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Degradace chlorofylu v potravinach

Souhrn

Tato prace ,,Degradace chlorofylu v potravindch® se v prvni c¢asti zabyva obecnou
charakteristikou zelené¢ho barviva a jeho syntetickymi a degrada¢nimi pochody. Nasledné je
stabilita chlorofylové struktury sledovana v laboratornich podminkach in vitro.

Rostlinnym materialem pro izolaci chlorofylu byl Spenat sety (Spinacia oleracea). Bylo
sledovano, do jaké miry ovlivni degradaci chlorofylu mechanickd namaha pii mixovani
Spenatu a pridavek uhlic¢itanu hofe¢natého béhem této procedury. Sledovan byl také vliv
nizkych a vysokych teplot pii zpracovani Spenatu a delsi doba odlezeni jednotlivych vzorkd.
Spenat byl nejprve rozmixovan s ptidavkem MgCOs3, z néhoz byla odvazena a provedena
suSina a zhotoveny vzorky o dvou gramech ve Ctyfech opakovani. Nasledné byl chlorofyl
extrahovan acetonem. Jednotlivé extrakty byly filtrovany a doplnény acetonem na objem 100
ml. U takto pfipravenych vzorki bylo provedeno spektrofotometrické meéteni absorbance ve
viditelné oblasti pfi vlnovych délkach 644 a 663 nm. Vysledné hodnoty byly zprimérovany
a prepocitany na koncentraci chlorofylu A a B (mg/g) v suSin¢ rostlinného materidlu.
Obdobn¢ byly zhotoveny vzorky mixovaného Spenatu bez piidavku MgCO3; avzorky
v ¢asovém odstupu 30 a 120 minut od tohoto mixovani. Zaroven byla tato Cast
rozmixovaného Spenatu zamraZena pii teplot€¢ -18 °C auchovana k dlouhodobéjsSimu
sledovani. V dalsi etapé experimentu byl Spenat pred mixovanim blanSirovan pii teploté
100 °C po dobu 1 minuty a mixovan s MgCOs3. Dalsi ¢ast blansirovanych vzorkt byla
mixovana bez MgCOs a sledovéana ve stejném Casovém odstupu, jako predeslé vzorky. I tyto
vzorky byly zmrazeny auchovany. Analyza blanSirovanych vzorki byla totozna, jako
uvzorki predeslych. V posledni fadé¢ byly méfeny vzorky rozmraZené blanSirované
a neblansirované po 18. tydnu, 21. tydnu, 35. tydnu a po 40. tydnu od data zmrazeni.
Vysledkem analyzy a porovnanim jednotlivych vzorkii mezi sebou bylo prokéazano, Ze vyssi
stabilita chlorofylu je u vzorkd mixovanych za ptidavku MgCOg;, zpracovanych ihned po

mixovani a blansirovanych pfed zmraZenim.
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Chlorophyll degradation in foods

Summary

The presented thesis consists of two major parts, the first one focuses on the general
characteristics of the green dye and its synthetic and degradation processes. The stability of
chlorophyll structure is then studied in vitro, which is presented in the second part of the
dissertation.

The chlorophyll has been continuously isolated from spinach (Spinacia oleracea) with
simultaneous studying of the degradation depending on the mechanical stress during the
spinach mixing and also depending on the addition of magnesium carbonate during the
procedure. The influence of lower and higher temperatures has been studied as well during the
processing of spinach and finally the influence of time maturing the samples. First of all,
spinach was mixed with the addition of MgCO3 and converted to the dry matter. The samples
containing two grams of dry matter were prepared in four repetitions. Chlorophyll was then
extracted with acetone. The extract was filtrated and the acetone was added up to 100 ml. The
absorbance spectra was then recorded at 644 and 663 nm using the UV/Vis
spectrophotometry. The resulting values were averaged and the concentration (in mg/g) of
chlorophyll A and B in the dry matter was calculated using the Lambert-Beer law. The same
procedure has been used with the samples of mixed spinach prepared without the addition of
MgCO3 and samples prepared with the time gap (30 and 120 mins) between the mixing phase
and the extraction with acetone. At the same time, the part of the mixed spinach was also
freezed at -18 °C and preserved for the longtherm monitoring. The spinach was also blanched
for 1 minute at 100 °C before the mixing in the next phase of the experiment. It was again
mixed with and without addition of MgCO3 and also the samples were prepared with the time
gaps between the mixing and the extraction. Also these samples were freezed and preserved
for the longtherm monitoring. The analysis of the blanched samples was exactly the same as
the analysis described before. Finally, the freezed blanched and not blanched samples were
defrosted and analyzed in the 18th, 21st, 35th and 40th week after the date of freezing.

The results proved the higher stability of chlorophyll in the samples mixed with the addition

of MgCO3 processed imediately after mixing and blanched before the freezing.

Keywords: Chlorophyl, degradation, foods
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1 Uvod

Chlorofyl je pfirodni rostlinné barvivo, které zodpovida za zelené zbarveni rostlin.
Molekuly chlorofylu maji charakteristickou vlastnost pfeménovat slunecni energii na energii
chemickou prostfednictvim fotosyntézy. Takto zelené rostliny vytvaieji sacharidy, zakladni
zdroj energie pro dalsi biochemické a biologické procesy na Zemi.

Tento zeleny pigment se jevi jako latka nezbytnd pro vSechny organismy na svéte.
Rostliny obsahujici toto barvivo by mély byt zakladem kazdého zdravého jidelniCku. Mezi
bézné zdroje patii zelena listova zelenina, byliny a v nejkvalitnéjsi form¢ ho mizeme najit
v nékterych sladkovodnich a moiskych tasach, jako je napiiklad Chlorella sp. a Spirulina sp.
Rozlozeni a obsah chlorofylu v ovoci a zelenin€ jsou zavislé na tfadé faktord, véetné¢ druhu,
klimatickych podminek, pted a poskliziovém zachazeni a zplsobu zpracovani potravin
Obecné plati, Ze rostliny nevytvaii chlorofyl, pokud nejsou vystaveny viditelnému zafeni.

V soucasné dob¢ se stale Castéji hovoii o pozitivnim uc¢inku chlorofylu a vénuje se
vice pozornosti na jeho vyuziti v oblasti mediciny, farmacie a potravinarstvi. Primyslova
vyroba potravinaiskych barviv se, vzhledem k jejich velké spotiebg, stala v poslednich
desetiletich velmi zasadni. Spotiebitelé preferuji pred syntetickymi barvivy barviva ptirodni,
které jsou vSsak mén¢ stabilni a pomérné snadno degraduji. Je tak za potfebi aplikace vétsiho
mnozstvi pfirodnich barviv a tim se jejich vyuziti stdva financné nevyhodné. Podstatny je
proto mechanismus, kterym se pfirodni barviva stabilizuji a usnadni tak jejich efektivni
rozvoj. Pii ptipravé chlorofylového potravinaiského barviva dochazi napiiklad k vyméné
hofecnatych iontl. Médnaté komplexy chlorofylti nejsou zdaleka tak citlivé na svétlo jako
chlorofyly a maji intenzivnéjsi barvu, proto jsou vhodné, jako potravinarska aditiva.

Chlorofylové pigmenty jsou nachylné k mnoha degradaénim reakcim, at’ uz jsou to
chemické ¢i enzymatické. Soucasna akce enzymi, slabych kyselin, kysliku, svétla a tepla,
muze vést ke vzniku velkého mnozstvi rozkladnych produktt. Chlorofyly a jeho derivaty maji

pestré vyuziti prevazné ve farmaceutickém a potravinatském primyslu.



2 Cil prace

Cilem této prace je zpracovat literarni pichled z védeckych ¢lanki dané problematiky
asledovat stabilitu zeleného barviva pii tepelné a mechanické Gpravé Spenatu setého

(Spinacia oleracea).

e Pripravit vzorky Spenatu a tepelné a mechanicky je upravit
e Stanovit vliv zpracovani Spenatu na stabilitu chlorofylu

e Porovnat zmény obsahu chlorofylu u rizné zpracovanych vzorka v ¢asovém odstupu
Hypotézy

e Tepelné zpracovani ma vliv na stabilitu chlorofylu u $penatu
e Vlivem skladovani zmrazeného Spenatu se méni mnozstvi chlorofylu

e Tepelné osetieny Spenat po zamrazenim a skladovanim snizuje obsah chlorofylu



3 Literarni prehled

3.1 Pigmenty v rostlinach

Potravinafsky primysl a primyslova vyroba barviv se staly v poslednich desetiletich
velmi zasadni. Tuny umélych a ptirodnich barviv se pouzivaji kazdy den, vétSinou ke zvySeni
nebo zméné ptirozené barvy vyrobkil. Pozadavky zdkaznika jsou vysoké, protoze potraviny
by mély mit piijemné barvy a mély by obsahovat ptirodni ingredience. Také existuje silnéjsi
preference biologické produkce pigmentd (napi. karotenoidy), oproti pigmentdm
syntetizovanym. Dal$im dulezitym bodem pigmentd je jejich biologicka, vétSinou
antioxidacni, aktivita (Agocs a Deli, 2011). Vzhledem k problémtim syntetickych pigmentd,
které v lidském téle zplsobuji toxicitu a karcinogenitu, jejich pouziti postupné klesa. Z tohoto
divodu nastal zajem o pfirodni pigmenty, jako vhodna nahrada za syntetické, které byly
pfi¢inou mnoha vedlejSich ucinki (Wang a Mazza, 2002). Z hlediska lidského zdravi a
bezpe€nosti jsou pfidavany pfirodni latky k pfirodnimu barveni, zdravym funkénim
potravinam a kosmetickym vyrobka ( Bener et al., 2010).

V soucasné dob¢ jsou pigmenty rdznych druhii a forem pouzivany jako aditiva ¢i
dopliiky v potravindiském primyslu, kosmetice, farmacii a v krmivech pro hospodaiska
zvirata (Lazze et al., 2004).

Pigmenty rostlin zahrnuji celou fadu raznych druhl slozek, vcetné antokyant,
karotenoidu, betalaint a chlorofylt (Gandia-Herrero et al., 2010). Rostlinné pigmenty mohou
byt prfevazné klasifikovany, jako pigmenty rozpustné Vv tucich, které se nachazeji v plastidech
rostlinné protoplasmy (protoplastech) a dale pak ve vodé rozpustné, které jsou rozpusténé
vbunétné mize (Humphrey, 2004).Pigmenty rozpustné v tucich jsou chlorofyly
a karotenoidy a ve vod¢ rozpustné pigmenty zahrnuji antoxantiny (b&ézné flavonoidy)

a antokyany ( Burdulis et al., 2008).

3.2 Zelené barvivo

Chlorofyl se nachazi u vysSich rostlin, fas a nékterych bakterii. V rostlinné bufice
vytvaii komplexy sbilkovinami a nachazi se ve fotosyntetizujicich organelach
- chloroplastech. Hraje zde zasadni roli pii fotosyntéze, kde umoziuje syntézu sacharidi

z oxidu uhlic¢itého a vody absorpci energie svételného zareni (Von Wettstein et al., 1995).


http://www.sciencedirect.com.ezproxy.techlib.cz/science/article/pii/S0926669012001355#bib0065
http://www.sciencedirect.com.ezproxy.techlib.cz/science/article/pii/S0926669012001355#bib0050

Je zndmo pét tfid chlorofylii v rostlinach a fotosyntetickych organismech - A, B, C, D,
E. Chlorofyly A a B ptevazuji u vSech vysSich rostlin, zatimco chlorofyly C, D a E se
nachazeji ve vSech Castech rtznych fotosyntetickych tas, a dvouatomovych druhti vcetné
hnédych, cervenych, zlutych azelenych ftas. Vedle toho byly izolovany c¢tyii tiidy
bakteriochlorofylu ve fotosyntetickych bakteriich. Bakteriochlorofyl A a B pievlada v
purpurovych bakteriich, zatimco C a D se nachazi v zelenych a purpurovych sirovych
bakterii. Chlorofyl A je modrozeleny a méa na druhém pyrrolovém kruhu methylovou skupinu.
Chlorofyl B je Zlutozeleny a ma na pyrrolovém jadie aldehydickou skupinu. Chlorofyl D je
chemicky podobny chlorofylu A, ale mé jiné absorp¢ni spektrum a nachazi se u skupiny
Rhodophyta sp. Poprvé popsan u druhu Girgatinia gardii (Wrolstad et al., 2004).

