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Abstrakt

Tato diplomova praca je zamerana na riadent produkciu lipolytickych enzymov, bioaktivnych
latok alipidov produkovanych karotenoidnymi kvasinkami. Teoretickd cast’ prace je
zamerana na charakterizaciu lipaz, karotenoidov, lipidov, ich vlastnosti, moznosti produkcie a
aplikacie. V experimentalnej Casti boli enzymy, karotenoidy a lipidy produkované pomocou
kvasiniek Rhodotorula mucilaginosa, Cystofilobasidium macerans a Sporidiobolus
salmonicolor submerznou kultivaciou na mineralnych médiach s roéznymi pridavkami:
glukoza, glycerol, tuk, tuk s glukozou, tuk s polysorbatom 80, tuk s glycerolom, tuk
s polyetylénglykolom, tuk s vy$S§im aniz§im pridavkom kyseliny palmitovej, enzymaticky
hydrolyzat tuku, kysly hydrolyzat abazicky hydrolyzat. Bola sledovana aktivita
extracelularnej lipazy po 96 hodinovej kultivacii, koncentracia B-karoténu, celkovych
karotenoidov, ergosterolu a ubichinénu v bunkach pomocou HPLC, koncentracia mastnych
kyselin a mnozstvo tuku pomocou GC. Produkcia sa lisila v zavislosti na pouzitej kvasinke a
pouzitom substrate. Karotenoidy boli najviac produkované kvasinkou Cystofilobasidium
macerans, ergosterol kvasinkou Sporidiobolus salmonicolor. Ubichinon bol takmer
ekvivalentne produkovany u kazdej kvasinky. Lipazova aktivita bola najvyssia u kvasinky
Sporidiobolus salmonicolor. Vybrana vzorka média s vysokou lipolytickou aktivitou bola
d’alej separovana a analyzovana pomocou ultrafiltracie a PAGE-SDS elektroforézy. Tato
diplomova praca bola robena v ramci medzinarodného projektu ,,LipoFungi.

KPucové slova: Rhodotorula mucilaginosa, Cystofilobasidium macerans, Sporidiobolus
salmonicolor, lipolyticky enzym, karotenoidy, lipidy.

Abstract

This diploma thesis is focused on controlled production of lipolytic enzymes, bioactive
substances and lipids by carotenogenic yeasts. Theoretical part deals with characterization of
lipolytic enzymes, carotenoids, lipids and their properties, possibility of production and
application. In experimental part the enzymes, carotenoids and lipids were produced by red
yeasts Rhodotorula mucilaginosa, Cystofilobasidium macerans and Sporidiobolus
salmonicolor by submerged cultivation in mineral medium with different additions: glucose,
glycerol, fat, fat with glucose, fat with polysorbate 80, fat with glycerol, fat with polyethylene
glycol, fat with higher and lower addition of palmitic acid, enzymatic fat hydrolysate, acidic
hydrolysate a basic hydrolysate. The activity of extracellular lipase was monitored in medium
after 96-hour cultivation. Concentration of p-carotene, total carotenoids, ergosterol and
ubiquinone was determined by HPLC, concentration of fatty acids and amount of fat by GC.
Production had differed depending on used yeasts and substrate. As the best producer of
carotenoids Cystofilobasidium macerans was found, ergosterol was highly produced by
Sporidiobolus salmonicolor. The production of ubiquinone was almost equivalent in all yeasts
and lipolytic activity was the highest in Sporidiobolus salmonicolor. The patricular medium
sample with high lipolytic activity was further separated and analysed by ultrafiltration and
PAGE-SDS electrophoresis. This diploma thesis was done within the international project
,,LipoFungi‘.

Keywords: Rhodotorula mucilaginosa, Cystofilobasidium macerans, Sporidiobolus
salmonicolor, lipolytic enzyme, carotenoids, lipids.
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1 UvVoD

Lipolytické enzymy su dolezitou sucastou roznych odvetvi priemyslu ako napr.
potravinarskeho, farmaceutického alebo kozmetického. St schopné Stiepit’ tuky na mastné
kyseliny a glycerol, apreto st biotechnologicky velmi vyznamné. Najdenie vhodného
producenta tychto enzymov moéze znatelne znizit' cenu celého biotechnologického procesu,
jeho vyuzitie a vV neposlednom rade cenu finalneho produktu.

Vyznamnymi priemyslovo vyuzivanymi producentmi lipaz s mikroorganizmy, najmé
kvasinky a plesne schopné vyuzivat lipidy ako zdroj uhlika. Niektoré =z tychto
mikroorganizmov produkuju karotenoidy.

Karotenoidy st skupinou prirodnych farbiv, ktoré hraju nezastupite'na rolu v prirode a
maju velké uplatnenie v priemysle v odvetviach potravinarskeho, pol'nohospodarskeho
a farmaceutického priemyslu. Vyskytuji sa prakticky vo vsetkych vyvojovych stupiioch
organizmov na planéte, od jednobunkovych prokaryotickych sinic, cez eukaryotické nizsie
aj vyssie organizmy. Ich vysoka antioxidacna aktivita predurcuje ich vyuzitie v doplnkoch
stravy, liecivych pripravkoch alebo krmivach.

Tato praca bola vypracovana Vv ramci medzinarodného projektu ,,LipoFungi, ktory sa
zaoberd biokonverziou odpadného zivocisneho tuku na kvasinkovu biomasu obohatent
0 karotenoidy, nenasytené mastné kyseliny a iné bioaktivne latky. Karotenoidné kvasinky su
ako producent extracelularnych lipaz, karotenoidov, lipidov arady d’alsich aktivnych latok
idealnym mikroorganizmom vhodnym pre tento typ biotechnologickej aplikacie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Karotenoidné kvasinky

Kvasinky su heterotrofné eukaryotické mikroorganizmy, ktoré zarad’ujeme medzi huby.
Vyznamné su hlavne tym, ze vicsina z nich dokaze skvasovat’ cukry na etanol a oxid uhlicity.
Vyskytuji sa bud’ ako jednobunkové organizmy alebo vo forme vldkien. Rozmnozuju sa
pucanim alebo prichradkovym delenim a nie st schopné fotosyntézy [1]. Karotenoidné
kvasinky akumuluju karotenogénne pigmenty ako st B-karotén, torulén a torularhodin. Tieto
pigmenty tvoria zafarbenie do Cervena, Zlta alebo oranzova. Karotenoidné kvasinky sa radia
do skupiny Basidiomycetae [2]. Medzi najdolezitejSich a najcastejSich producentov
karotenoidov z kvasiniek patria rody Rhodotorula, Sporobolomyces, Cystofilobasidium
a Xanthophyllomonas. Tieto rody su tiez zname vysokou produkciou lipidov so zvySenym
obsahom polynenasytenych mastnych kyselin, ktoré majt Siroké uplatnenie v potravinarstve
alebo priemysle biopaliv [1].

2.1.1 Rod Rhodotorula

Ich bunky maju gulovity az elipsoidny tvar. Su sfarbené Cervenofialovo, oranzovo az Zlto, a
to vdaka obsahu karotenoidnych farbiv. Netvoria endospory alebo iné spory, a ani
pseudomycélium [1]. Tento rod neskvasuje ziadne cukry a ma silno vyvinuty pentézovy
cyklus vyuzivania glukoézy. Medzi najbeznejSie druhy tychto kvasiniek patri Rhodotorula
glutinis, Rhodotorula mucilaginosa a Rhodotorula minuta [3]. Optimalna teplota rastu buniek
rodu Rhodotorula je 25-40 °C [4].

Obrdzok 1: Rhodotorula mucilaginosa



Obrazok 2: Rhodotorula mucilaginosa — bunky

2.1.2 Rod Sporidiobolus

Bunky rodu Sporidiobolus st vajcovitého az elipsoidného tvaru velkosti 2—5 x 8—12 um.
Kolénie st ruzovkasté, polomatné a hladké [5]. Existuje sedem akceptovanych druhov, z
ktorych pét produkuje prieCne septované bazidid. Ostatné dva druhy majua kratke hyfy. Rod
Sporidiobolus je uzko spaty s rodom Rhodosporidium. Konkrétne S. microsporus a S.
ruineniae su viac spojené s rodom Rhodosporidium nez so Sporidiobolus [6].

Obrdzok 3: Sporidiobolus salmonicolor [7]
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Obrazok 4: Sporidiobolus salmonicolor —bunky

2.1.3 Rod Cystofilobasidium

Svojimi fyziologickymi vlastnostami sa tento rod vel'mi podoba rodu Rhodotorula, odlisuje
sa vSak typom bazidia — tvori tzv. holobazidium, ktoré je jednobunkové a neseptované.
Najznamej$imi zastupcami st Cystofilobasium capitatum, C. bisporidii, C. infirmominiatum
[8]. Jednotlivé druhy sa odliSuju farbou nateru a tiez zivotnym cyklom. Podla druhu je
sfarbenie Cervené, oranzové alebo krémové, kolonie maju leskly a hladky povrch. Vsetky
tieto druhy, vratane Cystofilobasidium ferigula, obsahuji v bunkovej stene xylozu, st schopné
produkovat’ latky podobné Skrobu a utilizovat’ glukuronat [9].

Obrazok 5: Cystofilobasidium macerans
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Obrazok 6: Cystofilobasidium macerans —bunky

2.2 Lipolytické enzymy

Su to enzymy, ktoré katalyzuju hydrolyzu tukov na mastné kyseliny a glycerol [10].

Lipolytické enzymy, ktoré hydrolyzuju acyglyceroly s uhlikatym retazcom mastnych kyselin
krat§im nez 10 C, sa oznacuju ako esterazy alebo karboxylazy. Tie, ktoré hydrolyzuja

acyglyceroly s poc¢tom uhlikov vys§im ako 10, st oznaCované ako lipazy alebo

triacylglycerol-acylhydrolazy. Rozdiel je eSte v tom, Ze esterazy st aktivne vo vodnych
roztokoch, zatial' ¢o lipazy s aktivnejSie skor na rozhrani voda-lipid [11]. Lipazy (EC

3.1.1.3.) st ubikvitné enzymy produkované rastlinami, zivo¢ichmi a mikroorganizmami [12].

Lipolytické enzymy sa delia do 3 skupin:

Nespecificka skupina: lipolytické enzymy tejto skupiny uvolniuju mastné kyseliny zo
vsetkych troch pozicii acylglycerolu a kompletne hydrolyzuju triacylglyceroly na MK
a glycerol.

1,3-Specificka  skupina: uvolfiuyje mastné kyseliny 2z vonkajSich pozicii
triacylglycerolu avznikaji tak 1,2-diacylglyceroly, 2,3-diacylglyceroly a 2-mono-
acylglyceroly za uvolnenia mastnych kyselin. Dlha inkubacia triacylglycerolu s 1,3-
Specifickymi lipazami vedie vacsinou k tuplnej hydrolyze triacylglycerolov na mastné
kyseliny a glycerol.

Tretia skupina zahfna lipolytické enzymy, ktoré preferuji len urcité mastné kyseliny.

Vicsina lipaz patri medzi extracelularne enzymy, ktoré su do prostredia uvolnované pocas
neskorsej exponencialnej a v¢asnej stacionarnej rastovej fazy. Vacsia ¢ast” mikroorganizmov
moze tiez produkovat’ viac nez jeden typ extracelularnych lipaz s r6znou $pecifickostou [11].
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Lipaza Lipaza
o) = 0
o~ "~ -~
o) 9 )
Triacylglycerol Diacylglycerol Monoacylglycerol

Obrazok 7: Mechanizmus lipazovej aktivity

2.2.1 Priemyslové aplikacie lipaz

Lipolytické enzymy predstavuji najvyznamnejSiu  skupinu  biokatalyzatorov  pre
biotechnologické aplikacie, ktoré sa vyuzivaji pri syntézach biopolymérov, bionafty, pri
produkcii agrochemikalii a aromatickych zlucenin. Pouzivaju sa tiez v pivovarnictve a
vinarstve, pri vyrobe syrov a potravinovych doplnkov. Vo farmaceutickom priemysle pri
transesterifikaciach a hydrolyzach zohravaju primarnu rolu v produkcii Specidlnych lipidov.
Majii vyznam pri modifikacidch monoglyceridov aich vyuziti ako emulgatorov. Niektoré
priemyslovo vyznamné chemikélie vyrabané chemickymi procesmi z tukov a olejov mozu
byt produkované aj lipazami s ovel'a vicSou a lepSou Specifickost'ou [13].

2.2.2 Mikroorganizmy produkujuce lipazy a podmienky ich produkcie
Mikroorganizmy st oblibenymi zdrojmi priemyselnych enzymov vdaka ich lahkej
dostupnosti a rychlemu rastu. Casto sa prevadzaji genetické manipulacie s rekombinantnou
DNA, aby sa cielene zvysila produkcia enzymu. Produkcia enzymov je dolezita pre priemysel
kvoli vysokej i€innosti enzymov z roznych mikroorganizmov, ktoré dobre funguja v Sirokom
rozsahu roznych chemickych a fyzikalnych podmienok.

Vyznamnymi kvasinkami, ktoré produkuju lipazy st napr. Candida antarctica, Candida
tropicalis, rody Pichia, Saccharomyces alebo Rhodotorula. Velmi c¢asto vyuZzivanymi
producentmi lipolytickych enzymov st tieZ plesne, a to napr. Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae alebo Rhizopus nigricans.

Vicsina lipaz je extracelularnych, Cize su vylu€ované cez bunkové membrany do prostredia
(média). Mnozstvo vytvorenej lipazy zavisi na niekol’kych faktoroch, ako napr. teplota, pH,
obsah dusika a uhlika, zdroj lipidov alebo koncentracia rozpusteného kyslika. Optimum
lipazovej aktivity u kvasiniek je zvycajne cca 20 °C, pH 6-9 a molekulova hmotnost’ enzymu
sa va¢sinou pohybuje v rozmedzi 40—60 kDa.

Vo vSeobecnosti, produkcia lipaz je stimulovand hlavne lipidmi, avSak doéleZita rolu hraju aj
rozne induktory, ako napr. triacylglyceroly, voI'né mastné kyseliny, hydrolyzovateI'né estery,
glycerol a r6zne emulgatory [14,15].
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2.2.3 Aktivacia a inaktivacia lipolytického enzymu

Na expresiu lipazovej aktivity nie su potrebné kofaktory. Avsak na stimuldciu enzymove;j
aktivity lipAzy sa pouziva kation Ca?*. Naopak, lipAzova aktivita mdze byt velmi silno
inhibovana iénmi Co?*, Ni?*, Hg?*, Sn?* alebo jemne inhibovana i6nmi Zn?*, Mg?*, EDTA
alebo SDS [15].

