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ANOTACE

Tato bakalédiska prace se zabyva stanovenim obsahu chlorofylu v listech kopiivy
dvoudomé pomoci spektrofotometrie v UV a viditelné oblasti. V teoretické Casti prace se
nachazi informace o kopfivé, jejim vyskytu, pouziti a ucinky na zdravi. Dale je popsana
fotosyntéza, fotosyntetické pigmenty (zejména chlorofyly) a analytické metody pro jejich
stanoveni. Experimentalni ¢ast prace je zamétena na extrakci chlorofylu z rostlinného materialu

a urceni jeho obsahu v jednotlivych extraktech pomoci spektrofotometrické metody.
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TITLE

Chlorophyll content in stinging nettle and its effect on human health

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the determination of chlorophyll content in nettle leaves
by spectrophotometry in the UV and visible region. The theoretical part of the thesis contains
information about nettle, its occurrence, uses and health effects. Photosynthesis, photosynthetic
pigments (especially chlorophylls) and analytical methods for their determination are also
described. The experimental part of the work is focused on the extraction of chlorophyll from
plant material and determination of its content in individual extracts by spectrophotometric

method.
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UvVoD

Kopftiva dvoudoma (Urtica dioica) je rostlina, ktera je hojné rozsifena po celém svéte a
tradiéné se vyuziva v lidovém IécCitelstvi. Diky svému bohatému obsahu bioaktivnich latek,
vcetné chlorofylu, vitaminii, mineralt a antioxidanti, ziskava stale vice pozornosti jak v oblasti
tradi¢ni mediciny, tak 1 v modernim vyzkumu.

Chlorofyl je zeleny pigment, ktery je klicovy pro fotosyntézu — proces, kterym rostliny
pfeméiuji slune¢ni energii na chemickou energii. V poslednich desetiletich se chlorofyl stal
predmétem intenzivniho vyzkumu kvuli jeho potencidlnim zdravotnim piinosiim. Mezi tyto
pfinosy patii jeho antioxidacni Gcinky, schopnost detoxikace organismu, podpora zdravého
traveni, a dokonce i potencidlni role v prevenci nékterych onemocnéni.

Cilem této bakalaiské prace je jednak teoreticky popis rostliny a jejiho vyuziti a také
experimentalni stanoveni obsahu chlorofylu v extraktech ptipravenych z listi koptivy
dvoudomé. Déle byla prace zaméfena na monitorovani zmény obsahu chlorofylu v pribéhu
suseni a lyofilizace listti kopfivy.

Studie této problematiky je dulezitd nejen pro lepsi pochopeni biologickych a
chemickych vlastnosti koptivy dvoudomé, ale také pro jeji potencidlni vyuziti v mediciné a
vyzive. Tato prace se tak pokusi ptispét k rozsifeni znalosti o této vSestranné rostling a jejich

moznostech vyuziti pro podporu lidského zdravi.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Kopriva dvoudoma

Kopftiva dvoudomé (Urtica dioica) (Obrazek 1) je plevelna vytrvala rostlina z celedi
koptivovitych (Urticaceae), znama svymi zahavymi listy. Kopfiva je rozSifena témét po celém
svéte, ale zejména v Evropé, Severni Americe, severni Africe a nékterych castech Asie [1].

Jedna se o vytrvalou bylinu, ktera Casto dortsta vysky kolem 2 metrti. Rostlina se mtze
Sitit vegetativné pomoci dlouhych plazivych oddenkt a casto tvoii husté kolonie. Zubaté listy
(Obrazek 2) jsou postaveny proti sobé podél stonku a stonky i listy jsou pokryty ¢etnymi
7ahavymi i neZahavymi trichomy. Zahavé trichomy obsahuji histamin, acetylcholin a kyselinu
mravenci [1, 2].

Rostliny mohou byt jednodomé nebo dvoudomé. U jednodomych nese jedinec zaroven
samci 1 samici kvéty v zavislosti na poddruhu a u dvoudomych nese pouze samic¢i nebo samci
kvéty. Drobné zelené, 1 bilé kvety jsou v hustych trsech v pazdi listil a na koncich stonkt a jsou

opylovany vétrem. Plody jsou malé nazky a rostliny produkuji velké mnozstvi semen [1, 3].

Obrazek 1: Koptiva dvoudoma [4]
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Obrazek 2: List koptivy dvoudomé [5]

1.1.1 Historie

Latinsky nazev Urtica dioica je odvozen z latinského slova uro, coZ znamena "palit",
protoze jeji listy mohou pfi kontaktu vyvolat docasny pocit paleni. Domorodi obyvatelé sbirali
kopfivy od nepaméti a vyuzivali je v 1éCitelstvi, pii obfadech i jako velmi vyzivnou potravinu.
Jiz staifi Egyptané pouZzivali koptivu k 1é€bé artritidy a bolesti dolni ¢asti zad, zatimco fimSti
vojéci si ji pokladali na kiizi, aby se zahtali [6, 7].

Na nalezistich z doby bronzové byla objevena vladkna z koptivovych odévi, a dokonce
1 ve dvacatém stoleti nasla spfedena koptivova vldkna uplatnéni v uniformach némecké armady
v prvni svétové valce. V Britanii se za druhé svétove valky pouzivalo tmavé zelené barvivo
z kopfiv pro maskovani, a zaroven byl extrahovan chlorofyl pro pouziti v lékarstvi. Kopfiva
je stale vyuzivana pro ziskavani chlorofylu jak pro ucely lé€ebné, tak v potravinaistvi jako
barvivo. V severoevropskych zemich se z koptivovych vldken dlouho vyrabéla lana, odévy

1 rybéaiské vlasce, ndhradou za len ¢1 konopi [7].

1.1.2 Vyskyt

Koptivy se vyskytuji divoce na mnoha mistech svéta, mimo tropické oblasti.
Je rozsitena piedevdim v Evropé, na vychodé sahd az na Sibif a fran. Déle roste v Jizni
a Severni Americe, Africe i Australii. V Ceské republice roste obecné na rumistich,
v ptikopech, podé¢l cest a plotl, v kfovinach 1 vlh¢ich lesich, od niZin az do hor. Lze je snadno
péstovat na zahrad€ nebo v nadobach. Kopfivy se mnozi semeny a oddenky. Semena koptiv

si miizeme vypéstovat ze sazenic [8].
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1.1.3 Obsah latek

Urtica dioica je bohatym zdrojem vyzivovych latek, jako jsou aminokyseliny (vSechny
esencialni), vlaknina, vitaminy (vitamin A, C, K a vitaminy skupiny B), mineraly (vapnik,
zelezo, hoi¢ik, fosfor, draslik a sodik), tuky (kyselina linolové, linolenova, palmitova, stearova
a olejova), polyfenoly (kaempferol, kvercetin, kyselina kavova, kumariny a dalsi flavonoidy),
fenolové kyseliny (derivaty kyseliny hydroxybenzoové a skotficové), barviva (betakaroten,
lutein, luteoxantin a dalsi karotenoidy), organické kyseliny a mastné kyseliny [3, 9]. Bylo také
zaznamenano n¢kolik sloucenin z jinych skupin, jako jsou sacharidy (inositol, glukoza,
ramnéza a sachar6za), t€kavé slouCeniny (napf. hexanal, linalool, karvon, kminovy aldehyd,

karvakrol a fytol), cholin a indol-3-karboxaldehyd [9].
1.1.4 Vyuziti

Sbér kopftiv se pro své 1écebné tcely provadi v obdobi jara do konce kvétna, po tomto
datu prudce stoupa mnozstvi dusikatych latek. Kofen se sbird na podzim nebo brzo na jaie
a semena idedln¢ v srpnu, kdy se na rostliné zacinaji vytvaret. Nejlepsi stanovisté pro sbér
je Cisté slune¢né prostiedi daleko od silnic, tovaren nebo zeleznic [10].

Rostlina je mirné jedovata, jed v trichomech (Obrazek 3) je tvofen smé&si histamind,
kyseliny mravenci, nervovych hormoni acetylcholinu a serotoninu. Spafenim vodou o teploté
80 °C vS8ak dochazi k rozkladu této jedovaté latky obsazené v zahavych chloupcich.

Kopfivy se bé€zné pouzivaji v kuchyni jako vyzivna potravina. Listy a stonky lze
zpracovat do salatl, polévek nebo je Ize vyuzit jako kofeni. Dale je lze vyuzit k ptipraveé
Spenatu, nadivky ¢i pesta. Pro pfipravu ¢aje z Cerstvych kopfiv se vrchovata ¢ajova 1Zic¢ka spafi
1/4 1 vody a necha se 20 minut louhovat. Kopfivovou tinkturu pfipravujeme z kotene
vykopaného na jafe nebo na podzim. 150 g ocisténého a nadrobno nakrajeného kofene se zaleje
1000 ml 40% alkoholu a necha se stat na teplém misté po dobu 14 dnti. Stejnym zpisobem lze
vyrobit tinkturu z nati nebo seminek. Je to silnd bylina, ktera neni ur¢end k dlouhodobé&jsimu
uzivani. Maximalni doba uZivani je 21 dni, poté je doporuc¢eno vymenit za jinou bylinu, ktera
ma podobné ulinky [6, 10]. Vyluh z kopfivy lze také vyuzit pii koupeli ¢i jako vyZivové
tonikum napt. pro posileni vlasi. Pro budouci pouZiti mohou byt kopfivy uchovavany
zmrazenim nebo ususenim [7, 9].

