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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaoberd navrhnutim a charakterizaciou vhodnej kombinécie metod
analyzy fotosyntetickych pigmentov v modelovom organizme, produkujicich fotosyntetické
pigmenty. Konkrétne bol skimany mikroorganizmus Rhodospirillum rubrum, ktory okrem
fotosyntetickych pigmentov produkuje aj vyznamné produkty, ako napriklad moznt nédhradu
plastov, polyhydroxyalkanoaty (PHA). Pri r6znych spdsoboch kultivacie s ohladom na
svetelné podmienky, bolo analyzované Strukturdlne a kvantitativne zlozenie pigmentov.
Medzi pouzité metddy boli zahrnuté spektroskopické metody v oblasti UV-VIS. Konkrétne,
jednopaprskova a dvojpaprskova UV-VIS spektroskopia v transmisnom, difiizne transmisnom
mode a fluorescencnd spektroskopia. Pomocou tychto metéd bola preukdzana pritomnost
bakteriochlorofylu a viacerych karotenoidov s najvyssim zastupenim spiriloxantinu.

KEUCOVE SLOVA

fotosyntetické pigmenty, bakteriochlorofyl, Rhodospirillum rubrum, spiriloxantin, UV-VIS
spektroskopia, fluorescencna spektroskopia, fotosyntéza



ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with the design and characterization of an appropriate
combination of methods for the analysis of photosynthetic pigments in a model organism that
produces such pigments. Specifically, the microorganism Rhodospirillum rubrum was
investigated, which, in addition to photosynthetic pigments, also produces significant
products such as potential plastic substitutes called polyhydroxyalkanoates. Structural and
quantitative composition of the pigments was analyzed under different cultivation conditions
with respect to light conditions. The methods used included spectroscopic techniques,
particularly UV-VIS spectroscopy. Specifically, single-beam and double-beam UV-VIS
spectroscopy in transmission and diffuse transmission modes, as well as fluorescence
spectroscopy, were employed. These methods confirmed the presence of bacteriochlorophyll
and several carotenoids, with the highest representation being of spirilloxanthin.

KEYWORDS

Photosynthetic pigments, bacteriochlorophyll, Rhodospirillum rubrum, spirilloxanthin,
spectroscopic methods, UV-VIS spectroscopy, fluorescence spectroscopy, photosynthesis.
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1 UVOD

Fotosyntéza predstavuje primarny anabolicky dej na Zemi. Udrziava rovnovahu ekosystému,
zabezpecCuje energetickl a materidlova zakladiiu vacsinu Zzivych organizmov. Zlozitymi
fotofyzikalnymi a fotochemickymi procesmi zachytava, premiena a vyuziva energiu svetla na
biosyntézu organickych latok. Sucasny vyskum sa zameriava na fotosynteticky aparat,
komunikaciu jednotlivych komponent v energetickom metabolizme a produkciu biomasy
s obsahom latok, ktoré st nasledne vyuzitelné v potravinarstve, polnohospodarstve,
biomedicine, bioenergetike a ochrane zivotného prostredia.

Medzi vhodné metddy analyzy fotosyntetickych pigmentov patria spektroskopické metody.
Spektroskopické analytické metody preSli vyznamnym vyvojom v priebehu poslednych
desatro¢i a su dostupnou metodou Stadia interakcii svetla s hmotou. Umoznujt identifikaciu
biomolekul, interakciu azmeny molekularnej Struktiry Sréznymi faktormi vonkajSimi
faktormi, ako su teplota, pH alebo svetelné podmienky.

Fotosyntetické baktérie predstavuji vhodny modelovy organizmus pre aplikéciu
spektroskopickych metdd a Studium fotosyntézy. Ide o relativne jednoduché organizmy, ktoré
maji maly genom arychly reprodukény cyklus. Na zaklade toho je mozné s nimi
jednoduchsie manipulovat,, a skimat’ ich genetiku na molekularnej tirovni. Ich fotosynteticky
aparat je spravidla jednoduchsi ako maju vysSie organizmy a je mozné ho skimat’ s vyssou
presnostou v detailnejSom rozsahu. Niektoré fotosyntetické baktérie su schopné vykonavat
fotosyntézu aj pri extrémnych podmienkach, ako st napriklad vysoké teploty alebo
koncentracie soli. Vdaka tomu je mozné sledovat mechanizmy prispdsobenia
fotosyntetického aparatu a limitné stavy fotosyntézy.

Ziskane informacie o fotosyntéze, Struktare fotosyntetického aparatu a energetického
metabolizmu mézu byt nasledne aplikované vo vyvoji technologii, spojenych so zvySenim
vynosu biomasy a produktov so Sirokym spektrom aplikacii. Najméd produkcia a distribucia
energie na vyrobu energie a biodegradovate'nych bioplastov. Mikrobialne zdroje zahifiaju
rozne  mikroorganizmy, ktoré produkujo  bioplasty ako st napriklad PHA
(polyhydroxyalkanoaty) alebo PLA (polylaktid). Spal'ovanie biomasy predstavuje alternativu
k spalovaniu vycerpatelnych fosilnych paliv, ktoré st mimochodom zdrojom znecCistenia
ovzduSia a sklenikovych plynov. Vyznamnym produktom niektorych fotosyntetickych
organizmov je vodik. Vodik je cisty zdroj energie spalovacich motorov a palivovych
¢lankom, pricom jediny vedl'ajsi produkt je voda. Fotosyntetické organizmy taktiez mézu
sluzit' ako modelové systémy prirodou inspirovanych fotovoltaickych ¢lankov. Fotovoltaické
panely vyuzivaju proces fotosyntézy na zachytenie slne¢ného Ziarenia, rozdelenia elektrénov
a tvorbu elektrického pradu. Vytvaranie a optimalizacia technologii zameranych na produkciu
energie je kIiGova pre udrzatelny rozvoj aochranu zivotného prostredia, ako aj pre
zabezpecenie potrieb rastiicej populacie a hospodarskeho rastu industridlnej spolocnosti.
Stadium fotosyntézy rozvija energeticky priemysel efektivnej$im vyuzitim obnovitelnych
zdrojov energie, ktoré su udrzatelnejSie a minimalizuju negativne dopady na zivotné
prostredie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza je proces premeny svetelnej energie na chemicku, ktora organizmus vyuziva
a uskladiuje. Pre zivot na Zemi je tato premena nevyhnutna Podl'a mechanizmu existuju dva
hlavné typy: zalozena na chlorofyle a zaloZena na rodopsine. Tato praca sa venuje fotosyntéze
zalozenej na chlorofyle, ktora sa d’alej deli na oxygénnu a anoxygénnu podl’a toho, ¢i je kyslik
medziprodukt alebo nie. Cely proces sa sklada z ¢iastkovych dejov, absorpcie a prenosu
svetelnej energie, primarny transport elektrénov v reakénom centre (RC), stabilizacia energie
sekundarnymi procesmi v elektron—transportnom retazci, biosyntéza a export stabilnych
produktov. Typickymi zastupcami su zelené rastliny, riasy, Sinice a fotosyntetické baktérie
[[1]; [2]

2.1.1 SlInko ako zdroj energie

V prvej faze fotosyntézy, oznacovanej ako svetelnd faza, je najprv absorbovana svetelna
energia, ktora je vyuzitd na syntézu ATP a NADPH. V temnej faze su tieto produkty pouzité
v Calvinovom cykle na produkciu sacharidov asimilaciou CO. Elektromagnetické vinenie,
emitované Slnkom, poskytuje prirodny zdroj energie fotosyntézy. Uginky slneéného Ziarenia
na povrchu Zeme, vratane zmien v intenzite, kvalite a pritomnosti UV ziarenia, ovplyvnili
evoluciu fotosyntetickych organizmov astavbu ich fotosyntetického aparatu Intenzita
slneéného ziarenia zavisi na faktoroch, ako zemepisna Sirka, ro¢né obdobie, Cas dna,
oblacnost’ a nadmorska vyska. Distriblcia energie emitovaného slnecného Zziarenia vytvara
spektrum ultrafialovej (UV), vidite'nej (VIS) a infracervenej (IR) oblasti [3].
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Obrazok 1: Cast dopadajiiceho Ziarenia je rozptylend alebo absorbovand casticami v atmosfére. Z celkovej
svetelnosti, ktora dosiahne povrch Zeme, tvori 49,4% IR Ziarenie, 42,3% V1S a iba nieco cez 8% UV Ziarenie [4]

Viditelné spektrum obsahuje vlnové dizky v rozmedzi 400-700 nm a priblizne odpoveda
fotosynteticky aktivnemu regionu (FAR). VInové dizky FAR st vyuZivané fotosyntetickymi
organizmami najefektivnejSie. IR Ziarenie nesie prili§ malo energie pre fotosyntézu a moze
sposobit’  prehrievanie. Vyznamna cast  fotosyntetickych  organizmov  vyuziva
elektromagnetické ziarenie blizko infracerveného Ziarenia (NIR) [2].



UV ziarenie s dlh§ou vlnovou dizkou (UVA, UVB) v Zivych organizmoch indukuje oxidagny
stres a denaturaciu proteinov. Kratkovinné UVC Ziarenie narsa integritu bunky katalyzou
dimerizécie susednych pyrimidinovych bazi v DNA. Vicsina tohto potencialne Skodlivého
Ziarenia je absorbovaného ozénovou vrstvou pred dopadom na povrch Zeme [5]; [6].

2.1.2 Absorpcia svetelnej energie—fotosyntetické pigmenty

Fotochemické premeny svetelnej energie zacinaji absorpciou foténu fotosyntetickym
pigmentom zapojenym vo fotosyntetickom aparate (FA). FA svetelnej faze je umiestneny vo
fotosyntetickych membranach. U rastlin a rias s tieto membrany umiestnené Vv organeléch,
chloroplastoch. Jednoduchs$ie prokaryotické organizmy, sinice a baktérie, pre tento ucel
vyuzivaji vnutorné membranové systémy (ICM). Obsahuju pigment-proteinové komplexy
zodpovedné za zber svetla, prenos energie (LH) a rozdelenie naboja (RC) [2].

Energia fotonu excituje elektrony pigmentov z obsadenych hladin na prazdne, vysSie
energetické hladiny. K zmene elektronickej Struktiry molekuly zo zakladného do
excitovaného stavu dochadza, iba ak je vinova diZka absorbovaného fotonu rovna velkosti
energie, o ktoru sa elektronické Struktury liSia. Zavisi na spektroskopickych vlastnostiach
molekuly aprostredia, Vv ktorom absorbuje. Spektroskopické vlastnosti, zavislé na
elektronovej Struktare, prostredi a kvalite svetla definuju charakteristické funkcie molekuly,
pozorované pri absorpcii, emisii a rozptyle elektromagnetického ziarenia [7] [8].

