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Abstrakt

Tato bakalarska praca je zamerana na Studium moznosti produkcie extracelularnych
hydrolytickych enzymov plesiiou Penicillium lilacinum na dvoch substratoch. Teoreticka Cast’
prace je zamerana na charakteriziciu vybranych hydrolytickych enzymov, ich vlastnosti,
moznost’ produkcie a ich aplikécie.

V experimentalnej Casti boli hydrolytické enzymy produkované plesiiou Penicillium
lilacinum pri statickej kultivacii v mineralnom médiu a v médiu kde ako substrat boli pouzité
kmene kvasiniek Sporobolomyces roseus a Rhodotorula glutinis.

V priebehu kultivacie bola sledovand produkcia celuldz, amylaz, xylanaz, lipaz, proteaz
amanaz a to vzdy 3., 5., 8., 10. a 12. den kultivacie.

Produkcia sa liSi v zavislosti na Case apouzitom substrate. Amylazova, celuldzova,
xylanazova aktivita bola merana v dvoch periodach - na zaciatku kultivacie (3. az 5. den) a na
konci kultivacie. Zvysné enzymy boli detegované najmé v 8. az 10. den kultivacie.

Tri najlepSie vzorky s najvysSou hodnotou enzymovych aktivit boli dalej pouzité
k testovaniu lyofilizacie a k purifikacii pomocou ultrafiltracie. Enzymy d’alej boli testované
K rozbijaniu bunkovej steny kvasiniek. V zavere prace boli uspes$ne pripravené protoplasty
kvasiniek Rhodotorula glutinis a Sporobolomyces roseus.

KPacova slova: extracelularne hydrolytické enzymy, Penicillium lilacinum,
Sporobolomyces roseus, Rhodotorula glutnis

Abstract

This bachelor's thesis is focused on studying the possibilities of producing extracellular
hydrolytic enzymes by the fungus Penicillium lilacinum on two substrates. The theoretical
part is focused on the characterization of selected hydrolytic enzymes, their characteristics,
the possibilities of production and their applications.

In the experimental part the production of hydrolytic enzymes by the fungus Penicillium
lilacinum was performed in mineral medium and in a medium wherein as substrate yeast
strains Sporobolomyces roseus and Rhodotorula glutinis were used.

During cultivation process, production of cellulases, amylases, Xxylanases, lipases,
proteases, and mannases was monitored. Samples were taken on 3rd, 5th, 8th, 10th and 12th
day of cultivation.

Production varies depending on time and substrate type. Amylase, cellulose and xylanase
activity was measured in two steps - at the beginning of culture (3 to 5 day) and at the end of
cultivation. The rest of enzymes were detected mainly in the 8th to 10th day of culture.

The best three samples with the highest value of enzyme activities were further used for
lyofilization and purification by ultrafiltration. Further, enzymes were tested for disruption of
yeast cell wall. In the conclusion, the yeast protoplasts of yeast strains Rhodotorula glutinis
a Sporobolomyces roseus were prepared successfully.

Keywords: extracellularhydrolyticenzymes, Penicillium lilacinum, Sporobolomyces
roseus, Rhodotorula glutnis
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1 UVOD

Vyroba aspotreba enzymov kazdoro¢ne rastie. Medzi najvyznamnejSia a priemyselne
najpouzivanejSie hydrolytické enzymy patria protedazy, amylazy, celuldzy ¢i lipazy. Su
produkované celou radou plesni, baktérii a kvasiniek. Predovsetkym tieto mikrobialne
enzymy su komeréne vyuzivané preparaty a maju Siroku skalu vyuzitia.

Plesne st teda schopné za vhodnych podmienok (pH, teplota, pouzity substrat) produkovat
mnohé enzymy. V predloZenej praci bude testovana plesent Penicillium lilacinum, ktora bola
vybrana pre tvorbu hydrolytickych enzymov na substrate, ktory tvoria ,,Cervené® kvasinky.
Nazov dostali na zéklade produkcie karotenoidov. Karotenogénne kvasinky sa vyznacuju
rigidnou bunkovou stenou menej zvycajného zlozenia, ¢o komplikuje izolaciu subcelularnych
Struktar. Vdaka hydrolytickym enzymom produkovanych plesiiou, ktord je schopna
adaptovat’ sa na povrchové polyméry kvasiniek a vyuzivat' ich ako substrat, dochadza
Kk postupnému rozstiepeniu bunkovej steny a moznej izolacii proteinov, karotenoidov ¢i DNA.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Plesne
Plesne st mikroskopické vlaknité eukaryotické mikroorganizmy, radiace sa medzi huby

(Fungi) [1].

2.1.1 Morfologia

Bunka plesni ma morfologicky diferencované jadro, vyskytuji sa v nej mitochondrie,
Golgiho aparat, membranovy systém endoplazmatického retikula. V cytoplazme st pritomné
inklazie krystalického aj lipidového charakteru. Zasobnou latkou u plesni rodu Penicillium
a Aspergillus je glykogén, tuk, ¢i manan a Skrob. U star$ich buniek mozeme pozorovat’ takisto
pritomnost’ vel’kého mnozstva vakuol [1].

Obrazok 1: Schéma bunky hub: 1) vakuola, 2) glykogén,3) endoplazmatické retikulum, 4)
mitochondprie, 5) ribozomy 6) jadrova membrana, 7) jadierko,8) jadro, 9) lazmaléma, 10) bunkova

stena, 11) lomazomy [2]

Bunkova stena je viacvrstvova aktivna organela, ktora plni ddlezité Zivotné funkcie. Je
tvorena lamelami, obsahuje polysacharidy, bielkoviny a lipidy, z polysacharidov dominuje
chitin, pritomné su aj glukany, manany a polysacharidy zlozené z galaktozaminu. Dalej
obsahuje enzymy, ktoré sa zhcastiiuju metabolizmu (napr. syntetdzy, hydrolazy) a enzymy
potrebné na degradaciu komplexov (napr. lipazy, protedzy). Pritomnd moze byt celuloza
a latky podobné ligninu, ktoré dodavajt pevnost’ bunkovej stene. Stena hyf a konidii obsahuje
vysoky obsah tukov a voskov, ktoré st ochranou proti ich zmacaniu. V stenach konidii su
pritomné farbivd, ¢im s vysporulované Casti pestro sfarbené. Farbiva maji ochrannu funkciu
pred ucinkami ultrafialového Zziarenia Kolénie tvoria hyfy, ktoré mozu byt septované
(viacjadrové) alebo neseptované (jednojadrové). Splet’ hyf vytvara mycélium. Na mycéliu
vyrastaju sporofory

2.1.2 RozmnoZovanie

Plesne sa vyskytuju v dvoch formach. Rozmnozuji sa pomocou spér alebo rozrastanim
hyf. Nepohlavné Stddiu (anamorfa) je charakteristické mitotickym delenim spor.
V pohlavnom $tadiu (telomorfa) vznikaja spory meidzou. Holomorfou oznacujeme jedinca
urcitého druhu s jeho doteraz znamym reprodukénym vybavenim.

Pri nepohlavnom (vegetativnom) rozmnozovani vznikaju spory. Nepohlavné st endospory
(sporangiosory) alebo exospory. Z mycélia rastu hyfy sporangioféry, na ktorych rasta



sporangid, v ktorych su ulozené endospdry. NajcastejSie ale vyrastaji exospory na hyfach
konidioférach, nazyvané konidie. Vznikaji odskrtenim od materskej bunky. Konidie mozu
byt bud’ makroskopické, ako je to V pripade rodu Fusarium, alebo mikroskopické, ¢o je
typické pre rod Aspergillus a Penicillium. Konidie maji dva typy vzniku. Pri thalickom type
vznika z vytvorenej hyfy, ktora sa rozdeli priehradkami a rozpadne sa, alebo blasticky typ, pri
ktorom konidie vznikaju zvic¢Sovanim konec¢nej Casti hyfy a po zvacseni dojde k naslednému
oddeleniu od hyfy. Tento dej sa nazyva pucanie a vznikaju tak blastokonidie (blastospory)

Pri pohlavnom rozmnozovani dochddza k splyvaniu obsahu plazmatickych buniek (tzv.
plazmogamifi), k splyvaniu jadier (karyogamii) a k meidze.

Prvym typom spor pri pohlavnom rozmnoZzovani su zygospory. Vznikaji dotknutim hyf po
gametangiogamii. Pri kli¢eni zygospory dochadza k mitoze, 3 haploidné jadra zaniknt, $tvrté
sa deli mit6zou a zo zygospory vyrastie sporangiofor.

Druhym typom st askospory a bazidiospory. Tie sa tvoria z dotyku dvoch dvojjadrovych
hyf, nasleduje delenie diploidného jadra meidzou, ¢im vznikaji 4 haploidné karyogamie.
Nasledne nastane mitotické delenie jadier a vznikne tak 8 askospor. Tie sa tvoria v tzv. asku
(vrecku) [2,3, 4].

2.1.3 Rod Penicillium

Rod Penicillium sa radi do riSe Fungi (huby), oddelenia Ascomycota. Nazov je odvodeny
z latinského slova penicillus, ¢o v preklade znamena Stetec alebo kartaé. Dovodom je tvorba
Steti¢iek na konci konidioféru. Tie st usporiadané vo zvézkoch (metuloch), na ktorych sa
tvoria taktiez zvazkovite usporiadané fialidy. Mycélium je septovné.

Obrazok 2: Morfolégia plesne rodu Penicillium a) konidie, b) fialidy, c) metuly, d)vetvy,
e)konidiofory [3]

Tento rod obsahuje okolo 150 druhov, pri¢om najznamejsie st Penicillium chrysongenum,
Penicillium roqueforti, Penicillium aurantiogriseum a iné.

Produkuji zdraviu nebezpecné toxiny. Jednd sa hlavne o mykotoxiny patulin, citrinin,
kyselinu penicilovt, ¢i kyselinu mykofenolovu. St pdvodcami infekcii a alergickych reakeii.

Vyskytuju sa v pdde, vo vode, na povrchu Zivych aj odumretych organizmov a na réznych
substratoch s minimalnymi poziadavkami na ziviny.
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Plesne rodu Penicillium moézu produkovat enzym [-1,3-glukomanazu, enzym Stepiaci
chemicku vdzbu glukomannanov, ktoré tvoria hlavni zlozku bunkovej steny cervenych
kvasiniek rodu Rhodotorula a Rhodosporidium [5, 6]

2.1.4 Plesen Penicillium lilacinum

Jeden z najzname;jsi producentov enzymov sltziacich k rozbijaniu bunkovej steny z rodu
Penicillium je mikroorganizmus Penicillium lilacinum. Je to bunkovy organizmus radiaci sa
do oddelenia hub vreckovytrusnych (Ascomycota). Jeho alternativne systematické nazvy su
Paecilomyces lilacinus, Purpureocillium lilacinum astar§i nazov je Penicillium
amethystinum. Kolonie na agare su rychlo rastice ato az 25-35 mm za 7 dni pri 25 °C.
Kolénie maju rézne odtiene fialovej farby v dosledku sporulacie. Z mycélia vyrastaja
konidiofory nesuce fialidy, na konci ktorych sa nachadzaju spoéry ulozené v retiazkach. Je
Studovana najmi vd’aka enzymatickej produkcii protedz a chitindz. Je to vSadepritomna,
vlaknita huba, bezne izolovana z pddy. St zname pripady infekcie u ¢loveka. NajcastejSim
prejavom infekcie je keratitida. Mo6ze kolonizovat lekarske materialy, ¢i kontaminovat
antiseptické krémy a pletové vody [8,9].

Obrazok 3: Makrohabitus a mikrohabitus plesne Peacilomyces lilacinus [7]

2.2 Karotenogénne kvasinky

Karotenoidné kvasinky produkuju karotenogénne pigmenty, ktoré st priemyslovo
vyuzitelné. Rhodotorula glutinis dokaze za urcitych podmienok vyprodukovat 6-10 mg f-
karoténu na 1 g suSiny buniek. Pigmenty tvoria na konci rastovej faze. Su taktieZ lipidotvorné,
¢o uzko suvisi s produkciou lipdz. Maju striktne aerobny metabolizmus, nie su schopné
kvasnych pochodov. Vyznacuja sa vel'mi silnou bunkovou stenou, obsahujiicu glukomanany,
ktora znemoznuje izolaciu karotenoidov ani DNA [6].

