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Anotace

Tato bakalaiska prace se vénuje tématu Ptirozend barviva — dusikaté
heterocyklické slouceniny. V praci je uvedeno rozdé€leni dusikatych heterocyklickych
sloucenin podle jejich struktury, charakterizace jednotlivych skupin dusikatych
heterocyklickych sloucenin, moznosti stanoveni a kratky popis chorob spojenych

s poruchami metabolismu téchto barviv.
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This bachelor thesis is devoted to the topic of natural dyes, namely nitrogen
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description of the diseases associated with impaired metabolism of these dyes.
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Uvod

Tato prace se zabyva tématem Prirozend barviva — dusikaté heterocyklické
slouceniny. Pojem heterocyklické slouceniny znamena, ze jednotlivé atomy uhliku jsou
mezi sebou spojeny do kruhu a je zde pfitomen i jiny atom nez uhlik, v tomto ptipadé

dusik.

Mezi tato barviva tadime tetrapyrrolova, indolovd, izochinolinova, purinovd,
pterinova, fenazinova, fenoxazinova a flavinova barviva. Ve své praci se duikladné

skupiny z této velké rodiny.

Tetrapyrrolova barviva se déli na dvé skupiny, a to na linearni a cyklické
tetrapyrroly. Pod linearni tetrapyrroly patii bilirubiny a fykobilliny a mezi cyklické
hemoglobiny a chlorofyly.

Hemoglobiny jsou krevnimi barvivy u ¢lovéka a saveu, vyskytujici se v krevnich
buiikach (erytrocytech). Hemoglobiny jsou degradovany na linedrni bilirubiny a
fykobilliny, které jsou zodpovédné za zbarveni stolice a moc¢i. Chlorofyly jsou barvivy
rostlinnych pletiv vyskytujici se ve specializovanych organelach téchto pletiv
(chloroplastech). Rozdil mezi chlorofylem a hemoglobinem je, Ze hemoglobin ve své

struktufe obsahuje zelezity kation, kdezto chlorofyl obsahuje hofe¢naty kation.

Zastupci indolovych barviv jsou indigo, bromindigo, anticky purpur a betalainy.
Indigo je barvivem pochazejicim z lista rostliny Indigofera tinctoria. Indigo se také
ziskava kultivovanim bakterie Pseudomonas sp. HOB;:. Bromindigo neboli anticky

purpur je fialove barvivo a derivat indiga, ktery méa ve své struktuie dva bromy.

Betalainy jsou velkou a velmi vyznamnou skupinou mezi indoly. Nazev je
odvozen od anglického nazvu Cervené fepy (Beetroot). Rozeznavame Zluté betaxantiny
a ¢eveno-fialové betakyany. Betalainy se vyskytuji v rostlinach fadu Laskavcovitych a

v

hvozdikotvarych. Vyznamnéjsi jsou betakyany.

Nektera barviva, jako betakyany, hemoglobiny a bilirubiny, ptsobi jako
antioxidanty. Také ptisobi jako antikancerogeny, coz jsou latky zabraiujici bunkdm

V mutaci na nadorové bunky.
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1 Barviva

Barviva neboli barevné latky ¢i pigmenty jsou organické latky, které se
vyskytuji v buiikach organismu. Obsahuji chromofor, ktery je zakladni strukturni
jednotkou a nositelem barevnosti. Chromofor je c¢ast slouceniny (skupina), ktera
zpusobuje absorpci svétla v ultrafialové a viditelné oblasti svétla. Barevnost je dana
absorpci specifické vinové délky viditelného spektra svétla danou latkou (Jirasek a
Vavro, 2008; Pauk et al., 2007).

Latky nesouci chromofory se nazyvaji chromogeny. Vice chromofori na jednom
chromogenu zplsobuje posun absorpce svétla k vy$§im vinovym délkam, tzn.

k infracervené oblasti (Jirdsek a Vavro, 2008; Pauk et al., 2007).

1.1 Déleni barviv

Barviva délime dle vzniku a vyskytu, struktury a zplisobu pouziti.

e Déleni dle vzniku a vyskytu:
o ptirodni barviva,
o synteticka barviva identicka s ptirodnimi,
o syntetickd barviva.
e Dg¢leni dle struktury:
o azobarviva,
o arylmethanova barviva,
o antrachinonova barviva,

o indigoidni barviva,

o

pyrrolova barviva,
o Sira,
o adalsi...

e D¢leni dle zptisobu pouziti:
o ptima barviva,
o mofidlova barviva,

o barviva vyvijena na vldknu (Jirdsek a VVavro, 2008; Pauk et al., 2007).

14



2 Prirodni barviva

Jsou to barevné latky vyskytujici se v zivych burikach. Jsou témito butikami
syntetizovany a akumulovéany ¢i exkretovany do prostfedi. Mezi pfirodni barviva také
fadime barevné produkty ziskavané z piirodnich surovin (karamel, sladovy extrakt),
médnaté komplexy chlorofyli a chlorofylinli, anorganické pigmenty (uhli¢itan
vapenaty, oxid Zelezity, oxid titani¢ity...) a syntetickd barviva identicka s pfirodnimi
(Velisek a Hajslova, 2009; Pauk et al., 2007).

Piirodni barviva klasifikujeme podle struktury, vyskytu v biologickych
materialech ¢i dulezitych vlastnosti, jako je napiiklad rozpustnost ve vodé a v tucich.

Podle struktury rozeznavame tyto nésledujici zakladni skupiny barviv:

e Dusikaté heterocyklické slouceniny, kam se ftadi tetrapyrrolova barviva,
indolova barviva, isochinolinova, purinova, pterinova, flavinova, fenazinova a
fenoxazinova barviva.

e Kyslikaté heterocyklické slouceniny, kam se fadi mnozstvi fenolovych
sloucenin, zejména flavonoidy.

e Dalsi fenoly a od nich odvozené chinony zahrnujici kurkuminoidy.

e Terpenoidy, kam se fadi zejména tetraterpenové a od tetraterpenti odvozené
pigmenty zvané karotenoidy, monoterpenové pigmenty jako jsou iridoidy a dalsi

(Velisek a Hajslova, 2009; Pauk et al., 2007).

2.1 Dusikaté heterocyklické slou¢eniny

Dusikaté heterocyklické slou¢eniny jsou skupinou sloucenin, které jsou uzavieny
do cyklu a ve svém cyklu kromé& uhliku obsahuji i dusik a jiné prvky. Do této velké
skupiny fadime mnoho sloucenin. Jak je jiz napsano v ptedchozim odstavci, patii sem
derivaty patiici mezi pfirodni barviva. Déale sem patii purin a jeho purinové baze, které
jsou soucasti DNA a RNA. Barviva z této skupiny maji vétsinou blahodarné ucinky na

lidsky organismus, jelikoz plsobi jako antioxidanty (Martins et al., 2015).

Antioxidanty jsou latky, které inhibuji oxidaci v jinych molekulach. Oxidace je
chemicky proces neboli reakce, kterd mize vést ke vzniku kyslikovych radikald. Na
oxidaci navazuje fada reakci, které vedou k destrukci bun¢k. Antioxidanty na sebe tyto

radikaly vazou a niéi jejich aktivitu (Oroian a Escriche, 2015).
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Mezi nejvyznamngj$i dusikatd barviva fadime tetrapyrrolovd barviva

(tetrapyrroly) a indolové barviva (Velisek a Hajslova, 2009).

2.1.1 Tetrapyrrolova barviva
Tetrapyrrolova barviva jsou barviva odvozena od cyklické slouceniny pyrrolu.

Pyrrol je péticlenna heterocyklicka sloucenina. Rozeznavame dvé zakladni skupiny:

e cyklické porfyriny,
e linearni billiny (Roubal, 2001).

Cyklické porfyriny jsou tvofeny étyfmi pyrroly spojenymi v tetrapyrrolovy kruh
pomoci methinovych mastka v poloze a pyrrolovych struktur. Jsou to chromofory dvou

zékladnich skupin metaloproteini:

e Dbarviv Zivo¢iSnych tkani, kterd se nazyvaji hemova barviva,

e barviv rostlinnych pletiv, nékterych fas a nékterych mikroorganismi,
kterd se nazyvaji chlorofylova barviva neboli chlorofyly (Velisek a
Hajslova, 2009).

Linearni billiny vznikaji pfevazné metabolickym rozkladem cyklickych
porfyrini nebo jsou vytvareny samostatné. Billiny klasifikujeme nejcastéji podle

puvodu. Rozeznavame:

e fykobilliny, které jsou pigmenty nékterych fas,
e 7Zlucova barviva vznikajici $t€penim hemovych barviv. Jsou to pigmenty

moci a stolice savct (Roubal, 2001; Velisek a Hajslova, 2009).

Na obr. 1 jsou uvedeny strukturni vzorce porfyrinovych a billinovych barviv.

porfirinové jadro COOH
linearni tetrapyrol

Obrazek 1 — Zékladni struktura porfyrinovych a billinovych barviv (Patocka a Jetabkova,
2013)
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2.1.2 Hemova barviva
Hemova barviva jsou Dbarviva ZivoCiSnych tkani. NejdilezitéjSimi

metaloproteiny hemovych barviv jsou:

e myoglobin,

e hemoglobin (Rosenthal a Glew, 2009).

Myoglobin je intracelularni protein, ktery ziskava kyslik z ¢ervenych krevnich
bunck a uchovéava ho do té doby, nez bude kyslik potieba pro riizné oxidacné-redukéni

reakce a bunééné dychani (Rosenthal a Glew, 2009).

Je to monomer skladajici se zjedné molekuly globinu a hemu (obr. 2).
Vyskytuje se v nekterych svalech, kde plni funkci hemoglobinu, jelikoz muze také
prenaset kyslik. Ale muze vazat pouze jednu molekulu kysliku vzhledem k jeho
struktufe. Myoglobin je syntetizovan v lidském téle v srde¢ni svaloviné a nékterych
kosternich svalech (Kunert, 1999).

