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ABSTRAKT

Bakalarskd prace se zamétfuje na potravinaiska barviva a jejich vyrobu pomoci
biotechnologickych postupli. V praci jsou charakterizovany hlavni skupiny ptirodnich
barviv a jejich vyuziti v jednotlivych odvétvich potravinarského primyslu. Pozornost je
vénovana organismum, které se pouzivaji pro prumyslovou produkci potravinaiskych
bakterii a mikrotfas jsou dnes ve stddiu vyzkumu a vyvoje. Déle jsou v praci obsazeny
pfinosy pouziti biotechnologii a porovnani s tradi¢nim zptsobem ziskavani ptirodnich
pigmentl z rostlin. Hlavni vyhody jsou rychlejsi riist organismi a nezavislost na rocnim

obdobi.

Klicova slova: biotechnologie, biotechnologické postupy, mikroorganismy, mikrofasy,

potravinaiska barviva, ptirodni barviva

ABSTRACT

The bachelor thesis focuses on food colorants and their production using biotechnological
processes. The main groups of natural colorants and their use in individual branches of the
food industry are characterized in the work. Attention is paid to organisms that are used for
the industrial production of food colorants. The most important producers include fungi,
cyanobacteria and microalgae. Some species of bacteria and microalgae are in the research
and development stage today. Furthermore, the work contains the benefits of the use of
biotechnology and comparison with the traditional method of obtaining natural pigments
from plants. The main advantages are faster growth of organisms and independence of the

S€ason.

Keywords: biotechnology, biotechnological approaches, microalgae, microorganisms, food

colorants, natural colorants
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UvVOD

Barva potraviny je pro spotiebitele dulezitym faktorem, protoze utvaii prvni dojem pii
vybéru. Potravinaiska barviva patii mezi latky, které se do potravin pfidavaji za ucelem
zvyraznéni pfirozené piitomného barevného odstinu, pro cilené obarveni potraviny nebo
proto, aby se potraviné navratila barva, kterd byla zménéna v disledku technologického

zpracovani.

Barviva se dé€li na dvé hlavni skupiny: pfirodni a syntetickd. Synteticka barviva se ziskavaji
chemickou syntézou a jsou ve svéte stale vice na ustupu z diivodu potencialnich negativnich
ucinki na lidské zdravi. To znamena vys$i poptavku po ptirodnich barvivech, kterou nemusi
vyroba z rostlinnych zdrojii v budoucnu byt schopna uspokojit. Tento problém muze fesit

biotechnologické vyroba potravinaiskych barviv.

Biotechnologie vyuzivaji zivé systémy a organismy k vyvoji a vyrobé produkti nebo
jakékoli technologické aplikace, které vyuzivaji biologické systémy, zivé organismy nebo
jejich derivaty k vyrobé nebo tpraveé produktli. Barevné produkty z téchto organismt jsou
tedy pfirodniho ptivodu a mohou byt piidavany do potravin jako barviva. Nejznamé;jsi
producenti pigmenti jsou plisn€, sinice a mikrofasy. Nektefi zastupci se pro vyrobu
budouci vyuziti. Moderni biotechnologie se primarné zamétuji na navyseni produkce jiz
znamych producentli pomoci riznych biotechnologickych postupti. Pozornost je ale také
vénovana novym organismiim, které se upravuji pomoci genetického a metabolického

inZenyrstvi a poté jsou schopny produkovat nové produkty.

Cilem bakalaisk¢ prace je wuvedeni do problematiky biotechnologické vyroby

potravinafskych barviv a ptehled pouzivanych organismii.
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1 CHARAKTERISTIKA POTRAVINARSKYCH BARVIV

Potravinarska barviva jsou latky, které se ptidavaji do potravin za ucelem zlepseni jejich
barvy. Nahrazuji barvu, ktera se ztratila béhem zpracovani a zajistuji shodu s ptivodnim
vzhledem. Obecné se rozdéluji na ptirodni a syntetickd, podle toho, jestli jsou substance

extrahovany z ptirodnich zdroji nebo byly vyrobeny. [1]

1.1 Legislativa

Ptidatné latky jsou podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 o
potravinaiskych ptidatnych latkach definovany:

,, potravinarskou pridatnou latkou* latka, kterd neni obvykle urcena ke
spotrebé jakoZto potravina a ani neni obvykle pouzivana jako
charakteristicka slozka potraviny, at' ma ¢i nema vyzivovou hodnotu, a
jejiz zamerné pridani do potraviny z technologického ditvodu pri vyrobe,
zpracovani, priprave, uprave, baleni, dopravé nebo skladovani ma nebo
pravdepodobné bude mit za nasledek, Ze se tato latka nebo jeji vedlejsi
produkty stanou primo ¢i neprimo slozkou této potraviny.

Natizeni definuje uziti pridatnych latek jako ingredienci pii vyrobé ¢i pripravé potravin.
Rozd€luje aditiva do vice nez 20 tfid podle jejich funkce. Jednou znich jsou také

potravinaiska barviva. [2, 3]

Podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 o potravinarskych

pridatnych latkach jsou potravinarska barviva definovana:

., Barvivy“ se rozuméji latky, které potravine dodavaji barvu nebo barvu
obnovuji a zahrnuji prirodni slozky potravin a prirodnich zdrojii, jez
Jjako takové nejsou obvykle pozivany jako potraviny a nejsou obvykle
pouzivany jako charakteristické slozky potravin. Ve smyslu tohoto
narizeni jsou barvivy pripravky ziskané z potravin a dalsich jedlych
materialii z prirodnich zdrojit extrakci fyzikalni nebo chemické povahy,
ktera ma za nasledek selektivni oddeleni pigmentii vzhledem k vyZivovym
nebo aromatickym slozkam.

V ptiloze II tohoto dokumentu je uveden seznam potravinaiskych pfidatnych latek
schvélenych pro pouZiti v potravinach a podminky uZiti v ramci Evropské unie. Povolena

barviva jsou uvedena v ¢asti B. Jejich piehled je zobrazen nize v tabulce 1.
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Tabulka 1 Seznam schvalenych potravinaiskych barviv [3]

E 100 Kurkumin

E 101 Riboflavin/Riboflavin-5'-fosfat

E 102 Tartrazin

E 104 Chinolinova Zlut

E 110 Zlut’ SY (Sunset Yellow FCF, Gelborange S)
E 120 KoSenila, kyselina karminova, karminy
E 122 Azorubin (Carmoisin)

E 123 Amarant

E 124 Ponceau 4R (koSenilova Cerven A)

E 127 Erythrosin

E 129 Allura Red AC / Cervetr AC

E 131 Patentni modi V

E 132 Indigotin (Indigocarmine)

E 133 Brilantni modf FCF

E 140 Chlorofyly a chlorofyliny

E 141 Médnaté komplexy chlorofylli a chlorofylint
E 142 Zelen S

E 150a Karamel

E 150b Kausticky sulfitovy karamel

E 150c Amoniakovy karamel

E 150d Amoniak-sulfitovy karamel

E 151 Cerii BN (Gerii PN)

E 153 Rostlinna uhlikové Cerit

E 155 Hnéd HT
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E 160a Karoteny

E 160b Annatto bixin, norbixin

E 160c Paprikovy extrakt, kapsanthin, kapsorubin
E 160d Lykopen

E 160e B-apo-8'-karotenal (C30)

E 161b Lutein

E 161g Kanthaxanthin

E 162 Betalainova Cerven, betanin
E 163 Antokyany

E 170 Uhlicitan vapenaty

E 171 Oxid titaniCity

E 172 Oxidy a hydroxidy zeleza

E 173 Hlinik

E 174 Stiibro

E 175 Zlato

E 180 Litholrubin BK

Pridatné latky se také rozd€luji do skupin podle povoleného mnozstvi pouziti v danych

kategoriich.