2.2.1 Bunkova stena kvasiniek

Nativna bunkova sena je zlozity heterogénny polymér. Medzi zékladné zlozky patri
glukan, manan, ¢i lipidy. Niektoré zlozky su rozmiestnené nepravidelne a v zavislosti od
druhu kvasiniek sa vyskytuju v roznych mnozstvach (napr. chitin sa vyskytuje najmé v oblasti
jazvy po pucani). Hrubka zavisi od rastovych podmienok a genetického vybavenia bunky.
Vnutorna vrstva zabezpecuje najméd mechanickl odolnost” bunkovej steny. Je tvorend najmé
B-1,3-glukanove;j siete a chitinu. Glykolyzované manoproteiny su lokalizovany na vonkajsej
strane bunkovej steny, kde =zohravaji tulohu pri rozpoznavani buniek inou bunkou
a obmedzuje priepustnost’ cudzich degradacnych enzymov [10].
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B-1,3-glukan

Obrazok 4:Schématické zndazornenie bunkovej steny kvasiniek [10]

2.2.2 Vyznamné metabolity

Medzi hlavné metabolity karotenogénnych kvasiniek patri B-karotén a lipidy. Karotenoidy
su zIté aoranzové pigmenty baktérii, rias arastlin sréznym priemyselnym vyuZzitim.
Vykazujt radu pozitivnych aktivit zaloZenych na antioxidanych a antimutagénnych uc¢inkoch
aV procese videnia. Hraji dolezitd fyziologicki funkciu. Pohlcujii kratke vinové dizky
Skodlivého ultrafialového ziarenia, ¢i inaktivuji reaktivnu formu kyslika, ¢im pdsobia ako
ochrana proti zhubnym t¢inkom svetla.

Po chemickej stranke st karotenoidy tetraterpény s Osmimi izoprénovymi jednotkami.
Systém konjugovanych dvojitych vizieb je zodpovedny za farebnost’ pigmentov. Karotenoidy
su odolné proti zmene pH, posobeni redukénych Cinidiel. Vykazuju citlivost’ k oxidacii a voci
svetlu. Pri intenzivnejSom svetelnom Zziareni sa rozkladaju.

Karotenogénne kvasinky oproti beznym kvasinkam obsahuju az 60% tuku v suSine.
Lokalizované st v cytoplazmatickej membrane. Pomocou vhodnych rozpustadiel
(petroléther) su l'ahko extrahované [6,12].

-i f w B-karotén

Obrazok 5: Struktira B-karoténu [11]

2.2.3 Rhodotorula glutinis

Rhodotorula sa radi medzi Cervené kvasinkové mikroorganizmy. St gulovitého alebo
vajcovitého tvaru. Z hl'adiska rozmnoZzovania ich radime medzi bazidiomycéty. Rozmnozuju
sa vegetativne multilateralnym alebo poldrnym pucanim, mézu vytvarat' pravé mycélium aj
pseudomycélium. Tento druh obsahuje 24 rodov, produkuje kolonie, ktoré maju ruzovu az
Cervenu farbu v doésledku pritomnych karotenoidnych farbiv v agare. Karotenoidy su
lokalizované na vnutornej strane cytoplazmatickej membrany. Predstavuji vzdusnu
kontamindciu vd’aka pritomnosti tychto farbiv, pretoze ich chrania pred smrtiacim vplyvom
UV slne¢ného ziarenia. Karotenoidy vznikaju zlozitym biochemickym mechanizmom. Na
svoj vznik potrebuju najmé svetlo a kyslik, tma pdsobi na vznik karotenoidov inhibicne.
Nefermentuja sacharidy a produkuju enzym uredzu. St lipidotvorné, s tym suvisi schopnost’
produkovat’ lipazy. Rhodotorula glutinis obsahuju cca. 84 % neutralnych lipidov, 13 %
glykolipidov a 3 % fosfolipidov.
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Mastné kyseliny neutrdlnych lipidov zahfiiaju kyselinu olejovy, linolovu, stearovu,
palmitovq, linolenovt, arachidonovi, behenotl, alinocerovi. Biomasa po extrakcii lipidov je
zdrojom cennych proteinov a aminokyselin. Vytvaraju aj koenzymy Q-10 a Q-9. St modelom
na skiimanie transportu latok, ato predovSetkym pentdéz cez cytoplazmaticki membranu.
Kolonie tvoria mékkeé, lesklé, hladké, vlhké az mukoidné. Vyznacuji sa rychlym rastom na
médiach anie si narocné na zivotné podmienky. Lahko sa rozmnozuji aj v pdde bez
pritomnosti dusika. Su tolerantné voci vysokému osmotickému tlaku, odolné voci kyslému
prostrediu, nie su vSak odolné voci vysokym teplotam, preto k devitalizacii vegetativnych
buniek kvasiniek dochddza uz po kratkom zahriati na 56 °C. Spéry st o nieco rezistentnejsie.
Rozmnozovanie vacSiny kvasiniek je uplne potlacené pri teplote 38 °C. Blastokonidia su
jednobunkové, gul'ovitého tvaru, bez pritomnosti hyf. [13,14].

Obrazok 6: Nater rodu Rhodotorula [15]

2.2.4 Sporobolomyces roseus

Radi sa k ¢ervenym druhom kvasiniek v dosledku tvorby karotenoidov. Tvar buniek je
elipsoidny az pretiahnuty s rozmermi 3 az 8 x 5 az 18 um. Koldnie st drsné a zvrasnené, nater
na agare je ruzovy az koralovocerveny, v zavislosti od zloZenia zivnej pddy. V kvapaline
sedimentuju a vytvaraju prstence. Patria do ¢elade Basidiomyces a vytvaraju balistokonidie
na jednoduchych stopkach- sterigmach [15,16].

~ _—
Obr.¢. 1: Nater rodu Sporobolomyces [17]

2.3 Sposoby kultivacie
Medzi najznamejsie druhy kultivacie patri staticka kultivacia, submerzna a kontinualna.
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Staticka kultivacia prebieha v pokoji. Mikroorganizmy st nao¢kované na povrch tuhého
média, alebo do urcitého objemu tekutého média, pricom postupne za statickych podmienok
dochadza k vy€erpavaniu zivin v priebehu rastu a hromadia sa splodiny metabolizmu, ktoré
maju inhibi¢ny vplyv.

Naopak, submerzna kultivacia prebiecha za neustaleho pretrepavania zivného média. Rast
prebieha rychlejSie a médium je prevzdusinované.

Pri kontinudlnej kultivacii dochadza k pritekaniu zivin a odtekaniu rovnakého objemu
média s vyrastenymi mikroorganizmami. Zvolenim vhodnej rychlosti pritoku mozno
dosiahnut’ rovnovazny stav, ked’ v celom objeme zivného média je udrzovany konStantny
pocet buniek.

Z hl'adiska narokov mikroorganizmov na vzdus$ny kyslik rozdel'ujeme kultivacie a aerobne
a anaerdbne.

Pri aerébnej kultivacii mikroorganizmy vyuzivaji vzdusny kyslik, ktory sa dostava do
nadoby prirodzene. Zavisi vSak od tvaru nadoby, ¢i velkosti stycnej plochy medzi povrchom
nadoby a vzduchom.

Pri anaerébnej kultivacii vzdusny kyslik posobi inhibi¢ne a je nutné tento kyslik z nddoby
odstranit’ a zamedzit' jeho dal$i prisun (napr. odcerpanim vzduchu, vzduchotesnym
uzavretim)[18].

2.4 Enzymy

Enzymy st latky bielkovinovej povahy s katalytickou funkciou. Nachddzaju sa vo
vSetkych zivych systémoch. Aj najjednoduchSia bunka obsahuje okolo 3000 enzymov, ¢o
sved¢i o ich Specifickosti, co znamena, ze kazdy enzym premiena len uréité latky. Okrem
bielkovinovej ¢asti mézu obsahovat’ aj nebielkovinovi ¢ast’ oznacujicu sa ako kofaktor. Ich
hlavna funkcia tkvie v prenose atomov, ich skupin alebo elektronov pri biochemickych
reakciach. Pevne viazany kofaktor vytvara s bielkovinovou zlozkou stabilnu sticast’ molekuly
a nazyva prostetickd skupina. Ak je kofaktor viazany slabymi vdzbami al'ahko sa oddeli,
takyto kofaktor nazyvame koenzym, pricom bielkovinova €ast’ sa nazyva apoenzym.

Komplex koenzymu a apoenzymu sa oznacuje ako holoenzym. Enzymova reakcia prebieha
v urcitej oblasti enzymatickej molekuly nazyvanej aktivne centrum, majica svojim tvarom
a zlozenim afinitu k urcitému substratu. Substrat sa viaze van der Waalsovymi silami,
vodikovymi vdzbami alebo hydrofobnymi interakciami. Katalyzovana reakcia moze prebiehat’
réznou rychlostou. Zavisi od koncentrdcie substratu, mnoZstva enzymu, pritomnosti
efektorov, od fyzikalnych achemickych vlastnosti prostredia ato najma pH ateploty. S
rasticou teplotou rastie aj rychlost’ katalyzovanej reakcie, dojde ale k inaktivacii enzymu Vv
dosledku denaturacie bielkovinovej Casti a k pripadnému odstiepeniu kofaktoru.

Viécsina enzymov pracuje len v urcitej optimalnej oblasti pH. Na uc¢inku sa podielaju aj
efektory. Ak zvySuju aktivity enzymu, tieto latky oznacujeme ako aktivatory (i6ny niektorych
kovov, organické latky), naopak, ak znizuji u¢inok enzymu, oznacuju sa ako inhibitory (i6ny
tazkych kovov, organické a anorganické latky nizkomolekulovej povahy) [19,20].
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2.4.1 Klasifikacia enzymov

Podl'a miesta posobenia ich mozeme rozdelit na intracelularne a extracelularne.
Intracelularne vykondvaju svoje Specifické funkcie v mieste vzniku. M6zu sa nachédzat
rozpustené, alebo ako funkéné komplexy, multienzymové jednotky a multifunkéné enzymy.

Extracelularne su vyucované bunkami, ktoré ich vyrobili. Najdeme ich v tkanivovych
kvapalinach, v Krvi, v mozgovo mieSnom moku. Mikroorganizmy ich vyluéuja do
kultiva¢ného prostredia, kde katalyzuji hydrolyzu zivin. Enzymy mozeme rozdelit’ do Siestich
tried podl'a reakcie, ktora katalyzuju.

Oxidoreduktdzy tvoria prvu azaroven najpocetnejSiu triedu. Su povahy zlozenych
bielkovin. Redoxné deje sa realizuju prenosom atémov vodika, elektronov alebo vclenovanim
atomov kyslika do substratu. Transferdzy sa podielaji na prenose skupin atomov
Vv aktivovanej forme zo zluCeniny, ktord je ich donorom na akceptor. Hydrolazy Stiepia
hydrolytické vizby, ktoré vznikli kondenzaciou. Stvrtd triedu tvoria lyazy. Katalyzuju
nehydrolytické Stiepenie vézieb odStepovanim alebo vkladanim malych molekul.
Predposlednu triedu tvoria izomerdzy. Zlozené su z jednoduchych bielkovin a funkcia spoc¢iva
vo vnutromolekulovom presune atomov aich skupin. Poslednt triedu tvoria ligazy.
Katalyzuju vznik energeticky naro¢nych vézieb za sti¢asného rozkladu latky [19,20].

2.4.2 Pouzitie enzymov v praxi

Vyroba  aspotreba enzymov  kazdorofne rastie. Medzi  najvyznamnejsie
a priemyselne najpouzivanej$ie enzymy patria protedzy, amylazy, celulazy ¢i lipazy. Su
produkované celou radou plesni, baktérii a kvasiniek. Komeréné enzymové preparaty maju
Siroku Skalu vyuzitia. Takmer vSetky vysSie vymenované enzymy sa vo velkom mnozstve
spotrebuvajii pri vyrobe biodetergentov, &o su &istiace a pracie prostriedky. Dal$imi
spotrebite'mi su potravinarsky (pri vyrobe piva, vina, syrov, atd.), textilny aj farmaceuticky
priemysel. Xylanazy sa vyuzivaju v priemysle k beleniu dreva v papierenskom priemysle,
pekarenskom priemysle na zlepSenie textiry peciva, ¢i pri fermentatnom kompostovani.
Dalej sa vyuzivaji v potravinarstve ako pridavné latky pre extrakciu rastlinnych olejov, kavy
a Skrobov. Manazy s amyldzami st pouzivané¢ predovSetkym ako prisady do krmiv
obsahujucich soju a kukuricu, pricom cielom je zlepSenie prijmu zivin a pribytok na vahe
[21,22].

