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ABSTRAKT

PredloZzena diplomova praca sa zaoberd extrakciou a dlhodobou stabilitou lipofilnych
pigmentov produkovanych vybranymi kmenmi kvasiniek a rias. V ramci prace bol sledovany
vplyv vybranych rozpustadiel na ucinok extrakcie a tiez vplyv teploty prostredia na stabilitu
pigmentov pocas uskladnenia. Praca je rozdelena na dve hlavné Casti, teoreticku a prakticku
Cast. Teoreticka €ast’ obsahuje zhrnutie poznatkov o riasach, kvasinkach a ich kultivacnych
parametroch. Dalej st zmienené poznatky o sledovanych lipidickych metabolitoch, ich
vlastnostiach a moznostiach aplikacie v réznych odvetviach priemyslu. Prakticka Cast sa
zaobera samotnou pripravou extraktov a stabilitnymi testami. Z vybranych vzoriek biomasy
boli pripravené extrakty v rozpustadlach vhodnych pre aplikaciu v potravinarstve Cci
kozmetike (etanol a hexan). Na tychto extraktoch boli nasledne vykonané dlhodobé stabilitné
testy trvajuce 4 mesiace a tiez kratkodobé stabilitné testy trvajice celkom 28 dni. Pigmenty
boli stanovené pomocou HPLC a spektrofotometricky, obsah mastnych kyselin bol
stanoveny pomocou GC. Pre extrakciu pigmentov z biomasy sa pre vacsinu vzoriek javi ako
optimalne rozpustadlo etanol. Pre extrakciu lipidov z biomasy sa v8ak pri vyznamnejSom
mnozstve vzoriek javi ako optimalne rozpustadlo hexan. Vo vacésine vzoriek vykazovalo
uskladnenie v mraziacom boxe najpriaznivejSi efekt na stabilitu pigmentov, niektoré vzorky
vSak vykazovali porovnatelnu stabilitu aj pri uskladneni v chladnicke.

KLUCOVE SLOVA

Karotenogénne kvasinky, riasy, lipidy, karotenoidy, lipofiné metabolity, stabilita lipofilnych
pigmentov, extrakcia lipofilnych pigmentov, HPLC/PDA, GC/FID, UV-VIS spektrofotometria



ABSTRACT

The presented diploma thesis deals with the extraction and storage stability of lipophilic
pigments produced by selected strains of yeasts and algae. In this thesis, there was studied
the influence of the selected solvents on the efficiency of extraction, as well as the effect of
ambient temperature on the stability of the pigments during storage. The work is divided into
two main parts, theoretical and practical part. In the theoretical part knowledge about algae,
yeasts and their cultivation parameters is summarized. Furthermore, some information
regarding the selected lipid metabolites, their properties and possibilities of application in
various branches of industry is mentioned. The practical part deals with the preparation of
extracts and stability tests. Extracts were prepared from selected biomass samples in
solvents suitable for applications in food industry or cosmetics (ethanol and hexane).
Subsequently, the long-term stability tests lasting 4 months and short-term stability tests
lasting a total of 28 days were performed on these extracts. The pigments were determined
by HPLC and spectrophotometrically, the fatty acid content was determined by GC. For the
extraction of pigments from biomass, in the most cases ethanol appears to be the optimal
solvent. However, for lipid extraction from biomass, hexane appears to be the optimal solvent
for a significant number of samples. In most samples, storage in the freezer showed the most
favourable effect on pigment stability, but some samples showed comparable stability even
when stored in the refrigerator.

KEYWORDS

Carotenogenic yeast, algae, lipids, carotenoids, lipophilic compounds, lipophilic pigments
stability, lipophilic pigments extraction, HPLC/PDA, GC/FID, UV-VIS spectrophotometry
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1 UvOoD

V suCasnej dobe zaznamenava biotechnologicky priemysel vyznamny rast. Ten je
podmieneny jeho schopnostou produkcie réznych hodnotnych latok z lahko obnovitelnych
alebo odpadnych zdrojov. Vyuziva k tomu proces biotransformacie, v ktorom su hlavnou
vykonnou jednotkou mikroorganizmy. Tie su schopné premeny najréznejSich substratov na
cenné metabolity, ktoré nachadzaju rozsiahle uplatnenia v réznych Castiach priemyslu. Za
pouzitia nizkonakladovych potravinarskych odpadov sa znizia celkové produkéné naklady
atiez sa zmierni ich negativhy dopad na Zivotné prostredie. Ponuka sa tak alternativna
a zaroven lahko obnovitelna cesta produkcie ziadanych latok ¢i biomasy.

Karotenoidy su prirodzene sa vyskytujace lipofiiné pigmenty zodpovedné za
charakteristické sfarbenie ovocia a zeleniny. Vdaka svojim priaznivym vplyvom na ludské
zdravie nachadzaju karotenoidy rozsiahle vyuZzitie vo farmaceutickom priemysle pri vyrobe
doplnkov vyzivy, v kozmetike ¢iv krmivarskom priemysle. Jednymi z mikrobialnych
producentov karotenoidov su mikroriasy a karotenogénne kvasinky. Mikroriasy disponuju
pozitivnymi vlastnostami mikroorganizmov (rychly rast a moznost kultivacie v bioreaktoroch)
a aj vlastnostami vysSich rastlin (schopnost’ fotosyntézy a jednoduché nutri€éné naroky).
Karotenogénne kvasinky su taktiez velmi zaujimavym producentom karotenoidov, a to najma
vdaka ich schopnosti rastu na odpadnych substratoch.

Pred zavedenim vyrobného biotechnologického procesu do praxe je nutné uskutoCnit
radu Stadii. Hlavnym cielom je vzdy optimalizacia kultivatnych podmienok a selekcia
najvhodnejSieho mikroorganizmu pre produkciu vybranych metabolitov. V neposlednom rade
je nutné mysliet aj na samotné povyrobné spracovanie biomasy, a to najma pri ziskavani
nestabilnych latok ako su karotenoidy. Uz za ucinku tepla, svetla €i kyslého prostredia
dochadza kizomeraénym a oxidaénym reakciam, ktoré vedu k strate ich fotochemickych
vlastnosti a provitamin A aktivity. Karotenoidy su este k tomu intracelularne metabolity, ¢o
robi ich purifikaciu obzvlast problematickou témou. Okrem problematiky extrakcie pigmentov
sa ponuka aj dalSia otazka, ato akym spdsobom je vlastne vhodné skladovat takéto
nestabilné metabolity. K rieSeniu tejto problematiky sa bude snazit prispiet aj predlozena
praca.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Karotenoidy

Karotenoidy su prirodzene sa vyskytujuce lipofilné pigmenty zodpovedné najma za Zlté,
oranZové a Cervené sfarbenie ovocia a zeleniny. Metabolizované su v8ak aj v riasach,
fotosyntetizujucich baktéridch a Cervenych kvasinkach. Karotenoidy aich derivaty hraja
neodbytnu rolu v zdravom fudskom stravovani, a to najma ako bune¢né antioxidanty alebo
provitaminy A. Tiez vSak plnia délezitu ulohu vo funkcii imunitného systému, v intercelularnej
komunikacii, a génovej regulacii. Syntéza karotenoidov je tiez nevyhnutna pre fotosynteticku
aktivitu vysSich inizSich rastlin. Ich fyziologicka uloha v bunkach €ervenych kvasiniek je
najma ochrana pred oxidativhym stresom, UV Ziarenim alebo volnymi radikalmi [1] [2] [3].

2.1.1 Chemické struktura

Z chemického hladiska zaradujeme karotenoidy medzi tetraterpenoidy, C&iZze oligoméry
izoprénu (alebo izoprenoidy) obsahujuce celkom 8 izoprénovych jednotiek v molekule, ¢o
¢ini dohromady 40 atémov uhlika. Ich skelet méze byt bud to rydzo alifaticky (lykopén),
alebo moze byt zakonceny jednym (&-karotén), ¢i dvoma pat alebo Sest-uhlikovymi cyklami
(B-karotén). Dvojné vazby ktoré su obsiahnuté v skelete umozfuju cis-trans izomériu,
v prirode sa v8ak vacsSina karotenoidov vyskytuje v all-trans konfiguracii, ktora umoznuje
vacsiu stabilitu molekuly. Na zaklade funkénych skupin vyskytujucich sa v molekule je mozné
karotenoidy rozdelit na dve skupiny, a to na xantofyly (obsahujuce kyslik, ako napriklad
keto-, epoxy-, karboxy-, alebo hydroxylové funkéné skupiny — Obrazok 2) a karotény
(obsahujuce iba uhlovodikovy skelet — Obrazok 1) [1] [4].

Lykopén (Eerveny)

NN RN

B-karotén (oranZovy)

NN RN

a-karotén (oranZovy)

™

S A VS T . .

o-karotén

Obrazok 1: Struktara vybranych karotenoidov [5]
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2.1.2  Fyzikdlno-chemické vlastnosti

Charakteristicky systém konjugovanych dvojnych véazieb v molekule karotenoidov tvori
chromofor, ktory absorbuje Ziarenie vrozmedzi vinovych dizok 400 az 500 nm.
Prave tato absorpcia Ziarenia urditych vinovych diZok aodraz & tranzit Ziarenia inych
vinovych dizok vedie k pozorovatelnému sfarbeniu molekul karotenoidov. To im dava ich
charakteristické sfarbenie od bledo Zltej az po tmavo Cervenu. VacSina karotenoidov
dosahuje maxima absorpcie pri troch vinovych dizkach (Ama), 6o vedie k trojpikovym
absorpénym spektram. Mnozstvo konjugovanych dvojnych vazieb v molekule suvisi
s hodnotou Amax priamou Umerou, pricom ich minimalne mnoZstvo pre pozorovatelné
sfarbenie je 7. Ako priklad je mozné uviest acyklicky lykopén, ktory ma 11 konjugovanych
dvojnych vézieb, je dervenej farby a absorbuje svetlo najvy$sich vinovych dizok. Absorpéné
spektrum karotenoidov sluzi ako zaklad pre ich identifikaciu a kvantifikaciu [1] [5].

AZ na par vynimiek sa vSetky karotenoidy vyznacuju lipofilnymi vlastnostami, ¢ize dobrou
rozpustnostou v tukoch a v nepolarnych rozpustadlach ako napriklad chloroform &i hexan,
ale aj v mierne polarnych ako je acetén &i etanol. VSetky karotenoidy su vSak, az na par
vynimiek, prakticky nerozpustné vo vode [4] [5].

Nenasyteny uhlovodikovy skelet karotenoidov ich €ini prirodzene nachylnymi k izomeracii
a k oxidacii. Uginkami tepla, svetla, kyslého prostredia alebo aj adsorpciou na aktivny povrch
(ako napriklad hlinik) dochadza k ich izomeracii na cis formy atym padom Kk strate Casti
fotochemickych vlastnosti a provitamin A aktivity. Hlavnou pri¢inou straty karotenoidov je
vSak ich oxidativna degradacia za vzniku novych zli€enin s nizSou molekulovou
hmotnostou. Ta je zavisla na mnozstve pritomného kysliku v prostredi a je katalyzovana
enzymaticky, kovmi, svetlom, alebo lipidovymi hydroperoxidazami [5].

OH
\‘\.'\\"\"a\"a\
H Lutein (Zlty)
OH
\H\‘x\\\\\l
HO

Zeaxantin (Zlto-oranZovy)

HO - .
o) Astaxantin (Cerveny)

Obrazok 2: Struktira vybranych xantofylov [5]

2.1.3  Vyskytv prirode

Vacsina karotenoidov v telach vyssich rastlin sa bezprostredne po ich biosyntéze akumuluje
v Specializovanych plastidoch. Takmer vSetky karotenoidy viazané v chloroplastoch sa
aktivne podielaju na fotosyntéze, alebo ochraruju fotosynteticky aparat pred reaktivnymi
radikalmi produkovanymi nadmernym slneCnymi ziarenim. V nezelenych Castiach rastlin
sa nachadzaju hlavne v chromoplastoch, ktoré su diferencované z uZ existujucich
pro-plastidov a chloroplastov po€as dozrievania ovocia a kvitnutia kvetov.
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V priebehu diferenciacie dochadza k rozkladu membréan tylakoidov a k degradéacii chlorofylu,
¢o vedie k strate fotosyntetickej aktivity. Nasledne dochadza k akumul&cii karotenoidov vnutri
chromoplastu, ato bud v krystalickych Struktirach, alebo v plastoglobulach, kde vykazuju
vacsiu fotostabilitu. NajzastupenejSie karotenoidné farbiva v chromoplastoch Zltych Casti
rastlin (napriklad kvety) st xantofyly, kde sa nachadzaju prevazne v esterifikovanej forme
s vy8Simi mastnymi kyselinami. Esterifikacia nenaruSa ich chromofor a ufahCuje ich
integraciu v lipofilnom prostredi plastoglobul. Tiez sa predpoklada, Zze esterifikacia
karotenoidmi je prirodzeny mechanizmus ochrany polynenasytenych mastnych kyselin pred
ich fotooxidaciou [1] [6] [7].

Karotenoidy su Siroko zastupené aj v riSi mikroorganizmov, pricom medzi hlavnych
producentov patria baktérie, kvasinky, riasy ainé huby. Jednym z biotechnologicky
vyznamnych producentov su Cervené kvasinky, ktoré nesu svoj nazov prave kvéli ich
vysokému obsahu karotenoidov. V ich bunkach sa nachadzaju bud to vo forme lipidovych
kvap6Cok, alebo ako inkorporované do biomembran. V oboch pripadoch hraji rolu
antioxidantov, kedy chrania molekuly nachylné na volné kyslikové radikaly (ako napriklad
polynenasytené mastné kyseliny). Tiez sa predpoklada, Ze primitivhe organizmy obsahovali
karotenoidy pre zosilnenie svojich biomembran, ¢o je mozné vdaka ich rigidnému skeletu
konjugovanych dvojnych vazieb. Mikroriasy (jednobunelné riasy) su taktiez zname
ako producenti komeréne vyznamnych karotenoidov, pri€om ich hlavna rola spociva,
podobne ako vo vy$Sich rastlinach, vo fotosyntetickych systémoch [3] [8] [9].

2.1.4  lzoprenoidy
Izoprenoidy su oznalované ako najstarSie zname biomolekuly, ktorych pritomnost bola
preukadzana v az 2,5 miliard rokov starych sedimentoch. V sucCasnej dobre sa tiez jedna
0 najvacsiu skupinu v prirode sa vyskytujucich organickych latok, ktora zahffia viac ako
30 000 chemikalii. V biologickych systémoch plnia izoprenoidy najréznejSie funkcie, medzi
vyznamné patria [10]:

e Chinony v elektrénovom transportnom retazci
Steroly ako komponenty biomembran
Karotenoidy a bo¢né retazce chlorofylu ako fotosyntetické pigmenty
Gibereliny, kyselina abscisova a brassinosteroidy ako rastlinné regulatory
Monoterpény, diterpény a sesquiterpény ako rastlinné protilatky

CHs3

H2C o®®

Obrazok 3: 1zopentenyl pyrofosfat (IPP) — biosynteticky aktivna forma izoprénu [10]

2.1.5 Biosyntéza

VSetky karotenoidy su biosynteticky prepojené s ostatnymi izoprenoidmi, ato
prostrednictvom 5-uhlikovej molekuly izopentyl pyrofosfatu (IPP — Obrazok 3), alebo jeho
izoméru dimetylallyl difosfatu (DMAPP). Hoci je syntéza izoprenoidov kondenzaciou molekul
IPP charakteristick&d pre prokaryoty, eukaryoty aj archey, biosyntetick4 formacia IPP méze
prebiehat dvoma na sebe nezavislymi metabolickymi drahami, ktorymi si draha kyseliny
mevalonovej (MVA draha) a draha 1-deoxyxylul6za-5-fosfatu (DXP draha). Od objavu MVA
drahy v Siestom desatroci minulého storocia bola tato draha v organizmoch dlho povazovana
za vSadepritomnu. Experimentalne data vSak konzistentne naznacovali, Ze MVA draha
nemOze byt zodpovedna za syntézu vSetkych izoprenoidov v rastlinnych plastidoch, ¢o
viedlo k neskorSiemu objavu DXP drahy nezavislej od kyseliny mevalonovej. S vyuzitim
funk&nej genomiky sa neskdr preukazala pritomnost DXP drahy u rias, vysSich rastlin a aj
mnohych baktérii. NajnovSie Studie tiez preukazali , Ze rastlinné plastidy su schopné
v urCitych Stadiach vyvinu vyuzivat obidve tieto drahy [10] [11].
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2.1.5.1 Syntéza IPP MVA drahou

Prvym krokom MVA biosyntetickej drahy je kondenzécia dvoch molekul acetyl-CoA za vzniku
acetoacetyl-CoA (Obrazok 4). Ten nasledne kondenzuje s dalSou molekulou acetyl-CoA za
vzniku 3-hydroxy-3-metylglutaryl-CoA (HMG-CoA) pomocou enzymu HMG-CoA syntazy.
Redukéna premena HMG-CoA na kyselinu mevalénovu je katalyzovana enzymom HMG-
reduktaza (HMGR), ktory je jeden z najviac regulovanych enzymov v prirode a udava
rychlost celej MVA drahy. Jeho syntéza je pri nepritomnosti sterolovych izoprenoidov
v bunke regulovana proteinmi viazucimi sa na regulacné prvky sterolov (SREBPs), ktoré
priamo aktivuju génovu transkripciu enzymu HMGR, a aj zvySuju syntézu ostatnych enzymov
MVA drahy. Bune¢né poziadavky na nesterolové izoprenoidy zasa ovplyviuju translaciu
MRNA enzymu HMGR. Kyselina mevalénova nasledne podlieha dvom fosforylatnym
reakcidm katalyzovanym enzymami mevalonatkindza (MK) a fosfomevalonéat kindza (PMK).
Hoci enzym MK nedisponuje rychlost riadiacim vlastnostami ako ma HMGR, méze byt
spatne inhibovany intermediatmi izoprenoidnej/cholesterolovej drahy, ako su
geranylpyrofosfat alebo geranylgeranylpyrofosfat. V poslednom kroku je mevalonatpyrofosfat
dekarboxylovany za vzniku IPP [12].

o)
2
X /lLs~CoA

Mevalonat kinaza
Acetyl-CoA

Acetoacetyl-CoA
thiolaza

PH
! 2o
S<Coh Mevalonat-5-fosfat

Acetoacetyl-CoA Fosfomevalonat

Kinaza

HMG syntaza

H
OH Mevalonat pyrofosfat
H S~CoA
HMG-CoA Mevalonéatpyrofosfat

dekarboxylaza

HMG-CoA

reduktaza (HMGR)

IPP izomeréaza
OH )\/\o = /k/\

H OH |zopentylpyrofosfat (IPP) Dimetylallylpyrofosfat (DMAPP)
Kyselina mevalénova

l Mevalonat kinaza

Obrazok 4: Schéma MVA drahy [10]

2.15.2 Syntéza IPP DXP drahou

Ako prva prebieha kondenzacia pyruvatu s glyceraldehyd-3-fosfatom, ¢o vedie ku vzniku
1-deoxyxylul6za-5-fosfatu a CO, (Obrazok 5). DXP produkované touto reakciou méze byt
vyuzité aj ako prekurzor pre syntézu vitaminu B1 (tiamin) a B6 (pyridoxal).
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Potom nasleduje prva unikatna reakcia tejto biosyntetickej drahy, ktorou je intramolekularny
preSmyk a nasledna redukcia DXP na 2-C-metyl-D-erytritol-4-fosfat (MEP). MEP je nasledne
premeneny na IPP Styrmi reakciami, ktorych intermediaty su 4-(cytidin-5'-difosfo)-2-C-metyl-
D-erytritol  (CDP-ME),  2-fosfo-4-(cytidin-5'-difosfo)-2-C-metyl-D-erytritol ~ (CDP-MEP),
2-C-metyl-D-erytritol-2,4-cyklodifosfat (MEcPP) a 1-hydroxy-2-metyl-(E)-butenyl-4-difosfat
(HMBPP) [11].

Ko+ L |

0
Pyruvat Glyceraldehyd-3-fosfat

o@
lDXPS >Y\ O(EXF)-Cytidine CDP-MEP
OH OH
H
e | o

Deoxyxyluloza-5-fosfat (DXP)

L DXR . MEcPP

H OH

.\'DH
! | o(f) MEP lHDS

MCT

(J\/‘ HMBPP

H
OH

ﬁ'\g‘o-cyumm CDP-ME l IDS

IPP izomeraza
lCMK Ao@® == o0

Izopentylpyrofosfat (IPP) Dimetylallylpyrofosfat (DMAPP)

Obrazok 5: Schéma DXP drahy [10] [11]

2.15.3 Syntéza fytoénu

Fytoén je bezfarebny uhlovodik so symetrickou Struktiurou, ktorého systém konjugovanych
dvojnych vazieb pozostava iba z 3 vazieb. Jeho 40 uhlikovy skelet vSak tvori zakladnu
Struktdru, od ktorej su odvodené vSetky karotenoidy. Jeho syntéza vychadza z molekuly
izopentyl pyrofosfatu (IPP) a alylového izoméru IPP dimetylallyl difosfatu (DMAPP).
Kondenzaciou IPP a DMAPP v smere ,hlava k pate“ vznika 10-uhlikovd molekula geranyl
pyrofosfat (GPP). Mechanizmus tejto kondenzacnej reakcie je v podstate rovnaky ako pri
inych prenylagnych reakciach, kedy karbon-anionovy intermediat DMAPP atakuje 3,4-dvojnu
vazbu na molekule IPP. Novéa uhlikova vazba vznika medzi C4 uhlikom IPP a C1 uhlikom
DMAPP a zaroven sa uvolfiuju dve molekuly anorganického fosfatu. Postupnou adiciou
dalSich dvoch molekul IPP vznika 15 uhlikovy farnesyl pyrofosfat (FPP) a 20 uhlikovy
geranylgeranyl pyrofosfat (GGPP). Celu syntézu GGPP z molekul IPP/DMAPP katalyzuje
enzym GGPP syntaza. V zavere kondenzuju dve molekuly GGPP v smere ,hlava k hlave,
nastava eliminacia dvoch zvysnych fosfatovych molekul a stereoSpecifické odfatie protonov
za vzniku molekuly fytoénu (katalyzovana enzymom fytoénsyntaza — Obrazok 6) [2] [11].
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Obréazok 6: Schéma syntézy fytoénu [11]

Fytoen

2.1.5.4 Syntéza karotenoidov
Aby mohol vzniknut systém konjugovanych dvojnych vazieb tvoriaci chromofor, ktorym su
karotenoidy charakteristické, musi nastat séria desaturaénych reakcii fytoénu. Styrmi
desaturaCnymi reakciami sa postupne odstepuju vzdy dve molekuly vodika a bezfarebny
fytoén sa meni na Cerveny all-trans-lykopén. Vo vacSine pripadov je fytoén produkovany
a akumulovany ako jeho 15-cis izomér, individualna izomeraza vSak neexistuje, preto sa
predpoklada, ze s desaturaénymi reakciami je spojend aj izomeracia [2] [11].
All-trans-lykopén je obvyklym substratom cyklizacnych reakcii veducich ku formacii
Sestclennych a- alebo B-iononovych kruhov na koncoch molekuly. Tieto dva typy cyklickych
koncovych skupin sa od seba odliSuju polohou dvojitej vazby vo vnatri cyklohexanového
kruhu (Obrazok 7). Ako typického zastupcu cyklickych karotenoidov je mozné uviest a-
karotén alebo B3-karotén [11].
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Obrazok 7: Schéma cyklizacnych reakcii lykopénu [11]
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Xantofyly su produkty enzymatickej oxidacie a- alebo [-karoténu. NajCastejSie
vyskytujuce sa funkéné skupiny kyslika v molekulach xantofylov st hydroxylova naviazana
na C3, keto- na C4, alebo epoxy- na 5,6 pozicii iononového kruhu. Ako priklad je mozné
uviest' lutein (3,3-dihydroxy-a-karotén) syntetizovany v riasach a vysSich rastlinach, alebo
zeaxantin (3,3’-dihydroxy-p-karotén) syntetizovany vSetkymi fotosyntetizujucimi organizmami
a niektorymi heterotrofickymi baktériami. Z toho ¢o je doposial zname, vSetky kyslikové
funkéné skupiny v molekulach xantofylov pochadzaju z molekularneho kyslika [2].

