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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva studiem rtznych kmend kvasinek z hlediska produkce
extracelularnich lipolytickych enzymti.

Prvni ¢ast této prace spocivajici ve vybéru vhodnych kvasinek byla vypracovana v ramci
studijnich pobyti na Chemickém tustavu SAV, oddéleni Glykomiky v Bratislavé. Z danych
deseti kment byly vybrany tfi kvasinky, a to Pseudozyma fusiformata, Meyerozyma
guilliermondii, Yarrowia lipolytica, které vykazovaly nejvyssi lipolytickou aktivitu a rast
bunék na bazilnim médiu s Tweenem 80. Tyto kmeny byly pouzity pro optimalizaci
podminek kultivace a charakterizaci lipolytickych enzymia. Dané kvasinky byly kultivovany
v médiich s odlisnym zdrojem uhliku, kde se jako nejvhodné&jsi médium jevilo bazalni
médium s Tweenem, ktery pisobil jako induktor produkce lipaz. Na zakladé méfeni
substratové specifity za pouziti tii p-nitrofenylesterd mastnych kyselin s riznou délkou
postrannich fetézcli se ukdzalo, Ze se pravdépodobné jednd o lipazy, které patii mezi
triacylglycerol-acyl-hydrolazy vykazujici maximalni aktivitu vic¢i ve vodé nerozpustnym
substratlim se stfedné dlouhymi fetézci.

Stanovenim pH optima a teplotniho optima bylo zjisténo, ze testované lipazy vykazovaly
nejvyssi aktivitu V neutralni az mirné kyselé oblasti pii teploté¢ kolem 30°C. Na zaklad¢
méteni tepelné stability bylo prokazano, ze extracelularni lipazy jsou relativné termostabilni
enzymy. U lipaz byla dale stanovena skladovaci stabilita, kterd byla méfena po dobu 5 tydn,
kdy supernatant byl uskladnén v lednici pfi 4°C a v mrazicim boxu pii -20°C. Vysledky
ukazaly, Ze v obou ptipadech vykazovaly testované lipazy vysokou skladovaci stabilitu, coz
umoziuje uchovavat vzorky po delsi dobu bez ztraty aktivity.

Na zavér byly u kvasinky Y. lipolytica srovnany vysledky lipolytické a proteolytické
aktivity, ristu bunék a pH prostfedi u vsadkové kultivace v L-zkumavkach s kontinualni
kultivaci v bioreaktoru. Diky mozZnosti nastaveni podminek kontinualniho procesu, regulovat
enzymatickou produkci a stabilitu enzymu bylo vyssi produkce lipaz dosazeno pti kultivaci

v bioreaktoru.

KLICOVA SLOVA

Pseudozyma fusiformata, Meyerozyma guilliermondii, Yarrowia lipolytica, kvasinka,

lipolytické aktivita
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ABSTRACT

The thesis deals with the study of the different yeast strains from the point of view of
extracellular lipolytic enzyme production.

First part of this work consisting of appropriate yeasts was developed within study
interships in Slovak Academy of Sciences, department of Glycomics in Bratislava. From ten
given strains three yeasts such as Pseudozyma fusiformata, Meyerozyma guilliermondii,
Yarrowia lipolytica were chosen, these strains showed the highest lipolytic activity and cell
growth on basal medium with Tween 80. These yeasts were used for optimization of
cultivation conditions and characterization of lipolytic enzymes. The yeasts were cultivated
on media with different carbon sources, which appeared to be a most suitable medium the
basal medium with Tween. Tween acted as and inducer of lipase production. The
substrate specificity was determined using three p-nitrophenylester substrates with varying
sizes of the fatty acid site chains. The results showed that tested lipases are probably
triacylglycerol-acyl-hydrolases which has the highest activity towards in the water insoluble
substrates with medium long chains.

The pH optimum and temperature optimum were measured. The results showed that the
tested lipases had the highest activity in neutral and mild acid region around 30°C. By
measuring of thermal stability has been demonstrated that extracellular lipases are relatively
thermostable enzymes. Afterwards the storage stability was measured for 5 weeks when
supernatant was kept in fridge at 4°C and in freezing box at -20°C. The results showed that in
both cases tested lipases exhibited high storage stability which allows to store the samples
without loss of activity for a longer time.

Finally, the results of lipolytic and proteolytic activity, cell growth and pH of the medium
of yeast Y. lipolytica were compared between the batch cultivation in L-tubes with the
continual cultivation in the bioreactor. The highest lipases production was achieved in
bioreactor due to the setting conditions of the continual proces to regulate the production and

enzymatic stability.

KEYWORDS

Pseudozyma fusiformata, Meyerozyma guilliermondii, Yarrowia lipolytica, yaest, lipolytic

activity
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1 UVOD

Kvasinkovité populace se neustale vyvijeji a tvofi vyznamnou skupinu mikroorganismu
na Zemi, kde vytvareji spoleenstva s viry, houbami a fasami. Diky jejich bohatému
enzymatickému vybaveni a schopnosti rust v extrémnich podminkach, jako jsou napiiklad
extrémné nizké nebo vysoké teploty, vyznamné kyselé ¢i naopak zasadité pH, vysoka
koncentrace ethanolu nebo omezené mnozstvi zivin a vody, mohou piezivat v riznych ¢astech
svéta (1). Nékteré druhy se specifikuji na ur€ité prostfedi, jiné jsou ubikvitni (2). Produkce
hydrolytickych enzymu hraje diilezitou roli pti osidlovani riiznych prostredi.

Mikroorganismy obecné disponuji Sirokym enzymatickym vybavenim se schopnosti
produkovat celou fadu enzymi degradujicich organicky material, jako naptiklad tuky, oleje,
celulézu, xylany, pektiny, skrob, proteiny a dal$i. Produkuji zejména hydrolytické enzymy
podilejici se na Stépeni polymernich fetézcli na mensi fragmenty, které mohou byt dale
vyuzivany bunikami jako zdroj energie. Hydrolytické enzymy nachdzi stile vétsi uplatnéni
v mnoha priamyslovych odvétvich, pfedev§im v potravinafstvi, papirenském pramyslu,
pfi vyrob¢ detergentii, odstranovani toxickych odpadii a oleji. Tyto enzymy mohou byt
produkovany rdznymi kvasinkami v zavislosti na podminkich kultivace. Primyslové
pfipravované enzymy mikrobidlniho plvodu nachdzeji stale SirSi uplatnéni. Mikrobidlni
enzymové reakce probihaji vétSinou uzce specificky, nevyzaduji vysoké tepoty ani tlaky, ¢imz

se snizuji naklady na provozni zafizeni a energii (3).
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2 CIL PRACE

Cilem prace bylo vypracovani literarni reSerSe zabyvajici se problematikou vlivu riznych
rastovych faktort (pH, teplota, zpusob kultivace, slozeni kultiva¢nich médii, doba skladovani)
na produkci lipaz u vybranych kmenu kvasinek, stanoveni lipolytické a proteolytické aktivity
a srovnani vsadkové kultivace s kontinudlni kultivaci v bioreaktoru. V experimentalni ¢asti
byla provedena série experimenti zaméfenych na optimalizaci kultiva¢nich podminek pro
produkci lipolytickych enzymi. Byl sledovan vliv teploty, pH, skladovani, slozeni zivného
média na lipolytickou aktivitu, ktera byla stanovena spektrofotometricky za pouziti p-

nitrofenyllauratu jako substratu.
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3 TEORETICKA CAST
3.1 Kvasinky

Kvasinky patii mezi eukaryotni organismy, neobsahuji chloroplasty ani chlorofyl a nejsou
tedy schopny fotosyntetizovat. Kvasinky tvoii jak pravé mycelium (podhoubi), tak
pseudomycelium (soubor nepravych hyf) (4). Jejich klasifikace i nazvoslovi se prubézné méni
(5, 6).

Velikost bunék kvasinek je asi 3-15 um a souvisi piedev§im S rodovou pfislusnosti
a zpusobem kultivace. Chemické slozeni, stavba a funkce bunécnych komponent byvaji
obvykle podobné jako u ostatnich eukaryot. Hlavni rozdil spociva v pfitomnosti silné a pevné
bunécné stény, kterd chrani bunku pred vnéjsimi vlivy a dava ji tvar. Nékteré kvasinky mohou
tvoftit i pouzdro.

Vzhled kolonii jednotlivych druht kvasinek kultivovanych na pevnych médiich se lisi
arozdily lze pozorovat i pouhym okem (Obr. 1 a 2). Kvasinky s kulatymi ¢i ovalnymi
bunikami, napiiklad zastupci rodu Saccharomyces, tvoti kolonie s hladkym povrchem. Pokud
jsou kolonie drsné, lze ptedpokladat pritomnost kvasinek s protahlymi bunkami, napiiklad
rod Pichia. Naproti tomu slizovité kolonie jsou znakem kvasinek tvoficich pouzdra,
rod Lipomyces. Barva kolonii vétSiny druh kvasinek je obvykle krémova, ale mohou
byt i cervené (Rhodotolula) nebo ¢erné (Aureobasidium), coz souvisi s produkci pigmentt
jako sekundarnich metabolitii (7). Cerna barva je zptisobena barvivem melanin (8).

V tekutém médiu je rist kultury kvasinek disperzni a projevuje se jako zdkal média.
Po delsi dobé¢ kultivace se buiiky kvasinek shlukuji a klesaji ke dnu kultivacni nadoby.
Pokud kvasinky potiebuji ke svému rastu vice kysliku, rozprostiraji se tésné¢ pod hladinou
média, a tak vytvari na povrchu vrstvu - mazdru, kterd mize byt tenka ¢i tlusta, sucha nebo
slizovita (8).

Vzhled kolonii je ovlivnén hlavné sloZenim Zivného média, nejen koncentraci zdroje
uhliku, dusiku a fosforu, ale také jejich pomérem, Soucasné€ zavisi na sloZeni zivné pudy,
kultiva¢nich podminkéch a do jisté¢ miry je druhove a rodove specificky. Nejcastéji se kolonie
oznacuji jako hladké, drsné nebo slizovité. Kultivaci v Cistych kulturdch se tvorba slizu
snizuje a Casem se muze dokonce vytratit upln€. Kolonie jsou méné odolné nez ptirodni

biofilm a tvoii jakysi pfechod mezi nim a nechranénou jednotlivou buikou (8).
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1) centrilné pruhovany; 2) radialné pruhovany; 3) uceleny okraj; 4) lalokovity okraj; 5) pilovity okraj;

&) cipovity okraj; 7) rhizoidni okraj

(Kockova-Kratochvilova, 1982, upraveno)

Obr. 1: Riizné povrchy a okraje kolonii kvasinek.

— oS
1) hladka kolonie; 2) hladka kolonie s vyvySenym stfedem: 1 3
3) hladka kolonie, kriterovits; 4) plocha kolonie; ./ -
5) kraterovita kolonie, ve sttedu zvInéna; 2 6
6) vyvyiend, zvinéna kolonie; 7) plochd, zvinéna kolonie:
3 7
8) rhizoidni kolonie s pseudomyceliem
——— =
4 8

(Kockova-Kratochvilova, 1982, upraveno)

Obr. 2: Riizné typy prirezu kolonie.

3.1.1 Vyuziti kvasinek

Kvasinky patii mezi jedny znejstarSich a biotechnologicky nejvyuzivanéjSich
mikroorganismt vibec. Nekteré druhy kvasinek byly zkoumané jako producenti enzymu
pro potencialni pramyslové vyuziti, avSak v porovnani s houbami a bakteriemi nejsou
povazovany za obzvlast uzitecné zdroje prumyslové dilezitych enzymii. 1 piesto patii
kvasinky mezi mikroorganismy s velkym biotechnologickym potencidlem pro vyuziti
VvV riznych oblastech naptf. v oblasti védy a technologie, v potravinafském, zemédélském
a farmaceutickém pramyslu, na ptipravu riznych chemikalii a 1é¢iv (9, 10, 11, 12, 13, 14).
Rada studii také zdiraziiuje, Ze i pies pokroky v genetice a mikrobialni fyziologii souvisejici
s produkci enzymt, jsou skriningové programy pro vybér kvasinek schopnych produkovat
bioaktivni molekuly stale dulezitou soucasti biotechnologie s ohledem na produkci odlisného

mnozstvi a typu enzymu v ramci riznych izolatd jednoho druhu (15, 16).
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fermentace neboli kvaSeni. V dne$ni dobé maji kvasinky nezastupitelny vyznam mezi
prumyslovymi mikroorganismy, a to pfedev§im v potravinaiském pramyslu pro vyrobu
kynutého peciva, alkoholickych napoju, potravinaiské a krmné biomasy (Candida utilis).
Doposud jsou vSak pomérné malo vyuzivany jako zdroj bilkovin a jinych biologicky cennych
latek Vv potravinafském primyslu. Maji bohaty obsah dobfe stravitelnych bilkovin, cukri
a zejména komplexu vitaminu B, coz plati zvlasté pro pivovarské kvasinky, které se vyuZzivaji
i pfi 1é¢b¢ nervovych onemocnéni, pii zanétlivych koznich chorobach, pfi poruchach
zazivaciho traktu a jaternich chorobéach.

Vyznamné jsou piedevsim z hlediska produkce biologicky aktivnich latek a biodegradaéni
aktivity, ¢ehoz se vyuziva nastépeni Skrobu amylolytickymi enzymy (Saccharmycopsis
fibuligera, Schwanniomyces occidentalis), $tépeni dievni hmoty - §tépi xylézu pifimo na
ethanol za aerobnich podminek (Aureobasidium, Candida utilis, Pachysolen tannophilus,
Candida shehatae a Pichia stipitis), dale odbouravani ropnych produktt (Yarrowia lipolytica)
a také se pouzivaji na sorpci tézkych kovi béhem likvidace znecisténi vody (17). Nékteré
kmeny kvasinek ovSem patii mezi patogenni mikroorganismy a mohou vyvolavat rizna
onemocnénti.

Objev modernich sekvenovacich principi umoznil vroce 1996 sekvenovani genomu
kvasinky Saccharomyces cerevisiae (18). V soucasnosti je osekvenovanych vice jak 35 druhd
kvasinek. Diky relativné jednoduché stavbé buriky, snadné manipulaci a kultivaci patii
mezi kvasinkami a sav¢imi bunkami, naptiklad gen CDC2, ktery ma funkci v buné¢ném cyklu
(6). V soucasné dobé nachazeji kromé tradi¢nich technologii stale vétsi uplatnéni i v fadé
dalsich aplikaci, napt. vyroba organickych kyselin, vitamint, enzym, antibiotik atd. (6).
S rozvojem genového inzenyrstvi roste i pocet heterolognich bilkovin produkovanych
kvasinkami. Ziskavani novych a vylepSovani stavajicich vlastnosti kvasinek technikami
rekombinantni DNA je 1 nadale pfedmétem mnoha studii a vyzkumi. Geneticky
modifikované kvasinky jsou obvykle nepatogenni. Genové manipulace se v nejvetsi mife
provadi na kvasinkach Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe
a Vv poslednich letech vyrazné i na Yarrowia lipolytica (19). Rekombinantni proteiny jsou
ziskany s malymi néklady v relativné velkém mnoZstvi. Pozménéné ¢i umélé kombinace genil
meéni €1 doplituji genovou vybavu kvasinek, a to pfedev§im metabolické drahy, které se tykaji
tvorby prumysloveé vyznamnych slouc¢enin napi. enzymu, antibiotik. Dochazi tedy k produkci

bilkovin, které se pfirozen¢ vytvareji v nepiibuznych organismech (6).
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Kvasinka Saccharomyces cerevisiae se vyuziva jako modelovy organismus pfi studiu
metabolismu drog a xenobiotik, které jsou transformovany v organismu (6). Kvasinky
produkujici hydroxycinamat dekarboxylazu se pouzivaji na dekarboxylaci kyseliny skoficové
na vinylfenoly, které mohou byt nasledné redukovany az na ethylfenoly. Vinylfenoly se
srazeji s anthokyaniny ve viné a ovoci, ¢imz dochazi k produkci barevné stalych
vinylfenolovych pyranoanthokyaninovych produktl, které dodavaji vinu barvu, aroma

a zamezuji tvorb¢ kali (20).

