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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyvala optimalizaci extrakce aktivnich latek z mikrofas
a karotenogennich kvasinek, charakterizaci téchto extraktd a jejich testovanim na lidskych
keratinocytech pro zjisténi cytotoxicyty téchto extrakti

V teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe shrnujici zékladni vlastnosti téchto
mikroorganismi a lidskych keratinocyti spoleéné se zakladnimi podminkami pro jejich
kultivaci. Poté zde Dbyly shrnuty ptiklady antioxida¢nich latek obsaZenych
v téchto mikroorganismech a jejich vlastnosti. Nakonec byl touto ¢asti objasnén pojem
cytotoxicity a zptsoby jejiho méteni

V praktické ¢asti byla z mikrofas a karotenogennich kvasinek provedena fada extrakci.
Tyto extrakty byly nasledné charakterizovany. Méfen byl obsah fenolickych latek, flavonoidd,
chlorofylii a karotenoidi. Dale byla zméfena antioxida¢ni aktivita a SPF téchto extraktd.
Nakonec byla stanovena také cytotoxicita vybranych extraktti pomoci MTT testu.
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Abstract

This bachelor thesis was focused on optimalization of extractions of active compounds
from microalgae and carotenogenic yeasts. Other part of this work was focused
on characterization of these extracts and their tests of cytotoxicity on human keratinocytes.

In theoretical part a literary research which summarizes the basic properties and cultivation
conditions of used microorganisms was conducted. Then there were listed an examples
of antioxidant compounds found in these microorganisms as well as their properties. Finally
the term cytotoxicity and methods of its measurement were clarified.

The practical part of this thesis consists of series of extractions from mentioned
microorganisms. These extracts were characterized by the content determination of phenolic
and flavonoid compounds and also chlorophyll and carotenoid compounds. Determination
of antioxidant capacity and SPF were done too. Lastly the cytotoxicity of chosen extracts was
measured using the MTT test.
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Microalgae, yeast, antioxidants, carotenoids, chlorophylls, extraction, SPF, cytotoxicity.
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1 Uvod

Kvasinky a mikrofasy jsou jednobunécné eukaryotické organismy. Zatimco kvasinky jsou
klasifikovany jako mikroskopické houby a energii ziskavaji oxidaci, ¢i fermentaci organickych
latek (jsou chemoheterotrofni), fasy maji blize spiSe k jednoduchym rostlinam, protoze
ziskavaji energii pomoci fotosyntézy (jsou fotoautotrofni) [1].

Kvasinky se casto vyuzivaji jako modelovy organismus pro rizny vyzkum, protoze
se jedna 0 nejjednodussi eukaryoticky organismus. Jednd se tim padem také o nejlépe
prostudovany eukaryoticky organismus hojné¢ vyuzivany v biosyntetickych procesech. Diky
znalosti celého genomu kvasinek se jiz vyuziva také ruznych uprav v jejich genomu
a v dusledku i metabolismu pro ziskani nami pozadovaného produktu [2].

Rasy jsou velmi velkd a rozmanita skupina organismt a da se fici, Ze vétsina z nich ma
spole¢ného piedka, ze kterého pochazi jejich plastidy, diky kterym mohou fotosyntetizovat
atim jsou sinice (Cyanobacteria). A pravé ty jsou zodpovédné za zvySeni hladiny kysliku
v Zemské atmosféte pied cca 2,45 miliardami let a jeji pfeménu z tehdy redukujici na oxidujici,
coz vedlo ke vzniku Zivota tak jak jej zname dnes [3].

Oba typy organismil se diky své univerzalité a jednoduchosti, ktera ptesto poskytuje vice
nez uspokojivé vysledky, vyuzivaji ve velmi Sirokém zabéru. Od vyroby alkoholickych napoja
jako je pivo a vino (kvasinky) [4] a ¢isténi odpadnich vod (fasy) [5] aZ po pravé izolaci riznych
sekundérnich metabolitl téchto organismd, které maji rizné ucinky od cytotoxickych, kterych
lze vyuzivat naptiklad v onkologii pfi 1é¢bé tumorti az po antioxidacni, kterych zase lze
vyuzivat jako napiiklad doplnku stravy, ¢i v kosmetice [6].



2 Teorie

2.1 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunééné ecukaryotni organismy spadajici do fiSe hub (Fungi). Lidé
je vyuzivali jiz v neolitu pted 6 000 az 8 000 lety ve starém Egypté nebo Ciné pii produkei vina
a jinych alkoholickych kvasenych napoju, nebo chleba. Poprvé kvasinky pozoroval Anton van
Leeuwenhoek v roce 1680 pomoci jednoduchého mikroskopu. Pozdé&ji je v roce 1837 Theodor
Schwann zafadil do iS¢ hub. Zabyval se jimi také Louis Pasteur a v roce 1861 na nich popsal
Pasteurtv efekt [7].

Dnes se jejich vyuziti diky znaénym pokrokiim v biochemii a genovém sekvenovani znacné
rozsifilo a lidé jsou schopni je vyuzivat i k produkei rozmanitych latek. Sta¢i spravné zasahnout
do jejich fermenta¢niho metabolismu a poskytnout jim spravné prostiedi. Nékteré tyto kvasinky
produkuji karotenoidy pro ochranu pted oxidaci reaktivnimi formami kysliku, které mohou
vznikat pii dopadani slune¢niho zateni na buiiku (jsou to antioxidanty). Takovéto kvasinky jsou
nazyvany karotenogenni a je mozné je vyuzivat pro syntézu a naslednou extrakci beta karotenu
(provitaminu A). Kultivace kvasinek neni nijak naro¢na pravé proto, ze se jedna o pomérné
odolné organismy. VétSinou postaci zaockovat mikroorganismy napiiklad pomoci kiiZového
roztéru na pevné kultivaéni médium v Petriho misce, nebo je umistit do fermentoru s vhodnymi
Zivinami a prostiedim, pokud je pozadovano vétsi mnozstvi biomasy [8].

2.1.1 Karotenogenni kvasinky

Karotenogenni kvasinky jsou taxonomicky podle zptisobu rozmnozovani fazeny do oddéleni
Basidiomyceta a Ascomyceta. Jako karotenogenni kvasinky jsou nazyvany ty, které maji
vyvinuty enzymaticky aparat pro produkci karotenoidnich pigmenti. Tyto kvasinky maji diky
produkci téchto pigmentd a zaroven antioxidanti (naptiklad beta karoten, torulen
¢i torularhodin) charakteristické oranzové az Cervené zbarveni. Proto jsou také nékdy nazyvany
jako ,Cervené kvasinky“. Nejznaméjsi rody téchto kvasinek jsou Rhodotorula,
Sporobolomyces, Rhodosporidium a Cystofilobasidium. Zminéné rody produkuji pomérné
velké mnozstvi karotenoidu [9].

2.1.1.1 Rod Rhodotorula

Tyto kvasinky produkuji kromé¢ beta karotenu také lipidy, které se pak akumuluji
v cytosolu [10]. Bunky kvasnic tohoto rodu byvaji valcovitého tvaru a jejich barva byva
pomérné rozmanitd, zalezi na druhu. VéEtSinou se ovsem pohybuje v odstinech Cervené prave
diky produkci karotenoidi. Jsou schopny prosperovat i v prostiedich chudych na dusik. Diky
tomu se vyskytuji ve vzduchu, vodé, ptid¢ na povrchu riznych rostlin a dokonce i v organech
nékterych zivocichli a to téméf vSude na svété a tak jsou povazovany za patogenni [11].
Do tohoto rodu patii naptiklad Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa nebo
Rhodotorula minuta [12].
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2.1.1.2 Rod Sporobolomyces

Buiikky tohoto rodu nemaji schopnost fermentace, zato ale produkuji velké mnozstvi
karotenoidt, pfedevsim beta karoten, torulen a tolurarhodin. Bunky kvasinek tohoto druhu jsou
pfevazné elipsovitého tvaru vyrazné Cervené barvy diky silné karotenogenezi. Patfi sem
napiiklad Sporobolomyces salmonicolor, Sporobolomyces koalae a Sporobolomyces
magnisporus [12].

2.1.2 Kultivace kvasinek

Uspésna kultivace kvasinek, ¢ili takova, ktera poskytne co nejvice biomasy, zavisi na mnoha
faktorech. Kvasinky sice jsou pomérné nenarocné organismy, ale pro jejich co nejrychlejsi
rozmnozovani a co nejvetsi zisk biomasy, je potieba udrzet vSechny tyto faktory v optimech
charakteristickych pro kazdou kultivovanou kvasinku [13]. VétSinou se kvasinky kultivuji
Vv tekutych sladovych médiich, coz umoznuje kultivaci ve velkém objemu fermentoru, ale
je také mozné je kultivovat na agaru v Petriho miskach [14].

2.1.2.1 Teplota

Teplota je jednim z hlavnich faktord ovliviiujicich rast kvasinek. Pro kazdou kvasinku
je charakteristickd minimalni teplota, pfi které se kvasinky mnozi nejnizsi rychlosti, kterou
je mozno zjistit [15]. Pii dals$im pomalém snizovani teploty na bod mrazu a nize kvasinky
umiraji v disledku tvofeni krystalkt ledu z vody v cytoplazmé i mimo ni. Ty pak naruSovanim
bunéénych membran bunky usmrcuji. Naopak pii rychlém sniZeni teploty se vytvoii pouze
mikro krystalky ledu a ty usmrti pouze malou ¢ast populace. U zbytku populace dojde pouze
k zastaveni biochemickych pochodld. Toho lze vyuzit k vytvafeni lyofilizovanych kultur,
které je mozno uchovavat i n€kolik let pfi zachovani jejich Zivotaschopnosti. Dale je pro
kvasinky charakteristicka optimalni teplota, pii které se kvasinky rozmnozuji nejrychleji
anakonec maximalni teplota, coz je teplota pii které se kvasinky jeSt¢ jsou schopny
rozmnozovat. Dalsi zvyseni teploty pak vede k usmrceni bunék v diisledku denaturace enzymi
a bilkovin obsazenych v bufice. Kvasinky patii mezi mezofilni mikroorganismy, protoze jejich
optimalni teplota se u vétsiny druhti pohybuje okolo 30 °C [13].

2.1.2.2 VlivpH

Dal$im vyznamnym faktorem ovlivilujicim rozmnoZovani kvasinek je pH. To totiZ vyznamné
ovliviiuje jejich biochemickou ¢innost a kazdy druh kvasinek ma vlastni, pomérné tzké rozmezi
pH, které je pro n¢j optimdlni. U vSech kvasinek se toto rozmezi ovSem pohybuje v kyselé
oblasti (4,5-5,5). Uz pii velmi slabé alkalickém pH (cca 7,5) dochazi k inhibici a zastaveni
jejich rastu [13].

2.1.2.3 Vodni aktivita

Vodni aktivita ma velky vliv na rozmnozovani jakéhokoliv mikroorganismu vcetné kvasinek,
protoze témét vsechny jejich biochemické reakce se odehravaji ve vodném prostiedi a samotné
mikroorganismy jsou slozeny z vétsi €asti z vody. Je vyjadiena pomérem tlaku vodnich par
urcitého roztoku K tlaku vodnich par nad destilovanou vodou za stejnych podminek [15].
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U zfedénych roztokt Ize tlaky vodnich par nahradit pomérem sou¢tu mold vody a rozpusténé
latky ku poctim moli vody v daném roztoku. Tudiz ¢im vice mola urcité latky je rozpusténo
Vv roztoku, tim niz$i je potom jeho vodni aktivita. VétSina kvasinek potfebuje vodni aktivitu
minimalné v rozmezi 0,91-0,88. Pokud je vodni aktivita niz$i, dochazi k zastaveni rastu [13].

2.1.2.4 Redoxni potencidal

Tento potencial je dan pfitomnosti oxidacnich a redukénich €inidel v daném prostiedi. Pokud
se v ném vyskytuje piebytek siln¢ redukujicich latek, tak je zaporny a u prebytku oxidujicich
latek je tomu naopak. Z hlediska kultivace kvasinek a dalSich mikroorganismi se tento
potencidl tykd piedevSim pfitomnosti kysliku jako oxida¢niho cinidla a jeho vlivu
na mikroorganismy, podle ¢ehoz se mikroorganismy také daji rozdélit na obligatné
a fakultativné aerobni, obligatné anaerobni a anaerobni. VétSina kvasinek jsou fakultativné
anaerobni organismy, tudiz nejsou na ptitomnost kysliku nijak zZivotné¢ vazany. Jsou schopny
ziskavat energii aerobni respiraci, ale v nepfitomnosti kysliku (pfi zdporném redoxnim
potencialu) jsou schopny piezivat pomoci fermentace [13].

2.1.2.5 Zareni

Vliv elektromagnetického zateni na rust kvasinek se lisi podle vinové délky. Infracervené
zateni a Hertzovy viny o del$ich vinovych délkach mohou mit negativni Gi¢inek na rust kvasinek
pouze zahtivanim kultivaéniho média na které ptsobi. Viditelné svétlo samo o sob& nemiva
negativni G¢inek na rust kvasinek, spiSe naopak napiiklad indukuje tvorbu karotenoidu
u karotenogennich kvasinek. Zato UV zéfeni a zafeni kratSich vlnovych délek jako je zafeni
gamma, ¢i Rontgenovo zateni jiz na rust kvasinek ptsobi velmi negativné. UV zafeni vyvolava
mutace DNA, protoze purinové a pyrimidinové baze nejsilnéji absorbuji pravé v UV oblasti
spektra a dochazi tak k jejich excitaci a k tvorbé kovalentnich vazeb mezi sousednimi
pyrimidinovymi bazemi a ionizaci bazi. Dale UV zafeni vyvolava tvorbu kyslikatych radikald,
které dale mohou bunku poskozovat oxidacnim stresem. Proti tomuto zafeni a naslednému
oxida¢nimu stresu se pravé karotenogenni kvasinky brani produkci karotenoidnich barviv,
které jsou schopny energii tohoto zafeni pfeménovat na energii tepelnou, se kterou se kvasinka
uz vypotada snaze nez se zvysenou hladinou kyslikatych radikalii. Zatfeni kratSich vinovych
délek plisobi obdobné, ale protoZe jeho fotony nesou jeste vetsi energii, tak mohou zptisobovat
navic zlomy chromozomd a silnou ionizaci bunééného materialu [13].

2.1.2.6 Kultivacni média a nadoby

Pro spravny rust potiebuji kvasinky také médium se spravnym obsahem zivin a dalsich latek,
tak aby se co nejvice blizilo ptirozenému prostiedi kultivovaného druhu kvasinky. Diky tomu
se také pak budou 1épe mnozit a ziska se vétsi rustovy vytézek [14]. Zakladni slozky média,
nezbytné pro spravnou vyzivu kvasinek jsou, voda (viz. bod 2.1.2.3.), zdroj uhliku a dusiku,
fosfor, stopové prvky a rustové faktory. Dale potiebuji, aby médium, ve kterém jsou
kultivovany, bylo probublavano kyslikem (coz zaroven zajisti promichdvani vSech zivin
v médiu). To se provadi, pokud je fermentace nezadouci, pokud je naopak zadouci, probublava
se vodikem ¢i oxidem uhli¢itym [13].
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Jako zdroj uhliku kvasinkdm slouzi pfedevsim jednoduché sacharidy ¢i polysacharidy,
které jsou schopny metabolizovat pomoci glykolyzy a nasledné Krebsova cyklu, nebo pomoci
fermentace [14].

Dusik jsou kvasinky schopny vyuzivat jak organicky vazany v aminokyselinach
(peptonech), tak ve formé anorganickych amonnych soli, dusi¢nanti a dusitant [14].

Fosfor hraje dualezitou roli pii tvorbé ATP, které je zdkladni molekulou pohdnéjici
energeticky naro¢né procesy v buiice, také je soucasti nukleotidt, fosfolipidii a dalSich molekul
esencialnich pro vSechny bunky [15]. Pfidava se do médii ve formé draselnych, ¢i sodnych
fosfata [14].

