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ABSTRAKT

Karotenoidy jsou pfirodni pigmenty s antioxidacnimi a antimutagennimi schopnostmi.
Pomoci novych technologickych postupti jsou produkovany karotenoidnimi kvasinkami, jako
napt. Rhodotorula glutinis, ktera produkuje predevsim f-karoten. Jeho obsah miize dosahnout
az 6 — 10 mg/g suSiny. Pro stanoveni f-karotenu, lykopenu a astaxantinu byla v této praci
pouzita metoda hmotnostni spektrometrie s nanoelektrosprejem v pozitivnim moédu. Jako
optimalnimi parametry analyzy bylo nalezeno sprejovaci napéti 4 kV a velikost pratoku
vzorku 15 — 80 nl/min kfemennou sprejovaci kapildrou o vnitinim priméru 25 pm. Smeés
chloroformu s pfidavkem amoniaku byla pouzita jako sprejovaci rozpoustédlo jak pro
standardni, tak bunécné vzorky. Pfi ionizaci nanoelektrosprejem tvoii f-karoten a lykopen
radikalové ionty [M] ", jejichz vysledny pomér molekulové hmotnosti a naboje (m/z) je 536.
Astaxantin je ionizovan za vzniku protonované molekuly [M + H]" o hodnoté m/z 597.
Castetna lyze jednotlivych bunék byla pozorovana pod mikroskopem pii puisobeni
organickych rozpoustédel tetrahydrofuranu a dimetylsulfoxidu. Pfi rozpusténi v chloroformu,
acetonitrilu, metanolu a isopropanolu nebyla lyze prokézana ani po 15 min ptisobeni.

ABSTRACT

Carotenoids are natural pigments that have antioxidation and antimutagenic abilities. They are
produced with the help of new technological methods. For example, carotenoid yeast
Rhodotorula glutinis produces f-carotene with the yield of up to 6 — 10 mg/g of the dry
substance. The method of the mass spectrometry with the nanoelectrospray in the positive
mode was optimized for the determination of f-carotene, lycopene and astaxanthin in this
project. lonizing voltage of 4 kV and the sample flow rate of 15 — 80 nl/min through the spray
silica fused capillary with the internal diameter of 25 um were found to be the optimum
parameters of the analysis. A mixture of chloroform with the addition of ammonia was used
as a spray solvent for both standard and cellular samples. During the process of ionization by
nanoelectrospray, f-carotene and lycopene form cation radical [M] "~ with the molecular mass
to charge ratio (m/z) of 536, while asthaxanthin forms the protonated molecule [M + H]" with
the m/z of 597. The partial lysis of individual Rhodotorula glutinis cells was demonstrated
under microscope in the organic solvents tetrahydrofuran and dimethylsulfoxide. Chloroform,
acetone, acetonitrille, methanol and isopropanol did not affect the cells after a 15 min
treatment.

KLICOVA SLOVA
[-karoten, lykopen, astaxantin, Rhodotorula glutinis, nanoelektrosprej, hmotnostni
spektrometrie

KEYWORDS
[-carotene, lycopene, astaxanthin, Rhodotorula glutinis, nanoelectrospray, mass spectrometry
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1. UVOD:

Jiz v davné historii mély kvasinky v lidském Zzivoté zasadni postaveni, a to jak
z hlediska ekonomického, socidlniho, tak i zdravotniho. Jejich nazev vznikl od vztahu ke
kvasnym procesim.V dne$ni dobé je popsano asi 700 roda kvasinek, coz je ale jen Cast
z celkové se vyskytujicich kvasinek na nasi planeté. Pro ¢lovéka maji prvorady vyznam
kvasinky vyuzivajici se v potravindiském primyslu (kvasny, pekarensky, mlékarensky). Dale
jsou vyuzivany ve farmacii, nebo jako modelové systémy pro studium regulace metabolismu
eukaryotickych bun¢k. Planem do budoucnosti je vyuziti kvasinek ve spojeni s obnovitelnymi
zdroji energie, v biotechnologickych procesech, pfi feSeni nejriznéjsich zdravotnich problémut
vcetné 1écby genetickych poruch. Pifi praci s kvasinkovymi organismy je zékladnim
stavebnim kamenem pro dalsi uc¢elné manipulace pochopeni fyziologie, tedy pribéhu ristu
kultury, ur¢eni metabolickych drah a zjisténi vlivu biotickych i abiotickych latek.

Cilem kultivace kvasinkovych bun€k je maximalni produkce metaboliti, které jsou
dale pramyslové vyuzitelné. Toho Ize dosdhnout dvéma zptsoby: 1. klasicky, modifikaci
externich podminek kultivace s ohledem na genetickou vybavu builky. 2. vyuzitim poznatka
molekulového klonovéani a vytvafenim geneticky mutovanych bunck. Jednu z vyznamnych
skupin metaboliti tvofi karotenoidy. Jsou velmi rozSifenou a také pocetnou skupinou
piirozenych pigmentl. Mezi hlavnimi tkoly, které plni v zivocisnych bunkéch, je funkce
provitaminu A. Jejich vyuzitelnost stdlé vzristd i vzhledem k jejich antimutagennim a
Podstata tohoto antioxida¢niho efektu je dana snadnou oxidovatelnosti molekul karotenoidi,
¢imz dochazi ke zhéSeni singletového kysliku a brani tvorbé peroxidovych radikala.
V potravinafstvi jsou velmi €asto vyuzivany pro zvyseni vyzivové hodnoty potravin a v hojné
mife jsou pfiddvany do krmnych smési. Urcita ¢ast je vyuzivdna také pro svoje intezivni
zbarveni jako potravinaiské barvivo. Nejvyznamnéj$im zdrojem téchto pfirozenych pigmentt
byly do nedavna rostlinné tkédn¢. OvSem soucasné moderni technologické postupy jsou
zaméfeny na produkci karotenoidii pomoci mikroorganismi. Proto jsou nyni velmi
diskutovany otazky vybéru vhodnych mikrobidlnich producenti s moznosti ovlivnéni
produkce na maximalni moznou hodnotu.

Z pohledu biotechnologického nachazi uplatnéni pro svou produkci karotenoidii
bakterie i kvasinky. Nynéjsi studie se zabyvaji problémem maximalni mozné produkce téchto
latek. Produkci 1ze ovlivnit riznymi faktory, jednak je to modikaci slozeni kultivaéniho média
nebo podminek ristu aplikaci riznych indukénich faktortt vyvolavajicich oxidacni nebo
osmoticky stres. Nesmime také zapomenou na ovlivnéni pomoci metod genetického
inzenyrstvi. Veskeré tyto modifikace (¢i mutace) jsou omezeny urcitymi limitnimi
fyziologickymi moznostmi bunék.

Metabolity 1ze v dnesni dob¢ detokovat nejmodernéjSimi analytickymi metodami, jako
vysokou¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC), elektroforézou, hmotnostni
spektrometrii (MS) atd.



2. TEORETICKA CAST:

2.1. Vyvoj kultivaénich kvasinkovych technologii

Kultiva¢ni technologie jsou uplatiovany v riznych pramyslovych oborech. Piedev§im
jde o odvétvi spojeno s vyrobou potravin, napoji, chemikélii, primyslovych enzymd,
farmaceutickych prostiedki a také s technologiemi souvisejicimi s ochranou Zzivotniho
prostiedi, jak znazorfuje obr. 1.

Fermentadini
procesy

Technologie
fivorniho prostiedi

Zdvavotmcly
primysl

Obr. 1: Historie kvasinkovych technologii

Kvasinky naSly velké vyuziti v primyslovych vyrobach zejména diky své velké
rozmanitosti v ristu, metabolismu a genovému vybaveni jednotlivych kmentl.
Neustale vyvijejici se teoretické znalosti a poznatky ddvaji moznosti nového vyuziti kvasinek.
Tak dochazi k rozsifeni z tradi¢nich obzorti az po ty nejmodernéjsi. Za tradi¢ni technologie,
které jsou uvedeny na obr. 2, jsou povazovany procesy znamé pied 100 lety [1].



pitny alkohol

KVASINK

glvcerol potraviny

Obr. 2: Tradicni vyuziti kvasinek

V poslednich letech jsou moderni biotechnologické metody stile Castéji vyuzivany,
dochazi ke kombinacim jednotlivych metod a jejich vyznam stale roste. Nové vyzkumy a
nove se vyvijejici metody oteviraji dalsi sméry pro jejich pouziti (viz obr. 3).

hioethanol

hiafarmacentiko
hiomasa

hialdkaishy
v zkii

hiasensory

hiaterapentika biokontrely

hiotransformace

Obr. 3: Nejvyznamnéjsi vyuziti kvasinek v soucasnosti



2.2.Kultivace kvasinek

2.2.1. Zivng média
Pro kultivaci mikroorganismi v laboratornich podminkach jsou pouzivana sterilni

zivna média, kterd se pokud mozno co nejvice blizi svym slozenim pfirozenym podminkam.
Kromé svého nutri¢niho zastoupeni musi média spliovat i dal$i nalezité podminky pro
zdarnou kultivaci, jako napf.: teplota, vlhkost, pH, aerobni nebo anaerobni prostiedi.
Mikroorganismy jsou schopny v daném prostiedi riist a rozmnozovat se tak dlouho, dokud
maji dostatecny zdroj zivin, odpovidajici parcidlni tlak kysliku, vhodnou teplotu a pH.
K limitaci miize také dojit nahromadénim metabolitl, které jsou transportovany do vnéjsiho
prostiedi bunky [2].
Kultivace se provadi dvéma zplsoby:

a) povrchovy (emersni) — kultivace probiha na povrchu pevného ¢i kapalného média

b) hloubkovy (submerzni) — kultivace v kapalném médiu

2.2.2. Rustova kiivka

In X

Obr. 4: Rustova kiivka [3]

1) lag faze

Uvodni faze, ve které se buiiky nemnozi, pouze se zvétduji a pfizptisobuji se podminkam
prostiedi. Délka této faze zavisi na druhu mikroorganismu, fyziologickém stavu buiky,
velikosti inokula a sloZeni okolniho prostfedi. Z primyslového hlediska je nezadouci a tudiz
je snaha ji co mozna nejvice zkratit. Maze dojit 1 k odumirani bun¢k.

