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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyva stanovenim biologicky aktivnich latek obsazenych
v mikroskopickych fasach spirulina a chlorella, které fadime mezi zelené superpotraviny.
V teoretické ¢asti je popsano chemické slozeni, fyziologické vlastnosti a vyuziti téchto fas. Déle
jsou zde zminény pozitivni G€inky spiruliny a chlorelly na lidsky organismus, struén¢€ popsany
zaklady separacnich technik a modernich analytickych metod sledujicich antioxidacni aktivitu
latek. Experimentalni ¢ast je v€novana stanoveni antioxidacni aktivity extrakt ptipravenych

ze spiruliny a chlorelly pomoci spektrofotometrickych metod.

KLICOVA SLOVA

Spirulina, chlorella, antioxida¢ni aktivita, extrakce, spektrofotometrické metody,
chromatografie
TITLE

Determination of biological active compounds present in algae.
ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the determination of biologically active substances contained in
the microscopic algae spirulina and chlorella that we classify as green superfoods. The
theoretical part describes the chemical composition, physiological properties, and use of these
algae. In addition, the positive effects of spirulina and chlorella on the human organism are
mentioned, the basics of separation techniques and modern analytical methods monitoring the
antioxidant activity of substances are briefly described. The experimental part is dedicated to
the determination of the antioxidant activity of algae extracts using spectrophotometric

methods.
KEYWORDS

Spirulina, chlorella, antioxidant activity, extraction, spectrophotometric methods,

chromatography
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UVOD

Pojmem superpotraviny, v anglické literatufe “superfoods™, se rozumi potraviny
a dopliiky stravy, které obsahuji ziviny mimofadné prospéSné pro nase zdravi. Mezi ty
antioxidacni latky. Tyto bioaktivni latky maji specifické vlastnosti, diky kterym zajistuji
spravné fungovani organismu [1, 2].

V soucasné dob¢ vsak neexistuje oficialni znéni, kterym bychom mohli superpotraviny
definovat. Napftiklad Collins dictionary popisuje superpotraviny jako “potraviny obsahujici
mnoho vitamint a latek, které jsou povazovany za velmi prospes$né pro naSe zdravi®. Jiny zdroj
uvadi, ze se tento termin vztahuje na ty potraviny, které maji vysoky obsah zivin
a fotochemikalii pfinosné pro lidské zdravi [3]. Jedno je ale jasné. Termin superpotraviny byl
vytvofen marketingovym priamyslem a je to tedy termin komercni. Poukazuje hlavné€ na to, ze
superpotraviny maji zna¢nou vyhodu oproti béZnym potravindm, piedevSim co se tyka
mnozstvi nutri¢nich latek [4, 5].

Tento typ novych potravin ma pro naSe zdravi nékolik benefitl. Nejen ze zajist'uji
celkovou detoxikaci téla diky velkému mnoZzstvi antioxidacnich latek, ale dodavaji nadm
potiebnou energii ¢i schopnost predchazet riiznym nemocem. Prizkumy dokazuji, Ze vhodnou
konzumaci superpotravin dochazi ke snizeni rizika vzniku degenerativnich onemocnéni jako
jsou cukrovka, rakovina ¢i osteopordza[1, 2] a k prevenci vzniku srde¢nich chorob [5]. Studie
spole¢nosti Onneken publikovand v roce 2018 prokazala pozitivni vliv konzumace chia
seminek na kognitivni schopnosti u dospélych lidi [6]. Neméné dilezitym vyznamem
superpotravin je posileni imunitniho systému, jehoz spravna ¢innost je pro nas také nesmirné
dualezita [7-9]. Konzumace superpotravin mtiZze ovlivnit i tvorbu hormont, zejména serotoninu.
Serotonin neboli 5-hydroxytryptamin, zndmy také jako “hormon §tésti, je schopen ovliviiovat
biochemické procesy, které probihaji v organismu [9].

Vyznamnymi superpotravinami jsou bezpochyby bobule neboli duznaté plody bez
pecky. Mezi vyznamné zéastupce této skupiny patii kustovnice ¢inskd (goji), muchovnik,
rakytnik, bortvky, acai, granatové jablko ¢i hroznové vino. Do superpotravin se fadi
1 pseudoobiloviny (quinoa, amarant), nékteré druhy ovoce a zeleniny (brokolice, $penat),
ofechy, chia seminka, hefméankovy a zeleny c¢aj, zdzvor, med, ginkgo biloba (jinan

dvoulalo¢ny), maca, kakao ¢i kefir [2].
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Dalsi specifickou skupinou superpotravin jsou zelené potraviny, mezi které¢ radime
spirulinu, chlorellu, mlady zeleny je¢men a mladou zelenou pSenici. Jak uz nazev napovida,
vSechno to jsou latky s vyraznou tmave zelenou barvou. Spirulina a chlorella jsou mikrotasy,
které se vyskytuji pfevazné ve vodach a jezerech. Naopak zeleny jeCmen a zelend pSenice
pochazi ze souse. Obecné to jsou potraviny bohaté na bioaktivni latky, které povzbuzuji

prirozenou obranyschopnost organismu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Spirulina

Spirulina (lat. Athrospira platensis) patii mezi mikroorganismy, které se na nasi planeté
objevily, kdyz zacaly vznikat prvni zndmky zivota. Pravé diky témto nejstarSim zijicim
rostlinam se mohla vytvofit kyslikova atmosféra, a tudiz i Zivot na Zemi [10]. Zaroven slouzi
jako potrava pro ostatni organismy a stoji tedy na zac¢atku potravniho fetézce. V historii byla
rovnéz vyuzivana jako dilezity zdroj potravy pro obyvatele Mexika a Afriky [8].

Tato mnohobuné&cna vlaknita mikroskopicka fasa se vyskytuje ve vodach, kde se vyviji
a postupné roste [2, 10]. Na vodnim povrchu tvofi kolonie, jejichZ tvar pfipomina spirdlu
a odtud pochazi nazev spirulina. Ma typické modrozelené zbarveni, které je zplisobeno
obsahem pigmentil. Konkrétné se jedna o zelené barvivo chlorofyl a modré barvivo fykocyanin
[8]. Modrozelena vlakna Ize pozorovat pod svételnym mikroskopem. Vldkna jsou samostatna
a skladaji se z vegetativnich bun¢k, které se rozmnozuji v binarni roviné [11].

JakoZto zelend rostlina obsahujici barvivo chlorofyl je spirulina schopna fotosyntézy.
vzniké kyslik a voda. Principem fotosyntézy u zelenych rostlin je absorpce slunecniho svétla
a naslednd pfeména oxidu uhli¢itého na jiz zminény kyslik, vodu a také ziviny, konkrétné
bilkoviny, mastné kyseliny a sacharidy. Dals§i vyznamnou vlastnosti této superpotraviny je
tepelna odolnost, protoze 1 pii vysokych teplotach si spirulina uchovava vsechny své ziviny.
Spirulina je také velmi vytrvalou rostlinou. Dokéze ptezit, i kdyz dojde k odpateni veskeré vody
ve vodnim ekosystému [8].

Spirulina obsahuje pies 100 nutri¢nich zivin a fadi se mezi nejbohatsi bilkovinné
rostlinné zdroje, jejichZ obsah se pohybuje okolo 55-70 % z celkové hmotnosti [2, 8, 10].
Mnozstvi sacharidi je pfiblizn€ 15-25 % a pravé diky velkému obsahu polysacharidi v bunécné
sténé je lehce stravitelnd [10]. Dale spirulina obsahuje esencidlni mastné kyseliny, mineralni
latky, vitaminy, antioxidanty a jiz zminéné pigmenty [2, 10-12]. Diky vysokému obsahu
ruznych biologicky aktivnich latek nasla spirulina Siroké uplatnéni jak v potravindiském, tak
farmaceutickém pramyslu [10, 13]. Spirulina se nejcastéji uziva ve formé sypkého prasku c¢i

v tabletach a doporucovanou denni dadvkou jsou 1-2 cajové 1zicky.
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Pro rlst a rozmnozovani spiruliny je dulezita teplota, a proto se péstuje vétSinou
v teplejsich oblastech, napt. Thajsko, Tchaj-wan, Vietnam, Japonsko, Indie, Kuba, Mexiko,
Spanélsko atd. [14]. Na obrazku 1 je znazornén rist dvou druhd spiruliny, S. platensis a S.
maxima, v rozmezi teplot 20 - 40 °C. Jak je z obrazku patrné, optimalni hodnota pro kultivaci
se pohybuje mezi 30-35 °C, coz je teplota, kterou namétime napiiklad v oblasti Brazilie.
Naopak nejnizs§i vynosy spiruliny jsou tradicné v zimnim obdobi a v mirném podnebi. Pro
zachovani vynosnosti je pak nutné vytapéni a s tim spojené zvyseni nakladt. Teplota ma vliv
1 na sloZeni spiruliny. Vlivem teploty miize dochazet k vyznamnému poklesu obsahu bilkovin,
ale naopak ke zvyseni obsahu sacharidi a lipidii. Dokonce mize dojit i ke zméné struktury
mastnych kyselin [15]. Pravé podle sloZeni mastnych kyselin jsme schopni rozliSit kmeny
spiruliny od ostatnich druhii sinic [16].

