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1. Uvod

1.1. Fotosyntéza
hlavnim zdrojem energie pro naprostou vétSinu organismu. Mizeme ji chapat jako
proces mnoha rliznych reakci, kde zdrojem energie je slunecni zafeni a produktem

cukry. Obecné Ize zapsat proces fotosyntézy nasledovné:
2H,D+CO,—2 5/CH,0]+2D+2H,0 [1]

Tuto rovnici nazyvame obecnou rovnici fotosyntézy, kde H,D pfedstavuje protonu a
elektronl (u sirnych bakterii, u kterych probiha neoxygenni fotosyntéza, je donorem
vodiku sirovodik H,S, v pfipadé oxygenni fotosyntézy je to voda), [CH,O] je
chemicky vzorec stavebni jednotky cukrt, D znaci oxidovanou formu donoru a hv je
excitaéni energie elektromagnetického zareni. U zelenych rostlin je potfeba pfiblizné
500 kJ energie absorbovaného slunecniho zafeni na jeden mol zredukovaného CO, .
Cely proces fotosyntézy sestava ze dvou Casti: z faze svételné a faze temnotni.
Svételna (fotochemicka) faze fotosyntézy probiha na thylakoidnich membranach,
energie fotonu je ukladana do molekul ATP a redukovaného NADPH a Ize ji zapsat
takto:

2H,D+2NADP' +3ADP+P, — 50D+ 2(NADPH+H' )+3ATP  [2]

Temnotni (biochemicka) faze fotosyntézy se odehrava v cytosolu a ke svému
pribéhu nepotiebuje energii zareni. Zde se ATP a NADPH vzniklé ve svételné fazi
fotosyntézy vyuziva ksyntéze cukrd. Tuto d&ast fotosyntézy zaznamenavame

nasledovné:

6CO, +12(NADPH + H" )+ 18ATP — C,H,,0, +12NADP + 6H,0 + 18ADP+18P, [3]



1.2. Zelené sirné bakterie

Zelené sirné bakterie byly objeveny pfiblizné pfed jednim stoletim. Tyto organismy
patfi mezi fotoautotrofni a striktné anaerobni fotosyntetické bakterie, u kterych
probiha neoxygenni fotosyntéza. Jsou schopné pfezivat v prostfedich s velmi nizkou
intenzitou svétla. K vyskytu v téchto podminkach jim slouZi chlorosomy, coZ jsou
svétlosbérné antény, jez jsou schopné zachytavat dopadajici zareni se znacnou
ucinnosti.

Bakterie, u kterych probiha neoxygenni fotosyntéza, se liSi od téch s oxygenni
fotosyntézou tim, Ze kazdy druh ma pouze jeden typ reakéniho centra. U nékterych
fotosyntetizujicich bakterii je reakéni centrum podobné fotosystému | (PSI), u jinych
fotosystému Il (PSII).

Zelené sirné bakterie maji Fe-S reakéniho centrum typu PSI. Fotosyntetické reakcni
centrum téchto bakterii obsahuje dvé [4Fe-4S] skupiny nazvané Fa a Fg, které slouzi
jako pfijemci elektronll. Reak&éni centrum Chlorobia tepida obsahuje také

interpolypeptidovou [4Fe-4S] skupinu nazvanou Fy.

Obrazek 1: Chlorobium tepidum -
mikrosnimek porizeny transmisnim
elektronovym mikroskopem, obdélnik
v dolni ¢&asti snimku predstavuje 100
nm [Frigaard et al 2002]




1.3. Chlorosomy

Chlorosomy jsou unikatni svétlosbérné komplexy, které nachazime u zelenych
fotosyntetickych bakterii. Jsou pozoruhodné tim, ze jsou tvofeny na rozdil od vSech
ostatnich pigment-proteinovych svétlosbérnych fotosyntetickych antén agregaty
bakteriochlorofylu. Tyto svétlosbérné antény patfi do skupiny vnémembranovych
antén, nachazeji se tedy mimo fotosyntetizujici thylakoidni membranu, ke které jsou
pouze pfichyceny.

