba mezi 
amylopektinem a  rostlinným lektinem konkavalinem 
A. Metoda se používá ke stanovení poměru amylosa/
amylopektin ve škrobnatých materiálech. Nejčastěji se 
jedná o nativní škroby nebo mouky.

Toto stanovení má několik základních kroků. Prvním 
krokem je opakované odstranění lipidů z  testované‑
ho vzorku rozpouštěním v  DMSO. Odtučněný vzorek 

se rozpustí v  roztoku octanu obsahujícím ionty Ca2+, 
Mg2+ a Mn2+. Dalším krokem je srážení amylopektinu 
lektinem konkavalinem A (ConA). Po odstředění zbyde 
v roztoku pouze amylosa, která je působením α‑amyla‑
sy a amyloglukosidasy rozložena na D ‑glukosu. Násle‑
duje stanovení celkového škrobu. kdy se znovu použije 
roztok vzorku v octanu, který se hydrolyzuje amyloly‑
tickými enzymy na D ‑glukosu. Posledním krokem je 
stanovení glukosy28.
c) Stanovení stravitelnosti škrobu

Postup stanovení je simulací podmínek trávicího trak‑
tu. Dobře rozdrcený vzorek se smíchá s pepsinem v ky‑
selině chlorovodíkové o koncentraci 0,5 mol.l‑1 a nechá 
inkubovat 30 min při 37 °C. Ke každému vzorku se 
také přidá enzymová směs skládající se z invertasy (EC 
3.2.1.26), pankreatické a ‑amylasy a amyloglukosidasy 
(EC 3.2.1.3). Vzorek se vloží v uzavřené zkumavce do 
vodní lázně o teplotě 37 °C a hned se spustí třepání.

Obsah rychle stravitelné glukosy se stanoví po 20 
min třepání vzorku s enzymovou směsí. Poté se stano‑
ví obsah pomalu stravitelné glukosy G120 po 100 min 
po odběru G20. Nakonec se stanoví obsah celkové glu‑
kosy TG, kdy ve vroucí lázni dojde k inaktivaci enzymo‑
vé směsi a k zmazovatění škrobu. Z těchto hodnot se 
vypočte obsah rychle a pomalu stravitelného škrobu. 
Následuje zchlazení na 0° C a ošetření KOH (7 mol.l‑1) 
a po neutralizaci kyselinou octovou je vzorek hydroly‑
zován amyloglukosidasou. Resistentní škrob se vypo‑
čte jako škrob, který zůstal nehydrolyzovaný po 120 
min inkubaci29.

Některé obrázky a odstavce textu byly převzaty z při‑
pravovaného skripta Šárka E., Smrčková P., Kadlec P.: 
Chemie a technologie škrobu.

Závěr
V  poslední době je věnována velká pozornost bio‑

chemickým přeměnám škrobu. Jde jednak o zpřesňo‑
vání reakčního mechanismu biosyntézy a rozkladných 
procesů v rostlinách, včetně výzkumů v oblasti gene‑
tické modifikace. Biochemické průmyslové zpracová‑
ní škrobu se týká výroby maltodextrinů, glukosových, 
maltosových a glukoso ‑fruktosových sirupů, případně 
až glukosy nebo fruktosy. Jejich další využití může 
směřovat k  výrobě sorbitolu, kyseliny askorbové, ky‑
seliny mléčné a polymléčné, k výrobě ethanolu a bu‑
tanolu, cyklodextrinů, roubovaných kopolymerů škro‑
bu a nanočástic škrobu. Současné analytické metody 
založené na enzymovém stanovení celkového obsahu 
škrobu, obsahu amylosy, rychle a pomalu stravitelné‑
ho škrobu a škrobu rezistentního mohou být význam‑
ným pomocníkem při tvorbě funkčních potravin a při 
návrhu potravinových receptur, které omezí energe‑
tické zatížení lidského organismu a zvýší obsah zdraví 
prospěšných butyrátů v tlustém střevu.

D-glukosa
hexokinasa

D-glukosa-6-fosfát

ATP ADP

D-glukosa-6-fosfát D-glukosa-6-fosfát
dehydrogenasa

NAD NADH+
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Souhrn:
Šárka E., Smrčková P.: Škrob – biosyntéza, nutriční vlastnosti, biotechnologie, enzymové metody stanovení jednotlivých 
forem
Škrob je biopolymer, obsažený v rostlinách a řasách. V zelených rostlinách se tvoří při fotosyntéze v chloroplastech jako tzv. tranzitní 
škrob, který je v průběhu temné fáze transportován v podobě rozpustných sacharidů do zásobních orgánů rostlin, kde je opět převe‑
den do podoby škrobových zrn. Tato opětná syntéza se liší pro jednoděložné a dvouděložné rostliny. Průmyslově izolovaný škrob má 
řadu využití, hlavní roli hraje enzymová hydrolýza na sirupy, které pak mohou být výchozí látkou pro celou řadu dalších biochemických 
transformací. Článek se věnuje rovněž nutričním aspektům škrobu, především jeho stravitelností. Je popsán základní princip enzymo‑
vých metod ke stanovení obsahu celkového škrobu, obsahu amylosy, rychle a pomalu stravitelného škrobu a škrobu rezistentního.

Summary:
Šárka E., Smrčková P.: Starch – biosynthesis, nutritional properties, biotechnologies, enzyme methods for determination 
of its individual forms
Starch is a biopolymer found in plants and algae. In green plants, it is formed during photosynthesis in the chloroplasts as so ‑called 
transitory starch, which is transported during the dark phase in the form of soluble carbohydrates to the storage organs of plants, 
where it is again converted into the form of starch granules. This repeated synthesis is different for monocots and dicots. Industria‑
lly isolated starch has a number of uses, the main role is played by enzyme hydrolysis into syrups, which can then be the starting 
material for a whole range of subsequent biochemical transformations. The article also deals with the nutritional aspects of starch, 
especially its digestibility. The basic principle of enzyme methods to determine the content of total starch, amylose content, rapidly 
and slowly digestible starch and resistant starch is described.
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Introduction
Industrial biotechnology is an important part of  

current world. It takes place in pharmacy, food pro‑
duction, energetics and many other parts of human 
activities. Bioreactors are heart of every biotechnolo‑
gical process and their success entirely depends on 
them. Bubble column is specific type of bioreactor and 
is commonly used for the cultivation of shear sensitive 
cells. This work presents a brief comparison between 
bubble column and stirred tank reactor, discusses their 
advantages and disadvantages and reviews few com‑
mon cultivatio ns.

