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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace je zaméiena na stanoveni chlorofylu v listech metodou extrakcni
spektrofotometrie. Teoretickd Cast pfinasi informace o fotosyntéze, stresovych faktorech ¢i
adaptaci rostlin, dale o fotosyntetickych pigmentech (zejména chlorofylu-a) a aplikaci
spektrofotometrie a dalSich metod stanoveni chlorofylu. Experimentalni ¢ast se zamétuje na
nasazeni ekotoxikologického testu a predev§im jeho vyhodnoceni dvéma nezavislymi
metodami. Konkrétné¢ se jednalo o stanoveni inhibice rGstu biomasy a nové
0 spektrofotometrické stanoveni mnozstvi chlorofylu. Vysledky mezi sebou navzijem
koreluji, a proto se stanoveni chlorofylu jevi jako vhodné rozSiteni obvyklych
vyhodnocovacich metod ekotoxikologickych testi.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on determination of chlorophyll in leaves by the method of
extraction spectrophotometry. The theoretical part provides information about photosynthesis,
stress factors or plant adaptation, photosynthetic pigments (especially chlorophyll-a) and
application of spectrophotometry and other methods of chlorophyll determination. The
experimental part is focused on the application of the ecotoxicological test and, above all, it is
evaluation by two independent methods. Specifically, it was determination of biomass growth
inhibition and newly spectrophotometrical determination of chlorophyll mass. The results
correlate with each other, therefore, the determination of chlorophyll seems to be an
appropriate extension of usual evaluation methods of ecological tests.

KLICOVA SLOVA
Fotosyntéza, chlorofyl, fotosyntetické pigmenty, Lemna minor, spektrofotometrie
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1 UVOD

Chlorofyly jsou pigmenty nachazejici se v prokaryotnich i eukaryotnich organismech.
700 nm. V jednotlivych organismech se vyskytuji rtzné typy chlorofylad — chlorofyl-a,
chlorofyl-b, chlorofyl-c a dalsi. Chlorofyl-a je nejduleZzitéjsi ptfi pieméné energie zafeni a ma
hlavni podil ve fotochemickych d¢&jich. Ostatni fotosyntetické pigmenty, a to
chlorofyly a karotenoidy jsou pomocné a pienaseji zachycenou energii na chlorofyl-a.

Pokud je organismus vystaven nepiiznivym podminkdm, dochdzi ke spusténi sledu
adaptacnich reakci. Dlouhodobé piisobeni stresového faktoru mutze vést az k thynu
organismu. Z hlediska znecisténi zivotniho prostiedi se jedna piedevsim o plsobeni latek,
jejichz vyskyt je v prostfedi nezadouci. Dopady zneciSténi se kromé thynu organismu
projevuji napiiklad mutagenitou, ovlivnénim reprodukce a rustu rostlin nebo zménami obsahu
chlorofylu. Téchto faktd Ize vyuzit v ekotoxikologickych testech.

Obsahem prace je literarni reSerSe na téma vlastnosti a moznosti stanoveni chlorofylu-a
a provedeni ekotoxikologického testu, ktery byl nasazen na vodni plovouci rostlinu, okifehek
mensi (Lemna minor). Po dobu sedmi dnii byl okiehek vystaven u¢inku rtiznych koncentraci
dichromanu draselného. Po ukonceni expozice byly listky zpracovany a nasledné byla
stanovena koncentrace pigmentu. Mnozstvi chlorofylu-a je mozné stanovit vice analytickymi
metodami. Vlastnosti chlorofylu-a a jeho dobra rozpustnost v organickych rozpoustédlech
umoziuji provést stanoveni metodou extrakéni spektrofotometrie.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Fotosyntéza

vvvvvv

ktery je tvofen velkym poctem reakci a dé&u. Schopnost vykonavat fotosyntézu je
charakteristicka pro fotoautotrofni organismy (sinice, fasy). Pti fotosyntéze dochazi k zachytu
energie ze zafeni, ktera je nasledné pouzita k syntéze organickych latek a kysliku z latek
anorganickych. Tyto reakce lze rozdélit na dvé zadkladni skupiny dé&a — d&je
primarni a sekundarni [1].

2.1.1 Zdroj energie

Hlavnim zdrojem energie pro fotosyntézu v ptirod¢ je slune¢ni zateni. Na povrchu Slunce
je teplota 5800 K. Slunce vyzafuje clektromagnetické vinéni. Na Zemi dopada sluneéni
zateni skladajici se ze tii slozek — ultrafialové, viditelné a infracervené.

Svétlo, tedy zafeni v oblasti viditelné, je v intervalu vlnovych délek od 380 do 740 nm.
V tomto intervalu leZi maximum vyzafované energie kolem 500 nm i maximalni hustota toku
fotonti kolem 620 nm. Pro fotosyntézu je vyuzivana energie fotont v oblasti od 400 do
700 nm. Zafeni v této oblasti je oznaceno terminem fotosynteticky aktivni radiace (FAR c¢i
PAR z anglického ekvivalentu). Zafeni infraCervené, tedy zafeni v oblasti nad 740 nm, je
¢lovékem vnimano jako teplo. Zafeni ultrafialové je z oblasti pod 380 nm a je z vétsi Casti
absorbovano ozonovou vrstvou.

Rostliny utvareji svou vngjsi stavbu podle mnozstvi a slozeni slune¢niho zafeni na misté
svého vyskytu. Vnitini struktura, vyvojové a metabolické procesy jsou podiizeny svételnym
podminkam. Souborny nazev pro tyto reakce je fotomorfogeneze. Zareni, které je
fotomorfogeneticky Gc¢inné, presahuje FAR.

Kontakt se zafenim zajist'uji nadzemni ¢asti rostlin. U vétSiny rostlin je z hlediska absorpce
zafeni rozhodujici plocha listu. Dopadajici zafeni miiZze byt rostlinou odraZeno (reflexe),
propousténo (transmise) €1 absorbovano. Absorpce zatfeni je nezbytnd pro latkové pfemény.
Energii, ktera vstupuje do Zivotnich déji, tvoii vSak jen mala absorbovana cast. Pfi deexcitaci
je cast absorbované energie vyzarovana v infracervené oblasti a jen mala ¢ast je do okoli
pfevedena formou zafeni v oblasti viditelné — formou fluorescence. Energie je pfeménéna na
teplo, které je vyuzito k pfeméné¢ vody na vodni paru. Formou vodni pary je uvoliiovano do
okoli jako teplo vyparné. Tento d¢ je oznaCovan terminem transpirace. Jednd se 0 d¢j
dilezity, protoze zajistuje vydej tepla, a tim pfirozenou tepelnou cirkulaci. Rostlina je takto
ochlazovana. Tato energie je také hnaci silou transportu vody S rozpusténymi latkami
tzv. transpiracni tok [2].



2.1.2 Listy

Listy maji hlavni vyznam pii latkové vymeén¢, transpiraci vody a pii fotosyntéze. Jedna se
0 ploché postranni organy, znacné variabilni. List je slozen z Cepele a fapiku. Svrchni ¢ast
¢epele je u vétsiny listu odlisnd od spodni casti. Povrch listu kryje pokozka, kterou tvori
ploché bunky epidermis. Souc¢asti pokozky listu jsou pruduchy, papily a trichomy. Hustota
praduchii je dle druhii odlisna. Na jeden mm? jich muze byt az nékolik set. K odstranéni
prebytecné vody z listu slouzi skuliny — hydatody. Tyto vodni kanalky se nachazeji na Spicce
listu. Pletivo listi je nazyvano terminem mezofyl. U bifacialnich listl je ¢lenén na dvé casti —
svrchni a spodni parenchym. U monofacialnich listi je svrchni parenchym po obou stranach
listu a uprostied je parenchym houbovy. Buiniky svrchniho parenchymu, jinym terminem
buiky palisddové, jsou protahlé a obsahuji velké mnozstvi chloroplasti. V prostfednim
parenchymu, houbovém, se nachdzi podstatné mén¢ chloroplastii. Je tvofen lalo¢natymi
bunikami a obsahuje mezibunééné prostory pro vymeénu vody a plynda.

