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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva moznosti identifikace biomarkert vybranych druhl extremofilnich organismii
pomoci Ramanovy spektroskopie. Zamétuje se hlavné na vybrané sinice, fasy a liSejniky s dirazem na
moznost detekce karotenoidid. Tento pigment se v Ramanovskych spektrech projevuje tfemi
charakteristickymi pasy, které reprezentuji valencni vibrace C=C a C-C a deformacni vibrace C-CH; v
molekuldch karotenoidii. Ramanova spektra byla meéfena nejen pomoci laboratornich
mikrospektrometri (A - 514 nm a 532 nm) ale téz pfenosnymi a ptirucnimi spektrometry (A - 532 nm,
785 nm a 700 - 1100 nm). V piipadé sinic byly spektroskopické analyzy doplnény analyzami frakci
ziskanych pomoci vysoce ucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Tato prace kriticky hodnoti
moznosti Ramanovy spektrometrie pro identifikaci karotenoidii sinic, fas a lisejnikl. Vedle signalt
karotenoidii je v né€kolika pfipadech uvedena interpretace dalSich Ramanovskych pési ziskanych
spekter, které odpovidaji pritomnosti dalSich biomarkert. Ziskand Ramanova spektra karotenoidu je
nutno interpretovat s velkou obezietnosti sohledem na vliv nékolika faktori, potencialné
zpusobujicich nesystematické posuny poloh Ramanovych past (vazba karotenoidti v biologické tkani,
interakce s makromolekulami i experimentalni faktory vcetné spektralniho rozliSeni pouZitych
pfistrojit). Znacna strukturni podobnost mnohych karotenoidi (v€etné délky jejich konjugovanych
fetézci) je pri¢inou znacné podobnosti Ramanovskych spekter a tak tato metoda mnohdy neumoziuje
jednoznacné rozliSeni téchto molekul. Idealni se v pfipadé moznosti ziskani extraktd ukazuje analyza
smesi pigment pomoci HPLC.



SUMMARY

This work deals with the possibility of Raman spectroscopical identification of selected biomarkers of
extremophile species. It focuses mainly on selected cyanobacteria, algae and lichens with an emphasis
on the ability to detect carotenoids. These pigments exhibit three characteristic bands of Raman
spectra which represent stretching vibrations C=C; C-C and bending vibration C-CHs in molecules of
carotenoids. Raman spectra were measured not only by laboratory microspectrometers (A - 514 nm and
532 nm), but also by portable and handheld spectrometers (A - 532 nm, 785 nm and 700 - 1100 nm). In
the case of cyanobacteria, the spectroscopical analysis was performed also on the fractions obtained by
high performance liquid chromatography (HPLC). This work critically evaluates the possibilities of
Raman spectroscopy to identify the carotenoids of cyanobacteria, algae and lichens. Besides the signal
of carotenoids, interpretation of other bands in the Raman spectra corresponding to the presence of
other biomarkers is given here for selected samples. The obtained Raman spectra of carotenoids
should be interpreted with great caution, because of the ifluence of several factors, which potentially
cause unsystematic shifts in the positions of Raman bands (carotenoids bond in biological tissue,
interactions with macromolecules, experimental factors including spectral resolution of Raman
instruments). Significant structural similarities of many different carotenoids (including the lenght of
the conjugated chain) is causing considerable similarities of Raman spectra and so this method often
does not allow for a clear identification of these molecules. The ideal case of obtaining extracts is
reflected in the analysis of pigment mixtures by HPLC.
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Zoznam pouzitych skratiek

ATP (adenozintrifosfat)

CCD (Charge-Coupled device)

FT (Fourierova transforméacia)

HPLC (high performance liquid chromatography) - vysoko u¢inna kvapalinova chromatografia
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1.0 UVOD

Planéta Zem je rozmanity ekosystém zivota a rozli¢nych zivotnych foriem. Takmer vo vsetkych
podmienkach najdeme dokazy o pritomnosti zivota. Nielen na miestach blizko preskiimanych ako st
napriklad jazera alebo lesy, ale aj v prostredi, ktoré by pre Standardné fyziologické podmienky bolo
nezlucitelné so zivotom. Takéto prostredia nazyvame tieZ extrémnymi. Organizmy, ktoré¢ dokazu v
tychto podmienkach prosperovat sa nazyvajui extrémofily. Na Zemi mame hned niekolko
ekvivalentov toho, ¢omu hovorime extrémne prostredie. Patria sem napriklad hlbokomorské oblasti s
vysokym tlakom a vysokou teplotou v oblastiach hydrotermalnych systémov, Arktické alebo
Antarktické I'adovce, suché oblasti pusti, miesta vzniku evaporitov a mnohé iné.

Vo vsetkych tychto oblastiach najdeme isty druh organizmov, ktoré si vytvorili na tieto faktory
vhodné adaptacie a dokazu prosperovat’ za "nehostinnych" podmienok. Vysledkom evolucie st potom
rozne druhy metabolitov, ktoré boli vyvinuté za urCitym ucelom. Prave tieto produkty ich
metabolizmu su predmetom vyskumu mnohych vedcov, ktory sa snazia o identifikaciu tychto latok a
naslednt analyzu. Tieto latky sa tak daja pouzit ako vhodné biomarkre pri dokaze pritomnosti Zivota
¢i uz minulého, alebo stiasného. Identifikacia takychto latok je Casto vel'mi obtiaznd, pretoze v
prirode dochéadza casto k degradécii biologického materidlu a tak sa nam zriedka kedy zachovajt.
Dal$im problémom je zvolenie vhodnej identifikaénej metédy, ktora by bola schopna detegovat’ latku
a pritom ju ¢o najmenej poskodit’.

Jednou z vhodnych metdéd by mohla byt Ramanova spektrometria, ktora sa javi ako ucinna
nedestruktivna metodda, schopna detekcie priamo v teréne. Pri spravne zvolenom nastaveni a vhodnej
vlnovej diZke sa stava vyznamnym néstrojom v identifikacii biomarkerov. Metdda je rychla, u¢inna a
miniaturizovanim spektrometrov sa stala v poslednych rokoch vel'mi praktickou pre transport a pracu
v teréne.

Dolezitou sucastou vyskumu extrémofilov je aj obor astrobioldgia, ktory sa zaobera vyskumom
moznosti zivota vo vesmire. Na zaklade extrémnych prostredi na Zemi vyhodnocuji vhodné oblasti
vyskumu mimo nasu planétu, kde by sa mohol vyskytovat’ Zivot ¢i uz v stsasnosti, alebo v minulosti.
Jednym z vyznamnych objektov vyskumu astrobiologie je aj planéta Mars. Po vyznamnom dokaze o
pritomnosti vody na Marse sa zdujem o tito planétu este viac zvysil. Z poznatkov o Zemi vieme, Ze
voda je zakladnou podmienkou pre Zivot mezofilnych organizmov, ale aj extrémofilnych. Prave
metdda Ramanovej spektrometrie je vhodnym kandidatom na planovanu misiu ExoMars (2018), ktora
by mala byt zamerana prave na identifikaciu biomarkerov priamo v teréne a priniest’ tak dokazy o
zivotnych formach na Marse.

Jednym z vhodnych prikladov biomarkerov méze byt aj produkcia tzv. karotenoidov. Tento druh
pigmentov sa produkuje za G¢elom ochrany proti UV ziareniu. Moznostami detegovania tychto latok
¢i uz priamo v teréne, alebo za laboratérnych podmienok sa zaobera aj tato praca. Sinice, ako jeden z
najstarsich organizmov prosperujuci na Zemi (3,8 mld. rokov), st schopné produkcie takychto latok.
Preto sa demonstracia vyuzitia Ramanovej spektrometrie v tejto praci, venuje aj tymto druhom
organizmov. Pre dal§i vyskum moznosti tejto metody sme zvolili priklady lisajnikov a psychrofilnych
rias ako organizmov, ktoré takisto odolavaju extrémnym faktorom prostredia. Vhodny vyber
organizmov vznikol v spolupraci s RNDr. Lindou Nedbalovou Ph.D. (Univerzita Karlova v Praze,
Prirodovédecka fakulta, Katedra ekologie), ktora nam pomohla pri vybere vhodnej lokality vyskytu
psychrofilnych rias. RNDr. David Svoboda, Ph.D. (Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédecka
fakulta, Katedra botaniky) nam poskytol vzorky cerstvych lisajnikov, u ktorych sme predpokladali
vyskyt karoteniodov. Dalsim prikladom boli vzorky psychrofilnych sinic od doc. Ing. Josefa Elstera
CSc., z Botanického ustavu AV CR, vedecké pracovisko Tieboii. Mnohé organizmy produkuji
viacero druhov pigmentov. Preto bola tato praca doplnend o analyzu frakcii pigmentov z extraktov



sinic ziskanych metédou Vysoko u¢innej kvapalinovej chromatografie. Vzorky nam poskytol Mgr. Jan
Pilny (Mikrobiologicky ustav AV CR, Tieboi).