11) faze zrychleného rustu
Jiz ptizplsobené builky se za¢inaji mnozit a kultura je zcela pfizpiisobena prostiedi. Na konci
této faze dochazi k intenzivnimu metabolismu a déleni. Snizuje se pocet odumirajicich bunék.

111 ) faze exponencialni (=logaritmickad)

Dochazi k velice intenzivnimu mnozeni bunék a jejich pocet narlstd geometrickou fadou.
Hlavnim piedpokladem je dostatek zivin a je nejvyznamnéjSi fazi pii tvorbé primarnich
metabolitl. K odumirdni bunék téméf nedochazi.

10



1V) faze zpomaleného rustu

Hlavnim diivodem zpomaleni riistu a snizeni intensity metabolismu je vyCerpani zivin, ¢imz
dojde 1 ke snizeni rychlosti mnoZeni. Vznika zde taky postupné inhibice vzniklymi
metabolity. Dochazi k narustu odumielych bunék.

V') staciondrni faze
Koncentrace mikroorganismi je konstantni, tzn.mnozstvi novych bunék je vyrovnano
odumiranim starych. VéEtSina zivin je vyCerpana a dochazi k hladovéni mikroorganismu.

VI ) faze odumirani mikroorganismii

Vycerpanim zivin a nahromadénim toxickych produktli metabolismu zrychlené ubyvaji
bunky. Dochéazi k narGstu odumitelych bunck. Bunky pro zachovani zivotaschopnosti
odbouravaji zasobni latky [3].

2.2.3. Prumyslova kultivace — kultivace v bioreaktorech

V ptirozeném prostiedi probihaji biochemické reakce pouze za ur€itych podminek. Pro
prumyslové vyuziti biotechnologicky vyznamnych procesii je potieba vytvofit vhodné
podminky, bliZici se co nejvice optimalnim. Proto byla vyvinuta zafizeni, obecné¢ nazyvana
bioreaktory (viz obr. 5), ktera tvoti zdkladni prvek vyrobnich konstrukei [4].

Bioreaktor (fermentor) je uzaviend, obvykle kovova vélcovita nadoba. Pro dosazeni
pozadovanych podminek je opatfena zafizenim pro piivod vychozich latek, slozek
kultiva¢niho média, vzduchu (pro aerobni kultivaci), produkénich mikroorganismil a také pro
odCerpani meziprodukti a odpadnich latek aseptickym zplisobem. Dal§im nezbytnym
vybavenim fermentoru jsou michadla, ventily, ¢idla a reguldtory umoziujici udrzovani
technologicky pozadované teploty, pH, ptipadné pro kontrolu obsahu jednotlivych slozek [5].

Podle typu technologie miizeme bioreaktory rozd¢lit na [5]:
a) bioreaktory pro aerobni fermentaci, anaerobni fermentaci slouzici k mikrobni vyrobé
(fermentor),
b) kultivacni nadoby (chemostaty, cytostaty) pouzivané k velkokapacitni kultivaci
zivoc¢isnych a rostlinnych bunck
c) enzymové reaktory pouzivané v enzymovych technologiich

Podle zptisobu provozu Ize bioreaktory rozd¢lit na
a) vsadkové (batch) — pouzivané pro mikrobni kultivace mensich objemt
b) pfitokovany bioreaktor (fed-batch)
¢) kontinualni — pro enzymové vyroby, popt. pro vysoce produkéni aerobni kultivace

11
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Obr. 5: Schéma bioreaktoru [4]

Jako ve vSech modernich provozech, tak i zde je snaha o co nejvétSi automatizaci
celého provozu a dosaZeni co nejnizsi spotieby energie. Proto jsou stdle vyvijeny nové
modely a zpisoby odvadéni produkcnich plynil, promichévani, provzdusnovani atd.

2.3. Nékteré prumyslové dileité kvasinky

2.3.1. Rod Candida

Zahrnuje jak druhy cisté saprofytické, tak i potencidlné patogenni, které mohou zptisobovat
mykotickd onemocnéni lidi i1 zvitat.

Candida albicans se v ptirodé vyskytuje zejména v pid¢ a v exkrementech zvitat. U
Cloveéka se vyskytuje ze vSech druhti kvasinek nejCastéji (napf. na kuzi, v dutin€ ustni,v
sekretu zvukovodu). Je ptivodcem onemocnéni ,,kandid6za®. Za faktory virulence se u tohoto
mikroorganismu poklada tvorba zarodecnych klickl, biosyntéza enzymua fosfolipdzy a
proteindzy a schopnost adherence k epitelidlnim bunikdm. Je druh kvasinky, jenz u lidi
zpusobuje ustni a genitalni infekce. Pro vétSinu populace je neSkodna, ovSem pro lidi se
snizenou imunitou (vlivem AIDS, chemoterapie) byva Casto pricinou umrti. Z priimyslového
hlediska ma tento druh kvasinek uplatnéni pii vyrob¢ vitaminu Bg, jehoZ vzorec je znazornén
na obr. 6 [6].
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Obr. 6: Strukturni vzorec vitaminu Bs — produkt metabolismu kvasinky Candida albicans

Candida dubliniensis

Je fenotypicky a genotypicky genotypicky velmi ptibuzna druhu Candida albicans. Je
povazovana za oportunni patogen a mize byt velmi nebezpeénd pro osoby s oslabenym
imunitnim systémem (napft. pacienti s AIDS nebo se zhoubnymi onemocnénimi) [6].
Candida utilis

Dilezity druh kvasinek rodu Candida, pro ktery se diive pouzival nazev Torula utilis.
Tato kvasinka se pouzivd v bunééné formé jako biomasa krmného drozdi. Mize se také
objevit pii vyrobé pekaiskych kvasnic jako kontaminanta [6].
Mezi ostatni druhy kvasinek rodu Candida patii , ktery se vyuziva pii riiznych vyrobnich
procesech, napt: Candida famata (riboflavin — viz obr. 7), Candida tropicalis (tryptofan) [1].

HIC
oH
i
HO R
OH
H,C M M Xe
Y
— MH
H,C M
0

Obr. 7: Strukturni vzorec riboflavinu — produkt metabolismu kvasinky Candida famata

2.3.2. Rod Hansenula

Jednim z hlavnich zéastupci tohoto rodu je Hansenula polymorpha, jejiz
mikroskopicky preparat je na obr. 8. Jde o methylotrofni, termotolerantni kvasinku,
vyuzivanou zejména k expresi heterogennich genti. Je také vyuzivand v lékarstvi pifi 1éceni
lidi s diabetes nebo pii 1é¢bé hepatitidy B nebo hepatitidy C.

13



i M o : .._'_- ; i 1---. i

Lo TR s ; 5 [

Obr. 8: Mikroskopicky preparat kvasinky Hansenula polymorpha

Hansenula polymorpha je vyuzivana jako modelovy organismus pro studia zakladnich
aspektii v molekuldrni biologii. Uplatiuje se predev§Sim pro svoje schopnosti produkce
nezvykle velkych mnozstvi enzymut (methanoloxidasa, dihydroxyacetonsyntasa) [1].

2.3.3. Rod Kluyveromyces
Kluyveromyces marxianus

S timto kmenem se mizeme setkat pfedev§im pii fermentacnich pochodech spojenych
s laktézou (viz obr. 9). Je schopen produkce nékterych enzymil (laktaza, pektinaza) a je
jednou z moznych variant v technologii klonovéni [1].

CHGOH CHsTOH
| S— [} freeee 0
HO i (alt]
[ ! | pO Ka H
E_H-l ! ik
| SN ‘; Moz oos .
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Obr. 9: Laktoza — zakladni substrat pro Kluyveromyces marxianus

2.3.4. Rod Phaffia
Phaffia rhodozyma

Karotenogenni kvasinka schopna produkce astaxantinového pigmentu pouzivajiciho se
v potravinaiském primyslu jako dietni doplnék vyzivy lososti a driibeze. Pokud jsou
hydrolyzované bunky ptidany ke krmivu, astaxanthin (viz obr. 10) je snadno absorbovan ve
stfevech a efektivné meéni barvu lososiho masa z rizové na oranzovou, nebo barvu Zloutku a
masa u dritbeze. Charakteristickd Cervend barva hraje velkou ulohu pro akceptaci masa
pstruhti a losost zékazniky [7,8].
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Obr. 10: Astaxantin

Kvasinka je schopna zkvaSovat glukosu i jiné cukry. Jako hlavni karotenoidni pigment
syntetizuje astaxanthin na rozdil od dalSich ,cervenych” kvasinek (Cryptococcus,
Rhodotorula, Rhodosporium, Sporobolomyces), které jsou piisné aerobni a produkuji a-
karoten, f-karoten, torulen nebo torularhodin [9].

2.3.5. Rod Pichia

Mezi mnoho zéstupctli tohoto rodu patii i Pichia pastoris; jde o methylotrofni kvasinku
produkujici biomasu z methanolu a je také vyuzivana v expresi heterogennich genii a pro
produkci lidskych terapeutickych proteini. Pro syntézu riboflavinu se vyuziva Pichia
guilliermondii.

Dal$im vyznamnym zastupcem tohoto rodu je Pichia rafinosa, jejiz kmeny mohou
produkovat tzv. killer protein, ktery plisobi v prostfedi se zvySenou koncentraci chloridu
sodného [1].

2.3.6. Rod Rhodosporidium

Rhodosporidium toruloides

Produkci fenylalaninamoniumlyazy mé potencidlni vyuziti pii1 diagnostikovani
fenylketonurie, coz je vrozena metabolicka porucha, pifi niz dochazi k naruSeni metabolismu
fenylalaninu (viz obr. 11) vdisledku absence nebo nizké aktivity enzymu
fenylalaninhydroxylazy [1].

