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Anotace:

Zbarveni zivych organismi je zpusobeno pfitomnosti mnoha rtiznych druhii organickych barviv
(pigmenttr). V rostlinach patii mezi nejdulezitési barviva karotenoidy, antokyany a chlorofyly.
V sinicich se vyskytuji linearni tetrapyroly fykobilind. Tato prace se vénuje moznostem chemickeé
modifikace linearnich tetrapyrolt esterifikaci a jejich schopnosti vazat kovy, analogicky
s cyklickymi tetrapyroly. Ke sledovani reakci byly vyuzity zejména metody absorpcni
spektroskopie a HPLC.

Annotation:

The coloring of living organisms is caused by the presence of many different types of organic dyes
(pigments). The most important pigments in plants include carotenoids, anthocyanins and
chlorophylls. Linear tetrapyrroles phycobilins are found in cyanobacteria. This thesis deals with the
possibilities of chemical modification of linear tetrapyrroles by esterification and their ability to
bind metals, by analogy with cyclic tetrapyrroles.Absorption spectroscopy and HPLC were used to

follow the reactions.
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1. TEORETICKA CAST
1.1. Tetrapyrolové pigmenty

Jak jiz z nazvu vyplyva, tetrapyroly jsou tvofeny ¢tyfmi pyrolovymi kruhy, coz jsou
N-heterocyklické slouCeniny (obr. 1). VSechny modifikované molekuly tetrapyrolovych
barviv jsou odvozeny od uroporphyrinogenu III (obr. 2), ktery je v rostlinach syntetizovan
z glutamové kyseliny v nékolika krocich (Scheer, 2003). Podle struktury molekuly se
tetrapyroly déli na cyklické a linearni. Jednotlivé molekuly jsou modifikované — lisi se
v postrannich fetézcich, oxidacnim stavu cyklické molekuly a vyskytu a typu centralniho
kovového iontu. Rozdilné struktury tetrapyrolti maji vliv na jejich fyzikalné-chemické a také
biologické vlastnosti. (Bryant et al., 2020). VSechny tetrapyroly obsahuji rozsahlé systémy
konjugovanych dvojnych vazeb, coz jim dava schopnost absorbovat svétlo ve viditelné
oblasti spektra. Jsou Siroce pouzivany jako barviva v mnoha pramyslovych odvétvi, z ehoz

nejznamé;jsi je potravinové (Silva et al., 2020).
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Obr. 1:  Struktura  pyrolu  (upraveno Obr. 2: Struktura uroporphyrinogenu III
v ChemSketch podle PubChem). (upraveno v ChemSketch podle MetaNetX).

Tetrapyroly se podileji na mnoha esencialnich procesech umoziujicich zivot na Zemi
a patii proto mezi jedny znejdilezit€jSich molekul produkovanych burikami
(Battersby, 2000). Nejbézné€jsimi tetrapyrolovymi barvivy jsou chlorofyly (Chl), zelené
pigmenty pouzivané rostlinami pii fotosyntéze. Jedna se o cyklické tetrapyroly s navazanym
centralnim atomem dvojmocného hoic¢iku, esterifikované dlouhym nepolarnim vedlejSim
fetézcem (obr. 3). Chlorofylii a pfibuznych bakteriochlorofylt se v ptirodé vyskytuje mnoho
typu. Nejznaméjsi a nejcastéjsi jsou chlorofyly a, b a ¢ (Scheer, 2003). Chlorofyly se podileji
na oxygenni fotosyntéze, pii které vznikd kyslik jako vedlej§i odpadni produkt. Jejich
absorpcni spektra maji maxima 400 — 500 nm v modré oblasti (tzv. Soretiv pas) a 650 —

680 nm v ¢ervené oblasti (tzv. pas Q).



Bakteriochlorofyly (BChl) jsou kofaktory v anoxygenni fotosyntéze, pii které
nedochazi k produkci kysliku.  Absorpéni spektra BChl dosahuji maxima v
infraCervené oblasti cca 800 — 1040 nm (Singh et al., 2020). Ve fotosyntetickém aparatu
Acidiphilium rubrum se v BChl namisto Mg?* vyskytuje Zn>* (Lockhart et al., 1996, Wakao,
1996, Bryant et al., 2020).
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Obr. 3: Obecna struktura chlorofylu (upraveno v ChemSketch podle Karg et al, 2021).

Dalsim znamym zastupcem cyklickych tetrapyrola je hem (obr. 4), coz je prosteticka
skupina hemoproteint, kterA ma ve své struktufe navazany Fe’*. Obecné se jedna o
kofaktory podilejici se na prenosu elektronti v mitochondriich a chloroplastech. V pfirodé se
vyskytuje nékolik druhli molekul obsahujicich hem, pfiCemz mezi nejznameéjsi patfi
hemoglobin a myoglobin, které se pfirozené syntetizuji v téle zivocichli véetné lidského, kde
zajistuji prenos a uskladiovani kysliku. Tyto molekuly jsou zaroven nejvétsi zasobarnou
zeleza v téle. Diky silné absorpci svétla v modré a fialové oblasti (tzv. Soretiv pas) maji
hemy obvykle ¢ervenou barvu, ale mohou se jevit i jako hnédé nebo dokonce zelené. Naopak
jejich absorpce v oblasti pasu Q je velmi slaba. (Smith et al, 1970, Murray, 2009,
Contreras et al., 2014)

HO,C COzH

Obr. 4: Struktura hemu (upraveno v ChemSketch podle Poulos, 2014).



Vyse uvedeni zastupci tetrapyrolt maji uzavieny cyklus, vjehoz stfedu najdeme
navazany kov. Pfi uvolnéni z navazanych proteinti se nékteré tetrapyroly stavaji toxickymi,
konkrétné hem a chlorofyl (Apel & Hirt, 2004). Je tedy potieba, aby doslo k jejich
bezpe¢nému odbourani. Tim vznikaji jejich rozpadové produkty, také znamé pod nazvem
biliny, linearni tetrapyroly bez navazaného centralniho kovu.

Rozpadovym produktem chlorofylu je fylobilin, linearni tetrapyrol, ktery se
shromazd’'uje v nezelenych listech a ve zrajicich plodech. Bylo popsano nékolik druhd
fylobiling, které se 1isi strukturou. VSechny obsahuji pét kruhti (A-E), které jsou vyznaceny
na obr. 5, ale lisi se napf. sloZzenim koncovych kruhii A a D, stereochemickou konfiguraci
nebo substituenty. Také se 1isi ve schopnosti absorbovat svétlo od bezbarvych az po barevné
(Krautler, 2016, Karg et al., 2023), pti¢emz bezbarvé fylobiliny pfevazuji (Oberhuber &
Kréutler, 2002). U fylobilint byly zjistény silné antioxidacni a protizanétlivé ucinky, a také
antiproliferativni U¢inky na rakovinné buriky. Tyto u€inky dosahuji vyznamnych hodnot,
diky kterym je lze povazovat za cenné mikroziviny ve stravé. Navic by mohly vysvétlovat
ucinky nékterych 1é¢iv obsahujicich bylinné piimési a vytazky (Karg et al., 2019, Karg et
al., 2021).

CO,H
CO,CH;

Obr. 5: Struktura fylobilinu (upraveno podle Krciutler, 2014).

Hemoglobin se v lidském téle rozpada na globin a hem. Hem je enzymaticky
pfeménén na zeleny linearni tetrapyrol biliverdin pomoci hemoxygenazy, kdy dojde
k odstépeni centralniho kovu a rozpojeni fetézce. Biliverdin je dale pomoci biliverdin
reduktazy pfeménén na bilirubin, coz je finalni produkt rozpadu hemu. Bilirubin je zluté
tetrapyrolové barvivo znamé také jako tzv. zlucové barvivo. Jeho pfitomnosti si 1ze vSimnout
napriklad pfi onemocnéni zloutenkou, ktera se projevuje zbarvenim kiize a o¢niho bélma
dozluta. Bilirubin je dale transportovan do jater, kde dochazi kjeho odbouravani

(Vitek & Schwertner, 2007, Murray, 2009).



V téle cloveéka vznikne 250 —350 mg bilirubinu denné. Pfi vyskytu koncentraci
vys$Sich nez 106 umol/l u dospélého cloveka bylo prokazano potencialni nevratné poskozeni
nervového systému. Byly vSak zjistény 1 pozitivni dopady bilirubinu. Jedna se o latku
s antioxidativni a protizanétlivou schopnosti (Jensen & Daiber, 2012,
McDonnell & Mohiuddin, 2023) . Silnou schopnost bilirubinu absorbovat svétlo 1ze vyuzit
pii fototerapii. Konkrétné se pouziva pii 1éCeni hyperbilirubinemie u novorozencu, kdy
dochazi ke zvySeni hladiny bilirubinu v krvi nad 25 pumol/l. Po absorpci modrého svétla o
vinové délce 400 —490 nm dochazi k jeho prfemeéné na fotobilirubin, ktery lze snadno

vyloucit moci (Pratesi et al., 1985, Wegiel & Otterbein, 2012).

