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Anotace

Tato prace se vreSerSni Casti zabyva popisem fykobilind, jejich biosyntézou,
vlastnostmi a funkci béhem fotosyntézy. Diky nim by jejich estery mohly byt vyuzity
k vyrobé umélych svétlosbérnych antén. Je zde obsazen i popis pigmenti podobné struktury
(tetrapyroly).

V experimentalni ¢asti prace obsahuje izolaci fykobilint kyselou hydrolyzou z bun¢k
sinice Synechocystis, analyzu ziskanych pigmentd metodami TLC a HPLC a popis

esterifikace izolovanych fykobilinti butan-1-olem.

This thesis describes phycobilins, their biosynthesis, properties and functions during
photosynthesis. Their esters could be used to produce artificial self-assembling light-
harvesting antennae. Pigments with similar structures (tetrapyroles) are also described.

The experimental part describes the isolation of phycobilins from the cyanobacterium
Synechocystis by cleavage with hydrochloric acid, the analysis of obtained pigments by TLC
and HPLC methods and esterification of purified phycobilins with butan-1-ol.
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1. Uvod

1.1 Fotosynteticka barviva

Fotosyntetickd barviva maji ve fotosyntetickém ustroji tfi funkce. Prvni funkci je
samotna fotochemicka pfeména v reakénich centrech. Druhou funkci je zachyceni fotont a
pfenos excitace molekulami barviv do reak¢nich center. Treti funkci je ochrana
fotosyntetického ustroji pfed nezadoucimi tripletnimi stavy chlorofylu, které vedou
k produkci singletniho kysliku, nebo pfed nadmérnou excitaci pii vystaveni vysoké
ozafenosti. Ochrannou funkci maji zejména karotenoidy. VSechny tyto funkce maji barviva
vazand k molekuldm bilkovin, které tvoifi svétlosbérné antény ¢i reakéni centra. Tyto
pigmentproteiny obsahuji (bakterio)chlorofyly, fykobiliny a karotenoidy. Z tohoto divodu
rozdélujeme antény na (bakterio)chlorofylové a fykobilinové. Fykobilinové antény se od
ostatnich typt 1iS§i mimo jiné kovalentni vazbou pigmentl na protein. Ve vyjimecnych
ptipadech miZe svétlosbérnou funkci tvofit anténa tvofend pouze pigmenty, bez proteinoveé
slozky. Zakladni stavebni jednotkou (bakterio)chlorofylii a fykobilini je tetrapyrol (Setlik et
al.,1998; Pavlova, 2006).

1.2 Tetrapyroly

Pyrol je péti¢lenny N-heterocyklicky kruh, ktery snadno podléha oxidaci vzdusnym
kyslikem, ¢imz vznikaji radikaly, ze kterych pak dale vznikaji polypyroly. V piirodé se
slouceniny s timto kruhem vyskytuji naptiklad pravé v pigmentech, které obsahuji tetrapyrol
a jsou to naptiklad chlorofyly, bakteriochlorolyly, hemy, bilirubiny a fykobiliny.

Tetrapyroly (porfyriny) jsou velmi rozsifena ptirodni barviva odvozena od porfinu.
Porfin je makrocyklus ¢tyt pyroll spojeny mustky jednoho uhliku. Z porfinového kruhu jsou
poté odvozeny hemy. Chlorofyly a bakteriochlorofyly jsou odvozeny z chlorinu
(dihydroporfin) a bakteriochlorinu (tetrahydroporfin).
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Obr. 1.1: Vlevo Pyrol, vpravo Porfin
Zdroj obr.: https://cs.wikipedia.org/wiki/Pyrrol#/media/File:Pyrrol2.svg
Zdroj obr.: https://cs.wikipedia.org/wiki/Porfin#/media/File:Porphin.svg

Tetrapyrol suzavienym kruhem vznikd pifi biosyntéze porfind, jejichz kazdy
pyrolovy kruh ma dva substituenty, zbytek kyseliny octové a zbytek kyseliny propionové.
Naprosta vétSina téchto tetrapyroll ma uspofadani substituentli oznacené typem III

(Uroporfyrin 111) a jen velmi ziidka se vyskytuje typ I (Uroporfyrin 1)
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Obr. 1.2: Vlevo Uroporfyrin I, vpravo Uroporfyrin 111
Zdroj obr.: (Setlik et al.,1998)

Tetrapyrolovy kruh je planarni a obsahuje soustavu silné konjugovanych vazeb, ¢imz
dochdzi k delokalizaci elektronti v celém kruhu a tim padem i k aromatickému charakteru
tetrapyrolu. Diisledkem snadné excitace elektronti pak maji tyto latky velmi silné absorpéni
pasy mezi 360 az 700 nm ptiCemzZ charakteristicky je tzv. Soretiv pas ktery se nachazi
Vv modré oblasti spektra mezi 350 az 450 nm, za ktery mize rozlozeni ¢tyf pyrolovych
dusika. (Setlik et al.,1998)



1.3 Chlorofyly a Bakteriochlorofyly

Chlorofyly jsou zelené pigmenty, které se v piirodé vyskytuji v rostlinach, sinicich a
fasdch. V buiikkdch jej najdeme v thylakoidnich membranach, které jsou umistény
v organelach — chloroplastech. Chlorofyly a, b a d jsou tvofeny forbinem, coZ je chlorin
s dalsim isocyklickym kruhem. Chlorofyl ¢ ma zékladni tetrapyrolovy kruh. Podobny
chlorinovy zaklad maji bakteriochlorofyly ¢, d a e. Bakteriochlorofyly a a b jsou tvofeny
bakterioforbinem, odvozenym od bakteriochlorinu. Chlorofyly a bakteriochlorofyly se dale
li$i v substituentech navazanych na polycyklické jadro. Chlorofyl a je jako jediny nezbytny
pro pfeménu energie ve fotosyntéze, ostatni chlorofyly energii pouze absorbuji a predavaji ji
na chlorofyl a. To samé plati i pro bakteriochlorofyl a. Bakteriochlorofyly tvoii zaklad
fotosyntézy anoxygennich bakteriich, vSechny fotosyntetické organismy vyvijejici kyslik
pouzivaji chlorofyly. (Prochazka, 1998; Scheer, 2003)

1.4 Fykobiliny

Fykobiliny jsou linearni (oteviené) tetrapyroly, které jsou vazany na proteiny a tvoii
tak fykobiliproteiny. Fykobiliproteiny jsou hydrofilni polypeptidy a v buiice jsou umistény
na povrchu thylakoidl. U ruduch a sinic vytvareji fykobiliproteiny slozité anténni utvary,
které se nazyvaji fykobilizomy. Tak, jako vznikaji u Zivocichi biliny rozkladem hemu, které
jsou pak znamy jako Zlucova barviva (bilirubiny), vznikaji fykobiliny u sinic a fas oxida¢nim
otevienim porfyrinového kruhu. Uhlikové mistky mezi jednotlivymi pyrolovymi jadry
mohou mit obé vazby jednoduché a nebo jednu jednoduchou a jednu dvojnou. Podle poctu
nenasycenych mustktl je oznacujeme jako bilany, bileny, bilidieny a bilitrieny. Bilan je
napiiklad urobilinogen, ten mé& vSechny uhlikové mistky nasycené. Bilen s jednim
nenasycenim mustkem je napt. fykourobilin. Bilidien se dvéma nenasycenymi mustky je
napt. fykoerythrobilin a bilitrien se vSemi tfemi nenasycenymi miustky je napf.

fykocyanobilin (Setlik et al.,1998).



