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Rostlinna barviva - studium stability chlorofylu

Plant pigments - study of chlorophyll stability

Souhrn

V soucasné dobé se stale Castéji hovoii o pozitivnim G¢inku chlorofylu a vénuje se
vice pozornosti na jeho vyuziti v oblasti mediciny, farmacie a potravinaistvi. Kviili nestabilni
molekule chlorofylu je dilezity mechanismus, kterym se chlorofyl stabilizuje a umozni tak
jeno efektivni rozvoj. Studium stability rostlinného chlorofylu bylo provedeno
spektrofotometricky ve viditelné oblasti na zakladé pohlcovani svétla v riznych vinovych
délkach spektra. Cilem této prace bylo zhodnotit stalost chlorofylu in vitro za danych
chemickych a fyzikalnich podminek. Chlorofylovy extrakt Kopfivy dvoudomé (Urtica dioica)
byl podroben vlivu rozpoustédla acetonu a ethanolu, roztoklim obsahujici kovové ionty a
prosttedi tepla, chladu, svétla a tmy. Kombinaci vSech téchto faktor bylo ziskdno dvaatticet
vzorkd, u nichZ se méfila hodnota absorbance pti vinovych délkach 411, 438, 470 a 665 nm
Vv ¢asovém intervalu. Zaznamenané zmény V intenzité zbarveni poukazuji na to, ze chlorofyl
je nejvice stabilni v podminkach chladu a bez pfistupu svétla. Rychly a okamzity pribéh
degradace nastal u chlorofylového extraktu, ktery byl vystaven svétlu a teplu. Pritomnost
médnatych ionti ve vzorku s ethanolem stabilizovala chlorofyl vyrazné vic, nez extrakt s
Zeleznatymi ¢i hofeCnatymi ionty. Kovové derivaty chlorofylu vytvaii po zavedeni do
porfyrinového kruhu pevné pouto, které je mnohem odolnéjsi vici kyselinam a teplu, nez
ptirozené se vyskytujici hofe¢naté komplexy chlorofylu. Této vyméné iontl hotc¢iku mize byt
vyuzivano pii piipravé chlorofylového potravinaiského barviva, jelikoZ komeréni piiprava

barviva obsahujici ¢isty chlorofyl neni mozna, kvili nestabilni molekule.

Kli¢ova slova: pigmenty, chlorofyl, degradace, kovové komplexy, stabilita



Summary

The positive effect of chlorophyll is recently discussed more and more often. The
research nowadays is focused on its application at the field of medicine, pharmacy and food
processing. Because of the significantly low stability of the chlorophyll molecule, the
mechanism of its stabilization is important. It is not possible to reach the effective
development without finding a suitable conditions to increase its stability. Chlorophyll
stability was investigated by the spectrophotometry in the visible region, based on the light
absorption at the different wavelengths of the spectrum. The target of the thesis was to
evaluate the stability of the chlorophyll tested in vitro at the specified chemical and physical
conditions. Chlorophyll extract of the stinging nettle (Urtica dioica) was subjected to the
influence of solvent, specifically acetone and ethanol, the influence of metal ions in the
solutions and finally the effect of heat, cold, light and dark. By the combination of all these
factors, thirty-two samples were obtained. These were used for the measurements of the
absorbance at 411, 438, 470 and 665 nm, depending on the time interval. Observed changes in
the color intensity indicate that the chlorophyll is the most stable in cold with exclusion of
light. In contrast, it is shown that the chlorophyl extract measured in the hot conditions with
the access of light was rapidly degraded. Presence of copper(ll) ionts in the ethanol solution
samples has significantly higher stabilizing effect than the presence of iron(ll) ionts or
magnesium(ll) ionts in the same solution. Metal chlorophyll derivatives provide a strong
linkage with the porphyrin cycle that is much more resistant against acids and heat than
naturally occuring magnesium-chlorophyll complexes. This exchange can be used in a
preparation of the chlorophyll food coloring, because, due to the low stability of the

chlorophyll molecule, it is not possible to obtain food coloring that contains pure chlorophyll.

Keywords: pigments, chlorophyll, degradation, metal complexes, stability
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1 Uvod

Chlorofyl je pfirodni rostlinné barvivo, které zpusobuje zelené zbarveni rostlin.
Molekuly chlorofylu maji charakteristickou vlastnost pfeméinovat slunecni energii na energii
chemickou prostiednictvim fotosyntézy. Takto zelené rostliny vyrabéji sacharidy, zakladni
zdroj energie pro dalsi biochemické a biologické procesy na Zemi.

Do popiedi zdjmu modernich vyzkumt se chlorofyl dostal az v 1. pol. 19. stoleti. Bylo
zjisténo, Ze ma az na centralni prvek témeét totoznou chemickou strukturu jako hemoglobin,
cervené krevni barvivo. Centralnim prvkem chlorofylu je hoi¢ik, zatimco centralnim prvkem
hemoglobinu je zelezo. Mnozstvi znamych struktur izolovanych z fotosyntetickych organismu
se od roku 1960 po soucastnost zvysilo ze tfi na vice nez padesat.

Chlorofyl se ukazuje jako latka nezbytna pro vSechny organismy na svété. Rostliny
obsahujici toto barvivo by mély byt zakladem zdravého jidelnicku. Mezi bézné zdroje patii
zelena listova zelenina, divoce rostouci byliny a v nejkvalitngj$i formé¢ ho mizeme najit v
nékterych sladkovodnich a mofskych fasach, jako je naptiklad Chlorela a Spirulina.
RozlozZeni a obsah chlorofylu v ovoci a zelening jsou zavislé na fadé faktori, vcetné druhu,
klimatickych podminek, pted a poskliziovém zachazeni a zpisobu zpracovani potravin
Obecné plati, ze rostliny netvoti chlorofyl, pokud nejsou vystaveny viditelnému zafeni.

Chlorofylové pigmenty jsou nachylné k mnoha degrada¢nim reakcim, at’ uz chemické
nebo enzymatické. Soucasna akce enzymu, slabych kyselin, kysliku, svétla a tepla, muze vést
ke vzniku velkého poctu rozkladnych produkti. Chlorofyly a jeho derivaty maji pestré vyuziti
prevazné ve farmaceutickém a potravinairském pramyslu. Pfi pfipravé potravinarského
barviva chlorofylu se vymény hoteCnatych iontd, jelikoz neni mozné komercné piipravit
barvivo obsahujici Cisty chlorofyl, kviili nestabilni molekule. Méd’naté komplexy chlorofylt
nejsou zdaleka tak citlivé na svétlo jako chlorofyly a maji intenzivngjs$i barvu, proto jsou

vhodna, jako potravinaiska aditiva.


http://www.vibranthealth.eu/chlorela-1
http://www.vibranthealth.eu/spirulina-1

2 Cil prace

Cilem této prace je zpracovat literarni ptehled z védeckych ¢lanki dané problematiky
a zjistit stabilitu rostlinného chlorofylu in vitro na zakladé pribéznych zmén absorbance
daného extraktu.
Piedpokladané hypotézy zohlediuji jednotlivé chemické a fyzikalnich vlivy:
e Zamezenim pristupu svétla bude chlorofyl méné nachylny k degradaci
e Roztoky kovovych iontd ovlivni stabilitu a intenzitu zbarveni extraktu

chlorofylu

e Uchovani extraktu pii nizSich teplotach ptiznivé ovlivni stalost chlorofylu



3 Literarni prehled

3.1 Plastidy

Plastidy tvoti vyraznou skupinu organel ve vyssich a niz$ich rostlinach a jsou jednim z
ur¢ujicich znaku, kterymi se rostliny 1isi od zvitrat (Pyke, 2007).

V rostlinném svété zname mnoho barevnych sloucenin, které se jmenuji pigmenty.
Rostlinné fytochromy, které se nachazeji v protoplasmé, jsou soustiedény do zvlastnich
utvard bilkovinné povahy, do plastidi, dosahujicich velikosti az 10 um (Gjubbenet, 1953).

Plastidy jsou charakteristické pro rostlinné bunky. Vykonavaji mnoho
specializovanych funkci, které jsou nezbytné pro rast a vyvoj rostlin, napiiklad fotosyntéza,
asimilace dusi¢nant a sulfati, syntéza aminokyselin a mastnych kyselin, ukladani sacharida a
tukti nebo tvorba barvy v nékterych plodech a kvétech. K dosazeni tohoto cile, vykonavaji
jejich membranové systémy specializované transportni funkce, véetné transportu a tfidéni
proteini @ vymény metaboliti pro piijimani obou obald, a rovnéz transport protont a
elektront pro pfijimani thylakoidni membrany chloroplasti (Finkemeier et al., 2010).

Pyke (2009) definuje plastid, jako organelu obklopenou dvojitou membranou, ktera
obsahuje DNA, je schopna rozmnozovani délenim, je mistem vyroby a skladovani dilezitych
chemikalii, a nevykazuje typ dychani nalezeny v mitochondriich. Fotosynteticky aktivni
chloroplasty obsahujici chlorofyl se nachdzeji v mnoha rostlinnych bunkach.
Nechlorofylované  plastidy jsou vSudypfitomné Vv bunikach fotosyntetickych a
nefotosyntetickych organu rostlin, naptiklad v meristémech, kotenech, vnitinich stoncich, listi

a okvétnich listkach.

3.1.1 Protoplasty

Vsechny plastidy uvnité rostlin jsou nakonec odvozeny z téchto progenitorovych
plastidd, které se nachdzeji v meristematickych bunkach, zvané proplastidy. Protoplasty byly
odvozeny z n¢kolika malo proplastidt, které byly ptitomny v zygoté a odvozené potencialné,
jak z materské vajecné bunky, tak otcovského pylového zrna. Znalost proplastidi bunécné
biologie a jejich jemna ultrastruktura je omezena, vétsinou z divodu obtizné analyzy malych
organel bez pigmentu v malé oblasti husté tkané. Fyzicky vzhled proplastidi byl odvozen z
velké casti elektronovym mikrografem, ktery zobrazuje proplastidy, jako malé organely

obsahujici omezenou vnitini strukturu, ktera je rozptylena po celé cytoplasme (Pyke, 2007).



3.1.2 Leukoplasty

Leukoplasty jsou plastidy neobsahujici pigmenty. Na svétle se mohou ménit v
chloroplasty (Kubat a kol., 2003).

Tyto skladovaci plastidy byly rozdéleny na amyloplasty shromazd'ujici $krob,
elaioplasty skladujici lipidy a proteinoplasty obsahujici proteiny (Wise, 2007).

