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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zamérena na studovani lipolytické aktivity u sedmi mikroorganismd,
u nichz byla produkce lipaz predpokladana &i jiz potvrzena.

Teoreticka Cast prace se zabyva obecnou charakteristikou lipolytickych enzym(, specifiky
mikrobidlnich lipdz a prdmyslovym vyuzitim téchto enzymu. Experimentalni ¢ast se pak
zabyva studiem jednotlivych mikroorganismi a jejich lipolytickou aktivitou v pritomnosti
sacharidového (glukdza) a lipidového zdroje uhliku (fepkovy olej) &i jejich kombinace. Ze
sedmi mikroorganismU, testovanych v pfitomnosti jak lipidového, tak sacharidového zdroje
uhliku byly k dal$im experimentlim vybrany pouze Rhodotorula minuta a Yarrowia lipolytica,
které byly nasledné testovany na lipolytickou aktivitu v pfitomnosti riznych druht rostlinnych
oleju (olivovy, slunecnicovy, fepkovy a fepkovy prepaleny olej). Déle byla ovérovana reakce
mikroorganisml na r(zné zdroje dusiku jak organického, tak anorganického pUvodu
(mocovina, kvasnic¢ny extrakt, chlorid amonny, siran amonny) a pfidavek detergentu,
ktery je bézné pouzivan v potravinarskych ¢&i restauracnich zafizenich.

ABSTRACT

Diploma thesis was aimed at studying of lipolytic activity of seven microorganisms, at which
this activity was previously assumed or already confirmed.

Theoretical part deals with the general characteristics of lipoyltic enzymes, specifics
of microbial lipases and their industrial application, with an emphasis on food industry.
Experimental part deals with the study of seven microorganisms and their lipolytic activity
at the presence of a carbohydrate (glucose) or a lipid (canola oil) or both, as a source of
carbon. For further testing were singled out Rhodotorula minuta nad Yarrowia lipolytica. This
yeasts were subsequently tested for lipolytic aktivity at the presence of different vegetable
oils (olive, sunflower, canola oil and waste cooking oil), nitrogen sources of organic and
inorganic origin (urea, yeast extract, amonnium chloride, amonnium sulfate) and also a
addition of detergent, which is commonly used in food industry or other food facilities.

Kliéova slova: lipolytické enzymy, Rhodotorula minuta, Yarrowia lipolytica

Keywords: lipolytic enzymes, Rhodotorula minuta, Yarrowia lipolytica
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UvoD

Enzymy jako pfirodni urychlovace chemickych reakci jsou v poslednich letech stale vice
vyuzivany v pramyslovém méritku. Dosud bylo popsano nékolik tisic enzym0l s odliSnou
substratovou specificitou, avSak jen zlomek byl plné charakterizovan a izolovan v Gisté
krystalické formé. Nejvétsi podil na celosvétovém trhu s enzymy zaujimaji proteazy,
karbohydrazy a lipazy. Pravé lipolytické enzymy pfitahuji diky svym unikatnim vlastnostem
stale vice pozornosti. Pro svoji Sirokou substratovou specificitu, vysokou selektivitu a vysoké
vytézky jsou lipdzy perspektivnimi biokatalyzatory. VétSina primyslové pouzivanych
lipolytickych enzym(i je mikrobidlniho pavodu. Do soucasnosti byla na lipolytickou aktivitu
otestovana asi 2 % v$ech mikroorganismU a plné charakterizovano a primyslové vyuzivano
je pouze 20 mikrobialnich lipaz.

Tato prace se zabyva produkci lipolytickych enzymU u vybranych druhl kvasinek a bakterii.
Teoreticka Cast tvori uvod do problematiky lipdz — popisuje jejich strukturu a mechanismus
ucinku, zaméfuje se na vybrané mikrobidlni producenty téchto enzym( a jejich specifika
a popisuje moznosti  prumyslovych aplikaci mikrobidlnich lipolytickych — enzyma.
V experimentalni ¢asti je pak sledovan vliv rliznych zdroji uhliku a dusiku a vliv pfitomnosti
detergentu na rGst mikroorganismu a produkci lipaz.



TEORETICKA CAST

1 CHARAKTERISTIKA LIPAZ

Lipazy (triacylglycerol acylhydrolazy, EC 3.1.1.3) jsou ubikvitni enzymy, které jsou
produkovany napfi¢ rostlinnym, zivo€iSnym i mikrobidalnim svétem. Podstatou jejich
fungovani je katalytickd preména triacylglyceroll s dlouhymi retézci mastnych kyselin na
volné mastné kyseliny, mono- a diacylglyceroly a glycerol. Tyto latky maji velice malou
rozpustnost ve vodé, proto katalyza probiha na rozhrani povrchi voda-tuk. Tato reakce je
vratna — pii velmi nizkych koncentracich vody v systému je mozna syntéza ester(i a
transesterifikacni reakce. AvSak pravé schopnost reagovat v heterogennim systému, tedy na
fazovém rozhrani voda-tuk, a vytvaret micely odliSuje ,pravé“ lipazy od esteraz, jejichz
preferovanym substratem jsou ve vodé rozpustné estery. Lipazy hraji dllezitou roli pfi
transferu lipidl jak mezi organismy, tak v organismu samotném, napfiklad pfi traveni Ci
naopak mobilizaci energetickych zasob z tukovych bunék. [1, 2]

1.1 Struktura a mechanismus ucinku

VSechny lipolytické enzymy vykazuji uréité podobnosti v primarni a sekundarni strukture.
Jejich sekundarni struktura obsahuje a/f fold, v jehoz centralni oblasti se nachazi paralelni
B-skladany list, kde je lokalizovana katalyticka triada His-Ser-Asp/Glu. Enzym je aktivovan
pohybem B-smycky, ktera ma efekt vika, a dochazi tak k expozici hydrofobni kapsy s
aktivnim mistem enzymu (Obrazek 1). Hydrofobni kapsy mohou mit v zavislosti na druhu
mikroorganismu ruzny tvar. Vazebna mista bakteridlnich lipaz jsou umisténa na dné
dlouhého hlubokého trychtyre, zatimco vazebna mista lipaz vlaknitych hub jsou lokalizovana
ve S§térbiné v blizkosti povrchu enzymu. Lipazy kvasinek pak vazi mastné kyseliny v
hydrofobni kapse a alkoholovy zbytek je zpracovavan v blizkosti povrchu enzymu. Tyto
strukturni rozdily vysvétluji rozdilné biochemické vlastnosti lipaz z riznych mikrobidlnich
zdroju. [3, 4]

Lipazy patfi do skupiny serinovych hydrolaz, zakladnim stavebnim prvkem aktivnich mist
vSech lipaz je tedy aminokyselina serin. Studie popisuji prudky pokles aktivity enzymu, pokud
byl Ser153 nahrazen jinou aminokyselinou (Ala, Cys, Phe, Val aj.). Spole€nym znakem
primarni  struktury lipolytickych enzym( je opakujici se sekvence aminokyselin
Gly-X-Ser-X-Gly. Hydrofobicita aminokyselin obklopujicich serin je dllezitym faktorem
lipolyzy na mezifazovém rozhrani. Reakéni mechanismus serinovych hydrolaz je znazornén
na Obrazek 2. [3]



Obrazek 1 Struktura lipazy Mucor miehei. (A, C) uzaviena konformace, (B, D) oteviena
konformace. Pohled z profilu (A, B): katalytickd triada (znazornéna zluté) a a/B-fold jsou
strukturni elementy spoleéné véem lipazam. Pohled shora (C, D): prostorovy model lipazy,
polarita jednotlivych mist roste v pofadi tmavé modra — svétle modra — bila — svétle Cervena
— tmavé Cervena. Odklopenim vika je zpfistupnéna hydrofobni kapsa enzymu, region
zprostiedkujici vazbu na fazové rozhrani se stava méné polarnim. [5]
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Obrazek 2 Reakéni mechanismus katalytické triady v aktivnim misté enzymu. 1))
Usporadani aminokyselin v aktivnim misté enzymu zplsobuje pokles hodnoty pK, serinové
hydroxyskupiny, coz umoziuje atak nukleofilu (Nu) na karbonylovou skupinu R{COOR,,
vazbu acylové skupiny substratu na enzym a uvolnéni alkoholu R,OH. 2.) Nukleofil poté
atakuje acyl-enzymovy intermediat, dochazi k regeneraci enzymu a uvolnéni produktu.
Nu = H>O (hydrolyza), R4;-OH (alkoholyza), Rs-NH. (aminolyza), R{COOR; (interesterifikace)
aj. [2]

Pravé schopnost katalytické hydrolyzy na fazovém rozhrani voda-tuk je mezi enzymy
unikatni. Je prokazano, ze pankreaticka lipaza vykazuje velice malou aktivitu v pfitomnosti
triacetinu (glyceroltriester kyseliny octové) v _monomerni formé&, ve vodé rozpustného
triglyceridu s kratkymi rfetézci mastnych kyselin. Jestlize vSak koncentrace stejného substratu
prekro€i limit rozpustnosti, tzv. kritickou micelarni koncentraci, aktivita pankreatické lipazy se
zvySi, nebot substrat vytvafi emulzi & je agregovan do koloidnich micel.
Oproti tomu esterazy reaguji pouze s estery rozpustnymi ve vodé a vykazuji reakéni kinetiku
dle Michaelis-Mentenové (Obrazek 3). [6]

Reakce lipolytického $tépeni na fazovém rozhrani voda-tuk prochazi dvéma rovnovaznymi
stavy. Prvnim je adsorpce lipazy na mezifazové rozhrani, kdy dochazi ke konformacnim
zménam. Dusledkem je pak zvys$eni aktivity enzymu [E < E*]. Druhym rovnovaznym stavem
je tvorba komplexu enzym substrat, kdy dochazi k samotné lipolyze, tvorbé produkt
aregeneraci enzymu. Zfejmé také dochazi k desorpci enzymu z micelarniho systému
pfi kazdém uvolnéni produktu a opétovné penetraci do mezifaze. Kinetika lipolytickych reakci
byla studovana na rlznych typech mezifazovych prostiedi, jako jsou emulze, monovrstvy,
lipozomy ¢i vezikuly. RGzné typy rozhrani vykazuji odliSnosti v kinetice hydrolytické reakce,
jelikoz distribuce enzymu v rovnovaznych stavech se lisi. [6]
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Obrazek 3 Saturaéni kiivka esterazy a pankreatické lipazy. [2]

1.2 Specificita

Mezi jednotlivymi lipdzami rlizného plvodu existuji znacné rozdily ve specificité vzhledem
k poloze hydrolyzované esterové vazby, vazané mastné kyseliné & v rychlosti $tépeni.
Dle specificity pfi katalyze hydrolytické reakce mohou byt lipazy rozdéleny do Etyf skupin,
a to na substratové specifické, regioselektivni, stereospecifické, a lipazy nespecifické.

1.2.1 Substratova specificita

Substratové specifické lipazy jsou takové enzymy, které preferuji triglyceridy s obsahem
uréitych mastnych kyselin, respektive typy mastnych kyselin. Tyto enzymy odstépuji mastné
kyseliny bez ohledu na jejich umisténi v molekule triglyceridu. Prikladem muze byt lipaza
plisné Geotrichum candidum, ktera je diky pfitomnosti kyseliny glutamové v katalytické triadé
specificka vuci cis-9-nenasycenym mastnym kyselinam. [4, 6]

Substratova specificita urCuje rychlost, kterou bude katalyza daného esteru probihat.
Preference enzymu vUc¢i uréitému substratu jsou dany usporadanim aminokyselin v aktivnim
misté enzymu, a tedy moznosti vazat jen molekuly uréitého tvaru se schopnosti interakce
s danou strukturou aktivniho mista. Kvantitativné je substratova specificita popisovana
jako pomér limitni rychlosti k Michaelisové konstanté (V./K,). Uprfednosthovanym
substratem vsech lipaz jsou triacylglyceroly. Existuji v8ak mikroorganismy, jejichz lipazy
vykazuji vétsi afinitu k mono- a diacylglycerollim ¢i tyto parcidlni glyceridy nestépi vibec
(Penicillium sp.). [3, 4]

1.2.2 Regioselektivita

Regioselektivita je definovana jako schopnost enzymu rozpoznavat vnéjsi a vnitfni pozice
triglyceridové kostry. 1,3 - specifické lipazy uprfednosthuji sn-1 a sn-3 pozice pred pozici sn-
2 avsak mezi polohami 1 a 3 nerozli$uji. Prikladem producent( takovychto lipaz jsou plisné
Aspergillus niger i Rhizopus arrhizus. Sn-2 selektivni lipazy jsou velice vzacné. Jedinym
dosud popsanym enzymem tohoto typu je lipaza kvasinky Candida antarctica. [7]
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1.2.3 Stereospecificita

Tato vlastnost zobrazuje dvé dllezité schopnosti lipolytickych enzymi - schopnost
rozpoznavat jeden z enantiomert v racemické smési a schopnost odliSovat molekulu chiralni
od molekuly achiralni. Stereospecificita lipolytickych enzymU zavisi na interakcich substratu
v aktivnim misté enzymu a do velké miry také na kultivaénich podminkach. Do kategorie
stereospecifickych lipdz spada vétsina lipolytickych enzymU rodu Pseudomonas, které jsou
vyuzivany pfi syntézach chiralnich intermediatd pfi vyrobé protirakovinné latky epotilonu
¢i produkci (S)-indofanu, herbicidu pouzivaného k likvidaci plevele na ryZovych polich. [8]

1.2.4 Nespecifické lipazy

Nespecifické lipazy nevykazuji zadné poziéni preference v molekule triacylglycerolu.
Béhem katalytickych reakci tak vznika nahodna smés produktll, podobné jako pfi katalyze
chemické. Lipazy tohoto typu jsou produkovany napriklad bakteriemi Staphylococcus aureus,
Candida cylindracaeae ¢i Corynebacterium acnes. [9]

1.3 Reakce katalyzované lipolytickymi enzymy

Kromé schopnosti hydrolyzovat triglyceridovou vazbu disponuji lipazy dal$i unikatni
vlastnosti - jsou schopné katalyzovat také reakce syntetické. Do skupiny syntetickych reakci
se fadi transesterifikace (interesterifikace, acidolyza, alkoholyza, aminolyza) a esterifikace.
V pritomnosti organickych rozpoustédel katalyzuji také regioselektivni acylaci glykol(
a mentholu. Schematicky prehled reakci je uveden v Tabulka I.