Obr. 11: Fenylalanin — aminokyselina obsazena v molekulach rostlinnych a Zivocisnych
bilkovin
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2.3.7. Rod Saccharomyces

Jednim z hlavnim zéstupcii tohoto rodu je Saccharomyces cerevisiae pouzivajici se
v klasickych fermentacnich vyrobach (vyroba piva, vina, chleba, vitamint), jejichz pribéh je
znazornén pomoci rovnic na obr. 12, 13. . Kromé téchto typickych vyrob se vyuziva pro
produkci glycerolu, invertdzy nebo ergosterolu. Vyrazna znalost metabolickych drah a
morfologickych a fyziologickych vlastnosti této staleti Slechténé kvasinky pfispiva k jejimu
vyuziti 1 v molekularni biologii, kde je pouzivana jako jednoduchy eukaryoticky organismus

[1].
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Obr. 12: Zjednodusené schéma glykolyzy
I
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| decarboxylase " denydrogenase
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Obr. 13: Princip alkoholového kvaseni

2.3.8. Rod Shizosaccharomyces

Shizosaccharomyces pombe

Druh kvasinek vyvinuty pro odkyselovani stolnich vin a zahu$tovani mosth.
Vyznacuje se velkou toleranci vii€i ethanolu a schopnosti zkvaSovat xylulosu (potencidlni
moznost vyroby ethanolu jako paliva (viz obr. 14)) [1].
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Obr. 14: Syntéza xylulosy piisobenim kvasinek Shizosaccharomyces pombe

2.3.9. Rod Yarrowia
Yarrowia lipolytica

Tradi¢ni kvasinka pro produkci extracelularnich enzyma (lipaz) a pro vyrobu kyseliny
citronové z n-alkani nebo z glukézy (schema vyroby uvedeno na obr. 15) za aerobnich
podminek. Izoluji se ¢asto zriznych druh potravin (syr, omacky). Vyznacuje se také
dilezitou schopnosti metabolizovat ropné produkty za produkce biomasy, kterd se dale
vyuziva jako krmné drozdi v Zivocisné vyrobé a predstavuje kvalitni doplnék krmnych davek
hospodaiskych zvirat [1].

CHO D\\ aH
o FYarrowia lipelytica o H H a
HO \ /
OH
or HO H OH H HH
CHyOH
Glukina Kyselina citrdnovd

Obr. 15: Vyroba kyselina citronové pomoci kvasinky Yarrowia lipolytica

2.4. Karotenogenni kvasinkové kmeny

Jsou jednim z mnoha primyslové vyuzivanych kmeni, jejichz vyznam v posledni
dobé znacné roste. Rada kvasinkovych kmenli je schopna produkovat karotenogenni
pigmenty, zplsobujici zZIuté, oranzové nebo Cervené zbarveni kultur. Mezi nejvice vyuzivané
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rody patiti napi. Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomyces, Sporidiobolus,
Cystofilobasidium a Phaffia. . Karotenogenni kvasinkové kmeny vétSinou spadaji do odd¢€leni
Basidiomycetes, kde se dale rozlisuji na ¢eledi Rhodotorulaceae a Sporobolomycelaceae [9].
Velmi Casto se mizeme s témito kvasinkami setkat zejména ve vzduchu, ponévadz jejich
karotenoidni barviva je dokazi ochranit pfed ultrafialovou slozkou slunecného zéteni. Pti
rustu kultur v médiu o nizkém obsahu dusiku, dochdzi v bunikam k ukladani tuku, ktery maze
doséhnout az 60 % v suSiné.

Nékteré druhy kvasinek se ovSem v urcitych podminkach vyskytuji jako patogeny a
mohou zplisobovat onemocnéni zvitat i lidi. Byly nalezeny v hnisu, plicich ale také v duting
ustni [10].

2.4.1. Celed’ Rhodotorulaceae

Celed, vniz se nachazi kvasinky rodd Rhodotorula, Rhodosporodium a
Cystofilobasidium. Vzhledem ke své nenarocnosti na zivotni podminky, je mozné je izolovat
z nejruznéjSich prostredi, napi: vzduchu, vody, pudy, povrchu rostlin a také zlidskych
organt.

Vyznamnymi zéastupci této Celedi jsou kmeny Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
rubra, Rhodosporidium toruloides, Rhodosporidium diabovatum a Cystofilobasidium
capitatum [9].

2.4.2. Fyziologické vlastnosti

Kvasinky tohoto rodu se vyznacuji svymi lipidotvornymi vlastnosmi, tj. schopnosti
hromadéni tuku v buiice. Za urcitych podminek muze dojit az ke zna¢né nadstandardnimu
nahromadéni lipidii. S tim souvisi schopnost produkce lipés.

Jelikoz maji striktné aerobni metabolismus, nejsou schopny kvasnych pochodt. Nedokazi
zkvaSovat zadné cukry, ovSem pro zpracovani glukozy maji dostate¢né vyvinuty pentézovy
cyklus [10,11].

Hlavnimi slozkami pigmenti u kvasinek jsou B-karoten, y - karoten, torulen a
torularodin. Pomér jednotlivych karotenogennich pigmentii je obzvlasté¢ zavisly na zplisobu
kultivace a na prostfedi v némz probihd. Pro produkci karotenoidii je také nezbytna
pritomnost kysliku a svétla, jehoz ¢innym akceptorem je flavin nebo flavoprotein schopny
fotooxidace. Karotenoidy jsou latky nerozpustné ve vod¢, ale rozpustné v tucich. Z tohoto
diavodu nikdy nedifunduji do prostiedi, ale jsou lokalizovany na wvnitini strané
cytoplasmatické membrany.

2.4.3. Rod Rhodotorula

2.4.3.1. Morfologické vilastnosti rodu Rhodotorula

Vsechny druhy rodu Rhodorula maji velmi podobné morfologické znaky. Jde o bunky
o velikosti (2,5 — 5,0) x (6,0 — 1,3) um, nékdy se mizeme setkat s buikami protahlymi do
velikosti az 16um.. Natér na agaru je kordlové Cerveny, pomerancovy nebo lososovy (viz obr.
16), coz zavisi na slozeni zivné pudy. Je hladky, leskly, slizovity, fidky nebo 1 téstovity. Na
povrchu miize byt nékdy zvrasnény. Okraj kolonie je zpravidla uceleny. Pfi submerzni
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kultivaci dochézi ke vzniku sedimentu a prstence, ktery je svétle nebo krémové zbarven
[9,10].

Obr. 16: Rhodotorula glutinis — kultivace a morfologie

2.4.4. Karotenogenni kvasinky v primyslu

Kvasinky produkujici karotenogenni pigmenty, jsou v dnes$ni primyslové vyrobé
vyuzivany piedevsim pro produkci f-karotenu. Rhodotorula glutinis je schopna za urcitych
podminek dosdhnout vytéznosti 6 - 10 mg B-karotenu na 1g suSiny bunck. Z kultiva¢niho
hlediska se zacinaji tvofit pigmenty na konci rastové faze, kdy dochazi ke vzniku oranzového
zbarveni. Syt¢ Cervend barva kvasinky je dana torulenem a torularhodinem, tvofenym ve fazi
intenzivniho tu¢néni.

Po skon¢eném fermenta¢nim procesu muze byt biomasa po odstiedéni, promyti, suseni pfi
nizkych teplotach a tlaku pouzita pfimo jako krmivo. Pro izolaci karotenoidli je biomasa
nejprve odseparovana a poté dehydratovana. Smés karotenoidil, ze které tvori nejveétsi Cast
pravé fkaroten (75 - 95 %), je poté extrahovédna za pouziti hexanu. K rozd¢leni karotenoidti
se pouziva chromatografickych metod.

V soucasnosti se pouzivaji karotenoidy zejména jako potravinové dopliikky, vitaminové
koncentraty piidavané do krmnych smési a také jako barviva [12].

2.5. Metabolity karotenogennich kvasinek

2.5.1. Karotenoidy

Jde o velmi rozSifenou a pocetnou skupinu pigmentl sriznymi priamyslovymi
aplikacemi. Jsou produkovany jak fotosyntetizujicimi tak i nefotosyntetizujicimi bakteriemi,
kvasinkami 1 houbami. V savéim organismu vykazuji fadu pozitivnich aktivit zaloZzenych
hlavné na antioxidacnim a antimutagennim ucinku, aktivné se ucastni také procesu vidéni.

Karotenoidy jsou syntetizovany v pribéhu metabolické drahy biosyntézy isoprenoidu.
Pocatecni reakce biosyntézy jsou pro vSechny karotenogenni organismy spole¢né a vychazeji
z obecné drahy isoprenoidd, jejimz prvotnim metabolitem je acetyl-CoA. Dalsi drahy jsou jiz
druhové specifické a vedou ke vzniku urcitych cyklickych nebo acyklickych forem karotent a
xantofyla [7,13].
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Tabulka 1: Pfiklady nékterych karotenoidi [14]

Karotenoidy Strukturni vzorec

lykopen

a-Karoten ij[\ PR MY\/\(\V\Q

B-karoten

lutein

zeaxanthin

astaxantin

2.5.2. Vlastnosti karotenoidi

Karotenoidy jsou pomérné odolné proti béznym vliviim, jako je zména pH nebo
pusobeni redukcnich Cinidel, jsou ale velmi citlivé k oxidaci. Obsahuji totiz velké mnozstvi
dvojnych vazeb, které se oxiduji snadno. Karotenoidy se diky tomu chovaji jako antioxidanty,
maji schopnost eliminovat singletovy kyslik a ptisobi inhibi¢né vic¢i peroxidaci v lipidickych
membranach. Jsou lipofilnimi pigmenty nerozpustnymi ve vod¢, proto nikdy nedifunfuji do
vnéjSiho prostiedi, ale zlstavaji lokalizovany na vnitini strané¢ cytoplasmatické membrany.
Kromé citlivosti k oxidaci vykazuji citlivost vici svétlu. Pfi  vystaveni ucinkiim
intenzivnéj$iho svételného zafeni se rozkladaji [15].