Absorpcia foténu prebieha radovo vo femtosekundach (10°). In vivo je zivotnost
excitovaného stavu najbeznejsieho fotosyntetického pigmentu , chlorofylu, priblizne 4 ns [9].
Po wuplynuti tejto doby sa nadbyto¢na energia uvolfiuje prostrednictvom Zziarivych
deaktivaénych procesov fluorescencie alebo fosforescencie. Dalsie moznosti prechodu
excitovaného stavu predstavuje niekolko neZiarivych procesov, vmutornu konverziu,
medzisystémové KkriZenie, prenos energie na ini molekulu alebo chemicka reakcia
excitovaného elektronu fotochémia [10].
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Obrizok 2: Jablonského diagram. Cierne hrubé ciary oznacujii energetickii tiroveit zakladnych vibracnych hladin. Tenké
Cierne ciary oznacuju energie elektronov v excitovanych vibracnych stavoch. Hladiny So-S2 oznazuju zakladny a excitované
singletové stavy molekuly s rovnakou spinovou multiplicitou. T1 ozracuje prvii excitovanii hladinu v tripletovom stave.
Farebné priamky oznacujui Ziarivé a farebné krivky neziarivé prechody medzi energetickymi hladindm. Prevzané z [11],
upravené

Jednou z moznych adaptacii fotosyntetického organizmu na svetelné podmienky sa zmeny
Vv elektronickej strukture fotosyntetickych pigmentov. Neustale sa meniace zivotné prostredie,



jeho variabilita a nutnost’ organizmov prispdsobit’ sa, viedla k biosyntéze pozoruhodného
mnozstva molekul naprie¢ Sirokym spektrom fotosyntetickych organizmov. Medzi hlavné
typy prirodnych pigmentov spojenych s RC patria chlorofyly (Chl) a bakteriochlorofyly
(BChl). Chl tvoria skupinu zelenych pigmentov, absorbujucich vo viditelnom rozsahu
spektra, vo vsetkych eukaryotickych fotosyntetickych organizmoch a siniciach. Prokaryotické
organizmy vyuzivaji pre rovnaky ucel BChl. Doplnkové pigmenty funguji v spojeni s
(B)Chl, aby maximalizovali absorpciu svetelnej energie a zvySili ucinnost fotosyntézy.
Najbeznejs$imi typmi doplnkovych pigmentov sa karotenoidy (Car) a fykobiliny [2].
Fykobiliny st vo vode rozpustné pigmenty nachadzajice sa v niektorych typoch rias a sinic a
absorbuju svetlo v modrej a zelenej oblasti spektra. Vytvaraju tetrapyrolova linearnu Struktiaru

bez centradlneho kovu a sl viazané na proteiny z vonkajSej strany tylakoidovej membrany
[12].

2.1.3 (Bakterio)chlorofyly

(B)Chl su substituované cyklické tetrapyroly, ktorych existuje niekolko typov, Chl a-d
a BChl a—g. Vsetky pozostavaji z chlorinoveho kruhu derivovaného z porfyrinu a esterovou
viizbou viazu hydrofébny fytolovy retazec. Styri atdémy dusiku v kruhu si koordinované na
centralny atém horciku. Tvoria plochy kruhovy utvar konjugovanych vizieb 0 velkosti
priblizne 10 A, ktory je zodpovedny za absorpciu svetelnej energie. Fytylovy retazec sliZi na
ukotvenie chlorofylu na tylakoidovii membranu v chloroplastoch. V BChl acylova skupina na
uhliku C-3 kruhu A a jednoducha vézba v kruhu B medzi C-7 a C-8 namiesto dvojitej vizby v
chlorofyloch znizuje stupen konjugacie makrocykle a symetriu molekuly v porovnani s

chlorofylmi. Tato zmena v Struktare postiva absorpéné maximum smerom k vy$$im vinovym
dizkami [2].

[¢]
COOCH;
O.
WW
HiC H  HeC H
chlorophyll a (IUPAC) bacteriochlorophyll a

Obrdzok 3: Struktiira molekiil chlorofylu a a bakteriochlorofylu a, prevzané z [2), upravené

Absorpéné spektrum vsetkych Chl zahina dve hlavné spektralne pasma: Soretov a Q pas.
Soretov pas je v modrej Casti absorpcného spektra, s maximom pre rézne Chl v rozsahu 430-
470 nm (pre BChl 350-400 nm), ktory pozostava z dvoch prekryvajicich hladin Bx a By.
Kvantovo—chemické vypoCty naznacuji pritomnost’ viacero spektralnych pasov. Niektoré st
zakazané pre excitaciu jednym fotonom a oznacuju sa ako ,,tmavé®. Q pas sa rozdel'uje podla
Goutermanového modelu na menej energeticky Qy pas (620-700 nm) a Qx pas (550-630 nm).
Q pas v (B)Chl sa rozprestiera v rozsahu od 700-1010 nm X ay podl'a ich smeru polarizacie



v makrocykle. V Chl a tieto prechody miesa silna vibronicka vidzba. Vdaka konjugovanému =
elektronovému systému v makrocykle chlorinu, st tieto pasy sposobené n-n* prechodmi. Qy
pas predstavuje zakladny HOMO-LUMO prechod, ktory predstavuje prechod zo zédkladného
stavu do prvého excitovaného stavu, zatial’ o Soretov pas zodpoveda prechodu do vysSieho
excitovaného stavu. Okrem singletovych stavov popisanych vyssSie, maja (B)Chl aj nizsie
tripletové stavy, ktoré vznikaji s30% Uc¢innostou prostrednictvom intersystémového
prechodu z Qy. Tripletové stavy (B)Chla sa netcastnia funkcie fotosyntézy, ale si pre
fotosynteticky aparat nebezpe¢né prostrednictvom reakcie s kyslikom [13].

2.1.4 Karotenoidy

Karotenoidy su tetraterpénové pigmenty vyskytujuce sa vo fotosyntetickych organizmoch,
niektorych archebaktérii a hubach, riasach, rastlinach a zivoc¢ichoch. De novo syntetizuja
karotenoidy iba fotosyntetické baktérie, huby, riasy a rastliny (Obrdzok 8). Rozdeluju sa na
dve zakladné skupiny: karotény a xantofyly. Karotény st tetraterpenoidy tvorené z poly—
nenasytené¢ho uhlovodikoveho retazca srozsiahlym konjugovanym systémom dvojitych
vézieb a metylovymi substituentmi. Xantofyly maju navyse funkéné skupiny kysliku, ako
napriklad hydroxy, keto alebo epoxy skupiny. Uhl'ovodikovy retazec je modifikovany na
urovni hydrogenacie, cis-trans izomerizacie a cyklizacie na jednom alebo oboch koncoch. Ich
biosyntetické modifikacie viedli k vzniku pozoruhodného mnoZstva viac ako 850 molekul
[14].

Medzi vyznamné vlastnosti karotenoidov patria lipofilicita, fotoabsorpcia a redoxné
vlastnosti. Prirodzene sa vyskytuju v hydrofébnych lipidovych dvojvrstvach buniek. In vivo
st ich fyzikalne-chemické a hlavne elektronické vlastnosti ovplyvnené vizbou blizkych
molekal, najmid bielkovin a membranovych lipidov. Naopak, karotenoidy ovplyviiujt
vlastnosti tychto subcelularnych Struktar z hladiska stabilizacie, fluidity, permeability
a d’alsich. V prirode maju viacero funkcii. Vo fotosyntéze st zname: absorpcia vinovych
dizok neabsorbovanych (B)Chl, fotoprotekcia a antioxidaéna aktivita (2.2.3)[15].

Fotofyzikalne vlastnosti karotenoidov si prevazne determinované efektivnou dizkou
konjugacie (Nef). Absorpcia energie sposobuje prechod vizobnych 7w elektronov do
nevizobnych n* (n—n*). Energia prechodu delokalizovanych elektronov do excitovaného
stavu zodpoveda svetlu v oblasti viditelného spektra. Excitdcia ma najvysSi absorpény
koeficient (¢ ~ 10° Mt ecm™) v rozsahu priblizne 400-550 nm [16]. Vdaka tymto prechodom
maju karotenoidy charakteristicka zlta, oranzova a cervena farbu. Tento prechod je zo
zakladného stavu (So) az do druhého singletového stavu (Sz2). Prvy singletovy stav (S1) je
opticky neaktivny pre jednofoténovu excitaciu zo zakladného stavu [17]. Dlho sa
predpokladalo, Ze to je Z dovodu ich symetrie, avSak nedavno bolo poukazané, Ze metylové
skupiny tito symetriu narisaju a je nutny novy teoreticky model [18][19].

Sz podlieha vnutornej konverzii do stavu Si v intervale (~100-300 fs) [20]. Si typicky
prechadza do So neziarivo v priebehu par pikosekind [21]. Medzi faktory, ktoré vplyvaju na
rozdiel energie Sz a Si patria: (i) $truktara Car a dizka konjugovaného systému, (ii) interakcia
konjugovaného systému a prostredia, (iii) konformacia indukovana proteinmi v LHC [22].
Zivotnost’ S; klesa so zvySovanim dizky efektivnej konjugacie (Nef), S ktorou klesa energia
tohto stavu ateda rozdiel energie medzi So a Sy [23]. V karotenoidoch s vyssim stupiiom
konjugacie (Ner>9) existuju dalSie ,,tmavé™ stavy medzi energetickymi hladinami S; a S».
Tieto medzistavy, oznacené ako Sx a S*, su pravdepodobne zapojené do relaxacnych ciest
medzi S;—S; [24]; [25]
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2.1.5 Prenos energie vo svetlozbernych systémoch

Absorbovana energia je prenaSana ako excitaéna energia pigmentami v svetlozbernom
komplexe (LH) anasledne medzi jednotlivymi LH, aZz kym nie je zachytena v RC. V RC
dochadza k fotochemickej reakcii separacii nabojov stakmer jednotkovou kvantovou
ucinnostou [26]. Transfer excita¢nej energie (EET) prebieha v LH r6znymi mechanizmami:
(i) Coulombovymi dipdol-dipdl interakciami [27], (ii) interakciami v doésledku prekryvu
intermolekularnych orbitalov [28].

Vzdialenost a orientdcia maji zasadny vplyv na elektronické viazanie pigmentov
a mechanizmus EET. Elektronické viazanie popisuje mieru elektrostatickej interakcie medzi
Struktarami dvoch alebo viacerych chromoférov. Rozmanité svetlozberné komplexy
pokryvaju siroky rozsah intenzity elektronického viazania pigmentov.

Slabo viazané chromofory, vzdialené priblizne (10-100) A, prenasaju energiu mechanizmom
Forsterovho rezonan¢ného transferu energie (FRET), pomenovanym po svojom autorovi
vroku 1948. Podmienkou je prekryv emisného spektra darcu s absorpénym spektrom
akceptora, Co je znakom spolo¢nej energetickej hladiny potrebnej na prenos excitacie
Coulombovym (dip6l-dipdl) mechanizmom [29]. Svetlozberné systémy obsahuju Castokrat
vysoké koncentracie pigmentov, az 0,6 M. Vzdialenost susednych chromofoérov je vtedy
niz$ia. Pohybuje sa Vrozmedzi (5-20) A. Dochiddza k prekryvu orbitalov a vplyv
elektrostatickych interakcii sa stava vyznamny. Energia je prendsana delokalizaciou excitonu
v susednych chromoforoch, mechanizmom koherentného elektronického transferu energie
(CEET)[28].

CT

hot S,

Sy
car BChl

Obrazok 4: Jablonského diagram energetickych stavov a prenosu energie karotenoidov (car) a (bakterio)chlorofylu [30].

Karotenoidy rozSiruju absorpény rozsah fotosyntetickych organizmov absorpciou svetla
v modro-zelenom regione. EET nastava zo singletového stavu na singletovy stav ¢erveno-
posunutého chlorofylového pigmentu. Prenos Car—(B)Chl mdze nastat’ z dvoch energeticky
najnizsich stavov karotenoidov S1 a Sz. Existuju pripady, kedy EET Car—(B)Chl nastava iba
Z S, ¢o vo vysledku limituje efektivnost’ prenosu na <60% [30].

2.1.6 Svetlozberné anténové komplexy (LHC)

Dovodom pre rozvoj sofistikovaného systému zhromazd'ovania energie je skutocnost’, Ze
chlorofyly v reak¢nom centre (RC) nie st schopné absorbovat’ slne¢né svetlo dostatocne
rychlo pre efektivnu fotosyntézu. Tato neefektivnost’ je spdsobend tym, ze molekula
chlorofylu absorbuje len par foténov za sekundu, ¢o je nedostatoné na pohananie
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viacelektronového procesu fotosyntézy, ak by sa reakéné centrd nachadzali samostatne v
membrane. RieSenim tohto nedostatku je spojenie supramolekularnych Struktur pigmentov a
proteinov, nazyvanych svetlozberné anténové komplexy (LHC), s RC. LHC tvoria dolezit
sucast’ fotosyntetického aparatu, ktora vytvara pigmentom vhodné prostredie pre zachytavanie
aprenos svetelnej energie. Stabiliza¢na energia proteinov LHC prispieva k zachovaniu
vhodnej geometrie pigmentov, ktord je nutna pre efektivny prenos energie. V LHC sa
nachadzaju chemicky rozlicné pigmenty, ktoré absorbuju energiu vo va¢Som rozsahu spektra.
Z evolucného hl'adiska boli tieto systémy optimalizované aby mechanizmus EET bol schopny
konkurencie extrémne rychlim deaktivatnym procesom a energia mohla byt kontinudlne
prenasana do RC [2].