Chlorosomy jsou elipsovité utvary vyskytujici se na vnitfni strané cytoplasmatické
membrany a jejich velikost se muze ménit v zavislosti na rastovych podminkach.
U zelenych sirnych bakterii dorlistaji do rozmérti pfiblizné 1500 x 500 x 300 A
(150 x 50 x 30 nm).

Tyto organely sestavaji prfevazné z bakteriochlorofylu (Bchl) ¢, d, e (v zavislosti
na druhu bakterii). Dale obsahuji také Bchl a, karotenoidy, lipidy a Castecné i
proteiny. Hlavnimi polarnimi lipidy v chlorosomech jsou glykolipidy a fosfolipidy.
Navic se v chlorosomech vyskytuje znacné mnozstvi isoprenoidnich chinonu.
Chlorosom Chl. tepida se sklada pfiblizné z 200 000 molekul Bchl-u ¢, 2 500 molekul

Obrézek 2: Mikrosnimek
pofizeny transmisnim
elektronovym mikroskopem —
chlorosomy izolované
z Chlorobia  tepida. Svétly
obdélnik vlevé dolni Casti
fotografie predstavuje 200 nm.
[Frigaard et al. 2004]

Bchl-u a, 20 000 molekul karotenoidu, 18 000 molekul izoprenoidnich chinond, 5000
proteint a 20 000 molekul lipidu (Frigaard and Bryant 2006).
V jedné burice je okolo 220 chlorosoml. Bchl agregaty vytvareji v chlorosomech

utvary tvarové podobné lamelam, kterych je vjednom chlorosomu nékolik. Obal



chlorosomu je tvoren lipidovou schrankou, ktera je tvorena vrstvou monogalactosyl
diglyceridu (MGDG).

Mezi chlorosomem a cytoplasmatickou membranou, na kterou chlorosom doseda, je
tzv. zakladni proteinova destiCka, ktera obsahuje Bchl a, na ktery se pfenasi vSechna
energie zachycena Bchl-em c¢ (d nebo e). ExcitaCni energie z chlorosomu je
pfenasena pfes Fenna-Matthews-Olson (FMO) proteinovy komplex do reakéniho
centra v cytoplasmatické membrané. FMO komplex obsahujici Bchl a a spojujici
chlorosom s membranou je ve vodé rozpustny a byl poprvé popsan Johnem
Olsonem, na dalSi charakteristice tohoto proteinu se podileli Roger Fenna a Brian
Matthewy, proto tedy FMO protein. Tento protein je také nékdy nazyvan jako Bchl a
protein (pro obsah Bchl-u a) (Blankenship and Matsuura 2003).

Obrazek 3: Model
chlorosomu a fotosyntetické

membrany v Chlorobiu

tepidu. Bcehl agregaty
lamelarniho  tvaru  jsou
vyobrazeny v pravé casti
vnittku chlorosomu. Mezi
valeCky a cytoplasmatickou
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1.4. Fotosyntetické pigmenty a jejich agregaty

Mezi pigmenty obsazené v chlorosomech zelenych sirnych bakterii patfi Bchl c,
karotenoidy, chinony a Bchl a.

Bchl c je hlavnim pigmentem obsazenym v chlorosomech zelenych sirnych bakterii.
Zakladem Bchl-u ¢ je na rozdil od ostatnich bakteriochlorofyld porfinovy skelet
chlorofylového a nikoliv bakteriochlorofylového typu, tzn. stejné jako u chlorofylu je

zde dvojna vazba mezi uhlikem C7 a C8.

