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Souhrn

Rasy, sinice i bakterie produkuji “single cell oils” (SCO), které obsahuji jako hlavni
slozku triacylglyceroly (TAG), jeZ jsou dulezitym zdrojem polyenovych mastnych kyselin a
dalsich neobvyklych mastnych kyselin dilezitych pro vyzivu lidi i zvifat, ale uplatiuji se 1
jako zdroje biopaliv 3. generace. Cilem ptedkladané teze bylo viibec poprvé analyzovat SCO,
pokud jde o obsah a spektrum intaktnich TAG. Ty se 1i§i délkou acylt, poctem a polohou
dvojnych vazeb, stereochemickou pozici a cis/trans izomerii. Vysledkem je obrovsky pocet
izomerl s podstatné odliSnymi vlastnostmi a vyzivovou hodnotou, ale i hodnotami dilezitymi
pro biopaliva, jako jsou bod zdkalu a tuhnuti. Separace TAG pomoci HPLC byla
optimalizovana pouzitim nékolika kolon v sérii k dosazeni co nejvyssi selektivity separace.
Analyza zahrnuje LC-MS-APCI (hmotnostni spektrometrie-chemickd ionizace pfi
atmosférickém tlaku) a LC-MS/ESI (ionizace elektrosprejem) s kladnou nebo zapornou
ionizaci. Mikrobidlni oleje SCO z Sirokého spektra pfirodnich vzorki, zahrnuji predevsim (a)
SCO dulezité pro vyzivu, a (b) SCO obsahujici neobvyklé¢ mastné kyseliny, piipravené
pomoci prekurzorem fizené biosyntézy, s lichym poctem uhlikii, mastné kyseliny s velmi
dlouhym fetézcem, neobvyklymi polohami dvojnych vazeb a/nebo vétvenymi alkylovymi

fetézci, pouzitelné jako biopaliva.

Déale byly analyzovany komplexni lipidy z mnoha mikroorganismd, piicemz hlavni
daraz byl kladen na poznani struktury lipidi a jejich produkci ve vztahu k chemotaxonomii
jednotlivych bakterii, prevazné termofilnich. U té€chto bakterii byla identifikovana Siroka
jak v anaerobnich bakteriich rodu Pectinatus zpusobujicich kontaminaci piva, kde jejich
vyskyt muze slouzit jako dulezitych chemotaxonomicky marker. Byly izolovany 1 u
termofilnich bakterie Anoxybacillus, izolované ztermdalnich pramenl. Diale byla u
termofilnich bakterii izolovana cela Skdla polarnich lipid, a napf. objasnéna biosyntesa
rozvétvené mastné kyseliny s cykloheptanovym kruhem pomoci izotopicky znacenych
prekurzori. Dulezitym produktem, vyuzitelnym i v praxi, byla identifikace rhamnolipidd,
dilezitych smacedel u nepatogennich termofilnich bakterii rodu Thermus sp., T. aquaticus a

Meiothermus ruber.



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.



1. Uvod

Analyza mastnych kyselin (FA) a triacylglycerolii (TAG) obsazenych v olejich z
mikroorganismu (single cell oil, SCO), se dostava do popiedi zdjmu z dietnich, nutri¢nich i
lécebnych divodi, kde mohou hrat dilezitou roli pro zdravi lidi a zvitat (Schenk a kol. 2008,
Brennan a Owende 2010), ale také pii ziskavani biopaliv tieti generace. Tyto oleje jsou
komplexni smési, které obsahuji fadu tfid lipidd, jejichz hlavnimi slozkami jsou TAG.
Informace o ptesném slozeni TAG ma zasadni vyznam pro pochopeni chovani tuku v pribéhu
zpracovani, jejich dietetickych a nutri¢nich vlastnosti, atd. Chemické, fyzikdlni a nutriéni
vlastnosti olejii jsou ovlivnény slozenim TAG, tj. obsahem FA a jejich stercospecifitou
(pozici FA na glycerolu). Nami pouzité metody umoziuji pifimou extrakci lipidd z malého
mnozstvi bun€k mikroorganismi, pro analyzu sloZzeni TAG. Informace o pfesném slozeni
TAG smési maji zdsadni vyznam pro pochopeni jejich biosyntézy, a tim i jejich nadprodukce.

Dosud nejbéznéjSim zdrojem PUFA, tj. polyenovych mastnych kyselin, je pfedevs§im
rybi olej. Ryby vSak tyto kyseliny nebiosyntetizuji, nybrz ziskavaji je z potravy, kterou tvori
pievazné plankton, mezi ktery patii 1 fasy nebo sinice. Obsah nejdulezitéjSich PUFA v fasach
a sinicich ukazuje Obrazek 1, ktery byl kompilovan na zaklad€ publikace Lang a kol. (2011).
Z grafu plyne, ze mikroskopické ftasy, ale téz dalS$i mikroorganismy, jsou potencialné
vhodnymi producenty PUFA. Podrobné zkoumani ristu mikroskopickych fas a produkce
PUFA ukazalo, Ze produkce a akumulace PUFA jsou slozit¢ procesy, které je obtizné
optimalizovat. Jako jeden z hlavnich pifinosi fas je ozna¢ovéana pfitomnost vysokych hladin
PUFA, tj. mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (ARA, EPA a DHA, tj. kyseliny
arachidonova, eikosapentaenova a dokosahexaenova), které jsou nezbytné pro organismy
v poslednich stupnich potravinového fetézce, vcéetné Clovéka. Vyuziti a aplikace olejii z fas,
obsahujicich TAG s PUFA jsou do zna¢né miry dany strukturou téchto TAG, zejména
polohou FA v molekule glycerolu.

Struktura a sloZeni mastnych kyselin v TAG (Rezanka 1989, pub 39, Rezanka a Sigler
2009, pub 205) ovliviiuje jejich vstiebavani a distribuci v organismu (Mu a Porsgaard 2005).
Nejlepsi vyzivové vlastnosti jsou pifipisovany strukturovanym TAG, které maji PUFA v
poloze sn-2. TAG obsahujici v poloze sn-2 vétSinou EPA a ARA jsou snadngji
absorbovatelné nez TAG, které maji ndhodné rozdéleni PUFA. Absorpce strukturovanych
TAG (STAGQG) je také rychlejsi nez u matefskych oleji a tyto TAG mohou chranit pred
hypertriglyceridemii a obezitou zpusobenou vysokym obsahem tuku ve stravé (Takeuchi a
kol. 2002). STAG by mohly byt potencidlné pouzity k redukci hmotnosti a nizs§i akumulace

tuku, stejn¢ jako snizeni sérového cholesterolu.
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Obrazek 1. Primérny vyskyt PUFA, tj. kyselin y-linolenové (GLA), oktadekatetraenové
(18:4n-3), arachidonové (ARA, 20:4n-6), eikosapentaenové (EPA, 20:5n-3),
dokosahexaenové (DHA, 22:6n-3), u vice nez 2000 druhi fas a sinic ze sbirky
SAG (Culture Collection of Algae of Gottingen University) (Lang a kol. 2011).

Dalsim vyuzitim SCO, je jeho pouziti jako zdroje biopaliv. Biopaliva prvni generace
pouzivaji jako vstupni suroviny potravinaiské plodiny, jako je kukufice, fepka, s6ja, cukrova
titina a cukrova fepa. VSechny tyto rostliny obsahuji bézné dostupné sacharidy, vcetné
Skrobu, nebo jsou producenty rostlinnych oleji. Ziskani biopaliva z nich je tak relativné
jednoduché, protoze fermentaci sacharidi vznika bioethanol (pouzivany jako nahrada
benzinu), zatimco transesterifikaci mastnych kyselin vznikd bionafta. Na druhé strané,
biopaliva prvni generace vykazuji dobfe zndmé a Siroce publikované problémy, jako je
zvySena produkce sklenikovych plynt nebo zvySeni cen potravin (Brennan a Owende 2010).
Biopaliva 2. generace, ziskavana napft. zpracovanim agro-odpadi, jako jsou kukufi¢né stonky
(celuléza) nebo odpady z vyroby celulozy (lignin) vyzaduji ndkladné technologie, vcetné
pfedzpracovani specidlnimi enzymy, a proto druhd neni generace biopaliv v soucasné dobé
roz§ifena (Brennan a Owende 2010).

Z toho diivodu se pozornost zamétuje na dalsi generaci biopaliv, napt. biopaliva z tas,
které jsou povazovany za zdroj energie bez hlavnich nevyhod spojenych s 1. a 2. generaci
biopaliv (Nigam a Singh 2011). Kromé toho pfi srovnani s konvenénimi plodinami, které jsou
sklizeny jednou nebo dvakrat za rok, maji fasy velmi kratky Zivotni cyklus (v fadu dni), coz
umoziuje vice ¢i méné kontinuélni sklizenl a zna¢né zvyseni vynost na ¢tvere¢ni metr plochy
(Schenk a kol. 2008). VztaZeno na 1 m* mohou mikroskopické fasy produkovat 15-300 krat
vice oleje pro vyrobu bionafty nez tradi¢ni plodiny. Mnoho druhti fas a sinic ma schopnost
produkovat zna¢né mnozstvi TAG (napi. 20 — 50 % suSiny) jako zdsobni lipidy (Hu a kol.
2008).

Rasy a sinice jsou téZ piizplisobené k ristu pii nizkych a vysokych teplotach
(psychrofilové a termofilové) a predstavuji vyznamnou skupinu extremofilnich
mikroorganismi. Mikroorganismy pfizpiisobené extrémnimu chladu a teplu maji také znacny
potencial v biotechnologickych aplikacich.

Bakterie produkujici mikrobidlni oleje patii pfevazné do skupiny aktinomycet, které
jsou schopny akumulovat TAG pii nedostatku dusiku (Alvarez a Steinbuchel 2002). Rod
Rhodococcus je nejslibnéjsi, protoze jeho mimotadné efektivni metabolismus umoziiuje
vyuzit i takové organické slouceniny, jako je napf. fenol, ktery je pfitomen jako jediny zdroj

uhliku. Zménou fyziologickych a kultivacnich podminek je mozné ptipravit triacylglyceroly



obsahujici mastné kyseliny s pozadovanou délkou fetézce (poctem atomii uhliku) nebo
pozadovanym poctem dvojnych vazeb, a tim upravit bod zékalu a tuhnuti, coz jsou diilezité
parametry biopaliv.