Stopové a biogenni prvky se do zivnych médii ptfidavaji pouze ve velmi malych
koncentracich zjisténych experimentalng, protoze vyssi by na kvasinky mohly ptisobit toxicky.
Patii mezi n¢€ naptiklad zelezo, kobalt, chlor, vapnik a draslik [14].

Kvasinky jako auxotrofni organismy si nejsou schopny syntetizovat pro né specifické
rustové faktory, jako jsou naptiklad purinové a pyrimidinové baze, rizné vitaminy a vyssi
mastné kyseliny. Proto je potieba je do kultiva¢nich médii ptidavat [14].

Kultiva¢ni média mohou byt zpevnéna agarem, ty se pak po sterilizaci za tepla rozlévaji do
Petriho misek a po ztuhnuti se na n¢ mohou kvasinky naoc¢kovat a nechat inkubovat [14]. Dale
mohou byt tekutd, ty je pak mozno vyuzit pro kultivaci vétSich objemti biomasy napiiklad
Vv laboratornich fermentorech [13].

2.1.3 Rust bunék

Rast bunék se rozdéluje do Ctyt fazi, které plati jak pro kvasinky, tak pro fasy a 1 napiiklad
kultivované lidské buiiky. Jsou to:

e Lag faze: V této fazi se bunky pfizplsobuji danému kultivaénimu médiu, do kterého
jsou zaneseny. Nemnozi se, pouze se pripravuji na délent.

e Log faze: Po ptizpiisobeni se kultivacnimu médiu se buriky zacnou mnozit velmi rychle,
az exponencialné. Rychlost mnozeni ma konstantni hodnotu a téméf vSechny bunky
jsou Zive.

e Stacionarni faze: Po exponencidlnim namnoZeni bun¢k dochazi ke zpomaleni mnoZeni
bun¢k az dojde kjeho Uplnému zastaveni. To je zpusobeno vycerpavanim Zivin
z kultivaéniho média, stejné tak jako vycerpanim prostoru, kam by se bunky mohly
mnozit. Dojde k vytvofeni jedné souvislé vrstvy bunék na kultivaénim médiu
v nadobce, pokud se kultivuje na pevném médiu, nebo na dn€ nadobky pokud
se kultivuje v tekutém médiu a bunky pfisedavaji ke dnu nadobky. Také se zacinaji
hromadit metabolity bunék a pfi dalsi kultivaci za nezménénych podminek nastava faze
odumirani bunck.

e Faze odumirani bunék: V disledku vyCerpani Zivin, prostoru a hromadéni metabolit
bunék v kultiva¢nim médiu zacinaji buniky hladovét a odumirat [15]
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2.2 Rasy

Rasy jsou rozmanita skupina fotoautotrofnich organisma fadicich se mezi niZsi rostliny a jedny
Z nejstarsich organismii na Zemi. Mohou byt jak jednobunééné jako naptiklad rod Chlorella
nebo Chlamydomonas, ale i mnohobunééné jako formy hnédych fas (chaluh) a to naptiklad
Fucus vesiculosus nebo Macrocystis pyrifera. Rasy ziskaly své chloroplasty pravdépodobng
pomoci endosymbidzy, kdy pohltily néktery z druhi Cyanobacteria. U nékterych druht fas
ovSem doslo k vyvinu mixotrofie, stejné jako u masozravych rostlin [16]. VSechny fasy
potiebuji ke svému zivotu vodu a mohou riist jak ve sladké, tak slané vodé¢, kde jsou vyznamnou
soucasti ekosystému, protoze mnohobunécné tfasy slouzi jako potrava pro vodni bylozravce,
jako tukryt pro mensi zivoCichy a také produkuji znac¢nou cast kysliku v atmosfére.
Jednobunééné fasy jsou soucasti fytoplanktonu, ktery také hraje vyznamnou roli v ekosystému
oceantl. Protoze jsou to fotosyntetizujici organismy, tak obsahuji chlorofyly, ale také vSechny
obsahuji beta karoten, ktery hraje dulezitou roli ve fotosyntéze pii ochrané proti vzniku
kyslikatych radikala [17].

Rasy muzeme rozdé¢lit na:

e Chlorophyta (Zelené tasy)
e Rhodophyta (Cervené fasy)
e Chromophyta (Hnédé tasy)
e Euglenophyta (Krasnoocka)
e Dinophyta (Obrnénky)

e Cryptophyta (Skryténky)

Prvni ¢tyti skupiny jsou vétsinou fotoautotrofni (nékteré druhy Euglenophyt jsou mixotrofni)

ey e

cey

N 24

Jejich velikost se pohybuje v fadech mikrometra a byt’ jsou pfibuzné rostlinam, nemaji zadné
struktury jako listy, kofeny Ci stonky [16]. Pfestoze jsou oproti vy$§im rostlinam takto
jednoduché, tak produkuji znacnou ¢ast kysliku v atmosféte, a pravé diky jejich jednoduchosti
je mozno je vyuzivat k produkci a nasledné pomérné jednoduché izolaci pozadovanych
produktii od antioxidantli a vitaminti, po enzymy a mastné kyseliny [17].

2.2.1.1 Rod Chlorella

Tyto fasy spadaji pod Chlorophyta. Maji kulovity tvar a chybi jim bi¢iky. Mnozi se pomérné
rychle i v ne pfili§ ptiznivych podminkach a to diky tomu, Ze k prosperité jim staci pouze voda
Smalym mnoZstvim rozpuSténych mineralnich latek, slune¢ni svit a oxid uhli¢ity
pro fotosyntézu [16]. Da se tudiz pomé&rmné snadno kultivovat, coz je velmi vyhodné kvili
vysoké nutri¢ni hodnoté téchto tas, ktera dosahuje az 326 kcal na 100 g prasku této fasy. Tyto
fasy obsahuji vysoké mnoZstvi proteind, az 58 % svoji suché vahy. Dale také mineralt
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a vitamint. Také produkuji zna¢né mnozstvi tukd s podilem nenasycenych mastnych kyselin,
proto se také dnes vyuzivaji jako doplnék stravy [17]. Také bylo prokazano, Ze maji detoxika¢ni
ucinky, protoze maji schopnost na sebe vazat t€Zké kovy a odvadét je z organismu. Patii
sem napiiklad Chlorella vulgaris a Chlorella autotrophica [18].

2.2.1.2 Rod Chlamydomonas

Tyto bicikaté ovalné fasy spadaji také pod Chlorophyta. Jsou schopny ptezit jak ve sladké,
tak ve slané vodé¢ a dokonce i ve snéhu (takto zije fasa Chlamydomonas nivalis
a proto se ji nékdy fika ,,snézna fasa“). Zivi se prevazné fotoautotrofng, ale mohou piezivat
také v temnych prostorach, pokud maji k dispozici zdroj organického uhliku, ktery mohou
vyuzit a tim padem se zivit heterotrofn¢ jako naptiklad Chlamydomonas reinhardtii. Jinymi
slovy setedy jedna o fakultativni heterotrofy [16]. Diky své pomérné jednoduché stavbé
a jednoduché kultivaci se vyuzivaji jako modelovy organismus v molekularni biochemii
pro studium bic¢ikovitého pohybu a genetiky [17].

2.2.2 Kultivace mikroras

Pii kultivaci mikrotas je potieba ziskat axenickou kulturu kmene, ktery je kultivovan. Pokud
by byla kultivovana kultura kontaminovana jinym kmenem nebo jinymi mikroorganismy
tak by mohlo dochazet napiiklad ke vzniku nezadoucich metabolitti [16]. K izolovani pouze
jednoho kmene tasy se vyuziva naptiklad sérového fedéni, kiizového roztéru na agaru anebo
izolace pomoci kapilarnich pipet. Také je mozno pouzit urcité promyvaci postupy [19].

2.2.2.1 Podminky pro kultivaci

Spravné podminky pro kultivaci kazdého druhu fas jsou mirné odli$né, ale zakladem pro kazdou
fotosyntetizujici fasu je predevSim dostatek svétla a spravné promichavani, atim padem
| dostate¢na vymeéna kysliku s oxidem uhli¢itym. Pfesnéji faktory ovliviwyjici kultivaci fas
a jejich produkei biomasy jsou: mnozstvi a druh pfitomnych Zivin, intenzita osvétleni, hodnota
pH, intenzita promichavani a teplota [19].

2.2.2.2 Ziviny

Mikrofasy vyZzaduji tfi zakladni Ziviny a to uhlik, dusik a fosfor. Také vyzaduji sekundarni
Ziviny jako napfiklad nékteré kovy (mangan, kobalt, Zelezo, zinek, méd’) nebo kovy alkalické
a kovy alkalickych zemin (draslik, véapnik). Také nékteré polokovy a nekovy (kiemik,
sira) [16]. Tyto zakladni a sekundarni Ziviny je potieba dodavat ve form¢ naptiklad hnojiv, nebo
je mozné je nechat rist v odpadnich vodach (ty jiz ovSem neni mozné vyuzit pro extrakci
ucinnych latek naptiklad pro medicinu, ¢i kosmetiku). Regulaci ptisunu dusiku se ovliviiuje
predevsim produkce lipida [19].
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2.2.2.3 Intenzita osvétleni

Pro kultivaci mikrofas 1ze vyuzit slune¢niho svitu, nebo umélého osvétleni v bioreaktorech.
Rasy vyuZivaji piedeviim &ervené a modré oblasti vlnovych délek svételného spektra,
to je nutno zohlednit pfi vybéru zafivky [16]. Vyplyva to z typu chlorofylu a dalSich barviv,
které obsahuji a diky kterym jsou schopny absorbovat uré¢ité rozmezi vinovych délek svétla
(viz. Obrazek 1) a vyuzivat tak jeho energii k fotosyntéze [19].
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Obrazek 1: Absorpcni spektra chlorofyli a beta karotenu [20]

2.2.2.4 Hodnota pH

Rasy nejlépe rostou pii pH neutralnim aZz mirné zasaditém. Pfiblizné rozmezi je 7-9. P¥i vyssi
hodnot¢ pH se velka c¢ast oxidu uhli¢ittho ve vodé rozpousti na kyselinu uhli¢itou,
ktera pak disociuje na uhli¢itanovy aniont. Ten fasy jiz nejsou schopny vyuzit a dochazi
ke stagnaci rastu [16], [19].

2.2.2.5 Teplota

Idealni teplota pro kultivaci se pohybuje vrozmezi 25 °C az 35 °C. Optimalni teplota
je individualni pro kazdy druh fasy, ale pti vyssich teplotach by jiz mohlo dochazet k denaturaci
proteinti obsazenych v fase. Naopak pfi nizSich teplotach by dochazelo k celkovému zpomaleni
metabolismu fasy, ne-li k jeho uplnému zastaveni, coz je také nezadouci [16], [19].
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2.2.2.6 Intenzita promichdvani

Intenzivnim michanim se zabraiiuje sedimentaci fas, predevSim téch nepohyblivych.
Tim pddem maji vSechny fasy rovnomérny piijem Zzivin i svétla a nedochdzi k uhynu fas
ve spodnich a stfedovych cCastech nadrze, ke kterym by se bez promichavani moc svétla
nedostavalo [16]. Intenzivnim promichavanim se také zajistuje rovnomérny piisun oxidu
uhli¢itého a odvod odpadnich latek fotosyntézy (kysliku). Promichdvani ovSem nemize byt
ptili$ intenzivni, nebot’ by dochazelo k thynu fas mechanickym poskozovanim. Lze ho zajistit
i pouhym probublavanim oxidem uhli¢itym [19].

2.2.2.7 Kultivaéni nadoby

Zacina se se startovni kulturou (inokulem), ktera se pfipravuje v laboratofi tak, ze se umisti
do sklenéné nadoby s vodou, kterou probublava smés vzduchu s oxidem uhli¢itym. Také musi
byt nadoba velmi dobie osvétlend pro spravny prubeh fotosyntézy. Kazda fasa ovsem vyzaduje
specifické podminky pro sviij spravny rust, takze je nutné znat jejich piesnou biologii a tomu
ptizplisobit podminky ve startovaci nddobé. AZ je startovni kultura dostate¢né rozrostla,
tak se s ni mize pracovat dale. Muze se naptiklad premistit do velkych otevienych nadrzi
pro masovou produkci. Tyto nadrze jsou pomérné efektivni, co se produkce tas tyce predevsim
diky tomu, ze tasy vstiebavaji pfirozeny slunecni svit a jsou v ptimém kontaktu s okolnim
prosttedim. Timto procesem lze ziskat velké mnozstvi fas predevS§im pro komeréni ucely.
Tato produkce se ovSsem neda tak dobie kontrolovat a miiZze snadno dojit ke kontaminaci, takze
jde o ne ptili$ pfedvidatelnou produkeci fas. Produkuji se takto ve velkém méfitku naptiklad fasy
rodu Chlorella, které se poté pouzivaji jako dopln¢k stravy, krmivo a podobné [16]. Druha
moznost je kultivace fas v uzavienych nebo polouzavienych bioreaktorech. Ty mohou byt
osvétlovany bud’ pfirozenym, nebo umélym svétlem. Tyto bioreaktory byvaji tvofeny
systémem pruhlednych lahvi propojenych prihlednymi trubicemi, aby pfes n¢ mohlo prochazet
svétlo. Vétsinou byvaji propojeny do smycky, aby v nich mohla kultura fas cirkulovat
zapomoci cCerpadel. Dale se cirkulujici kultura fas probublava smési oxidu uhli¢itého
a vzduchu. VSechny tyto podminky se v téchto bioreaktorech daji peclivé kontrolovat
a upravovat podle potieby. To také znamena, Ze je mozné téméf presné reprodukovat podminky
kultivace. Je vyrazné sniZzeno riziko kontaminace, nebot’ se jednd o uzavieny a peclivé
kontrolovany systém [19].

2.3  Bunécné kultury

Jsou to jakékoliv eukaryotni buiikky péstované umeéle v laboratoii za pomoci laboratorni
techniky. Tyto buniky netvofi tkané. Teoreticky takto miizeme péstovat jakykoliv typ bunck,
musime pouze nasimulovat ty spravné podminky. Primarni buné¢né kultury a bunéc¢né linie
jsou uchovavany riznymi organizacemi, které uchovavaji zmrazeny jak lidské, tak zivocisné
a rostlinné bunécné linie. S jejich pomoci se pak mize testovat naptiklad cytotoxicita urcitych
latek pro vyvoj novych 1é¢iv a dalSich substanci [21].
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2.3.1 Bunééné linie

Jedna se buiiky jednoho typu, které jsou schopny rychle se délit a adaptovat se kultiva¢nimu
médiu, do kterého jsou zaneseny. Po urCitém poctu déleni mohou umirat, nebo mohou mit
charakter nadorovych bunék, diky ¢emuz se déli defacto do nekone¢na, protoze se u nich
vyskytuje aktivni telomeraza, ktera zabranuje zkracovani telomer chromozémda a tim i starnuti
a umirani Kultury. Ziskavaji se naptiklad pravé z nadorovych bunék nebo z embryonalnich
tkani (kmenovych bungk), nebo jsou vytvoreny transformaci bunéénych kmeni [21].

2.3.2 Primarni kultury

Jsou to bunky odebrané piimo z tkan¢ urcitého organismu. Kousek tkané se rozsuspenduje
VvV zivném roztoku a vznikd tak bunécnd suspenze obsahujici vice typti buné¢k. Tato bunécna
suspenze se pak necha v Petriho, nebo jinych miskach, ve vhodném kultivacnim médiu
kultivovat v inkubatoru. Takto se kultivuje primarni kultura, bunky ptisedaji ke dnu kultiva¢ni
nadoby a zaCinaji vytvafet souvislou vrstvu. Buniky se po Case jiz nejsou schopny dale
rozmnozovat, protoze vycerpaly ziviny kultivaniho média i prostor, kam by se mohly délit
a zaCinaji umirat. Proto se cast bun¢k pifenasi do dalsiho média (pasazuje se) a tak vznika
sekundarni kultura. [22].

2.3.3 Sekundarni kultury

Diky kultiva¢nimu médiu pro priméarni kulturu, které obsahovalo Ziviny typické pro pouze
jeden typ pozadovanych bun¢k je sekundarni kultura jiz slozena pouze z tohoto typu bunék
alze ji vyuzivat pro rizné testovani [21]. Jedna se o obycCejné somatické diploidni bunky,
které se nejsou schopny neomezené délit a pfirozené starnou. Z t€chto kultur ziskavame
bunécné kmeny [22].