2.3 Karotenoidy

Karotenoidy su doélezitd skupina prirodnych tetraterpénovych pigmentov, ktoré su Siroko
zastipené v prirode. Je identifikovanych viac ako 700 karotenoidov hlavne v rastlinach, ale aj
v zivo¢ichoch, mikroorganizmoch a riasach. Delia sa na dve skupiny — karotény a xantofyly.
Karotény st uhl'ovodiky tvorené len uhlikom a vodikom, zatial' ¢o xantofyly su oxidované
karotenoidy, ktoré obsahuju hydroxylovu, keto- alebo epoxy- skupinu [16].

Karotenoidy su vyborné lapace kyslikovych radikalov v rastlinach, a preto dokézu ochranit’
bunkové komponenty, ako su chlorofyly, lipidy, proteiny a DNA pred oxidaénym
poskodenim [17].

2.3.1 Karotény

Z chemického hladiska su to uhlovodiky, ktoré maju asponn 40 atomov C. Patri sem
najjednoduchsi acyklicky polynenasyteny uhlovodik lykopén. Ostatné karotény sa tvoria
cyklizaciou z acyklickych Y-karoténov enzymovo katalyzovanou reakciou. Moézu tak
vzniknut Struktury B-karoténu a a-karoténu (zacyklenie na oboch koncoch molekuly) alebo y-
karoténu (na jednom konci) [18,19]. Medzi najvyznamnejsie provitaminy A radime B-karotén,
ktory sa vicsinou vyskytuje v pritomnosti a-karoténu, y-karoténu, a d’alSich provitaminov A
[20]. Obsahuje ho hlavne mrkva, marhule alebo ¢eresne [21].

Medzi karotény patri tiez torulén a torularodin, ktoré maju podobnu funkciu ako provitaminy
A. Mozu byt syntetizované napr. rodmi Rhodotorula, Cystofilobasidium alebo
Sporobolomyces [22].

o-karoten

v-karoten

Obrazok 8: Struktiira vybranych karoténov
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2.3.2 Xantofyly

Xantofyly vznikaju primarne biochemickou oxidaciou (hydroxylaciou) karoténov. Patria
medzi derivaty odvodené od acyklickych karoténov. Jednym zo zastupcov je zeaxantin, ktory
radime medzi dihydroxysubstituované pigmenty, a ktorého prekurzorom je B-karotén. Dalej
sem zarad’ujeme lutein (prekurzorom je a-karotén) a astaxantin [19,20].

2.4 Lipidy

Lipidy st vo vode nerozpustné prirodné latky, ktoré sa v8ak dobre rozpustajii v nepolarnych
rozpustadlach. Ich doélezitd biologickd funkcia spociva v tom, ze sluzia ako zdroj a rezerva
energie, a tiez maju ochrannt a struktirnu funkciu [21].

Hlavnou zlozkou tukov a olejov st triacylglyceroly, kde glycerol je esterifikovany mastnymi
kyselinami. Okrem produkcie triacylglycerolov dokazu kvasinky syntetizovat' fosfolipidy
(2-10 % celkovych lipidov) s malym mnozstvom sterolov a ich esterov [23].

S rozvojom ekologie v celosvetovom meritku a danych pravnych predpisov vznikol obrovsky
trh pre vyuzitie lipidov v automobilovom priemysle. S prichodom bionafty rapidne stapla
cena rastlinnych surovin bohatych na lipidy a s nimi spojené ceny potravin. A preto bolo
potrebné zaviezt’ nové nekonvencné zdroje lipidov, ktoré by boli pouzité na vyrobu bionafty.
Jedna z variant moze byt vyuzitie oleogénnych mikroorganizmov a odpadnych substratov z
potravinarskeho a pol'nohospodarskeho priemyslu. Jej potencial spociva v schopnosti
mikroorganizmov produkovat’ vel'ké mnozstvo biomasy obsahujucej az 60—70% lipidov s
pomerne velkym zastipenim PUFA a tiez schopnosti utilizovat' ako zdroj energie radu
odpadnych substratov [24].

2.4.1 Mastné kyseliny
V prirode a potravinach sa nachadzaju tieto skupiny mastnych kyselin:

¢ nasytené mastné kyseliny

e nenasytené mastné kyseliny s jednou dvojnou vizbou (MUFA)

e nenasytené mastné kyseliny s niekol'’kymi dvojnymi vizbami (PUFA)

e mastné kyseliny s trojnymi védzbami a s réznymi substituentami (rozvetvené,

cyklické, s kyslikatymi, sirnymi alebo dusikatymi funkénymi skupinami) [25].

VysSie mastné kyseliny st alifatické monokarboxylové kyseliny s dlhym retazcom — 4 az 26
atomov uhlika. Ako volné sa v prirode vyskytuji len vzicne, st pritomné hlavne v
esterifikovanej podobe [20]. Okrem genetického zakladu kvasiniek, je zlozenie mastnych
kyselin v nich vel'mi zavislé na substrate, dostupnosti zivin, dobe kultivacie a pH. Cielena
geneticka manipulacia moze byt pouzita k optimalizacii produkcie lipidov, ktorej cielom je
zvySenie produkcie omega-3 mastnych kyselin. PUFA su esencialne, ¢o znamena, ze si ich
ludské telo nemoze syntetizovat', a preto ich musime prijimat’ v potrave. Kyselina linolova
(omega-6) ma pozitivne uéinky pre c¢loveka a mononenasytena mastna kyselina
palmitoolejova sa zaraduje medzi vyznamné latky so Sirokym vyuzitim v medicine
a kozmetike [26].
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2.5 Ergosterol

Ergosterol patri medzi steroly, ktoré sa zarad’uju medzi izoprenoidy. Je hlavnou zloZzkou
hubovych membran. Ergosterol ma mnoho biologickych funkcii ako napr. membranova
fluidita, regulacia, aktivita a distribicia integralnych membranovych proteinov a kontrola
bunkového cyklu. Zakladna tloha sterolov pri udrziavani bunkovych membran spdsobuje, ze
ergosterol a jeho biosyntéza st nevyhnutné pre rast hub a je primarnym cielom pre vacsinu, v
sucasnosti dostupnych, antifungdlnych liekov na lie¢bu tazkych ludskych hubovych
infekeii [27].

Je tiez provitaminom pre vitamin D2, ktory je znamy pod menom ergokalciferol. Ergosterol je
po expozicii UV ziarenim transformovany fotochemickou reakciou na ergokalciferol [28].

Obrazok 9: Struktiira ergosterolu

2.6 Ubichinon

Koenzym Q (CoQ, ubichinon) je izoprenoid produkovany réznymi organizmami, ktory je
nenahraditelnou zlozkou elektron-transportného ret'azca a oxidacnej fosforylacie. Jeho
nedostatok sposobuje rozne ochorenia. Zohrava kl'acovu tlohu vo vel'kom pocte biologickych
procesov, I'udskych chorobach a terapeutickych reZimoch. CoQ bol objaveny pred 60 rokmi
a l'udstvo malo medzery v znalostiach biosyntézy, metabolizmu a transportu CoQ, a s tym
spojené chapanie tlohy CoQ v l'udskych ochoreniach a schopnosti lie€it’ tieto choroby. To sa
vSak v dneSnej dobe rapidne meni vdaka prilivu novych experimentalnych technologii
spojenych s klasickymi biochemickymi pristupmi [29].

O

CH;0 CHj

H
CH;0 A

O 10

Obrdzok 10: Struktiira ubichinénu
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2.7 Sposoby kultivacie mikroorganizmov

Na to, aby mikroorganizmy v danom prostredi rastli a rozmnoZzovali sa, potrebuju dostatocny
zdroj zivin, vhodny parcidlny tlak kyslika, odpovedajucu hodnotu pH a teploty. Rast a
mnozenie su takisto limitované koncentraciou metabolitov, ktoré bunka vylucuje do
prostredia [30].

Zakladné typy kultivacii st:

— Staticka: mikroorganizmus je nao¢kovany na povrch tuhého média alebo do urcitého
objemu tekutého média. Ziviny sa postupne vy&erpavaju a dochadza k limitacii rastu,
hromadia sa produkty metabolizmu, ktoré mézu mat’ inhibiény vplyv.

— Submerzna: prebieha v tekutom médiu, ktoré je stale mieSané a prevzdusiované. Rast
tu prebieha rychlejSie nez u statickej kultivacie. Nevyhodou je, rovnako ako u
statickej, nemoznost’ presnej Specifikacie aktualnych rastovych podmienok a zaistenie
ich konstantnosti.

— Kontinuédlna: k rasticim bunkdm mikroorganizmov pritekajii Ziviny a zdroven je
odvadzany rovnaky objem pddy s mikroorganizmami a ich produktami. Pri vhodnej
rychlosti pritoku sa dosiahne rovnovédzneho stavu a v celom objeme média sa tak
udrzuje konstantny pocet buniek [30].

2.7.1 Submerzna kultivacia

Pri submerznej kultivacii sa dosahuje homogénny rast mikroorganizmov vd’aka mieSaniu a
prevzdusiovaniu v celom objeme kultivatného média. Nastava tak intenzivnejSie
rozmnozovanie, maximalne sa vyuzivaju zZiviny a zvySuje sa mnozstvo produktov, ktoré¢ sa
ziskajl za kratsi ¢as. Plynule sa meni pocet buniek, zlozenie média a morfologia buniek [1].

2.8 Hydrolyza tuku

Tuky sa zvycajne rozkladajii hydrolyzou esterovych vizieb. Ta moze byt bud’ kysla alebo
zasadita. Kyslou hydrolyzou vznika glycerol a mastné kyseliny, zatial’ Co zasadita sa pouziva
na vyrobu mydla. Inak sa jej preto hovori saponifikacia alebo zmydelnenie. Pri takejto reakcii
vznika glycerol a soli danych kyselin, ktoré sa pouzivaju ako mydla. Struktara tychto soli
zavisi na pouzitej zasade. Ak reaguje triacylglycerol s NaOH, vznikaja sodné mydla, ktoré su
pevné, zatial’ o pri reakcii s KOH vznikajua draselné mydla, ktoré st tekuté, gélovité [31].
Dalsi sposob, ako zhydrolyzovat® tuk, je pouzitie enzymatickej hydrolyzy. Vyuzivaju sa tu
lipazy, ktoré katalyzuji hydrolyzu esterovych vizieb na mastné kyseliny a glycerol [10].

2.9 Analytické metody

2.9.1 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC)

Chromatografické metddy su separacné techniky, ktoré funguji na principe delenia zloZziek
medzi mobilnou a stacionarnou fazou. Pri tejto technike dochadza k opakovanému pohybu
molekul zloziek do fazy stacionarnej a nasledne do fazy mobilnej [32].

Vzorka sa umiestni na zaciatok stacionarnej fazy. Pohybom mobilnej fazy cez stacionarnu je
vzorka unasana a jej zlozky mézu byt’ na zaklade interakcie so stacionarnou fazou zachytené.
Tymto mechanizmom sa zlozky od seba separuju a skor su eluované zlozky, ktoré su menej
zadrZiavané stacionarnou fazou [33].
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Vysokouc¢inna kvapalinovd chromatografia je pokrocilou a inStrumentidlne néarocnou
technikou kvapalinovej chromatografie. Uplatiluje sa pri analyzach roztokov neprchavych
latok v komplexnej matrici. To sa da vyuzit' v réznych aplika¢nych oblastiach ako napr.
farmaceuticka analyza, analyza zivotného prostredia, biochemicka analyza a iné [34].

HPLC koldna

Chromatogram

—

-

Davkovaé

fe——— )

- )\ \
Mobiina )y -

faza Vzorka

Cerpadio Detektor

i |
Odpad

Obrazok 11: Schéma HPLC

2.9.2 Plynova chromatografia

Metdda plynovej chromatografie (GC) sa pouziva na analyzu prchavych latok, ktoré sa daju
previest do plynného stavu. Ma takisto Sirokospektralne vyuzitie, a to napr. v analyze
zivotného prostredia, klinickej a toxikologickej analyze, analyze potravin, atd’. Na rozdiel od
kvapalinovej chromatografie, v plynovej chromatografii sa ako mobilna faza pouziva nosny
plyn [34]. Zékladnou poziadavkou nosného plynu je jeho inertnost’ voci zlozkdm vzorky,
netoxicita, bezpecnost’ prace a cena. Analyza prebieha v niekol’kych krokoch: vstup plynu do
Cistiaceho zariadenia, nadavkovanie vzorky do pradu nosného plynu (musi dojst’ k odpareniu
vzorky), putovanie vzorky na kolonu, separécia zloZiek vzorky pomocou stacionarnej fazy,
detekcia latok [33].

Injektor

Nosny piyn

Detektor

Regulator tlaku

Obrazok 12: Schéma GC
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2.9.3 Tenkovrstva kvapalinova chromatografia

Pri pouziti TLC je vyhodou velké mnozstvo druhov stacionarnej a mobilnej fazy, ktoré mozu
byt pouzité k oddeleniu zloZiek zmesi, ktoré obsahuja latky s réznou selektivitou. Dalsou
vyhodou je, ze kazda doska je pouzita len raz anie je tak dovod k obave z deaktivacie
adsorbentu pri opakovanej analyze. TLC umoziuje separaciu surového extraktu bez
predchadzajuceho cistenia a odpada tak zlozity postup izolacie frakcie, o ktoru sa
zaujimame [35].

TLC je uplathovana v potravinarstve pri stanoveni zloziek potravin, napr. stanovenie
proteinov, tukov, cukrov, vitaminov a organickych kyselin [36].

2.10 Metody pre izolaciu a purifikaciu enzymov

Izolacia ¢istého enzymu je odportacana pri teplotich okolo 0—4 °C, pri vyssich teplotach
nemusi byt stabilny. Hlavnou &astou Cistenia je odstranenie neistot z bielkovin. Casto sa
pouziva zrdzanie siranom aménnym, ultrafiltracia alebo gélova chromatografia. Frakcia, ktoréa
obsahuje enzym, sa d’alej Cisti napr. ionexovou chromatografiou, gélovou elektroforézou
alebo izoelektrickou fokusaciou [35].

2.10.1 Ultrafiltracia

Rozdiel oproti klasickej filtracii je vo velkosti Castic, ktoré separujeme. Metdda sa vyuziva
pre castice o velkosti 2 az 1000 nm (1 000 000 Da) a sluzi k oddel'ovaniu makromolekul a
koloidov z roztoku. Vplyvom zvySeného tlaku st molekuly rozpustadla tlacené cez
membranu a Castice, ktoré su vacSie ako pory, membranou neprechadzaju. Ultrafiltraéné
membrany sa skladaji z dvoch vrstiev —hornej velmi uzkej vrstvy s pormi presne
definovanych rozmerov a $irSej spodnej vrstvy, ktorda ma hubovitu Struktiru a podpornu
funkciu. Takato membrana sa nazyva anizotropna. Existuji rozne kategérie membran podla
tzv. vylu€ovacieho limitu — molekulovej hmotnosti molekul, ktoré uZ membranou neprejdu.
Dnes sa pouzivajui hlavne membrany polyamidové a polysulfonové [37].