3.1.2 Vyskyt a vyznam kvasinek v prirodé

Kvasinky se pfirozen¢ vyskytuji ve vod¢, dilezitymi faktory pro jejich rust je Cistota, pH
a teplota vody, pfitomnost zivin, proudéni vody, salinita atd. Napiiklad v arktickych vodach
se vyskytuje Leucosporidium, v odpadnich vodach Candida parapsilosis, S. exiguus, fekalni
znecisténi indikuje Hansenula anomala, C. albicans, v olejem zneéisténych vodach pieziva
Yarrowia lipolytica, C. tropicalis, v planktonu v zavislosti na fasach zije napf. Rhodotorula
(21).

V pudé se kvasinkovité mikroorganismy nachazeji mnohem méné nez bakterie. Do houbky
15 cm pod zemsky povrch se vyskytuji pfevazné druhy Schwanniomyces, Lipomyces,
Cryptococcus, které jsou schopny hydrolyticky S$tépit celobidzu, lignin nebo produkty
bakterialniho metabolismu. Naproti tomu v Antarktidé jsou kvasinky dominantni oproti
bakteriim (21).

Z ekologického hlediska fadime kvasinky mezi destruenty (rozkladace), kteti prevadéji
organické slouceniny na anorganické, a proto je jejich vyskyt v padé velmi vyznamny.
Provadi transformaci zivin, béhem které dochéazi ke kolob&hu uhliku, dusiku, siry a fosforu,
aerobni respiraci a fermentaci Zivin. Také se podili na nitrifikaci, kdy je amoniak pfeménén na
dusi¢nany (rody Candida, Geotrichum, Rhodotorula, Saccharomyces,Williopsis) a sulfurikaci,
pii které se sira oxiduje na sirany, thiosirany (rody Rhodotorula, Saccharomyces, Williopsis).
Také slouzi jako stimuldtory ristu a biohnojiva, kdy rozpoustéji téZko rozlozitelné
fosfore¢nany (rody Rhodotorula a Williopsis), ¢imz je podpofen rust kotfend rostlin.

Kvasinky také mohou kolonizovat travici trakt savet a hmyzu, kde byly nalezeny ve stievé
mouchy Drosophila (22). Nejcastéji je z gastrointestinalniho traktu savcli izolovana
C. albicans (C. dubliensis). Kvasinky tvofi V travicim traktu ¢lovéka jen malou cast stalé

mikroflory ve stieveé - méné€ nez 0,1% mikroflory. Do gastrointestinalniho traktu se predevsim
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dostavaji naptiklad pii konzumaci bur¢dku nebo nefiltrovaného piva. Pro zdravého jedince

jsou neskodné.

3.2 Enzymy produkované kvasinkami

Enzymy se nachazi ve vSech zivych systémech a predpoklada se, ze i nejjednodussi bunky
obsahuji pies 3000 enzymu. Kvasinky disponuji Sirokym enzymatickym vybavenim, ¢ehoz se
vyuziva v fadé biotechnologickych procesti. Saccharomyces cerevisiae disponuje bohaté
vybavenym celulotickym enzymatickym systémem, ktery je klicovy pti hydrolyze krystalické
celulozy (23), dale se vyuziva na pfeménu lignocelulézové biomasy na ethanol. Celuloza
a lignocelulova biomasa je do budoucna potencialni zdroj produkce paliv a chemikalii (24).
Kvasinka Trichoderma reesei produkuje smés celulolytickych enzymd, a to dvé
celobiohydrolazy (CBH1-2), pét endoglukanaz (EGI1-5) a p-glukosidazu (25, 26). f-
glukosidazova aktivita byla pozorovana i u kment Brettanomyces, Candida, Debaryomyces,
Hanseniospora, Hansenula, Kloeckera, Metschnikowia, Pichia, Saccharomycodes,
Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces (27). Nékteré kvasinky produkuji pektolytické
enzymy, jako je polygalakturonaza, pektin lyaza, pektin esterdza a pektat lydza. Napiiklad
Kluyveromyces, Saccharomyces a Candida produkuji pouze polygalakturonazu, kdezto
Rhodotorula produkuje polygalakturonazu a polyesterazu. Ktery z enzymu bude produkovan,

zavisi na teploté, pH a dostupnosti substratu (28).

3.2.1 Produkce extracelularnich a intracelularnich enzymi

Mikrobidlni enzymy lze rozdélit do Ctyf skupin, a to na konstitutivni enzymy, které jsou
pfitomny v bufice za jakychkoliv vnéjSich podminek. Indukovatelné enzymy, které se v burice
syntetizuji jen tehdy, je-li v Zivném médiu pfitomny tzv. induktor, jehoZ pfeménu tyto
enzymy uskuteciiuji. Dale indukovatelné enzymy podléhajici represi. A v neposledni fadé
reprimovatelné enzymy, které buiika syntetizuje pouze, neni-li ve vnejSim prostredi pfitomna
slouc¢enina produkovana metabolickym fetézcem, jehoZ soucasti jsou tyto enzymy (3).

Podle mista plsobeni rozdélujeme enzymy na intraceluldrni, kterych je vétSina
a extracelularni. Mezi kvasinky produkujici intracelularni enzymy patii Kluyveromyces
fragilis, ktera produkuje alkohol dehydrogenazu, pf-galaktosidazu, glukdza-6-fosfat
dehydrogendzu, aspartdzu a hexokinazu, které byly nalezeny ve vyS$i koncentraci
V permeabilizovanych burkach (29). Tyto enzymy zistavaji uvniti bunky, kde vznikly, a tam

vykonavaji své specifické funkce. Vyskytuji se bud’ v rozpusténé formé, nebo vazané v rtiz-
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nych biologickych strukturach a tvofi vétSinou organizované funk¢ni komplexy, multienzy-
mové jednotky nebo multifunkéni enzymy (30). Mnohé z intracelularnich enzymi jsou
v bunkach lokalizovany pouze v nékterych jejich castech (organelach). U kvasinky
Saccharomyces cerevisiae byly studovany dutlezité intracelularni enzymy glyoxylatového
cyklu citrat syntaza a izocitrat lyaza, které jsou lokalizovany v mitochondriich, maji
podobnou hustotu jako mitochondrie a Ize je oddélit gelovou elektroforézou (31). Mensi Cast
intracelularnich enzymu naopak neni specificky lokalizovana a vyskytuje se prakticky v celé
bunice kvasinky. Extracelularni enzymy se vylucuji a uvoliuji do kultivacniho prostiedi. Jedna
se zejména O hydrolytické enzymy, které Katalyzuji pfeménu zivin, podileji se
na mikrobidlnim rGstu a ovliviiuji metabolické cykly. Obecné jsou lokalizovany vné
cytoplazmatické membrany (30). Mohou také vzniknout z autolytickych procest (32).
Qingxiang Y. a kol. (33) studoval schopnost kvasinek produkovat rtzné extracelularni
enzymy béhem fermentacnich procesti a jejich mozné vyuziti pfi €isténi odpadnich vod
a biodegradaci odpadut. Vysledky studie ukazaly, ze nejvyssi aktivity extracelularnich enzymu
vykazovaly kvasinky Candida rugosa (AA-M17), Pseudozyma sp. (PH-M15), Candida sp.
(MO-Y11) a Trichosporon montevideense (MO-M16). Jednalo se o lipazy, proteazy,
mangan dependentni peroxidazy a lignin peroxidazy (33). Zatimco extracelularni enzymy
kvasinek maji Siroké vyuziti zejména v prumyslu, intracelularni enzymy se témét nevyuzivaji

kvili jejich obtizné extrakci a purifikaci (34).

3.2.2 Enzymova aktivita

Enzymy urcuji povahu i rychlost chemickych reakei a fidi vétSinu biochemickych procest
v téle vSech zivych organismu. Zakladni slozkou enzymt jsou proteiny, na néz se velmi ¢asto
vazou dalsi ptidatné molekuly, kofaktory nebo prostetické skupiny, které se podili na
katalyze. Enzymy se ziskavaji zejména za podminek ,solid-state fermentation nebo
submerzni fermentace (35), pticemz dulezitou Glohu ma pfi produkci enzymii vybér vhodného
substratu a kultivaénich podminek. Uginnost hydrolytickych enzymi je pak ovlivnéna
nékolika faktory, a to pH, teplotou nebo druhem kvasinky, dale také cenou a dostupnosti

zvoleného substratu (35).
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3.2.3 Vsadkova a kontinualni kultivace

Témeét 90% primyslové pouzivanych mikrobidlnich enzyml je produkovano
prostiednictvim submerzni kultivace, pti které se vyuzivaji predem optimalizované podminky
a geneticky modifikované mikroorganismy, které rostou v kapalném zivném médiu (36).
Zpravidla byva provadéna v uzaviené nddobé&, napt. Erlenmayerove baiice za soucasné aerace,
kde je obsah promichavan vhanénim vzduchu (37). Diky michani a provzdusiovani je rust
populace mikroorganismi homogenni v celém objemu kultiva¢niho média, ¢imz nastava
intenzivnéj$i rozmnozovani, maximalné se vyuzivaji ziviny a zvySuje se mnozstvi produkti,
které se ziskavaji za krat$i dobu. V pribchu kultivace se plynule méni slozeni kultiva¢niho
média, hmotnost a morfologie bun¢k (38).

Vsadkovou (batch) kultivaci se 0znacuje jednorazova kultivace, béhem které buiiky rostou
z inokula do pozadované denzity a poté je kultivatni médium odstiedéno a produkt je
izolovan bud’ z biomasy v peleté, nebo ze supernatantu, v pripad¢ Ze se jednd o extracelularni
produkt. Vyhodou této kultivace je moznost udrzovat hladinu koncentrace substratu na nizké
urovni avyhnout se tak inhibiénimu efektu. Vytéznost jednorazovych kultivaci
zasadn¢ ovliviiuje velikost inokula a K nejvysSimu piiristku biomasy dochéazi az k zavéru
kultivace (39).

Dal$im typem submerzi fermentace je kontinualni kultivace v bioreaktoru, u které se
udrZuje rovnovéha mezi vtokem substratu a odbérem kultury, kterd zlstava v exponencialni
fazi rastu. Konstantni je i slozeni média a koncentrace produkti. Potencialni vykyvy
z rovnovany jsou kontrolovany limitovanym piivodem zivin. Tento systém tedy poskytuje
konstantni podminky pro rist a zajist'uje standardni kvalitu i koncentraci produktu. Vyhodou
kontinualnich kultivaci oproti jednorazovym je jejich produktivita a konstantni piirastek
biomasy, ktery je po celou dobu na svém maximu. Naopak jejich nevyhodou je naro¢nost na
piipravu a obsluhu, zajisténi sterility vstupnich a vystupnich latek, geneticka nestabilita, fakt,
ze nekteré produkty nejsou syntetizovany v exponencialni fazi a ekonomické naroky. Pokud
se jedna o zavedeny proces kontinualnich kultivaci, kdy odpadd nutnost jej optimalizovat,
jeho jedinou nevyhodou je riziko kontaminace (39).

Mezi enzymy, které jsou nejvice produkovany pomoci submerzni kultivace, patii celulazy,
které se vyuzivaji pro textilni, papirensky a potravinaisky priamysl a pro agrotechnologické
aplikace, kde jsou vhodné surové enzymové komplexy obsahujici celulazy, hemicelulazy,
ligninazy a pektinazy produkované napi. kvasinkou Galactomyces candidum (40). Vétsinu

enzymu produkovanych za podminek submerzni kultivace lze produkovat i za podminek
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,,s0lid-state fermentation®, avSak kvasinky rostou na pevnych substratech jen ziidka, zpravidla
byvaji kultivovany pomoci submerzni fermentace (41). Primyslové se pomoci submerzni

kultivace produkuji také dalsi enzymy, a to amylolytické, proteolytické, lipolytické (42).

3.2.4 Lipazy

Lipolytické enzymy patii mezi esterové hydrolazy, které¢ katalyzuji ve dvoufazovém
systému voda-lipid, rozklad mono-, di- a triacylglycerolll na vy$si mastné kyseliny, alkohol
a glycerol mechanizmem ovlivnénym mnoha faktory (43). Jako lipolytické enzymy
oznatujeme lipazu (EC 3.1.1.3 triacylglycerolacylhydrolaza) a esterazu (EC
3.1.1.1 karboxylesterhydrolaza), které hydrolyzuji dlouhé (EC 3.1.1.3) i kratké (EC 3.1.1.1)
fetézce esterti karboxylovych kyselin (44). Existuji zivo¢isné, rostlinné i mikrobialni lipazy,
pfi¢emz mnoho z nich vykazuje substratovou specifitu, vysokou regio- a stereospecifitu.
Vyznam téchto enzymut spocéiva ve skuteCnosti, ze nevyzaduji kofaktory a soucasné jsou
vysoce stabilni v organickych rozpoustédlech (45). Specifita lipolytickych enzymu je
kontrolovana pomoci molekularnich vlastnosti enzymu, struktury substratu a faktord
ovliviyjicich vazbu enzymu k substratu (46).

Mezi lipazami rtizného plvodu jsou znaéné rozdily ve specifit¢ vzhledem k poloze
hydrolyzované esterové vazby, vazané mastné kyseling i rychlosti §tépeni. Dosdhnout uplné
hydrolyzy triacylglycerold na glycerol a mastnou kyselinu je velmi obtizné.

Vétsina lipaz patii mezi extracelularni enzymy, které se uvoliuji do média skrze bunécnou
sténu béhem pozdni exponencidlni a ¢asné staciondrni riistové faze. VEtSina mikroorganismi
muze produkovat i vice neZ jeden typ extracelularnich lipaz, které hydrolyzuji rizn¢ dlouhé
fetézce mastnych kyselin (34). Produkce lipaz zavisi na celé fad¢ faktorti, napt. na teploté, pH
prostfedi, zdrojich dusiku a tukti, koncentraci anorganickych soli a dostupnosti kysliku (47).
Ke své aktivaci potfebuji emulgujici latku a vapenaté ionty (48). Chang a kol. (49) studoval
rizné druhy lipaz u kmene C. rugosa a zjistil, ze pti pouziti média obohacené¢ho 0 Tween 80
se produkuji jiné lipazy nez za pouziti média obsahujici Tween 20. Tyto lipazy se liSily
vlastnostmi, molekulovou hmotnosti a délkou fetézce (49).

Aktivita lipaz byva u kvasinek v rozmezi teplot od -20°C az do 65°C. Optimalni teplota
pro produkci lipaz se vétSinou uvadi niz$i nez teplota nutnd pro mikrobialni rist, a tak
bunéény rust nelze brat jako jednoznaény ukazatel produkce lipaz. U kvasinek je produkce

lipdz nejvysSi mezi teplotami 25-30°C. Optimdlni pH vétSiny lipaz produkovanych
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kvasinkami se uvadi v rozmezi hodnot 6,8 az 9. Jako nejvhodnéjsi pro stanoveni aktivity lipaz
jsou fosfatové pufry, protoze maji kolem hodnoty pH 6,8—7,4 nejvétsi pufracni silu (37, 51).