Bioreactors and biotechnology
Biotechnology has been a part of human producti‑

on for thousands of years. One of the oldest examples 
comes from Egypt, where in 3000 BC the Egyptians 
were using simple bioreactors, vessels with controllab‑
le conditions used for the biotechnological process, to 
make bread and cheese. About 2000 BC, the Chine‑
se were utilizing bioreactors and distillation for pro‑
duction of ethanol. Over time biotechnology slowly 
developed until the twentieth century, when several 
discoveries launched broad development of biotech‑
nology. For example, the discovery and mass produ‑
ction of penicillin and citric acid, which began in the 
USA. Biotechnology these days is much more complex 
and allows higher control over the entire cultivation 
system, thanks to discoveries in several scientific disci‑
plines1. Biotechnology is not a single scientific discipli‑
ne but a combination of several others, namely micro‑
biology, biochemistry, chemical engineering, genetic 
engineering and molecular biology2. The process itself 
is not just what happens inside the bioreactor, but also 
what happens before, called upstream processes, and 
after, called downstream processes. Upstream proce‑
sses include reactor design, selection and preparati‑
on of cell culture, preparation of nutrients etc. Down‑ 
stream processes include isolation and purification of 
the final product, cleaning of bioreactor, repairs etc.3.

Bioreactors connect starting materials and final pro‑
ducts and they are the center of every biotechnological 
process. Design of every bioreactor is unique and chan‑
ges according to certain process. Its design will affect 
effectivity of the process as well as the quality and cost 
of the final product. Primary objective of every biotech‑
nological process is to utilize biological system while 
keeping maximal conversion yield of starting materials 
to final product and minimal production costs2. The 
bioreactor in general is a  tank or a vessel containing 
cells or enzymes which transform substrate to the fi‑
nal product and/or to the less undesirable byproduct. 
It is a  complex system of pipes, valves, sensors and  

pumps. They are usually cylindrical in shape and their 
size varies from liters to hundreds of cubic meter s1.

Size and scale -up
Massive bioreactors are not just bigger but also much 

more complex compared to small variants. An illustra‑
tion of a scale ‑up process is shown in Figure 1. Smaller 
bioreactors are very common in laboratories and are 
classified into “laboratory ‑scale bioreactors” or just 
“lab ‑scale”. Petri dishes, jars, Erlenmeyer flasks and 
roller bottles are the most common examples. They 
are easy to use in large numbers and easy to opera‑
te. Temperature is easy to control, usually by changing  
the temperature inside laboratory. Homogenization is 
usually not necessary and if so, it is done by simple 
means like a shaker. Aeration is also easily performed 
by surface aeration. Ratio between liquid surface and 
liquid volume is pretty small, which leads to relatively 
high gas transfer through free liquid level. The main 
role of these small bioreactors is not to produce desi‑
red product but to gain data about microorganisms, dif‑
ferent substrates and cultivation conditions and deci‑
de if large ‑scale cultivation is even possible and worth 
to perform4. This testing phase requires screening 
a  large number of possible combinations and there‑
fore requires a significant amount of time. Afterwards, 
most promising variants move on to the next phase 
and which is “pilot ‑scale” testing5.

Pilot ‑scale is the middle point between lab ‑scale and 
industrial production. The size of pilot ‑scale bioreactor 
is between 25 and 50 % of the industrial version and 
it is much more complex compared to lab ‑scale vari‑
ants2. Pilot ‑scale is a simulation of full ‑scale industrial 
production and its main objective is to identify whether 
the process can be used in industry or not and to op‑
timize the entire process5. Scale ‑up can’t go to infinity.  
Above some critical volume, new problems start to 
appear, which put restrictions on the final design. This is  
the reason why the variety of large bioreactors is less 
wide compared to lab ‑scale2. There are five main items 
needed for functional bioreactor design:
•	 stoichiometry
•	 thermodynamics
•	microbial kinetics
•	 transport phenomena (mass and heat transfer)
•	economics.
Stoichiometry, thermodynamics and microbial kine‑

tics are not dependent on the scale of the process, 
however transport phenomena and economics are  
the exact opposite5. Mass transfer is a typical problem 
for every process where cells require a steady supply 
of oxygen or when water insoluble nutrient is used. 
Heat production usually comes from cell metabolism. 
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Heat production increases linearly with volume, howe‑
ver surface increases with the square of the power 
and the volume with the third power of the reactor di‑
mensions. In other words, the heat production quickly 
overcome the vessel’s  own cooling capabilities, thus 
external cooling is necessary2.

Economics plays a significant role in the bioreactor 
design and operation. Expenses can be divided into 
three groups. The first group is given by development 
and construction costs, which are expensive and time‑
‑consuming investments. The second group inclu‑
des the operating costs, such as electricity, cleaning, 
maintenance and trained personnel4. The third group 
includes production costs like cell lines and raw ma‑
terials. Despite these expenses, the whole process 
must be profitable. Even well ‑known biotechnologies, 
like the production of citric acid, are not perfect. New 
materials, new cell lines, new media composition and 
many other aspects are being researched to increase 
the effectivity of the processes to maximum and while 
keeping their costs to a minimum .

Condition control
As mentioned before, bioreactors are vessels that 

allow control over cultivation conditions1. There are 
vast amounts of organisms, each with its own unique 
characteristics and optimal conditions, some of which 
are quite extreme7. These conditions are absolutely 
necessary to know for efficient operation of every bio‑
technological process.

