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(54) Zpiisob vyroby mastnych kyselin ze zelenfch sladkovodnfch Fas

1

Prtedmsétem vynélezu je zplsob v§roby
mastngch kyselin ze zelenfch sladkovadafch
fas po axenické kultivaci za heterotrofnich
nebo autotrofnich podminek. Podstatou je,
20 36 Fasovd blomasa odd&lf od kultivadnf-
ho ‘prostfedf, desintegruje, nateZ se rasovd
pasta p¥fmo hydrolyzuje 0,8 aZ 1,0 M NoOH.
Zfskajf se frakce lipidd, které se ddle d&lf
extrakc! s vodou nemfsitelnym! organicky-
mi rozpou$tddly typu aromatickfch uhlovo-
dikd, jako napf. benzen, nebo alicyklickgch
alkohold, nap¥. cyklohexanol, nebo alifatic-
kych alkohold, napf. 2-methoxy- a 2-ethoxy-
ethanol, nebo alkanol@t C¢ a Cs, na dva po-
dfly, a to nezmydelnitelny a zmgdelniteiny.
Ze zmydelnitelného podilu se po okyselenf
s vfhodou 1 M HCl na pH 1 aZ 2 extrahujf
stejnymi orgeanickymi rozpoustddly mastné
kyseliny, uvolndné ze sodnych solf a déle
analyzujf plynovou chromatografif nebo ply-
novou chromatografif ve spojenf § hmoto-
vou spektrometrif.
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Vynélez se tfkéa zplsobu v§roby mastngch

kyselin ze zelen§ch sladkovodnich fas, ze-
jména rodu Chlorella a Scenedesmus po a-
xenické Xkultivaci za heterotrofnich nebo
autotrofnich podminek.
.V zfvislostl na rodu a druhu zelené -fasy
a zplisobu kultivace se v buiikdch ukladajf
mastné kyseliny o riizném kvalitativhim a
kvantitativnfm zastoupeni. Nabfz{ se moZnost
vyuZit{ zelengych tas k produkci mastngch
kyselin, resp. lipidd pro potravinéfské (B.
H. Lee a G. A. Picard, Canad. Inst. Food Sci.
Technol. ]. 15:58, 1982) nebo medicinské
ddely (S. Aaronson a Z. Dubinsky, Experien-
tia 38 : 36, 1982; H. Ito et al., Cancer Letters
17 : 197, 1982).

Izolace mastngch kyselin je komplikova-
na predevifm interasociaénimi vlivy {schop-
nost jednotlivfch skupin lipidd se navzéjem
rozpoultét). Znamé jsou zpilsoby izolace
smds{ mastn¢ch kyselin ze zelengch fas vy-
chézejic! z odddlenf komplexu lipidd od dal-
3ich bundtngch sloZek (polysacharidy, bfl-
koviny, nukleové kyseliny) podle rdznfch
modifikacf pQvodnf Folchovy metody (M.
Kates: Technika lipidologii, vydeljenie, ana-
liz 1 identitikacija; Mir, Moskva 1975).

ProtoZe podstatnd &ést lipidd je véazéna
na polérnf vysokomolekuldrn{ l4tky, je nut-
no lipidy extrahovat dehydratatnfmt &inidly
kterd prerudujf nekovalentnf vazby. Vzhle-
dem k tomu, Ze v&tSina lipidd nenf zcela
rozpustnd ve vysoce poldrnich rozpousts-
dlech volf se sm&s polérntho a nepolérntho
rozpoustddla, napf. chloroform—methanol
v rGzném pomdru. Po této extrakci se jed-
notlivé sloZky lipidd z lipidické frakce uvol-
nf hydrol¢zou (kyselou, alkalickou nebo en-
zymatickou).

Z reak&nf sinds!, obsahujicf nezmgdelni-
teiny a zmydelnitelny podil, se nejitive od-
dslf vytrepdnim s vodou nemfsitelnym roz-
poustédlem nezmgdelniteln§ podil, kter§y se
skiddéd v&tSinou z latek, jako steroly, uhlo-
vodiky, alkoholy, terpeny, karotenoidy. V
reak&nf smd&si pak z@stdvd zmgdelnitelny
podil, obsahujfcf smé&s mastngch kysselin,
které lze extrahovat po okyselen{ {uvolndnf
Kyselin ze soll) rozpouitsdly s vodou nemf-
sitelngmi za soufasného odstran¥nf v3sch
ve vod® rozpustn§ch sloZek (sacharidy, gly-
cerol, degradatnf produkty chlorofylu).

Nevfhodou tohoto postupu je Easov4 (ex-
trakce lipidd trv4 kolem 50 h) a z toho ply-
nouc! energetickd | aparaturn{ (dlouhodob¢
reflux) ndrotnost.

Zmindné nedostatky dosud znémgch po-
stupd se podafilo odstranit zplisobem v§ro-
by mastngch Kkyselin ze zelenych sladkovod-
nich fas podle vynélezu, jehoZ podstatou je
to, Ze rasové biomasa ve form& dezintegro-
vané pasty se pffmo hydrolyzuje 0,8 aZ 1,0 M
NaOH, nadeZ se z reak&n{ smédsi nejdfive
odstran{ nezmgdelniteln§ podfl extrakef s
vodou nemfsitelnfmi organick¢mi rozpous-
tédly, vybranymi ze skupiny latek benzen,
cyklohexanol, 2-ethoxy- nebo 2-methoxy-e-
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thanol, 1-butanol, 1-pentanol a po nésledném
okyselenf s vfhodou HCl na pH 1 aZ 2 se
mastné kyseliny, uvolndné ze sodn§ch solf,
op8t extrahujf stejnymi s vodou nemisitel-
n¢mi rozpoudtddly a potom se organick§
extrakt odpaflf-za vakua.