2.10.2 PAGE-SDS elektroforéza

Touto metddou sa daju stanovit’ relativne molekulové hmotnosti separovanych bielkovin.
Elektroforéza PAGE-SDS je v pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS), ktory sa viaze na
bielkoviny v pomere priblizne 1,4 g SDS/1g bielkoviny a ddava im uniformny, zaporny naboj,
ktory prekryva vlastny naboj proteinu. Sucasne sa bielkoviny ¢iastocne denaturuju a stracaja
podjednotkovu strukturu. Bielkoviny sa pri PAGE-SDS delia v jednosmernom elektrickom
poli na zaklade pomeru hmotnosti a naboja, v skutoCnosti najmd podl'a rozdielnych
molekulovych hmotnosti. S presnostou na 5-10 % je mozné stanovit’ relativne molekulové
hmotnosti beZzne velkych proteinov. Nosicom je polyakrylamidovy gél, ktory vznika
polymerizaciou akrylamidu a N,N’-metylbisakrylamidu (BIS). Takyto gél je inertny,
priehl'adny a mechanicky pevny [38].
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2.10.3 Lyofilizacia

Lyofilizacia je typ enkapsula¢nej techniky, ktory sa pouziva pri enkapsulacii vo vode
rozpustnych prirodnych aromatickych latok, esencii a materialov citlivych na teplo. Medzi
hlavné nevyhody metody patri vysoka vstupna energia a dlha doba pripravy. V priebehu
spracovania c¢astic S otvorenou poréznou Struktarou dochadza navySe Kk nedostatocnej
ochrane medzi aktivnou latkou a okolim [39].

Nosi¢ a aktivna latka sa najprv rozpustia vo vode a nasledne zamrazuji. Za znizeného tlaku,
vakua, je voda odstranena pomocou sublimacie. V niektorych pripadoch sa pouzivaju aj tzv.
kryoprotektanty, ktoré maju za alohu chranit’ a stabilizovat’ citlivé zlozky pri mrazeni [40].
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3 Ciel prace
Ciel'om tejto diplomovej prace je sledovat’ produkciu extracelularnej lipazy karotenogénnymi
kvasinkami a moznosti indukcie produkcie enzymu vplyvom zloZenia média. V ramci prace

budu riesené tieto ulohy:

1.
2.

&

literarna resers — lipazy, produkcia kvasinkami,

kultivacie vybranych druhov karotenogénnych kvasiniek na roéznych typoch
zdroja uhlika vratane odpadného tuku,

optimalizacia stanovenia extracelularnej lipazy produkovanej kvasinkami,
stanovenie vybranych rastovych a metabolickych charakteristik kvasiniek,
produkcia a charakterizacia extracelularnej kvasinkovej lipazy, zrovnanie s inymi
druhmi lipaz.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Akrylamid, Serva (SRN)

Bakteriologicky pepton, Himedia (India)
Brilantnd modra, Sigma Aldrich (SRN)
Brémfenolova modra, Serva (SRN)
-merkaptoetanol, Serva (SRN)

D-glukoéza p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)
Dihydrogénfosfore¢nan draselny p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)
Dodecylsiran sodny (SDS), Lach-Ner (CR)
Glycerol, Lach-Ner (CR)

Glycin, Lach-Ner (CR)

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (India)

Kyselina chlorovodikova (37%) p.a., Merci (CR)
Kyselina fosforeéna, Merci (CR)

Kyselina palmitové, Lach-Ner (CR)

Lipaza z Candida rugosa, Sigma Aldrich (SRN)
Lipaza z Aspergillus niger, Sigma Aldrich (SRN)
Lipaza z Rhizopus oryzae, Sigma Aldrich (SRN)
Ladova kyselina octova , Sigma Aldrich (SRN)
Metanol p.a., Lachema (CR)
N,N'-tetrametyléndiamin (TEMED), Sigma Aldrich (SRN)
Persiran amonny (APS), Serva (SRN)
p-nitrofenol, Sigma Aldrich (SRN)
p-nitrofenylpalmitat, Sigma Aldrich (SRN)
Polyetylénglykol 400, Lach-Ner (CR)

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

Siran aménny p.a., Lachema (CR)

Siran horeénaty heptahydrat p.a., Chemapol (CR)
Siran med’naty, Lachema (CR)
Tris((Hydroxymethyl)aminomethan), Lach-Ner (CR)
Triton X-100, Lach-Ner (CR)

Tuk — zmesny Zivocisny (Norilia, Norsko)

Ostatné pouzité chemikalie boli vSetky o Cistote p.a. a boli ziskané od beznych dodavatel'ov.
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4.2 Pristroje a pomocky

HPLC/PDA zostava: Zostava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
Vyhodnocovaci systém Xcalibur
Koléna Kinetex C18, 5 mm, 4,6 x 150 mm, Phenomenex
Drziak predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)
Predkolona - C18,AJ0 - 4287, Phenomenex

TRACE GC/FID (ThermoQuest S.p.A., Taliansko)
Kapilarna koléna DB-23 0 rozmeroch 60 m x 0,25 mm x 0,25 um

Filtre pre HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)

Vékuova odparka RV 06, IKA (SRN)

Vodny kapel’ EL-20, Merci a.s. (CR)

Trepacka Yellow line, (SRN)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)

Centrifuga U-32R Boeco (Germany)

Analytické vahy Boeco (SRN)

Box Aura mini BioTech (CR)

Mikroskop L Il 00A, Intraco Micro (SRN)

ELISA Reader BioTek ELx808

Vortex, lka Vortex genius 3 (SRN)

Ultrazvukova vaiia PS02000 (CR)

Ultrafiltracna aparatura KrosFlo, Sprectrum Labs (GRC)

Elektroforeticka aparatira, Mini-PROTEAN, BioRad (USA)

Elektroforeticky zdroj SH 300, Shelton Scientific (USA)
Bezné laboratorne sklo

4.3 Pouzité kmene mikroorganizmov

Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-9-7
Sporidiobolus salmonicolor CCY 19-4-25
Cystofilobasidium macerans CCY 10-1-2

4.4 Kultivacia kvasiniek

Vybrané kvasinky boli kultivované pri optimalnych podmienkach za nepretrzitého trepania na
trepackach, pri laboratdrnej teplote a neustaleho osvetlenia z dovodu produkcie karotenoidov.
Meédia boli sterilizované po dobu 45 min v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom. Kultivacia
prebiehala v 3 fazach.

4.4.1 Inokulacia

Na zaciatku kultivacie boli pripravené inokulaéné médid. Kultivacia prebiehala
dvojstupiiovou inokulaciou tak, ze do sterilného YPD média, o objeme 30 ml, boli v
ockovacom boxe zaockované 3 kl'ucky vybraného kvasinkového kmena zo zasobnej Petriho
misky. Inokulum bolo kultivované 24 hodin a potom preo¢kované do druhého YPD média. K
preoc¢kovaniu prvého YPD média do druhého YPD média bol vzdy voleny objem v pomere
1: 5. Zlozenie inokulacného média pre kultivaciu kvasiniek je popisané v Tabulke 1.
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Tabulka 1: Zlozenie YPD média

Zlozka MnoZstvo
Bakteriologicky pepton 209
Kvasni¢ny extrakt 10g
Glukoza 209
Voda 1000 ml

4.4.2 Produkéné médium

V poslednej faze kultivacie bolo preockované YPD médium do produkéného média so
zachovanim pomeru 1 : 5, a to bud’ nestoc¢ené alebo stocené na centrifige po dobu 3 minut pri
5000 otackach/min. Zaockovanie s nesto¢enym inokulom je Standardny postup pri kultivacii,
ziviny z inokula tak dodavaju kvasinkam viac vyzivy. Naopak zaockovanie so stocenym
inokulom bolo prevedené preto, aby kvasinky boli vystavené vacSiemu stresu a prijimali
ziviny len z produkéného média. Vynimkou boli len hydrolyzatové média, ktoré boli
zaoCkované iba inokulom, ktoré nebolo stocené na centrifige. Kultivacia v produkénych
médidch prebiehala 96 hodin za rovnakych podmienok ako kultivacia v inokula¢nych
médiach. Pre kultivaciu vybranych kmenov kvasiniek bolo zvolenych 12 typov produkénych
médii:

glukézové médium,

glycerolové médium,

tukové médium,

tukové médium s pridavkom glukozy,

tukové médium s pridavkom polysorbatu 80 (Tween 80),
tukové s pridavkom glycerolu,

tukové s pridavkom polyetylénglykolu,

tukové s pridavkom 1 g/l kyseliny palmitovej,

tukové s pridavkom 0,5 g/l kyseliny palmitovej,

enzymaticky hydrolyzovany tuk,

T SQ@ o a0 o

bazicky hydrolyzovany tuk,

kyslo hydrolyzovany tuk.

Kazdé médium obsahovalo vSetky zlozky pre zakladné mineralne médium, do ktorého boli
potom podla typu konkrétneho média pridané d’alsie zlozky, vid’ Tabulka 2. Vynimkou boli
len hydrolyzatové média, kde nebola pouZzita voda, ale tukovy hydrolyzat, do ktorého boli
primieSané soli zo zdkladného mineradlneho média.
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Tabulka 2: Zlozenie jednotlivych typov médii

Zlozka MnoZzstvo
Zakladné (N H4)st4 4 g
mineralne médium | KH,PO, 4 g
MgSO,-7TH.0 0,696 g
Voda 1000 ml
Pridavné latky do
jednotlivych typov médii:
Glukézové Glukoza 309
G]ycero]ové Glycerol 30,67 g
Tukové Tuk 16,79
i Tuk 149
Tuk + glukéza Glukéza 54
Tuk 16,7 ¢
Tuk + Tween 80 Tween 80 10g
Tuk 14 ¢
Tuk + glycerol Glycerol 54
Tuk 18,7 ¢
TUk+PEG | b 1 etylénglykol 20g
Tuk + kys. Tuk 17,79
palmitova T Kyselina palmitova 1lg
Tuk + Kys. Tuk 18,2 ¢g
palmitova Kyselina palmitova 0549
.., | Enzymaticky 1000 ml
Hydfr‘l’glzigt"ve Kygy g 1000 ml
Bazicky 1000 ml

Postup pripravy a zloZenie jednotlivych hydrolyzatov sa nachadza v kapitole 4.5.

Obrazok 13: Ukazky niektorych produkénych médii. Zlava: Tuk s pridavkom 1 g/l kyseliny palmitovej,
tuk s glycerolom, tuk s polyetylénglykolom, tuk s pridavkom 0,5 g/l kyseliny palmitovej.
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45 Hydrolyza tuku

45.1 Kysla hydrolyza

Navazeny tuk bol na magnetickej mieSacke zahriaty pri 100 °C. Nasledne bol pridany Tween
80 o mnozstve 2 % objemu zahriateho tuku. Do zahriatej zmesi bol pridany roztok 2,5 %
kyseliny sirovej v destilovanej vode a zmes bola miesana 24 hodin pri teplote 100-110 °C.
Reakéna zmes bola po ochladeni prevedena do deliaceho lievika, kde bol pridany hexan a
zmes bola pretrepana. Po oddeleni faz bola horna hexanova faza odobrana a vodna faza bola
opat’ prevedena do deliaceho lievika. K tejto zmesi bol pridany hydroxid draselny v mnozstve
potrebnom pre neutralizaciu kyseliny sirovej. Po neutralizacii bolo pridané d’alsie mnozstvo
hexanu, zmes bola pretrepana. Po oddeleni faz bola spodna faza odobrana a pouzita pre HPLC
analyzu glycerolu a kultivaciu karotenoidnych kvasiniek.

Z takto pripraveného hydrolyzatu boli pripravené kultivaéné média o objeme 50 ml
s pridanim soli, ktoré sa davaju do zakladného mineralneho média.

4.5.2 Bazicka hydrolyza

Navazené mnozstvo tuku bolo zahriate pri 80 °C, kde bol potom pridany roztok hydroxidu
draselného v 3-molarnom prebytku v porovnani s tukom. Reakéna zmes bola premiesavana az
po vznik sivohnedej emulzie. Takto pripravena emulzia bola po ochladeni prevedena do
deliaceho lievika. Nasledne bolo pridané mnozstvo kyseliny sirovej potrebné pre neutralizaciu
pouzitého hydroxidu draselného. Po vidite’nom rozruseni emulzie bol pridany hexan a po
oddeleni oboch faz bola spodna vodna faza odobrana k analyze na HPLC a kultivacii
karotenoidnych kvasiniek.

Z takto pripraveného hydrolyzatu boli pripravené kultivatné média o objeme 50 ml
s pridanim soli, ktor¢ sa davaju do zdkladného mineralneho média.

4.5.3 Enzymaticka hydrolyza

Bol pripraveny tlmivy roztok s pH odpovedajucemu pH optimu daného enzymu v
koncentracii 100 mM. Potom bol pridany enzym kvasinky Candida rugosa 0 mnozstve 1 g/l a
zmes bola zahriata na teplotu odpovedajiacu teplotnému optimu daného enzymu. Po zahriati
tejto zmesi bol pridany tuk a zmes bola premiesavana po dobu 24 hodin na
temperovanej trepacke pri 37 °C. Po ukonceni reakcie bola zmes prevedena do deliaceho
lievika a pretrepana s hexanom. Po vzniku dvoch faz bola spodna vodna faza odobrana pre
kultivacie karotenoidnych kvasiniek a stanovenie glycerolu pomocou HPLC.

Enzymovy hydrolyzat bol pouzity K priprave kultivaéného média tak, ze sa k hydrolyzatu
pridali mineralne soli podl'a Tabulky 2 tak, aby vysledny objem média bol 50 ml.

4.6 Gravimetrické stanovenie hmotnosti biomasy

Pre stanovenie hmotnosti biomasy bolo odobranych 10 ml kultary kvasiniek z kazdého média.
Vzorky boli centrifugované pri 5000 ota€kach/min po dobu 3 mint. Supernatant bol zliaty a
k sedimentu bolo pridanych 5 ml destilovanej vody. Pomocou vortexu boli vzorky
rozsuspendované a potom znova centrifugované za rovnakych podmienok. Supernatant bol
zliaty a k sedimentu boli pridané 2 ml destilovanej vody. Nasledne bola vzorka
rozsuspendovand a vyliata na predtym odvazenu hlinikova misku. Miska s biomasou bola
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susena pri 80 °C po dobu 3 hodin a po vysuSeni bola odvazena na analytickych vahach. Zo
ziskanych hodndt bola vypocitand hmotnost’ kvasinkovej biomasy.