Kromé teploty ovliviiuje rist spiruliny 1 hodnota pH, ktera by se méla pohybovat

v rozmezi 7-11,3, ptiCemz nejvetsi rist byl zaznamenan v rozsahu pH 8-11 [15, 17].

S. maxima S. platensis
200 -
£ 150 A
)
g
8 100 -
=
B
g
~
50 1
0 . . . . .
20 25 30 35 40

Teplota [°C]

Obrazek 1: Rist S. maxima a S. platensis v zavislosti na teploté [15]
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1.1.1 Chemické sloZeni Spiruliny

1.1.1.1 Bilkoviny

Bilkoviny neboli proteiny patii mezi biopolymery, jejichz struktura se sklada
z aminokyselin. Bilkoviny maji n¢€kolik funkci, zejména stavebni, katalytickou, skladovaci,
transportni, regulacni a v neposledni fad¢ funkci obrannou. Podle struktury se proteiny déli na
primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni [18]. Spirulina se povazuje za nejbohatsi zdroje
bilkovin a v porovnani s vybranymi potravinami (viz tabulka 1) si mizeme vSimnout, Ze jeji
obsah bilkovin je o vice nez 20 % vyssi[19]. Ke snizeni obsahu bilkovin mize dojit ve fazi
rustu, pokud se omezi pfisun fosforu. Fosfor je totiz hlavni soucasti ATP a jeho nedostatek

zpusobi sniZeni syntézy energeticky narocnych bilkovin [20].

Tabulka 1: Porovnani obsahu bilkovin u spiruliny s vybranymi potravinami [19]

Typ potraviny Hrubé % obsahu bilkovin
Prasek ze spiruliny 65
Odstfedéné susené mléko 45
Pivni kvasnice 37
Arasidy 26
Kute 24

1.1.1.2 Vitaminy

Vitaminy jsou pro na$ organismus nepostradatelné. Jsou to latky esencialni, coz
znamena, Ze je organismus neni schopen samostatné syntetizovat a musime jej pifijimat
v potrave. Z hlediska rozpustnosti délime vitaminy na rozpustné ve vodé (B, C) a rozpustné
v tucich (A, D, E, K) [18].Vitaminy maji pro nase zdravi velky ptinos. Spirulina obsahuje
ptedevsim vitamin A, E a vitaminy B skupiny [2,19]. Zejména vysoky obsah provitaminu A
spolu s vitaminem B (kobalamin) pfiznivé ovliviluje nékteré typy onemocnéni[19]. V tabulce

2 je znazornén obsah vitamind, které se vyskytuji ve spiruling.
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Tabulka 2: Obsah vitamint ve spiruliné¢ v mg/100g [2]

Vitaminy Obsah ve spiruliné [mg/100g]
Provitamin A (Karoten) 60,1
Vitamin B1 (Thiamin) 53
Vitamin B2 (Riboflavin) 2,44
Vitamin B3 (Niacin) 10,8
Vitamin B5 (K. pantothenova) 1,07
Vitamin B6 (Pyridoxin) 0,549
Vitamin B8 (Inositol) 8,24
Vitamin B9 (K. listova) 0,827
Vitamin B12 (Kobalamin) 0,182
Vitamin E (Tokoferol) 7,78

1.1.1.3 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které slouzi k ochrané bun¢k a zabranuji poskozeni organismu,
protoze maji schopnost vychytavat volné radikaly vcetné alkoxylovych, hydroxylovych
a peroxylovych [21]. Latky s antioxidacnimi a antiflogistickymi aktivitami se vyznacuji
pozitivnimi Uc¢inky proti kardiovaskularnimu onemocnéni. Zanét spolu s oxida¢nim stresem
totiz piispivaji k patogenezi tohoto typu onemocnéni vcetné arteriosklerdzy, hypertenze,
srde¢ni hypertrofie nebo srdecnimu selhani. Za vznik oxidativniho stresu jsou zodpovédné
reaktivni formy kysliku nebo nedostatecné rezervy antioxidantti. Za tvorbou ROS stoji narusena
mitochondrialni redukce molekularniho kysliku, autooxidace katecholamini (adrenalin,
noradrenalin, dopamin), radiace nebo Spatné ovzdusi. Nedostatek antioxidacnich latek, které
slouzi k obranyschopnosti organismu, vznika vy¢erpanim nebo zménami v expresi genti [22].

Ve spiruliné jsou hlavnimi antioxidanty karotenoidy (zeaxantin, B-karoten, lutein,
astaxanthin) [23] a modrozeleny pigment fykocyanin, ktery je diky struktufe tetrapyrroli
ucinky u spiruliny byly prokdzany ve velkém poctu preklinickych studiich na zvifatech
a v omezeném mnozstvi 1 na lidech [25]. Terapeutické G€inky spiruliny na zmirnéni alergické
rymy a jinych alergickych projevii byly testovany u pacientl s alergickou rymou po uZziti
dopliikii stravy na bazi spiruliny [26,27]. Bylo zjiSténo, Ze uZivanim spiruliny v mnozstvi 2000
mg/den po dobu 3 mésicti dochazi ke snizeni hladiny interleukini IL-4 o 32 % [27].

U zanétlivych procesti mlize spirulina s ptimési zinku slouzit jako podplrny ¢k ke sniZeni
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oxidativniho stresu [28]. Diky obsahu fenolickych latek, které jsou vyborné ptirodni

antioxidanty, ma spirulina rovnéZz inhibi¢ni €inky na mutagenezi a karcinogenezi [29, 30].

1.1.1.3.1 Zeaxantin

Zeaxantin (obrazek 2), strukturnim nézvem trans-f-karoten-3,3'-diol, (3R,3'R)-
dihydroxy-B-karoten, zeaxantol ¢i anchovyxantin je xantofyl, ktery patfi mezi nejrozsiienéjsi
karotenoidni alkoholy v ptirodé. Je to zluty pigment, ktery se vyskytuje v ovoci a v obilovinach

napft. kukufici. Jedna se o latku, ktera je svou strukturou izomerni s luteinem (obrazek 3) [31].

Obrazek 3: Struktura luteinu

V lidském t€le se zeaxantin spolecné se svym izomerem luteinem koncentruje
piedevsim v mozku a v sitnici lidskych o¢i[32]. Zatimco zeaxantin je hlavni slozkou v centralni
makuli (Zluta skvrna), lutein pfevazuje v periferni oblasti. Antioxida¢ni vlastnosti obou téchto
xantofylli v kombinaci se schopnosti zachycovat kratkovinné zafeni mohou aktivné slouzit
k ochran¢ sitnice. Funkce zeaxantinu a luteinu spoc¢iva ve vychytavani kysliku v sitnici a tim
chrani buiiku pied oxida¢nim poskozenim [33]. Tyto izomery jsou tedy podstatné pro spravnou
funkei zrakového vniméni.

Zeaxantin patii mezi esencidlni latky a lidské télo tedy neni schopno vlastni syntézy.
Proto je nutné pfijimat tuto nutricni latku v potravindch. V americké populaci odpovida
primérna davka zeaxantinu pfiblizné 2 mg/den, coZ je trojndsobné mén¢, nez je doporucovana
denni davka, diky které mize dochézet ke snizeni rizika onemocnéni zraku [34]. Mezi hlavni
nemoci postihujici zrakové Ustroji vlivem nedostatku zeaxantinu patfi makularni degenerace

a katarakta neboli Sedy zakal [34, 35]. K témto onemocnénim jsou nachylnéjsi pfevazné osoby
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vyssiho véku [35]. Pro doplnéni potfebného mnozstvi zeaxantinu slouzi pravé spirulina, ktera
je na tento karotenoid bohata.

