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Anotace: 

Zbarvení živých organismů je způsobeno přítomností mnoha různých druhů organických barviv 

(pigmentů). V rostlinách patří mezi nejdůležitější barviva karotenoidy, antokyany a chlorofyly. 

V sinicích se vyskytují lineární tetrapyroly fykobilinů. Tato práce se věnuje možnostem chemické 

modifikace lineárních tetrapyrolů esterifikací a jejich schopnosti vázat kovy, analogicky 

s cyklickými tetrapyroly. K e sledování reakcí byly využity zejména metody absorpční 

spektroskopie a H P L C . 

Annotation: 

The coloring of l iving 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 H P L C were used to 

follow the reactions. 
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C I T O V A N Á L I T E R A T U R A 

PŘÍLOHY 



1. TEORETICKÁ ČÁST 

1.1. Tetrapyrolové pigmenty 

Jak j iž z názvu vyplývá, tetrapyroly jsou tvořeny čtyřmi pyrolovými kruhy, což jsou 

N-heterocyklické sloučeniny (obr. 1). Všechny modifikované molekuly tetrapyrolových 

barviv jsou odvozeny od uroporphyrinogenu III (obr. 2), který je v rostlinách syntetizován 

z glutamové kyseliny v několika krocích (Scheer, 2003). Podle struktury molekuly se 

tetrapyroly dělí na cyklické a lineární. Jednotlivé molekuly jsou modifikované - liší se 

v postranních řetězcích, oxidačním stavu cyklické molekuly a výskytu a typu centrálního 

kovového iontu. Rozdílné struktury tetrapyrolů mají v l iv na jejich fyzikálně-chemické a také 

biologické vlastnosti. (Bryant et al, 2020). Všechny tetrapyroly obsahují rozsáhlé systémy 

konjugovaných dvojných vazeb, což j i m dává schopnost absorbovat světlo ve viditelné 

oblasti spektra. Jsou široce používány jako barviva v mnoha průmyslových odvětví, z čehož 

nejznámější je potravinové (Silva et al, 2020). 

Obr. 1: Struktura pyrolu (upraveno Obr. 2: Struktura uroporphyrinogenu III 

v ChemSketch podle PubChem). (upraveno v ChemSketch podle MetaNetX). 

Tetrapyroly se podílejí na mnoha esenciálních procesech umožňujících život na Zemi 

a patří proto mezi jedny z nej důležitějších molekul produkovaných buňkami 

(Battersby, 2000). Nejběžnějšími tetrapy rolovými barvivy jsou chlorofyly (Chl), zelené 

pigmenty používané rostlinami při fotosyntéze. Jedná se o cyklické tetrapyroly s navázaným 

centrálním atomem dvoj mocného hořčíku, esterifikované dlouhým nepolárním vedlejším 

řetězcem (obr. 3). Chlorofylů a příbuzných bakteriochlorofylů se v přírodě vyskytuje mnoho 

typů. Nejznámější a nej častější jsou chlorofyly a,bac (Scheer, 2003). Chlorofyly se podílejí 

na oxygenní fotosyntéze, při které vzniká kyslík jako vedlejší odpadní produkt. Jejich 

absorpční spektra mají maxima 4 0 0 - 5 0 0 nm v modré oblasti (tzv. Soretův pás) a 6 5 0 -

680 nm v červené oblasti (tzv. pás Q). 
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Bakteriochlorofyly (BChl) jsou kofaktory v anoxygenní fotosyntéze, při které 

nedochází k produkci kyslíku. Absorpční spektra B C h l dosahují maxima v 

infračervené oblasti cca 800 - 1040 nm (Singh et al, 2020). V e fotosyntetickém aparátu 

Acidiphilium rubrum se v B C h l namísto M g 2 + vyskytuje Z n 2 + (Lockhart et al, 1996, Wakao, 

1996, Bryant et al, 2020). 

I Chl b: R = HC=0 
phytyl 

Obr. 3: Obecná struktura chlorofylu (upraveno v ChemSketch podle Karg et al, 2021). 

Dalším známým zástupcem cyklických tetrapyrolů je hem (obr. 4), což je prostetická 

skupina hemoproteinů, která má ve své struktuře navázaný F e 2 + . Obecně se jedná o 

kofaktory podílející se na přenosu elektronů v mitochondriích a chloroplastech. V přírodě se 

vyskytuje několik druhů molekul obsahujících hem, přičemž mezi nejznámější patří 

hemoglobin a myoglobin, které se přirozeně syntetizují v těle živočichů včetně lidského, kde 

zajišťují přenos a uskladňování kyslíku. Tyto molekuly jsou zároveň největší zásobárnou 

železa v těle. Díky silné absorpci světla v modré a fialové oblasti (tzv. Soretův pás) mají 

herny obvykle červenou barvu, ale mohou se jevit i jako hnědé nebo dokonce zelené. Naopak 

jejich absorpce v oblasti pásu Q je velmi slabá. (Smith et al, 1970, Murray, 2009, 

Contreras et al, 2014) 

Obr. 4: Struktura hernu (upraveno v ChemSketch podle Poulos, 2014). 
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Výše uvedení zástupci tetrapyrolů mají uzavřený cyklus, v jehož středu najdeme 

navázaný kov. Při uvolnění z navázaných proteinů se některé tetrapyroly stávají toxickými, 

konkrétně hem a chlorofyl (Apel & Hirt, 2004). Je tedy potřeba, aby došlo k jejich 

bezpečnému odbourání. Tím vznikají jejich rozpadové produkty, také známé pod názvem 

biliny, lineární tetrapyroly bez navázaného centrálního kovu. 

Rozpadovým produktem chlorofylu je fylobilin, lineární tetrapyrol, který se 

shromažďuje vneze lených listech a ve zrajících plodech. Bylo popsáno několik druhů 

fylobilinů, které se liší strukturou. Všechny obsahují pět kruhů (A-E) , které jsou vyznačeny 

na obr. 5, ale liší se např. složením koncových kruhů A a D , stereochemickou konfigurací 

nebo substituenty. Také se liší ve schopnosti absorbovat světlo od bezbarvých až po barevné 

(Kráutler, 2016, Karg et al, 2023), přičemž bezbarvé fylobiliny převažují (Oberhuber & 

Kráutler, 2002). U fylobilinů byly zjištěny silné antioxidační a protizánětlivé účinky, a také 

antiproliferativní účinky na rakovinné buňky. Tyto účinky dosahují významných hodnot, 

díky kterým je lze považovat za cenné mikroživiny ve stravě. Navíc by mohly vysvětlovat 

účinky některých léčiv obsahujících bylinné příměsi a výtažky (Karg et al, 2019, Karg et 

al, 2021). 

Obr. 5: Struktura fylobilinů (upraveno podle Kräutler, 2014). 

Hemoglobin se v lidském těle rozpadá na globin a hem. Hem je enzymaticky 

přeměněn na zelený lineární tetrapyrol biliverdin pomocí hemoxygenázy, kdy dojde 

k odštěpení centrálního kovu a rozpojení řetězce. Bil iverdin je dále pomocí biliverdin 

reduktázy přeměněn na bilirubin, což je finální produkt rozpadu hernu. Bil i rubin je žluté 

tetrapyrolové barvivo známé také jako tzv. žlučové barvivo. Jeho přítomnosti si lze všimnout 

například při onemocnění žloutenkou, která se projevuje zbarvením kůže a očního bělma 

dožluta. Bil irubin je dále transportován do jater, kde dochází k jeho odbourávání 

(Vítek & Schwertner, 2007, Murray, 2009). 
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V těle člověka vznikne 250 - 350 mg bilirubinu denně. Při výskytu koncentrací 

vyšších než 106 umol/1 u dospělého člověka bylo prokázáno potenciální nevratné poškození 

nervového systému. B y l y však zjištěny i pozitivní dopady bilirubinu. Jedná se o látku 

s antioxidatívni a protizánětlivou schopností (Jensen & Daiber, 2012, 

McDonnel l & Mohiuddin, 2023) . Silnou schopnost bilirubinu absorbovat světlo lze využít 

při fototerapii. Konkrétně se používá při léčení hyperbilirubinemie u novorozenců, kdy 

dochází ke zvýšení hladiny bilirubinu v krvi nad 25 umol/1. Po absorpci modrého světla o 

vlnové délce 4 0 0 - 4 9 0 nm dochází k jeho přeměně na fotobilirubin, který lze snadno 

vyloučit močí (Pratesi et al, 1985, Wegiel & Otterbein, 2012). 

