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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva mikrobialni produkci sophorolipidi kvasinkami rodu Starmerella.
Teoreticka cast obsahuje obecnou charakteristiku biosurfaktantt s podrobnéjSim zaméfenim na
sophorolipidy. Jsou zde popsany moznosti biotechnologické produkce téchto latek a také
oblasti, ve kterych mohou byt vyuzity. Dale se teoreticka ¢ast prace vénuje popisu kvasinky
Starmerella bombicola, ktera je pro biotechnologickou produkci sophorolipidit casto
vyuzivana.

Sest vybranych kment rodu Starmerella bylo kultivovano v zékladnim médiu vhodném pro
produkci sophorolipidi. Mira produkce sophorolipidii byla u vSech kment testovana pomoci
stanoveni emulgacni aktivity, schopnosti solubilizace antracenu, méfeni povrchového napéti
metodou Du-Noiiy-Ring a stanovenim koncentrace sophorolipidd pomoci extrakce
ethylacetatem. Cistota vyextrahovanych sophorolipidti byla ovéfena pomoci infradervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR).

Na zakladé dosazenych vysledki byly podrobnéji studovany kmeny Starmerella bombicola
CBS 6009 a Starmerella anomalae CBS 14178. Tyto kmeny byly kultivovany v nékolika
produkénich médiich o rizném sloZeni a byl sledovan vliv jednotlivych slozek produkéniho
média na schopnost mikroorganismu produkovat sophorolipidy.

Na zéklad¢ dosazenych vysledkd bylo vyhodnoceno, Ze slozeni média ma velky vliv na
produkéni schopnosti pouzitych kment. Nejvyssi miry produkce sophorolipida bylo dosazeno
v zédkladnim produkénim médiu a také v médiu obsahujicim melasu a indicky odpadni ole;j.
Vliv na produkci sophorolipidli ma také rezim kultivace. Bylo totiZ zjiSténo, Ze pii kultivaci
v bioreaktoru kmeny produkuji sophorolipidy ve vét§im mnozstvi a jiné kvalité nez pii kultivaci
v Erlenmeyerovych barkach.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

This diploma thesis deals with the microbial production of sophorolipids by the Starmerella
genus yeasts. The theoretical part of the thesis includes general characteristics of biosurfactants
with the focus on sophorolipids. There are described the options of biotechnological production
of sophorolipids and fields of their possible applications. Furthermore, the theoretical part deals
with the describtion of Starmerella bombicola yeast, which is often used for biotechnological
production of sophorolipids.

Six strains of the Starmerella genus were cultured in the basic medium suitable for
sophorolipid produsction. The amount of produced sophorolipids was tested by the
emulsification capacity assay, solubilization of crystalline anthracene assay, measuring the
surface tension by the Du-Noiiy-Ring method and determination of the sophorolipid
concentration by extraction with ethyl acetate. The purity of the extracted sophorolipids was
inspected by the Fourier Transform infrared spectrosopy (FT-IR)

Based on the results, the Starmerella bombicola CBS 6009 and the Starmerella anomalae
CBS 14178 strains were studied in greater detail. They were cultured in several production
media of different composition and the effect of the individual components on the ability of the
sophorolipid production was monitored.

Based on the results, it was evaluated that the composition of the medium has a great
influence on the production ability of the strains. The highest production rate of sophorolipids
was achieved in the basic production medium and so was in the medium containing molasses
and Indian waste oil. The cultivation mode has great effect on the sophotolipid production rate.
It has been found that when cultured in a bioreactor, the strains produced sophorolipids in
a larger amount and of a different quality than in the shaker flasks.
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1 UVOD

Surfaktanty jsou dlouhodobé a ve velkém mnozstvi vyuzivany v potravinaiském,
zeméde€lském, kosmetickém a farmaceutickém pramyslu. VéEtsina surfaktanti je v soucasné
dobé vyrabéna chemickou cestou z ropy. S tim je spojena toxicita, Spatna biodegradabilita,
akumulace surfaktantl v prostfedi a tim zptisobené ekologické problémy. Z téchto divodu je
velka pozornost vénovédna alternativnimu zpisobu produkce surfaktanti pomoci
mikroorganismd.

Biosurfaktanty piedstavuji velmi dobrou alternativu k surfaktantim vyrobenym chemickou
cestou. Jejich hlavni vyhodou je dobra biodegradabilita, nizka toxicita a moznost produkce
S vyuzitim odpadnich materialti. Produkce biosurfaktantii je povazovana za jednu z klicovych
technologii pro vyvoj pramyslu ve 21. stoleti. Jednim z vyznamnych druht biosurfaktntti jsou
sophorolipidy. Jedna se o latky, které maji povrchovou aktivitu srovnatelnou se syntetickymi
surfaktanty a navic jsou stabilni v $irSim rozpéti teplot, pH nebo pfi vyssi koncentraci soli. Jsou
produkovany nepatogennimi druhy kvasinek, jako je naptiklad Starmerella bombicola nebo
Yarrowia lipolytica.

Starmerella bombicola ma velky potencial pro pouziti pii velkoobjemové produkci
sophorolipidi. Produkuje sophorolipidy ve velkém mnozstvi a je schopna riist na mnoha
odpadnich substratech. Disponuje statusem GRAS a jeji produkty je tedy mozné vyuZit nejen
v zem&d¢lstvi, ale 1 v potravinaiském, kosmetickém a farmaceutickém primyslu.

Cilem této diplomové prace byl prizkum schopnosti produkce sophorolipidi Sesti
vybranych kment rodu Starmerella a dale prizkum vlivu sloZzeni média na miru produkce
sophorolipidli vybranymi kmeny.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biosurfaktanty

Surfaktanty jsou povrchové aktivni latky schopné snizovat mezifazové napéti mezi kapalnymi,
plynnymi a pevnymi fazemi a tim napomahaji jejich vzajemnému miseni [1]. Mimo jiné maji
Siroké vyuziti pii vyrobé detergentl, textilii a také Vv potravinarském, farmaceutickém, c¢i
tiid chemickych latek. Celosvétova produkce surfaktant presahuje 13 miliond tun ro¢né [2].
Vétsina produkce surfaktantii je vyrobena chemickou cestou z ropy, avsak takto ziskané latky
jsou obvykle toxické a tézko rozlozitelné [3].

Mikrobialné¢ produkované surfaktanty (biosurfaktanty) maji i pfes vzdjemné strukturni
odlisnosti mnoho spole¢nych vlastnosti, které jim poskytuji vyhodu oproti surfaktantim
syntetickym. Patfi mezi né:

e Povrchova a mezifazova aktivita: biosurfaktanty poskytuji nizsi povrchové napéti pti
nizsich koncentracich, ¢imz prokazuji vétsi efektivitu. CMC (Critical Micelle
Concentration) biosurfaktant se pohybuje v rozmezi 1-2000 mg - It a mezifizové
napéti olej-voda je 1-30 mN - m™.

e Tolerance vici teploté, pH a iontové sile: mnoho biosurfaktantd je mozné pouzit pii
extrémnich podminkach. Nékteré jsou stabilni i pfi teploté 75 °C po dobu 140 hodin,
v rozmezi pH 5-12 nebo pii koncentraci soli az 10 %, zatimco syntetické surfaktanty
piestavaji byt aktivni uz pii 2% koncentraci soli.

e Biodegradabilita: biosurfaktanty jsou snadno rozlozitelné bakteriemi a dal$imi
mikroorganismy vyskytujicimi se ve vodé€ nebo v pudé.

e Nizka toxicita: umoznuje pouziti biosurfaktantii v potravinarskych, kosmetickych
a farmaceutickych vyrobcich. Do popfedi se biosurfaktanty dostavaji také z divodu
rostoucich obav spotiebiteli ohledné alergenniho potencialu umélych sloucenin.

e Dostupnost: biosurfaktanty mohou byt produkovany z bézné dostupnych materialti
nebo z primyslovych odpadi.

e Specifita: jakozto komplexni organické molekuly se specifickymi funkénimi skupinami
maji biosurfaktanty specifické funkce, napt. detoxifikace urcitého polutantu.

e Biokompatibilita: tato vlastnost dovoluje vyuziti biosurfaktantii v potravinaiském,
kosmetickém a farmaceutickém prumyslu [4].

Krom¢ ftady vyhod je tfeba zminit i nevyhody biosurfaktanti oproti syntetickym
surfaktantim:

e Velkokapacitni produkce biosurfaktanti je finanéné velmi ndro¢nd. AvSak tento
problém lze eliminovat vyuZitim nizkonakladovych odpadnich substrati.

e Ziskavani produktl s vysokou Cistotou je obtizné. Je nezbytné pouzit nékolik po sobé
jdoucich purifikacnich krokl pro extrakci ¢istého produktu z média.

e Druhy mikroorganismi produkujici velkd mnoZstvi biosurfaktantii jsou vzacné. Zndmé
druhy vyzaduji komplexni ristova média a vytéznost neni velka.

e Regulace syntézy biosurfaktanti dosud nebyla pln¢€ popsana. Jedna se pravdépodobné
o sekundérni metabolity, jejichz produkce je spjata se stresem zpiisobenym vycerpanim
n¢kterého ze zdrojt zivin.
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e Navyseni produktivity byva ¢asto doprovazeno vznikem pény. Z toho ditvodu musi byt
pouzito ziedéné médium a pouze imobilizované systémy poskytuji vétsi produktivitu
biosurfaktanti [5].

Biosurfaktanty mohou byt produkovany bakteriemi (napf. Pseudomonas fluorescens,
Bacillus subtilis), kvasinkami (napt. Starmerella bombicola, Yarrowia lipolytica) i nékterymi
plisnémi (napt. Penicillium spiculisporum, Talaromyces trachyspermum). Pro pouziti
V potravinarském ¢i farmaceutickém pramyslu jsou vSak biosurfaktanty bakterialniho ptivodu
vétsinou nevhodné z divodu potencialni patogenity produkujicich kment. Z tohoto hlediska je
vyhodnéjsi vyuzivat biosurfaktanty produkované kvasinkami disponujicimi statusem GRAS
(Generally Recognized As Safe), které nepiedstavuji toxikologické ani zdravotni riziko [3].

2.1.1 Fyziologicka role

Mikroorganismy produkuji biosurfaktanty extracelularné nebo intracelularné pfi ristu
na substratu nemisitelném s vodou. Hlavni fyziologickd role biosurfaktantii je sniZeni
mezifazového napéti a tim zlepSeni pfistupu k substritu a jeho vyuzitelnosti. Dalsi roli
biosurfaktantt je jejich antimikrobidlni aktivita vii¢i riznym mikroorganismim. Obecné plati,
7ze ruzné surfaktanty inhibuji rizné druhy mikroorganisml. Bylo také zjiSténo, Ze se
biosurfaktanty podileji na adherenci bun€k a tim poskytuji lepsi stabilitu v nepfiznivych
podminkach nebo pii desorpci bunék, kdyz organismus potfebuje najit nové prosttedi pro
preziti [6].

2.1.2 Chemicka struktura

Biosurfaktanty jsou amfifilni molekuly obsahujici jak hydrofilni ¢ast (sacharidy, peptidy,
proteiny apod.), tak hydrofobni ¢ast (mastné kyseliny). Diky tomu napomahaji tvorbé emulzi
mezi nemisitelnymi kapalinami jako jsou uhlovodiky a voda [3].

Hydrofilni a hydrofobni ¢éasti se také mohou uspofddat na mezifazovém rozhrani mezi
tekutinami s riznou mirou polarity a vodikovymi vazbami jako je rozhrani olej-voda nebo
vzduch-voda. To umoziuje biosurfaktantim vytvofit micely, micelarni trubice, micelarni
dvojvrstvy nebo vezikuly (Obrazek 1) [7].

hydrofobni ¢ast aaQ hydrofilni ¢ast %

monomer

vezikula

Obrdzek 1: Typy uskupeni monomerii surfaktantii [8]
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2.1.3 Klasifikace biosurfaktantia

Chemicky syntetizované surfaktanty jsou vétSinou fazeny podle jejich polarity. Biosurfaktanty
jsou vsak klasifikovany podle jejich mikrobialniho ptivodu (bakterialni, kvasinkové, plisnové),
velikosti molekul (nizkomolekularni, makromolekularni) nebo chemické kompozice
(glykolipidy, lipopeptidy, lipoproteiny, mastné kyseliny, neutralni lipidy, fosfolipidy
a polymerni biosurfaktanty) [9, 10].

2.1.3.1  Lipopeptidy a lipoproteiny

Lipopeptidy jsou slozeny z lipidu a polypeptidového fetézce. Patii mezi né fada latek, které
nejen ze vykazuji vybornou povrchovou aktivitu, ale maji také silny antibioticky ucinek
(napf. surfaktin, gramicidin, polymixin nebo daptomycin) [11].

Surfaktin (Obrazek 2) patii do skupiny cyklickych lipoheptapeptidi. Je slozen
ze sedmiclenného cyklu aminokyselin a mastné kyseliny spojenych laktonovou vazbou.
Vyznamnymi producenty surfaktinu jsou bakterie rodu Bacillus [12].
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Obrazek 2: Chemicka struktura surfaktinu [13]

2.1.3.2  Mastné kyseliny, fosfolipidy a neutralni lipidy

Pfi rastu na n-alkanech nékteré druhy bakterii a kvasinek produkuji velké mnoZzstvi mastnych
kyselin a fosfolipidt. Hydrofilni a lipofilni rovnovaha je piimo umérna délce uhlovodikovych
fetézci v jejich strukturach [14].

Fosfatidylethanolamin (Obrazek 3) produkovany rodem Acinetobacter ve formé vezikul
umoznuje tvorbu opticky Cistych mikroemulzi alkanti a vody [14]. Fosfatidylethanolamin
produkovany druhem Rhodococcus erythropolis vyrazné snizuje mezifazové napéti, napiiklad
mezi vodou a hexadekanem na mén¢ nez 1 mN/m (mezifazové napéti hexadekan-voda bez
pouziti surfaktantu je 53,5 mN/m) [15, 16].

Obrazek 3: Chemicka struktura fosfatidylethanolaminu [17]
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2.1.3.3  Polymerni biosurfaktanty

Jedna se o biosurfaktanty s vysokou molekulovou hmotnosti. Skelet vétsiny polymernich
biosurfaktantl je tvofen tfemi nebo ¢tyfmi opakujicimi se cukernymi jednotkami a k nim
piipojenymi mastnymi kyselinami [18]. Mezi nejlépe prostudované latky z této kategorie patii
emulsan a liposan [19].

Liposan je extracelularni ve vodé rozpustny emulgator syntetizovany kvasinkou Candida
lipolytica a je slozen z 83 % sacharidy a z 17 % proteiny. Napomaha tvofit stabilni emulze typu
olej ve vodé, povrchové napéti vody vSak vyrazné nesnizuje [20].

Emulsan (Obrazek 4) je komplexni extracelularni acylovany polysacharid syntetizovany
gramnegativni bakterii Acinetobacter calcoaceticus. 1 pii velmi nizké koncentraci
(0,001-0,01 %) se jedna se o velmi u€inny emulgator pro uhlovodiky ve vodé. Velmi dobie
také odolava inverzi pii poméru voda-olej az 1:4 [19].

H,COCO
AcNH
AcNH O

0
HO d HQCOCOO

OH COO~ o
HO \]

AcNH

Obrazek 4: Chemicka struktura emulsanu [21]

2.1.3.4  Cisticové biosurfaktanty

Existuji dva typy ¢asticovych biosurfaktantl: extracelularni vezikuly a celé mikrobialni bunky.
Extracelularni membranové vezikuly umoZznuji tvorbu mikroemulzi, coz hraje dilezitou roli pii
vyuziti uhlovodikovych sloucenin mikroorganismy. Vezikuly byvaji sloZeny z proteind,
fosfolipidi a lipopolysacharidd. Jsou produkovany napt. bakteriemi rodu Acinetobacter nebo
Pseudomonas [22].

V nékterych piipadech maji mikrobialni buiiky silnou afinitu k rozhrani uhlovodik-voda
a vzduch-voda. Vétsinou se jedna o mikroorganismy degradujici uhlovodikové fetézce, nékteré
druhy rodu Cyanobacteria nebo patogenni mikroorganismy. V takovych ptipadech pisobi jako
biosurfaktant cela bunka [23].