Obrézek 4: Bakteriochlorofyl c. R;=ethyl, n-propyl,
iso-butyl nebo neo-pentyl; R,=methyl nebo ethyl,

Rjs=farnesyl

Bchl ¢ ma tu vyjimeénou schopnost, Ze dokaze vytvaret agregaty. To je dano
pfitomnosti OH skupiny na uhliku Cs. Spole¢né s keto-skupinou na uhliku C43 a
atomem horc¢iku uvnitf tetrapyrolového kruhu (obrazek 5) jsou to tfi vazebna mista,

ktera umoznuji vznik prostorovych agregatu.
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Obrazek 5: Bakteriochlorofyl c¢; vazebna mista

umozriujici vznik prostorovych agregatu jsou v krouZzku

Karotenoidy jsou terpenoidy (isoprenoidy) patfici do skupiny tetraterpent (Cao).
Jsou nepolarni, nerozpustné ve vodé, ale dobfe rozpustné v tucich a nepolarnich
rozpoustédlech. Jejich barevnost zplsobuje systém konjugovanych vazeb. U
zelenych sirnych bakterii jsou pfitomny jak v chlorosomech, tak v cytoplasmatické
membrané. V Chlorobiu tepidu jsou karotenoidy monocyklické a hlavnimi karotenoidy
jsou  chlorobakten, y-karoten a dale jejich 19  2‘-dihydro-derivaty
(1, 2° dihydrochlorobakten a 1°, 2‘-dihydro -y-karoten )

Obrazek 6: Chlorobakten

o T e Sl e Ty T Sy e e =

Obréazek 7: y — karoten
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DalSimi pigmenty v chlorosomech zelenych sirnych bakterii jsou isoprenoidni
chinony. Jsou to velmi hydrofobni pigmenty a jsou spiSe umistény ve vnitiku
chlorosomu nez v jejich obalu. Hlavnimi chinony zelenych sirnych bakterii jsou
chlorobiumchinon (1°- oxomenachinon — 7) a menachinon — 7. Obvykle v malém
mnozstvi je pfitomen i 1°- hydroxymenachinon — 7, ktery je pravdépodobné

prostfednikem v biosyntéze chlorobiumchinonu z menachinonu.

0
98 :
XY)
0 n
Obrazek 8: Menachinon Obrazek 9: Chlorobiumchinon

Bchl-u a se v chlorosomech vyskytuje pouze malé mnozstvi. Je obsazen v zakladni
destiCce fotosyntetického aparatu v Chlorobiu tepidu. Na rozdil od Bchl-u ¢ je vazan

na protein CsmA.

Obréazek 10: Bakteriochlorofyl a
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2. Cile prace

Izolace a separace jednotlivych pigmentl ze zelené sirné bakterie Chlorobium
tepidum.

Optimalizace metody pfipravy chemicky modifikovanych bakteriochlorofyl c.
Pfiprava methyl-bakteriochlorofylidu ¢ pomoci transesterifikace v zasaditém
prostiedi.

Studium vlivu délky vedlejSiho esterifikujiciho alkoholu na tvorbu dimeri/agregati ve

vodném prostredi.

3. Material a metody

3.1. Péstovani bakterii

Bakterie byly péstovany v médiu podle Pfenniga (Wahlund et al. 1991). Pro
napéstovani jedné varky bakterii bylo pfipraveno 2,5 | média. V destilované vodé byly

postupné rozpustény jednotlivé slozky podle tabulky 1.

Tabulka 1
slouéenina hmotnost [g]
Na,S,0,x5H,0 | 2,9
KH,PO, 1,25
CH,COONH, 1,25
NH,CI 1,0
NaCl 1,0

MgSO,x7H,0 | 0,5
CaCl, x2H,0 0,125

EDTA 0,03125
NaHCO, 5
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Poté bylo pfidano 2,5 ml roztoku stopovych prvki (tabulka 2; uvedené hmotnosti
jednotlivych slozek roztoku stopovych prvku plati pro celkovy objem roztoku 2,5 1) a

