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ABSTRAKT

Lipazy jsou enzymy katalyzujici pfedev§im hydrolytické $tépeni vazeb triacylglycerolt.
Produkce lipolytickych enzyml je zndma u mnoha mikroorganismu, obzvlast u téch,
ktefi jsou zpusobili utilizovat tukovy uhlikaty substrat. Touto schopnosti se vyznacuji
I nékteré rody karotenogennich kvasinek. Karotenogenni kvasinky se vyznacuji
predevSim tvorbou bunéénych karotenoidd, lipida a lipidickych latek. Vedle téchto
metabolitih mohou produkovat i ur¢ité mnozstvi biosurfaktanti.

Tato prace se zabyva studiem produkce extracelularnich lipolytickych enzymut
a biosurfaktanti karotenogennich kvasinek Rhodotorula glutinis, Cystofilobasidium
macerans, Rhodotorula mucilaginosa a Sporidiobolus pararoseus kultivovanych
pfedev§im na odpadnim zivocisném tuku v rizném C/N poméru (13, 25, 50, 100).
Lipazova aktivita byla detekovdna u vSech studovanych kmenti. Aktivity enzymu byly
naméifeny spektrofotometrickou metodou. Indukce lipaz byla také pozorovana v pribéhu
rustu bunék, kde bylo zaznamenéno nékolik vrcholi lipazovych aktivit, coz naznacuje
tvorbu lipazy asociované s builkou a lipazy vylu¢ované do prostiedi. Lipdzové aktivity
byly naméfeny také u kultivaci na glukézovém a glycerolovém uhlikatém substratu.
V neposledni tad¢ byla provedena i molekulova charakterizace lipolytickych enzymu
pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu. Tvorba biosurfaktantli byla rovnéz
detekovana U vSech kmenl. Emulgaéni a solubilizaéni vlastnosti maji zejména
biosurfaktany u kvasinek C. macerans a S. pararoseus. V této praci byla soub&zné
s produkci lipaz a biosurfaktantli na odpadnim tuku sledovana také produkce
intracelularnich metabolitd, které jsou vyznamné u kvasinek S. pararoseus
a R. mucilaginosa.

KLIiCOVA SLOVA

karotenogenni  kvasinky, extracelularni lipolytické enzymy, biosurfaktanty,
intraceluldrni metabolity



ABSTRACT

Lipases are enzymes catalyzing primarily the hydrolytic cleavage of triacylglycerol
bonds. The production of lipolytic enzymes is known in many microorganisms,
especially those who are able to utilize a fatty carbon substrate. Some genera
of carotenogenic yeasts are characterized by this ability. Carotenogenic yeasts
are characterized primarily by the formation of intracellular carotenoids, lipids and
lipid-soluble substances. In addition to these metabolites, they may also produce some
biosurfactants.

This work deals with the production of extracellular lipolytic enzymes
and biosurfactants by carotenogenic yeasts Rhodotorula glutinis, Cystofilobasidium
macerans, Rhodotorula mucilaginosa and Sporidiobolus pararoseus cultivated mainly
on animal waste fat at various C/N ratios (13, 25, 50, 100). Lipase activity was detected
in all strains studied. Enzyme activities were measured by spectrophotometric method.
Lipase induction has also been observed during cell growth, where several peaks
of lipase activity have been reported, suggesting cell-associated lipase and lipase secreted
into the environment. Lipase activities have also been found in cultures on glucose
and glycerol carbon substrates. Further, the molecular characterization of lipolytic
enzymes was performed using polyacrylamide gel electrophoresis. The formation
of biosurfactants is to some extent formed by all strains. In particular, the biosurfactants
of C. macerans and S. pararoseus yeast have emulsifying and solubilizing properties.
Simultaneously with the production of lipase and biosurfactants, the production
of characteristic high value added intracellular metabolites in S. pararoseus
and R. mucilaginosa was evaluated too.

KEYWORDS

carotenogenic yeasts, extracellular lipolytic enzymes, biosurfactants, intracellular
metabolites
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1 UVOD

Enzymy jsou biokatalyzatory hrajici dulezitou roli v metabolickych a biochemickych
procesech. Primarnim zdrojem praimyslovych enzymu jsou mikroorganismy. Jejich
kultivace jsou cCasové usporné a mohou byt realizovany ve vétSim métitku. VétSina
pramyslovych mikrobialnich enzymu patii do tfidy hydrolaz. Za jedny z ptfednich
prumyslovych biokatalyzatorti jsou povazovany lipazy. Diky své stabilité v Sirokém
rozmezi pH, v extrémnich teplotach a v organickych rozpoustédlech se staly dalezitym
biotechnologickym produktem.

Lipazy jsou vSudyptitomné hydrolazy katalyzujici Sirokou Skalu reakci, jako jsou
hydrolytické reakce, esterifikacni reakce, alkoholyzy apod. Mikrobidlni lipazy mohou byt
intracelularni i extracelularni. Hlavnimi substraty téchto enzymu jsou lipidy,
resp. triacylglyceroly, které jsou Stépeny na mastné kyseliny a glycerol.

Lipidy jsou heterogenni slouceniny rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech.
V buiikach slouzi jako zdroj a rezerva energie a plni strukturni a ochranné funkce.
Potencialnim zdrojem lipidu jsou tzv. oleogenni mikroorganismy V jejich suché biomase
je obsazeno 20 % hm avice lipidi. Mikrobidlni lipidy vykazuji znaény potencial,
napf. pfi vyrobé¢ biopaliv tieti generace.

Mezi oleogenni mikroorganismy patii také karotenogenni, neboli Cervené kvasinky.
Tento nazev ziskaly kvuli Cervenému zbarveni biomasy a schopnosti produkovat
karotenoidni latky. Karotenoidy jsou lipofilni slouc¢eniny, jejichz hlavni tlohou je chranit
nenasycené mastné kyseliny umistnéné v bunééné membrané pied fotooxidaci
a peroxidaci. Karotenogenni mikroorganismy jsou schopny produkovat 1 dalsi
biotechnologicky vyznamné latky, jako je ergosterol a ubichinon.

Vedle intracelularnich metabolitd produkuji i urcitého mnozstvi extracelularnich
detergentti, neboli biosurfaktantt. Biosurfaktanty jsou snadno biologicky odbouratelné
a téméf netoxické. Tyto unikatni vlastnosti umoziuji jejich potencionalni vyuziti
v mnoha primyslovych odvétvich. Biosurfaktanty se skladaji z hydrofilnich
i hydrofobnich molekul. Mikrobialnich surfaktant existuje cela fada. Jednim z nich jsou
polyolové estery mastnych kyselin, neboli PEFA.

Cilem této prace je studium produkce extracelularnich lipolytickych enzymu
a biosurfaktantl U karotenogennich kvasinek Rhodotorula glutinis, Cystofilobasidium
macerans, Rhodotorula mucilaginosa a Sporidiobolus pararoseus kultivovanych
primarné, v rdmci mezinarodniho projektu ,,LipoFungi®, na odpadnim zivoc¢isném tuku.
K lepSimu porozuméni produkce lipolytickych enzymt, byla sledovana indukce lipaz
i v prubéhu rastu bunék. Dale byla provedena molekularni charakterizace lipolytickych
enzymi. V této praci byla pozorovana také souvislost mezi produkci extraceluldrnich
a intracelularnich metabolit, jako jsou lipidy, karotenoidy, ergosterol a ubichinon.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Karotenogenni kvasinky

Karotenogenni kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni mikroorganismy, které jsou
schopny produkovat karotenoidni latky. Tyto latky slouzi zejména jako ochrana pied UV
zéfenim resp. pred volnymi kyslikovymi radikdly. Diky pfitomnosti raznych slozek
karotenoidu jsou zbarveny do ¢ervené, razové, oranzové az zluté barvy. Tyto kvasinky
jsou vyznamné produkci B-karotenu, y-karotenu, torulenu, torularhodinu a lykopenu.
Pomér a vyskyt jednotlivych druhti karotenoidnich latek je =zavisly na prostiedi,
podminkach kultivace a na druhu samotné kvasinky. Nékteré rody jsou také znamy
produkci velkého mnozstvi lipidi. Biosyntéza karotenoidil je vyznamné zejména U roda
Rhodotorula, Sporidiobolus, Cystofilobasidium a Rhodosporidium patficich do ttidy
Basidiomycetae [1-4].

211 Rod Rhodotorula

Rod Rhodotorula patii mezi striktné aerobni mikroorganismy. Kvasinky tohoto rodu
byvaji zbarveny do koralové cervené, rdzové, az pomerancové barvy V zavislosti
na pouzitém médiu (Obr. 1). Povrch kolonii je hladky, vlhky a leskly. Jejich buiky mayji
elipsoidni tvar o priméru 3-5 um a mohou dorustat az do 16 um. Optimalni riistova
teplota téchto kvasinek byva 31°C. Rozmnozuji se vegetativné polarnim
a multilateralnim pucenim. Jejich kultivace byvaji nenaro¢né. Dokazou se rozmnozovat
i v piadach s malym mnozstvim dusikatého zdroje. Béhem exponencialni rlstové faze
produkuji glykogen. Velké mnozstvi lipidi a karotenoidii jsou schopny akumulovat
az pii stacionarni rustové fazi. Pro rod Rhodotorula je typicka syntéza B-karotenu,
torulenu, vy-karotenu atorularhodinu. Neékteré druhy tohoto rodu jsou schopny
transportovat proti koncentraénimu gradientu pfes bunéénou membranu D-ribozu,
D-xylozu, D-ribitol, D-arabitol, polyoly apod. Pro tyto kvasinky je typicka absence
enzymatického aparatu pro kvaseni cukrt. Uhlikaté zdroje tedy utilizuji pomoci
hexosamonofosfatového zkratu. Do nejznaméj$ich druhti rodu Rhodotorula patii
Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa a Rhodotorula graminis. Za normalnich
podminek jsou tyto rody izolovany ze vzduchu, z fyloplanu, z rozkladajiciho se
rostlinného materialu, z mléka a mléénych vyrobka [3-5].

Obr. 1: Nater kvasinky Rhodotorula glutinis
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2.1.2  Rod Sporidiobolus

Tyto striktn€é aerobni kvasinky se vyznacuji lososovou, koralové cervenou,
anebo broskvovou barvou (Obr. 2). Typickym znakem pro rod Sporidiobolus je tvorba
balistokonidii, pfevazné asymetrickych. Sporidiobolus se povazuje za perfektni stadium
rodu Sporobolomyces. Jeho buiky maji elipsoidni tvar o priméru 3-9 um a o délce
az 21 pm. Povrch kolonii byva kozovity. Rod Sporidiobolus se také vyznacuje tvorbou
karotenoidl, zejména B-karotenu, torulenu, torularhodinu a y-karotenu. Dale patii mezi
kvasinky se zvySenou produkci lipidi. Uhlikaté zdroje, jako jsou sacharidy, utilizuje
pomoci hexosamonofosfatového zkratu. Nejvyznamné€jSimi zastupci tohoto rodu je
Sporidiobolus pararoseus, Sporidiobolus salmonicolor a ptibuzny Sporobolomyces
roseus. Vyskyt téchto kvasinek je bézny ve vzduchu, na fyloplanu, Vv moiské
a sladkovodni vodé¢ [1, 3, 6, 7].

Obr. 2: Nater kvasinky Sporidiobolus pararoseus
2.1.3 Rod Cystofilobasidium

Pro rod Cystofilobasidium je charakteristicka tvorba nedélenych basidii tzv. holobasidii.
V zavislosti na kultivaénich podminkach a na jednotlivém druhu maji tyto kvasinky
riazové az krémové zbarveni (Obr. 3). Povrch kolonii je hladky a leskly. Bunééné stény
Cystofilobasidium obsahuji xylozu, jsou schopné produkovat amylazové polysacharidy
a utilizovat glukuronat. Pro tyto kvasinky je také charakteristicka tvorba karotenoidnich
pigmentt. Mezi nejznaméj$i druhy Cystofilobasidium patii Cystofilobasidium
infirmominiatum, Cystofilobasidium capitatum a Cystofilobasidium macerans. Diive
se druhy kvasinek tohoto rodu ftadili do rodu Rhodosporidium. Cystofilobasidium
se obvykle izoluje z rostlinného materialu a ze sladkovodnich vod [3, 8, 9, 10].
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Obr. 3: Nater kvasinky Cystofilobasidium macerans
2.2 Extracelularni lipolytické enzymy

Enzymy jsou biokatalyzatory hrajici diilezitou roli v metabolickych a biochemickych
procesech. Primarnim zdrojem prumyslovych enzyml jsou mikroorganismy. Jejich
pouziti nese fadu vyhod. Jednou z nich je moznost genetické manipulace ke zvySeni
produkce enzymu, zvlast u bakterii. Dale jejich kultivace probihaji v kratké dobé
a ve velkych mnozstvich. Mikrobidlni enzymy jsou vyuzivany zejména v potravinaiském,
farmaceutickém, chemickém a energetickém prumyslu [11-13].

V biotechnologickych aplikacich jsou nejpouzivanéjsi hydrolazy. Hydrolazy jsou ttida
enzymi vykazujici Sirokou substratovou specifitu. Mechanismus jejich uc¢inku spociva
V hydrolytickém S§tépeni vazeb vzniklych kondenzaci tj. vazby peptidd, amida, estert,
triacylglyceroli apod. [14, 15].

Lipolytické enzymy patii do hydrolaz katalyzujicich S$té€peni a tvorbu esterovych
vazeb. DéEli se na dvé hlavni skupiny — karboxyl-esterové hydrolazy, neboli ,pravé®
esterazy (EC 3.1.1.1.) alipazy (EC 3.1.1.3.). Karboxyl-esterové hydrolazy piednostné
hydrolyzuji ,,jednoduché® estery a triacylglyceroly obsahujici mastné kyseliny s krat§im
fetézcem nez C6. Lipazy jsou uéinné zejména proti latkdm nerozpustnym ve vod¢, jako
jsou triacylglyceroly s dlouhym fetézcem mastnych kyselin. VétSina lipaz S$tépicich
triacylglyceroly puisobi primarné v polohach snl a sn3 [16-18].

Ptestoze je uhlikaty metabolismus u mikroorganismt zaloZzeny pfevazné na zdroji
sacharidd, pfitomnost lipdz umoziuje zpracovavat nekonvencni uhlikové substraty, jako
jsou napftiklad tuky. Pfirozenym substratem lipdz jsou triacylglyceroly. Triacylglyceroly
jsou velké molekuly a nemohou pasivné piechézet pies bunécnou sténu. Aby jejich
transport byl mozny, musi byt nejdiive rozlozeny na ¢aste¢né glyceridy a volné mastné
kyseliny. Tento proces zajistuji lipazy nachdzejici se v mimobunééném prostredi. Mnoho
mikroorganismli produkujicich lipazy bylo izolovano pravé z prostfedi bohatého
na lipidy, nejcast&ji z mléénych vyrobki, z ropného a tukového pramyslu [19, 20].
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2.2.1  Struktura a vlastnosti lipaz

Velikost kvasinkové lipazy se pohybuje v rozmezi 20-60 kDa. Jeji struktura je
trojrozmérna a charakterizovana a/p foldem. Enzym obsahuje segment, ktery slouzi jako
viko zakryvajici aktivni misto. Jestlize se v blizkosti enzymu vyskytne hydrofobni
substrat, viko se ihned otevie a aktivita enzymu vzroste. Centralni oblast enzymu je
tvofena paralelnim B-skladanym listem, ve kterém se nachazi aktivni misto enzymu
obsahujici katalytickou tridadu zahrnujici nukleofilni zbytek (serin), katalyticky zbytek
kyseliny (glutamat/aspartat) a histidinovy zbytek. Dle nukleofilniho zbytku v aktivnim
centru jsou lipazy tazeny mezi serinové hydrolazy. Geometrie aktivnich mist lipaz
se znacn¢ liSi ama dopad na biochemické vlastnosti enzymu. Obecné se jedna
0 hlubokou hydrofobni kapsu, do které pfesné¢ zapada mastnad kyselina substratu. Podle
tvaru vazebného centra rozliSujeme tii typy aktivnich mist: tunelové (Candida rugosa,
Geotrichum candidum), nalevkovité (pankreaticka lipaza, lipaza B Candida antarctica,
Pseudomonas) a Stérbinovité (Rhizomucor, Rhizopus). Spole¢nou charakteristikou
primarni struktury lipaz je opakujici se konsensualni sekvence Gly-X-Ser-X-Gly
(X = aminokyselina) [20-22].

Intracelularni i extracelularni lipazy jsou stereospecifické a regiospecifické tj. pisobi
na urcitou vazbu v molekule triacylglycerolu. Kviili opacné polarité¢ enzymu (hydrofobni)
a substratu (hydrofilni) probihd lipdzova reakce na rozhrani fazi olej-voda. Extracelularni
lipdiza se vyskytuje voln€ v médiu, nebo je lokalizovdna na vybéZzku vné¢j§i strany
bunééné membrany (Obr. 4). Tento vybézek tukovou kapku zadrzi a nasledné dochazi
ke kontaktu s enzymem. Lipazy asociované s buiitkou mohou mit inducibilni
i konstitutivni charakter. Pokud se v kultivaénim prostfedi nachazeji detergenty, byva
lipaiza z bunécné stény snadno odstranéna. Oba typy extracelularnich lipaz jsou
nejaktivnéjsi v jiném casovém rozmezi. Aktivita lipazy umisténé na bunééné membrané
velmi uzce souvisi s ristem biomasy. Napiiklad u kvasinky Yarowia lipolytica dosahuje
aktivita lipazy asociované s buitkou nejvyssiho maxima kolem 20. hodiny. Lipolyticka
aktivita extracelularni volné lipazy vyznamné€ stoupa po 80. hodiné¢ kultivace.
U 50. hodiny nastava vyrazny propad aktivit obou enzymu. Aktivitu volného enzymu
pozitivné stimuluji triacylglycerolové tuky, kapalné mastné kyseliny a myristova
kyselina. Naopak u kultivaci za pouziti sacharidii jako uhlikatého zdroje je aktivita lipazy
vyrazné potlacena, nebo nedosahuje vyznamnych hodnot. Nicméné u kvasinky
Rhodotorula glutinis mize byt lipazova aktivita indukovana i pfitomnym sacharidem [19,
20, 23-26].
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Obr. 4: Extraceluldrni lipaza YLLIP2 (Yarowia lipolytica) asociovand s burnkou [19]
2.2.2 Enzymova aktivita lipaz

VétSina kvasinkovych lipaz je aktivnich v teplotnim rozmezi mezi 40-50 °C. Na rozdil
od bakterialnich nebyvaji kvasinkové lipazy termotolerantni. K jejich denaturaci dochazi
jiz pti 60 °C. Teplotni stabilita lipazy Rhodotorula glutinis vazané na bunku je mnohem
vys$i, nez u lipazy vylu€ované do prostiedi. Pro udrzeni lipdzové aktivity je také nutné
nastaveni optimalniho pH prostfedi. Optimélni pH se muaze liSit v zavislosti na daném
mikroorganismu. Lipolyticka aktivita kvasinky Rhodotorula glutinis je nejvyssi
v prostiedi s pH 7,5 pii teploté¢ 35 °C. U kmene Rhodotorula mucilaginosa je naopak
enzym nejaktivnéjsi kolem pH 5 a teploté 30 °C [23-25].

Jak uz bylo zminéno, lipazové reakce probihaji na rozhrani olej-voda. Na rozdil
od esteraz se lipazy nefidi kinetikou Michaelis-Mentenové. K vysoké aktivité enzymu je
zapotiebi pouze minimalni mnozstvi substratu [20].

Pro spravnou funkci enzymu je zapottebi udrzet systém v emulgované formeé. Aktivita
enzymu je v takovém prostiedi znacné zvysena. Rozptylené substraty jsou v kultivaénim
prostiedi emulgovany pomoci surfaktanti, nebo neustdlym michanim. Studie lipdzové
aktivity u Y. lipolytica ukazuji, Ze udrzeni emulgovaného systému podporuje uéinek
enzymu tim, Ze mnohondsobné zvétSi mezifdzové rozhrani a substrat se tedy stava
dostupn¢j$im. Efekt aktivatorG a inhibitord lipaz je odliSny v emulgovaném
a neemulgovaném prostiedi. Zlu¢ové soli v emulgovaném prostiedi pozitivné stimuluji
aktivitu lipazy Y. lipolytica, naopak v neemulgovaném prostiedi ji inhibuji. Obecnym
aktivatorem lipaz v neemulgovaném prostifedi je kyselina olejova. V emulgovaném
kultiva¢nim prosttedi se jeji vliv neprojevuje. V neemulgovanych systémech 1ze plisobeni
olejové kyseliny nahradit kteroukoliv mastnou kyselinou v tekutém stavu. Pozitivné
stimulacni efekt byl pozorovan iu Ca®* iontd. V pripadé Ca*" iontd lze podobnych
G&inkd dosahnout pii pouziti Sr?* iontt a méng efektivnich Ba?* jonti [23, 27].
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Z hlediska pouzitych emulgatorti se k pozitivni stimulaci lipazové aktivity pouzivaji
neiontové povrchové aktivni latky. Narozdil od iontovych surfaktantd, neiontové
povrchové aktivni latky interaguji s lipdzou jen prostiednictvim hydrofobnich interakci.
Iontové detergenty se vdzou na enzym kombinaci hydrofobnich a elektrostatickych sil
a tim podporuji konformac¢ni zménu enzymu a snizeni jeho aktivity. Vyznamna lipazova
aktivita miize probihat v pfitomnosti neiontovych polyoxyethylenovych detergentl
(Triton X-100, Tween 20, Tween 80), neiontovych detergentti sloZzenych z mastnych
kyselin a sorbitolu (Span 60). Pozitivni G¢inek na tvorbu extracelularnich lipdz maji
nekteré emulgatory pouze spolu s kyselinou olejovou. Vyraznéjsi lipazova aktivita maze
byt zplisobena lepsi propustnosti bunécné membrany v dasledku pfitomnosti detergentt
zejména Tween 80, Triton X-100 a Trioleinu. VSeobecnymi inhibitory lipazové aktivity
jsou tézké kovy, které pusobi na enzym bez ohledu na emulgovany, ¢i neemulgovany
systém. U nékterych kvasinek mize dochazek také k inhibici produktem [23, 25, 28, 29].

2.2.3 Reakce lipaz

Vedle schopnosti hydrolyzy esterovych vazeb triacylglyceroli, katalyzuji lipazy i reakce
syntetického charakteru — transesterifikace a esterifikace. V prib¢hu transesterifikace
dochézi k vyméné esterové vazanych substituentii. Reakce muze probihat v pfitomnosti
alkoholu (alkoholyza), kyseliny (acidolyza), aminu (aminolyza) a jiného esteru
(interesterifikace). Mechanismy jednotlivych déju jsou zobrazeny na Obr. 5. Lipazové
reakce jsou obvykle popisovany ping-pongovym modelem. V ptipadé transesterifikace
byl model popsan dvéma zptisoby. Prvni zptuisob zahrnuje vyménu substituentd v jednom
kroku. Ptikladem je pfima alkoholizace triacylglycerolli. Ve druhém zplsobu nejdiive
dochazi k hydrolyze daného esteru — triacylglycerolu a k nasledné esterifikaci vzniklé
mastné kyseliny [30, 31].