Obrazek 2 — Myoglobin (Toth, 2008)

V myoglobinu je na Zeleznaty kation prostiednictvim imidazolové skupiny
histidinu vézana jako paty ligand bilkovina a jako Sesty ligand voda, ale ta tam nemusi

byt pfitomna. Reakei s kyslikem pak vznika z myoglobinu oxymyoglobin, kde misto

17



vody je ligandem kyslik. Pti velmi nizkych tlacich kysliku, vétsinou pod 1,4 mm Hg,
neni tento Sesty ligand pfitomen a pak hovofime o deoxymyoglobinu (Velisek a

Hajlové, 2009).

Hemoglobin je molekula ¢ervenych krevnich bunék, ktera transportuje kyslik
z plic ke tkanim a oxid uhli¢ity ze tkani do plic. Timto zptisobem zajistuje vymeénu

dychacich plynt v téle obratlovct (Rosenthal a Glew, 2009).

Hemoglobinova struktura je tvofena ¢tyfmi molekulami globinu a hemu (obr. 3).
Diky tomu mliZze hemoglobin vazat ¢tyfi molekuly kysliku, které zaujimaji misto Zeleza

v hemu (Rosenthal a Glew, 2009).

Polypeptide
chain

B chain

Hemoglobin {Fe-protoporphyrin IX)

Obréazek 3 — Struktura hemoglobinu (vlevo) a hemu (vpravo) (Mortada, 2009)
Zakladnim kamenem struktury myoglobinu, hemoglobinu a od nich odvozenych
pigmenti je substituovany cyklicky tetrapyrrol protoporfyrin IX s centrdlnim atomem

dvojmocného Zeleza, ktery se zde nazyva protohem ¢i hem (Chung et al., 2017; VeliSek

a Hajslova, 2009).

Zkoumani struktury hemu odhalilo, Ze hemoglobin je sloZen z heterocyklickych
porfyrinovych kruhii se zelezem vazanym na jejich stied. KliCové vlastnosti

porfyrinovych kruhti zahrnuji nasledujici:

e Jejich struktura se skl&dd z péticlennych kruht, obsahujicich dusik,

spojenych jednoduchymi uhlikovymi miustky. Tato charakteristicka

18



struktura se objevuje v hemovych skupinach hemoglobinu, myoglobinu a
v nékterych cytochromech.

e Maji typicky vazané zelezo v zeleznatém oxidacnim stavu. A tak, aktivni
forma hemu v hemoglobinu ma vyhradné zelezo v Zeleznatém stavu a
oxidace na zelezitou formu vytvaii inaktivni methemoglobin, ktery neni

schopen vazat kyslik (Panini, 2013).

Biosyntéza hemu probihd ve dvou prostfedich a ve tfech fazich a je znazornéna

na obrazku 4 (Chung et al., 2017; Panini, 2013).

Prvni faze je mitochondridlni syntéza &-aminolevulové kyseliny (3-ALA)
z glycinu a sukcinyl-koenzymu A (CoA). V této fazi je glycin kondenzovan se sukcinyl-
CoA se ztratou dvou molekul CO> a vznikd 6-ALA. Tato kondenzacni reakce je

katalyzovana enzymem ALA syntazou (Panini, 2013; Chung et al., 2017).

Druhou fazi je sled cytosolovych reakci, kdy na zacitku kondenzuji dvé
molekuly 8-ALA za katalyzy ALA dehydratazou (ALAD) neboli porfobilinogen
syntazou a vznika porfobilinogen (PBG). Nasledné ¢tyfi PBG jsou kondenzovany za
katalyzy porfobilinogen deamindzou na hydroxymethylbilan, linearni prekurzor pro
cyklické porfyriny. Hydroxymethylbilan je konvertovan uroporfyrinogen Ill syntadzou
na uroporfyrinogen III, ktery je jiz cyklicky. Poslednim krokem je pfeména
uroporfyrinogenu 1ll  na koproporfyrinogen 1ll za Kkatalyzy uroporfyrinogen
dekarboxylazy (Panini, 2013; Chung et al., 2017).

Tieti faze probiha opét v mitochondriich a jedna se o oxidaci
koproporfyrinogenu Il na  protoporfyrinogen IX za  katalyzy  enzymem
koproporfyrinogen  oxidazou.  Protoporfyrinogen IX je oxidovan enzymem
protoporfyrinogen IX oxidazou na protoporfyrin IX. Vtomto kroku je bezbarvy
profyrinovy prekurzor konvertovan na ¢erveny protoporfyrin IX. Poslednim krokem je
inkorporace Zeleznatého iontu do molekuly protoporfyrinu IX za vzniku hemu. Tato
reakce je zajisténa ferrochelatazou (Panini, 2013; Chung et al., 2017).
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Obréazek 4 — Biosyntéza hemu (Koolman, 2005)

Hemoglobin je obsaZen v Cervenych krvinkéach, které Ziji 120 dni. Poté co
krvinky dosahnou zralosti, jsou vychytavany retikularnimi bunikami slinivky bfi$ni.
Tyto buiiky tvoii retikuloendotelidlni systém (RES). V tomto systému jsou cervené
krvinky destruovany a hemoglobin je rozlozen na hem a globin. Globin je
metabolizovan na jednotlivé aminokyseliny a hem je odebran pro degradaci. Degradace
hemu (obr. 5) probiha v RES nasledovné (Minai-Tehrani et al., 2017).
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Jako prvni je hem oxidovan na biliverdin pomoci hem oxygenazy. Ta katalyzuje
pfeménu jednoho mistku mezi dvéma pyrrolovymi kruhy na oxid uhelnaty. Tato reakce
vyzaduje kyslik (Brown a Troxler, 2018).

e aktivita hemoxygendzy je indukovana zvySenou koncentraci hemu,
kovovymi ionty a fenylhydrazinem,

e fialové zbarveny hem je konvertovan na zelené zbarveny linearni
biliverdin,

e Fe?" je preménéno na oxidovanou formu Fe* (Panini, 2013).

Dal$im krokem je redukce biliverdinu na dal$i pigmenty. Jako prvni je biliverdin
redukovan pomoci biliverdin reduktazy na bilirubin, ktery je <Cerveno-oranzovy.
Bilirubin je poté z krve transportovan do jater pomoci sérového proteinu albuminu, kde
je konjugovan, pomoci UDP-glukuronyltransferazy, s kyselinou glukuronovou. Takto
vznika bilirubin monoglukuronid a poté bilirubin diglukuronid. Tyto reakce jsou
rychlost-uréujici kroky v degradaci bilirubinu z krve. Vice rozpustny konjugovany
bilirubin diglukuronid je koncentrovan ve zluéniku. Nekonjugovany bilirubin je
nerozpustny ve vode a je nazyvan nepiimym bilirubinem. Naproti tomu konjugovany
bilirubin je nazyvan ptimym bilirubinem. Tato oznadeni vyplyvaji z metod stanoveni
téchto parametrti v Krvi a z jejich chovani ve vodé (Panini, 2013; Brown a Troxler,
2018).

Sekreci Zluce do tenkého stieva dochazi k dal§im Grovnim v procesu, ve Kterém
mikrobidlni enzymy redukuji bilirubin na bezbarvy urobilinogen. Protoze je
urobilinogen lipofilni, je resorbovan a transportovan do ledvin, a oxidovan na urobilin,
zluty pigment moce. Urobilinogen, ktery neni resorbovan je oxidovan mikrobialnimi
enzymy na sterkobilin, c¢erveno-oranzovy pigment stolice (Panini, 2013; Brown a
Troxler, 2018).

Neékteré bakterie, jako napiiklad Mycobacterium tuberculosis, maji specialni
enzym, ktery se uplatiiuje pti degradaci hemu. Tento enzym pomaha bakteriim ziskavat
zelezo z hostitelskych molekul, kdyZ jejich hladina extracelularniho Zeleza je nizka.
Dalsi vyhodou tohoto enzymu je, ze pii degradaci se netvoii oxid uhelnaty. Tento
enzym se nazyvd MhuD. U ostatnich zivocichui se uplatiiuje hem oxygenaza, ale pfi
tomto rozpadu vznik4 oxid uhelnaty (Ikeda-Saito, 2013). Schéma rozpadu hemu pomoci

tohoto enzymu zobrazuje obrazek €. 6.
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3 Nemoci spojené s poruchami v metabolismu hemu a
bilirubinu

3.1 Anémie z nedostatku Zeleza (sideropenicka ¢i hypochromni
mikrocytarni anemie)

Nedostatek zeleza miize byt pritomen v disledku nedostatecného piijmu zeleza
nebo ze ztraty zeleza, které vyplyvaji z krvaceni do gastrointestinalniho traktu ¢i
nadmérné ztraté¢ krve pii menstruaci. Hlavni globalni pii¢inou je nedostatek Zeleza
Vv disledku nedostatecného pfijmu potravou VvétSinou zpisobeny riznymi dietami, které
zahrnuji poZivani spide celozrnnych potravin, zeleniny a méné masa. Zelezo je velmi
vyznamné pfi tvorbé hemu, a pokud ho je nedostatek, dochazi k nedostatecné tvorbée

tohoto pigmentu (Janz et al., 2013).

Krvaceni je hlavni pfi¢inou ztraty Zzeleza z organismu hlavné u muzi a
postmenopauzalnich Zen. Ruzné diagndézy znedostatku zeleza =zacinaji u

gastrointestinalnich nadort (Janz et al., 2013).

Pii anémii zpisobené nedostatkem Zeleza jsou erytrocyty malé (mikrocytické) a
hypochromické (bledé). Nejcitlivéjsim klinickym indikatorem vznikajici anémie
z nedostatku Zeleza je plazmatickd koncentrace feritinu, kterd klesd pod referencni

rozmezi (Janz et al., 2013).

Lécba tohoto typu anémie spociva v obohaceni potravy o zeleznaté soli a dzusy
obsahujici kyselinu askorbovou a citronovou, které zlepsuji absorpci zeleza (Janz et al.,

2013).