2.3.4 Kultivace bunék

Eukaryotické bunky vyssich zivo€ichu jsou pomérné naro¢né na kultivaci a je potfeba jim
zajistit co nejvhodnéjsi prostiedi pro rist. Je nutné védét presné jaky typ bunék se kultivuje
a znat jeho biologii a podle toho se fidit. Musi byt umistény ve vhodném kultivaénim médiu,
které¢ nahrazuje extracelularni tekutinu, také se musi peclivé hlidat hladina oxidu uhlicitého,
kysliku a teplota kultivaéniho média. Tyto faktory se vétSinou kontroluji ve specidlnich
inkubatorech. Také se musi pracovat ve striktné sterilnim prostiedi, aby nedoslo
ke kontaminaci. Kultivaéni média také musi mit spravné hodnoty fady dalSich parametri pro
uspésnou kultivaci [23].

2.3.5 Kultiva¢ni média

Kultivaéni médium nahrazuje extraceluldrni tekutinu. V tomto roztoku se nachazi nékolik
desitek slozek, které poskytuji bunkam idealni podminky jako naptiklad udrZeni spravného pH.
Konkrétné se v kultivaénim médiu nachazi chlorid sodny, ktery upravuje osmoticky tlak,
anorganické soli, které udrzuji rovnovahu elektrolyti, uhli¢itan sodny udrzujici stabilni
pH (v rozmezi 7,4-7,7), ten se udrzuje specialni atmosférou v inkubatorech. Dale glukdza
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jako zdroj energie, poté aminokyseliny, které slouzi jako zdroj dusiku a vitaminy, ze kterych
si buniky syntetizuji kofaktory enzymu. Buriky se také musi néjak stimulovat K rtstu, proto
se v kultivaénim médiu nachazi i ristové hormony a zivocisné sérum. Aby nedoslo
ke kontaminaci bakteriemi, tak se pfidavaji i antibiotika. Protoze samotnym buiikdm chybi
transportni molekuly kysliku (hemoglobin) je potieba do kultivacniho média pifimichat
I antioxida¢ni latky, které budou neutralizovat vznikajici reaktivni formy kysliku. Jako
indikator pH se pouziva fenolova cCerven, ktera je pfi idedlnim pH jasn€ Cervend, pokud dojde
ke zezloutnuti znamena to, Ze kultiva¢ni médium je piili§ kyselé a pokud zfialovi, tak je moc
alkalické. V obou ptipadech je potieba kultivaéni médium vyménit. Lahve s kultivaénimi médii
se musi udrzovat pii stalé teploté 37 °C, tedy teploté organismu [23].

2.4 Volné radikaly a dalSi reaktivni ¢astice v organismech

Volné radikdly mohou byt atomarni i molekularni. Aby tyto castice mohly byt povazovany
zaradikaly, musi v nékterém ze svych vazebnych orbitali obsahovat jeden nebo vice
nesparovanych elektronil. Diky tomuto nesparovanému elektronu se tyto ¢astice mohou vézat
I na velmi stabilni molekuly a napadat tak i napiiklad proteiny a dalsi latky tvofici Zivy
organismus, coz miize vést k jeho poskozovani. Volné radikaly mohou vznikat homolytickym
St€penim kovalentnich vazeb za dodani urcité formy energie, jako je naptiklad UV ¢i ionizujici
zateni nebo zvySena teplota. Také mohou vznikat redoxnimi reakcemi, coz je jejich Cast&jsi
forma vzniku v zivych organismech [24]. V organismech ov§em nemaji jen negativni G¢inek,
napiiklad pro nd$ imunitni systém hraji nepostradatelnou roli, nebot’ je vyuzivaji fagocytujici
bunky k destrukei cizorodych organismi a dokonce hraji svou roli i v nervovém systému [25].

2.4.1 Reaktivni ¢astice kysliku (ROS)

I kyslik samotny se da brat jako radikal, konkrétné diradikal, protoZze ma ve svych orbitalech
dva nesparované elektrony stejného spinu, jinak feceno paralelni elektrony. Ovsem pravé diky
tomuto neni jeho reaktivita tak velka jako u radikalt z né; odvozenych, protoze molekula
kysliku v zdkladnim stavu mlZe oxidovat pouze ty atomy a molekuly, které maji ve svych
orbitalech také paralelni elektrony, které pak mohou byt kyslikem pfijaty do volnych mist
v jeho orbitalech. Radikaly odvozené od molekuly kysliku vznikaji redukci, pti¢emz redukce
riznymi pocty elektronii poskytne jiny typ radikdlu. V aerobnich organismech k témto
redukcim mize dochazet pii redukci kysliku na vodu na konci dychaciho fetézce, nebot” kyslik
je v téchto organismech vyuzivan jako finalni akceptor elektront [24].

e Superoxid (O2%): Tento anion radikal vznikd redukci molekuly kysliku jednim
elektronem. Oproti dalSim reaktivnim formam kysliku je pomérmné malo reaktivni
a muze z mista svého vzniku difundovat do okoli a reagovat az pozdéji. Jeho reakce
mohou poskozovat biomolekuly, ale spiSe vedou k tvorb¢ jinych, vice reaktivnich forem
kysliku a spousti tak dalsi cytotoxické reakce kysliku [24].

e Hydroxylovy radikal (HO): Vznikd redukci molekuly kysliku tfemi elektrony,
z peroxidu vodiku napfiklad reakci s redukovanymi formami ptechodnych kovi,
nebo za pusobeni ionizujiciho zafeni, diky kterému se molekula peroxidu S$tépi
homolyticky za vzniku dvou hydroxylovych radikalt. Ty pak mohou v misté svého
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vzniku reagovat s biomolekulami a poskozovat tak naptiklad biomembrany. Hydroxyl
muze biomolekulam odebirat H" a vytvaiet tak radikaly z nich, napiiklad alkoxylové
(RO") nebo peroxylové radikaly (ROO"). Dalsi zptsob, jak z biomolekul mohou
pii pusobeni hydroxylu vznikat radikaly je pfenosem nesparovaného -elektronu
na biomolekulu. Posledni zptsob reakce je adice radikalu na biomolekulu [24].

Singletovy Kyslik (*O2): Existuji dva typy singletového kysliku. Pro oba plati to,
ze jeden z nesparovanych elektront molekularniho kysliku po excitaci zméni svij spin
a tak se dostane na vyssi energetickou hladinu. Tento elektron se pak muze sparovat
S druhym nesparovanym elektronem a vyskytovat se tak ve stejném orbitalu, nebo mize
se zménénym spinem ziistat nesparovany ve svém orbitalu, ale tato konfigurace je velmi
nestabilni. V tomto spocivad rozdil mezi dvéma formami singletového kysliku.
Singletovy kyslik se miize vazat na biomolekuly, naptiklad lipidy a vytvaret z nich takto

lipoperoxidy, nebo ptedavat svou excitacni energii jinym molekulam a tak je excitovat
[24].

Také existuji reaktivni formy kysliku, které ovSem nejsou radikaly, jelikoz neobsahuji
nesparovany elektron.

2.4.2

Peroxid vodiku (H202): Pti vzniku peroxidu vodiku dochazi k redukci molekuly
kysliku dvéma elektrony. Peroxid sam o sob¢ neni radikal, protoze nemé nesparovany
elektron, ale je intermediatem ke vzniku velmi reaktivniho hydroxylového radikalu,
ktery vznika homolytickym $tépenim této molekuly [24].

Ozén (O3): Ukazuje se, ze 1 ozon se muze vyskytovat v zivych organismech
jako biologicky oxidant, podobné jako singletovy kyslik. Mize naptiklad oxidovat
cholesterol v lidskych cévach a vytvafet tak cholesterolové plaky vedouci
k aterosklerdze. Mtize se vyskytovat jako piizemni 0zon, ktery ma spiSe negativni roli.
Vznika reakcemi ve smogu a pak pusobi negativné na zivé organismy. Neni to ov§em
jeho jedina role, protoze se vyskytuje i ve stratosféfe jako nezbytny prvek ochrany
pted skodlivym zatenim z kosmu (viz. bod 2.9) [26].

Reaktivni ¢astice dusiku (RNS)

Dusikaté reaktivni ¢astice vznikaji pfedev§im z argininu plisobenim enzymu NO-syntazy,
ktera syntetizuje celou fadu radikald odvozenych od dusiku, jako je naptiklad oxid dusnaty

a oxid dusicity. Ty stejné jako kyslikaté radikaly mohou piisobit negativnég, ale také maji fadu
dilezitych biologickych funkci v organismu [25].

Oxid dusnaty (NO"): Tento radikal se mize vazat na hemoglobin, dale mize reagovat
se superoxidem a vytvaret peroxynitridovy anion. Ten je velmi silnym oxida¢nim
¢inidlem, které mtze zpuisobovat lipoperoxidaci a po protonizaci se muze rozkladat
na velmi toxicky hydroxylovy radikal a oxid dusicity [25]. Oxid dusnaty ov§em nema
jen negativni ucinky na organismus, stimuluje naptiklad tvorbu cyklického guanosin
monofosfatu, ¢imz ovliviiuje koncentraci vapniku v buiikdch hladkého svalstva cév
avyvolava tak svalovou relaxaci. Tak ovliviiuje i cévni tonus a tim i krevni tlak.
Také funguje obdobné jako neurotransmiter, jelikoz pii jeho velmi nizkych
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koncentracich v mozku dochazi ke zpomaleni pienosové rychlosti synaptického
signalu. Ovsem naopak pfi vysSich koncetracich za¢ind pusobit cytotoxicky a dochézi
k degeneraci neuronii [24].

Oxid dusi¢ity (NO2"): Mize vznikat reakci oxidu dusnatého s kyslikem a je silnym
oxidantem a nitra¢nim ¢inidlem. Reakci s dal$i molekulou oxidu dusnatého vznika
molekula oxidu dusitého (N203), ta je pak oxida¢nim a nitrosyla¢nim ¢inidlem. Rychle
ale hydrolyzuje na dvé molekuly dusitanového anionu, ktery je pii vyssich
koncentracich toxicky [27].

Mezi reaktivni ¢astice dusiku, které ovSem nejsou radikaly patfi:

2.5

Nitrosonium (NO™): Jako kation, kde ma dusik oxidacni ¢islo 3+ je velmi reaktivni
a miize vytvafet N-nitrosoaminy, které jsou karcinogeny. Dale mlze také vytvaret S—
nitroso derivaty majici téZ cytotoxicky efekt [25].

Dusitanovy anion (NO2): Pouziva se Vv potravinafstvi jako konzervant a jeho nizké
koncentrace se vyskytuji i v pitné vodé. OvSsem pokud se dostane do téla ve vyssi
koncentraci, tak putsobi velmi negativné. V krvi muze ireversibilné¢ reagovat
s hemoglobinem za vzniku methemoglobinu. Ten pak ztraci schopnost transportovat
kyslik, coz muze vyustit az v hypoxii a anoxii. V pfitomnosti sekundarnich amint s nimi
reaguje za vzniku karcinogennich N-nitrosoamint [28].

Dusi¢nanovy anion (NOz3): Jeho soli se pouzivaji jako hnojiva (naptiklad ,,Chilsky
ledek™), proto se vyskytuje v zelenin¢ i v pitné vod¢. Dusi¢nany se pouzivaji ale
také jako konzervanty potravin stejné jako dusitany. Jejich pouziti je ovSem mozné
pouze za piidani naptiklad vitaminu C, ktery tlumi jejich negativni u¢inky. Intoxikace
vy$Simi koncentracemi dusi¢nani ma podobné ucinky jako dusitanové intoxikace,
protoZe dusi¢nany se pisobenim bakterii v gastrointestinalnim traktu pomérné snadno
redukuji na dusitany [29].

Peroxynitridovy anion (ONOO"): Vznika reakci oxidu dusnatého se superoxidem
a je pomérné stabilni, diky ¢emuz mutze difundovat i pomérné daleko do okoli od mista
svého vzniku. Po protonizaci vznikda jeho konjugovana kyselina peroxonitridova,
ktera je velmi silnym oxidantem biomolekul. Peroxynitrit je také schopen piimo
nitrovat aminokyseliny, jako predevsim tyrosin. Nitrotyrosin je pak markerem vyskytu
peroxynitridu v organismu [30].

Sekundarni metabolity

Sekundarni metabolity jsou organické molekuly, které pfimo neovliviiuji rst, rozmnozovani

nebo vyvoj organismu. SpiSe pouze zvySuji Sanci organismu na pieziti a predani své genetické

informace do dal$i generace. Sekundarni metabolity tedy ptredstavuji jistou evoluc¢ni vyhodu.
Jejich absence nemusi nutné znamenat smrt organismu, miZe to pouze znamenat napiiklad

snizenou odolnost organismu a nékdy se jejich absence nemusi projevit vitbec. VéEtSinou hraji

roli naptiklad pfi obran¢ organismu (jako u rostlin pii obrané pted byloZravci nebo u kvasinek
pii obran¢ pifed UV zafenim). Pravé tyto sekundarni metabolity jsou vyuzivany jako léky

(naptiklad antibiotika), pigmenty a dal$i. Nekteré ze sekundarnich metaboliti mohou mit
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pozitivni U€inky, protoZze pusobi jako antioxidanty a chrani buiiku pied oxida¢nim stresem,
ktery muze byt indukovéan pravé naptiklad UV zéafenim. Jiné na druhou stranu mohou mit
toxické ucinky na urcité typy bunek, tudiz jsou pro né cytotoxické [31].

2.6  Antioxidanty

Proti negativnim U¢inktim volnych radikali zminénych v bodé 2.4 se organismy chrani pomoci
antioxidantl. Ty mohou byt napfiklad enzymy, které bud’ brani samotné tvorbé radikala,
nebo s nimi reaguji a zhasi je. Priklady mohou byt enzym Superoxid Dismutdza,
ktery katalyzuje pfeménu dvou molekul superoxidu na kyslik a peroxid vodiku, ¢imz zhasi
superoxidovy radikal. DalSim ptikladem je enzym Kataldza, ktery rozklada dvé molekuly
peroxidu vodiku na vodu a kyslik a zabranuje tak tvorbé hydroxylového radikalu z peroxidu
vodiku [32]. Dale mohou antioxidanty mit formu jednotlivych molekul, které piimo reaguji
s vytvofenymi radikaly, a tak je zhasi. Antioxidant s radikalem reaguje tak, Ze se sam nechava
oxidovat radikalem a zabranuje tak oxidaci jinych biologicky dulezitych latek [24].

