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Souhrn 

Řasy, sinice i bakterie produkují “single cell oils” (SCO), které obsahují jako hlavní 

složku triacylglyceroly (TAG), jež jsou důležitým zdrojem polyenových mastných kyselin a 

dalších neobvyklých mastných kyselin důležitých pro výživu lidí i zvířat, ale uplatňují se i 

jako zdroje biopaliv 3. generace. Cílem předkládané teze bylo vůbec poprvé analyzovat SCO, 

pokud jde o obsah a spektrum intaktních TAG. Ty se liší délkou acylů, počtem a polohou 

dvojných vazeb, stereochemickou pozicí a cis/trans izomerií. Výsledkem je obrovský počet 

izomerů s podstatně odlišnými vlastnostmi a výživovou hodnotou, ale i hodnotami důležitými 

pro biopaliva, jako jsou bod zákalu a tuhnutí. Separace TAG pomocí HPLC byla 

optimalizována použitím několika kolon v sérii k dosažení co nejvyšší selektivity separace. 

Analýza zahrnuje LC-MS-APCI (hmotnostní spektrometrie-chemická ionizace při 

atmosférickém tlaku) a LC-MS/ESI (ionizace elektrosprejem) s kladnou nebo zápornou 

ionizací. Mikrobiální oleje SCO z širokého spektra přírodních vzorků, zahrnují především (a) 

SCO důležité pro výživu, a (b) SCO obsahující neobvyklé mastné kyseliny, připravené 

pomocí prekurzorem řízené biosyntézy, s lichým počtem uhlíků, mastné kyseliny s velmi 

dlouhým řetězcem, neobvyklými polohami dvojných vazeb a/nebo větvenými alkylovými 

řetězci, použitelné jako biopaliva.  

Dále byly analyzovány komplexní lipidy z mnoha mikroorganismů, přičemž hlavní 

důraz byl kladen na poznání struktury lipidů a jejich produkci ve vztahu k chemotaxonomii 

jednotlivých bakterií, převážně termofilních. U těchto bakterií byla identifikována široká 

škála mikrobiálních lipidů, z nichž za nejdůležitější lze považovat přítomnost plasmalogenů 

jak v anaerobních bakteriích rodu Pectinatus způsobujících kontaminaci piva, kde jejich 

výskyt může sloužit jako důležitých chemotaxonomický marker. Byly izolovány i u 

termofilních bakterie Anoxybacillus, izolované z termálních pramenů. Dále byla u 

termofilních bakterií izolována celá škála polárních lipidů, a např. objasněna biosyntesa 

rozvětvené mastné kyseliny s cykloheptanovým kruhem pomocí izotopicky značených 

prekurzorů. Důležitým produktem, využitelným i v praxi, byla identifikace rhamnolipidů, 

důležitých smáčedel u nepatogenních termofilních bakterií rodu Thermus sp., T. aquaticus a 

Meiothermus ruber. 



5 

Summary 

Algae, cyanobacteria and bacteria produce “single cell oils” (SCO), which contain as 

the major component triacylglycerols (TAG) that serve as an important source of polyenoic 

fatty acids and other unusual fatty acids important in animal and human nutrition and have 

also a significant application as sources of the 3rd generation of biofuels. The aim of this 

work was to analyze SCO in terms of their content and spectrum of intact TAG, which differ 

in the length of the acyl chains, number and position of double bonds, stereochemical position 

and cis/trans isomerism. This variety results in a vast number of isomers with substantially 

different properties and nutritional value, as well as in properties important for biofuels such 

as cloud point and pour point. Separation of TAG by HPLC was optimized by using several 

columns in series to achieve the highest possible selectivity of separation. The analysis 

involved LC-MS-APCI (mass spectrometry- atmospheric pressure chemical ionization) and 

LC-MS/ESI (electrospray ionization) with positive or negative ionization. Microbial SCO 

from a broad spectrum of natural samples include mostly (a) nutritionally important SCO, and 

(b) SCO containing unusual fatty acids that have been prepared by precursor-directed 

biosynthesis, as well as fatty acids with odd number of carbon atoms, very-long-chain fatty 

acids, or acids with unusual positions of double bonds, and/or branched alkyl chains, suitable 

for use as biofuels.  

Another part of the work concerns the analysis of complex lipids from many 

microorganisms, the main concern being the identification of lipid structure and production is 

relation to the chemotaxonomy of individual bacteria, especially thermophilic ones. These 

bacteria have been found to contain a broad spectrum of lipids, the most interesting and 

important of them being plasmalogens in anaerobic bacteria of the genus Pectinatus causing 

beer spoilage, whose occurrence can serve as an important chemotaxonomical marker. They 

were also isolated from the thermophilic bacterium Anoxybacillus isolated from thermal 

springs. Thermophilic bacteria were also found to contain a plethora of polar lipids; for 

instance, the biosynthesis was elucidated of the branched fatty acid with a cycloheptane ring 

by using isotopically labeled precursors. An important finding that has practical impact was 

the identification of rhamnolipids, important biosurfactants in nonpathogenic thermophilic 

bacteria Thermus sp., T. aquaticus and Meiothermus ruber. 
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1. Úvod 

Analýza mastných kyselin (FA) a triacylglycerolů (TAG) obsažených v olejích z 

mikroorganismů (single cell oil, SCO), se dostává do popředí zájmu z dietních, nutričních i 

léčebných důvodů, kde mohou hrát důležitou roli pro zdraví lidí a zvířat (Schenk a kol. 2008, 

Brennan a Owende 2010), ale také při získávání biopaliv třetí generace. Tyto oleje jsou 

komplexní směsi, které obsahují řadu tříd lipidů, jejichž hlavními složkami jsou TAG. 

Informace o přesném složení TAG má zásadní význam pro pochopení chování tuku v průběhu 

zpracování, jejich dietetických a nutričních vlastností, atd. Chemické, fyzikální a nutriční 

vlastnosti olejů jsou ovlivněny složením TAG, tj. obsahem FA a jejich stereospecifitou 

(pozicí FA na glycerolu). Námi použité metody umožňují přímou extrakci lipidů z malého 

množství buněk mikroorganismů, pro analýzu složení TAG. Informace o přesném složení 

TAG směsí mají zásadní význam pro pochopení jejich biosyntézy, a tím i jejich nadprodukce. 

Dosud nejběžnějším zdrojem PUFA, tj. polyenových mastných kyselin, je především 

rybí olej. Ryby však tyto kyseliny nebiosyntetizují, nýbrž získávají je z potravy, kterou tvoří 

převážně plankton, mezi který patří i řasy nebo sinice. Obsah nejdůležitějších PUFA v řasách 

a sinicích ukazuje Obrázek 1, který byl kompilován na základě publikace Lang a kol. (2011). 

Z grafu plyne, že mikroskopické řasy, ale též další mikroorganismy, jsou potenciálně 

vhodnými producenty PUFA. Podrobné zkoumání růstu mikroskopických řas a produkce 

PUFA ukázalo, že produkce a akumulace PUFA jsou složité procesy, které je obtížné 

optimalizovat. Jako jeden z hlavních přínosů řas je označována přítomnost vysokých hladin 

PUFA, tj. mastných kyselin s dlouhým řetězcem (ARA, EPA a DHA, tj. kyseliny 

arachidonová, eikosapentaenová a dokosahexaenová), které jsou nezbytné pro organismy 

v posledních stupních potravinového řetězce, včetně člověka. Využití a aplikace olejů z řas, 

obsahujících TAG s PUFA jsou do značné míry dány strukturou těchto TAG, zejména 

polohou FA v molekule glycerolu. 

Struktura a složení mastných kyselin v TAG (Řezanka 1989, pub 39, Řezanka a Sigler 

2009, pub 205) ovlivňuje jejich vstřebávání a distribuci v organismu (Mu a Porsgaard 2005). 

Nejlepší výživové vlastnosti jsou připisovány strukturovaným TAG, které mají PUFA v 

poloze sn-2. TAG obsahující v poloze sn-2 většinou EPA a ARA jsou snadněji 

absorbovatelné než TAG, které mají náhodné rozdělení PUFA. Absorpce strukturovaných 

TAG (STAG) je také rychlejší než u mateřských olejů a tyto TAG mohou chránit před 

hypertriglyceridemií a obezitou způsobenou vysokým obsahem tuku ve stravě (Takeuchi a 

kol. 2002). STAG by mohly být potenciálně použity k redukci hmotnosti a nižší akumulace 

tuku, stejně jako snížení sérového cholesterolu. 
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Obrázek 1. Průměrný výskyt PUFA, tj. kyselin γ-linolenové (GLA), oktadekatetraenové 
(18:4n-3), arachidonové (ARA, 20:4n-6), eikosapentaenové (EPA, 20:5n-3), 
dokosahexaenové (DHA, 22:6n-3), u více než 2000 druhů řas a sinic ze sbírky 
SAG (Culture Collection of Algae of Göttingen University) (Lang a kol. 2011). 

 

Dalším využitím SCO, je jeho použití jako zdroje biopaliv. Biopaliva první generace 

používají jako vstupní suroviny potravinářské plodiny, jako je kukuřice, řepka, sója, cukrová 

třtina a cukrová řepa. Všechny tyto rostliny obsahují běžně dostupné sacharidy, včetně 

škrobu, nebo jsou producenty rostlinných olejů. Získání biopaliva z nich je tak relativně 

jednoduché, protože fermentací sacharidů vzniká bioethanol (používaný jako náhrada 

benzínu), zatímco transesterifikací mastných kyselin vzniká bionafta. Na druhé straně, 

biopaliva první generace vykazují dobře známé a široce publikované problémy, jako je 

zvýšená produkce skleníkových plynů nebo zvýšení cen potravin (Brennan a Owende 2010). 

Biopaliva 2. generace, získávaná např. zpracováním agro-odpadů, jako jsou kukuřičné stonky 

(celulóza) nebo odpady z výroby celulózy (lignin) vyžadují nákladné technologie, včetně 

předzpracování speciálními enzymy, a proto druhá není generace biopaliv v současné době 

rozšířena (Brennan a Owende 2010). 

Z toho důvodu se pozornost zaměřuje na další generaci biopaliv, např. biopaliva z řas, 

které jsou považovány za zdroj energie bez hlavních nevýhod spojených s 1. a 2. generací 

biopaliv (Nigam a Singh 2011). Kromě toho při srovnání s konvenčními plodinami, které jsou 

sklízeny jednou nebo dvakrát za rok, mají řasy velmi krátký životní cyklus (v řádu dní), což 

umožňuje více či méně kontinuální sklizeň a značné zvýšení výnosů na čtvereční metr plochy 

(Schenk a kol. 2008). Vztaženo na 1 m2 mohou mikroskopické řasy produkovat 15–300 krát 

více oleje pro výrobu bionafty než tradiční plodiny. Mnoho druhů řas a sinic má schopnost 

produkovat značné množství TAG (např. 20 – 50 % sušiny) jako zásobní lipidy (Hu a kol. 

2008).  

Řasy a sinice jsou též přizpůsobené k růstu při nízkých a vysokých teplotách 

(psychrofilové a termofilové) a představují významnou skupinu extremofilních 

mikroorganismů. Mikroorganismy přizpůsobené extrémnímu chladu a teplu mají také značný 

potenciál v biotechnologických aplikacích. 