Cultivation media
Every living organism, whether used in biotechnolo‑

gy or not, needs some form of nutrition for its survival. 
Cells utilize nutrients for their growth, multiplication, 
synthesis and energy. Nutrients are not just organic 
compounds like sugars and vitamins but also inorganic 
compounds such as CO2 or NO3

‑ ions7. Elements which 
form nutrients are categorized into four groups: mac‑
roelements, microelements, trace elements and none‑
ssential elements. Macroelements (C, H, O, N, P and 
S) form most of the cells’ dry weight and are needed  
in relatively high concentrations in cultivation media. 

Microelements (Fe, Ca, Mn, Co, Cu and others) are 
required by most cells, but in much lower quantities. 
Trace elements (Se, W and others) are essential as well, 
but their required amount is so small, that cell needs 
are usually covered by contamination of other salts 
used for media preparation8. In general, the nutrition 
needs are reflected in a  cell’s  natural environment. 
Detailed knowledge of the environment and chemical 
compositions can be a great help in process design. 
Control over cell nutrition is achieved mostly through 
media composition. Media composition is not just 
about having right elements in their plausible form, 
but also about their amount and ratio to other ele‑
ments, since each organism has its own needs for eve‑
ry essential element. There are also some organisms 
which can utilize multiple sources of one element.  
In this case, the most easily available molecule is cho‑
sen. Media composition does not change just with  
the organism, but also with the aim of the cultivation7.

A  good example can be assumed the cultivation 
media of Aspergillus niger in citric acid production. 

For optimal production, A. niger 
requires high concentrations of su‑
gars, above 120 g·l‑1, and very low 
concentrations of heavy metals9. 
Another example can be the me‑
dia for cultivation of mammalian 
cells, which must contain sources  
of macro and microelements, but 
also growth factors and amino 
acids10.

Aeration
Nutrients present in cultivation 

media are not the only substances 
necessary for cell growth. Gases, 
such as CO2 or oxygen, are equ‑ 
ally important as any other nutrient 
in media. Air, as the most availab‑
le gas, is used as the carrier gas to 
supply the proper gaseous compo‑
nent to the liquid.

In the case of photoautotrophic microorganisms, CO2 
is a carbon source for photosynthesizing cells as well 
as a  pH driver for the cultivation medium. However, 
the amount of CO2 in the air is about 0,03 %, which is 
very low and often limiting for cultivation. Therefore, 
air is often enriched by CO2 up to 10 %7. An example  
of such CO2 enrichment is biomass production of cya‑
nobacteria Spirulina maxima11, whose biomass is po‑
pular food additive.

In aerobic cultivations, air does not need any oxygen 
enrichment. However, there are other problems rela‑
ted to lower O2 solubility, which is considerably less 
soluble in water than CO2. Media are usually water‑
‑based12 and the solubility of oxygen in pure water, at 
25 °C and air used as aeration gas, is 2.56 ∙ 10‑4 mol dm‑3, 
which is very low in general13. This causes many com‑
plications in the design and operation of the pro‑
cess, because cells utilize oxygen dissolved in liquid 
media and not directly from gas bubbles. The care‑
ful control of oxygen supply is then highly desirable.  
There are many aerobic cultivations, which some of 

Figure 1: From lab ‑scale to industry; figure taken from ref.6
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them influence our day ‑to ‑day lives. A  typical exam‑
ple of aerobic cultivations is wastewater treatment14, 
which uses a mixture of different microorganisms to 
remove organic and inorganic wastes. Another typical 
example of aerobic cultivation of Saccharomyces cere‑
visiae, better known as baker’s yeast15.

The problem of oxygen transfer has been addressed 
almost from the beginning of the research in chemi‑
cal engineering. Due to the low solubility and high  
consumption of oxygen by cells, oxygen must be  
continuously supplied to the system. At some point, 
the oxygen mass transfer can be used as a controlling 
step for aerobic cultivations. The concentration of oxy‑
gen in media depends on oxygen transfer rate (OTR) 
from gas to liquid and oxygen uptake rate (OUR), which 
is fundamental physiological characteristic of cultivati‑
on media. OTR is described by the volumetric mass 
transfer coefficient kLa, where kL is liquid side mass 
transfer coefficient and a  is interfacial area per liquid 
volume. OTR is affected by properties of liquid, hydro‑
dynamics and geometric parameters of the bioreactor. 
Each bioreactor and each specific biotechnology has 
its own value of kLa12 and therefore, the volumetric 
mass transfer coefficient is the key design parameter 
of bioreactors.

pH
pH control, along with temperature, is one of the first 

parameters discussed in industrial cultivations. The rea‑ 
son behind this is that both specific growth rate and 
product formation rate are strongly dependent on pH16. 
The aim of pH control is to maintain pH within desi‑
red range and it is usually done through addition of 
acid or alkaline. However, the addition of acid or alka‑
line can lead to a large local change of pH, which can 
negatively affect the whole process either by dama‑
ging cells, enzymes or the desired products. Moreover,  
this effect worsens with increasing scale, because large 
vessels have longer time necessary for homogeniza‑ 
tion. This is often a challenging problem during the de‑
sign process17. Furthermore, the addition of acid and  
alkaline significantly increases the osmolality of the  
medium, which can negatively affect the process as 
well18. Fortunately, there are other ways how to solve 
such problem, for example, the addition of acid can  
be replaced by CO2 sparging. This system is usually  
used on media containing carbonates or bicarbo‑ 
nates and offer a  good solution for osmolality prob‑ 
lem.

Change of pH during cultivation can be caused by 
several reasons. The first case is the CO2 produced by 
cells. This can be solved by pH regulation mentioned 
above or just by efficient CO2 removal. The second  
possible reason is the production of metabolites 
which affect the pH of media, such as organic acids17. 
Another reason is the consumption of the carbon  
source like carbonates or bicarbonates, which affect 
the pH of the medium. There are several solutions of 
this specific case like the addition of CO2 to the aera‑
tion gas, addition of the carbon source or addition of 
the acid19.