CRTL-e

} %amm . W

CRTL-b l CRTL-b l B-kryptoxantin
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Obrazok 8: Schéma syntézy vybranych xantofylov [11]

2.1.6 Biologické vlastnosti karotenoidov

Karotenoidy su charakteristické niekolkymi vyznamnymi biologickymi vlastnostami, medzi
ktoré patri najma antioxida¢na aktivita, aktivita provitaminu A a niektoré dalSie funkcie.
2.1.6.1 Antioxidacna aktivita

Antioxidacna aktivita karotenoidov je priamo zavisla na mnozstve konjugovanych dvojnych
vazieb obsiahnutych v molekule a pripadne na pritomnosti kyslikovych funkénych skupin
naviazanych na skelet. Napriklad acyklicky lykopén sa vyznacuje vySSou efektivitou
zachytavat singletovy kyslik a iné reaktivne formy kyslika ako cyklicky B-karotén, a to kvoli
jeho vacésiemu poctu nenasytenych dvojnych vazieb. Podobny trend vykazuju aj xantofyly
astaxantin a cantaxantin, ktorych konjugovany systém dvojnych vézieb je predizeny
o karbonylové skupiny na konci retazca, €o im umoziuje prieCnu orientaciu
v biomembranach (Obrazok 8). Lykopén ma aj nepriamy antioxidaCny efekt a to preto, ze
posobi ako induktor niektorych buneénych enzymov s antioxidanymi vlastnostami,
ako napriklad superoxid dismutaza. Nutné je taktiez spomenut’ synergicky efekt karotenoidov
s inymi bune&nymi antioxidantmi ako su vitamin C a vitamin E, ktorych radikaly je lykopén
schopny regenerovat [5] [13].
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2.1.6.2 Provitamin A aktivita
Vitamin A je esencialny pre spravnu funkciu zraku, imunitného systému, reprodukcie, rastu
a v8eobecného zdravia Cloveka. Karotenoidy su jednym z hlavnych zdrojov vitaminu A, nie
vSetky sa vSak vyznacuju provitamin A aktivitou. Zo 600 réznych karotenoidov, ktoré boli
doposial identifikované, sa touto schopnostou vyznacuje iba asi 50 z nich, pri¢om za hlavny
prekurzor tohto vitaminu je povazovany all-trans-B-karotén. Iné karotenoidy, ktoré tiez
obsahuju neoxidovany B-iononovy kruh, napriklad a-karotén, maju provitamin A aktivitu [5].
VysS8ie ZzivoCichy nemaju schopnost syntézy karotenoidov de novo, musia ich preto
prijimat v potrave. Vlastnou provitamin A aktivitou sa rozumie schopnost konverzie
karotenoidov na vitaminy skupiny A retinol a retinal (Obrazok 9Error! Reference source not
found.), pomocou Stiepiaceho enzymu karotén dioxygenaza [1].

Karotenoid s B-iononovym kruhom

Symetrické

Stiepenie
\ Mc
Retinal

Obrézok 9: Struktara a syntéza retinalu [1]

2.1.6.3 Iné efekty na l'udské zdravie

Karotenoidy maju aj mnozstvo inych biologickych funkcii vratane zlepSenia reaktivity
imunitného systému, inhibicie bunecnej proliferacie, indukcie bunecCnej diferenciacie
prostrednictvom retinoidov, stimulacie intercelularnej komunikacie alebo regulacie génovej
expresie. Tiez prispievaju k prevencii niektorych chordb, ako napriklad chronickych ochoreni
pecene, kardiovaskularnych ochoreni a makularnej degeneracie spojenej s vekom [5].

2.1.7 Potencialne vyuzitie v priemysle
Vdaka svojim pozitivnym vplyvom na ludské zdravie, nachadzaju karotenoidy Siroké
uplatnenie v rbéznych odvetviach priemyslu. Vo farmaceutickom priemysle sG hojne
vyuzivané ako doplnky vyzivy, alebo ako pridavné latky do niektorych kozmetickych
vyrobkov. V potravindrskom priemysle nachadzaju uplatnenie ako prirodné farbiva pridavané
do nealkoholickych napojov, alebo peciva Ci klobas. Tiez je nutné spomenut ich vyznam
v niektorych odvetviach polnohospodarstva, a to hlavne v chove ryb a hydiny [9].

Komeréne sa najbeznejSie ziskavaju karotenoidy chemickou syntézou, alebo extrakciou
Z rastlinného materialu. Obe tieto metddy sa vyznacuju nizkymi vynosmi, ¢o vedie k vysokym
produkénym nakladom. Chemicka syntéza navySe mbze produkovat nebezpelné vedlajsie
produkty. Produkcia extrakciou zrastlin je zasa zavislA na sezénnych a geografickych
podmienkach, ktoré nie je mozné uplne kontrolovat. Okrem spominanych metdd sa vSak
ponuka aj dalSia cesta, ktorou je mikrobialna produkcia karotenoidov. Ta ma znaénu vyhodu
v tom, Ze je schopna vyuzivat nizkonakladovy polnohospodarsky odpad ako substrat pre
mikroorganizmy. Znizia sa tak produkéné naklady a tiez sa najde alternativne vyuzitie pre
tieto odpady. Cervené kvasinky sa ukazuji byt vhodnymi producentami pre tato vyrobu,
kedZe pofnohospodarske odpady su dobry zdrojom uhliku a dusiku potrebného pre ich rast.
Dalsim vhodnym producentom st mikroriasy, ktoré kombinuji vhodné vlastnosti vy3sich
rastlin (schopnost fotosyntézy a jednoduché nutricné naroky) s biotechnologickymi vyhodami
mikroorganizmov (rychly rast vo vodnom prostredi a schopnost akumulacie ¢&i sekrécie
vyznamnych metabolitov) [9] [14].
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2.2 Ergosterol

Z chemického hladiska zaradujeme ergosterol do skupiny organickych molekul nazyvanych
steroly. VSetky eukaryotické organizmy obsahuju steroly inkorporované vo svojich
biomembranach, pricom pozndme troch hlavnych  z&stupcov tejto  skupiny
molekul: cholesterol v stavovcoch, ergosterol v hubach a fytosteroly v rastlinach. Tieto
steroly st koncové produkty dlhych a zlozitych biosyntetickych drah, ktoré sa vzajomne liSia,
avSak vychadzaju z jednej spoloCnej, a tou je drdha od acetylkoenzymu A ku skvalénu.
Kazdy z tychto spominanych sterolov tiez reprezentuje, v porovnani so svojimi prekurzormi,
doterajSiu evoluénu perfektnost, ¢o sa tyka fyziologickych a bunecnych pozZiadaviek ktoré su
nariho kladené. Specifické zastupenie jednotlivych sterolov v réznych riach eukaryotickych
organizmov je pravdepodobne spdsobené rozdielnou biologickou evollciou. Dévod
preferencie ergosterolu hubami pred cholesterolom vsak stéle nie je uplne jasny, kedze
syntéza ergosterolu je energeticky narocnejSia a stadie vztahu Struktary s funkciou tychto
molekul nepriniesli objasniujuce vysledky. Predpoklada sa teda, Ze ergosterol méze pinit aj
radu zatial' neidentifikovanych funkcii. Jednou z nich méze byt aj ochrana pred osmotickym
stresom a oxidacnym stresom, ktoré suvisia s Castymi zmenami vihkosti v prostredi, v ktorom
huby Ziju [15].

Ergosterol je jednym z hlavnych komponentov biomembran hib. Jeho biologicka funkcia
spociva v modulacii membranovej fluidity, regulacii a distribucii integralnych membranovych
proteinov alebo riadenia bune¢ného cyklu. Pre Zivot hub a plesni je teda syntéza ergosterolu
esencialna, ato prave robi ergosterol ajeho biosynteticki drahu vhodnym ciefom pre
antimykotika pri lie€be zavaznych mykotickych infekcii [16].

Ergosterol sa vyznacuje aj jednou vyznamnou biologickou vlastnostou, provitamin D
aktivitou, ¢ mu dava Siroké moznosti uplatnenia v rdznych odvetviach mediciny,
potravinarstva a kozmetoldgie. Rastlci zaujem o ergosterol podmienil vznik biomedicinskych
studii, ktoré poukazuji na moznost vyuzitia ergosterolu ako aktivnej zlozky novych
lieCiv s imunomodulaénymi, protirakovinotvornymi, protizapalovymi, hematopoetickymi
a protivirusovymi vlastnostami. Tieto lieCiva by tiez mohli sluzit pre udrzovanie bunecnej
homeostazy, ale aj pre prevenciu niektorych choréb endokrinného a reprodukéného systému
Cloveka. Vlastnd konverzia na vitamin D, v telach Zivo€ichov prebieha v kozi a nastava
vplyvom ultrafialového (UV) ziarenia , ktoré Stiepy B kruh ergosterolu za vzniku vitaminu D
(ergokalciferol — Obrazok 10). Tento jav nachadza uplatnenie napriklad aj pri priemyselnegj
produkcii vitaminu D-, a to oziarenim kvasni¢nej biomasy bohatej na ergosterol [17] [18].
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Obrazok 10: Schéma premeny ergosterolu na ergokalciferol [17]
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2.3 Ubichinén

Ubichinon, alebo koenzym Qio, bol prvy krat izolovany v roku 1957 dvoma rozdielnymi
vyskumnymi skupinami, €o je pri¢inou jeho dvojného oznaCovania. Vyraz ubichinon
pochadza z anglického ,ubiquinone* alebo ,ubiquitous quinone® (v preklade: vSadepritomny
chindn) a vychadza z jeho univerzalnej pritomnosti v réznych tkanivach. Jeho druhy nazov,
koenzym Qo vystihuje jeho charakteristicki funkciu ako koenzym a Struktaru ,hlava
a chvost* (chinénova hlava a izoprenoidny postranny retazec - Obrazok 11). Mnozstvo
izoprénovych jednotiek v retazci sa pohybuje medzi 6 a 10 v zavislosti na druhu organizmu,
pricom pre Cloveka je charakteristickych 10 [19] [20].

Pritomnost ubichinénu v prirode je mozné pozorovat v mnohych aerébnych organizmoch,
od baktérii az po cicavce. VSetky ZivoCiSne tkaniva su schopné syntézy ubichinonu de novo.
Ubichinén je tiez pritomny v skoro v3etkych bunkach fudského tela, kde jeho chindnova
hlava pésobi ako transportér elektronov medzi proteinovymi komplexami v dychacom
retazci. DIhy postranny retazec izoprénovych jednotiek ma zasa svoju déleZitost v zacleneni
ubichinbnu do lipofilného prostredia mitochondrialnej membrany. Vlastny transport
elektrénov prebieha z proteinového komplexu | (NADH dehydrogendza) a komplexu |l
(sukcinat dehydrogenaza) na proteinovy komplex Il (bcl komplex), ato redukciou
ubichinébnu na ubichinol komplexom | alebo Il a naslednou reoxidaciou komplexom III.
V organoch s vySSimi energetickymi narokmi, ako napriklad srdce, mozog, oblicky alebo
pecen, je teda mozné pozorovat zvySené mnozstvo koenzymu Q1. Okrem jeho ddleZitej roly
v dychacom retazci ma aj vyznamné antioxidaéné vlastnosti. Ako priklad je mozné uviest
neutralizaciu volnych radikalov, alebo redukciu a-tokoferyl radikalu spat na a-tokoferol
(vitamin E). Prispieva tak k ochrane DNA, proteinov a prevencii lipidovej peroxidacie. Rola
vitaminu E je velmi podobna role ubichindénu, avsak ubichinén je jedinym endogénne
syntetizovanym lipofilnym antioxidantom [19] [20] [21].

Unikatne biochemické funkcie ubichinénu v tele Cloveka su spojené so vSeobecnym
zdravim, ale aj radou ochoreni, ktoré su charakteristické poklesom koncentracie ubichinénu
v tele, prikladom méze byt metabolicky syndrom. Jeho ubytok byva tiez sposobeny aj inymi
faktormi ako je starnutie, alebo genetické predispozicie. Existuju teda predpoklady ze
suplementacia tymto koenzymom méze mat pozitivny vplyv na stabilizaciu a obnovenie
prirodzenej obranyschopnosti organizmu. Jeho zvySeny prijem bol tiez navrhnuty ako terapia
pre r6zne ochorenia ako Alzheimerova, Parkinsonova a Huntingtonova choroba [21] [22].

o] , 5 uhlikova jednotka
CH,0 CH Koenzym Qo izoprénu
CH.O = = = = N N = = =
o)
Redoxne Hydrofébny izoprenoidny retazec
aktivna Y y1zop 4

chinénova hlava

Obréazok 11: Struktura koenzymu Q1o [22]

2.4 Chlorofyl

Chlorofyl je primarnym farbivom absorbujucim svetelné Ziarenie v membranach baktérii
a v chloroplastoch rias avy$Sich rastlin. Struktdra chlorofylu sa vyznaduje svojim
tetrapyrolovym jadrom a je velmi podobna Struktire hému, odliSuje sa vSak od neho atbmom
ktory je viazany koordinanymi vazbami v centre molekuly, ktorym je horcik. Molekula
chlorofylu navySe obsahuje aj dlhy alifaticky retazec (Obrazok 12). V prirode sa vyskytuju
rozne formy chlorofylu, najzastupenejSie formy v telach vy$Sich rastlin arias su chlorofyl
aab.
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Podobne ako karotenoidy, aj molekuly chlorofylu sa vzdy u€astnia na fotosyntéze naviazané
na bielkoviny. Tieto bielkoviny sa nachadzaju v membranovych Strukturach chloroplastov a aj
ked vSetky dokazu absorbovat svetlo, iba mala ¢ast’ z nich (v chloroplastoch iba asi 1 z 300)
ma fotochemické funkcie a je aktivhou su€astou reakéného centra. Zvysné molekuly tvoria
svetlozberny komplex, ktory je schopny absorpcie energie fotbnu a naslednej konvekcie
energie do reakéného centra mechanizmom rezonanéného prenosu, pricom cely tento
proces sa vyznacuje vysokou efektivitou a usporiadanostou [23] [24].

CH;
X: —CH; -chlorofyl a

— CHO -chlorofyl b
CH;

CH, CH; CH,

H3C 2 0”0 0CHs

Obréazok 12: Struktara chlorofylu a a chlorofylu b [23]

Absorp&né maxima chlorofylov (Obrazok 13: Absorpéné spektrum chlorofylu a (chl a),
chlorofylu b (chl b) a karotenoidov) v chloroplastoch sa pohybuju medzi 400-450 nm
a 670-710 nm, Co indikuje, Ze chlorofyly nie su schopné efektivnej absorpcie Zltozeleného
svetla. Svoj vyznam tu teda zohravaju dalSie pigmenty, ako napriklad karotenoidy, ktoré su
schopné efektivnej absorpcie svetla az do 500 nm a nasledného rezonan¢ného prenosu
energie na chlorofyl [1] [23].

Chla
Chlb

— Karotenoidy

a0 | '

Vinova dlzka (nm)
Obrazok 13: Absorpcné spektrum chlorofylu a (chl a), chlorofylu b (chl b) a karotenoidov [25]
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2.5  Lipidy

Lipidy s pomerne rozmanita skupina organickych latok rastlinného aj zZivo€iSneho povodu.
VSetky sa vyznaluju vyrazne obmedzenou rozpustnostou v polarnych latkach (napriklad
voda) a naopak dobrou rozpustnostou v nepolarnych rozpustadlach a v buneénom prostredi.
Ich funkcie v organizmoch su rovnako réznorodé ako skupiny latok, ktoré medzi lipidy patria.
Triacylglyceroly tvoria jednu z hlavnych zasobarni chemickej energie pre ZivocCichy, v
telach ktorych sa akumuluju vo forme podkozného tuku, a aj pre rastliny, kde sa ukladaju
v ich semenéach a plodoch. V porovnani so sacharidmi a proteinmi sa odburavanim lipidov
dosiahne omnoho vacsie mnozZstvo energie, a to az 9 kcal/g energie. Tukové tkanivo navyse
tela zivocichov tepelne izoluje a mechanicky chrani. Podobnd funkciu maju aj vosky na
povrchoch listov rastlin, ktoré ich chrania pred vysychanim a Ciastocne pred patogénmi.
Zlozené polarne lipidy (napriklad fosfolipidy) su hlavnou zloZzkou biologickych membran.
Z hladiska funkcie je tiez vhodné spomenut regulaéné steroidné hormdny, eikosanoidy
a vitaminy A, D, E a K [23] [26].

251 Delenie lipidov
Z hladiska chemickej Struktury je mozné rozdelit lipidy na jednoduché a zloZzené.
Medzi jednoduché lipidy patria [23]:

e Acylglyceroly vyskytujuce sa hlavne ako triacylglyceroly (TAG) — estery glycerolu a
vys8ich mastnych kyselin (Obrazok 14)

o Vosky — estery vy$Sich mastnych kyselin a vysSich jednosytnych alkoholov

e |zoprenoidy — terpény, karotenoidy, steroidy a iné

Naopak medzi zloZzené lipidy patria:

e Fosfolipidy — zlozené lipidy obsahujuce zbytok kyseliny fosforecnej a iné polarne
skupiny spolo€ne vytvarajuce hydrofiln polarnu hlavicu, ktora spolu s nepolarnou
Castou molekuly (dvoma zvySnymi acylovymi skupinami) dava celej molekule
amfipaticky charakter; na zaklade Struktary zakladného alkoholu v molekule
rozliSujeme derivaty glycerolu (fosfatidy) a derivaty sfingozinu (sfingolipidy); tieto
molekuly sU vo vode obmedzene rozpustné a maju tendencie formovat micely

o Glykolipidy — vwvznikaju spojenim membranového fosfolipidu so sacharidovym
retazcom; ich hlavna rola je u€ast na bune¢nom rozpoznavani

e Lipoproteiny — micely lipidov a lipofilnych latok s proteinmi na povrchu, ktorych
funkcia je transport vo vode nerozpustnych latok v krvi.

0
H,C—CH;-CHz-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CHy-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CHz-C~O—CH,
H,C—CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CHz-CH=CH—CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-C—O—CH
6
H,C—CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH;-CH-CH-C—O—CH,

0
1-palmitoyl-2-oleoyl-3-stearoylglycerol

Obrazok 14: Struktara triacylglycerolu obsahujuceho 3 r6zne mastné kyseliny [23]

2.5.2 Biosyntéza mastnych kyselin

VSetky uhlikové atomy, ktoré tvoria skelet mastnych kyselin, vychadzaju z dvojuhlikového
prekurzoru acetyl-CoA. Az do roku 1958 sa predpokladalo, Zze syntéza mastnych kyselin
vyuziva enzymy B-oxidacie (rozkladu) mastnych kyselin, ktoré pracuju v opaénom smere.
Vedecké Studie v tomto obdobi vSak preukazali u¢ast CO., ktoré sa vyuziva na karboxylaciu
acetyl-CoA za vzniku malonyl-CoA ako kosubstratu. Tato reakcia je energeticky zavisla
a sluzi pre obchadzanie termodynamickej bariéry tvorenej kondenzéciou dvoch molekul
acetyl-CoA [27].
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V prokaryotickych organizmoch je biosyntéza nasytenych mastnych kyselin katalyzovana
viac ako 10 individualnymi enzymami, priCom tento systém oznaCujeme ako FAS Il
Pre eukaryotické organizmy, ako napriklad zivoCichy a kvasinky, je charakteristicky systém
FAS |, ktory je tvoreny enzymami kovalentne spojenymi do multifunkénych polypeptidov.
Jedinym volnym metabolitom celej drahy je malonyl-CoA, vSetky ostatné metabolity su
kovalentne spojené v acyl-enzymovych komplexoch. Enzymy Gcinkujuce vo FAS | komplexe
su acetyl-CoA karboxyldza (ACC) a syntaza mastnych kyselin (FAS). Transkripcia oboch
tychto enzymov je regulovana Specifickym spdsobom, a to ako reakcia na rdzne hormonalne,
vyvojové C&i nutricné podnety. ACC je navySe regulovana alostérickymi a fosforylanymi
mechanizmami a povazuje sa za enzym udavajuci mieru rychlosti celej drahy. Biosynteticka
draha je znazornena na Obrazok 15 [27].
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Obrazok 15: Biosynteticka draha mastnych kyselin v eukaryotoch [28]

2.5.3 Biosyntéza TAG

V eukaryotickych organizmoch figurujia molekuly triacylglycerolov ako primarne Uuloziska
energie. Ich biosyntetickymi prekurzormi su diacylglyceroly a kyselina fosfatidova, ktora je
prekurzorom vsetkych glycerolipidov. Syntéza kyseliny fosfatidovej méze v eukaryotickych
systémoch vychadzat z dvoch réznych molekul, ato z glycerolu alebo z dihydroxyacetén
fosfatu. Syntéza z glycerolu zacina jeho fosforylaciou enzymom glycerolkindza za vzniku
glycerol-3-fosfatu, ktory je nasledne acylovany na pozicii 1- a2- za vzniku kyseliny
fosfatidovej. Dihydroxyacetdn fosfat sa moéze zaclenit do drahy redukénou premenou na
glycerol-3-fosfat, alebo najprv déjde k adicii prvej acylovej skupiny Specifickou
acyltransferazou na jeho molekulu a vzpati nastane redukcia keto skupiny za
vznikul-acylglycerol-3-fosfatu. Biosynteticka drdha je znazornenéa na Obrazok 160brazok 15
[28].
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Obrazok 16: Syntéza triacylglycerolov v eukaryotoch [28]

23



2.5.4 Nenasytené mastné kyseliny

Mastnymi kyselinami s oznaované vSetky monokarboxylove kyseliny, ktorych soli je mozné
pripravit hydrolyzou prirodnych lipidov. V Zivych organizmoch ich bolo identifikovanych viac
ako 1000, ¢o vypoveda o ich naozaj velkej Strukturnej rozmanitosti. VSetky sa vyznacuju
dihym alkylovym retazcom, ktory méze byt aj rozvetveny, mdéze obsahovat rézne funkéné
skupiny, alebo dvojné vazby, ktoré su prevazne v cis konfiguracii. Na zéklade charakteru ich
retazca rozliSujeme nasytené (bez dvojnych vazieb) a nenasytené (obsahujuce dvojnu
vazbu), priCom mastné kyseliny s viac ako jednou dvojnou vazbou v retazci oznacujeme ako
polynenasytené. Vdaka svojej rozmanitosti nachadzaju mastné kyseliny rozsiahle vyuzitie
v oleochemickom, potravindrskom a kozmetickom priemysle, ale aj vo vyrobe mydiel, maziv,
detergentov Ci povlakov [23] [29].

