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Anotace:

Tato prace se zabyva izolaci fykocyanobilinu ze sinice Thermosynechococcus elongatus a jeho
purifikaci pomoci TLC. Purifikovany fykocyanobilin byl esterifikovan metodou Fischerovy
esterifikace. Metoda esterifikace byla v této praci modifikovana za pouziti dichlormetanu jako
rozpoustédla. Vysledky byly analyzovany na HPLC. Byly provedeny pilotni experimenty sméiujici

k zabudovani esterifikovanych fykobilinti do samoorganizujicich agregat bakteriochlorofylu c.

Annotation:

This thesis deals with isolation of phycocyanobilin from cyanobacteria Thermosynechococcus
elongatus and its purification with TLC. Purified phycocyanobilin was esterified using Fischer
esterification method. The esterification method in this thesis was modified by using dichlormethan
as solvent. The results were analysed by HPLC method. Pilot experiments dealing with insertion of
esterified phycobilins into self-organized aggregates of bacteriochlorophyll ¢ were carried out.
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1. TEORETICKA CAST
1.1. Fykobiliny a fykobiliproteiny

Fykobiliny jsou fotosynteticka barviva v butikach sinic a nékterych fas. Jsou to linearni
tetrapyrolové chromofory fykobiliproteinti, schopné svétlosbérné funkce v oblasti viditelného
svétla. Namisto uzavieného cyklu, jako maji pfibuzné hemy a chlorofyly, jsou u fykobilin
Ctyfi pyrolové kruhy, zna¢ené A az D. Ty jsou uspoiadany do otevieného fetézce, a neobsahuji
centralni kovovy ligand (Scheer, 2003). Prekurzorem pro syntézu vSech fykobilint
i chlorofylu je protoporphyrin (Beale, 1993). Celkem existuji ¢tyfi znamé typy fykobilind,
lisici se svou strukturou — fykocyanobilin, fykoerytrobilin (Obr. 1), fykourobilin a
fykoviolobilin, coz je izomer fykocyanobilinu (Scheer et al., 2008, Ikeuchi et al., 2008).

COOH COOH COOH COOH

Obr. 1: Struktura fykobilini: vlevo fykocyanobilin a vpravo fykoerytrobilin (upraveno
v ChemSketch podle Zhao et al., 2012).

Fykobiliny jsou kovalentné¢ vazany s proteiny do svétlosbérnych komplexu,
fykobiliprotenii, pomoci thioéterové vazby, ktera je tvofena mezi prvnim uhlovodikem
vinylového substituentu na pyrolovém kruhu A a cysteinovym zbytkem v molekule bilkoviny
(Obr. 2) (Scheer, 2003). Podle Killilea et al. (1979) je fykobilin vazan s proteiny pomoci dvou
vazeb, jiz zminéné thioéterové vazby S cysteinovym zbytkem a esterové vazby mezi
serinovym zbytkem a karboxylatovym aniontem na kruhu C. Existuje vice moznosti uvolnéni
fykobilinti z fykobiliproteinu. Casto pouzivanou metodou je metanolova extrakce pouzita
v O’Carra et al (1966), ktera je vSak nevhodna, jelikoz dochazi k velkym odlisnostem ve
spektrech extrahovanych fykobilini od fykobilint vazanych na protein. Jako u¢innéjsi metoda
bylo prokazano uvolnéni fykobilinli za pouziti kyseliny, kdy byly ve spektru uchovany
charakteristické znaky nativnich pigmentt (Killilea et al., 1979).

Fykobiliproteiny jsou polarni latky, jsou tedy dobte rozpustné ve vode¢. DéEli se do Ctyt
skupin, liSicich se svymi spektroskopickymi vlastnostmi, tedy polohou absorp¢nich maxim
(Pagels, 2019). Fykocyanobilin je kofaktorem fykobiliproteini  fykocyaninu
a allofykocyaninu, fykoviolobilin s fykocyanobilinem jsou kofaktory fykoerytrocyaninu
a fykourobilin se spole¢né s fykoerythrobilinem vyskytuje v riznych typech fykoerytrinu.
Absorpéni maxima zminénych fykobiliproteini jsou upfesnéna v tabulce (Tab. 1)

(Frank & Cogdell, 2012, Kirilovsky & Biichel, 2019).
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Tato rozmanitost absorp¢nich vlastnosti je dana zejména vzijemnym plsobenim
s bilkovinou, na niz jsou fykobiliny vazany, spiSe nez drobnymi rozdily ve struktuie molekul
fykobilinti. V proteinech mtize po navazani dochéazet k riznym deformacim fykobiling, at’ uz
kovalentnimi vazbami na koncich tetrapyrolu nebo nekovalentnimi interakcemi s molekulou
proteinu (Setlik, 1998). Nejvice, co se poétu tyée, je v buiikach sinic zastoupen fykocyanin,

nasledovany fykoerytrinem a allofykocyaninem (Wildman & Bowen, 1974).

Coo coo’
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Obr. 2: Vazba fykobilinii na protein thioéterovou vazbou: vlevo fykocyanobilin a vpravo

fykoerytrobilin (upraveno v ChemSketch podle Zhao et al., 2012).

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

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

Struktura fykobiliproteinu sestava ze dvou odlisnych polypeptidi znacenych jako a a
B, z nichz kazdy nese alespon jeden fykobilin. Ve vétsiné ptipadu se heterodimery z o a
podjednotek nachazi v podobé trimerti nebo hexamert, které jsou poté propojeny pomoci

specifickych proteini (Schluchter et al., 2010, Pagels, 2019).



1.2. Fykobilizomy
Fykobilizomy jsou svétlosbérné antény, které spolecné s jednotlivymi fotosystémy
tvoii hlavni soucasti fotosyntetického aparatu sinic (Masojidek et al., 2013, Pagels et al.,
2019), ruduch a skrytének (Beale & Cornejo, 1991, Bryant et al., 1979). Jsou to proteinové
komplexy, tvoiené fykobiliproteiny, umisténé na vnéjsi strané membrany tylakoida (Obr. 3)

(Pagels et al., 2019, MacColl, 1998), coz jsou ploché vacky, umoznujici fotosyntézu u sinic.

lipidova dvojvrstva

CD PSII + pfichytna mista fykobilizomu

O PSI, cytochromy, podjednotky CFO

M fykobilizom & allofykocyanin }
£ {- fykocyanin, fykoerytrin

Obr. 3: Schéma fykobilizomli umisténych na tylakoidu (upraveno podle Dumay et al., 2014)

Na kulovité jadro fykobilizomu, tvoiené trimery allofykocyaninu, nasedaji tyce
tvofené fykoerythrinem a fykocyaninem (Obr. 4). Na rozdil od jadra jsou tyCe tvofeny
hexamery (Scheer, 2003, Scheer, 2012, Pagels, 2019).

Od fotosystému  nejvzdalené;si fykobiliproteiny  jsou fykoerythrin
a fykoerythrocyanin. Energie je dale ptrenesena ptes fykocyanin k allofykocyaninu, ktery
slouzi jako mediator k pfenosu energie na fotosystémy (Dumay & Morancais, 2016,

Glazer, 1994). Tim je vytvofen fetézec pienosu energie mezi jednotlivymi fykobiliproteiny
(Bryant et al., 1979).
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Obr. 4: Schéma fykobilizomu (upraveno podle Dumay et al., 2014).

1.3. Vyuziti fykocyanini a fykobilinu

Fykoviolobilin umoziuje pieziti organismui ve vétSich hloubkach, jelikoz je schopny
absorpce svétla o kratsi vinové délce (Bishop et al., 1987, Ishizuka et al., 2007). To samé
umoziuje organismim také fykourobilin, ktery je obsazen ve fykoerytrinu, ve kterém ma
funkci donoru elektronu (Swanson et al., 1991, Pagels, 2019).

Fykocyanin je vyznamnou soucasti ptirodniho potravinafského barviva znamého pod
nézvem Spirulina, kterému dodava barvu®. Podle Hirata et al. (2000) m4 fykocyanobilin velky
potencidl jako antioxidant, jelikoZ ucinnost fykobilind je srovnatelna s G¢innosti jinych
vlastnosti in vitro (Hirata et al., 1999, Gonzalez et al., 1999).

Oxidativni stres mize vést k poskozeni DNA a tim k apoptoze ¢i mutagenezi. Bhat &
Masyastha (2001) ukazali, ze fykocyanin i fykocyanobilin jsou schopny vychytavat
peroxynitrit, coz je latka schopna inaktivovat dilezité buné¢né molekuly a poskozovat DNA.
Jsou tedy schopny inhibovat latky poskozujici DNA. Antioxidativni schopnost fykocyaninu
je vyssi nez u samotného fykocyanobilinu. Dle Wan et al. (2017) Ize fykocyanin také pouzit
k niceni nadorovych bunék diky fotodynamické aktivité, ktera vznika pii konjugaci
s ftalocyaninem zine¢natym. Také samotny fykocyanin je toxicky vici rakovinnym bunkam

(Jiang et al., 2017, Ravi et al., 2015).

1 Code of Federal Regulations USA, 78 FR 49120
-4 -



1.4. Samoorganizujici agregaty

Samoorganizujici agregaty jsou tvoieny nékterymi bakteriochlorofyly (BChl) (Alster
et al., 2010), konkrétné¢ BChl c, d a e. Jsou schopny zachytavat svétlo a zajistit energii
poticbnou pro biochemické reakce ve fotosyntéze (Smith et al., 1982). Lze je najit
Vv chlorozomech, coz jsou hlavni svétlosbérné komplexy zelenych fotosyntetickych bakterii
(Zupcanova et al., 2008). Agregaty jsou sloZzeny pouze z pigmenttl a nejedna se tedy o bézné
pigment-proteinové antény (PSencik et al., 2004).