COOH COOH COOH COOH

Obr. 1.3: Vlevo Fykocyanobilin, vpravo Fykoerythrobilin
Zdroj obr.: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5f/Phycocyanobilin2.svg

Fykobiliny jsou k proteinu vazany kovalentni thioétherovou vazbou mezi prvnim
uhlikem vinylového substituentu na A pyrolovém kruhu fykobilinu a cysteinovym zbytkem
na proteinu. Timto zplsobem jsou vazany na protein vSechny fykobiliny. Nekteré
fykoerythrobiliny a fykourobiliny maji je§té druhou takovou vazbu na kruhu D (Setlik et
al.,1998; Scheer, 2003).
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Obr. 1.4: Vazba fykobilini na protein, vlevo fykocyanobilin, vpravo fykoerytrobilin
Zdroj obr.: (Zhao et al., 2007)

Fykobiliproteiny maji také velice rozmanita absorpéni spektra, li§ici se polohou
absorpénich maxim. Fykoerytrin ma absorpéni maximum mezi 545 a 565 nm a
allofykocyanin mezi 650 a 680 nm. Mezi témito dvéma extrémy maji absorpéni maxima
ostatni fykobiliny. Tato rozmanitost absorpcnich spekter je dana ptedevSim vzdjemnym
ptisobenim fykobilinli s molekulou proteinu a ne rozdily ve struktufe samotnych tetrapyrolt
(Scheer, 2003).

Fykobiliny sice nazyvame linedlni tetrapyroly a i tak kreslime jejich strukturu, avSak
jejich molekula ma tvar pieStipnutého prstence coz je piirozené uspotradani tetrapyrolovych

molekul. Ve fykobiliproteinech jsou molekuly fykobilint rizné natahovany bud’ kovalentni
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vazbou na obou koncich tetrapyrolu a nebo molekulovymi interakcemi ke zbytku molekuly

proteinu. Takové deformace méni jejich absorpéni vlastnosti (Setlik et al.,1998).

1.5 Fykobilizomy

Fykobilizomy jsou slozit¢ svétlosbérné antény, které se nachazi na povrchu
thylakoidnich membrén u sinic a ruduch. Tyto antény jsou tvoieny kulovitym jadrem, které
je z allofykocyaninti (trimery) a ty¢emi které jsou z fykocyanobilind a fykoerytrobilint
(hexamery). Tyto trimery a hexamery maji formu jakychsi ter¢ikii s otvorem uprostied.
Prenos excitace jde od fykoerytrinll pfes fykocyaniny az k allofykocianinim. To znamena od

pigmentti s maximem absorpce pii krat$i vinové délce az po pigmenty s maximem absorpce

pii delsi vinové délce. Toto usporadani pomahd usmériovat tok energie smérem k reakénim

centrum (Scheer, 2003)

A B C
PE hexamer PC hexamer APC trimer
A v Y

Obr. 1.5: Fykobiliproteiny — stavebni jednotky fykobilizomt
Zdroj obr.: (Sonani et al., 2016)
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Obr.: 1.6: Schéma fykobilizomi na thylakoidni membrané
Zdroj obr.: (Dumay et al., 2014)

1.6 Biosyntéza fykobilint

Biosyntéza fykobilinti je stejnd jako biosyntéza vSech ostatnich tetrapyrolti az po
protoporfyrin IX. Prvnim krokem celé syntézy je kondenzace dvou molekul kyseliny
o-aminolevulové, ze které vznikne molekula porfobiligenu. Kyselina &-aminolevulova
vznikéd ve fotosyntetizujicich organismech transaminaci a redukci z glutamatu. U nékterych
fotosyntetizujicich bakterii a v rostlinach mize vznikat ze sukcinyl-koenzymu A a glycinu.
Naslednou kondenzaci Ctyt porfobilinogenti vznikd molekula uroporfyrogenu III.
Z uroporfyrinogenu III  pak naslednymi uUpravami postrannich fetézci  vznika
koproporfyrogen III a z n& poté protoporfyrogen IX, ktery se méni na protoporfyrin IX s
kruhem konjugovanych jader. Navaze-li se do protopofyrinu IX Fe?* vznikne zaklad hemu
(protohem). Pokud se do protoporfyrinu IX navaze Mg®* vznikne magnesium protoporfyrin
IX a ten je zdkladem chlorofyli. Hem oxygenaza z protohemu odstrani atom zeleza a
nasledné otevie porfyrinovy kruh, ¢imz vznikne biliverdin. Z biliverdinu se biliverdin
reduktazou stane dihydrobiliverdin a reduktdzou dihydrobiliverdinu vznika fykoerytrobilin.

Fykocyanobilin vznika fykocyanobilin izomerazou (Cornejo a Beale, 1997; Terry, 2002).
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Obr. 1.7: Vlevo kyselina 6-aminolevulova, vpravo protoporphyrin IX
Zdroj obr. :https://www.wikiskripta.eu/w/Kyselina_5-
aminolevulov%C3%A1#/media/File:Aminolevulinic_acid.svg

Zdroj obr.: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e2/Protoporphyrin_1X.svg

1.7 Bilirubiny

Bilirubiny jsou pigmenty tvofené podobn¢ jako fykobiliny otevienym tetrapyrolem.
Jejich roztoky maji Zlutou aZz ZlutooranZovou barvu. Jsou odpadnim produktem vSech
placentalnich zivoc¢ichti. Vznikaji z hemoglobinu v jatrech. Zde je z hemoglobinu uvolnén
hem a nasledné z hemu oxidacnim otevienim porfyrinovéhu kruhu hemooxigenazou vznika
biliverdin, z kterého pak biliverdinreduktazou vznikaji bilirubiny.
COO COO

Obr. 1.8: Bilirubin (izomer [Xa)
Zdroj obr.: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bilirubin.svg