Najvacsi vyznam v stravovani ¢loveka maju mastné kyseliny, ktoré si ludské telo
nedokaze samo syntetizovat a pre zachovanie spravnych Zzivotnych funkcii ich teda musi
prijimat’ v potrave. Tieto mastné kyseliny oznacujeme ako esencialne, pricom medzi ne
zaradujeme iba také latky ktoré su aktivne vyuzivané pre rast a udrzovanie dermalnej
integrity, ato konkrétne kyselinu linolovl, arachidonovi aich metabolické derivaty. Ich
hlavnhou rolou je in vivo enzymaticka produkcia eikosanoidov, medzi ktoré patria
prostaglandiny, tromboxany a leukotriény. Tie maju vplyv na mnozstvo fyziologickych funkcii,
napriklad ako mediatory a regulatory zapalovych reakcii. Ako prevencia negativnych vplyvov
spbsobenych nedostatkom esencialnych mastnych kyselin je odporiu¢ané, aby ich prijem
zastupoval 1 az 2% denného kalorického vydaju [29] [30] [31].
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Obrazok 17: Struktara kyselina arachidonovej a linolovej [23]

25,5 Biopaliva a mikrobialna produkcia lipidov

V dnesnej dobe sa Coraz CastejSie rieSi otazka udrzatelnosti vyuzivania fosilnych paliv ako
energetického zdroja. Okrem toho sa tiez zohladnuje ich nepriaznivy vplyv na zivotné
prostredie, €0 ma za nasledok klimatické zmeny a globalne oteplovanie. V dbsledku toho
prudko narasta dopyt po obnovitelnych zdrojoch takzvanej ,Cistej energie“. Jednou
Z takychto alternativnych moznosti, ktora ma zaroven najvyssi potencial uspokojit globalny
dopyt, su biopaliva. Tato situacia vedie k dalSej otazke, a to ktoré biopalivd sa vzhfadom na
ich zdroj biomasy a konkrétne vytazky, javia ako najvhodnejSie z ekonomického
a z environmentalneho hladiska. BiopalivA prvej generacie sa ziskavaju priamo
Z potravinovych surovin, alebo nepotravinovych plodin zamerne pestovanych pre tento ucel,
¢o ma vSak znacné nevyhody. Prikladom méze byt vyroba bionafty trans-esterifikaciou
mastnych kyselin jedlych rastlinnych olejov, ¢o vedie k zvySeniu ich ceny a tiez k sutazi o uz
teraz obmedzenu polnohospodarsku pédu s inymi potravinovymi plodinami. Takéto biopaliva
sa preto nepovazuju za udrzatelné a obnovitefné, €o prirodzene vedie k dalSej snahe najst
iné nekonventné zdroje olejov pouzitefné na vyrobu bionafty alebo obnovitefnej nafty.
Vhodnym rieSenim sa ukazuju byt olejnaté mikroorganizmy, ktoré su charakteristické
schopnostou akumulovat vo svojich bunkach lipidy. Medzi vyznamné olejnaté
mikroorganizmy patria druhy rias, sinic, kvasiniek a hub, ktorych zastipenie lipidov v suchej
biomase &ini minimalne 20% hmotnosti. Medzi vyznamnymi biopalivami ma svoje miesto aj
bio-etanol produkovany fermentaciou nepotravinovych plodin a rastlin, ktorého vyuzitie vSak
limituje jeho nizka energetickd hustota [32] [33] [34] [35].
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Kvasinky, ako heterotrofné eukaryoty, potrebuju na svoj rast a ako ja produkciu lipidov
organicky zdroj uhlika. Hlavné ekonomické poziadavky su teda kladené na €o najvacsie
mozné znizenie nakladov spojenych s druhom substratu, pricom ako idealne rieSenie sa javi
vyuzitie odpadnych polnohospodarskych surovin. Kultivacia, ktora by umoznila valorizaciu
tychto odpadov, ¢im by zniZila zataz kladenu na Zivotné prostredie a zaroveri umoznila
produkciu hodnotnych mikrobialnych olejov, by mohla mat velky vyznam pre implikované
potravinarske zavody. Medzi najbeznejSie rody olejnatych kvasiniek patria rody Rhodotorula,
Rhodosporidium, Cryptococcus, Yarrowia, Trichosporon, Candida a Lipomyces, pricom
niektoré kmene su schopné dosiahnut az 70-75% lipidov v suchej biomase. V porovnani
s plesfiami maju kvasinky radu vyhod, ktorymi su napriklad kratSia a jednoduchSia kultivacia
a vacsia tolerancia pritomnosti kovovych i6nov a nedostatku kyslika. Za vyhodu kvasiniek
mbézZe byt povazovana aj nezavislost kultivacie na slne€nom Ziareni, o umoziuje nepretrzitu
kultivaciu a tiez znizuje pripadné naklady tvorené umelym osvetlenim [35] [36].

V kontraste s kvasinkami su riasy autotrofné mikroorganizmy, ktoré pre svoj rast vyzaduju
iba slne¢nu energiu a atmosféricky CO,, €o ich robi atraktivnym zdrojom bionafty. Medzi
bezné rody mikrorias, ktoré dosahuju vysokych vytaZkov lipidov v suchej biomase
(od 20 do 75%), patri napriklad rod Chlamydomonas, Chlorella, Dunaliella, Botryococcus
alebo Neochloris. V ramci autotrofnych fotosyntetizujacich mikroorganizmov je tiez potrebné
spomenut’ vyznam sinic, ktory spo€iva vich mimoriadne ucinnych fotosyntetickych
schopnostiach. Sinice dokazu premenit az 10% sIne¢nej energie na biomasu, ¢o vyznamne
prevySuje konvencné rastlinné plodiny dosahujlce asi 1%, a aj mikroriasy dosahujuce 5%
ucinnosti [32] [34] [35].

Okrem vyuZzitia mikrobialnych olejov ako biopaliv, je tiez vhodné spomenut ich vyznamny
obsah cennych polynenasytenych mastnych kyselin, a to hlavne u rias, sinic a hub, ktoré
mdbzu byt vyuzivané ako dopinky stravy ludi €i zvierat. Svoj vyznam maju aj kvasinky, tie sa
vS8ak vykazuju niz§im stupfiom nenasytenosti mastnych kyselin ako huby [34] [35].

Obrazok 18: Cryptococcus curvata D kultivovany za nedostatku dusika, celkovy obsah
lipidov asi 40%; M — mitochondria, L — tukové kvapdcky [37]
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2.6 Kvasinky

Kvasinky suU jednobunkové eukaryotické organizmy patriace do skupiny organizmov
nazyvanej huby, ktora zahrfiuje aj plesne a hriby. Vac¢sina kvasiniek je vdaka rychlemu rastu
za anaerébnych podmienok dobre prispésobena Zzivotu v tekutom prostredi, je schopna
tolerancie nizkeho pH a na rozdiel od inych hab neprodukuje toxické sekundarne metabolity.
Kvasinky €asto kolonizuju potraviny ¢i napoje s vysokym obsahom cukru alebo soli a nizkym
pH, kde prispievaju k ich skazeniu, ako napriklad chlieb, ovocie, dZusy, nakladané uhorky ¢i
mlie€ne vyrobky. Niektoré druhy st schopné rastu na povrchoch méasa alebo syra. Rychlost
rozmnozovania kvasiniek je vSak v porovnani s baktériami pomalSia, ¢o spdsobuje
neschopnost im konkurovat v prostredi priaznivom pre baktérie (neutrdlne pH a vysSia
teplota) [38].

Kvasinky sa rozmnoZzuju najcCastejSie pucanim, zriedkavejSie Stiepenim (Obrdzok 19).
Pocas pucania déjde k naruseniu bunecénej steny a vytvoreniu dcérskej bunky, pri¢om tento
proces zanechava na buneénych stenach oboch buniek jazvu a neméze byt nekonecCne
opakovany (obvykla kvasinka pouZivana pri vyrobe piva typu leziak sa dokaze rozmnozit
puc€anim asi 20 krat) [38] [39].

Aktinové Jadro
lanko

Sekrecné

vezikuly Endoplazmaticke

retikulum

Tukova

Mitochondria
granula

Golgiho
aparat
-«— Bunecna
stena
Vakuola
Plazmaticka
membrana

Obrazok 19: Schématické znazornenie bunky kvasiniek [39]
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2.6.1 Morfolégia a cytologia

Bunky kvasiniek sa prirodzene vyskytuji osamotene, v paroch, retazcoch alebo inych
zhlukoch. Ich tvar je zvyCajne sféricky, cylindricky alebo ovalny, pricom priemerne dosahuju
rozmeru 5 az 10 ym. Na povrchu buniek sa nachadza bune¢na stena, ktora je hruba asi
250 nm a tvori asi 25% hmotnosti suSiny kvasiniek. Bune¢na stena je komponovana z troch
r6znych vrstiev sacharidov, pri€om vnutorna chitinova vrstva je tvorena hlavne glukanmi,
vonkajSia je tvorena mannoproteinmi a stredna je kombinaciou vonkajSej a vnatornej vrstvy.
Jazvy na bunecnej stene, ktoré vznikli po€as puc€ania su tvorené iba chitinom [39].

Pod bunec¢nou stenou sa nachadza plazmaticka membrana, ¢o je selektivne priepustna
fosfolipidova dvojvrstva ohrani€ujuca vnutorny priestor bunky. Plazmatickd membrana ma
viacero roéznych funkcii, medzi ktoré patri branenie volnej difazii molekul, regulacia vymeny
latok s prostredim, poskytovanie vazobnych miest pre Specifické molekuly zapojené do
metabolickych signalnych drah, vytvaranie organizovanej matrice pre enzymové komplexy
zapojené v biosyntéze inych bunkovych komponentov. Je tvorena primarne z lipidov,
sterolov a proteinov, ¢o ju robi prirodzene fluidnu a flexibilnd. Hlavny vplyv na fluiditu ma
uroven saturacie mastnych kyselin, ktora méa priamy vplyv na mieru vzajomnej interakcie
(viazania) vodikovych atémov mastnych kyselin a teda vzajomné viazanie lipidov. Kontrolou
urovne saturacie mastnych kyselin je kvasinka schopna udrzat si dostato¢nu fluiditu aj za
réznej teploty prostredia [39].

Vnutorné prostredie bunky ohrani¢ené plazmatickou membranou, vynimajuc membranovo
viazané organely, oznaCujeme ako cytoplazmu, pricom vilastné tekuté prostredie bunky
oznacujeme ako cytosol. Nachadzaju sa v iom enzymy a najréznejSie bune¢né metabolity.
Mitochondria je bunecna organela obsahujica dvojiti membranu. Prebieha v nej aerébna
respiracia a cyklus trikarboxylovych kyselin. Bune¢né jadro je membranova organela, ktora
obsahuje DNA, prostrednictvom ktorého su ulozené genetické informacie bunky. Transfer
informacii z DNA do cytoplazmy pre pouzitie v proteosyntéze prebieha pomocou mRNA.
Bunka dalej obsahuje vakuolu, ktora je hlavnym miestom proteolyzy a zasobarfiou Zzivin.
Endoplazmatické retikulum je membranova siet, v ktorej su syntetizované proteiny, lipidy
a sacharidy urCené ako stavebné prvky plazmatickej membrany alebo pre sekréciu. Okrem
iného sa bunke nachadzaju aj iné glykogénové €astice alebo lipidové granule [39].

2.6.2  Charakteristika vybranych rodov kvasiniek
Kvasinky su pomerne heterogénnou skupinou ¢asto malo pribuznych hub. Na svete bolo
popisanych uz asi 1500 réznych druhov kvasiniek, pricom sa odhaduje, ze dalSich 669 tisic
existujucich druhov zatial nebolo popisanych [38] [39].

Medzi Cervené kvasinky patria napriklad rody Rhodotorula, Sporobolomyces, aich
teleomorfy Rhodosporidium alebo Sporidiobolus. Ich zastupcov je mozné najst po celom
svete a mbézu byt izolované z ovzdusia, fyloplanu ¢&i rozkladajucich sa Casti rastlin. Tieto
druhy produkuju zmes karotenoidov zlozenu z B-karoténu, y-karoténu, torulénu a
torularodinu. NajznamejSim priemyslene vyuzivanym zastupcom &ervenych kvasiniek je vSak
bezpochyby druh Phaffia rhodozyma, znamy svojim Specifickym profilom produkovanych
karotenoidov, z ktorych hlavnym je astaxantin [40].
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2.6.2.1 Rod Rhodotorula

Kvasinky rodu Rhodotorula je obvykle mozné izolovat z prirodného prostredia ako je p6da,
voda ¢&i fyloplan, pricom rod R. mucilaginosa je povazovany za najviac rozSireny rod
bazidiomycét na svete. Bunky tohto rodu kvasiniek su obvykle malé, gulatého tvaru,
nevytvarajuce balistokonidie. Kolonie maju charakteristickli  lososovo-ruzovu az
koralovo-Cervenu farbu. Medzi vyznamné druhy patri napriklad R. mucilaginosa, R. glutinis
a R. minuta [41] [42].

Obrazok 20: Rhodotorula mucilaginosa na agare [43]

2.6.2.2 Rod Sporobolomyces

Bunky kvasiniek rodu Sporobolomyces vytvaraju lososovo-ruzové, oranzové, Cervené az
Zlto-hnedé kolbnie, ktoré su hladké alebo zvrasnené, Casto pripominajuce kolénie rodu
Rhodotorula. Patri sem viac ako 20 popisanych druhov a taktiez aj viac ako 30 doposial
nezaradenych druhov. Samotny tvar buniek je ovalny az ty€inkovity. Bunky tohto rodu mézu
vytvarat hyfy &i pseudohyfy, alebo vytvarat balistokonidie. Vyznamnymi zastupcami toho
rodu su Sporobolomyces roseus &i Sporobolomyces salmonicolor [41] [42].

Obrazok 21: Sporidiobolus pararoseus na agare [43]
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2.6.2.3 Rod Cystofilobasidium

Zastupcovia rodu Cystofilobasidium su charakteristicki vyrazne oranzovou, lososovo
ruzovou, az Skoricovou farbou koldnii. Ich bunky maju zvacsa vajcovity az pretiahnuty tvar a
nevytvaraju balistokonidie. V niektorych druhoch mézu byt formované primitivne pseudohyfy.
Pravé mycélium je formované poc¢as obdobia sexualnej reprodukcie. Niektoré druhy mézu
mat schopnost fermentacie. K najvyznamnejSim zastupcom patri C. capitatum a
C. infirmominiatum [41] [42].

Obrazok 22: Cystofilobasidium infirmominiatum na agare [43]

2.6.2.4 Rod Xanthophyllomyces

Najznamejsim zastupcom tohto rodu je zrejme Xanthophyllomyces dendrorhous, viac znamy
pod nazvom svojho anamorfu Phaffia rhodozyma. Tento rod sa vyznacuje produkciou
astaxantinu, ktorého hodnota spociva v jeho mimoriadne vysokych antioxidaénych uc&inkoch,
ktoré su az niekolko krat vysSie ako ma napriklad vitamin E [41] [44].

2.6.3 Biotechnologicka vyroba karotenoidov kvasinkami

Kvoli rasticemu zaujmu o mikrobialnu produkciu karotenoidov s aplikaciami v réznych
odvetviach priemyslu vznika &im dalej tym vacSia snaha o celkovu optimaliziciu tohto
biotechnologického procesu. HIavnymi kritériami produkcie karotenoidov na industriélnej
prostrediu. Celkovy vytazok, ako aj kompozicia karoten0|dov sa dramaticky liSia v zavislosti
na pouzitom kmeni kvasiniek, zloZeni Zivného média a kultivanych podmienkach. Zlozenie
zivného média, alebo lepSie povedané druh substratu, ma nezanedbatelny vplyv aj na
ekonomicku stranku vyroby a na celkovy dopad na zivotné prostredie [9] [36] [40].

Eelekcia mikroorganin’ng
Energia (teplo
eneticka manlpulac
\E (volltelna} J /

Preduprava - -
Bioreaktor Downstream
‘,:15;;‘;?;22 => Sterlllzaua =:> (enzym alebo bunka}j spracovame

- Formulacia
@eranle a regulama proce@ produktu

Obrazok 23: Vseobecné schéma biotechnologického procesu pre vyrobu karotenoidov [9]
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2.6.3.1  Zivné médium

Karotenoidy patria medzi sekundarne metabolity kvasiniek, karotenogenéza teda nastava az
v neskorej logaritmickej faze rastu. Bunky kvasiniek teda potrebuju vo svojom zivnom médiu
spolahlivy zdroj uhlika, z ktorého mozu ziskat’ energiu a vyuZit ho pre svoj rast. Takymto
zdrojom méze byt napriklad glukéza, xyléza, celobidza, glycerol alebo sorbitol. Hoci je
rafinovana glukdza excelentnym zdrojom uhlika pre kvasinky, jej cena je naozaj vysoka.
Do6sledkom toho sa v poslednej dobe velké mnozstvo studii sustredi prave na skumanie
schopnosti kvasiniek produkovat karotenoidy za vyuzitia réznych polfnohospodarskych
odpadnych surovin, s velmi nizkou, &i negativnhou cenou. Ako priklad takychto substratov je
mozné uviest surovy glycerol, industrialne tuky, mlieCnu srvatku, arézne sacharidoveé
extrakty a hydrolyzaty vedlajSich produktov pofnohospodarskeho priemyslu. Samotné
spracovanie niektorych z tychto odpadov predstavuje vysoké naklady a zataz na Zzivotné
prostredie. Okrem zdroja uhlika je tiez potrebné vziat' do uvahy zdroj dusika, ktory je taktiez
potrebny pre rast kvasiniek. Ako priklad najvhodnejSich dusikatych substratov je mozné
uviest kvasni¢ny extrakt, pepton, moc€ovinu alebo siran aménny, a ako priklad alternativnych
substratov hydinové perie. Na zaver je potrebné vziat do uvahy samotny pomer uhliku
a dusiku v médiu (C/N pomer), ktory ma vplyv na druh akumulovanych metabolitov. NizSi
C/N pomer je priaznivy pre produkciu karotenoidov, zatial o vysoky C/N pre akumulaciu
lipidov. Studium kvasinky Rhodotorula gracilis z roku 2000 [45] napriklad ukazuje az 15 krat
vy$Sie zasupenie karotenoidov v suchej biomase kvasiniek pri C/N pomere 10, v porovnani
s C/N pomerom 160. C/N pomer 160 mal zasa za nasledok vzrast akumulacie lipidov na
55% suchej hmotnosti, z 20% pri C/N pomere 10 [9] [36] [45].

2.6.3.2  Kultivacné podmienky

Kedze cielom optimalizacie biotechnologického procesu je dosiahnutie o najvykonnejsej
podmienky. Na biosyntézu karotenoidov ma vplyv mnozstvo faktorov, niektoré z tych
najdélezitejsich su [9] [36] [40]:

e Svetelné ziarenie vyvolavajluce fotooxidaény stres, o ma indukujuci ucinok na
karotenogenézu; jedna sa o fotoprotektivny ~mechanizmus, ktorym sa
mikroorganizmy chrania pred fotooxidaénym poskodenim

e Teplota majuca vplyv na bunecny rast, ale aj biosyntetické drahy, a to konkrétne
istou regulaciou koncentracie enzymov zuc¢astriujucich sa v syntéze karotenoidov;
optimalna teplota pre produkciu karotenoidov kmefiom Rhodotorula glutinis bola
stanovena na 29 - 30 °C

e Aeracia alebo tiez vzduSenie ma priam vplyv na mnozstvo rozpusteného kyslika,
ktory je potrebny jak pre bunecny rast, tak pre karotenogenézu

e Osmoticky stres alebo solny stres méze mat induktivny uc€inok na produkciu
karotenoidov; prili§ velky prebytok rozpustenej soli ma vSak opaény efekt

e Kovové idny a soli niektorych prvkov (napriklad Ba, Fe, Mg, Zn, Ca a Co) mézu
mat selektivny vplyv na profil produkovanych karotenoidov; AI** a Zn?* stimuluji
produkciu B-karoténu a y-karoténu, zatial ¢o Mn?" a Zn?" inhibuji produkciu
torulénu a torularodinu; ich ucinok sa pripisuje bud to aktivacii alebo inhibicii
Specifickych karotenogénnych enzymov, alebo aktivacii bunkovych obrannych
mechanizmov ako reakcie na pritomnost kyslikovym radikalov generovanych
niektorymi kovmi

e Rozpustadla a prirodné &i chemické latky pridané do média, ako napriklad
etanol, metanol, izopropanol, etylénglykol &i kyselina octovd, mézu stimulovat
produkciu karotenoidov i celkovy narast biomasy.

2.6.3.3 Bioreaktor a downstream proces

Dizajn a konfiguracia bioreaktoru hraju klu€ovu rolu pre dosiahnutie pozadovaného vytazku
cielového metabolitu. Do Uvahy je potrebné vziat velké mnozstvo uz spominanych faktorov
ovplyvriujucich dany proces a aj typ fermentacie (jedna varka, pritokova alebo kontinualna).
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Pri optimalnom nastaveni je plnofunkény bioreaktor schopny zaistit efektivhu a désledna
kontrolu kritickych parametrov, ako je teplota, mieSanie, prevzdusfiovanie, pH a rozpusteny
kyslik [9].

.,oownstream processing“ alebo pofermentacné spracovanie predstavuje ¢asto najvyssie
naklady spojené s biotechnologickym procesom. Karotenoidy produkované c&ervenymi
kvasinkami su syntetizované a ulozené vo vnutri buniek, ¢o robi ich extrakciu a purifikaciu
pomerne zlozitou a nakladnou. Kritickym krokom je disrupcia buniek napriklad zmrazenim,
enzymaticky, lyofilizaciou, rozdrvenim, alebo u€inkom organickym rozpustadiel ako DMSO
alebo aceton. Vyvoj réznych technik ziskavania karotenoidov sa teda stal predmetom rady
studii [9] [36].

2.7 Riasy

Riasy su suborom prevazne vodnych, fotosyntetizujucich eukaryotickych organizmov ktoré
sa vyznacuju obsahom chlorofylu a zaroven absenciou pravych korienkov, stonky a listov.
Ich rozmanitost siaha od jednobunkovych mikroorganizmov velkosti baktérii, po obrovské
morské riasy. Riasy zaberaju naozaj Siroku Skalu biotopov a vyskytuju sa vo vsetkych
klimatickych zdnach, od tropickych oblasti az po arktické ¢i antarktické oblasti. Mézeme ich
najst v sladkej vode, oceanoch, ustiach riek, vlhkych pédach, horacich pramenoch,
kamennych povrchoch, snehovych poliach ¢&i dokonca aj v pustach. Riasy sa rozdeluju na
dva hlavné typy - makroriasy a mikroriasy [46] [47].

Makroriasy je vSeobecné pomenovanie vsetkych druhov rias, ktoré aspon v jednom zo
Stadii svojho Zivotného cyklu tvoria mnohobuneéné talium. Na rozdiel od jednobunecnych
mikrorias modze nastat vramci ich organizmu aj r6zna diferenciacia tkaniva a vznik
reprodukénych systémov. NajrozmernejSi zastupcovia sa nazyvaju morské riasy a mbzu
dosahovat rozmeru az 25 m na dizku. Akumulacia lipidov v makroriasach sa pohybuje
v rozmedzi 10% az 30% hmotnosti [48].

Mikroriasy suU jednoduché autotrofné iheterotrofné organizmy mikroskopickych
rozmerov (1 az 50 pm). Casto sa vyskytuju v jazerdch a v prostrediach s dostatoénou
vihkostou. Vacsina z nich obsahuje chlorofyl, €o umozriuje priebeh fotosyntézy, priCom su
zodpovedné az za 50% fotosynteticky vyprodukovaného O, na Zemi. Celkovy pocet druhov
mikrorias sa odhaduje na 200 az 800 tisic, avSak iba asi 40 000 az 50 000 bolo zatial
popisanych v literatare [48] [49].

2.7.1  Charakteristika vybranych rodov mikrorias

2.7.1.1 Rod Chlamydomonas

Zastupcovia rodu Chlamydomonas sa relativne bezne vyskytuji vo vihkych pédach
¢i sladkych vodach, ato aj ak su znacne znedistené. Z vacSiny sa jedna o sladkovodné
bi¢ikovce, so kvapkovym az vajcovitym tvarom bunky (vid. Obrazok 24). Rozmnozovanie
mobze prebiehat pohlavne i nepohlavne, pri€¢om za priaznivych podmienok je preferované
asexualne rozmnozovanie. Ich nazov je odvodeny od glykoproteinovej vrstvy, ktorou su
bunky pokryté (chlamys). Druh Ch. nivalis sa vyznaduje produkciou astaxantinu a je velmi
castym pbévodcom Cerveného sfarbenia snehu v horskych a polarnych oblastiach. Druh Ch.
reinhardii je rozsiahlo vyuzivany ako modelovy organizmus, napriklad pri Studiu fototaxie
alebo pri eko-toxikologickych Studiach [50] [51] [52].

®

Obrazok 24: Chlamydomonas geitleri [53]
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2.7.1.2 Rod Chlorella

K rodu Chlorella patri velké mnozstvo sladkovodnych i morskych druhov, Tento rod zahffia
druhy s dobrou teplotnou toleranciou (schopné rastu pri 15 az 40°C). Niektoré druhy su
navySe schopné jak autotrofného rastu v anorganickom médiu, tak aj mixotrofného
a heterotrofného rastu. Tento rod sa tiez vyznacuje schopnostou syntetizovat velké
mnozstvo karotenoidov, vyuziva sa teda kizolacii tychto latok a naslednej aplikacii vo
farmaceutickom priemysle, ale aj k priprave potravinovych doplinkov vo forme suSenej
biomasy. Okrem intenzivnej syntézy karotenoidov bola tiez preukazana vysoka produkcia
proteinov, produkcia viacerych esencidlnych mikroelementov, nenasytenych mastnych
kyselin a vitaminu C a E [50] [54].