Zeaxantin lze ziskat Wittigovou reakci 3-methyl-5-(2,6,6-trimethyl-1-cyklohexen-1-
yl)-2,4-pentadienyltrifenylfosfonium chloridu s 3,6-dimethoxy-2,7-dimethyl-4-oktandielem.
Reakce by probihala s ethyloxiranem v prostiedi ethanolu pti 0 °C a po dobu 21 hodin. (obrazek
4). Patent této syntézy byl schvalen v roce 2004 [36].

CH;4
Q CH,4 o~
4 H;C 4 ethyloxiran

O
P NN _—
©/ OH X o ethanol, 0 oC
/
\ ) 0 CH,

Obrazek 4: Schéma syntézy zeaxantinu

Pti jiné syntéze mizeme vychazet ze zeaxantin-diacetatu, ktery reaguje s methanolem
a hydroxidem draselnym v prostiedi tetrahydrofuranu (obrazek 5). Tato reakce by probihala pii

20 °C. Dé¢lka syntézy trva 1 hodinu Vytézek zeaxantinu by odpovidal az 98% [37].

CH,OH, KOH

THF, 20 °C

Obrazek 5: Schéma syntézy zeaxantinu
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1.1.2 Vyznam a vyuZiti spiruliny

Bezpochyby lze tici, ze vSechny druhy spiruliny nasly svoje vyuziti v riznych oborech,
avSak hlavni vyuziti nasla ve farmaceutickém a potravinaiském primyslu. Z farmaceutickych
ucink je jednou z nejptiznivéjsich vlastnosti spiruliny vliv na hladinu cukru v krvi. U pacientti
s cukrovkou druhého typu (Diabetes mellitus) byla prokazana jeji u¢innost na snizovani
glukézy v krvi, a to pfi konzumaci 2 g spiruliny kazdy den po dobu dvou mésict. Tato
dvoumési¢ni studie vedla k viditelnému snizeni glykémie a glykosylovaného hemoglobinu
(HbA1C) [38]. Vyznamnym je také antioxidacni potencial spiruliny a s tim spojend spravna
funkce imunitniho systému. Produkci cytokinu, chemokinii a protilatek B-lymfocyti dochéazi
k vyrazné pozitivni odpovédi na rtizna zanétliva onemocnéni [39]. Byl zjistén i antivirovy
a antimikrobialni G¢inek zptisobeny novym polysacharidem, ktery se nachazi ve spiruling. Jeho
mechanismus spo¢iva v inhibici replikace virti a jejich pronikani do hostitelskych bunék [12].

Co se tyka vyuziti spiruliny v potravindiském pramyslu, existuje velké mnozstvi
receptl, kde je spirulina vyuZita, zpravidla v mnozstvi odpovidajici ¢ajovym 1zickam. David
Wolfe ve své knize s ndzvem Superfoods popisuje nékolik variant zpracovani spiruliny,
naptiklad pro pfipravu pikantniho salatového dresinku, ¢okolddovych kuli¢ek, guacamole ¢i
riznych smési koteni [8]. Spirulina je rovnéz soucasti popularniho ptipravku ,,Supergreens®.
Jedna se o smés Ctyi zelenych superpotravin ve formé prasku, ktery se rozmicha ve vodé
a nasledné se konzumuje. Tato smés zlepSuje traveni, pomaha proti nadymani a dodava energii,

ktera je pro fungovani naseho organismu velmi dilezita.

1.2 Chlorella

Chlorella vulgaris (ttida Chlorophyceae) je jednobunécna zelena fasa vyskytujici se
pievazné ve sladkych vodach [8, 40]. Tato mikrotasa s velmi dlouhou historii zanechala
nejstarsi stopu v horninadch Zapadni Australie, kde byla nalezena fosilni zkamené€lina z doby
pted 3,4 miliardami lety [40]. Prvnimi konzumenty chlorelly byli Aztékové a Mezoamericané,
pro néz byla vyznamnym zdrojem potravy [40, 41]. V dnesni dob¢ vSak, kromé potravinaiského
pramyslu, nasla chlorella vyuziti i v kosmetickém a farmaceutickém primyslu a rovnéz hraje
dilezitou roli pti vyrobé barviv [41].

Chlorella se sklada se z velkého jadra a velkého mnoZstvi chlorofylu. Pravé diky tomu
si ziskala své jméno. Pfi porovnani s ostatnimi zelenymi rostlinami ma chlorella vice chlorofylu
na gram neZ kterakoli jina rostlina podobné struktury (3-5 % cistého zeleného barviva) [8]. Tato
mikrofasa s rozmanitym sloZenim obsahuje funk&ni mikroziviny a makroZiviny véetné bilkovin

(piiblizné 60 % celkové hmotnosti), omega-3 polynenasycenych mastnych kyselin,
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polysacharidli, vitaminli a mineralnich latek [41, 42]. V nékterych druzich chlorelly se
vyskytuje 1 vldknina. Ta je schopna snizovat hladinu glukézy v krvi a potlacovat nékteré stfevni
zanéty [43]. Stejné jako ostatni zelené rostliny obsahujici chlorofyl je i chlorella schopna
fotosyntézy, kdy dochazi k premén¢ oxidu uhli¢itého na kyslik, pro nas nezbytné dulezity pro
dychani [8].

Chlorella ma jednu vyjimecnou schopnost, kterd se nazyva Chlorella Growth Factor
(CGF) v Ceském piekladu rustovy faktor chlorelly. Jedna se o d¢j, pii némz se chlorella zvétsi
o Ctyfnasobek své plivodni velikosti, a to za pouhych dvacet hodin. Tato rostlina tedy roste
mnohem rychleji neZ vSechny ostatni plodiny, které zndme. Vlivem takové rychlosti ristu
chlorelly dochézi pti konzumaci k rychlejSimu hojeni ran, ristu laktobacilll a celkové k lepsi
imunitni odpovedi naSeho organismu [8, 44]. Chlorella Growth Factor se da vyuzit pfi vyrobé
krmiv pro hospodaiska zvitata. Je prokazano, ze i maly ptidavek chlorelly v krmivech zlepSuje
rust, reprodukci a uzitkovost. To je samoziejme¢ vhodné i1 pro lidstvo jakozto konzumenty
masnych vyrobki. Je logické, Ze ¢im kvalitng;si se pouziva krmivo pro zvifata, tim vétsi kvalitu
muzeme ocekavat od zivociSnych produkti urcené pro lidskou spotiebu [44].
Chlorella se normalné¢ péstuje ve vodach sladkych, a proto neni adaptovand na rist
a rozmnozovani ve slanych vodach. V tomto prostiedi dochazi k jeji destrukci a naslednému

uhynuti [45]

1.2.1 Chemické sloZzeni Chlorelly
1.2.1.1 Barviva

Mnozstvi chlorofylu, ktery se nachéazi v chlorelle je srovnatelné s mnozstvim
obsazenym ve vysSich rostlinach [44]. Pro syntézu chlorofylu je primarnim faktorem svétlo
a stupenn osvétleni. Obsah chlorofylu klesa, pokud neni svétlo limitujici pro rast rostliny,
a naopak se v bunikach zvysuje, kdyZ omezenim piistupu svétla dochazi ke zpomaleni rustu.
Chlorella tedy nepotiebuje vstiebavat svétlo ptimo uvniti buiiky k tomu, aby byla schopna
fotosyntézy [46].

Z hlediska chemické struktury si muizeme vSimnout podobnosti u chlorofylu
a ¢ervenc¢ho krevniho barviva hemoglobinu. Jak je vidét na obrazku 6, hlavnim viditelnym
rozdilem je pouze centralni kov. Centralnim kovem u chlorofylu je hoic¢ik (Mg), hemoglobin je
postaven na Zeleze (Fe). Obé tyto slouc¢eniny maji i podobnou funkci, kterou je transport kysliku

v organismu [47].
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Obrazek 6: Porovnani struktury hemoglobinu (vlevo) a chlorofylu (vpravo)

1.2.1.2 Sacharidy

Sacharidy délime podle poctu monosacharidovych jednotek na monosacharidy
(1 jednotka), polysacharidy (2-10 jednotek) a oligosacharidy (vice jak 10 jednotek) [18]. Patii
mezi velmi rozsifené ziviny, které slouzi jako rychly zdroj energie. V tabulce 3 je znazornén

obsah jednotlivych monosacharidii nachazejicich se v mikrotase Chlorella pyrenoidosa [48].