Mezi kvasinky, které produkuji lipazy, patii fada druhd, jako jsou Candida rugosa, C.
tropicalis, C. cylindracea, C. parapsilosis, C. deformans, C. curvata, C. valida, C. antarctica,
Galactomyces candidum Yarrowia lipolytica, Rhodotorula glutinis, R. pilimornae, Pichia
bispora, P. maxicana, P. sivicola, P. xylosa, P. burtonii, S. crataegenesis, Torulaspora
globosa, Trichosporon asteroides, Sporidiobolus spp., Tr. beigeli, Tr. fermentans (52).
Mnoho z téchto kvasinek roste také na n-alkanech a substratech obsahujicich tuky a oleje,
které lipolytické enzymy vyzaduji (53). Stépi molekuly substratu na mensi fragmenty, které
jsou dale vyuzivany bunkami jako zdroj energie. Lipazy mohou byt produkovany riznymi
kvasinkami v zavislosti na podminkach kultivace. Lipazy jsou vice produkovany v médiich
obohacenych o0 oleje, mastné kyseliny, glycerol nebo Tween nez v médiich, kde je hlavnim
zdrojem uhliku sacharid (glukoéza, fruktoza) (54). Pouziti triglyceridu jako zdroj uhliku je
postacujici jak pro rist bunék, tak pro produkci enzymd, i kdyz zde mize dojit k preruseni
biosyntézy lipdz volnymi mastnymi kyselinami. Stejného efektu je dosazeno, kdyz je jako
zdroj uhliku pouzita glukéza, tzv. katabolickd represe. Upfednostiiovdna je submerzni
kultivace a pfitomnost organického zdroje dusiku a esencidlnich mikroelementi zajiStujicich
rast. Pfitomnost téchto latek mize byt zabezpecena piidavkem komplexnich komponent jako
kvasni¢ny extrakt, pepton ¢i kukufiény vyluh (55).

Extracelularni lipazy z kvasinek Candida, Geotrichum, Trichosporon a Y. lipolytica se
purifikovaly, charakterizovaly a byly snimi provadény genové manipulace a klonovani.
Lipazy katalyzuji Sirokou skalu reakci, jako jsou hydrolyza, esterifikace, alkoholyza,
acidolyza nebo aminolyza (56). Lipazy z C. rugosa a C. antarctica jsou vyuzivany v mnoha
aplikacich, napf. na organické syntézy, jako potravinova aditiva, kde upravuji chut’ potravin,
chemicka ¢inidla, jez hydrolyzuji glyceridy, jako pfisady do ¢isticich prostfedkl a detergentd,
v kosmetice, farmacii, v primyslu zpracovavajicim oleje a tuky. Lipazy se s vyhodou
vyuzivaji tam, kde je potieba ziskat Cist¢ chemikalie, které se obtizné piipravuji chemickou
cestou. Dale se zacinaji pouzivat k rozliseni racemickych smési, k produkci opticky aktivnich
sloucenin a pii biodegradace plasti, jako jsou polyhydroxyalkanaty (PHA)
a polykaprolaktony (PCL) (57, 58). Diky rozsiteni prumyslovych aplikaci se zajem o lipazy

zvysuje, ale rozsah aplikaci a objem vyroby je omezen (59).
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3.2.5 Proteazy

Proteolytické enzymy katalyzuji hydrolyzu peptidovych vazeb v proteinech a peptidech.
V zavislosti na mist¢ ptisobeni na polypeptidovém fetézci se peptidazy déli na endopeptidazy,
které¢ hydrolyticky $tépi peptidové vazby uvnitt fetézce a tvori St€pné peptidy o riizné délce,
a exopeptidazy, které katalyzuji hydrolytické odstépeni koncové aminokyseliny. Mohou byt
proto klasifikovany jako N-koncové exopeptiddzy (aminopeptidazy) nebo C-koncové
exopeptidazy (karboxypeptidazy). Podle struktury aktivniho mista se proteazy Cleni do Ctyt
skupin, a to serinové, cysteinové (thiolové), asparatové, peptidazy s kovovym iontem jako
kofaktorem (60).

Bakterie, vlaknit¢ houby a kvasinky produkuji rtizné druhy protedz, které se vyuzivaji
V potravinarském, mlékarenském, medicinském primyslu nebo pii vyrobé pracich praska
a pii zpracovani odpadu (61, 62).

Z ptirody se izolovalo velké mnozstvi kment, které produkuji proteolytické enzymy, napf.
Debaryomyces hansenii, C. laurentii, Pseudozyma sp., R.. glutinis, C. stellata, C.
pulcherrima, K. apiculata (63, 64). Mikrobialni proteazy jsou nejéastéji rozdélovany podle
jejich pH optima na kyselé, neutralni a alkalické proteazy. Z hlediska mechanismu pisobeni
nejpouzivanéjsi alkalické protedzy (s optimalnim pH 6-12) patii mezi serinové proteazy.
Kvasinka Y. lipolytica produkuje kyselé i alkalické extracelularni proteazy v zavislosti na pH
prostiedi. Obecné plati, Ze v neutrdlnim a vysokém pH se produkuji alkalické protedzy
a v nizkych hodnotach pH kyselé proteazy (3, 65). Neutralni proteazy s pH optimem ptisobeni
pii 7-8 jsou vétSinou metalloenzymy, které maji v aktivnim misté zinek. Kyselé (aspartatové)
proteazy maji pH optimum mezi 3-5. Pro stanoveni proteazové aktivity lze vyuZit rlizné
substraty jako kasein, azokasein, Zelatinu, peptidy, albuminy. Mikroorganismy produkuji fadu
proteaz, které jsou aktivni v Sirokém rozmezi pH (4 az 11) a vykazuji Sirokou substratovou
specifitu. Jejich velkou pfednosti je snadnost vyroby ve velkych mnozstvich a moznost volby

vhodnych vlastnosti enzymu pouzitim jiného kmene kvasinky (3).
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3.3 Vybrané kmeny kvasinek

3.3.1 Pseudozyma fusiformata

Synonymum: Candida fusiformata, Apiotrichum fusiformata

Rod Apiotrichum patii mezi slizovité bazidiomycetové organismy. Vyznacuje se tvorbou
rychle se Sificich hyf, které se vétvi podéIln¢ nebo pribézné a jsou Casto vzdusné a zapletené
do svazkd.

P. fusiformata se poprvé izolovala ze zeleniny rodu Brassica v Anglii (66). Ma elipsoidni
az protahlé bunky rGznych tvarl, vyznacujici se oboustrannymi vybézky jako zbytky
po puceni. Buniky maji rozméry (1,5-3) X (3-11,5) um. V kapalném médiu vytvari vedle
sedimentu i tenkou tdhlou mazdru. Natér na agaru je téstovity, misty slizovity, hladky nebo
VInity. Vytvafi i pseudomycelium i pravé mycelium, které se sklada z dlouhych vinovitych
filamentt. Podoba se Apiotrichum humicola, odliSuje se vSak v nékterych fyziologickych
vlastnostech, napt. utilizuje KNOs, neutilizuje $krob a nevytvati amyl6zovy polysacharid (6).

Produkuje esterazy, které mohou byt vyuzity v biotechnologii nebo prumyslu (67). Studie
s kvasinkou P. fusiformata BKM Y-2821 ukazala, ze tato kvasinka produkuje extracelularni
nizkomolekularni proteazy vykazujici rezistenci vuci termostabilnim fungicidim, které
inhibovaly vice nez 80% z 280 testovanych kvasinek. Kvasinka byla kultivovana za podminek
submerzni kultivace, na glukozopeptonovém agarovém médiu obohaceném 0 olivovy olej,
zateploty 20°C a pH 4,5. P. fusiformata BKM Y-2821 mize byt pouzita jako potencialni
producent antifungicidniho glykolipidu (68).

3.3.2 Meyerozyma guilliermondii

Synonymum: Candida guilliermondii

Tento druh je anamorfnim stadiem Pichia guilliermondii Wickerham. Vyskytuje se ¢asto
Vv klinickém materidlu pfi riznych lidskych a zvifecich chorobéch a je rozsifena ubikvitné.
Buriky jsou kratké, elipsoidni s rozméry (2-4,5) x (2,5-7) um. V kapalném prostiedi vytvaii
shluky. Natér na agaru je krémovy, hladky, mize byt i matny a vlnity. Pseudomycelium ma
dlouhé ¢lanky a blastokonidie jsou uspofadany do kratkych preslent. Od ostatnich druht
skupiny se odliSuje tim, ze utilizuje inulin. V biotechnologii se M. guilliermondii stala
predmétem vyzkumu a vyuziva se na produkci riboflavinu, kyseliny citronové, polyoli (napft.
xylitol, arabitol), proteinové biomasy, na transformaci steroidii nebo jako pfedmét genového

inzenyrstvi na vypracovani riznych testl (6). Byly provadény studie S riiznymi druhy cukrt,
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pomoci kterych byla vyvolana xyl6za reduktazova a xylitol dehydrogenazova aktivita
u M. guilliermondii. Vysledky ukazaly, ze utilizace D-Xylozy pomoci M. guilliermondii je
nepostradatelna pro regulaci iniciace a katabolickou represi (69). Dalsi studie ukazala, ze
M. guilliermondii UFMG-Y®65 lIze za uréitych kultiva¢nich podminek vyuzit na enzymovou
hydrolyzu nitrild a mtze byt do budoucna pouzivana na bioprodukci amidi a organickych
kyselin a pro odstranovani nitrili kontaminujicich zivotni prostiedi (70). Tato kvasinka také
produkuje acetyl esterdazu pii fermentaci xylozy, ¢ehoz se vyuziva pti degradaci hemicelulozy
(71). Vykazuje také lipolytickou aktivitu (67), kterd je podminéna piitomnosti lipidového
substratu. M. guilliermondii produkuje lipazy v médiich obsahujicich oleje, mastné kyseliny
nebo Tween (54).

3.3.3 Yarrowia lipolytica

Synonymum: Candida lipolytica

Rod Yarrowia ma pucici buiky, pseudohyfy i pravé hyfy. Produkuje elipsoidni, hruskovité
az valcovité konidie, které maji velmi zietelnou jizvu a pfiléhaji k hyfdm nebo vyrtstaji na
konidiogennich bunkéch. Asky jsou jednotlivé, vristaji lateralné nebo termindlné a obsahuji
1 az 2 spory, n¢kdy i1 4 spory.

Pro studium kvasinek Zzijicich na n-alkanech je Y. lipolytica vybornym modelem. Tato
kvasinka byla také studovana z hlediska produkce kyseliny citronové ve Spojitosti s témito
uhlovodiky. Chemicka analyza ukézala, Ze jejich bunécna sténa obsahuje 70% sacharidii a 5%
lipida (6). Byva vyuzivana jako zdroj proteinll z lipidovych smési, jako jsou oleje, ropa
a uhlovodiky. V piirodé obvykle kolonizuje hydrofobni substraty, kde hraje dulezitou roli
pti jejich degradaci (72). Tato kvasinka vykazuje odlisné fyziologické, metabolické
a genomické znaky, netypické pro jiné druhy kvasinek (73). Y. lipolytica sekretuje velké
mnozstvi intracelularnich a extracelularnich lipolytickych enzymt s pH optimum 6,0-9,0
a teplotnim optimum 25-55°C (37, 51, 74, 75, 76), které se hojné vyuzivaji v pramyslu,
k biotransformaci steroidd, lipidd, k produkci chemikalii (organické kyseliny, polyalkoholy,
y-dekalakton) a meziprodukti, terapeutik, detergent a drog (77), dale na degradaci odpadi
Z potravinairského prumyslu. Také produkuje fadu proteinti (zdsadité nebo kyselé protedzy,
RNazy) do média v mnozstvi, které je vyuzitelné pro primyslové aplikace. Byla navrzena
jako modelovy systém pro studium dimorfismu, mitochondrialniho kompexu, peroxizomd,
akumulace lipidii, produkce lipdz a byla pouzita jako obecny model pro pochopeni

molekularniho uspotfadani dalsich enzymu (73). Diky specifickym vlastnostem a uziti
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genovych manipulaci je vhodna také pro studium metabolickych drah. Pro studium sekre¢nich
drah a zpracovani proteind se nejvice vyuziva alkalické extracelularni protedza, ktera je u této
kvasinky hlavni vylucovanou proteazou (78, 79). Dalsimi produkovanymi enzymy jsou
napfiiklad esterdaza nebo fosfataza, které se mohou vytvafet za odlisSnych kultiva¢nich
podminek. Diky své vysoké lipolytické a proteolytické aktivité prispiva k utvareni textury
aaroma béhem procesu zrani syrt (73). Hydrolyza kaseinu, Souvisejici se zranim syru,

vyzaduje ¢innost proteaz, které jsou obvykle ziskavany prave z Y. lipolytica (73).

3.3.4 Metschnikowia pulcherrima
Synonymum: Rhodotorula pulcherrima, Candida pulcherrima

Vegetativni buiiky tvoii kulovity az elipsoidni tvar. Po delsi dobé tvoti ve sladiné kulovité
chlamydospory s velkou kapkou olejovité refraktilni latky, ktera se nazyva pulcherrimae
a slouzi jako spolehlivy identifika¢ni znak. Na tuhych pidach mé kolonie krémovou barvu,
téstovité konzistence, hladky a leskly povrch s ucelenym okrajem. Na povrchu kolonie se
Casto tvoii zahyby. M. pulcherrima byva velmi c¢asto izolovana zplodd rostlin
s anthokyanovym barvivem nebo z kvasnych mosti ve vinohradnickych oblastech jako
dominujici spolecenstvo, kde tvotila 1 az 2% ze vSech mikroorganismu (6). M. pulcherrima
produkuje celou fadu extracelularnich enzymu, a to pektinazy, amylazy, lipazy, proteazy a f-
glukosidazy , které se vyuzivaji pti vyrobé vina (80). Proteazy snizuji koncentraci dusikatych
zdrojl, coz ma pozivitvni vliv na rast zadoucich mikrobti, a také zlepSuji kvalitu vina

a redukuiji Kaly (81, 82).

3.3.5 Rhodotorula glutinis

Synonymum: Rhodosporidium toruloides , Rhodosporidium sphaerocarpum

Druhy Rhodotorula patii mezi ubikvitni kvasinky rozsitené po celém svété a jsou
izolovany ze vzduchu, z pidy, sladké i slané vody, z vinatskych produktt, z povrchu rostlin
nebo zriznych organd zivoc¢isného téla. Tyto kvasinky se vyznacuji tvorbou pigmentt
karotenoidd. Maji malé bunky srozméry (2,5-5) x (6-13) pum. V kapalném prostiedi
vytvareji sediment a prstenec zpravidla svétlé, krémové az svétle rizové barvy. Barva natéru
na agaru zavisi od sloZeni zivného média a byva cervena, lososova az pomerancova. Povrch
natéru je hladky, slizovity, leskly a na povrchu mize byt zvinény. Okraj kolonie je uceleny,
jen ziidka ma primitivni pseudomycelium. Vsechny druhy Rhodotorula se vyznacuji tim, ze

jsou lipidotvorné (lipogenni), hromadi v buiikdch tuk, v urcitych podminkach az nadmérné,
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s ¢imz souvisi schopnost produkovat lipazy. Rodotorula patii do skupiny Basidiomycetes a je
haploidni  stddium v zivotnim cyklu rodu Rhodosporidium (83). Rhodotorula
a Cryptococcus maji spoleénych mnoho fyziologickych a morfologickych vlastnosti. Oba
kmeny produkuji enzym ureazu a nejsou schopné fermentovat uhlovodiky. Rhodotorula
vykazuje esterazovou a lipazovou aktivitu (67). Kvasinka R. glutinis prudukuje p-
glukosidazu, ktera se vyuziva na produkci ethanolu z celulézovych zbytkl, jako jsou
kukufi¢na stébla, slama atd. (84). Papaparaskevas a kol. (27) srovnaval produkci
extracelularni lipazy u kvasinky R.. glutinis na médiu obohaceném o fruktézu a na médiu
S palmitovym olejem jako hlavnim zdrojem uhliku. Vysledky ukazaly, ze vy$si produkce

lipaz byla prokdzana na médiu s palmitovym olejem. pH optimum téchto lipaz bylo 7,5.

