VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

PRIPRAVA ORGANICKYCH VLAKEN S PRIDAVKEM
EXTRAKTU Z RAS

PREPARATION OF ORGANIC FIBERS WITH THE ADDITION OF ALGAE EXTRACTS

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Terézia Tuhrinska

AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Andrea Némcov4, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2021



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani bakalarské prace

Cislo prace: FCH-BAK1701/2020 Akademicky rok:  2020/21
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii
Studentka: Terézia Tuhrinska

Studijni program:  Chemie a technologie potravin
Studijni obor: Potravinafska chemie

Vedouci prace: Ing. Andrea Némcova, Ph.D.

Nazev bakalarské prace:

Pfiprava organickych vlaken s pfidavkem extraktd z fas

Zadani bakalarské prace:

V ramci prace budou fedeny nasledujici dil€i ukoly:

1) Zpracovani reSerSe na dané téma

2) Kultivace vybranych fas a pfiprava jejich extraktl

3) Pridavek vybranych fasovych extraktt do organickych viaken
4) Vyhodnoceni vysledku a diskuse

Termin odevzdani bakalarské prace: 30.7.2021:
Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplari na sekretariat Ustavu. Toto

zadani je soulasti bakalafské prace.

Terézia Tuhrinska Ing. Andrea Némcova, Ph.D. prof. RNDr. lvana Marova, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

V Brné dne 1.2.2021 .
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Predlozena bakalarska praca je zamerand na pripravu a charakterizaciu organickych vlakien
s primesou predpripravenych extraktov mikrorias a sinic obsahujucich cenné aktivne zluéeniny.
Teoreticka Cast’ popisuje vybrané metabolity mikrorias a sinic, metody ich analyzy, problematiku
enkapsulacie a inkorporacie aktivnych latok do nanovlakien a priblizuje niektoré metody ich priprav.
V experimentalnej Casti prace boli najprv kultivované vybrané kmene zo zbierky CCALA. Nasledne
boli pripravené vodné, etanolové a hexanové extrakty biomasy nakultivovanych aj komerénych rias
asinic. Pripravené extrakty boli spektrofotometricky charakterizované z hladiska koncentracie
pritomnych chlorofylov, karotenoidov, antioxidantov, polyfenolov a celkovych proteinov. Extrakty do
96 % etanolu boli navySe podrobené aj presnejSej analyze chlorofylov a karotenoidov pomocou
HPLC. Najvyssie antioxida¢né aktivity dosahovali vodné extrakty. Pomocou elektrospinningu boli
vytvorené nanovlakna zo zelatiny s obsahom vybranych extraktov. Pre vytvorené vlakna bol zisteny
hmotnostny zlomok inkorporovanych latok pochadzajiicich z rias asinic. VIdkna boli dalej
analyzované TEAC testom antioxidacnej aktivity. Najvyraznejsi antioxida¢ny téinok bol detegovany
pre vlakna s inkorporovanym vodnym extraktom sinice Arthrospira maxima. Vlakna boli na zaver
prace testované z hladiska ich bezpecnosti pri kontakte s l'udskymi bunkami. Pri pouzitom mnozstve
vlakien nebol preukazany cytotoxicky ucinok na ludské keratinocyty a testované materialy je tak
mozno povazovat’ za bezpe¢né pre aplikaciu v kozmetike.

KEUCOVE SLOVA

Mikroriasy, sinice, kozmetika, extrakty, nanovlakna, elektrostatické zvlakiovanie, zelatina,
enkapsulacia, antioxidanty, MTT test



ABSTRACT

The presented bachelor thesis is focused on the preparation and characterization of organic fibers with
an admixture of pre-prepared extracts of microalgae and cyanobacteria containing valuable active
compounds. The theoretical part describes selected metabolites of microalgae and cyanobacteria,
methods of their analysis, the issue of encapsulation and incorporation of active substances into
nanofibers and presents some methods of their preparation. In the experimental part of this thesis,
selected strains from the CCALA collection were first cultured. Subsequently, aqueous, ethanol and
hexane extracts of biomass from cultured and commercial microalgae and cyanobacteria were
prepared. The prepared extracts were spectrophotometrically evaluated in terms of the concentration
of chlorophylls, carotenoids, antioxidants, polyphenols, and total proteins present. In addition, 96 %
ethanol extracts were subjected to more accurate analysis of chlorophylls and carotenoids by HPLC.
The highest antioxidant activity was observed for aqueous extracts. Gelatin nanofibers containing
selected extracts were formed by electrospinning method. The formed fibers were examined
afterwards to identify a mass fraction of incorporated microalgal and cyanobacterial substances. The
fibers were further tested for antioxidant activity with the TEAC assay. The most pronounced
antioxidant effect was detected for the fiber with incorporated agqueous extract of the cyanobacterium
Arthrospira maxima. Finally, the fibers were tested for their safety in contact with human cells. The
amount of fibers used did not show any cytotoxic effect on human keratinocytes and the tested
materials can thus be considered safe for application in cosmetics.

KEY WORDS

Microalgae, cyanobacteria, cosmetics, extracts, nanofibers, electrospinning, gelatin, encapsulation,
antioxidants, MTT test
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1 UVOD

Riasy predstavuji jedny z vyvojovo najstarSich organizmov na Zemi. PocCas poslednych priblizne
troch miliard rokov sa riasy prispdsobili roznym prostrediam, Casto aj extrémne naro¢nym a Vysoko
konkurenénym tym, ze vyrabali cely rad latok a sekundarnych metabolitov pre svoju chemickua
ochranu, a vSetku svoju bunkovu aktivitu zameriavali na produkciu potrebnych zivin a zlacenin. Preto
st riasy schopné zit’ v Sirokej skale ekologickych nik [1].

Riasy tvoria rezervoar prirodnych bioaktivnych latok komerénej hodnoty. Ich biomasa obsahuje
Siroké spektrum Zivin a sekundarnych metabolitov, ako su napriklad polysacharidy, aminokyseliny,
vitaminy, terpény, fenolické zluceniny ¢i rozlicné lipidy. Mnohé z nich st riasami syntetizované za
ucelom ochrany pred svetelnym a oxida¢nym poskodenim sposobenym nepriaznivymi podmienkami
prostredia. Behom poslednych desatroéi boli z rias izolované mnohé z tychto zli¢enin, za ucelom ich
vyuzitia ako funkénych ingrediencii v rozmanitych odvetviach l'udskej Cinnosti. Vysoky obsah
cennych bioaktivnych zloziek v riasach sa zacal aplikovat’ v oblastiach, ako st potravinarstvo,
medicina, kozmetika a biotechnoldgie. Stale sa rozsirujuci trh s vyrobkami starostlivosti o plet a
neustale poziadavky na hladanie inovativnych prisad Setrnych k zivotnému prostrediu viedli
Vv poslednych rokoch k vyvoju mnozstva kozmetickych vyrobkov zalozenych na extraktoch ziskanych
zZ rias.

U niektorych riasovych metabolitov boli zistené schopnosti optimalizovat’ vlastnosti a stabilitu
zlozenia kozmetickych produktov. Pre iné latky boli zas pozorované priaznivé ucCinky na stav
pokozky, ako napriklad uUlinky zmierfiujuce starnutiec pokozky a antioxidac¢né, protizapalové c¢i
antibakterialne vlastnosti [2].

Aby bol efekt tychto bioaktivnych latok na ludsky organizmus o najicinnejsi, je dolezité
zachovat ich stabilitu. RieSenie tohto problému ponutkaju enkapsulaéné nanomaterialy, ktorych malé
rozmery umoznuju lepSiu penetraciu kozou a zlepsSuju tak biologicki dostupnost aktivnych latok
V pozadovanom mieste u¢inku. Preto nosiCové systémy ¢i mikrokapsuly a nanokapsuly dnes hraju
dolezita ulohu v kozmetickom priemysle. Nanovlaknové systémy enkapsulacie pre ucinné latky
umoziuju kontrolované a cielené uvolfiovanie inkorporovanej bioaktivnej komponenty, ochranu
uéinnych latok, zlepSenie ich stability a tiez ich bezpe¢né dodavanie na pozadované miesto G¢inku.
Nanocasticové technologie s riadenym uvolfiovanim zlozky sa pouzivaju na postupné dodavanie
zlicenin do pokozky v predpisanych mnozstvach. Okrem toho zlepSuju Uc¢innost a bezpecnost’
kozmetickych produktov [3]. Kontakt réznych nanocastic ¢i nanovlakien s ludskym organizmom
vyzaduje, aby ich pdsobenie bolo netoxické a tiez, aby tieto materialy boli biologicky odburatelné.
Biodegradabilné nanocastice a vlaknové transportné systémy sa vyuzivaji aj na roézne potravinarske
ucely, najmid na enkapsulaciu scielom zlepSenia senzorickych vlastnosti potravin ¢i zvysenia
biologickej dostupnosti nutrientov [4].

Cielom tejto bakalarskej prace je priprava a vyuzitie extraktov z vybranych rias obsahujucich
cenné metabolity a ich nasledna aplikécia do vyvijanych organickych vlakien.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Riasy

Riasy (Algae) patria k najjednoduchS§im a vyvojovo najstar$im organizmom na Zemi. Jednd sa
0 komplexnu, morfologicky rozli¢nu skupinu eukaryotickych organizmov, pricom niektoré z nich sa
mikroskopické (jedno ¢i mnohobunkové), iné makroskopické s komplexnou stavbou tela. Ide
predovsetkym o vodné organizmy, vo véacSine o autotrofov schopnych fotosyntézy, maju teda vyznam
primarnych producentov organickej hmoty. Riasy sa systematicky zarad’'uju medzi niZSie rastliny,
vzhl'adom na to, Ze ich telo je tvorené len jednoduchou stielkou neobsahujucou pravé pletiva. Je pre
nich charakteristickd Sirokd rozmanitost velkosti organizmov, od pikoplanktonu, az k
makroskopickym morskym riasam, ktoré mozu dosahovat® dizky niekol’kych desiatok metrov [1].

Mikroriasy sa nachadzaji vo vSetkych ekosystémoch. V morskych vodach tvoria sucast’
fytoplanktonu. Riasy a sinice okrem vodnych prostredi (moria, rieky, jazera) osidl'uji aj suchozemské
prostredia, su rozSirené v rozmanitych biotopoch, napriklad v pode a na skalach. Existuji aj v
symbiotickych vztahoch s inymi rastlinami, hubami a zivo¢ichmi (exo a endosymbi6za). Rozne druhy
st schopné produkovat’ toxiny, iné uzito¢né bioaktivne zlt¢eniny, d’alSie st zas parazitické. Sinice a
riasy st aj dolezitymi ukazovatel'mi kvality vody [5], [6].

2.1.1 Vybrané mikroriasy

V taxonomickom systéme patria riasy medzi eukaryotické organizmy, bunky rias obsahuju pravé
bunkové jadro a d’alSie biomembranové Struktary. Systematické delenie rias je pomerne komplexné a
nie je uzavreté. Moderné molekularne metody ukazuju, Ze riasy netvoria spojita skupinu organizmov,
ale viacero oddelenych samostatnych vyvojovych linii. Riasy st ¢asto klasifikované do niekol'kych
hlavnych skupin na zaklade toho, aké fotosyntetické pigmenty obsahuji. Zelené riasy (oddelenie
Chlorophyta), do ktorého patri napriklad trieda rias Chlorophyceae, obsahuju chlorofyl a a b, okrem
nich aj B-karotén a rézne xantofyly. Hnedé riasy (Phaeophyceae) obsahuju chlorofyl a, chlorofyl ¢ a
farbivo fukoxantin, ktoré je zodpovedné za ich vyrazni zelenohnedda farbu. Cervené riasy
(Rhodophyta, Rhodophyceae) obsahuju chlorofyly a a d, spolu s pigmentmi fykoerytrin a fykocyanin
[6].

Mnohé vyskumy preukazuju, ze mnohé riasy su bohatym zdrojom vitaminov, mineralov,
aminokyselin a proteinov, jodu a dalSich prospesnych latok pre ¢loveka. Z tychto dovodov su v
sucasnosti vyuzivané v mnohych odvetviach, ako napriklad na pomoc pri hodnoteni
environmentalnych podmienok, v pol'nohospodarstve ¢i potravinarstve, v roznych biotechnoldgiach,
vo farmaceutickom priemysle a v neposlednom rade v kozmetickej produkcii [7].

2.1.1.1 Chlorella

Rod Chlorella patri do oddelenia Chlorophyta (zelené riasy), ktoré predstavuje zlozito diferencovanu
vyvojovi vetvu. Pre zelené riasy je charakteristicka rozmanitost v stavbe stielok, ich hlavnou
zasobnou latkou je $krob uloZeny v chloroplastoch. V ramci tohto oddelenia sa Chlorella systematicky
zarad’'uje do triedy Chlorophyceae (zelenivky). Chlorella je znama ako biotechnologicky vyznamna
riasa uz niekol’ko desatroci, Casto sa pestuje vo velkoobjemovych kulturach. Ziskana biomasa sa
upravuje na pouzitie pre rozne ucely, napriklad ako doplnok stravy, ako prisada do kozmetickych
vyrobkov, alebo ako prirodné lie¢ivo [1].

Chlorella je jednobunkova sladkovodna riasa s kokalnymi bunkami 0 velkosti okolo 2 az 10 um,
ktoré maju pevna polysacharidovi bunkovu stenu. Je charakteristickd vynimoc¢ne Sirokym spektrom
a vysokym obsahom makrozivin aj mineralnych latok, ktorych vySka zastupenia zavisi najmé na
podmienkach kultivacie [6].

Chlorella predstavuje bohaty zdroj niektorych esencialnych aminokyselin. Konkrétne ide o lyzin,
fenylalanin, treonin, izoleucin, metionin, valin, tryptofan a hlavne leucin, ktory ma z nich najvysSie
zastapenie [8]. Aminokyseliny hydratujt pokozku, preto sa vytazky z Chlorelly aplikuju do réznych
hydrata¢nych pletovych krémov. V kozmetickom odvetvi je najéastejSie pouzivana Chlorella
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vulgaris, ktora obsahuje Vv priemere priblizne 12-17 % sacharidov, 14-22 % lipidov a51-58 %
proteinov (hmotnostné percentd v susine) [7]. Oproti inym rastlinam a riasam obsahuje velké
mnozstvo chlorofylu obsahujiuceho hor¢ik, vd’aka ¢omu je Chlorella jeho bohatym zdrojom.

Z vitaminov je potrebné spomenut’ hlavne vysoky obsah vitaminov skupiny B, a to najma By, Bz a
B2 [9]. Dal§im vyznamnym metabolitom Chlorelly je lutein a B-karotén, ktoré patria medzi
karotenoidy s antioxidaénymi t¢inkami, v riase Chlorella vulgaris bol zisteny v minulosti obsah
priblizne 950 pg luteinu a 66 pg B-karoténu na 1 g susiny [10]. Medzi latky s antioxidaénym efektom,
ktoré syntetizuje Chlorella, vo vyznamnych mnozstvach patri okrem inych aj vitamin C a E [11].

V biomase tejto riasy sa hojne vyskytuju polysacharidy beta-1,3-glukany, ktoré st obsiahnuté
najmd v bunkovej stene rias [12]. Chlorella obsahuje $pecificky rastovy faktor CGF (,,Chlorella
Growth Factor®), ktory je komplexom latok z bunkového jadra. V urcitych pomeroch st v iom
zmieSané peptidy, proteiny, polysacharidy, B-glukany, nukleové kyseliny a prvky ako sira ¢i mangan.
Tento faktor zaistuje spravny rast novych buniek a regeneraciu poSkodenych buniek. Vdaka
vynimoéne vysokému zastupeniu réznych metabolitov v biomase Chlorelly sa vyuziva extrakt z druhu
Chlorella vulgaris, ktory udajne stimuluje syntézu kolagénu a tym podporuje mechanizmus
regeneracie tkaniva koze a redukciu vrasok (Dermochlorella, Codif, St. Malo, France) [7], [13].

2.1.1.2 Chlamydomonas
Rod Chlamydomonas je bezny bi¢ikovec stojatych a pomaly te¢ucich vod. Systematicky sa zarad’'uje
tiez do oddelenia zelenych rias (Chlorophyta), konkrétne do triedy Chlamydophyceae. Ide 0 vel'mi
roz§ireny rod, je znamych viac ako 400 druhov. Chlamydomonas je charakteristicky kvapkovym
tvarom buniek s dvoma bi¢ikmi a bunkovou stenou pokrytou glykoproteinovou chlamys [1].

Chlamydomonady je mozné efektivne kultivovat na umelych zivnych podach. Vo vyskume v
oblasti bunkovej a molekularnej bioldgie sa vyuzivaju Casto ako modelové organizmy, napriklad v
genetickych studiach, studiach chloroplastov, alebo pri $tadiu reakcii buniek na rézne podnety z
prostredia. Ich su$ina moze obsahovat’ az 50 % proteinov, vdaka ¢omu tento rod predstavuje aj
zaujimavy objekt pre biotechnoldgie [6]. Pri druhu Chlamydomonas reinhardtii sacharidy tvoria
priblizne 17 % susiny a lipidy asi 20 % [12].Vyznamny je obsah karotenoidov (lutein a B-karotén),
ktory je v druhu Ch. reinhardii este vyssi nez v biomase rias Chlorella vulgaris [10].

Chlamydomonas sa radi k skupinam mikrorias produkujtcich antimikrobialne latky [14]. Medzi
tieto identifikované antimikrobialne zluceniny patria mastné kyseliny, glykolipidy, kyselina akrylova,
fenoly, cyklické peptidy, N-glykozidy ¢i sulfatové polysacharidy [2].

2.2 Sinice

Medzi riasy niekedy byvaju zarad’'ované aj sinice (cyanobaktérie), ktoré tieZ moézu fotosyntetizovat’,
avSak ich bunky st prokaryotické. Tieto autotrofné organizmy sa vyznacuju jednobunkovou alebo
vlaknitou stielkou. Fotosyntetické pigmenty (chlorofyl a, B-karotén, xantofyly a fykobiliny) su uloZené
v tylakoidoch volne ulozenych v plazme. Sinice maji fotosyntézu rastlinného typu, teda spojent
s produkciou kysliku, ide o najstarSie organizmy s fotosyntézou tohto typu. Niektoré druhy majt
v kombinacii s oxygénnou fotosyntézou aj schopnost’ fixovat’ molekularny dusik a redukovat’ ho na
amonne soli. Hlavnou zasobnou latkou je sinicovy $krob (o-1,4-glukan). Bunkova stena sinic je
tvorena z peptidoglykanu mureinu a kyseliny daminopimelovej. Radia sa medzi gramnegativne
baktérie [1], [15].

Sinice st v prirode takmer vSade pritomné, a vd’aka vybornym adaptacnym mechanizmom osidl'uju
aj prostredia s extrémnymi podmienkami. Tieto mikroorganizmy stale CastejSie nachadzaji vyuzitie
v biotechnologickych produkciach, najmé z dévodu vysokého obsahu proteinov v ich susine (dosahuje
priemerne 6070 %) [6].
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2.2.1.1 Arthrospira (Spirulina)

Arthrospira (tzv. Spirulina) je vlaknita sinica, ktora sa systematicky zarad’uje do triedy Cyanophyceae,
vramci tejto triedy do radu Oscillatoriales [1]. Ide 0 jednobunkovy organizmus, ktory vytvara
rozsiahle kolénie Spiralovitého tvaru. Okrem chlorofylu obsahuje aj velké mnozstvo modrého
pigmentu fykocyaninu, vdaka ¢omu sa ¢asto Arthrospira oznacuje aj ako modrozelena riasa. Tento
pigment sa vyuziva ako netoxické farbivo. Jej prirodzenym prostredim st sladké vody s vysSou
salinitou a pomerne vysokym pH (v rozmedzi 8-11). Optimalna teplota vody je pre rod Arthrospira
medzi 32 az 45 °C, no dokaze prezit’ aj vyssie teploty [11].

Spirulina je znama ako zdroj bohaty na Siroké spektrum zivin. Priblizne 65 az 71 % jej hmotnosti
(v zéavislosti na podmienkach prostredia) je tvorenej komplexnymi proteinmi, ktoré su produkované
vel'kym mnozstvom ribozomov. Profil zlozenia proteinov je vyvazeny, tato sinica produkuje vsetky
esencialne aminokyseliny vo vzdjomne priaznivych pomeroch. Okrem toho je v biomase tychto sinic
zastupenych d’asich 10 neesencialnychh aminokyselin. Arthrospira sa vdaka tymto vlastnostiam
vyuziva aj v kozmetickom priemysle vo forme extraktu s vysokym obsahom proteinov, ktory
zmiernuje priznaky skorého starnutia pokozky, ma stahujuci ucinok a zabranuje tvorbe strii (firma
Protulines, Exsymol S.A.M., Monaco) [13]. Arthrospira produkuje cely rad dalSich nutriéne,
farmaceuticky ¢i kozmeticky vyznamnych zlicenin, medzi najddlezitejsie z nich patria
polynenasytené mastné kyseliny [7], [11].

Arthrospira dokaze vytvarat z mineralnych prvkov a aminokyselin chelaty, ktoré je telo schopné
vstrebavat’. Dolezita je najma vysoka koncentracia zinku, ktory podporuje zdravy tonus a regeneracné
schopnosti pokozky, a V neposlednom rade aj vysoky obsah zeleza. Okrem toho tato sinica produkuje
niekol’ko druhov vitaminov skupiny B, z ktorych vitamin B> je najhojnej$i. VysuSend biomasa
Spiruliny sa preto vyuziva ako doplnok stravy vo forme tabliet. Tak ako iné typy mikrorias, aj
Arthrospira je dobre zasobena latkami so Silnymi antioxida¢nymi vlastnostami, akymi je napriklad
vitamin E ¢i rézne karotenoidy (hlavne lutein a B-karotén spolu s kryptoxantinom, ¢o su dva
prekurzory vitaminu A) [11], [12].

2.3 Principy kultivacie mikrorias a sinic

Striktne autotrofné riasy pre svoj rast potrebuju svetlo, CO, vodu, ziviny (predovsetkym dusik
a fosfor) a stopové prvky. Pomocou fotosyntézy je potom riasa schopna syntetizovat’ vSetky ostatné
zluceniny potrebné pre rast. AvSak velka cast’ rias nie je schopnd syntetizovat’ urcité esencialne
zlGceniny (napr. niektoré vitaminy), preto je nutné dodat’ ich do zivného média. Najdolezitejsie
parametre ovplyviiujtce rast rias st mnozstvo a kvalita Zivin, svetlo, pH, salinita a teplota. Optimalne
parametre a tolerované rozsahy st kmenovo Specifické; rozne parametre mozu byt vzajomne zavislé a
parameter, ktory je optimalny pre jednu skupinu podmienok, nemusi byt nevyhnutne optimalny pre
druhti. Aby bola kultivacia tspes$na, je nutné vybrat vhodné zivné médium. Riasy sa pestuji v
médiach s kontrolovanym obsahom Zivin [15].

2.3.1 Podmienky uspesnej kultivacie

NajvyznamnejsSim faktorom pri kultivacii rias je svetlo, pretoze fotosynteticka produktivita riasovych
kultar je ovplyvnena najmé svetelnym rezimom. MnoZstvo svetla absorbované bunkou riasy zavisi na
kombinécii niekol’kych parametrov. Ide 0 intenzitu svetla, hustotu buniek, hrubku vrstvy kultiry a v
neposlednom rade o intenzitu mieSania. Dostato¢na cirkulacia kultiry je nevyhnutna, hlavne ak ide o
husté submerzné algakultiry. Dokladnym mieSanim sa zaisti dostato¢né vystavenie jednotlivych
buniek svetlu a zaroven nedochadza k usadzaniu biomasy. Pri intenzivnom miesani je zabezpeceny aj
vyvazeny prisun Zivin, regulacia teploty a vymena plynov (02/CO). KlIt¢ovou podmienkou je
dostatocné dodavanie CO; ako zdroja uhliku. Takéto husté, intenzivne mieSané kultury mikrorias
predstavuju umely systém, ktory sa v laboratornych podmienkach a v biotechnologickych vyrobach
pouziva na produkciu biomasy [15], [16].
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2.4 Aplikacia metabolitov rias a sinic v kozmetike
Ukazuje sa, Ze mnohé z biologicky aktivnych zloziek v riasach st G¢innymi prirodnymi alternativami
k zIuGeninam na baze syntetickych chemikalii, ktoré sa v sGcasnosti nachadzaji v mnohych
kozmetickych vyrobkoch. Aj ked’ hlavny vyskum bioaktivnych zloziek a ich aplikacii vysiel zo Stidia
makrorias, v poslednej dobe sa tento vyskum rozsiril aj na mikroskopické riasy, ktoré sa dajua Tahsie
kultivovat’ [2], [13].