3.1.3 Chromoplasty

Chromoplasty jsou zodpovédné za zluté, oranzové a Cervené barvy mnoha kvéti a
plodi. Jsou také obsazeny Vv nékterych kofenech a hlizach, napt. mrkev ¢i sladké brambory.
Dostava se jim nejvice pozornosti, nebot hromadi pigmenty, které jsou nezbytné pro
smyslové kvality zahradnickych produkti (Pyke, 2007).

Funkce chromoplasti je pfedevsim ekologicka, jejich zbarveni laka opylovace popf.
zivocichy, ktefi se podileji na rozsifovani semen (Kubat a kol., 2003).

Chromoplasty jsou velikostné mensi, nez chloroplasty a mohou vznikat piimo z

proplastid, nepiimo z chloroplastii nebo z amyloplasta (Waters et al., 2004).

3.1.4 Chloroplasty

Chloroplasty je mozné z hlediska existence Zivota na Zemi povazovat za nejdilezitéjsi
organely, protoze jsou mistem, kde se z anorganickych latek vytvareji latky organické, které
slouzi jako zdroj energie a stavebnich latek pro jiné organismy. Jejich ¢innosti také vznikly
veskeré energetické zasoby fosilnich paliv (Kubat a kol., 2003).

Ukazalo se, Ze pro jemné studium stavby chloroplasti nepostacuje mikroskop. Nutné
je proniknout do submikroskopické morfologie plastidi, aby se mohly objasnit chemické
struktury a pochody v plastidech (Gjubbenet, 1953).

Typicky chloroplast ma vétsinou ovalny nebo ¢ockovity tvar, jejich velikost je mezi 4
— 6 um. Jedna buiika listu miize obsahovat 40 — 50 chloroplasti, jeden mm? listu vice nez 500
00 (Kubat a kol., 2003).

Gerontoplasty jsou chloroplasty, které prochazi degenerativnimi zménami Vv zestarlych
tkanich (Waters et al., 2004).

3.1.4.1 Morfologie a fyziologie chloroplastu

Chloroplasty v rostlinach jsou vazany dvéma membranami, tzv. vnéj$im a vnitinim

obalem. Membrany jsou oddéleny mezimembranovym prostorem, uvniti plastidu je stroma,
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vodnata tekutina. Stroma obsahuje mnoho membran thylakoidi. Lumen thylakoidt se nazyva
prostor mezi dvéma membranami thylakoidi. V mnoha rostlinach se thylakoidy skladaji do
sloupci membran, tzv. grana. Fotosynteticky aparat se nachazi v thylakoidech i granach.
(Bréhélin et al., 2007).

Vyznam chloroplasti pro pteziti rostlin je ztejmy. Chloroplasty produkuji cukry, tedy
energii. Jsou také zdrojem aminokyselin a glykolipida. Chloroplasty jsou také primarni misto
pro syntézu mastnych kKyselin v zelenych rostlinach (Cavalier-Smith, 2000).

Charakteristickym rysem chloroplastu rostlin a fas je jejich rozsahly, vnitini, zeleny,
chlorofyl obsahujici membranové systémy zvané thylakoidni membrany, kde dochazi k
primarni reakci fotosyntézy. Tento systém fotosyntetickych reak¢nich center ptevadi
svételnou energii na chemickou energii, ktera slouzi k fizeni bunétného metabolismu
(Gillham, 1994).

3.1.4.2 Struktura a vyznam thylakoidni membrany

Thylakoidni membrana je zplostéla lipidova dvojvrstva slozend pievazné z
galaktolipidii @ malych ¢asti fosfolipidi. Mastné kyseliny z ¢asti thylakoidnich lipidd jsou
bohaté na linolenové a linolové kyseliny, které zptsobuji nezvyklou tekutost thylakoidni
chlorofyly. Chlorofyly jsou zapustény do membrany a ptipojeny nekovalentnimi vazbami na
proteiny (Salisbury et al., 1985).

Vnitini thylakoidni membranovy systém se skladd ze zplostélych naskladanych ¢i
nenaskladanych membranovych vacku, které se nazyvaji grana a stroma lamely. Primarni
reakce fotosyntézy jsou katalyzovany c¢tyfimi hlavnimi pigmenty - proteinové komplexy
membrany thylakoidi: fotosystém Il a fotosystém | a jejich ptidruzené chlorofylové antény,
komplex cytochromt b6 / f, a ATP-syntasa. Svételnou energii snimaji antény a odesilaji ji do
reak¢nich center fotosystému Il a fotosystému | (Olive et al., 1991).

Uvnitf membrany je kanal naplnény vodou a rozpusténymi solemi, tzv. thylakoidni
kanal. Kanal obsahuje fotosyntetické substraty a produkty, jak H* ionty piemisténé z
protonovych kanal a pumpy, tak také jako H® ATPasy. Nakonec se v kanalu nachazi
fotosystémy | a |1, které jsou hnaci silou fotosyntézy. Fotosystém | je bohaty na chlorofyl A a
ma pouze minimalni mnozstvi chlorofylu B v porovnani s fotosystémem Il. V téchto
systémech vétSina pigmentl slouzi K pfijmu svételné energie, ktera se prevadi na energii
chemickou (Heaton et al., 1996).



Energie se pouziva k napajeni elektronu v chlorofylu a vytvofeni stabilniho naboje
odd¢leného membranou. Vznikaji tim oxido-redukéni fady podél fotosyntetického
elektronového transportniho fetézce. Na jednom konci tohoto fetézce je voda oxidovana
fotosystémem Il pii soucasném vzniku kysliku a uvolnéni protoni do lumenu. Poté jsou
elektrony pieneseny do plastochinonu ke komplexu cytochromt b6 / f, ktery funguje jako
protonova pumpa a rozpustny pienaSe¢ elektront plastokyaninu v thylakoidu lumenu. Na
druhém konci fetézce fotosystému | oxiduje plastokyanin, na svétle vstiebava a pienasi
elektrony do ferredoxinu a pak se z NADP vytvaii NADPH. Vysledna hodnota gradientu pH
je pouzita ve ¢tvrtém komplexu ATP-synthasy, produkce ATP v ¢asti stromatu. Tento enzym
také funguje v opa¢ném sméru hydrolyzou ATP pro ¢erpani protontt do lumenu thylakoida a

tim vytvaii gradient pH (Olive et al., 1991).

Degradace thylakoidni membrany

Degradaci thylakoidni membrany nasleduje pomérné¢ usporddany proces, ackoliv
divod, ktery degradaci spousti neni znam. Hormony jako ethylén, které byly zapleteny do
posileni procesu starnuti, mohou byt pocateénim spousté¢em degradace membrany (Paliyath
etal., 1992).

Vysledek degradace membrany plastidu se sklada z lipidi a proteint (Bréhélin et al.,
2007).

Tukové kapénky, které se tvoii vraném stadiu degradace thylakoidd, obsahuji
karotenoidy. Karotenoidy maji v membrané dvé hlavni funkce: za prvé absorbuji svétlo, a
proto se podileji na fotosyntéze; za druhé se vychytavaji volné radikaly. Tim, Ze jsou z
membrany odstranény, membrany a jeji slozky se stanou citlivéj$i na poSkozeni volnymi
radikaly. Volné radikaly jsou znamé tim, ze zpusobuji konformacni zmény v proteinech a tim
jsou vazebné proteiny chlorofylu A/B velmi nachylné k poskozeni. Tyto konformaéni zmény
mohou zpusobit jejich vétsi nachylnost K proteolytické degradaci (Nooden et al., 1988).

Jenkins a Woolhouse (1981) poznamenali, ze kdyz byly tukové kapénky uvolnény z
membrany, rovnéz obsahovaly plastochinon (PQ). Plastochinon je nedilnou soucasti
necyklického elektronového transportniho fetézce. Béhem fotosyntézy je PQ redukovan na
PQH tim, ze pfijima dva ionty vodiku ze stromalni strany membrany. Pokud koncentrace PQ
kles4, bude se H* pohybovat do thylakoidnich kanald, dojde ke zméné gradientu pH, coz vede
k niz§i pH na stromalni stran¢ membrany.

Tento pokles pH mohl zahajit aktivitu proteolytickych enzymu a tim zvysit rychlost
degradace proteint (Heaton et al., 1996).



3.1.4.3 Chloroplast a DNA

Chloroplasty spole¢né s mitochondriemi jsou jediné bunéc¢né organely, které obsahuji
vlastni aparat pro biosyntézu bilkovin. Sklada se z chloroplastové DNA, RNA polymeras,
enzymu podilejicich se na metabolismu RNA, ribosomi, transferové RNA, a nékolik
transla¢nich faktorti. Chloroplastové ribosomy se podobaji bakteriim a maji podobné
ribosomalni RNA, bilkoviny a citlivost na podobné spektrum antibiotik. Kruhové
chloroplastové molekuly DNA dosahuji velikosti mezi 70 KB a 400 KB a jsou piitomny asi
ve sto kopiich na chloroplast (Sugiura,1996).

Typicka mezofilni bunika obsahuje téméf 100 plastida a tedy okolo 10 000 kruhovych
chloroplastovych DNA. Byla odhalena existence zhruba 120 chloroplastovy gent V rostlinach
a zelenych fasach. Patii mezi né asi 50 gent, které koduji komponenty transkripéni aparatu
(podjednotky RNA polymerasy) a translaéniho aparatu (ribosomalni RNA, ribosomalni
proteiny, ptenos RNA a transla¢ni faktory). Zhruba 40 gent je zapojeno do fotosyntézy a
koduji nekteré podjednotky fotosystému | a Il, komplex cytochromt b6/f, ATP-synthasy a
Rubisco. Ostatni podjednotky téchto komplextd jsou kodovany jadernym genomem,
pievedeny na cytoplazmatické ribosomy a posttranslacné dovezeny do chloroplastu. Ostatni
chloroplastové geny, vSak nebyvaji vSeobecné zachovany. Jedenact genti kodujici
podjednotky NADH dehydrogenasy jsou ptitomny v chloroplastech rostlin, ale ne v fasach
(Bennoun, 1982).

3.2 Chlorofyl

Chlorofyly jsou jasné zelené ptirodni pigmenty nalezené vyhradné ve fotosyntetickych
rostlinach a vybranych bakterii (Dailey, 1990).