V biologickém zahradni¢eni maji kopfivy mnohostranné vyuziti. Nadrobno
rozmélnénou kopfivovou nati mizeme mulCovat pidu, ¢imz dochazi jednak k zabranéni

vysychani pidy, ale rovnéz rozkladajici se listy obohacuji pidu o dulezity humus. Dale
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je mozné z kopfiv pfipravit jichu, coz je velmi U¢inny prostfedek pro posileni rostlin, ktery

je rovnéz ucinnym biologickym postiikem pfi napadeni mSicemi [7].

Obrazek 3:Trichomy [4]

1.2 Uéinky kop¥ivy dvoudomé na zdravi

1.2.1 Antioxidacni vlastnosti

Kopftivy byly Siroce studovany pro své antioxidacni vlastnosti, a to diky pfitomnosti
flavonoidii a fenolickych sloucenin [11]. Antioxida¢ni ochranny systém chrani bunky
pred toxickymi ucinky reaktivnich forem kysliku, a tim zabranuje peroxidaci lipida [9, 12].
Methanolové a ethanolové extrakty kofene kopfivy vykazovaly pii koncentraci 500 pg/ml
antioxidac¢ni aktivitu okolo 45 %. Antioxida¢ni aktivitu vykazuji i extrakty ptipravené z Urtica
parviflora, u kterych byla zaznamenana rovnéz redukéni aktivita [13].

Pro testovani antioxidantli z riznych nadzemnich ¢asti Urtica dioica se pouZzila metoda
DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl), kde dochéazi k vychytavani volnych radikald DPPH
antioxidanty pfitomnymi ve studovaném vzorku. Jako standard byla pro test pouZita kyselina
askorbova. Vysledek ukézal, Ze rostlinny extrakt vykazuje aktivitu DPPH s hodnotou IC50
88,33 £+ 2,88 ug/ml, zatimco kyselina askorbova vykazovala aktivitu IC50 2,8 = 0,62 pg/ml.
Vysledek antioxidacniho testu byl tedy pozitivni [9].
Pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity je také mozZné pouzit metodu thiokyanatanu
zelezitého, kterou se méii mnozstvi peroxidu vznikajiciho v pocatecnich fazich oxidace, a ktery
je primarnim produktem oxidace lipidd [12]. Ke stanoveni antioxidacnich vlastnosti

methanolového extraktu listi koptivy byl jako standard pouZit a-tokoferol. Pfi koncentraci
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250 pg/ml byla inhibice peroxidace kyseliny linolové extraktem porovnéna s inhibici
standardu. Z vysledku bylo jasné patrné, ze extrakt z kopfivy vykazoval vyssi inhibici
peroxidace (62,34 %), oproti pouzitému standardu (34,41 %) [9]. Porovnanim antioxidacni
aktivity riiznych casti koptivy bylo zjisténo, ze 100 pg/ml hydroalkoholovych extrakti semen,
koteni, kvétu a listi vykazovalo velmi podobnych hodnot inhibice peroxidace (81,7 %, 79,8 %,
78,3 % a 76,4 %, v uvedeném potadi). Antioxidacni ucinky extraktd z kopfivy byly dokonce
lepsi, nez u standardnich antioxidanti jako jsou butylhydroxyanisol, butylhydroxytoluen a
a-tokoferol [9].

Antioxidacni potencial kopfivy byl rovnéz sledovan pfi podavani rizného mnozstvi
(0,5-1,5 %) koptivy dvoudomé brojlerovym kufatim po dobu az 6 tydnd. Po této dob¢ doslo k
vyraznému zvyseni exprese antioxidacniho genu kataldzy a super oxid dismutdzy1 v jatrech a

plicich téchto kufat, a navic doslo k vyznamnému potlaceni peroxidace lipidi [9].

1.2.2 Protizanétlivé vlastnosti

Rostlinné 1é¢ivé pripravky vykazuji protizdnétlivou aktivitu tim, Ze se zamétuji na rtizné
bunécné signalni drahy nebo endogenni enzymy, které hraji klicovou roli pfi zanétu. Extrakty
z koptivy dvoudomé se zamétuji na zanétlivé kaskady podobné cyklooxygenaze, ¢imz inhibuji
zangtlivé prostaglandiny a tryptazu Zirnych bunék a zabraniuji degranulaci [9, 14].
za pouziti riznych rozpoustédel (voda, methanol, hexan ¢i dichlormethan) ukézalo, Ze extrakty
ptipravené pomoci dichlormethanu méli silné€;jsi protizanétlivou aktivitu v lipopolysacharidem
stimulované bunécné linii mySich makrofagh neZ extrakty pfipravené za vyuziti ostatnich
rozpoustédel [9, 15].
1.2.3 Hypoglykémicka vlastnost

Diabetes mellitus vznika, kdyZ v téle neni spravné regulovana hladina glukozy v krvi,
coz je doprovazeno zvySenim triglyceridi a snizenim HDL cholesterolu v krevnim séru. Je
charakterizovan hyperglykémii s pfiznaky polyurie, polyfagie a polydipsie [16]. Koptivovy
extrakt podavany potkaniim s inzulinovou rezistenci po dobu 2 tydnti v davkach 50, 100 a 200
mg/kg/den snizoval hladinu glukoézy, cholesterolu LDL, leptinu a indexu inzulinové rezistence
nalacno, a to v zavislosti na davce [17].

Dalsi studie 1écby hydroalkoholovym extraktem z listd koptivy ukézala, Ze injekcni
podavani extraktu z koptivy diabetickym potkanim (100 mg/kg/den), vyznamné snizuje
koncentraci glukdzy v krvi (454,7 + 34,5 u diabetického potkana vs. 303,6 + 100,6 u skupiny

1éCené extraktem) [9, 17].
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Podle in vitro studie Ranjbariho a kol. [18] vodny extrakt z listd kopfivy vyrazné
indukoval sekreci inzulinu v bunkach beta pankreatu a rovnéz byl schopen stimulovat
vychytavani gluk6zy myotububami, ¢imZ prokazal silnou prospé&$nou aktivitu in vitro [9, 18].
1.2.4 Protiviredovy ucinek

Utinky kopfivy na viedy vyvolané intraperitonealnim podanim etanolu byly zkoumany
Gulgin a kol. [19] u potkanti, kterym bylo podéno 50, 100 a 200 mg/kg vodného koptivového
extraktu a tyto extrakty vykazovaly 67,7; 61,1 a 77,8 % snizeni poSkozeni zaludec¢ni sliznice.
Jako referencni 1é¢ivo byl pro srovnani pouzit famotidin (20 mg/kg), u kterého doslo ke snizeni
poskozeni zalude¢ni sliznice pouze ze 34,4 %. Vysledky tedy jasné ukéazaly vyssi Gcinek
extraktu z kopfivy proti viedovému onemocnéni ve srovnani s referencnim lécivem [9].

Burkova a kol. [20], zkoumali vliv velikosti rozdrcenych fragmentti (mm az nm) listd
koptivy na schopnost chranit zalude¢ni sliznici pfed viedy vyvolané imobilizovanym stresem,
prednisolonem, kyselinou acetylsalicylovou a histaminem. Byl porovnan ochranny ucinek
vytazkli mechanicky rozdrcenych fragmentl kopfivy s G€inky rakytnikového oleje ve srovnani
se stavem bez 1éCby. Vysledky ukazaly, ze fragment o velikosti 40-70 nm chrani zalude¢ni
sliznici 1épe nez vétsi 1 mm fragment. Protiviedova aktivita fragmenti o velikosti 40-70 nm
byla podobna jako pii ucinku rakytnikového oleje. Vytazky z kopfivy také inhibovaly
nadmeérnou sekreci kyseliny a snizovaly kyselost zalude¢ni §tavy [9, 20].

1.2.5 Antibakterialni acinek

Antibakterialni aktivita kopfivového ethylacetitového extraktu byla sledovéana
u né¢kolika typil bakterii, kterymi byly Salmonella typhi, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus a Aeromonas hydrophila [9]. U této studie podle Ghaima a kol. [21]
byla pouzita jamkova difuzni metoda s vyuzitim Muellerova-Hintonova agaru. Pro méteni
inhibi¢ni zony se zavedl extrakt (10 mg/ml) spolu s referen¢nim standardem (30 pg/ml), kterym
byl cefalothin. Bylo prokézéano, Ze ethylacetatovy extrakt byl u¢inny proti vS§em testovanym
bakteriim. Inhibi¢ni zéna extraktu proti Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Escherichia
coli, Salmonella typhi a Staphylococcus aureus byla 14, 24, 10, 22 a 20 mm, u cefalothinu
byla zjisténa zoéna 20, 22, 20, 18 a 24 mm [19, 21].