2.4.3 Pouzitie enzymov pri rozruseni bunkovej steny kvasiniek
K rozruSeniu bunkovej steny kvasiniek sa najcastejSie pouzivaju hydrolytické enzymy
amylazy, celuldzy, xylanazy, protedzy, lipazy ¢i manazy.

2.5 Vybrané hydrolytické enzymy

Hydrolytické enzymy Stiepenia hydrolytické vézby, ktoré vznikli kondenzéciou. Na
podtriedy sa delia podl'a typu Stiepenych vizieb. St najpocetnejSou skupinou enzymov.
Medzi hlavné podtriedy patria protedzy, glykozidazy (amylazy, celulazy, hemicelulazy...)
a esterazy (pektinazy, lipazy...) [22].
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2.5.1 Celulazy

Celuloza je stiepena komplexom extracelularnych celulolytickych enzymov, zloZenych
z endo-1,4-B-D-glukanazy, exo-1,4-pB-D-glukanaz a f-glukozidazy, ktoré pdosobia synergicky.
Celulolytické enzymy patria do hydrolytického enzymatického systému. Tento hydrolyticky
systtm produkuje enzymy hydrolazy, ktoré su zodpovedné za degradaciu celulozy
a hemicelulozy[ 14].

Endo-1,4-B-D-glukanaza nahodne hydrolyzuju vnutorné B-(1—4)-D-glykozidové vizby
celulozového retazca. Tymto Stiepenim vznikaju glukooligosacharidy a celobidéza. Medzi
exo-1,4-B-D-glukanazy patria dva exogénne enzymy: Celobiohydroldza Stepiaca vol'né konce
molekul celuldzy, ¢im degraduje vézby B-(1—4) od redukujiceho alebo neredukujuceho
konca retazca a exoglukanaza (glukohydrolaza), ktora odstepuje glukdézové jednotky
z neredukujiiceho konca retazca.

Poslednym celulolytickym enzymom je B-D-glukozidaza (celobiaza), ktora odstepuje
Z parcidlne hydrolyzovanej celulozy celobidézu a vyssie oligosacharidy hydrolyzuje na B-D-
glukozu [24, 25, 26].
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Obrdzok 7:Mechanizmus celuldzovej aktivity [23]

2.5.2 Amylazy

Skupina enzymov S§tiepiacich Skroby sa nazyva amylaza. V zavislosti na type amyldzy
mozu byt tieto polysacharidy redukované az na jednoduché cukry ako je glukéza alebo
fruktoza, pripadne na zloZitejSie oligosacharidy ako je maltéza ¢i osobitné formy Skrobu,
akym su dextriny.

Existujii teda typy amylazy ato a, B aglukoamylazy. Alfa-amylaza je endocelularny
enzym, ktory nahodne $tiepi 1,4- o -D-glykosidové vdzby vo vnutri molekuly , zatial’ co -
amyldza (B-1,4-glukan maltohydrolaza) je exocelularny enzym a posobi na vonkajSie retazce
Z ktorych odstepuje maltdézu od neredukujuceho konca.

Glukoamyldza je exocelularny hydrolyticky enzym, ktory Stiepi postupne glukézové
jednotky od neredukujiiceho konca. Stiepi taktiez vizby 1,6-0-D vo vetvenych
polysacharidoch amylopektinu a glykogénu [22, 27, 28].
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2.5.3 Xylanazy

St skupinou enzymov, ktoré degraduju linearny polysacharid B -1,4-xylan na xylozu, ¢im
poskodia struktiru hemiceluldzy, jednej z hlavnych zloziek rastlinnych bune¢nych stien. Ako
také hrajii vyznamnt ulohu v mikroorganizmoch sluziacich k degradacii rastlinnej hmoty.
Xylanazy su produkované Sirokym spektrom organizmov, ako st napriklad kvasinky, hlavny
komer¢ny zdroj st vsak vléknité huby.

Na degradaciu xylanu sa vyzaduje kooperdcia niekolkych hydrolytickych enzymov a to:
endo-(1—4)- B -xylan 4-xylanohydrolaza, endo-1,4-xylanaza, endo-1,4- B -xylanaza, B -1,4-
xylanéaza, endo-1,4- B -D-xylanéza, 1,4- B -xylan xylanohydrolaza, p -xylanaza, p -1,4-xylan
xylanohydroléza, B -D-xylanaza [29, 30,31].

2.5.4 Proteazy

Hlavnou dulohou tychto enzymov je katalyzovat hydrolyzu peptidovej vizby
bielkovinovych substratov. Katalyzuju hydrolyzu proteinov na peptidy a oligopeptidov na
aminokyseliny. Enzymatick4 degradacia proteinov sa uskutociiuje na vonkajSej strane bunky,
v doésledku vysokej molekulovej hmotnosti proteinov. Zluceniny s nizkou molekulovou
hmotnostou (napr. aminokyseliny) mézu byt transportované Specifickymi transportnymi
mechanizmami dovnuatra buniek atu moézu byt nésledne spracované. Proteazy modzeme
rozdelit do niekolkych skupin. Exopeptidazy odStepuji aminokyseliny z koncov
proteinovych retazcov, endopeptidazy Stiepia peptidické viazby vnutri proteinu.

Mikrobialne protézy modzeme rozdelit na bakteridlne aplesiové. Dalej ich mozeme
klasifikovat’ na zaklade aminokyseliny ktora vyzaduju pre katalyticku funkciu, na zaklade
optimalneho pH prostredia, na lokalizacii miesta Stiepenia a iné. Vykazuju aj d’alSie aktivity
ako je esterovd, koagulacnd, €i transpeptidazova. LiSia sa vSak lokalizacii, fyzikdlnymi
a chemickymi vlastnostami, $pecifitou, mechanizmom pdsobenia i fyziologickymi
funkciami [22, 30,31].

255 Lipazy

Lipolytické enzymy su definované ako karboxylesterazy hydrolyzujice acylglyceroly. Tie
enzymy, ktoré hydrolyzuju acylglyceroly s uhlikatym retazcom mastnych kyselin krat§im ako
10 uhlikov, st povazované za esterazy alebo karboxylazy. Enzymy, ktoré hydrolyzuju
acylglyceroly s uhlikatym retazcom mastnych kyselin sviac ako je 10 uhlikov, su
oznacované ako lipazy alebo triacylglycerolacylhydroldzy. Produkcia lipaz je ovplyvnena
mnozstvom faktorov, ako je teplota, pH, zdroj dusiku, uhliku a lipidov, stres, a koncentracia
rozpusteného kysliku a anorganickych soli. Lipolytické enzymy moézeme rozdelit’ do troch
skupin:

Prvé skupina sa oznacuje ako neSpecifickd. Enzymy uvolfiuji mastné kyseliny z kazdej
Z troch pozicii acylglycerolu a kompletne hydrolyzuju triacylglyceroly na mastné kyseliny
a glycerol.

Druha skupina lipolytickych enzymov je 1,3-$pecificka. Mastné kyseliny st uvolnené
z vonkajSej pozicie triacylglycerolu a vznikaju tak 1,2-diacylglyceroly, 2,3-diacylglyceroly
a 2- monoacylglyceroly za uvolnenia mastnych kyselin. Dlhou inkubaciou triacylglycerolu
s 1,3-8pecifickymi lipazami dochadza k uplnej hydrolyze triacylglycerolov na mastné
kyseliny a glycerol.
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Tretiu skupinu tvoria lipolytické enzymy, ktoré preferuji len urcité mastné kyseliny [22,
30]

2.5.6 Manazy

Manén je druha najpocetnejsia zlozka hemiceluldzy. Sklada sa z linedrneho retazca

D-manézovych zvyskov (linedrny manan) z kombinacie D-manoézovych a D-glukézovych
zvyskov spojenych B-1,4 vizbami sa skladaji glukomanany. U vacsSiny druhov rastlin moze
byt retazec mananu takisto tvoreny a-1,6-D-galaktézovymi zvySkami a tvorit tak tzv.
galaktomanan alebo galaktoglukomanan. Pricom galaktoglukomandn je hlavnou zlozkou
mikkého dreva ihlicnatych stromov. Hydrolyza galaktomananu vsak vyzaduje kooperaciu
niekol’kych glykozidovych hydroldz, Tieto enzymy st rozdelené do rodin na zaklade
sekvencie aminokyselin, Strukturalnej a mechanickej podobnosti.

Medzi nimi, prvd endo-f-1,4-D-mannandza je enzym, ktory hra klucova tlohu
v degradacii. Nahodne $tiepi $-1,4-D vdzby mananu, galaktomananu i glukomananu na kratke
B-1,4-mannan-oligoméry. Druhym enzymom Stiepacim manan je 1,2-(1,3)-a-mannozidaza.
Tento enzym Stiepi (1—2) a (1—3) vizby v kvasinkovych mandnoch, za uvol'nenia manozy.
Poslednou triedou enzymu napomahajicou k hydrolyze st 1,6-a-D-galaktozid
galaktohydrolazy (o-galaktoziddzy). St to enzymy, ktory Stiepia vizby medzi mandzou
z galaktozou na postrannom retazci, ktory obsahuje predovsetkym oligoméry a polyméry
[32,33, 34].

2.6 Izolacia a purifikacia enzymov

Izolacia enzymov sa uskutocniuje pri teplotich okolo 0-4°C. Pri vysSich teplotach hrozi
nestabilnost’ enzymov. Cistenim enzymov su odstranené nedistoty z proteinov, akymi su
lipidy, sacharidy, nukleové kyseliny. Existuje niekol'ko rdznych spdsobov Cistenia. Medzi
hlavné metody patria elektroforetické metody [35].

2.6.1 Membranové separacné procesy

Delenie zmesi prebicha na zaklade rozdielneho pohybu jednotlivych zloziek pri transporte
rozhranim, ktorym je selektivne priepustna membrana. Hnacou silou je gradient chemickych
potencialov. Membrany su zhotovované z organickych polymérov (celuloza ajej estery,
polyamidy, teflon, methakrylat, polyuretan a iné). Medzi membranové procesy radime dialyzu
a elektrodialyzu, reverznii osmoézu (hyperfiltracia), ultrafiltraciu a mikrofiltraciu [35].

2.6.1.1 Ultrafiltracia

Od klasickej filtracie sa 1iSi vel'kost'ou castic, ktoré separujeme. Pouziva sa pre Castice
velkosti 2 az 1000 nm (1 000000 Da). Slizi k oddelovaniu makromolekularnych latok
a koloidov z roztoku. Molekuly rozpuastadla st vplyvom zvySeného tlaku tlaené cez
membréanu. Castice va&sie ako s pory membranou neprechadzaji.

Ultrafiltracné membrany sa skladaji z dvoch vrstiev. Z hornej vel'mi uzkej vrstvy s pormi
presne definovanych rozmerov a S$irSej spodnej vrstvy, ktord ma hubovitt Struktiru a ma
podpornu funkciu. Takto skons§truovana membréana sa nazyva anizotropnd membrana.

Membrany su kategorizované podl'a molekulovej hmotnosti molekul, ktoré uzZ membranou
neprejdu.
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Vyrabaji sa membrany polyamidové, polysulfonové , ktoré maji Siroktl oblast’ pH.
Doneddvna bol prevladajucim materidlom acetat celulozy, ale jeho nevyhodou je nizka
teplotna stabilita [35].

2.6.1.2 Dialyza

Dialyza je separa¢na technika, ktora umoznuje odstraneniec malych molekul z roztoku
makromolekual (napr. odsolovanie). K deleniu dochadza na zéklade gradientu, ktory je
vysledkom nédhodného tepelného pohybu molekul, o vedie k pohybu molekul z oblasti vyssej
koncentracie, do oblasti nizSej koncentracie, az do dosiahnutia rovnovahy. Separacné
rozmedzie zavisi na velkosti poérov, ¢i pouzite] membrany. Nizkomolekuldrne latky
prechadzaju cez semipermeabilni membranu do dialyzatu, zatial’ ¢o velké molekuly ostavaju
zachytené.