Obrazok 25: Chlorella vulgaris [53]

2.7.1.3 Rod Scenedesmus

Jedna sa o cenobialne riasy, ktora sa vyznacuju charakteristickou schopnostou vytvarat
kolénie az 6smych buniek. Takéto zhlukovanie buniek nastava ako ochranna reakcia pred
predatormi (zooplanktén) ktory uz nie su schopny pozitia takto rozmerného Gtvaru.
VSeobecne sa jedna o velmi pocCetny rod mikrorias s velkou morfologickou variabilitou.
Zéastupcovia tohto rodu su schopni tolerancie Sirokého rozmedzia vonkajsich podmienok
a boli jedny zprvych laboratérne kultivovanych mikrorias. Niektory zastupcovia su
pouzivani ako modelové organizmy, napriklad pri stanoveni trofického potencialu povrchovej
vody. Ich vyznam tkvie i v ich produkcii hodnotnych karotenoidov, ako je lutein i astaxantin
[50] [51] [55].

Obrazok 26: Scenedesmus obtusiusculus [56]
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2.7.2  Kultivacia mikrorias
Vyznam mikrorias tkvie vich Sirokom spektre vyuzitia, a to napriklad ako zdroja lipidov,
enzymov, biomasy, polymérov, pigmentov ¢i toxinov, ako doplnkov vyZzZivy, prostriedkov
terciarneho Cistenia odpadnej vody, zdroja ,zelenej energie“ alebo potencialneho zdroja
biopaliv. Ich vyuzitie je primarne mozné vdaka ich vynimo€nym vlastnostiam, ktoré ich robia
atraktivnejSimi, nez su iné energetické rastliny, a tymi sa [46] [48]:

e Moznost kultivacie na neornych a marginalnych pédach
MozZnost kontinualnej kultivacie, nezavislej na rocnom obdobi
Ich schopnost’ tolerancie Sirokého rozmedzia pH, teploty a salinity
Ich schopnost redukcie atmosférického alebo industrialne produkovaného CO;
Moznost’ kompletného vyuzitia ich biomasy
Obnovitelnost a udrzatelnost ich produkcie

e Kratky Zivotny cyklus a vysoké vytazky ciefovych metabolitov.

Kultivacia mikrorias sa nezaobide bez Specifickej regulacie podmienok ich kultivaného
prostredia, a to napriklad regulacie teploty, pH, svetelnej intenzity, buneénej hustoty, salinity,
prestupu plynov &i prisunu Zivin. Pre rast mikrorias su podstatné aj spravne procesné
parametre ako napriklad mieSanie, hydrodynamicky stres, rychlost riedenia a frekvencia
zberu [49].

2.7.21 Teplota

Optimalna teplota rastu rias sa liSi v zavislosti na druhu a ich pozadovanej reakcie. Horna
hranica teploty prostredia pre eukaryotické fotosyntetizujuce riasy je 62 °C, za ¢o mdze
nestabilita chlorofylu. Vag&sina druhov olejnatych rias rastie najlepSie v tepelnom rozmedzi
25 az 30 °C. Podobne ako kvasinky, aj riasy menia uroven saturacie ich mastnych kyselin
v zavislosti na teplote. Vys$Sia teplota je zodpovedna za akumulaciu nasytenych lipidov, zatial
€o nizka za vySSiu akumulaciu nenasytenych lipidov. Nizka teplota sa ukazala byt priaznivou
aj pre produkciu karotenoidov [48] [49] [57].

2722 pH

Hodnota pH média ma priamy efekt na metabolizmus mikrorias, a to konkrétne regulaciou
enzymovej aktivity a prisunu idnov, vplyvom na dostupnost fosforu a anorganického uhlika
alebo vplyvom na toxickost dusika. Vhodna hodnota pH pre morské riasy sa pohybuje
v rozmedzi 7,9 az 8,3 a pre sladkovodné medzi 6 az 8. D4 sa povedat, ze rast vacsiny
druhov mikrorias je citlivy na zmeny pH. Prirodzeny proces asimilacie CO- pre rast biomasy
v8ak vedie aj k rastu pH hodnoty, ktora v uzavretych systémoch méze vystupit az na 10.
Tento rast pH hodnoty méze byt regulovany preplachovanim média s CO», alebo pridavkom
anorganickych ¢&i organickych kyselin [48] [49].
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Obrazok 27: Uzavreté systémy; a) plastové vaky; b) tubularny fotobioreaktor [49] [58]

2.7.2.3  Ziviny
Zivné médium mikrorias musi obsahovat dostatoéné mnoZstvo v$etkych potrebnych
makrozivin, mikrozivin a vitaminov v biologicky dostupnych formach [49].
Medzi makroziviny patria [48] [49]:
o Uhlik, ktory je najzastupenejSim prvkom v biomase mikrorias tvoriaci az 50% suchej
hmotnosti; hlavnym zdrojom uhlika je anorganicky CO,, ktory je viazany
v Calvinovom cykle fotosyntézy enzymom Rubisco
e Dusik, ktory je druhym najviac zasupenym prvkom (1% az 14% suchej hmotnosti);
zdrojom mbézu byt napriklad NOs, NO2, NO a NH4*, ale aj organické formy ako
mocovina €i aminokyseliny
e Fosfor, ktory je obsiahnuty v DNA, RNA, membranovych fosfolipidoch a aj ATP;
vstrebdva sa najma vo forme fosforeCnanov intra i extracelularnymi enzymami
pripojenymi k plazmatickej membrane.
Kultivacia mikrorias sa nezaobide ani bez rady mikrozivin, tie su [48] [49]:
e Horéik nachadzajuci sa vo forme Mg?* je povazovany ako aktivator viacerych
enzymov a sucast fotosyntetického aparatu; jeho obvyklé zdroje si MgSO. a MgCl;
e Sira ktora je su€astou niektorych aminokyselin, vitaminov a lipidov; sira je primarne
viazana zo sulfatov (SO4%), zatial ¢o sulfity st pre riasy toxické
e Vapnik sa Gasto priddva do média vo forme CaCl,; idny Ca?" ovplyvriuju delenie
buniek a morfogenézu
e Zelezo je zapojené v zasadnych biochemickych procesoch, ako je metabolizmus
kyslika, syntéza chlorofylu, prenos elektrénov alebo asimilacia dusika
o Dalsie stopové kovy ako napriklad Mn, B, Mo, K, Co a Zn.
Nutricny stres spOsobeny nedostatkom dusika, fosforu, siry, achloru méze viest
k stimulacii nadmernej produkcie B-karoténu ovplyvnenim fotosyntetickej drahy tak, ze
pozmeni pomer fotoprotektivnych pigmentov a chlorofylu [57].

34



Obrazok 28: Otvoreny kultivacny systém [48]

2.7.2.4 Intenzita svetla

Molekuly chlorofylu dokazu absorbovat energiu slneéného Ziarenia a premenit ju na
chemickl energiu vo forme kratkodobych energetickych molekul procesom fotosyntézy. Je
teda zrejmé , Ze medzi intenzitou svetelného Ziarenia a rychlostou rastu kultiry je priamy
vztah. AvSak ak intenzita svetla presiahne limitnu hodnotu, zane dochadzat k javom
fotoinhibicie a fotooxidacie, ktoré maju negativny vplyv na bunecny rast. Takato stresova
situacia ma vSak pozoruhodny vplyv na produkciu karotenoidov, pretoZe karotenogenéza je
jednou z prirodzenych fyziologickych stratégii obrany voc&i prebytoénému svetelnému
Ziareniu. Optimalnu intenzitu svetla je teda vzdy potrebné experimentalne stanovit [49] [57].

2.7.25 MieSanie

MieSanie média je dblezité nielen pre prevenciu sedimentacie rias, ale aj pre udrziavanie
homogenity arovnomerného prestupu rias medzi viac a menej osvetlenymi Castami
bioreaktoru. Bez dostatoéného premieSavania by lahko mohla nastat situacia, kedy by boli
riasi na povrchu vystavené prili§ velkej intenzite svetla a teda fotoinhibicii, zatial ¢o riasy
hibSie v médiu by trpeli nedostatkom svetla. Na dbraz je tiez potrebné vziat fakt, ze vela
druhov mikrorias nema dobru toleranciu k intenzivnemu mieSaniu [48].

2.7.2.6 Kultivacné systémy

Pre velkokapacitnu produkciu biomasy mikrorias sa pouzivaju rézne kultivacné techniky.
V principe ich mbézeme rozdelit do dvoch skupin ato na otvorené systémy (jazierka
anadrze) auzavreté systémy (fotobioreaktory). Priklady kultivaCnych systémov su
zndzornené na Obrazok 27 a na Obrazok 28: Otvoreny kultivaény systém.

Otvorené systémy sU obvykle tvorené jednoduchou vodnou nadrzou zhotovenou
Z beténu, vykopanou do zeme. Zdrojom svetla je slne¢né ziarenie a zdrojom CO»
atmosféricky vzduch. MieSanie buniek a zivin je vacSinou zaistené lopatkovym kolesom.
Otvorené systémy su vdaka ich nizkym pociatoénym nakladom najvyuzivanejSie. Viac ako
80% globalne vyprodukovanej biomasy mikrorias pochadza z otvorenych kultivaénych
systémov. Vyhody, nevyhody a porovnanie s uzavretymi kultivanymi systémami su zhrnuté
v Tabulka 1: Porovnanie otvoreného a uzavretého kultivacného systému.

Fotobioreaktor je uzavrety kultivaény systém, v ktorom kultivatné médium cirkuluje medzi
sériou priehfadnych trubiek alebo platniCiek a medzi centralnym zasobnikom. Tento
kultivaény mod prestavuje vySSie naklady na prevadzku v podobe umelého osvetlenia, CO;
a kultivatného média, avSak ponuka lepSie moZzZnosti regulacie kultivacnych podmienok
a ochranu pred kontaminaciou. Vyhody, nevyhody a porovnanie s otvorenymi kultivacnymi
systémami su zhrnuté v Tabufka 1: Porovnanie otvoreného a uzavretého kultivaéného
systému [48] [49].
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Parameter Otvorena nadrz Fotobioreaktor

Risk kontamincie Extrémne vysoky Nizky
Potrebny priestor Vysoky Nizky
Straty vody Extrémne vysoké Takmer Ziadne
Straty CO:2 Vysoké Takmer Ziadne
Kvalita biomasy Nachylna Nenachylna
Kultivovany kmen Limitovany, len niektoré druhy Takmer vSetky druhy rias
Flexibilita produkcie Zmeny_ v prod_ukcii medzi moznymi Zmena produkcie bez
variaciami takmer nemozna akychkolvek problémov
ICI?rtf)r.():ré)sduukovatelnost ZaV|§:)adrr1ne;ev'$kn;<Carj]3|ch Mozn4, s istymi odchylkami
Riadenie procesu Nemozné Mozné
Standardizacia NemozZna Mozna

Absolutny, produkcia nemozna

Vplyv polasia pocas dazda Nevyznamny
Koncentracia biomasy Nizka, priblizne 0,1 az 0,2 g/l Vysoka, priblizne 2 az 8 g/l
- Nizka, zdlhava, nizka hustota Vyrazne vys$Sia hustota
Efektivita procesu . ;
biomasy biomasy

Tabulka 1: Porovnanie otvoreného a uzavretého kultivacného systému [48]

2.8 Sinice

Sinice su fotosyntetizujluce prokaryotické mikroorganizmy, radia sa medzi gramnegativne
baktérie avyvinuli sa pred 3,5 miliardami rokov. VSeobecne sa vyznacuju dobrou
metabolickou prispdsobivostou, vdaka ktorej sa im dari v r6znych ekologickych nikach. Na
svete uz bolo charakterizovanych viac ako 10 000 kmenov sinic, od psychrofilnych az po
termofilné kmene, priCom celkovy pocet kmernov sa odhaduje na viac ako 100 000.
Extrémofilné kmene su schopné prezit' v horucich pramenfoch pri teplote nad 60 °C, na
ladovcovych poliach Antarktidy pri teplote menej ako 0 °C, na extrémne suchych pédach ako
je pust Negev v Izraeli alebo na miestach s vysokou salinitou a alkalinitou (pH~11). Sinice su
asi najznamejSie pre mrzky zakal, ktory spdsobuju v sladkovodnych jazerach, rezervoaroch
Ci povodiach riek pocas leta. V poslednej dobe sa vSak niektoré sinice stavaju zndmymi aj
pre svoju schopnost produkcie hepatotoxinov, €i neurotoxinov [59] [60] [61] [62].

Bunky sinic mézu mat sféricky, tyCinkovy alebo Spiralovy tvar a vyskytuji sa ako
jednotlivé bunky, alebo v koléniach &i vlaknach. Na povrchu buniek sa nachadza bunecna
stena, ktora je na rozdiel od bunecnych stien inych gramnegativnych baktérii velmi hruba.
Na povrchu plazmatickej membrany je vysoko zosietovana vrstva peptidoglykanu
a vonkajSia membrana. VonkajSia vrstva je zlozena z exopolysacharidového obalu
a z povrchovych polymerizovanych proteinov. V zrovnani s mikroriasami, sinice neobsahuju
zlozité membranové organely a uchovavaju svoj fotosynteticky a aj dychaci elektrénovy
transportny systém v jednom membranovom systéme - tylakoidoch. Samotny zber svetla
nastava pomocou anténovych proteinov nazyvanych fykobilizémy, ktoré absorbuju energiu
svetla a nasledne ju prenasaju na fotosystém | afotosystém Il. Inkorporaciou rbéznych
chromoférov ako napriklad fykocyaninu a fykoerytrinu do fykobilizmov sa dokazu bunka
prispbsobit meniacim sa podmienkam prostredia. Gendm vacsiny sinic je tvoreny kruhovou
DNA veflkosti 1,66 az 8,36 Mbp, avSak niektoré druhy su tiez zname svojim obsahom
linearnych chromozomalnych prvkov [61] [62].
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A D g 2 BRI
Obrazok 29: Anabaena sp. [60]

Fotoautotrofny metabolizmus sinic im umozriuje vyuzit pre svoj rast anorganické latky ako

CO,, nitraty, fosfaty a iné mikroelementy. Sinice preto nepotrebuji pre svoj rast organicky
uhlikovy substrat, ale vystacia si so slne¢nym svetlom, oxidom uhli¢itym a vodou obohatenou
0 anorganické mineraly.
Vsetky tieto spominané kultivatné komponenty predstavuju nizke naklady, ato hlavne
slne¢né Ziarenie, ktoré je v podstate dostupné takmer celosvetovo a je zadarmo. Sinice su
navySe rychlo rastice, vykazuju vysSiu efektivitu fotosyntézy ako vysSie rastliny a relativne
jednoduché moznosti genetickej manipulacie. Sinice tiez produkuju viac 1100 sekundarnych
metabolitov, medzi ktoré patria napriklad polyketidy, nekanonické kratke peptidy, terpény,
alkaloidy, karotenoidy a lipidy s antimikrobidlnym, antivirovym a protirakovinotvornym
ucinkom. Tieto skutoCnosti robia sinice atraktivnym predmetom suc€asnych
biotechnologickych vyskumov [61] [62].

Obrazok 30: Fotobioreaktor pre potencialnu kultivaciu sinic typu ,flat-bed" [61]
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2.8.1 Rod Synechococcus

Z ekologického a topologického hladiska zaradujeme rod Synechococcus spolu s rodom
Prochlorococcus medzi pikocyanobaktérie, o su v podstate najviac rozsirené fotosyntetické
organizmy v morskych potravinovych retazcoch a na Zemi. Na rozdiel od vSetkych kmerhov
rodu Prochlorococcus, vacsina kmefiov rodu Synechococcus disponuje schopnostou
utilizovat dusiCnany ato vdaka ich schopnosti syntetizovat enzymy nitratpermeaza
a nitratreduktdza. Rod Synechococcus je taktiez charakteristicky SirSim geografickym
vyskytom. Tieto spominané rody maju tiez schopnost syntézy enzymu kyanazy, ktory
rozklada toxické kyanatany a v pritomnosti Specifického transportéru tiez umozriuje ich
asimilaciu z prostredia [51] [63].

2.8.2 Downstream proces kultdr sinic a rias

Zaverelny proces sparovania biomasy rias a sinic je zavisly na niekolkych faktoroch ako je
typ kultivovanej kultlry, typ substratu a pozadovany produkt. VSeobecnym problémom
ktorym downstream a spracovanie biomasy rias a sinic Celi, si vysoky obsah vody,
dusiku, fosforu a pomerne odolna bunena stena. Na zaver je potrebné vziat do uvahy
celkovi ekonomickl a praktickl stranku veci, ako napriklad energetické vydaje, miesto
zavodu v spojeni s prepravou, recyklacia a kvalita pouzivanej vody [34].

Prvym krokom spracovania je skoncentrovanie riasovej alebo sinicovej suspenzie do
vzniku hustej pasty. Medzi typické techniky pouzivané v tomto procese patri centrifugacia,
filtracia, sedimentacia a flotacia. Filtracia ma niekolko znacénych vyhod, ako je schopnost
zachytu buniek s nizkou hustotou, ale aj radu nevyhod ako moznost upchania filtru.
Centrifugacia je metdda zrychleného usadzovania buniek na dne nadoby vplyvom
odstredivych sil, hoci ma vysoké pociato¢né naklady, tato metéda je ekonomicky prijatelna.
Flokulacia je metdda, v ktorej sa pomocou pridavku chemického Cinidla (flokulantu) dosiahne
zvacsenia buneénych agregatov. Po flokulacii vzdy nasleduje sedimentacia alebo
flotacia [34].

Nasledujucim krokom je odvodhiovanie a suSenie biomasy. To mdze prebiehat
v bubnovych sus$ic¢kach, ktoré vSak pracuju za zvySenej teploty. Za vyuzitia neprilis vihkého
vzduchu je mozné aj volné su$enie, ktoré vSak prinaSa dodato¢né naklady spojené
s priestorom a ¢asom [34].

Na zaver nasleduje extrakcia a Cistenie. Pre rozbitie buneénej steny sa vyuzivaju rézne
techniky mechanickej disrupcie, ako napriklad opakované mrazenie a topenie, mletie buniek
zmrazenych tekutym dusikom, mletie lyofilizovanej biomasy, ultrasonifikacia, alebo lisovanie
s expellerom. Medzi chemické extrakéné metddy patri extrakcia do hexanu, extrakcia podla
Soxhleta, superkriticka fluidnd extrakcia (metanolom alebo CO3), extrakcia rozpustadlom
akcelerovana vysokym tlakom, alebo subkriticka vodna extrakcia. Ako moznost sa ponuka
aj vyuzitie enzymatickych technik, av$ak ich vysoka cena ich robi ekonomicky
neprijatelné [34].

2.9 Metody analyzy buneénych kultar

2.9.1 Absorpéna spektrofotometria

Principom absorplnej spektrofotometrie je schopnost absorpcie svetelného Ziarenia
atobmami alebo molekulami analytu. Svetelné Ziarenie prechadzajice vzorkou excituje jeho
Castice do vysSich energetickych hladin, ktoré vzapati uvolnia ziskanl energiu ndvratom na
nizSiu energeticku hladinu. Uvolnena energia sa transformuje na teplo, alebo na sekundarne
ziarenie (fluorescencia alebo fosforescencia). Spravidla je sledovany pokles intenzity
monochromatického Ziarenia prechadzajuceho roztokom vzorku. Tento jav popisuje
Bouger-Lambert-Beerov zakon, ktory je v podstate vztahom medzi intenzitou dopadajuceho
a prechadzajuceho Ziarenia, koncentraciou analytu a dizkou absorbujucej vrstvy. Meranou
veliinou je absorbancia vzorku, ktor4 je priamo Umerna koncentrovanosti analytu a ich
funk&na zavislost je priamkova. Bouger-Lambert-Beerov zakon vsak plati iba pre zriedené
roztoky a monochromatické Ziarenie.
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Tento zakon je zndzorneny na rovnici nizsie, kde A znaé&i absorbanciu, | dizku optickej drahy,
&, molarny absorpény koeficient a ¢ koncentraciu analytu v roztoku [64].

A=¢g-l-c
Rovnica 1: Bouger-Lambert-Beerov zakon

2.9.2 Chromatografia

Chromatografické separatné metddy sluzia k oddelovaniu zloZiek zmesi na principe
mnohonasobne opakovaného nastolovania rovnovazneho stavu, ktory je vytvarany roznymi
fyzikalno-chemickymi interakciami medzi zlozkami zmesi, mobilnou a stacionarnou fazou.
Kazda zloZka zmesi ma svoj charakteristicky retenény ¢&as (doba pobytu zloZzky
v chromatografickom systéme), ktory je zavisly na afinite danej zlozky k mobilnej
a k stacionarnej faze. Okrem rozdelovania zloziek zmesi umozfiuju chromatografické metody
aj ich identifikaciu a kvantitativne stanovenie. V kolénovom chromatografickom systéme su
jednotlivé zény separovanych zlozZiek zmesi vnasané do detekéného systému, kde su na
zaklade ich fyzikalno-chemickych vlastnosti zaznamenané a vyhodnotené. Na zaklade
charakteru mobilnej faze delime chromatografické metdédy na plynovi chromatografiu,
kvapalinovi chromatografiu a v poslednej dobe aj chromatografiu s mobilnou fazou
v nadkritickom stave [64].

29.21 HPLC/PDA

Kvapalinova chromatografia s vysokou ucinnostou (HPLC) sa hojne vyuziva k separacii
a analyze malo alebo vobec neprchavych latok, ¢i latok termolabilnych. Vlastna separacia
prebieha na kolénach s vhodnou stacionarnou fazou, ktoré umozfuju dosiahnutie vysokej
arovne separdcie. Identifikacia a kvantifikacia karotenoidov je mozna pomocou kvapalinove;j
chromatografie s vyuzitim reverznej stacionarnej faze. Vtomto pripade je vhodnym
detektorom detektor diddového pola, ktory umozfiuje nepretrzité snimanie absorpéného
spektra eluovanej latky po€as analyzy [64] [65].

| i i Vzorka

Pumpa l-. Nastrek +fr} [ -::|—4- Detektor
~ Koléna

Mobilna Vyhodnotenie dat
faza Termostat

-]

Odpad

Obrazok 31: Schéma HPLC [43]

29.22 GC/FID

Plynova chromatografia (v skratke GC) vyuziva pri separacii plynnd mobilnu fazu. Tato
technika sa najCastejSie vyuziva pre separovanie a stanovenie &i identifikaciu zloziek
plynnych zmesi, prchavych latok, a predovSetkym organickych latok s bodom varu nizSim
ako 400°C. Analyza zac¢ina nastrekom vzorku na kolénu, nasledne su jednotlivé zlozky
unasané internym nosnym plynom a separované na zaklade ich rozdielnej afinity
k stacionérnej faze. Zlozky postupne vychadzajuce z kolény st zaznamenavané detektorom.
Plamenovy ionizacny detektor (v skratke FID) je Casto vyuzivany detektor v plynovej
chromatografii ato hlavne pre detekciu organickych zlu€enin. Principom je spalovanie
analytu vo vodikovo-vzduchovom plameni horiacom medzi dvoma elektrédami. l6nové
Castice vzniknuté pri spafovani zvySuju vodivost plamefia, priCom prad prebiehajuci
detektorom je priamo Umerny koncentracii analytu v nosnom plyne [64].
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3 CIELE PRACE

Cielom tejto diplomovej prace je optimalizacia extrakcie pigmentov z buniek kvasiniek a rias.
V ramci prace boli rieSené tieto Ciastkové ulohy:

1) Literarna reSers — prehlad metdd extrakcie lipofilnych pigmentov

2) Optimalizacia metdd kultivacie vybranych kvasiniek arias za ucelom vysokej
produkcie pigmentov

3) Zavedenie a optimalizacia extrakénych postupov pre ziskanie pigmentov z biomasy

4) Charakterizacia extraktov, stabilita
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4 EXPRIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité pre kultivaciu kvasiniek a rias
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

Pepton aus Casein, Roth (Nemecko)

D-glukéza monohydrét p.a., Lach-Ner s r.o. (CR)
Glycerol bezvody p.a., Lach-ner, S.r.0.(CR)

Siran aménny p.a., Lachema (CR)
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Siran horeénaty heptahydrat p.a., Lach-ner, S.r.o | (CR)
Dusiénan sodny p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)

Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Hydrogenfosforeénan draselny p.a., Lachema. (CR)
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Lachema. (CR)
Chlorid sodny p.a., Penta (C2)

Kyselina borita p.a., Lachema (CR)

Hydroxid draselny p.a., Lachema (CR)
Na>-EDTA.2H-0 p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Kyselina sirova 96%, Lach-ner, S.r.o. (CR)

Siran zino&naty heptahydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Lachema (CR)
Molybdenan sodny dihydrat p.a., Penta (CR)

Siran mednaty pentahydrat p.a, Penta (CR)

Dusiénan kobaltnaty hexahydrat p.a., Penta (CR)

4.1.2 Chemikalie pouzité pre extrakcie a transesterifikacie a HPLC
Methanol pre HPLC, Sigma- Aldrich (SRN)

Kyselina sirova 96%, Lach-ner, S.r.o. (CR)

Hydroxid sodny, Lach-ner, S.r.o. (CR)

Hexan p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)

Hexan pre HPLC, Sigma- Aldrich (SRN)

Etanol p.a., VWR International S.A.S.