3.3.6 Rhodotorula mucilaginosa

Synonymum: Rhodotorula rubra

Bunky této kvasinky jsou elipsoidni s rozméry 2,5 x (2,5-14) um. V kapalném prostiedi
vytvari sediment a vlhkou mazdru. Natér byva slizovity, hladky, ale i drsny, ¢ervené nebo
razové barvy (6). R.. mucilaginosa produkuje lipazy véazané na bunétnou sténu. Také
vykazuje esterazovou aktivitu, hlavné acetyl esterazy, které se vyuZzivaji pti degradaci

hemicelulézy (85).

3.3.7 Cryptococcus magnus

M3 elipsoidni az protahlé bunky s rozméry (3,5-15) x (4,5-45) um. V kapalném prostiedi
tvofi bohatou usazeninu. Natér na tuhych pidach je velmi skladany, slizovity, hladky a casto
stéka na dno zkumavky. Pseudomycelium nevytvaii, ale tvoti kapsuly s fibrilarni strukturou
(6). Enzymy, které C. magnus obsahuje, uc¢inné degraduji plasty vyrobené z polybutylen
sukcinatu a polybutylen sukcinat-co-adipatu (86). Enzymy z C. magnus MG-27 se vyuZzivaji
na selektivni odstranéni glukuronidu z glycyrhizinu, ¢imz je dosazeno kvantitativni produkce
monoglukuronidu  kyseliny glycyrhetinové z glycyrhizinu. Monoglukuronid kyseliny
glycyrhetinové je vice nez 5x sladsi nez glycyrhizin a do budoucna je moznym potencialnim
sladidlem (87). Byly provadény studie, které¢ dokazuji, Ze C. magnus kolonizuje povrch ovoce
rychleji nez patogenni mikroorganismy, zejména diky produkci extracelularnich enzymd, jako
jsou f-glukanaza a chitinaza, které chrani integritu bunééné stény pied vstupem patogenti

(88).
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3.3.8 Cryptococcus flavescens

Buriky jsou elipsoidni az protahlé, velké (2-5,5) x (3-7) um Vv parech, fetizcich nebo
malych skupinach. V kapalnych prostfedich vytvari slizovy sediment, prstenec, mazdru
az kozku. Tvofi krémovy hladky do Zluta zbarveny natér na tuhych ptdach. Netvoii
pseudomycelium ani pravé mycelium (6). Tato kvasinka produkuje mnoho druhti enzymu,
xylanazy, pektinazy, kutinazy, lipazy, proteazy a lakazy, schopné degradovat rizné Casti
rostlin (89). Provadéla se studie s lipazou produkovanou C. flavescens 39-A. Purifikovana
lipaza se srazela pomoci (NH,4)2SO,, teplotni optimum meéla 30°C, pH optimum 7,0 a velikost
této lipazy byla 34 kDa. Byla pfidivana do syru mozzarella béhem zrani, kde vytvaicla
piijemné syrové aroma, a proto mize do budoucna nahradit dosud vyuzivanou esterazu

v mlékarenském pramyslu (90).

3.3.9 Galactomyces candidum

Synonymum: Geotrichum candidum

Tvofi pravé mycelium a je rozSifend pfrevazné ubikvitné. Vyskytuje se v mlécnych
vyrobcich, mléku, smetané, tvarohu, syru, na Skrobu, ale i v pidé, ve vod¢, v aktivovanych
kalech z odpadnich vod z vyroby plasti, vlaken, organickych chemikalii atd. (91, 92). Tato
lipolyticka kvasinka se pouziva na degradaci odpadnich produkti pfi zpracovani tu¢nych ryb
(93), tuénych mléénych produkti (94) a na neutralizovanych zaparach z rafinace oleju (95).

Na médiu obohaceném o olivovy olej produkuje lipolytické enzymy s pH optimem 5,6-7,0
a teplotnim optimem 40°C (32), které se vyuzivaji Vriznych odvétvich pramyslu,
Vv biotransformacich, pfi ¢isténi odpadnich vod nebo do pracich prostiedkt. Tyto lipazy jsou
velmi selektivni vici dlouhym fetézcim mastnych kyselin obsahujicich cis-9 dvojné vazby
(96) a wvyuzivaji se na esterifikaci fenold pro syntézu lipofilnich antioxidantd
ve slunecnicovém oleji (58, 97). Studovala se produkce laktat dehydrogenazy, ktera byla
objevena u kvasinky izolované z odpadnich vod po zpracovani kysaného zeli. pH tohoto
enzymu bylo 7,5 a teplotni optimum 30°C. Laktat dehydrogendza muze byt vyuzita
pro stanoveni kyseliny mlécné v potravinach, napojich a dalSich biologickych materialech
(98). Dale byla purifikovana a charakterizovana peroxidaza z G. candidum Dec 1, ktera mutize
byt vyuzivana na odbarvovani a degradaci syntetickych barviv, kterd se hromadi v zivotnim
prostfedi. Peroxidaza byla produkovana za aerobnich podminek ve stacionarni fazi a teplotni

optimum méla pti 30°C (99).
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3.3.10 Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans se velmi jednoduse péstuje na minimalnim médiu s gluk6zou
abiotinem. Za pouziti ruznych sacharidovych substratd je schopno syntetizovat smés
extracelularnich polysacharidi jako je napf. pululan. Aureobasidium je bohaté na rdzné
hydrolytické enzymy, dokaze rozlozit celulozu, hemicelulézu, Xylany, lignin, $krob,
kaprolaktam a rozmnoZuje se na rostlinnych a Zivoé¢isnych odpadech a produkuje pfitom
pululan a melanin. Jeho enzymaticka aktivita je Casto Skodliva, protoze naptiklad rozklada
barviva, narusuje elektrické vedeni. Vytvaii blastokonidie rizného tvaru a pucici na asexualni
promycelium, z néhoz vznikaji hyfy, které se vytvafeni na povrchu, jsou tenké a smétuji
do vzduchu. Povrchové utvary produkuji i chlamydospory, které byvaji dvojbunkové s velmi
hrubou sténou a na povrchu husté posety melaninem. Zrald chlamydospora uvoliuje buiku,
ktera kli¢i na blastokonidii.

A. pullulans produkuje extracelularni enzymy, napiiklad fruktofuranosidazu neboli
invertazu, xylandzu a glukoamyldzu. Invertdza se pouziva pii vyrobé invertniho cukru
pro konzervarenské a cukrovinkaiské ucely. Glukoamyldza se vyuziva pfi zpracovani Skrobu
na Skrobové sirupy. Dale produkuje pektolytické enzymy, celulazy a lakazu. Celulazy se
pouzivaji v konzervarenstvi pii zpracovani ovoce a zeleniny, jsou soucasti pracich prostiedkii
apridavaji se do krmnych smési. Lakaza slouzi k biodegradaci ligninu a vyuziva se
V papirenském a textilnim pramyslu (21, 100, 101). A. pullulans NH 2,3, izolovana z mote,

produkuje lipazy, které se vyuzivaji na hydrolyzu jedlych oleji (102).
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Materialy a pristroje
4.1.1 Chemikalie

- D-gluko6za CsH1206 — Lachema, Brno

- Destilovana voda H20 — Fakulta chemicka VUT, Brno

- Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH2PO4— Lach Ner, Neratovice

- Dihydrogenfosfore¢nan sodny NaH,PO,4 2 H,0 — Lach Ner, Neratovice

- Ethanol C2HsOH — Merci s.r.o, Brno

- Folin-Ciocaulteovo ¢inidlo — fa RNDR. Jan Kulich, Hradec Kralové/Rigany
- Glycin — Lachema, Brno

- Heptahydrat fosfore¢nanu sodného Na,HPO,4.7H,0 — Lach Ner, Neratovice
- Hydrogenfosfore¢nan draselny K;HPO,4 — Lachema Brno

- Hydrogenfosfore¢nan sodny Na2HPO4-12 H20 — Lachema, Brno

- Hydroxid sodny NaOH — Lach Ner, Neratovice

- Hovézi sérovy albumin — Sigma-Aldrich, Némecko

- Chlorid sodny NaCl — Lach Ner, Neratovice

- Kasein — Merck, Némecko

- Kyselina chlorovodikova p.a. HCI — Lachema Brno

- Kyselina trichloroctova CCI3COOH — Sigma — Aldrich

- Kvasni¢ny extrakt — Himedia Laboratories Limited

- Olivovy olej: smés kyseliny olejové, linolové a linoleové — Fluka, Némecko
- Pentahydrat siranu méd’natého CuSO4.5 H20 — ML chemica; Troubsko

- Pepton — Himedia Laboratories Limited

- p-nitrofenol CeHsNO3 — Lach Ner, Neratovice

- p-nitrofenylbutyrat C;oH1:NO4 — Sigma Aldrich

- p-nitrofenyllaurat C18H27NOs— Fluka Chemische Fabrik, Némecko

- p-nitrofenylpalmitat C22H3asNO4 — Sigma Aldrich

- Siran hotfe¢naty MgSO, — Lachema, Brno

- Triton X-100 — Sigma-Aldrich, Némecko

- Tween 20 — Sigma-Aldrich, Némecko

- Tween 60 — Sigma-Aldrich, Némecko

- Tween 80 — Sigma-Aldrich, Némecko
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- Uhli¢itan sodny Na2COsz — Lachema, Brno
- Vinan draselno-sodny tetrahydrat C4aHsOsKNa-4 H20 — Lachema, Brno

4.1.2 Biologicky material

Mezi studované kvasinky patfily Pseudozyma fusiformata (PF) CCY 89-1-1, Meyerozyma
guilliermondii (MG) CCY 39-23-5, Yarrowia lipolytica (YL) CCY 29-26-52, Metschnikowia
pulcherrima (MP) CCY 29-2-129, Rhodotorula glutinis (RG) CCY 20-2-41, Rhodotorula
mucilaginosa (RM) CCY 20-1-35, Cryptococcus magnus (CM) CCY 17-4-39, Cryptococcus
flavescens (CF) CCY 17-3-33, Galactomyces candidum (GC) CCY 16-1-29, Aureobasidium
pullulans (AP) CCY 27-1-119. Kvasinky pochazeji ze Zbierka kultar kvasiniek, SAV,

ze Slovenska.

4.1.3 Pristrojové vybaveni

- Analytické vahy, AND GR-202-EC; Japonsko

- Autoklav, Vaspoteri, Brnénska medicinska technika a.s.

- Automatické pipety, Hirschmann, Biohit Proline

- Bioreaktor, VWR International

- Centrifuga, Eppendorf Concentrator 5301, Hamburg, Némecko 29
- Chladici box

- Inkubator, Heidolph; Némecko

- Kuchynsky vafi¢, ETA

- Laminarni box AURA mini, Biotech a.s

- LEXT OLS 3000, OLYMPUS

- Mikrocentrifuga, Eppendorf centrifuge 5417R, Némecko

- pH metr, inoLab pH 720, Merci .s.r.o, Brno

- Pfedvazky, Scaltec, USA

- Spektrofotometr UV/VIS HELIOS DELTA, Thermospectronic, Anglie
- Susarna, Memmert

- Termostat, Huber

- Termostat, LTE SCIENTIFIC LTD, Anglie

- Vodni lazen, Polystat cc1, Merci s.r.o., Ceska republika

- Vortex, Heidolph, REAX top; Némecko
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4.1.4 Pracovni pomiicky

- mikrozkumavky eppendorf ¢ird s uzavérem (objem 1,5 ml a 2 ml)

- §picky (objem 200—-1000 pl modré)

- §picky (objem 10-200 pl zluté)

- mikropipety Labopette, HIRSCHMANN Laborgerite (objem 100—1000 pl)
- mikropipety Bioth proline (objem 100-1000 ul, 20-200 ul)

- stojan s drzakem

- stojan na zkumavky

- stojan na mikrozkumavky eppendorf

- odmérné a bézné laboratorni sklo

- Biirkerova komurka

- kryci a podlozni skla

4.2 Pouzité roztoky a jejich priprava
4.2.1 Roztoky pro stanoveni lipolytické aktivity

Fosforecnanovy pufr pH 7,2 (50 mM)
1,431 g hydrogenfosfore¢nanu sodného Na2HPQO4-12 H20 a 0,549 g hydrogenfosforecnanu
draselného KH,PO, bylo rozpusténo ve 240 ml destilované vody. pH bylo upraveno

na hodnotu 7,2 pomoci roztoku NaOH.

Roztok p-nitrofenylbutyrdtu (2,5 mM)
0,013 g resp. 11 ul p-nitrofenylbutyratu bylo rozpusténo ve 25 ml ethanolu.

Roztok p-nitrofenyllaurdtu (2,5 mM)

0,02 g p-nitrofenyllauratu bylo rozpusténo ve 25 ml ethanolu.

Roztok p-nitrofenylpalmitdtu (2,5 mM)
0,024 g p-nitrofenylpalmitatu bylo rozpusténo ve 25 ml ethanolu.

Roztok uhlicitanu sodného (0,1M)

1,06 g uhli¢itanu sodného Na,CO3 bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody.
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4.2.2 Tlumivé roztoky pro stanoveni pH optima

Fosforecnanovy pufr (pH 5,7-8,0)

Byly pfipraveny zasobni roztoky 0,2 M stfedniho fosfore¢nanu sodného (71,63 g
Na2HPOs412 H20 /1000 ml) a 0,2 M kyselého fosfore¢nanu
NaH2P04-2 H,0/1000 ml). Podle nasledujiciho schématu byly natedény pufry o pH 5,8 az

8,0.

Glycin — hydroxid sodny pufr (pH 8,6-10,4)

sodného (31,209

X ml kys.fosf.sodného + Y ml sti. fosf. sodného fedit na 200 ml vody

X

92,0
87,7
81,5
73,5
62,5
51,0
39,0
28,0
19,0
13,0
8,50
5,30

Y

8,0

12,3
18,5
26,5
37,5
49,0
61,0
72,0
81,0
87,0
91,5
94,7

pH

5,8
6,0
6,2
6,0
6,6
6,8
7,0
7,2
7,4
7,6
7,8
8,0

Byly ptipraveny zasobni roztoky 0,2 M glycinu (15,01 g /1000 ml) a 0,2 M hydroxidu

sodného (8 g NaOH/1000 ml). Podle nasledujiciho schématu byly natedény pufry o pH 8,6

az 10,4.

50 ml glycinu + X ml NaOH

X
4,0
6,0
8,8

12,0
16,8
22,4
27,2
32,0
38,6
45,5

pH
8,6
8,8
9,0
9,2
9,4
9,6
9,8
10,0
10,2
10,4
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4.2.3 Roztoky pro stanoveni bilkovin podle Lowryho

Roztok hoveziho sérového albuminu (Img/ml): 0,05 g albuminu/50 ml destil. vody
Roztok A: 2% Na,COj3 (20 g/1000 ml), 0,05% vinan sodny (0,05 g/1000ml),
0,1 M NaOH (4g/1000 ml)
Roztok B: 0,1% CuSO4'5H,0 (1 g/1000 ml)
Roztok C: 45 ml roztoku A + 5 ml roztoku B (vzdy Cerstvy, fedéni 9:1)
Roztok D: Folin-Ciocaulteovo ¢inidlo (1 ml FC + 1,6 ml H,0)

4.2.4 Roztoky pro stanoveni proteolytické aktivity

50 mM draselno fosfatovy pufr, pH 7,5
11,4 mg/ml K;HPO,4.3H,0, pH upraveno pomoci 1M HCI. Pied pouzitim byl tento roztok

uchovan pii 37°C.

Roztok kaseinu

0,65% roztok kaseinu byl pfipraven smichanim 6,5 mg/ml kaseinu v 50 mM draselno-
fosfatovém pufru. Roztok byl pozvolna zahiivan na 80-85°C asi 10 minut a mirné
promichavan, az bylo docileno homogenni suspenze. Bylo diilezité, aby roztok nezacal vafit.

pH se upravilo pomoci NaOH nebo HCI.

110 mM trichloroctova kyselina TCA

TCA byla pfipravena rozpusténim 17,97 mg/ml v destilované vodé.

