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ABSTRAKT

Bakalafska prace se zabyva izolaci a identifikaci fucoxanthinu a dalSich biologicky
vyznamnych karotenoidl z vybranych kment fas a nasledného zpracovani této tématiky pro
ucely edukace. Cilem prace je experimentaln¢ ovéfit rist vybranych kmeni fas, optimalizovat
izola¢ni postupy fucoxanthinu, identifikovat fucoxanthin a dals$i biologicky vyznamné
karotenoidy ve vybranych kmenech fas. Poznatky z experimentalni prace jsou pouzity k
vytvofeni ndvrhu studijniho materialu, ktery ma za kol zprostfedkovat zakiim a studentim
ptirodovédnych gymnazii a vysSich odbornych skol poznatky ze sou¢asného vyzkumu feSeného
v ramci projektu ¢. TN01000048 Modifikace rasovych kmenii za ucelem zvyseni obsahu
mastnych kyselin a karotenoidii a vyvoj metod pro jejich efektivni izolaci z biomasy v MBU
Tiebon. Literarné piehledova c¢ast se zabyva teoretickymi vychodisky tykajicimi se
problematiky mikrofas a pigmentl, které obsahuji ve své struktuie. ReSerSe je doplnéna o
zpusoby kultivace fas v biotechnologiich a vyuziti analytickych metod stanoveni karotenoidd,
které fasy obsahuji. Experimentalni ¢ast této prace se zamétuje na fasovou biotechnologii pii
kultivaci a zpracovani fasové biomasy a nasledného vyuziti analytickych metod pfi izolaci
karotenoidii z vypéstované fasové kultury a identifikace jednotlivych zéstupct této skupiny
organickych latek pomoci chromatografickych metod a spektrofotometrie. Kromé
fucoxanthinu jsou v biomase identifikovany dalSi vyznamné karotenoidy — diadinoxanthin,
diatoxanthin, chlorofyl a, beta-karoten. Nejvétsi mnozstvi fucoxanthinu ve své struktuie
vykazuje kmen Prymnesium parvum, naopak nejmensi mnozstvi je naméfeno v kmenu
Pseudopedinella a Amphidinium. Z literarni reSerSe je vytvoren ndvrh studijniho materialu pro
zaky a studenty, ktery slouzi jako zaklad k pochopeni této tématiky. Nasledné jsou tyto
teoretické poznatky uplatnény v navrhu praktického cviceni, ktery je pro Zaky vytvoren
z experimentalni ¢asti bakalarské prace. Navrh studijniho materidlu je podkladem pro nésledné

rozpracovani.
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ABSTRACT

The B.A. thesis deals with the isolation and identification of fucoxanthin and other
biologicaly important carotenoids from selected algal strains and the subsequent processing of
this topic for educational purposes. The aim of this work is to experimentally verify the growth
of selected algal strains, optimize the isolation procedures of fucoxanthin, identify fucoxanthin
and other biologically important carotenoids in selected algae strains. The results from the
experimental part are used to create a draft of study material, which aims to provide knowledge
from current research in the project No. TN01000048 Modification of algal strains to increase
fatty acids and carotenoids and development methods for their effective isolation from biomass
in MBU Tieboti to students of science grammar schools and colleges. The literature review part
deals with the theoretical basis concerning the issue of microalgae and pigments, which they
contain in their structure. The research is supplemented by methods of algae cultivation in
biotechnologies and the use of analytical methods for the determination of carotenoids. The
experimental part of this work focuses on algal biotechnology in the cultivation and processing
of algal biomass and the subsequent use of analytical methods in the isolation of carotenoids
from cultivated algal culture and identification of individual representatives of this group of
organic substances using chromatographic methods and spectrophotometry. There are even
other important carotenoids identified in biomass except of fucoxanthin — diadinoxanthin,
diatoxanthin, chlorophyll a, beta-carotene. The largest amount of fucoxanthin is found in the
structure of the strain Prymnesium parvum, while the smallest amount is measured in the strain
Pseudopedinella and Amphidinium. A draft of study material for pupils and students is created
from the literary reseach, it serves a basis for understanding this topic. Subsequently, these
theoretical findings are applied in the draft of practical exercises, which is created for students
from the experimental part of the B.A. thesis. The draft of the study material is the basis for

subsequent elaboration.
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Uvod

Tato bakalarské prace se zabyva poznatky ziskanymi pifi spolutcasti na jednom
z vyzkumi feSeného v ramci projektu ¢. TN0O1000048 Modifikace Fasovych kmenii za ucelem
zvySeni obsahu mastnych kyselin a karotenoidit a vyvoj metod pro jejich efektivni izolaci
z biomasy v MBU v Tieboni. Publikace, zvefejnéné v ramci projektu s podobnou tématikou
jsou naptiklad Barcenas-Peréz et al. (2021) a Jehlicka et al. (2020).

Prace obsahuje poznatky ze tfi ¢asti — teoretické, experimentalni a didaktické. Prvni ¢ast
vychazi zteoretickych poznatkli odbornych publikaci. Obsahuje zékladni informace o
mikroskopickych fasach, biotechnologiich, rostlinnych pigmentech karotenoidech a
analytickych metodéach, pomoci kterych se karotenoidy stanovuji. Experimentalni ¢ast obsahuje
dil¢i vysledky vyzkumu, ktery se zabyva obsahem fucoxanthinu a dalSich karotenoidi ve
vybranych kmenech fas a jejich stanoveni z fasové biomasy. Teoretické poznatky a vysledky
vyzkumné ¢asti jsou nasledné pouzity k vytvotfeni navrhu teoretického sdéleni a praktického
cviceni pro zaky a studenty ptfirodovédnych gymnazii a vysSich odbornych skol. V navrhu
studijniho materialu dochazi k propojeni mezioborovych vztahi ptirodnich véd a pomdéha
zakim a studentim nahlédnout do souCasnych vyzkumii v této oblasti, konkrétné
biotechnologii. Navrh studijniho materialu je podkladem pro nasledné rozpracovani v
diplomov¢ praci. Didakticka ¢ast byla vytvoiena v navaznosti na ziskané vysledky z vyzkumu
s ohledem na otazku integrované vyuky, kterou fesi mnoho zemi svéta, tedy urcité propojenosti
ptirodovédnych obort a jednotného pohledu na pfirodu. Mnoho z nich (napt. USA, Némecko,
Velka Britanie) tento styl vyuky na $kolach jiz zavedlo. V Ceské republice je mozné
v poslednich letech také pozorovat urcité zmény ve vzdélavacich programech, které usiluji o
jakési propojeni téchto predméth a mozna budouci vytvoreni uceleného predmétu ,,Science
jako tomu je v zahranici (v piipadé ¢eského skolstvi se jedna o jednotnou vzdélavaci oblast
Clovék a pFiroda). Budouci uéitelé jsou viak i nadale vzdélavani se zaméfenim na jednotlivé
predméty a poté pii prechodu do praxe je pifi edukaci zaki nic zdsadniho k vytvareni
mezioborovych vztahli nevybizi. Pokud tedy ucitel zamérné nevytvari takové ukoly a podnéty
ve vyuce, které by vedly k propojeni poznatkli z vice obori, Zakiim unika celkovy smysl uciva
a dochézi k urcité izolovanosti, kdy ziskané znalosti nejsou schopni propojit a dale pouZzit
v praxi. Praktické pouziti ziskanych znalosti neni pro zaky problematické pouze kviili

nedostatku navaznosti jednotlivych predmétt, ale také kviili nedostateénému zafazovani



praktickych cvi¢eni do vyuky. Zaci a studenti Gasto nejsou schopni vyuzit své teoretické
znalosti v praxi, protoze k tomu zkratka nemaji dostatek zkuSenosti. V ptirodnich védach,
jejichz studiem jsou objekty a déje obklopujici denné kazdého z nés, je vice nez zadouci umét
uplatnit ziskané znalosti v kazdodennim zivoté.

Z poznatkl je zfejmé, Ze je nutné do vyuky zatazovat kromé teoretického vykladu a
samostudia také praktické tkoly, pii nichz se zaci a studenti nauci uplatnit védomosti (i z jinych
ucebnich pfedméttl). Kromé témat vychazejicich ze vzdélavacich programt je Zadouci vyuku
piirodnich véd obohatit o zadkladni informace o soucasné¢ probihajicich vyzkumech a

poskytnout tak zékim a studentlim néhled do aktudlné feSené problematiky.



Cile

Zpracovat odbornou literaturu na dané téma z dostupnych databazi

Experimentalné ovéfit rist vybranych kment fas

Optimalizovat izola¢ni postupy fucoxanthinu

Identifikovat fucoxanthin a dal$i biologicky vyznamné karotenoidy ve vybranych
kmenech tas

Z teoretické Casti  vytvofit navrh teoretického sdéleni pro Zdky gymnazii

s pfirodovédnym zamétenim a studenty vys$Sich odbornych §kol

Z vysledkt ziskanych v experimentdlni Casti vytvofit nadvrh praktického cviceni pro

zaky a studenty



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Rasy

Rasy jsou zhlediska ekologic velmi vyznamné organismy. Radi se mezi
fotosyntetizujici eukaryota jednobunécného i mnohobunécného charakteru. Jedna se pievazné
o organismy vyskytujici se ve vodnim prostiedi jako soucast planktonu a bentosu. Lze na né
vSak narazit i v ptd¢, ve form¢ edafonu nebo na povrchu kmenti stromt a skal, kde spole¢né
s houbami vytvaii symbioticka spole¢enstvi zvané lisejniky. Rasy produkuji vice nez polovinu
kysliku na Zemi a stoji na zacatku potravniho fetézce (Dostal 2006).

Diive byly tyto organismy fazeny mezi tzv. nizsi rostliny, spolecné s dalsimi stélkatymi
bezcévnymi rostlinami. Na prvni pohled se muze zdat, Ze jsou z hlediska morfologie n¢které
druhy fas rostlindm vice nez podobné (véetné schopnosti fotosyntézy). Neni tedy divu, ze byly
zatazeny do stejné skupiny. Dosud zjisténé fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi zéstupci
této skupiny vSak odhaluji jasnou vnitini heterogenitu, ktera nepochazi ani ze stejného predka.
Ve skute€nosti jsou fasy pouze uskupenim neptibuznych skupin organismil a jejich spole¢né
oznaceni nepoukazuje na zadnou taxonomii (Dostal 2006). Jejich uspotadani do jedné skupiny
nestoji tedy na zékladech taxonomie, nybrz ekologie. I pfes nepfibuznost maji tyto organismy
spolecnou ekologickou niku, tedy souhrn Zivotnich podminek, které jsou urCovany faktory
prostiedi, ve kterém se fasy nachéazeji (Pocheville 2015).