2.1.3.5  Glykolipidy

Vétsina biosurfaktant, které zname, jsou glykolipidy. Skladaji se z cukru a dlouhého fetézce
alifatické kyseliny nebo hydroxykyseliny spojenych etherovou nebo esterovou vazbou. Mezi
nejznaméjsi glykolipidy patii rhamnolipidy, trehalolipidy a sophorolipidy [24].

Rhamnolipidy (Obrazek 5) jsou nejlépe prostudované glykolipidy. Jejich strukturu tvofi
jedna nebo dvé molekuly rhamnosy, kterd je pfipojena k jedné nebo dvéma molekuldm kyseliny
[-hydroxydekanové. Zatimco -OH skupina jedné kyseliny je zapojena do glykosidické vazby
s redukujicim koncem disacharidu rhamnosy, -OH skupina druhé kyseliny je zapojena
do esterové vazby. Rhamnolipidy jsou produkovany napi. druhem Pseudomonas
aeruginosa [23].
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Obrazek 5: Chemicka struktura rhamnolipidii [25]

Trehalolipidy (Obrazek 6) obsahuji disacharid trehalosu napojenou uhlikem C-6 a C-6’
na kyselinu mykolovou. Jsou spojeny s rody Mycobacterium, Corynebacterium, a Nocardia.
Trehalolipidy s riznym puvodem se 1isi ve velikosti a struktufe kyseliny mykolové (pocet
uhlikii a stupen nasyceni) [24].
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Obrazek 6: Obecnd chemicka struktura trehalolipidii [26]

Sophorolipidy jsou extracelularni glykolipidy produkované kvasinkami [21]. Skladaji se
z disacharidu sophorosy (2’-O-p-D-glukopyranosyl-s-D-glukopyranosa), ktera je spojena
glykosidickou vazbou s dlouhym fetézcem mastné kyseliny. Jsou produkovany ve form¢ smési
strukturné podobnych molekul, ktera muze obsahovat az 40 riznych isomeru [27]. Velké
mnozstvi riznych struktur (viz Obrazek 7) je dano nasledujicimi moznostmi kombinaci:
a) p-glykosidickd vazba vznika spojenim anomerického uhliku sophorosy (C1°)
a koncového (w) nebo témét koncového (w-1) hydroxylovaného uhliku mastné
kyseliny [28, 29].
b) Acetylace hydroxylové skupiny cukerné ¢asti: C6” a C6"" uhliky sophorosy mohou byt
deacetylované, monoacetylované nebo diacetylované [28, 30].
c) Piitomnost laktonickych a acidickych forem:
e laktonicka forma — karboxylovd skupina mastné kyseliny je esterifikovana
na sophorosu na uhliku C4"", C6" nebo C6"" (nejcastéjsi je esterifikace na C4"")
e acidicka forma — karboxylova skupina mastné kyseliny neni esterifikovana [28]
d) Retdzce mastnych kyselin se miizou velikostné lisit (vét§inou C16 az C18) a mit riiznou
miru nasycenosti (nasycené, mononenasycené nebo polynenasycené) [31].
e) Pfitomnost sterecoizomeri a polymernich forem sophorolipidti (dimery nebo trimery)
[32, 33].
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obecnd struktura sophorolipidu.
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Obrdzek T: Strukturni variace sophorolipidii [34]

2.1.4  Biotechnologicka produkce sophorolipidi

Sophorolipidy jsou produkovany mnoha mikroorganismy, napi. Starmerella bombicola,
Candida apicola a dalsimi druhy rodu Candida, Rhodotorula bogoriensis, Pichia anomala,
Wickerhamiella domercgiae nebo rodem Cryptococcus sp. Nejvice prozkoumanym druhem
z vyse uvedenych je kvasinka Starmerella bombicola, ktera poskytuje nejvétsi vytéznost
sophorolipidt. Starmerella bombicola je fylogeneticky velmi vzdalena patogennim kvasinkam,
jako je Candida albicans, je zafazena mezi technologicky ptiznivé mikroorganismy a disponuje
statusem GRAS [34].

2.1.5 Biosyntéza sophorolipida

Zakladnimi kameny bézné syntézy sophorolipida je gluk6za a mastna kyselina. V idealnim
piipadé€ jsou jiz obé¢ slozky ptitomny v produkénim médiu. Misto mastnych kyselin mohou byt
pouzity jejich methyl- nebo ethyl-estery, pfipadné triglyceridy. V tom piipadé je postupné
uvolnovani mastnych kyselin zajisténo esterasami. Mikroorganismy produkujici sophorolipidy
mohou rlst také na alkanech. Disponuji enzymy potfebnymi pro termindlni oxidaci alkanii
a mohou tak vytvafet mastné kyseliny. Pokud hydrofobni substrat neni v médiu pfitomen,
mastné kyseliny mohou byt syntetizovany de novo z acetyl-CoA. Biochemickou cestu syntézy
sophorolipid schématicky znazoriiuje obrazek 8 [35].
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Pficiny produkce sophorolipidic dosud nejsou zcela objasnény. Jednou z nich je
pravdépodobné fyziologicka role popsana v kapitole 2.1.1. Avsak divod produkce muize byt
také zcela odliSny zejména proto, ze mikroorganismy tyto latky produkuji v mnozstvi znacné
piesahujicim koncentraci potfebnou pro emulgaci a také v piipadé, kdy neni pfitomen zadny
hydrofobni substrat. Syntéza sophorolipidii je spojena s deficitem dusiku a je mozné, ze
produkce glykolipidd je druh metabolismu uréeny pro produkci extracelularnich zasob
zivin [36]. Bylo dokéazano, Ze sophorolipidy mohou byt vyuzity jako zdroj uhliku [37]. Jelikoz
se mikroorganismy, které je produkuji, pfirozen¢ vyskytuji v prostfedi s velkym osmotickym
tlakem, produkce sophorolipidi miize byt zptisob, jakym se vyrovnavaji s vysokou koncentraci
cukru, prostfednictvim jejich pfemény, ulozeni a ztizeni dostupnosti pro jiné organismy.
Sophorolipidy také vykazuji antimikrobialni aktivitu véi uréitym kvasinkam (Candida,
Pichia) a gram-pozitivnim bakteriim. Nejvétsi inhibi¢ni G¢inek maji mono a diacetylované
laktonové formy sophorolipida [35].

2.1.5.1 Faktory ovliviiujici produkci sophorolipidit

Optimalni teplota pro rdst nejcastéji vyuzivané kvasinky Starmerella bombicola je 28,8 °C.
Pro tvorbu sophorolipidii je optimalni teplota 21 °C, avsak kviili snaz§i manipulaci pti odebirani
vzorki nebo pfidavéani oleje je vétSina fermentaci vedena pii teplot¢ 25-30 °C. Pti téchto
teplotach je vytézek sophorolipidii témét identicky, avSak pti 25 °C je nardst biomasy nizsi
a spotieba glukozy vyssi nez pii 30 °C [37, 38].

Béhem exponencialni faze rtstu rapidné klesa pH a pro optimalni produkci sophorolipidi
musi byt udrzovano na hodnoté 3,5 pomoci piidavku NaOH. Nizké pH a pfirozené
antimikrobialni u¢inky sophorolipidll chrani kulturu pied kontaminaci i pfi fed-batch kultivaci
trvajici vice nez 200 hodin. Syntéza sophorolipidi za¢ina ve stacionarni fazi ristu pfi limitaci
dusiku nebo fosfatu [38, 39].

Velmi dilezité je zajiSténi ptistupu kysliku béhem celé kultivace. Kvasinky jsou citlivé
na snizeni koncentrace kysliku béhem exponencialni fize a dobra aerace je nezbytna také pro
produkci sophorolipidi. Optimalni rychlost ptenosu kysliku pro vysoké vytézky sophorolipida
je 50-80 mM - | - ht [40].

Sophorolipidy jsou produkovany, pokud je v médiu pfitomen alesponn jeden zdroj uhliku,
napi. glukoéza nebo n-alkany. Mnohem vétsi vytéZznosti je vSak dosazeno, pokud médium
obsahuje dva typy zdroje uhliku — hydrofilni a hydrofobni. Jako hydrofilni zdroj je casto
vyuzivéana glukéza. Je mozné pouzit i sachardzu, avSak vytéznost sophorolipidl je pak nizsi.
Jako hydrofobni zdroj je moZno pouzit mnoho substratl — oleje, mastné kyseliny a jejich estery
nebo alkany [35].

K syntéze sophorolipidii dochézi poté, co je dosazeno stacionarni faze, a je pravdépodobné
spusténa nedostatkem dusiku v médiu. Pfi vyrobnim procesu je tieba udrzovat vysoky pomeér
C/N, jelikoz, jak je zminéno Vv kapitole 2.1.5, sophorolipidy pravdépodobné slouzi pro
extracelularni uloZeni zivin. Pokud by dos$lo k limitaci kultury koncentraci uhliku, zacaly by
mikroorganismy vyprodukované sophorolipidy metabolizovat [2].

Slozeni produkované smési sophorolipidii a pomér obsahu acidické a laktonické formy
ovlivituje mnoho faktorti: produkujici kmen, slozeni média (zdroje uhliku, dusiku a soli),
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kultivaéni podminky (teplota, pH, aerace a rychlost michani) a typ kultivace (batch, fed-batch
nebo kontinualni) [34].

2.1.5.2  Produkce s vyuZitim odpadnich surovin

Pro snizeni ndkladi produkce sophorolipidi mohou byt pouzity jako zdroje uhliku riizné
odpadni materialy. Hydrofobnim zdrojem uhliku miize byt odpadni fritovaci olej, zbytky
pramyslové vyuzivanych mastnych kyselin, tmavy s6jovy olej nebo vedlejsi produkty z vyroby
bionafty. Sophorolipidy byly tspésné produkovany také pii pouziti média s pouzitim surové
ropy, coz muze byt vyuzito pro vyc€isténi rezidui ropy z vytézenych ropnych poli [2, 41].

Jako hydrofilni zdroj uhliku mtze slouzit napt. fepna, titinova nebo s6jova melasa. Melasa
obsahuje ptedevsim sachardzu a dal$i sacharidy, ne vSechny vSak mohou mikroorganismy
utilizovat. Déle melasa obsahuje proteiny a dalsi dusikaté latky a mineraly které mohou nahradit
nakladny kvasni¢ny extrakt a dal$i zdroje dusiku v médiu [42, 43]. Dale je mozné jako
hydrofilni zdroj uhliku pouzit glycerol, ktery je odpadnim produktem pfi vyrobé bionafty [44].
Zajimavym hydrofilnim zdrojem uhliku mize byt deproteinizovany koncentrat syrovatky.
V provedenych experimentech bylo zjisténo, ze i kdyz laktdza ptitomna v koncentratu nebyla
utilizovdna a nebyla pozorovana aktivita f-galaktosidazy, bylo dosazeno velké vytéZnosti
sophorolipidu. Jesté lepsich vysledkil bylo dosazeno dvoufazovou kultivaci, kdy jako prvni byl
pouzit oleogenni druh kvasinky Cryptococus curvatus rostouci na syrovatce. Buiky byly po
kultivaci sklizeny a rozruseny a byly pouzity jako hydrofobni zdroj uhliku pro kulturu
Starmerella bombicola [45, 46].

Ve vétSin€ experimentll vyuZzivajicich odpadni substraty bylo dosazeno produkce
sophorolipidd, av§ak Casto s mensi vytéZnosti neZ pii pouZiti tradi¢nich zdroji uhliku. Je tedy
nutno vzdy pro konkrétni pfipad vyhodnotit, zda je kultivace s pouzitim odpadnich substrat
skute¢né vyhodnéjsi [2].

2.1.5.3 [Izolace sophorolipidi

Biosurfaktanty mohou byt z média izolovany konvenénimi metodami jako je kyselé sraZeni,
extrakce rozpoustédlem, krystalizace, sraZeni siranem amonnym nebo centrifugace. V dnesni
dob& jsou uvadény i jiné metody izolace, napi. frakcionace pény, ultrafiltrace, sorpce
na polystyrenovou pryskyfici a iontoméni¢ova chromatografie. Tyto metody vyuZzivaji
vlastnosti biosurfaktantli, jako je povrchova aktivita nebo schopnost tvofit micely nebo
vezikuly, a jsou vyuzitelné zejména pro velkoobjemovou kontinualni izolaci extracelularnich
biosurfaktantl. Biosurfaktanty izolované témito metodami navic vykazuji velkou ¢istotu [47].

V laboratornich podminkach je separace sophorolipidd od média vétSinou provadéna
extrakci organickym rozpoustédlem, jako je napft. ethylacetat. Spolu se sophorolipidy jsou vSak
extrahovany 1 zbytky hydrofobnich zdroji uhliku, coz miiZe plsobit potize pii ndsledném
vyuziti sophorolipidi. Proto je casto provadéna dodatecnd extrakce zbytkovych latek
n-hexanem. Pro ucely této extrakce je mozno vyuzit i n-pentan nebo smés ethylacetatu
a isopropanolu v pomeéru 4:1 [47, 48].

JelikoZ jsou sophorolipidy t€Z8i neZ voda, je mozné je z média oddélit centrifugaci nebo
I pouhou dekantaci po zahtati média. Tato metoda je vyhodna pii praci s velkymi objemy
a vytézky sophorolipidi [48].
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Pokud nasledné vyuziti vyzaduje vysokou ¢istotu a urcitou formu sophorolipidi, je mozné
pro izolaci pouzit chromatografickou purifikaci s pouzitim silikagelu nebo preparativni kolonu
s reverzni fazi [2]. Izolované sophorolipidy zobrazuje obrazek 9.

Obrdzek 9: Izolované sophorolipidy, (a) krystaly sophorolipidii v produkcnim médiu, 100x zvétseno; (b)
sedimentace sophorolipidii jakoZto tmavé viskozni kapaliny [2]

2.1.6  Vlastnosti a vyuziti sophorolipidi

Jako vétsina biosurfaktantli si sophorolipidy zachovavaji svou povrchovou aktivitu i pfi
vysokych koncentracich soli, a navic jsou povrchové aktivni v Sirokém rozmezi teplot.
Faktorem, ktery vlastnosti sophorolipidy velmi ovliviiuje, je pH. Pfi dlouhodobém uchovavani
pti pH vy$§im nez 77,5 mize dojit k ireverzibilni hydrolyze acetylovych skupin a esterovych
vazeb. Toho vSak muze byt také vyuzito pro pfeménu smési riiznych izoforem sophorolipida
na jejich neacetylovanou acidickou formu. Pfi pH mensim nez 5 se sophorolipidy nerozpousti
a jsou pouze rozptyleny. V rozmezi pH 5,6-5,8 se rozpustnost zlepSuje a pii pH 6 jsou jiz plné
rozpustné i ve velkych koncentracich. Dale jsou sophorolipidy vyborné rozpustné v ethanolu,
methanolu, ethylacetatu a dalSich polarnich rozpoustédlech [2, 49].

V zavislosti na slozeni smési jsou sophorolipidy schopny snizit povrchové napéti vody
z 72,8 mN - m™ na 3040 mN - m* pii hodnotach CMC 11-250 mg - I'!. Jedn4 se o surfaktanty
s nizkou aktivitou tvorby pény, mohou proto byt vyuzity pouze pro ucely, které tvorbu pény
nevyzaduji nebo ji pfimo vyluc€uji. Sophorolipidy jsou navic dobrym smacedlem, napt. dokazi
i pfi nizké koncentraci snizit kontaktni ihel vody na PVC z 110° na 80° [49, 50].