2. Definice lipidia

Lipidy jsou rtznorodé latky, jejichz definice neni dosud uplné vyjasnéna. Celkovy
piehled o chemii, vyskytu, slozeni a biologii téchto zakladnich a fascinujicich ptirodnich latek
je uveden nize. Zékladni ucebnice obvykle popisuji lipidy jako skupiny pfirozené se
vyskytujicich latek, které jsou rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech, coz jsou uhlovodiky,
chloroform, benzen, ethery a alkoholy. Patii mezi n¢€ pestra Skala sloucenin, jako jsou mastné
kyseliny a jejich derivaty, karotenoidy, terpeny, steroidy, atd. Mnohé z téchto sloucenin se
vyznamng¢ li$i strukturou nebo funkci. Déle tyto latky, které jsou dnes vSeobecné povazovany
za lipidy, mohou byt téméf stejné¢ snadno rozpustné jak ve vodé, tak i v organickych
rozpoustédlech. Proto byla pomérné kladné piijata definice IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry), ktera tika, ze:

Lipidy jsou mastné kyseliny a jejich derivaty a latky s nimi biosynteticky nebo funkcéné
souvisejici.

Nezahrnuje vsak takové ptirodni latky, jako jsou steroidni hormony, ropné produkty,
jednoduché terpeny, nékteré vitaminy rozpustné v tucich, vétSinu polyketidi, karotenoidy,
apod.; tato definice, pfestoze je uzitena, byla jiz zpochybnéna (Fahy a kol. 2005, 2009).

Nejcastéjsi lipidické tfidy nalézané v ptirodé se sklddaji z mastnych kyselin, které jsou
spojeny pomoci esterové vazby s glycerolem, nebo s jinymi alkoholy, jako jsou steroly nebo
amidovou vazbou se sfingosinem a podobnymi aminoalkoholy. Kromé toho mohou obsahovat
1 napt. kyselinu fosfore¢nou, organické zasady, sacharidy a mnoho dalsich komponent, které
se z nich mohou uvolnit riznymi hydrolytickymi postupy.

Lipidy Ize ¢lenit do dvou Sirokych kategorii, které jsou vhodné zejména pro analytické
ucely. Jednoduché lipidy jsou definovany jako takové lipidy, které¢ hydrolyzou poskytuji
nejvyse dva typy primdrniho produktu; slozené (komplexni) lipidy davaji hydrolyzou tii nebo
vice primarnich produkti. Vyrazy ,,neutrdlni* a ,,polarni“ lipidy rovnéz slouZzi pro definice
téchto skupin, ale jsou méné presné.

Komplexni lipidy jsou glycerofosfolipidy (nebo méné piesné fosfolipidy), které jako
polarni slozku obsahuji jednu zkyselin fosforu a glycerol, nebo glykolipidy (bud’
glykoglycerolipidy nebo glykosfingolipidy), které obsahuji polarni sacharid(y) (Schmid a
Ohlrogge 2008). Situace je dale komplikovana existenci fosfoglykolipidu a sfingofosfolipidii

(napft. sfingomyelinu).
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3. Jednoduché lipidy — Triacylglyceroly (TAG)

Skoro vSechny komercné dulezité tuky a oleje zivocisného nebo rostlinného ptivodu se
skladaji témét vyluéné z jednoduchych lipidi — triacylglyceroli (,triglyceridd® ve starsi
literatute). TAG obsahuji v molekule glycerol, kde kazdy hydroxyl je esterifikovan mastnou
kyselinou. V ptirod¢ jsou syntetizovany enzymovymi systémy, které umoznuji vznik centra
asymetrie na druhém uhliku glycerolu, a tak TAG existuji ve dvou enantiomernich formach.

Pro popis struktury se doporuCuje stereospecificky systém cislovani TAG. Ve
Fischerové projekci ptirodniho L-glycerolu je sekundarni hydroxylova skupina na levé strané
C-2 atomu uhliku. Pfedpona ,,sn“ je umisténa pfed ndzvem slouceniny, pokud je u ni

definovana stereochemie, viz napt. Obrazek 2.

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

Vsechny eukaryotni organismy a dokonce i n€kolik organismt prokaryotnich (Alvarez
and Steinbuchel 2002) ma schopnost syntetizovat triacylglyceroly a jejich biosyntéza je
intenzivné zkouména zejména ve vysSich rostlindch, fasach a kvasinkach. TAG slouzi
predevsim jako ulozisté energie, kterda mize byt rychle uvolnéna. Kapicky lipidi (droplets)
mohou také slouzit jako absorbenty biologicky aktivnich a potencialné skodlivych lipida jako
jsou volné mastné kyseliny, diacylglyceroly, estery koenzymu A, apod.

TAG jsou vibec nejdilezitéjsimi lipidy, at’ na né pohlizime jako na zdroj energie pro
rostliny nebo zivoc¢ichy vcetné clovéka, nebo jako na ndhradu za fosilni paliva, tj. biopaliva.

3.1. De novo syntéza mastnych kyselin

Rasy fixuji vzdusny CO, pomoci slune¢ni energie za vzniku glukosy. Sacharidy jsou

dale Stépeny na acetyl-CoA, ktery slouzi pro syntézu mastnych kyselin v chloroplastech.

Mastné kyseliny jsou stavebnimi kameny drtivé vétSiny lipidi, véetné triacylglycerolii. Acetyl
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CoA karboxylasa produkuje malonyl-CoA, zdkladni prekurzor pouzivany pti biosyntéze
mastnych kyselin. 16- nebo 18-uhlikaté mastné kyseliny jsou tvofeny opakujici se sérii reakct,
pfi které je prodluzovéan uhlikaty fetézec o dva atomy uhliku. Retézova reakce je ukondena
pusobenim acyl-AKT thioesterasy. Specificita tohoto enzymu obvykle urcuje konecnou délku
fetézce mastné kyseliny. Vzniklé mastné kyseliny mohou byt dal$imi enzymatickymi
reakcemi bud’ prodlouzeny, nebo desaturovany, nebo mohou probihat obé dvé reakce.

3.2. Biosyntéza acyl-lipidu

Je vSeobecné znamo, ze triacylglyceroly jsou tvoteny sekvenéni acylaci sn-glycerol-3-
fosfatu (G3P) tfemi acyl-CoA katalyzovanych skupinou enzymt oznaCovanych jako
acyltransferasy. Tuto drahu poprvé popsal Eugene Kennedy se spolupracovniky v roce 1950 a
je také znama jako ,,Kennedyho drdha“ (Obrazek 3).

Biosyntéza je zahajena acylaci sn-1 polohy G3P prostiednictvim sn-glycerol-3-fosfat
acyltransferasy (GPAT) za vzniku lyso-fosfatidové kyseliny (LPA). LPA je pak dale
acylovana pomoci acyltransferasy fosfolipidi. (LPAT) za vzniku kyseliny fosfatidové (PA).
Kysela fosfatid fosfatasa (PAP) katalyzuje uvolnéni fosfatové skupiny z kyseliny fosfatidové
za tvorby sn-1,2-diacylglycerolu (DAG), centralniho meziproduktu vSech glycerolipidi.
Poslednim krokem biosyntézy je katalyza diacylglycerol acyltransferasou (DGAT), za tvorby
triacylglycerolti. Vyse uvedené tii acyltransferasy pouzivaji acyl-CoA jako darce acylu a tyto
reakce jsou tak zavislé na acyl-CoA.

V prokaryotnich mikroorganismech je glycerol-3-fosfatova draha biosyntézy majoritni,
ale u kvasinek glycerol-3-fosfat a dihydroxyaceton-fosfat mohou byt primarnimi prekurzory
(Obrazek 4) a syntéza probihd v cytoplazmatickych kapickach lipidi a endoplazmatickém
retikulu (Murphy 2001). Je vSak jen méalo zndmo o tom, pro¢ membranové a zasobni lipidy
maji velmi odli$né sloZzeni mastnych kyselin (Chapman and Ohlrogge 2012).

Alternativni cesty syntézy TAG jsou piitomny jak v rostlinach, tak 1 v dalSich
eukaryotnich organismech. Za katalyzy diacylglycerol acyltransferasou (PDAT) dochdzi k
syntéze triacylglycerolti pomoci fosfatidylcholinu jako darce acylu a sn-1,2-diacylglycerolu

jako jeho pfijemce.
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Obrazek 3. Schéma biosyntézy TAG. Zkratky: CoA, koenzym A; CPT,
cholinefosfotransferasa; DAG, sn-1,2-diacylglycerol; FA-CoA, acyl-koenzym
A; G3P, sn-glycerol-3-fosfat; GPAT, sn-glycerol-3-fosfat acyltransferasa;
LPA, lysofosfatidovd kyselina; LPAAT, acyltransferasa lysofosfatidové
kyseliny;  LPC, lysofosfatidylcholin; LPCAT, lysofosfatidylcholin
acyltransferasa; PA, fosfatidova kyselina; PAP, fosfatasa fosfatidové kyseliny;
PC, fosfatidylcholin; PDAT, fosfolipid:diacylglycerol acyltransferasa; PLA2,
fosfolipasa A2 (Snyder a kol. 2009).
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R=dlouhy fetézec
Obrazek 4. Alternativni cesty syntézy TAG z dihydroxyaceton-fosfatu.

Byly popsany nescetné pokusy o predikci sloZzeni molekul pfirodnich TAG, zvlasté co se
tyka skladby mastnych kyselin v rGznych polohach glycerolu. V pfirodnich TAG podily
jednotlivych molekul zavisi na konkrétnich aktivitdich enzymd, tj. acyl transferdz, které se
podileji na jejich biosyntéze a na mnozstvi mastnych kyselin, jez jsou k dispozici. Byly

navrzeny matematické modely, které vychazeji z aktivit téchto enzymt, a které vyuzivaji pro
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analyzu dat stereospecifického podilu jednotlivych molekul. Bohuzel vSak tyto modely
neobstaly diky stale se rozsifujicim moznostem analytickych piistrojii a byly proto opustény.
3.3. Molekuldrni a druhova skladba triacylglycerolii
Je dobfe znamo, ze ptirodni TAG existuji v podobé velkého mnozstvi riznych molekul
(molekularnich druhti). Problém miize byt velmi slozity; napiiklad pro triacylglycerol s
pouhymi péti riznymi mastnymi kyselinami je poc¢et moznych molekularnich druhti (raznych

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

Tabulka 1. Pocet moznych TAG.

popis pocet

bez isomerQ y=(x"+3x7+2x)/6
bez optickych isomert  y=(x’+x%)/2
vsechny isomery y=x’

X je pocet mastnych kyselin v TAG, kde y je pocet TAG

S rostoucim poc¢tem piitomnych mastnych kyselin roste i pocet molekulérnich druhii a
dosahuje astronomickych rozméri, napt. pro 20 mastnych kyselin, které jsou soucésti vétSiny
mikrobidlnich oleji (Lang a kol. 2011), 1ze ze vzorce v Tabulce 1 zjistit, Ze celkovy pocet
TAG je 8000. Dosud se nepodafilo vjednom vzorku identifikovat vice nez stovky
molekulérnich druhti (pfesné 324), viz napt. Francois a kol. (2010).