Temperature and heat
Heat control of bioreactors is also discussed right  

at the beginning of the design process because speci‑
fic growth rate and product formation rate are strongly 
dependent on temperature16. Moreover, temperature 
also influences biochemical composition of cells and 
their physiology3. Every organism has its own tempera‑
ture requirements and can be characterized by its mi‑
nimum, optimum and maximum growth temperatu‑
res, also known as “cardial temperatures”. Organisms 
are usually categorized to three different groups accor‑
ding to their cardial temperatures: psychrophiles, me‑
sophiles and thermophiles7. The cardial temperatures 
of psychrophiles are below 20 °C. In some cases, cells 
grow even under temperature below 0 °C. Mesophiles 
are the most common. Their cardial temperatures are 
between 25 °C to 40 °C. In the case of thermophiles, 
their cardial temperatures are above 55 °C. Cultiva‑ 
tion of thermophiles or psychrophiles is more energe‑ 
tically demanding due to the intensive heating or  
cooling requirements compared to mesophiles, thus 
thermophiles and psychrophiles are not so often used 
in industrial cultivations.

Heat management of bioreactor is often a  difficult 
problem in industry, because of the large amount of 
heat generated by the cell metabolism. Heat removal 
is proportional to the surface area of the vessel. There 
is a maximum size of the vessel that can be cooled 
without an additional cooling unit2. Evaporation of 
water also helps to cool down the bioreactor, but at 
some point it isn’t sufficient20. Additional cooling/hea‑
ting units can substantially increase heat transfer and 
enable the usage of larger vessels. External jackets pla‑
ced around the vessel and internal coils placed inside 
the vessel are the most frequently used heat contro‑
llers followed by double walled baffles and draft tu‑
bes21. These units help in terms of heat management, 
however, the temperature problem can be reduced 
also biologically. Even a small change in nutrient com‑
position can improve the heat management, because 
some nutrients have better conversion efficiency than 
others. By choosing a more efficient nutrient, heat ge‑
neration can be reduced2. However, the usage of these 
nutrients is not necessarily more economical because 
they are usually more expensive.

Homogenization
Proper homogenization maintains a  suitable envi‑

ronment for cultivation. It prevents the formation of 
gradients in heat, concentrations and light in the case 
of photobioreactors. Homogenization also prevents 
cell sedimentation at the bottom of the bioreactor, 
which could lead to cell starvation and death3. Appro‑
priate homogenization requires sufficient mixing. This 
needs a certain power input, which is limited by phy‑ 
sical, mechanical and biological restrictions. At some 
point, homogenization can become so intense that 
cell damage begins to occur. This is a problem in cul‑
tivations with large volume, where cells are limited by 
O2 supply and also by shear forces12. Fortunately, there 
are ways, how to encounter this problem, for exam‑
ple, by changing the dimensions of the bioreactor.  
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Dimensionality is an important factor in homogeniza‑
tion in general, because it dictates the optimum value 
of power input20.

Mixing by stirrer provides excellent homogenization 
of liquid phase. In general, bioreactors equipped with 
stirrers have high values of mass and heat transfer.  
The operation of this system is influenced by seve‑
ral variables that affect the mass transfer and mixing: 
number and type of stirrers, their dimensions, gas flow 
rate and stirrer speed5.

Another way of mixing in bioreactor is by aeration. 
Mixing by aeration is typical for bubble column and 
airlift bioreactors. Aeration does not have such intense 
mixing as stirred tank bioreactor, but has much lower 
values of shear stress. This is great advantage in cul‑
tivation of mechanically fragile cells, e.g. mammalian 
cells5. However, overcoming the optimal aeration rates 
can cause cell damage. No matter which way of mixing 
is used, each of them must consider dimensionality of 
the vessels, amount of liquid necessary to homogeni‑
ze, cell resistance to shear stress and optimum mixing 
time3.

Types of cultivations
There are three major types (or modes) of cultiva‑ 

tion. Each type has its own advantages and disadvan‑
tages and offers various applications. These three ma‑
jor types are batch, fed ‑batch (also known as semi‑
‑continuous) and continuous cultivation. They can be 
combined with different types of bioreactors and with 
or without aeration. The most significant advantages 
and disadvantages of particular cultivation modes are 
listed in Table I.

Batch
Batch cultivation is the best representation of what 

cultivation actually is. It is easy to perform compared 
to other types, and it has extensive uses21. In batch 
cultivation, the bioreactor is a partially closed system. 
Most of the material are added into the vessel before 
the beginning of the process, which is usually addi‑ 

tion of nutrients and cells or enzymes. Volume during 
the process usually does not change. At the end of  
the process, all contents are removed and the down‑
stream process is performed elsewhere. Meanwhile 
the vessel is cleaned and prepared for another batch 
cultivation. The only materials added during the culti‑
vation can be a pH controlling agents, an antifoam so‑
lutions and in some cases the gas, the excess of which 
is subsequently removed1.

Batch cultivation has several strong advantages.  
As mentioned before, it is very versatile, because every 
cell line used in industry can be cultivated in batches. 
Minimal addition of any excess materials significantly 
reduces any risk of contamination. The disadvantages 
of batch cultivation come mainly from preparation pro‑
cedure. Each batch requires cleaning, sterilization and 
filling which takes a considerable amount of time and 
labor21. Another disadvantage are very high concent‑
rations of nutrients. Since there is no addition during  
the process, all necessary nutrients must be added 
at the beginning. This often leads to inhibition of cell 
growth at the beginning of the cultivations22.

Cultivation of microalgae is done in batch mode, 
but also in fed ‑batch and even in continuous mode23. 
Microalgae are source of several high ‑valuable com‑
pounds such as phycobiliproteins, carotenoids and 
others. Productivity of these compounds can be con‑
trolled by growth conditions, which can be altered by 
change of cultivation type. Batch cultivation is also 
used in wastewater treatment24. The bioreactor goes 
through a sequence of five steps: filling, aeration and 
mixing, settling, drawing and idle. These five steps 
are typical in water treatment and bioreactors used in  
water plants are often referred as “sequencing batch 
reactors”.

