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ABSTRAKT

Lipasy jsou hydrolytické enzymy produkované fadou mikroorganismu. Tato prace popisuje
nejen samotné mikroorganismy, které lipasy produkuji, ale také rtizné mozZnosti
primyslového vyuziti lipas. Lipasy nachazeji Siroké uplatnéni v reakcich, ve kterych je nutné
kombinace lipofilniho substratu s hydrofilnim — pfi syntézach mastnych esterti kyseliny
askorbové nebo esterit cukru, pfi syntézach lipoaminokyselin nebo pii lypolyze derivati
fenolu. Vyznam mayji také vzhledem k ochrané zivotniho prostiedi, napft. pii ¢isténi odpadnich
vod. V této praci byla lipolyticka aktivita testovana na péti riiznych komerénich preparatech
obsahujicich mikroorganismy s lipolytickou aktivitou. Na stanoveni lipolitické aktivity
existuje fada riznych metod. Piikladem miize byt spektrofotometrické stanoveni lipolytické
aktivity, pfi kterém se vyuziva schopnosti lipas §tépit p-nitrofenyllaurat na barevny produkt
p-nitrofenol. Pficemz p-nitrofenol je detekovan spektrofotometricky.

ABSTRACT

Lipases are hydrolytic enzymes that are produced by many types of microorganisms. This
thesis describes not only the microorganisms which produce lipases but also different
possibilities for the industrial utilization of lipases. Lipases are widely used in reactions where
the combination of a lipophilic substrate with a hydrophilic one is necessary — in the synthesis
of ascorbic acid fatty esters, sugar esters, lipoaminoacids and in the lipophilization
of phenolic derivatives. Lipases are also important in relation to environmental protection.
For example, they are used for the purification of waste water. In this thesis, five different
preparations containing microorganisms with lipolytic activity were tested for lipolytic
activity. There are many ways of determining lipolytic activity. The spectrophotometric
determination of lipolytic activity that uses the ability of lipases to divide p-nitrophenyllaurate
to p-nitrophenol may serve as an example. After this p-nitophenol is detected
spectrophotometricaly.

KLICOVA SLOVA
lipasy, lipolytické reakce, bakterie, houby, technologické vyuziti lipas
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1 UVOD

Rada druhi bakterii, kvasinek a plisni produkuje enzymy, které jsou schopné katalyzovat
hydrolyzu triacylglyceroltl na glycerol a mastné kyseliny, ale také katalyzovat reverzni reakce
a esterifikace. Tyto enzymy se oznacuji jako lipasy.

Zajem o lipasy v poslednich letech stale roste predevsim kvuli lepsim vlastnostem, nez
maji klasické chemické katalyzatory, a také kvili jejich Sirokym mozZnostem pouziti. Lipasy
se ucastni fady biokatalytickych reakci pfirodnich i nepfirodnich substratd, pouzivaji se pfi
syntézadch tfady chemickych latek, oteviraji nové moznosti reakcim, pii kterych je nutné
kombinovat hydrofilni a hydrofobni molekuly. Maji vyznam také pii degradaci lipida
obsazenych v odpadni vod€. Vyuzivaji se v odlucovacich tuki, kde Stépi tuky obsazené
v odpadni vod¢ pied tim, nez se dostanou do kanalizace a nasledné i do zivotniho prostiedi.

Nové moznosti vyuziti predstavuji lipasy produkované psychrofilnimi a termofilnimi
mikroorganismy. Diky své stabilité pii nizkych nebo naopak vysokych teplotich nachazeji
uplatnéni v riiznych biotechnologickych aplikacich.



2 ENZYMY - LIPOLYTICKE ENZYMY

2.1 Charakteristika enzymii

Enzymy jsou bilkovinné makromolekuly s katalytickou funkci, nachazejici se ve vSech
zivych systémech. Katalytickou funkci miize vykonavat bud’ jednoduchd, nebo castéji slozena
molekula. Nebilkovinna ¢ast enzyml povahy slozenych bilkovin se oznacuje jako kofaktor.
Je-1i kofaktor pevné véazan na bilkovinnou slozku enzymu a povazuje se tedy za stabilni
soucast molekuly, oznaCuje se jako prosteticka skupina. Jindy je kofaktor s bilkovinnou
slozkou vazan jen slabé a muze se od ni lehce oddélit, takovy kofaktor se oznacuje jako
koenzym [1].

Enzymy vykazuji znacnou specifitu jak co do typu katalyzované reakce (reakéni specifita),
tak co do struktury preménovanych substratl (substratova specifita) [1].

Enzymova reakce probiha v relativné malé oblasti enzymové molekuly, ktera se oznacuje
jako aktivni centrum. Aktivni centrum obsahuje urcité, piesné rozmisténé funkéni skupiny.
Tyto funkéni skupiny jsou soucasti postrannich fetézcli aminokyselinovych zbytkd, které
byvaji v polypetidovém fetézci vestavény na rliznych mistech. Jeho svinutim do prostorové
struktury se vSak dostavaji do bezprostiedni blizkosti [1].

Enzymové katalyzované reakce probihaji riznou rychlosti. Rychlost enzymové
katalyzované reakce je zdvisld na koncentraci substratu, mnozstvi enzymu, fyzikalné
chemickych vlastnostech prosttedi a ptitomnosti efektori [1].

Z fyzikalné chemickych vlastnosti prostiedi ovliviiuji rychlost reakce predevsim teplota
a pH. S ristem teploty roste i rychlost enzymové katalyzované reakce. Soucasné vSak také
dochdzi k inaktivaci enzymu v disledku denaturace jeho bilkovinné casti a ptipadné
1 odStépeni kofaktoru. Dochdzi tak ke vzniku teplotniho optima, pfi kterém je enzymova
reakce nejrychlejsi. Katalytickd aktivita enzymu je také zavisld na pH prostiedi. VéEtSina
enzymi pracuje nejucinnéji jen v urCité oblasti pH. pH, pfi kterém je aktivita enzymu
nejvetsi, se oznacuje jako pH optimum. Katalytickou ui¢innost enzymu také vyrazné ovliviuje
fada latek — efektori. Zvysuji-li tyto latky aktivitu enzymu, mluvime o aktivatorech (ionty
nékterych kovi, organické latky), snizuji-li u€inek enzymu, oznacuji se jako inhibitory (ionty
tézkych kovii, organické i anorganické latky nizkomolekulové povahy) [1].

Enzymy se rozdéluji do Sesti hlavnich tfid podle typu katalyzované reakce —
oxidoreduktasy, transferasy, hydrolasy, lyasy, isomerasy a ligasy [1].

2.2 Lipidy

Lipidy, estery vysSich mastnych kyselin a alkohold nebo jejich derivatt, jsou dilezitou
soucasti bunék a dilezitou skupinou latek nerozpustnych ve vodég, ale dobtfe rozpustnych
v polarnich rozpoustédlech. Patii k vyznamnym slozkam potravin a ve vyzivé ¢loveka tvori
jednu z hlavnich zivin nezbytnych pro zdravi a vyvoj organismu [1, 2].

Zakladni soucasti molekul lipidd jsou alifatické monokarboxylové kyseliny s dlouhym,
az na vyjimky nevétvenym fetézcem, tvofenym 4 az 26 atomy uhliku — mastné kyseliny.
Molekuly ptirodnich mastnych kyselin jsou tvofeny vétSinou sudym poctem atomu uhliku.
Mohou byt nasycené nebo nenasycené, které prevladaji [1].

Nékteré mastné kyseliny, jako napt. olejova nebo palmitova, jsou bézné v lipidech vsech
pfirodnich materiald. Jiné mastné kyseliny jsou specifické pro mikroorganismy, rostliny nebo
zivocCichy a jen pro urcité rody, ¢eledi nebo fady. Maji proto vyznam v taxonomii [2].



2.2.1 B-oxidace mastnych kyselin

Mastné kyseliny se nejCastéji odbouravaji mechanismem zvanym B-oxidace, kdy se
z molekuly postupné odstépuje acetyl-CoA a fetézec se zkrati o dva atomy uhliku [2].

Prvnim krokem odbourdni tukii je jejich hydrolytické Stépeni, pfi kterém se prerusuji
esterové vazby a uvoliuje se glycerol a mastné kyseliny. Hydrolyzu katalyzuji
karboxylesterasy — lipasy. Lipasy jsou specifické pro pfislusny organismus nebo jeho ¢ast,
takZe sloZeni triacylglyceroli je jimi ovlivnéno. [1, 2]

Uvolnéné mastné kyseliny se pouzivaji bud’ na resyntézu lipidii, nebo se odbouravaji.
Hlavni energeticky nejvyhodnéjsi cestou je u zivoCichii, rostlin i1 mikroorganismu
B-oxidace [1].

B-oxidace je cyklicky pochod, ktery postupné zkracuje fetézec mastné kyseliny vzdy o dva
atomy uhliku. Odbouravani se tedy déje po spirale nazyvané podle svého objevitele Lynenova
spirala. Proces B-oxidace se opakuje tak dlouho, dokud se celd mastna kyselina nerozlozi
na acetylové zbytky vazané na CoA. Vznikajici acetyl-CoA muze byt dale oxidovan
v citratovém cyklu nebo miiZe vstoupit do biosyntetickych déja [1].

Mechanismus B-oxidace lze rozdélit na t¥i faze [1]:

1. Aktivace mastné kyseliny [1]:

Prevedenim mastné kyseliny na makroergické thioestery se zvysi reaktivita mastnych
kyselin. Tuto aktivaci provadi lipasa - acetyl-CoA-synthetasa za sou¢innosti CoA a ATP [1].

Mastna kyselina + HSCoA + ATP — acyl-CoA + AMP + Ppi [3]

V eukaryotickych bunikach probihd p-oxidace v matrix mitochondrii. Volné mastné
kyseliny vSak neprochazeji mitochondridlni membranou. Proto jejich aktivace probihé
v cytosolu na vngjs$i strané mitochondridlni membrany. Aktivovand mastna kyselina je
do mitochondrie pfenesena po vazb& na derivat maselné kyseliny karnitin. Nejprve dojde
k vazb¢ acyl-CoA na karnitin za uvolnéni CoA do cytosolu. Acylkarnitin je transportovan
do mitochondridlni matrix a acyl je pfenesen na CoA z mitochondrialni rezervy. Karnitin se
poté vraci do cytosolu a acyl-CoA vstupuje do Lynenovy spiraly [1, 3].

2. Vlastni B-oxidace [1]:

Pii vlastni B-oxidaci dochédzi ke ttem po sob€ nasledujicim reakcim, které se opakuji
v kazdé obratce spiraly: dehydrogenaci, hydrataci, dehydrogenaci [1].

Pii prvni dehydrogenaci, probihajici za G¢asti acyl-CoA-dehydrogenasy, dochazi ke vzniku
dvojné vazby mezi C, a Cg. Nasledné dochézi k adici molekuly vody na vytvofenou dvojnou
vazbu za tvorby B-hydroxyacyl-CoA. Reakce je katalyzovana enoyl-CoA-hydratasou.
Ve tietim kroku, katalyzovaném 3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasou, vznika
B-oxoacyl-CoA [1].

3. Thiolysa:

Vznikly B-oxoacyl-CoA je jako thioester velmi labilni a miize se thiolyticky §tépit, pficemz
mezi C, a Cg plivodni mastné kyseliny vstoupi nova molekula CoA a zfetézce se uvolni
dvouuhlikatd jednotka jako acetyl-CoA. Tento krok je katalyzovany [-oxoacyl-CoA-
thiolasou [1, 3].

B-oxidace je pro bunku velmi vyznamny proces, umoznujici ziskat mnoho molekul ATP.
Postupné odstépované molekuly acetyl-CoA mohou ihned vstoupit do citratového cyklu.



Pfi jednom probéhnuti cyklu B-oxidace se také ziskdva jedna molekula FADH, a jedna
molekula NADH, jejichz reoxidaci v dychacim fetézci l1ze ziskat 5 molekul ATP. Dalsich 12
molekul ATP se vytvofi pti aerobnim odbouravani odstépené molekuly acetyl-CoA [1].

Méné€ béznd je tzv a-oxidace, kdy se odstépuje karboxyl a fetézec se zkrati o jeden atom
uhliku, pficemz vznikaji mastné kyseliny s lichym poctem atomii uhliku. Popsana byla také
w-oxidace, kdy se nejprve oxiduje methylova skupina na konci fetézce a tvoifi se
dikarboxylové kyseliny [2].
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Obr. 1 Prubeh p-oxidace [4]

2.3 Lipolytické enzymy

Lipolytické enzymy jsou karboxylesterasy, které hydrolyzuji acylglyceroly na mastné
kyseliny a glycerol. Lipolytické enzymy, které hydrolyzuji acylglyceroly s uhlikatym
fetézcem mastnych kyselin krats§im nez 10 C, jsou povazovany za esterasy nebo karboxylasy.
Enzymy, které hydrolyzuji acylglyceroly obsahujici fetézce mastnych kyselin s poctem uhlikii
vétsim nez 10, jsou oznacovany jako lipasy nebo také jako triacylglycerol acylhydrolasy.
Esterasy jsou aktivni ve vodnych roztocich, zatimco ,,pravé® lipasy jsou aktivnéjsi spiSe
na rozhrani voda-lipid nez ve vodné fazi [5].

