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Sposbb otrzymywania wysokiej czystosci miksoksantofili

z ekstraktéw barwnikowych cyjanobakterii

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania wysokiej czystosci miksoksantofili
z ekstraktow barwnikowych cyjanobakterii (sinic). Uzyskiwana frakcja miksoksantofili moze
znalez¢ zastosowanie w przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym.

Stan techniki

Miksoksantofile sg monocyklicznymi karotenoidami, pochodnymi miksolu ((2'S,3R)-
3',4'-Didehydro-1',6'-seco-beta,beta-carotene-1',2",3-triol), glikozylowane przez 6-deoksy-D-
glukoze, L-fuko-a-piranoze (fukoze), L-ramnoze, lub inne metylo-pentozy, wystepuja w
komorkach wielu gatunkdw sinic (cyjanobakterii) (Takaichi et al. 2001; Graham i Bryant 2009;
Mohamed et al., 2004; Takaichi et al. 2005, 2006). Pomimo wczesnej identyfikacji - w latach
trzydziestych XX w. (Heilbron i Lythgoe,1936), zarowno wiasciwosci fizyko-chemiczne jak i
funkcja biologiczna tych zwigzkéw nie zostaly jak dotychczas poddane systematycznym
badaniom.

Obecnos¢ w strukturze reszty cukrowej (pentoza lub rzadziej heksoza) przesgdza o
wysokim stopniu amfifilowosci czgsteczki w poréwnaniu z innymi ksantofilami, wykazujgcymi
przewage wiasciwosci hydrofobowych. Wystepowanie aglikonu terpenoidowego
posiadajgcego sprzezony uktad 11 wigzan podwojnych, podobnie do obecnego w innych
ksantofilach, takich jak zeaksantyna badz luteina, sugeruje wysokg reaktywno$¢ tych
zwigzkow z aktywnymi formami tlenu (Sandmann, 2019). Badania prowadzone w ostatnich
latach przez kilka niezaleznych grup badawczych, wykazaty niezbednos$¢ miksoksantofilu dla
formowania prawidtowej struktury Scian komoérkowych oraz wtasciwej organizacji strukturalne;j
bton tylakoidow, jak rowniez jego zwiekszong akumulacje w odpowiedzi na biotyczne i
abiotyczne czynniki stresowe, takie jak silne sSwiatto, obnizona badz podwyzszona
temperatura, destabilizacja bfon fotosyntetycznych czy niedobor niektérych substancii
mineralnych (Varkonyi et al. 2002; Mohammed i Vermaas, 2004, Mohammed et al. 2005;
Schafer, 2005).

Wobec szerokiego zastosowania karotenoidow w branzy spozywczej (barwniki
pochodzenia naturalnego, suplementy diety), kosmetycznej (sktadniki kosmetykow o dziataniu
ochronnym/wspomagajgcym) oraz farmaceutycznej (substancje terapeutyczne), jak rowniez
rosngcego zapotrzebowania na nowe pochodne, mozna oczekiwa¢ zwigkszonego
zainteresowania miksoksantofilami, a wiec rowniez sposobami ich otrzymywania.

W stanie techniki znane sg metody otrzymywania czystych pochodnych barwnikow
karotenoidowych na skale preparatywna, ktore polegajg na ich wstepnej ekstrakcji z materiatu
biologicznego przy pomocy rozpuszczalnikdw organicznych (aceton, chloroform, metanol,

etanol i inne, albo mieszaninami tych rozpuszczalnikow albo mieszaninami tych
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rozpuszczalnikow z wodg). Uzyskane ekstrakty, zawierajgce zwykle mieszanine wielu
zwigzkow (chlorofile, karotenoidy, lipidy itp.) poddaje sie nastepnie oczyszczaniu technikami
chromatograficznymi, strgceniowymi i/lub podzialowymi, prowadzacymi do otrzymania
czystych preparatow. W szczegodlnosci, metody chromatograficzne obejmujg chromatografie
na adsorbentach takich jak modyfikowane i zobojetnione zele krzemionkowe (Britton & Young,
1991).

W literaturze opisano dwustopniowg metode oczyszczania miksoksantofilu z ekstraktu
barwnikowego cyjanobakterii Synechocystis PCC6803, gdzie stanowi on gidwny polarny
karotenoid. Otrzymang w wyniku ekstrakcji acetonem/metanolem w stosunku objetosciowym
7:2 mieszaning pigmentow nanoszono na kolumne z zelem krzemionkowym 60 (Merck,
Niemcy). B—karoten eluowano n-heksanem, a nastepnie chlorofii a oraz niepolame
karotenoidy eluowano n-heksanem/acetonem stosunku objetosciowym 8:2 i 7:3. Frakcje
zawierajgcg polarny karotenoid wymywano n-heksanem/acetonem stosunku objeto$ciowym
1:1 i nanoszono na kolumne DEAE-Toyopearl 650 M (Tosoh, Japonia), a miksoksantofil
eluowano n-heksanem/acetonem stosunku objetosciowym 1:1, pozostawiajgc chlorofil a i
polarne lipidy zwigzane na kolumnie (Takaichi et al., 2001).

Inng metode dwustopniowg zastosowano do oczyszczania miksoksantofilu z sinicy
Cylindrospermopsis raciborskii (Nagy et al., 2009; Nagy et al., 2018). Liofilizowane komorki
poddawano ekstrakcji poprzez sonifikacje w mieszaninie metanol:aceton, w stosunku
objetosciowym 3:1, a nastepnie po oddzieleniu fazy statej rozpuszczalnik odparowywano.
Frakcje zawierajgcg barwniki poddawano nastepnie separacji w dwufazowym uktadzie:
heksan: metanol/woda stosunku objetosciowym 85:15. Barwniki rozpuszczone w fazie
polarnej byty nastepnie poddawane oczyszczaniu na kolumnie zawierajacej zel krzemionkowy
(Kieselgel 60, o srednicy ziaren 0.063—0.200 mm, Merck) modyfikowany poprzez neutralizacje
wodoroweglanem sodu, przy zastosowaniu jako eluenta mieszanin heksan:aceton w réznych
proporcjach.

Z opisu patentowego US4320050 =znana jest metoda oczyszczania puli
glikozylowanych karotenoiddéw (miksoksantofilu i oscillaksantyny) z liofilizowanej lub suszone;j
biomasy Spirulina, wykorzystanej uprzednio do ekstrakcji innych barwnikéw (fikocyjanina,
chlorofil). Metoda polega na ekstrakcji barwnikow karotenoidowych z biomasy przy pomocy
acetonu, a nastepnie zwigzaniu ich poprzez zmieszanie ekstraktu z proszkiem celulozowym
(1 kg/4 L ekstraktu). Selektywne wydzielenie frakcji karotenoidow hydrofobowych oraz frakciji
zawierajgcej karotenoidy glikozylowane uzyskuje sie poprzez sekwencyjng desorpcje najpierw
eterem naftowym, a nastepnie etanolem.