Fed ‑batch
Fed ‑batch or semi ‑continuous cultivation is between 

batch and continuous cultivation. The principle is 
same as batch cultivation, but with one key difference. 

Table I: Comparison of cultivation types

Cultivation type Advantages Disadvantages

Batch
Simple

Versatile
Low risk of contamination

Frequent cleaning and filling
Inhibition by nutrients

Fed ‑batch

No inhibition by nutrients
Feed control

High cell concentration
Effective usage of nutrients

Higher risk of contamination
Concentration gradients in larger scales

Continuous

No inhibition by nutrients
Effective use of space

High productivity
Less cleaning and preparation
Constant quality of products

Constant production rate

High risk of contamination
Spontaneous mutations

Inflexible
Concentration gradients in larger scale
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At the beginning, the bioreactor is filled only partially. 
At certain point, when cells reach desired concentra‑ 
tion, additional medium is added, either continuously 
or intermittently, without any outflow1. Antifoam and 
pH controlling agents are added as well if needed.

The main advantage of fed ‑batch cultivation is the 
control over media addition. This eliminates the pro‑
blem with high initial nutrient concentrations in batch 
cultivation. Moreover, the feeding can be controlled 
specifically according to the situation and cell line used, 
which increases production and decreases material 
consumption. This also helps to reach much higher cell 
concentrations compared to batch cultivation22. Howe‑
ver, every addition during the cultivation increases  
the risk of contamination1. Another disadvantage of 
fed ‑batch cultivation is the absence of standard fee‑
ding regime, since every cell line has different growth 
rate and requirements. Another major disadvantage 
occurs in larger scale bioreactors. During pulse addi‑ 
tions, homogenization time increases with vessel 
size22.

Fed ‑batch cultivation is used in production of fatty 
acid ethyl ester produced by genetically modified  
Escherichia coli, which is used in biodiesel pro‑ 
duction25. Fed ‑batch is also used in production of 
baker’s  yeast15. Fed ‑batch significantly increases pro‑ 
duction, compared to batch variety.

Continuous
Continuous cultivation starts with simple batch cul‑

tivation. At a certain point, a  fresh medium is added 
to the vessel, just like in the fed ‑batch version, howe‑
ver, there is an outflow. Under steady ‑state conditions,  
the inflow and outflow are kept equal, thus final vo‑
lume remains constant. Concentrations of nutrients, 
metabolites and cells are almost constant with small 
fluctuations1.

Continuous cultivations very efficiently utilize bio‑
reactor capacity and have high productivities, which 
can be maintained for a  long time. This saves a con‑
siderable amount of time and materials necessary for 
cleaning and preparations, compared to batch cultiva‑
tions. The product made has a  constant quality and 
it is produced at constant rate21. Continuous feeding 
solves cell growth inhibition, similarly to fed ‑batch 
cultivation, however there is a  similar problem with 
homogenization time22. Another disadvantage is spon‑
taneous appearance of mutant cells, since continuous 
cultivations take a long time21. Risk of contamination is 
also increased due to continuous feeding. Continuous 
cultivations are quite inflexible and usage for different 
process requires many adjustments and retrofitting.

An example of continuous cultivation is the pro‑ 
duction of eicosapentaenoic acid and docosahexa‑
enoic acid26. These acids are produced by species  
Rhodomonas, whose biomass is commonly used in 
sea food farms, due to its high amounts of eicosapen‑
taenoic and docosahexaenoic acids. However, conti‑
nuous cultivation is not entirely optimized yet and 
still requires some research. Another example is the 
production of lactic acid by Lactobacillus rhamnosus.  
27 conducted experiments focused on improvement  
of continuous production. They used a  two ‑stage 
membrane cell ‑recycler to capture cells from the out‑

flow of the vessel and introduced them back to the  
vessel. This modification considerably increased cell 
concentration, which led to higher lactic acid pro‑ 
duction.

Types of bioreactors
Bioreactors are diverse devices with various charac‑

teristics and features. In the previous section, the bio‑
reactors were classified by size. However, this classi‑
fication does not say much about how the bioreactor 
actually operates or for which cultivations it can be 
used.

There are two main groups of bioreactors: mecha‑
nically and pneumatically mixed1. The mechanically 
mixed reactor is the stirred tank bioreactor, which can 
be operated in all three cultivation modes (batch, fed‑
‑batch and continuous). Pneumatically mixed reactors 
are bubble columns and airlift reactors, both of which 
operate mostly in batch and fed ‑batch cultivation mo‑
des. This work compares the stirred tank bioreactor 
with the bubble column bioreactor.

Stirred tank
Stirred tank reactor (STR) is a  cylindrical vessel  

equipped with a  motor ‑driven stirrer21. Size of STR 
varies between liters, usually made from glass, and 
hundreds of cubic meters, usually made from stainless 
steel. Aspect ratio of STR ranges between 1:1 to 6:1. 
In most cases, aspect ratio is lower rather than higher, 
because smaller STR have few advantages. Small STR 
takes less material to build, is easier to clean and its 
homogenization requires less energy1. Operating volu‑
me of STR is usually around 75 – 80 % of its maximum 
volume. The head space serves as disengagement 
of any droplets from outgoing gas and compensates 
for the appearance of foam28. A  simple schematic of 
single ‑impeller STR is shown in the Figure 2.

F igure 2: Single ‑impeller STR scheme; figure taken 
from ref.28
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STR is the most frequently used type of bioreactor 
and takes place in approximately 90  % of industrial  
bioprocesses, both microbial and enzymatic. One of 
the reasons is highly efficient homogenization28.

In STR, homogenization is carried out by a mechani‑
cal stirrer. Mixing inside STR is presumed to be suffi‑ 
ciently intense and uniform, thus, the liquid proper‑
ties are effectively homogenous28. The shaft of the  
stirrer can enter the STR through its top or bottom sec‑ 
tion21. There are many kinds of stirrer shapes and each 
of them creates different flow patterns, as shown in 
Figure 3: Examples of different stirrers and their flow 
patterns; from left to right: propeller and pitched bla‑
de, turbine, anchor, helical stirrer; figure taken from 
ref.28. To prevent the center vortex creation by stirrer, 
the baffles are installed at the walls. Baffles are verti‑
cal strips attached to the inner wall of the STR. Besi‑
de preventing the central vortex, the baffles intensify  
the homogenization21.