Agregaty mohou byt tvoieny az 200 000 molekulami BChl. Jejich velikost a struktura
umoziuje zachyceni a vyuziti svétla v Sirokém spektralnim rozsahu dosahujicimu az k oblasti
blizkého infracerveného zateni. Molekuly jsou v agregatech vzajemné propojeny pomoci
vodikovych mustkii, koordinacnich vazeb a patrovych interakci, coz je typ nekovalentni
interakce mezi aromatickymi molekulami (Furumaki et al., 2014). Konkrétné¢ k agregaci
dochazi vytvofenim vodikového mistku mezi atomem kovu jedné molekuly, coz je v tomto
piipadé hot¢ik, a keto skupinou na kruhu druhé molekuly (Smith, 1983, Zupcanova, 2008).

Diky schopnostem tvofit agregaty i mimo buiiku se staly BChl objektem zajmu
v umélé syntéze fotosyntetizujicich antén. Podminkou pro umélé vytvoreni agregatii
S podobnymi optickymi vlastnostmi jako maji pfirodni systémy jsou nepolarni slouceniny,
jako jsou karotenoidy nebo lipidy (Furumaki, 2014). Agregaty lze tedy vytvofit jak
v nepolarnich  rozpoustédlech, tak ve vodnich pufrech za ptitomnosti lipidd
(Klinger et al., 2004).

Dtkazem vytvoreni agregatll je posun maxima absorpce BChl smérem k delSim
vlnovym délkam (angl. red shift). Pfirodni i uméle vytvorené agregaty malo absorbuji svétlo
v oblasti 550 — 620 nm (Alster, 2010). Tento nedostatek by bylo mozné doplnit fykobiliny,
pokud by se podafilo zménit jejich strukturu tak, aby se zabudovaly do agregati. Tato

myslenka je 1 motivaci pro tuto praci.

1.5. Analytické a preparativni metody
1.5.1. Chromatografie

Prvnim krokem k identifikaci slozky vzorku je potfeba ziskat tuto slozku v ¢isté forme.
K tomu lze pouzit n€kterou z chromatografickych metod. Zakladnim principem metod
chromatografie je ustalovdni rovnovahy rozpusténého vzorku mezi dvéma vzajemné
nemisitelnymi fazemi, z nichZ jedna je zakotvena (stacionarni) a druha je pohybliva (mobilni).
Vzorek do systému vstupuje spolec¢né s mobilni fazi a déli se na zakladé afinity jednotlivych

latek ke stacionarni fazi (Prosser et al., 1989).



Molekuly délenych slozek vnikaji do obou fazi a interaguji s nimi, ale kazda slozka
V nich setrvd rizné¢ dlouho. Pravé tyto interakce umoziuji rozdéleni jednotlivych slozek.
Slozky, které¢ nevnikaji do stacionarni faze se pohybuji po povrchu stejnou rychlosti jako
mobilni faze, kdezto slozky zachytivajici se na staciondrni fazi se pohybuji pomaleji
(Hoffman, 2004).

Existuje mnoho typt chromatografie, jako naptiklad plynova, gelova nebo kapalinova
chromatografie. V této praci bylo vyuzito kapalinové chromatografie, konkrétné

chromatografie na tenké vrstvé a vysokoucinné kapalinové chromatografie.

1.5.1.1. Tenkovrstva chromatografie (TLC)

K ptecisténi fykobilinti byla pouzita metoda tenkovrstvé chromatografie (TLC), ktera
je rozsitenim papirové chromatografie. Oproti papirové chromatografii je TLC rychlejsi, kdy
trva pouze nékolik minut oproti hodindm, a také piesnéjsi s 1épe zfetelnymi skvrnami (Prosser
et al., 1989). Pravé diky nizké cCasové naroCnosti, vysoké citlivosti, a také dobré
reprodukovatelnosti patii tato metoda mezi nejuniverzalnéjsi a nejuzivanéjsi metody (Wall,
2005). TLC umoziuje kontrolu slozeni daného vzorku v prib&hu chemickych reakci nebo
délicich postupt pti izolaci pigmentt (Prosser et al., 1989).

TLC spociva v procesu rozdilné migrace jednotlivych latek mezi mobilni a stacionarni
fazi o opacnych polaritach. Na stacionarni fazi, tvofenou sorbentem ukotveném na pevném
podkladu, je nanesen vzorek a desticka je vlozena do vyvojové nadoby, kde je ptitomna
mobilni faze tak, aby naneseny vzorek nebyl ponofen. Vyvojova nadoba je po celou dobu
procesu tésné uzaviena, aby bylo zabranéno uniku par, coz mize vést ke Spatnému pribéhu
chromatografie (Churacek et al., 1993). Mobilni faze, kterou je ve vétsiné piipadd organické
rozpoustédlo o vhodné polarité, poté spolu se vzorkem vzlina nahoru po TLC desti¢ce pomoci
kapilarnich jevli. Vzorek se v procesu déli na jednotlivé slozky na zaklad¢ sily interakce dip6l-

dip6l mezi délenou latkou a stacionarni fazi (Wall, 2005). Schéma TLC je na obrazku (Obr. 5).
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Obr. 5: Schéma tenkovrstvé chromatografie, 1 — reaktant 1, 2 — reaktant 2, RS — reak¢ni smés

(Upraveno podle Priyadarshini, 2016).

1.5.1.2. HPLC (High-Performance Liquid Chromatography)

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z nejpouzivanéjsich
analytickych separa¢nich metod, které jsou zalozené na distribuci latek mezi dvéma fazemi.
Stacionarni faze je ukotvena v kolon€¢ v podobé sorbentu. Druhéd faze je mobilni a protéka
sorbentem, skrz ktery unasi vzorek.

Pfi analyze dochdzi k interakci mezi sloZkami vzorku a sorbentem, ¢imz dochazi
k retenci jednotlivych slozek, a tedy jejich separaci. Slozky mén¢ interagujici se sorbentem
jsou eluovany jako prvni, nasledované vice interagujicimi slozkami (Obr. 6). Separace a eluce
jsou ovlivnény povahou fazi, kdy mlze probihat isokraticka eluce (konstantni mobilni faze)
nebo gradientova eluce, pii které dochazi k programované zméné sloZzeni mobilni fdze béhem
méfeni. Tim dochazi ke zvySovani elucni sily, coz je vyhodné pti separaci latek s vyrazné
odlisSnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. V takovém ptipadé by isokraticka eluce zabrala
vice Casu.

Jednotlivé slozky opoustéjici kolonu jsou zaznamenavany detektorem, ktery prevede
signal do chromatografického zaznamu — chromatogramu. Schéma celé aparatury je na
obrazku (Obr.7). Existuje vice typu detektort na zakladé detekované veliéiny —
spektrofotometrické, refraktometrické ¢i fluorimetrické (Drbal & Kiizek, 1999, Novakova et
al., 2021).
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Obr. 6: Rozd¢leni smési latek v koloné HPLC v ¢ase a vysledny chromatogram (upraveno
podle Novakova et al., 2021).
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Obr. 7: Schéma HPLC. 1 — zasobniky mobilnich fazi, 2 — vysokotlaké cerpadlo, 3 automaticky

davkovac vzorku, 4 — vzorek, 5 — chromatograficka kolona, 6 — detektor, 7 — datova stanice, 8

—nadoba na sbér odpadu (upraveno podle Blum et al., 2014 a Novakova et al., 2021).

1.6. Esterifikace
Estery jsou funkéni derivaty karboxylovych kyselin, vznikajici nahrazenim OH
skupiny karboxylu za alkoxy skupinu. Vznikaji nejcastéji kondenzaci karboxylové skupiny
s hydroxylem. Jsou jedny z nejrozsifenégjSich ptirodnich latek, Casto znamé pro svou ovocnou
vini (Clayden, 2012, McMurry, 2007).
Esterifikace je jednou z nejstarsich a nejpouzivanéjSich metod v organické syntéze. Ma
Siroké uplatnéni predevsim v chemickém primyslu, ale také ve zdravotnictvi, potravinaistvi a

kosmetickém prumyslu véetné vyroby parfémi (Gilles et al., 2015).



V potravinafstvi jsou vyznamna betalainova barviva, jejichz estery jsou pouzivany
jako indikatory kvality potravin (Williams et al., 2006). Pti detekci nezdravé Grovné produkti,
vznikajicich rozkladnymi procesy balenych potravin, dochazi k barevné zmén¢ indikatoru.
Takto lze detekovat napt. bakterie, plisné ¢i houby (Tuwalska et al., 2014).

Estery lze nalézt také ve fermentovanych napojich, jako je pivo a vino. Casto se
V jednom napoji vyskytuji riizné estery fungujici jako synergisté a ovlivitujici prichut’. Napf-.
vinu dodavaji Casto ovocné aroma (Sumby et al., 2006). Ve viné vznikaji estery dvojim
zpusobem — enzymaticky, diky latkdm uvolnénym potravinaiskymi mikroorganismy (Sumby
et al., 2006), nebo esterifikaci alkoholu a kyselin kvuli nizkému pH b&éhem zrani vina
(Margalit, 1997).

Dalsi vyznamnou latkou je inositol hexanikotinat, pfipraveny esterifikaci inositolu
a kyseliny nikotinové, znamé také jako vitamin Bs. V dopliicich stravy piedstavuje zdroj
niacinu s pomalym uvoliiovanim, kdy se molekula rozpada na inositol a Sest molekul niacinu.
Pomalym uvoliiovanim je ptedchazeno zarudnuti pokozky v oblasti obli¢eje S pocitem paleni
a brnéni (Aguilar et al., 2009).