H H H H H H H 

Obr. 6: Struktura rozpadových produktů hernu: 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 lineární tetrapyroly vyskytující se v buňkách sinic a některých řas. 

Jsou to fotosyntetická barviva schopná světíosběrné funkce v oblasti viditelného světla. Jsou 

kovalentně vázány pomocí thioéterové vazby mezi prvním uhlíkem vinylového substituentu 

na pyrolovém kruhu A do fykobiliproteinů (Scheer, 2003). Ty jsou polární, a tedy dobře 

rozpustné ve vodě. Jejich využití výrazně roste, jelikož na rozdíl od některých syntetických 

pigmentů, nejsou zdraví škodlivé. Jsou využívány především v chemickém a potravinářském 

průmyslu, ale i v textilním průmyslu. Díky jejich silné fluorescenci jsou také využívány 

v biomedicíně jako fluorescenční značky (Sudhakar, 2015, Qiang, 2021). Fykobiliproteiny 

jsou dále vázané do fykobilizomů, což jsou světlosběrné antény, které jsou součástí 

fotosyntetického aparátu sinic (Masojídek et al, 2013, Pagels et al, 2019), ruduch 

a skrytěnek (Bryant et al, 1979, Beale & Cornejo, 1991). 
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V přírodě najdeme celkem čtyři typy fykobilinů, které se vzájemně liší svou 

strukturou - fykocyanobilin (fcb), fykoerytrobilin (Obr. 7), fykourobilin a fykoviolobilin. 

Nejbližší svou strukturou je fykocyanobilin s fykoviolobilinem, jelikož se jedná o izoméry 

(Ikeuchi et al, 2008, Scheer et al, 2008). Každý z typuje navázán do j iného proteinu a má 

j iné absorpční vlastnosti, které jsou upřesněny v tabulce (Tab. 1). Ty jsou dané zejména 

vzájemným působením vazby na protein, spíše než rozdílnými strukturami. Po navázání 

fykobilinů na protein může docházet k různým deformacím fykobilinů, což může ovlivnit 

jak kovalentní vazby na koncích tetrapyrolů, tak nekovalentní interakce mezi molekulami 

(Šetlík, 1998, Mysl iwa-Kurdziel & Solymosi, 2017). 

COOH COOH COOH COOH 

Obr. 7: Struktura fykobilinů: vlevo fykocyanobilin a vpravo fykoerytrobilin (upraveno 

v ChemSketch podle Zhao et al, 2012). Ve struktuře fykocyanobilinu je zobrazeno i označení 

jednotlivých pyrolových kruhů. 

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

Fykobiliprotein Absorpční maximum (nm) 

Allophycocyanin 650 - 660 

Fykocyanin 610 - 625 

Fykoerytrin 490 - 570 

Phycoerytrocyanin 560 - 600 

Fykourobilin má žluté zbarvení a společně s fykoerythrobilinem se vyskytuje 

v různých typech fykoerytrinu, kde je energeticky nejvýše položeným pigmentem 

(Swanson et al, 1991, Pagels, 2019). Fykoviolobil in má fialové zbarvení a společně 

s fykocyanobilinem je kofaktorem fykoerytrocyaninu. Díky jeho schopnosti absorbovat 

světlo o kratší vlnové délce umožňuje přežití organismů ve větších hloubkách, kde světlo 

delších vlnových délek chybí (Bishop et al, 1987, Ishizuka et al, 2007). Fykocyanobilin má 

modré zbarvení a je kofaktorem fykobiliproteinů fykocyaninu a allofykocyaninu 

(Frank & Cogdell, 2012, Kir i lovsky & Büchel, 2019). 
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Fykocyanin a fykoerytrin jsou v přírodě nejvíce zastoupené fykobiliny. Fykocyanin 

je významnou složkou přírodního barviva Spiruliny, které dodává barvu 1 . Podle 

Yamada & Kato (2004) jsou larvy martináče dubového {Antheraea yamamai) schopny 

generovat zelené kokony, přičemž zelená barva je způsobena přítomností modrého bilinu. 

K tomu dochází pouze při vysoké intenzitě světla (5 000 lux), v případě nízké intenzity 

světla mají kokony žlutou barvu. 

Fykocyanin má také řadu významných vlastností, konkrétně antioxidační 

a protizánětlivé vlastnosti in vitro (Gonzalez et al, 1999, Hirata et al, 1999). Tato schopnost 

je vyšší u fykocyaninu než u samotného fykocyanobilinu, což je pravděpodobně způsobeno 

vazbou na protein (Bhat & Madyastha, 2001). 

Dalším fykobilinem je fytochromobilin, který se vyskytuje v rostlinách jako 

chromoforový prekurzor pro fytochromy. Fytochromy tvoří hlavní třídu fotoreceptorů 

sloužících pro regulaci reakcí na změny vlnové délky, trvání a směru světla v rostlinách 

(Mukougawa et al, 2006). 

1.3. Fytochromy - receptory světla v rostlinách 

Všechny živé organismy mají schopnost vnímat světlo a reagovat na něj. Tato 

schopnost je zásadní pro fotosyntetické organismy, u nichž jsou do fotosenzorických drah 

zapojeny proteiny. Díky přítomnosti aromatických aminokyselin vykazují proteiny 

schopnost absorbovat světlo i v blízkosti U V záření. Pro rostliny jsou však významné 

proteiny, známé jako fytochromy, obsahující barevné kofaktory 

(Rockwell & Lagarias, 2010). Ty umožňují citlivost na konkrétní vlnovou délku v oblasti 

viditelného světla v oblasti 380 - 750 nm (Hangarter, 1992). Fytochromy regulují různé 

aspekty růstu, rozvoje a reprodukce rostlin, včetně klíčení semen. Poskytují rostlinám 

signály, které spouští biologické hodiny přizpůsobené i ročním obdobím. 

N a proteinové jádro fytochromů je kovalentně navázaný tetrapyrolový chromofor 

fytochromobilin, který je syntetizován z hernu. Pokud se rostlina potýká s nedostatkem 

fytochromů, dochází k nepřirozenému růstu a vývoji (Wu et al, 1997, Sharrock, 2008). 

Mechanismus reakce fytochromů spočívá ve schopnosti reverzibilního přepínání mezi 

dvěma stabilními konformery, tzv. Pr pro absorpci červeného světla (vlnová délka okolo 

660 nm) a Pfr pro absorpci dalekého červeného světla (far-red, vlnová délka okolo 730 nm). 

Přepínání mezi konformery záleží na vystavení rostliny světlu, přičemž vystavení přímému 

slunci dochází k ustálení rovnováhy mezi oběmi konformery. Pr forma je u rostlin 

biologicky neaktivní a Pfr forma je biologicky aktivní (Smith, 2000, Quail, 2010). 

1 Code of Federal Regulations U S A , 78 F R 49120 
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1.4. Rychlost chemických reakcí 

Studiu rychlosti chemických reakcí, způsobům jejich měření a interpretaci se věnuje 

chemická kinetika. Rychlost reakcí závisí obecně na koncentracích látek vystupujících 

v reakci a u většiny reakcí také na teplotě. Rychlost ovlivňuje mnoho faktorů, jako je 

stechiometrie chemických rovnic, množství souběžných reakcí a případné meziprodukty 

nebo vedlejší produkty. Základní informace kinetiky jsou koncentrace výchozích látek 

a produktů v různých časech reakce. Reakční rychlost lze jednoduše vyjádřit jako změnu 

koncentrace v čase. Vycházíme z obecné rovnice reakce 

aA + bB -> rR + qQ 

Pro každou chemickou reakci existuje rychlostní rovnice, která se zjišťuje 

experimentálně. Rychlostní rovnice popisuje závislost reakční rychlosti na koncentracích 

reaktantů a produktů. Změnu koncentrací látek v čase lze sledovat různými metodami. Pro 

studium kinetiky reakcí s rychlým průběhem se používá průtoková metoda, kdy dochází 

ke smíchání složek v mísící komoře. Nevýhodou této metody je potřeba velkého objemu 

reakční směsi, čemuž se dá předejít použitím metody zastaveného toku. Vedle rychlých 

reakcí máme i extrémně rychlé reakce, které je potřeba měřit pomocí zábleskové fotolýzy, 

při které je vzorek vystaven krátkému záblesku světla. M e z i další metody pro určování 

složení patří také plynová chromatografie, emisní a hmotnostní spektroskopie nebo 

magnetická a elektronová paramagnetická rezonance. V případě, že jedna ze složek vykazuje 

charakteristickou absorpci v oblasti viditelného světla, jako jsou například fotosyntetická 

barviva, je vhodné použít metodu měření absorpce záření (Schlodder, 2009). 