Vytazky z rias sa mozu pouzit' v kozmetike réznymi spdsobmi, a to ako pomocné latky pri
formulacii produktov (napr. ako stabilizator alebo emulgator) alebo ako samotné funkcné latky, ktoré
dodavaju vyrobkom Specifické vlastnosti a ucinky.

2.4.1 Utinky biologicky aktivnych metabolitov rias
Riasy st rovnako ako vSetky fotosyntetické rastliny vystavované kombinacii svetla a vysokej
koncentracii kyslika, ¢o vedie k tvorbe volnych radikalov a roznych silnych oxida¢nych ¢inidiel (tzv.
ROS, teda reactive oxygen species). Tieto zlueniny maju potencial poskodit’ StruktGru a funkciu
buniek. Avsak nepritomnost’ takého poskodenia v riasach naznacuje, ze musia mat silné ochranné
antioxidaéné systémy schopné zachytavat volné radikaly, ktoré tak posobia proti nepriaznivym
u¢inkom tychto vplyvov. Darovanim elektronu antioxidanty neutralizuji vol'né radikaly, ktoré by inak
oxidovali biomolekuly, ¢o by viedlo k bunkovej smrti a poSkodeniu tkaniva. Mnohé $tadie dospeli k
zaveru, ze niekol’ko rodov rias obsahuje silné antioxidanty, lipofilnej aj hydrofilnej povahy [17], [18].

Environmentalne faktory ako UV ziarenie, vietor a smog v kombinacii s oxidativhym stresom,
chronologickym starnutim a degeneraciou bariéry pokozky prispievaju k vzniku jemnych vrasok,
pigmentacie, slnecnych Skvin a zvysenej hrubosti pokozky. VSetky tieto prejavy su charakteristické
pre starnticu pokozku. Koza je vybavena komplexnym antioxidaénym systémom, ktory ju chrani pred
oxida¢nym poskodenim v dosledku vnutornych a vonkajsich faktorov. Avsak ten mdze byt oslabeny
¢i poskodeny. Bolo dokazané, ze lokalne aplikované antioxidanty chrania pokozku pred oxidacnym
stresom a pred poskodenim volnymi radikdlmi, ktoré¢ sa tvoria vnitorne normalnym bunkovym
metabolizmom alebo posobenim UV ziarenia. Roézne metabolity rias sa preto pouzivaji Vv
omladzujucej pletovej kozmetike, ked’Zze vd’aka svojmu antioxidacnému ucinku st schopné bojovat’
proti priznakom starnutia koze [13], [19]. Antioxidanty z rias navySe mézu pomoct udrziavat
organoleptické vlastnosti kozmetickych alebo potravinovych vyrobkov inhibiciou oxidacie lipidov,
¢im sa zabrani zmenam vzhl'adu a véne ¢i chuti [20], [21].

Okrem antioxidacnych vlastnosti maju mnohé zluceniny produkované riasami vyzivné, zjemmnujlice
a revitaliza¢né G¢inky na pokozku. Extrakty z mikrorias mézu obsahovat r6zne bioaktivne latky, ktoré
urychl'uji proces regeneracie poSkodenej pokozky a udrziavaju jej vlhkost' [22]. To mozno vyuzit' v
starostlivosti 0 plet, predovSetkym pri vyhladzovani vrasok, ¢i pri hydratacii pokozky. Takéto
vytazky z mikrorias sa nachadzaju hlavne v krémoch proti starnutiu, v rdéznych osviezujucich &i
regeneraénych pripravkoch, alebo maju v produktoch funkciu emolientu. V poslednom desatroc¢i sa
Coraz vicsia pozornost’ venuje aj skriningu mikrorias na obsah antibiotik a farmakologicky aktivnych
zltcenin [7]. Bolo zistené, Ze rozliéné sekundarne metabolity izolované z rias mozu taktiez pdsobit
antimikrobialne, protizapalovo, alebo mozu vykazovat’ protirakovinové G¢inky. Niektoré tieto ucinky
riasovych metabolitov st efektivne aj pri prevencii vzniku ¢i liecbe akné [22], [23]. Prehl'ad moznych
ucinkov a funkecii rozliénych metabolitov uvadza schéma, vid’ Obrazok 1.

13



Zachytavanie

vol'nych
Antioxidacny radikalov Uginok proti
ucinok starnutiu
Antimikrobialny Metabolity rias a Protizapalovy
uginok sinic u¢inok
Pigmenty Ochrana proti
Maskovamie slnecnému Ziareniu
pachov

Obrazok 1: Potencidlne vyhody aktivnych zloZiek odvodenych z rias a sinic v starostlivosti 0 pokozku, prevzaté a
upravené z [13]

2.5 Vybrané metabolity rias a sinic

Riasy asinice syntetizujit mnohé aktivne zluCeniny réznych chemickych S$truktar a vlastnosti.
Rozli¢né primarne metabolity rias, ako napriklad lipidy, polysacharidy ¢i proteiny a ich jednotlivé
aminokyseliny, ale aj mnohé sekundarne metabolity rias vykazuju cely rad potencialne vyuziteInych
ucinkov. U riasovych pigmentov a fenolickych zlucenin ide najmi o ich antioxida¢né vlastnosti
a ochranné posobenie voci UCinkom UV ziarenia, pri vybranych polysacharidoch produkovanych
riasami su zas atraktivne ich dispergacné a gélotvorné ucinky. Niektoré polysacharidy sa navyse
vyznaduju imunomodulaénymi a protinadorovymi schopnostami. Dalsie zligeniny, ako chlorofyly &
rozne vitaminy, poskytujii protizapalové a antibakterialne vlastnosti a mézu urychlovat' procesy
hojenia. Hydrataciu pokozky mézu ovplyviiovat’ dblezité aminokyseliny. Medzi metabolity rias, ktoré
maju vplyv na hladiny kolagénu v l'udskej kozi a tym vyrazne prispievaju k jej celkovému vzhladu
a stavu, patri napriklad vitamin C alebo polysacharidy -glukany ¢i laminariny [21], [22], [23].

2.5.1 Pigmenty

Medzi riasami sa vyskytuju tri hlavné triedy fotosyntetickych pigmentov: chlorofyly, karotenoidy
(karotény a xantofyly) a fykobiliny. Chlorofyly a karotény st v§eobecne molekuly rozpustné v tukoch
a je mozné ich extrahovat’ z tylakoidnych membran organickymi rozpustadlami, ako je aceton,
metanol alebo DMSO. Fykobiliny st naopak lepSie rozpustné vo vode [5]. V siniciach je pritomny
z chlorofylov len chlorofyl a. Okrem neho produkuju sinice aj B-karotén a niekol’ko xantofylov, medzi
nimi napriklad zeaxantin. Pomer cerveného pigmentu fykoerytrinu s modrymi pigmentmi
allofykocyaninu a c-fykocianinu urcuje vyslednu farbu sinicovej bunky. Tieto fykobiliproteiny tvoria
pridavnii svetlozberni anténu na povrchu tylakoidov. Niektoré druhy sinic syntetizuji pigment
scytonemin na ochranu pred intenzivnym UV ziarenim [1], [5].

2.5.1.1 Chlorofyly

Existuju Styri typy chlorofylu: chlorofyl a, ktory sa nachadza vo vsetkych fotosyntetizujucich vyssich
rastlinach, riasach aj siniciach; chlorofyl b, ktory sa nachadza vo vys8ich rastlinach a zelenych riasach;
chlorofyl c, ktory sa nachadza v rozsievkach, dinoflagelatoch a hnedych riasach; a chlorofyl d, ktory
sa nachadza iba v ¢ervenych riasach [6]. Chlorofyly st komplexné ZIto az tmavozelené tetrapyrolové
cyklické pigmenty. Chlorofyl a je nevyhnutnou sucast'ou fotosyntézy a hra v tomto procese ustrednu
ulohu. Jedna sa o zelené farbivo ulozené v membrane tylakoidov s tetrapyrolovou cyklickou
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komplexnou $truktirou. Tento tzv. porfyrinovy kruh centralne viaze horéik vo forme Mg?* [24].
Chlorofyl ma schopnost’ potlacovat’ a maskovat’ telesné pachy. Z tohto ddvodu sa chlorofylové
extrakty z Chlorelly vyuzivaji v dezodorantoch a inych hygienickych produktoch, ako su zubné pasty
¢i Gstne vody [13]. Riasovy chlorofyl vykazuje aj protizapalové, antibakterialne a hojivé vlastnosti
[11].

2.5.1.2 Scytonemin

Scytonemin je zltohnedy pigment rozpustny v tukoch, ktory vykazuje vysoku stabilitu. Vylucuje a
uklada sa v extracelularnych polysacharidovych obaloch niektorych sinic. Struktirne ide o aromaticky
indolovy alkaloid zlozeny z dvoch identickych kondenza¢nych produktov podjednotiek odvodenych
od tyrozinu a tryptofanu, spojenych védzbou uhlik-uhlik. Sinice produkuji scytonemin na ochranu pred
poskodenim UV Ziarenim. Samotna syntéza je indukovana UV-A ziarenim. Tento pigment ucinne
chréni bunky pred dopadajicim ziarenim z oblasti blizkeho UV a modrym ziarenim, ale nie pred
zelenym alebo Cervenym svetlom, ktoré su potrebné na fotosyntézu. Absorbuje vacSinu UV Ziarenia
skor, ako sa dostane do fotosystému a zabrani tak jeho poskodeniu v doésledku intenzivneho UV
ziarenia. Pri nadmernom oxidativnom strese (zvySena intenzita Ziarenia) sa moéZe produkcia
scytoneminu sinicami zvysit [25].

Scytonemin extrahovany zo sinic sa pouziva ako kozmeticka prisada v kombinacii s kyselinou
askorbovou v ochrannych krémoch proti UV ziareniu, pretoze preukazal antioxida¢nu aktivitu v
roznych testoch. Ma tiez mozné medicinske aplikdcie vd’aka protizdpalovej a antiproliferativnej
aktivite [26].

Obrazok 2: Struktiira scytoneminu, prevzaté z [25]

2.5.2 Karotenoidy

Karotenoidy, Struktirne patriace medzi tetraterpény (druh terpenoidov), sa radia medzi dolezité
zlteniny v kozmetickom priemysle. Maju charakter lipofilnych farbiv. Karotenoidy st nenasytené
alifatické a alicyklické uhlovodiky a ich oxidacné produkty. Mozu byt klasifikované podla
pritomnosti alebo nepritomnosti atomov kyslika v molekularnej $truktire na xantofyly a karotény
(bezkyslikaté). V molekule obsahuji dlhy systém (3 az 11) konjugovanych dvojitych vidzieb. Téato
polyénova Struktira karotenoidov im dodava farebnost (zlté, oranzové az Cervené sfarbenie).
Viagsinou su v konfiguracii all-trans, teda vSetky dvojité vdazby maju konfiguraciu trans. Tato
priestorova konfiguracia je termodynamicky najvyhodnejsia [27].

Karotenoidy st schopné absorbovat’ nadmerné UV ziarenie, viazat volné radikaly, ¢im posobia
ako dolezité antioxida¢né systémy mikrorias. NavySe ako prirodné farbiva m6zu poskytovat’ pokozke
estetické zafarbenie. Tieto zlG¢eniny taktiez zrychl'uji hojenie poskodenia pokozky a brania rozvoju
neoplastickych zmien. V stcasnosti kozmeticky priemysel pouziva karotenoidy v mnohych druhoch
vyrobkov. Pouzivaju sa ako filtre na ochranu pred UV ziarenim, v réznych pripravkoch proti starnutiu
koze, vo forme krémov zlepsujucich ton pleti alebo ako bronzery [13], [28].
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2.5.2.1 p-karotén

B-karotén je izoprenoidny oranzovo-zlty pigment so 40 atomami uhliku,a predstavuje jeden z
prekurzorov vitaminu A. Ma vyrazné antioxidaéné U€inky. Okrem neutralizaéného ucinku na
singletovy kyslik ma schopnost minimalizovat' negativny vplyv aj inych reaktivnych druhov
oxidaénych ¢inidiel [11], [28]. Jedno z najvysSich zastGpeni tohto karotenoidu z rias ma halofilna
jednobunkova zelena riasa z triedy zeleniviek (Chlorophyceae) Dunaliella salina, ktoraakumuluje az
12 % B-karoténu Vv suchej hmote. Spirulina tiez produkuje vysoké mnozstva tohto antioxidantu. f3-
karotén mikrorias sa sklada prevazne z all-trans a 9-cis izomérov [12].

B-karotén je nevyhnutny pre optimalnu tvorbu buniek pokozky. Okrem toho prispieva aj k rychlej
regeneracii epidermy. ZlepSuje tiez vzhlad suchej alebo poskodenej pokozky minimalizovanim
odlupovania a obnovenim pruznosti. Kozmetické pripravky s obsahom f-karoténu st schopné
upokojit’ podrazdenie od slnka, znizovat' Skodlivé ucinky ziarenia a zmenSovat’ prejavy procesu
starnutia pokozky vplyvom slnecného ziarenia. V kozmetickom priemysle sa B-karotén pouziva na
pripravu pletovych vod po holeni, kupelovych vyrobkov, Cdistiacich prostriedkov, make-upu,
kondicionérov na vlasy, Sampdénov, rozmanitych vyrobkov na starostlivost’ o plet a v opalovacich
pripravkov. Tento pigment taktiez dodava kozmetickym vyrobkom oranzové zafarbenie [28], [29].

2.5.2.2 Astaxantin
Astaxantin je hlavnym karotenoidom z podskupiny xantofylov, vyskytuje sa napriklad u riasy
Haematococcus pluvialis. Vyznamnymi producentmi st aj Chlorella zofingiensis, Dunaliella salina,
Chlorococcum sp. a cela rada dalSich zelenych rias. Ide o Cerveny pigment s vynimoénymi
antioxidaénymi vlastnost'ami, silnejsimi ako pri vitamine C a E alebo u inych karotenoidov.
Astaxantin je povazovany za najsilnejsi prirodny antioxidant, jeho schopnost’ zachytavat’ volné
radikdly je vysoko ucinna. Pomocou jeho konjugovanych dvojitych vizieb je neutralizovany
singletovy kyslik. V T'udskom metabolizme je astaxantin tiez ddlezity pre ochranu pokozky pred
fotooxidaciou indukovanou UV ziarenim, takze ho mozno pouzit' v prirodnej opl'ovacej kozmetike na
ochranu pred slne¢nym ziarenim. Bolo dokazané, ze astaxantin funguje ako ochranny nastroj voci
zmenam indukovanym UV-A ziarenim vo fibroblastoch I'udskej koze, ktoré su dolezité pre produkciu
kolagénu. Uvadza sa, Ze astaxantin mdze potlaovat’ hyperpigmentaciu koze, inhibovat’ syntézu
melaninu a zlepSovat’ stav vSetkych koznych vrstiev — lokalnou aj oralnou aplikaciou [12], [13], [30].
2.5.2.3 Lutein
Lutein sa radi medzi xantofyly, ide o metabolit napriklad rias rodov Scenedesmus a Chlorella. Jeho
molekula obsahuje vol'né hydroxyly zapri¢inujuce vyssiu polaritu molekuly a tiez skuto¢nost, ze sa v
riasach cCasto vyskytuje vo forme esteru jednej alebo dvoch mastnych kyselin. Ma vyborné
antioxidaéné vlastnosti a potencial chranit’ epidermalne a dermalne vrstvy pred poSkodenim
sposobenym UV ziarenim, najmd v kombindcii s inymi antioxidantmi. Lutein a zeaxantin (izomér
luteinu) nachadzajuici sa v riasach, ako napriklad Rhodophyta spp. a Spirulina spp., sa ¢asto pouzivaju
pri farbeni potravin, v lieckoch a kozmetike [12], [21], [29].

2.5.2.4 Fukoxantin

Fukoxantin je hlavny karotenoid pritomny v chloroplastoch hnedych rias, ako napriklad Ascophyllum
nodosum a Laminaria spp, kde sluzi ako pomocny pigment fotosyntézy. Odhaduje sa, ze fukoxantin
vytvara viac nez 10 % celkovej produkcie karotenoidov v prirode, najméd v morskom prostredi. Jeho
priaznivé bioaktivne vlastnosti st zalozené na jeho jedinecnej Strukture, ktora obsahuje ako epoxidovil
vizbu, tak hydroxylové a karbonylové skupiny spolu s allenovou vézbou (kumulovana dvojitd vizba
uhlik-uhlik) v polyénovom retazci. Tato Struktira poskytuje fukoxantinu silné antioxidacné ucinky.
Preto ma schopnost’ pdsobit’ proti oxidativnemu stresu sposobenému UV Zziarenim, a tak je vhodny
napriklad na pouzitie v kozmetickych pripravkoch na potlacenie vzniku vrasok [21], [29], [31].
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2.5.3 Lipidy

Lipidy mikrorias predstavuju komplexnu zmes latok rozliénych Struktir, pocinajic mastnymi
kyselinami (MK), neutralnymi lipidmi — triacylglycerolmi (TAG), az po komplexné polarne lipidy
(fosfolipidy, sfingolipidy, glykolipidy a iné) a steroly. Lipidy su ddlezitou sucastou bunkovych
membran a maju vyznam pri réznych dolezitych bunkovych procesoch. Z nutricného hladiska st
najvyznamnejsie tzv. polynenasytené mastné kyseliny s dlhym retazcom (PUFA — polyunsaturated
fatty acids), z nich najdolezitejSie najmd -3 mastné kyseliny, ako kyselina a-linolenova,
eikosapentaenova a -6 mastné kyseliny, napriklad kyselina linolenova, y-linolenova a arachidonova.
Mikroriasy su schopné produkovat a akumulovat velké mnoZzstvo lipidov, vratane PUFA kyselin,
vd’aka Comu sa ich biomasa vyuziva aj na vyrobu bionafty transesterifikaciou [12].

Vysoky obsah PUFA v biomase rias moZe najst’ aplikaciu aj v kozmetike. Niektoré PUFA, ako je
kyselina linolova a kyselina arachidonova, ktoré st zoskupené pod pojmom vitamin F, st potrebné pre
spravny rast a ochranu pokozky. Rada mastnych kyselin ma Specificki funkciu pri obnove bariéry
priepustnosti pokozky. Nedostatok nenasytenych mastnych kyselin v pokozke moéze sposobit
seboroickti dermatitidu a vyrazni dehydrataciu pokozky. Topické pouzitie mastnych kyselin na
pokozku preto méze mat’ priaznivé regeneraéné ucinky [19], [22].

2.5.4 Polysacharidy

Polysacharidy st vysokomolekulové latky zlozené z desiatok az tisicok cukrovych jednotiek,
najcastejSie hexapyran6zovych. Vznikaji kondenzaciou za tvorby a- alebo B-glykozidovych vizieb,
najCastejSie v smere 1—4 alebo 1—6. Niektoré vytvaraji vo vode koloidné roztoky, iné su zas
nerozpustné [27].

Polysacharidy pre riasy predstavuji najma Struktirne a zasobné latky. U Cervenych rias sa ako
stavebné polysacharidy vyskytuji sulfatované galaktany, ktoré st zname ako karagénany a agary.
Medzi najznamejsi Struktirne polysacharidy hnedych rias patria alginové kyseliny. Polysacharidy
pochadzajiice z morskych rias vykazuju niekolko dolezitych vlastnosti, ako su antikoagulacné,
antitrombotické, imunomodula¢né schopnosti, d’alej protinadorové a rakovinovo preventivne G¢inky, a
tiez protizapalové a antioxidacné poOsobenie. V stenach mikrorias su obsiahnuté¢ sulfatované
polysacharidy, ktoré vykazuju antioxida¢nu aktivitu. Ide teda o bioaktivne zlG¢eniny so Sirokym
spektrom aplikacii [22], [23].

Primarnou funkciou polysacharidov ziskanych z rias v kozmetickych vyrobkoch je ale tprava
viskozity a podpora stability emulzii. Dolezitymi polysacharidmi ziskavanymi z rias st hlavne agary,
alginaty, karagénany, fukoidany a B-glukany. Disperga¢né ucinky a vysoké hydrata¢né potencialy
tychto latok poskytuji Siroké vyuzitie v kozmetickom priemysle, aplikuji sa do réznych mydiel,
krémov, Sampoénov, pien a gélov [22], [32].

25.4.1 p-glukdany

Beta-glukany, polymérne zluceniny zlozené z glukézovych jednotiek spojenych B-glykosidickymi
vidzbami, maju vyhodné fyzikalne vlastnosti uplatnitelné pre aplikaciu v kozmetickych produktoch.
Ide o zahustovacie, stabiliza¢né, emulga¢né a gelacné U¢inky. Vdaka tomu sa B-glukany vyuZzivaju
hlavne v ochrannych krémoch, mastiach a sérach. Stidie preukédzali, Zze PB-glukan napomaha
zvlh¢ovaniu pokozky a moze vytvarat’ film podporujici hojenie ran [33], [34].

Beta-1,3-glukany st vyznamnou zluéeninou produkovanou riasou Chlorella. lde o aktivne
imunostimulanty, ktoré st schopné podnecovat’ rast a delenie buniek, a tym aj regeneraciu tkaniv.
Bolo zistené, ze B-glukan je schopny penetracie buniek v modeloch T'udskej koze do epidermy
a dermy. Beta-1,3 glukdnom st pripisované aj schopnosti zachytavat’ vol'né radikaly [7], [34].

B-glukanom je taktiez prisudzovand schopnost’ zvySenia produkcie kolagénu. Tieto Ucinky je
mozné vyuzit' na spomalenie procesu starnutia a pri zjemiovani linii a vrasok. Z tychto vlastnosti
plynie aplikacia B-glukanov v produktoch plet'ovej omladzujicej kozmetiky [35].
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2.5.5 Proteiny

Bielkovinové zloZenie bunkovej steny mnohych rias zatial’ nie je dostato¢ne podrobne preskiimané.
Riasy obsahuju znaéné mnozstvo esencialnych aminokyselin [8]. Aminokyseliny st sucastou
prirodzené¢ho zvl¢ujuceho faktora pokozky, a teda vyznamne hydratuju pokozku, preto sa vytazky z
Chlorelly, ktora je ich bohatym zdrojom, aplikuju do réznych hydrataénych pletovych krémov. Obsah
proteinov v riasach sa meni v zavislosti na druhu, podmienkach prostredia a roénom obdobi. Riasy z
rodu Porphyra, Spirulina sp. a Chlorella sp. obsahujt ur€ité proteiny a produkty ich hydrolyzy, ktoré
maju silna afinitu k pokozke a vlasom, ¢im zabezpecujii zadrziavanie vlhkosti a vhodnll viskozitu.
Niektor¢ riasové proteiny vykazuju zvlhéujuci a kondiciaény efekt na vlasy a mozu pomdct’ ochranit’
chemicky upravené vlasy. Peptidy izolované z rias sa vyskytuju v pletovych a telovych mliekach,
krémoch, Sampoénoch, mydlach a v maskach na regeneraciu vlasov [36]. Kozmetické pripravky
obsahujiice proteiny morskych rias navySe mozu stimulovat’ kolagénovu neosyntézu [37]. Zelena
morska riasa Enteromorpha compressa poskytuje peptidové retazce, ktoré maji upokojujuce a
protizapalové vlastnosti [38].

Fykoerytrin je farbivo patriace do skupiny fykobilinov, ktoré tvoria komplexy s proteinmi (tzv.
fykobiliproteiny). Ide o zluCeninu posobiace ako pomocny fotosynteticky pigment v Cervenych
riasach. Tento protein ma biotechnologické vyuzitie v chémii potravin, imunodiagnostickej terapii,
kozmetike, oznacovani proteinov ¢i buniek a v analytickych procesoch ako prirodné farbivo [7], [22].
Pigmenty izolované z Eervenych rias a modrozelenych rias (sinice) st vhodné na vytvaranie farieb v
kozmetickych produktoch, najmé na roézne ruzové a fialové pigmenty. Prikladom je fykocyanin, ktory
je pH stabilny a termostabilny modry pigment ziskavany napriklad zo sinice Arthrospira. Pouziva sa
na vyrobu o¢nych tienov, rizov a lakov na nechty [7], [22], [36].

2.5.6 Fenolické zluceniny

Fenolické zlueniny tvoria rozmaniti skupinu sekundarnych metabolitov. Strukturalne obsahuji
aromaticky kruh nesuci jeden alebo viac hydroxylovych substituentov a funkény bo¢ny retazec. St v
rozsahu od jednoduchych fenolovych molekul po vysoko polymerizované zluceniny. Ur¢ité fenolové
zli¢eniny produkované riasami Vvykazuju Siroké spektrum fyziologickych vlastnosti, ako sa
protialergénne, protizapalové a antimikrobialne u¢inky. Antiseptické a dezinfek¢éné ucinky vykazuju
najmé fenolické zluceniny s jodidovymi a bromidovymi substituentmi [39]. Fenolické zltceniny, ktoré
maju vo svojej Strukture viac ako jeden fenolovy kruh, sa nazyvaju polyfenoly a su syntetizované v
prirode ako reakcia na $kodlivé podnety z prostredia, ako je UV ziarenie alebo tGtoky patogénov [39],
[40].