. Interesterifikace
Interesterifikacni reakce je jeden z nejdllezitéjSich prlimyslovych proces(,
diky kterému Ize ménit fyzikalné-chemické vlastnosti olejli a tukd. Zahrnuje vyménu
mastnych kyselin, vazanych na glycerolu, proti plvodnimu tuku. Prikladem je
preména levnych oleju, napfiklad stfedni frakce palmového oleje, na drazsi
triglyceridy kakaového masla za pouziti lipdz Rhizomucor miehei. [10]

. Acidolyza/alkoholyza

Acidolyza je vyména mastné kyseliny ftriglyceridu za volnou mastnou kyselinu,
acylovym donorem je tedy mastna kyselina. Alkoholyza je pak reakce triglyceridu
s jednoduchym alkoholem ¢i glycerolem za tvorby smeési mono- a diacylglycerolu.
Akceptorem acylového zbytku je zde alkohol. [2]

Téchto typl reakci je vyuzivano pfi zjemrovani rybich oleji s vysokym obsahem
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA), které pfi chemické syntéze snadno
podléhaji rozkladu za tvorby oxidacnich produktlli a polymer(. Reakce jsou
katalyzovany lipazami Pseudomonas sp. [10]
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. Aminolyza
Aminolyza je konverze aminu a alkoholl na amidy a estery nebo jakakoliv chemicka
reakce, kdy je molekula rozdélena na dvé ¢€asti reakci s aminem & amoniakem.
Tuto reakci jsou schopny katalyzovat napfiklad lipazy Candida antarctica pfi produkci
mastnych alkoholamidu. [11]

. Esterifikace

Esterifikani reakce je reverzibilni proces hydrolyzy, kdy je reakéni rovnovaha
posunuta smérem ke tvorbé esteru a je udrzovana nizkym obsahem vody v systému
(literatura uvadi obsah vody mezi 0,75 a 4 % w/v, v zavislosti na druhu syntézy).
Lipazy jsou pak schopné tvofit esterové vazby mezi mastnymi kyselinami a alkoholy.
Takto katalyzované esterifikaCni reakce mohou byt na rozdil od chemickych syntéz
provadény za pokojové teploty, pfi atmosférickém tlaku a pfi velmi mirném pH.
Diky specificité lipaz maji produkty také vyssi chemickou Cistotu. [2, 10]

Tabulka | Prehled reakci katalyzovanych lipazami.

0 0
HYDROLYZA R;—L0-R, + H,0 —> R;—LOH 4 R,-OH
o) o)
ESTERIFIKACE Ry—LOH 4 R,-OH —= R,—L0-R, + H,0

O O
TRANSESTERIFIKACE R-—10-R 4+ R —» R—L0O-R. +R
1 2 4+ Rz™\ 1 3 4+ Ro™\
O O

Alkoholyza H H
O o) O O
Acidolyza R;—L0-R, 4+ R;—L0H —» R;—L0-R, 4 R,—LOH
0 0
Aminolyza R;—L0-R, 4 R3-NH, —»R,—L-NHR, 4+ R,~OH

O 0] 0] O
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1.4 Mikrobialni lipazy

Lipazy mikrobialniho plvodu jsou skupinou enzymu s nejsirs§im biotechnologickym vyuzitim.
Pozornost pritahuji zejména diky vSestrannosti pouziti, relativné snadné dostupnosti a
nizkym nakladim na produkci ve srovnani s lipazami zivoc¢iSného a rostlinného plvodu.
Vyhodou jsou také vysoké vytézky enzymovych reakci a jednoduchost genetickych
modifikaci mikroorganisma. [12]

Jejich produkce je silné ovlivnéna vyzivovymi a fyzikalné-chemickymi faktory, jako jsou
zdroje uhliku a dusiku, pfitomnost anorganickych soli, teplota, pH ¢i mnozstvi rozpusténého
kysliku.  Optimalni produkéni podminky jsou soucasti prfisné stfezeného know-how
vyrobnich podnik.

Produkce mikrobnich lipaz je ovlivnéna nasledujicimi faktory:

14

Zdroj uhliku

Zdroj uhliku je hlavnim faktorem ovliviujicim produkci lipolytickych enzymu. Lipazy
jsou enzymy inducibilni, a jako takové jsou obvykle produkovany v pfitomnosti
lipidického substratu, kterym mohou byt triacylglyceroly, mastné kyseliny,
hydrolyzovatelné estery Ci tweeny. Jejich tvorba je vSak vyrazné ovlivnéna také jinymi
uhlikatymi zdroji pfitomnymi v kultivaénim médiu, napfiklad cukry, cukernymi alkoholy
¢i komplexnimi uhlikatymi substraty. Obecné plati, ze produkce lipaz je stimulovana
vysokym podilem C18 mastnych kyselin v lipidickém substratu. Aktivita
intracelularnich a extracelularnich lipolytickych enzyml roste se stoupajicim
mnozstvim lipidd v médiu, avSak nadmérné koncentrace mohou mit cytotoxické
ucinky. [10-12]

K objasnéni indukénich Gc¢inkd lipidickych substratl na produkci lipaz byly pouzity
smési uhlikovych zdroju, skladajici se z cukerné slozky podporujici rast a z lipidické
slozky jako induktoru. Pritomnost obou typu substratll umoznovala sekvenéni
¢i simultanni  vyuziti substratu v zavislosti na typu metabolismu daného
mikroorganismu. U kvasinky Candida rugosa byl pozorovan zvy$eny nar(ist biomasy,
avSak nebylo zaznamenano zadné zvySeni lipolytické aktivity. Tyto vysledky
naznacuji mozné konkurenéni ucinky cukernych a lipidickych uhlikovych zdroji a
blizky vztah mezi produkci extracelularnich lipaz a spotfebou mastnych kyselin. P¥i
studiu lipazové produkce Yarrowia lipolytica byl jako lipidicky zdroj uhliku pouzit
odpadni kuchyrisky olej, ktery v diisledku smazeni prosel tepelnym rozkladem a
oxidacnimi a hydrolytickymi reakcemi. Ve srovnani s olivovym olejem byl narUst
biomasy niz$i asi 030 %, coz potvrzuje velky vliv chemického sloZeni lipid(i na
produkci lipolytickych enzymd. [13, 14]

Zdroj dusiku
Mikroorganismy pfi produkci lipdz obecné uprednostiiuji dusik z organickych zdroj(,
jako je pepton ¢&i kvasni€ny extrakt (bakterie rodu Bacillus, Pseudomonas),
nicméné nékteré bakterialni kmeny preferuji dusik anorganického puvodu, jako jsou
chlorid amonny ¢&i hydrogenfosfore€nan amonny (plisné Aspergillus niger,
Acremonium strictum). [15]



Kovové ionty

Pritomnost kovovych iont coby kofaktoru lipolytickych enzymU obvykle neni nutna,
nicméné je prokazano, ze dvojmocné kationty vapniku stimuluji lipolytickou aktivitu
nékterych mikroorganism0 (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus apod.).
Tato stimulace vapenatymi ionty mize mit nékolik vysvétleni: (1) mohou zplisobovat
pfeménu mastnych kyselin, vzniklych pfi lipolyze, na nerozpustna vapenata mydia,
coz zplisobuje zmény na rozhrani substrat-voda, které vedou k vytvoreni priznivych
podminek pro dal$i pusobeni enzymu, (2) mohou mit schopnost pfimé aktivace
enzymu na mezifazovém rozhrani ¢i (3) mohou hrat roli ve stabilizaci enzymu.
Obecné vsak plati, ze lipazova aktivita je silné inhibovana ionty tézkych kovl Co?,
Ni#, Hg?* a Sn?". Mirné inhibiéni uginky pak maji ionty Zn?*, Na®* & Mg?*. [10, 16]

pH a teplota

Mikrobialni lipazy jsou stalé v Sirokém rozmezi hodnot pH a teplot, v zavislosti
na producentovi a prostfedi, ve kterém se pfirozené vyskytuje. Bakterialni lipazy jsou
stabilni pfi neutralnim ¢&i mimé alkalickém pH (6,0 — 7,5) s vyjimkou lipaz
Pseudomonas fluorescens, jejichz pH optimum je 4,8. Lipazy rodu Bacillus pak
vykazuji stabilitu v Sirokém rozmezi hodnot pH — hodnoty se pohybuji od 4 do 11.
Vétsina lipolytickych enzym( produkovanych vilaknitymi houbami je naopak aktivni
pfi pH kyselém (4,5 —5,5), lipazy pochazejici z kvasinek jsou aktivni pfi pH mirné
kyselém. [17]

Mikrobni lipolytické enzymy jsou aktivni v Sirokém rozmezi teplot v zavislosti na druhu
mikroorganismu, ze kterého pochazi. Byly izolovany jak termostabilni enzymy, aktivni
pfi teplotach kolem 60 °C, tak psychrofilni lipazy, vykazujici vysokou aktivitu v
rozmezi od 0 °C do 5 °C. [10, 15]

Pfitomnost inhibitoru
Inhibitory lipdz mohou pusobit specificky ¢i nespecificky. Do prvni skupiny patfi
derivaty kyseliny borité, které se reverzibilné vazi k serinu v aktivnim misté enzymu
a triglycedridové substratové analogy, napfiklad glyceroltriéter. Druha skupiny
zahrnuje surfaktanty a zlu€ové soli, které vSak v nékterych pfipadech maji ucinek
opacny - lipolytickou aktivitu stimuluji. [8]

1.4.1 Kvasinky

VétSina kvasniénych lipaz jsou extracelularni monomerni glykoproteiny, jejichz molekularni
hmotnost se pohybuje v rozmezi 33 az 55 kDa. Vice jak 50 % dosud popsanych lipaz je
produkovano ve formé rliznych izoenzym(i. Teplotni optima se pohybuji mezi 40 °C a 50 °C.
Na rozdil od lipaz bakterialnich, lipazy produkované kvasinkami nevykazuji vyraznou
termotoleranci. Vétsina téchto enzymu denaturuje jiz pfi 60 °C. Oproti bakteridlnim lipazam
maji také pomérné uzky rozsah hodnot pH, pfi kterych jsou stabilni (6.0 — 8.0). [18]
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1.4.2 Bakterie

Bakteridlni lipazy jsou vétSinou zasaditého charakteru. Patfi do skupiny glykoproteind,
nékteré vSak byly charakterizovany jako lipoproteiny. Jejich velikost se pohybuje
od 20 do 60 kDa. Lipolytické enzymy jsou produkovany jak do extraceluldrniho prostfedi,
tak intracelularné, nékteré kmeny produkuji také lipazy vazané na bunku. V zavislosti
na produkénim kmeni jsou obvykle stabilni v rozmezi teplot od 27 °C do 80 °C, a v intervalu
pH od 4,0 do 8,0. [11]

Transport lipolytickych enzyml do vnéjSiho prostredi je zajiStovan sekre¢nimi systémy
dvojiho typu. Sekreéni systém typu | (T1SS) je tvofen komplexem tfi proteinovych
podjednotek, které jsou zodpovédné za aktivni prenos enzymu pres vnéjsi i vnitfni
membranu do prostiedi. T1SS vyuziva napfiklad Escherichia coli. Sekre¢ni systém typu Il
(T2SS) je systém dvoufazovy. V prvni fazi je lipaza v nesbaleném stavu transportovana do
periplazmatického prostoru, kde dochazi ke konformaénim zméném, které jsou ve fazi druhé
signalem k prevedeni enzymu na povrch bakterie bilkovinnymi kanalky. T2SS je vyuzivan k
sekreci lipaz a fosfolipdz bakterie Pseudomonas aeruginosa. [19]

Na zakladé podobnosti strukturnich motivi a biologickych vlastnosti byly bakterialni
lipolytické enzymy rozdéleny do osmi tfid, které jsou detailnéji popsany v Tabulka Il.

Tabulka Il Klasifikace bakterialnich lipolytickych enzymu. [17]

tfida | spole€ny strukturni motiv vlastnosti zastupci
Bacillus subtilis,
L. Gly-X-Ser-X-Gly "pravé" lipazy, fosfolipazy Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa

Streptomyces scabies,

Il Gly-Asp-Ser-Leu lipazy, esterazy Sallmonelia typhimurium

a/p-fold, Streptomyces albus,

extracelularni lipazy a esterazy

Gly-X-Ser-X-Gly Moraxella sp.
sekvencni podobnost s karboxylesterazy, extracelularni Egcher/ch/a coll,
V. lidskou HSL esterazy, lipazy Alcaligenes eutrophus,
’ Alicyclobacillus acidocaldarius
Vv a/p-fold, PHA-depolymerazy, lipazy, Pseudomonas oleovorans,
) Gly-X-Ser-X-Gly karboxylesterazy Haemophilus influenzae

aktivni ve formé dimeru, katalyza
malych molekul, neschopnost
Stépit triglyceridy s dlouhymi
fetézci mastnych kyselin

katalytickéa tridda Ser-Asp-
VL. | His, sekven&ni podobnost s
lysofosfolipazami

Spirulina platensis

sekvenc¢ni homology
VIL eukaryotnich esterazy Arthrobacter oxydans
acetylcholinesteraz

sekvenéni homology
B-laktamaz, bunééné vazané a Arthrobacter globiformis,

Ser-X-X-Leu v stereoselektivni esterazy Streptomyces chrysomallus

N-terminalni oblasti

VIl
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1.4.3 Vlaknité houby

Lipazy pochazejici z vlaknitych hub jsou exocelularni enzymy, coz je vlastnost usnadnujici
od 27 do 120 kDa, aktivita v rozmezi pH od 4,0 do 11,0 a krajni body teplotniho intervalu
jsou 25 °C a 60 °C. Geotrichum candidum vykazuje unikatni specificitu vici cis-9-
nenasycenym mastnym kyselinam. Lipazy Rhizopus arrhizus jsou glykoproteiny s obsahem
cukr( trikrat vy$Sim nez je zivocisna pankreaticka lipaza, avSak pro jejich enzymatickou
aktivitu nejsou nezbytné. [20]