Karotenoidy

(Bakterio)
Chlorofvl

Reakéné
centrum

Obrizok 5: Schématické zndzornenie zberu a prenosu energie krdtkych vin karotenoidmi a nésledny prenos energie do
reakcného centra v energetickom kandle.

Pigmenty absorbujlice kratko-vinné fotony majt relativne vysoku energiu. V LHC dochadza k
prenosu energie medzi vysoko—energetickymi a nizko—energetickymi pigmentami, ktoré su
k RC pribliZzené podl'a klesajucej energie. Kazdy prenos energie je spojeny s jej ubytkom vo
forme tepla a priblizenim excitacie k RC. Svojim usporiadanim teda vytvaraju energetické
kanaly, ktoré smeruju excitaénu energiu do RC [31].

Podl'a polohy voc¢i membrane a spojeni s RC mdzu byt rozdelené na integralne a periférne
anténové komplexy. Proteiny integralnych komplexov prechddzaju lipidovou dvojvrstvou a
pigmenty st Castokrat vnutri. Periférne anténové komplexy su spojené s medzimebranovymi
komponentami, ale dovnutra nevstupuju.

Integralne membranové komplexy zlicenych antén a reakénych centier zahrituju pigmenty
a anténové systémy priamo viazané S RC. Tieto komplexy sa biochemicky nedaju oddelit’ od
elektron—transportnych komponentov, pretoZe su viazané na rovnaky polypeptid. Prikladom
zlozitych proteinovych komplexov zlucenych antén a reakénych centier su fotosystémy | a Il
rastlin asinic. Jadrové anténové komplexy (RC-LH1) maju presne definovant
stechiometriu pigmentov a orientaciu, aby efektivne prenasali excitaénu energiu na RC. Nie
su vSak priamo viazané na rovnaky polypetid ako RC. Posledny typ integralnych
membranovych komplexov zastupuju doplnkové antény (LH2-3). Vzdy sa nachadzaju
v organizmoch ako doplnky k zlu¢enym alebo jadrovym komplexom. M6zu byt’ pritomné vo
variabilnych mnozstvach v zavislosti od podmienok rastu a ich fyzické usporiadanie s
ostatnymi anténami a komplexmi reakéného centra nie je fixné v Case ani v priestore [2].

2.2 Fotosyntetické baktérie

Prvé znamky zivota fotosyntetickych organizmov na Zemi st datované priblizne pred 3,4
miliardami rokov. Medzi ich rannych zastupcov patria prave fotosyntetické baktérie a
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primitivne riasy. Existuje 5 rozli¢nych skupin baktérii, ktoré su schopné fotosyntézy. 4 z nich
st anoxygenné, takze neprodukuji kyslik. Patria sem puprurové baktérie, zelené sirné/ nesirné
baktérie a heliobaktérie. Jedini skupina oxygennych fototrofov tvoria sinice s hlavnym
fotosyntetickym pigmentom, chlorofylom [32].

2.2.1 Purpurové nesirné baktérie (PNSB)

Vyznamnu skupinu metabolicky prisposobivych fotosyntetickych organizmov predstavuju
purpurové nesirné baktérie (PNSB). Dokazu rast' fotoautotrofne, fotoheterotrofne,
fermentdciou a anaerobnym, ¢i aerobnym dychanim. Rasti vo vSetkych druhoch vodnych
prostredi a sedimentoch s dostatkom svetla anizkym obsahom kysliku, pripadne
Vv anoxickych podmienkach. V tychto podmienkach im je k dispozicii d’aleké Cervené a zelené
svetlo, ktoré nebolo odfiltrované vyssimi organizmami s chlorofylovymi pigmentami. Svetlo
absorbuju fotosyntetickym aparatom Vv intracytoplazmatickej membrane (ICM). ICM je
modifikovana oblast’ vnttornej bunkovej membrany. Vytvara trubice, vezikuly alebo ploché
lamelarne membrany [33].

Obrazok 6: Illustracia vezikuldarnej (vlavo) a lameldrnej (vpravo) ICM architektury Rba. sphaeroides a Rps. palustris
jednotlivo [34]

Parcialny tlak kyslika a intenzita svetla st hlavnymi vonkajSimi faktormi, ktoré vplyvaji na
tvorbu ICM a vyvoj fotosyntetického aparatu a teda kvalitu a kvantitu zapojenych pigmentov.
Pri nizkej svetelnej intenzite dochadza k zvySenej produkcii ICM a anténovych proteinov, aby
organizmus dokazal zozbierat Co najviac fotdénov potrebnych pre tvorbu proténového
gradientu. Naopak, pri vysokych intenzitach svetla je nevyhnutné zabranit poSkodeniu
z nadmernej excitacie. Nadmerné mnozstvo energie totiz moze viest’ k produkcii nestabilnych
molekul kyslika. V tomto stave maju tendenciu reagovat’ s bunkovymi Struktirami a naruSat’
ich integritu [35].

Vsetky druhy PNSB obsahuju jadrové komplexy svetlozbernych antén spojenych s reakénym
centrom (RC-LHI1). Niektoré druhy mozu obsahovat’ aj pomocné periférne antény (LH2).
RC-LH1 Komplexy PNSB viazu bakteriochlorofyl a karotenoidy.

2.2.2 Jadrové anténové komplexy spojené s reakénym centrom (RC-LH1)

RC-LH1 komplexy purpurovych baktérii ~Rhodobacter  sphaeroides [36] a
Rhodopseudomonas palustris [37] sa podarilo rozlustit pomocou rontgenovej kryStalografie a
kryoelektronovej mikroskopie. Variacia v Struktire poukazuje z evoluéného hladiska na
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vyznamny mechanizmus adaptacie na premenlivé enviromentalne podmienky PNSB spojené
s efektivnou fotosyntézou.

Vseobecne plati, ze v§etky jadrové komplexy RC-LH1 musia plnit’ dve zakladné funkcie:

e poskytnit’ vedenie pre prenos excitacnej energie, ktora spoji absorpciu svetla v
anténovom systéme s fotochemickym oddelenim nabojov v reakénom centre (RC)

e redukované prenasace musia byt schopné prejst’ cez prstenec LH1 a zacasnit’ sa
redoxnych reakcii v elektrontransportnom retazci. Po transporte elektronov cez
cytochrom b/cl komplex su vracané spat’ do RC, kde st opat’ excitované fotonmi
svetla a proces sa opakuje cyklickou formou [2].

Fotosyntetické baktérie maju oproti rastlindm a sinicam komplexnejSiu cyklicku drahu, ktora
zahfna viaceré chinoidné prenaSace a cytochromy. Tento komplexny systém umoziuje
baktériam aktivny transport protonov do extracelularneho priestoru. Vytvoreny protonovy
gradient sluzi ako hnacia sila pre syntézu ATP, ktora je katalyzovana enzymom ATP syntazy
vV membrane [38].

2.2.3 Biologicky vyznam karotenoidov

Ako svetlozberné pigmenty st zapojené do fotosyntetického aparatu (FA) takmer vSetkych
fotosyntetickych organizmov. Absorpciou v oblasti (400-550) nm a prenosom excitacnej
energie na bakterio(chlorofyl) umoznuji efektivne vyuzitie rozsahu Ziarenia s najvysSou
intenzitou. Chrania fotosynteticky aparat pred nadmernym slneénym ziarenim a vplyvaji na
Struktaru, vlastnosti a stabilitu membran.

Absorpcia svetla. Funkcia komplementarnej absorpcie je obzvlast dolezita pre purpurové
nesirne baktérie (PNSB), ktorych prirodzené svetelné podmienky st pre ich rast obvykle
limitujice. PNSB baktérie, ktoré produkuju fotoaktivny pigment bakteriochlorofyl a velké
mnoZstvo karotenoidov s dizkou konjugacie N=9-13. V RC tvoria komplexy s karotenoidom
sferoidénom odvodenym od neurosporénu (N=9) alebo so spirilloxantinom (N=13)
odvodenym od lykopénu. Dizka konjugicie je kIiovy parameter pre stanovenie efektivity
mechanizmu prenosu energie. Neurosporén prenasa energiu s takmer 100% tG¢innost’'ou, zatial
¢o spiriloxantin dosahuje u¢innost’ len priblizne 30% [39];[40].

Fotoprotekcia. Esencialne pre FA baktérii su predovsetkym z dovodu schopnosti rozptylit
prebyto¢ntt energie priamo vo forme tepla alebo prostrednictvom xantofylového cyklu.
Prebyto¢nd energia, ktora nevedie k oddeleniu ndbojov RC vytvdra tripletové stavy
bakterio(chlorofylu). Expirementalne bolo potvrdené, ze vznik tripletovych stavov je priamo—
timerny intenzite svetla [41]. Zivotnost tripletov dosahuje hodnét rddovo az v mikro—
sekundach. Za tento Cas v aerobnych podmienkach dochadza kich reakcii s kyslikom
a vytvoreniu reaktivnych kyslikovych ¢astic (ROS). Kyslik s prebytocnou energiou,
singletovy kyslik, je potencialne Skodlivy pre integritu vyznamnych biomolekul ako proteiny,
lipidy a DNA. Karotenoidy dokazu tlmit' vytvorené tripletové stavy a zabranit' tak tvorbe
singletovému kysliku. Tato reakcia je znama ako triplet-tripletovy transfer energie. Na tuto
reakciu vSak karotenoidy potrebujii byt umiestnené v blizkosti (bakterio)chlorofylovych
pigmentov a energeticka hladina tripletu karotenoidu musi byt tiez nizSia ako energeticka
hladina tripletu excitovaného (bakterio)chlorofylu a radikalu kyslika [42].

Antioxidacna aktivita. Okrem zamedzenia vzniku singletového kysliku funguju ako aktivne
Zberace uz vzniknutych ROS. V tomto procese sa karotenoidy zvyc€ajne zapajaju do reakcie
s ROS pomocou kyslych vodikov. Produkty reakcie st castokrat dalej chemicky
modifikované a d’alej degradované. Redukované karotenoidy uz nemusia fungovat ako
ucinné antioxidanty, ale naopak vytvaraju potencidlne nebezpecné oxidanty schopné reakcie s
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biomolekulami.  Antioxidacna aktivita karotenoidov sa  exponencialne zvySuje
sich oxidaénym potencidlom, ktory klesa s dizkou konjugovaného retazca. Elektron—
akceptorné skupiny alebo skupiny odoberajtice elektronovi hustotu z konjugovaného retazca
oxidatny potencial zvySuji. Obe Strukturdlne Upravy znizuju energiu najvysSieho
okupovaného orbitalu (HOMO)[43].

Vzhladom na ich vynimo¢né vlastnosti s potencidlne prospeSnymi uc¢inkami na ludské
zdravie, vratane ochrany proti oxida¢nému stresu, kardiovaskuldrnym ochoreniam a rakovine,
ziskavaju karotenoidy pozornost vo farmaceutickom, potravinarskom a kozmetickom
priemysle. AvSak najmd vo farmaceutickom priemysle zostdva vyzvou vyvoj nosi¢ovych
systémov, ktoré by mohli prisposobit’ antioxida¢nti aktivitu a stabilitu pre potrebné ucely
a zvysit’ tak biologicku dostupnost’ [44].