Zakladnym predmetom vyskumu tejto prace je poukazat na vzorkdch prevazne extrémofilnych
organizmov na moznosti detekcie karotenoidov ako vhodnych biomarkerov. Poukazuje na spojenie
medzi vyskumom extrémnych prostredi na Zemi a ich ekvivalentmi, ktoré¢ st zaujimavé pre blizsi
vyskum astrobioldgie. Zameriava sa na moznosti vyuzitia Ramanovej spektrometrie v exobiologickom
vyskume. Prica sa sustred’uje na dokaz pritomnosti vyznamnych biomarkerov v organizmoch a tym
poukazuje na moznost detegovat’ stopy ich Zivota. Nesnazi sa o presni identifikaciu druhov
karotenoidov a to z dovodu, Ze Ramanova spektrometria véc¢Sinou nie je schopna ich presnej
identifikdcie. VyhodnejSou v tejto oblasti sa javi metdda HPLC, ktord dokaze jednotlivé metabolity
rozlisit’ a na zaklade Standardov pre retencné Casy aj identifikovat’.



2.0 EXTREMOFILNY ORGANIZMUS

Podstatna Cast’ organizmov zijucich na Zemi sa vyskytuje vV podmienkach, ktoré su vel'mi odlisné od
hodnét prospesnych pre l'udsky zivot. Napriek tomu su tieto formy Zzivota schopné prosperovat
a mnozit’ sa. Pre l'udsky druh a vacSinu vysSich organizmov st prijatelné hodnoty okolitého prostredia
zhruba 37 °C, ph 7,4, salinita priblizne od 0,9 % do 3% a tlak 1 atm (Canganella a Wiegel, 2011). Pri
pohl'ade na Zem a jej réznorodost’ zivotnych prostredi je faktom, Zze Zivot najdeme aj v podmienkach,
ktoré by sme mohli nazvat' extrémne. Takyto typ organizmov teda nazvime extrémofilné. Z toho
vyplyva fakt, Ze tieto druhy vyzaduji pre svoj Zivot arast extrémne podmienky, dokazu v nich
prosperovat’ a ziskavat' potrebné ziviny z okolitych zdrojov. Naproti tomu definujeme pojem
extrémotolerantné organizmy, ktoré sice dokdzu prezit extrémne podmienky prostredia, ale
optimalneho rastu dosahuju pri zivotnych faktoroch, ktoré maju priemerné (normalne) hodnoty.
Extrémofily su charakterizované maximalnymi a minimalnymi hodnotami urcitych faktorov.

Prvy krat bol pojem extrémofil pouzity v roku 1974 panom MacElroyom (MacElroy, 1974). Tento
pojem zahifia rozne druhy zivoéichov alebo rastlin, od prokaryotickych (sinice, baktérie) cez riasy,
huby atd’. V dneSnej dobe sa predpokladd, Ze je definovanych priblizne 2 % mikroorganizmov
(Canganella a Wiegel, 2011). Niektoré prostredia na Zemi nevykazuji pritomnost’ Zivota. To ale
neznamena, ze by sme S uréitostou mohli oznaéit’ toto prostredie za nevhodné pre Zivot. Casto krat
sme limitovany technoldgiou, ktord by bola schopna identifikovat’ stopy zivota alebo zivot na urcitych
extrémnych miestach. Jednou z technoldgii, ktora je schopna identifikacie vyznamnych biomarkerov
je Ramanova spektrometria. Jej charakterizaciou sa zaobera samostatna kapitola v tejto praci.

Existuju dve tedrie vzniku adaptacii zivota na extrémne prostredia. Prva je zaloZzend na fakte, ze
extrémofily su fylogeneticky starSou skupinou nez ich dnesny potomkovia. Druhd teoéria tvrdi, Ze
adaptacie na extrémy sa vyvinuli az sekundarne (Wiegel a Adams, 1998). Tato skupina organizmov je
Studovana aj z hl'adiska exobiologie, ktora skiima moznosti zivota vo vesmire. Jedna z teérii, ktoré sa
snazia dokazat’ povod Zivota na Zemi tvrdi, Zze zivot priSiel na Zem z okolitého vesmiru (Canganella
a Wiegel, 2011). Tym padom je velky zaujem vo vyskume extrémofilov, ked'ze su schopné prezit
extrémne podmienky vyskytujuce sa Vroznych castiach vesmiru. Z hl'adiska financnych zdrojov
a limitovanou technologiou st vyskumy v tejto oblasti sustredené hlavne na extrémne prostredia na
Zemi, ktoré sa potom porovnavajui s moznost'ami zivota vo Vesmire. Na zaklade vypo¢tov a modelov
je potom mozné zistit', kam smerovat’ d’alsi vyskum v oblasti exobiologie. Jednym z takych miest je
napriklad planéta Mars, na ktorej bola dokazana pritomnost’ vody. Nakol'ko je voda zakladom zivota
ako ho pozname, vyskum sa orientuje na miesta na Zemi s podobnymi extrémnymi podmienkami, aké
vladnu na “Cervenej planéte”. Jednym z takych miest je aj pust Atacama, na ktorej prebiehal vyskum
aj pomocou Ramanovych spektrometrov. BlizSie sa tejto problematike venujt prace Vitka et al., 2012
a Vitka et al., 2009a. Vedci tvrdia, ze hypertermofilné organizmy, ktoré st na fylogenetickom strome
zivota blizko jeho korenov, by mohli byt najbliz§im pribuznym posledného spolo¢ného predka
vsetkych organizmov (LUCA - last universal common ancestor); (Imanaka, 2008).

Medzi extrémne prostredia pre Zivot mozeme zaradit’ napriklad puste, hlbokomorské alebo arktické
prostredie a taktiez oblasti zvySenych teplot v okoli postvulkanickej ¢innosti. Za extrémne prostredia
su povazované aj hydrotermalne systémy v oblasti stredooceanskeho chrbta, pédy vulkanického
povodu (fumaroly, solfatary) alebo miesta s velkymi zmenami pH ako napriklad alkalické jazera
(“soda lakes®). Dolezité je uvedomit’ si, ze jeden organizmus moze mat’ viacero adaptacii k roznym
druhom extrémnych podmienok. Napriklad Zivot v slanej vode na dne mori sa musel prispdsobit’
vysokej salinite, nizkej teplote a zaroven vysokym tlakom. Inymi slovami sa extrémofilné organizmy
vyskytuju v prostredi vysokej teploty, nizkej teploty, vysokej salinity, vysokého alebo nizkeho pH,
vysokej slnecnej radiacie a sucha alebo prostredia s nedostatkom zivin.



2.1 Rozdelenie extrémofilnych prostredi
2.1.1 Extrémy nizkych teplot

Pri celkovom pohl'ade na charakter prostredi pre Zivot na nasej planéte je zrejmé, ze prevaznd Cast
biosféry je typickd permanentne nizkymi teplotami. Je to priblizne 80 % celkovej biosféry, ktord ma
priemernu teplotu < 5 °C  (Cavicchioli a Thomas, 2000). Dévodom je, Ze sa sem radia aj oceany
a moria s ich hlbokomorskymi oblastami, ktorych priemerna teplota je 2 °C. Chladné oblasti zahfnaja
aj permafrost, Arktické alebo Antarktické I'adovce a takisto I'udskou rukou vytvorené prostredia, ktoré
sluzia na kultivaciu organizmov zijucich v chladnych podmienkach (Canganella a Wiegel, 2011).
Organizmy, ktoré prosperuju v teplotaich < 15 °C nazyvame psychrofilné. Teploty blizke 20 °C
zastavuju ich vyvoj. Organizmy dosahujuce optimalneho rastu pri teplotich > 20 °C nazyvame
psychrotolerantné. Tie dokazu tolerovat’ extrémne nizke teploty, ale ich vyvoj je zna¢ne redukovany.
Tieto skupiny organizmov su zastupené hlavne gram-negativhym typom baktérii (druhy
Pseudomonas, Flavobacterium, Cytophaga, ...). V menSom mnoZstve mame zastupcov kmenov
Actinobacteria a Firmicutes, ktoré patria medzi tzv. gram-pozitivne typy baktérii. Medzi psychrofilmi
a ostatnymi na chlad adaptovanymi organizmami najdeme aj zastupcov skupin Archea, kvasiniek
alebo hub (Canganella a Wiegel, 2011). Polarne oblasti su skimané aj z hl'adiska ich analogického
prostredia voci extraterestrickym oblastiam Marsu, konkrétne jeho pode. Jazero Vostok by mohlo byt
analogom k l'adom pokrytej Eurdpe (mesiac planéty Jupiter).