Polyfenoly predstavuju dolezité prirodné antioxidanty rastlin, pricom sa jednd o skupinu latok so
Sirokou rozmanitostou Struktir a d’al$ich vlastnosti, zahffiajiicu niekol’ko tisic zli¢enin. V riasach sa
vyskytuju predovsetkym florotaniny, bromfenoly, a fenolické pigmenty [41], [42]. NajdolezitejSou
skupinou pre kozmeticky priemysel si florotaniny vyskytujuce sa napriklad v riasach Fucus
vesiculosus, Ascophyllum nodosum, a Ecklonia cava. Zelené a ¢ervené riasy maju nizsi obsah fenolov
v porovnani s druhmi hnedych rias, ktoré maju vysoké koncentracie najmé florotaninov. Florotaniny
st oligoméry floroglucinolu (1,3,5-trihydroxybenzén) [39]. Rézne mikroriasy a sinice, napriklad
Euglena cantabrica a Spirogyra sp., vykazuji vyznamny obsah jednoduchych fenolickych zlucenin,
ako je kyselina gallova, kyselina protokatechova, (+)katechin, kyselina chlorogénova a (-)epikatechin,
s pomerne vysokymi antioxida¢nymi kapacitami [39], [43].
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Obrdzok 3: Struktiira hydroxybenzoovych fenolickych kyselin, prevzaté a upravené z [41]

2.5.6.1 Ochranny ucinok polyfenolov

Polyfenoly podsobia ako prirodné antioxidanty, ktoré pohlcuji volné radikaly dvomi réznymi
mechanizmami, a to bud’ prenosom elektronu alebo prenosom atéomu vodika [18]. Antioxida¢na
aktivita fenolickych zlu¢enin zavisi od ich Struktiry, najmé na pocte a pozicii hydroxylovych skupin a
na povahe substituentov na aromatickych kruhoch [41].

Problémom vyuzitia riasovych polyfenolov v kozmetickych produktoch je ich nizka stabilita a
zaroven vysoka senzitivita na podmienky okolitého vonkajsie prostredia. Inkorporacia tychto latok do
nanovlakien alebo inych enkapsulac¢nych Castic je moznym rieSenim zvysSenia ich $truktarnej stability
a zlepSenia ich vlastnosti ¢i vstrebatel'nosti do pokozky [40].

2.5.7 Vitaminy

Vitaminy st organické nutrienty rozli¢nych Struktir s vyznamnym katalytickym u¢inkom na rézne
metabolické procesy prebiehajuce v organizme ¢loveka. Pre organizmus st nenahraditelné, va¢sinou
st potrebné len v nizkych koncentraciach. Bolo dokazané, ze vitaminové extrakty z rias maju silné
antioxida¢né vlastnosti a m6zu byt nadpomocné pri starostlivosti o plet, aj pri jej ochrane. Obsah
konkrétnych vitaminov vyskytujtcich sa v riasach je odlisny v zavislosti na druhu riasy a taktiez na
podmienkach prostredia, v ktorych riasa preziva [27], [32].

2.5.8 Vitaminy rozpustné v tukoch

Medzi vitaminy rozpustné v tukoch patria vitaminy A (retinol), D (kalciferoly), E (tokoferoly
a tokotrieonoly) a K (fylochinon a menachinény). Niektoré latky moézu slazit ako prekurzory
vitaminov, ako tzv. provitaminy, z ktorych organizmus dokaze syntetizovat' potrebné vitaminy.
Napriklad provitamin vitaminu A; (retinolu) je beta-karotén. Lipofilné vitaminy maju rdzne funkcie,
retinol sa napriklad uplatiiuje v biochemickych reakciach zrakového vnemu, vitamin D je potrebny
pre metabolizmus vapnika a fosforu, vitamin E sa uplatiiuje ako vyznamny antioxidant chraniaci
nenasytené lipidy pred poSkodenim volnymi radikalmi, vitamin K zas zohrava doélezita ulohu pri
aktivacii a spravnej funkcii zrazania krvi [44].

2.5.8.1 Vitamin E

Vitamin E je G¢inny antioxidant bezne pouzivany v kozmetickych pripravkoch urc¢enych na ochranu
pred slne¢nym ziarenim. Jeho hlavnou funkciou v bunke je ochrana membran pred UV Ziarenim alebo
oxidaénym poskodenim [22], [32].

Vitamin E predstavuje skupinu 6smich zliCenin rozpustnych v tukoch, ktord zahfna Styri formy
tokoferolov (a, f, y, o) a Styri formy tokotrienolov [44]. Alfa-tokoferoly st najdolezitejsimi
tokoferolmi, ktoré sa vyskytuju u rias. Tokoferoly st obsiahnuté vo vel’kom mnozstve v sladkovodne;j
mikroriase Euglena gracilis a v morskej riase Dunaliella tertiolecta. Tieto zli¢eniny pozostavaji z
poldrneho chromanolového kruhu, ktory je miestom antioxidacnych aktivit, a hydrofobneho
alifatického postranného retazca obsahujiuceho dve metylové skupiny v strede a dve d’alSie v koncove;j
polohe. Pre tokoferoly je bo¢ny ret'azec nasyteny, zatial’ ¢o pre tokotrienoly bo¢ny retazec obsahuje tri
dvojité vizby, z ktorych vSetky susedia s metylovou skupinou. Jednotlivé tokoferoly a tokotrienoly sa
lisia polohou a po¢tom methylovych skupin v chromanovom cykle a biologickou aktivitou [44].
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Tokoferoly st v kozmetike ¢asto pouzivané z déovodu ich schopnosti dobrej absorpcie do pokozky a
schopnosti redukovat’ transepidermalnu stratu vody, ¢im zlepSuju vzhl'ad suchej poskodenej pleti [32].

2.5.8.2 Vitamin A

Vitamin A (retinol) ovplyviiuje rdzne procesy v organizme, je ddlezity pre syntézu ocného pigmentu
rodopsinu, tvorbu a normalny vyvoj buniek pokozky a sliznic aj stabilitu membran buniek [27].
Vitamin A sa bezne vyskytuje v pokozke predovsetkym vo forme jeho esteru, teda retinyl-palmitatu.
Vitamin A a jeho provitaminy sa radia medzi terpenoidy. Morské riasy su bohatym zdrojom
beta-karoténu, hlavného prekurzoru vitaminu A. B-karotén ako prekurzor vitaminu A moéze byt
enzymaticky prevedeny na retinol a aplikovany do réznych kozmetickych vyrobkov, ako su séra ¢i
krémy. Vitamin A zlepSuje bariérova funkciu pokozky, ¢im jej moéze pomahat ostat’ hebkou. Taktiez
pomaha aktivovat’ produkciu viacerych epidermalnych proteinov, ¢o vedie k tvorbe silnejsich vrstiev
pokozky, ktora je tak pokryta odolnejSou vrstvou keratinocytov. V potravinarskom aj kozmetickom
priemysle sa vyuzivaju aj rozli¢né prirodzené ¢i syntetické derivaty vitaminu A (retinoidy) [44], [45].

2.5.9 Vitaminy rozpustné vo vode

Vitaminy rozpustné vo vode zahrfiuju tzv. vitaminy skupiny B alebo taktiez vitaminy B-komplexu a
vitamin C. Vitaminy skupiny B su tiamin (B1), riboflavin (B2), niacin (kyselina nikotinova a
nikotinamid, teda Bs), pyridoxin (Bg), kyselina pantotenova (Bs), biotin (B7), folacin (Bg) a korinoidy
(vitaminy Bip). Trividlny nazov vitaminu C je kyselina askorbova. Funkcia hydrofilnych vitaminov
spociva najmé v katalytickom ucinku, tieto zluceniny sa takmer vo vSetkych organizmoch uplatiiuja
ako kofaktory réznych enzymov v metabolizme primarnych aj sekundarnych metabolitov [44].

2.5.9.1 Vitamin C

Niektoré druhy mikro aj makrorias, medzi nimi aj Chlorella, st bohaté na vysoky obsah vitaminu C a
predstavuju alternativny zdroj tohto vitaminu v kozmetike. Pojmom vitamin C sa oznacuje reduk¢no-
oxidaény systém Kkyseliny askorbovej a dehydroaskorbovej [24]. Silna antioxidacna aktivita
vitaminu C stvisi nielen s jeho reakciou s volnymi radikalmi — podiel’a sa aj na ochrane vitaminu E,
¢im zvySuje jeho antioxidaény potencial [27]. Modze sa topicky pouzivat v dermatologii a
kozmetickych pripravkoch na lieCenie a prevenciu zmien spojenych so starnutim koze. Kyselina
askorbova je tiez efektivna v zmierfiovani hyperpigmentécie a je schopnd tlmit’ poskodenie pokozky
sposobené vplyvom UV Zziarenia [46].

Vitamin C je nevyhnutny pre biosyntézu kolagénu. Ovplyviiuje kvantitu syntézy a tiez stimuluje
kvalitativne zmeny v molekule kolagénu. Tento vitamin sluzi ako kofaktor pre enzym
lyzylhydroxylaza, ktory je zodpovedny za stabilizaciu a zosietovanie molekul kolagénu. Okrem toho
ma vitamin C aj potencidlnu protizdpalova aktivitu a mdze sa pouzivat’ pri lieCbe acne vulgaris a
rosacei. Podporuje hojenie ran, napomaha rozjasnit’ a opravit’ poskodenu kozu a zmieriiuje pozapalou
hyperpigmentaciu. Hladiny vitaminu C st niz§ie v starntcej alebo svetlom poskodenej pokozke, preto
by topicka aplikacia rdznych foriem vitaminu C mohla pomdct’ zlepsit’ jej stav. AvSak vitamin C, ako
vo vode rozpustna molekula s nabojom, je odpudzovana fyzickou bariérou diferencovanych
epidermalnych buniek. Z tohto dévodu je potrebné najst’ druh nosica ¢i enkpasulacného systému, ktory
by svojou povahou umoznil vitaminu C efektivnejsi prechod cez epidermalnu bariéru a absorpciu do
buniek, a zaroven by zvySoval stabilitu tejto zluceniny [47].

2.6 Metody analyzy metabolitov rias

Na stanovenie zloZenia biomasy a zloZenia extraktov ziskanych z rias za G¢elom rozboru riasovych
metabolitov sa bezne vyuzivaju moderné separacné techniky, najmi plynova chromatografia (GC) a
vysokou¢inna kvapalinova chromatografia (HPLC). Kvapalné vzorky je mozné kvantitativne aj
kvalitativne analyzovat prostrednictvom UV-VIS spektrofotometrie. Izolacia a separacia
pozadovanych syntetizovanych metabolitov z biomasy rias sa casto vykonava prostrednictvom
extrakcie. Najprv buda popisané metody extrakcii a nasledne analytické metody.
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2.6.1 Extrakcia

Extrakcia je separacna metoda zalozena na prechode latky fazovym rozhranim medzi dve vzajomne
nemiesatelné fazy, priCom tieto fazy mozu byt rézneho skupenstva. Jeden z najviac pouzivanych
sposobov ziskavania bioaktivnych latok zo vzoriek je extrakcia pomocou rozpustadla [48].

2.6.1.1 Extrakcia podla Soxhleta

Ide o extrakciu z pevnej fazy do kvapaliny, kde sa zo vzorky pevného materidlu vo vhodnom
extrakénom Cinidle rozpustaju skupiny pozadovanych zloziek podl'a povahy rozpustadla, ale ostatné
zlozky vzorky nie. Je to metdda kontinualnej extrakcie, fazy su pri protipraidovom pohybe v neustalom
styku. Umozniuje nekontrolovant a neriadenu prevadzku extrakcie pri efektivnej recyklacii malého
mnozstva rozpustadla na rozpustenie vicSieho mnoZzstva materidlu. Medzi vyhody Soxhletovej
extrakcie patri kontinualny kontakt cerstvého rozpustadla s pevnou matricou a absencia filtracného
kroku po extrakcii, resp. vylihovani. Extrakcia podla Soxhleta sa vyuziva pri deleni organickych
zlucenin na extrakciu nepolarnych latok. Nevyhodou tejto metddy je riziko tepelného rozkladu
termolabilnych zlucenin vo vzorke, pretoze k extrakcii obvykle dochadza pri teplote varu rozptstadla
po dlhsiu dobu. Automatizacia Soxhletovej extrakcie poskytuje znacné uspory Casu a extrakéného
rozpustadla [49].

2.6.2 Chromatografia

Chromatografia je separacné technika, ktord vyuziva delenie medzi dve fazy. Ide o fdzu pohyblivy,
oznacovanu aj ako mobilné faza (MF), ktora mo6ze mat’ plynné alebo kvapalné skupenstvo. Druha faza
je nepohybliva, teda stacionarna faza (SF), méze mat rozlicné formy v zavislosti od typu
chromatografickej separacie. Principom separacie je rozlicna interakcia jednotlivych zloziek
analyzovanej vzorky so SF a MF. Chromatografickou kolonou, ktora je naplnena stacionarnou fazou,
postupne prechadza istou rychlostou mobilna faza. Na zaciatok kolony sa vnesie vzorka (zmes latok)
obsahujuca rozne zlozky. Vzorka je unasand MF ku koncu koldny, priCom jedna zlozka je mobilnou
fazou unéasana rychlejSie ako druha. Behom prechodu kolénou kazda molekula vzorky prejde
mnohokrat z pradu MF na SF a spét. Najviac st v kolone zadrziavané zlozky, ktoré st najsilnejsie
patané k SF. Cim je viG$ia miera afinity zlozky k SF, tym dlhsie je zlozka zadrziavana, z kolony
vychadza tym neskor, teda mé vyssi retencny Cas. Na vystupe z kolony vychadzaju zlozky uz oddelené
v urcitom poradi v zavislosti na ich retencnych ¢asoch. Ddlezitou sucast'ou je detektor na vystupe z
kolony, ktory deteguje separované zlozky. Signal detektoru je zaznamenavany v zavislosti na case.
Odozva detektoru zavisi na koncentracii eluovanej zlozky [48], [50].

2.6.2.1 Kvapalinovd chromatografia
Mobilné faza je kvapalina. O separacii zloziek vzorky rozhoduje nielen ich interakcia so SF, ale do
vel’kej miery aj charakter pouzitej MF a afinita zloziek analyzovanej zmesi k MF. Uplatiiujii sa r6zne
mechanizmy separacie. Vplyv teploty na separaciu je v kvapalinovej chromatografii (LC) maly a
kolony vécSinou pracuju pri laboratornej teplote. Metdda LC je preto vhodna aj na separéciu tepelne
nestalych zlucenin. Pre kvapalinovi adsorpénu chromatografiu sa ako SF najcastejSie vyuzivaju silne
polarne a plno porézne adsorbenty gulovitého tvaru. Najrozsirenej$im adsorbentom je silikagél [48].
Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) vyuZziva na separaciu zloziek kolony s napliou
tvorenou malymi gul'ovitymi Casticami sorbentu o priemere najcastejsie 3, 5 alebo 10pum. Sorbent je
uloZeny na frite. Castice SF klada vysoky odpor prietoku MF, preto je nutné vyuzivat’ vysokotlakové
cerpadla na prekonanie tohto odporu a vytvorenie konstantného prietoku MF. Eluat vychadzajtci po
separacii z kolony preteka mernou celou detektoru, kde je merand urcita jeho vlastnost, ktora je
transformovana na elektricky signal d’alej spracovany pocitacom. Detektory v HPLC by mali byt
selektivne pre analyty a malo citlivé na mobilnli fazu. Vystupom z merania je pocitatom vytvoreny
chromatogram, ktory predstavuje Casovu zavislost odozvy detektoru. Kvalitativnu informaciu na
identifikaciu latok poskytujii na chromatograme piky charakterizované reten¢nym c¢asom. Plocha
alebo vyska piku sluzi na kvantifikaciu zlaceniny [50].
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2.6.3 UV-VIS spektrofotometria

Optickd metdda absorpcnej spektrofotometrie pracuje na principe interakcie analyzovanej vzorky
s elektromagnetickym ziarenim. Pre UV-VIS spektrofotemetriu sa vyuZziva ziarenie v oblasti vinovych
dizok 200—-800 nm. Metddu je mozné aplikovat’ na kvalitativnu aj kvantitativnu analyzu. Kvantitativna
analyza vychadza z predpokladu platnosti Lambert-Beerovho zakona, ktory popisuje vztah medzi
mierou absorbancie a koncentraciou stanovovanej zluceniny. Pre roztoky o nizkych koncentraciach
a pri pouziti monochromatického Ziarenia plati, Ze hodnota absorbancie A pri danej charakteristickej
vlnovej dizke je priamo timerna latkovej koncentracii ¢ [mol-dm™], aje zavisla na molarnom
absorpénom koeficiente & [dm*mol™*-cm™] a na hriibke absorbujtcej vrstvy | [cm], ¢o je vlastne
hrubka kyvety [48].

A=c-¢g -1 (D)

Absorpéné UV-VIS spektra zobrazuju zmenu miery absorpcie Ziarenia vzorkou ako funkciu vinovej
dizky dopadajiceho svetla a meraju sa pomocou spektrofotometra. Absorpéné spektra sa ziskavaji
postupnou zmenou vinovej dizky dopadajuceho Ziarenia pomocou monochromatora a zaznamenanim
intenzity prepustaného Ziarenia na detektor [50]. Na zaklade absorpénych spektier analyzovanych
vzoriek je mozné urCit koncentricie zlicenin rozlicnych druhov a Struktar pri vybere spravnej
charakteristickej vinovej dizky pre danii zlu¢eninu. Absorpéné maxima chlorofylov sa nachadzaju
v Cervenej amodrej oblasti viditelného spektra, tak ako to zobrazuje Obrazok 4. Karotenoidy
vykazuju typické absorpcné spektrum, ktoré sa vyznacuje tromi absorpénymi maximami (napriklad
pre violaxantin, neoxantin) alebo dvoma maximami s jednym ramenom (lutein a B-karotén) v modrej
spektralnej oblasti. Poloha absorpéného maxima pre bezkyslikaté karotenoidy, ako je P-karotén, je
v oblasti vyssich vinovych dizok, ako pre xantofyly nestice v molekule kyslik. So zvySujucim sa
mnozstvom hydrofilnych skupin v tetraterpenoidnom uhlikovom skelete karotenoidov sa absorpcné
maximé (a rameno) posivajii do niz§ich vlnovych dizok. Presnd poloha absorpéného maxima
extrahovanych pigmentov zavisi aj na typu rozpustadla a do istej miery aj na type pouzitého
spektrofotometra. Rozne rastlinné pigmenty absorbuju svetlo v prekryvajucich sa spektralnych
oblastiach, v zavislosti od zvoleného systému extrahovadla a spektrofotometra [51].
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Obrdazok 4: Absorpcné spektra chlorofylov A, B a B-karoténu, prebrané a upravené z [52]
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2.6.4 Spektrofotometrické stanovenie antioxidac¢nej aktivity

Metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) testuje schopnost’ vzorky zhasit’ synteticky
farebny radikalovy kation ABTS™ (2,2"-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)).
Vysledna antiradikalova aktivita vzorky je porovnavana s antiradikdlovou aktivitou Standardnej latky
Trolox, €o je rozpustny synteticky analég vitaminu E. Radikaly su generované v reakCnej zmesi
oxidaciou ABTS, napriklad prostrednictvom peroxodisiranu draselného alebo oxidu manganicitého
[53].

Antioxidant pritomny v testovanej vzorke redukuje kationové radikaly ABTS™ na ABTS a
odfarbuje ich na svetlejSiu zeleni alebo bezfarebni z pévodne modro-zelenej farby. Intenzita
vysledného sfarbenia roztoku je priamo timernd celkovej antioxidacnej aktivite vzorky. Zhasenie
radikalu ABTS™ antioxidantmi, ktoré maju funkciu donorov vodika, sa sleduje spektrofotometricky na
zéklade zmien absorpéného spektra ABTS™ meranim absorbancie pri vinovej dizke 734 nm. Trolox sa
pouZzije na vytvorenie kalibracnej rady na zostavenie kalibracnej krivky, na zaklade ktorej sa vypocita
vysledna antioxida¢na aktivita analyzovanej vzorky. Parameter TEAC urcCuje antioxida¢nt kapacitu
vzorky vyjadrenu ako ekvivalent antioxida¢nej aktivity definovaného mnozstva Troloxu [54].

2.7 Nanomaterialy pre enkapsuldciu aktivnych zli¢enin

Produkcia vyrobkov obsahujucich nanocastice ¢i nanovlakna sa v poslednych dekadach stale zvysuje.
Nanotechnologie spocivaju v generovani a vyuzivani materidlov, mechanizmov alebo systémov v
nanometrovom meradle. Nanomaterialy mozno definovat’ ako materialy, ktoré maji najmenej jeden
rozmer v rozmedzi velkosti obvykle od 1 do 100 nm. Nanomaterialy su produkované najmé preto, ze
vel'kosti v nano turovniach su blizke velkostiam jednotlivych molekul ¢i atomov. Nanotechnologie si
tak schopné cielene ovplyvnit Strukturalne, mechanické ¢i tepelné alebo termodynamické vlastnosti a
chovanie materialov. Hlavnym dovodom $irokého vyuzivania nanomaterialov ako nosnych materialov
pre aktivne zluceniny v kozmetike ¢i medicinskych aplikaciach je prave ich velkost, ktora umoziuje
lepsiu penetraciu kozou a zaroven poskytuje zvysenie biologickej dostupnosti aktivnej latky v mieste
pozadovaného ucinku a jej postupné, cielené uvolfiovanie z nosi¢ového systému [40], [55].

2.7.1 Vyznam nosicovych systémov a enkapsulacie

Bioaktivne metabolity ziskané z rias poskytuji mnohé ucinky efektivne pre vyuzitie v kozmetickom
a potravinarskom priemysle, no ich ¢astym problémom je nedostato¢na stabilita. Preto je tieto latky
vhodné inkorporovat’ do nosicového systému (NS), aby tak bola zachovana ich chemicka Struktira a
aby boli uchranené pred fyzikalnym a chemickym znehodnotenim pdsobenim roznych faktorov
okolitého prostredia. To sprostredkivaji rdéznorodé metddy enkapsulacie a techniky inkorporacie
aktivnych zltcenin do NS. Principom je uzavretie bioaktivnej zlozky do inej latky ¢i materialu, za
ucelom jej stabilizacie a ochrany. Tieto metédy zarovenn umoziiuju aj postupné a kontrolované
uvolnovanie aktivnych latok obsiahnutych v kozmetickych pripravkoch pri aplikécii na pokozku za
definovanych podmienok. Dal§im dévodom vyuzitia nosnych materialov v podobe nanocastic je
potreba zamedzenia neziaducich reakcii s inymi zlozkami zmesi, ako napriklad s pritomnymi kovmi,
kyselinami ¢i d’al$imi aktivnymi latkami, s ¢im suvisi aj udrzanie optimalneho pH daného pripravku
[4], [35], [56].

Latka, ktora enkapsuluje aktivnu zltiCeninu ¢i tvori zaklad nosi¢ového systému, sa mdze nazyvat’
kapsula, povlak, vonkajsia faza alebo nosny material. Latka, ktora je enkapsulovana, sa oznacuje ako
aktivna, jadro alebo aj vnutorna faza. Aktivne latky vkladané do NS moézu byt tuhého, kvapalného aj
plynného skupenstva. Castice, do ktorych sa aktivne latky inkorporujii, mozu byt’ rozliéného druhu a
Struktdry, a st pripravované Sirokym spektrom technik [55], [56].

Latky pouzivané ako nosné materialy prichadzajuce do kontaktu s l'udskym organizmom musia byt
toxicky nezavadné a idealne aj biodegradabilné, teda biologicky rozloziteIné. Inkroporaciu latok do
NS mozno pouzit na zachovanie integrity metabolitov extrahovanych z rias pri ich spracovani,
skladovani ¢i pri ich naslednej aplikacii v kozmetickom produkte na dosiahnutie lepsieho vstrebavania
a riaden¢ho uvolnovania, ale napriklad aj na ich lepsi rozptyl v koloidnych systémoch [3].
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2.7.2 Druhy enkapsulacie

Na obalenie aktivnej zlu¢eniny vonkajSou fazou existuje niekol’ko metdd, vyber tej najvhodnejsej
zalezi na rozliénych faktoroch, ako napriklad na planovanej aplikacii preparatu, pozadovanych
rozmeroch Castic, taktieZ na fyzikalnych a chemickych parametroch aktivnej latky aj obalového
materidlu, d’alej na zamyslanom mechanizme uvolfiovania latky. Dolezité su aj naklady na vyrobny
proces [40]. V kozmetickom priemysle patri medzi najbeznejsie techniky enkapsulacie sprejové
suSenie, sprejové chladenie, extruzia, emulzifikacia, koacervacia, lyofilizacia, polymericia a
enkapsulacia do lipozomov. Na pripravu nanovlakien ako nosného materialu pre aktivne zliceniny
tieZ existuje cela rada rozliénych technik, ktoré budt spomenuté d’alej [3], [57].

