BIGSYNTHESA LIPIDU V MIKROORGANISMECH*
A. KLEINZELLER

Ustav kvasné chemie a mykologie na vysoké skole chemicko-technologického
inZenyrstvi v Praze

Ukolem tohoto referatu je ukazati stav naSich znalosti v tomto
oboru a objasnit viechny faktory, které mohou hrati roli pfi pFipadném
vyuZiti vysiedki v primyslu,

Lipidy pfedstavuji jednu ze zdkladnich sloZek kaZdé buiky. Tyto
slozky (v&etné -lipidii) jsou synthetisoviany buiikou ze Zivin, které jsou
obsazeny v substratech. Substrit slouZi tedy jako zdroj zdkladnich sta-
vebnich kamend protoplasmy (t. j. jako zdroj uhliku, dusiku, popelo-
vin, atd.). Substrat vSak soucasné slouZi jako zdroj emergie pro Zivotni
pochody, t. j. také jako zdroj energie potfebné pro synthetické reakece.
Mikrobielni buiika tedy soucasné oxyduje substrat a takto ziskdva ener-
gii, kterou pak spotfebuje pro soutasné probihajici synthetické pocho-

Pokud jde o funkei substratd jako zdroje uhliku, vime nyni, %e u
tukotvornych kvasinek je &4st tohoto substratu oxydovina na CO2, 8ast
uhliku se objevi v lipidech a &4st se uklada ve formé polysacharidi
v buiice. Tyto skuteénosti vyplyvaji z nasledujici tabulky.

Tab. 1. Bilance uhliku v Torulopsis lipofera [6]
(Kvasinky v 0,1 M NaCl s 0,05 m KH,POy p#i 259 C, 5 hod.)’

Poditek po5hod. Utvofeno (+) C-spoti. C utvof.

spotfebovino (—) mg mg

pH 3,66 3,21
Glukosa 3290 mg 1540 mg —1750 mg 700
co, — 1105 mg +1105 mg 301
C v prostiedi (netékavé latky) 1315 mg 634 mg — 681mg (681)
ethanol — 10 mg + 10 mg 5
kyselina mlééna 0 0
ketokyseliny 0 0
kvasinky (suSina) 3146 mg 3923 mg + 774 mg
C v kvasinkach 1533 mg 1903 mg + 370 mg 370
N v kvasinkach 164 mg 169 mg + Smg
nezmydelnitelny podil 56 mg 62 mg + 6mg (158)
masiné kyseliny 706 mg 908 mg + 202 mg

de. ¢. 82,3 77,3

prim. mol. viha 270 275
sacharidy v kvasinkach 588 mg 929 mg + 340 mg (151)

Podminky tvorby mastnych kyselin z uhlohydrédti

P#i studiu tvorby lipidd mime na mysli zejména otizky synthesy
mastnych kyselin, obsaZenych v téchto lipidech ve form& glycerida,

* Prednesené na pracovnej konferencii chemickych vyskumnikov, technikov,
glepiovatefov a novatorov v Banskej Stiavnici v jali 1951.
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(pFip. i jinak). Chceme-li si objasniti otizky zptisobu vzniku mastnych
kyselin, je nutno zabyvati sa v prvé Fadé pedminkami, které ovliviuji
tvorbu mastnych kyselin (lipid). Z modelové reakce:

506H1206 + 402 > C]3H3602 + 12 CO2 + 12 H90 —945 720 kal.
glukosa kys. stearova

vyplyva, Ze tvorba mastnych kyselin z uhlohydriti je endothermicky
pochod. Energie potfebna k tomu, aby kyselina stearova byla syntheti-
soviana z glukosy, je poskytovana sou¢asnym spalovinim dal3ich molekul
glukosy. '

V pribéhu tvorby tuké z uhlohydritt je pravideln& zvySen tak
zv. dychaci kvocient, t. . pomér vydychaného CO: ke spotfehovanému
02 (ve shora uvedené modelové reakei, tedy 12/4 = 3.0). Diavody vy-
plyvaji z modelové reakce. Cim vy3si je vykonnost synthctického pocho-
du, t. j. &m nizsi je podet molekul glukosy potfebny pro synthesu
jedné molekuly na pf. kyseliny stearové, tim vyssi je dychaci kvocient.
U mikroorganismi, u nich? byl nimi sledovan dychaci kvocient v pri-
béhu ztu¢néni, byly nalezeny hodnoty od 1,1 — 1.8 i vice. Bohuiel,
nelze z téchto méfeni uéiniti pfimé zivéry na stechiometricky prib&h
synthesy mastnych kyselin z uhlohydratd, protoze, jak jiz uvedeno sho-
ra, ¢ast spotfebovaného uhlikatého zdroje je ukladana v bufice ve for-
mé jiné nez lipidy, t. j. na p¥. uhlohydrat.