Rychlostní zákony jsou diferenciální rovnice, které mohou být integrovány tak, 

aby předpovídaly změnu koncentrací reaktantů v čase. Rychlostní rovnice se často vyjadřuje 

jako součin mocnin koncentrací reaktantů a rychlostní konstanty. 

r = k[A]x[B]y 

kde r je rychlost reakce, k je rychlostní konstanta, která charakterizuje rychlost reakce 

za daných podmínek, x je řád reakce vzhledem ke složce A a y je řád reakce vzhledem ke 

složce B . Součet exponentů jednotlivých reaktantů (x + y) se nazývá celkový řád reakce. 

To je číslo určující, j akým způsobem závisí rychlost na koncentraci. Určují se jak dílčí řády 

pro jednotlivé reaktanty a také celkový řád reakce, což je součet všech dílčích řádů. Dílčí 

řády reakce mohou být neceločíselné, což znamená, že závislost na koncentracích reaktantů 

je složitá. Většina reakcí je složitá, ale v některých případech jsou řády reakce celočíselné 

a v tom případě je možné z nich odhadnout průběh reakce a možnosti ovlivnit rychlost 

reakce změnou reakčních podmínek. 
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Často se popisují tři základní řády reakce, a to reakce nultého, prvního a druhého 

řádu. U reakce nultého ř ádu je spotřeba reaktantu v čase konstantní a kinetika reakce má tvar 

přímky. Rychlost reakce má v tomto případě jednoduchý výpočet 

r = k[A] 

kde k je rychlostní konstanta a [A] je koncentrace látky A . Podmínkou je přítomnost 

reaktantu, kterým je v reakčním prostředí většinou nasycený katalyzátor. 

U reakcí prvního řádu závisí rychlost na koncentraci jednoho reaktantu a jejich 

kinetika má tvar klesající exponenciely. Rovnici této reakce lze zapsat jako 

A -> R 

kde A značí reaktant a R značí produkt reakce. Pro výpočet průběhu této reakce se 

používá 

[A]t = [A]0 x e~kt 

kde [A] t je koncentrace látky A v čase t, [A]o je počáteční koncentrace látky A , k je 

rychlostní konstanta a t je čas, ve kterém koncentraci měříme. Graf závislosti logaritmu 

podílu [A] t /[A]o na čase je pro reakci prvního řádu přímka. 

Oproti předchozím reakcím, u reakce druhého řádu je rychlost reakce závislá na dvou 

reaktantech prvního řádu, nebo jednoho reaktantu druhého řádu a jejich kinetika má tvar 

hyperboly (Novák et al, 2008, Atkins, 2013). 
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2. CILE PRAČE 

• Optimalizovat metodu esterifikace fykocyanobilinu vyvinutou v předchozí 

bakalářské práci 

• Zjistit schopnost fykocyanobilinu a jeho esterů vázat dvojmocné ionty kovů 

v analogii k vazbě kovů na chlorofyly 
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3. MATERIÁL A METODY 

3.1. Použité chemikálie a činidla 

• aceton (čistota > 99%, Sigma-Aldrich) 

• chloroform (čistota p.a., Sigma-Aldrich) 

• diethylether (bezvodý, 99,8%, Aldrich) 

• kyselina chlorovodíková (čistota p.a., 35%, Lach-Ner) 

• hexan (čistota pro H P L C , V W R ) 

• hexan-l-ol (bezvodý, > 99%, Sigma-Aldrich) 

• kyselina sírová (čistota p.a., 96%, Lach-Ner) 

• metanol (čistota pro H P L C , V W R ) 

• deionizovaná voda (přístroj Water purification se systémem Smart2Pure, 

Thermo) 

• dichlormetan (čistota p.a., Sigma-Aldrich) 

• spirulina (Topnatur s. r. o.) 

• acetylacetonát zinečnatý (čistota p.a., Sigma-Aldrich) 

• acetyl acetonát měďnatý (čistota > 99,9%, Sigma-Aldrich) 

• acetyl acetonát kobaltnatý (čistota > 99,0%, Sigma-Aldrich) 

• acetyl acetonát nikelnatý (čistota 95%, Sigma-Aldrich) 
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3.2. Metody 

3.2.1. Izolace fykocyanobilinů 

Výchozím materiálem pro izolaci fykocyanobilinů byly oproti předchozí práci 

(Vomáčková, 2022) tabletky spiruliny prodávané jako potravinový doplněk. Při izolaci byly 

na jednu dávku použity 2 g spiruliny, tedy 10 tabletek, které byly rozdrceny a získaný prášek 

byl poté smíchán s vodou. Směs byla řádně promíchána a následně odstředěna na centrifuze 

(5 min, 6500 x g), čímž byl získán supernatant obsahující ve vodě rozpustnou frakci 

s velkým množstvím modrého fykocyaninu. Stejné množství vody bylo přidáno k peletu po 

centrifugaci, který byl opět promíchán a znovu zcentrifugován. Tento krok byl zopakován 

celkem 3x, jelikož pátý. vzorek j iž obsahoval minimální množství fykocyaninu a převažoval 

chlorofyl. Pro kontrolu byla změřena absorpční spektra jednotlivých vzorků, než došlo 

k jejich smíchání. 

Získaný modrý supernatant (fykocyanin) byl dále použit jako zdroj pigmentů. Další 

kroky izolace byly provedeny stejně jako u předchozí práce (Vomáčková, 2022). 

Supernatant byl smíchán s acetonem za vzniku modré sraženiny. Vzniklá směs byla 

odstředěna na centrifuze a pelet s fykobiliproteiny byl následně vysušen v temnu za 

sníženého tlaku. 

Fykobiliny byly ze sražených proteinů uvolněny kyselou hydrolýzou 

(Malinová, 2020). K vysušenému peletu o průměrné hmotnosti 0,5 g ± 0,25 bylo přidáno 

45 ml 35% HC1 (OhEocha, 1958). Směs byla inkubována v temnu při pokojové teplotě po 

dobu jednoho týdne, průběžně promíchávána a následně odstředěna. Supernatant byl oddělen 

a hydrolýza byla ukončena přidáním vody do supernatantu v poměru hydrolyzát : EhO 

( 1 : 4 , v/v). Směs supernatantu s vodou byla opakovaně vytřepána do chloroformu a získaná 

chloroformová fáze byla odpařena v temnu za sníženého tlaku. V posledním kroku byl malý 

objem vzorku převeden do zkumavky, dosušen proudem plynného dusíku a následně 

uchován v uzavřené skleněné vialce při -18°C. 

3.2.2. Přečištění fykobilinů (TLC) 

Pro přečištění byla směs získaných pigmentů rozpuštěna v chloroformu a nanesena 

na polyesterovou T L C destičku se silikagelovou stacionární fází o rozměru 10 x 20 cm 

(Polygram S i l G , Macherey-Nagel, Německo) . Pro vývoj vzorku byla použita mobilní fáze 

chloroform : metanol: hexan v poměru 1 7 : 4 : 1 (v/v) (Kalkuš, 2018). Fykocyanobilin se 

v použité metodě jeví jako modrý proužek s Rf ~ 0,86. Silikagel s adsorbovanými barvivy 

byl vyškrabán, rozpuštěn v metanolu a krátce zcentrifugován pro odstranění silikagelových 

částic. Metanolový extrakt byl vysušen v temnu za sníženého tlaku. 
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Pro kvantifikaci získaného pigmentu a průběžnou kontrolu jeho čistoty byla změřena 

jeho absorpční spektra v rozsahu 300 - 800 nm. Analyt byl rozpuštěn v metanolu. Pro 

výpočet koncentrace fykobilinů byl použit molární absorpční koeficient 8 = 38 000 dm 3.mol" 

^cm" 1 při vlnové délce 640 nm (Glazer & Hixson, 1975, Bishop et al, 1987). 