3.2 Hereditarni hemochromatdza
Hereditalni hemochromat6za, pomérné ¢asté autosomalné recesivni onemocnéni,
je charakterizovano progresivni akumulaci nadbytku Zeleza v bunikach jater, srdce,
slinivky bfi$ni a dalSich organt. Tato akumulace je zptsobena poruchou genu HFE na
6. chromozomu, coz vede k nadmérné akumulaci zeleza v hepatocytech (Haley, 2017).
Typicky se zelezo ukladd nejdiive do hepatocytli, nasledné Zlucovodu,
je rozvoj jaterni cirhdzy s moznym vznikem a rozvojem hepatocelularniho karcinomu.

DalS§imi organy poSkozenymi pii hemochromatdze jsou myokard, pankreas, klouby a
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varlata. Znamy dle definice je tzv. bronzovy diabetes, ktery vznikd na podkladé
destrukce pankreatu, respektive Langerhansovych ostravkl, a neschopnosti produkce
insulinu (Haley, 2017).

Nejlepsi a zatim jedinou lé¢bou je venepunkce (pousténi zilou), ktera vede
alespont k utlumeni progrese onemocnéni. Zeny jsou pii této chorobé mirné chranény

ztratami krve menstruaci, nicméné z dlouhodobého hlediska leps$i progndézu nemaji
(Haley, 2017).

3.3 Hemosideroza

Hemosider6za je hromadéni zeleza v podobé pigmentu hemosiderinu.
Hemosiderin je intracelularni Zelezo-skladujici komplex, ktery umoznuje denaturaci
feritinu. Hemosiderin se hromadi v makrofazich po zvySeni fagocytézy Cervenych
krvinek spojenych s krvacenim. Hemosiderin se také tvoii pfi zvySeném piijmu Zeleza
¢i jeho Spatném vyuziti, naptiklad pii opakovanych transfuzich krve pii Gtlumu

krvetvorby tzv. aplastické anemii (Rosenthal a Glew, 2009).

3.4 Otravy olovem

Pfi otravach olovem dochézi k tomu, ze olovo inhibuje ALA dehydratizu a
ferrochelatazu, ¢imz se snizuje syntéza hemu, a to vede k mikrocytarni, hypochromické
anémii. Koncentrace plazmatické ALA a erytrocytarniho protoporfyrinu jsou zvySené u

lidi s otravou olovem (Rosenthal a Glew, 2009).

Dale mulZe otrava olovem mit také Skodlivé ucinky na energeticky
metabolismus. Olovo je zejména toxické pro nervovy systém, pravdépodobné
zpusobené akumulaci 6-ALA stejné jako naruSeni energetického metabolismu

(Rosenthal a Glew, 2009).

3.5 Porfyrie

Porfyrie je rodina dédi¢nych poruch zplisobenych nedostatkem rtiznych enzymu
v draze syntézy hemu. Vysledkem je kumulovani prostiednich metabolit. V zavislosti
na konkrétnim postizeni genu, mohou porfyrie postihovat syntézu hemu vSech bunck
nebo muze byt primarné hepatalni ¢i erytropoeticka. VétSina porfyrii je spojovana
S patologii nervového systému. Kumulovani porfyrinogenti v kGzi mulze vést
k fotosenzitivité. Mezi jaterni porfyrie patii akutni intermitentni porfyrie (AIP) (Cerbino
etal., 2015).
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AIP je autozomalné dominantni onemocnéni a je zpusobena defektem
v porfobilinogen deamindze, ktery vede Kk hromadéni prekurzord hemu v jatrech.
Porfobilinogen syntaza je spojovana s vysokou hladinou 8-ALA a PBG a nasledky
vV zavaznych neurologickych pfiznacich. Lidé s akutni intermitentni porfyrii maji
periodické krize, které jsou obvykle vyvolany drogami, jako jsou barbituraty a
sulfonamidy. Ty indukuji syntézu hemu a obsahuji enzymy obsaZzené v cytochromu
P450. Lécbou této porfyrie je v akutni fazi infuze s glukézou a hematinem. Prevenci
dalSich atakli je vyvarovani se nekterych 1€ka obsahujicich barbituraty ¢i sulfonamidy

(Cerbino et al., 2015).

Dalsi skupinou jsou erytropoetické porfyrie, mezi néz patii vrozena
(kongenitalni) erytropoeticka porfyrie téZ zvana jako Giinterova choroba. Jedna se o
autozomalng recesivni onemocnéni, které je vysledkem nedostate¢nosti uroporfyrinogen
IIT syntazy, coz vede ke zvySené tvorbé porfyrinti v kostni dfeni. Ty se potom hromadi
V organismu, piedev§im v erytrocytech. Klicové meziprodukty jsou pfeménovany na
nefunkéni isomer uroporfyrinogenu I, ktery zpiisobuje cervenou barvu v moci, ¢ervenou
fluorescenci zubti, pied¢asnou destrukci erytrocyti a fotosenzitivitu kuze (Panini, 2013;

Murray, 2012; Rosenthal a Glew, 2009; Masopust a Prtisa, 1999)

3.6 Ikterus (Zloutenka)

Ikterus patii mezi hlavni poruchy metabolismu bilirubinu. Jak jiz bylo uvedeno,
bilirubin se nachazi ve dvou stavech, a to jako bilirubin konjugovany a nekonjugovany.
Jako ikterus mizeme oznacit stav, kdy sérové koncentrace bilirubinu v séru ptekracuji
dvojnéasobné hodnoty (tedy <34 umol/l). Pokud hodnoty bilirubinu v séru nepiekroci
dvojnasobné hodnoty, ale jedinci maji nazloutlé sliznice, kizi a skléry, hovotfime o

subikteru (Vitek, 2009).

3.7 Hyperbilirubinémie

Poruchy metabolismu bilirubinu délime podle lokalizace na poruchy projevujici
se pfevazng¢:

e nekonjugovanou hyperbilirubinémii (tzv. premikrozomalni typ)

e konjugovanou hyperbilirubinémii (tzv. postmikrozomalni typ)

e smiSenou hyperbilirubinémii (Vitek, 2009).
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Premikrozomalni typ hyperbilirubinémie zahrnuje stavy, které délime z hlediska

etiologie na tfi zdkladni skupiny:

1. Stavy spojene s nadprodukci bilirubinu

Mezi stavy spojené s nadprodukci bilirubinu patfi hemolytické anémie, které
jsou nejcastéjsi pri¢inou. Zde je vSak nutno podotknout, ze se organismus dokaze
vyrovnat s hodnotami bilirubinu, které jsou vysoké, ale ne dlouhodobé. Podobné je
organismus schopen si poradit s mirnou hemolyzou, kterd nevede k anémii. JelikoZ
organismus ma své kompenza¢ni mechanizmy, aby se s touto situaci vyrovnal. Z téchto
duvodu je jasné, ze u chronickych anémii nebyva nikdy hladina bilirubinu vys$$i nez
70 pmol/l. Jinym piipadem jsou akutni hemolytické krize, které doprovazeji nékteré
hemolytické anémie (Vitek, 2009).

Hemolytické anémie délime na dédi¢né a ziskané, které se dale d€li podle

vyvolavajici pfic¢iny (Vitek, 2009). Stru¢ny piehled je uveden v tabulce 1.

Dédicné  hemolytické anémie jsou vyvoldvany mnoha  geneticky
determinovanymi pfi¢inami, které zpusobuji poruchy ve slozeni bunééné membrany
erytrocytll, hemoglobinu nebo v enzymové vybavée Cervenych krvinek. Proto se nazyvaji
tyto anémie jako korpuskularni. Oproti tomu jsou ziskané hemolytické anémie
zpusobeny vétSinou vlivy zevniho prostfedi, a proto jsou tyto anémie nazyvany
extrakorpuskularni. Mezi vlivy zevniho prostredi patii napiiklad protilatky, xenobiotika,
fyzikalni, chemické ¢i biologické faktory. Vyjimku tvofi paroxyzmalni nocni

hemoglobinurie, ktera patii mezi ziskané korpuskularni anémie (Vitek, 2009).
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Tabulka 1 — Rozdéleni hemolytickych anémii (Vitek, 2009)

Dédi¢né hemolytické anémie

a) z poruchy membrany erytrocyti

Dédicna sférocytoza

Dédicna eliptocytoza

Akantocytdza

b) z metabolizmu erytrocyti

Deficience glukéza—6—fosfatdehydrogenazy

Deficience pyruvatkinazy

Jiné enzymové defekty vedouci k hemolytické anémii (napf. deficience hexokinazy,

adenylatcyklazy, fosfofruktokinazy, glutationsyntetazy a dalSich)
Ziskané hemolytické anémie

a) autoimunitni hemolytické anémie

Idiopaticka autoimunitni hemolyticka anémie (AIHA)

Symptomaticka autoimunitni hemolyticka anémie

b) chladove hemolytické anémie

Kryopaticka hemolytickéd anémie

Paroxyzmalni chladova hemoglobinurie

c) polékové hemolytické anémie

Penicilinovy typ

Stibofenovy typ

Alfametyldopovy typ

d) paroxyzmalni no¢ni hemoglobinurie

e) mikroangiopaticka hemolytickd anémie

f) hemolytické anémie z chemickych a fyzikalnich pricin

g) hemolytické anémie vyvolané mikroorganizmy

Déle vedou knadprodukci bilirubinu i stavy tzv. zvySené neefektivni
erytropoézy. Jednd se o patologické stavy, pfi kterych nedochazi béhem vyvojového
cyklu k maturaci Cervenych krvinek do finalni formy funkéniho erytrocytu. Tyto
defektni erytrocyty jsou destruovany ve sleziné a podléhaji predCasné hemolyze.
Hladiny bilirubinu v séru byvaji zvysené jen mirné a nepfevySuji koncentrace

100 pmol/I (Vitek, 2009).
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K nekonjugované hyperbilirubinémii mtze dojit 1 pfi vyraznéjsi extravaskularni
hemolyze. K tomu dochazi pti velkych tkanovych infarktech, rozsahlych hematomech,
pii krvaceni zcév po kanylacich, Kkatetrizacich, opakovanych venepunkcich ¢i
operac¢nich vykonech. Dalsi pficinou mtze byt elevace tohoto bilirubinu pii hemolyze

¢ervenych krvinek pochazejicich z krevnich transfuzi (Vitek, 2009).
Posledni pii¢inou je nadprodukce bilirubinu z nehemoglobinovych zdroji.
2. Stavy spojené s poruchou vychytavani bilirubinu jatry

Hlavni dlohu v poruse vychytavani bilirubinu nesou zfejmé transportni systémy,
podilejici se na transportu bilirubinu do jater. Avsak tyto systémy nejsou doposud jeste
uplné¢ znadmy. Piedpokladd se, Ze se jednd o transportéry ze skupiny transportnich
proteinit pro organické anionty (tzv. OATP — transportéry). Pii deficienci téchto
transportnich  mechanizmii  muZze  dochazet k manifestaci  nekonjugované
hyperbilirubinémie. Klasickym klinickym ptikladem je novorozenecka Zloutenka. Jeji
etiologie je multifaktorialni a jednim z hlavnich faktort podilejicich se na vzniku je i

nezralost transportnich funkci hepatocyti na sinusoidalni membrané (Vitek, 2009).