V¢sledny produkt je sm&s mastngch ky-
selin jako bfld, masfovitd hmota. SloZen! a
zastoupen! jednotlivgch mastnfch kyselin
ve smési — d@leZitého kritéria pro potra-
vinafskou a medicfnskou praxi — se urtf
fyzikdlndchemickymi metodami jako ply-
nové chromatografie nebo plynovéd chroma-
togralie — hmotové spektrometrie.

Vyhodou postupu podle vynélezu fe, :Ze
odstran&nfm jednoho extrakinfho stupné& se
sniZuje spotfeba organickych rozpoustédel,
ndroky na kapacitu pouZitého strojnfho za-
Fizenf a zvy3uje se hospodérnost v§roby. K
ekonomizaci pfispfvd 1 vynechénf suSicfho
stupnd (sprejové suSenf nebo’ lyofilizacel'

Prfklad 1

Dezintegrovand rFasovéd blomasa (1000 g),
ptipravena po axenické kultivaci Fasy Chlo-
rella kessleri za heterotrofnich podminek,
byla hydrolyzovéna za varu 1 M NaOH
{200 ml, 4 h). Nezmydelnitelny podil byl
odstran®n vytfepdnfm do cyklohexanolu
(3 X 3000 ml). Vodné vrstva byla okyse-
lena na pH 1 (1M HCl) a smés volngch
mastngch kyselin byla extrahovédna 2-etho-
xyethanolem (3 X 3000 ml). .

Vakuovym odpafenfm rozpoustédla za tep-
loty 40 aZ 50 °C byla ziskdna sm&s mastngch
kyselin jeko bfldA hmota mastovité konzis-
tence (64,2 g). Mastné kyseliny v této smé-
sl byly d&leny, identifikovdny a kvantifiko-
vany zndmym - zplsobem -(T. Rezanka se
spol., J. Chromatography 268 : 71, 1983: T.
BRezanka & M. Podoijil, Lipids 19, 472, 1984).

Priklad 2

“:PM izolaci sm¥si mastngch kyselin. z*de-
zintegrované rasy Chlorella kessler! (1:000
gramil) po axenické kultivacl za .autotrof-
nich podminek se postupuje obdobné&"jakd
v plfklad® 1, s pouZitim 2-ethoxymethanolu
pro odstran&nf nezmgydelnitelného podflu a
2-methoxyethanoiu pro extrakci smési mast-
nfch kyselin, s v§téZkem 32,2 g o zastoupe-
n{ mastnfch kyselin, uvedeném v préci T.
Rezanka se spol., . Chromatography 268:71,
1983.

Prfklad 3

PH izolaci smdsi mastnfch kyselin z de-
zintegrované rasy Scenedesmus acuminatus
(1000 g) po axenické kultivaci za autotrof-
nich podmfnek se postupuje obdobn¥ jako
v pFfkladé 1, s pouZitim benzenu pro odstra-
n¥nf nezmydelnitelného podflu a 1-pentano-
lu pro extrakcl smdsi mastnfch kyselin, s
v{téZkem 13,9 g.
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V3echny tyto frakce mastnych kyselin se
vyznatujf pfznivfm G&lnkem v laborator-
nich koZnich testech na zvifetl a lze per-
spektivnd predpokladat, Ze mohou nalézt
vyuZit{ v dermatologii jako l6¢ebny preparat
pro Fadu dermatos s poruchou rohovatdni.

Zplsob vyroby podle vyndlezu je vhodny

pro primyslové zpracovdni velkych mnoZ2-
stvf Fasové biomasy. V§t&Znost extrakce smé-
sf mastngch kyselin je prakticky kvantita-
tivhf na strojnich zafizenich b&Zn¢ch pFi
farmaceutické vyrob® a odpadd frada dfl-
&fch technologick§ch dkonii, nezbytngych pti
klasickém zplsobu izolace.

PREDMET VYNALEZU

Zplsob v¢roby mastngch kyselin ze zele-
nych slakovodnich Fas, vyznadujic{ se tfm,
%e Fasové biomasa ve form# dezintegrované
pasty se pffmo hydrolyzuje 0,8 aZz 1,0M
NaOH, nafeZ se z reakinf{ smé&si nejdifve
odstranif nezmgdelnitelny podil extrakc! s
vodou nemifsitelnymi organickymi rozpous-
tédly, vybranymi ze skupiny ldtek benzen,

cyklohexanol, 2-ethoxy- nebo 2-methoxy-
ethanol, 1-butanol, 1-pentanol a po nésled-
ném okyselen! s vfhodou HCI na pH 1 a% 2
se mastné kyseliny, uvoln&né ze sodng¢ch so-
1i, opét extrahujf stejnymi s vodou nemfisi-
telngmi organickymi rozpoustddly a potom
se extrakt odpal'f za vakua.