Velmi vyznamnym faktorem pro synthesu lipidd z uhlohydritd je
pFitomnost asimilovatelného dusiku v substratu. Vsichmi pracovnici v
tomto oboru shodné naili, Ze pFitomnost asimilovatelného dusiku pod-
statné sniZuje tvorbu tuk z uhlohydratd. Nazorn& vyplyva tato sku-
teénost z nasledujici tabulky.

Tab. 2. Vliv NH,Cl na tvorbu tuku v Torulopsis lipofera [6]

molérni kone. NH,CI spot¥. glukosy mg utv. mg tuku
0 44,2 4,18
0,025 h 43,5 3,86
0,05 41,8 2,94
0,20 35,8 1,85

Tento zjev je mutno si vyloZiti tak, e v pFitomnosti asimilovatel-
ného dusiku (u kvasinek na pf. amonné soli, moovina a j.) se tvoFi
v buiice spise bilkoviny nez lipidy.

Znaény vliv na tvorbu tukd ma teplota. Je znidmo z Ffady praci
riznych autorf, Ze tvorba tuk® z uhlohydratd ma uréité tepelné opti-
mum. Nazorné vyplyva tato skuteénost z masledujictho vyobrazeni.

Podle maSich poslednich vysledkd ovliviiuje teplota v prubéhu
tvorby tuk nejen rychlost tvorby tukii, nybrZ i sloZeni vytvoFenych
tuki. Jak vyplyva z nasledujici tabulky (tab. 3) u kvasinck kultivova-
nych pfi vyssi teploté, ma utvofeny tuk niZ3i jodové &islo i ponékud
niz3i zmydeliiovaci ekvivalent, t. j. vytvoFeny tuk je nasyccngjsi a pra-
mérna délka Fetézi vytvofenych mastnych kyselin je kratii. Podrobné
vysledky téchto pokusi jsou v tisku [1].
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Obr. 1. Vliv teploty na tvorbu tuku [6]

Konversni kocficient je mnoZstvi utvoreného C mastnych kyselin v % spotfebovaného
C substrdtu

Tab. 3. Viiv teploty na nékteré Lonstanty tuku z Rhodotorula gracilis [I]

Vzorek 1. zaé. 200C 28°C

Tuk v suiiné v % 19,25 46,49 50,10

Zmyd. ekvivalent 311,71 308,67 304,02

Jod. &. 91,10 77,19 68,66
% bilkovin v kvas.

susiné 24,85 15,02 13,32

Také pH prostfedi zfeteln& ovliviiuje tvorbu tukt z uhlohydrata,
jak vyplyva z nasledujiciho vyobrazeni.
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Obr. 2. Viiv pH na tvorbu tuku [6]
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Podle naSich praci ma znaény vyznam pro tvorbu lipidd pritom-
nost fosfitovych iontd [6]. V nepFitomnosti fosfitu v substiratu je tvor-
ba lipidd dosti podstatné sniZena. Tato skuteénost ma vyznam pro vy-
svétleni zplisobu, jakym jsou mastné kyseliny synthetisoviany z uhlohy-
dratd.

Nékteré vitaminy skupiny B oviiviiuji tvorbu lipida. Podle praci
Odincové [14] podporuje aneurin (vitamin Bi) tverbu lipid z uhlo-
hydratd v Torulopsis utilis. V této souvislosti je velmi zajimava prace
Medvéde&vé [12], kterd ukdzala, Ze kyselina para-amino-benzoova
snizuje tvorbu lipidd v Rhodotorula aurentiaca, a Ze aneurin odstraiiuje
tento brzdici vliv.

Velmi podrobné byla studovina riznymi autory tvorba tnkl z riz-
nych substratd (rdznych uhlohydrati a necukrt). Toto studiumn poma-
ha utvofiti si obraz o mechanismu synthesy tukéi (mastnych kyselin).
Bylo zji$téno, Ze mikroorganismy dovedou tvofit tuk nejen z glukosy,
nybrz i Fady jinych hexos. Kmeny organismit pFizptisobené xylose do-
vedou také rychle synthetisovat tuk z této pentosy. (Tab. 4). Tento
poznatek mé znalny vyznam, nebof roziifuje surovinovou zikladnu pro
moZnou priimyslovou vyrobu tukéi pomoci mikroorganismt [8, 13].