3.2.3. Fischerova esterifíkace 

N a základě předchozí práce (Vomáčková, 2022) byla pro další práci vybrána syntéza 

hexylesteru. Pro jeho přípravu byl bi l in rozpuštěn v 250 ul D C M při koncentraci 27,56 u M 

a bylo přidáno 10 000x větší množství 1-hexanolu (mol/mol), než byl obsah bilinu. 

Kontrolní zkumavka obsahovala pouze bilin v D C M a hexanol, do ostatních bylo přidáno 

5 ul koncentrované H2SO4, jejíž H + iont katalyzuje reakci. Vzorky byly esterifikovány 

v term obloku při konstantní teplotě 30 °C, kvůli nízké teplotě varu D C M . 

Při optimalizaci metody esterifíkace byla reakce prováděna po dobu 15, 30, 90, 180, 

360 a 720 minut. Čas zahřívání kontroly byl 180 minut. 

Po uběhnutí plánované doby byla reakce ukončena přidáním 1 ml vody a pigment byl 

vyextrahován přidáním 500 ul di ethyl etheru. Směs byla protřepána a poté odstředěna pro co 

nejpřesnější oddělení fází. Vzorky byly 5x omyty vodou a při posledním omytí byla vrchní 

fáze obsahující pigment odpipetována a vysušena za sníženého tlaku. 

3.2.4. HPLC analýza složení vzorků 

Složení vzorků bylo analyzováno pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

(HPLC) . Všechna měření byla provedena na sestavě Alliance H P L C (Waters, U S A ) , která je 

složena ze separačního modulu Waters e2695 a detektoru Waters 2998 P D A . K rozdělení 

pigmentů byl použit systém s reverzními fázemi tvořený nepolární C l 8 kolonou (Nova-Pak 

C18 Column, 60Á, 4 um, 3.9 mm x 300 mm), a mobilními fázemi uvedenými v tabulce 

(Tab. 2). 

Tab. 2: Složení mobilních fází použité metody (Jeffrey et al, 2005) 

Název mobilní fáze Složení mobilní fáze 

Mobilní fáze A Metanol : 0,5 M octan amonný - 80 : 20, v/v, pH 7,2 

Mobilní fáze C Ace toni t r i i : voda - 90 : 10, v/v 

Mobilní fáze D Ethyl acetát 100% 
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Vzorky pigmentu byly rozpuštěny v 250 ul metanolu a přefiltrovány přes P T F E filtr 

(průměr 13 mm, velikost pórů 0,2 um, Agilent Technologies). Vzorek o objemu 100 ul byl 

nastřiknut automatickým dávkovačem, průtok mobilní fáze byl nastaven na 1 ml.min" 1. 

V tabulce (Tab. 3) jsou uvedeny jednotlivé fáze gradientu použitých mobilních fází 

(Jeffrey et al, 2005). Detekce probíhala spektrofotometrickým detektorem v rozsahu 265 -

800 nm. Data byla načtena a vyhodnocena v softwaru Empower 3 (Waters, U S A ) . 

Tab. 3: Gradient mobilních fází použitý v HPLC (Jeffrey et al., 2005). 

Čas (min) mobilní fáze A (%) mobilní fáze C (%) D mobilní fáze (%) 

Ô ÍÔÔ Ô Ô 

4 0 100 0 

18 0 20 80 

25 0 20 80 

3.2.5. Vazba iontů kovů na bilin a bilinester 

Nejprve byly připraveny zásobní roztoky jednotl ivých kovů v metanolu o objemu 

10 ml a koncentraci 6,3 m M . 

Přečištěný pigment byl rovnoměrně rozdělen do pěti zkumavek, z čehož jedna 

sloužila jako kontrola. Z jednotlivých zásobních roztoků bylo odebráno 100 ul pro 

desetinásobné ředění. Desetkrát zředěné roztoky byly dále použity tak, 

aby výsledná koncentrace kovu ve směsi s pigmentem byla 10 ekvivalent koncentrace 

pigmentu. 

Příprava a měření jednotl ivých vzorků probíhaly postupně, z důvodu vyšší počáteční 

rychlosti reakcí. Měření absorpčních spekter po přípravě vzorků probíhalo ve 

dvouminutových rozestupech na spektrofotometru Shimadzu UV-1800 po celkovou dobu 

dvou hodin. Spektra byla měřena v rozsahu 300-850 nm, změření jednoho spektra trvalo cca 

1 minutu. Reakce byly dále sledovány s větším časovým odstupem po 1 dni a 7 dnech. 

Po dobu reakce byly reakční směsi uloženy ve tmě za pokojové teploty. 
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3.2.6. Kin etika reakcí s dvoj mocnými kovy 
N a základě získaných absorpčních spekter byla vedoucím práce provedena základní 

analýza počáteční rychlosti vazby kovu na pigment. Kinetika chemických reakcí byla 

modelována soustavou exponenciálních funkcí ve tvaru 

kde A(t) je časový průběh absorbance při reakci, yo je konstanta upravující polohu křivky 

(offset), Ai je počáteční amplituda související s absorbancí a koncentrací pozorovaného 

analytu a t je čas reakce. Nej důležitější je v tomto případě parametr ki, což je rychlostní 

konstanta reakce a jeho převrácená hodnota r = l/k je časová konstanta reakce. V mnoha 

případech bylo nutné použít více než jednu exponenciální funkci. V těchto případech je 

získáno více parametrů A , a h, tedy více amplitud a rychlostních konstant. Hodnoty 

parametrů modelu byly získány fitováním metodou nejmenších čtverců. Kvali ta fitu byla 

hodnocena podle tvaru reziduálů (odchylky modelu od naměřených dat) a hodnoty 

upraveného koeficientu determinace (adjusted R 2 ) . 
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4. VÝSLEDKY 

4.1. Purifíkace fykocyaninu a fykocyanobilinu 

Nově použitá metoda purifikace fykocyaninu z komerčních tablet spiruliny je 

jednoduchá a snadno proveditelná i bez složitých zařízení, a proto byla také adaptována do 

podoby vhodné pro výuku na středních školách a v praktikách na VŠ. V e zjednodušeném 

postupu se po rozpuštění nadrcených tabletek ve vodě suspenze zfiltruje a výsledkem je čirý, 

výrazně modrý roztok se silnou červenou fluorescencí, která je pozorovatelná i okem. Silná 

fluorescence je důkazem toho, že získaný fykocyanin je blízko nativnímu stavu 

(Taylor, 2002). Metoda byla poprvé aplikována při projektu pro studenty středních škol 

organizovaným Jihočeskou univerzitou (projekt Studenti žákům, žáci sobě). Aktivita 

s fykocyaninem proběhla 7. února 2023. Pro tento účel byl připraven návod uvedený 

v příloze (kapitola 9). 

4.2. Optimalizace esterifikace 

V návaznosti na zavedení nové metody esterifikace v bakalářské práci 

(Vomáčková, 2022) byla metoda optimalizována. Cílem optimalizace bylo maximalizovat 

výtěžek diesteru a minimalizovat čas potřebný pro reakci. N a obrázku chromatogramů 

reakčních směsí inkubovaných různě dlouhou dobu (obr. 8 ) je vidět, že po 15 minutách 

reakce jsou vreakční směsi obsaženy monoestery ve velkém množství. Od času 30 minut 

výrazně přibývá diesterů, které po 6 hodinách reakce zcela převládají. 

t 

•J 

-p 

720 m i n 

L . J 360 min 

180 min 

90 m i n 

30 m i n 

1 A 
15 m i n 

10 15 20 
Čas (min) 

Obr. 8: Porovnání HPLC chromatogramů esterifikovaného bilinu po různě dlouhé době 

esterifikace. 
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Píky z H P L C chromatogramů na obr 8. byly pro zjednodušení analýzy klasifikovány 

do čtyř skupin dle jejich retenčních časů a předběžně označeny jako: volný fykocyanobilin 

(3 min), monoester fykocyanobilinu (6,5 min), neznámá látka se spektrem fykocyanobilinu 

(10,4 min) a diester fykocyanobilinu (12 min). Časový vývoj reakce ze tří opakovaných 

měření byl kvantifikován z ploch jednotlivých píků v chromatogramů a je shrnut v tabulce 

(Tab. 4) a na obrázku (Obr. 9). V tabulce (Tab. 5) jsou uvedeny směrodatné odchylky 

změřených ploch píků v jednotlivých časech reakce pro každou měřenou skupinu. 

