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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva charakterizaci pfirodnich beta-glukant a dalSich aktivnich latek
izolovanych z makrofas a kvasinek. Pouzité vzorky makrofas se od sebe 1isi pigmentem,
puivodem a metodou extrakce.

Teoreticka ¢ast se zaméfuje na druhy motskych fas a kvasinek, na beta-glukany,
jejich zdroje a biologické uéinky, dale na dalsi biologicky aktivni latky (jako jsou napf.:
polyfenoly a antioxidanty) a nakonec na metody stanoveni téchto biologicky aktivnich
latek.

V praktické Casti byly analyzovany vzorky vybranych makrotas, konkrétné vzorky
Arame, Nori, Kombu, Wakame, Hijiki a Spaghetti. V praci byly pfipraveny vodné,
ethanolové a acetonové extrakty téchto fas. Vodné extrakty byly pouzity
pro spektrofotometrické stanoveni fenolyckych latek, flavonoidii a antioxidacni aktivity
metodou ABTS. Ethanolové a acetonové extrakty zminénych makrofas byly pouzity
pro spektrofotometrické stanoveni obsahu celkového chlorofylu a karotenoidi.

Soucasti prace byla také analyza obsahu beta-glukani u makrofas a kvasinky
R. toruloides. Vysoky obsah beta-glukani mély fasy Arame a Nori a kvasinky R. toruloides.
Obsah beta-glukanu byl v pfipad¢ ostatnich makrofas velice nizky.

KLICOVA SLOVA

Moftské fasy, makrofasy, beta-glukany, fenolické latky, flavonoidy, antioxidaéni aktivita,
chlorofyl, karotenoidy, biologické ucinky.



ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the characterization of natural beta-glucans and other active
substances isolated from macroalgae and yeasts. The used macroalgae samples differ in the
pigment, origin and method of algae processing.

The theoretical part focuses on seaweed and yeast species, beta-glucans, their
sources and biological effects, other biologically active substances (such as polyphenols
and antioxidants) and finally on methods for determining these biologically active
substances.

In the practical part, samples of selected macroalgae were analyzed, namely samples
of Arame, Nori, Kombu, Wakame, Hijiki and Spaghetti. Aqueous, ethanol and acetone
extracts of these algae were prepared in this work. The aqueous extracts were used for
spectrophotometric determination of phenolic substances, flavonoids and antioxidant
activity by the ABTS method. Furthermore, ethanol and acetone extracts of said macroalgae
were used to determine total chlorophyll and carotenoid content spectrophotometric.

The work also focused on beta-glucan content, analyzing macroalgae and yeast
R. toruloides. Arame and Nori algae and R. toruloides were high in beta-glucans. However,
beta-glucans were very low in other macroalgae.

KEYWORDS

Seaweed, macroalgae, beta-glucans, phenolic substances, flavonoids, antioxidant activity,
chlorophyll, carotenoids, biological effects.
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1 UVOD

V dnesni dobé se klade velky duraz na lidské zdravi. Lidé preferuji posilovani imunity
a léceni pomoci napfi. extraktd z rostlin a bylin. V extraktech se nachazi riizné biologicky
aktivni latky mezi, které se fadi napft. beta-glukany. Az ve vaznéjSich piipadech navstévuji
1ékare a 1é¢i se metodami moderni mediciny.

Beta-glukany jsou jednou z prospé&$nych skupin latek, kterou obsahuji ve své
bunééné sténé jak moiské fasy, tak i kvasinky. Jsou to polysacharidy, které jsou znamé
svymi U¢inky na imunitu a obecné na lidské zdravi. Jsou nezbytné pro diabetiky tim,
ze reguluji hladinu cukru v krvi. Dale jsou beta-glukany znamé tim, Ze zlepSuji funkce
zaludku a snizuji cholesterol v krvi. Prave z tohoto divodu mé zaujalo zkoumani motskych
fas a kvasinek

Moiské tasy jsou velice dostupnym zdrojem, protoze se nachézeji v kazdém oceéanu,
mofi, ale i ve sladkych vodach. Mezi sebou se lisi pfitomnosti prospé$nych latek pro nase
zdravi. Takovymi latkami mohou byt napf. mineraly (jako je jod, jehoz nedostatkem ¢asto
trpime), vitaminy a provitaminy (provitamin A), fenolické latky, antioxidanty
a polysacharidy. Diky témto aktivnim latkam fasy pomahaji posilovat imunitu, zlepSovat
lidské zdravi a dodavaji pokrmim jedinecnou nesrovnatelnou chut, ¢imz nachazi své
vyuziti v medicinském, potravindiském a kosmetickém primyslu. Mezi vyznamné
zastupitele moiskych fas patii napt.: Arame, Nori a Wakame.

Kvasinky jsou mikroorganismy, které jsou pro ¢lovéka a jeho zdravi také velmi
uziteCnym zdrojem prosp&Snych latek. Extrakty z kvasinek se vyuZivaji v mediciné
pro produkci vitamind, enzymd, bilkovin, antibiotik a také pro produkci piva, drozdi a vina
v potravinaiském primyslu. Mezi vyznamné zastupitele kvasinek patii napt.: S. cerevisae
a R. toruloides.

V ramci této bakalafské prace budou charakterizovany vybrané moiské fasy
a kvasinky, nékteré z nich byly zminény vyse. Bude charakterizovano zejména jejich
slozeni, a to z hlediska obsahu aktivnich latek, jako jsou beta-glukany, polyfenoly,
flavonoidy, chlorofyl, karotenoidy a antioxida¢ni aktivita.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Beta-glukany

Beta-glukany jsou oznacovany jako ptirodni polysacharidy a sklddaji se z vice nez 250 000
glukosovych jednotek spojenych beta-glykosidickymi vazbami. Beta-glukany lze nalézt
V bunécné sténé€ rtiznych ptirodnich zdrojl, jako jsou napt.: motské fasy, houby, bakterie,
kvasinky a obiloviny napf.: je¢men a oves. V pribéhu let se beta-glukany tési velké
pozornosti zejména diky svym fyzikalné-chemickym vlastnostem a biologickym uc¢inkiim
na lidské télo. Pfirodni polysacharidy vykazuji Siroké spektrum biologickych vlastnosti

w1

2.1.1 Chemické vlastnosti beta-glukani

Z chemického hlediska jsou beta-glukany neskrobové polysacharidy s glukosovymi zbytky
bud’ v linearnich fetézcich, nebo vice rozvétvenych strukturach, pficemz glukosové
jednotky jsou rozvétvené nékolika zpusoby v zavislosti na zdroji pivodu. U beta-glukant
ziskanych z obili jsou fetézce zcela linearni, skladaji se z opakujicich se celulézovych
oligomert spojenych prostiednictvim vazeb beta-(1—3). K vétveni dochazi pomoci vazby
beta-(1—4) spojenych glukosovych zbytki. V piipadé mikrobidlnich beta-glukand
ke vzniku postranniho ftetézce dochazi prostiednictvim vazeb beta-(1—6) (viz.
obrazek 1) [3]. Celuléza je napiiklad beta-glukan spojeny beta-(1—4) vazbami (viz.
obrazek 2); kurdlan je beta-glukan spojeny s beta-(1—3) vazbami; beta-glukan z lisejniku
muze obsahovat bud’ beta-(1—3) (1—4) nebo beta-(1—3) (1—6) vazby [1]. Navic beta-
glukany mohou tvofit velké cylindrické molekuly obsahujici az 250 000 glukézovych
jednotek [3].

HO OH
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P
o OH - -
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¥ OH OH
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Obrazek 1 Struktura (1—3) (1—6)-beta-glukanii [1]



Molekulova hmotnost beta-glukand je v rozsahu od desitek do né€kolika
tisici kDa [4]. Rozpustnost beta-glukand souvisi se stupném polymerace (SP) molekuly.
Beta-glukany jsou zcela nerozpustné ve vodé, kdyz SP > 100. Rozpustnost se zvysSuje
se snizujicim se SP [5]. Vlastnosti beta-glukani, jako je rozpustnost, molekulova hmotnost,
terciarni struktura, stupen vétveni a naboj polymeru jsou ovlivnény jeho pivodem. VSechny
vyse zminéné vlastnosti maji vliv i na stupenn imunomodulacnich a protirakovinnych t¢inka
jednotlivych beta-glukand [2][3]. Imunomodulaéni a protirakovinna aktivita beta-glukant
je zaloZena i na jejich konformacni struktuie. Tak napt. beta-glukany s beta-(1—3) vazbami
a sbeta-(1—6) vazbami maji silny imunitni G¢inek a vys$$i prozanétlivou stimulaci
signalnich proteint cytokint [2].

Dale bylo prokazano, ze jsou beta-glukany s beta-(1—3) fetézcem a s beta-(1—6)
fetézcem u¢inngjsi pii systematickém posileni imunitniho systému nez samotny beta-(1—3)
linearni fetézec. Makromolekularni struktura beta-glukanti zavisi jak na jejich zdrojich,
tak na metodach izolace a postupu extrakce. To vSechno ovlivituje predevs§im distribuci
a délku postrannich fetézcl, tvoficich slozité tercialni struktury stabilizované mezi
fetézcovymi vodikovymi vazbami [3].

po -

OH OH
0
0
MOMO %o OH = OH o;m
OH OH OH OH

5

~

Obrazek 2 Struktura (/—4) beta-glukanz [1]

2.1.2 Zdroje beta-glukana

Existuje velky pocet ptirodnich zdroju beta-glukani. Z historickych divodi nejznaméj$im
zdrojem beta-glukant jsou obiloviny. S postupem casu se védcim podafilo objevit beta-
glukany i v mikrobialnich zdrojich, v nékterych houbach, liSejnicich a také v motskych
fasach. Beta-glukany se konkrétné nachazeji v buné¢né sténé. Na 0brdzku 3 jsou prehledné
znazornéné mozné piirodni zdroje beta-glukani [6].
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Zdroje beta-glukant

Obiloviny Houby  Mikroorganismy LiSejniky Motske rasy
Oves Kvasinky Cetraria Laminaria
Geastrum _ _
islandica
saccatum
Je¢men Bakterie
Dictyophora Porphyra
indusiate
Proso Plisné

Schizophyllum

commiine

Obrdzek 3 Prehled prirodnich zdroju beta-glukanii [6]

2.2 Vyznamné biologické ucinky beta-glukani

Beta-glukany patiti k biologicky aktivnim latkam, které pozitivné ovliviiuji lidsky
organismus. Takovéto latky dokéazou posilit imunitu, snizit hladinu cholesterolu v krvi,
pomoci pii 1é¢bé nadorovych onemocnéni, udrzovat normalni hladinu cukru v krvi a omladit
plet’ [2].