COCH COOH

Obr. 6: Struktura rozpadovych produktii hemu: vlevo bilirubin (upraveno v ChemSketch
podle Laskar et al., 2016) a vpravo biliverdin (upraveno v ChemSketch podle Lamparter et
al., 2002).

1.2. Fykobiliny

Fykobiliny jsou linearni tetrapyroly vyskytujici se v buiikach sinic a nekterych fas.
Jsou to fotosynteticka barviva schopna svétlosbérné funkce v oblasti viditelného svétla. Jsou
kovalentn€ vazany pomoci thioéterové vazby mezi prvnim uhlikem vinylového substituentu
na pyrolovém kruhu A do fykobiliproteinti (Scheer, 2003). Ty jsou polarni, a tedy dobfe
rozpustné ve vodeé. Jejich vyuziti vyrazné roste, jelikoz na rozdil od nekterych syntetickych
pigmentu, nejsou zdravi Skodlivé. Jsou vyuzivany predevs§im v chemickém a potravinarském
prumyslu, ale i v textilnim pramyslu. Diky jejich silné fluorescenci jsou také vyuZzivany
v biomedicin€ jako fluorescencni znacky (Sudhakar, 2015, Qiang, 2021). Fykobiliproteiny
jsou dale vazané do fykobilizomu, coz jsou svétlosbémé antény, které jsou soucasti
fotosyntetického aparatu sinic (Masojidek er al., 2013, Pagels et al, 2019), ruduch
a skrytének (Bryant et al., 1979, Beale & Cornejo, 1991).



V piirodé najdeme celkem ¢tyfi typy fykobiling, které se vzajemné lisi svou
strukturou — fykocyanobilin (fcb), fykoerytrobilin (Obr. 7), fykourobilin a fykoviolobilin.
Nejblizsi svou strukturou je fykocyanobilin s fykoviolobilinem, jelikoz se jedna o izomery
(Ikeuchi et al., 2008, Scheer et al., 2008). Kazdy z typu je navazan do jiného proteinu a ma
jiné absorp¢ni vlastnosti, které jsou upfesnény v tabulce (Tab. 1). Ty jsou dané zejména
vzajemnym pusobenim vazby na protein, spiSe nez rozdilnymi strukturami. Po navazani
fykobilini na protein mtze dochazet k riznym deformacim fykobilind, coz mize ovlivnit
jak kovalentni vazby na koncich tetrapyrolt, tak nekovalentni interakce mezi molekulami

(Setlik, 1998, Mysliwa-Kurdziel & Solymosi, 2017).

COOH COGCH COOH COOCH

Obr. 7: Struktura fykobilinii: vievo fvkocyanobilin a vpravo fykoerytrobilin (upraveno
v ChemSketch podle Zhao et al., 2012). Ve strukture fykocyanobilinu je zobrazeno i oznaceni

Jednotlivych pyrolovych kruhii.

Tab. 1: Fykobiliproteiny a polohy jejich absorpcnich maxim (Pagels et al., 2019)

Fykobiliprotein Absorp¢ni maximum (nm)
Allophycocyanin 650 - 660
Fykocyanin 610 - 625
Fykoerytrin 490 - 570
Phycoerytrocyanin 560 - 600

Fykourobilin mé zluté zbarveni a spolecné s fykoerythrobilinem se vyskytuje
v ruznych typech fykoerytrinu, kde je energeticky nejvySe polozenym pigmentem
(Swanson et al., 1991, Pagels, 2019). Fykoviolobilin ma fialové zbarveni a spolecné
s fykocyanobilinem je kofaktorem fykoerytrocyaninu. Diky jeho schopnosti absorbovat
svétlo o kratsi vinové délce umoziuje preziti organismu ve vétSich hloubkach, kde svétlo
delSich vinovych délek chybi (Bishop et al., 1987, Ishizuka et al., 2007). Fykocyanobilin ma
modré zbarveni a je kofaktorem fykobiliproteini fykocyaninu a allofykocyaninu

(Frank & Cogdell, 2012, Kirilovsky & Biichel, 2019).



Fykocyanin a fykoerytrin jsou v pfirodé nejvice zastoupené fykobiliny. Fykocyanin
je vyznamnou slozkou piirodniho barviva Spiruliny, které dodava barvu'. Podle
Yamada & Kato (2004) jsou larvy martinace dubového (Antheraea yamamai) schopny
generovat zelené kokony, pfiCemz zelena barva je zpusobena pfitomnosti modrého bilinu.
K tomu dochéazi pouze pii vysoké intenzité svétla (5 000 lux), v piipadé nizké intenzity
svétla maji kokony zlutou barvu.

Fykocyanin ma také fadu vyznamnych vlastnosti, konkrétné antioxidacni
a protizanétlivé vlastnosti in vitro (Gonzalez et al., 1999, Hirata et al., 1999). Tato schopnost
je vyssi u fykocyaninu nez u samotného fykocyanobilinu, coz je pravdépodobné zptsobeno
vazbou na protein (Bhat & Madyastha, 2001).

Dal§im fykobilinem je fytochromobilin, ktery se wvyskytuje v rostlinach jako
chromoforovy prekurzor pro fytochromy. Fytochromy tvoii hlavni tfidu fotoreceptort
slouzicich pro regulaci reakci na zmény vlnové délky, trvani a sméru svétla v rostlinach

(Mukougawa et al., 2006).

1.3. Fytochromy — receptory svétla v rostlinach

Vsechny zivé organismy maji schopnost vnimat svétlo a reagovat na n¢j. Tato
schopnost je zasadni pro fotosyntetické organismy, u nichz jsou do fotosenzorickych drah
zapojeny proteiny. Diky pfitomnosti aromatickych aminokyselin vykazuji proteiny
schopnost absorbovat svétlo i v blizkosti UV zéfeni. Pro rostliny jsou vSak vyznamné
proteiny, znamé jako fytochromy, obsahujici barevné kofaktory
(Rockwell & Lagarias, 2010). Ty umoziyji citlivost na konkrétni vinovou délku v oblasti
viditelného svétla v oblasti 380 — 750 nm (Hangarter, 1992). Fytochromy reguluji rizné
aspekty rastu, rozvoje a reprodukce rostlin, vCetné kliCeni semen. Poskytuji rostlinam
signaly, které spousti biologické hodiny pfizpisobené i rocnim obdobim.

Na proteinové jadro fytochroml je kovalentné navazany tetrapyrolovy chromofor
fytochromobilin, ktery je syntetizovan z hemu. Pokud se rostlina potykd s nedostatkem
fytochromi, dochazi k nepfirozenému rastu a vyvoji (Wu et al., 1997, Sharrock, 2008).
Mechanismus reakce fytochromli spociva ve schopnosti reverzibilniho pfepinani mezi
dvéma stabilnimi konformery, tzv. Pr pro absorpci Cerveného svétla (vinova délka okolo
660 nm) a Pfr pro absorpci dalekého Cerveného svétla (far-red, vinova délka okolo 730 nm).
Prepinani mezi konformery zalezi na vystaveni rostliny svétlu, pficemz vystaveni ptimému
slunci dochéazi kustaleni rovnovahy mezi obémi konformery. Pr forma je u rostlin

biologicky neaktivni a Pfr forma je biologicky aktivni (Smith, 2000, Quail, 2010).