Porucha vychytdvani bilirubinu jatry muize byt i vrozend. Existuji prace
poukazujici na asociaci specifické varianty v genu pro OATP1BI se zvySenym rizikem
novorozenecké zloutenky. I kdyz neni zatim k dispozici mnoho klinickych dat o ziskané
deficienci sinusoidalniho transportu bilirubinu, ptedpoklada se, Ze s transportem
bilirubinu na bazolateralnim po6lu hepatocyt interferuji nékterd lé¢iva. Napiiklad
pomoci OATPI1BI1 transportéru jsou piendSeny léky jako fibraty, statiny, bosentan,
cyklosporin A a jiné (Gazzin et al., 2016).

3. Porucha konjugace bilirubinu v jatrech

Tyto poruchy jsou oproti porucham vychytavani bilirubinu jatry mnohem

Cast¢jsi. Rozdélujeme je na:

a) Vrozené defekty konjugace bilirubinu v jatrech. Patii mezi né¢ tzv. familiarni
nekonjugované hyperbilirubinémie — Gilbertiv syndrom a Crigler-Najjartv syndrom 1.

a ll. typu.

b) Ziskané deficience bilirubinu UDP-glukuronozyltransferazy (UGT1Al).
K tomuto stavu muze dojit pfi jakémkoli difaznim hepatocelularnim poskozeni, tedy pti
steatdze, steatohepatitidé, jaterni cirhdze ¢i fibroze (Gazzin et al., 2016).
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Postmikrozomalni typ hyperbilirubinémie neboli konjugovana
hyperbilirubinémie vznikd na podkladé obstrukce zlucovych cest a je zdaleka
nejcastéjSim typem Zzloutenek. Pokud se onemocnéni manifestuji do pokrocilejsich
stadii, nachazime u nemocnych smi$enou hyperbilirubinémii. To je napiiklad u Dubin-
Johnsonova syndromu. K manifestaci tohoto typu hyperbilirubinémie dochazi pii
poruse metabolizmu bilirubinu po uskutecnéni jeho glukuronolyzace na jaternich

mikrozomech (Gazzin et al., 2016).

Postmikrozomdalni hyperbilirubinémie délime na familiarni konjugované
hyperbilirubinémie a ziskané konjugované hyperbilirubinémie, pticemz druhy typ je
nejcastéji  se vyskytujicim typem vinterni mediciné. Ziskané konjugované
hyperbilirubinémie délime na onemocnéni sdruzené s intrahepatalni cholestazou a na
onemocnéni sdruzené s extrahepatélni cholestazou. Cholestazu definujeme jako poruchu
tvorby nebo toku Zlu¢e na Grovni jaterni buiky, intra— nebo extrahepatalnich zlucovodi
(Vitek, 2009). Piehled postmikrozomalnich konjugovanych hyperbilirubinémii je

uveden v tabulce 2.
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Tabulka 2 — Rozdéleni postmikrozomalnich konjugovanych hyperbilirubinémii (Vitek,
2009)

Ziskané konjugovaneé hyperbilirubinémie

SdruZené s intrahepatalni cholestazou Primarni biliarni cirhoza
Primarni sklerotizujici cholangitida
Cholestaticka forma infekéni hepatitidy
Alkoholova hepatitida
Toxické  poskozeni  kanalikularniho
transportu bilirubinu

SdruzZené s extrahepatalni cholestazou  Cholelitidza
Néadory podjaterni krajiny
Strikuly Zlu€ovych cest jiné etiologie
Malformace zlucovych cest
Zanéty zluCovych cest (cholangoitidy)
Traumata zlucovych cest
Komprese Zluc¢ovych cest

Familiarni konjugované hyperbilirubinémie

Dubin-Johnsontv syndrom

Rotoriiv syndrom

Ke smiSené hyperbilirubinémii dochazi pti kombinaci etiopatologickych faktorti
uplatiujicich  se  pii  vzniku  premikrozomalnich i  postmikrozomalnich
hyperbilirubinémii. Jedna se o onemocnéni difizné poskozujici jaterni parenchym, jako
jsou napiiklad steatohepatitida, hepatitida, onemocnéni vznikajici na zakladé vazivové
prestavby jaterni tkané (jaterni cirhdza ¢i fibroza). Dale sem patii i polékové ¢i jiné

toxické poskozeni jater (Vitek, 2009).
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4 Stanoveni hemoglobinu a bilirubinu v krvi a mo¢i

e Stanoveni bilirubinu v krvi (¢astéji séru)

Prvni metodou stanoveni bilirubinu je diazostanoveni bilirubinu. Timto
postupem je bilirubin stanovovan v rutinni diagnostice. Jedna se o diazoreakci, kterou
poprvé pospal Paul Ehrlich (1883), ve které reaguje bilirubin s diazotovanou kyselinou
sulfanilovou. Reakce se provadi pifimo nebo se pouziva akceleratoru, nejcastéji
alkoholu. Pfi pfimém provedeni reaguje bisglukuronozyl bilirubin s diazotovanou
kyselinou sulfanilovou pifimo, kdezto pii nepifimém provedeni se pouzivd navic
akcelerator. V obou ptipadech vznikaji azopigmenty, které maji typické absorpéni

maximum pii definovaném pH. Toho se vyuZziva pii stanovovani (Vitek, 2009).

Dalsimi metodami jsou enzymatické metody vyuzivajici faktu, Ze enzym
bilirubinoxidaza oxiduje bilirubin na biliverdin a dale na dalsi, finalné bezbarvé
produkty. Zde koncentrace bilirubinu odpovida poklesu absorp¢niho maxima bilirubinu.
Pro odliSeni konjugovaného a nekonjugovaného bilirubinu se pouziva ruzné pH

prostiedi, nebot’ pii pH 3,7 — 4,5 neni nekonjugovany bilirubin oxidovan (Vitek, 2009).

e Stanoveni bilirubinu v mo¢i

MV v

Nejbéznéjsi metodou stanoveni bilirubinu v mo¢i je metoda suché chemie, ktera
vyuziva testovaci prouzek impregnovany diazota¢nim Ccinidlem. Detekéni limit je
8 umol/l. Jedna se o metodu semikvantitativni, ale spolehlivou. Problémy zptsobuje
pouze expozice svétlu a teplu. Odebrany vzorek moce by proto mél byt zpracovan
béhem hodiny od odbéru. Také nckteré latky interferuji s bilirubinem a zplsobuji

fale$né pozitivni vysledky testu. Jsou jimi kyselina askorbova ¢i nitrity (Vitek, 2009).
e Stanoveni hemoglobinu v krvi (séru)

Stanoveni hemoglobinu se provadi fotometrickou metodou a patii
K nejzakladnéj$im laboratornim stanovenim hemoglobinu v krvi. Pomoci tohoto
stanoveni muzeme urcit, zda pacient trpi anémii. Principem fotometrické metody je
pfevedeni dvojmocného Zeleza v hemu na trojmocné pomoci hexakyanoZelezitanu
draselného. V této reakci vznikd methemoglobin, ktery vstupuje do dalsi reakce, v niz
reaguje s kyanidem draselnym a pfeménuje se na velmi staly kyanmethemoglobin.

Kyanmethemoglobin mé jediné Siroké absorpéni maximum pii vinové délce 540 nm

(Burtis et al., 2006).
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Referenc¢ni hodnoty koncentrace hemoglobinu (B hemoglobin) v krvi jsou pro
muze 130-180 g/l a pro zeny 120-160 g/l (Burtis et al., 2006).

Dle novodobych studii se zaina prosazovat nova rychla a citlivd metoda
stanoveni hemoglobinu v krvi, a to metoda zaloZena na fluorescenci zlatych nanocastic
(AUNPs) rozpusténych ve vodném roztoku. Metoda spoléha na vysokou selektivitu
povrchové potiskovacich technik a na silnou fluorescenéni vlastnost AuNPs (Li et al.,

2016).

Nejprve jsou AuUNPs navazany na amino-funkcionalizované kiemicité
nanocastice (SiO2NPs). Na toto je poté hemoglobinem-potisknuty polymerni fetézec
navazan pomoci povrchové potiskovaci techniky. Generovany SiO2/Au/MIPs jako
fluorescencni senzor vlastni oboje, a to jak senzitivitu zlatych nanocastic, tak

specifickou selektivitu molekularné potisknutych polymert (MIPs) (Li et al., 2016).

