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Vyndlez se tyk4 nového mutantniho kmene kvasinek druhu Candida lipolytica syn. Yarowia
lipolytica, vhodného pro produkci multienzymového systému p¥ednostné odbourdvajiciho uhlovo-
diky s delif{m uhlfkatym Ffet&zcem Cy aZ Cyg 2 lipidy.

Rada mikroorganismi, bakterif, kvasinek a plisn{ syntetizujl enzymy, odbourdvajici
del3{ uhlikaté Fetdzce, p¥i kultivaci na médiu s vhodnym induktorem této enzymové aktivity,
tzn. vhodnym uhlovodikem. Nejsndze asimilovatelnymi uhlovodiky jsou alkdny s linedrnim
fet&zcem Cig a¥ Cig- Odbourdvani je uskutedhovdno systémem oxidoreduktas, které p¥evdd@jf uhlo-
vodLky na alkoholy, aldehydy a karboxylové kyseliny.

Lipolytickd aktivita byla popsdna u n&ktergch bakterif (rod Pseudomonas), kvasinek
(Lipomyces, Candida, Cryptococcus, Rhodotorula) a plisn{ (Oospora). P¥i enzymovém rozkladu

tukd vznikajl mastné kyseliny a alkoholy.

Kvasinky Candida lipolytica syn. Yarwinia lipolytica produkuji na ?ivném médiu, v kterém
jsou zdrojem uhl{ku alkény a ztuZeny tuk, multienzymovy komplex s ob&ma typy enzymi. Aktivita
tohoto multienzymového komplexu je u rodi&ovského kmene nizkd a optimédlni podminky pro
jejich pusobeni jsou 30 °C a pH 6. Rist kmene na médiu s alkény a ztuZenym tukem jako jedinym
zdrojem uhliku a energie je pomaly a maximdlni produkce enzymu je dosa%eno po 4 a%Z 5 dnech
kultivace. Nap¥fklad pro potfebu pracich prostfedkd je nutny enzymovy systém pracujici
pri vys&ich pH a teploté.

Tyto nedostatky rodilovského kmene odstrafuje kmen Candida lipolytica podle vyndlezu,
ktery je ulo¥en ve sbirce kvasinek na kated¥e biochemie a mikrobiologie VBCHT Praha, pod
&{slem DBM 358. Kmen DBM 358 m4d zachované morfologické vlastnosti rodidovského kmene, avsak
produkuje ve zvySenéd mife multienzymovy komplex vhodny pro odbourdvéni uvhlovodfikd s deldim
uhlikatym ¥etdzcem a lipidl. Optimdln{ podminky pisobeni tohoto komplexu jsou p¥i teploté
50 a# 60 °Cc a pH 8 a% 11. Vykazuje vy¥8f{ aktivitu oxidoreduktas i lipas o 80 aZ 90 % resp.
80 a¥ 90 % oproti rodidovskému kmenu. Ddle produkuje tento mutantn{ kmen oxidasovy komplex,
ktery obsahuje nejmén& z 50 % alkan hydroxylasovou aktivitu nezdvislou na NADH.

Pro produkci tohoto enzymového komplexu potfebuje kmen DBM 358 prost¥ed{ obsahujici
N-alkany, ztuZeny tuk (NH4)2HPO4, (NH4)250 ¢ MgS0,.7H,0, K,S80,, kvasnidny extrakt.

Kmen Candida Lipolytica DBM 358 byl ziskén opakovanym pisobenim UV z&feni a N -methyl-
-N-nitrosomooviny na kmen Candida lipolytica a opakovanou selekci zIskanych mutantl.