Lipasy jsou serinové hydrolasy, obsahujici shodnou sekvenci G-X;-S-X;-G jako
katalytickou ¢ast, kde G = glycin, S = serin, X1 = histidin a X2 = glutamova nebo asparatova
kyselina [6].
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Lipolytické enzymy jsou déleny do tFi skupin [5]:

Prvni skupina je nespecificka. Lipolytické enzymy této skupiny uvoliiuji mastné kyseliny
ze vSech tii pozic acylglycerolu a kompletn¢ hydrolyzuji triacylglyceroly na mastné kyseliny
a glycerol [5].

Druhd skupina lipolytickych enzymii je 1,3-specifickd. Uvoliluje mastné kyseliny
z vnéjSich pozic triacylglycerolu a dava vznik 1,2-diacylglycerolim, 2,3-diacylglycerolim
a 2-monoacylglycerolim za uvolnéni mastnych kyselin. Dlouhd inkubace triacylglycerolu
s 1,3-specifickymi lipasami vede vétSinou k uplné hydrolyze triacylglyceroli na mastné
kyseliny a glycerol [5].

Treti skupina zahrnuje lipolytické enzymy, které preferuji urcité mastné kyseliny.
Jde napftiklad o lipasu B izolovanou z kvasinkovité houby Geotrichum candidum. Tyto lipasy
se vSak nevyskytuji u bakterii [5].

2.3.1 Mikrobialni lipasy

Vétsina bakteridlnich lipas patii mezi extraceluldrni enzymy. VétSina mikroorganismi muize
produkovat vice nez jeden typ extracelularnich lipas, které hydrolyzuji rizné dlouhé fetézce
mastnych kyselin [5].

Enzymy produkované mikroorganismy jsou vyuzivany castéji, nez enzymy ziskavané
zrostlin nebo zivoCichl, predevSim kvili vétsi katalytické aktivité, vétSim vytézkim,
jednoduché genetické manipulaci, pravidelnému zasobeni bez sezénniho kolisani a rychlému
rustu mikroorganismii na levném médiu. Mikrobidlni enzymy jsou také stalejSi nez jim

Produkei lipas ovliviiuje celd fada vnéjSich faktorti, zejména teplota, pH prostiedi, zdroje
dusiku a tuki, koncentrace anorganickych soli a dostupnost kysliku [5].

Lipolytické enzymy pfitahuji v dneSni dobé zna¢nou pozornost kvili svému
biotechnologickému potencialu. Piedstavuji nejvyznamnéjsi skupinu biokatalyzatori pro
biotechnologické aplikace, které je uspeSné vyuzivaji pfi syntézach biopolymert, pii produkci
agrochemikalii a aromatickych slou¢enin. Mikroorganismy spolu s lipasami, které¢ produkuji,
mohou byt soucdsti detergentd, dale mohou byt vyuzity v syrafstvi nebo pii vyrobé
potravinovych dopliki [7].

Stanoveni lipolytické aktivity u nékterych bakterii je dilezity diagnosticky test.
Kvantitativni stanoveni aktivity lipas je mozné provadét titrimetricky, fotometricky nebo
fluorescenénimi metodami, napt. s vyuzitim 4-metyl-umbelliferon heptanodtu. Fotometrické
stanoveni je zalozeno na uvolnéni chromogenni slozky substratu, napt. 4-nitrofenylpalmitatu,
po pusobeni enzymu. Zikladem titrimetrického dikazu lipolytické aktivity je ptesné
stanoveni mnozstvi uvolnénych mastnych kyselin. Jako substrat je obvykle pouzivan olivovy
olej nebo jiné prirozené tuky. Dllezitym faktorem ovliviiujicim piesnost stanoveni je pfiprava
dokonale emulgovaného a stabilniho substratu [5].

I nekteré druhy kvasinek a plisni jsou schopné produkovat lipasy. Produkce lipas se
dokazuje podle stépeni tuku. K tomuto ucelu se vyuziva hovézi tuk, ktery se rozlije do Petriho
misek a necha se v ledni¢ce ztuhnout. Potom se opatrné prevrstvi Gorodkowej agarem P6, do
kterého se vmicha 0,1 % vysterilizované kiidy. Natérem v pfimé linii se o¢kuji na povrch dva
az tfi kmeny. V mistech, kde se tuk $tépi, se ptida mlécné zakaluje. Kvasinky pfitom Sté€pi
zejména fetézce mastnych kyselin, a proto tento test koreluje i s vyuzivanim uhlovodikd,
voski apod. [22].
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2.3.2 Zivotisné lipasy

Nejdulezitéjsi soucasti tukd pfijimané v potravé jsou triacylglyceroly. Traveni
a vstiebavani hydrofilnich sloucenin (proteiny, sacharidy) je ve vodném prostiedi organismu
pomérn¢ jednoduché, traveni a vstfebavani lipofilnich slozek je vSak procesem velmi
komplikovanym [8].

Zivogisné lipasy $tépi lipidy obsazené v pfijimané potravé na absorbovatelnou formu.
Vétsina télnich lipas je vyrdbéna pankreatem, nekteré jsou vSak obsazené i ve slinach [10].

Traveni lipidd tedy zadind jiz v Gstni dutin¢, kde lipasy obsazené ve slinach zacinaji
katalyzovat hydrolyzu tukii. V ustech se tuky caste¢né¢ emulguji, aby mohla snadnéji
prob&hnout dalsi faze traveni [9].

Plsobenim pankreatické lipasy ve dvanactniku se nejprve odstépi mastna kyselina vazana
na krajni skupiné glycerolového zbytku a vznikne smés 1,2— a 2,3—diacylglycerolti. Ty se
Stépi dale tak, Ze se opét oddéli jedna krajni skupina, a vznikaji monoacylglyceroly. Pii obou
reakcich se uvolni mastné kyseliny. V la¢niku jsou pfitomny intestinalni lipasy, kterymi se
odstépuje zmalé casti monoacylglycerolli posledni vazand mastnd kyselina, a vznika
molekula glycerolu [8].

)k Z/OY Lipaza )-\ H'zC/ \E/ Lipaza A EHZDH
Q-lng:-rH' DI'"O'IH ﬂ""C"H
iy 0/1 TN TR TN

CH;OH

Triacylglycerol ;“)\ Dlacylglyceral _.-A\{ Meonaacylglyceral
1

il R_—. 0

Obr.2 Hydrolytické stépeni triacylglycerolu pankreatickymi lipasami [11]
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3 MIKROORGANISMY VYKAZUJICi LIPOLYTICKOU AKTIVITU

3.1 Bakterie

Bakterie jsou prokaryotické organismy, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi od 1 um do
5 um délky a od 0,2 um do 1 um Sifky. Bunky bakterii se rozmnozuji pficnym délenim,
pucenim, pomoci konidii a hormogonii. Po rozdéleni mohou bunky zistavat ve shlucich
a tvofit charakteristickd seskupeni. Nékteré bakterie mohou tvofit termorezistentni spory,
tzv. endospory (spory uvniti bunék), mikrocyty (klidové buniky obalené rezistentnim obalem),
nebo konidie odSkrcované z vlaken [12].

Tvarové nejsou bakterie pfili§ rozmanité, rozeznavaji se bakterie kulovité tzv. koky
a bakterie tyCinkovité. Kulovité bakterie se mohou vyskytovat samostatné nebo jako
diplokoky, tetrady, streptokoky, stafylokoky a sarciny. TycCinkovité bakterie mohou byt
valcovité rovné (bakterium, bacillus), rohlickovit¢ zahnuté (vibrio), spirdlové stocené
a neohebné (spirillum) nebo spirdlovité s mnoha zavity a ohebné (spirochéta) [12].

3.1.1 Stavba bakterialni burnky

Prokaryoticka burika je charakteristicka svou jednoduchou stavbou. VSechny bakterie maji
v cytoplazmé pfitomny jaderny material a ribozomy a od okoli jsou oddéleny
cytoplazmatickou membranou a bunécnou sténou [12].

Jaderny material je tvofeny jedinou dvoufetézcovou kruznicovou molekulou DNA, ktera
neni od okoli oddélena membranou. V bakteridlni buiice mohou byt dale pfitomny plazmidy,
které nesou doplitkovou genetickou informaci [12].

Prostor bakteridlni buiiky zcela zapliuje cytoplazma. Cytoplazma je koloidni roztok
obsahujici enzymy, meziprodukty metabolismu, rezervni latky a nékteré ionty. Kromé& téchto
slozek mize obsahovat i barviva, nejcastéji karotenoidni nebo melanoidniho typu [12, 13].

V riznych poctech se v bakteridlni buiice vyskytuji ribozomy se sedimentacnim
koeficientem 70S. Ribozom je tvofen dvémi podjednotkami, malou podjednotkou 30S
a velkou podjednotkou 50S. Podjednotky jsou tvotené z molekuly RNA a bilkovin. Ribozomy
se podileji na ptekladu bilkovin [12].

Osmotické rozhrani mezi buikou a wvnéjSim prosttedim tvofi jemnd a tenka
cytoplazmatickhi membrana slozena z fosfolipidi a proteini. Hlavnim ukolem
cytoplazmatické membrany je selektivni transport ionti a molekul prostfednictvim
membranovych proteinti. Dale je cytoplazmatickd membrana sidlem dychacich enzymd,
systému oxidacni fosforylace, enzyml syntézy a hydrolyzy fosfolipidi a konecné faze
syntézy slozek bunécné stény a pouzdrovych obali [12, 14].

Vysledny tvar bakteriim dava bunécna sténa, kterd je pevna a neohebna diky pfitomnosti
peptidoglykanti a chrani buiiku pied mechanickymi vlivy a pted ucinkem osmotického tlaku.
Piisobenim enzymu lysozymu se peptidoglykany rozkladaji, a v izotonickém prostfedi tak
vzniké protoplast [12, 14].

Dalsi slozky bunééné stény jsou rozdilné u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.
Hlavni slozkou bunécné stény u grampozitivnich bakterii je silnd peptidoglykanova vrstva
a kyselina teichoova. Kromé kyseliny teichoové jsou na peptidoglykany vazany jeste
polysacharidy, slozené predevsim =z glukosy, galaktosy a mannosy. SloZeni téchto
polysacharidli je specifické pro jednotlivé skupiny bakterii a je zodpovédné za
imunochemické reakce. Sténa gramnegativnich bakterii se sklada ztenké vrstvy
peptidoglykanti bez teichoové kyseliny a z tzv. vnéjsi membrany, jez obsahuje fosfolipidy,
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strukturni a enzymové proteiny, lipoproteidy a lipopolysacharidy. Ve fosfolipidové vrstné
jsou hydrofilni tunely tvotené triméry bilkovin, zvané poriny [14].

Na vngj$im obvodu nékterych bakteridlnich bunék miize byt pfitomna slizova vrstva,
pouzdro, kapsle, kterd je v bezprostifednim styku s vnéjsim okolim. Pouzdra mohou byt
polysacharidovad nebo polypeptidova. Pouzdro chrani bakterie proti vyschnuti a ma vyznam
pfi pfijmu potravy [12].

Na povrchu bakteridlni buitky mohou byt dale ptfitomny fimbrie a bi¢iky. Fimbrie jsou
kratkd, rovnd, jemna a kiehka vlakna, ktera tréi z povrchu bakterie, a bakterie ma diky nim
schopnost adhezovat na rizné povrchy. Bi¢iky jsou cytoplazmatické vlaknité dlouhé vybezky,
diky kterym je bakterie schopna samostatné¢ho prostorového pohybu [12].

Obr. 3 Prokaryoticka bunka [15]
1 — pouzdro, 2 — buné¢na sténa, 3 — cytoplazmatickd membrana, 4 — jaderny material,
5 —ribozomy, 6 — fimbrie, 7 — bicik

3.1.2 Bakterie s lipolytickou aktivitou
3.1.2.1 Rod Pseudomonas

Rige: Eubacteria

Ttida: Gammaproteobacteria

Rod: Pseudomonas

Rod Pseudomonas je zastoupeny gramnegativnimi tyCinkovitymi bakteriemi, které se
pohybuji pomoci monotrichalnich nebo lofotrichdlnich bicikli. Patfi mezi chemoorganotrofni
nefermentujici striktni aeroby, za nepfitomnosti kysliku velmi rychle hynou. Nevytvéafeji
spory ani klidova stadia. Vyskytuji se v fi¢ni a moiské vodé, v pid€, na povrchu rostlin
a v potravinach [12].

Jako zdroje uhliku a energie vyuzivaji nejriznéjS$i organické slouceniny. Nutri¢ni
prizptisobivost pseudomonad je ddna pritomnosti fady induktivnich operond, které jsou
v piipad¢ potieby piepisovany, a tak zajiStuji bufice ptfitomnost Sirokého spektra casto
neobvyklych enzymi. Siroké enzymové vybaveni zpUsobilo, Ze se nékteré druhy tohoto rodu
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pouzivaji pro pramyslové oxidace riznych organickych slou¢eniny. Rada druhti tvoii
fenazinova barviva zlutych, zelenych, modrych nebo cervenych odstinti, kterd uvoliuji
do rastového prostredi, a tim zpisobuji nezddouci zbarveni potravin. Nékteré druhy uvoliuji
do prostiedi fluoreskujici zlutozelené barvivo. Urcité druhy vyvolavaji v potravinach cizi
viné nebo pachy (ovocné, rybi) nebo pachuti (mydlovou, hotkou). Vyznamnou vlastnosti je
vyrazna proteolytickd a lipolyticka aktivita (P. flurescens, P. aeruginosa, P. cepacia,
P. putina, P. fragi) [14, 12,16].