Ackoli Staphylococcus aureus zpusobuje Sirokou Skélu lidskych onemocnéni, vCetné
infekci kize a mékkych tkani byl dle studie Kima kol. [22] proveden screening
antibakteridlniho ucinku polyfenoll identifikovanych v extraktech z koptivy a levandule na
izolaty MMSA a MRSA z diabetickych viedii a nohou. Je dobfe znamo, Ze vysoké mnozstvi

bakterii muze zpozdit nebo pfipadné zabranit hojeni ran a ztiZit chirurgické uzavieni
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diabetickych viedl, coz mize v konecném dusledku vést k amputaci. Ackoli by polyfenolové
slouc¢eniny mohly byt feSenim problému s multirezistenci, je tieba 1épe pochopit a dale objasnit
mechanismus jejich G¢inku [21].
1.2.6 Kardiovaskularni u¢inek

Testai a kol. [23] provedli in-vivo studii hypotenzni aktivity kopiivy dvoudomé
v riznych davkach u potkant. Intravendznim podanim extraktu (0,1 mg/kg) anestetizovanym
potkaniim se podafilo snizit hodnotu stfedniho arterialniho tlaku z hodnoty 96,5 + 0,5 mmHg
na 79,5 £ 0,5 mmHg. Pti podani 10x koncentrovanéjsiho extraktu (1 mg/kg) doslo ke snizeni
na 65,5 = 5,5 mmHg a u extraktu 10 mg/kg az na 55,5 = 9,5 mmHg. 2-3 minuty po dosazeni
hypotenzniho vrcholu se stfedni arterialni tlak zvysil a dosahl ptivodni bazalni hodnoty [9].

Védci zkoumali antihypertenzni ucinek surového methanolového extraktu kopfivy
dvoudomé a jeho frakci ziskanych riznymi rozpoustédly (ethylacetat, hexan, chloroform
a voda) [23]. U¢innost extraktu a frakci byla porovnana u normotenznich a hypertenznich
potkani. Zkoumani ukazalo, Ze ethylacetdtovd frakce vykazovala u hypertenznich potkanii
nejvyrazngj$i antihypertenzni aktivitu ze vSech frakei. Tato frakce zaroven prokéazala nejsilngjsi
vazorelaxacni u€inek na izolovanych krouzcich kréli¢ich hrudnich aort. Vazorelaxa¢ni G¢innost
ethylacetatové frakce byla srovnatelnd s UCinkem referencniho léCiva verapamilu. Tyto
vysledky naznacuji potencidl koptivy dvoudomé pfi 1é€bé hypertenze [9, 23].
1.2.7 U&inek na neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni jsou v dneSni dobé jednou z rostoucich hrozeb
pro lidskou populaci. Mezi tato onemocnéni patfi Parkinsonova choroba, Alzheimerova
choroba, Huntingtonova choroba a dalsi, které se vyznacuji ztratou nervosvalového spojeni,
poruchou paméti a celkovym systémovym neurologickym defektem [9, 24].

Extrakt kopfivy dvoudomé byl studovan pro svllj neuroprotektivni Uc€inek
u neurodegenerativnich onemocnéni [25]. Studie prokazala, Ze extrakt bohaty na antioxidanty
ma ochranny vliv na mozkové buiiky u mysi s modelem Parkinsonovy choroby vyvolanym
MPTP. Ve dnech 1, 7 a 14 bylo MPTP podavéano injekéné piimo do mozku do oblasti zvané
nigrostriatalni draha, ktera je u Parkinsonovy choroby silné postiZzena. Podavani MPTP vedlo
k vy€erpani dopaminu a jeho metabolitu, coZ jsou dilezité neurotransmitery v mozku. Zaroven
zpisobilo zmény v chovani a sniZzeni poctu dopaminergnich bunck, které samy dopamin
produkuji. Extrakt z koptivy dvoudomé byl podavan mySim po dobu 14 dnti v davkach 20, 40
a 80 mg/kg rozpusténim ve sterilni vodé na injekci a podavan usty. Ve srovnani se skupinou

mys$i, kterym byl podavan pouze MPTP zlepsil chtzi, béh lezeni, 1épe plnily ukoly a sniZzil

19



koncentraci dusitantl, které se hromadi v mozku u pacientt s Parkinsonovou chorobou. Davka
80 mg/kg extraktu z koptivy dvoudomé obnovilo hladinu dopaminu a jeho metabolitu a posililo
neuroprotektivni uc€inek minocyklinu, ktery se pii 1€cbé pouziva. Kromé toho také snizil
hladinu prozanétlivych cytokint (TNF-a, IL-1B) a obnovil hladinu glutathionu a katalazy které
chrani mozkové bunky pied poskozenim [9, 26].
1.3 Fotosyntéza

Fotosyntéza (z teckého fos, fotos "svétlo" a synthesis "shrnuti”, "sklddani") je
biochemicky proces, pfi kterém zelené rostliny a nékteré dalsi organismy preménuji svételnou
energii na energii chemickou. Hlavnim zdrojem energie pro fotosyntézu je slunecni zaieni,
které se d¢€li na ultrafialové, viditelné a infracervené zareni [1, 27].

Béhem fotosyntézy (Obrazek 4) zelené rostliny pohlcuji svételnou energii a preméenuji
vodu a oxid uhli¢ity na glukozu, pfi¢emz uvoliuji kyslik (rovnice 1). Zaklad fotosyntetického
procesu spociva ve $tépeni vody svétlem, uvolnovani kysliku do atmosféry a vyuzivani vodiku

vvvvvv

CO, + 12 H,0 - C¢H;,0, + 6 0, + 6 H,0 (1)

& KysuK

Obrazek 4: Pribéh fotosyntézy [30]
1.3.1 Fotosyntetizujici organismy
Fotosyntézu provadéji eukaryotické i prokaryotické organismy, které obsahuji pigmenty
absorbujici svételnou energii. Nejznaméj$imi jsou zelené rostliny obsahujici chlorofyl. Druhou

vyznamnou skupinou eukaryotickych fotosyntetizujicich organismt jsou fasy, vcetné
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mikroskopickych diatomti. Mezi fotosyntetizujici prokaryota patii sinice a nékteré sirné
bakterie [1].

Chlorofyl, zakladni pigment pfi fotosyntéze, odrazi zelené svétlo a pohlcuje Cervené a
modré svétlo. Kromé chlorofylu existuji dalSi pigmenty (Cervené, hnédé a modré), které
pomahaji pii absorpci svételné energie a chrani bunky pted poskozenim [1, 28, 29].

1.3.2 Chloroplasty

Chloroplasty jsou plastidy ovalného nebo diskovitého tvaru, které se podileji na syntéze
a skladovani potravin. Jsou charakteristické svou zelenou barvou diky pfitomnosti chlorofylu a
a chlorofylu b [31]. V chloroplastech jsou také karotenoidy, které zachycuji slunecni energii a
predavaji ji chlorofylu. U rostlin se chloroplasty nachédzeji zejména v parenchymatickych
bunkach mezofylu listt [31, 32].

Chloroplasty (Obrazek 5) maji praimér 5-10 pm a tloustku 2-4 pum. Jsou obaleny
dvojitou membranou s mezimembranovym prostorem. Uvnitf se nachazi tieti, tylakoidni
membrana, tvofena uzavienymi disky zvanymi tylakoidy, které jsou uspofadany do hromadek
(grana). Grana jsou spojena stromalnimi lamelami, které vedou pfes stroma, kde se nachazi
enzymy, Skrobova zrna a chloroplastovy genom [1, 31, 32].

Tylakoidni membrana obsahuje chlorofyly a proteinové komplexy, jako fotosystém I,
fotosystém II a ATP syntdzu. Slunecni svétlo excituje chlorofylové pigmenty v tylakoidech,

coz vede k produkci ATP a NADPH pfres elektronovy transportni fetézec [1, 28].
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Obrazek 5: Popis chloroplastu [33]
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1.3.3 Faze fotosyntézy
Svételna faze, ktera je prvnim krokem fotosyntézy (Obrazek 6), probihd béhem dne v
tylakoidech chloroplastt, kde se absorbuje a preménuje svételna energie. Fotosystémy I a I,
zaloZzené na chlorofylu a, se ucastni pienosu elektronl, fotolyzy vody a syntézy ATP.
Fotosystém I excituje chlorofyl P700 a uvoliiuje elektrony, které redukuji koenzym NADP na
NADPH (rovnice 2) a dochézi k cyklické fosforylaci a vzniku ATP (rovnice 3).
NADP* + 2H* + 2 e~ - NADPH + H* (2)
ADP + P - ATP 3)
Fotosystém II excituje chlorofyl P680 a uvolnéné elektrony jsou transportovany do
fotosystému I, ¢imzZ se nahrazuji chybéjici elektrony [27, 34]. Svételny rozklad neboli fotolyza
vody je zplsobena elektronovym deficitem u chlorofylu a P680. Dochazi pti ni k rozpadu
molekuly vody a tim vznikaji elektrony, protony a molekula kysliku (rovnice 4) [34].
2H,0 > 4e” +4H*"+0, 4)

YVenik redukovanvyveh koenzymi:

NADP */Ie' +2H — NADPH +H™

f Cyklicka fosforylace
Vznik ATP:
ADP+ P — ATP

Pfenos elektroni e

Pienos protona H”

[ Neeyklicka fosforylace I

ﬂ | Fotolyza vody:
'{— H]ﬂ—}ZH_ﬁt-"'%G;

Obrazek 6: Primarni faze fotosyntézy [34]

Sekundarni, temnostni faze fotosyntézy probihd ve stromatu chloroplastl, kde oxid
uhli¢ity je redukovan na glukézu pomoci NADPH a ATP z primarni faze. Calviniv cyklus
(Obrazek 7) zahrnuje enzym rubisco, ktery katalyzuje pteménu oxidu uhli¢itého na D-3-
fosfoglycerat, nasledné fosforylovany a redukovany na glyceraldehyd-3-fosfat. Gluk6za vznika

spojenim glyceraldehyd-3-fosfatl a preménou na glukozu-6-fostat. [27, 34].
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Sekundarni faze fotosyntéezy
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Obrazek 7: Calviniv cyklus [34]

1.4 Chlorofyl

Nazev chlorofyl vznikl spojenim fteckych slov chloros "zeleny" a phyllon "list".
fotosyntetizujicich organismech, v€etné zelenych rostlin, fas a sinic. Jak jiz bylo popsano,
podili se na fotosyntéze, pti niz se svételna energie piremeénuje na energii chemickou a vznikaji

U zelenych rostlin se chlorofyl vyskytuje v thylakoidech chloroplastu a tvofi né¢kolik
ruznych forem. Hlavni typy se vyskytuji u zelenych fas a vysSich rostlin (chlorofyl a a b).
Chlorofyl c a d se ¢asto spolecné s chlorofylem a nachdzi u dalSich riiznych druhti fas. Vzacnym
typem, vyskytujicim se u nékterych zlatych tas je chlorofyl e a bakteriochlorofyl nachazejici
se u bakterii [1, 36].

1.4.1 Struktura

Zakladni strukturou molekuly chlorofylu je porfyrinovy kruh, koordinovany
s centralnim atomem. Ten je svou strukturou velmi podobny prostetické skupiné hemu,
nachdzejici se v molekule hemoglobinu, s tim rozdilem, ze v hemu je centrdlnim atomem

zelezo, zatimco u chlorofylu je to hotc¢ik [36, 37].
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Obréazek 8: Struktura chlorofylu [38]

Chlorofyly a a b se od sebe lisi jen nepatrné ve slozeni postranniho fetézce (Obrazek 8).
Chlorofyl a obsahuje methylovou skupinu, zatimco chlorofyl b méa v postrannim fetézci
aldehydovou skupinu. Oba tyto hlavni typy chlorofylu jsou velmi G¢innymi fotoreceptory,
obsahujici sit’ stfidajicich se jednoduchych a dvojnych vazeb. Orbitaly se tak mohou
delokalizovat a stabilizovat strukturu. Takto delokalizované polyeny maji velmi silné absorp¢ni
pasy ve viditelné oblasti spektra, coz rostlin€ umoznuje absorbovat energii ze slune¢niho zafeni

[36].

A
Absorbce 453
chlorofyl b
430 662
chlorofyl a
642
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400 500 600 700
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Obrazek 9: Absorpéni spektrum chlorofylt [39]
1.4.2 Chlorofyl a

Chlorofyl a se vyznacuje modrozelenou barvou. Je kliCovym pigmentem

pro fotosyntézu u rostlin a dalSich fotosyntetickych organismii. Jeho absorpcni maxima jsou
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ve 430 nm a 662 nm [40] (Obrazek 9). Zateni odrazi v zelené oblasti spektra, a proto se pigment
jevi jako zeleny. Rozpousti se v tucich a jinych organickych rozpoustédlech. Na porfyrinovy
cyklus je navazéan zbytek fytolu a diky tomuto hydrofobnimu konci je chlorofyl nerozpustny
ve vode [41, 42].

Po absorpci svételné energie dochazi v chlorofylu a k prechodu elektronu
do excitovaného stavu. Excitovany elektron se sndze uvolni a pfenese na jinou molekulu. Tim

se spousti série krokl pienosu elektronti, kterd konc¢i redukci oxidu uhlic¢itého [35, 41, 42].

1.4.3 Chlorofyl b

Chlorofyl b je méné¢ vyznamny nez chlorofyl a, ale v procesu fotosyntézy hraje
nezastupitelnou roli a dopliiuje funkce chlorofylu a. Spolu s chlorofylem a hraje klicovou roli
ve schopnosti rostliny prizptisobit se rizné intenzité svétla. Strukturné se chlorofyl b
1i$1 navazanou formylovou skupinou na sedmém uhliku, kdezto chlorofyl a zde ma methylovou
skupinu. Tato zména ma za nasledek odliSné vlastnosti. Chlorofyl b se rozklada na feofytin b
pomoci enzymu chlorofylazy. To zplsobuje zménu jeho barvy ze zelené na olivové
hnédou [42].

Absorbuje svétlo v modré a Cervené oblasti spektra, jeho maxima jsou v 453 nm
a 642 nm [40]. Prvni oblast je z hlediska fotosyntézy bez vétS§iho vyznamu, v praxi se vyuziva
druhé oblast. Doba Zivota excitovaného stavu je pfili§ kratkd, a proto tuto excitaci nelze vyuzit
pro spusténi oxida¢né-redukénich procesi fotosyntézy. Jeho hlavni funkci je rozSifeni
absorp¢niho spektra fotosyntetickych komplextt LHC-I a LHC-II do oblasti 650 nm, kterou
neni schopny chlorofyl a pokryt. Diky chlorofylu b tak rostliny dok4zou zachytit vice slune¢ni
energie a efektivnéji fotosyntetizovat i za méné ptiznivych svételnych podminek [35, 42].
1.4.4 Vyuziti

V soucasnosti je chlorofyl stale vice pouzivan v potravinaistvi k barveni potravin napf.
u dortli a napojii nebo k ochrané barvy konzervovaného ovoce a zeleniny. K extrakci chlorofylu
pro potravinaiské ucely se zpravidla vyuzivaji zelené tasy jako je chlorela ¢i spirulina, pficemz
spirulina je se fadi mezi rostliny obsahujici velké mnozstvi chlorofylu a, dokonce 2 az 3krat
vy$§im nez u jinych zelenych rostlin. Kromé vyuziti jako potravinaiské barvivo se chlorofyl
z fas pouziva také jako antioxidant [36]. Kromé& chlorofylu tasy obsahuji mnoho dalSich
ucinnych latek s antioxidacnimi vlastnostmi, které zhasi reaktivni formy kysliku, a zabranuji
tak vzniku nékterych onemocnéni jako je rakovina, cukrovka ¢i pravé zminéné rizné typy

zanétl [43]. AvSak porovnanim antioxidacnich schopnosti riznych bioaktivnich latek
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bylo zjisténo, ze jednim zhlavnich nositell antioxidacnich vlastnosti fas je prave
chlorofyl [36, 41, 43].

Kromé¢ chlorofylu lze z tas ziskat také jeho derivaty, jako je feofytin a rizné formy
chlorofylu, které maji také pozitivni ucinky na zdravi. Derivaty chlorofylu extrahované
z moiskych tas Grateloupia elliptica vyznamné inhibuji akumulaci intraceluldrnich lipida
amaji pfiznivé ucinky na metabolismus lipidi. Chlorofyl ziskany zhnédé motské fasy
Sargassum fulvellum zvySuje nervovou diferenciaci buné¢k a ma potencial k 1écbe
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba [43]. Bylo prokazano,
ze chlorofyl a jeho derivaty jsou v lidském téle degradovany, absorbovany a néasledné vyuzity
sttevnimi buiikami prostfednictvim pokust se simulovanym travenim in vitro [36, 43].

Diky jejich Siroké Skale dostupnosti a vysoké koncentraci chlorofylu se stavaji fasy
jeho cennym zdrojem jak pro potravinaisky, tak lékatsky i1 kosmeticky primysl. V navaznosti
na to védci pokracuji v optimalizaci a inovaci technik pro jeho ziskavéani. Zaroven se stale vice

pracuje na vyvoji metod pro péstovani fas se stale vét§im obsahem chlorofylu [36, 41, 43].