Mechanismus hydrolyzy a transesterifikace (Obr. 6) je téméf stejny pro lipazy
i pro esterazy. Katalyza téchto reakci probiha ve ¢tyfech krocich. Nejdiive dojde
k navazani substratu (triacylglycerol) na aktivni misto resp. na aktivni serin. Zde dochazi
ke tvorbé tetraedralniho  meziproduktu stabilizovaného  katalytickymi  zbytky
aminokyselin histidinu a kyseliny asparagové. Po uvolnéni diacylglycerolu vznikne
komplex acyl-enzym. Po navazani nukleofilu se opét vytvofi tetraedralni meziprodukt,
ze kterého se uvolni produkt a vznikne plivodni enzym. Pfi hydrolyze byva nukleofilem
voda a pti transesterifikaci alkohol, ester, kyselina, nebo amin. Vyslednymi produkty
jsou volné mastné kyseliny, glycerol, nebo estery mastnych kyselin. Lipaza muze
fungovat i za nizkého mnozstvi vody. Tehdy dochazi k reverzni hydrolyze (esterifikaci),
kdy vznika opét triacylglycerol [20, 32, 33].
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1
. ﬂ 0—-C-R
His R—C-0
0—C-R

- triacylglycerol 5

Asp Ser
volny enzym

o]

1l
R—C—0FR' 6\

alkyl ester

His
—\ f
R-0-C O
Ny NEo-C

0-c 0~
ANPANEF:
H'---d'—\

—~
0

N Ve-d \
G- He 0}
/—<o ol R—OH

Asp
tetraedralni meziprodukt 2 alkohol

g OH
K R-G-0
Of(ll‘*R
0
diacylglycerol
Hi
K 0
.
0. H/N\’{;N OW
5
~ y
Asp
acyl-enzym

Obr. 6: Mechanismus lipolytické transesterifikace (alkoholyzy) [33]
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2.2.4  Aplikace lipaz

Lipolytické enzymy jsou nedilnou soucasti fady prumyslovych odvétvi. Komeréné jsou
vyuzivany jak lipazy bakterii (Pseudomonas, Bacillus, atd.), tak lipazy plisni a kvasinek
(Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Candida, atd.). Uprava tuk aolejd je jedna
Z hlavnich disciplin potravinaiského primyslu. Lipaza se pouziva na zménu vlastnosti
tuku zaménou polohy fetézci mastnych kyselin v molekule triacylglycerolu,
nebo odstranéni fosfolipidi z rostlinnych oleju. Lipazy se také pouzivaji ke zlepSeni
senzorickych vlastnosti potravin zejména v syrafstvi, kde syntetizuji tuky s kratkymi
fetézci mastnych kyselin nesouci aromaticky charakter. Sviyj potencial nalézaji i v oblasti
¢iSténi odpadnich vod a tukem kontaminovanych mist. Lipazy mohou byt vyuzivany také
ke stanoveni triacylglycerolti v krevnim séru. U kardiovaskularnich diagnostik mohou
slouzit jako biosenzory. Své uplatnéni nalézaji v neposledni fad€ iV papirenském,
kosmetickém a petrochemickém pramyslu [22].

2.3 Lipidy

Oleogenni mikroorganismy jsou mikrobidlni druhy znamé pro svou schopnost
akumulovat vysoké mnoZzstvi lipidi uvniti bunék. Obsah jejich intracelularnich lipida
pfevySuje 20 % hm. suché biomasy. Lipidy vyprodukované témito druhy jsou
oznacovany jako ,single cell oil“ a vykazuji zna¢ny potencial napt. pti vyrobé biopaliv
tteti generace. Pro vyrobu bionafty jsou vyuzivany hlavné lipidy s vysokym podilem
kyseliny olejové a stearové zvySujici oxidaéni stabilitu [34—36].

2.3.1 Rozdéleni lipida

Lipidy jsou heterogenni slouceniny vyznacujici se dobrou rozpustnosti v nepolarnich
rozpoustédlech. Tyto latky slouzi jako zdroj a rezerva energie, ddle plni strukturni
a ochranné funkce. Lipidy rozdélujeme na jednoduché a slozené. Do jednoduchych lipida
patii tuky a vosky. Jsou to estery mastnych kyselin a riznych alkoholl, nejcastéji
glycerolu. Slozené lipidy obsahuji kromé mastné kyseliny a alkoholu i zbytek kyseliny
fosforecné, dusikatou bazi apod. Do této skupiny lipida se fadi fosfolipidy, glykolipidy
sulfolipidy, aminolipidy a odvozené lipidy [37].

Hlavni soucasti lipidi jsou mastné kyseliny. Mastné kyseliny jsou alifatické
karboxylové kyseliny obsahujici nasycené i nenasycené vazby. V bunikach se mohou
vyskytovat i ve volné, tj. v neesterifikované formé. Dalsi skupinu tvoii cyklické kyseliny
a kyseliny s hydroxylovou funkéni skupinou [15, 37, 38].

2.3.2  Metabolismus lipida

Biosyntéza lipidi ze sacharidi a podobnych substrati je vysledek primarni anabolické
aktivity. Tvorba lipidi je zavisla na nadbytku uhliku v ristovém médiu a deficitu
nékterych zivin, jako je dusik. Uhlik je nasledné¢ akumulovan v podobé kyseliny
citronové, ktera slouzi jako donor acetyl-CoA Vv cytoplasmé. Z acetyl-CoA jsou nasledné
tvoreny bunééné matné kyseliny, které jsou prevedeny do formy triacylglyceroli.
Triacylglyceroly jsou bohaté na polynenasycené mastné kyseliny s fetézcem C16 a C18
[36].
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2.3.2.1 Biosyntéza mastnych kyselin
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Obr. 7: Mechanismus syntézy mastnych kyselin [15, 38]
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Zékladnim stavebnim kamenem pro biosyntézu mastnych kyselin je acetyl-CoA.
Acetyl-CoA vznikd zejména v mitochondriich, jako produkt oxida¢ni dekarboxylace,
B-oxidace mastnych kyselin a metabolismu nékterych aminokyselin. Pro biosyntézu
mastnych kyselin (Obr. 7) probihajici v cytosolu je nutny transport acetyl-CoA
pies mitochondrialni membranu. Ten byva zajistén pfeménou acetyl-CoA na citrat
pomoci citratsyntazy. V cytosolu vznikd opét acetyl-CoA, ktery je nésledné pieveden
na energeticky bohat$i formu malonyl-CoOA enzymem acetyl-CoA-karboxylazou.
Samotna syntéza mastnych kyselin je zprostfedkovana multienzymovym komplexem
syntazy mastnych kyselin. Kvasinkova cytosolovd syntdza mastnych kyselin se sklada
ze dvou podjednotek: FAS | (B-podjednotka) a FAS Il (a-podjednotka), které jsou
uspotfadany do hexamerového a6pB6 komplexu. Cely cyklus biosyntézy mastnych kyselin
probiha ve sledu reakci (kondenzace, redukce, dehydratace, redukce), ve kterych je
molekula mastné kyseliny prodluZzovdana o dva atomy uhliku. Ukonceni biosyntézy
probiha alosterickou inhibici a kone¢nym produktem byva kyselina palmitova s C16.
Buiika aktivovanou kyselinu palmitovou dale pouzivd pro vyrobu lipidi, nenasycenych
mastnych kyselin, hydroxykyselin, nebo mastnych kyselin s del§im fetézcem [15, 38].

2.3.2.2 Biosyntéza triacylglyceroli

Hlavni vychozi slouceninou biosyntézy triacylglyceroli je glycerol-3-fosfat
a dihydroxyaceton pochazejici pfedev§im z metabolismu sacharidii. Tyto slouc¢eniny jsou
postupné esterifikovany pomoci acyltransferaz a acylt mastnych kyselin az do vzniku
fosfatidové kyseliny. Za ucasti specifické fosfatdzy je vznikld kyselina fosfatidova
zbavena fosfatu a pfeménéna na diacylglycerol. Naslednou acylaci diacylglycerolu
vznika triacylglycerol (Obr. 8) [39].

Vyprodukované triacylglyceroly se nachdzi v bunkach pievazné v kapalné formé.
Shlukuji se do vétsich, ¢i menSich kapének ve vakuolach, nebo ve funkénich strukturach.
Lipidové kapénky jsou pokryty fosfolipidovou monovrstvou. V kapénkach mohou byt
pfitomné 1 n&které bilkoviny. Triacylglyceroly patfi mezi hlavni energetické zdroje
eukaryotnich mikroorganismii. Pfitomnost vétSiho mnozstvi tuku mize byt indikatorem
starnuti kvasinky [39, 40].

Kvasinka Rhodotorula glutinis ma podobné sloZzeni tuku jako zivoCichové a muze
v sobé hromadit az 43 % lipidi obsahujicich ve velkém mnozstvi napf. kyselinu
olejovou, linolovou, staerovou, palmitovou a v malém mnozstvi kyselinu arachidovou.
Na biosyntézu lipidi ma velky vliv i teplota. Bylo zjiSténo, Ze se snizovanim teploty
dochazi i ke snizeni produkce lipidu [40].
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Obr. 8: Biosyntéza triacylglycerolii [39]
2.4 Karotenoidy a karotenoidni létky

vvvvvv

az cervené barvy, proto jsou komeréné vyuZzivany Jako potravinaiské a krmné aditiva.
Néekteré karotenoidy jsou také oznacCovany jako prekurzory vitaminu A. Patii mezi
tzv. bioaktivni fytochemikélie snizujici riziko vyskytu degenerativnich onemocnéni, jako
je rakovina a onemocnéni kardiovaskularniho systému. Diky témto aspektim jsou hojné
vyuzivany ve farmaceutickém a kosmetickém primyslu. Karotenoidy jsou ziskavany
pfedev§im z mikrobiadlnich zdroji. Jejich produkce zavisi na vybraném kmenu, typu
uhlikatého a dusikatého zdroje, zvolené kultivacni teploté¢ apod. Oproti rostlinnému
péstovani  nejsou  mikrobidlni  kultivace vazany nasezénni zmény pocasi
ani na zemépisnou polohu. Pfi pouziti levnych uhlikatych substrati jsou naklady spojené
s jejich produkci vyrazné nizsi, nez je tomu u rostlin [5, 35, 41].
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24.1 Struktura a funkce karotenoidi

Karotenoidy jsou terpenoidni latky rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech. Jejich
struktura vychazi z 8 izoprenoidnich jednotek kondenzovanych do linearniho
tetraterpenového fetézce. Struktura karotenoidii predstavuje systém konjugovanych
dvojnych vazeb. Jejich nejdulezitéjSim strukturnim prvkem jsou delokalizované
polyenové p-elektrony umoznujici absorpci svétla 0 vinové délce 400-500 nm.
Tato schopnost vytvari pigmentovy charakter. Z diavodu ptfitomnosti dvojnych vazeb
se karotenoidy vyskytuji v konfiguracich cis atrans. Vedle systému konjugovanych
dvojnych vazeb a methylovych zbytk obsahuji nékteré skelety karotenoidtt hydroxylové
a ketonové skupiny. V pribéhu syntézy karotenoidi muze dochazet k cyklizaci jejich
fetézcl. RozliSujeme tedy karotenoidy acyklické (lykopen, fytoen, fytofluen),
monocyklické (torulen, torularhodin, y-karoten) a dicyklické (o-karoten, [-karoten,
lutein, astaxantin). Dnes je vice nez 700 karotenoidli rozdéleno do dvou hlavnich skupin:
karoteny a xantofyly. Karoteny maji ve své struktuie pouze uhlik a vodik, zatimco
xantofyly ve svém skeletu obsahuji i kyslik. Struktury vybranych karotenoidi jsou
zobrazeny na Obr. 9 [3, 15, 41-44].
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Obr. 9: Struktury vybranych karotenoidii
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Karotenoidy patii mezi lipofilni latky vyskytujici se volné, nebo v lipidovych
kapénkach v cytoplasmatické membrané. Jsou velmi citlivé na extrémni hodnoty pH
a na svétlo. Pokud se nachézeji v lipidovych dvojvrstvach, maji tendenci se agregovat.
Vétsina karotenoidi slouzi jako ochrana pied fotooxidaci a peroxidaci nenasycenych
mastnych kyselin umistnénych v bunécné membrané. Diky systému dvojnych vazeb
mohou karotenoidy zhaSet singletovy kyslik a inhibovat tvorbu peroxylovych radikala
Vv reakénim médiu. V pfitomnosti oxidativniho stresu je prednostné produkovan
B-karoten. VIiv na antioxida¢ni vlastnosti ma i orientace karotenoidi v biologickych
membranach. Molekuly pigmentu vedouci napti¢ membranou (astaxantin) vykazuji lepsi
antioxida¢ni ochranu, nez molekuly umistény paralelné¢ s povrchem membrany
(B-karoten, lutein), viz. Obr. 10 [43-47].

AL A b AL AL A A AL M > | A gt | M e B

—A{ a7 2 AL | - A A A i

‘ kst
I

‘1" i’ () () (R |
astaxantin
Obr. 10: Umisténi karotenoidii ve fosfolipidové membrané [43]

24.2 Syntéza karotenoidu

Biosyntéza karotenoidii probiha na konci exponencialni faze v pfitomnosti kysliku
a svétla za ucasti flavinu, nebo flavoproteinu, ktery je schopen fotooxidace. Oproti
rostlinam, nékterym bakteriim a fasam probihd u karotenogennich kvasinek biosyntéza
karotenoidl, resp. biosyntéza jejich prekurzoru isopentenyldifosfatu, (IPP) vyhradné
mevalonatovou drahou v cytosolu [3, 40, 41, 48].

24.2.1 Biosyntéza IPP mevalondatovou drahou

Vychozi latkou pro biosyntézu karotenoidil je acetyl-CoA, ktery je syntetizovan piimo
Z kyseliny octové, nebo jako produkt oxidace sacharidi a mastnych kyselin. Prvnim
krokem biosyntézy je konverze acetylu-CoA na 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
(HMG-CoA) pomoci HMG-CoA syntazy. Nasledn¢ je HMG-Co0A pomoci regulaéniho
enzymu HMG-CoA reduktazy preveden na mevalonovou kyselinu (MVA). MVA je dale
fosforylovana a dekarboxylovéna az do vzniku izopentenyldifosfatu (IPP). Aktivovany
izopren IPP je vizomeracni reakci pfeveden na dimethylalyldifosfat (DMAPP).
Mechanismus mevalonatové drahy je uveden na Obr. 11 [5, 42, 49].
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Obr. 11: Mechanismus mevalondtové drdhy [5, 42, 49]
2.4.2.2 Biosyntéza karotenoidii

Syntézou tfi molekul IPP ajedné molekuly DMAPP vznikda 20C meziprodukt
geranyl-geranyldifosfat (GGPP). Kondenzaci ,hlava k hlavé“ dvou molekul GGPP
za ucasti fytoensyntazy dochéazi ke vzniku bezbarvého fytoenu, jakozto prvniho
karotenoidu (Obr. 12). Tato molekula muze byt prostfednictvim fytoendesaturazy
pfevedena na neurosporen, ktery je prekurzorem lykopenu a B-zeakarotenu. Reakce
vedouci ke vzniku p-zeakarotenu probiha zvlast ukmene Rhodotorula glutinis
Vv pfitomnosti inhibitord napt. difenylaminu, nebo ve stresovych podminkach. Cyklizaci
lykopenu a dal§imi reakcemi za ucasti specifickych enzymu vznikaji karoteny a toruleny.
Karoteny jsou také prekurzory xantofyld, jako je astaxantin a lutein [5, 42, 49].
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Obr. 12: Schéma biosyntézy karotenoidii [5, 42, 49].
2.5 Ergosterol

Ergosterol (Obr. 13) je organicka steroidni molekula vyskytujici se v bunéénych
membranach hub a prvokt. Ergosterol ma velmi podobnou strukturu a funkci jako
cholesterol v zZivocisnych buiikach. Jeho hlavni tlohou je udrzeni fluidity, permeability
a stability biomembran. Patii do skupiny provitamina D. Ergosterol je vyuzivanym
produktem zvlast v oblasti zdravotnictvi. Jako sterol vykazuje antioxidaéni
a protizanétlivé vlastnosti. Peroxidova forma ergosterolu prokazala potencionalni
protirakovinné ucinky [50, 51].

H3C¢ ,CHs

Obr. 13: Ergosterol
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2.6 Ubichinon

Ubichinon (Obr. 14), neboli koenzym Q (CoQ) je izoprenylovany benzochinon
vyskytujici se v mitochondriich. Slouzi jako nosi¢ elektront z komplexu | nebo Il
do komplexu Il v dychacim fetézci. CoQ je také antioxidant, ktery specificky zabranuje
oxidaci lipoproteini a plazmatické membrany. Protoze CoQ je nezbytny pro oxidacéni
fosforylaci pfi vzniku ATP, pouziva se jako suplement pro pacienty v pocatecnim stadiu
kongestivniho srde¢niho selhani. Pro své antioxidacni vlastnosti se pouziva také
Vv kosmetickém pramyslu a k zabranéni oxidace LDL cholesterolu [52, 53].
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Obr. 14: Ubichinon
2.7 Biosurfaktanty

Surfaktanty, neboli povrchové aktivni latky, jsou amfipatické slouceniny, skladajici
se z hydrofilnich i hydrofobnich soucasti ¢i molekul. Obecna struktura surfaktantd je
zobrazena naObr. 15, Akumulaci narozhrani dvou nemisitelnych  fazi
(voda/olej, voda/vzduch apod.) pomahaji snizovat jejich povrchové a mezifazové napéti.
Na zadkladé¢ této vlastnosti stabilizuji emulze a zvySuji rozpustnost hydrofobnich
a nerozpustnych organickych latek ve vodném prostiedi. Povrchové napéti se ve vodném
roztoku sniZuje s rostouci koncentraci povrchové aktivni latky. Snizeni povrchového
napéti vyvolava tvorbu micel. Tento jev se nazyva kriticka micelarni koncentrace (CMC).
Po dosazeni této koncentrace se povrchové napéti jiZ nesnizuje, nicméné dochazi
k dalsimu rozpousténi hydrofobnich latek v disledku zakotveni do micel tvofenych
surfaktantem [54, 55].

Povrchové aktivni latky mohou byt syntetické, nebo vzniklé biologickou
cestou — biosurfaktanty. Diky jejich nizké toxicité, vysoké biodegradabilité a zvySené
aktivité¢ v extrémnich podminkach jsou biosurfaktanty dilezitym biotechnologickym
produktem. Molekulova hmotnost biosurfaktantd se pohybuje v rozmezi 500-1500 Da.
Biosurfaktanty mohou byt aniontového, nebo neiontového charakteru, ov§em obsahuje-li
surfaktant dusik, muze nabyvat urCitych kationovych vlastnosti. Mikrobialni
biosurfaktanty se také rozdéluji podle jejich pivodu a chemické struktury. Hydrofilni
¢ast molekuly je vétSinou tvofena z aminokyselin, karboxylovych kyselin, fosfatové
skupiny, peptidd, polysacharidi, nebo z cukernych alkoholt, na které jsou navazany
nasycené, nenasycené, nebo mastné kyseliny hydrofobniho charakteru (Obr. 15) [54-56].
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Obr. 15: Obecnd struktura surfaktanti

Vétsina mikrobialnich biosurfaktant se vyskytuje v podob¢, glykolipidd, lipopeptidd,
lipoproteinti, fosfolipidd, mastnych kyselin, polymerta a ¢asticovych sloucenin.
Schopnost produkce biosurfaktanti maji zejména bakterie, nicméné tfada povrchové
aktivnich latek jsou metabolity lipofilnich kvasinek a vlaknitych hub. Kvasinky Zzijici
ve vodném prostiedi se schopnosti utilizovat uhlikaté zdroje nepolarniho charakteru,
vyuzivaji vlastni povrchové aktivni latky k pifekonani fazového rozhrani mezi polarnim
prostfedim a nepolarnim substratem. Diky této dispozici mohou 1épe metabolizovat
hydrofobni substraty jako ropu a tuk. Jednotlivé typy mikrobialnich surfaktantt, jejich
kvalita a kvantita je zavisla nejen na zdroji uhliku, koncentraci dusiku, fosforu, hoi¢iku,
zeleza a manganatych iontl v médiu, ale také na kultiva¢nich podminkach zahrnujicich

hodnotu pH, teplotu apod. [57, 58].
2.7.1  Glykolipidy

Kvasinkové glykolipidy jsou skupina latek obsahujici sophorolipidy (Candida
bombicola), mannosylerythritolové lipidy (Candida antardica), cellobiosové lipidy,
polyolové lipidy (Ascomycota, Basidiomycota) apod. Patii mezi nejrozsifenéjsi
nizkomolekularni biosurfaktanty. Jejich struktura je tvofena sacharidem a dlouhou
mastnou kyselinou s alifatickym, hydroxylovym, nebo s nasycenym fetézcem. Diky
pfitomnému sacharidu zvySuji glykolipidické biosurfaktanty hydrofobnost bunécné
membrany v prubéhu rustové faze [58, 59].

Polyolové lipidy, narozdil od jinych extraceluldrnich glykolipidd, neobsahuji
sacharidovou slozku. Polarnéjsi cast jejich skeletu tvoifi cukerny alkohol. Polyolové
lipidy se dale dé€li na liamociny a polyolové estery mastnych kyselin (PEFA). U kvasinek
rodu Rhodotorula je vyznamna zejména produkce PEFA. Vyjimkou je kvasinka
Rhodotorula bogoriensis, ktera jako jedina ze tfidy Basidiomycetes produkuje
sophorolipidy [60, 61].

2.7.1.1 Struktura PEFA

PEFA jsou amfifilni slouceniny skladajici se z acetylovanych (R)-3-hydroxy mastnych
kyselin navazanych esterovou vazbou na patém, nebo Sestém uhliku cukerného alkoholu.
Z cukernych alkoholi je v PEFA ptitomny pfedev$im D-arabitol a D-mannitol s riznym
stupném acetylace. Acetylované (R)-3-hydroxy mastné kyseliny byvaji nasycené
s obvyklou délkou 16 az 18 uhlikd. Méné Casté jsou PEFA s 14 a 20 uhlikatym koncem.
Doposud bylo identifikovano az devatenact strukturnich forem. U vétSiny skeletd je
polyolova hlavicka pln¢€ acetylovana, nebo obsahuje jednu volnou hydroxy- skupinu.
Nékteré PEFA mohou mit na cukerném alkoholu dvé az tfi volné hydroxylové skupiny
[60, 62].
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Profil PEFA velmi zavisi na vybraném mikroorganismu. Do urc¢ité miry jej U nékterych
kment mohou ovlivnit i kultivaéni podminky véetné zdroje uhliku. Struktura PEFA je
zobrazena na Obr. 16 [61].
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R = OH/CH,CO-
n=8, 10, 12, 14, 16, 18, 20

Obr. 16: Struktura PEFA [61]
2.7.2  Vlastnosti a fyziologicka role PEFA

PEFA se vyskytuje v podobé amorfnich kapének s riznorodym zbarvenim od oranzové
aZ po Gervenohn&dou. Hustota biosurfaktantu byla stanovena na 1,08 g-ml™. PEFA hraji
v pteziti kvasinek vyznamnou roli, zejména v extrémnich podminkich po vyCerpani
uhlikatého substratu. U kment Basidiomycetae izolovanych z fylosféry se predpoklada,
ze pritomnost PEFA ma vliv na rozlozeni rostlinné kutikuly. Rozkladem rostlinné
ochranné vrstvy se zvysi propustnost latek a to umozni lep$i mikrobialni rust [61].

2.7.3  Metabolismus a produkce PEFA

Uplné draha biosyntézy PEFA neni dosud objasnéna. Protoze u nékterych kmend existuje
koprodukce triacylglycerolti s PEFA, ocekava se, Ze biosyntéza PEFA probiha spole¢né
s biosyntézou triacylglycerolti. Vylu¢ovani PEFA je pravdépodobné¢ vyvolano na pocatku
stacionarni faze limitaci né&kterym z nutrietli, napf. dusiku. Dusik je pfidavan
do ristového média ve formé siranu amonného, kvasni¢ného extraktu apod. Forma,
kterou je dusik do media pfidavan, obvykle neovliviiuje samotnou produkci
biosurfaktantu. Omezeni dusiku pravdépodobné zpusobuje pokles specifickych aktivit
NAD- a NADP-dependentni isocitratdehydrogenasy, kterd katalyzuje oxidaci isocitratu
na 2-oxoglutarat v citratovém cyklu. Isocitrat se hromadi v mitochondriich a poté je
transportovan do cytosolu, kde je pfeménén na citrat a nasledné Stépen citratlyazou
za vzniku acetyl-CoA. Pfed samotnou sekreci PEFA byla naméfena vysoka hladina
acetyl-CoA. Pro lepsi vytézky je dulezité zvolit rustové médium s vy$$im obsahem
uhlikatého zdroje. Vyznamné mnozstvi PEFA byva v kultivatnim prosttedi s C/N
pomérem vysSim nez 30. Jako zadkladni zdroj uhliku pro kultivaéni média se pievazné
pouziva glukoza a glycerol. Predpoklada se, ze u kmenu produkujicich PEFA probiha
tvorba polyoli redukci glukézy pomoci enzymu malatdehydrogenasy s kofaktorem
NADP. Produkce PEFA je vyznamna nejen pfi pouziti vySe uvedenych substratl, ale také
pii kultivaci na mannitolu a arabitolu. Lepsi vytézky glykolipidi byly zaznamenany
pii ptidani druhého zdroje uhliku po exponencialni fazi [54, 61].
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Z prumyslovych odpadnich produkti se pro vyrobu PEFA pouziva ptredevSim
sachar6za dostupna ve form¢ melasy. Teplota, pfitomnost kysliku a pH prostfedi ma
do zna¢né miry také vliv na produkci PEFA. Dobrych vytézki mize byt dosahnuto
kultivaci nejen pii 18°C, ale i pfi pokojové teploté 24-27°C. Tvorba PEFA je vyrazné&jsi
V dostatecné aerovaném prostiedi. Naopak u vysoké aerace dochézi ke tvorbé pény, ktera
snizuje tvorbu biosurfaktantti odstranénim lipidd a ¢asti biomasy z kultiva¢niho média.
Optimalni  produkce  biosurfaktanti  nastdvd  ptfi pH Vv rozmezi  5,5-6,5.
U nestabilizovanych kultivaci hodnota pH klesa a s ni klesa i tvorba glykolipida [54, 61].