2.2.1 Imunomodulaéni ucinek

Poruchy imunitniho systému, zplsobené mikroorganismy, vedou k rozvoji chronickych
onemocnéni. Z toho divodu je pro udrzeni normalniho fungovani téla nutné stimulovat
ochranné schopnosti organismu. Beta-glukany jsou pravé takovym imunomodulatorem,
ktery zlepSuje imunitni odpoved [7].

Imunomodula¢ni funkce beta-glukani je obecné oznacovana jako nezavisla
mikrobiota, kvuli své schopnosti Se vazat pfimo na imunitni bunky. Na membranach
makrofagi jsou specialni receptory pro piipojeni beta-glukant. Na obrdzku 4 je znazornéna
aktivace makrofagii navazanim beta-glukant na receptory a uvolnéni imunoglobulint,
interleukind a cytokina k obrané hostitele proti riznym patogennim stavam [2][8]. Krom¢
aktivace cytotoxickych makrofagn je imunomodulac¢ni uc¢inek beta-glukana pravdépodobné
spojen s aktivaci T-helpert a NK bunék (pfirozeni zabijeci) [5].

Vzhledem k tomu, Ze beta-glukany jsou traveny a fermentovany riznymi bakteriemi
ve stievé, imunomodula¢ni U¢inek beta-glukani mize byt zpdsoben i mikrobialnim
zapojenim. Stievni mikroflora je mediatorem imunitni odpovédi. Diivodem toho je:
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e probiotické pusobeni beta-glukant, diky kterému dochazi ke zménam
v biomase mikrobioty ve stievech

e stievni mikroflora pomaha pfeménovat nestravitelné oligosacharidy beta-

glukani na biologické aktivni mastné kyseliny s méné neZz Sesti atomy
uhliku [2][8]

CH,OH Beta-glucan

.0 CH

F- y O. O}
OH s’ < oM J
OH Ou

O

; L . Makrofag

4 .
(\ Cytokiny 3

\_’/’/

Obrazek 4 Mechanismus imunomodulacni aktivity beta-glukanu prostirednictvim strevni mikroflory [2]

2.2.2. Kontrola hladiny cukru a cholesterolu v krvi

Diabetes mellitus, téz cukrovka, je chronické metabolické onemocnéni zpusobené
nedostatkem produkce inzulinu nebo neucinnym pisobenim tohoto hormonu, coz vede
k chronické hyperglykémii a ke kardiovaskularnimu onemocnéni, coz patii mezi
glukozy v krvi. Relativni riziko nalezeni kardiovaskularnich onemocnéni u pacienti
s cukrovkou je 2—4krat vys$$i nez u pacientl, které ji nemaji. Pii kontrole komplikaci
zpusobenych cukrovkou byla prokazana skute¢nost, ze kazdé 1% zvySeni glykovaného
hemoglobinu zvysuje riziko kardiovaskularniho onemocnéni ptiblizné o 18 %. Tudiz bylo
zjisténo, ze diabetici s kardiovaskularnimi onemocnénimi maji 2—3krat vyssi umrtnost
nez pacienti bez cukrovky [10].

Byly provedené pokusy na zvifatech a dale i klinické pokusy, které prokazaly,
ze prirodni beta-glukany snizuji hladinu glukézy v krvi po peroralnim podani [11].
Ve vSech fazich studie byly pouzity nepiecisténé beta-glukany, atedy nebyla
identifikovana aktivni slozka. Nicméné pfipravky z bazidiokarpu Agaricus blazei byly
Stépeny endo-(1,6)-beta-glukanasou z Bacillus megaterium a vysledné di- a trisacharidy
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mély dvojnasobek antidiabetické aktivity vykazované plvodnimi beta-glukany,
coz ukazuje, Ze jejich odvozené oligosacharidy jsou u¢innymi latkami [10].

Regulace glukoézy v krvi mize probihat nékolika zpiisoby. Zaprvé muze dochazet
ke zpomaleni resorpce jednotlivych cukrii tak, ze beta-glukany velmi dobie vazou vodu,
tim dochdzi ke zvétSeni objemu a zvySeni viskozity stfevniho obsahu. Z toho diivodu
nastava zpomaleni vstiebavani sacharidi do krevniho ob&éhu a zaroven i k poklesu
cholesterolu v krvi [12]. V dalsich studiich bylo zjisténo, ze beta-glukany dokazou snizit
télesnou hmotnost u jedinct s cukrovkou Il. typu. Vysledky byly pozorovany pii pouziti
davek vysSich nez 3 g na osobu za den po dobu nejméné tti tydnd. Vlaknina zpusobuje
zvysenou viskozitu traveniny, zpomaluje vyprazdiiovani zaludku, to vyvolava u jedinct
pocit sytosti, coz vede k niz8i spotfebé energie. Déle bylo zjisténo, ze davky 4-6 gramu
zaden zvySuji hladiny pankreatického peptidového hormonu PYY33 souvisejiciho
se sytosti a mozkovou signalizaci spokojenosti [9].

2.2.3 Protinadorova aktivita

Beta-glukany také vykazuji antikarcinogenni aktivitu. Dokazou zabranit onkogenezi,
a to diky ochrannému uc¢inku proti silnym genotoxickym karcinogeniim. Protinddorovy
ucinek je spojen s imunostimula¢nim G¢inkem beta-glukant. Tak jako imunostimulaéni
¢inidlo, které plisobi prostiednictvim aktivace makrofagi a cytotoxicity NK bun¢k, mize
beta-glukan inhibovat rast nadoru i ve stadiu propagace [7]. Navic beta-glukany jsou
prospé$né pouzivat i pii podpoie lécby rakoviny pacientii podrobenych chemoterapii
a radiacni terapii, aby se zlepSil imunologicky stav a sniZily se nezaddouci u¢inky, které
muzou ovlivnit zdravé tkané [5].

Existuje urcitd vazba mezi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi a intenzitou
protinddorového ucinku beta-glukanli. Ve velkém mnozstvi klinickych studii o dikazu
protinadorové aktivity byly pouzity lentinan a schyzophyllan. Jedna se o polysacharidy
se stejnou zakladni strukturou beta-glukant, lisi se pouze postrannimi glykosidovymi
vétvemi, coZ ukazuje na dulezitost struktury beta-glukanu s beta-(1—3) vazbami a s beta-
(1—6) vazbami pro protinadorovou aktivitu [5].

Studie jednoho rozpustného a druhého casticového beta-glukanu extrahovaného
ze S. cerevisae prokazaly, ze oba byly schopny inhibovat rust bun¢k karcinomu mlécné
zlazy a melanomu B16, a také zvysit preziti mysi s podkoznimi nadorovymi implantaty [5].

Dalsi studie se zabyvaly inhibi¢ni aktivitou chemicky modifikovanych beta-glukant
z Volvariella volvacea na rust mysich transplantovanych nador. Konverze glykosylovych
skupin substituovanych na O-6 atomech na odpovidajici polyhydroxylové skupiny poskytla
vyznamné zvyseni ptuvodnich aktivit jak na alogennich, tak na syngennich nadorech. Také
konverze epoxidovych skupin na hydrofilni glycerolové skupiny vyrazné zvysSila
protinadorovou aktivitu [1].

Studie z Norska zjistila, ze beta-glukany maji u¢inky i na prevenci rakoviny tlustého
stiteva [13]. V téchto studiich byly pouzity vySe zminéné lentinan a schyzophyllan a dalsi

13



beta-glukany jako jsou grifolan a skleroglukan, které byly extrahovany z hub. Vysledky
ukazaly, ze tyto beta-glukany inhibovaly rist rakovinovych bunék v tlustém stievé
prostifednictvim produkce prozanétlivych cytokinti, aktivaci leukocytii a metastdz a inhibice
rustu nadoru [2].

Byla testovana rovnéz antikarcinogenni aktivita dvou lécivych hub Ganoderma
lucidum a Tricholoma lobayense proti buné¢né transformaci vyvolané definovanym Ras
onkogenem [14]. Proteiny Ras hraji kli¢ovou roli v regulaci buné¢ného rustu a v rozvoji
rakovinového bujeni. Tato studie prokazala, ze extrakty z hub, obohacené o polysacharidy,
mohou inhibovat bunénou transformaci indukovanou definovanym onkogenem
prostfednictvim nové necytocidni cesty. V této studii byly maligné transformované Ras
buiiky inhibovany béhem zacatecni faze transformace a byly stejné inhibovany, kdyz byly
stabilné transformované buiiky smichdny s norméalnimi buitkami. To znamen4, Ze inhibi¢ni
ucinek houbovych extraktt proti ras-transformovanym bunkdm vyzaduje ptitomnost
normalnich bunék [7].