Tabulka 3: Obsah monosacharida - Chlorella pyrenoidosa [48]

Monosacharidy Obsah v %
Rhamnoza 31,8
Glukoéza 20,42
Galaktoza 10,28
Manoza 5,23
Xyloza 1,27

1.2.1.3 Antioxidanty

Hlavni antioxidanty nachdzejicimi se v chlorelle jsou lutein, betakaroten, kyselina
askorbova (vitamin C) a tokoferol (vitamin E). Diky témto antioxidantim dochdzi ke sniZzeni
glykovaného hemoglobinu a cholesterolu a chlorella poté piisobi preventivné proti vzniku
nckterych onemocnéni jako je Sedy zdkal u diabetickych pacientt [49]. Chlorella vulgaris
vyZzaduje pro sviij riist a zvySeni antioxidacni aktivity dostatecny piisun vitaminl. Pro zjisténi,

jaky vitamin je pro rist chlorelly nejvyznamnéjsi byly vitaminy skupiny B jako jsou thiamin

21



(vitamin Bi), riboflavin (vitamin B:), pyridoxin (vitamin Bg) spolu s kyselinou askorbovou
(vitamin C) ptidany do kultiva¢niho média v rtiznych koncentracich [50]. Zavérem studie bylo
zjisténi, Ze nejlepsim vitaminem ovlivitujici riist a spolu s nim i antioxida¢ni aktivitu je thiamin.

Navic chlorella s vysokym mnozstvim thiaminu prokazala protinadorové ucinky [50].

1.2.2 Vliv farmak na mikroorganismy

Ve fytoplanktonu se vyskytuji chlorophyta jako jsou Chlorella sorokiniana a Chlorella
vulgaris. Oba tyto druhy funguji jako indikatory znec€isténi vod a vyuzivaji se jako modelové
organismy pro ekotoxikologické testy [51]. Jak je zndmo, po celém svété doslo ke zhorSeni
kvality vody vlivem vyroby, pouZzivani a vypousténi 1€¢iv do vodnich ekosystémui [52]. Vlivem
produkce téchto 1€kt dochazi ke zménam ve struktufe bunék a v populaéni dynamice
zkoumanych druht chlorelly [53].

Hlavnimi zastupci produkovanych 1éciv jsou antiflogistika ibuprofen (obrazek 7),
ketazon ¢i1 diklofenak (obrazek 8), které jsou Casto uzivané k potlaceni zanéthi a horecky. Jejich
funkce spociva v inhibici enzymu cyklooxygenazy, které se podili na tvorbé prostaglantinti
zodpovédnych za imunitni a zanétlivé odpovédi lidského organismu [54]. Potencialnim rizikem
se jevi také Triclosan, piidavna latka v antibakterialnich lécich. Pti koncentraci 1,05 mg/l
dochazi k inhibici ristu Chlorelly vulgaris a stim spojené ekologické riziko ve vodnich
systémech [55].

OH ot
§7 CH;
CHj5

Obrazek 7: Chemicka struktura ibuprofenu

O§ OH

Cl Cl

Obrazek 8: Chemicka struktura diklofenaku
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1.2.3 Vyznam a vyuZiti chlorelly

Chlorella se Gasto pouZiva za u¢elem zlepSeni kvality naseho zdravi. Uéinnost pii
diabetickych a karcinogennich onemocnéni byla jiz zminéna. Chlorella bohatd na kyselinu
4-aminobutanovou, resp. kyselinu gama-aminomaselnou, potlacuje vysoky krevni tlak a mize
se proto pysSnit antihypertenznim u¢inkem [56]. Konzumace chlorelly pfispiva k podpote
imunitniho systému, ktery je oslaben dlouhodobym onemocnénim ¢i chemoterapii. Princip
spociva v urychleni tvorby a obnovy bilych krvinek, které se podili na imunitni odpovéedi
lidského organismu [8].

Odolnost viic¢i bakteridlnim a virovym onemocnénim je jednou z dalSich vyhod uzivani
chlorelly. Extrakt z chlorelly je ndpomocny k potlac¢eni replikaci bakteridlnich a virovych castic
v organech (napf. virus herpesového typu Cytomegalovirus). Pti studiich aplikovanych na
hlodavcich se prokazala Gc¢innost chlorelly zabranit infekcim zpGsobenym bakterii Listeria
monocytogene. Tato patogenni bakterie se vyskytuje v balenych potravinach ¢i v syrovych
vyrobcich a miiZe mit fatalni nasledky pfi infikaci oslabeného lidského organismu [8].

Dalsi pozitivni vlastnosti chlorelly je odolnost vii¢i tézkym kovim (rtut, olovo,
kadmium), které maji za pficinu vznik oxidativniho stresu. Diky chlorelle, ktera zabranuje

toxicité téchto kovi, dochazi k vyraznému sniZzeni poSkozeni ledvinovych bunck [57].

1.3 Spirulina vs. Chlorella

Hlavnim rozdilem mezi spirulinou (Athrospira platensis, Cyanophyta) a chlorellou
(Chlorella vulgaris, Chlorophyta) je jednoznacn¢ bunécna stavba. Mnohobunécna spirulina ve
tvaru spiraly je buiika prokaryoticka, zatimco chlorella obsahuje ve své struktuie pouze jedinou
bunku kulovitého tvaru a eukaryotickou strukturu. Navic ma chlorela jadro dobfe a viditelné
ohranicené. Rozdil najdeme 1 v prostredi, kde tyto zelené superpotraviny rostou a rozmnoZzuji
se. Spirulinu nalezneme ve slanych a braktickych vodach, avSak chlorella preferuje pro sviyj
rst Cisté vody. Ob¢ tyto rostliny jsou schopné fotosyntézy, a to diky zelenému barvivu
chlorofyl [58, 59].

Rozdilnym znakem u téchto fas je obsah nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin.
Napftiklad kyselina palmitova (16:0) dosahuje aZ ¢tyindsobné vyssi hodnoty u spiruliny oproti
chlorelle. Zna¢ného rozdilu si mizeme vSimnout u kyseliny o-linolenové a kyseliny
v- linolenové. Zatimco u spiruliny se vyskytuje pouze kyselina y-linolenovd, kyselina

a- linolenova byla nalezena pouze u chlorelly [59].
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Spole¢nym znakem pro tyto zelené superpotraviny je nespocet vyuziti jak ve
farmaceutickém, tak v potravinarském primyslu, protoze obsahuji vysoké mnozstvi nutri¢nich
latek jako jsou bilkoviny, lipidy, vitaminy, minerdly a antioxidanty. Spirulina a chlorella se
nejcastéji prodavaji ve forme pilulek, prasku ¢i jinych formach [60].

Nejvétsi vyuziti chlorelly maji staty Dalného vychody’(Japonsko, Tchaj-wan), vrchol
vyuziti a kultivaci dosahla spirulina ve Spojenych statech, Mexiku, Spanélsku a Izraeli [59].

Obrazek 9: Chlorella (vlevo) a spirulina (vpravo) [61]
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1.4 Analytické metody pro stanoveni zelenych potravin

1.4.1 Extrakce

Extrakce je separatni metoda, pii které dochdzi ke kontaktu dvou navzijem
nemisitelnych fazi, zpravidla organické a vodné faze. Jednotlivé latky (analyty) se mezi faze
rozdéli na zakladé¢ rozdilné rozpustnosti a plati pravidlo, Zze ¢im vétsi jsou rozdily
v rozpustnosti, popt. rozdélovacim koeficientu, tim je separace lepsi. Pti extrakci se uplatiiuje
Nernstv rozdélovaci zékon (rovnice 1), ktery tikd, ze pomér koncentraci extrahované slozky

v organické a vodné fazi je konstantni pii konstantnim tlaku a teploté [62].

__ koncentrace analytu v organické fazi

Kp = (1)

koncentrace analytu ve vodné fazi

Extrakci muzeme délit na jednostupnovou, vicestupiiovou a kontinudlni.
O jednostupnové hovotime v ptipad€, ze dochazi k ustaveni rovnovahy mezi fazemi pouze
jednou. Piikladem miize byt jednokrokové tiepani v d€lici nalevce. Vicestupiiova extrakce se
znaCi opakovanym ustavovanim rovnovahy v nékolika krocich. Hlavnim cilem extrakce je
dokonalé oddéleni jednotlivych slozek ¢i oddé€leni necistot od analyzovanych slozek [62].
Déle l1ze rozdélit extrakce dle zacastnénych fazi, a to na extrakci kapalina-kapalina (LLE), plyn-
kapalina (GLE) a tuh4 faze-kapalina (SLE) [63]. Mezi nov¢jsi instrumentalni metody pouZzivané

k extrakeci patii extrakce nadkritickou tekutinou (SFE), mikrovinna extrakce ¢i tlakova extrakce

tekutinou (PFE) [64].