Extrémy nizkych tepl6t

psychrotolerant optimalny rast : > 20 °C (tolerancia extrémov)

psychrofil optimalny rast : < 15 °C (Casto teploty okolo -20 °C)

Tab. 1 Zakladné rozdelenie organizmov v extrémoch nizkych teplot (upravené podla Canganella a Wiegel,
2011).

Redukcia teploty spomal’uje véacsinu fyziologickych procesov. Zmeni interakcie medzi proteinmi,
znizi fluiditu membrany, zvysi viskozitu vody. Zvysena viskozita mdze sposobit’ hlavny problém a to
vznik intracelularneho I'adu. Ten moze poskodit’ bunky a spdsobit’ ich smrt’. NavySe zniZi rozpustnost’
soli a meni pH, ¢o ovplyvni rozpustnost’ proteinov a naboj aminokyselin (Gerday et al., 2000). Preto
maju psychrofily vyvinuté u¢inné adaptacie na nizke teploty. Hlavnou reakciou na stres je znizenie
bunkovej velkosti, syntéza intracelularnych rozpustnych latok a zmena kompozicie bunkovej
membrany. V membranovych lipidoch dochadza k zvySeniu nesaturovanych mastnych kyselin a tym
sa udrzuje fluiditu vo vnutri bunky za nizkych teplét. Mnoho organizmov ma hrubé, pigmentované
bunkové steny a okolo buniek extracelularne polysacharidy. NajcastejSie fotoprotektivne zluceniny st
melaniny, karotenoidy a aminokyseliny podobné mykosporinu (Christner et al., 2000). Bakterialna
bunka je velka len niekol’ko mikronov a intracelularna voda blizko povrchu ma teda znizeny bod
mrazu. Voda uprostred ma vysoku koncentraciu rozpustenych latok (soli) a preto nezamrzne (Pomeroy
a Wiebe, 2001). Struktirne zmeny v proteinoch umoznia spravnu funkciu enzymov v prostredi
s nizkou kinetickou energiou reagujucich molekul (Gerday et al., 1997). Sinice a baktérie st v tychto
extrémoch schopné fotosyntézy a fixacie dusiku. Termofily a mezofily produkuji enzymy
s rigidnejSou $trukturou, ktord im zabezpecuje termostabilitu. Psychrofily maji enzymy s vysokou
flexibilitou, ktora pri nizkych energetickych nakladoch zvySuje komplementaritu medzi aktivnym
miestom enzymu a substratom. Tieto enzymy maju vysokl katalitycku aktivitu pri nizkych teplotach
aich termostabilita so zvySujicou teplotou klesa. Zabezpecuju podobnu termostabilitu ako u inych
typov extrémofilov (Fields, 2001; Cavicchioli et al., 2002). Mnoho psychrofilnych rozsievok a rias
uvolnuje v l'ade aktivne latky, ktoré dokazu menit’ povrch a optické vlastnosti 'adu, vyskytujiceho sa



v okoli bunky. Menia teda fyzikalno-chemické vlastnosti prostredia. NajéastejSie plnia funkciu
kryoprotektantov glykoproteiny (Krembs et al., 2002).

2.1.2 Extrémy vysokej salinity

Priblizne dve tretiny zemského povrchu (71 %) pokryva svetovy ocean. Vytvara teda prostredie, ktoré
ma priemernu salinitu asi 36 %o (3,6 %). V jednom litri vody je teda rozpustenych 36 gramov NaCl.
Takyto obsah soli nie je vhodny pre vysSie organizmy, vratane cloveka. Nas organizmus vyzaduje viac
prijatelné podmienky ato salinitu medzi 0 % az 0,9 %. Na druhej strane, organizmom ako su
napriklad ryby, sa dari pri hodnotach okolo 3 % NaCl. Co je teda priemerna salinita svetového oceanu,
alebo salinita T'udskych siz (Canganella a Wiegel, 2011). Na Zemi sa vyskytuju miesta, ktoré
nedovol'uji prosperovat’ vyssim organizmom, dokonca ani niektorym prokaryotickym. Takéto
hypersalinné prostredia st vhodné pre niektoré mikroorganizmy, ktoré nazyvame halofily. Stupen
salinity je zavisly na teplote, pH, zrazkach, vypare, pritokoch riek, adovcoch alebo vSeobecnej
cirkulacii vody vo svetovom oceane.

Zivot v ocednoch a moriach sa naudil tolerovat’ salinitu priblizne 3 %. Patria sem napriklad ryby,
niektoré bezstavovce, ale aj vidcSina prokaryot. Takéto organizmy nazyvame halotolerantné.
Optimalneho rastu dosahuju pri salinite 0 % — 0,5 % (Oren, 2006). Halofily vyzaduji zvySené hodnoty
salinity. Mozeme ich rozdelit’ na slabych halofilov (2 % - 5 % NaCl), miernych halofilov (5 % - 20 %
NaCl) a extrémnych halofilov (20 % - 30 % NaCl); (Larsen, 1962). Zivot tychto organizmov je
skamany aj z hl'adiska exobiologie, pretoze sa predpokladd podobné zlozenie soli na Marse, ako na
Zemi. Zahfna to aj predpoklad zivota zaloZzeného na bazy uhliku. Halofilné habitaty na Zemi zahfiaju
oblasti hyperslanych jazier, evaporitmi pokryté plochy, solanky, polarne oblasti, Antarktické skaly
alebo dokonca ropné polia v Severnom mori (Lien et al., 2000). Dominantna ¢ast’ soli je tvorena ionmi
Na* a CI, bezné su aj Mg®* alebo Ca?* (Canganella a Wiegel, 2011). Vietky su pritomné vo vysokych
koncentraciach oproti beznému prostrediu. V sol'ankach sa nam vacsinou zraza CaSO,4, CaCOj ale aj
NaCl. V hypersalinnych jazerach su to hlavne karbonatové zrazeniny horé¢ika a vapnika.

Extrémy vysokej salinity koncentracia NaCl
halotolerant 0% - 0,5 % (max. do 3 %)
halofil : slaby - 2%-5%
mierny - 5%-20%
extrémny - 20 % - 30 %

Tab. 2 Zakladné rozdelenie organizmov v extrémoch vysokej salinity (upravené podla Larsen, 1962; Canovas
et al., 1996).

Na optimalny rast v extrémnom prostredi so zvySenou salinitou su halofily vybavené vyznamnymi
adaptaciami. Tieto znaky su dolezitym predmetom Stidia. Vyznamné st produkty metabolizmu
(sekundarne metabolity, osmolyty) tychto organizmov. Vyskumny tim profesora Jehlicky sa zaobera
tymito latkami, ako moznymi biomarkermi pri exobiologickom vyskume. Dolezita tilohu pritom opét
zohrava Ramanova spektrometria, ktord sa ukazuje ako vhodnd metoda pri identifikacii tychto latok
ako v teréne, tak aj v laboratornych podmienkach. V praci Jehlicky a Orena, 2013b bolo znazornené
vyuzitie priruéného Ramanovho spektrometru (532 nm) na vzorke sadrovca z lokality Eilat (Izrael).
Vzorka pochddzala zo slanych krystalizacnych nadrzi. V jednotlivych farebnych vrstvach sadrovca sa
nachadzali mikrobialne komunity, ktoré boli v kazdej vrstve zastipené inym druhom halofila.




Nasledne boli zmerané bunkové pelety tychto organizmov a preukazala sa pritomnost
bakterioruberinu ako dominantného karotenoidu. Dalej boli preukézané pritonosti salinixantinu,
derivaty spiriloxantinu, echinenonu a myxoxantofylu. Ocakavany chlorofyl v zelenej vrstve nebol
danou vInovou dizkou detegovany. Dalej je téma halofilov popisand v pracach Jehlicky a Orena,
2013a; Jehlicky et al., 2012; Jehlicky et al., 2011.