2.7.3 Nanomaterialy v kozmetickom priemysle

Molekularna $truktira nanomateridlov a ich interakcie s prostredim st dva dolezité faktory, ktoré
ovplyviujt ich Coraz CastejSiu aplikaciu v kozmetike. Nanomaterialy pouzivané v kozmetike mozno
klasifikovat do rdéznych skupin, ako napriklad nanoemulzie, nanolipozoémy, nanopigmenty a
nanovlakna. Je mozné aplikovat’ ich napriklad v krémoch na opalovanie, krémoch na pokozku,
vyrobkoch na vlasy a vyrobkoch ustnej hygieny. Stale vSak nie je konkrétne definované, kolko
roznych druhov nanomateridlov sa v kozmetike vyuziva, pretoze presné vymedzenie nanomaterialu v
kozmetike nie je pevne dané a stale sa upravuje [58].

Na pokozku je mozné zamerat dodavanie vyZzivnych, bioaktivnych latok ich povrchovou
aplikaciou. AvSak stratum corneum, ¢o je vonkajSia vrstva keratinocytov epidermy, funguje ako
ucinna protektivna bariéra a brani priechodu mnohych latok (najmid vysokomolekularnych) z
vonkajsieho prostredia do pokozky. Preto je dblezity dodavaci NS aktivnych latok, ktorym je mozné
dosiahnut’ lepSiu penetraciu tejto prirodzenej bariéry a docielit’ tak vysSiu absorpciu aktivnych latok
obsiahnutych v kozmetickom pripravku na poZadovanom mieste [47]. Pre tento tcel je mozné vyuzit
nanolipozoémy na enkapsulaciu aktivnej zlozky alebo (nano)vlakna ako nosi¢ové systémy (tzv.
delivery systems), ktoré poskytni vyssiu biologicku dostupnost” inkorporovanej aktivnej zliceniny a
jej riadené uvolovanie v pozadovanych koncentraciach [59].

2.7.4 Nanovliakna

Nanovlakna st vlakna s priemermi v rozsahu nanometrov,vo vseobecnosti je akceptované, Ze ich
priemey dosahuji maximalnel 000 nm. Pre nanovlaknité Struktary je charakteristicka velka plocha
povrchu na jednotku objemu. Mé6zu byt generované z réznych polymérnych zlicenin, vd’aka ¢omu
disponuju rozlicnymi fyzikalnymi vlastnostami a aplikaénymi potencialmi [59], [60].

Nanovlakna (NV) tvoria vd’aka svojim jedineénym vlastnostiam atraktivnu a ¢oraz viac vyuzivant
skupinu nanomaterialov. Vysoky pomer povrchovej plochy k objemu, malé priemery jednotlivych
vlakien, biologicka odburatelnost’, vysoka pérovitost’ a malé velkosti poérov z nich robia dobrych
kandidatov pre mnoho aplikacii. Vyznamnou aplikaciou je uplatnenie NV v medicinskych oblastiach
vo forme nosi¢ovych systémov lie¢iv, alebo ako krytov ran ¢i v tkanivovom inzinierstve [4], [60].
Kozmeticky priemysel je dalSou z doélezitych oblasti pouzitia. Relativne velky merny povrch
nanovlakien zabezpeCuje vysok(l mieru styku s okolitym prostredim, a tym aj nasledne zvySenu
reaktivitu inkorporovanych latok vo vlaknach. Samozrejme musi dochddzat’ k uvoliiovaniu aktivnej
latky z vlakien, pripadne k poruSeniu Struktiry naviazania aktivnej latky na povrchu vlékien. Vysoky
kontaktny povrch medzi nanovlaknami a pokozkou tak zaistuje efektivnejSie doddvania aktivnej
zliceniny do pozadovanych Casti pokozky pri ich topickej aplikacii. Vynikajucou vlastnostou NV
vytvorenych elektrostatickym zvldkiiovanim je velka plocha ich povrchu, ktora je mozné eSte vyrazne
zvysit' vytvorenim tzv. povrchovej porovitosti. Pérovitost’ je mozné cielene upravovat’ pri procese
zvlaknovania. Vd’aka vysokej porovitosti a nizkemu priemeru pérov pozorovanych v nanovlaknach je
mozné vyrobit’ rdzne priedusné kozmetické produkty [4], [58], [60].
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2.7.5 Aplikacie nanovlakien v kozmetike

Nanovlakna je mozné pouzit’ na pripravu farmaceutickych alebo kozmetickych produktov zameranych
na dosiahnutie optimalneho stavu a regeneraciu koze. Ide hlavne o pletové masky na ¢istenie, hojenie
¢i terapiu pokozky, do ktorych je mozné zakomponovat rozne zliceniny schopné revitalizovat
pokozku [58], [61].

Len nedavno bola napriklad vyrobena antioxida¢na nanovldknové pletovd maska proti vraskam s
inkorporovanou kyselinou askorbovou, kyselinou retinovou, kolagénom a nanocéasticami zlata. Tieto
latky boli pridané priamo do roztoku polyméru urCeného na zvlaknovanie a nasledne boli
vyprodukované metodou elektrostatického zvlaknovania vlakna s obsahom aktivnych zluc¢enin [62].
Vyskum v oblasti dermokozmetiky sa zameriava aj na $tddium dodavania lieCivych aktivnych
zltcenin cez pokozku pomocou nanovlakien ako nosicovych systémov. Prehl’ad vybranych aplikacii
polymérnych nanovlakien v kozmetike zazoriiuje Obrazok 5.

hojenie koze

Cistenie koze POLYMERNE pletové masky

NANOVLAKNA

riadené uvolfiovanie bioaktivnej zlozky do koze

Obrdazok 5: Vybrané aplikacie polymérnych nanovldakien v kozmetickom priemysle, prevzaté a upravené z [4],
[40].

2.7.6 Inkorporacia aktivnej latky do nanovlakna

Optimalny postup na inkorporaciu aktivnej zluceniny do nanovlakna sa vybera s ohl'adom na charakter
zlGceniny, ktora ma byt do vlakna zabudovana. Bioaktivne zlu¢eniny je mozné jednoducho zmiesat s
polymérnym roztokom, pricom je nutné zvolit' rozpustadlo, v ktorom je rozpustny polymér aj
bioaktivna zlugenina. Takyto roztok je mozné nasledne podrobit’ co-elektrospinningu. Dalsou
moznostou je fyzikalne alebo chemické imobilizovanie latok na povrchu sformovanych vlakien ¢i ich
nepriame nanasanie na nanovlakna. Podl'a sposobu zakomponovania aktivnej latky priamo do vlakien
alebo na ich povrchu potom dochadza aj k odlisnym procesom uvolfiovania inkorporovanej latky z
tychto Struktar. Pre vlakna vytvorené elektrostatickym zvlakiiovanim zo spolo¢ného roztoku polyméru
a extraktu aktivnych zliCenin sa uplatituje pri uvolfiovani aktivnej zluceniny z vlédkna jednoducha
diftazia [61], [63].

2.7.7 Metody pripravy nanovliakien

Na produkciu nanovlakien existuje niekol’ko réznych technik. V sucasnosti sa najbeznejsie vyuziva
elektrostatické zvlaknovanie (elektrospinning) a rotaéné (forcespinning) zvlaknovanie, ktoré vyuziva
vonkajsiu odstredivl silu. Inou moznostou pripravy nanovlékien je napriklad tzv. samozoskupovanie
mensich molekul a Castic do vlakien, vytahovanie vldkien z kvapky, rozfikavanie nanovlakien z
taveniny (meltblowing), fazova separacia, medzifdzova separacia, rychlo iniciovana polymerizacia,
metoda rastu vlakien podla predlohy (matricova syntéza) a mnohé dalsie. Elektrostatické
zvlakiovanie je preferované najmé vd’aka pomernej jednoduchosti a nizkym nakladom [58], [64].

25



2.7.8 Elektrospinning (elektrostatické zvlakiovanie)

Technika vyuziva elektrostatické sily na vyrobu jemnych polymérnych vlakien v rozmedzi od desiatok
nanometrov po niekol’ko mikrometrov. VIdkna vyrobené elektrospinningom maji mnoho vynikajacich
charakteristik, ako rozmanitd porovitost, vysoky pomer povrchu k objemu, vyborné mechanické
vlastnosti, moznost' Sfunkcnenia povrchu a napodobiiovanie prirodnej fibrilarnej extracelularnej
matrix [65]. Nastavenim parametrov elektrospinnningu je mozné kontrolovat’ a menit’ velkost
povrchu, priemer ¢i poérovitost’ vlakien alebo hmotnost’ vlakna na jednotku plochy. Technika
elektrostatické zvlaknovania je zvlast vhodna na vyrobu vlakien pomocou velkych komplexnych
molekul. Elektrospinning umoziuje efektivnu vyrobu kontinudlnych polymérnych nanovlakien.
Vlakna pripravené elektrospinningom maji velky potencial na G¢inné zachytavanie bioaktivnych
zlicenin a dosiahnutie ich pozadovaného riadené¢ho uvolnovania [4], [61].

2.7.8.1 Princip elektrostatického zvlakriovania

Tvorba vldkien je realizovana prostrednictvom elektricky nabitého prudu roztoku alebo taveniny
polyméru. Pristroje na realizaciu tohto procesu sa skladaju z troch zakladnych Casti: zdroj vysokého
napiétia, ihla (resp. tryska ¢i kapilara) a kolektor (zberac) [66].

Pri elektrostatickom zvlaknovani je najviac vyuzivané jednosmerné elektrostatické pole s vysokou
intenzitou. Uzka ihla, ktora slizi ako zvlékiiovacia kapilara a uzemneny kovovy kolektor umiestneny
oproti vrcholu kapilary predstavuju dve elektrody, ktorych rozdiel elektrickych potencidlov vytvara
napétie pol'a. Do linearneho davkovaca je umiestnena striekacka so zvlakiiovacim roztokom polyméru.
Roztok je nasledne vytlaGany nevodivou trubicou do zvlakinovacej elektrody v podobe ihly. V ihle
dochadza pri vytlaéani roztoku polyméru K prenosu naboja na tento roztok. Najprv sa vplyvom
povrchového napidtia vytvara kvapka roztoku polyméru na Spicke kapilary [67]. Pri zvySovani
intenzity elektrického pol'a dochadza k natiahnutiu kvapky pri usti kapilary a vytvara sa kuzelovity
tvar, tzv. Taylorov kuzel. KuZel' sa zvySovanim napdtia d’alej deformuje. PrekroCenim Kritickej
hodnoty, pri ktorej odpudiva elektrostaticka sila prekona povrchové napitie, sa z kuzela zaéne
vytahovat’ prud tekutiny v podobe tenkého vladkna. Toto vylietavajuce vldkno smeruje do oblasti
s niz§im potencidlom ku zbernej uzemnenej elektrode. Tryskajuci polymérny roztok sa na drahe ku
kolektoru postupne predlzuje a koncentruje odparovanim rozpustadla, az dopada na kolektor
v pevnom stave. Pri odparovani rozpustadla nastava velky narast povrchu vlakien. Pri spravnom
usporiadani ihly a kolektoru avhodnom vybere rozpustadla na kolektor dopadnti uz suché
nanovlakna. Naboj vlakna je vybity po dopade na uzemneny kolektor [66], [68], [69].

Ihla

el
Roztok
polyméru

Zdroj
vysokého ___, Elektricky nabity
napiitia vV y tryskajuci prad
FA > pelymérneho

, roztoku

Obrazok 6: Schematicky diagram procesu elektrostatického zvldkiiovania, prevzaté a upravené z [66]
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2.1.8.2 Zasady elektrospinningu
Klacovymi parametrami procesu elektrospinningu je najma vyber rozpustadla pouZzitého na pripravu
roztoku polyméru, sila elektrického pola pdsobiaca na roztok a tiez letova vzdialenost prudu
polyméru, teda velkost medzery medzi hrotom striekacky a uzemnenym kolektorom. Pre kazdy
systém polymérneho roztoku existuje optimalna kombinacia tychto parametrov zvlaknovania [68].
Vseobecne plati, ze na vytvorenie roztoku zvoleného polyméru je potrebné vybrat vhodné
rozpustadlo, ktoré s polymérom vytvara stabilny roztok. Zaroven sa musi zvolené rozptstadlo pri
zvlaknovani odparovat’ optimalnou rychlostou tak, aby vznikali vlakna s pozadovanou mechanickou
celistvostou, tvrdnuce az po dopade na kolektor a dosiahnuti pozadovanych rozmerov. Viskozita a
povrchové napétie pouzitého rozpustadla polyméru by nemali mat’ prili§ vysoké hodnoty. Napajanie
sustavy zdrojom napétia musi byt dostatocné na udrzanie pradu polymémych vlaken tryskajucich zo
striekaCky. Systém na elektrostatické zvldknovanie je citlivy na parametre ako teplota ¢i relativna
vlhkost [64], [66], [69].

2.71.8.3 Parametre ovplyviiujuce vilastnosti viikien

Vlastnosti vlakien, najmd ich morfologiu a hrubku, je mozné regulovat’ nastavenim roznych
parametrov procesu elektrostatického zvlakinovania. Tieto parametre mozno rozdelit' do niekol'kych
hlavnych skupin. Ide o vlastnosti samotného polyméru, vlastnosti roztoku, procesné podmienky a
podmienky okolitého prostredia. Prehl'ad parametrov ovplyviiujtcich stavbu a vlastnosti vytvorenych
vlakien uvadza Tabulka 1.

Tabulka 1: Parametre ovplyviiujuice morfologiu vidkien pripravenych elektrostatickym zvlakiovanim, prevzaté
a upravené z [67], [70].

Vlastnosti polyméru Vlastnosti roztoku Procesné podmienky Okolité prostredie
Rozpustnost’ Koncentracia Vzdialenost’ elektrod | Teplota
Molekulova hmotnost’ | Povrchové napitie Aplikované napitie Vdzusna vlhkost’
Distribucia Viskozita Rychlost’ prietoku Tlak
molekulovych ) o roztoku polyméru

hmostnosti Viskoelasticita inlou

Elektricka vodivost’

Prchavost’

Medzi najdolezitejSie faktory regulacie priemeru vlakien patri viskozita a povrchové napitie
roztoku, vodivost’ roztoku, pouzité napitie a vzdialenost' kolektora od zvlaknovacej trysky. Z
podmienok okolitého prostredia je vyznamna hlavne vlhkost a tlak [66], [69].

2.8 Materialy na vyrobu nanovlikien

V1dknité materidly vyuzivané ako NS pre bioaktivne latky mozu byt pripravované zo zlicenin
rozlicnych druhov a vlastnosti. Na vyrobu vlakien aplikovanych v medicine, kozmetike aj v
potravinarstve sa pouZivaju predovsetkym polyméry schopné biologického rozkladu [4].

Ak ide o pripravu vlakien obohatenych o aktivne zlt¢eniny ¢i lie¢iva, polyméry nesmu s aktivnou
zliceninou nepriaznivo interagovat, aby neporusili jej chemicku Struktaru a zlozenie. Enkapsulacia
bioaktivnej zlt¢eniny do polymérnych vlakien musi zaistit’ ¢o najlepsiu stabilitu takto inkorporovanej
zlu¢eniny. Latky pouZivané na zhotovenie NV musia spiiat’ aj dalsie podmienky, ako napriklad
schopnost’ poskytniit’ inkorporovanej zlicenine ¢o najvyssiu ochranu pred nepriaznivymi faktormi
vonkajSieho prostredia. Preto je pri vybere vhodnej zla¢eniny na syntézu vlakien délezZité zohladnit
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prostredie, v ktorom ma byt’ material aplikovany a zvazit' jeho aktivitu. Je nutné zvazit' aj vonkajsie
vplyvy posobiace na prostredie, v ktorom sa inkorporovana aktivna zlucenina vyskytuje, teda faktory
ako zmena teploty, vihkosti vzduchu, osmotického tlaku alebo pH [4], [60].

NajvyznamnejSim narokom pre vldkna sluziace na topickt aplikdciu je ich nulové toxické
pOsobenie na organizmus, teda biokompatibilita. Materidly moézu byt vybrané zo Sirokej Skaly
prirodnych ¢i syntetickych polymérov, pripadne ich kombinacie. Medzi najCastejSie pouzivané
polyméry na zhotovenie vlakien patria v potravinarstve a kozmetike polysacharidy (Skroby, celulozy,
alginaty, agarozy, cyklodextriny, chitosan), proteiny (kolagén, Zelatina, kazein ¢i s6jové proteiny) a
lipidy (vosky, parafin a oleje). Vyuzivané su aj syntetické polyméry (akrylové polyméry,
polyvinylalkohol a polyvinylpyrolidin). Ako druhotné polyméry sa mozu tiez pouzit' anorganické
materialy, ako s silikaty, ily a polyfosfore¢nany [4], [59], [60].

Mnohé prirodné polyméry sa vyznacuju vyhodnymi mechanickymi vlastnostami, niektoré aj
Specifickou biologickou aktivitou. NavySe st vysoko biokompatibilné, pri kontakte s organizmom
Cloveka vyvolavaji minimalnu zapalovu reakciu, ¢o z nich robi vhodné substraty pre produkciu
vlakien v kozmetike. Okrem iné¢ho sa na vyrobu NV pouzivaju aj polyestery (kyselina polymliecna,
kyselina polyglykolova a ich kopolymér). K polyesterom patria aj polyhydroxyalkanoaty (PHA), ktoré
st produkované intracelularne metabolizmom mikroorganizmov. Je to skupina polymérov, ktoré su
charakteristické dobrou biodegradabilitou a biokompatibilitou. Prikladom takejto zlG¢eniny
pouzivanej na vyrobu nanovlakien je PHB, teda polyhydroxybutyrat [4], [67]. Doteraz bolo metodou
elektrospinningu uspesne zvlaknenych viac ako patdesiat roznych polymérov do jemnych vlakien.
Vacsinu polymérov je potrebné pred elektrostatickym zvldkiiovanim rozpustit vo vhodnom
netoxickom rozpustadle [68].

2.8.1 Zelatina

Zelatina je proteinovy biopolymér ziskavany ¢&iastoénou hydrolyzou kolagénu. Zelatina je
biodegradabilna, biokompatibilna, netoxickd a ma relativne nizku cenu, vdaka Comu sa vo
farmaceutickej a medicinskej oblasti vyuziva najmd vo forme filmov. Okrem filmovych vrstiev je
mozné zo Zelatiny vytvorit nanovldkna metddou elektrospinningu, avSak zvlaknovanie zelatiny ma
niekol’ko uskali [71].

2.8.1.1 Zelatinové viikna

Zelatina je I'ahko rozpustnd vo vode, aviak bolo preskimané, Ze z roztoku Zelatiny vo vode nie je
mozné efektivne vytvorit’ elektrospinningom vlakna s dostato¢ne kvalitnymi vlastnostami. Takto
vytvorené vladkna st l'ahko rozpustné a mechanicky slabé. Ako rozpustadlo je potrebné vyuzit' ina
zlt¢eninu, ako napriklad organicky 2,2,2-trifluéretanol alebo kyselinu octovu [71], [72].

Cisté Zelatinové nanovlakna bez d’aliej Gipravy nemusia mat’ vzdy vhodné mechanické vlastnosti a
pozadovant hydrolyticku stabilitu pre pouzitie v biomedicinskych ¢i kozmetickych aplikaciach. Preto
je ich zosietovanie (tzv. crosslinking) prostriedkom na zvySenie ich hydrolytickej stability,
optimalizaciu termomechanickych vlastnosti a na zlepSenie mechanickej pevnosti pre ich potencialne
vyuzitie [71].

Proces zosietovania moze byt vykonany chemickymi alebo fyzikalnymi metodami. Chemické
zosietovanie Zelatinovych vlakien sa moéze dosiahnut réznymi zluCeninami, ako su aldehydy
(formaldehyd, glutaraldehyd a glyceraldehyd) [73], alebo polyepoxidy [74], ale aj mnohymi d’al$imi.
Fyzikalne metody zosietovania zahffiajli dehydrotermalne oSetrenie (DHT) a ozarovanie UV alebo
gama ziarenim, vo v§eobecnosti st v§ak menej efektivne [71].

Zelatinové vlakna, jednoduché alebo stabilizované a optimalizované procesmi zosietovania, maju
niekol’ko potencialnych aplikacii. Ide napriklad o hojenie ran [75], ¢i ich pouzitie ako nosicové
systémy a enkapsula¢né materialy pre kontrolované uvolnovanie lieiv a réznych inkorporovanych
bioaktivnych latok [76].
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2.9 Analyza cytotoxicity

Cytotoxicita je schopnost’ chemickych zluc¢enin alebo buniek sposobit’ poskodenie inej bunky. Vyvoj
novych kozmetickych pripravkov ¢i materidlov na aplikaciu v medicine, kozmetike alebo
potravinarstve je spojeny s testovanim bezpe¢nosti novosyntetizovanych materidlov pre l'udské
zdravie. Na takuto analyzu st vyhodné in vitro testy cytotoxicity, ktoré sa vykonavaji na tkanivovych
kultarach alebo bunkovych liniach v skimavkach, na skli¢kach ¢i na Petriho miske.

In vitro testy predstavuju rychlejSiu a lacnejsiu alternativu k in vivo testovaniu na zvieratach, a
zaroven su aj humannej$im spésobom analyzy cytotoxicity. In vitro testy sleduju viabilitu buniek
vystavenych testovanej zluCenine ¢i materialu. Viabilita je schopnost’ buniek prezivat, a je
determinovana réznymi bunkovymi prejavmi, ako napriklad proliferdcia buniek alebo sledovanie
mitochondrialnej aktivity. Vd’aka tomu existuje niekol’ko metod in vitro testovania cytotoxicity [77],
[78].

29.1 MTT testy

Na vizualizaciu bunkovej proliferacie sa Casto vyuzivaju tetrazoliové soli. MTT test cytotoxicity je
zalozeny na schopnosti NAD(P)H-dependentnych dehydrogenaz zivych buniek redukovat MTT
tetrazoliové farbivo Zltej farby na nerozpustny formazan fialovej farby. MTT, S$truktarne 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid), je pridany k bunkam vystavenym testovanej
latke, pricom vznika nerozpustny formazan rozstiepenim tetrazolového jadra v molekule MTT.
Formazanovy produkt sa naslednym rozpustenim organickym rozpustadlom uvolni z vnutra buniek.
Takto vzniknuty roztok formazanu je kvantifikovany spektrofotometricky, zlucenina ma maximum
absorpcie Ziarenia pri vinovej dizke 540 nm. Intenzita farby vzniknutého formazanu je funkciou po&tu
zivych, viabilnych buniek z testovacej kultiry. Vysoka intenzita fialovej farby poukazuje na vysokt
zivotaschopnost’ buniek, zatial’ ¢o nizka intenzita fialovej farby formazanu znamena znizeny pocet
zivych buniek, a tym aj cytotoxicitu analyzovanej latky. MTT testy je mozné vykonavat’ na I'udskych
keratinocytoch alebo melanocytoch [77], [79]

2.10 Doterajsie vysledky v problematike

Vitamin A a vitamin E boli uspesne zabudované do biologicky odburatenych Zzelatinovych
nanovlakien pomocou elektrostatického zvlakiiovania. Vitamin E chrani vitamin A pred oxidaciou, ¢o
ma za nasledok mensiu degradaciu podas procesu uvolfiovania zlu¢enin z vlakien. Zelatinové vlakna
pripravené elektrospinningom vykazovali trvalé uvolfiovanie zakomponovanych zli¢enin po dobu
viac ako 60 hodin a dominantnym mechanizmom ich uvolfiovania bola difazia [80].

Hani a kolektiv enkapsulovali bioaktivny extrakt z rastliny moringy olejodarnej do Zelatinovych
nanovlakien zvlaknenych z 30 % roztoku kyseliny octovej na zlepSenie stability a udrzanie
antioxidacnej aktivity tohto bioaktivneho roztoku [72]. Do zelatinovych vlakien pripravenych
elektrostatickym zvlaknovanim tiez z roztoku kyseliny octovej bol enkapsulovany aj pomarancovy
esencialny olej. Na optimalizaciu vlastnosti nanovlakien bolo pouzité chemické zosietovanie vlakien
pomocou kyseliny taninovej. Takto pripravené vlakna poskytli vhodné riadené uvolfiovanie
pomarancového esencialneho oleja a boli uspesné pri zlepsovani jeho stability pri skladovani [81].