Chemicky se tadi mezi porfyriny obsahujici hoi¢ik. Procento celkového hotéiku, které
je vazano na chlorofyl, je relativné nizké a pohybuje se od 0,2 % do 15,4 %. Za extrémnich
podminek, jakymi je nedostatek hoiciku v listech rostlin, které jsou ve stinu, se mize
procento vazaného chlorofylového hoiéiku z celkového hoic¢iku zvysit na témét 60 % (Bohn

etal., 2004).

3.2.1 Historie vyzkumu chlorofylu

Berzelius byl prvni, kdo se pokusil vroce 1838 o izolaci chlorofylu a jeho prace
vydlazdili cestu pro pozdé¢jsi badatelé, z nichz vétSina pouzivala tak drastické metody, ze se

Jim podatilo izolovat pouze smés produktu rozkladu chlorofylu (Kephart, 1955).
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Mgl za to, ze je mozné rozliSovat tii druhy této latky, je tfeba vSak pfiznat, Ze zptisob
jejich ziskavani a charakteristika jsou velmi neurcité. Potom obratil Berzelius pozornost k
ucinkim slune¢niho svétla. Pfedpokladal, ze se na podzim v listech pfeménuje chlorofyl v
xantofyl (Timirjazev, 1953).

Stokes v roce 1864 spektroskopicky zjistili, ze chlorofyl je smé&s pigmentt a oddélil
podle oddilu mezi nemisitelna rozpoustédla (Kephart, 1955).

Stokes popsal ve spektru chlorofylu pét absorpénich pasi; jeho popis vsak neni zcela
jasny, jak 0 tom svédc¢i skute¢nost, Ze vSichni ptekladatelé a interpreti jeho praci pochopili
jeho vyklad opaéné. Stokes zaméfil své vyzkumy K vyslovenému piedpokladu o totoznosti
chlorofylu s biliverdinem a dokazal, ze tato domnénka neni spravna. Pokud jde o chlorofyl,
dospél k zavéru, ze se sklada ze ¢tyt latek, dvou zelenych a dvou Zlutych. Zelené latky silné
¢ervené fluoreskuji, Zluté nikoliv (Timirjazev, 1953).

Vztah mezi zelenym pigmentem rostlin a krevnim cervenym barvivem krve
predpokladal Verdeil (1851). Tato hypotéza byla rozpracovana vroce 1879 Schunckem,
Marchlewskim a Hoppe-Seilerem a n¢které faze téchto hypotéz jsou nyni znamy za spravné.
Vzhledem ke své extrémni citlivosti, rozpustnosti a obtiznosti separace od kontaminovanych
latek, bylo zkoumani chlorofylového izolatu opusténo v praci Hoppe-Seiler, a pfenechano pro
Willstaetera a jeho studenty, ktefi izolovali a chemicky urcovali zelené rostlinné pigmenty.
Prace Willstaetera v letech 1906 a 1913 oznacovala chlorofyl, jako nestabilni vodé rozpustné
slou¢eniny hoi¢iku, charakterizovana esterovou methyl skupinou a fytyl alkoholem (Kephart,
1955).

Fisher navrhl systém ¢islovani, ktery se zna¢n¢ 1isi od toho, které navrhla Mezinarodni
Unie pro Chemii, diky své jednoduchosti je preferovana v chemii chlorofylu. V letech
vyzkumu, které byly stimulovany hypotézou Verdeila, vyvrcholila série oslnivého
vySetfovani Hanse Fishera, pro néz mu byla udélena Nobelova cena v roce 1930. On a jeho
spolupracovnici kone¢né stanovili spravnou strukturu heminu, ¢ast hemoglobinu a ukazali
skute¢ny vztah k chlorofylu (Bowers, 1947).

Pii ozafovani rostlin se chlorofyl rychle rozvijel a bylo navrzeno, ze existuje
predchtiidce chlorofylu v rostlinach péstovanych ve tm¢. Tato latka byla nazyvana proto-
chlorofyl a byla izolovana a strukturalné identifikovana. Nejdulezitéjsi udaje o chlorofylu

pochazeji od Berzelia, Fremyho a Stokese (Timirjazev, 1953).



3.2.2 Chemicka struktura chlorofylu

Tyto pigmenty jsou zalozeny na makrocyklickych tetrapyrrolech vazané
methylenovymi mustky, tato struktura je znama jako porfyrin (Dailey, 1990).

Chlorofylova porfyrinova struktura je rozsitena o piidavek patého isocyklického kruhu
(kruh E) spojujici pozici 6 a ¥ (Gross, 1991).

Ctyti kruhy jsou koordinovany hofe¢natymi ionty (Mg®"). Paty izocyklicky kruh se
nachazi v blizkosti tfetiho pyrrolového kruhu. Na ¢tvrtém kruhu je substituentem kyselina
propionova, ktera je esterifikovana hydrofobnim diterpenickym alkoholem fytolem
(Lichtenthaler et al., 1981).

Ackoli porfyrin ma hydrofilni charakter, nepolarni charakter fytolu je pro molekuly
chlorofylti vyznamnéjsi a jsou proto dobie rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech, jako je
etanol, aceton, benzen, atd. (Jackson, 1976).

Chlorofyl A je modrozeleny a ma na druhém pyrolovém kruhu methylovou skupinu,
chlorofyl B je Zlutozeleny a ma na pyrrolovém jadfe aldehydickou skupinu. Chlorofyl D je
chemicky podobny chlorofylu A, ale ma jiné absorp¢ni spektrum a nachazi se u skupiny
Rhodophyta, poprvé popsan u druhu Girgatinia gardii (Deman, 1999).

3.2.3 Vyskyt

Z této zakladni struktury existuje pét tiid chlorofylti v rostlinach a fotosyntetickych
organismech - A, B, C, D, E. Chlorofyly A a B samoziejm¢ ptevazuji U v§ech vyssich rostlin,
zatimco chlorofyly C, D a E se nachazeji ve vSech Castech riznych fotosyntetickych fas, a
dvouatomovych druhi véetné hnédych, cervenych, Zlutych a zelenych fas. Vedle toho byly
izolovany ¢tyti tiidy bakteriochlorofylu ve fotosyntetickych bakteriich, bakteriochlorofyl A a
B pifevlada v purpurovych bakteriich, zatimco C a D se nachazi v zelenych a purpurovych
sirovych bakterii. Vysoky obsah chlorofylu byl nalezen v listové zelening, jako Spenat a salat

(Wrolstad et al., 2004).

3.2.4 Biosyntéza chlorofylu

Syntéza chlorofylu je velmi slozity proces, na kterém se podili mnoho enzymd. Pii
dulezitosti tetrapyrrold v metabolismu je jasné, ze porucha této drahy muze vést k velmi
zavaznym porucham. | pfes velké mnozstvi informaci 0 tomto procesu, neni zdaleka vse

vysvétleno (Von Wettstein et al., 1995).



Pro lepsi pochopeni biochemickych zmén, které se podileji na tvorbé chlorofylu, je
vhodné vzit v Gvahu rizna stadia: 1. tvorba kyseliny &-aminolevulové (ALA), 2. vznik
monopyrrolu (porfobilinogenu), 3. wvytvofeni uroporfyrinogenu (prvni makrocyklicky
tetrapyrrol), 4. tvorba protoporfyrinogenu, 5. vznik protoporfyrinu IX dehydrogenaci
makrocyklu, 6. chelace Mg®* a piedani hoi¢iku protoporfyrinu X, 7. vytvofeni isocyklického
kruhu a protochlorofylidu A, 8. redukce protochlorofylidu na chlorofylid, 9. vytvofeni
chlorofylu, 10. biosyntéza chlorofylu B (MacDougall et al., 2002).

Prvnim meziproduktem biosyntetické drahy chlorofylu je 6-aminolevulinova Kyselina
(ALA). Ta muze vznikat dvéma ruznymi drahami. Prvni je charakteristicka pro o-
proteobakterie a zvirata, kde ALA vznika kondenzaci sukcinyl-CoA s glycinem pomoci
enzymu ALA - synthasy. U rostlin vede k ALA druha draha, zvana C5 (Reinbothe et al.,
1996).

Dalsim krokem je kondenzace dvou molekul ALA, pii némz se uvolni dvé molekuly
vody, ¢imz vznikne porfobilinogen. Tento krok je katalyzovan porfobilinogen synthasou.
Nasledné dojde ke kondenzaci ¢ty molekul porfobilinogenu a vznikne linearni tetrapyrrol
hydroxymethylbilan. Tato faze je katalyzovana za pomoci hydroxymethylbilan synthasy,
dochazi k deaminaci molekul porfobilinogenu. Na tento krok bezprostiedné navazuje vznik
uroporfyrinogenu  Ill, katalyzovany uroporfyrinogen Ill  kosyntethasou. Dal$im
meziproduktem biosyntetické drahy je koproporfyrinogen Ill, ktery vznika dekarboxylaci
vSech acetylovych postrannich fetézci za vzniku methyli. Enzymem katalyzujicim tento usek
je uroporfyrinogen 1ll dekarboxylasa. Nasleduje dalsi uprava postrannich fetézct,
propionylové zbytky koproporfyrinogenu Il na jadrech A a B jsou dekarboxylovany za
tvorby vinyli koproporfyrinogen 111 oxidativni dekarboxylasou. Touto dekarboxylaci vznika
protoporfyrinogen 1X (Von Wettstein et al., 1995).

Protoporfyrinogen 1X oxidasa, tedy enzym katalyzujici odejmuti 6 elektronti z
protoporfyrinogenu 1X za tvorby konjugovaného systému dvojnych vazeb, je prvnim
enzymem biosyntézy tetrapyrrolt, ktery se nevyskytuje vyhradné na chloroplasty. Reakci,
ktera potiebuje ke svému prabéhu kyslik, vznika protoporfyrin X, prvni porfyrin
biosyntetické drahy. Vysvétleni, pro¢ syntéza probiha pies porfobiliny a ne porfyriny, spoc¢iva
v tom, Ze porfobiliny, na rozdil od porfyrinli, nezptsobuji pii ozafeni tak masivni vznik
reaktivnich meziprodukti kysliku a zptsobuji tedy rostlinam mensi fotooxidativni poskozeni,
nez by za stejné situace zpusobily porfyriny (Reinbothe et al., 1996).

Prvnim zasadnim krokem syntézy chlorofylu je chelatace protoporfyrinu IX hoi¢ikem.