Chlorofyl je obycejné extrahovan z riznych druhl rostlin, jako je napiiklad Spenat,
vojtéska, koptiva nebo tradva, za pouziti organickych rozpoustédel (acetonu a hexanu).
Vyhodou je extrakce v tlumeném svétle za uCelem minimalizovat degradaci pigmentu.
Vystaveni svétlu, vzduchu, tepla a extrémnimu pH muze nepfiznivé ovliviiovat jeho stabilitu

(Simpson, 2012).

3.3 Struktura chlorofylu

Po chemické strance se jedna o makrocyklické tetrapyrroly véazané methinovymi
mustky. Tato struktura je znama, jako porfyrin (Dailey, 1990). Chlorofylovy porfyrin je navic
rozsifen o paty isocyklicky kruh E spojujici pozici 6 a ¥ (Gross, 1991). Ctyti kruhy jsou
koordinovany hofe¢natymi ionty (Mg®"). Paty isocyklicky kruh se nachazi v blizkosti tietiho
pyrrolového kruhu. Na ¢tvrtém kruhu je substituentem propionova kyselina, ktera je
esterifikovana hydrofobnim diterpenickym alkoholem fytolem (Lichtenthaler et al., 1981).

Porfyrin mé hydrofilni charakter, nicméné nepolarni charakter fytolu je pro molekuly
chlorofyli vyznamnéjsi a jsou proto dobife rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech, jako je
etanol, benzen ¢i aceton (Jackson, 1976).

Naprosto piesné urceni chlorofylové struktury trvalo nékolik desitek let a bylo z velké
Casti prosazeno dulezitou praci Willstittera na pocatku roku 1900, kdy izoloval pigment
a dokazal, ze jeho molekularni slozeni je CssH7,05N4Mg. Obecna struktura chlorofylu A byla
navrzena Hansem Fischerem v 1940, kdy doslo ke zjisténi, ze "extra" vodikové atomy
makrocyklu chlorinu jsou umistény na sousednich atomech uhliku C;7; a Cig. Dale pak, ze
makrocyklus zachovdva svou nepfetrzitou konjugaci (prostfednictvim svych absorpcnich

vlastnosti) a také, Ze je slouCenina opticky aktivni. Chlorofyl A nese aZ Sest asymetrickych
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center (v zavislosti na navazani centralniho hotc¢iku). Ficken et al., stanovili relativni
konfiguraci kruhu D, methylové a propionové esterové skupiny C;7 a Cig. Woodward znovu
potvrdil spravnost této struktury v roce 1960 prostfednictvim celkové syntézy, i kdyz
dokongeni relativni konfigurace bo¢nich fetézct trvala témét deset let. Relativni konfigurace
na Ci3; byla stanovena Inhoffenem, pficemz je postranni skupina methylester trans na fytyl
postranniho fetézce Ci7. Stereochemie a absolutni konfigurace fetézce fytylu byla objasnéna
Burrellem jako P7'R, P11'R. Dokonceni pfesné struktury chlorofylu je vysledkem prace
Fleminga, ¢imz byla stanovena absolutni konfigurace na C17 a Cyg (S, S). Celkové uspoiadan

chlorofylu je 17S, 18S, 132R, P7'R, P11'R (Senge et al., 2014).

3.4 Syntéza chlorofylu

Syntéza chlorofylu je velmi slozity proces, na kterém se podili mnoho enzymd.
Vzhledem k vyznamnosti tetrapyrrolti v metabolismu je ziejmé, Zze porucha této drahy muze
vést k velmi zavaznym porucham (Von Wettstein et al., 1995). Pro snadnéj$i pochopeni
probihajicich biochemickych zmén, které nastavaji pii tvorbé chlorofylu, je vhodné vzit
Vv uvahu rizna stadia tohoto procesu. Za prvé je to tvorba kyseliny d-aminolevulové (ALA).
V druhé fadé jde o vznik monopyrrolu (porfobilinogenu). Za tieti dochazi k vytvofeni
uroporfyrinogenu (prvni makrocyklicky tetrapyrrol). Ctvrtym stadiem bude tvorba
protoporfyrinogenu. V patém stadiu vznika protoporfyrin IX dehydrogenaci makrocyklu.
V Sesté fazi nastava chelace Mg?* a predani hoi¢iku protoporfyrinu IX. Za sedmé se vytvaii
isocyklické kruh a protochlorofylid A. V osmé fazi dochazi k redukci protochlorofylidu na
chlorofylid. Za devaté vytvoreni chlorofylu A a desatym bodem je biosyntéza chlorofylu B
(MacDougall, 2002).

3.4.1 Tvorba protoporfyrinu IX

Pocatecnim meziproduktem biosyntetické drahy chlorofylu je o-aminolevulinova
kyselina (ALA). ALA miZze vznikat dvéma ruznymi zpasoby. Prvni mozZnost je
charakteristickd pro a-proteobakterie a zvifata. ALA vznikd kondenzaci sukcinyl-CoA
s glycinem pomoci enzymu ALA-synthasy. U rostlin vede k ALA druha drédha, zvana Cs
(Reinbothe a Reinbothe, 1996). Dalsim krokem je kondenzace dvou molekul ALA, pii némz
se uvolni dvé molekuly vody, ¢imZ vznika porfobilinogen. Tento krok je katalyzovan
enzymem porfobilinogen synthasou (Von Wettstein et al., 1995). Tato faze zahrnuje vytvoreni

Schiffovy baze s aminoskupinou enzymu. Stabilizovany karbanion pak reaguje s druhou
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molekulou ALA a po aldolové kondenzaci enzym usnadiiuje odbér vody. Nukleofilni
napadeni aminoskupiny na uhliku atomu Schiffovy baze ve druhé molekule ALA, mé za
nasledek transaminaci a formovani pyrolu. To znamena, Ze mechanismus se podoba
transaldolase (Yaronskaya a Grimm, 2006). Nasledné dojde ke kondenzaci ¢tyf molekul
porfobilinogenu a vznikne linearni tetrapyrrol hydroxymethylbilan. Tato faze je katalyzovana
za pomoci hydroxymethylbilan synthasy a dochazi k deaminaci molekul porfobilinogenu. Na
tento krok bezprostfedné navazuje vznik uroporfyrinogenu III, katalyzovany uroporfyrinogen
III kosyntethasou. Dal§im meziproduktem biosyntetické drahy je koproporfyrinogen III, ktery
vznik4 dekarboxylaci vSech acetylovych postrannich fetézcii za vzniku methylt. Tento usek
katalyzuje enzym uroporfyrinogen III dekarboxylasa. Nasleduje dal$i Gprava postrannich
fetézcl. Propionylové zbytky koproporfyrinogenu III na jaddrech A a B jsou dekarboxylovany
za tvorby vinyll koproporfyrinogen III oxidativni dekarboxylasou. Touto dekarboxylaci
vznika protoporfyrinogen IX (Von Wettstein et al., 1995). Protoporfyrinogen IX oxidasa,
enzym Kkatalyzujici odejmuti Sesti elektroni z protoporfyrinogenu IX za tvorby
konjugovaného systému dvojnych vazeb, je prvnim enzymem biosyntézy tetrapyrrold, ktery
se nevyskytuje vyhradné v chloroplastech. Reakci, kterd potiebuje ke svému prubéhu kyslik,
vznika protoporfyrin IX, prvni porfyrin biosyntetické drahy (viz. Obrazek 1). Divodem, pro¢
syntéza probiha ptes porfobiliny a ne porfyriny, spo¢iva v tom, ze porfobiliny, na rozdil od
porfyrinli, nezplsobuji pii ozafeni tak masivni vznik reaktivnich meziprodukti kysliku
a zpusobuji tedy rostlinam mensi fotooxidativni poSkozeni, nez by za stejné situace zpusobily

porfyriny (Reinbothe a Reinbothe, 1996).



Obrazek 1- Schéma biosyntézy protoporfyrinu IX pievzato od Senge et al. (2014)
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3.4.2 Vznik chlorofylidu A

Prvnim zasadnim krokem syntézy chlorofylu je chelatace protoporfyrinu IX hot¢ikem.
Tato reakce je katalyzovana Mg chelatalasou. 1 kdyz by se zdalo, Zze mezi chelataci
protoporfyrinu IX hoi¢ikem a zelezem nemuze byt piili§ velky rozdil, neni tomu tak. Zatimco
ferrochelatasa je monomerni enzym katalyzujici chelataci samovolné, a tedy bez ATP, Mg
chelatasa je slozena ze tii podjednotek, které katalyzuji chelataci jen za ptitomnosti ATP
(MacDougall, 2002). Dalsi fazi je vytvoreni isocyklického kruhu, Kkatalyzované
enzymatickym komplexem S-adenosylmetionin Mg protoporfyrin 1X-O-methyltransferasy
a Mg protoporfyrin IX monomethylester oxidativni cyklasy. V prvni etapé reakce je za
pfitomnosti S adenosylmetioninu a methyltransferasy esterifikovana karboxylova skupina

propionylu na jadire C, aby se zabranilo dekarboxylaci této skupiny v prubéhu dalsich reakci.
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Pii cyklizaci je pomoci oxidativni cyklasy hydroxylovan B-uhlik propionylu, poté dojde
k jeno dehydrataci a vzniku oxo skupiny. Kruh E vznikne spojenim a-uhliku propionylu
s mustkovym atomem, ¢imz vznikne divinylprotochlorofylid. Vinylova skupina na jadie A
nebo B je redukovéana pomoci vinyl reduktasy. K redukci vinylovych skupin mtize
pravdépodobné dojit kdykoliv od protoporfyrinu IX az po chlorofylid. Protochlorofylid je
redukovan na dvojné vazbé kruhu D za vzniku chlorofylidu (viz. Obrazek 2), pficemz
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 zodpovédnym za tuto esterifikaci je chlorofyl
syntethasa (Von Wettstein et al., 1995).

Obrazek 2 - Biosyntéza chlorofylidu A dle Senge et al. (2014)
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3.5 Degradace chlorofylu

Degradace chlorofylu je projevem piechodu chloroplastii do gerontoplasti. RozliSovani
terminti pro proces starnuti je opravneéné, jelikoz metabolismus gerontoplastl je, na rozdil od
vSech ostatnich plastidovych forem, pouze katabolicky. Zloutnuti zestarlych listi je

dasledkem odhaleni a ¢astecného zachovani karotenoidli, nikoliv nova biosyntéza Zlutych
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pigmentl. Rozvoj gerontoplastli pietrvava beze zmény po celou dobu starnuti listi. Ztraceji
objem a hustotu v diisledku rozsahlych ztrat stromalnich komponentt a thylakoidt a zvySuje
se pocet a velikost lipofilni plastoglobula (Matile et al., 1999). Existuje nékolik cest
degradace chlorofylu prostfednictvi chemické a biochemické zmény. Mezi chemické reakce
patii odstranéni hoi¢iku z porfyrinového kruhu pomoci kyselé¢ substituce nebo tepla,
ptikladem je pfeména chlorofylu na feofytin. Dale se mize jednat o dekarbomethoxylaci, kdy
jde o pfeménu feofytinu na pyrofeofytin ¢i feoforbidu na pyrofeoforbid. Enzymatické zmény
jsou zprostifedkovany pusobenim chlorofylas na chlorofyl, coz vede ke vzniku chlorofylidi
a feofytinli az ke kone¢nym feoforbidiim. Nicméné ztrata fytolu mlize nastat také z diivodu
chemické zmény a ztrata hoi¢iku mtze byt rovnéz katalyzovana pomoci enzymu dechetalasy
(Van Boekel, 1999). Obecné uznavana draha degradace chlorofylu se sklada ze dvou fazi:
pted (zahajeni ¢innosti) a po (pozdni faze) Stépeni tetrapyrrolového makrocyklického kruhu.
Produkty pocatecni faze jsou nazelenalé, zatimco v pozdni fazi téméi bezbarvé (Vicentini et
al., 1995).