Bakterie produkující mikrobiální oleje patří převážně do skupiny aktinomycet, které 

jsou schopny akumulovat TAG při nedostatku dusíku (Alvarez a Steinbuchel 2002). Rod 

Rhodococcus je nejslibnější, protože jeho mimořádně efektivní metabolismus umožňuje 

využít i takové organické sloučeniny, jako je např. fenol, který je přítomen jako jediný zdroj 

uhlíku. Změnou fyziologických a kultivačních podmínek je možné připravit triacylglyceroly 
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obsahující mastné kyseliny s požadovanou délkou řetězce (počtem atomů uhlíku) nebo 

požadovaným počtem dvojných vazeb, a tím upravit bod zákalu a tuhnutí, což jsou důležité 

parametry biopaliv.  

2. Definice lipidů 

Lipidy jsou různorodé látky, jejichž definice není dosud úplně vyjasněná. Celkový 

přehled o chemii, výskytu, složení a biologii těchto základních a fascinujících přírodních látek 

je uveden níže. Základní učebnice obvykle popisují lipidy jako skupiny přirozeně se 

vyskytujících látek, které jsou rozpustné v nepolárních rozpouštědlech, což jsou uhlovodíky, 

chloroform, benzen, ethery a alkoholy. Patří mezi ně pestrá škála sloučenin, jako jsou mastné 

kyseliny a jejich deriváty, karotenoidy, terpeny, steroidy, atd. Mnohé z těchto sloučenin se 

významně liší strukturou nebo funkcí. Dále tyto látky, které jsou dnes všeobecně považovány 

za lipidy, mohou být téměř stejně snadno rozpustné jak ve vodě, tak i v organických 

rozpouštědlech. Proto byla poměrně kladně přijata definice IUPAC (International Union of 

Pure and Applied Chemistry), která říká, že: 

Lipidy jsou mastné kyseliny a jejich deriváty a látky s nimi biosynteticky nebo funkčně 

související. 

Nezahrnuje však takové přírodní látky, jako jsou steroidní hormony, ropné produkty, 

jednoduché terpeny, některé vitamíny rozpustné v tucích, většinu polyketidů, karotenoidy, 

apod.; tato definice, přestože je užitečná, byla již zpochybněna (Fahy a kol. 2005, 2009). 

Nejčastější lipidické třídy nalézané v přírodě se skládají z mastných kyselin, které jsou 

spojeny pomocí esterové vazby s glycerolem, nebo s jinými alkoholy, jako jsou steroly nebo 

amidovou vazbou se sfingosinem a podobnými aminoalkoholy. Kromě toho mohou obsahovat 

i např. kyselinu fosforečnou, organické zásady, sacharidy a mnoho dalších komponent, které 

se z nich mohou uvolnit různými hydrolytickými postupy. 

Lipidy lze členit do dvou širokých kategorií, které jsou vhodné zejména pro analytické 

účely. Jednoduché lipidy jsou definovány jako takové lipidy, které hydrolýzou poskytují 

nejvýše dva typy primárního produktu; složené (komplexní) lipidy dávají hydrolýzou tři nebo 

více primárních produktů. Výrazy „neutrální“ a „polární“ lipidy rovněž slouží pro definice 

těchto skupin, ale jsou méně přesné. 

Komplexní lipidy jsou glycerofosfolipidy (nebo méně přesně fosfolipidy), které jako 

polární složku obsahují jednu z kyselin fosforu a glycerol, nebo glykolipidy (buď 

glykoglycerolipidy nebo glykosfingolipidy), které obsahují polární sacharid(y) (Schmid a 

Ohlrogge 2008). Situace je dále komplikována existencí fosfoglykolipidů a sfingofosfolipidů 

(např. sfingomyelinu).  
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3. Jednoduché lipidy – Triacylglyceroly (TAG) 

Skoro všechny komerčně důležité tuky a oleje živočišného nebo rostlinného původu se 

skládají téměř výlučně z jednoduchých lipidů – triacylglycerolů („triglyceridů“ ve starší 

literatuře). TAG obsahují v molekule glycerol, kde každý hydroxyl je esterifikován mastnou 

kyselinou. V přírodě jsou syntetizovány enzymovými systémy, které umožňují vznik centra 

asymetrie na druhém uhlíku glycerolu, a tak TAG existují ve dvou enantiomerních formách. 

Pro popis struktury se doporučuje stereospecifický systém číslování TAG. Ve 

Fischerově projekci přírodního L-glycerolu je sekundární hydroxylová skupina na levé straně 

C-2 atomu uhlíku. Předpona „sn“ je umístěna před názvem sloučeniny, pokud je u ní 

definována stereochemie, viz např. Obrázek 2. 

O

O

O

O

OO

 

Obrázek 2. Struktura a trojrozměrný model 1,2-(cis)-5,8,11,14,17-dieicosapentaenoyl-3-
palmitoyl-sn-glycerolu (EEP). 

 

Všechny eukaryotní organismy a dokonce i několik organismů prokaryotních (Alvarez 

and Steinbuchel 2002) má schopnost syntetizovat triacylglyceroly a jejich biosyntéza je 

intenzivně zkoumána zejména ve vyšších rostlinách, řasách a kvasinkách. TAG slouží 

především jako úložiště energie, která může být rychle uvolněna. Kapičky lipidů (droplets) 

mohou také sloužit jako absorbenty biologicky aktivních a potenciálně škodlivých lipidů jako 

jsou volné mastné kyseliny, diacylglyceroly, estery koenzymu A, apod. 

TAG jsou vůbec nejdůležitějšími lipidy, ať na ně pohlížíme jako na zdroj energie pro 

rostliny nebo živočichy včetně člověka, nebo jako na náhradu za fosilní paliva, tj. biopaliva. 

3.1. De novo syntéza mastných kyselin 

Řasy fixují vzdušný CO2 pomocí sluneční energie za vzniku glukosy. Sacharidy jsou 

dále štěpeny na acetyl-CoA, který slouží pro syntézu mastných kyselin v chloroplastech. 

Mastné kyseliny jsou stavebními kameny drtivé většiny lipidů, včetně triacylglycerolů. Acetyl 
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CoA karboxylasa produkuje malonyl-CoA, základní prekurzor používaný při biosyntéze 

mastných kyselin. 16- nebo 18-uhlíkaté mastné kyseliny jsou tvořeny opakující se sérií reakcí, 

při které je prodlužován uhlíkatý řetězec o dva atomy uhlíku. Řetězová reakce je ukončena 

působením acyl-AKT thioesterasy. Specificita tohoto enzymu obvykle určuje konečnou délku 

řetězce mastné kyseliny. Vzniklé mastné kyseliny mohou být dalšími enzymatickými 

reakcemi buď prodlouženy, nebo desaturovány, nebo mohou probíhat obě dvě reakce. 

3.2.  Biosyntéza acyl-lipidů 

Je všeobecně známo, že triacylglyceroly jsou tvořeny sekvenční acylací sn-glycerol-3-

fosfátu (G3P) třemi acyl-CoA katalyzovaných skupinou enzymů označovaných jako 

acyltransferasy. Tuto dráhu poprvé popsal Eugene Kennedy se spolupracovníky v roce 1950 a 

je také známá jako „Kennedyho dráha“ (Obrázek 3).  

Biosyntéza je zahájena acylací sn-1 polohy G3P prostřednictvím sn-glycerol-3-fosfát 

acyltransferasy (GPAT) za vzniku lyso-fosfatidové kyseliny (LPA). LPA je pak dále 

acylována pomocí acyltransferasy fosfolipidů. (LPAT) za vzniku kyseliny fosfatidové (PA). 

Kyselá fosfatid fosfatasa (PAP) katalyzuje uvolnění fosfátové skupiny z kyseliny fosfatidové 

za tvorby sn-1,2-diacylglycerolu (DAG), centrálního meziproduktu všech glycerolipidů. 

Posledním krokem biosyntézy je katalýza diacylglycerol acyltransferasou (DGAT), za tvorby 

triacylglycerolů. Výše uvedené tři acyltransferasy používají acyl-CoA jako dárce acylu a tyto 

reakce jsou tak závislé na acyl-CoA. 

V prokaryotních mikroorganismech je glycerol-3-fosfátová dráha biosyntézy majoritní, 

ale u kvasinek glycerol-3-fosfát a dihydroxyaceton-fosfát mohou být primárními prekurzory 

(Obrázek 4) a syntéza probíhá v cytoplazmatických kapičkách lipidů a endoplazmatickém 

retikulu (Murphy 2001). Je však jen málo známo o tom, proč membránové a zásobní lipidy 

mají velmi odlišné složení mastných kyselin (Chapman and Ohlrogge 2012). 

Alternativní cesty syntézy TAG jsou přítomny jak v rostlinách, tak i v dalších 

eukaryotních organismech. Za katalýzy diacylglycerol acyltransferasou (PDAT) dochází k 

syntéze triacylglycerolů pomocí fosfatidylcholinu jako dárce acylu a sn-1,2-diacylglycerolu 

jako jeho příjemce. 
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Obrázek 3. Schéma biosyntézy TAG. Zkratky: CoA, koenzym A; CPT, 

cholinefosfotransferasa; DAG, sn-1,2-diacylglycerol; FA-CoA, acyl-koenzym 
A; G3P, sn-glycerol-3-fosfát; GPAT, sn-glycerol-3-fosfát acyltransferasa; 
LPA, lysofosfatidová kyselina; LPAAT, acyltransferasa lysofosfatidové 
kyseliny; LPC, lysofosfatidylcholin; LPCAT, lysofosfatidylcholin 
acyltransferasa; PA, fosfatidová kyselina; PAP, fosfatasa fosfatidové kyseliny; 
PC, fosfatidylcholin; PDAT, fosfolipid:diacylglycerol acyltransferasa; PLA2, 
fosfolipasa A2 (Snyder a kol. 2009). 
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Obrázek 4. Alternativní cesty syntézy TAG z dihydroxyaceton-fosfátu. 

 

Byly popsány nesčetné pokusy o predikci složení molekul přírodních TAG, zvláště co se 

týká skladby mastných kyselin v různých polohách glycerolu. V přírodních TAG podíly 

jednotlivých molekul závisí na konkrétních aktivitách enzymů, tj. acyl transferáz, které se 

podílejí na jejich biosyntéze a na množství mastných kyselin, jež jsou k dispozici. Byly 

navrženy matematické modely, které vycházejí z aktivit těchto enzymů, a které využívají pro 
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analýzu dat stereospecifického podílu jednotlivých molekul. Bohužel však tyto modely 

neobstály díky stále se rozšiřujícím možnostem analytických přístrojů a byly proto opuštěny. 

3.3.  Molekulární a druhová skladba triacylglycerolů 

Je dobře známo, že přírodní TAG existují v podobě velkého množství různých molekul 

(molekulárních druhů). Problém může být velmi složitý; například pro triacylglycerol s 

pouhými pěti různými mastnými kyselinami je počet možných molekulárních druhů (různých 

molekul) 75, nepočítaje v to optické izomery, nebo 125, pokud jsou zahrnuty, viz Tabulka 1.  