1.5 Ostatni pigmenty

Ostatni pigmenty v thylakoidech, jako jsou karotenoidy, flavonoidy a dalsi typy
chlorofylt, zastdvaji funkci pouze pomocnou. Tyto pomocné pigmenty absorbuji svételné
zafeni a prenasi zachycenou svételnou energii na chlorofyl a, aniz by doslo k emisi fotonu.
Kromé své barvici schopnosti nabizeji tyto pigmenty potencialni zdravotni vyhody. Maji zdravi
podporujici vlastnosti a pisobi proti riznym lidskym onemocnénim, jako je rakovina,
ateroskleroza, artritida a neurodegenerativni a kardiovaskularni choroby. Pigmenty maji vyuziti
1 v potravinach, lécich, latkach a kosmetickych ptipravcich [44].
1.5.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou nejrozsifenéjSimi a nejstudovanéj$Simi lipofilnimi pigmenty, které
rostlinam dodavaji Zlutou, oranZovou a ¢ervenou barvu. Jsou pfitomny pfedevsim v rostlinach,
fasach, ovoci a zelenin¢ a také ve fotosyntetizujicich bakteriich. Hraji pomocnou roli v procesu
fotosyntézy tim, ze absorbuji svétlo a pfenaSeji ho na chlorofyl. Tyto pigmenty maji
nekovalentni vazbu s bilkovinami. V pfirod¢ bylo nalezeno vice nez 850 karotenoidl, z nichz
250 pochazi z tas. Barevna schopnost karotenoida zavisi na dvojnych vazbach ve struktute.
Karotenoidy se déli na dvé zakladni skupiny, a to na karoteny a xantofyly [43, 44].

Karotenoidni pigmenty jsou tvofeny osmi izoprenovymi jednotkami. Strukturné se fadi

do skupiny tetrapenti tvofenych ctyficeti uhlikovymi atomy. Absorbuji zéfeni ve zlutozelené
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oblasti spektra v intervalu od 480 nm do 570 nm. Rozpousti se v nepolarnich rozpoustédlech
a jsou odolné vici vngj$im vliviim, jako je zména pH nebo pisobeni redukénich Cinidel [44].
Bunky listd obsahuji az 90 % karotenoidii, jedna se o smés karotentl a jejich produktii

zpisobené oxidaci. B-karoten, tvoii az 70 % celkové smési (Obrazek 10) [43, 44].

Obrazek 10:Struktura B-karotenu [45]

Do skupiny karotenoidu patii také xantofylové barvivo lutein, které charakterizuje jeho
zlutooranzové zabarveni. Je obsazen v kvétu mésicku 1ékaiského, ze kterého se také ziskava.
Ma barvici schopnost a pouziva se jako ptisada do riznych potravindiskych vyrobk, jako jsou
ceredlie, pecivo nebo také vajecné vyrobky.

Je ptirodnim zdrojem aktivnich karotenoidd a vykazuje antioxida¢ni ucinky. M4 také
funkci v prevenci onemocnéni, jako jsou o¢ni choroby napt. Sedy zakal nebo kardiovaskularni
onemocnéni. Kombinovany ucinek luteinu s lykopenem by mohl chrénit pied oxida¢nim
poskozenim [43, 44].

ProtoZze lidské télo nedokaze lutein syntetizovat, jeho piijem je tedy zavisly na
potravindch, jako je zelenina, ovoce a vajecny zloutek. Na lutein je bohata ptfedevsim kukufice,
vojtéska, Spenat a dyné. Nejbohat§im zdrojem luteinu jsou jiz zminéné okvétni listky mésicku
l€katského. Lutein z hedvabi mize rozsitit vyuziti v 1ékarstvi [43].

1.5.2 Flavonoidy

Flavonoidy patii k nejbéZznéjsi a nejrozsSifenéjsi skupiné fenolickych sloucenin
obsaZenych ve vSech Castech rostlin, zejména ve fotosyntetizujicich rostlinnych bunkach. Jsou
dilezitou slozkou lidské i zZivoc¢isné stravy. Mohou byt také obsazeny v potravinach vyrobenych
z rostlin, které obsahuji pfirodni barviva a aromata. V rostlinach bylo objeveno vice nez 5000
flavonoidl. Rozdéluji se na 10 riznych skupin podle chemické struktury. BéZzné jsou pfitomny
flavanony, flavony, isoflavony, flavany, antokyany a flavonoly [43, 44].

Nejvice zastoupeny flavonoly, které jsou pfitomny hlavné v citrusovych plodech,
zatimco isoflavony jsou pfitomny pfevazné v s6jovych potravindch a antokyany se vyskytuji

hlavné v ovoci a zelening [43].
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Antokyaniny jsou skupinou flavonoidl s nejvyznamnéjsi zbarvenim, a proto mohou
potravindm poskytovat jak zafivé barvy, tak zdravi prospésné vlastnosti. Tyto slouceniny jsou
charakteristické svymi oranzovymi, ¢ervenymi, modrymi a fialovymi barvami. V dnesni dob¢
je znamo asi 300 druhti anthokyan, které jsou pfitomny ve vSech vyssich rostlinach, avSak
chybi v fasach a jinych nizsich rostlinach.

Rostliny vétSinou obsahuji antokyanidiny, mezi které patfi kyanidin, malvidin,
petunidin, delfinidin, pelargonidin a peonidin. Nékteré plody, jako jsou jablka, obsahuji jeden
antokyanin kyanidin, zatimco jiné plody mohou obsahovat dva nebo vice antokyant, jako
napiiklad hrozny. Ty jim dodavaji rtizné odstiny od Sarlatové po modrou. Hlavnimi zdroji
antokyanu jsou fialové hrozny, Svestky, ostruziny, borivky, Cervené zeli, aronie, jahody,
maliny, tfe$né a brusinky [44].

Antokyaniny jsou rozpustné ve vod¢, coz pfispiva k jejich vyuziti v potravinafstvi.
Ptirodni antokyanin, jako je fykokyanin ziskany ze spiruliny, je schvéalen jako modré barvivo
pro potravinafské ucely. Nejvetsi nevyhodou antokyaninii je jejich nestabilita, rychlost
degradace a interakce s jinymi slouceninami. Stabilitu ovliviiuji faktory jako je svétlo, teplota

a pH, proto se v potravinafskych vyrobcich stabilita udrzuje nizkou teplotou a pH. [43, 44].
1.5.3 Betalainy

Betalainy jsou amonné derivaty kyseliny betalamové, které maji charakteristické zZluté,
ruzove, Cervené Ci fialové zbarveni. Rozd¢€luji se na dvé skupiny, Cervenofialové betakyaniny
a zluté betaxanthiny. U vysSich rostlin je jejich vyskyt omezen na tad
hvozdikotvarych (Caryophyllales), ale najdeme je rovnéZ u nékterych hub, jako jsou voskovka
(Hygrocybe) a Stavnatka (Hygrosporus). Zdrojem pro zisk betalaint je povolena pouze ¢ervena
fepa [44, 45].

Fenolové a aminové skupiny dodavaji témto pigmentim redukcni a stabilizacni
vlastnosti a ¢ini z nich antioxidanty. Ty jsou diky své stabilit¢ mnohem vyuZivangjsi
pro pouZzivani v potravinarstvi nez antokyaniny. Pozornost spotiebitelt si ziskaly diky svému
pouziti jako potravinaiské barvivo a svym antioxidacnim vlastnostem, proti antivirovym
a protirakovinnym vlastnostem [44].

1.6 Metody stanoveni obsahu chlorofylu
urostlin pro hodnoceni fyziologickych procesi. M¢éfeni fotosyntetickych pigmenth
pfi vyzkumu rostlin mize poskytnout zékladni informace o jejich fyziologickém stavu. Obsah

chlorofylu se miize ménit v reakci neptiznivé podminky v zavislosti na okolnim prostiedi, jako
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jsou piidni podminky, ziviny ¢i infekce patogeny. Proto stanoveni chlorofylu poskytuje diilezité
informace o vlivu prostfedi na rist rostliny.

Nejcastéji se pro méteni chlorofylu pouzivaji spektroskopické metody, které¢ umoziuji
presné, rychlé a levné urCeni koncentrace chlorofylu. Konvencni spektroskopické metody,
pfi kterych se méfi fotosyntetické pigmenty ve stejné kyveté, vSak maji omezeni ve schopnosti
meéfit soucasné vice fotosyntetickych pigmentt. Je to zplsobeno piekryvajicim se absorpénim

vvvvvv

pigmenti stala vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) [46, 47].
1.6.1 Extrakce

Extrakce nebo také vyluhovani je jednoduchd separa¢ni metoda, pomoci které je slozka
smési prevadéna fazovym rozhranim z kapalné, pevné nebo plynné faze do druhé faze, ktera
je kapalna nebo pevna [48].

Extrakce miize byt klasifikovana podle fazového pfechodu slozky mezi rliznymi
skupenstvimi. Extrakce rozpoustédlem zahrnuje rozpousténi cilové slozky z pevného materidlu
do vhodného rozpoustédla, zatimco ostatni slozky zlstavaji nerozpusténé. Extrakce z kapaliny
do kapaliny se zakladd na rozdéleni slozky mezi dvé nemisitelné¢ kapaliny podle jejich
rozpustnosti, coz umoznuje jeji separaci. Extrakce zkapaliny na pevnou fazi zahrnuje
selektivni adsorpcei cilovych slozek z roztoku na pevnou fazi, pficemz mize dojit i jeho
zakoncentrovani [46, 48].