' Code of Federal Regulations USA, 78 FR 49120
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1.4. Rychlost chemickych reakci

Studiu rychlosti chemickych reakci, zpisobtim jejich méfeni a interpretaci se vénuje
chemicka kinetika. Rychlost reakci zavisi obecné na koncentracich latek vystupujicich
v reakci au vétSiny reakci také na teploté. Rychlost ovliviluje mnoho faktord, jako je
stechiometrie chemickych rovnic, mnozstvi soubéznych reakci a pfipadné meziprodukty
nebo vedlejsi produkty. Zakladni informace kinetiky jsou koncentrace vychozich latek
a produkti v riznych Casech reakce. Reakéni rychlost lze jednoduse vyjadrit jako zménu
koncentrace v ¢ase. Vychazime z obecné rovnice reakce

aA + bB - R + qQ

Pro kazdou chemickou reakci existuje rychlostni rovnice, ktera se zjiStuje
experimentalné. Rychlostni rovnice popisuje zavislost reak¢ni rychlosti na koncentracich
reaktantll a produktd. Zménu koncentraci latek v ¢ase 1ze sledovat riznymi metodami. Pro
studium kinetiky reakci s rychlym priabéhem se pouziva pratokova metoda, kdy dochazi
ke smichani slozek v misici komote. Nevyhodou této metody je potfeba velkého objemu
reakCni smeési, Cemuz se da predejit pouzitim metody zastaveného toku. Vedle rychlych
reakci mame 1 extrémné rychlé reakce, které je potfeba méfit pomoci zableskové fotolyzy,
pii které je vzorek vystaven kratkému zéablesku svétla. Mezi dalsi metody pro urcovani
slozeni patfi také plynova chromatografie, emisni a hmotnostni spektroskopie nebo
magneticka a elektronova paramagneticka rezonance. V pfipadé, Ze jedna ze slozek vykazuje
charakteristickou absorpci v oblasti viditelného svétla, jako jsou napiiklad fotosynteticka
barviva, je vhodné pouzit metodu meteni absorpce zatreni (Schlodder, 2009).

Rychlostni zékony jsou diferencialni rovnice, které mohou byt integrovany tak,
aby predpovidaly zménu koncentraci reaktantii v Case. Rychlostni rovnice se Casto vyjadiuje
jako souc¢in mocnin koncentraci reaktanta a rychlostni konstanty.

r = k[A)*[B}

kde r je rychlost reakce, k je rychlostni konstanta, ktera charakterizuje rychlost reakce
za danych podminek, x je fad reakce vzhledem ke slozce A ay je fad reakce vzhledem ke
slozce B. Soucet exponenti jednotlivych reaktanti (x +y) se nazyva celkovy fad reakce.
To je Cislo urcujici, jakym zptusobem zavisi rychlost na koncentraci. Urcuji se jak dil¢i fady
pro jednotlivé reaktanty a také celkovy tad reakce, coz je soucet vSech dil¢ich radu. Dilci
fady reakce mohou byt necelociselné, coz znamena, ze zavislost na koncentracich reaktantt
je slozitd. Vétsina reakci je slozita, ale v nékterych pfipadech jsou rady reakce celoCiselné
avtom piipadé je mozné z nich odhadnout pribéh reakce a moznosti ovlivnit rychlost

reakce zménou reakEnich podminek.



Casto se popisuji tii zakladni fady reakce, a to reakce nultého, prvniho a druhého
radu. U reakce nultého fadu je spotreba reaktantu v ¢ase konstantni a kinetika reakce ma tvar
ptimky. Rychlost reakce ma v tomto ptipadé¢ jednoduchy vypocet

r = k[A]

kde k je rychlostni konstanta a [A] je koncentrace latky A. Podminkou je pfitomnost
reaktantu, kterym je v reakénim prostredi vétSinou nasyceny katalyzator.

U reakci prvniho tadu zavisi rychlost na koncentraci jednoho reaktantu a jejich
kinetika ma tvar klesajici exponenciely. Rovnici této reakce lze zapsat jako

A - R

kde A znaéi reaktant a R znaci produkt reakce. Pro vypocet prib&hu této reakce se

pouziva
[Al = [A]o x e™

kde [A]; je koncentrace latky A v Case t, [A]o je poCatecni koncentrace latky A, k je
rychlostni konstanta a t je ¢as, ve kterém koncentraci méfime. Graf zavislosti logaritmu
podilu [A]+/[A]o na Case je pro reakci prvniho fadu pfimka.

Oproti pfedchozim reakcim, u reakce druhého fadu je rychlost reakce zavisla na dvou
reaktantech prvniho fadu, nebo jednoho reaktantu druhého fadu a jejich kinetika ma tvar

hyperboly (Novék et al., 2008, Atkins, 2013).



2. CILE PRACE
e Optimalizovat metodu esterifikace fykocyanobilinu vyvinutou v pfedchozi
bakalarské praci
e Zjistit schopnost fykocyanobilinu a jeho esteri vazat dvojmocné ionty kovil

v analogii k vazbé kovu na chlorofyly



3. MATERIAL A METODY

3.1.

Pouzité chemikalie a Cinidla

aceton (Cistota > 99%, Sigma-Aldrich)

chloroform (Cistota p.a., Sigma-Aldrich)

diethylether (bezvody, 99,8%, Aldrich)

kyselina chlorovodikova (Cistota p.a., 35%, Lach-Ner)
hexan (Cistota pro HPLC, VWR)

hexan-1-ol (bezvody, > 99%, Sigma-Aldrich)

kyselina sirova (Cistota p.a., 96%, Lach-Ner)

metanol (Cistota pro HPLC, VWR)

deionizovand voda (pfistroj Water purification se systémem Smart2Pure,
Thermo)

dichlormetan (Cistota p.a., Sigma-Aldrich)

spirulina (Topnatur s. r. 0.)

acetylacetonat zinecnaty (Cistota p.a., Sigma-Aldrich)
acetylacetonat méd’naty (Cistota > 99,9%, Sigma-Aldrich)
acetylacetonat kobaltnaty (Cistota > 99,0%, Sigma-Aldrich)
acetylacetonat nikelnaty (Cistota 95%, Sigma-Aldrich)
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3.2. Metody
3.2.1. Izolace fykocyanobilini

Vychozim materidlem pro izolaci fykocyanobilinu byly oproti pfedchozi praci
(Vomackova, 2022) tabletky spiruliny prodavané jako potravinovy doplnek. Pfi izolaci byly
na jednu davku pouzity 2 g spiruliny, tedy 10 tabletek, které byly rozdrceny a ziskany prasek
byl poté smichan s vodou. Smés byla fadné promichéana a nasledné odstfedéna na centrifuze
(5 min, 6500 x g), ¢imz byl ziskdn supernatant obsahujici ve vodé rozpustnou frakci
s velkym mnozstvim modrého fykocyaninu. Stejné mnozstvi vody bylo pfidano k peletu po
centrifugaci, ktery byl opét promichan a znovu zcentrifugovan. Tento krok byl zopakovan
celkem 3x, jelikoz paty. vzorek jiz obsahoval minimalni mnozstvi fykocyaninu a prevazoval
chlorofyl. Pro kontrolu byla zméfena absorpcni spektra jednotlivych vzorkd, nez doslo
k jejich smichani.

Ziskany modry supernatant (fykocyanin) byl dale pouzit jako zdroj pigmentt. Dalsi
kroky izolace byly provedeny stejné jako u predchozi prace (Vomackova, 2022).
Supernatant byl smichdn s acetonem za vzniku modré srazeniny. Vzniklda smés byla
odstfedéna na centrifuze a pelet s fykobiliproteiny byl nasledné vysuSen vtemnu za
snizeného tlaku.

Fykobiliny byly ze srazenych proteini uvolnény kyselou hydrolyzou
(Malinova, 2020). K vysuSenému peletu o primérné hmotnosti 0,5 g + 0,25 bylo pfidano
45 ml 35% HCI (OhEocha, 1958). Smés byla inkubovana v temnu pii pokojové teploté po
dobu jednoho tydne, prubézné promichavana a nasledné odstfedéna. Supernatant byl oddélen
a hydrolyza byla ukoncena pifidanim vody do supernatantu v poméru hydrolyzat : H.O
(1 : 4, v/v). Smés supernatantu s vodou byla opakované vytifepana do chloroformu a ziskana
chloroformova faze byla odparena v temnu za snizeného tlaku. V poslednim kroku byl maly
objem vzorku preveden do zkumavky, dosusen proudem plynného dusiku a nasledné

uchovan v uzaviené sklenéné vialce pti -18°C.

3.2.2. Precisténi fykobilina (TLC)

Pro precisténi byla smés ziskanych pigmentt rozpusténa v chloroformu a nanesena
na polyesterovou TLC desticku se silikagelovou stacionarni fazi o rozméru 10 x 20 cm
(Polygram Sil G, Macherey-Nagel, Némecko). Pro vyvoj vzorku byla pouzita mobilni faze
chloroform : metanol : hexan v poméru 17 :4 : 1 (v/v) (Kalkus, 2018). Fykocyanobilin se
v pouzité metodé jevi jako modry prouzek s Rf ~ 0,86. Silikagel s adsorbovanymi barvivy
byl vyskraban, rozpustén v metanolu a kratce zcentrifugovan pro odstranéni silikagelovych

castic. Metanolovy extrakt byl vysuSen v temnu za snizeného tlaku.
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Pro kvantifikaci ziskaného pigmentu a pribéznou kontrolu jeho cistoty byla zméfena
jeho absorp¢ni spektra v rozsahu 300 — 800 nm. Analyt byl rozpustén v metanolu. Pro
vypocet koncentrace fykobilind byl pouzit molarni absorpéni koeficient & = 38 000 dm>.mol"

Lem™ pii vinové délce 640 nm (Glazer & Hixson, 1975, Bishop et al., 1987).