 

Tabulka 1. Počet možných TAG. 

popis počet 
bez isomerů y=(x3+3x2+2x)/6 
bez optických isomerů y=(x3+x2)/2 
všechny isomery y=x3 
x je počet mastných kyselin v TAG, kde y je počet TAG 

 

S rostoucím počtem přítomných mastných kyselin roste i počet molekulárních druhů a 

dosahuje astronomických rozměrů, např. pro 20 mastných kyselin, které jsou součástí většiny 

mikrobiálních olejů (Lang a kol. 2011), lze ze vzorce v Tabulce 1 zjistit, že celkový počet 

TAG je 8000. Dosud se nepodařilo v jednom vzorku identifikovat více než stovky 

molekulárních druhů (přesně 324), viz např. Francois a kol. (2010).  

Existují, lépe řečeno existovaly, tři základní metody analýzy TAG - vysokoteplotní 

plynová chromatografie, chromatografie na reverzní fázi a argentační iontová chromatografie, 

při níž se TAG v podstatě dělí podle stupně nenasycenosti a vytváří se slabé vazby mezi π 

elektrony dvojné vazby mastné kyseliny a d elektrony iontů stříbra.  

Byly publikovány separace triacylglycerolů plynovou chromatografií (Ruiz-Gutierrez a 

Barron 1995, Aparicio a Aparicio-Ruíz 2000), ale bohužel tato technologie byla prováděna na 

hranici svých možností a o kvantifikaci TAG se nemohlo ani uvažovat, neboť při teplotách 

okolo 300°C docházelo k degradaci vzorku TAG, zvláště když se jednalo o TAG obsahující 

nenasycené mastné kyseliny. Tuto skutečnost jsme potvrdili v jedné z našich prací (Řezanka 

and Mareš 1991, pub 48), kde byly molekulární druhy TAG stanoveny v rostlinných tucích a 

olejích, a to jak kvalitativně, tak také kvantitativně. Analýza byla provedena prostřednictvím 

kapilární GC-MS na „polarizovatelné“ koloně, dále s pomocí RP-HPLC a též za použití 

hmotnostní spektrometrie – desorpce chemickou ionizací (DCI-MS). Pro kvalitativní analýzu 

a identifikaci byly použity hodnoty ECN (equivalent carbon number) a ECL (equivalent chain 

length). Některé rostlinné oleje, včetně kakaového másla, tj. TAG s menším počtem dvojných 
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vazeb, lze identifikovat bez problémů pomocí GC-MS, RP-HPLC i DCI-MS. Stanovení GC-

MS selhala pouze u olejů s velkou distribucí délek řetězců, tj. řepkového oleje (s vysokým 

obsahem kyseliny erukové) nebo u olejů s vysokým stupněm nenasycenosti, jako je lněný olej 

nebo olej z černého rybízu. Nicméně vzájemnou kombinací výsledků všech tří metod bylo 

možno identifikovat řadu molekulárních druhů TAG v různých rostlinných olejích (Řezanka 

and Mareš 1991, pub 48, Řezanka a Řezanková 1999 pub 108). Z dosažených výsledků tak 

plyne, že např. u olejů s vysokým podílem molekulárních druhů obsahujících PUFA, tj. lněný 

olej a olej z černého rybízu, které obsahují TAG typu LLnLn a LLLn (kde L je kyselina 

linolová a Ln je kyselina linolenová, viz Tabulky 9 a 10 v příslušné publikaci), nelze stanovit 

kvantitativní a v mnoha případech ani kvalitativní zastoupení. 

Tytéž metody jsme použili i pro stanovení TAG v zelené řase Chlorella kessleri (nyní 

přejmenované na Parachlorella kessleri) (Krienitz a kol. 2004). Bylo zjištěno, že majoritními 

jsou C54 triacylglyceroly, tj. takové TAG, které mají tři kyseliny s 18 atomy uhlíku. Opět se 

potvrdilo, že u nenasycených TAG (s více než 4 dvojnými vazbami) dochází k diskriminaci 

při GC-MS a TAG se 7 dvojnými vazbami už nebyly pomocí GC-MS nalezeny, zatímco DCI-

MS jejich přítomnost potvrdila, viz Tabulka 1 v příslušné publikaci (Řezanka a kol. 1986, 

pub 20). Tak se vlastně použití plynové chromatografie a případně i spojení GC-MS opět 

neosvědčilo a muselo se čekat více než 20 let na vývoj další metody, kterou je LC-MS (liquid 

chromatography-mass spectrometry), viz níže. 

Aby obraz nepolárních lipidů, které obsahovala řasa C. kessleri, byl úplný, 

charakterizovali jsme jak voskové estery, tak i estery sterolů. Vosky je obecný termín 

používaný k označení směsí nepolárních lipidů s dlouhými řetězci nebo velmi dlouhými 

uhlíkovými řetězci (od 12 do asi 38 atomů uhlíku), které vytvářejí ochranný povlak na řasách, 

houbách a bakteriích. Všechny vosky jsou ve vodě nerozpustné a jsou složené z různých 

molekul organických sloučenin, včetně monoesterů (wax esters). V některých rostlinách a 

řasách může být alkoholem fytol. Voskové estery chrání povrch buňky před vysušením. U 

některých řas rodů Chlorella a Scenedesmus byla později dokázána přítomnost komplexních 

esterů vosků (Allard a Templier 2001). 

Voskové estery byly izolovány ze sladkovodní zelené řasy C. kessleri kultivované 

heterotrofně a jejich jednotlivé molekulární druhy obsahující až 50 atomů uhlíku, byly 

identifikovány pomocí GC-MS. Tyto voskové estery jsou složeny z velmi dlouhých mastných 

kyselin až do kyseliny dotriakontanové (C32) a z alkoholů, kde 13-eikosenol a hexadekanol 

jsou hlavními zástupci. Monoenové kyseliny měly neobvyklou polohu dvojné vazby, a to 

v pozici ω-18 (Řezanka and Podojil 1986, pub 21). 
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Kvasinky a houby všeobecně, spolu s řasami, mohou obsahovat obrovskou škálu 

různých sterolů (Volkman 2003). Estery sterolů jsou přítomny v buňkách, ale v menším 

zastoupení v porovnání s volnými steroly. Mastné kyseliny i steroly ve sterol esterech se 

kvalitativně i kvantitativně podobají ostatním lipidům buněk, ale mohou být i značně rozdílné. 

U sterol esterů se předpokládá, že slouží jako inertní zásobní forma sterolů, nicméně byly 

nalezeny i v membránách, zejména v mikrozomech a mitochondriích, ale jejich funkce je 

neznámá. Mohou hrát také roli v přenosu uvnitř buněk, protože byly nalezeny ve formě 

rozpustných lipoproteinových komplexů (Grille a kol. 2010). 

Steroly ze zelené řasy C. kessleri a z kvasinky Saccharomyces cerevisiae byly 

analyzovány pomocí tandemu dvou vysoce účinných kapalinových chromatografií (HPLC-

HPLC) (Řezanka 1992, pub 58). Nepolární lipidy byly rozděleny HPLC s normální fází 

(silikagelem) na jednotlivé třídy a frakce sterol esterů byla následně dělena RP-HPLC na 

molekulární druhy. Další separace a identifikace frakcí po HPLC byla provedena pomocí GC-

MS s pozitivní a/nebo negativní chemickou ionizací. Těmito metodami bylo možné prokázat 

více než 30 sterol esterů v řase a bylo zjištěno více než 20 nových sterol esterů v kvasince 

(Řezanka 1992, pub 58). 

3.4. Využití LC-MS při analyse 

Při chromatografii na reverzní fázi (RP-HPLC) je využíváno kombinované dělení jak 

dle stupně nenasycenosti, tak i dle délky řetězce mastných kyselin. Vynikající rozlišení TAG 

na RP-HPLC je známo již mnoho let, bohužel mnoho praktických a teoretických aspektů 

zůstává dosud neobjasněno (Dugo a kol. 2006, Hellmuth a kol. 2011).  

Teorie dělení je poměrně dobře známa a z těchto teoretických předpokladů plyne, že 

retenční čas je závislý na celkovém počtu atomů uhlíku ve třech acylech; s každou dvojnou 

vazbou se snižuje efektivní řetězec o dva atomy uhlíku. Ve skutečnosti je v účinných 

moderních systémech toto číslo menší než dvě a závisí na poloze dvojné vazby. Dvojná vazba 

v dienech má jiný efekt než dvě dvojné vazby ve dvou monoenech (Perrin and Naudet 1983). 

Obrázek 5 ukazuje rozdělení molekul triacylglycerolů z rostlinného oleje (modřín). 

K dispozici je omezený výběr stacionárních fází, které můžeme vzít v úvahu. Fáze typu 

octadecylsilyl (C18 nebo ODS) se používají téměř všeobecně. Z teoretického hlediska 

stacionární fáze podobné délkou řetězce acyl řetězcům mastných kyselin maximalizují 

interakce a mají nejvyšší účinnosti (C8 a C30 fáze byly vyzkoušeny bez zjevné výhody). 

Standardní 250 x 4.6 mm kolony s fází o průměru 5 mikronů lze snadno nahradit fází se 3 

mikrony z důvodů úspory času a rozpouštědla, a to bez ztráty rozlišení. 
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Obrázek 5. RP-HPLC/APCI-MS analýza TAG z oleje semen modřínu opadavého (Lisa a kol. 
2007, pub 181) 

 
Výběr mobilní fáze se v podstatě zúžil na směs acetonitrilu s vhodným modifikátorem, 

kterým bývá buď aceton, dichlormethan, tetrahydrofuran nebo methyltercbutylether a 2-

propanol. Modifikátor rozpouštědla zvyšuje rozpustnost triacylglycerolů v mobilní fázi, což 

má vliv na selektivitu a účinnost separace. Aceton nebo acetonitril jsou velmi dobré pro dělení 

rostlinných olejů, ale jsou méně vhodné pro nasycené TAG, jako je tristearin, protože tyto 

TAG mají tendenci srážet se z roztoku. Tento účinek není u směsi dichlormethan-acetonitril 

(Heron a Tchapla 1994). Dobré výsledky byly také získány s mobilní fází tetrahydrofuran-

acetonitril, i když methyltercbutylether má přednost před tetrahydrofuranem, a to proto, že je 

stabilnější vůči oxidaci. 

Jedním z důležitých praktických bodů, který je třeba zmínit, je volba rozpouštědla pro 

injekci TAG. Vzorky je nejlépe aplikovat v minimálním objemu mobilní fáze, tj. 5 až 10 μl, 

nikoliv v hexanu, který má podobné vlastností jako stacionární fáze a tím konkuruje 

rozpuštěným látkám (TAG). 

Teplota kolony je velmi důležitá, nejčastěji se používá laboratorní teplota a pokud 

možno termostatovaná kolona, aby se zamezilo fluktuaci teploty během analýzy. Teoreticky 

platí, že čím nižší teplota, tím lepší separace, bohužel však při nižší teplotě se některé 

nasycené TAG mohou z roztoku vysrážet. Při vyšší teplotě se zhoršuje dělení a u labilních 

TAG (majících až 18 dvojných vazeb) může též docházet k degradaci. 

