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Uvod

Rhamnolipidy se fadi mezi aniontové biosurfaktanty
z fad glykolipidd. Jsou produkovany kmeny Pseudomonas
aeruginosa a vyznacuji se nizkou toxicitou a snadnou bio-
degrabilitou. Vyuzivaji se pfi bioremediacich hydrofob-
nich polutantt a odstrafiovani t&zkych kovi'. Jejich uéinku
je mozné vyuzit pro lepsi biodostupnost hydrofobnich
substratii, které mohou slouzit jako zdroje uhliku pro mi-
kroorganismy®. N&které druhy kvasinek dokaZi vyuzivat
neobvyklé zdroje uhliku, jako napt. n-alkany’ piimo pe-
ménou na mastnou kyselinu bez degradace na acetat’. Me-
zi kvasinky, které jsou schopné riist na uhlovodicich, patfi
rody Yarrowia, Candida, Rhodotorula a u n€kterych kme-
nt  Candida maltosa bylo zjiSténo, Ze vyuzivaji
n-hexadekan rychleji nez glukosu®. Alkany jako zdroje
uhliku mohou ovlivnit rist kvasinkovych bun¢k a zastou-
peni mastnych kyselin v bunééné biomase. Pouziti
n-alkanll s lichym poctem atomid uhliku mize vést
k modulaci obsahu mastnych kyselin slichym poctem
uhlikd, které jsou zkoumany pro své vyuziti ve straveé li-
di®’. Bylo prokazano, e kyselina pentadekanové a hepta-
dekanova maji pozitivni G¢inek na lidské zdravi a prispiva-
ji ke snizeni rizika vzniku roztrousené sklerozy®”.

V nasi praci jsme se zaméfili na vliv thamnolipidd na
rust Candida krusei DBM 2136 a Candida tropicalis
DBM 2166 v ptitomnosti n-pentadekanu a n-heptadekanu
a souvisejici zmény v obsahu a zastoupeni mastnych kyse-
lin v bunkach.
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Experimentalni ¢ast
Mikroorganismy a kultivaéni podminky

Ve studii byly pouzité kvasinky Candida krusei
(DBM 2136) a Candida tropicalis (DBM 2166). V kom-
plexnim YPD médiu (100 ml, kvasni¢ny extrakt 10 g1,
pepton 20 g 1™, glukosa 20 g I'") byla kultivovana biomasa
(24h, 30°C, 100rpm), kterd po separaci centrifugaci
(9000 g, 10 min) byla pouzita jako inokulum pro 100 ml
mineralniho media (g l’l): KH,PO, 0,17; K,HPO,4 0,13;
(NH4)2SO4 0,71, MgC126 H2O 0,34, MHC124 H2O 1,
CaC12'2 HzO 0,26, FCSO47 HzO 0,6, N32M004'2 H20 2,
pH 6. Jako zdroj uhliku bylo vyuzitol nebo 3 gl™
n-alkanu (n-pentadekan nebo n-heptadekan). Inokulace
mineralniho média byla provedena na zakladé méfeni op-
tické denzity na pocateCni hodnotu ODgy= 0,2+0,005.
Nasledna kultivace probihala do dosaZeni stacionarni faze
rustu bunek. Vytéznost kultivace byla po dvojnasobném
promyti fosfatovym pufrem stanovena jako bunécna susi-
na. Biomasa byla zmrazena na —70 °C a lyofilizovéna.