V roku 2017 boli timom vedcov skiimané rdzne parametre elektrostatického zvlakiiovania Zelatiny
z roztokov s netoxickymi rozpustadlami. Hlavnym cielom bolo objasnenie, ako je morfoldgia a
priemer vladkien vyrobenych z roztoku zelatiny v kyseline octovej ovplyvnena koncentraciou
rozpustadla a parametrami procesu (rychlost’ prietoku, pouzité napétie, vzdialenost medzi hrotom ihly
a kolektorom) [82].
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3 CIELE PRACE
V ramci tejto bakalarskej prace budui rieSené nasledujice tlohy:

1) Spracovanie reSerSe na dana tému

2) Kultivacia vybranych rias a priprava ich extraktov

3) Pridavok vybranych riasovych extraktov do organickych vlakien
4) Vyhodnotenie vysledkov a diskusia
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie
4.1.1 Chemikalie pouZité na kultivaciu sinic a mikrorias
¢  Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Lachema (CR)
e  Chlorid sodny p.a., Penta (CR)
e  Chlorid vapenaty dihydrét p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)
e Hydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema (CR)
e Hydrogenuhliitan sodny, Lachema (CR)
e Hydroxid draselny, Lach-ner, S.r.o. (CZE)
e Dihydrogénfosfore¢nan draselny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CZE)
e Dusi¢nan kobaltnatyhexahydrat p.a., Penta (CR)
e Dusi¢nan sodny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)
e Kyselina borita p.a., Lachema (CR)
e Kyselina sirova 96 %, Lach-ner, S.r.o. (CR)
e Molybdenan sodny dihydrat p.a., Penta (CR)
e Siran draselny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)
e Siran hore¢naty heptahydrat p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)
e Siran med’naty pentahydrét, Penta (CR)
e Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)
e Siran zino¢naty heptahydrat p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)
e Uhligitan sodny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)
e Vitamin By, Sigma-Aldrich (Nemecko)

4.1.2 Chemikalie pouzité na pripravu extraktov a ich charakterizaciu

e Folin-Ciocalteau ¢inidlo, Sigma-Aldrich (Svajéiarsko)

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

e Ethanol 96 % pro UV-VIS, Penta (CR)

e ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina), Sigma-Aldrich
(Nemecko)

e Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (Nemecko)

e Uhligitan sodny (p.a.), Lach-ner, s.r.o. (CR)

e Uhligitan vapenaty (p.a.), Lach-ner, s.r.o. (CR)

e Hydroxid sodny (p.a.), Lach-ner, s.r.o. (CR)

e Tetrahydrat vinanu sodno-draselného (p.a), Lach-ner, s.r.o. (CR)

e Pentahydrat siranu med’natého (p.a.), Lach-ner, s.r.o. (CR)

e Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (Nemecko)

e Chlorid hlinity (p.a.), Lach-ner, s.r.o. (CR)

e Dusitan sodny (p.a.), Lach-ner, s.r.o. (CR)

e Hexahydrat chloridu hlinitého (p.a.), Lach-ner, s.r.o. (CR)

e Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramsethylchroman-2-karboxylova kyselina), Sigma-Aldrich,
(Nemecko)

e Hexan (p.a.), Lach-ner, s.r.o. (CR)

e Chloroform (p.a.), Lach-ner, s.r.o. (CR)

e Metanol (p.a.), Lach-ner, s.r.o. (CR)
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4.2

Hexahydrat chloridu Zelezitého (p.a.), Lach-ner, s.r.o. (CR)

Chemikalie pouZité na pripravu organickych vlakien
Zelatina, Lach-ner, s.r.o. (CR)
Kyselina octova, Lach-ner, s.r.o. (CR)

Chemikalie pouzité na kultivaciu keratinocytov a na MTT test
Médium DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)

Dodecylsiran sodny — Serva, (Nemecko)

MTT — Duchefa Biochemie (Holandsko)

Trypsin — Versene EDTA, P-Lab (CR)

FBS fetalné bovinné sérum — HyClone (USA)

Dihydrogenfosforeénan draselny (p.a.) — Vitrum, LachNer (CR)
Antibiotic-Antimycotic 100X (Biosera) — Biotech (Nemecko)

Pouzité pristroje a pomocky
Analytické vahy, Boeco (Nemecko)
Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)
Multi Speed vortex MSV-3500, Biosan (Litva)
Centrifuga, Sartorius Sigma (Nemecko)
Centrifuga Minispin®, Eppendorf (Nemecko)
Spektrofotometr Helios v, Unicam (VB)
NanoPhotometer ™, Implen (D)
Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Nemecko)
Soxhletov extraktor — Soxtherm, Gerhardt (D)
Vakuova rotaéna odparka Werke RV06-ML: IKA (Nemecko)
Temperovana trepacka, Heidolph Inkubator 1000, Labicom (CR)
Chromatograficka zostave Dionex UltiMate 3000
o DAD detektor rady Vanquish (Thermo Fischer, USA
o koldna Kinetex C18 EVO (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um)
o Vyhodnocovaci software Chromeleon (Thermo Fischer, USA)
ELISA reader BioTek ELx808 (USA)
Biohazard box, model Airstream, téida IT, ESCO, Biotech (Nemecko)
Miesadlo Werke RW11 basic: IKA (Nemecko)
Vodny kuapel’ Laboplay, Unimed (CR)
NE-1000 Single Syringe Pump, Labicom (CR)
Zostava na elektrospining

o Pumpa New Era Pump Systems model NE-300, SyringePump (USA)

o Regulovatelny zdroj napétia
BezZné laboratorne sklo a pomdcky
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4.3 Pouzité kmene rias a sinic
e Arthrospira maxima CCALA 027, kultivovana na FCH VUT
e Chlorella sorokiniana CCala 260, kultivovana na FCH VUT
e Chlamydomonas reinhardtii CCALA 974, kultivovany na FCH VUT
e Scenedesmus acutus CCALA 437, kultivovany na FCH VUT
e Komeréné dostupna biomasa vo forme prasku:
o Spirulina alga (EkoKoza)
o  Chlorella vulgaris (EkoKoza)
o  Chlorella ¢eska (Neobotanics)

4.4 Pouzité humanne bunkové kultiry
e HaCaT — imortalizované kozné bunky — keratinocyty (CLS Cell Lines Service)

4.5 Kultivacia mikrorias a sinic
Pre ucely tejto prace boli v ramci experimentalnej Casti kultivované mikroriasy Scenedesmus acutus
a Chlamydomonas reinhardtii a sinica Arthrospira maxima. Ostatné pouzité nekomeréné riasy boli
kultivované na FCH VUT uz vopred. Mikroriasy aj sinica Arthrospira maxima boli ako ¢isté kultary
ziskané zo zbierky autotrofnych organizmov (CCALA) z botanického ustavu AV CR v Tteboni. Pri
laboratdrnej praci suvisiacej s kultivaciou rias a sinic boli dodrziavané zaklady aseptickej prace, aby sa
prediSlo kontaminacii kultivovanych mikroorganizmov. Laboratérne vybavenie, s ktorym kultivované
mikroorganizmy prisli do styku bolo vopred vysterilované za mokra alebo ohiiom, vysvieten¢ UV
Ziarenim, alebo pretrené 70 % etanolom. Pre kultivaciu rias a sinic boli pouzité média, ktoré sluzia ako
inokula¢né aj produkéné. Pre kultivaciu sinice Arthrospira maxima bolo zvolené Spirulina médium, na
kultivaciu rias Scenedesmus acutus a Chlamydomonas reinhardtii bolo pouzit¢ BBM médium. Média
boli sterilizované po dobu 45 minut pri 120 °C v autoklave. Zlozenie aj priprava médié bola vykonana
podla zbierky CCALA. Do sterilnej Erlenmeyerovej banky s médiom bola asepticky zao¢kovana
kultira vybranej riasy alebo sinice zo zasobnej Petriho misky s tuhym médiom. Vzorka inokula bola
sterilne odobrana, nasledne bola premerana absorbancia a kultira mikroorganizmu bola zaockovana
do produkéného média tak, aby sa absorbancia vzniknutého roztoku blizila hodnote A =0,1.
Kultivacia rias aj sinic prebiehala pod dobu 21 dni v tekutom médiu vo fotobioreaktoroch, u ktorych
boli zapojené paralelne flaSe o objeme 2000 ml. Kultivacia mikroorganizmov prebichala za
nepretrzitého osvetlenia a prevzdusnovania pri laboratornej teplote.

Sinica Arthrospira maxima vyzaduje na kultivaciu tzv. Spirulina médium, ktoré musi byt
pripravené z dvoch zasobnych roztokov. ZloZenie roztokov 1 a 2 zobrazuje Tabulka 2 a Tabulka 3.

Tabulka 2: Zlozenie kultivacného média Spirulina 1 pre sinice

Spirulina 1

Chemikalie [9/500 ml dH20]
NaHCO; 13,61

Na,CO3 4,03

K2HPO4 0,5
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Tabulka 3: Zlozenie kultivacného média Spirulina 2 pre sinice

Spirulina 2

Chemikailie [9/500 ml dH>0]
NaNO3 2,5
K2S04 1
NaCl 1
MgSQO, - 7H.0 0,2
CaC|2 : 2H20 0,04
FeS04.7H,0 0,01
Na,EDTA.2H,0 0,08
Roztok stopovych prvkov | 5 ml
Vitamin B12 1ml

Kultivacia rias Scenedesmus acutus a Chlamydomonas reinhardtii vyzaduje médium BBM. Pri
priprave tohto média bolo najprv do 900 ml destilovanej vody pridanych po 10 ml prvych Siestich
roztokov zlucenin, ktoré uvadza Tabulka 4. Zvys$né roztoky boli pridané v objeme 1 ml. Po sterilacii
média v autoklave prebehla kontrola jeho pH, ktoré ma mat’ hodnotu 6,6.

Tabulka 4: Zlozenie kultivacného média BBM pre riasy

Chemikalie [9/l dHO]
NaNO; 25,00
CaCl..2H-0 2,50
MgS04.7H,0 7,50
K2HPO, 7,50
KH2PO4 17,50
EDTA 50,00
NaCl 2,50
FeSO, 7H,0 4,98
H3BOs 11,42
ZnS04.7H,0 8,82
MnCl,.4H,0 1,44
MoQO; 0,71
CuS04.5H,0 1,57
Co(NOs3)2.6H20 0,49
KOH 31,00
H.SO, 96 % 1mil
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Obrazok 1: Spirulina alga a Chlamydomonas reinhardtii po zaockovani

4.6 Spracovanie biomasy

Po ukonceni kultivacie bola vypestovana kultira centrifugovana pri otaCkach 6 000-11 000 RPM
pocas 5 minut. Supernatant bol nasledne zliaty a biomasa bola cez noc zamrazena pri teplote —80 °C
a nasledne bola lyofilizovana. Po lyofilizacii boli vzorky biomasy uchovavané pri teplote —20 °C.

4.7 Priprava extraktov z mikrorias a sinic

Z biomasy mikrorias Scenedesmus acutus, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sorokiniana,
Arthrospira maxima (kultivovanych na FCH VUT vV rozli¢nych obdobiach) a z komerénej vysusenej
biomasy riasy Ceska chlorella, sinice Spirulina alga a rastliny Centella asiatica boli pripravené vodné
extrakty a extrakty do roztokov etanolu o ré6znych koncentraciach. Hexanové extrakty boli pripravené
len z komer¢ne dostupnych rias a sinic, vo vysuSenej praskovej forme, konkréte druhy Chlorella
vulgaris, Spirulina alga a taktiez rastliny Centella asiatica. Rastlina Centella asiatica, ktorej extrakty
su Vv sucasnosti v kozmetickych produktoch castou zlozkou, bola zaradena do experimentu ako rastlina
na porovananie s riasami a sinicami.

4.7.1 Priprava vodnych a etanolovych extraktov

Do plastovych centrifugacnych skimaviek bolo navézenych po 0,1 g biomasy rias, respektive sinic, na
10 ml extrakéného ¢inidla. Boli pripravené extrakty do vody a do etanolu. Etanolové extrakty boli
pripravené v etanole o koncentraciach 20 %, 60 % a 96 hm. %. Extrakcie boli vykonavané nasledne,
najskor do vody, nasledne do 20 % etanolu, 60 % etanolu a nakoniec do 96 % etanolu. Pripravené
suspenzie biomasy a extrahovadla boli zakazdym ponechané extrahovat’ sa na trepacke temperovanej
na 37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti tejto doby boli sktimavky nasledne zcentrifugované
(6 000 RPM po dobu 5 minut pri teplote 20 °C). Po centrifugacii bol z kazdej skimavky odpipetovany
maximalny mozny objem supernatantu (extraktu) do Cistej oznacenej skimavky. Takto pripravené
extrakty boli uchovavané v tme pri teplote 5 °C.

4.7.2 Priprava hexanovych extraktov podl’a Soxhleta

Na analytickych vahach bolo do papierovych extrakénych patron navazenych po 1 g komercnej riasy.
Nasledne bola extrak¢na patrona utesnena vatou, ulozena do sklenenych nadob uréenych na extrakciu.
Patrony boli zaliate 100 ml rozpustadla (hexan) a vlozené do extraktoru Soxtherm. Nasledne bol
pomocou pocitaca spusteny program na extrakciu hexanom s teplotou extrakcie 170 °C po
dobu 3 hodin, priCom samotna extrakcia horticim rozpustadlom prebichala 1,5 hodiny. Pripravené
extrakty boli prevedené do slzi¢kovych baniek az extraktov bol na vakuovej rotacnej odparke
odpareny hexan. Vytvoreny film extraktov na stenach slzi¢kovych baniek bol kvantitativne prevedeny
do sklenenych vialiek pomocou znameho objemu 96 % etanolu, v ktorom extrakt zostal rozpusteny.
Veko vialiek bolo uzavreté parafinovym filmom a vialky s extraktmi boli uchovavané v tme a chlade.
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4.8 Analyza extraktov z mikrorias a sinic

Pre vSetky typy pripravenych extraktov (vodné, etanolové aj hexanové) bola analyzovana celkova
vytaznost extrakcie, boli merané absorpcné spektra vSetkych pripravenych extraktov pomocou
UV-VIS spektrofotometrie, na zaklade ktorych bol nasledne pre extrakty stanoveny obsah
karotenoidov a chlorofylov. Pre vSetky extrakty bola tiez spektrofotometricky stanovena antioxidacna
aktivita a celkovy obsah fenolickych latok. Pre vodné extrakty bolo navySe vykonané stanovenie
obsahu celkovych proteinov sepktrofotometricky. Analyza karotenoidov a chlorofylov pomocou
HPLC/DAD prebehla pre extrakty do 96 % etanolu.

4.8.1 Celkova vytaznost’ extraktov

Z kazdého etanolového extraktu rias a sinic bol odpipetovany presny objem (1 ml) do dopredu
zvazenych a oznacenych eppendorf skimaviek. Tieto otvorené skimavky boli nasledne umiestnené v
stojane do digestora a boli ponechané na odparenie rozpustadla. Po odpareni vsetkého rozpustadla
boli skimavky znovu zvazené na analytickych vahach. Vdaka takto zistenému pevnému podielu
v extraktoch bola zistena celkova hmotnostna koncentracia vSetkych vyextrahovanych latok z biomasy
rias a sinic. Z vodnych extraktov bolo odobranych po 1 ml vzorky do predom zvazenych skumaviek
eppendorf. Otvor skumaviek bol prelepeny prederavenym parafinovym filmom. Skimavky boli
nasledne cez noc zarazené pri teplote —80 °C. Takto pripravené vzorky v skimavkach boli nasledne
umiestnené do lyofilizacného zariadenia na dobu 24 hodin, kde doslo k vysusSeniu vzoriek mrazom. Po
odstraneni vody lyofilizaciou boli skimavky s pevnym podielom extraktu opat’ zvdzené a bola urcena
celkova hmotnostna koncentracia vSetkych vyextrahovanych latok. Rozpustadlo z hexanovych
extraktov komerénych rias bolo odparené na vakuovej rotaénej odparke, ¢o bolo nasledne pouzité na
urcenie ich celkovej hmotnostnej koncentracie. Slzickové banky boli pred pouzitim dékladne vysusené
v suSiarni a nasledne umiestnené do exsikatoru az do vychladnutia. Potom boli odvazené na
analytickych vahach a pouzité na odparenie extraktov. Po odpareni rozpustadla boli banky s filmom
extraktov na svojich stenach znovu zvazené, nasledne bolo extrakty kvantitativne prevedené do
sklenenych vialiek rozpustenim v definovanom objeme rozpust'adla.

4.8.2 Meranie absorp¢ného spektra extraktov pomocou UV-VIS spektrofotometrie
Vzorky etanolovych extraktov a odparenych hexanovych extraktov rozpustenych v etanole boli podl'a
potreby nariadené etanolom pre UV-VIS, vzorky vodnych extraktov boli vhodne nariedené
destilovanou vodou tak, aby absorbancia pri vinovych dizkach nad 280 nm neprekro¢ila hodnotu 2,0.
Pomocou nanofotometra bolo premerané absorpéné spektrum vzoriek v intervale 200-800 nm proti
etanolu pre UV-VIS ako blanku, respektive proti destilovanej vode ako blanku pre vodné extrakty.

4.8.2.1 Stanovenie karotenoidov a chlorofylov v extraktoch

Na urcenie koncentracie chlorofylu a v extraktoch bol pouzity vztah uvedeny v Rovnici (2), obsah
chlorofylu b bol stanoveny vypoc¢tom zo vztahu v Rovnici (3) a obsah celkovych karotenoidov bol
ur¢eny na zaklade vzorca z Rovnice (4). Tieto vztahy boli prevzaté od Hartmuta K. Lichtenthalera et
al [51]. Na vypocet koncentracii jednotlivych pigmentov v jednotkach ug-ml™ boli pouzité hodnoty
absorbancii pri vlnovych dizkach 470, 649 a 664 nm, pric¢om bolo zohladnené aj riedenie vzoriek
extraktov. Takto stanovené koncentracie boli nasledne prepocitané na koncentracie vyextrahovanych
latok v mg na g navazky riasy/sinice.

cq = (13,36 Aggs — 5,19 - Agao) [ng-ml™] 2
cp = (27,43 - Agao — 8,12+ Agpa) [ngml™] (3)
Ckarotenoidy = (1000 *Ag70— 2,13 ¢4 — 97,64 Cb)/209 [ug'mlil] (4)
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4.8.3 Stanovenie antioxida¢nej aktivity spektrofotometricky metédou TEAC

Na vytvorenie radikal kationu ABTS™ bolo ABTS rozpustené v destilovanej vode na koncentraciu
7 mmol-I%, a peroxodisiran sodny bol rozpusteny na koncentraciu 2,45 mmol-1"t. Nasledne bola zmes
ABTS aK3S,0s premieSana a ponechand reagovat najmenej 12 hodin v tme. Takto pripraveny
zasobny roztok radikalu bol pred pouzitim zriedeny etanolom pre UV-VIS na absorbanciu o hodnote
0,70 + 0,02 pri 734 nm oproti etanolu pre UV-VIS ako blanku. Z takto nariadeného zasobného roztoku
bol pipetovany 1 ml do skimavky eppendorf, k nemu bolo nésledne pridanych 10 pul vody a po
premiesani bola ihned” zmerana absorbancia pri 734 nm oproti etanolu pre UV-VIS. Tato hodnota
poskytla absorbanciu Ao. Do oznacenych eppendort skumaviek bolo napipetovanych po 1 ml
zriedeného roztoku ABTS™ a 10 ul vzorky vodnych a alebo etanolovych extraktov rias. Zmes bola
dokladne premieSand a ponechana 10 mintit reagovat’ v tme. Po uplynuti 10 minat bola zmes opét’
premiesSana a preliata do zuzenej kyvety. Pre kazda vzorku bola takto zmerana jej absorbancia A1 pri
734 nm. Pokles absorbancie kazdého extraktu bol vypocitany z rozdielu hodnot Ao a Aw. Celkova
antioxida¢na aktivita extraktov bola stanovena dosadenim poklesu absorbancie do vzt'ahu kalibra¢ne;j
zévislosti antioxida¢nej krivky Troloxu v rozmedzi koncentracii 0,025-0,4 mg-ml™, vid’ Rovnice (5) a
(6). Na zostrojenie kalibracnej zavislosti bol Trolox ako modelovy antioxidant rozpusteny v 60 %
etanole pre UV-VIS na dopredu definované koncentracie a premerany rovnakym postupom ako
vzorky. Pri vypocte antioxidacnej aktivity extraktov na zaklade kalibracnej zavislosti bolo zohl'adnené
pripadné nutné zriedenie niektorych extraktov. Takto vypocitané koncentracie boli nasledne
prepocitané na koncentracie vyextrahovanych latok v miligramoch na gram navazky riasy.

A=1,3103"c [mgml?] (5)
RZ = 0,991 8 (6)

4.8.4 Stanovenie polyfenolov spektrofotometricky

Na stanovenie obsahu celkovych polyfenolov Vv extraktoch bola pouzitd metéda s Folin—
Ciocaltauovym ¢inidlom, ktoré je zriedené v pomere 1:9. Do skiimavky bolo napipetovanych po 1 ml
¢inidla, 1 ml destilovanej vody a 50 pl extraktu z rias. Po premieSani na vortexe a uplynuti 5 mintt bol
pridany 1 ml nasyteného roztoku uhli¢itanu vépenatého. Po opédtovnom premieSani na virtexe
a uplynuti 15 minat bola na spektrofotometri zmerana absorbancia vzoriek pri vinovej dizke 750 nm.
Ako blank bol pouzity roztok pripraveny rovnakym postupom, avSak namiesto vzorky extraktu bolo
pridanych 50 pul vody. Koncentracia celkovych polyfenolov bola stanovena pomocou kalibracnej
zéavislosti kyseliny gallovej v koncentratnom rozmedzi 0,087 5-0,700 0 mg'ml™ vo vode, vid’
Rovnice (7) a (8).

A=1,3246"c[mgml] (7
R2 = 0,9813 ©)

4.8.5 Stanovenie proteinov podla metédy Hartree-Lowryho

Na stanovenie celkovych proteinov pritomnych vo vodnych extraktoch rias boli najprv pripravené
¢inidla A, B a C potrebné na Hartree-Lowryho metodu. Do skimaviek bolo napipetovanych po 1 ml
vzorky vodnych extraktov (uslepej vzorky 1 ml destilovanej vody) a 0,9 ml ¢inidla A. Roztok
v skimavke bol po premiesani nasledne inkubovanny vo vodnom kupeli pri teplote 50 °C po dobu 10
minut. Po pridani 0,1 ml ¢inidla B bol obsah skimaviek opét’ premieSany a pri laboratornej teplote
inkubovany po dobu 10 minut. Nakoniec boli do kazdej skimavky pridané 3 ml ¢inidla C. Pripravené
roztoky boli opdt’ premieSané na vortexe ainkubované vo vodnom kupeli na teplotu 50 °C na
10 minut. Po uplynuti inkubacnej doby boli roztoky v skimavkach ochladené na laboratérnu teplotu.
Nasledne bola stanovend absorbancia jednotlivych roztokov pri vinovej dizke 650 nm oproti slepej
vzorke. Niektoré roztoky boli vhodne nariedené destilovanou vodou tak, aby absorbancia vzorky
neprekrocila hodnotu 1,0. Vysledna koncentrécia proteinov v extraktoch bola vypocitana z kalibra¢nej
rovnice, vid’ Rovnice (9) a (10), ktora bola zostrojena pre bielkovinovy Standard albuminu v rozmedzi
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koncentracii 0,03-0,21 mg-ml™. Pri vypoéte koncentracii bolo zohladnené riedenie pripravenych
roztokov. Takto stanovené koncentracie proteinov boli nasledne vynasobené objemom celého extraktu
a vztiahnuté na povodnu navazku riasy na ziskanie hmotnostného podielu proteinov v celkovej
biomase riasy.

A=0,1228"c [ugml] (9)
RZ =0,994 1 (10)

Cinidlo A: 50 ml NaOH o koncentracii 1 mol-I™%, 10 g Na,COs, 0,2 g tetrahydratu vinanu sodno-
draselného, destilovana voda do objemu 100 ml.
Cinidlo B: 10 ml NaOH o koncentracii 1 mol'lt, 1g pentrahydratu siranu mednatého, 2 g
tetrahydratu vinanu sodno-draselného, destilovana voda do objemu 100 ml.
Cinidlo C: zriedeny roztok Folin-Ciocalteauov v pomere 1:15 destilovanou vodou.