Z opisu patentowego W00224183 znana jest metoda otrzymywania miksoksantofilu z
komorek sinic opartg na poddaniu ich wstepnej ekstrakcji 50% roztworem wodnym acetonu

podczas ucierania w mozdzierzu z kulkami szklanymi, a nastepnie odwirowaniu czesci statych.
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Do otrzymanego ekstraktu dodawane sg kolejno réwne objetosci acetonu, heksanu i wody z
dodatkiem 10 g NaCl i catos¢ poddawana jest nastepnie wstrzgsaniu w rozdzielaczu. W wyniku
rozdzielenia faz miksoksantofil zbiera sie w fazie heksanowej, ktérg poddaje sie oddzieleniu,
a nastepnie suszeniu na wyparce prozniowej w temperaturze 25°C przez 30 min. Czystosé
preparatu otrzymanego w wyniku zastosowania powyzszej procedury szacowana jest na
>30%. Opcjonalnie patent przewiduje doczyszczanie miksoksantofilu przez zastosowanie
chromatografii odwroconej fazy.

Z opisu patentowego MD4360 =znany jest strgceniowy proces otrzymywania
miksoksantofili z sinicy Arthrospira platensis, polega na tym, ze kilkukrotnie powtarza sie
ekstrakcje barwnikéw z biomasy za pomocg roztworu wodno-etanolowego (70% - 96% etanol)
Z separacjg biomasy przez wirowanie. Nastepnie do potgczonych objetosci ekstrakiow dodaje
sie 40% wodorotlenek potasu, w stosunku objetosciowym 3:1 do poczatkowej objetosci
biomasy poddanej ekstrakcji. Po uptywie 4 - 6 godzin otrzymany roztwor miesza sie z rownag
objetoscig heksanu. Nastepnie, po samorzutnej separacji faz i oddzieleniu frakcji etanolowej
zawierajgcej miksoksantofile, frakcje te nalezy rozcienczy¢ woda do stezenia alkoholu
etylowego 45% - 50%, co powoduje wytrgcenie barwnikow, a nastepnie odwirowac przy 6000
rpm, a otrzymane krysztaty przemywa sie roztworem etanolu (45% - 50% )} i suszy.

Opisane powyzej metody otrzymywania frakcji miksoksantofili, charakteryzujg sie
wieloetapowoscig procedury i wymagajg zwykle kombinacji dwoch lub wiecej technik
podziatowych, strgceniowych i/lub  chromatograficznych. WieloetapowoS¢ metod
otrzymywania miksoksantofili jest czasochtonna i generuje wysokie koszty. Dodatkowo,
zaleznie od uzytych odczynnikow, frakcje miksoksantofili uzyskane technikami podziatowymi i
straceniowymi zawieraC mogg znaczace domieszki innych metabolitow sinicowych (m.in.
chlorofile, inne karotenoidy, lipidy), wykrywalne metodami chromatograficznymi i/lub
spektroskopowymi.

Istota wynalazku

Nieoczekiwanie wyzej wymienione problemy udato sie rozwigza¢ w przedmiotowym
wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania wysokiej czystosci miksoksantofili
z ekstraktow barwnikowych cyjanobakterii obejmujgcy:

a) ekstrakcje rozpuszczalnikowg biomasy z cyjanobakterii z wykorzystaniem sonifikaciji,
b) odwirowanie osadu z cyjanobakterii z etapu a) i dekantacje nadsaczu,
c) otrzymanie ekstrakiu poprzez odparowanie rozpuszczalnika lub mieszaniny

rozpuszczalnikéw z nadsgczu uzyskanego w etapie b),

d) rozpuszczenie ekstraktu otrzymanego w etapie ¢) w rozpuszczalniku lub mieszaninie
rozpuszczalnikow,

e) wprowadzenie roztworu ekstraktu z etapu d) na kolumne chromatograficzna,
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f) oczyszczanie rozpuszczonego ekstraktu na kolumnie chromatograficznej,

przy czym etapy a) - f) prowadzi sie w nieobecnosci swiatta,
charakteryzujgcy sie tym, ze oczyszczanie na kolumnie chromatograficznej prowadzi sie w
warunkach izokratycznych z wykorzystaniem adsorbentu o charakterze polarnym, przy czym
elucje w pierwszym etapie prowadzi sie w statym przeptywie nie wiekszym niz 5 ml/min do
momentu catkowitego oddzielenia zaadsorbowanych na kolumnie miksoksantofili od
pozostatychbarwnikow, natomiast jako eluent stosuje sie¢ mieszanine rozpuszczalnikow eter
naftowy:aceton, korzystnie o stosunku objeto$ciowym 6:4, zas w drugim etapie prowadzi sie
elucje z wykorzystaniem rozpuszczalnika lub mieszaniny rozpuszczalnikbw o wysokiej
polarnosci do momentu catkowitego wymycia miksoksantofili z kolumny.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku ekstrakcje rozpuszczalnikowg prowadzi sie
w rozpuszczalniku lub mieszaninie rozpuszczalnikow o wysokiej polarnosci.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku ekstrakcje rozpuszczalnikowg prowadzi sie
w mieszaninie rozpuszczalnikow aceton:metanol, korzystnie o stosunku objetosciowym 7:2,
lub innym rozpuszczalniku lub mieszaninie rozpuszczalnikbéw o analogicznej polarnosci.

Korzystnie, w sposobie wedlug wynalazku etap ekstrakcji, odwirowania i dekantaciji
powtarza sie do momentu, gdy po ponownym zawieszeniu osadu, ciecz ekstrahujgca nie
zmienia barwy.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku ekstrakt otrzymany po odparowaniu
mieszaniny rozpuszczalnikdw z nadsgczu rozpuszcza sie w mieszaninie rozpuszczalnikbw
eter naftowy:aceton o stosunku objeto$ciowym 6:4.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku adsorbent o charakterze polarnym stanowi
kwas (meta)krzemowy, niemodyfikowany zel krzemionkowy lub tlenek glinu.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku adsorbent o charakterze polamym przed
wprowadzeniem na kolumne zawiesza sie w mieszaninie rozpuszczalnikow eter
naftowy:aceton o stosunku objetosciowym 6:4.