Ethanol pre UV VWR International S.A.S.

Acetonitril pre HPLC, Sigma- Aldrich (SRN)

Etyl acetat pre HPLC, Sigma- Aldrich (SRN)

Tris base, Lach-ner, S.r.o. (CR)

Kyselina chlorovodikova (36 %), Lach-ner, S.r.o. (CR)

4.2 Pouzité kmene mikroorganizmov

Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26
Rhodotorula mucilaginosa CCY 19-4-6
Cystofilobasidium macerans CCY 10-1-2
Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6
Rhodosporidium toruloides 062-002-004
Scenedesmus obliquus CCALA 455
Scenedesmus dimorphus CCALA 443
Chlorella vulgaris CCALA 924
Desmodesmus acutus CCALA 439
Desmodesmus quadricauda CCALA 463
Chlamydomonas reindhartii CCALA 928
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4.3 Pristroje a pomdécky

Box Aura mini BioTech (CR)
Trepacka Yellow line, (SRN)
Mikroskop L Il 00A, Intraco Micro (SRN)
GKB Color Digital CCD kamera (Tchaiwan)
Centrifiga BioTech, (CR)
Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer (USA)
Analytické vahy Boeco (SRN)
Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)
Vodna lazer EL-20, Merci a.s. (CR)
Spektrofotometer VIS, Helios 8, Unicam (GB)
Termoblok VWR, (CR)
HPLC filtre, PRE-CUT, Alltech (GB)
HPLC/PDA zostava:

e HPLC zostava (Thermo Fisher Scientific, USA)
Dionex Ultimate Series 3000 Pump
Dionex Ultimate Series 3000 Autosampler
Kolona Kinetex EVO ¢18 150x4.6x2.6
Thermo Fisher Vanquish detector
Vyhodnocovaci systém Chromeleon
TRACE GC/FID (Thermo Fisher Scientific, USA)
Kapilarna koléna Zebron ZB-FAME, dizka 30 m

4.4 Kultivacie kvasiniek

441 Inokulumlall

Pred zaciatkom kazdej kultivacie kvasiniek bolo pripravené submerzné inokulatné médium.
Zlozenie inokulaéného média je v Tabulka 2. Inokulatné média boli pripravované
v Erlenmeyerovych bankéch a sterilizované v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom po dobu
45 minut. Kultivacie prebiehali pri stale udrzovanej teplote (20°C), za staleho osvetlenia
a mieSanie bolo zaistené nepretrzitym trepanim na trepackach. Vlastna inokulacia bola
dvojstupriova, pricom do prvého inokula bola zaotkovana (asepticky v boxe) kultira danej
kvasinky z Petriho misky v pomere 1 klicka na 10 ml média. Po 24 hodinach bola kultira
preo¢kovana do druhého inokula vacsieho objemu tak, aby objemovy pomer |; : I» bol
1 : 5. Kultdra z Inokula Il bola po dalSich 24 hodinach vyuzita pre zaoCkovanie produkénych
médii v rovnakom objemovom pomere (1 : 5).

Tabulka 2: Zlozenie inokulaéného média

Zlozka Mnozstvo
Glukéza monohydréat | 20 g
Pepton 2049
Kvasnicny autolyzat | 10 g
Voda 1000 ml

4.4.2 Bankové kultivacie

Pre zvolenie optimalneho C/N pomeru bola vykonana séria kultivaCnych experimentov v
Erlenmeyerovych bankach pri réznych C/N pomeroch (13, 25, 50 a 100). Tieto kultivacie
prebiehali za rovnakych podmienok a boli pripravené rovnakym spésobom ako inokula¢né
kultivacie. Kultivacie boli terminované po 4 drioch, kedy boli z média dobraté vzorky pre
analyzu lipofilnych pigentov, mastnych kyselin a narastu biomasy. ZloZenie kultivacnych
médii je mozné najst v Tabulka 3.
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Tabulka 3: ZloZenie produkénych médii pre bankové a flaskové kultivacie

Zlozka Mnozstvo zlozky

Médium C/IN13 | C/N25 | C/N50 | C/N 100
Glycerol 24,169 | 46,469 |92,929 |1858¢g
Voda 1000 ml
(NH4)ZSO4 4 g
KH>PO4 4 g
MgSO4-7H.0 0,696 g

4.4.3  Frlaskové kultivacie

Pre ziskanie ¢o najvacSieho mnozstva biomasy pre extrakéné a stabilitné experimenty boli
vybrané kmene karotenogénnych kvasiniek kultivované v submerznom Zzivhom médiu
v sklenych flaSkach o objeme 5 litrov. Nepretrzité premieSavanie a aeracia boli zaistené
pomocou zavedenej vzduchovej hadi¢ky. Pogas celej kultivacie bolo udrziavané konstantné
osvetlenie a konstantna teplota prostredia (20°C). Kultivatné média boli sterilizované
v autoklave pri teplote 121°C po dobu 15 minut. Kultivacia bola terminovana po 4 droch,
pricom bol cely objem média scentrifugovany a biomasa uchovana v mraziacom boxe.
Zlozenie produkénych médii je uvedené v Tabulka 3, priCom ako C/N pomer bol zvoleny
pomer 25.

4.4.4 Fermentory

Pre extrakéné a stabilitné experimenty bola tiez vyuzitd biomasa z niekolkych fermentorov
z prace [66], kde je mozné najst detailné zlozenie a pripravu médii spolu s inymi kultivaénymi
parametrami. Zakladné kultivacné informacie je mozné najst v Tabulka 4.

Tabulka 4: Zakladné kultivacné parametre pouZitych fermentorov

Kmen Substrat C/N | Mnozstvo Zivin
Sporidiobolus pararoseus Tuk + srvatka | 50 100 %
Rhodotorula kratochvilovae | Tuk + srvatka | 50 100 %
Rhodotorula mucilaginosa Tuk + srvatka | 25 100 %
Cystofilobasidium macerans | Tuk + srvatka | 13 100 %
Rhodosporidium toruloides | Tuk + srvatka | 25 100 %
Rhodotorula mucilaginosa Tuk + kava 13 100 %
Rhodotorula kratochvilovae Tuk + kava 13 80 %
Rhodotorula mucilaginosa Tuk + kava 13 100 %

45 Kultivacie rias

Pre produkciu velkého mnozstva biomasy boli vybrané kmene rias kultivované v sklenych
flaskach o objeme 5 litrov. Poc¢as kultivacie bolo udrziavané nepretrzité osvetlenie. MieSanie
a aeracia bola zaistena vzduchovou hadicou zavedenou do média. Médium bolo
sterilizované v autoklave pri teplote 121°C po dobu 15 minat. Po ukonc&eni kultivacie bol cely
objem produk&ného média scentrifugovany a biomasa bola uchovana v mraziacom boxe.
ZloZenie Zivhého média je uvedené v Tabulka 5.
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Tabulka 5: ZloZenie BBM média pre riasy

Zlozka Koncentracia [g/l]
NaNO; 0,25
CaCl2-2H20 0,025
MgSQO47H.0 0,075
KaHPO4 0,075
KH2PO4 0,175
NaCl 0,025
Na,EDTA 0,05
KOH 0,031
ZnS04-7H,0 8,82 -10°3
MnClz-4H.0 1,44-10°
MoOs 0,71 -10°3
CuS04-5H,0 1,57 -10°3
Co(NO3)2:-6H20 0,49 -10°3
FeSO4-7H.0 0,498 -10°
H>S04 (96%) 0,1-10%ml

4.6 Analyza buneénych kultur

4.6.1 Gravimetrické stanovenie mnozstva biomasy v médiu

Mnozstvo biomasy v médiu v bankovych kultivacidch bolo stanovené odobranim vzorku o
objeme 1 ml. Ten bol nasledne scentrifugovany, biomasa bola oddelena od supernatantu
a premyta 0,5 ml destilovanej vody. Biomasa bola opat scentrifugovana a oddeleni od
supernatantu. Takto pripravenda biomasa bol zmrazena, zlyofilizovana a zvazena na
analytickych vahach.

4.6.2 Priprava vzoriek mikrobialnej biomasy
Vzorky biomasy pouzivanej pre pripravu extraktov boli pripravené podobnym spésobom ako
biomasa pre gravimetrické stanovenie, ato vzdy dvojstupfiovou centrifugaciou a jednym
premytim destilovanou vodou v objeme jednej polovice objemu média. Takto precistena
biomasa bola zmrazenéa a nasledne lyofilizovana.

4.6.3 Extrakcia lipofilnych pigmentov do aceténu

Pre extrakciu lipofilnych pigmentov bolo do mikroskiumavky typu Eppendorf navazenych 15
az 20 mg lyofilizovanej biomasy kvasiniek alebo 5 az 15 mg lyofilizovanej biomasy rias.
K biomase bolo pridanych tiez 0,1 ml destilovanej vody pre rehydrataciu. Takto
rehydratovana biomasa bola na kratko zmrazena, ¢im sa dosiahla ucinnejSia disrupcia
buniek. Po rozmrazeni boli do skimavky pridané sklenené gulicky a 1 ml aceténu. Objem
pridanych guliCiek tvoril asi $tvornasobok objemu biomasy. Skimavky boli potom umiestnené
na vortex, kde boli intenzivne pretrepavané po dobu 20 minut. Po ukonceni pretrepavania
bol obsah skimavky kvantitativhe prevedeny pomocou 3 ml acetonu do 15 ml centrifugacnej
skimavky. Skumavky boli nasledne mierne scentrifugované (2 minaty, 3000 ot./min).
Z celkového objemu aceténového extraktu boli odobrané 2 ml do sklenej skimavky. Pre
odparenie aceténu boli sklené skimavky umiestené do termobloku vyhriateho na 37 °C
a prefukované stlaenym dusikom. Vzorky boli nasledne rozpustené v 2 ml zmesi acetonitrilu
a etylacetatu HPLC kvality v pomere 2:1 a prefiltrované pomocou PTFE filtra do sklenej
vialky pre HPLC/GC. Takto pripravené vzorky je mozné priamo analyzovat na HPLC.
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Obrazok 32: HPLC chromatogram etanolového extraktu riasy Scenedesmus dimorphus

4.6.4  Stanovenie lipofilnych pigmentov na HPLC

Pre stanovenie pigmentov boli vyextrahované vzorky podrobené analyze na HPLC znacky
Thermo Fisher Scientific na koléne EVO C18 s rozmermi 150x4,6x2,6 mm. Celkova doba
analyza bola 25 minut s prietokom mobilnej fazy mal hodnotu 1,2 ml/min a gradientovou
ellciou. ZloZenie mobilnych faz, ako aj priebeh gradientovej ellcie je mozné najst v Tabulka
6 av Tabulka 7. Pre detekciu analytov bol vyuzity PDA detektor, priCom stanovenie
karotenoidov a chlorofylu bola pouzitd vinova dizka 450 nm. Identifikacia a kvantifikacia
jednotlivych zlu€enim bola uskutoénena pomocou ich predom premeranych Standardov. Pre
vyhodnotenie bol vyuzity program Chromeleon.

Tabulka 6:ZloZenie mobilnych faz pre HPLC

Mobilna faza Zlozka % (obj)
Metanol 2
A Acetonitril 84
100 mM trisHCI pufer 14
B Etylacetat 40
Metanol 60

Tabulka 7: Priebeh gradientovej ellcie

Cas analyzy [min] | MF A [%] | MF B [%]
0 100 0
13 0 100
19 0 100
20 100 0
25 100 0

4.6.5 Transesterifikacia mastnych kyselin pre analyzu na GC

Prvym krokom bolo navazenie lyofilizovanej biomasy do sklenenych vialiek, pricom bolo
navazenych 5 az 10 mg biomasy rias alebo 10 az 15 mg biomasy kvasiniek. K biomase bola
pridana transesterifikatna zmes v objeme 1,8 ml, s obsahom interného Standardu C:17
s koncentraciou 0,5 mg/ml rozpusteného vroztoku 15 % kyseliny sirovej rozpustenej
v metanole. Vialky boli nasledne zakrimpované a zahrievané v termobloku po dobu 2 hodin
pri teplote 85 °C. Po vychladnuti bol obsah vialiek prevedeny do 4 ml vialky a zmieSany
s 0,05 M NaOH.
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K zmesi bol este pridany 1 ml HPLC hexanu, vialky boli uzatvorené a pretrepané na vortexe
po dobu 5 minat. Po oddeleni faz bolo z vialky odpipetovanych 0,1 ml hexanovej faze do
Cistej vialky pre GC, kde bol objem hexanu doplneny na 1 ml. Takto pripravené vzorky je
mozné premerat na GC.

4.6.6  Stanovenie mastnych kyselin na GC
Vzorky obsahujuce metylestery mastnych kyselin boli analyzované na plynovom
chromatografe Thermo Fisher TRACE™ Gas Chromatograph s autosamplerom Thermo
Scientific A1 1310, s automatickym davkovanim a s delicom toku. Pre analyzu bola pouzita
koléna Zebron-FAME s rozmermi 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. Pre detekciu latok bol pouzity
plamenovo ionizacny detektor (FID). Analyza prebiehala za nasledujicich podmienok:
e Nosny plyn — vodik, s prietokom 1 ml/min
e Objem néstreku vzorku — 1 pl
o Teplota injektoru — 250 °C, pomer deli¢a toku 10
e Teplota detektoru — 260 °C, s prietokom 350 ml/min vzduchu, 35 ml/min vodika a 30
ml/min dusika
e Teplotny program: 1 minGtu udrzovana teplota 80 °C (tr = 1 min), zvySovanie teploty
s gradientom 15 °C/min az na 140 °C (tr = 5 min), zniZenie teplotného gradientu na
3 °C/min az do dosiahnutia 190 °C (tr = 21,7 min), zavere¢né zvySenie teplotného
gradientu na 25 °C/min do dosiahnutia 260 °C, udrzanie teploty 260 °C po dobu 1
minuty (tr = 25,5 min)
e Celkova doba analyza 25,5 min

4.7 Extrakéné a stabilitné experimenty

4.7.1  Priprava etanolovych a hexanovych extraktov

Extrakty boli pripravené zo vzoriek lyofilizovanej biomasy. Pre dosiahnutie ¢o najvyssej
moznej ucinnosti extrakcie bola biomasa najprv rozotreta v trecej miske, potom zmieSana
s malym mnozstvom vody a nakratko zmrazena. Po rozmrazeni bola prebyto¢na voda
odstranena centrifugaciou a biomasa bola zmieSana so sklenenymi guliCkami v objemovom
pomere 1:2 a s organickym rozpustadlom. Pre takuto extrakciu bolo vzdy vyuzitych asi 1 g
lyoflizovanej kvasni€nej biomasy a 25 ml daného rozpustadla, alebo 0,5 g riasovej biomasy
a 15 ml rozpustadla. Extrakcia bola vykonana v centrifugaénych skimavkach o objeme 50 mli
aich vortexovanim po dobu 30 minlt. Separacia biomasy a extraktu bola vykonana
pomocou centrifugacie. Pre &o najvacSie odstranenie pigmentov z biomasy bola tato
extrakcia dodatoCne zopakovana 1 krat. Extrakty boli nasledne uchované v odmernych
bankach a ich objem bol doplneny po rysku. Z takto pripravenych extraktov bolo stanovené
mnozstvo lipofilnych pigmentov na HPLC, mnozstvo mastnych kyselin na GC atiez
stanovené mnozstvo karotenoidov a chlorofylu pomocou spektrofotometra.

4.7.2 Dlhodobé stabilitné testy extraktov fermentorov a ffaskovych kultivacii
Hexanové a etanolové extrakty biomasy boli uchované v mraziacom boxe pri teplote -40 °C
po dobu 4 mesiacov. Po uplynuti tejto doby bolo v extraktoch stanovené mnozstvo lipofilnych
pigmentov na HPLC, mnozstvo mastnych kyselin na GC atiez stanovené mnozstvo
karotenoidov pomocou spektrofotometra. Mnozstvo karotenoidov v extraktoch kvasiniek bolo
stanovené pomocou Standardu B-karoténu a kalibracnej krivky.

Chly = (13.36 - Aggs — 5.19 - Agyo) * faktor riedenia
Chlg = (27,43 - Ag4o — 8.12 - Aggy) * faktor riedenia

faktor riedenia - 1000 - Ay7¢9 — 2.13 - Chly — 97.63 - Chlg
209

Carotiprq =

Rovnica 2: Lichtenthalerova rovnica [67]
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4.7.3 Kréatkodobé stabilitné testy extraktov fermentorov a rias

Kratkodobé stabilitné experimenty boli vykonané na niekolkych vzorkach biomasy ffaskovych
kultivacii rias a kvasni¢nych fermentorov. Extrakty boli po ich priprave a analyze na HPLC,
GC a spektrofotometri uchované pri troch réznych teplotach. Zvolené teploty
boli -40 °C (mraziaci box), 8 °C (chladiaci box) a 20 °C (laboratérna teplota). Vo vzorkach
uchovavanych pri laboratérnej teplote bola sledovana stabilita karotenoidov a chlorofylu
meranim na spektrofotometri 3 krat do tyzdfa, stabilita lipofilnych pigmentov na HPLC
meranim raz za tyZden a stabilita lipidov meranim na GC raz za tyZdefn po dobu 2 tyzdiov.
Vo vzorkach uchovavanych v chladiacom boxe a v mraziacom boxe bola sledovan stabilita
karotenoidov a chlorofylu na spektrofotometri meranim 2 krat tyzdenne, stabilita lipofilnych
pigmentov na HPLC a stabilita lipidov nha GC meranim raz za 2 tyZdne po celkovu dobu 4
tyzdnov. Extrakty boli uchované bez pristupu svetla, ktoré by mohlo negativne ovplyvnit
experiment. Mnozstvo karotenoidov bolo spektrofotometricky stanovené podla
Lichtenthalerovej rovnice (1987) [67].
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Dlhodobé stabilitné testy

Dlhodobé stabilitné testy boli vykonané na celkom 4 vzorkach biomasy kvasiniek
kultivovanych vo fermentoroch ana celkom a4 kmenoch kvasiniek kultivovanych vo
flaskach. Udaje ziskané z HPLC, z GC a spektrofotometrickym meranim boli vynesené do
série grafov. Pre kazdy extrakt bola zhodnotena extrakéna ucinnost’ jednotlivych metabolitov
a celkového zastupenia karotenoidnych pigmentov v biomase v porovnani s referenénym
stanovenim. Referenénym stanovenim konkrétneho vzorku sa rozumie stanovenie
karotenoidnych pigmentov na HPLC za pouzitia aceténu ako rozpustadla pre pigmenty
produkované kvasinkami kultivovanymi vo flaskach, alebo stanovenie karotenoidnych
pigmentov na HPLC extrakciou podla Folcha pre pigmenty produkované kvasinkami
kultivovanymi vo fermentoroch, alebo stanovenie mastnych kyselin na GC transesterifikaciou
biomasy kvasiniek. Hodnoty referenéného stanovenia biomasy kvasiniek kultivovanych vo
fermentoroch boli prevzaté z prace [66]. V ramci testu bola zhodnotend stabilita metabolitov
poCas 4 mesiacov za uskladnenia v mraziacom boxe pri teplote -40 °C.

Do hodnét koncentracie celkovych karotenoidov vo vzorkach kvasiniek (stanovenej na
HPLC) v Cerstvych extraktoch (0 hod.) boli zahrnuté vSetky detekované karotenoidné
pigmenty vo vzorku, i tie, ktoré nebolo mozné presne identifikovat, pri€om ich koncentracia
bola ur€ena pomocou kalibracnej krivky beta-karoténu. V extraktoch analyzovanych po
4 mesiacoch bolo mnozstvo celkovych karotenoidov uréené jednoduchym suctom.

5.1.1 Dlhodobé stabilitné testy fermentorov

5.1.1.1  Stabilita extraktov kmena Sporidiobolus pararoseus z fermentora (C/N 50;
meédium tuk + srvatka)
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Graf 1: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v extraktoch kmeria Sporidiobolus pararoseus
v porovnani s referenénou extrakciou (Folch)
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Graf 2: Casovy vyvin koncentrécie celkovych lipidov (vpravo) a percentudlneho zastupenia
mastnych kyselin (vlavo) v extraktoch kmena Sporidiobolus pararoseus v porovnani
s referencnym stanovenim (R)

Ako je mozné si vS§imnut na Graf 1, extrakcia karotenoidov do hexanu prebehla s vytazkom
79,6 % a do etanolu s vytazkom 83,7 %. MnoZstvo vSetkych stanovenych pigmentov zna¢ne
pokleslo v hexanovom extrakte. Etanolovy extrakt sa naopak zda byt pomerne stabilny,
koncentracia beta-karoténu v fiom poklesla iba o 25,7 %. Spektrofotometricky urCena
koncentracia karotenoidov sa zna¢ne odchyluje od hodnét stanovenych na HPLC. V tomto
pripade sa neda tato metdda povazovat za spolahlivu.

Z Graf 2 je mozné stanovit' vytazok lipidov, ktory Cinil 92,5 % za pouZzitia etanolu a 86,2 %
za pouzitia hexanu. Hexanovy extrakt sa prejavil ako nevhodny aj z hladiska stability lipidov.
Dalej je mozné pozorovat znadny narast percentudlneho zastipenia PUFA na UGkor
zastupenia MUFA. Da sa teda predpokladat, ze PUFA produkované kmefiom Sporidiobolus
pararoseus su pomerne stabilné v priebehu dlhodobého uchovavania.

5.1.1.2  Stabilita extraktov kmena Rhodotorula kratochvilovae z fermentora (C/N 50;
médium tuk + srvatka)
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Graf 3: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v extraktoch kmeria Rhodotorula
kratochvilovae v porovnani s referencnou extrakciou (Folch)
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Graf 4: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentudlneho zastGpenia
mastnych kyselin (vlavo) v extraktoch kmenia Rhodotorula kratochvilovae v porovnani
s referencnym stanovenim (R)

Ako je mozné si povSimnut na Graf 3, extrakcia celkovych karotenoidov prebehla z 83,2 %
do etanolu az 50,6 % do hexanu. Etanol sa teda javi byt vhodnejSim rozpustadlom pre
extrakciu pigmentov. Z hfadiska ich stability po 4 mesiacoch sa vSak oboje rozpustadla zdaju
priblizne rovnako vhodné, kedZe koncentracie celkovych karotenoidov dosiahli podobné
hodnoty (1,08 mg/g pre etanol a 1,14 mg/g pre hexan). Za povSimnutie stoji mimoriadne
nizky vytazok torulénu, ato za pouzitia oboch rozpustadiel (30,5 % v pripade etanolu
a 16,5 % v pripade hexanu). Mimoriadne vysoku ucinnost dosiahla extrakcia beta-karoténu
pomocou etanolu, ato 91,6 %. Udaje ziskané spektrofotometrickym meranim tentokrat
poskytli presnejSie vysledky, avsak iba v pripade Cerstvého etanolového extraktu.