Kultivace s rhamnolipidy

Rhamnolipidy vyprodukované bakterii Pseudomonas
aeruginosa DBM 3777 byly pouzity pro kultivace
v kritické micelarni koncentraci 56 mg I! a pfipraveny dle
Hoskova a spol.'’. Stru¢ng, po kultivaci P. aeruginosa
byly rhamnolipidy izolovany ze supernatantu kyselym
srézenim a CiStény extrakei a TLC. SloZeni pieciSténého
rhamnolipidového extraktu bylo stanoveno tandemovou
hmotnostni spektrometrii a bylo zjiSténo, Ze se sklada ze
27 kongenertu ze vSech Ctyf skupin rhamolipidi (RhaFA,
RhaFAFA, RhaRhaFA, RhaRhaFAFA), které obsahovaly
pét typu mastnych kyselin (C8, C10, C10:1, C12, C12:1).
Rhamnolipidy obsahujici kyselinu dekanovou tvofily hlav-
ni slozku (60 %). Pro experimenty byla pouzita purifikova-
n4 smés rhamnolipidu. Rhamnolipidy byly pfidany v kri-
tické micelarni koncentraci 56 mg I"'. Kultivace C. krusei
a C. tropicalis s rhamnolipidy probihala za stejnych kulti-
vaénich podminek popsanych vyse. Po kultivaci byly bun-
ky centrifugovany (9000 g, 10 min) a dvakrat promyty
fosfatovym pufrem. Vytéznost kultivace byla stanovena po
dvojnasobném promyti fosfatovym pufrem jako bunécna
susina. Biomasa byla zmraZena na —70 °C a lyofilizovana.

Stanoveni obsahu lipidd a mastnych kyselin

Lyofilizovana biomasa byla smichana s 2 ml 0,1 mol I"*
Na,COs5 (> 99%, Sigma-Aldrich) a smés byla kratce mi-
chana se sklenénymi ballotinkami (primér 0,2 mm), zalita
kapalnym dusikem a znovu michéna. Tento postup byl
opakovan tiikrat a nakonec bylo pfidano 50 ml 0,1 mol I™*
Na,COs;. Lipidy byly extrahovany smési chloroformu
a methanolu. Vzorek byl centrifugovan a spodni faze byla
odpafena do sucha a stanovena hmotnost susSiny lipidu.
Analyza jednotlivych vzorki byla provedena metodou
GC-MS FAME. Kazdy ze vzorkd byl proméfen a vyhod-
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nocen 3x a ve vysledcich je pak uvedena vzdy primérna
hodnota 3 méfeni. Odchylka méteni byla 8-10 %. Metodi-
ka stanoveni lipidd a mastnych kyselin byla pouzita dle
Kolouchova a spol.’.

Vysledky a diskuse
Vliv rhamnolipidu a n-alkand na mikrobialni rust

Pokud se literatura vénuje moznosti mikrobniho ristu
na n-alkanech, tak je nejcastéji ve spojeni s druhem Candi-
da maltosa a Yarrowia lipolytica'"'*. n-Alkany jsou pouze
omezen¢ rozpustné ve vode, kdy s rostouci délkou fetézce
klesa jejich rozpustnost'>. Nékteré mikroorganismy jsou
schopny produkce vlastnich biosurfaktantl, kterymi zpii-
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stupfiuji tyto substraty pro své vyuziti'*'* nebo je mozné

do media ptidavat bud’ syntetické nebo mikrobidlni surfak-
tantyl(’.

Oba druhy kvasinek Candida byly schopné ristu na
n-alkanech jako jediném zdroji uhliku. Jak znazoriuje
obr. 1 a 2, mélo pfidani rhamnolipidi pozitivni efekt na
nartst biomasy. V piipadé zvyseni vstupni koncentrace
n-alkanu z 1 g 1" na 3 g "' doslo k signifikantnimu nartistu
biomasy jak pro pentadekan a heptadekan, tak pro Candi-
da krusei 1 Candida tropicalis.

Vytéznost biomasy je zavisla na kultiva¢nich podmin-
kach, v zavislosti na nich pak dochézi k ovlivnéni syntézy
a pomérovému zastoupeni mastnych kyselin. Z divodu
velkého povrchového napéti pouzitych n-alkand jako zdro-
jb uhliku dochazi k tvorbé druhé faze na povrchu vodného
media a n-alkany tak nemusi byt dostate¢né vyuzity kva-
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Obr. 1. Vliv pridavku rhamnolipidu na ristové kfivky kvasinky Candida krusei na pentadekanu (A) a heptadekanu (B). C15:
pentadekan, C17: heptadekan, R: thamnolipid; e1 g1 C15, m3 g1"'C15, 03 g1™' C15 + rhamnolipid,o1 g I"' C15 + rhamnolipid
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Obr. 2. Vliv piidavku rhamnolipidu na ristové kiivky kvasinky Candida tropicalis na pentadekanu (A) a heptadekanu (B). C15:
pentadekan, C17: heptadekan, R: thamnolipid; e1 g1 C15, m3 g1' C15, 03 g1 C15 + rhamnolipid,o1 g I"' C15 + rhamnolipid
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Obr. 3. Vytéznost biomasy kvasinky Candida krusei na