Pseudomonady jsou vétSinou psychrofilni povahy, takze jejich nezadouci Ccinnost
v potravinach probiha 1 pfi nizkych skladovacich teplotach (4°C). Nékteré druhy vyvolavaji
onemocnéni u Clovéka (zanét stfedniho ucha nebo prijmy u novorozenctl), zvifat i rostlin
(P. aeruginosa), n¢které druhy jsou patogenni jen pro rostliny [14, 12, 16].

Na purifikaci a popis lipas produkovanych Pseudomas spp. je zaméfena fada vyzkumd.
Byla sledovana produkce exo- a endolipas produkovanych P. fragi CRDA 037 pfi ristu
na syrovatce. Srazenim siranem amonnym byly ziskdny casteCné purifikované lipasové
extrakty [6].

Obr. 4 Pseudomonas fluorescens [17]
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3.1.2.2 Rod Streptomyces
Rise: Eubacteria
Ttida: Actinobacteria
Rod: Streptomyces

Rod Streptomyces tvoti bohat¢ vétvena dlouha vldkna a kulaté az dlouze elipsoidni spory
v rovnych fetizcich na koncich hyf. Zastupci rodu Streptomyces jsou chemoorganotrofni
obligatn¢ aerobni mikroorganismy vyskytujici se predevS§im v provzdusnénych puadach,
streptomycet je mesofilni, jen mala ¢ast je termofilni [16, 17].

Druhové zastoupeni je déno typem piitomného organického substratu a obsahem vody.
Streptomycety jsou cCastou soucasti prirodnich mikrobnich spolecenstvi kolonizujicich
a degradujicich organicky material, coz je dano Sirokym spektrem vyuZivanych zdroja
uhliku [16, 17].

Streptomycety jsou vynikajicimi producenty antibiotik (streptomycin, tetracykliny),
produkuji téz enzymy degradujici polymery — lipasy (S. cinnamomeus), proteasy, pektinasy,
xylanasy, dextranasy a amylasy [14, 16].

Obr. 5 Streptomyces sp. — vzdusné mycelium [18]
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3.1.2.3 Rod Bacillus
Rise: Bacteria
Trida: Bacilli
Rod: Bacillus

Rod Bacillus je reprezentovan Sirokou skupinou tyCinkovitych grampozitivnich bakterii.
Zastupci rodu bacilll jsou obligatné aerobni, pfipadné fakultativné nebo obligatné anaerobni.
Vétsina zastupcti je pohybliva pomoci lateralnich nebo peritrichalnich bic¢ikt. V buiice vytvari
vzdy jen jednu endosporu. Spory se vyznacuji velkou odolnosti k vysokym teplotam, zafeni
a jinym nepfiznivym podminkach. Bacily maji bohaté enzymové vybaveni, takze mohou
rozkladat nejrtiznéj$i organicky materidl. VétSina druhtt ma velmi aktivni amylolitické,
pektolytické a proteolytické enzymy, fada druhi produkuje antibiotika [14, 16].

Velka c¢ast bacilli patii mezi saprofyty, osidlujici predevSim pldni prostfedi, néktefi
zastupci jsou vzhledem k produkei toxini patogenni. Nékteré druhy, zejména B. cereus,
kontaminuji potraviny a jsou pficinou jejich kaZeni. Rezistence spor k vysuSeni jim umoziuje
preckat dlouhou dobu i ve vysusenych potravinach (obiloviny, mouka) [16].

Lipolytickou aktivitu vykazuji B. subtilis, B. termocatenulates, B. stearothermophilus,
B. pumilus a B. alcalophilus [6].

V ptirod¢ nejrozsitenéjsi je B. subtilis. Tvoti malé peritrichalni bunky a produkuje nékolik
polypeptidovych antibiotik [14].

Extracelularni lipasy druhu B. subtilis byly purifikovany z ristového prostfedi sraZenim
siranem amonnym a naslednou sloupcovou chromatografii na phenyl-Sepharose
a hydroxyapatitu. Purifikované lipasy maji silnou tendenci vytvaret agregaty [6].

Obr. 6 Bacillus subtilis [19]
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3.2 Houby

Houby jsou zastupci eukaryotickych organismi, které maji v porovnani s bakteriemi
neprobiha fotosyntéza [12].

Jejich télo, stélka, miize byt jednoduché i1 vicebunécna, jednojadernd i vicejadernd. Bunky
vlaknitych hub tvofi typické fetézce, které¢ se oznacuji jako hyfy. Hyfy se rozriistaji a tvofi
mycelium, které muize byt se septy nebo bez sept. U kvasinek je mozné pozorovat
tzv. pseudomycelium tvoiené pucicimi, navzajem spojenymi bunikami [12].

Ve vztahu ke zdroji Zivin houby vystupuji jako saprotrofové Zivici se odumielym
materialem organického ptivodu, nebo paraziti rostlin, zivo¢ichti, hub i prvokt. Houby jsou
také schopny vstupovat do symbidzy s jinymi organismy [20].

Z hlediska mikrobiologie maji vyznam skupiny hub, které se vyskytuji ve vodach
povrchovych, pitnych a v odpadnich kalech, sedimentech a exkrementech, ¢i jsou soucasti tél
zivo€ichl. Dale jsou vyznamné skupiny hub, které jsou ptvodci onemocnéni, ¢i maji
biotechnologické vyuziti [12].

Frokaryotic cell Eukaryotic cell

Plazma membrane
Cytoplasm
DM
MNucleoid region
Mucleus

Fibosormes

10-100 pm

Obr.7 Porovnani prokaryotické a eukaryotické buriky [21]

3.2.1 Stavba buiiky hub

Bunka hub ma morfologicky diferencované jadro, obsahuje mitochondrie, Golgiho aparat
a membranovy systém endoplazmatického retikula. V cytoplazmé jsou dale pfitomny inkluze
krystalického a lipidového charakteru. Hlavnimi zasobnimi latkami jsou glykogen a tuky.
U star$ich hub je mozné pozorovat piitomnost vétsiho mnozstvi vakuol [12].

Jadro eukaryotické bunky je od cytoplazmy oddé€leno dvojitou jadernou membranou
s velkymi pory, které slouzi k aktivnimu transportu molekul, ¢i ¢astic. Uvnitt jadra,
v karyoplazmé, se vyskytuje vétSinou jedno jadérko, které mizi pii déleni jadra [12].
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Vnitini prostor builkky je vyplnény cytoplazmou. V cytoplazmé je pfitomno mnoZstvi
cytoskeletalnich systému, podilejicich se na transportu latek a migraci Castic v buice.
Charakteristickou strukturou eukaryotnich bun¢k jsou mikrotubuly a mikrofilamenty [12].

V cytoplazmé je dale pritomno endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat a mitochondrie.
Endoplazmatické retikulum je siti trubic a cisteren, které prostupuji cytoplazmou.
Dle struktury lze rozliSit hladké a drsné retikulum. Na drsné retikulum nasedaji ribozomy,
a tedy zde probiha biosyntéza bilkovin. Endoplazmatické retikulum se také podili na ukladani
a transportu meziproduktd latkového metabolismu [12].

DalSim membranovym Utvarem je Golgiho aparat, ktery ma tvar plochého méchyiku nebo
nékolika cisteren uloZzenych rovnobézné vedle sebe. Piedpoklada se, ze funkci tohoto aparatu
je transportovat prekurzory bunécné stény zcytoplazmy pfes cytoplazmatickou
membranu [14].

Dale jsou v cytoplazmé pfitomny mitochondrie, utvary rozmanitého tvaru, které jsou
obklopené¢ dvéma membranami. Mitochondrie obsahuji vlastni kruhovou DNA, RNA
aribozémy. V matrix jsou lokalizovdny enzymy vstupujici do citratového cyklu
a katabolického fetézce mastnych kyselin, na vybézcich vnitini membrany jsou vazany
enzymy dychaciho fetézce a systém oxidacni fosforylace [12, 14].

K nejnapadnéjsim slozkdm cytoplazmy patii vakuola. Jedna se vétSinou o kulovity tvar
obklopeny jednoduchou membranou. U mladych bunék jsou obvykle pfitomny mensi vakuoly
ve vétsim poctu, zralé klidové buniky obsahuji jednu velkou vakuolu. Uvnitf vakuoly mohou
byt obsazené kapénky tuku, bilkovin a polysacharidi. Vakuoly jsou velmi dilezitou
zasobarnou vody. Obsahuji fadu hydrolytickych enzymi a jsou tedy mistem, kde dochazi
k rozpadu téch struktur buiiky, které se neustale v burice rozkladaji a obnovuji. Vnitini obsah
vakuol je osmoticky aktivni, tudiz se vakuoly podileji na vzniku tlaku putsobiciho
na buné¢nou sténu zevnitt buiiky [12, 14].

Osmotické rozhrani mezi bunikou a vnéjSim prostfedim tvoii cytoplazmatickd membrana.
Membrana je slozena z lipidii a proteinii a je propustnd pro malé molekuly bez néboje.
Podobné jako u bakterii je sidlem transportnich mechanismi, na rozdil od bakterii vSak
neobsahuje dychaci enzymy a systém oxidacni fosforylace [14].

Ochranu pfed mechanickymi vlivy zajistuje vicevrstevnd bunécna sténa, ktera také udava
bunice tvar. Velkymi pory stény mohou volné prochézet vSechny slouceniny kromé sloucenin
vysokomolekularnich. Bunécna sténa je vétSinou z chitinu, mize obsahovat i celulozu,
B-glukan, D-glukozamin, fukan a mannan. Kvasinky obsahuji v bunééné sténé lipidy,
polysacharidy a mannan [12, 14].
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3.2.2 Kvasinky s lipolytickou aktivitou

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni mikroorganismy nalezejici mezi houby. Cesky
nazev dostaly pro schopnost vétSiny druhti zkvaSovat monosacharidy a nckteré disacharidy,
pfipadné i trisacharidy na ethanol a oxid uhlicity. [14]

3.2.2.1 Rod Yarrowia van der Walt et von Arx
Rise: Fungi
Ttida: Ascomycetes
Rod: Yarrowia van der Walt et von Arx

Tento rod vytvofili roku 1980 VAN DER WALT a VON ARX na zéklad¢ anamorfniho
druhu Candida lipolytica [17].

Yarrowia lipolytica je heterothalickd askosporogenni kvasinka, kterd za podminek
vegetativniho rdstu muize vytvafet pseudomycelium, pifipadné i septované mycelium.
Rozmnozuje se bud’ vegetativné pucenim, a nebo pohlavné - tvorbou aski. Asky jsou
jednotlivé, vyrustaji lateralné nebo terminalng, jsou vejcovité, kyjovité, elipsoidni, kulovité,
jen zfidka valcovité. Obvykle obsahuji jednu az dvé spory. Kolonie jsou kuceravé, bil¢ az
krémové [14, 16, 17].

Y. lipolytica je vyuzivdna zejména pro schopnost produkce extracelularnich enzymi
(proteasy, lipasy). Vyznamnou vlastnosti je také produkce ubichinonu Qs. Y. lipolytica byla
také UspéSné pouzita pro produkci biomasy zn-alkanti a produkci kyseliny citronové
ve spojitosti s ristem na téchto uhlovodicich [14, 16, 17].

© D. Savicka
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Obr.8 Kolonie Yarrowia lipolytica na sladinovém agaru po 3 tydnech pii 25°C [17]
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3.2.2.2 Rod Saccharomyces Reess
Rise: Fungi
Ttida: Ascomycetes
Rod: Saccharomyces Reess

Rod Saccharomyces byl zavedeny roku 1838 MEYENEM, avsak definovany byl az roku
1870 REESSEM [23].

Druhy rodu Saccharomyces maji kulovity, elipsoidni nebo cylindricky tvar buiky.
Vegetativné se rozmnozuji multilaterdlnim pucenim, méné casté je pohlavni rozmnoZovani
vedouci k tvorbé askospor. Askospory jsou kulovité az ovalné, shladkou sténou. Rod
Saccharomyces bouilivé zkvaSuje sacharidy, a proto se hojné vyuziva pii kvaSeni
je Saccharomyces cerevisiae. Rozdé€luje se na dva poddruhy - Saccharomyces cerevisiae
subsp. cerevisiae a Saccharomyces cerevisiae subsp. uvarum - které¢ se odliSuji svymi
fyziologickymi vlastnostmi. Kolonie S. cerevisiae subsp. cerevisiae vytvaieji krémové, svétle
hnédé, hladké, lesklé kolonie, ale mohou vznikat i kolonie skladané, kraterovité, drsné.
S. cerevisiae subsp. uvarum vytvati vzdy krémové hladké kolonie [14, 16, 17].

© D. Savicka

Obr. 9 Kolonie Saccharomyces cerevisiae na sladinovém agaru po 3 tydnech pri 25°C [17]
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3.2.2.3 Rod Candida Berkhout
Rise: Fungi
Ttida: Deuteromycetes
Rod: Candida Berkhout

Rod Candida Berkhout obsahuje na 160 druhi kvasinek, které se vyznacuji rozmanitymi
tvary bunck — kulovitymi, elipsoidnimi, cylindrickymi, lahvovitymi,
trojhrannymi atd. [14, 23].

Lipasy produkované rlznymi druhu rodu Candida sp. patii mezi enzymy nejvice
vyuzivané¢ pro biokatalytické ucely. Obrovské moznosti vyuziti ma predev§im
C. antarctica [24].