1.8 Samoorganizujici agregaty

Samoorganizujici agregaty jsou sloZeny pouze z pigmenttli, to znamena, Ze nejde o
typické pigment-proteinové antény. Takovéto agregaty tvoii bakteriochlorofyly c, d a také e,
které jsou slozeny z porfyrinu jakozto poldrni Casti agregatu a nepolarniho alifatického
fetézce. Schopnost agregace je u téchto bakteriochlorofyli dana hotf¢ikem uvnitf
tetrapyrolového kruhu a dale také unikétni polohou nékterych substituentii na tetrapyrolovém
kruhu. Je to OH skupina na uhliku 3 a ketoskupiny na uhliku 13 (Smith, 1983). Tyto
agregaty tvori svétlosbérné struktury v bunkach nékterych fotosyntetickych bakterii, kde
mize byt v jednom agregatu az 100 000 molekul bakteriochlorofylu (PSencik et al., 2004).
Bakteriochlorofyly mohou tvofit agregaty i mimo bunku, to znamena, Ze se daji vyuzit pfi
vyrobé umélych svétlosbérnych antén (Furumaki et al., 2014). Podle polarity prostiedi se
bakteriochlorofyly vyskytuji v roztoku jako monomery, dimery a nebo agregaty. To
ovliviiuje 1 pfitomnost nepolarnich latek jako jsou napiiklad karotenoidy. V nepolarnim
prostfedi se tvoii agregaty (Zupcanova, 2013). Agregaty bakteriochlorofylu ¢ maji jednu
oblast absorpce mezi 420 az 470 nm a druhou okolo 720 az 760 nm. Fykobiliny maji
absorp¢ni maxima mezi 550 az 650 nm a kdyby se povedlo do agregatii vpravit estery
fykobilint, zvétsil by se tak absorpéni rozsah agregati. (Zupcanova et al., 2008)

1.9 Esterifikace

Estery mohou vznikat mnoha zplsoby, jako tfeba reakci karboxyldtového aniontu
s primarnim alkylhalogenidem a nebo reakci alkohold s acylchloridy za piitomnosti
pyridinu. OvSem nejcastéj$i a nejzndméjsi cestou vzniku esterli je nukleofilni acylova
substituce karboxylovych kyselin a alkoholli. Estery jsou tedy derivaty karboxylovych
kyselin, u nichz je atom vodiku zaménén za zbytek alkoholu. Oproti karboxylovym
kyselindm maji z nich odvozené jednoduché étery niZsi bod varu, coZ je zplisobené zménou
interakci mezi jednotlivymi molekulami. U karboxylovych kyselin jsou to vodikové mustky,
které jsou nejsiln€js$i nevazebnou interakci (az 40 kJ/mol) a u esterti to jsou fadove slabsi

interakce dipol-dip6l. Jednoduché estery jsou rozpustné ve vode€, ovSem s rostouci délkou
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alifatického fetézce tuto schopnost ztraceji. Ohledné reaktivity jsou na tom estery prakticky
stejné jako ostatni funk¢ni derivaty karboxylovych kyselin. Hydrolyza estert za pfitomnosti
bazi je nazyvana saponifikace (zmydelnéni). Tuky obsahuji esterové vazby a pti reakcich s
hydroxidy ve vodném prostfedi vznikaji mydla. Hydrolyza za ptfitomnosti kyseliny (kysele

katalyzovana hydrolyza) je opakem Fischerovy esterifikace. (McMurry, 2007)

1.10 Fischerova Esterifikace

Vznik esterti zahfivanim karboxylovych kyselin v piebytku alkoholu za katalyzy
silné¢ kyseliny objevil chemik Emil Fischer v roce 1895. Jednd se o hojné pouzivanou
esterifikaci kvili jejim dobrym vytézkim. Tato metoda je omezena pouze na vznik methyl-,
ethyl-, propyl-, a butylesterd kvili nutnosti pouziti velkého ptebytku alkoholu. Esterifikace
za pouziti delSich alkoholl prob¢hne jen s malymi vytézky nebo neprobihad viibec. Schéma

Fisherovy esterifikace je struéné popsano na obr. 1.9, 1.10 a 1.11.
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Obr. 1.9: Prvni krok reakce je protonace karboxylu za vzniku mezomerné stabilniho
kationtu.
Zdroj obr.: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c5/Fischer-

Veresterung_3.svg
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Obr. 1.10: V druhém kroku se mezomern¢ stabilni kation chytne volného elektronového
paru hydroxylové skupiny. Atom vodiku z alkoholu vytvofii vodikové mistky s atomy
kysliku karboxylové skupiny, se kterymi nakonec vytvoii vazbu.

Zdroj obr.: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/88/Fischer-

Veresterung_4.svg
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Obr. 1.11: Ve tietim kroku se odstépi oxoniovy kation jako molekula vody a nakonec
deprotonizuje vznikly ester.

Zdroj obr.: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f6/Fischer-

Veresterung_5.svg

Tato reakce je nukleofilni substituce na hydroxylové skupin€. Béhem reakce vznika
voda, kterda mize zvratit chod reakce, ta byva odstranovana suSenim ¢i destilaci, aby
rovnovaha reakce byla posunuta co nejvice ve prospéch esteru.

Cely mechanismus reakce byl dokézén izotopovym oznacenim kysliku 80. Voda,
ktera na konci reakce vznika, obsahuje atom kysliku z karboxylové kyseliny a ne z alkoholu.
Je tedy ztejmé, Ze v alkoholu odstépi vodik (RO-H) a v karboxylové skupiné dojde
k odstépeni hydroxylového aniontu (CO-OH). (McMurry, 2007)
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Izolovat fykobiliproteiny ze sinice Synechocystis
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Analyzovat ziskané fykobiliny metodami TLC nebo HPLC

Pokusit se esterifikovat izolované fykobiliny rizné dlouhymi alkoholy

13



3. Material a metody

3.1 Priprava fykobilini ze sinice Synechocystis

Vychozi materidl pro izolaci byly napéstované sinice Synechocystis PCC6803
v ristovém médiu BG-11 (Stanier et al., 1971) o objemu 4 1. Cely objem média byl
zcentrifugovan (7 min, 8000 g) na centrifuze Avanti J-25 (Beckman Coulter, USA),
s rotorem J-10. Vznikly pelet byl rozd€len na ctyfi dily a jeden z dila byl velmi ditkladné
resuspendovan v 10 ml pufru pro izolaci (0,3M KH,PO4 ; 0,2M Na-EDTA ; 1mM NaNj3 ;
pH = 7). Zbyl¢é tii dily byly zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény pti -81°C az do
budouciho pouziti. Suspenze bunék byla rozbijena na disruptoru EmulsiFlex C5 (Avestin,
Kanada) pfi tlaku 15000 psi po dobu 5 min a poté zcentrifugovana (5 min, 6000 g) na
centrifuze Sigma 3K30 (Sigma Laboratory Centrifuges, Némecko) s rotorem Nr.12159 pro

vetsi kyvety.