2.6.1 Fenolické latky

Tato skupina latek je pfevazné prirodniho ptivodu, vyskytuji se jako sekundarni metabolity
rostlin. Z hlediska struktury se jedna o slouceniny, které obsahuji jedno ¢i vice benzenovych
jader, které jsou substituovany jednou nebo vice hydroxylovymi skupinami. Pravé diky témto
hydroxylovym skupindm maji velkou antioxidac¢ni aktivitu (mohou poskytnout proton
na zhaseni volnych radikali) [33]. Rozdé€leni fenolickych latek podle struktury jejich
uhlikového skeletu je uvedeno na obrazku (viz. Obrazek 2) [34].
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Obrazek 2: Tridy fenolickych latek [34]
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2.6.1.1 Flavonoidy

Jsou to slou¢eniny obsahujici flavonovy cyklicky skelet ze dvou substituovanych benzenovych
kruhti a jednoho pyranového kruhu, ktery je pfimo spojen s jednim z benzenovych kruhti. Prave
diky riznym modifikacim tohoto pyranového kruhu (naptiklad oxidaci, ¢i substituci)
se flavonoidy dale déli na dalsi skupiny jako flavany, flavanoly, flavony anthokyanidy
atd. (viz. Obrazek 3). Flavonoidy se také daji rozliSovat podle pozice, ve které je na pyranovy
kruh navazan druhy benzenovy kruh. Pokud je navazan v pozici 2, tak se jedna o normalni
flavonoidy, v pozici 4 o neoflavonoidy a pokud v pozici 3, tak jde o isoflavonoidy
ze kterych lze syntetizovat insekticidy (rotenoidy) [35]

© o ‘
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N ; (FLAVANOLS)

o

FLAVANONOLS

OH
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FLAVAN-34-DIOLS

Obrazek 3: Tridy flavonoidii [36]

Velmi ¢asto se vykytuji jako sekundarni metabolity vysSich rostlin, naptiklad v jejich
kvétech nebo plodech jako barviva. Maji funkci také antioxidacni, ptisobi jako velmi silné
vychytavace volnych radikalt. Konkrétné inhibuji oxidaci nizko hustotnich lipoproteind,
¢imz mohou u c¢lovéka snizovat riziko vytvareni ateroskler6zy. Chrani také pred ucinky
UV zafeni a maji antimikrobialni vlastnosti [37].
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2.6.1.2 Taniny

Neboli tiisloviny jsou makroslouc¢eniny s velkym mnozstvim fenolickych hydroxylovych
skupin, které jsou schopny vytvaret vazby mezi makromolekulami jako napiiklad bilkovinami
a tim je srazet. D€li se do dvou skupin a to do hydrolizovatelnych a kondenzovanych taninti
neboli proanthokyanidinti.

e Hydrolizovatelné taniny: Pusobenim slabych kyselin, nebo zasad se rozkladaji
na monosacharid a fenolkarboxylové kyseliny (napiiklad kyselinu gallovou
nebo ellagovou).

e Proanthokyanidiny: Jsou to oligomery nebo polymery jejichz rozklad je nutno provést
v zahfivaném, kyselém alkoholovém roztoku. Tento rozklad vede ke vzniku
anthokyanidint (flavonoidil), coz jsou Cervené pigmenty.

Oba typy se bézné se vyskytuji v rostlinach, ale v fasach, ¢i houbach je jich podstatné méng.
V rostlinach maji funkci ochrany proti bylozravciim, protoze maji velmi trpkou chut’ a tim
je odrazuji od konzumace. Maji také antimikrobialni u¢inek [38].

2.6.2 Karotenoidy

Tato skupina latek se fadi mezi terpeny, konkrétné tetraterpeny, tudiz jsou tvofeny osmi
izoprenovymi jednotkami (2—methylbuta—1,3-dieny). Tyto fetézce na svych koncich mohou
tvofit cykly a mizeme je pak rozdélit na acyklické, monocyklické a bicyklické. VéEtsinou se ale
déli na uhlovodiky karoteny a jejich kyslikaté derivaty xantofyly. Obecné jsou karotenoidy
latky Zluté, oranzové az Cervené a fialové, rozpustné v tucich. V ptirod¢€ se nachazeji naptiklad
v rostlinach jako sekundarni barviva dilezita pro fotosyntézu, nebo V karotenogennich
kvasinkach, které chrani pfed negativnimi ucinky UV =zafeni (viz. bod 2.1.2.5.). Dale
jsou dulezité pro zrak a jsou oznacovany jako vychytavace volnych radikal [37].

2.6.2.1 Karoteny

Jedna se Cisté¢ o uhlovodiky, Cili nepolarni a hydrofobni latky, které obsahuji konjugovany
systém dvojnych vazeb. Diky tomuto systému delokalizovanych elektront jsou schopny zhaset
ROS (viz. bod 2.4.1) a pohlcovat elektromagnetické zateni [39].

S 24

e Beta karoten: Jedna se o nejrozsifenéjsi Cerveno-oranzovy karotenoid vyskytujici
se v fadé podobné zbarvenych druht rostlin, ovoce. Dale se vyskytuje v kvasinkach
(viz.bod 2.1.1), ¢i fasach (napt.: Chlorella, Chlamydomonas a Dunaliella) [40]. Stejné
tak jako alfa karoten je prekurzorem vitaminu A, neboli retinolu, ktery se v lidském téle
dale metabolizuje na retinal. Ten je nezbytny pro spravnou funkci zraku. Beta karoten
ma také velmi silné antioxidaéni Gi€inky, konkrétné velmi u¢inn€ zhasi singletovy kyslik
(viz. bod 2.4.1) a jiné volné radikaly [33]. Co se struktury tyce, tak jde o bicyklicky
karotenoid (viz. Obrazek 4).
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e Lykopen: Tento acyklicky, jasné Cerveny karotenoid je nejucinnéj$im zhaseCem
singletového kysliku [41]. Obsahuje ho pievazné zelenina jako napiiklad ¢ervena fepa,
rajcata a meloun. Bylo prokézano, ze lykopen ma pozitivni G€inky na lipidy v lidské
krvi a mize tak predchazet kardiovaskularnim chorobam [42]

Beta Karoten

Lykopen

Obrazek 4: Priklady karoteni [43], [44]

2.6.2.2 Xantofyly

Xantofyly se od karotenti 1i§i tim, Ze obsahuji ve své struktufe kyslik. Ten zvysuje jejich polaritu
a mirné i jejich rozpustnost ve vodé [39].

e Lutein: Toto Zluté karotenoidni barvivo se vyskytuje napiiklad v kvétech pampelisek
nebo slunecnic a v listech Spenatu, ¢i tasach rodu Chlorella nebo Chlamydomonas.
Také se ale vyskytuje ve vajecném zloutku a v lidském oku ve zluté skvrné. Ma velkou
antioxidacni funkci, je schopen deexcitovat excitovany chlorofyl v rostlinach a vyzafit
tuto excitani energii nesvételnymi pfechody a chrénit tak rostlinu pfed stresem
z G¢inkd sluneéniho zafeni [39]. Podobny efekt ma i u ¢lovéka jako zhase¢ volnych
radikalt, chrani pted Sedym zakalem a zmirfiuje makularni degeneraci Spojenou
se starnutim [45].

e Kryptoxantin: Je velmi tizce spojen s beta karotenem, protoze je mu strukturné velmi
podobny. Jediny rozdil mezi nimi je ten, Zze je na jednom jeho cyklickém konci
substituovana hydroxylova skupina. Z metabolického hlediska i z hlediska jeho t¢inku
na organismus je také velmi podobny beta karotenu, je provitaminem A a ma vyrazné
antioxidac¢ni U€inky. Krom téchto U€inki plsobi také pozitivné na metabolismus
Vv kostni tkani [46].
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Kryptoxantin

Obrazek 5: Priklady xantofylii [44]

2.6.3 Vitamin E

Jde o skupinu 8 latek. Konkrétné o alfa az delta tokoferoly a tokotrienoly. Jedna
se 0 antioxidanty vychytavajici volné radikaly v bunéénych membranach a lipoproteinech
nachazejicich se v plazmé, ¢imz zabranuji jejich oxidaci. JelikoZz ov§em obsahuji pouze jednu
hydroxylovou skupinu (viz. Obrazek 6), tak jsou schopny najednou zhasit pouze jeden radikal.
Po tom co se oxiduji, svou antioxida¢ni schopnost ztraci. Tokotrienoly maji na rozdil
od tokoferold sviij izoprenovy postranni fetézec nenasyceny, ¢imz ziskavaji o néco vyssi
antioxidaéni aktivitu, chrani nervovou soustavu, snizuji hladinu cholesterolu a snizuji riziko
rakoviny [47]. Vyskytuji se naptiklad v zelenych mikrotasach rodu Chlorella a Spirulina [48].

R, |R,
CH, |CH, | @
R, CH, | H B

H
H

CH,
H

Tocotrienol

Obrazek 6: Struktura vitamini E [47]
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2.7 Antioxidacni aktivita

Je to mira schopnosti dané latky zhaset volné radikaly (neboli mira antioxida¢niho ucinku).
Casto se uruje v jednotkach TEAC neboli trolox equivalent antioxidant capacity, existuji
ovSem 1idalsii TEAC porovnava antioxidaéni ucinek urcité koncentrace modelového
antioxidantu troloxu a vzorku. VSe je zalozeno na zhaSeni radikal kationu ABTS™,
ktery se ptipravuje piedem, rozpusténim v ethanolu s peroxodisiranem draselnym na piesné
koncentrace obou latek. Roztok kation radikalu ABTS™ je chromofor zbarveny do zeleno—
modra. Pfidanim roztoku antioxidantu se odbarvuje a tento pokles absorbance se pak méfi.
Této metody se vyuziva pifi méfeni celkové antioxidacni aktivity jak hydrofilnich,
tak lipofilnich antioxidantt [49].

HO

SO,

Trolox ABTS*

Obrazek 7: Struktura Troloxu [50] a radikal kationu ABTS [51]

2.8 Toxicita

Toxicita je schopnost latek poskozovat zivé organismy. Sice se da fict, Ze kazda latka je toxicka
a jen zalezi na davce (koncentraci), ale u nékterych latek by davka, ktera by byla pro dany
organismus jiz toxicka byla tak obrovska, ze nejsou povazovany za toxické, protoZze ani neni
mozné dosahnout takové koncentrace dané latky v organismu. Zavadi se stupnice LC neboli
letalni (smrtelné) koncentrace nebo stupnice LD (letalni davka), kdyz se zkouma G¢inek dané
latky na kuptikladu populaci mysi. VétSinou se urcuje koncentrace LCsp, coZ je koncentrace
dané latky, ktera je schopna usmrtit 50 % populace bunék, popiipadé LDso (davka
ktera usmrtila 50 % populace jedincti). Také je mozno urcovat koncentraci ICso. Ta vyjadiuje
koncentraci dan¢ latky (enzymového jedu) kterd zptisobi inhibici 50 % piitomnych enzymu.
Cim je dan4 latka toxi¢téjsi, tim nizsi je hodnota LCso/LDso nebo ICso. Toxicitu lze také vyjadtit
dose—response kiivkou jako funkci zavislosti piezivsi populace na koncentraci dané toxické
latky, timto se ziska hyperbola. Kdyz ovSem namisto hodnoty koncentrace toxické latky
dosadime do grafu pfirozeny logaritmus této hodnoty, tak ziskdme sigmoidni kiivku z jejihoz
inflexniho bodu mtzeme urcit hodnotu LCso/LDso nebo 1Cso [52].
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2.8.1 Cytotoxicita

Cytotoxicita je toxicita vztazend na bunky. Bunka pii kontaktu s cytotoxickou latkou muize
reagovat riznymi zpusoby. Muze dojit k apoptdze, coz je sebedestrukce buinky (bunééna smrt),
kterou burka zahaji, pokud v ni dojde k né¢jakému abnormalnimu jevu, naptiklad k nevratné
mutaci DNA. Pokud to z n¢jakého diivodu neucini, vede to ke vzniku rakoviny. Muze také dojit
k nekroze, coz je doslova smrt buniky zptuisobena extrémnimi podminkami, nebo pifitomnosti
latky ktera nevratné poSkozuje bunéénou membranu nebo nékteré esencialni organely
bunky [53].

2.8.1.1 M¢éieni cytotoxicity

Cytotoxicita se nejcastéji meti kolorimetricky, coz je opticka metoda, pfi niz Se pomoci
spektrofotometru méti absorbance bunék nebo jejich Casti, ke kterym je piidano specifické
barvivo. Toto méfeni se obvykle provadi v destickach s jamkami, které jsou vyhodnocovany
pomoci ELISA readeru [53]. Je také mozné Zivé a mrtvé buniky ptimo pocitat pod mikroskopem
pii urcitém zvétSeni v Biirkeroveé podéitaci komurce [54].

2.8.1.2 Test trypanovou modii

Pfi tomto testu Ize snadno poznat, jestli jsou bunky zivé nebo mrtvé. Vyuziva se toho,
ze trypanovd modi barvi pouze organely bunck s porusenou bunénou membranou, tudiz
mrtvych nebo poskozenych. Nikdy nebarvi organely zivych bunék. Poskozené nebo mrtvé,
zbarvené a zivé, nezbarvené bunky se poté pocitaji v Biirkerové pocitaci komirce pod
mikroskopem pii ur¢itém zvétSeni [54].

2.8.1.3 MTT test

MTT neboli 3-[4,5-dimetylthiazol-2—yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid je ve vodé
rozpustna slouéenina tetrazoliové soli. Po pfidani k bunkam je MTT redukovan
v mitochondriich Zivych bunék na fialovo-modry formazan, ktery je nerozpustny ve vode¢.
Tyto krystalky formazanu se pak rozpusti vhodnym rozpoustédlem a muze se provadét
spektrofotometrické meéteni. Ve vysledku hodnota absorbance udéava procento Zivych bunék,
¢im vyssi je, tim vyssi je procento zivych bunék. Tento test je velice oblibeny piedev§im diky
své nenarocnosti [55].
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2.9 UV zareni

Jedna se o elektromagnetické zafeni S mensi vinovou délkou nez jakou ma viditelné svétlo,
¢ili mensi nez 400 nm. DéEli se na UVC, UVB a UVA zifeni, pficemz UVC ma nejkratsi
vlnovou délku a tudiz nejvySs$i energii. V pfirodé je zdrojem UV zafeni Slunce,
ale je generovano i uméle napiiklad za ucelem sterilizace nastroji, ¢i prostor a nebo v solariich
za ucelem umélého opaleni [56]. Na zemsky povrch ovSem piirozené nedopada UVC zaieni
aani vétsina UVB zéafeni, protoze jsou absorbovany ozénem, kyslikem a vodni parou
v atmosféie (ovSem pouze za predpokladu, Ze ozonova vrstva neni naruSena). Naopak
UVA amala ¢ast UVB zéfeni na zemsky povrch dopadaji. Ve vyssich davkach tyto zafeni
pak zpusobuji zvySenou tvorbu volnych radikalt v kuzi a v dasledku jeji vraséeni a starnuti
nebo spaleni (erytém) [57]. Oba typy zafeni mohou mit negativni vliv i na o¢i (napfi. tvorba
kataraktu) a pti zvySenych, chronickych davkach mohou vést az ke tvorbé rakoviny kuze
(napt. melanomu) v dusledku poskozeni DNA koznich bun¢k [56]. UV zafeni ma ovSem
i pozitivni G¢inek, konkrétné¢ piiozafeni kize UVB zafenim dochazi k tvorbé
vitaminu D, ktery je dulezity pro spravny rust kosti a zubt, dale hraje podstatnou roli
v normalni funkci §titné zlazy, reguluje imunitni systém, ptisobi proti tvorbé nadorti a ma i fadu
dalsich funkeci. Jeho nedostatek pak vede k fadé¢ autoimunitnich, onkologickych a dalSich
onemocnéni [58].

e UVC oblast: Oznacuje se tak zateni vinové délky od 100 do 280 nm. Je rozptylovano
V ionosféfe a pohlcovano ozénem, k jehoZ tvorbé ve stratosféte taky vyznamné ptispiva
[56]. Oznacuje se taky n¢kdy jako germicidni, protoze hubi mikroorganismy a vyuziva
se k dezinfekci [59].

e UVB oblast: Obsahuje vinové délky od 280 do 320 nm. Na zemsky povrch dopada 1—
10 % z celkového objemu UVB zateni ptfichazejiciho k Zemi. UVB zafeni se také
vyuziva ke sterilizaci, ale pouze jako dopliikkova dezinfekéni metoda. Je silné
baktericidni, jelikoz v butikach bakterii tvofi toxicky peroxid vodiku, ale jeho G¢innost
se vzdalenosti od zafice rychle klesa [56].

e UVA oblast: Nachazi se v intervalu vinovych délek od 320 do 400 nm. Na zemsky

rrrrr

pii 1é¢bé lupénky [56].
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2.10 Chemické UV filtry

Jsou to organické latky obsahujici alespoil jedno aromatické benzenové jadro, nebo jiny systém
nasobnych vazeb obsahujici delokalizované n elektrony absorbujici energii zareni o vinovych
délkach UVA nebo UVB oblasti. Tim zabranuji tvorbé volnych radikal, které by mohly
vznikat jeho ptisobenim. Proto se hojn¢ vyuzivaji napiiklad v opalovacich krémech. Piikladem
téchto latek mohou byt polyfenoly a dalsi antioxidanty (viz. bod 2.6) [60] nebo i jiné organické
(syntetické) slouceniny jako naptiklad benzofenony, nebo salicylaty a dal$i. Idealni UV filtr
by mél absorbovat obé UVA i UVB zafeni pomoci excitace m elektrond vyskytujicich
se v konjugovaném systému dvojnych vazeb, byt netoxicky, stabilni béhem expozice UV zaieni
a nerozkladat se na pfipadné toxické produkty. Realné¢ UV filtry ovSem podléhaji fotolyze,
jelikoz energie zafeni, kterou absorbuji se nepfeménuje na jinou formu dostatecné rychle
a Vv excitovaném stavu muze molekula UV filtru reagovat naptiklad s chlérem v bazénech,
¢i mofti. Ukazuje se, Ze produkty téchto reakci byvaji toxické a maji neptiznivy vliv naptiklad
na ryby, jelikoz se z pokozky lehce smyvaji do vody, takze se tyto UV filtry ukazuji byt
jako vyznamné polutanty Zivotniho prostedi [61]. Naptiklad benzofenon a ethylhexylsalicylat
(bézné pouzivané UV filtry v opalovacich krémech) uz pfi nizkych koncentracich zptisobuji
i vyb€lovani korala tim, Ze indukuji zahajeni lytického cyklu latentnich vird v symbiotickych
fasach korala [62]. Proto by UV filtry ve formé antioxidanti vyextrahovanych z ptirodnich
zdroji mohly byt vhodnou nahradou téchto syntetickych UV filtri, jelikoz se jedna o ptirodni
latky, které jsou biodegradabilni.