Pre optimalny rast halofilov st vyznamné iony sodika, ktoré st sucastou prijmu zivin, membranove;j
respirdcie a vyroby energeticky vyznamného ATP (Unemoto, 2000). Preto je dolezité, aby si
organizmy boli schopné kontrolovat’ hladinu sodika v cytoplazme. Pomocou vnutrobunkovych
Struktur a vhodnych enzymov su schopné aktivne vytlacit’ prebytocny sodik (Eddy a Jablonski, 2000).
Vyuzitim ATP st halofily, ale aj halotoleranti, schopni importovat sodik do substancii ako amino
kyseliny (Unemoto, 2000). V hypersalinnom prostredi je dolezité sa vyrovnat’ s osmotickym tlakom.
Organizmy si z tohto dovodu zvysuju intracelularne hladiny i6nov (KCI) alebo akumulujt rozpustené
organické latky (osmolyty); (Empadinhas a da Costa, 2008; Jehlicka et al., 2011). Na takéto extrémne
podmienky maju halofily prispésobené aj enzymy a proteiny, ktoré napr. u obligatnych archea pracuju
aktivne a stabilne pri koncentraciach soli nad 2 - 3 M KCI. Pod touto hranicou denaturuju (Eisenberg,
1995).

Skupina halofilov zahffia hlavne prokaryotické organizmy (archea + baktérie) ato aerdbne, aj
anaerobne formy. Halofilné a halotolerantné baktérie spolu s eukaryotmi akumuluju hlavne neutralne
osmolyty, pricom halotolerantné a halofilné archea akumuluju negativne nabité osmolyty. Napriklad
halofilné archea maju takt ista zakladnu Struktaru fosfolipidov a glykolipidov ako termofilné archea.
Dva izopreniodné retazce C, su pripojené na glycerol a zvy$na hydroxilova skupina je spojend na
fosfonat alebo glykozid (Wilson a Brimble, 2009).

2.1.3 Extrémy vysokého tlaku

Vsetky dna svetového oceanu su prostredim, ktoré je vystavené vysokému tlaku a nizkej teplote.
Lokalne v oblasti hydrotermalnych prieduchov je vysoka teplota (az 400 °C). Organizmy zijuce vo
vysokotlakovych podmienkach oznacujeme ako barofily (piezofily), (ZoBell a Morita, 1957).
Zakladné rozdelenie je uvedené v Tab. 3.

Obligatne barofilné oranizmy patria do piatich rodov proteobaktérii a to Psychromonas, Moritella,
Colwellia, Photobacterium a Shewanella (Delong et al., 1997). Tieto organizmy vedia regulovat’
fluiditu membran na zaklade narastajuceho tlaku. NavySe maju adaptované gény ako na amtosfericky,
tak na vysoky tlak a v zavislosti na zmenach sa aktivita tychto génov reguluje (Kato et al., 1996b).

Extrémy vysokého tlaku

barofil (piezofil) optimalny rast za tlaku > 40 MPa

barotolerant optimalny rast za tlaku < 40 MPa a su schopné rast aj za atmosférického tlaku

Tab. 3 Zakladné rozdelenie organizmov v estrémoch vysokého tlaku (upravené podl’a Horikoshi, 1998).

2.1.4 Extrémy vysokej teploty

Organizmy zijuce v extrémoch vysokej teploty maji aj na Zemi svoje prirodzené prostredia. Patria
sem oblasti s vulkanickou aktivitou, podmorské hydrotermalne systémy, podzemné zasoby ropy,
prehriate povrchové vody alebo komposty a haldy antropogénneho charakteru (Oshima a Moriya,
2008). Takéto organizmy nazyvame termofily. BliZSie s charakterizované v Tab. 4.




a) hypertermofil 280 °C
termofil b) extrémny termofil 70°C-80°C
¢) mierny termofil 45°C-70°C
termotolerant okolo 35 °C

Tab. 4 Zakladné rozdelenie organizmov v extrémoch vysokej teploty (upravené podl'a Mesbah a Wiegel, 2008).

Vykonavaju metabolické procesy ako metanogenéza, anaerobna ¢i aerdbna respiracia alebo
fermentacia. Vyznamnym znakom vsetkych hypertermofilov je enzym reverzna gyraza, ktory dokaze
zabezpeCit' vysokt termostabilitu DNA (Sato et al., 2003). Hypertermofilné archea a baktérie
zastupuju rody ako Sulfolobus, Thermococcus, Thermotaga alebo Aquifex (Canganella a Wiegel,
2011). Mierne a extrémne termofily zastupuji druhy ako anaerdbna baktéria Caldicellulosiruptor
saccharolyticus (Rainey et al., 1994). Zastupenie aerébnych druhov je napriklad Bacillus
stearothermophilus (Canganella a Wiegel, 2011). Termofilné organizmy sa povazuju za prvé zivotné
formy na planéte. V niektorych pripadoch vyuzivaji pre zivot substraty, o ktorych sa predpoklada, ze
boli v prvotnom terestrickom zlozeni a takisto produkujt latky, ktoré prevazuju v sucasnej geochémii.

2.1.5 Extrémy pH

Fyziologické hodnoty pH pre Zivot buniek vysSich organizmov sa pohybuju okolo hodnoty 7,4.
Morské ryby zasa potrebujii pre svoj zivot pH aké ma morskd voda a to 8,1 - 8,4. No najdu sa aj
organizmy, ktoré vyzaduji extrémne hodnoty blizke ku koncom pH rozsahovej skaly. Na zaklade toho
ich delime na alkalofilov alebo acidofilov (Canganella a Wiegel, 2011).

Acidofilné organizmy st schopné rast’ pri hodnotdch pH < 5, optimum rastu dosahuju v rozméadzi
2 - 4. Vyvinuté maju efektivne mechanizmy pre udrZanie vnutornej homeostazy. Vyuzivaji napriklad
reverzny membranovy potencial a vysoko nepriepustné bunkové membrany. Tieto bunkové membrany
dokézu regulovat’ tok protonov smerom do bunky ale aj smerom von. ZvysSuju si mnozstvo purinov v
koddnoch, ¢o vedie k denaturacii (Canganella a Wiegel, 2011). Najdeme ich v pddach vulkanického
charakteru (solfatary, fumaroly) alebo v prostrediach vzniknutych antropogénnym spdsobom, pri
tazbe uhlia alebo kovov (Bond et al., 2000; Johnson, 1998). Zastupcom acidofilnych prokaryot je
napriklad baktéria Acidithiobacillus ferrooxidans, ktora pri pH < 3 dokaze oxidovat’ siru a Zelezo
(Leduc a Ferroni, 1994).

schopnost rastu pri pH < 5

acidofil

optimum pH2-4

Tab. 5 Zakladné rozdelenie organizmov v extrémne nizkom pH (upravené podla Canganella a Wiegel, 2011).

Ak organizmy preferuju vysoké hodnoty pH, nazyvame ich alkalofily. Optimalne rasta pri pH > 9. Pri
neutralnom alebo nizSom pH rasti vel'mi obtiazne (Canganella a Wiegel, 2011). Ich bunkovy povrch
zohrava doleziti ulohu pri udrzani stabilného vnutorného pH, ale tato ich vlastnost’ nie je poriadne
preskimana. Takéto organizmy sa vyskytuju napriklad v zahradnych pddach alebo alkalickych
jazerach s vysokym obsahom Na,COs;. Alkalofily vyZzaduju pre svoj optimalny rast iony sodika.
Vdaka tomu s schopné udrzat’ spravny protonovy gradient intracelularnych H* iénov a tak udrzat’



spravne pH vo vnutry cytoplazmy (Mesbah et al., 2009). Ich intracelularne enzymy maju vysSie
rychlosti katalyzy za neutralneho pH, ale extracelularne enzymy pri hodnotach pH > 9 (Larson a
Kallio, 1954). Patria sem zastupcovia prokaryot radu Chroococcales alebo Spirulina, alebo archei ako
napriklad Halorubrum Vacuolatum (Canganella a Wiegel, 2011).

Extrémy vysokého pH

alkalotolerant optimum pH < 8,5 max. pH =9

opt. pH > 8,5; pri hodnotach blizkych
alkalofil fakultativny min. pH < 8 neutralnemu pH (6,5) nie su schopné rastu,
alebo rastu velmi pomaly

Tab. 6 Zakladné rozdelenie organizmov v extrémne vysokom pH (upravené podl'a Wiegel, 1998).