Tab. 4: Průměrné hodnoty procent plochy jednotlivých skupin píků změřených na HPLC po 

esterifikaci, hodnoty ze tří samostatných experimentů. 

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 5,4 3,7 84,5 

720 min 7,2 7,8 5,9 74,4 

Tab. 5: Směrodatná odchylka ploch jednotlivých skupin v jednotlivých časech ze 3 měření. 

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: Časový vývoj esterifikační reakce. Vyneseny jsou průměrné hodnoty ploch píků 

v HPLC chromatogramu (n 3, ± směrodatná odchylka). 

Ze získaných dat je patrný postupný nárůst koncentrace 4. skupiny píků (diesteru) 

a pokles ostatních skupin. Po 90. minutě je reakce pomalejší. Maximální plocha 4. skupiny 

píků, 85 %, byla dosažena po 360 minutách reakce. Při přípravě esterů fykocyanobilinu pro 

další experimenty byla proto použita metoda esterifikace s dobou reakce 6 hod (360 min). 

4.3. Vazba kovu na fykocyanobilin a jeho ester 

Kromě esterifikace je atraktivní možností modifikace vlastností pigmentů vazba 

kovů. Některé cyklické tetrapyroly jako chlorofyl, hem nebo kobalamin obsahují vázaný 

kov. Z literatury je známo, že některé lineární tetrapyroly dokáží také atom kovu navázat 

(Petrier et al, 1979). Izolovaný fykocyanobilin, stejně jako j iné volné lineární tetrapyroly, 

nemá silnou fluorescenci. Naopak tetrapyroly vázané na protein (jako fykocyanin) nebo 

s centrálním atomem kovů (např. chlorofyl) jsou často silně fluorescenční. Případná silná 

fluorescence je tedy zajímavý doklad vazby kovu na pigment ( L i et al, 2014). Proto byla 

v této práci vyzkoušena vazba dvoj mocných kovů na připravený fykocyanobilin. Pro tento 

pokus byly použity soli celkem čtyř dvojmocných kovů - konkrétně Zn , Co, Cu, a N i . 
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4.3.1. Vazba kovů na fykocyanobilin 

Reakce fykocyanobilinu po přidání solí kovů byly sledovány pomocí absorpční 

spektrometrie. Oproti počátečním předpokladům (L i et al, 2014) byly reakce solí kovů 

s fykocyanobiliny poměrně pomalé a měly komplikovaný průběh. Výsledky budou 

prezentovány nejprve kvalitativně a poté kvantitativně. 

4.3.1.1. Zinek 

Směs bilinu a 10 ekvivalentu Z n 2 + se zpočátku vyvíjela poměrně rychle, kdy j iž po 

dvou minutách byly vidět rozdíly oproti přečištěnému bilinu (Obr. 10). 

0.6 

300 400 500 600 700 

Vlnová délka (nm) 

Obr. 10: Absorpční spektra fcb s ionty zinku v metanolu měřeny každé 2 min po dobu 2 hod. 

Modře je znázorněno spektrum volného fykocyanobilinu před přidáním kovu. 
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Obr. 11: Vybraná absorpční spektra z průběhu reakce fykocyanobilinu s ionty zinku. Časy 

reakce jsou uvedeny v legendě. 

Ihned po přidání soli Z n došlo k poklesu absorbance v U V (300-400 nm) i viditelné 

oblasti (zejména 500-650 nm), kde zároveň došlo k zúžení absorpčního pásu Q. Po dvou 

hodinách byl pozorován nárůst absorbance a vznik nových píků, konkrétně došlo k rozpadu 

Q pásu do dvou užších pásů u 620 nm a 660 nm a vytvoření výrazného pásu v červené 

oblasti okolo 770 nm. Po 24 hodinách reakce došlo ke zmizení pásu u 770 nm, pás Q 

v oblasti 660 - 690 nm klesl a naopak pás Q u 620 nm výrazně vzrostl. Zároveň došlo ke 

zúžení Soretova pásu, který se posunul do U V oblasti na 340 nm. Po sedmi dnech došlo 

k naprostému vymizení pásu v oblasti 660 - 690 nm. Vzniklé spektrum tvořené píky 

u 340 nm a 620 nm připomíná absorpční spektrum chlorofylu a posunuté do modra 

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

Reakční směs s kobaltem se vyvíjela výrazně rychleji než ostatní reakce. Vykazovala 

zejména pokles absorbance v celém spektru, oproti zinku nebyly pozorovány výraznější 

nárůsty absorpce v dlouhovlnné oblasti spektra (obr. 12). Po týdnu reakce bylo celkové 

absorpční spektrum výrazně nižší než u zinku (obr. 13). Výsledný produkt reakce měl 

maxima absorbce u cca 400 nm a 630 nm, byl tedy s výjimkou velmi nízké intenzity velmi 

podobný spektrům Zn-fykocyanobilinu. V případě kobaltu by bylo vhodné zvolit kratší 

časové rozpětí reakce než týden, protože mezi spektry změřenými po dvou hodinách 

a později j iž nejsou větší rozdíly. 
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Obr. 12: Absorpční spektra fcb s ionty kobaltu v metanolu měřeny každé 2 min po dobu 2 

hod. Modře je znázorněno spektrum volného jykocyanobilinu před přidáním kovu. 
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Zásobní roztok kobaltu při skladování pravdepodobne oxiduje z oxidačního čísla II 

na III, což je doprovázeno barevnou změnou. Čerstvě připravený roztok je světle růžový, 

zatímco starší roztok má zelenou barvu (viz. obr. 26). 

4.3.1.3. Měď 

Vývoj reakční směsi s Cu (Obr. 14) byl podobný situaci u Zn , jen rychlejší. Již po 

dvou minutách se objevil velmi výrazný dlouhovlnný pík u 770 nm, jehož pokles byl 

pozorovatelný j iž během prvních 2 hodin měření. Nebylo tedy možné měřit rychlost tvorby 

tohoto pásu. V prvních dvou hodinách reakce došlo k posunu Soretova pásu z 380 nm na 

405 nm. Po jednom dni a po týdnu však tento pás zmizel a ve spektru zůstal v této oblasti jen 

malý pík u 350 nm. Spektrum Cu-fcb (Obr. 15) bylo po týdnu tvořeno zejména pikem 

u 638 nm a jeho ramenem u cca 590 nm. 
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Obr. 14: Absorpční spektra fcb s ionty mědi v metanolu měřeny každé 2 min po dobu 2 hod. 

Modře je znázorněno spektrum volného fykocyanobilinu před přidáním kovu. 
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Obr. 15: Vybraná absorpční spektra z průběhu reakce fcb s ionty mědi v čase. 
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4.3.1.4. Nikl 

Směs s N i se také vyvíjela obdobně k Zn-fcb (obr. 16). Znovu je zpočátku reakce 

vidět pík u 770 nm, který ale setrvává i po 24 h a mizí až ve spektru po 1 týdnu. Výsledné 

spektrum po 1 týdnu je tvořeno pikem u 645 nm a dvěma píky v U V oblasti u 350 nm a -410 

nm. Vývoj reakce s N i byl zřejmě pomalejší než u ostatních kovů. 

Během prvních dvou hodin měření bylo v grafu pozorováno hned několik 

izosbestických bodů, např. u 392, 512, 710 nm, což by odpovídalo relativně jednoduchému 

průběhu reakce. Analýza kinetiky této reakce (viz. kapitola 4.3.2.) však prokázala přítomnost 

nejméně dvou reakcí. 
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Obr. 16: Absorpční spektra fcb s ionty niklu v metanolu měřeny každé 2 min po dobu 2 hod. 

Modře je znázorněno spektrum volného jykocyanobilinu před přidáním kovu. 
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Obr. 17: Vybraná absorpční spektra z průběhu reakce fcb s ionty niklu v čase. 