1.5 Rostlinné lipazy

Rostlinné lipazy zahrnuji prfedevSim fosfoproteiny, glykoproteiny a sulfoproteiny,
jejichz molekulova hmotnost se pohybuje v intervalu od 40 do 143 kDa. Nachazeji se hlavné
v olejnatych semenech a obilninach, kde slouzi k mobilizaci energetickych zasob pfi kli€eni.
Vykazuji také znacnou substratovou selektivitu v0ci triglyceriddm s obsahem mastnych
kyselin s kratkym fetézcem, dominantnim v dané rostliné (rychlost lipolyzy se snizuje ve
sméru od C4 k C18). Prikladem mUze byt lipaza sko¢ce obecného (zdroj ricinového oleje),
specificka vudi triglyceridu kyseliny ricinolejové, Ci lipaza palmy olejné, specificka vuci
trikaprinu a trilaurinu. Lipaza obsazena v semenech fepky olejné naopak neumi odstépovat
cis-4 Ci cis-6-nenasycené mastné kyseliny. Optimalni hodnoty pH se obvykle nachazeji
v rozmezi 6,0 — 8,0, existuji vSak lipolytické enzymy s optimy v silné kyselé (lipazy skoéce
obecného, pH, 4,5) i silné alkalické oblasti (enzymy ryze seté, pHq, 11,0). Optimalni teploty
se nejCastéji nachazi v intervalu od 30 °C do 40 °C. [21]

1.6 Zivoéisné lipazy

Zivogisné lipazy hraji dllezitou roli pfi traveni lipidG pfijatych v potravé. Aby mohly byt tuky
vstifebany, musi byt transformovany do slouéenin rozpustnych ve vodé. Mohou byt
jak extracelularni, tak intracelularni, vazané na bunku C¢&i endoplazmatické retikulum
nebo se mohou vyskytovat volné v cytosolu. Vzhledem k odliSnostem v lokalizaci lipaz
v burikach, pozadavkim na pritomnost kofaktor(i a riznorodym regulacnim mechanismim
jsou zivocCisné lipazy velice proménlivé co do velikosti, substratové a poziéni specificity
¢i rychlosti katalytické reakce. Vétsina zivoci$nych lipolytickych enzymu nalezi do skupiny
esteraz a thioesteraz. Molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi od 43 do 300 kDa,
jsou tedy mnohem vétsi nez lipazy bakterialni ¢i rostlinné. Optimalni hodnoty pH zivocisnych
lipolytickych enzym( se pohybuji mezi 5,5 — 8,5, teplotni optima se pohybuji v pomérné
uzkém rozmezi, od 37 °C do 40 °C. [11]
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2 LIPOLYTICKE MIKROORGANISMY

Rozklad tuk( je schopna provadét celd rada mikroorganismd. Degradace probiha pfi
rozkladu organické hmoty a je zavisla na jejim slozeni a na faktorech okolniho prostiedi.
Odbourani lipida probiha prevazné za aerobnich podminek, av§ak anaerobni odbourani tuku
nelze zcela vylouéit. Lipolytické pochody nejsou =z energetického hlediska pro
mikroorganismy vyhodné, presto je cela fada mikrobl vybavena enzymy, jejichz produkce je
aktivovana zvySenym mnozstvim lipid( v prostredi. Mezi rody s prokazanou lipolytickou
aktivitou patfi mimo jiné také Bacillus subtilis, Geobacillus stearothermophillus, nékteré
kvasinky rodu Rhodotorula, Yarrowia lipolytica a Kluyveromyces marxianus.

2.1 Rod Bacillus

Bakterie rodu Bacillus se dle Bergeyho manualu systematické bakteriologie zarazuji
do 13. sekce — mezi sporulujici grampozitivni ty€inky a koky. Tvofi bélavé az nahnédié
nepravidelné kolonie bunék. Jejich spory jsou ovalné, bufiku nezdufujici a jsou
termorezistentni, odolavaji teploté 120 °C po dobu 30 minut. Optimalni hodnoty pH se
pohybuji v rozmezi 5,5 — 8,5. Jejich metabolismus je aerobni a vyskytuji se v plidé, vodé ¢i
jsou asociovany s rostlinami. [22, 23]

Bacillus subtilis patfi spolu s Escherichia coli k nejlépe prozkoumanym prokaryotnim
organismim a je obecné povazovan za bezpecny (Generally Recognized As Safe, GRAS).
K nejlépe prostudovanym lipazam této bakterie patfi lipazy A (/ipA) a B (lipB). Jsou to typické
mezofilnimi enzymy s teplotnim optimem pfi 37 °C, av8ak ve srovnani s lipazami jinych
mikroorganismU jsou v mnoha ohledech vyjimec¢né. S jejich velikosti 19 kDa se pohybuji
na spodni hranici velikostniho rozmezi bakterialnich lipaz a jejich pH optimum je pohybuje
kolem hodnoty 10,0 — jsou tedy alkalofilni. Jsou to jedny z maéla lipolytickych enzymi,
které nevykazuji aktivaci na fazovém rozhrani voda-tuk. To je zplisobeno absenci vika
ve struktufre enzymu, hydrofobni kapsa s aktivnim mistem je tedy stale pfistupna.
Dusledkem této  strukturni  anomadlie je katalytickd aktivita vykazujici  kinetiku
dle Michaelis-Mentenové, ktera neni pro lipolytické enzymy typicka. Kazda z lipaz
produkovanych B. subtilis ma odliSné vlastnosti a je produkovana v odliSném prostiedi.
Zatimco lipA hydrolyzuje triglyceridy s dlouhymi retézci mastnych kyselin a je produkovana
jak v bohatych, tak v minimalnich médiich, lipB Stépi estery triacylglycerolu a estery p-
nitrofenolu s fetézci mastnych kyselin kratSimi jak 10 uhlik(l a je produkovana pouze v
bohatych médiich. [24]

Ke zjisténi optimalniho slozeni kultivacniho média pro druhy rodu Bacillus byly studovéany
rizné zdroje uhliku sacharidického (mannitol, maltéza, dextréza, sacharéza, salicin, fruktoza,
glukbza a glycerol) i lipidického charakteru (Tween 20, Tween 80 a olivovy olej) a dusiku.
Nejvétsi aktivita byla detekovana v pritomnosti sacharidd salicinu a fruktdzy, naopak glukéza
méla na produkci lipaz represivni ucinky. Nejvhodnéjsim induktorem z rad lipidd pak byl
Tween 80, poté olivovy olej a nakonec Tween 20. Optimalnim zdrojem dusiku se pak ukazal
byt kvasnicny extrakt. [25]
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Prumyslovou produkci lipdz B. subtilis znesnadriuje fakt, ze tyto enzymy jsou produkovany
s velmi nizkymi vytézky. Ke zvySeni jejich produkce jsou intenzivné studovany moznosti
rekombinantni DNA technologie. Studie prokazaly, ze lipazy B. subtilis jsou ucinngji
produkovany v hostitelskych systémech, napf. v Escherichia coli. [26]

2.2 Rod Geobacillus

Druhy rodu Geobacillus jsou systematicky fazeny do stejné sekce jako druhy rodu Bacillus.
Fylogeneticky odlisné, avs$ak fyziologicky a morfologicky konzistentni taxon termofilnich
bacili byl teprve nedavno oddélen od rodu Bacillus. Tyto v pfirodé hojné zastoupené aerobni
nebo fakultativné anaerobni bakterie tyCinkovitého tvaru tvofi v buhce jednu endosporu.
Jeji umisténi je terminalni nebo subterminalni. Vyskytuji se jednotlivé nebo v kratkych
retizcich. Teplotni optimum téchto bakterii se pohybuje v rozmezi od 55 °C do 65 °C. [27, 28]
Z biotechnologického hlediska jsou druhy rodu Geobacillus zajimavé pravé svou termofilitou.
Dusledkem je produkce termostabilnich enzym(, odolnych také vici chemické denaturaci
organickymi rozpoustédly, detergenty &i chaotropnimi Cinidly. Této vlastnosti je vyuzivano
pii enzymatickém odbouravani lipida ¢i pri zpracovani odpadnich vod z ropného pruamysiu,
které probihaji za vysokych teplot. Teploty tani nékterych lipidd, zejména pak nasycenych,
se totiz pohybuji vysoko nad pokojovou teplotou, a dochazi tak k inhibici enzym
pochazejicich z mezofilnich zdroji. Termofilni kmeny Ize také pouzit k nastartovani procesu
hydrolyzy lipid(, avSak tato moznost je nevyhodna z dlivodu nizkych vytézk(. Dobrou
alternativou primyslové vyroby lipolytickych enzym( je pak produkce rekombinantnich
enzymU, tedy exprese ciziho proteinu v prokaryotickych systémech. Studie popisuiji lipazy,
izolované z kmen( pochazejicich z geotermalnich pramend, které vykazuji velmi dobry rust
na Sirokém spektru lipidickych substratll. Tyto lipazy jsou aktivni v Sirokém rozmezi teplot
(10°C az 90°C) i pH (5,0 az 11,0) a svoji tepelnou stabilitu neztraceji ani po vneseni genu do
mezofilniho  hostitele. Dale byla identifikovana termostabilni lipaza bakterie
Geobacillus thermodenitrificans, kterou lze produkovat i na urovni bioreaktoru s velmi
vysokymi vytézky. [27-29]

2.3 Rod Rhodotorula

Kvasinky rodu Rhodotorula jsou jednobunécné houbové mikroorganismy patfici do skupiny
Fungi imperfecti — jsou imperfektni formou rodu Rhodosporidium. Bunky jsou kulovitého,
ovalného az ty€inkovitého tvaru, mnozici se pucenim a jejich kolonie jsou zpravidla
narlizovélého az Cerveného zbarveni. V pfirodé jsou bézné rozsifenymi saprofytickymi
kvasinkami. Byly v$ak izolovany také z mlékarenskych vyrobku, z moce, stolice ¢i sputa. [30]
Kvasinky Rhodotorula glutinis, Rhodotorula minuta a Rhodotorula graminis jsou lipofilni
mikroorganismy, schopné produkovat a hromadit lipidy ve velmi vysokych mnozstvich
(az 70 % w/w biomasy), avSak informace o lipazach a o faktorech ovliviiyjicich jejich
produkci jsou velmi omezené. [31]
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R. glutinis produkuje jak lipazy extracelularni, tak enzymy vazané na buriky. Pfi zkoumani
jejich termostability bylo zjisténo, ze extracelularni lipaza podléha inaktivaci teplotach nad 40
°C, kdy ztraci az 85 % aktivity, na rozdil od intaktnich bunék, které si zachovavaji vysokou
miru lipolytické aktivity i pfi teplotach kolem 60 °C, kdy dochazi ke ztratdam kolem 45 %.
Tyto vysledky naznacuji, Ze vazba lipolytickych enzymd na bunécnou sténu pini zarover
ochrannou funkci pfi zvySenych teplotach. Zaroven tyto lipazy vykazuji jistou specificitu
vlci mastnym kyselinam s kratkym (C6) a dlouhym (C12) uhlikovym fetézcem. [32—34]
Studovan byl také vliv zdroje uhliku na produkci lipdz Rhodotorula glutinis. Nejvétsi aktivita
byla pozorovana v médiu s olivovym olejem jako jedinym zdrojem uhliku. V pfitomnosti jinych
substratl (palmovy olej, sluneénicovy olej a Tween 80) lipolyticka aktivita vyrazné klesla,
a to az desetkrat. [34]

Lipolyticka aktivita bunék Rhodotorula minuta byla testovana v makroemulznim prostredi
lecitin-voda-izooktan (emulze typu voda v oleji). Jako substrat byl pouzit p-nitrobutyrat
a k ovéreni stereospecificity lipaz byl pak pouzit (RS)-mentylsukcinat. Byla potvrzena
jak lipolyticka aktivita, tak vysoka mira stereospecificity enzyml Rhodotorula minuta. [35]
Rhodotorula graminis byla Caste¢né charakterizovana pouze z hlediska produkce lipid(.
Schopnost tvorby tukovych latek a jejich slozeni bylo zkoumano v pfitomnosti hexéz, pentdz
¢i glycerolu coby jedinych zdroji uhliku. Nejvy$si koncentrace biomasy bylo dosazeno
v pritomnosti glukézy, nizSich hodnot bylo dosazeno v pfitomnosti pentéz a glycerolu.
Analyza slozeni lipidi obsazenych v burikach kultivovanych na glukéze pak ukazala vysoky
podil kyseliny olejové (53 % w/w) a kyseliny palmitové (23 % w/w). [36]

2.4 Rod Yarrowia

Rod Yarrowia patfi v fiSi hub do rodiny Dipodascaceae. Tento rod je monotypicky — obsahuje
jediného zastupce - Yarrowia lipolytica (dfive znama jako Candida lipolytica). Y. lipolytica
je dimorfni houba — v zavislosti na ristovych podminkach a kmeni se vyskytuje ve formé
kvasinkovych bunék ¢i tvori pseudohyfy nebo hyfy septované. Tvary kolonii jsou rliznorodé,
od hladkych a lesklych po matné a strukturované. Vétsina kmend je striktné aerobnich a neni
schopna rust pfi teplotach vyssich jak 32 °C. Y. lipolytica je povazovana za nepatogenni
mikroorganismus (GRAS). Byla izolovana z potravin, zejména mlécnych produktd,
a odpadnich vod. [18]
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Lipazy Y. lipolytica jsou extracelularni, intracelularni i vdzané na burnku. Geneticka informace
tohoto mikroorganismu obsahuje 16 paralognich genl kédujicich lipazy, z nichz byly dosud
popsany pouze tfi extracelularni izoenzymy — lip2p, lip7p, lip8p. Neprostudovanéjsi
je pak lip2p. Substratovd specificita téchto enzymovych paralogll je vzajemné
komplementarni. Zatimco lip2p vykazuje aktivitu vi¢i mononenasycenym (C18:1)-mastnym
kyselindm a esterlm mastnych kyselin s dlouhym fretézcem (C12, C14 a C16),
lip7p hydrolyzuje estery s kratkymi retézci mastnych kyselin (C6) a lip8p preferuje Stépeni
mastnych kyselin se stfedni délkou fetézce (C8-C10). Lip2p a lip8p mohou byt tedy
povazovany za ,prave“ lipazy, zatimco lip7p se fadi spiSe k esterazam. Optimalni pH lipZ2p
se nachazi v mirné kyselé oblasti (6,0 —7,5), avSak zavisi na délce retézce substratu
a kultivaénich podminkach. LipZ2p je stabilni v rozmezi pH 3,5 az 9,0, ale inaktivace,
k niz dochazi v silné alkalickém prostredi, je ireverzibilni. Teplotni optimum je mezi 37 °C
a 40 °C. Vykazuje také pomérné velkou stabilitu vici organickym rozpoustédiim, s vyjimkou
acetonitrilu, v0c¢i kterému je citlivd. Po vystaveni 10% acetonu, metanolu, etanolu,
izopropanolu a dimetylsulfoxidu si zachovava 90 % své plvodni aktivity. [37]

Zdroj uhliku a dusiku produkci lipaz silné ovlivhuje. Kultivaéni média obsahujici glukézu,
glycerol nebo anorganicky zdroj dusiku typu NH4CI €i (NH4).SO,4 syntézu lipaz nestimuluji,
ackoliv samotny rlst bunék podporuji. Pfitomnost komplexnich dusikatych sloucenin
a mastnych kyselin, jako jsou kyselina olejova, kyselina linoleova ¢i komplexnich lipidickych
substratli jako je olivovy olej naopak vede k vyznamnému zvyseni tvorby lipolytickych
enzym(. Byl studovan také vliv kombinovaného zdroje uhliku, kdy byla v médiu pfitomna jak
glukéza, tak olivovy olej. Bylo zjisténo, ze gluk6za ma na produkci lipaz inhibiéni uéinky —
tvorba lipolytickych enzymu je utlumena az do chvile, kdy je glukéza z média spotfebovana,
teprve poté dochazi ke zvyseni produkce lipaz a vyuziti lipidického substratu. Studie popisuji
také pouziti odpadniho fritovaciho coby zdroje uhliku. [37-39]

Y. lipolytica produkuje kromé lipaz také proteazy, zejména pak alkalickou extracelularni
proteazu (Alkaline Extracellular Protease, AEP), ktera je sekretovana paralelné s lipazami.