4.8.6 Stanovenie karotenoidov a chlorofylov pomocou HPLC

Z 96 % etanolovych extraktov rias bolo napipetovanych po 1,2 ml do eppendorf skimaviek, tieto boli
centrifugované po dobu 5 mintt pri 13 400 RPM. Nasledne bol supernatant odobrany a prefiltrovany
cez PTFE filter do Cistych vialiek. Vzorky boli analyzované na chromatografickej zostave Dionex
UltiMate 3 000 s DAD detektorom rady Vanquish (Thermo Fischer, USA) na koldone Kinetex C18
EVO (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um) pri prietoku 1,2 ml-min™t, pri teplote separacie 25 °C
v gradientovej elucii s mobilnymi fazami A a B. Mobilna faza Abola zlozena z acetonitrilu,
tris(hydroxymetyl)aminometanhydrochloridu o pH 8 a metanolu zmieSanych v pomere 84:14:2,
mobilna faza B bola zmesou metanolu a etylacetatu v pomere 60:40.

Obrazok 8: Extrakty do 96 % etanolu pripravené na analyzu HPLC

4.9 Priprava a charakterizacia vlakien

V experimente boli pripravené technikou elektrostatického zvlaknovania organické nanovldkna na
baze zelatiny. Proces elektrostatického zvlakinovania na pouzitej elektrospinnngovej zostave bol
zhodnoteny z hl'adiska efektivity na zaklade porovnania teoretickej a redlnej hmotnosti pripraveného
zvlakneného materialu vo vztahu k celkovému objemu zvlikneného roztoku. Cisté Zelatinové vlakna
aj zelatinové vlakna s primesou extraktov z rias a sinic boli nasledne podrobené d’alsej analyze. Pre
vzorky pripravenych vlakien S primesou extraktov bola stanovena ich antioxida¢na aktivita pomocou
metody TEAC. Na analyzu cytotoxicity vlakien bol vykonany MTT test, vldkna s najvyssimi
koncentraciami pridanych extraktov boli testované na l'udskych keratinocytoch linie HaCaT.
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4.9.1 Priprava pracovnych roztokov Zelatiny na zvlakiovanie

Pre pripravu vlakien bol vytvoreny zasobny roztok zelatiny tak, aby vznikol roztok o koncentracii
30 hm. % zelatiny v roztoku 50 % kyseliny octovej. Potrebna navazka zelatiny bola kvantitativne
prevedena do definovaného objemu dopredu pripraveného roztoku 50 % Kyseliny octovej, takto
pripravena zmes bola zahriata na vodnom kupeli a premieSana na vortexe, aby doslo k dokonalému
rozpusteniu zelatiny a vytvoreniu homogénneho roztoku. Nésledne boli zo zékladného roztoku
Zelatiny pripravené na zvlaknenie d’alSie roztoky s obsahom extraktov rias a sinic. Do plastovych
skimaviek bolo napipetovanych po 5 ml zo zasobného 30 % roztoku zelatiny v 50% kyseline octovej.
Na vytvorenie roznych koncentracii pracovnych roztokov s primesou extraktov bolo z vybranych
vodnych a etanolovych extraktov pipetovanych do 5 ml roztoku zelatiny vzdy po 150, 600 a 1200 pl.
Pre kazdy pouzity extrakt boli teda vytvorené 3 roztoky sroznou koncentraciu. Takto pripravené
zmesi boli nasledne dokladne premiesané a uchované v plastovej skimavke na d’al$ie pouZitie. Pouzité
extrakty rias na pripravu zvlaknovacich roztokov s primesou zobrazuje Tabul’ka 5.

Tabulka 5: Priprava zvlaknovacich roztokov s pridavkom riasovych extraktov

Napipetovany objem extraktu [ul]

150 600 1200
extrakt pridany do 50 % Koncentracia vysledného roztoku
roztoku kyseliny octovej [obj. %0]

2,913 10,714 19,355
Oznacenie vzorky
Vodny e. Arthrospira maxima la 1b 1c
Vodny e. Spirulina alga 2a 2b 2¢c
Vodny e. Centella asiatica 3a 3b 3c
Vodny e. Chlorella ¢eska 4a 4b 4c
Vodny e. Scenedesmus ac, 5a 5b 5c
96 % EtOH e. Chlorella ¢eska 6a 6b 6c

4.9.2 Zvlakiovanie roztokov metédou elektrospinningu

Prebehlo zvlaknovanie Cistého 30 % roztoku zelatiny v kyseline octovej a boli pripravené Zelatinové
vlakna s primesou extraktov rias 0 r6znych koncentraciach. Na pripravu vlakien bola pouzitd metdda
elektrostatického zvlaknovania na laboratornej elektrospinningovej zostave zhotovenej Vysokym
ucenim technickym v Brne. Najskor bola kovova doska, sluziaca ako kolektor, na ktory sa zachytava
vzniknuty zvldkneny material, pokryta hlinikovou foliou. Takto vytvoreny kolektor bol uzemneny.
Injekéna strickacka bola naplnena priblizne 5 ml prislusného zasobného roztoku. Na striekacku bola
nasledne nasadena tenka ihla, sliziaca ako zvlakiovania elektroda, o priemere 1,2 mm a dizke 3 cm.
Striekacka bola prichytena do davkovacej pumpy tak, aby vzdialenost’ hrotu ihly a kolektoru bola
10 cm. Ihla a kolektor boli nasledne pripojené ku kladnému a zapornému p6lu zdroja vysokého napitia
svorkami. Kladné napétie je napojené na ihlu injekcnej striekacky, zaporné napitie bolo zavedené
na kovovy kolektor. Zvlaknovanie prebiehalo pri napiti 15 kV a pumpa bola nastavena na vhodny
prietok roztoku. Elektrospinning prebiehal pri laboratornej teplote v rozmedzi teplot 19—20 °C a pri
laboratornej vlhkosti vzduchu. Cely proces bol pocas priebehu zvldknovania pozorovany, pre mozné
chyby zvlakniovacej sustavy. Po ukonceni zvlaknovania bol vytvoreny vlakenny material opatrne
odobrany z kolektoru a uchovany v oznacenych Petriho miskach pre d’al$iu pracu a analyzu.
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4.9.3 Stanovenie antioxida¢nej aktivity vlakien metédoud TEAC

Antioxida¢na aktivita vlakien bola stanovend metédou uvedenou v kapitole 4.8.3. Z kazdého typu
nanovlakien pripravenych elektrospinningom bol vystrihnuty $tvorec o ploche priblizne 1 cm?. Vzorka
bola nasledne zvazena a vlozena do skimavky, do ktorej bolo napipetovanych 2 ml roztoku
radikalového kationu ABTS ™ zriedeného na hodnotu absorbancie 0,7 + 0,02 pri 734 nm. Vlakno bolo
ponorené do roztoku ABTS™ a po uplynuti 10 minut bol sledovany pokles absorbancie a vypocitana
antioxida¢na aktivita podl'a popisu v kapitole 4.8.3. Z kazdého typu vlakna boli takto testované
2 Stvorcové vzorky vystrihnuté zinej Casti vlakna, aby bolo zohladnené pripadné nerovnomerné
rozlozenie latok s antioxidaénym uc¢inkom vo vlaknach. Cely postup merania bolo zopakovany trikrat,
vzdy v Stvordiiovych rozostupoch, aby bolo mozné sledovat’ stabilitu antioxidacnej aktivity pocas
doby skladovania vlakien pri laboratornej teplote v Petriho miskach.

4.9.4 Stanovenie efektivity zvlakinovania

Efektivita procesu zvlakiiovania bola posidena na zaklade porovnania teoretickej hmotnosti pevného
podielu zvlakneného objemu roztoku po odpareni kyseliny octovej ako rozpustadla a realnej
hmotnosti pripravenych vlakien.

4.9.5 Testovanie rychlosti rozpistania vlakien

Z kazdého typu pripravenych vlakien boli vystrihnuté 2 Stvorcové vzorky o ploche 1cm? Kedze
jednotlivé vlakna nemali navzajom rovnakt hribku, kazda vzorka vlakna bola aj zvazena a nasledne
bola merana rychlost’ rozpustnosti vlakien na prirodzene suchej pokozke a na vodou navlh¢enej
pokozke.

4.10 Testovanie cytotoxicity vlakien
Cytotoxicita vlakien bola Studovana na l'udskych keratinocytoch, nakolko pripravené materialy maja
potencialne vyuzitie v kozmetike ako masky na tvar.

4.10.1 Kultivacia keratinocytov linie HaCaT

Jednotlivé bunkové linie I'udskych keratinocytov HaCaT boli kultivované v sterilnom inkubacnom
boxe pri teplote 37 °C, obsahu oxidu uhli¢itého 5 % a pri relativnej vlhkosti 90 %. Na kultivaciu bolo
pouzité¢ kultivacné médium DMEM. Kultivacné nadoby aj kultivatné médium boli temperované na
teplotu 37 °C. Média boli skladované v chladni¢ke pri teplote 4 °C, pricom aby nedoslo k teplotnému
Soku buniek, bolo pred vlastnou pracou nutné najprv ohriat’ ich na teplotu 37 °C. Pred vymenou média
bol stav buniek, atiez pritomnost pripadnej kontaminacie skontrolovana pomocou inverzného
optického mikroskopu.

4.10.2 Priprava vlikien pre testovanie toxicity

Na test cytotoxicity vlakien boli pouzité vzorky Eistych zelatinovych vlakien, d’alej 6 druhov vlakien s
najvyssim objemovym zlomkom pridanych extraktov z rias a d’alsie 3 vzorky vlakien pripravenych
z roztokov s pridavkom vodnych extraktov o objeme 600 ul (extrakty z A. maxima., S. alga
a C. asiatica). Tieto 3 typy vlakien boli vybrané na zaklade ich pomerne vysokej antioxida¢nej
aktivity zistenej metodou stanovenia pomocou ABTS podla postupu uvedenom v bode 4.9.3.
Z vybranych vlakien bola vystrihnutd mald Stvorcova c&ast’ o ploche 1cm? Odvéazené vzorky
nanovlakenného materialu boli pred inkubaciou s bunkovou kulturou vysvietené v laminarnom boxe
pomocou UV Ziarenia po dobu 20 minnt.

4.10.3 MTT test vlakien na keratinocytoch

MTT test bol pouzity na stanovenie cytotoxického u€inku pripravenych nanovlakien. Najskor bolo do
kazdej jamky v 24-jamkovej dosticke napipetovanych po 0,5 ml dopredu nakultivovanej a vhodne
zriedenej bunkovej suspenzie, tak, aby sa ziskala hustota buniek 2-5-10° na 1 ml. Takto napipetovana
kultira bola ponechand rast' v termostate po dobu 24 hodin v kultivacnom médiu. Nasledne bolo
médium zjamiek odpipetované anahradené cCerstvym médiom o rovnakom objeme. Odvéazené
a vysvietené vzorky vlakien boli potom pridané do jamiek (okrej jamiek kontrolnych). Po inkubacii
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dosticky po dobu 24 hodin boli z jamiek odobrané supernatanty buniek. Nasledne do kazdej jamky
bolo pipetou naddvkovany roztok MTT o0 koncentracii 2,5 mg-ml™t. Formazanové krystaly, ktoré sa
vytvorili po trojhodinovej inkubacii, boli rozpustené v 10 % roztoku SDS vo fosfatovom pufre.
Niésledne bola zmerana absorbancia jednotlivych jamiek pri vinovej dizke 540 nm pomocou ELISA
readeru. Namerané data boli prepoéitané na percenta viability buniek a vynesené do grafu.

Obrdzok 9: 24-jamkova dosticka s rozpustenym formazdanom
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Charakteristika extraktov rias a sinic
Analyzovali sme tri druhy extraktov — vodné, alkoholové a hexanové, ktoré boli pripravené podla
postupu uvedenom v kapitole 4.7.1 a 4.7.2.

5.1.1 Celkova vytaznost’ extraktov

Po vykonani postupu extrakcie uvedenom v kapitolach 4.7.1 a 4.7.2 a po odpareni rozptstadla podl'a
postupu uvedenom v kapitole 4.8.1 bola zistena hmotnostna koncentracia vSetkych vyextrahovanych
latok v kazdom extrakte. Takto ziskana koncentracia bola nasledne vynasobena celkovym objemom
extraktu a vztiahnuta na povodnti navazku biomasy uréenej na extrakciu. Tymto spdsobom vypocitané
hodnoty vytaznosti extrakcie v percentach boli zhrnuté do stipcovych diagramov na nasledujucich
obrazkoch (vid’ Obrazok 10 az Obrazok 12).
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Obrdzok 10: Celkova vytaznost extrakcie biomasy do vody a do 20, 60 a 96 % etanolu
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Vytaznost [%)]

Spirulina alga Chlorella vulgaris Centella asiatica

Obrazok 11: Celkova vytaznost extrakcie biomasy do hexanu

Vytamost [%0]
d
=

20 % EtOH hexan 60 % EtOH 96%EtOH  destilovana
voda

Obrazok 12: Celkova vytaznost extrakcii 7 komercnej sinice Spirulina alga

Jednotlivé stipcové diagramy (Obrazok 10 a Obrazok 11) pre rozli¢né typy extrakénych &inidiel
zobrazujli percentualnu vytaznost extrakcie pre kazdy druh vyuzitej riasy, resp. sinice. Stipcovy
diagram na Obrazku 12 Obrazok 12znazoriiuje vzajomné porovnanie vytaznosti extrakcie biomasy
komerénej sinice Spirulina alga do réznych typov extrahovadiel. Pri porovnani extrakcii do roztokov
etanolu o roznych koncentraciach mozno konstatovat, Ze s rasticou koncentraciou etanolu celkova
vytaznost narasta. Tento trend zvySovania vytaznosti mozno pozorovat pri takmer vsetkych
extrahovanych riasach. Pri extrakcii zo sinice Arthrospira maxima do 60 % etanolu doslo k miernemu
vykyvu od tohto trendu a znizeniu vytaZznosti oproti vytaznosti extrakcie do 20 % etanolu. Pri
extrakcii vysusenej praskovej biomasy rastliny Centella asiatica taktiez doslo k miernej odchylke od
tohto trendu, kedy vytaznost’ extrakcie do 20 % a 60 % dosiahla rovnaku hodnotu, a to iba 1 %.
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Vyrazne najvysSSia vytaznost’ extrakcie u kazdej vzorky riasy ¢i sinice sa preukazala pri extrakcii
biomasy do destilovanej vody. Avsak tento trend nepreukazuje, ze vSetky vyextrahované latky s
zarovenl aj latky bioaktivne. Koncentracia extrahovanych latok popisuje celkovy obsah suSiny v
extraktoch. Pri extrakcii do destilovanej vody mala najvysSiu vytaznost’ extrakcia biomasy riasy
Arthrospira maxima (kultivovanda na FCH VUT), ktora dosiahla az 65,0 %. Druhi najvysSiu
vytaznost’ pri extrakcii destilovanou vodou dosiahla komeréna Spirulina alga, hodnota vytaznosti
dosiahla 40,3 %. Hexanové extrakcie vyextrahovali pomerne malé mnozstvo latok zo suSiny.
Percentudlna vytaznost’ extrakcie hexanom je porovnatelnd s vytaznostou do 20 % etanolu,
respektive do 60 % etanolu v zavislosti na druhu riasy, a pohybovala sa v rozmedzi 1,2-2,9 %.

5.1.2 Meranie absorp¢ného spektra extraktov pomocou UV-VIS spektrofotometrie
Absorpéné spektra extraktov v intervale vlnovych dizok 280-800 nm (od oblasti UV-B Ziarenia) boli
ziskané meranim na nanofotometri podla postupu uvedenom v bode 4.8.2. Absorpéné spektra
potrebne zriedenych extraktov s rozlicnymi druhmi extrahovadiel st znazornené V nasledujucich
grafov (vid’ Obrazok 13 az Obrazok 15).
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Obrazok 13: Absorpcné spektra zriedenych vodnych extraktov

V grafe absorpénych spektier vodnych extraktov rias (Obrazok 13) je mozné pozorovat
charakteristické piky sledovanych pigmentov pritomnych Vv analyzovanych riasach a siniciach,
respektive rastlinach (chlorofyly a B-karotén, ¢i d’alsie druhy karotenoidov). Spektra jednotlivych rias
sa odliSuju v intenzitach charakteristickych pikov. Tato skuto¢nost’ vypoveda o rozdielnom obsahu
chlorofylov, respektive celkovych karotenoidov v zavislosti na druhu extrahovanej riasy ¢i sinice. Pri
porovnani vysky jednotlivych pikov extraktov mozno konStatovat, Ze najvyraznejsie piky pre
chlorofyly aj karotenoidy mali absorpéné spektra Sx zriedenych vodnych extraktov riasy Scenedemus
acutus asinice Arthrospira maxima, a teda mozno povedat, ze z danych dvoch rias bolo pomocou
vody vyextrahovanych viac absorbujucich latok nez z ostatnych analyzovanych rias ¢i sinic.
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Obrazok 14: Absorpcné spektra extraktov sinice Spirulina alga

V grafe na Obrazku 14 je mozné porovnat’ absorpéné spektra Spiruliny v zavislosti na druhu
pouzitého extrakéného Cinidla. Na zaklade priebehu spektier mozno tvrdit, Ze celkovo najviac latok
absorbujucich vo viditel'nej Casti spektra bolo zo sinice Spirulina bolo vyextrahovanych pomocou
hexanu. Najvys§iu intenzitu absorpcie malo v oblasti UV-B absorpéné spektrum vodného extraktu
Spiruliny. Na zéklade tohto pozorovania mozno usudit, Ze na extrakciu latok absorbujtcich v UV-B
oblasti bolo z pouzitych extrakénych cCinidiel najudinnejSie prave extrahovanie do destilovanej vody.
Na absorpénom spektre vodného extraktu Spiruliny je zaroven pritomny pik v oblasti 620 nm, pre
zvy$né druhy extraktov tento pik uz nie je pritomny. Zafarbenie vodného extraktu Spiruliny bolo
tmavo modré, teda tento pik pri danej vinovej dizke pravdepodobne zodpoveda skutoénosti, Ze by
extrakt mal absorbovat’ v oranzovej oblasti spektra. Absorpcia Ziarenia pri vlnovej dizke 620 nm
mohla byt sposobend fykobilinom, ktory sa pravdepodobne vyextrahoval do destilovanej vody ako
sucast’ sinicového fykobiliproteinu (fykocyaninu). Pri extrakcii do réznych koncentracii etanolu
a hexanu bola rozpustnost’ fykobiliproteinov pravdepodone vyrazne niZzSia nez ich rozpustnost’ vo
vode, a preto ani na absorpénych spektrach tychto extraktov nie je pritomny ziadny vyrazny pik
v zodpovedajucej oblasti. Vyrazne najvys$i pik charakteristicky pre karotenoidy, respektive pre
betakarotén, mal hexanovy extrakt Spiruliny. Tato skuto¢nost zodpoveda faktu, ze B-karotén je
lipofilné farbivo, a teda spomedzi pouzitych extrakénych ¢inidiel je najviac rozpustné prave v hexane.
Absorpéné spektrum hexanu ale v porovnani s absorpénym spektrom extraktu do 96 % etanolu
obsahuje nizsi pik pri vinovej dizke 669 nm, ktory je charakteristicky pre chlorofyly, vid’ Obrazok 4.
Menegj vyrazny pik indikuje nizsiu koncentraciu daného farbiva v extrakte.
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Obrazok 15: Absorpcné spektra extraktov sinice Arthrospira maxima

Graf na Obrazku 15 zobrazuje absorpéné spektra rozliénych extraktov sinice Arthrospira maxima.
Z priebehu absorpéného spektra extraktu do 96 % etanolu mozno na ziklade vysky a polohy pikov
predpokladat’, Ze do extraktu preslo najmi velké mnozstvo chlorofylu a (vid’ charakteristicky tvar
absorp¢énych spekier, Obrazok 4). Chlorofylu b a karotenoidov sa pri tejto extrakcii vyextrahovalo
pravdepodobne len pomerne malé mnozstvo. Tento predpoklad bol nasledne aj potvrdeny vypoctom
koncentracii jednotlivych pigmentov pre 96 % etanolovy extrakt, vid’ vysledky v nasledujtcej kapitole
¢islo 5.1.2.1. Vodny extrakt musel byt zriedeny az patkrat, aby sa hodnoty absorbancie v oblasti
UV-B pohybovali pod hodnotou 2,5. To znaci, Ze vytaznost’ extrakcie latok absorbujucich v tejto
oblasti je velmi vysokd, a aj celkovy podiel vSetkych vyextrahovanych latok, vratane sledovanych
pigmentov, je najvyssi prave vo vodnom extrakte Arthrospiry maxima.

5.1.2.1 Stanovenie obsahu karotenoidov a chlorofylov z absorpénych spektier

Koncentracie karotenoidov a chlorofylov boli stanovené na zaklade hodnét absorbancii pri vybranych
vlnovych dizkach ziskanych z premeranych absorpénych spektier. Vypodet koncentrécii jednotlivych
druhov farbiv bol vykonany podl'a Rovnic (2) az (4) uvedenych v bode 4.8.2.1. Celkova koncentracia
chlorofylov (suma chlorofylov) bola =ziskana ako sGcet priemernej koncentracie chlorofylu
a a priemernej koncentracie chlorofylu b pre dany extrakt. Takto ziskané koncentracie boli vztiahnuté
na gram suchej vahy riasy (na gram povodnej navazky riasy) a nasledne zhrnuté do stipcovych
diagramov, ktoré umoznuju porovnanie vysky obsahu jednotlivych typov pigmentov pre rozne druhy
extraktov, vid' Obrazok 23 az Obrazok 26 v sekcii PRILOHY, podkapitola 9.1. Presné hodnoty
koncentracie jednotlivych farbiv vztiahnutych na celkovii hmotnost' extrahovanej biomasy uvadza
Tabulka 6.
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Tabulka 6: Obsah karotenoidov a chlorofylov

¢ [mg-g™']
Riasa/sinica/rastl. Extrakt Karotenoidy Chlorofyl a Chlorofyl b Suma chlorofylov
vodny 0,448+0,009 | 2,022+0,017 |2,115+0,038 | 4,137 +0,051
Arthrospira 20 % EtOH | 0,024+0,001 |0,577+0,011 |0,378+0,009 | 0,955 0,008
maxima 60 % EtOH | 0,042 + 0,002 | 0,183+0,005 | 0,131+0,012 | 0,313+0,017
96 % EtOH | 0,129+ 0,008 | 1,529+ 0,007 | 0,661+ 0,024 | 2,189+ 0,028
vodny P.m.d. 0,128 +0,017 | 0,579+0,021 | 0,707 +0,038
20 % EtOH | 0,014 +0,008 | 0,011+0,010 |P.m.d. 0,011+ 0,010
Centella asiatica 60 % EtOH | 0,018 +£0,002 | 0,044+0,004 |P.m.d. 0,044 + 0,004
96 % EtOH | P. m. d. 0,431+0,002 | 0,158+0,012 | 0,589+0,013
hexan P.m.d. 0,102+ 0,002 | 0,048 +0,002 | 0,150+ 0,004
vodny 0,019+0,002 | 0,276+ 0,007 | 0,755+0,007 | 1,030+ 0,014
5 20 % EtOH | 0,015+ 0,001 | 0,052 +0,001 | 0,088+ 0,003 | 0,141 +0,008
Ceska chlorella
60 % EtOH | P. m. d. 0,547 £0,002 | 0,292+0,005 | 0,839+ 0,005
96 % EtOH | 0,015+ 0,002 | 4,933+0,061 | 1,620+0,181 | 6,554 +0,241
vodny 0,139+ 0,007 |0,389+0,019 | 0,926+0,015 | 1,315+0,034
Chiamydomonas . 20 % EtOH | 0,046+ 0,003 | 0,179+0,006 | 0,370+0,005 | 0,549+0,010
60 % EtOH | 0,003+ 0,000 | 0,344+0,013 | 0,265+0,023 | 0,609 + 0,035
96 % EtOH | P. m. d. 1,658+0,018 | 1,049+0,035 | 2,707+ 0,050
vodny P.m.d. 3,391+ 0,015 | 2,294+0,004 | 5,685+0,019
Scenedesmus Aot 20 % EtOH | P. m. d. 0,090+ 0,003 | 0,216 +0,011 | 0,306+ 0,011
60 % EtOH | P. m. d. 1,368 +0,006 | 0,772+0,002 | 2,140+ 0,007
96 % EtOH | P. m. d. 1,357 £ 0,006 | 0,918+0,002 | 2,274 +0,008
vodny P.m.d. 0,574+0,003 | 1,413+0,020 | 1,987 +0,023
20 % EtOH | 0,022+ 0,002 | 0,075+0,000 | 0,124+0,005 | 0,200+ 0,005
Chlorella sor.
60 % EtOH | P. m. d. 0,291+0,004 |0,140+0,010 |0,431+0,014
96 % EtOH | 0,175+ 0,006 | 1,853+0,009 | 0,436+0,010 | 2,289+ 0,003
vodny P. m. d. 0,423+0,010 | 3,137+0,017 | 3,560+ 0,027
20 % EtOH | 0,028 + 0,002 | 0,130+0,002 | 0,200+ 0,007 | 0,330+ 0,009
Spirulina alga 60 % EtOH | 0,014+ 0,001 | 0,145+0,002 | 0,046+ 0,005 | 0,191+0,004
96 % EtOH | 0,018 +£ 0,001 | 2,588+ 0,042 | 0,540+ 0,034 | 3,128+ 0,019
hexan 0,374+ 0,003 |0,177+0,005 | 0,140+0,011 | 0,316+0,016
Chlorella vulgaris | hexan 0,005+ 0,000 |0,131+0,001 |0,226+0,001 | 0,357+ 0,001
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Pri porovnani obsahu karotenoidov a chlorofylov pre vodné extrakty mozno vo vSeobecnosti
konstatovat’, ze extrakcia destilovanou vodou prebehla uc¢innejsie pre chlorofyly nez pre karotenoidy,
ked’ze koncentracie chlorofylu aaj b dosahovali ¢asto vyrazne vysSie hodnoty nez koncentracie
karotenoidov. Pre 4 zo 7 vodnych extraktov (Centella asiatica, Scenedesmus acutus, Chlorella
sorokiniana, Spirulina alga) sa hodnoty absorbancie v nameranych spektrach pohybovali pri vinovej
dizke charakteristickej pre karotenoidy na prili§ nizkych hodnotach, pod medzou detekcie metody
stanovenia, preto ani ich koncentracie karotenoidov nemohli byt stanovené. Ako uvadza Tabulka 6,
oznacenie koncentracie pigmentov tychto vzroriek je p.m.d., teda pod medzou detekcie. Naopak
celkovo najvyssi obsah karotenoidov spomedzi vSetkych druhov extraktov bol na zdklade zmeraného
absorpéného spektra stanoveny pre riasu Arthrospira maxima pri extrakcii jej biomasy do destilovanej
vody. Obsah karotenoidov bol pomerne nizky aj vo vSetkych etanolovych extraktoch. Jedina relativne
vyssiu koncentraciu mal 96 % etanolovy extrakt riasy Chlorella sorokiniana. Pre riasu Scenedesmus
acutus neboli detegované karotenoidy ani v jednom pripravenom etanolovom extrakte. Extrakcia
komercnych rias asinic do hexanu bola pomerne efektivna z hl'adiska extrakcie karotenoidov,
hexanovy extrakt Spiruliny a. dosahoval druhy najvys$si obsah karotenoidov spomedzi vsetkych
pripravenych extraktov.