1.4.1.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny do kapaliny nebo také extrakce rozpoustédlem je separacni proces
zaloZen na principu rozd€lovani analytu mezi dvé nemisitelné ¢i omezené¢ misitelné kapalné
faze [65]. Rozpoustédlem byva nejcastéji vodny roztok a vzorek se extrahuje do organického
rozpoustédla (ether, chloroform). Rozpustnost extrahované slozky nachézejici se v kapaling
musi byt vyssi v té kapaling, do které se extrahuje nez v té, ze které extrahujeme.

Extrakce z kapaliny do kapaliny se d4 vyuzit pti ptedbézné tpravé vzorku, poptipadé
k odstranéni nezadouci slozky ve vzorku. Nejcastéji se tato extrakce provadi ttepanim v délici
nalevce. Tento proces je Siroce vyuzivan pifedevSim diky své jednoduchosti, Casové

nendro¢nosti a nizkym ndkladim [66].
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1.4.1.2 Extrakce tuhé latky kapalinou

Extrakce tuhé latky kapalinou se nejcastéji provadi za pouziti organickych
a anorganickych rozpoustédel, které jsou v kontaktu s pevnou matrici. Pro tuto extrakci je
typicka Soxhletova metoda [64]. Aparatura pro Soxhletovu extrakci znazornéna na obrazku 10
se sklada z varné banky, Soxhletova extraktoru s extrak¢ni patronou a chladice.

Ve stfedni Casti Soxhletova extraktoru se nachdzi papirova extrakéni patrona
valcovitého tvaru, kterd se naplni vzorkem. Baiika s vhodnym rozpoustédlem, ve kterém se
dobfe rozpousti latka, jeZ chceme oddélit, se zahfiva k varu. Pary rozpoustédla postupuji
trubiCkou extraktoru do chladice, kde dochazi k jejich kondenzaci. Kapky rozpoustédla
dopadaji na vzorek uloZeny v papirové kolon¢ a piepadova trubicka se postupné plni
zkondenzovanym rozpoustédlem. V momenté€, kdy hladina rozpoustédla stoupne k nejvyssi
¢asti trubicky, dojde k preliti roztoku do destilacni banky a proces se opakuje. Vysledkem je
roztok jedné nebo vice slozek v destilacni baiice, ze které se nadbytek extrakéniho rozpoustédla

oddestiluje [62].

Obrazek 10: Soxhletiv extraktor [62]

1.4.1.3 Extrakce nadkritickou tekutinou

Extrakce nadkritickou tekutinou (SFE) vyuziva k extrakci extrakéni cinidlo
v nadkritickém stavu, tzn. kdy se latka nachéazi nad svoji kritickou teplotou T. a tlakem pc.
Nejcastéji se jedna o oxid uhlicity, ktery je dostupny, neni toxicky a snadno lze pfevést do

nadkritického stavu [64].
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1.4.2 Stanoveni antioxidacni aktivity

Ke stanoveni antioxidacni aktivity se vyuzivaji metody zalozené na reakci antioxidantu
ptitomného ve vzorku s riiznymi typy radikali nebo na reakci s pfechodnymi kovy. Volné
radikaly jsou molekuly s jednim volnym elektronem v elektronovém obalu, které se tvofi

v riiznych chemickych systémech béhem metabolickych procest [67].

1.4.2.1 Metoda DPPH

Jedna se o metodu, kdy volny stabilni radikdl DPPH" (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazil
(obrazek 11) reaguje s donory vodiku [67] a pii reakci dochazi k odbarveni piivodné fialového
roztoku vlivem vzniku redukované formy DPPH (rovnice 2). Ubytek absorbance se méii
spektrofotometricky pfi vinové délce 515 nm. Pomoci standardu Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) [68, 69] je poté mira odbarveni pifepoftena na

ekvivalentni mnozstvi tohoto standardu na 1 g nebo 1 ml vzorku (TEAC — Trolox Equivalent

Antioxidant Capacity).
DPPH - +AH - DPPH + A - (2)
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Obrazek 11: Struktura DPPH

1.4.2.2 Metoda FRAP

Metoda FRAP (Feric Reducing Antioxidant Potencial) je zaloZena na redukci zelezitych
slouCenin napt. 2,4,6-tripyridyl-s-triazin (TPTZ)s hexahydratem chloridu Zelezit¢ho [67].
Antioxidaéni latky redukuji Fe*"-TPTZ komplex na modfe zbarveny komplex Fe?"-TPTZ.
Nartst absorbance se méti spektrofotometricky pii vinové délce 593 nm. Test FRAP vynika

svou jednoduchosti a nizkymi néklady na provedeni [70].
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1.4.2.3 Metoda ABTS

Metoda ABTS je jednou z nejpouzivanéjsich technik pro stanoveni celkové antioxidacni
aktivity TAA (Total Antioxidant Activity). Principem je reakce antioxidantu s radikalovym
kationtem, ktery vznikd oxidaci 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny
ABTS (obrazek 12). Mira odbarveni ptivodné zeleného roztoku se méfi spektrofotometricky pii

vlnové délce 734 nm. Vysledna antioxida¢ni aktivita vzorku se opét uvadi jako TEAC [67, 70].

O\\ OH
HO //O S S\\/
oS S N=— j©/ 0
/
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\ {
) CH,
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Obrazek 12: Struktura ABTS
1.4.2.4 Metoda ORAC
Metoda ORAC vyuziva schopnosti latek zastavit ¢1 zpomalit reakci radikaltl v systému, ktery
obsahuje kyslikové radikaly. Po reakci s radikdlem se sleduje ubytek fluorescence
B-fykoerytrinu. Pro generaci hydroxylovych radikall se vyuziva méd’naty systém s peroxidem
vodiku, pro peroxylové AAPH (2,2-azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid). Metoda je

sledovéna spektrofotometricky pii vinové délce 520 nm [71].

1.4.3 Stanoveni fenolickych sloucenin

Celkovy obsah fenolickych slou¢enin 1ze méfit metodou dle Folin-Ciocalteua [72, 73].
Principem této spektrofotometrické metody je redukce smési fosfomolybdenanu
a fosfowolframu v zasaditém prostifedi za vzniku modrého zbarveni, které se monitoruje pii
vlnové délce 750 nm. Jako standard se zde pouziva kyselina gallova a vysledky se uvadi jako

GAE (gallic acid equivalent) [73].

1.4.4 Chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda zaloZend na principu oddé€lovani jednotlivych
slozek smési mezi stacionarni a mobilni fazi. Stacionarni faze je fazi nepohyblivou, zatimco
mobilni faze je pohybliva. Stacionarni fazi je bud’ pevna latka nebo kapalina zakotvena na
pevném nosi¢i. Mobilni fazi je kapalina nebo plyn[74]. K distribuci jednotlivych sloZzek mezi

mobilni a stacionarni fazi dochéazi na zakladé jejich rozdilné afinity k témto fazim [74].
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Mezi nejjednodussi typy chromatografie patii papirova chromatografie a tenkovrstva
Chromatography) a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC — High Performance

Liquid Chromatography) [72, 74].

1.4.4.1 Plynova chromatografie

V plynové chromatografii dochazi k separaci latek mezi pohyblivou plynnou fazi
a nepohyblivou kapalnou ¢i pevnou fazi. Pomoci GC lze analyzovat pouze latky té¢kavé, které
1ze za podminek separace zplynit. Vzorek je davkovan do proudu inertniho plynu (H2, N») a je
unaSen do kolony. Zde se latky separuji a pii vystupu zkolony jsou detekovany.
Z chromatografického zaznamu ur¢ime zastoupeni jednotlivych slozek ve smési [75]. Zéakladni

schéma plynového chromatografu je znazornéno na obrazku 13.

|
T [ I

Obrazek 13: Schéma plynového chromatografu [75]

1.4.4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je vhodnou metodou pro separaci méné té€kavych kapalnych a tuhych
organickych slouc¢enin. Slozky se rozdéluji mezi stacionarni fazi zakotvenou v kolon€ a mobilni
fazi, kterd je vzdy kapalné (voda, organicka rozpoustédla). Zakladni schéma vysokotuc¢inného
kapalinového chromatografu je zndzornéné na obrazku 14 a skladé se ze zasobniku mobilni
faze, Cerpadla, kolony, ddvkovaciho zafizeni, detektoru a pocitace [74].