Podle ¢lanku 8 uvedeného Narizeni lze potravinaiska barviva na seznam zafadit kromé

obecnych podminek podle €l. 6 odst. 2, pokud slouzi jednomu nebo vice z téchto ucel:

a) dojde k obnoveni vzhledu potravin, pokud byla jejich barva narusena pies mez

piijatelnosti z ditvodu zpracovani, skladovani, baleni a distribuci;
b) zvySena vizudlni atraktivita potraviny;

c) obarveni jinak bezbarvé potraviny. [3]
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Ptidatné latky, které obsahuji GMO, sestavaji z nich nebo jsou z nich vyrobeny se fidi také
podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1829/2003 o geneticky
modifikovanych potravinach a krmivech a podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) ¢. 1333/2008 o potravinaiskych ptidatnych latkach. Pokud potravinaiska pridatna latka
obsahuje GMO, jeji bezpecnost se hodnoti podle Natizeni ¢. 1829/2003 a kone¢né povoleni
je udélovano podle Natizeni ¢. 1333/2008. [3, 4]

1.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou v tucich rozpustné, zluté, oranzové nebo Cervené pigmenty. Vyskytuji se
ve vSech vysSich rostlinach a nékterych zvitatech. Pfesto zvifata nemohou karotenoidy
syntetizovat, tudiZ jejich pfitomnost je dédna druhem pfijimané potravy (riZzova barva
lososovitych ryb). Ve fotosyntetizujicich organismech se karotenoidy podili na sbéru svétla

a jsou nezbytné pro fotoprotekci rostlinnych pletiv. [7]

Vsechny karotenoidy jsou tetraterpenoidy, coz jsou terpeny skladajici se z osmi
isoprenovych jednotek. Jejich struktury se pak 1i$i rliznymi substituenty, druhy vazeb a
cyklickymi formami. Tato skupina latek ma pres 700 struktur, které se mohou d¢lit do dvou
skupin: karoteny, které ve svych strukturach obsahuji pouze vodik a uhlik a xantofyly, které

ve svych strukturach obsahuji kromé vodiku a uhliku také kyslik. [6]

V rostlindch se karotenoidy syntetizuji kondenzaci univerzalniho isoprenoidového
prekurzoru isopentenylu difosfatu a dimetylallyl difosfatu. Tyto prekurzory jsou
produkovany dvéma nezavislymi drahami v rostlindch: mevalonatovd (MVA) draha a
methylerythritolfosfatovda (MEP) draha. Prokaryota tyto drahy vyuzivaji také, zatimco u
archei se vyuziva MVA dréha, u bakterii funguje ptevazn¢ MEP dréha. [9]

1.2.1 Hlavni zastupci karotenoidi

vvvvvv

zdravi, protoze je hlavnim zdrojem pro zajisténi dostatecného mnozstvi vitaminu A. Tato

latka se bézné vyskytuje v pfirodé¢ a samotnd 1 jeji chemicky blizké pigmenty se jako

ey e

vvvvvv

rizovou a Cervenou barvu lososovitych ryb a krevet. Diky svym silnym antioxida¢nim

vlastnostem se vyuziva také v kosmetice, nutraceuticich a v nékterych statech jako ptidatna
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latka do potravin a napoji. Synteticky astaxantin se v potravinaiském pramyslu pfilis
nepouziva. Diivodem jsou zatim dostate¢né neprovérené ucinky dlouhodobé konzumace na

lidské zdravi a také jeho vysoka cena. [40]

Dulezitou slozkou mnoha rostlin je také lutein, dominantni xantofyl se strukturou podobnou
B-karotenu. Tento Zluty pigment se vyskytuje ve vyssich rostlinach a tasach. Lutein je
pridavan do krmiv pro zvyraznéni barvy pefi ptakl a pro standardizaci barvy zloutkl a

brojlert. [6]

Na obrazku 1 jsou zobrazeny struktury nejznaméjsich karotenoidd.

Betakaroten
OH
RV T Ve Ve e e\
HO
Lutein
OH
AV VN 75 Y Y e VN
HO
Zeaxanthin 0
OH
O RV V. 0 %0 Ve Ve e N
HO

Astaxanthin

Obrazek 1 Vzorce vybranych karotenoidii [20]
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1.3 Chlorofyly

Tyto nejhojnéji zastoupené prirodni pigmenty jsou zdrojem zelené barvy ve vSech rostlinach,
fasach nebo nékterych bakteriich, které jsou schopné fotosyntézy. Chlorofyl je hlavni
pigment odpoveédny za absorpci svétla v sinicich a jinych fotoautotrofnich organismech.
Chlorofyly a jejich vyzkum ziskavaji pozornost nejen diky jejich vyznamu jako barviv, ale

ey

také jejich dulezitosti v zijicich systémech. [8, 18]

Chlorofyly jsou cyklické tetrapyrroly s chelatovanym iontem hot¢iku ve stfedu. V rostlinach
se vyskytuji ve dvou formach a a b, které se 1iSi pouze substituci na jednom uhliku
tetrapyrrolového kruhu. V sinicich se pfirozené vyskytuje Sest riiznych forem chlorofylu a,

b, d, fa divinyl-chlorofylaab. [7, §]

Cela syntéza chlorofyli probiha v plastidech a skladd se z nckolika enzymaticky
katalyzovanych krokt. KliCovym prekurzorem pro syntézu porfyrini je kyselina 5-
aminolevulinova (ALA), kterd miize vznikat dvéma zplsoby: C-4 drahou (z a-ketoglutaratu
nebo glutamatu) nebo C-5 drédhou (kondenzaci sukcinyl-CoA s glycinem). Z osmi molekul
ALA pak vznikne protoporfyrin IX, na ktery se navaze hoic¢ik a fytyl difosfat a vznikne
chlorofyl a. [18]

Na obrazku 2 jsou zobrazeny chemické vzorce chlorofylu a a b. Rozdilny substituent je
barevné vyznacen.

CH4CHg  CHy

Chlorofyl a

HECH 20020H20H=C|2[CH20H20H2(|3H)30H
CH, H CHq CH

3

3 CHS
( Chlorofyl b
i H
HaCsCH = S
CH 1CH ,CO ,CH,CH=C(CH ,CH CH, OH) CH,
CHy M CHy CH CH

3 3

Obrézek 2 Chemické vzorce chlorofylu a a b [65]
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1.4 Antokyany

Antokyany jsou ve vodé rozpustné pigmenty, které patii k flavonoidim odpovidajicim za
ruzné barvy v rostlinach a jejich plodech. Jejich barevné variace mohou byt modré, fialové,

¢ervené nebo oranzové. [5, 7]

V ptirodé¢ se ptirozené vyskytuji ve formé glykosidi, ve kterych je molekula antokyanidinu
spojena s n¢jakym sacharidem. Antokyany mohou byt rozdéleny do skupin podle
substituent na B-kruhu, podle poétu konjugovanych molekul sacharidi nebo pfitomnosti

acylové skupiny. [10]

Rozdily v hydroxylaci B-kruhu zplsobuji zmény v barevnych variacich antokyant.
Pelargonidiny jsou oranzové az Cervené, cyanidiny Cervené aZz Cervenofialové a delfinidin
cerveno-fialovy az modry. Dalsi v pfirod¢ se Casto vyskytujici latky, které fadime také do
skupiny antokyanovych barviv, jsou peonidin, petunidin a malvidin.

Antokyany méni barvu v zavislosti na pH a vyskytuji se ve ¢tyfech moznych formach. Tato
nestabilita barvy (hlavné pfi neutrdlnim a vysokém pH) zplisobuje velké problémy pii
pouziti antokyanii jako pfirodnich potravinaiskych barviv. Formy zavislé na pH jsou

zobrazeny na obrazku 3. [11]

R R R Al
A oH |\\'OH OH oH OH
o o A pa N Ha g 2 R2 o ‘-’” o R2
oH _-— SNF - — Z ~oH -~ # ~oH
OH OH OH oH

Chinocidova baze Flavyliowy kation Karbinolova pseudobaze Chalkon
pH 66,5 pH 1-2 pH 4-5 pH>T
Modra Cervena Bezbarva Svétle Zluta

Obrazek 3 Zmeéna forem antokyani v zavislosti na pH [11]

Antokyany jsou v rostlinach syntetizovany flavonoidovou drahou. Tti molekuly malonyl-
CoA a jedna molekula 4-kumaroyl-CoA (vznikajici z fenylalaninu nebo tyrosinu) jsou
slouceny a tvoii chalkony. Pomoci chalkon izomerdzy je katalyzovdna izomerace a chalkony
se pfeméni na flavanony. Pomoci flavanon 3-hydroxylazy se flavanony hydroxyluji na
dihydroflavonoly a tyto molekuly jsou redukovany dihydroflavonol 4-reduktizou na
leukoantokyanidiny. Ty pak mohou byt pfeménény pies katechin nebo pfimo pomoci

antokyanidin syntazy na antokyanidiny. [12]
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1.5 Fykobiliproteiny

Fykobiliproteiny jsou barevné tetrapyrrolové biliproteiny, které absorbuji slune¢ni zareni
v rozsahu vinovych délek, kde chlorofyl vykazuje nizkou absorpci. Jsou specificky
usporadany v tzv. fykobilizomech, coz jsou supramolekularni proteinové komplexy. Tyto
proteiny se obecné rozd€luji do skupin podle jejich absorpéniho spektra, jmenovité

fykoerythrin (¢erveny), fykocyanin a allofykocyanin (modr¢). [8]

Fykocyanin je rozpustny ve vodé a obsahuje chromofor fykocyanobilin, coz je linedrni
tetrapyrrol. Tento pigment je znam jako spirulina, coz je také dopln€k stravy bohaty na
proteiny ze sinic. Tato jedla sinice rodu Arthrospira je kvili svému nazvu ¢asto zaménovana
s druhem Spirulina maxima a S. platensis. V Evropské unii je pouziti modrého extraktu ze
spiruliny omezeno na pouziti v ur€itych potravinach. [7, 13] Vice informaci je uvedeno

v kapitolach 2.1 a 2.4.

Na obrazku 4 je uveden vzorec fykocyanobilinu.