V dlsledku produkce AEP dochazi ke snizeni lipolytické aktivity a pH kultivaéniho média
dosahuje alkalickych hodnot. To naznacuje proteolytické plsobeni AEP na lipolytické
enzymy. [39]

Pro pozdéjsi technologické aplikace je dllezita Uchova izolovaného enzymu. Nejvhodnéjsi
formou pfi dlounodobém skladovani lipolytickych enzym( je forma lyofilizatu. Pro vétsi
stabilitu a odolnost enzymu v{c¢i vnéjsim faktorim (pH, teplota, oxidacni vlivy) jsou lipolytické
enzymy dodavany ve smési s 12% suSenym mlékem a 3% arabskou gumou (w/V). Vapenaté
ionty obsazené v suSeném mléce zvySuji aktivitu izolovaného enzymu, zatimco kasein
enzym stabilizuje a usnadriuje interakci s hydrofobnim substratem na fazovém rozhrani.
Kromé suseného miéka Ize pouzit také smés 12% maltodextrinu, 6% arabské gumy
a 3% CacCl, (w/v). [37]
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2.5 Rod Kluyveromyces

Rod Kluyveromyces patfi do rodiny Saccharomycetaceae a plvodné byl v rdmci této rodiny
zafazovan do rodu Saccharomyces. Podrobnéjsi zkoumani vSak odhalilo fyziologické
a morfologické odliSnosti, proto byl od rodu Saccharomyces oddélen. Buriky tohoto rodu jsou
elipsoidni az cylindrické a vyskytuji se samotné, v parech nebo v fetizcich. Tvofi spory
rozlicnych tvari, od kulovitych az po oblouckovité. Druhy rodu Kluyveromyces vytvari
pseudomycelium, pravé mycelium vsak netvofi. Na kapalnych pldach vznikd mazdra
nebo kozka. Biomasa €asto obsahuje heminové €ervenohnédé barvivo. Patfi mezi teplomilné
kvasinky — snasi teplotu az 47 °C. [22]

Kluyveromyces marxianus je povazovan za obecné bezpecny mikroorganismus (GRAS).
Byl izolovan z potravin, zejména pak z mlécnych produkt(l. Je vyuzivan zejména k produkci
B-galaktosidazy, inulinazy a pektinazy a dale k redukci laktdézy v potravinarskych produktech.
O produkeci lipolytickych enzymU vsak je v8ak k dispozici velmi malo informaci. [40]
Lipolyticka aktivita Kluyveromyces marxianus byla studovdna v médiich s tributyrinem,
olivovym &i slune€nicovym olejem a kyselinou olejovou nebo palmitovou. ZvySend produkce
lipolytickych enzym( byla detekovana pouze v pfipadé tributyrinu, coz naznacuje preference
lipaz vacéi triacylglycerolim s kratkymi fetézci mastnych kyselin. Ve srovnani s ostatnimi
substraty byl v§ak zaznamenan mensi narlst biomasy. Zvyseny rust bunék byl detekovan
pouze pri pouziti kyseliny olejové. Dale byl studovan vliv surfaktantll na produkci lipaz.
Byly pouzity tyto povrchové aktivni latky: Tween 80, Triton X-100, arabskd guma a PEG-200.
Tyto latky jsou €asto pouzivany jako permeabilizaéni ¢inidla, nicméné jejich u€inek je silné
zavisly na studovaném mikrobialnim kmeni. U&inky mohou byt jak stimulaéni, tak inhibiéni.
V pfipadé Kluyveromyces marxianus nebyly zaznamenany zadné vyrazné ucéinky na
produkci lipaz. Pri studiu vlastnosti samotnych lipaz bylo zjisténo pH optimum 4,0 a zna¢na
citlivost vucéi alkalickym hodnotdam — 24 h inkubace pri pH 8 lipolytické enzymy zcela
deaktivovala. Tepelna stabilita téchto enzym( je srovnatelna se stabilitou lipaz termofilnich
mikroorganismu. Pfi inkubaci pfi 100 °C byl enzym aktivni po dobu 16 minut a pfi inkubaci pfi
50 °C po dobu 9 dni si enzym zachoval 73 % pUvodni aktivity. [41]
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3 PRUMYSLOVE VYUZITi LIPOLYTICKYCH ENZYMU

Lipolytické enzymy diky svym unikatnim vlastnostem pfitahuji stale vice pozornosti.
Tvofi skupinu biotechnologicky perspektivnich biokatalyzator(, jejichz potencial stale nebyl
plné vyuzit. Se stoupajicimi naroky na minimalizaci naklad( a ekologi¢nost technologickych
vyrob stoupa také potfeba vyvijet nové, efektivnéjsi technologické postupy.
Vétsina lipolytickych enzym(, které jsou v soucasnosti primyslové vyuzivany, jsou
mikrobialniho plvodu a jsou produkovany submerznimi fermentacemi, coz umozriuje vétsi
kontrolu kultivaénich podminek ve srovnani s fermentacemi typu solid-state. [42]

Enzymova katalyza ma oproti chemicky fizenym reakcim nékolik vyhod: (1) reakce jsou
specifické, nehrozi tudiz vznik vedlejSich produktl, (2) umoziuji katalyzu za mirnéjsich
podminek, (3) enzymy je mozné imobilizovat, coz umoziuje jejich opétovné pouziti
a je tak zvySena ekonomika celé reakce, (4) poskytuji vyssi vytézky reakci. [43]

Vycet aplikaci lipolytickych enzym0 v primyslu je uveden v Tabulka lil.

Tabulka Il Vyuziti lipaz v

pramysiu. [44]

Odvétvi Pouziti Reakce Produkt
. . prodlouzeni trvanlivosti, . L
pekarenstvi L .y hydrolyza pekarské vyrobky
zlepSeni chuti vyrobku
. . aromatizace, urychleni hydrolyza L
prumysl napoju alkoholické napoje
fermentace
zrani syra, hydrolyza mlééného
mlékarenstvi tuku, modifikace maselného hydrolyza syr, mlé&né produkty
tuku,
masny pramysl, Vyvoj chuti, odstranéni . .
o L hydrolyza vyrobky z masa a ryb
zpracovani ryb nadbyteéného tuku
odstrariovani tuku, tvorba syntéza, zestihlujici kosmetika,

kosmeticky pramysl

emulzi, aromatizace

transesterifikace

hydrataéni krémy

zpracovani tukt a

modifikace poméru
polynenasycenych mastnych

transesterifikace,

rostlinné oleje,
margariny, kakaové

olejd kyselin, vyroba strukturovanych reesterifikace J
. maslo
tuku
) konverze rostlinnych olejii na . )
paliva transesterifikace bionafta

estery

Gisté chemikalie

syntéza esterd, enatiomeru,
vyroba chemikalii vysoké Cistoty

syntéza

chiralni intermediaty,
estery

kozafrstvi

odstranéni zbytkového tuku z
kazi

hydrolyza

kozené vyrobky

medicinské aplikace

substitu€ni terapie, kvantifikace
triglyceriddl, biosenzory

hydrolyza,
transesterifikace

pripravky na podporu
traveni, analytické
soupravy k vySetreni
krve

23




3.1 Potravinarstvi

VétsSina prlmyslové pouzivanych enzym( je uréena pro zpracovani potravin, zejména
pak pro vyvoj chuti v mléénych vyrobcich a zpracovani dalSich potravin jako jsou maso,
zelenina, ovoce, pekarenské produkty C¢i pivo. Potravinaiské enzymy plsobi
jako biokatalyzatory biochemickych reakci. Do potravin jsou pfidavany zejména
z technologickych dlvod(. V soucasné dobé se pouzivani a oznacovani potravinarskych
enzymU fidi Narizenim Evropského parlamentu a Rady 1332/2008. Zakon rozliSuje
potravinarské enzymy a potravinarsky enzymaticky pfipravek. Potravinaiskym enzymem
se rozumi produkt ziskany z rostlin, zvifat ¢i mikroorganismid nebo z jejich produktd,
atoiprodukt ziskany kvasnym procesem za pouziti mikroorganisml. Potravinarskym
enzymatickym pfipravkem je pak smés skladajici se z jednoho ¢&i vice potravinarskych
enzym0, v niz jsou obsazeny latky jako pfidatné latky Ci jiné potravinové slozky s cilem
usnadnit skladovani, prodej, standardizaci, fedéni nebo rozpousténi. [45]

Ve vyvoji a vyuzivani enzyml v potravinarstvi nastal v poslednich letech enormni rist.
Davodem je Siroka $kala uceld, k nimz Ize enzymy pouzivat, a také pfiznivd cena
enzymovych preparatl. Velky duraz je kladen na bezpeénostni hodnoceni lipolytickych
enzymU pouzivanych v potravinarstvi. Je dilezité, aby lipdzy pochazejici z mikrobidlnich
zdroju nevykazovaly Zadnou toxicitu pfi pouziti v potravinarskych produktech. Hodnoceni
bezpe€nosti zahrnuje testovani akutni, subakutni a subchronické oralni toxicity a
mutagenniho potencidlu. Jako bezpecné byly oznaceny napfiklad lipazy rodi Penicillium
camemberti a Rhizopus oryzae. Také enzymy Aspergillus niger jsou obecné povazovany za
bezpeéné (GRAS), ackoliv nové a nezndmé izoldty musi byt testovany na produkci
ochratoxinu A. [46, 47]

Lipazami produkované estery hraji dllezitou roli v potravinaiském primyslu jako chutové
a aromatické slozky. Ziskavani aromatickych sloucenin z rostlin je ekonomicky nevyhodné,
a proto jsou rostlinna aromata nahrazovany syntetickymi aromatickymi estery. Ty zahrnuji
celou fadu rlznych alifatickych a aromatickych sloucenin, které jsou zarazovany
mezi potravinarska aditiva. Chutové estery jsou nizkomolekularni sloueniny syntetizované
esterifikaci mastnych kyselin pomoci mikrobialnich lipaz. Prestoze byly vyrobeny uméle,
nesou tyto slouceniny oznaceni prirodni. Ze syntetickych esterll Ize uvést etylacetat,
etylbutyrat, etylmetylbutyrat, etylvalerat a etylkaprylat. [2, 19]

3.1.1 Mlékarenstvi

Pri vyrobé mléénych produktl jsou lipazy vyuzivany k hydrolyze mlééného tuku, a to
zejména u syr( vyzadujicich specifické aroma, které vznika v dlsledku rGzné délky
uhlikového fetézce mastnych kyselin. Samostatné je hydrolyzovany mlécny tuk pfipravovan
z kondenzovaného mléka nebo maslového oleje pomoci lipaz, které uvoliuji volné mastné
kyseliny. Hydrolyzovany mlécny tuk nasel uplatnéni také mimo milékarensky priimys| - v
¢okoladovych polevach ¢i v umélych chutovych prisadach. Z bakteridlnich kmen(l jsou k
produkci lipaz vyuzivani Achromobacter sp. a Pseudomonas sp., k vyrobé dlouhozrajicich
syrll typu parmezan jsou pak pouzivany lipazy rodu Lactobacillus. [2, 19]
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Soucasti nékterych potravin je také enzymaticky modifikovany syr (Enzyme Modified
Cheese, EMC). EMC je koncentrované ochucovadlo, vyrabéné inkubaci syfeniny s
lipolytickymi enzymy za zvy$ené teploty. Diky obsahu mastnych kyselin s kratkym Fetézcem
(C2-C6) ma EMC intenzivnéjsi chut nez pfirozené zrajici syr. EMC je soucasti potravin s
prichuti syra, jako jsou polévky, omacky €i smazené bramborové lupinky. [19]

3.1.2 Zpracovani tuki a oleju

Umisténi mastnych kyselin na glycerolovém skeletu, délka fetézce mastné kyseliny a stupen
nenasycenosti jsou dllezité pro uréeni fyzikalnich vliastnosti oleju a tuk(, na kterych zavisi
jejich vyzivové a senzorické vlastnosti. Nékteré tuky jsou proto hodnotnéjSi nez jiné.
Rostlinné tuky s obsahem strukturovanych ftriacylglycerolll a zménénymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi maji velky potencial. Levné oleje mohou byt modifikovany na
nutricné hodnotné tuky, jako jsou nahrazky kakaového masla, nizkokalorické triglyceridy a
oleje obohacené o polynenasycené mastné kyseliny €i kyselinu olejovou. Méné kvalitni tuky
naroéné a mohou poskytovat zcela nahodné produkty. Enzymova transesterifikace
levnéjsich olejli s vyuzitim mikrobidlnich lipaz tyto problémy zcela eliminuje. Lze tak vyrabét
nahrazky kakaového masla ze stfedni frakce palmového oleje, kdy je kyselina palmitova
nahrazena kyselinou stearovou, Ci zlepSit pomér omega-6/omega-3 mastnych kyselin v
rostlinnych olejich. K tomuto ucelu jsou vyuzivany zejména lipazy Mucor miehei, Aspergillus
niger a Aspergillus oryzae. [19, 46]