V podstatě jediný smysluplný detektor je hmotnostní spektrometr. Všechny ostatní 

(měření UV, indexu lomu nebo evaporative light-scattering detector) mají velká omezení a při 

jejich použití dochází ke ztrátě informací o struktuře eluované látky, respektive z principu 
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nemůže být získána žádná informace o struktuře, viz např. historická kniha (Christie 1989). 

Použití standardů je naprosto nesmyslné, neboť by se jednalo o stovky TAG, navíc komerčně 

dostupných je jich jen pár desítek. APCI (atmospheric-pressure chemical ionization) nebo ESI 

(electrospray ionisation) se dobře hodí pro identifikaci komponent i pro jejich kvantifikaci, 

pokud je pečlivě provedena kalibrace (Byrdwell 2005, Christie and Han 2010, Leskinen a kol. 

2010). 

V současné době je použití tandemové hmotnostní spektrometrie (MSn) stále běžnější. 

Používá se většinou ionizace atmosférickým tlakem nebo elektrosprejem. Tyto techniky 

mohou být použity ve spojení s kapalinovou chromatografií nebo přímým vstřikem TAG do 

přístroje a poskytují informace o molekulárních druzích včetně regiospecifického, ne však 

stereospecifického rozdělení mastných kyselin v sn-triacylglycerolech. 

Nová kapitola ve výzkumu TAG začala přibližně po 20 letech a to s rozvojem 

analytických technik. Jak plyne z našeho review (Řezanka a Sigler 2007, pub 186), metody 

analýzy se za 20 let diametrálně změnily, což lze dokumentovat především na základě 

Tabulky 1 tohoto review. Jsou zde uvedeny desítky příkladů analýzy TAG pomocí RP-HPLC, 

a to mnohdy i z kuriózních zdrojů, jako jsou zbytky lipidů na dně hrnců na vaření z doby 

starého Říma. Bohužel ani zde se neobjevily analýzy TAG majících ve své molekule PUFA, 

což nás vedlo k zahájení výzkumu TAG v zelených řasách, ale i v dalších mikroorganismech. 

3.5. Řasy a sinice 

Jak řasa Trachydiscus minutus z třídy Eustigmatophyceae, tak i rozsivka 

Phaeodactylum tricornutum byly kultivovány na standardním mediu a mediích s vyloučením 

sloučenin síry, křemíku, dusíku a nebo fosforu. TAG byly analyzovány pomocí RP-

HPLC/MS-APCI a bylo identifikováno mnoho desítek molekulárních druhů, viz Tabulka 2 

v Řezanka a kol. (2011b, 2012d, pub 225 a 231). 

V obou těchto publikacích jsme se zaměřili především na produkci, lépe řečeno na 

vzájemný poměr TAG majících v molekule alespoň jednu PUFA, tj. esenciální mastnou 

kyselinu EPA (all-cis-5,8,11,14,17-eikosapentaenovou). Zatímco polohové izomery TAG lze 

od sebe separovat na RP-HPLC a dále je identifikovat na základě příslušných iontů v MS, 

optické izomery je nutno dělit na chirální koloně. Ty byly dosud odděleny jen zřídka 

(syntetické směsi), a pouze jednou z přírodního zdroje (palmový olej). Iwasaki a kol. (2001) 

oddělil bez předchozí derivatizace za použití chirální stacionární fáze na bázi polysacharidů 

enantiomery TAG s velmi odlišnými acyl skupinami, např. 1-eicosapentaenoyl-2,3-

dicapryroyl-sn-glycerol (sn-ECC od sn-CCE). Nagai a kol. (2011) a Gotoh a kol. (2011) 

použili opakovanou HPLC (6 cyklů) pro separaci 1,2-dioleoyl-3-palmitoyl-sn-glycerolu a 1-
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palmitoyl-2,3-dioleoyl-sn-glycerolu (sn-POO a/nebo sn-OOP) z palmového oleje. Tím byla 

otevřena cesta, i když poměrně náročná, k získání strukturovaných TAG.  

Přítomnost vysokých koncentrací ω-3 FA v řasách, tj. kyselin arachidonové a 

eicosapentaenové je označována jako jedna z hlavních výhod, které jsou nezbytné pro 

organismy v posledním článku potravinového řetězce (např. člověka). Bylo popsáno, že 

poloha FA v molekule TAG ovlivňuje mnoho nutričních vlastnosti, oxidační stabilitu, 

absorpci a metabolismus v organismu a aterogenesi (Cubow 1996, Cossignani a kol. 1999). 

FA vázané v polohách sn-1 a sn-3 jsou lépe hydrolyzovány pankreatickou lipázou, zatímco 

FA v sn-2 poloze glycerolu se mnohem lépe vstřebávají ve formě monoacylglycerolů; např. 

děti lépe absorbují kyselinu palmitovou vázanou v sn-2 poloze a obsaženou v mateřském 

mléce, než tutéž FA z rostlinných olejů, vázanou však v polohách sn-1 nebo sn-3 (Quinlan a 

Moore 1993). Nejlepší nutriční vlastnosti mají TAG obsahující v sn-2 poloze PUFA. Tyto 

TAG obsahují v sn-2 poloze především EPA a ARA a jsou snadněji absorbovány než TAG se 

stejným složením FA, které jsou ale náhodně rozděleny. Je zajímavé, že tyto strukturované 

TAG mohou chránit před hypertriglyceridémií a obezitou způsobenou vysokým obsahem tuku 

ve stravě (Takeuchi a kol. 2002). 

Použití moderních analytických metod, jako je RP-HPLC/MS-APCI spolu s 

tandemovým MS nebo SIM (single ion monitoring), nám umožnilo identifikovat 82 

molekulárních druhů TAG v řase Trachydiscus minutus. Drtivá většina z nich, tj. 74, obsahuje 

alespoň jednu PUFA. Pomocí GC-MS methyl esterů jsme zjistili, že obsah EPA a ARA je 

závislý na nedostatku dusíku a fosforu. Podobný efekt byl pozorován u TAG analyzovaných 

pomocí LC-MS. Bylo zjištěno, že poměr čtyř molekulárních druhů, tj. EEE, EEA, EAA a 

AAA, se rychle zvyšuje při nedostatku dusíku. 

Nejdůležitější však bylo zjištění, že nedostatek dusíku a fosforu má velký vliv na 

regiostereospecifitu TAG, tj. na biosyntézu polohových izomerů, ať už se jedná o symetrické 

(EPE, PEP, APA, PAP), nebo asymetrické TAG. Tento fakt může být použit k přípravě 

cílených stereoisomerů TAG, tj. strukturovaných TAG, obsahujících PUFA. Tyto TAG, jak 

bylo již zmíněno, umožňují lepší využití triacylglycerolů v lidské výživě. 

Pomocí RP-HPLC v kombinaci s APCI-MS jsme identifikovali jednotlivé polohové 

izomery u rozsivky Phaeodactylum tricornutum, a to jak v kontrolní kultivaci, tak i při N, P, S 

a Si-hladovění. Na chirální stacionární fází jsme také separovali směsi racemických 

asymetrických TAG, a to dva páry TAG, tj. sn-PPE, sn-EPP a sn-EEP, sn-PEE, na jednotlivé 

enantiomery v jednom cyklu. S výjimkou křemíku, nedostatek dalších živin (N, P, S) obrátil 
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poměry symetrických a asymetrických TAG, zatímco poměry jednotlivých enantiomerů byly 

také ovlivněny různými typy hladovění, viz Tabulka 2. 

Za vhodných kultivačních podmínek tak lze přímo vytvářet strukturované TAG, které 

mají ve zvýšené míře PUFA v poloze sn-2, protože při kontrolní kultivaci je množství EPA v 

sn-2 poloze pouhých 25 %, zatímco při nedostatku fosforu a křemíku se zvyšuje až na 85 % 

celkových TAG obsahujících dvě molekuly palmitové kyseliny a jednu kyselinu 

eikosapentaenovou. Obdobně platí, že při kultivaci za nedostatku síry a křemíku bylo 

biosyntetizováno největší množství nutričně prospěšných TAG s kyselinou palmitovou v 

poloze sn-2 (Tabulka 2). 

Úplné vysvětlení, proč jsou u rozsivky oba enantiomery TAG syntetizovány, stále 

chybí. Bylo navrženo několik teorií, viz podrobně v naší pub 231. Domníváme se, že 

nejpravděpodobnější možností je změna v centru chirality na uhlíku sn-2 a tím i tvorba obou 

enantiomerů, která by se mohla uskutečnit intramolekulární transesterifikací - viz např. in 

vitro experiment ze studie Iwasaki a kol. (2001). Poměry jednotlivých TAG enantiomerů byly 

ovlivněny nedostatkem dusíku, fosforu a síry, viz Tabulka 2.  

Další pokrokem v chirálních separacích asymetrických TAG by bylo možné získat 

dostatečné množství strukturovaných TAG a provést experimenty in vivo, aby se buď 

potvrdily, nebo vyvrátily výše uvedené dietetické hypotézy. 

 
Tabulka 2. Poměry tří TAG, tj. sn-EEP, sn-PEE, sn-EPE, sn-PPE, sn-EPP, a sn-PEP při 

různém nedostatku živin – hladovění u rozsivky Phaeodactylum tricornutum. 
 
živiny sn-EEP sn-PEE Σ asym sn-EPE Σ sym sn-EPP sn-PPE Σ asym sn-PEP Σ sym 
kontrola 57 29 86# 14 14 41 34 75 25 25
-P-Si 6 16 22 78 78 5 10 15 85 85
-N-Si 23 9 32 68 68 23 10 33 67 67
-S-Si* 19 7 26 74 74 18 7 25 75 75
-P+Si 6 10 16 84 84 7 13 20 80 80
-N+Si 21 11 32 68 68 22 8 30 70 70
-S+Si* 14 7 21 89 89 16 6 22 78 78
_________ 
kontrola Trachydiscus 91 9 75 25
-P Trachydiscus 33 67 16 84
-N Trachydiscus 40 60 25 75
 
*N/P 7.82 (16.04 mg N/L a 2.05 mg P/L), poslední tři řádky - bylo doplněno srovnání pro 
Trachydiscus (Řezanka a kol. 2011b, pub 225). 
# Tučné číslice jsou sumy enantiomerů (sn-EEP + sn-PEE and/or sn-EPP + sn-PPE) z 
(Řezanka a kol. 2011b), kde byly identifikovány jen polohové izomery a nikoliv enantiomery.  
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Ve fotosyntetizujících prokaryotních mikroorganismech byly nepolární lipidy 

identifikovány v mnoha sinicích, např. v Scytonema julianum a Chroococcidiopsis sp. 

(Antonopoulou a kol. 2005a, b), Pseudanabaena sp. a Oscillatoria splendida (Deloura a kol. 

1987). Řezanka a kol. (2003) a Ward a kol. (1994) identifikovali nepolární lipidy v sinicích na 

základě dvojrozměrné TLC. Již v roce 1993 Taranto a kol. (1993) analyzoval lipidy sinice 

Nostoc commune pomocí TLC a identifikoval nejen nepolární lipidy, ale i TAG, bohužel bez 

jejich kvantifikace. Také Bychek a Bychek (1997) identifikovali v N. commune nepolární 

lipidy, převážně TAG (až 4,4 mg/g suché biomasy). Ramadan a kol. (2008) nalezl pomocí 

TLC až 25 % TAG, vztaženo na sušinu sinice Spirulina platensis.  