Aeration is another phenomenon influencing the ho‑
mogenization. The gas distributor is positioned under 

the stirrer to allow sufficient bubble breakage that 
considerably increases gas ‑liquid interface and sup‑
ports mass transfer. STRs used in aerobic cultivations  
usually have higher aspect ratio. This increases resi‑
dent time distribution of bubbles, which prolongs 
contact time between bubbles and liquid phase, en‑
hancing the mass transfer between phases. However, 
higher STR needs additional stirrers to keep the ho‑
mogenization at the same level as in single ‑impeller 
configuration28,29.

Geometry of STR influences the number of parame‑
ters controlling the cultivation. The mechanical de‑
sign affects the hydrodynamics, which in turn affects  
the mass and heat transfer, gas holdup and  
shearforces5,28. Due to efficient design of STR,  
it is needed to keep the geometrical similarity  
of scaled ‑up bioreactor. For this reason, the standard 
configuration of STR is comonly preserved, which  
holds the geometrical ratios in the range given  
in Table II28.

Fi gure 3: Examples of different stirrers and their flow patterns; from left to right: propeller and pitched blade,  
turbine, anchor, helical stirrer; figure taken from ref.28

T able II: Typical geometrical ratios used for design and scale ‑up of STR. Symbols are explained in Figure 4:

T/D H/D Li/T Wi/T Hb/T Wb/D

0.3‑0.6 1‑6 0.25 0.20 1.00 0.01
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STR in general is an efficient bioreactor applicab‑
le in batch, fed ‑batch and even continuous cultiva‑
tions. Intense mixing and quick homogenization are  
great advantages and are often necessary for success.  
Nonetheless, there are cases where these characte‑ 
ristics are not desirable. Every cultivation is carried out 
with respect to properties of used cell line like oxygen 
requirements, optimal temperature and resistance to 
shear stresses4. Mammalian, plant and mold cells are 
highly sensitive to shear stresses and their cultivation 
in STR is often problematic. Change of stirrer or dec‑ 
rease of stirring speed are possible solutions, however, 
they bring the problem of non ‑efficient homogeniza‑ 
tion1.

An interesting example is the production of artemi‑
sinin. Artemisinin is drug used in combination the‑ 
rapy for malaria treatment. This drug is produced by 
plant Artemisia annua, however its current supplies 
are not enough to satisfy huge demands. 30 develo‑
ped a  cultivation in STR, where they cultivated hai‑
ry roots from Artemisia annua with Agrobacerium  
rhizogenes, which enhanced the growth of hairy root 
cells.

Bubble column
Bubble column (BC) is a  cylindrical vessel equip‑ 

ped with gas distributor at the bottom of the vessel 
without any mechanical stirrer31. Compressed gas is 
delivered through the distributor, which can be per‑
forated pipes, plates or membranes. Homogenization, 
heat and mass transfer are influenced mainly by pro‑
perties of the liquid, gas flow rate and gas distributor. 
Basic design of columns is quite simple, however, it 
can be modified by internal components like hori‑
zontal perforated plates, vertical baffles and corruga‑
ted sheets (Figure 4: Simple BC schematic; a – sim‑
ple BC, b – horizontal perforated plates, c  – vertical  

baffles, d  – corrugated sheets; figure taken from 
ref.32). These modifications can improve homogeni‑
zation and mass transfer without increasing the gas 
flow rate, which makes an advantage in terms of ope‑ 
rational costs. A typical feature of BC is the high aspect 
ratio (ratio of liquid height to column diameter H/D).  
The aspect ratio is considerably higher than in STR and 
it typically ranges between 4:1 to 8:121.

Gas distributor serves as homogenization element 
and gas delivery system3. Homogenization can be 
affected by changes in column geometry, changes in 
gas flow rate and in change of gas distributor, which 
are similar to changes of stirrer in the case of STR.  
There are several different types of gas distributors 
such as, perforated plates, porous plates, membrane 
rings distributors and arm spargers (examples shown 
in Figure 5: Examples of gas distributors; figure taken 
from ref.34). Each of them has its own effects on bubble 
characteristics, which alter hydrodynamics and there‑
fore, the homogenization, heat and mass transfer in 
the column1.

There are two main hydrodynamic flow regimes  
in BC, homogenous regime and heterogenous regi‑
me33. The homogenous regime is produced by plate 
gas distributors with small openings and small spacing 
between them. Homogenous regime appears at low 
gas flow rates, where uniform layers of the same size 
bubbles appear. Heterogenous flow regime can be 
produced by same gas distributors as the homogenous 
one, but with higher gas flow rates or by plates with 
large openings at any gas flow creating non ‑uniform 
bubbles. These bubbles have large differences in their 
size and have a  strong tendency to coalesce, which 
creates more turbulent flow compared to homogene‑
ous regime. These regimes have major influence on 
hydrodynamics inside Bc.

BCs were developed specifically 
for cultivation of shear force sensi‑
tive cells, such as mammalian ce‑
lls and fungi. Construction of BC is 
quite simple in comparison to STR.  
Although BC is not so frequently 
used as STR, it is unreplaceable in 
cultivations of cells with low tole‑
rance to shear forces1.
Comparison of BC and STR

BC and STR are two entirely diffe‑
rent bioreactors, thus their compa‑
rison strongly depends on situation 
at hand. Every bioreactor is carefully 
designed to fit need of specific cul‑
tivation and production. However, 
there are several criteria that are 
crucial during selection procedure. 
This work compares BC and STR in 
six different criteria:
•	 Homogenization efficiency
•	 Usability
•	 Complexity
•	 Breakability
•	 Maintenance and cleaning
•	 Economy

F igure 4: Simple BC schematic; a – simple BC, b – horizontal perforated 
plates, c – vertical baffles, d – corrugated sheets; figure taken from ref.32
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Homogenization is a  key element in almost every 
cultivation. Mechanical homogenization in STR signi‑
ficantly increases homogenization efficiency that STR 
is often considered as the first choice of bioreactor. 
However, the homogenization depends on stirrer type 
used and stirring speed which can considerably in‑ 
crease operational costs. Even though, the aeration  
in BC is not so effective as in STR, it is sufficient to be 
used in cultivations5,28.