Fosfolipazy Aspergillus niger jsou vyuzivany také jako ,zelena“ alternativa klasickych technik
pfi procesu odslizovani rostlinnych oleju, jehoz cilem je odstranéni vsSech
rozsuspendovanych latek, zejména fosfolipidl. [46]

3.1.3 Pekarenstvi

Emulgéatory jsou latky pridavané do peciva kvlli zvétSeni objemu, zlep$eni textury
a prodlouzeni trvanlivosti. Jsou snadno detekovatelné a jejich obsah musi byt uvadén na
obale vyrobku. Enzymy pfidavané do tésta plni stejnou funkci, jsou v8ak béhem peceni
denaturovany. Pouziti smési enzymU je vychodiskem pfi snizovani poctu tézko
nahraditelnych aditiv, jako jsou DATEM (diglyceridy diacetyl-esterd kyseliny vinné),
SSL (stearoyl-laktylat sodny) nebo ADA (azodikarbonamid). Lipazy se pouzivaji pro zvyseni
emulgace bilkovin a skrobU, xylanazy zmékcuji tésto a zvysuji objem pekarskych vyrobk,
protedzy snizuji dobu zpracovani tésta, amylazy prodluzuji Cerstvost peciva. K pekarenskym
ucellim jsou pouzivany lipazy Bacillus subtilis. [19, 47]
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3.2 Pramysl detergentt

Lipazy jsou v soucasné dobé soucasti vice jak poloviny pracich a Cisticich prostiedkd bézné
pouzivanych v domacnostech a profesiondlnich provozech. Lipazy pouzivané v primyslu
detergent(l tvori az 32 % celkového trhu s lipolytickymi enzymy, ro¢né je produkovano
13 bilion(l tun detergentl, v nichz je obsazeno asi 1000 tun lipolytickych enzymd.
Tyto pfipravky zlepSuji nékteré vlastnosti textilii, jako jsou pruznost ¢i antistatika.
Termostabilita a vysoka aktivita v alkalickém prostfedi jsou vlastnosti nezbytné pro pouziti
lipdz v detergentech. DalSimi pozadavky jsou (1) nizka substratova specificita, tzn.
schopnost hydrolyzovat Siroké spektrum lipid{i, (2) odolnost vicéi podminkam béhem pracich
a mycich cykll (pH 10,0 — 11,0, teploty kolem 60 °C), a (3) odolnost v{ci povrchové aktivnim
latkdm a dalSim slozkam detergentd. Moderni praskové detergenty obsahuji i vice typu
enzymU — kromé lipdz jsou to amylazy, protedzy Ci celuldzy. Souc¢asnym trendem v oboru
Cisticich prostredkl jsou pfipravky pouzivané pfi nizkych teplotach prani. Pomahaji tak
prodlouzit zivotnost textilie — zachovavaji strukturu a kvalitu tkaniny. [2, 48]

Pouziti enzym( misto chemickych detergentll je Setrné k zZivotnimu prostiedi, jelikoz snizuje
teplotu Cisticich cykll, enzymy jsou biologicky odbouratelné, nemaji negativni dopad
na procesy v Cistickach odpadnich vod a nepredstavuji riziko pro vodni organismy. [2]

Prvni komeréni rekombinantni lipaza ,Lipolase” uréena k pouziti v detergentech byla na trh
uvedena v poloviné 90. let minulého stoleti firmou Novo Nordisk. Pochazela z plisné
Thermomyces lanuginosus a produkénim mikroorganismem byl Aspergillus niger.
Ackoliv prvni pfipravek obsahoval lipazu pochazejici z plisné, v dalSich letech byly
uprednostnény lipazy bakterialni. Kyselé pH optimum enzym plisni nebylo totiz kompatibilni
s alkalickymi podminkami v Cisticich zafizenich. [19]

Lipaza stabilni v pfitomnosti ostatnich slozek detergentu byla dale izolovana z bakterie
Burkholderia cepacia, alkalické lipazy rodu Pseudomonas pak vykazovaly vysokou stabilitu
pfi nizkych teplotach a zlepSovaly vysledek prani. [15, 19]
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3.3 Vyroba biopaliv

Biodiesel ¢&i bionafta je alternativa fosilniho ropného paliva pro vznétové motory.
Slovem bionafta jsou oznacovany nizkomolekularni estery vy$Sich mastnych kyselin
s nizkomolekularnim alkoholem, nejcastéji metanolem &i etanolem. Surovinou pro vyrobu
bionafty jsou olejnaté plodiny — sojovy ¢i palmovy olej, olej ze slunecnice nebo fepky apod.
Vyroba tohoto paliva je bezodpadova technologie, olej je lisovan ze suchych semen, vylisky
jsou pak vyuzivany pro vyrobu krmnych smési a pfirodnich hnojiv. V poslednich nékolika
letech se kvuli neustéle zvysujicim se cenam olejnatych plodin hledaji nové zdroje surovin,
napriklad pouzité fritovaci oleje, odpadni zivocisné tuky, aj. Aby bionaftu bylo mozné pouzit,
musi splfiovat podminky udavané evropskou normou EN 14214:2003. [19]

NejcastéjsSim zplsobem vyroby bionafty je transesterifikace oleju nizkomolekularnim
alkoholem za enzymatické katalyzy. Jako alkohol je nejvice pouzivan metanol, eventualné
etanol. Pouziti ostatnich alkohol(l (propanol, butanol) je také mozné, avSak problematické.
Nejastéji pouzivanym enzymem je lipaza kmene Pseudomonas cepacia,
dale pak Rhizomucor miehei €i Candida antarctica. Je také mozno imobilizovat celé bunky.
Tato technologie snizuje naklady vyroby, nebot je zcela eliminovan proces purifikace. Vyroba
bionafty vyzaduje prostfedi s nizkym obsahem vody, jelikoz lipazy by ve vodném prostredi
uprednostriovaly hydrolyzu oleje. Byla studovana moznost pridavku dalSich latek,
které by zlepSovaly metanolyzu oleje, metanol ma totiz inhibiéni U€inky a snizuje tak vytézky
celé reakce. Bylo zjisténo, ze ektoin, derivat pyrimidin-4-karboxylové kyseliny, snizuje afinitu
lipazy k metanolu a naopak zvySuje jeji afinitu k triglyceridu. Vedlej$im produktem vyroby
bionafty je glycerol, ktery je pak konvertovan na 1,3-propandiol, vyuzivany napfiklad k vyrobé
polymer(. [19, 49]

Vyhodou enzymaticky katalyzované vyroby biodieselu jsou relativné nizké teploty reakce
(25-35 °C). Nevyhodou jsou pak dlouhé reakéni doby (az desitky hodin), cena enzymi
a Caste€na ztrata aktivity v metanolu. [49]

3.4 Medicinské aplikace

S rostoucimi znalostmi o pUsobeni enzyml a jejich vyznamu se postupné rozsifovaly
také védomosti o jejich mozném vyuziti v 1€Ebé rfady onemocnéni. | kdyz cesta k prosazeni
této myslenky byla pomérné sloZita, je dnes jiz nespornym faktem, Ze pomoci enzym
Ize pozitivné ovliviiovat fadu nemoci a zdravotnich obtizi. Pouziti enzym( v mediciné
Ize rozdélit do tfi zakladnich skupin: (1) stanoveni enzymatické aktivity v krvi, (2) enzymové
analytické metody a (3) Iécebné podavani enzym( a enzymatickych smési.

27



28

Stanoveni aktivity enzymu v krvi

Stanoveni lipazy v krevnim séru se vyuziva pro diagnostiku a monitorovani akutni
pankreatitidy a dalSich onemocnéni (selhani ledvin &i cirhdza). Dojde-li k poskozeni
slinivky bfisni, lipaza se do krevniho obéhu dostava ve zvySeném mnozstvi.
Pri laboratornim stanoveni je nutno pankreaticky enzym odliS§it od ostatnich
lipolytickych enzymu, které jsou v plazmé v malém mnozstvi také pritomny.
Stanoveni aktivity lipazy zahrnuje r(izné postupy - enzymové $tépeni pfirozeného
substratu, stépeni chromogennich a fluorogennich substratd a metody imunologické
(ELISA, latex-aglutinacni metody).

NejCastéji se pouzivaji nefelometrické a turbidimetrické postupy zalozené na Stépeni
pfirozeného substratu lipaz, triacylglycerolu, vétSina souprav pro enzymové stanoveni
lipazy pak obsahuje i kolipazu. [50]

Enzymové analytické metody - biosenzory

Chemické analytické metody jsou pomérné nakladné a Casové narocné. Pouziti
mikrobidlnich lipaz coby biosenzor(i analyzu zna¢né usnadnuje. Zakladni myslenkou
je tvorba glycerolu, ktery je poté oxidovan glyceroldehydrogenazou a uvolnéné NADH
je kvantifikovano pomoci fluorescenéni spektroskopie. K tomuto uéelu jsou pouzivany
nespecifické lipazy, zejména pak enzymy Candida rugosa, které vykazuji vysokou
aktivitu a umoziuji tak rychlé uvolfiovani glycerolu. Lipolytické enzymy
pak Ize v kombinaci s glukbézaoxidazou imobilizovat na pH &i kyslikové elektrody.
Tyto lipidové biosenzory jsou pak pouzity ke stanoveni triglycerid(i ¢i cholesterolu
v Krvi. [42]

Lécebné podavani enzymu

Lipidy jsou vedle sacharidl a proteint zékladnim prvkem vsech tkani. Kromé funkce
stavebni maji i funkci zasobni a ochrannou. Esencialnim enzymem v metabolismu
tukl jsou praveé lipazy, které jsou produkovany ve slinivce brisni. Jejich nedostatek
mUze mit pro organismus fatalni nasledky. Pacienti s exokrinni pankreatickou
nedostateénosti jsou pak |éCeni substituci pankreatickymi enzymy pochazejicimi
z zivociSnych zdroju. Lékové formy v soucasné dobé obsahuji mimo lipaz i dalsi
enzymy — amylazy a protedzy. Pankreatické enzymy musi byt pacientim podavany
v dostate€ném mnozstvi, které je definovano mnozstvim lipazy. [51]



CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo otestovat vybrané mikroorganismy s potencialem vyuziti
pri Cisténi odpadnich vod z potravinarskych provozi na produkci lipaz v pfitomnosti rliznych
zdroju oleju, dusiku a v pfitomnosti detergentu.
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MATERIAL A METODY

1

MATERIAL

1.1 Seznam chemikalii

destilovana voda

D-glukosa (Lach-ner)

dihydrogenfosforeénan draselny KH,PO, (Lach-ner)
hovézi extrakt (Himedia Laboratories Limited)
hydrogenuhli¢itan sodny Na,HPO4-12H,0 (Lach-ner)
hydroxid sodny (Lach-ner)

Jar, prostfedek na myti nadobi (5 - 15 % aniontové povrchové aktivni latky, < 5 %
neiontové povrchové aktivni latky, benzisothiazolinon, fenoxyetanol, parfémy,
geraniol, limonen)

kvasni¢ny extrakt (Himedia Laboratories Limited)
olivovy olej

pepton (Himedia Laboratories Limited)

p-nitrofenol CgHsNO3

p-nitrofenyllaurat

fepkovy olej bezerukovy

chlorid amonny NH4CI (Lach-ner)

siran horeénaty heptahydrat MgSO,-7H,0O (Lach-ner)
slunecnicovy olej

tributyrin (Himedia Laboratories Limited)

uhli¢itan sodny Na,COj3 (Lach-ner)

urea (Lach-ner)

siran amonny (NH,4).SO, (Lach-ner)

1.2 Roztoky a kultivaéni média

30

bazalni médium (D-glukosa 30 gl', hovézi extrakt 5 gI', NH,Cl 2 gl
KH:PO, 1 g-I'", MgSO,47H,0 0,3 g

fosfore¢nanovy pufr pH 7,2 (Na;HPO4 12H,0 5,96 g-I'', KH.PO42,29 g )
minimalni médium (kvasniény extrakt 5 gl', NH,Cl 2 gl', KH,PO, 1 g,
MgSO,47H,0 0,3 g-I™)

NBG médium (pepton 75 g-I”, kvasniény extrakt 25 g-I"', D-glukosa 50 g-I)
p-nitrofenol 1 mM

p-nitrofenyllaurat 2,5 mM

Spirit Blue Agar Base (Himedia Laboratories Limited)

uhliitan sodny Na,CO3; 0,1M



1.3 Pristroje a pracovni pomucky

e bézné a odmérné laboratorni sklo

e centrifuga

e laminarni box AURA mini (Biotech)

e McFarland(iv denzitometr DEN-1B (Laboserv s.r.o, Brno)

e mikrozkumavky

e pH metr

e pipety

e predvazky (Scaltec, USA)

e spektrofotometr UV/VIS Helios Delta (Thermospectronic, Velka Britanie)
e stojan na zkumavky

e Spicky

e termostat
o trepacky
e vortex

1.4 Mikroorganismy

e Bacillus subtilis CCM 1999

e Geobacillus stearothermophillus CCM 5965
e Kluyveromyces marxianus CCY 51-1-1

e Rhodotorula glutinis CCY 20-1-35

e Rhodotorula graminis CCY 20-14-7

e Rhodotorula minuta CCY 20-11-22

e Yarrowia lipolytica CCY 29-26-34
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2 METODY
2.1 Screening lipolytické aktivity

K ovéreni lipolytické aktivity vybranych mikroorganism(i byl pouzit tributyrinovy test
na Spirit blue agaru (SPA). Zivné médium bylo pfipraveno a sterilizovano dle navodu
vyrobce, poté bylo rozlito na Petriho misky (PM). Jako substrat byl pouzit tributyrin v
mnozstvi 30 ml na 1000 ml média. Povrchova kultivace probihala po dobu 48 hodin pfi
teplotach optimalnich pro rdst danych mikroorganism(i (Tabulka IV). Principem je zména
barvy tuhého média s obsahem barevného indikatoru pfi hydrolyze tributyrinu lipolytickymi
enzymy. Indikator Spirit Dye tvofi s tukovou fazi komplex, ktery je zodpovédny za matny
vzhled. Lipolytické enzymy tuk rozkladaji, matny vzhled tedy mizi. Pozitivni reakci je
vyjasnéna zona kolem kolonii a/nebo zména barvy kolonii. [52]

Tabulka IV Kultivacni teploty jednotlivych mikroorganisma pii tributyrinovém testu.

mikroorganismus teplota [°C]
Yarrowia lipolytica 30
Kluyveromyces marxianus 30
Rhodotorula minuta 30
Rhodotorula glutinis 30
Rhodotorula graminis 30
Bacillus subtilis 37
Geobacillus 55

stearothermophillus

2.2 Stanoveni lipolytické aktivity

Stanoveni lipolytické aktivity bylo provedeno jak v supernatantu, tak v sedimentu. Principem
je spektrofotometrické méreni mnozstvi p-nitrofenolu (p-NF) uvolnéného z p-nitrofenylesteru
mastné kyseliny plsobenim enzymu. Vznika Zluté zabarveny roztok, ktery je poté proméren
pfi 420 nm. Vzorec pro vypocet aktivity enzymu vychazi z rovnice linearni regrese ziskané
vyhodnocenim kalibracni kfivky p-NF (1).

e "
kde
a lipolyticka aktivita enzymu [umol-min™-ml™* = U-ml™]
A420 absorbance vzorku
t doba inkubace vzorku s enzymem [min]
\Y objem enzymu [ml]
c,d koeficienty z rovnice regresni primky A=cx+d , kde A je absorbance,

x je molarni mnozstvi p-NFL
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Enzym ma aktivitu 1 jednotku [U], pokud dojde k uvolnéni 1 ymolu p-nitrofenolu za 1 minutu,
za definovanych podminek. Aktivita byla stanovovana na ml zivného média.