n-alkanu C15 a C17 s pfidavkem | nebo bez ll rhamnolipidu

sinkami pro rust. Pfidavek rhamnolipidd, jako pfirodnich
surfaktantt snizuje povrchové napéti n-alkand, zlepsuje
tak jejich dispergaci v médiu a jejich dostupnost pro mi-
kroorganismy, ¢imz se vytvari podminky ke zvyseni na-
ristu biomasy kvasinek a taktéz k podpofeni vytéznosti
lipid. Z obr. 3 a 4 vyplyva, ze piidavek rhamnolipidu do
minerdlniho media vedl k narGstu vytéZnosti biomasy
v rozmezi 120-150 rel.% a je tedy vidét, ze i kdyz je rod
Candida schopen produkce vlastnich surfaktantd'’, tak
externi pridavek surfaktantu zvysi biodostupnost hydro-
fobniho zdroje uhliku.

Vliv rhamnolipidu a n-alkani s lichym poc¢tem uhli-
ki na obsah lipidd a zastoupeni mastnych kyselin

Typ substratu, délka kultivace, velikost inokula, tep-
lota a dalsi faktory pfimo ovliviiuji obsah mikrobialnich
lipida'®"°. Kultivaéni teplota byla zvolena 28 °C a po&a-
te¢ni pH media bylo upraveno na 6, dle vysledka®. Kulti-
vace probihala do stacionarni faze ristu. Kultivace mikro-
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Obr. 4. Vytéinost biomasy kvasinky Candida tropicalis na
n-alkanu C15 a C17 s pfidavkem | nebo bez ll rhamnolipidu

organismii na hydrofobnich substratech vede k ex novo
akumulaci lipidi*®?'. Jak je vidét na obr. 5 a 6, i kdyz rod
Candida patii mezi oleogenni kvasinky, tedy takové, které
jsou schopny akumulace vice nez 20 % lipidd v suSing, tak
za podminek kultivace na n-alkanech dosahuje obsah lipi-
dii v suding priblizng 10 %, coz odpovida i literatuie™.
Pridavek rhamnolipidi obsah lipidd zvysil pouze mirné.
Ale vzhledem ke schopnosti utilizace n-alkanti jako samo-
statnych zdroja uhliku Ize tento relativné levny zdroj vyu-
zit pro biotransformaci na mikrobialni lipidy stejné jako
pouzivané ,,volatile fatty acids“, napf. kyselinu octovou.
Na obr. 5 pro C. krusei a na obr. 6 pro C. tropicalis je
vidét, ze pti kultivaci na samotném n-alkanu je nejvice
zastoupena kyselina olejova (18:1), palmitova (16:0)
a linolova (18:2), tak jako za obvyklejsich rastovych pod-
minek'*?*#_ Kli¢ovym krokem pii biosyntéze mastnych
kyselin je tvorba acetyl-CoA, kdy tvorba mastnych kyselin
s lichym poctem uhlikti probihd z prekurzord s lichym
poc¢tem uhlikd, tedy napt. z propionyl-CoA nebo zkrace-
nim sudé mastné kyseliny a-oxidaci. Vyzivoveé zajimavou
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Obr. 5. Zastoupeni mastnych kyselin v kvasince Candida krusei v kultivaci na riznych n-alkanech (C15 - A, C17 - B)

a v pfitomnosti nebo nepfitomnosti rhamnolipidu
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Obr. 6. Zastoupeni mastnych Kyselin v kvasince Candida tropicalis v kultivaci na raznych n-alkanech (C15 — A, C17 — B)