Zilnatina neboli nervatura je tvofena souborem cévnich svazkd. V listech se nachazi
n&kolik typt Zilnatin. U jednodéloznych rostlin je pievladajici Zilnatina rovnobézna. Zilky
vedou podélné celou strukturou listu. Zilnatina zpefend a dlanita se vyskytuje zejména
u dvoudéloznych rostlin [3].

2.1.3 Chloroplasty

Cely proces fotosyntézy probiha v organelach — chloroplastech (viz Obrazek 1). Jedna se
0 nejmensi strukturni jednotky, které jsou schopné absorbovat zateni, fixovat oxid uhliCity
a vestavit uhlik do sacharidu [4].

V burice se nachézeji riizné tvary chloroplastu. U vyssich rostlin je tato organela nejcastéji
elip¢ita ¢i ovalna. Délka chloroplastu je 4 az 6 um. Od okolniho prostoru buriky je chloroplast
oddélen dvojitou membranou. Vnéjsi membrana je hladkéa a dava chloroplastu pfisluSny tvar.
Vnitini membrana je nékolikanasobné zaskrcovana do plochych vacki, které jsou nazyvany
terminem tylakoidy. Ty tvofi uvnitf sloZitou strukturu paralelné uspofadanych lamel
tzv. grana. N¢které tylakoidy se mohou svym vnéj§im povrchem dotykat vyplné chloroplastu
(stromatu) — tylakoidy stromatalni. Kvantosom, ktery je centrem fotosyntézy, je tvofen
komplexem enzymii a pigmenti. Obsahuje az 300 molekul chlorofyli a 48 molekul
karotenoidd. Schopnost provadét fotosyntézu je podminéna spojenim dvou az Ctyt
kvantosomu [4][5].

Poloha chloroplasti se dle intenzity osvétleni méni. Pifi nadmérném osvétleni jsou
chloroplasty v zakrytu podél stény buiiky. Pfi slabsi intenzité osvétleni lezi podél bunééné
stény a pii neozatrené fazi jsou nahodné rozptyleny v objemu celé bunky [5].

Chemické slozeni chloroplastil je v suSiné 35 az 55 % bilkovin (pfevazn€ enzymy) a 20 az
30 % lipidt. Produkty fotosyntézy, sacharidy, tvoii 5 az 10 %. Z 9 % jsou v chloroplastech
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zastoupeny fotosyntetické pigmenty, z nichz az 75 % tvofi chlorofyl-a. V mensim mnozstvi
jsou zastoupeny nukleové kyseliny a mineralni latky (fosfor, zelezo, hof¢ik, m&d’, mangan
a zinek) [5].

Chloroplast

= Inner and outer
membranes

T Granum

Thylakoid
Thylakoid space

Stroma

Obrazek 1: Struktura chloroplastu [6]
2.1.4 Svétla faze fotosyntézy

Jedna se o fotochemicky d¢j, ktery piimo zavisi na energii zafeni. Dllezitym aparatem
uskuteCnujicim svétlou fazi je aparat fotosyntetizujici, ktery je tvofen u vSech typu fototrofil
ze tii casti. Prvni Cast, fotoreceptory, slouzi k tvorbé pigmentli absorbujicich zareni.
Fotosyntetické reakéni centrum zajist'uje excitaci elektronli absorbovanym zatrenim. Posledni
casti je tetézec oxidoreduktdz, které preménuji energii excitovanych elektroni na energii
chemickou [7].

Svétla faze fotosyntézy se sklada ze Ctyt procesi:

e fotochemicka excitace fotoreceptori — absorpce slune¢niho zafeni molekulami
chlorofylu s vysledkem vzniku excitovanych elektroni. Molekuly chlorofylu se
nachazeji v kvantosomech tylakoid. Molekuly pigmentu jsou vazany na molekuly
specidlnich bilkovin, aby byly spravné nasmérovany a mohly tak nejlépe predavat
absorbovanou energii. Jejich prostfednictvim je uskuteénén ptfenos nashromazdéné
energie na molekulu chlorofylu-a v reak¢nim centru.

o fotooxidace vody

e fotoredukce NADP*
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o fotofosforylace — c¢ast energie excitovanych elektronl je pfi tomto sprazeném déji
vyuzita k tvorbé ATP. Tento d¢j provadi ATP-syntetdza, ktera je soucasti tylakoidové
membrany [7].

2.1.5 Fotosystémy

Fotosystémy jsou slozeny z centralni ¢asti, nazyvajici se reak¢ni centrum, a svétlosbérného
proteinpigmentového komplexu LHC (light-harvesting complex). Tento komplex zachyti
zaeni ve form¢ fotonl a ziskanou excitacni energii elektroni pfenese do reakcéniho centra
fotosystému, zodpovédného za fotofosforylaci [8].

Fotosystém I (PSI)

Fotosystém 1 je slozen z fotosyntetickych pigmentt, které jsou vazany na bilkoviny.
Obsahuje reakéni centrum P700, které je nazyvané podle molekuly chlorofylu-a, absorbujici
zafeni o vlnové délce 700 nm. Dale obsahuje svétlosbérny komplex LHC, ktery se sklada
z n&kolika struktur bilkovin a proteini. LHC, po zisku elektrontl, redukuje NADP" na
NADPH+H". PSI se nachazi v membranéach chloroplasti [5][8].

Fotosystém 11 (PSII)

Fotosystém II je tvofen komplexem bilkovin, nachdzejicich se v membranach chloroplasta.
Tento komplex katalyzuje rozklad vody za tvorby molekuly kysliku, proto se jedna
0 fotosyntézu oxygenni. Fotosystém II obsahuje n¢kolik transmebranovych polypeptidi, které
nesou nékteré prostetické skupiny. Mezi né patii zelezo na bilkovinach D1 a D2, pigment
reakéniho centra P680 (tedy molekulu chlorofylu-a absorbujici zafeni o vinové délce
680 nm), feofytin a plastochinon. Tyrozin, nachazejici se na bilkoviné D1, slouzi jako donor
elektronti. Elektron je po separaci elektrického naboje excitaci P680 odevzdéan pies feofytin
a D1 az na bilkovinou D2 véazany plastochinon.

Fotosystémy se od sebe v nékolika aspektech 1i§i. Pomér pigmenti chlorofyl-a ku
chlorofylu-b je v PSI 6 : 1, v PSII je mensi, pfiblizné 2 : 1. Lokalizace komplexu PSII je na
vnitinich stranéach tylakoidt grana. Na vnéjSich stranach téchto membran probiha tvorba ATP
a NADPH+H". Oproti tomu PSI je umistén v tylakoidech stromatalnich [8].

2.1.6 Temna faze fotosyntézy

V sekundarni fazi fotosyntézy jsou produkty svétlé faze (NADPH a ATP) vyuZity
k redukci kyseliny 3-fosfoglycerové na monosacharidy — tridzy. Kyselina 3-fosfoglycerova
vznikd v riznych castech rostliny. Vznik této kyseliny je moZny nckolika zplsoby. Tim

vvvvvv

mnozstvi organicky vazaného uhliku.
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Tento proces je nékolika fazovy. Prvni ¢ast je navazani oxidu uhli¢itého na fosforylovany
monosacharid tvofen péti uhliky (ribuldza-1,5-bisfosfat). Dilezitym enzymem této reakce je
Rubisco. Vysledkem je nestaly meziprodukt, tvofeny Sesti uhliky, ktery predchazi vzniku
dvou molekul kyseliny 3-fosfoglycerové.