2.3 Rhodospirillum rubrum

Rhodospirillum rubrum (R. rubrum) patri do rodu Rhodospirillum, spadajucej do cel'ade
Rhodospirillaceae, triedy Alphaproteobacteria. R. rubrum patri do skupiny purpurovych
nesirnych baktérii (PNSB). Jedna sa 0 anoxygennu fotorganotrofnt baktériu, ktora je schopna
produkovat’ hodnotné bioprodukty vratane polyhydroxyalkanidtov (PHA), vodiku
a karotenoidovych pigmentov [45]. R. rubrum je zaroven jednym z nejpouzivanéjsich
modelovych organizmov v bakteridlnej fotosyntéze vdaka jej schopnosti rastu v réznych
enviromentalnich podmienkach, jednoduchému genetickému zlozeniu a unikatnemu
fotosyntetickému aparatu.

2.3.1 Zlozenie fotosyntetického aparatu (FA)

R. rubrum syntetizuje iba RC-LH1 komplex bez doplnkovych antén. LH1 komplex tvori
uzavrety, mierne elipticky dvojity kruh pozostavajuci z 16 parov o (vnatornych) a
(vonkajsich) helikalnych polypeptidov. Kazdy polypetidovy par je tvoreny dvoma
molekulami bakteriochlorofylu a a jednou molekulou trans—spiriloxantinu. Fotosyntetické
pigmenty. bakteriochlorofyllu a (BChl a) st esterifikované na retazci propionovej kyseliny
geranylgeraniolom (BChl ag) namiesto fytolu. Postranné ret'azce geranylgeranylu tvoria s -
polypeptidom konforméciu smerujucu nahor s vysSou Strukturdlnou homogenitou. Tato
unikatna konformacia umoziuje n—=n interakcie medzi polypeptidmi prostrednictvom
dvojitych vézieb v geranylgeranyl skupine a blizkymi bakteriochlorinmi. Pritomnost’
viacerych dvojitych véazieb v geranylgeranyl skupine vedie k stabilnejSej konformacii [46].
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Periplazma

Obrazok 7: Prehlad struktury komplexy LHI-RC Rsp. rubrum. (a) Pohlad z boku na LHI-RC rovnobezne s rovinou
membrdny. (b) Pohlad zhora na LHI-RC z periplazmatickej strany membrdny. (c) Skloneny pohlad na usporiadanie
kofaktorov. Farebnd schéma: LHI-a, zelend; LHI-, sivomodrd, L-podjednotka, fialova, M-podjednotka, modrd; BChi ac v
LH]I a Specidlny par, cervené tyce; Doplnkovy BChl ac, modré tyce; BPhe ac, svetloruzové tyce; Spirilloxantin, zlté tyce;
UQ10, modré tyc¢e; RQ-10, zelené tyce; Fe, fialova gula. Fosfolipidy a detergenty sui vynechané pre zjednodusenie. Prevzané
z [46], upravené

2.3.2 Biosyntéza spiriloxantinu

Purpurové nesirne baktérie (PNSB) prirodzene vynikaji vysokym obsahom karotenoidov,
ktoré inkorporuji do svojho fotosyntetického aparatu (FA) (RC-LH1). Rovnako ako ICM, tak
aj biosyntéza karotenoidov je regulovana intenzitou a kvalitou svetla a mnozstvom kysliku.
Nedavno bola biosyntéza karotenoidov u PNSB rozdelend do dvoch hlavnych tried:
"normdlna" drédha typu spiriloxantin a "neobvykld" draha spiriloxantinu. Baktéria
Rhodospirillum rubrum vyuZziva na syntézu karotenoidov "normdlnu" drahu spiriloxantinu,
ktora zacCina postupnou denaturdciou centralneho 24-uhlikového fytoénu enzymom -
fytoendesaturdzou - s vyslednym karotenoidom lykopénom, kde 3,4- a 3'4'-uhliky zostavaju
nasytené. Nasleduje hydratacia, desaturacia a metylacia na kazdom konci, ¢im vznika
symetricky karotenoid, spirilloxantin.
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Obrazok 8: Syntéza spiriloxantinu,CrtD si vyznacené ako svetlocitlivé enzymy prevzané z [48]
2.5 Metédy analyzy fotosyntetickych pigmentov

V predchéadzajucich kapitolach bola popisana kl'icova tloha fotosyntetickych pigmentov pre
rast organizmu zapojenim do fotosyntézy. Efektivita procesu premeny svetelnej energie je
priamo zavisla na zloZeni fotosyntetického aparatu a enviromentalnych podmienkach. Znalost’
elektronovej Struktary, kompozicie a funkcie pigmentov poskytuje hodnotné informacie pre
porozumenie mechanizmu a adaptacie organizmu. Ako najvhodnejsi typ analytickych metod
pre tieto ucely sa javia spektroskopické metody, ktoré umoziiuji pozorovat interakcie hmoty
so svetelnym Ziarenim a ziskat’ informacie o elektronickej Struktare a jej dynamike v r6znych
prostrediach. Jednym =z praktickych aspektov vlastnosti absorpcie svetla je kvantitativne
stanovenie materidlu vo vzorke pouZzitim Beer—Lambertového zikonu. Stadium baktérie
R.rubrum pouzitim spektroskopickych metdod ma potencialne aplikacie v oblasti udrzatelnej
energie, biotechnologickom priemysle a mikrobialnej ekologie.

2.5.1 Sucasny stav rieSenej problematiky

Qian aspol. v 2003 charakterizovali pomocou optickej spektroskopie a kryo-elektronovej
mikroskopie mutanta R.rubrum [pSK1bchP] modifikovaného esterifikaciou bakterio-
chlorofylov pomocou génu bchP z Rhodobacter sphaeroides. Na zistenie vplyvu tejto zmeny
bola pouzitd absorpénd a fluorescencna spektroskopia pri nizkej teplote a cirkularny
dichroizmus na RC-LH1 komplexoch obsahujtcich fytolovany Bchl a. ZloZenie karotenoidov
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R.rubrum [pSK1bchP] sa vyrazne lisilo od divokého typu a najviac zastipeny bolo jeden
Z prekurzorov spiriloxantinu, rodovibrin. Vysledky ukazali, Ze fytolovany BChl moze
nahradit’ pévodny pigment bez vyraznych poruch na véizobnych miestach a moze byt Gspesne
pouzity vo fotosyntetickom aparate R rubrum [49].

Kosumi aspol. v 2012 merali dynamiku excitovanych stavov spiriloxantinu v roztoku a
viazanych na RC-LHI baktérie R.rubrum, indukovanych dvoma po sebe idtcimi laserovymi
impulzmi metéodou femtosekundovej pump-probe spektroskopie (FPPS). Tato sofistikovana
acenovo naro¢na metdod sa vyuziva najmd na Studium excitovanych stavov molekul a
polovodicov, kde st excitované stavy kratkodobo stabilné a prechadzaju rychlymi procesmi.
V tejto metode sa najprv pouzije kratky laserovy impulz (pump) na excitaciu materialu na
nasledne sa pouzije slabsi laserovy pulz (probe) na meranie absorpénych zmien v materiali po
uréitom Case excitacie. Pouzitim tejto metddy pozorovali S* stav spiriloxantinu v roztoku aj

viazaného na RC-LH1, zatial ¢o najnizsi tripletovy stav spiriloxantinu existoval iba
Vv pripade viazania na protein [50].

Maiuri a spol. v2015 pouzili ultra—Sirokospektralnu dvojrozmernt elektronicku
spektroskopiu (2DES) na $tadium dréh prenosu excitacnej energie vo fotosyntetickom aparate
R.rubrum. Konkrétne fotoindukované procesy: (i) S2—S: internu—konverziu (IC)
spiriloxantinu (Spx), mediovaného stavom Sy, (ii) vytvorenie S* stavu v Spx s realtivne dlhou
zivotnostou, (iii) EET z Sz Spx na Qx BChl a nasledovany Qx—Qy IC a (iv) priamy Qx—Qy
IC BChl a [51].

D.Kaftan a M.Koblizek v 2019 skamali vplyv teploty na fotosyntetické reakcie pouzitim
casovo rozliSenej fluorescencie bakteriochlorofylu, staciondrnej diferencialnej absorpcnej
spektroskopie a polarografickych merani dychania v intaktnych bunkach. Bolo zistené, ze
aktivita elektronového transportu sa zvySovala s teplotou az do teplot 60°C, kedy sa primérna
fotochémia stala reverzibilne inhibovanou. Nad 71°C sa fotosyntetické komplexy zacali
rozkladat’, ¢o sa prejavilo poklesom vSetkych fluorimetrickych parametrov a vymiznutim
absorpéného pasma LHI1 pri 880 nm. Tento experiment ukazal dobru tepelnt stabilitu
fotosyntetického aparatu R.rubrum [52].

Yukihara aspol. v 2022 stanovili pomocou fluorescencnej excitacnej spektroskopie
efektivnost’ EET z karotenoidu vysSich rastlin 3-apo-8'-karotenalu inkorporovaného v LH1
komplexe mutanta bez karoteknoidov R.rubrum G9+ na 77-79%. [3-apo-8'-karotenal generuje
excitovany stav s intramolekularnym rozdelenim naboja detegovany pomocou FPPS [53].

M. Niedzwiedzki aspol. skumali rezonan¢nou Ramanovou spektroskopiou funkcionalitu
svetlozbernej antény (LH2) komplexov geneticky modifikovaného kmena Rhodobacter
sphaeroides, kde bola expresovana syntéza spiriloxantinovych typov karotenoidov. Prvy
singletny stav (S1) karotenoidov s po¢tom konjugovnych dvojtych viazieb N >13 mal podobnu
zivotnost v LH2 ako aj Vv organickom rozpustadle. Efektivnost prenosu energie
spiriloxantinu/ diketospiriloxantinu na BChl a bola stanovena na ~40% a prevazne spdsobena
IC z S2. Celkovy vytazok prenosu energie bol nizsi v porovnani s karotenoidmi s kratkym
retazcom [54].

3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Pouzité baktérie, chemikalie a pristroje
3.1.1 Pouzité baktérie

V experimentalnej Casti boli pouzité kultiry bakterialneho kmena Rhodospirillum rubrum
DSM 467, ziskané z nemeckej zbierky mikroorganizmov.
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Zoznam pouzitych chemikalii

LB Broth (Sigma Aldrich Inc.)

Agar powder (HIMEDIA)

Biotin (Sigma Aldrich Inc.)

D-fruktésa (Lach-Ner, CR)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH2PO4 (Lach-Ner, CR)
Disodna sl kyseliny ethylendiamintetraoctové, Na,EDTA (Lach-Ner, CR)
Heptahydrat siranu hofe¢natého, MgSO4 - 7H20 (Lach-Ner, CR)
Hydrogenfosfore¢nan disodny, NaoHPO4 (Lach-Ner)
Hydrogenfosfore¢nan draselny, KoHPO4 (Lach-Ner, CR)
Hydroxid sodny, NaOH (Lach-Ner, CR)

Chlorid amonny, NH4Cl (Lach-Ner, CR)

Chlorid draselny, KCI (Lach-Ner, CR)

Chlorid nikelnaty, NiCl, (Lach-Ner, CR)

Chlorid sodny, NaCl (Lach-Ner, CR)

Chlorid vapenaty, CaCl, (Lach-Ner, CR)

Kvasni¢ni extrakt (HIMEDIA)

Kyselina borit4, HsBO3 (Lachema, CR)

Molybdenan sodny, Na;MoO4 (Lach-Ner, CR)

MOPS (Sigma Aldrich Inc.)