C. antarctica byla izolovana z permanentn¢ zamrzlého jezera Vanada v Antarktidé. Diky
mnozstvi vyuZiti lipas C. antarctica a jejich velkému vyznamu pro biokatalyzy byla jejich
produkce optimalizovana a byly popsany a purifikovany dva enzymy (lipasa A a B) [24].

Lipolytickou aktivitu vykazuje také Candida rugosa Diddens at Lodder [23].

C. rugosa byla popsana roku 1917 Andersonem. Vytvaii primitivni pseudomycelium
slozené zftetizkli rizné velkych valeckovitych bunék, bohaté vétvené s ojedinélymi
blastokonidiemi. Natér je krémovy az svétle zluty, misty hladky, matné leskly. RozmnoZzuje
se vegetativné multilaterdlnim pucenim. V piirodé je rozSifena napi. ve vodach,
na potravinach (masle a mléénych vyrobcich). C. rugosa neasimiluje maltosu, sacharosu,
laktosu, rafinosu ani melezitosu [17].

C. rugosa produkuje dvé odlisné lipasy, k jejichz separaci byla nejprve vyuzita extrakce
ethanolem a poté vysokorozliSovaci iontové vyménna sloupcovd chromatografie.
Pti komer¢ni piipravé lipas rodu Candida byly identifikovany dokonce tfi odlisné formy
lipolytickych enzymt [6].

© D. Savicka

Obr. 10 Kolonie Candida rugosa na sladinovém agaru po 3 tydnech pii 25°C [17]
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3.2.3 Plisné s lipolytickou aktivitou
Jako plisné se oznacuji mikroskopické vlaknité eukaryotni mikroorganismy, nalezejici
mezi houby [14].

3.2.3.1 Rod Aspergillus
Rise: Fungi
Ttida: Deuteromycetes
Rod: Aspergillus

Rod Aspergillus patii k nejrozSifenéjSim a nejhojnéji se vyskytujicim rodim plisni,
jednotlivé druhy mohou byt izolovany z piidy, vzduchu, potravin, organickych zbytki
a mnoha dal$ich zdrojt [16].

Mezi nejrozsitenéjsi druhy patii Aspergillus niger, ktery ma bohaté enzymové vybaveni.
Vytvati rychle rostouci hrubé zrnité kolonie hnédocerné az cerné barvy, jejichz spodni strana
je svétla nebo zlutd. Rozmnozovani probihd nepohlavné konidiemi, které jsou kulovité nebo
téméer kulovité, bradavéité, o priméru 3,5 — 5 pm. Konidiofory jsou rizné dlouhé, cCasto
1 1 — 3 mm, s hladkou nezbarvenou stopkou. Méchytek je kulovity, pokryty po celém povrchu
vrstvou metul a fialid [17].

Lipolytickou aktivitu vykazuji krom& A. niger také A. oryzal, A. terreus, A. carneus
a A. nidulans [6].

Lipasy produkované druhem A. niger byly purifikovany srdZenim siranem amonnym,
hydrofobni interakci, gelovou filtraci, iontové vymeénnou chromatografii a adsorpci
na hydroxylapatit [6].

Purifikace lipas byla provedena i u 4. terreus metodou, skladajici se ze srazeni lipas
siranem amonnym a acetonem, gelové filtrace a ionové vymeénné chromatografie [6].

Lipasy A. carneus byly purifikovany vyuzitim jednoduchého dvoukrokového procesu
zahrnujiciho srdZeni siranem amonnym a hydrofobni chromatografii na octyl-Sepharose [6].

© A. Kubatova

Obr.11 Kolonie Aspergillus niger na CYA po 5 dnech pri 25 °C [17]
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3.2.3.2 Rod Mucor
Rise: Fungi
Ttida: Zygomycetes
Rod: Mucor

Nejrozsahlejsim rodem ttidy Zygomycetes je rod Mucor. Na raznych potravinach (chlebu,
masle, mase, ovoci, zelenin€) tvofi volné vlaknity, vétSinou bélavy porost s kulovitymi
nahnédlymi sporangii. Sporangia jsou vakovité utvary, ve kterych vznikaji endospory —
sporangiospory. Cést sporangioforu zasahuje do sporangia a oznaduje se jako kolumela.
Nektefi ptislusnici rodu Mucor dehydrogenuji sukcinat vznikly glyoxylatovym cyklem
na fumarat, ¢ehoz se primyslové vyuziva pii tzv. fumarovém kvaseni [14].

Mucor zptsobuje fadu onemocnéni nejen u ¢loveéka (onemocnéni sluchového tstroji), ale
1 u hovéziho nebo veptrového dobytka [12, 25].

Lipolytickou aktivitu vykazuje M. javanicus, produkujici také amylolytické enzymy
a zkvaSujici sacharidy za anaerobnich podminek na ethanol a oxid uhli¢ity. Z tohoto diivodu
se v Japonsku a Cing pouzivé pro vyrobu alkoholickych napoji ze séji [14].

Extracelularni glykoproteinové lipasy ¢aste¢né purifikované ve dvou formach, A a B,
produkuje M. miehei [6].

Obr. 12 Mucor spp. [25]
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3.2.3.3 Rod Penicillium
Rise: Fungi
Ttida:Deuteromycetes
Rod: Penicillium

Rod Penicillium je nejrozsahlejSim a nejrozsifenéjSim rodem plisni, obsahujici asi 150
druhii. Patfi mezi vldknité houby vyskytujici se v pad¢, vzduchu a na nejriznéjSich
potravinach. Zastupci tohoto rodu se vyuzivaji v technologiich napt. pii produkci antibiotik
nebo vyrobé syrt. Pfi vyrobé syrii se vyuzivd napt. P. roqueforti ( vyroba syrQ typu
Roquefort) [16, 17].

P. roqueforti vytvari sametové kolonie vétSinou bez ryh, tmavozelené, Casto s bilym
tfasnitym okrajem. Spodni strana kolonie je olivové zelena az tmavé Cernozelena.
RozmnoZovani probiha nepohlavné konidiemi. Konidie vyrustaji z fialid v fetizcich, jsou
kulovité, hladké, o priméru 3,5 — 4(—6) um. Konidiofory se silné¢ bradavcitou stopkou jsou
Stétcovité vetvené, s pritisklymi vétvemi a metulami, na nichz vyrustaji lahvickovité fialidy
s kratkym krckem [17].

Lipolytickou aktivitu vykazuji také P. camembertii, P. citrinum a P. cyclopium [6].

Lipasy druhu P. camembertii U-150 byly purifikovany na Ctyfi aktivni frakce procesem
zahrnujicim srazeni ethanolem, frakcionaci siranem amonnym a sloupcovou chromatografii
na hydroxyapatitu a aminooctyl-Sepharose [6].

Obr. 13 Kolonie Penicillium roqueforti na CYA po 7 dnech pri 25 °C [17]
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3.2.3.4 Rod Rhizopus
Rise: Fungi
Ttida:Zygomycetes
Rod: Rhizopus

Rod Rhizopus patii mezi vlaknité houby, které se nachdzeji v ptid¢, na hnijicim ovoci
a zelening, starém chlebu a vykalech zvitat. Zptsobuje fadu infekci u lidi, nékteré druhy jsou
rostlinné patogeny [25].

Tvoti dlouhé sporangiofory vyrstajici po 2 az 3 ze Slahounovitych hyf neboli stolont
v mistech, kde vznikaji kotfinkovité hnédavé utvary zvané rhizoidy. Konec sporangioforu pod
sporangiem je rozsifeny v tzv. apofyzu a piechazi spojité v ¢ockovitou kalumelu [14].

Rada morfologickych znak jako délka rhizoidy a sporangioforu, velikost sporangia , tvar
kalumely a velikost, tvar a povrch sporangiospor jsou vSak u jednotlivych druhli obvykle
odlisné stejné tak, jako maximalni teplota rastu [25].

Lypolytickou aktivitu Ize sledovat u druhl R. oryzea, R. niveus, R. delemar, R. japonicus,
R. arrhizus a R. chinensis [6].

R. oryzae vytvati nejprve bilé, postupné hnédocerné az cernoSedé kolonie. Sporangiofory
jsou hladké, bez sept, jednoduché nebo rozvétvené. Sporangia jsou kulovita s primérem
vétsim nez 175 pm, s mnoZstvim spor. Sporangiospory jsou elipsoidni s ryhami na povrchu.
Optimalni teplota pro rust je 40°C [26].

Pti studiu tif lipas, A, B a C, produkovanych druhem R. delemar, byla nejprve odfiltrovana
mycelia z zivného média. Promytd a usuSend mycelia byla rozmackana s piskem promytym
kyselinou a extrahovana acetitovym pufrem. Koncentrovany protein byl poté purifikovan
na sloupci Ultrogelu a Sephadexu G-150 [6].

Obr. 14 Kolonie Rhizopus oryzae [26]
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3.2.3.5 Rod Rhizomucor
Rie: Fungi
Ttida:Zygomycetes
Rod: Rhizomucor

Rod Rhizomucor je vlaknitd houba vyskytujici se v ptdé, na hnijicim ovoci a zelening.
Zahrnuje tfi druhy — R. pusillus, R. miehei a R. variabilis. Ackoliv je casto izolovana
z kvasiciho organického materidlu, ztidka je zdrojem infekci pro ¢lovéka [25].

Tvofi nepravidelné rozvétvené sporangiofory. Sporangium je hnédé, kulatého tvaru.
Apofyza neni pfitomna, naproti tomu kalumely jsou napadné, hruskovitého tvaru.
Sporangiospory jsou malé, jednobunécné, kulaté nebo elipsoidni [25].

Lipasy produkované druhem R. miehei byly purifikované srdzenim siranem amonnym
a iontové vyménnou chromatografii na phenyl-Sephadexu a DEAE-Sepharose [6].
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Obr. 15 Rhizomucor miehei [25]
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4 TECHNOLOGICKE VYUZITI LIPOLYTICKYCH ENZYMU
A MIKROORGANISMU S LIPOLYTICKOU AKTIVITOU

4.1 Lipasy v lipolytickych reakcich

Poptavka po enzymech v poslednich letech stdle roste. Enzymy jsou vyuzivany v riznych
odvétvich primyslu, jako je pramysl farmaceuticky, kosmeticky nebo potravinatsky [27].

Lep$i porozuméni enzymim a jejich katalytickému chovani spolu s pokrokem
molekularniho inzenyrstvi vedlo v poslednich letech k novym moznostem vyuziti riznych
typil enzymil jako naptiklad proteas, amylas, oxidas, glykosida, celulas nebo lipas [27].

Pokud jde o posledni jmenované, lipasy jsou vyzivany v prumyslu farmaceutickém,
potravinaiském nebo primyslu Cdisticich ptipravkl. Jejich vyhodou oproti klasickym
chemickym katalyzatorim je jejich lepsi substratova specifita a fungovani v mirnych
reakénich podminkéch. Jejich moZnosti vyuZiti navic roz§ifuje i skutecnost, Ze si ponechavaji
svoji aktivitu i v organickych rozpoustédlech. Ve farmaceutickém priimyslu mohou byt lipasy
vyuzivany na rozliSeni racemickych smési nebo jako biokatalyzatory pii syntézach chirdlnich
meziproduktii. V potravinarském primyslu jsou tyto enzymy vyuzitelné hlavné v procesech
zmény struktury oleji a tuki, ve kterych lipasova regioselektivita a typoselektivita poskytuji
produkci specifickych triacylglycerolti s pfedem uréenym sloZzenim a rozloZzenim mastnych
kyselin. Lipasy jsou také vyuzivany v lipolytickych reakcich, pti kterych dochézi k prenédseni
lipofilni ¢asti na hydrofilni, jako jsou cukry, aminokyseliny a proteiny nebo fenolické
slouceniny [27].

4.1.1 Lipasami katalyzované reakce

Hlavnim problémem, ktery musi byt v reakcich katalyzovanych lipasami piekondn, je
kombinace lipofilniho substratu s hydrofilnim. Aby se dosdhlo reakci s dostate¢nou rychlosti
a vytéznosti a aby se piekonal velky rozdil v odlisné polarité a afinit¢ substrati
k rozpoustédlu, musely byt zvaZeny rtizné reakéni parametry [27].

4.1.1.1 Vliv rozpoustédla

Nejlepsim zptisobem provedeni reakce je jeji uskute¢néni v podminkéch bez rozpoustédla.
Pokud to vSak neni mozné, mé volba vhodného rozpoustédla rozhodujici vyznam. Musi byt
vybrano takové rozpoustédlo, které je netoxické, ve kterém enzym ziistane aktivni a nebude
rychle inaktivovan. To je ptipad rozpoustédel s hodnotou log P > 3, naptiklad n-hexanu nebo
n-heptanu. Tato rozpoustédla jsou vyuzivana v reakcich jako je lipasami katalyzovana
restrukturalizace oleji a tuktl, pfi kterych vznikaji nové tuky s lepSimi fyzikalnimi a/nebo
nutricnimi  vlastnostmi. Obvykle vsak tato rozpoustédla nejsou vhodnd pii reakcich,
ve kterych se dva substraty znacné lisi svoji polaritou. Pfikladem, objasiiujicim tento problém,
je enzymov¢ katalyzovana syntéza esterti cukru a tuku, ve které se hydrofilni molekula musi
slu¢ovat s lipofilni ¢asti. V tomto ptipadé neni rozpoustédlo s hodnotou log P >3 vhodné,
protoze rozpustnost cukru vtomto médiu je mald nebo nulova. Musi byt proto pouzita
rozpoustédla sniz§i hodnotou logP jako naptiklad acetonitril, terc-butanol nebo
ethyl-methylketon [27].