Podminky jako je pH, stabilita a vliv koncentrace fluorescen¢nich senzort byly
zkoumany ke zjisténi optimalnich podminek detekce. Pro optimalni podminky,
fluorescenéné-zhaseci detekce ukazuje optimalni linearnost s koncentraci hemoglobinu
vrozmezi od 0,1 — 20 pumol/l. Detekéni limit této metody je 0,03 pumol/l (Li et al.,
2016).

e Stanoveni hemoglobinu v mo¢i

Stanoveni hemoglobinu v mo¢i se opira o tzv. pseudoperoxidazovou aktivitu
hemoglobinu. Hemoglobin katalyzuje neenzymové Stépeni peroxidu vodiku na kyslik a
vodu. Pficemz kyslik poté oxiduje redukovany chromogenni substrat (o-tolidin) na
oxidovanou formu, kterd je jiz barevnd. Stejny princip je i u prikazu krve v moci

pomoci diagnostickych prouzku (Burtis et al., 2006).
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5 Chlorofyly a fykobilliny

Chlorofyly patii mezi fotosyntetické pigmenty rostlin, sinic a nekterych fas.
Fykobilliny pak mezi fotosyntetické pigmenty sinic, ruduch a skrytének (Douma, 2008).

5.1 Chlorofyly

Chlorofyly patii mezi cyklickd tetrapyrrolova barviva. Zaéklad struktury tvofi
tetrapyrrolovy fetézec s komplexné vazanym hofe¢natym kationtem. Na sedmém atomu
uhliku ¢tvrtého pyrolového kruhu je vdzana kyselina propionova, ktera je esterifikovana
fytolem. Lipofilni charakter fytolu pak ptfekryva hydrofilni charakter porfyrinu, takze
chlorofyly jsou lipofilni, a tudiz rozpustné v nepolarnich organickych rozpoustédlech
(Prochazka et al., 1998; Emmerova, 2008).

Rozeznavame né¢kolik typt chlorofyli, a to chlorofyl a, b, ¢, d, e, f,
bakterioviridin a bakteriochlorofyl. Chlorofyl a je modrozeleny, chlorofyl b je
Zlutozeleny. Ostatni chlorofyly ¢, d, e a f se vyskytuji v hnédych fasach, sinicich a
nékterych riznobrvkach (Prochazka et al., 1998; Emmerova, 2008).

Biosyntéza chlorofylu za¢inad navazanim kyseliny glutamové na tRNA za
pfitomnosti ATP, Mg?" a ligazy. Vznikly glutamyl-tRNA je pak pouZit na syntézu
pyroli. Dalsim krokem je redukce glutamyl-tRNA na glutamat-1-semialdehyd, ktery je
prekurzorem pro 8-ALA. V dalsi reakci jsou dvé molekuly 3-ALA kondenzovany, za
pfitomnosti enzymu 06-ALA dehydrogendzy, na PBG. PBG ma jiz konstituované
pyrolové jadro. Nasleduje sled reakci stejny jako u syntézy hemu, akorat v poslednim
kroku je misto Fe** zabudovan do molekuly protoporfyrinu IX Mg?* pomoci Mg
chelatazy. Vznikd Mg-protoporfyrin. Jeho biosyntéza pokraCuje tUpravami jeho
postrannich  fetézci za vzniku protochlorofylidu a. Ten je enzymem
protochlorofylidoxidaza redukovan na chlorofylid a, ktery je prekurzorem pro chlorofyl
a. Po navazani fytolu na chlorofylid vznika chlorofyl a. Chlorofyl b vznika oxidaci

chlorofylu a, kdy z methylové skupiny vznika aldehydovéa skupina (Emmerova, 2008).

Chlorofyl je degradovan v chloroplastech pomoci enzymem-katalyzovanych
procesu pres feoforbid a (Pheid a) a cerveny chlorofylovy katabolit (RCC) na primarni
fluorescenéni chlorofylové katabolity (pFCCs). Schematicky je degradace chlorofylu

znazornéna na obrazku ¢. 7 (HOrtensteiner a Kréauter, 2011).
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Degradace chlorofylu zac¢ind na membrané tylakoidd, kde dochazi k redukci
chlorofylu b na chlorofyl a pomoci chlorofyl b reduktdzy. Poté dochazi pomoci
magnesium dechelatazy ke vzniku feofytinu a (Phein a), ktery se méni, v senescentnim
(starnoucim) chloroplastu, na Pheid a za katalyzy enzymem feofytindzou (PPH). Pheid
a pomoci Pheid a oxygenazy (PAO) se méni na RCC. RCC je redukovan, pomoci RCC
reduktdzy (RCCR), na pFCCs. Katabolizmus pFCCs pokracuje v cytosolu rostlinné
bunky. Primarni chlorofylové katabolity jsou modifikovany dalSimi neidentifikovanymi
hydroxylaénimi enzymy na hypermodifikované FCCs a na modifikované FCCs. Osud
hypermodifikovanych FCCs neni dosud prozkouman. Modifikované FCCs jsou déle
modifikovany ve vakuole, kam jsou pieneseny pomoci pienaseée. FCCs jsou
preménény pomoci kyselého pH na nefluoreskujici chlorofylové katabolity (NCCs)
(Hortensteiner a Kréauter, 2011; Marangoni, 2017).

Pfirodni NCCs jsou velmi aktivnimi antioxidanty. Ve skute¢nosti, jejich oxidace
na barevné komponenty probiha snadno, a to vysvétluje jejich pivodni nazev ,,rezavé

pigmenty* (HOrtensteiner a Kréuter, 2011).
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Obrazek 7 — Degradace chlorofylu u vyssich rostlin (Hortensteiner a Kréuter, 2011)
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6 Poruchy metabolismu chlorofylu

Poruchy metabolismu chlorofylu mohou byt u rostlin vrozené (geneticky

podminéné) nebo ziskané (Hrudova, 2011).

Nejcast&jsi poruchou u rostlin je albinismus. Albinismus je u rostlin definovan
jako absolutni nedostatek chlorofylu, kdy chlorofyl neni rostlinou viibec tvofen.
Albinismus muze byt zptisoben mutaci genu pro chlorofyl ¢i chimérickym ristem

rostliny (Hrudova, 2011).

Chiméricky rust znamena vyskyt dvou ¢i vice organicky propojenych genotypti.
V praxi to pak vypada tak, Ze rostlina ma dva ¢i vice rGznych druhi pletiv ¢i bunék

(Hrudova, 2011).

Dalsi poruchou u rostlin je kalciéza. Jedna se o fyziologickou poruchu
zpusobenou nadbytkem véapniku v piadé. V disledku nadbytku véapniku v pidé ma
rostlina nedostatek Zeleza a dochazi k tzv. blednicce rostlin neboli chlordze (Schuster,

2017).

Zelezo je potiebné pro syntézu glutamyl t-RNA reduktazy, enzymu potiebného
pro vytvoreni 6-ALA, kterd je prekurzorem pro syntézu chlorofylu (Kumar a Soell,
2000).

6.1 Stanoveni koncentrace chlorofylu a

Jedna se o spektrofotometrické stanoveni chlorofylu a extrahovaného horkym
etanolem ze sinic a fas zachycenych filtraci vzorku na filtru ze sklenéné vldkniny.
Metoda se vyuziva pro povrchové vody. Obsah chlorofylu a ve vzorku vody se vztahuje
K mnozstvi pfitomného fytoplanktonu (Vejmelkova et al., 2015).

Ptitomnost chlorofylu a v planktonnich sinicich a fasach odliSuje tuto skupinu
mikroorganismli od ostatnich slozek planktonu povrchovych vod, kterymi jsou

mikromycety, bakterie, zooplankton apod. (Vejmelkova et al., 2015).

Vzorky vody se odebiraji do polyethylenovych lahvi o objemu 1 000 — 2 000 ml.
Konzervace vzorkl se neprovadi. Vzorky se zpracovavaji ihned po odbéru. Ve
vyjimecnych ptipadech je mozné skladovani vzorkli méné nez 8 h, a to ve tmé a v

chladnicce pii teploté 2-5 °C (Vejmelkova et al., 2015).
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Pted vlastnim rozborem se vzorek, pokud je odebiran za nizkych teplot nebo
uchovavan v lednici, necha vytemperovat na laboratorni teplotu 20-25 °C.
K vytemperovani obvykle sta¢i doba nutna pro piipravu pracovni plochy a vSech

pomiicek nutnych ke zpracovani vzorku (Vejmelkova et al., 2015).

Poté se vzorek dikladné promichd protfepanim. Odméfena ¢ast vzorku, jejiz
objem zavisi na koncentraci ptitomnych suspendovanych &astic, se zfiltruje pies filtr ze
sklenéné vlakniny za pomoci jemného podtlaku (obvykle 100 - 1 000 ml). Do formulare
na stanoveni chlorofylu a se filtrovany objem zaznamena (Vejmelkova et al., 2015).

Do extrakéni zkumavky se nadavkuje pfesny objem 90% etanolu (napi. 10 ml).
Pouzity objem etanolu se zaznamena do formuléfe. Filtr se zachycenym materidlem se
prelozi filtracni plochou dovnitf a pomoci pinzety se vlozi do pfipravené zkumavky s

etanolem. Zkumavka se pevné uzavie (viz obrazek ¢. 8) (Vejmelkové et al., 2015).

Obrazek 8 — Postup stanoveni chlorofylu a extrahovaného horkym etanolem ze
sinic a ias (Vejmelkové et al., 2015)

Zkumavky se umisti do nosi¢e a vlozi se do pripravené vodni lazné,
vytemperované na teplotu 75 £ 1 °C. Ve vodni lazni se zkumavky zahtivaji po dobu
5 min. Po vyjmuti z vodni 14zné&, se zkumavky ponechaji zchladit na laboratorni teplotu
po dobu 15 min. Po vytemperovani se extrahovany supernatant vycisti tak, ze se opatrné
vyjme filtr. Vzorek se pielije do centrifugacni zkumavky a vycisti se od ptipadné
zbylych  sklenénych vldken. Po sliti se vyciStény supernatant promeéii

spektrofotometrem (Vejmelkova et al., 2015).
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Cast vycisténého extraktu se pielije do kyvety spektrofotometru a proméii se pii
vlnové délce 665 nm a 750 nm proti referencni kyveté s extrakénim ¢inidlem, tj. 90%
etanolem. Po proméfeni se extrakt oddéli do zkumavky a okyseli se ptidanim 0,01 ml
kyseliny chlorovodikové (3 mol/l) na 10 ml objemu extraktu. Obsah zkumavky se
protiepe. Po 5 min se zméti absorbance znovu pii 665 nm a 750 nm. Hodnoty
absorbanci se zaznamenavaji do formulafe pro stanoveni chlorofylu a (Vejmelkova et

al., 2015).