Nakultivované bufiky rodiSovského kmene asepticky odst¥ed&né, dvakrédt promyté sterilnim
fosfdtovym tlumivym roztokem pH 7, byly resuspendované a na¥ed&né stejnym tlumivym roztokem
tak, aby vyslednd koncentrace bunék byla 106 b/ml. 5 ml této suspenze bylo ozd¥eno UV svét—
lem po dobu 20, 30, 60, 120 a 180 s, co¥ odpovidd davkém za¥eni 36, 54, 108, 216 a 324 J/m .
Oz&¥ené suspenze byly nafeddny a rozetreny na agarové plotny s kompletnim médiem v mnoZstvi
0,1 ml. Po t¥idenni inkubaci p¥i 30- °c byla provedena isolace kmeni a jejich selekce na
agarovych plotndch s n-alkany a lipidy. Vybrany nejaktivn&j${ kmen (davka 108 J/m ) byl
opakované podroben d&inkim UV ‘z&¥eni. Kmen UV 60/2 isolovany z davky 216 J/m byl vystaven
mutagennimu zdsahu N™-methyl-N- -nitrosomo&oviny. K suspenzi bun&k, ziskanych obdobnym zplsobem
jako p¥i aplikaci UV z4¥enim o koncentraci 1x108 b/ml, bylo p¥iddno 8 mg N -methyl-N-nitroso-
modoviny na 10 ml suspenze bundk. Po 60minutové inkubaci p¥i 28 9C na reciproké tfepadce
byly bufiky odst¥ed¥ny, promyty a pfiddny k 8 ml minerdlnfiho média s n-alkany. Po t¥idenni
kultivaci byla horn{ alkanovd vrstva s bufikami vyuZita jako inokulum pro dals{ inkubaci.
Tento postup byl zopakovdn 3krdt. Po skondeni kultivace byly bunky asepticky odst¥edény,
promyty a pfevedeny na bramborovy agar. Kolonie, které narostly po dvou a% t¥idenni kultivaci
byly izolovany. Z takto o¥et¥enych bunék byl isolovén kmen DBM 358.

Kmen DBM 358 m& zachované morfologické vlastnosti rodidovského kmene. Tvofi ovdlné
bufky o rozm&rech (3 a% 5)x(5 a% 11) u. Je charakteristicky tvorbou pseudomycelia. RozmnoZuje
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se multilaterdlnim pulenim. N4rGst na agarové pid& je krémovd zbarveny s viditeln& zvrésné-

nym povrchem. Kmen nemd kvasné schopnosti, asimiluje glukosu, ethanol, glycerol, erythritol,
kyselinu citronovou a DL-mlé&nou. Slabé& asimiluje L-sorbosu a D-manitol. Neasimiluje K, NO,.

Na rozdil od rodifovského kmene produkuje ve zvySené mife multienzymovy komplex vhodny

pro odbourdvénf uhlovodfkd s del¥im uhlfikatym Yetdzcem a lipidd.

P¥{klad

Kmen Candida lipolytica DBM 358 se kultivuje 24 hodin na tekutém médiu s obsahem glukosy
1 % hmot., kvasniéného outolysatu 0,5 % hmot., peptonu 0,3 % hmot., hydrolyz4dtu kaseinu
0,5 % hmot. p¥i teploté 28 °c za t¥epdni a poté se 5 aZ 10 % hmot. takto p¥ipraveného inokula
prevede do média obsahujfciho 0,5 aZ 2,5 % hmot. alkdnd 0,5 a%Z 3 % hmot. ztuZ?eného tuku,
0,1 aZz 0,2 % hmot. (NH4)2HPO4, 0,25 az 0,35 % hmot. (NH4)2504, 0,01 a%Z 0,03 % hmot. MgSO4.7-
H,0, 0,5 a? 0,1 % hmot. K,80,, 0,01 az 0,02 ¥ hmot. kvasni&ného extraktu. Kultivace probihéd
48 a¥ 96 hodin p¥i teplotd 25 a¥ 37 °C. Po ukondeni kultivace se biomasa kvasinek separuje
odstfeddnim a promyje se nékolikr&t destilovanou vodou. Takto pEipravené bunky vykazovaly
ndsledujic{ aktivity: lipolytickd aktivita dosahovala hodnot od 10 do 50 U/mg bilkovin,
oxidoreduktasovd aktivita od 1 do 3,5 nkat/mg bflkoviny v z&vislosti na zdroji uhliku v kulti-

vaénim médiu.

Ve srovnéni s tim, rodiovsky kmen za stejnych podminek kultivace vykazoval lipolytickou
aktivitu od 2 do 30 U/mg bilkovin, oxidoreduktasovd aktivita od 0,1 do 2 nkat/mg bilkovin.

PREDMET VYNALEZU

Kmen mikroorganismu Candida lipolytica syn. Yarwinia lipolytica DBM 358, produkujici

multienzymovy systém s obsahem oxidoreduktas a lipas.
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