Spoleénym znakem téchto skupin je t€lo, které je tvoteno stélkou (thallus). Ta se
nediferencuje na dal$i pravé organy, jako tomu je u cévnatych rostlin, av§ak n¢kdy k urcité
diferenciaci téla dochazi a vytvaieji se tak struktury, které tyto organy zastupuji (fyloidy,
rhizoidy apod.). Oproti cévnatym rostlindm jsou tu také odliSnosti v oblasti reprodukéniho
systému. Spory a gamety fas vznikaji v jednobunécnych organech bez jakékoliv ochrany
v podobé sterilnich bun¢k. Zygota, kterd vznikd oplozenim, se nikdy nevyviji v embryo (Dostal

2006).
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1.1.1 Klasifikace

Jesté do nedavna byly fasy fazeny mezi nizsi rostliny. Dnes je jiz znamo, Ze fasy netvori
systematika byla zaméfena pfedevs§im na morfologické znaky, pomoci kterych rozdélila fasy
na zelené, hnédé a Cervené podle pievazujiciho barviva. Nedavno vSak prosla klasifikace vSech
eukaryotickych organismii ditkladnou revizi, ¢imz doslo k velkym zménam v systematice. Tato
revize stoji na fylogenetickych studiich, které pomohly objasnit vzijemné vztahy mezi
jednotlivymi taxony a nasledné¢ byl vytvoten zcela novy klasifikacni systém. Tento systém, jenz
popsali Adl et al. (2012), pracuje pouze s monofyletickymi taxony, klade diraz na podobnost
sekvenci nukleotid v nukleovych kyselinach a diky rozvoji elektronové mikroskopie je mozno
se divat na znaky na urovni bunééné ultrastruktury, které jsou v téchto ptipadech klicové. Tato
klasifikace spoc¢iva v rozdé€leni organismi do tzv. superskupin, které postradaji dalsi tradi¢ni
dé¢leni na kmeny, oddéleni, fady apod. Tato systematika se vSak neustale vyviji a upfesiuje, je
tedy pon€kud komplikované ji dale prezentovat. V soucasné¢ dobé rozeznavame pét téchto
superskupin (obr. 1) (Machacek et al. 2016):
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Obr. 1: Systém klasifikace eukaryot 2012 (Adl et al. 2012)
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Star$i polyfyletické déleni nizSich rostlin obsahovalo Sest dalSich oddé¢leni —
Rhodophyta (ruduchy), Dinophyta (obrnénky), Crypophyta (skryténky), Chromophyta (hnédé
tasy), Euglenophyta (krasnoocka), Chlorophyta (zelené fasy). Cervené fasy neboli ruduchy
byly zatazeny do skupiny Archeaplastida. Hnédé tasy na konci 20. stoleti rozdélil Thomas
Cavalier Smith do vlastni fiSe Chromista. I ptesto, Ze se tento model do dnes vyuZiva na vétSing
sttednich skol, ukazalo se, ze tato klasifikace neni pfirozena a organismy z fiSe Chromist byly
rozdéleni do tii skupin — SAR, Cryptophyta a Haptophyta. Zména se tykala i zelenych tas. Byly
roztazeny do dvou skupin — Chlorophyta, kam patii pouze zelené tasy a Streptophyta, kam se
fadi 1 vyssi rostliny (Kastovsky a Hauer 2017).

Jednim z dalSich vyznamnych kritérii pti klasifikaci fas je morfologicky stupen vyvoje
stélky (obr. 2). Dostal (2006) uvadi celkem devét vyvojovych stupiill. Monanoidni neboli
bicikatd stélka je stélka tvoiena pouze jednou buitkou které slouzi k pohybu bicik. Dal$im
typem jednobunécné stélky, kterd se pohybuje pomoci bi¢ikl je sifond/ni (trubicovitd), ktera je
oproti monadoidni mnohojaderna. Améboidni (rhizopodialni, ménavkovitd) stélka ma
méinavkovy tvar a pohybuje se pomoci panoZek (pseudopodii). Déle rozliSujeme nepohyblivé
stélky kokalni a kapsalni a stélky mnohobunécné — trichalni, hterotrichalni a sifonokladalni.
Trichalni stélka je tvotena vlaky, stejné tak i heterotrichalni, na rozdil od trichdlni mé vSak
postranni a osni rozliSena vlakna. Sifonokladalni stélka je velmi podobna trichdlni obsahuje
vsak vice jader ve své bunécné struktute. Nejvyvinutéjsim typem stélky je pletivna, kterd ma

jiz ¢astecné diferenciovana pletiva a nékteré organy.
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-T__' -
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HETEROTRICHALN] ©Bcomck
Obr. 2: Typy stélek (Machacek 2005)
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1.1.2 Vybrané kmeny ras

Na zéklad¢ literatury bylo vybrano Sest kmeni fas, které by ve své struktufe mély
obsahovat karotenoid fucoxanthin. Jednd se o kmeny Isochrysis galbana, Pseudopedinella,

Prymnesium parvum, Phaeodactylum triconutum a Ampidinium a Emiliania huxleyi.

Isochrysis galbana

Isochrysis galbana je druh organismu ze skupiny Haptophyta. Diive byla tato skupina
soucasti ttidy Chrysophyceae (Eesky ndzev zlativky), pozdé&ji se vSak pfislo na jisté odliSnosti
v morfologii a ¢asti sekvence DNA, coz vedlo k jejimu vyjmuti a vytvotfeni samostatné skupiny
jako je tomu nyni.

Jeden z hlavnich znaki skupiny Haptophyta a zaroven hlavni morfologicky rozdil od
Chrysophyceae je ptitomnost tzv. haptonema. Jedna se o organ na prvni pohled podobny biciku,
ale submikroskopickou stavbou se tyto dve struktury lisi. Haptonema je slozeno z péti az sedmi
mikrotubuld, mezi nimiZ a povrchem haptonematu se nachdzi dutina sekunddrn€ vznikla z
endoplazmatického retikula (Pienaar 1994). V buiice je ulozeno ve $térbin€ mezi biciky. Podle
Inouye a Kawachi (1994) ma haptonema potravni funkci. Muze také slouzit k rychlym zménam
sméru pohybu nebo k ptichyceni k substratu.

Kmen Isochrysis je kvili vysokému obsahu lipidi ¢asto vyuZzivan pro vyrobu biopaliv.
Obsahuje také pomérné velké mnozstvi kyseliny dokosahexanové (DHA), dalezité latky ze
skupiny omega-3 mastnych kyselin (Feng et al. 2011). DHA mé velmi pozitivni G¢inky na
lidsky mozek a zdravi obecné. Pro své ti¢inky se Casto vyuziva jako aditivum mlécnych vyrobka
a pii 1écbé Alzheimerovi choroby, hypertenze nebo kardiovaskuldrnich chorob (Calder 2013).
Isochrysis a dals$i ze skupiny Haptophyta obsahuji v chloroplastech jeden z xanthofyld —
bunék. Pravé z ditvodu obsahu dulezitych kyselin a fucoxanthinu se kmen Isochrysis nabizi
k péstovani. Napiiklad Gilbert-Lopez et al. (2015) a Delbrut et al. (2018) publikovali
jednoduchy névod k extrakci latek jako fucoxanthin z organismi rodu Isochrysis.

Jednim z recentnich vyzkumut obsahu fucoxanthinu v zastupcich kmene Isochrysis se
zabyvali Sun et al. (2019). Z Sestnacti vybranych zastupct vSechny obsahovaly n¢jaké mnoZzstvi
fucoxanthinu, nékteré vice, n€které méné. Konkrétni zastupce s nejvétsim obsahem xanthofylu

fucoxanthinu byl pravé Isochrysis galbana.
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Pseudopedinella

Buiky organisml z kmene Pseudopedinella jsou radialn¢ symetrické s jednim bic¢ikem
s tripartitnimi chloupky. Jednim z hlavnich rysii tohoto kmene je pfitomnost tridd mikrotubuld,
které jsou ukotveny v jaderné membrané a kon¢i v cytoplazmatické membrané nebo pokracuji
az za hranici buiiky a tvofi tzv. chapadlo. Kromé bi¢iku jsou souc¢ésti buiiky také kofenovité
panozky. Pfevazné je k vidéni jedna panozka, mtize jich byt vSak vice. Pseudopedinelly patti
mezi heterotrofy (Thomsen 1988). Jejich buniky obsahuji 6 chloroplasti zlatavé barvy, které
zaplnuji pfiblizné dvé tietiny vnitiniho prostoru buiiky. V zadni ¢éasti bunky se nachazi
prasvitny vacek se zasobni latkou chrysolaminaranem.

Jedni z autorti, ktefi uvadi pfitomnost fucoxanthinu v bunécné struktuie kmene

Pseudopedinella jsou naptiklad Engstrom-ost et al. (2002).

Prymnesium parvum

Buiikky kmene Prymnesium patii mezi Haptophyta (Prymnesiophyta). Jedna se o
pocetné malou skupinku organismt, kterou tvoii predevSim ekologicky vyznamni moisti
zéastupci. Skupinka byla diive soucasti Chrysophyceae, ale z nékolika diivodii byla vyc¢lenéna
jako samostatna. Na rozdil od Chrysophyceae maji tyto organismy dva biciky a haptonema (viz
kap. 1.1.2), jiné kryti povrchu buiiky, odli$né sekvence SSU rDNA a v chloroplastu jim chybi
véncova lamela (Kastovsky a Hauer 2017).

Ve vétsing pripadi se jedna o motské jednobunééné bic¢ikovce, ktefi maji schopnost
fotosyntézy. BiCiky maji ve své struktuie dva a k tomu navic haptonema, které vzhledoveé
pfipomind tfeti bicik, avSak jeho submikroskopicka struktura se od biciku 1i8i. Uvnitf bicika se
nachdzi axonema (svazek mikrotubulil), kterou haptonema postrada (Rosypal 2003).

Jak uvadi Carvalho a Granéli (2010), buniky organismu Prymnesium parvum obsahuji

velké mnozstvi fucoxanthinu.

Phaeodactylum tricornutum

Phaeodactylum tricornutum je jedinym druhem rodu Phaeodactylum. Patti do
superskupiny SAR, mezi organismy zvané rozsivky (diatomy). Té€lo téchto organismil je
tvofeno dvojdilnou kiemicitou schrankou. Oproti dalSim ze zastupci rozsivek ma
Phaeodactylum schopnost ménit sviij tvar na zakladné zmény prosttedi. Aby tento organismus

spravné prospival, potfebuje ke svému zivotu kiemik, ktery je potieba ptidavat také do
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kultiva¢niho média v ptipad¢ laboratorni kultivace této fasy. Tento organismus vSak dokaze
piezit 1 bez pfitomnosti kiemiku, a proto je Casto vyuzivan k experimentalnim prizkumiam
v nanotechnologiich pro vyrobu materiali na bazi kiemiku (Martino et al. 2007).