2.2.1 Stanoveni kalibraéni kfivky p-nitrofenolu

Z roztoku p-NF o koncentraci 1,0 mM (umol-ml™") byla pfipravena sada kalibraénich bodtl
o koncentraci 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 umol. K roztokim bylo pfidano 650 ul fosfatového pufru
o koncentraci 50 mM a pH 7,2. Obsah byl promichan a inkubovan pfi 37°C po dobu 30
minut. Nasledné bylo pfidano 0,1 ml 0,1M Na,CO; a spekirometricky byla promérena
absorbance pfi 420 nm. Slozeni jednotlivych bodl kalibracni fady je shrnuto v Tabulka V,
kalibracni pfimka s rovnici regrese je zndzornéna v Graf 1.

Tabulka V SloZeni jednotlivych bodl kalibracni rady.

slozka [ul] blank 1 2 3 4 5
p-NF 0 20 40 60 80 100
fosfatovy pufr 650 650 650 650 650 650
voda 100 80 60 40 20 0
Na,COj3 100 100 100 100 100 100
Nyne [WMol] 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
1,6 -
1,4 1
1,2 A
1,0 A
< 0,8 -
A =2,7014x - 0,0045
0,6 1 R2 =0,0977
04 -
0,2 A
0,0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Npnr [MmMoOI]

Graf 1 Kalibracni pfimka p-nitrofenolu.
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2.2.2 Stanoveni v supernatantu

Z kultivaéniho média bylo v jednotlivych ¢asovych intervalech odebrano 0,5 ml bunééné
suspenze, ktera byla nasledné centrifugovana pfi 13 000 ot/min a teploté 4°C po dobu 5
minut. Ze supernatantu bylo odebrano 50 ul vzorku (enzymu), k némuz bylo poté pfidano
650 ul fosfatového pufru a 50 pl substratu. Jako substrat byl pouzit roztok p-nitrofenyllauratu
(p-NFL, C12:0) v etanolu. Reak¢ni smés byla homogenizovana a inkubovana v termostatu
pfi 37°C po dobu 30 minut. Poté bylo ke smési pfidano 100 pl 0,1M Na,COs;. Smés byla opét
promichana a pfi 420 nm byla zméfena absorbance reakéni smési. Jako blank byl pouzit
vzorek, ktery misto substratu obsahoval stejné mnozstvi destilované vody.

2.2.3 Stanoveni v sedimentu

Ke stanoveni byl pouzit sediment, ktery zlstal ve zkumavce po odbéru vzorku k
pfedchozimu stanoveni a odliti zbytkového supernatantu. Sediment byl promyt a
centrifugovan pfi 13 000 ot/min pfi 4 °C. Poté byl sediment rozsuspendovan
v 700 pl fosfatového pufru a bylo pfidano 50 ul p-NFL. Reakéni smés byla homogenizovana
a inkubovana v termostatu pfi 37°C po dobu 30 minut. Nasledné bylo ke smési pfidano 100
Ml 0,1M Na,COs. Po ukonceni reakce byla smés centrifugovana pfi 13 000 ot/min pfi 4°C.
Absorbance ziskaného supernatantu byla poté promérena pfi 420 nm. Jako blank byl pouzit
vzorek, ktery misto substratu obsahoval stejné mnozstvi destilované vody.

2.2.4 Stanoveni ristové krivky

Stanoveni rlstové krivky jednotlivych mikrobidlnich kultur probihalo za pouziti McFarlandova
denzitometru. Princip méfeni je zalozen na mérfeni optické absorpce s digitalnim zobrazenim
vysledku v McFarlandovych jednotkach (0 — 19,5) na displeji pfistroje. Denzitometr je uréen
pro méfeni zakalu v rozsahu 0,3 — 5,0 McFarlanda (100x106 — 150x107 bunék-ml™).
Tento pristroj mize méfit i v $irSim rozsahu (5,0 — 15,0 McFarlanda), av§ak v tomto pfipadé
se musi pocitat s vyssi odchylkou. Zakal byl proméfovan v ¢asovych intervalech, které byly
shodné s intervaly odbéru vzork(i ke stanoveni lipolytické aktivity.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Na zakladé literarni reSerSe (viz 2 Lipolytické mikroorganismy) bylo vybrano sedm
potencialné lipolytickych mikroorganismu — pét kvasinek ( Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces
marxianus, Rhodotorula minuta, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula graminis) a dvé bakterie
(Bacillus subtilis a termostabilni Geobacillus stearothermophillus).

Byla testovana produkce lipolytickych enzymu v pfitomnosti sacharidového (glukéza)
a lipidového (rostlinny olej) zdroje uhliku. Na zakladé vysledkl pak byly vybrany dva
mikroorganismy, Yarrowia lipolytica a Rhodotorula minuta, které byly déle testovany.
Yarrowia lipolytica je velmi dobfe prostudovanym mikroorganismem z hlediska produkce
lipaz, zatimco o kvasince Rhodotorula minuta a jeji lipolytické aktivité je dostupnych jen velmi
malo informaci.

1 SCREENING VYBRANYCH MIKROORGANISMU

U vybranych mikrobl byla schopnost rozkladat lipidy ovérena kultivacné na Petriho miskach
se Spirit blue agarem s obsahem tributyrinu, tzv. tributyrinovym testem. Pozitivni reakce,
a tedy schopnost metabolizovat tributyrin, byla pozorovana u v$ech mikroorganismd,
s vyjimkou Geobacillus stearothermophillus. U mikroorganism s lipolytickou aktivitou doslo k
vytvoreni jasné zdny okolo kolonii nebo ke zméné barvy okoli ¢i samotnych kolonii (Obrazek
4 B-H). U bakterie Bacillus subtilis (4F) a kvasinky Yarrowia lipolytica (4B) byla zména
detekovana jiz po 16 hodinach kultivace, u zbyvajicich kvasinek byla pozitivni reakce
pozorovana po 48 hodinach kultivace.

Na zakladé makroskopického screeningu bylo k dalSim testlim pouzito 6 mikroorganismu
s prokazanou lipolytickou aktivitou - Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces marxianus,
Rhodotorula minuta, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula graminis a Bacillus subtilis.
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Obrazek 4 Tributyrinovy test. (A) kontrolni miska, (B) Kluyveromyces marxianus,
(B) Yarrowia lipolytica, (C) Rhodotorula minuta, (D) Rhodotorula glutinis,
(E) Rhodotorula graminis, (F) Bacillus subtilis, (H) Geobacillus stearothermophillus.

2 VLIV PRITOMNOSTI LIPIDICKEHO ZDROJE UHLIKU NA RUST A
PRODUKCI LIPAZ

U vybranych mikroorganism( byla lipolytickd aktivita testovana v médiich obsahujicich
nasledujici zdroje uhliku lipidového ¢&i sacharidového charakteru a jejich kombinace:
(1) glukoza, (2) glukdza a Fepkovy olej a (3) fepkovy olej. Lipolyticka aktivita byla sledovana
jak v supernatantu, tak v sedimentu. V prabéhu kultivace byla sledovana také rlstova krivka,
kterd slouzila ke stanoveni celkového narGstu bunék v zavislosti na slozeni kultivacéniho
média. Vysledky jsou graficky znazornény v Grafech 2-9.

2.1 Médium s glukézou

Lipolytické aktivity sledovanych mikroorganismd dosahovaly nejvy$sich hodnot v prvnich
24 hodinach kultivace, tzn. béhem lag-faze a faze exponencialni (Grafy 2-7). Poté produkce
enzymU poklesla. Vyjimkou byly lipazy Bacillus subtilis, jejichz produkce s nastupem
stacionarni faze opét narUstala. Literatura uvadi, ze bakteridlni lipolytické enzymy jsou
produkovany a vyluéovany do prostfedi zejména na konci exponencialni faze a castec¢né
ve fazi stacionarni. Vysledky Bacillus subtilis se tak s témito daty shoduji pouze z Easti
(produkce lipaz ve fazi stacionarni). [53]
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Nejvyssi lipolyticka aktivity byla pozorovana u vsSech sledovanych mikroorganismu
v supernatantu v ¢ase odbéru 9 hodin. Nejvy8si aktivity v tomto €ase vykazovala bakterie
Bacillus subtilis (0,539 U-ml") a kvasinka Rhodotorula glutinis (0,991 U-ml™), aktivity
ostatnich mikroorganismti oscilovaly kolem hodnoty 0,3 U-mlI™. VV &asech mezi 48 hodinami
a 96 hodinami, tedy ve fazi stacionarni aktivita Zzadného mikroba nepresahla hodnotu
0,1 U-ml™. Lipolyticka aktivita v sedimentu byla vzhledem k aktivité v supernatantu minimaini,
Ize tedy fici, ze lipazy jsou sekretovany do extracelularniho prostfedi a nejsou vazany
na buné¢nou hmotu.

Studie uvadi, ze extracelularni lipazy kvasinky Yarrowia lipolytica jsou prevazné vazané
na bunku a do prostredi jsou uvoliovany na konci rlistové faze. [37] Data namérena
pfi kultivaci Y. lipolytica jsou v8ak s timto tvrzenim v rozporu, nebot ukazuji, ze lipazy jsou
uvolnovany do média na zacatku kultivace s maximem na pocatku exponencialni faze.

2.2 Médium s glukozou a olejem

Aby bylo mozné zjistit, jak je tvorba lipolytickych enzym( ovlivnéna pfitomnosti lipidového
zdroje uhliku, byl do média pfidan fepkovy olej v mnozstvi 3 % celkového objemu
kultivaéniho média.

Bylo pozorovano, ze pfidavek oleje ve srovnani s médiem obsahujicim jako zdroj uhliku
pouze glukdzu produkci extracelularnich lipolytickych enzym( nezvysuje, naopak produkce
je snizena (Grafy 2-7) . Sekrece lipaz B. subtilis, K. marxianus, R. minuta, R. glutinis
a R. graminis je v$ak s nastupem exponencialni faze viceméné konstantni v dalsim pribéhu
kultivace.

V priibéhu kultivace kvasinky Y. lipolytica 1ze pozorovat narUst tvorby lipdz v 9. hodiné,
pak prabézny pokles jejich produkce. Vysledky Y. lipolytica vSak nekoreluji s vysledky
Najjar et al. [39], ktefi pozorovali utlum produkce lipdz az do chvile, kdy byla glukéza z média
spotfebovana a teprve poté doslo ke zvySeni produkce lipaz.

Rustova kfivka kultivace v pritomnosti glukézy i fepkového oleje naznacuje nar(ist biomasy
R. minuta, R. glutinis, R. graminis i Y. lipolytica (zvy$eni v priméru o 2 stupné McFarlanda).
Tyto vysledky koreluji s daty Kebabci et al. [54] a Najjar et al. [39], které nevykazuji zvySenou
produkci lipaz v pfitomnosti oleje i glukozy, avSak zaznamendvaji vyssi narlst bunécné
hmoty.

Mnozstvi biomasy B. subtilis a K. marxianus se neméni. U posledniho jmenovaného
mikroorganismu Ize pouze pozorovat rychlejSi nastup a ukonéeni exponencialni faze.

Na zakladé téchto vysledk( Ize usoudit, Ze produkce lipolytickych enzymd neni striktné
indukovana pouze prfitomnosti lipidického substratu, ale jejich tvorba je ovlivnéna i
pritomnosti substratu nelipidického charakteru. Data z kultivaci nékterych mikrob
(Rhodotorula minuta, Rhodotorula graminis a Kluyveromyces marxianus) naznacuji
simultanni vyuziti obou zdroji uhliku v pocatcich rlstu, avSak s vyCerpanim sacharidu
dochazi k indukci tvorby lipolytickych enzym( a vyuzivani lipidického zdroje.

37



0,60 14,0

— 0,55 -
:é 0,50 B 12,0
= 0,45
D 0.40 10,0 =
%’ 0,35 - 8,0 ‘E’
€ 0,30 —
5025 60 8
5 0,20 40 N
£ 0,15 ’
20,10 - 2,0
= 0,05

0,00 - 0,0

3 9 24 48 72 96
¢as [h]

s supernatant Glu mm sediment Glu

wem supernatant Glu+R mmm sediment Glu+R

——rlistova kfivka Glu ——rlistova kfivka Glu+R

Graf 2 Bacillus subtilis - srovnani pribéhu produkce lipolytickych enzym0 a rlstové kfivky
b&hem kultivace. Glu — glukéza, R — Fepkovy ole;.