Mobilni faze je Cerpana vysokotlakym cCerpadlem, které musi spliiovat urcité podminky.
Musi byt tvofeno odolnym materidlem a zajiStovat poZzadovany pratok. Déle je mobilni faze
vedena do davkovaciho zafizeni, které se nachazi pted separacni kolonou. Do davkovaciho

zafizeni se davkuji jednotlivé kapalné vzorky, a to pomoci injekéni stiikacky. Existuji i tzv.
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autosamplery, coz jsou automatické davkovace fizené pocitacem a nevyzaduji tedy obsluhu.
Spole¢né pak mobilni faze se vzorkem putuji do kolony, kde dochazi k ustaveni rovnovahy
a separaci analytl. NejCastéji se pouzivaji napliové kolony z nerezové oceli s délkou 5-25 cm.
Po priichodu separacni kolonou jsou analyty detekovany. Na detektory jsou kladeny vysoké
naroky, jako jsou citlivost, nizkd troven Sumu, univerzdlnost a nizka cena. Nejcastéji
pouzivanymi detektory u HPLC jsou spektrofotometrické, hmotnostni, fluorimetrické,
vodivostni a infracervené. Ziskany elektricky signal se zpracuje a vyhodnoti ve formé
chromatogramu. Podle relativni polarity staciondrni a mobilni faze mizeme v kapalinové
chromatografii klasifikovat rtizné chromatografické systémy. Zakladnimi chromatografickymi
systémy jsou systém snormalnimi fazemi a systém s obracenymi fazemi. V systému
s normalnimi fdzemi plati, Ze staciondrni faze je poladrni a mobilni faze nepolarni (pentan,
hexan). Oproti tomu systém s obracenymi fazemi obsahuje polarni mobilni fazi a nepolarni

stacionarni fazi [75].
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Obrazek 14: Schéma kapalinového chromatografu [75]
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1.5 Stanoveni biologicky aktivnich latek ve spiruliné a chlorelle

je vybrat vhodny typ rozpoustédla, aby byla zajisténa co nejucinnéjsi extrakce a nedochazelo
tak k degradaci analyzovanych latek. Nejcastéji se pouzivaji polarni rozpoustédla jako jsou
voda, methanol, ethanol a jejich vodné smési [29, 80]. Dulezitou roli pii extrakci hraje také
teplota [13, 80, 81], doba skladovani a hodnota pH [13, 80]. Extrakce nejcastéji probihaji pfi
pokojovych teplotach, mohou vSak probihat i pii teplotach vyssich v rozmezi 60-170 °C [80].
Pro extrakci fas se nejcastéji vyuziva extrakce v systému pevna latka—kapalina ¢i Soxhletova
extrakce. Novéjsimi metodami jsou extrakce nadkritickou tekutinou (SFE) a extrakce tlakovou
kapalinou (PLE), ktera splituje poZadavky tzv. zelené technologie [80, 81].

Ke spektrofotometrickému stanoveni antioxida¢ni kapacity u spiruliny a chlorely se
nejcastéji vyuzivaji metody ABTS [13, 77], DPPH [13, 73, 77] nebo FRAP [13]. Obsah
fenolickych latek se stanovuje pomoci metody Folin-Ciocaulteau [13, 73]. K identifikaci
bioaktivnich latek obsazenych v fasach lze pouzit také separacni chromatografické metody,
zejména vysokoucinnou kapalinovou chromatografii [23, 80] a plynovou chromatografii [59].

Hlavnimi antioxidanty vyskytujicimi se ve spiruliné jsou karotenoidy, flavonoidy,
tokoferoly a fenolické latky [29, 79]. Fenolické slouceniny jako jsou kyselina skoficova,
chlorogenova, salicylova a kavova, vykazuji vyssi antioxidacni kapacitu nez naptiklad kyseliny
obsazené¢ v sadle [29]. Hlavni antioxida¢ni UCinek chlorelly je zpiisoben piitomnosti
B-karotenti, vitaminl, fenolickych latek, omega-3-mastnych kyselin a polynenasycenych
mastnych kyselin [59, 79].

Pomoci GC a HPLC se stanovuji zejména zastupci fenolickych sloucenin a barviv.
Vysokou antioxidac¢ni aktivitu vykazuje barvivo fykocyanin nachazejici se ve spiruliné€ a zelené
barvivo chlorofyl [80], které je obsazeno v obou fasach. Obsah tokoferoli a karotenoida véetné
zeaxantinu, astaxantinu a luteinu lze identifikovat metodou HPLC v systému s obracenymi
fazemi. Separace probihd na koloné naplnéné chromosilem (C18) a jako mobilni faze jsou
pouzity roztoky methanolu a acetonitrilu [23].

Bylo zjisténo, Ze pfidanim spiruliny do potravin dochézi se zvySeni antioxidacni aktivity
az o dvojnasobek plvodni hodnoty [13]. Chlorella prokézala silny antioxidacni Uc¢inek ve

srovnani s nékterymi druhy zeleniny pomoci testu DPPH [49].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristrojové vybaveni a pomicky
e UV/VIS spektrofotometr UV-2450 (Shimatzu, Japonsko)
e Centrifuga (Fisher Scientific, CR)
e Analytické vahy Sartorius (Gottingen, Némecko)
e Automatické pipety
e Handystep
e Centrifugacni zkumavky
e Sklenéna kyveta, S/G10, opticka délka 10 mm (Fisher Scientific, CR)
e Sklenéné vialky, 4 ml
o Spicky na pipety
e Stiikacky 1-5 ml
o Stikackové filtry 0,45 pm,13 mm (Labicom, CR)

e B¢&Zné laboratorni nadobi

2.2 Chemikalie

e ABTS: 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina (Sigma Aldrich,
USA)

e DPPH: 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazil (Sigma Aldrich, USA)

o TPTZ: 2,4,6-tripyridyl-s-triazin (Sigma Aldrich, USA)

e Chlorid Zelezity FeCls (Penta, CR)

e Kyselina octova CH;COOH (Penta, CR)

e Folin-Ciocalteua ¢inidlo, 2M (Sigma Aldrich, USA)

e Uhli¢itan sodny Na,COs (Penta, CR)

e Trolox: 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylovd kyselina (Sigma
Aldrich, USA)

e Kyselina gallova (Penta, CR)

e Methanol pro HPLC (Sigma Aldrich, USA)

e Destilovana voda
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2.3 Vzorky a rozpoustédla

Pro analyzu antioxidacni kapacity bylo pouzito 12 vzorka fas spirulina a chlorella
znazornéno v tabulce 4. Vzorky byly dostupné ve formé prasku nebo tablety. V ptipad¢ tablety
byl vzorek pteveden na praskovou formu rozmélnénim v tfeci misce. Jako rozpoustédla byly
pouzity destilovana voda, 50 % methanol a 100 % methanol.

Vzorek ,,supergreens jablecny fresh® obsahuje kromé spiruliny a chlorely také mlady
je¢men, mladou pSenici, mix extraktli z ovoce, zeleniny a rostlin, smés hub Reishi a Cordypes

a v neposledni fadé smes travicich enzymii Bromelainu a Papainu.