3.2.3. Fischerova esterifikace

Na zéklad¢ predchozi prace (Vomackova, 2022) byla pro dalsi praci vybrana syntéza
hexylesteru. Pro jeho pfipravu byl bilin rozpustén v 250 ul DCM pii koncentraci 27,56 uM
abylo pfidano 10 000x vétsi mnozstvi 1-hexanolu (mol/mol), nez byl obsah bilinu.
Kontrolni zkumavka obsahovala pouze bilin v DCM a hexanol, do ostatnich bylo pfidano
5 ul koncentrované H>SOs, jejiz H' iont katalyzuje reakci. Vzorky byly esterifikovany
v termobloku pfi konstantni teploté 30 °C, kvili nizké teploté varu DCM.

Pfi optimalizaci metody esterifikace byla reakce provadéna po dobu 15, 30, 90, 180,
360 a 720 minut. Cas zahiivani kontroly byl 180 minut.

Po ubéhnuti planované doby byla reakce ukoncena piidanim 1 ml vody a pigment byl
vyextrahovan pfidanim 500 pl diethyletheru. Smés byla protfepana a poté odstfedéna pro co
nejpresné€jsi oddéleni fazi. Vzorky byly 5% omyty vodou a pfi poslednim omyti byla vrchni

faze obsahujici pigment odpipetovana a vysuSena za snizené¢ho tlaku.

3.2.4. HPLC analyza sloZeni vzorku
Slozeni vzorkt bylo analyzovano pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC). VSechna méfeni byla provedena na sestavé Alliance HPLC (Waters, USA), ktera je
sloZzena ze separacniho modulu Waters €2695 a detektoru Waters 2998 PDA. K rozdéleni
pigmentl byl pouzit systém s reverznimi fazemi tvoreny nepolarni C18 kolonou (Nova-Pak

C18 Column, 60A, 4 pm, 3.9 mm x 300 mm), a mobilnimi fazemi uvedenymi v tabulce

(Tab. 2).

Tab. 2: Slozeni mobilnich fazi pouzité metody (Jeffrey et al., 2005)

Nazev mobilni faze Slozeni mobilni faze

Mobilni faze A Metanol : 0,5 M octan amonny - 80 : 20, v/v, pH 7,2
Mobilni faze C Acetonitril : voda—-90: 10, v/v

Mobilni faze D Ethyl acetat 100%
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Vzorky pigmenta byly rozpustény v 250 pl metanolu a prefiltrovany pies PTFE filtr
(primér 13 mm, velikost pora 0,2 um, Agilent Technologies). Vzorek o objemu 100 ul byl
nastfiknut automatickym davkovadem, priitok mobilni fize byl nastaven na 1 ml.min™.
V tabulce (Tab. 3) jsou uvedeny jednotlivé faze gradientu pouzitych mobilnich fazi
(Jeffrey et al., 2005). Detekce probihala spektrofotometrickym detektorem v rozsahu 265 —
800 nm. Data byla nactena a vyhodnocena v softwaru Empower 3 (Waters, USA).

Tab. 3: Gradient mobilnich fazi pouzity v HPLC (Jeffrey et al., 2005).

Cas (min) mobilni faze A (%) mobilni faze C (%) D mobilni faze (%)
0 100 0 0
4 0 100 0
18 0 20 80
25 0 20 80

3.2.5. Vazba ionti kovu na bilin a bilinester

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky jednotlivych kovii v metanolu o objemu
10 ml a koncentraci 6,3 mM.

PreciStény pigment byl rovnomérné rozdélen do péti zkumavek, zcehoz jedna
slouzila jako kontrola. Z jednotlivych zasobnich roztokti bylo odebrano 100 ul pro
desetinasobné  fedéni. Desetkrat ziedéné roztoky byly dale pouzity tak,
aby vysledna koncentrace kovu ve smési s pigmentem byla 10 ekvivalent koncentrace
pigmentu.

Pfiprava a méfeni jednotlivych vzorka probihaly postupné, z divodu vyssi pocatecni
rychlosti reakci. Meéfeni absorpCnich spekter po pfipravé vzorkii probihalo ve
dvouminutovych rozestupech na spektrofotometru Shimadzu UV-1800 po celkovou dobu
dvou hodin. Spektra byla méfena v rozsahu 300-850 nm, zméfeni jednoho spektra trvalo cca
I minutu. Reakce byly dale sledovany s vétSim Casovym odstupem po 1 dni a 7 dnech.

Po dobu reakce byly reakcni smési ulozeny ve tmé za pokojové teploty.
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3.2.6. Kinetika reakcis dvojmocnymi kovy
Na zakladé ziskanych absorpénich spekter byla vedoucim prace provedena zakladni
analyza pocateCni rychlosti vazby kovu na pigment. Kinetika chemickych reakci byla

modelovana soustavou exponencialnich funkci ve tvaru
A(t) = yg + AeFkat

kde A(t) je Casovy prubéh absorbance pii reakci, yo je konstanta upravujici polohu kiivky
(offset), A; je pocatecni amplituda souvisejici s absorbanci a koncentraci pozorovaného
analytu a ¢ je Cas reakce. Nejdulezitéjsi je v tomto piipadé parametr k;, coz je rychlostni
konstanta reakce a jeho prevracena hodnota 7= I/k je Casova konstanta reakce. V mnoha
ptipadech bylo nutné pouzit vice nez jednu exponencialni funkci. V téchto pfipadech je
ziskano vice parametri A; a ki, tedy vice amplitud a rychlostnich konstant. Hodnoty
parametri modelu byly ziskany fitovanim metodou nejmensich Ctvercu. Kvalita fitu byla
hodnocena podle tvaru reziduali (odchylky modelu od naméfenych dat) a hodnoty

upraveného koeficientu determinace (adjusted R?).
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4. VYSLEDKY

4.1. Purifikace fykocyaninu a fykocyanobilinu

Nové pouzita metoda purifikace fykocyaninu z komercnich tablet spiruliny je
jednoducha a snadno proveditelna i bez slozitych zafizeni, a proto byla také adaptovana do
podoby vhodné pro vyuku na stfednich $kolach a v praktikach na VS. Ve zjednoduseném
postupu se po rozpusténi nadrcenych tabletek ve vode suspenze zfiltruje a vysledkem je ¢iry,
vyrazn€ modry roztok se silnou Cervenou fluorescenci, ktera je pozorovatelna 1 okem. Silna
fluorescence je dukazem toho, Zze ziskany fykocyanin je blizko nativnimu stavu
(Taylor, 2002). Metoda byla poprvé aplikovana ptfi projektu pro studenty stfednich skol
organizovanym JihoCeskou univerzitou (projekt Studenti zakim, zaci sob€). Aktivita
s fykocyaninem prob€hla 7. tnora 2023. Pro tento ucel byl pfipraven navod uvedeny

v priloze (kapitola 9).

4.2. Optimalizace esterifikace

V navaznosti na zavedeni nové metody esterifikace v bakalafské praci
(Vomackova, 2022) byla metoda optimalizovana. Cilem optimalizace bylo maximalizovat
vytézek diesteru a minimalizovat Cas potfebny pro reakci. Na obrazku chromatogramt
reak¢énich smési inkubovanych rizné dlouhou dobu (obr. 8 ) je vidét, ze po 15 minutach
reakce jsou v reakéni smési obsazeny monoestery ve velkém mnozstvi. Od ¢asu 30 minut

vyrazne piibyva diestert, které po 6 hodinach reakce zcela prevladaji.
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Obr. 8: Porovnani HPLC chromatogramu esterifikovaného bilinu po ruzné dlouhé dobé
esterifikace.
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Piky z HPLC chromatogrami na obr 8. byly pro zjednoduseni analyzy klasifikovany
do Ctyt skupin dle jejich retencnich ¢asti a predbézné oznaCeny jako: volny fykocyanobilin
(3 min), monoester fykocyanobilinu (6,5 min), neznama latka se spektrem fykocyanobilinu
(10,4 min) a diester fykocyanobilinu (12 min). Casovy vyvoj reakce ze tfi opakovanych
meéfeni byl kvantifikovan z ploch jednotlivych piki v chromatogramu a je shrnut v tabulce
(Tab. 4) a na obrazku (Obr. 9). V tabulce (Tab. 5) jsou uvedeny smeérodatné odchylky

zméfenych ploch pika v jednotlivych Casech reakce pro kazdou métrenou skupinu.