4.7 Stanovenie enzymovej aktivity lipaz

K meraniu lipazovej aktivity bola pouzita kolorimetrickda metdda s p-nitrofenylpalmitatom.
Jeho vyuzitie je zalozené na schopnosti lipolytickych enzymov Stiepit tento substrat za vzniku
zlto sfarbeného produktu p-nitrofenolu, ktory sa stanovi spektrofotometricky pri vlnovej
dizke 405 nm.

4.7.1 Stanovenie kalibra¢nej krivky p-nitrofenolu

Pre zostrojenie kalibra¢nej krivky bol pouzity zakladny roztok p-nitrofenolu o koncentracii
0,5 mmol/l. Z tohto roztoku bola pripravend kalibracnd rada p-nitrofenolu nariedenim
zakladného roztoku 0,1 M Tris-HCI pufrom s pH 8,2 na koncentracie v rozmedzi 0,005 az
0,05 mmol/l. Skimavky boli centrifugované 2 minaty a na spektrofotometri ELISA reader
bola zmerané absorbancia proti pufru pri vinovej dizke 405 nm.

4.7.2 Priprava substratu
Bolo navazenych 0,0068 g p-nitrofenylpalmitatu, 0,0085 g SDS a 0,5 g Triton-X-100 do
odmernej banky a na 50 ml doplnenych destilovanou vodou. Roztok bol uchovavany pri
teplote 4 °C po dobu 3 dni.

4.7.3 Stanovenie lipolytickej aktivity

Do mikrotitra¢nej dosticky bolo napipetovanych 83 pl pufru s pH 8,2, 83 pl substratu a 34 pl
supernatantu. Bol namerany narast absorbancie pri 405 nm na zariadeni ELISA reader pri
teplote 37 °C po dobu 1 hodiny v 3 minatovych intervaloch. Jednotka aktivity bola
definovana ako mnozstvo enzymu katalyzujuce premenu substratu sprevadzanti narastom
absorbancie v case.

4.8 Extrakcia karotenoidov a lipidov z kvasiniek

K zamrazenej vzorke biomasy bolo pridanych 10 ml extrakéného Ccinidla (zmes podla
Folcha) — chloroform: metanol v pomere 2:1. K tejto zmesi boli pridané sklenené gul'dcky
a vzorka bola 45 minut suspendovand. Potom bola rozsuspendovana zmes zliata do druhej
skimavky, aby sa oddelila od sklenenych gul'6¢ok. Nasledne boli pridané 2 ml destilovanej
vody askumavky boli centrifugované pri 4000 otackach po dobu 1 minuty. Z takto
pripravenej skumavky bola odpipetovana spodna chloroformovd faza a kvantitativne
prevedena do slzickovej banky a umiestnend do vakuovej odparky. Odparena vzorka bola po
odstraneni rozpustadla a ochladeni rozpustena v 2 ml chloroformu HPLC kvality
a prefiltrovana do skimavky typu Eppendorf. VVzorka bola uchovana v mraznicke.
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Obrazok 14: Ndzornd ukdzka extraktov ziskanych z kvasinkovej biomasy

4.8.1 Analyza karotenoidov na HPLC

K chromatografickej analyze bola pouzita HPLC zostava Thermo Fischer Scientific. K
spracovaniu ziskanych chromatogramov a dat bol pouzity chromatograficky software
Xcalibur. Analyza prebiehala na nepolarnej koléne C18 od firmy Kinetex v gradientovom
moéde s mobilnymi  fazami  ACN : metanol : Tris v pomere 84:2:14 (faza A) a
metanol : etylacetat v pomere 60 : 40 (faza B) v HPLC kvalite. Prietok mobilnej fazy bol
nastaveny na 1,0 ml/min a termostat vyhriaty na teplotu 25°C. Detekcia bola prevedena
spektrofotometricky s vyuzitim detektoru diédového pola pre zvolené vlnové dizky, ktoré
odpovedali absorpénym maximam studovanych latok (285 nm pre ubichinén a ergosterol, 450
nm pre karotenoidy). Vysledné data boli spracované a vyhodnotené na zaklade porovnania so
Standardmi ergosterolu, B-karoténu a ubichinéonu. Vzorka bola davkovana davkovacou
sl'u¢kou 0 objeme 20 ul. Okrem vyssie zmienenych molekal bola stanovovana aj celkova
koncentracia karotenoidov. Z dovodu komer¢nej nedostupnosti a finan¢nej narocnosti
jednotlivych Standardov karotenoidov, bola pre ich kvantitativne stanovenie vyuzita
kalibra¢na krivka p-karoténu na zaklade podobnosti struktar medzi jednotlivymi karotenoidmi
[41].

Tabulka 3: Priebeh gradientu mobilnych faz

Cas (min) Pomer mobilnych faz
0-8 prechod zo 100% A na 100% B
8-13 100 % B
13-14,30 | prechod zo 100% B na 100% A
14,30-17 100 % A

4.9 Transesterifikacia lipidov

Do krimplovacej skuamavky bol napipetovany 1 ml vzorky ziskanej pri extrakcii lipidov
a bolo k nej pridanych 0,8 ml transesterifikaénej zmesi. Takto pripravené vzorky sa inkubuja
Vv termobloku po dobu 3 hodin pri 90 °C. Potom sa skimavky nechaji voI'ne vychladnut. Do
vialky bolo napipetovanych 0,5 ml 0,05 M NaOH abol pridany cely obsah vialky po
transesterifikacii. Zmes bola uzavreta a intenzivne pretrepand. Po oddeleni faz bola odobrana
spodna chloroformova faza aprevedena do Cistej vialky so zavitom pre GC. Vialka bola
potom doplnena chloroformom a mohla sa analyzovat’ na GC.
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4.9.1 Analyza lipidov na GC
Pre analyzu bunkovych lipidov bol pouzity plynovy chromatograf TRACE GC
s automatickym déavkovatom bez delica toku. Detekcia analytov bola prevedena s
plameniovym ionizacnym detektorom. Chromatografickd analyza prebiehala za tychto
podmienok:
e Kapilarna kolona DB-wax rozmeroch 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm
o Davkovanie autosamplerom bez delica toku, objem vzorky 1 pl
e Teplota injektoru 250 °C
e Nosny plyn dusik s prietokom 0,5 ml/min
e Teplotny program: 50 °C, 1 min, vzostupny gradient 25 °C/min do 200 °C s vydrzou
0 min, vzostupny gradient 3 °C/min do 230 °C s vydrzou 30 min
e Plamenovy ionizaény detektor (FID), 250 °C, prietok vodiku 35 ml/min, prietok
vzduchu 350 ml/min, make-up dusiku 30 ml/min
e Celkova doba analyzy: 47 minut
Ziskané data boli vyhodnotené v programe TRACE a MS Excel.

4.10 Tenkovrstva kvapalinova chromatografia

Vzorka lipidov bola nanesena na silikagélovii TLC dosku pomocou pipety. Na doske bol
ceruzkou vyznaceny rovny usek o vyske 2 cm (Start). Na nom bolo rovnomerne nanesené
vhodné mnozstvo vzorky. Doska bola ponechana, pokial’ skvrna nezaschla.

Vyvijanie prebiehalo v sklenenej komore so zmesou rozpustadiel (hexan:éter:kyselina octova
v pomere 70: 30:1), v ktorej bola postavena TLC dosticka S nanesenymi vzorkami tak, aby
vzorky boli nad hladinou rozpastadiel.

Po dosiahnuti ¢ela bola doska vybrana, ponechana v digestore oschnut, nasledne bola
postriekana vizualiza¢nou zmesou 0 zlozeni 10 % H3PO4 a 10 % CuSO4 vo vode a ulozena na
cca 10 minat do suSiarne pri 110 °C, aby spolu latky zreagovali a vykreslili sa jednotlivé
odseparované zony.

4.11 Ultrafiltracia

K ultrafiltracii bol pouzity supernatant z kvasinky Sporidiobolus salmonicolor, ktora bola
kultivovana na tukovo-glycerolovom médiu. Tento mikroorganizmus na danom médiu bol
vybrany na zaklade vysokej lipdzovej aktivity, ktord bola predtym namerana. Ultrafiltracia
prebehla cez 5 kDa membranu na oddelenie zmesi enzymov z média. Potom bola stanovena
aktivita lipaz, koncentracia bielkovin v povodnom roztoku, vzorke po ultrafiltracii a vo
filtrate. Nasledne bola so vzorkami prevedena PAGE-SDS elektroforéza na zistenie velkosti
molekul enzymov.
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Obrazok 15: Aparatura pre ultrafiltraciu KrosFlo

4.12 PAGE-SDS

Pri vertikélnej elektroforetickej separacii proteinov bola pouzitd aparatiata Mini-PROTEAN
BioRad, kde ako nosi¢ bol pouzity polyakrylamidovy gél.

4.12.1 Roztoky

Elektrodovy tlmivy roztok obsahuje 3 g Tris + 14,4 g glycin + 1 g SDS a 1000 ml
deionizovanej vody.

Gélovy tlmivy roztok obsahuje 18,2 g Tris, 2,8 ml 32 % HCI, ktoré boli doplnené
destilovanou vodou na 100 ml.

Vzorkovaci tlmivy roztok obsahuje 3,55 ml deionizovanej vody + 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI pH
6,8 + 2,5 ml glycerolu + 2 ml 10% SDS + 0,2 ml 0,5% bromfenolovej modrej. K 950 pl tohto
timivého roztoku bolo pridanych 50 pl B-merkaptoetanolu a tento vysledny tlmivy roztok sa
pouzil k priprave vzoriek.

Farbiaci roztok obsahuje 25 ml kyseliny octovej + 100 ml metanolu + 125 ml vody + 0,5 g
brilantnej modrej.

Odfarbovaci roztok obsahuje 25 ml kyseliny octovej + 100 ml metanolu + 125 ml vody.

4.12.2 Priprava polyakrylamidového gélu

Na elektroforézu bol pouzity 12 % gél. Do kadic¢ky bolo napipetovanych 3,4 ml redestilovanej
vody, 4 ml 30% akrylamidu a 2,5 ml gélového tlmivého roztoku. Roztok bol na 5 minut
vloZeny do ultrazvukového vodného kupela, aby bolo zabrdnené vzniku bubliniek v géle.
Potom sa pridalo 0,1 ml 10% SDS, 5 pl TEMED-u a 50 ul 10% APS.

4.12.3 Priprava vzoriek

100 pl analyzovanych enzymov bolo zmiesanych so 100 pul vzorkovacieho tlmivého roztoku.
Roztok sa dal na 4 mintty povarit. Po naneseni vzoriek do jamiek gélu, boli tieto uchované
pri— 20 °C.
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4.12.4 Prevedenie

12% gél bol napipetovany medzi dve skla aparatiry, opatrne bol zvrchu vloZeny hrebienok na
vytvorenie jamiek a bolo to ponechané 1 hodinu tuhnit. Potom bol do nadoby aparatiry
naliaty elektrédovy tlmivy roztok, hrebienok bol vytiahnuty a boli nanesené vzorky do jamiek
(5 wl standardu a 20 pl enzymovych vzoriek). Boli nastavené parametre merania, napatie
120V aprad 400 mA. Elektroforéza prebiechala 1 hodinu. Po skonceni merania bol gél
oplachnuty zo skla strickou do Petriho misky, kde bol potom naliaty farbiaci roztok. Miska s
gélom bola 15 minuat na trepackach, nasledne bol roztok zliaty. Pridal sa odfarbovaci roztok,
po 10 minutach sa zlial a opét’ bol pridany odfarbovaci roztok, teraz vSak na dlhS§iu dobu.
Miska bola prikryté alobalom, aby sa zabranilo odparovaniu metanolu.

Vysledny gél bol potom preneseny medzi dve folie a pomocou Standardov Precision Plus
Protein™ Dual Color bola uréena velkost’ fragmentov separovanych proteinov.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Gravimetrické stanovenie biomasy

Stanovenie biomasy bolo prevedené u vsSetkych typov kultivacii a pre vSetky testované
kvasinkové kmene. V Tabulkach 4 az 6 st uvedené vysledky produkcie biomasy na
produkénych médiach zaockovanych priamo inokulom — 7Tabulka 4, na médiach
zaoCkovanych centrifugovanym inokulom (za ucelom odstranenia zloziek komplexného
inokulaéného média) — Tabulka 5 a na médiach pripravenych z tukovych
hydrolyzatov (Tabulka 6) urobenych podla postupu uvedeného v kapitole 4.5.

Tabulka 4: Biomasy (g/l) — nestocené inokula

Médium R.M. c.M. S.Sa.
glukéza 11,22 | 3,93 | 7,62
glycerol 9,31 7,36 5,95

tuk 7,29 4,85 2,90
tuk+glukdza 7,09 6,32 4,58
tuk+tween 8,91 3,41 3,52
glycerol+tuk 8,13 7,13 8,57
tuk+kys. palmit.T | 5,24 | 2,45 | 3,67
tuk+PEG 7,09 5,49 2,35
tuk+kys. palmit. 4 | 8,43 | 4,89 | 4,80

Tabulka 5: Biomasy (g/l) — stocené inokula

Médium R.M. C.M. | S.Sa.
glukéza 6,62 | 4,52 | 621
glycerol 2,80 1,96 5,33

tuk 3,86 1,17 4,89
tuk+glukdza 4,74 1,97 5,68
tuk+tween 4,31 0,80 5,46
glycerol+tuk 5,77 2,28 3,62
tuk+kys. palmit. T | 3,80 | 0,95 | 1,81
tuk+PEG 2,66 1,08 1,16
tuk+kys. palmit. 4 | 5,23 0,83 1,77

Tabulka 6: Biomasy (g/l) - hydrolyzdtové médid
Médium RM. | CM. | S.Sa.
enzymaticky hydrolyzat | 15,35 | 14,98 | 18,28
bazicky hydrolyzat 4,22 2,27 3,44
kysly hydrolyzat 3,12 1,42 2,79
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Kvasinka Rhodotorula mucilaginosa (R.M.) vykazovala najvyssie hodnoty biomasy na
gluk6zovom, glycerolovom, tukovo-tweenovom, tukovo-glycerolovom atukovom médiu
s pridavkom 0,5 g/1 kyseliny palmitovej. Vsetko to boli média s nesto¢enym inokulom, mohli
byt teda vyuzivané aj ziviny dodané do produkéného média s inokulacnym médiom.
Cystofilobasidium macerans (C.M.) mala najlepSie vysledky na glycerolovom, tukovo-
glycerolovom a tukovo-gluk6zovom médium s nesto¢enym inokulom.

Pre kvasinku Sporidiobolus salmonicolor (S.Sa.) bola najvys$Sia vytaznost biomasy na
glukozovom a tukovo-glycerolovom médiu s nesto¢enym inokulom. Pomerne vysoku
biomasu mala kvasinka aj na gluk6zovom médiu so sto¢enym inokulom, ¢o potvrdzuje
schopnost rychleho vyuZzivania glukdzy.