2.5.3. Karotenoidy v lidské stravé

Jak jiz bylo zminéno, jde o zluté, oranzové nebo Cervené lipofilni pigmenty rostlin,
hub, fas, mikroorganismi a zivoc€ichli. Samotni Zivo¢ichové nejsou schopni tyto pigmenty
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syntetizovat, avSak muzeme se snimi setkat v raznych zivo¢iSnych produktech (mléce,
zivociSném tuku), nebo v jinych rtznych castech zivociSnych organismii (krunyi rakd, pefi
papousk.)

V rostlinné i8i plni tato skupina latek funkci velmi vyznamného barviva ovoce a
zeleniny. Jejich jednotlivé zastoupeni zavisi na druhu, odridé, zralosti atd. NejznaméjSimi a
také nejvyznamnéj$imi rostlinnymi zdroji obsahujici tyto pigmenty je mrkev (obsahujici
piredev§im f-karoten), dale jsou to rajcata (obsahujici lykopen), papriky (obsahujici
kapsanthin a kapsorubin). Mezi ovocné zdroje karotenoidii patii meruiiky, broskve nebo
pomerance [16].

2.5.4. Lipidy

Jde o skupinu heterogennich, chemicky velmi rozmanitych latek zahrnujicich
triacylglyceroly (tuky), vosky, fosfolipidy a glykolipidy. Jen nékteré jsou ¢aste¢né rozpustné
ve vodé. Pomoci vhodnych organickych rozpoustédel (petrolether, diethylether) jsou
z dezintegrovanych buné€k snadno extrahované.

Kvasinky bézné obsahuji 5 - 15 % tuku v susin€, ovSem karotenogenni kvasinky jsou schopny
dosahnout az nékolikanasobku (cca 60 % tuku v susing). Hlavni zastoupeni a lokalizace lipida
je v cytoplasmatické membrané [17,18].

Obsah neutralnich triacylglyceroli a fosfolipidi, jez jsou syntetizovany kvasinkami,
zéavisi na slozeni zivného média a podminkach kultivace. Fosfolipidy jsou dulezitou slozkou
bunéénych membran, jejichz volné propojené molekuly ulehCuji propustnost a zlepSuji
elasticitu. Tuky vyskytujici se v bunice mohou mit funkci zasobni latky, mohou byt projevem
degenerace a nebo se mohou ucastnit metabolickych procest [17,18].

2.5.5. Steroly

V rliznych eukarytiockych buiikach se mizeme setkat s riznymi steroly. Zivo&isné
bunky obsahuji pfedevsim cholesterol, rostlinné obsahuji sitosterol a houbové hlavné
ergosterol. Produkci ergosterolu je mozno ovlivnit riznymi stresovymi faktory (ultrazvuk,
oxida¢ni stres) a jeho spojeni s fosfolipidy ma vyznamnou funkci pii tvorbé lipidové
dvojvrstvy membran [17].

2.5.6. Mozné ovlivnéni produkce metabolitit externimi faktory

Veskeré mikroorganismy potiebuji k Zivotnim pochodim a vyvoji ur€ité vnéjsi
prostiedi. Pro rozmnozovani a syntézu bunéCné stény potiebuji v prostiedi dostatecné
mnozstvi vyuzitelnych surovin, zdroj energie a vhodné fyzikalni, chemické i biologické
podminky. Pokud je externi prostiedi pro mikroorganismus nepiiznivé, mize dojit ke zméné
enzymového vybaveni buiky, nebo dokonce ke zméné chemického slozeni a tvaru buiky,
¢imz se tyto stavaji odoln¢jsimi. VSechny tyto schopnosti bunky, oznacujici se jako stresové
odezvy, ovSem maji své limitni hranice, jejichz ptekroCeni znamend zastaveni riistu nebo
usmrceni burnky.
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Tabulka 2: Stresové faktory ovliviiujici riist a metabolismus bunék [19,20,21,22]

Pouzivané stresy Prostiedky jednotlivych stresori

Minimalni teplota — minimalni teplota pro rozmnoZzovani
Optimalni teplota — nejvétsi rychlost rozmnozovani

Teplotni stres Maximalni teplota — mikroorganismus se jesté rozmnozuje

- pro tvorbu urcitych metabolitil je optimalni teplota jina, nez
pro rist mikroorganismu

Optimalni pro vétSinu kvasinek je pH 4,2 — 4,5

pH Alkalické prostiedi (pH 7,5) zastavuje rast

Vodni aktivita Minimalni hodnota 0,91 - 0,88

Aerobni mikroorganismy — vyzaduji pfitomnost kysliku, tedy
pozitivni redox potencial

Anaerobni mikroorganismy — pfitomnost kysliku a pozitivni
redox potencidl pisobi Skodlive, az letdlné

Oxidoreduk¢éni potencial

Pouziti povrchove aktivnich latek zlepSuje piijem Zivin, ovSem
Povrchové napéti nadmérné mnozstvi zpisobuje denaturaci bilkovin a poskozuje
cytoplasmatickou membranu.

Infracervené zafeni — vede ke smrti bunky
Viditelné svétlo — vétSinou jako zdroj energie pro fototrofni
mikroorganismy, ov§em také dulezity prostiedek pro tvorbu

Zateni 1o
karotenoida
Ultrafialové zafeni — silné¢ mutagenni a letalni G€inky
Rentgenovo zafeni, y - zafeni — mutagenni i letdlni i¢inek
. Zatim neni védecky dostate¢né podlozeno, predpoklada se jeho
Hydrostaticky tlak 4 P precp J

neptiznivy vliv na syntézu bunécné stény.

Frekvence vyssi jak 20 kHz pasobi na bunky letalng, obzvlast
Ultrazvuk jedna-li se o tzv. kavita¢ni ultrazvuk — dochazi k prudkym
pulsacim bunécné stény a plasmy.

Ovliviuje rist, transportni systémy i aktivitu glykolytickych
enzymi. Kvasinky disponuji Sirokym spektrem stresovych
Etanolovy stres odpovédi zmiriiujici Skodlivé G€inky ethanolu. V jeho
pritomnosti mize dojit ke zmén¢ ve slozeni lipidi, které brani
poskozeni fluidity membrény.

V prostiedi dochazi ke zvy$ovani koncentrace Na'". Adaptaci
dochazi k hromadéni osmoticky aktivnich sloucenin, které
slouzi k vyrovnani osmotického tlaku — pozménénym
transportnim systémem vylucuji Na' z buiiky.

Solny stres

Oxidacni stres Je vyvolan kyslikem resp. volnymi kyslikovymi radikaly.

2.5.7. Izolace bunécnych sloZek kvasinek

Abychom byli schopni detekovat jednotlivé bunécéné slozky, musime nejprve co
moznad nejjednoduseji, dostatecné uCinné a bez poskozeni subcelularnich produktt
dezintegrovat tyto kvasinkové bunky.
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Existuje fada zptisobu dezintegrace, které jsou posuzovany podle své efektivnosti, tj.
procenta dezitegrovaného materidlu za urcity Cas. Efektivnost zalezi jak na druhu pouzité
metody, tak i na pouzitém mikroorganismu. Kvasinky patfi mezi hrubosténné organismy, a

wewvr

Zivo&isnych bunk [18,23].

2.5.8. Metody dezintegrace

a) nemechanické metody
- patifi sem metody fyzikalni, chemické a enzymatické, které jsou obzvlast Gcinné pro
kvasinkové buiiky. Bunécnou sténu Ize porusit susenim, vhodnym rozpoustédlem nebo
opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanim [13,18]

b) mechanické metody
- efektivita mechanickych metod vici kvasinkdm je vysokd. Vyuziva se zde pisobeni vysoké
hydrodynamické stfihové sily kterou lze dosdhnout ultrazvukem, mletim, michdnim nebo
lisovanim. Ultrazvuk pro kvasinky neni pfili§ vhodny, lepsi je pouziti riznych mlynki
s pfidanym abrazivem (kifemenny prasek, Al,Os) [13,18]

2.6. Metody analyzy jednotlivych metabolitii

2.6.1. Hmotnostni spektrometrie (MS)

Zakladni charakteristikou, pomoci které 1ze definovat jak nizkomolekularni latky, tak i
makromolekuly, je jejich molekulovd hmotnost. Pro jeji métfeni byla vypracovana fada metod
napf. méteni rozptylu svétla, gelova a kapilarni elektroforéza nebo hmotnostni spektrometrie.
Hmotnostni spektrometrie vynika mezi témito metodami pfesnosti stanoveni, vysokou
citlivosti a rychlosti analyzy.

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalni metoda, slouzici k urCovani hmotnosti atomii,
molekul a jejich ¢asti po jejich prevedeni na kladné nebo zaporné ionty ve vakuu. Nabité
castice, molekulové ionty a jejich fragmenty jsou pak separovany v analyzatoru podle poméru
hmotnosti k ndboji (m/z)" a nakonec jsou zaznamenany v detektoru. Castice bez naboje
nejsou, az na vyjimky, zpracovavany a registrovany. Kvantitativni analyza spo¢iva v méteni
poc¢tu urcitych iontl pomoci ploch nebo vySek jejich pikll. Zaznam Ccetnosti vyskytu
jednotlivych ionti o stejném m/z se pak nazyva hmotnostni spektrum [27].

r wvr

2.6.1.1. Jednotlivé casti hmotnostniho spektrometru

Zékladnimi ¢astmi sektorového hmotnostniho spektrometru uvedeného na obr. 17
jsou: iontovy zdroj, ve kterém dochdzi k ionizaci; analyzator, kde jsou ionty separovany
v zavislosti na poméru m/z; detektor, registrujici ionty po praletu analyzatorem; systém pro
sbér dat a rovnéz i fizeni analyzy a kontrolu vSech funkci pfistroje a systém, zajistujici
udrzeni vysokého vakua.