Jak je uvedeno vyse, sophorolipidy jsou produkovany ve smési strukturné podobnych latek
(acidickd nebo laktonickd forma). Pomér jednotlivych forem ve smési zdvisi na nékolika
faktorech, jako napftiklad produkujici kmen, slozeni média nebo podminky kultivace. Vlastnosti
a vyuziti sophorolipidl zavisi na sloZeni této smési. Laktonické formy jsou vice hydrofobni
a vykazuji lepsi biocidni a protirakovinné ucinky. Acidické formy maji naopak lepsi pénici
ucinky, jsou Iépe rozpustné ve vod¢ a vyuzivaji se spiSe V potravinaistvi ¢i kosmetice [34].
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2.1.6.1  Potravindristvi

Povrchové aktivni latky jsou v potravinaistvi vyuzivany po staleti. Pfirodni surfaktanty, které
napomahaji tvorbé pény, gelli a emulzi jsou napf. lecitin z vajecného zloutku nebo mlécné
proteiny. PouZzivaji se pii vyrobé dresinku, dezertii, margarini apod. Prispivaji také K lepsim
vlastnostem potravin, jako je textura, stabilita, reologické vlastnosti, vzhled a chut’. Konkrétné
mohou byt emulgacni vlastnosti sophorolipidi vyuzity ke zlepSeni textury, viskozity, stability
a objemu produktti zivoc¢isného ptivodu i produktd vyrobenych z rostlinnych tuka, které jsou
zalozeny na bazi emulze. Pecivo vyrobené z mouky s pfidavkem sophorolipidii ma lepsi vzhled
a trvanlivost [34, 51].

Krom¢ emulgacnich vlastnosti lze sophorolipidy v potravinafstvi vyuzit i pro jejich
antimikrobialni aktivitu. Germicidy, které jsou vVyuzivany pfi €iSté€ni ovoce, zeleniny, pfistroji
pro zpracovani potravin, povrchti a nddob, obsahuji smés surfaktantu (napft. laurylsulfat sodny
nebo praveé sophorolipid) a organickych kyselin (napf. kyselina glykolova, mlé¢na, jablecna,
citronova nebo vinnd). Je dokézano, ze 1% koncentrace sophorolipidii v germicidni smési je
dostatecna pro 100% likvidaci mikrobialni kontaminace Escherichia coli, Salmonella typhi
nebo Shigella dysenteriae do 30 sekund po aplikaci germicidu. Germicidni pfipravky obsahujici
sophorolipidy jsou u¢inné proti vétS§iné gram-negativnich mikroorganismt ovliviiujicich
produkci a trvanlivost ovoce a zeleniny. Kontaminace potravin mutize byt zplsobena také
tvorbou biofilmu gram-pozitivnimi i gram-negativnimi bakteriemi. Sophorolipidy jsou schopny
tento biofilm narusit, ptipadné jeho tvorbu inhibovat. Sophorolipidy také inhibuji kliceni spor,
Sifeni mycelia a proliferaci patogennich hub, jako je Penicillium, Aspergillus flavus, Aspergillus
niger apod., které jsou hlavni pfi¢inou nemoci a kaZzeni ovoce pii jeho transportu
a skladovani [34, 52, 53].

2.1.6.2 Kosmetika

V kosmetice mohou byt sophorolipidy vyuzity v produktech oSetfujicich pokozku. Byvaji
pouzity jako emulgatory, pénici ¢inidla, solubilizatory, smacedla a Cistici prosttedky [54].
Kromé vlastnosti nezbytnych pro pouziti v kosmetice vykazuji sophorolipidy nizkou
cytotoxicitu vuici lidskym keratinocytim a fibroblastim [55, 56]. Navic podporuji
metabolismus fibroblastli a neosyntézu kolagenu ve Skare, ¢imZ napomahaji obnové kizZe.
Sophorolipidy také inhibuji aktivitu elastazy a tim 1 vznik volnych radikéld a tvorbu vrasek.
Mohou pusobit jako aktivator makrofagl, fibrinolytické cinidlo, deskvamacni c¢inidlo
a depigmentacni €inidlo. Diky jejich baktericidni aktivité mohou byt vyuZity pti 1écbe akné,
oSetfeni vlasu s lupy a jako aktivni slozka deodorantt [34].

2.1.6.3 Medicina

Velky potencidl mé také vyuZziti sophorolipidi v medicin€. Sophorolipidy maji obecné
antimikrobidlni, antivirové a protirakovinné u¢inky. Tyto G€inky maji pravdépodobné diky
schopnosti destabilizovat bunééné membrany, ovlivnit propustnost membrany a zménit povrch
bunky tak, ze to vede k jeji 1yzi [57, 58, 59].

Antimikrobidlni aktivita sophorolipidi zavisi na jejich chemické struktuie a také na struktuie
membrany konkrétniho mikroorganismu. Napfiklad diacetylovand a monoacetylovana
laktonickd forma sophorolipidii je uc€inng&j$i pii inhibici gram-pozitivnich bakterii nez
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deacetylovana laktonickd nebo monoacetylovana acidicka forma [60]. Sophorolipidy
produkované kvasinkou Starmerella bombicola v médiu obsahujicim lauryl-myristyl alkohol
vykazuji antimikrobialni aktivitu proti gram-negativnim i gram-pozitivnim bakteriim
a kvasinkam. Sophorolipidy a jejich strukturni analogy vykazuji také spermicidni aktivitu
a jsou ucinné proti viru HIV nebo HSV [34, 61].

Krom¢ vlastni antimikrobidlni aktivity mohou sophorolipidy ptisobit synergicky
s antibiotiky, napt. zlepSuji u¢innost tetracyklinu nebo cefacloru [57].

Sophorolipidy jsou potencidlné vyuzitelné také pii 1€€be nekterych typii rakoviny. Napiiklad
Wickerhamiella domercgiae produkuje sophorolipidy, které maji cytotoxicky ucinek
na rakovinné buiiky jater nebo jicnu. Cytotoxicita sophorolipidl je specifickd vii¢i malignim
bunkam, coz minimalizuje obvykle se vyskytujici vedlejsi uc¢inky 1é¢by rakoviny [62].

Diky amfifilni povaze je sophorolipidy mozno pouzit pro snazsi pfenos ucinnych latek.
Vytvareji totiz vezikuly, které umoziuji G€innym latkdm snazs$i prichod pokozkou a tim
napomahaji lep§imu vstiebavani 1é¢iva [34].

2.1.6.4 Zemédélstvi

Sophorolipidy mohou byt diky biocidni aktivité vyuZzity v zeméd¢€lstvi pro omezeni vyskytu
fytopatogent (napt. Phytophtora sp. a Pythium sp.), které se pomoci vody snadno §ifi v pudé
vV podobé zoospor a infikuji semena, listy i stonky rostlin. Sophorolipidy efektivné inhibuji
motilitu i lyzi zoospor a rast mycelii [63].

Povrchova aktivita a emulgacni schopnosti sophorolipidi mohou byt vyuzity pfi vyrobé
postemergentnich herbicidii. Ty obsahuji adjuvans napomahajici lepsimu uchyceni ptipravku
na povrch rostliny a snaz$imu priniku kutikulou. Sophorolipidy mohou v tomto ptipadé
nahradit dosud pouZzivany surfaktant polyethoxylovany tallowamin (POEA), ktery je vyrabén
Z ropy a je toxicky pro velké mnozstvi organismi. Smési obsahujici sophorolipidy miizou mit
dokonce lepsi herbicidni G¢inky neZ smési s pfidavkem POEA. Diky zminénym vlastnostem,
biodegradabilité¢ a nizké toxicit€¢ sophorolipidy disponuji velkym potencidlem jakozto
ekologicky kompatibilni biokontrolni ¢inidlo [64].

2.1.6.5 Bioremediace

Bioremediace je proces, ktery vyuZiva mikroorganismy k urychleni degradace kontaminantt
zivotniho prostfedi. Biosurfaktanty pfi bioremediaci zlepSuji rozpustnost ve vodé a dostupnost
hydrofobnich substratli, ¢imz napomaéhaji rtistu mikroorganismi, které jsou schopny tyto
substraty utilizovat [18]. Jednim z feSenych problému je dekontaminace pidy znecisténé malo
rozpustnymi polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAH), jako je antracen, fluoren,
fenanthren a pyren. Sophorolipidy zlepSuji rozpustnost PAH a usnadiuji mikrobialni
biodegradaci napt. pomoci Sphingomonas yanoikuyae [65]. Dalsim ¢asto feSenym problémem
je pritomnost tézkych kovl v ptidé. Zde sophorolipidy vytvareji komplexy s tézkymi kovy,
které je pak snazsi z plidy vymyt. Sophorolipidy je také mozné vyuZit pfi znecisténi mote ropou
nebo pfi nebezpecném premnozeni fas v mofi jako je rudy pfiliv [66, 67].
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2.2 Charakterizace kvasinky Starmerella bombicola

Starmerella bombicola byla objevena v medu ¢melakt v Kanadé a v koncentrované hroznové
staveé v Jizni Africe. Pivodné byla pojmenovana Torulopsis bombicola. Piestoze neni schopna
vytvaiet pseudohyfy, byla nasledné piefazena do rodu Candida. Kvasinka Candida bombicola
byla nejdiive povazovana za nesporulujici druh (anamorf) a tato vlastnost byla vyuzivéana pii
jeji identifikaci [68]. Pozd¢ji vSak byly izolovany kmeny, u kterych bylo pozorovano spojovani
a tvorba askospor. Dal§im zkoumanim bylo zjisténo, ze se jedna o telemorf kvasinky Candida
bombicola, ktery byl nasledné pojmenovan Starmerella bombicola [69].

Obrazek 10: Starmerella bombicola [70]

Pfirozeny vyskyt kvasinky je velmi riznorody. Je mozné ji najit na mnoha uzemich
v Severni Americe, Evropé, Asii, Jizni Africe nebo na tichomotskych ostrovech. Kromé medu
byla také izolovana pfimo z kvétl a vyskytuje se 1 v travicim Ustroji ¢meldki a jinych druht
hmyzu navstévujicich kvétiny [71].

Tento druh kvasinky se rozmnoZuje mnohostrannym pucenim. Vegetativni buniky mayji
elipsovity tvar (Obrazek 10). Viecka jsou konjugovana a tvofi jednu kulovitou askosporu se
spletitym povrchem a S membrandzni bazalni liStou. Viecka postupné mizi, az jsou nakonec
askospory uvolnény a maji tendenci se aglutinovat. Starmerella bombicola nevytvari
pseudomycelium ani pravé mycelium. Jedna se o fermentativni typ mikroorganismu [69].

Vzhledem Kk ptirozenému prostiedi vyskytu ma tato kvasinka dlouhou historii spojenou
S potravinaistvim. Je dokonce cilené¢ vyuZzivana pii fermentaci vina pro zlepSeni aroma.
Starmerella bombicola je povazovana za dobie prozkoumany druh a neni znamé zadné
onemocnéni, které by zptisobovala [68].
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221 Taxonomické zarazeni

Doména: Eukaryota

RiSe: Houby (Fungi)

Oddéleni: Houby vieckovytrusné (Ascomycota)
Pododdéleni: Saccharomycotina

Trida: Saccharomycetes

Rad: Kvasinkotvaré (Saccharomycetales)
Celed’: Saccharomycetales incertae sedis

Rod: Starmerella

Druh: Starmerella bombicola [68]

2.2.2  Podminky kultivace

Starmerella bombicola je stejné jako vétsina kvasinek rodu Starmerella fakultativné aerobni
a osmotolerantni druh. Dokaze rust pii velmi vysoké koncentraci cukru (az 500 g/1) [68].
Kromé¢ glukézy dokaze Starmerella bombicola utilizovat pouze nékolik dalSich hydrofilnich
uhlikovych zdroji jako je sachardza, mannitol nebo glycerol. Zato dokéaze riist na mnoha
hydrofobnich uhlikovych zdrojich jako jsou mastné kyseliny, mastné alkoholy, alkany, methyl-

a ethylestery mastnych kyselin nebo rostlinné a zivo¢isné tuky [68]. Mira ristu na vybranych

zdrojich uhliku je uvedena v tabulce 1.

Tabulka 1: Riist na vybranych zdrojich uhliku: rist (+), Zadny rist (-), proménlivy rist (+/-) [69]

zdroj uhliku rust zdroj uhliku rust zdroj uhliku rust
glukoza + celobidza - erythritol

inulin - salicin - ribitol -
sachar6za +/- L-sorboza +/- galaktitol -
rafindza +/- L-rhamnoéza - mannitol +
melibidza - D-xyloza - D-glucitol +
galaktoza +/- L-arabin6za - DL-laktat -
laktéza - D-arabindza - sukcinat -

trehal6za - D-rib6za +/- citrat +/-

maltdza - methanol - D-glukonat +/-
melezitza - ethanol + D-glukosamin -
rozpustny Skrob - glycerol + hexadekan -

Rozsah teplot, pii kterych je Starmerella bombicola schopna rist, je piekvapivé Siroky.
Pokud byl kmen izolovan v oblastech chladného podnebi, byl pozorovan rist mezi 4 °C az
29-32 °C. U kment izolovanych v oblastech teplého podnebi byl rist pozorovan pii 8-10 °C
az 32-34 °C. Doba zdvojeni neni znama, stacionarni faze rastu je vSak obvykle dosazeno

po 48 hodinach kultivace [71, 72].
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2.2.3  Produkcni potencial

Nejznaméjsi latky produkované pomoci Starmerella bombicola jsou sophorolipidy. Dale
Starmerella bombicola produkuje fadu extracelularnich proteind, které se bézné nachazeji
u jinych hub. Nebyla zjisténa zadna lipolyticka aktivita ani produkce $krobu ¢i kyselin [68].
Stejné jako Yarrowia lipolytica je Starmerella bombicola schopna produkovat velké
mnozstvi intraceluldrnich lipidi. Ty jsou produkovény, pokud je produkce sophorolipidii
drzena na minimu (produkéni médium obsahuje 40 g - I glukdzy a zadny lipofilni substrat).
Z dostupnych dat lze vyvodit, ze Starmerella bombicola by mohla byt potencialné oleogenni
kvasinkou, jelikoz u ni byla prokazana pritomnost ATP-citrat lyasy a gent acll i acl2. Zatim

vsak nebyly provedeny studie, které by oleogenni vlastnosti pfimo prokazaly [68].

2.2.4 Ptibuzné mikroorganismy

Do rodu Starmerella je zafazeno vice nez 30 druhti mikroorganismu, které jsou si vétSinou
z tyziologického hlediska velmi podobné a casto utilizuji stejné uhlikové zdroje pouzivané
Vv identifika¢nich testech. Proto je doporuceno jednotlivé druhy identifikovat na zakladé
porovnavani genové sekvence. VétSina kvasinek tohoto rodu byla izolovana z hmyzu, kvétin
a nebo ze substratu s vysokou koncentraci cukru [73].
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3 EXPERIMENTALNI{ CAST
3.1 Pouzité mikroorganismy, chemikalie a pFistroje

3.1.1 Mikroorganismy

Pro experimentalni praci byly pouzity kmeny kvasinek ziskané z némecké sbirky Leibnitz
Institute DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell Cultures a z nizozemské sbirky
CBS-KNAW Collections. Seznam téchto kmend je uveden v tabulce 2 spole¢né s jejich
zkratkami pouzitymi pro ucely této prace.