50 ul 0,2 % (w/v) roztoku vitaminu B1,. pH bylo upraveno na hodnotu 6,7 — 6,9. Cely

objem Pfennigova media byl rozdélen po 800 ml do 3 jednolitrovych kultivacnich
lahvi. Kazda lahev se nechala 20 minut probublat dusikem. Po 20 minutach
probublavani se do kazdé lahve pfidalo 0,48 g Na,S x 9H,O a lahev se okamzité
uzaviela. Lahve s médiem se autoklavovaly pfi teploté 100 °C po dobu 20 minut,
po vyndani z autoklavu se nechaly zchladit pfes noc do druhého dne. Jelikoz se
béhem autoklavovani zménilo pH (pfiblizné na 7,1), bylo nezbytné ho znovu upravit
zpét na hodnotu 6,7 — 6,9 (upravou pH se také odstranil zakal vznikly po sterilizaci).
Na kazdych 800 ml media se pfidalo pfiblizné 3,4 ml 10 % HCI. Pfi tomto kroku bylo
nutno pouzit sterilni stfikacku a jehlu, lahve drzet dnem vzhiru a davat pozor, aby se

pfi pfidavani HCI do zadné lahve nedostala vzduchova bublina.

Tabulka 2
slou€enina hmotnost [g]
EDTA 16,75
FeCl, x6H,0 S
CoCl, x6H,0 0,475
Na,MoO, x2H,0 0,475
ZnSO, x7H,0 0,375
MnCl, x4H,0 0,250
VSO, x2H,0 0,075
NiCl, x6H,0 0,0625
CuCl, x2H,0 0,0425
H,BO, 0,015
Na,SeO, x5H,0 0,008
Na,WO, x2H,0 0,005

Bakterie se inokulovaly nasledovné. Zjedné lahve s cCerstvym médiem bylo
odebrano 20 ml (lahev dnem vzh(ru) a tento objem byl pfidan do lahve se zasobni

kulturou bakterii Chlorobium tepidum. Z této lahve (se zasobni kulturou) bylo v tom
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samém kroku odebrano opét 20 ml (tentokrat s bakterialni kulturou) a tento objem se
pfidal do plvodni lahve s Cerstvym médiem Tento postup byl proveden pro kazdou
lahev.

Buniky zelené sirné bakterie Chlorobium tepidum byly kultivovany v 800 ml
upraveného Pfennigova meédia po dobu 3 dnG pfi teploté vody 48 °C
ve trech litrovych lahvich ve vodni lazni pfi konstantnim osvétleni pod 60 W
halogenovou zZarovkou. 2. den kultivace bylo zkontrolovano pH (popf. se upravilo).
Po 3 dnech byly lahve vyndany z lazné, vychlazeny a uskladnény pfi teploté 4 °C

v chladici mistnosti.

3.2. Extrakce pigmentu

Extrakce pigmentt probihala v Seru, pouzité nadoby byly zakryté alobalem. Celé
buriky byly sta€eny na centrifuze rychlosti 9000 g po dobu 2 minut. Po wyliti
supernatantu se pelet uchoval ve zkumavce ve tmé. P¥iblizné 1 ml smési
aceton:metanol (7:2) byl pfidan k peletu a pomoci pasteurovy pipety byl pelet
homogenizovan. Poté se vzorek opét centrifugoval pfi 9000 g po dobu 2 minut.
Supernatant se uchoval vtemnu a pelet byl nové resuspendovan ve smési
aceton:metanol a opét centrifugovan. Proces extrakce pigmentl z jednoho peletu
probéhl celkem 3x za sebou. Supernatanty ze vSech extrakci se spojily.

Nasledné byla k supernatantu pfidana smés petrol-ether:CH,Cl, (9:1) v poméru 1 dil
supernatantu se 2 dily smési. Vznikla smés organickych rozpoustédel se nalila
do délené néalevky. Ke smési v nalevce byl pfidan dvojnasobek 1M NaCl, po ustéleni
roztoku se spodni faze vypustila a opét se pfidaly 2 dily 1M NaCl. Spodni faze byla
vypusténa a cyklus pfidani 1M NaCl a vypusténi spodni faze byl opakovan 3x.

Horni faze =z nalevky obsahujici pigmenty rozpusténé v petrol-etheru a

dichlormethanu se nalila do kadinky a pigmenty byly vysuseny proudem dusiku.