Jednim z t&éziSt' analytického vyuziti hmotnostni spektrometrie je predev§im stopova
analyza organickych latek s diirazem na zjiSténi ¢i potvrzeni jejich struktury [27].

* pomér molarni hmotnosti k naboji elektronu je vyjadiovan v Thompsonovych jednotkach Th. V této praci jiz
nebude dale uvadéno.
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Obr. 17: Schéma sektorového hmotnostniho spektrometru

2.6.1.2. Ionizacni techniky pouZivané pro MS

Iontovy zdroj je mistem, kde dochéazi k ionizaci analyzovanych atomi, molekul a
castic. Ionizace je klicovym krokem pro dostatecnou citlivost hmotnostné spektrometrické
analyzy. Vyvoj hmotnostni spektrometrie jako analytické metody byl ze znacné miry
podminén vyvojem ionizacnich metod a odpovidajicich iontovych zdroja.

V soucasnosti je k dispozici celd fada ionizacnich technik. Vybér ioniza¢ni techniky
zéalezi na charakteru analyzované slouCeniny. Ionizacni techniky Ize rozd¢lit podle skupenstvi
analytu pfi ionizaci na ionizaci z plynné, kapalné nebo pevné faze. Mezi techniky ionizace
z plynné faze se tadi ionizace narazem elektront (EI), chemické ionizace (CI) nebo ionizace
elektrickym polem. K technikdm ionizace z kapalné faze patii ionizace rychlymi atomy,
nejcastéji atomy xenonu nebo argonu (Fast-atom bombardement - FAB), ionizace
elektrosprejem (Electrospray ionization - ESI), dale potom chemicka ionizace za
atmosferického tlaku (Atmospheric pressure chemical ionization - APCI) nebo fotoionizace
za atmosferického tlaku (Atmospheric pressure photo ionization - APPI). K ionizacnim
technikam z pevné faze se fadi desorpce/ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI) [27].

2.6.1.3. Ionizace elektrosprejem (ESI)

ESI patii ke skupiné mekkych ionizacnich technik, u kterych ionizace probihd za
atmosferického tlaku. V ptipadé¢ ESI je do ¢asti iontového zdroje s atmosferickym tlakem
piivadén roztok se vzorkem kapilarou. Pisobenim silného elektrického pole (2 kV) vznika na
vystupu kapaliny z kapilary jemny sprej mnohonasobné nabitych kapicek, které putuji, fizeny
elektrickym polem, smérem k vakuové ¢asti zdroje (viz obr. 18). Béhem této cesty dochazi
k odpafovani kapaliny, kterému napomahéd protiproud suSicitho plynu, kterym je obvykle
dusik. Vakuova cast spektrometru je diferencialné odcCerpavana v nékolika stupnich, které
jsou od sebe oddéleny clonami (skimmer). Pied vstupem do analyzatoru je proud ionti jeste
zaostfen elektrostatickymi fokusac¢nimi ¢oCkami. Timto zpiisobem Ize kromé molekulové
hmotnosti ziskat i informace o struktufe zkoumané latky. Na rozdil od vicendsobné
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hmotnostni spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry — MS/MS), fragmentaci podstupuji 1
ionty solventu, ptfipadné€ ionty necistot, coz stéZuje interpretaci spektra.

Ionizace elektrosprejem, stejné jako vSechny techniky, u kterych probiha ionizace za
atmosferického tlaku, ma né€kolik vyhod. Touto technikou lze provést takika nezavislé
nastaveni separaCnich podminek (napf. pro kapalinovou chromatografii ¢i kapilarni
elektroforézu) a podminek pro MS analyzu.

Metoda ESI je vhodnd zejména pro charakterizaci polarnich molekul schopnych vysokého
stupné ionizace. Byla Uspé$né vyuzita pro analyzu syntetickych polymert i biomolekul do
hmotnosti az 200 kDa [27,28].

MNeedle tip {ground) _ Spray shield =
“ High voltage

Obr. 18: Proces ionizace elektrosprejem [29]

2.6.1.4. Analyza v pozitivnim modu

W v

iontovém modu. Molekuly vzorku M (baze) odejmou proton molekule rozpoustédla HA,
pfi¢emz dochézi ke vzniku protonované molekuly analytu [M + H]':

M’ +HA & [M+H] + A

Pro velmi polarni analyty je rovnovaha posunuta vpravo. lonizace se zlepsi zvySenim
kyselosti analyzovaného roztoku. Toho Ize dosdhnout pfidavkem tékavych kyselin mravenci,
octové nebo propionové. Silné kyseliny jako je naptiklad triflouroctova kyselina (TFA) nebo
chlorovodikova kyselina neposkytuji stejné¢ dobré vysledky, protoZe anionty silnych kyselin
vytvareji s kationty analytl, elektroneutralni iontové pary [28].

Analyty, které maji v molekule bazickd centra, obvykle vykazuji vysokou citlivost v mirné
kyselych roztocich (pH < 7). Ty, které neobsahuji bazickd centra jako napt. thlovodiky,
vykazuji niz8i nebo nulovou odpovéd’ v pozitivnim iontovém moédu [28].

2.6.1.5. Analyza v negativnim modu

Analyty, které maji kyselejsi charakter, jsou obvykle analyzovany v negativnim
iontovém modu. Kyseld molekula ztraci proton, ktery se vaZe na bazi pfitomnou v roztoku a
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stava se zaporné nabitou. Proto pro vysokou citlivost negativni iontové analyzy je dilezité
pouzit bazicky roztok. K tomuto tucelu je vhodné pouzit amoniak a dalsi té¢kavé baze.

M°+B < [M-H] + HB"

U ionizace v negativnim modu vykazuji nejvétsi citlivost latky, obsahujici
karboxylové nebo sulfonové skupiny. Analyty, které jsou polarni, ale neobsahuji kyselé
skupiny vykazuji nizsi citlivost. Zména naboje je dalSim mechanismem, ktery muize nastat
v negativnim moédu. Vysledkem je [M] iont namisto deprotonovaného [M - H] iontu.
V ptipad¢ ESI je ionizace v negativnim modu obecné méné citlivd nez ionizace v modu
pozitivnim [28].

2.6.1.6. Rozpoustédla vhodnd pro elektrosprej

ESI vyzaduje polarni rozpoustédla jako voda nebo acetonitril. Pfesto mohou byt
vyuzita také nepolarni rozpustédla, pokud je ptfidan polarni modifikator. Piikladem mize byt
toluen — nepolarni rozpoustédlo — modifikovany s 15% isopropylalkoholem muze byt vyuzit
jako rozpoustédlo pro ESI analyzu v negativnim iontovém maodu.

Casto vyuzivana rozpoustédla pro ESI jsou voda (<80%), methanol, ethanol,
isopropylalkohol, acetonitril, kyselina octova, aceton, chloroform nebo formamid, ve
specialnich pripadech se pouzivaji naptiklad benzen, hexan, cyklohexan nebo toluen.

V ptipadé analyzy v obou iontovych moddech jsou nejbéznéjsi smeési acetonitril/voda,
methanol/voda, a isopropylalkohol/voda [27,28].

Pro nanoelektrosprej byva casto pouzivana voda. Neni potiteba piidavek organické faze,
protoze vzniklé kapicky jsou dostatecné malé a cas odpafovani je velmi kratky.

2.6.1.7. Typy hmotnostnich analyzdtori

Hmotnostni analyzator slouzi k rozdéleni iontd podle jejich poméru m/z. Zadané
separace iontl lze dosahnout na zéklad¢ rGznych fyzikalnich principli. Pro hmotnostni
spektrometrii jsou nejCastéji vyuzivany nasledujici hmotnostni analyzatory: kvadrupolovy
analyzator (viz obr. 19) nebo iontova past (IT), analyzator doby letu (time of flight TOF) [29].

kvadrupolovy filtr

Obr. 19: Analyzator MS — kvadrupol
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Iontova past fungujici na principu uzavieni iontd pomoci elektrického pole v prostoru
pasti se vstupni a vystupni uzemnénou elektrodou a stfedovou prstencovou elektrodou, na niz
se privadi vysokofrekvencni napéti s proménlivou amplitudou, je znazornéna na obr. 20. lonty
se v pasti pohybuji v kruhovych drahach, po zvyseni amplitudy napéti na stiedové elektrode
se dostanou do nestabilni drahy a opousti prostor pasti smérem k detektoru [30].

spacer
rngs
inlet
focussing )

exit

: 2Ns
IOMNS — trapped IONS
IN ) — ions ouT

Obr. 20: Schéma iontové pasti [29]

NejjednodusS$im analyzatorem je analyzator doby letu (TOF). Princip spociva
v registraci doby pruletu iontd vzdalenosti od iontového zdroje k detektoru. Vyhodami TOF

analyzatoru jsou vysoka citlivost, velmi kratka doba analyzy a vysoka maximdalni hodnota
m/z.
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3. CIL PRACE

28

Cile ptedlozené¢ diplomové prace zaméfené na problematiku detekce metaboliti
primyslové vyznamnych kvasinkovych rodi modernimi analytickymi metodami jsou
nasledujici:

>

kultivovat karotenoidni kmen kvasinek Rhodotorula glutinis za ptedem urcenych
podminek

optimalizovat podminky pro stanoveni standardi karotenoidii metodou hmotnostni
spektrometrie

stanovit  mechanismus  ionizace  karotenoidi v optimalnich  podminkach
nanoelektrospreje

stanovit f-karoten v neupraveném lyzatu bun¢k Rhodotorula glutinis metodou piimé
infuze do hmotnostniho spektrometru s nanoelektrosprejem

provéfit moznost piimé dezintegrace kvasinek Rhodotorula glutinis ve vhodném
rozpoustédle pti procesu elektrosprejovani



4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. PouZité chemikdlie, pristroje a dal§i pomiicky
Chemikalie
Ethanol, Lachema (CR)
Methanol, Penta (CR)
Isopropanol, Lachema (CR)
Tetrahydrofuran, Lach-Ner (CR)
Chloroform, Lach-Ner (CR)
Aceton, Lachema (CR)
Acetonitril, Lachema (CR)
Amoniak, Lachema (CR)
Kyselina mravenéi, Lach-Ner (CR)
- vS§echny uvedené chemikalie byly Cistoty p.a.