Korzystnie, w sposobie wedlug wynalazku rozpuszczalnik Ilub mieszanina
rozpuszczalnikéw o wysokiej polarmosci stosowana w drugim etapie elucji stanowi metanol lub
etanol lub rozpuszczalnik o analogicznej polarnosci.

W kontekscie niniejszego wynalazku jako ,adsorbent o charakterze polarnym” nalezy
rozumie¢ substancje charakteryzujgca sie elektrycznym momentem dipolowym réznym od
zera lub posiadajacg grupy funkcyjne charakteryzujgce sie elektrycznym momentem
dipolowym réznym od zera. Przykladowymi adsorbentami o charakterze polarnym sg: kwas
(meta)krzemowy, niemodyfikowany zel krzemionkowy lub tlenek glinu.

W kontekscie niniejszego wynalazku jako ,rozpuszczalnik o wysokiej polarnosci”
nalezy rozumieC substancje inng niz woda, charakteryzujaca sie elektrycznym momentem

dipolowym roéznym od zera oraz wartoscig stalej dielekirycznej nie mniejszg niz 20, w
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warunkach stanu standardowego ({j. cisnieniu 1000 hPa i temperaturze 25°C). Przykladowymi
rozpuszczalnikami o wysokiej polarnosci sg: metanol, etanol lub ich dowolne mieszaniny.

W kontekscie niniejszego wynalazku jako ,warunki izokratyczne” nalezy rozumie¢
warunki elucji z kolumny, w ktérych zapewniony jest niezmienny, staty sktad fazy ruchomej, co
skutkuje stabilnoscig oddziatywania pomiedzy fazg stacjonarng (adsorbent) i fazg ruchomg
(eluent).

W kontekscie niniejszego wynalazku jako ,rozpuszczalnik o analogicznej polarnosci”
nalezy rozumie¢ rozpuszczalniki inne niz etanol lub metanol lub ich mieszaniny
charakteryzujgce sie statg dielektryczng nie mniejszg niz 20, w warunkach stanu
standardowego.

Dla lepszego zrozumienia istoty przedmiotowego wynalazku zostat on wyjasniony w
ponizszych przyktadach oraz zatgczonych figurach.

Na Fig. 1 zaprezentowano rozdziat chromatograficzny ekstraktu barwnikow z komoérek
sinicy Synechocystis PCC 6803. na ziozu zawierajgcym kwas (meta)krzemowy
zrownowazony solwentem eter naftowy:aceton (6:4). (A) Poczatkowa faza rozdziatu —
widoczna separacja barwnikow z ekstraktu. (B) Faza koncowa rozdziatu — miksoksantofile
(glikozydy karotenoidow) widoczne na szczycie kolumny.

Na Fig.2 zaprezentowana zostata analiza frakcji miksoksantofilu Synechocystis PCC
6803. (A) Chromatogram HPLC/DAD przy diugosci fali 470 nm, zaznaczono czasy retencji
poszczegdlnych substancji. (B) Widma absorpcyjne odpowiadajgce rozdzielanym
substancjom.

Na Fig.3 zaprezentowana zostata analiza LC/MS frakcji miksoksantofilu Synechocystis
PCC 6803. Chromatogram przy 450 nm (A), widmo masowe (ESI, jony dodatnie) dla piku o
czasie retencji 5.56 min — miksoksantofil (B) oraz widmo fragmentacyjne (C ) dla tej substanciji.

Na Fig.4 zaprezentowana zostata analiza frakcji miksoksantofilu Anabaena 7120. (A)
Chromatogram  HPLC/DAD  przy diugosci fali 470 nm, zaznaczono czasy retencji
poszczegdlnych substancji. (B) Widma absorpcyjne odpowiadajgce rozdzielanym
substancjom.

Na Fig. 5 zaprezentowana zostata analiza LC/MS frakcji miksoksantofilu Anabaena
7120. Chromatogram przy 450 nm (A) oraz widma masowe (ESI, jony dodatnie) pikéw o
czasie retencji 10.32 min — ketomiksoksantofil (B) i 11.42 min - miksoksantofil (C).

Na Fig.6 zaprezentowana zostata analiza frakcji miksoksantofilu Arthrospira platensis
(Spirulina) (A) Chromatogram HPLC/DAD przy dtugosci fali 470 nm, zaznaczono czasy retencji
poszczegdlnych substancji. (B) Widma absorpcyjne odpowiadajgce rozdzielanym
substancjom.

Na Fig. 7 zaprezentowana zostata analiza LC/MS frakcji glikozydow karotenoidowych

Arthrospira platensis (Spirulina) (A) Chromatogram przy 450 nm (A) oraz widma masowe (ESI,
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jony dodatnie) pikbw o czasie retencji 7.22 min — hydromiksoksantofil (B) i 11.40 min -
miksoksantofil (C).

Na Fig.8 zaprezentowana zostata analiza frakcji glikozydow karotenoidowych
Arthrospira platensis (Spirulina) izolowanej z preparatu handlowego (A) Chromatogram
HPLC/DAD przy diugosci fali 470 nm, zaznaczono czasy retencji poszczegolnych substanciji.
(B) Widmo absorpcyjne odpowiadajgce maksimum o czasie retencji 2.18 min. (C )} Widmo
absorpcyjne odpowiadajgce maksimum o czasie retencji 2.37 min.

Przykiad 1 — Procedura ogélna otrzymywania miksoksantofili z ekstraktu cyjanobakterii
(sinic)

Wszystkie czynnosci przeprowadza sie w ciemnosci, bgdz z uzyciem naczyn
ostonietych w taki sposéb, by nie nastepowat kontakt ich zawartosci ze swiattem.

Zebrang biomase sinicowa poddaje sie sonifikacji w mieszaninie aceton:metanol w
stosunku objetosciowym 7:2 lub w 100% acetonie lub innym polarnym rozpuszczalniku
organicznym (np. etanol, eter dimetylowi itp.). Osad komorkowy oddziela sie od nadsgczu
poprzez wirowanie (5 min, min. 5000 rpm) i dekantacje, po czym ponownie zawiesza sie go w
mieszaninie ekstrakcyjnej i wytrzgsa energicznie. Ponownie przeprowadza sie wirowanie i
dekantacje. Nadsgcz za kazdym razem jest zbierany. Procedure powtarza sie, az do
momentu, gdy po zawieszaniu osadu, ciecz nie zmienia barwy. Tak przygotowany ekstrakt
barwnikow zageszcza sie przez odparowanie pod zmniejszonym cisnieniem na wyparce
obrotowej w temp. do 50°C lub przy pomocy strumienia gazu obojetnego (np. azotu). Po
odparowaniu, barwniki rozpuszcza sie ponownie w matej objetosci mieszaniny eter naftowy
(temp. wrzenia 40-60°C):aceton w stosunku objetosciowym 6:4.