2.2.4 Udinky beta-glukanti na kiiZi

Dalsim ucinkem beta-glukani je velmi silny lokalni U¢inek na pokozku, zejména
na obli¢ej [15]. Razné studie o Géincich piirodniho beta-glukanu ziskaného z obilovin
a mikroorganismt na podporu zdravi pokozky uvadi, ze beta-glukany dokazou bojovat
s vraskami, S riznym posSkozenim pokozky a jsou schopné poskytnout bélici ucinek
pokozky diky své antioxidacni aktivité, aktivité proti vraskdm, diky pohlcovani
ultrafialového zateni a diky svym hydrata¢nim vlastnostem. Navic beta-glukany jsou t¢inné
pfi hojeni ran a na popaleniny [2].

Pillai, Redmond a Roding (2005) zkoumali hloubku praniku beta-glukanta
extrahovanych z ovsa do modelu lidské kize a jejich u¢innost pfi redukci vrasek [16]. Védci
zjistili, ze beta-glukany pronikly hluboko do pokozky. Vyzkum podporuje pouziti beta-
glukant v péci a udrzovani zdravé pokozky a kosmetické oSetfeni na potlaceni pfiznaka
starnuti [1]

Park a kol. (2001) ziskali beta-glukany s beta-(1—3) vazbami a s beta-(1—6)
vazbami z kultury kapalného mycelia S. commune. Vysledky prokazaly, ze tyto glukany
mohou oddalit starnuti pokozky, poskytnout bélici t¢inek pokozky a u¢inné 1é¢it poskozeni
pokozky [1].

Ve studii Medeiros a kol. (2013) byly zkoumané ucinky beta-glukant z pekaiskych
drozdi na hojeni ran u lidskych bércovych viedta [17]. V dusledku toho bylo pozorovano
zlepSeni hojeni viedi a zvySena epitelidlni hyperplazie, stejné¢ jako zvySeny pocet
zanétlivych bungk, angiogeneze a proliferace fibroblasta [1][17].

2.2.4.1 Antioxidacni aktivita

Za normalnich podminek je v lidském organismu udrZzovana rovnovaha mezi poctem
vznikajicich a reaktivnich forem kysliku. Naruseni této rovnovahy miize byt zptisobeno
faktory prostfedi (exogenni zdroje), jako je stres, UV zéfeni, pesticidy a primyslové
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chemikdlie. Ve chvili, kdy nastane naruSeni rovnovédhy a produkce volnych radikald
narusta, tak nastava oxidac¢ni stres [18]. Je dokazano, Ze oxidacni stres je jednim z hlavnich
mechanismil starnuti ktize a dermatologickych poskozeni pokozky, proto fytochemikalie
s prokdzanou antioxidani aktivitou by mohly byt wuzitecné pro 1é€bu mnoha
dermatologickych stavi a také starnuti kize [15].

Antioxida¢ni aktivita beta-glukani byla zkoumana velkym mnoZstvim védcu
riznymi metodami, pfitom i samy beta-glukany byly extrahovany z rtznych ptirodnich
zdrojl. Tak naptiklad Kogan a kol. (2005) hodnotil antioxidaéni vlastnosti kvasinek beta-
glukana s beta-(1—3) vazbami pomoci elektronové paramagnetické rezonancni
spektroskopie [19]; Guerra Doreet a kol. (2007) studoval protizanétlivou a antioxidacni
aktivitu extraktu bohatého na beta-glukany z houby Geastrum saccatum pomoci testi
peroxidace superoxidovych radikalt, hydroxylovych radikalu a lipida [20].

2.3 Aplikace beta-glukani

Beta-glukany naSly své vyuziti v potravindiském primyslu, v medicinskych aplikacich
a kosmetice [1].

2.3.1 Potravinarsky primysl

Beta-glukany se pouzivaji v potravindiském primyslu v podobé aglomerovanych
potravinaiskych aditiv nejéastéji extrahovanych z obilovin nebo hub. Takova aditiva jsou
schopna vylepsit fyzikalni vlastnosti a chut’ produkti. Védci ze Spanélska a franu
optimalizovali recepturu prebiotické klobasy a pfisli k zavéru, Ze beta-glukan mé vydatny
vliv na fyzikalni a senzorické vlastnosti uzeniny [21]. Studie z Kanady zjistila, Ze jogurty
obohacené beta-glukanem a pektinem vykazovaly rychlejsi proteolyzu, nizs$i uvoliovani
velkych peptidii a vy$$i podil volnych aminokyselin neZz jogurty bez pifidanych beta-
glukanti. Takze pfidani beta-glukanu k mlénym vyrobkim ma za nasledek sniZeni
cholesterolu a kalorii modifikovanych vyrobku [1].

2.3.2 Medicinské aplikace

Beta-glukany se Siroce pouzivaji v medicinskych aplikacich [22]. Cyklické glukany
Ize pouzit jako obvazovy material diky jejich vétSimu priméru dutiny. Komplexy beta-
glukant a chitosanti maji vyuziti v podobé¢ prithledné kryci folii na rany, kterd prokazuje
srovnatelnou nebo lepsi terapeutickou ucinnost nez komeréni obvazy. Studie z Jizni
Karoliny dokézala, ze beta-glukany vyznamné snizuji pourazovou bolest a tim vyrazné
zjednodusuji pé¢i o rany u pacienti. Navic beta-glukany jsou prospé$nymi slouc¢eninami
I pfi 1é¢bé popalenin, a to diky svému Gc¢inku proti oxidativnimu poskozeni tkané [1].

2.3.3 Kosmetika

Beta-glukany se jiz dlouho vyuZzivaji jako pfidavek v kosmetickych krémech, mastich,
prascich, emulzich a suspenzich. Lze je aplikovat na pokozku diky jejich u€inkiim, jako
je napt.: zvySovani produkce kolagenu, snizeni pocti vrasek, prevence proti celulitide,
akné, dermatitid¢, ekzému a lupence. Momentaln¢ je na trhu hodn¢ kosmetickych produkti,
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které ve svém slozeni obsahuji G¢inné mnozstvi beta-glukant [1]. Ke znackam, které
se zabyvaji vyrobou danych kosmetickych produkti a jsou ptitomny na Ceském trhu, patii
napfiiklad Madara a Mossa.

2.4 Moiské rasy

V prab&hu mnoha stoleti byly v celé Asii, v Karibiku a na Britskych ostrovech, na Dalném
vychodé, v Irsku, Indii, u pobtezi Chile a také v Kanad¢, motské fasy aktivné konzumovany
jako samostatny Cerstvy produkt, potravinaiska piisada a kofeni. Také byly pouzivané
k 1é¢ebnym ucelim, v kosmetice, a dokonce i v zemédélstvi jako vynikajici pFirodni
hnojivo [23]. Momentaln¢ motské fasy nachazeji své uplatnéni ve vsech odvétvich
biotechnologii, napt.: pfi bioremediaci odpadnich vod nebo jako zdroj biomasy
pro produkci biopaliv. Také se vyuZzivaji v potravinaiském, kosmetickém a medicinském
prumyslu diky svym biologickym aktivitdim, jako jsou antimikrobialni, antivirova,
antioxidacni,  antidiabeticka,  protirakovinna, protizanétliva,  hepatoprotektivni,
kardioprotektivni, imunomodula¢ni a neuroprotektivni aktivity [23][24]. Biologicka
aktivita motskych tas spociva v pfitomnosti sekundarnich metabolitd, polysacharidi,
proteinu, lipidd, aminokyselin, minerali a nékterych vitaminu [25]. Zajimavé je,
ze halogenace metabolitii mize mit souvislost s pfitomnosti chloridovych, bromidovych
a jodidovych iontd v moiské vodé [24][25]. Rasy se mohou délit na zakladé velikosti
na makrofasy (dosahuji az 60 metrit) a mikrofasy (mikrometry) a na zaklad¢ pfitomnosti
pigmenti na zelené, ¢ervené a hnédé [24].

2.4.1 Makrorasy

Makrotasy jsou mnohobunééné autotrofni moiské organismy, které se mohou vznaset jako
volné zijici formy pod vodni hladinou nebo jsou pfipevnény k tvrdym substrattim, jako jsou
skaly. Velkoplosné autotrofni fasy hraji dualeZitou roli v pobfeznich ekosystémech:
poskytuji stanovi$t¢ mnoha druhlim, vytvéfeji koralovou mikrobidlni ekologii, chrani
organismy pied boufemi, snizuji deoxygenaci, emise CO», acidifikaci a udrzuji
biogeochemické kolob&hy [26].

2.4.1.1 Kombu

Moiské fasy Kombu (lat. Laminaria japonica, LJP), pattici do rodu Laminaria, jsou §iroce
rozsifené na severni polokouli v Cing, Japonsku a Koreji a rostou hlavné na utesech
mofiského dna v Tichém oceédnu a severnich pobfeZznich oblastech Atlantiku. Dané fasy patii
do celedi hnédych moiskych fas a jsou prospésné jako zdravotni slozky. LJP obsahuji
takové funkcni latky, jako jsou polysacharidy, jod, vitaminy, mannitol, mineralni prvky
a dalsi latky, které jsou schopny vychytavat a/nebo neutralizovat oxidacni slouceniny,
véetné fenolickych sloudenin, sulfatovanych polysacharidt a proteint. Uginky, které
vykazuji fasy Kombu jsou rliznorodé napft.: snizovani otokd, odstraniovani hlend, hubnuti
a léceni onemocnéni z nedostatku jodu. Diky témto vlastnostem mohou byt fasy pouzité
jako ptirodni konzervacni latky, bélici ¢inidla, porézni uhlikové materialy a Pickeringové
emulze. Zajimavé je, ze Organizace pro vyzivu a zemé&délstvi Spojenych narodl
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konstatovala, Ze za poslednich 10 let roéni produkce fasy L. japonica v Cin& nabrala
83-87 % celosvétové produkcee [27][28].