Pouzity tuk je tiez dobrym, ale pomerne zlozitym zdrojom uhlika pre kvasinky. Preto lepsie
rasti na tukovych médiach s roznymi pridavkami jednoduchsich latok ako glycerol, kyselina
palmitova, Tween 80 alebo gluk6za. Vsetky uvedené substraty, okrem glukozy, posobia
zaroven aj ako emulgatory. Glycerol je navySe trojsytny alkohol, ktory je zakladnou zloZzkou
tukov, a teda je vel'mi dobrym a jednoduchym zdrojom uhlika pre kvasinky, ktory uz nie je
potrebné d’alej hydrolyzovat’ ako klasické tuky a zaradi sa priamo do katabolizmu na Grovni
trioz. Vysoka vytaznost’ biomasy na gluk6zovom médiu je sposobena tym, ze kvasinky maju
dostatok vyzivy v podobe jednoduchého cukru a tym padom st schopné dobre rast’.

Vyrazne vysoké hodnoty nameranej biomasy mali vSak vSetky tri kvasinky aj na
enzymatickom hydrolyzate.

5.2 Stanovenie enzymovej aktivity lipaz

Pre stanovenie aktivity lipazy bolo potrebné zostavit' kalibraéni krivku. Zavislost’ bola
stanovena pre p-nitrofenol. Aktivita lipazy bola vyjadrend ako mnozstvo p-nitrofenolu, ktoré
sa uvolnilo z p-nitrofenylpalmitatu pdsobenim enzymu, vztiahnuté na ¢as a mnozstvo
supernatantu.

Tabulka 7: Kalibracna krivka lipazy

Koncetracia (g/l) 0,05 0,01 0,02 0,03 0,04 | 0,05
Absorbancia (405 nm) 0,1 0,216 0,376 0,544 | 0,76 |0,793
0,9
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Graf 1: Kalibracna krivka lipazy
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5.2.1 Lipazové aktivity kvasinky Rhodotorula mucilaginosa

V Grafoch 2 a 3 s uvedené hodnoty absorbancie p-nitrofenolu v priebehu kinetickej
zavislosti (zmeny koncentracie produktu na case). Zo zmeny absorbancie v linearnej Casti
zavislosti a S pouzitim kalibracie pre p-nitrofenol (Graf 1) sa vypocitala aktivita lipazy
produkovanej kvasinkou R. mucilaginosa v jednotlivych médiach.
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Graf 2: Graf zavislosti absorbancie na case pre R.M. (nestocené média)
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Graf 3: Graf zavislosti absorbancie na case pre R.M. (stocené médid)
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Tabulka 8: Aktivity lipolytického enzymu pre kvasinku R.M. u vSetkych médii

RM Médium (nestocené)
o Glu | Gly | Tuk | T+Glu |T+Tween | Tuk+Gly | T+PEG | Tuk+Pal T | Tuk+Pal {
. 0,859 | 0,555 | 0,962 | 0,728 | 0,488 0,992 |0,822| 1,013 0,962
Aktivita
enzymu Médium (stocené)
(nmol/ | Glu | Gly | Tuk | T+Glu | T+Tween | Tuk+Gly | T+PEG | Tuk+Pal T | Tuk+Pal {
mlmin) ) 2411356 | 0455 | 1675 | 0161 0,646 |0,895| 0,898 0,170

Médium (+ nesto¢ené inokulum): Z hodnot enzymovych aktivit v Tabulke 8 je vidiet, Ze
najvyssia lipolyticka aktivita bola namerana na tukovom médiu s obsahom 1 g/l kyseliny
palmitovej, ktora tam mala pdsobit’ ako emulgator. AvSak ukazalo sa, ze kyselina palmitova
nemala vyznamny vplyv na lipdzovu aktivitu, ked’ze hodnota bola podobna ako u tukového
média. Vysoké hodnoty lipazovej aktivity boli takisto namerané na tukovom a tukovo-
glycerolovom médiu, kde glycerol posobil ako jednoduchy zdroj uhlika, kvasinky tak viac
narastli, a bolo tak k dispozicii viac buniek, ktoré mohli produkovat’ lipazu. Zaujimava je aj
vysoka lipazova aktivita v glukd6zovom médiu, kde kvasinky nemali k dispozicii ziadny tuk.
Relativne vysoka hodnota lipazovej aktivity ukazuje, Ze extracelularne lipazy st
u karotenogénnych kvasiniek produkované stabilne v uréitej minimalnej koncentracii av

pritomnosti vhodnych aktivatorov (tuk) dochadza k indukcii zvysenej produkcie.

Médium (+ stofené inokulum): V médiach so sto¢enym inokulom, kde nemali kvasinky
pristup k zvyskovej glukéze a inym zivinam z YPD média, boli kvasinky vystavené vacsSiemu
stresu, k dispozicii im zostal len tuk ato sa preukazalo v prospech lipazovej aktivity.
Najvyssia namerand aktivita bola na tukovo-glukézovom médiu, kde kvasinky vd’aka glukoze
mohli lepSie rast’ a produkovat’ viac lipazy na Stiepenie tuku. Druhd vyznamnd lipazova
aktivita bola namerand na glycerolovom médiu. Pritomnost’ glycerolu sluzi ako aktivator
zvysSenej produkcie extracelularnych lipaz, pretoZe kvasinky pravdepodobne ocakavaji a st
pravdepodobne aj evolucne naucCené, ze pritomnost glycerolu znamena zvycCajne aj
pritomnost’ tuku. Produkcia lipdz by mohla mat’ suvislost’ aj s origindlnym miestom povodu
kvasinky, odkial’ bola ziskana do zbierky.
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5.2.2 Lipazové aktivity kvasinky Cystofilobasidium macerans
V Grafoch 4 a5 st uvedené zakladné kinetické data potrebné pre vypocet aktivity lipazy
produkovanej kvasinkou C. macerans.

v / ; gsz —@— Glukdza
Nestocené média
0,600 —@— Glycerol
—@—Tuk
0,500
—@—T+Glu
© 0,400 —@— T+Tween
‘S
% —@—T+Glycerol
2 0,300
2 —8—T+PEG
Re)
< .
0,200 —@— T+Palm viac
—@—T+Palm
0,100 menej
0,000
0 10 20 30 40 50 60 70
Cas (min)
Graf 4: Graf zdavislosti absorbancie na case pre C.M.. (nestocené média)
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Graf 5: Graf zavislosti absorbancie na case pre C.M.. (stocené média)
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Tabulka 9: Aktivity lipolytického enzymu pre kvasinku C.M. u vsetkych médii

CM Médium (nestocené)

Glu Gly Tuk | T+Glu | T+Tween | Tuk+Gly | T+PEG | Tuk+Pal T | Tuk+Pal {
Aktivita | 0.764 | 0,959 | 0,886 | 0,819 0 0,840 | 0,801 | 1,062 1,004
enzymu Médium (stocené)
(nmol/ |"Glu | Gly [ Tuk [ T+Glu [T+Tween | Tuk+Gly | T+PEG | Tuk+Pal T [ Tuk+Pal
ml-min) 0 |0,197 | 1,098 | 1,071 | 0,440 0,892 | 1,022 | 1,156 1,010

Médium (+ nestocené inokulum): Najvyssie lipazové aktivity u kvasinky C.M. boli
namerané na tukovom médiu s pridavkom 1 g/l aj 0,5 g/l kyseliny palmitovej (Tabulka 9). Tu
sa da konstatovat’ to isté ako v pripade kvasinky R.M., a teda ze kyselina palmitova ¢iastocne
emulgovala tukové médium, viac buniek preto malo pristup k tuku a lipazova aktivita je tak
0 trochu vyssia. Dalia vysoka lipolyticka aktivita bola preukdzana v glycerolovom médiu.

Médium (+ stoené inokulum): Aj vtomto pripade sa média so stoenym inokulom
preukazali byt lepSie pre produkciu lipazy. Vysoké hodnoty boli namerané na tukovom médiu
s pridavkom 1 g/l aj 0,5 g/l kyseliny palmitovej, na tukovom, tukovo-glukézovom a tukovom
médiu s pridavkom polyetylénglykolu. PEG bol do média pridavany za ti¢elom emulgacie
tukov v médiu.

5.2.3 Lipazové aktivity kvasinky Sporidiobolus salmonicolor
V Grafoch 6 a7 su uvedené zakladné kinetické data — zmeny absorbancie p-nitrofenolu
Vv Case, ktoré st potrebné pre vypocet aktivity lipazy produkovanej kvasinkou S. salmonicolor.
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Graf 6: Graf zdvislosti absorbancie na case pre S.Sa. (nestocené média)
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Graf 7: Graf zavislosti absorbancie na case pre S.Sa. (stocené médid)
Tabulka 10: Aktivity lipolytického enzymu pre kvasinku S.Sa. u vsetkych médii

S s Médium (nestocené)

R Glu Gly | Tuk | T+Glu | T+Tween | Tuk+Gly | T+PEG | Tuk+Pal T | Tuk+Pal {
Aktivita 0,296 | 0,067 | 0,064 | 0,064 0,428 1,596 0,852 1,371 1,207
enzymu Médium (stocené)

(nmol/ Glu Gly | Tuk | T+Glu | T+Tween | Tuk+Gly | T+PEG | Tuk+Pal T | Tuk+Pal {
mlmin) ) 16> 0,197 [0,749 | 0,546 0 1,371 | 0,913 | 1,320 1,165

Médium (+ nestofené inokulum): Aktivity lipazy kvasinky S.Sa. na réznych médiach su
uvedené v Tabulke 10. Vyznamné lipazové aktivity u kvasinky S.Sa. boli namerané na
tukovo-glycerolovom médiu, kde vd’aka glycerolu ako jednoduchému zdroju zivin, kvasinky
dobre rastli amohli tak viac produkovat lipazu na rozitiepenie tuku. DalSie vysoké
lipolytické aktivity boli namerané na tukovom médiu s pridavkom 1 g/l aj 0,5 g/l kyseliny

palmitove;j.

Médium (+ sto¢ené inokulum): Aj ukvasinky S.Sa. sa média so stoCenym inokulom
preukazali byt vhodnejSie pre produkciu lipazy. Vysoké hodnoty boli namerané na tukovo-
glycerolovom médiu, na tukovom médiu s pridavkom 1 g/l aj 0,5 g/l kyseliny palmitovej
a tiez na gluk6zovom médiu. Kvasinkova kultara v gluk6zovom médiu bola pravdepodobne

vV pohodovom stave, dobre narastla a teda dobre produkovala aj lipazy.
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5.2.4 Lipazové aktivity namerané na médiach s tukovymi hydrolyzatmi

Aktivity lipazy pre vSetky testované kmene boli sledované aj na médidch na baze
hydrolyzatov. V Grafe 8 su kinetické data pre vyhodnotenie aktivity lipazy u R. mucilaginosa,
Graf 9 uvadza data pre C. macerans a Graf 10 pre S. salmonicolor.
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Graf 8: Graf zavislosti absorbancie na case pre R.M. na hydrolyzdatovych médidch
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Graf 9: Graf zavislosti absorbancie na case pre C.M.. na hydrolyzdatovych médidch
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Graf 10: Graf zavislosti absorbancie na case pre S.Sa. na hydrolyzatovych médidach

Tabulka 11: Aktivity lipolytického enzymu pre hydrolyzatove média

Rhodotorula mucilaginosa

Enzymaticky Bazicky Kysly
0,273 0,800 1,116

Aktivita Cystofilobasidium macerans
enzymu Enzymaticky Bazicky Kysly
(nmol/mI-min) 0,297 1,153 0,279

Sporidiobolus salmonicolor
Enzymaticky Bazicky Kysly
0,297 0,924 0,807

Z udajov uvedenych v Tabulke 11 vyplyva, ze najvysSiu lipazova aktivitu vykazovali
kvasinky C.M. a S.Sa. na médiu z bazického hydrolyzatu a R.M. na kyslom hydrolyzate. To
mohlo byt spésobené tym, ze aj napriek hydrolyze nebol tuk plne rozstiepeny a kvasinky
museli naprodukovat’ lipazu, aby rozstiepili aj zvy$né acyglyceroly.

Slaba lipazova aktivita bola namerana na enzymatickom hydrolyzate, ato u vsetkych
kvasiniek. Tu sa da konstatovat’, Zze ked’ze komercna lipaza z Candida rugosa, ktora bola
pouzitd na rozstiepenie tuku v médiu, bola pomerne vysoko aktivha a tuk dobre
zhydrolyzovala, médium bolo pomerne homogénne a nebolo pre kvasinku potrebné vytvarat
vela lipazy na d’alSie Stiepenie tuku.
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5.3 Vyhodnotenie produkcie bioaktivnych latok kvasinkami kultivovanymi na
tukovych médiach pomocou HPLC

V ramci sledovania bioaktivnych latok v kvasinkovej biomase sa pomocou HPLC stanovoval
B-karotén, ergosterol, celkové karotenoidy a CoQ. Ich mnozstva sa lisili u r6znych kvasiniek
a urdznych médii. Na Obrazku 16 su pre ilustraciu sfarbenia uvedené média s bunkami
kultivovanymi na tukovych médiach.

V Grafoch 11 al2 st uvedené koncentracie metabolitov produkovanych v bunkach
R. mucilaginosa kultivovanych na tukovych médiach.

Obrazok 16: Ukazka produkcnych médii s kultivovanymi kvasinkami
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Graf 11: Vyhodnotenie bioaktivnych latok pre Rhodotorula mucilaginosa s nestocenym inokulom

41



6000 R.M. stodené

5000 +
4000 -
3000 -
2000 +
1000 -
0 _
e > X 2 > e 2 o e
oe'»‘O\ /s \{'_oq’rb 7/ \{'_o/"(b / ?3{- / 0@(\ / oé& / \A \,bo /s Q,O / e(\@\/
N N N ™ N 2 ) &
@9 9 @9 Nl %9 \3{-9 » N
O /s
€ ¥ < S N Q7 & N
<& <& QQ/
Esusina*100 (g/l) B 3-karotén (ug/g sus)

Ocelkové karotenoidy (ug/g su§)  Bergosterol (ug/g sus)
Bkoenzym Q (ug/g sus)

Graf 12: Vyhodnotenie bioaktivnych latok pre Rhodotorula mucilaginosa so stocenym inokulom

B-karotén: Kvasinka Rhodotorula mucilaginosa kultivovana na médiach s nesto¢enym
inokulom produkovala najviac p-karoténu na glycerolovom médiu (¢ =1099,338 ng/g
susiny), tukovom médium s pridavkom 1 g/l kyseliny palmitovej (c = 946,446 pg/g susiny)
a tukovom médiu (¢ = 853,351 pg/g susiny).

Na médiéch so sto¢enym inokulom bolo najviac B-karoténu vyprodukovaného na gluk6zovom
médiu (¢ = 2374,621 pg/g susiny) a glycerolovom médiu (¢ = 841,094 ng/g susiny).