Aby se mohly pigmenty detailné studovat, je nutné je nejprve z rostlinnych materiala
do kterého prechazeji extrahované latky, se kterymi se potom dale miZe manipulovat [46].
Pro extrakci chlorofylu se pouzivaji organicka rozpoustédla, jako je aceton, propanol,
methanol, ethanol, nebo také smés rozpoustédel napiiklad propanol a aceton [49]. Vhodnost
dvou extrak¢nich rozpoustédel (methanol a aceton) byla testovana spolu se ¢tyfmi metodami
extrakce (sonikace sondou, sonikace ve vané, rozmélnéni tkané a macerace hmozdifem
a péchovadlem). Pti pouziti methanolu byla pfi extrakci G€innéj$i sonda nez ostatni extrakéni
metody. Methanol byl celkové lepSim rozpoustédlem u v§ech metod kromé macerace. Metoda
macerace byla stejné ucinna u obou rozpoustédel, ale statisticky nizsi, nez bylo dosazeno u
methanolu a sondy [50]. Mezi Siroce pouzivand rozpoustédla pro extrakci chlorofylu z listd
vysSich rostlin patii také dimethylsulfoxid. Tato metoda je upfednostiiovana diky své casové
nendro€nosti, protoZe neni nutné mleti a odstfed’ovani. Extrakty jsou dlouhodobé stabilni,

pfi¢emz jejich stabilita je vy$Si nez u acetonu [51].
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Vysledky studie [52] ukazuji, Ze koncentrace chlorofylii (CHL) v ziskaném extraktu se
zvysuje, pokud se surovina nejprve konzervuje blanSirovanim nebo susenim. Déle se vytéznost
extrakce snizuje pfi blansirovani a zvysuje pfi suseni suroviny. Uéinnost izolace chlorofyli
zUstava témét neménnd, pokud je stejnd cast rostliny kopfivy extrahovadna Cerstva nebo
blansirovana, tj. 1,99 a 1,95 mg CHL/g kopfivy pro blanSirované a cerstvé listy kopftivy a 0,75
a 0,84 mg CHL/g kopfivy pro blanSirovanou a Cerstvou celou kopftivu. NejlepSiho vysledku
extrakce chlorofyli bylo dosaZeno u suSenych listi kopfivy, kde koncentrace chlorofyli
v extraktu Cinila 147,1 mg CHL/g, vytézek extrakce byl 4,50 g extraktu/100 g kopfivy a
ucinnost izolace chlorofyla ¢inila 6,62 mg CHL/g koptivy [52].

1.6.2 Tenkovrstva chromatografie

Dnes je TLC preferovanou metodou, kterd se pouzivd v praxi pro izolaci
fotosyntetickych pigment z vysSich rostlin. Chromatografie na predem potazenych
silikagelovych deskach s pouzitim 70 ml uhlovodiku (hexanu bp 40-60°), 30 ml dioxanu a 10
ml 2-propanolu, jako vyvolavaciho rozpoustédla vede k odd€lovani dvou chlorofylii a dvou
polypropylént. Chromatograficka posloupnost (hodnoty Rr) je nésledujici: B-karoten (0,85),
stopa feofytinu (0,67), chlorofyl a (0,6), chlorofyl b (0,5), lutein + zeaxantin (0,4), antheraxantin
(0,34), violaxantin (0,3) a neoxantin (0,2).

Extrakt by mél byt aplikovan na desti¢ku v rozpoustédle bez obsahu vody. Eluce
pigmentl se provadiethanolem nebo acetonem. Je velmi vhodnou metodou také

pro karotenoidy, u kterych oddé€luje derivaty o a B-karotenu, napft. lutein a zeaxantin [40].

1.6.3 UV/VIS Spektrofotometrie

UV/VIS spektrofotometrie je analytickd metoda zaloZena na principu méfeni energie
pohlcené vzorkem pii prichodu zafenim v oblasti ultrafialového (UV) a viditelného (VIS)
svétla (200-800 nm). Na zéklade absorpcniho spektra, které je grafickym vyjadienim zavislosti
absorbance na vlnové délce, umoziuje tato metoda identifikovat a kvantifikovat latky
ve vzorcich [48].

Princip spektrofotometrie spocivd v excitaci elektronového systému atomil
nebo molekul v roztoku absorpci elektromagnetického zéatfeni. Tato absorpce vede
k elektronovym ptechodiim v molekule a projevuje se jako ubytek energie prochazejiciho
zafeni. Mnozstvi absorbované energie zavisi na koncentraci analytu v roztoku, délce kyvety
a molarnim absorpcnim koeficientu, ktery je charakteristicky pro danou latku a vinovou délku.
Tato zavislost je vyjadiena Lambert-Beerovym zakonem (rovnice 5) [48, 53].

A=c¢-c-d Q)
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kde A je absorbance, € je molarni absorpéni koeficient [I-mol!-cm™], ¢ je koncentrace
analytu [mol-I"'] a d je délka kyvety [cm].

Lambertiv-Beeriv zdkon plati pouze pro ziedéné roztoky s koncentraci analytu
do 102 mol-dm>. U koncentrovangjsich roztokt dochazi k zavislosti molarniho absorpéniho
koeficientu na indexu lomu roztoku, ¢imz se ztraci jeho nezavislost na koncentraci [48].

UV/VIS spektrofotometr se sklada z nékolika klicovych komponent (Obrazek 11).
Zékladem je zdroj svétla poskytujici kontinualni zafeni ve sledované oblasti vinovych délek.
V UV oblasti se pouziva deuteriova vybojka a ve viditelné oblasti wolframova nebo halogenova
zarovka. Dalsi dualezity prvek je monochromator, ktery oddéluje zafeni dané vinové délky
pomoci disperzniho prvku jako je hranol nebo mtizka a také pomoci Stérbin. Kyvety umoziuji
prichod zafeni vzorkem a pouzivaji se sklenéné a kiemenné. Posledni dulezitou casti
je detektor, ktery méfi intenzitu prochdzejiciho zateni. Obvykle se pouZziva fotoelektricky
detektor s digitdlnim zaznamovym zatizenim [48].

zdroj svétla

Stérbina
I detektor
opticka I RN
mfizka kyveta

Obrézek 11: Zékladni schéma spektrofotometru [54]

UV/VIS spektrofotometrie nachdzi Siroké uplatnéni v rtznych oblastech, jako
je analyza 1éciv, kontrola slozek zivotniho prostfedi, klinickd analyza a kontrola kvality
technickych produkt. Tato metoda je cenéna pro svou jednoduchost, dostupnost a Sirokou
Skalu aplikaci [53].

Pro stanoveni chlorofylii v extraktech z listli se vyuziva klasické spektrofotometrické
stanoveni viceslozkovych smési. Diky znalosti molarnich absorpéniho koeficientli pro
chlorofyl a a chlorofyl b v riznych rozpoustédlech existuji také rtizné rovnice k vypoctu
koncentrace obou typu chlorofyll, které jsem prezentovany riiznymi autory pro rtizna

rozpoustédla (viz pfehledy Szestaka a Holdena) [40]. Nevyhodou téchto rovnic je, ze hodnoty
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pigmentl ziskané v jednom rozpoustédle nejsou srovnatelné s hodnotami v jiném rozpoustédle,
coz je prave zpusobené riznymi molarnimi absorb¢énimi koeficienty.

Siroce pouzivané rovnice, které uvadi Arnon [55] pro 80% aceton, jsou stale zaloZeny
na specifickych absorp¢nich koeficientech Mackineyho [56]. Ackoli Arnonovy rovnice lze
stale pouzivat k odhadu celkového obsahu chlorofylu a + b, nelze je nikdy pouzit ke stanoveni
pomeéru chlorofylu a/b pigmentového extraktu. Bylo u¢inéno n¢kolik pokusi o Gipravu rovnic
pro aceton (100 a 80 %), napf. podle Vernona [57]. Pfesto zistaly rozdily v poloze vinové délky
¢erveného maxima a v relativni absorpci chlorofylu a v Amax, chlorofylu b a naopak. Totéz plati
pro stanoveni chlorofylii v roztocich diethyletheru. Plivodni absorpéni koeficienty Comara
a Zscheileho [58] nové€ stanovili Smith a Benitez [59] a jejich udaje potvrdil Falk [40].

Na zaklad¢ téchto koeficientl byly odvozeny nasledujici rovnice (6-10) pro stanoveni
koncentrace chlorofylu a/b v pg na ml rostlinného extraktu za pouziti rizného extrakéniho
rozpoustédla, tzn. hodnoty absorbance (A) byly méfeny pii riiznych vinovych délkéach [40].
Diethylether:

Ca = 10,05A46, — 0,766A444
Cp = 16,37A¢44 — 3,14A¢62 (6)
Methanol:
Ca = 15,65A466 — 7,34A¢53
Cp = 27,05A¢453 — 11,21A4¢6 (7)
Ethanol (96%, v/v):
Ca = 13,95A465 — 6,88A449
Cp = 24,96A¢440 — 7,32A¢65 (8)
Aceton (80%, v/v):
Ca =12,21A463 — 2,81A446
Cp = 20,13A¢46 — 5,03A463 9)
Aceton (100%, v/v):
Ca = 11,75A46, — 2,35A445
Cp = 18,61A¢445 — 3,96A462 (10)
1.6.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je separacni metoda, ktera je zaloZena
na distribuci separovanych latek mezi mobilni a staciondrni fazi, pficemz mobilni fazi
je kapalina a stacionarni fazi jsou zpravidla kulovité castice o velikosti 3-5 pm umisténé

v chromatografické¢ koloné. Mobilni fidze je hndna vysokotlakym cerpadlem a zajistuje
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transport separovanych latek kolonou a celym chromatografickym systémem (Obrazek 12).
Mira zadrzeni slozky v kolon€ je dana jejim rozdélovacim koeficientem a je hodnocena
na zakladé reten¢nich charakteristik. Zakladni retencni charakteristikou je retencni ¢as (objem),
coz je doba (objem), kterd uplyne od nasttiku vzorku po detektor. Na separaci latek maji vliv
interakce latky se staciondrni a mobilni fazi, a proto zména ve slozeni mobilni faze je jednim
z vyznamnych faktort ovliviiujicich separaci latek [60].

Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobniku mobilni faze, Cerpadlo, davkovaci

systém, kolonu a detektor, vysledné informace jsou poté zobrazeny v chromatogramu [60, 61].
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Obrazek 12: Schéma kapalinové chromatografie [62]
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Wang a kol. [63] zah4jili svou studii sledovanim zelené barvy ndlevi zeleného caje,
protoze studené ¢ajové napoje v prihlednych lahvich jsou v riznych zemich populérni. Zjistili,
ze hlavni sloZzkou zelené téchto cajovych nalevii jsou chlorofyly. Kromé¢ chlorofyla
také flavonoidy, katechiny a flavonoly, pficemz hlavni fenolickou slou¢eninou pfispivajici
k zelenosti ¢ajovych nalevi byl kvercetin [64].

Bohn a kol. [65] analyzovali chlorofyly a jejich derivaty pomoci HPLC vybavené
fluorescen¢nim detektorem. VSechna barviva byla pro HPLC analyzu separovéna pies kolonu
RP-C18 (velikost 4 pm x délka 25 cm x ID 2 mm) s methanolem. Identifikovali chlorofyl a
a a’, chlorofyl b a b’ a odpovidajici feofytiny [64].

Baskan a kol. [66] analyzovali barviva obsazena v Cerstvém Spenatu, mrkvi, rajcatech a
v odpadech z vyroby rajcatového protlaku a pomerancové $tavy pomoci metody HPLC se
spektrofotometrickym detektorem. Jako stacionarni fazi vyuzili kolonu Waters YMC C30
HPLC (velikost 5 pm x délka 25 cm x velikost 4,6 mm) a jako mobilni fazi metanol:acetonitril
(50:50, v/v) a aceton. V rozsahu vlnovych délek 200-800 nm detekovali pouze chlorofyl a a
chlorofyl b [64].
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1.6.5 Priitokova injekéni analyza

Pritokova injek¢ni analyza (FIA) je analytickd metoda, pfi niz se analyt vstiikuje
do kontinualniho toku nosného roztoku, ktery se pred vstupem do detektoru smisi s dalSimi
proudicimi roztoky. Tato metoda je jednoducha s velmi nizkou spotifebou vzorku a Cinidla
a zéroven vysokou frekvenci vzorkovani. Zakladni systém FIA (Obrazek 13) je slozen ze Ctyt

¢asti — z peristaltického Cerpadla, ddvkovaciho systému, reakéni zony (civka) a detektoru [67].

Vzorek

ml/min /JK Detektor
Nosny proud W /\/\/7 JNU\_ Odpad

Peristalticka Reakeéni civka
pumpa

Obrézek 13: Zékladni schéma zapojeni pritokové injekéni analyzy [68]

Analyza probiha v polyethylenovych nebo teflonovych trubicich o vnitinim priméru
0,5 —1 mm. Vzorky a ¢inidla se v nich samovoln¢ pohybuji, promichavaji a reaguji. Vysledkem
analyzy je série pikll v zavislosti signalu na ¢ase a vyska piku oznaovéana pismenem 4 udava
koncentraci analytu. Vzorek je pfi priichodu trubici rozmyvan nosnym proudem cinidel
a vytvari se tak koncentracni gradient. K disperzi vzorku mtze dojit v pfimo v rozpoustédle
bez chemické reakce, nebo také béhem chemické reakce v proudu reagenti [67, 68].

Zavislost objemu vzorku, délky reakénich civek a parametrii pritokového zatizeni
urcuje vysku, tvar, a tedy 1 velikost rozptyleni zony zaznamenaného signalu. Mezi parametry
ovlivitujici FIA patii délka trubic¢ky, vnitini primér vedeni, rychlost proudéni kapaliny, vnitini
objem detek¢ni cely a geometrie systému [67].

Obecné v metodé FIA plati ze pro dosaZeni optimélnich vysledkl je nezbytné zajistit
bezpulsni tok veSkerych chemikalii a striktni reprodukovatelnost objemu vnesené¢ho vzorku.
Vramci FIA systému Ize pro detekci reakéniho proudu vyuzit jakykoliv detektor,
ktery je v kombinaci s priitokovou kyvetou vhodny pro urcity reakéni produkt [47, 67].

Pigmenty zlisth musi byt separovany, extrahovany rozpoustédlem, preciStény
a vysuSeny, aby se ziskaly standardy pro optimalizaci FIA. NejvhodnéjSim rozpoustédlem
pro piipravu vzorku a extrakci pigmentl je ethanol a postup se provadi v temné mistnosti.
Navrzena metoda je vhodna zejména pro stanoveni pigmentl v nizkych koncentracich v malych

vzorcich s odpovidajici analytickou kvalitou. Soucasné stanoveni chlorofyli a a b metodou FIA
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je proveditelné za predpokladu, ze se rozptyl vypocitd pomoci korelace standardni koncentrace
jako funkce koncentrace rozptylené latky [47].

Pro ziskani standardi chlorofylii a a b byla upravena metodika Blanco a kol. [69].
Pigmenty z listh Spenatu byly separovany, extrahovany rozpoustédlem a piecistény. Vycisténé
chlorofyly v éterovych frakcich byly vysuseny v proudu dusiku pro zisk pevnych latek, které
by bylo mozné znovu rozpustit v riznych rozpoustédlech. Je dulezité zdiraznit, Ze tento postup
neumoznil ziskat Cisty standard, ale obohacené frakce kazdého pigmentu. Pfitomnosti
zbyvajicich pigmentl se nelze vyhnout ani po kroku ¢isténi a je pozorovana ve spektrech
pofizenych pro kontrolu postupu. Nicméné¢ standardy 1ze charakterizovat pomoci Arnonovych
rovnic [55] a jsou nezbytné pro kvantifikaci FIA. Tento postup poskytl feseni alternativy Cistych
komerénich standardt chlorofylu, které jsou drahé, snadno degradovatelné a dostupné pouze
v nékolika miligramech. Na druhé strané suSené extrakty umoziiuji pouziti riznych

rozpoustédel [70].
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2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Materialy a pristroje
2.1.1 Vzorky kopftivy dvoudomé
Kopfiva byla nasbirana v kvétnu v okoli Univerzity Pardubice tésné pred samotnym

experimentem tak, aby byla co nejvice Cerstva. Pouzivaly se mladé koptivy bez viditelného
poskozeni.
2.1.2 Pomiicky

e plastova lzicka

e kopistka

e lodicky

e hodinové sklo

e tifeci miska s tlouckem

e odmérné a bézné laboratorni sklo

e sklenéné pipety

e balonek

e nalevky

o filtra¢ni kruhy

e skladany filtracni papir

e Kkyveta
2.1.3 Chemikalie

e methanol (Sigma Aldrich, USA)

e oxid hofecnaty (Sigma Aldrich, USA)

e kiemicity pisek
2.1.4 Pristroje

e digitalni analytické vahy (Sartorius, Usti nad Labem)

laboratorni susarna UFE 400 (Memmert)

e homogenizator ULTRA TURRAX T 18 (Ika, Némecko)

UV/VIS spektrofotometr SHIMADZU UV-2450 (Shimadzu, Japonsko)
lyofilizator L4-110 PRO (Gregor Instruments)
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2.2 Priprava vzorki koprivy

2.2.1 Priprava vzorki Cerstvé koprivy

Pro ptipravu extraktl z cerstvych koptiv se vzdy navazilo asi 0,5 g listt, které byly
prevedeny do tfeci misky a k nim byla pifidana 1zicka kifemicitého pisku a malé mnozstvi (na
kopist) oxidu hofe¢natého pro zabranéni degradace chlorofylu. Déle bylo ptfiddno 5 ml
methanolu a obsah misky byl dikladné rozetfen. Extrahovany chlorofyl byl pfeveden do
odmérné baiky o objemu 50 ml a do misky bylo pfidano opét 5 ml methanolu. Tento krok se
opakoval n€kolikrat za sebou do tplného odbarveni obsahu v misce. Poté byla odmérna baiika
doplnéna methanolem po rysku, promichana a vzorek byl prefiltrovan ptes sklddany filtracni
papir. Timto zpisobem byly pfipraveny celkem 3 vzorky, které byly dale 5x nafedény
methanolem.