0,35 18,0
: 0,30 _ B 16,0
£ 02 - 14,0
2,0.25 1 12,0
) =}
S 0,20 - 10,03,
E 0,15 - 80
. ©
S 0,10 - r 60 N
= - 4,0
£ 0,05 - )

0,00 - 0,0

3 9 24 48 72 96
¢as [h]

s supernatant Glu mm sediment Glu

e supernatant Glu+R mmm sediment Glu+R

——rlistova kiivka Glu ——riistova kiivka Glu+R

Graf 3 Rhodotorula minuta - srovnani prabéhu produkce lipolytickych enzymu a rustové
kfivky béhem kultivace.

38



o

w

()]
1

lipolytick& aktivita [U-ml-1]
o
N
o

3 9 24 48 72 96
¢as [h]
mmm supernatant Glu mmm sediment Glu
mem supernatant Glu+R mmm sediment Glu+R
——rlstova kfiivka Glu

——ristova kfivka Glu+R

16,0
14,0
12,0
10,0
- 8,0
- 6,0
- 4,0
- 2,0
- 0,0

zakal [McF]

Graf 4 Rhodotorula graminis - srovnani priibéhu produkce lipolytickych enzymu a rustové

krfivky béhem kultivace.
1,00

3 9 24 48 72 96
¢as [h]
mmm supernatant Glu mmm sediment Glu
mem supernatant Glu+R mmm sediment Glu+R
——rlstova kfiivka Glu

18,0
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

——rGstova kivka Glu+R

zakal [McF]

Graf 5 Rhodotorula glutinis - srovnani prabéhu produkce lipolytickych enzymu a rastové

krfivky béhem kultivace.

39



0,50 18,0

F0,45 T B 1650
€ 0,40 - - 14,0
2. 0,35 T | 12,0 E
< 0,30 o
= - 10,0 =
< 0,25 | 8.0 %
« 0,20 - s
~ - 6,0 N
© 0,15 - ’
20,10 - 40
£ 0,05 - 2,0

0,00 - - 0,0

3 9 24 48 72 96
¢as [h]

mmm supernatant Glu mmm sediment Glu

mem supernatant Glu+R mmm sediment Glu+R

——rlistova kfivka Glu+R ——riistova kfivka Glu

Graf 6 Yarrowia lipolytica - srovnani prabéhu produkce lipolytickych enzymu a rlstové kfivky
béhem kultivace.

0,40 16,0
T 035 - - 14,0
S
=) 0,30 - - 12,0 _
3 0,25 - - 1006
= =
€ 0,20 - - 8,0 %
(]
w 0,15 - 6,0 &
% N
= 0,10 - - 4,0
80,05 - - 2,0

0,00 - - 0,0

3 9 24 48 72 96
¢as [h]

mmm supernatant Glu mm sediment Glu

mem supernatant Glu+R mmm sediment Glu+R

——riistova kiivka Glu ——rlistova kfivka Glu+R

Graf 7 Kluyveromyces marxianus - srovnani pribéhu produkce lipolytickych enzym( a
rlistové kfivky béhem kultivace.

40



2.3 Médium s olejem

K dals$im experimentim byly pouzity mikroorganismy Yarrowia lipolytica a
Rhodotorula minuta.

Nejprve byla zkoumana reakce mikroorganisml na pritomnost oleje jako jediného zdroje
uhliku. Soucasné bylo méfeno i pH kultivaéniho média.

. Rhodotorula minuta

Celkovy narust biomasy Rhodotorula minuta v médiu s olejem je témér dvojnasobné
nizsi ve srovnani s médiem s glukézou, avsak prubéh rlstové kiivky (pocatek
i ukonceni exponencidlni faze) je az do 24. hodiny totozny (Graf 8). Stejné tak pribéh
hodnot lipolytickych aktivit v jednotlivych intervalech kopiruje v prvnich 24 hodinach
ristu trend prlbéhu aktivit v médiu s glukdézou, avSak hodnoty jsou nizsi.
Poté vSak nenastava vyrazné utlumeni produkce lipaz, jako je tomu v pfitomnosti
glukozy, ale dochazi ke stabilizaci produkce, a az v 96. hodiné k jejimu poklesu.
Aktivita lipaz v sedimentu v médiu s fepkovym olejem je mezi 9. a 96. hodinou
konstantni, avak je minimalni (hodnoty nepiesahuiji 0,02 U-ml™).

Produkce lipdz Rhodotorula minuta tak zfejmé neni indukovana pfitomnosti lipidu
ve smyslu zvySeni tvorby téchto enzym(. Jelikoz v odborné literature nejsou
k dispozici zadné informace o produkci lipaz R. minuta, nelze tyto poznatky porovnat.
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Graf 8 Prubéh produkce lipolytickych enzym( a rlistovych kiivek Rhodotorula minuta
v médiu s glukézou &i olejem, jako jedinymi zdroji uhliku. Glu — glukéza, R — Fepkovy ole;.
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Graf 9 Prubéh produkce lipolytickych enzym( a rlstovych kfivek Yarrowia lipolytica v médiu
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Yarrowia lipolytica

U kvasinky Yarrowia lipolytica (Graf 9) bylo pozorovano, ze dochazi k posunuti
pocatku exponencidlni faze do pozdeéjsich ¢asli (do 24. hodiny). Celkovy narlst
biomasy je ve srovnani s médiem, kde je jako jediny zdroj uhliku glukbza, mensi o 1
jednotku McFarlanda. Vyrazné je posunuti maximalnich hodnot lipolytické aktivity.
Maxima hodnot aktivity nastavaji v médiu s olejem v €asech 48 a 72 hodin,
tedy ve stacionarni fazi a pohybuji se kolem hodnoty 0,4 U-ml”, zatimco nejvyssi

produkce lipaz v médiu s glukdzou nastava v pocatcich kultivace.
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s glukdzou Ci fepkovym olejem, jako jedinymi zdroji uhliku.
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3 VLIV RUZNYCH LIPIDOVYCH SUBSTRATU NA  RUST
MIKROORGANISMU A PRODUKCI LIPAZ

DalSim krokem studia produkce lipdz mikroorganismy Rhodotorula minuta a Yarrowia
lipolytica bylo zkoumani vlivu rlznych druh( rostlinnych oleju na produkci lipdz. Kromé
repkového oleje byly jako jediny zdroj uhliku pouzity také olej slune€nicovy, olivovy a tepelné
zpracovany fepkovy olej, pouzity pfi pfipravé smazenych jidel. Tyto oleje jsou
v potravinarskych provozech bézné pouzivané. Do kultivaéniho média byly pfidany
v mnozstvi 3 % celkového objemu kultivaéniho média. Méfena byla i zména pH média
v pribéhu kultivace.

. Rhodotorula minuta

Rustové krivky v pfitomnosti véech druhG olejd maji totozny priibéh (Graf 10).
Maximalni mnozstvi bunééné hmoty bylo v médiu na konci exponencialni faze
ve 24. hodiné kultivace, a to 8 jednotek McFarlanda. Pocatek exponencialni faze
je uv pfitomnosti vSech testovanych zdroju uhliku 9. hodiné kultivace, faze
stacionarni pak nastava v 24. hodiné.
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Graf 10 RUstové kfivky Rhodotorula minuta v pfitomnosti vybranych druh( olejd.
S - slunegnicovy olej, O — olivovy olej, R — fepkovy olej, RP — fepkovy olej,
tepelné zpracovany.

V pritomnosti fepkového oleje Ize sledovat narlst aktivity v prvnich 9 hodinach
kultivace, mezi 24. a 72. hodinou lipolytickd aktivita pozvolna stoupa a poté opét
klesa (Graf 11). Ve srovnani s ostatnimi oleji je vzestup produkce lipaz v pfitomnosti
repkového oleje nejrychlejsi a lipolyticka aktivita je v prabéhu celé kultivace nejvyssi
(maximum produkce 0,14 U-ml” v 9. hodiné kultivace).
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Produkce lipaz v pritomnosti slune¢nicového oleje je celkové niz8i, svych maxim
dosahuje v 6. a 72. hodiné& (0,09 U-ml”, respektive 0,108 U-ml™), aviak trend pribé&hu
aktivity je stejny jako u oleje repkového. Lze pozorovat narlist v lag-fazi
(mezi 3. a 9. hodinou) a ve fazi zpomaleni ristu a fazi stacionarni (24. az 96. hodina
kultivace), zatimco ve fazi exponencialni (9. az 24. hodina kultivace) dochazi k utlumu
produkce lipolytickych enzymu.

V pritomnosti tepelné opracovaného fepkového oleje Ize pozorovat pozvolné
zvySovani tvorby lipdz béhem prvnich 24. hodin kultivace (lag-faze a faze
exponencialni), maxima je pak dosazeno ve fazi stacionarni mezi 72. a 96. hodinou
(stejné jako u oleje slunecnicového).

V pfitomnosti olivového oleje Ize v pribéhu exponencialni faze pozorovat profil
lipolytické aktivity shodny s ostatnimi oleji - béhem exponencialni faze,
tedy mezi 9. a24. hodinou dochazi k poklesu tvorby lipaz, s pocCatkem faze
stacionarni vSak produkce opét roste, a v 96. hoding, tedy pfi ukonéeni kultivace,
dosahuje svého maxima (0,095 U-ml™). Timto se kultivace v pfitomnosti olivového
oleje odliSuje od ostatnich lipidickych substratd.

Lipolytickou aktivitu vazanou na burky Ize v pfitomnosti véech druhd oleji oznadit
jako zanedbatelnou, jelikoz b&hem kultivace neprekrogila hodnotu 0,02 U-ml™.

0,15
E
2
o 0,10 -
=
<
(]
20,05 -
2
=
o
0,00 - : T . : :
3 6 9 24 48 72 96
¢as [h]
supernatant S —@—sediment S
supernatant O —@—sediment O
supernatant R —e—sediment R

supernatant R tepelné zpracovany —@—sediment R tepelné& zpracovany

Graf 11 Pr(ibéh produkce lipolytickych enzymd Rhodotorula minuta ve vybranych olejich.
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Jako nejvhodnéjSi zdroj uhliku k produkci lipaz se tak jevi fepkovy olej. Lipazy
Rhodotorula minuta mohou upfednostiovat nenasycené mastné kyseliny (mono-
i polyenové), které jsou v Fepkovém oleji nejvice zastoupeny (Tabulka VI). Lze tedy
usoudit, ze s rostoucim obsahem nasycenych mastnych kyselin v oleji klesa produkce
lipolytickych enzym(l Rhodotorula minuta. Tyto vysledky se shoduji se zavéry, které
vyvodili Lakshmi et al. [16] pfi studiu produkce lipaz Candida rugosa.

K maximalni produkci lipaz pak dochazi v lag- fazi, faze exponencialni je naopak

ve znameni utlumu produkce lipolytickych enzymu.



Tabulka VI Zastoupeni mastnych kyselin ve vybranych olejich (% celkového mnozstvi

mastnych kyselin, u hlavnich mastnych kyselin je uvedena primérna hodnota). [55]

mastné kyseliny

nasycené mononenasycené polynenasycené
olej o . L . . . .
palmitova | stearova celkem olejova | monoenové |linolova | linolenova | polyenové
C16:0 C18:0 nasycenych | C18:1 celkem c18:2 c18:3 celkem
fepkovy i i i
bezerukovy 4,5 1,5 5-10 56 52-76 21 10 22-40
slunecnicovy 3-5 3-5 9-17 70-87 13-41 3-20 0 42-74
olivovy 11,5 2,5 8-26 74 54-87 9,5 4-22

Méreni zmény pH v priibéhu kultivace ukézalo u vSech vybranych oleji totozny prabéh pH
média az do 24. hodiny, tedy do konce exponencialni faze (Graf 12). V lag-fazi pH pokleslo
z primérné hodnoty 6,1 na 5,9. Ve fazi exponencialni pak hodnoty stouply primérné na 7.6.
Narlst pH v této fazi koreluje s utlumenim lipolytické aktivity v pfitomnosti vSech vybranych
oleji. Hodnota pH roste nejpomaleji v pfitomnosti slunec¢nicového oleje, coz se shoduje
s narlistem lipolytické aktivity v tomto ¢asovém Useku, a tedy vy$si mirou degradace lipidu
na mastné kyseliny. NejvyS$si hodnoty pH bylo dosazeno v médiu s olivovym olejem,
a to hodnoty 8,45. Od 72. hodiny do ukonCeni kultivace pak pH vyraznéji neklesalo,
ani nerostlo.
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Graf 12 Zména pH kultivacniho média v pfitomnosti vybranych olej{i pfi kultivaci
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Yarrowia lipolytica

V pfitomnosti vSech druhll oleji byly zaznamenan totozny prabéh produkce
lipolytickych enzymu — v exponencidlni fazi, tedy mezi 9. a 48. hodinou kultivace
(Graf 13), doslo ke vzristu lipolytické aktivity (Graf 14), ve fazi stacionarni
(mezi 48. a 96. hodinou) mnozstvi produkovanych enzym(l v pokleslo ¢&i bylo
udrzovano na konstantni hladiné.

Nejvyraznéjsi narlst aktivity byl pozorovan s médiu s obsahem oleje fepkového,
maximalni hodnoty lipolytické aktivity bylo dosazeni v €ase 48 hodin a na hodnoté
0,384 U'ml" byla udrzena az do 72. hodiny. Poté Ize v produkci lipdz pozorovat
pokles. Nejmens$i hodnota lipolytické aktivity pak byla zaznamenana v pfitomnosti
oleje olivového, a to 0,338 U-ml” v 48. hodiné kultivace. Profily enzymovych aktivit
v médiich s obsahem oleju slunecnicového a tepelné zpracovaného repkového oleje
jsou pak témérf totozné, maxima — 0,362 U-ml”, resp. 0,354 U-ml" bylo dosazeno
v prlibéhu exponencialni faze ve 24. hodiné kultivace.

Mezi maximalnimi hodnotami lipolytickych aktivit v pfitomnosti jednotlivych druh(
oleji nejsou vyrazné rozdily, véechny hodnoty se pohybuiji v intervalu 0,33 az 0,38
U-ml'. Tato data potvrzuji vysledky Kebabci et al. [54], ktefi taktéz nepozorovali
rozdily v produkci lipdz v pfitomnosti stejnych druh( olej(.
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Graf 13 RUstové krivky Yarrowia lipolytica v pfitomnosti vybranych druhd oleju.
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Graf 14 Lipolyticka aktivita Yarrowia lipolytica ve vybranych olejich.