Large number of different modifications allow STR 
to be used in almost every type of cultivation, which 
is the main reason why STR is most frequently used 
bioreactor. STRs are diverse, they have wide range of 
usability, but they produce relatively high shear stress 
on cells. STR can be modified to be more suitable for 
fragile cells, but even these modifications have their  
limits. BC is much more suitable for cultivation of fra‑
gile and filamentous cells than STR. Homogenization 
via pneumatic way is convenient and does not damage 
the cells, if the gas flow rate does not exceed a critical 
point.

BC’s base construction is simple compared to STR. 
This is an advantage also in economics. Simple reactor 
is not just easier to build, but also easier to design and 
operate.

Breakability of each mechanical component comes 
from many factors like frequency of use, materials 
used, complexity and others. In terms of complexity, 

complex mechanical compo‑
nents have higher tendency 
to break than simple ones. 
The main mechanical part of 
BC is its gas source. On the 
other hand, STR has motor‑
‑driving stirrer and can be 
equipped with a  gas source 
as well. Complexity of STR is 
advantage in its usability, but 
it also gives disadvantage in 
terms of breakability. For sake 
of simplicity, the side systems 
like pH and temperature con‑
trol are not considered be‑
cause their influence on the 
breakability of BC and STR  
are the same.

Maintenance and clea‑
ning partially depend on 
complexity and breakabili‑
ty. If BC is operated without  
internals, it is only the cylin‑
drical tube very simple for 
maintenance and cleaning. 
Complex bioreactors such 
as STR, need more main‑
tenance in general due to  
various internals placed in‑
side the bioreactor (shaft,  
impellers and baffles).

Economy is the most im‑
portant criteria of every  
industrial cultivation. There 
are plenty of expenses in in‑
dustrial cultivations, some of 

which are mentioned above and it is difficult to make 
a reasonable comparison. The investment costs of BC 
are lower in comparison with STR, due to BC’s simpli‑
city. Also, the operational costs in BC can be substan‑ 
tially lower as well due to absence of mechanically ‑ 
driven parts. However, the production effectivity and 
yields does not need to reach the same values as  
in STR. Production, effectivity and product value are 
dominant factors that dictate the amount of earnings. 
Production and effectivity depend entirely on bio‑
reactor and cultivation. Without a  specific process in 
mind, it is hard to say, if BC is more economically more 
convenient than STR, since this dilemma is too situa‑
tional.

Examples of production

Citric acid
Citric acid is widely used across in various parts of 

industry (food, pharmacy, personal care, cleaning etc) 
and its usage grows every year. It is probably the most 
commonly used organic acid in general due to its re‑
latively low production cost, easy biodegradability and 
safety9.

Submerged cultivations are usually used for its pro‑
duction. Other types of fermentations, such as solid‑
‑state cultivation are possible, but they have lower 
productivity and yields, higher operation costs, higher 

Fi gure 5: Examples of gas distributors; figure taken from ref.34
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risk of contamination and take more space than sub‑
merged variety35. It is true that submerged cultivations 
have more complex equipment, but are easy to au‑
tomate, which is another strong advantage over the 
other varieties. Overall, submerged cultivations take 
place in 80 % of word production in citric acid indust‑
ry9. In this case, the most commonly used bioreactors 
are Bc. STRs are also used, but despite all their advan‑
tages mentioned earlier, they make up only a minority 
of production. Reason behind is that BCs are cheaper, 
easy to control and are suitable for filamentous orga‑
nisms35. This detail is quite crucial, because the main 
producent of citric acid is filamentous fungus Asper‑
gillus niger.

A. niger is able to utilize cheap materials like liquified 
corn flour or molasses and at the same time produce 
huge amounts of citric acid. Quality and quantity of su‑
gar used is a key factor for achieving high production. 
Concentration of sugar used should be in range of 120 
to 180 g ∙ l‑1, depending on the sugar used9. Initial sugar 
concentration affects not only production but also the 
morphology of producing cells36. High concentrations 
of sugars inhibit the activity of α‑ketoglutarate dehyd‑
rogenase and decrease the production of undesired 
byproducts and thus increase yields. Process is very 
sensitive to presence of heavy metals as Zn, Mn, Fe and 
Cu. These metals must be kept under specific limits, 
otherwise activities of key enzymes are altered. Culti‑
vation is also sensitive to pH, which has to be changed 
depending on cultivation phase. Starting pH must be 
above 5 for better mycelium formation and after that 
the pH is lowered to 3, when production begins. pH 3 
is necessary to inhibit production of other byproducts 
and in addition minimalizes risk of contamination9.

In industry, production is carried out in large ‑scale 
batches. Although the production has a  long tradi‑ 
tion and has been well optimized over the last one 
hundred years, there are new approaches and ideas 
for production. One of these ideas is utilization of yeast 
as a producing organism. This allows transfer to conti‑
nuous cultivation, which has a potential in holding its 
ground against large competition on today’s market37.

Biofuel
Biofuel refers to solid, liquid or gas fuels made from 

renewable sources, mainly produced from biomass. 
Different compounds like bioethanol, biogas, biohyd‑
rogen and lipids or oils take part in biofuel industry38.

Production of biofuel includes cultivation of olea‑
ginous microorganisms, which produce lipids similar 
to those of soybean. Microalgae contain high amount 
of lipids, making them an attractive source for bio‑ 
fuel production. 39 developed an interesting design 
of “double BC photobioreactor system”, which utilized 
a  mixed culture of microalga Chlorella vulgaris and 
yeast Rhodotorula glutinis. This system consisted of 
one BC divided into two parts using a polyester fabric 
filter. Fabric filter allows the transport of molecules and 
keeps cell cultures separated39.