2.11 SPF

Neboli Sun protection factor je faktor charakterizujici efektivitu UV filtru v UVB oblasti.
D4 se vyjadfit jako pomér minimalni energie UV zafeni vyvolavajici erytém u pokozky
chranéné UV filtrem a u pokozky bez ochrany. In vitro se SPF stanovuje pomoci méfeni
absorbanci v rozmezi od 290 do 320 nm s krokem po 5nm [63]. Tyto namétené hodnoty
absorbanci se nasledné dosazuji do Mansurovy rovnice, Rovnice (1), podle které je mozno
vypocist SPF.

320
SPF = CF X z EEQ) x 1) X A(A) )

290

Kde CF je korekéni faktor (roven 10), EE (A) je erytemogenni efekt zafeni o vinové délce A,
I (M) je intenzita solarni radiace pii vlnové délce A a A (L) je absorbance vzorku pii vinové
délce A. Hodnoty EExI jsou konstanty pro kazdou vinovou délku, viz. Tabulka 1 [64].

Tabulka 1: Hodnoty konstant EE X1 pro jednotlivé vinové délky [64]

Vin. Délka

290

295

300

305

310

315

320

EE x|

0.015

0.0817

0.2874

0.3278

0.1864

0.0837

0.0180
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3 Cil prace

Cilem této prace byla extrakce aktivnich latek z biomasy karotenogennich kvasinek a mikrotas
anasledna charakterizace téchto extraktli. V ramci této bakalatské prace byly feseny nésledujici
dil¢i cile:

e Literarni reSerse.

e Optimalizace extrakci aktivnich latek z mikrotas a karotenogennich kvasinek.

e Stanoveni koncentrace aktivnich latek, celkové antioxidacni aktivity a SPF extrakt
pomoci UV-VIS spektrofotometrie.

e Urceni cytotoxického uc¢inku vybranych extrakti na lidské kozni buiiky linie HaCaT.

e Vyhodnoceni vysledku a diskuze.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1

4.2

4.3

Pouzité mikroorganismy

Chlorella sorokiniana, kultivovanid na FCH VUT
Chlorella Vulgaris, Empower supplenents (Cina)

Cystofilobasidium Macerans, kultivované na FCH VUT, zdroj dusiku siran amonny,

zdroj uhliku glycerol, C/N = 13 (pro produkci karotenoidi)
Scenedesmus dimorphus, kultivovana na FCH VUT
Spirulina sp., Empower supplenents (Cina)

Pouzité lidské buiky

HaCaT, Lidské keratinocyty pochazejici z 62let¢tho darce muzského pohlavi

eurasijského ptivodu. Ziskany od CLS (Eppelheim, Némecko)
Pouzité chemikalie a material

ABTS HPLC > 98 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Aceton p.a., Penta (CR)

Chlorid hlinity p.a., Lach—Ner (CR)

Chloroform stabilizovany 1 % Ethanolu p.a., Penta (CR)
DME/High Glucose (1X), HyClone (USA)

DMSO p.a., Lach—Ner (CR)

Dodecylsiran sodny, Serva (Némecko)

Dusitan sodny p.a., Lach—Ner (CR)

Ethanol, 96 % p.a., Penta (CR)

Ethanol 96 % pro UV-VIS, Penta (CR)
Folin—Ciocalteuovo ¢inidlo p.a., Penta (CR)
Hexan, p.a., Lach—Ner (CR)

Hydroxid sodny p.a., Lach—Ner (CR)

Katechin, Sigma Aldrich (Némecko)

Kyselina gallova, Sigma Aldrich (Némecko)
Methanol p.a., Penta (CR)

MTT, Duchefa Biochemie (Nizozemsko)
Peroxodisiran draselny, Sigma Aldrich (Némecko)
Sklenéné kuli¢ky 0,25-0,5 mm, Carl Roth (Némecko)
Trolox, Sigma Aldrich (Némecko)

Trypsin Versene EDTA, P-Lab (CR)

Uhligitan sodny p.a., Lach-Ner (CR)

32



4.4  Pristroje a pomiicky

e Analytické vahy GH-202, A&D Europe (Némecko)

e Automaticky vortex, Vortex genie 2, Scientific industries (USA)

e Box ochranny laminarni, Airstream ESCO Class II BSC (Némecko)
e CellCulture COz Inkubator, ESCO (Némecko)

e Centrifuga U-32R, BOECO (Némecko)

e Centrifuga Z 36 HK, Hermle Labortechnik (Némecko)

e Centrifuga Minispin®, Eppendorf (Némecko)

e ELISA Reader Synergy HTX, BioTek (Némecko)

e Inverzni biologicky mikroskop I-101 L-Scientific, Laboserv (CR)

e Nanodrop Spektrofotometr N50, Implen (Némecko)

e NanoPhotometer Pearl, Implen GmbH (Némecko)

e Rucni vortex, Fixed speed vortex, Ohaus corporation (USA)

e Sonikétor, Bandelin sonorex (Némecko)

e Soxtherm extraktor SOX 412, Gerhardt (Némecko)

e Ttepacka, Heindolph unimax 1010, Heindolph instruments (Némecko)
e Vakuova rota¢ni odparka RV 06-ML, IKA-Werke (Némecko)

45  Optimalizace extrakci z mikroras
45.1 Extrakce do vody a ethanolu

Do plastovych zkumavek byl navazen 1 g vzorku fasy a zalit 10 ml koncentra¢ni fady ethanolu
ve vodé. Tato suspenze byla ponechana na tfepacce se extrahovat po dobu 24 hodin. Po uplynuti
této doby byly zkumavky zcentrifugovany (6 000 RPM, 5 minut) a supernatant odpipetovan
do jinych ¢istych zkumavek. Tyto zkumavky pak byly uchovavany ve tmé pii 5 °C. Lze je vidét
na obrazku (viz. Obrazek 11).

45.2 Extrakce do hexanu

Do papirovych patron pro pfistroj Soxtherm bylo navaZeno 10 g vzorku fasy a byly umistény
do sklenénych nadob ur¢enych pro tuto extrakci (viz. Obrazek 8). Tyto patrony byly nasledné
zality 100 ml hexanu a vlozeny do pfistroje. Nasledné byl pfes pocita¢ spustén program
na xtrakci hexanem s extrakéni teplotou pii 170 °C avzorky byly ponechany extrahovat
se po dobu 3,5 hodiny. Tyto extrakty byly pielity do slzickovych banék a byl z nich odpaien
hexan pomoci vakuové rotacni odparky. Vytvofeny film extraktli na sténach banck byl
kvantitativné pieveden do lahvicek pomoci 5 ml 96% ethanolu, ve kterém zistal rozpustén.
Viko lahvi¢ek bylo utésnéno parafinovym filmem a lahvicky pak byly uchovévany ve tmé
pti teplot¢ —16 °C. Vzhled kone¢nych extrakti Ize vidét na obrazku v bodé¢ 5.1.1.1
(viz. Obrazek 11).
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Obrazek 8: Pristroj Soxtherm a pro néj urcena sklenéna nadoba s papirovou patronou

4.6  Optimalizace extrakci z karotenogennich kvasinek

Pro kazdou extrakci byl pfipraven vzorek tak, ze byl do zkumavky navéazen 1 g lyofilizované
Kultury karotenogennich kvasinek, ktery byl nasledné ponechan rehydratovat po dobu 1 hodiny
a nasledné pres noc pomalu zamrazen za G¢elem naruseni bunééné membrany. Nakonec byl
vzorek rozmrazen, odstiedén, prebyteCna voda nad sedimentem odpipetovana pryc
a se sedimentem se pracovalo dale podle nasledujicich bodu. Jako inspirace pro pouzita
rozpoustédla a postupy slouzil ¢lanek od Rameshe Kumara Saini a Young-Soo Keum [65].

4.6.1 Hexan

Ke vzorku bylo po ptipravé ptilito 40 ml hexanu a byly pfidany 2-3 1zi¢ky sklenénych kulicek
0 priméru 0,25-0,5 mm, které mély pomoci narusit jednotlivé buiiky kvasinek. Tato smés byla
za soucasného chlazeni sonikovana pomoci sonikatoru se sondou po dobu 10 minut programem
bez pulzt s 50% amplitudou. Dale byl vzorek ponechan promichéavat se na vortexu po dobu
30 minut. Nakonec byla tato smés zcentrifugovana (6 000 RPM, 5 minut). Doslo k vytvofeni
sedimentu kvasinkové biomasy a c¢irého hexanového supernatantu s extraktem. Ten byl
odpipetovan a hexan byl odpafen pomoci vakuové rota¢ni odparky a film extraktd rozpustén
v 8 ml 96% ethanolu. Nakonec byl uchovan ve tmé pii —16 °C pro dalsi charakterizaci.

4.6.2 HexanaDMSO

Ptipraveny vzorek byl zalit 10 ml DMSO a byly ptidany sklenéné kuli¢ky. Vzorek bylo nutné
pti ptidavani DMSO chladit, aby nedoslo k degradaci karotenoidi, protoze se po piidavku
DMSO pomérné dost zahtival. Pak byla tato smés promichana 2—3 minuty na ru¢nim vortexu.
Po promichani byla tato smés zalita 30 ml hexanu a bylo postupovano jako v pfedchozim bodg¢.
Po centrifugaci doslo k vytvofeni dvou fazi, z nichz byla odpipetovana horni hexanova faze
s extraktem se kterou se pak také postupovalo stejné jako v pfedchozim bodé.
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4.6.3 Hexan a ethanol

Vzorek kvasinek byl zalit 40 ml smési hexanu a 96% ethanolu v poméru 1:1. Pak byly pfidany
sklenéné kuli¢ky a pracovalo se s touto smési stejné jako v pfedchozim bodé. Po centrifugaci
byl odpipetovan supernatant s extraktem (hexan a ethanol jsou misitelna rozpoustédla), vzorek
byl nésledné odpafen a uchovavan stejné jako piedchozi extrakty.

4.6.4 Extrakce dle Folche

Ke vzorku kvasinek byla pfidana smés chloroformu a methanolu v poméru 2:1 [66] 0 objemu
30 ml a sklenéné kulicky. Potom byla tato smés ponechana sonikovat a vortexovat stejné jako
ptedchozi vzorky. Nakonec bylo ptfidano 10 ml vody na promyti extraktu, promichano
a odstfedéno. Po rozdéleni fazi byla odpipetovana spodni chloroformova faze s extraktem,
odpatena a uchovévana jako ptedchozi extrakty.

4.6.5 Hexan a aceton

K pripravenému vzorku kvasinek bylo pfidano 40 ml hexanu a acetonu v poméru 7:3. Pak byly
pfidany sklenéné kulicky. Tato smés pak byla extrahovana, odpafena a uchovéavana stejnym
zpisobem jako ty predeslé.

4.6.6 Ethanol

Ke vzorku byly pfi prvni extrakei pfidany sklenéné kuli¢ky a 40 ml 96% ethanolu. VVzorek byl
pak ponechan sonikovat a vortexovat. Pak byla tato smés odstifedéna a ethanolovy supernatant
s extraktem byl odpipetovan do ¢Cist¢ zkumavky, kterd byla uchovavéana jako ptedchozi
extrakty. K sedimentu bylo pro druhou extrakci piidano dalsich 40 ml 96% ethanolu a vzorek
byl umistén na 24 hodin na tfepacku. Po uplynuti této doby byl vzorek odstiedén a tento
supernatant byl spojen s prvnim, zakoncentrovan do 8 ml ethanolu pomoci vakuové rotacni
odparky a uchovavan jako ptedchozi vzorky.

4.6.7 Ethanol a DMSO

Ke kvasinkam zbavenych vody bylo piidavano 30 ml 96% ethanolu a 10 ml DMSO. Dalsi
postup byl totozny s bodem 4.6.6.

4.6.7.1 Odstranéni DMSO 7 Ethanolovych extrakti

Odstranéni DMSO bylo docileno odpafenim ethanolu na vakuové rota¢ni odparce. Po odpateni
ethanolu zbyl vbance na jeji sténé film extrakti ana dné mensi objem DMSO,
ve kterém zlstala rozpuSténa Cast extrakti. Do banky byl pfidan hexan atato smés byla
pfevedena do zkumavky. Baika byla vyplachovana hexanem do zkumavky, dokud nebylo
docileno kvantitativniho pfevedeni extraktu. Extrakt byl nasledné vytfepavan do hexanové faze
a ta byla odpipetovavana zpét do slziCkové banky, dokud odpipetovdvana hexanova faze nebyla
bezbarva. Hexan byl pak odpafen pomoci vakuové rotacni odparky a film extraktu byl
rozpustén v 8 ml 96% ethanolu a uchovavan s ostatnimi extrakty.
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4.6.8 Methanol, hexan a aceton

K pfipravenému vzorku bylo pfidano 15 ml methanolu a sklenéné kulicky. Tato smés byla
ponechana 10 minut sonikovat a nasledné¢ umisténa na 30 minut do vortexu. Poté byla
zcentrifugovana a byl ziskan supernatant ¢.1. K sedimentu bylo pfidano 10 ml smési hexanu
s acetonem v poméru 1:1 a opét ponechano 30 minut vortexovat. Pak byl tento vzorek opét
zcentrifugovan a tak byl ziskan supernatant ¢.2. Oba supernatanty byly spojeny a bylo
k nim pfidano 20 ml hexanu. Tato smés byla ponechana 10 minut promichavat na vortexu
zaucelem extrakce karotenoidi do hexanové faze. Pak byl extrakt promyt 5 ml roztoku
chloridu sodného a vzorek byl ponechan stat do ipIné separace fazi. Hexanova faze s extraktem
byla odpipetovana a extrakce byla opakovana s dalsimi 20 ml hexanu, dokud odpipetovavany
hexan nebyl bezbarvy. Cely objem hexanovych extrakt byl pipetovan do slzickovych ban¢k,
ze kterych byl pak hexan odpafen pomoci rotacni vakuové odparky. Film vyextrahovanych
latek byl nasledné rozpustén v 8 ml 96% ethanolu a uchovavan s pfedchozimi extrakty.

4.6.9 Methanol, DMSO, hexan a aceton

Pfi této extrakci bylo postupovano stejné jako v bodé 4.6.8, jen s tim rozdilem, Ze misto 15 ml
methanolu byl vzorek zalit smési 10 ml methanolu a 5 ml DMSO. Tato extrakce a extrakce
v predeslém bod¢ byly pievzaty od Biehlera Erica et al. [67] a ¢aste¢né upraveny.

4.7  Charakterizace extraktu
4.7.1 Celkova vytéZnost extrakti

Z kazdého extraktu z mikrofas byl odpipetovan pfesny objem do piedem zvaZenych zkumavek
eppendorf. Tyto zkumavky byly pak v drzaku umistény do digestoie a v ni byly ponechany
odpafit ve tm¢. Po odpateni veskerého rozpoustédla byly tyto zkumavky znovu zvazeny a byla
zjiSténa celkova hmotnostni koncentrace vSech vyextrahovanych latek.