Existuji, 1épe tfeceno existovaly, tfi zdkladni metody analyzy TAG - vysokoteplotni
plynova chromatografie, chromatografie na reverzni fazi a argentacni iontova chromatografie,
pii niz se TAG v podstaté déli podle stupné nenasycenosti a vytvari se slabé vazby mezi «
elektrony dvojné vazby mastné kyseliny a d elektrony iontt stiibra.

Byly publikovany separace triacylglycerolll plynovou chromatografii (Ruiz-Gutierrez a
Barron 1995, Aparicio a Aparicio-Ruiz 2000), ale bohuzel tato technologie byla provadéna na
hranici svych moznosti a o kvantifikaci TAG se nemohlo ani uvazovat, nebot’ pfi teplotach
okolo 300°C dochazelo k degradaci vzorku TAG, zvlasté kdyZ se jednalo o TAG obsahujici
nenasycené mastné kyseliny. Tuto skute¢nost jsme potvrdili v jedné z naich praci (Rezanka
and Mares 1991, pub 48), kde byly molekuldrni druhy TAG stanoveny v rostlinnych tucich a
olejich, a to jak kvalitativng, tak také kvantitativné. Analyza byla provedena prostfednictvim
kapilarni GC-MS na ,,polarizovatelné* kolon¢, dale s pomoci RP-HPLC a téz za pouziti
hmotnostni spektrometrie — desorpce chemickou ionizaci (DCI-MS). Pro kvalitativni analyzu
a identifikaci byly pouzity hodnoty ECN (equivalent carbon number) a ECL (equivalent chain

length). Nékteré rostlinné oleje, véetné kakaového masla, tj. TAG s menSim poctem dvojnych
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vazeb, lze identifikovat bez problémt pomoci GC-MS, RP-HPLC i DCI-MS. Stanoveni GC-
MS selhala pouze u olejii s velkou distribuci délek fetézei, tj. fepkového oleje (s vysokym
obsahem kyseliny erukové) nebo u oleju s vysokym stupném nenasycenosti, jako je Inény olej
nebo olej z ¢erného rybizu. Nicméné vzajemnou kombinaci vysledkd vSech tii metod bylo
mozno identifikovat fadu molekularnich druhtt TAG v riznych rostlinnych olejich (Rezanka
and Mare$ 1991, pub 48, Rezanka a Rezankova 1999 pub 108). Z dosazenych vysledki tak
plyne, Ze napf. u olejli s vysokym podilem molekularnich druhii obsahujicich PUFA, tj. Inény
olej a olej z cerného rybizu, které obsahuji TAG typu LLnLn a LLLn (kde L je kyselina
linolova a Ln je kyselina linolenova, viz Tabulky 9 a 10 v pfislusné publikaci), nelze stanovit
kvantitativni a v mnoha piipadech ani kvalitativni zastoupeni.

TytéZ metody jsme pouzili i pro stanoveni TAG v zelené tase Chlorella kessleri (nyni
ptejmenované na Parachlorella kessleri) (Krienitz a kol. 2004). Bylo zjiSténo, Ze majoritnimi
jsou C54 triacylglyceroly, tj. takové TAG, které maji tii kyseliny s 18 atomy uhliku. Opét se
potvrdilo, Ze u nenasycenych TAG (s vice nez 4 dvojnymi vazbami) dochazi k diskriminaci
pii GC-MS a TAG se 7 dvojnymi vazbami uz nebyly pomoci GC-MS nalezeny, zatimco DCI-
MS jejich p¥itomnost potvrdila, viz Tabulka 1 v piislusné publikaci (Rezanka a kol. 1986,
pub 20). Tak se vlastné pouZiti plynové chromatografie a ptipadn€ i spojeni GC-MS opét
neosveédcilo a muselo se ¢ekat vice nez 20 let na vyvoj dalsi metody, kterou je LC-MS (liquid
chromatography-mass spectrometry), viz nize.

Aby obraz nepolarnich lipid, které obsahovala fasa C. kessleri, byl uplny,
charakterizovali jsme jak voskové estery, tak i estery sterol. Vosky je obecny termin
pouzivany k oznaceni smési nepolarnich lipidi s dlouhymi fetézci nebo velmi dlouhymi
uhlikovymi fetézci (od 12 do asi 38 atomu uhliku), které vytvareji ochranny povlak na tasach,
houbéch a bakteriich. VSechny vosky jsou ve vod¢é nerozpustné a jsou slozené z rtiznych
molekul organickych sloucenin, v€etné monoesterii (wax esters). V nékterych rostlinich a
rasach mize byt alkoholem fytol. Voskové estery chrani povrch builky pred vysusenim. U
nekterych tas roda Chlorella a Scenedesmus byla pozdé€ji dokazana pritomnost komplexnich
esterti voskil (Allard a Templier 2001).

Voskové estery byly izolovany ze sladkovodni zelené tasy C. kessleri kultivované
heterotrofn¢ a jejich jednotlivé molekuldrni druhy obsahujici az 50 atomd uhliku, byly
identifikovany pomoci GC-MS. Tyto voskové estery jsou slozeny z velmi dlouhych mastnych
kyselin az do kyseliny dotriakontanové (C32) a z alkoholdi, kde 13-eikosenol a hexadekanol
jsou hlavnimi zéastupci. Monoenové kyseliny mély neobvyklou polohu dvojné vazby, a to

v pozici m-18 (Rezanka and Podojil 1986, pub 21).
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Kvasinky a houby vSeobecné, spolu s fasami, mohou obsahovat obrovskou skalu
ruznych sterolti (Volkman 2003). Estery sterolii jsou pfitomny v buiikach, ale v menSim
zastoupeni v porovnani s volnymi steroly. Mastné kyseliny i steroly ve sterol esterech se
kvalitativné 1 kvantitativné podobaji ostatnim lipidiim bunék, ale mohou byt i zna¢né rozdilné.
U sterol esterti se predpoklada, ze slouzi jako inertni zasobni forma sterold, nicméné byly
nalezeny 1 v membranach, zejména v mikrozomech a mitochondriich, ale jejich funkce je
nezndma. Mohou hrat také roli v pfenosu uvnitt bunék, protoze byly nalezeny ve formé
rozpustnych lipoproteinovych komplext (Grille a kol. 2010).

Steroly ze zelené¢ tasy C. kessleri a z kvasinky Saccharomyces cerevisiae byly
analyzovany pomoci tandemu dvou vysoce uinnych kapalinovych chromatografii (HPLC-
HPLC) (Rezanka 1992, pub 58). Nepolarni lipidy byly rozdéleny HPLC s normélni fazi
(silikagelem) na jednotlivé tiidy a frakce sterol esterit byla nasledn¢ délena RP-HPLC na
molekularni druhy. Dalsi separace a identifikace frakci po HPLC byla provedena pomoci GC-
MS s pozitivni a/nebo negativni chemickou ionizaci. Témito metodami bylo mozné prokazat
vice nez 30 sterol esterti v fase a bylo zjisténo vice nez 20 novych sterol esterit v kvasince
(Rezanka 1992, pub 58).

3.4. Vyuziti LC-MS p7i analyse

Pii chromatografii na reverzni fazi (RP-HPLC) je vyuzivano kombinované déleni jak
dle stupné nenasycenosti, tak i dle délky fetézce mastnych kyselin. Vynikajici rozliseni TAG
na RP-HPLC je znamo jiZ mnoho let, bohuzel mnoho praktickych a teoretickych aspektt
zustava dosud neobjasnéno (Dugo a kol. 2006, Hellmuth a kol. 2011).

Teorie déleni je pomérné¢ dobfe zndma a z téchto teoretickych predpokladi plyne, ze
retencni Cas je zavisly na celkovém poctu atomt uhliku ve tfech acylech; s kazdou dvojnou
vazbou se snizuje efektivni fetézec o dva atomy uhliku. Ve skuteCnosti je v ucinnych
modernich systémech toto ¢islo mensi nez dv€ a zavisi na poloze dvojné vazby. Dvojna vazba
v dienech ma jiny efekt nez dvé dvojné vazby ve dvou monoenech (Perrin and Naudet 1983).
Obrazek 5 ukazuje rozdéleni molekul triacylglycerola z rostlinného oleje (modtin).

K dispozici je omezeny vybér stacionarnich fazi, které miizeme vzit v ivahu. Féaze typu
octadecylsilyl (C18 nebo ODS) se pouzivaji témét vSeobecné. Z teoretického hlediska
stacionarni faze podobné délkou fetézce acyl fetézcim mastnych kyselin maximalizuji
interakce a maji nejvyssi ucinnosti (C8 a C30 faze byly vyzkouSeny bez zjevné vyhody).
Standardni 250 x 4.6 mm kolony s fazi o priméru 5 mikroni lze snadno nahradit fazi se 3

mikrony z divodi Gspory €asu a rozpoustédla, a to bez ztraty rozliSeni.
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Obrazek 5. RP-HPLC/APCI-MS analyza TAG z oleje semen modiinu opadavého (Lisa a kol.
2007, pub 181)

Vybér mobilni faze se v podstaté zuzil na smés acetonitrilu s vhodnym modifikatorem,
kterym byva bud aceton, dichlormethan, tetrahydrofuran nebo methyltercbutylether a 2-
propanol. Modifikator rozpoustédla zvySuje rozpustnost triacylglycerolti v mobilni fazi, coz
ma vliv na selektivitu a G¢innost separace. Aceton nebo acetonitril jsou velmi dobré pro déleni
rostlinnych olejt, ale jsou méné vhodné pro nasycené TAG, jako je tristearin, protoZe tyto
TAG maji tendenci srazet se z roztoku. Tento u¢inek neni u smési dichlormethan-acetonitril
(Heron a Tchapla 1994). Dobré vysledky byly také ziskany s mobilni fazi tetrahydrofuran-
acetonitril, 1 kdyz methyltercbutylether ma ptednost pted tetrahydrofuranem, a to proto, ze je
stabilné&jsi vici oxidaci.

Jednim z dulezitych praktickych bodt, ktery je tfeba zminit, je volba rozpoustédla pro
injekci TAG. Vzorky je nejlépe aplikovat v minimalnim objemu mobilni faze, tj. 5 az 10 pl,
nikoliv v hexanu, ktery mé& podobné vlastnosti jako stacionarni faze a tim konkuruje
rozpu$ténym latkam (TAG).

Teplota kolony je velmi dilezitd, nejcastéji se pouziva laboratorni teplota a pokud
mozno termostatovand kolona, aby se zamezilo fluktuaci teploty béhem analyzy. Teoreticky
plati, ze ¢im nizsi teplota, tim lepSi separace, bohuZel vSak pii nizsi teploté se nékteré
nasycené TAG mohou z roztoku vysrazet. Pti vyssi teploté se zhorSuje déleni a u labilnich
TAG (majicich az 18 dvojnych vazeb) mize téz dochézet k degradaci.