2.7.4  Aplikace biosurfaktanti

Vétsina povrchoveé aktivnich latek je vyrdbéna synteticky. V disledku Siroké Skaly
funkénich vlastnosti je vénovéana velkd pozornost pravé mikrobidlnim biosurfaktantim.
Oproti syntetickym, jsou biosurfaktanty snadno biologicky odbouratelné a témér
netoxické. Tyto unikatni vlastnosti umoziuji jejich potencionalni vyuziti v mnoha
praimyslovych odvétvich. Jedno z nejvyznamné&j$ich vyuziti biosurfaktantl je
bioremediace. Jedna se napt. o odstranovani t€zkych kovu a uhlovodiki ze znecisténych
mist. Biosurfaktanty mohou zvysit bioremediaci prostfednictvim interakce S bunéénym
povrchem anaslednym zvySenim jeho hydrofobnosti k lepSimu pfijmu nevodnych
substratd. Biologické povrchové aktivni latky se pouzivaji i pii regeneraci oleji v ropném
prumyslu. Ve farmaceutickém primyslu by mohly mit Siroké uplatnéni v oblasti pfenosu
genll a V antimikrobialni, protivirové a protirakovinové aktivit¢ apod. Biosurfaktanty
mohou mit iV potravinaiském primyslu fadu vyuziti, naptiklad jako emulgatory
v pekarenstvi, kde ovliviiuji reologické vlastnosti mouky. V masném pramyslu emulguji
Casteéné rozbité tukové tkané [61].

2.8 Metody stanoveni
2.8.1  Absorp¢ni spektrofotometrie

Absorp¢ni spektrometrie je jednou z nejrozsifenéjSich metod pro stanoveni koncentrace
latek absorbujici svételné zateni. Patii mezi nedestruktivni techniky. Principem absorp¢ni
spektrometrie je absorpce viditelného a ultrafialového =zafeni o vlnovych délkach
200-800 nm. Zdrojem viditelného zafeni je wolframova a halogenova Zarovka.
Pro méfeni v ultrafialové oblasti se vyuziva deuteriové a vodikové vybojky. Prostiedi,
kde dochazi k absorpci zafeni, je tvofeno vzorkem umisténym v kyveté. Kyvety byvaji
plastové, nebo z kiemicitého skla. Pfi absorpci pohlti molekula sledované analytu cast
zateni, které vyvola excitaci elektronil ve valen¢ni vrstvé. Mnozstvi pohlceného zéafeni je
posléze vyhodnoceno detektorem. Z absorbovaného zatfeni l1ze pomoci Lambert-Beerova
zakona urcit koncentraci ¢ (1) analyzovaného vzorku:

A = glc, 1)
kde A je absorbance, ¢; je molarni absorpéni koeficient a | znaéi tloust’ku kyvety.

Absorpéni spektrometrie mize mit horizontalni, nebo vertikalni uspotaddani. Zakladni
schéma absorp¢niho spektrofotometru je znazornéno na Obr. 17 [63].
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Obr. 17: Zdkladni schéma molekulové absorpcniho spektrofotometru
2.8.2 Elektroforéza

Elektroforetické metody patii k nerozSifenéjSim metoddm separace a stanoveni proteint.
Elektroforéza je obecny termin pro popis migrace a separace nabitych castic (iontd)
v pfitomnosti  elektrického pole. Separaéni systém obsahuje dvé elektrody
(anoda a katoda) umisténé naproti sobé v prostiedi elektrolytu. Samotna separace iontd
zavisi na jejich elektroforetické mobilit¢ m a na intenzité elektrického pole E. Rychlost v,
jakou se budou ionty pohybovat, je dana vztahem (2):

v =mE. (2)

Elektroforetickd mobilita iontovych ¢astic je urcena jejich velikosti, nabojem

a teplotou. Pohyb iontii v elektrickém poli je také urcen viskozitou roztoku, iontovou
silou, hodnotou pH, velikosti pord matrice atd. [64].

Elektroforéza probiha nejcastéji v izké kapilare, nebo v gelu. Pro stanoveni proteinti se
pouziva zejména elektroforéza v polyakrylaamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym
PAGE-SDS (Sodium Dodecylsulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Separace
proteinti muze probihat jen tehdy, jestlize pouzity elektrolyt ma takové pH, pfi kterém
nedochazi k dosaZeni jejich izoelektrického bodu. Pfi téchto podminkach maji proteiny
naboj a mohou se pohybovat v elektrickém poli. Migraéni rychlost je umérnd poméru
naboje a hmotnosti bilkoviny [65].

2.8.2.1 PAGE-SDS

Gelova elektroforéza patii k nejpouzivanéj$im technikdm pro separaci makromolekul.
Pouzita matrice by méla mit pravidelné a nastavitelné velikosti pori. Neméla by nijak
interagovat s analyzovanym vzorkem. Matrice pusobi jako molekularni sito, ve kterém
hraje dulezitou roli nejen elektroforeticka mobilita, ale také velikost prochazejicich
castic. Mens$i cCastice zpravidla prochazeji nosi¢em rychleji. Realizace gelové
elektroforézy probihd prevazné v matrici z agarézy, nebo z polyakrylamidu. Neékteré
elektroforézy vyuzivaji Skrobovy nosi¢. Polyakrylamidové gely vznikaji polymeraci
akrylamidu se sitovacim cinidlem N,N’-methylenbisakrylamidem. Reakce probiha
principem radikdlové polymerace Vv pfitomnosti inicidtoru persiranu amonného (BIS)
a katalyzatoru N,N,N’,N’-tetramethylethylendiaminu (TEMED). Vzniklé methylenové
mustky umoziuji vytvofeni gelu s vysoce fizenou poréznosti [65].
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Polyakrylamidovy gel je pevny a chemicky inertni. Na separaci proteini se obvykle
pouziva akrylamid a N,N’-methylenbisakrylamid v poméru 40:1. Systém elektroforézy
V polyakrylamidovém gelu mize probihat kontinudlné, nebo diskontinualné. Zatimco
kontinualni separace probihd na ur¢itém pufru a gelu, diskontinualni uspotadani vyuziva
rizné koncentrace matric, iontovou silu a pufry s gradientem pH. Oproti kontinualni
elektroforéze mé diskontinudlni systém lepSi rozliSeni 1 citlivost. Uspotfadani
elektroforézy muze byt rozd€leno i dle orientace. RozliSujeme vertikalni a horizontalni
elektroforézu. V prubéhu elektroforézy vytvari putujici molekuly zony. K jejich detekci
se pouzivaji rizna barviva, stiibro, nebo autoradiografie v pfipad¢ detekce radioaktivnich
proteind [65].

U analyzy proteini probihd elektroforéza za pouziti aniontového detergentu
dodecylsiranu sodného (SDS), ktery udava molekuldm uniformni zaporny naboj. Proteiny
se mohou separovat jen podle velikosti. SDS je zarovei i redukéni ¢inidlo rozkladajici
disulfidové vazby proteind, které tim ztraci svou tercialni strukturu. K vytvofeni zaporné
nabitého komplexu se ptidava 1,4 g SDS na 1 g bilkoviny [65].

2.8.3 Chromatografické techniky

Chromatografie je fyzikalné-chemicka metoda umoznujici separaci, identifikaci
a purifikaci slozek smési urenych pro kvantitativni a kvalitativni analyzu. Princip této
techniky je zaloZen na interakci slozek analytu s nepohyblivou (stacionarni) a pohyblivou
(mobilni) fazi. Analyzovana latka se rozpous$ti v mobilni fazi proudici tzv. kolonou,
ve které je umisténa stacionarni faze. Podle miry interakce analyzovanych slozek
k obéma fazim dochazi k jejich distribuci a nasledné separaci [66, 67].

Béhem separace dochazi k mnohondsobnému a opakovanému vytvafeni rovnovaznych
stavi mezi analytem a stacionarni fazi, analytem a mobilni fazi a mezi stacionarni
a mobilni fazi. V systému se mohou uplatiovat hydrofobni, hydrofilni, elektrostatické
sily, dipol-dip6l, ion-dipdl interakce apod. Na zakladé mechanismu separace rozdélujeme
chromatografii na adsorpéni, rozdélovaci, gelovou permeacéni, iontové vyménnou
a afinitni chromatografii [67].

Sledované metabolity jsou analyzovany pomoci Vysoko-u¢inné kapalinové
chromatografie s detektorem fotodiodového pole (HPLC/PDA) a plynové chromatografie
S plamenovou ionizaéni detekci (GC/FID).

2.8.3.1 HPLC/PDA

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatogramy)
patii mezi nejpouzivanéjS$i analytické separacni techniky. Divodem je jeji vysoka
citlivost, rozliseni a v neposledni fad¢ schopnost analyzy netékavych a termicky labilnich
slou¢enin. HPLC se pouziva pfevazné na stanoveni aminokyselin, proteint, nukleovych
kyselin, steroidli, sacharidli, pesticidd, terpenoidid, antibiotik, metalo-organickych
a anorganickych sloucenin. Obecné schéma kapalinového chromatografu zobrazuje
Obr. 18 [68].
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V HPLC se jako mobilni faze pouziva kapalina, kterd je Z divodu udrzeni konstantniho
prutoku vhanéna na kolonu pod velkym tlakem. Pro HPLC se nejcastéji pouzivaji
kovové, nebo sklenéné napliové kolony odolné proti vysokym tlakiim. Naplnové kolony
byvaji 30-250 mm dlouhé s vnitinim pramérem 2,1-5 mm. Kolona je tvofena stacionarni
fazi polarniho, ¢i nepolarniho charakteru v zavislosti na opa¢né polarit¢ mobilni faze.
Stacionarni faze byva vyrobena ze sférickych mikrocastic o priméru 2-5 pm,
nebo z porézniho monolitického materialu. Pro stanoveni karotenoidii se pouziva
nepolarni stacionarni a polarni mobilni faze. U vétSiny analyz je zapotiebi pracovat
v modu gradientové eluce (sloZzeni mobilni faze se méni s ¢asem). Pomoci systému pump
je pftistroj schopny kompenzovat zmény tlaku se zménou rozpoustédel v mobilni fazi.
Pro spravné fungovani HPLC je nezbytné bezpulsni davkovani mobilni faze. K detekci
slozek smési se nejcastéji pouzivaji spektrofotometrické detektory. Jsou robustni, maji
nizké potizovaci naklady a nizké detekéni limity. Detektor fotodiodového pole (PDA)
patfi mezi univerzalni detektory obsahujici vice nez tisic fotodiod. K ozafeni analytu se
pouzivd kombinace wolframovych a deuteriovych lamp. Zafeni prochazi pritokovou
celou se vzorkem a nasledné $térbinou. Pomoci holografické miizky je rozdéleno na pasy

jednotlivych vinovych délek. Kazda fotodioda méti jiny rozsah vlnovych délek v pribéhu
celé analyzy [63, 67, 68].

zasobniky mobilni faze
At

davkovaci M

} smycka vyhodnocovaci
system pump ienT
odplynovac
smesovac —‘ @— odpad
3 L}
OO idois detektor
cerpadlo
e termostat

Obr. 18: Schéma HPLC
2.8.3.2 GC/FID

Plynova chromatografie (Gas Chromatography) se pouziva zejména pro analyzu
Plynova chromatografie se vyznaCuje pfesnou kvantitativni analyzou, vysokym
rozliSenim a citlivosti. Nevyhodou plynové chromatografie je analyza termicky labilnich
a netékavych latek. Analyty s vy$sim bodem tani je potieba pied separaci derivatizovat
na tékavejsi slouceniny. Piikladem je transesterifikace mastnych kyselin na methylestery
mastnych kyselin [69, 70].

Oproti kapalinové chromatografii se v plynové chromatografii pouziva jako mobilni
faze vysoce Cisty inertni plyn (helium, vodik, dusik). Mezi nosnym plynem a analytem
neprobihaji zadné interakce. Dé€leni slozek smési tedy zavisi na reakei se staciondrni fazi.
U plynové chromatografie se pouzivaji kolony dvojiho typu: naplinové a kapilarni [70].
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Napliové kolony byvaji vétSinou z nerezové oceli. Sklenéné materidly se pouzivaji
prevazné ke stanoveni pesticidii a biomedicinskych analyz. Pro adsorp¢ni chromatografii
se jako stacionarni faze pouziva silikagel, alumina apod. Néplin pro rozdélovaci
chromatografii je tvofena nosi¢em z kiemeliny s nanesenou vrstvou netékavé kapaliny.
Podle zplisobu naneseni stacionarni faze muze byt nékolik typi kapilarnich kolon.
Rozlisujeme kolony s kapalnou stacionarni fazi WCOT (Wall-Coated Open Tubular);
kolony snanosem vrstvy pevného sorbentu na vnitinim povrchu kapilary
(PLOT - Porous-Layer Open Tubular) a kolony s kapalnou stacionarni fazi zakotvenou
na urcitém nosi¢i (SCOT - Support-Coated Open Tubular). Kapilarni kolony jsou
vyrabény z kovového, sklenéného, kiemenného a plastového materidlu s délkou
az 100 m. Vnitini pramér téchto kolon se pohybuje Vrozmezi 100-700 um. Diky
rozmérum umoznuji kapilarni kolony lepsi separaci slozek vzorku. Pro spravnou separaci
sledovanych metabolitl je nezbytna stabilni teplota celého systému [70].

Plamenové ionizaéni detektor (FID) patii mezi nejpouzivanéjsi detektory plynové
chromatografie. Pouziva se pro detekci slou¢enin s C-H vazbami, kde poskytuje rychlou
linearni odezvu v Sirokém rozmezi koncentraci. Nevyhodou FID je nemoznost analyzy
permanentnich plynt. Podstatou FID je spalovani separovanych slozek smési pomoci
plamene za ptitomnosti nosného a pomocného plynu. Spalovani probiha v blizkosti dvou
elektrod. Anodu tvoii kovova ¢ast hotaku a katoda je umisténa nad plamenem. Pii tomto
procesu dochazi ke vzniku radikdld pienasejici urcité mnozstvi naboje. Pfeneseny néboj
mezi dvéma elektrodami vytvaii meétitelny signal. Schéma plynového chromatografu je
zobrazeno na Obr. 19 [70].

davkovaci smycka
injektor

regulator pritoku plynu / — ‘ M
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detektor ~ zafizeni
kolona termostat

zdroj nosného plynu

Obr. 19: Schéma GC
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3 CIiLE PRACE

Cilem prace je studium produkce lipolytickych enzymit a dalSich extracelularnich
metaboliti kvasinek kultivovanych na odpadnim tuku. V ramci prace budou teseny
nasledujici dil¢i tkoly:

e literarni reSerSe zaméfend na produkci lipaz a biosurfaktantli karotenogennimi

kvasinkami,

e kultivace vybranych druhti kvasinek na surovém odpadnim tuku a sledovani indukce
produkce lipaz v prubéhu ristu,

¢ molekularni charakterizace lipaz z karotenogennich kvasinek,

e komplexni vyhodnoceni produkovanych extracelularnich metabolitii v priabchu ristu
kvasinek na odpadnim tuku.

33



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Chemikalie pouzité pro kultivaci karotenogennich kvasinek

Kvasni¢ny autolyzat (Himedia, Indie)
Bakteriologicky pepton, (Himedia, India)
D-gluk6za monohydrat p.a. (Lach-Ner s r.o., CR)
Siran amonny p.a., (Lachema, CR)
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a. (Lach-ner, S.r.o0., CR)
Siran horeénaty heptahydrat p.a. (Chemapol, CR)
Glycerol (Lach-Ner, CR)

Polysorbat 80 (Tween 80) (Lach-Ner, CR)

Triton X-100 (Lach-Ner, CR)

Tuk — smésny Zivo¢isny (Norilia, Norsko)

Hexan p.a. (Sigma-Aldrich, SRN)

Chemikalie pouzité pro stanoveni molekularni velikosti a aktivity a lipolytickych
enzymi

p-nitrofenol (Sigma Aldrich, SRN)
p-nitrofenylpalmitat (Sigma Aldrich, SRN)
Dodecylsiran sodny (SDS) (Lach-Ner, CR)

Triton X-100 (Lach-Ner, CR)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder 10-180 kDd (Sigma Aldrich, SRN)
Glycin (Lach-Ner, CR)

Persiran amonny p.a. (Lach-Ner, CR)

Kyselina chlorovodikova 37%, p.a. (Merci, CR)
Glycerol (Lach-Ner, CR)

B-merkaptoethanol (Serva, SNR)

Bromfenolova modf (Serva, SNR)

Akrylamid (Serva, SNR)
N,N’-methylenbisakrylamid (Serva, SNS)
N,N’-tetramethylendiamin (Sigma-Aldrich, SRN)
Kyselina octova ledova, p.a. (Sigma-Aldrich, SRN)
Formaldehyd 35% (Lach-Ner, CR)

Pentahydrat thiosiranu sodného, p.a. (Lachema, CR)

Chemikalie pouzité pro extrakci a transesterifikaci a pro méfeni na HPLC a GC

Aceton p.a. (Lach-ner, S.r.o., CR)

Ethylacetat pro HPLC (Sigma-Aldrich, SRN)
Kyselina sirova 96 %, p.a. (Merci, CR)
Methanol pro HPLC (Sigma-Aldrich, SRN)
Hexan pro HPLC (Sigma-Aldrich, SRN)
Heptadekanova kyselina (Sigma-Aldrich, SRN)
Acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich, SRN)
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Chemikalie pouZité pro screening biosurfaktanti

Anthracen (Sigma-Aldrich, SRN)
Hexan p.a. (Sigma-Aldrich, SRN)
Triton X-100 (Lach-Ner, CR)
Sluneénicovy olej (CR)

Ostatni pouzité chemikalie byly vesm¢és Cistoty p.a. a byly ziskany od béznych distributort.

4.2 Pouzité pristroje a pomicky
Piistroje a pomiicky pro kultivace bunék

Mikroskop L 11 00A (Intraco Micro, SRN)

GKB Color Digital CCD kamera (Tchaiwan)

Lucia Image active 5.0 ( Laboratory Imaging spol. s r.o0. ,CR)
Ttepacka Yellow line, (SRN)

Centrifuga (Sigma Laborzentrifugen, SRN)

Analytické vahy (Boeco, SRN)

Box Aura mini (BioTech, CR)

Pristroje a pomiicky pro izolaci a analyzu vybranych metaboliti

HPLC/PDA sestava:
Sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
Vyhodnocovaci systém Xcalibur
Kolona Kinetex C18, 5 um, 4,6 x 150 mm,
Phenomenex Drzék piedkolony - KJO - 4282, (ECOM, CR)
Piedkolona - C18,AJ0 - 4287, Phenomenex
TRACE™ 1300 GC/FID (ThermoQuest S.p.A., IT)
Kapilarni kolona DB-23 o rozmérech 60 m x 0,25 mm x 0,25 um
Filtry pro HPLC, PRE-CUT (Alltech, GB)
Vakuova odparka RV 06 (IKA, SRN)
Spektrofotometr UV/VIS Helios Delta, (Thermospectronic,GB)
Centrifuga U-32R (Boeco, DE)
Termostat blokovy s 2 20mistnimi bloky (VWR, CR)
Vodni lazeti EL-20 (Merci a.s., CR)
Vortex genius 3 (IKA, SRN)
Homogenizator Disruptor Genie Digi (Scientific Industries, USA)
ELISA Reader BioTek ELx808
Ultrazvukova lazen PS02000 (CR)
Ultrafiltracni aparatura KrosFlo (Sprectrum Labs, GRC)
Elektroforeticka aparatura, Mini-PROTEAN (BioRad, USA)
Elektroforeticky zdroj SH 300 (Shelton Scientific, USA)
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4.3 Pouzité kmeny mikroorganismu

Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26
Cystofilobasidium macerans CCY 10-1-2
Rhodotorula mucilaginosa CCY 19-4-6
Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6

Uvedené kmeny byly ziskany ze sbirky Culture Collection of Yeasts, Chemického ustavu
SAV v Bratislave, Slovensko.

4.4 Kultivace mikroorganismu
4.4.1 Zakladni kultivace kmeni karotenogennich kvasinek

Vybrané mezofilni mikroorganismy byly kultivovany aerobné za neustalého tfepani
(120 rpm) pfi laboratorni teploté. Z divodu produkce karotenoidid probihaly kultivace
kmenl za nepfetrzitého osvétleni. Pouzitd média byla pfed zahdjenim kultivace
sterilovana v tlakovém hrnci s otevienym ventilem po dobu 45 minut. K manipulaci
s mikrobialni kulturou dochazelo pouze ve sterilnim prostiedi. Kultivace kvasinek
probihaly ve 3 fazich. Studované kmeny byly kultivovany paralelné dvakrat.

44.1.1 Inokulace

Na zacatku kazdé kultivace bylo ptipraveno inokulaéni médium I. all. Inokulace
probihala zaockovanim 3 klicek vybraného kvasinkového kmene ze zdsobni kultury
na Petriho misce do 30 ml inokulaéniho média I. Po kultivaci trvajici 24 hodin, bylo
inokulum | pfeockovano do inokulaéniho média II. K pfeockovani inokula |
do inokulaéniho média II byl volen objem vzdy v poméru 1:5. SloZeni inokulacnich
médii | a Il je uvedeno v Tab. 1.