Extrakty z karotenogennich kvasinek byly vS§echny odpafovany na vakuové rotacni odparce,
¢ehoz bylo vyuzito k zjisténi jejich celkové hmotnostni koncentrace. Slzickové banky byly
pted pouzitim peclivé vysuSeny v su$arné¢ a nasledné umistény do exsikatoru, dokud
nevychladly. Poté byly zvazeny na analytickych vahach. Po odpateni rozpoustédel byly banky
s C¢istym filmem extraktti znovu zvazeny a az pak byl extrakt rozpustén v definovaném objemu
rozpoustédla.
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4.7.2 Stanoveni celkovych fenolickych latek

K 1ml Folin-Ciocalteuova c¢inidla nafedénému Vv poméru 1:9 svodou byl piidan dalsi
1 ml vody a 50 ul vzorku. IThned poté byl vzorek promichan na vortexu a ponechan stat po dobu
5 minut. Po uplynuti této doby byl pfidan 1 ml nasyceného Na,COs a vzorek byl opét
promichén na vortexu a ponechan stat 15 minut. Jako finalni krok byla métfena absorbance
vzorku pti 750 nm. Jako blank byl pouzit roztok se stejnym postupem, jen misto vzorku bylo
ptidano 50 pl vody. Koncentrace polyfenoll byla stanovena pomoci kalibracni kiivky kyseliny
gallové v koncentra¢nim rozmezi 0,087 5-0,700 0 mg/ml ve vod¢ viz. Rovnice (2) a (3).

A=13247"c 2
R? = 10,9813 3
4.7.3 Stanoveni flavonoidu

K 0,5 ml vzorku bylo ptidano 1,5 ml vody a 0,2 ml 5% roztoku NaNOz, vzorek byl promichan
a ponechan 5 minut stat. Poté bylo pfidano 0,2 ml 10% roztoku AICIs, opét bylo promichano
a ponechano stat dal$ich 5 minut. Pak bylo ptidano 1,5 ml 1 mol/l roztoku NaOH a 1 ml vody,
promichano a ponechdno stat 15 minut. Nakonec byla meéfena absorbance pii 510 nm
oproti blanku stejného slozeni, jen misto vzorku bylo pfidano 0,5 ml vody. Koncentrace
flavonoidu byla stanovena pomoci kalibra¢ni kiivky katechinu rozpusténého v 96% ethanolu
v koncentraénim rozmezi 0,06-0,30 mg/ml viz. Rovnice (4) a (5).

A=3,0109-c 4)
R% = 0,996 6 (5)
4.7.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

ABTS bylo rozpusténo v destilované vodé na koncentraci 7 mmol/l, spolecné s ABTS byl
Vv destilované vode rozpustén i K2S20g na koncentraci 2,45 mmol/l. Tato smés byla promichana
a ponechana reagovat 12 hodin ve tmé, coz vytvofilo roztok radikal kationu ABTS™. Tento
zasobni roztok byl pfed pouzitim ziedén ethanolem pro UV-VIS na absorbanci 0,70 + 0,02
pfi 734 nm, pfi¢emzZ jako blank byl pouZit ethanol pro UV-VIS. Z takto natedéného zasobniho
roztoku byl pipetovan 1 ml do zGzené kyvety, k nému piidano 10 ul vody a byla ihned zméfena
absorbance pii 734 nm oproti ethanolu pro UV-VIS, coz poskytlo absorbanci Ag. Nasledn¢ byl
napipetovan do zkumavky eppendorf dalsi 1 ml nafedéného roztoku ABTS™ a 10 ul vzorku.
Tato smés byla promichdna a ponechdna 10 minut stit ve tm¢. Po uplynuti této doby byla
tato smés pielita do zizené kyvety a byla zméfena jeji absorbance Ao pti 734 nm. Pokles
absorbance se vypocetl zrozdilu Ao a Ai. Celkova antioxida¢ni aktivita byla vypoctena
dosazenim poklesu absorbance do kalibracni kiivky antioxida¢ni kiivky troloxu
v koncentraénim rozmezi 0,025-0,4 mg/ml viz. Rovnice (6) a (7) .Trolox byl jako modelovy
antioxidant rozpustén v 60% ethanolu pro UV-VIS na pfedem definované koncentrace
a promeéfen stejnym zpisobem jako vzorky.
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A=13103-c (6)
R% = 0,991 8 ©)
4.8  Meéieni absorp¢éniho spektra extrakti pomoci UV-VIS spektrofotometrie

Vzorky byly natedény ethanolem pro UV-VIS na celkovou koncentraci vsech vyextrahovanych
latek 200 pg/ml, pii které se nasledné¢ méfilo absorpéni spektrum vzorku Vv intervalu 200—
800 nm.

4.8.1 Vypocet SPF

Pro vypocet SPF bylo vyuzito metody uvedené v bodé¢ 2.11. Byly pouzity hodnoty absorbance
vzorkli Vrozmezi 290-320 nm s krokem 5nm. Tyto hodnoty byly nasledné dosazeny
do rovnice uvedené v bod¢ 2.11 a byl vypocten SPF.

4.8.2 Stanoveni celkovych karotenoidu a chlorofyli v extraktech z mikroras

Koncentrace chlorofylu a byla vypoctena z Rovnice (8), chlorofylu b z Rovnice (9) a celkovych
karotenoidi z Rovnice (10). Tyto rovnice pro byly pievzaty od Lichtenthalera
Hartmuta et al. [68]. Pro vypocet byly pouzity hodnoty absorbanci pii 470, 649 a 664 nm
a muselo byt zohlednéno fedéni.

Ca = (13,36 - Agos — 5,19 * Agso) ng/ml 8
cp = (27,43 - Aggo — 8,12 - Agey) Hg/ml ©)
Ckar. = (1000 - Ay79 — 2,13 - ¢, — 97,64 - ¢p) pg/ml (10)

Takto vypoctené koncentrace byly nasledné piepocteny na koncentrace vyextrahovanych
latek v mg na g navazky fasy.

4.8.3 Stanoveni celkovych karotenoidu v extraktech z karotenogennich kvasinek

Byly pouzity hodnoty absorbanci vzorku pti 474 nm. Koncentrace celkovych karotenoidu
v kvasinkovych  extraktech  byla  vypoétena podle Rovnice (11) pievzaté
od Martinéze Juana et al. [69].

Au74-10
Char. = (22— ) mg/m (1)

Kde ¢ je molarni extink¢éni koeficient beta karotenu v ethanolu roven 2592. Opét muselo byt
zohlednéno fedéni a nasledny pifepocet na koncentraci v mg vyextrahovanych karotenoida
na g navazky kvasinek.
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4.9  Test cytotoxicity
4.9.1 Kaultivace lidskych keratinocyta

Keratinocyty byly kultivovany v kultivaénim médiu DME/High Glucose. Toto médium
s buitkami V inkubacénich lahvich bylo uchovavano v inkubatoru pfi teploté¢ 37 °C, jinak
by mohlo dojit k teplotnimu Soku a buniky by mohly uhynout. Déle inkubator zajiStoval dalsi
parametry potfebné pro spravnou kultivaci (viz. bod 2.3.4). Stav bunék byl monitorovan
pomoci inverzniho optického mikroskopu. Prace s buiikami probihala sterilng, aby nedoslo
ke kontaminaci, proto byl pouzivan 70% ethanol pro ¢isténi povrchl i rukou v rukavicich
a s bunkami se pracovalo ve sterilnim boxu.

49.2 MTT test

Pro méfeni cytotoxicity na lidskych bunkach linie HaCaT byly nejdifive tyto bunky
nakultivovany v 96—jamkovych destickach pro ELISA reader.

Do kazdé jamky bylo napipetovano 0,1 ml pfedem nakultivované a vhodné natfedéné
bun&éné kultury pro ziskani hustoty 2-5-10° bunék na 1 ml. Desti¢ka byla s kultivaénim
médiem vlozena do inkubatoru na 24 hodin,

Pro méfeni cytotoxicity byly vyuzity vodné extrakty fasy Chlorella Vulgaris a Spirulina sp.
Byla  pfipravena  koncentraéni  fada  téchto  extraktd v kultivaénim  médiu
od 0 do 28 obj. % s krokem po 4%. Tyto extrakty pak byly pipetovany po 100 pl
k nakultivovanym buinikam v triplikatech.

Ke krajnim bunikam se na levé strané desticky se pipetovalo jen kultivaéni médium, tyto
jamky pak slouzily jako blank neboli ,,cell control“ (CC). Také se k buikam na opacném Kraji
desticky pipetoval roztok kultivaéniho média ve sterilni destilované vodé, tyto jamky byly
vyuzity jako ,,vehicle control (VC). Pokud byl test proveden spravné tak by oba tyto typy
jamek mély byt po skonceni testu velmi fialové, protoze buriky by v nich nemély umirat a mély
by vyprodukovat maximalni mozné mnozstvi fialového formazanu (viz. bod 2.8.1.3).
Do dalsich 3 krajnich jamek s bunkami se pipetovalo jest¢ kultivaéni médium
se 40% ethanolem, ktery by mél buiiky zahubit a tyto jamky pak slouzily jako pozitivni kontrola
s nizkou absorbanci. Po dokonceni pipetovani byla desti¢ka vloZena do inkubatoru a ponechéna
v ném 24 hodin inkubovat.

Po uplynuti této doby bylo do kazdé jamky s bunikami pfidano 20 pl sterilniho roztoku
MTT ve fosfatovém pufru o koncentraci 2,5 mg/ml. A desticka byla opét umisténa
do inkubatoru tentokrat na dobu 3 hodin.

Po inkubaci bylo do kazdé jamky napipetovano 100 pl 10% roztoku SDS ve fosfatovém
pufru a desticka byla ponechana na tmavém misté pii laboratorni teploté 24 hodin. Pak byla
zméfena absorbance jednotlivych jamek pii vinové délce 543 nm pomoci ELISA readeru. Tyto
absorbance byly podéleny absorbancemi jamek oznacenych jako CC a tyto vysledné poméry
pak udavaly viabilitu bunék, ktera pak byla vynesena do graft v procentech.

39



5 Vysledky a diskuze
5.1 Extrakty z mikroias
5.1.1 Extrakty z komer¢né dostupnych mikrofas

5.1.1.1 Celkova vytéZnost extraktii

Po provedeni postupu uvedeném v bod¢ 4.7.1 byla zjisténa hmotnostni koncentrace vsech latek
Vv extraktu vynasobena celkovym objemem extraktu a vztazena na navazku tasy. Takto
vypoétené hodnoty vytéznosti byly v procentech piehledné shrnuty do sloupcovych grafa
na nasledujicich obrazcich (viz. Obrazek 9 a Obrazek 10).
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Obrdzek 9: Celkova vytéznost extraktu z rasy Chlorella Vulgaris
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Obrazek 10: Celkova vyteznost extraktii z Fasy Spirulina Sp.

U extrakcei z obou fas lze vidét, Ze s rostouci koncentraci ethanolu celkové vytéznost klesa.
Extrakci z tasy Chlorelly Vulgaris do 96% ethanolu doslo k mirnému vykyvu od tohoto trendu
a zvyseni vytéznosti. Tento trend ovSem neprokazuje, ze vSechny tyto vyextrahované latky jsou
latky aktivni. Jedna se pouze o celkovy obsah susiny v extraktech. Extrakce z tasy Spirulina sp.
poskytovaly s vyjimkou extraktd do 60% a 96% ethanolu mirné vyssi vytéznosti oproti fase
Chlorella Vulgaris. Hexanové extrakce vyextrahovaly jen velmi malo suSiny.
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Obrazek 11: Vzhled extraktii 7 mikroras

5.1.1.2 Obsah stanovovanych latek

Pro uréeni obsahu celkovych fenolickych latek v extraktech byla pouzita zméfena kalibracni
kiivka kyseliny gallové (viz. Rovnice (2)). Do jeji rovnice byly dosazovany hodnoty absorbanci
zmétené stejné jako tato kalibraéni kiivka podle postupu uvedeném v bod¢ 4.7.2.

Pro stanoveni koncentrace flavonoidi byla pouzita kalibracni kiivka katechinu
(viz. Rovnice (4)) zmé&fena podle postupu v bodé 4.7.3. Do jeji rovnice byly dosazovany
absorbance vzorkt zméfené podle stejného postupu.

Koncentrace dalsich stanovovanych latek jako chlorofylti a karotenoidt byly vypocteny
ze zmétenych absorpcnich spekter podle postupu v bodé 4.8. Tyto spektra lze vidét
na nasledujicich grafech (viz. Obrazek 12 a Obrazek 13). Koncentrace téchto latek z nich byly
vypocteny pomoci rovnic zminénych v bodé 4.8.2.
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Obrdzek 12: Absorpéni spektra extraktii z Fasy Chlorella Vulgaris
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Na absorpcnich spektrech ztohoto grafu lze pozorovat charakteristické piky o rtzné
intenzité pro latky obsazené v zelenych mikrotasach jako naptiklad chlorofyly a beta karoten,
¢i dalsi karotenoidy (viz. Obrazek 1). Uz ze spekter samotnych lze vypozorovat to, Ze nejvice
absorbujicich latek z fasy Chlorella vulgaris vyextrahoval 96% ethanol a hexan. A to i pfes to,
ze celkové vytéznosti téchto extraktlh vychazely pomérné nizké. To ukazuje na to, ze extrakce
sniz8i koncentraci ethanolu extrahovaly spiSe latky nebarevné a absorbujici pouze
v UV spektru. Se snizujici se koncentraci ethanolu v extrak¢énim ¢inidle se sniZuje i intenzita
pikii a u extrakti do vody a 20% ethanolu Ize pozorovat uz jen piky v UVB oblasti,
které urc¢ovaly SPF a piky v UVC oblasti.
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Obrdzek 13: Absorpcni spektra extraktii Z Fasy Spirulina sp.

Na tomto grafu lze pro extrakty z fasy Spirulina sp. vypozorovat podobny trend s vyjimkou
extrakce do destilované vody. Na tomto spektru Ize pozorovat pik i okolo vinové délky 620 nm.
Tento pik byl ocekavan, jelikoz se extrakt jevil jako tmavé modry (viz. Obrazek 11), tudiz by
mél absorbovat v oranzové az Cervené oblasti spektra. Byl pravdépodobné zptsoben velkym
mnozstvim vyextrahovaného proteinu fykocyaninu. Ten ve svoji molekule obsahuje
i chromofor fykobilin, ktery je pfi¢inou onoho modrého zbarveni. Tento protein mikrotasy
bézné obsahuji a je rozpustny ve vod¢, tudiz se do ni extrahoval velmi dobie [70]. Po pifidani
ethanolu mohlo dojit ke snizeni jeho rozpustnosti a mohl tak se vysrazet a po odstfedéni ziistat
v sedimentu. Dale Ize u hexanové extrakce pozorovat vyrazn€jsi piky charakteristické pro beta
karoten, coz se dalo také predpokladat, jelikoz se jedna o lipofilni barvivo. Na druhou stranu
pik charakteristicky pro chlorofyly pfi vinové délce 669 nm je méné vyrazny, coZ indikovalo
mensi koncentraci tohoto barviva v extraktu. Ze spektra extraktu do 96% ethanolu lze vy¢ist to,
ze se vyextrahovalo predev§im velké mnozstvi chlorofylua (viz. Obrazek 1).
Chlorofylu b a karotenoidii se pii této extrakci vyextrahovalo pravdépodobné jen malé
mnozstvi.
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Nakonec pii porovnani vyse jednotlivych piku extraktii z obou fas lze také odhadnout to, ze
z tasy Spirulina sp. bylo vyextrahovano o néco vice absorbujicich latek nez z fasy Chlorella
Vulgaris. To nasledn¢ potvrdil vypocet koncentraci téchto latek a latek stanovovanych pomoci
uvedenych kalibra¢nich kiivek. Tyto koncentrace byly vztazeny na gram suché vahy fasy
a piehledné shrnuty do nasledujicich sloupcovych graf (viz. Obrazek 14 a Obrazek 15).
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Obrazek 14: Obsah aktivnich latek v extraktech z fasy Chlorella Vulgaris

Na tomto grafu lze vidét trend vzrastajici koncentrace vSech stanovovanych latek
v zavislosti na koncentraci ethanolu v extrakénim c¢inidle. Extrakce vodou sice vykazovala
mirné vys$$i koncentraci fenolickych latek, ale tento vykyv neni ptili§ vyrazny. Zdaleka nejvice
vSech stanovovanych latek se vyextrahovalo extrakci 96% ethanolem. Vyjimku tvofily
karotenoidy, kterych bylo u hexanového extraktu vice, ale to se dalo o¢ekavat. U hexanovych
extraktll se ovSem vyextrahovalo velmi malo chlorofyll, stejné tak jako fenolickych latek.
Pti méfeni obsahu flavonoidd v tomto extraktu doslo k pomérné velkému zkresleni vysledkd,
jelikoz koncentrace flavonoidli vychéazela vyssi nez koncentrace celkovych fenolickych latek,
coz je podle teorie samotné chybny vysledek, protoze by mély tvofit pouze urcity podil
z celkové koncentrace fenolickych latek (viz. bod 2.6.1). Toto zkresleni vysledktt mohlo byt
zpisobeno interakci pouzitych Cinidel pii stanoveni flavonoidil 1 S jinymi vyextrahovanymi
lipofilnimi latkami.
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Obrazek 15: Obsah aktivnich latek v extraktech z rasy Spirulina sp.