Nasledné probiha redukce kyseliny 3-fosfoglycerové na triozu, 3-fosfoglyceraldehyd.
Tento proces je dvoukrokovy. V prvni fazi je fosforylace, pii které je pouzito ATP ke vzniku
kyseliny 1,3-bisfosfoglycerové. V dalsim kroku je pak redukovana na 3-fosfoglyceraldehyd.
Po izomerizaci vznika ketonickd forma, dihydroxyacetonfosfat. Poté dochézi k transportu
fosforylovanych trioz z chloroplasti do cytoplazmy, kde mohou byt vyuzity v dalSich
metabolickych drahach. Cast tridz zistava v chloroplastu a slouZi k regeneraci substratu pro
Rubisco [2].

2.1.7 Fluorescence

Vyuziti energie excitovaného stavu ve fotochemickych procesech neni jedinou moznosti.
Muze dochazet ke dvéma dalsim zpisobiim uvolnéni energie. Kromé tepelné ztraty lze energii
uvolnit formou emise zafeni. Délka excitovaného stavu je velmi kratkd. Do zakladniho stavu
se molekula chlorofylu vrati po uplynuti 102 az 10° sekund. K emisi zafeni dochazi
Vv piipad¢, kdy jsou fotosyntetické membrany néjak poruSeny napi. pisobenim nadmérného
zateni. Pro kazdou excitovanou molekulu chlorofylu plati, Ze mize vyuzit jednu ze tii
moznosti, jak nalozit s energii excitovaného stavu. Pokud je ve fotosystémech pocet téchto
molekul znaény, je pravdépodobné, Zze tyto d&je probihaji navzajem. Cast molekul ztrati
energii ve formé¢ tepla a emise zateni. Zbytek je vyuzit v procesech fotochemickych. Pomér
vyuziti téchto moZznosti je dan aktudlnimi podminkami prostfedi. Pokud je list fotosynteticky
aktivni, pak vyuzije pfevaZnou ¢ast energie pii fotochemickych déjich a zbylé dvé mozZnosti
skoro nevyuziva. Zavislost mezi fluorescenci a rychlosti je nepiima. Intenzita fluorescence je
nizka pokud roste rychlost fotosyntézy, a naopak. Pokud je rostlina vystavena nepiiznivym
podminkam ¢i stresu, plati jina zavislost rychlosti na intenzité [8].

2.1.8 Vlivy na priubéh fotosyntézy

Hlavni vliv na pribéh ma intenzita a kvalita svétla. Pii fotosyntéze dochazi k absorpci
pouze ve viditelné oblasti spektra, tedy od modré po Cervenou slozku spektra. Ultrafialové
zateni ma velké mnozstvi energie. Piilisné pusobeni ultrafialového zafeni mutze zpusobit
poskozeni nebo uplny rozpad nékterych organickych molekul.

Teplota ovlivituje rychlost fotosyntézy. S rostouci teplotou roste fotosynteticka produkce,
ovSem jen do doby, kdy neni dosaZeno teplotniho optima. Po piekroCeni optima aktivita
ustava. Vysoké teploty mohou zpiisobit rozklad enzymt a priibéh fotosyntézy mize byt timto
zpomalen.

Pokud jsou ve vodé¢ pfitomny toxické latky (t€zké kovy, herbicidy, pesticidy), mohou
narusit prub¢h fotosyntézy nebo zcela znemoznit funkce jednotlivych aparati. Intenzitu svétla
ovliviluje také piipadny zakal, ktery je zptsoben rozptylem ¢astic ve vodé [9].
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2.1.9 Charakterizace fotosyntézy

Celkova neboli hruba fotosyntéza je dana celkovym mnozstvim oxidu uhli¢itého, které
bylo navazano na ribul6za-1,5-bisfosfat. S ohledem na procesy, pii kterych byl oxid uhlicity
uvolnovan (respirace, fotorespirace), se udava tzv. ¢ista fotosyntéza. Ta vyjadiuje mnozstvi
oxidu uhli¢itého, ktery v rostlin€ zlistane vazan v organickych slouc¢eninach.

Rychlost Cisté fotosyntézy charakterizuje fotosyntetickou asimilaci oxidu uhli¢itého. Miize
byt také vyjadiena jako mnozstvi vzniklych asimilati (jednotky hmotnosti), mnozstvi
uvolnéného kysliku ¢i spotiebovaného oxidu uhli¢itého (jednotky molarni nebo objemové),
vztazeno na jednotku plochy listu a na jednotku casu. Béhem dne se rychlost fotosyntézy
méni. Roste aZz do maximalni hodnoty, které dosahuje béhem odpoledne, a poté klesa. V noci
neprobihd, dochazi k uvolnéni oxidu uhli¢itého dychanim [2].

2.2 Chlorofyl-a

Chlorofyly jsou pigmenty ze skupiny zelenych barviv. Nachazeji se v pletivech, které

vvvvvv

vvvvvv

2.2.1 Struktura

Molekula chlorofylu je tvofena porfyrinovym systémem (viz Obrazek 2), Ktery se sklada
ze Ctyt pyrrolovych kruhd. Tento cyklicky tetrapyrrol, 17,18-dihydroporfyrin, je odvozen od
protoporfyrinu IX. Struktura je podobna struktufe hemoglobinu, 1isi se v§ak ¢tyfmi hlavnimi
aspekty.

e Ctvrty pyrrolovy kruh je ¢asteéné redukovan.

e Paty kruh je spojen s kruhem tietim.

e Centralnim iontem je namisto Zeleza dvojmocny kation hoiciku.

e Kazda molekula chlorofylu obsahuje dlouhy fetézec - fytol, ktery je tvofen dvaceti
uhliky.

Zachyt kationtu hot¢iku uvnitt systému umoziuji volné elektrony dusiku, ktery je obsazen
v kazdém z kruhd. Tyto volné elektrony jsou situovany do stfedu porfyrinového systému[12].

Na jednu molekulu chlorofylu-a pfipada az tfi sta sbéract, které se oznacuji téz terminem
anténové pigmenty nebo jen antény. Systémy téchto antén jsou oznaCovany jako LHC
(svétlosbérny komplex). Rychlost pienosu energie do reakéniho centra je fadu 10™s. Na
absorpci fotonil se podileji zejména m-elektrony systému konjugovanych dvojnych vazeb
molekuly chlorofylu [7].
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Chlorofyl-a je substituovan methylovymi skupinami v poloze C-2, C-7, C-12 a C-18,
vinylovou skupinou v poloze C-3 a skupinou ethylovou v poloze C-8. V patém kruhu,
v poloze C-13', se nachazi oxoskupina a v poloze C-13% je umisténa karboxymethylova
skupina. Propionylovy postranni fetézec, ktery je esterifikovany diterpenovym alkoholem,
fytolem, je umistén ve ¢tvrtém kruhu na pozici C-17 [10].
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Obrazek 2: Struktura chlorofylu-a [13]
2.2.2 Vlastnosti a reakce

Chlorofyl-a ma modrozelenou barvu. Chlorofyly absorbuji zafeni v modrofialové
a Cervené oblasti spektra, tedy zafeni o vinové délce v rozmezi od 400 do 700 nm. Odrazi
zafeni v zelené oblasti spektra, proto se jako pigmenty jevi zelené. Tyto pigmenty jsou
nerozpustné ve vodég, ale rozpustné v nepolarnich latkach.