3.5.1 Pocatecni faze

Pocate¢ni faze zahrnuje modifikaci postranniho fetézce tetrapyrrolového makrocyklu.
Jedna se o hydrolyzu zbytku fytolu v kruhu IV (defytylace), uvolnovani Mg2+
Z tetrapyrrolového makrocyklu vytésnénim 2H" (dechelatace) a nékteré zmény makrocyklu,

které jsou pravdépodobné specifické pro jednotlivé druhy rostlin (Vicentini et al., 1995).
3.5.1.1 Defytylace

Enzymem katalyzujici defytylaci je chlorofylasa. Byl jeden z prvnich rostlinnych
enzymiu, ktery byl zkouman. Existuje mnoho zprav o ¢innosti chlorofylasy, vlastnosti tohoto
enzymu a vliv vnitinich a vnéjSich faktord na aktivitu, jako jsou fytohormony a teplotnich
stres. Reakce chlorofylasy je prvnim krokem v degradaci chlorofylu, a proto je umisténi
chlorofylasy urcujicim faktorem pro misto degradace chlorofylu. K dispozici je vice nez jeden
prostor pro lokalizaci chlorofylasy, coz znamena existenci vice zpusobd pro degradaci

chlorofylu (Drazkiewicz, 1994).



3.5.1.2 Dechelatace horc¢iku

Dechelatace hoi¢iku probiha po defytylaci za vzniku feoforbidu. Zpoc¢atku, in vivo
ainvitro akumulace feopigmenti béhem degradace chlorofylu fas a vySSich rostlin udava

ptitomnost enzymu magnesium dechelatas (Owens a Falkowski, 1982).
3.5.2 Pozdni faze

Pozdni faze zahrnuje Stépeni tetrapyrrolového makrocyklu oxygenasou a nasledné
reakce, jako je redukce, ¢imz se ziskdvaji bezbarvé fluorescencni a nefluorescencéni
katabolity. Druha faze je nezbytna pro odbarveni molekuly chlorofylu, tudiz uréuje degradaci
chlorofylu pfi starnuti listi nebo zrani ovoce. Ve vétSing€ piipadd se pii starnuti listd nebo
zrani plodi rozkladné meziprodukty do zna¢né miry nehromadi, coz naznacuje, ze existuje

fada degradacnich reakci (Vicentini et al., 1995).

3.6 Produkty degradace chlorofylu

Vzhledem k tomu, ze derivaty chlorofylu pokryvaji Sirokou $kalu polarity z lipofilnich
ptirodnich chlorofylt i ve vodé vysoce rozpustného chlorofylinu sodiku a médi, maji
variabilni citlivost na pH, individualni rozdily v chovdni béhem zazivani a rtizné zplisoby
absorpce (Ferruzzi a Blakeslee, 2007). Jednotlivé produkty rozkladu chlorofylu jsou

znazornény na Obrazku 3.
3.6.1 Chlorofylidy

Fytyl esterova skupina chlorofylu muze snadno hydrolyzovat a podpofit tak vznik
chlorofylidu a fytolu. Hydrolyza muliZe probihat za mirné¢ kyselych ¢i zasaditych podminek.
Obecné jsou vsak chlorofylidy pfipravovany enzymaticky. Hydrolyza je katalyzovana
enzymem chlorofylasou, ktery se zda byt piitomny ve vSech zelenych rostlinnych pletivech,
pfevazné v listech a méné v kotenech a semenech. Cinnost tohoto enzymu se méni podle
druhu rostliny. Cukrova fepa (Beta vulgaris) je ptikladem druhu rostlin, jejichz listy jsou
obzvlasté bohaté na chlorofylasu (Holden, 1961). Chlorofylasa se nachazi ve wvnitini
membrané glykoproteinu v thylakoidni membrané (Terpstra, 1981). Samotny enzym neni
bézné ovliviiovan chlorofylovym substratem, ackoliv chlorofyl se nachazi ve stejné
membrang. V neporuseném rostlinném pletivu je chlorofylasa udrzovana v neaktivni a stabilni

form¢ a pftilehld k lipidim thylakoidni membrany (Lambers a Terpstra, 1985). Musi dojit
10



Kk naruseni thylakoidni membrany, aby bylo mozné chlorofylasu aktivovat. Pokud nedojde
k aktivaci enzymu pomoci tepla, mechanickym poskozenim nebo jinym druhem naruseni, tak
v Cerstvém rostlinném pletivu nemohou vzniknout chlorofylidy. Optimalni teplota pro
tepelnou aktivaci chlorofylasy v zeleniné€ je v rozmezi od 60 do 82 °C, zatimco blanSirovani

pii 100 °C enzym inaktivuje (MacDougall, 2002).
3.6.2 Feofytiny

Feofytiny jsou derivaty chlorofylu, které ve své molekule neobsahuji hotc¢ik. Vétsina
béznych mechanismi chlorofylu A a B degraduji acidokatalitickou pfeménou na feofytin A
a B, kterou zajistuji bunécné Kyseliny. V tomto procesu se vytésni hofecnaté ionty z
chlorofyli dvéma vodiky, které jsou zodpovédné za vznik feofytinti. Odstranéni centralniho
dechelatasou. Rostlinny material pozméni barvu z modrozelené aZz na matné olivové zelenou
v disledku ptemény chlorofylu A a B na jejich piislusné feofytiny. Tuto zménu Ize hojné
pozorovat pii tepelném zpracovani, zmrazeni ¢i skladovani zelené zeleniny (Jones et al.,

1961).
3.6.3 Feofobitiny

Feoforbitiny jsou hydrolyzované chlorofyly bez fytolu, které ztratily hofecnaté ionty.
Feoforbitiny mohou byt vytvofeny enzymatickou hydrolyzou z feofytind, coz je proces, ktery
je katalyzovan chlorofylasou. Druhou moznosti jejich vzniku je odstranéni centralnich
hotecnatych ionti z chlorofylidl, které je provedeno, napt. bunéénymi kyselinami ¢i

enzymem magnesium dechelatasou.
3.6.4 Feoforbidy

Ukézalo se, Ze tyto pigmenty pievladaji v nalevu okurek, coZ naznacuje, Ze ve slaném
laku je podpotena ¢innost chlorofylasy a pH slaného média dale podporuje vyménu hoic¢iku
za vodik v chlorofylech a chlorofylidech (Jones et al., 1961). Pyrochlorofylové,
pyrochlorofylidové , pyrofeofytinové a pyrofeoforbidynové pyroderivaty chlorofyli jsou
slouceniny, které ztratili karbomethoxy skupinu z desatého uhliku isocyklického kruhu
a skupina byla nahrazen vodikem. Nedavné vysledky ukazuji, Ze pyrofeofytiny A a B jsou
hlavni chlorofylové derivaty, které jsou odpovédné za olivové zelené barvy v konzervované

zelening (Gross, 1991).
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3.6.5 Hydroxychlorofyly

Hydroxychlorofyly jsou oxidované chlorofyly s hydroxy skupinou umisténou na
desatém uhliku. Hydroxychlorofyly chlorofyli A a B se nazyvaji chlorofyly A-1 a B-1.
V posledni dobé bylo prokazano, ze oxidace chlorofyli na hydroxychlorofyly probihé pies
mechanismus volnych radikalii a autooxidace je inhibovana karotenoidy (Hynninen, 1981).
Hydroxychlorofyly mohou vznikat béhem vateni zelenych rostlinnych produkt a dale byly
objeveny v dehydratovaném S$penatu spolu s hydroxyfeofytinem (Gauthier et al., 2001).

3.6.6 Kovové komplexy

Kovové komplexy chlorofylovych derivati jsou slibnou metodou pro zachovani
zelené barvy konzervované zeleniny béhem tepelného zpracovani. Zinek a meéd jsou
zavedeny do chlorofylového porfyrinového kruhu. Kovové derivaty chlorofylu vytvareji
pevny pouto, které je mnohem odolné&jsi viici kyselindm a teplu, nez ptirozené se vyskytujici

hofecnaté komplexy chlorofylu (Humphrey, 1980).
3.6.7 Fytol

Enzymatické odstranéni esterifikovaného fytolu pomoci chlorofylasy vede k vytvoteni
chlorofylovych derivati rozpustnych ve vodé (Schwartz a Lorenzo, 1990). Pokud je chlorofyl
degradovan, znaény podil fytolu zlstava esterifikovdn nebo s mastnymi kyselinami ¢i
kyselinou octovou. U starnoucich listd se volné a esterifikované formy fytolu nachézeji
Vv tukovych kapénkach rozvijejicich gerontoplastii. Ztraty celkového fytolu béhem starnuti
listi byly pficitany fotooxida¢ni konverzi na rizné isoprenoidni slouceniny (Matile et al.,

1999).
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Obrazek 3 - Schematické znazornéni degradaé¢nich produkti dle Heaton a Marangoni (1996)
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3.7 Vliv kulinarskych uprav na stabilitu chlorofylu v potravinach

Zpracovani potravin slouzi k pfeméné nebo zachovani surovin z farmy do riiznych
potravinovych forem pro vlastni spotiebu &lovéka. Cerstvé zemédélské produkty (rostlinného
a zivociSného plivodu) podléhaji, kvili jejich vysokému obsahu vlhkosti, snadno zkéaze
a mohou byt uchovavany pouze po kratkou dobu. Zejména na vrcholu skliziiové sezony, kde
je velké mnozstvi téchto vyrobkl, muze dojit k znehodnoceni a vysokym ekonomickym
ztratam, pokud nejsou pfijata ptislusna opatfeni. Kromé toho by mély byt na trhu k dispozici
potraviny po cely rok a uspokojit tak poptavku spotiebiteltl ve vSech ro¢nich obdobich. Je
tedy nutné minimalizovat poskliziiové ztraty a zachovat zemédé€lské produkty bezpecnym
zpusobem s Zadnou nebo minimdlni ztratou kvality. Pfevazna pozornost je u zpracovanych
potravin kladna na prodlouzeni doby pouzitelnosti tim, Ze se predchazi nezadoucim zménam
u hygienické nezavadnosti, nutriéni hodnoté a senzorickych vlastnosti (Ramaswamy
a Marcotte 2006). Existuji rGzné zpusoby, kterymi lze docilit potravin pfitazlivéjsich,
techniky patii pasterizace, sterilizace, vafeni, suseni, chlazeni, zmrazovani, kvaSeni, ptidavani
konzervaénich latek a snizovani aktivity vody. Pouziti dvou nebo vice z vySe uvedenych
technik vede Kk inhibici nebo zastaveni chemické, biochemické a mikrobiologické ¢innosti

(Teixeira a Tucker 1997).
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3.7.1 Mrazeni

zpracovani a uchovani potravin. Témét vSechny potraviny, at’ uz syroveé, ¢asteCn¢ zpracované
nebo upravené, mohou byt uchovany zmrazenim (Muthukumarappan a Marella, 2007).
Vétsina zeleniny je pfed zmrazenim blanSirovana. Nicméné, nékteré druhy zeleniny,
napiiklad, porek a mrkev, mohou byt zmrazeny syrové (Jeremiah, 1996). V odvétvi
zpracovanych potravin dava spotiebitel pirednost mrazenym potravinam, nez susenym c¢i
konzervarenskym vyrobkiim. Evidentni je to pfevazné u masa, ovoce a zeleniny. Zmrazeni
poskytuje piidanou hodnotu a pocit svézesti produktd. Tepelnym zpracovanim jsou potraviny
vystaveny vysokym teplotam, které vedou k tepelnému Soku potravin, ztraté zivin, zméné
chuti a textury. U chemické konzervace a fermentace jsou pocateéni vlastnosti vyrobku
zménény ve vetsi mife. Nicméné mrazeni jidla zahrnuje odstranéni tepla z produktu. To ma za
nasledek pfeménu vody na led a nasledné snizeni aktivity vody. Nedostupnost vody vede ke
snizenému ristu mikroorganismi a enzymatické aktivité. Uspéch zmrazovani potravin je
pfisuzovan zejména tomu, zZe potraviny si ponechavaji svou ptivodni kvalitu, tedy nutri¢ni
hodnoty, organoleptické vlastnosti atd. (Muthukumarappan a Marella, 2007).