Nejcastéji pouzivanou metodou pro piipravu estert je pro svou jednoduchost, rychlost
a velmi dobrou vytéznost Fischerova esterifikace (McMurry, 2007). Jedna se o kysele
katalyzovanou nukleofilni substituci hydroxylu na acylové skupiné karboxylu. Karboxylova
skupina je esterifikovana za zvysené teploty v nadbytku alkoholu za pfitomnosti silné kyseliny
jako katalyzatoru (McMurry, 2007, Fischer & Speier, 1895).

Karboxylové kyseliny v roztoku bézné deprotonuji za vzniku karboxylatu, coz je slaby
elektrofil. Tomu je nutné zabranit pouzitim silné kyseliny, ktera karboxylovou skupinu
protonuje a dava vzniku oxoniového kationtu. Ten je nasledné atakovan nukleofilnim
kyslikem alkoholu, ¢imz dochézi k vytvoteni tetraedrického meziproduktu, ve kterém dochazi
Kk pfesunu protonu z oxoniového kationtu na kyslik alkoholu. Tim se stava hydroxylova
skupina snadno odstépitelnou. Nakonec dochazi k odStépeni vody a deprotonizaci za
regenerace kyselého katalyzatoru a vzniku finalniho esteru (McMurry, 2007, Clayden 2012).

Na obrazcich je zobrazen zjednoduseny (Obr. 8) a podrobny (Obr. 9) mechanismus reakce.

@) O

1 kat. HCI
)J\ + RTOH )L R+ HO

R OH R O

Obr. 8: Zkracené schéma Fischerovy esterifikace (upraveno v Chemsketch podle

Zimmermann et al., 1965).



. -+ Ho R
+H' OH | RioH 7
R—COOH R4<\ . R OH
OH OH
-H
- -+ OR'
H
; -H P -HO R OH
R—COOR R4<\ 1 .
o)
OR H” H

Obr. 9: Mechanismus Fischerovy esterifikace (upraveno v Chemsketch podle Zimmermann
etal., 1965).

Kazdy krok reakce je reverzibilni a poloha rovnovahy mize byt volbou reak¢énich
podminek fizena ob&éma sméry. V piipadé pouziti alkoholu jako rozpoustédla je
uptednostiiovana tvorba esterd, avSak jako vedlejsi produkt vznika voda, ktera podporuje
tvorbu karboxylové kyseliny. Pro zvySeni produkce esteru je tedy potieba odebirat vznikajici
vodu, coz lze provést destilaci (Hoffman, 2004, Wang, 2010).

Jednou z moznosti, jak zvysit vytéznost esterifikace ve prospéch esteru, je
oddestilovani vody pomoci Dean-Starkovy aparatury (Obr. 10), kde dochazi k destilaci
azeotropické smési. Existuji dva typy, prvni pro rozpoustédla s nizsi hustotou nez voda a druhy
pro rozpoustédla s vyssi hustotou. Reakéni smés je zahtivana v reakéni bance, odkud se
vypatuje do zpétného chladice. Odtud reakéni slozka a voda odkapévaji do destila¢niho lapace
a odd¢luji se do nemisitelnych vrstev. Jakmile horni vrstva dosdhne trovné bo¢niho ramene,
za¢ne proudit zpét do reakcni barnky, zatimco spodni vrstva zastava. Tu je vSak potieba
odpustit, aby se kapaliny nemisily. Tato metoda je vhodna piedevs§im pii odd€leni vody od
toluenu (Puterbaugh et al., 1963, Greber, 1991).
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Obr. 10: Schéma Dean-Starkovy aparatury. 1- varna banka se smési, 2 — frakéni sloupec, 3 —
teplomér, 4 — kondenzator, 5 — odtok vody, 6 — piitok vody, 7 — byreta, 8 — kohoutek, 9 —
sbérna banka (upraveno podle Bu, 2016).
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2. CILE PRACE

e Zvlddnout metody purifikace a analyzy fykobilini zbunék termofilni sinice
Thermosynechococcus elongatus
o Esterifikovat ziskané fykobiliny alkoholy s rizné dlouhymi fetézci

e Pokusit se vytvofrit agregaty bakteriochlorofylu a modifikovanych fykobilind
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Pouzité chemikalie a ¢inidla

aceton (Cistota > 99%, Sigma-Aldrich)

e Dputan-1-ol (Cistota p.a., Sigma-Aldrich)

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

e diethylether (bezvody, 99,8%, Aldrich)

e kyselina chlorovodikova (Cistota p.a., 35%, Lach-Ner)

e hexan (Cistota pro HPLC, VWR)

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

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

e metanol (Cistota pro HPLC, VWR)

e deionizovana voda (ptistroj Water purification se systémem Smart2Pure, Thermo)

e dichlormetan (Cistota p.a., Sigma-Aldrich)
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3.2. Metody

3.2.1. lzolace fykocyanobilini

Vychozim materialem pro izolaci byly buiiky sinice Thermosynechococcus elongatus.
Bunky byly péstovany v médiu WC (Guillard, 1972) pii teploté 48 °C na svétle o intenzité
50 umol.m2.s?. Buiiky byly z média ziskany centrifugaci (7 min, 8000 x g) na centrifuze
Avanti J-25 (Beckman, Coulter, USA) a pied dal$im pouzitim skladovany piti -80 °C. Pro
izolaci fykobilinti byly z bun€k odstranény membranové systémy a bunécné stény a pouzita
byla zbyla vodna faze. Postup izolace vodné faze byl pouzit podle Kalkuse (2018) a Malinové
(2020). Ve stru¢nosti byly bunky disruptovany pristrojem Emulsi Flex (Avestin, Kanada) pii
tlaku 15 000 psi po dobu 5 minut. Kratkou centrifugaci (5 min, 6000 x g) na centrifuze Sigma
3-30 KS (Sigma Laboratory Centrifuges, Némecko) byl odstranén nerozbitny materidl a
bunééné stény a poté byly dlouhou ultracentrifugaci (30 min, 25000 % g) rozdé€leny
membranové systémy od vodné faze (supernatantu).

Ziskany supernatant byl dale vyuzit jako zdroj pigmentd. Supernatant byl smichan
s acetonem v poméru supernatant : aceton (1 : 5, v/v) za vzniku modré sraZzeniny. Smés byla
odstfedéna na centrifuze (5 min, 6500 x g). Po odstranéni supernatantu byl pelet obsahujici
fykobiliny vysusen v temnu za snizeného tlaku.

Fykobiliny byly uvolnény ze srazenych proteinti pomalou kyselou hydrolyzou
(Malinova, 2020). K vysusenému peletu o primérné hmotnosti 1,06 g + 0,45 bylo ptidano
45 ml 35% HCIl (OhEocha, 1958). Smés byla inkubovana pii pokojové teploté po dobu
jednoho tydne v temnu, pravidelné promichavana a nasledné odstfedéna (10 min, 7500 x g).
Supernatant byl oddélen a hydrolyza byla ukon¢ena piidanim vody do supernatantu v poméru
hydrolyzat : H20 (1 : 4, v/v).

Supernatant byl opakované vytfepan do chloroformu
(chloroform : supernatant, 1 : 10) , dokud se do chloroformu nepiestal ptenaset pigment. Po
extrakci pigmentu do chloroformu byly provedeny &étyfi zptisoby omyvani. Prvni vzorek byl
omyt destilovanou vodou v poméru chloroform : voda (1 : 10, v/v). Druhy vzorek byl nejprve
omyt 5% HCI podle (OhEocha, 1963) v poméru chloroform : HCI (1 : 2,5, v/v) a poté byl omyt
destilovanou vodou ve stejném poméru jako prvni vzorek. Tieti vzorek byl omyt 5 M NaCl
v poméru chloroform : NaCl (1 : 3,5, v/v) a nasledné byl opét promyt vodou. Ctvrty vzorek
nebyl po extrakci do chloroformu promyvan a slouzil jako kontrola (viz kapitola 4.2).

Chloroformova faze o velkém objemu byla v dalsi fazi vysusena na vakuové rotacni
odparce (RV 10 control, IKA, Némecko). Jakmile zbyvalo malé mnozstvi (cca 2 ml), vzorek
byl pfeveden do zkumavky a dosusen proudem plynného dusiku a nasledné uchovan

Vv uzaviené nadobce pfi -18 °C.
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3.2.2. Precisténi fykobilini (TLC)

Pro precisténi byla smés pigmentd rozpusténa v chloroformu a nanesena na
polyesterovou TLC desticku (Polygram Sil G, Macherey-Nagel, Némecko) o rozméru 10 x 20
cm se silikagelovou stacionarni fazi. Pro vyvoj vzorku byla pouzita mobilni faze
chloroform : metanol : hexan v poméru 17 : 4 : 1 (v/v) (Kalkus, 2018). Po 15 minutach, kdy
bylo rozdéleni jednotlivych latek dokonéeno, byla TLC desti¢ka v temnu vysusena. Na TLC
desticce byly viditelné 2 modré pruhy, které byly pfeneseny do oddélenych zkumavek.

Silikagel s absorbovanymi barvivy byl rozpustén v 1 ml metanolu, promichan pomoci
vortexu a odstfedén na stolni centrifuze (2 min, 14000 x g) pro odd¢leni pigmentu od pevnych
¢astic silikagelu. Supernatant byl pomoci pipety pienesen do zasobni nadoby a extrakéni krok
byl 5x opakovan, dokud nebyl v§echen modry pigment z pevné faze pfeveden do metanolu.

Metanolovy extrakt byl poté vysuSen Vv temnu za snizeného tlaku.