COOH COCH

Obrazek 4 Chemicky vzorec fykocyanobilinu [61]

1.6 Betalainy

Betalainy jsou ve vod¢ rozpustné a dusik obsahujici pigmenty, které se déli na Cervené
betakyany a Zluté betaxanthiny. Vyskytuji se pouze v 17 znadmych celedich tadu
hvozdikotvaré (Caryophyllales). Vzhledem k tomu, Ze nejsou toxické ani alergenni a
vykazuji stabilitu ve velkém rozsahu hodnot pH, maji velky potencidl jako néhrada
syntetickych barviv. Neni zndm piipad vyskytu betalainii a Siroce vyskytujicich se

antokyanl soubéZné ve stejném druhu.


https://www.binmeibio.com/info/comparison-of-food-color-regulations-in-the-eu-22858878.html
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V ptirod¢ je znamo piiblizné 60 betakyant a 33 betaxanthinll. Betakyany jsou glykosidy
nebo aglykosidy betanidinu, zatimco betaxanthiny jsou kondenzované produkty kyseliny

betalamové s aminy nebo aminokyselinami.

Biosyntéza betalainli za¢ina L-tyrosinem, ktery je hydroxylovan tyrosindzou na 3,4-
dihydroxy-L-fenylalanin (L-DOPA). DOPA je stejnym enzymem oxidovan na dopachinon
a dopa 4,5-dioxygendza preméni L-DOPA na 4,5-seco-L-DOPA. Dopachinon spontanné
tvofi cyclo-DOPA, zatimco spontanni cyklizace 4,5-seco-DOPA tvoii betalamovou
kyselinu, hlavni meziprodukt pifi tvorbé vsSech betalainli. Reakci betalamové kyseliny
s cyclo-DOPA vznika betanidin a pii reakci s aminokyselinou nebo aminem vzniké

betaxanthin. [2, 6]

Na obréazku 5 jsou uvedeny obecné chemické vzorce betakyant a betaxanthinti. Substituenty

R jsou vétsinou vodik, acylové a cukerné skupiny nebo aminy. [63]

(a) R1D (b)
Ry R4
, N
N'  YCOOH N
R,0 I ‘
HoOC™" N “COOH Hooc ™ n COOH
H

Obrazek 5 Obecné chemické vzorce betakyanti (a) a betaxanthinu (b) [63]

1.7 Riboflavin

Riboflavin, také zndm jako vitamin B», je syntetizovan rostlinami, houbami a
mikroorganismy. Syntéza riboflavinu v Zivo¢iSnych tkdnich neni moznéa z diivodu absence
endogenni biosyntetick¢ drahy, a proto jej ZivoCichové musi ziskavat z potravy. Ma
strukturu isoalloxanového kruhu s ribitolovym postrannim fetézcem. Je to prekurzor
riboflavin-5'-monofosfatu a flavinadenindinukleotidu, coZ jsou koenzymy mnoha enzymd,

které se podili na oxidac¢nich reakcich pfi bunééném dychani.

Pro svou zlutozelenou barvu je riboflavin pouZivan jako potravinaiské barvivo, ale mezi jeho

dalsi dualezité role patii ptinosy pro lidské zdravi. Podporuje napt. rany vyvoj mozku po
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narozeni, potlaceni migrény, je dilezity v prevenci rakovinného bujeni nebo koznich chorob.
Znamé jsou také problémy zplisobené nedostatkem riboflavinu jako anémie, poskozeni

ledvin nebo degenerativni zmény nervového systému.

Syntéza riboflavinu probihd za ucasti fady enzymi v sedmi krocich z guanosintrifosfatu
(GTP) aribuldzy-5-fosfatu. Prvnim krokem je hydrolyza GTP pomoci GTP cyklohydrolazy
I na 2,5-diamino-6-ribozylamin-4(3H)-pyrimidindion-5'-fosfat. Ribul6za-5-fosfat je
preménéna DHBP syntdzou na 3,4-dihydroxy-2-butanon-4-fosfat (DHBP). Nasledné
probihd deaminace a redukce pyrimidinu z intermediatu 2,5-diamino-6-ribozylamino-
4(3H)-pyrimidindionu  na  5-amino-6-ribitylamino-2,4(1H,3H)-pyrimidindion-5'-fosfat
(ArPP). Dalsi reakci je defosforylace, ktera je katalyzovdna hydrolazou, ktera preménuje
ArPP na 5-amino-6-ribitylamino-2,4(1H,3H)-pyrimidindion (ArP). Meziprodukty DHBP a
ArP se ucastni kondenzace a tvoii prekurzor riboflavinu 6,7-dimethyl-8-ribitylluminazin.

Ten je katalyzovan riboflavin syntdzou a méni se na kone¢ny produkt riboflavin. [14, 15]

Na obrazku 6 je uveden chemicky vzorec riboflavinu.

N OH OH

OH
HsC

CHy

Obrazek 6 Chemicky vzorec riboflavinu [64]
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2 VYZNAM POUZITIi BARVIV V POTRAVINARSTVI

Podle potravinatskych technologi se jidlo nejdiive ,,ji ofima. Barva potraviny dokaze
ovlivnit ndzor konzumenta a potlacit nebo zvysit jeho chut’. Je zndmo, Ze si konzumenti radi
vybiraji vyrazné zbarvené potraviny. Soucasné také ocekavaji specifickou barvu od urcitého
produktu, naptiklad oranzovou u pomeranc¢ového dzusu, rizovou u jahodového a svétle
zlutou u ananasového. Nevhodnd barva muze ptipadat spotfebiteli neuspokojujici a
ovlivitovat jeho ndzor na kvalitu potraviny. Na druhou stranu, nékterd jidla maji pfirozené
bilou barvu, jako mléko a ryze. Pokud jsou vyrazné obarveny, neni to pro spotiebitele

atraktivni.

Cast pigmentu se muze ztratit bdhem zpracovani a skladovani surovin nebo vyrobk.
Neadekvatni barvu miize mit také ovoce, které je sklizeno mimo sezénu. Nékteré z téchto
ztrat prirozené barvy je mozné fesit pridavkem barviva pro dosazeni ptijatelného produktu.
Obzvlast vyznamnou roli hraje barva ve vyrobcich pro déti, coz se tyka napt. cukrovinek,
zmrzliny, obilnych vyrobki atd. Néktera syntetickd barviva jsou dnes spojovana se

snizovanim pozornosti déti a vyrobci se je snazi nahradit bezpe¢nymi alternativami. [2, 16]

Z divodu moznych negativnich dopadli konzumace syntetickych barviv na lidské zdravi se
vyrobci potravin obraceji k pfirodnim barviviim, coz reflektuje priimyslova produkce tzv.
biopigmentl. Mezi vyznamna potravinaiskd barviva fadime mikrobidlni pigmenty.
Mikrobiélni fermentace je nejpouzivanéjsi technika vyroby pigmentt, jelikoz nabizi mnoho
vyhod jako je pomérné nendrocné podminky kultivace, nizké naroky na downstream
procesy, vyssi vytézek ve srovnani se ziskavanim z jinych zdroja, jednoduché ziskavani
kmenii a eliminace vlivu ro¢niho obdobi na kultivaci mikrobialni biomasy. Uvedeni
prumyslové vyrdbénych barviv pomoci mikrobialni fermentace na trh zavisi na mnoha
faktorech. Je nutné povoleni organizaci jako FDA/WHO, kapital pro uvedeni na trh a pfijeti
trhem. [39, 43]

2.1 Milékarensky priamysl

Vzhledem k fad¢ pozitivnich vlivli konzumace mlé¢nych vyrobkl na lidské zdravi jsou
piirodni barviva vhodnou ptidatnou latkou. Mezi béZné pouzivana barviva v mlékarenstvi
patii karotenoidy a antokyany. Karotenoidy jako annatto, paprikovy extrakt a beta-karoten
zajistuji rizné odstiny Zluté a oranZové pii vyrobé syri. Antokyany extrahované z ovocnych
a zeleninovych zdrojii dodavaji barvu kysanym vyrobkiim jako jsou jogurty a fermentované

mlécné napoje.
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Casto pouzivanym zptsobem barveni mléénych produkti je také piidani tzv. ,barvicich
potravin®, coz jsou koncentrované $tavy z ovoce nebo zeleniny. Tyto slozky jsou ziskavany
bez chemickych rozpoustédel, vyuziva se fyzikalnich metod jako pokrajeni a vatreni. Tyto

Stavy ovSem neobsahuji pouze pigment, ale také dalsi latky rozpustné ve vodé.

Néktera barviva mohou byt nevhodna pii vyrobé jogurti. Spatné zvoleny pigment v ovocné
slozce na dn¢ kelimku mtize migrovat do mlécné slozky béhem skladovani. Tento vliv fesi
barviva na bazi lykopenu, ktery v ovocné casti zistava. Lykopen je také stabilni pfi UHT
pasteraci. Problémem pfii pouziti antokyani v mléénych vyrobcich je jejich nestabilita
v zavislosti na zménach pH. Mohou ménit svou barvu na modrou nebo rychle vyblednout.