Zjisténé hodnoty absorbance extraktu pied okyselenim a po okyseleni se pouziji
pro vypocet koncentrace chlorofylu a a koncentrace feopigmentti. Hodnota koncentrace
feopigmenti slouzi jako indikace stavu organismill. Feopigmenty jsou produkty
rozkladu chlorofylu. Pomér chlorofylu k feopigmentiim indikuje fyziologicky stav sinic
a fas. Cim je vice chlorofylu ne feopigmenti, tim je rostlina mladsi, a tedy ve velmi

dobrém stavu (Vejmelkova et al., 2015).
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7 Indolova barviva

Indolova barviva jsou barviva odvozena od indolu. Do této skupiny barviv patii

indigo a jeho derivaty (McMurray, 2007).

Indol (obrazek €. 9) je aromaticka heterocyklické organicka sloucenina, ktera ma
bicyklickou strukturu. Bicyklicka struktura sestava z Sesti¢lenného benzenového jadra a

z péti¢lenného pyrrolového kruhu obsahujiciho dusik (McMurray, 2007).

1
7 H
i N
2
5 J
4 3

Obrazek 9 — Struktura indolu (Szocsové, 2010)

Ptiprava indolu probihd nejcastéji tzv. Fisherovou syntézou. Princip spociva
v zahfivani arylhydrazonli, aldehydi ¢i ketonii s bezvodym chloridem zinecnatym,
fluoridem boritym nebo kyselinou polyfosfore¢nou, piipadné kyselinou sirovou
(McMurray, 2007). Nejprve dochazi k pfesunu dvojné vazby za vzniku derivatu
hydrazinu. Hydrazin poté vlivem kyselého prostfedi podléha o-benzidinovému
pfesmyku, nacez vznikly diaminoderivat cyklizuje za odStépeni amoniaku a vznika

indol (McMurray, 2007).

Fischerova syntéza probihd i se substituovanymi fenylhydrazony, ale
Vv nejjednodussim piipade, tj. z fenylhydrazonu acetaldehydu, indol nevznika. Pouziva
se fenylhydrazonu kyseliny pyrohroznové, ktery poskytne 2-indolkarboxylovou
kyselinu. Jeji dekarboxylaci vznika indol. Schéma Fischerovy syntézy je uvedeno na
obrazku ¢. 10 (McMurray, 2007).
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Obrazek 10 — Mechanismus Fischerovy syntézy indolu (McMurray, 2007)

7.1 Indigo a bromindigo

Indigo (obrazek ¢. 11) je organickd sloucenina s charakteristickou modrou
barvou. Indigo se dnes vyrabi synteticky. Pivodné se vSak indigo ziskavalo z rostliny
Indigofera tinctoria, ktera roste v Asii. Indigo se pak ziskavalo extrakci z listd této
rostliny (Douma, 2008; Steingruber, 2004);

Indigo je jedno z nejstarSich barviv vyrabénych chemicky a hojné vyuzivano
Vv textilnim, potravinaiském a farmaceutickém pramyslu. Nicméné, vzhledem k
nebezpe¢i pro Zivotni prostiedi, které predstavuje chemicka vyroba, bylo nutné vynalézt
alternativu v oblasti biosyntézy indiga. Tato studie popisuje ptivodné izolovany kmen
Pseudomonas sp. HOBy, ktery je degradovan naftalinem, produkujici modry pigment.
Tento pigment produkuje, pokud byl do zivného média pfidan indol. Modry pigment
byl analyzovan  vysokotlakou tenkovrstvou chromatografii a  ostatnimi
spektroskopickymi metodami, které odhalily, Ze to je indigo. Pseudomonas sp. HOB:
ukazala schopnost produkovat 246 mg indiga na litr média. Bakterialni indigo bylo
pozd¢ji uspesné pouzito pro barveni bavinénych tkanin. Tohoto se dodnes vyuziva ke

komer¢ni produkei indiga (Pathak a Madamwar, 2010).

Anticky purpur, téz zvany bromindigo, kralovsky ¢i cisafsky purpur je fialové
barvivo obsahujici dva atomy bromu. Barvivo se ziskdva z moiského mékkyse Ostranky
purpurové a pouziva se k barveni latek. Chemicka struktura antického purpuru je

znazornéna na obrazku ¢. 11 (Douma, 2008).
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Obrazek 11 — Indigo (v levo) a anticky purpur (v pravo). Pfevzato z (Cotton, 2011;
Steingruber, 2004) a upraveno.

7.2 Betalainy

Betalainy jsou sekundarni metabolity odvozené od aminokyseliny L-tyrozinu.
Vyskytuji se v rostlinach fadu Hvozdikotvaré. Sem patii napiiklad Hvozdik (=karafiat)
zahradni a dal$i. Také jsou obsazeny V fepé, ktera patii do fadu Laskavcovitych. Zde
nahrazuji antokyanovéa barviva, kterd jsou nejCastéjSimi barvivy rostlin, ovoce a
zeleniny. Betalainy se také nachazi v nékterych vyssich houbach, listech, stoncich a
kofenech rostlin. Poprvé byla betalainova barviva objevena v ¢ervené fepé, odtud
ziskala své pojmenovani. Je to skupina ve vodé rozpustnych barviv obsahujicich dusik,
kterd jsou odvozena od kyseliny betalamové. Betalainy jsou déleny do dvou skupin, a to
na betakyany a betaxantiny (Khan a Parvatam, 2015; Miguel, 2018). Obecnd struktura

betakyanti a betaxantini je uvedena na obrazku ¢. 12.

COOH HOOC N CGOH

Obrazek 12 — Obecna struktura betakyani (vlevo) a betaxantini (vpravo) (Chandrasekhar
etal., 2015)
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e Betakyany

Betakyany zahrnuji ¢ervené az fialové pigmenty. Maji schopnost fluorescence pii
absorpénim maximu 540 nm. Betakyany se ve velkém mnozstvi vyskytuji v ¢ervené
fep€. V malém mnozstvi se vyskytuji v mexickém kaktusu Opuncii. Mezi betakyany
fadime betanin, isobetanin, probetanin a neobetanin, z nichz nejvyznamnéj$im je
betanin (betanidin-5-O-f-glukosid). Betanin ve své molekule obsahuje aminoskupinu,
kterd ma funkci donoru elektronti a molekula tak pasobi jako antioxidant. Betanin byvéa
z tepy extrahovan a vyuziva se v potravinaistvi pod kédem E162. Betakyany svoji
barvou piipominaji antokyany, proto se diive nazyvali jako dusikaté antokyany (Khan a

Parvatam, 2015; Miguel, 2018).
e Betaxantiny

Zahrnuji pigmenty zluté az oranzové barvy. Betaxantiny jsou ve velké miie
zastoupeny v Opuncii, v malé mife v ¢ervené fep&. Jsou to fluoreskujici pigmenty
S absorpénim maximem pii vinové délce 480 nm Mezi betaxantiny fadime
vulgaxantiny, miraxantin a indikaxantin. Hlavnimi zastupci jsou vulgaxantiny.
Vulgaxantiny jsou skupinou zlutych rostlinnych pigmenti, které se nejvice vykytuji
v Cervené fepé. Vulgaxantind je pét typu, a to vulgaxantin I, 11, 11, IV a V. V Cervené
fepé€ je vulgaxantin I (Khan a Parvatam, 2015; Miguel, 2018).

7.2.1 Biosyntéza betalainu

Biosyntéza betalainti je znazornéna na obrazku ¢. 13 (str. 45). Syntéza zacina
hydroxylaci L-tyrozinu na L-DOPA. Reakce je katalyzovana enzymem tyrozinazou.
Enzym byl objeven v rostlinach, které tyto barviva obsahuji. Také byl enzym ziskavan
z hub rodu Amanita muscaria, jez produkuji betalainim piibuzné pigmenty (Gandia-
Herrero a Garcia-Carmona, 2013; Polturak a Aharoni, 2018; Miguel, 2018).

Akumulace L-DOPY, kterd je nezbytnd pro vznik kyseliny betalamove,
vyzaduje zastaveni oxidace L-DOPY na 0-DOPA-chinon, provadéné timto samym
enzymem (Gandia-Herrero a Garcia-Carmona, 2013; Polturak a Aharoni, 2018; Miguel,
2018).

L-DOPA je pak substratem pro druhy enzym této cesty, 4,5-seco-DOPU
extradiol-dioxygenazu. Tento enzym katalyzuje extradiolové §tépeni L-DOPY na 4,5-
seco-DOPU.  Kyselina  betalamova  vznika  ze 4,5-seco-DOPY  spontanni
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mezimolekularni kondenzaci mezi aminovou skupinou, pifitomnou v L-DOPA, a
enzymaticky produkovanou aldehydovou skupinou (Gandia-Herrero a Garcia-Carmona,
2013; Polturak a Aharoni, 2018; Miguel, 2018).

Zluté betaxantiny jsou pak ziskavany kondenzaci kyseliny betalamové s aminy a
amino kyselinami. Pfedpoklada se, ze reakce probiha spontanné mezi amino-skupinou

amini a aldehydovou skupinou betalamové kyseliny do formy pfislusného iminu

(Gandia-Herrero a Garcia-Carmona, 2013; Polturak a Aharoni, 2018; Miguel, 2018).

vvvvvv

syntézu betaninu, jako nejcastéjSiho zéastupce betakyanii u rostlin. L-DOPA,
V nepritomnosti redukujicich latek, je transformovana tyrozinazou na 0-DOPA-chinon
vyuzivajici molekularni kyslik. Poté amino-skupina provadi mezimolekularni
nukleofilni atak na kruh, vedouci ke spontanni cyklizaci a vznikd forma molekuly
leuko-DOPA-chrom, také zndméa pod pojmem cyklo-DOPA. Alternativné muze byt
provadéna konverze L-DOPY na cyklo-DOPU, pomoci cytochromu P450 (Gandia-
Herrero a Garcia-Carmona, 2013; Polturak a Aharoni, 2018; Miguel, 2018).