2.4.1.2 Wakame

Undaria pinnatifida, které¢ maji bézny nazev Wakame, jsou jedny z Siroce konzumovanych
hnédych moiskych fas a jsou bohatym zdrojem nutriéné prospésnych hydrofilnich
a lipofilnich sloucenin pro ¢lovéka. Wakame jsou bohaté na fucoxanthin, ktery patii
ke xantofylim a je jednim z nejucinnéjsich karotenoidl proti rakoving, obezité a zanétim.
Dané¢ moftské ftasy, diky velkému obsahu vlakniny, minerali a dalSich latek jsou
perspektivni jako masova slozka. Vysledky nékterych studii ukazaly, ze Wakame dokazou
piekonat technologické a senzorické problémy produktd s nizkym obsahem soli, proto
Ize dané tasy pouzit jako potencialni funkéni ptisadu do nizko solenych hovézich placiéek.
Dalsi studie prokazaly vliv Wakame na snizeni krevniho tlaku u lidi [29][30][31].

2.4.1.3 Nori

Nori, patfici k rodu Porphyra, zastupuji ¢ervené motské fasy péstované a konzumované
Vv zemich vychodni a jihovychodni Asie, jako je Japonsko, Korea a Cina. V&tsi ¢ast Nori
tvoti polysacharidy, proteiny a peptidy véetné pigmentd (80 %), dale lipidy (4 %)
avitaminy amineraly (>109%). Rasy jsou bohat¢ na bioaktivni sloudeniny,
jako jsou fenolické slozky, florotanin a taurin. Hlavnim polysacharidem fas rodu Porphyra
je porfyran, sulfatovany polysacharid ptfibuzny agardze, existujici v mezibuné¢né matrici
tkani ¢ervenych fas. Nori mohou byt pouzité v 1ékafském a potravinaiském pramyslu diky
svym prospéSnym zdravotnim ucinkim, jako je protinadorovy, imunomodulaéni,
Porphyra jsou schopné absorbovat UV zateni prosttednictvim aminokyseliny podobné
mykosporinu. Zajimavé je, ze Nori jsou obvykle vybaveny absorbéry vlhkosti,
aby si zachovaly svou kvalitu a kifupavou texturu, ale ve chvili, kdy se Nori pouziva
k baleni vlhké ryze, nastava ztizeni této fasy a tim dochazi ke zméné jeji
textury [32][33][34].

2.4.1.4 Arame

Eisenia bicyclis, tez Arame, jsou bézné hnédé moiské fasy pattici k rodu Eisenia, které
obyvaji sttedni pobiezi Tichého oceanu kolem Koreje a Japonska, pouzivaji se v tradi¢nich
asijskych pokrmech, a také jsou suroviny pro extrakci alginatu sodného. V mnoha studiich
bylo popsano, Ze Arame maji riizné bioaktivni derivaty, jako jsou florotaniny,
polysacharidy, pyrofeofytin, peptidy, oxylipin, vysoké koncentrace jodi a zinkl. U fas

Arame bylo prokdazano mnoho prospésnych bioaktivit, vcetné¢ protizanétlivych,
protialergickych, antidiabetickych a protinadorovych aktivit [35].

2.4.1.5 Hijiki

Hijiki, lat. Hizikia fusiformis, jsou nejvice konzumované hnédé motské fasy na svéte, které
bez termické Gipravy maji $tiplavou chut. Rasy ve svém sloZeni zahrnuji fukoxanthin,
rostlinné bilkoviny, vlakninu, provitamin A a vitamin B, vapnik, hoicik a draslik. Zajimavé
je, Ze Hijiki obsahuji velké mnozstvi anorganického arsenu, ktery je povazZovan
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za karcinogenni, a také latku, kterd ptispiva ke vzniku anémie, onemocnéni jater a problémy
s gastrointestindlnim traktem. Kyselé myti, napt.: 1% kyselinou citrénovou a zpracovani
horkou vodou snizuji koncentrace arsenu v fasach do urovné limitl prozatimniho
tolerovatelného tydenniho pfijmu doporuc¢eného Svétovou zdravotnickou organizaci
(WHO). Daéle polysacharidové extrakty z Hijiki maji prospésné ucinky, jako jsou
protinddorové, imunomodula¢ni a antimutagenni, hlavné diky pfitomnosti fucoidand,
coz jsou komplexni sulfatové polysacharidy, které maji Sirokou Skalu vySe zminénych
biologickych aktivit, véetné antioxidacnich a antivirovych aktivit [36].

2.4.1.6 Morské spagety

Hnédé motské tasy Himanthalia elongata, bézné¢ znamé jako ,moiské Spagety*
nebo SFpaghetti, patii k rodu Himanthalia, ziskaly sviij nazev diky protahlému a tzkému
tvaru jednotlivych fas, tedy se podobaji klasickému tvaru Spaget. Dané fasy je mozné nalézt
na kamenech a skéalach v Atlantickém oceanu, avSak nejb&znéji je Ize najit v Norsku, Irsku,
Velké Britanii a severni Francii. Dfive se motské Spagety pouzivaly v potravinaiském
prumyslu k pfidani hovézi chuti nebo chuti podobné ofiskiim. Nyni se s nimi mtizeme setkat
v kosmetickém prumyslu jako s jednim z komponentl alginatovych masek, a to zejména
diky velké koncentraci vitaminu C, ktery stimuluje produkci kolagenu a zhasi volné
radikaly [37].

2.5 Kvasinky

Kvasinky jsou ¢asto vyuzivané houbové mikroorganismy, jejich burka
je eukaryotniho typu elipsoidniho nebo protahlého tvaru jako vlakno o velikosti pfiblizné
3-15um. Tvar a velikost kvasinkovych bunék jsou piedevsim ovlivnéné zplsobem
rozmnozovani a rodovou pfislusnosti. Jejich chemické slozeni také zavisi na mnoha
faktorech napft.: na jejich druhu, kmenu a fysiologickém tvaru bunék. Nejvétsi ¢ast hmoty
vypliiyjici vnitini ¢ast bunky tvoii voda (60—-80 %). Susina bun¢k je bohata na dusikaté
latky, cukry, lipidy, minerdlni latky a nékteré vitaminy. Diky velkému zastoupeni vitamini
a mineralti kvasinky nachazi své vyuziti nejen pii peceni, ale také v domdaci kosmetice
a zahradnictvi. Ne¢které kmeny geneticky modifikovanych kvasinek se pouzivaji
pro prevenci i lécbu onemocnéni. Dilezité je zminit, ze n€které druhy kvasinek mohou byt
povazovany za patogenni mikroorganismy napi: rody Candida, Cryptococcus, Malassezia
a Trichosporon [38].

2.5.1 Rhodosporidium toruloides

Rhodosporidium toruloides, patfici krodu Rhodosporidium, je cervena,
heterotalicka, bipolarni kvasinka, ktera muze existovat bud’ v kvasinkové formé nebo jako
mycelium. V ptirod¢ se mizeme setkat s R. toruloides v buni¢iné borovicového dieva, pade,
moiské vode, kyselych odpadnich vodach a v listech rostlin. R. toruloides je pfirozeny
producent karotenoidd, neutralnich lipida a dulezitych enzymut. Diky témto latkam
se studovana Kkvasinka pouziva V potravinaiském, krmivarském a farmaceutickém
pramyslu. Navic ve fyziologickych studiich, které byly provedené v Ciné a Singapuru, byly
u R. toruloides odhalené vlastnosti takzvané prumyslové kvasinky, a to je rast kvasinky
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do vysoké bunécné hustoty a jeji schopnost vyuzivat nékteré zdroje s velkym mnozstvi
uhliku a dusiku, které lze potencidlné¢ vyuzit k vyrobé vysoce hodnotnych produkta
z levnych substratt [39][40].

2.6 Analytické metody

Charakterizovat makrofasy lze nékolika metodami, napt.: UV-VIS spektrofotometrie,
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC) nebo plynova chromatografie
v kombinaci s riznymi detektory, ICP-MS neboli hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem a enzymova metoda stanoveni beta-glukani pomoci Kitu. Danymi
analytickymi metodami se da urcit sloZeni, biologické aktivity a mnoZstvi prospéchovych
a Skodlivych latek v makrofasach [41].

2.6.1 Spektrofotometrické metody stanoveni

UV-VIS spektrofotometrie je opticka metoda, kterd pracuje na principu méfeni energie
pohlcené vzorkem pfti prichodu zafeni. Rozmezi pouzivaného zatfeni se pohybuje od UV
oblasti (200—400 nm) do oblasti viditelného zafeni (400—800 nm). Méfenim jsou ziskana
absorp¢ni spektra, ktera jsou graficky vyjadiena jako zavislost absorbance na vinové délce
a kvantitativni stanoveni jsou zalozena na Lamber-Beerové zakoné [42].