Dlkazem intenzivniho stépeni lipidovych substrati je pokles pH ve druhé poloviné
exponencialni faze a v pribéhu faze stacionarni (Graf 15). Hodnoty pH pak v dal$ich
fazich stale klesaji, a to az k hodnotam kolem 2,0.

Degradace lipidi probiha nejrychleji v médiu s olivovym olejem, kdy Ize pozorovat
strmy pokles pH pravé ve druhé puli exponencialni faze. S utlumem produkce
lipolytickych enzymu v ¢asovém uUseku od 48. do 72. hodiny pak klesa také rychlost
zmény pH.
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Graf 15 Zména pH kultivacniho média v pfitomnosti vybranych olej{i pfi kultivaci
Yarrowia lipolytica.
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Nejvhodnéjsim lipidickym substratem pro produkci lipaz Rhodotorula minuta a
Yarrowia lipolytica jsou tedy fepkovy a olivovy olej, a to nejspiSe kvuli vysokému
obsahu monoenovych C18:n mastnych kyselin a nizkému obsahu nasycenych
mastnych kyselin. Ve zvy$ené mife je ziejmé produkovana lipZp, ktera je specificka
pravé vici mononenasycenym mastnym kyselinam. Klicovym faktorem jeji produkce
je obsah kyseliny olejové v lipidickém substratu. Tuto podminku splfuji vSechny
pouzité oleje, nejvétSi mnozstvi kyseliny olejové a zarovenn nejméné nasycenych
mastnych kyselin obsahuje pravé olej fepkovy (viz Tabulka VI). [37, 39]

Tyto vysledky potvrzuji také Hadeball et al. [56], ktefi zaznamenali induktivni ucinky
kyseliny linolové na produkci lipaz Y. lipolytica.

Namérené hodnoty pH kultivatniho média béhem kultivace Yarrowia lipolytica mély
ocekavany prabéh — byl pozorovan pokles pH, zplsobeny stépenim lipidd na mastné
kyseliny. Vysledky méfeni pH média pfi kultivaci Rhodotorula minuta
se od predpokladaného pribéhu (snizovani pH v disledku stépeni lipid(i na mastné
kyseliny) liSily. Tyto vysledky vSak nelze porovnat s informacemi z literatury, nebot
méreni podobného charakteru nebyla provadéna.



4 VLIV Plv?iTOMN(,)STI DETERGENTU NA RUST MIKROORGANISMU A
PRODUKCI LIPAZ

V dalSi ¢asti studia produkce lipdz byl testovan vliv pfidavku detergentu do médii
s vybranymi oleji. Divodem byla lepsi dispergace oleje v médiu, a tedy zpristupnéni
substratu lipolytickym enzymUm. V tomto experimentu byl pouzit bézné dostupny a bézné
pouzivany detergenéni pfipravek k myti nadobi Jar (viz Material). Do média byl pfidan
v mnozstvi 50 pl na 10 ml kultivaéniho média.

. Rhodotorula minuta

Rustové kiivky Rhodotorula minuta v pritomnosti oleje a detergentu vykazuji
oproti kiivkdm pouze v pfitomnosti oleje celkovy niz$i narlist bunééné hmoty (Graf
16). Pocatek exponencialni faze je shodny - nastava v 9. hodiné kultivace a trva
do 24. hodiny. Nejvy$si narlst biomasy byl zaznamenan v pfitomnosti detergentu
s fepkovym olejem a stepelné zpracovanym fepkovym olejem (7 jednotek
McFarlanda, respektive 4,6 jednotek McFarlanda). NarUst biomasy béhem kultivace
ve zbyvajicich pfipadech nepfesahnul hodnotu 2,3 McF.

Lipolyticka aktivita u zadného z testovanych olejd nepiekrogila hodnotu 0,1 U-ml™
(Graf 17). V pfitomnosti vSech druhG olejd, s vyjimkou tepelné zpracovaného
fepkového oleje, kopiruje kfivka aktivity v pfitomnosti detergentu profil lipolytické
aktivity v médiu bez detergentu. Aktivita enzym( roste vlag-fazi a na pocatku
stacionarni faze, utlum nastava ve fazi exponencialni. Pouze v pfipadé kombinace
prepaleného fepkového oleje a detergentu je trend presné opacény — aktivita stagnuje
mezi 6. a 9. hodinou (lag-faze az faze exponencidlni), poté ve fazi zpomaleni rdstu
stoupa (24. az 48. hodina), opét klesa ve fazi stacionarni mezi 48. a 72. hodinou,
a opétovné roste v pozdni dobé kultivace. Aktivita v sedimentu je zanedbatelna.
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Graf 16 Srovnani rlistovych kfivek Rhodotorula minuta v pfitomnosti vybranych oleju
a detergentu. (A) sluneénicovy olej, (B) olivovy olej, (C) fepkovy olej, (D) fepkovy olej,

tepelné zpracovany.
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Graf 17 Priibéh lipolytickych aktivit Rhodotorula minuta v pfitomnosti oleje a detergentu.
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Yarrowia lipolytica

Rustové kiivky Yarrowia lipolytica v pritomnosti detergentu vykazuji, s vyjimkou
fepkového oleje, pozdéjsi nastup exponencialni faze, ve 24. hoding, oproti 9. hodiné
v médiich bez detergentu (Graf 18). Déle Ize také pozorovat absenci faze stacionarni
v pozdéjSich &asovych usecich a snizeni celkového mnozstvi biomasy na konci
kultivace v pfitomnosti olivového a slune€nicového oleje. Naopak v médiich
s obsahem oleje fepkového a tepelné zpracovaného fepkového oleje byl
v pritomnosti detergentu zaznamenan narlst bunééné hmoty vyssi nez v médiich bez
detergentu.
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Graf 18 Rustové krivky Yarrowia lipolytica v pfitomnosti vybranych olejli a detergentu.

(A) slunecnicovy olej, (B) olivovy olej, (C) fepkovy olej, (D) tepelné zpracovany fepkovy olej.
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Utlum produkce lipolytickych enzmy(i v exponencidlni fazi v médiich v pfitomnosti
detergentu byl zaznamenan také pfi kultivaci Yarrowia lipolytica (Graf 19). Lipolytické
aktivity v médiich s obsahem detergentu a sluneénicového, olivového a tepelné
zpracovaného fepkového oleje dosahovaly ve svych maximech nejvy$e hodnoty

0,1

U-ml™. V pfitomnosti fepkového oleje nebyl utlum v produkci lipaz tak markantni,

hodnota aktivity v maximu byla 0,315 U-ml™ v médiu s detergentem oproti 0,384 U-ml°
' v médiu bez detergentu.
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Graf 19 Pr(ibéh lipolytickych aktivit Yarrowia lipolytica v pfitomnosti oleje a detergentu.
(A) slunecnicovy olej, (B) olivovy olej, (C) fepkovy olej, (D) tepelné zpracovany fepkovy olej.
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Pri celkovém zhodnoceni vlivu detergentu na rast a produkci lipaz mikroorganismy
Rhodotorula minuta a Yarrowia lipolytica ze fici, ze v pfitomnosti detergentu dochazi
ve srovnani s médiem s obsahem oleje k utlumeni jak produkce lipaz, tak k inhibici ristu
bunék, pricemz rlst bunék a produkce enzym( je silngji potlatena u Yarrowia lipolytica.
Ackoliv literatura uvadi pouziti detergentu jako permeabilizacniho ¢inidla, jehoz plsobenim
by mélo dojit k uvolnéni lipolytickych enzymu vazanych na burku, a tedy zvyseni lipolytické
aktivity [39], vtomto pfipadé se tak nestalo. Vysvétleni ziejmé lezi v pouziti komplexniho
detergentu, ktery kromé povrchové aktivnich latek obsahuje také latky s mikrobicidnimi
ucinky. Pri detailnéjSim studiu slozeni pouzitého surfaktantu bylo zjisténo, ze obsahuje
benizothiazolinon a fenoxyetanol, tedy latky vykazujici fungicidni a baktericidni ucinky.
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5 VLIV ZDROJE DUSIKU NA RUST MIKROORGANISMU A PRODUKCI
LIPAZ

Poslednim krokem bylo zkoumani vlivu zdroje dusiku na produkci lipolytickych enzymu.
Reakce mikroorganismu byla studovana v médiich s obsahem repkového oleje a
organickych a anorganickych zdrojii N v mnozstvi 1 % (w/v). Z organickych zdroja byla
pouzita mocovina a kvasniény extrakt, z anorganickych pak siran amonny a chlorid amonny.
Dale byla pouzita kombinace organického a anorganického zdroje, a to kvasniénych extrakt
a chlorid amonny. [54]

. Rhodotorula minuta

Pri pohledu na rlstové kfivky Ize v médiich s jednoduchym zdrojem dusiku pozorovat
posun pocatku exponencialni faze do 48. hodiny (v pfipadé siranu amonného)
ado 72. hodiny (v pfipadé mocoviny a chloridu amonného), oproti médiu,
které obsahovalo kombinovany zdroj dusiku (Graf 20). NarUst biomasy v médiu
s chloridem amonnym je pak témér nulovy. Nejvétsi mnozstvi bunééné hmoty bylo
pozorovano v médiu s kombinovanym zdrojem dusiku, a to 9,71 jednotek
McFarlanda.
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Graf 20 RUstové kfivky Rhodotorula minuta v pfitomnosti riiznych zdroju dusiku.
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Produkce lipdz byla v porovnani s kombinovanym zdrojem dusiku v pfitomnosti
jednoduchych zdrojl spise utlumena (Graf 21). Mezi jednoduchymi zdroji pak nebyl
zaznamenan zadny vyrazny rozdil, lipolyticka aktivita u Zadného z testovanych zdroju
dusiku nepfesahla hodnotu 0,05 U-ml™.
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Graf 21 Produkce lipolytickych enzymG Rhodotorula minuta v pfitomnosti riznych zdroju
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dusiku.

Yarrowia lipolytica

Nejvétsi narlist bunééné hmoty byl zaznamenan v pfitomnosti kombinovaného zdroje
dusiku, a to 13,5 jednotek McFarlanda v 72. hodiné kultivace, a kvasniéného extraktu,
a to 12,7 jednotek McFarlanda v 96. hodiné kultivace (Graf 22). V pfipadé
anorganickych zdroju dusiku bylo zaznamenano opozdéni pocatku exponencidlni
faze (posun do 24. hodiny) a celkovy mensi narlist biomasy. V pfitomnosti mocoviny
byl prirGstek bunécné hmoty béhem celé kultivace nulovy.

Pfitomnost anorganickych soli a mocoviny ma na lipolytickou aktivitu Yarrowia
lipolytica spise inhibi€ni ucinky (Graf 23). V médiich s moc€ovinou, siranem amonnym
a chloridem amonnym byl pribéh lipolytické aktivity béhem kultivace konstantni,
nezavisle na rUstové fazi, ve které se kultura nachéazela. Aktivita nepresahla hodnotu
0,02 U-ml™, Ize ji tedy hodnotit jako zanedbatelnou. Nejvyraznéjsi produkce lipaz byla
zaznamenana v pfitomnosti kombinovaného zdroje dusiku, s maximem 0,384 U-ml”
v 48. a 72 hodiné kultivace.
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Graf 22 RUstové kfivky Yarrowia lipolytica v pfitomnosti riznych zdroju dusiku.
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Graf 23 Produkce lipolytickych enzym0 Yarrowia lipolytica v pfitomnosti riznych zdrojl

dusiku.

Jako nejvhodnéjsi zdroj dusiku se tedy jevi kombinace organické komplexni slouceniny
a anorganické latky, v tomto pfipadé kvasni€éného extraktu a chloridu amonného.

Ziskané vysledky |ze velmi tézko porovnat s daty z odborné literatury, nebot jednotlivé
vysledky experimentll, pfi kterych byla testovana vhodnost rlznych zdrojii dusiku
pro produkci lipaz Yarrowia lipolytica, se velmi lisi. Kebabci et al. [54] dosahovali nejvyssich
hodnot produkce lipaz v pfitomnosti siranu amonného, dusi¢énanu amonného, tedy
anorganickych zdroju uhliku, a mocoviny. Mocovina pak byla vyhodnocena jako jeden z
vhodnych zdroj dusiku také ve studii Corzo et al. [57], avSak tato studie nepotvrzuje zvySeni
aktivity v médiich s obsahem siranu amonného.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo otestovat vybrané mikroorganismy s potencialem vyuziti
pii Cisténi odpadnich vod z potravinarskych provoz( na produkci lipdz v pfitomnosti rliznych
zdrojli uhliku, dusiku a v pfitomnosti detergentu. Testovany byly tyto mikroorganismy:
Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula minuta, Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula graminis, Bacillus subtilis a Geobacillus stearothermophillus.

Makroskopicky screening prokazal schopnost mikroorganisml Yarrowia lipolytica,
Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula minuta, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula graminis
a Bacillus subtilis produkovat lipolytické enzymy. U bakterie Geobacillus stearothermophillus
schopnost produkce lipaz prokazana nebyla.

Produkce lipdz neni u téchto mikroorganismu striktné indukovana pritomnosti lipidu, ale
jejich tvorba je ovlivnéna i pfitomnosti substratu sacharidového charakteru.

V médiich, kde byl jako jediny zdroj uhliku olej, byly nejvy$si hodnoty produkce lipolytickych
enzym( zaznamenany v piitomnosti fepkového a olivového oleje, a to jak pfi kultivaci
Rhodotorula minuta, tak Yarrowia lipolytica. Hodnota pH kultivaéniho média
Rhodotorula minuta v pribéhu kultivace vzrostla z kyselé oblasti do oblasti zasadité, zatimco
pH média Yarrowia lipolytica béhem kultivace kleslo do oblasti silné kyselé.

Pri studiu vlivu detergentu na rlist mikroorganismu a produkci lipaz byly pozorovany inhibiéni
ucinky.

Pri studovani vlivu rlznych zdroji dusiku byly nejvyssi hodnoty produkce lipolytickych
enzym( zaznamenany v médiich s obsahem kvasni¢ného extraktu a chloridu amonného,
tedy v pfitomnosti organického i anorganického =zdroje dusiku. Lipolyticka aktivita
v pfitomnosti pouze anorganickych zdroju dusiku pak byla témér nulova.
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