V podstaté jediny smysluplny detektor je hmotnostni spektrometr. VSechny ostatni
(méfeni UV, indexu lomu nebo evaporative light-scattering detector) maji velkd omezeni a pii

jejich pouziti dochazi ke ztraté informaci o struktufe eluované latky, respektive z principu
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nemuze byt ziskana zadna informace o struktuie, viz napf. historickd kniha (Christie 1989).
Pouziti standardl je naprosto nesmysIné, nebot’ by se jednalo o stovky TAG, navic komeréné
dostupnych je jich jen par desitek. APCI (atmospheric-pressure chemical ionization) nebo ESI
(electrospray ionisation) se dobfe hodi pro identifikaci komponent i pro jejich kvantifikaci,
pokud je peclivé provedena kalibrace (Byrdwell 2005, Christie and Han 2010, Leskinen a kol.
2010).

Pouziva se vétSinou ionizace atmosférickym tlakem nebo elektrosprejem. Tyto techniky
mohou byt pouzity ve spojeni s kapalinovou chromatografii nebo pfimym vsttikem TAG do
pristroje a poskytuji informace o molekularnich druzich véetné regiospecifického, ne vSak
stereospecifického rozdéleni mastnych kyselin v sn-triacylglycerolech.

Nova kapitola ve vyzkumu TAG zacala pfiblizné po 20 letech a to srozvojem
analytickych technik. Jak plyne z nadeho review (Rezanka a Sigler 2007, pub 186), metody
analyzy se za 20 let diametraln¢ zménily, coz lze dokumentovat piedev§im na zakladé
Tabulky 1 tohoto review. Jsou zde uvedeny desitky piikladi analyzy TAG pomoci RP-HPLC,
a to mnohdy i z kuridznich zdroji, jako jsou zbytky lipidG na dn€ hrnct na vafeni z doby
starého Rima. BohuZel ani zde se neobjevily analyzy TAG majicich ve své molekule PUFA,
coz nas vedlo k zahajeni vyzkumu TAG v zelenych tasach, ale i v dalSich mikroorganismech.

3.5. Rasy a sinice

Jak fasa Trachydiscus minutus ztfidy Eustigmatophyceae, tak 1 rozsivka
Phaeodactylum tricornutum byly kultivovany na standardnim mediu a mediich s vylou¢enim
sloucenin siry, kifemiku, dusiku a nebo fosforu. TAG byly analyzovany pomoci RP-
HPLC/MS-APCI a bylo identifikovano mnoho desitek molekulérnich druhti, viz Tabulka 2
v Rezanka a kol. (2011b, 2012d, pub 225 a 231).

V obou téchto publikacich jsme se zaméfili pfedev§im na produkei, 1épe feceno na
vzajemny pomér TAG majicich v molekule alesponn jednu PUFA, tj. esencialni mastnou
kyselinu EPA (all-cis-5,8,11,14,17-eikosapentaenovou). Zatimco polohové izomery TAG lze
od sebe separovat na RP-HPLC a dale je identifikovat na zdklad& pfislusnych iontl v MS,
optické izomery je nutno dé¢lit na chirdlni koloné. Ty byly dosud odd¢leny jen ziidka
(syntetické smési), a pouze jednou z prirodniho zdroje (palmovy olej). Iwasaki a kol. (2001)
odd¢lil bez predchozi derivatizace za pouziti chiralni stacionarni faze na bazi polysacharidi
enantiomery TAG s velmi odliSnymi acyl skupinami, napf. 1-eicosapentaenoyl-2,3-
dicapryroyl-sn-glycerol (sn-ECC od sn-CCE). Nagai a kol. (2011) a Gotoh a kol. (2011)
pouzili opakovanou HPLC (6 cykll) 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. Tim byla
oteviena cesta, 1 kdyz pomérné naro¢na, k ziskani strukturovanych TAG.

Pfitomnost vysokych koncentraci ®-3 FA v ftasach, tj. kyselin arachidonové a
eicosapentaenové je oznacovana jako jedna z hlavnich vyhod, které jsou nezbytné pro
organismy Vv poslednim ¢lanku potravinového fetézce (napt. Clovéka). Bylo popsano, ze
poloha FA v molekule TAG ovliviluyje mnoho nutri¢nich vlastnosti, oxida¢ni stabilitu,
absorpci a metabolismus v organismu a aterogenesi (Cubow 1996, Cossignani a kol. 1999).
FA véazané v polohach sn-1 a sn-3 jsou lépe hydrolyzovany pankreatickou lipazou, zatimco
FA v sn-2 poloze glycerolu se mnohem Iépe vstiebavaji ve formé monoacylglycerolii; napt.
déti 1épe absorbuji kyselinu palmitovou vdzanou v sn-2 poloze a obsaZzenou v matefském
mléce, nez tutéz FA z rostlinnych olejli, vazanou vSak v polohéch sn-1 nebo sn-3 (Quinlan a
Moore 1993). Nejlepsi nutri¢ni vlastnosti maji TAG obsahujici v sn-2 poloze PUFA. Tyto
TAG obsahuji v sn-2 poloze ptfedev§im EPA a ARA a jsou snadné&ji absorbovany nez TAG se
stejnym slozenim FA, které jsou ale ndhodné rozd€leny. Je zajimavé, ze tyto strukturované
TAG mohou chranit pted hypertriglyceridémii a obezitou zpisobenou vysokym obsahem tuku
ve stravé (Takeuchi a kol. 2002).

Pouziti modernich analytickych metod, jako je RP-HPLC/MS-APCI spolu s
tandemovym MS nebo SIM (single ion monitoring), ndm umoznilo identifikovat 82
molekularnich druhtt TAG v tase Trachydiscus minutus. Drtiva vétSina z nich, tj. 74, obsahuje
alespont jednu PUFA. Pomoci GC-MS methyl estert jsme zjistili, Ze obsah EPA a ARA je
zavisly na nedostatku dusiku a fosforu. Podobny efekt byl pozorovan u TAG analyzovanych
pomoci LC-MS. Bylo zjisténo, ze pomér ¢ty molekularnich druht, tj. EEE, EEA, EAA a
AAA, se rychle zvySuje pii nedostatku dusiku.
regiostereospecifitu TAG, tj. na biosyntézu polohovych izomert, at’ uz se jedna o symetrické
(EPE, PEP, APA, PAP), nebo asymetrické TAG. Tento fakt mize byt pouzit k ptiprave
cilenych stereoisomertit TAG, tj. strukturovanych TAG, obsahujicich PUFA. Tyto TAG, jak
bylo jiz zminéno, umoznuji lepsi vyuziti triacylglycerolil v lidské vyzive.

Pomoci RP-HPLC v kombinaci s APCI-MS jsme identifikovali jednotlivé polohové
izomery u rozsivky Phaeodactylum tricornutum, a to jak v kontrolni kultivaci, tak i pii N, P, S
a Si-hladovéni. Na chiralni stacionarni fazi jsme také separovali smési racemickych
asymetrickych TAG, a to dva pary TAG, tj. sn-PPE, sn-EPP a sn-EEP, sn-PEE, na jednotlivé

enantiomery v jednom cyklu. S vyjimkou kifemiku, nedostatek dalSich zivin (N, P, S) obratil
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poméry symetrickych a asymetrickych TAG, zatimco poméry jednotlivych enantiomerd byly
také ovlivnény riznymi typy hladovéni, viz Tabulka 2.

Za vhodnych kultiva¢nich podminek tak 1ze pfimo vytvaret strukturované TAG, které
maji ve zvySené mife PUFA v poloze sn-2, protoZe pii kontrolni kultivaci je mnozstvi EPA v
sn-2 poloze pouhych 25 %, zatimco pii nedostatku fosforu a kifemiku se zvySuje az na 85 %
celkovych TAG obsahujicich dvé molekuly palmitové kyseliny a jednu kyselinu
eikosapentaenovou. Obdobné plati, Ze pii kultivaci za nedostatku siry a kifemiku bylo
biosyntetizovano nejveétsi mnozstvi nutriéné prospéSnych TAG s kyselinou palmitovou v
poloze sn-2 (Tabulka 2).

Uplné vysvétleni, pro¢ jsou u rozsivky oba enantiomery TAG syntetizovany, stale
chybi. Bylo navrZeno nékolik teorii, viz podrobné¢ v naSi pub 231. Domnivame se, Ze
nejpravdépodobnéjsi moznosti je zména v centru chirality na uhliku s»-2 a tim i tvorba obou
enantiomertl, kterd by se mohla uskute¢nit intramolekularni transesterifikaci - viz napft. in
vitro experiment ze studie Iwasaki a kol. (2001). Poméry jednotlivych TAG enantiomeri byly
ovlivnény nedostatkem dusiku, fosforu a siry, viz Tabulka 2.

Dalsi pokrokem v chirdlnich separacich asymetrickych TAG by bylo mozné ziskat
dostate¢né¢ mnozstvi strukturovanych TAG a provést experimenty in vivo, aby se bud

potvrdily, nebo vyvratily vyse uvedené dietetické hypotézy.

Tabulka 2. Poméry tii TAG, tj. sn-EEP, sn-PEE, sn-EPE, sn-PPE, sn-EPP, a sn-PEP pii
rizném nedostatku zivin — hladovéni u rozsivky Phaeodactylum tricornutum.

ziviny sn-EEP sn-PEE X asym sn-EPE X sym sn-EPP sn-PPE X asym sn-PEP X 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 7575
-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), posledni tfi fadky - bylo doplnéno srovnani pro
Trachydiscus (Rezanka a kol. 2011b, pub 225).

# Tucné Cislice jsou sumy enantiomerti (sn-EEP + sn-PEE and/or sn-EPP + sn-PPE) z
(Rezanka a kol. 2011b), kde byly identifikovany jen polohové izomery a nikoliv enantiomery.
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Ve fotosyntetizujicich prokaryotnich mikroorganismech byly nepolarni lipidy
identifikovany v mmnoha sinicich, napt. v Scytonema julianum a Chroococcidiopsis sp.
(Antonopoulou a kol. 2005a, b), Pseudanabaena sp. a Oscillatoria splendida (Deloura a kol.
1987). Rezanka a kol. (2003) a Ward a kol. (1994) identifikovali nepolarni lipidy v sinicich na
zéaklad¢ dvojrozmérné TLC. Jiz v roce 1993 Taranto a kol. (1993) analyzoval lipidy sinice
Nostoc commune pomoci TLC a identifikoval nejen nepolérni lipidy, ale i TAG, bohuzel bez
jejich kvantifikace. Také Bychek a Bychek (1997) identifikovali v N. commune nepolarni
lipidy, pfevazné TAG (az 4,4 mg/g suché biomasy). Ramadan a kol. (2008) nalezl pomoci
TLC az 25 % TAG, vztazeno na su$inu sinice Spirulina platensis.