2.6.1.1 Stanoveni antioxidacni aktivity

TEAC, neboli ,,Trolox Equivalent Antioxidant Capacity“ je jednou z nejpouzivanéjSich
metod, ktera umoznuje stanovit celkovou antioxidacni aktivitu Vv potravinaiském
a nutricnim pramyslu [43]. Trolox je synteticka latka a jeji antiradikalova aktivita
je srovnavana s antiradikalovou aktivitou méfeného vzorku. TEAC testuje schopnost
vzorku &i latek zhaset radikalovy kation ABTSe", ktery se v reakéni smési generuje oxidaci
ABTS (2,2’- azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat). Radikalovy kation
ABTS*" je v roztoku zelenomodry a ma maximum absorbance pfi 734 nm. Oxidace ABTS
mize probéhnout pomoci peroxylovych radikalii nebo jinych oxidanti v pfitomnosti
peroxidu vodiku. Kation radikalova forma ABTS je barevna a stabilni, ale v pfitomnosti
latek poskytujicich vodik se redukuje a tim odbarvuje (viz. 0brdzek 5). Rychlost a mira
odbarveni jsou umérné antioxidacni aktivité vzorku, koncentraci antioxidantu a dob¢ trvani
reakce na inhibici absorpce radikalového kationtu [44][45]
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Obrazek 5 Mechanismus reakce thiazolidinu s ABTS<" [43]
2.6.1.2 Stanoveni celkovych polyfenolii

Polyfenoly patii k sekundarnim rostlinnym metabolitim, které se ¢asto vyskytuji v riznych
druzich potravin v€etn€ motskych fas. Polyfenolové slouceniny jsou latky, které maji jeden
nebo vice aromatickych kruhti, nesoucich vice nez jednu hydroxylovou skupinu [46]. Dané
slouceniny lze délit podle struktury na fenolové kyseliny (napfi.: vanilin, kyselina gallova
a kyselina kavova) a flavonoidy [47]. Bylo dokazano, Ze polyfenolové latky vykazuji
fady chronickych patologickych stavii, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni,
neurodegenerativni onemocnéni, cukrovka a rakovina [46].

Ke stanoveni celkovych polyfenoli se pouziva nékolik metod, ale nejcastéji
se vyuziva jejich reakce s Folin-Ciocalteuovym c¢inidlem [48]. Pivodné byla tato metoda
vyvinuta pro kolorimetrické stanoveni tyrosinu, fenolické neesencidlni aminokyseliny.
Pozdégji byla dana metoda pouzita pro stanoveni n¢kolika sloucenin véetné rostlinnych
fenolickych latek, 1éCiv, vitaminu C a dalSich slozek v Siroké skale vzorkt od rostlinnych
extraktl po mo¢ a véeli produkty[49]. Béhem reakce polyfenold s Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem vznika barevny produkt, jehoZ intenzita je méfena spektrofotometricky. Jako
fenolicky standard se pouziva kyselina gallova . Folin-Ciocalteuova reakce s polyfenoly
produkuje maximalni absorbanci mezi 725 a 765 nm [48][49].

2.6.1.3 Stanoveni chlorofylu a karotenoidii

Spoleénym znakem motskych fas je pfitomnost pigmentt, jako je napfi.: chlorofylaab
nebo karotenoidy. Jejich funkce je absorbovani modrého svétla pro fotosyntézu, ochrana
pied UV zafenim a zabezpeceni pfeméeny aktivované formy kyslikl na teplo. Takové formy
kyslikti mohou poskodit tylakoidy chloroplastii az do jejich iplného zni¢eni [48]

Chlorofyly jsou tetrapyrolové derivaty obsahujici jako centralni atom hoi¢ik a jsou
jednou z dulezitych bioaktivnich slou€enin produkovanych fasami ve velkém mnozstvi.
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Pouzivaji se jako prirodni potravinaiské barvivo a maji antioxidaéni, hojivé a antimutagenni
vlastnosti [48][50].

Karotenoidy jsou piirozené izoprenoidy a jsou také vysoce hodnotnou bioaktivni
slouceninou, kterou lze také extrahovat z nékterych druha tas [48][50].

Obsah fotosyntetickych pigmentt lze stanovit méfenim absorbance smési pigmentl
pii riznych vinovych délkach. Vinové délky se vybiraji tak, aby odpovidaly absorpcnim
maximum jednotlivych slozek. Je dulezité zminit, ze pouzit danou metodu lze v pfipade,
kdy se pigmenty spektralné¢ vyrazné odliSuji. Takto bude zméfena nulova absorbance
nebo téz absorbance vzorku pii 710 nm, kde chlorofyly a a b neabsorbuji. Dale absorbance
chlorofylt a pii 663 nm, absorbance chlorofylub pifi 646 nm, a nakonec absorbance
karotenoidli pii 470 nm. Dale pomoci rovnic zminénych v bodé¢ 4.5.4 budou odectené
jednotlivé koncentrace slozek ve vzorka [51].

2.6.1.4 Stanoveni flavonoidu

vvvvvv

spole¢nym strukturnim rysem je difenylpropanova skupina, kterou tvoii dva aromatické
kruhy spojené heterocyklickym pyranovym kruhem [52]. Flavonoidy se déli podle pozice
substituentu na 6 skupin: katechiny, antokyaniny, isoflavonoidy, flavonoly, flavanoly,
flavony [53].

Stanoveni celkovych flavonoidi se provadi spektrofotometrickou metodou,
a to méfenim absorbance jednotlivych vzorki pii vinové délce 510 nm, coZ je absorpénim
maximum celkovych flavonoida [48].

2.6.2 Enzymové metody stanoveni

Enzymové metody analyzy jsou metody pro kvantitativni stanoveni chemickych latek
Vv roztoku pomoci enzymii. Takové metody se vyznacuji vysokou citlivosti, specificitou,
jednoduchosti méteni, ¢asovou nenaro¢nosti a cenovou dostupnosti [54][55].

2.6.2.1 Stanoveni beta-glukanii

Jedna se o0 piimé kvantitativni stanoveni (1—3) a (1—4)-beta-D-glukant. Stanoveni
se da pouzit pfi analyze beta-glukant, které jsou extrahované napft.: z obilovin, moiskych
fas a kvasinek. Méfeni probiha pomoci vysoce purifikovaného enzymu lichenasy, ktery
depolymerizuje vazby beta-glukanti a $tépi je na oligosacharidy. Oligosacharidy jsou pak
kvantitativné hydrolyzovany na glukosu enzymem beta-D-glukosidasou (viz. obrdzek 6).
Glukosa je stanovena pomoci pufrované smési glukosaoxidasy a peroxidasy [56][57].
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Obrdzek 6 Mechanismus stanoveni beta-glukanii pomoci enzymii lichenasa a beta-D-glukoidasa [57]
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3 CILE PRACE

Cilem této prace je extrakce beta-glukant a dalSich latek z riznych typd biologického
materialu a nasledné stanoveni aktivnich latek v téchto extraktech. V ramci prace byly
reSeny nasledujici dil¢i ukoly:

1) ReserSe zamétena na piirodni producenty beta-glukand, ptehled a biologické ucinky
glukand z riznych zdroji se zaméfenim na fasy a kvasinky

2) Optimalizace metod extrakce a analyzy beta-glukani
3) lzolace beta-glukani z vybranych makro- a mikrofas a kvasinek

4) Charakterizace biologickych ucinkt a bezpe¢nosti izolovanych preparati
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4 EXPEREMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
ABTS (2,2"—azino-bis(3—ethylbenzothiazoline—6—sulfuric acid) diammonium salt), Sigma-
Aldrich (SRN)

Aceton P.A., p.a., LachNer (CR)

Dusitan sodny, p.a., LachNer (CR)

Ethanol 96%, p.a., LachNer (CR)
Folin-Ciaultovo ¢&inidlo, p.a., LachNer (CR)
Hydroxid sodny, p.a., LachNer (CR)

Chlorid hlinity, p.a., LachNer (CR)

Katechin, Sigma-Aldrich (SRN)

Kit pro stanoveni B-glukant, Mixed-linkage B-glucan assay kit, Megazyme (IRL)
Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina chlorovodikova konc., Lach-Ner (CR)
Kyselina sirova konc., Lach-Ner (CR)

Octan sodny, p.a., LachNer (CR)

Trolox, Sigma-Aldrich (SRN)

Uhli¢itan sodny, p.a., LachNer (CR)

4.2 Pouzité pristroje a pomiicky
Analytické vahy, Boeco (Némecko)

Automatické pipety s riznym rozsahem objemu, Discovery (SRN) a Biohit (SRN)
Centrifuga, Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Némecko)

Mixer ETA Vital Blend, ETA (CR)

Predvazky, Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (SRN)

Spektrofotometr, VWR UV-1600PC (CR)

Temperovana tiepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom (CR)

Ttepacka, IKA Yellow Line (SRN)

Vortex, Vitrum, Heidolph Reax top (SRN)
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4.3 Priprava extraktu

Pro analyzu musely byt vzorky upraveny. Jednotlivé vzorky byly rozemlety pomoci stolniho
pulzniho mixeru ETA Vital Blend s ptikonem 1500 W na mensi ¢astice, se kterymi bylo
dale pracovano.

4.3.1 Vodné, acetonové a ethanolové extrakty

Byl navéazen 1 g namletého vzorku, ke kterému bylo pfidano 10 ml rozpoustédla (20-96%
ethanol, aceton p.a. nebo destilovana voda). Takto pfipravené vzorky byly promichany
na vortexu a po dobu 24 a 48 hodin byly ponechany na tiepaéce pti laboratorni teploté.
Po skonceni extrakce byl vzorek zcentrifugovan pii 9 000 ot/min po dobu 10 minut
pti 25 °C. Po uplynuti doby byl extrakt odsttedén a supernatant byl pouzit pro dalsi analyzu.
Takto byly ptfipraveny vzorky ze vSech druht namletych motskych fas.

4.4 Charakterizace vzorki

Obecna charakteristika piipravenych extrakti zahrnuje stanoveni celkovych obsaht
fenolickych latek, flavonoidl, karotenoidd, chlorofyld, beta-glukant a antioxidacni
aktivity.

4.4.1 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Nejprve byl ptipraven roztok nasyceného uhli¢itanu sodného (7,5 g Na2COs a 95 ml vody)
a zfedény vodny roztok Folin-Ciocaltauova ¢inidla v poméru 1:9.