Tabulka 4: Vzorky pouzité ke stanoveni bioaktivnich latek

Nazev Vyrobce Typ vzorku Forma
Supergreens jable¢ny fresh Czech Virus smés zelenych superpotravin prasek
Taiwan Chlorella Energy Cista chlorella tableta
Spirulina Barley Energy spirulina—zeleny je¢men tableta
Hawaii Spirulina Energy Cista spirulina tableta

2.4 Priprava extraktu

Ke 100 mg jemného prasku vzorkl vySe zminénych fas bylo piidano 10 ml extrakéniho
¢inidla (destilovand voda, 50 % methanol a 100% methanol). Vzorky byly extrahovany
v centrifugacnich zkumavkach po dobu 10 minut. Pro oddéleni nerozpustného podilu byla
provedena centrifugace (13500 rpm, 2 minuty). Ziskané extrakty byly poté prefiltrovany
pomoci stiikackového filtru (0,45 pm). Takto piipravené extrakty byly proméieny

spektrofotometricky. Oznacené extrakty jsou znazornény v tabulce 5.
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Tabulka 5: Extrakty ve zvoleném rozpoustédle

Oznaceni Vzorek Rozpoustédlo
J1 smés supergreens jablecny fresh destilovana voda
2 smes supergreens jablecny fresh 50 % methanol
I3 smes supergreens jablecny fresh 100 % methanol

Chl Taiwan Chlorella destilovana voda
Ch2 Taiwan Chlorella 50 % methanol
Ch3 Taiwan Chlorella 100 % methanol
SB1 Spirulina-Barley destilovana voda
SB2 Spirulina-Barley 50 % methanol
SB3 Spirulina-Barley 100 % methanol
S1 Hawaii Spirulina destilovana voda
S2 Hawaii Spirulina 50 % methanol
S3 Hawaii Spirulina 100 % methanol

2.5 Spektrofotometricka analyza

2.5.1 Priprava kalibra¢nich roztoki standardu — Trolox
K ptipravé zasobniho roztoku Troloxu bylo navdzeno 0,0626 g standardu Troloxu do
25 ml odmérné banky, kterd byla doplnéna 50 % methanolem po rysku. Z tohoto zasobniho

roztoku byla ptipraveny kalibra¢ni roztoky v rozmezi 0,01-0,1 pmol/50ul.

2.5.2 Priprava kalibra¢nich roztoki standardu — kyselina gallova
K ptipravé zasobniho roztoku bylo navazeno 250 mg kyseliny gallové do 25 ml
odmérné banky, kterd byla doplnéna methanolem po rysku. Z tohoto zasobniho roztoku byly

ptipraveny kalibra¢ni roztoky v rozmezi 0,0025-0,04 mg/50ul

2.5.3 Metoda ABTS

10 mg ABTS bylo rozpusténo v 5 ml destilované vody. Poté bylo pfiddno 100 pl K>S>Os
(c=0,065 mmol/l) a vznikly roztok byl vlozen do chladni¢ky po dobu 14-16 hodin. Z tohoto
zasobniho roztoku bylo pipetovano 2,5 ml do 100 ml odbérné barniky a doplnéno destilovanou
vodou po rysku. Absorbance vzniklého roztoku by se méla pohybovat v rozmezi 0,8-0,9.
Pomoci davkovace byly pipetovany 3 ml reakéni smési, ke kterym bylo pfidano 50 pl extraktu

vzorku a dikladné promichéno. Pfi optimalizaci byl ubytek absorbance sledovéan pii vlnové
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délce 734 nm v intervalech po 5 minutdch do 60 minut, po 10 minutdch do 90 minut. Pro
nasledovné zjisténi antioxidaéni aktivity byl méfen ubytek po 60 minutich. Ubytek absorbance

byl pfepocitan pomoci kalibracni kiivky na ekvivalentni mnozstvi standardu Troloxu.

2.5.4 Metoda DPPH

4 mg DPPH bylo odvazeno do 25 ml odmérné batiky a doplnéno methanolem po rysku.
Vznikly roztok byl nafedén 1:4 a poté byla absorbance upravena na hodnotu 0,8-0,9. Ke 3 ml
reakéni smési bylo pridano 50 pl extraktu vzorku a vSe bylo promichéano. Pti studii rychlosti
reakce byl méfen ubytek absorbance po 5 minutach do 50 minut pfi vinové délce 515 nm. Pro
zjisténi antioxidaéni aktivity piipravenych extraktd byla zvolena doba reakce 30 minut. Ubytek
absorbance byl poté piepocitan pomoci kalibra¢ni kiivky na ekvivalentni mnozstvi standardu

Troloxu.

2.5.5 Metoda FRAP

Pracovni roztok byl pfipraven smichanim vodnych roztokt FeCls (c =20 mmol/l), TPTZ
(c = 10 mmol/l) okyseleného 5 % HCI (¢ = 40 mmol/l) a octanového pufru (¢ = 0,3 mol/l, pH
3,6) v poméru FeCl3:TPTZ:octanovy pufr 1:1:10. Davkovacem byly pipetovany 3 ml reakcni
smési, pridano 50 pl extraktu vzorku a promichéno. Nartist absorbance byl sledovan pii vinové

délce 593 nm po 10 minutach.

2.5.6 Stanoveni fenolickych slou¢enin — Folin-Ciocalteauova metoda

Pracovni roztok byl ptfipraven pomoci 2 M Folin-Ciocalteauova ¢inidla, které bylo
nafedéno destilovanou vodou v poméru 1:20. Ke 2 ml ¢inidla bylo ptidano 50 pl vzorku. Smés
byla promichdna a ponechdna 5 minut stat. Po uplynuti doby byl do smési ptidan 1 ml 7,5%
Na>COs. Nartst absorbance byl méien pfi vinové délce 750 nm po celkové dobé 35 minut

a pomoci kalibra¢ni kiivky prepocitan na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace spektrofotometrickych metod

Nejprve byla provedena optimalizace reakéniho ¢asu radikalu s antioxidantem u metod
ABTS a DPPH. Pro optimalizaci metod byl pouzit vzorek smési supergreens jablko. Pro méfeni
byl zvolen objem vzorku 50 ul pro ob& metody. Ubytek absorbance byl vypoéitan pomoci

nasledujiciho vztahu (rovnice 3):

Ubytek [%)] = Zblank=%vz , 100 3)

Aplank

Aptank - absorbance blanku (slepy pokus)

Y absorbance vzorku

Po smichédni vzorku s ¢inidlem byla sledovéana rychlost reakce pti dané vinové délce
méfenim ubytku absorbance po 5 minutach do 60 minut, po 10 minutach do 90 minut u metody
ABTS a u metody DPPH byl méfen tbytek absorbance po 5 minutdch do 50 minut. Z grafu
zéavislosti absorbance na reakéni dob€ byla zvolena optimélni doba pro méfeni 60 minut
u ABTS (obrazek 15) a 30 minut u DPPH (obrazek 16). Optimalizace pro metodu FRAP je

pievzata z diplomové prace [76], kde byla zvolena optimalni doba pro méfeni 10 minut.
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Obrizek 15: Ubytek absorbance v zavislosti na ¢ase u metody ABTS
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Obrizek 16: Ubytek absorbance v zavislosti na ¢ase u metody DPPH

Pro porovnani ziskanych vysledkl byl ubytek absorbance piepocitan pomoci kalibracni
kiivky na ekvivalentni mnozstvi standardu Troloxu (TEAC). Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena
proméfenim deviti kalibracnich roztokt a kazdy kalibracni roztok byl prométen tfikrat. Pro
statistickou analyzu dat byl pouzit program QC Expert, ve kterém byly odstranény vlivné body
pomoci grafickych diagnostik a pomoci Studentova t-testu byla sledovdna vyznamnost
regresnich parametri. Kalibracni kiivky jsou spolu srovnici regrese a smérodatnymi

odchylkami jednotlivych parametri uvedeny v ptiloze (obrazek P1-P3).

3.2 Stanoveni antioxidacni aktivity

Pro stanoveni antioxidacni kapacity bylo pouzito celkem 12 extrakta pfipravenych z fas
spirulina a chlorella pomoci tii riznych extrakénich €inidel — destilované voda, 50% metanol
a 100 metanol. Pfed samotnou analyzou byly vSechny vzorky upraveny podle postupu, ktery je
uveden v kapitole 2.4 a proméfeny celkem pétkrat. V piiloze (tabulka P5-P7) jsou uvedeny
primérné hodnoty TEAC se smérodatnymi odchylkami ziskanymi u metod ABTS, DPPH
a FRAP.

Na obrazku 17 mizeme vidét srovnani naméfenych hodnot antioxidacni aktivity
u metod ATBS, DPPH a FRAP. MiiZeme si v§imnout, Ze hodnoty ABTS jsou témét ve vSech
pfipadech vyssi s vyjimkou prvniho vodného vzorku u metody FRAP. Divodem vyssich
hodnot u ABTS je schopnost tohoto radikalu reagovat s vétSinou antioxidantli. Niz$i hodnoty
pak nalezneme u DPPH, protoZe jde o ¢inidlo vice selektivni, které s nekterymi typy latek
nereaguje. Nejveétsi rozdil mezi hodnotami TEAC zmétenych pomoci rliznych metod je

pozorovatelny u ¢isté spiruliny a ¢isté chlorelly. Naopak nejmensi rozdil pak nalezneme u smési
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s ptichuti jablka, protoze tato smés neobsahuje pouze fasy, ale dalsi ptimési, diky nimz vzorek
obsahuje antioxidanty reagujici se vSemi pouzitymi Cinidly.