Z Graf 4 je zasa mozné vycitat mimoriadne nizku U&innost extrakcie celkovych lipidov do
etanolu, a to iba 54,8 %. Hexan sa preto javi byt zasa vhodnejSim rozpustadlom pre ich
extrakciu, pricom vytazok tejto extrakcie dosiahol az 91,5 %. V extrakte, ktory podlahol
najintenzivnejSiemu rozkladu (etanolovy), doslo k znaénému poklesu zastipenia SFA, da sa
teda predpokladat, ze ako prvé podliehaju rozkladu.

5.1.1.3 Stabilita extraktov kmerna Rhodotorula mucilaginosa z fermentora (C/N 25,
médium tuk + srvatka)
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Graf 5: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v extraktoch kmeria Rhodotorula mucilaginosa
v porovnani s referenénou extrakciou (Folch)
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Ako je mozné si povSimnut na Graf 5, tak podla stanovenia dosiahla miera extrakcie
karotenoidov do etanolu viac ako 100 %. Da sa teda predpokladat, Ze ich extrakcia prebehla
Uplne. Hexan sa prejavil ako menej ucinné rozpustadlo, s vytazkom 75,1 % celkovych
karotenoidov a malymi vytazkami torulénu a torularhodinu, pre dlhodobé skladovanie
pigmentov sa v3ak preukazal ako vhodnejSia volba. Spektrofotometrické stanovenie opat
nevystihuje obsah karotenoidov v extrakte Uplne spravne, v tomto pripade sa zda Ze vo
vzorke s etanolom interferuju s meranim iné latky.

Graf 6 vypoveda o vy$sej ucinnosti extrakcie lipidov do hexanu nez do etanolu. Stale vSak
boli dosiahnuté iba velmi malé hodnoty (13,9 % v porovnani s 28,9 %). Celkové lipidy i PUFA
sa javia najstabilnejSie v hexadnovom extrakte.

100% - .
90% -

= -
70% - »5 |
60% -

50% - 20 1

w

w
o
1

40% -
30%

10 -
20% |
10% - . .
0% -

Etanol Etanol Hexan Hexan

Etanol Etanol Hexan Hexan R
Odni 4~ Odni 4 odni 4 Odni 4
mesiace mesiace . .
mesiace mesiace
N PUFA MUFA  mSFA Percentudlne zastupenie lipidov v biomase

Graf 6: Casovy vyvin koncentrécie celkovych lipidov (vpravo) a percentudlneho zastupenia
mastnych kyselin (vlavo) v extraktoch kmeria Rhodotorula mucilaginosa v porovnani
s referenénym stanovenim (R)

5.1.1.4  Stabilita extraktov kmena Cystofilobasidium macerans z fermentora (C/N 13,
médium tuk + srvatka)
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Graf 7: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v extraktoch kmeria Cystofilobasidium
macerans v porovnani s referenénou extrakciou (Folch)
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Graf 8: Casovy vyvin koncentrécie celkovych lipidov (vpravo) a percentudlneho zastupenia
mastnych kyselin (vlavo) v extraktoch kmeria Cystofilobasidium macerans v porovnani
s referenénym stanovenim (R)

Ako je mozné si vSimnut na Graf 7, pre extrakciu i uchovanie pigmentov z biomasy kmefa
Cystofilobasidium macerans je vhodnejS$im rozpustadlom hexan.
V tomto extrakte bol zaznamenany vysoky vytazok beta-karoténu, ktory az prevySoval
hodnotu referenéného stanovenia. Da sa teda predpokladat Ze doS$lo k jeho Uplnej extrakcii.
Pomerne nizky vytazok bol zaznamenany pre pigment torulén, ato v extraktoch oboch
rozpustadiel. Spektrofotometricky ur€ena koncentracia znazornena na Graf 7 ivtomto
pripade vykazuje vysoké hodnoty pre etanolovy extrakt. V extrakte sa pravdepodobne
nachéadzali i iné latky absorbujlce Ziarenie pri vinovej dizke 470 nm.

Z Graf 8 je mozné urcit, ze etanol je vtomto pripade pre extrakciu lipidov uc€innejSim
rozpustadlom. Etanolovy extrakt v8ak zaroven prejavil pomerne nizku stabilitu celkovych
lipidov viazanych ako triacylglyceroly.
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Graf 9: Casovy vyvin koncentréacii pigmentov v extraktoch kmeria Cystofilobasidium
macerans, urcené spektrofotometricky

5.1.1.5 Zhrnutie vysledkov dlhodobych testov stability extraktov biomasy ziskanej
z fermentorov.

Z vysledkov extrakénych experimentov a testov stability biomasy kvasiniek produkovanej vo
fermentoroch je mozné pozorovat, Ze ucinnost extrakcie pigmentov z biomasy bola do velke;j
miery zavisla na pouzitom kmeni mikroorganizmu a tiez na pouzitom rozpustadle. Na
vysledky mala nezanedbatefny vplyv aj odliSna zostava pigmentov produkovanych danym
kmenom kvasiniek. Pre extrakciu pigmentov z vac8iny vzoriek biomasy sa prejavil ako
optimalne rozpustadlo etanol, do ktorého boli vyextrahované pigmenty vo vysokych
vytazkoch. Pigmenty niektorych kmeriov, ako napriklad Cystofilobasidium macerans, je vSak
vhodnejSie extrahovat s pouzitim hexanu, ktory v tomto pripade dosiahol tiez vysokého
vytazku. Vo vSetkych extraktoch, s vynimkou kmena Sporidiobolus pararoseus, sa pre
dlhodobé uchovanie extraktov prejavil ako najlepsia volba hexan.

Extrakcia lipidov prebehla najlepSie za pouzitia etanolu pre vzorky biomasy kmerov
Cystofilobasidium macerans a Sporidiobolus pararoseus. Stabilita lipidov sa vSak preukazala
najvyssSia Vv hexanovych extraktoch, ato pre vSetky vzorky biomasy, s vynimkou
fermentorovej kultivacie kmena Sporidiobolus pararoseus. PUFA sa preukazali ako pomerne
stabilné vo vSetkych extraktoch.
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5.1.2 Dlhodobé stabilitné testy extraktov z ffaSkovych kultivacii, C/N 25

5.1.2.1 Stabilita extraktov kmena Sporidiobolus pararoseus, flaskova kultivacia
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Graf 10: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v extraktoch kmeria Sporidiobolus pararoseus
v porovnani s referencnou extrakciou (Aceton)

100% 12
90%
80% 10
70% g
60%
50% 6
40%
30% 4
20% )
10%
0% 0
Etanol Etanol Hexan Hexdan R Etanol Etanol Hexan Hexan R
0 dni 4 0 dni 4 0 dni 4 0 dni 4
mesiace mesiace mesiace mesiace
PUFA MUEA SFA Percentudlne zastlpenie lipidov v biomase

Graf 11: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentualneho zastipenia
mastnych Kkyselin (vlavo) v extraktoch kmerna Sporidiobolus pararoseus v porovnani
s referenénym stanovenim (R)

Ako je mozné pozorovat na Graf 10: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v extraktoch
kmena Sporidiobolus pararoseus v porovnani s referenénou extrakciou (Aceton), pre tento
kmen sa ukazal byt vhodnejSim rozpustadlom pre extrakciu pigmentov hexan, ktory dosiahol
76,1 % vytazok celkovych karotenoidov. Pri extrakcii do hexanu bol dosiahnuty aj vacsi
vytazok beta-karoténu, ato 1,39 mg/g v porovnani s 1,21 mg/g za pouzitia etanolu. Zo
vzorku sa podarilo ziskat iba malé vytazky torularhodinu, a to nezavisle od pouzitého
rozpustadla. Z hladiska stability sa preukazalo byt vhodnejSie uskladnenie do hexanu, na €o
poukazuju i Udaje ziskané spektrofotometrickym meranim.
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Tieto vysledky vS8ak zaroven nespravne charakterizuju rozdiel obsahu karotenoidov vo
vzorkach po 4 mesiacoch skladovania, priCom poukazuju na ovela vysSie rozdiely medzi
hexanovym a etanolovym extraktom.

Graf 11 vypoveda ze hexan je v tomto pripade i vhodnejSim rozpustadlom pre extrakciu
lipidov, priCom ich vytaZzok Ccinil az 89,7 %. Koncentracia lipidov v3ak dosiahla po
4 mesiacoch obdobné hodnoty pre oboje rozpustadla. Pre tuto vzorku sa javia byt najmene;j
stabilnymi PUFA.
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Graf 12: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v extraktoch kmefia Rhodotorula
kratochvilovae v porovnani s referencnou extrakciou (Acetén)
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Graf 13: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentuéineho zastipenia
mastnych kyselin (vlavo) v extraktoch kmena Rhodotorula kratochvilovae v porovnani

s referenénym stanovenim (R)
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Ako je mozné si vSimnut na Graf 12, extrakcia pigmentov do etanolu dosiahla v tomto
pripade vytazok 81,8 % a extrakcia do hexanu 84 %. Hexdn sa teda javi ako mierne
vhodnejSie rozpustadlo. Karotenoidy sa v tomto vzorku prejavili ako pomerne nestabilné,
pricom koncentracie beta-karoténu klesli az na priblizne 1/10 ich pévodnych hodnét pre
obidva spdsoby uskladnenia (v etanole i v hexane). Z biomasy tohto rodu nebol ziskany
Ziadny vytazok torulénu a vSeobecne velmi nizke vytazky torularhodinu. Spektrofotometrické
stanovenie poukazuje na vysoké koncentracie karotenoidov v hexanovom extrakte, realne
rozdiely koncentracii karotenoidov medzi etanolovym a hexanovym extraktom vSak
nedosahuju takéto rozdiely. Da sa predpokladat, Ze pri merani hexadnového extraktu
interferovali iné latky.

Graf 13 vypoveda, Ze hexan je vhodnejSim i pre extrakciu lipidov zo vzorku, pri¢om ich
vytazok dosiahol 50,3 %. Lipidy v hexanovom extrakte sa vS8ak prejavili ako najmenegj
stabilné, pric¢om ich koncentracia klesla na 35,8 % pbévodnej hodnoty, Cize eSte niZSie
hodnoty ako nadobudnuté uskladnenim v etanole. PUFA sa vtomto pripade javia ako
najmenej stabilné mastné kyseliny.

5.1.2.3  Stabilita extraktov kmena Rhodotorula mucilaginosa, ffaskova kultivacia
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Graf 14: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v extraktoch kmeria Rhodotorula
mucilaginosa v porovnani s referencnou extrakciou (Acetén)

Z Grafu 15 je mozné pozorovat, ze v tomto pripade prebehla extrakcia pigmentov lepsSie za
pouzitia etanolu, ziskanych bolo az 92,3 % celkovych karotenoidov. Pri dlhodobom
skladovani vsak klesla ich koncentracia na podobnu hodnotu v etanolovom i v hexanovom
extrakte. Z tohto vzorku biomasy boli extrakciou do etanolu ziskané aj pomerne dobré
vytazky torulénu (84,2 %) a torularhodinu (86,1 %). Spektrofotometrické stanovenie ani
v tomto pripade neposkytuje presné vysledky.

Graf 15 vypoveda, Ze pre extrakciu lipidov z biomasy u tejto kultivacie je vhodnejSie
pouzit etanol, pri¢om bol dosiahnuty vytazok az 98,4 %. Hexan vSak dosiahol tiez pomerne
vysoky vytazok a to 95,3 %. Ako najmenej stabilné sa prejavili PUFA, ato nezavisle od
pouzitého rozpustadla.
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Graf 15: Casovy vyvin koncentrécie celkovych lipidov (vpravo) a percentuélneho zastupenia
mastnych kyselin (vlavo) v extraktoch kmeria Rhodotorula mucilaginosa v porovnani
s referencnym stanovenim (R)

5.1.2.4  Stabilita extraktov kmena Cystofilobasidium macerans, flaskova kultivacia
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Graf 16: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v extraktoch kmeria Cystofilobasidium
macerans v porovnani s referenénou extrakciou (Acetén)
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Graf 17: Casovy vyvin koncentrécie celkovych lipidov (vpravo) a percentuélneho zastupenia
mastnych kyselin (vlavo) v extraktoch kmeria Cystofilobasidium macerans v porovnani
s referenénym stanovenim (R)

Graf 16 vypoveda o tom, Ze vytazok celkovych karotenoidov dosiahol maximum za pouzitia
etanolu, a to hodnotu 90,7 %. Hexan, s vytazkom 60,3 %, sa javi ako pomerne nevhodna
volba. Do etanolu sa podarilo vyextrahovat ipomerne velké mnozstvo torulénu, ato
s vytazkom az 93,7 %. Pigment torulén vSak zaroven podlahol najintenzivnejSiemu
rozkladu. Ako pomerne stabilny sa prejavil beta-karotén v hexanovom extrakte, kedy jeho
koncentracia klesla po 4 mesiacoch pri teplote -40 °C iba na 61,5 % pévodnej hodnoty. Za
povSimnutie stoji vysoké mnozstvo celkovych karotenoidov stanovenych spektrofotometricky
v etanolovom extrakte skladovanom 4 mesiace. Mohlo to byt spbésobené pritomnostou
rozkladnych produktov, ktoré neboli identifikované pomocou HPLC, ale interferovali
s meranim na spektrofotometri.

Ako je znazornené na Graf 17, extrakcia lipidov dosiahla v tomto pripade vacésie vytazku
za pouzitia hexanu, a to 68,5 %. Koncentracia lipidov v extrakte vSak klesla po 4 mesiacoch
na podobné hodnoty. PUFA sa v tomto vzorku zdaju byt pomerne dost stabilné, pricom ich
percentualne zastupenie stuplo az na 48,4 % pre etanol a 51,9 % pre hexan.

5.1.25 Zhrnutie vysledkov dlhodobych testov stability flaskovych kultivacii

Z vysledkov extrakénych experimentov a dlhodobych testov stability biomasy flaskovych
kultivacii je mozné pozorovat, Ze extrakcia pigmentov prebehla najlepSie do etanolu pre
kmen Rhodotorula mucilaginosa a Cystofilobasidium macerans. Do hexanu prebehla
extrakcia lepSie pre kmen Sporidiobolus pararoseus a Rhodotorula kratochvilovae, pre oba
kmene vSak poskytoval dobré vysledky i etanol. Znaéné rozdiely medzi koneénou
koncentraciou celkovych karotenoidov v etanolovych a hexdnovych extraktoch sa prejavili
iba pre kmen Sporidiobolus pararoseus, a to v prospech hexanového extraktu.

Extrakcia lipidov prebehla lepSie za pouzitia hexanu, s vynimkou kmena Rhodotorula
mucilaginosa. Stabilita lipidov sa ukazala byt nizSou v hexanovych extraktoch biomasy
kmenov Rhodotorula kratochvilovae a Rhodotorula mucilaginosa. Extrakty biomasy kmerov
Cystofilobasidium macerans a Sporidiobolus pararoseus dosiahli obdobnd koncentraciu
lipidov po 4 mesiacoch za poutzitia oboch rozpustadiel. PUFA sa prejavili vtomto pripade
ako pomerne nestabilné, s vynimkou extraktu kmera Cystofilobasidium macerans.

Rozdiely v ucinnosti extrakcie metabolitov individualnych druhov kvasiniek do réznych
rozpustadiel mézu suvisiet' s odliSnou stavbou bunkovej steny a celkovym zloZenim buniek.
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5.2 Kratkodobé testy stability

Zmienené stabilitné testy boli vykonané na celkom 6 kmernoch mikrorias a4 kmenoch
kvasiniek  kultivovanych ~ vo  fermentoroch. Udaje  ziskané zHPLC, zGC
a spektrofotometrickym meranim boli vynesené do série grafov. Pre kazdy extrakt bola
zhodnotena extrakéna ucinnost jednotlivych metabolitov a celkového zastUpenia
karotenoidnych pigmentov v biomase v porovnani s referenénym stanovenim. Referenénym
stanovenim konkrétneho vzorku sa rozumie stanovenie pigmentov na HPLC za pouZitia
acetonu ako rozpustadla pre pigmenty produkované riasami, alebo stanovenie kvasinkovych
pigmentov na HPLC extrakciou podla Folcha, alebo stanovenie mastnych kyselin na GC
transesterifikaciou biomasy rias ¢i kvasiniek. Hodnoty referenéného stanovenia biomasy
kvasiniek kultivovanych vo fermentoroch boli prevzaté z prace [66]. V ramci testu bola
zhodnotena stabilita metabolitov po¢as 28 dni za uskladnenia pri teplote 8 °C v chladiacom
boxe a pri teplote -40 °C v mraziacom boxe. Pre porovnanie bola sledovana aj stabilita
metabolitov pri laboratérnej teplote (20 °C) v intenzivnejSich intervaloch, avSak kratSiu dobu.

Do hodnét koncentracie celkovych karotenoidov vo vzorkach kvasiniek (stanovenej na
HPLC) v Cerstvych extraktoch (0 hod.) boli zahrnuté vSetky detekované karotenoidné
pigmenty vo vzorku, itie ktoré nebolo mozné presne identifikovat, priCom ich koncentracia
bola urena pomocou kalibratnej krivky beta-karoténu. V extraktoch kvasiniek
analyzovanych pocas testov stability a vo vSetkych extraktoch rias bolo mnozZstvo celkovych
karotenoidov uréené jednoduchym suctom.
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5.2.1  Kratkodobé testy stability rias
5.2.1.1  Stabilita extraktov kmena Desmodesmus acutus
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Graf 18: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v etanolovom extrakte kmeria Desmodesmus
acutus v porovnani s referencnou extrakciou do aceténu (Acetén), stanovené na HPLC
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Graf 19: Casovy vyvin koncentrécie celkovych lipidov (vpravo) a percentualneho zastipenia
mastnych kyselin (v/avo) v etanolovom extrakte pre kmeri Desmodesmus acutus v porovnani
s referenénym stanovenim (R)
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Graf 20: Casovy vyvin koncentrécie karotenoidov (vlavo), chlorofylu A (v strede) a chlorofylu
B (vpravo) stanovena spektrofotometricky v etanolovom extrakte pre kmeri Desmodesmus
Acutus

Na zaklade Graf 18 je mozné porovnat ucinnost extrakcie lipofiinych pigmentov do etanolu a
do aceténu, pricom mnozstvo celkovych karotenoidov v etanolovom extrakte Ccinilo
78,9 % mnozstva v acetébnovom extrakte. Z hladiska teploty uskladnenia sa pre vsetky
metabolity javi optimum pri -40 °C, pri€om najnachylnejsi na rozklad bol violaxantin. Niektoré
metabolity, ako napriklad neoxantin, vykazovali pomerne dobru stabilitu aj za inych
podmienok, avsak len kratkodobo. Mnozstvo celkovych karotenoidov vo vzroku uskladnenom
pri -40 °C kleslo po 28 dnoch iba o 3 %. Zelené rastlinné farbiva chlorofyly tiez vykazali
najlepsSiu stabilitu pfi -40 °C, pozoruhodné jé vSak, Ze ich stabilita poCas prvych 14 dioch
skladovania je pri 8 °C a pri 20 °C takmer rovnaka.

Z Graf 20 je mozné vycitat, Zze koncentracia lipidov postupom ¢asu mierne klesa. Lipidy
vykazali najvy$Siu stabilitu pri -40 °C. Z hladiska zlozenia mastnych kyselin sa ako
najlabilnejSie javia mononenasytené kyseliny.

Polynenasytené mastné kyseliny vykazuju vysSiu stabilitu, avSak znacne nizku mieru
extrakcie do etanolu (70,5 %) v porovnani s tradi¢nou transesterifikaciou z biomasy.

Z Graf 21 je mozné pozorovat vyvoj koncentracie pigmentov v extrakte. Pre karotenoidy
a rovnako aj chlorofyly javi uskladnenie pri 20 °C ako nevhodné. Je tiez mozné pozorovat
znacné rozdiely medzi uskladnenim pri 8 °C a -40 °C.
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Graf 21: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v hexanovom extrakte kmeria Desmodesmus
acutus v porovnani s referenénou extrakciou do aceténu (Acetén), stanovené na HPLC
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Graf 22: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentudlneho zastipenia
mastnych Kkyselin (vlavo) v hexadnovom extrakte pre kmeri Desmodesmus acutus
Vv porovnani s referencnym stanovenim (R)
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Graf 23: Casovy vyvin koncentréacie karotenoidov (vfavo) a chlorofylu A (vpravo) stanovena
spektrofotometricky v hexanovom extrakte pre kmeri Desmodesmus acutus

Na zéklade Graf 21 je mozné prehlasit u Desmodesmus acutus jednoznacne mensiu
ucinnost’ extrakcie pigmentov do hexanu ako do etanolu. Mnozstvo celkovych karotenoidov
dosiahlo vytazok iba 54,2 % v zrovnani s aceténovou extrakciou. Niektoré pigmenty ako
neoxantin, violaxantin neboli detekované v analyticky vyznamnych koncentraciach. Chlorofyl
B nebol detekovany pri spektrofotometrickom stanoveni (Graf 24), v ktorom bol detekovany
iba chlorofyl A. Z Graf 21 je mozné pozorovat porovnatelne dobru stabilitu karotenoidov
pri -40 °C ako aj pri 8 °C, ¢o je mozné pozorovat aj pri spektrofotometrickom stanoveni.

Na Graf 23 je mozné pozorovat znacnu nestabilitu vyextrahovanych lipidov. Hoci ucinok
extrakcie dosahoval az 85,3 %, lipidy v tomto vzorku podliehali rychlemu rozpadu. Jedné sa
pravdepodobne o rozklad PUFA ado menSej miery aj rozklad MUFA. Je teda mozné
prehlasit, ze z kratkodobého hladiska je lepSie pre extrakciu lipidov pouzit hexan, avsak pri
dlhodobom skladovani dosiahne zastlUpenie lipidov v etanolovom a v hexanovom extrakte
podobné hodnoty (4,1 % pre hexan a 4,34 % pre etanol za -40 °C).
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Graf 24: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v etanolovom extrakte kmefia Desmodesmus
guadricauda v porovnani s referenénou extrakciou do acetdnu (Acetdn), stanovené na HPLC
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Graf 25: Casovy vyvin koncentrécie celkovych lipidov (vpravo) a percentuéineho zastipenia
mastnych Kkyselin (vlavo) v etanolovom extrakte pre kmeri Desmodesmus quadricauda
v porovnani s referenénym stanovenim (R)
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Graf 26: Casovy vyvin koncentrécie karotenoidov (vlavo), chlorofylu A (v strede) a chlorofylu
B (vpravo) stanovena spektrofotometricky v etanolovom extrakte kmeria Desmodesmus
guadricauda

Z Graf 24 je mozné vyvodit Ze extrakéna ucinnost kmerfia Desmodesmus quadricauda pre
celkové karotenoidy dosahovala 85,7 %. Z hladiska stability karotenoidov sa opat’ javi ako
optimalna teplota prostredia -40 °C, pri ktorej klesol ich celkovy obsah iba 0 9 %. Najmensiu
stabilitu vykazoval pigment violaxantin, ktorého koncentracia dosiahla velmi nizkych hodnét
uz po 14 drioch pri teplote 20 °C alebo po 28 drioch pri 8 °C. Tento extrakt sa tiez vyznacuje
pomerne nizkou mierou extrakcie chlorofylu A, ktora dosiahla iba 60,4 % referenéného
vzorku. Na Graf 26 je tiez mozné pozorovat najvysSiu stabilitu vSetkych pigmentov pri teplote
-40 °C.

