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Nazev disertaéni prace Fytochemicka analyza a biologicka aktivita fasy Haematococcus pluvialis a
Chlorella sp.

V soucasné dobé predstavuji mikrofasy novy a slibny zdroj riznych biologicky aktivnich latek. Tato védecka
prace cili na dva karotenoidy — astaxantin a lutein, o které je zajem v rlznych primyslovych odvétvich.
Dosud vyvinuté vyrobni postupy pro ziskani téchto dvou hodnotnych karotenoidnovych pigmentt vSak
vyZaduji naro€né procesy, jak €asové, tak i z hlediska spotfeby organickych rozpoustédel.Tato prace se
zabyva dvéma aspekty. Prvnim je vyzkum a vyvoj u¢innych a na primyslovou drovern rozsifitelnych metod
izolace cilovych karotenoid(l z biomasy mikrofas pomoci vysoce u¢inné protiproudé chromatografie
(HPCCC). Druhym je hodnoceni biologické aktivity astaxantinu a jeho esterq, protozZe tyto dosud byly malo
studovany.

V nasi praci byl lutein izolovan ze zelené fasy Chlorella vulgaris pomoci spodni faze dvoufazového
rozpoustédlového systému slozeného z n-heptanu, etanolu a vody (pomér 5:4:1,5, obj./obj./obj.) (LP4), ktery
slouzil jako rozpoustédlo pro extrakci fasové biomasy a zaroven také jako mobilni faze pro izolaci luteinu
pomoci HPCCC. Ultrazvukova extrakce biomasy s LP4 po dobu 30 minut vedla k ziskani extraktu bohatého
na lutein (3,20 mg/g susené biomasy). Celkoveé byly zpracovany 2 g extraktu Chlorelly vulgaris, z nichz bylo
ziskano 60 mg luteinu (Cistota 92%). Tento byl dale purifikovan pomoci gelové permeacni chromatografie,
¢imz bylo ziskano 50 mg luteinu (Cistota 97%). Stejna metoda byla také pouzita pro izolaci luteinu z
Parachlorelly kessleri kmene HY 1, &¢imz se ziskalo 150 mg luteinu (95% Cistota, 97% vytéZek). Déle bylo z
mikrofasy Haematococcus pluvialis izolovano pét monoestert astaxantinu pomoci HPCCC, kde byla jako
mobilni faze pouzita spodni faze dvoufazového rozpoustédiového systému (n-heptan:acetonitril, pomér 5:5,
obj./obj.). Zavérelna purifikace pomoci vysoce uc€inné kapalinové chromatografie (HPLC) poskytla pét
derivatd astaxantinu esterifikovanych kyselinou a-linolenovou (4 mg), kyselinou linolovou (8 mg), kyselinou
palmitovou (8 mg), kyselinou olejovou (12 mg) a kyselinou stearovou (1 mg) (98% Cistota). K dalSimu
zvySeni produktivity byla vyvinuta HPCCC metoda s vicenasobnym nastfikem, ktera umoznila ziskat vétsi
mnozstvi astaxantinovych ester(, a to kombinaci dvou eluénich rezimu (reverzni a soubézna eluce). V
pribéhu soubézné eluce byly mobilni i stacionarni faze ¢erpany soucasné, tak, aby se doplfiovala
stacionarni faze, ktera se ztraci b&€hem kazdého separacéniho cyklu.

Astaxantin je silny pfirodni antioxidant s prosp&Snymi biologickymi aktivitami, které v8ak byly
primarné prokazany u jeho volné (neesterifikovane) formy. Pfirozeny producent astaxantinu, mikrofasa
Haematococcus pluvialis, vS§ak tento pigment syntetizuje vétSinou ve formé esterd, které byly dosud malo
hodnoceny. Aby se pfispélo k moznému komerénimu pouziti této latky, bylo testovano nékolik riznych
biologickych aktivit.

Antioxidacni, antiparaziticka, cytotoxicka, antialergicka, imunomodulacni, antiagregacni avazodilataéni
aktivita, stejné jako schopnost inhibovat tyrosinazu a produkci melaninu, byly vyhodnoceny u extraktu z
Haematococca pluvialis a frakci bohatych na monoestery a diestery astaxantinu izolovanych pomoci
HPCCC. Pro stanoveni antioxidacnich a cytotoxickych ucinkd bylo pouzito také pét jiz dfive izolovanych
derivatd astaxantinu. Signifikantni antioxidac¢ni, anityrosinazova a cytotoxicka aktivita byly pozorovany u
extraktu Haematococca pluvialis spole€né s frakci obohacenou o monoestery astaxantinu izolovanou
pomoci HPCCC. Slaba antioxidacni aktivita byla zaznamenana u monoestert astaxantinu vazanych s
kyselinou a-linolenovou (C18:3), palmitovou (C16:0) a stearovou (C18:0). Astaxantin esterifikovany



kyselinou olejovou (C18:1) prokazal cytotoxicky ucinek proti bunééné linii AGS karcinomu zaludka.
Astaxantinové estery ¢astecné prokazaly negativni vliv na antioxidacni systémy parazit(i. Pfedbézné
hodnoceni testovanych latek neprokazalo vyznamné zmény motility larev, nicméné byl zaznamenan urcity
negativni dopad na jejich morfologii. VSechny testované latky vykézaly pouze inhibici antigenem
indukovaného uvolfiovani B-hexosaminidazy pfi koncentraci 5 uM. Zadna z testovanych latek neprokazala
imunomodulaéni, antiagregacni ani vazodilataéni aktivitu, ani neinhibovala produkci melaninu.