[11, 30]

Pfirodni barviva a barvici potraviny jsou Casto pouzivany v mrazenych krémech pro
zvyraznéni a standardizaci barvy. Stabilita barvy zavisi na rtiznych parametrech, které jsou
dalezité pi1 vybéru spravného pigmentu. B€hem produkce a skladovani musi byt pigment
stabilni proti oxidaci, teplu a jinym degradacnim reakcim. Nékteré pigmenty jsou stabilni
pouze v urcitém rozmezi pH, napft jiz zminéné antokyany. Nékteré emulze barvicich smési
mohou ovlivnit stabilitu zmrzliny. Kromé vyse uvedenych technologickych pozadavk musi
pouzita barviva také odpovidat legislativnim ptedpisim, které se mohou na rtznych trzich

ménit. [2]

Na obrazku 7 je uvedeno slozeni meruitkového zakysu, ktery obsahuje karoteny jako

barvivo.

Obrazek 7 Mlécny vyrobek obsahujici karoteny jako barvivo

2.2 Pekarsky priamysl

Obilné vyrobky se vyrabi z riznych obilnych zdroji jako pSenice, je¢men, oves, kukufice,
ryze a zito. Existuje velké mnozZstvi obilnych vyrobka zahrnujici chléb, snidanové ceredlie,

té€stoviny, jemné pecivo a slané snacky.
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Trendem ve vyrob¢ snidaniovych ceredlii je vyvoj produktl se zvySenym obsahem vlakniny,
proteinu a snizenym obsahem cukru. Celozrnné produkty jsou zadané diky jejich
potencidlnim zdravotnim ptfinostim. S rostoucimi pozadavky spotiebitell na zdravou vyzivu
ovliviiuje trend pouziti ptirodnich zdroji také vybér potravinatskych barviv do téchto
vyrobkd. Extrudované ceredlie jsou obzvlasté atraktivni pro déti, a proto jsou vyrabény

barevné produkty rtiznych tvart jako kulicky, kolecka a lupinky. [2]

Podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 1333/2008 se obilné produkty rozdé€luji do
kategorii. Snidanové ceredlie spadaji do kategorie 6.3, pro které se povoluje uvziti
potravinaiskych barviv E 120, E 150c, E 160a, E 160b, E 160c, E 162, E 163. Toto povoleni
plati pouze pro cerealie s ovocnou pfichuti (E 150c, E 160a, E 160b, E 160c také pro

extrudované pufované snidanové cerealie). [3]

Mezi pekarenské vyrobky patii také sladké a jemné pecivo jako dorty, susenky a muffiny.
Ingredience pouzivané pro vyrobu téchto produkti vétSinou zahrnuji pSeni¢nou mouku,
vejce, cukr, maslo nebo rostlinny olej, mléko, kyptici latku, aroma a barvivo. Nejvice jsou
pouzivana barviva rozpustné ve vod¢. Pfi procesu vyroby prochdzi produkt tepelnou tipravou
pii vysokych teplotach. To je pro pfirodni barviva kriticky proces, a tudiz by vybrana barviva
méla byt odolna, aby vydrzela proces peceni. Pokud vyrobce pouzije prithledny obal, je také

nezbytna odolnost pouzitého barviva vici svétlu. [2, 31]

2.3 Napojovy primysl

Vyznamné mnozstvi prodanych potravinaiskych barviv pfedstavuje  primysl
nealkoholickych népoja. Je faktem, ze barevné napoje jsou pro konzumenta ptitazlivéjsi a
podporuji jeho vnimani chuti, vytvofeni si ndzoru na obsah ovocné slozky a celkové
hodnocené kvality napoje. Napoje lze rozdélit do hlavnich kategorii: ready-to-drink, dilute-
to-taste, posilujici, napoje v prasku a alkoholické népoje.
Mezi nejcastéji pouzivanymi pigmenty pii vyrob¢ napoji jsou karoteny, antokyany, karmin,
karamely a méd’naté komplexy chlorofylind. Problémy s pouzitim pigmentii v ndpojarstvi
mohou byt rizné, mezi hlavni patfi:

— Ztrata barvy/hné€dnuti po pfidani kyseliny askorbové (vitamin C). Tento efekt

nastava se syntetickymi barvivy jako ponceau 4R a pfirodnimi pigmenty na bazi

antokyan.

— Blednuti pti vyskytu SO:



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

—  Spatné stabilita karminu a méd’natého chlorofylinu v kyselém prosttedi, ktera vede

ke srazeni pigmentu.

— Nevzhledny oranzovy az hnédy mastny kruh na hladin€ oranzovych dilute-to-taste
napoju. Tento jev je pripisovan hlavné -karotenu pii rozpadu suspenze/emulze a
postupné migraci zabarvené olejové slozky na hladinu népoje. To mize vést az ke

krystalizaci pigmentu.

Tyto problémy se stabilitou barviv pfi vyrobé napoji pomahaji prekonat rizné techniky.
Pouziti antokyani z alternativnich zdrojt, které mohou byt méné nachylné k degradaci
v pritomnosti kyseliny askorbové. Pridavek malého mnozstvi SO., ktery bude piednostné
reagovat s degradacnimi produkty kyseliny askorbové (peroxidem). Pro ptfedchéazeni ztraty
barvy karotenoidli je doporuceno pridani kyseliny askorbové do produktu a pro jejich

nejlepsi stabilitu v napoji karotenoidy pridavat jako roztok. [16, 17]

Na obrazcich 8 a 9 Ize vidét slozeni riiznych napojt, ve kterych jsou pouzita ptirodni barviva.

w

(@) Limonéda s prichuti tonlku s
asladidly. Obsahuje chinin,
ozent: voda, cukr oxid uhlicity, ky
NOV4, pfirodni

Obrazek 8 Limonada obsahujici antokyany jako barvivo

y = R ti
( ninoi - vvsoky obsah kofeinu. Neni vhodny pro déti
{6i Jony, (32mg/100m).Slozent: voda, cukr, oxd uhict

osi o/\ vitaminy-(aiacin, kyselina
nositol (0,02%), vij2 piacin, :
barviva (karame! M) konzervan

terovano. EI @

Obrazek 9 Energeticky napoj obsahujici riboflavin jako barvivo



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

2.4 Cukrovinky

Vyroba cukrovinek a zelatinovych produkti je charakterizovana nizkou vodni aktivitou diky
vysokému obsahu susiny nebo piidavku hydrokoloidt, které navazuji ptitomnou vodu do
gelové matrice. Mezi hlavni kategorie cukrovinek patii zelé, kandytova hmota, pénové
vyrobky, zvykacky a drazé. Obecné ma vétsina téchto vyrobki nizké pH, jelikoz obsahuji

ovocnou slozku nebo maji ovocné aroma, které je spojované s kyselou chuti.

Kwvili riznému slozeni cukrovinek je nutné zvazit nékolik faktord dilezitych pro vybér
vhodného pfirodniho barviva. Pouzité suroviny a postup vyroby maji za nasledek rtizné
odstiny vyrobki, napf. prithledn4 bezbarva kandytovd hmota oproti nazloutlému Zelé nebo
bily fondan proti hnédym karamelam. Pfitomnost ovocné slozky ve vyrobcich mtze také
ovlivnit vyslednou barvu vyrobku. DalSim faktorem je odolnost vi¢i vysoké teploté,
nizkému pH, stabilita pfi dlouhodobém skladovani a tendence oxidace v aerovanych
produktech. Mozné jsou nezadouci reakce pigmenti s ostatnimi slozkami, jako destabilizace
antokyani s kyselinou askorbovou nebo interakce pigmentti s aromaty. Je tak nutné vyuzivat
takové pigmenty, které jsou odolné viici kyselému prostiedni, nebo vyuzit tzv. zapouzdieni,

které ochrani barvivo pted nepiiznivym prosttedim. [2, 29]

Pti vyrobé cukrovinek také velmi stoupa popularita barvicich potravin. Jelikoz jsou to vice
ingredience nez ptidatné latky, nepotiebuji E kdd a na obalech jsou vétSinou oznaceny jako
»extrakt z...“. Extrakt mize pochazet napiiklad z Cerné mrkve, Cervené fepy nebo také ze
spiruliny. Extrakt ze spiruliny je momentalné jediny legislativné povoleny zptsob pouZziti
modrého fykocyaninu jako potravinaiského barviva. Pro spotiebitele miize byt oznaceni
extraktu ptijemnéjsi nez oznaCeni E kodem, protoze si pod jeho nazvem dokazou lépe

predstavit, o co se jedna a je ziejmé, Ze latka je prirodniho ptivodu. [32]

Problémy jako stabilita barviva pfi skladovani a svételné expozici nebo migrace mezi
vrstvami produktu mohou byt diky dneSnim technologiim ptekonany. I piesto je pro vyrobce

spravny vybér pigmentu zdlouhavym, narocnym a drahym procesem. [6]

Na obrazku 10 je uvedeno slozeni ovocného zelé, které jako jedno z barviv obsahuje

koncentrat ze spiruliny.
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N . »

Obrazek 10 Ovocné Zelé obsahujici koncentrat ze spiruliny jako barvivo

2.5 Maso a krmivarsky primysl

Pfirozenym svalovym barvivem masa jate¢nych zvitat je myoglobin, ktery ma v redukované
formé ¢ervenou barvu. Pii vyrobé masnych vyrobkt jako Sunka se vyuziva dusitanové soli.
Dusitan se v prostiedi masa redukuje na oxid dusnaty. NO se vdze na myoglobin a vznika
nitroxymyoglobin, ktery se pisobenim teploty méni na riizoveé zbarveny nitroxymyochrom.
Pokud se dusitanova stl neptida, hemoglobin se méni na Sedy metmyoglobin. Takova barva

je typicka pro vaiené maso nebo svétlou tlacenku. [66]