Vytazky p-karoténu utejto kvasinky boli vSak pomerne nizke, lepSie vysledky boli
pozorované u Ostatnych dvoch kvasiniek.

Ergosterol: Na médiach s nestoCenym inokulom bola namerand najvy$sia koncentracia
ergosterolu na tukovom médiu (c = 1813,097 pg/g susiny), tukovom médiu s pridavkom 1 g/l
kyseliny palmitovej (c=1807,051 pg/g susiny) atukovom médiu s pridavkom 0,5 g/l
kyseliny palmitovej (c = 1614,116 pg/g susiny).

Na médiach so sto¢enym inokulom bola najvyssia koncentracia ergosterolu v glycerolovom
médiu (c = 3074,363 pg/g susiny), tukovom médiu s polyetylénglykolom (¢ = 2567,977 ng/g
susiny) a tukovo-tweenovom médiu (¢ = 2369,095 ug/g susiny).

Celkové karotenoidy: Mnozstvo celkovych karotenoidov bolo umédii s nestoCenym aj
stoCenym inokulom podobné. U médii s nestoéenym inokulom boli vSak najvyssie
koncentracie namerané na glycerolovom médiu (c = 5079,805 pg/g susiny), tukovom médiu
(c =4428,131 ng/g susiny) a glukdozovom médiu (¢ = 3524,698 pg/g susiny).

U médii so sto¢enym inokulom to zase bolo na tukovo-tweenovom médiu (¢ = 5454,399 ng/g
suSiny), glukozovom médiu (¢ =5189,602 pg/g susiny) aglycerolovom médiu
(c = 3453,583 ng/g susiny).

Hodnoty celkovych karotenoidov boli niekolkondsobne vysSie ako hodnoty [B-karoténu,
zrejme boli produkované vo vysokej koncentracii oxidované karotenoidy (torulén,
torularhodin apod.).

42



CoQ: Najvyssie koncentracie CoQ boli umédii s nestoCenym inokulom namerané na
tukovom médiu (c = 2722,690 ng/g susiny), glycerolovom médiu (¢ = 1650,151 pg/g susiny)
a gluk6zovom médiu (¢ = 1255,714 pg/g susiny).

V médiach so stoCenym inokulom boli vysoké koncentrdcie CoQ namerané na tukovo-
tweenovom médiu (¢ = 2070,458 ng/g susiny) alebo tukovom médium s polyetylénglykolom
(c =2070,323 pg/g susiny).

Grafy 13 a 14 uvadzaju vysledky produkcie bioaktivnych latok kvasinkou C. macerans.
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Graf 13: Vyhodnotenie bioaktivnych latok pre Cystofilobasidium macerans s nestocenym inokulom
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Graf 14: Vyhodnotenie bioaktivnych latok pre Cystofilobasidium macerans s0 stocenym inokulom
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B-karotén: Kvasinka Cystofilobasidium macerans kultivovand na médiach s nestoCenym
inokulom produkovala najviac PB-karoténu na glycerolovom médiu (¢ =3411,079 ng/g
susiny), tukovo-tweenovom médium (c=3026,565 pg/g susiny) atukovom médiu
s pridavkom 1 g/l kyseliny palmitovej (c =2916,639 ug/g susiny).

Na médidch so stoCenym inokulom bolo najviac B-karoténu vyprodukovaného
na glycerolovom médiu (¢ = 2480,455 ug/g susiny), tukovom médiu (¢ =2343,006 ng/g
susiny) a tukovo-tweenovom médiu (¢ = 1885,620 ug/g susiny).

Ergosterol: Na médiach s nestoCenym inokulom bola namerana najvySsia koncentracia
ergosterolu na tukovo-tweenovom médiu (c = 4047,647 pg/g susiny), tukovom médiu s
pridavkom 1 g/l kyseliny palmitovej (c =3918,012 ng/g susiny) a gluk6zovom médiu
(c = 3685,141 ng/g susiny).

Na médiach so stoenym inokulom bola najvysSia koncentracia ergosterolu na tukovo-
tweenovom médiu (¢ = 4538,580 pg/g susiny), tukovom médiu (¢ = 4000,329 ng/g susiny) a
tukovom médiu s polyetylénglykolom (c = 3927,623 pg/g susiny).

Celkové karotenoidy: Vyrazne vyssSie koncentracie celkovych karotenoidov boli namerané
na nestoenom tukovo-tweenovom médiu (¢ = 13 740,305ug/g susiny) a sto¢enom tukovo-
glukézovom médiu (c =13 924,529 pug/g suSiny). Daldie vyznamné hodnoty u médii
s nestocenym inokulom boli preukazané na glukdézovom médiu (¢ = 9629,800 pg/g susiny) a
tukovom médiu s pridavkom 1 g/l kyseliny palmitovej (c = 8017,006 pg/g susiny).

U médii so stoéenym inokulom to zase bolo na tukovo-tweenovom médiu (¢ = 7833,830 ug/g
susiny) a tukovom médiu s pridavkom 0,5 g/l kyseliny palmitovej (c = 6485,830 pg/g susiny).
Aj u kvasinky C. macerans boli zistené niekol’konasobne vysSie hodnoty celkovych
karotenoidov, st teda produkované vo vysokom mnozstve oxidované derivaty.

CoQ: Najvyssia koncentracia CoQ bola namerana u kvasinky C. macerans na tukovo-
glukézovom médiu so sto¢enym inokulom (¢ = 10 474,311 pg/g susiny).

Dalsie vysoké koncentracie CoQ boli u médii s nestoéenym inokulom namerané na tukovo-
tweenovom médiu (¢ = 7011,397 pg/g susiny), glukd6zovom médiu (c = 5225,167 pg/g susiny)
a tukovom médiu s pridavkom 1 g/l kyseliny palmitovej (c = 4097,900 pg/g susiny).

V médiach so stoéenym inokulom boli tiez vyznamné koncentracie CoQ namerané na
tukovom-tweenovom  médiu (¢ =5583,081 pg/g suSiny) a tukovom médiu
s polyetylénglykolom (c = 4661,648 pg/g susiny).
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V Grafoch 15 a 16 st uvedené hodnoty metabolitov nameranych v bunkéach S. salmonicolor
kultivovanych na tukovych médiach.
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Graf 15: Vyhodnotenie bioaktivnych latok pre Sporidiobolus salmonicolor s nestocenym inokulom
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Graf 16: Vyhodnotenie bioaktivnych latok pre Sporidiobolus salmonicolor sO stocenym inokulom
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B-karotén: Kvasinka Sporidiobolus salmonicolor kultivovand na médiach s nestocenym
inokulom produkovala najviac B-karoténu na tukovom médiu s pridavkom 1 g/l kyseliny
palmitove] (c=1145,394 pg/g susiny), tukovovom médium s polyetylénglykolom
(c = 842,642 pg/g susiny) a tukovo-glukozovom médiu (c = 644,077 pg/g susiny).

Na médiach so stoéenym inokulom bolo najviac B-karoténu vyprodukovaného na tukovom
médiu s pridavkom 0,5 g/l kyseliny palmitovej (c = 1577,377 pg/g susiny) a glycerolovom
médiu (c = 1082,297 ug/g susiny).

Ergosterol: Na médiach s nesto¢enym inokulom bola namerana najvySsia koncentracia
ergosterolu na tukovom médiu s polyetylénglykolom (c = 3447,857 pg/g susiny), tukovo-
tweenovom médiu (¢ = 3057,257 pg/g susiny) a tukovom médiu s obsahom 1 g/l kyseliny
palmitovej (c = 2786,164 ug/g susiny).

Na médiadch so stoenym inokulom bola najvyssia koncentracia ergosterolu na tukovom
médiu s obsahom 0,5 g/l kyseliny palmitovej (c =5979,999 ng/g susiny), tukovom médiu
s pridavkom 1 g/l kyseliny palmitovej (c=4473,305 pg/g susiny) a tukovom médiu
s polyetylénglykolom (c = 3329,730 pg/g susiny).

Celkové Kkarotenoidy: Vysoké hodnoty celkovych karotenoidov U médii s nestoCenym
inokulom boli namerané na tukovom médiu s obsahom 1 g/l kyseliny palmitovej
(c = 4645,361 pg/g susiny), tukovo-glukdézovom médiu (¢ = 3352,347 pg/g susiny) a tukovom
médiu s polyetylénglykolom (c = 2502,459 ng/g susiny).

U médii so sto¢enym inokulom boli vysoké koncentracie celkovych karotenoidov namerané
na glycerolovom médiu (¢ =5950,453 pg/g susiny), tukovom médiu s pridavkom 0,5 g/l
kyseliny palmitovej (c = 3374,874 ug/g susiny) a tukovom-tweenovom médiu (¢ = 3203,028
pg/g susiny).

U kvasinky S.Sa. boli hodnoty celkovych karotenoidov iba asi 2x vysSie nez B-karoténu, takze
sa sice tvoria aj iné pigmenty, ale potvrdilo sa, ze B-karotén je majoritnym produkovanym
pigmentom tejto kvasinky.

CoQ: Vysoké koncentracie CoQ boli u médii s nesto¢enym inokulom namerané na tukovom
médiu s polyetylénglykolom (c=3020,621 pg/g susiny), tukovo-glukéozovom médiu
(c =2361,725 ng/g susiny) a tukovom médiu (c = 1858,016 pg/g susiny).

V médiach so sto¢enym inokulom boli vyznamné koncentracie CoQ namerané na tukovom
médiu s obsahom 0,5 g/l kyseliny palmitovej (c =3600,415 pg/g susiny), tukovom médiu
sobsahom 1 g/l kyseliny palmitovej (c=2842,012 pg/g suSiny) a tukovom médiu
s polyetylénglykolom (c = 2699,368 pg/g susiny).

46



Produkcia metabolitov bola sledovana aj na médiach z hydrolyzovanych tukov. Vysledky
analyz su zhrnuté v Grafe 17.
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Graf 17: Vyhodnotenie bioaktivnych latok pre vsetky kvasinky na hydrolyzatovych médiach

B-karotén: Kvasinka Cystofilobasidium macerans vykazovala najvy$$iu koncentraciu -
karoténu na bazickom hydrolyzate (¢ = 3072,133 pg/g susiny).

Rhodotorula mucilaginosa mala najvyssiu koncentraciu tiez na bazickom hydrolyzate
(c =1582,603 pg/g susiny).

U kvasinky Sporidiobolus salmonicolor bola zase najvyssia koncentracia namerana na kyslom
hydrolyzate (¢ = 576,673 pg/g susiny).

Ergosterol: Vsetky tri kvasinky produkovali najviac ergosterolu na kyslom hydrolyzate.
Konkrétne Cystofilobasidium macerans mala c=3448,698 pg/g susiny, Rhodotorula
mucilaginosa ¢ =1977,367 ug/g susiny a Sporidiobolus salmonicolor ¢ =2216,646 pg/g
susiny).

Celkové karotenoidy: Najvyssia koncentracia celkovych karotenoidov u kvasinky
Cystofilobasidium macerans bola na bazickom hydrolyzate (c = 5481,174 pg/g susiny), pre
Rhodotorula mucilaginosa to bolo tiez na bazickom hydrolyzate (¢ = 2811,363 pg/g susiny)
a napokon u kvasinky Sporidiobolus salmonicolor bola zase najvyssia koncentracia namerana
na kyslom hydrolyzate (c = 2264,756 ng/g susiny).

CoQ: Kvasinka Cystofilobasidium macerans vykazovala najvysSiu koncentraciu CoQ na
bazickom hydrolyzate (¢ = 3517,208 pg/g susiny), Rhodotorula mucilaginosa mala najvyssiu
koncentraciu tieZ na bazickom hydrolyzate (c =1246,363 ug/g suSiny) a Sporidiobolus
salmonicolor mala najvy$S§iu  koncentraciu namerani na kyslom hydrolyzate
(c =2787,860 ng/g susiny).

Celkovo sa da konStatovat’, Ze produkcia metabolitov na tukovych médiach moze dosahovat
podobné aj vysSie hodnoty ako na jednoduchych sacharidoch. Karotenogénne kvasinky st
teda schopné premenit zivoCiSny tuk na obohateni biomasu s vysokym obsahom
karotenoidnych pigmentov.
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5.4 Vyhodnotenie produkcie lipidov kvasinkami pomocou GC

Pomocou plynovej chromatografie boli u jednotlivych kvasiniek a médii zmerané profily
mastnych kyselin. Z tychto profilov boli vyhodnotené celkové lipidy (produkcia v g/g
biomasy a v % z biomasy), d’alej sumarne nasytené mastné kyseliny (SFA), mononenasytené
mastné kyseliny (MUFA) a polynenasytené mastné kyseliny (PUFA). Zaroveii boli pre lepsiu
prehladnost’ vyhotovené grafy pre jednotlivé kvasinky a média S uvedenym percentudlnym
obsahom tuku v biomase, produkovanou biomasou vzorky kvasiniek a mnozstvom tuku
Vv kvasinkach. Vysledky boli vyhodnotené pomocou prehl'adnych grafov.

Grafy 18 a 19 obsahuju vysledky produkcie intracelularnych lipidov a MK zistené u kvasinky
R. mucilaginosa.
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Graf 18: Vyhodnotenie obsahu tuku v kvasinkovej biomase pre R.M. na nestocenych médidch
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Graf 19: Vyhodnotenie lipidov pomocou GC pre R.M. nestocené médida
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Zlozenie mastnych kyselin v médiu zavisi napr. na genetickom vybaveni organizmu,
substrate, stresovych podmienkach, atd’. Podl'a toho boli aj vyhodnotené nasledujuce grafy.
Podl'a Grafu 19 sa da povedat, ze kvasinka R.M. s nesto¢enymi inokulami produkuje hlavne
polynenasytené mastné kyseliny. Najviac PUFA je vSak na tukovo-tweenovom a tukovo-
glycerolovom médiu.

Vysokl produkciu mononenasytenych mastnych kyselin vykazuje kvasinka na tukovo-
glukézovom médiu a glycerolovom médiu.

Nasytené¢ mastné kyseliny sa vyskytuji najviac na tukovom médiu a tukovom médiu s
obsahom 0,5 g/l aj 1 g/l kyseliny palmitovej.