0,5mM Folin-Ciocalteuovo cinidlo (F-C cinidlo)

500 mM Na,CO3
53 mg/ml Na,COs bylo rozpusténo v destilované vodé. Pro rozpusténi enzymu (proteazy)
nebo pro zfedéni roztoku enzymu byl pouzit roztok, ktery obsahoval 10 mM sodno-octanovy

pufr s 5 mM octanem vapenatym, S pH 7,5 pti 37°C.

1,1 mM L-tyrosin

0,2 mg/ml L-tyrosinu se rozpustilo v destilované vod¢ za mirného zahtivani, dokud se
tyrosin nerozpustil. Stejn¢ jako v pfipadé kaseinu, roztok nesmél vafit. Nasledné byl roztok
ochlazen na pokojovou teplotu a poté byl pouzity pro ptipravu kalibracni kiivky.
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4.2.5 Zivna média
Bazalni médium (BM): pepton (5 g/l), MgSO, (0,1 g/l), Ko;HPO4 (1 g/l)
Bazalni médium s glukézou (BM+G): glukoza (2 g/l), pepton (5g/l), MgSO, (0,1 g/l),
K,HPO, (1 g/l)
Bazalni médium s olivovym olejem (BM+OO): pepton (5 g/l), MgSOy, (0,1 g/l), K;HPO,4
(1 g/), olivovy olej se ptidava, aby ho bylo 2 obj.% v médiu, tj. 0,4 ml oleje na 20 ml média
Bazalni médium s Tweenem 20 (BM+TW 20): pepton (5 g/l), MgSO, (0,1 g/l), K;HPO4
(1 g/1), Tween 20 se ptidava, aby ho bylo 2 0bj.% v médiu, tj. 0,4 ml Tween na 20 ml média
Bazalni médium s Tweenem 60 (BM+TW 60): pepton (5 g/l), MgSO, (0,1 g/l), K;HPO4
(1 g/), Tween 60 se ptidava, aby ho bylo 2 0obj.% v médiu, tj. 0,4 ml Tween na 20 ml média
Bazalni médium s Tweenem 80 (BM+TW 80): pepton (5 g/l), MgSO, (0,1 g/l), K;HPO4
(1 g/l), Tween 80 se piidava, aby ho bylo 2 0bj.% v médiu, tj. 0,4 ml Tween na 20 ml média
Bazalni médium s Tritonem X-100 (BM+TR): pepton (5 g/l), MgSOy, (0,1 g/l), K;HPO,4
(1 g/, Triton X-100 se piidava, aby ho bylo 2 obj.% v médiu, tj. 0,4 ml Triton X-100 na

20 ml média

4.3 Metody
4.3.1 Priprava inokula

Kvasinkova kultura byla z Sikmého masopeptonového agaru pifevedena do zkumavky se
sterilni vodou pomoci vyzihané ockovaci klicky. Poté byla zkumavka protfepana, aby doslo
k homogenizaci suspenze a posléze bylo odebrano 20-25 ul na Biirkerovu komarku (Obr. 3),
kde se pod svételnym mikroskopem spocitalo mnozstvi bunék. Podle vzorce se prepocitalo

mnozstvi suspenze, potifebné pro nao¢kovani daného zivného média o objemu 10 ml.
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Obr. 3: Biirkerova komiirka. Upraveno (http://www.optingservis.cz/index.php/nabidka-
zboi/344-cyrusova-bkerova-komka-a-dalc)

4.3.2 Pocitani bunék v Biirkerové komirce

Pocitaci sit’ Biirkerovy komtrky je tvofena 9 velkymi ¢tverci (kazdy o plose 1 mm?), které
jsou dale rozdéleny do 16 mensich &tverc (jejich plocha je 0,04 mm?) (Obr. 4, Tab. 1).
Pfi pocitani bun¢k pomoci pocitaci komiirky je nejprve nanesen maly objem testované
suspenze (20-25 pl) mezi kryci a podlozni sklo. Takto pifipravena pocitaci komurka se vlozi
do zorného pole svételného mikroskopu a po zaostieni se muze pfistoupit k samotnému
pocitani bun&k. Pfi pocitdni mikroskopickych ¢astic pomoci pocitacich komtrek se
zapocitavaji pouze ty, které se nachazeji uvnitt ¢tverce a Castice, které se z vnitini nebo vné&jsi
strany dotykaji dvou nami zvolenych stran (napf. horni a levd). Tim se zabrani dvojimu

pocitani ¢astic a minimalizuje se chyba.

Pro stanoveni koncentrace castic v 1 ml suspenze se pouziva vypocet:

a-10°

n

X.....koncentrace bun¢k v suspenzi
a.....stanoveny pocet bun¢k
n.....pocet opakovani (pocet spocitanych ctvercit)

X =
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Obr. 4 : Pocitaci sit’ Biirkerovy komiirky.

Tab. 1: Velikost Gtvart v pocitaci siti Biirkerovy komurky.

Rozméry Plocha Hloubka Objem
Velky étverec 1 x 1 mm 1 mm 0.1 mm 0.1 mm’
Ctverec A 0.2 x 0,2 mm 0,04 mm 0.1 mm 0,004 mm®
Obdélnik B 005x02mm | 0,01l mm 0,1 mm 0,001 mm’
Ctverec C 0.05 x 0,05 mm | 0,0025 mm- 0.1 mm 0,00025 mm’

4.3.3 Stanoveni kalibra¢nich krivek
4.3.3.1 Stanoveni kalibracni kiivky p-nitrofenolu

Pro sestrojeni kalibracni kiivky p-nitrofenolu (p-NF) byl pouzit zakladni roztok p-
nitrofenolu o koncentraci 1,0 mM (umol-ml™). Z tohoto roztoku byla pfislusnym nafed&nim
ptipravena Kalibra¢ni fada p-nitrofenolu o latkovém mnozstvi 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 umol
(Tab. 2). K roztokim bylo ptidano 0,65 ml 50 mM fosfatového pufru (pH 7,2). Obsah
zkumavek byl promichan a inkubovan pii 37°C v termostatu po dobu 10 minut. Poté k nim
bylo pfidano 0,1 ml 0,1 M Na,COs;. Nasledné byla spektrometricky métena absorbance
pti 420 nm.
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Tab. 2: Kalibra¢ni kiivka p-nitrofenolu.

Zkumavka 1 2 3 4 5 Blank
p-NF
[ml] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,0
fosf.pufr
[ml] 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65
voda
[ml] 0,4 0,3 0,2 0,1 0,0 0,5
Na2COs
[ml] 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
n p-NF
[wmol] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,0
0,8 -
0,7 -
vy = 1,3646x + 0,0002
06 - R2 =0,9992
<
0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6
n [umol]

Graf 1: Kalibraéni kiivka p-nitrofenolu.

4.3.3.2 Stanoveni kalibracni kiivky albuminu

Redénim zasobniho roztoku hovéziho sérového albuminu o koncentraci 1 mg:ml™ byla
piipravena kalibra¢ni fada s koncentracemi albuminu 0,0 (blank); 0,1; 0,2; 0,3; 0,4
a 0,5 mg:ml™ (Tab. 3). K takto nafeddnym vzorkéim albuminu bylo p¥idéano 5 ml roztoku C,
smés se nechala 10 minut inkubovat pii laboratorni teploté. Poté bylo ptidano 0,5 ml roztoku

D a po 30 minutach inkubace pti laboratorni teploté byla spektrometricky métrena absorbance

vzorki pti 750 nm.
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Tab. 3: Kalibra¢ni kiivka albuminu.

Zkumavka 1 2 3 4 5 Blank
Vaib
[ml] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,0
V H20
[ml] 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 1,0
roztok C
[ml] 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
roztok D
[ml] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Calb
[mg-ml] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,0
0,5 -
0,45 -
04 | y =0,8543x + 0,0224

R?=0,987

0,5 0,6

c [mg-ml?]

Graf 2: Kalibraéni kiivka albuminu.

4.3.3.3 Stanoveni kalibracni kiivky L-tyrosinu

Pro stanoveni kalibraéni kfivky L-tyrosinu se pouzilo 6 zkumavek, do kterych se
napipetovalo 1,1 mM standartniho roztoku tyrosinu v objemech: 0,025; 0,05; 0,10; 0,20
a2 0,25 ml. Do blanku tyrosin ptidan nebyl. Celkovy objem ve zkumavkach byl upraven
na objem 1 ml destilovanou vodou (Tab. 4). Do vsech zkumavek bylo dale pfidano 2,50 ml
Na,COj3 a 0,50 ml F-C c¢inidla. VSechny zkumavky byly promichany a inkubovany pii 37°C
po dobu 30 minut. Absorbance vzorkt byla méfena na spektrofotometru pii vinové délce

660 nm. Pro kazdou koncentraci byly provedeny 3 paraleni méfeni.
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Tab. 4: Kalibra¢ni kifivka L-tyrosinu.

1,2 -
1 y = 0,9344x + 0,0046
R2=0,9965
z
o
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
n [umol]
Zkumavka 1 2 3 4 5 Blank
tyrosin
[ml] 0,025 0,05 0,10 0,20 0,25 0,00
dest.voda
[ml] 0,975 0,95 0,90 0,80 0,75 1,00
Na,CO;
[ml] 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
F-C
[ml] 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
n tyrosin
[wmol] 0,055 0,111 0,221 0,442 0,553 0,00

Graf 3: Kalibra¢ni kiivka L-tyrosinu.

4.3.4 Spektrometrické stanoveni lipolytické aktivity
Princip:

Principem spektrometrického méfeni lipolytické aktivity je méfeni mnozstvi uvolnéného
p-nitrofenolu v dasledku Stépeni p-nitrofenylesteru mastné kyseliny ptisobenim enzymu
po urCitou dobu. Intenzita vzniklého Zlutého zbarveni je pfimo tmérna aktivité enzymu

a méfi se pti 420 nm.
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Postup:

Lipolyticka aktivita byla stanovena spektrometricky méfenim absorbance pii 420 nm. Jako
substrat byl pouzit 2,5 mM roztok p-nitrofenyllauratu (C12:0) v ethanolu. Byla méfena
lipolytickd aktivita enzymil vazanych na povrch bunék a lipolytickd aktivita extracelularnich
enzymtu.

Vzorek pro stanoveni extracelularni enzymatické aktivity byl odebrat z buné¢né suspenze
a zcentrifugovan (10 000 ot/min, 4°C, 2 min), ¢imz se oddélily extracelularni produkty
od vlastni bunécné hmoty. Poté byl supernatant nafedén vodou v poméru 1:10 abylo
odebrano 0,05 ml nafedéného roztoku, k nému bylo pfidano 0,65 ml 50 mM fosfatového
pufru (pH 7,2) a 0,05 ml substratu p-nitrofenyllauratu (C12:0) v ethanolu. Reakéni smés byla
promichana a inkubovana pii 37°C po dobu 10 minut v termostatu. V piipadé stanoveni
lipolytické aktivity na povrchu bun¢k byla centrifugace provedena az po inkubaci reakéni
smési 10 minut v termostatu. Poté bylo k reakéni smési ptidano 0,1 ml 0,1 M roztoku
Na,COs3, smés byla opét promichana a byla zméiena absorbance pti 420 nm. Jako blank byl
pouzit vzorek, ktery misto 0,05 ml p-nitrofenyllauratu (C 12:0) obsahoval stejné mnozstvi

destilované vody.

Vyjadreni aktivity:
Enzym ma aktivitu 1 jednotka (U), jestlize dojde k uvolnéni 1 pmolu p-nitrofenolu

za minutu (za piesné definovanych podminek).

Vypocet lipolytické aktivity:

Pifi vypoctu lipolytické aktivity se vychdzi zrovnice linearni regrese ziskané

vyhodnocenim Kalibra¢ni kiivky p-nitrofenolu.

Vzorec pro vypocet lipolytické aktivity:

_A4,2U+b
Cq-v-et
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X.........lipolyticka aktivita enzymu [ umol~min'l~ml'1= U-ml'l]
Auo.....absorbance nameétena u jednotlivych vzorkt

| ST doba inkubace [min]
V.........objem enzymu [ml]

b, a.......hodnoty z rovnice linearni regrese potiebné pro vypocet

4.3.4.1 Stanoveni optimalniho Zivného média pro produkci lipolytickych enzymii

Pro stanoveni optimalniho zdroje uhliku na produkci lipolytickych enzymut bylo pouzito
bazalni médium obohacené o rtizné zdroje uhliku jako glukoza, olivovy olej, Tween 20,
Tween 60, Tween 80 a Triton X-100. Vysledky byly srovnany s bazalnim médiem bez

ptidaného zdroje uhliku s ohledem na dosazenou lipolytickou aktivitu.

4.3.4.2 Substrdtovda specifita

Substratova specifita byla testovana u kment Pseudozyma fusiformata, Meyerozyma
guilliermondii a Yarrowia lipolytica a média byla zvolena na zaklad¢ vysledku lipolytické
aktivity. V piipadé kmene Pseudozyma fusiformata bylo pouzito bazalni médium s Tweenem
60, v ptipadé¢ kmenti Meyerozyma guilliermondii a Yarrowia lipolytica bylo pouzito bazalni
médium s Tweenem 80. Testovany byly tii substraty, a to p-nitrofenylbutyrat (C4:0), p-
nitrofenyllaurat (C12:0), p-nitrofenylpalmitat (C16:0). Pro dalsi testovani byl vybran substrat,

vuci kterému vykazovaly testované lipazy nejvyssi substratovou specifitu.

4.3.4.3 Stanoveni pH optima a pH stability

pH optimum bylo stanoveno podle bodu 4.3.4, ale pfi riznych hodnotach pH pufru, a to
od 5,8 do 10,4 (mé&feno po 0,2). Pro stanoveni byl pouZit zcentrovany supernatant. Pro méfeni
v oblastech pH 5,2-8,0 byl pouzit fosfore¢nanovy pufr, pro stanoveni pH optima pii pH 8,6—
10,4 byl pouzit glycin - hydroxid sodny puft.

Hodnota pH, pii které byla aktivita nejvyssi, byla poté pouzita pfi méfeni teplotniho
optima. V ptipad¢ stanoveni pH stability byl zcentrovany supernatant piidan k rdznym
hodnotam pH pufru (5,8-10,4) po dobu 24 hodin a ponechan v chladicim boxu pti 4°C, poté
byla stanovena lipolyticka aktivita jako v bod¢ 4.3.4.
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4.3.4.4 Stanoveni teplotniho optima a tepelné stability

Pfi stanoveni teplotniho optimum bylo postupovano stejné jako ptfi stanovovani
lipolytické aktivity v bodé 4.3.4, ale inkubace probihala pfi riznych teplotach: 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65 a 70 °C. Byl pouzit supernatant.

Meéieni tepelné stability probihalo ve vodni lazni pii 40°C, kdy supernatant byl nafedén
vodou Vv poméru 1:4 a inkubovan po dobu 11 dni. Odbéry se provadély dvakrat denné
a méfeni probihalo stejné jako pfi stanoveni lipolytické aktivity v bod¢ 4.3.4.

4.3.4.5 Stanoveni skladovaci stability

Skladovaci stabilita byla méfena po dobu 5 tydnt, kdy supernatant byl uskladnén v lednici
pii 4°C a v mrazicim boxu pii -20°C. Kazdy tyden byly odebrany vzorky a probihalo méteni
skladovaci stability jako v bod¢ 4.3 .4.

4.3.5 Spektrometrické stanoveni bilkovin podle Lowryho
Princip:

Stanoveni je zaloZeno na spojeni biuretovy reakce (vazba Cu®* na peptidové vazby
v alkalickém prostfedi) s redukci Folin-Ciocaulteova cinidla (smés fosfowolframové
a fosfomolybdenanové kyseliny) bilkovinami na komplexy molybdenanové modii. Redukce
je zpusobena predevsim oxidaci tyrosinu a tryptofanu, které jsou vazané v peptidovém retézci.
Intenzita modrého zbarveni je pfimo Umérna mnozstvi téchto aminokyselin a méfi se

pti 750 nm.