2.1.6 Iné druhy extrémofilnych prostredi

VysSie uvedené prostredia su typickou definiciou extrémov. Existuji aj doplnkové faktory, ktorym
musia organizmy ¢elit’, pokial chcu optimalne prosperovat. Tie sa Casto prelinaju so zakladnymi
typmy extrémov. Niektoré oblasti na Zemi si vystavené intenzivnejSiemu slne¢nému Ziareniu.
Napriklad oblasti blizko polov. Organizmy pouzivaju rézne opatrenia ako napriklad pigmenty
(karotenoidy), ktoré niCia nebezpecné kyslikové radikaly. Identifikacia tychto pigmentov je hlavnym
predmetom tejto prace. V suvislosti so silnym UV ziarenim je dolezité spomenut dalsi typ
extrémneho prostredia a to extrémne suché. Prikladom by mohla byt pust Atacama na zapadnom
pobrezi JuZznej Ameriky. V suvislosti s vyskumom na tychto lokalitach sa vyrazne podiel'al Ramanov
spektrometer. V praci Vitka et al., 2012 vel'mi presne demonstrovali vyuzitie tejto metody v
identifikécii vyznamnych biomarkerov organizmov Zijlicich v tychto extrémoch.

3.0 VYBRANE SKUPINY ORGANIZMOV VHODNYCH PRE DEMOSTRACIU VYUZITIA
RAMANOVEJ SPEKTROMETRIE

3.1 Sinice

Cyanobaktérie su najrozsiahlejSou skupinou gram-negativnych fotosyntetizujucich prokaryotickych
organizmov. Na Zemi su kozmopolitne rozSirené od horacich pramenov az po oblasti Antarktidy a
Arktidy (Stanier a Cohen-Bazire, 1977). Ich pévod sa datuje do obdobia Prekambria. V tomto obdobi
neexistovala ozonova vrstva, takze cyanobaktérie boli evoluénym tlakom prinatené k vyvoju
efektivnych mechanizmov obrany proti UV-radiacii (Rajeshwar a Donat, 2007). NajstarSie nalezy
skamenelin sinic sa datuju vekom 3,5 miliardy rokov, ¢o je skuto¢ne obdobie Prekambria. Tieto fosilie
pochadzaju z Apex Basalt zo zapadnej Australie (Schopf, 1993). Niektoré prace datujii najstarSie
kolénie cyanobaktérii vekom 3,8 miliardy rokov (Edwards, 2010). Dalsie fosilie, ktoré sa povazuji za
najstar$i dokaz oxigénnej fotosyntézy su 2,7 miliardy rokov staré a pochddzaju takisto zo zapadnej
Australie, Tumbiana Formation (Buick, 1992). Vdaka tejto vlastnosti sinic, vytvorili tieto organizmy
vhodné podmienky pre evolticiu d’alSich foriem Zzivota.

Sinice st hlavnymi producentmi biomasy vo vodnych, ale aj terestrickych ekosystémoch. V
niektorych vodnych ekosystémoch reprezentujt az 50% biomasy (Héder et al., 2007). V dnesnej dobe
majl aj iny vyznam a to napriklad ich schopnost’ fixacie atmosférického dusiku (viac nez 35 miliénov
ton roc¢ne). To ich robi vyznamnymi pre ekologiu krajin, v ktorych sa pestuje ryza. Prispievaji k
zvyseniu fertility rastlin (Vaishampayan et al., 2001).




Sinice patria do prokaryotnych organizmov a preto je stavba ich bunky pomerne jednoducha oproti
eukaryotom. V cytoplazme chyba jadro, Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum, mitochondrie,
atd’. Ich bunecna stena je tzv. gram-negativneho typu. Zakladnou stavebnou jednotkou ich buneénej
steny je peptidoglykan. Je tvoreny dvoma cukrami, N-acetylglukozamin a N-acetylmuramova
kyselina. St spojené beta (1, 4) glykozidickou vdzbou. Na tieto cukry sa viaze skupina Styroch
aminokyselin. V bunecnej stene gram-negativnych organizmov sa vyskytuje priblizne 10 %
peptidoglykanu. Preto sa tu nachadza navyse vonkaj$ia membrana, ktora je tvorena na vnatornej strane
fosfolipidmi a lipoproteinmi a na strane vonkajsej zasa lipopolysacharidmi. Je priepustna pre menSie
molekuly a vodu.
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Obr. 1 Peptidoglykan

Medzi najdolezitejsie organely bunky sinic patria tylakoidy. Tylakoidné membrany su miesta
respiratného elektronového transportu, ale aj miesta fotosyntetickych reakcii (Mullineaux, 2013).
Premeny energie pocas fotosyntézy su kontrolované vel'mi komplexnymi systémami, ktoré sa spustaji
vplyvom externych faktorov. Tie su napriklad intenzita a kvalita svetla alebo vystavenie svetelnému
ziareniu. Na druhej strane su faktory interné, ako napriklad dostupnost’” uhlika. Jednotlivé kroky
fotosyntézy sa daju primarne rozdelit’ do dvoch faz (Peter et al., 2014).

Prvé, tzv. svetelna faza, zahifia procesy premeny svetelnej energie na energiu chemickt, v podobe
NADPH a ATP. Tieto molekuly su v d’alSej faze vyuzité k tvorbe cukrov. Uvoltfiuje sa tu kyslik.
Pigmenty v tylakoidoch dokazu absorbovat’ svetelnli energiu a premienaju ju na energiu chemicka.
V membrane tylakoidu sa nachadzajua chlorofyl a, a a S-karotén a xantofyly. Na povrchu tylakoidu sa
nachadzaju utvary zvané fykobilizomy, ktoré obsahuji farbiva fykobiliny. Dva z nich st modré:
c-fykocyanim a alofykocyanin, ajeden je Cerveny: fykoerytrin. Umozinuji absorpciu svetla aj za
nizkych hodnot svetelného Zlarenia (napr. Vv pode, pod vodou, atd.),
(http://ibiochemie.upol.cz/WebGraphics/biochemie/download/Modul-07A.ppt).

Druha tzv. tmava faza, vyuziva energiu NADPH a ATP a fixaciou CO, ju uklada do sacharidov.
Nepotrebuje svetelnu energiu pre svoje procesy.
(http://ibiochemie.upol.cz/WebGraphics/biochemie/download/Modul-07A.ppt).


http://ibiochemie.upol.cz/WebGraphics/biochemie/download/Modul-07A.ppt
http://ibiochemie.upol.cz/WebGraphics/biochemie/download/Modul-07A.ppt
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Obr. 2 Fykobilizom

3.2 Riasy

Jednou z vyznamnych skupin organizmov, ktoré dokazu odolavat’ nepriaznivym vplyvom prostredia
su riasy. Prevazne sa jedna o prostredie s vysokym UV ziarenim, kde podobne ako sinice, vyuzivaji
rozne typy pigmentov. Je mozné najst’ aj druhy, ktoré su psychrofilné a dokazu odolavat’ nizkym
teplotdm pomocou réznych adaptacii, ktoré boli popisané bliz§ie v kapitole o extrémoch nizkych
teplot. Vyskytuju a aj iné extrémofilne orientované riasy.

Vo vSeobecnosti sa jedna o jednoduché autotrofné organizmy, ktoré mozu byt jedno aj viac bunkové a
vytvarajuce stielky. Ich predchodcami boli heterotrofné riasy a po procese primarnej symbiozy so
sinicou, alebo sekundarnej s inou riasou, vznikli sti¢asné riasy. Tie st schopné fotosyntézy vd’aka
symbiotickému vyvoju chloroplastov. Pre svoj zivot potrebuju nevyhnutne vodu a tak ich najdeme
hlavne vo vodnom prostredi. Vyskytuju sa aj v symbidze s lisajnikmi, kde mykobiont poskytuje riase
dostatok vody na prezitie a spravnu funkciu fotosyntetického aparatu.

Systém rias je ¢asto znac¢ne nejednotny. Dolezité je pre nas rozdelenie z hl'adiska obsahu pigmentov.
Cervené vyvojové $tadia obsahujii hlavne chlorofyl a + d, zelené chlorofyl a + b a hnedé chlorofyl
a + c. Cervené riasy mozu obsahovat’ este fykocyanin a fykoerytrin. Fukoxantin mozZe byt obsiahnuty
v hnedych rozsievkach a chaluhach. Cervenoocka obsahuju xantofyly a f - karotén. Zelené riasy mozu
obsahovat’ xantofyly a takisto f - karotén (www.scspp.sk/profesori/sromekova/riasy.ppt).