RP-HPLC/APCI-MS byla pouzita pro pfimou analyzu TAG z raznych kmenl sinic
Mastigocladus laminosus a Tolypothrix cf. tenuis a T. distorta (Rezanka a kol. 2012a, pub
228). Tato technika umoznila identifikaci a kvantifikaci specifickych molekularnich druht.
Regioisomerni serie TAG s kyselinami a-linolenovou a y-linolenovou a také olejovou a cis-
vaccenovou byly déleny RP-HPLC a identifikovany pomoci APCI-MS. M. laminosus
produkuje jen nékolik molekuldrnich druhti TAG, viz obrazek 2S (Supplements v pub 228),
vcetné obou izomert oktadecenovych kyselin (olejovd a vaccenova), zatimco 7. distorta
obsahovala desitky molekuldrnich druhi TAG, obsahujicich FA az se ctyfmi dvojnymi
vazbami, jako je kyselina stearidonova a jeji polohovy izomer, tj. 3,6,9,12-oktadekatetraenova
kyselina) a dale 1 polohové izomery (a a y) kyseliny linolenové.

Naptiklad slozeni 54:11 frakce ndm umoznilo ukazat, jaky vliv ma nadmotska vyska na
nenasycenost FA. Suma procentového zastoupeni dvou TAG tj. StaLnSt a StyLnSt (St -
stearidonova, alLn - a-linolenova, yLn - y-linolenova kyselina) v sinici sesbirané v Tatrach je
1,2 %, coz mize byt podle naSeho nazoru zpiisobeno nizsi primérnou teplotou v horach,
protoZze misto, kde byly sinice sebrany, lezi v nadmotiské vysce 1750 m (Kopské sedlo),
zatimco Prazskéd botanickd zahrada se nachdzi v nadmoiské vySce niz8i nez 200 m, a tak
obsahuje jen 0,3 % sumy obou vyse zminénych TAG.

Bylo téz zjisténo, ze M. laminosus, ktery byl izolovan z horkych prament v blizkosti
Sofie, ma velmi podobné sloZeni mastnych kyselin, ale ne uz TAG, jako M. laminosus
izolovany z Karlovych Varti (Tabulka 2 v pub 228). Rizny pomér TAG se projevuje
predevsim v odliSnosti regioisomertt obsahujicich polohové izomery mastnych kyselin, tj.
olejové a vaccenové, viz Tabulka 3. Tato analyza je krasnym piikladem toho, pro¢ nestaci

analyzovat jen FA, ale je nutné analyzovat téz TAG.
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Tabulka 3. Obsah oktadecenovych kyselin a jim odpovidajicich TAG v sinicich.

Zkratka FA nebo TAG M. laminosus K. Vary M. laminosus Sofie

0 21,0+1,45 19,8+1,73
\% 9,440,635 11,0+0,98
POO 12 4,1
OPO 0,7 3.9
PVV 3,9 0,8
VPV 34 0,6

Z tabulky je ziejmé, Ze zatimco obsah FA byl témét shodny, napt. kyseliny olejové bylo
piitomno okolo 20 % v obou kmenech, tak obsah triacylglycerolu OPO byl u sinice z K. Vart
vice nez 5x nizsi.

3.6. Bakterie

Teprve neddvno bylo dokazano, ze TAG jsou piitomny v nékterych skupinach
prokaryotnich mikroorganismi (Alvarez and Steinbuchel 2002). Biosyntéza a intracelularni
akumulace TAG byla potvrzena jak u Gram-negativnich, tak i u Gram-positivnich bakterii,
ale také u sinic. Tato schopnost je vSak omezena pouze na nékolik skupin prokaryotl, mezi
néz patii zvlast¢ bakterie ze skupiny aktinomycet, tj. rody Streptomyces, Nocardia,
Rhodococcus, Mycobacterium. Zastupci téchto rodt produkuji rtizné mnozstvi neutralnich
lipidl pfi péstovani na riznych zdrojich uhliku. Koncentrace TAG v bunkach Rhodococcus
opacus muze dosahovat az 80 % suSiny bunék (Alvarez a kol. 1996). V TAG rodu
Rhodococcus byly identifikovany nékteré neobvyklé mastné kyseliny (4,8,12-trimethyl
tridekanova nebo fenyldekanova), pokud buiiky rostly na neobvyklych zdrojich uhliku, jako
byl pristan (2,6,10,14-tetramethylpentadekan) nebo fenyldekan. Vysoce vétvené a aromatické
mastné kyseliny, ziskané pti katabolismu uhlovodiki, nejsou vhodné pro udrzeni funkénosti
(vhodné fluidity) bunéénych membran, a proto byly inkorporovany do TAG. R. opacus
péstovany na glukonatu vykazal pomérné vysoky obsah lichych mastnych kyselin (Alvarez a
kol. 1996).

Pro ptimou analyzu TAG u rodu Rhodococcus erythropolis CCM 2595 byla pouzita RP-
HPLC/MS-APCI (Rezanka a kol. 2010a, pub 211). Tato technika nAm umoznila identifikaci a
kvantifikaci specifickych molekularnich druhtt TAG pi#imo z bakterii, v€etn¢ stanoveni jejich
zékladnich charakteristik, jako jsou reten¢ni ¢asy a hmotnostni spektra. Vicendsobna linearni
regresni analyza byla pouzita pro predikci reten¢nich ¢asti molekuldrnich druhi, pfevazné pro
TAG s lichymi fetézci. Celkem bylo identifikovano 17 TAG majicich alespon jednu lichou
FA. Je to poprvé, kdy byly vtakovém mnoZzstvi identifikovany TAG s lichymi fetézci,

pfevdzné s pentadekanovou a heptadekanovou a heptadecenovou kyselinou. Kultivace na
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dvou riznych substratech (fenol a kyselina jantarova), jako jedinych zdrojich uhliku a pfi
dvou rtznych teplotach (20 a 30 °C) ukazala, Ze pouze teplota méla vliv na obsah TAG. Pii
sniZeni teploty z 30 na 20 °C a pfi kultivaci na sukcinatu, jako jediném zdroji uhliku se obsah
TAG zvysil o polovinu (tj. z 23,5 na 34,2 %). Obsah triacylglyceroli PoPoMo, PoMoO a
PPoMo (viz Tabulka 1 pub 211; Po - palmitolejova, P - palmitova a O - olejova kyselina)
obsahujicich v molekule heptadecenovou kyselinu (Mo), coZ je kyselina s lichym fetézcem, se
zvysil z 0,0 na 7,1 %. V ptipadé kultivace na fenolu, jako jediném zdroji uhliku a pfi sniZzeni
kultivacni teploty se obsah téchto TAG zvysil z 0,5 na 6,7 %. Podobna zjisténi byla
publikovana ve dvou pracich tykajicich se rodu Rhodococcus (Takaichi a Ishidsu 1993,
Whyte a kol. 1999). Prvni prace uvadi, Ze obsah FA s lichym poctem atomti uhliku se méni se
zménou teploty a pii zvySené teploté dochazi ke snizeni obsahu téchto FA, ale tento fakt neni
dale komentovan. Detailni RP-HLPC/MS-APCI analyza tak umoznila identifikovat TAG z
rodu Rhodococcus jako vhodny zdroj pro biotechnologickou bakteridlni produkci oleje
z jednobunéénych organismi (single cell oil), coz mize byt zajimavé pro vyuziti bakteridlnich
oleju jako potencidlnich producentl oleo-chemikalii, tj. bionafty, pfipadné biobenzinu.

V nasich dalSich dvou publikacich (Schreiberova a kol. 2010, Rezanka a kol. 2011c,
pub 215 a 223), zminénych niZe jsme se zaméfili na dal§i vynikajici schopnost R.
erythropolis, kterou je prekurzorem fizena biosyntéza (precursor directed biosynthesis).

Ptidani vétvenych prekurzort, tj. Val, Leu nebo Ile, ptfipadné jejich metaboliti -
isobutyratu (i-Bu), isovaleratu (i-Va) a 2-methylbutyratu (2-MeBu) do kultivaéniho media ma
za nasledek tvorbu iso- mastnych kyselin se sudym poctem atomt uhliku (Val nebo i-Bu), iso-
mastnych kyselin s lichym po¢tem atomi uhliku (Leu nebo i-Va) a anteiso- mastnych kyselin
s lichym poctem atomt uhliku (Ile nebo 2-MeBu) (Schreiberova a kol. 2010, pub 215). Tato
skute¢nost byla jiz popsdna u jinych bakterii, napt. myxobakterii, Propionibacterium
freudenreichii, Staphylococcus xylosus ¢i S. carnosus (Beck 2005; Beck a kol. 2004; Bode a
kol. 2005; Dherbecourt a kol. 2008; Jovetic a kol. 2008). Je vSak nutno podotknout, Ze rod
Rhodoccus neprodukuje rozvétvené mastné kyseliny, pokud je kultivovan na glukose. Tyto
kyseliny, zvlasté isopentadekanova a anteisopentadekanova kyselina, byly v neddvnych
studiich zjistény jako mozné inhibitory tkanovych kultur rakovinnych buné¢k in vivo a in vitro
(Parodi 2005; Vlaeminck a kol. 2006). Dalsi experimenty odhalily, Ze tato aktivita se snizuje
(zvySuje) se snizujici se (zvySujici se) délkou fetézce od isopalmitové kyseliny
(Wongtangtintharn a kol. 2004). Tento efekt je vysvétlovan vyssi citlivosti rakovinnych bunék

k syntéze mastnych kyselin, nez je tomu u bunék zdravych.
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Tabulka 3 pfislusné publikace (Schreiberova a kol. 2010, pub 215) uvadi relativni
zastoupeni téchto TAG pfi kultivacich na uvedenych prekurzorech a sukcinatu jako kontrole.
Celkem bylo identifikovano 69 TAG (detekéni limit byl 0,1 % celkovych TAG). BohuZel
nebylo mozné separovat od sebe takové TAG, jejichz FA se liSily pouze ve vétveni (iso- a
anteiso-), tyto TAG jsou tedy souhrnné oznacené jako ,,br* (branched). Parovy t-test odhalil,
ze vyznamné zaClenéni prekurzort do molekul TAG se projevilo pouze u paru Val a i-Bu
(hodnota P 0,012). U paru Leu a i-Va je tato hodnota 0,154 a u Ile a 2-MeBu je to 0,453. Dalsi
odlisnosti, kterd se projevila u valinu a isobutyratu je pfitomnost dvou rozvétvenych FA v
jedné molekule TAG, u ostatnich prekurzori byly nalezeny TAG s pouze jednou rozvétvenou
FA. Celkovy obsah rozvétvenych TAG se pohyboval od 21 % (i-Bu) az k 33 % u Ile. Rod
Rhodococcus byl tudiZ shledan dobrym producentem rozvétvenych FA a odpovidajicich TAG
a mohl by tedy byt s vyhodou pouzit jako producent téchto latek, napt. pro farmaceutické
pouziti.