Souhrn absorpčních spekter reakcí fcb se všemi zkoušenými kovy po týdnu reakce je 

v obrázku (Obr. 18) dole. Ze čtyř vyzkoušených kovů jsou si polohou pásu v červené oblasti 

nej podobnější Z n a Co. Komplex s Cu má tento pík posunutý do červena a s N i ještě více, i 

když zde pravděpodobně po týdnu ještě reakce nedoběhla do rovnováhy (zůstává viditelný 

dlouhovlnný pík u 770 nm). 
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Obr. 18: Absorpční spektra fcb s ionty kovů v metanolu měřeny po týdnu. 

4.3.2. Kin etika reakcí s dvoj mocnými ionty 

Počáteční průběh reakce byl detailně zaznamenáván po dobu prvních dvou hodin od 

přidání soli kovu. Z důvodu komplexního vývoje vzorku bylo pro popis průběhu této reakce 

zvoleno modelování vývoje vybraných píků v čase. Záznam absorbance u jedné vlnové 

délky byl modelován užitím jednoduché exponenciální funkce, případně součtem více těchto 

funkcí v případě komplikovanějšího průběhu reakce. Vzhledem k variabilitě pozorovaných 

reakcí nebylo možné využít pro analýzu jednotnou vlnovou délku pro všechny testované 

kovy. V závislosti na daných podmínkách byl analyzován průběh počátečních reakcí 

v oblasti dlouhovlnného píku (~ 770 nm), Soretova pásu (~ 400 nm) a pásu Q (~ 630 nm). 

V případě reakce s Co bylo možné použít jen oblast pásu Q. Konkrétní hodnoty jsou 

uvedeny v tabulce (Tab. 6). 

Z důvodu nedostatku času provedl analýzu rychlosti reakcí vedoucí práce. Zde jsou 

uvedeny jen dvě ukázky modelu dat a souhrnná tabulka výsledků. První ukázka vývoje 

reakce je pro případ Zn-fcb. N a obr. 19 je vývoj dlouhovlnného píku u 774 nm v čase. Data 

byla dobře proložena modelem s jednou exponencielou. Dle Atkins & De Paula (2003) by 

tato reakce odpovídala reakci prvního řádu. Získaná časová konstanta byla cca 7700 s, 

tj. přibližně 128 minut. 
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Obr. 19: Analýza rychlosti reakce Zn-fcb u 774 nm. Model (červeně) je jedna exponenciálni 

funkce. 

V mnoha případech bylo potřeba použít více než jednu exponencielu. V takovém 

případě bylo získáno více časových konstant a také více amplitud složek. Např. na obrázku 

(Obr. 20) je kinetika reakce se solí niklu u 418 nm. Tato data vyžadovala dvě exponenciely 

s časovými konstantami 8700 s a 366 s, tj. přibližně 145 minut a 5,6 minut. I v tomto případě 

podle náhodného průběhu reziduálů model velmi dobře popisuje data. 
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Obr. 20: Analýza rychlosti reakce Ni-fcb u 418 nm. Model (červeně) je součet dvou 

exponenciálních funkcí. 
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Tab. 6: Spočtené rychlosti reakcí fcb 

analyzovanou vlnovou délku. Adj. R2 je upravený 

složitost použitého modelu. 

s kovy. První sloupec indikuje kov a 

koeficient determinace, který zohledňuje i 

charakteristické časy [s] 

T1 T2 

relativní amplitudy 

složek [%] 

AI A2 Adj. R 2 

Zn 
774 nm 

375 nm 

662 nm 

7707 

10766 

9502 

100,0 

100,0 

100,0 

0,0 

0,0 

0,0 

0,9997 

0,9985 

0,9999 

Ni 
753 nm 

616 nm 

418 nm 

365 nm 

7680 

8828 

8730 

9802 

319 

336 

335 

100,0 

95,0 

97,2 

96,0 

0,0 

5,0 

2,8 

4,0 

0,9994 

1,0000 

1,0000 

1,0000 

Cu 
407 nm 

637 nm 

766 nm 

Co 

11541 

10398 

10918 

361 

500 

96,6 

97,3 

100,0 

3,4 

2,7 

0,0 

1,0000 

1,0000 

0,9999 

366 nm 2384 307 24,7 72,6 0,9999 

Získané rychlosti všech reakcí jsou uvedeny v tabulce (Tab. 6). Jak je vidět z hodnot 

upraveného koeficientu determinace (adjusted R 2 ) , všechna data měla malý šum a bylo 

možné je velmi dobře popsat exponenciálním modelem. Většina pozorovaných absorpčních 

změn v prvních dvou hodinách reakce se solí kovu byla způsobena pomalými reakcemi 

s charakteristickými časy okolo 9500 s, tj. 160 minut. Výjimkou byla reakce s kobaltem, kde 

byly až dvě třetiny pozorované absorpční změny způsobeny rychlou reakcí 

s charakteristickým časem zhruba 300 s, tj. 5 minut. 

4.3.3. Vazba kovu na ester fykocyanobilinu 

Průběh reakcí esteru fcb s jednotlivými kovy probíhal velmi podobně jako reakce 

kovu s přečištěným fcb. I v tomto případě byly reakce měřeny nejprve po dobu prvních dvou 

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

Průběh reakce esteru fcb se zinkem probíhal podobně, jako reakce kovu s fcb. I tady 

došlo k poklesu absorbance v U V i viditelné oblasti. U Q pásu je viditelné rozdělení na dva 

užší pásy u 630 nm a 690 nm, což vykazuje mírný posun do červené oblasti oproti směsi 

kovu s fcb. K tomuto rozdělení a posunu došlo j iž u spektra měřeného po dvou minutách. 

Nedošlo zde k vytvoření pásu okolo 770 nm, který u fcb s kovem po 24 hodinách reakce 

zmizel. Po 24 hodinách reakce došlo k výraznému snížení pásu Q u 690 nm a naopak 

výraznému vzrůstu pásu Q u 630 nm. Po týdnu došlo k úplnému poklesu pásu Q u 690 nm. 

Vzniklé spektrum s hlavními píky u 340 a 620 nm je velmi podobné s absorpčním spektrem 

fcb se zinkem po týdnu, pás Q je ale u esteru oproti Soretovu pásu vyšší. 
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Obr. 21: Vybraná absorpční spektra z průběhu reakce hexylesteru fcb s ionty zinku v čase. 
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4.3.3.2. Hexylester a kobalt 

Obdobně jako u reakční směsi Co-fcb, tak i u reakční směsi esteru s kobaltem došlo 

na začátku reakce k poklesu absorbance v celém spektru. Po 2 hodinách došlo k poklesu 

absorbance v U V oblasti a nárůstu úzkého pásu u 630 nm, který i se zbytkem spektra během 

týdne už pouze klesal. Hlavním rozdílem byla vyšší stabilita komplexu kobaltu s esterem fcb 

oproti komplexu Co-fcb. Zatímco u komplexu Co-fcb měl pás Q po týdnu jen 22 % 

amplitudy absorbance původního fcb, pás Q u komplexu kobaltu s esterem fcb dosahoval 

amplitudy 68 % původní absorbance. 
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Obr. 22: Vybraná absorpční spektra z průběhu reakce hexylesteru fcb s ionty mědi v čase. 
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4.3.3.3. Hexylester a měď 

Během vývoje reakční směsi s mědí došlo na počátku reakce k úplnému poklesu 

absorbance v oblasti Q pásu a vzrůstu v infračervené oblasti (okolo 800 nm). Zároveň došlo 

k posunu Soretova pásu do červena do oblasti cca 410 nm oproti 365 nm u bilinu. Po týdnu 

však došlo k úplnému zmizení tohoto pásu a objevil se mnohem užší pás v U V oblasti na cca 

340 nm. Výsledné spektrum po týdnu je zhruba o 40 % nižší v Q pásu než spektrum po 24 

hodinách a objevil se v něm také nový malý pík u 500 nm. V e srovnání s Cu-fcb jsou polohy 