Do kolumny chromatograficznej (20 x 120 mm) nalezy wlac¢ przygotowane uprzednio
ztoze - kwas (meta)krzemowy (H2SiOs, MM: 78,10) niemodyfikowany chemiczne lub inny
adsorbent o podobnych wiasciwosciach fizykochemicznych (niemodyfikowany zel
krzemionkowy lub tlenek glinu), zawieszony w mieszaninie eter naftowy:aceton w stosunku
objetosciowym 6:4. Po ustabilizowaniu ztoza kolumne nalezy podtgczy¢ do pompy prozniowej
poprzez kolbe filtracyjng. Nastepnie na kolumne wprowadza sie uprzednio przygotowany
ekstrakt barwnikow. Poprzez uruchomienie pompy nalezy wytworzy¢ podcisnienie
wystarczajgce do wytworzenia przeptywu rzedu 5 ml/min. Rozdziat prowadzi sie izokratycznie,
przy statym przeptywie, uzupetniajgc w miare potrzeby eluent (eter naftowy:aceton w stosunku
objetosciowym 6:4) nad zlozem kolumny. Eluent moze stanowi¢ inny rozpuszczalnik
organiczny bgdz mieszanina rozpuszczalnikow wykazujgcg sie statg dielektryczng rzedu 9.5.
Rozdziat barwnikow nastepuje zgodnie ze wzrastajgcg polarnoscig - najpierw kolumne
opuszczajg substancje najmniej polarne, w tym karoteny, chlorofile oraz ksantofile inne niz
miksoksantofil. Miksoksantofil(e) mozna zaobserwowa¢ na Kkolumnie jako wyraznie

pomarahnczowy pas u szczytu kolumny, ktéry migruje bardzo wolno w poréwnaniu do
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pozostatych barwnikow. Poczgtkowg i koncowg faze rozdziatu, z frakcjg glikozydow
karotenoidowych zwigzang na zlozu adsorbenta ilustruje Fig. 1. Po usunieciu innych
barwnikow, gdy na kolumnie pozostanie jedynie frakcja miksoksantofili, nalezy wymienic kolbe
filtracyjng, a nastepnie kontynuowaé elucje przy pomocy czystego metanolu (lub innego
polarnego rozpuszczalnika o zblizonych wiasciwosciach fizykochemicznych np. etanol), ktéry
umozliwia elucje miksoksantofili z kolumny. Elucje nalezy prowadzi¢ do momentu catkowitego
odbarwienia ztoza. Zebrany w kolbie filtracyjnej roztwor miksoksantofili nalezy zagesci¢ przez
odparowanie lub przedmuchiwanie gazem obojetnym (azot) w taki sam sposoéb, jak ekstrakt

barwnikow przed rozdziatem chromatograficznym.

Przykiad 2 — Otrzymywanie miksoksantofilu z jednokomérkowej sinicy Synechocystis
PCC6803

Synechocystis sp. PCC 6803 (szczep pozyskany z Pasteur Culture Collection of
Cyanobacteria (Institut Pasteur)) hodowano fotoautotroficznie w ptynnej pozywce BG11
(Rippka et al., 1979) z dodatkiem 5 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), w temperaturze 23°C, przy

statym o$wietleniu o mocy strumienia 60 umol fotonéw m= s

, Z wykorzystaniem lamp
fluorescencyjnych (Philips TL-D 18 W/33—640). Hodowle zawiesinowe (200 ml w kolbach
Erlenmayera o objetosci catkowitej 500 ml) byly wytrzgsane na wytrzgsarce rotacyjnej z
predkoscig 150 rpm. Wzrost hodowli monitorowano przez pomiar gestosci optycznej ODzso na
spektrofotometrze Jasco-V650.

Komoérki z hodowli o catkowitej objetosci 3 L, w fazie stacjonarnej (zwykle 21 dni od
inokulacji, OD7s0= 0.5-0.8) byly zbierane przez wirowanie (7000 rpm, 5 min). Supernatant
odrzucano, a osad komoérkowy poddawano sonifikacji (10 min, 70% mocy; Sonix, Vibracell
VCX 750) w ok. 200 ml mieszaniny ekstrakcyjnej aceton:metanol o stosunku objetosciowym
7:2 dodawanej w 3 porcjach o rownej objetosci, a nastepnie zageszczano poprzez
odparowanie przy uzyciu wyparki prézniowej w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

Osuszong mieszanine barwnikdéw rozpuszczano w mieszaninie rozpuszczalnikow do
chromatografii adsorpcyjnej o skladzie eter naftowy:aceton w stosunku objetosciowym 6:4 i
poddawano rozdziatowi na kolumnie o objetosci ztoza 300 mL, zawierajgcej kwas
(meta)krzemowy zréwnowazony tg mieszaning rozpuszczalnikow, w sposob przedstawiony w
Przyktadzie 1. Kolumne eluowano 500 ml metanolu po zakonczeniu rozdziatu.

Otrzymany roztwor miksoksantofilu zageszczano przez odparowanie na wyparce
prézniowej i poddawano suszeniu w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

Sktad otrzymanej frakcji analizowano metodg HPLC/DAD przy uzyciu chromatografu
Jasco PU-4180 z detektorem z matrycg fotodiod Jasco MD-410 i kolumng Zorbax SB-C18
(wymiary: 4,6 mm x 150 mm, porowatosé: 3,5 pm) (Agilent Technologies). Frakcje

rozpuszczano bezposrednio w fazie ruchomej o sktadzie acetonitryl:metanol:woda o stosunku
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objetosciowym 72:8:1 (Gillmore i Yamamoto, 1991). Rozdziat chromatograficzny
przeprowadzono jak opisano w (Mysliwa-Kurdziel i in., 2012) szybkos¢ przeptywu: 0,7 ml/min
rosngca do 1,4 ml/min w pierwszych 16,5 min; objetosc probki 110 pl i dlugos¢ fali detekcji 470
nm.