Tab. 4. Adaptace kvasinky 72 na xylosu [8]

Kvasinky péstovany na glukose Kvasinky péstované na xylose
bez substr. substrat bez substr. substrat
glukosa xylosa glukosa xylosa
QO0, 7.4 18,3 10,1 6,4 114 1.5
Dych. kvoc. 0,92 1,20 110 1,02 1,22 1,23

Trviani pokusu 2 hod. Pokus proveden v¢ Warburgovych manometr.
nadobach pri 25°C.

Mikroorganismy dovedou taktéz synthetisovati tuky z liatek o 2 me-
bo 3 uhlicich (ethanol, acetaldehyd, kys. octova, kys. pyrohroznova a j.).
Jak uvidime dile, maji tyto vysledky rozhodujici vyznam pro theorii,
vysvétlujiei tvorbu mastnych kyselin z uhlohydrata.

Mikroorganismy vyznalujici se znainou tvorbou tukii

Klasické price byly provedeny vétSinou s kvasinkovitym organis-
mem Endomycopsis vernalis. Tento organism v povrchovych kulturich
rychle tvofi tuk z uhlohydrati. VytéZek tukd je obvykle vyjadfovéan t.
zv. tukovym koeficientem, t. j. mnoZstvi tukd v 9% na spotfebovany
uhlohydrat. Tukovy koeficient u tohoto mikroorganismu je pomérné
maly (v préimyslovych podminkdch se pohyboval kelem 7, t. j. na 100
kg spotiebovaného cukru se vytvofilo 7 kg tukd) [5]. V poslednich 10
letech byla vénovina znaéna pozornost jinym tukotvornym mikroorga-
nismim. V Némecku béhem posledni valky byl pfihlaSen patent [3],
pouzivajici jako tuketvornych organismi kmene plisné Fusarium. Ten-
to organismus na rozdil od Endomycopsis vernalis se vyznatuje jak po-
nékud vyssimi tukovymi koeficienty, tak schopnosti tvofit znaéné
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3r. 3. Mikrofotografie kvasinek (kmen 72) [8]

1. Kvasinky béhem ristové fize. Maly obsak tuku.

2. Kvasinky na konci pokusu (po ztuliiovaci fdzi). Vysoky obsah tuku.
Milkrofotografie poFidil Dr. Gabriel.
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mnoz#stvi tuktt i v hloubkové kultuFe, coZ ma znaény vyznam s hlediska
primyslového vyuZiti, Rada dalfich autord se vémovala zcjména kva-
sinkam, Tak Starkey [16] popsal kmeny kvasinek u nich# jsme pak
my nasli tukové koeficienty mezi 14—15. Lundin a jeho spolupra-
covnici [4] pak pracovali s.kmenem Rhodotorula gracilis, ktery vyka-
zoval tukovy koeficient a% 18. Vzhledem k rychlému rozmmnozovini kva-
sinek v hloubkové kultufe jevi se tedy tukotvorné kvasinky jako do-
sud nejvyhodngjsi organismy pro studium tvorby tukd z uhlohydrata.
Nasledujici vyobrazeni ukazuje kmen kvasinck & 72 jednak ve fazi
intensivniho riistu (malé mnoZstvi tuku) jednak ve stadiu vysokého
ztuénéni.

Obsah tukd v suSing kvasinkovych mikroorganismit mtZe dosih-
nouti p¥i vhodnych podminkéich i 60% a vice. V jednom pt¥ipadé jsme
dosahli skoro 70% tuké v suliné a tukové koeficienty bliZici se 20.