Tabulka 2: Seznam pouzitych kmenii kvasinek a jejich zkratek

kmen zkratka optimalni teplota kultivace
Starmerella bombicola DSM 27465 SB1 25-30 °C
Starmerella bombicola CBS 6009 SB2 25-30 °C
Starmerella anomalae CBS 14178 SA 25-30 °C
Starmerella jiningensis CBS 11864 SJ 25-30 °C
Starmerella caucasica CBS 12650 SC 25-30 °C
Starmerela roubikii CBS 15148 SR 25-30 °C

3.1.2 Chemikalie

D-gluk6za monohydrat, p.a., LachNer (CR)
Yeast Extract Powder, HiMedia (IND)
Malt Extract HiMedia (IND)

Agar Powder, Bacteriological, HiMedia (IND)
Mocovina, Sigma-Aldrich (USA)

Soya Peptone, HiMedia (IND)

Peptone, Bacteriological, HiMedia (IND)
Sluneénicovy olej, Ceresol (CR)

Odpadni fritovaci olej (CR)

Odpadni olej (IND)

Odpadni olej (Cina)

Odpadni olej (Svédsko)

Kavovy olej, extrahovéan v laborato¥i FCH VUT (CR)
Sachar6za, p.a., LachNer (CR)
D(+)-manéza, Lachema (CR)

D-galaktdza, Lachema (CR)

D-fruktéza, p.a., LachNer (CR)

D-xyloza, Lachema (CR)

Laktoza, p.a. LachNer (CR)

Glycerol, p.a. LachNer (CR)

Syrovétka (CR)

Vysusena kavova sedlina (CR)

Melasa (CR)
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Kyselina chlorovodikova 35 %, p.a., LachNer (CR)

Kyselina sirova 96 %, p.a., LachNer (CR)

Viscozyme® L, Sigma-Aldrich (DNK)

Cellulase from Trichoderma reesei ATCC 26921, Sigma Aldrich (DNK)
S-glucosidase, Sigma-Aldrich (DNK)

Kyselina 3,5-dinitrosalicylova, Sigma-Aldrich (USA)

Vinan sodno-draselny, LachNer (CR)

Hyrdoxid sodny, LachNer (CR)

Uhli¢itan vapenaty srazeny, p.a., Penta (CR)

Antracen, Sigma-Aldrich (USA)

Ethylacetat, p.a., LachNer (CR)

n-hexan, p.a., LachNer (CR)

Triton X-100, Sigma-Aldrich (SRN)

Lactonic (di-acetylated) Sophorolipids, Carbosynth Ltd (UK)
Acidic Sophorolipids mix-acetylated mixture, Carbosynth Ltd (UK)

3.1.3  Pristroje

Vahy Kern EW 620-3NM (SRN)

Analytické vahy, Boecco (SRN)

Autoklav, Systec

Magneticka michacka, Kartell, TKO (USA)

Laminarni box Aura mini, Bio-Air-Euroclone (USA)
Centrifuga, Hettich Zntrifugen (SRN)

Centrifuga vysokorychlostni chlazena, HERMLE, Z 36 HK (SRN)
Vortex, Benchmark

Temperovana tiepacka ES20, BioSan

ELISA reader EL808, BioTek

Bioreaktor BioFlo/CelliGen 115, New Brunswick (USA)
Rotator Multi-Bio RS-24, BioSan

Nanofotometr P 300, Implen (UK)

Rotaéni vakuova odparka Laborota 4000, Heidolph
FTIR spektrometr, Nicolet iS50

Tenziometr, KSV, Sigma 701

BéZzné laboratorni sklo a vybaveni

3.2 Priprava odpadnich substrata

3.21 Hydrolyza kavové sedliny

Do reagencni lahve s plastovym uzéveérem bylo navazeno 150 g vysuSené kavové sedliny. Poté
byl do lahve prilit 0,5% roztok kyseliny sirové 0 objemu 1 I. Pfipravena smes byla vlozena
do autoklavu, kde byl spustén program na 121 °C, 20 minut. Po zchlazeni bylo pomoci
uhli¢itanu vapenatého upraveno pH hydrolyzatu na hodnotu 5. Nasledné bylo do smési piidano
3,5 ml celulasy, 0,35 ml Viskozymu L a 0,35 ml s-glukosidasy. Smés byla umisténa na tfepacku
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a pfi 55 °C tiepana rychlosti 150 rpm po dobu 24 hodin. Poté byla smés prefiltrovana
za snizeného tlaku.

3.2.2  Hydrolyza syrovatky

Do reagencni lahve s plastovym uzavérem bylo nalito 500 ml syrovatky a pfidana kyselina
chlorovodikova do koncentrace 2 mol - dm=. Smés byla inkubovana ve vodni l1azni pfi teploté
60 °C po dobu 2 hodin. Po zchladnuti bylo pomoci hydroxidu sodného upraveno pH
hydrolyzatu na hodnotu 7.

3.2.3  Stanoveni redukujicich sacharidi pomoci kyseliny 3,5-dinitrosalicylové

Cinidlo pro stanoveni koncentrace redukujicich sacharidii v hydrolyzatech odpadnich surovin
bylo pfipraveno smichanim 0,1 g kyseliny 3,5-dinitrosalicylové, 30 g vinanu sodno-draselného
a 20 ml hydroxidu sodného o koncentraci 2 mol - dm?3. Tato smés byla v odmérné baice
doplnéna destilovanou vodou na 100 ml.

Do zkumavek bylo pipetovano 0,1 ml vzorku hydrolyzatu, 0,4 ml destilované vody a 0,5 ml
¢inidla. Vzorky byly inkubovény ve vodni l4dzni pii 70 °C po dobu 10 minut a poté byly
umistény do tmy ke zchladnuti. Nasledné bylo do zkumavek ptidano 9 ml destilované vody. Po
promichani byla u vzorktu spektrofotometricky méfena absorbance pii vinové délce 540 nm.
Jako blank slouzil vzorek obsahujici 0,5 ml destilované vody a 0,5 ml ¢inidla pfipraveny
spole¢né s ostatnimi vzorky.

Pro vytvofeni kalibraéni kiivky byl pfipraven roztok glukézy o koncentraci 5 g - I,
Do zkumavek bylo napipetovano 0,1; 0,6; 1,2; 1,8 a 2,4 ml tohoto roztoku. Objem roztoku
ve zkumavkach byl doplnén destilovanou vodou na 3 ml. Do Cistych zkumavek bylo pipetovano
0,5 ml vzorku kalibra¢ni fady a 0,5 ml destilované vody. Smés byla inkubovana ve vodni 1azni
pii 70 °C po dobu 10 minut, poté byla ponechana ve tmé ke zchladnuti. Nasledné bylo
do zkumavek napipetovano 9 ml destilované vody. Po promichani byla spektrofotometricky
métena absorbance vzorki pii 540 nm.

3.3 Kultivace

3.3.1  Oiziveni lyofilizovanych kultur

Jednotlivé kvasinkové kultury byly kultivovany z lyofilizované formy. VysuSend suspenze
kultury byla sterilné rozmichéana v inokulaénim médiu vhodném pro danou kulturu (viz kapitola
3.2.2). Rozmichana suspenze byla rozdélena do dvou piipravenych 100 ml Erlenmeyerovych
banek obsahujicich 50 ml inokula¢niho média. Kultury byly kultivovany na tfepacce pfi
180 rpm a 30 °C po dobu 48-96 hodin v zavislosti na rychlosti rustu jednotlivych kmeni.

Ptipravena inokula byla nasledné pouzita pro vytvoreni kryokonzerv. Do kryozkumavek
bylo napipetovano 0,5 ml 30% glycerolu a poté byly vysterilovany. Nasledné byl do kazdé
V laminarnim boxu sterilné napipetovan 1 ml inokula. Kryokonzervy byly ulozeny
do hlubokomraziciho boxu a pfi teploté -80 °C uchovany pro pozdéjsi pouziti.
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3.3.2  Priprava inokula¢nich médii

Inokula¢ni média byla piipravena podle pokynli doprovazejicich lyofilizované kultury. Pro
kultivaci kultury SB1 bylo pouzito inokula¢ni médium UMY, pro kultivaci kultur SB2, SA, SJ,
SC a SR bylo pouzito inokula¢ni médium GPY. Slozeni médii je uvedeno v kapitole 3.3.3.

Do 100 ml Erlenmeyerovych ban¢k bylo vzdy pfipraveno 50 ml pfislusného inokula¢niho
média. Pfipravena média byla vysterilovana a poté steriln¢ ockovéna jednotlivymi kulturami
V laminarnim boxu. Takto pfipravend inokula byla kultivovana 48 hodin na tfepacce pii
180 rpm a 30 °C.

3.3.3  Slozeni inokulaénich médii

Pro kultivaci kvasinky SB1 bylo némeckou sbirkou doporu¢eno médium Universal Medium for
Yeast (UMY). Jeho slozeni je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3: Slozeni inokulacniho média UMY

latka hmotnost (g) objem (ml)
D-glukoéza 10
Yeast Extract 3
Malt Extract 3
Soya Peptone 5
Destilovana voda 1000

Nizozemska sbirka doporucila pro kultivaci kvasinek SB2, SA, SJ, SC a SR médium
Glucose-Peptone-Yeast Extract (GPY), jehoz slozeni je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4: Slozeni inokulacniho média GPY

latka hmotnost (q) objem (ml)
D-glukoza 40
Yeast Extract 5
Peptone, Bacteriological 5
Destilovana voda 1000

3.3.4  Priprava produkénich médii

Do 500 ml Erlenmeyerovych ban€k bylo vzdy ptipraveno 100 ml produkéniho média (slozeni
viz kapitola 3.3.5) bez slozky oleje. Pripravené médium bylo vysterilovano, poté byl
V laminarnim boxu pfidan samostatné vysterilovany olej a 10 ml inokula piipraveného podle
kapitoly 3.3.2. Takto pfipravena média byla kultivovana na tiepacce pii 180 rmp a 30 °C
po dobu 120 hodin.

3.3.5 Slozeni produkénich médii

Slozeni zakladniho produk¢niho média (viz Tabulka 5) bylo pro vSechny kmeny stejné. Toto
médium bylo vyuzito pro screening schopnosti produkce sophorolipidt jednotlivymi kmeny
a také jako srovnavaci médium pii experimentech s jinymi substraty.

28



Tabulka 5: Zdkladni slozeni produkéniho média

latka hmotnost (Q) objem (ml)
D-glukoéza 100
Yeast Extract 5
Mocovina 1
Slunec¢nicovy olej 20
Destilovana voda 1000

Na zékladé vysledki screeningu byly vybrany dva kmeny vhodné pro podrobnéjsi studium.
Jednalo se o kmeny SB2 a SA.

Vybrané kmeny byly kultivovany v produk¢énich médiich, ve kterych byla obménéna vzdy
jedna slozka podle tabulky 6 tak, aby koncentrace zdroje uhliku byla stejna jako v ptivodnim
produkénim médiu. Hydrolyzaty nebyly z divodu nizké koncentrace sacharida fedény vodou.

Tabulka 6. Alternativni zdroje uhliku

ptivodni slozka nahrazujici slozka

D(+)-manéza
D-fruktoza
Sachar6za
D-glukéza D-galaktoza
Hydrolyzat kdvové sedliny
Hydrolyzat syrovatky
Melasa
Odpadni fritovaci olej
Odpadni indicky olej
Slune¢nicovy olej Odpadni ¢insky olej
Odpadni Svédsky olej
Kévovy olej

Na zéklad¢ vysledki kultivaci s alternativnimi zdroji uhliku bylo vybrano vhodné produkéni
médium slozené z odpadnich substrati (slozeni viz Tabulka 7).

Tabulka 7: Produkcni médium z odpadnich slozek

latka hmotnost (g) objem (ml)
Melasa 200
Yeast Extract 5
Mocovina 1
Odpadni indicky olej 20
Destilovana voda do 1000 ml
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3.3.6  Kultivace v bioreaktoru

Pro vybrané kmeny kvasinek (SB2 a SA) byly provedeny experimenty kultivace v bioreaktoru
0 objemu 1,5 | (viz Obrazek 11)

Do bioreaktoru bylo ptidano 1,5 1 pfipraveného produk¢éniho média (sloZeni viz Tabulka 5)
a byly do n&j umistény potitebné elektrody a ¢idla. Takto pfipraveny bioreaktor byl vysterilovan.
Poté bylo do bioreaktoru vpraveno 150 ml inokula ptipraveného podle kapitoly 3.3.2. Teplota
byla nastavena na 30 °C, pH na hodnotu 6, michani na 200 rpm a provzdusiovani na 20 %.
Po 24 hodinach bylo pomoci H2SO4 snizeno pH na hodnotu 3,5. Kultivace v bioreaktoru
probihala po dobu 144-168 hodin v zavislosti na technickych moznostech. V intervalech
24 hodin byly odebirany vzorky pro stanoveni pfitomnosti sophorolipidi.

b
v

J

BioFlo*/CelliGen* 115
FRMENTOR BOEAC

wonta

Obrazek 11: Bioreaktor

3.4 Test rustu na riznych uhlikovych zdrojich

Do jamek mikrotitra¢ni desticky bylo ve tiech paralelnich fadach sterilné napipetovano 100 pl
1,5x koncentrovaného produkéniho média piipraveného bez uhlikového zdroje, 50 pl roztoku
testovaného uhlikového zdroje o koncentraci 60 g - It a 20 pl inokula pfipraveného podle
kapitoly 3.3.2. Do tii jamek bylo jako blank napipetovano 170 ul fyziologického roztoku. Jako
zdroje uhliku byly testovany D-glukéza, D-fruktéza, D-xyloéza, sachardza, D-laktéza,
D-galaktdza, olej a glycerol. Takto pfipravené vzorky byly prométeny pomoci ELISA readeru
pii vinové délce 630 nm. Nasledné€ byly kultivovany po dobu 72 hodin pti 30 °C a poté znovu
prométeny pomoci ELISA readeru pii vinové délce 630 nm.

3.5 Stanoveni obsahu biomasy

Po kultivaci vybranych kmenu Vv ruznych produkénich médiich bylo stanoveno mnozstvi
biomasy, které vypovidd o schopnosti mikroorganismi utilizovat dostupné zdroje Zzivin.
Stanoveni bylo provedeno dvéma metodami: gravimetrickym stanovenim obsahu biomasy
a spektrofotometrickym stanovenim optické denzity.
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3.5.1 Gravimetrické stanoveni obsahu biomasy

Do centrifugacnich zkumavek bylo po kultivaci v produkénim médiu napipetovano 10 ml
média ve dvou paralelnich sadach. Vzorky byly centrifugovany pti 6000 rpm po dobu 5 minut.
Supernatant byl vylit a do zkumavek bylo napipetovano 5 ml destilované vody. Smés byla
promichdna pomoci vortexu a poté znovu vlozena do centrifugy na 6000 rpm po dobu 5 minut.
Po wvyliti supernatantu byly zkumavky umistény do termostatu a vzorky byly vysuSeny
do konstantni hmotnosti. VysuSend biomasa byla zvazena na analytickych vahach
a aritmetickym pramérem dvou odebranych vzorki byla stanovena koncentrace biomasy
v médiu.

3.5.2  Spektrofotometrické stanoveni optické denzity

Thned po ukonceni kultivace v produkénim médiu byl z Erlenmeyerovy bariky odebran vzorek
pro stanoveni optické denzity. Do semimikrokyvety bylo kvuli dostate¢nému zifedéni
napipetovano 10 pl vzorku a 990 pl destilované vody a smés byla fadn¢ promichana. Pomoci
spektrofotometru byla meéfena absorbance vzorku pfi 630 nm, jako blank byla pouzita
destilovana voda.

3.6 Stanoveni emulgacni aktivity

Do stejné velkych sklenénych zkumavek byly napipetovany 3 ml n-hexanu a 3 ml vzorku.
Obsah zkumavek byl jednu minutu promichavdn na vortexu. Stejnym zpisobem byla
pfipravena pozitivni kontrola s 5% roztokem tritonu X-100 a negativni kontrola s destilovanou
vodou. Zkumavky byly ponechany pfi laboratorni teploté po dobu 24 hodin. Poté byla zméfena
vyska stabilizované emulzni vrstvy a pomoci uvedené rovnice (1) byl vypocitan emulgacni
index Eza:

he

Eyy = —-100 % )

hi

kde:

he je vyska emulzni vrstvy (mm)
hk je celkova vyska kapaliny (mm)

Koncentrace piitomného biosurfaktantu vétSinou koreluje s vypoctenym emulga¢nim
indexem. V piipadé vytvoieni emulgované vrstvy je piitomnost biosurfaktantu prokazana.

Emulgacni aktivita vSak nemusi vzdy korelovat s povrchovou aktivitou zkoumaného
vzorku [74].

3.7 Solubilizace krystalického antracenu

Do centrifugaénich zkumavek bylo vloZeno malé mnoZzstvi krystalti hydrofobniho antracenu,
napipetovano 5 ml zkoumaného vzorku a smés byla kratce promichana na vortexu. Stejnym
zpusobem byl pfipraven srovnavaci vzorek s Cistym kultivaénim médiem, pozitivni kontrola
s 5% roztokem tritonu X-100 a negativni kontrola s destilovanou vodou. Piipravené vzorky
byly inkubovany na rotatoru pti laboratorni teploté po dobu 24 hodin. Nasledné byly zkumavky
zcentrifugovany pii 6000 rpm po dobu 5 minut.

Pomoci spektrofotometru byla pii vinové délce 354 nm v kiemenné kyveté méiena
absorbance pfipravenych vzorku. Jako blank byla pouzita negativni kontrola. Vysledné hodnoty
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absorbance byly ziskdny ode¢tenim hodnot srovnavacich vzorki s ¢istym médiem od hodnot
zkoumanych vzork.
Schopnost solubilizovat antracen koreluje s mnozstvim surfaktantu ve vzorku [75].