Patrného rozdilu si mizeme vSimnout také u pouzitého rozpoustédla, kde nejvyssi
hodnoty byly naméteny u 100 % methanolu (obrazek 18). Methanol se povazuje za jedno
z nejlepSich rozpoustédel, protoze do néj prechazi nejvice latek s antioxidacni aktivitou. Ze
ziskanych hodnot je ziejmé, ze nc¢kolikandsobn¢ vyssi antioxidacni aktivitu vykazuje vzorek
smési zelenych superpotravin s ptichuti jablka. Pravé pfitomnost ovocnych extraktli mize mit
na stanoveni vyrazny vliv, jelikoz se zde vyskytuji dal$i antioxidanty jako jsou fenolické
kyseliny a flavonoidy. Vysokou antioxidacni aktivitu méfenou pomoci metody ABTS, kromé
vzorku supergreens, vykazuji také vzorky spiruliny. Naopak vyssi hodnoty namétfené u DPPH

a FRAP byly zaznamenany u chlorelly. Tyto experimentalni poznatky se shoduji i se studii[77].
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Obrazek 17: Stanoveni antioxidacni aktivity u vzorka fas
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Obrazek 18: Porovnani antioxida¢ni aktivity u methanolickych extrakt
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3.3 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Optimalizace metody Folin-Ciocaulteua je pievzatd z diplomové prace Bc. Terezy
Salomounové [78], kde byla zvolena optimalni doba pro méfeni 35 minut. Pro porovnani
ziskanych vysledki byl nartst absorbance pifepocitan na ekvivalentni mnozstvi kyseliny
gallové. Kalibraéni kfivka byla opét sestavend na zakladé méteni deviti kalibracnich roztoki
a kazdy z nich byl proméfen ttikrat. Pro statistickou analyzu dat byl pouzit program QC Expert,
ve kterém byly odstranény vlivné body stejnym zptisobem jako u piedchozich metod.
Kalibra¢ni kiivka spolu se smérodatnymi odchylkami a koeficientem determinace
a smérodatnymi odchylkami jednotlivych parametrti je uvedena v priloze (obrazek P4).

Pro stanoveni celkového mnozstvi fenolickych slou¢enin byly pouzity stejné extrakty
jako u antioxidacni aktivity. Pfed samotnou analyzou byly vSechny vzorky upraveny podle
postupu, ktery je uveden v kapitole 2.4. a byly prométeny pétkrat. Primérny obsah fenolickych
sloucenin u vzorkl je uveden v pfiloze (tabulka P8) a graficky zndzornén na obrdzku 19.
U vzorku smési zelenych superpotravin s piichuti jablka se hodnoty v porovnani s ostatnimi
vzorky vyrazné lis§i. Divodem je pravé piitomnost dalSich latek, které reaguji s Folinovym
¢inidlem a zvySuji tak celkovy obsah fenolickych sloucenin oproti fasam.

Obsah fenolickych sloucenin u vzorka fas se pohybuje v rozmezi 0,3-29,4 pumol/g.
Z obrazku 19 mizeme vidét, ze nejvyssi obsah fenolickych latek byl naméfen u vzorku J2, J3
a Ch3, nejmensi pak u vzorku SB2. Mnozstvi fenolickych latek u Cisté spiruliny se pohybuje v
rozmezi 1,34-4,54 umol/g, u chlorelly 1,63-5,86 umol/g a u vzorku spirulina-barley v rozmezi
0,3-4,69 umol/g. Rozdil mizeme opét pozorovat u pouzitych rozpoustédel, kde se jako
nejlepSim rozpoustédlem u vzorkt, supergreens, Cisté chlorelly a kombinace spiruliny-mlady
zeleny jeCmen jevi 100 % methanol, u vzorku Cisté spiruliny 50 % methanol. Vysoky obsah
fenolickych sloucenin u chlorelly mlze byt zplisoben ptitomnosti floroglucinolu, jak je

popsano v literatute [79].
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4 ZAVER

Néplni této bakalaiské prace bylo stanoveni biologicky aktivnich latek obsazenych
v fasach. Mikrotasy spirulina a chlorella jsou komeréné vyrabény a distribuovany jako doplitky
stravy, které se diky vysokému obsahu nutri¢nich latek a pozitivnim ucinkiim na lidské zdravi
fadi mezi tzv. superpotraviny. Mezi nejvice zastoupené ucinné latky patii karotenoidy,
fenolické slouceniny, barviva, vitaminy a polynenasycené mastné kyseliny.

Ptfed samotnou analyzou se provadi extrakce ve vhodném rozpoustédle. Nejcastéji se
vyuziva extrakce v systému pevnd latka—kapalina, extrakce dle Soxhleta ¢i extrakce
nadkritickou tekutinou. Rozpoustédly byvaji obvykle voda, methanol nebo ethanol. Pro
stanoveni a separaci bioaktivnich latek se s oblibou vyuZivaji spektrofotometrické
a chromatografické metody.

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byly pouzity 4 vzorky fas spirulina a chlorela, které
byly extrahovany tfemi rozpoustédly. Analyza byla provadéna spektrofotometrickymi
metodami ABTS, DPPH a FRAP. Déle bylo stanoveno celkové mnoZstvi fenolickych latek
metodou dle Folin-Ciocaulteua. Nejvetsi mnozstvi antioxidacnich a fenolickych latek obsahuje
vzorek smési zelenych superpotravin s prichuti jablka. V tomto vzorku jsou zastoupeny obé
fasy spolu s dalSimi latkami, které vykazuji antioxidacni vlastnosti. Nejvyssi hodnoty
antioxidacni aktivity byly zaznamenany pomoci metody ABTS, nejmensi pak metodou DPPH.
Nejlepsim rozpoustédlem byl 50 % a 100 % methanol, do kterého ptfechazi nejvice latek
s antioxidacéni aktivitou.

Zaveérem lze fici, ze tasy spirulina a chlorella prokézaly vyznamny antioxidacni
potencial a jsou tak vyznamnym zdrojem funk¢nich potravin, nutraceutik a potravinovych

doplnka.
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Obrazek P1: Kalibracni kiivka zavislosti ibytku A na mnoZstvi Troloxu
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Obrazek P2 : Kalibra¢ni kiivka zavislosti ubytku A na mnozstvi Troloxu
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Obrazek P3: Kalibra¢ni kiivka zavislosti narustu A na mnozstvi Troloxu
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Fenolické latky
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Obrazek P4: Kalibracni kiivka zavislosti nartistu A na mnozstvi kyseliny gallové

TABULKY

Tabulka PS: Hodnoty TEAC, ABTS Tabulka P6: Hodnoty TEAC, DPPH
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I 10,63+0,63 11 4,01+0,7
12 71,95+1,21 12 49,88+0,94
13 190,196+1,15 13 184,86+1,43
Chl 18,75+0,63 Chl 1,78+0,74
Ch2 16,37+1,23 Ch2 0,85+0,7
Ch3 43,45+1,61 Ch3 6,8+1,18
SB1 71,94+1,62 SB1 3,86+1,04
SB2 46,49+1,25 SB2 6,45+0,86
SB3 42,42+1,1 SB3 5,150,381
S1 67,01£027 S1 4,94+1,18
S2 42,38+1,12 S2 2,95+0,64
S3 109,61+1,03 S3 3,801+0,86




Tabulka P7: Hodnoty TEAC, FRAP Tabulka P8: Obsah fenolickych latek

J1 20,31+0,92 J1 1,35+0,32
J2 55,99+0,6 J2 10,25+0,34
I3 161,18+2,35 I3 29,4+0,45
Chl 1,19+1,74 Chl 2,91+0,3
Ch2 1,74+0,23 Ch2 1,63+0,23
Ch3 37,02+1,54 Ch3 5,86+0,28
SB1 33,51£2,03 SB1 4,69+0,82
SB2 15,48+0,8 SB2 0,3+0,27
SB3 28,77+1,87 SB3 4,28+0,3
S1 12,63+1,77 S1 3,49+0,62
S2 6,98+1,37 S2 4,54+0,44
S3 40,19+0,8 S3 1,34+0,05
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