3.3. Izolace Bchl-u

VysuSena smés extrahovanych pigmentu byla rozpusténa v metanolu a pfrefiltrovana
pfes 0,22 um filtr. Bchl ¢ byl izolovan pomoci HPLC (high performance liquid

chromatography) na semipreparativni SGX C18 koloné (7 um, 8 x 250 mm; Tessek,
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Ceska republika) pomoci zafizeni sestavajiciho z Pump Controller 600, Delta 600
nastfikujiciho systému se 100 pl smyckou a PDA (Photodiode Array detektor) 996
detektoru (vSe Watres USA). BEhem separace se kolona promyvala prvnich 20 min
roztokem 100 % metanolu a poté roztokem smési metanol-hexan (4:1) do vytésnéni
vSech pigmentl (pfiblizné dalSich 40 min). Pfed kazdym nastfikem se kolona vzdy
ekvilibrovala roztokem 100 % metanolu po dobu alespot 10 minut. Pratokova

rychlost byla 2 ml/min. Bchl ¢ byl sbiran do zkumavky a vysusen proudem dusiku.

3.4. Chemické modifikace bakteriochlorifylu c

Cisty vysuseny bakteriochlorofyl ¢ byl jednou opatrné vymyt hexanem, vysusen a
nasledné rozpustén v dichlormetanu. Bchl c¢ v dichlormetanu byl rozdélen do
10 zkumavek a poté vysusen dusikem.

Proces transesterifikace probihal v zasaditém prostfedi v pfitomnosti KOH. Byly
pfipraveny reakéni smési o koncentraci 2,5 %, 1 %, 0,5 % a 0,25 % KOH v metanolu
(wiv).

Ve 150 ul reakéni smési obsahujici riznou koncentraci KOH bylo rozpusténo
pfiblizné 60 nmol Bchl-u c. Tato smés byla vlioZzena do vodni lazné o teploté 30 °C
na dobu 30 min.

Po inkubaci byl vzorek ihned rozdélen pomoci HPLC za stejnych podminek jako pfi

pfipravé Bchl-u c. Met-Bchlid byl sbiran do zkumavky a vysuSen proudem dusiku.

3.5. Méreni absorpénich spekter

Absorpéni spektra byla méfena na Unicam UV — 300 spektrofotometru (Cambridge,
UK) ve sklenénych kyvetach s optickou drahou 1 cm. Nejdfive u nich bylo provedeno
méfeni v metanolu a poté nasledovala méfeni v ase — po 1 minuté, po 10 min,
po 30 min a po 24 hodinach v pufru.

VysusSeny bakteriochlorofyl ¢ nebo methylbakteriochlorofylid c¢ byl rozpustény
v metanolu. 10 pl smési metanol-BChl ¢ nebo metanol-MetBchlid ¢ byl smichan se
3 ml pufru (50 mM Tris-HCI).
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4. Vysledky

4.1. Chemicka modifikace bakteriochlorofylu

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, jaky vliv ma délka a charakter esterifikujicich
alkoholu na tvorbu dimert Bchl-u ¢ ve vodném prostfedi. Pro chemickou modifikaci
Bchl-u ¢ jsme zvolili metodu transesterifikace, ktera muze byt provedena jak
v kyselém, tak v zasaditém prostiedi (obrazek 11). My jsme z duvodu ochrany
Bchl-u ¢ zvolili zasadité prostfedi, v kyselém prostifedi by totiz doslo k feofytinizaci
(nastalo by uvolnéni hof€iku z tetrapyrolového kruhu).

Transesterifikace je reakce alkoholu a esteru za vzniku jiného alkoholu a jiného

esteru. Tyto reakce jsou €asto katalyzovany pfidanim kyseliny nebo baze.

O

ROH + )I\R R"OH + j)]\

R"O R'O

Obrazek 11: Reakce transesterifikace

Kyseliny mohou urychlovat reakci dodanim protonu do karbonylové skupiny, zatimco
baze reakci urychluji odstranénim protonu z alkoholu. (podle internetového zdroje -
http://en.wikipedia.org/wiki/Transesterification)