Phaeodactylum tricornutum je podle Kim et al. (2012) bohaty zdroj fucoxanthinu.

Amphidinium

vey

Organismy kmenu Amphidinium tvoii velkou Cast bentickych dinoflagelatd, zijicich
v pisku. Jejich buiiky jsou typické malou velikosti horni ¢asti frustuly — epitéky, ktera tvori
méné nez jednu tretinu téla (Jorgensen 2004).

Pfitomnost fucoxanthinu v bunééné struktuie kmenu Amphidinium uvadi naptiklad Doi

et al. (1995).

Emiliania huxleyi

Jeden z nejpocetnéji zastoupenych organismil v planktonu moiskych vod (Kastovsky a
Hauer 2017). Mckew et al. (2013) uvadi schopnost této mikroskopické fasy vytvaret rozsahlé
vodni kvéty na hladinach, které jsou pozorovatelné z vesmirnych druZic.

Emiliania huxleyi ve své struktute obsahuje velké mnozstvi fucoxanthinu (Mckew et al.

2013; Wright a Jeffrey 1987).
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1.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou piirodni pigmenty pievazné lipofilni povahy, zluté nebo oranzové
barvy, které umi syntetizovat n¢které organismy jako jsou rostliny, houby, fasy a fotosyntetické
bakterie. Ostatni Zivo€ichové nemaji pro syntézu enzymy, musi tedy karotenoidy ziskavat
z potravy. Jedna se o tfidu, ktera obsahuje vice nez 600 sekundarnich metabolitti (Yamaguchi

2012).

1.2.1 Syntéza

Priibéh syntézy karotenoidi uvadi naptiklad Sivel et al. (2013). Jeho zakladni podoba
je schematicky zndzornéna na obr. 2. Zéklad syntézy karotenoidli zacind acetylkoenzymem A,
coz je aktivni forma kyseliny octové. Kondenzaci vznika acetoacetylkoenzym A, naslednou
redukci kyselina mevalonova, ktera je fosforylovana a dekarboxylovdna za vzniku
isopentenyldifosfatu. Ten vytvaii isoprenoidni jednotku, ktera tvoii zaklad karotenoidu.
Spojenim dvou téchto jednotek vznikéa geranyl-difosfat a poté farnesyl-difosfat. Zde dochazi
k rozvétveni déje n dvé drdhy — zjedné vznikaji steroidy a z druhé zakladni prekurzor

karotenoidi — fytoen.

[ acetylkoenzym A |

[ acetoacetylkoenzym A |

[ kyselina mevalonova |

[isopentenyldifosfat|

[ geranyldifosfat |

[ farensyldifosfat |

| skvalen | | fytoen |

steroidy | karotenoidy |

Obr. 3: Schéma syntézy karotenoidii (upraveno podle Sivel et al. 2013)
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1.2.2 Struktura a Klasifikace

Vétsina latek ze skupiny karotenoidii ve své struktuie obsahuje Ctyfi isoprenoidni
jednotky a tim se fadi mezi tzv. tetraterpeny (Sivel et al. 2013). Podle Veliska (2009) je
barevnost téchto latek zplisobena fetézci konjugovanych dvojnych vazeb, které se mohou

vykytovat v riiznych kombinacich, ¢imz vytvaieji mnoho odstinli barev.

) -

" lutein B-carotene
HO” : )
B-cryptoxanthin
OH
o o-doradexanthin
OH
s} HO .
canary xanthophyll B ° astaxanthin

canthaxanthin 0 adonirubin

Obr. 4: Struktura nékterych vybranych karotenoid (Mcgraw et al. 2001)

Karotenoidy Ize na zaklad¢ jejich struktury formalné rozd€lit na dve hlavni skupiny.
Tyto strukturni rozdily jsou pti¢inou odliSnych vlastnosti obou skupin. V prvnim piipadé se
jedna o skupinu karotenti, které obsahuji uhlovodiky a 1isi se polohou dvojné vazby (napf.
lykopen, karoten). Tyto latky jsou nepolarni a rozpustné v tucich. Druhou skupinou jsou

kyslikaté derivaty (napft. alkoholy, ketony, aldehydy atd.) vzniklé oxidaci karotenti, které se
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nazyvaji xanthofyly. Ty jsou oproti karotenim polarngjsi, a to diky obsahu kysliku ve své
struktuie (VelisSek 2009). Xanthofyly mizeme rozdé€lit do dvou skupin podle typu kyslikové
skupiny na hydroxykarotenoidy a oxokarotenoidy. Hydroxykarotenoidy obsahuji
hydroxylovou skupinu a ftadi se mezi n¢ napfiklad lutein. Oxokarotenoidy neboli
ketokarotenoidy obsahuji ketony, do této skupiny se fadi naptiklad astaxanthin. Xanthofyly
nevykazuji provitaminovou aktivitu, ale v porovnani s karoteny jsou barevnéjsi.
Hydroxykarotenoidy zpisobuji hlavné odstiny zluté barvy a ketokarotenoidy odstiny barvy
cervené (Mortensen a Skibsted 1997).

Na zaklad¢ struktury uhlovodiki 1ze karotenoidy rozd¢lit na karotenoidy s acyklickou
strukturou, mezi které patii naptiklad lykopen. Karotenoidy s monocyklickou strukturou jako
napiiklad 0-karoten a y-karoten a karotenoidy s dicyklickou strukturou jakoo-karoten a f3-
karoten (Sivel et al. 2013).

Jiz Davies (1985) popisuje karotenoidy jako pomérné nestabilni latky, které se snadno
Stépi, a to z dlvodu piitomnosti dlouhych fetézcii. Vznikd tak spousta Stépnych produkta
napfiiklad pfi tradveni. Mezi tyto latky se fadi naptiklad apokarotenidy a norkarotenoidy, kterym

ve struktuie chybi uhlik.

1.2.3 Vyskyt a vyznam

Karotenoidy jsou fotoaktivni pigmenty, které jsou v télech fotosyntetizujicich
organismi dtleZitymi pienasedi energie (Stipek 2000). Jsou diivodem barevnosti nékterych
¢asti rostlin od Zluté barvy po ¢ervenou (Armstrong a Hearst 1996; Britton 1995). Sytost barvy
urcuje jejich struktura, konkrétné pocet dvojnych vazeb — ¢im vice dvojnych vazeb karotenoid
obsahuje, tim je jeho barva tmavsi a sytéjsi (Hill et al. 2002).

Karotenoidy jsou vyznamné antioxidanty. Maji schopnost chranit organismy pied
volnymi radikaly, které vznikaji naptiklad u rostlin pti fotosyntéze vlivem piisobeni svétla. Maji
mnoho pozitivnich u€inkt také na lidsky organismus. Jako antioxidanty pomahaji pti 1éCb¢ a
prevenci nadorovych nebo kardiovaskularnich onemocnéni (Britton et al. 1995). Tyto G¢inky
1ze ¢astecné vysvétlit schopnosti karotenoidi potlacit negativni vlivy volnych radikalt (Krinsky
1990). Jedni z autorl, piSicich o pozitivnich U¢incich nékterych z karotenoid na lidsky

organismus, jsou napiiklad Gammone a D’Orazio (2015), ktefi popsali krom¢ téch

-----
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1.2.4 Fucoxanthin

Fucoxanthin je karotenoid patfici mezi xanthofyly. Jedné se o vyznamny xanthofyl z fad

karotenoidd, ktery byl objeven jako soucast chloroplastii hnédych fas.

Struktura

Struktura fucoxanthinu uzce souvisi pravé sjeho ucinky na lidsky organismus.
Strukturou se podobéd napfiklad neoxanthinu nebo dinoxanthinu, avSak obsahuje neobvyklé
struktury, jako Zadny jiny objeveny karotenoid (Aman et al. 2005). Englert et al. (1990) jeho
jedine¢nou molekularni strukturu s velmi neobvyklou alenovou vazbou objevili. Tato vazba
nebyla nalezena u zddného jiné¢ho karotenoidu, pouze u fucoxanthinu. Nevyhodou této vazby
je jeji nestabilita. Snadno ji narusi vyssi teplota ¢i osvétleni. Strukturni vlastnosti fukoxanthinu
zkoumali napi. Zhang et al. (2015). Fucoxanthin déle obsahuje epoxidovou skupinu a

konjugovanou karbonylovou skupinu v polyenu (Hu et al. 2010).

Fucoxanthin

Obr. 5: Struktura fucoxanthinu (Peng et al. 2011)

Pravé diky této struktuie vykazuje fucoxanthin velkou biologickou aktivitu. Jedna se o

-----

antiobezitni ucinky, snizuje pravdépodobnost a ptiznaky cukrovky, nddorovych onemocnéni

apod. (Sangeetha et al. 2009).

Vyskyt a vyznam

Jedna se o jeden znejrozsifengjSich karotenoidi. Maeda et al. (2009) odhaduji, ze
fucoxanthin tvofi vice nez 10 % celkové ptirozené¢ produkce karotenoidii v pfirod€. Tento

karotenoid ze skupiny xanthofyld je nejbéZznéji k nalezeni ve struktufe t&€l motskych fas. Zemée
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jihovychodni Asie vyuzivaji né¢které motské fasy obsahujici fucoxanthin jako cCasty zdroj
potravy. Sangeetha et al. (2009) popisuji ve svém vyzkumu antiobezitni i¢inky fucoxanthinu,
tedy vlastnosti podporujici redukci hmotnosti. Maeda et al. (2009) provadéli vyzkum plisobeni
fucoxanthinu na téle mysi. MysSim, kterym byl v tomto vyzkumu fucoxanthin dlouhodobé¢
podavam, skute¢né klesla hmotnost. Jaswir et al. (2011) uvadéji ve své praci pozitivni ucinky
fucoxanthinu na karcinogenni onemocnéni. Jeho pozitivni u€inky byly dokazany napiiklad pfti
1écbé adenokarcinomu (Das et al. 2005), hepatokarcinomu (Das et al. 2008) a leukémie
(Hosokawa et al. 1999). Zhang et al. (2015) uvadi vysledky studii piisobeni fucoxanthinu na
zvitatech, podle kterych ma potencialni hodnotu pfi prevenci a 1écbé chorob souvisejicich se
zivotnim stylem jako je obezita, cukrovka, rakovina, kardiovaskularni onemocnéni a dalsi
chronickd onemocnéni. Zaroveil nejsou prokazany zadné vedlej$i Gcinky jeho pisebni na

organismus.
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1.3 Rasova biotechnologie

Rasova biotechnologie se zabyva kultivaci mikrofas, vyhledavani obsahovych latek
v nich a zpracovanim fasové biomasy. Ziskané teoretické znalosti Ize vyuzit v dalSich oborech
jako napftiklad potravinafstvi, farmacie, medicina apod.