3.2.3. Absorp¢ni spektrometrie
Absorpéni spektra byla méfena v rozsahu 300 — 800 nm v kiemennych kyvetach na
UV-VIS spektrofotometru Shimadzu UV-2600 (Shimadzu, Japonsko). Analyt byl rozpustén
v chloroformu, pro vypocet koncentrace fykobilinti byl pouzit molarni extinkéni koeficient
£ =38 000 dm>.mol.cm™ (640 nm) (Glazer & Hixson, 1975, Bishop et al., 1987).

3.2.4. Fischerova esterifikace

3.2.4.1. Priprava 1-butylesteru a 1-hexylesteru fykocyanobilinu

Pii syntéze butylesteru byl fykobilin ptipraveny v ptedchozich krocich rozpustén
v butanolu o vysledné koncentraci 24,29 umol.I"t + 14.19. Pro reakci bylo pouzito 4 x 250 ul
roztoku. Jedna mikrozkumavka slouzila jako kontrola (K), do zbylych 3 mikrozkumavek bylo
ptidano 5 pl koncentrované H2SO4. Vzorky byly esterifikovany po dobu 3 hodin pii teploté
90 °C v termobloku. Reakce byla ukoncena piidanim 1 ml deionizované vody a pigment byl
nasledné extrahovan z reakéni smési pfidanim 500 pl diethyletheru. Smés byla promisena
pomoci vortexu a poté odstfedéna na stolni centrifuze (2 min, 14000 x g). Spodni faze byla
odstranéna a horni faze s pigmenty byla neutralizovana riznym poc¢tem omyti ptidanim 1 ml
vody (viz kapitola 4.3). Nakonec byla odebrana vrchni faze, ktera byla vysusena za snizeného
tlaku. Jako nejvhodnéjsi se ukazalo 5ti nasobné omyti, které jsme nasledné pouzivali pti

standardnich esterifikacich.
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Témét identickym postupem byl piipraven 1-hexylester, kdy jako rozpoustédlo byl
misto butanolu pouzit hexanol. Pro reakci bylo v tomto piipadé pouzito 4 x 300 ul roztoku
0 primérné koncentraci 24,29 umol.I"t. Vzorky byly po ukonéeni esterifikace 5x omyty vodou
a pii poslednim omyti byla odpipetovana vrchni faze obsahujici pigment, ktera byla za
snizeného tlaku vysuSena. Ani po 3 dnech suSeni nebyl vzorek zcela suchy z divodu nizké

tenze par hexanolu a bylo ho nutno dosusit pomoci proudu plynného dusiku 4.0.

3.2.4.2. Priprava 1-hexylesteru a 1-dodecylesteru s DCM

Hexylester fykobilinti byl také syntetizovan s vyuzitim dichlormetanu (DCM) jako
rozpoustédla.  Bilin  rozpustény v chloroformu byl rozdélen stejnym dilem
do 4 mikrozkumavek a chloroform byl poté vysusen pomoci plynného dusiku. Do kazdé
mikrozkumavky bylo po vysuseni piidano 300 pl DCM a 10000x vétsi mnozstvi 1-hexanolu
(mol/mol), nez byl obsah bilinu. (Pro informaci je zde nutné doplnit, Ze ptivodni koncentrace
hexanolu pro esterifikace byla zvolena pouze 2000x vyssi, nicméné tato koncentrace byla
pouzita jen v prvni sérii pokust a poté zménéna na 10000x nasobek.) Jedna zkumavka byla
pouzita jako kontrola a do zbylych mikrozkumavek bylo pfidano 5 pl koncentrované H2SOa.
Vzorky byly esterifikovany v termobloku pfi teploté 30 °C, kvuli nizké teploté varu DCM, po
dobu 30, 90 a 180 minut. Kontrola byla zahtivana po dobu 180 minut spole¢né s poslednim
vzorkem.

Reakce byla stejné jako u 1-butanolu a 1-hexanolu ukonéena ptidanim 1 ml vody a
pigment byl vyextrahovan pfidanim 500 pl diethyletheru. Smés byla protfepdna pomoci
vortexu a poté odstiedéna na stolni centrifuze (2 min, 14000 x g). Vzorky byly 5x omyty
vodou a pii poslednim omyti byla odpipetovana vrchni faze obsahujici pigment, ktera byla
vysusena za snizeného tlaku.

Dodecylester byl ptipraven identickym postupem jako hexylester s DCM s 10000x

nasobnym mnozstvim dodecylalkoholu s dobou esterifikace prodlouzenou na 27 hod.

3.2.5. HPLC analyza sloZeni vzorku
SloZeni vzorkd bylo analyzovano pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
(HPLC). Vsechna méfeni byla provedena na sestavé Alliance HPLC (Waters, USA), ktera je
slozena ze separa¢niho modulu Waters €2695 a detektoru Waters 2998 PDA. K rozd¢leni
pigmentii byla pouZita reverzni faze (Nova-Pak C18 Column, 60A, 4 pm, 3.9 mm x 300 mm),

slozeni mobilni faze je uvedeno v tabulce (Tab. 2).
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Tab. 2: Slozeni mobilnich fazi pouzité metody (Jeffrey et al., 2005)

Nazev mobilni faze SloZeni mobilni faze

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

Mobilni faze D Ethyl acetat 100%

Vzorky pigmentt byly rozpustény v 250 pul metanolu a prefiltrovany pres PTFE filtr
(0,2 ul). Nastiiknuty objem byl 100 pl, pritok mobilni faze byl nastaven na 1 ml.min™.
Jednotlivé faze gradientu pouzitych mobilnich fazi jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3) (Jeffrey et

al., 2005). Data byla nactena a vyhodnocena v softwaru Empower 3 (Waters, USA).

Tab. 3: Gradient mobilnich fazi pouzity v HPLC (Jeffrey et al., 2005).
Cas (min) mobilni faze A (%) mobilni faze C (%) D mobilni faze (%)

0 100 0 0
4 0 100 0
18 0 20 80
25 0 20 80

3.2.6. Samoorganizujici agregaty

Agregaty BChl byly pfipraveny takzvanou rychlou metodou podle Malina et al.
(2021). Prace probihala pod vedenim doc. RNDr. Jakuba PS$encika, Ph.D. ve spolupraci
s Mgr. Tomasem Malinou. Vzorky bakteriochlorofylu c (BChl c)
a monogalaktosyldiacylglycerolu (MGDG) byly ptipraveny v laboratoii doc. RNDr. Jakuba
Psencika, Ph.D. na MFF UK. Pii praci byly pouzity zasobni roztoky BChl rozpusténého
v metanolu a B-karotenu rozpusténého v nestabilizovaném tetrahydrofuranu (THF). Byla
zmé&fena spektra obou zasobnich roztokd, ze kterych byly pomoci Lambert-Beerova zakona
vypocteny jejich koncentrace.

Zasobni roztoky byly napipetovany do mikrozkumavky v poméru BChl ¢ : B-karoten
(1: 0,4; mol/mol). Finalni koncentrace BChl ¢ byla 15 pmol.I". Vzorek byl promisen pomoci
vortexu. Béhem promichavani byl do vzorku ptidan pufr. Pro kontrolu tvorby agregatt byla
zmé&fena sekvence absorpénich spekter vzorku v ¢ase.

Pro testovani vlivu pfitomnosti fykocyanobilinu byl do vzorkid pfed pfidanim pufru
ptidan piecistény fykocyanobilin bez dalsich modifikaci nebo hexylester fykocyanobilinu
0 vysledné koncentraci 6 pmol.I" spole¢né s monogalaktosyldiacylglycerolem (MGDG)

s finalni koncentraci 40 umol.I"* (Klinger et al., 2004).
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4. VYSLEDKY
4.1. Purifikace

Prvni Céast prace byla zaméifena na izolaci fykobilini z fykobilizoml sinice
Thermosynechococcus elongatus. Protein fykocyanin byl z vodné faze po rozbiti bunck
precipitovan pomoci acetonu a vysusen za snizené¢ho tlaku. V pribéhu celé prace bylo ziskano

20,04 g suchého peletu, v praméru 1,06 g na jednu zkumavku (Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Hmotnosti ziskaného suchého peletu z vodné faze po rozbiti bun¢k S primérnou

hodnotou a smérodatnou odchylkou.

Zkumavka Suchy pelet (g) Zkumavka Suchy pelet (g)
1 1,16 11 1,99
2 1,03 12 0,59
3 0,98 13 0,64
4 1,36 14 0,71
5 0,71 15 0,85
6 1,11 16 0,80
7 1,30 17 0,72
8 0,61 18 0,98
9 1,18 19 0,97

10 2,35

Primérna hodnota: 1,06 g + 0.45

Pelet byl dale podroben kyselé hydrolyze za studena po dobu 7 dni v temnu pfi
pokojové teploté. Po hydrolyze byla do chloroformu extrahovana smés pigmentt (Obr. 4.1),

ktera byla preciSténa s pomoci TLC (Obr. 4.2).

Na rozdil od ptedchozi prace (Malinova, 2020) doslo béhem separace k oddéleni dvou

hlavnich modrych pruhti. Pigmenty z obou rozdélenych pruhti byly extrahovany do metanolu

a dale zpracovany.
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Obr. 4.1: Prub¢h extrakce pigmentu  Obr. 4.2: Precistény bilin pomoci TLC, kde se

do chloroformu. pigment rozd¢€lil na dva hlavni pruhy.

Absorpéni spektra obou pruhit (Obr. 4.3) indikuji, Ze oba vzorky obsahuji
fykocyanobilin. Spektra obou pruhd obsahuji dvé hlavni maxima pii 361 nm a 682 nm, coz
odpovida znamym absorpénim spektrim fykocyanobilinu O‘Carra (1980). V oblasti horniho
pruhu je patrné mirné znecisténi s absorpci u 660 nm, jedna se pravdépodobné o feoforbid
nebo jiny rozpadovy produkt chlorofylu a. (Smith, 1983, Klinger et al., 2004).