Vysledkem naSi reakce byla vyména vedlejSiho farnesylového fetézce Bchl-u ¢ za
methyl a vznik methyl-bakteriochlorofylidu (Met-Bchlid-u ¢). Provedli jsme
optimalizaci metody pro 4 riizné koncentrace KOH. Vysledné chromatogramy reakéni
smési po dokoncCeni reakce jsou zobrazeny na obrazcich 12a a 12b. Na téchto
obrazcich Ize vidét 4 chromatogramy pfi riznych koncentracich KOH — 0,25 %,
0,5%, 1 % a 2,5%. Zdlvodu pfipravy vétSiho mnozstvi MetBchlid-u ¢ jsme na
kolonu nanaseli vétsi mnozstvi reakéni smési. Na obrazku 12a jsou znazornény
chromatogramy reakCni smési detekované pfi vinové délce 430 nm. Hlavni peak

v Case priblizné 6 min predstavuje MetBchlid c. Chromatogram pfi nejnizsi

koncentraci, tj. pfi koncentraci 0,25 % KOH obsahuje jesté Bchl ¢ (reten¢ni €as kolem
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10. minuty), se stoupajici koncentraci KOH se mnozstvi Bchl-u ¢ ve smési postupné
snizuje a nartsta mnozstvi H-Bchlid-u ¢ s retenénim ¢asem kolem 3. minuty.

Z obrazku je patrné, zZe doslo k naneseni nadmérného mnozstvi vzorku na kolonu (z
divodu zvySeni vytézku izolace), a proto je peak MetBchlid-u saturovan. V tomto
pfipadé jsou vSak dobfe vidét zbytky Bchl-u ¢ okolo 10. minuty a také H-Bchlid ve 3.

minuté.

0.5 % KOH

M 2.5 % KOH
\ } \ 1% KOH

Absorbance [a.u.]

0.25 % KOH

T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Time [min]

Obrazek 12a: Chromatogramy reakéni smési Bchl-u c¢ v metanolu

s riiznou koncentraci KOH. Vinova délka detekce je 430 nm.
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Abychom zjistili, jestli nedochazi ke zménam v retenCnich €asech MetBchlid-u c,
provedli jsme detekci chromatogramu pfi 465 nm. Vysledek je znazornén na obrazku
12b.

i 2.5 % KOH
E
% 1 % KOH
(&)
[
@©
2
3
3 0,5 % KOH
J\ 0,25 % KOH
' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Time [min]

Obrazek 12b: Chromatogramy reakcni smési Bchl-u ¢ a metanolu s riznou

koncentraci KOH. Vinova délka detekce je 465 nm.

Jako nejoptimalnéjsi pro pfipravu MetBchlid-u ¢ se jevi koncentrace KOH 0,5 %, pfi
které jiz v reakcni smési neni témér zadny Bchl ¢, ale jeSté nedochazi ke vzniku

mnoho H-Bchlid-u ¢ detekovaného ve 3. minuté.
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Abychom prokazali, Zze pfi transesterifikaci dochazi pouze k vyméné esterifikujiciho
alkoholu, zméfili jsme absorpCni spektra vychoziho Bchl-u ¢ a produktu
MetBchlid-u c. Na obrazku 13 je porovnani jejich absorpCnich spekter. Jak je
z obrazku patrné, absorpéni spektra Bchl-u a MetBchlid-u se od sebe nelisi. Tim, ze
byl pfi modifikaci pozménén pouze postranni (hydrofobni) fetézec, a porfyrinovy kruh

zUstal stejny, absorp&ni vlastnosti Behl-u ¢ a MetBchlid-u ¢ se nezménily.

1.0 —— BChl
—— MetBChlid
0.8 -
S, 0.6
()
O
Q ]
@®
2
o 04 -
@
Q
< -
0.2 5
0.0 -
L) I L) I L) I L) I L) I Ll
300 400 500 600 700 800

Wavelength [nm]