Tato reakce je katalyzovana Mg chelatalasou. | kdyz by se zdalo, Ze mezi chelataci
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protoporfyrinu IX hoi¢ikem a Zelezem nemuize byt velky rozdil, neni to pravda. Zatimco
ferrochelatasa je monomerni enzym, katalyzujici chelataci samovolné, a tedy bez ATP, Mg
chelataza je slozena ze tii podjednotek, které katalyzuji chelataci jen za piitomnosti ATP
(MacDougall et al., 2002).

Dalsi fazi je vytvoreni isocyklického kruhu, katalyzované enzymatickym komplexem
S-adenosylmetionin Mg protoporfyrin  IX-O-methyltransferazy a Mg protoporfyrin IX
monomethylester oxidativni cyklasy. V prvni fazi reakce je za pfitomnosti S
adenosylmetioninu a methyltransferasy esterifikovana karboxylova skupina propionylu na
jadre C, aby se zabranilo dekarboxylaci této skupiny v priabéhu dalsich reakci. Pti cyklizaci je
pomoci oxidativni cyklasy hydroxylovan B-uhlik propionylu, poté dojde k jeho dehydrataci a
vzniku oxo skupiny. Kruh E vznikne spojenim a-uhliku propionylu s mistkovym atomem,
¢imz vznikne divinylprotochlorofylid. Vinylova skupina na jadie A nebo B je redukovana
pomoci vinyl reduktasy. K redukci vinylovych skupin mize pravdépodobné dojit kdykoliv od
protoporfyrinu 1X az po chlorofylid. Protochlorofylid je redukovan na dvojné vazbé kruhu D
za vzniku chlorofylidu, pticemz k redukci vedou dvé drahy: na svétle nezavisla a na svétle
zavisla. Poslednim krokem syntézy chlorofylu je esterifikace propionylu 4. kruhu
fytolpyrofosfatem nebo jeho derivatem  geranylgeraniolpyrofosfatem. Enzymem
zodpove&dnym za tuto esterifikaci je chlorofyl syntethasa (Von Wettstein et al., 1995).

Obrazek 1: Schéma chlorofylové biosyntézy prevzato od Heyese et al. (2006)
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3.2.5 Produkce chlorofylu

Hendry a Houghton (1996) odhaduji ro¢ni produkci chlorofylu zhruba 1 100 000 000
tun, ptiblizn¢ ze 75 % vyrobené ve vodnim prostfedi, pfedev§im motském. Je ziejmé, ze
chlorofyl, jako zdroj syrového materialu pro potravinaiska barviva, nepiedstavuje zadny
problém s nabidkou.

Rozlozeni a obsah chlorofylu v ovoci a zeleniné jsou zavislé na fadé faktort, vcéetné
druhu, agroklimatickych podminek, pted a poskliziiovém zachazeni a druhu a miie zpracovani
potravin (Gross, 1991).

Ackoli je obtizné zobecnit pies rozmanitost rostlinného pletiva obsahu chlorofylu z
bézné konzumované zeleniny, zpravidla prekracuje hodnoty dalSich bioaktivnich pigmentt,
napiiklad karotenoidd, a to az pétinasobné (Ferruzzi et al., 2007).

Denn¢ se obnovi piiblizné 5 — 8 % celkového mnozstvi chlorofylu. Podminkou je
svétlo, pfitomnost proto-chlorofylu a alespoi nepatrné mnozstvi dvojmocného Zeleza. Obecné
plati, ze rostliny netvoii chlorofyl, pokud nejsou vystaveny viditelnému zafeni (Kephart,
1955).

3.3 Stabilita chlorofylu

Chlorofyly jsou extrémné citlivé na fyzikalni a chemické zmény, S nimiz se setkavaji
prostiednictvim zpracovani potravin (Schwartz et al., 1990).

Haisman a Clark (2006) zjistili, ze stabilita chlorofylu v poskozenych burkach je
zavisla na koncentraci a povaze bunéénych kyselin a na vztahu mezi chlorofylem a
lipoproteiny v chloroplastu.

Pro stabilizaci chlorofylu se pouziva cela fada neutralizacnich c¢inidel, vcetné
hydroxidu hote¢natého. Vétsina postupt na stabilizaci chlorofylu méla znaény vliv na chut’ a
texturu potravin (Deman, 1999).

Pfeména chlorofylu A a B pfislusnych epimerti nastava rychle v organickych
rozpoustédlech (MacDougall et al., 2002).

Citlivost pfirodnich chlorofylti vici extrémnim hodnotam pH a teploty, umoznuje
vytvoreni nékolika odlisnych derivati prostiednictvim zpracovani rostlinné tkané a lidského

traveni (Ferruzzi et al., 2007).
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3.3.1 Degradace chlorofylu

Chlorofylové pigmenty jsou nachylné k mnoha degrada¢nim reakcim, at’ uz chemické
nebo enzymatické. Soucasna akce enzymu, slabych kyselin, kysliku, svétla a tepla, mtze vést
ke vzniku velkého po¢tu rozkladnych produktd (Mangos et al., 1997).

Chlorofyl je degradovan ne jen proto, ze jeho produkty pfiispivaji k opakovanému
pouziti, ale ptedevsim proto, ze jinak by doslo k zablokovani pfistupu K vice hodnotnych
materialam. Dusik a uhlik, ze kterych je vyroben chlorofyl ztstava v buiice navzdy (Matile et
al., 1999).

Odhaduje se, ze kazdy rok je degradovano ptiblizn¢ 1,2 miliard tun chlorofylu
(Hendry et al., 1987).

Degradacéni draha

Vseobecné uznavana draha degradace chlorofylu se sklada ze dvou fazi, pied (v rané
fazi) a po (pozdni faze) §tépeni makrocyklického kruhu tetrapyrrolu. Produkty v pocéate¢ni
fazi jsou nazelenalé, zatimco ty v pozdni fazi jsou v podstaté bezbarvé (Vicentini et al., 1995).

Vysledkem degradace chlorofylu je vytvoieni péti skupin meziprodukti, kde jeden z
nich je povazovan za kone¢ny produkt. Pii¢inou jejich zatazeni do skupin na rozdil od
individualnich sloucenin je, Ze polovina boc¢nich fetézct chlorofylu je Casto substituovana
riznymi skupinami, pravdépodobné vysledek faktorti Zivotniho prostiedi, jako je pH a
enzymatické zmény. Degrada¢ni draha zahrnuje pét kroku. Prvni krok spociva v §tépeni
fytolového fetézce chlorofylu enzymem chlorofylasou, coz ma za nasledek vznik
chlorofylidu. Druhy krok, ktery je vlastné paralelni s prvnim krokem je Kyselinové odstranéni
z atomu Mg®* a tvoba feofytinu. Chlorofylid se potom pievede na feoforbid prostrednictvim
ztraty jeho hotec¢natého iontu, a feofytin je nasledné pieveden na feoforbid piti ztraté jeho
fytolového tetézce. Feoforbid je pak pfeménén na fluorescencni slouceniny. Pfeména se tyka
Stépeni porfyrinového kruhu a je s nejvétsi pravdépodobnosti disledkem akce dioxygenasy
(Matile et al., 1989).

Struktura této slouceniny se muze lisit ve své skupiné R, nicmén¢ kvili jednoduchosti,
jsme popsali, ze jsou vSechny stejné. Poslednim krokem je pfeména slouéenin
fluorescencnich na slouceniny nefluorescencni. Tento posledni krok je vysledkem piesunu
systému delokalizované dvojné vazby, coz vede k ztrat¢ fluorescence. Konec¢ny produkt
(rezavy pigment) je bezbarvy, a k tomu nedojde, dokud nebyl pouzit zna¢né radioaktivni
chlorofyl k studii degradace, kdy bylo mozné RPS detekovat. Existuje nékolik rozport

tykajici se totoznosti ptivodnich katabolitt béhem rozkladu chlorofylu (Heaton et al., 1996).
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Amir-Shapira et al. (1987) zjistili, ze chlorofylid A a jiné polarni defytalaty (tj. ztrata
fetézu R) jsou ve velkém mnozstvi nahromadéné ve starnoucich citrusovych slupkach,
zatimco Ve starnouci petrzelové nati doslo k zvyseni feofytinu A.

Postupujicim starnutim dochazi také k akumulaci meziproduktu feoforbidu v
nékterych rostlinach. Feoforbid je defytalatova molekula chlorofylu, ktera postrada jeho
centralni atom hotciku. Béhem skladovani nebo zpracovani potravin, dochazi k akumulaci

mnoha riznych meziproduktt (Heaton et al., 1996).

Obrazek 2: Degradace chlorofylu dle Susanne Fietz et al. (2004)
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Vsechny tyto derivaty maji jednu vlastnost spole¢nou. Je tim snadna detekce jejich
charakteristickou absorpci svételného spektra, coz je ¢ini snadno rozpoznatelnymi a
kvantifikovanymi. Béhem starnuti se sledovani chlorofylovych derivati stava obtizné, jelikoz
katabolity zmizi bez zanechani stopy (Krautler et al., 1991).

Pocateéni krok degradace chlorofylu v zestarlych tkanich je iniciovan vné&jSimi
faktory, jako je vodni stres, snizené denni svétlo, zmény teplot, zvySené hladiny etylénu nebo
néjaky jiny faktor ¢i jejich kombinace. To vyvolava zmény V genové expresi, coz zahaji
senescenci. Zmény V genové expresi vyvolaji proteosyntézu, degradaci bilkovin a mnoho
dalsich zmén. Jsou to zmény uvniti bunék, které piinaseji postupnou degradaci chlorofylu.
Jak bylo uvedeno vyse, prvni krok degradace chlorofylu ve zpracovanych potravinach je

naruseni tkané¢ wvné&j$imi Silami opracovavani, které sméiuji k zménam chemickym,

14



enzymatickym a popiipadé zménam genové exprese, které piinaseji snizeni koncentrace
chlorofylu (Heaton et al., 1996).

3.3.1.1 Produkty degradace chlorofylu

S omezenymi, ale stale nardstajici dikazy, ze vybrané chlorofylové derivaty mohou
byt vstiebatelné u lidi, byly zahajeny snahy o objasnéni faktord ovlivitujicich stievni absorpci
a potencialni biologické dostupnosti. Vzhledem k tomu, ze chlorofylové derivaty pokryvaji
Sirokou Skalu polarity z lipofilnich piirodnich chlorofyld a ve vod¢é vysoce rozpustny
chlorofylin sodiku a médi, a maji variabilni citlivost na pH, individualni rozdily v zazivacim

chovani a trasy absorpce, jsou tyto domnénky pravdépodobné (Ferruzzi et al., 2007).