Vysledky extrakei z fasy Spirulina sp. jiz tak jednoznaéné nejsou. U vodné extrakce doslo
k vyextrahovani velkého mnozstvi fenolickych latek a chlorofyld v porovnani s vodnym
extraktem z fasy Chlorella Vulgaris. Pfi zvyseni koncentrace ethanolu v extrakénim ¢inidle
na 20 %, koncentrace celkovych fenolickych latek vyrazné poklesla, stejné tak jako podil
flavonoidi a chlorofyly. Karotenoidy se pii téchto dvou extrakcich neextrahovaly. Pii dalSim
zvySovani koncentrace ethanolu V extrakénim cinidle se koncentrace fenolickych latek
Vv extraktech dale sniZovala, ale zvySoval se podil flavonoidil a také koncentrace chlorofyla
a karotenoidt. Chyba pfi stanoveni flavonoidul, ktera se v pfedchozim ptipadé vyskytla jen
U hexanové extrakce se u extrakei z této fasy vyskytla uz i pfi extrakci 96% ethanolem. Doslo
ovSem ke zvySeni koncentrace celkovych fenolickych latek a dal$imu zvySeni koncentrace
chlorofyli a karotenoidi. U hexanové extrakce doSlo opét k velkému poklesu koncentrace
vSech vyextrahovanych latek s vyjimkou karotenoidli. Téch se ale také vyextrahovalo mirné
mensi mnozstvi v porovnani s hexanovou extrakei u predeslé fasy.

OvSem pii porovnani obou grafii bylo potvrzeno to, ze zfasy Spirulina se celkové
extrahovalo vice aktivnich latek nez z fasy Chlorella Vulgaris, coz mohlo byt zptisobeno bud’
tim ze Spirulina sp. obsahovala aktivnich latek mnohem vice, nebo se z ni tyto latky snaze
uvolnovaly v disledku slabsi bunééné stény.
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5.1.1.3 SPF a antioxidacni aktivita

Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni antioxidaéni aktivity byla zméfena podle postupu v bodé 4.7.4.
Stejné byly proméfeny i vzorky a namétené zmeny absorbanci byly pak dosazovany do rovnice
kalibracni pfimky, ze které byla vypoctena koncentrace antioxidantl ve vzorku ekvivalentni
koncentraci Troloxu. Tato vypoctena koncentrace byla nasledné vynasobena objemem
extrakéniho Cinidla a vztazena na navéazku tasy. Pro vypocet SPF byly pouzity hodnoty
absorbanci naméfené podle bodu 4.8 a SPF byl vypocten podle rovnic v uvedenych v bod¢ 2.11.
Takto vypoctené hodnoty antioxida¢ni aktivity a SPF byly ptehledné shrnuty do sloupcovych
grafii (viz. Obrazek 16 a Obrazek 17).
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Obrazek 16: Antioxidacni aktivita a SPF extraktii z Fasy Chlorella Vulgaris

Co se antioxidacni aktivity extraktd z fasy Chlorella Vulgaris tyce, tak lze pozorovat jeji
narQst pii zvySovani koncentrace ethanolu v extrakénim ¢inidle. Je zde patrna jasna korelace
mezi zvySovanim antioxidacni aktivity a obsahem aktivnich latek v extraktech, predevSim
fenolickych latek. Podobnym zptisobem se zvySoval i SPF extraktd. U hexanovych extrakti
doslo k vyraznému snizeni antioxida¢ni aktivity i mirnému snizeni SPF, coz také odpovida
stanovené koncentraci aktivnich latek v pfedchozim bodé¢ s tim, Ze pti¢inou vyssiho SPF budou
pfevazné vyextrahované karotenoidy. Mohlo ovSem dojit ke snizeni antioxidacni aktivity a SPF
v disledku degradace aktivnich latek kviili zvySené teploté v prubéhu této extrakce.
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Obrazek 17: Antioxidacni aktivita a SPF z rasy Spirulina sp.

Antioxidacni aktivita v pfipadé extraktll ztasy Spirulina sp. byla jednozna¢né nejvyssi
u vodného extraktu. To bylo pravdépodobné zpisobeno vysokou koncentraci fenolickych latek
a fykocyaninu, ktery také ma antioxidac¢ni ucinky [70]. SPF byl ale vyrazné mensi. Po ptidani
ethanolu do extrak¢éniho ¢inidla doslo k vyraznému poklesu antioxidac¢ni aktivity a mirnému
poklesu SPF. Pii zvySovani koncentrace ethanolu dochazelo k dalSimu sniZovani antioxida¢ni
aktivity, ovSem jen malému. SPF se naopak mirn¢ zvysoval. U extrakce 96% ethanolem doslo
k velkému zvySeni jak SPF, tak antioxida¢ni aktivity. VSechny tyto zmény antioxida¢ni aktivity
koreluji stejn¢ jako v pfedchozim piipadé s koncentraci predevSim fenolickych latek.
U hexanovych extraktl se pravdépodobn¢ opét v disledku zvyseni teploty pii extrakci a malého
obsahu nepolarnich aktivnich latek snizil jak SPF, tak antioxida¢ni aktivita.

Pti porovnani efektli extrakti z obou tas, 1ze vidét to, ze extrakty z fasy Spirulina sp. maji
mirné vyssi hodnoty u vSech extraktt, to koreluje s obsahem vyextrahovanych aktivnich latek
jejichz koncentrace byla u extraktt ze Spiruliny sp. také vyssi (viz. bod 5.1.2.2).

5.1.2 Extrakty ze vzorki mikrofas kultivovanych na FCH VUT

Pro extrakty ze vzorkd mikrofas byla pouzita extrakce 96% ethanolem podle postupu uvedeném
v bod¢ 4.5.1, jelikoZ ta u obou komeréné dostupnych tas dopadla nejlépe, jak co se obsahu
aktivnich latek tyce, tak i jejich efekti. Byly pouzity vzorky tas Chlorella Sorokiniana
a Scenedesmus Dimorphus. Téchto vzorku k extrakci bylo ovsem k dispozici pouze velmi malé
mnozstvi a tudiZ nebylo mozZno ziskat dostate¢né mnoZstvi extraktli pro vSechna méfeni. Proto
v grafech nejsou uvadény smerodatné odchylky a obsah fenolickych latek a flavonoida nebyl
méfen vibec, jelikoZ pro tyto méteni byl potieba vétsi objem extraktu, nez byl k dispozici.
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5.1.2.1 Celkova vytéZnost

Celkova vytéznost vzorku byla stanovena podle postupu v bodé 4.7.1, opét vztazena na navazku
fas a v procentech uvedena do nasledujiciho grafu.
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Obrazek 18: Celkova vytéznost extraktit z vzorkit mikroras

U kultivovanych mikrofas vychdzela mirn¢ vyssi vytéznost nez u extraktii do 96% ethanolu
U komer¢né dostupnych fas, ale extrakty se jevily méné zelené nez ty u komeréné dostupnych
fas (viz. Obrazek 19). To indikovalo predevsim mensi koncentraci vyextrahovanych chlorofylu.

Scedesmus
Dimorphus

Obrdzek 19: Vzhled extrakti z vzorkit Fas po centrifugaci
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5.1.2.2 Obsah aktivnich latek

Jak jiz bylo zminéno vySe, u kultivovanych mikrotas byl stanovovan pouze obsah chlorofyla
a karotenoidli, které bylo mozno urcit pomoci vypoctu ze zmétenych absorpcnich spekter
extraktt (viz. Obrazek 20 a Obrazek 21). Pro méfeni spekter byla alikvotni ¢ast vzorka
15x nafedéna 96% ethanolem pro UV-VIS a proméiena podle postupu v bodé 4.8, hodnoty
SPF pak byly ptepocteny podle vhodného fedéni.
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Obrazek 20: Absorpéni spektrum z rasy Chlorella Sorokiniana
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Obrdzek 21: Absorpéni spektrum extraktu z rasy Scenedesmus Dimorphus

Na téchto absorp¢nich spektrech 1ze podobné jako u extraktli z komeréné dostupnych fas
pozorovat charakteristické piky chlorofyli a karotenoidi. Maji ovSem mensi intenzitu,
coz potvrzuje domnénku, ze ztéchto fas se vyextrahovalo méné chlorofylti. Karotenoidi
se pravdépodobné extrahovalo pak jeSt€ mensi mmnozstvi. VUVB a UVC oblasti
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se pak vyskytovaly vyrazné piky charakteristické pro fenolické latky a flavonoidy [71]
prispivajici k SPF a antioxidac¢ni aktivite.
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Obrazek 22: Obsah aktivnich latek v extraktech z vzorkit mikroras

Vypocet koncentrace chlorofyli potvrdil, Ze je opravdu vyrazné mensi nez u extraktl
z komercné dostupnych mikrofas. U téch se koncentrace vyextrahovanych chlorofyla
pohybovala v rozmezi 6,0-8,5mg/g suché tasy, kdezto zde tato koncentrace nedosahla
ani 2 mg/g. Koncentrace karotenoidti se u extrakti z komeréné dostupnych fas pohybovala
v rozmezi 0,3-1,0 mg/g a zde bylo toto rozmezi pouze 0,2—0,4 mg/g. Tyto niz§i vytézky mohly
byt zplsobeny nedostatenym naruSenim bunécné stény téchto fas v pribéhu extrakce. Také
nebylo znamo, jak byly komeréné dostupné vzorky fas kultivovany, tudiz mohly produkovat
jind mnozstvi barviv a aktivnich latek v porovnani s t€émito vzorky tfas. VytéZky mohly byt
zvySeny napiiklad vortexovanim extraktu se sklenénymi kulickami.

5.1.2.3 Antioxidacni aktivita a SPF
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Obrazek 23: Antioxidacni aktivita a SPF extraktu z vzorku mikroras
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Tyto dvé vlastnosti extraktii byly stanovovany stejné€ jako u extrakti z komercné dostupnych
fas. Byt koncentrace zméfenych vyextrahovanych latek byla vyrazné nizsi nez u extrakti
z komer¢né dostupnych fas, antioxidacni aktivita se tak vyrazn¢ nesnizila. U ptedeslych
extraktt se pohybovala koncentrace antioxidantd v rozmezi 4,2—6,8 mg/g suché vahy a u téchto
extraktt v rozmezi 2,9-4,2 mg/g. Toto mohlo byt zptisobeno mensim stafim extrahovanych fas
oproti fasdm komer¢né dostupnym. Co se SPF tyce, tak ten byl u extrakti z komeréné
dostupnych tas v rozmezi 7,1-10 a u téchto extraktli se pohyboval v rozmezi 0,9-2,7. Doslo
tedy kjeho vyraznému snizeni v disledku méné G¢inné extrakce, nebo mensi produkce
aktivnich latek témito fasami.

5.2 Extrakty z karotenogennich kvasinek
5.2.1 Extrakty z kvasinky Cystofilobasidium Macerans kultivované na FCH VUT

5.2.1.1 Celkova vytéZnost extraktii

U téchto extraktli byla celkova vytéznost ur¢ovana béhem odpatrovani rozpoustédla z extrakti
pomoci vakuové rotacni odparky (viz. bod 4.7.1) a byla shrnuta do sloupcového grafu
(viz. Obrazek 24).
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Obrazek 24: Celkova vyteznost extraktit z karotenogennich kvasinek

Z tohoto grafu lze vycist, ze hexanova extrakce, extrakce smési hexanu s ethanolem
v poméru 1:1 a smesi hexanu a acetonu v poméru 7:3 dosahovaly nejnizs§ich hodnot celkovych
vytéznosti. To mohlo byt zplisobeno Spatnym rozruSenim bunécné stény kvasinek nebo Spatnou
rozpustnosti extrahovanych latek v danych rozpoustédlech. Pfidavkem DMSO k hexanu pak
doslo k vyraznému zvyseni celkové vytéznosti. To mohlo byt zpiisobeno dobrou rozpustnosti
bunééné stény kvasinek a extrahovanych latek v DMSO. Jelikoz DMSO bylo ptidavano pouze
Vv mens$im mnozZstvi, tak se pak vyextrahované aktivni latky daly vytfepat do hexanové faze
a dalo se tak docilit vyssi vytéznosti. Tento efekt DMSO byl pozorovan u téméf vsech dalsich
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extrakci, kromé té do 96% ethanolu. Niz§i vytéZnost pii této extrakci mohla ovSem byt
zpusobena ztratami béhem odstrafiovani DMSO z extraktu. Proto je lepsi vyhnout se pouzivani
DMSO s extrakénim ¢inidlem se kterym se misi. Jednu z nejvyssich hodnot celkovych
vytéznosti poskytovala extrakce dle Folche. U této extrakce byl tento vysledek ocekavan,
jelikoz se jedna o extrakci cilenou na hydrofobni latky coz karotenoidy jsou (viz. bod 2.6.2).
U extrakce smési methanolu, acetonu a hexanu byl celkovy vytézek nejvyssi co se tyce extrakei,
u kterych nebyl pouzit DMSO. Ptidavkem DMSO k této smési rozpoustédel doslo k dalsimu
zvysSeni vytéznosti a ta pak byla nejvyssi ze vSech. Nicméné vSechny vytéznosti extrakei
z kvasinek byly o dost nizsi nez u extrakci z mikrofas, u téch dosahovaly nejvyssich hodnot
vV rozmezi 18-26 %. Zde nejvyssi hodnota vytéznosti doséhla 15 %.