Jedna se o nestalou latku. Po reakci se slabymi alkoholovymi roztoky alkalii se odStépi
fytol disledkem hydrolyzace esterové vazby. Slabé kyseliny mohou rozrusit pyrrolova jadra.
Ke zménam struktury mize dochazet vlivem vyraznych vykyvia teplot. Nejvétsi zmény byly
zaznamenany v kyselém prostiedi za plsobeni tepla, kdy dochazi k pfeméné chlorofylu na
feofytin. Degradace chlorofyli muze byt také zpisobena a urychlena nékterymi enzymy,
pusobenim svétla a ionizujictho zéafeni. Postupy degradace jsou sledovany zejména
v prumyslu potravinarském (skladovani, iprava ovoce a zeleniny) [10][11].

Na rozdil od ligandu hemu, ktery je achiralni, je ligand chlorofylu-a a chlorofylu-b opticky
aktivni. Cisté chlorofyly jsou voskovité, coz je disledkem esterové struktury fytolu. Jsou
dobfte rozpustné v acetonu, ethanolu ¢i etheru [14].
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2.2.3 Vyskyt a vyuziti

Chlorofyly patii prakticky mezi jediné zelené pigmenty, Vvyskytujici se v piirodé
V neomezeném mnozstvi. Nachdzeji se predevSim v rostlindch, tasach, nékterych
mikroorganismech a v potravinach.

Jejich hlavni vyuziti je v potravinaiském pramyslu. Pigmenty jsou pro tento ucel ziskavany
skoro vyhradné ze suchozemskych rostlin a jsou jako barviva akceptovany témét ve vSech
zemich. Dale lze tyto pigmenty vyuzit napiiklad v kosmetickém pramyslu.

Chlorofyl-a a jina chemicka individua nemaji praktického vyuziti, protoZze zisk téchto
pigmentt z pfirodnich zdrojt je ndkladny a vyrobek neni pfilis stabilni [10].

2.3 Ostatni pigmenty

Zatimco hlavni vyznam pfi fotosyntéze a piimy podil na hlavnich fotochemickych déjich
ma chlorofyl-a, ostatni pigmenty v thylakoidech maji funkci pouze pomocnou. Podileji se na
zachytu kvant dopadajiciho zafeni a pfenosu energie excitované¢ho stavu na chlorofyl-a.
Zachycuji svétlo 0 jinych vinovych délkach, a timto rozsiiuji spektrum absorbovaného zafeni.
V této souvislosti jsou také oznaceny jako pigmenty pomocné, dopliikové ¢i akcesorické.
Mezi tato barviva patii ostatni typy chlorofylli, fykobiliny u sinic a ruduch, a karotenoidy
[15].

2.3.1 Chlorofyl-b

Struktura chlorofylu-b je podobna struktufe chlorofylu-a, ale v poloze C-7 je misto
skupiny methylové skupina formylova. Barva pigmentu je zelena[10].

Také absorp¢ni spektrum molekul chlorofyli jsou obdobna (viz Obrazek 3). Chlorofyly
absorbuji v oblasti vlnovych délek od 415 nm do 440 nm, ktera je z hlediska fotosyntézy bez
vetsitho vyznamu. Doba Zivota excitovaného stavu je piili§ kratkd, a proto tuto excitaci nelze
vyuzit pro spusténi oxidac¢né-redukénich procesti. VEtsi vyznam ma absorpce v intervalu
vinovych délek od 640 nm po 700 nm [15].
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Obrazek 3: Absorpéni spektra riznych forem chlorofylu [16]

Spoleéné s chlorofylem-a se tento pigment nachazi v zelenych fasach a vyssich rostlinach,
avSak v sinicich, hnédych tasach a cervenych tasach chybi [8].

2.3.2 Chlorofyl-c

Tak jako ostatni typy chlorofyld i chlorofyl-c je tvofen porfyrinem obsahujicim hot¢ik.
Barva tohoto typu chlorofylu je Zluto-zelena. K absorpci svétla dochazi v intervalu od 600 do

640 nm. Chlorofyl-c se vyskytuje v organismech Zijicich ve vodnim prostiedi, v fasach rodu
Phaeophyta, Pyrrophyta ¢i Xanthophyta a dalsi [10][17].

2.3.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou sloZeny z izoprenovych jednotek. Patii do skupiny tetraterpenti a jsou
tvofeny Ctyficeti uhlikovymi atomy. Jsou rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech a absorbuji
zafeni v oblasti od 480 do 570 nm. Dopliuji zafeni ve zlutozelené Casti spektra. Zbarvuji
pletiva rostlin zluté, oranzove, cervené ¢i hnéde€. Jsou pomérné odolné vici béznym vnéjsim
vliviim, naptiklad ptisobeni redukénich ¢inidel ¢i zméné pH [7][11].

V buiikéch listh se nachazi az 90 % karotenoid. Obvykle se jedna o smés karoteni (20 az
40 %) a jejich oxida¢nich produktt (60 az 80 %). Nejvétsi mnozstvi ve smési karotenil tvori
B-karoten (az 70 %) [7][11].

Mezi tyto pigmenty, vyskytujici se v listech vyssich rostlin, patii kromé -karotenu lutein,

neoxantin, violaxantin, zeaxantin a anteraxantin [8].
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Karotenoidy jsou také povazovany za ochranné latky. Tim, ze zachyti excitacni energii
a pfebyte¢nou energii pfeméni na teplo, chrani chlorofyl pted fotooxidaci. Pfi nadmérném
ozafovani dochazi ke zmén¢ violaxantinu na zeoxantin [11].

Karotenoidy Ize rozdélit na dvé skupiny — karoteny a xanthofyly [10].
Karoteny

Mezi karoteny patii lykopen, acyklicky polynenasyceny uhlovodik. Jedna se
0 nejjednodussi prototyp karotentl. Dal§imi zastupci jsou hydroderivaty lykopenu, fytofluen,
fytoen a dle struktury cyklu pojmenované karoteny naptiklad B-karoten (viz Obrazek 4) [10].

Obrazek 4: Struktura p-karotenu [13]

Xantofyly

Xantofyly jsou pfirozené se vyskytujici pigmenty, které vznikaji oxidaci karotend. Jsou
produkovany rostlinami a mikroorganismy. V listech jsou nejb&éznéj$imi pigmenty lutein,
neoxantin a violaxantin [18].

2.3.4 Fykobiliny

Jedna se o pigmenty zastupci Cyanophyta, Rhodophyta a Cryptophyta. Na rozdil od
chlorofylli, jsou chromofory fykobilinii pevné vazany na bilkovinnou slozku. Jsou tedy ve
vodé rozpustné. Tvoii se biliproteiny — fykoeritriny a fykocyaniny. Jsou produkovany
rostlinami a mikroorganismy. V listech jsou nejbéznéjsimi pigmenty lutein, neoxantin
a violaxantin [8][18].
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2.4 Stresové faktory a adaptace rostliny

stresorem, jsou schopny spustit sled adaptac¢nich reakci. Terminem stresor jsou oznaCovany
jakékoliv vlivy vnéjsiho prostiedi. Pribéh reakci na podnéty ma tfi stddia — stddium Soku,
odolnosti a vyCerpani. Stadium Soku nastava ihned po kontaktu se stresorem. V organismu
dochazi k déjim, které jsou nespecifické a sméfuji hlavné k zachovani zivota. Pro stadium
odolnosti je charakteristické vyuziti mechanismi k potlaceni ucinku specifického faktoru.
Rostlina se vyrovnava s pusobenim stresoru. Stadium vycerpani nastdva po intenzivnim c¢i
dlouhodobém piisobeni stresoru, kdy se organismus jiz nedokdze vypoiadat s nepiiznivymi
vlivy. Tato faze vede az k thynu organismu [19].