Vzorek spodniho pruhu byl dale analyzovan na HPLC jako kontrolni vzorek pied
dalsimi modifikacemi (Obr. 4.4). V chromatogramu je jeden hlavni pik S elu¢nim casem
3,37 min. Spole¢né s chromatogramem bylo z HPLC ziskano absorpéni spektrum piku
s hlavnimi maximy pti 370 nm a 649 nm, pfi¢emz v oblasti 370 nm je spektrum deformované
kvuli vlastnostem detektoru. Spektrum ziskané z detektoru HPLC je oproti spektru na Obr. 4.3
Vv Cervené oblasti posunuté do modra cca o 30 nm, coZ je zptisobené pravdépodobné pouzitim
jinych rozpoustédel v mobilni fazi. Absorp¢ni spektrum hlavniho HPLC piku se v jeho profilu

vyznamné neménilo, cely pik je tedy slozen z fykocyanobilinu nebo jeho izomert.
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Obr. 4.3: Absorpéni spektra horniho a dolniho modrého pruhu z TLC analyzy smési bilint

Thermosynechococcus elongatus. Vzorky byly rozpustény v metanolu.
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Obr. 4.4: Chromatogram HPLC analyzy dolniho modrého pruhu z TLC a absorpéni spektrum
hlavniho piku.
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4.2. Omyvani po hydrolyze

V piedchozi praci (Malinova, 2020) byly zjistény problémy se stabilitou produkti
esterifikacni reakce, proto byly v druhé ¢asti prace otestovany moznosti omyvani extraktu
pigmenti, aby bylo zaru¢eno neutralni pH purifikovaného bilinu. Celkem byly vyzkouseny
Ctyti zpltisoby omyvani chloroformové faze.

Prvni zptisob omyvani zahrnoval pouze omyvani destilovanou vodou. VVzorek byl omyt
3%, ¢imz bylo dosazeno pH 5,65 z ptivodniho pH 0. Druhy zptisob omyvani zahrnoval nejprve
omyti 5% HCI, coz mélo dopomoci oddéleni zbytku proteinu z pigmentd, pokud se
neodstépily béhem hydrolyzy. Vzorek byl tedy nejprve 3x omyt 5% HCI a poté byl 4x promyt
vodou podle (OhEocha, 1963). Tim bylo dosazeno pH 5,52 z pivodniho pH 0. Tieti zptisob
zahrnoval omyvani 5 M NaCl pro neutralizaci pH podle Kim et al. (2021). VVzorek byl omyt
3x anasledné byl promyt 4x vodou kvuli vymyti soli ze vzorku. Posledni ¢tvrty vzorek nebyl
po vyttepani chloroformu promyvan a slouzil jako kontrola.

Jednotlivé vzorky byly analyzovany na HPLC (Obr. 4.5), kde byla také porovnana
spektra jednotlivych pikt. Vzorky omyvané vodou, HCI + vodou a bez omyvani maji témet
identické chromatogramy s jednim hlavnim pikem s elu¢nim ¢asem na 3,37 minut¢. Na vzorku
omyvaném 5 M NaCl je patrné rozdéleni na vétsi pocet piku. Tento vzorek se rozdélil celkem
na 4 piky, jejichz absorpéni spektra (Obr. 4.6) odpovidaji spektru fykocyanobilinu.
Pravdépodobné doslo ke vzniku izomeru (Braslavsky, 1983), coz mohlo byt ovlivnéno pravé
pouzitou soli.

Pro ucely dalsiho postupu v této praci byl zvolen posledni postup, tedy tuto cast
ptipravy vzorkli nemodifikovat, kvili velkym ztratdm vzorku béhem omyvani. S vyjimkou
postupu s omytim roztokem NaCl nebyl v této fazi pozorovan rozdil oproti ptivodni metodé

bez omyvani.
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Obr. 4.5: HPLC chromatogram fykocyanobilinu pii testovani riznych metod omyvani po

hydrolyze.
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Obr. 4.6: HPLC chromatogram a absorp¢ni spektra HPLC pikid ze vzorku omyvaného
5 M NaCl.
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4.3. Esterifikace — butylester

Fykocyanobilin  ziskany v pfedchozich krocich byl v dalsim postupu prace
esterifikovan alkoholem metodou Fischerovy esterifikace. V piedchozi praci Malinova (2020)
uvedla problém se stabilitou vzorkl. Naznacila, ze problém se stabilitou mtize byt zptisoben
nedostate¢nou neutralizaci pH produktu esterifikace. Proto byl po esterifikaci otestovan vliv
ruzného poctu omyti vodou.

Precistény bilin byl rozpustén v butanolu a rozdélen stejnym dilem do 4 zkumavek.
Zkumavky byly znaceny K (kontrola), 1, 3 a 5, podle planovaného po¢tu omyti. Po esterifikaci
byla reakce ukoncena piidanim deionizované vody a pigment byl z reak¢ni smési extrahovan

pridanim dietyleteru (Obr. 4.7).

Obr. 4.7: Omyvani butylesteru po esterifikaci. (A) vzorky esterifikovanych pigmenti ihned po
vyjmuti z termobloku, (B) vzorky po ukonceni reakce ptidanim vody a dimetyleteru pro

oddéleni pigmentu od vody s kyselinou.

Ze zkumavky 1 byla odpipetovana vrchni faze obsahujici pigment a byla vysuSena
pomoci dusiku. Z ostatnich zkumavek byla odstranéna spodni vodni faze a zbyly roztok
esterifikovaného pigmentu byl nasledné promyt jednim nebo opakovanym piidanim 900 ul
vody. Po pozadovaném poctu promyti byla vrchni faze s pigmenty odebrana a vysuSena. Byly
tak ziskany vzorky s 1, 3 a 5ti nasobnym omytim. Omyvani vodou bylo provedeno kvuli
snizeni pH a po kazdém omyti bylo zméteno pH vody pomoci papirového pH indikatoru
(Tab. 4.2). Po zméteni pH vody po kazdém omyti bylo rozhodnuto, Ze omyti 5% je vhodnym

postupem pro stabilizaci produktti, jelikoz bylo dosazeno neutralniho pH.
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Tab. 4.2: pH vodné faze ziskané pii omyvani esterifikovanych vzorku fykocyanobilinu.

Pocet omyti pH po omyti
1x 2x 3x 4x 5x
1 0-1
3 0-1 2-3 4-5
5 0-1 2-3 4-5 6-7 7

Po odpafeni éteru proudem plynného dusiku byly vzorky analyzovany na HPLC.
Stabilita vzorkd rozpusténych v metanolu byla otestovana po 7 dnech ve tm¢é pii pokojové
teploté. Vysledek obou analyz je na obrazku (Obr. 4.8).

Pik samotného pigmentu V2 min neni patrny, vétSina pigmentu byla pozorovana
v oblasti 7 az 10 min. Hlavni dva piky s eluénimi ¢asy 9,23 min a 9,53 min odpovidaji
butylesteru fykocyanobilinu (Malinova, 2020). Okolo 8 min byla zaznamenana skupina pik?.
Po tydnu nebyla pozorovana vyznamna zmeéna, nebyl potvrzen vysledek predchozi prace
(Malinova, 2020). U dvojpiku mezi 9 a 10 min doslo k vyznamné zméné poméru piku, kdy
doslo ke sniZeni intenzity piku s delSim retenénim Casem. Tento efekt byl nejvyraznéjsi u
vzorku, ktery byl omyt 5x. Ziejmé zde dochazi ke zmén¢ slozeni izomert fykocyaninu, coz
Ize pozorovat i na chromatogramu kontroly. Protoze chromatogram 5x omytého vzorku

naznacoval nejvys$i homogenitu, byl v dalsi fazi prace pouzit jako standardni postup.

1 |

kontrola
1X omyto
3x omyto
5x omyto
1 . 1 1 . 1 L I . I L 1

s | L L
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Cas (min) Cas (min)

Obr. 4.8: HPLC chromatogramy butylesteru fykobilind pfi testovani vlivu omyti po

Absorbance (pii 640 nm)
Absorbance (pfi 640 nm)

kontrola po tydnu
omyti 1x po tydnu

omyti 3x po tydmu

omyti 5x po tydnu

esterifikaci na stabilitu esteru. (A) méteni ihned po ptiprave esteru, (B) méfeni stejnych vzorka

po 7 dnech ulozenych v temnu za pokojové teploty.
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4.4. Zména metody esterifikace — hexylester a dodecylester

Stavajici metoda esterifikace neumoznovala pracovat s delsimi alkoholy, které se po
reakci obtizn¢ odstranovaly z reakéni smési. Proto byl jako rozpoustédlo pro esterifikaci
delsimi alkoholy pouzit dichlormetan. V pocateéni fazi byl ptidan alkohol ve velkém nadbytku
oproti fykocyanobilinu. Jak bylo jiz zminéno v kapitole Material a metody, pii esterifikaci za
ptitomnosti DCM byla pouzita dvé mnozstvi hexanolu v reakéni smési, a to v 2000x a 10000x
nadbytku.

Kontrolni vzorek hexylesteru byl pfipraven identickym postupem, jako butylester
v kapitole 4.3. Po esterifikaci jiz bylo pouzito omyti 5x. Zaroven byl pfipraven hexylester
s DCM jako rozpoustédlem v 2000x nadbytku alkoholu (Obr. 4.9). Oba vzorky byly
esterifikovany po dobu 3 hod a nasledné byly analyzovany na HPLC (Obr. 4.10).