Chlorofylidy

Fytyl esterova skupina chlorofylu muze snadno hydrolyzovat a podpofit tvorbu
chlorofylidu a fytolu. Hydrolyza miize probihat za mirnych podminek bud’ kyseliny, nebo
zasady. Nicméng, obecné jsou chlorofylidy pfipravovany enzymaticky, hydrolyza je
katalyzovana enzymem chlorofylasou, ktery se zda byt pfitomny ve vSech zelenych
rostlinnych pletivech, byva ho vice v listech a méné v kotenech a semenech. Navic, jeji
¢innost se méni podle druhu rostliny. Cukrova fepa (Beta vulgaris) je ptikladem druhem
rostlin, jejichz listy jsou obzvlasté bohaté na chlorofylasu (Holden, 1961).

Chlorofylasa je wvnitini membranou glykoproteinu nachazejici se v thylakoidni
membran¢ (Terpstra, 1981).

Neni bézn¢ ovliviiovana chlorofylovym substratem, ackoliv chlorofyl se nachazi ve
stejné membrané. V neporuseném rostlinném pletivu je chlorofylasa udrzovana v neaktivni a
stabilni konformaci ptilehla k lipidim thylakoidni membrany (Lambers et al., 1985).

Musi dojit k naruseni thylakoidni membrany, aby bylo mozné aktivovat chlorofylasu.
Pokud nedojde k aktivaci enzymu pomoci tepla, mechanickym poskozenim nebo jinym
druhem naruseni, tak v cerstvém rostlinném pletivu nevzniknou chlorofylidy, Optimalni
teplota pro tepelnou aktivaci chlorofylasy v zelening je v rozmezi od 60 do 82 ° C, zatimco

blansirovani pii 100 © C enzym inaktivuje (MacDougall et al., 2002).

Feofytiny

Feofytiny jsou derivaty chlorofylu, které neobsahuji hoi¢ik. VétSina obecnych
mechanismu chlorofylu A a B degraduji acidokatalitickou preménou na feofytin A a B, kterou
provadi bunécné kyseliny. V tomto procesu se vytésnily hofec¢naté ionty z chlorofyld se

dvéma vodiky vedouci k odpovidajicim feofytinim. Odstranéni centralniho iontu hot¢iku v
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chlorofylech mtze byt také provedeno pomoci enzymu hoi¢iku dechelatasy. Rostlinny
material zméni barvu z modrozelené az na matné olivové zelenou pieménou chlorofylu A a B
na jejich prislusné feofytiny. Tato zména je nejvice rozsifena v zelené zeleniné a probiha pii

tepelném zpracovani, zmrazeni a skladovani (Jones et al., 1961).

Feofobitiny

Feoforbitiny jsou hydrolyzované chlorofyly bez fytolu, které ztratily hofecnaté ionty.
Feoforbitiny mohou byt bud’ vyrobeny enzymatickou hydrolyzou z feofytinti, proces, ktery je
katalyzovan chlorofylasou, nebo odstranénim centralnich hotfe¢natych iontd z chlorofylida,

které je provedeno, napt. v bunéénych kyselinach nebo enzymech hot¢iku dechelatas.

Feoforbidy

Ukazalo se, ze pigmenty pievladaji v nalevu okurek, coz naznacuje, ze v solném laku
je podpoiena chlorofylasova ¢innost a ze pH solného médi dale podporuje vyménu hoi¢iku v
chlorofylech a chlorofylidech vodikem (Jones et al., 1961).

Pyrochlorofylové, pyrochlorofylidové , pyrofeofytinové a pyrofeoforbidynové
pyroderivaty chlorofylti jsou slouceniny, které ztratili karbomethoxy skupinu z desatého
uhliku isocyklického kruhu, skupina byla nahrazen vodikem. Nedavné vysledky ukazuji, ze
pyrofeofytiny A a B jsou hlavni chlorofylové derivaty, které jsou odpovédné za olivove

zelené barvy v konzervované zeleniné (Gross, 1991).

Hydroxychlorofyly

Hydroxychlorofyly jsou oxidované chlorofyly s hydroxy skupinou umisténou na
desatém uhliku. Hydroxychlorofyly chlorofyld A a B se nazyvaji chlorofyly A-1 a B-1. V
posledni dobé bylo prokazano, ze oxidace chlorofylti na hydroxychlorofyly pokracuje pies
mechanismus volnych radikalt, autooxidace je inhibovana karotenoidy (Hynninen, 1981).

Hydroxychlorofyly mohou vznikat béhem vaieni zelenych rostlinnych pletiv a dale
byly prokazany v dehydratovaném $penatu spolu s hydroxyfeofytinem (Gauthier-Jaques et al.,
2001).

Kovové komplexy

Kovové komplexy chlorofylovych derivati béhem tepelného zpracovani jsou slibnou
metodou pro zachovani barvy zelené konzervované zeleniny. Zinek a méd’ jsou zavedeny do
chlorofylového porfyrinového kruhu. Kovové derivaty chlorofylu vytvaieji pevny pouto,
které je mnohem odolné&jsi vuéi kyselinam a teplu, nez pfirozené se vyskytujici hofecnaté

komplexy chlorofylu (Humphrey, 1980).
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Spole¢nost Crown Cork and Seal zkomercializovala tuto konzervacni technologii pro
vyuziti zelenych fazolek pod ovéfenym obchodnim nazvem VERI-GREEN (Segner et al.,
1984).

Von Elbe et al. (1986) zkoumali slozeni VERI-GREEN fazolek a zjistili, ze se sklada
predevsim ze zinko-feofytinu a a zinko-pyrofeofytinu a.

V nasledujicich studiich bylo zjisténo, ze tvorba komplext zinku byla zavisla na
druhu chlorofylu, pH, teploté a koncentraci ionti (LaBorde et al., 1990).

Béhem rozdéleni téchto chlorofylovych slou¢enin jsou detekovatelné pouze ve
stopovych mnozstvich (pokud vibec), coz naznacuje, ze po odstranéni fytolu a centralniho
atomu hot¢iku rychle nasleduji procesy, které zpusobuji ztratu zelené barvy (Amir-Shapira et
al., 1987).

Fytol

Enzymatické odstranéni esterifikovaného fytolu pomoci chlorofylasy vede k vytvoifeni
chlorofylovych derivati rozpustnych ve vodé (Schwartz et al., 1990).

Pokud je chlorofyl degradovan, zna¢né podily fytolu zlstavaji esterifikované, s
mastnymi Kyselinami a s kyselinou octovou. U starnoucich listi se volné a esterifikované
formy fytolu nachazeji v tukovych kapénkach rozvijejicich gerontoplasti. Ztraty celkového
fytolu béhem starnuti listd byly pficitany fotooxidacni konverzi na rtzné isoprenoidni

slou¢eniny (Matile et al., 1999).

3.3.2 Faktory ovliviiujici zménu barvy

3.3.2.1 Poskliziiové vlivy

Ztrata zelené je jeden z hlavnich pfiznaki poskliziiového starnuti sklizené zeleniny. V
zestarlych listech se barva zméni ze zelené na zlutou, Cervenou a nakonec hnédou a v
dusledku selhani chlorofylii na bezbarvé nebo vybélené produkty (Gross, 1991).

Faktory zivotniho prostfedi mohou vyvolat nebo zvysit starnuti, které nelze regulovat.
Byva geneticky upraveno nebo kontrolovano (Leshem, 1988).

Ethylén urychluje rychlost rozkladu chlorofylu v zeleniné, zatimco teplota a tizena
atmosféra rozklad zpomaluji (MacDougall et al., 2002).

Lers et al. (1998) ukazali, ze ethylén urychlil pocateéni degradaci chlorofylu list
petrzele skladovanou osm dni v temnu pfi teploté 25 ° C. Na rozdil zvysené koncentrace CO,
zpomaluji vSechny procesy starnuti a vysoké koncentrace CO, anulovaly starnuti indukénim

ucinkem ethylénu.
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Paradis et al. (1996), ukazali, ze obsah chlorofylu v brokolici byl zachovan po dobu
Sest tydnu skladovani v 2% O, + 6% CO, pii 4 °C. Na vzduchu byly 60% ztraty chlorofylu
behem Ctyi tydna skladovani.

3.3.2.2 Zpracovani potravin

3.3.2.2.1 Zahiivani a vliv vysokych teplot

Chlorofyl je pii nizkych teplotach velmi staly, naopak pii zahiati se méni na velmi
labilni slouceninu, pifedevsim pak v kyselém prostiedi, kdy se rychle uvoliiuje hoié¢ik a je
nahrazovan vodikem. Tyto vzniklé slouceniny tzv. feofytiny, maji olivové zelenou a zlutou
barvu. Stalost chlorofylu i pfi mirné kyselém prostfedi je zpusobena vazbou na lipoproteiny,
které je chrani pted feofytinaci. ZvySenim teploty pii technologickych operacich se
lipoprotein denaturuje a uvolfiuje se tak volny chlorofyl, ktery se ptitomnymi organickymi
kyselinami rychle méni na feofytin (Deman , 1999).

Ohiev je nezbytny pro stabilizaci zeleniny a k inaktivaci enzymu zhorsujici kvalitu.
Pfi teplotach nad 60 ° C je ziva bunka zabita, pektinové latky jsou rozdéleny a bunééna
struktura je nevratn¢ zménéna (Katsaboxakis, 1984).

Pii fermentaci, kde neni vyuzito ohfevu, v8ak mize mikrobialni rist zpusobit
podobnou poruchu bunééné struktury (Gunawan et al., 2007).

Walker (1964) navrhuje, aby pomér chlorofylu a feofytinu mohl byt pouzivan, jako
barevny index pro ohtivané zelené zeleniny. Odraz méfeni zelené nebo jeji kombinace, byly
rovnéz pouzity pro objektivni posouzeni celkové zmény barvy pii ohfevu zelené zeleniny.

Pieména chlorofylu na feofytin béhem ohfevu je zavisla na teploté, délce tepelného
zpracovani a pH (Ryan-Stoneham et al., 2006).

Te&zs8i tepelné zpracovani, které nastava pii Cinnostech konzervace, ma za nasledek
ztratu Cyo dekarbolaxymethoxylu a vytvaii se derivaty znamé, jako pyrofeofytiny (Schwartz et
al., 1983).

Pyrochlorofyly také prosly Cio dekarboxymethoxylaci, ale zachovaly centralni atom
hot¢iku izolovany jak pfi vareni, tak pii mikrovinném zpracovani (Teng et al., 1999).