2.4.1 Teplotni stres

Teplotni optimum, tedy interval teplot, pii kterych probiha optimalni riist a vyvin rostlin, je
pro kazdy druh jiny. Stres rostliny mohou zpusobit vysoké teploty, chlad i teplota pod bodem
mrazu. VéEtSina vysSich rostlin spadd do skupiny mezofili, prospivajicich v teplotnim
intervalu od 10 do 30 °C. Teploty vrozmezi od 44 do 55°C zpisobuji thyn rostlin,
u sukulentl se udava teplota az 65 °C. Stupen poskozeni je zavisly také na délce vystaveni
extrémnim teplotdm. VéEtSina zmén potom souvisi s rozpadem cytoskeletu a zménou fazového
pfechodu membranovych lipidi. Stres z chladu zpusobuji nizké teploty. Jedna se o interval
teplot od 0°C do 10 °C. Stres z mrazu je spojen s tvorbou ledu v pletivech rostliny. Jde o d¢j
velmi podobny stresu z nedostatku vody ¢i zasoleni, protoze je spojen s dehydrataci buiky

[8].

Adaptace na teplotni extrémy souvisi se schopnosti pfizplisobit obsah bunck
koncentrovanim protoplazmy a tvorbou stresovych proteinii. Rostlina se pfizptisobuje také
velikosti semen. Druhy, které maji mala semena, jsou lépe ptizplisobeny vysokym teplotdm
nez druhy s velkymi semeny [20].

2.4.2 Vodni stres

Dle schopnosti adaptace na mnoZstvi vody je mozn¢ rozd¢lit rostliny do nékolika kategorii.
Mezi né patii hydrofyta (vodni rostliny), hygrofyta (mokfadni a bahenni rostliny), mezofyta
(rostliny se stfednimi ndroky na mnozstvi vody v pid¢€) a xerofyta (rostliny, které akceptuji
nedostatek vlahy po vétsSinu roku). Vodni stres, zplisobeny nedostatkem vody, se projevuje
zpomalenim ¢i uplnym zastavenim rastu nebo vadnutim rostliny. Nedostatek vody zptsobuje,
ze je rostlina vice nachylna k dal§im stresovym faktorim (napf. ristu teploty). Vodni deficit
je zpusoben nedostupnosti vlahy, ktera mize vznikat na zakladé rtuznych pfic¢in. Mezi tyto
pti¢iny patii obdobi sucha, zasoleni pudy (vy$si obsah rozpusténych latek v pad¢), transpirace
¢i velmi nizké teploty. Zakladem adaptace je tvorba vhodného kotenového systému a snizeni
jevu transpirace. Nékteré rostliny jsou schopné vylucovat do okoli latky bréanici kli¢eni semen
jinych rostlin, jakozto konkurujicich organismii. K redukci vydeje vody transpiraci dochazi

18



zmenSenim plochy listu. Pokud ovSem rostlina dosahla plné velikosti jeSté pifed obdobim
deficitu, mize dojit k opadu listl. Snizovat vydej vody lze zaviranim priducht. Tento d¢&j
vede ke snizeni rychlosti Cisté fotosyntézy, protoze omezuje dostupnost oxidu uhlicitého
a snizuje moznost vydeje tepla. Naopak pfi nadbytku vody, ke kterému dochazi naptiklad pfti
zaplavach, je primarni pfic¢inou stresu nedostatek kysliku [2].

2.4.3 Znecisténi atmosféry

Mezi neptiznivé faktory ohrozujici rostliny patii plynné imise a vzdu$né Skodliviny.
V dusledku spalovani paliv jsou v atmosféfe obsazeny rizné druhy polutanti. Mezi
nejzavaznéjsi patfi  oxid uhli¢ity, oxid dusicity, oxid sifi¢ity, amoniak, 0zén
a halogenovodiky. Primarni kontakt s atmosférou je zajistén plochou listu. Prvni zmény
postihuji strukturu chloroplasti a aktivitu enzymu. Poskozeni membranovych systémi
chloroplasti  vyvolava pulsobeni ozoénu, jesté vice toxického v kombinaci s expozici
S ostatnimi imisemi. V dlsledku oslabeni ozonové vrstvy pusobi na rostliny i vét§si mnoZzstvi
UV zafeni. Mezi ochranné mechanismy lze zaradit xanthofylovy cyklus nebo fluorescenci.
Tento cyklus je spustén pii nadmérném ozateni. Nasledek fotoinhibice je pokles celkové

produkce a fotosyntetické aktivity [8].
2.4.4 Nepriznivé pudni faktory

U pudy se jedna piedev§im o hodnotu pH. U pid s nizkou hodnotou pH, tedy u pud
kyselych, je pozorovana piedevsim inhibice ristu rostlin. Mezi Casté dusledky Kyselosti patii
zvySena koncentrace nékterych kovi. V takovych puidach lze predpokladat vyskyt hliniku,
manganu ¢i vodiku. Naopak snizena koncentrace se ocekava u nékterych kationtl, naptiklad
u hot¢iku a vapniku. Lze pozorovat také stres z nedostatku vody. Alkalické pady, které maji
vysoké hodnoty pH, jsou také doprovazeny vodnim stresem. Oproti kyselym ptiddm obsahuji
vysoké koncentrace uhli¢itanu vapenatého. Dal$im typem jsou pldy zasolené, obsahujici
zvySeny obsah rozpustnych soli Neptfiznivymi faktory jsou nizké az rlst inhibujici
koncentrace zeleza, zinku, fosforu a n€kdy i manganu [8].

2.4.5 Biotické faktory

Tyto stresory jsou biologické povahy. Jedna se zejména o negativni plisobeni patogenti
(viry, houby, mikroby) nebo o konkurenci mezi n€kterymi druhy rostlin. Mezi biotické
stresory lze zahrnout i poskozeni rostliny zptisobené Zivoc¢ichy. U rostlinnych patogend jsou
projevy pusobeni oznaceny terminy onemocnéni ¢i choroba. Pribéh je u kazdé rostliny jiny.
Nekteré rostliny jsou pomérn€ odolné a onemocnéni se ve vetsi mife neprojevi [2].

2.4.6 Pisobeni toxickych latek

Kromé plynnych polutanti maji negativni dopad také toxické kovy. Jedna se zejména
0 olovo, kadmium a zinek, které se dostavaji do piady z kontaminovanych odpadnich vod,
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hnojiv a usazenim prachu z primyslové vyroby a automobilové dopravy. Vstupem do bun¢k
inaktivuji nékteré enzymy. Mohou inhibovat d€leni a rast bun€k, coz je prvotnim znakem
pasobeni toxinl. Pfijem toxickych latek nemusi ovlivnit jen kofeny rostlin, ale i jejich
nadzemni ¢asti. Nékteré rostliny jsou schopné znesnadnit vstup latek do cytozolu napiiklad
vyluCovanim organickych kyselin a sorpci na pektinové latky. Mezi dal§i moznosti patii
tvorba sloucenin, schopnych tyto toxiny inaktivovat vazbou do cheldtovych komplext. Tyto
slouceniny jsou oznaCovany terminem fytochelatiny. Jednd se o malé polypeptidy piibuzné
tripeptidu glutationu [4].

2.5 Stanoveni chlorofylu-a

Metody stanoveni jsou zalozené na vlastnostech chlorofylu-a. Pro analyzu je vhodné
pouzivat spektrometrické metody. Kromé absorpce zafeni Ize vyuzit fluorescence chlorofylu,
kdy po excitaci dochazi k emisi zafeni. Dale lze vyuZit i nékteré chromatografické techniky,
nejcastéji HPLC. Tyto metody maji sva pozitiva inegativa. Bylo zjiSténo, Ze se od sebe
vystupy jednotlivych metod mohou lisit [21][22].

2.5.1 Stanoveni fluorimetricky

Fluorescence chlorofylu-a je vyuzivana uz delsi dobu jako indikator pisobeni stresovych
faktori na fototrofni organismy, vodni i pozemské. Fluorescence poskytuje piehled
0 celkovém stavu organismu a umoziiuje mapovat fotochemické procesy, které jsou
s fotosyntézou spojeny. Expozice toxickymi latkami ma dusledek ve zméné chlorofylu-a.
S timto je spojen vliv na fotosyntetické procesy. K tomuto méteni jsou ureny pfistroje —
fluorimetry [23].