Obrazek 13: Absorpcni spekira Bchl-u c¢ (zobrazeno d&ernou krivkou) a
MetBchlid-u (¢ervena kfivka) v metanolu. Spektra jsou normalizovéna na vrchol

v Soretu.
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4.2. Vliv délky postranniho fetézce na chovani bakterio-

chlorofylu ve vodném prostredi

Cilem této Casti prace bylo prozkoumat vliv délky vedlejSiho fetézce na chovani
Bchl-u ¢ ve vodném prostfedi, které simuluje pfirozené prostifedi v chlorosomech.
Porovnali jsme €asovy pribéh a chovani Bchl-u ¢ v pufru s chemicky modifikovanym
MetBchlid-em c¢ . Jak je patrné z vysledkl, vyména delSiho postranniho fetézce za
kratky methyl ma velky vliv na chovani pigmentu v pufru. Na obrazku 14 je znazornén
standardni pribéh tvorby dimer Bchl-u ¢ ve vodném prostiedi a je zde vidét, ze jiz
na pocCatku dochazi k posunu Qy absorpcniho pasu do Cervené oblasti, coz je dano
zménou postredi rozpoustédla. Po 24 hodinach se ve spektru vytvofil pas pfi 710 nm,
ktery je charakteristicky pro dimery Bchl-u ¢. Pro porovnani je v obrazku znazornéno i

spektrum monomerniho Bchl-u ¢ v metanolu.

— MetOH
—— 1 min

10 min

—— 30 min

— 24 hod
3
5,
(]
(&]
C
@
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Wavelength [nm]

Obrézek 14: Casové zévislost zmény absorpénich spekter Bchl-u ¢ ve vodném
pufru po 1 min (Cervena krivka), 10 min (zelena kfivka), 30 min (modré kfivka) a 24
hod (svéle modré kfivka) v porovnanim s monomernim Bchl-em ¢ v metanolu

(Cerna krivka). Spektra jsou normalizovana na maximum absorpce v Soretu.
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Na obrazku 15 je znazornén prubéh stejného experimentu, avSak tentokrat
s MetBchlid-em ¢ namisto Bchl-u c¢. Jak je patrné z porovnani obrazkd 14 a 15,
v pfipadé MetBchlid-u ¢ nedochazi k Casovému vyvoji spekter, a tudiz ani ke tvorbé
dimer(. Spektru v Qy oblasti dominuje pas pfi 676 nm, ktery je charakteristicky pro
monomery MetBchlid-u c. Poloha absorpéniho Q, pasu MetBchlid-u ¢ ve vodé se ani

po 24 hodinach nezménila, doSlo pouze k mirnému rozSifeni v Cervené oblasti

spektra.

Absorbance [a.u.]

I ' I ' I ' I ' I ' I
400 500 600 700 800 900
Wavelength [nm]

Obrézek 15: Casové zavislost zmény absorpénich spekter Behlid-u ¢ ve vodném
pufru po 1 min (Cervena krivka), 10 min (zelena kfivka), 30 min (modra kfivka) a 24
hod (svétle modra kfivka) v porovnani s monomernim Bchl-em ¢ v metanolu (Cerna
kfivka). Spektra jsou normalizovana na maximum absorpce v Soretu.
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5. Diskuse

VétSina molekul chlorofyld a bakteriochlorofyld neni dobfe rozpustna ve vodném
prostfedi. To je zplsobeno jejich pfevazné hydrofobni povahou danou pfitomnosti
vedlejSiho esterifikujiciho fetézce. Vyjimku tvofi napf. chlorofyl c, ktery tento
postranni Fetézec esterifikujiciho alkoholu nema. Z bakteriochlorofyli je ve vodé
CasteCné rozpustny napf. bakteriochlorofyl ¢ vyskytujici se u nékterych
fotosyntetickych bakterii. Ten ve vodném prostfedi tvofi dimery. Proces vzniku
dimerd a jejich struktura nejsou dosud zcela objasnény. Bylo navrzeno nékolik
modell prostorové orientace bakteriochlorofylu ¢ v agregatech, paralelni a
antiparalelni. Terminy paralelni a antiparalelni se zde tykaji vzajemné orientace Qy
dipolU bakteriochlorofylovyvh molekul. Pdvodné navrzeny model
bakteriochlorofylovych agregatlil ve svétlosbérnych komplexech sirnych bakterii
popisoval agregaty jako valcové struktury o praméru pfiblizné 5-10 nm (Holzwarth
and Schaffner 1994). Nedavno nové navrzeny model jiz popisuje agregaty uvnitf
chlorosomu zelené sirné bakterie Chlorobium tepidum jako lamelarni struktury
(PSencik et al. 2004).