Tab. 1: Slozeni inokulacnich (YPD) médii

sloZeni mnoZstvi (g)
bakteriologicky pepton 20
kvasni¢ny autolyzat 10
glukoéza 20
voda 1000 ml

4.4.1.2 Produkéni médium

Ve tfeti fazi kultivace bylo pfeockovano nestoené inokulum II do sterilniho produkéniho
média se zachovanim poméru 1:5. Kultivace kvasinek v produkénim médiu trvala
96 hodin. Podminky kultivace posledniho stupné byly totozné s podminkami kultivace
inokula I a II. Pro kultivaci vybranych kment byly zvoleny 4 média s C/N poméry 13,
25, 50 a100. V ramci kazdého C/N poméru probihala kultivace kvasinek ve ¢tyfech
médiich na ¢tyfech rliznych uhlikatych substratech: glukoéza, glycerol, odpadni Zivocisny
tuk aodpadni zivocisny tuk s pfidavkem emulgatoru TWEEN 80. Celkovy objem
produkéniho média byl 42 ml. Vybrané kmeny byly kultivovany v Erlenmayerovych
bankach o objemu 100 ml. Slozeni jednotlivych médii je uvedeno v Tab. 2.
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Tab. 2: SlozZeni produkcnich médii

C/N pomér uhlikaty zdroj mnoZzstvi (g)
gluko6za 30,00
s glycerol 30,67
odpadni zivocisny tuk 18,70
odpadni Zivo¢isny tuk + TWEEN 80 [ 18,70 + 1,87
glukoza 49,50
. glycerol 46,00
odpadni zivocisny tuk 35,00
odpadni zivoc¢i$ny tuk + TWEEN 80 35,00 + 3,50
glukoza 99,90
glycerol 93,00
>0 odpadni zivo¢iSny tuk 70,00
odpadni Zivo¢isny tuk + TWEEN 80 [ 70,00 + 7,00
glukoza 199,80
- glycerol — 186,00
odpadni zivociSny tuk 140,00
odpadni Zivoc¢isny tuk + TWEEN 80 | 140,00 + 14,00
siran amonny 4,00
dihydrogenfosforetnan draselny 4,00
heptahydrat siranu hore¢natého 0,69
voda 1000 ml
442 Kultivace kmena  karotenogennich  kvasinek v mechanicky

emulgovanych mediich

Ke zvyseni lipolytické aktivity byla provedena kultivace vybranych kvasinkovych kment
v médiu s odpadnim zivoc¢isSnym tukem o C/N poméru 50, s piidavkem emulgatori:
TWEEN 80, Triton X-100 a vapenatych iontd jako lipazovych induktord. Pro zvyseni
aktivity enzymu bylo kazdé produkcéni médium pred zahajenim kultivace mechanicky
emulgovano. Produkéni média byla po celou dobu kultivace protifepavana (120 rpm)
a vystavena umélému svétlu. Doba kultivace trvala 96 hodin pii laboratorni teploté.
Ptiprava apribéh inokulace byl shodny jako u pfedchozich kultivaci,
viz. kapitola 4.4.1.1. Mnozstvi inokula Il oc¢kovaného do produkéniho média bylo
ponechano na poméru 1:5. Celkovy objem produkéniho média byl 42 ml. Vybrané kmeny
byly kultivovany v Erlenmayerovych baikach o objemu 100 ml. Studované kmeny byly
kultivovany paralelné¢ dvakrat. Slozeni jednotlivych produkénich médii je uvedeno
v Tab. 3.
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Tab. 3: SlozZeni produkcnich médii

sloZeni mnozstvi (g)
TWEEN 80 7,14
TWEEN 80 + CaCl, 7,14 + 0,40
Triton X-100 6,86
Triton X-100 + CaCl, 6,86 +0,40
odpadni Zivo¢isny tuk 70,00
siran amonny 4,00
dihydrogenfosforec¢nan draselny 4,00
heptahydrat siranu hoie¢natého 0,69
voda 1000 ml

443 Velkoobjemové kultivace kment karotenogennich kvasinek s ¢asovymi
odbéry

K prostudovani lipolytické aktivity v pribéhu celé kultivace byla provedena
velkoobjemova kultivace s patnacti odbéry po 0, 3, 6, 9, 12, 24, 30, 36, 48, 54, 60, 72,
78, 84, 96 hodinach. Pro produkéni média byl zvolen C/N pomér 13. V ramci tohoto
poméru probihaly kultivace na ¢tyfech uhlikatych substratech: glykéza, glycerol, odpadni
zivoc¢isny tuk a odpadni zivocisny tuk s pfidavkem emulgatoru TWEEN 80. Produk¢ni
média byla po celou dobu kultivace prottepavana (120 rpm) a vystavena umélému svétlu.
Doba kultivace trvala 96 hodin pfi laboratorni teploté. Pfiprava a pribéh inokulace byl
shodny jako u pfedchozich kultivaci, viz. kapitola 4.4.1.1. Mnozstvi inokula Il
ofkované¢ho do produkéniho média bylo ponechano v poméru 1:5. Celkovy objem
produkéniho média byl 500 ml. Vybrané kmeny byly kultivovany v Erlenmayerovych
banikach o objemu 1000 ml. Odebirano bylo vzdy 10 ml kultiva¢niho média. Studované
kmeny byly kultivovany paralelné dvakrat. Slozeni jednotlivych produkénich médii je
uvedeno v Tab. 4.

Tab. 4: SloZeni produkcniho média

sloZeni mnoZstvi (9)
glukoza 99,90
glycerol 93,00
odpadni zivocCiSny tuk 70,00

odpadni zivocisny tuk + TWEEN 80 70,00 + 7,00
siran amonny 4,00
dihydrogenfosfore¢nan draselny 4,00
heptahydrat siranu hore¢natého 0,69

voda 1000 ml
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444  Velkoobjemové Kkultivace kmeni  Kkarotenogennich  Kkvasinek
S intenzivnim provzduSovanim

K ziskani vys$S§iho mnozstvi lipolytickych enzymii byla provedena velkoobjemova
kultivace vybranych kvasinkovych kment v médiu s odpadnim zivo¢isnym tukem o C/N
poméru 13. Pro zvySeni vytézku biomasy a produkce biosurfaktantii byl cely systém
nepfetrzit¢ provzduSiiovan. Ke zkraceni adaptacni faze na pocatku kultivace
Vv produk¢nich médiich byla ¢ast odpadniho ZivociSného tuku nahrazena jednodussim
uhlikatym substratem ve formé glycerolu. Produk¢éni média byla po celou dobu kultivace
vystavena umélému svétlu. Doba kultivace trvala 96 hodin pfii laboratorni teploté.
Ptiprava  a prabéh  inokulace byl shodny jako u pfedchozich kultivaci,
viz. kapitola 4.4.1.1. Mnozstvi inokula Il ockovaného do produkéniho média bylo
ponechano v poméru 1:5. Celkovy objem produkéniho média byl 1000 ml. Vybrané
kmeny byly kultivovany v lahvich Pyrex o0 objemu 2000 ml. Studované kmeny byly
kultivovany paralelné dvakrat. Slozeni produkénich médii je uvedeno v Tab. 5.

Tab. 5: SloZeni produkcniho média

sloZeni mnoZstvi (g)
odpadni Zivo¢iSny tuk 20,00
glycerol 4,25
siran amonny 4,00
dihydrogenfosforeénan draselny 4,00
heptahydrit siranu horecnatého 0,69
voda 1000 ml

445 Kultivace karotenogennich kmeni zaméfené ke zjisténi produkce
biosurfaktanta

Ke zjisténi produkce povrchové aktivnich latek byla provedena kultivace vybranych
druht karotenogennich kvasinek s indukci rostlinnym olejem na médiu s C/N
pomérem 40. Jako kontrolni médium bylo pfipraveno médium bez ptidavku rostlinného
oleje. Produk¢éni média byla po celou dobu kultivace protfepavana (120 rpm) a vystavena
umélému svétlu. Doba kultivace trvala 96 hodin pfi laboratorni teploté. Piiprava a pribeh
inokulace byl shodny jako u pfedchozich kultivaci, viz kapitola 4.4.1.1. MnozZstvi
inokula 1l o¢kovaného do produk¢éniho média bylo ponechano na poméru 1:5. Celkovy
objem produkéniho média byl 42ml. Vybrané kmeny byly kultivovany
v Erlenmayerovych bankach o objemu 100 ml. Slozeni jednotlivych produkénich médii je
uvedeno v Tab. 6.
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Tab. 6: SloZeni produkcniho média

sloZeni mnoZstvi (g)
gluk6za 20,98
kvasni¢ny extrakt 2,00
kontrolni médium )
dihydrogenfosfore¢nan draselny 4,00
heptahydrat siranu hofe¢natého 0,69
glukoza 13,64
kvasniény extrakt 2,00
médium s induktorem | dihydrogenfosfore¢nan draselny 4,00
heptahydrat siranu hote¢natého 0,70
slunec¢nicovy olej 42,60
voda 1000 ml

4.5 Izolace, stanoveni, analyza kvasinkové biomasy a sledovanych
metaboliti

45.1 Zpracovani a gravimetrické stanoveni biomasy

Ke gravimetrickému stanoveni biomasy bylo odebrano 10 ml kultivaéniho média.
Odebrané mnozstvi média bylo centrifugovano pii 6000 rpm po dobu 2 minut a promyto
smési destilované vody s hexanem v poméru 1:1. Oddé€leny supernatant byl uschovan
pro analyzu extracelularnich metabolitd do mraziciho zafizeni o teplot¢ —20 °C.
Procisténa biomasa byla suspendovana v 1 ml destilované vody, poté kvantitativné
pievedena do pfedem zvazenych plastovych zkumavek typu Eppendorf a nasledné
vysuSena lyofilizaci. Hmotnost lyofilizovanych bunék odpovidala rozdilu hmotnosti
zkumavky s biomasou azkumavky bez biomasy. Vazeni probihalo na analytickych
vahach. Z hmotnosti biomas paralelnich kultivaci bylo vypoc&itdno primérné mnoZstvi
susiny v g-I™.
45.2 Stanoveni aktivity extracelularnich lipolytickych enzymii

Aktivita lipolytickych enzymii v supernatantu byla stanovena kolorimetrickou metodou
pouzitim p-nitrofenylpalmitatu, ktery je enzymaticky S$tépen na zluté zbarveny
p-nitrofenol. Tento produkt je meéfen spektrofotometricky pii vinové délce 405 nm.
Pro zajiSténi maximalni lipazové aktivity byla provedena optimalizace reakéniho
prostfedi. K optimalizaci stanoveni lipazové aktivity byla pouzita série pufru:
0,1M tris HCI pufr o pH =7,2; 0,1M tris HCI pufr opH =8,4 a 0,1M fosfatovy pufr
opH =7,2. Aktivita enzymu byla vyhodnocena jako pramér absorbanci ze dvou
paralelnich kultivaci.
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4521 Kalibraéni kiivka

Ke stanoveni lipazové aktivity byla sestrojena kalibracni fada ze zakladniho roztoku
p-nitrofenolu o koncentraci 0,5 mmol-1"*. Roztok p-nitrofenolu byl nafedén piislusnym
pufrem na koncentrace v rozmezi od 0,005 mmolI™ do 0,05 mmol-It  V ramci
optimalizace byla kalibracni fada sestrojena pro vSechny vySe uvedené pufry. Méfeni
absorbance roztokli probihalo na spektrofotometru ELISA reader pfi vinové délce
405 nm.

45.2.2 Priprava substrdtu

Do odmérné banky o objemu 100 ml bylo navazeno 0,0135 g p-nitrofenylpalmitatu,
0,0170 g SDS a 1,0000 g Tritonu X-100. Odmérna banka byla doplnéna destilovanou
vodou a uchovavana pfi teploté + 4 °C po dobu 3 dni.

45.2.3 Stanoveni enzgymatické aktivity

Pfed stanovenim lipolytické aktivity byl supernatant centrifugovan pii 6000 rpm po dobu

2 minut. Do mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 150 pl pufru, 50 ul supernatantu

a 100 pl substratu. Enzymatickd reakce byla sledovdna spektrofotometricky pomoci

narastu absorbance prostfednictvim ELISA readeru po dobu 60 minut pfi teploté 30 °C.

Absorbance byla méfena kazdych 5 minut. Vyslednd lipazova aktivita byla vypocitana

pomoci vztahu (3):

Ayos +d

T e ()

kde Ass je naméfend absorbance vzorku, ¢ ad jsou koeficienty regresni rovnice
kalibraéni kiivky A = cx + d; V je objem supernatantu a t je doba nartstu absorbance.

45.3 1Izolace a transesterifikace intracelularnich lipida

Do krymplovaci vialky o objemu 2 ml bylo navazeno 10 mg lyofilizované biomasy
a pfiddno 1,8 ml transesterifikacni smé&si. Transesterifikacni smés se skladala z 15%
methanolického roztoku kyseliny sirové a z kyseliny heptadekanové v koncentraci
0,5 mg'ml™. Po uzavieni byla krymplovaci vialka vlozena do blokového termostatu
k inkubaci pfi 85 °C po dobu 120 minut. Obsah vialky ochlazené na laboratorni teplotu
byl kvantitativné pfeveden do vialky o objemu 4 ml. Ke vzorku bylo nasledné ptidano
0,5 ml 0,1M roztoku NaOH a 1 ml hexanu. Smés byla intenzivné protfepavana pomoci
vortexu po dobu 1 minuty. Po oddéleni fazi bylo odebrano 0,1 ml horni hexanové vrstvy
obsahujici methylestery mastnych kyselin. Odebrané mnozstvi bylo smichano s 0,9 ml
¢istétho hexanu ve vialkdch se zavitem o objemu 2 ml. Takto upraveny vzorek byl

pfipraven ke chromatografické analyze. Vzorky byly do€asné uchovavany pii teploté
—40 °C.

45.4  Analyza methylesteri mastnych kyselin na GC

Ke chromatografické analyze methylesterit mastnych kyselin byl pouzit systém
TRACE ™ 1300 Gas Chromatograph od spole¢nosti Thermo Fischer Scientific. V{stupni
chromatogramy a data byly zpracovavany pomoci softwaru Chromeleon.
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Samotna analyza probihala pti nasledujicich podminkach:
e Al 1310 Autosampler s délicem toku,
e Vstup:
o teplota injektoru: 250 °C,
o délici pomér: 10,
e Nosny plyn: vodik s pritokem 1 ml'min %,
e Kapilarni kolona Zebron ZB-FAME,
o rozméry: 30 m x 0,25 mm X 0,20pum,
e Oven teplotni program, viz. Tab. 7,
e Plamenovy ioniza¢ni detektor:

teplota detektoru: 260 °C,

O

o pritok vzduchu: 350 ml'min %,

o prutok vodiku: 35 ml-minfl,

o make-up dusiku: 30 ml'-min ",

Tab. 7: Oven teplotni program

retenéni &as (min) | vzestupny gradient (°C-min™") | teplota (°C) | vydrZ (min)
1 0,000 start — —
2 1,000 0,000 80,000 1,000
3 5,000 15,000 140,000 0,000
4 21,667 3,000 190,000 0,000
5 25,467 25,000 260,000 1,000
6 25,467 stop — —

Identifikace methylesterti mastnych kyselin ve vzorku probéhla na zakladé porovnani
jejich retenc¢nich casti s reten¢nimi ¢asy methylestert mastnych Kyselin ve standardu.
Mnozstvi stanovovanych methylesteri bylo vyhodnoceno prostiednictvim plochy
integrovanych pikli vystupniho chromatogramu. Pro plnost analyzy bylo vyhodnoceno
i celkové mnozstvi methylesteri mastnych kyselin. Celkové mnozstvi methylestert
mastnych kyselin bylo vyhodnoceno jako primér ze dvou namétenych hodnot paralelnich
kultivaci.

455 Extrakce karotenoidi a lipidickych metaboliti

Ke stanoveni karotenoidti, ubichinonu a ergosterolu bylo do Eppendorf zkumavky
navazeno 20 mg lyofilizované biomasy. Z divodu rehydratace bylo k navazené biomase
pfidano 50-100 pl destilované vody. K rozruseni bunék byla rehydratovana biomasa
smichana s mnozstvim sklenénych kuli¢ek odpovidajicim pétinasobku objemu biomasy.
Nasledné byla biomasa extrahovana v 1 ml acetonu za pouziti vortexu po dobu 15 minut.
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Vznikly extrakt byl kvantitativné pieveden do slzickové banky. Posléze byl
do extrahované biomasy piidan 1 ml acetonu a extrakce byla zopakovana. Dvojnasobné
extrahovana biomasa byla poté promyta v 1 ml acetonu. Vzniklé extrakty byly spojeny
a vysuseny navakuové rotani odparce pii40°C. Extrakt byl rozpustén v 1 ml
ethylacetatu a prefiltrovan do vialky se zavitem 0 objemu 2 ml. Takto upraveny vzorek

byl ptipraven ke chromatografické analyze. Vzorky byly do¢asné uchovavany pfi teploté
—40 °C.

45.6 Analyza karotenoidi a lipidickych metabolita na HPLC

Ke chromatografické analyze karotenoidl, ubichinonu a ergosterolu byla pouzita HPLC
sestava od spole¢nosti Thermo Fischer Scientific. Vystupni chromatogramy a data byly
zpracovavany pomoci softwaru Xcalibur. Samotna analyza probihala pfi nasledujicich
podminkach:

e Kolona C18 nepolarni napliova Kinetex Core Shell:
o rozméry kolony: 4,6 mm x 150 mm,
o rozméry Castic: 5 pm,
e Slozeni mobilni faze A: acetonitril:methanol:tris HCI pufr (pH=8) v poméru 84:2:14,
e SloZeni mobilni f4ze B: methanol:ethylacetat v poméru 60:40,
e Priitok obilni faze: 1 ml'min %,
e Délka analyzy: 19 min,
e Temperace systému: 25 °C,
e Detektor diodového pole (PDA):
o vlnova délka pro analyzu karotenoidi: 445 nm,
o Vlnova délka pro analyzu ubichinonu a ergosterolu: 285 nm,

e Modd: gradientova eluce, viz. Tab. 8

Tab. 8: Elucni prgram

¢as (min) | mobilni faze A (%) | mobilni faze B (%)
0,0 100,0 0,0
10,0 0,0 100,0
14,0 0,0 100,0
15,3 100,0 0,0
19,0 100,0 0,0
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Identifikace metaboliti probchla na zdkladé porovnani retencnich casti sledovanych
analyti s reten¢nimi Casy standardi: ergosterolu, ubichinonu a B-karotenu. MnozZstvi
stanovovanych slozek bylo vyhodnoceno prostfednictvim plochy integrovanych pika
vystupniho chromatogramu. Pro Uplnost analyzy bylo vyhodnoceno i celkové mnozstvi
karotenoidi. Celkové mnozstvi karotenoidu a lipidickych latek bylo vyhodnoceno jako
pramér ze dvou namétenych hodnot paralelnich kultivaci.

45.7 Stanoveni molekulové hmotnosti extracelularnich lipolytickych enzymi
pomoci vertikalni PAGE-SDS

Ke stanoveni molekulové hmotnosti extracelularnich lipolytickych enzymu byla pouzita
aparatura P9DS (16 x 14 cm). Matrici byl polyakrylamidovy gel a k vizualizaci proteini
bylo pouzito barveni stifibrem. K urfeni velikosti fragmentd byl pouzit standard
Prestained Protein Ladder 10-180 kDa. K separaci proteinii byly pouzity supernatanty
z velkoobjemovych kultivaci s intenzivnim provzdusiiovanim, které byly pfed samotnym
stanovenim zkoncentrovany ultrafiltraci 0 velikosti membranovych port 1-10 kDa.

457.1 Poulité roztoky
K provedeni elektroforézy byly pfipraveny nésledujici roztoky:

e elektrodovy pufr (pH 8,3): 3g Tris, 14,49 glycinu, 1 g dodecylsiranu sodného
v 1 litru ultra Cisté vody,

e inicia¢ni ¢inidlo: 100 mg persiranu amonného v 1 ml ultra ¢isté vody,

e separacni pufr (1,5 M, pH 8,8): 18,2 g Tris ve 100 ml ultra ¢isté vody, uprava pH
pomoci 6M HCI,

e vzorkovaci pufr: 5ml glycerolu, 1g dodecylsiranu sodného, 2,56 ml
B-merkaptoethanolu, 2,13 ml zaostfovaciho pufru, 1 mg bromfenolové modii doplnéno
ultra ¢istou vodou do 10 ml,

e zaostirovaci pufr (0,5 M, pH 6,8): 6 g Tris ve 100 ml ultra ¢isté vody, uprava pH
pomoci 6M HCI,

e zasobni roztok AA/BIS: akrylamid/BIS (29:1), tj. 40 % akrylamid : 3,3 % BIS.
45.7.2 Priprava polyakrylamidového gelu

Pro separaci proteinovych fragmentii byl pouzit 8% polyakrylamidovy gel. Gelova
matrice se skladala z 16,2 ml zasobniho roztoku AA/BIS, 15 ml separa¢niho pufru,

ultra Cisté vody. Vznikla smés byla opatrné zamichdna a nadavkovana do prostoru mezi
dvé skla v nalévacim stojanu. Po ztuhnuti separacniho gelu byl zbytek prostoru mezi skly
vyplnén zaostfovacim gelem slozenym z 2,7 ml zasobniho roztoku AA/BIS, 2,5 ml
TEMED a 4,7 ml ultra ¢isté vody. Po vyplnéni byl do tuhnouciho gelu vnofen plastovy
hieben pro vytvofeni jamek pro nandseni vzorkd.
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4.5.7.3 Priprava vzorku a provedeni elektroforézy

Zkoncentrované supernatanty byly smichédny se vzorkovacim pufrem v poméru 1:1
a denaturovany varem po dobu 4 minut. Po vyjmuti plastového hiebinku ze ztuhlého gelu
byla skla s gelovou matrici upevnéna do aparatury a do elektrodového prostoru byl nalit
elektrodovy pufr. Poté bylo nadavkovano do jamek v gelové matrici 30 ul vzorku a 5 ul
standardu. Nasledn¢ byla celd aparatura peclivé uzaviena vikem a pfipojena ke zdroji
napéti (65mA) podobu 120 minut.

4574 Barveni sti‘ibrem

K vizualizaci proteinovych fragmentd bylo zvoleno barveni stfibrem pomoci
nasledujicich roztoki:

e fixacni roztok: 120 ml ledové kyseliny octové, 500 ml methanolu, 500 pl 35%
formaldehydu doplnéno ultra ¢istou vodou do 1 litru,

e promyvaci roztok: 364 ml 96% ethanolu doplnéno ultra ¢istou vodou do 1 litru,

e senzibiliza¢ni roztok: 200 mg pentahydratu thiosiranu sodného v 1 litru ultra Cisté

vody,

e barvici roztok: 2 g dusi¢nanu stiibrného, 760 pul 35% formaldehydu doplnéno
ultracistou vodou do 1 litru,

e vyvijeci roztok: 60 g uhli¢itanu sodného, 500 ul 35% formaldehydu, 4 mg
pentahydratu thiosiranu sodného doplnéno ultra ¢istou vodou do 1 litru,

¢ ukoncovaci roztok: 120 ml ledové kyseliny octové, 500 ml methanolu doplnéno ultra
¢istou vodou do 1 litru.

Po skonceni elektroforézy byla gelova matrice omyta destilovanou vodou a pievedena
do fixaéniho roztoku za stalého tiepani (120 rpm) po dobu 30 minut. Poté byla matrice
vyjmuta avlozena do promyvaciho roztoku =za stalého tfepani (120 rpm) po dobu
20 minut. V pribéhu pomyvani byl promyvaci roztok vyménén dvakrat za Cerstvy.
Posléze byl gel 2 minuty protfepavan (120 rpm) v senzibilizaénim roztoku a nasledné
dvakrat promyt ultra Cistou vodou. Pro obarveni byla matrice 20 minut vystavena
studenému barvicimu roztoku a poté byla opét promyta ultra ¢istou vodou. Nasledné byl
gel ponoten do 300 ml vyvijeciho roztoku a po 5 minutach byla vyvijeci reakce zastavena
ukoncovacim roztokem o objemu 50 ml. Takto upravena gelova matrice byla pfenesena
mezi dvé folie a naskenovana. Velikost proteinovych fragmentd byla ur¢ena pomoci
standardli o znamé molekulové hmotnosti.
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45.8 Zakladni screening extracelularnich biosurfaktanta

Pro zjisténi a dikaz produkce extracelularnich surfaktantd u vybranych kmenu byla
zvolena metoda rozsifovani olejové skvrny — ,,0il spreading assay “. Metoda rozsifovani
olejové skvrny byla pouzita u kultivaci s indukci rostlinnym olejem. V ramci projektu
byla provedena metoda stanoveni aktivity emulze — ,,Emulsification capacity assay “
a metoda solubilizace krystalického anthracenu - ,.Solubilization of
crystalline anthracene “ u velkoobjemovych kultivaci s intenzivnim provzduS$iovanim
a U zakladnich kultivaci, vyjma kultivaci, kde byl pouzit emulgator TWEEN 80.

458.1 Metoda rozsifovani olejové skvrny — ,,Oil spreading assay“

Do Petriho misky o pruméru 15 cm bylo nadavkovano 40 ml ultra ¢isté vody a doprostied
100 pul oleje s ptidavkem cinidla. Na olejovou kapku bylo nadavkovano 10 pl
supernatantu. Mirou roztrzeni olejové kapky byla prokdzana ptfitomnost surfaktantu.
Obdobné byla testovana pozitivni i negativni kontrola.

4.5.8.2 Stanoveni emulgacéni aktivity — ,,Emulsification capacity assay“

Do sklenéné zkumavky byl pipetovan 1 ml supernatantu a 1 ml hexanu. Zkumavka byla
peclivé uzaviena, aby nedochdzelo k odpafeni rozpoustédla. Po 1 min intenzivniho
michani na vortexu byla zkumavka ponechana pfti laboratorni teploté po dobu 24 hodin.
Obdobnym zplisobem byla ptfipravena negativni i pozitivni kontrola. Po 24 hodinach byla
zméfena pomoci Suplery vySka emulzni vrstvy (he) avySka celkové kapaliny (hiot).
Z naméfenych hodnot byl pomoci vztahu (4) byl spocitan emulgaéni index |24:

e

Ly = - 100 %. (4)

tot

Emulgacni index I,4 koreluje s mnozstvim ptitomného surfaktantu.