e o BRI o -

Obr. 3.1: Vlevo pelet bunék po stoceni média, vpravo disruptor na rozbijeni bunék

Vznikly supernatant byl zcentrifugovan (30 min, 25000 g) na centrifuze Sigma 3-
30KS srotorem Nr.12158 pro mensi kyvety, které jsou odolné vysokym otackam. Po
centrifugaci u ného bylo zméfeno absorbéni spektrum na UV spektrofotometru Shimadzu
UV-2600 (detaily viz nize). Supernatant po této centrifugaci byl smichdn s acetonem

V poméru aceton : supernatant (10 : 1) za vzniku modré srazeniny. Aceton byl v Cistoté p.a.
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Smés supernatantu a acetonu byla ditkladn¢ promichana a nasledné zcentrifugovana
(5 min, 6000 g), po centrifugaci bylo opét zméfeno absorpéni spektrum. Vznikla srazenina
byla v temnu vysusena, poté ve zkumavce zcela rozpusténa koncentrovanou HCI v Cistoté

p.a. a umisténa do vodni l4zn€ nastavené na topné plotynce na 100°C.

Sl

Obr. 3.2: Vlevo srazenina, vpravo prub¢h kyselé hydrolyzy

Zhruba po 90 minutach doslo k barevné zméné roztoku z tmavé modré do tmaveé
fialové. Po zahiivani byl hydrolyzat pfeveden do destilované vody, aby takto nafedény
roztok mél objem 50 ml. Nasledné byl roztok zcentrifugovan (Sigma 3-30KS, 10 min, 25000
0). Supernatant byl po centrifugaci 3% vytfepan do chloroformu v délici nalevce
v objemovém poméru supernatant : chloroform (10 : 1). Chloroform byl v ¢istoté p.a. Po
vyttepani byla faze s chloroformem, v niz byly fykobiliny, pfevedena do zkumavky a
vysuSena proudem dusiku. VysuSené pigmenty pak byly rozpustény v mobilnich fazich
podle pouziti. Dobfe se rozpoustéji napiiklad v metanolu, ve smési acetonitril : voda (60 :

40), anebo v chloroformu.
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Obr. 3.3: Vlevo vytiepavani do chloroformu, vpravo fykobiliny v chloroformu.
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3.2 HPLC

HPLC ( High-Performance Liquid Chromatography), vysoce u¢inna kapalinova
chromatografie, je analyticka separa¢ni metoda zalozena na principu déleni mezi dvéma
fazemi. Mezi kapalnou (mobilni) fazi a mezi pevnou (stacionarni) fazi. Mobilni faze unasi
vzorek do kolony, kde ptijde do styku se stacionarni fazi a v idealnim piipadé se na ni
zachyti a na zacatku kolony se vytvoii zona vSech slozek daného vzorku. V tuto chvili zacina
déleni mezi dvéma fazemi. Vzorek kolonou pomalu prochazi a postupné se zacne d¢lit na
jednotlivé frakce podle interakci frakei vzorku s materialem kolony a rozpoustédlem. Kolonu
poté opousti kazda frakce v jinou dobu. Cas, v kterém latka kolonu opousti, se nazyva eluéni
¢as. Jednotlivé frakce jsou nasledné zaznamenavany detektorem. Na detektor jsou kladeny
celkem specifické pozadavky, mél by mit co nejmensi vnitini objem (pro eliminaci rozmyti
elucnich kiivek), jeho signal by mél byt pokud mozno co nejstabilngjsi a reprodukovatelny.
Mgl by mit linearni zavislost na koncentraci vzorku v co mozna nejvétSim rozsahu, jeho
citlivost by méla byt vétsi nez mez detekce a mél by mit co nejmensi Sum. PouZivaji se tyto
druhy detektorti:  spektrofotometrické, fluorimetrické, refraktometrické a  také

elektrochemické. Dale se vyuziva detekce hmotnostni spektrometrii (Drbal a K¥izek 1999).

nastrik

(=)

zasobnik  Cerpadlo detektor zasobnik
mobilni faze odpadu zpracovani dat

Obr. 3.4: Schéma HPLC
Zdroj obr. : (Kamisova, 2013)

Vtéto praci byla vyuzita spektrofotometricka detekce, kterd je rovnéz
nejpouzivanéjsi pro HPLC analyzu z divodu jednoduchosti, spolehlivosti a také kvili
schopnosti detekce velkého poctu latek. Mnohokanalovy diodovy detektor Waters 2707
zaznamenava chromatogram (absorbce pii jedné vinové délce) a zaroven i absorbéni

spektrum detekované latky. Systém HPLC byl pouzit Waters 600, kolona SunFire C8: 4,6
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mm x 250 mm, Spm, kterd vyuziva principu reverzni fdze pro déleni polarnich latek. Kolona
je vhodna pro pouzivani v niz§im pH (2-8). Sorbentem je silikagel a na n€¢ho jsou navazany
oktylové alifatické fetézce. Velikost nastfiku byla 100 ul, pratok 1 ml.min™. Software pro
komunikaci PC sHPLC byl pouzit Millenium 31 (Waters, USA). Zaznamenané
chromatogramy byly exportovany pii vinové délce 580 nm a dale zpracovany v tabulkovém
procesoru Excel. Pouzita metoda byla isokratickd eluce za pouziti mobilni faze acetonitril :
voda (60 : 40) (Bermejo et al., 1997). Acetonitril (J.T.Backer, USA) i voda (VWR
Chemicals, USA) byly v HPLC ¢istot¢.

3.3 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

TLC (Thin Layer Chomatography), tenkovrstva chromatografie, je separa¢ni metoda
zalozend podobné jako HPLC na principu déleni mezi dvéma fazemi. Mezi kapalnou
(mobilni) fazi a mezi pevnou stacionarni fazi. Vzorek je zde nandSen piimo na stacionarni
fazi (hlinikova desticka se silikagelovym povrchem), kterou se pak nechd vzlinat mobilni
faze, ¢imz dojde k rozdéleni vzorku na frakce. Jednotlivé frakce se pak mohou z desticky
vyskréabat, a ptevést do kapalné faze k dalsi analyze.

Desticky byly pouzity hlinikové se silikagelovou stacionarni fazi (Sigma-Aldrich) o
rozméru 5 x 10 cm. Jako nejvhodné&jsi mobilni fdze byla po mnoha piedchozich pokusech
zvolena smé&s chloroform : metanol : hexan, v pomé&ru (17 : 4 : 1) Ta je modifikaci metody
vyhledané v literatufe pro déleni latek podobné povahy (Glick, 1974). VsSechna tato
rozpousStédla byla v Cistoté¢ p.a. Pfi pouziti jinych mobilnich fazi dochazelo
k neuspokojivému déleni.