a v pFritomnosti nebo nepritomnosti rhamnolipidu

lichou mastnou kyselinou je kyselina heptadecenova
(17:1), ktera se vyskytuje v mléku a tuku save® a v seme-
nech rostlin rodu Malvaceae®. Obsah mastnych kyselin
s lichym pocétem uhlikti se vyrazné zvysoval pii kultiva-
cich v pfitomnosti rhamnolipidi. V pfipadé ptitomnosti
pentadekanu doslo k signifikantnimu nartstu C15 mast-
nych kyselin a v pifipadé¢ kultivace s heptadekanem
k nartistu mastnych kyselin C17 (obr. 5 a 6). Celkovy ob-
sah C15 a C17 mastnych kyselin se v ptipad¢ kultivace
s thamnolipidy zvysil z plivodnich 10 rel.% na vice nez
30 rel.%. Zaméefime-li se na kyselinu heptadecenovou, tak
v piipadé¢ kultivace s rhamnolipidy byl jeji relativni obsah
v rozmezi 15-17 rel.% ze vSech mastnych kyselin. Z ji-
nych vyzivové zajimanych mastnych kyselin je mozné
zminit kyselinu palmitolejovou (16:1) a linolovou (18:2).
Obsah kyseliny palmitolejové se pohyboval okolo 10 %
vSech mastnych kyselin bez vyznamného ovlivnéni ptida-
nymi rhamnolipidy. Naproti tomu kyselina linolova dosa-
hovala az 40 rel.% v ptipadé kultivaci s thamnolipidy, kdy
jejich pridavek zvySoval obsah této kyseliny az o 50 %
oproti kultivaci se samotnymi n-alkany.

Zavér

Aplikaci vhodnych surfaktanti je mozné zvysit bio-
dostupnost hydrofobnich substratd na mikrobialni buiiky.
Nami pouzité rhamnolipidy zvySovaly zastoupeni mast-
nych kyselin s lichym poc¢tem uhlikd a kyseliny linolové
o desitky procent oproti kultivacim na samotnych
n-alkanech. Obsah nenasycenych mastnych kyselin se
pohyboval okolo 70 % jak pro C. krusei, tak C. tropicalis.
Pouziti rhamnolipidu mize vést k modulaci pomérného
zastoupeni mastnych kyselin slichym poctem uhlikd
v celkovém obsahu mastnych kyselin.

Tato prace byla podporena Grantovou agenturou
Ceské republiky (GACR) 17-00027S.
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R. Jezdik®, M. Koukalova?, 0. Matatkova®,
L. Gharwalova®, A. Cejkova®, T.Rezanka®, and
I. Kolouchova® (“ Department of Biotechnology, Universi-
tv of Chemistry and Technology, Prague; "Institute of
Microbiology, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague): Possibilities of Exploatation of Rhamnolipids
to Increase the Bioavailability of Unusual Carbon
Sources

Rhamnolipids are anionic biosurfactants produced by
the species Pseudomonas aeruginosa. They are used for
bioremediation of hydrophobic pollutants because they
increase the bioavailability of these carbon sources for
microorganisms. The use of straight chain alkanes with
odd number of carbon atoms can lead to the modulation of
the content of odd fatty acid content. Odd fatty acids are
examined for their use in human diet and it has been
proved that pentadecanoic acid and heptadecanoic acid
have a positive effect on human health and contribute to
reducing the risk of multiple sclerosis. In our work, we
focused on the effect of rhamnolipids on the growth of
Candida krusei DBM 2136 and Candida tropicalis DBM
2166 in the presence of pentadecane and heptadecane. The
addition of rhamnolipids to the straight chain alkanes had
a positive effect on the growth of biomass (120-150 rel.%)
of both Candida yeasts. The total C15 and C17 fatty acid
content of rthamnolipids was increased from the original
10 rel.% to more than 30 rel.%. Rhamnolipids used in this
study considerably increased the representation of odd
fatty acids and linoleic acid (by tens of percent) compared
to cultivations on the straight chain alkanes alone.

Keywords: rhamnolipids, n-alkane, Candida sp., microbial
lipids