Barva vaje¢nych zloutkt, dribeziho tuku a klize jsou zavislé na mnozstvi karotenoidii ve
strave ptakl. Ve vétsin€é zemi konzumenti preferuji syté barevny zloutek, ale nazloutla barva
masa neni piili§ zadana. [2]

Konzumenti obecné preferuji cervené zbarvené produkty lososovitych ryb. Znamena pro né
znaky kvality jako Cerstvost a chut’. Tato barva je u divokych ryb zpiisobena karotenoidy,
které ziskéavaji z potravy, hlavné korysu. Je tedy v z4jmu vyrobce modifikovat barvu ryb

ptidavkem karotenoidii do krmiv, které se v barvé masa projevi.

vvvvvv

fasy, kvasinky), syntetické vyroby a metabolického inzenyrstvi. V kvétnu 1995 Utad pro
kontrolu potravin a lé¢iv (FDA) povolil pouZiti syntetického astaxanthinu jako pigmentu
v krmivu pro zvifata a ryby. V Evropské unii je pouZiti syntetického astaxanthinu omezeno
limitem 100 mg/kg smési krmiva. Kromé toho, Evropska komise obnovila v ¢ervenci 2020
povoleni pouziti astaxanthinu dimethyldisukcinatu jako krmivaiské pridatné latky pro ryby
a korySe. PouZiti syntetického astaxanthinu jako ptidatné latky v potravinach je zakdzano.

[2, 40, 41]
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3 ORGANISMY POUZIiVANE PRO BIOTECHNOLOGICKOU
VYROBU BARVIV

Ptidatné latky a barviva jsou v potravinaiském primyslu pouzivana pro zvyseni bezpecnosti
a kvality potravin béhem vyroby, baleni a skladovani. Tyto latky pochazi ptevazné z téchto
tii zdroji: extrakce z ptirodnich zdrojii, chemicka syntéza a bioprodukce, z ¢ehoz se nejvic
vyuzivaji prvni dve€. S rostouci poptavkou po produktech, které jsou ptirodni, bezpecné a
z udrzitelnych zdroju se vSak pozornost obraci také na biotechnologickou produkci. Ta mize
mit oproti ostatnim metodam vyhody jako jsou nizsi néklady, kontrolovatelny kultivaéni

proces, vyssi vytéznost a jednotné€jsi slozeni produktu. [19]

Riznorodost, produktivita a koncentrace produktti ziskanych biotechnologickymi procesy
muze byt zvySena metabolicky a geneticky upravenymi kmeny mikroorganismu. Vysledna

uprava meni biokatalytickou drahu bunky, ktera produkuje jiny protein a novou latku. [ 8]

Akumulace pigmentl v buiice je obecné spojena s rastem buiiky a je ovlivnéna nutri¢nimi
faktory (dostupnost uhliku, dusiku a jejich pomér), mikrobiologickymi parametry (staii spor,
zérodku a inokula) a podminkami prostfedi. Ty zahrnuji vlhkost média, fyzikalni a strukturni
vlastnosti substratti, teplotu, pH a zplsob michani média. Pro fotosyntetické
mikroorganismy jsou dalSimi dtlezitymi faktory, které ovliviiuji tvorbu pigmentt také zdroj

svétla, intenzita a fotoperioda. [36, 37]

3.1 Bakterie

Bakterie jsou jednobunécéné prokaryotické mikroorganismy, které jsou povazovany za
nejstar§i na Zemi. Diky jejich jednoduché stavbé jsou vysoce adaptabilni na podminky
prostiedi. Zivot na Zemi by bez bakterii nemohl existovat, protoze bakterie hraji velmi
dilezitou roli v ekosystému. Dokazi vazat dusik z atmosféry, rozkladaji organicky material
a nékteré druhy jsou schopné fotosyntézy. Vyzkum bakterii umoziuje vyznamny nahled do

pochopeni genetiky, ekologie a nemoci. [21]

3.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli je bakterie pattici do Celedi Enterobacteriaceae, coZ jsou gram negativni
fakultativn€ anaerobni ty¢inky (maji fermentativni 1 respiratorni metabolismus) a

neprodukuji enzym oxidazu. [53]
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V modernich biotechnologiich je E. coli nesmirn¢ dulezitad. Genom této bakterie je znam jiz
od roku 1997. Vzhledem k jeji diilezitosti ve vyzkumu genetiky a v biotechnologiich to byl
jeden z prvnich dokoncenych genomu vibec. Byla prvni bakterii, kterd byla v roce 1973
pouzita k molekularnimu klonovéni. Védci ji dodnes vyuzivaji pro ukladani DNA sekvenci

z jinych organismii, produkci proteint a testovani funkci proteint. [54]

Mezi pigmenty, které¢ E. coli dokdze syntetizovat, patfi antokyany. Prvni pokus o jejich
produkci byl zaznamenan v roce 2005, kdy rekombinantni E. coli vyprodukovala pii
pridavku katechinu do kultivaéniho média (prekurzor antokyantl) 439 mg/1 kyanidinu 3-O-

glukosidu. Tato vytéZznost vSak stale neni dostatecna pro industridlni produkci. [12]

Pro zvyseni produkce antokyanii v mikrobidlnich bunkach byly vyvinuty rizné metody,
napt. vytvoreni upln¢ nového kmene pomoci koexprese riznych rostlinnych genii a enzyml.
Problém spociva v genové expresi v bakteriich, ktera se nemusi projevit stejné jako
v rostliné. Pro E. coli byl pro zvySeni produkce kyanidinu nejvyhodnéjsi enzym ANS
z petlinie zahradni. Pro navySeni produkce prekurzoru naringeninu pomoci kyseliny
kumarové byly vyuZity enzymy 4CL, CHS a CHI z petinie zahradni, tykve velkoplodé a

husenicka rolniho. [12, 68] Schéma pro koexpresi je vyobrazeno na obrazku 11 dole.

Dalsi metodou je dvoukrokova biokatalyza. Antokyany jsou v neutralnim pH nestabilni, ale
ve vnitfnim prostfedi buiiky je pH neutralni. Prvnim krokem je tedy kultivace pii pH~7, ve
kterém se tvoii enzymy a kosubstrat. Nasleduje pievedeni biomasy do ¢ist¢ého média o pH~S,
pii kterém probihd syntéza stabilnéjsi antokyanli. Do média je také piidan glutamat jako
stabilizator, ktery brani lyzi bun€k pti nizkém pH. Tato metoda zajist'uje zvyseni produkce

u E. coli az 15x. [12, 55, 68] Schéma této kultivace je vyobrazeno na obrazku 11 nahote.
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Obrazek 11 Schéma dvoukrokové biokatalyzy a koexprese ciziho enzymu v mikrobidlni
bunce [68]

3.1.2 Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis je gramnegativni bakterie ty¢inkového tvaru, kterd se mize nachazet

v rostlinach s mizou bohatou na cukry. [33]

Vysoké naroky na slozeni média omezuji pouziti Z. mobilis v industrialnim métitku. Presto
ma jeho vyuziti mnoho vyhod. Tento mikroorganismus dokaze odolat nizkému pH, vysoké
koncentraci cukrti a etanolu. Téchto vlastnosti bylo vyuzZito pfi pokusu biologické extrakce
antokyanii z hroznového vina (Vitis vinifera). Extrakci za nizkého pH (pomoci alkohol
nebo organickych kyselin) se ziskévaji stabilni flavyliové kationty. Antokyany ziskédvané
z rostlin snadno podléhaji oxidaci a kondenzuji v hnédé pigmenty, coZ je problém napft.

v ndpojovém prumyslu (viz kap. 2.3).

Biologicka extrakce antokyanli z hroznového vina vyuziva Z. mobilis jako producenta
etanolu. Bakterie je schopna vyprodukovat dvakrat vice etanolu a pfi niz§im objemu biomasy
nez kvasinka Saccharomyces cereviseae, ktera se tradi€né pro produkci etanolu vyuziva. Pfi
pokusu byla porovnavéana vyté€znost antokyant tiemi zplsoby: pii pouziti 98% metanolu,
98% etanolu s 2% HCIl a s vyuZitim fermentace bakterii Z. mobilis jako producenta etanolu.