Postup:

Ze ziedéného supernatantu, ktery byl pouZzit i na stanoveni lipolytické aktivity, bylo
odebrano 0,2 ml vzorku. K vzorku byl ptidan 1 ml roztoku C a smés nechana 10 minut
inkubovat pti laboratorni teploté. Poté bylo pfidano 0,1 ml roztoku D a po 30 minutach

inkubace pfi laboratorni teploté byla métrena absorbance pi#i 750 nm.

Vypocet mnozstvi bilkovin:

Pfi vypoctu mnozstvi bilkovin ve vzorku se vychazi z rovnice linearni regrese ziskané

vyhodnocenim kalibra¢ni kiivky z Lowryho metody.
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Vzorec pro vypocet celkového mnozstvi bilkovin:

Ageqg — b
- = 2750 f

a

Coverrre mnozstvi bilkovin [mg-ml™]
Azsp....absorbance naméfena u jednotlivych vzorka
| P fedici faktor

b, a......hodnoty z rovnice linearni regrese potiecbné pro vypocet

Vzorec pro vypocet specifické aktivity:
(Jedna se o aktivitu vyjadienou v U-mg™):

Usp = ¢

as.......specificka aktivita enzymu [U-mg™]
a........lipolytick4 aktivita enzymu [pmol-min™-ml™*= U-ml™]

Coverrrn mnozstvi bilkovin [mg-ml™]

4.3.6 Spektrometrické stanoveni proteolytické aktivity
Princip:

Proteolyticka aktivita se stanovuje pomoci standardizované metody za pouziti kaseinu
jako substratu. V prib&éhu reakce se uvolfiuje aminokyselina tyrosin, popfipadé dalsi
aminokyseliny a ¢asti peptidi. Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (F-C ¢inidlo) reaguje s uvolnénym
tyrosinem a vznikd modfe zbarveny chromofor, ktery je spektrofotometricky kvantifikovan
améfen na spektrofotometru jako hodnota absorbance. Cim vice tyrosinu je uvoliiovano
z kaseinu, tim vice chromoforu je tvofeno a je silnéjsi aktivita proteaz. Hodnota absorbance je
srovnavana s kalibra¢ni kiivkou, kterd je stanovena reakci zndmého mnozstvi tyrosinu s F-C

¢inidlem (zmény absorbance koreluji s mnozstvim tyrosinu v pmolech). Aktivita proteaz je
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stanovena z kalibra¢ni k¥ivky jako U, coz je mnozstvi v pumolech tyrosinu uvolnéného

z kaseinu za minutu (23).

Postup:

Pro kazdy testovany vzorek byly zapotiebi 3 zkumavky. Jedna zkumavka se pouzila jako
blank a dv¢ zbyvajici slouzily ke stanoveni aktivity dvou rtizn¢ zifedénych protedz. Dvé fedéni
byla vhodna pro kontrolu kone¢ného vypoctu pro srovnani mezi sebou. Do kazdé zkumavky
se napipetovalo 2,5 ml 0,65% kaseinu, ktery byl nejprve ponechan ve vodni lazni pii 37°C
po dobu 5 minut. Poté se do 2 zkumavek pfidal rizny objem roztoku enzymu (0,5 a 0,25 ml),
treti zkumavka byla pouzita jako blank. Smés se rozmichala a inkubovala pti 37°C ptesn¢
10 minut. Aktivita proteaz a nasledné uvolnéni tyrosinu béhem inkubace bylo méfeno
a srovnano mezi testovanymi vzorky. Po 10 minutach inkubace se do kazdé zkumavky véetné
blanku pfidalo 2,5 ml TCA pro zastaveni reakce. Poté byl doplnén objem roztoku enzymu
do kazdé zkumavky vcetné blanku tak, aby celkovy objem enzymu v kazdé zkumavce byl
0,5ml, coz slouzilo pro zjisténi hodnoty absorbance samotného enzymu a pro zajisténi
stejného kone¢ného objemu ve vSech zkumavkach. Roztok se inkuboval pti 37°C 30 minut.
Po inkubaci se suspenze kvasinek centrifugovala (15 000 rpm, 4°C, 5 min) a supernatant byl
pouzit pro nasledujici krok. Do dvou ¢&istych zkumavek byl napipetovan 1 ml supernatantu
a do teti zkumavky 1 ml zcentrifugovaného blanku. Do kazdé zkumavky bylo ptidano 2,5 ml
roztoku 500 mM Na,CO; a 0,5 ml F-C ¢inidla. Testované vzorky byly promichany
a inkubovany pii teplot¢ 37°C 30 minut. Absorbance byla méfena jako modré zbarveni
pifi 660 nm. Vypocet koncentrace proteini byl zaloZeny na rovnici linearni regrese ziskané

z vyhodnoceni kalibra¢ni kiivky L-tyrosinu.

Vypocet proteolytické aktivity:

Pfi vypoctu proteolytické aktivity se vychdzi zrovnice linearni regrese ziskané
vyhodnocenim Kkalibra¢ni kiivky L-tyrosinu.
Vzorec pro vypocet proteolytické aktivity:

_Aeeo — b

=V
y (A a_p:?_t
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y......proteolyticka aktivita enzymu [pmol-min™ml™*= U-ml™]
Ageo...absorbance namétena u jednotlivych vzorkt
t.......doba inkubace [min]
Ve......objem enzymu [ml]
Ve........ celkové mnozstvi roztoku [ml]

b, a......hodnoty z rovnice linearni regrese potiebné pro vypocet

4.3.7 Méreni pH kvasinek

pH bylo méteno ze suspenze kvasinek na pH metru v ¢asovych intervalech 0, 3, 6, 9, 24,

48, 72 a 96 hodin pfi teplote 25°C.
4.3.8 Kontinualni kultivace v bioreaktoru

4.3.8.1 P¥iprava inokula pro kultivaci v bioreaktoru

Piiprava inokula, potfebného pro zaockovani zivného média v bioreaktoru o objemu

600 ml, byla provedena stejné jako v bodé 4.3.1.

4.3.8.2 Kontinudlni kultivace kvasinky Y. lipolytica
Byla provedena kultivace kvasinky Y. lipolytica v bioreaktoru, kde byl po dobu 96 hodin
zajistén kontinualni pritok zivného média 5 ml za hodinu, teplota 25°C a rychlost michani
160 rpm. Vzorky enzymu byly odebrany po 3, 6, 9, 24, 48 a 96 hodinové kultivaci. Byla
stanovena lipolyticka a proteolytickd aktivita, mnoZstvi bunék a pH a tyto vysledky byly

srovnany s vysledky submerzni kultivace v L-zkumavkach.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Srovnani produkce lipolytickych enzymii u vybranych druhi kvasinek

Produkci lipaz ovliviiuje celd fada wvnéjSich faktor, zejména druh mikroorganismu,
teplota, pH prostiedi, slozeni média, koncentrace anorganickych soli nebo dostupnost kysliku,
proto se studie zabyva problematikou vlivu vnéjsich faktorii, vybérem kmene a optimalizaci
kultiva¢nich podminek pro produkci lipolytickych enzym?.

Na zaklad¢ vysledkt predbézné studie zabyvajici se produkci lipolytickych enzymi
u riznych druhti kvasinek bylo vybrano 10 kmend kvasinek, a to Pseudozyma fusiformata
(PF), Meyerozyma guilliermondii  (MG), Yarrowia lipolytica (YL), Metschnikowia
pulcherrima  (MP), Rhodotorula  glutinis  (RG), Rhodotorula  mucilaginosa (RM),
Cryptococcus magnus (CM), Cryptococcus flavescens (CF), Galactomyces candidum (GC),
Aureobasidium pullulans (AP). Zvolené kmeny byly zaockovany do bazalniho
média obohaceného o0 Tween 80 a byla u nich sledovana lipolyticka aktivita jednak
extracelularnich enzymu a jednak enzymi vazanych na povrch bunék (Graf 4, 5). Nejvyssi
lipolytickou aktivitu vykazovaly, jak v pfipadé extracelularnich enzymi, tak i u enzymu
vazanych na povrch bunék, tfi kmeny, a to Pseudozyma fusiformata, Meyerozyma
guilliermondii a Yarrowia lipolytica, a proto byly vybrany pro dalsi studie. V ptipadé enzymu
vazanych na povrch bun€k byly hodnoty aktivit niz$i zhruba o 35%, coz se shoduje se
studiemi Kakebeeke P.I1.J. a kol. (103) a Pereira-Meirelles a kol. (76), ve kterych enzymy
vazan¢ na povrch buné¢k také vykazovaly niz$i aktivitu ve srovndni s enzymy
extracelularnimi. V dalsi ¢asti prace byla tedy dale sledovana pouze aktivita extracelularnich
lipaz. Rust kvasinek byl charakterizovan na zakladé pocitani bunék pomoci Biirkerovy
komurky. Ackoliv je pocitani bun€k v komurce jednoducha a pfesna metoda pro stanoveni
poctu bunék, nelze brat bunéény rist jako jednozna¢ny ukazatel produkce lipaz (51). V této
studii vsak rast bun¢k koreloval s produkci extracelularnich lipaz a nejvyssi pocet bunck
v 1 ml byl stanoven za danych experimentalnich podminek taktéz u kvasinek P. fusiformata,

M. guilliermondii a Y. lipolytica (Graf 6).
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Graf 4: Stanoveni lipolytické aktivity extracelularnich enzymt u 10 kment kvasinek

kultivovanych v bazalnim médiu s Tweenem 80.
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Graf 5: Stanoveni lipolytické aktivity enzymi vazanych na povrch bunék u 10 kment

kvasinek kultivovanych v bazalnim médiu s Tweenem 80.
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Graf 6: Rustova kiivka u 10 kment kvasinek kultivovanych v bazalnim médiu s Tweenem 80.

Vysledky jsou primérem ze 2 paralelnich méfeni. Chyba méfeni byla do 2%.

5.2 Testovani vhodného kultiva¢niho média pro produkci lipolytickych
enzymiu

Na zakladé literarni reSerSe byla zvolena riizna zivna média pro stanoveni nejvyssi
lipolytické aktivity: BM (bazalni médium), BM+G (bazalni médium s gluk6zou), BM+OO
(bazalni médium s olivovym olejem), BM+TW 20 (bazalni médium s Tweenem 20),
BM+TW 60 (bazalni médium s Tweenem 60), BM+TW 80 (bazalni médium s Tweenem 80),
BM+TR (bazalni médium obohacené o Triton X-100).

Tato nutricni média se liSila zejména riznymi zdroji uhliku. Z pohledu celkového
nutri¢niho sloZeni se jednalo o zakladni médium (BM), které se bézné pouziva pro kultivaci
kvasinek (104). Z duavodu stimulace produkce lipaz bylo bazalni médium obohaceno
0 lipidické zdroje uhliku, jako byl olivovy olej nebo rtizné detergenty (Tween 20, Tween 60,
Tween 80 a Triton X-100). Pro srovnani byl pouzit také monosacharid glukéza.

Kultivace provadéna submerznim zptisobem byla zvolena za ucelem dosazeni intenzivni
aerace po celou dobu experimentu a homogenniho rozptyleni kmene v kultivacnim médiu, coz
zajistilo maximalni vyuziti zivin a intenzivni rozmnozovani kvasinek. Submerzni zpusob

kultivace rovnéz umozinuje udrzeni konstantni teploty a jeji regulaci po celou dobu
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experimentu. Kultivace byla provadéna pii 25°C, rychlosti michani 160 rpm, po dobu
192 hodin a kazdy den byla méfena lipolyticka aktivita za pouziti p-NFL jako substratu.
lipolytickych enzymt u kment Yarrowia lipolytica, Pseudozyma fusiformata a Meyerozyma
guilliermondi.

Z grafu 7 je patrné, ze jako nejvhodnéjsi médium pro produkci lipolytickych enzymu
u kmene Y. lipolytica se ukazalo byt bazalni médium s Tweenem 80. Narust lipolytické
aktivity byl pozorovan v exponencidlni fazi ristu po 24 hodinové kultivaci (Graf 7 a 8).
Po 96 hodinach, kdy se bunky nachazely jiz ve stacionarni fazi, se aktivita prudce zvysila, coz
nejspis souviselo S tim, ze kromé konstitutivnich enzymd, které se produkuji do média vzdy
nezavisle na vnéjSich podminkach, se zacaly produkovat i indukovatelné enzymy. Podobny
trend jako pii pfidavku Tweenu 80 bylo mozné pozorovat i u olivového oleje, ktery lze také
povazovat za induktora produkce lipolytickych enzymt a za dobry zdroj uhliku pro produkci
lipaz touto kvasinkou (75). Tween 80 a olivovy olej plsobi jako vyhradni zdroj uhliku
potiebny pro produkci lipolytickych enzymt (105), zatimco pepton a kvasni¢ni extrakt je
vyuzivan spiSe jako zdroj dusiku (47). Ac€koliv lipidicky zdroj uhliku je dilezity pro produkci
lipaz, je potiebny také dusikaty zdroj (106). Pepton je vhodny pro vysokou produkci
extracelularnich lipdz ve srovnani s anorganickymi slouceninami, které syntézu lipaz
nevyvolavaji (75, 107).

Pokud byla jako zdroj uhliku pouZita glukéza, byla detekovand niz8i produkce lipaz nez
u médii obohacenych o Tween 80 a olivovy olej, nicméné pomeérné vyrovnana v prubéhu celé
kultivace. Vysledky odpovidaji experimentiim, které provadéli Fickers P. a kol. (75), kde byla
lipolyticka aktivita kmene Y. lipolytica LgX64-81 na médiu obohaceném o kyselinu olejovou
vy$si (1,5 U.ml™) nez na médiu s glukézou (0,3 U.ml™) a jeji hodnota se také zacala zvySovat
po 24 hodinové kultivaci.

Nejniz8i aktivita 1 narGst bunék byly pozorovany u zékladniho bazalniho média
pravdépodobné z dtvodu rychlého vycCerpani hlavnich zdroji uhliku i dusiku (pepton,
kvasni¢ni extrakt). V zékladnim bazalnim médiu, kde neni ptitomny induktor, tak dochazi
pravdépodobné k produkci pouze konstitutivnich enzymu a k rychlej$imu poklesu lipolytické
aktivity vlivem snizeni bunééného rustu.

Y. lipolytica produkuje Sirokou S$kalu lipolytickych enzymd, v pfirodé kolonizuje
hydrofobni substraty (oleje, ropa), kde hraje diilezitou roli pii degradaci téchto substratl (72),
takze lze oCekavat, ze tato kvasinka bude mit vysokou lipolytickou aktivitu na bazalnich

mediich s olivovym olejem nebo Tweenem, coz potvrdily i1 vysledky této studie.
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Graf 7: Stanoveni lipolytické aktivity extracelularnich enzymt u kmene Yarrowia lipolytica

kultivovaném v riznych médiich.
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Graf 8: Rustova kiivka kmene Yarrowia lipolytica kultivovaném v bazalnim médiu
obohaceném o r0zné zdroje uhliku. Primérnd hodnota byla zjiSténa na zékladé dvou

paralelnich méteni. Chyba méfeni byla do 2%.
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V pripadé produkce lipolytickych enzymua kvasinkou M. guilliermondii se také jako
nejvhodnéjsi jevila bazalni média obohacena o Tween 80 a olivovy olej (Graf 9 a 10). Tato
média vykazovala velmi podobny trend. Lipolyticka aktivita byla nejvyssi po 48 hodinéch,
Vv prib¢hu exponencidlni faze ristu. NejnizSi pocet bunék stejné jako nizké hodnoty
lipolytickych aktivit byly opét u zédkladniho média, které neni obohaceno 0 zadny ptidatny
zdroj uhliku, a proto zde kvasinky rostou pomalu. Podobny prib¢h jako u zédkladniho média

ma 1 kiivka s bazalnim médiem obohaceném o Triton X-100.
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Graf 9: Stanoveni lipolytické aktivity extracelularnich enzymti u kmene Meyerozyma

guilliermondii kultivovaném v riznych médiich.
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Graf 10: Rustova kiivka kmene Meyerozyma guilliermondii kultivovaném v bazalnim médiu
obohaceném o rtizné zdroje uhliku. Byla provedena 2 paralelni méfeni, ze kterych byl udélan

pramér. Chyba méfeni byla do 2%.