Rychlost’ priechodu molekil membranou (z pévodného roztoku do dialyzatu), je priamo
umernd koncentracii a nepriamo umernd molekulovej hmotnosti prechddzajucich molekul.
V okamihu vyrovnania koncentracie molekal na oboch stranach, dochadza k zastaveniu
prechodu membranou. Ako dialyzat je odporacané pouzit’ timivy roztok o nizkej idonovej sile
s definovanym pH [35].
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Obrdzok 8: Princip dialyzy [36]

Dialyza sa V laboratornych podmienkach uskutoéiiuje v trubiciach, ktoré sa naplnia
dialyzovanym roztokom avlozia do nadoby s premyvacim roztokom, tzv. dialyzatom.
Dialyza sa uskutociiuje va¢sinou cez noc [35].

2.6.2 Elektromigracné techniky

Principom separacie zloZiek je migracia nabitych Castic v jednosmernom elektrickom poli,
ktoré sa vytvara vkladanim kons$tantného jednosmerného napitia medzi elektrody. Migracia
nabitych Castic je rozdielna, pretoze Castice roznych zloziek sa v uréitom prostredi liSia
elektroforetickou pohyblivostou. Vplyvom odlisnej rychlosti sa vytvaraju oddelené zény
jednotlivych zloziek. Pri gélovej elektroforéze velké molekuly tazSie prechadzajii gélom
oproti malym molekuldm.

2.6.2.1 FElektroforéza PAGE-SDS

Nosicom PAGE-SDS chromatografii je polyakrylamidovy gél. Vznika polymerizaciou
akrylamidu a N,N’-methylbisakrylamidu (BIS). Polymerizacia zafina vznikom radikalov
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zrozkladu persiranu amonneho, pripadne rozkladom riboflavinu podsobenim svetla za
pritomnosti malého mnoZzstva kysliku. Ako stabilizator vol'nych radikélov sa priddva TEMED
(N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin).

Takto vzniknuty gél je inertny a mechanicky pevny. U tychto gélov je mozné ovplyvnit
vel'kost” ich porov, hustotu zasiet'ovania ¢i gradient hustoty gélu.

Usporiadanie gélu moze byt’ v trubickach, alebo medzi dvomi sklenenymi doskami ( v tzv.
tenkej vrstve) [38, 40].

2.7 Uchovavanie a stabilizacia enzymov

Zvysenie stability enzymov mozno dosiahnut’ réznymi spdsobmi, napr. pridanim nizko-
alebo vysokomolekularnych latok do prostredia (najmé anorganickych ioénov), chemickou
modifikaciou, vytvorenim prie¢nych vidzieb pomocou funkénych Ccinidiel, vdzbou na
polymérny nosi¢, ¢i denaturaciou a spatnym zvinutim molekuly.

Enzymové preparaty sa uchovavaju pri nizkych teplotdch. Zmrazovanie moze viest
k znehodnoteniu ich aktivity. DalSou moznou metédou pre uchovavanie enzymovych
preparatov je ich susenie, ktoré sa uskutoéiiuje na rozprasovacich susiariiach pri teplotach,
ktorych nedochadza k inaktivacii enzymov. NajpouzivanejSia suSiaca metdda je v dneSnej
dobe lyofilizacia [41].

2.7.1 Lyofilizacia

Jedna sa o finalnu Gpravu enzymovych a bielkovinovych preparatov, pricom dochadza
k zakoncentrovaniu roztokov biologicky aktivnych latok, ktoré su nachylné na vyssie teploty
anemozu byt zakoncetrované klasickym sposobom (napr. destilaciou). Pre odstranenie vody
sa pouziva tzv. mrazova sublimacia. Roztok je zmrazeny v tenkej vrstve aje vystaveny
hlbokému vakuu (1-3kPA). Dojde k sublimacii vody apreparat ostane vo forme
hygroskopického praSku. Pred zmrazenim je nutné preparat zbavit necistot, akymi su
organické rozpustadla ¢i soli, pretoZze znizuji teplotu tuhnutia vody azvySuju riziko
roztopenia vzorky behom lyofilizacie a moZe tak nastat’ denaturdcia nativneho proteinu a tym
strata enzymovej aktivity [38].
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3 CIEL PRACE

Cielom prace je charakterizacia extracelularnych hydrolaz produkovanych plesiiou
Paecilomyces lilacinus (Penicillium lilacinum) aich testovanie ako lytickych ¢inidiel k
rozruseniu bunkovej steny vybranych druhov kvasiniek. V praci boli rieSené tieto Ciastkové
ciele:

o Reser§ zamerana na charakterizaciu bunkovej steny kvasiniek a prehlad vybranych
extracelularnych plesnovych hydrolaz.

o Zavedenie aoptimalizacia metod kultivacie kvasiniek a plesne Paecilomyces lilacinus,
stanovenie aktivity vybranych hydrolaz.

o Experimentalne stadie - aplikacia hydrolaz z P. lilacinus pri rozruSeni bunkovej steny
kvasiniek.

o Vyhodnotenie vysledkov a diskusia
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Mikrobiilne kmene, chemikalie a pristrojové vybavenie

4.1.1 Pouzité mikroorganizmy
e Plesen Pencillium lilacinum kmen F-552 7z Ceské sbirky mikroorganizmi
Ptirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné.
e Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26, (CCY - Culture Collection of Yeasts, Chemicky
ustav SAV Bratislava, SR)
e Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4

4.1.2 Pouzité chemikalie
Akrylamid,Lach-Ner (CR)
Albumin, Sigma Aldrich (SRN)
Azokazein, Sigma Aldrich (SRN)
Bromfenolova modra, Sigma Aldrich (SRN)
-merkaptoethanol, Sigma Aldrich (SRN)
Citronan sodny p.a.,Lach-Ner (CR)
D-glukéza monohydrat p.a., Lach-Ner (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Lach-Ner (CR)
Dodecylsiran sodny, (SDS), Lach-Ner (CR)
Dusiénan sodny, Lach-Ner (CR)
Ethanol (96%) p.a., Lach-Ner (CR)
Folin-Ciocaltauovo ¢&inidlo, Lach-Ner (CR)
Galaktomannan, Sigma Aldrich (SRN)
Glycerol, Sigma Aldrich (SRN)
Glycin, Sigma Aldrich (SRN)
Glukoéza p.a., Lach-Ner (CR)
Hydrogenuhli¢itan sodny p.a, Lach-Ner (CR)
Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)
Chlorid draselny p.a., Lach-Ner (CR)
Jantaran sodny p.a., Lach-Ner (CR)
Karboxymethylcelulosa , Sigma Aldrich (SRN)
Kyselina citronova p.a., Lach-Ner (CR)
Kyselina chlorovodikova (35%) p.a., Lach-Ner (CR)
Kyselina octova p.a., Lach-Ner (CR)
Kyselina sirova (96%) p.a., Lach-Ner (CR)
Kyselina trichloroctova p.a., Sigma Aldrich (SRN)
Kvasni¢ny autolyzat, Sigma Aldrich (SRN)
Methanol p.a., Sigma Aldrich (SRN)
Molybdenan amonny tetrahydrat p.a., Sigma Aldrich (SRN)
N,N'-methylenbisakrylamid (BIS), Sigma Aldrich (SRN)
N,N'-tetramethylendiamin (TEMED), Sigma Aldrich (SRN)



Octan amonny p.a., Lach-Ner (CR)
p-nitrofenol,Sigma Aldrich (SRN)

p-nitrofenyl palmitat,Sigma Aldrich (SRN)
Persiran amonny (APS,) Sigma Aldrich (SRN)
Protein Dual Color BIORAD (USA)

Sachardza, Lach-Ner (CR)

Siran aménny p.a., Lach-Ner (CR)

Siran hore¢naty heptahydrat p.a. , Lach-Ner (CR)
Siran mednaty pentahydrat p.a., Lach-Ner (CR)
Siran sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Siran zino¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner (CR)
Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-Ner (CR)
Sorbitol p.a., Lach-Ner (CR)

Skrob p.a., Lach-Ner (CR)

Thiosiran sodny p.a., Lach-Ner (CR)
Tris((Hydroxymethyl)aminomethan), Lach-Ner (CR)
Triton X-100,Lach-Ner (CR)

Uhli¢itan sodny, Lach-Ner (CR)

Vinan sodno-draselny p.a., Lach-Ner (CR)
Xylan p.a., Serva (SRN)

Xyléza p.a., Sigma Aldrich (SRN)

4.1.3 Pristroje a pomocky
Spektrofotometer VIS, Helios 6 (Unicam, UK)
Ockovaci box Aura mini (Bioair Instruments, UK)
Vodna lazen EL-20D Kavalier (CR)
Ultrazvukova vaiia PS02000 (CR)
Vortex, Ika Vortex genius 3 (SRN)
Analytické vahy BOECO (SRN)
Mikrocentrifiga Mikro 200 Hettich Zentrifugen (SRN)
Centrifuga U-32R Boeco (Germany)
Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)
Termostatovana trepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.0. (CR)
Trepacka Yellow line, (SRN)
Elektroforeticka aparatiura, Mini-PROTEAN, BioRad (USA)
Elektroforeticky zdroj
Termostat- Memmert INB 400 (SRN)
Lyofylizator, Bench Top 4K ZL, VirTis
ELISA Reader BioTek ELx808
Bezné laboratorne sklo
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4.2 Kultivacia

4.2.1 Kultivacia plesne Penicillium lilacinum

Doba kultivacie plesne Penicillium lilacinum bola stanovena z rastovej krivky na zaklade
gravimetrického merania. Plesen bola kultivovand na sachar6zovom médiu a na médiu, kde st
pouzité karotenogénne kvasinky ako substrat. Kultivacia prebiehala pri 28 °C, v 50 ml média
v Erlenmeyerovej banke o objeme 100 ml.

4.2.1.1 Substraty pouzité k produkcii enzymov pomocou plesne Penicillium lilacinum

Plesen bola kultivovand na minerdlnom médiu, suCasne bola adaptovana na substrat
z kvasiniek SR a RG. Plesen na mineralnom médiu i obe adaptované formy boli d’alej pouzité
na produkciu enzymu, pri kultivacii na substratoch z Sporobolomyces roseus a Rhodotorula
glutinis. Pre kontrolu bola sledovana aj pleseit na mineralnom médiu.

Tabulka ¢. 1: Sposob kultivdcie plesne Penicillium lilacinum na substratoch (SR — Sporobolomyces
roseus, RG — Rhodotorula glutinis)

Inokulum ZloZenie pouZitého produkénych médii
1 2 3
Plesen na mineralnom médiu (MM) MM SR RG
Plesen kultivovand na RG - SR RG
Pleseii kultivovana na SR - SR RG

Tabulka ¢. 2: Zlozenie mineralneho média

Zlozka MnoZstvo

NaNO; 290
KCI 0,59

Fe SO, 0,01g
KH2PO4 19
MgSO,7 H,O 0,59
Sachar6za 3049
Voda 1000

Ako substrat pre produkciu enzymu boli pouzité bunky kvasinieck RG a SR z 80. hodiny
kultivacie na konci exponencidlnej faze. Po skonceni kultivacie boli bunky scentrifugované
pri 5000 ot/ min po dobu 10 min a dvakrat premyté destilovanou vodou. Takto pripravené
bunky boli pouzité ako substrat do produkéného média. Zlozenie produkéného média bolo
zhodné so zloZzenim minerdlneho média (Tabulka ¢.4), ale z obsahom sacharézy 15 g/l a
zvy$né mnozstvo sachardzy bolo nahradené v pripade RG 28 g/l buniek a v pripade SR 50 g/l
buniek.
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Obrazok 9: Rastova krivka Rhodotorula glutinis [42]
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Obrazok 10: Rastova krivka Sporobolomyces roseus [42]

4.2.2 Kultivacia karotenogénnych kvasiniek

Karotenogénne kvasinky sa radia medzi mezofilné aerobne mikroorganizmy, ktoré majt
vacSinou podobné naroky na zivotné podmienky. Kmene kvasiniek Rhodotorula glutinis,
Sporobolomyces roseus boli kulivované pri teplote 28 °C v tekutom médiu pri stalom svetle
a trepani. Média boli sterilizované v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom po dobu 30 mint.
Kultivacia tychto kmenov prebiehala na gluk6zovom médiu.

Pre kazdy druh kvasiniek bolo pripravené jedno inokulum I o zloZeni uvedenom v tabul’ke
¢.1. Vysterilované inokulum bolo zaokované tromi ockami zasobnej kultury uchovavané na
Petriho miskach.