Tyto navrzené reakce se musi potykat s nestabilitou leuko-DOPA-chromu, jez
podléha spontanni oxidaci na DOPA-chrom, se sou¢asnym sniZzenim molekuly DOPA-
chinonu zpét na L-DOPU. To znamena ze, v nepiitomnosti reduk¢éniho ¢inidla jsou
ptitomny DOPA-chrom a necyklo-DOPA v médiu. Kromé toho DOPA-chrom se bude
vyvijet déle, aby dal vzniku hnédych polymerd, charakteristickych pro enzymatické
hnédnuti (Gandia-Herrero a Garcia-Carmona, 2013; Polturak a Aharoni, 2018; Miguel,
2018).

Jedinou cestou, jak ziskat leuko-DOPA-chrom z L-tyrozinu nebo L-DOPY, je
dosazenim DOPA-chrom stavu Vv nepfitomnosti redukénich ¢inidel a ptedtim, nez
vznikaji hnédé polymery, ho nechat reagovat s redukénim cinidlem, které je schopno
pfeménit DOPA-chrom na leuko-DOPA-chrom (Gandia-Herrero a Garcia-Carmona,
2013; Polturak a Aharoni, 2018; Miguel, 2018).

Z leuko-DOPA-chromu se poté tvofi betanidin, ktery je klicovym mezikrokem
Vv syntéze betakyant. Tyto reakce, ale musi byt provadéné in vitro (Gandia-Herrero a
Garcia-Carmona, 2013; Polturak a Aharoni, 2018; Miguel, 2018).
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Tvofeni betanidinu muze byt také vysvétleno, pokud zvazime roli tyrozin —
betaxantinu a dopaxantinu. Za prvé tyrozin — betaxantin je ziskavan kondenzaci
L-tyrozinu a kyselinou betalamovou. Tento pigment je substratem pro
monofenolazovou aktivitu tyrozinazy, ktera katalyzuje jeho konverzi na druhy pigment
dopaxantinu. Dopaxantin se sdm projevuje jako substrdt pro tyrozinazu, kterd ho
konvertuje na dopaxantin-chinon. Jak se stdva s volnou L-DOPOU, kdyz je dopaxantin
udrZzovan v pfitomnosti tyrozinazy a reduk¢niho c¢inidla, dojde k navraceni se k
0-chinonu, pocateénimu pigmentu. Podminky pro vznik betanidinu z dopaxantin-
chinonu nebyly ur€eny, ale reakce je opravdu mozna a vznik betanidinu muze byt
upiednostiiovan in vivo (Gandia-Herrero a Garcia-Carmona, 2013; Polturak a Aharoni,
2018; Miguel, 2018).

Betanidin mutze byt pfeménovan na betanin enzymem betanidin-5-O-
glukosyltranferdzou, kterd v sobé zahrnuje gluk6zovy zbytek na hydroxylové skupiné
v pozici 5. Transformace betaninu zpét na betanidin je mozna, diky aktivité
B-glukosidazy. Tento pigment je také substratem pro tyrozindzu, kterd zde katalyzuje
pfeménu betanidinu na betanidin-chinon, pficemz se spotifebovava kyslik z tkani.
Kyselina askorbova neboli vitamin C, navraci betanidin-chinon zpét na betanidin
(Gandia-Herrero a Garcia-Carmona, 2013; Polturak a Aharoni, 2018; Miguel, 2018).

Betanin muze také vznikat tak, ze leuko-DOPA-chrom (cyklo-DOPA) je pomoci
enzymu glukosyltransferdzy, glykosylovana na cyklo-DOPA-glukosid a nasledné
kondenzovana ziskanym glukosidem s kyselinou betalamovou (Gandia-Herrero a
Garcia-Carmona, 2013; Polturak a Aharoni, 2018; Miguel, 2018).

I kdyz glykosylace chrani betanin ptfed nestabilitou, kterd je popsana u
betanidinu, zbyvajici hydroxylova skupina miZe byt stale oxidovana enzymem
peroxidazou na betaninovy radikal (Gandia-Herrero a Garcia-Carmona, 2013; Polturak
a Aharoni, 2018; Miguel, 2018).

44



‘ Amines or amino acids |

R1
NH. ~(COOH)
| - \
o HO

NH»
45 emDGPA
o}

Lo
COOH COOH :@j
2 2 —
—‘_" — ~SCOOH
Tyroslnase Tyosinase

Tyosine boPA -DOPA-quinone erekDOPA

IR J

HO HO G\uO
HO/©?\COOH N TCOOH Qj\com HO “COOH \COOH
3
i

1 UDF G
| Glucosyltr ansf erase
|
HO\”_, N
o H

Tyrosine-bx Dopaxanthin Dupaxa thi ﬂUWU & Eeoa idin Betanin

Obrézek 13 — Biosyntéza betalaina (Miguel, 2018)

7.2.2 Degradace betalaint

Navzdory tomu, ze jsou betalainy stabilnéj$i nez antokyany, je zde nékolik
faktorti, které neptiznivé plsobi na jejich stabilitu a témi jsou: pH<3 nebo >7, vysoka
aktivita vody, kovové kationty (Fe**, Fe?*, Cu?*, Cu*, Sn?*, AI**, Hg?*, Cr®"), vysoka
teplota, svétlo, maly obsah pigmentu, a dalsi. Teplota nej€astéji indukuje dehydrogenaci
v pfitomnosti kysliku (oxidace), aldimninovy konec hydrolyzu a dekarboxylaci
betalaind, kterd indukuje barevnou zménu na oranZovo-¢ervenou. Pii hodnotach pH<3
je struktura betalaint konvertovana z aniontove formy na kationtovou, zptsobujici
viditelnou zménu z Cervené¢ho zbarveni na fialové. Pfi hodnotach pH vétSich nez 7
dochazi k hydrolyze aldiminovym koncem betalaint, ktera dava vzniku betalamové
kyseliny a cyklo-DOPA-5-O-glukosidu. To vidime jako barevnou zménu na zluto-
hnédou. Kovové ionty mohou podporovat oxidaci betalainti s naslednou ztratou barvy.
Epimerizace je dalsi proces, ktery muze nastat (Miguel, 2018; Azeredo, 2009). Obrazek

¢. 14 ptedstavuje vSechny mozné chemické procesy, které mohou nastat u betaninu.
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Obréazek 14 — Degradace betaninu a dalsi cesty degradace (Miguel, 2018)

7.2.3 Extrakce, separace, identifikace a kvantifikace betalaini

Betalainy jsou bézné extrahovany =z rostlinného materidllu macerovanou
(kvasenou) extrakci s vodou, v chladu nebo pii pokojové teploté nebo Soxhletovou
extrakci. Pro kompletni extrakci je spiSe preferovano pouziti metanolovych nebo

etanolovych roztokl (20-50%) (Miguel, 2018; Azeredo, 2009).

Pred extrakci je nutné vzorek zahtat na teplotu 70 °C po dobu 20 minut, aby se
zabranilo mozné destrukci nékterych pigmentd. Malé okyseleni kyselinou
chlorovodikovou ¢i kyselinou citronovou nebo kyselym alkoholem (0,4 - 1% HCI)
muze byt pouzito k precipitaci betakyanti. Pfidavek 95% etanolu poskytuje betaxantiny.
Avsak byly nalezeny dalsi techniky pro extrakci betalainli, zejména z Cervené fepy, za
ucelem zlepSeni vytéznosti v kratkém cCase, zlepSeni permeability bunééné membrany a
zlepSeni zivotniho prostfedi. Mezi tyto techniky patii: difuzni extrakce, ultrafiltrace,

reverzni osmoza a volna reverzni osmdza, kryogenni tani, vodni dvoufazova extrakce,
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pulsni elektrické pole a gama ozafeni, mikrovinné a ultrazvukové-pomocné extrakce

(Miguel, 2018; Azeredo, 2009).

Cisténi a separace betalainl je nutno udélat pfed kvantitativni a kvalitativni
analyzou, abychom eliminovali mozné ru$ivé slouCeniny. Chromatografické a

elektroforetické metody se pouzivaji nejcasteji (Miguel, 2018; Azeredo, 2009).

Pro separaci téchto pigmentl se pouziva iontova chromatografie na kationtovém
nosici pryskytice, nasledovana adsorpéni chromatografii na polyamidovém sloupci nebo
sekven¢éni chromatografii na fadé¢ iontovych vyménikti Sephadex (Miguel, 2018;

Azeredo, 2009).

Separace, identifikace a kvantifikace betalaini mize byt provedena vysoko
vykonnostni kapalinovou chromatografii s ultrafialovou detekci, fotodiodovou detekci,
hmotnostni spektrometrii a nuklearni magnetickou rezonanéni detekci s vyuzitim
reverznich fazovych sloupcti a bindrnich gradientnich roztoki (okyselena voda
s kyselinou mraven¢i 2-5%), acetonitrilu nebo metanolu. Jelikoz betaxantiny jsou
fluoreskujicimi pigmenty, mohou se také stanovovat fluorescenénimi metodami

(Azeredo, 2009; Miguel, 2018).
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8 1zochinoliny

Jsou to barviva odvozena od izochinolinu (obrazek ¢. 15). Jednd se o dva
Sesti¢lenné heterocykly, kdy na misté druhého uhliku je dusik. Tato barviva se vyskytuji
Vv rostliné dfistalu obecném (Berberis vulgaris). Tyto latky se pouzivaji v boji proti
nadorovym onemocnénim, jelikoz jsou soucasti protinadorové 1écby. NejvyznamnéjSim
zastupcem je berberin (obrazek ¢. 16). Ten nalezl vyuziti jako Zluté potravinaiské
barvivo a hot¢idlo alkoholickych napojii v né€kterych zemich. Vyskytuje se v mnozstvi
asi 1 % ve vSech Castech dristdlu obecného a jinych dfistdlech, zejména v kofenech a
kafe, ale také v listech a nezralych plodech. Berberin obsahuje také mahonie
cesminolista (Mahonia aquifolium) a dalsi rostliny rodu dfistalovitych (Berberidaceae)
a vodilka kanadské (Hydrastis canadensis) z ¢eledi pryskyinikovitych (Ranunculaceae).
Berberin vykazuje antibakteriadlni, sedativni, laxativni a jiné Uc¢inky. Pro pomérnou

toxicitu a vedlejsi u€inky se v fad€é zemi nepouziva (VeliSek a Hajslova, 2009).
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Obrazek 15 — Strukturni vzorec izochinolinu (Chemsynthesis team, 2008-2018)
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Obrazek 16 — Strukturni vzorec berberinu (Tomen, 2018)
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9 Puriny

Barviva z této skupiny jsou odvozend od purinu (obrazek ¢. 17). Purin je
dvouclenny heterocyklus tvofeny jednim Sesticlennym heterocyklem a jednim
péti¢lennym. Patii sem pigmenty jako guanin, xantin a mo¢ova kyselina (obrazek ¢. 17),
které jsou vyznamnymi pigmenty Zivoc¢isné fiSe. Samotné slouceniny jsou bezbarvé, ale
ve form¢ mikrokrystalki nebo granuli jsou zakladem bilych, krémovych a stfibfitych

polotransparentnich pigmenta napiiklad v Supinach ryb (Velisek a Hajslova, 2009).