Van Buggenhout et al. (2006) naopak vnima proces zmrazeni a mrazirenské
skladovani, jako negativni dopad na kvalitu potravin. Hlavnimi fyzikalnimi zménami, ke
kterym dochazi v prib¢hu mrazirenského skladovani, jsou migrace vlhkosti a rekrystalizace
ledu. Oba jevy se tykaji stability zmrzlé vody vyrobki, coz ma vliv na strukturu a ztratu zivin
a hmotnosti zeleniny, pokud ke ztraté¢ odkapavanim pfi rozmrazovani dochazi.

Lisiewska et al. (2009) uvadi, ze chemické zmény u zmrazené zeleniné zpUsobuji
vyvoj viné a chuti a dale pak degradaci barvy a pigmentu, oxida¢ni poSkozeni a ztraty
vitamind. Kvalita mrazenych potravin je velmi zavisla na teploté skladovani. Piesnd znalost
vlivu teploty skladovani mrazené zeleniny muze pomoci uréit adekvatni podminky pro
zachovani vysoké kvality a stanoveni trvanlivosti. Trvanlivost mrazené zeleniny je obvykle
zalozena na senzorickém hodnoceni. Jednd se o analytické méfeni barvy, textury a obsahu
nutri¢nich latek, napf. vitamini (Taoukis a Labuza, 2003). Ztrata barvy v prabéhu
mrazirenského skladovani je pficitan vyblednuti jasné zelené barvy chlorofylu na olivového
hnédé zbarveni, které je charakteristické pro feofytin. Tento jev je znam jako feofytinace, kdy
dochazi k nahrazeni centralniho hoi¢iku vodikem. DalSim béznym typem zhorSeni, je
odstranéni fytolového fetézce, coz vede ke vzniku chlorofylidu (odstranéni z chlorofylu),

nebo feoforbidu (odstranéni z feofytinu). Dale probihaji reakce spojené s funkénimi bo¢nimi
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skupinami chlorofylu. Vznikaji bezbarvé formy konec¢nych rozkladnych produkti, které také
ovliviluji barvu v pribéhu mrazirenského skladovani. Vzhledem k tomu, Ze reakéni rychlosti
feofytinace jsou obecné vyssi nez u jinych degradac¢nich drah chlorofylu, je povazovan za
nejvyznamnéj$i mechanismus ztraty chlorofylu pfi zpracovani potravin (Clydesdale a Francis,
1976).

Martins a Silva (2002) sledovali zménu barvy mrazenych zelenych fazolek v pribéhu
250 dnti pii skladovacich teplotach -7 °C, -15 °C a -30 °C. Pti nizSich teplotach skladovani
doslo ke stabilizaci barvy pravdépodobné tvorbou kovovych sloucenin chlorofylu. Barva
muze byt stabilizovana v disledku zvySeni koncentrace kovovych iontl, jako je méd’, v
nezmrzlé fazi. Tyto ionty soutézi Svodikem o nahrazeni centralniho hotéiku. Tvorba
slouCeniny, jako je médnaty chlorofyl nebo médnaty chlorofylid vede k stabilizaci

barvy. Stejného efektu 1ze dosahnout s komplexy zinku.

3.7.2 Tepelné zpracovani

Tepelné zpracovani konzervovanych potravin je jednim z nejCastéji pouZzivanych
metod pro konzervovani potravin a vyznamné piispiva k nutriénimu blahobytu velké ¢asti
svétové populace. (Teixeira a Tucker 1997). Dvé zcela bézné prumyslové konvencni
technologie tepelného zpracovani potravin ve vyrobé konzervovanych vyrobkil jsou
pasterizace a sterilizace. Pasterizace je proces ohfivani tekutych nebo pevnych potravin za
ucelem zniceni hlavni patogenli schopnych rlstu za aerobnich podminek a sniZeni Grovné
kazeni vegetativnimi bakteriemi, prvoky a houbami vysoce kyselych potravin (pH < 4,5).
Potraviny o pH > 4,5 vytvofené timto zpiisobem by mély byt skladovany pii nizké teploté,
aby se zabranilo dalSimu rlstu sporotvornych mikroorganisma. Nicméné komer¢ni sterilizace
se tykd intenzivniho tepelného zpracovani, které ucinné zabije nebo odstrani vSechny
choroboplodné zarodky a vegetativni mikroorganismy, stejné¢ jako vétSinu sporotvornych
bakterii z méné kyselych potravin (pH > 4,5). Produkty vyrobené touto metodou se mohou
skladovat az po dobu dvou let. Za ucelem snizeni zavaznosti procesu se doporucuje
konzervarenské produkty skladovat pii teplotich pod 30 °C, aby se zabréanilo rlstu
teplomilnych bakterii, a¢koliv tvorba spor neni zcela odstranéna (Ramaswamy a Marcotte
2006).

Chlorofyl A je vice citlivy na teplo nez chlorofylu B. U brokolicové stévy byla
degradace chlorofylu dvakrat tak rychlejsi nez u chlorofylu B (Weemaes et al., 1999).

U zahtivané brokolicové stavy na 90 °C a 100 °C, byla degradace a zména zelené barvy
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pozorovana ve dvou krocich. Prvnim krokem rozkladu byla feofytinizace a druhym stupném
byl rozklad feofytinu na pyrofeofytin (MacDougall, 2002). Haisman a Clark (1975) prokazali,
ze 55 % chlorofylu je pfevedeno na feofytin béhem 20 minut ohiivani rizi¢kové kapusty na
80 °C. Naproti tomu pouze 39 % chlorofylu se pfeméni u tabakovych listi. U razickové
kapusta a tabakovych listd bylo pH po zahtati 6,2 a 6,0. Dale zkoumali rychlost vytvareni
feofytinu pfi teploté 60 °C u 25 rostlinnych pletiv s pH v rozmezi 4,1 az 7,2. Pozorovali
obecny narust feofytinu s klesajici hodnotou pH, ale celkovy vztah mezi feofytinem a pH byla
slaby. U zelenych fazoli ponoienych ve vodé¢ pii teplote¢ 60 °C byl prechod na feofytin
dvanactkrat rychlejsi nez v listech stejné rostliny, ackoliv ob¢ rostlinna pletiva méla prakticky
stejné pH. Zavérem bylo, ze stabilita chlorofylu u poskozenych bun¢k zavisi na koncentraci

a povaze buné¢nych kyselin a druzeni mezi chlorofylem a lipoproteiny v chloroplastu.

3.7.3 BlanS§irovani

Utelem blansirovani je inaktivace enzymi ptitomnych napiiklad v zelening. Ohiev na
minimalni teplotu pied zpracovdnim nebo skladovani inaktivuje enzymy odpovédné za zmény
ve struktufe, barvé, chuti a nutriéni kvality produkt. Nékteré enzymy jsou zodpovédné za
ztratu kvality zeleniny. Proteasy a chlorofylasy prispivaji k destrukci chloroplastu
a chlorofylu. K zménam ve struktufe dochdzi v dusledku c¢innosti pektickych enzymi
a celulaz. Poskozeni barvy je zplsobeno ¢innosti polyfenol oxidas, chlorofylas a peroxidas
(Robinson 1991).

Pro vyhodnoceni u¢innosti blanSirovani se tradi¢né pouZzivaji indikatory, jako jsou
enzymy katalasa a peroxidasa. Divodem je to, ze pomoci indikatorti neni proces blansirovani
zcela nahodilym ohfevem, coz znamena, Ze pfili§ kratky ohfev je neefektivni, zatimco na
druhé stran¢ ma pfili§ dlouhy ohfev negativni dopad na cerstvost nékteré zeleniny. Volba
indikéatoru zavisi na rostlinném zpracovavany. Naptiklad, lipoxygenasa mize byt idealnim
ukazatelem pro hrach a fazole. Pfedehiivani pfed zmrazenim ma vyhody stabilizace barvy,
textury, chuti a nutriéni kvality a pfispivd k nieni mikroorganismt. Existuji tfi zpisoby
blansirovani produktd zahrnujici blanSirovani s pouzitim vody, pary, nebo mikrovinné trouby.
Podstatou je rovnomérné rozlozeni tepla a ¢asu, aby byla zachovana kvalita produktu, znic¢eni
enzymi a snizeni po¢tu mikroorganismti. BlanSirovani za pouziti vody se provadi pti 70 —
100 °C v urcitém casovém useku, coz predstavuje ti¢innost pienosu tepelné energie kolem 60
% oproti 5 % pro parni blansirovani. Kombinace Casu a teploty je velmi dilezitd za celem

inaktivace enzymu a zachovani kvality zeleniny. Mikrovinné blansirovani poskytuje podobny
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vysledek jako vodni blanSirovani, ale ztrata vitamint je vyS$$i ve srovnani s metodami parnimi
a vodnimi (Simpson, 2012).

Drake et al. (1981) uvadi, ze blanSirovani v horké vod¢, pare ¢i mikrovinné troubé
nevykazuje zadny konzistentni rozdil v barvé mezi jednotlivymi tpravami. Ponne et al.
(1994) studovali vliv blansirovani v horké vod¢, pare a mikrovinné troubé na kvalitu barvy
¢ekanky a Spenatu a dosli kjinému zavéru. Produkty byly blanSirovany, dokud nebyla
pozorovana zadna peroxidasova aktivita. Blansirovani zeleniny vV mikrovinné troub¢ a pare
dosahlo nejlepSich vysledkl, ackoliv blansirovani ve vod¢ ponechalo ¢ekance a Spenatu

nejvic Cerstvou podobu.

3.7.4 Vysokotlaké zpracovani

Vysokotlaké zpracovani (pfi nizké a stfedni teploté), méa jen omezeny vliv na pigmenty
odpovédné za barvu ovoce a zeleniny. Barevné slouceniny ovoce a zeleniny se vSak mohou
vlivem vysokotlakového zpracovani zménit béhem skladovani v disledku netiplné inaktivace
enzymi a mikroorganismu, které mohou mit za nasledek nezadouci chemické reakce (jak
enzymatické a nenzymatické) v potravinové matrici (Oey et al., 2008). Chlorofyly A a B maji
riznou stabilitou vici tlaku a teploté. Pti pokojové teploté chlorofyly A a B vykazuji extrémni
tlakovou stabilitu, ale pfi teplotach vyssich nez 50 °C vysokotlaké zpracovani ovliviiuje jejich
stabilitu a dochéazi tak k vyznamnému snizeni obsahu chlorofylu. Zavislost teploty na
rychlostni konstant¢ degradace chlorofylu A je vysSi, neZz uchlorofylu B. Na trovni
konstantniho tlaku, se hodnoty rychlostnich konstant degradace chlorofylu zvySuji se
zvySujici se teplotou, zatimco pii konstantni zvySené teploté, zvySeni tlaku urychluje
degradaci chlorofylu A a B. Zavislost tlaku na rychlostni konstanté degradace chlorofylu B
pfi teploté 70 °C je vyS$$i nez u chlorofylu A. Napftiklad, zvednuti tlaku z 200 na 800 MPa
urychluje degradaci chlorofylu A a chlorofylu B v brokolici 0 19,4 % a 68,4 %, v uvedeném
poradi (Van Loey et al., 1998).