Z Graf 25 je mozné vyvodit, Ze teplota uskladnenia ma iba maly vplyv na stabilitu lipidov
vo vzorku po dobe 28 dni (3,34 % pre 8 °C a 3,77 % pre -40 °C). Z tohto grafu je tiez zrejmé,
Ze najskér podliehaju rozkladu MUFA, ktorych percentudlne zastUpenie rychlo Kklesa,
s vynimkou vzorku uskladneného pri -40 °C po 14 dni. Miera extrakcie lipidov dosiahla
v tomto pripade 70,7 %.
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Graf 27: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v hexanovom extrakte kmeria Desmodesmus
quadricauda v porovnani s referenénou extrakciou do aceténu (Acetén), stanovené na HPLC

65



(o)} ~N
1 J

100% -

90% - I I
80% -

70% -

60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% - 14
0%

(%2
1

w
1

O T T T T
0 20°C20°C 8C 8°C -40°C-40°C R gpog 20°C 20°C 8°C 8°C -40°C-40°C R

hod. 7dni 14 14 28 14 28 7 dni 14 dni 14 dni 28 dni 14 dni 28 dni
dni dni dni dni dni

Percentudlne zastupenie lipidov v biomase
B PUFA © MUFA mSFA

Graf 28: Casovy vyvin koncentrécie celkovych lipidov (vpravo) a percentuélneho zastupenia
mastnych kyselin (vlavo) v hexanovom extrakte pre kmerni Desmodesmus quadricauda
v porovnani s referen¢nym stanovenim (R)
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Graf 29: Casovy vyvin koncentrécie karotenoidov (vliavo) a chlorofylu A (vpravo) stanovena
spektrofotometricky v hexanovom extrakte kmeria Desmodesmus quadricauda

Na Graf 27 je opat mozné pozorovat nizku mieru extrakcie pigmentov do hexanu.
V analyticky vyznamnych koncentraciach bol detekovany iba B-karotén, pri€om najvysSiu
stabilitu vykazoval pri -40 °C a naopak pri 20 °C zaznamenal rychly rozklad. Podobny trend
je mozné pozorovat aj na Graf 29. Spektrofotometricky bolo detekované aj malé mnozstvo
chlorofylu A, tieto vysledky vSak vykazuju nizku presnost, zrejme kvoéli velmi nizkej
koncentrécii analytu. Uginok extrakcie celkovych karotenoidov &inil iba 29,1 % v porovnani
s referenénym acetéonovym extraktom.

Z Graf 28 je mozné vycitat pomerne dost U&innu extrakciu lipidov do hexanu (94,3 %).
Tiez je mozné pozorovat velmi rychly pokles ich koncentracie. Jedna sa pravdepodobne
o prvotny rozklad PUFA a MUFA, ktorych percentualne zastlpenie vo vzorke skladovanej
28 dni pri 8 °C znacne klesol.
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5.2.1.3  Stabilita extraktov kmeria Chlorella vulgaris
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Graf 30: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v etanolovom extrakte kmeria Chlorella
vulgaris v porovnani s referenc¢nou extrakciou do aceténu (Acetén), stanovené na HPLC
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Graf 31: Casovy vyvin koncentrécie celkovych lipidov (vpravo) a percentuélneho zastupenia
mastnych kyselin (vlavo) v etanolovom extrakte pre kmeri Chlorella vulgaris v porovnani
s referenénym stanovenim (R)
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Graf 32: Casovy vyvin koncentracie karotenoidov (vlavo), chlorofylu A (v strede)
a chlorofylu B (vpravo) stanovené spektrofotometricky v etanolovom extrakte kmeria
Chlorella vulgaris

Ako je mozné pozorovat na Graf 30, do etanolu sa podarilo vyextrahovat asi 84,6 %
celkovych karotenoidov v porovnani s acetbnom. Z hladiska stability karotenoidnych
pigmentov je opat najlepSou volbou teplota -40 °C, pri ktorej sa ich mnozstvo poc€as 28 dni
zmenSilo iba 0 3 % . Pozoruhodnu stabilitu prejavili aj vzorky uskladnené pri 8 °C (89,6 %
povodnej hodnoty). Podobné tvrdenie sa vSak neda prehlasit o stabilite chlorofylu A a B,
ktoré pri teplote 20 °C podliehali rychlemu rozkladu. Pomerne rychlemu rozkladu podliehali aj
pigmenty neoxantin a violaxantin, ktorych koncentracia klesla po 28 drioch pri teplote -40 °C
takmer o 50 %.

Ako je mozné pozorovat na Graf 32, najvy$Sia stabilita karotenoidov i chlorofylu A bola
zaznamenana spektrofotometricky pri teplote -40 °C. Chlorofyl B je podfa tychto vysledkov
priblizne rovnako stabilny pri teplote -40 °C ako pri 8 °C, ¢o poukazuje na nie prili§ velku
spolahlivost’ tejto metddy stanovenia koncentracie.

Podfla Graf 31 je mozné predpokladat, ze lipidy tohto extraktu maju poc&as prvych dvoch
tyzdnov priblizne rovnaku stabilitu vzhfadom na testované teploty prostredia. Na grafe je tiez
mozné pozorovat prvotny pokles koncentracie lipidov spojeny so znizenim zastipenia
PUFA, ktoré dosiahli minimalne zastupenie po 28 drfiovom skladovani pri teplote 8 °C.
Extrakcia lipidov prebehla v tomto pripade z 75,8 %.
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Graf 33: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v hexénovom extrakte kmeria Chlorella
vulgaris v porovnani s referencénou extrakciou do acetonu (Acetén), stanovené na HPLC
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Graf 34: Casovy vyvin koncentrécie celkovych lipidov (vpravo) a percentudlneho zastipenia
mastnych kyselin (vlavo) v hexanovom extrakte pre kmeri Chlorella vulgaris v porovnani
s referen¢nym stanovenim (R)
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Graf 35: Casovy vyvin koncentracie karotenoidov (vlavo), chlorofylu A (vpravo) stanovena
spektrofotometricky v hexdnovom extrakte kmeria Chlorella vulgaris

Ako je mozné pozorovat v Graf 33, v hexanovom extrakte kmena Chlorella vulgaris bol
detekovany vo vyznamnych koncentraciach beta-karotén, lutein a violaxantin. Extrakéna
ucinnost’ celkovych karotenoidov dosiahla hodnotu 80,1 %. Stabilita beta-karoténu pri teplote
8 °C apri -40 °C vykazuje porovnatelné hodnoty (11,05 mg/g pre 8 °C a 11,14 mg/g
pre -40 °C). Podobny trend je mozné pozorovat aj v Graf 35, kde sa spektrofotometricky
ur€ena koncentracia karotenoidov javi ako stabilna, avSak iba po€as prvych 14 dni merania.
Podla tohto stanovenia sa vo vzorku nachadza aj malé mnozstvo chlorofylu A, ktorého
koncentracia klesa najmenej pri -40 °C. Pre extrakciu pigmentov z biomasy kmeria Chlorella
vulgaris je jednoznacne vyhodnejSie pouzit etanol.

Z Graf 34 je mozné pozorovat pomerne nizku mieru extrakcie lipidov do hexanu, a to iba
39,3 %. V tomto pripade je teda pre extrakciu lipidov vyhodnejSie pouzit etanol. Vo vzorkach
je tiez mozné pozorovat znizenie obsahu lipidov, ktoré je spojené so zniZzenim koncentracie
PUFA, ktora dosiahla minimum (41,7 %) po 28 dfioch pri teplote 8 °C. Z hladiska stability
celkovych lipidov sa javi ako prijatelné i skladovanie pri 8 °C, av8ak v tomto pripade klesa
percentualne zastupenie cennych PUFA.
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5.2.1.4  Stabilita extraktov kmeria Chlamydomonas reindhartii
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Graf 36: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v etanolovom extrakte kmeria
Chlamydomonas reindhartii v porovnani s referen¢nou extrakciou do aceténu (Aceton),
stanovené na HPLC
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Graf 37: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentualneho zastipenia

mastnych kyselin (vlavo) v etanolovom extrakte pre kmeri Chlamydomonas reindhartii

v porovnani s referencnym stanovenim (R)
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Graf 38: Casovy vyvin koncentracie karotenoidov (vlavo), chlorofylu A (v strede)
a chlorofylu B (vpravo) stanovené spektrofotometricky v etanolovom extrakte kmeria
Chlamydomonas reindhartii

Z Graf 36 je mozné vycitat nizku extrakénu ucinnost (iba 45,7 % celkovych karotenoidov)
a zaroven vysoké produkéné vlastnosti tohto kmena. Tento extrakt tiez vykazuje, v porovnani
s acetonovym, velmi nizke koncentracie chlorofylu A, chlorofylu B a neoxantinu. Opaény
trend vykazuju pigmenty lutein (76 % v porovnani s aceténom) a violaxantin (87,3 %
v porovnani s aceténom). Co sa tyka stability pigmentov, celkové karotenoidy sa zdaju byt
pomerne stabilné za uskladnenia pri teplote -40 °C (pokles 0 9%) a aj pri teplote 8 °C (pokles
0 14 %). Obzvlast nestabilny za uskladnenia pri inej teplote ako -40 °C sa vSak javi byt
violaxantin, ktorého koncentracia po 28 drioch pri 8 °C klesla na 11 % pdvodnej hodnoty.
Graf 38 taktiez indikuje najvysSiu stabilitu vSetkych pigmentov za uskladnenia pri -40 °C.

Na Graf 37 je mozné pozorovat velmi vysoku ucinnost extrakcie lipidov, ktora dosiahla az
97,6 %. Dalej je mozné pozorovat pomerne dobru stabilitu lipidov v extrakte pri vSetkych
teplotach uskladnenia, okrem 20 °C. Pokles koncentracie lipidov po 28 dioch merania bol
pravdepodobne spésobeny rozkladom MUFA, ktorych zastupenie kleslo na velmi nizke
hodnoty.
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Graf 39: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v hexanovom extrakte kmeria
Chlamydomonas reindhartii v porovnani s referencénou extrakciou do aceténu (Acetoén),
stanovené na HPLC
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Graf 40: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentualneho zasttpenia
mastnych kyselin (vlavo) v hexanovom extrakte pre kmeri Chlamydomonas reindhartii
v porovnani s referen¢nym stanovenim (R)
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Graf 41: Casovy vyvin koncentracie karotenoidov (vlavo), chlorofylu A (vpravo) stanovena
spektrofotometricky v hexanovom extrakte kmeria Chlamydomonas reindhartii

Ako je mozné pozorovat na Graf 39, hexan je pre extrakciu pigmentov z tohto vzorku
biomasy skutoCne optimalnym rozpustadlom. Miera extrakcie celkovych karotenoidov
dosiahla az 89,1 %, €o Cini takmer dvojnasobok hodnoty dosiahnutej pri pouZiti etanolu.
Treba vS8ak brat do uvahy velmi zlé extrakéné vlastnosti hexanu pre neoxantin
a chlorofyl A a B, ktoré v tomto extrakte neboli detekované vo vyznamnych koncentraciach.
Pre tento extrakt je jednoznacne najvhodnejSim uskladnenim -40 °C, pri ktorom dochadza
k najmensiemu rozkladu pigmentov, tento trend je mozné pozorovat aj v Graf 41.

Na prvy pohlad sa podla Graf 40 sa hexan javi ako pomerne dobré rozpustadlo pre
extrakciu lipidov pre tento kmen, s vytazkom 87,3 %. Treba vSak brat do uvahy mimoriadne
ucinnu extrakciu lipidov do etanolu (97,6 %). Je tiez mozné pozorovat podobny trend ako pri
etanolovom extrakte, kedy je s poklesom lipidov spojeny aj pokles koncentracie MUFA.
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5.2.1.5 Stabilita extraktov kmena Scenedesmus obliquus
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Graf 42: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v etanolovom extrakte kmeria Scenedesmus
obliquus v porovnani s referenénou extrakciou do acetéonu (Aceton), stanovené na HPLC
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Graf 43: Casovy vyvin koncentréacie celkovych lipidov (vpravo) a percentudlneho zastipenia
mastnych kyselin (vlavo) v etanolovom extrakte pre kmeri Scenedesmus obliquus
v porovnani s referenénym stanovenim (R)
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Graf 44: Casovy vyvin koncentracie karotenoidov (vlavo), chlorofylu A (v strede)
a chlorofylu B (vpravo) stanovena spektrofotometricky v etanolovom extrakte kmena
Scenedesmus obliquus

Z Graf 42: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v etanolovom extrakte kmefa
Scenedesmus obliquus v porovnani s referenénou extrakciou do acetdnu (Aceton),
stanovené na HPLC je mozné vycitat niekolko udajov. V prvom rade je si vhodné vSimnut
velmi nizku extrakénd uc€innost, do etanolu bolo vyextrahovanych iba 28,4 % celkovych
karotenoidov zo vzorku. Pigment violaxantin sa opat prejavil ako velmi nestabilny za
skladovania pri 20 °C i 8 °C. Pigment neoxantin naopak preukazal mierne vy3Siu stabilitu za
skladovania pri 8 °C ako pri -40 °C. Co sa tyka ostatnych karotenoidov a chlorofylov, tie
preukazali najvysSiu stabilitu pri teplote -40 °C, av8ak vacSina z nich sa preukazala byt
pomerne stabilnymi i pri teplote 8 °C. Ako priklad je vhodné uviest chlorofyl B, ktorého
koncentracia poklesla za 28 dni o0 28,9 % pri -40 °C a 0 35,7 % pri 8°C.

Z Error! Reference source not found.Graf 44 je tiez zrejmé, Ze najvySSiu stabilitu
preukazali pigmenty pri teplote -40 °C. Za povSimnutie v8ak stoji, Zze vyvin koncentracie
karotenoidov v tomto grafe nekoreSponduje s redlnymi hodnotami stanovenymi na HPLC.
Spektrofometricka metéda totizto poukazuje na znacny rozdiel koncentracie karotenoidov
medzi vzorkami uskladnenymi pri 8 °C (2,65 mg/g) a pri -40 °C (4,58 mg/g), zatial ¢o
vysledky merania z Graf 42 poukazuju iba na minimalne rozdiely. Dalej je vhodné spomenut
obrateny vyvin hodnét spektrofotometricky stanovenej koncentracie chlorofylu B, ¢o mohlo
byt spésobené vznikom urcitych rozkladnych produktov ktoré mohli interferovat’ s odozvou
analytov.

Z Graf 43 je mozné vycitat pomerne dobru extrakénu ucinnost lipidov zo vzorku pri pouziti
etanolu (83,6 %). Dalej je mozné pozorovat vysoku nestabilitu lipidov v tomto vzorku a nizke
mnozstvo vyextrahovanych PUFA. Etanol sa teda nezda byt vhodnym rozpustadlom pre ich
extrakciu.
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Graf 45: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v hexanovom extrakte kmerfia Scenedesmus
obliquus v porovnani s referenénou extrakciou do acetéonu (Aceton), stanovené na HPLC
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Graf 46: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentualneho zasttpenia
mastnych kyselin (vlavo) v hexanovom extrakte pre kmeri Scenedesmus obliquus
v porovnani s referen¢nym stanovenim (R)
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Graf 47: : Casovy vyvin koncentracie karotenoidov (viavo), chlorofylu A (vpravo) stanovena
spektrofotometricky v hexanovom extrakte kmeria Scenedesmus obliquus

Na Graf 45 je mozné si v8imnut vysoku extrakénu uc€innost za pouzitia hexanu, ktora
dosiahla az 91,8 % pre celkové karotenoidy. Do hexanu sa vSak nepodarilo vo vyznamnych
koncentraciach vyextrahovat iné pigmenty okrem beta-karoténu a luteinu. Koncentracia
luteinu dosiahla iba 6 % referenéného stanovenia. Pre zachovanie ¢o najvy$Sieho mnoZstva
pigmentov sa pre tento extrakt javi ako optimélna teplota 8 °C. Podobny trend je mozné
pozorovat aj na Graf 47.

Ako je mozné vidiet v Graf 46, hexan sa javi ako menej vhodné rozpustadlo pre extrakciu
lipidov, kedy dosiahnuty vytazok tvoril 60,4 %. Vy3Siu hodnotu dosiahlo v3ak zastupenie
PUFA, ktorych zastupenie Cinilo az 42,7 %. Absolutne nevhodnou metédou uskladnenia sa
javi teplota 8 °C, pri tejto teplote klesla koncentracia lipidov po 2 tyzdrioch este intenzivnejSie
ako pri 20 C°.
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5.2.1.6  Stabilita extraktov kmena Scenedesmus dimorphus
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Graf 48: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v etanolovom extrakte kmeria Scenedesmus
dimorphus v porovnani s referenénou extrakciou do acetéonu (Acetén), stanovené na HPLC
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Graf 49: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentualneho zastipenia
mastnych kyselin (vlavo) v etanolovom extrakte pre kmeri Scenedesmus dimorphus
v porovnani s referenénym stanovenim (R)

76



14 8
12 7

10

o O O 2o e
o0 0k, N R o N
(6]

koncentracia [mg/g biomasy]

4 2
0.2 2 1
0 0 0

0 3 6 912151821242730 0 3 6 912151821242730 0 3 6 9 121518 2124 27 30
defimerania _g >0 4 _g°C —e—_40°C

Graf 50: Casovy vyvin koncentracie karotenoidov (vfavo), chlorofylu A (v strede)
a chlorofylu B (vpravo) stanovena spektrofotometricky v etanolovom extrakte kmena
Scenedesmus dimorphus

Z Graf 48 je mozné odpozorovat, ze extrakcia karotenoidov pigmentov prebehla s vytazkom
49,7 %. Stabilita celkovych karotenoidov i beta-karoténu sa preukazala byt najvy$Sou za
skladovania pri 8°C. Koncentracia karotenoidov klesla za 28 dni pri teplote 8 °C 0 15,4 %,
zatial ¢o pri -40 °C klesla az 0 29 %. Vo vzorku bol stanoveny aj pigment violaxantin, ktory
vSak podliehal rychlemu rozkladu. Rychlemu rozkladu podliehal aj pigment neoxantin, ktory
sa v8ak podarilo zachovat v malom mnozstve pri teplote -40 °C. Koncentracia chlorofylu B
a luteinu dosiahla na konci analyzy podobné hodnoty pri teplote -40 °C i pri 8°C. D& sa teda
predpokladat, ze Graf 50 necharakterizuje priebeh rozkladu karotenoidov a chlorofylu B
spravne. Spektrofotometricky uréena koncentracia tychto analytov totizto dosiahla po
28 dnioch vyrazne nizSie hodnoty za skladovania pri 8 °C ako za skladovania pri -40 °C.

Na Graf 49 je mozné pozorovat, ze koncentracia lipidov i zlozenie mastnych kyselin sa
menilo v priebehu experimentu len velmi malo. Koncentracia lipidov dosiahla 64,1 % vytazku
referenéného stanovenia.
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Graf 51: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v hexanovom extrakte kmerfia Scenedesmus
dimorphus v porovnani s referenénou extrakciou do aceténu (Acetén), stanovené na HPLC
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Graf 52: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentualneho zasttpenia
mastnych kyselin (vlavo) v hexanovom extrakte pre kmeri Scenedesmus dimorphus
v porovnani s referencnym stanovenim (R)
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Graf 53: Casovy vyvin koncentréacie karotenoidov (vlfavo), chlorofylu A (vpravo) stanovena
spektrofotometricky v hexanovom extrakte kmeria Scenedesmus dimorphus

Ako je mozné si vSimnut na Graf 51, vytazok extrakcie do hexanu dosahuje pre tento kmen
velmi nizkych hodnét. Zo vzorku sa podarilo vyextrahovat iba 21,9 % celkovych
karotenoidov a medzi Uspesne stanovené karotenoidy patria iba beta-karotén a lutein. Oba
tieto pigmenty sa prejavili ako najstabilnejSie za skladovania pri -40 °C, ¢o potvrdzuje aj Graf
53. Pomocou spektrofotometra sa podarilo urcit aj malé koncentracie chlorofylu A, ¢o v3ak
mdbze byt spdsobené interferenciou inych analytov.

Z Graf 52 je mozné stanovit vytazok extrakcie celkovych lipidov, ktory bol 58 %. Do
hexanu sa z tohto vzorku biomasy podarilo vyextrahovat mierne nizSie mnozstvo lipidov ako
Z etanolu. V tomto extrakte, v zrovhani s etanolovym, sa tiez meni zastupenie mastnych
kyselin, ktoré je charakteristické poklesom zastUpenia PUFA. Zastipenie PUFA a znacne
nemeni iba za skladovania pri -40 °C.

5.2.1.7 Zhrnutie priebehu kratkodobych stabilitnych experimentov rias
Z vysledkov kratkodobych testov stability extraktov vybranych kmerov rias je mozné urcit
najvhodnejSie rozpustadlo pre extrakciu pigmentov. Pre kmene Desmodesmus acutus,
Desmodesmus quadricauda, Scenedesmus dimorphus je to jednoznacne etanol. Kmene
Scenedesmus obliguus a Chlamydomonas reindhartii preukazali naopak najvacSie vytazky
pigmentov pri extrakcii do hexanu. Kmen Chlorella vulgaris dosiahol porovnatelné hodnoty
vytazkov pigmentov pri pouziti etanolu i hexanu. Stabilita pigmentov sa v drvivej vacSine
vzoriek javi byt najvySSou pri teplote -40 °C, ato v hexanovych i etanolovych extraktoch.
Extrakty, ktoré vykazali porovnatelnu stabilitu pigmentov i pri teplote 8 °C, su etanolové
extrakty kmerniov Scenedesmus dimorphus a hexanové extrakty kmenov Desmodesmus
acutus a Scenedesmus obliquus.

Extrakcia lipidov do hexanu dosiahla vyS$Siu uc€innost extrakcie nez do etanolu iba
v pripade kmena Desmodesmus quadricauda a Desmodesmus acutus. Etanol sa prejavil
ako jednoznagne ucinnejSie extrahovadlo lipidov z biomasy pre kmene Scenedesmus
obliquus a Chlorella vulgaris. Vac¢sina etanolovych extraktov prejavila porovnatelne dobru
stabilitu lipidov v extrakte pri teplotach -40 °C a8 °C, vynimkou su extrakty kmerov
Scenedesmus dimorphus a Desmodesmus acutus. Co sa tyka stability lipidov v hexanovych
extraktoch, optimalnou teplotou skladovania je pre vaésinu kmenov -40 °C, vynimkou je len
extrakt kmena Chlorella vulgaris.
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5.2.2 Kratkodobé stabilitné testy biomasy kvasiniek kultivovanych vo fermentoroch

5.2.2.1 Stabilita extraktov kmena Rhodosporidium toruloides (C/N 25; médium

tuk + srvatka)
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Graf 54: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v etanolovom extrakte kmeria
Rhodosporidium toruloides v porovnani s referenénou extrakciou (Folch), stanovené na
HPLC

100% - 20 -
90% - I I I I I I I I 18 -
80% - 16 -
70% - 14
60% - 12
50% - 10 -
40% - 8 -
30% - 6
20% - 4 -
10% - 2 -
0% - 0 w T w w \ \ \
0 20°C20°C 8C 8°C-40°C40°C R 0 20°C20°C 8C 8°C -40°C-40°C R
hod. 7dni 14 14 28 14 28 hod. 7dni 14 14 28 14 28
dni dni dni dni dni dni dni dni dni dni
B PUFA © MUFA B SFA Percentualne zastUpenie lipidov v biomase

Graf 55: Casovy vyvin koncentréacie celkovych lipidov (vpravo) a percentudlneho zastipenia
mastnych kyselin (vlavo) v etanolovom extrakte pre kmeri Rhodosporidium toruloides
v porovnani s referenénym stanovenim (R)
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Graf 56: Casovy vyvin koncentrécie karotenoidov stanovend spektrofotometricky
v etanolovom extrakte kmeria Rhodosporidium toruloides

Z Graf 54 je mozné urcit vytazok celkovych karotenoidov, ten &inil 79,9 %. V tomto extrakte
je vhodné si povSimnut pomerne vysoku stabilitu karotenoidov pri teplote 8 °C, ktoru prejavil
beta-karotén i torulén. Koncentracia torularhodinu nadobudla po 28 dfioch priblizne rovnaké
hodnoty pri -40 °C ipri 8 °C. Tiez je vhodné si pov8imnut nizku extrakénu ucinnost’ pre
torulén (30,9 %). Udaje ziskané spektrofotometrickym meranim znazornené v Graf 56 Uplne
nekoreSponduju s vystupom z HPLC merania, ¢o mbze by spdsobené pritomnostou
rozkladnych produktov, ktoré neboli identifikované na HPLC a mohli interferovat so
spektrofotometrickym meranim.  Koncentracia celkovych karotenoidov urCena oboma
metodami v nultej hodine sa v8ak priblizne zhoduje (8,225 mg/g biomasy pre HPLC
a 8,37 mg/g pre spektrofotometriu).