3.8 Méreni povrchového napéti metodou Du-Noiiy-Ring

Do nizké kadinky bylo nalito pfiblizné 30 ml vzorku. Méteni povrchového napéti vzorku bylo
provedeno pomoci automatizovaného tenziometru (viz Obrazek 12). Pro nastaveni dil¢ich
parametrt experimentu byl pouzit aplika¢ni software SGSERVER. Minimalni doba méfeni
byla nastavena na 10 minut a minimalni poZzadovany pocet méteni na 10 hodnot. Nasledné byl
vypocten aritmeticky primér namétenych hodnot.

Obrazek 12: Automatizovany tenziometr

Meéfteni povrchového napéti metodou Du-Noiiy-Ring je zaloZeno na stanoveni sily potfebné
k protazeni platinového krouzku skrz mezifazové rozhrani kapalina-vzduch [76]. Pro zamezeni
kontaminace vzorku a zkresleni vysledkt byl platinovy krouzek vzdy pted pouzitim vyZihan.
Za dikaz ptitomnosti biosurfaktantu je povazovano, kdyz dojde ke sniZeni povrchového napéti
média na 40 mN - m™ nebo méné [77]. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 5% roztok tritonu
X-100, jako negativni kontrola byla pouZita ¢ista produkéni média.

3.9 Extrakce sophorolipida

Sophorolipidy byly z média extrahovany pomoci ethylacetatu. Do d¢€lici nalevky bylo pielito
200 ml vzorku z produkéni kultivace a stejné mnozstvi ethylacetatu. Obsah byl fadné protiepan
a po uplném ustéleni vrstev byla odebrana horni faze. Se spodni fazi byl cely proces zopakovan.
Odebrané horni faze byly slity a na vakuové odparce byla odpafena vSechna kapalina. Ziskané
sophorolipidy byly nasledn¢ promyty malym mnozstvim hexanu.

Pti podrobnéjsim studiu kmenit SB2 a SA bylo pro extrakci pouzito pouze 40 ml vzorku
média a tomu odpovidajici mnozstvi ethylacetatu.
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3.10 Infracervena spektroskopie

Ptitomnost a Cistota sophorolipidii ve vzorku ziskaném extrakci byla zkoumana pomoci
infraervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR) metodou zeslabeného uplného
odrazu na jednoodrazovém diamantovém ATR nastavci. Méfeni spektra bylo provedeno
v rozsahu 4004000 cm™ [78]. Spektra byla naméfena i pro komeréné dostupné standardy
acidické a laktonické formy sophorolipidii. Ziskana spektra vzorki byla porovnana se spektry
téchto standardu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast této diplomové prace byla zamétena na priizkum produkce sophorolipidii
riznymi kmeny kvasinek rodu Starmerella. Ten byl proveden pomoci kultivaénich,
separacnich, spektroskopickych a screeningovych metod, které jsou popsany v kapitole 3.
Vybrané screeningové metody byly pouzity proto, Ze separacni metoda pro extrakci
sophorolipidi byla shledana pfili$ naro¢nou z hlediska potiebného mnozstvi materialu a ¢asu
a Casto také poskytovala neptesné vysledky. Z téchto divodu byly v diplomové praci vyuzity
tii screeningové metody, kterymi byla testovana piitomnost biosurfaktantu efektivngji.

4.1 Optimalizace extrakce sophorolipidi

Jednim z hlavnich cil prace byla izolace sophorolipidt z kultiva¢niho média, na jejiz bazi by
byla vyhodnocena vytéznost jednotlivych kultivaci. Extrakce organickym rozpoustédlem je
ve védeckych €lancich zabyvajicich se sophorolipidy pomérné dobie popsana, avSak redlné

V literatuie [41] je uvedeno, Ze po piidani ethylacetatu ke kultivatnimu médiu, fadném
protfepani a nasledném rozdé¢leni vrstev je tieba odebrat horni fazi a s tou dale pracovat. Pii
realizaci se v§ak ukazalo, ze v délici nalevce se smés rozdé€li na tfi faze (viz Obrazek 13 a) a pro
uspésnou extrakci sopjorolipidd je nutné odebrat horni fazi tvofenou organickym
rozpoustédlem a také mezifazi, kterd obsahuje velké mnoZzstvi emulgujicich latek (pfedevSim
sophorolipidt) a také vodu. (viz Obrazek 13 b).

a b

Obrazek 13: Extrakce ethylacetdtem; () rozdéleni smési na tri faze; (D) horni faze a mezifize
odebrané pro dalsi pouziti

Nasledné¢ méla byt ze vzorku odpatena vSechna kapalina pii 40 °C na rotacni vakuové
odparce. Z duvodu pfitomnosti zbytkové vody se v§ak ukazalo jako vyhodné&jsi odpatit nejdiive
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ethylacetat pii 40 °C a nasledné odpatit vodu pii 70 °C pro dosazeni co nejlepsi konzistence
vzorku pro dal$i manipulaci. Po odpafeni vody mély vzorky konzistenci velmi viskdzni
kapaliny srovnatelné s medem.

Poté mély byt vzorky sophorolipidii promyty malym mnozstvim n-hexanu. To vSak nebylo
mozné provést, pokud v pfedchozim kroku ze vzorku nebyla zcela odpatena veskera voda
a vzorek byl kapalny kvili pfitomnosti zbytkové vody.

Po promyti mély byt sophorolipidy opét rozpustény v ethylacetatu a pielity na odpatrovaci
misku, kde by byl ethylacetat opét odpaten a ¢isté sophorolipidy by byly pfipraveny pro dalsi
pouziti. Ziskany extrakt se vSak v ethylacetitu rozpoustél velmi Spatné, proto byly
sophorolipidy z baniky vyjmuty a pfeneseny do mikrozkumavek typu Eppendorf pomoci
Spachtle. Sophorolipidy ziskané extrakci zobrazuje obrazek 14.

Obrdazek 14: Vyextrahované sophorolipidy

Uvedena metoda extrakce sophorolipidli byla z dGvodu nizké efektivity vyuzita pouze pii
screeningu produkéniho potencidlu jednotlivych kmenti a pro ziskani vzorkd pro identifikaci
sophorolipidi pomoci infracervené spektroskopie.

4.2  Screening produk¢nich schopnosti jednotlivych kmenii

Pro screening schopnosti produkce sophorolipidii jednotlivymi kmeny kvasinek byly pouzity
supernatanty ziskané po kultivaci téchto kment v zdkladnim produkénim médiu. Postup
kultivace a slozeni média je uvedeno v kapitolach 3.3.4 a 3.3.5.

4.2.1 Stanoveni emulgacni aktivity

Emulgacni aktivita supernatantt byla vyhodnocena pomoci emulgaéniho indexu vypocteného
podle rovnice (1) a vizualniho popisu emulgované vrstvy. Emulgovand vrstva pozitivni
kontroly byla v celém objemu homogenni a velmi kompaktni, az gelovitd. Emulgaéni index
pozitivni kontroly byl stanoven na 60,0 %. Naopak u negativni kontroly nebyla emulgac¢ni
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vrstva vibec vytvofena, emulgacni index byl tedy stanoven na 0,0 %. Hodnoty emulgaéniho
indexu pro jednotlivé kmeny a vizualni popisy emulgovanych vrstev jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Emulgacni indexy jednotlivych kmenii a popis emulgovanych vrstev

kmen E24 (%) popis emulgované vrstvy
SB1 91 kompaktni, homogenni, bile zbarvena
SB2 0,0 emulgovana vrstva nebyla vytvofena
SA 52,9 kompaktni, homogenni, gelovita, bile zbarvena, prusvitna
nehomogenni, nekompaktni, viditelné velké bubliny,
SJ 2,0 . .
pruhledna
SC 0,0 emulgovana vrstva nebyla vytvofena
SR 8,0 nekompaktni, patrné bublinky, bez zbarveni
NK 0,0 emulgovana vrstva nebyla vytvofena
PK 60,0 kompaktni, homogenni, gelovita, bile zbarvena

Z vysledku je patrné, Ze supernatanty kmenid SB2 a SC nevykazuji zadnou emulgacni
aktivitu. Supernatant kmene SJ emulgacni aktivitu vykazoval, avSak pouze v malé mife pfi
porovnani s negativni kontrolou i jinymi kmeny. Nejvyssi emulgacni aktivitu vykazoval
vzorek kmene SA, ktery se hodnotou emulgacniho indexu i vzhledem emulgované vrstvy velmi
blizil pozitivni kontrole. Emulze vytvorena supernatantem kmenu SA byla velmi kompaktni,
homogenni a neprithlednd. Hodnoty emulgacnich indexti kmenii SB1 a SR jsou si velmi blizké,
avSak pfi pozorovani vzhledu emulgované vrstvy je jasné, ze z téchto dvou kmeni vykazuje
lepsi emulgacni vlastnosti kmen SB1. Emulze vytvofend supernatantem tohoto kmenu byla
kompaktni a homogenni na rozdil od supernatantu kmene SR, ktery vytvofil emulzi
nehomogenni a hodné perforovanou. Obrazek 15 zobrazuje emulgované vrstvy vybranych
vzorkd.
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Obrazek 15: Vybrané vzorky emulgovanych vrstev

36



4.2.2  Solubilizace krystalického antracenu

Mira solubilizace antracenu v supernatantech byla méfena spektrofotometricky pii 354 nm.
Pokud bylo nutno vzorek fedit, byla naméfend hodnota vynédsobena faktorem zifedéni.
Od namétenych hodnot vzorkti po kultivaci byla odeétena hodnota naméfena pro Cisté
produk¢éni médium. Tento odecet byl proveden z toho divodu, ze i v Cistém kultivatnim médiu
muze byt antracen do urcité miry solubilizovan. Vysledné hodnoty absorbance jednotlivych
vzorkll zndzorfiuje obrazek 16.
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Obrdazek 16. Hodnoty absorbance ziskané pri testu solubilizace antracenu pro jednotlivé kmeny

Z naméfenych hodnot je patrné, Ze pouze supernatant kmenu SJ antracen nesolubilizoval.
Supernatanty kmentit SB1 a SR antracen solubilizovaly, av§ak v mnohem mensi mife nez
pozitivni kontrola. Nejvyssi miru solubilizace vykazoval supernatant kmenu SA, jehoz
namétfend hodnota absorbance byla vice nez dvakrat vySsi nez hodnota absorbance pozitivni
kontroly. To je v souladu s vysledky testu emulgacéni aktivity a lIze tedy tvrdit, Ze kmen SA pfi
kultivaci vyprodukoval biosurfaktanty ve znacné koncentraci. Znacnad mira solubilizace
antracenu byla zjiSténa i u supernatantu kmenu SB2, jehoz naméfend hodnota absorbance je
0 tfetinu vySsi nez hodnota absorbance pozitivni kontroly. Supernatant kmenu SC vykazoval
schopnost solubilizace antracenu srovnatelnou s pozitivni kontrolou.

4.2.3  Méreni povrchového napéti metodou Du-Noiiy-Ring

Méteni povrchového napéti supernatanti ziskanych po kultivaci jednotlivych kment bylo
méfeno pomoci automatizovaného tenziometru. Dle dostupné literatury jsou surfaktanty
V supernatantu piitomny, pokud je naméfeno povrchové napéti 40 mN - m™ nebo méné [77].
Nameétené hodnoty povrchového napéti jednotlivych supernatanti vcetné porovnani
s namé&fenymi hodnotami ¢istého média a pozitivni kontroly zobrazuje obrazek 17.
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Obrdzek 17: Hodnoty povrchového napéti supernatantii jednotlivych kmenii

Z obrazku je patrné, ze vétSina kment dokazala snizit povrchové napéti produkéniho média
pod hodnotu 40 mN - m™. Nejvice bylo povrchové napéti snizeno V ptipadé SC, kde bylo
povrchové napéti snizeno dokonce mirn€ pod hodnotu pozitivni kontroly. Vybornych vysledkt
dosahly také kmeny SB2, SJ a SBI, jejichZz supernatanty vykazovaly vyrazné sniZeni
povrchového napéti v porovnani s Cistym médiem, coz dokazuje znacnou produkci
biosurfaktantti pti kultivaci téchto kmenti v produkénim médiu. Hodnoty naméfené pro
supernatanty kmenti SA a SR nebyly niz$i nez 40 mN - m™, avak byly této hranici pomérné
blizké, zvlasté v ptipadé kmene SA. Pti porovnani s hodnotami pro Cisté médium je patrné, ze
kultivace téchto kmenti povrchové napéti média také snizila. Da se tedy predpokladat, ze kmeny
SA a SR biosurfaktanty produkuji, av§ak ne v dostatecné koncentraci nebo kvalité potiebné pro
vyrazné snizeni povrchového napéti média.

4.2.4  Extrakce sophorolipidi ethylacetatem

Po kultivaci jednotlivych kmenii v zdkladnim produkénim médiu byla stanovena koncentrace
vyprodukovanych sophorolipidi pomoci extrakce ethylacetatem. Stanovené koncentrace
sophorolipidt jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Koncentrace sophorolipidii vyprodukovanych jednotlivymi kmeny

kmen koncentrace SL (g - I'})
SB1 20,1
SB2 214

SA 29,9

SJ 16,5

SC 4,6

SR 4,5
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Jak je ze ziskanych hodnot ziejmé, nejvice sophorolipidii vyprodukoval kmen SA. Zna¢nou
produkci sophorolipidi vykazaly také kmeny SB1 a SB2, jejichz vysledky fadové odpovidaji
vytézkiim uvedenym v literatufe [28]. Vyznamné mnozstvi sophorolipidii bylo produkovano
kmenem SJ, avSak jednalo se pouze o polovi¢ni koncentraci oproti kmenu SA. Kmeny SC a SR
produkovaly sophorolipidy v zanedbatelném mnoZstvi v porovnani s ostatnimi kmeny.

4.2.5 Vyhodnoceni infrac¢ervené spektroskopie

Extrakty ziskané z kultiva¢nich médii byly analyzovany pomoci infracervené spektroskopie
s Fourierovou transformaci. Mé&feni bylo provedeno v rozsahu 400-4000 cm™ a ziskana spektra
vzorki byla porovnana se spektry komeréné dostupnych standardt acidické a laktonické formy
sophorolipidi. Spektrum téchto standardu je zobrazeno na obrazku 18.

—— Standard lakton 8
——— Standard acid 7

Absorbance

4000 3500 3000 2500 2000 1500
Vinocet [cm '1]

Obrazek 18: FTIR spektra standardit sophorolipidii

Siroky absorpéni pas v oblasti 3600-3100 cm™ zna¢i predevsim ptitomnost vody, ale také
jinych ~OH vazeb. Malo zfetelny pik v hodnot& 3005 cm™ oznageny &islem 1 nélezi dvojné
vazb¢é C=C, ktera se vyskytuje v molekule sophorolipidu pouze jednou. Piky 2 a 3 v hodnoté
2924 cm™? a 2852 cm™ zna¢i piitomnost asymetrickych a symetrickych vazeb —CHa—
Vv hydrofobni ¢4sti molekuly. Vyrazny pik 4 v 1741 cm™ odpovida vazb&é C=0 v esteru a sotva
patrné rozsifeni tohoto piku v hodnoté 1709 cm™ oznagené ¢&islem 5 odpovida vazbé C=0O
v karboxylové funkéni skuping. Pik 6 s hodnotou 1232 cm™ odpovida esterové vazbé C-O.
Piky 7 a 8 v hodnotach 1074 cm™ a 1030 cm™ jsou charakteristické pro sacharidy. Prvni
jmenovany pik odpovida glykosidické vazbé a druhy znaci velké mnozstvi pfitomnych R—-OH
vazeb.