Dalsi 3 vzorky z cerstvych kopfiv byly pfipraveny pomoci homogenizatoru. Do
sklenéné nadoby bylo vzdy odvazeno asi 0,5 g listh kopiivy, piiddno 50 ml methanolu a na
Spicku kopisti oxidu hotfecnatého. Takto pfipraveny vzorek byl homogenizovan pii vysokych
otackach a nasledné byl jest¢ 5 min promichavan pii nizsich otackach. Nasledovala filtrace pies
skladany filtracni papir a cely tento postup se opakoval jesté 2x. Vzorky byly opét nafedény 5x
methanolem.

2.2.2 Priprava vzorki suSené koprivy

Na ptedvazkach bylo navdzeno 10 g Cerstvych kopfiv, které byly ponechany ptes noc
v suSarné pii teploté 40 °C. Po ususSeni byl suchy material preveden do misky a rozdrcen
tlouckem. Pro piipravu extrakt se vazilo vzdy asi 0,1 g suSiny a postupovalo se stejné jako
v ptipadé Cerstvych koptiv. Opét byly pfipraveny 3 vzorky pomoci tfeci misky s tlouckem a
3 vzorky pomoci homogenizatoru. Vzorky byly pfed méfenim 2x nafedény methanolem.
2.2.3 Priprava vzorkii lyofilizované koprivy

Pro lyofilizaci bylo opét navaZeno 10 g Cerstvych listl koptiv. Lyofilizované koptivy
byly rozdrceny tlouckem v misce a poté bylo navazeno asi 0,1 g suchého materialu. Pii pfiprave
extrakti se opét postupovalo stejné¢ jako v ptipad€ Cerstvych a suSenych kopiiv. Byly
pfipraveny 3 vzorky pomoci tfeci misky s tlouckem a 3 vzorky pomoci homogenizatoru. Pred

méteni byly vzorky nafedény 2x methanolem.
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3 VYSLEDKY

3.1 Spektrofotometrické stanoveni obsahu chlorofylu

Nejprve bylo prométfeno spektrum extraktl pfipravenych z koptivy (Obrazek 14)
a ovéteny absorp¢ni maxima chlorofylu a a b. Absorp¢ni spektrum vzorkl koptivy dvoudomé
ukazuje, ze vSechny tfi typy vzorki (Cerstvé listy, lyofilizované listy a suSené listy) maji
podobné absorp¢ni vlastnosti. Maximum absorpce je pozorovano v oblasti modré a Cervené

vlnové délky, coz naznacuje piitomnost chlorofyld a také i karotenoidi v listech kopfivy.
5 -
4,5 -
4 -
3,5 1

3 - ——Cerstvé listy
2,5 - lyofilizované listy

< 2 - ——susené listy
1,5 -
1 4

0,5 A

O 1 1 1 1 1 1 1 1 I I
260 310 360 410 460 510 560 610 660 710 760

A [nm]

Obrazek 14: Absorp¢ni spektrum vzorkl koptivy dvoudomé

Poté byla zméfena absorbance vSech pfipravenych extrakti pii vlnovych délkach
odpovidajicich absorpénim maximim chlorofylu a (666 nm) a chlorofylu b (653 nm) za pouziti
methanolu jako extrakéniho €inidla, ktery slouzil zaroven jako slepy roztok. Déle byla méfena

absorbance pii vlnové délce 750 nm, ktera slouZila jako referen¢ni hodnota.

3.2 Vypocet koncentrace chlorofylu
Koncentrace chlorofylu v extraktech byla vypoctena dle rovnic (7) uvedenych
v kapitole 1.6.3 [40]:
Ca = 15,65A466 — 7,34A¢53
Cp = 27,05A453 — 11,21A4¢6
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kde A jsou absorbance pfi ur€itych vinovych délkach a Sifce kyvety 1 cm. Vysledky byly

prepocteny na mnozstvi chlorofylu na jeden gram cerstvych listd koptivy.

Tabulka 1: Koncentrace chlorofylu ve vzorcich koptivy

Vv K Zoiisob pF Ca Ch Ceelkova
zore usob priprav
P pripravy (mg/g)
5 ' Tteci miska 1,92 £ 0,05 0,79 £ 0,01 2,71 +£ 0,06
Cerstvé listy )
Homogenizator 2,40 £ 0,04 1,04 +£ 0,03 3,43 +0,07
. Tteci miska 1,81 £ 0,20 0,83 + 0,09 2,64 +£0,29
Susené listy )
Homogenizator 1,52 £ 0,07 0,69 + 0,04 2,20+ 0,11
Lyofilizované Tteci miska 1,43 £ 0,05 0,68 0,05 2,11+0,10
listy Homogenizator 1,72+ 0,03 0,76 + 0,02 2,48 £0,05

V tabulce 1 jsou uvedeny koncentrace chlorofylu a a chlorofylu b vypoctené
z uvedenych rovnic (7), které byly pfepocteny na jednotku hmotnosti ¢erstvych listt kopiivy
(mg/g). Analyzovany byly Cerstvé, susené a lyofilizované kopftivy, pti¢emz extrakce chlorofylu
byla provedena pomoci tfeci misky a homogenizatoru dle postupii uvedenych v kapitole 2.2.

Vysledky ukazuji, ze koncentrace chlorofylu a a b v Cerstvych listech koptivy byla
nejvyssi v porovnani se susenymi a lyofilizovanymi listy. Na zaklad¢€ vyse uvedenych vysledka
lze pozorovat, Ze homogenizator i tfeci miska poskytuji velice podobné vysledky, ale
nevyhodou tfeci misky je naro€nost pfipravy vzorki. Homogenizator poskytl lepsi extrakéni
ucinnost chlorofylu u Cerstvych lista (3,43 mg/g). Tieni v misce bylo efektivnéjs$i pouze u
suSenych listt (2,64 mg/g), kdy bylo ziskano vice chlorofylu nez pomoci homogenizatoru.

Ve srovnani s literaturou [52], kde byla zjiSténa koncentrace chlorofylu v rozmezi 1,95—
1,99 mg CHL/g kopfivy pro Cerstvé listy, byly nase vysledky pro Cerstvé listy (2,71 mg/g a 3,43
mg/g) o trochu vyssi. Tento rozdil miize byt zptisoben pouzitim riznych postupl extrakce a
extrakéniho rozpoustédla. Ve zminéné studii byla extrakce provedena ethanolem s vyuzitim
jednostupniové ¢i vicestupnové extrakce, dale byla vyuzita Soxhletova extrakce a extrakce
podpoiend ultrazvukem. I pies pouziti vice rliznych zplisobli extrakce ethanol nedosahoval
takové extrakéni G€innosti jako methanol v na$i praci. Rozdily ve vysledcich mohly byt
zpisobeny rovnéz samotnymi vzorky kopfivy, které byly sbirany v jiny Cas a v jiné lokalité.

Studie rovnéz uvadi, Ze vytéznost extrakce chlorofylu byla nejvyssi u suSenych listl, s
koncentraci, které Cinily 147,1 mg CHL/g extraktu, 4,50 g extraktu/100 g kopfivy s ucinnosti
izolace 6,62 mg CHL/g Cerstvé koptivy. NaSe vysledky pro susené listy (2,64 mg/g a 2,20 mg/g
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cerstvé koptivy) jsou niz$i, coz mize byt zptisobeno nizsi ucinnosti pouzité extrakéni metody

nebo rozdilnymi podminkami suseni.

Porovnanim vysledkt 1ze konstatovat, Ze nasSe metoda extrakce pomoci homogenizatoru
je efektivnéjsi pro ziskani vysoké koncentrace chlorofylu z Cerstvych listi, zatimco u suSenych

listd mtze byt vytéznost ovlivnéna jak podminkami suseni, tak metodou extrakce.
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ZAVER

Cilem této prace bylo stanovit koncentraci chlorofylu a a b v rizn€ zpracovanych listech
koptivy, konkrétné v Cerstvych, suSenych a lyofilizovanych vzorcich. Koncentrace chlorofylu
byla métena spektrofotometricky a vysledky jsou uvedeny v mg na gram Cerstvych listi.

Vysledky ukazaly, ze z cCerstvych listh kopfivy lze ziskat nejvyS$si koncentraci
chlorofylu, pfi¢emz nejlepsi vysledky byly dosazeny s vyuzitim homogenizatoru (Tabulka 1).
Ztraty chlorofylu pii suSeni a lyofilizaci naznacuji, Ze tyto metody ovliviiuji obsah chlorofylu,
a to 1 presto, ze umoznuji delsi skladovani a snadné€js$i manipulaci s materialem.

Tato zjisténi naznacuji, ze Cerstvé listy kopfivy jsou nejbohatSim zdrojem chlorofylu a
a b, coz je dulezité pro jejich pouziti v potravinarském a farmaceutickém pramyslu. Proces
suseni a lyofilizace sice umozituje dlouhodobé skladovéni a snadnéj$i manipulaci s materidlem,
avsak dochdzi pii nich k ¢astecné ztraté chlorofylu. Optimalizace podminek suseni a lyofilizace

by mohla pomoci minimalizovat ztraty chlorofylu a tim zvysit kvalitu konecného produktu.
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