Mirnéjsi podminky zpracovani maji také za nasledek zménu hlavnich chlorofylovych
derivata. S tvorbou Cyp epimerd v puvodni chlorofylové struktuie se snadno setkavame
béhem zmrazeni, suseni a mirném ohftivani, jako je blansirovani (Schwarz et al., 1990).

Zatimco ostatni pfemény ovliviiuji barvu kone¢ného produktu, tvorba epimeru
nevytvaii zadny nepfiznivy vliv, nebot spektralni vlastnosti epimeru zlstavaji stejné, jako

jejich ptivodni molekuly chlorofylu (Sheer, 1991).
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Chlorofyl A je vice citlivy na teplo, nez chlorofyl B (Weemaes et al., 1999).

3.3.2.2.2 Zmrazeni a disledek nizkych teplot

Hrasek, fazolové lusky, ruzi¢kova kapusta a Spenat je nejvice konzumovana mrazena
zelenina. Tato zelenina je blansirovana pied zmrazenim, aby se zabranilo enzymatickym
zménam zabarveni a zastavé rozvoji chuti. Degradace pigmentu souvisi se skladovaci
teplotou, druhem zpracované zeleniny, nezbytnymi piipravaymi kroky plodiny pted
blansirovanim, blansirovani a dobé mrazeni (Dietrich et al., 1959).

Pii dlouhodobém skladovani zelené mrazené zeleniny dochazi ke zméné barvy v
disledku ptevodu chlorofyli na piislusné feofytiny (Walker, 1964).

Buckle a Edwards (1970) sledovali degradaci chlorofylu blansirovaného hrasek
skladovaného pii -9 ° C v dusiku béhem 20 mésicti. Obsah chlorofylu se snizil a obsah
chlorofylidu, feofytinu a feoforbidu zvysil. Nicméné, zvyseni by mohlo vysvétlovat celkovou
ztratu.

Jedna se o chlorofylasy a v mensi mife peroxidasy, které jsou v prvni fadé odpovédné
za ptremény pigmentu v blansirované mrazené zelenin¢ (Williams et al., 1986).

Lipidové hydroperoxidy a hydroperoxidové radikaly produkované lipoxygenasami
jsou zapojeny do sekundarni reakce, ktera zptsobuje chlorofylové béleni (MacDougall et al.,
2002).

Oriifi-Concha et al. (1997) studovali i¢inky 12 mésicti mrazeného skladované pfi -
22°C na obsah chlorofylu A a B blansirovanych zelenych fazolek a paprik. V blansirovanych
fazolich klesl obsah chlorofylu béhem prvnich mésict a poté se stabilizoval.

Presvédcivejsi mechanismus rozkladu chlorofylu pii skladovani zmrazené zelené
zeleniny stale jesté neni navrzen, protoze metody pouzivané diive k identifikaci a kvantifikaci
produktti chlorofylové degradace, byly nachylngjsi k chybé (MacDougall et al., 2002).

V posledni dob¢é Gauthier-Jaques et al. (2001) publikovali vysledky zlepsené metody
HPLC. Tato metoda muze sledovat vsechny barevné pigmenty, nicméné k fluorescen¢ni

detekci je zapotiebi sledovat vSechny bezbarvé chlorofylové derivaty.
3.3.2.3 Svétlo

Efektivita poskozeni vyvoland svétlem se zvySuje s klesajici vlnovou délkou. Z
ptirozeného slune¢niho svétla, nejvyssi Skodlivy potencial ma UV-B (280-315 nm).
Z diivodu, neddvné sniZeni stratosférické ozonové vrstvy, které zvySuje intenzitu UV-B na

povrchu Zemé a ekologicky vyznamnych hlubiny oceanu, byly zahdjeny rozsahlé investice do
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vyzkumu na objasnéni molekularnich mechanismii regulujici reakce riznych organismil na
UV-B zafeni. Ackoli fotosyntetické pigmenty, jako jsou chlorofyly a karotenoidy, pfedevsim
absorbuji ve viditelné oblasti, jejich slozeni je vyznamné ovlivnéno pii vystaveni UV zafeni
in vivo a in vitro. UV-B zafeni mize mit tedy vliv na fotosyntézu nepiimo na zaklad¢
fotobéleni a fotooxidaci fotosyntetickych pigmenti. Vysoké hladiny UV-B zafeni v
kombinaci s nizkou trovni fotosynteticky aktivniho zafeni (PAR), mohou vyznamné snizit
obsah chlorofylu v rostlinach. Studii 0 poskozeni mechanismu UV-A (329-400nm) je
nedostatek a to i pfesto, Ze intenzita posledné uvedeného spektra v pfirozeném slune¢nim
svétle je nejméné desetkrat vyssi nez u UV-B. Detailni studie provedena v izolovanych a
neporusenych thylakoidech, ukazala PSII komplex jako nejvice citlivou slozku na svétlo v

ramci fotosyntetického aparatu (Zvezdanovic, 2009a).
3.3.2.4 Kovy a jejich slou¢eniny

Plsobenim tézkych kovi dochéazi ke zménam velikosti bunék a k jejich naruseni.
Nejvice zasadni zmény Vv ultrastruktufe mezofylovych bun¢k listd jsou patrné na trovni
chloroplastii. Obecné lze fFici, Ze pisobenim tézkych kovii jSOU pozorovany zmény Ve stavbé a
vzhledu thylakoidt, jejich organizace je ¢asto narusena, méni Se obsah chlorofylu. Grana
chloroplastii vlivem puisobeni tézkych kovu bud’ ubyvaji, nebo naopak zduii. Polypeptidové
slozeni membrany thylakoidi je pisobenim stresu vyvolaného tézkymi kovy degradovano
(Cheng, 2003).

Rostliny snadno absorbuji mnoho toxickych tézkych kovu. Jakmile je vstiebavaji,
pronikaji pletivem rostlin (v¢etné listd) a ve vysSich koncentracich mohou inhibovat
fotosyntézu. V nizSich koncentracich jsou méd’, Zelezo a zinek samy 0 sobé zakladni
mikroziviny pro vyssi rostliny, fasy a slozky fotosyntetického aparatu- fotosystému | a Il (Cu
- protein-plastokyanin, Fe, obsahujici elektron - nosi¢ v cytochromovém komplexu). Tézké
kovy mohou nahradit labilni vazany centralni atom chlorofylu Mg k vytvofeni nahradniho
nebo centralniho Chl-HMS komplexu (heavy metal complex), nebo mohou hrat roli
koordinatora mezi dvéma O-atomy na periferii chlorofylové molekuly k vytvoteni cyklického
Sesti¢lenného periferniho chelatového komplexu. Cu inhibuje nahromadéni pigmentu a
zpomaluje zaclenéni chlorofylu do fotosystému (Zvezdanovic et al., 2009Db).

Pitsikkd et al. (2002) ukazali, ze Cu®* pieduréuje odchod fotoinhibice (vysoka
fotosenzitivita z fotosystému Il) prostfednictvim snizeni koncentrace chlorofylu. Koncentrace
chlorofylu v listech byla snizena vlivem Cu?, spolu s nartstem poméru Chl A: B. Snizena

koncentrace chlorofylu byla doprovazena redukci struktury thylakoidni membrany v
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rostlinach péstovanych v nadbytku za pfitomnosti Cu. Nicmén¢, ztratu chlorofylu a citlivost
na fotoinhibici mize prekonat pfidanim ptebyteéného Fe spolecné s nadbytkem Cu do
rustového média.

Samotna méd’ muze ovlivnit vSechny druhy fotosyntetickych aktivit, stejné jako
elektronového transportu a vyroby ATP. Zinek-porfyriny vznikaji pii biosyntéze chlorofylu,
ale jsou také nalezené v degradacnich produktech chlorofylu. Zinek lIze zaradit k degradaci

chloroplastu, bilkovin stromatu (Zvezdanovi¢ et al., 2009b).

3.4 Vyuziti chlorofylu

3.4.1 Zdravotni hlediska

Chlorofyl a jeho rizné derivaty maji dlouhou historii v pouziti pro tradi¢ni medicinu a
1é¢ebné tcely (Kephart, 1955).

Pouziti chlorofylu ma velky vyznam pfi hojeni ran. Oteviena zranéni se po pouZiti
chlorofylu rychleji hoji, dochazi ke zmirnéni krvaceni, snizuje Se bolestivost ran a
minimalizuje se tvorba jizev. Ptilozeni chlorofylu na ranu dezinfikuje a zaroven pusobi
antibakterialn¢ (Dallen, 2010).

Uginnym piipravkem na trhu je Dermochlorophyl. Vyrabi ve formé spreje nebo gelu,
podporuje granulaci a epitelizaci rany, brani rastu bakterii. Uinnou latkou piipravku
Dermochlorophyl spreje je v oleji rozpustna forma méd’natého komplexu chlorofylu. Uginnou
latkou gelu je sodna stil méd’natého komplexu rozpustna ve vodé. Sprej se aplikuje piimo na
ranu, V jedné vrstvé ze vzdalenosti alespont 20 cm. Gel se nanasi ve slabé vrstvé, maximalné
1-3 mm. Po naneseni vytvofi zelenou vrstvu, ktera rychle zasycha a na ranu pusobi chladivé.
Oba se pouzivaji predevsim lokaln¢ a Ize je aplikovat opakované (Stryja a kol., 2011).

Vyhoda pii pouzivani chlorofylu spociva v tom, ze opakovanym pouzivanim se jeho
priznivé U¢inky nesnizuji, ale naopak rostou. Nevyuziva se pouze pti hojeni ran, ale také
popalenin. Za prispéni chlorofylu se rychleji hoji popaleniny zptisobené ohném, kyselinami i
radiaci. Chlorofyl ma pozitivni vliv na onemocnéni kaze. Uspéchy byly zaznamenany u
raznych typt koznich onemocnéni, napriklad v 1écbé koznich viedi nebo impetiga. Podobné
jako pri hojeni ran, pacienti, kterym byl aplikovan chlorofyl na postizené misto, pocitovali
zmirnéni negativnich projeva jako svédéni a paleni. Dale chlorofyl naléza uplatnéni pti 1écbé

akné, a to nejen pii vnitinim uzivani, ale i pfi vnéjsim pouziti (Dallen, 2010).
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Za zminku také stoji latka zvana chlorelin, obsazena v fase Chlorella pyrenoidosa.
Jedna se o pfirodni antibiotikum. Chlorelin zneskodnuje pouze patogeny, nijak neposkozuje
prospésnou strevni mikrofloru. Vyhodou chlorellinu také je, ze skodlivé mikroorganismy si
proti nému nedokazou rozvinout rezistenci (Rathousky, 2008).