Pii vybéru rozpoustédla je také rozhodujici zvazeni jeho toxicity. Piikladem miize byt
pyridin, ktery byl diive Casto pouzivan jako rozpoustédlo pfi riznych reakcich. I kdyz uziti
tohoto média vede casto k lepsi vytéznosti a rychlosti reakce, je snahou jej omezovat praveé
kvtli toxicité [27].
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Byly také hledany rGzné zpisoby, jak =zlepSit aktivitu enzymu v organickych
rozpoustédlech. Na zlepSeni enzymové aktivity je mozné vyuzit naptiklad aditiva. Jako prvni
byla provedena adice soli, ptedevsim chloridu draselného, ktery ve vysledku zvétsil lipasovou
aktivitu v organickych rozpoustédlech. Zlepseni lipasové aktivity bylo zjisténo také uzitim
Crownovych etherii [27].

4.1.1.2 Iontové roztoky jako rozpoustédla

V soucasné dobé je zaznamendn vzrastajici zajem o iontova rozpoustédla uzivand jako
média pro biokatalycké procesy. lontova rozpoustédla jsou netékava a tepelné stabilni a navic
jejich hydrofobni/hydrofilni rovnovdha mtze byt ptizpsobena povaze zéakladnich kationt
a anion. Jsou také povazovany za netoxicka rozpoustédla. Iontové roztoky jsou prednostné
pouzivany pfi rozpousténi mnoha polarnich a nepolarnich molekul. Dovoluji pii lipasové
katalyze dobry kontakt mezi rizn¢ polarnimi substraty. Enzymy v téchto médiich také Casto
Ptikladem mulze byt vyuziti iontovych rozpoustédel v lipasami katalyzovanych syntézach
esterti cukrt a tukti nebo v lipolyze fenolickych sloucenin [27].

Uzivani iontovych rozpoustédel v primyslovych biokatalytickych reakcich je vSak
doposud limitovano nejen vysokou cenou téchto sloucenin, ale také jejich pouzitelnosti pouze
pti produkcich vyuZzivajicich vysokych objemt ptidanych molekul [27].

4.1.1.3 Uprava lipas a vliv vodni aktivity

Dalsi vyznamné parametry reakci katalyzovanych lipasami se tykaji samotnych enzymd,
pfedevsim jejich tpravy. Behem poslednich deseti let se zlepSily rizné techniky na upravu
lipas, pfedevs§im v oblasti enzymové imobilizace, chemickych modifikacich nebo chemickém
inZenyrstvi. Cilem je modifikovat vybrané lipasy, zlepsit jejich vlastnosti jako je katalyticka
aktivita, substratova specifita a stabilita (v ur¢ité oblasti pH nebo teploty) a moznost
recyklace [27].
termodynamické vodni aktivity enzymu (ay). Urcuje efekt plisobeni vody v hydrolytické
rovnovaze a rozlozeni vody mezi ruzné faze, které mohou o navazani vody soutézit.
Katalyticka aktivita enzymil je pravdépodobné ovlivnéna jejich hydrataénim stavem a ay,
které urcuji neménici se optimum, zatimco jiné aspekty systému jsou zménény. Proto jsou
rychlosti enzymovych reakci a vytézky reakcei Iépe popsany a predvidany u vodni aktivity nez
u obsahu vody vmédiu. Rozvoj esterifikaci, interesterifikaci nebo transesterifikaci
katalyzovanych lipasami vyZaduje studium vlivu vodni aktivity na katalyzovanou reakci.
Studie tohoto parametru urcuje, zda je na enzym vazany dostatek vody, ktery by zabezpecil
jeho optimalni aktivni strukturu. Na druhé stran¢ nadbytek vody u lipasové katalyzy mize mit
za nasledek konkurenéni hydrolytické reakce. Studium obsahu vody musi byt provedeno tak,
aby definovalo optimalni reakéni podminky, které dovoli enzymu katalyzovat pfenos acylu
a zabrani hydrolyze. Optimalnéj$i hodnoty ay jsou pro vétSinu lipas mezi 0,25 - 0,45, coz
odpovida obsahu vody od 0,5 % do 1 % [27].

4.1.1.4 Vliv substrdtu a typu reakce

Mnoho dal$ich parametrii miize ptimo ovlivnit rychlost a vytézek esterifikace. Enzymovée
katalyzované reakce jsou reversibilni, Casto je ale vyhodné posunout rovnovahu reakce
smérem k syntéze. To se da provést riznymi zpusoby. Prvnim zplsobem je piizptisobeni
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molarniho poméru mezi dvéma reagujicimi slouceninami tak, aby byl nadbytek jednoho
z téchto substratd. V téchto podminkach je uptfednostnéna esterifikace a reverzni hydrolyza je
omezena. Obecné plati, Ze kdyZz se pfipojuje lipofilni podil na hydrofilni, je obvykle lipidovy
substrat ten, ktery je v nadbytku. Povaha donoru acylu jako takového také ovliviiuje
efektivnost reakce. Naptiklad pouziti volnych mastnych kyselin v pfimé esterifikaci vede
k tvorbé vody. Ta musi byt kontinudln¢ odstranovana, aby byla reakce posunuta smérem
k tvorbé esteru a vyhnulo se tak reverzni hydrolyze. Odstranéni vody se déje vyparovacimi
a pervapora¢nimi metodami, adsorpci na iontoméniCové pryskyfice nebo uzitim
molekulovych sit [27].

Hlavni problém v lipasami katalyzovanych lipolytickych reakcich spocivd ve velmi
rozdilné polarité dvou reagujicich substratii. Proto jsou nékteré postupy zlepsujici rychlost
a vytéznost zalozené na predbézné modifikaci jednoho ze substrati. Je tak regulovéna jeho
polarita a kontakt s jinym substrdtem a enzymem ve vybraném organickém médiu. Napftiklad
hydrofilni substrat maze byt chemicky modifikovan v pfedbézném kroku. Dojde tak
ke snizeni jeho hydrofilni povahy a ndsledkem toho se zvétsi jeho rozpustnost ve vybraném
rozpoustédle. V literatuie jsou popsany rizné zpusoby modifikace, které jsou uzivané
pfedevSim pfi syntéze derivatl esteri cukrii a tukd. Nejbéznéj$i je predbézna alkylace
hydrofilni slouceniny, jejimz vysledkem je vytvoteni etherové vazby [27].

I dalsi parametry v§ak mohou ovlivnit efektivitu reakce. Dillezity je vliv experimentalnich
podminek jako je teplota, tlak, mnozstvi enzymu, povaha bioreaktoru [27].

4.1.2 Priklady lipasami katalyzovanych reakci neprirodnich substrati
Kromé vyuzivani reakci katalyzovanych lipasami v oblasti restrukturace olejii a tukli jsou
lipasy také pouzivany pfi esterifikacich, kterych se u€astni neptirodni substraty [27].

4.1.2.1 Syntéza mastnych esterit kyseliny askorbové

Estery kyseliny askorbové, Siroce pouzivané v potravindiském primyslu jako
antioxydanty, jsou ve srovnani s nemodifikovanou kyselinou askorbovou (vitamin C)
zvyhodnéné diky zvySené rozpustnosti v olejich. Vyhoda biokatalyzy oproti chemické
katalyze muize byt ukdzdna na produkci 6-0-palmitoyl-L-askorbové kyseliny. Chemicky
proces zahrnuje kysele katalyzovanou esterifikaci askorbové kyseliny, ktera vede k vytvoteni
smési produktti. Naopak, enzymové katalyzovand syntéza umoziuje tvorbu pouze jednoho
produktu. Pokud jde o typ enzymu, reakce jsou vétSinou provadény vyhradné
s imobilizovanymi lipasami, produkovanymi piedev§im druhy Candida antarctica B
a Rhizomucor mihei [27].

Vzéacné se pouzivaji pii lipolyze askorbové kyseliny i jiné lipasy, napt. druhu Bacillus
stearothermophilus SB1, Pseudomonas cepacia, Candida rugosa [27].

DalSim ptikladem lipasy, kterou je mozné vyuzit pfi esterifikaci askorbové kyseliny,
je lipasa produkovana druhem Burkholderia cepacia [27].

Na priubéh reakce ma vliv molarni podil substratu. S ojedin€lymi vyjimkami jsou reakce
vedeny s nadbytkem lipofilniho substratu z divodu posunuti rovnovadhy smérem
k syntéze [27].

Riiznorodé¢ vysledky reakei byly ziskdny v rtiznych reakénich podminkach (napt. povaha
rozpoustédla, povaha donoru acylu) a zdiraziuji dilezitost enzymového prostiedi na u¢innost
reakce. Rozhodujici vyznam pii dosazeni uspokojivého konecného vytézku maji zejména
odstranéni vedlejSich produktii a kontrola vodni aktivity/obsahu vody v systému. Tvorba
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vedlejSich produktl je zavisld na povaze pouzitého donoru acylu, kterym miize byt volna
mastna kyselina, alkylester nebo ireverzibilni donor acylu, jako je vinylester. Dulezité je
potom monitorovani tvorby téchto vedlejSich produktl, které jsou nejcastéji vychytavany
(napft. adsorpce vody na molekulova sita) nebo odstranény z reakéni smési [27].

Vychytavani vody molekulovymi sity je také efektivni pfi dosahovani uspokojivé reakéni
rychlosti a kone¢ného vytézku. Pouziti téchto sit je dilezité na optimalni kontrolu tvofici se
vody a jejiho vlivu na vodni aktivitu. Obecné se ale striktni kontrola vodni aktivity jevi
efektivnéjsi nez adsorpce vytvorené vody na molekulova sita [27].

4.1.2.2 Priklady syntézy esterit cukru nebo kyselych esterit cukru katalyzované lipasami

Lipolyza cukernych substrati je piikladem modifikace, ktera mulze byt provedena
s hydrofilnim substratem pted esterifikaci donorem mastného acylu v lipasami katalyzované
reakci a kterd zlepSuje rozpustnost tohoto cukru ve vybraném rozpoustédle [27].

Piikladem predbézné chemické hydrofobizace hydrofilniho substratu je lipolyzace dvou
cukernych kyselin, glukuronové a chinonové [27].

Stejné jako pii lipolyze vitaminu C, tak i pii lipolyze derivati cukru, je pro dosaZeni
uspokojivych vysledki nezbytna kontrola obsahu vody a vodni aktivity [27].

Pii syntéze esterii cukru se mizeme setkat i s pouzitim ionizovanych kapalin. Kim et al.
jako prvni zhodnotili vyhody iontového rozpoustédla oproti klasickym organickym
rozpoustédlim pii esterifikaci 6-O-chranénych cukrt vinylacetatem pouzitim lipasy Candida
rugosa [27].

Reakce probihajici v iontovych rozpoustédlech byly rychlejsi a davaly vétsi vytézky nez
stejné reakce probihajici v organickych rozpoustédlech [27].

4.1.2.3 Lipolyza aminokyselin a jejich derivatit

Aminokyseliny a jejich derivaty jsou také nepfirodnimi substraty, které mohou byt
hydrofobizovany lipasami. Rada publikaci se zabyva enzymatickou syntézou
N-acylaminokyselin, které se také oznacuji jako lipoaminokyseliny. Lipoaminokyseliny jsou
povrchové 1 biologicky aktivni, ¢ehoz se vyuziva v kosmetickych aplikacich. Obvykle se tyto
slouceniny ziskdvaji Schotten-Baumanovym procesem, ktery vyzaduje pouziti chloridi
mastnych kyselin a organickych rozpoustédel [27].

Pii syntézach téchto lipoaminokyselin byly popsany i nékteré ptipady pouziti enzymd,
zejména lipas. Problém lipolyzy aminokyselin nebo jejich derivatii enzymovou cestou je jeste
slozit€j§i nez v pfipadé¢ substratdl cukru. Kromé nizké rozpustnosti v organickych
rozpoustédlech vykazuji aminokyseliny amfoterni vlastnosti. Ty museji byt piekondny
v pripad€, Ze se uvazuje o esterifikaci nebo amidaci jejich a-aminoskupiny nebo karboxylové
skupiny. Aminokyseliny maji také riznd mista mozné lipolyzace. V piipad¢ lipolyzy
postrannich skupin mohou byt mastné kyseliny pouzity jako donor acylu pro acylaci hydroxy,
amino nebo thiolové skupiny za vzniku O-, N- nebo S-acyl lipolyzovanych sloueniny.
Na druhé strané lipolyza mutze nastat také na bocni karboxylové skupiné vytvorenim bud’
mastného alkoholu nebo aminu [27].

Pro lipolyzu aminokyselin je také velmi dilezité zvolit vhodnou kombinaci enzymu
a rozpoustedla [27].

Mezi reakce, pii kterych vznikaji lipolyzou derivaty aminokyselin, mize byt zatazena také
syntéza mastnych esterii pyroglutamové kyseliny. Pyroglutamova kyselina je zbytek
aminokyseliny, vznikajici pti kondenzaci omega karboxylovych funkénich skupin glutamové
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kyseliny se svymiaminoskupinami. Jeji derivaty jsou velmi atraktivni pro kosmetické
aplikace predevsim kvili schopnosti hydratovat. Diky ni je mozné udrzovat vysoky obsah
vlhkosti v rohovité vrstvé ktize [27].