Pre kazdé inokulum I bolo pripravené kontrolné médium inokulum Il. Médium ¢.2 bolo
pouzivané ako produkéné. Pasterizacia prebiehala v tlakovom hrncei s otvorenym ventilom po
dobu 30 minut. Kultivacia na produkénom médiu prebiehala po dobu 90 hodin.

Tabulka ¢. 3: Zlozenie inokula

zlozka mnozstvo
Glukéza 4049
(NH4),S0, 59
KH2PO4 59
MgSQO,-7 H,O 0,696 g
Kvasni¢ny autolyzat 790
Voda 1000 ml
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Tabulka ¢. 4: ZloZenie produkcného média

zloZka mnozstvo
|Gluko6za 304¢
[NH4),50, 49
KH,PO4 49
MgSQO,-7 H,O 0,696 g
\Voda 1000 ml

4.3 Postupy pri stanoveni enzymovych aktivit

Pri kultivacii plesne Paecilomyces lilacinum bola sledovana enzymova aktivita xylanazy,
amylazy, protedzy, lipazy, celuldzy a mandzy v zavislosti na dobe kultivacie.

Kultary boli po kultivacii centrifugované a supernatant bol nasledne pouzity k stanoveniu
enzymovych aktivit.

4.3.1 Stanovenie proteolytickej aktivity

Pre stanovenie protedzovej aktivity bol ako substrat pouzity roztok azokazeinu (5 mg/ml).
Azokazein je chemicky modifikovany mlieCny protein kazein s naviazanou oranzovou
sulfanilamidovou skupinou. Enzymatickou hydrolyzou (50°C, 60 min) sa uvolfiuji farebné
peptidy rozpustné v trichloroctovej kyseline, ktoré su nasledné detegované pri 440 nm.
Jednotka aktivity je definovana ako mnozstvo enzymu katalyzujiceho premenu substratu do
prevadzant narastom absorbancie o 0,001 za 1 minatu za podmienok testu.

4.3.2 Stanovenie lipolytickej aktivity

Stanovenie lipolytickej aktivity s vyuzitim p-nitrofenylpalmitatu je zalozené na schopnosti
lipolytickych enzymov $tiepit’ tento substrat za vzniku zlto sfarbeného produktu p-nitrofenolu,
ktory je stanoveny spektrofotometricky pri 405 nm.

4.3.2.1 Stanovenie kalibra¢nej krivky p-nitrofenolu

Pre nameranie a zostrojenie kalibracnej krivky bol pouzity zakladny roztok p-nitrofenolu
0 koncentracii 0,5 mmol/l. z tohto roztoku bola pripravena kalibracna rada p-nitrofenolu
nariedenim zakladného roztoku 0,1 M Tris-HCI pufrom pH 8,2 na koncentracie v rozmedzi
0,005 az 0,05 mmol/l. Skimavky boli centrifugované 2 minuty a na spektrofotometri ELISA
reader bola zmerana absorbancia proti pufru pri A =405 nm.

4.3.2.2 Priprava substratu

0,00675g p-nitrofenylpalmitatu spolu s 0,0085 g SDS a 0,5 g triton-X-100bolo navazenych
do odmernej banky ana 50 ml doplnenych destilovanou vodou. Roztok bol uchovavany pri
teplote 4°C najviac vsak 3 dni.

4.3.2.3 Stanovenie aktivity lipaz

Do plastovych mikroskiumaviek bolo napipetovanych 83 pl pufru pH 8,2, 83 ul substratu
a 34 ul supernatantu. Bol zmerany narast absorbancie pri 405 nm na zariadeni ELISA reader
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pri teplote 37°C po dobu 30 minut. Jednotka aktivity bola definovana ako mnozstvo enzymu
katalyzujice premenu substratu za jednotku ¢asu.

4.3.3 Stanovenie celulazy

Aktivita celulaz bola stanovena metédou podla Somogyiho a Nelsona. Ako substrat bol
pouzity prazok papiera o velkosti 0,5x1 cm. K substratu bolo pridanych 50 pl vody, 50 ul
supernatantu. Vzorky boli inkubované pri teplote 40°C po dobu 1 hodiny. Nésledne bolo
pridanych 50 pl roztoku I a 50 pl roztoku II. Takto pripravené skiimavky boli ponorené do
hortcej vodnej lazne po dobu 10 minat. Po 10 minatach bolo k ochladenym skimavkam
pridanych 50 pl ml roztoku III, obsah bol premiesany do rozpustenia zrazeniny. K obsahu
bolo pridanych 750 pl vody (celkovy objem bol 1 ml) a nasledne bola zmerana absorbancia
pri 720 nm proti blanku, ktory bol pripraveny rovnako ako vzorky, ale supernatant bol
nahradeny 50 pl destilovanej vody. Aby mohlo byt od¢itané mnozstvo glukézy uvolnené zo
substratu od celkového mnozstva redukujucich cukrov v supernatante, bolo prevedené
paralelné meranie (tzv. referen¢na vzorka), u ktorého neboli vzorky inkubované. Jednotka
aktivity bola definovana ako mnozstvo enzymu katalyzujace rozklad substratu za jednotku
casu.

4.3.3.1 Priprava Cinidiel

Roztok I pozostaval z 24 g bezvodého Na,CO3, 16 g NaHCO3, 144 g bezvodého NaySOy,
12 g vinanu sodno-draselného a 800 ml destilovanej vody.

Roztok II pozostaval zo 4 g CuSOy4 .5H,0, 24 g bezvodého Na,SO,4 a 200 ml destilovanej
vody.

Roztok III pozostaval z 25 g molybdenanu amonného rozpusteného v 450 ml destilovanej
vody, 21 ml koncentrovanej H,SO4 a 3 g Na,HASQO,4.7H,0 rozpusteného v 25 ml destilovanej
vody. Tento roztok musel 48 hodin stat’ pri laboratornej teplote bez pristupu svetla.

4.3.3.2 Stanovenie kalibrac¢nej krivky glukézy

Pre zostrojenie kalibracnej krivky glukozy bol pouzity zakladny roztok glukézy o
koncentracii 0,1 g/l. Z tohto roztoku bola pripravena kalibracna rada o koncentracii 0,01 az
0,1 g/l. Do kazdej skimavky bolo k 50 ul roztoku glukézy pridanych po 50 ul Somogyiho
¢inidla I a Il. Skimavky boli 10 minut povarené a ochladené na laboratdrnu teplotu. Nésledne
bolo pridanych50 pl Nelsonova ¢inidla. Obsah skumaviek bol doplneny 750 ul destilovanej
vody na celkovy objem 1 ml, premieSany anasledne bola na spektrofotometri zmerana
absorbancia pri vlnovej dizke 720 nm proti blanku (blank obsahoval namiesto vzorky50 pl
destilovanej vody).

4.3.4 Stanovenie amylazy

Aktivita amyldz bola stanovena metddou podl'a Somogyiho a Nelsona. Postup je rovnaky
ako stanovenie celulazy (kap. 3.3.3), ale namiesto papiera a 50 ul vody bol pouzity 1% roztok
Skrobu. Roztok Skrobu bol pred pouzitim povareny.

27



4.3.5 Stanovenie xylanazy

Aktivita xylanaz bola stanovena metodou podl'a Somogyiho a Nelsona. Postup je rovnaky
ako stanovenie celulazy (kap. 3.3.3), ale namiesto papiera a 50 ul vody bol pouzity 1%
roztokom xylanu. Roztok xylanu bol pred pouzitim povareny.

4.3.5.1 Stanovenie kalibra¢nej krivky xylozy

Pre zostrojene kalibracnej krivky bol pouzity zékladny roztok xylézy o koncentracii
0,1 g/l. Z tohto roztoku bola pripravena kalibra¢na rada o koncentracii 0,01 az 0,1 g/I. Dalsi
postup je zhodny s pripravou kalibracnej krivky glukozy (kap. 3.3.3.2).

4.3.6 Stanovenie manazy

Pre stanovenie manazovej aktivity bol ako substrat pouzity znaceny galaktomanan. Na
kazdych 30 monomérov pripada jedna molekula farbiva Remazol Brilliant Blue R. V 80 ml
hortcej destilovanej vody (85-90°C) boli rozpustené 2 g substratu. Po ochladeni roztoku na
laboratornu teplotu, bolo pridanych 10 ml2 M acetatového pufru (pH 4) a objem bol doplneny
na 100 ml. Takto pripraveny roztok bol skladovany pri 4 °C.

Enzymatickou hydrolyzou dochddza k depolymerizacii galaktomananu za uvolfiovania
farebnych nizkomolekularnych zna¢enych fragmentov rozpustnych v acetaitovom pufre.

Do skuimaviek bolo napipetovanych 250 ul galaktomananu, 250 pl supernatantu.
Hydrolyza prebiehala po dobu 10 min pri 40 °C. Po uplynuti doby bolo pridanych 1,3 ml
etanolu a skamavky stali 10 minut pri laboratornej teplote. Nasledne boli scentrigugované pti
7200 ot/min po dobu 10 minat. Aktivita enzymu bola detegovand meranim absorbancie pri
590 nm.

V pripade blanku bol ethanol pridany spolu so substratom a galaktomananom pred
inkubaciou.

Jednotka aktivity bola definovana narastom absorbancie v Case.

4.4 Stanovenie extracelularnych bielkovin

Stanovenie koncentracie proteinov metddou podl'a Hartree-Lowryho je kolorimetrické,
zaloZzené na dvojzloZzkovom c¢inidle. Prvou zloZkou je biuretové ¢inidlo, druht zlozku tvori
Folinovo ¢inidlo na fenoly. Principom je redukcia fosfomolybdénanov hydroxyfenolovou
skupinou tyrozinu na molybdenovli modrt [43].

4.4.1 Zlozenie ¢inidiel

Roztok a (na 100 ml): 1g vinan sodno-draselny . 4 H,O, 10 g Na,CO3, 50 ml 1M NaOH,
destilovana voda.

Roztok B (na 100ml) : 2g vinan sodno-draselny . 4 H,O, 1g CuSO, . 5 H,O, 10 ml 1M
NaOH

Roztok C: Folin-Ciocalteauvo ¢inidlo: destilovana voda (1:16)

4.4.2 Stanovenie kalibra¢nej krivky

Pre zostrojenie kalibrac¢nej krivky bol pouzity roztok albuminu, z ktorého bola pripravena
kalibracna rada o koncentrécii 0,05 az 0,3 mg/ml.

Do kazdej skamavky bolo k 1 ml vzorky pridanych 0,9 ml HL c¢inidla A, roztok bol
premiesany a nasledne inkubovany vo vodnej 1azni pri 50 °C po dobu 10 minat. Potom bol

28



roztok ochladeny na laboratornu teplotu a bolo pridanych 0,1 ml HL ¢inidla B. Roztok bol
opat’ premiesany astal 10 minGat pri laboratornej teplote. Nakoniec boli pridané 3 ml HL
¢inidla C, roztok bol premieSany a inkubovany 10 mintt pri 50 °C.

Spektrofotometrické stanovenie sa uskuto&iiuje pri vlnovej dizke A = 650 nm oproti slepej
vzorke, ktoru tvorila destilovana voda.

4.4.3 Stanovenie koncentracie bielkovin

Koncentracia extracelularnych bielkovin bola stanovena metdédou podl'a Hartree-Lowryho.
Do sktimavky bolo k1 ml supernatantu pridanych 0,9 ml roztoku A, skiimavky boli
temperované po dobu 10 minut pri 50°C vo vodnej 1azni. Nésledne boli skimavky ochladené
a bolo pridanych 0,1 ml roztoku B a nasledovala inkubacia pri laboratérnej teplote 10 minut.
Po uplynuti ¢asu boli pridané 3 ml roztoku C a skimavky opit’ boli temperované po dobu 10
minut vo vodnej lazni pri 50°C. Nakoniec bola zmerané absorbancia pri vinovej dizke 650 nm
proti blanku, kde bol supernatant nahradeny destilovanou vodou [38].

4.5 lzolacia a purifikacia enzymov

45.1 Ultrafiltracia

K ultrifiltracii bol pouzity supernatant plesne kultivovanej na minerdlnom médiu, odobraty
12. den kultivacie. Bol filtrovany cez ultrafiltraéni membranu 0 velkosti pérov 10 kDa.
Roztok bol desatkrat zakoncentrovany. Boli stanovené koncentracie enzymov v povodnom
roztoku, po ultrafiltracii a vo filtrate, ktory presiel cez membranu.