Tretim testovanym kmenem byla P. fusiformata, u které se jako nejvhodnéjsi jevilo bazalni
médium obohacené o Tween 60 (Graf 11). Vysoké hodnoty aktivit zde byly ziejmé
po 24 a 144 hodinach. Soucasné¢ byl vtomto médiu detekovan i nevysSi bunécny rist
(Graf 12). V zékladnim bazalnim médiu opét dochazelo k vyrazné niz$i produkci enzymu

a nartstu bunék ve srovnani s médii, ve kterych byl obsazen Tween.
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Graf 11: Stanoveni lipolytické aktivity extracelularnich enzymi u

fusiformata kultivovaném v riznych médiich.
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Graf 12: Rustova kiivka kmene Pseudozyma fusiformata kultivovaném v bazalni médium

obohaceném o rtizné zdroje uhliku. Byla provedena 2 paralelni méfeni, ze kterych byl udélan

prumér. Chyba méteni byla do 2%.
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U vsech testovanych kment se pro produkci lipaz jevilo jako optimalni pouziti bazalniho
média obohacené¢ho o Tween 80 respektive 60 poptipadé olivovy ole;.

Vyuziti detergentii jako Tween nebo Triton pro stimulaci produkce lipdz je pomérné
znamy fakt, nicméné¢ vysledky ziskané v jednotlivych studiich nejsou jednoznacné.
K podobnym vysledkiim jako v nasi studii dospél také Yadav S. a kol. (108), v jehoZz praci
bylo bazalni médium s 2% Tweenem 80 vyhodnoceno jako nejlepsi médium pro produkci
lipolytickych enzym@ ve srovnani s Tweenem 20 a kultiva¢ni médium s Tritonem X-100
dokonce inhibovalo jak rast bun¢k tak i produkci lipaz. Ve studii Dominguez a kol. (109),
byly také surfaktanty, zejména Tween 80 pouzity pro produkci lipolytickych enzymia u Y.
lipolytica, stejné jako ve studii Zeng X. a kol. (110), ktery také stanovil Tween 80 a Tween 20
jako nejlepsi induktory produkce lipaz kmenem Pseudoalteromonas sp. WP37 pii 25°C.

V ptipadé zdkladniho bazéalniho média, obsahujiciho pouze pepton a kvasni¢ny extrakt byla
u vSech testovanych kmenl pozorovdna nejnizs$i produkce lipdz. Tento trend koreloval
I S vyrazné nizkym bunéénym rustem. Navic produkce lipolytickych enzymu byla vice méné
konstantni po celou dobu kultivace, coz naznacuje moznost produkce pouze konstitutivnich
enzymil, které jsou bunikami produkovany nezavisle na vnéjSich podminkach. Podobné
vysledKy jako u bazalniho média byly pozorovany i u média obohaceného o glukézu,
ve kterém byly hodnoty aktivit i nartsti nizké a pravdépodobné také zde byly produkovany
pouze konstitutivni enzymy. Navic v ptipad¢ P.fusiformata doslo ke katabolické represi, kdy

glukodza zpisobila potlaceni syntézy lipolytickych enzymd.

5.3 Stanoveni proteolytické aktivity

Na sekreci lipolytickych enzymii i extracelularnich proteini mohou mit vliv
proteolytické enzymy, které katalyzuji hydrolytické §tépeni proteini. Jejich produkce
byla detekovana u vSech testovanych kment kvasinek. Nejvyssi proteolyticka aktivita
byla méfena u kmene Y. lipolytica, ackoliv trend kiivek u vSech tii kvasinek byl podobny
a po celou dobu kultivace aktivita rostla (Graf 13). Vzhledem k tomu, ze pH prostiedi se
pohybovalo u kvasinky Y. lipolytica v rozmeni 4,6 az 5,4 a u kvasinek P. fusiformata a M.
guilliermondii v rozmeni 6,0 az 6,8 (Graf 17), lze piedpokladat, ze se jednalo piedev§im
0 kyselé aZ neutrdlni extracelularni protedzy, které jsou produkovany pii nizSich hodnotach
pH (3, 103). Vzhledem k tomu Ze proteazy §tépi peptidovou vazbu v bilkovinach, lze
predpokladat, Ze s rostouci aktivitou proteaz bude koncentrace bilkovin klesat, cozZ je patrné

i pfi porovnani grafu 13 skoncentraci bilkovin (Graf 14), kde po 24 hodinach zacala
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proteolytickd aktivita rast, zatimco koncentrace bilkovin klesla. V literatufe je také Casto

spojovan pokles produkce lipaz s rostouci sekreci proteaz, coz se v této studii nepotvrdilo.
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Graf 13: Stanoveni proteolytické aktivity P. fusiformata, M. guilliermondii a Y. lipolytica.

5.4 Stanoveni koncentrace extracelularnich bilkovin podle Lowryho

Koncentrace extracelularnich bilkovin stanovenda Lowryho metodou byla méfena
u kvasinek P. fusiformata, Y. lipolytica a M. guilliermondii. Na zaklad¢ zjisténého mnozstvi
proteind byla stanovena specificka aktivita enzymu. V grafu 14 je zobrazena koncentrace
bilkovin v pribéhu celé kultivace. Je vidét, ze nejvetsi mnozstvi bilkovin bylo produkovano
kvasinkou Y. lipolytica, pficemz trend byl velmi podobny u vsech tii kvasinek po celou dobu
kultivace.

Po piepocitani lipolytické aktivity na specifickou aktivitu (Graf 15 a 16), tedy lipolytickou
aktivitu vztazenou na koncentraci bilkovin, byla specificka aktivita po 24 hodinach kultivace
patrné, ze kvasinka Y. lipolytica produkovala kromé lipolytickych enzymu i velké mnozstvi
jinych bilkovin (napt. glykoproteiny, fosfoproteiny, glutatiol) (50) na rozdil od kvasinek
P. fusiformata a M. guilliermondii. K celkovému mnozstvi proteini ptispivaly i proteolytické
enzymy, jejichz aktivita byla nejvyssi u kmene Y. lipolytica a rostla po 24 hodinové kultivaci.

Po 96 hodinach kultivace je vidét, ze specificka aktivita u kvasinky M. guilliermondi klesala,
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zatimco celkové mnozstvi bilkovin zlstdvalo u vSech kmenti stejné. To znamend, Ze
po 96 hodinach mnozstvi produkovanych lipolytickych enzymi u kvasinek Y. lipolytica

a P. fusiformata zastavalo témeéf neménné.
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Graf 14: Koncentrace bilkovin u kvasinek P. fusiformata, M. guilliermondii a Y. lipolytica.
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Graf 15: Stanoveni specifické aktivity u kvasinek P. fusiformata, M. guilliermondii

a Y. lipolytica.
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Graf 16: Stanoveni lipolytické aktivity u kvasinek P. fusiformata, M. guilliermondii
a Y. lipolytica.

56



5.5 pH prostredi

pH vné&jsiho prostiedi je jednim z faktort, ktery ovliviiuje rust kvasinek i produkci
enzymu. Kyselé pH vné¢jsiho prostiedi je zplisobeno membranovymi pochody probihajicich
Vv kvasinkdch metabolizujicich substraty. Tyto membranové pochody zahrnuji ¢innost ATPaz,
tvorbu fady metaboliti naptiklad slabych organickych kyselin (kyselina octova) vznikajicich
béhem metabolickych pochodii a transmembranové pohyby ionta (H") (111).

Y. lipolytica a M. guilliermondii byly kultivované Vv bazalnim médiu s Tweenem 80
a P.fusiformata na bazalnim médiu s Tweenem 60. Podle grafu 17 je patrné, Ze pH u kvasinky
guilliermondii je hodnota pH podobna a pohybuje se v rozmeni 6,0 az 6,8. Kyselé pH je
nejspis zplsobeno vznikem slabych kyselin, které se tvofi v médiu jako produkty bunééného
metabolismu.

U kvasinky Y. lipolytica, ktera vykazovala nejvyssi lipolytickou aktivitu ve srovnani
s ostatnimi kvasinkami, by pokles pH po 24 hodinach kultivace mohl souviset s rostouci
lipolytickou aktivitou, kdy stépenim esterovych vazeb dochéazi K uvoliiovani uhlikatych
fetézci zakonéenych kyselymi karboxylovymi skupinami do zivného média a k poklesu
hodnoty pH.
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Graf 17: Stanoveni pH prostiedi v prubéhu kultivace P. fusiformata, M. guilliermondii a Y.
lipolytica.
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5.6 Charakterizace produkovanych lipolytickych enzymi

Lipolytické enzymy kvasinek P. fusiformata, M. guilliermondii a Y. lipolytica byly dale
charakterizovany. Byla u nich stanovena substratova specifita a to za pouziti p-
nitrofenylesterd mastnych kyselin s rtiznou délkou postrannich fetézcid, jednalo se o p-
nitrofenylbutyrat (C4:0), p-nitrofenyllaurat (C12:0) a p-nitrofenylpalmitat (C16:0). Bylo
meéfeno pH optimum a pH stabilita v rozmezi pH 5,8-10,4. Dale bylo stanoveno teplotni
optimum Vv rozmezi teplot 25-70°C, tepelna stabilita pii teploté 40°C a skladovaci stabilita,
kdy byly vzorky enzymu ponechany lednici a v mrazicim boxu po dobu 180 hodin. Vysledné

hodnoty jsou primérem ze dvou paralelnich méfeni, chyba byla do 2%.

5.6.1 Substratova specifita

Substratova specifita byla méfena po 24 hodinové kultivaci u kmene Y. lipolytica a P.
fusiformata a 48 hodinové kultivace u kmene M. guilliermondii, kdy bylo dosazeno nejvyssi
aktitivy (Graf 18). Nejvyssi lipolyticka aktivita u vSech tii kmend byla pozorovana v bazalnim
médiu s Tweenem za pouziti substratu p-nitrofenyllaureatu (C12:0), coz pravdépodobné
souvisi s produkei triacylglycerol-acyl-hydrolaz. Jedna se o lipazy vykazujici maximalni
aktivitu vuc¢i substratim, obsahujicim ve vodé nerozpustné stiedni a dlouhé fetézce
acylglyceroli (C8:0-C18:0). Pro srovnani esterazy hydrolyzuji zcasti ve vodé rozpustné
substraty esterti s kratkymi #étézci (mensi nez C8:0) (108). Tyto vysledky koreluji se studii
Yadav S. (108), kdy kvasinka Y. lipolytica vykazovala nejvyssi lipolytickou aktivitu vaci
sttedné¢ dlouhym fetézcim esterd mastnych kyselin - p-nitrofenylkaprylatu (C8:0).
K podobnym vysledkim dospél i Yu M. (112), ktery stanovil nejvyssi aktivitu za pouziti p-
nitromethylmyristatu (C14:0).

Vysledky substratové specifity po 24 hodinach kultivace v pfipadé kmend P. fusiformata
a Y. lipolytica a 48 hodinach kultivace u kmene M. guilliermondii se shodovaly s vysledky
kultivace po 144 hodinach (Ptiloha, Graf 30), z ¢ehoz vyplyva, ze doba kultivace neméla

na substratovou specifitu vliv.
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Graf 18: Stanoveni lipolytické aktivity extracelularnich enzymu za pouziti riznych substrati
(p-NFL, p-NFB, p-NFP) u kmena Y. lipolytica, P. fusiformata, které byly kultivovany
24 hodin, a M. guilliermondii 48 hodin v bazalnim médiu s Tweenem 80.

5.6.2 pH optimum a pH stabilita

Enzymy diky svému bilkovinnému ptvodu jsou ovlivnitelné zménou pH, kdy mize byt
ovlivnéna jednak rychlost enzymové reakce disociaci funkénich skupin substratu a soucasné
i stabilita enzymu. Kazdy enzym vykazuje nejvyssi aktivitu jen pfi urcité koncentraci H,
tedy ve svém pH optimu. U reakci, které probihaji mimo pH optimum se aktivita snizuje,
molekula enzymu miize zaujmout jinou konformaci a tim zménit svoje vlastnosti. Ucinek
vodikovych iontll na enzym je podminén amfoternim charakterem bilkovinné ¢asti enzymu.
Hodnota pH optima a stability pro komplex enzym-substrat zavisi piedev§im na pK
ionizujicich skupin v aktivnim centru enzymu a pK funk¢nich skupin substratu.

Lipolyticka aktivita byla méfena v rozmezi hodnot pH 5,8-8, protoze pii pH nad 8 byla jiz
hodnota aktivity pod hranici méfitelosti. Pro kmeny Y. lipolytica a M. guilliermondii bylo
stanoveno pH optimum 6,8, pro kmen P. fusiformata bylo zméteno pH optimum 7,4
(Graf 19). V rozmezi pH 6,8-8 vykazovala kvasinky Y. lipolytica stale vysoké hodnoty aktivit
(80-90%). Vysledky pH optima odpovidaji vysledkum studie Fickers a kol. (75), ve které

bylo pH optimum u kmene Y. lipolytica stanoveno mezi 6,0 az 7,5 v zavislosti na pouzitych
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substratech. Kumari A. a Gupta P. (113) objevili nedavno dvé nové extracelularni lipazy
Lipl4p a Lip18p s optimalni aktivitou pti pH 7,0 a teploté 40°C. pH optimum v kyselé oblasti
(pH 5,0) vykazovala lipaza z Y. lipolytica ve studii Yadav S. a kol. (108)

Lipazy produkované V této studii vykazuji pH optimum V neutrdlni az mirné kyselé

oblasti, coz koreluje s publikovanymi pH optimy u vétSiny kvasinek (37, 51).
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Graf 19: Stanoveni pH optima u kmene Y. lipolytica, P. fusiformata a M. guilliermondii.

Meteni pH stability bylo provedeno za stejnych experimentalnich podminek jako pfi
stanoveni pH optima. Hodnoty pH nad 8,0 byly taktéZ pod hranici méfitelosti. VSechny tfi
kmeny vykazovaly podobnou pH stabilitu (Graf 20). Lipaza u kmene Y. lipolytica vykazovala
stabilitu v oblasti 6,4-8,0, kdy si enzym zachoval vysokou aktivitu (80-90%). Aktivity
lipolytickych enzymi u kment P. fusiformata a M. guilliermondii byly velmi podobné, a to
v intervalu hodnot 6,6-7,6. Podle vysledku studie Aloulou A. a kol. a Rodriguez J. a kol.
(114, 115) byla lipaza z kmene Y. lipolytica stabilni mezi pH 3,5 az 9,0. V extrémnich
hodnotach pH doslo k nevratné inaktivaci enzymu. Naopak ve studii Yadav S. (108) vykazuje
lipaza z kmene Y. lipolytica NCIM 3639 pH stabilitu v oblasti pH 4-6 a ztratu aktivity pii pH
7,0. Na zaklad¢ vysledku lze tedy fici, ze lipazy jsou stabilni v oblasti 6-8.
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Graf 20: Stanoveni pH stability u kmene Y. lipolytica, P. fusiformata a M. guilliermondii.

5.6.3 Teplotni optimum a tepelna stabilita

Aktivita enzymt, spocivajici v ovlivnéni rychlosti chemickych reakci snizovanim jejich
aktivacni energie, je kromé pH zavisla i na teploté. Obvykle hodnota aktivity s rostouci
teplotou roste, az se dostane do teplotniho optima, tj. teploty, pfi niz ma enzym nejvyssi
aktivitu. Poté vsak aktivita prudce klesa, nebot” dochazi ke ztraté nativni struktury enzymu,
ktery denaturuje. Hodnota zjisténého teplotniho optima silné zavisi na experimentalnich
podminkach, napf. na dobé&, po nizZ enzymova reakce probiha. Urceni vhodné teploty reakce
ma velky vyznam pfi vSech praktickych aplikacich enzymi.