Matser et al. (2004), také oznalili degradaci chlorofylu zelenych fazolek a Spenatu
v disledku vysokotlakého zpracovani pii zvySenych teplotach, a to i pii kratké expozi¢ni
dobé. Vysokotlaké zpracovani pii teploté¢ prostiedi a stfedni teplot¢, ma za nasledek
omezenou barevnou zménu zeleniny. V mnoha ptipadech se zelena barva zeleniny stava jesté
intenzivng&jsi, napriklad zelené fazolky pii vysokotlakém zpracovani 500 MPa / teplota
prostfedi / 1 min. To mlze nastat béhem vysokotlakého zpracovani, které¢ vedlo k danému

uniku chlorofylu do mezibunééného prostoru, ¢imz byla ziskédna intenzivnéjsi jasné zelena
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barva na rostlinném povrchu rozrusenych bunék. Nicméné, pfi zvySené teploté se zietelné
zelena barva presunula viditeln¢ na olivové zelenou. Béhem skladovani zeleniny se zelena
barva vysokotlakym zpracovanim pii pokojové teplot¢ zménila na svétle Zlutou barvu,
pravdépodobné v dusledku chemickych reakci, jako je oxidace. Pro srovnani, zelenina
zpracovana pod tlakem pfti zvySené teploté, nevykazovala zadnou dal§i barevnou zménu
v prub¢hu skladovani, coz ma za nasledek inaktivace nékterych enzymu. Barva takto
zpracovanych zelenych fazoli a bazalky, byla jest¢ po dobu mésice az dvou mésicu

skladovani ptijatelna (Krebbers et al., 2002)

3.8 Vyutziti chlorofylu
3.8.1 Zdravotni benefity

Chlorofyly maji také ne¢kolik zdravotnich vyhod pro lidi. Ukazalo se, ze mohou byt
schopné obnovy krevniho feci$té, a jako netoxické a bez Skodlivych vedlejSich ucinkd,
i pokud jsou podavany ve vysokych davkach riznymi zpusoby (intravenozné,
intramuskularné¢ ¢i oraln€) (Offenkrantz, 1950). Vzhledem k velmi napadité podobé
s hemoglobinem se chlorofyl uplatiiuje pfi krvetvorbé, zvySuje pocet Cervenych krvinek
a zlepSuje prenos kysliku. Jiz v prvni poloving 20. stoleti byl prokdzan pozitivni vliv piisobeni
chlorofylu na chudokrevnost lidi.

Vyuziti chlorofylu ma také zasadni vyznam pfi hojeni ran. Oteviend zranéni se po
aplikaci chlorofylu rychleji hoji, dochazi ke zmirnéni krvaceni, sniZuje se bolestivost ran a
minimalizuje se tvorba jizev. PfiloZzenim chlorofylu na ranu dochazi k dezinfekei, jelikoZ
soutasné pusobi antibakterialng (Dallen, 2010). Uginnym piipravkem na trhu je
Dermochlorophyl. Vyrabi ve formé spreje ¢i gelu a podporuje epitelizaci ran a brani rustu
bakterii (Stryja et al., 2011). Pfidanou hodnotou pouzivani chlorofylu je to, ze opakovanou
aplikaci jeho pfiznivé ucinky neklesaji, ale naopak nardstaji. Nevyuziva se pouze pii hojeni
ran, ale také popalenin. Za pfispéni chlorofylu se rychleji hoji popaleniny zplisobené ohném,
kyselinami i radiaci. Chlorofyl méa piiznivy vliv na onemocnéni kize. Uspéchy byly
zaznamenany u ruznych typi koZnich onemocnéni, naptiklad pii 1écbé koZnich viedii nebo
impetiga. Podobné jako pfi hojeni ran, pacienti, kterym byl aplikovan chlorofyl na postiZzené
misto, pocitovali zmirnéni negativnich projevl jako svédéni a péleni. Dale chlorofyl naléza
uplatnéni pii 16¢bé akné, a to jak pii vnitinim uzivani, tak i pfi vnéjSim pouziti (Dallen, 2010).

Vysoky obsah hot¢iku v chlorofylu podporuje plodnost a zvySuje koncentraci a ¢innost
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enzymiul, které reguluji pohlavni hormony. Chlorofyly jsou schopny deaktivovat toxiny v téle,
Cisti jatra asnizuji problémy spojené s cukrem v krvi. Pouzivaji se také v deodorantech,
Kk inhibici ustni bakterialni infekce, podporuji hojeni ran koneéniku a sniZzuji tyfovou horecku
(Offenkrantz, 1950). Chlorofylin sodiku a médi a pfirodni chlorofylové derivaty prokazaly
zna¢nou biologickou aktivitu in vitro ain vivo v souladu s prevenci rakoviny, vcetné
antioxidacni aktivity, antimutagennich c¢innosti, modulaci cizorodych metabolizujicich
enzymul a vyvolani apoptézy vlivem nadorovych linii. Tyto povzbudivé vysledky vedly k

vySetiovani chemopreventivnich a¢inka u ¢loveéka (Egner et al., 2003).
3.8.2 Potravinarstvi

Chlorofyly se pouzivaji jako potravinaiské barvivo a mohou byt pifiddvany do
nékterych potravin bud’ v ¢isté formé, nebo v komplexu s médi (Simpson, 2012). AvSak neni
snadné pfipravit komeréné barvivo obsahujici samotny ¢isty chlorofyl, vzhledem k jeho
nestabilni molekule. Ke stabilizaci chlorofylového potravinaiského barviva dochazi vyménou
hotec¢natych iontt (Francis, 1999). Na trhu se setkame s oznacenim E 140, coz je oznaceni pro
ptirodni chlorofyly a chlorofyliny a s oznacenim E 141, coz jsou médnaté komplexy
chlorofyli a chlorofylinti. Tyto komplexy se ziskavaji z pfirodnich zelenych pigmentd
chlorofylt a chlorofylinti, nahrazenim hofe¢natého iontu méd’natym iontem. Takto upravena
barviva jsou stabilngjsi, nepodléhaji degradaci vlivem pusobeni kyselin a svétla, tak jako
pfirodni. U obou téchto skupin nejsou znamy zadné nezadouci u€inky a barviva se povazuji za
bezpecna. Nejvetsi ¢ast pouzivanych chlorofylovych barviv jsou ve formach rozpustnych ve
vodé (Simpson, 2012). Ve vod¢ rozpustnym barvivem jsou tzv. chlorofyliny, které nalezneme
pod ¢iselnym kodem E 140 spolu s chlorofyly. Jsou pfidavany ptevazné do mléénych
vyrobkd, polévek, olejli, cukrovinek, napoji a kosmetiky (Francis, 1999). Nékteré zemé& mayji
omezeni tykajici se pouzivani méd’natych chlorofylovych komplexi v potravinach a 1é¢ivech
kvili toxicité medi. (Simpson, 2012). Chlorofyly jsou jako potravinaiska barviva akceptovana
témet ve vSech zemich (VeliSek, 1999). Vybor JECFA klasifikoval chlorofyl v rdmci Listu A,
coz znamena, ze barvivo bylo plné o€iSténo a jeho pouziti neni toxikologicky omezeno, nebot
je-li pouzivan spravny vyrobni postup, neptfedstavuje nebezpei pro zdravi. Subchronické
oralni toxicity neprokazaly zadny nepiiznivy ucinek (Furukawa et al., 1998). Pouzivani
chlorofylind je v Evropé a Asii schvaleno, ale v USA pouze v prostfedcich slouzici k ¢isténi
zubi. Vzhledem k tomu, ze nejsou dostupna zadna jind komercni pfirodni zelena barviva,

mohou vzbuzovat zajem (MacDougall, 2002).
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3.8.3 Potravinové dopliiky

Mezi komer¢ni zdroje chlorofylu patii zelena fasa Chlorella sp., modrozelena tasa Spirulina
sp., zelena fasa Enteromorfa sp. a tzv. moisky salat (Ulva sp.). Rasa Chlorella pyrenoidosa je
jednim z nejbohatsich zdroju chlorofylu ze vSech znamych rostlin (Dallen, 2010). Chlorella
pyrenoidosa se péstuje ve velkych sladkovodnich nadrzich na Tchaj-wanu. Tato oblast je
velmi vhodnd, v daném klimatickém pasmu jsou kvalitni podminky pro jeji pé&stovani
zejména diky rovnomérnému slune¢nimu zateni. V nadrzich se bunky fasy mnozi osm dni a
poté jsou sklizeny. Rasa se sklizi ve veernich hodinach, protoze pres den buiiky akumuluji
energii, se kterou v noci hospodaii. Pomoci mikroskopickych filtrti a odstiedivek jsou bunky
fasy oddéleny od necistot. Zpracovani probiha pomoci specialni metody ,,Steam”. Jedna seo
takzvané ,,sprejové suSeni”. Princip této metody spociva v teplotnim vykyvu, ktery pfi
urcitém tlaku rozepne bunécné tekutiny a poté je nasledné vysusi. Proces vysuseni trva pét az
deset sekund. Bunécné stény jsou mikroskopicky naruseny, ale obsah builky je uchovan
uvnitt. Bunky tasy Chlorella pyrenoidosa se nasledné vysusi teplym vzduchem a zformuji do
podoby tablet. Pii slisovani se nepouzivaji Zadna plniva, pojiva ani konzervaéni latky. Nejsou

potieba, protoze bunky pii zpracovani ziskaji dostatecnou piilnavost (Rathousky, 2008).
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4 Metodika

4.1 Rostlinny material

Zkoumané zelené barvivo pro dany pokus bylo ziskano z rostlin §penatu. Spenat sety
(Spinacia oleracea) byl vypéstovan na Demonstraénim a pokusném pozemku FAPPZ na CZU

Vv Praze. Vysev byl proveden dne 1. 4. 2014 a sklizeni o osm tydnu pozdé;i.

4.2 Pouzité chemikalie

e Aceton (p.a.)
e Uhlic¢itan hofec¢naty (p.a.)

e Moftsky pisek

4.3 Laboratorni pomicky

¢  Odmérné banky (100 ml)

e Filtracni baiky

e Kadinky

e Stiicka

e Vakuova4 filtracni frita

e Filtra¢ni aparatura

e Nalevka

e Tteci miska s tlouckem

e Laboratorni vahy

e Mixér

e Mraznicka

e Spektrometr Helis GAMA UV (Unicam, Velka Britanie)
e Laboratorni susarna (Venticell)
e Formynaled

e Hrnec, varfic

21



4.4 Vlastni analyza

Spenat byl sklizen dne 29. 5. 2014 a téhoZ data i analyzovan. Rostliny byly o&i§tény,
umyty, osuseny a piipraveny k dal$i manipulaci. Na Obrazku 4 jsou rostliny Spenatu v prvni

fazi ptiprav.

Obrizek 4 - Rostlinny materiil Spenatu setého uréen ke studiu chlorofylu

el

’ ! \

Spenat byl dale mixovan, blansirovan a mraZen za riiznych podminek, které jsou nize
rozvedeny. Byly vyuzity metody extrakéni, spektrofotometrické a v neposledni fad¢ stanoveni

suSiny rostlinného materialu.
4.4.1 Mixovani Spenatu

Rostliny S$penatu byly rozmixovany v mixéru na co nejjemnéjsi konzistenci. Pro
sledovani miry degradace chlorofylu pfi procesu mixovani, byla cast rostlin mixovana
s uhli¢itanem hotecnatym a Cast bez néj. Z naméefenych koncentraci chlorofylu ve vzorcich

bylo nasledné posuzovano mozné ovlivnéni chlorofylové stability.
Mixovani Spenatu s MgCOs3

Prvni ¢ast rostlin Spenatu byla rozmixovana s ptidavkem MgCO3 za ti€elem stabilizace
barviva. Z rozmixovaného Spenatu bylo odvazeno 20 g do kazdé ze dvou vazenek (viz.