Prvni kultivovanou fasou byla koncem 19. stoleti Chlorella. Vyznamnym obdobim pro
rasové biotechnologie byla druha svétova valka. Z divodu nedostatku potravin, bylo klicové
ziskavat ziviny z jakychkoliv zdroji. K velkému rozvoji tedy doslo v kultivaci fas, které byly
cennym zdrojem bilkovin. Pozd&ji byla pozornost sméfovana vice na strukturu a vyzkum
vyznamnych latek fasové bunky, coz vedlo naptiklad k objevu penicilinu. Od osmdesatych let

se zacaly vyrabét dopliiky stravy z téchto organismi (Kopecky et al. 2017).

1.3.1 Zpusoby kultivace

Na zéklad¢ narokt jednotlivych druhti fas se ke kultivaci vyuzivaji riznd média
s riznymi zivinami. Kromé média existuji vSak dalsi kultiva¢ni parametry, které vyzaduji fasy
ke svému rlstu. Mezi n¢€ patii teplota, svétlo, hodnota pH, promichavani média. I ptesto, ze
kazdy druh organismu vyzaduje jiné kultiva¢ni parametry, lze uvést zobecnéné podminky (tab.

I) (Kaufnerova 2014).

Tab. I: Pfehled kultivacnich parametri upravena podle Samek (2009)

Parametr Rozsah Optimalni hodnoty

Teplota (°C) 16-27 18-24

Obsah soli (g.l'l) 12-40 20-24

Svételnd intenzita (UE sec'lm'z) az 2000 100-200

Fotoperioda (svétlo:tma) 16:8-24:0 | 12:12

Hodnota pH 7-9 8,2-8,7

Dobré a Buckova (2013) uvadéji dikazy o fenotypové plasticité nékterych druhi. Na
zékladé¢ zmény podminek kultivace (teplota, pH, pfitomnost predatora apod.) jsou tyto
organismy schopny meénit sviij vnéjsi vzhled. Nékteré druhy takto vSak dlouhodobé ztraci svou

typickou morfologii, protoze pro né jiz neni vyhodna.
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Prvnim dilezitym parametrem podle Barsanti a Gualtieri (2006) je teplota. Optimalni
teplota je pro kazdy druh specificka a zavisi také na slozeni kultivaéniho média. Obecné 1ze
fict, ze mikrofasam vyhovuje teplota mezi 16 a 27 °C. Pfi teplotaich pod 16 °C dochazi
k rapidnimu sniZeni rychlosti rdstu, a tedy i rozmnozovani, naopak teploty nad 35 °C maji na
vetsinu mikrotas smrtici t€¢inky. Aby teplota zlistavala konstantni, vyuzivaji se pti kultivaci
inkubétory.

Svétlo je nedilnou soucasti zivotniho cyklu fas. Stejné€ jako u rostlin, je zdrojem energie,
ktera je potiebna k fotosyntéze. Pfi kultivaci je nutné zoptimalizovat svételné podminky jako
jsou fotoperioda, intenzita svétla nebo jeho spektralni kvalita. Dulezita je intenzita svétla, ktera
se méni v zavislosti na hloubce nadoby. Je dulezité nepiekracovat doporuc¢ené rozmezi svételné
intenzity, které se pohybuje od 100 do 200 uE s"'m™. V piipadé velké intenzity svétla mize
dojit az k fotoinhibici bunék biomasy. V laboratornich podminkéch se vyuziva ptrevazné uméla
svétla ve formée zativek, které mohou emitovat rizna spektra svételného zareni. Nékteré fasy
vyzaduji k ristu sttidani fotoperiody a nerostou pii konstantnim osvétleni. NejCastéji se vyuziva
fotoperioda 12:12 v poméru svétlo ku tmé. Aby svétlo prostupovalo rovnomérné celym médiem
a dostalo se tak dostatek zivin vSem bunkdm, je nutné médium promichavat. Proces
promichavani pomuze také od vytvareni sedimentd bunék a spravnému pribéhu vymeény plynt
mezi kulturou a okolim. Promichdvani lze provadét ru¢né, provzdusinovanim, pumpami apod.
(Barsanti a Gualtieri 2006).

Obecné lze fict, ze obsah soli v kultivatnim médiu by mél byt o néco mensi nez
v b&zném prostiedi. Rozmezi optima se pohybuje mezi 20 a 24 g.I"! (Vonshak 1997).

Samek (2009) uvadi optimalni pH kultiva¢niho média pro vétSinu mikrotfas mezi 8,2 az
8,7. Opét se jedna o individudlni zaleZitost pro kazdy druh. Nékteré mikrotasy vyzaduji spise
kyselejsi pH nékteré spise zésaditéjsi. Rozsah pH se Casto uvadi mezi 7 a 9. Udrzeni stalého pH
pii kultivaci neni jednoduché a Casto byva letdlni pfi¢inou pro celou biomasu (Barsanti a
Gualtieri 2006).

Existuje mnoho kultiva¢nich metod, které¢ se rozdéluji podle mnoha faktori Na zakladé
technického uspotadani rozliSujeme kultivace na vsadkové, kontinudlni a seminkontinualni.
Vsadkové kultivace jsou nejCastéji vyuzivanym systémem. Na zacatku kultivace prob&hne
davkovani slozek média spolecné s fasovou kulturou. Vse je ndsledn¢ uzavieno a ponechano

k rastu, ktery by mél probihat podle ristové kiivky. Rist kultury je konstantni az do vyc¢erpani
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o vycerpani nékteré z zivotn¢ dalezitych zasob. Tato metoda je vyuzivana predevsim diky své
jednoduchosti a flexibilité. Jeji nevyhoda vSak spociva v moznosti kontaminace, které je
potieba piedchazet. Pokud dojde ke kontaminaci bunécné kultury, nastane jeji znehodnoceni.
Castym problém je, Ze nezadouci kontaminujici organismy pierostou zadouci kulturu fas
(Barsanti a Gualtieri 2006). Oproti tomu pii kontinualni kultivaci je obsah zivin v médiu témé&f
nevycCerpatelny, protoze dochazi k neustdlému dopliiovani a fasova kultura se tak udrzuje
v maximalni riistové rychlosti. Cerstvé médium je piivadéno do nadoby a zaroven &ast starého
média v€etné biomasy je odpusténo do sbérného tanku. Nevyhodou je vSak finan¢ni a provozni
naro¢nost metody (Borowitzka 1999). Pfi semikontinudlni metodé kultivace je médium
s zivinami doplnénou pouze jednou. Poté je tfasova kultura ponechana 24 hodin k ristu a
nasledné se sklidi.

Perez-Garcia (2011) pouziva déleni metod kultivace podle zdroje uhliku a svétla na
autotrofni, heterotrofni a mixotrofni. Autotrofni metody kultivace je vétSina laboratornich
metod, pfi kterych je do systému piivadeén oxid uhlicity, ktery slouzi jako zdroj uhliku a vyuziva
se umélého osvétleni v podobé zativek. Této metody lze vSak vyuzit i pfi venkovnich
otevienych kultivacich. Heterotrofni kultivace probiha bez ptistupu svétla ve fermentorech.
Jako zdroj uhliku slouzi organicka latka obvykle néjaky sacharid. Ristu v téchto podminkach
jsou schopny pouze nékteré¢ druhy tas. Mixotrofni kultivace stoji na pomezi heterotrofni a
autotrofni. Tato metoda vyuziva pfitomnosti svétla a jako zdroj uhliku je do systému piidavan

oxid uhli¢ity nebo organicka latka.

23



1.4 Analytické metody stanoveni karotenoidii a fucoxanthinu

K analytickému stanoveni karotenoidi se nejcastéji vyuzivaji rdzné druhy
chromatografie. Principem této metody je rozdilna rychlost pohybu slozek vzorky mezi mobilni
(pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi. Vzorek je unasen mobilni fazi rychlosti a
dochazi k separaci slozek podle jejich afinit k stacionarni fazi. Ta cCast, kterd se vaze ke
staciondrni fazi nejvice, ta je unasena mobilni fazi nejpomaleji. Vysledkem chromatografie je
graf, tzv. chromatogram, z néhoz lze ur€it retardacni faktor nebo retencni cas, ktery je pro
kazdou latku jedine¢ny. Chromatogram znazornuje rizné velké piky pro jednotlivé slozky.
Podle toho, v jakém misté se pik objevi, tedy jaky je retencni cas dané slozky, mtizeme latku
identifikovat (kvalitativni analyza). Plocha kazdého piku ukazuje koncentraci dané latky ve

vzorku (kvantitativni analyza) (Koplik nedatovano).

Obr. 6: Ukazka chromatogramu, vodorovna osa znaéni retencni ¢as (2, 4, 6, 8 min)
jednotlivych pikti (1-6), zdroj: Chromatografie. vyuka-data.lf3.cuni.cz 2004. Dostupné z:
http://vyuka-data.lf3.cuni.cz/CVSE1MO0001/chromatografie(4f9a8942587af).pdf

Jak uvadi Klouda (2003) z diivodu velkého mnozstvi chromatografickych metod se
rozdé€luji do urcitych skupin. Podle skupenstvi mobilni faze se rozliSuje chromatografie plynova
a kapalinova. Dalsi metody jsou rozd€leny podle uspotadani stacionarni faze na kolonovou
chromatografii (stacionarni faze umisténa v kolon¢), papirovou (staciondrni faze na
chromatografickém papiru), tenkovrstva (stacionarni faze na pevném podkladu). Podle druhu
reakce, ktera prevlada pii separaci latek se rozliSuje rozd€lovaci chromatografie (principem je
odli$nd rozpustnost latek), dale chromatografie adsorpéni (principem je rozdilna pfilnavost

slozek k stacionarni fazi), iontové-vyménna (slozky se rozdé€luji na zakladé razné velké
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elektrostatické sily ptsobici mezi funkénimi skupinami nosi¢e a ionty vzorku), gelova
(separace slozek mezi pory stacionarni faze podle velikosti) a afinitni (urcité slozky se vazi na
stacionarni fazi na zaklad¢ afinity).

Velmi ¢asto vyuzivanym druhem chromatografie je metoda HPLC — High Performance
Liquid Chromatography neboli vysokoucinna kapalinova chromatografie. K identifikaci
karotenoidi se vyuziva mnoho metod HPLC jak popisuje Jeffrey et al. (1997). Obecné se u
HPLC jedna o metodu kolonové chromatografie, kterd vyuziva mobilni faze v podob¢ kapaliny
a vysokotlaké pumpy, coz zajist'uje vysokou ucinnost separace. Pii této metod¢ jsou vyuzivany
ruzné detektory, nejcastéji fotometricka detekce, ktera stanovuje absorbanci mobilni faze po
tom, co vyjde z kolony (Bidigare et al. 2005). Casto vyuzivanym detektorem je v dne$ni dobé
1 napfiklad hmotnostni spektrometr (Klouda 2003).