Theorie tvorby mastnych kyselin z uhlohydrdti

Kterakoliv theorie, vysvéilujici vznik mastnych kyselin z uhlohy-
dratii, musi vysvétliti zikladni charakieristické vlastnosti tuk nacha-
zejicich se v pfirodé, Podle predstay E. Fischera jsou mastné ky-
seliny synthetisoviany tak, Ze Fetézce uhliku v uhlohydritech se piimo
na sebe napoji, a redukci hydroxylovych skupin, pfipadné oxvdaci ko-
neéné aldchydické skupiny by pak vznikl Fet&€z mastné kyseliny. Podle
této theorie by tedy vznikla kyselina Ciz pfimou kondensaci 3 molekul
hexosy, Cis kys. pfimou kondensaci 2 moleckul pemtosy a 1 molekuly
hexosy. Tato thcorie viak neobstila ve svétle velkého mnoZstvi pokus-
ného materialu, a dnes je vieobecn& uzniavana theorie vyslovena poprvé
ruskym fysiologem Nénckim 1878. Podle této theorie jsou synthe-
tisovany mastné kyseliny kondensaci slozek o 2 uhlicich. Tato theorie
nam tedy vysvétluje skute&nost, ze mastné kyseliny v p¥irodé maji rov-
ny Fetéz o sudém poétu uhlikd. Pokusy konané s Cz slouéeninami ozna-
¢enymi isotopy ukazaly, Ze pravdépodobn& touto C:2 sloudeninou je kys.
octova. Zustava viak oteviena otizka zplsobu kondensace C2 slozek
na mastné kyseliny. Bézn& byl vyslovovin ndzor, Ze dochizi k typu
aldolové kondensace za tvorby nenasycenych aldehydi a nenasycenych
kyselin, Proti této koncepci mluvi skuteénost [15], Ze v %ivém organis-
mu se tvori podstatné rychleji mastné kyseliny nasycené neZ nenasy-
cené. Toto bylo prokizano 1aké v kvasinkdich.

Tab. 5. Zmény jodového é&isla mastnych kyselin v tuku z kvasinek béhem
tvorby tuki [8)

Torulopsls lipofera Kvasinka 74
0p tuku v sus. jod. & 0p tuku v sus. jod. &.
20,4 90,5 17,7 59,6
24,1 82,3 24,6 48,2
25,5 80,5 324 49,1
40,5 43,1

Vsem shora uvedenym poznatkim nejlépe vyhovuje theorie vyslo-
vena Barkerem r. 1948 [2]. Podle této theorie je kyselina octova
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aktivovama kyselinou fosforeénou za vzniku acetylfosfitu (nebo latka
mu podobna). Tato kondensuje s dalii molekulou kys. octové za vzniku
latky, ktera redukci dava kyselinu méselnou. Tato je znovu aktivovana
kyselinou fosforeénou, slufuje se pak s kyselinou octovou, atd., €¢imz
se neustale prodluZuje Fetéz uhliku. ProtoZe je nyni znimo, Ze pro tyto
kondensaéni reakce je mezbytny t. zv. koenzym A, t. j. latka obsahujici
kyselinu pantothenovou (jeden z vitamini skupiny B), je takto vy-
svétlen i vyznam tohoto vitaminu pro synthesu mastnych kyselin. Ko-
neéné jako zdroj kyseliny fosforeéné slouzi kyselina ademosimtrifosfo-
reéna (ATF) za tvorby kys. adenosindifosforeéné (ADF). Celé schema
Barkerovo lze vyjadfiti takto:

CH; COOH + ATF ——> CH; COO POsH, + ADF
CH;CO00 PO;H, + CH;COOH + 4H >
CH5CH, CH, COOH + H,0 + H,PO,
CH;.CH,.CH,COOH + ATF > CH,CH, CH, COO PO; H, + ADF
CH;. CH,.CH,. COO PO;H, + CH;.COOH + 4H >
CH,CH,CH,CH,CH,CO0H + H,0 + H;PO, atd.

Tvorba nékterych jinych slozek mikrobielnich lipidi

Lipidy mikroorganismii obsahuji vedle. triglyceridd mastnych ky-
selin také nékteré jiné slozky, na p¥. fosfolipidy, steroly, karotemoidy
a j. Zminime se o nejnovéj¥ich poznatcich tykajicich se biosynthesy ste-
rold a karotenoidd.

Nejdalezitéjsim sterolem v mikroorganismech je ergosterol. Podle
nadich vysledkt [9] je obsah tohoto sterolu (provitaminu D) v né&kte-
rych kvasinkich tento:

Tab. 6. Obsah ergosterolu v riznych kvasinkdch.
Ergosterol stanoven methodou Pesezovou [15]

Druh kvasinek substrat ergosterol mg/g sudiny
Rhodotorula gracilis melasa 4,41
Rhodotorula gracilis synth. substrat 4,61 — 5,12
Saccharomyces cerev. melasa 519 — 5,31
Torulopsis utilis melasa 2,83

Jak vyplyva z této tabulky, je obsah ergosterolu zivisly mejen na
druhu kvasinky, nybrz i na druhu substratu, na kterém byl organismus
péstovan, Z praci Skoly Schonheimerovy je zndmo, Ze ergosterol
je synthetisovan v Zivé buiice kondensaci kyseliny octové,