Pristroje a pomiicky
Hmotnostni spektrometr, Bruker (GER)
Mikroskop s CCD kamerou, Intraco Micro (CR)
Ttepacka, Mikrotechna (CR)
Ultrazvuk, Sovereign (USA)
Kfemenné kapilary, Polymicro technologies (USA)
PP banicky, Ependorf - Kartell SPA (BEL)

Kvasinkové kmeny
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26

Standardni chemikalie
[-karoten, Sigma (SRN)
Astaxantin, Sigma (SRN)
Lykopen, Sigma (SRN)

4.2. Kultivace kvasinek

Rhodotorula glutinis

Kvasinky rodu R.glutinis byly kultivovany podle dané¢ho postupu v tekutém médiu pfi
teploté 28 °C za stalého tiepani. Kviili produkci karotenoida bylo nutné udrzovat kulturu pod
stalym osvétleni.Slozeni média, které bylo pro kultivace pouzivéano, je uvedeno v tabulce 3.
Sterilizace médii probihala v tlakovém hrnci s otevienym ventilem, vzdy po dobu 30 minut.
Nejprve bylo vzdy pfipraveno inokulum I o potfebném objemu, aby nasledny pomér
inokulum I : inokulum II byl 1 : 5. Do sterilizovaného a ochlazeného inokula I byly
naoCkovany 1 — 3 klicky kultury ze Sikmého agaru. Kultivace probihala 24 hodin za stalého
ttepani a osvétleni. Poté byla kultura sterilné ptelita do inokula II za sterilnich podminek a
op¢t kultivovana 24 hodin. Nakonec byla kultura ptelita do konecného produkéniho média
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opét pfipraveného v poméru 1: 5 kinokulu II, kde byla kultivovana pozadovanou dobu.
Slozeni obou médii inokulacnich i produkéniho bylo pro kazdou kultivaci shodné.

Tab. 3: Slozeni kultivaéniho média pro Rhodotorula glutinis

Slozka MnoZstvi
Kvasni¢ny autolyzat 5¢g
Glukéza 40 g
(NH4)2SO4 10 g
KI‘I2P04 1 g
K,HPO4 02¢g
NaCl, 0,1g
CaCl, 0,1 g
MgSOy4 05¢g
Mikroelementovy roztok | 0,25 ml
Destilované voda 1000 ml

Uchovavani kultur

Kultura kvasinek byla uchovavéana na Sikmych sladinovych agarech (objemu 4 ml) ve
tmé pii 4 °C. Tuhé médium obsahovalo 7 % sladinu, 3 % (w/v) agar a vodu. Béhem prace
byla pouzita i lyofilizace jako metoda uchovavani kultur. Zcentrifugované a promyté buiky
byly suspendovany ve fyziologickém roztoku a zmrazeny na — 20 °C ve specialnich baiikach
urcenych pro lyofilizaci. Zmrazené kultury byly pfipojeny na zdroj vakua a po vymrazeni
veSkeré vody (cca 24 hodin) byly uchovavany v mraznicce pii — 20 °C. Ke zpracovani pro
dalsi izolace byly kultury oZiveny suspendovanim v 50 ml fyziologického roztoku.Cely objem
produkéniho média byl centrifugovan pii 5000 otackach po dobu 10 minut. Poté byly buiiky
promyty destilovanou vodou a opét centrifugovany. Nakonec byla biomasa rozsuspendovana
ve fyziologickém roztoku a uloZzena v mrazni¢ce pii — 20 °C.

4.3. Lyze bunék

Buniky kvasinek Rhodotorula glutinis se vyznacuji velkou pevnosti cytoplasmatické
membrany a neobycejnou odolnosti vici vn€jsim podminkam. Pro uvolnéni karotenoidi
z bunék bylo nutné membranu alesponi ¢asteCné narusit, abychom byly schopni metabolity
dale stanovovat.

Vzhledem k pouziti metody hmotnostni spektrometrie se zpiisobem ionizace ESI, byl
testovan vliv plsobeni elektrického pole na buinky kvasinek Rhodotorula glutinis. Pti
pouzitém potencialu 4 kV ve vzdalenosti 5 mm od kapilary spektrometru, ale k poZzadované
dezintegraci bun¢k nedoslo, proto byla testovana dal§i mozna rozpoustédla 1 s ohledem na
vhodnost sprejovaci kapaliny.

Bylo otestovano né€kolik druhli organickych rozpoustédel a jejich Gc€inost na bunky
kvasinek byla pozorovdna pod mikroskopem. Vysledkem bylo zvoleni potencialné
nejvhodnéjsiho rozpoustédla s lytickymi schopnostmi pisobici na bunky piimo ve
sprejovacim rozotoku v prubéhu elektrosprejovani pred MS analyzou.
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Tabulka 4: Pouzit4 rozpoustédla

Nazev rozpoustédla Strukturni vzorec
Methanol CH;0OH
OH
Isopropanol
H
Amoniak M—-H
v
H
Chloroform A C1
1
Tetrahydrofuran ﬂ ]
O
Aceton )‘\
Acetonitril —=N
o
Dimethylsulfoxid ‘i 1
Cl

Priprava mikroskopickych preparatit kvasinek Rhodotorula glutinis

Na cisté, odmasténé podlozni sklicko byl nanesen vzorek nakultivovanych bunék
Rhodotorula glutinis (3 pl), ke kterému byl pfidan stejny objem testované¢ho organického
rozpoustédla (viz tab. 4). Takto pfipraveny vzorek byl pozorovan po 5 min plisobeni pod
mikroskopem Intraco - Mikro a byly pofizeny fotografie jednotlivych preparatl. Preparaty
byly pozorovany pod imerznim objektivem se zvétSenim 100x a jako imerzni kapalina byl
pouzit glycerol. Fotografie byly pofizeny pomoci CCD kamery s celkovym zvétSenim 1000x.

31



Lyze bunék methanolem, isopropanolem, acetonem a chlroformem

Pisobeni methanolem, isopropanolem, acetonem ani chlroformem nemélo nijak
vyrazny vliv na buiiky kvasinek Rhodotorula glutinis a z fotografie (viz obr. 21) je patrné, ze
kvasinky si zachovali sviij ptivodni tvar i velikost. Je tedy ziejmé, ze cytoplasmaticka
membrana kvasinek nebyla narusena a uvolnéni metaboliti do vné&jsiho prostredi nebylo
uspésné.

a) methanol b) isopropanol

¢) aceton d) chloroform

Obr. 21: Mikroskopicky preparat kvasinek R. glutinis pozorovadn po 5 min piisobeni
methanolem (a), isopropanolem (b), ecetonem (c), chlroformem (d) pri zvétseni 100x pod
imerznim objektivem, fotografie porizeny pomoci CCD kamery s celkovym zvétsenim 1000x

Lyze bunék dimethylsulfoxidem DMSO, amoniakem a tetrahydrofuranem THF

Jak ukazuje fotografie na obr. 22 a) DMSO mé do jisté miry dezintegracni vliv na
bunky kvasinek R.glutinis, coz se projevuje castecnou deformaci celé¢ bunky. Je
pravdépodobné, ze mize byt poskozena i cytoplasmaticka membrana.
Obr 22 b) amoniakalni prostiedi pro Zzivot kvasinek neni vyhodné. Toto se projevuje
shlukovanim buné€k, coz je jednim z typickych ukazateli stresovych odezev na nepiiznivé
podminky pro jejich zivotaschopnost.
Obr 22 ¢) THF pusobil na kvasinky nejvyraznéji. Ditkkazem je pfitomnost apoptické buiky,
jez se 1isi od ostatnich svou velikosti a tvarem
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a) DMSO b) 25 % amoniak

Apopticka
bufilca

¢) THF

Obr. 22: Mikroskopicky preparat kvasinek R. glutinis pozorovan po 5 min piisobeni
dimethylsulfoxidu DMSO (a), 25 % amoniaku (b), tetrahydrofuranu THF (c) p¥i zvétSeni
100x pod imerznim objektivem, fotografie porizeny pomoci CCD kamery s celkovym
zveétSenim 1000x

Z jednotlivych fotografii je patrné, ze nejucinngj$i organickou latkou piisobici
negativné na kvasinku Rhodotorula glutinis je tetrahydrofuran. Césteéné ucinky byly také
prokazany u amoniaku a DMSO. Ostatni rozpoustédla nejsou z pohledu lytickych schopnosti
vhodna.

THF a DMSO nejsou vhodnymi rozpoustédly pro elektrosprejovani pti MS analyze. Vhodnou
kombinaci rozpoustédel byl chlroform s pfidavkem amoniaku.

4.4. Rozpustnost karotenoidii

Byla testovana rozpustnost fS-karotenu v jednotlivych rozpoustédlech, kterda jsou
uvedena v tabulce 4. Na analytickych vahach bylo navazeno 1,608 mg p-karotenu a
rozpuiténo v 1,5 ml chloroformu. Takto vznikly roztok odpovidal koncentraci 2.10™ M.
Nejlepsim rozpoustédlem pro karotenoidy je chloroform a tetrahydrofuran. Aceton je G€inny
jen pro velmi malé koncentrace f-karotenu. V ostatnich testovanych rozpoustédlech je P-
karoten tém¢f nerozpustny.
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4.5. ESI karotenoidii

Pro analyzu karotenoidii pomoci hmotnostni spektrometrie se pouzivd piedevsim
metoda ionizace APCI (chemickd ionizace za atmosferického tlaku), ktera je pouzitelna pouze
klasickému zpiisobu ionizace, tedy [M + H]", s vyslednou hodnotou m/z 537. Molekuly
lykopenu a B-karotenu, jenz jsou vzadjemnymi isomery, obsahuji shodné devét konjugovanych
dvojnych vazeb a jejich pomér m/z je tudiz shodny.