K identifikaci pigmenti a kvantitativnim analyzadm se vyuziva metoda UV-VIS
absorp¢ni spektrometrie. Jednd se o nejcastéji pouzivany detektor pro HPLC. Tato metoda
pracuje na principu méfeni energie, kterou vzorek pohlti pti prichodu zatenim v rozmezi 200-
800 nm. V chvili, kdy molekula pohlti zafeni (urc¢ité kvantum fotont), dochézi k ptechodu ze
zékladniho stavu do excitovaného. Vysledkem je spektrum, které je typické pro kazdou latku.
U UV VIS spektra leze odvodit zdkladni strukturu latky — pfitomnost dvojné vazby, alifaticky
¢1 aromaticky charakter (Perkampus 2013).

V kvantitativni analyze se podle Kloudy (2003) metoda UV-VIS spektrometrie Casto
pouziva k urceni koncentrace latek s chromofory, nejcastéji ve formé detektoru pii riznych
separacnich metodach napt. kapalinové chromatografie a kapilarni elektroforézy. Pti
kvalitativni analyze se tato metoda uzivd spiSe doplikové k identifikaci nezndmych
organickych latek a pfi zjisStovani zakladni struktury neznamé latky pomoci porovnani jejiho

naméteného spektra se spektrem latky zndmeé.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Kultivace Fasové biomasy

Vzorky mikrotas v lyofilizované podob¢ byly produkovany na pracovisti Akademie véd
Ceské republiky, Ustavu mikrobiologie, Laboratofe fasové biotechnologie, Tiebon, Ceské
republika. Jednalo se o tasové kmeny Isochrysis galbana, Prymnesium parvum,
Pseudopedinella, Phaeodactylum tricornutum, Amphidinium a Emilliania huxleyii. Tyto kmeny
byly vybrany na zaklad¢ literatury, kterd uvadi dikazy o vyskytu fucoxanthinu v bunécné
struktuie téchto organismii (Kim et al. 2012; Sun et al. 2019; Engstorm-Ost et al. 2002) viz kap.
1.1.2.

2.1.1 Metodika kultivace

Vsechny uvedené kmeny tas byly kultivovany za stejnych podminek. Kultiva¢ni teplota

byla 24 °C, svételna intenzita uE sec™! m~

a suspenze byla probublavana smési vzduchu s 1%
oxidem uhli¢itym. Bylo udrzovano stalé pH 8. Kultiva¢ni médium bylo pro vSechny kmeny
stejné, jeho slozeni je uvedeno v tab. II, pouze pfi kultivaci kmene Phaeodactylum byl ptidan
navic kfemicitan sodny, ktery ostatni kmeny k Zivotu nepottebuji. VSechny komponenty byly
smichdny s deionizovanou vodou a ponechany ke sterilizaci v autokldvu. Roztok

s mikroZivinami byl v§em fasovym kulturam podavan ve stejném sloZeni (tab. III). Pro kultivaci

fas byl pouzit systém sestaveny v laboratoii MBU v Tfeboni ve vale¢cich o priméru 4 cm a

vysce 50 cm (obr. 7).

Obr. 7: Kultivaéni valecky v laboratoii MBU Tieboi
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Tab. II: Slozeni kultivaéniho média

Komponent média

MnoZzstvi komponentu

Mofska stl (bez jodu) 35000 mg.I'!
KNO3 2021 mg.I"!
KH2PO4 340 mg.1'!
MgS04.7H20 988 mg.I!
CaClz 5,6 mg.I'!
FeNaEDTA 18 mg.I!
NaxSi03.5H20 (pouze u kmene Phaeodactylum) 21,2 mg.I'!
Roztok s mikrozivinami 1 mLI"!
NaOH (1M) 1.8 mLI"

Tab. III: Slozeni roztoku s mikrozivinami pro kultivaci fas

Komponent roztoku

MnozZstvi komponentu (mg.1!)

H3BOs 3000
MnS04.4H20 1200
(NH4)6M07024.4H20 1840
ZnS04.7H20 1430
CoS04.7H20 1400
CuS04.5H20 1240
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2.1.2 Metodika izolace a identifikace fucoxanthinu

Metodika izolace

Navazka lyofilizované biomasy 5mg byla rozetiena v tfeci misce a ponechana 30 min
k extrakci v 1ml etanolu pfi pokojové teplote. Nasledné byl homogenat protfepavan na Vortex
V-1 (BioSan) a extrahovan dvakrat pii pokojové teploté 100% metanolem po dobu 15 min.
Spojené extrakty byly prefiltrovany pies 0.2 pm nylonové filtry (Micro-spin centrifuge filter,
Alltech, Deerfield, IL, USA). Buiiky fas byly odstiedény na centrifuze Universal 320 (Hettich)
po dobu 10 min, 4.500xg.

Metodika identifikace
UV-VIS spektrofotometrie

Vsechny supernatanty byly jednotlivé méfeny pomoci UV-Vis spektrofotometrie. Pii
spektrofotometrii bylo vyuzivano Shimadzu UV-2600 spektrofotometru. Metoda stanoveni
fucoxanthinu byla ptfevzata podle metodiky vypoctu Wang et al. (2018):

Fucoxanthin (ug/ml) = 6.39 x A(445) — 5.18 x A(663) + 0.312 x A(750) - 5.27

Wang et al. (2018) zméfili pomoci spektrofotometru spektra celkovych pigmentd,

v extraktu fucoxanthinu a chlorofylu a (obr. 8).

2.51
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1.54 .
Fucoxanthin

1.0+

Absorbance

0.5

0.0 1
v T T T ¥ T 5 1
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Obr. 8: Spektra celkovych pigmenti, fukoxanthinu
chlorofylu a (Wang et al. 2018)
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Metoda stanoveni fucoxanthinu podle Carreto a Catoggio (1977):
Fucoxanthin (ug/ml) =[99.50 - 23.99 x A«(480)/A«(663)] x 102 x Aw(480) x 13.79
Aw(480)=A«(480)-0.0012xCchra — 0.0047xCchl.c

Kapalinova chromatografie (HPLC)

Pti chromatografii byl pouzit HPLC systém Agilent 1100 Series (Agilent Technologies
Inc., Palo Alto, CA, USA), ktery lze vidét na obr. 9. Detekce probehla pomoci UV-VIS
detektoru s diodovym polem (Agilent DAD 61315B. Pigmenty byly rozdéleny pomoci
upravené metody podle Van Heukelem a Thomas (2001) na termostatované (35 °C) kolon¢
Phenomenex Luna 3p C8(2) 100 A s dvouslozkovym systémem rozpoustédel. Eluce binadrnim
gradientem (0 min 100% A, 20 min 100% B, 25 min 100% B, 27 min 100% A, 30 min 100%
A; A: 80% metanol/voda, B: 100% metanol), nastfik 20 pl, pratok mobilni fdze 0,8 ml/min.
Jako standard fucoxanthinu byl vybran standard firmy Sigma-Aldrich (Cs2HssOs, Mr = 658,91,
¢. 3351-86-8).

Obr. 9: Systém HPLC Aglient 1100 v MBU v Tteboni
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3 Vysledky

Kultivace

Rust biomasy lze uréit jako zavislost optické denzity na ase. Cim vétsi je opticka
denzita, tim mensi je rychlost Sifeni svétla v daném prostiedi, tedy tim vétsi je koncentrace
bun¢k. Z grafu na obr. 10 lze vycist, ze nejlepSich rGstovych hodnot za danych podminek
dosahoval kmen 1, tedy Isochrysis galbana. Naopak nejméné se dafilo kmenu 6 Emiliania

huxleyi, ktery nevykazoval Zadné znamky rastu, a proto byla jeho kultivace predcasné

ukoncena.
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Obr. 10: Rust fasovych kultur
Kmen 1 Isochrysis Galbana

Kmen 2 Pseudopedinella

Kmen 3 Prymnesium parvum
Kmen 4 Phaeodactylum triconutum
Kmen 5 Amphidinium

Kmen 6 Emiliania huxleyi



Identifikace spektrofotometrickou metodou

Porovnavani vysledkti metod stanoveni fucoxanthinu podle Wanga (2018) a Carreta
(1977) probéhlo na Sesti vzorcich (tab. IV). Vzorky homogenizované na vortexu byly
analyzovany ve tfech opakovanich, stejné tak vzorky homogenizované za pouZiti moiského
pisku. Z tab. IV je patrné, Ze lepSich vysledkt dosahuje metoda stanoveni pfi homogenizaci za
pouziti moiského pisku, kterou v roce 1977 provedl Carreto a nasledné zopakovali a potvrdili
ve své praci také Wang et al. (2018).

Z vysledkia ziskanych spektrofotometrickou metodou, pii niz byly vzorky
homogenizovany metodou podle Carreta (1977) za pouziti motského pisku byl zjistén obsah
30pg fucoxanthinu na 3ml, coz odpovida asi 0,60 % celkového obsahu fucoxanthinu ve vzorku.
V porovnéni s vytéznosti postupu, pii kterém byl vzorek homogenizovan na vortexu je patrné,
ze metoda pouziti motského pisku méla vétsi ispéSnost. Vychozi hodnoty jsou uvedeny v tab.

IV.

Tab. IV: Porovnani vytéznosti metod stanoveni podle Wanga (2018) a

Carreta (1977) za pouziti moiského pisku nebo vortexu

Vzorek Objem Obsah fucoxanthinu, pg/ml
(5 mg) extrak¢niho
Wang, 2018 Carreto, 1977
¢inidla, ml
Aq 1 17.49 15.61
A2 1 5.63 4.73
A3 1 2.07 1.62
B1 1 23.43 21.80
B2 1 7.87 6.91
B3 1 1.85 1.25

A: Vzorky pfipravené homogenizaci na vortexu

B: Vzorky piipravené homogenizaci s moiskym piskem
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Identifikace chromatografickou metodou

Pti seCteni vyslednych vytézkii chromatografie za pouziti moiského pisku pii
homogenizaci vzorku bylo zjisténo 17,66 pg fucoxanthinu na 3 ml, coz po vypoctu ¢ini 0,35 %

obsahu fucoxanthinu ve vzorku. Vychozi hodnoty jsou uvedeny v tab. V.