Naopak extrakcia chlorofylov rias do hexanu mala nizku vytaznost, ¢o je mozné pozorovat’ hlavne
pre riasu Chlorella vulgaris. Na zaklade vypocitanych koncentracii chlorofylov mozno konstatovat’, ze
na extrakciu chlorofylu aaj chlorofylu b bolo spomedzi troch pouZitych etanolovych extrakénych
Cinidiel naji¢innejsia najvyssia koncentracia etanolu, kde pri extrakcii komerénej Ceskej chlorelly do
96 % etanolu bol dosiahnuty najvyssi vytazok chlorofylu aspomedzi vSetkych druhov extraktov.
Dalej mozno zo ziskanych vysledkov pozorovat, Ze so stipajicou koncentraciou etanolu ako
extrahovadla rastie aj koncentracia vyextrahovaného chlorofylu a, tito tendenciu vykazuju vSetky
extrahované riasy okrem Arthrospiry m. aScenedesma a. Pri porovnani obsahov
chlorofylu a v extraktoch do destilovanej vody ado 96 % etanolu mozno u5 zo 7 extrahovanych
vzoriek pozorovat, ze pri extrakcii vodou je mozné dosiahnut’ vyssi obsah chlorofylu b, nez pri
extrakcii do 96 % etanolu. Od tohto trendu sa odliSuju len vzorky rias Chlamydomonas reinhardtii
a Ceska chlorella, kde bola vytaznost extrakcie chlorofylu b vyssia pri pouziti 96 % etanolu. Naopak
pri extrakcii do 96 % etanolu bol dosiahnuty u5 zo 6 vzoriek vzdy vys$§i obsah chlorofylu
a Vv porovnani s extrakciou do destilovanej vody. Tento trend neplatil pre vzorku sinice Arthrospira
maxima a riasy Scenedesmus acutus.

Tabulka 7: Najvyssie detegovane obsahy sledovanych pigmentov

Riasa Extrakt | ¢ [mg-ml™] c [mg-g7!]
Celkové karotenoidy Arthrospira m. voda 0,0045+0,0001 | 0,447 6 +£0,009 3
., 196%
Chlorofyl a Chlorella geska EtOH 0,0493+0,0006 | 4,9332+0,0609
Chlorofyl b Spirulina alga voda 0,0314+0,0002 | 3,136 6 +0,020 5
0,
Sucet chlorofylovaab | Chlorella ¢eska sz/I: 0,0655+0,0002 | 6,5536+0,2414

Najvyssi obsah karotenoidov bol spomedzi vSetkych typov extraktov detegovany pre vodny extrakt
sinice Arthrospira maxima. Najviac chlorofylu a obsahovala riasa Ceskéa chlorella extrahovana do
96 % etanolu, ktora zaroven predstavovala aj vzorku s najvy$§im obsahom celkového stcétu
chlorofylov. Chlorofyl b mal najvyssie zastipenie vo vodnom extrakte komercnej sinice Spirulina
alga. Koncentracie tychto pigmentov v spomenutych extraktoch, ako aj obsah pigmentov prepocitany
na navazku riasy, ich presné hodnoty uvadza Tabul'ka 7. Tieto 4 extrakty boli na zaklade vysokych
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obsahov sledovanych latok vybrané na naslednt pripravu Zelatinovych vlakien s primesou extraktov
z rias. Na pripravu vlakien bol taktieZ pouzity aj vodny extrakt riasy Scenedesmus acutus, pre jeho
relativne vysoké obsahy chlorofylu aaj b, ktoré dosiahli hodnoty 3,391 +0,015mg-g? a
2,294 + 0,004 mg-g .

5.1.3 Stanovenie antioxidac¢nej aktivity metédou TEAC

Antioxida¢na aktivita extraktov bola stanovena podl'a postupu uvedenom v kapitole 4.8.3. Vypocet bol
vykonany na zéklade linearnej regresie kalibra¢nej zavislosti, podl'a vztahu uvedenom v Rovnici (5).
Vsetky vzorky boli premerané trikrat a zo ziskanych hodndt bol vypocitany priemer. Vysledna
koncentracia antioxidantov v extraktov bola prepocitand ako hmotnostny podiel antioxidantov v
miligramoch na gram riasy. Obsah antioxidantov vo vzorkach je znézorneny pomocou stipcovych
diagramov, vid’ Obrazok 27 a Obrazok 28 v sekcii PRILOHY, podkapitola 9.2. Presné hodnoty

koncentracii zobrazuje Tabulka 8.

Tabulka 8: Hodnoty koncentracia antioxidacnych latok vyjadrené vo forme antioxidacnej aktivity

c[mg-g™]

Riasa a typ extraktu | vodny 20 % EtOH 60 % EtOH 96 % EtOH hexan
Arthrospira maxima 61,818+ 1,068 | 3,127 +0,012 | 0,303+ 0,019 | 1,806 + 0,068 -
Centella asiatica 26,508 + 1,334 | 6,940+0,054 | 2,310+0,023 | 1,180+0,029 | 0,105+ 0,001
Ceska chlorella 9,184+ 0,447 | 1,165+0,012 | 0,761+0,073 | 1,028 + 0,027 -
Chlamydomonas . 4971 +0,064 | 0,804+0,012 | 0,394+0,012 | 1,264+ 0,029 -
Scenedesmus acutus 1,211+0,055 | 0,646+0,023 | 0,231+0,016 | 1,178+0,025 -
Chlorella sorokiniana | 2,569 +0,249 | 0,733+0,023 | 0,231+0,016 | 1,056+ 0,025 -
Spirulina alga 18,469 + 0,550 | 0,204 +0,012 | 0,191+0,020 | 0,588+ 0,050 | 0,695+ 0,011
Chlorella vulgaris - - - - 0,202 + 0,002

Na zédklade stanovenych koncentracii mozno pozorovat’ trend, ze vodné extrakty vo vSeobecnosti
dosahovali spomedzi vSetkych pripravenych druhov extraktov najvys$Sie obsahy antioxidantov.
Naopak pre extrakty do 60 % etanolu boli stanovené v priemere najnizsie koncentracie extrahovanych
latok s antioxidacnym ucinkom. Jedind vzorka, kde tento trend nebol pozorovany, bola rastlina
Centella asiatica, pre ktort bol stanoveny najniz$i obsah antioxidantov v extrakte do hexanu. Z
dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze celkovo najvyssiu antioxida¢na aktivitu vykazuje vodny extrakt
sinice Arthrospira maxima. Naopak celkovo najmensi obsah antioxidantov bol namerany pre
hexanovy extrakt rastliny Centella asiatica.

5.1.4 Stanovenie celkovych polyfenolov spektrofotometricky

Celkova koncentracia polyfenolov Vv hexanovych, vodnych aj 20 %, 60 % a 96 % etanolovych
extraktoch bola stanovena spektrofotometricky podl'a postupu uvedenom v kapitole 4.8.4 a vypocitana
z linearnej regresie kalibracnej zavislosti uvedenej v Rovnici (7). VSetky vzorky boli premerané trikrat
a zo ziskanych hodnot bol vypocitany priemer. Vysledna koncentracia v extraktoch bola prepocitana
na miligramy polyfenolov na gram biomasy. Obsah polyfenolov vo vzorkach je znazorneny stipcovym
diagramom na Obrazku 16 a presné hodnoty koncentracii uvadza Tabulka 14 v sekci PRILOHY,
podkapitola 9.3.
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Spirulinaa. Centellaa. Centellaa. Chlorella¢. Arthrospira Spirulinaa. Centellaa.
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Obrazok 16: Obsah polyfenolov v extraktoch

Pre vSetky 60 % a 96 % etanolové extrakty dosahovala absorbancia hodnoty 0,1 alebo niZSie, a teda
obsah polyfenolov v tychto extraktoch bol pod medzou detekcie pouzitej metdody stanovenia.
V extraktoch do 20 % etanolu bol jedinou detekovanou vzorkou s obsahom polyfenolov extrakt
z rastliny Centella asiatica, ostatné extrakty boli taktieZ pod hranicou detekcie. Vo vSeobecnosti
najvysSie hodnoty obsahu polyfenolov dosahovali vodné extrakty, u ktorych boli polyfenoly
detekované v 4 zo 7 vzoriek, konkrétne v extrakte z riasy Ceska chlorella, u sinic Arthrospira maxima
a Spirulina alga, a taktiez v extrakte z biomasy rastliny Centella asiatica. Najvyssi obsah polyfenolov
bol zaznamenany pre vzorku rastliny Centella asiatica,, ktory dosahoval 40,817 mg-gL. Z testovanych
kmenov rias mala najvyssi obsah celkovych polyfenolov vzorka komerénej sinice Spirulina alga, kde
bola ich koncentracia stanovena na 21,213 mg-g*. Pri hexanovych extraktoch z komerénych rias bol
stanoveny obsah polyfenolov v 2 z 3 extraktov, konkrétne pre sinicu Spirulina alga a rastlinu Centella
asiatica, pre extrakt z riasy Chlorella vulgaris sa hodnota absorbancie pripraveného roztoku
pohybovala pod hranicou detekcie metddy, preto obsah polyfenofolov v tejto vzorke nebol stanoveny.
Pre fenolické latky pritomné v rastline Centella asiatica mozno zo zistenych vysledkov konstatovat,
ze ich rozpustnost’ vo vode je vysSia ako rozpustnost’ v etanole, ked’ze najvyssi podiel extrahovanych
polyfenolov bol detegovany prave vo vodnom extrakte tejto rastliny, pricom nasledne v extrakte do
20 % etanolu bol obsah polyfenolov uz stvornasobne nizsi, a v extraktoch do vyssie koncentrovaného
etanolu uz polyfenoly neboli detegované, absorbancia vzoriek extraktov do 60 % a 96 % etanolu
dosahovala hodnoty pod hranicou detekcie pouzitej metody. Na zaklade vysledkov stanovenia
celkového obsahu polyfenolov boli na d’al$iu vyrobu nanovlakien vybrané vodné extrakty rastliny
Centella asiatica a sinice Spirulina alga.
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5.1.5 Stanovenie celkového obsahu proteinov

Celkova koncentracia proteinov vo vzorkach vodnych extraktov bola zistend na zaklade
kolorimetrickej metody Hartree-Lowryho podla postupu uvedenom v kapitole 4.8.5. Vsetky vzorky
boli premerané trikrat a zo ziskanych hodndt bol stanoveny priemer. Na vypocet koncentracie
celkovych bielkovin bola pouzita kalibracna zavislost' uvedena v Rovnici (9). Takto stanovené
koncentracie proteinov boli ndsledne vynasobené objemom celého extraktu a vztiahnuté na pévodna
navazku riasy na ziskanie hmotnostného podielu proteinov v celkovej biomase riasy. Zastupenie
proteinov vo vzorkach v koncentracii miligramov na gram uvadza Tabulka 9.

Tabulka 9: Obsah celkovych proteinov vo vodnych extraktoch

Riasa/sinica/rastlina c [mg-g™']

Centella asiatica 316,504 + 3,390
Arthrospira maxima 337,134 + 4,309
Chlamydomonas reinhardtii 444,083 + 2,049
Spirulina alga 453,855 + 14,042
Chlorella sorokiniana 479,913 + 8,476
Scenedesmus acutus 572,747 + 16,971
Ceska chlorella 574,376 + 3,083

Z nameranych vysledkov vyplyva, ze vSetky testované vzorky obsahuji pomerne vysoky obsah
proteinov v svojom pevnom podiele biomasy, pre riasy Scenedesmus acutus a Ceska chlorella
celkovych proteinov bol stanoveny pre vzorku praskovej vysuSenej biomasy rastliny Centella asiatica.
Najviac bielkovin bolo detegovanych vo vzorke komerénej riasy Ceskej chlorelly, kde obsah dosiahol
hodnotu 574,376 mg-g . Dosiahnuté vysledky sa zhoduj z poznatkami, Ze riasy rodu Chlorella mézu
obsahovat’ v susine v priemere az 51-58 hm. % bielkovin [7].

5.1.6 Stanovenie karotenoidov a chlorofylov pomocou HPLC

Obsah karotenoidov a chlorofylov bol stanoveny podla postupu uvedenom v kapitole 4.8.6 u
mikrorias Scenedesmus acutus, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sorokiniana, Chlorella ¢eska, u
sinice Arthrospira maxima a komerénej sinice Spirulina alga, a taktiez komerénej biomasy rastliny
Centella asiatica, extrahovanych do 96 % etanolu. Zastipenie pigmentov vo vzorkach je znazornené
pomocou stipcovych diagramov vyjadrujiicich obsah jednotlivych farbiv aj celkovych skupin
pigmentov v mg-g~*. Obrazok 17 zobrazuje obsah chlorofylov vo vsetkych analyzovanych vzorkach
zavislosti na druhu mikroriasy ¢&i sinice. Stipcovy diagram na Obrazku 180brazok 18 vyjadruje
zastupenia karotenoidov len pre vzorky, v ktorych boli nejaké karotenoidné farbiva detegované.
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Z grafu na Obrazku 17 vyplyva, Ze komer¢na Chlorella Ceska v porovnani s ostatnymi testovany
druhmi vykazuje najvys$ie hodnoty zelenych pigmentov chlorofylov. Hodnota obsahu celkovych
chlorofylov pre tato riasu bola pomocou kvantitativnej chromatografickej analyzy stanovena na
5,556 mg-g~t. Toto najvysSie zastipenie celkovych chlorofylov spomedzi vsetkych testovanych
vzoriek extraktov bolo pre Ch. Ceskti extrahovani do 96 % etanolu stanovené aj pri vypocte
koncentracie chlorofylov z absorpénych spektier podla postupu popisanom v bode 4.8.2.1, a ktorého
vysledky st uvedené v bode 5.1.2.1. Koncentracia celkovych chlorofylov stanovena na zaklade
analyzy vzorky metdédou HPLC dosahuje vSak o 15,23 % nizs$iu hodnotu, nez bol obsah celkovych
chlorofylov uréeny na zaklade zmeraného absorpéného spektra extraktu. Tento rozdiel mozno
pripisovat’ vSeobecnej vySSej presnosti kvantitativnej chromatografickej analyzy V porovnani
s UV-VIS spektrofotometrickou kvantitativnou analyzou. Dal§im moznym dévodom je, Ze vzt'ah na
vypocet koncentracie chlorofylov z absorpénych spektrier prebrany od Hartmuta K. Lichtenthalera,
uvedeny v bode 4.8.2.1, nemusi byt pre podmienky naSej analyzy (pouzity typ nanofotometra, druh
rozpustadla), dostatocne vhodny, z coho nasledne mozu vyplyvat’ nepresné hodnoty dopocitanych
koncentracii. Analyzy na HPLC boli zaroven merané neskor nez samotné spektra, ¢o mohlo mat’ tiez
vplyv na vzorky, v ktorych pri dlh§om skladovani teoreticky mohlo dojst’ k Ciasto¢nej degradacii
analyzovanych latok, a tym aj k zniZeniu ich koncentracie. Karotenoidy boli detekované len pre 3 zo 7
vzoriek. Najvys$si obsah celkovych karotenoidov bol stanoveny pre sinicu Arthrospira maxima
extrahovanti do 96 % etanolu. Najznamejsi karotenoid, ktorym je betakarotén, bol najviac zastupeny
prave Vv biomase tejto sinice, vinych vzorkach nebol pouZitou metéodou detegovany. Obsah
detekovanych karotenoidov bol v porovnani s obsahom celkovych chlorofylov nizsi, najvyraznejsi
rozdiel v zastiipeni tychto skupin pigmentov je mozné pozorovat pri riase Chlorella Ceska.

5.2 Priprava a charakterizacia vlikien

V ramci experimentdlnej Casti prace boli dalej pripravené zelatinové vldkna technikou
elektrospinningu pre enkapsulaciu pripravenych extraktov. Postup pre pripravu roztokov Zelatiny
v kyseline octovej na zvlaknenie je uvedeny v bode 4.9.1 a postup elektrostatického zvlakfiovania je
popisany v kapitole 4.9.2. Boli pripravené ¢isté Zelatinové vlakna a 18 typov Zelatinovych vlakien s
primesou, ktoré sa lisili typom a obsahom inkorporovanych extraktov. Vsetky pripravené vlakna boli
skladované v Petriho miskach pri laboratdrnej teplote. Pre vytvorené vlakna bol stanoveny hmotnostny
podiel inkorporovanych latok pochadzajtcich z rias, respektive sinic. U vlakien bola sledovana ich
antioxidaéna aktivita, rychlost’ rozpstania na pokozke a ich cytotoxicita.

Obrazok 19: Pripravené vidkna, nalavo cisté zZelatinové, napravo s primesou vodného extraktu
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5.2.1 Priprava roztokov Zelatiny na zvlaknenie

Na zhotovenie vlakien technikou elektrospinningu boli pripravené roztoky zelatiny S primesami
roznych druhov extraktov rias a sinic, pripadne extraktov porovnavacej rastliny C. asiatica. Ako
primesi boli vybrané extrakty s najvy$§imi hodnotami antioxidacnej aktivity, pripadne extrakty
najbohatsie na karotenoidy a chlorofyly alebo polyfenoly a proteiny, pricom tieto koncentracie latok
boli uréené na zaklade predoslej analyzy, ktorej vysledky st popisané v kapitolach 5.1.2 az 5.1.5.
Prehlad’ a vlastnosti extraktov vybranych ako primes do 30 % roztoku zelatiny za Gi¢elom vytvorenia
zvlakiovacieho roztoku uvadza Tabulka 10.

Tabulka 10: Zoznam extraktov vybranych ako primesi do pripravovanych zelatinovych vidkien

Riasa/sinica/rastlina | Extrakt Maximalna hodnota obsahu c [mg-g™']
Arthrospira maxima | vodny Latky s antioxidaénym tG¢inkom 61,818 + 1,068
Arthrospira maxima | vodny Karotenoidy 0,448 + 0,009
Chlorella ceska 96 % EtOH | Chlorofyl a 4,933 £ 0,061
Spirulina alga vodny Chlorofyl b 3,137 +0,017
Chlorella ¢eska 96 % EtOH | Celkové chlorofyly 6,554 + 0,241
Centella asiatica vodny Polyfenoly 40,817 + 0,380
Chlorella ceska vodny Proteiny 574,376 + 3,083

Okrem vodného extraktu sinice A. maxima vykazovali aj relativne vysoky obsah latok
s antioxida¢nymi G¢inkami vSetky ostatné pouzité vodné extrakty, najvyraznejSie vSak extrakty z
rastliny Centella asiatica a komer¢nej sinice Spirulina alga, presné koncentracie uvadza Tabul'ka 8
v bode 5.1.3. Ako Siesty vybrany extrakt na inkorporaciu do organickych Zelatinovych vlakien bol
zvoleny vodny extrakt riasy Scenedesmus acutus, pretoze na zaklade analyzy absorpéného spektra
tohto extraktu bolo stanovené, Ze dosahoval pomerne vysoké koncentracie chlorofylov aaj b, vid’
koncentracie danych pigmentov (Tabulka 6), azaroven obsahoval aj vysoky obsah celkovych
proteinov, hodnota dosahovala 572,747 + 16,971 mg-g ' a bola bola uréend metodou podla Hartree-
Lowryho, ako je uvedené v kapitole 5.1.5.

5.2.2 ZloZenie vlakien

Pre vSetky pripravené vlakna bola vypocitany hmotnostny podiel primesi inkorporovanyh latok rias,
resp. sinic V celkovej hmotnosti vlakna Vv zavislosti na pdvodnej koncentracii pridavku rozli¢nych
objemov extraktu do roztoku na zvlaknenie. Najskor bolo zo znadmej hodnoty celkového pevného
podielu v extrakte vypocitany pevny podiel v pouzitych pridavkoch extraktov do roztoku zelatiny, teda
v objemoch extraktov 150, 600 a 1200 ul. Extrakt kazdej riasy mal pevny podiel rozli¢nej hodnoty,
preto sa koncentracie rovnakych objemov od seba odliSovali. Nasledne bol urceny celkovy pevny
podiel v pripravenom objeme roztoku Zelatiny s primesou na zvlaknenie. Tato hodnota hmotnosti bola
povazovana za hmotnost’ vlakna, ktoré by sa vytvorilo, ak by sa zvlaknil cely objem pripraveného
roztoku, ked’ze v procese tvorby vlakna sa rozptstadla (kyselina octova a extrahovadlo) odparuju, a na
kolektor uz dopada len pevné vlakno. Hmotnostné percento riasy vo vlakne bolo vypocitané ako
podiel dvoch hodnét, kde hmotnost’ pevnej Casti v pridanom objeme extraktu rias bola podelena
hodnotou celkovej pevnej hmoty v celom objeme pripraveného roztoku (rozpustend Zzelatina spolu
s vyextrahovanymi latkami rias), nasledne bol tento podiel vynasobeny krat sto. Tymto spdsobom
ziskané hodnoty hmotnych podielov st prehladne uvedené pre kazdy druh pouzitého extraktu
v Tabulke 11.
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Tabulka 11: Zlozenie pripravenych vidkien z hladiska hmotnostného podielu extraktu z riasy vo vidkne

Povodne pridany objem extraktu do
roztoku na zvlaknenie [pl]
Typ extraktu vo vliakne 150 600 1200
Podiel latok riasy/sinice vo vlakne
[hm. %]
Vodny e. A. maxima 0,065 0,259 0,517
Vodny e. Spirulina alga 0,040 0,161 0,322
Vodny e. Centella asiatica 0,035 0,138 0,277
Vodny e. Chlorella ¢eska 0,023 0,091 0,181
Vodny e. S. acutus, 0,017 0,067 0,133
96 % EtOH e. Chlorella ¢eska 0,007 0,029 0,059

Najvyssi obsah enkapsulovanych latok v zvlaknenom materiali bol dopocitany pre vzorku vlakna,
ktoré bolo pripravené z roztoku Zelatiny s pridavkom vodného extraktu sinice Arthrospira maxima
0 objeme 1200 pl. Naopak najniz§i hmotnostny podiel extrahovanych latok rias vo vlakne bol
stanoveny pre vldkna vyrobené z roztoku Zelatiny s primesou 96 % etanolového extraktu riasy Ceska
chlorella.