Siran Zeleznaty, FeSO4 (Lach-Ner, CR)

Trihydrat octanu sodného, CH3COONa 3H20 (Penta)
Metanol p.a. (Lach-Ner, CR)

Zoznam pouzitych pristrojov

Analytické vahy, Ohaus Pioneer PA224C

Centrifuiga, Hettich EBA 200

Centrifaga, Hettich EBA Hettich

Centriftga, Sartorius Sigma 1-15

Inkubétor, Binder Avantgarde

Laminarny box, Euroclone BioAir Auro mini

Magneticka michacka, Biosan MMS-3000

Nanofotometer, PEARL

pH meter, Thermo Scientific pHTester 30

Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific Trace 1300
@60 prislusenstvo integra¢nej komory (P/N 2J2-0176)
Spektrofluorometer, Edinburghinstruments FS5
Temperovana trepacka, Heidolph Unimax 1010, Heidolph Instruments
Temperovana trepacka, IKA KS4000i control

Termostat, LS-35

UV-VIS spektrofotometer, Hitachi U-3900H

Viahy, Kern EW 620-3NM

Vortex, Benchmark BenchMixe
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3.2 Kultivacia

3.2.1 Priprava inokula

Bakterialna kultara Rhodospirillum rubrum bola najprv z kryoskimavky zaoCkovana
bakterialnou kl'u¢kou na Petriho misky so sterilnym kultivacnym médiom LB Broth o zloZeni:

Trypton 109
Kvasni¢ny extrakt 59
NaCl 50
Agar 209
Destilovana voda 1000 mi

Agarové platne boli ulozené v chladnitke na 5 dni. Dalej bolo pripravené inokulum pre rast
bakterialnej kultury Rhodospirillum rubrum:

e Erlenmeyerové banky o objemu 500 ml
e 100 ml tekuté¢ho LB Broth
e po sterilizacii zaockované pomocou bakterialnej kl'ucky z agérovej platne

Po zaockovani boli inokuléd ulozené na temperovanej trepacke s frekvenciou trepania 160 rpm
a teplotou 30 °C, po dobu 72 h za svetla.

3.2.2 Priprava produkénych médii

Na kultivaciu Rhodospirillum rubrum boli pouzité 2 typy produkénych médii (PM), ktoré sa
lisili v objeme a pouzitom laboratornom skle:

1) 45 ml produkéného média SYN+FAY v 50 ml plastovych skumavkach s uzaverom
2) 100 ml produkéného média SYN+FAY v 100 ml Erlenmeyerovych bankach

ZloZenie PM SYN+FAY:

SYN salts (5x) (vid’ nizsie) 200 ml
K2HPO4/ KH2PO4 (200 mM, pH 7,0) 0,5 ml
Biotin (20 mg/l, po sterilizacii) 0,1 ml
Roztok fruktozy (1,5 M) 10 ml
Roztok octanu sodného (1 M) 10 ml
Roztok kvasni¢ného extraktu (50 g/1) 20 ml
Destilovana voda 1000 ml
SYN salts (5x):
MgSO4 - 7TH20 1,25¢
MOPS 10,5¢
NH4CI 5¢
CaClz - 2H.0 0,66 g
Roztok NiCl; (20 mM) 5ml
Chelatovany roztok FeMo (vid’ niz$ie) 50 ml
Destilovana voda 1000 ml

Vysledné pH roztoku SYN salts (5x) bolo upravené na hodnotu 7,1 pomocou NaOH.

Chelatovany roztok FeMo:
H3:BO3 0,28 g
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Na,EDTA 29

FeSOq4 049
NazMoO4 0,19
Destilovan4 voda 1000 ml

Pripravené produkéné média (PM) boli rozliate do 8x 50 ml skumaviek a 8x 100 ml
Erlenmeyerovych baniek po 45 ml a 100 ml jednotlivo. PM boli sterilizované sytou vodnou
parou s vykonom 1800 W, pocas doby 30 min. Plastové skiimavky boli zabalené v alobale. Po
vychladnuti sterilnych PM na teplotu 30 °C bol asepticky pridany biotin. Nakoniec boli PM
zaoCkované vypocCitanym  objemom  bakterialnej  kultary  Rhodospirillum  rubrum
Vv exponencialnej faze rastu tak, aby opticka hustota zaockovaného PM dosahovala hodnotu
0,1 pri vlnovej dizke 660 nm.

3.2.3 Podmienky kultivacie

Baktérie Rhodospirillum rubrum boli kultivované v mikroaerobnych podmienkach za tmy a
za svetla. Vsetky kultivacie boli prevedené bez premiesavania roztoku, aby bolo zamedzené
prestupu kysliku, pri teplote 30 °C v termostate a dobe kultivacie 6 dni. Pri kultivacii za tmy
bol termostat prikryty svetlone-priepustnou plachtou aza svetla bol pouzity umely zdroj
ziarenia pocas celej doby kultivacie. Vzorky na analyzu boli odoberané v ¢asoch 72h, 96h,
120h, 144h z oboch produkénych médii.

Obrazok 9: kultivacia baktérie R.rubrum za svetla

3.2.4 Priprava fosfatového pufru

Na spektroskopicku analyzu vzoriek bakterialnej suspenzie bol na riedenie a ako blank
pouzity roztok fosfatového pufru (PBS). Hmotnosti latok pouzitych na pripravu PBS boli
nasledovné:

NaCl 80
KCI 029
NazHPO4 1444
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KH,PO, 024 ¢
Destilovan4 voda 1000 ml

Vysledné pH bolo upravené na 7,5.

3.3 Priprava vzoriek na analyzu

3.3.1 Priprava suSenej biomasy

Z bakteridlnej suspenzie bolo pipetou odobratych 10 ml do plastovych skiumaviek. Plastové
skamavky boli odstredené na centrifiige pri 4000 otackach za minitu po dobu 6 minut. Po
odstredeni bol supernatant zliaty, k usadenej biomase bolo pridanych 5 ml PBS a obsah
skimavky bol premieSany na vortexe. Zmes bola opét’ odstredena za rovnakych podmienok.
Po odstredeni bol supernatant zliaty a skimavka s biomasou bola umiestnend do termostatu
pri teplote 70 °C. SuSenie biomasy prebiehalo minimalne 72 hodin. Po vysuseni bola biomasa
zvazena a pouzitd na stanovenie obsahu polyhydroxyalkanoatov (PHA) plynovou
chromatografiou, popisanou v nasledujuce;j kapitole.

3.3.2 Plynova chromatografia

Vzorky vysuSenej biomasy (priprava opisana v kapitole 3.3.1) o hmotnosti 8-11 mg boli
rozpustené v 1 ml chloroformu. K roztoku bolo pridanych 0,8 ml esterifikacnej zmesi (5%
kyseliny sirovej v metanole) s vnatornym $tandardom (5 mg/ml kyseliny benzoovej) 5%
kyseliny sirovej. Vzorky boli pevne uzatvorené v krimpovacich vialkach a esterifikované po
dobu 3 hodin pri teplote 94 °C.

Esterifikované vzorky boli prevrhnuté do vdcsich, uzavieratelnych vialiek s 0,5 ml 0,5M
NaOH, kde boli pretrepané a extrahované. Po oddeleni fazi bolo zo spodnej faze odobranych
50 pl metylesteru , ku ktorym bolo pridanych 0,9 ml etanolu.

3.3.3 Extrakcia farebnych pigmentov

Extrakcia pigmentov bola prevedena podl'a protokolu od Zavftel a spol, 2015 [55]. Pipetou
boli odobrané 2 ml bakteridlnej suspenzie do plastove] skimavky s uzaverom. Nasledne bola
odstredena relativnou centrifugalnou rychlostou 7000 x g po dobu 7 mintt. Po odstredeni bol
supernatant zliaty a k biomase boli pridané 2 ml extrakéného ¢inidla metanolu, ktory bol
vychladeny na 4 °C. Zmes bola zhomogenizovana na vortexe, zabalena do hlinikovej folie a
inkubovana pfi teplote 4 °C minimélne 40 min. Po extrakcii bola zmes odstredena pfi teplote
4 °C, 15000 x g po dobu 7 minut. Po pridani extrakéného €inidla boli pracovné podmienky
limitované na minimalne mnozstvo svetla, aby bolo zabranené degradacii pigmentov.

Extrahované pigmenty boli pouzité pre spektroskopickil analyzu metdédami opisanymi v
kapitole (Spektroskopické metody).

3.4 Spektroskopické metody

3.4.1 UV-VIS jednopaprskova

Na stanovenie bakteriochlorofylu a bol pouzity jednopaprskovy Nanofotometer, PEARL
v oblasti UV-VIS. Vyuziva CCD (Charge-Coupled Device), ¢o je typ detektoru vyrobeného
Z polovodi¢ového materialu a obsahuje 1024 mikroskopickych pixelov, ktoré zachytdvaju
svetlo a premienaji ho na elektricky naboj. Tento ndboj je potom c¢itany a digitalizovany, ¢o
umoziuje ziskanie hodnoty absorbancie. Vyhodou CCD detektorov je, Ze su bez pohyblivych
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Casti, Co prispieva k rychlosti, presnosti a opakovatel'nosti merani. Je teda vhodny pre rutinnu
analyzu s jednoduchou obsluhou, hlavne pokial’ nie je nutné merat’ celé spektrum vzorky.

3.4.2 UV-VIS dvojpaprskova, transmisny a diftizne trasmisny méd

Vzorky metanolovych extraktov a bakterialnych suspenzii boli charakterizované pomocou
UV-VIS spektroskopie, pouzitim spektrofotometru Hitachi U-3900H v oblasti 190 az 900 nm.
Pristroj je vybaveny dvojitym paprskom (vzorkovym a referenénym) a zdrojom
monochromatického Zziarenia (deuteriova lampa v oblasti UV, volfram-jédova v oblasti VIS)
S moznost'ou zapojenia integra¢nej komory. Na analyzu boli pouzité rovnaké, nepoSkodené
kremenné kyvety s optickou drdhou 1 cm a vsetky vzorky boli merané pri laboratornej teplote
22+1 °C.

Vysledky merania boli spracované v programe MS Excel, z ktorych boli zostavené grafy
zaVislosti absorbancie na excitaénej vlnovej dizke. Absorpéné spektra boli pouzité pre
stanovenie a porovnanie koncentracii farebnych pigmentov pri réznych podmienkach
kultivacie. Dalej boli pouzité na $trukturalnu charakteristiku fotosyntetického aparatu a jeho
zmien vin situ baktérii R.rubrum, detekciou -charakteristickych pikov karotenoidov
a bakteriochlorofylu.

Light source

Variable-pitch stigmatic diffraction grating converging mirror

WI lamp D2 lamp

Filter
Entrance slit )
, === Gt

Spherical mirror
(U-3900)

Toroidal diffraction
Monochromator | Monochromator grating (U-3900H)

= == EXit slit

Toroidal mirror

(] A\ Toroidal mirror
; L i Plane mirror
Toroidal mirror | Reference
RN S
Plane Rotating \
mirror mirror ‘ 1 : Plane miror »// Toroidal mirror
: (B : <
Plane i Sample
mirror e i

Sample compartment

Obrazok 10: Schematické zndazornenie pristroja Hitachi U3900H, prevzané z [59]

Vzorkovy paprsok prechddza cez vzorku obsahujicu fotosyntetické pigmety, kde dochadza k
absorpcii svetla. Referencny paprsok prechddza cez Standardntt vzorku (blank), ktora
neobsahuje fotosyntetické pigmety a slizi ako referenény bod pre meranie. Porovnanim
intenzit vzorkového a referenéného paprsku bola zaznamena intenzita signalu a automaticky
vyhodnotena programom UV Solutions for U-3900 ako hodnota absorbancie v rozsahu (-5.5-
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5.5 Abs). S presnostou merani: £0.002 Abs (0-0.5 Abs), £0.003 Abs (0.5-1.0 Abs), +0.006
Abs (1.0-2.0 Abs), £0.3%T nad 2 Abs.