Tab. V: Stanoveni fucoxanthinu v fasovém extraktu piipravené¢ho

homogenizaci na vortexu nebo s motskym piskem metodou HPLC

Vzorek Objem Plocha  piku | Obsah

(5 mg) extrak¢niho pri 440 nm fucoxanthinu
¢inidla, ml pg/ml

A1 1 1744.3 9.93

Az 1 524.4 3.44

A3 1 164.8 1.52

B1 1 2058.0 11.60

B2 1 685.5 4.29

Bs 1 210.0 1.77

A: Vzorky pfipravené homogenizaci na vortexu

B: Vzorky pfipravené homogenizaci s moi'skym piskem

Byl zméfen retencni Cas standardu fucoxanthinu, tedy doba od nastfiku vzorku do
zaznamenani latky detektorem, pfi vlnové délce 450nmt r=12,6 min (obr. 11). Pokud se na
chromatogramu analyzovaného extraktu objevi pik v oblasti tfindcté minuty, jednd se o

fucoxanthin. Velikost piku poté ukazuje koncentraci dané latky ve vzorku.

Obr. 11: Chromatograficky zdznam standardu fucoxanthinu R = 12,6 min
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Vyhodnoceni chromatogramu mtize byt kvalitativni nebo kvantitativni. Pfi kvalitativni
analyze je cilem identifikace dané latky, tedy zjistit pfesné o jakou latku se jedna. V tomto
pripade¢ se zjisti z chromatogramu vzorku retencni ¢as piku pro dané latky (misto vyskytu na
vodorovné ose x) a ten je porovnavan s retencnimi ¢asy standardi. Cilem kvantitativni analyzy
je zjisténi koncentrace latky ve vzorku. Vyhodnocuje se pomoci plochy piku — ¢im vétsi je
plocha, tim vyssi koncentrace. K vyhodnoceni Ize vyuzit také vysku piku, kterou je snadné
zm¢tit, ale vysledek nemusi byt tak presny (Klouda 2003).

V nize uvedenych chromatogramech na obr. 12 lze pozorovat reten¢ni ¢as fucoxanthinu

(zakrouzkovéno oranzove¢), v intervalu tr=12,9-13,7 min (tab. VI).

Kmen 1 Isochrysis

galbana

Kmen 2 Pseudopedinella
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Obr. 12: Chromatogramy fasovych extraktli vybranych kment fas, fez vinovou délkou 450nm
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V tab. VI jsou shrnuty zakladni tidaje namétené chromatografickou metodou. Na
zéklad¢ téchto hodnot bylo vypocitano mnozstvi fucoxanthinu obsazeného v jednotlivych

kmenech. Obsah fucoxanthinu byl ve dvou opakovanich vypocitan pomoci vzorce:

_ (A450nm + 287,2)
Cfuco 914

Z naméfenych hodnot je patrné, ze nejvétsi mnozstvi fucoxanthinu ve své struktuie
obsahuje kmen 3 Prymnesium Parvum a to 4,74 ug/ml. Kmen 1 Isochrysis galbana obsahuje
2,84 ug/ml a kmen 4 Phaeodactylum tricornutum 3,36 ug/ml. Z dvodu velmi malé plochy piku
zobrazeného na chromatogramu nebyly dalsi hodnoty kmene 2 Pseudepedinella a kmene 5

Amphidinium dopocitavany.

Tab. VI: Reten¢ni Cas, plocha piku, obsah fucoxanthinu z chromatogramu fasovych extraktt
vybranych kment, procentudlni vyjadieni celkového obsahu fucoxanthinu, vinova délka

450nm

Kmen Navazka | Objem | Retenéni c¢as | Plocha | Obsah %

(mg) extraktu | (fucoxanthin) | piku fucoxanthinu

(ml) ug/ml

Isochrysis 5 3 13,0 321 2,84 0,2
galbana
Pseudopedinella | 5 3 13,8 - - -
Prymnesium 5 3 13,0 7264 | 4,74 0,3
parvum
Phaeoactylum 5 3 13,0 432,3 | 3,36 0,2
tricornutum
Ampidinium 5 3 12,9 - - -
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Na zéakladé literarnich idaj (Sun et al. 2019; Kim et al. 2012), byly vybrany kmeny
fas, kde byla prokdzéna pfitomnost karotenoidii. Standardni latky karotenoidli byly
chromatograficky zméfeny nasledné¢ porovnavany retencni casy pikti standardd
s chromatogramy jednotlivych fasovych kment. Na zaklad¢ podobnosti retencnich ¢ast a tvart
piki byly identifikovany karotenoidy v analyzovanych vzorcich fasové biomasy (tab. VII).

Nejkratsi retencni ¢as u vétSiny vybranych kmend mél fucoxanthin tr =12,6 min,
nasledoval diadinoxanthin tr =15,9 min, diatoxanthin tr =17,9 min, chlorofyl a tr =24,4 min a
jako posledni beta-karoten tr =27,1 min. Ziskané chromatogramy vSech analyzovanych
extraktl kment fas jsou identické. Retencni Casy pikt standarda sledovanych karotenoida z

vybrané¢ho kmene Phaeodactylum. byly pieneseny do piehledné tab. VII.

Tab. VII: Porovnani reten¢nich casti pikti v chromatogramu analyzovaného extraktu kmene

Phaeodactylum s reten¢nimi ¢asy pikll standardli vybranych karotenoidi.

Pigment Retencni ¢as naméreny (min) Retenc¢ni ¢as standardu (min)
Fucoxanthin 13,0 12,6

Diadinoxanthin 15,9 15,9

Diatoxanthin 17,7 17,9

Chlorofyl a 24.5 24,4

Beta-karoten 27,2 27,1
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Na obr. 13 jsou vySe zminéné karotenoidy zndzornény ve vybraném chromatogramu
kmene Phaeodactylum. Na chromatogramu jsou popsané piky sledovanych karotenoidi,

nepopsané piky jsou ve vétsiné piipadli izomery zminénych karotenoida.

Fucoxanthin 13, 0 min

Diadinoxanthin 15,9 min

-

Chlorofyl a 24, 5 min

Beta-karoten 27,2 min

’ Diatoxanthin 17,7 min

Obr. 13: Chrofnatogram kmene Phaeodaélylum S popis-ém jednotliV}’/"ch pika
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4 Diskuse

Problematickym kmenem pii kultivaci byl Emiliania huxleyi, ktery musel byt
z vyzkumu odstranén z diivodu zastaveni rlstu pii kultivaci. Jakob et al. (2018) uvadi problémy
pti kultivaci kmenu Emiliania huxleyi, ke kterym dochézi pravdépodobné z diivodu vycerpani
hlavnich slozek — fosforu. Z tohoto diivodu byl fosfor pfidan do média ve vyssi koncentraci

v podobé PO4*. K jeho vy&erpani pii kultivaci do$lo sedmy den a od té se rist kultury vyrazné

zpomalil, nejvyssi koncentrace bunék dosahla kultura desaty den (4.2- 10° /ml ™). Naopak
nejlepsi ristovych hodnot dosahl kmen Isochyrisis galbana. Alkhamis a Qin (2013) se zabyvali
kultivaci kmene Isochrisys a porovnavali kultivaci ve fototrofnich, mixotrofnich a
heterotrofnich podminkéch. NejlepSich vysledkli rGstu dosdhl tento kmen pii kultivaci
v mixotrofnich podminkach s pfidanim 50mmol glycerolu a slanosti roztoku 35%o.

Ke stanoveni fucoxanthinu byla vyuzita spektrofotometrickd metoda a metoda HPLC.
Wang et al. (2018) uvadi spektrofotometrickou metodu ke stanoveni fucoxanthinu z ¢asovych
diivodi a nakladii na analyzy vhodnéj$i néz vysoce Uc¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC). Metoda spektrofotometrie byla v jejich praci popsana jako snadnéjsi a presnéjsi oproti
HPLC. Autofti uvadi standardni chybu ve srovnani s HPLC mensi nez 5 %.

K extrakci fucoxanthinu bylo vybrano extrakéni €inidlo ethanol, pti jehoZ pouziti dosli
Kim et al. (2012) k nejlepSimu vytézku. V jejich praci se obsah fucoxanthinu v extraktech fasy
Phaeodactylum tricornutum vytvotrenych za pouziti riiznych metod pohyboval kolem 16mg/g
lyofilizované hmotnosti vzorku. Vyrazny nartst obsahu fucoxanthinu byl zaznamenan
v extraktech obsahujicich vétsi procento ethanolu ve vodé.

Gilbert-Lopéz et al. (2015), Delbrut et al. (2018) a Sun et al. (2019) uvadi
pravdépodobnost piitomnosti fucoxanthinu v kmenu Isochrysis galbana. Tato informace byla
experimentalné potvrzena i ve vyzkumu v této bakalatské praci, kde tento kmen obsahoval 2,84
ug/ml. Kmeny Amphidnium a Pseduopedinella uvéadi Doi et al. (1995) a Engstrom-0st et al.
(2002) jako bohaty zdroj fucoxanthinu. Tyto informace nebyly v této bakaldiské praci
potvrzeny. Chromatografickou metodou za vyse uvedenych podminek (viz kap. 2.1.2) bylo u
téchto dvou kmend detekovano velmi malé mnozstvi, proto celkovy obsah fucoxanthinu

v jejich biomase nebyl dale dopocitan.
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5 Didakticka ¢ast

Didakticka c¢ast vychazi zteoretickych poznatkli pievzatych zliteratury a z
experimentalni ¢innosti k danému tématu fe§enému v ramci projektu ¢. TN0100004 v MBU v
Tteboni.

Obsah a charakter ué¢iva piirodnich véd je velmi podobny, a proto, jak uvadi Cadilek a
Lovecek (2005), je potfeba vytvaret mezioborové vztahy a ndvaznost mezi znalostmi
z jednotlivych obort. Cilem je odstranéni izolovanosti ve vyuce, a naopak vytvoreni spojeni
mezi znalostmi zakl z riznych odvétvi. Bez vytvareni mezioborovych vztahti maji zéci ¢asto
mnoho vybornych znalosti, které vSak nejsou schopni pouzit v praxi a chybi jim celkové
pochopeni smyslu uciva.

I presto, Ze dnesni vzdélavaci programy jsou uspotadany do vzdélavacich oblasti (v
ptipadé ptirodnich véd se jedna o oblast Clovék a p¥iroda), pro jejichZ obory jsou definovany
spolecné cile, ucitelé jsou i1 nadale jednostranné zaméfeni pouze na jednotlivé predméty. Podle
Ruska a Staré¢ho (2019) je nutné urCitymi didaktickymi postupy, které slouzi k budovani
mezioborovych vztahi, cilené¢ vytvéaret vyukové materidly, které se stanou soucasti vyuky.
Bilek a Hruby (2014) ve své praci uvadi ptiklad badatelsky orientované vyuky, jejiz cilem je
zapojeni zaku a studenttl do objevovani piirodnich zakonitosti a propojovani znalosti z riznych
veédnich oborti. Pfi této metodé edukace se vyuzivaji takové Cinnosti, pfi kterych dojde
k aktivnimu zapojeni Zakli namisto memorovani faktti. Podle Bilka a Hrubého (2014) vSak neni
cilem vytésnéni teoreticko — deduktivniho poznavani, pouze je tfeba do vyuky zatadit i takové
ukoly, pii kterych Zaci zapoji 1 empiricko — induktivni poznavani.