Na TLC desticku bylo naneseno 20 pl vzorku, ktery byl pfipraven rozpusténim
suchého izolatu v 1 ml metanolu. Do uzké 400 ml kadinky byla pfipravena mobilni faze o
objemu 22 ml a do ni vlozena desticka s nanesenym vzorkem. Zhruba po dvaceti minutach
byl vzorek rozdélen. Jednotlivé frakce byly z desticky vyskrabany a ze silikagelu prevedeny

do metanolu a byly na nich méfena absorp¢ni spektra na UV-VIS spektrometru.
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3.4 UV-VIS absorp¢ni spektrometrie

UV-VIS spektrometrie - je elektromagneticka spektroskopickda metoda analytické
chemie zalozend na prichodu svétla vzorkem a nésledném meéfeni intenzity svétla podle
Lambert-Beerova zakona. Je-li znam molarni absorpéni koeficient, jsme schopni snadno
vypocitat koncentraci latky v roztoku. Pti proméfeni celého spektra pak dostaneme absorpéni
spektrum vzorku. Na zakladé tohoto spektra jsme schopni odhadnout, jaké mame latky ve
vzorku nebo jaky je pomér mezi jednotlivymi slozkami (Drbal a Ktizek 1999).

Pro tuto praci byl pouzit UV-VIS spektrofotometr Shimadzu UV-2600 (Shimadzu,
Japonsko). Spektra byla méfena v rozsahu 350 — 800 nm v kroku 1 nm se spektralni Sitkou
Stérbin 2 nm. Kapalné vzorky byly méfeny ve vhodnych sklenénych kyvetach pro métfeni

vzorkl s niz§im objemem.

Déli¢
paprsku
, Z
| Monochromator
Zkoumany Srovnavaci
vzorek vzorek
Z Z
N /
Detektor

Obr. 3.5: Schéma dvoupaprskového absorpcniho spektrofotometru
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3.5 Fischerova esterifikace

Fischerova esterifikace byla zvolena kvli dobrym vytézkam a také kvili tomu, Ze je
celkem dobfe a nenaro¢né proveditelna. Vzorek pigmentu, ktery byl puvodné vytiepan
Vv délici nalevce z reakéni smési do chloroformu a nasledné vysusen dusikem, byl rozpustén
v 500 pl butan-1-olu v ¢istoté p.a. (Sigma-Aldrich). 500 ul roztoku bylo rozdéleno po 250 pl
do dvou mikrozkumavek. Prvni se ponechala bez zmény v temnu pro dalsi analyzu a bylo
zméfeno absorpéni  spektrum roztoku na spektrofotometru Shimadzu. Do druhé
mikrozkumavky bylo pfidano 5 pl kyseliny sirové, p.a. a byla ponechana v temnu po dobu
tii hodin. Takto byly pfipraveny estery fykobilinii. Po uplynuti tfi hodin bylo zméteno
absorp¢ni spektrum smeési na spektrofotometru Shimadzu a do obou zkumavek bylo ptidano
500 pl diethyletheru a 500 ul redestilované vody. Smés byla promichéna a nasledné sto¢ena
na stolni centrifuze Eppendorf MiniSpin (1 min, 14 RPM). Organicka faze obsahujici v prvni
mikrozkumavce fykobiliny a v druhé estery fykobilind byla opatrné odpipetovana a oba dva
roztoky byly vysuSeny dusikem. Nasledovala analyza TLC. VysuSené vzorky byly

rozpustény ve 100 pl metanolu a pak nanaseny na desticku.
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4. Vysledky

4.1 lzolace fykobilina

Béhem izolace bylo nutné postupné hlidat produkty jednotlivych krokd. Prvnim
zkoumanym meziproduktem byl supernatant po disrupci bunék a jejich nasledném
zcentrifugovani. Byl to syté zeleny roztok s modrym nédechem. Absorpéni spektrum
supernatantu je v obr. 4.1. Spektrum bylo méfeno ve vodném prostiedi pufru pouzitého
béhem disrupce. Ve spektru jsou vidét charakteristické absorpéni pasy chlorofylu u 440 a
680 nm, karotenoidi kolem 480 nm a fykobiliproteina v oblasti 570-650 nm.

2,5

Absorbance

0 L] L] L]
350 450 550 650 750

Vinova délka (nm)

Obr. 4.1: Absorpéni spektrum supernatantu po disrupci (ptfed sraZeni acetonem)

V dal§im kroku jsme srazeli rozpustné proteiny acetonem pro ziskani vstupniho
materidlu pro extrakci fykobilini. U supernatantu po srazeni acetonem bylo také zméteno
absorpéni spektrum jako negativni zkouska, viz obr. 4.2. Ze srovnani absorpénich spekter
supernatantu po disrupci a acetonu po srazeni je zjevné, co S€ ze supernatantu po sraZeni
vyloucilo. Spektrum bylo méfeno v prostiedi acetonu a vody (10 : 1). Prostiedi je tudiz jiné
nez u kiivky pfi méfeni prvniho supernatantu. Z toho plynou mirné rozdily mezi obéma
kfivkami, zejména posuny absorpnich maxim chlorofylu, ktery je acetonem vymyt z

proteinll. Vylouceni fykobiliproteinid z roztoku je zde naprosto zjevné.
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Obr. 4.2: Cerna kiivka zobrazuje stejné spektrum jako v pfedchozim grafu, ¢ervena kiivka
zobrazuje absorpcni spektrum supernatantu po srdZeni proteinli acetonem. Kiivka je

normalizovana v oblasti mezi 660 a 670 nm.

Modra srazenina (obr. 4.3) slozena ze smési
mnoha proteinii a obsahujici 1 fykobiliproteiny byla
rozpusténa ve vode a jeji absorpéni spektrum je na obr.
4.4. Je zjevné, ze absorpéni spektrum srazeniny je
doplinkem k spektru supernatantu z obr. 2 a jeho tvar
odpovidéa obvyklé absorpci fykobiliproteini (O'Carra et
al., 1980).