3.4.3 Fluorescencna spektroskopia

Vzorky bakteriadlnych suspenzii boli charakterizované pomocou fluorescencnej spektroskopie,
pouzitim spektrofluorimetru Edinburgh Instruments FS5. Bola vybrana metoda excitacno-
emisnych map (EEM) tvorenych inkrementdlnou zmenou excitaénej vlnovej dizky, pri¢om
emisna vlnova dizka bola v rozsahu od 300 nm do 700 nm. Excitaéna vinova dizka bola
vrozsahu od 240 nm do 600 nm s krokom 5 nm a intervalom medzi zmenou excitacnej
vlnovej dizky 0,2 s, pocas ktorej je zaznamenavana intenzita fluorescencie. Inkrementalna
zmena excitaénej vinovej dizky poskytuje informacie o vztahu medzi excitaénymi a
emisnymi vinovymi dizkami. Meranim emisného spektra pri kazdom inkrementalnom kroku
je mozné identifikovat’ zmeny V intenzite fluorescencie pri réznych emisnych vinovych
dizkach v zavislosti na energie exciticie. Intenzita fluorescencie z programu pristroja
Fluoracle bola korelovana absorbanciou vzorky pri excitaénej a emisnej vlnovej dizke
v programe MS Excel a 3D mapy boli ziskané v programe Origin 2019b. Ako drziak na
fluorescenéné kremenné kyvety s optickou vinovou dizkou 1 ¢cm bol pouzity SC-25 TE-
Cooled Sample Holder - Standard Range, temperovany na teplotu 22 °C.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Praca je zamerana na aplikaciu vhodnych analytickych technik na modelovy fotosynteticky
mikroorganizmus, produkujuci fotosyntetické pigmenty. Ako modelovy mikroorganizmus
bola zvolena purpurova nesirna baktéria, Rhodospirillum rubrum, ktora je schopna produkcie
pigmentov pri roznych svetelnych podmienkach kultivacie. V praci bola baktéria kultivovana
za svetla a za tmy. Mikroaerobne podmienky boli zvolené z dovodu zamedzenia oxida¢ného
stresu na produkciu a degradaciu pigmentov aboli pouzité pre vSetky kultivacie. Vplyv
kultivacnych podmienok bol analyzovany z hladiska rychlosti rastu bakterii, zafarbenia,
obsahu biomasy, zlozenia a mnoZstva zasobnych polyestérov, polyhydroxyalkanoatov.
Spektroskopické analytické metddy boli pouzité na analyzu pigmentov v ich nativnom
prostredi (in situ), kde su zapojené v zlozitom systéme fotosyntetického aparatu aich
absorpéné vlastnosti st vyznamne ovplyvnené. Navrhnuté analytické metody boli
posudzované z hl'adiska ich moznosti Strukturalnej a kvantitativnej in situ analyzy pigmentov.

4.1 Zakladna charakteristika

Na charakterizaciu rastu baktérii pri réznych svetelnych podmienkach a objemoch média bolo
pouzité spektroskopické meranie optickej hustoty (OD) jednopaprskovym spektrofotometrom
pri vlnovej dizke 660 nm. Vzorky boli odoberané v &asoch (72, 96, 120, 144) h. Interval
linearnej oblasti detekcie absorbancie spektrofotometru sa pohybuje medzi 0,1-1 a.u. Vzorky
boli podl'a potreby riedené¢ PBS pufrom.

6 -
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Obrazok 11:Rastova krivka Rhodospirillum rubrum v produkénom médiu (PM) Syn FAY pre rézne podmienky

Fototrofny rast R.rubrum je spojeny s produkciou svetlozberného komplexu LH1 zlozeného
z chromoforov, bakteriochlorofylov a (BChl ag) a karotenoidov (car), prevazne trans-
spiriloxantinu v pomere 2:1. Kompletna struktira LH1 spojena s reakénym (R centrom je
opisana v kapitole (2.3.1). Tieto pigmenty st zodpovedné za absorpciu svetla a premeny na
energiu Vv procese fotosyntézy. Bakteriochlorofyl a absorbuje vo VIS a NIR spektre, ¢o vedie
k charakteristickej purpurovej farbe. Karotenoidy spifiaju ochranni funkciu absorpciou
nadbyto¢ného svetla a prispievaju k Cervenej farbe.
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Obrazok 12: Baktérie R.rubrum v produkénom médii Syn FAY v ¢ase zaockovania to

Obrazok 13: Erlenmeyrové banky 100 ml v case kultivdacie 72 h. Vlavo, kultivacia za tmy. Vpravo kultivacia za svetla
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Obrazok 14: Skimavky 50 ml v ¢ase kultivacie 72 h. Vlavo, kultivdacia za tmy. Vpravo kultivicia za svetla

Obrdzok 15: Porovnanie zafarbenia v casoch kultivdcie: zlava 96, 120 a 144 hodin. Intenzivnejsie zafarbené média
odpovedaju kultivacii za svetla, svetlejSie za tmy
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Po 72 hodinéach kultivacie bolo pozorované Cervené zafarbenie produkéného média, ktoré
bolo intenzivnejSie pri kultivacii na svetle. Skimavky po 144 h na svetle boli zafarbené do
purpurova najintenzivnejSie, Co taktiez odpovedd najvacSiemu mnozstvu biomasy (vid
zakladna charakteristika 4.1). Vo vsetkych pripadoch je mozné predpokladat’ pritomnost’
fotosyntetickych pigmentov. Co taktiez modze vysvetlovat pritomnost’ reakénych centier
fotosyntézy a teda rychlejsi rast baktérii na svetle.

4.1.1 Stanovenie obsahu polyhydroxyalkanoatov

Hodnota PHA v produkénych médiach jednotlivych kultivacii R. rubrum bola stanovena
pomocou plynovej chromatografie. Vzorky boli pripravené podla postupu opisaného
v kapitole 3.3.2. Kalibra¢na krivka bola vytvorena riedenim $tandardu PHB a PHV v r6znych
pomeroch a naslednou analyzou plynovou chromatografiou s detektorom FID. Regresna
rovnica bola zostrojena na zaklade zavislosti pomerov ploch pikov analytu a kyseliny
benzoovej na koncentracii PHB aPHV jednotlivo. Koncentracia PHB a PHV v
analyzovanych vzorkach bola vypoc¢itana pomocou tychto rovnic.

Tabulka 1: Obsah polyhydroxyalkanodtov zloZenych z kopolyméru P(3HB-co-3HV) a percentudine zastupenie 3-
hydroxyvaleratu pri kultivacii v tme

. C¢as | ODeso | biomasa | P(3HB-co-3HV)
Podmienky Syn FAY [h] [] [mg/L] [mg/L] 3HV [%] | PHA [%]
72 | 0,50 72 2,4 20,70 3,31
i 96 | 0,70 246 16,8 36,70 6,81
skimavky

120 | 0,77 326 32,2 37,90 9,88
< 144 | 0,80 353 25,0 40,60 7,10
E 72 0,28 112 2,6 7,46 2,36
Erlenmeyerové| 96 0,40 139 2,7 13,41 1,96
banky 120 | 0,52 222 8,3 27,10 3,72
144 | 0,72 249 18,6 33,90 7,45

Tabulka 2: Obsah polyhydroxyalkanodtov zlozenych z kopolyméru P(3HB-co-3HV) a percentudine zastupenie 3-
hydroxyvaleratu pri kultivacii na svetle

. ¢as | ODego | biomasa | P(3HB-co-3HV
Podmienky Syn FAY [h] [] [mg/L] ( [mg/L] ) 3HV [%] | PHA [%]
72 1,23 392 38,5 11,44 9,84
96 2,14 513 43,8 14,17 8,53
skamavky
120 | 2,39 870 122,0 15,43 14,02
g 144 | 5,97 2090 167,2 65,58 8,00
> 72 | 1,34 457 16,8 11,15 3,67
Erlenmeyerové| 96 2,27 681 56,3 18,25 8,28
banky 120 | 3,46 1146 179,1 47,65 15,63
144 | 5,41 1258 180,1 48,45 14,32

V tabulkdch 1 a 2 si prezentované vysledky obsahu polyhydroxyalkanoatov (PHA)
zlozenych z kopolyméru P(3HB-c0-3HV) a percentudlne zastipenie 3-hydroxyvaleratu pri
kultivacnych podmienkach R.rubrum za tmy a na svetle. V tabulke 1 st uvedené vysledky pre
kultivacie v skumavkach a Erlenmeyerovych bankdch za tmy, zatial ¢o v tabulke 2 su
uvedené vysledky kultivacie na svetle.
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Obsah PHA sa v oboch typoch laboratorného skla s dobou kultivacie zvySoval vo vSetkych
pripadoch, az na kultivaciu v skumavkach za tmy pri 144 hodinach, kedy doslo k poklesu z
32,2 mg/L na 25 mg/L. Pri kultivaciach v skimavkach na svetle bola pozorovana zvysena
produkcia PHA v porovnani s kultivaciami za tmy. Obsah PHA bol v rozmedzi od 38,5 mg/L
pocas 72 hodin kultivicie az po hodnotu 167,2 mg/L po 144 hodinach kultivacie.
Percentualne zastlipenie 3HV bolo roznorodé, pricom najvysSia hodnota 65,58 % bola
dosiahnuta pri 144 hodinach kultivacie.

V Erlenmeyerovych bankach bol pozorovany nizs$i obsah PHA vo vSetkych casoch v
porovnani so kultivaciou v skimavkach. Rovnako, ako aj percentualne zastipenie 3HV bolo
nizsie vo vsetkych Casoch.

4.2 Stanovenie koncentracie bakteriochlorofylu a pomocou UV-VIS
spektrometrie

Na stanovenie koncentracie bakteriochlorofylu a bol pouzity jednopaprskovy spektrometer,
Nanofotometer, PEARL (vid" kapitola 3.4.1). Celkovo bolo analyzovanych 16 vzoriek
odoberanych v ¢asoch (72, 96, 120, 144) h.

Koncentracie bakteriochlorofylu a boli vypoéitané z maxima jeho piku v metanole pri vinovej
dizke 771 nm pomocou linearnej zaVislosti absorbancie na koncentracii absorbujicej latky
podrla protokolu od Namsaraev a spol. [56] podla rovnice (1). Pigmenty boli extrahované zo
vSetkych typov kultivatnych podmienok a laboratornych skiel, podl'a postupu opisaného
v kapitole (3.3.3). Vysledky su uvedené v (Tabulka 3).

Tabulka 3: Koncentrdcie bakteriochlorofylu a pri réznych podmienkach kultivacie

Tma | Svetlo Tma | Svetlo
¢as [h] BChla [ug/L] BChla [pg/L]
. 72 2,000 4,033 % 0,800 4,017
= S
2 96 1,783 8,417 %% 0,967| 11,400
£
3 120 2,667| 10283 E 8 1,917| 17,867
7 9
144 1,883 33,017 1,917| 19,783
1000
BChla [%] s T (1)

Pri kultivacnych podmienkach za svetla bola koncentracia bakteriochlorofylu a najvyssia po
144 hodindch kultivacie. Pri kultivatnych podmienkach za tmy bola koncentracia
bakteriochlorofylu anajvyssia po 120 hodinach kultivacie. Za tmy sa koncentracia
bakteriochlorofylu meni iba minimalne, ale pri kultivacii za svetla je jej narast vyznamny.

Vzhl'adom na to, Ze funkcia bakteriochlorofylu je absorpcia a premena svetelnej energie na
chemickt v procese fotosyntézy, je tento vysledok ocakavatelny (vid kapitola 2.1.2). Na
zaklade prezentovanych vysledkov je teda moZzné potvrdit pritomnost regulacnych
mechanizmov baktérie R.rubrum, ako napriklad expresiu $pecifickych svetlocitlivych génov
zi¢astnenych na biosyntéze fotosyntetickych pigmentov.

Niz8i narast koncentracie pigmentov v Erlenmeyerovych bankach oproti skimavkam moze
byt zapriineny vyS$im prestupom kysliku v produkénom médiu a oxidacnej degradacii.
Taktiez Vv Erlenmeyerovych bankdch bola vécSia priestorova distribucia buniek. Toto
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usporiadanie viedlo k vyssiemu svetelnému toku, ktory mohol byt prili§ vysoky a teda mohlo
dojst’ k degradacii fotosystému z nadmernej svetelnej intenzity (vid’ kapitola 2.2.1).