V ramci této studie byl testovan vliv teploty na produkci lipolytickych enzymi v rozmezi
teplot 25-70°C. Pro kmen Y. lipolytica bylo stanoveno teplotni optimum 35°C, coz koreluje
se studii Brigida A.l.S. a kol. (116), kde bylo teplotni optimum 37°C. Nicméné dulezitou
ulohu pfi stanoveni teplotniho optima hraje 1 prostredi, ze kterého byl kmen kultivovan. Proto
napt. Yu M. a kol. (117) stanovil teplotni optimum 40°C pro lipazu Lip2 z kmene Y.
lipolytica, ziskaného z ropy, zatimco Pereira-Meirelles a kol. (76) stanovil u stejného kmene,

ktery byl vSak kultivovan z pldy, teplotni optimum pii 55°C.
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Podle grafu 21 bylo teplotni optimum pro kmeny M. guilliermondii a P. fusiformata 30°C.
U vSech testovanych mikroorganismti byl pozorovan stejny trend, kdy doslo k vyraznému
poklesu aktivity pii teplotach nad 35-45°C, kdy se pravdépodobné enzym postupné
inaktivoval.

Obecné je u kvasinek produkce lipaz nejvyssi v rozmezi teplot 25-35°C (37, 51). Enzymy
s teplotnim optimeme kolem 30°C maji Sirokou Skéalu vyuziti, protoze maji fadu
ekonomickych vyhod, Setii energii a minimalizuji nezddouci chemické reakce, které se Casto

vyskytuji pii vysokych teplotach (116).
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Graf 21: Stanoveni teplotniho optima u kmene Y. lipolytica, P. fusiformata a M.

guilliermondii.

Tepelnd stabilita enzym@ zavisi na tfad¢ faktort jako je pH, iontova sila prostiedi
a ptitomnost ligandt. Také je znamo, ze substraty chrani enzymy pied tepelnou denaturaci
(118).

Tepelna stabilita byla stanovena za stejnych kultiva¢nich podminek jako v ptipadé
teplotniho optima. Kvasinky byly inkubovany pfi teploté 40°C po dobu 180 hodin. Stabilita
byla vysoka po celou dobu kultivace, kdy si kvasinky po 156 hodinach inkubace zachovaly
cca 70% aktivity a teprve poté doSlo u kmene Y. lipolytica a M. guilliermondii k poklesu
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na cca 50% puavodni aktivity (Graf 22). Studie Feller G. a Gerday C. (119) ukazala podobné
vysledky, kdy lipaza z kmene Y. lipolytica byla stabilni pfi teplot¢ 10 a 30°C, avSak
ke ztratam aktivity okolo 40% doslo jiz po 6 hodinach inkubace pti 35°C a enzym byl
kompletné inaktivovan pii 45°C po 4 hodinach inkubace, zatimco v nasi studii mél enzym
aktivitu stale okolo 90% pfti 40°C 1 po 48 hodinach, z ¢ehoz plyne, ze lipadzy produkované

nami testovanymi kmeny kvasinek 1ze povazovat za teplotné stabilni.

100

t
:

—<—PF

—— MG

Zbytkova aktivita [%)]
=S 2

20 -

0 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180
Cas [hod]

Graf 22: Stanoveni tepelné stability u kmene Y. lipolytica, P. fusiformata a M. guilliermondii.

5.6.4 Skladovaci stabilita

BéZny problém pfi produkci komerénich enzymu je jejich nizkd skladovaci stabilita.
Proteiny snadno ztraceji funkCnost a stabilitu, ktera je ovliviiena mnoha faktory, nejvice
teplotou, pH, koncentraci enzymu a pfitomnosti soli. Vysoké skladovaci stabilita umoziuje
uchovavat vzorky delsi dobu bez ztraty aktivity.

Nejvyssi skladovaci stabilitu ze vSech testovanych kmenii vykazovala kvasinka Y.
lipolytica, jejiz aktivita neklesla po celou dobu experimentu (36 dni) jak v lednici, tak
i v mrazicim boxu pod 90% (Graf 23). Ke stejnym vysledktim dospél i Darvishi F. a kol.
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(107), kdy testovana lipaza z kmene Y. lipolytica byla stabilni pfi 4 a 25°C po dobu 30 dni.
| dalsi studie ukazaly, ze lyofilizovana lipaza z kmene Y. lipolytica ma velmi dobrou stabilitu
pii uchovavani (76, 116).

Trend kiivek u kmenu P. fusiformata a M. guilliermondii byl velmi podobny, kdy lipaza
skladovana v mrazicim boxu po 144 hodinové kultivaci vykazovala nejvyssi aktivitu, ktera
neklesla pod 86%. Pokles stabilit byl nejvyraznéjsi u enzymu skladovaného Vv lednici
po 24 hodinové kultivaci, kdy aktivita klesla na 80,2% (Graf 24, 25).

100 L—=i=EF —
—aA
— ——YL L 24h
¥ 80
.g ——-YL L 144h
=
£ 60 -
- —— YL M 24h
N
2
= 40 - —<—YL M 144h
3
=
™
20
0 T T T T 1
1 8 15 22 29 36
Cas [den]

Graf 23: Stanoveni skladovaci stability u kmene Y. lipolytica.
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Graf 24: Stanoveni skladovaci stability u kmene P. fusiformata.
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Graf 25: Stanoveni skladovaci stability u kmene M. guilliermondii.
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5.7 Kontinualni kultivace YL v bioreaktoru

Vyhodou kontinualni kultivace oproti vsadkové je jeji produktivita a konstantni pfirastek
biomasy, ktery je po celou dobu na svém maximu (39). Pomoci bioreaktoru lze nastavit
ameénit podminky kontinualniho procesu, regulovat enzymatickou produkci a stabilitu
enzymu, coz muze vést k vyssim produkcim enzymu ve srovnani s kultivaci vsadkovou.

Kmen Y. lipolytica byl kultivovan v bioreaktoru za stejnych podminek jako byla provedena
vsadkova kultivace v L-zkumavkach. U kontinualni kultivace byla stanovena lipolyticka,
proteolyticka aktivita, rist bun¢k a pH kvasinek. Vysledky byly poté srovnany se vsadkovou

kultivaci v L-zkumavkach.

5.7.1 Srovnani lipolytické aktivity pri kontinualni a vsadkové kultivaci YL

Lipolyticka aktivita u kvasinky Y. lipolytica v piipadé kontinualni kultivace rostla po celou
dobu experimentu a byla vyssi zhruba o0 47% nez u vsadkové kultivace v L-zkumavce
(Graf 26). Bunky se nachazely v exponencialni fazi ristu, kdy probihalo jejich intenzivni
mnozeni a vyrazny rozdil mezi vsadkovou a kontinudlni kultivaci v néristu pozorovan nebyl
(Graf 27).

Tyto vysledky jsou vSak v rozporu se studii Fickers a kol. (75), kde byla produkce
lipolytickych enzymt srovnatelna se vsadkovou kultivaci, coz mohlo byt zplisobeno
intenzivngj$i aeraci v pripad¢ vsadkové kultivace. Ke stejnym vysledkiim jako v piipad¢ této
studie vSak dospél Deive a kol. (120), u n&jz vyssi produkci extracelularnich lipaz vykazovala
kultivace v bioreaktoru (vice nez 0,7 U. ml™) oproti kultivaci vsadkové, kde maximalni

hodnoty dosahovaly 0,6 U.ml™.
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Graf 26: Srovnani lipolytické aktivity u kmene Y. lipolytica.

1,80E+09

1,60E+09

1,40E+09

1,20E+09

1,00E+09

8,00E+08

Pocet bunék v 1 ml

6,00E+08

4,00E+08

2,00E+08

0,00E+00

—e— YL kontinualni
kultivace
—<YL vsadkova
kultivace
24 48 y 72 96 120
Cas [hod]

Graf 27: Srovnani ristové kiivky u kmene Y. lipolytica. Byla provedena 2 paralelni méteni,

ze kterych byl udélan priimér. Chyba méteni byla do 2%.
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5.7.2 Srovnani proteolytické aktivity pri kontinualni a vsadkové kultivaci YL

Kromé lipolytické aktivity byla stanovena i proteolyticka aktivita. Podobné jako v piipadé
lipaz i protedzy dosahovaly vyssi aktivity pfi kultivaci v bioreaktoru, ackoliv rozdil aktivit
mezi kontinualni a vsadkovou kultivaci nebyl tak velky jako v pfipad¢ lipolytickych enzymii.

Kvasinka Y. lipolytica vykazovala zhruba o 17% vyssi proteolytickou aktivitu v piipadé
kontinualni kultivace (Graf 28). Trend obou kiivek je velmi podobny, kdy po celou dobu
proteolyticka aktivita rostla. Studie Lopes M. a kol. (121) ukazala také vyssi hodnoty
produkce proteaz u kvasinky Y. lipolytica W29 v piipad& kultivace v bioreaktoru (1,3 U.ml™)

nez v piipadé submerzni vsadkové kultivace (0,5 U.ml™).
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Graf 28: Srovnani proteolytické aktivity u kmene Y. lipolytica.

5.7.3 Zména pH v pribéhu kontinudlni a vsadkové kultivace

V pripad¢ kvasinky Y. lipolytica kultivované kontinualnim zptisobem je patrné, ze hodnota
pH ztstavala konstantni po celou dobu kultivace a pohybovala se kolem hodnoty pH 6, coz je
vys8i nez v pripadé vsadkové kultivace kvasinky v L-zkumavce, kde se hodnota pohybovala
46 az 54 (Graf 29). Vyssi pH v pfipadé kultivace v bioreaktoru nejspiSe souvisi
s kontinudlnim procesem, kdy Vpribéhu odvodu kultivaéniho média se soucasné

odstranovaly i kyselé produkty metabolismu.
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Graf 29: Srovnani pH Vv pribéhu kontinualni a vsadkové kultivace u kmene Y. lipolytica.

Diky moznosti nastavit a ménit podminky kontinualniho procesu, regulovat enzymatickou
produkci a stabilitu enzymu, byly vyssi produkce enzymt i riist bun¢k pozorovany v ptipadé
kultivace v bioreaktoru oproti kultivaci v L-zkumavkach. Kontinualni kultivace je vhodnéjsi
pro vyssi produkci enzymdi, i proto jsou bioreaktory a fermentory hojné vyuzivany

Vv biotechnologickych procesech.
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6 ZAVER

Kvasinky jsou vyznamné piedevsim z hlediska produkce biologicky aktivnich latek
(enzymy, antibiotika, vitaminy) a biodegradac¢ni aktivity enzymu, ¢ehoz se vyuziva pfi $t€peni
a odbouravani rtiznych latek. Lipolytické enzymy pfitahuji zna¢nou pozornost kvili svému
biotechnologickému potencialu. Pfedstavuji jednu z nejvyznamnéjSich skupin biokatalyzatort
pro biotechnologické aplikace a diky rozsifovani primyslovych odvétvi se zajem o lipazy
bude stale zvySovat. Proto se zkoumaji nové kmeny schopné produkovat lipolytické enzymy
a jejich mozné vyuziti.

V této praci byla studovana aktivita extracelularnich lipolytickych enzymi produkovanych
riznymi druhy kvasinek. Z deseti testovanych kvasinek vykazovaly nejvyssi lipolytickou
aktivitu kmeny P. fusiformata, M. guilliermondii a Y. lipolytica na médiu obohaceném
o0 Tween, ktery indukoval produkci lipdz oproti zdkladnimu bazilnimu médiu, kde byla
produkce lipaz velmi nizkéd. Byla provedena série experimentli zaméfenych na optimalizaci
kultivaénich podminek pro produkci lipolytickych enzymi. Jako nejvhodnéjsi substrat se jevil
p-nitrofenyllaurat (C12:0), ¢imz se ukazalo, ze se pravdépodobné jednd o lipazy, které patii
mezi triacylglycerol-acyl-hydrolazy vykazujici maximalni aktivitu vaci ve vodé
nerozpustnym substratim se stiedné dlouhymi fetézci. Testované lipazy vykazovaly nejvyssi
aktivitu kolem 30°C v neutralni az mirné kyselé oblasti a mé¢ly vysokou skladovaci stabilitu,
coz umoziuje uchovavat vzorky po delsi dobu bez ztraty aktivity. Nejvyssi produkce lipaz
bylo dosazeno v bioreaktoru, kde byla kvasinka Y. lipolytica kultivovana kontinualné, a proto
Ize tento proces povazovat za technologicky vhodnéjsi diky vyssi produkci enzymd.

Z provedenych méfeni a zpracovanych vysledkt vyplyva, ze kmeny P. fusiformata, M.
guilliermondii a Y. lipolytica jsou kvasinky nenaro¢né na kultivace a schopné produkovat
vysoké mnozstvi lipolytickych enzymu vylucovanych do zivného média po pomérné dlouhou
dobu. Tyto kmeny se jevi jako velmi vhodné pro produkci enzymi a pro potencialni vyuziti

Vv riiznych biotechnologickych aplikacich.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

YL  Yarrowia lipolytica

PF  Pseudozyma fusiformata

MG  Meyerozyma guilliermondii

MP  Metschnikowia pulcherrima

RG  Rhodotorula glutinis

RM  Rhodotorula mucilaginosa

CM  Cryptococcus magnus

CF  Cryptococcus flavescens

GC  Galactomyces candidum

AP Aureobasidium pullulans

BM  bazalni médium

+G  bazalni médium s glukézou

OO  bazalni médium s olivovym olejem

TR  bazalni médium s Tritonem X-100
TW20 bazalni médium s Tweenem 20
TW60 bazalni médium s Tweenem 60
TW80 bazalni médium s Tweenem 80
F-C  Folin-Ciocaulteovo ¢inidlo
TCA  trichloroctova kyselina
p-NF  p-nitrofenol
p-NFB p-nitrofenylbutyrat (C4:0)
p-NFL p-nitrofenyllauratu (C12:0)
p-NFP  p-nitrofenylpalmitat (C16:0)

L lednice

M mrazici box
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9 PRILOHA

Obr. 4: Pseudozyma fusiformata pod svételnym mikroskopem, zvétseno 100x a ndriist kolonie
na Petriho misce po 24 hodinové kultivaci.

Obr. 5: Meyerozyma guilliermondii pod svételnym mikroskopem, zvétseno 100x a nariist
kolonie na Petriho misce po 24 hodinové kultivaci.

Obr. 6: Yarrowia lipolytica pod svételnym mikroskopem, zvétseno 100x a ndriist kolonie
na Petriho misce po 24 hodinové kultivaci.
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Obr. 7: Metschnikowia pulcherrima pod svételnym mikroskopem, zvétseno 100X a nariist
kolonie na Petriho misce po 24 hodinové kultivaci.

Obr. 8: Rhodotorula glutinis pod svételnym mikroskopem, zvétseno 100X a ndrist kolonie
na Petriho misce po 24 hodinové kultivaci.

Obr. 9: Rhodotorula mucilaginosa pod svételnym mikroskopem, zvétseno 100X a ndriist
kolonie na Petriho misce po 24 hodinové kultivaci.
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Obr. 10: Cryptococcus magnus pod svetelnym mikroskopem, zvétseno 100X a nariist
koloniena Petriho misce po 24 hodinové kultivaci.

&

Obr. 11: Cryptococcus flavescens pod svételnym mikroskopem, zvétseno 100X a ndrtist
kolonie na Petriho misce po 24 hodinové kultivaci.

Obr. 12: Galactomyces candidum pod svételnym mikroskopem, zvétseno 100X a nariist
kolonie na Petriho misce po 24 hodinové kultivaci.
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Obr. 13: Aureobasidium pullulans pod svételnym mikroskopem, zvétseno 100X a nariist
kolonie na Petriho misce po 24 hodinové kultivaci.

Obr. 14: Bioreaktor.
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