RP-HPLC/APCI-MS byla použita pro přímou analýzu TAG z různých kmenů sinic 

Mastigocladus laminosus a Tolypothrix cf. tenuis a T. distorta (Řezanka a kol. 2012a, pub 

228). Tato technika umožnila identifikaci a kvantifikaci specifických molekulárních druhů. 

Regioisomerní serie TAG s kyselinami α-linolenovou a γ-linolenovou a také olejovou a cis-

vaccenovou byly děleny RP-HPLC a identifikovány pomocí APCI-MS. M. laminosus 

produkuje jen několik molekulárních druhů TAG, viz obrázek 2S (Supplements v pub 228), 

včetně obou izomerů oktadecenových kyselin (olejová a vaccenová), zatímco T. distorta 

obsahovala desítky molekulárních druhů TAG, obsahujících FA až se čtyřmi dvojnými 

vazbami, jako je kyselina stearidonová a její polohový izomer, tj. 3,6,9,12-oktadekatetraenová 

kyselina) a dále i polohové izomery (α a γ) kyseliny linolenové.  

Například složení 54:11 frakce nám umožnilo ukázat, jaký vliv má nadmořská výška na 

nenasycenost FA. Suma procentového zastoupení dvou TAG tj. StαLnSt a StγLnSt (St - 

stearidonová, αLn - α-linolenová, γLn - γ-linolenová kyselina) v sinici sesbírané v Tatrách je 

1,2 %, což může být podle našeho názoru způsobeno nižší průměrnou teplotou v horách, 

protože místo, kde byly sinice sebrány, leží v nadmořské výšce 1750 m (Kopské sedlo), 

zatímco Pražská botanická zahrada se nachází v nadmořské výšce nižší než 200 m, a tak 

obsahuje jen 0,3 % sumy obou výše zmíněných TAG. 

Bylo též zjištěno, že M. laminosus, který byl izolován z horkých pramenů v blízkosti 

Sofie, má velmi podobné složení mastných kyselin, ale ne už TAG, jako M. laminosus 

izolovaný z Karlových Varů (Tabulka 2 v pub 228). Různý poměr TAG se projevuje 

především v odlišnosti regioisomerů obsahujících polohové izomery mastných kyselin, tj. 

olejové a vaccenové, viz Tabulka 3. Tato analýza je krásným příkladem toho, proč nestačí 

analyzovat jen FA, ale je nutné analyzovat též TAG. 
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Tabulka 3. Obsah oktadecenových kyselin a jim odpovídajících TAG v sinicích. 

Zkratka FA nebo TAG M. laminosus K. Vary M. laminosus Sofie 
O 21,0±1,45 19,8±1,73 
V 9,4±0,65 11,0±0,98 
POO 1,2 4,1 
OPO 0,7 3,9 
PVV 3,9 0,8 
VPV 3,4 0,6 

 

Z tabulky je zřejmé, že zatímco obsah FA byl téměř shodný, např. kyseliny olejové bylo 

přítomno okolo 20 % v obou kmenech, tak obsah triacylglycerolu OPO byl u sinice z K. Varů 

více než 5x nižší. 

3.6. Bakterie 

Teprve nedávno bylo dokázáno, že TAG jsou přítomny v některých skupinách 

prokaryotních mikroorganismů (Alvarez and Steinbuchel 2002). Biosyntéza a intracelulární 

akumulace TAG byla potvrzena jak u Gram-negativních, tak i u Gram-positivních bakterií, 

ale také u sinic. Tato schopnost je však omezena pouze na několik skupin prokaryotů, mezi 

něž patří zvláště bakterie ze skupiny aktinomycet, tj. rody Streptomyces, Nocardia, 

Rhodococcus, Mycobacterium. Zástupci těchto rodů produkují různé množství neutrálních 

lipidů při pěstování na různých zdrojích uhlíku. Koncentrace TAG v buňkách Rhodococcus 

opacus může dosahovat až 80 % sušiny buněk (Alvarez a kol. 1996). V TAG rodu 

Rhodococcus byly identifikovány některé neobvyklé mastné kyseliny (4,8,12-trimethyl 

tridekanová nebo fenyldekanová), pokud buňky rostly na neobvyklých zdrojích uhlíku, jako 

byl pristan (2,6,10,14-tetramethylpentadekan) nebo fenyldekan. Vysoce větvené a aromatické 

mastné kyseliny, získané při katabolismu uhlovodíků, nejsou vhodné pro udržení funkčnosti 

(vhodné fluidity) buněčných membrán, a proto byly inkorporovány do TAG. R. opacus 

pěstovaný na glukonátu vykázal poměrně vysoký obsah lichých mastných kyselin (Alvarez a 

kol. 1996).  

Pro přímou analýzu TAG u rodu Rhodococcus erythropolis CCM 2595 byla použita RP-

HPLC/MS-APCI (Řezanka a kol. 2010a, pub 211). Tato technika nám umožnila identifikaci a 

kvantifikaci specifických molekulárních druhů TAG přímo z bakterií, včetně stanovení jejich 

základních charakteristik, jako jsou retenční časy a hmotnostní spektra. Vícenásobná lineární 

regresní analýza byla použita pro predikci retenčních časů molekulárních druhů, převážně pro 

TAG s lichými řetězci. Celkem bylo identifikováno 17 TAG majících alespoň jednu lichou 

FA. Je to poprvé, kdy byly v takovém množství identifikovány TAG s lichými řetězci, 

převážně s pentadekanovou a heptadekanovou a heptadecenovou kyselinou. Kultivace na 
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dvou různých substrátech (fenol a kyselina jantarová), jako jediných zdrojích uhlíku a při 

dvou různých teplotách (20 a 30 °C) ukázala, že pouze teplota měla vliv na obsah TAG. Při 

snížení teploty z 30 na 20 °C a při kultivací na sukcinátu, jako jediném zdroji uhlíku se obsah 

TAG zvýšil o polovinu (tj. z 23,5 na 34,2 %). Obsah triacylglycerolů PoPoMo, PoMoO a 

PPoMo (viz Tabulka 1 pub 211; Po - palmitolejová, P - palmitová a O - olejová kyselina) 

obsahujících v molekule heptadecenovou kyselinu (Mo), což je kyselina s lichým řetězcem, se 

zvýšil z 0,0 na 7,1 %. V případě kultivace na fenolu, jako jediném zdroji uhlíku a při snížení 

kultivační teploty se obsah těchto TAG zvýšil z 0,5 na 6,7 %. Podobná zjištění byla 

publikována ve dvou pracích týkajících se rodu Rhodococcus (Takaichi a Ishidsu 1993, 

Whyte a kol. 1999). První práce uvádí, že obsah FA s lichým počtem atomů uhlíku se mění se 

změnou teploty a při zvýšené teplotě dochází ke snížení obsahu těchto FA, ale tento fakt není 

dále komentován. Detailní RP-HLPC/MS-APCI analýza tak umožnila identifikovat TAG z 

rodu Rhodococcus jako vhodný zdroj pro biotechnologickou bakteriální produkci oleje 

z jednobuněčných organismů (single cell oil), což může být zajímavé pro využití bakteriálních 

olejů jako potenciálních producentů oleo-chemikálií, tj. bionafty, případně biobenzínu. 

V našich dalších dvou publikacích (Schreiberová a kol. 2010, Řezanka a kol. 2011c, 

pub 215 a 223), zmíněných níže jsme se zaměřili na další vynikající schopnost R. 

erythropolis, kterou je prekurzorem řízená biosyntéza (precursor directed biosynthesis).  

Přidání větvených prekurzorů, tj. Val, Leu nebo Ile, případně jejich metabolitů - 

isobutyrátu (i-Bu), isovalerátu (i-Va) a 2-methylbutyrátu (2-MeBu) do kultivačního media má 

za následek tvorbu iso- mastných kyselin se sudým počtem atomů uhlíku (Val nebo i-Bu), iso- 

mastných kyselin s lichým počtem atomů uhlíku (Leu nebo i-Va) a anteiso- mastných kyselin 

s lichým počtem atomů uhlíku (Ile nebo 2-MeBu) (Schreiberova a kol. 2010, pub 215). Tato 

skutečnost byla již popsána u jiných bakterií, např. myxobakterií, Propionibacterium 

freudenreichii, Staphylococcus xylosus či S. carnosus (Beck 2005; Beck a kol. 2004; Bode a 

kol. 2005; Dherbecourt a kol. 2008; Jovetic a kol. 2008). Je však nutno podotknout, že rod 

Rhodoccus neprodukuje rozvětvené mastné kyseliny, pokud je kultivován na glukose. Tyto 

kyseliny, zvláště isopentadekanová a anteisopentadekanová kyselina, byly v nedávných 

studiích zjištěny jako možné inhibitory tkáňových kultur rakovinných buněk in vivo a in vitro 

(Parodi 2005; Vlaeminck a kol. 2006). Další experimenty odhalily, že tato aktivita se snižuje 

(zvyšuje) se snižující se (zvyšující se) délkou řetězce od isopalmitové kyseliny 

(Wongtangtintharn a kol. 2004). Tento efekt je vysvětlován vyšší citlivostí rakovinných buněk 

k syntéze mastných kyselin, než je tomu u buněk zdravých.  
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Tabulka 3 příslušné publikace (Schreiberova a kol. 2010, pub 215) uvádí relativní 

zastoupení těchto TAG při kultivacích na uvedených prekurzorech a sukcinátu jako kontrole. 

Celkem bylo identifikováno 69 TAG (detekční limit byl 0,1 % celkových TAG). Bohužel 

nebylo možné separovat od sebe takové TAG, jejichž FA se lišily pouze ve větvení (iso- a 

anteiso-), tyto TAG jsou tedy souhrnně označené jako „br“ (branched). Párový t-test odhalil, 

že významné začlenění prekurzorů do molekul TAG se projevilo pouze u páru Val a i-Bu 

(hodnota P 0,012). U páru Leu a i-Va je tato hodnota 0,154 a u Ile a 2-MeBu je to 0,453. Další 

odlišností, která se projevila u valinu a isobutyrátu je přítomnost dvou rozvětvených FA v 

jedné molekule TAG, u ostatních prekurzorů byly nalezeny TAG s pouze jednou rozvětvenou 

FA. Celkový obsah rozvětvených TAG se pohyboval od 21 % (i-Bu) až k 33 % u Ile. Rod 

Rhodococcus byl tudíž shledán dobrým producentem rozvětvených FA a odpovídajících TAG 

a mohl by tedy být s výhodou použit jako producent těchto látek, např. pro farmaceutické 

použití. 