K méfeni fluorescence chlorofylu pfimo v listech slouzi fluorimetr PAM (viz Obrazek 5).

M¢éfeni timto zpiisobem musi byt provadéno po obou stranach listu. Métfeni na horni strané
listu poskytuje netplné informace 0 fluorescenci jen ¢asti chloroplastu [24].
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Obrazek 5: Fluorimetr PAM [25]

2.5.2 Separace metodou HPLC

Separaci fotosyntetickych pigmentd je mozné provést vysoce uéinnou kapalinovou
chromatografii. HPLC umoziuje u¢innou a rychlou separaci pigmentd. V zelenych castech
rostlin se nevyskytuji jen samotné pigmenty, ale i rizné formy pigmentt. U karotenoidii se
jedna jak o karoteny a xanthofyly, tak i o jejich cis ¢i trans izomery. HPLC umoziiuje rychlou
separaci a identifikaci vice nez dvaceti pigmentli a dalSich latek, esterti a izomerti. Spojeni
technik separace vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii a spektrofotometrické detekce
umoznilo kvalitativni a kvantitativni jednokrokové stanoveni. V chromatografii se vyuziva
systému obracenych fazi [26][27] [28].

2.5.3 Metoda pritokové injekéni analyzy

Metoda prutokové injek¢éni analyzy byla pouzita pro stanoveni koncentrace chlorofylu-a
a chlorofylu-b ve Spenatovych listech. Prvni krok zahrnoval separaci pigmenti extrakci
rozpoustédlem. V tomto postupu byla testovana étyfi rozpoustédla - diethylether, methanol,
aceton a ethanol. Pro ucely FIA je optimalni vyuziti ethanolu o Cistot€¢ 96 %. Optimalni
podminky pro stanoveni chlorofylu jsou pritokova rychlost 10,84 ml, objem vzorku 1,45 ml
a délka reaktoru 63 cm. K detekci bylo vyuzito snimani vinovych délek v intervalu mezi
649 a 665 nm. Koncentrace byla métfena ve tfech vyvojovych stadiich rostliny (in vitro,
aklimatizace a v dospélosti). Vysledky byly porovnavany se zavéry jiné metody s odchylkou
méné nez 5 %. Metoda je vhodna pfedev§im pro stanoveni nizkych koncentraci pigmentt
v malych objemech vzorku [29].
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2.6 Spektrofotometrické stanoveni chlorofylu-a

Spektrofotometrie je zalozena na absorpci elektromagnetického zafeni spojené s excitaci
elektrond a elektronovymi piechody. Spektra v UV-VIS oblasti odpovidaji pfechodiim z nizsi
energetické hladiny na hladinu energeticky vyssi. Kazdému elektronu, ktery je excitovany,
odpovida soustava past. Délka doby, ve které je molekula v excitovaném stavu, je piiblizné
107 s. Poté se prostiednictvim deexcitacnich piechodu, at’ uz zafivych nebo bez emise zaieni,
vrati zpét do zékladniho stavu. Se zménou elektronovych hladin je také spojena zména
vibra¢nich a rota¢nich stavi [30].

2.6.1 Kvantitativni analyza
Pro kvantitativni analyzu se pouziva Lambert-Beeriv zakon
A=¢-c 1)
kde ¢ je molarni absorpéni koeficient [L.mol™ cm™], | je délka kyvety [cm] a ¢ je koncentrace
analytu [mol.I™].

Bouguer-Lambert-Beerv zakon plati pro monochromatické zafeni a pro nizké koncentrace
absorbujicich slozek. Hodnota absorbance je tmérna poctu castic, schopnych v roztoku
absorbovat zafeni, a zavisi na jejich povaze [31][32].

2.6.2 Kovalitativni a viceslozkova analyza

Vysledna kiivka neboli absorpéni spektrum slouzi k vyhodnoceni charakteristiky analytu,
mezi néz patii hodnoceni prubéhu, polohy a poctu absorpénich maxim ve spektru. Poloha
absorpéniho pasu souvisi se strukturou latky. Vét§i pocet extréml ve spektru miize byt

Mrve

muze jednat o nasledek vétsiho poctu elektronovych piechodi v molekule.

A=¢-C+e¢,-C+¢,C, 2)

Pribeh kiivky absorpéniho spektra zavisi na koncentraci analytu a délce kyvety. Pokud
jsou v analytu pfitomny slozky vice latek schopnych absorpce, absorbance je pak dana
souctem jednotlivych komponent analytu [32].
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2.6.3 Instrumentace

Spektrofotometr se sklada z nékolika ¢asti (viz Obrazek 6). Zdrojem spojitého zafeni je
deuteriova vybojka. Tyto zdroje zafeni jsou vhodné pro blizkou ultrafialovou oblast. Pro
viditelnou oblast jsou pouzivany zarovky halogenové ¢i wolframové. Zafeni je
polychromatické, je slozeno z paprskll o riznych vinovych délkach. Zatizeni, které rozlozi
vstupujici zareni na jednotlivé paprsky a vybere paprsek o piislusné vinové délce, se nazyva
monochromator. Je sloZen z vice ¢asti. Zareni vstupuje do monochromatoru vstupni $térbinou,
jejiz spektralni Sitka je u jednoduchych pfistroju pfiblizné 10 nm, u jinych az 0,01 nm. Méla
by byt alespon pétkrat mensi nez polovina Sitky méfeného absorp¢niho pasu. Dal§im ¢lankem
jsou ¢ocky nebo zrcadla, kterd ze zateni vytvoii rovnobézny svazek paprsku.

Obrazek 6: Schéma spektrometru [33]

K absorpci zafeni dochazi v kyvetach, které mohou mit rizné velikosti a rizné tloustky
absorbujici vrstvy. Volba kyvety se odviji od analytu, ktery je stanoven. Kyveta nesmi
ovlivnit absorbanci zatfeni vzorkem. Pro viditelnou oblast se pouzivaji sklenéné kyvety, pro
oblast ultrafialovou se voli kyvety kiemenné. Detekce je provedena pomoci fotoelektrickych
detektora [31].
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2.6.4 Extrakéni spektrofotometrie

Extrakéni spektrofotometrie vyuziva extrakci ke zkoncentrovani a izolaci analytu. Extrakce
je provadéna vhodnym organickym rozpoustédlem. V fad¢ piipadi mlze Uprava vzorku
a extrakce vétsim poctem mensich objemu zvysit citlivost stanoveni [31].

Pti extrakci chlorofylu-a lze vyuzit riiznych druhii rozpoustédel. Kazdé rozpoustédlo je
specifické a ma odlisnou G¢innost extrakce. Lze vyuzit i smési rozpoustédel naptiklad aceton
a propanol. Bylo pozorovano, Ze tato smes v poméru 1:1 zvysuje hodnotu absorbance, a proto
byla béhem dalSich méfeni upravena. Mozné je také vyuzit chloroform (také v poméru
s jinymi rozpoustédly). Jedna se vSak o latku s karcinogennimi G¢inky na organismus [34]
[35].

Aceton je jiz dlouhou dobu pouzivanym a u¢innym rozpoustédlem. Metoda vyuziti acetonu
pro extrakci chlorofylu je znaima jako metoda Arnonova. Fragmenty listi jsou tieny v misce
s tlouckem za pridavku 80% acetonu a jemného pisku. Poté je extrakt odstfedén v centrifuze,
upraven na potiebny objem a spektrofotometricky stanoven [36].