Na obrazku 12 je vyobrazen graf porovnavajici tyto tfi metody. VytéZnost fermentace s Z.
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mobilis se vyrovnava té s metanolem za dvakrat delsi dobu. Jeji produkty jsou ovSem

stabilngjii. [11]
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Obrazek 12 Porovnani vytéznosti tii zplisobli extrakce antokyanti z hroznového vina [11]

3.2 Plisné

Vlaknité mikroskopické houby patii mezi eukaryotni organismy s heterotrofni vyzivou,
které ziskavaji ziviny absorpci z okoli. Jejich morfologie a fyziologie ma velkou rozmanitost
a dokazou se prizptisobit riznym biotoptim. V ptirod¢ funguji jako dekompozitoti organické

hmoty. Nejc¢astéji jsou saprofyté, ale je mozny 1 parazitismus. [42]

3.2.1 Blakeslea trispora

Blakeslea trispora, plisent pattici do oddélent zygomycety, je
primyslovym zdrojem p-karotenu. Organismus je saprofyt, ktery je v laboratornich
podminkach kultivovan na chemicky definovanych ptdach. Jeho vegetativni cyklus
zahrnuje stadium spor, vldknitého myselia, plodnic a opét spor. Genetické analyza tohoto

organismu se zamé&fuje na izolaci mutantli a vychazi z jeho fenotypt. [44]

Zajimavé je, Ze mycelia opacného pohlavi, kterd rostou spolecné, zvySuji akumulaci

B-karotenu. Tento typ kultivace se také pouziva v primyslové produkci. Nejvyssi vytézek
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39 mg/g B-karotenu byl ziskan pii kultivaci mutantd s mezipohlavnimi heterokaryony,

tzn. s buiikami obsahujicimi jadra obou pohlavi. [44, 45]

Na obrazku 13 se nachazi dvé rizné kultivace plisn¢ Blakeslea trispora. Na levé stran¢ jde
o spole¢ny rust dvou divokych kment opa¢ného pohlavni (F921 typ - a F986, typ +). Lze
zde dobie vidét navysend produkce B-karotenu, coz je vysledek pohlavnich interakci. Na
pravé stran¢ interaguje kmen (SB64, typ -), ktery vykazuje nadmérnou produkei B-karotenu
s kmenem z levé strany. Na rozhrani kolonii je dobfe vidét tmavsi barva, kterd znac¢i vyssi

produkci pfi interakcich téchto dvou kmend. [50]

Obrazek 13 Produkce B-karotenu pomoci interakci kment B. trispora [50]

Stejné kmeny mohou byt pouZity také pro vyrobu lykopenu, kdy se aplikuje enzym lykopen
cyklaza inhibitor. Produkce [-karotenu plisni B. trispora je momentalné¢ jedinou
velkoprimyslovou vyrobou fungélnich karotenoidi. Tento karotenoid se dodava

v krystalické podobé& jako barvivo nebo provitamin A. [44]

3.2.2 Monascus
Plisné rodu Monascus produkuji pigmenty jako uzite¢né sekundarni metabolity. Tyto
pigmenty jsou polyketidové povahy a mezi nejznaméjsi patii oranZovy monascorubrin,

cerveny monascorubramin a zluty ankaflavin a monascin.
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Tradi¢né se pigment z plisné Monascus vyrabi pomoci ¢ervené fermentované ryze. Klasicka
ryze se nechd fermentovat dvéma mikroorganismy: Monascus purpureus a kvasinkami.
Plisen je schopna rozkladu Skrobu na jednoduché cukry a kvasinky je poté fermentuji na
alkohol. V praxi plisen roste na ryzi a pigment produkovany plisni se dostava do zrna, které
pak ziskava svou charakteristickou ¢ervenou barvu. Celd hmota se poté rozdrti na prasek a

je dale pouzivana jako potravinarské barvivo.

Moderni produkce vyuziva submerzni fermentaci, ve které se jednoduse ovlada prostredi
kultivace. Fermentace na pevném médiu méa ovSem obecné vyssi vytéznost a produktivitu
nez submerzni fermentace. Pfi kultivaci plisné€ je nutné pouzit komplexni kultivaéni médium
pro zajisténi vSech nezbytnych rustovych faktort. Pfi porovnani téchto dvou metod byla

vytéznost pigmentu tfikrat vyssi u fermentace na pevném médiu nezZ u submerzni. [56]

Na obrazku 14 jsou kolonie M. purpureus kultivované na YM agaru. Pigment, ktery

mycelium produkuje, je uvolilovan do vné&jSiho prostiedi. [59]

Obrézek 14 Kolonie plisné¢ Monascus purpureus [59]
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3.2.3 Ahbya gossypii

Plisen Ashbya gossypii byla ptivodné¢ izolovana z napadené¢ho baviniku (Gossypium sp.) a
az pozd¢ji byla objevena jeji schopnost nadprodukce riboflavinu. Pfi nedostatku zivin se
mycelium této plisné pfeméni na sporangium, které tvoti riboflavin. Jeho funkci je nejspis

chranit UV sensitivni spory.

Tato pliseni se pro produkci riboflavinu pouziva uz vice nez 20 let. V minulosti se udavala
vytéznost riboflavinu vice nez 15 g/L riboflavinu. S dneSnimi objevy metabolického
inzenyrstvi by vSak méla byt vytéZznost mnohem vyssi. Jako jeden z hlavnich postupli pro
zvyseni produkce se vyuziva nadmérné exprese gentl pro riboflavin. Preferovanym médiem

pro produkci riboflavinu jsou oleje. V prumyslu se vyuzivaji rostlinné oleje. [14, 57, 58]

3.3 Sinice

Sinice jsou oxygenni fototrofové, ktefi se vyskytuji skoro na vSech osvétlenych mistech na
Zemi. Béhem své dlouhé evoluce se tyto organismy adaptovaly na Sirokou Skalu abiotickych
podminek. Diky tomu jsou schopny fotosyntézy a fixace dusiku. Pro sviij rist vyzaduji tato
gramnegativni prokaryota primarné slune¢ni energii, vodu, prvky jako uhlik, dusik, draslik,

fosfor, siru a Zelezo. [8, 25]

Sinice jsou skvélym zdrojem peptidil, aminokyselin, vitamint a pigmentt. Fykobiliproteiny
ziskavané ze sinic se pouzivaji jako potravinaiska barviva a ziskavaji celosvétovou
pozornost diky své bezpecnosti v porovnani se syntetickymi barvivy. Podobné¢ i1 karotenoidy,
které jsou esencidlni pro zvifata, jsou ziskavany z rostlin a mikroorganismua (sinice a

mikrofasy). [8, 26]

3.3.1 Arthrospira platensis

Tato vlaknita sinice roste v subtropickych zéasaditych jezerech s optimalni teplotou 35 °C.
Diky jejimu potencidlnimu piinosu pro lidské zdravi byla pouzivéna jako doplné€k stravy uz
ve starovéku. Je to bohaty zdroj proteint (50-70 % suSiny), sacharidd, lipidl a fykocyaninu.
Arthrospira obsahuje dva fykobiliproteiny: allofykocyanin a c-fykocyanin, které jsou

obsazeny az ve 20 % suSiny. [28]

V  produkénich kulturdch je Arthrospira kultivovana v mélkych nadrzich nebo
polouzavienych tubuldrnich bioreaktorech. Zivné medium obsahuje anorganické soli s
vysokym obsahem hydrogenuhli¢itanu, ktery udrzuje hodnotu pH mezi 9-10. Venkovni

podminky pfi kultivaci ve vodnich nadrzich v§ak mohou ovliviiovat zastoupeni pigmentu a
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je naro¢né udrzovat stejny vynos po cely rok. Tuto limitaci fesi fotobioreaktor, ktery udrzuje
stalé podminky svétla, teploty a obsahu zivin. V takovém prostfedi miize obsah fykocyaninu
tvotit az 24 % suSiny. Na obrazku 15 je vyobrazeno schéma fotobioreaktoru (A), nakres

fotobioreaktoru (B) a fotobioreaktor s kulturou Arthrospira. [27, 28]
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Obrézek 15 Schéma (A), nakres (B) a fotografie fotobioreaktoru (C) [28]

3.4 Mikrorasy

Mikrofasy jsou velkd skupina jednobunéénych eukaryotickych fotosyntetizujicich
mikroorganismi, které jsou povaZovany za slibnou platformu pro udrZitelnou produkci
bioproduktii diky jejich schopnosti ménit slune¢ni energii a CO- na komeréné zajimavé
organické slozky. Jejich role pfi sekvestraci uhliku a schopnost ristu ve sladké, motské i
odpadni vodé¢ a pomérné¢ vysokou rychlosti rastu pfedstavuje moznosti feSeni

enviromentalnich problémi a sniZeni emise sklenikovych plynt. [22]
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3.4.1 Dunaliella

Rod Dunaliella zahrnuje halotolerantni, jednobunééné, pohyblivé zelené fasy s vyznamnymi
morfologickymi a fyziologickymi vlastnostmi patiici do c¢eledi zelenivek. Buiika postrada

silnou bunécnou sténu a obsahuje jeden velky chloroplast.