UzavierateIné skumavky s objemom tekutého produkéného média 45 ml boli vybrané ako
vhodny typ laboratorného skla pre produkcia farebnych pigmentov baktérie R.rubrum. Dalgia
spektroskopicka analyza bola testovand na tomto type laboratorneho skla a porovnavana
s kultivatnymi podmienkami za tmy.
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4.3 UV-VIS spektrometria metanolovych extraktov

Touto metdodou boli analyzované farebné pigmenty 8 vzoriek metanolovych extraktov
bakterialnej suspenzie R.rubrum, kultivovanej v produkénom médiu Syn FAY. Vzorky sa
lisili dobou kultivacie a svetelnymi podmienkami. Pri kultivacii za tmy a rovnako aj na svetle
boli skiimavky odoberané v ¢asoch ( 72, 96, 120, 144) h. Zo skumaviek boli odoberané
vzorky pre extrakciu metanolom podla postupu opisaného v kapitole (3.3.3). Extrakty boli
merané v oblasti (300-850) nm pomocou dvojpaprskového spektrometru Hitachi U-3900H
(vid’ kapitola 3.4.2)
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Obrdzok 16: Absorpcné spektrum fotosyntetickych pigmentov metanolovych extraktov R.rubrum kultivovanej za svetla v
skumavkach

Absorpéné spektra metanolovych extraktov bakterialnej suspenzie R.rubrum vykazuju
najvyssi narast absorbancie v UV oblasti (300-420) nm a NIR oblasti (680-810) nm. Dalej
moézeme pozorovat’ narast absorbancie vo viditelnom spektre v rozsahu (440-540) nm
avyraznej$i narast v oblasti (570-640) nm. Ciarou vyznaené piky (v Obrazok 16)
odpovedaji hodnotam absorbancie priblizne (363, 608 a 771) nm a s zhodné pre vSetky Casy
a podmienky kultivacie. Tieto hodnoty odpovedaji hodnotam absorbancie bakteriochlorofylu
a v metanole [58]. Jednotlivo mézeme pozorovat’ Soretov absorpény pas (363 nm), Qx pas
(608 nm) a Qv pas (771 nm) (vid’ kapitola 2.1.3). Siroky Soretov absorpény pas naznaluje
pritomnost’ viacerych prekryvajucich pikov a vibracnych hladin tohto prechodu (Cierna Sipka),
avSak v metanole nie st rozlisitelné. Metanol je polarne rozpustadlo s vysokou dielektrickou
konstantou a schopnostou tvorit vodikové vézby. Silné interakcie medzi molekulami
rozpustadla a chromoforov sposobuju rychlu relaxaciu vibracnych stavov, ¢o vedie
k rozmazaniu vibra¢nych Soretovych a Qv pasov v absorpcnom spektre. Pozorovatel'ny narast
absorbancie oznaceny Cervenou Sipkou odpoveda prechodu do vysSieho vibraéného stavu
excitovaného stavu Qv. Qv pas snajvySSou intenzitou odpovedd prechodu do zdkladnej
hladiny excitovaného stavu.

Pritomnost’ troch pikov s hodnotami priblizne (450, 485, 525) nm vo viditeI'nej oblasti
absorpéného spektra (modré Sipky), naznacCuje pritomnost’ karotenoidov, ktoré absorbuju
svetlo prave v tejto oblasti. Charakteristicky je ich trojpik sposobeny prechodom molekul
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So—S», druhej, prvej a zakladnej vibra¢nej hladiny excitovaného stavu podla klesajicej
energie excitacie (vid’ kapitola 2.1.4).

Pre porovnanie je na nasledujlicej strane zobrazené absorpéné spektrum metanolovych
extraktov bakteridlnej suspenzie kultivovanej za tmy. Osa absorbancie je zamerne Skalovana
podl’a hodnot absorbancie kultivacie na svetle.
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Obrazok 17: Absorpcné spektrum fotosyntetickych pigmentov metanolovych extraktov R.rubrum kultivovanej za tmy
v skiimavkach pre porovnanie s hodnotami absorbancie kultivdcie za svetla (Obrdzok 16)
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Obrazok 18: Absorpcné spektrum fotosyntetickych pigmentov metanolovych extraktov R.rubrum kultivovanej za tmy
Vv skumavkach

Absorp¢nd krivka kultivacie za tmy vykazuje rovnaké absorpéné maxima ako za svetla.
Jediny rozdiel nastava pri dobe kultivacie po 144 hodinach (modra Sipka), kde je absorpéné
maximum karotenoidov posunuté k vy$§im vinovym dizkam. Mozno teda predpokladat’ vyssi
obsah spiriloxantinu, ktory je charakteristicky najvy$sim stupiiom efektivnej konjugacie, ¢o
znizZuje energiu potrebnu na absorpciu (vid’ kapitola 2.1.4). Taktiez je mozné pozorovat’ vyssi
pomer karotenoidov k bakteriochlorofylu a pri kultivacie za tmy. Toto zistenie je konzistentné
s funkciou karotenoidov pri fotoprotekcii fotosyntetického aparatu (vid kapitola 2.2.3)
anedochadza k vyznamnej degradacii karotenoidov pdsobenim svetelného ziarenia. Mozno
teda predpokladat’, ze kvalitativne sa fotosyntetické pigmenty pri kultivacii za tmy a na svetle
vyrazne neliSia. Podla Lambert-Beerovho zakonu vyplyva, ze najvysSia koncentracia
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bakteriochlorofylu aje po 144 hodinach pri kultivacii za svetla a karotenoidov po 96
hodindch pri kultivacii za tmy. Vysledky su konzistentné s vypoctami pomocou
predchadzajicej metddy (vid® Tabulka 3). Vysledky si vSak odporuji pri koncentraciach
bakteriochlorofylu a pri kultivacii za tmy v ¢asoch 144 hodin a 96 hodin. Z grafu vyplyva, ze
koncentracia bakteriochlorofylu aje vySs$ia pri 96 hodinach. V (Tabulka 3) je naopak
koncentracia vyssia pri 144 hodinach.

Samotna extrakcia pigmentov je vSak relativne cCasovo naro¢ny proces, ktory vyzaduje
minimalne svetelné podmienky, aby nedosSlo k degradacii farebnych pigmentov na svetle.
Zabezpecenie minimalnych svetelnych podmienok moéze byt cCastokrat neredlne v beznom
laboratornom prevoze. To vyzaduje rychlu a preciznu pracu pri extrakcii. V tejto praci boli
pouzité vzorky s objemom 2 ml, ¢o si vyzadovalo dobu extrakcie minimalne 40 minut. Dalej
prekurzor spiriloxantinu, hlavného fotosyntetického karototenoidu baktérie R.rubrum,
lykopén je v metanole nerozpustny, preto ho nie je mozné stanovit’ touto metdédou. Zaroven
pouzité rozpustadlo pdsobi rozdielne na Strukturdlne odlisné latky a meni tak ich absorpéné
vlastnosti. Vo vysledku su absorpéné spektra zatazené chybou merania zavislého na
uspesnosti prevedenia extrakcie.

4.3.1 UV-VIS spektrometria bakterialnych suspenzii v transmisnom maéde

Na analyzu farebnych pigmentov Vv bakterialnych bunkach R.rubrum v transmisnom mode bol
pouzity dvojpaprskovy spektrometer Hitachi U-3900H v oblasti (300-900) nm (vid’ kapitola
3.4.2). Vzorky boli riedene fosfatovym pufrom PBS s fyziologickym pH, do hodnoty
maximalnej absorbancie 2 s odchylkou +0.006 a nasledne nasobené riedenim.
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Obrazok 19: Absorpcné spektrum bakterialnych suspenzii R.rubrum v PBS kultivovanych za tmy pri roznej dobe kultivacie
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Obrdazok 20

Absorpéna krivke bakterialnych suspenzii kultivovanych za tmy a za svetla nevykazuju jasne
viditeI'ny trojpik karotenoidov, avSak dochadza k narastu absorbancie v tejto oblasti.
Charakteristicky je posun absorbancie bakteriochlorofylu avreakénom centre do
infraervenej oblasti pre Qy pik s maximom 883 nm a (Cierna Sipka). In situ je maximum Qv
zavislé na zlozeni svetlozbernych antén spojenych s reakénym centrom. Maximum tohto piku
naznacuje pritomnost’ prevazne spiriloxantinu (vid’ Obrazok 23).

Najvyssia hodnota absorbancie bakteriochlorofylu a pri kultivacii za tmy (Obrazok 19) je po
144 hodinach, ¢o naznacuje, Ze pri extrakcii farebnych pigmentov doslo k degradacii alebo
neboli extrahované uplne.

Spolahlivost’ tejto analytickej metddy pri merani absorpénych spektier farebnych pigmentov
v bakteridlnych suspenziach moze byt ovplyvnena viacerymi faktormi. Prvym faktorom je
rozptyl svetla sposobeny pritomnost'ou buniek vo vzorke, ktoré moézu rozptylovat’ svetlo a
sposobovat’ neziaduce odrazy, ktoré vplyvaju na intenzitu detegovaného Ziarenia. Dal$im
faktorom je nerovnomerna distribicia buniek vo vzorke atvorba agregatov, ¢o moze
ovplyvnit’ merané hodnoty absorpcie a tazSie urCit’ presni koncentraciu pigmentov, najma
pokial’ vzorky srozdielnou optickou hustotou. Bakteridlne suspenzie obsahuju okrem
fotosyntetickych pigmentov aj proteiny a iné molekuly absorbujuce v UV-VIS oblasti. Ich
pritomnost’ moéze narasat’ detekciu signalu v oblasti absorpcie farebnych pigmentov, hlavne
karotenoidov.

4.3.2 UV-VIS spektrometria bakterialnych suspenzii v difiizne transmisnom moéde

Na analyzu farebnych pigmentov v bakterialnych bunkach R.rubrum v diftzne transmisnom
modde bol pouzity dvojpaprskovy spektrometer Hitachi U-3900H so zapojenou integraénou
komorou @60 (P/N 2J2-0176) v oblasti (300-800) nm (vid’ kapitola 3.4.2). Rozsah iba do 800
nm je z dovodu doporucenia vyrobcu. Nad tato hodnotu boli vysledky nespolahlivé. Pouzité
vzorky boli rovnaké ako v pripade merani v transmisnom moéde. Ciel'om bolo overit’ zavislost’
koncentracie karotenoidov na koncentracii bakteriochlorofylu a a priblizit' Struktaru
karotenoidov.
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Obrdzok 21: Absorpcné spektrum bakteridlnych suspenzii R.rubrum v PBS kultivovanych za tmy pri réznej dobe kultivdcie,
normalizované na pik Ox

Absorpcné spektrum bakteridlnych suspenzii kultivovanych za tmy, normalizovanych na pik
Qx (590 nm), vykazuje jasne rozliiteIné piky karotenoidov. Cierna krivka s iernymi &iarami
odpovedd hodnotam (486, 513, 550) nm, ¢o naznacuje najvysSie zastipenie spiriloxantinu
Obrazok 23). Dal$ie menej rozlisitelné piky (ZIté ipky) (425, 452, 483) nm, neurosporén,
(oranzové S$ipky) (448, 469, 502) nm, sféroiden, (hnedé Sipky) (469, 498, 530) nm,
anhydrorodovibrin, (Cervené Sipky) (484, 512, 548) nm, lykopén. Krivky kratSej doby
kultivacie su posunuté k niz§im vlnovym diZkam aich piky st SirSie, najmi pri dobe
kultivacie 72 hodin, ¢o mdze naznaCovat pritomnost’ karotenoidov v biosyntetickej ceste

A4

s niz§im efektivnym stupniom konjugacie, ako je rodopin a rodovibrin.
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Obrazok 22: Absorpcné spektrum bakteridlnych suspenzii R.rubrum v PBS kultivovanych na svetle pri réznej dobe kultivdcie,
normalizované na pik Ox

Absorpéné spektrum bakteridlnych suspenzii kultivovanych na svetle vykazuje vacsiu
uniformitu spektra s troma dominantnymi pikmi pri vinovych dizkach (486, 513, 550) nm,
odpovedajucich najvys$$iemu zastupeniu spiriloxantinu (Cierna ¢iara). NajvysSiu absorbanciu
vykazuje zelena krivka po 96 hodinach so Sirokym pikom Vv intervale (486-505) nm,
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naznacujucim pritomnost’ viacerych karotenoidov, avSak nie je mozné jednoznacne rozlisit
zlozenie karotenoidov v tejto oblasti. Po 72 hodinach je krivka posunuta k niz§im vlnovym
dizkam, ¢o odpoveda prekurzorom spiriloxantinu (vid’ kapitola 16). Mozno teda usudzovat’,
7¢ k syntéze hlavného karotenoidu reakéného centra baktérie R.rubrum dochadza v Case
medzi 72 h a96 h. Po ¢ase 96 h na svetle dochadza k poklesu absorbancie karotenoidov,
pravdepodobne z dovodu degradacie zapriCinenej fotoprotekciou rekéného centra, ¢o je
konzistentné s ostatnymi metddami. NajvysSia koncentracia spiriloxantinu oproti ostatnym
karotenoidom pri porovnani s kultivaciou za tmy naznacuje zvySenu aktivitu svetlocitlivych
génov [CrtD] baktérie R.rubrum zapojenych v biosyntéze karotenoidov.