Dalšími produkty prekurzorem řízené biosyntézy, na které jsme se zaměřili, byly ω-

fenyl kyseliny (Řezanka a kol. 2011c, pub 223). Potenciální využití těchto látek spočívá v 

antioxidačních vlastnostech ω-fenyl kyselin a TAG, které je obsahují. Tyto látky byly 

identifikovány například v semenech čeledi Araceae (Arum maculatum, Dracunculus 

vulgaris) (Schmid a kol. 1997), čehož jsme využili pro získání standardů. Schopnost 

produkovat tyto látky byla prokázána i u některých bakterií, např. Vibrio alginolyticus 

(Carballeira a kol. 1997) nebo Bacillus sp. (Carballeira a kol. 2001). Dalším kmenem, který 

prokázal schopnost inkorporovat fenylovou skupinu do TAG byl Rhodococcus opacus při 

kultivaci na fenylalaninu (Phe) a následné inkubaci v přítomnosti fenyldekanu (Alvarez a 

Steinbuchel 2002). 

Při kultivaci našeho kmene R. erythropolis na Phe (tento kmen za standardních 

podmínek neprodukuje FA obsahující fenylovou skupinu, viz Tabulka 4 z publikace 211) byla 

prokázána inkorporace fenylové skupiny do mastných kyselin. Byly nalezeny kyseliny se 

sudým počtem atomů uhlíku a fenylovou skupinou - ω-fenyltetradekanová a ω-

fenyldodekanová (v minoritním zastoupení). Biosyntéza těchto FA zahrnuje známý 

mechanismus, během kterého z Phe vzniká fenylacetyl-CoA, který dále slouží jako stavební 

jednotka pro biosyntézu ω-fenylalkanových kyselin (Smith a Stern 1983, Smith a Tsai 2007). 

Při analýze TAG nalezených v R. erythropolis (Tabulka 3 z pub 223) byla zjištěna 

inkorporace ω-fenyl-FA do 13 molekulárních druhů TAG. Všechny tyto TAG obsahovaly 

maximálně jednu ω-fenyl-FA, přičemž nejvíce byla zastoupena ω-fenyltetradekanová 

kyselina. TAG izolované z R. erythropolis vykazovaly antiradikálovou aktivitu, tj. schopnost 
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vázat volné radikály a mají též antioxidační schopnosti (Tabulka 4 z pub 223) okolo 20 % 

oproti standardu, tj. BHT (butyl-hydroxytoluen). Tento výsledek předčí publikované aktivity 

esenciálních olejů z oregana či pelyňku (Lopes-Lutz a kol. 2008). 

4. Komplexní lipidy 

4.1 Důležité komplexní lipidy – popis, výskyt a význam 

Komplexní lipidy, jak již bylo výše zmíněno, dávají hydrolýzou tři nebo více 

primárních produktů, tj. FA, glycerol nebo aminoalkohol, kyselinu fosforečnou nebo též 

sacharid. Všeobecně lze komplexní lipidy rozdělit na tři základní třídy, tj. na fosfolipidy, což 

jsou lipidy obsahující v molekule kyselinu fosfatidovou (PA), kde kyselina fosforečná je 

esterifikována další sloučeninou (Obrázek 6).  
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Obrázek 6. Struktura hlavních tříd fosfolipidů. 

 

Glykolipidy obsahují vedle diacylglycerolu (DAG) i sacharid, nejčastěji galaktosu nebo 

glukosu. Ve sfingolipidech je glycerol nahrazen amino alkoholem. Nejjednodušší ze všech 

fosfolipidů je kyselina fosfatidová (Testerink a Munnik 2011) neboli 1,2-diacyl-sn-glycerol-3-

fosfát, která se přirozeně vyskytuje ve stopovém množství, ale je důležitá jako metabolický 

prekursor většiny ostatních glycerolipidů (Vance 2008). 

Fosfatidylglycerol (PG) (1,2-diacyl-sn-glycerol-3-fosforyl-1´-sn-glycerol) bývá 

stopovou složkou organismů, převážně rostlinných chloroplastů. Difosfatidylaglycerol 
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(kardiolipin, CL) se nachází hlavně v bakteriích (Peter-Katalinic a Fischer 1998, Schlame 

2008). 

Fosfatidylethanolamin (PE) je hojný v rostlinných tkáních a bývá hlavní třídou lipidů 

mikroorganismů. Často obsahuje relativně vysoký podíl plasmanyl a plasmenyl 

molekulárních druhů, viz zmínka níže. Aminoskupina může být enzymaticky methylována za 

vzniku meziproduktů: fosfatidyl-N-monomethylethanolaminu a potom fosfatidyl-N,N-

dimethylethanolaminu; konečný produkt je fosfatidylcholin. N-acyl-fosfatidylethanolamin 

bývá součástí některých rostlinných tkání a byl nalezen také v sinicích. 

U anaerobních bakterií existují analogy obsahující vinyletherovou a etherovou vazbu, 

což jsou „plasmenyl“ a „plasmanyl“ lipidy, blíže Řezanka a kol. (2012b, pub 233). 

Fosfatidylcholin (PC), 1,2-diacyl-sn-glycerol-3-fosforylcholin, je obvykle nalézán v 

membránách rostlin a někdy i mikroorganismů. Všechny glycerofosfolipidy obsahují 1,2-

diacyl-sn-glycerol a tato část molekuly může být získána hydrolýzou pomocí fosfolipasy C, 

což má velký význam při analýze fosfolipidů, viz níže. 

Fosfatidylserin (PS) je přítomen ve většině rostlin a byl také nalezen v 

mikroorganismech. 

Stejně jako u TAG, mastné kyseliny ve fosfolipidech mají výrazné polohové rozdělení; 

nasycené FA jsou obecně vázány v poloze sn-1 a nenasycené FA v poloze sn-2, ale v mnoha 

případech je tomu naopak. Dá se říci, že čím extrémofilnější je mikroorganismus, tím méně 

platí toto pravidlo. 

Glyceroglykolipidy 

Rostlinné tkáně obsahují značné množství lipidů, ve kterých jsou 1,2-diacyl-sn-

glyceroly vázány glykosidickou vazbou v poloze sn-3 na sacharid (Holzl a Dormann 2007). 

Hlavními složkami jsou mono- a digalaktosyldiacylglyceroly (MGDG, respektive DGDG, viz 

obrázek 7), ale byly nalezeny lipidy obsahující až čtyři galaktosové jednotky, případně jedna 

nebo více z nich může být nahrazena glukosou (Kates 1990). Další unikátní rostlinný 

glykolipid je sulfochinovosyldiacylglycerol (SQDG), který obsahuje kyselinu sulfonovou 

vázanou na sacharid monoglykosyldiacylglycerolu. Tento lipid se nachází výhradně 

v chloroplastech (Shimojima 2011).  

Sfingolipidy 

Tyto lipidy obsahují místo glycerolu bázi s dlouhým řetězcem (12 až 22 atomů uhlíku), 

tj. alifatický amin, který obsahuje dvě nebo tři hydroxylové skupiny a trans-dvojnou vazbu v 

poloze 4. Nejčastější a nejrozšířenější je sfingosin ((2S,3R,4E)-2-amino-4-oktadecen-1,3-

diol). U rostlin a mikroorganismů bylo identifikováno několik desítek bází. Alifatické řetězce 
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mohou být nasycené, mono- a di-nenasycené, s dvojnými vazbami majícími buď cis nebo 

trans konfiguraci (lépe E nebo Z konfiguraci), a mohou mít také methyl substituenty. 

Nejčastější bází rostlinného původu je fytosfingosin ((2S,3S,4R)-2-amino-oktadekantriol). 

Oligoglykosfingolipidy, tj. lipidy obsahující ceramid (amid aminoalkoholu) a mající dva 

nebo více sacharidů vázaných na ceramid, tvoří nezbytnou součást buněčných membrán 

většiny eukaryotických organismů a některých bakterií (Merril 2008, 2011).  
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Obrázek 7. Struktura některých glyko- a sfingolipidů. 

 

4.2. Řasy a sinice 

Lipidní extrakt ze zelené sladkovodní řasy C. kessleri kultivované za heterotrofních 

podmínek byl dělen pomocí preparativní HPLC na silikagelu celkem do dvanácti lipidních 

tříd, v nichž byl obsah mastných kyselin stanoven pomocí GC-MS (Řezanka a Podojil 1989, 

pub 34). Dělení bylo provedeno gradientovou elucí ze směsi hexan-isopropanol (6:8) do 

směsi hexan-isopropanol-voda (60:80:14) během 20 min a pak isokraticky 30 min. Jednotlivé 

druhy lipidů v separovaných lipidních třídách byly dále děleny na 18 molekulárních druhů 

pomocí RP-HPLC. PC a PE byly hydrolyzovány fosfolipázou C a odpovídající 

diacylglyceroly byly identifikovány GC-MS na polární kapilární koloně. V mono-a 

digalaktosyldiglycerolech byly mastné kyseliny v poloze 1 identifikovány až po hydrolýze 

lipázou. U kvantifikace pomocí UV detektoru v HPLC a hmotnostního spektrometru v GC-

MS bylo prokázáno, že relativní odezva UV detektoru klesá s rostoucí nasyceností kyselin, 

zatímco u relativních odezev hmotnostního spektrometru je tomu opačně. Opět bylo 

identifikováno, jako např. u TAG (viz výše, nebo o glykosylceramidů, viz níže) mnoho 

desítek molekulárních druhů fosfolipidů. Např. jen u jediné z 18 izolovaných tříd, tj. PC, bylo 

stanoveno, že obsahuje přes 50 různých druhů molekul. Tím počet molekulárních druhů lipidů 
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v této řase a nejen v ní překročil tisícovku. To vše ukazuje na velkou schopnost buněk 

reagovat na vnější prostředí a přizpůsobovat se mu. 

Kombinované použití HPLC, RP-HPLC a kapilární polární GC-MS spolu 

s enzymatickým štěpením (α- a β-galaktosidasou), dělení lipidů na TLC (tenkovrstvá 

chromatografie) a identifikace pomocí NI-FAB-MS (Negative Ionization - Fast Atom 

Bombardment Mass Spectrometry) nám umožnilo stanovit v zelené sladkovodní řase C. 

kessleri, kultivované heterotrofně, více než 400 druhů molekulárních druhů glykosylceramidů 

(Řezanka a Mareš 1990, pub 44). Je jasné, že identifikované glykosylceramidy představují 

pouze majoritní molekulární druhy. Došli jsme k závěru, že kombinace moderních 

analytických metod může dát obraz o struktuře lipidů a také, že komplexní přístup může být 

aplikován na jiné druhy biologického materiálu.  

Pomocí TLC bylo stanoveno lipidové složení tří druhů makrofytních řas, tj. 

Acrosiphonia sp., Chara vulgaris a Nitellopsis obtusa rostoucích v Kaspickém moři 

(Dembitsky a kol. 1993, pub 65). PC, PE a PG byly hlavní zjištěné třídy fosfolipidů. 

Identifikace FA v neutrálních lipidech, glykolipidech a fosfolipidech byla provedena pomocí 

GC-MS. Esenciální FA v glykolipidové a fosfolipidové frakci byly kyseliny hexadekatrienová 

a α-linolenová. Kromě běžných FA bylo zjištěno více než 40 dalších kyselin, včetně FA s 

velmi dlouhým řetězcem (nad C24), ovšem už v minoritním zastoupení. 