Mezi spektry standardil jsou jen malé rozdily. NejvetSim rozdilem je vyssi pik absorpéniho
pasu v oblasti 3600-3100 cm™ a vyssi piky 7 a 8 ve spektru acidické formy, coz potvrzuje vétsi
mnozstvi —OH skupin v molekule. Laktonicka forma ma naopak vyssi piky 4 a 6, které
odpovidaji vétSimu mnozstvi esterovych vazeb.
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Obrazek 19: FTIR spektra extraktit z médii kmenit SB2 a SA

Spektra kment SA a SB2 na obrazku 19 jsou spektriim standarda velmi podobna. Piky 1 a 3
jsou podobné standardiim, u piku 2 je vSak u obou kment na rozdil od spekter standardii patrné
roz$ifeni (a), které odpovida asymetrické —CH3 vazbé. Piky 4 a 5 je od sebe mozné v obou
spektrech snaze rozeznat v porovnani se spektry standardli, coz mize byt zptisobeno vét§im
mnozstvim C=0 vazeb karboxylovych skupin. Piky 6 a 7 jsou ve spektru kmene SA pomérné
nezietelné, avsak stale jednoznaéné rozpoznatelné. Ve spektru kmene SB2 jsou piky 6, 7 a 8
velmi zfetelné a podobné odpovidajicim pikiim spekter standardi.

Vyprodukované sophorolipidy se v piipadé téchto kmenti podatilo vyextrahovat ve velmi
Cisté podobé. Na zakladé vyhodnoceni spekter lze fici, Ze kmeny SA a SB2 produkuji
sophorolipidy ve formé podobné standardim. Spektrum kmene SA je spiSe podobné spektru
standardu acidické formy a spektrum kmene SB2 standardu laktonické formy.
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Obrazek 20: FTIR spektra extraktit 7 médii kmenit SB1, SC, SJ a SR

g
S

Spektra extrakti ostatnich kment zobrazena na obrazku 20 jiz nejsou standardim tak
podobna. Nejpodobngéjsi standardiim je spektrum kmene SB1, které je pomérné ostré a poloha
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vyraznych piki odpovida charakteristickym absorpcnim pastim sophorolipidi. Pomér vysky
pikt 7 a 8 k vySce pikt 2, 3, 4 a 5 vSak neni tak velky, jako je tomu ve spektrech standardi.
To mtze byt zplisobeno vétSim znecisténim vzorku zbytkovym olejem nebo rozpoustédlem,
jelikoz piky 2, 3, 4 a 5 mohou odpovidat i pfitomnosti samotnych hydrofobnich latek a piky 7
a 8 naznacujici pritomnost sacharidii ve vzorku nejsou v tomto piipad¢ dostatecné vysoké.

Naméiend spektra extraktd kmene SC a SR jsou spektrim standard podobna jen z ¢asti.
Extrakt kmene SC pravdépodobné obsahoval sophorolipidy ve velmi malé koncentraci
a vzhledem k poméru vysky pika 7 a 8 k vysce piki 2, 3, 4 a 5 byl nejspiSe stejné jako extrakt
SB1 znecistén zbytkovym olejem nebo rozpoustédlem. Vzorek extraktu SR pravdépodobné
také obsahoval jen malou koncentraci sophorolipidli. Znecisténi olejem nebo rozpoustédlem
zde neni tak vyrazné, jako u extraktii kmene SC a SB1. Spektrum je vSak pomérné neostré, coz
naznacuje kontaminaci jinymi latkami.

Spektrum nejméné podobné standardim bylo naméteno pro kmen SJ. Toto spektrum je
velmi neostré, coz naznacuje velkou miru kontaminace jinymi latkami a velmi vysoky pik
absorpéniho pasu v oblasti 3600-3100 cm™ naznaguje ptitomnost velkého mnozstvi vody ve
vzorku. Zakladni charakteristické absorpcni pasy sophorolipidii jsou vSak ve spektru stale
patrné, je tedy mozné predpokladat, ze extrakt sophorolipdy obsahoval.

4.3 Kaultivace vybranych kment v riiznych substratech

Na zakladé predchozich vysledki byly pro dal$i experimenty pouzity pouze kmeny SB2 a SA.
Kmen SB2 byl vybran proto, Zze druh Starmerella bombicola je pfedmétem mnoha védeckych
vyzkumi a byva také vyuzivan pii primyslové vyrobé sophorolipidi. Kmen SB2 produkuje
zna¢né mnozstvi sophorolipidi a také dosahl velmi dobrych vysledka v testu solubilizace
antracenu a méfeni povrchového napéti. Kmen SA byl vybran na zaklad€ vybornych vysledkii
Vv testu emulgace, solubilizace antracenu a také proto, Ze sophorolipidy produkuje ve velkém
mnozstvi.

4.3.1  Schopnost utilizace riznych zdroji uhliku

Vybrané kmeny byly nejdiive kultivovany v malém objemu média v jamkéach mikrotitracnich
desti¢ek. Byla pouZita kultivacni média s riznymi zdroji uhliku (fruktéza, glukéza, sacharoza,
galaktoza, xyloza, laktoza, olej a glycerol), aby mohlo byt pomoci stanoveni optické denzity
zjisténo, ktery uhlikovy zdroj je vybranymi kmeny nejlépe utilizovan. Opticka denzita byla
métena pomoci ELISA readeru pfi 630 nm ihned po pfipraveni desticek a poté po ukonceni
kultivace v ¢ase 72 h. Hodnota OD v ¢ase 0 h byla od hodnoty v ¢ase 72 h ode¢tena. Vysledné
hodnoty OD jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10: Vysledna hodnota optické denzity kultivacnich médii

kmen fruktoza glukoza sachardza galaktdza
SB2 0,671 + 0,029 0,628 + 0,021 0,690 + 0,044 0,275 + 0,020
SA 0,922 + 0,033 0,900 + 0,022 0,918 + 0,021 0,445 + 0,021
kmen xyl6za laktoza olej glycerol
SB2 0,247 + 0,037 0,245 + 0,027 0,284 + 0,028 0,354 + 0,039
SA 0,429 + 0,046 0,405 + 0,038 0,687 + 0,034 0,580 + 0,025
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Z naméfenych hodnot je patrné, Ze vzorky kmene SA maji obecné vyssi optickou denzitu
nez vzorky kmene SB2. To muze byt zptsobeno rychlej$im mnoZzenim bunék. Oba kmeny
vykazovaly nejvyssi rast bunék, a tedy nejlepsi utilizaci zdroje uhliku v médiu obsahujicim
fruktozu, sacharozu a glukozu. Pomérné dobie byl obéma kmeny utilizovan také olej a glycerol.
Nejhorsi schopnost utilizace byla zjistétna u média obsahujiciho laktézu. To je ziejmé
zpiisobeno tim, Ze tyto kmeny kvasinek nedisponuji enzymem laktazou, diky kterému by byly
schopny laktozu efektivné Stépit. Kmeny také velmi neochotné utilizovaly galaktézu a xylozu.
Diky tomuto testu bylo zjisténo, ze jednotlivé kmeny se od sebe ve schopnostech utilizace
zakladnich uhlikovych zdroji pfilis§ nelisi, avSak kmen SA je obecné ristoveé dynamictéjsi.

4.3.2  Kultivace za pouZiti riznych hydrofilnich zdroji uhliku

V 500 ml Erlenmeyerovych baiikach byl proveden experiment sledujici vliv druhu hydrofilniho
uhlikového zdroje na schopnost mikroorganismu produkovat sophorolipidy. Na zakladé¢
vysledki pfedchoziho testu, kde byly sledovany schopnosti utilizace zakladnich uhlikovych
zdrojl jednotlivymi kmeny, byl pro kultivaci s riznymi hydrofilnimi uhlikovymi zdroji pouzit
pouze kmen SB2.

4.3.2.1 Stanoveni obsahu biomasy

Schopnost ristu kmene SB2 v rizném sloZeni produkéniho média byla vyhodnocena pomoci
gravimetrického stanoveni koncentrace biomasy a méfeni optické denzity média po ukonceni
kultivace. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11: Koncentrace biomasy a opticka denzita stanovend v médiich po ukonceni kultivace

zdroj uhliku biomasa (g - I') oD
glukoza 495 +0,18 0,449 + 0,009
mandza 7,22 +0,46 0,542 + 0,006
sachardza 6,90 £ 0,31 0,589 + 0,003
galaktoza 5,47 +0,12 0,475+ 0,014
fruktoza 9,12+ 0,21 0,605 + 0,008

Z hodnot uvedenych v tabulce 11 je vidét, ze nejlépe kmen SB2 rostl v produkénim médiu
obsahujicim fruktdézu. Znacny rist bun¢k byl pozorovan také v médiu obsahujicim mandzu
a sachardzu. Nejslabsi riist byl zjistén v médiich obsahujicich galaktézu a glukozu. V nékterych
pfipadech hodnoty OD pfili§ nekoreluji se stanovenou koncentraci biomasy. To mize byt
zpusobeno nedostateCnym vymytim slozky oleje z média pii gravimetrickém stanovovani
koncentrace biomasy. Z tohoto dtivodu lze povazovat vysledky OD za piesnéjsi.

4.3.2.2  Stanoveni emulgacni aktivity

Jiz pti screeningu produkénich schopnosti jednotlivych kment bylo zjisténo, ze kmen SB2
pravdépodobné produkuje biosurfaktanty, které nedisponuji vyraznymi emulgaénimi
schopnostmi. Je tedy pravdépodobné, ze kmen SB2 produkuje téméf vyhradné laktonickou
formu sophorolipidii, ktera ma spiSe biocidni vlastnosti. Jako emulgac¢ni ¢inidlo je vyuzivana
spiSe acidicka forma sophorolipidi [34]. Pti kultivaci kmene SB2 v produkénich médiich
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obsahujicich rizné hydrofilni zdroje uhliku bylo zjiSténo, Ze tato zména sloZeni nema vliv na

emulgacni vlastnosti produkovanych sophorolipidi. Zadny z testovanych supernatantd
nevykazoval emulgacni aktivitu.

4.3.2.3  Solubilizace krystalického antracenu

Supernatant kmene SB2 vykazoval dobré vysledky v testu solubilizace antracenu jiz pfi
pocateCnim screeningu. V tomto piipadé bylo testovano, jaky vliv ma na miru solubilizace

antracenu hydrofilni uhlikovy zdroj. Vysledné hodnoty absorbance jsou vyneseny v grafu
na obrazku 21.
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Obrazek 21: Namérend absorbance vzorkii

Na zaklad€ namétenych hodnot bylo zjisténo, Ze mira solubilizace antracenu v supernatantu
je zavisla na hydrofilnim uhlikovém zdroji pouzitém pfi kultivaci. Vzorek s obsahem fruktozy
antracen nesolubilizoval téméf vibec. Naopak nejvyssi miru solubilizace antracenu, témeéf
dvakrat vétsi nez ostatni vzorky, vykazoval vzorek sobsahem manodzy. Avsak i vzorky
obsahujici glukozu, galaktézu a sacharézu byly schopny solubilizovat antracen vice nez

pozitivni kontrola.
4.3.24  Méfieni povrchového napéti metodou Du-Noiiy-Ring

Povrchové napéti supernatantt je hydrofilnim zdrojem uhliku ovlivnéno velmi malo. Hodnoty
namétené pro supernatanty i ¢ista média znazoriiuje obrazek 22.

72,0

54,7
46,8 209 477 47,7
38,0 [
331 337 336 I 336 325
0 I I I l

glukoza manoza sachardza galaktoza fruktoza PK
hydrofilni zdroj uhliku
m supernatant  ® ¢isté médium

N
o

povrchové napéti (mN - m™)

Obrdazek 22: Nameérené hodnty povrchového napéti supernatantii a cistych médii
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Nameétené povrchové napéti jednotlivych supernatantii je témér stejné az na vzorek
obsahujici galaktozu, kde byla naméfena hodnota mirn¢ vyssi. Za zminku vSak stoji hodnoty
naméiené v ¢istych médiich, které jsou samy o sobé pomérné nizké a relativné blizké hodnoté
40 mN - m™. Je tedy zfejmé, Ze slozeni produkéniho média vyrazné ovliviiuje jeho podatecni
povrchové napéti. V porovnani s ¢istym médiem byl nejvétsi pokles povrchového napéti
pozorovan u vzorku s obsahem glukdzy. K vyznamnému poklesu povrchového napéti doslo
také u vzorku obsahujiciho sacharézu. Vzorky s obsahem mandzy a fruktdzy si byly v tomto
ohledu podobné.

4.3.3 Kaultivace za pouZiti riznych hydrofobnich zdroji uhliku

Dalsi experiment byl proveden s obménou hydrofobniho uhlikového zdroje v produkénim
médiu. Jako alternativa slune¢nicového oleje (SO) byl pouzit olej kdvovy (KO) a dale odpadni
olej indicky (10), §védsky (SvO), &insky (CO) a &esky fritovaci (FO). Vzhledem k tomu, Ze se
ve vétsin€ piipadii jednd o odpadni oleje, nelze predpoklddat uniformitu jejich chovani
v riznych podminkéch. Proto byly v upravenych produkénich médiich kultivovany oba
vybrané kmeny kvasinek (SB2 i SA).

4.3.3.1  Stanoveni obsahu biomasy

Obsah biomasy je pouzitym hydrofobnim zdrojem uhliku vyrazné€ ovlivnén. Naméfené hodnoty
také naznacuji, ze kazdy kmen je riznymi oleji ovlivnén jinak. VSechny hodnoty ziskané pii
stanoveni obsahu biomasy v kultiva¢nich médiich jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12: Koncentrace biomasy a optickd denzita stanovend v médiich po ukonceni kultivace: (SO)
slunecnicovy olej; (KO) kavovy olej; (10) indicky olej; (SvO) svédsky olej; (FO) fritovaci olej; (CO)
cinsky olej

kmen  zdrojuhliku  biomasa (g - I oD
SO 4,95+ 0,18 0,449 + 0,009
KO 4,74 + 0,06 0,498 + 0,008
SB2 10 4,89+ 0,11 0,431 + 0,009
SvO 4,31+0,12 0,510 + 0,012
FO 5,66+ 0,11 0,314 + 0,014
CO 5,01 +0,16 0,411 + 0,011
SO 8,78 + 0,21 0,266 + 0,007
KO 10,47 + 0,15 0,576 + 0,008
SA VIO 9,13 + 0,04 0,268 + 0,016
SvO 8,73 + 0,47 0,295 + 0,009
FO 8,35+ 0,25 0,453 + 0,005
CO 7,89+ 0,24 0,398 + 0,005

U kmene SB2 bylo nejvyssiho obsahu biomasy dle OD dosazeno pii pouziti $védského
a kavového oleje. Nejmensi rist bunék byl podle OD pozorovan pii pouziti ¢inského oleje.

V piipadé kmene SA bylo nejvySsiho nartistu bunck dosazeno pouzitim kavového oleje.
Nejmensi obsah biomasy byl stanoven v médiu s obsahem slune¢nicového a indického oleje.
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Ziskané¢ hodnoty koncentrace biomasy mohou slouzit pouze jako orienta¢ni vzhledem
k obtizné proveditelnému dokonalému promyti vzorki od zbytkt pouzitych oleju.

4.3.3.2  Stanoveni emulgacni aktivity

V tomto experimentu bylo opét potvrzeno, Ze kmen SB2 neprodukuje sophorolipidy
s emulga¢nimi vlastnostmi. U zadného vzorku kmene SB2 nebyla pozorovana tvorba emulze.
Naopak sophorolipidy produkované kmenem SA emulze tvoti velmi ochotné. Z vysledki testu
je ziejmé, ze pouzity hydrofobni zdroj uhliku ma velky vliv na povahu vytvofené emulze.
Stanovené emulgaéni indexy a popisy emulzi vytvorenych supernatanty kmene SA jsou shrnuty
v tabulce 13.

Tabulka 13: Emulgacni indexy jednotlivych vzorkit a popis emulgovanych vrstev: (SO) slunecnicovy
olej; (KO) kavovy olej; (10) indicky olej; (SvO) svédsky olej, (FO) fritovaci olej,; (CO) cinsky olej

kmen zdroj uhliku E24 (%) popis emulgované vrstvy
SO 43,6 kompaktni, homogenni, gelovita, bile zbarvena
KO 28.0 velmi kompavktnl, gelovita, h’omogenm,
nazloutle zbarvena
10 41,7 kompaktni, patrné malé bublinky, gelovita
SA SO 200 mén¢ kompaktni, patrné n?alé bublinky, bile

zbarvena

FO 23.4 nekompaktni, velké bubhny,, nehomogenni, bile
zbarvena

Cco 25,5 nekompaktni, nehomogenni, velké bubliny

NK 0,0 emulgovana vrstva nebyla vytvofena

PK 60,0 kompaktni, homogenni, gelovitd, bile zbarvena

Nejvétsi emulgacni aktivitu vykazovaly vzorky média se slune¢nicovym a indickym olejem.
Jejich emulze byly kompaktni aZ gelovité a mély homogenni strukturu v celém objemu. Velmi
kompaktni, avSak niz§i emulze byla vytvofena supernatantem média s obsahem kavového oleje.
Emulgacni aktivity ostatnich vzorkl si byly velmi podobné. Doslo u nich k tvorbé niz§ich
nekompaktnich a nehomogennich emulzi s patrnymi bublinkami naznacujicimi mensi stabilitu
emulzi.