Obrazek 5) a suseno v susarn¢ do konstantni hmotnosti pii teploté 105 °C.
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Obriazek 5 - OdvazZeni vzorku rozmixovaného Spenatu k naslednému suseni

Po zahtati a odpateni byla ziskana suSina vzorku, na kterou byl déle vztazen podil

analyzovaného zeleného barviva. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 1 - Stanoveni procentualniho zastoupeni susiny ve vzorcich $§penatu mixovaného s MgCO;

Susina Spenatu mixovaného s MgCO3

Vazenka (g) Navazka (g) UsuSeny vzorek(g) Susina (%)
20,387 9,274 0,701 7,559
23,809 9,832 0,750 7,628
22,098 9,553 0,726 7,593

Primérné hodnoty IXI

Dale byly zrozmixovaného materidlu zhotoveny Ctyii vzorky o navazce 2 g.
K jednotlivym vzorkiim byl pfidan motsky pisek a uhli¢itan hotecnaty. V zapéti byl obsah
tieci misky rozetfen na homogenni kasi. Postupnym pfidavanim acetonu byl z rostlinného

materidlnu extrahovan chlorofyl, coZ je vidno z Obrazku 6.

Obrazek 6 - 1zolace chlorofylu tfenim rostlinného materialu a extrakei v acetonu

Po vyextrahovani barviv do acetonu byly extrakty kvantitativné pievedeny do
sklenénych frit. Za obcasného proplachnuti frit acetonem, byly extrakty ptefiltrovany za
snizeného tlaku pomoci vodni vyvévy do filtraénich banék (Obrazek 7). Filtraty byly poté

kvantitativné prevedeny do 100 ml odmérnych ban¢k a doplnény acetonem po rysku.
23



Obrazek 7 - Oddéleni pevnych ¢astic od zkoumaného extraktu za sniZeného tlaku

S pouzitim spektrofotometrické metody je moZné stanovit obsah chlorofylu A a B
V acetonovém extraktu, a piepoctem 1 na rostlinny material. Pro jejich stanoveni je mozné
pouzit pfimo acetonovy extrakt, ktery obsahuje mimo né¢ také xantofyly a karoteny.
Chlorofyly se totiz méfi v Cervené oblasti spektra, kde xantofyly a karoteny neabsorbuji.
Absorbance se méfi pti dvou riznych vinovych délkach. Spektrofotometr Helis GAMA UV
byl pfed vlastnim méfenim nastaven na vlnové délky 663 nm a 644 nm. Z odmérnych ban€k
bylo pfiblizné 2 ml extraktu ptevedeno do sklenéné kyvety a vzorky byly proméfeny vici
¢istému acetonu. Jiz hotové extrakty byly proméfeny nasledujici den a po tydnu od jeho
ptipravy. Byl tak kontrolovan degrada¢ni proces v pribéhu déle uchovavaného extraktu.
Vysledné hodnoty absorbance ukazuji priibézné kolisani v intenzité€ zbarveni chlorofylového

extraktu.
Vypocet

Naméfené hodnoty absorbanci jednoho vzorku ve ctyfech méfeni byly vzdy
zprumérovany a zakomponovéany do vypoctu koncentrace chlorofylu A a chlorofylu B,
vychézejici ze vztahu:

Ca=9,784 Agsz — 0,990 Agas (mg/l)

CB = 21,426 A644 - 4,650 Aeeg (mg/l)

Takto vypocitané koncentrace chlorofylovych extrakti (mg/l) byly vzapéti prevedeny

na navazku cerstvé hmoty vzorku (mg/g/€.h). V poslednim kroku byla koncentrace chlorofylu
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v Cerstvé hmoté¢ vztazena na suSinu vzorku (mg/g/suS). Zvyraznéna data této cCasti

experimentu (viz. Tabulka 2) budou slouzit k celkovému vyhodnoceni.

Tabulka 2 - Pi‘ehled zjisténych hodnot analyzovanych vzorkd mixovaného $penatu s MgCO;

Navazka (g)| Aess Asss | Ca(mg/l) | Cg (Mg/l) | Ca (mg/g/.h.) | Cg (mg/g/E.h.) | Ca (mg/g/sus.) | Cg (mg/g/sus.) [ Datum

2,09 0,567 | 0,241 5,31 2,53 0,25 0,12 3,35 1,59

2,00 0,790 | 0,336 7,40 3,53 0,37 0,18 4,87 2,32 20.5.2014
2,24 0,664 | 0,243 6,26 2,12 0,28 0,09 3,68 1,25

2,08 0,664 | 0,267 6,23 2,63 0,30 0,13 3,95 1,67

2,10 0,671 0,272 6,30 2,70 0,30 0,13 3,96 1,71 X
2,09 0,541 0,218 5,08 2,16 0,24 0,10 3,20 1,36

2,00 0,734 0,281 6,90 2,61 0,35 0,13 4,55 1,72 30.5.2014
2,24 0,671 0,250 6,32 2,24 0,28 0,10 3,71 1,31

2,08 0,637 | 0,247 5,99 2,33 0,29 0,11 3,79 1,48

2,10 0,646 | 0,249 6,07 2,33 0,29 0,11 3,81 1,47 X
2,09 0,507 | 0,187 4,78 1,65 0,23 0,08 3,01 1,04

2,00 0,746 | 0,303 7,00 3,02 0,35 0,15 4,61 1,99 5.6.2014
2,24 0,663 | 0,250 6,24 2,27 0,28 0,10 3,67 1,34

2,08 0,611 | 0,229 5,75 2,07 0,28 0,10 3,64 1,31

2,10 0,632 0,242 5,94 2,25 0,28 0,11 3,73 1,42 X

Mixovani Spenatu bez MgCO;

Po umyti pouzitého nadobi a pomticek byl experiment opakovan za mirné odliSnych
podminek. Dilezit¢é bylo piedevS§im proplachnuti filtraénich frit rozpousStédlem, které
rozpousti ulpély filtrovany produkt. V tomto piipadé byla k proplachu pouZita sirova kyselina.
Nasledujici pracovni postup byl oproti pfedeSlému pozménén v tom, Ze mixovani rostlin
$penatu probihalo bez piidani uhli¢itanu hofeénatého. Ugelem bylo sledovat, do jaké miry
dojde u vzorki k naruseni chlorofylové struktury béhem mechanického zasahu bez stabilizace
uhli¢itanem hofe¢natym. Cast rostlinného materialu mixovaného bez MgCOs bylo zmrazeno
auchovano pii teploté -18 °C k dlouhodobéjSimu sledovani. Déale uz byl postup obdobny.
Z rozmixované¢ho Spendtu byly odebrany dva vzorky pro stanoveni suSiny. Procentualni

zastoupeni suSiny ve vzorcich je uvedeno zde.

Tabulka 3 - Stanoveni suSiny ve vzorcich $penatu mixovaného bez pridavku MgCO;

Susina Spenatu mixovaného bez MgCO3

Vazenka (g) Navazka (g) Ususeny vzorek(g) Susina (%)
21,057 8,095 0,717 8,857
23,667 8,338 0,737 8,839
22,362 8,217 0,727 8,848

Primérné hodnoty |z|
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Opét byly navazeny 2 g rostlinného materidlu do kazdé ze Ctyr tfecich misek a za
pfidani motského pisku a MgCOs3 byly jednotlivé komponenty utfeny. Extrakce v acetonu,
filtrace, doplnéni acetonem na objem 100 ml a méfeni absorbance na spektrofotometru. Timto
zpusobem byly zhotoveny také dalSi vzorky v intervalech po 30 a 120 minutach od
rozmixovani $penatu. Bylo tim sledovano, do jaké miry bude degradovat chlorofyl pti delSim
odlezeni rozmixovaného Spendtu, ktery nebyl stabilizovan pfi mechanické ndmaze MgCO:s.
Ziskané extrakty byly déale uchovany po dobu jednoho tydne. Jejich koncentrace byly dale
méieny, za ucelem pozorovani degradace chlorofylu jiz uz v pfipravenych extraktech.
Zamérem bylo zjistit rychlost rozkladu chlorofylu pii delsi ptipravé vzorku ¢i delsi dobé statni

extraktt pfed samotnym méfenim. Vse je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4 - Piehled zmén primérnych koncentraci ChlA a ChIB ve vzorcich a extraktech mixovaného
Spenatu bez MgCQ; v ¢asové intervalu.

Meéfeni vzorkll mixovaného $penatu bez MgCOj; v riiznych intervalech a nasledné proméfeni jejich extrakti v prubéhu jednoho tydne

¢ Chl A (mg/g/sus.) ¢ Chl B (mg/g/sus.)

Datum Meéfeni ihned | Méfeni po 0,5 hod. | Mg&feni po2 hod. | Méfeni ihned | Mgfeni po 0,5 hod. | Mé&feni po 2 hod.
29.5.2014 3,20 3,77 4,44 1,42 1,94 3,39
30.5.2014 3,27 3,62 3,74 1,36 1,53 1,96

5.6.2014 3,18 3,58 3,69 1,31 1,54 1,21

4.4.2 Blansirovani Spenatu

V dalsi etapé experimentu byl $penat pfed mixovanim blansirovan. Ugelem bylo
zjistit, jaky bude mit blansirovani vliv na rozkladné procesy chlorofylu. Po pfivedeni vody do
varu byly rostliny Spenatu ponofeny na 1 minutu do hrnce s vodou a poté zchlazeny a
osuSeny. Nasledné byl Spendt mixovan obéma predeSlymi postupy.

Nejprve byl blansirovany $penat mixovan s ptidavkem MgCO3, Klasickym zpiisobem
byla zhotovena suSina obou vzorkil tohoto materidlu. Zaznamenané vysledky podilu suSiny
v jednotlivych blansirovanych vzorcich jsou shrnuty v Tabulce 5.

Tabulka 5 - Stanoveni susiny ve vzorcich blanSirovaného $penatu mixovaného s MgCO;

Susina $penatu blansirovaného, mixovaného s MgCO3

Vazenka (g) Navazka (g) Ususeny vzorek(g) Susina (%)
22,226 10,595 0,751 7,088
21,240 11,453 0,817 7,134
21,733 11,024 0,784 7,111

Primérna hodnota |z|
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Zhotovené chlorofylové extrakty byly proméfeny pii danych vinovych délkach ve
spektrofotometru. Pro kontrolu degrada¢nich pochodt byly ty samé extrakty zméfeny o tyden

pozdéji. Tuto zménu koncentraci chlorofylovych extrakta Ize vidét nasledujici tabulce.

Tabulka 6 - Obsah chlorofylu blan§irovaného $penatu mixovaného s MgCOs.

Blansirovani Spenatu mixovaného s MgCOj3

Datum méfeni ¢(ChlA) (mg/g/sus.) ¢(ChlB) (mg/g/sus.)
30.5.2014 4,44 1,65
5.6.2014 4,31 1,59

Dalsi vzorky blansirovaného Spenatu byly mixovany bez MgCOs. Tento material byl
rozdélen na pomysiné tietiny. Jedna byla zmraZena na teplotu -18 °C a pouzita k dalS§im
rozbortim, stejné, jako tomu bylo u neblansirovanych rostlin bez MgCOs3. Z druhé tietiny
rostlinného materialu bylo do dvou vazenek pokazdé odebrano 20 g pro stanoveni suSiny.

Zaznamenané vysledky podilu susiny u blansirovanych vzorku jsou shrnuty v Tabulce 7.