45.8.3 Solubilizace krystalického anthracenu - ,Solubilization of
crystalline anthracene*

Do centrifuga¢ni zkumavky bylo pipetovano 5 ml supernatantu a pfidano malé mnozstvi
hydrofébniho anthracenu. Obdobnym zpusobem byla pfipravena pozitivni i negativni
kontrola. Zkumavka byla pfi laboratorni teploté intenzivné¢ michéana na tiepacce po dobu
24 hodin. Posléze byl jeji obsah centrifugovan 5 minut pfi 6000 rpm. Takto pfipraveny
vzorek byl podroben spektrofotometrickému métfeni v kiemennych kyvetach pti vinové
délce 354 nm. Naméfena absorbance odpovida koncentraci anthracenu rozpusténého
v pritomném surfaktantu. Jako blank byla pouzita negativni kontrola. Pro vylouceni
interference média byla zméfena absorbance iU zkumavek obsahujici pouze Ccista
kultiva¢ni média.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vyhodnoceni Kkalibra¢ni zavislosti aktivity lipaz a optimalizace
prostiredi

Pro stanoveni lipolytické aktivity byla sestrojena kalibra¢ni fada ze zékladniho roztoku
p-nitrofenolu. P-nitrofenol byl nafedén pfisluSnym pufrem na koncentrace Vv rozmezi
0,005-0,05 mmol-I"*. V ramci optimalizace prostfedi enzymové reakce byla kalibragni
fada sestrojena i pro testované pufry. Vysledky kalibra¢nich zavislosti jsou uvedeny

v Tab. 9 a na Obr. 20.

Tab. 9: Kalibracéni zavislost p-nitrofenolu

koncentrace (mmol-1-1)

0,005 [ 0,015 | 0,025 | 0,035 [ 0,050

absorbance pti405 nm

fosfatovy pufrpH 7,2 | 0,118 | 0,241 | 0,422 | 0,553 | 0,713

Tris-HCl pufrpH 7,2 | 0,103 | 0,199 | 0,325 | 0,456 | 0,582

Tris-HCl pufrpH84 | 0,063 | 0,286 | 0,553 | 0,834 1,154
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Obr. 20: Grafické znazorneni kalibracni krivky p-nitrofenolu

Pro optimalizaci reakéniho prostfedi lipolytickych enzymi, byla na zdkladé literarnich
udaji vybrana série pufra: 0,IM Tris HCI pufr o pH =7,2; 0,AM Tris HCI pufr
opH=8,4 a 0,IM fosfatovy pufr o pH =7,2. Aktivita lipaz byla vyhodnocena jako
mnozstvi p-nitrofenolu (v U-mlI™) uvolnéného z p-nitrofenylpalmititu enzymatickou
reakci v daném objemu supernatantu za urcity ¢as. Optimalizace prostfedi byla provedena
u zékladnich kultivaci karotenogennich kmenti. Pro zobrazeni vysledkt (Obr. 21) byla
vybrana kultivace kvasinky R. glutinis v médiu s odpadnim zivoc¢isnym tukem s C/N

pomeérem 25.
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Kultivace R. glutinis v tukovém médiu, C/N pomér 25

absorbance

0 10 20 30 40 50 60 70
¢as (min)

—>— fosfatovy pufr pH 7,2 —e—Tris-HCl pufr pH 7,2 —&—Tris-HCI pufr pH 8,4

Obr. 21: Grafické zndazornéni optimalizace reakcniho prostiedi u kultivace kvasinky R.

glutinis v tukovém médiu s CIN pomérem 25

Nejvyssi lipazova aktivita této kultivace byla pozorovana v prostiedi s Tris-HCI
pufrem opH 7,2, Aktivita enzymu byla vtomto prostiedi  stanovena
na4,20+0,19-10° U-ml™t. Ve srovnani s lipAzovou aktivitou v Tris-HCI pufru
o pH =84 (2,40 £ 0,58-10° U-mI™) je tato hodnota témé&F dvojnasobné vyssi. Lipazova
aktivita za pouziti fosfatového pufru o pH 7,2 ¢&inila 3,16 + 0,25-10° U-ml™. Na zakladg
vypoclitanych lipazovych aktivit zdkladnich kultivaci bylo pro stanoveni lipazovych
aktivit nadchazejicich kultivaci zvoleno prostiedi s Tris-HCI pufrem o pH 7,2. Lipazové
aktivity naméfené v prostfedi vSech pouzitych pufri jsou uvedeny v Ptiloha 1
a v Priloha 2.

5.2 Vysledky stanoveni aktivity lipolytickych enzymi a dalSich metaboliti
zakladnich kultivaci karotenogennich kvasinek

Koncentrace uhliku a dusiku (C/N pomér) vV kultivacnich médiich je jednim
Dal§im dilezitym parametrem je volba uhlikatého substratu. Ke zjiSténi optimalniho
prostfedi byly experimenty provadény v médiich s C/N poméry 13, 25, 50 a 100.
Lipolyticka aktivita byla sledovana Vramci mezindrodniho projektu ,,LipoFungi®
pfednostné v médiich s odpadnim zivoc¢isnym tukem a v tukovych médiich s pfidavkem
emulgatoru TWEEN 80, ktery byl mél pozitivné stimulovat aktivitu enzymu. Ackoliv
jsou tuky hlavnim substratem lipolytickych enzymt, byly v rdmci tohoto experimentu
otestovany 1 uhlikaté substraty, jako je glukéza a glycerol. Lipazova aktivita byla
sledovana u kmenu Rhodotorula glutinis, Cystofilobasidium macerans, Rhodotorula
mucilaginosa a Sporidiobolus pararoseus. Piesné podminky Kkultivace jsou uvedeny
v kapitole 4.4.1. V ramci hlubsiho porozuméni metabolismu kvasinek bylo pozorovano
I mnozstvi a zastoupeni intracelularnich metabolitti a biomasy.
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521 Vysledky zakladnich Kkultivaci kmenu karotenogennich kvasinek
v médiich s C/N pomérem 13

521.1 Stanoveni aktivity lipolytickych enzymii
Lipazova aktivita, C/N pomér 13

14

12 11,34

10

8

6

4 -

2

0
F » 3 F ® » & F oy &S
R. glutinis C. macerans R. mucilaginosa S. pararoseus &

®biomasa (g/l)  ®lipazova aktivita x 1000 (U/ml) pH supernatantu

Obr. 22: Vysledky stanoveni lipazové aktivity u zakladnich kultivaci s CIN pomérem 13

Z vysledku aktivity lipolytickych enzymt zobrazenych na Obr. 22 je patrna lipazova
aktivita nejen v médiich s obsahem tuku jako pfirozeného substratu lipaz, ale i v médiich
s glukozou a glycerolem. Z tohoto vysledku lze wusoudit, ze lipolytické enzymy
studovanych kment kvasinek jsou produkovany v malych mnozstvich i na jinych médiich
a indukce jejich produkce je vyvoldna ptitomnosti pfislusného substratu. Indukce enzymu
muze byt pravdépodobné vyvolana i jinymi faktory.

Nejvyssi hodnoty lipazovych aktivit byly pozorovany v samostatnych tukovych
médiich. U kvasinky R. glutinis byla hodnota aktivity enzymu stanovena
azna 11,34 +0,39-10° U'ml™*. v tukovych médiich s emulgéatorem byla lipazova aktivita
naméfena pouze u kvasinky S. pararoseus. U ostatnich kvasinkovych kmend mohl
pfidavek emulgatoru enzym inhibovat. U kmene S. pararoseus aktivita enzymu
VvV emulgovaném médiu ve srovnani se samostatnym tukovym médiem poklesla. Lipaza
tohoto kmene mohla byt mirn€ inhibovana samotnou molekulou emulgatoru,
nebo produkce lipolytickych enzymt nebyla tak vyrazné, diky zlepSené dostupnosti
substratu v emulgovaném systému. Velmi zajimavy je vysledek lipazovych aktivit
u kvasinky C. macerans, u které aktivita enzymu byla stanovena pouze v glycerolovém
a gluk6zovém médiu. Pfesny popis stanoveni lipdzovych aktivit je uveden
v kapitole 4.5.2.
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5.2.1.2 Stanoveni vytéZkii biomasy a intracelularnich metabolitit

Z vysledkt uvedenych na Obr. 23 je patrné, Ze nejvy$$i mnozstvi biomasy bylo
stanoveno V glukézovém a glycerolovém médiu. Glukdéza a glycerol je povazovan
za jednoduchy uhlikaty substrat, coz umoziuje rychlejsi utilizaci a tim i y$§i narast
bunééné kultury [71]. Nicméné samotna schopnost utilizovat a posléze valorizovat
surovy zivocisny tuk je biotechnologicky zajimavou vlastnosti karotenogennich kvasinek.
V tukovych médiich jsou ale pozorovany velmi nizké vytézky, ziejmé dochazi
tukovém médiu vyssi vytézek biomasy, coz odpovida zlepSené dostupnosti substratu.
U kvasinky C. macerans byl zaznamenan vyrazny pokles vytéZku biomasy ve vSech
médiich. Pfesny postup gravimetrického stanoveni biomasy je popsan v kapitole 4.5.1.

Bunééné lipidy byly stanoveny plynovou chromatografii jako methylestery mastnych
kyselin. Pfesny postup stanoveni je popsan v kapitole 4.5.3 a 4.5.4. Z profilt mastnych
kyselin studovanych kvasinkovych kmend bylo vyhodnoceno procentudlni zastoupeni

bunéénych lipidu.
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Obr. 23: Grafické zndazornéni vytéZkii biomasy a procentudlniho zastoupeni
intracelularnich lipidu u zakladni kultivace kmenu karotenogennich kvasinek v médiu
s C/N pomérem 13

Kultivace v médiich s C/N pomérem 13 prospivala z hlediska procentualniho
zastoupeni buné&cnych lipidi na Obr. 23 nejvice kvasinkam C. macerans a S pararoseus.
Ukazka kultivace kvasinky C. macerans je zobrazena v Pfiloha 3. Vyssi hodnoty byly
u vétsiny kmenl naméfeny zejména V tukovych a Vv glukézovych médiich. Nizsi
zastoupeni buné¢nych lipida bylo pozorovano v médiich s glycerolem a v tukovém médiu
s emulgatorem. Vyjimkou je kvasinka S. pararoseus, u které bylo zastoupeni buné¢nych
lipidli v tukovém médiu s emulgatorem pies 40 %.

Koncentrace celkovych karotenoidi, ubichinonu a ergosterolu byla stanoven pomoci

kapalinové chromatografie. Podminky a postup stanoveni je popsan v kapitole 4.5.5.
a4.5.6.
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Z Obr. 24 je patrné, ze mnozstvi karotenoidu, ergosterolu a ubichinonu bylo vyznamné
u kvasinek R. glutinis a S. pararoseus, u kterych bylo pozorovano i vysoké vytézky
biomasy. U kvasinky C. macerans byly koncentrace sledovanych metabolitli, kromé
koncentrace ubichinonu v glukézovém médiu nizké, nicméné také odpovidaly naristu
biomasy. Produkce karotenoidii a ubichinonu u kvasinky R. mucilaginosa byla mala,
avSak v glycerolovém médiu se mnozstvi ubichinonu vyrazné zvysilo. Obsah ergosterolu
U tohoto kmene odpovidal vysSimu narGstu biomasy, v glycerolovém médiu vidime
vyrazny pokles vytézku tohoto metabolitu.
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® celkové karotenoidy (mg/l) = ubichinon (mg/l) = ergosterol x 10-1 (mg/l) ®biomasa (g/l)

Obr. 24: Vysledky stanoveni koncentraci karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu u zdkladnich

kultivaci s CIN pomérem 13

5.22 Vysledky zakladnich Kkultivaci kmend karotenogennich kvasinek
v médiich s C/N pomérem 25

5221 Stanoveni aktivity lipolytickych enzymii

Lipazova aktivita, C/Npomér 25
9,72

10

S I S ¥ S N &
F &S F o &S F 9 F @
\k
- N -
R. glutinis C. macerans R. mucilaginosa S. pararoseus
®biomasa (g/l)  ®lipazova aktivita x 1000 (U/ml) pH supernatantu

Obr. 25: Vysledky stanoveni lipazové aktivity u zakladnich kultivaci s CIN pomérem 25
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Z grafického zobrazeni vysledkd lipazovych aktivit z kultivaci o C/N poméru 25
(Obr. 25) je zfejmé, ze aktivita enzymu byla naméfena v men$i mife iV médiich
s glukézou a glycerolem. V tukovych médiich s emulgatorem byla aktivita enzymu
naméfena pouze u kultivace kvasinky C. macerans. Ve srovnani s lipazovou
aktivitou u tukového média, zde mizeme opét pozorovat pokles.

Lipaza tohoto kmene mohla byt mirn€ inhibovdna samotnou molekulou emulgatoru,
nebo produkce lipolytickych enzymii nebyla tak vyrazna, diky zlepSené dostupnosti
substratu v emulgovaném systému, coZ se projevuje zvySenym naristem biomasy.
Z hlediska kmenu jsou vysledky lipazovych aktivit kvasinek rodu Rhodotorula témér
totozné. Zajimavé jsou vysledky aktivit u kmene S. pararoseus, u kterého byly lipazové
aktivity naméteny pouze v glukézovém a glycerolovém médiu. Nejvyssi lipazova aktivita
byla namétena v tukovém médiu kvasinky C. macerans (9,72 + 0,18-107° U-mlfl).

5.2.2.2 Stanoveni vytéZkii biomasy a intraceluldrnich metabolitit
Nejvyssi mnozstvi biomasy bylo izolovano z glukézového a glycerolového média
(Obr. 26). V ramci tukovych médii byl vytézek biomasy vyssi v kultivaci v pfitomnosti
emulgatoru. Pfidavek emulgatoru (TWEEN 80) tedy umoziuje lipolytickym enzymam
lepé utilizovat hydrofobni substraty [72].
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Obr. 26: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni lipidii v biomase u zdakladni kultivace

kmenii karotenogennich kvasinek v médiu s CIN pomerem 25

Z vysledkt uvedenych na Obr. 27 je zastoupeni bunéénych lipidd nejvyssi u kmene
S. pararoseus V glukozovém a tukovém médiu, kde jejich zastoupeni piekracuje
hodnotu 40 %. Nad 40 % intracelularnich lipidi je produkovano i v tukovém médiu
s pfidavkem emulgatoru u kvasinky C. macerans. Nizs$i vytézky jsou pozorovany
Vv glycerolovych médiich.
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Obr. 27: Vysledky stanoveni koncentraci karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu u zdkladnich

kultivaci s CIN pomérem 25

Dle vysledkd na Obr. 27. je u kvasinek R. glutinis a S. pararoseus patrny vyrazny
pokles koncentrace celkovych karotenoidii ve srovnani s koncentracemi téchto metabolitl
u kultivace s C/N pomérem 13 (Obr. 24). Pouze u kvasinky R. mucilaginosa byl obsah
karotenoidt vys$si. Ukazka kultivace kvasinky R. mucilaginosa je zobrazena v Ptiloha 4.
Obsah karotenoidu byl u kvasinky C. macerans srovnatelny s ptedchozi kultivaci.

Nejvyssi koncentrace ergosterolu byly naméfeny v glukézovych a v glycerolovych
médiich. Velmi vysoké hodnoty byly naméfeny u kvasinky C. macerans, zejména
v glycerolovém médiu (¢ = 70,62 mg-1™).

Vysoké koncentrace ubichinonu byly ukvasinky R. glutinis v glycerolovém
a gluk6zovém médiu. Vysokd koncentrace tohoto metabolitu byla namétena v tukovych
médiich u kvasinek C. macerans. Nejvyssi koncentrace ubichinonu byla naméfena
u kvasinky R. mucilaginosa v tukovém médiu s emulgatorem (¢ = 6,82 mg:1™). Kvasinka
S. pararoseus vykazovala ve v§ech médiich podobné vytézky ubichinonu.
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5.2.3 Vysledky zakladnich Kkultivaci kmenid Kkarotenogennich kvasinek
v médiich s C/N pomérem 50

5231 Stanoveni aktivity lipolytickych enzymii

Lipazova aktivita v médiich, C/N pomér 50
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® biomasa (g/l)  ®lipazova aktivita x 1000 (U/ml) pH supernatantu

Obr. 28: Vysledky stanoveni lipazové aktivity u zakladnich kultivaci s CIN pomeérem 50

Z vysledku lipazovych aktivit na Obr. 28 je parné, ze aktivita enzymu byla naméfena
v mensi mife iV médiich s glukézou a glycerolem. V tukovych médiich, kde je
pfitomnost lipolytickych enzymii ocekavéna, byla naméfena nejvyssi lipazova aktivita
u kvasinek C. macerans (7,42 £ 0,79-10° U-ml ) as. pararoseus
(8,91 +0,98:10° U-ml™Y). U kvasinky S. pararoseus byla namé&fena lipazova aktivita
i vmédiu s emulgatorem. Vysoky narst biomasy zna¢i lepsi utilizaci substratu a tim
nizsi potiebné mnozstvi enzymu. U kvasinek rodu Rhodotorula byly v tukovych médiich
naméfené lipazové aktivity relativné nizke.
5.2.3.2 Stanoveni vytéZkit biomasy a intraceluldarnich metabolitit

Vytézky biomas z kultivaci s C/N pomérem 50 jsou téméf srovnatelné s vytézky predeslé

kultivace (Obr. 29). Nejvyssi mnozstvi jsou pozorovany v médiu s glukdézou, glycerolem
a Vv tukovém médiu s pfidavkem emulgatoru.

U kultivaci s C/N pomérem 50 (Obr. 29) dosahuje vysokého mnozstvi intracelularnich
lipidd pouze kvasinka S. pararoseus. Procentudlni zastoupeni lipidd ¢ini v tukovych
médiich pies 40 %. Ostatni kvasinkové kmeny nevykazuji v ramci této kultivace
vyraznou produkci bunéénych lipidi.
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Obr. 29: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni lipidii v biomase u zakladni kultivace

kmenii karotenogennich kvasinek v médiu s CIN pomérem 50

Koncentrace celkovych karotenoidi, ergosterolu a ubichinonu,
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Obr. 30: Vysledky stanoveni koncentraci karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu u zdkladnich

kultivaci s CIN pomérem 50

Z vysledkt na Obr. 30 muzeme pozorovat vyssi koncentraci celkovych karotenoidu
u kvasinky R. mucilaginosa, ktera je ve vSech médiich pfiblizné stejna. Nejvyssi
koncentrace celkovych karotenoidi byla stanovena v glycerolovém médiu u kvasinky
C. macerans (c = 5,70 mg-I™"). Ukazka kultivace kvasinky C. macerans je zobrazena
v Piiloha 5. Koncentrace karotenoidti u kvasinky R. glutinis byla nejvyssi v tukovych
médiich. U kvasinky S. pararoseus bylo pozorovano zvySeni karotenoidd v biomase
u glukézového a tukového média.

Koncentrace ergosterolu byla téméf ekvivalentni s koncentraci celkovych karotenoidi.
Nejvyssi obsah ergosterolu byl naméfen v biomase kvasinky C. macerans
(c = 75,82 mg-I™). Nejvyssi koncentrace ubichinonu byla naméfena v tukovych médiich
u vSech studovanych kment, zejména u kvasinky S. pararoseus.
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524 Vysledky zakladnich Kkultivaci kmenu karotenogennich kvasinek
v médiich s C/N pomérem 100

5241 Stanoveni aktivity lipolytickych enzymii

12 - Lipazova aktivita, C/N pomér 100

10,37

<,

‘@\?
R. glutinis C. macerans R. mucilaginosa S. pararoseus
®biomasa (g/l)  ®lipazova aktivita x 1000 (U/ml) pH supernatantu

Obr. 31: Vysledky stanoveni lipazové aktivity u zdkladnich kultivaci s CIN pomérem 100

Nejvyssi lipazova aktivita (Obr. 31) byla stanovena v tukovém médiu kvasinky
S. pararoseus (10,37 +0,33-:10° U-ml™). V médiu s emulgatorem aktivita enzymu klesla.
U ostatnich kmend nebyla v médiich s emulgatorem pozorovana vibec. Lipolytické
aktivity ostatnich kment byly nizké, srovnatelné s aktivitami lipolytickych enzymu
glukozy a glycerolu. Zvlast u kvasinky C. macerans byla vzhledem k vysoké biomase
tukového média ocekavana zvySena aktivita enzymu.

5.2.4.2 Stanoveni vytéZki biomasy a intracelularnich metabolitii

Vytézky biomas (Obr. 32) v ramci médii jsou velmi proménlivé. U kvasinky R. glutinis je
pozorovan nejvysSi nartst biomasy v glukézovém a glycerolovém médiu. Kvasinka
C. macerans vykazuje nejvySsi nartist v samotném tukovém médiu. V glukézovém
aVvtukovém médiu s emulgatorem bylo nejvice biomasy izolovano u kvasinky
R. mucilaginosa. U kvasinky S. pararoseus byly nejvyssi vytézky pozorovany v tukovych
médiich.

Vysledky kultivaci v médiich s C/N pomérem 100 (Obr. 32) jsou velmi podobné
vysledkim piedchozi Kkultivace (Obr. 29). Z Obr. je patrné, Ze nejvySsi zastoupeni
bunéénych lipidi bylo stanoveno v tukovych médiich s ptidavkem emulgatoru. Vyjimkou
je kvasinka C. macerans, u které bylo zastoupeni lipidi ve vSech médiich témeéf stejné.
U kvasinky S. pararoseus bylo stanoveno v médiu s emulgatorem az pies 40 %
intracelularnich lipidd. Vys$$i mnoZstvi je pozorovéno 1V samotném tukovém médiu.
Nejniz§i procentudlni obsahy bunécnych lipidd byly pozorovany v glycerolovych
médiich.
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Obr. 32: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni lipidi v biomase u zdkladni kultivace

kmenii karotenogennich kvasinek v médiu s CIN pomérem 100
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® celkové karotenoidy (mg/1) = ubichinon (mg/l) ® ergosterol x 10-1 (mg/l) ® biomasa (g/l)

Obr. 33: Vysledky stanoveni koncentraci karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu u zdkladnich
kultivaci s CIN pomérem 100

Z vysledku celkovych karotenoidd uvedenych na Obr. 33 je patrny vyrazny pokles
obsahu karotenoidi u kvasinek R. glutinis a C. macerans v porovnani s piedchozi
kultivaci (Obr. 30). Z hlediska této kultivace vyssi obsahy karotenoidu byly stanoveny
u kvasinek R. mucilaginosa a S. pararoseus. Ukazka kultivace kvasinky S. pararoseus je
zobrazena vV Priloha 6. V ramci uhlikatého substratu byla nejvyS$i koncentrace
karotenoidli naméfena v tukovém médiu, vyjma kvasinky R. glutinis, kde bylo mnozZstvi
karotenoidli naopak nejniz8i. Nejvyssi koncentrace karotenoidil byla namétena v tukovém
médiu  kvasinky R mucilaginosa (c =5,50 mg:I™) avtukovém médiu kvasinky
S. pararoseus (c = 5,46 mg-™).
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Koncentrace ergosterolu byla velmi kolisava. Nevyssi koncentrace ergosterolu byla
namé&fena v biomase kvasinky R. mucilaginosa v tukovém médiu (c = 50,14 mg-1™?).
Pti vy$sich C/N pomérech mize byt tento projev u tohoto kmene zplsoben zvySenou
produkci ergosterolu na vystavbu lipidovych vakuol. U kvasinky R. glutinis byla
zaznamenan vyrazny pokles ergosterolu v biomase tukového média.

Koncentrace ubichinonu byly témét ekvivalentni s koncentracemi celkovych
karotenoidi, vyjimkou je kvasinka S. pararoseus, ukteré bylo nejvy$§i mnozstvi
ubichinonu naméteno v tukovém médiu s emulgatorem.

525 Vysledky kultivaci kmeni karotenogennich kvasinek v mechanicky
emulgovanych médiich

Pfitomnost neionogennich surfaktanti snizuje mezifazové napéti dvou nemisitelnych
latek. V tomto experimentu je ve vodném prosttedi nemisitelnou latkou odpadni
zivo¢isny tuk. Snizeni mezifazového napéti zplisobi vznik tukové emulze
a pro lipolytické enzymy se tukovy substrat stava dostupnéjsim [72].

V ramci této kultivace byl na aktivitu lipolytickych enzyml studovanych kmeni
testovan ucinek dvou komerénich surfaktantt TWEEN 80 a Triton X-100. Na zakladé
literarnich tdaji byl sledovan i ucinek véapenatych iontd jako lipazovych aktivatorut.
Ke zlepsSeni tvorby emulze byly média pfed ockovanim dodate¢né mechanicky michana.
Na zakladé vysledkt lipolytickych aktivit ze zakladnich kultivaci (kapitola 5.2), byl
pro tuto sérii kultivaci vybran C/N pomér 50. Pfitomto poméru byla aktivita
lipolytickych enzyml namétfena v tukovych médiich vSech studovanych kmeni. Presny
popis kultivace je popsan v kapitole 4.4.2. K hlub§imu porozuméni metabolismu
karotenogennich kvasinek byly analyzovany 1 intracelularni metabolity.