Tab. 4: Priimérné hodnoty procent plochy jednotlivych skupin pikii zmérenych na HPLC po

esterifikaci, hodnoty ze ti'i samostatnych experimentii.

1. skupina 2. skupina 3. skupina 4. skupina
15 min 33,0 36,0 3,6 16,0
30 min 22,6 41,9 1,9 27,4
90 min 11,0 10,3 6.1 68,8
180 min 10,0 8,7 5,0 71,4
360 min 3.3 54 3,7 84,5
720 min 7,2 7,8 5,9 74,4

Tab. 5: Smérodatna odchylka ploch jednotlivych skupin v jednotlivych casech ze 3 mérent.

1. skupina 2. skupina 3. skupina 4. skupina
15 min 22,9 14,0 1,8 15,3
30 min 21,2 9,4 1,1 12,9
90 min 1,4 9,4 2,4 8,9
180 min 11,6 10,6 1,6 22,6
360 min 4,7 4.8 2,5 10,4
720 min 12,4 6,7 4,6 16,0
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Obr. 9: Casovy vyvoj esterifikacni reakce. Vyneseny jsou priimérné hodnoty ploch pikii
v HPLC chromatogramu (n=3, + smérodatnd odchylka).

Ze ziskanych dat je patrny postupny narust koncentrace 4. skupiny pika (diesteru)
a pokles ostatnich skupin. Po 90. minuté je reakce pomalej$i. Maximalni plocha 4. skupiny
pikt, 85 %, byla dosazena po 360 minutach reakce. Pii piipravé estert fykocyanobilinu pro

dalsi experimenty byla proto pouzita metoda esterifikace s dobou reakce 6 hod (360 min).

4.3. Vazba kovu na fykocyanobilin a jeho ester

Krome esterifikace je atraktivni moznosti modifikace vlastnosti pigmenti vazba
kovi. Neékteré cyklické tetrapyroly jako chlorofyl, hem nebo kobalamin obsahuji vazany
kov. Z literatury je znamo, ze nckteré linearni tetrapyroly dokazi také atom kovu navazat
(Petrier et al., 1979). Izolovany fykocyanobilin, stejné jako jiné volné linearni tetrapyroly,
nema silnou fluorescenci. Naopak tetrapyroly vazané na protein (jako fykocyanin) nebo
s centralnim atomem kovu (napf. chlorofyl) jsou casto silné fluorescencni. Piipadna silna
fluorescence je tedy zajimavy doklad vazby kovu na pigment (Li et al., 2014). Proto byla
v této praci vyzkousSena vazba dvojmocnych kova na pfipraveny fykocyanobilin. Pro tento

pokus byly pouzity soli celkem ¢ty dvojmocnych kov — konkrétné Zn, Co, Cu, a Ni.
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4.3.1. Vazba kovu na fykocyanobilin
Reakce fykocyanobilinu po pfidani soli kovi byly sledovany pomoci absorpéni
spektrometrie. Oproti pocate¢nim piedpokladim (Li er al., 2014) byly reakce soli kovu
s fykocyanobiliny pomérné pomalé a mély komplikovany prabéh. Vysledky budou

prezentovany nejprve kvalitativné a poté kvantitativné.

4.3.1.1. Zinek
Smés bilinu a 10 ekvivalentu Zn>* se zpocatku vyvijela pomérné rychle, kdy jiz po

dvou minutach byly vidét rozdily oproti pre€isténému bilinu (Obr. 10).

0.6
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Vlnova délka (nm)

Obr. 10: Absorpcni spektra fcb s ionty zinku v metanolu méreny kazdé 2 min po dobu 2 hod.

Modpre je zndazornéno spektrum volného fykocyanobilinu pred priddanim kovu.

- 18 -



0.6

bilin

Zn 10 eq 2 min
Zn 10 eq 2 hod
Zn 10 eq 24 hod
Zn 10 eq 1 week

Absorbance

300 400 500 600 700 800
Vlnova délka (nm)

Obr. 11: Vybrand absorpcni spektra z prithéhu reakce fykocyanobilinu s ionty zinku. Casy

reakce jsou uvedeny v legende.

Ihned po pfidani soli Zn doslo k poklesu absorbance v UV (300-400 nm) i viditelné
oblasti (zejména 500-650 nm), kde zaroven doslo k zizeni absorpéniho pasu Q. Po dvou
hodinach byl pozorovan nartst absorbance a vznik novych pikd, konkrétné doslo k rozpadu
Q pasu do dvou uzSich pasi u 620 nm a 660 nm a vytvofeni vyrazného pasu v Cervené
oblasti okolo 770 nm. Po 24 hodinach reakce doSlo ke zmizeni pasu u 770 nm, pas Q
v oblasti 660 — 690 nm klesl a naopak pas Q u 620 nm vyrazné vzrostl. Zaroven doslo ke
zuzeni Soretova pasu, ktery se posunul do UV oblasti na 340 nm. Po sedmi dnech doslo
k naprostému vymizeni pasu v oblasti 660 — 690 nm. Vzniklé spektrum tvofené piky
u340nm a 620 nm pifipomind absorpéni spektrum chlorofylu a posunuté do modra

(chlorofyl @ ma maxima u 435 nm a 664 nm, (Jeffrey et al., 2005).
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4.3.1.2. Kobalt

Reakeni smés s kobaltem se vyvijela vyrazné rychleji nez ostatni reakce. Vykazovala
zejména pokles absorbance v celém spektru, oproti zinku nebyly pozorovany vyraznéjsi
narusty absorpce v dlouhovinné oblasti spektra (obr. 12). Po tydnu reakce bylo celkové
absorpcni spektrum vyrazn€ nizs$i nez u zinku (obr. 13). Vysledny produkt reakce mél
maxima absorbce u cca 400 nm a 630 nm, byl tedy s vyjimkou velmi nizké intenzity velmi
podobny spektrim Zn-fykocyanobilinu. V piipadé kobaltu by bylo vhodné zvolit kratsi

Casové rozpéti reakce nez tyden, protoze mezi spektry zméfenymi po dvou hodinach

.....
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Obr. 12: Absorpcni spektra fcb s ionty kobaltu v metanolu méreny kazdé 2 min po dobu 2

hod. Modfe je zndzornéno spektrum volného fykocyanobilinu pred priddanim kovu.
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Obr. 13: Vybrand absorpcni spektra z priibéhu reakce fcb s ionty kobaltu v case.

Zasobni roztok kobaltu pii skladovani pravdépodobné oxiduje z oxidacniho Cisla 11
na III, coz je doprovazeno barevnou zménou. Cerstvé piipraveny roztok je svétle rizovy,

zatimco starsi roztok ma zelenou barvu (viz. obr. 26).

4.3.1.3. Méd’

Vyvoj reakéni smési s Cu (Obr. 14) byl podobny situaci u Zn, jen rychlejsi. Jiz po
dvou minutach se objevil velmi vyrazny dlouhovinny pik u 770 nm, jehoz pokles byl
pozorovatelny jiz béhem prvnich 2 hodin méfeni. Nebylo tedy mozné méfit rychlost tvorby
tohoto pasu. V prvnich dvou hodinach reakce doslo k posunu Soretova pasu z 380 nm na
405 nm. Po jednom dni a po tydnu vSak tento pas zmizel a ve spektru ziistal v této oblasti jen
maly pik u 350 nm. Spektrum Cu-fcb (Obr. 15) bylo po tydnu tvofeno zejména pikem

u 638 nm a jeho ramenem u cca 590 nm.
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Obr. 14: Absorpcni spektra fcb s ionty médi v metanolu méreny kazdé 2 min po dobu 2 hod.

Modpre je zndazornéno spektrum volného fykocyanobilinu pred priddnim kovu.
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Obr. 15: Vybrand absorpcni spektra z pritbéhu reakce fcb s ionty médi v Case.
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4.3.1.4. Nikl

Smés s Ni se také vyvijela obdobné k Zn-fcb (obr.16). Znovu je zpocatku reakce
vidét pik u 770 nm, ktery ale setrvava i po 24 h a mizi az ve spektru po 1 tydnu. Vysledné
spektrum po 1 tydnu je tvofeno pikem u 645 nm a dvéma piky v UV oblasti u 350 nm a ~410
nm. Vyvoj reakce s Ni byl zfejm¢& pomalejsi nez u ostatnich kova.

Béhem prvnich dvou hodin meéfeni bylo v grafu pozorovano hned nékolik
izosbestickych bodu, napt. u 392, 512, 710 nm, coz by odpovidalo relativné jednoduchému
prubéhu reakce. Analyza kinetiky této reakce (viz. kapitola 4.3.2.) vSak prokazala pfitomnost

nejméné dvou reakci.