Obr. 4.3 : Modra sraZenina

ziskana po sraZeni acetonem.
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Obr. 4.4: Absorp¢ni spektrum srazeniny obsahujici fykobiliproteiny

Dalsim krokem izolace fykobilinl byla kyseld hydrolyza, abychom uvolnili pigment
Z kovalentni vazby na protein. Absorpéni spektrum nafedéné¢ho hydrolyzatu v poméru
hydrolyzat : voda (1 : 4) je na obr. 4.5. U spektra je zjevny posun absorpéniho maxima o 30
nm do modré oblasti a zjevny rozklad ptuvodné relativné homogenniho pasu v obr. 4.4 do

vrwe

fykobilint z fykobiliproteinti a ukazuje to heterogenitu vzorku pigmenta.
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Obr. 4.5: Absorp¢ni spektrum hydrolyzatu

23



0,7
0,6 -

0,5 -

0,3 A

Absorbance

0,1 -

O L] L] L] L]
350 450 550 650 750 850

Vinova délka (nm)

Obr. 4.6: Absorbance fykobilinti po vytiepani do chloroformu

Uvolnény pigment jsme z hydrolyzacni smési ziskali vytfepanim do chloroformu
(obr. 4.6). Jeho absorpéni spektrum ukazuje rozdily oproti spektru v obr. 4.5, coz je dano
Z vetsi Casti rozdilnymi vlastnostmi pigmentd v jiném rozpoustédle. Stale jsou vidét nejméné

tfi maxima v ¢ervené oblasti spektra.
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Obr. 4.7: Absorp¢ni spektrum vodné faze po vytiepani fykobilint do chloroformu.
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Jako negativni zkouSka bylo zméfeno i absorpéni spektrum vodné faze po vytfepani
fykobilint do chloroformu (obr. 4.7). Spektrum je dominovano rozptylem, ktery roste
vmodré a UV oblasti. Presto je zfeymé, Ze vodna faze neobsahovala vétSi mnoZstvi

fykobilint.

Obr. 4.8: D¢lici nalevka po vytfepavani

Vytézek izolace byl piepocitan z absorpce pomoci Lambert-Beerova zdkona. Molarni
absorpéni koeficient pro fykocyanobilin je 17000 M™*.cm™ pfi 663 nm a Mr=586 g/mol
(Glazer a Fang, 1973; Glazer a Hixson, 1975; Scheer, 2003). Smésny vzorek neumoznuje
pfesnou kvantifikaci, ale lze alesponn odhadnout mnozstvi napf. pouZzitim hodnot pro
fykocyanobilin. Ziskali jsme 1 ml vzorku s A(663nm)=0,25. Po piepocteni byl vytézek
fykocyanobilinu cca 8,6 ng. Vstupni surovina (pelet bunék po sto¢eni z média) vazila 1,35 g.

Pro dalsi praci je vhodné, aby zdrojovy material obsahoval pokud mozno jen jeden
druh fykobilini. Vzhledem Kk pouzitym bunikam jsem ocekaval, ze v extraktu jsou nejméné
dva druhy pigmentii — fykocyanobilin a fykoerytrobilin. Pokusil jsem se tedy extrakt precistit
a jednotlivé pigmenty oddélit. Prvni volbou pro separaci pigmentd byla HPLC.
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4.2 HPLC
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Obr. 4.9: Izokraticka eluce smési acetonitryl : voda (60 : 40) na normalni fazi. Osa y

normalizovana x 2,5.

ProtoZe jsou fykobiliny pomérné polarni, naSim prvnim testem byla izokraticka eluce
smé&si acetonitril : voda (60 : 40) na koloné s normalni fazi (Obr. 4.9). Vzorek pigmentt
nebyl zdrzen na kolon€ a vytekl v €ele chromatogramu. Absorpéni spektrum odectené

v HPLC pfi 1,9 min po nastiiku odpovida spektru nerozdélené smeési pigmenti (Obr. 4.10).
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Obr. 4.10: Absorp¢ni spektrum z HPLC chromatogramu, acetonitryl : voda (60 : 40) na

normalni fazi (1,9 min)
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Protoze nedoslo k zadrzeni smési pigmentli na kolon¢ s normélni fazi, v druhém
kroku jsme pouzili reverzni fazi se stejnou mobilni fazi. Zde doslo k jistému rozdéleni smési
na dvé slozky (piky), ale rozdé€leni nebylo dokonalé a obé¢ frakce se objevily prakticky v cele
(Obr. 3.11). Ziskana absorp¢ni spektra (Obr. 3.12) ale naznacuji, Ze se nam alespon ¢aste¢né
podarilo pigmenty odd¢lit. Lepsi déleni by vyzadovalo dalsi praci na HPLC metod¢, na coz
nebyl prostor a nakonec jsme dali pfednost déleni metodou TLC, na které jsme pracovali

paralelng.

1,0
1,0

—_ 0,8 -
E 0,8 -
S 0,6
A 0,6 o !
Q ﬂr'ﬂ' 7
g
& 04 - 0,2 -
] 0,0 T T
2 3 4 5 6
=< 0,2 -

0,0 T T T T T

] 10 20 3o a0 50 i)
Cas (min)

Obr. 4.11: Izokraticka eluce smési acetonitryl : voda (60 : 40) na reverzni fazi. Osa y

normalizovana % 2,5. Vlozeny chromatogram je pfiblizeni piku na pocatku chromatogramu.
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Obr. 4.12: Absorpéni spektra acetonitryl : voda (60 : 40) na reverzni fazi. Cervena kiivka

(4,2 min), normalizovana 1,25x na oblast 570 a 620 nm. Cern4 kiivka (4,7 min).
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43 TLC

Obr. 4.13: TLC, vlevo mobilni faze chloroform : metanol : hexan (17 : 4 : 1), vpravo

mobilni faze acetonitryl : voda (60 : 40).

TLC byla provedena nanesenim vzorku na desticku se silikagelem a umisténim
desticky do kadinky s mobilni fazi chloroform : metanol : hexan (17 : 4 : 1), ktera byla
pouzivana kvuli jejim stabilnim vysledkim. Mobilni faze acetonitryl : voda (60 : 40)
vykazuje na obr. 4.13 lepsi déleni, ovSem metoda pouZita nebyla, protoze téméi pokazdé
vypadal vysledek jinak. V mnohych ptipadech nedoslo k déleni viibec. Na obr. 4.13 je vidét,
7e vzorek pigmenti obsahoval nejméné dvé barevné slozky — modrou a fialovou. Srovnani
TLC provedené s acetonitrilem a s chloroformem pak naznacuje moznost ptitomnosti vice
frakci s podobnou ¢i stejnou barvou. Mohlo by se jednat o pigmenty s rizné¢ dlouhymi
zbytky proteinu. Po vyskrabani jednotlivych zon z desticky a nasledném ptevedeni pigmenti
do metanolu byla zméfena absorpéni spektra obou hlavnich frakci (Obr. 4.14), ktera lze

identifikovat jako fykoerytrobilin (fialova slozka) a fykocyanobilin (modra slozka).
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Obr. 4.14: Cerna kiivka je absorpéni spektrum modré zoény a Gervena kfivka je absorpéni

ktivka rizové zony, normalizovana 2,75x na oblast 570 a 630 nm.