K 1 ml zfedéného Folin-Ciocalteuova ¢inidla bylo pipetovano 1 ml destilované vody
a 100 pl vodného extraktu vzorku. Po promichani byl roztok ponechan pét minut stat a poté
bylo pfidano 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Po nasledném promichani byl
roztok ponechan na dalSich 15 minut. Nasledné byla méfena absorbance pti 750 nm proti
blanku. Koncentrace celkovych fenolickych latek ve vzorku byla vypocitana z rovnice
kalibra¢ni kiivky, ktera byla sestrojena pro roztok kyseliny gallové v rozmezi
0,1-0,7 mg/ml. Kazdy vzorek extrahovany ve vodném rozpoustédle dle postupu v kapitole
4.3.1, byl analyzovan tfikrat. Déle byla vypocitana primérnd hodnota a smérodatna
odchylka.

4.4.2 Stanoveni flavonoidu

K 0,5 ml vodného extraktu vzorku bylo pipetovano 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5%
roztoku dusi¢nanu sodného. Po dikladném promichéani byl roztok ponechdn stat 5 minut
a poté se bylo do zkumavek ptidano 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého. Roztok byl
fadné€ promichan a ponechan stat dalsich 5 minut. Po ptfidani 1,5 ml roztoku hydroxidu
sodného a 1 ml destilované vody by roztok nechan na dalSich 15 minut a poté nasledovalo
méteni absorbance pii 510 nm proti blanku. Mnozstvi celkovych flavonoida ve vzorku bylo
vypocitano z rovnice kalibra¢ni kiivky, ktera byla sestrojena pro roztok katechinu v rozmezi
0,05-0,3 mg/ml. Kazdy vzorek, ktery byl extrahovan ve vodném rozpoustédle dle postupu
v kapitole 4.3.1, byl analyzovan tiikrat. Dale byla vypocitana primérna hodnota
a smeérodatna odchylka.
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4.4.3 Stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity

Nejprve bylo rozpusténo ABTS v destilované vodé na koncentraci 7 mM. Radikalovy
kationt z ABTS byl vytvofen reakci s 2,45 mM peroxodisiranem draselnym. Roztok byl
ponechan stat ve tmé pfi pokojové teploté nejméné 12 hodin.

Byl ziedén zasobni roztok ABTSe* ethanolem pro UV/VIS na absorbanci
0,70 £ 0,02 pfi 734 nm proti blanku (UV/VIS ethanol). Do Eppendorfové zkumavky bylo
napipetovano 1 ml zfedéného ABTS<" a 10 ul destilované vody, poté byla ihned zméiena
absorbance v ¢ase 0. Do dalsi Eppendorfové zkumavky bylo napipetovano 1 ml ABTSe*
a 10 ul vodného extraktu vzorku. Po dikladnému promichani vzorek byl uschovan ve tmé
po dobu 10 minut a poté ihned byla zmé&fena jeho absorbance. Celkova antioxidac¢ni aktivita
byla vypocitana z rovnice kalibraéni kiivky, ktera byla sestrojena pro roztok Troloxu
v rozmezi koncentrace 40-320 pg/ml. Kazdy vzorek, extrahovany ve vodném rozpoustédle
dle postupu v kapitole 4.3.1, byl analyzovan tiikrat. Dale byla vypocitana praimérna hodnota
a smérodatna odchylka.

4.4.4 Stanoveni celkového chlorofylu a karotenoidi

V této analyze byly pouzity acetonové a rizné procentni ethanolové extrakty makrofas.
Do zkumavky bylo napipetovano 1 ml extraktu. Dale nasledovala centrifugace 5 minut
na 11000 rpm. Byla méfena absorbance vzorku pfi ¢tyfech vinovych délkach: 710 nm-
reference, 663 nm pro chlorofyl a, 646 nm pro chlorofyl b a 470 nm pro karotenoidy [58].
Kazdy vzorek, extrahovany v alkoholovém rozpoustédle dle postupu v kapitole 4.3.1, byl
analyzovan tfikrat. Dale byla vypocitana primérna hodnota a smérodatna odchylka.

Pti vypoctu celkového mnoZstvi chlorofyli a karotenoidi prvné byla odectena
hodnota slepého vzorku pfi 710 nm od vSech ostatnich hodnot. Dale pomoci nasledujicich
rovnic byly odecétené jednotlivé koncentrace slozek ve vzorku:

Ca = 12,25 X A663 - 2,79 X A646 (1)
Cb = 21,50 X A646 - 5,10 X A663 (2)
1000 X A4y — 1,82 X C, — 85,02 X Cp
Crvc = 198 2 3

Bylo vypocitano mnozstvi pigmenti v celém objemu extraktu a pfepocteno
na ¢erstvou hmotu makrotfas. Vysledny obsah byl uveden v mg pigmentu na g Cerstvé
hmoty.

4.4.5 Stanoveni beta-glukani

Pti stanoveni beta-glukant byl pouzit beta-glukanovy kit (MEGAZYME) a samo méfeni
se d¢lilo na dvé ¢asti, a to na stanoveni celkovych glukanu a stanoveni alfa-glukant. Beta-
glukany, které bylo za cil stanovovat, byly ziskany odectenim téchto dvou hodnot.

Pro stanoveni celkovych glukanti do zkumavek bylo navazeno 90 mg vzorku.
Ke vzorku bylo pfidano 2 ml ledové kyseliny sirové (12 M), roztok byl promichan
na vortexu a poté byly zkumavky umistény do vodni lazné s ledem po dobu 2 h. Béhem této
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doby byl obsah zkumavek nékolikrat promichan na vortexu. Nasledné bylo pfidano 4 ml
vody, roztok byl promichan na vortexu, poté bylo pfidano dalsich 6 ml vody a roztok zase
byl promichan. Nadale roztok byl inkubovan pti 100 °C po dobu dalsich 2 h. Poté zkumavky
byly ochlazeny na laboratorni teplotu a jejich obsah byl kvantitativn¢ ptenesen do 100 ml
odmérnych banék pomoci acetatového pufru (200 mM, pH 4,5). Obsah odmérnych banék
byl dobfe promichan a vzorek byl odebran do centrifugalnich zkumavek. Nasledovala
centrifugace po dobu 5 minut. Po centrifugaci bylo pfeneseno 0,1 ml supernatantu
do ¢istych zkumavek, pak bylo ptidano 0,1 ml smési exo-1,3-B-glukanasy (20 U/ml) a beta-
glukosidasy (4 U/ml) v acetatovém pufru (200 mM, pH 4,5). Obsah zkumavek byl
promichan na vortexu a inkubovan pti 40 °C po dobu 60 minut. Nasledné bylo ptidano
3,0ml c¢inidla GOPOD. Roztok ve zkumavkach byl inkubovan 20 minut pii 40 °C
a nasledné jiz byla méfena absorbance pii 510 nm proti blanku.

Pro stanoveni alfa-glukanti do zkumavek bylo navazeno 100 mg vzorku. Ke vzorku
bylo pfidano 2 ml hydroxidu sodného (1,7 M), roztok byl promichan na vortexu,
poté zkumavky byly ponechany na michacce po dobu 20 min ve vodni lazné s ledem.
Do kazdé zkumavky bylo pfidano 8 ml acetatového pufru (1,2 M, pH 3,8). Okamzité bylo
pfidano 0,2 ml amyloglukosidasy (1630 U/ml) a 0,2 ml invertazy (500 U/ml), roztok byl
promichan a inkubovén pti 40 °C po dobu 30 minut s pferuSovanym michanim na vortexu.
Dale bylo nepipetovano 2 ml vzorku do centrifuga¢nich zkumavek, nasledovala
centrifugace po dobu 5 minut. Po centrifugaci bylo pfeneseno 0,1 ml supernatantu
do ¢istych zkumavek, pak bylo ptidano 0,1 ml acetatového pufru (200 mM, pH 4,5) a 3 ml
¢inidla GOPOD. Roztok ve zkumavkach byl inkubovan 20 minut pii 40 °C a nasledné byla
meétena absorbance pii 510 nm proti blanku.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Préace jako celek byla zaméfena na pfipravu vodnych, acetonovych a ethanolovych extraktl
ruznych druhti motskych tas a dalsi jejich analyzu. Vysledky porovnavacich testt pro délku
extrakce vySly srovnatelné, proto pro zefektivnéni metod byla zvolena 24 h extrakce.
U téchto extraktl byl stanoven celkovy obsah fenolickych latek, celkovy obsah flavonoidii,
celkovy obsah beta-glukand, celkovy obsah chlorofylu a karotenoidii a antioxidaéni
aktivita.

5.1 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Ve vodnych extraktech pifipravenych podle postupu v bodé¢ 4.3.1 bylo provedeno
stanoveni celkovych fenolickych latek dle postupu v bodé 4.4.1. Koncentrace fenolickych
latek byla stanovena ze sestavené kalibra¢ni zavislosti:

y =2,8967 x (4)
kde y je absorbance a x koncentrace fenolickych latek ve vzorku. V grafu (viz. obrdzek 7)
jsou uvedené vysledky stanoveni celkovych fenolickych latek v€etn€ odchylky jednotlivych
méfenti.