45.2 Vertikdlna PAGE SDS elektroforéza
K wvertikélnej elektroforetickej separdcii proteinov bola pouzitd aparatara od firmy
BIORAD. Ako nosi¢ bol pouzity polyakrylamidovy gél.

45.2.1 Roztoky

Elektrodovy pufor — 3 g Tris + 14,4 g glycin + 1 g SDS do 1 | redestilovanej vody

Iniciacné ¢inidlo — 100 mg APS (persiran amonny) do 1 ml redestilovanej vody (vzdy
cerstvy)

Separa¢ny (deliaci) pufor pH 8,8 — 18,2 g Tris + 2,8 ml 32% HCI do 100 ml redestilovanej
vody

Vzorkovaci pufor — 5 ml glycerolu + 1 g SDS + 2,56 ml f-merkaptoetanolu + 2,13 ml

zaostrovacieho pufru + cca 1 mg bromfenolovej modrej doplnit na objem 10 ml
redestilovanou vodou

Zaostrovaci pufor — 6,1 g Tris + 2,5 ml 32% HCI do 100 ml redestilovanej vody

Zasobny roztok AA/BIS (29:1) — 40% AA : 3,3% BIS

45.2.2 Prirava polyakrylamidového gélu

Pre elektroforézu enzymovych vzoriek bol pouzity 14% gél. Do kadi¢ky (na 10 ml) bolo
napipetovanych 4,7 ml zasobného roztoku AA/BIS, 2,5 ml separacného pufru 2,7 ml
redestilovanej vody a 0,1 ml 10% SDS, 8 ul TEMED a 100 pl APS. Zmes na gél bola opatrne
zamieSana a napipetovana do priestoru medzi dve skla v nalievacom stojane. Medzi skla bol
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vlozeny plastovy hreben pre vytvorenie jamiek pre nanasanie vzoriek. Gél bol ponechany
polymerizovat’ po dobu jednej hodiny.

45.2.3 Priprava vzoriek

Vzorky boli zmiesané so vzorkovacim pufrom v pomere 1 : 1 a povarené po dobu 4 minut
na vodnej lazni. Po naneseni do jamiek gélu boli vzorky uchované pre d’alSie pouzitie pri —
20°C.

45.2.4 Prevedenie elektroforézy

Po stuhnuti gélu bol odstraneny plastovy hreben a skla s gélom boli upevnené do aparatary
tak, aby nevytekal elektrodovy pufor z elektrodového priestoru. Nasledne bol naliaty
elektrodovy pufor. Vzorky spolu so Standardom boli nanesené do jamiek v mnozstve 25 pl.
Ako Standard pre odCitanie velkosti bol pouzity Standard Protein Dual Color od firmy
BIORAD. Aparatara bola prikryta priechladnym krytom, utesnena a pripojena ku zdroji
napitia, prad 300 mA, napédtie 140 V podobu 2 hodin. Farbenie bolo vykonané pomocou
Coomassie Briliant Blue G250.

4.6 Priprava protoplastov

Na pripravu protoplastov bol pouzity pripraveny preparat po utrafiltracii, ktory ako jediny
vykazoval manazovu aktivitu.

Na pripravu protoplastov bola pouzita 24 hodinova kultura kvasiniek Rhodotorula glutinis
a Sporobolomyces roseus. Kvasinky boli centrifugované pri 5000 ot/min po dobu 10 mintt
a dva krat premyté destilovanou vodou.

Bol pripraveny TE pufor: do 200 ml odmernej banky bolo navazenych 0,744 g EDTA
a 2,423 g TRIS a banka bola po znacku doplnena destilovanou vodou.

Do 100 ml TE pufru bolo navazenych 18,217 g sorbitolu apridana kultGra
scentrifugovanych kvasiniek.

K1 ml takto pripravenej suspenzii kvasiniek bolo napipetovanych 0,5 ml enzymu po
ultrafiltracii a bola sledovana zmena absorbancie proti blanku (destilovanej vode) pri 630 nm
kazdych 5 minut. Bola pripravena aj referencna vzorka s pridavkom cistej vody namiesto
enzymu. Sucasne s meranim zmeny absorbancie bola sledovana kvasinkova kultira priamo
pod mikroskopom.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Stanovenie enzymovych aktivit

Stanovenie enzymovych aktivit bolo prevedené podl'a uvedenych postupov v kapitole 4.3
u plesne Penicillium lilacinum. Stanovenie enzymovych aktivit v médiu bolo prevedené 3.,
5.,8.,10. a 12.den kultivacie. V tabulke st uvedené priemerné hodnoty z troch merani.

5.1.1 Stanovenie aktivity celulazy

Pre stanovenie celulazové aktivity bolo treba zostavit’ kalibracnu zavislost’ pre stanovenie
redukujicich cukrov podla Somogyi-Nelsona (tabulka 12, graf 1). Zavislost’ bola stanovena
pre glukézu, aby mohlo byt od¢itané mnozstvo glukdzy v médiu od celkového mnozstva
redukujicich cukrov atym prevedena korekcia na mnozstvo glukoézy uvolnené¢ho zo
substratu. Ako substraty pre stanovenie celulazovej aktivity bol pouzity filtraéni papier (ako
modelovy nerozpustny substrat).

Tabulka ¢. 5: Kalibracna krivka redukujucich sacharidov na glukoze podla Somogyi-Nelsona

Koncentracia

/) 0,01 | 0,02 | 0,03 | 0,04 | 0,05 | 0,06 | 0,07 | 0,08 | 0,09 | 0,1

Absorbancia

0,068 | 0,079 | 0,085 | 0,113 | 0,131 | 0,165 | 0,177 | 0,176 | 0,209 | 0,328
(720 nm)

0.25
0.2 _—
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Graf'¢. 1: Kalibracnd krivka redukujicich sacharidov na glukéze podla Somogyi-Nelsona
5.1.1.1 Stanovenie celulazovej aktivity na filtra¢nom papieri

Aktivita celulazy bola vyjadrend ako mnozstvo glukoézy, ktoré sa uvolnilo z celul6zového
substratu posobenim enzymu, vztiahnuté na Gas a mnoZstvo supernatantu [nmol-min™-ml™].
Ako substrat pre stanovenie aktivity bol pouzity prazok filtracného papiera o velkosti 0,5x1
cm.

Ceulazova aktivita plesne Penicillium lilacinum sa bola uskuto¢nena vo dvoch etapach.
Pleseii bola kultivovana na minerdlnom médiu ako kontrola, na médiu obsahujicom SR alebo
RG a potom boli prevedené krizové adaptacné experimenty — adaptacia RG na pritomnost’ RG
alebo SR a adaptacia SR na pritomnost’ SR alebo RG. Plesent na mineralnom médiu, na RG
ana RG s adaptaciou na substrat RG dosiahla najvysSiu hodnotu celuldzovej aktivity 5. den
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kultivacie a nasledne spotreba cukrov postupne klesala. Plesen kultivovana na SR dosiahla
svoje maximum 3. deni kultivacie, druhy vrchol dosiahla 10. den kultivécie.

Najvyssia produkcia extracelularnych celulaz tak bola u vacsiny kultir namerana v prvych
fazach kultivacie, potom enzymaticka aktivita celuldz vyznamne poklesla. Plesen kultivovana
na SR adaptovanom na RG dosiahla v§ak maximum az 10. deii kultivacie, rovnako ako plesent
kultivovana na RG adaptovana na SR a SR adaptovana SR.

Je pozoruhodné, ze najvysSia hodnota celulazovej aktivity u Penicillium lilacinum bola
namerana aj pri kultivacii na mineralnom médiu bez pridavku kvasiniek ako substratu.

Tabulka ¢. 6: Zavislot aktivity celulazy produkovanej pomocou plesne Penicillium lilacinum (filtracny
papier) na dobe a spdsobe kultivicie

adaptacia doba kultivacie (dni
0 3 5 8 10 12
Cistéd plesen 0,00 | 0,00 | 10497 | 0,00 | 60,75 | 0,00
RG na RG 0,00 | 0,00 78,76 | 1554 | 0,00 16,78
SR naRG 0,00 | 32,44 0,00 0,00 | 92,76 | 58,93
plesen na RG 0,00 | 42,00 | 91,53 0,00 0,00 6,72
plesent na SR 0,00 | 9868 | 1924 | 60,76 | 64,82 | 30,34
RG na SR 0,00 | 0,00 0,00 18,87 | 58,84 | 0,00
SR na SR 0,00 | 2593 | 47,21 | 22551 | 63,25 | 1351

120,00
= 100,00 ® Cista plesen
E BRGna RG
= 80.00
B B SR na RG
= 60,00 _
E B plesenna
= RG
§ 4000 mplesenna SR
Z 2000 I

0 | I | | I

ﬂ j { : 10 12

Duij:u Eultivacie (dnyv)
Graf ¢. 2: Zavislost aktivity celulazy produkovanej pomocou plesne Penicillium lilacinum (filtracny
papier) na dobe a spdsobe kultivicie

5.1.2 Stanovenie aktivity amylazy

Podl’a kalibraénej zavislosti (Graf ¢. 1) bola vypoc¢itana hodnota koncentracie redukujucich
cukrov. Aktivita amylazy bola vyjadrend ako mnozstvo glukédzy (redukujiceho cukru), ktoré
sa uvolnilo zo Skrobového substratu pdsobenim enzymu vztiahnuté na Cas a mnozstvo
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supernatantu [nmol-min™-ml™]. Ako substrat pre stanovenie amylazovej aktivity bol pouZity
1% roztok skrobu.

Tabulka ¢. 7: Zavislost aktivity amylazy produkovanej pomocou plesne Penicillium lilacinum na dobe

a sposobe kultivacie

doba kultivacie (dni)
0 3 5 8 10 12
Cista plesen 0,00 24,92 48,11 12,58 12,58 86,10
RG na RG 0,00 199,06 35,71 15,05 29,30 17,15
SR na RG 0,00 24,55 51,07 0,00 8,82 3,33

pleseii na RG 0,00 0,00 107,07 74,26 85,36 129,27

pleseii na SR 0,00 186,88 0,00 0,00 39,10 11,90
RG na SR 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00
SR na SR 0,00 33,80 77,97 0,00 0,93 156,72

250,00

3 _—
200.00 | ¢ista plesen

mEGnaRG
150,00 B SR na kG

W plesenina BG

mplesenna SE
100,00 - mEGna SR

msE na R

aktivita (nmol.ml-1L.amin-1)

50,00

0,00

10 12

0 3

=
Doba kultivicie {ﬁui}

Graf ¢ 3: Zavislost aktivity amylazy produkovanej pomocou plesne Penicillium lilacinum na dobe
a sposobe kultivacie

Najvyssiu aktivitu preukazala plesen kultivovana na SR a na kvasinke RG adaptovanej na
RG. Pri kultivacii Penicillium lilacinum na mineralnom médiu bola najvysSSia aktivita
amylazy namerana v posledny den kultivacie, rovnako ako u plesne kultivovanej na RG

a kultivovanej na SR s adaptaciou na SR. Najnizsia detekcia aktivity bola 8. a 10. den
kultivacie, prave v diioch, kedy vyrazne vzrasta protedzova aktivita.

5.1.3 Stanoveni aktivity xylanazy

Na stanoveni aktivity xylanazy bolo treba zostavit' kalibracnli zavislost' pre stanovenie
redukujucich cukrov podl'a Somogyi-Nelsona (tabul’ka 16, graf 11). Zavislost’ bola stanovena
pre xylézu, aby mohlo byt od¢itané mnozstvo xylézy uvolnenej zo substratu od celkového
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mnozstva redukujucich cukrov v médiu. Aktivita xylandzy bola vyjadrena ako mnozstvo
xylézy ktoré sa uvolnilo za substratu posobenim enzymu, vztiahnuté na ¢as a mnozstvo
supernatantu [nmol-min-mI™]. Ako substrat bol pouzity 1% roztok xylanu.