4.4 Esterifikace

Pied esterifikaci byl vzorek rozpustén v butan-1-olu a rozdélen na dva dily. U
prvniho dilu bylo zméfeno absorpéni spektrum (obr. 4.15). Do druhého dilu byla ptidana
kyselina sirova a byl esterifikovan po dobu 3 hodin. Po uplynuti 3 hodin bylo u vzorku
zméfeno absorpcni spektrum (obr. 4.16). Zde je zjevné, Zze vzorek mél po reakci uzsi pas
absorpce a zarovenl doslo ke zvySeni absorpéniho maxima. Spektra nenaznacuji vyznamnou

destrukci pigmentt, kterd by se projevila snizenim absorpce ve viditelné oblasti.
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Obr. 4.15: Fykobiliny rozpusténé v butanolu pied esterifikaci.
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Obr. 4.16: Fykobiliny v butanolu po esterifikaci.

4.5 TLC po esterifikaci

Nasledné¢ bylo nutné analyzovat vysledek reakce. VySe je zminé€no absorpéni
spektrum, u kterého byla patrna jistda zména. Obr. 4.17 B ukazuje dé€leni fykobilini a Spatné
déleni fykobilinti po esterifikaci. V tomto piipadé byla desticka ponechana v mobilni fazi 15

min, jak tomu bylo i v ptedchozim pfipadé viz (obr. 4.17) A. Zde je zjevné, Zze u fykobilini
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dochdzelo opakované ke stejnému déleni. Fykobiliny po esterifikaci byly undseny mobilni
fazi rychleji nez samotné fykobiliny, proto bylo nutné pokus opakovat a desti¢ku ponechat
Vv mobilni fazi krat$i dobu (6 min) viz obr. 4.17 C. D¢leni fykobilinii zde neprobé&hlo, jak
kvuli kratké dob¢ v mobilni fazi, tak proto, ze byl vzorek ziejmé chybné nanesen a byl velmi
zfedén. Na rozdil od kontrolniho vzorku probéhlo deleni fykobilini po esterifikaci velmi
dobie (obr. 4.17 C). Na chromatogramu vznikly dvé zony, které byly oddéleny zcela.
Pigmentové frakce po esterifikaci maji v nasi TLC metodé vyssi mobilitu nez frakce z
kontrolniho vzorku. Piedbézné mizeme odhadovat, ze se esterifikace alespon Caste¢né

zdarila.

A B C

Obr. 4.17: A: Kontrolni déleni fykobilinli — pfevzato pro srovnani z obr. 3.13. Mobilni faze
chloroform : metanol : hexan (17 : 4 : 1). 15 min v mobilni fazi.

B: Vlevo déleni fykobilint, vpravo vzorek po esterifikaci. Mobilni faze chloroform : metanol
:hexan (17 : 4 : 1). 15 min v mobilni fazi.

C: Vlevo déleni fykobilinti, vpravo vzorek po esterifikaci. Mobilni faze chloroform :

metanol : hexan (17 : 4 : 1). 6 min v mobilni fazi.
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5. Diskuze

Metoda izolace fykobilini pouzita v této praci byla zalozend na principu kyselé
hydrolyzy proteini (O'Carra et al., 1964). Tato metoda ovSem neni jedina mozna. Jednou
z dalsich metod je metoda zahiivani na 60°C v metanolu po dobu 30 min s pfidavkem 1%
kyseliny askorbové (Fujita a Hattori, 1962 a 1963). Metoda byla v minulosti dale
upravovana na zahiivani v metanolu na 60°C pod zpétnym chladicem po dobu 8 hodin
(O'Carra a Oh eOcha, 1966, Roda-Serrat et al., 2018) pii ¢emZz méla vysoké vytézKky, ale
béhem extrakce dochazelo k modifikacim fykobilint a tvorbé derivatd (O'Carra et al., 1980).
To také bylo jednim z divodd, pro¢ nebyla tato extrakce pouzita v této préaci. DalSim
divodem bylo potencialni nebezpeéi béhem zahiivani metanolu na 60°C pod zpétnym
chladi¢em po dobu osmi hodin ¢i déle. Nedavno byla popsana moderni metoda s ptipravou
vV metanolu pfi vy$$im tlaku a s ohfevem mikrovinami (Roda-Serrat et al., 2018), kterou jsme
V této praci nemohli vyzkouset.

Vytézek fykobilint byl po pfepocitani pies molarni absorpéni koeficienty (Glazer a
Fang, 1973; Glazer a Hixson, 1975; Scheer, 2003) a zpramérovani vice méfeni stanoven na
ptiblizné 6 pg fykobilind z 1g bunééného peletu po stoceni z média. Vice fykobilint by se
dalo vyrobit z vétsiho mnozstvi napéstovanych tas. Metodu totiz 1ze snadno adaptovat na
pfipravu vétsiho mnozstvi materialu. Tato metoda izolace z napéstovanych bunék je
pomérné ekonomickd, kdyz vezmeme v potaz, Ze volné fykobiliny se koupit nedaji a napf.
fykoerytrin (protein s navazanymi pigmenty v, které by se musely dal izolovat) stoji cca
5000 K¢ za 1 mg (cenik Sigma-Aldrich, duben 2018)

Velkou nevyhodou mého postupu izolace fykobilinid je, ze vysledkem je smeés
pigmentl, které je potreba dale cistit TLC nebo HPLC. Zde se nabizi nejméné dvé
alternativy. Zaprvé je mozné zacit postup z jiz purifikovaného proteinu - fykoerythrinu nebo
fykocyaninu. Zde je nevyhodou vyssi cena, pokud budeme proteiny nakupovat (viz vyse)
nebo delsi prace a nizsi vytézek, pokud je budeme sami pfipravovat z napéstovanych bunék
néjakou purifikaéni metodou (Boussiba a Richmond, 1979). Jinou cestou mize byt ptiprava
pigmentd z kmenl nebo mutantli sinic, ktefi jsou schopni syntetizovat jen jeden druh
pigmentu. Tato posledni cesta se zdd byt nejvhodnéjsi, pokud je laboratoi schopna bunécny
material ziskat.

Ackoliv v sekci vysledku popisujeme jen dva typy pigmentu (modry a fialovy), jak je

vidét z vysledkl analyzy metodou TLC, vzorek zfejmé obsahoval vice typil pigmentt, které
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mély podobnou ¢i stejnou barvu. Identitu téchto mensich frakei v tuto chvili nezndme. Je
mozné, ze jde o pigmenty s nedokonale odstépenou proteinovou slozkou. V tom piipadé by
na pigmentu zustala jedna nebo vice aminokyselin z piivodni proteinové slozky komplexu.
Dalsi variantou je, ze jde o néjak modifikované pigmenty, vzniklé pfi purifikacni procedure.
Jako v metanolové izolaci vznikaji estery fykobilind, tak i v kyselé hydrolyze mohou vznikat
addukty HCI a fykobilinu (Beuhler et al., 1976). Lze ptedpokladat, ze dokonalejsi
purifika¢ni kroky, at’ uz TLC nebo HPLC, by byly schopny tyto kontaminace odstranit. Pro
nékteré aplikace by dokonce tyto kontaminace nemusely vadit, pokud maji stejna absorp¢ni
spektra jako hlavni slozka.