Chlorofylin sodiku a médi a piirodni chlorofylové derivaty prokazaly znacné
biologické aktivity in vitro a in vivo v souladu s prevenci rakoviny, véetné¢ antioxidaéni
aktivity, antimutagennich ¢innosti, modulaci cizorodych metabolizujicich enzymu a vyvolani
apoptozy Vvlivem nadorovych linii. Tyto povzbudivé vysledky vedly k vySetfovani
chemopreventivnich u¢inkl u ¢lovéka a dale stimulovaly zajem 0 absorpéni a potencialni
distribuci pletiv téchto pigmentii. Usili v oblasti vyzkumu zagaly nabizet diikazy 0 predstavé,
ze chlorofylové derivaty mohou byt ve skuteénosti biologicky vyuzitelné (Egner et al., 2003).

Chlorofyly mohou byt uplatiovany také jako piirodni biocidy nefotosyntetickych
organismi: nasledné ozafeni svétlem umoznuje prostorovou a ¢asovou kontrolu fototoxicity,
napiiklad ve fotodynamické terapii rakoviny (Scheer, 2006).

Chlorofylin je t¢inny antimutagennich prostiedek a byl pouzit jako stravovaci doplnék
snizujici intenzitu nepiijemnych vedlejsich Géinka cyklofosfamidové 1é¢by. Cyklofosfamid je
silny protinadorovy prostfedek a je pouzivan proti mnoha formam rakoviny a dal$ich
onemocnéni (MacDougall, 2002).

3.4.2 Role v potravinarstvi

Dalsi vyuziti chlorofyll je jako potravinaiské barvivo, ale velka nestabilita zabranuje
vétsimu rozsiteni (Velisek, 1999).

Neni mozné komeréné piipravit barvivo obsahujici ¢isty chlorofyl, kvili nestabilité
molekuly. Snahy vytvofit potravinaiské barvivo z chlorofylu jsou soustfedény kolem pokusu
0 stabilizaci molekuly zachovanim nebo vymeénou iontt hoic¢iku. Nejvétsi ¢ast pouzitych
chlorofylovych barviv jsou ve formach rozpustnych ve vodé¢ a jsou pouzivany do mléénych
vyrobku, polévek, olejt, cukrovinek, napoju a kosmetiky (Francis, 1999).

Komeréné rozsifené tiidy chlorofylovych derivata rozpustné ve vodé¢, znamé jako
chloriny, jsou pouzivany jako barviva v potravinaiském pramyslu. Piestoze jsou v chelatu k
dispozici s riznymi prechodnymi kovy (Zn, Fe, Co, Cu) pro vyraznou barvu a stabilitu,
nejcastéjsi forma je chlorofylin sodiku a médi. Chlorofylin sodiku a médi je syntetizovan z
ptirodniho chlorofylového methanolického extraktu ptisobenim hydroxidu sodného s

naslednou vyménou centralniho atomu hoi¢iku za atom médi (Kephart, 1955).
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Kone¢ny produkt se sklada ze smési ¢etnych sloucenin chlorinového typu odvozeny
od ptirodniho chlorofylu, jsou to primarni slozky, které se oznacuji Cu-chlorin e4 and Cu-
chlorin eg a nékdy mensi mnozstvi Cu-chlorin e4 ethylyl esteru (Chernomorsky, 1994).

Chlorofyly jsou jako potravinaiska barviva téméf ve vSech zemich akceptovana
(Velisek, 1999).

Vybor JECFA Klasifikoval chlorofyl v ramci List A, coz znamena, ze barvivo bylo
plné ocisténo a jeho pouziti neni toxikologicky omezeno, nebot’ je-li pouzivan spravny
vyrobni postup, neptedstavuje nebezpeci pro zdravi. Subchronické oralni toxicity neprokazaly

zadny neptiznivy ucinek (Furukawa et al., 1998).
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Zdrojem chlorofylu v tomto experimentu byla Kopiiva dvoudoma (Urtica dioica).
Sbér Cerstvych rostlin koptiv byl proveden dne 22. 4. 2012, v prazské ¢tvrti Dejvice, ulice Na

Kotlafce.

4.2 Pouzité chemikalie

e Aceton (99,5 %)
e Ethanol (80 %)

e Destilovana voda
e CuSO4-5H0

e FeSO4-7H0

e MgSO, - 7 H,0

4.3 Laboratorni pomicky

e Laboratorni nadobi

o Mixér

e Filtracni aparatura

e Vakuova rota¢ni odparka (Biichy, Némecko)
e Laboratorni vahy

e Spektrometr Helis GAMA UV

4.4 lzolace chlorofylu

Izolace chlorofylu byla provedena z cerstvého materialu koptiv. Chlorofyl byl
extrahovan mixovanim rostlin s acetonem a filtrovan, aby doslo k odd¢leni nezadoucich ¢asti.
Opakovana macerace nékolika mensimi davkami rozpoustédla je U¢inngjsi nez macerace
celym mnozstvim rozpoustédla najednou.

Po odfiltrovani tuhych ¢asti byl filtr promyt acetonem a nasledné zahu$tén na
vakuové rota¢ni odparce (Biichy, Némecko). Ziskany extrakt byl experimentaln¢ fedén na

vyslednou absorbanci 0,6.
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Obrazek 2: Filtrace Obrazek 3: Vakuova rotacni odparka

™.

LI

4.5 Priprava vzorki

Chlorofylovy extrakt byl podroben riznym fyzikalnim a chemickym podminkam.

Prostiedi tepla, chladu, svétla, tmy, vliv rozpoustédel a ptitomnost kovd.

Obrazek 3: Priprava roztoku

4.5.1 Roztoky Fe, Cu a Mg

Jeden ze zkoumanych vlivi, byl pfidavek kovovych sloucenin Zeleza, médi a hoi¢iku
v koncentraci 0,001 M. Tyto kovové roztoky byly piipraveny navazenim 2, 78 g FeSQO, - 7
H,0; 2, 49 g CuSO, - 5 H,0 a 2, 46 g MgSOy - 7 H,0, kvantitativnim ptevedenim do 100 ml
odmérnych banék a doplnénim destilovanou vodou po rysku.
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4.5.2 Rozpoustédla

Dale byly vzorky rozliseny pouzitim jednotlivych rozpoustédel. Polovina z celkového
poctu vzorkl byla rozpusténa v acetonu a druha ¢ast v ethanolu.

Do ¢tyi 100 ml banék byl ptidan 1 ml chlorofylového extraktu, k prvni baiice 1 ml
roztoku Fe, do druhé 1 ml roztoku Cu, k tieti 1ml roztoku Mg a ¢tvrta baika byla ponechana
bez pridavku kovovych roztokd. Vsechny ¢tyfi banky byly doplnény acetonem na dany
objem.

Zbylé &tyti banky byly piipraveny obdobnym zptisobem $ tim rozdilem, Ze baiky

byly misto acetonem naplnény ethanolem.

Tabulka 1: Rozdéleni vzorku podle rozpoustédel

1 ml chlorofylové extraktu

ACETON
ImlFe | 1mlCu | 1 mlMg -
1 ml chlorofylového extraktu
ETHANOL
ImlFe | ImICu | 1 mlMg -

Vzorky Fe-Aceton, Cu-Aceton a Mg- Ethanol byly filtrovany, z divodu vzniklého

zakalu.

4.5.3 Rozdéleni vzorku

Kazda z téchto osmi pripravenych ban€k byla rozdélena do ¢tyi uzaviratelnych
lahvicek, kterym byly nasledné pftipraveny odlisné podminky. Ziskalo se tak celkem
dvaatticet vzorku. Prisvitné plastové lahvicky byly oznaceny pfislusnymi Gdaji 0 slozeni a
podminkach. Souhr jednotlivych vzorki, které byly sledovany po celou dobu experimentu,

byly zaznamenany v niZe uvedené Tabuluce 2.
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Tabulka 2: Prehled jednotlivych vzorki

Rozpoustédlo | Pfidavek kovu Podminky Oznaceni vzorku

Tma, Chlad 1.
Fe Svétlo, Teplo 2.
Tma, Teplo 3.
Svétlo, Chlad 4,
Tma, Teplo 5.
Tma, Chlad 6.

Cu —
Svétlo, Teplo 7.
Svétlo, Chlad 8.
ACETON Tma, Teplo 9.
Tma, Chlad 10.

Mg -
Svétlo, Teplo 11.
Svétlo, Chlad 12.
Tma, Teplo 13.
Tma, Chlad 14.
- Svétlo, Teplo 15.
Svétlo, Chlad 16.
Tma, Teplo 17.
Fe Tma, Chlad 18.
Svétlo, Teplo 19.
Svétlo, Chlad 20.
Tma, Teplo 21.
cu Tma, Chlad 22.
Svétlo, Teplo 23.
Svétlo, Chlad 24.
ETHANOL Tma, Teplo 25.
Tma, Chlad 26.

Mg 9
Svétlo, Teplo 217.
Svétlo, Chlad 28.
Tma, Teplo 29.
Tma, Chlad 30.
- Svétlo, Teplo 31.
Svétlo, Chlad 32.

4.5.4 Zpusob skladovani vzorki

Prisvitné lahvicky se vzorky sledované bez pristupu svétla a tepla, byly obaleny
alobalem a uchovany pii pokojové teploté. Za podminek tmy a chladu byly vzorky také

obaleny alobalem a skladovany v chladniéce pii teploté 5 — 7 °C.
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Vzorky vystavené svétlu a teplu byly uchovany v prisvitné nadobé pii pokojové
teploté. Lahvicky se vzorky, které byly méfeny za podminek svétla a chladu, byly skladovany

Vv chladniéce s prasvitnymi dviiky pii teplot¢ 5 — 7 °C.

4.6 Méreni vzorku

M¢éteni vzorku bylo provadéno spektrofotometricky na spektrometru Helis GAMA UV.
Spektrofotometrické hodnoceni obsahu chlorofylu bylo zalozeno na absorpénich spektrech
téchto pigmentd. Hodnoty absorbance ukazuji pribézné zmény Vv intenzité zbarveni
chlorofylového extraktu a zachycuji zménu koncentrace chlorofylu.