Tabulka ¢. 8: Kalibracna krivka redukujiicich sacharidov na xyloze podla Somogyi-Nelsona
koncentracia
(g/l)
Absorbancia
(720 nm)

0,01 | 0,02 | 0,03 | 0,04 | 005 | 0,06 | 007 008|009 | 01

0,033 | 0,128 | 0,102 | 0,120 | 0,138 | 0,189 | 0,228 | 0,264 | 0,280 | 0,328
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Graf ¢. 4: Kalibracna krivka redukujiicich sacharidov na xyléze podla Somogyi-Nelsona

Tabulka ¢. 9: Zavislot aktivity xylandzy produkovanej pomocou plesne Penicillium lilacinum na dobe
a sposobe kultivacie

doba kultivacie (dni)
0 3 5 8 10 12

Cistd plesen 0,00 259,34 49,96 0,00 193,41 40,71
RG na RG 0,00 125,63 82,77 0,00 0,74 2,41
SR naRG 0,00 0,00 81,90 34,29 10,67 0,00
plesen na RG 0,00 154,93 11,84 0,00 0,74 7,52
plesei na SR 0,00 0,00 102,74 0,00 0,00 0,00
RG na SR 0,00 0,00 11,84 0,93 0,00 73,89
SR na SR 0,00 23,31 99,67 14,74 0,62 4,75
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Graf'¢. 5: Zavislost aktivity xylandzy produkovanej pomocou plesne Penicillium lilacinum na dobe

Pri vdcSine substratov bola aktivita detegovana 3. a 5. den kultivacie a nasledne klesla.
Ako najlepsi producent xylanazy sa javi pleseit kultivovand na ¢istom minerdlnom médiu.

a sposobe kultivacie

U niektorych substratov nebola aktivita detegovana vobec.

5.1.4 Stanovenie aktivity lipazy

Pre stanovenie aktivity lipazy bolo treba zostavit’ kalibra¢na krivku (tabulka 21, graf 24).
Zavislost’ bola stanovena pre p-nitrofenol. Aktivita lipazy bola vyjadrend ako mnozstvo p-
nitrofenolu, ktoré sa uvolnilo z p-nitrofenylpalmitatu pdsobenim enzymu, vztiahnuté na cas

a mnozstvo supernatantu [nmol-min-ml™].

Tabulka ¢. 10: Kalibracna krivka lipazy

koncentracia | o\ 5 010 | 0,015 | 0,020 | 0,025 | 0,030 | 0,035 | 0,040 | 0,045 | 0,050
(o)
Absorbancia | o 011 1011 | 0,196 | 0.265 | 0.349 | 0,405 | 0,476 | 0.548 | 0617 | 0,696
(410 nm)
0.7
0.6 -
0.5 o -
g 04 . ol
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0
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V grafe ¢. 6 je uvedena zavislost' aktivity lipazy produkovanej plesiiou Penicillium

%

Graf'¢. 6: Kalibracna krivka lipdazy

et

lilacinum v zavislosti na dobe kultivacie na r6znych substratoch.
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Vo vsetkych stanovovanych meraniach bola hodnota lipazovej aktivity nizka, v radoch
nm/(ml-min).

Tabulka ¢ 11: Zavislost' aktivity lipazy produkovanej pomocou Penicillium lilacinum na dobe

a Siésobe kultivacie

doba kultivace (dny)
0 3 5 8 10 12
Cista plesen 0,00 2,16 2,38 11,74 16,88 24,93
RG naRG 0,00 2,31 4,43 15,91 37,56 2,09
SR naRG 0,00 2,09 2,01 46,13 62,60 60,73
plesent na RG 0,00 2,68 2,76 10,84 8,35 13,00
plesen na SR 0,00 2,12 2,76 8,53 10,21 9,31
RG na SR 0,00 2,01 2,01 15,65 36,48 25,86
SR na SR 0,00 2,01 2,16 5,59 32,15 26,45
T 00
60,00
= | Lpata plesen
E 30,00 I};:-}Ilfi :&?
ny SKnaRG
E 40.00 - :;Jlt::.-;luil R
B plesenna 5B
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Z
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Graf ¢. T: Zavislost aktivity lipazy produkovanej pomocou plesne Penicillium lilacinum na dobe

a sposobe kultivacie

Najvyssiu aktivitu lipaz preukazuje pleseit kultivovana na SR adaptovanej na RG.
Lipazova aktivita narasta postupne s dobou kultivacie. Pomerne nizke aktivity lipaz

preukazuje pleseni kultivovana na SR a RG bez adaptacie, priCcom aktivita vyznamne narasta u

plesne kultivovanej na kmenoch kvasiniek s adaptaciou. Najvyssie aktivity su dosiahnuté 10.
den kultivacie, niektoré aktivity s zachované aj v posledny den kultivacie.

5.1.5 Stanovenie aktivity proteazy

Aktivita protedzy bola vyjadrend ako nérast absorbancie pri rozklade substratu. Ako
substrat bol pouzity roztok azokazeinu. Vysledna aktivita bola vyjadrend ako mnozstvo
substratu rozlozeného pdsobenim enzymu vztiahnuté na ¢as amnozstvo supernatantu
[nmol-min™-mI™].

V grafe ¢. 8 je uvedena zavislost' aktivity protedz produkovanych plesiiou Penicillium
lilacinum na dobe kultivacie a pouzitom kultivatnom substrate.
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Tabulka ¢. 12: Zavislost aktivity protedzy produkovanej pomocou plesne Penicillium lilacinum na
dobe a spdsobe kultivicie

doba kultivacie (dni)

0 3 5 8 10 12
Cista pliesen 0,00 15,33 30,00 95,06 108,67 96,17
RG na RG 0,00 50,56 86,67 120,39 115,56 110,28
SR na RG 0,00 23,00 5,50 93,94 95,50 98,83

pleseit na RG 0,00 32,11 63,00 113,83 113,83 96,00
plesefina SR 0,00 24,56 25,67 138,83 139,78 7,39
RG na SR 0,00 25,78 49,28 113,67 111,89 6,83
SR na SR 0,00 15,83 99,11 134,94 96,06 0,33

Draodva kultivacie (#ni) 10 12

140,00 ¢ gata plesen
- = REGna RG
g 120,00 | wSRnaRG
m plezenna BG

-

- 100,00 mpleseiing SH
= g0.00 | WRGnaSR

5 = SR na SE

= G000

_.__'[

£

=

40,00 -
20,00
0.00 -
0 3

Graf ¢. 8: Zavislost aktivity protedzy produkovanej pomocou plesne Penicillium lilacium na dobe
a sposobe kultivacie

Podobne ako u lipaz — kultura produkovala proteolytické enzymy i pri kultivacii na mine-
ralnom médiu, avSak pritomnost’ kvasiniek ako substratu v médiu navysila proteazova
aktivitu. Proteazova aktivita je o rad vysSia v porovnani so stanovenim lipazovej akltivity.
Plesent vykazuje podobnu aktivitu ako na substrate bez adapticie, tak na substrate
s adaptaciou na jednotlivé kmene kvasiniek. Aktivita lipaz dosahuje svoje maximum najma 8.
a 10. den kultivacie, u niektorych je pomerne vysoka este 12. deni kultivacie. V prvych dioch
kultivacie pleseil Cerpala ako substrat cukry. S potupnym klesanim aktivity lipaz plesent znova
zacina vyuzivat’ cukry.

5.1.6 Stanovenie aktivity manazy

Aktivita manazy bola vyjadrend ako mnozstvo manozy ktoré sa uvolnilo zo substratu
posobenim enzymu, vztiahnuté na ¢as a mnozstvo supernatantu [nmol/(min.ml)].Ako substrat
bol pouzity roztok galaktomananu.

V grafe €. je uvedend zavislost' absorbancie mandzovej aktivity produkovanej plesiiou
Penicillium lilacinum v zavislosti na dobe kultivacie a pouzitom kultivaénom substrate.
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zaznamenand ziadna odozva.

aktivity bola minimalna,

u niektorych

substratov nebola

Tabulka ¢. 13: Zavislost aktivity mandzy produkovanej pomocou plesne Penicillium lilacinum na dobe

a sposobe kultivacie

doba kultivacie (dni)
0 3 5 8 12
Cista plesen 0,00 0,00 0,00 0,067 0,00 0,480
RG na RG 0,00 0,00 0,00 0,040 0,00 0,167
SR naRG 0,00 0,00 0,00 0,074 0,00 0,167
pleseit na RG 0,00 0,00 0,00 0,099 0,00 0,155
plesent na SR 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,013
RG na SR 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SR na SR 0,005 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,60
0.50
5 0.40 m CpEta plesen
= ® Riina RG
'“;" 0,30 SF na BG
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Graf'¢. 9: Zavislost aktivity mandzy produkovanej pomocou plesne Penicillium lilacinum na dobe

kultivacie a sposobe kultivacie

Manazova aktivita bola zaznamenana 8. a 12. den kultivacie, priCom najvyssia aktivita
bola namerana u plesne kultivovanej na mineralnom médiu 12. den kultivacie. z vybranych
kvasinkovych substratov bola najlepsia produkcia v pripade kultivacie na RG adaptovanej na
RG, SR adaptovanej na RG v oboch pripadoch 12. den kultivacie. U 8. dna kultivacie bola
najvyssia aktivita manazy detegovana u SR adaptovanej na SR.

5.2 Stanovenie koncentracie extracelularnych bielkovin
V priebehu kultivacie bola taktiez sledovana celkova produkcia extracelularnych

proteinov. Zavislost’ zmeny koncentracie extraceluldrnych bielkovin bola vztiahnutd na
mililiter supernatantu (ug/ml). Pre stanovenie koncentracie proteinov bolo treba zostavit
kalibra¢nu zavislost’ pre stanovenie podl'a Hartree-Lowryho (tabul’ka 24, graf 10). Zavislost’
bola stanovena pre albumin.
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Tabu/ka 14: Kalibracna krivka albuminu

koncentracia 50 100 | 125 | 150 | 175 | 200 | 225 | 250 | 275 | 300
(ng/ml)
Absorbance |, 514 | 367 | 0,439 | 0527 | 0,589 | 0,705 | 0,740 | 0,796 | 0,843 | 0,916
(550 nm)
i
08
Eos
2
©2 0.4
=
y = 0,002x + 0,091
0.2 R? = 0,990
0
0 50 100 150':[“5;“,.']2 (ila] 250 300 350

Graf ¢. 10: Kalibracna krivka albuminu

V grafe ¢. 11 je uvedena =zavislost produkcie extracelularnych bielkovin plesiiou
Penicillium lilacinum v zavislosti na dobe kultivacie a pouzitom substrate. Produkcia
bielkovin bola preukdzana u vSetkych pouzitych substratov.
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Graf ¢. 11: Zavislost koncentracie extracelularnych bielkovin produkovanej pomocou plesne
Penicillium lilacinum na dobe a spdsobe kultivicie
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Tabulka 15: Zavislost' koncentracie extracelularnych bielkovin produkovanej pomocou
plesne Penicillium lilacinum na dobe a spdsobe kultivicie na roznych substratoch

Extracelularne proteiny (ng/ml)
doba kultivacie (dni)

0 3 5 8 10 12
Cista pleseni 0,00 | 81,74 | 16,81 55,55 163,95 | 260,07
RG na RG 0,00 [23555| 30,14 216,14 75,86 272,93
SR naRG 0,00 |232,21| 138,71 | 221,26 | 101,57 | 105,79

pleseit na RG 0,00 ]160,55| 454,53 | 119,36 | 220,62 82,45
pleseit na SR 0,00 |133,88| 48,71 67,21 160,62 69,36
RG na SR 0,00 |406,74| 111,57 | 241,98 21,1 378,17
SR na SR 0,00 ]276,50| 99,67 325,31 | 150,14 | 457,93

Pri kultivacii Penicillium lilacinum na RG adaptovanej na SR bola najvyssia produkcia
extracelularnych bielkovin namerand 3. deii kultivacie a takmer rovnako vysoka hodnota bola
namerana aj posledny den kultivacie. U plesne kultivovanej na SR ako substrate bola
najvyssia aktivita zaznamenana v 5. den kultivacie. Vysoka hodnota koncentracie bielkovin
u plesne kultivovanej na substrate SR adaptovanej na SR bola namerana 3., 5., a 12. den
kultivacie. U ostatnych substratov bola koncentracia bielkovin takmer rovnomerna.

Koncentracia bielkovin mohla okrem stanovovanych enzymov zahrilovat aj dalSie
enzymy, ktoré kultira produkuje.

Z tabul’ky ¢. 16 pre plesen kultivovani na mineralnom médiu vyplyva, zZe je najvyssim
producentom xylanaz a celuldz, zatial' o enzymaticka aktivita ostatnych enzymov je niZSia.
So zniZovanim obsahu cukrov postupne narasta aktivita protedzy, pricom maximum dosahuje
10. den. V porovnani s plesiiou kultivovanou na RG ana SR sa vyrazne nelisi v hodnote
stanovenych aktivit.