5.2.1.2 Obsah karotenoidii

Pro vypocet obsahu karotenoidii byly pouzity spektra zmétena podle postupu uvedeném
v bodé¢ 4.8 a z nich nasledné vypocitana koncentrace karotenoidi podle rovnice v bodé 4.8.3.
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Obrazek 25: Spektra extraktit z Karotenogennich kvasinek 1
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Obrazek 26: Spektra extraktii z karotenogennich kvasinek 2

Na téchto absorp¢nich spektrech extraktt Ize vidét vyrazné piky v UVC oblasti. Dale lze
pozorovat mén¢ vyrazné piky na prechodu mezi UVC a UVB oblasti. Tyto piky svym tvarem
pfipominaji charakteristicky trojity pik beta karotenu, tomu ovSem neodpovidéa vinova délka.
Mohlo sice dojit k hypsochronnimu posunu absorpcnich maxim karotenoidi v dasledku
polarity ethanolu, ve kterém byly pii méfeni rozpustény, ale posun absorpénich maxim
o piiblizné 200 nm se nezda pfili§ pravdépodobny. Mohlo spise dojit k potlaceni
charakteristickych pikti ve viditelné oblasti spektra v disledku nizké koncentrace téchto
chromofort a piky v UV oblasti spektra byly pak jediné charakteristické piky, které zustaly
zachovany. Jelikoz absorp¢ni spektrum naptiklad beta karotenu a lykopenu tyto piky obsahuje
[72], tak se da tvrdit, Ze v extraktech jsou stale karotenoidy, i kdyZ jejich charakteristické piky
ve viditelné oblasti spektra chybi. Malo vyrazny pik ve viditelné oblasti spektra mezi
450 a 500 nm, ktery odpovidal absorpénim maximim karotenoidl ve viditelné oblasti spektra,
se pak objevil u extraktu smési rozpoustédel DMSO, methanolu, hexanu a acetonu a u stejného
extraktu pouze bez DMSO. Dalsi piky se v absorp¢nich spektrech nevyskytovaly.
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Obrazek 27: Obsah karotenoidii v extraktech z karotenogennich kvasinek

Z divodu nizkych absorbanci pfi vinové délce, pii které byla pocitana koncentrace
se U vysledkl vyskytuji pomérn¢ vysoké smérodatné odchylky (viz. vysledek u extraktu
do hexanu a DMSO a u extrakce dle Folche). Nejvyssi koncentrace karotenoidd byly ovsem
stanoveny u extrakti do smési rozpoustédel DMSO, methanolu, hexanu a acetonu. Pak
u stejného extraktu bez DMSO, nasledovala extrakce dle Folche a extrakce do hexanu a DMSO.
To odpovida intenzité absorbanci namétfenych spekter 1 zabarveni finalnich extraktl
(viz. Obrazek 28).

Hexan a DMSO Hexan a 96% EtOH Folche

|
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Obrazek 28: Konecny vzhled extraktii z karotenogennich kvasinek
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5.2.1.3 Antioxidacni aktivita a SPF

Antioxidac¢ni aktivita extraktii z karotenogennich kvasinek byla méfena a piepocitavana stejné
jako u extraktii z mikrofas.
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Obrazek 29: Antioxidacni aktivita a SPF extraktii z karotenogennich kvasinek

cvwr

u extrakce do hexanu, coz bylo zptisobeno, jak nizkou koncentraci karotenoidu, tak nizkou
intenzitou absorpce v UV spektru. Po piidavku DMSO do extrakéniho ¢inidla se vyrazng zvysil
SPF diky extrakci latek absorbujicich v UV spektru. Antioxida¢ni aktivita se ovSem pfilis
nezménila. Extrakci hexanem a 96% ethanolem se intenzita absorpce extraktu v UVB spektru
snizila a s ni i SPF. Antioxida¢ni aktivita se ov§em vyrazné zvysila. Extrakci dle Folche doslo
Kk dalsimu snizeni SPF a tentokrat i antioxida¢ni aktivity. SPF se dal snizoval i pii extrakci
pomoci hexanu a acetonu, zde ovSem doSlo k vykyvu antioxida¢ni aktivity, kterd se zvysila.
Extrakci pouze 96% ethanolem se SPF op¢t sniZzil, antioxida¢ni aktivita ovS§em znaéné vzrostla,
coz mohlo byt zptisobeno extrakei kyslikatych derivati karotent — xantofyla (viz. bod 2.6.2.2),
které mohly obsahovat vice hydroxylovych skupin zvySujicich jejich rozpustnost v polarnich
rozpoustédlech jako je napiiklad pravé ethanol. Diky témto hydroxylovym skupindm mohly
| G¢inngji zhaset radikal kation ABTS a tak zvySovat antioxida¢ni aktivitu. Pfidavkem DMSO
se SPF sice mirné€ zvysil, ale antioxidacni aktivita op&t znacné poklesla. Tyto vykyvy naznacuji,
ze extrakce pomoci DMSO snizuje antioxidacni aktivitu. To potvrzuji 1 dvé posledni extrakce,
kde ptidavek DMSO antioxidacni aktivitu opét snizil oproti stejné extrakci bez DMSO.
V porovnani s extrakty z mikrofas byla antioxidacni aktivita i SPF a stejné tak i celkova
vytéznost pomérné dost nizkd, coZ naznacuje nizsi €innost extrakei. To bylo pravdépodobné
zpusobeno nedostateCnym rozrusenim bunééné stény kvasinek a tak nedokonalou extrakci
lipofilnich karotenoidd. Nejlépe z téchto extrakci ovSem podle ucinkl téchto extrakti dopadly
extrakce do hexanu a ethanolu, zde byla jak antioxida¢ni aktivita, tak SPF pfiblizné stejné
vysoké a nejvyssi z extraktl. Ostatni extrakty sice mély vyssi SPF nebo antioxidacni aktivitu,
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ale kdyz byla jedna z téchto vlastnosti takto vysoka, tak druha byla pomérn¢ nizka. Nejlepsich
vysledki by se ale dalo dosahnout kombinaci extraktu do hexanu a DMSO, ktery mél nejvyssi
SPF, ale jednu z nejnizsich antioxida¢nich aktivit ze vSech extraktd a extraktu do ethanolu,
ktery mél naopak jeden z nejniz§ich SPF ale mél nejvyssi antioxidaéni aktivitu.

53 MTT test cytotoxicity extrakti z mikroras

Pro testy cytotoxicity na lidskych keratinocytech linie HaCaT byly vybrany vodné extrakty
z komeréné dostupnych fas Chlorella Vulgaris a Spirulina sp. a jejich cytotoxicita byla zmétena
podle postupu uvedeném v bod¢ 4.9.2. Pokud viabilita neboli Zivotaschopnost bun¢k poklesla
pod 50 % byla koncentrace extraktu povazovana za cytotoxickou.
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Obrazek 30: Zavislost viability lidskych keratinocytit na obsahu extraktu z asy Chlorella

Pro nizké koncentrace tohoto extraktu se viabilita dokonce zvySovala oproti viabilit¢ bunék,
ke kterym byla pfidana pouze sterilni, destilovana voda. Z tohoto 1ze usuzovat, ze 4% a 8%
koncentrace extraktu na bunky pusobily velmi pozitivné a pravdépodobné podporovaly jejich
metabolismus. Pii dal§im zvySovani koncentrace ovSem uz dochazelo k poklesu viability,

nicméné to porad nebylo pod 50 %, tudiz by tyto koncentrace na lidskou kizi i tak vyrazny
negativni efekt mit nemély.
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Obrazek 31: Zavislost viability lidskych keratinocytii na obsahu extraktu z Fasy Spirulina
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Vodny extrakt z fasy Spirulina sp. také nebyl pro lidské keratinocyty cytotoxicky pii zadné
méfené koncentraci. Dokonce jesté vice zvySoval jejich viabilitu, pii objemové koncentraci
12 % az na témét 134 %. Po této hranici zacala viabilita bunék opét klesat, nicméné neklesla
pod 50 % a méfené koncentrace by tak také nemély mit na lidskou ktizi negativni vliv.

Grafy z pfedchozi strany byly nasledné upraveny pro vypocet LCso. Pro tento vypocet byla
vyuzita linedrné klesajici ¢ast kiivky v grafu, ktera byla proloZena linearni spojnici trendu jejiz
koeficient spolehlivosti Ize vy¢ist z Rovnice (13). Z rovnice této spojnice trendu pro extrakt
z tasy Chlorella Vulgaris (viz. Rovnice (12)) bylo po dosazeni viability 50 % za ,,y*“ vypoc¢teno
»X“ (viz. Rovnice (14)). Tato hodnota piedstavovala koncentraci tohoto extraktu
odpovidajici LCsp.

y=-13429-x+ 94,2560 (12)

R? = 0,962 8 (13)

(50 — 94,256 0
X =

o .
—3429 )ob].A) 32,96 obj. % (14)

Stejnym zptsobem bylo vypocteno LCso i extraktu z fasy Spirulina sp. (viz Rovnice (15)
a (17)). Koeficient spolehlivosti této spojnice trendu je uveden v Rovnici (16).V tomto piipadé
byla vypoctena hodnota LCso rovna 31,44 %. Je niz$i, coz i odpovida intenzivnéjs$im G¢inkiim
tohoto extraktll (viz. Obrazek 31). Jelikoz dochazelo k vyraznéjsimu zvySeni viability, tudiz
I K naslednym negativnim u¢inkim pfi  vysSich koncentracich dochazelo rychleji
a tak je hodnota LCso niZsi.

y =—3,1825-x+ 150,070 0 (15)

R? = 0,993 1 (16)

(50 — 150,070 0
X =

o — .
31825 )ob]. Yo = 31,44 obj. % (17)

Teoreticky by oba tyto extrakty $ly u kosmetickych pfipravka pouzit az ve 30% koncentraci
bez vyrazngjSich negativnich ucinki na lidskou kiiZi. Idedlni by ovSem bylo pouZit koncentrace
v rozmezi 8—12 0bj.%. Oba tyto extrakty jsou totiz pii téchto koncentracich naprosto netoxické
a naopak vyrazné podporuji zivotaschopnost keratinocytt.

56



6 Zavér

Tato bakalarska prace se zabyvala optimalizaci extrakce aktivnich latek z mikrofas
a karotenogennich kvasinek. Poté néaslednou charakterizaci téchto extraktti pomoci stanoveni
koncentrace aktivnich latek, jako jsou polyfenoly, flavonoidy, chlorofyly a karotenoidy.
Dale byly tyto extrakty charakterizovany pomoci stanoveni antioxida¢ni aktivity a SPF.
Nakonec byla testovana cytotoxicita vodnych extrakti z mikrofas na lidskych keratinocytech
linie HaCaT.

Optimalizace extrakci z mikrofas byla provedena na komeréné dostupnych mikrofasach
Chlorella Vulgaris a Spirulina sp. Byly provedeny extrakce do koncentra¢ni fady ethanolu
a extrakce do hexanu. Jako nejucinngjsi byly urCeny extrakce do 96% ethanolu. Tyto extrakty
mély v pfipadé obou tas nejvyssi SPF i antioxida¢ni aktivitu korelujici s vysokym obsahem
predevsim fenolickych latek a karotenoidi. U vodného extraktu ze Spiruliny sp. sice byla
vyextrahovana koncentrace fenolickych latek a s tim i1 antioxidacni aktivita nejvyssi, ale SPF
byl pomérné dosti nizky, tudiz bylo lepsi pro extrakty ze vzorkl pouzit extrakci pomoci 96%
ethanolu.

Vlastni pouzité vzorky byly Chlorella Sorokiniana a Scenedesmus Dimorfus kultivované
na FCH VUT. Téchto vzorku k extrakci bylo bohuzel velmi malé mnozstvi, a tudiZz nebylo
mozno ur€it veSkeré zvolené charakteristiky, ale bylo zjiSténo, Ze extrakce 96% ethanolem
je natyto vzorky podobné u¢inna, alespoit co se antioxidacni aktivity tyce. SPF byl nizsi
pravdépodobné kviili nizsi koncentraci vyextrahovanych karotenoidu.

Optimalizace extrakci z karotenogennich kvasinek byla provadéna rovnou na vzorcich
kvasinky Cystofilobasidium Macerans kultivovanych na FCH VUT. Byla provedena fada
extrakci pomoci riznych rozpoustédel a bylo zjisténo, ze nejucinnéjsi ze vsech byla extrakce
pomoci smési DMSO, methanolu, hexanu a acetonu. Krom toho bylo zjisténo, Ze ptidavky
DMSO do extrakéniho cinidla, at’ uz bylo jakékoliv, vyrazné zvysuji vytézky. OvSem
z namétenych dat vyplyva, ze na druhou stranu pravdépodobné snizuji antioxidacni aktivitu.
Bohuzel extrakce témito a dal§imi pouzitymi rozpoustédly ani v kombinaci s dalsimi kroky
pro naruseni bunécnych stén kvasinek nestaCily na to, aby vytézky a koncentrace
vyextrahovanych karotenoidii byly vétsi, alespon tak jako byly u extraktli z mikrofas.
Toto by §lo fesit pouzitim naptiklad French—pressu nebo jinym zvySenim tlaku na burniky
kvasinek nebo pomletim kvasinek za velmi nizké teploty (napiiklad za pouziti tekutého dusiku)
pro lepsi naruseni jejich bunécnych stén. Samotna extrakce do pouzitych rozpoustédel by pak
méla probihat velmi dobfe.
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MTT test cytotoxicity vodného extraktu z fasy Chlorella Vulgaris prokazal to, ze v nizkych
koncentracich (4 %) tento extrakt dokonce podporoval metabolickou aktivitu keratinocyti a tak
zvySoval jejich méfitelnou Zivotaschopnost az na 114,9 %. Pii zvySeni koncentrace na 8 obj. %
doslo k mirnému poklesu, ale potad viabilita bun¢k dosahovala 109,6 %. Stejny efekt mély
| extrakty z tasy Spirulina, jen jesté vys$si. Pii 12% objemové koncentraci extraktu doslo
ke zvySeni viability az na 133,7%. Tyto podpurné efekty extrakti byly zplsobeny
pravdépodobné jejich antioxida¢nimi u¢inky. Bunky a jejich organely tak nebyly poskozovany
volnymi radikaly uvolfujicimi se pfi biochemickych reakcich, naptiklad v dychacim fetézci.
Nemusely tak vynakladat energii na zvysenou syntézu antioxidacnich enzymi pro boj s t€mito
radikaly amohly metabolizovat MTT ucinngji. Pfi dalsSim zvySovani koncentrace
vsak jiz dochazelo ke snizovani viability. Zde mohla zvys$ena koncentrace téchto antioxidantt,
které nereagovaly s volnymi radikaly, inhibovat urcité enzymy piimo spjaté s metabolismem
MTT a tak snizovat méfitelnou viabilitu. Ta mohla byt také snizena v disledku ochuzovani
bunck o nutrienty diky vysoké koncentraci latek zextrakti a niz§i koncentraci Zzivin.
Z4dna z méfenych koncentraci oviem neptsobila piimo cytotoxicky, protoze pii zadné méiené
koncentraci viabilita neklesla pod 50 %. Koncentrace odpovidajici LCso byla dopocitana
pomoci spojnice trendu. U extraktu z Chlorelly Vulgaris odpovidala 32,96 obj. % a z fasy
Spirulina sp. 31,44 obj. %. Pokud by se tyto extrakty mély pouzivat naptiklad do opalovacich
krémt, tak by neméla jejich koncentrace piekrocit tyto meze, protoze by pak mohlo dochézet
k vysychani a loupani ktize, podobn¢ jako pfi erytému. Navazujici prace by se mohla zabyvat
stanovenim cytotoxicity zbylych extraktli a naslednou tvorbou emulzi s témito extrakty.
Ty by ve vysledku mohly byt pouzity jako opalovaci krémy.
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9 Seznam tabulek

Tabulka 1: Hodnoty konstant EEXI pro jednotlivé vinové délky [64]
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10 Seznam pouzitych zkratek

SPF: Faktor ochrany pifed slune¢nim zafenim

UV zéfeni: Ultrafialové zareni

UVA: Ultrafialové zateni v oblasti od 400 nm do 320 nm

UVB: Ultrafialové zafeni v oblasti od 320 nm do 280 nm

UVC: Ultrafialové zafeni v oblasti od 280 nm do 100 nm

DNA: Deoxyribonukleova kyselina

ATP: Adenosin trifosfat

ROS: Reaktivni ¢astice kysliku

RNS: Reaktivni ¢astice dusiku

TEAC: Antioxidacni kapacita ekvivalentni Troloxu

Trolox: 6-hydroxy2,5,7,8-tetramethylchroman—2—karboxylova kyselina
ABTS: 2,2¢-azinobis[3—ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6—sulfonat]
LC: Smrtelna koncentrace

LD: Smrtelnéd davka

IC: Inhibi¢ni koncentrace

MTT: 3-[4,5-dimetylthiazol-2—yI]-2,5- difenyltetrazolium bromid
RPM: Rotace za minutu

DMSO: Dimethyl sulfoxid

Na,COs: Uhlic¢itan draselny

NaNO:z: Dusitan sodny

AIClz: Chlorid hlinity

NaOH: Hydroxid sodny

UV-VIS: Ultrafialové-viditelné spektrum

CC: Kontrola bun¢k

VC: Kontrola rozpoustédla

SDS: Dodecylsiran sodny
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