24



3 CIL PRACE

Cilem bakalaiské prace bylo nasazeni ekotoxikologického testu a posouzeni u¢inku
vybrané latky na mnozstvi chlorofylu a biomasy. Test byl aplikovéan na rostlinu okiehek
mensi (Lemna minor). Po dobu sedmi dnii byl vystaven riznym koncentracim dichromanu
draselného. Po skoncCeni testu byly listky spo¢teny pro vyhodnoceni biomasy a nasledn¢ tfeny
V tfeci misce. Za pridavku uhli¢itanu hofec¢natého a acetonu byl pigment extrahovan. Obsah
chlorofylu byl néasledné stanoven spektrofotometricky.
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4 PRAKTICKA CAST
4.1 Rostlinny material a seznam chemikalii

Rostliny
Okiehek mensi (Lemna minor)
Chemikalie

Dichroman draselny (Penta, Chrudim)
Aceton (Penta, Chrudim)

Uhli¢itan hote¢naty (Lachema, Brno)
Destilovana voda

4.2 Pouzité vybaveni a pristroje

421

Piiprava ekotoxikologického testu a extrakce

Termoluminostat (kultiva¢ni komora, zajist'ujici konstantni teplotu a stalé osvétleni)
Bézné laboratorni vybaveni, tfeci miska s tlouckem

Analytické vahy SCALTEC SPB 31(max 210 g, d = 0,1 mg)

Centrifuga Nuve CN 180

Analyza pigmentu

Spektrometr SPECORD 50 PLUS
Microsoft Office 2007
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4.3 Postup stanoveni

Oktehky jsou volné plovouci jednodélozné rostliny patfici do oddéleni rostlin
krytosemennych. Jednéd se o rychle rostouci rostlinu, kterd je ve vodnim prostfedi zdrojem
potravy pro malé zivocichy, ryby a vodni ptactvo. Mlze byt poSkozen slozkami vody nebo
odpadnimi vodami [37]

4.3.1 Priprava rFedici vody (Steinbergiiv roztok)

Redici voda byla pifipravena do odmérné baiiky o objemu jeden litr. Pii ptipravé byly
pouzity tyto roztoky.

NaNOj3 (17,5 g.dm™), KH,PO, (4,5 g.dm™), K,HPO, (0,63 g.dm™)
MgSO, — heptahydrat (5 g.dm™)

Ca(NO3); — tetrahydrat (14,75 g.dm™)

HsBO; (0,12 g.dm™)

ZnS0, — heptahydrat (0,18 g.dm™)

NaMoO, — dihydrat (0,044 g.dm™)

MnCl; — tetrahydrat (0,18 g.dm™)

FeCl; — hexahydrat (0,76 g.dm™), Na,EDTA — dihydrat (1,5 g.dm™)

N RN RE

Roztoky 1 az 3 byly davkovany v mnozstvi 20 ml na dm™, roztoky 4 az 8 byly davkovany
vmnozstvi 1 mlnadm™. Na vysledny objem byla odm&mé baiika doplnéna po rysku
destilovanou vodou. Roztok byl diikladné promichan.

4.3.2 Nasazeni testu

Do kazdé kadinky bylo napipetovano takové mnoZzstvi dichromanu draselného
o koncentraci 1 g.dm™, aby vysledna koncentrace po doplnéni fedici vodou na 100 ml byla
10, 20, 40, 80 a 160 mg.dm™. Test byl proveden ve dvou opakovanich. Do kazdé kadinky byl
napipetovan pfislusny objem fedici vody.
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Obrazek 7: Dichromanova fada pro nasazeni testu

Do piipravenych kadinek s dichromanem a do kontrolni kadinky s fedici vodou bylo
pfevedeno vzdy devét listki okifehku. Diraz byl kladen na to, aby byl v kazdé kadince
rovnocenny pocet listkii o pfiblizn¢ stejné velikosti. Takto pfipravena dichromanova tada
s okfehkem byla umisténa do termoluminostatu. Kéadinky byly ptfekryty miskami. Délka
expozice byla 7 dni, kadinky byly po tuto dobu udrzovany pfi teploté¢ 24 + 2 °C a intenzité
osvétleni 6 500 az 10 000 lux.

Obrazek 8: Pripraveny test

28



4.3.3 Extrakce rozpoustédlem

Bylo navazeno 0,03 — 0,05 gramua cerstvych listkii. Navdzka byla pfevedena do tieci
misky. V misce byly listky tfeny s pifidavkem uhli¢itanu hofe¢natého (dvé Spachtlicky cca
0,1 gramu) a se 3 mililitry 80% acetonu. Tieni bylo ukonéeno, kdyz byly rozdrceny vSechny
listky z navazky. V misce jiz nebyl zadny pevny zeleny podil. Takto pfipraveny extrakt byl
preveden do malé kéadinky. Tieci miska byla nékolikrat vymyta malym mnozstvim
80% acetonu. Z kadinky byl extrakt pieveden do malé odmérné banky (objem 10 ml).
Kadinka byla vymyta 80% acetonem. Odmérna baiika byla doplnéna 80% acetonem po rysku
a ponechana pred stanovenim ve tm¢. Stejny postup byl opakovan u vSech extrakci pro riizné
koncentrace.

4.3.4 Stanoveni chlorofylu spektrofotometricky

Obsah odmérnych ban€k byl preveden do centrifuga¢nich zkumavek. Zkumavky byly
centrifugovany po dobu 5 minut.

Vzorky byly po odstiedéni proméfeny v kyvetaich o0 optické délce 1cm na
spektrofotometru SPECORD 50 PLUS v intervalu vinovych délek od 380 do 750 nm proti
referenci 80% acetonu. Hodnoty absorbance pro vlnové délky 645 nm a 663 nm byly
dosazeny do rovnic pro vypocet koncentrace chlorofylu-a a chlorofylu-b.

Chla (mg ’ dme ) =12,25 (A663 - A750)_ 2,79 (A547 - A750) 3)
Chlb (mg ’ dm_3 ) =21,50- (A647 - A750) -510- (Aees - A750)

3

Vysledek je Vjednotkach mg.dm™ extraktu. Tato data byla piepoftena na mnozstvi

pigmentii ku hmotnosti Gerstvych listki v jednotkach mg.g™ [38].
4.3.5 Test inhibice ristu oki‘ehku mensiho Lemna minor

Test inhibice byl vyhodnocen v souladu s normou 1SO 20079:2005. Podminky testu byly
stejné. Na zaCatku a na konci testu bylo secteno mnozstvi listkii a pfislusSné hodnoty byly
dosazeny do rovnic pro vypocet inhibice riistu biomasy porovnanim rustovych rychlosti.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Porovnani extrakce ethanolem a acetonem

Pred nasazenim ekotoxikologického testu byla extrakce provedena dvéma rozpoustédly —
ethanolem a acetonem. Za ¢elem porovnani téchto rozpoustédel byla navazka listki okiechku
ttena v misce stlou¢kem za piidavku malého mnozstvi cca 0,1 gramu pisku. Tieni se
provadélo hiife a bylo pomérné hlu¢né. S ohledem na maly povrch listkii a celkové malé
navazky nebylo potfeba ptidavat pisek ke tieni. Pfed kazdym tfenim byl do misky ptidan
uhli¢itan hotfecnaty, ktery zbranuje pfeméné chlorofylu na feopigmenty. Absorp¢ni spektra
obou rozpoustédel byla hodnotové podobna. K dal§im extrakcim byl vybran 80% aceton.

5.2 Vysledky extrakce chlorofylu

Po ukonceni expozice byly listky okiehku navazeny na analytickych vahich. Mozné
navazky se pohybovaly okolo 0,036 grami. Navazka v kontrole mohla piekroc¢it hodnotu
0,04 gramt. Hmotnosti jednotlivych navazek zobrazuje Tabulka 1.