Metoda transesterifikace se jevi jako velmi vhodna Kk pfipravé chemicky
modifikovanych bakteriochlorofyl(l. PFfi tomto déji dochazi k vyméné postranniho
esterifikujiciho alkoholu za jiny. Reakce je limitovana skupenstvim zvolenych
alkoholud. Nejvyssim moznym alkoholem se jevi dodekanol, ktery je pfi teploté reakce
jesté ve skupenstvi kapalném. Proces transesterifikace muze probihat jak v kyselém,
tak v zasaditém prostfedi. Z ddvodu ochrany centralniho hof¢ikového atomu je vSak
nutné pouzit prostfedi zasadité. Toho Ize dosahnout pomoci hydroxidu (v nasem
pfipadé hydroxidu draselného), nebo napfiklad pomoci uhli¢itanu draselného
(Balaban et al. 1995). Vyhodou KOH je jeho rozpustnost i ve vySSich alkoholech.
Postranni fetézec esterifikujiciho alkoholu nijak zvlast neovliviiuje konjugovanou
vazbu na porfirinovém skeletu, a tudiz ani absorpCni vlastnosti pigmentu.
Z porovnani spekter puvodniho bakteriochlorofylu ¢ a modifikovaného MetBchlid-u ¢
v metanolu vyplyva, ze nami pfipraveny modifikovany bakteriochlorofyl ¢ ma oproti
Cistému bakteriochlorofylu c jiny pouze postranni fetézec. Vlastni absorpcni spektrum
bakteriochlorofylu se totiz po transesterifikacni reakci nezménilo, nicméné doslo
k vyraznému zkraceni retenéniho €asu pfi chromatografii. To ukazuje na mnohem

polarngjsi charakter vznikléeho MetBChlid-u. Bakteriochlorofyl ¢ byl chemicky
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upraven, abychom mohli studovat efekt délky esterifikujicich alkoholt na tvorbu jeho
agregatl. MetBchlid ¢ ma velmi kratky postranni fetézec, a proto je v porovnani
s bakteriochlorofylem ¢ znacné polarné&jsi. Ve vodném prostiedi proto nedochazi ke
vzniku hydrofobni interakce mezi témito postrannimi alkoholovymi fetézci a
MetBChlid ¢ tak nevytvari dimery, ve vodném prostifedi se vyskytuje pouze v podobé
monomeru. Délka esterifikujiciho alkoholu ma zjevné vliv na charakter daného
bakteriochlorofylidu. Cim del$i bude postranni fetézec esterifikujiciho alkoholu, tim
hydrofobné&jsi bude dany bakteriochlorofylid, a tim Iépe bude dochazet k tvorbé jeho
dimer( ve vodném prostredi. Ovéfili jsme, Ze v pfipadé MetBchlid-u ¢ nedochazi ke
vzniku dimerd ani agregatu a tudiz, ze délka esterifikujiciho alkoholu vyrazné

ovliviuje agregacni vlastnosti Bchl-u c.
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6. Zavery

V pribéhu prace jsem napéstovala zelené sirné bakterie Chlorobium tepidum

a pfipravila jsem z nich bakteriochlorofyl c.

e Optimalizovala jsem metodu pfipravy MetBchlid-u ¢ a nalezla jsem optimalni

koncentraci KOH.

e Porovnala jsem chovani Bchl-u ¢ a MetBchlid-u ¢ vpufru a zjistila, Ze

v pripadé MetBchlid-u ¢ nedochazi ke vzniku dimer(.

e Prokazala jsem, zZe k tvorbé dimerl Bchl-u ¢ ve vodnych roztocich je nutna
pfitomnost esterifikujicino alkoholu urcité délky, a ze tvorba dimeru ve
vodnych roztocich je pravdépodobné z vétSi Casti fizena hydrofobni interakci

esterifikujicich alkohold.
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