Na chromatogramie HPLC/DAD (Fig. 2A) zidentyfikowano jedno giéwne maksimum
(czas retencji 7,11 min; 67,83% catkowitej powierzchni pod pikami) i 3 maksima o mniejszej
intensywnosci (czasy retencji 8,26 8,70 i 8,90 min; odpowiednio 3,37%, 12,66%, 16,15%
catkowitej powierzchni pod pikami). Widma absorpcyjne rozdzielonych zwigzkdw
przedstawiono na Fig. 2B. Wykazujg one znaczne podobienstwo w zakresie UV/Vis. W
szczegoblnosci, substancija 1, o czasie retencji RT=7,11 min posiada maksima absorpcji (A)ymax
= 366, 452, 476, 506 nm; substancja 2, o czasie retencji RT=8,27 min, (A)max = 366, 448, 472,
504 nm; substancja 3, o czasie retencji RT=8,70 min, (\)max = 366, 446, 470, 502; substancja
4, o czasie retencji RT=8,90 nm; (A\)max = 364, 446, 470, 500). Przedstawione widma
absorpcyjne odpowiadajg znanym z literatury przedmiotu widmom absorpcyjnym
miksoksantofilu (Takaichi et al, 2001). Obserwowane roznice, odpowiada¢ mogg formom
izomerycznym zwigzku, w szczegolnosci trans-miksoksantofilowi (substancja 1) oraz cis-
miksoksantofilom (substancje 2-4), charakteryzujgcym sie zaznaczong absorpcjg w zakresie
UV (Melendez-Martinez et al, 2013).

W celu dalszej identyfikacji tozsamosci wydzielonych zwigzkdéw przeprowadzono
analize LC/MS technikg ESI (Fig. 3A-C). Analiza ta umozliwita potwierdzenie obecnosci w
badanej frakcji 4 substancji (Fig. 3A) o widmie masowym jonow dodatnich odpowiadajgcym
miksoksantofilowi (Fig. 3B), charakteryzujgcym sie masg czgsteczkowg 758 u oraz stosunkiem
masy do fadunku dla jonu macierzystego m/z=758 (Fig. 3C).. Analiza ta potwierdza, ze w
otrzymanej frakcji wystepujg 4 formy izomeryczne miksoksantofilu. W przypadku substancji
charakteryzowanych czasami retencji 6.01; 6.30; 6.48 min podano jedynie warto§¢ m/z jonu
gtdbwnego. Wartosci m/z dla pozostatych jonéw tych substancji sg identyczne z doktadnoscia
do drugiego miejsca po przecinku jak te wykazane dla substancji z RT=5.56 min. Analizowana
frakcja charakteryzuje sie wysokim stopniem czystosci i homogennosci, z uwagi na fakt, iz
sumaryczna powierzchnia pikéw miksoksantofili pokrywa 91% catkowitej powierzchni pod
chromatogramem oraz brak jest innych substancji towarzyszacych.

Zestawienie wartosci m/z obserwowane dla jondéw zidentyfikowanych substancji
przedstawiono w Tabeli 1a.

Wartosci m/z obserwowanych dla jonow fragmentacyjnych zidentyfikowanych
substancji zestawiono w Tabeli 1b. Pozwalajg one jednoznacznie zidentyfikowa¢ wszystkie

sktadniki wyosobnionej frakcji jako miksoksantofil.
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Tabela 1a - Zestawienie czasow retencji zwigzkow obecnych we frakcji miksoksantofilu ze

Synechocystis na podstawie chromatogramu wraz z odpowiadajgcymi im m/z wybranych

jondéw wyznaczonych metodg spektrometrii mas wraz z identyfikacjg zwigzkow.

Czas
Zidentyfikowany
retencji . Jony [m/z]
zwiagzek
[min]
Miksoksantofil
5.56 758.47 | 781.50| 1541.02 | 843.54| 567.42 | 549.41
(dimetylofukozyd)
Miksoksantofil
6.01 758.51
(dimetylofukozyd)
Miksoksantofil
6.30 758.48
(dimetylofukozyd)
Miksoksantofil
6.48 . 758.45
(dimetylofukozyd)

Tabela 1b - Zestawienie jondw fragmentacyjnych dla jonu o m/z = 781 (gtdwny pik) dla

kazdego z wykrytych zwigzkow

Czas

retencji Jony fragmentacyjne dla jonu o stosunku masy do tadunku 781 [m/z]
[min]
5.56 700.46 608.41 525.36 433.31 209.13 145.1
6.01 700.46 608.39 525.36 433.3 145.1
6.30 700.49 608.42 525.37 433.31 145.1
6.48 700.5 608.38 525.36 433.3 209.12 145.09

Stezenie miksoksantofilu oceniano ilosciowo wykorzystujgc wspdiczynnik absorpcji molowej

€= 1253, przy dtugosci fali 440 nm. Zwykle, w zaleznosci od konkretnych warunkéw hodowli,

z 3 L kultury Synechocystis o gestosci optycznej OD7s9 co najmniej 0.5 otrzymuje sie ok. 200

mikrogramow miksoksantofilu o czystosci 91 %.

Przykiad 3 — Otrzymywanie miksoksantofilu z kolonijnej sinicy Anabaena 7120
Anabaena PCC 7120 (szczep UTEX 2576 pozyskany z kolekcji UTEX nalezacej do
University of Texas, Austin, dostepny réwniez jako Nostoc sp. (ATCC® 27893™)) byta
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hodowana fotoautotroficznie w ptynnej pozywce BG11 (-N) (Rippka et al., 1979) z dodatkiem
5mM HEPES-NaOH (pH 7.5), w temperaturze 23°C, przy stalym oswietleniu o mocy
strumienia 60 pmol fotonéw m™ s™', z wykorzystaniem lamp fluorescencyjnych (Philips TL-D
18 W/33-640). Hodowle zawiesinowe (200 ml w kolbach Erlenmayera o objetosci catkowite]
500 ml) byly wytrzgsane na wytrzasarce rotacyjnej z predkoscig 150 rpm. Wzrost hodowli
monitorowano przez pomiar gestosci optycznej OD7s0 na spektrofotometrze Jasco-V650.

Komoérki z hodowli o catkowitej objetosci 3 L, w fazie stacjonarnej (zwykle 21 dni od
inokulacji, OD750=0.5-0.8) byly zbierane przez wirowanie (7000 rpm, 5 min). Supernatant
odrzucano, a osad komoérkowy poddawano sonifikacji (10 min, 70% mocy; Sonix, Vibracell
VCX 750) w ok. 200 ml mieszaniny ekstrakcyjnej aceton:metanol o stosunku objetosciowym
7:2 dodawanej w 3 porcjach o rownej objetosci, a nastepnie zageszczano poprzez
odparowanie przy uzyciu wyparki prézniowej w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

Osuszong mieszanine barwnikdéw rozpuszczano w mieszaninie rozpuszczalnikow do
chromatografii adsorpcyjnej o sktadzie eter naftowy:aceton o stosunku objetosciowym 6:4 i
poddawano rozdziatowi na kolumnie o objetosci ztoza 300 mL, zawierajgcej kwas
(meta)krzemowy zréwnowazony tg mieszaning rozpuszczalnikow, w sposob przedstawiony w
Przyktadzie 1. Kolumne eluowano 500 ml metanolu po zakonczeniu rozdziatu.