Plesen kultivovanid na RG ako substrate je najvysSim producentom xylandzovej aktivity
a plesen kultivovand na SR je najvysSim producentom proteazovej aktivity. Aktivita protedz
dosahuje u vacsiny substratov maximum okolo 8. a 10. dia kultivacie.

Najvyssia hodnota amyldzovej aktivity bola stanovend na plesni kultivovanej na RG
s adaptaciou na RG. Plesenn kultivovanda na RG s adapticiou na SR ma v porovnani
s adaptaciou na RG vel'mi nizke hodnoty amyldzovej aktivity, spomedzi vSetkych substratov
dosahuje vsak najvyssiu hodnotu lipazovej aktivity, ktora ja pocas pociatocnych dni kultivacie
a tiez vo vSetkych ostatnych kultivaciach vel'mi nizka.

V porovnani so vSetkymi substratmi, plesent kultivovana na RG a SR s adaptaciou na SR
nedosahuje ziadne vysoké enzymové aktivity.

Plesen kultivovana bez adaptacie dokonca v niektorych pripadoch vykazuje vyssie aktivity
V porovnani s plesiiou kultivovanou s adaptaciou na rozne substraty.
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Tabulka 16: Zrovnanie enzymovych aktivit u jednotlivych substratov

Pleseii na RG adaptovana na SR

Pleseii na SR adaptovana na SR

doba kultivacie (dni) 5 8 10 3 5 8 10 12
86,7 | 120,4 | 1156 | 110,3 | 25,8 | 49,3 | 113,7 | 1119 | 6,8

44 159 | 37,6 2,1 2,0 2,0 15,7 | 36,5 | 259

35,7 151 | 29,3 | 17,2 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0

1256 | 82,8 0,0 0,7 2,4 0,0 11,8 0,9 00 | 739

0,0 78,8 15,5 0,0 16,8 0,0 0,0 189 | 58,8 | 0,0

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

doba kultivacie (dni) 3 5 8 10 12 3 5 8 10 12
158 | 99,1 [ 1349 [ 961 | 03 | 230 | 55 | 939 | 955 | 988
20 | 22 | 56 [ 322 ] 265 | 21 | 20 | 461 [GSGN 607 |
338 | 780 | 00 [ 09 [1567 | 246 [ 5,1 | 00 | 88 [ 33
233 | 997 | 147 [ 06 | 48 | 00 [ 81,9 | 343 | 107 [ 00
259 | 472 | 225 | 633 [ 135 | 324 | 00 | 00 | 928 [ 589

0,0

doba kultivacie (dni)

0,0

0,0

0,0

0,0 0,0 0,0

doba kultivacie (dni)

95,1 | 108,7 | 96,2
11,7 | 16,9 | 249
126 | 126 | 86,1
0,0 | 1934 | 40,7
0,0 60,8 0,0
0,0 0,0 0,0

5.3 Uchovavanie a stabilizacia enzymov

Bola premerana mozna zmena enzymovej aktivity medzi vzorkami pred zmrazenim. Po
zmrazeni a naslednej lyofilizaciou boli porovnané rozdiely medzi enzymami v praskovej
a tekutej forme. Pre lyofilizaciu boli vybrané dve vzorky s najvy$sou hodnotou proteazovej,

manazovej a lipazovej aktivity.
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5.3.1 Zmena aktivity enzymov pri lyofilizacii

K analyze a manipulacii s enzymovym preparatom boli pouzité vzorky supernatantu plesne
Penicillium lilacinum kultivované na médiu, kde ako substrat boli pouzité kvasinky RG
odobraté 5. den kultivacie a na médiu, kde substratom bolo SR adaptované na RG odobraté
12. den kultivacie. Vzorky boli najskor zmrazené a nasledne lyofilizované. Supernatanty boli
vybrané na zaklade preukazanych aktivit pred zmrazenim a lyofilizaciou.

Po premerani aktivit a obsahu extracelularnych bielkovin bolo overené, Ze obsah proteinov
sa vyrazne nemeni v porovnani so vzorkami pred lyofilizaciou.

Pred lyofilizaciou bola zaznamenana minimalna manazova aktivita u plesne kultivovanej
na SR sadaptaciou na RG, pricom po lyofilizacii nebola detekovand ziadna mandzova
aktivita. U plesne kultivovanej na RG nebola manazova aktivita stanovena pred ani po
lyofilizacii.

Proteazova aktivita klesla u plesne kultivovanej na RG z hodnoty 63 pmol/(ml-min) na
35,4 umol/(ml-min) au plesne kultivovanej na SR s adaptaciou na RG klesla z povodnej
hodnoty 98,8 umol/(ml-min)na 80,6 pwmol/(ml-min).

Lipazova aktivita plesne kultivovanej na RG po lyofilizacii nebola detegovana. Plesen
kultivovana na SR s adaptaciou na RG vykazuje hodnotu aktivity 6,558 nm/(ml-min), pricom
povodna aktivita bola 60,73 nm/(ml-min).

U oboch vzoriek doslo k strate amylazovej, xylanazovej i celuldzovej aktivity.

5.4 Purifikacia a identifikacia enzymov

Pre purifikaciu bola vybrana jedna vzorka s najvyS$sou hodnotou manazovej, lipazovej
a protedzovej aktivity. a bola sledovana stabilizacia pomocou ultrafiltracie. Nakoniec bola
prevedena elektroforéza na =zistenie velkosti jednotlivych enzymov po lyofilizacii
a ultrafiltracii.

5.4.1 Ultrafiltracia

K analyze a manipulcii s enzymovym preparatom bola pouzitd vzorka supernatantu
plesne Penicillium lilacinum kultivovanej na mineralnom médiu, odobrata 12. den kultivacie.
Vzorky boli najskor zmrazené a po naslednom rozmrazeni bola vzorka pouzita k ultrafiltracii,
kde bola desat’krat zakoncentrovana a nasledne bola premerana enzymova aktivita

Vysledky poukazuju na to, ze rovnako ako pri lyofilizacii tak aj pri ultrafiltracii doslo ku
strate amylazovej, xylandzovej i celulazovej aktivity.

V zakoncentrovanej vzorke bola protedzova aktivita stanovena na 163,1 pmol/ml.min.
Lipazova aktivita vykazuje hodnotu 6,82 nm/(ml-min)pri zakoncentrovani, pricom povodna
hodnota aktivity bola 26,45 nm/(ml-min).

5.4.2 Elektroforéza PAGE-SDS

U vzorky po ultrafiltracii boli z 14% gélu od¢itané velkosti proteinov 30 kDa, 27 kDa,
25 kDa, 23 kDa a 18 kDa. U vzorky plesne kultivovanej na RG po lyofilizacii nebola na
ziadnom z gélov viditelna zoéna. U plesne kultivovanej na SR s adaptaciou na RG boli
detegované zony o vel'kosti 23 kDa, 21 KDA a 18 kDa na 14% géle ana 12% géle 30 kDa,
27 kDa, 25 kDa.

42



250 kDa
150 kDa
100 kDa
75 kDa
50 kDa

37kDa

25 kDa

Obrdzok 11: Priklad PAGE-SDS vzorka z lyofilizdacie- 12% gél

5.5 Priprava protoplastov pouZitim enzymového preparatu

Pre pripravu protoplastov bol pouzity pripraveny preparat po utrafiltracii, ktory ako jediny
vykazoval manazovu aktivitu. Presny postup pripravy protoplastov je uvedeny v kapitole 3.5.
Po niekol’kych minatach bolo pod mikroskopom pozorované malé mnoZstvo protoplastov
Hodnota absorbancie sa behom merania postupne znizovala, ¢o potvrdzuje aktivitu enzymu
pri naruseni bunkovej steny a priprave protoplastov. Pripraveny enzymovy preparat je teda
vhodny v danej koncentracii s lipAzovou, proteazovou a manazovou aktivitou na pripravu
protoplastov a d’alSie aplikacie pri naruseni bunkovej steny karotenogénnych kvasiniek.
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Obrdzok 12: Priprava protoplastov kvasinky RG
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6 ZAVERY

Cielom predlozenej prace bolo Stidium extracelularnych hydrolytickych enzymov. Na
produkciu bola pouzita pleseni Penicillium lilacinum. Ako substrat boli pouzité bunky kultary
kvasiniek Rhodotorula glutinis a Sporobolomyces roseus.

Vsetky vzorky plesne boli kultivované za rovnakych podmienok statickou kultivaciou pri
28 °C. Enzymové aktivity boli premerané v 3., 5., 8., 10., a 12. den kultivacie. Sledovana bola
produkcia proteaz, lipaz, manaz, celulaz, amylaz a xylanaz.

Plesen produkovala prvé dni najmd amylazové, celulazové a xylanazové enzymy na
narusenie bunkovej steny kvasiniek azrejme po dostatoénom naruseni steny zacala
produkovat’ lipazy a proteazy. NajvysSia aktivita proteaz bola zaznamenana 10. den
kultivacie, u plesne kultivovanej na SR avykazovala hodnotu 139,78 pmol/(ml-min).
Najvyssia hodnota lipazovej aktivity bola stanovena u plesne kultivovanej na SR s adaptaciou
na RG 12. den kultivacie s hodnotou aktivity 62,60 nmol/(ml-min).

Po ustaleni alebo poklese proteazovej a lipazovej aktivity nastal opédtovny narast
xylanazovej, amylazovej a celulazovej aktivity.

Manézova aktivita nebola takmer vobec detegovand. Len u niektorych substritov bola
predovsetkym 12. den kultivacie pozorovana Ciastocna aktivita, kde najvyssia aktivita bola
detegovana u plesne kultivovanej na mineralnom médiu. Moznou pri¢inou je typ usporiadania
kultivacie - staticka kultivacia, pri ktorej pleseit nemala dostatok dostupného substratu. Pocas
kultivacie plesen rastla na povrchu média (striktne aerébny organizmus), zatial Co tazSie
kvasinky klesli na dno.

Tri najlepSie vzorky s najvyS$Sou hodnotou enzymovych aktivit boli dalej pouzité
k testovaniu lyofilizacie a k purifikacii pomocou ultrafiltracie. Dva vybrané enzymové
preparaty, a to pleseni kultivovana na RG a pleseni kultivovana na SR s adaptaciou na RG boli
lyofilizované. V oboch pripadoch mozno konstatovat’ Ze v tomto pripadne lyofilizacia nie je
vhodnou formou pripravy enzymového preparatu, doslo ku strate va¢Siny povodnej aktivity.
Zachovana ostala Ciasto¢ne iba lipdzova a protedzova aktivita. Najvyssiu stabilitu vykazovala
prave proteazova aktivita.

Na ultrafiltraciu bola pouzita plesen kultivovana na mineralnom médiu. Podobne ako u
lyofilizacie, tak aj pri ultrafiltracii doslo k poklesu aktivity enzymov vo velkej miere.
Zachované boli ¢iasto¢ne protedzy, lipazy a manazy. Mozeme predpokladat’, Ze k vyznamne;j
strate aktivity doSlo pri zmrazeni a ndslednom rozmrazeni vzoriek.

Zaroven bola u vsetkych troch vzoriek sledovana velkost' enzymov pomocou PAGE-SDS
elektroforézy. U vzorky po ultrafiltracii boli detegované enzymy 0 velkosti 30 kDa, 27 kDa,
25 kDa, 23 kDa a 18 kDa. U vzorky plesne kultivovanej na RG po lyofilizacii nebola na
ziadnom z gélov viditeI'na zoéna proteinu. U plesne kultivovanej na SR s adaptaciou na RG
boli detegované enzymy 0 velkosti 23 kDa, 21 kDA a 18 kDa na 14% géle ana 12% géle
30 kDa, 27 kDa, 25 kDa.

Vzorky po zakoncentrovani ultrafiltraciou boli GspeSne pouzité K priprave protoplastov.
Pripraveny plesnovy enzymovy preparat je teda vhodny na pripravu protoplastov a d’alsie
aplikacie pri naruseni bunkovej steny najma u karotenogénnych kvasinek.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK a SYMBOLOV

AA
APS
BIS

CCM
CMC
MM
PAGE
RG
SDS

SR
TEMED
Tris

uv

akrylamid

persiran amonny
N,N’-methylenbisakrylamid
koncentrace

Czech Collection of Microorganisms
Karboxymetylcelulosa

Mineralne médium

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Rhodotorula glutinis

dodecylsiran sodny

Sporobolomyces roseus

N,N,N",N’- tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan
zafeni v ultrafialové oblasti spektra
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