Dunaliella si dokaze hromadit obrovské mnozstvi -karotenu, primarné jako odpovéd’ na
zvySenou intenzitu svétla. Jeji kultivace je jednoduchd a rychlejsi oproti rostlinam. Pro
karotogenezi je dulezity dostatek zivin, soli a nizky stresovy faktor. Sklizen biomasy je
provadéna vyvlockovanim, filtraci a produkt mtze byt pouzit pfimo jako krmivo nebo pro
extrakci pigmentu. Ta se muze provadét extrakci v jedlém oleji nebo organickych
rozpoustédlech potravinaiské kvality. Pii idealnich podminkach dokéze Dunaliella salina

vyprodukovat 400 mg -karotenu na m? kultivacni plochy. [18]

Na obrazku 16 je vyobrazena biorafinérie ve Spanélském Monzonu. Pii této produkcei se

vyuzivd moiské vody a spalinového CO», coz ve vysledku znamena nizsi emise a moznost

kultivace po cely rok. [51]

Obrézek 16 Nadrz s Dunaliella salina [51]

3.4.2 Haematococcus pluvialis

Zelena sladkovodni mikrofasa Haematococcus pluvialis patti do tfidy zelenivky, je skvélym
zdrojem astaxanthinu, silného antioxidantu vyuZivaného v kosmetice, jako soucést krmiva
pro akvakultury, jako soucést dopliikii stravy a ve farmaceutickém priimyslu. Jeho trZzni cena

se pohybuje mezi 6 000 - 7 500 dolarti za kg a ptedpoklada se, Ze bude stoupat.

Obsah karotenoidi v susiné dospé€lé buiiky odpovida ptiblizn€ 2-5 %, z toho pies 80 %

zastava astaxanthin. Pfi tvorbé astaxanthinu za stresovych podminek vytvaii H. pluvialis
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tuhou sténu, kterd komplikuje extrakeci astaxanthinu z vnitfiho prostfedi buiky. Proto je
potfeba bunéfnou sténu narusit. Nejcastéji se vyuziva mechanickych metod, jako
vysokotlakd homogenizace, mleti zirkonovymi kulickami nebo superkritickd extrakce
pomoci CO: (dnes nejcastéji pouzivana metoda). Prestoze jsou tyto metody ucinng, jsou také
velmi ndkladné. Chemické metody (organicka rozpoustédla, kyseliny, iontové kapaliny,
nanomateridly) jsou levné a i€inné, ale chemikalie mohou byt skodlivé pro zivotni prostredi.
Biologicka metoda, ktera vyuziva nepohlavni rozmnozovani sinic pomoci fragmentace, pti
které je pfirozen€ naruSena sténa bunky, je Setrnd, ale ne pfili§ efektivni. Nejslibnéji dnes
vypada synergickd kombinace homogenizace s mletim kulickami v bezpetném

rozpoustédle, kterd by mohla byt vyuzita pro primyslové tcely. [23, 24]

V Ceské republice se astaxathin vyrabi ve firmé Algamo. Vyroba ma dvé hlavni faze:
zelenou a cervenou. Béhem zelené faze se fasa kultivuje a rozmnozuje v mikromodulech.
Pti vystaveni UV =zafeni zatne H. pluvialis produkovat astaxanthin jako obranny
mechanismus a zacne Cervenat. Tim pfechazi produkce do Cervené faze. Poté se biomasa
vysusi a ze suSiny se pomoci superkritické extrakce pomoci CO» ziskava oleoresin bohaty
na astaxanthin. Firma pro svou vyrobu vyuzivd podzemni vodu a obnovitelné zdroje.

Schéma vyroby je vyobrazeno na obrazku 17. [52, 62]
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Obrazek 17 Schéma vyroby astaxanthinu z H. pluvialis [52]

Podle provadéciho natizeni komise (EU) 2021/1377 byla povolena zména podminek pouZiti

nové potraviny ,,0leoresin bohaty na astaxanthin z fas Haematococcus pluvialis* podle
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natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/2283. Tato nova potravina byla povolena
pro pouziti v doplncich stravy, které jsou uréené pro béznou populaci. Maximalni povolené
mnozstvi konzumace oleoresinu z H. pluvialis je 40-80 mg denné, coz odpovida < 8,0 mg

astaxanthinu denné. Tento limit je dan pro populaci starsi 14 let. [38]

3.4.3 Produkce luteinu z mikroras

Hlavni pfirodni zdroj luteinu rostlina aksamitnik (7agetes erecta L.) musi byt sklizena
periodicky a extrakce luteinu z tohoto tradi¢niho zdroje predstavuje sezénni a na praci
naro¢ny proces. Biotechnologicka produkce s vyuZitim mikrofas se v tomto kontextu jevi
jako vhodny alternativni zdroj luteinu, protoze obsahuji vysoky podil luteinu v bunce (0,5—

1,2 % susiny). [2]

Mikroftasy, které jsou schopné produkovat lutein patii do oddé€leni Chlorophyta (zelené fasy)
a Rhodophyta (Cervené tasy). Technologicky vyznamny obsah luteinu v biomase je nejméné
5 g/lkg biomasy. [49] Zastupci s nejvy$Sim obsahem luteinu v biomase jsou uvedeni

v tabulce 2.

Tabulka 2 Mikrotasy s vysokou produkeci luteinu [49]

Druh g luteinu/kg biomasy
Chlorococcum citroforme 7,4
Chlorella fusca 4,247
Tetracysis aplanosporum 5,9
Coelastrum proboscideum 3,4-5,0
Neospondiococcum gelatinosum 4.4

Kultivace mikrotas probih4a ve fotobioreaktorech. Suspenze po kultivaci obsahuje velké
mnozstvi vody, kterou je pro ndslednou extrakci luteinu nutné odstranit. Technika
centrifugace je efektivni, ale drahd. Sedimentace je levnd, ale zdlouhavd, a to mize vést
k degradaci luteinu. Separaci miize pomoct i srazeni, ale pfitomné sraZedlo mlZe sniZit
vytéznost luteinu. Idedlni moznosti je kombinace téchto metod, ktera zajisti vysoky vytézek
luteinu a nizkou cenu produkce. [35, 49] Na obrazku 18 jsou vyobrazeny rtzné typy

fotobioreaktort, které se pouZzivaji pro kultivaci mikrofas.
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Obrazek 18 Typy fotobioreaktort, které se pouzivaji ke kultivaci mikrotas [67]

Lutein z mikrofas se v soucasné dobé nevyrabi v primyslovém méfitku. Je to z divodu
nedostatecného obsahu luteinu v bunikdch mikrotas, vysoké vyrobni ceny a energetické
naroc¢nosti naruSeni bunécné stény a extrakce luteinu z buiiky. Obsah luteinu v aksamitniku
je ptiblizné 20 g/kg suchého materialu. Rychlost ristu této rostliny je ale ndsobné pomale;jsi
nez rychlost rlistu mikrofas. Pro vyhodnou produkcei luteinu mikrofasami by byl dostatecny

novy kmen, ktery by obsahoval >10 g volného luteinu na kg biomasy. [49]
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4 PRINOSY POUZITI BIOTECHNOLOGII

Hodnota ptirodnich barviv na svétovém trhu neustéle roste. Soucasny marketingovy trend
pigmenty. Podle prizkumu spole¢nosti Grand View Research, svétovy trh pro ptirodni
barviva v potravinarském primyslu ma mit v roce 2025 hodnotu 2,5 miliardy americkych
dolarti. Je to hlavné diky soucasnému zvySenému zajmu spotiebitelli o mozné nezadouci

zdravotni G¢inky syntetickych aditiv. [36, 46]

Tradiéni produkce pfirodnich barviv je zavisla na rostlinnych zdrojich, které obyvkle
obsahuji nizky podil barevnych komponent. Pro navySeni produkce a vytéZnosti téchto
ptirodnich producenti bylo vynalozeno mnoho sil, napt. vyvoj in vitro kultivace rostlinnych
bunék a optimalizace mikrobidlni kultivace. Mikrobidlni pigmenty rychle nahrazuji
synteticka barviva (n¢kterd mohou mit teratogenni a karcinogenni vlastnosti), protoze jsou
Setrné k zivotnimu prostfedi a bezpecné pro ¢loveéka, pokud jsou pouzivany jako pridatna
latka v potravinach. Tento trend neni limitovan pro mikrobidlni pigmenty pouze jako
potravinaiska barviva. Naptiklad, pigmenty s antioxidacnimi vlastnostmi saproxanthin a
zeaxanthin  jsou  preferovany pied syntetickymi  butylhydroxykyselinami a
butylhydroxytoluenem. Pouziti n¢kterych mikrobidlnich pigmenti také piinasi zdravotni

vyhody jako prevence rakoviny, antimikrobni a antioxidac¢ni vlastnosti a dalsi. [36, 39]

Svétovy trh s luteinem byl v roce 2019 hodnocen na 292,3 miliont dolart a je ocekavan rtst
na 473,5 miliont dolar do roku 2027. Jak jiz bylo zminéno v kap. 3.4.3, tradi¢ni produkce
luteinu z aksamitniku nemusi byt v budoucnu dostacujici. Produkce luteinu z mikrotas by

mohla tento problém vyftesit. Mezi hlavni vyhody produkce barviv z mikrotas patfi:

1. Mikrotasy jsou levnym a efektivnim bio zdrojem, ktery mize byt pouzit k vyrobé
také jinych latek jako vitaminy, karotenoidy nebo polysacharidy a tim zvysit hodnotu

produkce.
2. Rychlost ristu mikrotas je 5—10krat vyssi nez rychlost ristu vysSich rostlin.