30 -

25

20

15 -

¢ [mg/g]

10

Z B = B B

Arame Nori Wakame  Kombu Spaghetti Hijiki

Obrdzek T Srovnani obsahii celkovych fenolickych latek u makroras v mg na g vzorku, N=3

Nejveétsi obsah celkovych fenolickych latek byl naméfen u motské fasy Arame
(28,27 + 0,91 mg/g vzorku) a Spaghetti (20,16 + 0,83 mg/g vzorku). U vzorku Wakame
(1,61 +0,28 mg/g vzorku) byl tento obsah vyrazné nizs$i. U ostatnich vzorku obsah
fenolickych latek se pohyboval v rozmezi 3—4,6 mg na 1 g vzorku.
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5.2 Stanoveni flavonoidi

Ve vodnych extraktech ptipravenych podle postupu v bod¢ 4.3.1 bylo provedeno stanoveni
flavonoida dle postupu v bod¢ 4.4.2. Koncentrace flavonoidi byla stanovena ze sestavené
kalibra¢ni zavislosti:

y=3,0137-x 5)
kde y je absorbance a x obsah flavonoidt ve vzorku. Na obrdzku 8 jsou uvedené vysledky
stanoveni celkovych fenolickych latek vcetné odchylky jednotlivych méfeni.
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Obrdzek 8 Srovnani obsahii celkovych flavonoidii u makroras v mg na g vzorku, N=3

Podle vysledkGi vyrazné¢ veétsi obsah flavonoidd byl u moiské tfasy Arame
0,01-0,02 mg na 1 g vzorku mély vzorky Nori, Wakame a Kombu. Z toho muze vyplyvat
napiiklad to, Ze dané fasy nejsou bohaté na flavonoidy, ale mohou obsahovat vétsi mnozstvi
dalsich latek fenolické povahy, jak je znazornéno v piedchozim grafu (viz. obrdzek 7).

5.3 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Ve vodnych extraktech ptipravenych podle postupu v bod¢ 4.3.1 bylo provedeno stanoveni
celkové antioxidacni aktivity dle postupu v bod¢ 4.4.3. Celkova antioxidac¢ni aktivita byla
vypocitana pomoci nasledujici kalibra¢ni rovnice:

y =10,0011"-x (6)
kde y je absorbance a x koncentrace antioxidantti ve vzorku. Nasledné tato koncentrace
antioxidantt byla vyjadiena jako hodnota TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).
V grafu (viz. obrazek 9) jsou uvedeny vysledky stanoveni celkové antioxidaéni aktivity
vcetné odchylky jednotlivych méteni.
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Obrazek 9 Srovnadni antioxidacni aktivity TEAC u morskych Fas v ug na g vzorku, N=3

Z grafu vyplyva, Ze nejvyssi antioxidacni aktivita byla naméfena u Arame
(292,83 + 1,21 pg/g vzorku) a Spaghetti (230,40 + 28,43 pg/g vzorku). Dale pak hodnoty
koncentrace antioxidantd u Nori a Hijiki byly téméf stejné a pohybovaly se v rozmezi
od 107 do 113 pg na 1 g vzorku. Nejnizsi antioxida¢ni aktivita byla stanovena u extraktu
Wakame (7,88 + 0,01 ug /g vzorku). Profil antioxida¢ni aktivity u jednotlivych fas vcelku
odpovida koncentraci fenolickych latek.

5.4 Stanoveni celkového mnozZstvi chlorofylu a karotenoidi

Stanoveni celkového mnozstvi chlorofylu a karotenoidi bylo provedeno dle postupu
v kapitole 4.4.4 v alkoholovych extraktech, pfipravenych podle postupu v bod¢ 4.3.1.
Nejprve byl zkouman vliv svételného zafeni na stabilitu pfi stanoveni chlorofylu
a karotenoidu. Na grafech (viz. obrdzek 10 a Obrdazek 11) jsou porovnany obsahy
chlorofylu a karotenoidii u vzorku, u kterych extrakce a méfeni probihaly za a bez piistupu
svételného zafeni. Vzorky byly vystaveny svételnému zatfeni pii teploté 23 °C po dobu
3 hodin.
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Obrdzek 10 Srovnani obsahii celkového chlorofylu u morskych Fas za a bez pristupu svételného zdareni
v acetonu v mg na g vzorku, N=3

Graf (viz. obrdzek 10) znazornuje, zda svételné zafeni ovliviiuje méfeni obsahu
chlorofylu v acetonu. Pro Arame, Nori a Kombu platilo, ze s pfistupem svételného zateni
obsah chlorofylu byl vyrazné vétsi nez bez pfistupu svételného zafeni. U Wakame
a Spaghetti nebyl pozorovan témét zadny rozdil mezi koncentracemi chlorofylu. U Hijiki
byla pozorovana opacna situace. Hodnoty obsahu chlorofylu bez ptistupu svételného zafeni
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u Hijiki byly témét ¢tyfnasobné vyssi nez za pfistupu tohoto zafeni.
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Obrazek 11 Srovnani obsahii celkovych karotenoidii u morskych ras za a bez pristupu svételného
zareni v acetonu v mg na g vzorku, N=3
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Graf (viz.Obrazek 11) znazoriuje Vliv svételného zafeni na meéfeni obsahu
celkovych karotenoida v acetonu. Z grafu lze vycist, ze hodnoty stanovované za piistupu
svételného zateni vykazovaly lepsi vysledky, nez ty, bez pfistupu svételného zateni.
Jedinou vyjimkou byly fasy Spaghetti, kde vys$si hodnoty byly naméfeny bez pfistupu
tohoto zafeni. Zajimavé je, ze u moiskych fas Nori a Hijiki pfi stanoveni bez piistupu
svételného zafeni nebyly karotenoidy vubec detekovany.

Dale byly stanovovany celkové obsahy chlorofylu a karotenoid v jednotlivych
fasach. Na zaklad¢ ptredchoziho experimentu bylo zvoleno méteni za ptistupu svételného
zéafeni, protoze to ve vétsin¢€ piipadl byla vétsi vytéznost. Vysledky méteni jsou znazornéné
na obrazcich 12 a 13.
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Obrazek 12 Srovnani obsahii celkového chlorofylu u morskych ras za pristupu svételného zareni
V riiznych rozpoustédlech v mg na g vzorku, N=3

Z grafu (viz. obrazek 12) vyplyva, ze nejvétsi obsah chlorofylu mély vzorky fasy
Wakame (45,14 + 1,36 mg/g vzorku) rozpusténé v 80% ethanolu. Nejnizsi obsah chlorofylu
byl detekovan u Hijiki (3,67 £ 0,14 mg/g vzorku) pro kterou byl nejacinngjsim
rozpoustédlem aceton.

Dale z grafu 1ze odecist nejucinnéjsi rozpoustédlo pro konkrétni druh fasy.

e pro Arame napfiklad nejlepsim rozpoustédlem, ve kterém bylo extrahovano
nejvice chlorofylu byl 20 % ethanol (14,46 = 0,79 mg/g vzorku) a nejméné
uc¢innym byl 60 % ethanol (3,13 + 0,47 mg/g vzorku).
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e pro moiskou fasu Nori 60 % ethanol byl naopak dobrym rozpoustédlem
(17,62 + 0,89 mg/g vzorku) a v 20 % ethanolu bylo rozpusténo nejmensi
mnozstvi chlorofylu (0,35 + 0,18 mg/g vzorku).

e pro Wakame byl nejucinngsim  rozpoustédlem 80 %  ethanol
(45,14 £ 1,36 mg/g vzorku) a nejméné uinnymi rozpoustédly byly 20 %
(1,18 + 0,29 mg/g vzorku) a 40 % ethanol (1,06 + 0,18 mg/g vzorku).

e pro Kombu, Spaghetti a Hijiki neju¢innéjsim rozpoustédlem byl aceton
(13,38 £ 0,52 mg/g vzorku-Kombu, 7,71+ 0,68 mg/g vzorku-Spaghetti,
3,67 £ 0,14 mg/g vzorku-Hijiki) a nejméné ucinnym byl 40 % ethanol
(0,38 + 0,09 mg/g vzorku-Kombu, 0,37 +0,11 mg/g vzorku-Spaghetti,
0,45 + 0,00 mg/g vzorku-Hijiki).

Z celkovych hodnot a vytézkl lze posoudit, ze vSeobecné byl nejlepsim
rozpoustédlem pro stanoveni chlorofylu aceton.
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Obrazek 13 Srovnani obsahii celkovych karotenoidii u morskych Fas za pristupu svetelného zareni
V riiznych rozpoustédlech v mg na g vzorku, N=3

Z grafu (viz. obrazek 13) vyplyva, ze nejvétsi obsah karotenoidii mély vzorky tasy
Arame  (12,31+0,32mg/g vzorku) rozpusténé v 20% ethanolu a Wakame
(12,16 £ 0,70 mg/g vzorku) rozpusténé v 60% ethanolu. Nejnizs$i obsah karotenoidu byl
detekovan u Spaghetti (0,83 = 0,15 mg/g vzorku), pro kterou nejucinnéjsim rozpoustédlem
byl aceton.
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Z grafu lze odecist také nejucinnéj$i rozpoustédlo, ve kterém bylo rozpusténo

nejvice karotenoidu pro konkrétni druh fasy.

pro Arame nejlep§im rozpoustédlem, byl 20% ethanol (12,31 + 0,32 mg/g
vzorku) a nejméné¢ ucinnym byl aceton (0,61 + 0,12 mg/g vzorku) a 96%
ethanol (0,37 + 0,14 mg/g vzorku).

pro Nori (10,44 £0,05mg/g vzorku) stejné¢ jako pro Wakame
(12,16 + 0,70 mg/g vzorku) 60% ethanol byl dobrym rozpoustédlem a v 20%
ethanolu bylo rozpusténo nejmensi mnozstvi karotenoidu (0,26 = 0,09 mg/g
vzorku u Nori, 0,30 + 0,06 mg/g vzorku u Wakame).

pro Kombu byl nejuc¢innéjsim rozpoustédlem aceton (2,58 + 0,05 mg/g
vzorku) a nejméné Gc¢innym byl 20% ethanol (0,22 + 0,10 mg/g vzorku).