Byl publikován výskyt polárních lipidů a mastných kyselin ve třech kmenech rodu 

Chroococcidiopsis tj. C. supralittoralis, C. umbratilis a C. versatilis sesbíraných v jezeře 

Kinneret (Galilejské jezero), v Mrtvém moři a u města Ein Kerem (Viniční pramen) (Řezanka 

a kol. 2003, pub 149). Jednotlivé třídy lipidů byly stanoveny dvourozměrnou TLC a GC-MS 

analýzou. Mezi polárními lipidy byly jako hlavní izolovány glykolipidy, tj. MGDG, DGDG, 

SQDG a též neobvyklý DGTS (N,N,N-trimethylhomoserin-4-O-yl-diacylglycerol) a 

fosfatidylglycerol, přičemž DGTS byl nalezen poprvé u sinic.  

Kromě toho, že sinice rodu Chroococcidiopsis jsou prvními pionýry života v 

extrémních podmínkách, např. v mokřadech s vysokou salinitou, mohou také sloužit jako 

důležitý zdroj esenciálních mastných kyselin pro býložravce. 

Neobvyklé molekulární druhy NAPE (N-acylfosfatidylethanolaminů) (Obrázek 8) byly 

identifikovány ze sinice Calothrix sp. sesbírané v Antarktidě (Řezanka a kol. 2009b, pub 

202). Analýza byla provedena kombinací TLC, ESI-MS/MS a GC-MS. Byly identifikovány 

anteiso rozvětvené FA s velmi dlouhým řetězcem (až do C33), tj. VLCFA.  

Akumulace fosfolipidů s VLCFA může mít vliv na strukturu membrán buňky. Na 

základě všech výše uvedených údajů lze předpokládat, že tyto fosfolipidy obsahující 
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rozvětvenou VLCFA hrají dominantní roli v membránách Calothrix sp., což představuje 

příklad adaptace složení fosfolipidů na extrémní podmínky Antarktidy, které umožňují růst a 

přežití této sinice. 
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Obrázek 8. Struktura N-35:0-16:0/18:2-PE z Calothrix sp. 

 

4.3. Bakterie 

4.3.1. Termofilní bakterie 

Složení mastných kyselin ve 12 kmenech rodů Thermus, Meiothermus, Geobacillus a 

Alicyclobacillus, jejichž taxonomické určení bylo provedeno pomocí analýzy sekvence 16S 

rDNA, bylo analyzováno pomocí GC-MS (Siřišťová a kol. 2009, pub 200). Převažovaly 

rozvětvené FA typu iso a anteiso, C15 až C17, které tvořily více než 80 % všech naměřených 

FA. FAB-MS byla použita pro analýzu neobvyklých glykofosfolipidů, tj. 

acylglykosylkardiolipinů z rodů Geobacillus a Alicyclobacillus a 1-(hydroxy(2-(O-

acylglycosyl-oxy)hexadecyloxy)phosphoryloxy)hexadekanol-2-yl esterů C15-C17 kyselin z 

rodů Thermus a Meiothermus, viz Obrázek 9. 

O

O

P

O

O OH

O R1

O

O

OHHO

HO

HO
R2O

 

Obrázek 9. Všeobecná struktura glykofosfolipidů; R1,2 – zbytky FA. 
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V termofilní bakterii Alicyclobacillus acidoterrestris byly kombinací fyzikálně-

chemických metod, tj. TLC, negativní RP-HPLC-ESI-MS/MS a enzymatické hydrolýzy 

identifikovány molekulární druhy acylfosfatidylglycerolů (Řezanka a kol. 2009a, pub 201). 

Jeden z nich obsahuje rozvětvenou cyklo mastnou kyselinu - 11S-cykloheptyl-4-

methylundekanovou. Pro plné potvrzení struktury jsme kyselinu syntetizovali. Její biosyntéza 

byla též objasněna pomocí 13C značeného prekurzoru (13CH3CH2COOH), čímž bylo 

dokázáno, že methyl pochází z propionátu a nikoli z methioninu (sedmičlenný kruh vzniká 

šikimátovou drahou) (Obrázek 10). 

 

Obrázek 10. Biosyntéza kyseliny 11S-cykloheptyl-4-methylundekanové 

 

Z termofilní bakterie A. acidoterrestris byly přímou ESI-MS analýzou identifikovány 

molekulární druhy derivátů kardiolipinu, viz Obrázek 11 (Řezanka a kol. 2009c, pub 209). 

Použitím triple-kvadrupólového typu hmotnostního spektrometru, enzymatické hydrolýzy a 
1H a 13C NMR pro identifikaci těchto lipidů bylo zjištěno, že se jedná o O-acyl glykosylované 

kardiolipiny. Tyto techniky nám umožnily identifikaci a kvantifikaci specifických 

molekulárních druhů derivátů kardiolipinu přímo z lipidových extraktů bakterií, včetně 

identifikace sacharidu jako α-D-manosy a všech pěti acylů, včetně jejich polohových izomerů. 

Bylo zjištěno, že nejvíce jsou v derivátu CL zastoupeny liché mastné kyseliny, což má 

podstatný vliv na fluiditu membrán (lichá FA má vyšší bod tání než kterákoliv ze dvou 

sousedních sudých) Jedním z majoritních molekulárních druhů je derivát CL, který obsahuje 

pět mastných kyselin, přičemž každá z nich má cyklohexanový kruh.  
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Obrázek 11. O-acyl manosyl kardiolipin z termofilní bakterie A. acidoterrestris. 

 

Hopanoidy jsou triterpenické sloučeniny nacházející se hlavně v různých bakteriích (G+ 

a G-, aerobmích, fakultativně anaerobních, striktně anaerobních), v methanotrofních 

purpurových nesirných bakteriích (purple non-sulphur bacteria), sinicích a také v sedimentech 

(Řezanka a kol. 2010b, pub 214). Vyskytují se v různých formách od jednoduchých 

hopanoidů až do sloučenin s polyfunkčními postranními řetězci jako jsou 

bakteriohopanpolyoly. Review shrnuje současné poznatky o výskytu těchto látek v různých 

bakteriálních druzích a rodech, jejich biosyntéze a funkcí v buněčných membránách a v 

důležitých biochemických a fyziologických procesech. Jsou též zmíněny poslední pokroky a 

trendy v oblasti analýzy hopanoidů, zejména identifikace pomocí LC-MS s měkkými 

ionizačními technikami, jako jsou APCI a/nebo ESI. 

V termofilní bakterii A. acidoterrestris byly identifikovány další neobvykle molekulární 

druhy N-acylovaných bakteriohopanhexol-manosamidů, vzorec viz Obrázek 12 (Řezanka a 

kol. 2011e, pub 218). Pomocí semipreparativní HPLC a RP-HPLC/MS-ESI triple-

kvadrupólovým hmotnostním spektrometrem, 1H a 13C NMR, CD, včetně stereospecifické 

syntézy 7-deoxy-D-glycero-D-allo-heptitolu se nám podařilo určit jejich strukturu, včetně 

absolutní konfigurace. Na základě všech výše uvedených metod jsme identifikovali celou 

strukturu nové třídy bakteriohopanoidů, zastoupených různými N-acylovanými 

bakteriohopanhexol-mannosamidy. Tím bylo dokázáno, že termofilní bakterie A. 

acidoterrestris může být jedním ze zdrojů podobných látek v sedimentech, viz naše pub 214.  
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Obrázek 12. N-acylované bakteriohopanhexol-mannosamidy z termofilní bakterie A. 
acidoterrestris. 

 
4.3.2 Bakterie – producenti povrchově aktivních látek 

Rhamnolipidy jsou glykolipidické biodetergenty produkované různými bakteriemi, 

exkretované do media patogenní Pseudomonas aeruginosa; byly popsány jako směs čtyř 

kongenerů, tj. α-L-rhamnopyranosyl-α-L-rhamnopyranosyl-β-hydroxydekanoyl-β-hydroxy 

dekanoát (RHA-RHA-C10-C10), α-L-rhamnopyranosyl-α-L-rhamnopyranosyl-β-

hydroxydekanoát (RHA-RHA-C10), stejně jako jejich mono-rhamnolipid kongenery RHA-

C10-C10 a RHA-C10. Vývoj analytických metod vedl k objevu široké škály rhamnolipidních 

kongenerů a homologů (Abdel-Mawgoud a kol. 2011), které jsou produkovány v různých 

koncentracích a různými druhy rodu Pseudomonas a jim příbuzných bakterií, např. 

Burkholderia, u které bylo prokázáno, že produkuje rhamnolipidy, které mají delší alkylové 

řetězce, než ty, které byly identifikovány u P. aeruginosa. Fyziologická funkce těchto 

sekundárních metabolitů je stále nejasná. Velmi užitečná by byla produkce rhamnolipidů z 

nepatogenních producentů, zvláště pokud při jejich použití jako biodetergentů v potravinářství 

nebo lékařství. 

Na arktickém souostroví Špicberky byla izolována sladkovodní bakterie Pseudomonas 

fluorescens produkující povrchově aktivní látky (Janek a kol. 2010, pub 212) Surové 

biodetergenty byly extrahovány ze supernatantu ethylacetátem a přečištěny preparativní RP-

HPLC. Chemická struktura purifikovaných biodetergentů, pseudofaktinu I a II, byla zjištěna 

pomocí tandemové MALDI TOF (matrix assisted laser desorption/ionization time of flight). 

Obě sloučeniny jsou nové cyklické lipopeptidy s kyselinou palmitovou, která tvoří amid s 

terminální aminoskupinou osmé aminokyseliny v cyklickém peptidu, viz Obrázek 13. C-

terminální karboxylová skupina poslední aminokyseliny (Val nebo Leu) tvoří lakton s 

hydroxylem v Thr3. Pseudofactin II snižuje povrchové napětí vody z 72 mN/m na 31,5 mN/m 

při koncentraci 72 mg/l. Jeho emulgační aktivita a stabilita byla vyšší než u syntetických 



32 

povrchově aktivních látek Tween 20 a Triton X-100. Pseudofaktiny mají proto velký 

potenciál pro využití v průmyslových aplikacích a také v bioremediaci a biomedicíně. 

 

Obrázek 13. Struktura pseudofactinu I (a) a II (b) ze sladkovodní bakterie Pseudomonas 
fluorescens. 

 
U teplomilných bakterií Thermus sp., T. aquaticus a Meiothermus ruber byla zjištěna 

produkce rhamnolipidů (Řezanka a kol. 2011d, pub 226). Rhamnolipidy byly získány ze 

supernatantu a dále čištěny pomocí TLC. Pomocí negativní ESI-MS bylo identifikováno 77 

rhamnolipidových homologů s různou délkou řetězce a nenasyceností, např. Obrázek 14. 