Dalsimi produkty prekurzorem fizené biosyntézy, na které jsme se zaméfili, byly -
fenyl kyseliny (Rezanka a kol. 2011c, pub 223). Potencialni vyuZiti téchto latek spociva v
antioxidacnich vlastnostech o-fenyl kyselin a TAG, které je obsahuji. Tyto latky byly
identifikovany napiiklad v semenech celedi Araceae (Arum maculatum, Dracunculus
vulgaris) (Schmid a kol. 1997), ¢ehoz jsme vyuzili pro ziskani standardd. Schopnost
produkovat tyto latky byla prokazana i u nékterych bakterii, napt. Vibrio alginolyticus
(Carballeira a kol. 1997) nebo Bacillus sp. (Carballeira a kol. 2001). Dal§im kmenem, ktery
prokazal schopnost inkorporovat fenylovou skupinu do TAG byl Rhodococcus opacus pii
kultivaci na fenylalaninu (Phe) a nasledné inkubaci v pfitomnosti fenyldekanu (Alvarez a
Steinbuchel 2002).

Pii kultivaci naSeho kmene R. erythropolis na Phe (tento kmen za standardnich
podminek neprodukuje FA obsahujici fenylovou skupinu, viz Tabulka 4 z publikace 211) byla
prokazana inkorporace fenylové skupiny do mastnych kyselin. Byly nalezeny kyseliny se
sudym poctem atomti uhliku a fenylovou skupinou - wo-fenyltetradekanovda a -
fenyldodekanova (v minoritnim zastoupeni). Biosyntéza téchto FA zahrnuje znamy
mechanismus, béhem kterého z Phe vznika fenylacetyl-CoA, ktery déle slouzi jako stavebni
jednotka pro biosyntézu w-fenylalkanovych kyselin (Smith a Stern 1983, Smith a Tsai 2007).
Ptfi analyze TAG nalezenych v R. erythropolis (Tabulka 3 zpub 223) byla zjisténa
inkorporace w-fenyl-FA do 13 molekularnich druhlt TAG. VSechny tyto TAG obsahovaly
maximalné¢ jednu o-fenyl-FA, pfi¢emz nejvice byla zastoupena o-fenyltetradekanova

kyselina. TAG izolované z R. erythropolis vykazovaly antiradikalovou aktivitu, tj. schopnost
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vazat volné radikaly a maji téz antioxidacni schopnosti (Tabulka 4 z pub 223) okolo 20 %
oproti standardu, tj. BHT (butyl-hydroxytoluen). Tento vysledek ptedci publikované aktivity
esencialnich olejii z oregana ¢i pelyiiku (Lopes-Lutz a kol. 2008).
4. Komplexni lipidy
4.1 Druilezité komplexni lipidy — popis, vyskyt a vyznam
Komplexni lipidy, jak jiz bylo vySe zminéno, davaji hydrolyzou tfi nebo vice
priméarnich produkti, tj. FA, glycerol nebo aminoalkohol, kyselinu fosfore¢nou nebo téz
sacharid. VSeobecné lze komplexni lipidy rozdé€lit na tfi zékladni tfidy, tj. na fosfolipidy, coz
jsou lipidy obsahujici v molekule kyselinu fosfatidovou (PA), kde kyselina fosfore¢na je
esterifikovana dalsi slouceninou (Obrazek 6).
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Obrazek 6. Struktura hlavnich tfid fosfolipidi.

Glykolipidy obsahuji vedle diacylglycerolu (DAG) i sacharid, nejcastéji galaktosu nebo
glukosu. Ve sfingolipidech je glycerol nahrazen amino alkoholem. Nejjednodussi ze vSech
fosfolipidi je kyselina fosfatidova (Testerink a Munnik 2011) neboli 1,2-diacyl-sn-glycerol-3-
fosfat, ktera se pfirozen¢ vyskytuje ve stopovém mnozstvi, ale je dilezitd jako metabolicky
prekursor vétSiny ostatnich glycerolipid (Vance 2008).

Fosfatidylglycerol  (PG) (1,2-diacyl-sn-glycerol-3-fosforyl-1"-sn-glycerol)  byva

stopovou slozkou organismt, prevazné rostlinnych chloroplasti. Difosfatidylaglycerol
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(kardiolipin, CL) se nachazi hlavné v bakteriich (Peter-Katalinic a Fischer 1998, Schlame
2008).

Fosfatidylethanolamin (PE) je hojny v rostlinnych tkanich a byva hlavni tfidou lipidi
mikroorganismii. Casto obsahuje relativné vysoky podil plasmanyl a plasmenyl
molekularnich druhti, viz zminka niZze. Aminoskupina mize byt enzymaticky methylovana za
vzniku meziprodukti: fosfatidyl-N-monomethylethanolaminu a potom fosfatidyl-N,N-
dimethylethanolaminu; kone¢ny produkt je fosfatidylcholin. N-acyl-fosfatidylethanolamin
byva soucasti nékterych rostlinnych tkdni a byl nalezen také v sinicich.

U anaerobnich bakterii existuji analogy obsahujici vinyletherovou a etherovou vazbu,
coZ jsou ,,plasmenyl® a ,,plasmanyl* lipidy, blize Rezanka a kol. (2012b, pub 233).

Fosfatidylcholin (PC), 1,2-diacyl-sn-glycerol-3-fosforylcholin, je obvykle nalézan v
membranach rostlin a nékdy i mikroorganismli. VSechny glycerofosfolipidy obsahuji 1,2-
diacyl-sn-glycerol a tato ¢ast molekuly miize byt ziskana hydrolyzou pomoci fosfolipasy C,
coz mé velky vyznam pfi analyze fosfolipidi, viz nize.

Fosfatidylserin (PS) je pfitomen ve vétSin¢ rostlin a byl také nalezen v
mikroorganismech.

Stejné jako u TAG, mastné kyseliny ve fosfolipidech maji vyrazné polohové rozdéleni;
nasycené FA jsou obecné vazany v poloze sn-1 a nenasycené FA v poloze sn-2, ale v mnoha
piipadech je tomu naopak. Da se fici, Ze ¢im extrémofilnéjsi je mikroorganismus, tim méné
plati toto pravidlo.

Glyceroglykolipidy

Rostlinné tkané obsahuji znaéné mnozstvi lipidd, ve kterych jsou 1,2-diacyl-sn-
glyceroly vazany glykosidickou vazbou v poloze sn-3 na sacharid (Holzl a Dormann 2007).
Hlavnimi sloZzkami jsou mono- a digalaktosyldiacylglyceroly (MGDG, respektive DGDG, viz
obrazek 7), ale byly nalezeny lipidy obsahujici az ¢tyfi galaktosové jednotky, pfipadné jedna
nebo vice z nich mize byt nahrazena glukosou (Kates 1990). Dalsi unikétni rostlinny
glykolipid je sulfochinovosyldiacylglycerol (SQDG), ktery obsahuje kyselinu sulfonovou
vazanou na sacharid monoglykosyldiacylglycerolu. Tento lipid se nachéazi vyhradné
v chloroplastech (Shimojima 2011).

Sfingolipidy

Tyto lipidy obsahuji misto glycerolu bazi s dlouhym fetézcem (12 az 22 atoma uhliku),
tj. alifaticky amin, ktery obsahuje dvé nebo tfi hydroxylové skupiny a trans-dvojnou vazbu v
poloze 4. Nejcastéjsi a nejrozsitenéjsi je sfingosin ((25,3R,4E)-2-amino-4-oktadecen-1,3-

diol). U rostlin a mikroorganismu bylo identifikovano nékolik desitek bazi. Alifatické fetézce
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mohou byt nasycené, mono- a di-nenasycené, s dvojnymi vazbami majicimi bud’ cis nebo
trans konfiguraci (Iépe E nebo Z konfiguraci), a mohou mit také methyl substituenty.
Nejcastejsi bazi rostlinného plivodu je fytosfingosin ((25,3S,4R)-2-amino-oktadekantriol).
Oligoglykosfingolipidy, tj. lipidy obsahujici ceramid (amid aminoalkoholu) a majici dva
nebo vice sacharidi vazanych na ceramid, tvofi nezbytnou soucast bunénych membran

vetsiny eukaryotickych organismii a nékterych bakterii (Merril 2008, 2011).
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Obrazek 7. Struktura nékterych glyko- a sfingolipida.

4.2. Rasy a sinice

Lipidni extrakt ze zelené sladkovodni tfasy C. kessleri kultivované za heterotrofnich
podminek byl délen pomoci preparativni HPLC na silikagelu celkem do dvanacti lipidnich
t¥id, v nichZ byl obsah mastnych kyselin stanoven pomoci GC-MS (Rezanka a Podojil 1989,
pub 34). D¢leni bylo provedeno gradientovou eluci ze smési hexan-isopropanol (6:8) do
smesi hexan-isopropanol-voda (60:80:14) béhem 20 min a pak isokraticky 30 min. Jednotlivé
druhy lipidl v separovanych lipidnich tfidach byly dale déleny na 18 molekularnich druhi
pomoci RP-HPLC. PC a PE byly hydrolyzovany fosfolipizou C a odpovidajici
diacylglyceroly byly identifikovany GC-MS na polarni kapildrni koloné. V mono-a
digalaktosyldiglycerolech byly mastné kyseliny v poloze 1 identifikovany az po hydrolyze
lipazou. U kvantifikace pomoci UV detektoru v HPLC a hmotnostniho spektrometru v GC-
MS bylo prokézano, Ze relativni odezva UV detektoru klesa s rostouci nasycenosti kyselin,
zatimco u relativnich odezev hmotnostniho spektrometru je tomu opacné. Opét bylo
identifikovano, jako napt. u TAG (viz vySe, nebo o glykosylceramidd, viz nize) mnoho
desitek molekularnich druht fosfolipidi. Napf. jen u jediné z 18 izolovanych tfid, tj. PC, bylo

stanoveno, Ze obsahuje pres 50 riznych druhtt molekul. Tim pocet molekuldrnich druhti lipidi
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v této fase a nejen v ni piekrocil tisicovku. To vSe ukazuje na velkou schopnost bunck
reagovat na vn¢jsi prostiedi a pfizptisobovat se mu.