Podla Graf 55 je mozné prehlasit, ze extrakcia lipidov prebehla z 63,7 %. | v pripade
lipidov sa javi ako vhodnejSia teplota skladovania 8 °C, avS8ak medzi fou a medzi
teplotou -40 °C je iba maly rozdiel. PUFA a MUFA sa vtomto vzorku javia ako pomerne
stabilné a ich extrakcia v pomere ku SFA prebehla s vy$Sou u€innostou.
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Graf 57: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v hexanovom extrakte kmeria
Rhodosporidium toruloides v porovnani s referencnou extrakciou (Folch), stanovené na
HPLC
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Graf 58: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentualneho zasttpenia
mastnych kyselin (vlavo) v hexanovom extrakte pre kmeri Rhodosporidium toruloides
v porovnani s referen¢nym stanovenim (R)
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Graf 59: Casovy vyvin koncentracie karotenoidov stanovend spektrofotometricky
v hexanovom extrakte kmeria Rhodosporidium toruloides

Podfla Graf 57 dosiahla tato extrakcia vytazok 57,1 % celkovych karotenoidov. Ako optimalne
sa pre vSetky stanovené metabolity javi uskladnenie pri -40 °C. Podobne ako pri etanolovom
extrakte, aj v hexanovom bol zaznamenany velmi nizky vytazok pre torulén, a to iba 22,3 %
referencne urCenej koncentracie. Graf 59 spravne poukazuje na vysSiu stabilitu karotenoidov
pri teplote -40 °C, av8ak nespravne odhaduje koncentraciu celkovych karotenoidov vo
vzorku.

Z vystupu z merania na GC znéazorneného na Graf 58 sa da prehlasit Zze hexan je pre
extrakciu lipidov mierme vhodnejS§im rozpustadlom, s vytazkom 65,9 %. Celkové lipidy
v tomto pripade podliehali rychlemu rozkladu, ato ipri teplote -40 °C. PUFA a MUFA sa
vzhladom k SFA javia ako pomerne stabilné i za teploty 8 °C. TieZ je mozné pozorovat
mierne vy$Siu ucinnost extrakcie nenasytenych mastnych v pomere k SFA.
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5.2.2.2  Stabilita extraktov kmena Rhodotorula mucilaginosa (C/N 13; médium
tuk + kadvovy hydrolyzat)
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Graf 60: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v etanolovom extrakte kmeria Rhodotorula
mucilaginosa v porovnani s referen¢nou extrakciou (Folch), stanovené na HPLC
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Graf 61: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentualneho zastGpenia
mastnych kyselin (vlavo) v etanolovom extrakte pre kmeri Rhodotorula mucilaginosa
Vv porovnani s referencnym stanovenim (R)
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Graf 62: Casovy vyvin koncentrécie karotenoidov stanovena spektrofotometricky
v etanolovom extrakte kmeria Rhodotorula mucilaginosa

Na Graf 60 je mozné si povSimnut Ze extrakcia karotenoidov do etanolu prebehla v tomto
pripade z 82,9 %. Mimoriadne neucinnou sa javi byt extrakcia torulénu, ktora dosiahla
vytazok 11,4 %. Zhladiska uskladnenia sa tato vzorka sice javi byt najstabilnejSou
pri -40 °C, pozoruhodnu stabilitu vSak prejavila i pri teplote 8 °C. Beta-karotén sa v tomto
vzorku javi byt pomerne stabilny, jeho koncentracia klesla po 28 drioch pri -40 °C 0 24,3 %.
Graf 62 poukazujuci na vyvin spektrofotometricky uréenej koncentracie karotenoidov vsak
naznacCuje vacsie odchylky medzi stabilitou pri teplote -40 °C a pri 8 °C. Hodnoty takto
uréenej koncentracie sa taktiez niekolkonasobne odliSuju od hodnét uréenych na HPLC. Téato
metdda sa teda neda oznacit’ za spolahlivi v tomto konkrétnom pripade.

Z Graf 61 je mozné vycitat, Ze extrakcia lipidov z biomasy tohto vzorku prebehla s 73,9 %
ucinnostou. Stabilita lipidov a zloZenia mastnych kyselin nevykazuje znacné rozdiely medzi
skladovanim pri 8 °C &i pri -40 °C. PUFA sa opat prejavili ako najmenej stabilné, kedze ich
zastupenie pokleslo hned po prvej analyze.
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Graf 63: Casovy vyvin koncentréacie pigmentov v hexdnovom extrakte kmeria Rhodotorula
mucilaginosa v porovnani s referenénou extrakciou (Folch), stanovené na HPLC

84



100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -

40% -
30% -
20%
10% -
0% -

O P N W & U1 O N 0
1

T T T T T T T 1

0 20°C20°C 8C 8°C-40°C40°C R 0 20°C20°C 8C 8°C -40°C-40°C R
hod. 7dni 14 14 28 14 28 hod. 7dni 14 14 28 14 28
dni dni dni dni dni dni dni dni dni dni

m PUFA MUFA m SFA Percentudlne zastupenie lipidov v biomase

Graf 64: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentualneho zasttpenia
mastnych kyselin (vlavo) v hexanovom extrakte pre kmeri Rhodotorula mucilaginosa
v porovnani s referen¢nym stanovenim (R)

Z Graf 63 je mozné vycitat, Zze za pouzitia hexanu bol dosiahnuty iba vefmi maly vytazok
extrakcie karotenoidnych pigmentov (24,9 %). Pigment torulén nebol v extrakte detekovany
vObec apigment torularhodin iba v malom mnozstve. Spektrofotometrické urcenie
karotenoidov v tomto pripade nebolo mozné, ato kvéli ich prili§ nizkej koncentracii vo
vzorku. Hlavny pigment beta-karotén prejavil najvyssiu stabilitu pri teplote -40 °C.

Ako je mozné si povSimnut na Graf 64, extrakcia lipidov prebehla pomerne v malom
mnozstve (32,1 %). Najvyssiu stabilitu prejavili PUFA i celkové zastupenie lipidov pri teplote
-40 °C. Zastupenie SFA najrychlejSie stupalo pri vzorkach uskladnenych pri 20 °C.
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Graf 65: Casovy vyvin koncentrécie pigmentov v etanolovom extrakte kmeria Rhodotorula
kratochvilovae v porovnani s referencénou extrakciou (Folch), stanovené na HPLC
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Graf 66: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentudlneho zastipenia
mastnych kyselin (vlavo) v etanolovom extrakte pre kmeri Rhodotorula kratochvilovae
v porovnani s referenénym stanovenim (R)
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Graf 67: Casovy vyvin koncentrécie karotenoidov stanovend spektrofotometricky
v etanolovom extrakte kmeria Rhodotorula kratochvilovae

Ako je mozné si povSimnut na Graf 65, extrakcia prebehla vtomto pripade s velkou
ucinnostou 86,5 %. Stabilita karotenoidov je najvysSia pri -40 °C, rovnako stabilné sa vSak
prejavili aj za skladovania pri 8 °C. Medzi detekované pigmenty v tomto pripade patri iba
beta-karotén a torularhodin. Graf 67 spravne vypoveda o vysokej stabilite pigmentov
uskladnenych pri 8 °C. AvSak hodnoty uréené pre vzorku skladovanu za -40 °C sa absolltne
nezhoduju s vystupom z HPLC. V konecnej faze merania dokonca nadobudli nulové
hodnoty, ¢o mohlo byt spdsobené velmi nizkou mierou absorbancie tohto vzorku.

Z Graf 66 je mozné urcCit vytazok celkovych lipidov, ktory nadobudol 61,8 % referenéného
stanovenia. Lipidy sa vtomto pripade zdaju byt velmi nestabilnymi pri teplote
skladovania -40 °C, pri ktorej klesla ich hodnota po 28 drioch na 65 % pévodnej hodnoty.
Zlozenie MK neprejavilo po¢as priebehu experimentu znacné zmeny.
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Graf 68: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v hexanovom extrakte kmeria Rhodotorula
kratochvilovae v porovnani s referenc¢nou extrakciou (Folch), stanovené na HPLC
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Graf 69: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentualneho zasttpenia
mastnych kyselin (vlavo) v hexanovom extrakte pre kmeri Rhodotorula kratochvilovae
v porovnani s referen¢nym stanovenim (R)
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Graf 70: Casovy vyvin koncentracie karotenoidov stanovena spektrofotometricky
v hexanovom extrakte kmeria Rhodotorula kratochvilovae

Ako je mozné pozorovat na Graf 68, i za pouzitia hexanu dosiahla extrakcia pigmentov
Z tohoto vzorku mimoriadne vysoku ucinnost, avSak mierne nizSiu ako za pouzitia etanolu,
a to iba 81,7 %. Hexanovy extrakt sa prejavil po 28 drfioch ako najstabilnejsi pri teplote 8 °C.
Tieto udaje vSak nepotvrdzuje Graf 70, ktory poukazuje na zna¢né rozdiely medzi stabilitou
pigmentov pri 8 °C apri -40 °C. Vytazok extrakcie stanoveny spektrofotometricky tiez
nekoreSponduje s hodnotou stanovenou na HPLC.

Podla Graf 69 dosiahla extrakcia lipidov vytazok iba 25,9 %. Pre zachovanie lipidov je
v tomto pripade vhodné extrakt skladovat pri -40 °C. ZloZzenie mastnych kyselin v extrakte sa
pocas 28 dni zmenilo len velmi malo.

88



5.2.2.4  Stabilita extraktov kmena Cystofilobasidium macerans (C/N 13; médium
tuk + kadvovy hydrolyzat)
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Graf 71: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v etanolovom extrakte kmeria
Cystofilobasidium macerans v porovnani s referenénou extrakciou (Folch), stanovené na
HPLC
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Graf 72: Casovy vyvin koncentracie celkovych lipidov (vpravo) a percentualneho zastipenia
mastnych Kkyselin (vlavo) v etanolovom extrakte pre kmeri Cystofilobasidium macerans
v porovnani s referenénym stanovenim (R)
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Graf 73: Casovy vyvin koncentrécie karotenoidov stanovend spektrofotometricky
v etanolovom extrakte kmeria Cystofilobasidium macerans

Ako je mozné pozorovat na Graf 71, extrakcia celkovych pigmentov prebehla s vytazkom
83,4 %. Pigment beta-karotén sa prejavil ako velmi nestabilny, priCom jeho koncentracia
klesla pod detekovatelné hodnoty pri akomkolvek spésobe uskladnenia. Za povSimnutie stoji
velmi vysoky vytazok extrakcie pigmentu torulénu. Miera rozkladu pigmentov v extrakte

Podla Graf 72 je mozné stanovit vytazok lipidov, ktory €inil 60,5 %. ZloZenie mastnych
kyselin sa v priebehu merania zmenilo iba velmi malo. Lipidy sa v tomto vzorku javia ako
najstabilnejSie pri teplote -40 °C.
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Graf 74: Casovy vyvin koncentracie pigmentov v hexanovom extrakte kmeria
Cystofilobasidium macerans v porovnani s referenénou extrakciou (Folch), stanovené na
HPLC

90



100% -
90% - 12 -
80% - 10 -
70% -

60% - 8 -

50% -

6 4

40% -

30% - 4

20% - 5 |

10% -

O% L O T T T T T T T

0 20°C20°C 8C 8°C-40°C-40°C R 0 20°C20°C 8C 8°C -40°C-40°C R
hod. 7dni 14 14 28 14 28 hod. 7dni 14 14 28 14 28
dni dni dni dni dni dni dni dni dni dni
= PUFA MUFA  ®SFA Percentudlne zastlpenie lipidov v biomase

Graf 75: Casovy vyvin koncentréacie celkovych lipidov (vpravo) a percentuélneho zastdpenia
mastnych kyselin (vlavo) v hexanovom extrakte pre kmeri Cystofilobasidium macerans
v porovnani s referenénym stanovenim (R)
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Graf 76: Casovy vyvin koncentrécie karotenoidov stanovend spektrofotometricky
v hexanovom extrakte kmeria Cystofilobasidium macerans

Podla Graf 74 je mozné urcit, ze vytazok extrakcie celkovych karotenoidov do hexanu bol
vysoky v zrovnani s referenénou extrakciou, a to 91,4 %. Podla vSetkého je teda pre tento
kmen vhodnejSie pouzit, pre extrakciu pigmentov, hexan. Podobne ako pri etanolovom
extrakte, sa prejavil beta-karotén ako velmi nestabilny. Tento extrakt je podla vSetkého
priblizne rovnako vhodné skladovat pri teplote 8 °C ako pri -40 °C, pretoze koncentracie
celkovych karotenoidov na konci experimentu dosahovali velmi podobné hodnoty. Zo vzorku
biomasy bolo tiez vyextrahované pozoruhodne vysoké mnozstvo torulénu, da sa teda
predpokladat, ze pocas extrakcie metédou podla Folcha z tohto vzorku biomasy dochadza
k jeho rozkladu. Ako je zrejmé z Graf 76, zastUpenie karotenoidov v extrakte urené
pomocou HPLC a spektrofotometricky nadobuda relativne podobnych hodnét (2,32 mg/g
spektrofotometricky a 2,05 mg/g pomocou HPLC). Absolutne vSak nevystihuje priebeh
rozkladu tychto pigmentov po€as experimentu.

Na Graf 75 je mozné pozorovat, Ze celkovy vytazok extrakcie lipidov Cinil 28,7 %. Jedna
sa o pomerne nizky vytaZzok, ato aj v zrovnani s extrakciou do etanolu. Lipidy i PUFA
sa v tomto extrakte javia byt velmi stabilnymi pri teplote -40 °C.
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5.2.2.5 Zhrnutie priebehu kratkodobych testov stability vykonanych na extraktoch
z biomasy kvasiniek kultivovanych vo fermentoroch

Na zaklade vysledkov tohto experimentu sa pre extrakciu pigmentov z vybranych vzoriek
biomasy javi byt optimalnym rozpustadlom etanol, ktory dosiahol pomerne vysoké vytazky
(vacsinou viac ako 80 %). Vynimkou je biomasa kmena Cystofilobasidium macerans, ktorej
hexanovy extrakt dosiahol vytazok az 91,4 %. Pozoruhodne nizky vytazok pigmentov bol
ziskany extrakciou biomasy kmefia Rhodotorula mucilaginosa do hexanu, a to iba 24,9 % Co
sa tyka stability pigmentov v etanolovych extraktoch, najvhodnejSim uskladnenim sa javi byt
teplota -40 °C, pre kmene Rhodosporidium toruloides a Rhodotorula kratochvilovae sa vSak
javi byt vhodnou i teplota 8 °C. Stabilita pigmentov v hexanovych extraktoch prejavila vaésiu
zavislost na teplote prostredia, pricom optimalnou teplotou bolo -40 °C, okrem extraktu
kmena Rhodotorula kratochvilovae, ktory je vhodnejSie skladovat v chladiacom boxe pri
teplote 8 °C.

Lipidy boli z tychto vzoriek biomasy najucinnejSie extrahované do etanolu, pricom boli
zaznamenané az dvakrat vySSie vytazky ako pri extrakcii do hexanu. Vynimkou bo vSak
kmen Rhodosporidium toruloides, ktorého hexanova extrakcia prebehla s mierne vysSou
ucinnostou ako etanolova. Lipidy uskladnené v etanolovych extraktoch prejavili najvysSiu
stabilitu pri skladovani za -40 °C, c vynimkou extraktu kmena Rhodosporidium toruloides,
ktory je lepSie skladovat pri 8 °C a s vynimkou extraktu kmefia Rhodotorula kratochvilovae,
v ktorom dochadzalo k zna¢ne rychlejSiemu rozkladu lipidov pri teplote -40 °C. ZlozZenie
mastnych kyselin sa v pripade etanolovych extraktov menilo poas experimentu len velmi
malo. Hexanové extrakty prejavili najvySSiu stabilitu lipidov pri teplote -40 °C. ZastlUpenie
mastnych kyselin v extrakte sa i v hexanovych extraktoch v priebehu experimentu vyrazne
nemenilo.
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6 ZAVER

Diplomova praca bola zamerana na optimalizaciu extrakénych postupov pre ziskanie
vysokého mnozstva lipofiinych pigmentov z biomasy vybranych kmerfiov mikroorganizmov.
Medzi pouzité kmene mikroorganizmov patria, kvéli ich charakteristickej produkcii
karotenoidov, karotenogénne kvasinky Rhodotorula mucilaginosa CCY 19-4-6, Rhodotorula
kratochvilovae CCY 20-2-26, Cystofilobasidium macerans CCY 10-1-2, Sporidiobolus
pararoseus CCY 19-9-6 a Rhodosporidium toruloides 062-002-004. Medzi pouZité kmene
mikroorganizmov patri aj rada kmenov mikrorias, ktorymi boli Scenedesmus dimorphus
CCALA 443, Scenedesmus obliguus CCALA 455, Desmodesmus acutus CCALA 439,
Desmodesmus quadricauda CCALA 463, Chlorella vulgaris CCALA 924 a Chlamydomonas
reindhartii CCALA 928, ktoré su charakteristické akumulaciou chlorofylu a karotenoidov.
Praca bola dalej zamerana na charakterizaciu extraktov pomocou kvapalinovej
chromatografie, plynovej chromatografie a UV-VIS spektrofotometrie. U vybranych extraktov
kvasiniek bola uréena koncentracia pigmentov a lipidov v extrakte po dobe 4 mesiacov
uchovavania. U vybranych extraktov rias a kvasiniek bola sledovana stabilita pigmentov po
dobu 28 dni za uskladnenia v chladiacom boxe (8 °C) a v mraziacom boxe (-40 °C) a stabilita
za uskladnenia pri laboratérnej teplote (20 °C) po€as 14 dni. ZloZzenie extraktov
skladovanych pri 8 °c a -40 °C bolo charakterizované kazdé 2 tyzdne a extraktov
skladovanych pri 20 °C kazdy tyzden pomocou HPLC aGC. Pre detailnejSie
charakterizovanie priebehu experimentu boli extrakty charakterizované pomocou UV-VIS
spektrofotometrie v kratSich intervaloch.

Dlhodobé testy stability boli vykonané na celkom 4 vzorkach biomasy kvasiniek
kultivovanych vo fermentore a 4 vzorkach biomasy kvasiniek kultivovanych vo flaskach
s objemom 5 litrov. Pre extrakciu pigmentov z biomasy bolo v pripade flfaskovych kultivacii
najvhodnejSie pouzit etanol pre kmene Rhodotorula mucilaginosa a Cystofilobasidium
macerans, a pre kmene Sporidiobolus pararoseus a Rhodotorula kratochvilovae bolo zasa
vhodnejSie pouzitie hexanu. Extrakcia pigmentov z biomasy kvasiniek kultivovanych vo
fermentore prebiehala naopak najvhodnejSie do etanolu, s vynimkou extraktu kmena
Cystofilobasidium macerans. Pozoruhodné bolo, ze znacné rozdiely medzi konecnymi
koncentraciami celkovych karotenoidov vo extraktoch flaskovych kultivacii sa prejavili iba pre
kmen Sporidiobolus pararoseus. Etanolovy extrakt biomasy zfermentora kmena
Sporidiobolus pararoseus sa tiez preukazal vysSSou stabilitou ako iné etanolové extrakty
ziskané z biomasy kultivovanej vo fermentoroch, na ktorych boli vykonané dihodobé testy
stability.

Kratkodobé testy stability boli vykonané na 6 vzorkach biomasy uz spominanych kmenov
mikrorias. Z vysledkov tohto experimentu je mozné urcit, ze extrakcia pigmentov do etanolu
a hexanu prebieha vzdy Specificky pre dany kmern mikrorias. Kmene, pre ktoré bolo
identifikované vhodnejSie pouzitie hexanu sl Scenedesmus obliquus a Chlamydomonas
reindhartii. Kmene, pre ktoré sa preukazal ako vhodnej$i etanol su Desmodesmus acutus,
Desmodesmus quadricauda a Scenedesmus dimorphus. Kmen Chlorella vulgaris dosiahol
porovnatelné hodnoty vytazkov pigmentov pri pouziti etanolu i hexanu. Stabilita vacsiny
pigmentov bola najvySSia pri teplote -40 °C, ato v hexanovych ietanolovych extraktoch.
Extrakty, ktoré vykazali porovnatelnu stabilitu pigmentov ipri teplote 8 °C su etanolové
extrakty kmerov Scenedesmus dimorphus a hexanové extrakty kmefiov Desmodesmus
acutus a Scenedesmus obliquus.

Kratkodobé testy stability boli vykonané ina celkom 4 vzorkdch biomasy kvasiniek
kultivovanych vo fermentoroch. Pre extrakciu pigmentov z biomasy vacsiny vzoriek sa javil
optimalnym rozpustadlom etanol, ato iba s vynimkou extraktu kmena Cystofilobasidium
macerans. Pre kmen Cystofilobasidium macerans bol zaznamenany jeden z najvysSich
vytazkov celkovych karotenoidnych pigmentov pri extrakcii kvasni¢nej biomasy do hexanu,
ktory Cinil az 91,4 %. Hexan sa v8ak preukazal ako absolutne nevhodny pre extrakciu
pigmentov z biomasy kmefia Rhodotorula mucilaginosa. Medzi extrakty, ktoré je vhodnejSie,
alebo aspon porovnatelne vhodné kratkodobo skladovat pri teplote prostredia 8 °C, patri
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etanolovy extrakt kmena Rhodosporidium toruloides a Rhodotorula kratochvilovae
a hexanovy extrakt kmena Rhodotorula kratochvilovae.

Uginnost extrakcie a stabilita pigmentov vzhladom na konkrétny kmeri mikroorganizmu sa
preukazala byt naozaj rozmanita. Tieto vysledky pravdepodobne suvisia s odliShostami
v stavbe buniek a organel a zloZzenim sady produkovanych pigmentov. OdliSnosti v uc€inkoch
extrakcie sa v8ak prejavili i medzi niekolkymi vzorkami biomasy toho istého kmena, ktoré
vSak boli ziskané rozdielnymi metédami kultivacie. Prikladom moéze byt kmen
Cystofilobasidium macerans, ktorého biomasa ziskand z kultivacii vo fermentoroch
vykazovala najlepSiu ucinnost extrakcie do hexanu, zatial ¢o jeho biomasa ziskana
kultivaciou vo flaSkach vykazovala najlepSiu mieru extrakcie do etanolu. Je teda zrejmé, Ze
na ucinok extrakcie ma vplyv i konkrétne fyziologické rozpolozenie bunky. D& sa teda
v8eobecne predpokladat, Ze extrakcia pigmentov bude prebiehat vzdy Specificky pre dany
kmen i kultivacny spdsob. Z hladiska dlhodobého skladovania je ciefom identifikovat
extrakty, ktoré dosahuju mimoriadne vysoku stabilitu. Miera stability pigmentov v tomto
pripade nutne nemusi suvisiet’ s ucinnostou extrakcie. Ako priklad je mozné uviest vysledky
dlhodobého testovania stability, poCas ktorého koncentracia celkovych pigmentov
v etanolovych extraktoch klesla na eSte nizSie hodnoty ako v extraktoch hexanovych, hoci
tieto etanolové extrakty pdvodne dosiahli vy8Sie vytazky. Prikladom réznej stability
pigmentov toho istého kmena v zavislosti na spbsobe kultivacie mbéze byt kmen
Sporidiobolus pararoseus, ktorého extrakt z biomasy kultivovanej vo fermentore vykazal
vySSiu stabilitu za pouzitia etanolu (26 % rozklad beta-karoténu po 4 mesiacoch), zatial ¢o
jeho extrakt biomasy kultivovanej vo flaSke vykazal vyS8iu stabilitu za pouzitia hexanu (22 %
rozklad beta-karoténu po 4 mesiacoch).
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8 ZOZNAM SKRATIEK

PUFA — Polynenasytené mastné kyseliny
MUFA — Mononenasytené mastné kyseliny
SFA — Nasytené mastné kyseliny

MK — Mastné kyseliny

CR — Ceska republika

GB — Velka Britania

SRN — Spolkova republika Nemecko

12 — Inokulum Il

HPLC — Vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia
GC — Plynova chromatografia

FID — Plamenovy ioniza¢ni detektor
PDA — Detektor diédového pola

C/N — Pomer uhliku a dusiku

uv — Ultrafialové Ziarenie

VIS — Viditelné ziarenie

TAG — Triacylglycerol

R — Referencné stanovenie
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