Tandemovou MS byly identifikovány mono-a di-rhamnolipidy, homology obsahující jednu 

nebo dvě 3-hydroxy-mastné kyseliny, ať již nasycené, monoenové nebo dienové, a též řetězce 

s délkou až C24. Stereochemie rhamnózy byla L a 3-hydroxy-mastných kyselin byla R, 

poloha dvojných vazeb v monoenových kyselinách byla cis-ω-9. Všechny tři druhy 

produkovaly rhamnolipidy, které se liší svou strukturou od rhamnolipidů Pseudomonas 

aeruginosa a vykazují vynikající vlastnosti při snižování povrchového napětí. Nejdůležitějším 

zjištěním však je, že ve srovnání s P. aeruginosa, oba kmeny tj. Thermus a Meiothermus 

nejsou patogenní pro člověka a mají biologickou bezpečnost na úrovni 1. 
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Obrázek 14. Struktura di-rhamno-di-lipidických kongenerů. 
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4.3.3 Anaerobní a fakultativně anaerobní bakterie 

Plasmalogeny jsou skupinou lipidů s potenciálně důležitou, a ještě ne zcela objasněnou 

funkcí, zejména u bakterií (Řezanka a kol. 2012b, pub 233) Vyskytují se od bakterií přes 

prvoky a bezobratlé až k savcům, ale nebyly dosud nalezeny v rostlinách a houbách. Mohou 

chránit buňky před škodlivými účinky reaktivních forem kyslíku, tj. chránit ostatní fosfolipidy 

nebo lipoproteiny proti oxidačnímu stresu. Byla popsána i jejich vlastnost jako signálních 

molekul a modulátorů membránové dynamiky. Biosyntéza je různá v aerobních a anaerobních 

organismech. Použití moderních identifikačních technik, převážně LC-MS a/nebo lipidomiky 

umožňuje zjistit nejen jednotlivé třídy plasmalogenů, ale i jejich polohové izomery a často i 

jednotlivé molekulární druhy.  

LC/ESI-MSn byla použita k analýze fosfolipidů ze tří druhů anaerobních bakterií 

kontaminujících pivo rodu Pectinatus (Řezanka a kol. 2011a, pub 221). Analýzou celkových 

lipidů pomocí HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) se podařilo oddělit 

diacyl a plasmalogenové fosfolipidy. Plasmalogeny byly poté analyzovány pomocí ESI-

MS/MS a bylo zjištěno více než 220 molekul čtyř tříd plasmalogenů - pPC (cholin 

plasmalogen), pPE (ethanolamin plasmalogen), pPG (glycerol plasmalogen) a pPS (serin 

plasmalogen). Hlavními molekulárními druhy byly c-p-19: 0/15: 0 PE a PS, které 

představovaly více než 4 % celkových lipidů. 

Použitá metoda vyniká především výbornou reprodukovatelností, vysokou citlivostí (1 

µmol/mL) a dynamickým rozsahem 4 řádů. Je téměř ideální pro separaci amfifilních 

sloučenin jako jsou fosfolipidy. To vše z ní činí jednu z nejcitlivějších a bezesporu 

nejrychlejších metod pro detekci těchto nežádoucích bakterií v pivu. 

Fosfolipidy a glykolipidy ze dvou nově popsaných druhů rodů Anoxybacillus 

bogrovensis a A. rupiensis patřících k termofilním bakteriím byly analyzovány LC/ESI-MSn 

(Řezanka a kol. 2012c, pub 229). Analýza celkových lipidů z fakultativně anaerobní A. 

bogrovensis na HILIC koloně umožnila oddělit diacyl- a plasmalogen-fosfolipidy. LC/ESI-

MS/MS analýza striktně aerobní A. rupiensis dokázala přítomnost různých unikátních 

polárních lipidů, převážně alanyl-, lysyl- a glukosyl-fosfatidylglycerolů a kardiolipinů. Každá 

z těchto tříd polárních lipidů byla pak analyzována pomocí ESI-MS/MS a bylo identifikováno 

více než 140 molekulárních druhů šesti lipidových tříd z A. bogrovensis a téměř 200 

molekulárních druhů devíti tříd polárních lipidů z A. rupiensis. Plasmalogeny byly poprvé 

identifikovány ve fakultativně anaerobní bakterii A. bogrovensis. 
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4.4. Živočišné houby 

Jen jako ukázku možností moderních fyzikálně-chemických metod a jejich analytického 

potenciálu byly vybrány dvě publikace popisující analýzu lipidu u živočišných hub.  

Lipidy a fosfolipidy (jak plasmanyl, tak také plasmenyl formy) byly analyzovány ve 

sladkovodní houbě Lubomirskia baicalensis (čeled Lubomirskiidae) a jejího parazita Brandtia 

(Spinacanthus) parasitica (Dembitsky a kol. 1994, pub 88). Bylo určeno složení PC a PE 

alkenyl-acyl, alkylacyl a diacyl forem. Pomocí GC-MS bylo identifikováno přes 180 FA, 

z toho bylo 46 nasycených, 55 monoenových, 35 dienových, 25 trienových a 22 tetra-, penta- 

a hexaenových. U sladkovodní houby bylo prokázáno, že obsahuje neobvyklé dlouhé mastné 

kyseliny: anteiso-5,9-oktakosadienové, rozvětvené-5,9-nonakosadienové a 5,9,23-

nonakosatrienové, 5,9,23-triakontatrienové, 15,18,21,24-triakontatetraenové a 15,18,21,24,27-

triakontapentaenové. Některé z těchto mastných kyselin byly nalezeny též v lipidech parazita. 

Tato studie prokázala, že houby z Bajkalu obsahují více druhů FA, než bylo dosud popsáno u 

mořských hub. Může to být ovlivněno jak jedinečností místa, to je životem houby v 

nejhlubším a nejstarším jezeře na Zemi, které přímo oplývá endemity a mezi něž patří jak 

houba, tak i parazit. Výsledky dále ukazují, že složení plasmanyl a plasmenyl lipidů a 

demospongových kyselin z parazita a z houby se podstatně nelišilo. 

Syriacin (Obrázek 15), nový neobvyklý sulfátovaný glykosylceramid s rozvětvenou 

mastnou kyselinou s velmi dlouhým řetězcem tj. (Z)-34-methylhexatriaconta-5,9,12,15,18,21 

hexaenovou kyselinou, byl izolován ze sladkovodní houby Ephydatia syriaca sesbírané v řece 

Jordán (Izrael) (Řezanka a kol. 2006, pub 173). Jeho struktura byla stanovena pomocí 

rozsáhlých spektroskopických analýz (IR, UV, 2D NMR, MS, CD) a chemických degradací. 

Syriacin má antifeeding (působí proti ožírání) aktivitu proti zlatým karasům a to v koncentraci 

cca 10 mg/l. Zajímavostí této molekuly je „nepřírodní“ konfigurace methylu ve sfingosinu, 

která pravděpodobně pochází z L-alloisoleucinu (2S,3R), kdežto rozvětvená mastná kyselina 

má „přírodní“ konfiguraci, kde jako startérová jednotka byl L-isoleucin (2S,3S). Domníváme 

se, že právě tato skutečnost, tj. opačná konfigurace methylů v řetězcích, je nositelem 

biologických účinků. 
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Obrázek 15. Struktura syriacinu. 

 

Závěr 

Soubor předkládaných prací je zaměřen na výzkum biosyntézy, produkci a analýzu 

lipidů, převážně z mikroorganismů. Pochopení mechanismu mezi biosyntézou a produkcí 

lipidů, umožní genetické manipulace specifických kmenů mikroorganismů pro zvýšení 

produkce TAG, tj. takových, které mají jak rychlý růst, tak i vysokou akumulaci lipidů 

využitelných jako doplňky potravy a/nebo biopaliva. Jedním z důležitých faktorů pokroku ve 

zkoumání a poznávání těchto pochodů u mikroorganismů jsou nové analytické techniky, jako 

je například hmotnostní spektrometrie, zejména ve vysokém rozlišení, a také použití ultra-

výkonné kapalinové chromatografie. Další moderní přístroje (Orbitrap, apod.) umožňují 

analýzu mnohem většího spektra vzorků a tedy vyšší efektivitu výzkumu mikroorganismů, 

jako jsou řasy, kvasinky nebo bakterie, které jsou dosud prakticky zcela neprozkoumány, 

pokud jde o biosyntézu a produkci lipidů. Problematickým procesem je v řadě případů 

kultivace potenciálně důležitých mikroorganismů. Důležitým nutným krokem je tedy žádoucí 

optimalizace a zlepšení kultivačních technik, které zahrnují i výzkum v genetickém 

inženýrství, v produkci a následném zpracování biomasy a kultivačních produktů kultivace, 

včetně jejich analýzy. Výzkum metabolismu lipidů a genů zodpovědných za jejich produkci 

přispěje ke zlepšení nadprodukce nutričně i technologicky důležitých TAG.  
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Seznam zkratek 
 
2D NMR  dvou dimenzionální nukleární magnetická resonance 
2-MeBu  2-methylbutyrát 
APCI  atmospheric-pressure chemical ionization 
ARA  arachidonová kyselina 
BHT  butyl-hydroxytoluen 
C18 nebo ODS  octadecylsilyl fáze 
CD  cirkulární dichroismus 
CL  kardiolipin 
CoA  koenzym A 
CPT  cholinefosfotransferasa 
DAG  diacylglycerol 
DCI-MS  desorpce chemickou ionizací 
DGAT  diacylglycerol acyltransferasa 
DGDG  digalaktosyldiacylglycerol 
DGTS  N,N,N-trimethylhomoserin-4-O-yl-diacylglycerol 
DHA  dokosahexaenová kyselina 
ECL  equivalent chain length 
ECN  equivalent carbon number 
EEP  1,2-(all-cis)-5,8,11,14,17-dieicosapentaenoyl-3-palmitoyl-sn-glycerol 
EPA  eikosapentaenová kyselina 
ESI  electrospray ionisation 
FA  mastná kyseliná 
FA-CoA  fatty acyl-koenzym A 
G3P  sn-glycerol-3-fosfát 
GC-MS  plynová chromatografie – hmotnostní spektrometrie 
GPAT  sn-glycerol-3-fosfát acyltransferasa 
HILIC  Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography 
HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
i-Bu  isobutyrát  
IR  infračervené záření 
IUPAC  International Union of Pure and Applied Chemistry 
i-Va  isovalerát  
LC-MS  liquid chromatography-mass spectrometry 
LLLn  TAG, kde L je kyselina linolová a Ln je kyselina linolenová 
LLnLn  TAG, kde L je kyselina linolová a Ln je kyselina linolenová 
LPA  lysofosfatidová kyselina 
LPAAT  acyltransferasa lysofosfatidové kyseliny 
LPAT  acyltransferasa fosfolipidů 
LPC  lysofosfatidylcholin 
LPCAT  lysofosfatidylcholin acyltransferasa 
MGDG  monoalaktosyldiacylglycerol 
MS  hmotnostní spektrometrie 
NI-FAB-MS  Negative Ionization - Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry 
PA  kyselina fosfatidová 
PAP   fosfatasa fosfatidové kyseliny 
PC  fosfatidylcholin 
PDAT  fosfolipid:diacylglycerol acyltransferasa 
PE  fosfatidylethanolamin 
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PG  fosfatidylglycerol 
Phe  fenylalanin 
PLA2  fosfolipasa A2 
pPC  cholin plasmalogen 
pPE  ethanolamin plasmalogen 
pPG  glycerol plasmalogen 
pPS  serin plasmalogen 
PS  fosfatidylserin 
PUFA  polyenová mastná kyselina 
RP-HPLC  HPLC na reversní fázi 
SCO  single cell oil 
SQDG  sulfochinovosyldiacylglycerol 
STAG  strukturovaný TAG 
TAG  triacylglycerol 
UV  ultrafialové záření 
VLCFA  FA s velmi dlouhým řetězcem (nad C22) 
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