Tabulka 7 - Stanoveni susiny ve vzorcich blansirovaného $penatu mixovaného bez MgCO;

Susina $penatu blansirovaného , mixovaného bez MgCO3

Vazenka (g) Navazka (g) Ususeny vzorek(g) Susina (%)
20,857 8,622 0,621 7,203
23,057 9,222 0,677 7,341
21,957 8,922 0,649 7,272

Prumérna hodnota

Tteti ¢ast blanSirovaného Spendtu mixovaného bez piidavku MgCO;3; byla opét pouzita
Kk extrakci a méfeni absorbanci vzorkd. U blansirovanych vzorkli mixovaného $penatu bez
MgCO; byl také sledovan pohyb koncentraci chlorofylt s asovym odstupem 30 az 120 minut
od rozmixovani Spenatu. Timto zpiisobem byly zhotoveny také dalsi vzorky v intervalech po
30 a 120 minutadch od rozmixovani Spenatu. Extrakty téchto vzorkll byly dale uchovany po
dobu jednoho tydne. Byla sledovdana zména koncentrace chlorofylu, jak v rozmixovanych
vzorcich v rizném casovém rozestupu, tak i v déle uchovavanych extraktech. Souhrn
zjisténych hodnot koncentraci chlorofylu u blansirovaného $penatu mixované¢ho bez MgCO3

je zaznamenan v Tabulce 8.
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Tabulka 8 - Pfehled zmén primérnych koncentraci ChlA a ChIB ve vzorcich a extraktech blan$irovaného
Spenatu mixovaného bez MgCO; v Case

Meéfeni vzorku blansirovaného $penatu mixovaného bez MgCOs a jejich extraktll v ¢asovych intervalech
¢ Chl A (mg/g/sus.) ¢ Chl B (mg/g/sus.)
Datum Meéieni ihned | Méfeni po 0,5 hod. | Méfeni po2 hod. | Méieniihned | Méfeni po 0,5 hod | Mé&feni po 2 hod.
30.5.2014 3,88 3,74 3,98 1,40 1,4 1,55
5.6.2014 3,78 3,58 3,84 1,32 1,28 1,42

4.4.3 RozmraZeni Speniatu

V posledni fad¢ byl méfen obsah chlorofylu u dlouhodob¢ zmrazeného Spenatu. Byly
srovnavany vzorky neblansirovaného rozmrazen¢ho Spendtu a naopak blanSirovaného
rozmrazeného Spenatu. Po rozmrazeni na pokojovou teplotu byly z kazdého materialu
odvazeny Ctyii vzorky po dvou gramech. Nésledovalo tieni materidlu s motskym piskem a
MgCOg;, extrakce v acetonu, filtrace, doplnéni acetonem na objem 100 ml a méfeni
absorbanci. Vzorky takto byly prométeny po tydnu, dale po 18. tydnu, 21. tydnu, 35. tydnu a
po 40. tydnu az od data zmrazeni. Méteni bylo provedeno za stejnych podminek, jako u
predeslych vzorkl.. Vysledné absorbance rozmrazenych vzorkid jsou uvedeny v nasledujici

tabulce.

Tabulka 9 - Rozdil koncentraci chlorofylu u blansirovaného a neblansirovaného rozmraZeného $penatu

Rozmrazené neblansirované vzorky Rozmrazené blansirované vzorky
Datum meéteni | ¢(ChlA) (mg/g/sus.) | ¢(ChlB) (mg/g/sus.) | c(ChlA) (mg/g/sus.) ¢(ChlB) (mg/g/sus.)
29.5.2014 3,20 1,42 3,78 1,32
5.6.2014 3,91 2,28 4,37 1,94
3.10.2014 3,93 2,58 3,68 1,63
30.1.2015 3,40 1,98 3,85 1,52
7.3.2015 3,27 1,84 3,81 1,49
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5 Vysledky

Nameétena data byla zpracovana a porovnana mezi sebou. Analyza byla provedena
casovou fadou. Byl sledovan pribéh koncentraci jednotlivych vzorka v ¢ase a zndzornén
jejich graficky vyvoj. Dale byla odhadnuta linearni trendové funkce a z kolika procent
zvoleny model vysvétli vyvoj zmén v casové tadé. Dané vystupy byly vyhodnoceny

z programu Statistica.
Vliv delSi doby odleZeni vzorka rozmixovaného Spenatu na degradaci chlorofylu

Na otazku jaky dopad ma delsi doba stani vzorki neblanSirovaného Spenatu
mixovaného bez ptidani MgCO3z na degradaci chlorofylu v prubéhu jednoho tydne, lze

odpovédét z nasledujiciho grafu.

Graf 1 - Degradace Chl odleZelych vzorki neblansirovaného Spenatu (bez MgCQO5) v ¢ase

Degradace Chl odleZelych vzorki neblanSirovaného
Spenatu (mix bez MgCQO,) po dobu jednoho tydne

5,00
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Vzorky neblansirovaného Spendtu mixovaného bez MgCOs; byly z naméfenych
koncentraci ChlA a ChIB (ihned po rozmixovani ¢i 30 min. a 120 min. od rozmixovani)
a zavislosti na cCase, shledany jako statisticky vyznamné. Z vystupl statistického programu
bylo zjisténo, z kolika procent je mozné vysvétlit linearnim trendem zménu vyvoje
koncentraci v ¢asovém rozmezi jednoho tydne. Diky vyslednym hodnotdm linedrni regrese,

byl zjistén u vSech vzorka jeji klesajici pribéh. Pomoci vypoctu tzv. 1. absolutni diference,
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byl zaznamenén nejvétsi pokles koncentrace v dané casové fad€. Veskeré tidaje byly shrnuty

Vv nésledujici tabulce.

Tabulka 10 - Sjednoceni dat ze statistickych vystupii ¢asové Fady neblansirovanych vzorki

Casova fada vzorki neblangirovanych a mixovanych bez ptidani MgCO4
Interval méfeni Vysledna regrese Lineérni trend c/t (%) | Absolutni pokles v casové fade

lhned y'=3,236667 — 0,010000t 4,74 5.6.14 (-0,09)

¢ (ChlA)  Po 0,5 hod. y'=3,846667 — 0,095000t 89,95 30.5.14 (-0,15)
Po 2 hod. y'=4,706667 — 0,375000t 79,97 30.5.14 (-0,7)

lhned y'=1,473333 — 0,055000t 99,73 30.5.14 (-0,06)

c (ChiB)  Po 0,5 hod. y'=2,070000 — 0,200000t 85,51 30.5.14 (-0,41)
Po 2 hod. y'=4,36667 — 1,09000t 96,86 30.5.14 (-1,43)

Obecné lze fict, ze vzorky, které byly meétfené ihned po rozmixovani Spenatu,
dosahovaly niz$i koncentrace chlorofylu, nez vzorky méfené v casovém odstupu. Avsak
okamzitym zpracovanim vzorkd, jiz pfi nasledujicim skladovani jejich extrakt, k dalSim
ztratam nedochazelo. Pocatecni obsah chlorofylu ve vzorkach, které byly zpracovavany az po
30 a 120 minutach od mixovani, byl daleko vyssi. OvSem k velkym poklesim v koncentraci
chlorofylu doslo jiz nasledujici den proméfeni chlorofylovych extrakti. Cim déle byly vzorky
odlozeny pted zpracovanim, tim byly ztraty chlorofylu vyssi. Vzorky, které byly odstaté 120
minut po mixovani, ztratily az 65 % z ptivodniho obsahu chlorofylu. Naproti tomu vzorky
zpracované ihned zaznamenali pokles koncentrace chlorofylu do 8 %. Na degradaci se
V tomto piipad€ znacné podili prinik svétla skrz vzorky pii pokojové teplote.

Pro dlouhodobé&jsi analyzu degradace chlorofylu je vhodné&j$i zpracovat jiz
rozmixovany rostlinny materidl co nejdiive, aby nedochdzelo ke vzniku znehodnocujicich
degradacnich vykyvii v koncentraci chlorofylu. V ptfipad€, Ze jsou jednotlivé kroky
zpracovani vzorkll casové naro¢né, je vhodné analyzovany rostlinny materidl pfedem
blansirovat. Koncentrace chlorofylu blanSirovanych vzorkd Spendtu byly v priméru o 7 %
vy$$i nez u vzorkd Spenatu Cerstvého. Jak je vidno v Grafu 2, bude obsah chlorofylu vzorku
vysSi a vyhledove ustalenéjSi. Pak uZ nehraje pftiliS velkou roli, zda se vzorky zpracuji ihned
po rozmixovani Spenatu ¢i s urcitou prodlevou. K stejnému zavéru doslo i u blansirovanych

vzorkd mixovanych s MgCOs,
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Graf 2 - Degradace Chl odleZelych vzorki blansirovaného Spenatu (bez MgCOQ53) v ¢ase
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Ovlivnéni degradace chlorofylu piridavkem MgCOj; k Spenatu béhem mixovani

Dal8im hodnocenym aspektem byl vliv pfitomnosti MgCO3 pfi mixovani rostlinného

materialu. Bylo zkoumano, do jaké miry se uplatni, jako stabilizator barvy pii mechanickém

poskozeni rostlinnych pletiv a struktury chlorofylu. Rozdily jsou evidentni z Grafu 3.

Graf 3 - Koncentrace Chl ve vzorcich mixovanych s MgCO3 ¢i bez MgCO3
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Bylo prokéazéano, Ze koncentrace jednotlivych vzorki mixovaného Spenatu s MgCO3

a mixovaného bez MQCO;, byly v zavislosti na case statisticky vyznamné. Z vystupt
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statistick¢ého programu bylo zjisténo, z kolika procent je mozné vysvétlit linearnim trendem
zménu vyvoje koncentraci V ¢asovém rozmezi jednoho tydne (viz. Tabulka 11)
Pomoci vyslednych hodnot linearni regrese, byl zaznamenan u vSech vzorki jeji klesajici
prabéh. Vypoctem tzv. 1. absolutni diference, byl zaznamenan nejvétsi pokles koncentrace

V dané ¢asové radé.

Tabulka 11 - Vyhodnocena data ze statistickych vystupi ¢asové Fady vzorki s ¢i bez MgCO3

Casova fada vzorkd neblangirovanych a mixovanych s ptidani MgCO4

Méfeni Vysledna regrese Linearni trend c/t (%) Absolutni pokles v ¢asové fadé
c(ChlA) y'=4,06333333 - 0,115000 97,00 30.5.14 (-0,15)
c(ChiB) y'=1,82333333 - 0,145000 87,48 30.5.14 (-0,24)

Casova fada vzorkd neblangirovanych a mixovanych bez piidani MgCO3

M¢éfeni Vysledna regrese Lineérni trend c/t (%) Absolutni pokles v Casové fadé
c(ChlA) y'=3,236667 — 0,010000t 4,74 5.6.14 (-0,09)
c(ChiB) y'=1,473333 — 0,055000t 99,73 30.5.14 (-0,06)

Z téchto statistickych udajii bylo zjisténo, ze vzorky, u kterych nebyl pii mixovani
ptidan MgCOj3, mély nizsi poklesy koncentraci ChlA a ChIB v ¢ase (do 8 %), nez vzorky, kde
MgCOs piidan byl (17 %), ale za to podstatné niz§i obsah chlorofyli. Vyssi koncentrace ChlA
a ChIB byly zaznamenany u vzorkd mixovanych s MgCOj3 Nejvyssi ubytek koncentrace
nastal nasledujici den a poté byly namétené koncentrace v prib&éhu ¢asu ustalené. Lze tedy

prokézat pozitivni efekt MgCOs na stabilizaci zeleného rostlinného barviva.
Degradace chlorofylu ve Spenatu mrazeném a dlouhodobé skladovaném

Poslednim hodnoticim atributem byla stabilita chlorofylu u dlouhodobé skladovaného
mrazeného Spenatu. Srovnavany byly vzorky blanSirované a neblanSirované, pfiCemz
mixovani Spendtu bylo provedeno bez ptidani MgCOs. Vyvoj zmén koncentrace chlorofylu
od zméteni Cerstvych vzorka a vzorkli mrazeného Spenatu skladovaného po dobu 40 tydnd,

byl zaznamenan v nasledujicim grafu.
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Graf 4 - Pribéh naméfenych koncentraci ChlA a ChIB rozmraZenych vzorki blansirovaného a
neblanSirovaného Spenatu po dobu 40 tydni
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Koncentrace jednotlivych vzorkli blanSirovaného a neblansirovaného Spenatu
mixovaného bez MgCOgs, byla v zavislosti na ¢ase shledana, jako statisticky vyznamna.
Vystupem ze statistického programu bylo zjiSténo, z kolika procent je mozné vysvétlit
linearnim trendem zménu vyvoje koncentraci v Casovém rozpéti 40 tydnt (viz. Tabulka 12)
Prabéh linearni regrese byl u vSech vzorkl zaznamenan klesajicim trendem. Vypocétem tzv. 1.

absolutni diference, byl zaznamenan nejvétsi pokles koncentrace v dané casové rade.