0.6

Absorbance
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Vlnova délka (nm)

Obr. 16: Absorpcni spektra fcb s ionty niklu v metanolu méreny kazdé 2 min po dobu 2 hod.

Modpre je zndazornéno spektrum volného fykocyanobilinu pred priddnim kovu.
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Obr. 17: Vybrand absorpcni spektra z pritbéhu reakce fcb s ionty niklu v case.

Souhrn absorpénich spekter reakci fcb se vSemi zkouSenymi kovy po tydnu reakce je
v obrazku (Obr. 18) dole. Ze Ctyt vyzkousenych kovu jsou si polohou pasu v Cervené oblasti
nejpodobnéjsi Zn a Co. Komplex s Cu ma tento pik posunuty do ¢ervena a s Ni jesté vice, i
kdyz zde pravdépodobné po tydnu jesté reakce nedobéhla do rovnovahy (zistava viditelny

dlouhovlnny pik u 770 nm).
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Obr. 18: Absorpcni spektra fcb s ionty kovit v metanolu méreny po tydnu.

4.3.2. Kinetika reakcis dvojmocnymi ionty

PocateCni prubéh reakce byl detailné zaznamenavan po dobu prvnich dvou hodin od
pfidani soli kovu. Z divodu komplexniho vyvoje vzorku bylo pro popis prubéhu této reakce
zvoleno modelovani vyvoje vybranych pikli v ¢ase. Zaznam absorbance u jedné vinové
délky byl modelovan uzitim jednoduché exponencialni funkce, ptipadné souctem vice téchto
funkci v ptipadé komplikovangjsiho pribéhu reakce. Vzhledem k variabilité pozorovanych
reakci nebylo mozné vyuzit pro analyzu jednotnou vinovou délku pro vSechny testované
kovy. V zavislosti na danych podminkach byl analyzovan pribéh pocateCnich reakci
v oblasti dlouhovinného piku (~ 770 nm), Soretova pasu (~ 400 nm) a pasu Q (~ 630 nm).
V ptipadé reakce s Co bylo mozné pouzit jen oblast pasu Q. Konkrétni hodnoty jsou
uvedeny v tabulce (Tab. 6).

Z divodu nedostatku Casu provedl analyzu rychlosti reakci vedouci prace. Zde jsou
uvedeny jen dvé ukazky modelu dat a souhrnna tabulka vysledkd. Prvni ukazka vyvoje
reakce je pro pfipad Zn-fcb. Na obr.19 je vyvoj dlouhovinného piku u 774 nm v Case. Data
byla dobie prolozena modelem s jednou exponencielou. Dle Atkins & De Paula (2003) by
tato reakce odpovidala reakci prvniho fadu. Ziskana ¢asova konstanta byla cca 7700 s,

tj. pfiblizné 128 minut.

-25-



0.055 |

0.050 |

0.045

0.040

0.035

Absorbance A7,

0.030

0.025

0.0004 F
0.0002
0.0000
-0.0002 |

Rezidualy

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Cas [s]

Obr. 19: Analyza rychlosti reakce Zn-fcb u 774 nm. Model (Cervené) je jedna exponencialni
funkce.

V mnoha piipadech bylo potfeba pouzit vice nez jednu exponencielu. V takovém
ptipadée bylo ziskano vice ¢asovych konstant a také vice amplitud slozek. Napf. na obrazku
(Obr. 20) je kinetika reakce se soli niklu u 418 nm. Tato data vyzadovala dvé exponenciely
s Casovymi konstantami 8700 s a 366 s, tj. pfiblizné 145 minut a 5,6 minut. I v tomto ptipadé

podle nahodného prabéhu rezidualt model velmi dobfe popisuje data.
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Obr. 20: Analyza rychlosti reakce Ni-fcb u 418 nm. Model (cervené) je soucet dvou

exponencialnich funkci.
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Tab. 6: Spoctené rychlosti reakci fcb s kovy. Prvni sloupec indikuje kov a
analyzovanou vinovou délku. Adj. R’ je upraveny koeficient determinace, ktery zohlediuje i

sloZitost pouZitého modelu.

relativni amplitudy

charakteristické Casy [s]
slozek [%o]

Tl T2 Al A2 Adj. R?
Zn
774 nm 7707 100,0 0,0 0,9997
375 nm 10766 100,0 0,0 0,9985
662 nm 9502 100,0 0,0 0,9999
Ni
753 nm 7680 100,0 0,0 0,9994
616 nm 8828 319 95,0 5,0 1,0000
418 nm 8730 336 97,2 2,8 1,0000
365 nm 9802 335 96,0 4,0 1,0000
Cu
407 nm 11541 361 96,6 3,4 1,0000
637 nm 10398 500 97,3 2,7 1,0000
766 nm 10918 100,0 0,0 0,9999
Co
366 nm 2384 307 24,7 72,6 0,9999

Ziskané rychlosti v§ech reakci jsou uvedeny v tabulce (Tab. 6). Jak je vidét z hodnot
upraveného koeficientu determinace (adjusted R?), vSechna data méla maly Sum a bylo
mozné je velmi dobie popsat exponencialnim modelem. Vét§ina pozorovanych absorpénich
zmén v prvnich dvou hodinach reakce se soli kovu byla zptisobena pomalymi reakcemi
s charakteristickymi ¢asy okolo 9500 s, tj. 160 minut. Vyjimkou byla reakce s kobaltem, kde
byly az dvé tretiny pozorované absorpéni zmény zpusobeny rychlou reakci

s charakteristickym ¢asem zhruba 300 s, tj. 5 minut.

4.3.3. Vazba kovu na ester fykocyanobilinu

Prabéh reakci esteru fcb s jednotlivymi kovy probihal velmi podobné jako reakce
kovu s precisténym fcb. I v tomto pfipade byly reakce méfeny nejprve po dobu prvnich dvou

hodin, po 24 hod a po tydnu.
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4.3.3.1. Hexylester a zinek

Prabéh reakce esteru fcb se zinkem probihal podobné, jako reakce kovu s fcb. I tady
doslo k poklesu absorbance v UV 1 viditelné oblasti. U Q pasu je viditelné rozdéleni na dva
uzsi pasy u 630 nm a 690 nm, coz vykazuje mirny posun do Cervené oblasti oproti smési
kovu s fcb. K tomuto rozdéleni a posunu doslo jiz u spektra méfeného po dvou minutach.
Nedoslo zde k vytvoreni pasu okolo 770 nm, ktery u fcb s kovem po 24 hodinach reakce
zmizel. Po 24 hodinach reakce doslo k vyraznému snizeni pasu Q u 690 nm a naopak
vyraznému vzrustu pasu Q u 630 nm. Po tydnu doslo k uplnému poklesu pasu Q u 690 nm.
Vzniklé spektrum s hlavnimi piky u 340 a 620 nm je velmi podobné s absorpcnim spektrem

fcb se zinkem po tydnu, pas Q je ale u esteru oproti Soretovu pasu vyssi.
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Obr. 21: Vybrand absorpcni spektra z pritbéhu reakce hexylesteru fcb s ionty zinku v Case.
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4.3.3.2. Hexylester a kobalt

Obdobn¢ jako u reakcéni smési Co-fcb, tak i u reakéni smési esteru s kobaltem doslo
na zaCatku reakce k poklesu absorbance v celém spektru. Po 2 hodinach doslo k poklesu
absorbance v UV oblasti a nartistu uzkého pasu u 630 nm, ktery i se zbytkem spektra béhem
tydne uz pouze klesal. Hlavnim rozdilem byla vyssi stabilita komplexu kobaltu s esterem fcb
oproti komplexu Co-fcb. Zatimco u komplexu Co-fcb mél pas Q po tydnu jen 22 %
amplitudy absorbance pliivodniho fcb, pas Q u komplexu kobaltu s esterem fcb dosahoval

amplitudy 68 % plvodni absorbance.
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Obr. 22: Vybrand absorpcni spektra z pritbéhu reakce hexylesteru fcb s ionty médi v Case.
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4.3.3.3. Hexylester a méd’

Béhem vyvoje reakéni smési s médi doslo na pocatku reakce k uplnému poklesu
absorbance v oblasti Q pasu a vzristu v infracervené oblasti (okolo 800 nm). Zaroveri doslo
k posunu Soretova pasu do Cervena do oblasti cca 410 nm oproti 365 nm u bilinu. Po tydnu
vSak doslo k uplnému zmizeni tohoto pasu a objevil se mnohem uzsi pas v UV oblasti na cca
340 nm. Vysledné spektrum po tydnu je zhruba o 40 % nizs§i v Q pasu nez spektrum po 24
hodinéach a objevil se v ném také novy maly pik u 500 nm. Ve srovnani s Cu-fcb jsou polohy
Soretova i Q past podobné, rozdil je predevS$im v jejich amplitudach, kdy v pfipadé
komplexu médi sesterem fcb je amplituda u obou past vys$si. Nejvétsi rozdil je vsSak
v poloze ptrechodného pasu, kdy u Cu-fcb je jeho maximum u 765 nm, zatimco u komplexu

medi s esterem fcb je u 800 nm.
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Obr. 23: Vybrand absorpcni spektra z pritbéhu reakce hexylesteru fcb s ionty médi v Case.
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4.3.3.4. Hexylester a nikli