Tyto reakce aminokyselin mohou byt rozsifeny i na makromolekuly, jakymi jsou proteiny.
Ptikladem muze byt lipasami katalyzovana lipolyza izolace sojovych proteint. Tato reakce
byla provedena pti 60 °C s pouzitim i bez pouziti rozpoustédla. Pii reakci byly vyuzity lipasy
produkované druhem Mucor miehei nebo Rhizopus arrhizus, ptipojujici razné dlouhé mastné
kyseliny a ménici tak délku fetézce [27].

4.1.3 Lipasami katalyzovana lipolyza derivatii fenolu

Doposud uvedené ptiklady ukazaly, Ze riizné typy substrati mohou inhibovat lipasy pii
jejich esterifikaci mastnymi alifatickymi skupinami. Pokud jde o lipolyzu komplexti molekul
jako jsou polyfenoly nebo jejich derivaty, stdle vice publikaci se zabyva pouzitim lipas
na jejich modifikaci tak, aby byly regulovany jejich biologické a fyzikalné-chemické
vlastnosti [27].

4.1.3.1 Priklady lipolyzy chlorogenovych a fenolovych kyselin ze zeleného kdavového
extraktu

V zavislosti na druhu kavy obsahuji Coffea arabica nebo Coffea robusta 5,5-12 %
fenolovych kyselin v zeleném kavovém suchém materialu. Jedna se o hydroxy nebo methoxy
derivaty kyseliny skoficové. Vyskytuji se bud’ volné nebo vazané ve formé esterit nebo
diestera 1,3,4,5-tetrahydroxycyklohexankarboxylové kyseliny a diky skupinam tvoficim tyto
slouCeniny se oznacuji jako chlorogenové kyseliny. Tyto slouceniny, které jsou castecné
rozpustné ve vod¢, vykazuji silnou antioxidacni aktivitu a baktericidni vlastnosti. Nekteti
autofi se zabyvali moznosti pfipojit lipolyticky alifaticky fetézec k chlorogenové kyseling,
aby modifikovali jeji hydrofilné-lipofilni rovnovahu. Ziskali by tak novou molekulu, kterd by
méla emulzni vlastnosti 1 antioxidacni aktivitu. Ackoli bylo obtizné dosdhnout chemické
esterifikace karboxylové skupiny chlorogenové kyseliny rtiznymi mastnymi alkoholy kvili
tepelné citlivosti fenolickych kyselin a mozné oxidaci pod ur¢itou hodnotou pH, rozhodli se
autofi provedenim lipolyzy chlorogenové kyseliny zhodnotit moznosti biokatalyzy [27].

4.1.3.2 Priklady lipolyzy dalSich fenolickych sloucenin a jejich derivatit

V posledni dobé byla také publikovdna esterifikace fenolickych kyselin, predevs§im
kyseliny skoficové a jejich derivati. Jako prvni studoval esterifikaci funkcénich fenold
Buisma et al., s cilem ziskat antioxidanty s emulznimi vlastnostmi, které by byly vyuzitelné
v hydrofobnich médiich. Byly provedeny dva zptisoby syntézy téchto novych druhti molekul.
Prvnim zptsobem bylo doplnéni prace, kterd pojednavéd o esterifikaci kyseliny skotficové
mastnymi alkoholy a kterd odpovida studii o aromatickych sloucenindch s primarni
hydroxylovou skupinou. Tato skupina by mohla byt esterifikovéna alifatickymi kyselinami.
Pokud jde o esterifikaci derivati kyseliny skoficové a kyseliny benzoové, byla esterifikace
provedena s butanolem a s lipasami, produkovanymi riznymi mikroorganismy (Candida
antarctica, Humicola lanuginosa, Candida rugosa, Pseudomonas sp. a Geotrichum
candidum) [27].

Druhy zptsob syntézy, studovany témito autory, sestaval z lipolyzy fenolli nesoucich
primdrni hydroxylovou skupinu na aromatickém jadfe. Pfi esterifikaci hydroxytyrosolu
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a 3,5-di-t-butyl-4-hydroxybenzylalkoholu byla pouzita lipasa produkovand druhem
Candida antarctica [27].

Dale byla zkouména schopnost lipasy produkované Pseudomonas cepacia katalyzovat
transesterifikaci derivati kyseliny skoficové riznymi alkoholy. V prvni studii byly tyto lipasy
pouzity v transesterifikacnich reakcich ethylhydroskoficanti s riznymi alkoholy, napf.
n-butanolem, isoamylalkoholem, benzylalkohol n-oktanolem a 1-fenylethanolem. Mezi témito
testovanymi alkoholy poskytoval pouze n-butanol transesterifikacni produkt [27].

Zkoumana byla také schopnost lipasy Candida antarctica a Rhizopus miehei katalyzovat
syntézu lipolytickych derivati ptirodnich antioxydanti odvozenych od kyseliny skoticové.
Hydrofilni charakter ptirodnich antioxydantt, jako jsou fenolické kyseliny, redukuje G¢innost
lipas ve stabilizovanych olejich a tucich. Proto se autofi zabyvali modifikaci téchto
antioxidantli esterifikaci lipofilnim fetézcem tak, aby zménili jejich rozpustnost v olejich
a emulzich. Prvni esterifikace kyseliny skoficové oktanolem byla uskute¢néna jako modelova
reakce s dvéma imobilnimi lipasami v riznych netoxickych rozpoustédlech jako je aceton,
2-methyl-2-propanol a 2-methyl-2-butanol. Bylo zjiSténo, Ze vytézek reakce je zavisly
na pouzitém rozpoustédle a pouzité lipase. Dobry vytézek (vic nez 80 %) byl ziskan pfti
pouziti lipasy Candida antarctica, zatimco Rhizopus miehei prokazal stfedni aZ nizkou
ucinnost zavislou na pouzitém rozpoustédle [27].

4.1.3.3 Lipasami katalyzovanad lipolyza flavonoidii a jejich derivdtii

Flavonoidy jsou pfirodni molekuly, které se nachazeji v mnoha druzich rostlin. Jsou velmi
atraktivni vzhledem ke svym silnym antioxidacnim vlastnostem. Nachazeji se v riznych
druzich ovoce a zeleniny nebo v bylindch. AvSak hydrofilni povaha téchto antioxidantii
snizuje jejich antioxidacni ochranu pro tuky a oleje. K modifikaci flavonoidt a zvysSeni jejich
lipofility se mohou vyuzit naptiklad lipasy. Bylo provedeno n¢kolik lipasami katalyzovanych
acylaci flavonoidnich glykosidii s vyuzitim lipas, které umoznily vysoce regioselektivni
esterifikaci. V této studii byla provedena enzymatickéd acylace rutinu a naringinu mastnymi
kyselinami s dlouhym fetézcem. Jako biokatalyzatory byly pouzity lipasy Candida antarctica
a byly hodnoceny rizné reakéni parametry. Enzymové katalyzovana acylacni syntéza rutinu
anarindinu byla jiz popsdna, ale vétSina prace byla provedena s toxickymi organickymi
rozpoustédly. Proto se autofi rozhodli testovat méné toxickd média jako aceton, THF
a tert-butanol na esterifikaci rutinu nebo naringinu pouzitim mastnych kyselin se stfedné
dlouhym fetézcem [27].

Hodnocen byl také vliv vodni aktivity pouzitim tert-butanolu jako rozpoustédla. Nejvyssi
pfeména byla zjiSténa pro hodnotu vodni aktivity 0,11 nebo méné. Dale byly testovany
parametry jako je vliv mnozstvi lipasy nebo efekt koncentrace dekanové kyseliny [27].
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4.2 Lipasy aktivni pfi nizkych teplotach

S rostoucim zajmem o moznosti vyuziti psychrofilnich mikroorganismti roste i zajem
o lipasy produkované témito mikroorganismy a jejich vyuziti v primyslovych aplikacich [7].

Lipasy aktivni pfi nizkych teplotach nabizeji nové prilezitosti biotechnologického vyuziti,
které je zaloZené na jejich katalytické aktivité pti nizké teploté [7].

Za chladu aktivni enzymy spolu s mikroorganismy, které je produkuji, pokryvaji Siroké
spektrum biotechnologickych aplikaci. Jsou soucasti detergentli, potravinovych aditiv
(fermentace, syrafstvi, pekafstvi), ucastni se biotransformaci a genové exprese, mohou byt
alternativou mezofilnim enzymim v pivovarnictvi a vinafstvi, pii vyrobé syri
a potravinovych doplika [7].

Medicinské a farmaceutické aplikace

Lipasy maji také vyznam ve farmacii pfi transesterifikacich a hydrolyzach. Hraji primarni
roli v produkci specidlnich lipidi. Maji vyznam pii modifikacich monoglyceridi a jejich
nasledném vyuziti jako emulgatorti ve farmacii [7].

Syntéza nékterych chemikalii

Neékteré primyslové vyznamné chemikalie vyrabéné chemickymi procesy z tukd a oleji
mohou byt produkované i lipasami s mnohem vétsi a lepsi specifitou. VyuZiti primyslovych
enzymi dovoluje technologiim rozvijet procesy, které jsou bliz§i procesim probihajicim
v ptirodé [7].

VyuZziti v potravinarstvi

V potravindiském primyslu je nutné, aby reakce probihaly pii nizké teploté tak, aby se
vyhnulo zménam ve slozkach potravy zptisobenym nevhodnymi vedlej$imi reakcemi, které
jinak probihaji za vyssi teploty. Proto se v potravinafském pramyslu vyuzivaji psychrofilni
a psychotropni mikroorganismy produkujici lipasy. Lipasy se staly nedilnou soucasti
moderniho potravinéfstvi. Pouzivani enzymdi, které zlepSuje tradicni chemické procesy
vyroby potravin, se rozvinulo v nékolika poslednich letech [7].

Ackoli jsou mikrobidlni lipasy vyuzivany pii vyrobé potravin, n¢které z nich, obzvlasté
lipasy produkované psychotropnimi bakteriemi Pseudomonas sp. a nékolika formami
Rhizopus sp. a Mucor sp., zpusobuji kazeni mléka, mlécnych produkti a ovoce [7].

Detergenty

Komeréné dilezitym polem pro aplikaci hydrolytickych lipas je jejich pfidavéani
do detergentti, které jsou pouzivany predevsim v domacnostech, primyslovych pradelnach
a myckéach nadobi. Kazdy rok je na vyrobu detergentli prodano asi 1000 t lipas. Pouzivéani
za chladu aktivnich lipaz v detergentech ma velkou vyhodu pfi prani ve studené vodé,
pti kterém se sniZuje spotieba energie a zabranuje se trhani textilnich vlaken [7].

Enzymy tedy mohou snizovat zatizeni zivotniho prostiedi detergenty, protoze Setii energii
tim, Ze umoznuji umyvani a prani pti nizSich teplotach [7].

Lipasy také rozkladaji mastné skvrny za vzniku hydrofilnich latek, které jsou Iépe
odstranitelné nez podobné nehydrolyzované skvrny [7].

Jinou béznou komercni aplikaci detergenti je jejich vyuziti v myckach nadobi, pfi Cisténi
odpadli ucpanych lipidy v potravinafstvi nebo pifi CiSténi odpadnich vod vznikajicich
v primyslu a domacnostech.
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4.3 Odlucovace tukii

V Japonsku se vyprodukuje kazdy rok vice nez 400 000 t odpadni vody kontaminované
lipidy a asi 75 % této odpadni vody pochazi z potravinarského priimyslu a restauraci. Lipidy
pritomné ve vodé¢ jsou obtizné€ odstranitelné a rozlozitelné, protoze jsou té€zko rozpustné
ve vodé. Metabolismus lipidG zahrnuje nékolik krokt. Lipidy jsou nejprve emulgovany
arozlozeny na glycerol a mastné kyseliny. Nasledné jsou mastné kyseliny pireménény
vyuzitim metabolismu mikroorganismi trva pomérné dlouho [28].

Lipidy mohou vytvéfet olejovy film na povrchu vody, branit difuzi kysliku ze vzduchu
do vody a vést ke smrti mnoha forem vodniho Zivota. Agregaty tvorici se z kapek oleje
a dalSich odpadnich latek pfitomnych ve vodé mohou také ucpévat kanaliza¢ni potrubi [29].

Kwviili ochrané zivotniho prostfedi byla zkoumana funkce lipas s ohledem na jejich vyuziti
v lipidy kontaminované vodé€. Kvuli zlepSeni biodegradace lipidi v odpadni vodé byly
studovany mikroorganismy jako Pseudomonas aeruginosa, Bacillus sp. a kvasinky kvuli
jejich schopnosti odbouravat lipidy. Avsak tyto druhy projevuji svoji schopnost odbouravat
lipidy v zévislosti na aktualnich podminkéch jako je teplota. Neumi také degradovat fadu
lipidli a pisobi negativné na bakterie vyskytujici se pfirozené v odpadnich vodach [28].

Odlucovace tuki jsou urceny k zachyceni tukli obsazenych v odpadnich vodach. Pouzivaji
se zejména u pripraven jidel, v potravinaiském pramyslu, v primyslu zpracovani masa
amasnych vyrobki, u fritovacich linek, upraven brambor apod. Zarazuji se jako (istici
zatizeni pted malé Cistirny odpadnich vod nebo pted zatsténim do kanalizace. Do odlucovace
tuki nesmi byt sveden ostatni komunalni odpad a vody obsahujici oleje mineralniho
ptuvodu [30, 31].