Ngkteré druhy kvasinek se vyznaduii vedle vysoké schopnosti tve-
Fit tuk také vyznadnou schopnosti symthetisovat karotenoidy. Tak na
pf. obsahuji kvasinky vybranych kmen&i Rhodotorula nebo Sporobolo-
myces az 360.000 1. j. karotend @ i B (vyjadfeno v mezinar. jednotkach
vitaminu A) [18]. Pokud jde o zpisob synthes téchto karotenoidil, vy-
svétluje jej ncjlépe theorie Kuzina a Né&vrajevé [10], predpo-
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klidajici aldolickou kondensaci acetonu s acetaldehydem za vzmiku
zakladni strukturni slozky karotenoidd, isoprenu:

CH;\\ CH,\, _~OH
CO + CH; CHO ——> C —2H,0
CH, / CH, ” \\CH, CHO ——>
+ H,
CH\
C.CH = CH,
CH; /
isopren

Ekonomika tvorby tukii z uhlohydrdti

Biologickd synthesa tukd pomoci mikroorganismi miZe nalézti
pouZiti v primyslu jen tehdy, budou-li splnény nisledujici podminky:

1. rychly rist mikroorganisma

2. vysoky vytéZek mikroorganismu na spotfebovany cukr (vysoky ekonomicky
koeficient)

3. vysoky obsah tukdi v suSiné

4. levni cukernatd surovina

5. levnid methoda mna ziskdni tukd z mikroorganismu.

Body 2 a 3 lze vyjadfiti jedingm bodem: vysoky tukovy koeficient.

Jak jiz bylo uvedeno shora, vyznaduji se mikroorganismy, studo-
vané v poslednich 10 letech, vysokymi tukovymi koeficienty. Taktéz
prvy poZadavek lze celkem povaZovati za splnény, protoZe béhem riis-
tové faze je generaéni doba Fady tukotvornych kvasinek niZii nez 4
hodiny, t. j. nelidi se podstatné od generaéni doby kulturnich kvasinek
drozdarskych. Pokud jde o vhodné suroviny: lze vylouéit melasu pro
jeji pomérné vysoky obsah asimilovatelného dusiku, ktery, jak bylo
uvedeno na str. 316 podstatn& sniZuje tvorbu tukid ve prospé&ch bilkovin.
Lze v3ak uvaZovali o melase zbavené vhodnou tdpravou podstatné casti
asimilovatelného dusiku. Vedle melasy bylo uvazovino ma p¥. Svédsky-
mi autory [11] o pouZiti hydrolysatd d¥eva jako vhodné a pomérné lev-
né suroviny. Pokud jde o posledni pozadavek, t. j. levnou methoduv
ziskani tukd z mikroorganismi, lze pouZiti nékterého ze zplisobu vy-
pracovanych pro promyslovou vyrobu tukd z Endomycopsis vernalis, t.
j. zejména kyselou hydrolysu kvasinek a extrakei uvoluéného tuku né-
kterym z b&Znych tukovych rozpoustédel.

Vznikly mikrobielni tuk, zejména tuk z tukotvornych kvasinek
byl podroben zevrubné analyse. Jak vyplyva z tab. 8, jde o tuk celkem
velmi podobny n&kterym tukim rostlinnym (nejspise palmovému oleji).
Pfi tom nutno poznamenat, %e sloZeni tuk& u tého# organismu neni
stalé, nybrz, jak ukazaly naSe prace, podstainé se méni podle podminek
kultivace (stupné ztuénéni, teploty, abd.).

322



Tab.

Slozeni smési mastnych kyselin tuki z kvasinek rodu Rhodotorula o obsahu
25,20, a 38,8% tuku v suiiné v O mol. [7]
Mastna kyselina tuk &.1 tuk &. 2
(25,204 tuku v sui.) (38,80 tuku v sui.)
laurova 1.7 0,1
myristova 1,4 2,7
palmitova 19,8 29,0
stearova 10,2 14,0
arachova 0,7 12
hexadecenova 3,7 5,3
olejova 43,9 41,8
linolova 6:C 3,2
linolenova 5,0 14
Cyo-22nenasye. 6,8 1,3

Uvedeny piehled tohoto aseku kvasmé chemie umoZiuje utvofiti

si obraz o sloZitosti d&ji probihajicich v prib&hu tvorby tukd mikro-
organismech. Soudasn& v3ak dspéchy na tomto poli dosaZené, zejména
v poslednich letech, davaji pfedpoklady k tomu, aby vyroba tuka kvas-
nou cestou se zna¢éné pribliZila hospoda¥skym poZadavkim.
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