Reakéni smés esteru s niklem meéla také obdobny vyvoj jako reakce s Ni-fcb. Na
zacatku reakce doslo k poklesu celého absorpcniho spektra. Po 24 hodinach doslo k vyvoji
piku u 770 nm, ktery po tydnu reakce zmizel. Obdobné¢ je na tom také pik u 430 nm, ktery je
nejvic vidét po 24 hodinach. Ten byl oproti reakci Ni-fcb posunuty ze 413 nm k 432 nm. Po
tydnu doslo k ustaleni pasu v UV oblasti u 337 nm, mizeme tedy pozorovat posun pasu o
13 nm ke kratSim vlnovym délkam oproti komplexu Ni-fcb (kapitola 4.3.1.4.). V porovnani
s Ni-fcb doslo k posunu Q pasu z 645 nm na 625 nm, a zaroveri jeho pomér je vzhledem
k ptuvodnimu fcb vyssi nez u Ni-fcb. U prechodného pasu doslo jen k mirnému posunu do
cervena. Vzhledem k rozdilnym amplitudam je pravdépodobné, ze komplex kovu s esterem

fcb je stabilngjsi nez Ni-fcb.
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Obr. 24: Vybrand absorpcni spektra z pritbéhu reakce hexylesteru fcb s ionty niklu v case.
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4.3.4. Kinetika reakci estertu s dvojmocnymi kovy
Data z vazby kovu na ester fcb nebyla dostate¢né kvalitni pro vyhodnoceni jako
v piipadé fykocyanobilinu s kovem. S nizsi kvalitou bylo mozné zpracovat data z vazby Ni a
Co na ester fcb. V ptipadé Ni se podafilo modelovat data pomoci jedné exponenciely u
vlnové délky 773 nm s casem 9 360 s a také u 432 nm s ¢asem 11 130s. V ptipadé kobaltu
byly charakteristické Casy absorpcni zmény u 369 nm 3 590 s a 617 s. Vzhledem k delSim
Casum, nez byly u kinetiky fykocyanobilinu s kovem lze fict, Ze vazba kovu na

esterifikovany fykocyanobilin je pomalej$i zhruba o 25 %.

4.3.5. HPLC analyza esteru fykocyanobilinu s navazanym kovem
Ziskané smési kovu s esterem byly po tydnu reakce analyzovany také pomoci HPLC,
vysledné chromatogramy jsou na obrazku (Obr. 25). Oproti ocekavani jsou chromatogramy
velmi slozité s vy$§im mnozstvim pikd. V chromatogramech je od nejméné 4 velkych pika u
esteru Zn-fcb az pres 10 pikid u esteru Ni-fcb. Dominantni pik u esteru fcb u 12 min (Obr.
25) v chromatogramu Zn a Co téméf chybi a v chromatogramu Zn a Cu se vyskytuje vyrazny
dvojpik okolo 10 minuty. Z nedostatku Casu se prace podrobnéj§i analyze téchto dat

nevénuje.
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Obr. 25: Porovndni HPLC chromatogramii komplexu esterifikovaného fcb s ionty kovii.
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S. DISKUZE

5.1. Izolace fykocyanobilinu

Z divodu zjednoduseni izolace fykocyanobilini byla oproti pfedchozim pracem
(Malinovéa, 2021, Vomackova, 2022) zvolena purifikace z komercné vyrabénych tabletek,
coz se osvédcilo jako ucinnd metoda. Na zakladé jednoduchosti izolace v kombinaci se
studiem oboru uéitelstvi biologie a chemie pro SS byl v ramci programu ,,Studenti zakam,
zaci sobé“ zvolen tento pokus, ktery by bylo mozné vyuzit ve vyuce. Konkrétné ve vyuce
chemie lze demonstrovat rozpustnost polarnich a nepolarnich latek v rozpoustédlech
(konkrétné vodé a etanolu) a také jejich pfitomnost, kterou Ize detekovat okem jako barvu
roztoku. Pokus je vhodny také do hodin biologie pfi studiu botaniky, konkrétné algologie. Je
mozné identifikovat vzorky a nazorné ukazat, ze v tabletach spiruliny se nachézi sinice
obsahujici fykobilizomy, zatimco napf. v tabletce chlorelly se fykobilizomy obsahujici
fykocyanobilin nevyskytuji a tim padem neposkytne modry roztok. V pokrocilé verzi €i ve
fyzice lze na vzorku demonstrovat pouziti spektroskopickych metod k analyze slozeni
vzorku pomoci fluorescencni spektroskopie. Nevyhodou muze byt nedostateCna vybavenost
Skol. Na obdobném vzorku byla jiz publikovana metoda pro demonstraci analyzy denaturace
proteinu (Heller, 2000, Taylor, 2002).

Limitujicim krokem prace je v danou chvili pracnd a nedostate¢na purifikace
fykocyanobilinu po hydrolyze, jejiz vytézek je velmi maly. V prabéhu prace byla otestovana
metoda precisténi pomoci HPLC, ktera by mohla byt v budoucnu ucinnéjsi nez docasna
purifikace. Z nedostatku ¢asu nebyla metoda tadné testovana a nebyla tedy ani dale

rozpracovana.

5.2. Esterifikace

Pfi optimalizaci esterifikace bylo otestovano malé mnozstvi podminek. Hlavnim
divodem bylo relativné malé mnozstvi vzorku, které omezovalo moznost prace s vyssimi
koncentracemi fykobilind. Za téchto podminek bylo zjisténo, Zze optimalni doba esterifikace
pii 10 000x nadbytku alkoholu je 6 hodin. I pfes relativné dlouhou dobu reakce nebyly dalsi
experimenty vyrazné ovlivnény.

Po ziskani vyS§Sich koncentraci precisténého fykobilinu by bylo vhodné otestovat také
alkoholy s delSimi uhlikatymi fetézci a pripadné koncentracni fadu alkoholl, coz by
umoznilo ziskat 1 parcidlni tad reakce pro pridavany alkohol. V predchozi praci
(Vomackova, 2022) byla testovana reakce predevSim s butanolem a hexanolem. DalSim
otestovanym alkoholem byl dodecylalkohol, u kterého vSak nebyly testovany ruzné Casy

esterifikace.
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I pfes upravu délky esterifikace jsou v chromatogramech z HPLC obsazeny
kontaminujici slozky, nebo mozna vedlejsi produkty reakce, v mnozstvi pres 10 %. Pro zisk
Cist§iho produktu by bylo mozné smeés precistit v HPLC, bylo by vSak zapotiebi ziskat vétsi

mnozstvi vstupniho fykocyanobilinu.

5.3. Vazba ionti kovii na fykocyanobilin a jeho ester

Motivem k této praci byly kromé analogii s cyklickymi metaloporfyriny také diive
publikované prace o moznosti vazby kovu na biliverdin a fylobiliny vznikajici pfi rozkladu
chlorofylu v rostlinach (Velapoldi & Menis, 1971, Petrier et al., 1979, Li et al., 2014,
Chen et al., 2020). V této praci se podafilo prokazat, ze vSechny Ctyfi testované kovy
zpusobuji vyznamné zmény absorpCnich spekter. Ve vSech pfipadech doslo k vyraznému
zizeni absorpcniho Q pasu, coz interpretujeme jako diasledek omezeni konformacni
flexibility molekuly fykocyanobilinu. Je velmi pravdépodobné, ze doslo ke koordinaci atomu
kovti na dusiky v pyrolovych kruzich. Tato interakce byla dobie popsana u fylobilinu (Li et
al., 2014, Li et al., 2016).

Ve své praci Li er al. (2014) popisuje na fylobilinech pomérmné rychlé koordinacni
reakce probihajici v fadu nékolika sekund az minut. Dal$i z citovanych praci také uvadéji
relativné jednoduché reakce s nékolika isosbestickymi body ve spektrech. Konkrétné
Velapoldi & Menis (1971), uvadi reakce biliverdinu s kovy s podobnymi rychlostmi, jako
jsou nami provadéné reakce, ale spektra opét ukazuji piitomnost isosbestickych bodu, coz
indikuje relativn€ jednoduchy prubéh reakce.