K netradi¢nimu zpisobu ionizace dochézi u f-karotenu, luteinu a napt. kryptoxanthinu
pfi ionizaci ESI, pro néz je charakteristicky vyskyt v molekulové radikilové formé [M]".
Typickym fragmentem takovéto radikalové molekuly f-karotenu je [M - 92]" s hodnotou m/z
444, pii které dochazi ke ztrat€¢ molekuly CsH¢CH> o molarni hmotnosti 92 g/mol [33].

Astaxantin a kanthaxathin, které byly dfive studovany pouze z pohledu obsahu keto-
skupin, jsou vyznamnéjSimi a také dominantnéj$imi jejich adukty spojené s molekulou
sodiku, tedy [M + Na]" o m/z 619. Karotenoidy jako f-karoten, jenz postradaji keto-skupinu,
tézko tvofi adukty pii technice ESI a vyzaduji vhodnéj$i podminky, kterymi mize byt
soustava oxidacnich kolon pro usnadnéni tvorby [M + H]" a [M + Na]" [34].

Jednou z moznosti jak 1ze také zvysSit ionizaci karotenoidli, miize byt pouziti pfidavku
stiibrnych iontfl, v tomto ptipadé dochazi ke vzniku [M + Ag]” [38].

Tabulka 5: Popsané adukty pro ESI-MS [32]

Sloucenina Prekurzor (m/z) Fragment (m/z)
Astaxantin [M + Na]” (619) [(M +Na) - CeH¢CH, 7 (527)
Lutein [M] " (568) [M — C¢HeCH,]" (476)
Kryptoxanthin [M] " (552) [M — C¢HsCH,]" (460)
B-karoten [M] " (536) [M — CeHeCH,]" (444)

4.6. MS analyza karotenoidu

Veskeré detekce karotenoidii byly provadény na hmotnostnim spektrometru Bruker
(viz obr. 23) se zpisobem ionizace ESI v pozitivnim moédu. Jako suSici plyn byl pouzivan
dusik a teplota vstupni kapilary MS méla hodnotu 130 °C. Tento hmotnostni spektrometr
umoziioval vyuZziti napéti na kapilafe v rozmezi hodnot 0 - 4 kV a jako analyzator byla
pouzita iontova past. Pro tispéSnou detekci je nutny prichod 20 000 - 200 000 iontl/ms touto
iontovou pasti.
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Obr. 23: Hmotnostni spektrometr znacky Bruker

4.6.1. Piiprava sprejovaci kapilary pro nanoelektrosprej

Dulezitym faktorem pro spravnou MS analyzu je pfiprava kfemenné kapilary o rtizné
velikosti priméru a spravné délce. Kiemenné kapilary jsou vyrabény o vnitinich primérech 5,
10, 25, 50 nebo 75 um. Pfi pouziti kiemenych kapilar téchto vnitfnich praméri dochazi
k priitoku vzorku v fadech nl/min a pfi MS analyze tak vznika nanoelektrosprej. Kapilary jsou
brouseny pomoci specialnich brusnych papirt o riizné hrubosti do tenkych hrott.
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Obr. 24: ZbrouSena kiremennda kapilara

4.6.2. Priprava vzorki pro MS analyzu

Priprava vzorku p-karotenu a MS analyza v kyselém prostiedi

Byl ptipraven standardni vzorek p-karotenu o koncentraci 2.10° M, ktery byl
rozpustén v chloroformu. K MS analyze bylo odebrano 500 pul a okyseleno 10 ul konc. kys.
mravenci pro vytvoreni kyselého prostfedi. OvSem takto vytvofené podminky pro ionizaci
molekuly S-karotenu nebyly vhodné ani pro rizn€ ménici se parametry sprejovani.

MS analyza p-karotenu v amoniakadlnim prostiedi

Obdobnym zptsobem, jako je uvedeno v predeslé kapitole, byl pfipraven roztok p-
karotenu o vysledné koncentraci 2.10° M. Pro dalsi stanoveni bylo odpipetovano do PP
banicky 600 pl tohoto roztoku, k némuz bylo déale pfidano 20ul vodného roztoku NHs. Za
pouziti 40 cm dlouhé kiemenné kapildry (o vnitinim priméru 25 pum), pratoku vzorku 50
nl/min a napéti 4 kV bylo ziskdno hmotnostni spektrum (viz obr. 25), které je do znacné miry
ovlivnéno ptitomnosti ftalatl (m/z 288), ty se ionizuji 1épe nez molekuly S-karotenu.
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Obr. 25: Hmotnostni spektrum standardu S-karotenu

Dominantni pik na obr. 25 s pomérem m/z 536 odpovida f-karotenu. Piky s pomérem m/z 288
a m/z 316 byly identifikovany jako ftalaty, ostatni se identifikovat nepodafilo.

Aby bylo ovlivnéni ftalaty pti MS analyze f-karotenu co moznd nejvice potlaceno,
byly upraveny jednotlivé podminky MS analyzy. Vzorek standardu B-karotenu o koncentraci
2.10° M, diive ptipravovany do PP bani¢ky, byl tentokrat p¥ipraven do sklenéné sprejovaci
nadobky. K 600 pl tohoto vzorku bylo pfidano 20 pl NH; a roztok byl sprejovéan kapilérou o
vnitinim priméru 25 pm a délce 40 cm. Jako optimalni pritok vzorku kapildrou byla
stanovena hodnota 60 nl/min. Pro toto stanoveni bylo potfebné maximalni mozné napéti 4000
V.
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Obr. 26 : Hmotnostni spektrum p-karotenu po optimalizaci podminek

Z obr. 26 je ziejmé, ze se podafilo eliminovat vliv necistot na ionizaci f-karotenu, zejména
ftalatd, ¢emuZz poté odpovidala i intenzita signalu hlavniho piku S-karotenu. Ostatni piky na
hmotnostnim spektru se nepodafily identifikovat.

MS analyza lykopenu

Dal$im ze skupiny karotenoidd byl zvolen lykopen, jenZ ma shodnou molekulovou
hmotnost jako S-karoten. Jelikoz se jeho struktura liSi jen polohou vazeb, byly ponechany
témét shodné podminky jako pro stanoveni B-karotenu. Ze standardu byl ptipraven vzorek o
koncentraci 4.10° M, jehoZ navazka byla kvantitativnd pfevedena do sklendné sprejovaci
nadobky a doplnéna chloroformem na ptislusny objem (1,5 ml). Pro MS analyzu bylo pouZito
500 pl takto ptipraveného vzorku lykopenu a ptidano 50 pul NHj. Po dikladném promichani
byl vzorek pomoci 40 cm kapilary o vnitinim primeru 25 pm a pritoku vzorku 20 nl/min
sprejovan pii 3500V.
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Obr. 27: Hmotnostni spektrum standardu lykopenu

Vysledkem MS analyzy je hmotnostni spektrum na obr. 27 s dominantnim pikem lykopenu o
m/z 536.

MS analyza astaxantinu

Astaxantin se li§i svou strukturou od p-karoten i lykopenu, obsahuje totiz na obou
Sesti¢lennych cyklech keto- skupinu. Ma i1 vys$§i molekulovou hmotnost nez piedeslé dva
karotenoidy, a to konkrétné 597 g/mol. I u astaxantinu byl pfipraven vzorek o koncentraci
2.10° M, jehoz navézka byla rozpusténa v chloroformu. Pro MS stanoveni bylo pouZito 500
ul, knimz bylo ve sklenéné sprejovaci nadobce napipetovano 50 pl NHi;. Vzorek byl
promichdn a pfi pouzitém pratoku 25 nl/min sprejovan pomoci 40 cm dlouhé kapilary (o
vnitinim priiméru 25 pm) pii napéti 4000 V.
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Obr. 28: Hmotnostni spektrum astaxantinu

Z hmotnostniho spektra na obr. 28 byl jako hlavni pik identifikovan astaxantin. Byly také
pozorovany piitomné ftalaty o m/z 279, dalsi piky nebyly identifikovany.

MS analyza smési p-karotenu a astaxantinu

S ohledem na strukturu karotenoidnich pigmentl, a tedy moznost rizné schopnosti
ionizace, byly pfipraveny smési vzorkli kombinaci dvou karotenoidd. Jako prvni byla
pfipravena kombinace vzorkl f-karotenu a astaxantinu. Pro stanoveni byl pouzit vzorek
obsahujici 250 pl roztoku S-karotenu o koncentraci 2.10° M a 250 ul astaxantinu o stejné
koncentraci. K takto pfipravenému vzorku bylo pfidano 50 pl NH;. Analyza probéhla pomoci
40 cm dlouh¢ kfemenné kapilary (vnitini primér 25 pm) a pii napéeti 4000 V.
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Obr. 29: Hmotnostni spektrum vzorku obsahujici p-karoten (m/z 536) a astaxantin (m/z 597)

U této MS analyzy, jejimz vysledkem je hmotnostni spektrum na obr. 35, byl testovan
vliv mnozstvi pritoku vzorku na ionizaci molekul karotenoidi v rozmezi 20 — 80 nl/min pfi
nap¢ti 4 kV. Stabilni intenzita signdlli pika f-karotenu o m/z 536 a astaxantinu o m/z 597
neprokazala vliv pratoku vzorku na ionizaci molekul.