V ptipadé kontrolniho hexylesteru se objevila nenapadna skupina piki okolo 6 min,
coz odpovida ¢asu metylesteru fykocyanobilinu (Malinova, 2020). Hlavni dva piky s eluénimi
¢asy 11,32 min a 11,55 min odpovidaji hexylesteru fykocyanobilinu (Malinova, 2020) a
obsahuji vétsSinu pigmentu. Prvni pik obsahuje 24,43 % veskerého pigmentu, zatimco druhy
pik obsahuje téméf trojnasobné vice s 61,24 %.

U hexylesteru pfipravovaného s DCM v 2000x nadbytku hexanolu se také vyskytuje
skupina pikti okolo 6 minuty, ktera obsahuje oproti kontrolnimu hexylesteru vice pigmentu.
Hlavni dva piky hexylesteru s elu¢nimi ¢asy 11,38 min a 11.62 min vSak obsahuji vétSinu
pigmentu. V prvnim piku je obsazeno 19,48 % pigmentu, i v tomto ptipadé obsahuje druhy
pik veétsi mnozstvi pigmentu shodnotou 43,14 %. Oproti kontrolnimu hexylesteru

ptipravovaném puvodni metodou jsou oba piky vice oddélené.

Obr. 4.9: Hexylester (vlevo) a hexylester s DCM (vpravo) po ukonceni esterifikace a oddéleni
fazi.
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Obr. 4.10: Porovnani HPLC chromatogrami kontrolniho vzorku hexylesteru ptipraveného
puvodni procedurou a hexylesteru ptipraveného piidanim DCM s pouzitim 2000x nadbytku
alkoholu.

V dalsim kroku byly otestovany 3 Casy esterifikace hexanolem — 30, 90 a 180 minut
s DCM jako rozpoustédlem (Obr. 4.11). V tomto ptipadé byl pouzit hexanol v 10000x
nadbytku. Grafy se lisi oproti prvni esterifikaci v 2000 nadbytku hexanolu, kde byly vyrazné
pouze dvé skupiny piki. V ptipadé 10000 nadbytku hexanolu jsou jasné pritomné tii skupiny
pikt. Prvni dvé skupiny jsou tvofeny tfemi piky, posledni skupina sestava pouze ze dvou piki.
Prvni skupina pikd okolo 6 az 7 min odpovida metylesteru, druha skupina okolo 9 min
odpovidd butylesteru a posledni skupina selu¢nim ¢asem mezi 11 a 12 min odpovida
hexylesteru (Malinova, 2020). V zavislosti na ¢ase dochazelo ke zménam obsahu pigmentu
Vv jednotlivych picich. Prvni skupina pikt se v ¢ase zmensovala z 59,51 % na 14,29 %. VVzhled
druhé skupiny pikli se neménil, avSak obsah vzrostl za 180 min o 14,86 %. Obsah nami

pozadovaného hexylesteru vzrostl z 3,63 % na 33,99 % pfi case 180 min.
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Pii esterifika¢nim ¢ase 30 min zabirala prvni skupina pikti 59,51 % celé plochy, z toho
66,86 % pigmentu se sttednim Casem eluce 6,72 min bylo obsazeno v centralnim piku. Druha
skupina pikt zabirala plochu 36,86 %, v centralnim piku se stfednim elu¢nim ¢asem 9,14 min
bylo 69,50 % pigmentu. Posledni skupina pikti zabirala nejméné plochy s pouhymi 3,63 %,
kde nejvyssi pik s eluénim ¢asem 11,63 min obsahoval 81,27 % pigmentu. Byla zméfena
absorp¢ni spektra vSech pikii vzorku a bylo zjisténo, ze se jedna o latku s identickym
absorpénim spektrem. Na obrazku (Obr. 4.12a) je porovnani absorp¢nich spekter pikt
S nejveétsim obsahem pigmentu v jednotlivych skupinach pikd, tedy centralni piky z prvni a
druhé skupiny a druhy pik z posledni skupiny.

Pii esterifika¢nim ¢ase 90 min doslo k vyznamné zméné piedev§im u prvni skupiny
pik, jejiz obsah celkové plochy se snizil na 40,55 %, obsah pigmentu v centralnim piku se
prakticky nezménil. U druhé skupiny pikti doslo po 90 min Kk vyraznému zvyseni obsahu
plochy na 49,47 %. | v tomto ptipad¢ zistal obsah pigmentu v centralnim piku nezménény.
U tteti skupiny pikti doSlo k mirnému zvétSeni plochy na 9,98 %. Porovnani absorp¢nich
spekter centralnich piku je zobrazeno na obrazku (Obr. 4.12b).

Pti poslednim testovaném esterifikacnim ¢ase 180 min doslo k vyrazné zméné oproti
30 min. V tomto piipadé témeéi zmizela prvni skupina pikd s pouhym obsahem plochy
14,29 %, zatimco tfeti skupina pikli vzrostla a zabrala celkovy obsah plochy 33,99 %. Druha
skupina pikQl zabira 51,72 % plochy, avSak pii bliz§im zkoumani se jeji chromatogram
prakticky neménil. Nejvétsi zmény probihaly v prvni a tfeti skupin€ pikti. Absorpéni spektra
hlavnich pikti jsou zobrazena na obrazku (Obr. 4.12c). Absorp¢ni spektra, Ktera jsou prakticky
identickd, ukazala, Ze v jednotlivych picich je obsaZen fykocyanobilin S maximy pii 363 nm
a 640 nm. Nejlepsim ¢asem esterifikace na hexylester s DCM se jevi nejdelsi ¢as 180 min, kde

byl z testovanych ¢asti nejvétsi pomér hexylesteru.
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Obr. 4.11: HPLC chromatogram hexylesteru s DCM esterifikovaném 30, 90 a 180 min
v 10000x nadbytku alkoholu.

Tab. 4.3: Elu¢ni ¢asy a procenta plochy jednotlivych pikii z HPLC po esterifikatnim case

30 min.

Pik Eluéni ¢as Plocha po 30 Plocha po 90 Plocha po 180

(min) min (%) min (%o) min (%)

) 1 6,38 9,56 7,11 2,30
Skupina

. 2 6,72 39,79 27,17 9,80

3 7,12 10,16 6,27 2,19

) 4 8,87 5,87 8,91 8,66
Skupina

5 5 9,14 25,62 34,23 36,01

6 9,59 5,37 6,33 7,05

Skupina 7 11,40 0,68 1,99 6,45

3 8 11,63 2,95 7,99 27,54
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Obr. 4.12: Absorp¢ni spektra nejvyssich piktt z HPLC hexylesteru piipraveného s 10000x

nadbytkem hexanolu. a) Absorp¢ni spektra hlavnich pikt z HPLC po 30 min esterifikace, b)

absorp¢ni spektra hlavnich pikti z HPLC po 90 min esterifikace, ¢) absorpcni spektra hlavnich
pikd z HPLC po 180 min esterifikace.

Bylo ukazano, ze metoda s DCM jako rozpoustédlem, je funkéni a lze pokracovat

V jejich dalsich modifikacich. Pro ovéteni metody byl s DCM jako rozpoustédlem ptipraven

1-dodecylester s téméf stejnym postupem pripravy, jako byl pouzit u 1-hexylesteru. Jedinym

rozdilem je doba esterifikace, kdy namisto 3 h bylo zvoleno 27 h z divodu neznalosti potfebné

délky esterifikace pro alkoholy delsi, nez je 1-hexanol. Na chromatogramu (Obr. 4.13) jsou

viditelné hlavni 2 piky v ¢asech 17,06 min a 17,20 min. Pfed hlavnim dvojpikem byl nizsi

dvojpik s elu¢nimi ¢asy 12,46 min a 12,69 min a mala skupinka pikd okolo 10 az 11 minuty.
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Obr. 4.13: HPLC chromatogram dodecylesteru fykocyanobilinu.

4.5. Samoorganizujici agregaty

Posledni ¢asti prace byla syntéza samoorganizujicich agregati za pouZziti nami
ptipravenych fykobilini pod odbornym vedenim doc. RNDr. Jakuba Psencika, Ph.D. ve
spolupraci s Mgr. Tomasem Malinou (z MFF UK v Praze), kterymi byly poskytnuty vzorky
BChl ¢ a MGDG ptipravené v jejich laboratofi.

Pro kontrolu cistoty latek, pouZivanych pii tvorb& agregéti, a vypocteni jejich
koncentrace pomoci Lambert-Beerova zakona, byla jako prvni zmétena jejich absorpéni
spektra (Obr. 4.14). Zasobni roztok BChl ¢ mél koncentraci 15 pmol.I, fykocyanobilin byl
nafedén na vyslednou koncentraci zhruba 6 umol.I"*a koncentrace p-karotenu rozpusténého
V nestabilizovaném THF, se kterym jsou bézné provadény syntézy agregati BChl c, byla
2 umol.17,

Pro zjisténi kvality zdsobniho BChl ¢ a jeho schopnosti tvofit agregaty byl proveden
kontrolni pokus agregace BChl ¢ v pfitomnosti pouze MGDG, vysledek je zndzornén na
obrazku (Obr. 4.15). Jako prvni byl tedy smichan pouze BChl ¢ s MGDG a pufrem. Vzorek
byl promisen a po 20 min bylo méfeno absorpéni spektrum. Na ném je vidét, Ze doslo
k vyraznému posunu absorpéniho maxima BChl ¢ 0 68 nm do ¢ervené oblasti oproti ¢istému

BChl c, coz je dukazem tvorby agregatu.
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Nasledné byla testovana schopnost agregace BChl ¢ s MGDG za piitomnosti ¢istého
bilinu. Absorpéni spektrum vzorku bylo méfeno po 120 min, kdy je ve spektru patrny nizky
pik v Cervené oblasti tvorby agregati BChl ¢ se stale pfitomnym vyraznym pikem v oblasti
monomeru bakteriochlorofylu. Tato metoda tedy nefungovala tak dobte, jako pii tvorbé
agregatl ze samotného BChl ¢ s MGDG.