Otrzymany roztwor miksoksantofilu zageszczano przez odparowanie na wyparce
prézniowej i poddawano suszeniu w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

Sktad otrzymanej frakcji analizowano metodg HPLC/DAD, a nastepnie LC/MS jak
opisano w Przyktadzie 2.

Na chromatogramie HPLC/DAD (Fig. 4A) zidentyfikowano jedno giéwne maksimum
(czas retencji 5,05 min; 62,43% catkowitej powierzchni pod pikami) i 4 maksima o mniejszej
intensywnosci (czasy retencji 1,58, 5,71,6,22 i 7,12 min; odpowiednio 2,67%, 13,24%, 12,75%
i 3,50% catkowitej powierzchni pod pikami). Widma absorpcyjne rozdzielonych zwigzkow
przedstawiono na (Fig. 4B). Wykazujg one znaczne podobienstwo w zakresie UV/Vis. W
szczegoblnosci, substancija 1, o czasie retencji RT=5,05 min posiada maksima absorpcji (A)max
= 480 nm; substancja 2, o czasie retencji RT=1,58 min, (A)ymax = 450 nm; substancja 3, o
czasie retencji RT=5,71 min, (A\)max =476 nm ; substancja 4, o czasie retencji RT=6,22 min,
(Mmax =475 nm; substancja 5, o czasie retencji RT=7,12 min (A)ymax =470 nm. Uzyskane
widma absorpcyjne odpowiadajg znanym z literatury przedmiotu widmom absorpcyjnym keto-
miksoksantofilu i miksoksantofilu. Substancje charakteryzujgce sie czasami retencji 6,22 i
7,12 min odpowiada¢ mogg formom izomerycznym (cis-miksoksantofilom).

W celu dalszej identyfikacji tozsamosci wydzielonych zwigzkdéw przeprowadzono
analize LC/MS technikg ESI (Fig. 5A). Analiza ta umozliwita potwierdzenie obecnosci w
badanej frakcji tacznie 9 substancji, w tym 4 substancji o widmie masowym jondéw dodatnich

odpowiadajgcym ketomiksoksantofilowi i 3 substancji odpowiadajgcym miksoksantofilowi (Fig.
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5B,C), charakteryzujgcych sie masg czgsteczkowg odpowiednio 744 i 730 oraz stosunkiem
masy do tadunku dla jonu macierzystego m/z=744 i 730. Analiza ta potwierdza, ze w
otrzymanej frakcji wystepujg co najmniej 4 formy izomeryczne ketomiksoksantofilu i 3 izomery
miksoksantofilu. Analizowana frakcja charakteryzuje sie wysokim stopniem czystosci i
homogennosci, z uwagi na fakt, iz sumaryczna powierzchnia pikow miksoksantofili pokrywa
98% catkowitej powierzchni pod chromatogramem oraz brak jest innych substancji
towarzyszacych.

Zestawienie najwazniejszych parametrow charakteryzujacych zidentyfikowane
substancje przedstawiono w Tabeli 2.
Tabela 2 — Zestawienie czasow retencji zwigzkdw obecnych we frakcji miksoksantofilu z
Anabaena 7120 na podstawie chromatogramu wraz z odpowiadajgcymi im wybranymi jonami

oznaczonymi metodg spektrometrii mas wraz z identyfikacjg zwigzku.

Czas %
Zident.
retencji . Jony [m/z] zawart
zwigzek
[min] osci
4-keto
10.32 744.46 1 581.4 | 563.39 | 523.35 54.8
miksoksantofil
11.42 Miksoksantofil | 730.48 | 583.41 | 567.42 | 549.41 14.56
4-keto
13.03 744.461730.48 | 581.4 | 563.29 | 539.39 | 313.27 0.78
miksoksantofil
4-keto
14.59 744.461730.48 | 581.4 | 563.29 | 539.39 | 313.29 0.94
miksoksantofil
4-keto
14.85 744.46 1 581.4 | 563.39 | 523.35 1.68
miksoksantofil
4-keto
15.20 744.46 1 581.4 | 563.39 | 523.35 9.25
miksoksantofil
4-keto
15.35 744.46 1 581.4 | 563.39 | 523.35 9.42

miksoksantofil

16.06 | Miksoksantofil | 730.48 - 567.42 | 539.29 313.27 | 1.55

16.61 Miksoksantofil | 730.48 - 567.42 | 549.41 7.01
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Zwykle, w zaleznosci od konkretnych warunkow hodowli, z 3 L kultury o gestosci optyczne;j
OD7s0 co najmniej 0.5 otrzymuje sie ok. 300 mikrogramdw miksoksantofilu, o czystosci co

najmniej 95%.

Przykiad 4 — Otrzymywanie frakcji glikozydow karotenoidowych z nietoksycznej sinicy
Arthrospira platensis (Spirulina) zawierajacej miksoksantofile

Cyjanobakteria Arthrospira platensis (szczep SAG 85.79 dostepny w kolekgcji
Uniwersytetu w Getyndze) (szczep ten anotowany jest takze w UTEX (UTEX 2340) jako
~opirulina platensis”, ekwiwalentny szczep Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont (ATCC®
29408™) jest sinicg, w ktorej sktadzie karotenoidowym wystepujg 2 typy zwigzkow
glikozydowych: miksoksantofil i oscylaksantyna (1,1'-dihydroxy-2,2’-di-B-I-rhamnosyl-1,2,1',2"-
tetrahydro-3,4,3',4'-tetradehydrolycopene) (Hertzberg i Liaaen-Jensen, 1969).

A. platensis byta hodowana fotoautotroficznie w ptynnej pozywce wedlug Zarrouk
(Vonshak, 1997), z dodatkiem NaOH (koncowe pH >9.0), w temperaturze 22°C, przy
o$wietleniu o mocy strumienia 70 umol fotonéw m™ s™' i fotoperiodzie 16/8h, z wykorzystaniem
lamp fluorescencyjnych (Philips TL-D 18 W/33-640). Hodowle zawiesinowe (3000 ml w
kolbach Erlenmayera o objetosci catkowitej 5000 ml) byty mieszane co najmniej 1 raz na 48h.
Wzrost hodowli monitorowano przez pomiar gestosci optycznej ODzso na spektrofotometrze
Jasco-V650.