Kombinované pouziti HPLC, RP-HPLC a kapildrni polarni GC-MS spolu
s enzymatickym Stépenim (a- a [-galaktosidasou), déleni lipidi na TLC (tenkovrstva
chromatografie) a identifikace pomoci NI-FAB-MS (Negative lonization - Fast Atom
Bombardment Mass Spectrometry) nam umoznilo stanovit v zelené sladkovodni tase C.
kessleri, kultivované heterotrofné¢, vice nez 400 druht molekularnich druhti glykosylceramida
(Rezanka a Mare§ 1990, pub 44). Je jasné, ze identifikované glykosylceramidy piedstavuji
pouze majoritni molekuldrni druhy. Dosli jsme k zavéru, Ze kombinace modernich
analytickych metod mtize dat obraz o struktute lipida a také, Ze komplexni piistup mtize byt
aplikovén na jiné druhy biologického materidlu.

Pomoci TLC bylo stanoveno lipidové slozeni tfi druhli makrofytnich fas, tj.
Acrosiphonia sp., Chara vulgaris a Nitellopsis obtusa rostoucich v Kaspickém mofi
(Dembitsky a kol. 1993, pub 65). PC, PE a PG byly hlavni zjisténé tfidy fosfolipida.
Identifikace FA v neutralnich lipidech, glykolipidech a fosfolipidech byla provedena pomoci
GC-MS. Esencialni FA v glykolipidové a fosfolipidové frakci byly kyseliny hexadekatrienova
a a-linolenova. Kromé béznych FA bylo zjisténo vice nez 40 dalSich kyselin, véetné FA s
velmi dlouhym fetézcem (nad C24), ovSem uz v minoritnim zastoupeni.

Byl publikovan vyskyt polarnich lipidii a mastnych kyselin ve tfech kmenech rodu
Chroococcidiopsis tj. C. supralittoralis, C. umbratilis a C. versatilis sesbiranych v jezete
Kinneret (Galilejské jezero), v Mrtvém mofi a u mésta Ein Kerem (Vini¢ni pramen) (Rezanka
a kol. 2003, pub 149). Jednotlivé tiidy lipida byly stanoveny dvourozmérnou TLC a GC-MS
analyzou. Mezi polarnimi lipidy byly jako hlavni izolovany glykolipidy, tj. MGDG, DGDG,
SQDG a téz neobvykly DGTS (N,N,N-trimethylhomoserin-4-O-yl-diacylglycerol) a
fosfatidylglycerol, pti¢emz DGTS byl nalezen poprvé u sinic.

Kromé toho, Ze sinice rodu Chroococcidiopsis jsou prvnimi pionyry zivota v
extrémnich podminkach, napf. v moktadech s vysokou salinitou, mohou také slouzit jako
dilezity zdroj esencidlnich mastnych kyselin pro bylozravce.

Neobvyklé molekularni druhy NAPE (N-acylfosfatidylethanolamin®) (Obrazek 8) byly
identifikovany ze sinice Calothrix sp. sesbirané v Antarktidé (Rezanka a kol. 2009b, pub
202). Analyza byla provedena kombinaci TLC, ESI-MS/MS a GC-MS. Byly identifikovany
anteiso rozvétvené FA s velmi dlouhym fetézcem (az do C33), tj. VLCFA.

Akumulace fosfolipidii s VLCFA miize mit vliv na strukturu membran buiky. Na

zékladé vSech vySe uvedenych tudaju lze predpokladat, ze tyto fosfolipidy obsahujici
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rozvétvenou VLCFA hraji dominantni roli v membranach Calothrix sp., coz predstavuje
piiklad adaptace slozeni fosfolipidi na extrémni podminky Antarktidy, které umoziuji rast a

preziti této sinice.

=

Obrazek 8. Struktura N-35:0-16:0/18:2-PE z Calothrix sp.

4.3. Bakterie
4.3.1. Termofilni bakterie

Slozeni mastnych kyselin ve 12 kmenech rodt Thermus, Meiothermus, Geobacillus a
Alicyclobacillus, jejichz taxonomické urceni bylo provedeno pomoci analyzy sekvence 16S
rDNA, bylo analyzovdano pomoci GC-MS (Sifistova a kol. 2009, pub 200). PfevaZovaly
rozvétvené FA typu iso a anteiso, C15 az C17, které tvofily vice nez 80 % vSech naméfenych
FA. FAB-MS byla pouzita pro analyzu neobvyklych glykofosfolipidi, tj.
acylglykosylkardiolipini z rodt Geobacillus a Alicyclobacillus a 1-(hydroxy(2-(O-
acylglycosyl-oxy)hexadecyloxy)phosphoryloxy)hexadekanol-2-yl esteri C15-C17 kyselin z

rodu Thermus a Meiothermus, viz Obrazek 9.

O\P/o

& on

Obrazek 9. VSeobecna struktura glykofosfolipidl; R, » — zbytky FA.
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V termofilni bakterii Alicyclobacillus acidoterrestris byly kombinaci fyzikalné-
chemickych metod, tj. TLC, negativni RP-HPLC-ESI-MS/MS a enzymatické hydrolyzy
identifikovany molekularni druhy acylfosfatidylglycerolii (Rezanka a kol. 2009a, pub 201).
Jeden znich obsahuje rozvétvenou cyklo mastnou kyselinu - 11S-cykloheptyl-4-
methylundekanovou. Pro plné potvrzeni struktury jsme kyselinu syntetizovali. Jeji biosyntéza
byla té7 objasnéna pomoci “C znadeného prekurzoru (“CH;CH,COOH), &imZ bylo
dokazano, Ze methyl pochdzi z propionatu a nikoli z methioninu (sedmiclenny kruh vznika

Sikimatovou drahou) (Obrazek 10).

OH

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

Z termofilni bakterie A. acidoterrestris byly ptimou ESI-MS analyzou identifikovany
molekularni druhy derivati kardiolipinu, viz Obrazek 11 (Rezanka a kol. 2009¢c, pub 209).
Pouzitim triple-kvadrupdlového typu hmotnostniho spektrometru, enzymatické hydrolyzy a
'H a °C NMR pro identifikaci t&chto lipida bylo zjisténo, Ze se jedna o O-acyl glykosylované
kardiolipiny. Tyto techniky nadm umoznily identifikaci a kvantifikaci specifickych
molekularnich druhti derivatd kardiolipinu pfimo z lipidovych extraktl bakterii, vCetné
identifikace sacharidu jako a-D-manosy a vSech péti acylll, véetné jejich polohovych izomert.
Bylo zjisténo, Ze nejvice jsou v derivatu CL zastoupeny liché mastné kyseliny, coz ma
podstatny vliv na fluiditu membran (lichd FA ma vyssi bod tani nez kterakoliv ze dvou
sousednich sudych) Jednim z majoritnich molekularnich druhti je derivat CL, ktery obsahuje

pét mastnych kyselin, pfi¢emz kazdé z nich mé cyklohexanovy kruh.
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Obrazek 11. O-acyl manosyl kardiolipin z termofilni bakterie 4. acidoterrestris.

Hopanoidy jsou triterpenické slouc¢eniny nachazejici se hlavné v riznych bakteriich (G+
a G, aerobmich, fakultativné¢ anaerobnich, striktné anaerobnich), v methanotrofnich
purpurovych nesirnych bakteriich (purple non-sulphur bacteria), sinicich a také v sedimentech
(Rezanka a kol. 2010b, pub 214). Vyskytuji se v riznych formach od jednoduchych
hopanoidi. az do sloucenin s polyfunkénimi postrannimi fetézci jako jsou
bakteriohopanpolyoly. Review shrnuje soucasné poznatky o vyskytu téchto latek v rtiznych
bakterialnich druzich a rodech, jejich biosyntéze a funkci v bunéénych membranach a v
dilezitych biochemickych a fyziologickych procesech. Jsou téZ zminény posledni pokroky a
trendy v oblasti analyzy hopanoidd, zejména identifikace pomoci LC-MS s mékkymi
ioniza¢nimi technikami, jako jsou APCI a/nebo ESI.

V termofilni bakterii A. acidoterrestris byly identifikovany dalsi neobvykle molekularni
druhy N-acylovanych bakteriohopanhexol-manosamidii, vzorec viz Obrazek 12 (Rezanka a
kol. 2011le, pub 218). Pomoci semipreparativni HPLC a RP-HPLC/MS-ESI triple-
kvadrupélovym hmotnostnim spektrometrem, 'H a °C NMR, CD, véetn& stereospecifické
syntézy 7-deoxy-D-glycero-D-allo-heptitolu se ndm podafilo urcit jejich strukturu, vcetné
absolutni konfigurace. Na zaklad¢ vSech vySe uvedenych metod jsme identifikovali celou
strukturu  nové tfidy Dbakteriohopanoidd, zastoupenych riznymi N-acylovanymi
bakteriohopanhexol-mannosamidy. Tim bylo dokézédno, Zze termofilni bakterie A.

acidoterrestris muze byt jednim ze zdrojii podobnych latek v sedimentech, viz nase pub 214.
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Obrazek 12. N-acylované bakteriohopanhexol-mannosamidy z termofilni bakterie A.
acidoterrestris.
4.3.2 Bakterie — producenti povrchové aktivnich latek

Rhamnolipidy jsou glykolipidické biodetergenty produkované rtznymi bakteriemi,
exkretované do media patogenni Pseudomonas aeruginosa; byly popsany jako smés Ctyt
kongenert, tj. oa-L-rhamnopyranosyl-oa-L-rhamnopyranosyl-B-hydroxydekanoyl-B-hydroxy
dekanoat (RHA-RHA-C10-C10), a-L-rhamnopyranosyl-a-L-rhamnopyranosyl-f-
hydroxydekanoat (RHA-RHA-C10), stejné jako jejich mono-rhamnolipid kongenery RHA-
C10-C10 a RHA-C10. Vyvoj analytickych metod vedl k objevu Siroké Skaly rhamnolipidnich
kongeneri a homologli (Abdel-Mawgoud a kol. 2011), které jsou produkovany v rtznych
koncentracich a rtznymi druhy rodu Pseudomonas a jim pitibuznych bakterii, napf.
Burkholderia, u které bylo prokazano, ze produkuje rhamnolipidy, které maji delsi alkylové
fetézce, nez ty, které byly identifikovdny u P. aeruginosa. Fyziologickd funkce téchto
sekundarnich metabolitii je stdle nejasnd. Velmi uZzitecnd by byla produkce rhamnolipidi z
nepatogennich producentt, zvlasté pokud pfii jejich pouziti jako biodetergentl v potravinaistvi
nebo lékarstvi.