Jako posledni byl namisto precistén¢ho bilinu pouzit hexylester fykocyanobilinu.
Absorpéni spektrum tohoto vzorku bylo méfeno postupné i v ¢ase (Obr. 4.16) pro nazornou
ukazku vzniku agregatti. Prvni méteni probéhlo ihned po promichéni vzorku, druhé méfeni po
6 min a nakonec po 15 min. V ¢ervené oblasti tvorby BChl ¢ agregatii 1ze pozorovat postupny

vyvoj piku s maximem pii 745 nm.
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Obr. 4.14: Absorp¢ni spektra ¢istych latek pouzitych pii tvorbé umélych agregati.
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Obr.4.15: Absorp¢ni spektra reakénich smési pouzitych pti tvorbé BChl ¢ agregata.
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Obr. 4.16: Absorpéni spektrum vyvoje tvorby agregati pii pouziti hexylesteru
fykocyanobilinu, BChl ¢ a MGDG s riiznymi reak¢nimi ¢asy.
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5. DISKUZE
5.1. Omyti po extrakci

V této praci byla pouzita sinice Thermosynechococcus elongatus, ze které byl
fykocyanobilin izolovan pomoci kyselé hydrolyzy podle O’Carra et al. (1964). Jednou
z dals$ich moznosti izolace fykocyanobilinu je zahfivani v metanolu, coz je podle
Killilea, (1980) nevhodna metoda, jelikoz uvolnény pigment ma odlisné spektrum od
puvodniho fykocyanobilinu a jedna se tedy o jinou latku. Pfi kyselé hydrolyze k témto
modifikacim nedochazi. V tivahu by bylo mozné vzit i postup pouzivany pii vyrobé
potravinaiského barviva Spiruliny, Vyrobené ze susené biomasy sinic. Susina je namacena ve
vodg, ¢imz jsou extrahovany ve vodé rozpustné proteiny, vodny extrakt je nasledné zfiltrovan
a stabilizovan?. Extrakt kromé fykocyaninu obsahuje nejspis i dalsi latky a neni zfejmé, jaky
by byl v tomto piipadé vytézek fykobilint.

Pro stabilizaci produktu po kyselé hydrolyze byly otestovany ¢étyfi zpisoby omyvani,
pti¢emz jednim ze zpuisobd bylo omyvani 5 M NaCl podle Kim et al. (2021), které vsak podle
analyzy HPLC (Obr. 4.5) nemé&lo ocekavany vysledek. Pfi omyti roztokem NaCl dochazelo
zjevné ke zvySené izomerizaci fykocyanobilinu, coz komplikuje analyzy, ale potencialné by
mohlo byt vyuzito pro ziskani konkrétniho typu izomeru. V této fazi prace nebyly tedy
nakonec pii hydrolyze a purifikaci fykobilinu provedeny zadné modifikace a byl pouzit stejny

postup jako v piedchozi praci (Malinova, 2020).

5.2. Precisténi fykobilina

Precisténi extrahovaného vzorku smési fykobilind bylo provadéno metodou TLC. Ve
srovnani S predchozi praci (Malinova, 2020) byl extrahovany vzorek v analyze rozdélen do
dvou spektralné téméf totoznych modrych pruhd (Obr. 4.2). Spodni pruh mél absorpéni
spektrum bez viditelného znecisténi (Obr. 4.3), zatimco horni pruh vzorku byl nepatrné
znecistény pravdépodobné feoforbidem nebo jinym rozpadovym produktem chlorofylu a
(Klinger et al., 2004). Divod existence dvou pruh v TLC neni zfejmy. Mize se jednat o
dasledek nedokonale probéhlé hydrolyzy, kdy ¢ast bilinii obsahuje navazany kratky fetézec
proteind. Jiné vysvétleni je mozna existence relativné stabilniho izomeru fykocyanobilinu,
ktery by za urcitych okolnosti mohl mit odlisnou mobilitu v TLC. Pro ziskani ¢isté¢ formy
fykocyanobilinu by mohlo pomoci opakované piecisténi horniho pruhu na TLC. Bylo by také

vhodné otestovat vliv opakované hydrolyzy na tyto dva pruhy.

Code of Federal Regulations USA, 78 FR 49120
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Pti ptecistovani na TLC destickach mtze dochazet k rozdilné migraci slozek vzorku
podle pouzitého sorbentu. Nejvétsim rizikem pii pouzivani této metody je riziko poskozeni
sorbentu, naptiklad pfi nanaseni vzorku nebo pii manipulaci s destickou. Jako nahradu by bylo
mozné pouzit chromatografii na oteviené koloné. Dalsi moznou modifikaci pfe¢istovani za
pouziti TLC by byla modifikace mobilni faze, kdy Riidiger & O’Carra (1968) doporucuji

benzen, petroleum éter a metanol v poméru (50 : 10 : 6, V/v).

5.3. Omyti po esterifikaci

Vzorky esteru bilint v piedchozi praci (Malinova, 2020) nebyly stabilni a pfi ulozeni
v metanolu dochazelo k jejich preméné na metylestery. V OhEocha (1963 a 1966) byl
hydrolyzat n¢kolikrat omyt vodou a neutralizovan octanem sodnym. Zatimco v ptedchozi
praci byly esterifikované vzorky omyty vodou pouze jedenkrit, v naSem ptipadé bylo
provedeno testovani rizného poctu omyti. Podle HPLC analyzy (Obr. 4.8) nedochazelo jiz po
dikladném omyti k pfeméné vyssich esterd na metylester jako u Malinové (2020), coz bylo
Vv této praci zpusobeno pravdépodobné nizkym pH a pfitomnosti metanolu. S poctem omyti
rostla také homogenita vzorku, snizoval se pocet izomertt v HPLC. lhned po esterifikaci byl
pigment obsaZzen ve dvou hlavnich picich, které mohou ptedstavovat dva izomery
fykocyanobilinu. Po tydnu v metanolu doSlo v pfipadé 5x omytého vzorku K plné
homogenizaci, kdy se pigment vyskytoval jiz jen V jednom hlavnim piku. Z obrazku 4.8 je
patrné, Ze niz8i pH zpisobuje tvorbu dvou izomert esterifikovaného bilinu, které se udrzuji
v rovnovaze. U neutralizovaného vzorku dojde po urcitém case k tvorbé pouze jednoho
stabilniho izomeru. V literatufe je popsana fada izomeru bilind, neni vSak potvrzené, ze na
izomerizaci ma vliv pH. Je v8ak velmi pravdépodobné, Ze nékteré formy izomerace jsou
zavislé na teploté (Braslavsky et al., 1983). Zatimco vzorky v ptedchozi praci byly uloZeny
Vv temnu pii 4 °C, v naSem piipad¢ byly vzorky uloZeny pii pokojové teploté. To by mohlo mit

spole¢né s pH vliv na izomeraci.
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5.4. Modifikace esterifikace pouzitim DCM

Postup esterifikace v ptredeslé praci (Malinova, 2020) neumoziuje praci s del$imi
alkoholy z diivodu jejich dlouhého vyparovani, kdy vypafovani pod proudem plynného dusiku
trvalo i déle nez 40 min. Metodu jsme proto modifikovali vyuzitim dichlormetanu jako
rozpoustédla bilinu, ke kterému byl pfidan vlastni vys$si alkohol a kyselina.

Vysledny HPLC chromatogram z prvniho testu metod se vyrazné liSil od dalSich
pokust, kdy jsme testovali rizné¢ dlouhé Casy esterifikace s DCM a hexanolem (Obr. 5.1).
V téchto piipadech se v chromatogramu vyskytovaly kromé pika hexylesteru také piky
Vv elu¢nich casech odpovidajicich metylesteru a butylesteru. V zavislosti na délce inkubace se
pomery jednotlivych pikd ménily (Obr. 4.11). Stejné tak i v ptipadé zkouseného dodecylesteru
(Obr. 4.13) doslo k vyskytu vétsiho poctu pikt v eluénich Casech, které by odpovidaly
hexylesteru a pravdépodobné oktylesteru. To by mohlo byt zptisobeno odlisnou ¢istotou nebo
dokonce slozenim purifikovanych bilinti, které byly v této praci pieciStovany pouze metodou
TLC. V dalsi praci by bylo vhodné vyzkouset piecisténi pomoci HPLC (Beale & Cornejo,
1991) nebo jinou metodou. Dal§im vysvétlenim by mohlo byt znecisténi nami pouzivaného
99% hexanolu nebo dodekanolu. Ty jsou prumyslové vyrabény oligomerizaci z etylenu, pii
které jsou syntetizovany alkoholy se sudym poctem uhlikli. PoZzadovany alkohol je pak ziskan
destilaci, kdy v této fazi mize dojit ke znecisténi niz§imi alkoholy jejich nedostatecnym
oddélenim (Noweck et al., 2006).