Mezinarodni vyzkum PISA (Programme for International Student Assesment), ktery
potada Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj (OECD), v roce 2015 uvedl zakladni
kompetence, které¢ by mél zak s rozvinutou ptirodovédnou gramotnosti pouzivat. Takovy zak
by mél byt schopny vysvétlovat ptirodni jevy a technologie pomoci védeckych pojmi, vytvaret
a analyzovat védecka zkoumani, vyuzivat data a diikkazy k védecké interpretaci. Je patrné, ze
diraz je kladen na osvojeni zakladnich pojmi a jejich naslednou aplikaci v podob¢ praktického
a experimentalniho zkouméni. Pomoci tohoto postupu mohou zaci Iépe porozumét

souvislostem.
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5.1 Mezioborové vztahy

Studijni material je zpracovan sohledem na propojeni mezioborovych vztahi v
ptirodnich védach, které tvoii dvé hlavni ¢asti chemickou a biologickou (obr. 14). V tivodnim
teoretickém sdéleni je nutné si osvojit zdkladni pojmy. V biologické c¢asti se jedna o
problematiku fas, jejiz znalost je nasledné vyuzita v praktické ¢asti v ramci biotechnologii
pti kultivaci fasové biomasy. K tomu je zapotiebi mit zakladni pfedstavu o struktufe tcla
mikrofas a podminky, ve kterych dané tasy ziji, pfipadné které podminky potiebuji k Zivotu.
Nasleduje ¢ast chemicka, jejiz zékladni pilife tvoii znalost struktury a vyskytu karotenoida,
které se poté izoluji a identifikuji za pomoci analytickych metod, konkrétné chromatografie a

spektrofotometrie, v ndvrhu praktického cviceni.

Biologie

Kultivace

Biotechnologie - ho
fasové biomasy

Ptirodni védy

Chemie

ptirodnich latek | N Karotenoidy

Chemie

Analytické
metody
stanoveni

Instrumentalni

chemie

Obr. 14: Schéma mezioborovych vztahti

V této préaci byla sepsdna doporuceni k doporuceni k vytvofeni studijniho materidlu,
ktery se sklada z nastudovani teoretickych poznatkti daného tématu a nasledného pouziti téchto
znalosti v praktickém cvicCeni. Tento navrh umoziuje nahlédnout zakim a studentim do
jednoho z fesenych projektt fasové biotechnologie, ktery nachazi vyuziti v potravinaiském a
farmaceutickém prumyslu. Obsahova napln studijniho materialu vychazi z teoretické reserse

této prace (viz kap. 1).

40



5.2 Navrh vyukového materialu

Néavrh vyukového materidlu vychazi z predpokladu, ze se zaci nejdiive sezndmi v ramci
pfedmétu biologie s tématem mikrofas (viz kap. 1.1). Nasledné tyto znalosti uplatni pfi kultivaci
fasové biomasy v laboratornich podminkach Skoly. Poté si v rdmci predmétu chemie za pouziti
literatury osvoji téma fasovych pigmentt (viz kap. 1.2) a v navaznosti budou pfi laboratornim
cviceni tyto pigmenty izolovat a identifikovat za vyuziti vybranych analytickych metod.

Pro pozorovani v podminkach Skolniho prostfedi jsou proto vhodné fytoplanktonni
zelené tasy, které maji zajimavou morfologii (Kaufnerova 2014). Naptiklad zastupci roda
Pediastrum, Scenedesmus, Desmodesmus apod. Vhodnym postupem je izolace vlastnich kultur
a jejich nasledné dlouhodobé udrzovani i v dob¢ vegetacniho obdobi. Pii kultivaci je nutné
dodrzovat vhodné podminky pro rist fas (viz kap. 1.3.1). Vyrazné odchylky od vychozich
hodnot mohou vést ke zpomaleni ristu nebo smrti fasové kultury. V ptipadé, Ze je zadouci rust
zpomalit a udrzet kulturu v klidu, je mozné vyuzit nizsich teplot.

Pti kultivaci v laboratornich podminkach bohuzel vSak dochazi k odstranéni faktord,
které v ptfirozeném prostiedi zpisobuji vznik zajimavych struktur t¢l (ostny, vybézky apod.)
mikroorganismi. Bunky takto ztraci znamé morfologie, které jsou zadouci pro ukazku pfii
edukaci zakd. Pokud chceme tyto struktury pozorovat i v nami vytvotené kultufe, je za potiebi
vybrat vhodné druhy fas a zajistit urCit¢ podminky, naptiklad pravidelnym promichdvanim
kultury apod. (Dobra 2013; Buckova 2013).

V chemické casti, po sdéleni teoretickych poznatkii o karotenoidech a separacnich
metodach, je navrZen prakticky tkol, ve kterém budou extrahovany karotenoidy a vybrani

zastupci budou identifikovany pomoci chromatografické metody.
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Navrh teoretického sdéleni

Obsah sdéleni

* Teorie k tématu — fasy, karotenoidy, biotechnologie, analytické metody

* Podklady k praktickému cvieni — kultivace fasové biomasy, izolace a identifikace

karotenoida (fucoxanthinu)

ﬁasy
Uvod

* Eukaryotni organismy jednobunécného i mnohobunééného charakteru

* Schopnost fotosyntézy

*  Produkuji vice nez polovinu kysliku na Zemi

* Soucasti bentosu a planktonu

Morfologie a fyziologie t¢la

* T¢lo tvofti stélka (thallus)

* Nemaji pravé organy

* U vyssich n€kdy organy zastupujici pravé (rhizoidy, fyloidy)

* Spory a gamety vznikaji v jednobunécnych organech bez ochrany sterilnich bunék

* Zygota se nikdy nevyviji v embryo

Klasifikace

* Dfive patfily fasy mezi niZ§i rostliny, které obsahovaly Sest oddéleni:

©)

o

©)

o

o

o

Rhodophyta (ruduchy)
Dinophyta (obrnénky)
Cryptophyta (skryténky)
Chromophyta (hnéd¢ rasy)
Euglenophyta (krasnoocka)
Chlorophyta (zelené tasy)

* Nedavno revize syst¢ému  pét superskupin:

©)

(@]

o

SAR
Archeaplastida

Excavata
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o Amoebozoa
o Ophistokonta
Klasifikace podle vyvoje stélky:

o Monanoidni (bi¢ikatd) — jedna buiika s bi¢ikem

o Sifondlni (trubicovita) — jednobunécnd, mnohojaderna

o Améboidni (rhizopodidlni, ménavkovitd) — ménavkovy tvar,
(pseudopodia)

o Kokalni, kapsalni — nepohyblivé

o Trichdlni — vldknita

o Heterotrichalni — vlaknita s rozliSenymi postrannimi a osnimi vldkny

o Sifonokladalni — vldknita, mnohojaderna

o Pletivna — nejvyvinutéjsi, diferenciovana pletiva a n€které organy

MONANOIDNI AMEBOIDNI KOKALNT PLETIVNA

jadro i\:%_/,_fyloidv
/
(&N

chloroplast

Sl kauloid

. rhizeidy
\
\

SIFONOKLADALNT

D) o "
oo TR o
jadro chtorohlast ~chloroplast
jadro
HETEROTRICHALNI @Biomsck

Typy stélek
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Vybrani zéastupci

* Isochrisys galbana
o Pfitomnost dvou bi¢ikl a tzv. haptonema — organ podobny biciku, potravni a
pohybova funkce
o Vyuziti pfi vyrobé biopaliv
o Obsahuje dalezité omega-3 mastné kyseliny  pozitivni vliv na lidsky mozek a
zdravi obecné
o Obsahuje fucoxanthin, ktery zpiisobuje zlatavou barvu bunék
*  Pseudopedinella
o Radialn¢ symetrické bunky s jednim bicikem a tripartitnimi chloupky
o Ptitomnost triad mikrotubulti, nékdy tvofti tzv. chapadlo
o Kofenovité panozky
o Heterotrofni zptisob vyzivy
o 6 chloroplastl zlatavé barvy (obsahuji fucoxanthin)
o Zasobni latka chrysolaminaran
*  Prymnesium parvum
o Ekologicky vyznamné motské organismy
o Dva bic¢iky a haptonema
o Obsahuje velké mnozstvi fucoxanthinu
*  Phaeodactylum tricornutum
o Télo tvofenou dvojdilnou kiemicitou schrankou
o Schopnost ménit sviij tvar
o Ke svému zivotu pottebuje kiremik (nutno ptidavat do kultivaéniho média)
o Bohaty zdroj fucoxanthinu
*  Amphidinium
o Velka ¢ast bentosu Zijiciho v pisku
o Typické buiiky frustruly sloZzené z dvou ¢asti epitéky a hypotéky (epitéka tvori
méné nez jednu tretinu téla
*  Emiliania huxleyi
o Jeden z nejpocetnéji zastoupenych organismii v planktonu motskych vod

o Rozsédhlé vodni kvéty na hladinach (jsou pozorovatelné az z vesmirnych druzic)
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Karotenoidy
Uvod

* Pfirodni pigmenty zluté nebo oranzov¢ barvy

* Ngkteré organismy je umi syntetizovat — rostliny, houby, fasy, fotosyntetické bakterie
Syntéza

* Vychazi z acetylkoenzymu A (aktivni forma kyseliny octové)

* Postupnou pfeménou acetylkoenzymu A vznika isoprenoidni jednotka (ta tvoii zaklad
karotenoidu)

* Po spojeni dvou téchto jednotek se syntéza rozdéluje na dvé dréhy — z jedné vznikaji

steroidy a z druhé zékladni prekurzor karotenoidu (fytoen)
Struktura a klasifikace

* Vétsina obsahuje Ctyfi isoprenoidni jednotky  tetraterpeny (tetra = Ctyfi)
* Barevnost téchto latek zpisobuji fetézce konjugovanych dvojnych vazeb
* Dlouhé¢ fetézce zplisobuji nestabilitu latek (snadno se Stépi)
* Rozd¢luji se na dvé hlavni skupiny karoteny a xanthofyly
o Karoteny
Obsahuji uhlovodiky a lisi se polohou dvojné vazby
Nepolarni slouceniny rozpustné v tucich
Napt.: lykopen, karoten
o Xanthofyly
Kyslikaté derivaty uhlovodiki
Vznik oxidaci karotent
Polarnéjsi nez karoteny
Podle typu kyslikové skupiny rozliSujeme hydroxykarotenoidy
(hydroxylova skupina, napf. lutein) a oxokarotenoidy neboli
ketokarotenoidy (ketoskupina, napt. astaxanthin)
Barevnéjsi nez karoteny — hydroxykarotenoidy zplsobuji Zluté barvy,

ketokarotenoidy cervené barvy
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lutein B-carotene
HO HO .
zeaxanthin B—cwptpxanthm
]QrOH oH
o HO : .
canary xanthophyll A ° o-doradexanthin
| l II’ IE,OH
o] HO .
canary xanthophyll B ° astaxanthin
Ho . -
° canthaxanthin o adonirubin