Pokusy o separaci volnych fykobilini pomoci HPLC pro nas byly zklamanim. Je
znamo, ze fykobiliny jsou diky své chemické struktuie velmi flexibilni molekuly.
Disledkem je mimo jiné maly vytézek fluorescence volného pigmentu (Scheer, 2003).
HPLC je zna¢n¢ komplikovana metoda a pokud standardni metoda nefunguje, je pro jeji
optimalizaci nutné zkouset mnozstvi kolon v kombinaci s riznymi mobilnimi fazemi. Je
mozné, ze ke slabému zadrzeni na koloné dochazelo kviili nevhodné volbé kolony nebo
mobilni faze. V literatute se vSak uvadi ze HPLC separace fykobilinii nevychézi s pouzitim
stejné kolony 1 mobilnich fazi pokazdé stejné. Nékdy 1 mezi jednotlivymi nastiiky v téZe
laboratoii a ve stejny den. Metody jsou velmi nachylné na zmény teploty. Proto je nutné
kolonu temperovat. Je potieba pouziti drahych vnitinich standardid, nebot’ reten¢ni Casy se
stale méni (Terry et al., 2002). Prvni HPLC metodou, ktera byla aplikovana, byla standardni
metoda pro déleni chlorofyll a karotenoidit béZzné pouzivana v nasi laboratofi (Litvin et al.,
2016). Dalsi pouzitou metodou byla isokraticka metoda se smési acetonitril : voda (60 : 40)
(Bermejo et al., 1997). Pti pouziti této mobilni faze na reverzni fazi dochazelo k déleni (obr.
4.11), metoda by vsak potiebovala dalsi upravy.

Zvolena Fischerova metoda esterifikace byla vybrana kvuli jejim udavanym vysokym
vytézkum a snadné proveditelnosti (McMurry, 2007). Pfekvapenim byla vyznamna zména
chromatogramu TLC (Obr. 3.18: B). Ten totiz nasvéd¢uje tomu, ze reakce mé¢la velmi dobry
pribéh a ze skutecné meéla vysoky vytézek. NaSe pivodni ocekavani bylo, ze v TLC
zlstanou pavodni reaktanty a k nim se objevi mensi mnozstvi produktii. Jeden z naSich
prvnich pokusti dokonce skoncil uplnou degradaci ptivodnich bilinli na nezndmé oranzZové
produkty. Reakce jako takova se podaftila zdarné provést az ke konci experimentalni prace a
proto nebylo mozné dale v praci pokracovat. Zda se vSak, Ze bude moZznym nastinénym

postupem pro tpravy ziskat fykobiliny esterifikované alesponi kratSimi alkoholy.
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6. Zavér

Béhem této prace byly ze sinice Synechocystis PCC6803 ziskany fykobiliproteiny
metodou srdzeni metanolem. Z izolovanych fykobiliproteinii byly nasledné uspésné
izolovany fykobiliny metodou kyselé hydrolyzy. Ziskané pigmenty jsou smési fykobilind a
bylo tedy nutné smeés rozdélit.

Pigmenty byly nejprve rozdélovany metodou HPLC (vysoce ucinna kapalinova
chromatografie), ovSem s neuspokojivymi vysledky. Po optimalizaci sloZzeni mobilni faze
bylo mozné pigmenty rozdélit metodou TLC. Hlavnimi slozkami smési byly
fykocyanobilin a fykoerytrobilin.

Na uplny zavér praktické ¢asti této prace byla vyzkouSena metoda Fischerovy
esterifikace. Smés fykobilini byla esterifikovana butan-1-olem, rozdélena na TLC a
porovnana s vychozi smési pigmentti. Na chromatogramu bylo zjevné, ze se mobilita
pigmentd po reakci zmeénila a je tedy pravdépodobné, Ze se podafilo pigmenty

esterifikovat.
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. Priloha

IZOLACE FYKOBILINU

. Napéstované sinice - 4 | v médiu BG-11 (Stanier et al., 1971) sto¢ime (7 min,

8000 g), vznikly pelet rozdélime na 4 dily, jeden dil pouzijeme pro izolaci, dalsi tfi
dame zamrazit na -81°C.

Pelet resuspendujeme v 10 ml pufru (0,3M KH,PO,; 0,2M EDTA Na ; 1ImM NaNj3;;
pH=7) a diikladn¢ homogenizujeme.

Hustou suspenzi rozbijime v disruptoru EmulsiFlex C5 (Avestin, Kanada), (5 min
15000 psi), poté sto¢ime na centrifuze (5 min, 6000 g). Supernatant uchovame

Vv temnu.

Pelet resuspendujeme v pufru a opét rozbijime v disruptoru 5 minut, poté opét
sto¢ime na centrifuze (5 min, 6000 g).

Oba dva vzniklé supernatanty smichame a sto¢ime na centrifuze (30 min, 25000 g).
Supernatant smichdme s acetonem v poméru (supernatant : aceton, 1:10), dvé minuty
vzniklou smés michdme, poté stoc¢ime na centrifuze (5 min, 6000 g). Vznik4d modra
srazenina, Kterou vysu$ime a nechame v temnu vyschnout.

Suchou modrou sraZeninu rozpustime v kadince ptikapavanim 10 ml koncentrované
HCI (od ted’ je nutné pracovat v digestofi!), dokud se srazenina nerozpusti.
Kédinku je dobré obalit alobalem kvili zabranéni ptistupu svétla.

Do kadinky s touto smési umistime michadélko a kadinku ddme na topnou plotynku
s magnetickou michackou. Na plotynce nastavime 100°C a za stdlého michani smés

zahiivame. Postupné je nutné kontrolovat barvu.
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9. Dojde-li ke zméné barvy z tmavé modré na tmavé fialovou (zhruba za 60 az 90
min), ohfivani ukon¢ime a roztok nalijeme do destilované vody v
objemovém pomeéru (hydrolyzat : voda, 1 : 4). Roztok sto¢ime na centrifuze (10 min
25000 g). Se vzniklym peletem miizeme cely proces hydrolyzy opakovat kviili
zvyseni vytézku.

10. Supernatant vytfepeme v délici nalevce 3xdo chloroformu v objemovém poméru
(supernatant : chloroform, 10:1).

11. Ze ziskaného roztoku ve tmé vysusime dusikem chloroform. Vysusené pigmenty
muzeme rozpustit v rozpoustédle vhodném pro dalsi praci. Pigmenty se dobfie
rozpousti napf. v metanolu, v butanolu nebo ve smési chloroform : metanol : hexan

(17:4:1)
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