V ptipadé prvniho testu esterifikace vys$sim alkoholem bylo pouzito pouze 2000x vice
alkoholu, zatimco v dalSich pokusech jsme pouZivali 10000% vice alkoholu. Lze pfedpokladat,
ze Vv ptipad¢ vétsiho nadbytku vysSiho alkoholu s pfimési niZSich alkoholii bude dochazet
k preferencni esterifikaci niz§imi alkoholy. Jednim z moZnych vysvétleni by mohla byt pouha
kinetika, kdy kratsi alkoholy maji lepSi pohyblivost v reakénim prostiedi nez dlouhé alkoholy
a mohly by se tedy rychleji navazat na esterifikovany bilin. Preferen¢ni navazovani kratsich
alkoholi by mohlo byt zplisobeno i pfitomnosti DCM, kdy nezndme piresné reakéni
mechanizmy esterifikace v ptitomnosti DCM.

S delsim esterifikaénim ¢asem se zvySuje pomér vyssich estertl, kdy nadbytek vyssich
alkoholti zptisobi posunuti reakce k produkci vyssich esterti. V nasem piipadé bylo nejdel$sim
testovanym casem esterifikace 180 min, tedy 3 hodiny. V dalsi praci by bylo vhodné otestovat
delsi esterifikacni €asy, napt. 6, 8 nebo 12 hodin. Je vidét, Ze v pfipad¢ delsiho alkoholu, jako
je dodecylalkohol, i po 27 hod trvajici esterifikaci na dodecylester obsahuje vzorek i nizsi
estery. To by mohlo byt zplisobeno jiz zminénym omezenim rychlosti pohybu alkoholl
s del§imi uhlikatymi fetézci a potfeby delSich casti pro dostate¢nou esterifikaci bilinli vy$§imi

alkoholy.
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Obr. 5.1: Porovnani HPLC chromatogramt hexylesteru pifi pouziti rozdilného mnozstvi
hexanolu (2000x resp. 10000%) v reak¢éni smési. Modra — hexylester piipraveny s pouZitim
2000x mnozstvi hexanolu. Cervena — hexylester piipraveny s pouzitim 10000x mnoZstvi

hexanolu. Vse esterifikovano po dobu 3 hodin.

5.5. Agregaty

Vysledky tvorby agregati v této praci nebyly pfili§ uspokojivé, jelikoz s precisténym
fykocyanobilinem agregaty vznikaly hife nez bez néj. S hexylesterem fykocyanobilinu, kde
byla pfedpokladana vyssi G€innost, vznikaly agregaty jeSt¢ méné. Podle informaci kolegl
z MFF UK ale BChl ¢ pouzity v nasich experimentech popsanych vyse nebyl dostate¢né
kvalitni a netvofil agregaty ani v n€kterych podminkach, ve kterych bézné agregaty tvofi.
Z divodu vysoké citlivosti na hydrofobni interakce je kontaminace pouzitych slozek reakéni
smési Castym problémem pii tvorbé umélych agregata (Klinger, 2004, Alster, 2010,
Malina, 2021).

Pouzity hexylester fykocyanobilinu byl pfipraven ptivodni metodou z prace Malinové
(2020), bez pouziti DCM jako rozpoustédla. Pro budouci prace by bylo dobré otestovat estery,
ve kterych bylo pouzito DCM jako rozpoustédlo. Zajimavé by bylo také testovani tvorby

agregatti s biliny s rizn¢ dlouhymi esterifikovanymi alkoholy.
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6. ZAVER

V prvni ¢asti prace byla otestovana vhodnost pouzivani omyvani vzorku bezprostfedné
po izolaci a extrakci do chloroformu a po vlastni esterifikaci alkoholem. Omyvani po extrakci
do chloroformu zpusobuje velké ztraty a neni tedy vhodné jej do procesu izolace zafadit.
Naproti tomu omyvani smési po esterifikaci zvysilo stabilitu i ¢istotu vzorku esterifikovanych
bilint, kdy je nutné pro optimalni vysledek provést 5x omyti vzorku deionizovanou vodou.

Dale byla otestovana nova metoda esterifikace, kterd umoznuje ziskat estery delSich
alkoholti. Metoda spociva ve vyuziti dichlormetanu jako rozpoustédla, coz eliminuje problém
S odstranénim nezreagovaného alkoholu ze smési produkt. Dalsi prace by méla metodu
optimalizovat, otestovat mensi nadbytky alkoholl a zjistit moznosti ziskani mono- ¢i di- esterd
fykobilint.

Zavérem byla vyzkousena inkorporace fykocyanobilinu a jeho hexylesteru do agregatt
BChl c. Vramci prace se sice podafilo ziskat malé mnozstvi agregati obsahujicich
fykocyanobilin a jeho hexylester, nicméné testované postupy nevedly k potiebnym vysokym

vytézkim.
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8. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BChl c
DCM

H.O

HCI

hexOH
HPLC
MGDG
NaCl

OH skupina
TLC

bakteriochlorofyl c

dichlormetan

voda

kyselina chlorovodikova

hexanol

vysokoucinna kapalinova chromatografie
monogalaktosyldiacylglycerol

chlorid sodny

hydroxylova skupina

tenkovrstva chromatografie

-46 -



9. PRILOHY

10.

IZOLACE FYKOBILINU
pielozeno z Malinova (2020)

Sinice vypéstované ve WC médiu (zhruba 2 L) sto¢ime na centrifuze (7 min x 8000 g).

Vznikly pelet rozdélime na 4 dily, jeden dil pouZzijeme pro izolaci, zbyl¢ dily ulozime
pii teplot¢ -81 °C.

Pelet rozpustime v 10 ml pufru (0,3 M KH2POg4; 0,2 M Na2EDTA; pH = 7) a dikladné
homogenizujeme.

Hustou suspenzi rozbijime v disruptoru EmulsiFlex C5 (Avestin, Canada), (5 min,
15 000 psi) a poté stocime na centrifuze (5 min x 6000 g). Supernatant uchovavdme
pied dalSim pouzitim v temnu.

Supernatant sto¢ime na centrifuze (30 min x 25 000 g) a zlikvidujeme pelet.

Supernatant smichdme s acetonem v pomeéru supernatant : aceton (1 : 6). Dochazi ke
vzniku modré srazeniny, vzniklou smés rozlijeme do ptedem zvazenych centrifugacnich
zkumavek a sto¢ime na centrifuze (5 min x 6000 g). Slijeme supernatant a zvazime
zkumavku s mokrou srazeninou. Po zvazeni nechame srazeninu vyschnout v temnu a po
vyschnuti opét zvazime. Po vysuSeni ziskame pramérné 1,06 + 0.45 g fykobilinu.

Suchou sraZeninu o primérné vaze 0,85 g rozpustime v nadbytku (40-45 ml) 35% HCI.
Tento krok provadime v digestofi.

Roztok nechdme po dobu jednoho tydne hydrolyzovat za pokojové teploty ve tmé.
Béhem tydne mtizeme vzorky promichavat pro lepsi promiseni s HCI.

Po tydnu zastavime reakci ptidanim destilované vody (hydrolyzat : voda, 1 : 4)
a sto¢ime na centrifuze (10 min x 7500 g). Se vzniklym peletem miizeme cely proces
hydrolyzy opakovat pro zvySeni vytézku.

Supernatant vytfepeme do chloroformu v d¢€lici nalevce (chloroform : supernatant,
1:10). Tento krok opakujeme az do doby, kdy do chloroformu jiz neptechazi pigmenty.
Ze ziskaného roztoku v temnu vysuSime dusikem chloroform.
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10.

FISCHEROVA ESTERIFIKACE FYKOBILINU 1-HEXANOLEM V DCM

Veskera prace by méla byt provadéna ve tmé nebo v ptitmi. Nejprve si rozpustime
precistény bilin v metanolu. MnoZzstvi metanolu zalezi na mnozstvi vzorku, vétSinou
v rozmezi 500 — 600 pl.

Odebereme vzorek do kyvety a zméfime si spektrum. Ze spektra nasledn¢ zjistime
absorbanci roztoku v jeho maximu, kolem 640 nm, ktera se pohybuje v hodnotach 0 — 1.

Nasledné vypocitame koncentraci bilinti podle vzorce:
A
c=rr—
38000 x [

kde ¢ je koncentrace bilinti v mol.I%, A je absorbance méteného vzorku, 1je délka kyvety
v cm. Hodnota 38000 je molarni extinkéni koeficient fykocyanobilinu pii 640 nm
v dm3.mol™t.cm™ (Glazer & Hixson, 1975, Bishop et al., 1987).

Latkové mnozstvi bilinli zjistime takto:
n=cxV

kde n je pocet mol bilinu a V je celkovy objem vzorku v.

Po méfteni si vzorek prevedeme do oznacené mikrozkumavky a nechame ve vakuu
vysusit.

Pro ptipravu hexylesteru s DCM ptidame do mikrozkumavky 300 ul DCM a 10000x
veétsi molarni mnozstvi 1-hexanolu, v poméru k molarnimu mnozstvi bilinu.

Pottebné mnozstvi hexanolu bylo zjisténo nasledné:

M (hexOH) X n(bilin) x 10000

V(hexOH) = > (hexOH

kde M hexanolu = 102 g.mol* a hustota hexanolu p = 0,81 g.ml,

Do zkumavky ptidame 5 pl 96% H2SO4 (pokud neslouzi jako kontrola) esterifikujeme
po dobu 3 hodin pfi teploté 30 °C. V ptipadé¢ pouziti alkoholu jako rozpoustédla lze
esterifikovat pfti teploté 90 °C.

Reakci ukonc¢ime pridanim 1 ml redestilované vody a poté ptiddme 500 pl diethyletheru.
Vzorky sto¢ime na centrifuze pii 14 000 rpm po dobu 2 minut.

Odstranime spodni vodni fazi a vzorek opakované, celkem 4%, promyjeme 900 ul vody
pro neutralizaci reakéni smési.

Nakonec odpipetujeme horni modrou fazi, obsahujici ester bilinu, do novych
mikrozkumavek a vysuSime dusikem.
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