Tabulka 1: Navazka list pro extrakci

c (KZCr??’O7) 0 10 20 40 80 160
[mg.dm™]
I[\;e]wazka 0,0479 0,0357 0,0354 0,0365 0,0369 0,0351

Ptipravené navazky byly zpracovany v tfeci misce a poté pievedeny do odmérnych ban¢k
(viz Obrazek 9). Extrakt byl po centrifugaci spektrofotometricky proméfen. Hodnoty
absorbance pfi vinovych délkach 647, 663 a 750 nm uvadi Tabulka 2. Absorp¢ni spektra
jednotlivych extrakt zobrazuje Graf 1.

Tabulka 2: Hodnoty absorbance

;é';ﬁzg I 10 20 40 80 160

A [663] 01597 | 0053 | 00273 | 00234 | 00211 | 0,0038
A [647] 00761 | 00228 | 00128 | 00134 | 00128 | 0,0025
A [750] 00186 | 00006 | 00009 | 00035 | 00047 | 00012
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Graf 1: Zavislost absorbance na vlnové délce

Obrazek 9: Odmeérné baiiky s extrahovanymi pigmenty
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Po dosazeni hodnot absorbance do vzorcti pro vypocet koncentrace obou extrahovanych

pigmentt — chlorofylu-a a chlorofylu-b, byly stanoveny hodnoty obsahu pigmentt
v jednotkach mg.dm™. Vysledky uvadi Tabulka 3.

Tabulka 3: Vysledky mnozstvi pigmentu v mg.dm™

¢(KCr0a)) 10 20 40 80 160

[mg.dm™]

Chl-a
. | 15681 | 05873 | 02902 | 02162 | 01783 | 0,0282

[mg.dm™]

Chl-b

. | 05166 | 02070 | 041212 | 01114 | 00905 | 00147

[mg.dm™]

Tyto vysledky byly vztazeny na hodnoty navazky a prepodteny na jednotky mg.g™.
Vysledky zobrazuje Tabulka 4.

Tabulka 4: Vysledky mnoZstvi pigmentu po prepoétu na mg.g™

¢ (KeLr2O7) |, 10 20 40 80 160
[mg.dm™]
Chl-a

. 03274 | 01645 | 00820 | 00592 | 00483 | 0,0080
[mg.g71]
Chl-b
Pt 0,079 | 00580 | 00342 | 00305 | 00245 | 0,0042

5.3 Vysledky testu inhibice riistu okirehku

V kazde¢ kadince byl secten pocet listku na zacatku a konci testu. Vysledné mnoZzstvi listki

v kazdé koncentraci bylo dano souctem poctu listki ve tfech kadinkéach. Vysledky testu
inhibice ristu uvadi Tabulka 5.

Tabulka 5: Vysledky testu inhibice rustu okiehku

En(]';zi?% A 10 20 40 80 160
Ni 153 78 53 43 31 27
" 00103 | 00063 | 00040 | 00028 | 00008 | 0,0000
| [%] - 38,84 61,12 73,17 92,04 | 100,00
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Kde N, je soucet listkti ve tfech kadinkach, p je rustova rychlost a I je hodnota inhibice

ristu biomasy.

Ziskané hodnoty byly vyneseny do grafu zavislosti logaritmické hodnoty koncentrace
dichromanu draselného na inhibici rastu biomasy (viz Graf 2). Z rovnice linearni regrese byla

vypoctena hodnota logaritmu koncentrace pii 50% inhibici 168hIC50.

110 -
100 -

y =50,904x - 8,5185
90 - R2=0,9786

80 -
70 -
60 -
50 -
40 + DS

I [%]

30 . . . .
0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2

logc

Graf 2: Graf zavislosti logaritmu koncentrace na inhibici riistu biomasy
Test inhibice rastu biomasy je platny, pokud jsou splnéna nasledujici kritéria.

e Pocet listkli v kontrole vzrostl po dobu testu na sedminasobek.

2,4

e Zjisté€na hodnota 168hIC50 dichromanu draselného je v rozsahu od 10 az 60 mg.dm,

Po odlogaritmovéni byla stanovena hodnota 168hIC50 na 11,67 mg.dm'3. Dan4 hodnota lezi

ve vymezeném intervalu. Test je platny.
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5.4 Porovnani ristové inhibice a obsahu chlorofylu

Vysledky obsahu chlorofylu v jednotkach mg.g™ byly vyneseny do grafu a korelovany
s hodnotami inhibice rstu biomasy (viz Graf 3).

Z grafu ¢. 3 je patrné, Ze vysledky vlivu dichromanu na oba sledované endpointy spolu
vyrazné koreluji. Odzkousena metoda stanoveni chlorofylu se tedy jevi jako vhodné rozsifeni
obvyklych vyhodnocovacich metod ekotoxikologickych testd diive pouzivanych
v ekotoxokologickych laboratofich FCH.

=
& 0,18
£ 016 . y =-0,0027x + 0,31
é 81‘21 R2=0,8341
e = Chlorofyl-a
S 1 | y=-0,0008x + 0,0853
s 0,08 R2=0,9094
5 0,04 N
C
g 0,02
E 0
35 55 75 95 115

Inhibice ristu biomasy [%]

Graf 3: Graf korelace obsahu chlorofylu v mg.g™ a inhibice ristu biomasy v procentech
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6 ZAVER

Cilem této prace byla literarni reSerSe, nasazeni ekotoxikologického testu a stanoveni
ucinku vybrané slou¢eniny na rostlinu okifehek mensi (Lemna minor). K posouzeni t¢inku
byla vybrana extrakéné spektrofotometrickd metoda stanoveni mmnoZstvi pigmentd —
chlorofylu-a a chlorofylu-b. Dale byl proveden test inhibice rustu biomasy. Expozi¢ni doba
byla 168 hodin a koncentrace testované latky dichromanu draselného ¢inila 0, 10, 20, 40, 80
a 160 mg.dm™.

Stanoveni chlorofylu metodou extrakéni spektrofotometrie je pomérné ¢asové nenaroc¢né.
Nejvice Casu zabere tfeni listki v misce s tlou¢kem. Extrakce listkii z jedné navazky (tedy
0,03 — 0,05 grami) trva ptiblizné 30 az 45 minut. Ostatni postupy pfipravy vzorku (vazeni,
centrifugace) trvaji fadové né&kolik minut. K extrakci byl pouzit 80% aceton. Toto
rozpoustédlo bylo vybrano s ohledem na dobrou uc¢innost extrakce a ¢etné pouziti pii extrakci
pigmentt.

Test inhibice rdstu biomasy je kombinovatelny s metodou stanoveni chlorofylu.
Vysledkem testu je stanoveni koncentrace, pii které dochazi k 50% inhibici rustu. Oba testy
Ize provadét paralelné, protoze podminky nasazeni a doba expozice jsou shodné. Vyhodou
spojeni téchto metod je vice ziskanych informaci o pusobeni sledované slouceniny na
organismus.

U obou testll bylo prokazano, ze jsou vhodné k posouzeni ucinku ekotoxikologickych
sloucenin. Stanoveni koncentrace chlorofylu potvrdilo, Ze pisobeni toxickych latek ma vliv
nejenom na rast a reprodukci daného organismu, ale také na déje v organismech probihajici.
Koncentrace chlorofylu-a ichlorofylu-b klesala srostouci koncentraci dichromanu
draselného.

Dalsi ¢asti vyzkumu by mohla byt aplikace obou testli na nékteré dalsi komeréné dostupné
chemikalie ¢i vyrobky bézné spotieby a posouzeni jejich vlivu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP
FAR
FIA
HPLC
LHC
NADP
PSI

PSlI
Rubisco

Adenosintrifosfat

Fotosynteticky aktivni radiace

Pritokova injekeéni analyza

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie
Light-harvesting complex
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Fotosystém [

Fotosystém I1
Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
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