Z nameranych vysledkov sa teda da usudit’, ze kvasinka Rhodotorula mucilaginosa je dobre
vybavena pre produkciu PUFA a ciastocne aj MUFA, ¢omu samozrejme napomahaji aj
spravne zvolené substraty. Skupina PUFA je zastupena v karotenogénnych kvasinkach najma
kyselinou linolovou (C18:2), skupina MUFA kyselinou olejovou, pripadne palmitolejovou.
Vysoky obsah PUFA je vhodny pre pripadnu aplikaciu do potravinovych doplnkov a krmiv,
zatial’ o vyss§i obsah MUFA (cca 40-50%) je vhodny pre vyuZzitie kvasinkového tuku ako
zlozky biopaliv.
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Graf 20: Vyhodnotenie obsahu tuku v kvasinkovej biomase pre R.M. na stocenych médidch
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Graf 21: Vyhodnotenie lipidov pomocou GC pre R.M. stocené média

ZGrafu 21 moézeme vidiet, ze sa potvrdilo zistenie u kvasinky R.M. s nestocenymi
inokulami, a sice, ze tato kvasinka vel'mi dobre produkuje polynenasytené mastné kyseliny.
Pokial’ pri kultivacii boli pouzité stocené inokula, da sa pozorovat, ze stresové podmienky
podnietili kvasinku k este vacsej produkcii PUFA nez v predchadzajucom pripade (Graf 19).
NajviacSie zmeny nastali prave na tukovo-glukézovom médiu, glycerolovom médiu
a tukovom médiu, kde boli predtym najvyssie koncentracie MUFA.

V niektorych pripadoch (napr. na tukovo-tweenovom médiu) doslo k mensiemu narastu
MUFA.
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Graf 22: Vyhodnotenie obsahu tuku v kvasinkovej biomase pre C.M. na nestocenych médidach
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Graf 23: Vyhodnotenie lipidov pomocou GC pre C.M. nestocené médid

Kvasinka Cystofilobasidium macerans sa ukazala, podobne ako v predchadzajiicom pripade,
taktiez ako dobry producent lipidov (Graf 22) aj polynenasytenych mastnych kyselin (Graf
23). Najviac PUFA bolo nameranych na tukovom médiu s obsahom 0,5 g/l aj 1 g/l kyseliny
palmitovej, tukovom médiu s PEG alebo tukovo-glukdézovom médiu.

MUFA boli produkované len minoritne, kde najvyssia koncentracia bola namerana na
glukézovom a tukovo-glycerolovom médiu.

V médiach boli pritomné aj nasytené mastné kyseliny, a to najviac na tukovo-glycerolovom
médiu alebo tukovo-tweenovom médiu. Ich koncentracia vSak nebola celkovo takd vysoka
ako koncentracia PUFA.
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Graf 24: Vyhodnotenie obsahu tuku v kvasinkovej biomase pre C.M. na stocenych médidch

Hodnoty pre niektoré média nie su v Grafe 24 uvedené, pretoze doslo k minimalnemu narastu
kultary a pri analyze lipidov zostala vo vzorke aj ur¢itda minimalna Cast’ tukového substratu,
ktora sa nepodarilo oddelit’ — ta vyrazne skresl'ovala vysledky.
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Graf 25: Vyhodnotenie lipidov pomocou GC pre C.M. stocené médid

Podla Grafu 25 sa da opit’ konstatovat, Ze stresové podmienky podnietili kvasinku C.M. k
produkcii PUFA. Vysoka koncentracia bola namerana napr. na glycerolovom médiu alebo
tukovo-glycerolovom médiu.

V tukovo-gluk6zovom médiu doslo zase s menSiemu narastu MUFA.

Produkcia SFA bola celkovo znizend oproti médiam s nesto¢enym inokulom.
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Graf 26: Vyhodnotenie obsahu tuku v kvasinkovej biomase pre S.Sa.. na nestocenych médidach
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Graf 27: Vyhodnotenie lipidov pomocou GC pre S.Sa. nestocené médid

Z Grafu 27 je vidiet’, Ze kvasinka Sporidiobolus salmonicolor je asi najlep$im producentom
polynenasytenych mastnych kyselin zo vSetkych sledovanych kvasiniek. Vo vSetkych
médiach je vysoka koncentracia PUFA, len v tukovom, glycerolovom a tukovo-gluk6zovom
je 0 nieco niz8ia. Koncentracia MUFA je najnizSia spomedzi mastnych kyselin. Najvyssi
obsah MUFA bol v tukovo-gluk6zovom médiu. Obsah SFA v médiach je tieZ nizky, najviac
sa ich nachadza v tukovom a glycerolovom médiu.
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Graf 28: Vyhodnotenie obsahu tuku v kvasinkovej biomase pre S.Sa.. na stocenych médidch

Z rovnakych dovodov ako pri Grafe 24 nebolo v tomto pripade do Grafu 28 zahrnuté tukové
médium s polyetylénglykolom.
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Graf 29: Vyhodnotenie lipidov pomocou GC pre S.Sa. stocené médid

Z Grafu 29 sa da pozorovat,, ze kvasinka S.Sa. je aj v stresovych podmienkach stale dobrym
producentom PUFA, avsak nie tak ako v predchadzajucom pripade s nesto¢enymi inokulami.
U jednotlivych médii doslo k narastu koncentracii MUFA, ato napr. v tukovo-tweenovom
médiu. V niektorych pripadoch, ako napr. v tukovo-tweenovom médiu alebo tukovom médiu,
doslo k zvySeniu koncentracie SFA. Stale sa vSak da kvasinku Sporidiobolus salmonicolor
povazovat za najlepSicho producenta polynenasytenych mastnych kyselin spomedzi troch
sledovanych kvasiniek.
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Grafy 30 a 31 zhfnajt vysledky produkcie lipidov na hydrolyzatovych médiach.
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Graf 30: Vyhodnotenie obsahu tuku v kvasinkovej biomase na hydrolyzdtovych médidch
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Graf 31: Vyhodnotenie lipidov pomocou GC pre vsetky kvasinky na hydrolyzatovych médidach

Cystofilobasidium macerans: u tejto kvasinky boli najviac produkované polynenasytené
mastné kyseliny na kyslom hydrolyzate. Ekvivalentne dobrym médiom pre produkciu PUFA
bol taktiez bazicky hydrolyzat. NajmenSia produkcia PUFA bola na enzymatickom
hydrolyzate — v tomto médiu bola vyssia koncentracia SFA nez u ostatnych.

Sporidiobolus salmonicolor: vtomto pripade sa da tvrdit’ to isté ako u predchadzajicej
kvasinky, ateda Ze najvyS$ia produkcia PUFA bola na kyslom hydrolyzate, potom na
bazickom a nakoniec na enzymatickom. Celkovo sa vSak potvrdilo, ze tito kvasinka je
najlepSim producentom polynenasytenych mastnych kyselin zo vSetkych troch sledovanych
kvasiniek.
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Rhodotorula mucilaginosa: kvasinka vykazovala najvyssiu produkciu PUFA na bazickom
hydrolyzate, potom na kyslom a nakoniec na enzymatickom — v tomto médiu bola namerana
zéaroven najvyssia koncentracia MUFA spomedzi vsetkych kvasiniek a hydrolyzatov.

Celkovo sa da konstatovat, ze média s obsahom tuku st pouzitel'né aj na produkciu lipidov.
Mnozstvo produkovanych lipidov zvycajne nepresahovalo rozmedzie 10-40% obsahu v
biomase (s vynimkou niektorych kultivacii C.M.). Pomer nasytenych a nenasytenych
mastnych kyselin je vyrazne ovplyvneny druhom média a mdze byt vyuzitelny
biotechnologicky. Produkcia lipidov na hydrolyzatoch bola podstatne nizs§ia ako na médiach
s obsahom surového tuku alebo zmesi tuku s jednoduchym zdrojom a emulgatorom.

5.5 Substratova Specifickost’ lipaz  produkovanych Kkarotenogénnymi
kvasinkami

Na zistenie substratovej $pecifickosti lipaz jednotlivych kvasiniek bola prevedena tenkovrstva
chromatografia. Pre porovnanie bolo TLC spravené aj pre komeréné lipazy ziskané z
kvasinky Candida rugosa a plesni Aspergillus niger aRhizopus oryzae. Kvasinky boli
kultivované 5 hodin pri teplote 37°C. Po 1., 3. a 5. hodine boli odobrané vzorky a nasledne
boli vyhodnotené produkty hydrolyzy lipidov pomocou TLC (podl'a kapitoly 4.10). Ako
blank bol pouzity tuk rozpusteny v chloroforme.

1. hodina 3. hodina 5. hodina

1 - Rhizopus oryzae

2 - Aspergillus niger

VMK i 3 - Candida rugosa

DAG
MAG

Blank a3 Blank Blank

Obrazok 17: TLC pre hydrolyzaty ziskané pomocou komercnych lipaz

Na Obrdzku 17 sa da vidiet', ze najacinnejsim hydrolytickym enzymom je enzym z kvasinky
Candida rugosa. Na rozdiel od ostatnych komerénych enzymov pochadzajucich z plesni sa da
pozorovat, ze v pripade enzymu z Candida rugosa dochadza k stiepeniu triacylglycerolov
(TAG) majoritne na MK a potom minoritne na diacylglyceroly (DAG) a monoacylglyceroly
(MAG). V pripade plesnovych lipaz dochadza k priebeznej hydrolyze vsetkych vizieb.
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1 3 Blank

Obrazok 18: TLC pre hydrolyzaty ziskané pomocou naprodukovanych lipdaz

U kvasiniek, ktoré boli v tejto praci skimané, bolo zistené (Obrdzok 18), ze u kvasinky C.M.
dochadza k postupnej hydrolyze vsetkych vizieb, najprv vSak k Stiepeniu na DAG a MAG.
Lipaza zkvasinky R.M. v priebehu experimentu podla vysledku TLC stiepila len
triacylglyceroly. Lipaza od S.Sa. po prvej hodine nevykazovala Ziadnu aktivitu. Po tretej
hodine vSak doslo k Stiepenie tri-, di- aj monoacyglycerolov. Po piatej hodine Stiepila
diacylglyceroly na monoacyglyceroly az na glycerol.

5.6 Purifikacia lipazy z kvasinky Sporidiobolus salmonicolor

Lipaza bola purifikovana a izolovana z tukovo-glycerolového média, v ktorom bola
kultivovana kvasinka Sporidiobolus salmonicolor. Tento variant bol vybrany preto, lebo bola
na iom namerand vysoka lipdzova aktivita a navyse kvasinka dobre produkovala biomasu.

Na tato kultivaciu bolo pripravenych 500 ml média. Postup kultivacie bol zhodny
s kultivaciami v kapitole 4.4 az nato, ze tentokrat bolo médium naliate do reagenénej fl'ase
0 objeme 1 liter, ktora bola neustale prevzdusiovana.
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Obrdazok 19: Kultivacia S.Sa. na tukovo-glycerolovom médiu v reagencnej flasi

Takto pripravené médium bolo po ukonceni kultivacie centrifugované po dobu 3 min pri 7000
otackach/min. Supernatant bol zliaty a ten bol este filtrovany cez papierovy filter, aby bolo
médium zbavené necistot, ktoré by mohli upchat’ aparatiru na ultrafiltraciu.

Nasledne bola vo vzorke pre kontrolu zmerana lipazova aktivita.
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Graf 32: Graf zdvisloti absorbancie na ¢ase pre S.Sa.. na tukovo-glycerolovom médiu

Z Grafu 32 je vidiet, Ze absorbancia pomerne prudko narasta a teda je v médiu lipaza aktivna.
V Tabulke 12 je vypisana konkrétna hodnota lipazovej aktivity pre dant vzorku. VVzorka bola

d’alej spracovana ultrafiltraciou.

Tabulka 12: Aktivity lipolytického enzymu pre filtrované médium

(nmol/ml-min)

Aktivita enzymu

Vzorka

23,578

58



5.6.1 Ultrafiltracia

Pripravena vzorka z predchadzajicej kapitoly bola zakoncentrovana pomocou ultrafiltracie na
aparatire KrosFlo. Bola pouzitd 5 kDa membrana a necistoty z média tak boli odstranené.
Nasledne bola pre kontrolu zmerana lipazova aktivita vo filtrate a koncentrate.
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Graf 33: Graf zavislosti absorbancie na case pre filtrdat a koncentrdt po ultrafiltrdcii cez 5 kDa
membrdnu

Z Grafu 33 je vidiet, ze vo filtrate je len vel'mi slaba lipazova aktivita. Naopak v koncentrate
bola zase namerana vel'mi vyrazna lipazova aktivita, Co znamena, ze sa podarilo tento enzym
zakoncentrovat’. Konkrétne hodnoty lipazovej aktivity su zhrnuté v Tabulke 13.

Tabulka 13: Aktivity lipolytického enzymu pre ultrafiltrované médium

Aktivita 5 kDa membrana
enzymu Filtrat Koncentrat
(nmol/ml-min) 0,531 2,506

Pri porovnani hodnét lipazovej aktivity koncentratu a vzorky pred ultrafiltraciou z Tabulky 12
je vidiet’, Ze lipazova aktivita je vyrazne nizsia, o mohlo byt sposobené tym, Ze Cast’ lipazy
bola ulfrafiltraciou odstranend spolu s filtratom.

5.6.2 PAGE-SDS

Vzorky ziskané ultrafiltraciou boli vyhodnotené pomocou PAGE-SDS elektroforézy.
Elektroforeticka separacia enzymov bola prevedend na 12% polyakrylamidovom géle za
pouzitia Standardov Precision Plus Protein™ Dual Color podla postupu uvedenom v kapitole
4.12. Nanesena bola vzorka koncentratu aj filtratu.
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Obrazok 20: Elektroforeticky gél so vzorkami po ultrafiltracii: koncentrat (K), filtrat (F) a rebricek
Standardu (S)

Z Obrazku 20 je vidiet, ze na elektroforetickom géle v jamke pre vzorku koncentratu sa
vyobrazila 1 zona, a to priblizne o velkosti 120 kDa. Zéna vsak bola vel'mi slabo viditeI'na.
Vo vzorke filtratu sa neobjavila ziadna zona.

Vzorka koncentratu bola nésledne lyofilizovanad, aby bol enzym zakoncentrovany.

Obrdzok 21: Elektroforeticky gél so vzorkou po lyofilizdcii (L) a rebricek Standardu (S)
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Na Obrazku 21 je vyobrazeny elektroforeticky gél so vzorkou lyofilizatu a Standardu. Napriek
zakoncentrovaniu vzorky lyofilizaciou sa da pozorovat’, ze vyobrazena zona na géle je stale
slabo vidite'na. To mohlo byt spdsobené tym, Ze celkova koncentracia enzymu bola nizka.
Potvrdila sa vSak velkost’ vyobrazenej zony, a to cca 120 kDa. Avsak hmotnost’ lipolytického
enzymu je $tandardne cca 35-65 kDa, ¢o skiimana vzorka nespliiia. Tato skutoénost’ moze byt
sposobena tym, ze lipaza sa nachadza v komplexe sinymi enzymami, alebo je vysSia
koncentracia ostatnych proteinov, atie lipdzu potlacaju. Koncentracia proteinov bola pre
kontrolu namerana metodou Hartee-Lowry. Z tychto hodnot bola vypocitana celkova bilancia
proteinov a Specificka aktivita enzymu vztiahnuta na celkové mnozstvo proteinov vo frakcii.
Vysledky st zhrnuté v Tabulke 14.