Rovnako ako V transmisnom mode je jednou z hlavnych vyhod UV-VIS spektrometrie
v difizne transmisnom mode moznost’ merania absorpéného spektra vo forme suspenzie, bez
potreby ich predchadzajucej separacie alebo Gpravy. NavySe zapojenim integracnej komory je
mozné minimalizovat’ vplyv rozptylu svetla bunkovymi komponentmi a zvysit' presnost’ a
kvalitu spektralnych udajov.

400 600 800 1000 400 600 800 1000
Wavelength / nm Wavelength / nm

Obrazok 23: absorpcné spektra LH1, rekonstituovanych s (a) neurosporénom, (b) sferoidénom, (c) lykopénom, (d)
anhydrorhodovibrinom a (e) spiriloxantinom. (f) Je zobrazené absorpcné spektrum povodného komplexu LHI z Rsp. rubrum
S1, obsahujiiceho spiriloxantin ako hlavnu zlozku. Prevzané z [57], upravené.

4.3.3 Fluorescen¢na spektrometria bakterialnych suspenzii

Snimanie 3D excitacne-emisnych mép bolo prevedené inkrementalnou metédou pri excitacnej
vinovej dizke (240-600) nm s krokom 5 nm. Emisna vInové dizka bola v rozsahu (300-700)
nm. Excitatno-emisné mapy (EEM) boli zostavené za ucelom overenia mozZnosti
charakterizacie karotenoidového profilu baktérie R.rubrum kultivovanej na svetle. Na zaklade
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predchadzajicich metdod bol vybrany cas kultivacie po 96 hodinach, kedy doslo
K najvyraznejSiemu narastu spiriloxantinu a zaroven nedoslo k vyznamnej degradacii.
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Obrazok 24: Excitacno-emisnd mapa bakteridlnej suspenzie R.rubrum kultivovanej na svetle po 96 hodindach (maximum
intenzity fluorescencie 50 0000 a.u.)
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Obrazok 25: Priblizenie obrdzku 24
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Obrazok 26: Excitacno-emisnd mapa bakteridalnej suspenzie R.rubrum kultivovanej na svetle po 96 hodinach (maximum
intenzity fluorescencie= 30 0000 a.u.)
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Obrazok 27: priblizenie obrazku 26
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Obrazok 28: Excitacno-emisnd mapa bakteridlnej suspenzie R.rubrum kultivovanej na svetle po 96 hodindach (maximum
intenzity fluorescencie 20 000 a.u.)
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Obrazok 29: priblizenie obrdzku 28

EEM boli postupne Skalované na roznu intenzitu fluorescencie s cielom objavit
charakteristické trojpiky spiriloxantinu pri excitaénych vlnovych dizkach (486, 513, 548) nm.
Aj napriek nizkej intenzite fluorescencie karotenoidov (vid’ kapitola 10) je mozné objavit
emisiu blizkych trojpikov, ktori mdzeme pozorovat pri viacerych emisnych vinovych
dizkach. Navyse je vmozné v (Obrazok 24) pozorovat ohrani¢enti emisiu z excitaénych
vinovych dizok priblizne (370, 385, 398) nm, ktora intenzivne fluoreskuje az do vinovej dizky
680 nm. NaznaCuje to emisiu bakteriochlorofylu s prenosom excitanej energic a zaroven
pritomnost’ viacerych reakénych centier, ktoré¢ sa mozu liSit' medzi jednotlivymi bunkami..
Dalej je mozné pozorovat emisiu pri viacerych vinovych dizkach pochadzajicich z jednej
excitatnej vlnovej dizky, o naznaGuje prenos energie medzi farebnymi pigmentami
Vv svetlozbernych komplexoch a emisiu karotenoidov z roznych vibra¢nych hladin, nie len
nultej (vid’ kapitola 11).

Celkovo sa tato metdoda preukazala ako citliva apresna metdoda, ktora poskytuje
charakteristicky otlacok fotosyntetickych pigmentov a je vhodna aj na bakteridlne suspenzie.
Bol pomocou nej jednoznac¢ne rozliSeny hlavny karotenoid reakéného centra, spiriloxantin, ¢o
predstavuje obrovsku vyhodu oproti ostatnym metoédam. Nevyhodou je vSak nepochybne jej
Casova naro¢nost, ktord by mohla byt minimalizovana Specifickej§im nastavenim, ako
napriklad meranie v uz§om rozsahu spektra. Pokial’ ide o stanovenie karotenoidov (400-600)
nm. Vzhladom na rychlu relaxaciu karotenoidov je tiez vhodné nastavit interval zmeny
excitatnej vlnovej dizky pri inkrementalnom skene na vyssiu rychlost. K zvyseniu rozlisenia
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a presnosti stanovenia moze prispiet’ niekol’konasobné riedenie, ked’ze metoda sa preukazala
ako vel'mi citliva.

5 ZAVER

Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo na zaklade vypracovanej literarnej reSerSe zvolit’ a overit’
vhodny subor analytickych technik na modelovy fotosynteticky mikroorganizmus,
produkujuci fotosyntetické pigmenty. Konkrétne purpurovu nesirnu baktériu, Rhodospirillum
rubrum.

Pomocou plynovej chromatografie bol stanoveny obsah zasobného polyméru P(3HB-co-3HV)
ajeho zlozenie. Podla vysledkov merania bol obsah polyhydroxyalkanoatov najvyssi
pri kultivacii na svetle v skumavkach sobjemom produkéného média Syn FAY
a minimalnym pristupom kysliku. Tieto podmienky boli najlepSie aj pre syntézu
fotosyntetickych pigmentov, konkrétne bakteriochlorofylu a, ¢o bolo preukazané
jednopaprskovou UV-VIS spektroskopiou metanolovych extraktov bakterialnych suspenzii.
Porovnanim s metdédou dvojpaprskovej UV-VIS spektroskopie vzoriek kultivovanych
v skimavkach na svetle aza tmy bola preukdzana pritomnost dalSich fotosyntetickych
pigmentov, karotenoidov. Pre blizSiu charakterizaciu fotosyntetického aparatu boli pouzité
spektroskopické metody fotosyntetickych pigmentov v ich nativnom prostredi (in situ)
na vzorkach bakterialnej suspenzie kultivovanej v skimavkach za svetla.

Ako prva metdda bola pouzita dvojpaprskova UV-VIS spektrometria v transmisnom mode,
ktora preukazala vplyv interakcii proteinov s pigmentami na zmeny V absorpénych
vlastnostiach. Zarovenn bolo touto metdodou poukazané na nevyhody metddy
spektroskopického stanovenia koncentracie fotosyntetickych pigmentov z metanolovych
extraktov. V transmisnom modde vSak nebolo mozné jednoznacne preukazat a blizsie
charakterizovat’ karotenoidy, kvoli nadmernému rozptylu svetla bunkovymi komponentmi
v UV-VIS oblasti.

Do tohto analytického usporiadania spektrometru bola zapojend integracna komora (difizne
trasmisny mod) v snahe eliminovat vplyv rozptylu svetla a charakterizovat' Strukturalne
zmeny v zloZeni karotenoidov v zavislosti na ¢ase kultivacie. Oproti transmisnému modu boli
ziskané spektra sovela lepSim rozliSenim v oblasti absorpcie karotenoidov a pikov
bakteriochlorofylu a absorbujticich pri nizsich vinovych dizkach (Soretov a Qx pasy). Bolo
taktiez mozné pozorovat pritomnost rdznych prekurzorov v biosyntetickej ceste
k spiriloxantinu.

Poslednou testovanou metodou in situ analyzy bola fluorescen¢na spektroskopia pomocou
ktorej boli ziskané excitacno-emisné mapy. 3D mapy zavislosti intenzity fluorescencie
priroznych excitaénych aemisnych vInovych dizkach umoziuju vdaka korel4cii
na absorbanciu vzoriek v difizne transmisnom mode rozlisit’ jednotlivé fluorofory. Konkrétne
bola preukdzana pritomnost’ spiriloxantinu vo vi¢Som mnozstve karotenoidov, absorbujtcich
rovnako intenzivne pri ostatnych metddach. Taktiez je pomocou tychto ziskanych mép
vysvetlit' biologick funkciu pigmentov pri fotosyntéze a stanovit ich koncentraciu.
Kombinacia tychto dvoch metod v UV-VIS oblasti poskytuje najspolahlivejSie a najpresnejsie
informécie o fotosyntetickych pigmentoch.

V ramci bakalarskej prace boli otestované viaceré spektroskopické metddy analyzy
fotosyntetickych pigmentov a boli diskutované ich hlavné vyhody anevyhody. V d’alSom
vyskume bude idealne sa zamerat’ na optimalizaciu kombinacie metod UV-VIS spektroskopie
v difuzne transmisnom mode spolu s fluorescencnou spektroskopiou a interpretécii excitacno-
emisnych map.
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7 ZOZNAM SKRATIEK A SYMBOLOV
7.1 Zoznam skratiek

e PLA polylaktid
e PHA polyhydroxyalkanoat
e FAR fotosynteticky aktivny region
e IR Infra-red
e NIR Near-infra-red
e UVA ultraviolet A
e UVB ultraviolet B
e DNA deoxyribonukleova kyselina
e FA fotosynteticky aparat
e ICM intracytoplazmaticka membrana
e LH svetlozberny (komplex/ aparat)
e RC reakéné centrum
e (B)Chl (bakterio)chlorofyl
o Car karotenoid
o Ner efektivna dizka konjugécie
e FRET Forster resonance energy transfer
e CEET Coherent electronic energy transfer
e RC-LH1 svetlozberna anténa spojena s reakénym centrom
e EET electronic energy transfer
e PNSB purpurové nesirne baktérie
o ATP adenozintrifosfat
e 2DES dvojrozmernu elektronicka spektroskopia
e PM produkéné médium
e VIS viditeI'né spektrum
e EEM Excitacno-emisna mapa
e P(3HB-c0-3HV) poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)

7.2 Zoznam symbolov
°C

nm

A

M

cm

pm

g

stupen Celzia
nanometre
absorbance
molarna koncentracia
centimeter
mikrometer

gram

miligram
mililiter

liter

hodina

otacky za minttu
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