Struktura nékterych vybranych karotenoidi

Vyskyt a vyznam

¢ Dlezité prenasSece energie ve fotosyntetizujicich organismech

e Zpusobuji barevnost rostlin od Zluté po cervenou (sytost barvy urcuje pocet dvojnych
vazeb — ¢im vice vazeb, tim sytéjsi barva)

* Vyznamné antioxidanty

¢ Chrani organismy pted volnymi radikaly

*  Mnoho pozitivnich u€inkd na lidsky organismus — vyuziti pfi prevenci a 1écbe

nadorovych a kardiovaskularnich onemocnéni
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Fucoxanthin

* Xanthofyl

* Soucast chloroplasti hnédych tas

* Struktura
o Struktura uzce souvisi s jeho ucinky na lidsky organismus
o Neobvyklé struktury jako Zadny jiny karotenoid

o Nestabilni

Fucoxanthin

Struktura fucoxanthinu

* Vyskyt a vyznam
o Jeden z nejrozsitenéjSich karotenoida
o Ve struktufe t¢l motskych fas  Casty zdroj potravy
o Antiobezitni i€¢inky = podporuje redukci hmotnosti

o Pozitivni u€inky pfi lé€be karcinogenni onemocnéni
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Biotechnologie

o Zabyva se kultivaci tas, vyhledavani obsahovych latek v nich a zpracovani fasové
biomasy
o Vyuziti v potravinafstvi, farmacie, medicina apod.
o Zpusoby kultivace:
o Rlzna zivna média ptizplisobena Zivotnim podminkdm dané tasy
o Dalsi parametry — teplota, svétlo, hodnota pH, promichavani média

o Obecné parametry viz tabulka

Ptehled kultiva¢nich parametri

Parametr Rozsah Optimalni hodnoty

Teplota (°C) 16-27 18-24

Obsah soli (g.l_l) 1240 20-24

Svételna intenzita (LE sec'lm'z) az 2000 100-200

Fotoperioda (svétlo:tma) 16:8-24:0 | 12:12

Hodnota pH 7-9 8,2-8,7

Graf rdstu

1.4

1.2

0.8

0.6
e=@=—Kmen 1

Opticka denzita

0.4

0.2

0 21 48 98 169 211

Ristova kiivka rastu fasové kultury
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Analytické metody stanoveni karotenoidii a fucoxanthinu

o NejcCastéji chromatografie
Principem je rozdilnad rychlost pohybu slozek vzorky mezi mobilni
(pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi
Vzorek je unaSen mobilni fazi a dochazi k separaci slozek podle jejich
pfilnavosti k stacionarni fazi
Ta cast, kterd se vaze ke stacionarni fazi nejvice, ta je unasena mobilni
fazi nejpomale;ji
Vysledkem je chromatogram, z néhoz lze urdit retardacni faktor nebo
retencni Cas, ktery je pro kazdou latku jedinecny
Chromatogram znazoriuje rizné velké piky pro jednotlivé slozky
Podle toho, v jakém misté se pik objevi, tedy jaky je reten¢ni Cas dané
slozky, mtizeme latku identifikovat (kvalitativni analyza)
Plocha kazdého piku ukazuje koncentraci dané latky ve vzorku

(kvantitativni analyza)

e ]

Ukézka chromatogramu, vodorovna osa zna¢ni retencni ¢as (2, 4, 6, 8 min) jednotlivych
piki  (1-6), zdroj: Chromatografie. vyuka-data.lf3.cuni.cz 2004. Dostupné z:
http://vyuka-data.lf3.cuni.cz/CVSE1MO0001/chromatografie(4f9a8942587af).pdf
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Chromatograficky zdznam standardu fucoxatnhinu

o Kidentifikaci pigmenti a kvantitativni analyze se vyuzZiva UV-VIS

spektrometrie
Princip méfeni energie, kterou pohlti vzorek pii prichodu zafeni
v rozmezi 200-800 nm
Ve chvili, kdy molekula pohlti zareni (urcité kvantum fotont),
dochazi k piechodu ze zdkladniho stavu do excitovaného

Vysledkem je spektrum, které je typické pro kazdou latku

2.5

2.0 = Celkové pigmenty

1.5+

Fucoxanthin

Absorbance

. r . r . r : )
400 500 600 700 800
Vlnova délka (nm)

Spektra celkovych pigmenti, fucoxanthinu a

chlorofylu a, zdroj: Wang et al. 2018
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Navrh praktického cvifeni — izolace a identifikace fucoxanthinu

Z Fasové biomasy
A. Kultivace Fasové biomasy:
Ukol: Sledovani riistové kiivky fasové kultury

1. Piiprava kultivacniho média (viz kap. 2.1.1)
2. Sterilizace Erlenmayerovych ban¢€k a jejich nasledné naplnéni zivnym roztokem, nadoby se
ptikryji alobalem
3. Sterilizace média (nejlépe v autoklavu, ptipadné 1ze pouZit tlakovy hrnec)
4. Naockovani kultury do kultiva¢niho média a umisténi vzorkl do svétlého chladného mista
5. Pii dlouhodobém udrzovani kultury je nutné prfeockovani (po cca mésici)
* Pipetou se odebere vzorek biomasy a prenese se do nové nadoby naplnéné kultivaénim
médiem (postup sterilizace banc¢k a média je stejny jako v piedchozich krocich)

B. Izolace karotenoidi (fucoxanthinu)

Ukol: Piiprava extraktu a proméfeni spekter karotenoidd (fucoxanthinu) pomoci UV-Vis

spektrofotometrie

1. Navazka biomasy
Ptiprava extraktu (ethanol)
Rozetfeni biomasy s extraktem v tifeci misce s piskem

Izolace pomoci separacnich metod (centrifugace/filtrace)

A

Prométeni spekter karotenoidii (fucoxanthinu) v fasovém extraktu pomoci UV-VIS
spektrofotometrie
C. Identifikace karotenoidi (fucoxanthinu) pomoci chromatografickych metod

(HPLC)

Ukol: Mé&feni retenénich ast piki standard vybranych karotenoida (fucoxanthinu) za danych
podminek.
Analyza fasovych extrakti a identifikace vybranych karotenoidi (fucoxanthinu)

porovnanim reten¢nich ¢ast pikli z chromatogramu s reten¢nimi Casy standarda.
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Pouzita literatura

Vsechny pouzité obrazky pochazi zteoretické Casti bakalaiské prace, kde jsou
oc¢islovany a uvedeny jejich zdroje. Stejné tak obsah teoretického sdéleni. Kapitoly teoretického
sdéleni maji stejné nazvy jako kapitoly v teoretické ¢asti prace, ze kterych poznatky vychazi a
u kterych jsou uvedeny odkazy na pouzitou literaturu.

Hlavni zdroje literatury:

1. SIVEL, Miroslav, et al. Lutein—vyznamny karotenoid ve vyzivé &lovéka. Chemické
listy, 2013, 107.6: 456-463.

2. BARSANTI, Laura; GUALTIERI, Paolo. Algae: anatomy, biochemistry, and
biotechnology. 2006.

3. DOSTAL, Petr. Evoluce a systém stélkatych organismii a cévnatych vytrusnych rostlin.
Univerzita Karlova v Praze, Pedagogicka fakulta, 2006.

4. KAUFNEROVA, Veronika. Metody izolace a kultivace sinic a fas pro potieby vyuky
na zéakladnich a stfednich Skolach. 2014.

Shrnuti

Z4ci jsou seznameni s teoretickymi poznatky z biologie mikroskopickych fas a jejich
pouziti v biotechnologiich, z chemie karotenoidii a zplisoby jejich izolace a identifikace pomoci
vybranych analytickych metod. Na teoretické sdéleni navazuje prakticky ukol, ve kterém si Zéci
oveti své teoretické znalosti v praxi pii kultivaci vlastni fasové kultury a nésledného zpracovani

biomasy, za pouziti analytickych metod izoluji a identifikuji karotenoidy (fucoxanthinu).
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Zavér

V bakalatské praci jsou shrnuty vysledky experimentu s cilem izolovat a identifikovat
fucoxanthin a dalSich biologicky vyznamné karotenoidy z vybranych kment fas. V teoretické
¢asti jsou popsana teoretickd vychodiska zabyvajici se biologii mikroskopickych tas, véetné
vybranych kment a jejich vyuziti v biotechnologiich, chemii karotenoidii a jejich stanovenim
za vyuziti vybranych analytickych metod. Experimentalni ¢ast obsahuje dil¢i feseni vyzkumu,
ktery probihal v rAmci feseni projektu &. TN01000048 v MBU v Tieboni. Jeho hlavni cilem
byla kultivace fasové kultury, jeji zpracovani a nasledna izolace a identifikace fucoxanthinu a
dalsich biologicky vyznamnych karotenoidl z vybranych fasovych kmenil. Nejveétsi mnozstvi
fucoxanthinu bylo naméteno v fasovém kmenu Prymnesium parvum a to 4,74 ug/ml. Kmen
Isochrysis galbana obsahoval 2,84 ug/ml a kmen Phaeodactylum tricornutum 3,36 ug/ml.
Naopak nejnizS§ich hodnot dosahl kmen Pseudopedinella a kmen Amphidinium. Kmen
Emiliania huxleyi nebyl do experimentu zafazen, protoze nevykazoval zndmky rlstu pii
kultivaci. Kromé fucoxanthinu byly identifkovany dalsi biologicky vyznamné karotenoidy a to
diadinoxanthin, diatoxanthin, chlorofyl a, beta-karoten.

V ndvaznosti na experimentdlni ¢ast této prce byla zafazena didaktickd cast, jejiz
soucasti je vytvoreni navrhu studijniho materidlu. Obsahem této ¢asti je navrh teoretické
sdé€leni, ktery vychazi z poznatkt z teoretické ¢asti prace a navrh praktického cviceni, ktery
vychdzi v ndvaznosti na experimentalni ¢asti prace. Navrh studijniho materidlu, ve kterém
dochazi k propojeni mezioborovych vztahii pfirodnich véd, méa za tkol pfiblizit soucasny

vyzkum zaktim a studentim gymnazii se zaméfenim na ptirodni védy a vyssich odbornych skol.
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