V literatufe jsou po vazbé kovu popsany zmény absorpénich spekter, kdy obvykle
dochazi k posunu Q pasu do Cervena (Petrier et al., 1979, Li et al., 2014, Li et al., 2016,
Chen et al., 2020). Oproti literature naSe data vykazuji slozité reakce s nékolika
pozorovanymi mezistupni a vysledné absorpéni maximum je jen mirn€ posunuté do Cervena.
Napriklad u reakce Zn-fcb se nejprve objevil pik okolo 770 nm, potom okolo 660 nm
a nakonec se vzorek ustalil s pikem u 620 nm. Oproti tomu volny fykocyanobilin ma
absorpcni maximum v oblasti 590 — 640 nm. Pavod pozorovanych zmén nelze bez dalSich
analyz spolehlivé vysvétlit. Je znamo, ze nepolarni bakteriochlorofyly maji schopnost
agregovat ve volném pufru, coz je doprovazeno vyraznym posunem absorpce do Cervena
(Zup&anova et al., 2008). Je tedy mozné, e prvni pozorovany pik okolo 770 nm je zpasoben
vznikem agregatu vice molekul fcb v prvnich krocich reakce po piidani kovu. Li et
al. (2016) také popisuji existenci stabilniho dimeru fylobilinu se zinkem a je mozné,
ze podobny dimer muze prechodné existovat i v nasich vzorcich, kde se mize projevit jako

jeden z pozorovanych prechodnych piku. JelikoZ poloha Q pasu komplexu s kovy je blizka
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poloze pasu Q volného fykocyanobilinu, 1ze pfedpokladat, ze vétSina ptipravenych vzorka je
po tydnu reakce tvofena monomernimi molekulami.

U vzorka obsahujici kobalt byla pozorovana mala stabilita vzniklého komplexu. To
mize byt CasteCné zpusobeno nestabilitou barviv a jejich komplexi na svétle
(Velapoldi & Menis, 1971). Vét§im faktorem v tomto pfipadé bude nejspi§ pfitomnost
kysliku v reakéni smési a oxidace navazaného kovu. U zasobniho roztoku kobaltu dochazelo
k viditelné zméné zabarveni (obr. 26), coz je s nejvetsi pravdépodobnosti zptisobeno prave
pritomnosti kysliku. V budouci praci by bylo vhodné provadét reakce bez piistupu kysliku a
s co nejmens$im pristupem svétla. Také by bylo mozné charakterizovat stabilitu pfipravenych

komplexi na svétle i ve tme.

e TSN

Obr. 26: Cerstvé pripraveny zdsobni roztok kobaltu (vievo) a dva mésice stary zdsobni

roztok kobaltu (vpravo).

Reakce kovu s esterifikovanym bilinem byly uspésné, opét dochazelo u jednotlivych
vzorkll k vyznamnym absorpénim zménam. Ve srovnani s fykocyanobiliny dochazelo
u komplext kovu s esterifikovanym fcb k pomalejsim reakcim. Q pasy byly u estert fcb po
tydnu u vSech kova vétsi nez v ptipadé neesterifikovaného fykocyanobilinu. To by mohlo
poukazovat na vétsi stabilitu produktt.

Porovnani HPLC analyzy esterifikovaného fykocyanobilinu a jeho komplext s kovy
bylo provedeno jen jednou na tyden starych vzorcich. Ze ziskanych dat lze vidét, ze reakcni
smes je po tydnu komplikovana. Obsah smési mohou tvofit rizné izomery fykocyanobilin
s navazanymi kovy, stabilni vedlejsi produkty reakce i rozpadové produkty z divodu nizké
stability produkti. Bylo by vhodné =zaéit analyzou komplexu Zn-fcb, ktery je

spektroskopicky jednodussi a jeho chromatogram obsahuje jen Ctyfi hlavni piky.
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5.4. Kinetika reakcis dvojmocnymi kovy
Pozorované rychlosti reakci byly v fadu nékolika minut az hodin. V této praci byly
pouzity nizké koncentrace kovu, 10 ekvivalent, vii¢i bilinim. ZvySenim koncentraci kova by
bylo mozné reakci vyznamné urychlit a zaroven testovanim ruznych koncentraci kovli by
bylo mozné zjistit fad reakce ve vztahu ke koncentraci kovu. Dal§i moznosti by bylo

otestovat také dalsi kovy, napt. zelezo, kadmium nebo samarium (Velapoldi & Menis, 1971).
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6. ZAVER

V prvni casti prace byla uspésné otestovana nova metoda izolace fykocyaninu
z komer¢né prodavané spiruliny. Vzhledem k jednoduchosti postupu byl pfipraven pokus
vhodny pro hodiny biologie, chemie a popfipadé také fyziky. Pokus byl uspésné otestovan
béhem projektu poradaného Prirodovédeckou fakultou JihoCeské univerzity.

Dale byla optimalizovana metoda esterifikace, kdy bylo zjisténo, ze optimalni doba
pro esterifikaci fykocyanobilinu pfi nadbytku alkoholu (10 000x) byla 360 min. Reakce je
stale pomala a je tedy potieba zvysit koncentraci bilinu a tim urychlit reakci. Nizsi nadbytky
alkoholu nebyly testovany z nedostatku Casu, ale reakce velmi pravdépodobné pobézi jesté
mnohem pomaleji.

Byla také potvrzena moznost vazby vSech zkoumanych kovt (Zn, Co, Cu a Ni) na
fykocyanobilin. Pribéh vazebnych reakci je v§ak pomaly (probiha v fadu n€kolika hodin az
dna) a slozity a vyzaduje delsi praci. Obdobna, jen pomalejsi, je také vazba kova na ester
fykocyanobilinu. Po jejich podrobngjsi charakterizaci a piecisténi by bylo mozné uvazovat
o jejich inkorporaci, namisto esterifikovanych fykocyanobilini bez navazaného kovu,
do nepolarnich komplext napiiklad s BChl.

Zavérem prace byla provedena HPLC analyza, ktera prokazala komplexni slozeni
vzorkt. Bylo by vhodné v budoucnu analyzovat stabilitu komplexd ve vztahu k podminkam

reakce a jejich skladovani.
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8. PRILOHY

Analyza fotosyntetickych pigmentii ve Spiruliné
Nadobi
- treci miska s tlouckem, 4 kadinky + 1 odkladaci kadinka, nalevka, 2 zkumavky,
filtracni papir, nlizky, spektroskopické kyvety, odmérny valec (10 ml)
Chemikalie
- destilovana voda, etanol (denaturovany), tablety susené Spiruliny
Bezpecnost prace
- Budeme pracovat s denaturovanym etanolem, ktery neni jedly (bylo by vam po ném
nevolno), neochutnavejte ho, intenzivné k nému necichejte. Nedivejte se do silnych

svazkl svétla, jako je tfeba pouzity laser. V pfipadé€ nevolnosti, zranéni nebo jinych

nebezpeci informujte ihned jednoho z vedoucich praktik.

Postup
1. Nadrt'te 1 tabletku Spiruliny (m =200 mg) ve tfeci misce.

2. Nadrcenou tabletku pfesypte do 50 ml kadinky a rozpust'te v 10 ml destilované vody.

3. Zfiltracniho papiru si pfipravte jednoduchy filtr, vlozte ho do nalevky a opatrné

namocdte destilovanou vodou.

1. 2.

Prehnout
Pfehnout
A
Ust¥ihnout |/ Rozeviit

4. Prefiltrujte alespon 1 ml vzorku do kéadinky.

5. Do pracovniho listu si zaznamenejte barvu rozpusténé nadrcené tabletky a porovnejte
s barvou filtratu. Zaznamenejte, co se stane pii posviceni silnym svétlem (napf. z

mobilu) do filtratu.
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6. Filtrat prelijte do zkumavky a asi 5x nafedte vodou. Naredény filtrat prelijte do
spektroskopické kyvety. Ujistéte se, ze kyveta je z venku Cistd a suchd, v pripadé

potteby ji oCistéte ¢tvereCkem buniCiny.
7. Zapomoci vyucujiciho zméite absorpcni a fluorescenéni spektrum vzorku.

8. Spektra si vyfotte a zakreslete do pfipraveného grafu na pracovnim listu.

Poznamenejte si do pracovniho listu 1 dalsi vlastnosti vzorku.

9. Z papirového filtru si opatrné seskrabnéte nezfiltrovany material do Cisté kadinky,

zalijte 2 ml denaturovaného ethanolu a dobfe promichejte.

10. Zopakujte postup s druhym vzorkem (kroky 3 — 8). Namisto vody pouzijte etanol.
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