Pred vlastnim méteni byl nejprve piednastaven rozsah vinovych délek a pocet vzorka.
Kazdy vzorek byl proméfen pii vinovych délkach 411 nm, 438 nm, 470 nm a 665 nm.
Nejprve byl zméien blank (slepy vzorek), jenz piedstavoval dané rozpoustédlo jednotlivych
vzorku bez chlorofylu. Kyvety byly naprosto ¢isté, z vnéjsi strany suché a obsah méteného
vzorku ¢iry. Blank byl vlozen do pristroje a spustilo se méreni. Jakmile prob&hlo proméieni a
vynulovani, mohly byt zméteny vzorky oproti piislusnému blanku. Cely postup byl tak
opakovan podle pocétu vzorki. Namétené hodnoty byly z kazdého méteni zaznamenany a
vyhodnoceny.

Vzorky byly takto sledovany v obdobi od 26.4 — 12. 7. 2012 v tydennim intervalu a
dale v mési¢nich prodlevach do 12. 10. 2012.
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5 Vysledky

Vysledky byly zpracovany do tabulek a grafii sjednocujici rizné podminky a prostiedi.
Na zaklad¢ téchto ukazatel, byly vyhodnoceny zmény v absorbanci jednotlivych vzorku a
stanovena stabilita chlorofylu.

Obecné lze fict ze, intenzita zbarveni chlorofylového extraktu na svétle klesala
podstatné rapidnéji nez ve tmé. Prinikem svétla skrz vzorky pii pokojové teploté, dochazelo
k okamzité degradaci chlorofylu jiz po dvou tydnech méfeni. Podminky svétla a chladu vedly
k tomu, Ze chlorofyl se nerozkladal prudce, jak tomu bylo u extraktu za tepla, ale pokles
absorbaci probihal prabézné. Hodnota absorbance u chlorofylového extraktu za podminek
svétla/tepla predstavovala na konci méfeni pouze 1 % z pocate¢ni zaznamenané absorbance.
Oproti tomu vysledna absorbance vzorku V prostfedi svétla a chladu ¢inila 36 % z
puvodni hodnoty.

Extrakt sledovany bez ptistupu svétla byl daleko stabilngjsi a barva vzorku vyrazng;jsi.
V nastavenych podminkach tmy a chladu byla absorbance béhem celého prubéhu méteni
témef konstantni. Absorbance vzorki udrzovanych ve tmé a teple byla pfi méteni mirné
zménéna a prubéh hodnot mél sestupnou tendenci. Za chladnych a temnych podminek, tvotila
kone¢na hodnota absorbance 87 % z pivodné naméfené hodnoty. V teple a tmé piedstavovala

vysledna absorbance jen 46 % z pocatecni absorbance.

Tabulka 3: Vyvoj zmén absorbanci za danych podminek

Datum Tma, teplo Tma, chlad Svétlo, teplo Svétlo, chlad
Absorbance Pokles (%) Absorbance Pokles (%) Absorbance Pokles (%) Absorbance Pokles (%)
23.4.2012 0,686 100% 0,686 100% 0,686 100% 0,686 100%
26.4.2012 0,557 81% 0,546 80% 0,235 34% 0,532 78%
3.5.2012 0,57 83% 0,594 87% 0,016 2% 0,496 72%
11.5.2012 0,548 80% 0,574 84% 0,028 4% 0,452 66%
18.5.2012 0,504 73% 0,569 83% -0,007 -1% 0,417 61%
24.5.2012 0,474 69% 0,56 82% 0,008 1% 0,394 57%
1.6.2012 0,41 60% 0,544 79% -0,002 0% 0,361 53%
7.6.2012 0,427 62% 0,569 83% 0,005 1% 0,36 52%
14.6.2012 0,415 60% 0,593 86% 0,012 2% 0,355 52%
21.6.2012 0,394 57% 0,569 83% 0,001 0% 0,32 47%
28.6.2012 0,365 53% 0,571 83% -0,002 0% 0,309 45%
4.7.2012 0,363 53% 0,563 82% 0,001 0% 0,32 47%
12.7.2012 0,359 52% 0,595 87% 0,022 3% 0,309 45%
13.8.2012 0,324 47% 0,595 87% 0,003 0% 0,266 39%
12.9.2012 0,317 46% 0,603 88% 0,02 3% 0,262 38%
12.10.2012 0,318 46% 0,594 87% 0,009 1% 0,249 36%

Meéfeni ukazalo, ze odlisSnym faktorem mezi jednotlivymi rozpoustédly byla stalost

chlorofylového extraktu. Intenzita zbarveni a hodnoty absorbance byly snizeny vice u vzorki,
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kde byl rozpoustédlem aceton oproti vzorkiim s ethanolem. Graf 1 znazornuje vétsi stabilitu

chlorofylového extraktu v etanolu.
Graf 1
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Dale byl posuzovan vztah kovovych iontti a chlorofylového extraktu, na zakladé
poklesii absorbanci jednotlivych vzorki. Méfeni mezi nimi ukazalo rozdily v ubytku
chlorofyl, coz je patrné z Grafu 2. Stabilita chlorofylového extraktu v pfitomnosti kovii:

e Aceton=Mg>Fe>Cu
e Ethanol = Cu> Mg > Fe

Odlisnou stabilitu chlorofylu s kovovymi ionty, lze vysvétlit tim, Ze aceton vykazuje

mensi rozpustnost, tudiz se ionty v ném ptitomné rozpoustéji hiife, nez v etanolu.
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Graf 2
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6 Diskuse

Vysledky jednoznaéné dokazuji, Ze chlorofyl je stabilngjsi v ethanolu, nez v acetonu, ¢
Ritchie (2006) uvadi, ze aceton je nevhodné rozpoustédlo pro béznou praci a Casto se ukazuje
byt neefektivnim extrakénim c¢inidlem chlorofylu. Ethanol na bazi chlorofylové extrakce je
mnohem vhodnéjsi pro stanoveni a pro rutinni testy. Pouziti etanolu rovnéz nabizi pohodli v
tom, Ze se mohou pouzivat polystyrenové kyvety.

Chlorofyl, ktery byl vystaven svételnému zafeni, podléhal prudsi degradaci. Hodnota
absorbance u chlorofylového extraktu za podminek svétlo/teplo pifedstavovala na konci
méfeni pouze 1 % z pocatecni zaznamenané absorbance, kdezto v prostfedi tmy a tepla 46 %.
Jen a MacKinney (1970) se také shoduji, Ze jak UV-zafeni, tak osvétleni ve viditelném svétle
roztok obsahujici chlorofyly v organickych rozpoustédlech vede k jednotnému béleni
pigmentu.

Nieuwenburg et al. (2003), poukazuji na to, Ze chlorofyl D, ktery je mén¢ stabilni, nez
chlorofyl A, se zda byt stabilni v acetonu, methanolu a ethanolu pokud jsou v temnu pfi
teploté -20 °C.

Kiipper et al. (1996) vedli studii in vivo zatizenim rostlin médi ve stinnych

podminkach. Obsah chlorofylu klesal pouze nepatrné a minimalné v piipadé rostlin
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stresovanych médi. Modro-zelena barva rostlin zatéZovanych médi byla velmi stabilni, coz je
typické pro Cu-Chl. V nasem provedeni in vitro vykazala pfitomnost médnatych iontd
Vv chlorofylovém extraktu nejlepsi stabilitu v prostiedi tmy, tepla a ethanolu. Vzorky
uchovavané v chladu a bez piistupu svétla, méli horsi stabilitu v acetonu i ethanolu. SniZeni
absorbance by mohlo byt otazkou nizké absorptivity Cu-Chl.

V kontrastu s intenzivnim svétlem, kdy Kiipper et al. (1996) osetfili rostliny tézkymi
kovy, byly vyb&leny témék Gplné& kvali rozpadu chlorofylu, a to i v p¥ipadé Cu?+. Po béleni
rostlin zatéZovanych médi obsahoval zbyvajici pigment Cu-Chl, ale mén¢ nez 2 %. Cu-Chl a
je tak stabilni, Ze nejsou vybéleny ani po tydnech vystaveni pfimému slune¢nimu svétlu, ani v
roztoku, ani v rostlinach, ktera jsou zastinény. Vystupy meéfeni dokazuji, Zze degradace
chlorofylu s méd’natymi ionty probihala intenzivnéji na svétle pii pokojové teploté v acetonu,
nez pii stejnych podminkach bez ptidani méd’natych iontf.

Schwartze et al. (1983) ukazuji, ze podle Falkovy rovnice je stabilita Chl-HMS komplext
organizovan takto: Mg-Chl ~ Zn-Chl < Fe-Chl < Cu-Chl. V porovnani s nasimi vzorky, které
byly rozpustény v ethanolu, vyplynula stabilita kovovych komplexti v této posloupnosti: Fe-
Chl < Mg-Chl < Cu-Chl. Stabilizace chlorofylu médi se potvrdila. Jinak tomu bylo v extraktu
s acetonem: Cu-Chl < Fe-Chl < Mg-Chl. Tuto rtznorodou stabilitu Cu-Chl v souvislost
s rozpoustédly lze vysvétlit tim, ze aceton vykazuje mensi rozpustnost, tudiz se ionty v ném
pfitomné rozpousteji hiife, nez v etanolu.

Wang et al. (2011) uvedli, Ze at’ uz na zaklad¢ ultrazvukové, nebo viditelné svétlo

ozafovani, se zvySuje absorbance pii 563 nm v potadi Cu-Chl < Mg-Chl < Fe-Chl.
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[ Zavér
Lze konstatovat, ze vysledky bakalatrské prace prokazaly variabilni citlivost chlorofylu

na fyzikalni a chemické zmény. Poznatky tohoto experimentu budou dale slouzit k bliz§imu

studiu stability chlorofylu v diplomové praci.

e Stélost chlorofylového extraktu se méni pouzitim jednotlivych rozpoustédel
e Chlorofyl je vice stabilni v ethanolu, nez v acetonu

e Extrakt je mén¢ nachylny k degradaci pii zamezeni pfistupu svétla

e Nizsi teplota vede k mensimu ubytku chlorofylu

e Roztoky kovovych iontd ovliviiuji intenzitu zbarveni extraktu chlorofylu

e Kombinace chlorofylu, médi a etanolu vykazuje nejvétsi stabilitu
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AcON
ALA
EtOH
HMS
Chl
JECFA
PAR
PQ
PS1I
uv

aceton
d-aminolevulova kyselina
ethanol
heavy metal complex
chlorofyl
The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
fotosynteticky aktivni radiace
plastochinon
fotosystém II

ultrafialové slunecni zafeni
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