Vyznam tychto organizmov je vel'mi vyrazny. Su sucastou fytoplankténu a Cistiaceho procesu vod.
Tvoria vyznamné bioindikatory, vytvaraji diatomit a taktiez sa vyuzivaji ako krmiva alebo potravina.

V praci Barletta et al., 2015 sa venovali identifikacii niektorych pigmentov rias pomocou Ramanovej
spektrometrie. Zamerali sa hlavne na rozsievky. Uspesne analyzovali pigmenty vo fytoplanktone.
Specialne S - karotén, fukoxantin a lutein. Touto pracou potvrdili, ¢ Ramanova spektrometria je
nedestruktivna metdda vhodna pri identifikacii pigmentov. V pripade fukoxantinu, ktory vyrazne
reaguje na prisun UV Ziarenia, boli schopny sledovat’ aj zmeny v pomeroch koncentracii tohto
pigmentu.
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3.3 Lisajniky

V suvislosti s exobioldogiou a Ramanovou spektrometriou bola skiimana aj skupina organizmov
lisajniky.

Lisajniky st symbiotické organizmy, zloZzené z dvoch navzdjom prospesnych partnerov. Symbidzu
tvori mykobiont (huba) a fotobiont (sinica alebo riasa). Niekedy je v symbioze vacsi pocet fotobiontov
nez jeden (Lumbsch a Leavitt, 2011). Vacsina volne zijhcich sinic alebo rias sa vyskytuje v prirode,
najmd Vo vodnom alebo vel'mi vlhkom prostredi. Pokial’ st ale v symbio6ze s hubou a tvoria liSajnik,
funguju aj v prostredi, ktoré moze byt pravidelne suché. Ulohou mykobionta je poskytnut liajniku
anorganické latky a to najmi vodu. Taktiez poskytuje ochranu pred predatormi. Dalou vlastnostou
huby je pevné prichytenie k substratu celého liSajnika a vytvorenie typu stielky. Mykobiont je schopny
prichytenia arastu na skalach, na pustnej pode alebo na listoch v tropickych dazd’ovych lesoch
(Lumbsch a Leavitt, 2011). Fotobiont ma hlavne fotosynteticki lohu. Poskytuje organické latky
(zdroj uhliku). Vyhodou tejto symbiodzy je fakt, zZe spolocne si dokazu huba a sinica (riasa) vyrobit’ tzv.
sekundarne metabolity, ktoré st nevyhnutné pre preZitie organizmu v extrémnych podmienkach.
Zriedka sa tieto typy metabolitov vyskytnu v inych typoch organizmov. Vdaka tomu st liSajniky
schopné prosperovat’ v podmienkach extrémne nizkych teplot (arkticka tundra), odolavat’ vysokej
urovni slne¢ného ziarenia (polarne oblasti, puste) alebo zvladat’ vplyvy suchych oblasti. VSetky druhy
liSajnikov zahfiaju viac nez 20% svetovej biodiverzity hub. V pripade priblizne 20% liSajnikov je
fotobiont zelena riasa Trebouxia (Vasudeo a Lew, 2012).

Druh stielky, ktort liSajnik vytvori, zavisi na interakcii mykobionta a fotobionta. Pozname tieto typy
stielok: korovitd (pevne zrastena s podkladom), lupeniovitd (k podkladu prichytena len Ciastocne),
krickovita (z jedného miesta vyrastaju, niekedy az meter dlhé stielky, ktoré sa krickovito vetvia),
vlaknita (tvorena dlhymi vlaknami) a slizovita (neur€ity tvar, rosolovita konzistencia) (Rosypal, 2003).
Pokial' sa mykobiont vyskytuje v prirode v nelichenizovanom stave, zostava relativne amorfny. V
pripade kontaktu s jeho fotobiontom dochadza k tvorbe stielky (Ahmadjian, 1993). Rast liSajnika je
obyc¢ajne vel'mi pomaly (milimetre za rok). Niektoré druhy sa mézu dozivat’ viac nez tisic rokov a
preto sa daju pouzit’ napriklad na datovanie povrchu skal (Beschel, 1961).

V dnesnej dobe je podla odhadov vicSina hub neidentifikovana. Tym padom je druhova diverzita
liSajnikov stale dopliovana (Lumbsch a Leavitt, 2011). Nedavne studie zistili, Ze pocet druhov hub
moze byt vy$si nez 1,5 miliona (Blackwell, 2011). Pritom len 100 000 druhov je v suéasnosti
popisanych. Viac nez 16 000 sa ich vyskytuje vo forme lisajnikov (Kirk et al., 2008). Vo vicsine
pripadov je mykobiont zastupeny kmenimi Ascomycota a Basidiomycota. Z toho najvéac¢sia Cast’ patri
kmetiu Ascomycota a iba priblizne 2 % druhov st zastupené kmetiom Basidiomycota. Ascomycota su
huby pomerne dost’ diverzifikované a preto st vo vSeobecnosti dolezité pre pochopenie evolucie hub a
teda aj liSajnikov (Lumbsch a Leavitt, 2011). Pri pomerne komplikovanej klasifikacii lisajnikov st
dolezité okrem konzervativnych ultrastrukturalnych znakov aj morfologicky charakter stielky,
samotny chemizmus liSajnikov a produkcia sekundarnych metabolitov (tzv. extrolity - extraceluldrne
sekundarne metabolity).

LiSajniky produkuju Siroké spektrum primarnych a sekundarnych metabolitov. Za primarne sa
povazuju intracelularne, pricom sekundarne maju extracelularny charakter (Lauterwein et al., 1995).
Sekundarne metabolity su z va¢sej Casti nerozpustné vo vode a mozeme ich extrahovat’ z organickych
rozpustadiel. Medzi primarne metabolity radime aminokyseliny, polyoly, karotenoidy, polysacharidy
a vitaminy. Sekundéarne metabolity su produkované hlavne mykobiontom a vylu¢ované na povrch hyf
v amorfnej forme, alebo ako krystaly. Maju rozne funkcie ako napriklad antibioticku, antiviralnu,
antimykobakterialnu a antiherbivornu. Znizuju aktivitu enzymov alebo inhibuju rast rastlin. Niektoré
primarne polysacharidy, ktoré sa vyskytuji v bunkovych stenach (lichenan, izolichenan, niektoré
karotenoidy) majt velky vyznam z taxonomického hl'adiska a pomahaju pochopit’ evoltciu lisajnikov
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(Shawuti a Abbas, 2007). V dneSnej dobe je znamych asi 1000 sekundarnych metabolitov (Orange
et al., 2001). Latky produkované lisajnikmi sa daju rozdelit' aj z hl'adiska chemickej Struktiry a to
na: alifatické (kyseliny, polyhydrické alkoholy), aromatické (polyfenolické latky, chindny, triterpény,
zlozky obsahujtce dusik a iné), karbohydraty (polysacharidy) (Dayan a Romagni, 2001; Orange et al.,
2001). V Suchych udoliach McMurdo v oblasti Rossovho mora sa vyskytuju epilitické lisajniky, ktoré
su vystavené extrémnemu UVB ziareniu, vysychaniu a nizkym teplotam. Ako ochranu si preto
produkuju karoteniody a rozpustné latky. Kompatibilné rozpustné latky produkuje hlavne huba. St to
napr. polyhydrické alkoholy, polyoly alebo trehaldzu (disacharid) pri extrémnom vysychani (Edwards
et al., 2003).