Tabulka 12 - Vyhodnocena data ze statistickych vystupi ¢asové Fady rozmrazenych vzorkia
blanSirovanych a neblanSirovanych

Casova fada rozmrazenych neblansirovanych vzorkd, mix bez MgCO4

Meteni Vysledna regrese Linearni trend c/t (%) | Absolutni pokles v ¢asové fadé
c(ChlA) y'= 3,653000 — 0,037000t 27,54 30.1.15 (-0,53)
c(ChiB) y'’=1,858000 — 0,054000t 37,62 30.1.15 (-0,60)

Casova fada rozmrazenych blansirovanych vzorkil, mix bez MgCO4

Meéteni Vysledna regrese Linearni trend c/t (%) | Absolutni pokles v ¢asové fadé
c(ChlA) y'=4,036000 —-0,046000t 7,19 3.10.14 (-0,69)
c(ChiB) y'= 1,604000 —-0,008t 0,30 3.10.14 (-0,31)

Naméiené hodnoty koncentrace chlorofyli ve vzorcich Cerstvého Spendtu byly
podstatné niz8i nez ve vzorcich §penatu mrazen¢ho. Po rozmraZeni byl u vSech typl vzorka
pozorovan nartist koncentrace chlorofyli az o 60 %. Zmrazenim tak pravdépodobné doslo k
eliminaci rozkladnych procest chlorofylové struktury. Nejvétsi Ubytek chlorofylu
u skladovaného, mrazeného, blansirovaného Spenatu byl sledovan do 18. tydnu skladovéni.
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V dalSich tydnech uz byla koncentrace chlorofylu téméf neménna. U vzorkl, které pred
mrazenim blanSirované nebyly, tomu bylo piesn¢ naopak. Pokles obsahu chlorofylu ve
zmrazeném neblansirovaném Spenatu byl znatelny po 18. tydnu skladovani, do t¢ doby se
obsah chlorofylu pfili§ neménil. Na zakladé téchto vysledki bylo odvozeno, Ze proces

blansirovani bude mit vyznam pfi dlouhodobém skladovani mraZzeného Spenatu.
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6 Diskuse

Vysledky této prace ukazuji, ze proces blansirovani je z hlediska stabilizace barvy
rostlinného materidlu prospésny. Vzhledem k tomu, Ze je toto tepelné zpracovani kratké
aSetrné, nedochdzi k velkym barevnym zménam chlorofylu a naopak zabrani jeho
degrada¢nim procestim v pribéhu delSiho skladovani rostlinného materidlu. Jinak je tomu
u tepelnych uprav za vyssich teplot a delsi doby ptisobeni.

Ahmed et al., (2002) téz studovali tepelnou upravou listii Spenatu. Pro stabilizaci
zelené barvy piidavali uhliCitan hotfecnaty jiz ve fazi zahiivani. Testovali ptisobeni odliSnych
teplot a délek ptsobeni. Dosli k zavéru, ze ¢im delsi doba plisobeni tepla na Spenat byla, tim
byly ztraty zeleného barviva vyssi.

Turkmen et al. (2006) se zabyvali obsahem chlorofylu v blansirované a vafené listové
zelening. Blan$irovani provadéli v nerezové nadobé ve vodé za teploty 95-98 °C po dobu 30
sekund a zeleninu vafili po dobu 4-15 min ve vrouci vod€. Chlorofyly byly extrahovany
Cistym acetonem. M¢éteni absorbance bylo provedeno na spektrofotometru Shimadzu UV-
160A pii vinovych délkach 661,6 a 644,8 nm. Ve srovnani s Cerstvym materidlem se
blansirovanim podstatné snizil obsah chlorofylu u vSech druhi zkoumané zeleniny. DelSim
tepelnym zpracovani, tedy varenim, doslo k vys$im ztratdm celkového obsahu chlorofylii o 4-
10 % ve srovnani s blanSirovanym materialem.

Ocekavany pokles obsahu chlorofylu vlivem blanSirovani v této praci v prvnim
momenté nenastal. Bezprostiedné po blanSirovani Spenatu se naopak obsah chlorofylu zvysit
0 7 % nez pfed nim. K degradaci rostlinného barviva dochazelo az pii dlouhodobém
skladovani. Pokles koncentrace chlorofylu byl minimalni a dale byl jiz jeho obsah
stabilizovan a udrZovan v konstantnim mnoZstvi po delSi dobu uskladnéni. Jen par autord
zminuje pocateni narlst zelené barvy pfi zahfivani.

Herrmann (1993) uvadi, ze blanSirovani po dobu 30 sekund ma za nasledek vyssi
obsah zelené barvy u blansirovanych zelenych fazolek. Lau a kol. (2000) zaznamenali také
pocatecni narust zelené barvy zeleného chrestu vlivem tepelnych uprav pii 70 a 98 °C.
Tijskens et al. (2001) se zabyvali zménou barvy u blansirovanych fazolek a brokolice pii
teplotnim rozmezi 40-96 °C a dosli k zavéru, Ze ¢im vyssi je teplota blansirovani, tim vyssi je
narast barvy, ale soucasné€ se barva zac¢ina rozkladat.

Diivod tohoto barevného nartistu zptsobené kratkym blan§irovanim neni piesné znam.
Mohlo by to byt disledkem fyzikalnich zmén rostlinné matrice v dusledku snizeni

nepropustnosti, nahrazenim mezibunééného vzduchu blansirovanou vodou nebo uvolnéni
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bunécného obsahu vlivem poskozeni bunéné membrany. Dalsim moznym vysvétlenim by
mohlo byt to, ze tepelné zpracovani postupné ni¢i bunééné membrany, coz ma za nasledek
mozny kontakt mezi enzymy a prekurzory sloucenin chlorofylu pfitomnych v rtznych
organelach. V kazdém piipadé, celkovy efekt je, ze zelena barva se zvySuje v pribéhu
pocate¢niho kratkého blansirovani. Pozd€jsi pokles barvy béhem blansirovani lze pfipsat
chemickému rozkladu zelenych slozek spolu se ztratou uvolnénych barevnych sloucenin

ptestupem do blansirované vody (Weemaes et al., 1999).

Lopez-Ayerra et al. (1998) ve své studii uvadi, Zze ze vSech Cerstvych vzorkl Spenatu
se extrahuje vice chlorofylu A nez chlorofylu B. Zaroveii je chlorofyl A labilngjsi nez
chlorofyl B vzhledem k jeho vétsi citlivosti na feofytinizaci béhem ohtevu, jak se také uvadi

Stejné tomu bylo i v této diplomové praci. Vytéznost chlorofylu A z analyzovaného
Spenatu byla sice za vSech podminek vzdy vyssi, v priméru az o 60 %, nez u chlorofylu B,
ovSem V prib&hu degradace byly zaznamenany také vétsi ubytky chlorofylu A.

Teng a Chen (1999) zaznamenali obsah chlorofylu A a B v erstvém Spenatu byl
14.10 a 6,23 mg/g vztazen na susinu materialu, coz predstavuje daleko vyssi hodnoty, nez ty,
které byly naméteny zde. Rychlostni konstanta degradace chlorofylu byla vyssi u chlorofylu
A, nez chlorofylu B u vateného listového Spendtu. SniZeni obsahu chlorofylu A a B Ize
pfipsat degradaci obou chlorofylii na jejich hlavni derivaty feofytin A a B. Feofytin A a B
byly nalezeny v nejvy$sim mnozstvi za varu, nasledné v pafe a v mikrovinné troubé. Kromé
toho mnozstvi feofytinu A bylo vétSi neZz feofytinu B u varené¢ho Spendtu bez ohledu na

zpusob tepelného zpracovani (Lopez-Ayerra et al., 1998).

V diplomové praci se ukazalo, Ze blanSirovani pifed zmrazenim Spenatu ma vliv na
stabilizaci barvy pii del§i dob& uchovéani. Spenat, ktery nebyl blansirovan, mél sice vyssi
obsah chlorofylu, ale dochéazelo k siln€j$i degradaci po 4. mésici skladovéani. BlanSirovany
Spenat si po 4. mésici uchovaval téméf neménnou koncentraci chlorofylu az do 10. mésice
skladovani.

Orunia-Concha et al. (1997) pozorovali jiny priabéh degradace zeleného barviva.
Studovali obsah chlorofylu A a chlorofylu B u mrazenych blansirovanych a neblansirovanych
fazolek a paprik po dobu 12 mésicu pii teploté -22 °C. Zaznamenali pokles obsahu chlorofylu
U neblansirovanych fazolek jiz v prvnich mésicich a v néasledujicim obdobi doSlo ke

stabilizaci. Podobné vysledky byly ziskdny u blanSirovanych fazoli, ale zde byl pokles ihned
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zpocatku zpusoben blansirovanim. Labib et al. (1997) naopak uvadé€ji, ze tfi mésice
skladovani blanSirovaného Spenatu pii teplot¢ -18 °C nemd vliv na obsah chlorofylu.
Lisiewska et al. (2007) ve svém experimentu prokézali 0-12% ztraty celkového chlorofylu po
4 mésicich, 4-19% po 8 mésicich a 7-28% po 12 mésicich skladovani neblansirovaného
mrazeného Spendtu. Zmrazeny Spenat uskladnény pii nizsi teploté obsahoval pouze o 5 % vice
chlorofylu ve srovnani s vyS$imi teplotami skladovadni. Analyzovany blansirovany Spenat
doséahl v tomto experimentu az 16% ztrat chlorofylu v prvnich &tyfech mésicich skladovani,
po 8. mésici byl zaznamenéan ubytek chlorofylu do 18 % a po 10. mésici uskladnéni doslo az

k 20 % ztratam chlorofylu.
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1 Zavér

Souhrnné lze konstatovat, ze struktura chlorofylu je velmi ndchylnd k rozkladnym
procesim, predevsim vlivem fyzikalnich a chemickych zmén béhem zpracovani potravin.
Existuje vSak mnoho zpusobtli, jak témto nezddoucim vlivim pfedchazet. Z vysledki

experimentalni ¢asti diplomové prace je prokazano:

e Metoda blansirovani je diky nizsi teploté¢ a kratké doby plsobeni vhodnou
tepelnou tupravou. Inaktivaci enzymu dochazi k zamezeni poklesu barevné
intenzity zeleniny.

e BlanSirovani je vyhodnym krokem pied zmrazenim zeleniny a jejim
dlouhodobym skladovani v mrazni¢ce. Rozkladné procesy chlorofylu nejsou tak
markantni, jako v pfipadé mraZené zeleniny, ktera neni takto pfedem oSetiena.

e Potvrdil se ptiznivy vliv uhli¢itanu hofeénatého na stabilizaci zeleného barviva.
Ptidavkem MgCO3; se predchazi naruSeni struktury chlorofylu a tvorbé
degradac¢nich produktii chlorofylu.

e Rychlym zpracovanim chlorofylovych extraktli za temné&jSich podminek se snizi

degradacni procesy.
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9 Seznam zkratek

ALA d-aminolevulova kyselina

ATP Adenosintrifosfat

cChl Koncentrace chlorofylu

ChlA Chlorofyl A

ChiB Chlorofyl B

JECFA The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
MgCOs; Uhli¢itan hotec¢naty
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