4.3.3.3  Solubilizace krystalického antracenu

Supernatanty kmene SA maji obecné lepsi schopnost solubilizace antracenu nez supernatanty
kmene SB2. Na kazdy kmen mélo obménéné slozeni produk¢niho média jiny vliv. Naméfené
hodnoty jsou vyneseny do grafu na obrazku 23.

V ptipadé¢ kmene SB2 antracen jednoznacné nejlépe solubilizoval supernatant s obsahem
kavového oleje. Naméiena hodnota v tomto vzorku byla priblizn€ dvakrat vyssi nez u ostatnich
vzorklli. Velmi dobie byl antracen solubilizovan i v pfipad€ vzorki s ¢inskym a fritovacim
olejem, jejichz naméfené hodnoty byly vyssi nez u referencniho vzorku s obsahem
slunec¢nicového oleje.
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Nejlepsiho vysledku pro kmen SA bylo dosaZeno pii pouziti indického oleje. Namétena
hodnota v tomto vzorku byla opét témét dvojnasobna oproti jinym vzorkim. Vysoka mira
solubilizace antracenu byla zjisténa také ve vzorcich se §védskym a ¢inskym olejem, jejichz
hodnoty byly srovnatelné s referenénim vzorkem obsahujicim sluneénicovy ole;.

Ve vSech vzorcich kmene SB2 1 SA byla naméfena vétsi mira solubilizace nez v pozitivni
kontrole, coz poukazuje na vyznamnou koncentraci biosurfaktantd v kultiva¢nich médiich.
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Obrazek 23: Nameérend absorbance vzorkii: (SO) slunecnicovy olej; (KO) kavovy olej; (I0) indicky
olej; (SvO) svédsky olej; (FO) fritovaci olej; (CO) ¢insky olej

4.3.3.4  Méieni povrchového napéti metodou Du-Noiiy-Ring

Druh hydrofobniho uhlikového zdroje znacné ovliviiuje povrchovou aktivitu €istého média
i supernatantu ziskaného po kultivaci mikroorganismu. Naméfené hodnoty povrchového napéti
zobrazuje obrazek 24 pro vzorky kmene SB2 a obrazek 25 pro vzorky kmene SA.
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Obrazek 24: Namérené hodnoty povrchového napéti supernatantii kmene SB2 a cistych médii: (SO)
slunecnicovy olej; (KO) kavovy olej; (I0) indicky olej; (SvO) svédsky olej; (FO) fritovaci olej; (CO)
cinsky olej
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Pfi pohledu na obrazek 24 a obrazek 25 si mizeme vSimnout, ze druh pouzitého
hydrofobniho zdroje uhliku mé velky vliv na povrchové napéti €istych médii. Ve vzorcich
s obsahem fritovaciho, ¢inského a kdvového oleje bylo povrchové napéti Cistého média vyrazné
mensi nez 40 mN - m™, Tyto média proto nejsou vhodna pro testovani produkce biosurfaktantt.
V pifpadé indického a $védského oleje bylo povrchové napéti vyssi nez 40 mN - m™, avsak
namétené hodnoty byly této hranici velmi blizké. Z téchto vysledki 1ze usuzovat, ze jiz samotné
oleje obsahuji velmi €¢inné povrchové aktivni latky a s vyjimkou indického a Svédského oleje
nejsou pro dalsi experimenty sledujici produkci biosurfaktanti vhodné.

Kultivaci kmene SB2 v médiich bylo ve vsech ptipadech dosazeno snizeni povrchového
napéti. Nejvice bylo povrchové napéti supernatantu oproti ¢istému médiu sniZzeno pii pouziti
slune¢nicového oleje. Z odpadnich materidl bylo vyznamné sniZzeni povrchového napéti
zaznamenano u vzorkti obsahujicich indicky a Svédsky olej. V ptipadé kavového, fritovaciho
a ¢inského oleje bylo povrchové napéti snizeno jen velmi malo, coZ je zplsobeno tim, Ze
povrchové napéti Cistych médii je samo o sob€ velmi nizké.
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Obrdzek 25: Namériené hodnoty povrchového napéti supernatantii kmene SA a cistych médii: (SO)
slunecnicovy olej; (KO) kavovy olej; (10) indicky olej; (SvO) svédsky olej; (FO) fritovaci olej; (CO)
cinsky olej

Vzorky kmene SA maji obecné¢ vyssi povrchové napéti nez vzorky kmene SB2. Ke snizeni
povrchového napéti doslo pouze u vzorku obsahujicim slune¢nicovy olej. U tohoto vzorku vSak
nedoslo ke sniZeni hodnoty pod 40 mN - m™, coz je pravdépodobné zplisobeno nizkou
povrchovou aktivitou vyprodukovanych sophorolipidii. U ostatnich vzorkii nebyla patrna
zména povrchového napéti nebo byly v supernatantech naméteny vyssi hodnoty nez v Cistych
médiich. Ke zvyseni povrchového napéti mohlo dojit proto, ze mikroorganismy utilizovaly
slozky cistého média, které povrchové napéti vyrazné sniZzovaly, a samy produkovaly
surfaktanty, které nemaji tak velkou povrchovou aktivitu.

4.3.4  Kultivace vybranych kmenii na odpadnich substratech

Kmeny SB2 a SA byly v nasledujicim experimentu kultivovany v produkénich médiich
obsahujicich kombinaci odpadnich zdroji uhliku. Jako hydrofilni zdroj uhliku byl pouzit
hydrolyzat syrovatky (SH), hydrolyzat kavové sedliny (KH) a roztok melasy (M). Jako nejlepsi
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hydrofobni zdroj uhliku byl na zakladé piedchozich vysledkil vybran indicky odpadni olej (10).
Pro lepsi vyhodnoceni vysledki byla pouzita také média obsahujici slunecnicovy olej (SO).

4.3.4.1 Koncentrace sacharidit v odpadnich substrdtech

Metodou stanoveni redukujicich sacharidii pomoci kyseliny 3,5-dinitrosalicylové bylo zjisténo,
e pripraveny hydrolyzat syrovatky obsahuje redukujici sacharidy v koncentraci 23,14 g - I
a hydrolyzat kavové sedliny v koncentraci 16,04 g - I'*. Na z4kladé informaci z literatury bylo
predpokladano, ze melasa sacharidy obsahuje ptiblizné z 50 % [79].

Pro dalsi experimenty tedy byly jako hydrofilni zdroj uhliku pouzity nezfedéné hydrolyzaty
a dale roztoky melasy zfedéné tak, aby byl obsah sacharidd v roztoku pfiblizng 25 g - I't (M 25)
pro srovnani s hydrolyzaty a 100 g - I't (M 100) pro srovnani se zakladnim produkénim médiem.

4.3.4.2  Stanoveni obsahu biomasy

Diky stanoveni biomasy bylo zjisténo, jestli jsou kvasinky schopny utilizovat pouzité odpadni
substraty a jakého ristu jsou v konkrétnim médiu schopny. Kmen SA opét vykazoval vétsi
narist biomasy nez kmen SB2. Vysledky stanoveni obsahu biomasy jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 14: Koncentrace biomasy a optickad denzita stanovend v médiich po ukonceni Kultivace: (SO)
slunecnicovy olej, (10) indicky odpadni olej; (SH) hydrolyzat syrovatky, (KH) hydrolyzat kavové
sedliny; (M 25) melasa 25 g - I'; (M 100) melasa 100 g - I

kmen substrat biomasa (g - I}) oD
SO + SH 7,98 +£0,33 0,237 £ 0,006
SO + KH 4,54 + 0,08 0,303 + 0,005
sB2 SO+ M 25 7,20 £ 0,05 0,378 + 0,006
IO+ M 25 8,06 + 0,07 0,369 + 0,008
SO + M 100 6,21 + 0,35 0,585 + 0,006
10+ M 100 10,77 £ 0,11 0,599 + 0,011
SO + SH 7,38+ 0,26 0,389 + 0,004
SO +KH 9,71+0,13 0,492 + 0,006
SA SO+ M 25 9,94 + 0,23 0,511 + 0,004
IO+ M 25 10,76 = 0,23 0,497 +£ 0,010
SO + M 100 9,99 +0,18 0,866 + 0,005
10 +M 100 13,83+ 0,14 0,877 +£ 0,004

Jednoznacné nejvySs$i rist biomasy obou pouzitych kmenG byl stanoven V médiu
obsahujicim melasu o koncentraci 100 g - I"! a indicky olej. D4 se tedy fici, Ze toto sloZeni je
Z testovanych kombinaci pro kultivaci vybranych kmenl nejvhodnéjs$i. Velmi dobrych
vysledkdi bylo dosaZeno s pouzitim média obsahujicim melasu o koncentraci 100 g - I*
a slunecnicovy olej. Z téchto vysledku je zfejmé, Ze melasa pouzita v dostatecné koncentraci je
velmi slibny substrat pro kultivaci téchto kmend. V médiich obsahujicich melasu v koncentraci
25 g - It byl také zjistén lepsi riist bunék nez v médiich obsahujicich hydrolyzat syrovétky
akavové sedliny. To milize byt zplsobeno mirn€¢ vysSi koncentraci zdroje uhliku,

Pfi porovnani ristu kmend v médiich vyuzivajicich hydrolyzaty bylo lepSich vysledki
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dosazeno u hydrolyzatu kavové sedliny, a to i pres fakt, ze v ném byla stanovena mensi
koncentrace redukujicich sacharid nez v hydrolyzatu syrovatky.

4.3.4.3  Stanoveni emulgacni aktivity

Na rozdil od vSech ostatnich testii emulgacnich schopnosti, které byly v této praci provedeny,
byla zjisténa emulgacni aktivita supernatantu kmene SB2 kultivovaného v hydrolyzatu kavové
sedliny. Vzhledem k tomu, ze zadny jiny supernatant kmene SB2 nevykazoval emulgacni
aktivitu, je vysoce pravdépodobné, Ze zna¢nou emulga¢ni aktivitou disponuje samotny
hydrolyzat kavové sedliny. To potvrzuje 1 vysledek ziskany pro supernatant kmene SA
kultivovaného ve stejném médiu, ktery je vysledku vzorku kmene SB2 velmi podobny
a zarovenl pomérné odlisny od vysledkt jinych vzorkli kmene SA. Vysledné emulgaéni indexy
a popisy vytvorenych emulzi jsou shrnuty v tabulce 15.

Tabulka 15: Emulgacni indexy jednotlivych vzorkii a popis emulgovanych vrstev: (SO) slunecnicovy
olej; (10) indicky odpadni olej; (SH) hydrolyzat syrovatky, (KH) hydrolyzat kavové sedliny,; (M 25)
melasa 25 g - I'*; (M 100) melasa 100 g - I**

kmen substrat E24 (%) popis emulgované vrstvy
SO + SH 0,0 emulgovana vrstva nebyla vytvoiena
SO + KH 58,0 homogenni, kompaktni, ge?ovité, svétle hnédé
zbarvena
SB2 SO+M 25 0,0 emulgovana vrstva nebyla vytvoiena
I0+M 25 0,0 emulgovana vrstva nebyla vytvotfena
SO + M 100 0,0 emulgovand vrstva nebyla vytvotfena
10 + M 100 0,0 emulgovand vrstva nebyla vytvofena
SO + SH 3,9 nehomogenni, nekompaktni, patrné¢ malé bublinky
SO + KH 60.0 homogenni, kompaktni, gelovitd, svétle hnédé

zbarvena

SO+ M 25 12.0 nehomogenni, nekor?pflktni, patl:né malé bublinky,
hnéd¢ zbarvena

SA I0+M 25 9,3 nehomogenni, nekompaktni, patrné velké bubliny,
hnéd¢ zbarvena
SO + M 100 38,0 kompaktni, patrné malé bublinky, svétle hnédé
zbarvena
10+ M 100 41,9 nehomogenni, nekompaktni, hnéd¢ zbarvena, patrné
velké bubliny

NK 0,0 emulgovana vrstva nebyla vytvofena
PK 60,0 kompaktni, homogenni, gelovitd, bile zbarvena

Pokud vylou¢ime vysledky supernatanti obsahujicich hydrolyzat kavové sedliny, byl
nejvyssi emulgaéni index stanoven u vzorkli obsahujicich melasu v koncentraci 100 g - I,
pficemz lepSi emulgaéni aktivitu vzhledem k charakteru vytvofené emulze vykazoval
supernatant s obsahem slunecnicového oleje. Malou emulgacni aktivitu vykazovaly také vzorky
obsahujici melasu v koncentraci 25 g - I't. Mira emulga¢ni aktivity vzorku s hydrolyzatem
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syrovatky byla velmi mala. Z téchto vysledki lze usuzovat, ze melasa je velmi vhodnym
substratem pro produkci sophorolipidu.

4.3.4.4  Solubilizace krystalického antracenu

Vysledky méfeni schopnosti vzorkl solubilizovat antracen znézornuje graf na obrazku 26.
Vzorky kmene SB2 opét vykazuji obecné mensi miru solubilizace antracenu nez vzorky
kmene SA, avSak supernatant obsahujici hydrolyzat syrovatky neni schopen antracen
solubilizovat téméf vibec v piipadé obou kment. Nejveétsi koncentrace antracenu byla
naméfena v supernatantech s obsahem melasy o koncentraci 100 g - I'* a indického oleje. Také
vzorky obsahujici 100 g - I'* melasy a sluneénicovy olej dosahovaly velmi dobrych vysledi.
I* melasy prokazaly zna¢nou miru solubilizace antracenu i pies
nizkou koncentraci hydrofilniho zdroje uhliku. Supernatant kmene SB2 s hydrolyzatem kavové

Supernatanty obsahujici 25 g -

sedliny byl schopen solubilizace antracenu, av§ak v mens$i mife nez pozitivni kontrola. Naopak
Vv ptipadé¢ kmene SA bylo dosazeno vyborného vysledku i u tohoto vzorku. Kmen SA tedy

pravdépodobné snaze metabolizuje sacharidy obsazené v hydrolyzéatu kavové sedliny nez kmen
SB2.
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Obrdzek 26. Namérené hodnoty absorbance: (SO) slunecnicovy olej; (10) indicky odpadni olej; (SH)
hydrolyzat syrovatky,; (KH) hydrolyzat kavové sedliny; (M 25) melasa 25 g - I™; (M 100) melasa 100 g

R

4.3.45  Méieni povrchového napéti metodou Du-Noiiy-Ring

Vysledky métfeni povrchového napéti supernatanti kmene SB2 jsou vyneseny do grafu na
obrazku 27. V piipadé médii obsahujicich hydrolyzat syrovatky a kavové sedliny bylo
povrchové napéti snizeno jen velmi malo a nedosdhlo pod hranici 40 mN - m™, Nejvice bylo
povrchové napéti oproti Cistému médiu sniZzeno v piipadé¢ kombinace melasy o koncentraci
25 g - I'* a sluneénicového oleje, ale vysledky viech vzork®l obsahujicich melasu jsou si velmi
podobné vyjma média se 100 g - It melasy a indickym olejem. V tomto médiu bylo povrchové
napéti snizeno méné. Povrchova napéti Cistych médii jsou vSak sama o sobé velmi nizka, je
tedy obtizné ze ziskanych vysledka vyvodit jednoznacné zaveéry.
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Obrazek 27: Namerené hodnoty povrchového napeti supernatantii kmene SB2: (SO) slunecnicovy olej;
(10) indicky odpadni olej; (SH) hydrolyzat syrovatky, (KH) hydrolyzat kavové sedliny; (M 25) melasa
259 - I*; (M 100) melasa 100 g - I**

Obrazek 28 zobrazuje vysledky méfeni povrchového napéti vzorkti kmene SA. Jeho
kultivace na rozdil od kmene SB2 snizila povrchové napéti v médiu s hydrolyzatem syrovatky
pod hodnotu 40 mN - m™. V piipadé média s hydrolyzitem syrovatky vsak bylo povrchové
napéti v supernatantu vys$i nez v Cistém médiu, coz bylo pravdépodobné zplisobeno
metabolizaci povrchové aktivnich latek, které byly obsazeny jiz v ¢istém médiu. Podobné¢ jako
u kmene SB2 bylo nejvétsiho snizeni povrchového napéti dosaZzeno v médiu obsahujicim
naméfeno ve vzorku s obsahem melasy o koncentraci 25 g - It a indickym olejem. Stejné jako

pro kmen SB2 i zde plati, Ze rozdily mezi jednotlivymi vysledky jsou velmi malé a neumoZznuji
jednoznacéné urceni nejlepsiho produkéniho média.
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Obrdazek 28: Namerené hodnoty povrchového napéti supernatantit kmene SA: (SO) slunecnicovy olej;

(10) indicky odpadni olej; (SH) hydrolyzat syrovatky,; (KH) hydrolyzat kavové sedliny; (M 25) melasa
25 g - I"; (M 100) melasa 100 g - I
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4.4 Kultivace vybranych kment v bioreaktoru

Pii kultivaci v bioreaktoru byl podrobnéji zkouman pouze kmen SA, a to v intervalech
24 hodin. Bylo tak u¢inéno z divodu, Ze pii pouziti supernatantti kmene SA bylo dosahovano
lepsi schopnosti solubilizace antracenu a emulga¢ni aktivity a vysSich vytézka pii extrakci
sophorolipidt. Bylo tedy pfedpokladano, ze rozdily mezi odebranymi vzorky budou vyraznéjsi.
U kmene SB2 byly testy provedeny pouze pro vzorek odebrany po ukonceni kultivace
Vv bioreaktoru.