Spaghetti obecné vykazovaly nejmensi mnozstvi karotenoidi v porovnani
se vSemi druhy fas. VSak nejvétsi mnozstvi karotenoidu se rozpustilo
v acetonu (0,83 + 0,15 mg/g vzorku).

pro Hijiki byl nejleps$im rozpoustédlem 20% ethanol (3,33 = 0,73 mg/g
vzorku). Stejné malé mnozstvi karotenoidi se rozpustilo v 80% a 96%
ethanolu (0,09 + 0,02 mg/g vzorku).

Z celkovych hodnot a vytézkd Ize posoudit, ze vSeobecné byl nejlepsim

rozpoustédlem pro stanoveni karotenoidd byl 60% ethanol.

5.5 Stanoveni beta-glukani

Stanoveni beta-glukant bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.4.5. Obsah beta-glukant
byl stanoven pomoci pifedem ptipraveného excelu Megazyme Mega-Calc™, ktery byl
soucasti Kitu pro stanoveni beta-glukand. Obsah beta-glukant v jednotlivych vzorcich
je uveden v grafu (viz. Obrdzek 14) véetné odchylky jednotlivych méteni.
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Obrazek 14 Srovnani beta-glukanit u makroras, N=3

Z grafu vyplyva, ze nejvyssi obsah beta-glukanti v porovnani se vzorkem kvasinek
R. toruloides (38,66 +1,85 %w/w vzorku) byl u Arame (24,58 +0,78 %w/w vzorku). Dale
obsah beta-glukant u Kombu (1,68 + 0,41 %w/w vzorku) a Spaghetti (2,28 + 0,35 %w/w
vzorku) byl témét stejny. Vyrazné nizs$i hodnotu obsahu beta-glukanti oproti ostatnim
zkoumanym motskym fasam méla Wakame (0,54 +0,15 %w/w vzorku).
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6 SHRNUTI VYSLEDKU A ZAVER

Tato bakalafska prace byla zaméfena na izolaci a charakterizaci pfirodnich beta-glukant
a dalsich biologicky aktivnich latek u vybranych makrofas a jednoho zastupce kvasinek
R. toruloides.

Byla vypracovana literarni reSerSe na téma beta-glukany, jejich zdroje a biologické
ucinky, také na motské fasy, kvasinky a jejich vybrané zastupce. Dale se reSerSe zabyva
biologicky aktivnimi latkami (jako jsou polyfenoly, flavonoidy, chlorofyly, karotenoidy,
beta-glukany a antioxidanty) a jejich metodami stanoveni.

V praktické casti bylo analyzovano 6 vzorkd makrotas, konkrétné vzorky Arame,
Nori, Kombu, Wakame, Hijiki, Spaghetti a vzorek kvasinky R. toruloides. VVzorky byly
nejprve vhodné zpracovany pro analyzu. Pro dobrou homogenitu vzorku byly ftasy
rozemlety na praskovou formu. Nasledné byly vzorky podrobeny extrakci dle typu analyzy.
Piipravené extrakty byly pouzity pro stanoveni aktivnich slozek jako jsou polyfenoly,
flavonoidy, antioxidanty, chlorofyl, karotenoidy a beta-glukany.

Nejprve byla zkousena 24 h a 48 h vodna extrakce. Vysledky téchto extrakci
vychazely srovnatelné, proto pro nejefektivnéj$i stanoveni byla zvolena krat$i doba
extrakce.

Pti analyze biologicky aktivnich slozek byl nejprve stanoven obsah celkovych
fenolickych latek. Nejvyssi obsah byl stanoven v piipadé Arame (28,27 + 0,91 mg/g
vzorku) a Spaghetti (20,16 + 0,83 mg/g vzorku). Naopak nejnizsi obsah fenolickych latek
byl stanoven v ptipadé Wakame (1,61 + 0,28 mg/g vzorku). Obsah fenolickych latek v fase
Kombu byl naméten ve vysi 3,56 = 0,52 mg na 1 g vzorku, coz je srovnatelné s hodnotou
udavané v literatuie [59]. Podle této studie obsah fenolickych latek u Kombu byl stanoven
v rozmezi 3,40-3,98 mg na 1 g latky. Na zakladé shody vysledki 1ze odhadnout, Ze méteni
bylo provedeno spravné. Pii stanoveni flavonoidl bylo dosazeno velice nizkych vysledkii.
Nejvyssi obsah flavonoidi byl stanoven u Arame (0,46 + 0,05 mg/g vzorku), Spaghetti
(0,26 + 0,01 mg/g vzorku) a Hijiki (0,19 + 0,01 mg/g vzorku). Ukazalo se, ze fasy Nori,
Wakame a Kombu nebyly bohaté na flavonoidy, ale zaroven obsah polyfenolt v téchto
fasach byl mnohem vyssi. Konkrétné¢ obsah flavonoidd u danych fas byl v rozmezi
0,01-0,02 mg na 1 g vzorku a polyfenola 1,6—-3,6 mg na 1 g vzorku. Z toho vyplyva, Ze tyto
moiské fasy mohou obsahovat vétsi mnozstvi dalsich latek fenolické povahy.

Déle byla stanovena celkova antioxidaéni aktivita analyzovanych vzorkl. Nejvys$si
antioxida¢ni aktivitu vykazovala Arame (292,83 £1,21 ug/g vzorku) nebo Spaghetti
(230,40 + 28,43 ng/g vzorku). Nejniz§i obsah vykazovala Wakame (7,88 +0,01 pg/g
vzorku). Celkova antioxida¢ni aktivita vétSinou odpovidala obsahu fenolickych latek.

Dale byl stanoven obsah beta-glukani u makrofas a kvasinek R.toruloides.
Kvasinky R. toruloides mély ze vSech vzorkii nejvétsi obsah beta-glukand
(38,66 +£1,85 %w/w vzorku). Z tas na tom byla nejlépe Arame (24,58 +0,78 %w/w vzorku)

36



a Nori (9,56 +1,66 %w/w vzorku). U ostatnich fas bylo dosazeno velice nizkych hodnot
v rozmezi od 0,5 do 2,5 %w/w.

Studie z Ciny ukazuji souvislost hodnoty antioxidaéni aktivity s obsahem beta-
glukant [60]. Z vysledki Ize posoudit, ze toto tvrzeni je pravdivé pro moiské fasy Arame
a Wakame. U Arame byl naméfen nejvyssi obsah antioxidantl a beta-glukanti z métenych
fas. U Wakame lze pozorovat opa¢nou situaci. Nejnizsi obsah antioxidanti odpovidal
nejniz§imu obsahu beta-glukand. U ostatnich fas nebyla pozorovana tato souvislost.

Pti méfeni obsahu celkového chlorofylu a karotenoidi byly pouzity ethanolové
a acetonové extrakty makrotfas o rizné koncentraci. Ve studii [61] se tvrdi, ze svételné
zafeni maze ovlivnit mnozstvi naméfeného chlorofylu. Proto na zakladé této studii byla
vyzkou$ena extrakce a déle i stanoveni obsahu chlorofylu a karotenoidl za a bez ptistupu
svételného zafeni. Vysledky danou souvislost potvrdily a z tohoto divodu bylo méteni
provadeéno za piistupu svételného zateni.

V ramci métenych hnédych fas méla nejvice chlorofylu Wakame rozpusténa v 80%
ethanolu. Mnozstvi chlorofylu v tomto extraktu bylo stanoveno na 45,14 + 1,36 mg/g.
Naopak nejnizsi obsah chlorofylu byl detekovan u hnédé tasy Hijiki (3,67 = 0,14 mg/g)
rozpusténe v acetonu.

Nejvyssi obsah karotenoidi byl stanoven ve 20% ethanolovém extraktu Arame
ve vysi 12,31 + 0,32 mg/g a Wakame rozpusténé v 60% ethanolu (12,16 + 0,70 mg/g). Nori
rozpusténa v 60% etanolu také vykazovala vysoky obsah karotenoidu (10,44 + 0,05 mg/qg).
Takto vysoka hodnota obsahu karotenoidl potvrzuje to, Ze Nori obsahuje velké mnozstvi
¢erveného pigmentu a diky tomu patii ke skupiné cervenych motskych fas [32]. Nejnizsi
obsah vykazovala tasa Spaghetti (0,83 + 0,15 mg/g) extrahovana do acetonu.

Daéle dané¢ meéfeni umoznilo detekovat nejucinn€jsi rozpoustédlo, ve kterém bylo
extrahovano nejvétsi mnozstvi chlorofylu nebo karotenoidii. NejlepSim rozpoustédlem
pro stanoveni chlorofylu byl aceton. Nejlepsim rozpoustédlem pro stanoveni karotenoidi
u fas byl 60% ethanol.

Z literatury lze definovat, Ze makrotasy maji biologické u€inky, které byly potvrzeny
antivirové a antibakterialni. Na zakladé vyuzivani extrakti v kosmetice jsou vSechny
zkoumané makrotfasy biologicky nezavadné a je potvrzena bezpecnost izolovanych
preparati [62][63][64].

Lze tedy celkové shrnout ze zkoumanych tas, ze podle poméru cena/vykon byla
na tom nejlépe fasa Arame. Na ¢eském trhu se zpravidla prodava 100 g této fasy za 250 K¢.
Zastoupeni zkoumanych biologicky aktivnich latek u této fasy bylo obecné nejvyssi
ze vSech testovanych fas. U Hijiki a Nori bylo celkové naméfeno nejniz$i mnozstvi
biologicky aktivnich latek, piicemz jejich cena za 100 g dosahuje 480 K¢.
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