3. Mikrotasy, které mohou byt kultivovany v moiské nebo brakické vodé a na
neprovzdusnéné pude€, nesoutézi o urodnou piidu s konvencnimi zeméd€lskymi

plodinami.

4. Biomasa mikrofas miiZze byt sklizena po cely rok v rliznych ¢astech svéta. [2, 48]
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Vyroba prirodnich pigment pomoci biotechnologii ma také nékolik limitaci. Mezi n¢ patii
nizké stabilita nékterych produkt, nékdy vysokd cena downstream procesu, technické
komplikace, nizkd vytéznost a produkce toxinti béhem produkce. Piikladem soucasné
produkce toxinil je napf. oranzovy mykotoxin citrinin, ktery mize byt tvofen soub&zné
s pozadovanym pigmentem a poté je nutné tyto dvé latky od sebe rozlisit a bezpecné oddélit.
Extrakce a purifikace barviv mize byt také velmi ndkladna. Jako organicka rozpoustédla se
musi pouzivat latky, které jsou prirodniho pivodu. To limituje vybér na etanol a vodu. Jako
nové rozpoustédlo se nyni testuje neionicka adsorpcni pryskyftice, ktera byla efektivné

pouzita k purifikaci organickych kyselin, nukleovych kyselin a peptidd. [39]

Vysoka cena kultivace se dé snizit pouzitim odpadu ze zeméd¢€lské a primyslové produkce
jako nahrady za nékteré slozky kultivatniho média. Rostouci mnoZstvi odpadu
z potravinaiskych vyrob mize celosvétove vést k velkym ekonomickym, enviromentalnim
a socialnim problémim. Odpady z potravinaiského primyslu ovSem obsahuji velké
mnozstvi dilezitych antioxida¢nich latek (napt. polyfenoly), které mohou byt extrahovany
pomoci biotechnologii. Takové vyuziti vedlejSich produkti poméha sniZeni plytvani
surovinami a zvySeni ekonomického zisku biotechnologické produkce a produkce potravin.

[39, 60]

Ingredience ziskané z mikrobialni fermentace nebo extrahované z tas se stale vice uplatiuji
v potravinaiském primyslu. Mezi hlavni latky, které se vyrabi pomoci biotechnologii, kromé
jiz zminénych barviv patii napi. zahuStovadla a Zelirujici latky (napf. polysacharidy jako
xantan nebo gellan), zvyraziiovace chuti (lahtidkové drozdi, glutamat sodny), vitaminy a
esencidlni aminokyseliny. Xantan byl poprvé na trh uveden americkou firmou CP Kelco
Company, ktera pro vyrobu pouzila ptirodniho producenta xantanu bakterii Xanthomonas
campesteris. Tato metoda se dodnes vyuziva a nizka cena produkce se udrzuje vyuzitim
levnych substrath jako glycerol a syrovatka. L-glutamat se dnes pramyslové vyrabi
fermentaci bakterie Corynebacterium glutamicum, které musela byt kviili nizké produktivité
vyrazn€ zméneéna metabolické drdha. Piesto je cena produkce L-glutamatu vysoké z ditvodu

komplexniho slozeni média a vysoké spotieby energie pii kultivaci. [2, 19, 47]
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ZAVER

Potravinarska barviva patii mezi pridatné latky, které zadoucim zplisobem upravuji barvu
potravin. Piirodni barviva se dnes ziskavaji extrakci z rostlin nebo pomoci biotechnologické
produkce. Tyto latky se lisi ve struktufe, mohou mit lipofilni nebo hydrofilni povahu a jejich
stabilita mize zaviset na faktorech jako napt. pH. Nejcastéji pouzivana ptirodni barviva jsou
karotenoidy, antokyany, chlorofyly a fykobiliproteiny. Mezi dal$i se tadi riboflavin,
betalainy nebo pigmenty monascorubin, monascin a ankaflavin produkované plisni

Monascus.

Ptirodni barviva se dnes vyuzivaji v riznych odvétvich potravinaiského primyslu. Vybér
barviva do produktu zavisi na pouZzitych surovinach, technologickém zpracovani, typu obalu
a cilové skupiné spotiebiteli. Pokud je ve vyrobku obsazena ovocna slozka, mize se pro
zachovani jeji pivodni barvy pfidat barvivo. V nékterych potravindch mohou byt barviva
nestabilni a svou barvu ztraci. Tento jev se projevuje zejména u vyrobku s nizkym pH jako
kysané mlécné vyrobky nebo limonédy. Pro udrzeni stability barviv ve vyrobcich se vyuziva
tzv. zapouzdieni, které barvivo chrani pred vnéjSim prostiedim. Jednou ze skupin
spottebitelil, které vyznamné ovliviiuje barva potravin, jsou déti. Proto se barviva hojné
vyuzivaji v primyslové vyrobé cukrovinek. Néktera syntetickd barviva prokazatelné
ovlivituji pozornost déti a je tedy nutné tyto latky nahradit pfirodnimi barvivy. Takovou
alternativou je napf. modry fykocyanin, ktery se ziskava ze sinic. Ma piirodni ptivod a je

bezpecny pro konzumaci.

S rostouci poptavkou po pfirodnich barvivech se pozornost obraci pravé na
biotechnologickou produkci. Nekteré organismy se dnes jiz bézné vyuzivaji pro
prumyslovou produkci pigmentl. Jde pfevazné o ptirodni producenty téchto pigment,
kterym jsou upraveny kultivaéni podminky pro navySeni produkce. Naptiklad u sinic se
vyuziva fotobioreaktorl, které simuluji slunecni svit 24 hodin denné a zajistuji idealni

podminky pro rast, ktery neni limitovan dennim cyklem.

Mezi vyznamné producenty karotenoidl patii mikrofasy. Vyrobci jsou schopni ziskavat 3-
karoten produkovany D. salina rychleji a levnéji nez u konkurencni extrakce z rostlin.
Astaxanthin ziskavany kultivaci H. pluvialis se vyuZiva jako doplnék stravy a pfidava se do
krmiva lososovitych ryb. B-karoten je také produkovan plisni B. trispora, kterd akumuluje
veétsi mnoZstvi B-karotenu za specifickych podminek interakci s jedincem opacného pohlavi.

Plisen M. purpurea produkuje vlastni pigmenty jako monascorubin a ankaflavin. Jeji
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pigment se vyuzivd pfevazné v Asii. Biotechnologové se také pokousi o prumyslovou
produkci luteinu pomoci mikrotas. Ta je zatim ekonomicky nevyhodnd, ale se zvySujici

poptavkou trhu po tomto Zlutém pigmentu se vyrobci pokousi o optimalizaci vyroby.

Biotechnologicky vyzkum se vénuje také organismim, které pirirozené neprodukuji velké
mnozstvi pigmentd nebo barevné produkty neprodukuji vitbec. Bakterie E. coli je schopna
syntézy antokyantl a jejich produkci je mozné navysit riznymi zpiisoby, napi. dvoukrokovou
biokatalyzou nebo koexpresi ciziho genu v buiice E. coli. Antokyany nemusi pochazet
z mikrobidlni bunky, ale jejich extrakce z rostlinnych zdrojii miize byt navySena napf.

pomoci etanolu produkovaného bakterii Z. mobilis.

Vyroba ptirodnich pigmentii pomoci biotechnologii mé jisté vyhody oproti klasické extrakci
z rostlin. Pf1 kultivaci v reaktorech nezavisi na rocnim obdobi nebo pracovnicich, ktefti
plodiny sklizi. Mikrofasy rostou nasobné rychleji nez vyssi rostliny a rist ve vodnich
plochach Setfi trodnou pudu, kterd muze byt vyuzita k péstovani zemédélskych plodin.
Odpady z primyslové a zeméd¢€lské produkce mohou slouzit jako ndhrady za nékteré slozky
kultivacniho média a pomahat tak snizeni odpadii z potravin. Na druhou stranu maji
biotechnologie také fadu nevyhod. Mezi hlavni patfi vysoké vyrobni naklady, produkce
toxini nebo nizkd stabilita a vytéZznost nékterych produktii. Piesto je produkce
potravinaiskych barviv pomoci biotechnologii dillezitym zptsobem ziskavani téchto latek a

jejich produkci bude nutné v budoucnosti zdokonalovat a navySovat.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
4CL  4-kumaroyl-CoA ligaza

Acetyl-CoA  Acetylkoenzym A

ALA Kyselina 5-aminolevulinova

ANS antocyanidin syntaza

ArP  5-amino-6-ribitylamino-2,4(1H,3H)-pyrimidindion

CHI chalkon isomeraza

CHS chalkon syntaza

DHBP 3.4-dihydroxy-2-butanon-4-fosfat

DOPA 3,4-dihydroxy-L-fenylalanin

ES Evropské spolecenstvi

EU  Evropska unie

FDA Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv/Food and Drug Administration
GMO Geneticky modifikované organismy

MEP methylerythritolfosfat

MVA mevalonat

Sukcinyl-CoA Sukcinylkoenzym A

UV  Ultra fialovy

WHO Svétova zdravotnické organizace/World Health Organization

YM agar Agar s kvasni¢nym extraktem a maltézou
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