Rozpusténé tuky obsazené v odpadnich vodach z potravinaiskych provozi maji tendenci
vlivem ochlazeni v kanalizaénim systému zménit skupenstvi z kapalného na tuhé a vlivem
mensi mérné hmotnosti nez ma voda vyplavat na vodni hladinu. Tim se zvySuje nebezpeci
zanadSeni odpadnich kanaliza¢nich vedeni. S prodluzovanim doby zdrZeni v téchto systémech
roste rovnéz nebezpeci biologického zatizeni zivotniho prostredi [30].

Odlucovace vyuzivaji fyzikédlnich zdkontd, zejména gravitace. Horkd odpadni voda
privadéna do odlu¢ovace tukti je uklidnéna usmeériiovaci prepazkou, coz umoziuje
sedimentaci kali a oddéleni vzlinavych tukovych ¢&astic, které vystupuji k hlading.
Predc¢isténa voda odtéka pod nornou sténou do odtokového potrubi. Odloucené tuky
se shromazd’uji na hladiné sedimenta¢niho prostoru. Odlou¢ené a zachycené latky se vyvazeji
k zneskodnéni [32].

Fyzikélni separace lipidi pouzitim odlucovact tukl je efektivni na odstranéni vétSiny
lipidii z odpadni vody. Odstranéné lipidy jsou spalovany nebo vyhozeny na skladky odpadi.

rrrrr

prostiedi. Navic odlu¢ovace a separatory tukl zptisobuji neptijemny zapach [28].
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5 EXPERIMENTALNI CAST - OVERENI LIPOLYTICKE AKTIVITY
U KOMERCNICH PRIPRAVKU

P&t komerénich preparatd (KP) bylo

za laboratornich podminek na pevném zivném médiu.

testovano na

schopnost rozkladat tuky

Tab. 1 Dostupné udaje o testovanych KP

Oznaceni ptipravku Vyrobce (dovozce) Informace o slozeni
Sanytura SANYTURA GmbH -
CPL 50 EVERSTAR s.r.0. smés bakterii, enzym,
detergentil a zivin
XP 2001 SANBIEN s.r.o ---
Neznamy piipravek — -—-
ACO Clear ACO Fulbora smés bakterii a enzymi

Ovéteni pfitomnosti lipolytickych enzyml bylo relalizovano na dvou kultivacnich
médiich — Tributyrin Agar Base a Spirit Blue Agar. Kazdy z péti preparatii byl zaockovan
vzdy dvakrat do stejného druhu média. Bylo tedy pfipraveno 20 agarovych ploten, vzdy dvé
agarove¢ plotny se stejnym vzorkem a stejnym kultivacnim médiem. Kultivace poté probéhla
u jedné poloviny vzorkd aerobnég, u druhé ¢asti vzorkli anaerobné. Vyrostlé kultury byly
otestovany spektrofotometricky na lipolytickou aktivitu a dale byl stanoven pocet
mikroorganisml nepifimou metodou.

5.1 Seznam pouzitych pristroja a chemikalii

5.1.1 Pouzité pristroje
e (ckovaci box Fatran

e Spektrofotometr UV/VIS HELIOS DELTA — Thermospectronic England
e Ultracentrifuga Eppendorf centrifuge 5417R

e Viahy Scaltec, SAS 50 - USA

e Svételny mikroskop s kamerou — Merci s.r.o.

e Vodni lazen

5.1.2 Pouzity software
e Microsoft Word 2002 SP3
e Microsoft Excel 2002 SP3
e Lucia Net

5.1.3 Pouzité chemikalie
e Tributyrin
e Kyselina trichlorocotova
e Fyziologicky roztok
e p-nitrofenol
e Fosfatovy pufr
e Uhlic¢itan sodny 0,1M

e Fosfatovy pufr 0,05M (pH 7,2)
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p-nitrofenyllaurat v absolutnim ethanolu — Fluka, CH-9471 Buchs

Albumin Fraktion V (aus Rinderserum) — MERCH, D-6100 Darmstadt, F. R., Germany
Hydroxid sodny 10M

Siran méd’naty — pentahydrat p.a. — Lach-Ner, s.r.o.

5.1.4 Pouzita Zivna média
e Tributyrin Agar Base w/o Tributyrin — HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd.
e Spirit Blue Agar — HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd.

Obr.17 Aerobni kultivace, barveni dle Grama, komercni preparat ¢. 2

Obr. 18 Anaerobni kultivace na Spirit Blue Agar, komercni preparat ¢. 5
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5.2 Pracovni postupy

5.2.1 Stanoveni po¢tu bunék neprimou metodou

Na stanoveni poc¢tu mikroorganismi neptimou kultivaéni metodou bylo pfipraveno dvacet
agarovych ploten s Tributyrin Agar Base. Deset Petriho misek bylo kultivovdno aerobné,
deset anaerobné.

Pocet mikroorganismil byl vypocitan podle vztahu:

x=MO-z-X (1)

kde: MO — priimérny pocet kolonii ze dvou paralelnich Petriho misek
z — pouzité ztedéni (10°)
X —ptepocet na 1 ml

5.2.2 Stanoveni kalibra¢ni kFivky p-nitrofenolu

7 0,025 M p-nitrofenolu byla pfipravena kalibracni fada s koncentracemi v jednotlivych
vzorcich 0,005; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025. K vzorkim bylo pfidano 0,65 ml 0,05 M
fosfatového pufru (pH 7,2) a 0,25 ml 0,1 M uhli¢itanu sodného. Po promichani a doplnéni
objemu destilovanou vodou na 10 ml byla métena absorbance proti blanku pti 420 nm.

Blank byl ptipraven z 0,65 ml 0,05 M fosfatového pufru (pH 7,2), 0,1 ml destilované vody
a 0,25ml 0,1 M uhli¢itanu sodného, promichan a doplnén destilovanou vodou na objem
10 ml.

y=27,82x - 0,0172
0,6 R =0,9984

(420nm) o3 -

0 % \ \ \ \ |
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

Cp-NF (mmo]/ml)

Graf 1 Kalibracni kiivka p-nitrofenolu

5.2.3 Stanoveni kalibra¢ni krivky albuminu

Ze zakladniho roztoku albuminu o koncentraci 4 mg/ml byla pfipravena kalibra¢ni fada
s koncentracemi albuminu v jednotlivych vzorcich 0,0 (blank); 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0;
4,0 mg/ml. K vzorkiim bylo pfiddno 0,5 ml 10 M hydroxidu sodné¢ho a objem vzorki byl
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doplnén destilovanou vodou na 4,5ml. Vzorky byly 10 minut povafeny, ochlazeny
ake kazdému bylo pifiddno 0,25ml 25% roztoku pentahydratu siranu meédnatého.
Po promichani byly roztoky zfiltrovany a byla méfena jejich absorbance pti 550 nm.

0,6
05 -
y = 0,134x - 0,0009

04 - R =0,9981

A 03 -

(550 nm) X
02 -
0,1 -
0 I I I I I I I 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2.5 30 35 4,0
Calbumin (mg/nﬂ)

Graf 2 Kalibracni kiivka albuminu

5.2.4 Stanoveni lipolytické aktivity nakultivovanych mikroorganismi

Kultura bunék byla rozsuspendovana v 650 ul 0,05 M fosfatového pufru (pH 7,2)
a nasledné centrifugovana 10 minut pfi 1600 ot./min. Supernatant i sediment byly pouZity
ke stanoveni lipolytické aktivity.

K 0,65 ml supernatantu bylo pfidano 0,1 ml 0,025 M p-nitrofenyllaurdtu v absolutnim
ethanolu a roztok byl ulozena na 30 minut do termostatu (37 °C). Poté bylo pfidano 0,25 ml
0,1 M uhli¢itanu sodného a po promichani byla fotometricky stanovena aktivita pti 420 nm.

Sediment byl rozsuspendovan v 0,65 ml fosfatového pufru a k suspenzi bylo pfidano
0,1 ml 0,025 M p-nitrofenyllaurdtu v absolutnim ethanolu. Dal§i postup byl shodny
s ptipravou supernatantu.

Blank byl pfipraven z 0,65 ml 0,05 M fosfatového pufru (pH 7,2), 0,1 ml 0,025 M
p-nitrofenyllauratu v absolutnim ethanolu a 0,25 ml 0,1 M uhli¢itanu sodného.

Lipolytické aktivita vyjadifend v mmol/ml byla vypocitana podle vztahu:

a=f, Ap (2)
kde: f. — pfepocitavaci faktor koncentrace lipolytickych enzymii pro absorbanci rovnou 1,

uréeny z regresni piimky p-nitrofenolu,
A 420 — absorbance namétend u jednotlivych vzorkd.
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5.2.5 Casova zavislost

Pracovni postup stanoveni zavislosti zmény absorbance vzorkd na case byl stejny jako
v piipad¢ stanoveni lipolytické aktivity u kultury mikroorganismli. Vzorky vSak nebyly
ulozeny 30 minut v termostatu, ale absorbance byla méfena v pétiminutovych intervalech
po dobu 30 minut.

Lipolyticka aktivita vyjadifend v mmol/ml byla vypocitana podle vztahu:

a=f, Ay (3)

kde: f; — pfepocitavaci faktor koncentrace lipolytickych enzymi pro absorbanci rovnou
jedné, urCeny z regresni ptimky p-nitrofenolu,
A 420 — absorbance namétend u jednotlivych vzorki po péti minutach inkubace.

5.2.6 Stanoveni bilkovin ve vzorcich

Kultura bun¢k byla rozsuspendovana v 500 ul fyziologického roztoku a 1 ml 10% kyseliny
trichloroctové a nésledné centrifugovana 3 minuty pii 3000 ot./min. Na stanoveni byl pouzity
sediment i supernatant. Ke kazdému vzorku bylo ptidano 0,5 ml 10 M hydroxidu sodného
a 3,8 ml destilované vody. Suspenze byla umisténa na 10 minut do vrouci lazné&, poté
ochlazena a bylo pfidano 0,25 ml 25% roztoku pentahydratu siranu médnatého.
Po promichani a filtraci byla méfena absorbance vzorkil pfi 550 nm proti blanku. Blank byl
pfipraven pifiddnim 0,5 ml hydroxidu sodného a 0,25 ml pentahydratu siranumédnatého
ke 4 ml destilované vody.

Obsah bilkovin v mg v jednom ml vzorku byl vypocitan ze vztahu:

y:fy - Ass, (4)

kde: f, — pfepocitavaci faktor koncentrace bilkovin pro absorbanci rovnou 1, urfeny
z regresni piimky albuminu,
Assg — absorbance namétend u jednotlivych vzorki bilkovin.

Ze zjisténého obsahu bilkovin ve vzorcich byl byla vypocitana lipolytické aktivita vztazena
na bilkoviny v mmol/min-mg dle vztahu:

a — A420 ) fx (5)

spec. ‘- y

kde: A4;9 — absorbance namétena u jednotlivych vzorkda,
[+ — ptepocitavaci faktor koncentrace lipolytickych enzymu pro absorbanci rovnou
jedné urceny z regresni piimky p-nitrofenolu,
t — doba kultivace
y — obsah bilkovin v mg v jednom ml vzorku.
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Priklad vypoctu lipolytické aktivity a prepoctu lipolytické aktivity na obsah bilkovin

Vypocet prepocitavaciho faktoru f, z regresni rovnice kalibracni kiivky p-nitrofenolu:
y=27,82x-0,0172

kde: x =cpnpay = Aso

_1+0,0172

=0,0366 mmol/ml
27,82

x=f,

Vypocet prepocitavaciho faktoru f, z regresni rovnice kalibra¢ni kiivky albuminu:
y =0,134x -0,0009

kde: X = Caibumin @ Y = Asso

~1+0,0009

=7,4694 mmol/ml
0,134

Catbumin = fy

Vypocet lipolytické aktivity na ml reakéni smési podle vztahu (2), aerobni kultivaci —

sediment, vzorek 1:
a=0,0366-(2-0,744) = 54,41-10"° mmol/ml

Vypocet specifické aktivity v jednom ml vzorku podle vztahu (4), aerobni kultivaci —

sediment, vzorek 1:
y=7,4694-0,017 = 0,1270 mg/ml

Piepocet lipolytické aktivity na obsah bilkovin podle vztahu (5):
A= (2-0,744)-0,0366 =14,28-10"° mmol/min - mg
30-0,1270
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6 VYSLEDKY — DUKAZ LIPOLYTICKE AKTIVITY KOMERCNICH
PREPARATU
Neptimou kultivaéni metodou byl nejprve stanoven pocet Zivych buné€k mikroorganismi
(MO) v jednotlivych komer¢nich ptipravcich (KP). Poté byla spektrofotometricky ovétena
lipolytick4 aktivita.

6.1 Vyhodnoceni kultivace mikroorganismi nepfimou metodou

Stanoveni poctu bunék bylo provedeno nepfimou metodou. U jednotlivych KP byl
sledovany pocet MO po kultivaci za aerobnich a anaerobnich podminek. Ziskané vysledky
jsou uvedeny v Tabulce 2 a Grafu 3.

Tab. 2 Stanoveni poctu bunék mikroorganismii

Aerobni kultivace Anaerobni kultivace
Komer¢ni Vyrostlé Vysledny pocet Vyrostlé Vysledny pocet
preparat kolonie bunc¢k MO (KTJ) kolonie bunc¢k MO (KTJ)
1 156/138 1,470-10° 82/81 0,815-10°
2 0/0 0,0 0/0 0,0
3 0/0 0,0 0/0 0,0
4 59/51 0,550-10° 23/17 0,200-10°
5 121/132 1,265-10° 106/75 0,905-10°

Z Tabulky 2 vyplyva, ze preparaty €. 2 a 3 pii zvoleném fedéni neobsahovaly zadné zivé
buniky lipolytickych MO. Proto byla pro ovéteni lipolytické aktivity zaoCkovana nova média
vyss$i koncentraci.