V praci Jorge-Villar et al., 2011 sa zamerali na moznosti Ramanovej spektrometrie pri vyskume
lisajnikov zo Spanielskej puste Tabernas. Lisajniky produkuju rozlicné biomolekuly na ochranu proti
vysokym teplotam a vysychaniu. Pomocou troch druhov spektrometrov (prenosny - 785 nm,
FT-Raman - 1064 nm a micro-Raman) a v dvoch experimentalnych podmienkach sa snazili tieto
biomolekuly detegovat’. LiSajniky boli merané v laboratoriu ako vlhké a potom po intenzivnom suSeni
ako suché. V teréne boli merané ako vlhké vplyvom intenzivneho dazd’a. V oboch pripadoch boli
pouzité prenosné spektrometre a nasledne laboratorny mikrospektrometer. Skimané boli lisajniky
Squamarina lentigera, Diploschistes diacapsis a Lepraria crassissima. Analyzy na suchych vzorkach
pomocou prenosného spektrometru ukazali na pozadi flourescenciu. Niektoré liSajniky st totiz
fotosynteticky aktivne len v pripade vysokej vodnej saturacie a dostato¢nej Grovne PAR. V pripade
intenzivneho dazd’a bolo mozné pozorovat zmeny v intenzite sfarbenia (zelena a hneda boli
intenzivnejsie). Toto mdze byt vyznamné zistenie pre exobiologicky vyskum, pretoze v extrémnych
podmienkach mo6zu niektoré druhy extrémofilov vykazovat’ necinnost’, az kym sa nedosiahnu potrebné
urovne faktorov, ktoré vyzaduju pre svoj aktivny metabolizmus. Tato praca d’alej dokazala, Ze pri
merani komplexnych biomolekl je taktiez dolezita velkost’ daného bodu na vzorke. V jednom bode
moze byt jeden pigment pritomny viac a iny menej. V inom bode je to opa¢ne (Jorge-Villar et al.,
2011). Podobnou problematikou sa zaobera aj praca Miralles et al., 2012, v ktorej sa zamerali takisto
na vzorky z paste Tabernas, ale pridana je aj analyza cyanobaktérii.

4.0 NIEKTORE VYZNAMNE PIGMENTY VYBRANYCH DRUHOV ORGANIZMOV

Lisajniky st vysledkom symbiozy medzi hubou a riasou alebo hubou a sinicou. Délezité pigmenty pre
nas§ vyskum st prave tie, ktoré obsahuju fotobionti. Napriek tomu je mozné zaznamenat iné
sekundarne metabolity, ktoré produkuje huba. Tie st bohuzial’ vel'mi zlozité na identifikaciu. Preto sa
tato kapitola venuje hlavne zakladnym pigmentov sinic a rias. Riasy maji podobné obsahy tychto
latok ako sinice, nakol'ko sa sinice odvodzuju zo skupiny rias. Podrobna analyza tychto latok pre
kazda skupinu zvlast’ by bola zbytocna.

Medzi zakladné farbiva sinic, ktoré s schopné pohlcovat’ svetelné Ziarenie o istych vinovych dizkach,
patria chlorofyl a, a a f-karotén, xantofyly a fikobiliny. Karotény a xantofyly patria do skupiny
karotenoidov. Su to tetraterpény (40 atomov uhliku). Maju vyznamny antioxida¢ny ucinok.
Tetraterpény st skupinou terpenoidov. Su to latky produkované vyhradne rastlinami. Medzi
terpenoidy patria uhlovodiky a ich kyslikaté derivaty alkoholy, ketony, aldehydy a karboxylové
kyseliny (Kfibek, 1981).

Karotenoidy st Cervené a zIté pigmenty, ktoré tvoria sucast’ tkaniv baktérii (sinic), hib a vacSiny
zelenych rastlin. Vyskytuji sa v pelovych zrndch a spoérach ako latka sporopolenin. Karotenoidy v
tkanivich sa v priebehu diagenézy rychlo rozpadaju. Sporopolenin je velmi odolny a staly.
Karotenoidy st latky alifaticko-cyklickej povahy so systémom konjugovanych véizieb. Delime ich na
karotény (uhlovodiky) a xantofyly (kyslikaté derivaty). Najznamejsi karotén je p-karotén a
najzname;jsi xantofyl je lutein a flavoxantin (Kiibek, 1981).
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Obr. 3 ,B—karotén CaoHsg

Obr. 4 Lutein C4oHs560,

Chlorofyl je respiratny pigment zivych organizmov. Patri do skupiny porfyrinov. Porfiryny su
dusikaté heterocyklické latky, ktorych Struktira je tvorena S$tyrmi pyrolovymi jadrami. Tie su
navzajom spojené metinovymi skupinami. Chlorofyl a ma horéik vo svojich molekulach u zivych
organizmov. Na jadro chlorofylu je estericky viazany diterpenicky alkohol fytol (Kiibek, 1981).

Obr. 5 Chlorofyl a
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V obdobi pred 3,5 - 2,7 miliardami rokov sa sinice museli vyrovnat’ s absenciou ozonovej vrstvy, ktora
by ich ochranila pred ni¢ivym ultrafialovym ziarenim (UVR). Vyvinuli niekol’ko G€innych stratégii na
obranu proti UVR. V dnes$nej dobe industrializdcie dochadza vplyvom antropogénnej Cinnosti ku
stencovaniu ozonovej vrstvy v stratosfére. Spdsobuje to napriklad uvol'novanie chlorofluérokarbonov,
chlorokarbénov alebo organobromidov (Crutzen, 1992). Proces ochudobnovania ozénovej vrstvy je
vyrazny hlavne v Antarktide, kde sa hladina 0zénu znizila o viac nez 70 % v polarnom vortexe (Smith
et al., 1992). Fixacia dusiku a fotosyntéza su procesy, ktoré s zavislé na solarnej energii. Preto st
sinice v ich prirodnych prostrediach vystavené skodlivym davkam UV-A (315 - 400 nm) a UV-B (280
- 315 nm) radiacie (Singh et al., 2010). UV-B Zziarenie produkuje reaktivne formy kyslika (ROS -
reactive oxygen species), ktoré moéze poskodit’ lipidy, DNA alebo proteiny. Sinice st stcasne
vystavené fotosynteticky aktivnemu ziareniu (PAR - photosynthetic active radiation, 400 - 700 nm) aj
UVR. Mechanizmy obrany sinic proti radiacii zahfiajii napriklad aktivne vyhybanie a zbavenie sa
ROS (Reactive oxygen species) enzymatickymi a neenzymatickymi antioxidantmi. Syntetizuju zlozky,
ktoré dokazu absorbovat’ UV ziarenie ako napriklad MAAs (mycosporine - like amino acids = amino
kyseliny podobné mykosporinu) a pigment scytonemin. Takisto maji schopnost’ opravit’ poskodent
molekulu DNA a resyntetizovat’ proteiny (Singh et al., 2010). V siniciach méze dojst’ k trom stupiiom
diferenciacie buniek a to na bunky vegetativne, schopné fotosyntézy. Heterocyty, schopné fixacie
dusiku a nakoniec akinety, ktoré su schopné prezit v nepriaznivych podmienkach a zéaroven
uskladiiuju fosfat. Vystavenie buniek UV-B radiacii spdsobilo oneskorenie v diferenciacii
vegetativnych buniek na akinety alebo heterocyty. Tento jav bol pozorovany na sinici Anabaena
aequalis (Blakefield a Harris, 1994).

Zo vsetkych pigmentov, ktoré sinice produkuju, st najdodlezitejSie fykobiliproteiny (fykoerytrin: Amax
540 - 570 nm; fykocianin: Ama 610 - 620 nm; alofykocianin: Amg 650 - 655 nm). Sa usporiadané v
utvaroch, ktoré nazyvame fykobilizomy (Sinha et al., 2005). V sinici Nostoc spongiaeforme bolo
pozorované, ze vysoké vystavenie PAR spdsobilo znizenie hladiny fykocianinu o 93 %,
alofykocianinu o 75 % a fykoerytrinu o 69 % (Bhandari a Sharma, 2006). Vystavenie sinic UV-B
radiacii sposobuje blednutie fykocianinu a fykoerytrinu ako nasledok rozpadu fykobilizomov (Sinha et
al., 2005). V niektorych siniciach z ryzovych poli bola pozorovana kompletna strata aktivity enzymu
nitrogenaza (schopnost’ fixacie dusiku) v priebehu 25 - 40 minutového vystavenia UV-B radiacii
(Kumar et al., 2003).

Niektoré sinice st schopné aktivneho pohybu a tak sa mézu v pripade vysokej solarnej radiacie,
pohybovat’ nizsie (Reynolds et al., 1987). Mnohé dokazu syntetizovat’ extracelularne polysacharidy,
ktoré st schopné absorbovat” $kodliva radiaciu (Ehling-Schultz et al., 1997). Toxické ROS ako
superoxid (O,), hydroxilové radikaly (OH") alebo peroxid vodika (H,O,) m6zu spdsobit’ tzv. oxidacny
stres (nerovnovaha medzi antioxida¢nou kapacitou bunky a poctom volnych radikalov). Preto si sinice
tvoria enzymatické (katalaza, superoxid dismutaza alebo glutation peroxidaza) a neenzymatické
antioxidanty (vitamin C, vitamin E alebo karotenoidy), (He a Hader, 2002).