Obrazok 20: Kontrola pH rozpustenych Zelatinovych vidkien

Pre overenie uplného odparenia kyseliny octovej ako rozpustadla zelatiny v procese zvlakiovania
prebehla aj kontrola pH vytvorenych vldkien. Z vlakien boli vystrihnuté $tvorcové kusky o ploche
1cm? nasledne boli zvazené arozpustené v 1ml destilovanej vody v oznacenych eppendorf
skimavkach. Po tuplnom rozpusteni vlakna a dokladnom pretrepani skimavky bolo pomocou
univerzalnych indikatorovych papierikov testované pH kazdého vzorku nakvapkanim malého
mnozstva rozpusteného vldkna vo vode na papierik. VSetky vzorky vykazovali podla stupnice
uvedenej na obale neutralne pH. Z vysledkov tohto testu je mozné preto konstatovat, ze pri
zvlakiovani roztoku doslo pred dopadom pevnych vlakien na kolektor k dostatoénému odpareniu
kyseliny octovej a vo vlaknach sa nenachadza také mnozstvo kyseliny, ktoré by mohlo ovplyvnit’ ich
hodnotu pH.
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5.2.3 Efektivita zvlaknovania

Na zéklade zndmeho zvlakneného objemu roztoku, zaznamenaného z davkovacej pumpy zvlaknovacej
stistavy a z hodnoty hmotnostného zlomku Zelatiny a riasy pre danti vzorku bol nasledne dopocitany
celkovy spolo¢ny pevny podiel Zelatiny aj riasy v takomto mnoZzstve roztoku. Takto ziskana teoreticka
hmotnost’ vlakna bola nasledne porovnana s realnou hmotnost'ou celej zvlaknenej vzorky. Pre vypocet
efektivity zvlaknovania v percentach boli tieto dve hodnoty podelené a vynasobené sto. Hodnoty pre
jednotlivé druhy vlakien znazorfiuje stipcovy diagram na Obrazku 21. Oznacenie vzoriek la az 6¢ je
totozné s poradim oznacenia vzoriek ako uvadza Tabulka 5 uvedenej v kapitole 4.9.1.

80
75

NI

Efektivita [%)]

la 1b 1c 2a 2b 2c 3a 3b 3¢ 4a 4b 4c S5a 5b 5¢c 6a 6b 6¢
Obrazok 21: Efektivita zvlaknovania

Z hodnot v stipcovom diagrame (Obrazok 21) mozno pozorovat, 7e pre vlikna vytvorené
z roztokov s obsahom vodnych extraktov rias (vzorky la az 5cC) sa efektivita zvldknovacieho procesu
pohybovala nad 50 %. Pre vlakna pripravené z roztoku obsahujtiiceho etanolovy extrakt riasy Chlorella
Ceska (vzorky 6a az 6c) bola efektivita zvldkiiovania mierne nizSia, priblizne Vv rozmedzi 45—39 %.
bola 39,78 %. Uz pocas procesu elektrostatického zvlakiiovania bolo pozorovatel'né, ze pre roztoky
Zelatiny s obsahom etanolovych extraktov zvldknovanie prebieha odlisSne, ako pri roztokoch
s obsahom vodnych extraktov. Material dopadajuci na kolektor elektrospinningovej ststavy nebol na
vSetkych miestach kompletne vysuseny, v niektorych oblastiach vlakno vyzeralo tak, Ze v iom ostala
vlhka cast’ neodpareného rozpustadla. Pri odoberani takto pripravenych vlakien z kolektoru bolo
tazsie oddelit’ ich z hlinikovej folie, nez vlakna vytvorené z roztokov s vodnou primesou. Takéto
vlakna boli pri oddel'ovani od kolektoru nachylnejSie na roztrhanie. Ked’ze tento odlisny priebeh
zvlaknovacieho procesu a nizsiu kvalitu vysledného pripraveného vladknitého materialu vykazovali len
roztoky s primesou etanolového extraktu, mézeme predpokladat’, Ze pridavok etanolu sposobil zmenu
v pricbehu procesu zvlaknovania roztoku ovplyvnenim celkovej viskozity alebo vodivosti
zvlaknovaného roztoku. Pre dosiahnutie lepSich vysledkov by bolo vhodné cely proces zvlaknovania
takychto vzoriek d’alej optimalizovat.
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5.2.4 Antioxidacna aktivita vlakien

Antioxidacna aktivita pripravenych vlakien bola testovana metodou TEAC podla postupu uvedenom
v kapitole 4.9.3. Antioxida¢né ucinky jednotlivych druhov vlakien boli skimané z hl'adiska stability
antioxidantov inkorporovanych do vlakien v priebehu doby skladovania. Preto boli vykonané tri
opakovania merania metodou TEAC V intervale 4 dni, na zéklade ktorych boli stanovené hodnoty pre
kazdé meranie, ktoré su uvedené v Tabulke 12 Tabulka 12. Vysledky stanovenia priemerného
antioxida¢ného ucinku vlakien st urfené v mikrogramoch latok s antioxidaénym posobenim na
miligram vlakna. Oznacenie vzoriek vlakien (1a az 6¢) Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.v Tabulke
12 Tabul'ka 12zodpoveda poradiu oznacenia druhov vlakien ako uvadza Tabul'ka 5 v kapitole 4.9.1.

Tabulka 12: Antioxidacné aktivity vidkien 7 troch merani V rozostupoch 4 dni

1. meranie 2. meranie 3. meranie
(deii 0) (deii 4) (deii 8)
Vzorka ¢ [ng'mg™]
la 10,914+ 0,324 | 10,613+ 0,169 | 10,528 + 0,319
1b 21,635+0,241 | 21,412 +0,300 | 21,655 + 0,405
1c 36,243 +0,312 | 36,278 +1,118 | 35,161 + 1,542
2a 7,026 + 0,388 6,967+ 0,041 | 6,773+ 0,135
2b 13,195+ 0,767 | 13,410+ 0,463 | 13,092 + 0,166
2c 16,302 + 0,929 | 16,192+ 0,095 | 16,408 + 0,540
3a 7,945+ 0,125 7,805+ 0,245 | 7,929+ 0,120
3b 14,373+ 0,180 | 14,335+ 0,414 | 14,405+ 0,675
3c 18,698 +£ 0,540 | 18,682+ 0,112 | 18,889 + 0,270
4a 4,997 + 0,128 5,077+ 0,241 | 4,991+ 0,043
4b 9,667 + 0,720 9,627+ 0,123 | 9,320+ 0,311
4c 11,402+ 0,425 | 11,448+ 0,001 | 11,376 +0,438
5a 1,081 + 0,090 1,054+ 0,051 | 1,134+0,016
5b 2,985 + 0,058 2,957+ 0,135 | 2,820+ 0,210
5¢c 5,480 + 0,020 5,480+ 0,223 | 5,550 + 0,245
6a 0,881+0,001 | 0,858+0,057 | 0,790+ 0,039
6b 1,538 +£0,017 1,542+ 0,068 | 1,526 + 0,001
6¢ 3,758 + 0,082 3,816+ 0,001 | 3,710+ 0,150

Kazdé dve vzorky daného druhu vldkna vystrihnuté z rdéznych oblasti pripravené¢ho vlaknitého
materidlu vykazovali pri vSetkych troch opakovaniach merania velmi blizke hodnoty antioxida¢nej
aktivity, ktoré sa vzajomne takmer nelisili, maximalny rozdiel dosiahol 11 %. Z tohto pozorovania
mozno vyvodit, ze latky s antioxidaénym ucinkom pochadzajice z extraktov rias a sinic boli vo
vlaknach rozlozené relativne rovnomerne a nehromadili sa len v urcitych oblastiach. Z tychto dvoch
hodnét boli pre dané druhy vldkien uréené priemerné hodnoty antioxida¢ného ulinku, ato pri
vSetkych troch opakovaniach stanovenia antioxidacnej aktivity. Z hladiska stability antioxidantov
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pritomnych vo vlaknach vzhl'adom na dobu skladovania je mozné konstatovat,, ze vo vlaknach pocas
testovanej doby (8 dni) nedochadzalo k vyraznému znizeniu hodnoty antioxida¢ného G¢inku vlakien,
ako mozno vidiet pri porovnani hodndt z prvého az treticho merania uvedenych v Tabulke 12
Tabulka 12. Na zaklade tychto vysledkov mozno predpokladat, ze vo vladknach pravdepodobne
nenastala vyznamna degradacia pritomnych latok s antioxidaénym ucinkom. Celkovo obsah
stanovenych antioxidantov vo vldknach bol vypocitany na pg'mg™? pouzitého vlikna. Najvyssie
mnozstvo antioxidantov bolo stanovené vo vlaknach s vodnym extraktom sinice Arthrospira maxima
(vzorka 1c). Naopak najnizs§i obsah antioxidantov vykazovalo vldkno s najmens$im pridavkom
etanolové extraktu riasy Chlorella ceskd. Tieto zistenia koreSponduju aj s ddtami nameranymi pre
samotné extrakty, kde najvyssiu antioxida¢nu aktivitu mala prave vzorka vodného extraktu A. maxima
a najmensi antioxidatny u¢inok bol zaznameny pre 96 % etanolovy extrakt z Ceskej chlorelly, vid
vysledky v kapitole 5.1.3.

5.2.5 Rychlost’ rozpustania vlakien

Vzorky vlakien boli hodnotené z hl'adiska rychlosti ich rozpustania, pokus bol prevedeny podla
postupu opisanom v kapitole 4.9.5. Na vodou navlh¢enej pokozke ruky sa vsetky Zelatinové vlakna
rozpustili podl'a ocakéavania okamzite po kontakte s vlhkou pokozkou, ked’Ze Zelatina je rozpustna vo
vode. Na prirodzene suchej pokozke trvalo rozpustanie vlakien o ploche 1cm? podstatne dlhsie,
alisilo sa v zavislosti na hrubke vlakna. V priemere sa vlakno o ploche 1.cm? a hmotnosti 1 mg
rozpustilo na suchej pokozke za 1,5 minaty. Cim hrubsia bola vzorka vldkna o ploche 1 cm?, tym
k pomalSiemu rozpustaniu na pokozke dochadzalo. Rychlost’ rozpustania pravdepodobne ovplyvnil aj
aktudlny stav hydrolipidckého filmu na povrchu pokozky. Ked bola pokozka vyraznejSie spotena
a mastnejSia, dochadzalo k rychlejSiemu rozptstaniu vldkien. Pre pripadné budice pouzitie
zelatinovych vlakien ako pletovej masky s obsahom pridanych latok, by na zaklade tohto testu bolo
vhodné aplikovat’ vlakenni masku na plet, ktora je mierne navlhéena vodou alebo pletovou vodou,
aby sa ulah¢ila aplikacia takejto masky a urychlilo jej celkové rozpustenie na pokozke.

5.3 Testy cytotoxicity vlakien

Na MTT test cytotoxicity boli pouZité vzorky zvlakneného materidlu o ploche 1cm? Pretoze
jednotlivé vlakenné textilie ale nemali navzajom rovnaké hrubky, kazda vzorka bola aj odvazena a pre
uplnost’ st v Tabulke 13 uvedené hmotnosti jednotlivych vzoriek, spolu s ¢iselnym oznacenim typu
vzorky Vv zavislosti na druhu a obsahu primesi vo vlakne. VSetky vzorky boli testované dvakrat.
Vysledny cytotoxicky u&inok vlakien na linii buniek HaCaT je V stipcovom diagrame na Obrazku 22
zobrazeny ako viabilita buniek v percentach vzhl'adom na stopercentny narast buniek (v kontrolnej
jamke dosti¢ky), ziskana ako priemerna hodnota z oboch merani.
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Tabulka 13: Plocha, hmotnost a typ vzoriek vildkien pouzitych na testovanie cytotoxicity

) Podiel riasy/sinice vo | Plocha | Hmotnost’
Vzorka | Typ extraktu vo vlakne viskne [hm. %] [cm?] [mg]
1 Arthrospira m. vodny 0,259 1 2,15
2 Arthospira m. vodny 0,517 3,00
3 Centella a. vodny 0,138 1 2,20
4 Centella a. vodny 0,277 1 1,05
5 Spirulina a. vodny 0,161 1 1,55
6 Spirulina a. vodny 0,322 1 1,75
7 Chlorella ¢. 96% EtOH 0,059 1 1,80
8 Chlorella ¢. vodny 0,181 1 1,65
9 Scenedesmus a. vodny 0,133 1 1,75
10 éisté Zelatinové vlakna - 1 1,80
100 -
90 - -
80 .
= - _ - ) _
2 70
g -
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E 40
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Obrazok 22: Viabilita HaCaT buniek po kultivdcii so vzorkami Zelatinovych vidkien s réznymi primesami

extraktov

vz. 10

Za hraniéni mieru viability sa povazuje 50 %, nad ktorou je G¢inok daného materialu (vlakna,
extraktu) pre bunky netoxicky. Ako mozno pozorovat v stipcovom diagrame na Obrazku 22, pod tiito
hranicu neklesla viabilita buniek pre Ziadnu testovantl vzorku vlakien. Na zaklade tychto vysledkov je
mozné dospiet’ k zaveru, Ze Cisté zelatinové vlakna aj zelatinové vlakna s primesou extraktov nie su v
danom mnozstve toxické pre bunky linie HaCaT. Za danych podmienok testu je teda mozné vsetky
vzorky vlakien povazovat' za netoxické. Vo vSeobecnosti bola viabilita buniek vysoka pre vsetky
testované vlakna. Najvacsi pokles viability bunieck HaCaT vzhladom ku kontrole, stale vSak nad
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hodnotou 60 %, bol zaznamenany pre vlakno, ktoré obsahovalo najvyssi hmotnostny podiel extraktu z
riasy spomedzi testovanych vlakien s primesou. Jednalo sa 0 vzorku ¢islo 2, teda vlakno s obsahom
vodného extraktu sinice Arthrospira maxima, pre tato vzorku bola vysledna viabilita buniek 66,46 %
oproti kontrole. Vyssia koncentracia extrahovanej biomasy riasy pritomna vo vlakne mohla mat’ za
nasledok pripadné nepriaznivé GcCinky na viabilitu buniek HaCaT. Tento mierne vyraznejsi pokles
viability mohol byt sposobeny aj faktom, ze vzorka vldkna mala pomerne vysokt hmotnost’ oproti
ostatnym, a tak do nej mohla pravdepodobne nasiaknut’ védcsia Cast’ zivného média buniek, ktorym
nasledne mohli chybat’ potrebné Ziviny.
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6 ZAVER

Predlozena bakalarska praca bola zamerana na pripravu extraktov z mikrorias a sinic a na naslednii
vyrobu a charakterizaciu organickych vlakien s primesou vybranych extraktov za uc¢elom ich aplikacie
v kozmetike. V praci boli kultivované vybrané druhy rias, pre porovnanie boli pouZité aj komercne
dostupné riasy a sinice. Biomasa rias asinic bola extrahovana do réznych rozpustadiel, a takto
pripravené extrakty boli najskor skimané a charakterizované s cielom stanovenia zastiipenia réznych
skupin potencionalne vyuziteInych aktivnych latok pre pripadné vyuzitie v kozmetike. Zlozenim
najzaujimavejSie extrakty boli néasledne inkorporované do organickych zelatinovych vlakien
pripravenych metodou elektrospinningu.

V praci bola spracovana reSer§ zamerand na vyznamné bioaktivne metabolity rias a sinic s
potencidlnym vyuzitim nielen pre kozmetické ucely. Teoreticka Cast dalej popisuje vyznam
enkapsulacie a nanovlakien, a uvadza princip pripravy vlakien elektrostatickym zvlaknovanim.

V experimentalnej Casti boli najskor naslednou extrakciou pripravené vodné a etanolové (20, 60
a96 % EtOH) extrakty zriasy Scenedesmus acutus, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella
sorokiniana, komercnej riasy Chlorella ¢eska, Chlorella vulgaris, d’alej z nami kultivovanej sinice
Arthrospira maxima a komeréne dostupnej vysuSenej biomasy sinice Spirulina alga. Pre porovnanie
obsahu aktivnych latok pritomnych v mikroriasach asiniciach slatkami vysSich rastlin bola
extrahovana aj komer¢nd biomasa rastliny Centella asiatica, ktorej extrakty sa v st¢asnosti hojne
vyuzivaju v roznych kozmetickych produktoch. Komeréna riasa Ch. vulgaris, sinica S. alga a rastlina
C. asiatica boli extrahované aj do hexanu. Extrakty rias a sinic boli analyzované pomocou UV-VIS
absorpénej spektrofotometrie, ktord poskytla celé absorpéné spektra vsetkych extraktov, na zaklade
ktorych bolo vypocitané zastipenie chlorofylov a celkovych karotenoidov v zavislosti na druhu riasy
¢i sinice, ana type extrak¢ného c¢inidla. V jednotlivych extraktoch bol potom metédou TEAC
stanoveny antioxidaény Géinok pritomnych latok, d’alej bol uréeny obsah fenolickych 1atok a obsah
celkovych proteinov. Vybrané kmene rias a sinic extrahovanych do 96 % etanolu boli podrobené aj
analyze obsahu chlorofylov a karotenoidov pomocou HPLC. Chromatograficka analyza 96 %
etanolovych extraktov preukazala vyznamnej$i obsah roznych karotenoidov, vratane betakroténu, len
u sinice Arthrospira maxima.

Z testovanych extraktov obsahoval najviac latok s antioxidaénym ucinkom vodny extrakt
nakultivovanej sinice Arthrospira maxima. Vysledky vypoctov zaloZenych na intenzite absorpcie
Ziarenia pri charakteristickych vlnovych dizkach preukézali, Ze tato sinica obsahovala aj najvyssi
podiel celkovych karotenoidov v pevnej hmote zo vsetkych analyzovanych kmenov a typov extraktov.
Komer¢na sinica Spirulina alga extrahovana do destilovanej vody obsahovala najvyssi podiel
chlorofylu b. Koncentracia chlorofylu a stanovena z absorpénych spektier extraktov dosahovala
najvyssiu hodnotu pre riasu Chlorella ¢eska, extrahovant do 96 % etanolu. Pre danu riasu bol taktiez
detegovany najvicsi obsah celkovych chlorofylov. Vysoka koncentraciu tychto pigmentov potvrdila aj
HPLC analyza tohto extraktu. Spektrofotometrické stanovenie polyfenolov v extraktoch preukazalo,
7e najvys$8i podiel fenolickych latok obsahovala biomasa porovnavacej rastliny C. asiatica.
Z testovanych druhov rias asinic obsahovala najviac polyfenolov komeréna Spirulina alga
extrahovana do vody. Pre riasu Chlorella ¢eska extrahovanii do vody bol detegovany najvyssi obsah
celkovych proteinov. Tieto extrakty boli vybrané na inkorporaciu do pripravovanych organickych
vlakien.

V praci boli d’alej technikou elektrostatického zvldkiiovania vyrobené vldkna na baze Zelatiny
s obsahom extraktov zrias. Celkovo bolo pripravenych 19 typov vlakien, ztoho jedna vzorka
predstavovala ¢isté zelatinové vlakna a 18 vzoriek navzajom sa liSiacich mnozstvom a typom
inkorporovaného extraktu. Vlakna s primesou extraktov boli zhodnotené z hl'adiska hmotnostného
podielu enkapsulovanych pevnych latok extrahovanych zrias a sinic v pripravenych vlaknitych
vzorkach. Bola taktieZ vyhodnotena efektivita zvlaknovania pracovnych roztokov pouzitou technikou
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elektrospinningu. Vo vSeobecnosti bolo efektivnejsie zvlaknovanie roztokov s primesou vodnych
extraktov v porovnani s roztokmi s obsahom etanolovych extraktov.

Vo vsetkych pripravenych vldknach bola d’alej testované ich antioxidacné aktivita. Z dosiahnutych
vysledkov mozno konstatovat’, ze testované vlakna obsahovali enkapsulované latky s antioxidacnym
uc¢inkom v mnozstvach mikrogramov na miligram hmotnosti vlaknitych vzoriek. Najvacsiu
antioxida¢nu aktivitu vykazovalo vlakno s najvy$$im obsahom vodného extraktu zo sinice Arthrospira
maxima. Tento vysledok bol ocakavany, ked’Zze pre dany extrakt bol predtym stanoveny najvyssi
zaznamenana pre vzorky vlakien s inkorporovanym 96 % etanolovym extraktom riasy Chlorella ¢eska.
Tento vysledok taktiez zodpovedal skutocnosti, ze dany extrakt mal spomedzi pouzitych primesovych
predpokladat’, ze inkorporaciou extraktov do vldkien elektrospinningom sa pravdepodobne prilis
nemeni zlozenie apomerné zastipenie pritomnych latok v zvlakiiovacom roztoku obsahujucom
primiesané extrakty.

Antioxidacna aktivita vlakien bola skiimana aj z hl'adiska stability pocas doby skladovania vlakien
pri laboratérnej teplote. Z vysledkov troch merani vzdy v rozostupe 4 dni mozno usudit, ze vo
vlaknach za podmienok a doby skladovania nedoSlo k degradacii enkapsulovanych antioxidantov
pochadzajtcich zrias a sinic, ked'ze jednotlivé hodnoty antioxida¢nej hodnoty sa Vv priebehu troch
merani pre kazdy typ vlakna vzajomne takmer nelisili, a nedoslo k ich vyraznému poklesu.

Pozorovana bola aj rychlost’ rozpustania vzoriek vlakien na pokozke. Ako bolo predpokladané, na
vodou navlhéenej pokozke doslo k okamzitému rozpusteniu celej vzorky vlakien. Oproti tomu na
prirodzene suchej pokozke trvalo rozpustanie vlakien vyrazne dlhsie, a presny cas zavisel na hrabke
vlakna a aktualnom stave prirodzenej vlhkosti a mastnoty pokozky.

Za ucelom postdenia bezpecnosti pouzitia zelatinovych vldkien s inkorporovanymi extraktmi
aktivnych latok rias a sinic V kozmetike bola sledovand cytotoxicita pripravenych vlakien. Na
bunkovej linii humannych keratinocytov HaCaT bol vykonany MTT test cytotoxicity pre vlakna
Snajvys$sim hmotnostnym obsahom vyextrahovanych inkorporovanych latok pochadzajacich
zbiomasy rias asinic, apre vlakna vykazujice najvy$Sie hodnoty antioxidacnej aktivity. Za
cytotoxické neboli povazované vzorky, pri ktorych viabilita buniek neklesla pod 50 %. Na zaklade
tohto kritéria bolo vyhodnotené, ze pripravené Cisté Zelatinové vlakna aj vlakna s primesou extraktov
nevykazovali cytotoxicky efekt v testovanom mnozstve, a teda by malo byt mozné pouzivat’ ich v
kozmetickom priemysle.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ABTS - 2,2"-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
DMSO - dimetylsulfoxid

GC - plynova chromatografia

HPLC — vysokoucinna kvapalinova chromatografia

LC — kvapalinova chromatografia

MF —mobilna faza

MTT — 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid)
NS — nosicovy systém

NV —nanovlakna

PHA — polyhydroxyalkanoaty

PHB — polyhydroxybutyrat

PUFA — polynenasytené mastné kyseliny s dlhym retazcom (polyunsaturated fatty acids)
SF — stacionarna faza

TEAC - Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
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9 PRILOHY

9.1 Stanovenie obsahu karotenoidov a chlorofylov z absorpénych spektier
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Obrdzok 24: Porovnanie obsahu chlorofylu A
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Obrazok 25: Porovnanie obsahu chlorofylu B
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Obrazok 26: Porovnanie celkového obsahu chlorofylov (suma obsahu chlorofylu A a obsahu chlorofylu B)
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9.2 Stanovenie antioxidac¢nej aktivity metédou TEAC
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Obrazok 27: Antioxidacné aktivity hexanovych, 20 %, 60 % a 96 % etanolovych extraktov
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Obrazok 28: Antioxidacné aktivity vodnych extraktov
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9.3 Stanovenie celkovych polyfenolov spektrofotometricky

Tabulka 14: Hodnoty koncentracie celkovych polyfenolov v extraktoch

Riasa/sinica/rastlina Extrakt c (mg-g™")
Spirulina alga Hexanovy 0,189 + 0,002
Centella asiatica Hexanovy 0,837 + 0,007
Centella asiatica 20% etanol | 11,551+ 0,227
Ceska chlorella Vodny 11,551+ 0,076
Arthrospira maxima Vodny 17,641 £ 0,305
Spirulina alga vodny 21,213+ 0,199
Centella asiatica vodny 40,817 + 0,380
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