Vzhledem k tomu, ze sophorolipidy jsou sekundarni metabolity, byl prvni vzorek odebran
az po dosazeni stacionarni faze ristu, tedy po 48 h.

4.4.1 Stanoveni koncentrace sophorolipidii extrakci ethylacetitem

V kazdém odebraném vzorku byla pomoci extrakce ethylacetditem stanovena koncentrace
sophorolipidti. Timto zplisobem byl zkouméan vliv doby kultivace v bioreaktoru na mnozstvi
vyprodukovanych sophorolipidd. Pro sniZzeni naro¢nosti experimentu na mnozstvi pottebného
vzorku byla extrakce provedena pouze s 40 ml odebraného kultiva¢niho média. Stanovené
hodnoty koncentraci jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16: Koncentrace sophorolipidii v jednotlivych vzorcich

kmen ¢as (h) cSL(g- 1M
48 7,9
72 32,5
96 31,7
SA 120 32,8
144 31,9
168 32,2
SB2 144 23,5

Ze stanovenych hodnot je patrné, ze vliv doby kultivace kmene SA na mnozstvi
vyprodukovanych sophorolipidi neni pfi pouZitém nastaveni experimentu vyrazny. Jak se dalo
pfedpokladat, nejmensi koncentrace byla namétena ve vzorku odebraném po 48 hodinach.
Maximalni koncentrace sophorolipidli bylo dosaZeno jiz po 72 hodinach kultivace. V dalSich
vzorcich je pak stanovend koncentrace sophorolipidi velmi podobna a da se piedpokladat, Ze
rozdily mezi hodnotami jsou pravdépodobné zplisobeny nepiesnosti pouzité metody. Pouzita
metoda poskytuje pouze orientacni vysledky vzhledem K obtizim pfi vymyvani zbytka oleje
a také z ditvodu pouziti relativné malého mnoZstvi vzorku.

Pti kultivaci kmene SB2 bylo dosazeno mensi vytéznosti nez v pripadé¢ kmene SA, avSak
koncentrace sophorolipidii v médiu stale dosahuje vysokych hodnot. U obou kmenid bylo
kultivaci v bioreaktoru dosazeno Vvé&tsi vytéZnosti sophorolipidd nez pii kultivaci
v Erlenmeyerovych bankach.
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442  Stanoveni emulgaéni aktivity

V tomto testu bylo nejvice patrné, Ze pii kultivaci kvasinek v bioreaktoru je produkovana smés
sophorolipidt V jiném sloZeni nez pfi kultivaci v Erlenmeyerovych banikach. Vysledky testu
jsou shrnuty v tabulce 17.

Tabulka 17: Emulgacni indexy jednotlivych vzorkii a popis emulgovanych vrstev

kmen ¢as (h) E24 (%) popis emulgované vrstvy
48 8,2 nehomogenni, nekompaktni, zna¢n¢ perforovana
72 32,7 nekompaktni, nehomogenni, perforovana

SA 96 31,0 nekompaktni, nehomogenni, patrné bubliny

120 30,9 nekompaktni, nehomogenni, patrné malé bublinky
144 30,6 nekompaktni, nehomogenni, patrné bubliny
168 31,4 nekompaktni, nehomogenni, patrné bublinky

SB2 144 0,0 emulgovana vrstva nebyla vytvoiena
NK 0,0 emulgovana vrstva nebyla vytvofena
PK 60,0 kompaktni, homogenni, gelovita, bile zbarvena

Kmen SB2 ani pfi kultivaci v bioreaktoru neprodukoval sophorolipidy, které by byly aktivni
V tvorbé emulzi. Kmen SA, ktery pti kultivaci v Erlenmeyerovych bankéach dosahoval vysledk
témef totoznych s pozitivni kontrolou, vSak pifi kultivaci v bioreaktoru produkoval
sophorolipidy s velmi odliSnymi vlastnostmi. Jiz po 48 hodinach kultivace byla zjisténa
emulgacni aktivita supernatantu a po 72 hodinach bylo dosazeno maximalniho emulga¢niho
indexu. Vytvofené emulze vSak byly pomérné nizké, nehomogenni a znacné perforované. Lepsi
emulgacéni aktivity nebylo dosazeno ani po delsi dob¢ kultivace. Tyto vysledky potvrzuji, ze
podminky kultivace maji zna¢ny vliv na vlastnosti vyprodukovanych sophorolipidi.

4.43  Solubilizace krystalického antracenu

Bylo pozorovano, zda mira solubilizace antracenu zavisi na dobé& kultivace v bioreaktoru.
Vysledky jsou zobrazeny v grafu na obrazku 29.
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Obrazek 29: Namérené hodnoty absorbance jednotlivych vzorki
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Vysledky dokazuji, ze doba kultivace ma vliv na schopnost supernatantu solubilizovat
antracen. Cim déle kultivace probihala, tim vy3§i miry solubilizace antracenu bylo dosaZeno.
Po 168 hodinach kultivace kmene SA byla naméfena tiikrat vétsi absorbance vzorku nez v ¢ase
48 hodin. Z vysledka je také patrné, ze kmen SB2 ma vyrazné nizsi schopnost solubilizace
antracenu nez kmen SA 1 pii kultivaci v bioreaktoru. Po 144 hodinach kultivace kmene SB2

byla naméfena téméf stejnd koncentrace solubilizovaného antracenu jako po kultivaci kmene
SA trvajici pouhych 48 hodin.

4.4.4  Méfeni povrchového napéti metodou Du-Noiiy-Ring

Me¢fteni povrchového napéti bylo provedeno pouze u vzorkd odebranych po ukonceni kultivace
Vv bioreaktoru. Bylo tak uc¢inéno z diivodu vétsi narocnosti méfeni na mnozstvi vzorku. Pokud
by mélo byt odebrdno dostatecné mnozstvi vzorku kazdych 24 h, doSlo by postupné
k vyznamnému sniZeni objemu média v bioreaktoru, coz by mohlo mit vliv na cely experiment.
Nameétené hodnoty jsou vyneseny do grafu na obrazku 30.
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Obrdazek 30: Namérené hodnoty povrchového napéti supernatantii jednotlivych kmenii

Kultivaci kmene SA v bioreaktoru bylo sniZzeno povrchové napéti média mirné€ pod hranici
40 mN - m?, coz je lepsi vysledek, nez jakého bylo dosazeno kultivaci ve stejném médiu
V Erlenmeyerovych bankach. Je tedy mozné ptedpoklddat, ze doSlo k produkci vétSiho
mnozstvi sophorolipidi nebo alespon k produkci smési s jinym slozenim jednotlivych forem
sophorolipidi.

Mnohem lepsiho vysledku vSak bylo dosazeno kultivaci kmene SB2, kde bylo povrchové
napéti snizeno vyrazné pod hranici 40 mN - m™ a dokonce i pod hodnotu namétenou pro

pozitivni kontrolu. I zde je tedy mozné se domnivat, Ze doSlo k vyssi produkci sophorolipida
neZ pii kultivaci v bankach.
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5 ZAVER

Cilem prace bylo prozkoumat schopnost produkce sophorolipidli u vybranych mikroorganismil
a na zakladé provedenych testti posoudit jak produkcni potencial jednotlivych kmend, tak vliv
slozeni produkéniho média na kvalitu a kvantitu vyprodukovanych sophorolipida.

V prvni ¢asti experimentalni prace bylo kultivovano Sest kment kvasinek rodu Starmerella
a byl testovan jejich produkéni potencial. Schopnost produkce sophorolipidii jednotlivymi
kmeny byla vyhodnocena na zakladé vysledkl testovani emulga¢ni aktivity, schopnosti
solubilizovat krystalicky antracen, méfeni povrchového napéti metodou Du-Noiiy-Ring
a stanoveni koncentrace sophorolipidi pomoci extrakce ethylacetatem. Posledni jmenovanou
metodu bylo nutno nejprve optimalizovat a az poté ji bylo mozné zahrnout do pouzitych testi.
Cistota vyextrahovanych sophorolipidii byla analyzovana pomoci infradervené spektroskopie
s Fourierovou transformaci.

Nejveétsi produkéni potencial vykazal kmen Starmerella bombicola CBS 6009 a Starmerella
anomalae CBS 14178. Oba kmeny produkovaly velké mnozstvi sophorolipidii a dosahly
vybornych vysledkil pii testovani vlastnosti vyprodukovanych biosurfaktanti. Sophorolipidy
vyprodukované kmenem Starmerella bombicola CBS 6009 vyrazné snizovaly povrchové
napéti kultivaéniho média a vyznamné napomahaly solubilizaci krystalického antracenu,
nevykazovaly vSak zadnou emulgacni aktivitu. Sophorolipidy produkované kmenem
Starmerella anomalae CBS 14178 naopak vykazovaly vybornou emulgacni aktivitu
a schopnost solubilizace antracenu, avSak povrchové napéti média snizovaly jen velmi malo.
Je tedy ziejmé, ze kazdy kmen produkoval smés sophorolipidl s odliSnym pomérem
laktonickych a acidickych forem a Sriznou mirou acetylace. Na zdkladé porovnani
infraervenych spekter vzorkd se spektry standardi je mozné fici, ze kmen Starmerella
bombicola produkoval spise laktonickou formu a kmen Starmerella anomalae spise acidickou
formu sophorolipidu.

Druha ¢ast experimentalni prace byla vénovana kultivaci dvou vybranych kment s nejlepSim
produkénim potencidlem v médiich s riznym slozenim, kdy byl pozorovan vliv jednotlivych
slozek médii na miru produkce sophorolipidi. V produkénim médiu byl obménovan jak
hydrofilni, tak hydrofobni zdroj uhliku a testovany byly také rGzné odpadni materidly. Pti
pouziti odpadnich substratii vSak bylo zjiSténo, Ze nékteré pravdépodobné samy obsahuji
povrchové aktivni latky, a proto jsou nevhodné pro testovani mikrobidlni produkce
biosurfaktanti. Bylo zji$téno, Ze povaha uhlikovych zdroji méa vyznamny vliv na kvalitu
produkovanych biosurfaktantii. NejlepSich celkovych vysledkli bylo dosazeno pii pouZiti
zékladniho produkéniho média obsahujiciho glukézu a slunecnicovy olej. Vybornych
celkovych vysledkli vSak bylo dosazeno také pii pouziti odpadnich substratti, konkrétné melasy
jako hydrofilniho zdroje uhliku a odpadniho oleje piivodem z Indie jako hydrofobniho zdroje
uhliku. Je vSak obtizné posoudit, do jaké miry jsou dobré vysledky zplsobeny latkami
obsazenymi v samotnych odpadnich substratech.

Testovana byla také kultivace vybranych kment v bioreaktoru s pouzitim zakladniho
produkéniho média. Diky témto experimentiim bylo mozné prozkoumat, jaky vliv na produkci
sophorolipidli maji kontrolované podminky a dlouhotrvajici kultivace. Pfi kultivaci kment
Vv bioreaktoru bylo dosazeno vys$si koncentrace sophorolipidi. Maximalni koncentrace
sophorolipidii bylo dosazeno jiz po 72 hodinach kultivace. Sophorolipidy vyprodukované
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v bioreaktoru ve vétsiné piipadu dosahovaly lepSich vysledkd v provedenych testech nez
sophorolipidy produkované v Erlenmeyerovych bankach.

U kmene Starmerella anomalae nebyla nikdy difive produkce biosurfaktantii testovana.
Z dostupnych vysledkt Ize usoudit, ze je to velmi zajimavy producent sophorolipidd, ktery
v mnoha ohledech dosahuje lepSich vysledkl nez standardné pouzivany kmen Starmerella
bombicola. Kmen Starmerella anomalae se zda byt ristové dynamictéjsi a produkuje vétsi
mnozstvi sophorolipidi, které maji vynikajici emulgacni aktivitu a jsou velmi dobie schopny
napomahat solubilizaci antracenu.

V navazujicich experimentech by bylo vhodné zkoumat dalsi alternativy zdroji uhliku pfi
kultivaci, a to zejména v oblasti hydrofobnich latek. Napftiklad by bylo mozné testovat produkci
sophorolipidi v médiich obsahujicich rizné tuky zivoc¢isného pivodu. Zkouméni by mohl byt
podroben také vliv koncentrace hydrofobniho uhlikového zdroje na miru produkce
sophorolipidi. Déle by bylo piinosné provést experimenty kultivace kvasinek v bioreaktorech
V jiném rezimu nez vsadkovém, ktery byl zkoumén v této praci. Za rezim s velkym potencidlem
povazuji fed-batch systém, ve kterém by byly do bioreaktoru po dosazeni stacionarni faze
ptidavany oba typy zdrojt uhliku, ¢imz by mohlo byt dosazeno lepsi vytéznosti procesu. Dal§im
pfedmétem zkouméni by mohl byt vliv jednotlivych parametri kultivace na slozeni smési
vyprodukovanych sophorolipidu.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CMC
GRAS
sp.
HIV
HSV
POEA
PAH
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napf.
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he
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FT-IR
ATR
SL
SB1
SB2
SA
SJ
SC
SR
UMy
GPY
PK
NK

SO
KO

SvO
FO
CO
KH
SH
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kriticka micelarni koncentrace (Critical Micelle Concentration)
vSeobecné povazovany za bezpecny (Generally Recognized As Safe)
species

virus lidské imunitni nedostatecnosti (Human Immunodeficiency Virus)
herpes simplex virus

polyethoxylovany tallowamin

polycyklické aromatické uhlovodiky

pro analyzu

napiiklad

a podobn¢

emulgacni index

vyska emulzni vrstvy

celkova vyska kapaliny

opticka denzita

infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
zeslabeny uplny odraz

sophorolipid

Starmerella bombicola DSM 27465

Starmerella bombicola CBS 6009

Starmerella anomalae CBS 14178

Starmerella jiningensis CBS 11864

Starmerella caucasica CBS 12650

Starmerela roubikii CBS 15148

univerzalni médium pro kvasinky (Universal Medium for Yeast)
médium Glucose-Peptone-Yeast Extract

pozitivni kontrola

negativni kontrola

koncentrace

slune¢nicovy ole;j

kavovy olej

indicky odpadni ole;j

Svédsky odpadni olej

fritovaci odpadni olej

¢insky odpadni olej

hydrolyzat kavové sedliny

hydrolyzat syrovatky

melasa
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Obrazek 31: Kalibracni kifivka pro stanoveni koncentrace redukujicich sacharidii pomoci kyseliny
3,5-dinitrosalicylové
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