MS analyza smési lykopenu a astaxantinu

DalSim testovanym vzorkem byla smés lykopenu a astaxantinu. Obdobné pfirpaveny
vzorek, tedy 250 pl roztoku lykopenu o koncentraci 2.10° M a 250 pl astaxantinu 2.10° M
bylo smichdno s 50 ul NHs. Analyza probihala pfi sprejovacim napéti 4 kV, pomoci
kifemenné kapilary (vnitini prabéh 25 pm) o délce 40 cm.
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Obr. 30: Hmotnostni spektrum lykopenu a astaxantinu pvi pritoku 35 nl/min
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Obr. 31: Hmotnostni spektrum lykopenu a astaxantinu pri pritoku 15 nl/min

lykopen pfi niz$ich pritocich.
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Hmotnostni spektrum na obr. 30 s dominantnim signalem piku astaxantinu o m/z 597
bylo ziskano pfi pritoku vzorku 35 nl/min. S poklesem pritoku vzorku az na hodnotu 15
nl/min (viz obr. 31) doslo ke zvySeni intenzity piku lykopenu o m/z 536. Z obrazku
hmotnostnich spekter je vidét, Ze astaxantin se ionizuje 1épe pifi vysSich pratocich a naopak




MS analyza lyzatu bunék Rhodotorula glutinis

Ke 100 pl vzorku kultivovanych bunck R.glutinis bylo pfiddno 500 pl chloroformu.
Aby byla podpotena dezintegrace bunék, byl takto pfipraveny roztok umistén na dobu 5 minut
do ultrazvuku. Po vyjmuti a diikladném protiepani, byla provedena MS analyza tohoto vzorku
za pouziti kiemenné kapilary (25 pum), sprejovacim napéti 4 kV a zvoleném pritoku 25
nl/min.
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Obr. 32: Hmotnostni spektrum lyzatu bunék Rhodotorula glutinis
Z hmotnostniho spektra na obr. 32 je ziejma pfitomnost S-karotenu o m/z 536. Jeho

ionizace je ovlivnéna pfitomnymi subceluldrnimi produkty, jejichz molekuly se ionizuji 1épe,
¢imz dochazi ke zna¢nému poklesu intenzity piku f-karotenu.
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5. DISKUZE

Tato prace byla zamétfena na kultivaci karotenoidniho kmene kvasinek a néaslednou
detekci produktii jeho metabolismu modernimi analytickymi metodami. Pro tuto studii byla
zvolena z ditvodu své neobvykle vysoké produkce f-karotenu kvasinka Rhodotorula glutinis.
Jako metoda detekce byla zvolena hmotnostni spektrometrie.

Kultivaci karotenoidniho kmene kvasinek Rhodotorula glunis byla ziskana
pozadovana biomasa, kterd byla dale centrifugovana a suspendovana ve fyziologickém
roztoku. Cistd kultura téchto kvasinek byla uchovavana na §ikmych sladinovych agarech.
Bunky Rhodotorula glutinis se vyznacuji svou mimofadné pevnou cytoplasmatickou
membranou a nenaroc¢nosti na zivotni podminky.

Hmotnostni spektrometrie je v posledni dobé velmi rozSifenou metodou, ktera je
pouzitelna samostatné nebo ve spojeni sjinymi analytickymi metodami, jako plynova
chromatografie, kapalinova chromatografie, kapilarni i deskova elektroforéza. Pfi stanoveni
karotenoidi metodou MS hraje vyznamnou roli zpusob ionizace téchto molekul. Jednou
zmoznosti je chemickd ionizace za atmosferického tlaku (APCI), pfi kterém dochdzi
v pozitivnim moédu ke vzniku protonovanych molekul [M + H]" a v negativnim ke vzniku
[M - HJ. Vtéto praci byla pouzivina metoda ionizace nanoelektrosprejem, kterd je
zpusobem ionizace f-karotenu za vzniku radikalu [M] " s vyslednym pomérem m/z 536. Pfi
stanoveni f-karotenu je mozné vyuziti tvorby aduktl tvofenych v pfitomnosti molekul sti¥ibra
[M + Ag]". Pro n&které ostatni karotenoidy je vyhodn&jsi tvorba adukti s molekulami sodiku
[M + Na]" [34, 38].

Dtlezitou otazkou pro MS analyzu f-karotenu je zvoleni vhodné sprejovaci kapaliny
a nastaveni ideédlnich parametrii. Byla testovana tada rozpoustédel pro ESI-MS provadénou
v pozitivnim modu a jako nejvhodnéjSi sprejovaci kapalina byl chloroform s ptidavkem
amoniaku. Aceton, acetonitril, tetrahydrofuran nebyly vhodné z pohledu rozpustnosti p-
karotenu nebo nedochézelo k potiebné ionizaci molekul f-karotenu pii elektrosprejovani.

V pripravenych vzorcich smési f-karoten — astaxantin a lykopen — astaxantin byla
zkoumana moznost ovlivnéni ionizace karotenoidi. Pii ESI-MS analyze byly pouzity
optimalné zjisténé podminky, ale ovlivnéni ionizace zpohledu obsahu keto-skupin
v molekulach astaxantinu se nepodafilo prokazat. Pfi analyze smési f-karoten — astaxantin
bylo ziskano hmotnostni spektrum s dominantnim pikem f-karotenu o m/z 536. Pii analyze
smési vzorku lykopen — astaxantin byla ziskdna hmotnostni spektra, jez byla do znacné miry
ovlivnéna velikosti pratoku vzorku. Pfi niz§ich pratocich dochézelo k lepsi ionizaci lykopenu,
coz demonstroval dominantni pik m/z 536 a pfi vysSich hodnotach pratoku doslo ke zvyseni
intenzity piku odpovidajiciho astaxantinu o m/z 597. Tato méfeni nepotvrdila teorie o
mozném ovlivnéni ionizace latek obsahujici keto-skupiny.

Tato studie se zabyvala moznosti dezintegrace bun¢k elektrickym polem o potencialu
4 kV. Tyto ucinky nebyly prokazany a proto byly testovany organickd rozpoustédla
s lytickymi schopnostmi a vhodnymi vlastnostmi pro elektrosprejovani. Z fady latek, ktera
byla pouzita, se nepodafilo prokazat, Ze by se n&jaké toto organické rozpoustédlo vyznacovalo
vyraznymi lytickymi c¢inky, pouze u THF a DMSO byla prokazana casteCna uc¢innost,
projevujici se urcitymi deformacemi tvaru buné¢k. Methanol, aceton, acetonitril, amoniak
vyvolavaly u bun€k pouze stresové odezvy projevujici se shlukovanim bunék. Z pohledu
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vhodnosti pro elektrosprejovani pii MS analyze byl pouzit chloroform s pfidavkem amoniaku.
Zbyla rozpoustédla nebyla pro elektrosprej vhodna
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6. ZAVERY

46

» Kuvasinky Rhodotorula glutinis byly kultivovany pii 28°C za stalého tfepani a

osvétleni. Ziskané bunky byly pouzity pro zjisténi potencidlni dezintegrace
v elektrickém poli a pti analyze bunécného lyzatu hmotnostni spektrometrii.

Byly nalezeny optimdlni podminky pro stanoveni standardniho vzorku [B-karotenu
metodou ESI-MS provadénou v pozitivnim moddu. Jako nejvhodnéjsi sprejovaci
kapalina byl nalezen chloroform s pfidavkem amoniaku vzhledem ke svym
schopnostem dobfe rozpoustét a ionizovat karotenoidy. Jako optimalni sprejovaci
napéti byla zjisténa hodnota 4 kV ve vzdalenost 5 mm od vstupni kapilary
spektrometru. Tyto podminky byly také pouzity pro stanoveni lykopenu a astaxantinu.

Lykopen a B-karoten jsou vzdjemnymi strukturnimi isomery a jejich mechanismus
ionizace probihal za vzniku radikalu [M]" s vyslednym m/z 536. Pii ionizaci
astaxantinu doslo ke vzniku protonované molekuly [M + H]" s hodnotou m/z 597.
Bylo zjisténo ovlivnéni ionizace pfi stanoveni smési karotenoidii. U vzorku B-karoten
— astaxantin dochazelo k lepsi ionizaci molekul B-karotenu, coz prokazuje hmotnostni
spektrum (viz obr. 29) sintenzivnim pikem m/z 536. Druhy vzorek lykopen —
astaxantin byl testovan pii riznych podminkach a na jeho vysledek méla vliv
predevsim velikost pratoku vzorku. Pti vysSSich pratocich (35 nl/min) se lépe
ionizovaly molekuly astaxantinu (viz obr. 30), s klesajicim pratokem (15 nl/min) se
naopak Iépe ionizoval lykopen s hodnotou piku m/z 536 (viz obr. 31).

Molekula B-karotenu byla detekovana metodou hmotnostni spektrometrie v lyzatu
bun¢k Rhodotorula glutinis (viz obr. 32). Vzorek lyzatu byl ziskan ptfidanim
chlroformu v kombinaci s pisobeni ultrazvuku po dobu 5 min. Pro analyzu lyzatu byly
pouzity optimalni podminky o sprejovacim napéti 4 kV. Molekuly B-karotenu byly
v kvasinkach prokazany, ovSem intenzita signalu piku o m/z 536, tedy B-karotenu,
byla zvelké Casti ovlivnéna lepSi ionizaci jinych pfitomnych molekul v lyzatu
kvasinek. K t¢émto molekulam mohly patfit napt. proteiny, subcelularni ¢asti nebo jiné
adukty téchto latek.

Nepodatilo se potvrdit dezintegraci bun¢k Rhodotorula glutinis elektrickym polem v
prabéhu elektrosprejovani z roztoku chloroformu pfi potencialu 4 kV a vzdalenosti 5
mm od vstupni kapilary spektrometru



7. SEZNAM SYMBOLU

acetyl-CoA
APCI
DMSO
ESI

MS

THF

acetyl-koenzym A

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
dimethylsulfoxid

elektrosprej

hmotnostni spektrometrie

tetrahydrofuran
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