Soretova i Q pásů podobné, rozdíl je především v jejich amplitudách, kdy v případě 

komplexu mědi šes te rém fcb je amplituda u obou pásů vyšší. Největší rozdíl je však 

v poloze přechodného pásu, kdy u Cu-fcb je jeho maximum u 765 nm, zatímco u komplexu 

mědi s esterem fcb je u 800 nm. 
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Obr. 23: Vybraná absorpční spektra z průběhu reakce hexylesteru fcb s ionty mědi v čase. 
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4.3.3.4. Hexylester a nikli 

Reakční směs esteru s niklem měla také obdobný vývoj jako reakce sNi-fcb. N a 

začátku reakce došlo k poklesu celého absorpčního spektra. Po 24 hodinách došlo k vývoji 

píku u 770 nm, který po týdnu reakce zmizel. Obdobně je na tom také pík u 430 nm, který je 

nejvíc vidět po 24 hodinách. Ten byl oproti reakci Ni-fcb posunutý ze 413 nm k 432 nm. Po 

týdnu došlo k ustálení pásu v U V oblasti u 337 nm, můžeme tedy pozorovat posun pásu o 

13 nm ke kratším vlnovým délkám oproti komplexu Ni-fcb (kapitola 4.3.1.4.). V porovnání 

s Ni-fcb došlo k posunu Q pásu z 645 nm na 625 nm, a zároveň jeho poměr je vzhledem 

k původnímu fcb vyšší než u Ni-fcb. U přechodného pásu došlo jen k mírnému posunu do 

červena. Vzhledem k rozdílným amplitudám je pravděpodobné, že komplex kovu s esterem 

fcb je stabilnější než Ni-fcb. 
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Obr. 24: Vybraná absorpční spektra z průběhu reakce hexylesteru fcb s ionty niklu v čase. 
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4.3.4. Kinetika reakcí esterů s dvoj mocnými kovy 

Data z vazby kovu na ester fcb nebyla dostatečně kvalitní pro vyhodnocení jako 

v případě fykocyanobilinu s kovem. S nižší kvalitou bylo možné zpracovat data z vazby N i a 

Co na ester fcb. V případě N i se podařilo modelovat data pomocí jedné exponenciely u 

vlnové délky 773 nm s časem 9 360 s a také u 432 nm s časem 11 130 s. V případě kobaltu 

byly charakteristické časy absorpční změny u 369 nm 3 590 s a 617 s. Vzhledem k delším 

časům, než byly u kinetiky fykocyanobilinu s kovem lze říct, že vazba kovu na 

esterifikovaný fykocyanobilin je pomalejší zhruba o 25 %. 

4.3.5. HPLC analýza esterů fykocyanobilinu s navázaným kovem 

Získané směsi kovů s esterem byly po týdnu reakce analyzovány také pomocí H P L C , 

výsledné chromatogramy jsou na obrázku (Obr. 25). Oproti očekávání j sou chromatogramy 

velmi složité s vyšším množstvím píků. V chromatogramech je od nejméně 4 velkých píků u 

esteru Zn-fcb až přes 10 píků u esteru Ni-fcb. Dominantní pík u esteru fcb u 12 min (Obr. 

25) v chromatogramu Z n a Co téměř chybí a v chromatogramu Z n a Cu se vyskytuje výrazný 

dvojpík okolo 10 minuty. Z nedostatku času se práce podrobnější analýze těchto dat 

nevěnuje. 

Čas (min) 

Obr. 25: Porovnání HPLC chromatogramu komplexů esterifikovaného fcb s ionty kovů. 
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5. DISKUZE 

5.1. Izolace fykocyanobilinů 

Z důvodu zjednodušení izolace fykocyanobilinů byla oproti předchozím pracem 

(Malinová, 2021, Vomáčková, 2022) zvolena purifikace z komerčně vyráběných tabletek, 

což se osvědčilo jako účinná metoda. N a základě jednoduchosti izolace v kombinaci se 

studiem oboru učitelství biologie a chemie pro SS byl v rámci programu „Studenti žákům, 

žáci sobě" zvolen tento pokus, který by bylo možné využít ve výuce. Konkrétně ve výuce 

chemie lze demonstrovat rozpustnost polárních a nepolárních látek v rozpouštědlech 

(konkrétně vodě a etanolu) a také jejich přítomnost, kterou lze detekovat okem jako barvu 

roztoku. Pokus je vhodný také do hodin biologie při studiu botaniky, konkrétně algologie. Je 

možné identifikovat vzorky a názorně ukázat, že v tabletách spiruliny se nachází sinice 

obsahující fykobilizomy, zatímco např. v tabletce chlorelly se fykobilizomy obsahující 

fykocyanobilin nevyskytují a tím pádem neposkytne modrý roztok. V pokročilé verzi či ve 

fyzice lze na vzorku demonstrovat použití spektroskopických metod k analýze složení 

vzorku pomocí fluorescenční spektroskopie. Nevýhodou může být nedostatečná vybavenost 

škol. N a obdobném vzorku byla j iž publikována metoda pro demonstraci analýzy denaturace 

proteinu (Heller, 2000, Taylor, 2002). 

Limitujícím krokem práce je v danou chvíli pracná a nedostatečná purifikace 

fykocyanobilinů po hydrolýze, jejíž výtěžek je velmi malý. V průběhu práce byla otestována 

metoda přečištění pomocí H P L C , která by mohla být v budoucnu účinnější než dočasná 

purifikace. Z nedostatku času nebyla metoda řádně testována a nebyla tedy ani dále 

rozpracována. 

5.2. Esterifíkace 

Při optimalizaci esterifíkace bylo otestováno malé množství podmínek. Hlavním 

důvodem bylo relativně malé množství vzorku, které omezovalo možnost práce s vyššími 

koncentracemi fykobilinů. Za těchto podmínek bylo zjištěno, že optimální doba esterifíkace 

při 10 000x nadbytku alkoholu je 6 hodin. I přes relativně dlouhou dobu reakce nebyly další 

experimenty výrazně ovlivněny. 

Po získání vyšších koncentrací přečištěného fykobilinů by bylo vhodné otestovat také 

alkoholy s delšími uhlíkatými řetězci a případně koncentrační řadu alkoholů, což by 

umožnilo získat i parciální řád reakce pro přidávaný alkohol. V předchozí práci 

(Vomáčková, 2022) byla testována reakce především s butanolem ahexanolem. Dalším 

otestovaným alkoholem byl dodecylalkohol, u kterého však nebyly testovány různé časy 

esterifíkace. 
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I přes úpravu délky esterifikace jsou v chromatogramech z H P L C obsaženy 

kontaminující složky, nebo možná vedlejší produkty reakce, v množství přes 10 %. Pro zisk 

čistšího produktu by bylo možné směs přečistit v H P L C , bylo by však zapotřebí získat větší 

množství vstupního fykocyanobilinu. 

5.3. Vazba iontů kovů na fykocyanobilin a jeho ester 

Motivem k této práci byly kromě analogií s cyklickými metaloporfyriny také dříve 

publikované práce o možnosti vazby kovu na biliverdin a fylobiliny vznikající při rozkladu 

chlorofylu v rostlinách (Velapoldi & Menis, 1971, Petrier et al, 1979, L i et al, 2014, 

C h e n e ř al, 2020). V této práci se podařilo prokázat, že všechny čtyři testované kovy 

způsobují významné změny absorpčních spekter. V e všech případech došlo k výraznému 

zúžení absorpčního Q pásu, což interpretujeme jako důsledek omezení konformační 

flexibility molekuly fykocyanobilinu. Je velmi pravděpodobné, že došlo ke koordinaci atomu 

kovů na dusíky v pyrolových kruzích. Tato interakce byla dobře popsána u fylobilinu (Li et 

al.,20U,Uet al, 2016). 

V e své práci L i et al. (2014) popisuje na fylobilinech poměrně rychlé koordinační 

reakce probíhající v řádu několika sekund až minut. Další z citovaných prací také uvádějí 

relativně jednoduché reakce s několika isosbestickými body ve spektrech. Konkrétně 

Velapoldi & Menis (1971), uvádí reakce biliverdinu s kovy s podobnými rychlostmi, jako 

jsou námi prováděné reakce, ale spektra opět ukazují přítomnost isosbestických bodů, což 

indikuje relativně jednoduchý průběh reakce. 