5.25.1 Stanoveni aktivity lipolytickych enzymii

V porovnani se zakladnimi kultivacemi karotenogennich kvasinek (kapitola 5.2), byly
lipazové aktivity (Obr. 34) naméfeny ve vSech médiich s neionogennimi emulgatory.
Tento vysledek naznacuje, Ze mechanické promichani pied samotnym ockovanim
kvasinkové kultury mlze pozitivné ovliviiovat aktivitu enzymu. Z pouzitych emulgatora
se jevil jako u€innéjsi Triton X-100, ktery v prabehu kultivace tvoftil stabiln€j$i emulzi.

Ptidavek vapenatych iontd jako aktivatorti lipolytickych enzyml nezpusobil Zadny
vyrazny narust lipazové aktivity, pouze v piipadé kultivace R. glutinis a C. macerans
v médiu s emulgatorem Triton X-100. Ukazka kultivace kvasinky R. glutinis je zobrazena
v Piiloha 7. U téchto kultivaci byla naméfena také nejvyssi lipazova aktivita. Ackoliv
dostupna literatura uvadéla neionogenni emulgéatory jako pozitivni stimulanty
lipolytickych enzymd, v této praci spiSe dochazelo v jejich ptitomnost k poklesu
lipazovych aktivit.
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. Lipazova aktivita v emulgovanych médiich , C/N pomér 50
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R. glutinis C. macerans R. mucilaginosa S. pararoseus

® biomasa (g/l)  ®lipazova aktivita x 1000 (U/ml) pH supernatantu

Obr. 34: Vysledky stanoveni lipazové aktivity u emulgovanych kultivaci s CIN pomérem 50

5.25.2 Stanoveni vytéZkit biomasy a intracelularnich metabolitit

Z vysledku na Obr. 35 je patrné, ze kazdy studovany kmen preferuje jiné sloZeni
kultivaéniho média. VyS$$i narusty biomasy u kvasinky R. glutinis byly stanoveny
v médich s emulgatorem Triton X-100. Kvasinka R. mucilaginosa nejlépe rostla v médich
s emulgatorem TWEEN 80. Nejvy$si mnozstvi biomasy bylo stanoveno u kvasinky
C. macerans zapouziti tukovych médii s pfidavky vapenatych iontd. Kvasinky
S. pararoseus vice prospivaly v médiu bez ptidavku vapenatych iontu.

Z vysledki uvedenych na Obr. 35 je patrné, ze nejvyssi vytézky bunéénych lipidu byly
pfevazné u kultivaci s emulgatorem TWEEN 80. Pfidani véapenatych iontd vedlo
k mirnému poklesu produkce lipidi. Vyjimkou je kvasinka R. mucilaginosa, u které byl
V pfitomnosti vapenatych iontl pozorovan az 10% narist intracelularniho tuku.
V médiich s emulgatorem TWEEN 80 bylo nejvyssi zastoupeni bunécnych lipidi
stanoveno u kvasinek S pararoseus (58,9 %) a C. macerans (47,1 %).

Zastoupeni bunécnych lipida v médiich s emulgatorem Triton X-100 se pohybovalo
u vétsiny kmenta kolem 20 %. Vyjimkou je kvasinka S. pararoseus, u které byly vytézky
nad 30 %.
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70 - Zastoupeni lipidi v biomase, C/N pomér 50
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Obr. 35: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni lipidi v biomase u kultivaci kmenii

karotenogennich kvasinek v mechanicky emulgovanych médiich s CIN pomérem 50

Koncentrace karotenoidi (Obr. 36) u vétSiny kultivaci korelovala s nariistem biomasy.
Vyjimkou je kvasinka S. pararoseus, u které byla zaznamenana v médiu s emulgatorem
TWEEN 80 a s vapenatymi ionty velmi vysoka produkce karotenoidii (¢ = 17,66 mg-1™Y).
Mozné je jisté zkresleni vysledkli vzhledem k nevyznamnému nardstu biomasy. Nejvyssi
koncentrace karotenoidi byla naméfena u kvasinky R mucilaginosa v médiu
s emulgatorem TWEEN 80 a s pfidavkem vapenatych iontd (¢ = 23,10 mg-1™). Kultivace
s emulgatorem Triton X-100, vyjma kvasinky R. mucilaginosa, neposkytovaly vyznamné
mnozstvi karotenoidli. Koncentrace ergosterolu a ubichinonu byly téméf ekvivalentni
S nartistem biomasy. Nejvyssi nartst ubichinonu byl pozorovan v médiu s emulgatorem
TWEEN 80 a vapenatymi ionty u kvasinek C. macerans a R. mucilaginosa.

Koncentrace celkovych karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu,
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Obr. 36: Vysledky stanoveni koncentraci karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu

u emulgovanych médii s CIN pomérem 50
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5.3 Vysledky velkoobjemovych kultivaci kmeni karotenogennich kvasinek
s ¢asovymi odbéry

Produkce lipolytickych enzymi byva vétSinou indukovana ptitomnosti lipidového
uhlikatého zdroje. Z vysledku stanoveni lipazovych aktivit ze zakladnich kultivaci
(kapitola 5.2) mizeme pozorovat produkci lipaz i v piipadé glukézového a glycerolového
uhlikatého substratu. K detailnéj$Simu prozkouméni produkce lipaz v pribéhu bunécéného
rustu byly provedeny velkoobjemové kultivace s ¢asovymi odbéry. Kvuli dostatecnému
mnozstvi dusiku ke tvorbé enzymi byl zvolen C/N pomér 13. Pfesny popis a podminky
kultivace jsou uvedeny v kapitole 4.4.3. Lipazova aktivita byla sledovana u kment
Rhodotorula glutinis, Cystofilobasidium macerans, Rhodotorula mucilaginosa
a Sporidiobolus pararoseus. V ramci hlub$iho porozuméni metabolismu kvasinek bylo
pozorovano 0d 60. hodiny kultivace také mnozstvi a zastoupeni intracelularnich
metabolitl. Podminky stanoveni sledovanych metaboliti a biomasy jsou uvedeny
v kapitole 4.5. Ukazky kultivaci v 96. hodiné jsou uvedeny v Ptiloha 8 az Ptiloha 11.

5.3.1 Rhodotorula glutinis

U kvasinky R. glutinis byla lipazova aktivita naméfena v médiu s odpadnim Zivocisnym
tukem, glukézou a glycerolem. V médiu semulgatorem TWEEN 80 k detekci
lipolytického enzymu nedoslo.

Lipazova aktivita kvasinky R. glutinis v tukovém médiu
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Obr. 37: Vysledky lipdazové aktivity kvasinky R. glutinis v tukovém médiu (CIN pomér 13)

Lipazova aktivita kvasinky R. glutinis v tukovém médiu (Obr. 37) je ponékud niZsi,
nez bylo pfedpokladano. Prvni maximum lipazové aktivity je pozorovano ve 30. hodiné
kultivace, nicmén¢ aktivita enzymu v tomto Case vyrazné nepievysuje enzymove aktivity
primarniho uhlikatého substratu. Druhé maximum bylo stanoveno v 84. hodiné kultivace,
které je v porovnani s ptedchozim maximem mnohem vys$si. Vyssi lipazova aktivita miize
souviset se zvySenou produkci enzymu v dasledku vysokého naristu biomasy.
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Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metaboliti a biomasy
v tukovém médiu kvasinky R. glutinis
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Obr. 38: Vysledky koncentrace a zastoupeni intracelularnich metabolitit a biomasy v tukovém
médiu kvasinky R. glutinis (CIN pomer 13)

Z vysledku na Obr. 38 je viditelny kolisavy priubéh vytézku vsech intracelularnich
metabolitd. Procentualni zastoupeni lipidd je nizs$i a koncentrace ubichinonu vyssi,
nez U nasledujicich kultivaci. Koncentrace celkovych karotenoidi a ergosterolu jsou
srovnatelné. Maximum vytézki sledovanych metabolitd, vyjma intracelularnich lipidd, je
v 96. hodiné€ kultivace. Procentualni zastoupeni bunécnych lipida je nejvyssi v 78. hodiné
kultivace.

Lipazova aktivita kvasinky R. glutinis v gluk6zovém médiu
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Obr. 39: Vysledky lipazové aktivity kvasinky R. glutinis v glukézovém médiu
(C/IN pomer 13)
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U kvasinky R. glutinis byl v gluk6zovém médiu prabéh lipazovych aktivit na Obr. 39
kolisavéjsi, nez v médiu s odpadnim tukem (Obr. 37). Nejvyssi aktivity enzymu byly
naméieny ve 3., 12. a 84. hodin¢ kultivace. Naopak minimdlni lipdzova aktivita byla
stanovena v 48. hodin¢. Podle literatury mtize takovy pribéh naznacovat pritomnost dvou
forem lipaz: lipaza asociovana s bunkou a lipaza vylucovana do prostfedi. Ob¢ formy
mohou dosahnout nejvyssich aktivit v rizném c¢ase kultivace [19]. Ve 12. hodiné jsou
ziejm¢ bunky adaptovany na prostfedi a dochazi k poc¢atku exponencialni faze. K jejich
rustu je zapottebi dostateCny pfisun energie, kterou si zajistuji zvySenou produkci
asociovanych enzymu. V 84. hodiné pravdépodobné exponencidlni faze kon¢i a dochéazi
k nahromadéni lipolytickych enzymua v disledku maximalniho naristu biomasy. Uréité
mnozstvi asociované lipazy se mohlo objevit v supernatantu v disledku neamyslného
pfevedeni enzymu v prubéhu manipulace s biomasou.

Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metaboliti a biomasy
v gluk6zovém médiu kvasinky R. glutinis
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Obr. 40: Vysledky koncentrace a zastoupeni intraceluldrnich metaboliti a biomasy
Vv glukozovém médiu kvasinky R. glutinis (CIN pomeér 13)

Z vysledkl koncentraci a zastoupeni intracelularnich metaboliti v glukézovém médiu
(Obr. 40) je patrny linearni narust karotenoidid a lipidd. Maxima téch metabolitl jsou
v 96. hodin¢ kultivace. Koncentrace ergosterolu a ubichinonu jsou kolisavé a dosahuji
maxima Vv 78. hodin¢ kultivace.

Vysledky lipolytickych aktivit jsou v glycerolovém médiu (Obr. 41) pomérné
srovnatelné s vysledky enzymovych aktivit v glukézovém médiu (Obr. 39). Nicméné
maxima naméfenych lipdzovych aktivit jsou podstatné nizs$i. Nejvyssi hodnoty lipdzové
aktivity byla namétfeny v 9. a 78. hodiné. Podle prib&hu kolisani aktivit enzymu lze opét
usuzovat pfitomnost obou forem lipaz.
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Lipazova aktivita kvasinky R. glutinis v glycerolovém médiu
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Obr. 41: Vysledky lipazové aktivity kvasinky R. glutinis v glycerolovém médiu (CIN pomér 13)

Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metaboliti a biomasy
v glycerolovém médiu kvasinky R. glutinis
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Obr. 42: Vysledky koncentrace a zastoupeni intraceluldrnich metabolitii a biomasy
v glycerolovém médiu kvasinky R. glutinis (CIN pomér 13).

Oproti kultivaci v gluk6zovém médiu (Obr. 40) jsou vytézky buné¢nych lipida
z kultivace na glycerolu nizsi (Obr. 42). Maximum procentualniho zastoupeni
pozorujeme Vv 72. hoding, poté se procentualni zastoupeni nepatrné sniZzuje. Naméfené
koncentrace karotenoidli, ubichinonu a ergosterolu se 1isi od koncentraci téchto
metabolitd z kultivace na glukdze jen velmi malo. Nicméné u koncentrace karotenoidu
a ergosterolu dochazi v 72. hodiné kultivace k vyraznému poklesu. Nasledné se jejich
vytézky zvySuji, az do maxima v 96. hodiné. Koncentrace ubichinonu linearné roste
s dobou kultivace.
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5.3.2  Cystofilobasidium macerans

U kvasinky C. macerans byla lipazova aktivita naméfena v médiu s odpadnim
zivoc¢isnym tukem, glukozou a glycerolem. V médiu s emulgatorem TWEEN 80 k detekci
lipolytického enzymu nedoslo.

Lipazova aktivita kvasinky C. macerans v tukovém médiu
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Obr. 43: Vysledky lipdzové aktivity kvasinky C. macerans v tukovém médiu
(CIN pomer 13)

Prubéh lipazovych aktivit v tomto médiu (Obr. 43) je velmi kolisavy. Oproti kvasince
R. glutinis (Obr. 37), zde pozorujeme tfi maxima lipazovych aktivit, v 6. 30. a 78. hodiné
kultivace, coz odpovida lag fazi (6. hodina), prib&hu exponencialni faze (30. hodina)
a vrcholu exponencialni faze (78. hodina). Naméfené lipazové aktivity jsou v tukovém
médiu pon€kud niz§i, srovnatelné s kultivaci R. glutinis. V 0., 54., a v 60. hodiné
kultivace nebyla aktivita enzymu naméfena vibec. Nejvyssi enzymova aktivita byla
naméfena V 6. hodiné kultivace. ZvySeni aktivit v lag fazi a na zacatku exponencidlni
faze muze vypovidat o nadmérné produkci asociované lipazy pro potfebu dostatecné
energie k bunéénému rustu. Pozdéjsi ustaleni lipazovych aktivit by mohlo byt zptisobeno
uptfednostnénou utilizaci vzniklého glycerolu. Vzhledem k nizSimu nartstu biomasy
ke konci kultivace, nemuselo dochazet k tak vyrazné produkci lipolytickych enzymu
jako u kultivace R. glutinis. Lipaza asociovana s buiikou se mohla prevést
do supernatantu v priab&hu zpracovani biomasy.

Z vysledkt na Obr. 44. je patrné linearni klesani vytézku intracelularnich lipida.
Nejvyssiho vytézku bylo dosdhnuto v 60. hodiné. Koncentrace karotenoidil a ergosterolu
jsou viceméné kolisavé. Nejvyssi vytézky celkovych karotenoidii a ergosterolu byly
stanoveny v 78. hodin¢ kultivace. Koncentrace ubichinonu jsou v tukovém médiu vyssi,
nez v médiu s glukézou (Obr. 46). Maximalni vytézek byl stanoven v 84. hodiné
kultivace.
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Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metaboliti a biomasy
v tukovém médiu kvasinky C. macerans
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Obr. 44: Vysledky koncentrace a zastoupeni intraceluldarnich metabolitii a biomasy v tukovém

médiu kvasinky C. macerans (CIN pomér 13)
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Obr. 45: Vysledky lipazové aktivity kvasinky C. macerans v glukézovém médiu
(C/IN pomer 13)

Jako u pfedchozi velkoobjemové kultivace v tukovém médiu, tak izde (Obr. 45)
pozorujeme pribeh lipazovych aktivit se tfemi vrcholy v 6., 30, 78. hodiné kultivace.
Naméfené maxima lipazovych aktivit jsou ponckud vyraznéjsi, nez v tukovém médiu.
Nejvyssi lipazova aktivita byla namétfena v 78. hodiné kultivace, kterd odpovida konci
exponencialni faze a vrcholu ristu bunééné biomasy.
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Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metabolitii a biomasy
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Obr. 46: Vysledky koncentrace a zastoupeni intraceluldrnich metabolitii a biomasy v

glukozovem médiu kvasinky C. macerans (CIN pomeér 13)

Hodnoty procentualniho zastoupeni intracelularnich lipida na Obr. 46 jsou srovnatelné
s hodnotami vytézki buné¢ného tuku z kultivace natuku (Obr. 44). Ovsem lipidové
vytéZky zde nemaji linearni klesajici charakter, ale naopak linearné rostou. Jejich
maximum je tedy v 96. hodin¢ kultivace. Linearni rust je také pozorovan u koncentraci
celkovych karotenoidt a ergosterolu. U koncentrace ubichinonu je pribéh jeho produkce
kolisavy. Nejvyssiho mnozstvi dosahuje v 84. hodin€. Vytézky karotenoidu a lipidickych
latek jsou v tomto médiu veskrze nizké.

Lipazova aktivita kvasinky C. macerans v glycerolovém médiu
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Obr. 47: Vysledky lipdazové aktivity kvasinky C. macerans v glycerolovéem — médiu
(CIN pomer 13)

U kultivace C. macerans v glycerolovém médiu (Obr. 47) pozorujeme obdobny prubéh
enzymovych aktivit jako u Kkultivace v médiu s glukézou (Obr. 45). Vrcholnych
lipazovych aktivit je dosazeno v 9., 30. a 84. hodin¢ kultivace. Naméiené lipdzové
aktivity v glycerolovém médiu jsou ovSem niz$i, nez v glukézovém médiu. Na zakladé
prubehu aktivit enzymu lze opét podotknout na ptritomnost obou forem lipaz.
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Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metabolitii a biomasy
v glycerolovém médiu kvasinky C. macerans
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Obr. 48: Vysledky koncentrace a zastoupeni intraceluldrnich metabolitii a biomasy v

glycerolovém médiu kvasinky C. macerans (CIN pomeér 13)

Na Obr. 48 lze vidét vyrazné sniZeni vytézka intracelularnich lipidu oproti kultivaci
na glukéze (Obr. 46) anatuku (Obr. 44). Charakter zastoupeni bunéénych lipida je
ke konci kultivace velmi kolisavy, ov§em maximum bylo naméfeno az v 96. hoding.
Velmi kolisavé jsou i vytézky karotenoidil a lipidickych latek. V 72. hodiné& kultivace
pozorujeme vyrazny narist koncentrace celkovych karotenoidi a ubichinonu.
Koncentrace ergosterolu se od 72. hodiny téméf neméni.

5.3.3 Rhodotorula mucilaginosa

U kvasinky R. mucilaginosa byla lipazova aktivita naméfend v médiu s odpadnim
zivo¢isnym tukem, glukozou a glycerolem. V médiu s emulgatorem TWEEN 80 k detekci
lipolytického enzymu nedoslo.

Lipazova aktivita kvasinky R. mucilaginosa v tukovém médiu
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Obr. 49: Vysledky lipazové aktivity kvasinky R. mucilaginosa v tukovém médiu
(CIN pomer 13
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Z vysledku na Obr. 49 pozorujeme v tukovém médiu velmi vyraznou kolisavost
lipazovych aktivit. Na pocatku kultivace pozorujeme nepatrné maximum ve 12. hodiné.
Velmi vysokou lipdzovou aktivitu ovSem pozorujeme v 54. hodiné¢ kultivace. Mirné
zvySena aktivita enzymu byla i v 78. hodiné. Naopak vyrazny propad lipazové aktivity
nastal ve 24. hodiné a 72. hodiné.

Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metaboliti a biomasy
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Obr. 50: Vysledky koncentrace a zastoupeni intracelularnich metabolitii a biomasy v tukovém
médiu kvasinky R. mucilaginosa (C/N pomer 13)

Z vysledkt na Obr. 50 je patrny vyrazny narust vytézkt intracelularnich lipidu.
Maximalni vytézek byl stanoven v 72. hodiné kultivace. Koncentrace karotenoidu
a lipidickych latek byly velmi proménlivé. Nejvyssi vytéZzky celkovych karotenoidii
a ergosterolu byly stanoveny v 84. hodiné kultivace. Vytézek ubichinonu byl nejvyssi
vV 96. hoding.

Lipazova aktivita kvasinky R. musilaginosa v glukézovém médiu
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Obr. 51: Vysledky lipazové aktivity kvasinky R. mucilaginosa v glukézovém médiu
(CIN pomer 13)
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Charakteristika prub&hu lipazovych aktivit (Obr. 51) je velmi kolisava a dosahuje étyf
nevyraznych maxim v 9., 30., 54. a v 72. hodiné& kultivace. V 96. hodin¢ nebyla lipazova
aktivita naméfend vlbec. VysSich hodnot bylo dosahnuto spiSe v prvni poloviné
kultivace, kdy je buiika naprogramovana k produkci enzymu pro zajisténi dostate¢né
energie.

Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metaboliti a biomasy
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Obr. 52: Vysledky koncentrace a zastoupeni intraceluldrnich metaboliti a biomasy

V glukézovém médiu kvasinky R. mucilaginosa (CIN pomér 13)

Procentualni zastoupeni intracelularnich lipidG na Obr. 52 ma proménlivy charakter
dosahujici maxima v 96. hodiné. Vytézky intracelularnich lipidi jsou zde nizsi,
nez Vv pripad¢ kultivace natuku. Kolisavy charakter je pozorovan i u koncentrace
celkovych karotenoidd, ergosterolu a ubichinonu. Vytézky karotenoidi a ubichinonu
dosahuji maxima v 84. hodin¢ kultivace. Vytézek ergosterolu je nejvyssi v 60. hodiné
kultivace.

Lipazova aktivita kvasinky R. mucilaginosa v glycerolovém médiu
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Obr. 53: Vysledky lipazové aktivity kvasinky R. mucilaginosa v glycerolovéem — médiu
(CIN pomer 13)
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Naméiené hodnoty lipazovych aktivit v glycerolovém médiu (Obr. 53) jsou nizké.
| kdyz 1ze pozorovat maximum v 9., 36., 60. a v 84. hodin¢ kultivace, jsou si lipazové
aktivity velmi podobné. Vyraznéjsi aktivita enzymu byla stanovena v 60. a 84. hodiné
kultivace.

Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metaboliti a biomasy
v glycerolovém médiu kvasinky R. mucilaginosa
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Obr. 54: Vysledky koncentrace a zastoupeni intraceluldrnich metaboliti a biomasy

Vv glycerolovém médiu kvasinky R. mucilaginosa (CIN pomer 13)

Oproti kultivaci kvasinky R. mucilaginosa v glukézovém (Obr. 52) a tukovém médiu
(Obr. 50) pozorujeme v kultivaci v glycerolovém médiu (Obr. 54) vyrazny pokles
vytézkl bunéénych lipidl, ktery mé kolisavy charakter. Nejvyssi vytézek byl stanoven
v 60. hoding€ kultivace. Koncentrace karotenoidl a lipidickych latek ma taktéZ kolisavé
chovani, nicméné nejvyssi vytézky jsou vzdy pozorovany v 96. hodiné kultivace.
V 84. hoding je u vsech sledovanych metabolitli zaznamenan pokles.

5.3.3.1 Sporidiobolus pararoseus

Velmi vyrazny narust lipazové aktivity na Obr. 55 pozorujeme od 36. hodiny kultivace.
Nejvyssi aktivity enzymu byly naméfeny v 54. a v 84. hodiné. Na pocatku kultivace
mohlo pfednostné dojit ke spotfebé nahromadéného glycerolu. Vysoké lipazové aktivity
V druhé poloviné kultivace mohou souviset s vysokym nartistem biomasy.
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Lipazova aktivita kvasinky S. pararoseus v tukovém médiu
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Obr. 55: Vysledky lipazové aktivity kvasinky S.pararoseus v tukovém médiu
(CIN pomer 13)

Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metabolitii a biomasy
v tukovém médiu kvasinky S. pararoseus
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Obr. 56. Vysledky koncentrace a zastoupeni intracelularnich metabolitii a biomasy v tukovém
médiu kvasinky S. pararoseus (CIN pomér 13)

Vytézky intracelularnich lipidd v biomase tukového média (Obr. 56) jsou velmi
vysoké. Svého maxima dosahuji v 72. hodin¢ kultivace. Velmi vysoké jsou i koncentrace
karotenoidu a lipidickych latek. Nejvyssi vytézky celkovych karotenoidt a ergosterolu
byly stanoveny v 72. hodin¢ kultivace. Koncentrace ubichinonu linearné¢ klesala
od 60. hodiny kultivace.
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Lipazova aktivita kvasinky S. pararoseus
v tukovém emulgovaném médiu
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Obr. 57: Vysledky lipazové aktivity kvasinky S.pararoseus v tukovém emulgovaném médiu
(C/IN pomer 13)

Z grafu na Obr. 57. je patrné naméfeni lipazovych aktivit pouze v intervalech
0d 0.az 12. hodiny kultivace aod48. az 96. hodiny kultivace. V rozmezi
0.az 12. hodiny  pozorujeme  mirny narast aktivity enzymu. V rozmezi
od 48. do 96. hodiny se lipazova aktivita vyrazné zvysila az do maxima v 96. hodin¢
kultivace. Oproti tukovému médiu (Obr. 55) jsou lipazové aktivit ke konci kultivace
niz§i. Divodem mize byt snizend produkce enzymu Vv disledku snazsi utilizace tuku
zpusobenou emulgovanym systémem, coz je velmi pravdépodobné Vv souvislosti
s vytézky intracelularnich metaboliti a biomasy.

Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metaboliti a biomasy
v tukovém emulgovaném médiu kvasinky S. pararoseus
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Obr. 58: Vysledky koncentrace a zastoupeni intracelularnich metabolitii a biomasy v tukovém

emulgovaném médiu kvasinky S. pararoseus (CIN pomér 13)
Ze vSech studovanych kmenil a pouzZitych médii byly pozorovany nejvyssi vytézky
intracelularnich  lipidd u kultivace kvasinky S. pararoseus Vv tukovém médiu

s emulgatorem TWEEN 80 (Obr. 58). Maximalni vytézek byl stanoven v 78. hodiné
kultivace.
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Koncentrace karotenoidd kolisavé rostla do maxima v 96. hodiné kultivace. Obdobny
prubéh byl sledovan i u koncentrace ergosterolu. Vytézky ubichinonu spiSe kolisave
klesaly. Maximum namétfeného ubichinonu bylo v 60. hodiné kultivace.

Maxima lipazovych aktivit v glukézovém médiu (Obr. 59) byly pozorovany ve 3., 12.
a Vv 78. hodin¢ kultivace. Na pocatku kultivace byly pozorovany vyssi aktivity enzymu,
coz muze byt zpusobeno v gluk6zovém médiu lepSim nartistem biomasy resp. vyssi
produkci enzymul. Z kolisavé charakteristiky mlZeme usoudit pfitomnost lipazy
asociované s bunikou a lipazy uvolnéné do prostfedi. Lipdza asociovanad s bunikou se
mohla pfevést do supernatantu v pritbéhu zpracovani biomasy.

Lipazova aktivita kvasinky S. pararoseus v glukézovém médiu
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Obr. 59: Vysledky lipdazové aktivity kvasinky S.pararoseus v glukézovém médiu
(C/IN pomer 13)

Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metabolit a biomasy v
glukoZovém médiu kvasinky S. pararoseus

30 7 258
25 -
20 -
15 -
10 - 9,33
7,016 18 5,92
5 -
. n 1 1 1 1
60 72 78 84 96
doba kultivace (hod)
= zastoupeni lipidl v biomase (%) ® celkové karotenoidy (mg/1)
ergosterol x 10-1 (mg/l) ubichinon (mg/l)

® hiomasa (g/l)

Obr. 60: Vysledky koncentrace a zastoupeni intraceluldrnich metaboliti a biomasy
Vv glukozovém médiu kvasinky S. pararoseus (CIN pomer 13)
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Vytézky intracelularnich lipidi v biomase glukézového média jsou témétr dvojnasobné
niz8i, nez V ptipad¢ tukovych médiich. Na Obr. 60 je patrny mirny linearni narast
vytézku intracelularnich lipidi. Z predchozich zakladnich kultivaci je kvasinka
S. pararoseus povazovana ze studovanych kmena jako nejlepsi producent sledovanych
metaboliti. Vytézky bunéénych lipidi jsou izde vyssi. Maximum bylo stanoveno
v 96. hodin¢é. Koncentrace celkovych karotenoidu a ergosterolu maji kolisavy charakter.
Nejvyssi vytézky karotenoidii a ergosterolu byly pozorovany v 60. hodin¢. Koncentrace
ubichinonu linearn¢ roste s nejvyssi hodnotou na konci kultivace v 84. hodiné.

Lipazova aktivita kvasinky S. pararoseus v glycerolovém médiu
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Obr. 61: Vysledky lipazové aktivity kvasinky S.pararoseus v glycerolovém médiu
(CIN pomer 13)

Lipazové aktivity v glycerolovém médiu (Obr. 61) jsou velmi nizké. Z jejich hodnot
nelze jednozna¢né urcit maxima. Nepatrné zvySeni 1ze pozorovat mezi 3. a 24. hodinou
a mezi 54. az 96. hodinou.

Z vysledkt na Obr. 62 je patrny vyrazny pokles intracelularniho tuku ve srovnani se
zastoupenim bunéénych lipidd v gluk6zovém médiu (Obr. 60). S casem vytézky
intraceluldrnich lipida klesaji. Maxima dosahuji v 72. hodin¢ kultivace.

Koncentrace karotenoidi a ergosterolu linearné rostou az do 78. hodiny, poté byl
pozorovan vyrazny propad koncentraci téchto metaboliti, nicméné maximalnich vytézka

dosahuji az na konci kultivace. Vytézky ubichinonu jsou velmi kolisavé a niZzsi,
nez U kultivace s gluk6zou. Nejvyssi koncentrace byla stanovena v 60. hodiné.
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Koncentrace a zastoupeni intracelularnich metabolitii a biomasy
v glycerolovém médiu kvasinky S. pararoseus
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Obr. 62: Vysledky koncentrace a zastoupeni intraceluldrnich metaboliti a biomasy

v glycerolovém médiu kvasinky S. pararoseus (CIN pomér 13)

5.4 Vysledky velkoobjemovych kultivaci kmeni karotenogennich kvasinek
S intenzivnim provzdusSiovanim

Na zdklad¢ ptfedpokladu produkce lipolytického enzymu asociovaného s builkou
(kapitola 5.3) bylo provedeno u karotenogennich kmend detailngjs$i studium lipazovych
aktivit. ProtoZze produkce lipadzy asociované s bunkou zavisi do jisté miry na rdstu
bunééné kultury, pro urychleni rustu kvasinek bylo do média pfidano i malé mnozstvi
glycerolu, jako sndze utilizovatelného substratu. K vys$Simu nartstu biomasy byl systém
intenzivné provzdusnovan. Pro odstranéni intaktni lipazy z biomasy byl pouzit ultrazvuk.
V ramci zachovani podminek, byla tato kultivace provedena v médiich o stejném C/N
poméru jako u velkoobjemovych kultivaci s ¢asovymi odbéry. Podrobny popis
kultivacnich podminek je uveden v kapitole 4.4.4. V ramci hlubSiho porozuméni
metabolismu kvasinek byly stanoveny také intracelularni metabolity.

Aktivita extracelularni a s buiikou asociované lipazy, C/N pomér 13
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Obr. 63: Vysledky stanoveni extraceluldarni a s buikou asoCiované lipolytické aktivity

v médiich s intenzivnim provzdusiovanim s CIN pomérem 13
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Z grafu (Obr. 63) je patrné, Zze asociovana lipaza je produkovana v§emi studovanymi
kmeny. U kultivace kvasinky S. pararoseus byla jeji aktivita nékolikanasobné vyssi,
neZ u ostatnich kmeni (8,19 + 0,11-10° U-ml ). U tohoto kmene byla velmi vysoké také
extracelularni lipolyticka aktivita vylucovaného enzymu, kterda byla stanovena
na 12,13 + 0,39-10° U-ml ™. Aktivity vyluCovanych a asociovanych lipdz u ostatnich
kmend byly velmi nizké. Z toho vyssi hodnota byla pozorovana pouze u kultivace
kvasinky R. glutinis. Aktivita vylu¢ovaného enzymu byla téméf dvojnasobna, nez aktivita
asociované lipazy. Zajimavy je vysledek aktivit enzymi kvasinky R. mucilaginosa.
Asociovana lipaza zde vykazovala vys$i aktivitu, nez vyluCovand, které by mélo byt
na konci kultivace vice. Enzymové aktivity obou lipaz kvasinky C. macerans byly
totozné.

40 Stanoveni celkové karotenoidi, lipidii, lipidickych litek a biomasy
30
20 A
10 I
0 -
R. glutinis C. macerans R. mucilaginosa S. pararoseus
® celkové karotenoidy (mg/1) ® ubichinon (mg/1)
m ergosterol x 10-1 (mg/l) ® hiomasa (g/l)

zastoupeni lipidii v biomase (%)

Obr. 64: Grafické zndzornéni  vysledkii  stanoveni  intraceluldrnich  metabolitu
a gravimetrického  stanoveni  biomasy u kultivace s intenzivnim  provzdusnovdanim

s C/IN pomérem 13

Intenzivni  provzdus$novani kultivaéniho média vede u aerobnich kvasinek
ke zvySenému nartistu mikrobialnich bunék az o 10 %. Vlivem pienosu kysliku dochazi
k lepsi distribuci nutrietd a rozptyleni vzniklych produktd [73].

Z vysledki uvedenych na Obr. 64. je patrné, ze nejvys$s§i mnozstvi biomasy bylo
stanoveno u kvasinky R. glutinis. 1kdyz systém byl intenzivné provzdusnovan
a do lipidovych médii bylo pfidano malé mnozstvi glycerolu jako snaze utilizovatelného
uhlikatého substratu, k vyznamnému naristu biomasy oproti kultivacim bez intenzivniho
provzdusnéni nedochazelo, a to ziejmé z divodu nedostateéné aktivity lipaz, které nebyly
schopné vytvofit v pribéhu ristu dostatenou koncentraci snaze utilizovatelnych
uhlikatych zdrojt, které by mohly byt za podminek aerace maximalné vyuzity. Ukazky
intenzivné provzdusnovanych kultivaci jsou uvedeny v Ptiloha 12.

Z vysledku na Obr. 64 je patrné, ze nejvyssi procentudlni zastoupeni intracelularnich
lipidt (31,1 %) se nachéazi v biomase kvasinky S. pararoseus, ktera se jevi i z predeslych
kultivaci jako vyborny producent téchto metaboliti. Podobné vysledky vytézka lipida
byly pozorovany i u kvasinek C. macerans a R, mucilaginosa.
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Nejvyssi koncentrace karotenoidd a ergosterolu byla naméfena u kmene S. pararoseus.
Vysoky obsah ergosterolu byl pozorovan i v biomase R. glutinis. Obsah ubichinonu byl
nejvyssi u kvasinky R. mucilaginosa.

5.5 Vysledky stanoveni  molekulové hmotnosti extracelularnich
lipolytickych enzymi pomoci vertikalni PAGE-SDS

Ke stanoveni molekulové hmotnosti extracelularnich lipolytickych enzymi byla zvolena
metoda vertikalni PAGE-SDS. Pro separaci proteinii byly pouzity supernatanty kvasinek
R. glutinis, C. macerans, R. mucilaginosa a S. pararoseus z velkoobjemovych kultivaci
s intenzivnim provzdusnovanim (kapitola 4.4.4.). Pfesny postup a podminky stanoveni
molekulové  hmotnosti  extracelularnich  lipolytickych enzyml jsou uvedeny
v kapitole 4.5.7.

Separace probihala v 8% polyakrylamidovém gelu po dobu 120 min a pii napéti 65 V.
K uréeni velikosti fragmentt byl pouzit standard PageRuler™ Prestained Protein Ladder
10-180 kDa. Testované supernatanty byly pfed elektroforetickou separaci
150% zkoncentrovany ultrafiltraci. Do jamek bylo nanaSeno 5 pl standardu a 30 pl
vzorku.

Velikost kvasinkové lipazy se pohybuje v rozmezi 20-60 kDa. Podle vysledkt
PAGE-SDS na Obr. 65 je u kmene R. glutinis zjevné, ze v tomto rozmezi se nachazi 3
jasné viditelné zony o velikosti cca 20-25 kDa a 3 slabé viditelné zony o velikosti
35-40 kDa. U kvasinky C. macerans se nachazi jeden jasné viditelny fragment
o velikosti cca 35 kDa. Viditelnost zon kvasinky R. mucilaginosa je velmi slaba.
V pozadovaném rozmezi se nachazeji pouze 3 nepatrné viditelné zony. U kvasinky
S. pararoseus vétSina zon navzajem splyva, nicméné V rozmezi 25-35 kDa se nachazi
jeden dobfe viditelny fragment.
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Obr. 65: Vysledek PAGE-SDS standardu (ST) a extracelularnich proteinii Kvasinky
R. glutinis (3), C. macerans (21), R. mucilaginosa (24) a S. pararoseus (27)
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5.6 Vysledky zakladniho screeningu extracelularnich biosurfaktanti

Pro zakladni screening produkce extracelularnich biosurfaktanti byly vybrany tyto
metody: metoda rozsifovani olejové skvrny, stanoveni emulgacéni aktivity a solubilizace
krystalického anthracenu. Ke zjisténi mozné produkce extraceluldrnich biosurfaktantt
studovanych kvasinek R. glutinis, C. macerans, R. mucilaginosa a S. pararoseus, byla
provedena metoda rozSifovani oleje. Touto metodou byly testovany supernatanty
z kultivace karotenogennich kment zaméfené ke zjisténi produkce biosurfaktanti
(kapitola 4.4.5.)

Ke zjisténi emulgacnich schopnosti (metoda stanoveni emulgacni aktivity) a vlastnosti
rozpou$tét ve vodé nerozpustné latky (solubilizace krystalického anthracenu) byly
vramci projektu ,LipoFungi“ pouzity supernatanty ze zakladnich kultivaci
karotenogennich kment kvasinek (kapitola 4.4.1) vyjma kultivaci na tukovych médiich
s ptidavkem emulgatoru TWEEN 80. Screening biosurfaktanti v supernatantech
S externim emulgatorem by mohl poskytovat zkreslené vysledky.

5.6.1 Vysledky metody roz§irovani olejové skvrny

Metoda roz§itfovani olejové skvrny je jednou ze zakladnich a i¢innych metod slouzicich
k detekci povrchové aktivni latky v médiu. Podstatou této metody je méfeni povrchové
aktivity pfitomného surfaktantu v prostfedi vody s malou davkou oleje. Mira roztrzeni
olejové vrstvy pak odpovida mnozstvi povrchové aktivni latky [74].

V ramci této metody byla pfipravena negativni kontrola s destilovanou vodou
a pozitivni kontrola obsahujici saponat v koncentraci ¢ = 6,5 g-I"* (Obr. 66). Pfesny popis
metody je uveden v kapitole 4.5.8.1.

Obr. 66: Vysledky metody rozsirovani olejové skvrny u negativni kontroly (NK) a pozitivni
kontroly (PK)

Z Obr. je patrné, ze ptidavek supernatantu z indukovaného média kvasinek R. glutinis,
C. macerans a R. mucilaginosa do systému olej — voda zpusobilo uplné roztrzeni olejové
kapky. U supernatantd z kontrolniho média k tomuto jevu v takové mife nedochazelo.
Ptidavek malého mnozstvi oleje tedy mtlze vyrazné podporovat vysokou produkci
povrchové aktivnich latek u téchto kmend. U kvasinky S. pararoseus (Obr. 67) je patrné,
ze supernatanty z kontrolniho i indukovaného média zistaly nadavkované na povrchu
olejové kapky, nebo vytvofily pouze malou ¢irou zoénu. Tato skute€nost miize byt
zpusobena malym mnozstvim povrchové aktivni latky v supernatantu, nebo snizenou
schopnosti povrchové aktivity biosurfaktantu.

79



Obr. 67: Vysledek metody rozsirovini olejové skvrny u kultivace kvasinky R. glutinis
V kontrolnim médiu (RG1l) a Vv indukovaném médiu (RG2), C. macerans v kontrolnim
médiu (CM1) aVindukovaném médiu (CM2), R. mucilaginosa v kontrolnim médiu (RMI)
avVvindukovanéem  médiu  (RM2) a S. pararoseus v kontrolnim  médiu  (SP1)
a vV indukovaném médiu (SP2)

5.6.2 Vysledky metody stanoveni emulgaéni aktivity a solubilizace
krystalického anthracenu

Vysokomolekularni biosurfaktanty jsou obecné lepsimi emulgatory, nez biosurfaktanty
s nizkou molekulovou hmotnosti. Biosurfaktanty resp. bioemulgatory ov§em nemusi
disponovat schopnostmi jinych detergentt, jako je schopnost snizeni povrchového napéti
[74]. Metodou stanoveni aktivni emulze byly srovnavany typy emulzi jak u jednotlivych
médii (zdroj uhliku, C/N pomér), tak mezi jednotlivymi kvasinkovymi kmeny. Detailni
popis metody je uveden kapitole 4.5.8.2.

Emulgacni aktivita byla stanovena na zakladé vypocitaného emulgacniho indexu (4).
Sledované emulze byly porovnany s pozitivni (destilovana voda-5% Triton X-100-hexan)
a negativni (destilovana voda-hexan) kontrolou. Emulgac¢ni index pozitivni kontroly ¢inil
58 %. Vrstva emulze byla kompaktni, neprihledna a bila (Obr. 68). V negativni kontrole
se nenachazela zadna emulgujici latka, nedochazelo ke tvorbé emulze a emulgacni index
se tedy rovnal 0 %. Hodnoty emulgacnich indext a popisy emulzich vrstev jednotlivych
kultivaci jsou v pifehlednych tabulkach (Tab. 10-Tab. 14).

Obr. 68: Emulgacni aktivita emulgatoru Triton X-100 (pozitivni kontrola)



Solubilizace krystalického anthracenu je metoda, ve které dochazi k rozpusténi,
resp. vélenéni ve vodé nerozpustného anthracenu do jadra micel biosurfaktant. Plati
tedy, ze ¢im je vys$i koncentrace surfaktantu, tim je vys$$i i naméfend absorbance.
Absorbance jednotlivych supernatantii byly porovnany s pozitivni kontrolou, ktera
obsahovala surfaktant Triton X-100. Absorbance pozitivni kontroly byla 1,476. Negativni
kontrola (destilovand voda) slouzila jako blank. Pro vylouceni interference slozek média
byla zméfena absorbance i U pfipravené série vzorka s Cistymi médii pro kazdy C/N
pomér. Pfesny popis metody je uveden v kapitole 4.5.8.3.

5.6.2.1 Zakladni kultivace Kkarotenogennich kvasinek v médiich s C/N
pomérem 13

Z emulgacnich indexti lp4 uvedenych v Tab. 10 je zjevné, ze nejvys$si hodnoty této
veli¢iny jsou pozorovany V supernatantech kvasinek R. glutinis, C. macerans
a R. mucilaginosa z kultivaci v glukézovém médiu. Vyjimkou je kvasinka S. pararoseus,
u které emulgacni index, dosahuje nejvysSich hodnot v glycerolovém supernatantu.
Tento vysledek muze byt zavad¢jici, nebot’ samotny glycerol miize mit do jisté miry
emulgacni ucinky. Nejvy$§i hodnota Iy4 je pozorovana v glukézovém supernatantu
C. macerans (13,33 %). Vrstva této emulze je bila a perforovana.

V tukovych supernatantech byly hodnoty 14 velmi nizké. U kvasinek rodu
Rhodotorula ke vzniku emulzni vrstvy v tukovém supernatantu nedochazelo vubec.
Nizkym emulga¢nim indextim v tukovych médiich odpovidaji 1 vytézky biomas. Ziejmée
pfi tomto poméru nedochazelo k vylucovéani dostatecného mnozstvi biosurfaktanti
ke tvorbé emulze zajistujici efektivngjsi utilizaci tukového substratu pfislusnymi
lipazami. Ukazky emulzi jsou zobrazeny na Obr. 69.

Tab. 10: Vysledky stanoveni emulgacni aktivity u zdkladnich kultivaci Karotenogennich

kvasinek v médiich s CIN pomérem 13

kmen médium | 24 (%) popis emulzni vrstvy
glukoza 9,73 bila, kompaktni vrstva podobajici se péné
R. glutinis glycerol 5,52 uzka, perforovana vrstva na rozhrani
tuk 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
glukoéza 13,33 bild, perforovana vrstva
C. macerans glycerol 5,18 perforovana vrstva podobajici se péné
tuk 3,45 azka, bila, kompaktni vrstva
glukoza 7,16 kompaktni vrstva na rozhrani podobajici se péné
R. mucilagiosa  glycerol 4,91 1zka, perforovana vrstva na rozhrani
tuk 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
glukdza 3,66 kompaktni tizka vrstva na rozhrani
S. pararoseus  glycerol 9,43 perforovana vrstva
tuk 2,69 kompaktni tizka vrstva na rozhrani
PK 57,83 kompaktni, bila vrstva
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Obr. 69: Emulgacni aktivita testovanych supernatanti ze zdkladnich kultivaci o CIN poméru 13
(zleva): R. glutinis — glukéza,  glycerol; C. macerans — glukéza,  glycerol,  tuk;
R. mucilaginosa — glukoza, glycerol; S. pararoseus — glukéza, glycerol, tuk

Vysledky metody solubilizace krystalického anthracenu zobrazené na Obr. 70 ukazuji,
ze nejvyssi hodnoty absorbanci byly naméfeny v supernatantech kvasinky S. pararoseus.
Supernatanty této kvasinky piesahuji hodnotu absorbance 1,000, coz naznacuje vysokou
koncentraci biosurfaktanti. Velmi vysoké hodnoty absorbance jsou pozorovany
i u kvasinky C. macerans, kde glukézovy i glycerolovy supernatant také piesahl hodnotu
absorbance 1,000.

Vys$si absorbance byly naméfeny i u kvasinky R. mucilaginosa, naopak u kvasinky
R. glutinis byly absorbance v porovnani s ostatnimi kmeny aZz dvojnasobné niZsi.
U kmeni rodu Rhodotorula byly hodnoty absorbance v tukovych supernatantech nulové.

Solubilizace krystalického antracenu, CN pomér 13
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Obr. 70: Vysledky metody solubilizace krystalického anthracenu U zdkladnich kultivaci
karotenogennich kvasinek v médiich s CIN pomérem 13
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5.6.2.2 Zakladni kultivace karotenogennich kvasinek v médiich s C/N
pomérem 25

Z vysledkt uvedenych v tab. je patrné, ze emulzni vrstva byla pozorovana u kvasinek
R. glutinis a C. macerans jen v glukézovych supernatantech. V supernatantech kvasinek
R. mucilaginosa a S. pararoseus v Tab. 11 byla prokazana pfitomnost emulze pouze
u kultivaci za pouziti glycerolového a tukového uhlikatého substratu. Nejvyssi hodnota
I,4 byla pozorovana v tukovém supernatantu kvasinky R. mucilaginosa. Vznikla emulze
byla bild, podobajici se péné¢ s emulgaénim indexem Iy4 7,35 %. Vznikld emulze
vV tukovém médiu muize byt ovSem zpusobena volnymi mastnymi kyselinami, které
vznikly v pribéhu lipazové reakce s tukem. Ukazky emulzi jsou zobrazeny na Obr. 71.

Tab. 11: Vysledky stanoveni emulgacni aktivity u zdkladnich kultivaci karotenogennich

kvasinek v médiich s CIN pomérem 25

kmen médium 124 popis emulzni vrstvy
glukoza 6,49 perforovana vrstva na rozhrani
R. glutinis glycerol 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
tuk 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
glukoza 5,89 perforovana vrstva na rozhrani
C. macerans glycerol 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
tuk 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
glukoza 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
R. mucilagiosa  glycerol 3,11 velmi uzka, perforovana vrstva na rozhrani
tuk 7,35 bila vrstva podobajici se péné
glukoza 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
S. pararoseus  glycerol 4,29 perforovana vrstva
tuk 4,98 uzka, bila, kompaktni vrstva
PK 57,83 kompaktni, bila vrstva

Obr. 71: Emulgacni aktivity testovanych supernatantii ze zdkladnich kultivaci o CIN poméru
25 (zleva): R. glutinis — glukéza; C. macerans — glukéza;, R. mucilaginosa — glycerol, tuk;
S. pararoseus — glycerol, tuk
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Z vysledku solubilizace krystalického anthracenu uvedenych na Obr. 72 je ziejmé,
ze nejvyssi absorbance u kvasinek R. mucilaginosa aS. pararoseus byly naméfeny
v glukézovych supernatantech, coz je zajimavé, nebot v téchto supernatantech byla
hodnota emulgacnich indexti nulova. Glycerolové supernatanty téchto kment vykazuji
také vysoké hodnoty absorbanci. Nejvys$§i naméfena hodnota absorbance byla
v glukdzovém supernatantu kvasinky S. pararoseus s hodnotou 1,057.

U kvasinek R. glutinis a C. macerans byly nejvy$$i hodnoty absorbanci naméieny
Vv glycerolovych supernatantech. Absorbance supernatanti kvasinky C. macerans
vykazovala nejniz§i hodnoty ze studovanych kmenti. V tukovych supernatantech vSech
kvasinkovych kmenl nebyla namétfena zadna absorbance.