Komoérki z hodowli o catkowitej objetosci 3 L, w fazie stacjonarnej (zwykle 21 dni od
inokulacji, OD750=0,5-0,8) byly zbierane przez wirowanie (7000 rpm, 5 min). Supernatant
odrzucano, a osad komérkowy poddawano sie sonifikacji (10 min, 70% mocy; Sonix, Vibracell
VCX 750) w ok. 200 ml mieszaniny ekstrakcyjnej aceton:metanol o stosunku objetosciowym
7:2 dodawanej w 3 porcjach o roéwnej objetosci, a nastepnie zageszczany poprzez
odparowanie przy uzyciu wyparki prézniowej w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

Osuszong mieszanine barwnikdéw rozpuszczano w mieszaninie rozpuszczalnikow do
chromatografii adsorpcyjnej o sktadzie eter naftowy:aceton o stosunku objetosciowym 6:4 i
poddawano rozdziatowi na kolumnie o objetosci ztoza 300 mL, zawierajgcej kwas
(meta)krzemowy zréwnowazony tg mieszaning rozpuszczalnikow, w sposob przedstawiony w
Przyktadzie 1. Kolumne eluowano 500 ml metanolu po zakonczeniu rozdziatu.

Otrzymany roztwor miksoksantofilu zageszczano przez odparowanie na wyparce
prézniowej i poddawano suszeniu w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

Sktad otrzymanej frakcji analizowano metodg HPLC/DAD przy uzyciu chromatografu
Jasco PU-4180 z detektorem z matrycg fotodiod Jasco MD-410 i kolumng Zorbax SB-C18
(wymiary: 4,6 mm x 150 mm, porowatosé: 3,5 pm) (Agilent Technologies). Frakcje
rozpuszczano bezposrednio w fazie ruchomej o sktadzie acetonitryl:metanol:woda o stosunku

objetosciowym 72:8:1 (Gillmore i Yamamoto, 1991). Rozdziat chromatograficzny
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przeprowadzono jak opisano (Mysliwa-Kurdziel i in., 2012) szybkos¢ przeptywu: 0,7 ml/min
rosngca do 1,4 ml/min w pierwszych 16,5 min; objetosc probki 110 pl i dlugos¢ fali detekcji 470
nm.

Na chromatogramie HPLC/DAD (Fig. 6A) zidentyfikowano jedno gtdbwne maksimum
(czas retencji 5,76 min; 50,74% catkowitej powierzchni pod pikami) i 3 maksima o mniejszej
intensywnosci (czasy retencji 3,45, 4,66 i 5,27 min; odpowiednio 9,47%, 19,04%, 4,81%
catkowitej powierzchni pod pikami). Widma absorpcyjne rozdzielonych zwigzkdw
przedstawiono na (Fig. 6B). Wykazujg one wyraznie zaznaczone roznice tak potozenia
maksimow jak i struktury widma w zakresie UV/Vis. W szczego6lnosci, substancja 1, o czasie
retencji RT=5,76 min posiada maksima absorpcji (A\)max = 474 nm. Widmo absorpcyjne tej
substancji odpowiada znanym z literatury przedmiotu widmom absorpcyjnym keto-
miksoksantofilu i miksoksantofilu. Substancja 2, o czasie retencji RT=3,45 min, posada
maksima absorpcji (\)ymax = 414 nm; oraz substancja 3, o czasie retencji RT=4,66 min, (A)ymax
=416 nm. Widma absorpcyjne tych substancji odpowiada¢ mogg pochodnym karotenoiddéw o
wiasciwosciach hydrofilowych (np. oscylaksantynie). Maksimum 4, o czasie retencji RT=5,27
min, charakteryzuje sie brakiem wyraznej strukitury widma i odpowiada prawdopodobnie
nierozdzielonej mieszaninie substanciji.

W celu dalszej identyfikacji tozsamosci wydzielonych zwigzkdéw przeprowadzono
analize¢ HPLC/MS technikg ESI (Fig. 7A). Analiza ta potwierdzita obecnosc¢ w badanej frakgcji
tacznie 17 substancji, w tym 1 substancji o widmie masowym jonoéw dodatnich
odpowiadajgcym hydromiksoksantofilowi i 4 substancji odpowiadajgcym miksoksantofilowi
(Fig. 7B,C) oraz 3 substancji odpowiadajgcym oscylaksantynie, charakteryzujgcych sie masg
czgsteczkowg odpowiednio 730, 746 i 893 oraz stosunkiem masy do tadunku dla jonu
macierzystego m/z= 730, 746 i 893. Analiza ta potwierdza, ze w otrzymanej frakcji wystepuja
co najmniej 3 formy izomeryczne miksoksantofilu (wtaczajgc hydromiksoksantofil) i co najmnie;j
2 formy oscylaksantyny. Wystepuje rowniez zauwazalny udziat nierozdzielonej mieszaniny
stanowigcej przypuszczalnie zagregowane i/lub  zjonizowane formy glikozydow
karotenoidowych (widoczne na chromatogramie, Fig. 6A) oraz obecnos¢ kwasu oleinowego,
stanowigcego zanieczyszczenie (na poziomie ok. 5%). Stwierdzona obecnos¢
deoksymetylopentozy wskazuje, iz obecne w mniejszych ilosciach pozostate sktadniki frakciji
stanowic mogg produkty rozpadu glikozylowanych karotenoiddw, w tym gtdwnie
oscylaksantyny (Aakermann et al., 1992).

Zestawienie najwazniejszych parametréow charakteryzujgcych zidentyfikowane

substancje zostaly przedstawione w Tabeli 3.



PK/8113/RW 14

Tabela 3 — Zestawienie czasow retencji zwigzkdw obecnych we frakcji miksoksantofilu z
Arthrospira platensis na podstawie chromatogramu wraz z odpowiadajgcymi im wybranymi

jonami oznaczonymi metodg spektrometrii mas wraz z identyfikacjg zwigzku.