Na arktickém souostrovi Spicberky byla izolovana sladkovodni bakterie Pseudomonas
fluorescens produkujici povrchové aktivni latky (Janek a kol. 2010, pub 212) Surové
biodetergenty byly extrahovany ze supernatantu ethylacetdtem a precistény preparativni RP-
HPLC. Chemicka struktura purifikovanych biodetergentii, pseudofaktinu I a II, byla zjiSténa
pomoci tandemové MALDI TOF (matrix assisted laser desorption/ionization time of flight).
Ob¢ slouceniny jsou nové cyklické lipopeptidy s kyselinou palmitovou, ktera tvoii amid s
terminalni aminoskupinou osmé aminokyseliny v cyklickém peptidu, viz Obrazek 13. C-
termindlni karboxylova skupina posledni aminokyseliny (Val nebo Leu) tvoii lakton s
hydroxylem v Thr3. Pseudofactin II snizuje povrchové napéti vody z 72 mN/m na 31,5 mN/m

pii koncentraci 72 mg/l. Jeho emulgacni aktivita a stabilita byla vys§i nez u syntetickych
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povrchové aktivnich latek Tween 20 a Triton X-100. Pseudofaktiny maji proto velky

potencial pro vyuziti v primyslovych aplikacich a také v bioremediaci a biomedicing.

a Leu == Leu
/ A"
CH, - (CH,),, - CO - Gly - Ser - Thr Ser
\ /
. Leu
Val —
b o
Leu Leu
/ \
CH, - (CH,),, - CO - Gly - Ser - Thr Ser
\ /
- Leu
Leu—

Obrazek 13. Struktura pseudofactinu I (a) a II (b) ze sladkovodni bakterie Pseudomonas
fluorescens.

U teplomilnych bakterii Thermus sp., T. aquaticus a Meiothermus ruber byla zjisténa
produkce rhamnolipidéi (Rezanka a kol. 2011d, pub 226). Rhamnolipidy byly ziskany ze
supernatantu a dale Cistény pomoci TLC. Pomoci negativni ESI-MS bylo identifikovano 77
rhamnolipidovych homologl s rGznou délkou fetézce a nenasycenosti, napt. Obrazek 14.
Tandemovou MS byly identifikovany mono-a di-rhamnolipidy, homology obsahujici jednu
nebo dvé 3-hydroxy-mastné kyseliny, at’ jiz nasycené, monoenové nebo dienové, a téz fetézce
s délkou az C24. Stereochemie rhamndzy byla L a 3-hydroxy-mastnych kyselin byla R,
poloha dvojnych vazeb v monoenovych kyselindich byla cis-w-9. VSechny tfi druhy
produkovaly rhamnolipidy, které se 1iSi svou strukturou od rhamnolipidi Pseudomonas
zjisténim vSak je, Ze ve srovnani s P. aeruginosa, oba kmeny tj. Thermus a Meiothermus

nejsou patogenni pro ¢lovéka a maji biologickou bezpecnost na trovni 1.

o

HO 0

Obrazek 14. Struktura di-rhamno-di-lipidickych kongenert.
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4.3.3 Anaerobni a fakultativné anaerobni bakterie

Plasmalogeny jsou skupinou lipidi s potencialné diilezitou, a jeSté ne zcela objasnénou
funkci, zejména u bakterii (Rezanka a kol. 2012b, pub 233) Vyskytuji se od bakterii pies
prvoky a bezobratlé az k savclim, ale nebyly dosud nalezeny v rostlinach a houbach. Mohou
chranit bunky pted skodlivymi u€inky reaktivnich forem kysliku, tj. chranit ostatni fosfolipidy
nebo lipoproteiny proti oxidacnimu stresu. Byla popsana i jejich vlastnost jako signalnich
molekul a modulatori membranové dynamiky. Biosyntéza je riizné v aerobnich a anaerobnich
organismech. Pouziti modernich identifikacnich technik, pfevazné¢ LC-MS a/nebo lipidomiky
umoznuje zjistit nejen jednotlivé tfidy plasmalogent, ale 1 jejich polohové izomery a Casto i
jednotlivé molekularni druhy.

LC/ESI-MS" byla pouzita k analyze fosfolipidi ze tfi druhGi anaerobnich bakterii
kontaminujicich pivo rodu Pectinatus (Rezanka a kol. 2011a, pub 221). Analyzou celkovych
lipidd pomoci HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) se podafilo oddélit
diacyl a plasmalogenové fosfolipidy. Plasmalogeny byly poté analyzovany pomoci ESI-
MS/MS a bylo zjisténo vice nez 220 molekul c¢tyt tfid plasmalogenti - pPC (cholin
plasmalogen), pPE (ethanolamin plasmalogen), pPG (glycerol plasmalogen) a pPS (serin
plasmalogen). Hlavnimi molekularnimi druhy byly c-p-19: 0/15: 0 PE a PS, které
predstavovaly vice nez 4 % celkovych lipidu.

Pouzitd metoda vynikd pfedevSim vybornou reprodukovatelnosti, vysokou citlivosti (1
umol/mL) a dynamickym rozsahem 4 fadi. Je téméf idedlni pro separaci amfifilnich
sloucenin jako jsou fosfolipidy. To vSe zni ¢ini jednu znejcitlivéjSich a bezesporu
nejrychlejSich metod pro detekci téchto nezadoucich bakterii v pivu.

Fosfolipidy a glykolipidy ze dvou nové popsanych druhit rodt Anoxybacillus
bogrovensis a A. rupiensis patiicich k termofilnim bakteriim byly analyzovany LC/ESI-MS"
(Rezanka a kol. 2012c, pub 229). Analyza celkovych lipidi z fakultativng anaerobni A.
bogrovensis na HILIC kolon¢ umoznila odd¢lit diacyl- a plasmalogen-fosfolipidy. LC/ESI-
MS/MS analyza striktné aerobni A4. rupiensis dokdzala piitomnost riznych unikatnich
polarnich lipidd, pfevdzné alanyl-, lysyl- a glukosyl-fosfatidylglycerolt a kardiolipinii. Kazda
z téchto tfid polarnich lipida byla pak analyzovana pomoci ESI-MS/MS a bylo identifikovano
vice nez 140 molekularnich druhti Sesti lipidovych tiid z A. bogrovensis a témét 200
molekularnich druhti deviti tfid polarnich lipidii z 4. rupiensis. Plasmalogeny byly poprvé

identifikovany ve fakultativné anaerobni bakterii A. bogrovensis.
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4.4. Zivocisné houby

Jen jako ukdzku moZznosti modernich fyzikalné-chemickych metod a jejich analytického
potencidlu byly vybrany dvé publikace popisujici analyzu lipidu u zivo¢isnych hub.

Lipidy a fosfolipidy (jak plasmanyl, tak také plasmenyl formy) byly analyzovany ve
sladkovodni houbé Lubomirskia baicalensis (¢eled Lubomirskiidae) a jejiho parazita Brandtia
(Spinacanthus) parasitica (Dembitsky a kol. 1994, pub 88). Bylo urceno slozeni PC a PE
alkenyl-acyl, alkylacyl a diacyl forem. Pomoci GC-MS bylo identifikovano pies 180 FA,
z toho bylo 46 nasycenych, 55 monoenovych, 35 dienovych, 25 trienovych a 22 tetra-, penta-
a hexaenovych. U sladkovodni houby bylo prokazano, ze obsahuje neobvyklé dlouhé mastné
kyseliny:  anteiso-5,9-oktakosadienové,  rozvétvené-5,9-nonakosadienové a  5,9,23-
nonakosatrienové, 5,9,23-triakontatrienové, 15,18,21,24-triakontatetraenové a 15,18,21,24,27-
triakontapentaenové. Nékteré z téchto mastnych kyselin byly nalezeny téZ v lipidech parazita.
Tato studie prokazala, ze houby z Bajkalu obsahuji vice druhiit FA, nez bylo dosud popséno u
motskych hub. Mize to byt ovlivnéno jak jedineCnosti mista, to je zivotem houby v
nejhlubsim a nejstarSim jezete na Zemi, které pfimo oplyva endemity a mezi néz patii jak
houba, tak 1 parazit. Vysledky dale ukazuji, ze sloZzeni plasmanyl a plasmenyl lipidi a
demospongovych kyselin z parazita a z houby se podstatné nelisilo.

Syriacin (Obrazek 15), novy neobvykly sulfatovany glykosylceramid s rozvétvenou
mastnou kyselinou s velmi dlouhym fetézcem tj. (Z)-34-methylhexatriaconta-5,9,12,15,18,21
hexaenovou kyselinou, byl izolovan ze sladkovodni houby Ephydatia syriaca sesbirané v fece
Jordan (Izrael) (Rezanka a kol. 2006, pub 173). Jeho struktura byla stanovena pomoci
rozséhlych spektroskopickych analyz (IR, UV, 2D NMR, MS, CD) a chemickych degradaci.
Syriacin ma antifeeding (ptisobi proti ozirani) aktivitu proti zlatym karastim a to v koncentraci
cca 10 mg/l. Zajimavosti této molekuly je ,,nepfirodni* konfigurace methylu ve sfingosinu,
ktera pravdépodobné pochdzi z L-alloisoleucinu (25,3R), kdeZto rozvétvend mastna kyselina
ma ,,prirodni* konfiguraci, kde jako startérova jednotka byl L-isoleucin (2§,3S). Domnivame
se, ze prave tato skuteCnost, tj. opacna konfigurace methyll v fetézcich, je nositelem

biologickych t¢inkd.
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Obrazek 15. Struktura syriacinu.

Zavér

Soubor predkladanych praci je zaméfen na vyzkum biosyntézy, produkci a analyzu
lipidii, pfevazné z mikroorganismii. Pochopeni mechanismu mezi biosyntézou a produkci
lipid, umozni genetické manipulace specifickych kmenti mikroorganismii pro zvyseni
produkce TAG, tj. takovych, které maji jak rychly rist, tak i vysokou akumulaci lipida
vyuzitelnych jako dopliiky potravy a/nebo biopaliva. Jednim z diilezitych faktorti pokroku ve
zkouméni a poznavani téchto pochodli u mikroorganismi jsou nové analytické techniky, jako
je naptiklad hmotnostni spektrometrie, zejména ve vysokém rozliSeni, a také pouziti ultra-
vykonné kapalinové chromatografie. Dal§i moderni pfistroje (Orbitrap, apod.) umoziiuji
analyzu mnohem vétSiho spektra vzorkl a tedy vyssi efektivitu vyzkumu mikroorganismii,
jako jsou fasy, kvasinky nebo bakterie, které jsou dosud prakticky zcela neprozkoumany,
pokud jde o biosyntézu a produkci lipidd. Problematickym procesem je v tadé piipada
kultivace potencialné dilezitych mikroorganismu. Dilezitym nutnym krokem je tedy zadouci
optimalizace a zlepSeni kultiva¢nich technik, které zahrnuji 1 vyzkum v genetickém
inzenyrstvi, v produkci a ndsledném zpracovani biomasy a kultivacnich produktt kultivace,
véetné jejich analyzy. Vyzkum metabolismu lipidii a genti zodpoveédnych za jejich produkci

prispéje ke zlepSeni nadprodukce nutri¢né i technologicky dilezitych TAG.
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