1,5

12 -

0,9

0,6 1

03 -

Podet MO - 10° (KTJ)

1 4 5

KP
O Aerobni kultivace B Anaerobni kultivace

Graf 3 Pocet bunék mikroorganismu v testovanych prepardtech kultivovanych
za aerobnich a anaerobnich podminek

Z Grafu 3 vyplyva, Ze nejvice zivych bun€k obsahoval preparat €. 1.
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6.2 Stanoveni lipolytické aktivity u kultur mikroorganismi po sedmi dnech
kultivace v jednotlivych komerénich preparatech

Bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni lipolytické aktivity s vyuzitim
p-nitrofenyllaratu, které je zaloZzené na schopnosti lipolytickych enzymi $tépit tuto slou¢eninu
na barevny p-nitrofenol, ktery se stanovi spektrofotometricky.

Z pevného zivného média byly odebrany kolonie MO, které byly ziskany pfi testovani
jednotlivych KP a byla pfipravena jejich suspenze. Po centrifugaci byly supernatant
i sediment otestovany na enzymovou aktivitu.

V Tabulce 3 jsou uvedeny naméiené hodnoty absorbanci pro vypocet lipolytické aktivity.
V Tabulce 4 jsou uvedeny namétfené hodnoty absorbanci pro vypocet specifické aktivity.
V tabulce 5 a 6 jsou uvedeny vypocitané hodnoty lipolytické a specifické aktivity. Priklad
vypoctu je uveden v kapitole 5.

Tab. 3 Nameérené hodnoty absorbanci (420 nm) vzorku mikroorganismii

Absorbance Asyg
KP Aerobni kultivace Anaerobni kultivace
Supernatant Sediment Supernatant Sediment
0,744 0,827
1 1 ; 1 ;
0,138 (fedéni 1:1) 0,196 (fedéni 1:1)
0,760 0,898
2 4 ; ;
0,05 (fedéni 1:2) 0.0 (fedéni 1:1)
0,724 0,797
1 ; 182 ;
3 0,06 (fedéni 1:2) 0,18 (fedéni 1:1)
0,855 0,697
4 0,298 (fedéni 1:1) 0,332 (fedéni 1:2)
0,715 0,874
> 0,433 (fedéni 1:1) 0,393 (fedéni 1:2)

Tab 4 Namérené hodnoty absorbanci (550 nm) pro stanoveni obsahu bilkovin ve vzorcich

Absorbance Assg
KP Aerobni kultivace Anaerobni kultivace
Supernatant Sediment Supernatant Sediment

Blank 0,000 0,000 0,000 0,000

1 0,000 0,017 0,000 0,016

2 0,000 0,020 0,020 0,000

3 0,000 0,066 0,000 0,000

4 0,000 0,080 0,012 0,000

5 0,009 0,145 0,075 0,000
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Tab. 5 Vypocitané hodnoty lipolytické aktivity podle hodnot v Tabulce 4 — aerobni

kultivace

Aerobni kultivace

Supernatant Sediment
KP . Agpec . Agpec.
a (mmol/ml-min) (mmol/mg-min) a (mmol/ml-min) (mmol/mg-ml)
1 5,05-107 - 54,41-107 14,2810
2 1,97:10° - 83,3710 18,60-107
3 2,23-107 - 7,94107 5,37-107
4 10,90-107 - 6,25-107 3,49-107
5 15,83-107 785107 5,23-10° 1,61-107

Tab. 6 Vypocitané hodnoty lipolytické aktivity podle hodnot v Tabulce 4 — anaerobni

kultivace

Anaerobni kultivace

Supernatant Sediment
KP a (mmol/ml-min) (mmoall/s;i;-min) a (mmol/ml-min) (mmoall/s;icg'min)
1 7,17-107 - 60,48-107 16,87-107
2 0,0 0,0 72,32-10° -
3 6,65:107 - 58,28-107 -
4 12,14-10° 4,51-10° 76,4510 -
5 14,37E-107 0,86:107 95,87-107 -

Ve vzorcich byl sledovan i obsah bilkovin (Tabulka 4). Pouze u sedimentu pfi aerobni
kultivaci bylo mozné kvantitativné stanovit bilkoviny a proto jenom v tomto ptipad¢ bylo
mozné vypocitat specifickou aktivitu (Tabulka 5 a 6).

Srovnani lipolytické aktivity u jednotlivych KP je zobrazeno v Grafech 4 a 5.
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Graf 4 Lipolyticka aktivita aerobni kultivace

10,0

-3

a - 10" (mmol/ml-min)

1 2 3 4 5
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‘ O Lipolyticka aktivita - supernatant B Lipolyticka aktivita - sediment

Graf 5 Lipolyticka aktivita anaerobni kultivace
Z Grafti 4 a 5 vyplyva, Ze lipolytické enzymy jsou vazany na bunéfnou sténu, protoze

sediment vykazuje mnohem vyssi lipolytickou aktivitu nez supernatant. Lipolytické aktivita
byla stanovena po sedmi dnech kultivace.
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6.3 Stanoveni lipolytické aktivity u kultur mikroorganismii po péti dnech
kultivace v jednotlivych komerénich preparatech

Z nové zaoCkovaného pevného zivného média byly po péti dnech kultivace odebrany
kolonie MO a byla pfipravena jejich suspenze. Po centrifugaci byly supernatant i sediment
testovany na enzymovou aktivitu v pétiminutovych intervalech po dobu tficeti minut.

Tab. 7 Namerené hodnoty absorbanct pro casovou zavislost

Absorbance A4yg

Aerobni kultivace

KP 1 2 | 3 4 5
supernatant

0 min. 0 0 0 0 0
5 min. 0,525 0,495 0,380 0,588 0,591
10 min. 0,655 0,707 0,482 0,754 0,770
15 min. 0,664 0,770 0,556 0,755 0,784
20 min. 0,682 0,787 0,570 0,758 0,795
25 min. 0,789 0,759 0,613 0,766 0,797
30 min. 0,687 0,720 0,583 0,785 0,752

sediment

0 min. 0 0 0 0 0
5 min. 0,070 0,032 0,003 0,243 0,258
10 min. 0,158 0,095 0,005 0,253 0,298
15 min. 0,164 0,152 0,006 0,254 0,299
20 min. 0,462 0,151 0,019 0,378 0,291
25 min. 0,331 0,216 0,026 0,448 0,296
30 min. 0,280 0,183 0,011 0,350 0,360

Anaerobni kultivace
supernatant

0 min. 0 0 0 0 0
5 min. 0,586 0,475 0,474 0,640 0,609
10 min. 0,659 0,590 0,706 0,774 0,678
15 min. 0,729 0,611 0,761 0,841 0,710
20 min. 0,766 0,621 0,783 0,873 0,735
25 min. 0,837 0,630 0,795 0,807 0,793
30 min. 0,747 0,597 0,749 0,730 0,746

sediment

0 min. 0 0 0 0 0
5 min. 0,147 0,140 0,114 0,173 0,125
10 min. 0,185 0,182 0,133 0,180 0,181
15 min. 0,290 0,185 0,218 0,379 0,182
20 min. 0,294 0,215 0,234 0,223 0,222
25 min. 0,335 0,234 0,338 0,320 0,329
30 min. 0,310 0,230 0,315 0,318 0,289
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Z hodnot uvedenych v Tabulce 7 byla stanovena A4 - min”. Tato hodnota pak byla
dosazena do vzorce (3) pro vypocet lipolytické aktivity vyjadfené na ml suspenze nebo
sedimentu (Tabulka 8).

Tab. 8 Vypocitané hodnoty lipolytické aktivity z Tabulky 7 pro hodnoty absorbanci
nameérenych v ¢ase 5 minut — aerobni a anaerobni kultivace

Aerobni kultivace Anaerobni kultivace
KP Supernatant Sediment Supernatant Sediment
a (mmol/ml'min) | a (mmol/ml'min) | a (mmol/ml'min) | a (mmol/ml-min)
1 19,20-10° 2,56:107 21,43:10° 5,38-10°
2 18,10-107 1,17:10° 17,37-107 5,12:107
3 13,89-10° 0,11-10° 17,33:10° 4,17-10°
4 21,50-10° 8,89-107 23,40-10° 6,33-107
5 21,61-107 9,43-107 22,27-107 4,57-10°

V tomto ptipad¢ nebyla vypocitana specifickd aktivita, protoze pii tomto stanoveni nebyl
stanovovan obsah bilkovin ve vzorcich.

2,5 1
‘g 20 -
5
§ 1,5 1
%
2= 1,0 1
=
< 057
oo | L | |
1 2 3 4 5
KP
O Aerobni kultivace - supernatant B Aerobni kultivace - sediment

Graf 6 Lipolyticka aktivita aerobni kultivace
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Graf'7 Lipolyticka aktivita anaerobni kultivace

Grafy 6 a 7 zobrazuji lipolytickou aktivitu, kterou vykaziji MO v jednotlivych KP.
Lipolyticka aktivita byla stanovena u nové vypéstovanych kultur po 5 dnech kultivace,
pric¢emz stanovena lipolytickd aktivita se vyskytovala ve vys§i mife v supernatantu na rozdil
od kultivace po sedmi dnech, kdy byla vazdna na bunécnou sténu. Z toho vyplyva, Ze na
lokalizaci lipolytickych enzyma ma vliv doba kultivace.
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7 DISKUZE

Kultury mikroorganismi obsazené v komer¢nich preparatech (KP) byly kultivovany
na dvou kultiva¢nich médiich — Tributyrin Agar Base a Spirit Blue Agar a byla stanovovana
jejich lipolyticka aktivita.

Kultivaci mikroorganismti (MO) na médiu Spirit Blue Agar Ize vizudln¢ dokazat jejich
lipolytickou aktivitu. Spirit Blue Agar je modie zabarvené¢ médium, které se v pfitomnosti
lipolytickych enzymt odbarvuje.

Kultivace na Tributyrin Agar Base byla pouzita pro nepfimé stanoveni poctu MO
a na spektrofotometrické stanoveni lipolytické aktivity.

Neptfimym stanovenim poctu MO bylo zjisténo, Ze v testovanych KP pifevladaji aerobni,
popi. fakultativné anaerobni mikroorganismy (Graf 3 ). Ze zjiSténych hodnot poctu
mikroorganismi vyplyva, Ze nejvice zivych bunék MO je obsaZeno v preparatu €. 1.

Lipolytickd aktivita péti KP byla stanovovana spektrofotometrickou metodou, ktera
vyuziva §té€peni p-nitrofellauratu na barevny produkt. Aktivita byla stanovovéana u kultur MO
po aerobni i anaerobni kultivaci, a to v sedimentu i supernatantu.

Z Grafu 4 a z Grafu 5 je patrné, Ze podstatné vyssi lipolytickou aktivitu vykazuje sediment,
coz znamend, Ze lipolytické enzymy jsou vazany na bunéCnou sténu anedoslo k jejich
uvolnéni do supernatantu.

Z vypocitané specifické aktivity v Tabulce 5 vypliva, ze nejvyssi aktivitu vykazuji kultury
MO v KP 2 a nejnizsi v KP 5. Pro ostatni KP nebyla pfepocitana specificka aktivita, protoze
pouzitda metoda na stanoveni bilkovin nebyla dostate¢né citlivd na to, aby jejich obsah
zaznamenala (Tabulka 4).

Pti stanoveni lipolytické aktivity mé pravdépodobné¢ také vliv doba kultivace pred vlastnim
stanovenim lipolytické aktivity. To je patrné pii porovnani Grafit 4 a 5, ve kterych je
lipolyticka aktivity vazana na sediment (kultivace 7 dni), s Grafy 6 a7, ve kterych vyssi
lipolytickou aktivitu vykazuje supernatant (kultivace 5 dni). VIliv doby kultivace na vyskyt
lipolytické aktivity i ptfesnéjsi specifikace MO obsazenych v KP proto bude predmétem
dalsiho zkoumani.
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8 ZAVER

Lipasy jsou mnohostranné enzymy, které mohou byt vyuZzity v mnoha biokatalytickych
reakcich.

Cilem prace bylo ovéfit pét komercnich ptipravkill, které obsahuji mikroorganismy
s lipolytickou aktivitou.

Lipoliticka aktivita byla prokdzana u vSech testovanych preparati, avSak nejvyssi
lipolytickou aktivitu vykazuji mikroorganismy pfitomné v komerénim preparatu 2.
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apod. a podobné

ATP adenosintrifosfat

CoA koenzym A

CYA Czapkuv agar s kvasni¢nym extraktem

¢. Cislo

DEAE aniontovy iontoméni¢ obsahujici diethylaminoethylové funkcéni skupiny,
pouzivany k chromatografickému déleni nékterych enzymt a dalSich
bilkovin

DNA deoxyribonukleova kyseliny

FADH, redukovana forma flavinadenindinukleotidu

KP komer¢ni piipravek

log P rozdélovaci koeficient

MO mikroorganismus

NADH, redukovana forma nikotinadenindinukleotidu

napf. napiiklad

popf. popiipadée

tzv. takzvané
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