Tabulka 14: Koncentrdacia proteinov v médiu namerand pomocou Hartee-Lowry metody, celkova
bilancia proteinov vo frakcii a specificka aktivita enzymu

c Obiem Celkové mnoistvo | Aktivita Specificka aktivita
(ug/ml) frakcije (ml) proteinov vo frakcii | enzymu enzymu
HE, (mg) (nkat) (nkat/mg)
:’Zgg’: 309,39 400 123,76 393,05 3,18
(:"IE';‘:) 288,93 360 104,01 8,85 0,09
K"(';clfl';;;at 393 48 40 15,74 41,78 2,65

Tento jav bude d’alej sledovany v nadvazujicom vyskume inym vyskumnym timom.
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6 ZAVERY

Cielom tejto prace bola produkcia lipolytickych enzymov, bioaktivnych latok a mastnych
kyselin kvasinkami. K produkcii boli pouzité karotenoidné kvasinky Rhodotorula
mucilaginosa, Cystofilobasidium macerans a Sporidiobolus salmonicolor. Kultivované boli
submerzne v mineralnom médiu s pouzitim roznych substratov sacharidovej a lipidovej
povahy. Boli pouzit¢é média s glukdzou, glycerolom, tukom, tukom a glukézou, tukom
a polysorbatom 80 (Tween 80), tukom a glycerolom, tukom sobsahom 1 g/l kyseliny
palmitovej, tukom a polyetylénglykolom, tukom s obsahom 0,5 g/l kyseliny palmitovej,
enzymaticky, bazicky a kysly hydrolyzat. Zao¢kovanie kultur do produkéného média bolo
prevedené jednak priamo inokulom v YPD médiu atiez centrifugovanym (sto¢enym)
inokulom bez obsahu zvyskovych zivin, aby bola kvasinka vystavend va¢$im stresovym
podmienkam anecerpala tak dalSie ziviny zinokula. Po kultivacii bola gravimetricky
stanovend biomasa kvasiniek, spektrofotometricky namerand aktivita lipdz metodou s p-
nitrofenolom. Koncentracia f-karoténu, celkovych karotenoidov, ergosterolu a ubichinonu
(CoQ) bola stanovena pomocou vysokouc¢innej kvapalinovej chromatografie, koncentracia
mastnych kyselin pomocou plynovej chromatografie. Pre purifikdciu a identifikaciu lipazy
bola d’alej prevedena ultrafiltracia, lyofilizacia a PAGE-SDS elektroforéza.

Produkcia biomasy bola sledovana u vSetkych kmefiov a médii. Medzi produkéné média
zaoCkované nestoCenym inokulom Rhodotorula mucilaginosa vyznacujice sa Vvysokou
produkciou biomasy, patrili glukézové (11,22 g/1), glycerolové (9,31 g/l) a tukovo-tweenové
médium (8,91 g/1). Na produkénych médiach zaockovanych so stoéenym inokulom bola
produkcia biomasy o nieCo nizSia, medzi najlepSic produkéné média patrilo glukézové
(6,62 g/l) atukovo-glycerolové médium (5,77 g/l). Kvasinka Cystofilobasidium macerans
mala najvySSie hodnoty biomasy namerané na glycerolovom (7,36 g¢/lI) atukovo-
glycerolovom (7,13 g/) produkénom médiu s nesto¢enym inokulom. Tato kvasinka sa vSak
neosvedcila na médidch so sto¢enym inokulom, kde boli produkované vel'mi nizke vytazky
biomasy a jedind vys$Sia hodnota bola zaznamenand na gluk6zovom médiu (4,52 g/l).
Najlepsie produkéné média zaockované nestoCenym inokulom pre kvasinku Sporidiobolus
salmonicolor boli tukovo-glycerolové (8,57 g/l) a glukézové médium (7,62 g/1). Glukozové
(6,21 g/l) atukovo-glukozové médium (5,68 g/l) so stoCenym inokulom mali spomedzi
d’alsich médii najlepsie produkcie biomasy. U médii s obsahom tukovych hydrolyzatov bolo
ako najlepSie médium pre produkciu biomasy vyhodnotené médium pripravené
z enzymatického hydrolyzatu, kde hmotnosti biomasy boli 15,35 g/l (pre R. mucilaginosa),
14,98 g/l (pre C. macerans) a 18,28 g/l (pre S. salmonicolor). Podl'a sumarnych vysledkov sa
teda za najlepSieho producenta biomasy na vécsine testovanych médii da povaZzovat kvasinka
Rhodotorula mucilaginosa.

Extracelularna lipdza bola analyzovana v produkénych médidch po ukonceni kultivacie.
Lipazové aktivity boli u kvasinky R. mucilaginosa vyssie v produkénych médiach so
stoenym inokulom, a to konkrétne na tukovo-glukéozovom (1,675 nmol/min-ml)
a glycerolovom médiu (1,356 nmol/min-ml). U kvasinky C. macerans boli tiez najvyssie
lipdzové aktivity na médidch so sto€enym inokulom a to v tukovom médiu s pridavkom 1 g/l
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kyseliny palmitovej (1,156 nmol/min-ml ) a tukovom médiu (1,098 nmol/min-ml). Kvasinka
S. salmonicolor mala najvysSie lipazové aktivity namerané v tukovo-glycerolovom (1,596
nmol/min-ml) a tukovom médiu s pridavkom 1 g/l kyseliny palmitovej (1,371 nmol/min-ml)
zaockovanom nestocenym inokulom. Pomerne ekvivaletné hodnoty lipazovych aktivit boli
namerané na rovnakych médiach zaoCkovanych so stoCenym inokulom, ¢ize v tukovo-
glycerolovom (1,371 nmol/min-ml) a tukovom médiu s pridavkom 1 g/l kyseliny palmitovej
(1,320 nmol/min-ml). Spomedzi hydrolyzatovych médii bola najvyssia lipazova aktivita
namerana u kvasinky C. macerans na bazickom hydrolyzate (1,153 nmol/min-ml).

Suhrnne sa d4 konstatovat, ze produkcia extracelularnej lipazy u karotenogénnych kvasiniek
je indukovatelnd pritomnostou tuku v médiu, vysSSie hodnoty sa dosiahnu pridavkom
emulgatorov a glycerolu. Produkcia lipadz na r6znych médiach vykazuje druhovu Specifickost’.

Na tukovych médiach bola dalej sledovana produkcia vybranych intracelularnych
metabolitov. Najvyssia koncentracia B-karoténu u kvasinky R. mucilaginosa bola namerana
na glukézovom médiu so sto¢enym inokulom (c = 2374,621 pg/g susiny), pre kvasinku C.
macerans to bolo glycerolové médium s nesto¢enym inokulom (c =3411,079 pg/g susiny)
a pre kvasinku S. salmonicolor bola najvyssia koncentracia detegovana na tukovom médiu s
pridavkom 0,5 g/l Kkyseliny palmitovej zaoCkovanom so sto¢enym inokulom
(c =1577,377 ng/g susiny). Spomedzi hydrolyzatovych médii bola vysoka vytaznost' na
bazickom hydrolyzate pre C. macerans (¢ = 3072,133 pg/g susiny).

Celkové karotenoidy mali najvysSiu koncentraciu u kvasinky R. mucilaginosa na tukovo-
tweenovom médiu (¢ =5454,399 pg/g susiny) so stoCenym inokulom, u kvasinky C.
macerans na sto¢enom tukovo-tweenovom médiu (¢ = 13 740,305ug/g susiny) a u kvasinky S.
salmonicolor na glycerolovom médiu (¢ =5950,453 pg/g susiny) so stoCenym inokulom.
Spomedzi hydrolyzatovych médii bola vysokd vytaznost na bazickom hydrolyzate pre
C.macerans (c = 5481,174 pg/g susiny).

U kvasiniek C. macerans a R. mucialginosa boli zistené niekol’konasobne vysSie hodnoty
celkovych pigmentov oproti B-karoténu, avSak u kvasinky S. salmonicolor boli hodnoty
celkovych karotenoidov iba asi 2x vysSie. U prvych dvoch kmenov sa zrejme majoritne tvoria
oxidované karotenoidy (torulén, torularodin), zatial’ ¢o u S. salmonicolor sa sice tvoria aj iné
pigmenty, ale potvrdilo sa, Ze B-karotén je majoritnym produkovanym pigmentom tejto
kvasinky.

Vytaznost’ ergosterolu bola najvyssia u kvasinky R. mucilaginosa v glycerolovom médiu so
sto¢enym inokulom (c = 3074,363 pg/g susiny), na tukovo-tweenovom médiu so sto¢enym
inokulom pre C. macerans (¢ = 4538,580 pg/g susiny) a na tukovom médiu s obsahom 0,5 g/l
kyseliny palmitovej so sto¢enym inokulom pre S. salmonicolor (c =5979,999 ng/g susiny).
Spomedzi hydrolyzatovych médii bola vysokd vytaznost na kyslom hydrolyzate pre C.
macerans (¢ = 3448,698 ug/g susiny).
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Produkcia ubichinénu dosahovala pre kvasinku R. mucilaginosa najvyssiu koncentraciu
V nestoéenom tukovom médiu (c =2722,690 pg/g susiny), pre C. macerans v tukovo-
gluk6zovom médiu so sto¢enym inokulom (c = 10 474,311 pg/g susiny) a pre S. salmonicolor
v tukovom médiu s pridavkom 0,5 g/ kyseliny palmitovej (c =3600,415 pg/g susiny) so
stoCenym inokulom. Spomedzi hydrolyzatovych médii bola vysoka vytaznost’ na bazickom
hydrolyzate pre C. macerans (¢ = 3517,208 pg/g susiny).

Pomocou GC/FID bola uvsetkych kmenov amédii sledovana produkcia lipidov
a jednotlivych mastnych kyselin. Celkovo sa da konStatovat’, Zze média s obsahom tuku su
pouzitel'né aj na produkciu lipidov. Mnozstvo produkovanych lipidov zvy¢ajne nepresahovalo
rozmedzie 10-40% obsahu v biomase ( s vynimkou niektorych kultivacii C. macerans).
Pomer nasytenych a nenasytenych mastnych kyselin je vyrazne ovplyvneny druhom média
a moze byt vyuzite'ny biotechnologicky. Produkcia lipidov na hydrolyzatoch bola podstatne
nizSia ako na médiach s obsahom surového tuku alebo zmesi tuku s jednoduchym zdrojom
a emulgatorom.

Analyza mastnych kyselin preukézala, ze u vSetkych kvasiniek je vyrazna hlavne produkcia
polynenasytenych mastnych kyselin. Najvyssia koncentracia PUFA je celkovo u kvasinky
Sporidiobolus salmonicolor. Skupina PUFA je zastpena v karotenogénnych kvasinkach
najmd kyselinou linolovou (C18:2), skupina MUFA kyselinou olejovou, pripadne
palmitolejovou. Vysoky obsah PUFA je vhodny pre pripadnu aplikaciu do potravinovych
doplnkov akrmiv, zatial ¢o vyssi obsah MUFA (cca 40-50%) je vhodny pre vyuzitie
kvasinkového tuku ako zlozky biopaliv.

V ramci purifikécie a charakterizacie lipazy bola najprv spravena substratova Specifickost’,
kde sa ako najucinnej$i prejavil enzym z kvasinky S. salmonicolor. Preto bola tato kvasinka
kultivovand vo vicSom objeme V tukovo-glycerolovom médiu, z ktorého bola nasledne
purifikovana ultrafiltraciou cez 5 kDa membranu. Pre zakoncentrovanie bola vzorka
lyofilizovana. Nésledne boli vzorky z ultrafiltracie (koncentrat, filtrat) a po lyofilizacii
identifikované pomocou PAGE-SDS elektroforézy. V koncentrate aj lyofilizate boli
detegované slabo viditeIné zony o velkosti priblizne 120 kDa. Tato hodnota molekulove;j
hmotnosti je pre lipazu nezvycajne velka, preto je mozné, ze sa enzym nachadzal v komplexe
S inymi enzymami. Tento jav bude d’alej sledovany v pokracujicom vyskume.

Zaverom mozno konStatovat’, ze karotenogénne kvasinky st biotechnologicky vyuzitelné ku
konverzii menej kvalitného odpadného ZivociSneho tuku na obohatenti kvasinkovii biomasu
s vysokym obsahom karotenoidov, polynenasytenych mastnych kyselin, sterolov a d’alSich
bioaktivnych latok. Praca bola rieSend v radmci medzinarodného projektu ,,LipoFungi®
financovaného ,,National Research Council, Norway“. Vysledky prace budu v projekte
podkladom pre d’alsi vyskum.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

R.M.
C.M.
S.Sa.
PEG
Pal T
Pal
GC
HPLC
SFA
PUFA
MUFA
TAG
VMK
DAG
MAG

Rhodotorula mucilaginosa

Cystofilobasidium macerans

Sporidiobolus salmonicolor

polyetylénglykol

médium s pridavkom 1 g/1 kyseliny palmitovej
médium s pridavkom 0,5 g/I kyseliny palmitovej
plynova chromatografia

vysokoucinna kvapalinovéa chromatografia
nasytené mastné kyseliny

polynenasytené mastné kyseliny
mononenasytené mastné kyseliny
triacylglyceroly

vol'né mastné kyseliny

diacylglyceroly

monoacylglyceroly
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9 PRILOHY

9.1 Mikroskopicky pohlad na kvasinky kultivované v produkénych médiach

Glukoza Glycerol

Tuk+glukdéza

INuk+glycerol Tuk+kys. palmitova 1.g/1

Tuk+kys. palmitovi 0.5 g/l Tuk+PEG

Tuk+Tween 80 Enzymaticky hydrolyzait

Bazicky hydrolyzit Kysly hydrolyzit

Obrazok 22: Bunky kvasinky Rhodotorula mucilaginosa v produkcnych médiach
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Glukoza Glycerol

Tuk+glukoza

Nuk+glycerol Tuk+kyselina palmitova 1 g/1

Tuk+Kkyselina plamitova 0.5 g/l Tuk+PEG

INuk+Tween 80 Enzymaticky hydrolyzit

Bazicky hydrolyzit Kysly hydrolyzit

Obrazok 23: Bunky kvasinky Cystofilobasidium macerans v produkcnych médidach
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Glukoza Glycerol

Tuk+glukoza

Tuk+glycerol I'uk+kyselina palmitova 1 g/l

Tuk+kyselina palmitova 0.5 g/l Tuk+PEG

TFuk+Twcen 80 Enzymaticky hydrolyz:at

Bazicky hyvdrolyzit Kysly hydrolyzit

Obrazok 24: Bunky kvasinky Sporidiobolus salmonicolor v produkcénych médiach

72