Another simpler approach is batch cultivation of 
just C. vulgaris. 40 cultivated C. vulgaris in small BC 
with different light sources in synthetic wastewater 
as a  source of nutrients. Cells removed considerab‑
le amount of pollutants from water and produced  

enough lipids, carbohydrates and proteins to be con‑
sidered as potential source of biofuel40. Complication 
in these cultivations is the necessity of a light sources, 
either natural or artificial. Locations with low amounts 
of natural sunlight will suffer from low productions due 
to insufficient amount of energy. Artificial light is pos‑ 
sible solution for this problem, but it increases energy 
costs of the whole process.

Antibiotics
Antibiotics play a crucial role in our history and are 

important part of pharmaceutical industry. They are 
used in medicine, veterinary, farming and aquacultu‑
re. Considerable amount of antibiotics is not used just  
for medical purposes, but also as a growth stimulant 
to increase size of livestock, which is problematic  
in terms of antibiotic resistance41.

Antibiotics are usually produced in large ‑scale, 
substrate limited fed ‑batch cultivations under high 
cell concentrations to achieve higher productivities.  
The main producents are filamentous organisms such 
as Penicillium, which is utilized in penicillin produc‑ 
tion. Production of penicillin and other beta ‑lactams 
was one of the first large ‑scale production in modern 
era and the global demand is high even to this day. 
Combination of high cell density and filamentous cells 
drastically increases viscosity of liquid, which compli‑
cates homogenization in general. This can lead to im‑
perfect mixing, which can threaten success of entire 
cultivation. The cultivation process is very sensitive to 
dissolved oxygen concentration42. Organisms utilized 
in antibiotic production are sensitive not just to agita‑
tion and oxygen supply, but they are also sensitive to 
nutrient transfer. Physiological reaction to these con‑
ditions varies between strands, which complicates de‑
sign process in general. In addition, good knowledge 
of biochemical pathways is needed, mainly antibiotic 
structure and list of necessary precursors43.

BCs are commonly used in antibiotic industry due to 
their gentle homogenization44. 45 compared STR to BC 
in production of rentamycin by Streptomyces olidensis. 
Cells were immobilized and used in multiple cultiva‑ 
tions in repeated batch system, where old medium 
was simply replaced by fresh. Their overall results sug‑
gest that STR has about three times higher productivity 
than BC, but it was long ‑term unstable. STR reached 
two to three batches, while BC reached twelve.

Conclusions
Bubble columns are simple and easy to build bio‑

reactors, which require a smaller starting investment 
compared to STRs. In the case of BCs without the in‑
ternals, they required less maintenance due to lack of 
complex mechanical parts. However, BCs are not as 
versatile as STRs and are much more situational. Even 
though, they are unreplaceable part of today’s indust‑
ry, especially in cultivations of shear sensitive cells in 
high volumes, like production of citric acid or antibio‑
tics.

Direct comparison of BC and STR is difficult. Some 
studies have conducted tests with specific cultivations 
on minds. The final choice between these bioreactors 
depends on specific application, cell line used and fi‑
nal economics of the entire process.
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Summary
Terentyak M., Sýkora V., Zedníková M.: Cultivation of microorganisms in bioreactors
Industrial cultivations are a key source of many products. Each cultivation requires a specific producing organism, conditions and 
apparatus. Stirred tanks are most commonly used bioreactors, due to their efficient homogenization and versatility. However, they are 
not entirely suitable for cultivation of shear sensitive cells. Bubble columns are more suitable option for shear sensitive cells. Overall 
comparison of bubble columns and stirred tanks is complicated, since every cultivation is situational.
Bubble columns are simple and easy to build bioreactors, which require a smaller starting investment compared to STRs. In the case 
of BCs without the internals, they required less maintenance due to lack of complex mechanical parts. However, BCs are not as ver‑
satile as STRs and are much more situational. Even though, they are unreplaceable part of today’s industry, especially in cultivations 
of shear sensitive cells in high volumes, like production of citric acid or antibiotics.
Direct comparison of BC and STR is difficult. Some studies have conducted tests with specific cultivations on minds. Still, the final 
choice between these bioreactors depends on application, cell line used and final economics of the entire process.
Keywords: bioreactor, bubble column, stirred tank, cultivation
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Souhrn
Terentyak M., Sýkora V., Zedníková M.: Kultivace mikroorganismů v bioreaktorech
Průmyslové kultivace jsou klíčovým zdroje mnoha produktů. Každá kultivace má své vlastní produkční kmeny, podmínky a apara‑
tury. Nejčastěji používané jsou mechanicky míchané bioreaktory, díky jejich efektivní homogenizaci a všestrannosti. Přesto nejsou  
kompletně kompatibilní s organismy citlivými na střižné síly. Pro kultivaci takových organismů je vhodnější probublávaná kolona. 
Obecné porovnání probublávané kolony s míchaným bioreaktorem je náročné, jelikož je každá kultivace specifická.
Probublávané kolony jsou jednoduché a snadno konstruovatelné bioreaktory, které vyžadují menší počáteční kapitál v porovnání 
s mechanicky míchaným bioreaktorem. Probublávané kolony nemají vnitřní komponenty a  složité mechanické části a  jsou proto 
méně náročné na údržbu. Nicméně, nejsou tak všestranné jako míchané bioreaktory a jsou mnohem více účelově používané. Přesto 
jsou v dnešním průmyslu nenahraditelné, především při velkoobjemových kultivacích mechanicky citlivých buněk, jako produkce 
kyseliny citrónové nebo antibiotik.
Přímé porovnání probublávané kolony s mechanicky míchaným bioreaktorem je složité. Existují studie zaměřené na porovnání těch‑
to bioreaktorů při specifických kultivacích. Volba mezi těmito bioreaktory přesto závisí na dané aplikaci, buněčné linii a ekonomice 
celého procesu.
Klíčová slova: bioreaktor, probublávaná kolona, mechanicky míchaný bioreaktor, kultivace
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