16 - Solubilizace krystalického antracenu, CN pomér 25 1.476
14 -
o 12 1,057
2 0, 907
g 0,8 10,684 0,680
306
<o | 0.272 0,330
0.2 7 0,000 I 0,000 0,000 0,000
0,0 -
F & o}*" SN RS D S
R. glutinis C. macerans R. mucilaginosa  S. pararoseus

Obr. 72: Vysledky metody solubilizace krystalického anthracenu u zdkladnich kultivaci
karotenogennich kvasinek v médiich s CIN pomérem 25

5.6.2.3 Zikladni kultivace karotenogennich kvasinek v médiich s CIN
pomérem 50

Z emulgacnich index a popisu emulzni vrstvy v Tab. 12 je ziejmé, ze emulze byly
pozorovany u vSech supernatantl, vyjma supernatatu kvasinky R. glutinis z tukové
a C. macerans z glukézové kultivace. Kvasinky R. glutinis, C. macerans a S. pararoseus
vykazuji nejvyssi hodnoty emulgaénich indext v glycerolovych supernatantech.

Oproti piedchazejicim kultivacim (C/N pomér 13 a 25) dochazelo v téchto médiich
u kvasinek C. macerans (36,74 %) aS. pararoseus (26,00 %) k vyraznému zvySeni
emulgacniho indexu Iz4. Ob€ emulze byly perforované podobajici se péné s bilou barvou.
Vyss$i produkce biosurfaktantl je v tomto ptipadé zplsobena vyssim C/N pomérem [54].
Supernatant kvasinky R. mucilaginosa ma nejlepsi emulgaéni vlastnosti z kultivaci
na tuku a na glukéze. Ukazky emulzi jsou zobrazeny na Obr. 73.
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Tab. 12: Vysledky stanoveni emulgacni aktivity u zdkladnich kultivaci karotenogennich

kvasinek v médiich s CIN pomérem 50

kmen médium I 24 (%) popis emulzni vrstvy
glukoza 4,86 perforovana vrstva
R. glutinis glycerol 10,07 perforovana vrstva podobajici se péné
tuk 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
glukoza 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
C. macerans glycerol 36,74 Dbila, perforovana vrstva podobajici se péné
tuk 4,27 kompaktni vrstva na rozhrani podobajici se péné
glukoza 12,25 kompaktni vrstva na rozhrani podobajici se pene
R. mucilagiosa  glycerol 8,02 perforovana vrstva na rozhrani
tuk 10,98 bila, perforovana vrstva podobajici se péné
glukoza 3,55 uzka, perforovana vrstva na rozhrani
S. pararoseus  glycerol 26,00 bila, perforovana vrstva podobajici se péné
tuk 6,43 perforovana vrstva na rozhrani
PK 57,83 kompaktni, bila vrstva

Obr. 73: Emulgacni aktivity testovanych supernatantii ze zdkladnich Kultivaci o CIN poméru
50 (zleva): R. glutinis — glukoza, glycerol; C. macerans — glycerol, tuk;
R. mucilaginosa — glukdza, glycerol, tuk; S. pararoseus — glukéza, glycerol, tuk

Z vysledkti metody solubilizace krystalického anthracenu uvedenych na Obr. 74 lze
pozorovat vyrazné snizeni absorbanci, ato u vSech kvasinkovych kmeni. U kvasinek
R. glutinis a C. macerans byla naméfena nejvyssi hodnota absorbanci v glycerolovych
supernatantech, coz odpovida i hodnotdm emulgaénich indexd. Kvasinky R. mucilaginosa
aS. pararoseus vykazuji nejvyssi hodnotu absorance v glukézovém supernatantu.
Nejvyssi naméfena absorbance byla v glukézovém supernatantu R. mucilaginosa,
jejiz hodnota €inila 0,425.
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Solubilizace krystalického antracenu, CN pomér 50
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Obr. 74: Vysledky solubilizace krystalického anthracenu wu zdkladnich kultivaci
karotenogennich kvasinek v médiich s CIN pomérem 50

5.6.24 Zakladni kultivace karotenogennich kvasinek v médiich s C/N
pomérem 100

V ramci kultivace s C/N pomérem 100 (Tab. 13) ke tvorbé emulze nedochéazelo pouze
v pfipadé supernatantu kvasinky R. glutinis kultivované v glukézovém a v tukovém
médiu. Naopak v glycerolovém médiu vykazuje tato kvasinka nejvyssi hodnotu
emulgaéniho indexu (22,25 %). Emulze byla perforovana, podobajici se péné. U kvasinky
C. macerans byla pozorovana nejvyssi hodnota Ip4 také v glycerolovém supernatantu.
U kvasinek R. mucilaginosa a$S. pararoseus byla zméfena nejvy$$i hodnota Iy
Vv tukovych supernatantech. Ukazky emulzi jsou zobrazeny na Obr. 75.

Tab. 13: Vysledky stanoveni emulgacni aktivity u zdkladnich kultivaci karotenogennich kvasinek
v médiich s CIN pomérem 100

kmen médium | 24 (%) popis emulzni vrstvy
glukoza 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
R. glutinis glycerol 22,25 perforovana vrstva podobajici se péné
tuk 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
glukdza 6,66 uzka, perforovana vrstva na rozhrani
C. macerans glycerol 9,16 perforovana vrstva
tuk 7,27 bila, kompaktni vrstva podobajici se péne
glukdza 4,33 perforovana vrstva
R. mucilaginosa  glycerol 2,49 uzka, perforovana vrstva na rozhrani
tuk 9,72 bila, kompaktni vrstva podobajici se péne
glukoza 3,69 perforovana vrstva
S. pararoseus glycerol 2,64 perforovana vrstva
tuk 6,85 bila, kompaktni vrstva podobajici se péne
PK 57,83 kompaktni, bila vrstva
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Obr. 75: Emulgacni aktivity testovanych supernatantii ze zdkladnich kultivaci o CIN pomeéru
100  (zleva): R.  glutinis — glycerol; C. macerans — glukoza, glycerol,  tuk;
R. mucilaginosa — glukoza, glycerol, tuk; S. pararoseus-glukoza, glycerol, tuk

Z vysledkt metody solubilizace krystalického anthracenu uvedenych na Obr. 76 lze
pozorovat nizké absorbance ato u vSech kvasinkovych kmend. Vyjimkou je kvasinka
C. macerans, u které byla v tukovém supernatantu namétena hodnota absorbance 0,834.
V tomto supernatantu byla také pozorovana vyssi hodnota I,4. Mirné€ zvySené absorbance,
zvlast v glycerolovém supernatantu, lze pozorovat u kvasinky S. pararosues. Hodnoty
absorbanci kvasinek rodu Rhodotorula jsou velmi podobné. Vyjimku tvoii glukézovy
supernatant kvasinky R. glutunis, jehoz absorbance se blizi nule. V tukovych
supernatantech u tohoto rodu nebyla naméiena zadna absorbance. U kvasinky R. glutinis
byla nejvyssi hodnota absorbance naméifena v glycerolovém médiu, coz odpovida
I vysoké hodnoté emulgacniho indexu.
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Obr. 76: Vysledky solubilizace krystalického anthracenu u zdakladnich kultivaci karotenogennich
kvasinek v médiich s CIN pomérem 100

5.6.2.5 Kultivace kmenit karotenogennich kvasinek S intenzivnim
provzduSiiovanim

Z hodnot emulga¢nich indexii U kultivaci karotenogennich kvasinek s intenzivnim
provzdusnovanim uvedenych Tab. 14 je patrné, ze v piipadé kvasinky R. glutinis
nedochézelo ke tvorbé zadné emulzni vrstvy. V supernatantu kvasinky C. macerans byla
pozorovana jen velmi uzka emulzni vrstva. O néco vyssi emulgacni index byl pozorovan
u kvasinky R. mucilaginosa. Nejvyssi emulga¢ni index vykazoval supernatant kvasinky
S. pararoseus. V ramci metody solubilizace anthracenu nedos$lo k narustu absorbance
ani u jednoho kmene. Ukazky emulzi jsou zobrazeny na Obr. 77.
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Tab. 14: Vysledky stanoveni emulgacni aktivity u Kultivaci karotenogennich kvasinek

S intenzivnim provzdusnovanim v médiich s CIN pomérem 13

kmen médium I 24 (%) popis emulzni vrstvy
R. glutinis tuk + glycerol 0,00 nedoslo ke vzniku emulze
C. macerans tuk + glycerol 2,43 velmi uzka, perforovana vrstva na rozhrani
R. mucilaginosa  tuk + glycerol 4,09 perforovana vrstva na rozhrani
S. pararoseus tuk + glycerol 7,79 perforovani vrstva
PK 57,83 kompaktni, bila vrstva

Obr. 77: Emulgacni aktivity testovanych supernatantii z intenzivné provzdusiovanych kultivaci
0 C/N pomeéru 13 (zleva): C. macerans, R. mucilaginosa, S. pararoseus
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6 ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo studium produkce extracelularnich enzymi
a dalsich extracelularnich metaboliti karotenogennich kvasinek Rhodotorula glutinis,
Cystofilobasidium macerans, Rhodotorula mucilaginosa a Sporidiobolus pararoseus.
kultivovanych na odpadnim Zzivoc¢isném tuku. K lepSimu porozuméni produkce
lipolytickych enzymi, byla sledovdna indukce lipaz i v pribéhu ristu bunék. Dale byla
provedena molekularni charakterizace extracelularnich lipolytickych enzymt téchto
kvasinkovych kment. V této praci byla pozorovana také souvislost mezi produkci
extracelularnich a intracelularnich metabolitdi, jako jsou lipidy, karotenoidy, ergosterol
a ubichinon.

V ramci stanoveni lipolytické aktivity byla provedena optimalizace reakéniho
prostfedi. Reakce enzymu s p-nitrofenylpatmititem byla pozorovana ve tiech pufrech:
0,AM Tris HCI pufr o pH =7,2; 0,1M Tris HCI pufr o pH =8,4 a 0,1M fosfatovy pufr
0 pH = 7,2. Nejlepsi vysledky lipazovych aktivit byly pozorovany u pufru 0,1M Tris HCI
pufr o pH = 7,2. Aktivity lipolytickych enzymu byly stanoveny pomoci spektrofotometru
ELISA Reader.

V experimentalni ¢asti byla pozorovana produkce lipolytickych enzyml studovanych
kment v kultivacich s riznymi poméry uhliku a dusiku: 13; 25; 50; 100. Kultivace byly
provedeny nejen na odpadnim Zzivocisném tuku, ale i na glukoze a glycerolu. Dale byl
sledovan vliv ptidavku emulgitoru TWEEN 80 na indukci lipdz. Z vysledkd produkce
lipolytickych enzymu nelze souhrnné urcit optimalni C/N pomér kultivace. U kvasinky
R. glutinis byla nejvyssi lipazova aktivita naméfena u kultivaci s C/N pomérem 13.
Lipazova aktivita byla u kvasinek C. macerans a R. mucilaginosa vyssi u kultivaci
pii C/N pomérech 25 a 50. Kvasinka S. pararoseus vykazovala nejvyssi aktivitu
u kultivaci o C/N pomérech 50 a 100. U vSech kmeni byla dale pozorovana lipolyticka
aktivita u kultivaci na glukdze a glycerolu. Naopak u vétsiny tukovych kultivaci
S pfidavkem emulgatoru k naméfeni lipdzové aktivity nedoSlo. PouZity emulgator
TWEEN 80 zfejmé sniZoval Gc¢inek lipazové reakce.

Ke zvySeni lipolytické aktivity byla provedena série kultivaci studovanych
kvasinkovych kmenti v médiich s odpadnim zivociSnym tukem o C/N poméru 50,
s piidavkem emulgatorti: TWEEN 80, Triton X-100 a vapenatych iontt jako lipazovych
induktorti. Pfed samotnou kultivaci byla vSechna média nejdiive mechanicky
emulgovana. Lipazové aktivity byly naméfeny ve vSech médiich. Je tedy pravdépodobné,
ze samotny krok mechanické emulgace mél pozitivni G€inek. Vyssi lipazové aktivity byly
pozorovany u kvasinek R. glutinis a C. macerans, zvlast v médiich s pfidavkem
emulgatoru Triton X-100 a s vapenatymi ionty.
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K detailnéjsSimu prozkoumani produkce lipaz byla aktivita téchto enzymu sledovana
I v pribéhu bunééného rustu. Pro kultivace studovanych kmend karotenogennich
kvasinek byl zvolen C/N pomér 13. Aktivita lipolytickych enzyma byla namétfena
V tukovém, gluk6zovém a glycerolovém médiu. V tukovém médiu s pfidavkem
emulgatoru TWEEN 80 enzymova aktivita namétfend nebyla. V pribéhu bunééného ristu
se zpravidla objevovalo nékolik vrcholi naméfenych lipazovych aktivit. Tento vysledek
naznacuje pritomnost lipazy asociované s buiikou a lipazy vylucované do prostiedi.

K detailnéjsimu  prozkouméani produkce obou forem lipdz byla provedena
velkoobjemova kultivace s intenzivnim provzdusnovanim s CN pomérem 13. Lipolyticka
aktivita asociovaného enzymu aenzymu vyluéovaného do prostiedi byla naméfena
u vSech studovanych kmenl. Nejvyssi aktivity obou forem byly pozorovany u kvasinky
S. pararoseus.

Molekuléarni charakterizace lipolytickych enzyml byla stanovena pomoci metody
PAGE-SDS. Zvysledkid této metody lze usoudit, ze velikost lipaz studovanych
kvasinkovych kmenti se pohybuje v rozmezi 20—40 kDa.

Z hlediska zastoupeni intracelularnich lipida se jevi jako nejlepsi producent kvasinka
S.pararoseus. Nejvyssi hodnoty celkovych karotenoidi a lipidickych latek byly
naméfeny u kvasinek R. mucilaginosa a S. pararoseus.

V této praci byla také sledovana produkce extracelularnich biosurfaktantl. Pro zékladni
screening byly zvoleny tfi metody: metoda rozSifovani olejové skvrny, stanoveni
emulgaéni aktivity a solubilizace krystalického anthracenu. Z vysledki metody
rozSifovani oleje miZeme usoudit produkci ur¢it¢tho mnoZstvi biosurfaktantd u vSech
studovanych kvasinkovych kment. Metody stanoveni aktivni emulze a solubilizace
krystalického anthracenu byly provedeny u kultivaci s riznymi poméry uhliku a dusiku:
13; 25; 50; 100. Testovany byly kultivace s glukézou, glycerolem a s odpadnim
zivo€iSnym tukem. Z vysledkil téchto metod nelze souhrnné urcit optimalni C/N pomér
kultivace pro produkci extracelularnich biosurfaktanti. Vy$§i hodnoty emulgaéniho
indexu lys byly pievazné pozorovany u kultivaci s C/N pomérem 13 v glukdézovych
médiich. U kultivaci s C/N pomérem 50 a 100 byly emulgacni indexy vysoké z velké
casti v tukovych a glycerolovych médiich. Nejvyssi emulgaéni indexy byly pozorovany
u kvasinek C. macerans aS. pararoseus Vv glycerolovém médiu s C/N pomérem 50.
U solubilizace krystalického anthracenu byly nejvyssi absorbance naméfeny v médiich
s C/N pomérem 13, zejména u kvasinky C. macerans a S. pararoseus. Niz§i hodnoty
absorbanci byly naméfeny v médiich s CN pomérem 50 a 100.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATP adenosintrifosfat

BIS N,N’"-methylenbisakrylamid

CMC kriticka micelarni koncentrace

CoA koenzym A

CoQ koenzym Q

DMAPP dimethylalyldifosfat

FID plamenovy ioniza¢ni detektor

GC plynové chromatografie

GC/FID plynova chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci
GGPP geranyl-geranyldifosfat

HMG-CoA  3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
HPLC vysoko-tc¢inna kapalinova chromatografie

HPLC/PDA vysokoucinna kapalinova chromatografie s detektorem fotodiodového

pole
IPP isopentenyldifosfat
LDL nizkohustotni lipoproteiny
MVA mevalonova kyselina
NAD nikotinamidadenindinukleotid
NADP nikotinamidadenindinukleotidfosfat
PAGE elektroforéza v polyakrylaamidovém gelu

PAGE-SDS elektroforéza v polyakrylaamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym

PEFA polyolové estery mastnych kyselin

PDA detektor diodového pole

PLOT kolony s vrstvou pevného sorbentu na vnitinim povrchu kapilary
SCOT kolony s nosi¢em pro zakotveni kapalné stacionarni faze

SDS dodecylsulfat sodny

TEMED N,N’-tetramethylendiamin

uv ultrafialové zateni

WCOT kolony s kapalnou stacionarni fazi
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10 PRILOHY

Priloha 1: Vysledky lipazovych aktivit (U/ml) u optimalizace prostiedi (C/N pomér 13 a 25)

CN 13
kmen médium fosf. pufr pH 7,2 | Tris-HCI pufr pH 7,2 | Tris HCI pufr pH 8,4
glukoza 1,69 + 0,18-10° | 1,76 + 0,18-10° 1,21 + 0,18-10°
R alutinis glycerol 1,75 + 0,17-10° | 1,99 + 0,18-10° 1,31 + 0,19-10°
4 tuk 9,58 + 0,21-10° | 11,34 + 0,39-10° | 1,88 + 0,21-10°
tuk+TWEEN 80 — — —
glukéza 1,76 + 0,19-10° | 2,03 + 0,19-10° 1,33 + 0,20-10°
C. macerans glycerol 1,83 + 0,17-10° | 1,99 + 0,19-10° 1,39 + 0,18:10°
' tuk — — 1,16 + 0,24-10°
tuk+TWEEN 80 — — —
glukéza 1,89 + 0,20-10° — 1,30 + 0,18-10°
R mucilaginosa glycerol 1,73 + 0,19-10° | 2,01 + 0,18:10° 1,34 + 0,19-10°
' g tuk 1,73 + 0,18-10° | 2,09 + 0,19-10° 1,38 + 0,18-10°
tuk+TWEEN 80 — — 1,33 + 0,48-10°
glukéza 1,92 + 0,20-10° | 2,01 + 0,18:107 1,38 + 0,21-10°
S. Dararosels glycerol 2,13 + 0,18-10% | 3,01 + 0,19-107 1,73 + 0,19-10°
P tuk 4,09 + 0,19-10% | 549 + 0,23-10° 1,42 + 0,22-10°
tuk+TWEEN 80 | 6,69 + 0,21:10° | 4,99 + 0,24-107 1,12 + 0,20-10°
CN 25
kmen medium fos. pufrpH 7,2 | Tris-HCI pufr pH 7,2 | Tris HCI pufr pH 8,4
glukéza 1,75 + 0,17-10° | 1,81 + 0,17-10° 1,42 £ 0,52-10°
R alutinis glycerol 1,72 + 0,17-10° | 1,94 + 0,18-10° 1,50 + 0,44-10°
4 tuk 3,16 + 0,25-10° | 4,20 + 0,19:10° 2,40 + 0,58-107
tuk+TWEEN 80 | 2,54 + 0,31-107 — —
glukoza — 1,87 + 0,24-10° 1,50 + 0,89-10°
C. macerans glycerol 1,81 + 0,18:10° | 2,14 + 0,18-10° 1,94 + 0,94-10°
' tuk 7,82 £ 0,22:10% | 9,72 + 0,18-10° 3,26 + 0,18-10°
tuk+TWEEN 80 | 3,27 + 0,19-10° | 597 + 1,17-10° 4,66 + 0,34-107
glukéza 1,75 + 0,17-10° | 2,10 + 0,78-10° 1,90 + 0,25-10°
R mucilaginosa glycerol 1,78 + 0,18:10° | 2,16 + 0,16:10° 1,98 + 0,39-10°
' 9 tuk 4,46 + 0,22-10° | 3,41 + 0,59:10° 2,54 + 6,47-107
tuk+TWEEN 80 — — 1,46 + 3,47-10°
glukoza 1,97 + 0,18-10° | 2,22 + 0,18:10° 2,78 + 0,33-10°
S. pararosels glycerol 1,86 + 0,17-10° | 2,25 + 0,18:10° 2,38 + 0,28-10°
P tuk — — —

tuk+TWEEN 80
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Priloha 2: Vysledky lipazovych aktivit (U/ml) u optimalizace prostiedi (C/N pomér 50 a 100)

CN 50
kmen medium fosf. pufr pH 7,2 | Tris-HCI pufr pH 7,2 | Tris HCI pufr pH 8,4
glukéza — — 1,58 +0,23-107
R, glutinis glycerol = 1,85+ 0,80-107 1,71+0,18-107
tuk 4,01+0,16:10° 4,00+0,21-10° 1,96 +0,20-107
tuk+TWEEN 80 — — —
glukoza 1,74+0,15-107 1,88 £0,20-107 1,98 £0,19-107
glycerol 1,76 £0,16-107 2,10+ 0,39-10° 2,01+0,23-107
C. macerans 3 3 3
tuk 8,31+0,19-10 7,42 +0,80-10 7,94+0,21-10
tuk+TWEEN 80 — — —
glukéza 1,61+0,15:107 — 1,73+0,18:107
R. mucilaginosa glycerol 1,58 £0,15-107 1,90 £ 0,20-107 1,82 +0,18-107
tuk 2,00+0,19-107 3,39+0,41-10° 2,61+0,27-103
tuk+TWEEN 80 — — —
glukéza 1,57+0,18:107 2,23+0,18:107 1,90 +0,19-107
glycerol 1,69+0,16-10° |  2,14+0,20-10° 2,07 +0,22-10°
S. pararoseus 3 3 3
tuk 5,12 +0,16-10 8,91+ 0,98-10 1,67 +0,19-10
tuk+TWEEN 80 | 5,30+ 0,20:107 6,67 +0,37-107 4,02 +0,55-10°
CN 100
kmen medium fosf. pufr pH 7,2 | Tris-HCI pufr pH 7,2 | Tris HCI pufr pH 8,4
glukoza — 1,76 £0,20-107 1,77 £0,19-107
R, glutinis glycerol — 2,14 +0,59-107 1,96 £ 0,20-107
tuk 2,64+0,19-10° 2,95+ 0,28:10° 2,17+0,18-10°
tuk+TWEEN 80 — — —
glukoza 1,83+0,17-107 2,31+0,18:107 2,23+0,18:107
glycerol 1,90+0,17-107 2,42 +0,88:107 2,36+0,18-107
C. macerans 3 3 3
tuk 4,69+0,17-10 3,69+0,19-10 3,03+0,19-10
tuk+TWEEN 80 — — —
glukéza — 1,98 +0,19-107 1,92 +0,18:107
R. mucilaginosa glycerol 1,73+0,17-10° 2,16 +0,38:10° 2,05+ 0,20-10°
tuk 2,57+0,19-10° 2,77+0,22:10° —
tuk+TWEEN 80 — — —
glukoza 1,84+0,18:107 2,58 +0,18:107 2,23+0,18:107
glycerol 2,02+0,18:107 2,60 +0,48:107 2,42+0,18:107

S. pararoseus

tuk

7,02+0,17-10°

10,37 £ 0,33-10°

1,83+0,33-10°

tuk+TWEEN 80

12,84 +0,30-10°

7,24 +0,25-10°

2,91+0,43-10°
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tuk+TWEEN 80

Priloha 3: Ukdzka produkéniho média zdkladni Kultivace (C/N pomeér 13) kvasinky
C. macerans

Priloha 4. Ukdzka produkcniho média zdkladni kultivace (C/N pomér 25) kvasinky
R. mucilaginosa

glukoza glycerol tuk tuk+TWEEN 80

Priloha 5. Ukdzka produkéniho média zdkladni Kultivace (C/N pomér 50) kvasinky
C. macerans

tuk+TWEEN 80

Priloha 6: Ukdzka produkéniho média zakladni Kkultivace (C/N pomér 100) kvasinky
S. pararoseus

Triton X-100+Ca2+
TWEEN 80  Triton X-100 TWEEN 80+Ca2+  ° 3

Priloha 7: Ukdzka mechanicky emulgovaného produkéniho média (C/N pomér 50) kvasinky
R. glutinis
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Priloha 8: Ukdzka velkoobjemové kultivace kvasinky R. glutinis v 96. hodiné

Priloha 9: Ukazka velkoobjemové kultivace kvasinky C. macerans v 96. hodiné

Priloha 11: Ukdazka velkoobjemové kultivace kvasinky S. pararoseus v 96. hodine

Priloha 12: Ukdzka intenzivne provzdusiovacich kultivaci (C/N pomér 13)
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