V literatuře jsou po vazbě kovu popsány změny absorpčních spekter, kdy obvykle 

dochází k posunu Q pásu do červena (Petrier et al, 1979, L i et al., 2014, L i et al, 2016, 

Chen et al, 2020). Oproti literatuře naše data vykazují složité reakce s několika 

pozorovanými mezistupni a výsledné absorpční maximum je jen mírně posunuté do červena. 

Například u reakce Zn-fcb se nejprve objevil pík okolo 770 nm, potom okolo 660 nm 

a nakonec se vzorek ustálil s pikem u 620 nm. Oproti tomu volný fykocyanobilin má 

absorpční maximum v oblasti 590 - 640 nm. Původ pozorovaných změn nelze bez dalších 

analýz spolehlivě vysvětlit. Je známo, že nepolární bakteriochlorofyly mají schopnost 

agregovat ve volném pufru, což je doprovázeno výrazným posunem absorpce do červena 

(Zupčanová et al., 2008). Je tedy možné, že první pozorovaný pík okolo 770 nm je způsoben 

vznikem agregátu více molekul fcb v prvních krocích reakce po přidání kovu. L i et 

al. (2016) také popisují existenci stabilního dimeru fylobilinu se zinkem a je možné, 

že podobný dimer může přechodně existovat i v našich vzorcích, kde se může projevit jako 

jeden z pozorovaných přechodných píků. Jelikož poloha Q pásu komplexu s kovy je blízká 
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poloze pásu Q volného fykocyanobilinu, lze předpokládat, že většina připravených vzorkuje 

po týdnu reakce tvořena monomerními molekulami. 

U vzorků obsahující kobalt byla pozorována malá stabilita vzniklého komplexu. To 

může být částečně způsobeno nestabilitou barviv a jejich komplexů na světle 

(Velapoldi & Menis, 1971). Větším faktorem v tomto případě bude nejspíš přítomnost 

kyslíku v reakční směsi a oxidace navázaného kovu. U zásobního roztoku kobaltu docházelo 

k viditelné změně zabarvení (obr. 26), což je s nej větší pravděpodobností způsobeno právě 

přítomností kyslíku. V budoucí práci by bylo vhodné provádět reakce bez přístupu kyslíku a 

s co nejmenším přístupem světla. Také by bylo možné charakterizovat stabilitu připravených 

komplexů na světle i ve tmě. 

Obr. 26: Čerstvě připravený zásobní roztok kobaltu (vlevo) a dva měsíce starý zásobní 

roztok kobaltu (vpravo). 

Reakce kovů s esterifikovaným bilinem byly úspěšné, opět docházelo u jednotlivých 

vzorků k významným absorpčním změnám. V e srovnání s fykocyanobiliny docházelo 

u komplexů kovů s esterifikovaným fcb k pomalejším reakcím. Q pásy byly u esterů fcb po 

týdnu u všech kovů větší než v případě neesterifikovaného fykocyanobilinu. To by mohlo 

poukazovat na větší stabilitu produktů. 

Porovnání H P L C analýzy esterifikovaného fykocyanobilinu a jeho komplexů s kovy 

bylo provedeno jen jednou na týden starých vzorcích. Ze získaných dat lze vidět, že reakční 

směs je po týdnu komplikovaná. Obsah směsi mohou tvořit různé izoméry fykocyanobilinu 

s navázanými kovy, stabilní vedlejší produkty reakce i rozpadové produkty z důvodu nízké 

stability produktů. By lo by vhodné začít analýzou komplexu Zn-fcb, který je 

spektroskopicky jednodušší a jeho chromatogram obsahuje jen čtyři hlavní píky. 
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5.4. Kinetika reakcí s dvoj mocnými kovy 

Pozorované rychlosti reakcí byly v řádu několika minut až hodin. V této práci byly 

použity nízké koncentrace kovů, 10 ekvivalent, vůči bilinům. Zvýšením koncentrací kovů by 

bylo možné reakci významně urychlit a zároveň testováním různých koncentrací kovů by 

bylo možné zjistit řád reakce ve vztahu ke koncentraci kovu. Další možností by bylo 

otestovat také další kovy, např. železo, kadmium nebo samarium (Velapoldi & Menis, 1971). 
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6. ZÁVĚR 

V první části práce byla úspěšně otestována nová metoda izolace fykocyaninu 

z komerčně prodávané spiruliny. Vzhledem k jednoduchosti postupu byl připraven pokus 

vhodný pro hodiny biologie, chemie a popřípadě také fyziky. Pokus byl úspěšně otestován 

během projektu pořádaného Přírodovědeckou fakultou Jihočeské univerzity. 

Dále byla optimalizována metoda esterifikace, kdy bylo zjištěno, že optimální doba 

pro esterifikaci fykocyanobilinu při nadbytku alkoholu (10 000x) byla 360 min. Reakce je 

stále pomalá a je tedy potřeba zvýšit koncentraci bilinu a tím urychlit reakci. Nižší nadbytky 

alkoholu nebyly testovány z nedostatku času, ale reakce velmi pravděpodobně poběží ještě 

mnohem pomaleji. 

By la také potvrzena možnost vazby všech zkoumaných kovů (Zn, Co, C u a N i ) na 

fykocyanobilin. Průběh vazebných reakcí je však pomalý (probíhá v řádu několika hodin až 

dnů) a složitý a vyžaduje delší práci. Obdobná, jen pomalejší, je také vazba kovů na ester 

fykocyanobilinu. Po jejich podrobnější charakterizaci a přečištění by bylo možné uvažovat 

o jejich inkorporaci, namísto esterifikovaných fykocyanobilinu bez navázaného kovu, 

do nepolárních komplexů například s B C h l . 

Závěrem práce byla provedena H P L C analýza, která prokázala komplexní složení 

vzorků. B y l o by vhodné v budoucnu analyzovat stabilitu komplexů ve vztahu k podmínkám 

reakce a jej ich skladování. 
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8. PŘÍLOHY 

Analýza fotosyntetických pigmentů ve Spirulině 
Nádobí 

- třecí miska s tloučkem, 4 kádinky + 1 odkládací kádinka, nálevka, 2 zkumavky, 

filtrační papír, nůžky, spektroskopické kyvety, odměrný válec (10 ml) 

Chemikálie 
destilovaná voda, etanol (denaturovaný), tablety sušené Spiruliny 

Bezpečnost práce 
Budeme pracovat s denaturovaným etanolem, který není jedlý (bylo by vám po něm 

nevolno), neochutnávejte ho, intenzivně k němu nečichejte. Nedívejte se do silných 

svazků světla, jako je třeba použitý laser. V případě nevolnosti, zranění nebo j iných 

nebezpečí informujte ihned jednoho z vedoucích praktik. 

Postup 
1. Nadrťte 1 tabletku Spiruliny (m = 200 mg) ve třecí misce. 

2. Nadrcenou tabletku přesypte do 50 ml kádinky a rozpusťte v 10 ml destilované vody. 

3. Z filtračního papíru si připravte jednoduchý filtr, vložte ho do nálevky a opatrně 

namočte destilovanou vodou. 

1 . 2. 1 . 2. 

Přehnout 

Přehnout 

2. 

Přehnout 

3 . 

Ustřihnout 

* 

4 . 

Rozevřít \ / 

4. Přefiltrujte alespoň 1 ml vzorku do kádinky. 

5. Do pracovního listu si zaznamenejte barvu rozpuštěné nadrcené tabletky a porovnejte 

s barvou filtrátu. Zaznamenejte, co se stane při posvícení silným světlem (např. z 

mobilu) do filtrátu. 
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6. Filtrát přelijte do zkumavky a asi 5 x nařeďte vodou. Naředěný filtrát přelijte do 

spektroskopické kyvety. Ujistěte se, že kyveta je zvenku čistá a suchá, v případě 

potřeby j i očistěte čtverečkem buničiny. 

7. Z a pomoci vyučujícího změřte absorpční a fluorescenční spektrum vzorku. 

8. Spektra si vyfoťte a zakreslete do připraveného grafu na pracovním listu. 

Poznamenejte si do pracovního listu i další vlastnosti vzorku. 

9. Z papírového filtru si opatrně seškrábněte nezfiltrovaný materiál do čisté kádinky, 

zalijte 2 ml denaturovaného ethanolu a dobře promíchejte. 

10. Zopakujte postup s druhým vzorkem (kroky 3 - 8). Namísto vody použijte etanol. 
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