Czas "
retenciji Zident. zwigzek Jony [m/z] ’ o
zawartosci
[min]
59 532.381663.44|576.38 | 515.36 | 316.23 1.43
Hydroksy
7.22 746.47 1 658.47 26.28
miksoksantofil
Miksoksantofil —
7.57 313.281515.32| 475.33 | 331.28 0.44
produkt degradacji
Miksoksantofil —
8.42 313.27 1 147.93 | 366.26 | 515.32 | 326.43 | 570.46 | 614.48 | 658.51 6.08
produkt degradacji
9.1 Oscylaksantyna 440.411326.38 | 147.93 [ 149.93 | 483.36 | 512.42 | 526.43 570.46 0.79
9.52 147.931 149.93 | 319.28 | 392.27 | 570.46 | 575.51| 744.46 | 746.48 2.93
10.58 280.26 | 149.93| 263.34 | 730.54 | 746.47 | 763.48 2.89
11.4 Miksoksantofil 730.48 | 672.44| 567.42 28.29
Nierozdzielona
11.65 . . 730.48 | 746.48| 575.50 | 395.39 | 294.28 | 149.93] 139.99 212
mieszanina
12.8 Kwas oleinowy 282.28637.31| 265.25 | 247.24 3.27
13.2 Kwas oleinowy 282.281625.27 | 481.31| 381.30 | 265.25 | 247.24 2.00
14.06 Miksoksantofil 382.441730.48| 685.17 [ 575.50 | 394.33]294.28 | 284.30 | 149.93 1.51
14.36 593.28 | 758.56 | 575.90 1.36
15 474.311593.28| 418.25 362.19 | 250.06 | 147.93 0.87
15.58 Miksoksantofil 284.301730.49| 575.51 [ 564.45| 474.32 | 279.09 | 147.93 9.33
16.25 Miksoksantofil 730.481673.44 639.27 | 575.50 | 546.48 8.64
Deoksymetylo
16.61 t 149.93| 147.93 | 310.31| 474.31| 575.51] 700.55| 730.48 | 744.59 1.77
pentoza

Zwykle, w zaleznosci od konkretnych warunkow hodowli, z 3 L kultury o gestosci optyczne;j
OD7s0 co najmniej 0.5-0.8 otrzymuje sie ok. 800 mikrogramow frakcji glikozylowanych

karotenoidow o czystosci ok. >80%. Poza glikozydami karotenoidowymi, jedyng substancjg
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organiczng pochodzenia biologicznego, identyfikowalng przy pomocy spektrometrii mas, jest

kwas oleinowy.

Przykiad 5 — Otrzymywanie miksoksantofilu z suchej masy (preparat handlowy)
Arthrospira platensis (Spirulina)

1 g suchej masy Arthrospira platensis (preparat dostepny handlowo - tabletki) Witpak
Spirulina Tabletki 250 g; suplement diety; kraj pochodzenia: Chiny, producent WITPAK sp. Z
0.0. sp. K. ul. Chatubinskiego 13, 25-619 Kielce; numer partii: 061119-1
ekstrahowano 250 ml w mieszaninie ekstrakcyjnej aceton:metanol o stosunku objetosciowym
7:2, a nastepnie zageszczano poprzez odparowanie przy uzyciu wyparki prézniowej w
temperaturze pokojowej w ciemnosci.

Osuszong mieszanine barwnikdéw rozpuszczano w mieszaninie rozpuszczalnikow do
chromatografii adsorpcyjnej o sktadzie eter naftowy:aceton o stosunku objetosciowym 6:4 i
poddawano rozdziatowi na kolumnie o objetosci ztoza 300 mL, zawierajgcej kwas
(meta)krzemowy zréwnowazony tg mieszaning rozpuszczalnikow, w sposob przedstawiony w
Przyktadzie 1. Kolumne eluowano 500 ml metanolu po zakonczeniu rozdziatu.

Otrzymany roztwor miksoksantofilu zageszczano przez odparowanie na wyparce
prézniowej i poddawano suszeniu w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

Sktad otrzymanej frakcji analizowano metodg HPLC/DAD przy uzyciu chromatografu
Jasco PU-4180 z detektorem z matrycg fotodiod Jasco MD-410 i kolumng Zorbax SB-C18
(wymiary: 4,6 mm x 150 mm, porowatosé: 3,5 pm) (Agilent Technologies). Frakcje
rozpuszczano bezposrednio w fazie ruchomej o sktadzie acetonitryl:metanol:woda o stosunku
objetosciowym 72:8:1 (Gillmore i Yamamoto, 1991). Rozdziat chromatograficzny
przeprowadzono jak opisano (Mysliwa-Kurdziel i in., 2012) szybkos¢ przeptywu: 0,7 ml/min
rosngca do 1,4 ml/min w pierwszych 16,5 min; objetosc probki 110 pl i dlugos¢ fali detekcji 470
nm.

Na chromatogramie HPLC/DAD (Fig. 8A) zidentyfikowano jedno gtbwne maksimum
(czas retenciji 2,18 min) oraz drugie maksimum charakteryzujace sie czasem retencji 2,37 min.
Struktura widma absorpcji maksimum gtéwnego (Fig. 8B), w szczegolnosci wystepowanie
wielu maksimow charakterystycznych dla izomeréw miksoksantofilu i/lub oscylaksantyny jak
rowniez podwyzszony poziom tta i wzglednie krotki czas retencji, sugerujg, ze rézne formy tych
zwigzkow nie ulegajg separacji w warunkach rozdziatu chromatograficznego, stanowigc
prawdopodobnie wieloczgsteczkowe agregaty. Catkowity brak struktury widma absorpcji
drugiego maksimum (czas retencji 2,37 min) wskazuje na zagregowany materiat o niskich
masach czgsteczkowych (Fig. 8C), ktéry stanowi zanieczyszczenie frakcji glikozylowanych

karotenoidow.
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Wynik ten pokazuje, ze procesy technologiczne, ktérym poddawana jest biomasa, w
tym wielostopniowe odwadnianie mechaniczne oraz suszenie rozpylowe w podwyzszonej
temperaturze, ma istotny wptyw na czystos¢ i jakos¢ glikozyddéw karotenoidowych
otrzymywanych proponowang metodg. Obserwowane zanieczyszczenie moze pochodzicC
rowniez od dodatkowych, nieznanych domieszek dodawanych do biomasy Atrhrospira
platensis w procesie przygotowywania preparatu handlowego np. substancje konserwujace,
przeciwzbrylajgce, vehiculum farmaceutyczne itp.

Otrzymany roztwor miksoksantofilu zageszczano przez odparowanie na wyparce
prézniowej i poddawano suszeniu w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

Zwykle z 1 g preparatu handlowego otrzymuje sie ok. 15 mg frakgji glikozylowanych
karotenoidéw. Frakcja posiada szacunkowo czystos¢ na poziomie >50%, przy jednoczesnej
nieobecnosci innych substancji organicznych pochodzenia biologicznego, identyfikowalnych

przy pomocy spektrometrii mas.