0
@5 j \>
purin guanin
0 O
N
HN N HN :
o N N o "N N
xantin kyselina mocova

Obréazek 17 — Strukturni vzorce purinu, guaninu, xantinu a Kyseliny moc¢ové (Vanék, 2018;
Seghal a Jasuja, 2018)
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10 Pteriny

Zé&kladnim skeletem pterinovych barviv je pteridin (obrazek ¢. 18). Pteridin
substituovany v poloze 2 aminoskupinou a v poloze 4 keto skupinou se nazyva pterin
(Velisek a Hajslova, 2009) (obrazek ¢. 18).

0
N N
< <
ANTEN HNT N N
Obrazek 18 — Strukturni vzorec pteridinu (vlevo) a pterinu (vpravo) (National center for
biotechnology information, 2018)

Vyznamnymi pterinovymi barvivy jsou zluty xantopterin a bily leukopterin
(obrazek ¢. 19), které jsou pigmenty motylich kiidel a nekterych druhi hmyzu
(napiiklad vos). Xantopterin byl ziskdn z kiidel Zlutaska, leukopterin je pigmentem
kiidel béelaskt. Dalsi zluté, oranzové a Cervené pteriny se nachazeji jako pigmenty
nékterych koryst, ryb, obojzivelniki a plazi. Prikladem cervenych pterini je
erytropterin (obrazek ¢. 19), ktery se nachazi v kiidlech motylti, hnédych biopterin
(obrazek ¢. 19) a Zlutych sépiopterin (obrazek ¢. 19), ktery je pigmentem sépii (Velisek
a Hajslova, 2009; Wild flower finder, 2005-2018).
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Erythropterin =~ g4

0 OH 0 0
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Nl = | T N N\ Y
)\ X OH )|\ | OH
H:N N N H:N N N
H H H

Biopterin Sepiapterin

Obrazek 19 — Strukturni vzorce xantopterinu, leukopterinu, erytropterinu, biopterinu a
sépiopterinu (Wild flower finder, 2005-2018)
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11 Flaviny (izoalloxaziny)

Tato barviva jsou odvozena od slouceniny izoalloxazinu (obrazek ¢&. 20).
Izoalloxazin je Zluta latka se tfemi kondenzovanymi cykly s dusikem v poloze 1, 3, 5,
10. Nejvyznamnéjsi slouceninou je riboflavin (obrazek ¢. 20), ktery je znamy jako
vitamin B2. Riboflavin se rovnéz pouziva jako zluté potravinaiské barvivo (Velisek a

Hajslova, 2009).
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Obrazek 20 — Strukturni vzorec izoalloxanzinu (vlevo) a riboflavinu (vpravo) (National
center for biotechnology information, 2018; Wild flower finder, 2005-2018)
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12 Fenaziny

Pigmenty odvozené od fenazinu (obrazek ¢. 21) jsou piibuzné flavinovym
pigmentim. Fenazin je slou¢enina, ktera také obsahuje tfi kondenzovane cykly, ale ma
dusik jen v poloze 5 a 10. Tyto pigmenty se vyskytuji u nékterych bakterii, piedevsim u
bakterii naleZejicich do rodu Pseudomonas a Streptomyces. S vyjimkou tmavé modrého
pyokyanu (obrazek ¢. 21) a modrofialového jodinu (obrazek €. 21) ma vétSina fenazinii
Zlutou barvu. Prilezitostné se tyto pigmenty nachazeji 1 V zivocisnych tkanich
v souvislosti s invazi piislusnych mikrobd, napiiklad v infikovanych ranach (Velisek a
Hajslova, 2009).
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Obrazek 21 — Strukturni vzorec fenazinu (vlevo), pyokyanu (uprostied) a jodinu (vpravo)
(National center for biotechnology information, 2018; Batinova, 2013)
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13 Fenoxaziny

Fenoxaziny jsou barviva odvozena od slouceniny fenoxazinu (obrazek ¢. 22).
Tato slou¢enina ma také tfi kondenzované cykly jako fenazin, ale v pozici 5 mé kyslik
misto dusiku. Fenoxaziny se vyskytuji hlavné u liSejniki, a to nejcastéji ve formé
nebarevnych prekurzord. Barviva ziskavana z liSejnika reakci s amoniakem a oxidaci
vzduchem se od praddvna pouzivala jako textilni barviva. Barvivem ziskavanym
z lisejniku skalacka barvitska (Rocella tinctoria) je fialovy lakmus, ktery se pouzival

k barveni napoju (Velisek a Hajslova, 2009).

Fl
N

"y
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Obréazek 22 — Strukturni vzorec fenoxazinu (Velisek a Hajslova, 2009)

Dtlezitou skupinou fenoxazinil jsou tzv. orceinova barviva znama jako orchil.
Dnes pochazeji zejména z Azorskych a Kanarskych ostrovi. Orchil je purpurovy az
Cervenofialovy pigment ziskavany z liSejniki rodu Rocella a Orchella. Zakladnim
pigmentem orchilu je purpurovy orcein (obrazek €. 23). Je smé&si riznych hydroxy- a
aminofenoxazint. Jeho prekurzorem v lisejnicich je erytrin (obrazek ¢. 24). Barvivo je
malo rozpustné ve vodé€, ale je dobie rozpustné v etanolu. Sulfonaci orceinu se
pripravuje barvivo rozpustné ve vode, které se pouzivd pro barveni nealkoholickych

napoji a cukrovinek (Velisek a Hajslova, 2009).
HO
N R,
OH
R; O R,

Obrazek 23 — Strukturni vzorec orceinu (Hoffmeier, 2007)
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Obrazek 24 — Strukturni vzorec erytrinu (National center for biotechnology information,
2018)

Fenoxaziny jsou také zluté az hnédé a hnédocervené pigmenty vyskytujici se u
bezobratlych zivocichi a nékterych obratlovci, naptiklad jako pigmenty oci registrujici
rozptylené svétlo. Vyznamné jsou zejména pigmenty zvané ommochromy. Piikladem je
Zluty pigment xantommatin (obrazek ¢. 25) obsahujici vazanou kyselinu asparagovou
(Velisek a HajSlova, 2009).

Obréazek 25 — Strukturni vzorec xantommatinu (National center for biotechnology
information, 2018)
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Zavér

V této praci jsem se vénovala tématu Pfirozena barviva, konkrétn¢ dusikatym
heterocyklickym slouc¢eninam. Uvedla jsem rozdé€leni ptirozenych barviv podle jejich
struktury a nasledné jsem rozd¢lila dusikaté heterocyklické slouceniny do podskupin

podle jejich chemické struktury. Dale jsem uvedla charakteristiku jednotlivych skupin

dusikatych heterocyklickych sloucenin.

V dalsi ¢asti jsem se zaméfila na moznosti stanoveni a uvedla nemoci, které jsou

spojeny s poruchou v metabolismu téchto barviv.

Dusikaté heterocyklické slouceniny jsou skupinou pfirozenych barviv, které se
vyskytuji vSude kolem nas a hraji dilezitou roli jako antioxidanty. Pyrrolova barviva se
vyskytuji v zivo¢isnych a rostlinnych bunkach a vytvaii tak charakteristické zbarveni.
Metabolizmus téchto barviv je velmi citlivy na vnéjsi a vnitini faktory. Jakakoliv mensi

zména miize zpusobit vaznou poruchu, naptiklad anémie, hyperbilirubinémie a dalsi.

Indolova barviva se vyskytuji pifedevS§im v rostlinach. PouZivaji se k barveni

tkanin a jako potravinaiska barviva. Také patii mezi vyznamné antioxidanty.

Izochinolinova, purinova, pterinova, flavinova, fenazinova a fenoxazinova
barviva se vyskytuji v rostlinach, liSejnicich a v Zivo¢isnych schrankach. Tyto barviva
se pouzivaji k barveni potravin, napojlii, davaji se do 1€¢iv ¢i jsou vyznamnymi

vitaminy.

Naptiklad izochinolinova barviva se pouzivaji k 1é¢bé nadorovych onemocnéni.
Flavinova barviva patii mezi vitaminy, které ovliviwji kvalitu pleti, zlepSuji
metabolizmus a dal$i. Purinova barviva jsou souc¢ésti nukleovych kyselin, podileji se na
vzhledu rybich Supin atd. Mezi pterinova barviva patii vyznamny vitamin rozpustny ve
vodé, a to kyselina listova (B9). Ta hraje dtlezitou roli v prvnim trimestru téhotenstvi,
jelikoz se podili na spravném vyvoji nervové soustavy plodu. Fenazinova barviva patii
mezi bakterialni pigmenty a fenoxazinova barviva nalezla vyuziti v potravinaiském

priamyslu.
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