Najznamej$imi zlu¢eninami schopnymi absorbovat’ UV radiaciu st MAAs a scytonemin. MAAs su
malé, bezfarebné, vo vode rozpustné zluceniny zlozené¢ z chromoforov cyklohexenonu alebo
cyklohexeniminu konjugovaného s dusikatim substituentom amino kyseliny (Singh et al., 2008b).
MAAs maju absorpéné maxima medzi 310 - 362 nm. Absorbuji vysoko energetické UVR a
rozptyl'uji ho do svojho okolia vo forme neskodného tepelného Ziarenia (Conde et al., 2004). Su
schopné fungovat’ ako antioxidanty a ochranit’ tak bunku pred ROS z UVR (Dunlap a Yamamoto,
1995). Syntéza MAAs v siniciach zalezi na mnozstve dostupného dusika. Va¢sia dostupnost’ dusika
sposobi vyssiu syntézu MAAs (Singh et al., 2008a).

Scytonemin je Zlto-hnedy pigment sinic rozpustny v lipidoch. Lokalizovany je v extracelularnom
polysacharidovom obale (Sinha a Hider, 2008). Jeho absorpéné maximum je 370 nm in vivo. Cisty
scytonemin ukazuje maximum svetelnej absorbcie v 386 nm ale vyrazne absorbuje aj v 252, 278 a 300
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nm. Jeho syntéza je primarne podmienena UV-A Ziarenim. Vyskytuje sa aj Vv pripade vinovych dizok
UV-B a UV-C radiacie. Redukuje vstup UV-A Ziarenia do bunky az o 90 % a je vysoko stabilny
(Garcia-Pichel a Castenholz, 1991). Pomocu vibraénej metody Ramanovej spektroskopie bol
scytonemin prvy krat charakterizovany v roku 2000 (Edwards et al., 2000).

Niektoré sinice st schopné podstapit’ apoptdézu alebo programovanti bunkova smrt’ (PCD -
programmed cell death). Tento dej nastava v pripade, Ze je bunka natol’ko poSkodena, Ze nieje mozna
jej reparacia. PCD bola pozorovana na dusik fixujucej sinici Trichodesmium sp. a vyvolala ju zvysena
radiacia, nedostatok zeleza a oxidativny stres (Berman-Frank et al., 2004).

Obr. 6 Scytonemin

Riasy patria medzi vyznamnych obyvatel'ov vodnych ekosystémov. Casto su pritomné v extrémnych
prostrediach kde je nedostatok zivin, vysoké UV Ziarenie alebo nizka teplota. Preto sa musia s tymito
faktormi vysporiadat’ pomocou roznych adaptacii. Jednou z vyznamnych adaptacii typickych pre riasy
je produkcia pigmentu astaxantinu. Tento pigment je produkovany v urCitych vyvojovych Stadiach
organizmu a slizi ako fotoprotektivny pigment, ktory chrani bunky pred UV ziarenim. A takisto pred
jeho oxidativnymi U¢inkami (Maia et al., 2014). Patri medzi karotenoidné pigmenty a najdeme ho
hlavne v tychto druhoch organizmov.

Obr. 7 Astaxantin
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5.0 ASTROBIOLOGIA

Astrobiologia, alebo aj exobiologia, je veda zaoberajiica sa moZnostami zivota vo vesmire, ktora
vyuziva multidisciplinarny pristup. Zahtia v sebe poznatky bioldgie, geoldgie, chémie, fyziky a inych
vednych oborov. Pozornost’ sa venuje prostrediam v alebo mimo slne¢nt ststavu, ktoré by mohli
poskytnut’ vhodné podmienky pre Zivot. Vyznamnou sucastou vyskumu exobiologie je aj otazka
technologii, ktoré mozu byt schopné detegovat’ zivot ako ho pozname na Zemi. Nieje totiz realne
mozné vyrobit’ technoldgiu pre vyskum zivota, ktory ma iny zaklad nez ten na Zemi. Jednoducho
preto, pretoze taky Zivot zatial nepozname. Aj tu sa ale stretavame s istymi limitmi, a to hlavne
problém financovania. Preto je prvoradé vyuzit' existujuce technologie, charakterizovat’ ich limity
a sustredit’ pozornost’ na moznosti, ktoré poskytuje vo vyskume exobioldgie nasa Zem. Kvoli tomu je
pozornost’ venovana otazke limitov pre zivot, ktory mézeme pozorovat’ na nasej planéte.

Stale vicsia pozornost’ je venovana aj planéte Mars. Na “Cerventi planétu bolo vyslanych niekol’ko
misii. Prvé sondy boli vypustené uz v roku 1962 (USA — Mariner 4). Nasledovali sovietske sondy
Mars 2 a Mars 3 (1971). Medzi najdolezitejSie misie patria Mars Oddysey (2001), ktora stale obicha
okolo planéty a vdaka gamma spektrometru objavila zndmky vodika vo vrchnej Casti miestneho
regolitu (upravené podla URL 7). Vroku 2003 bola Eurdpskou agentirou vyslana sonda Mars
Express, ktora pomocou planetarneho Fourierovho spektrometra, ktory vyuziva infracervené ziarenie,
dokazala pritomnost’ metanu v atmosfére Marsu (Bertaux et al., 2005). Medzi najaspesnejSie misie
patri americky projekt Mars Exploration Rover, ktory funguje dodnes. Dve vozitka Spirit
a Opportunity vroku 2004 pomocou mechanického ramena odobrali vzorky z povrchu Marsu
a uspesne ich analyzovali. Objavili mineraly sadrovec, hematit a goethit v takych formach, v akych sa
vyskytuju na naSej planéte V podmienkach poésobenia vody. Toto bol dokaz o tom, ze na Marse
skuto¢ne existovala voda v tekutom stave (upravené podl'a URL 7).

Na Mars bolo vyslanych mnoho inych misii. Po objave dokazov pritomnosti vody v tekutom stave sa
zvysil zaujem organizacii o objave stop po Zivote na tejto planéte. Ako vieme, na Zemi je voda
zakladnym elementom pre Zivot ako ho pozname. Preto sa do budicna planuji misie, ako napriklad
ExoMars (2018), ktoré¢ sa budil zaoberat’ prave vyskumom organickych molekul pod povrchom
Marsu. Budu sa snazit’ o objav stop po Zivote, ¢i uzZ minulom alebo sucasnom. Prave misia ExoMars
by mala na svojej palube niest miniaturizovany Ramanov spektrometer ako vhodny nastroj pri
identifikacii latok, ktoré by mohli indikovat’ prostredie vhodné pre extrémny Zivot. Dal§imi ciel'mi
astrobiologického vyskumu st aj vesmirne telesa Eurdpa a Titan.

Misia ExoMars ma za Glohu dorucit’ na planétu eurdpske vozidlo, ktoré bude cestovat’ po povrchu
a rusku pristavaciu platformu pre toto vozidlo, ktora takisto ponesie isté typy pristrojov. Primarny ciel
misie je pristat’ s roverom na mieste s vysokym potencidlom dobre zachovaného organického
materialu. NajlepSie z rannych obdobi historie Marsu. Nakol'ko je atmosféra planéty prilis riedka
a neposkytuje dostato¢nu ochranu pred silnym UV ziarenim, bude rover ziskavat vzorky hlavne
z podpovrchovej oblasti. Maximalne do hibky dvoch metrov. V prvych dvoch metroch sa
nepredpoklada pritomnost’ biomarkerov a biomolekul vzhl'adom k vysokému UV ziareniu. Vrtak bude
opatreny infracervenym spektrometrom pre okamzité urcenie mineralogického zlozenia priamo
Vv navitanej diere. Dalej bude vzorka transportovana do roveru pre bliz$iu chemick a mineralogicku
analyzu so Specialnym zameranim na organické latky (upravené podl'a URL 11).

Vozidlo ponesie so sebou tzv. next generation instruments, teda pristroje d’alSej generacie. Pre
digitalne mapovanie terénu bude pouZita panoramaticka kamera (PanCam). Pre vhodny vyber vzoriek
bude z mineralogického hladiska pouzity infracerveny spektrometer, S$pecialne navrhnuty pre
ExoMars (ISEM). Pre detailné obrazky vzoriek alebo vrtov je vybrany systém Close — UP Imager
(CLUPI). Podpovrchovu oblast’ priamo pod roverom bude skiimat’ radar WISDOM (Water Ice and
Subsurface Deposist Observation On Mars), ktory poskytne informacie o stratigrafii v spolupraci so
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zariadenim ADRON. Toto zariadenie je schopné identifikovat’ podpovrchovii vodu a hydratované
mineraly. Mineralogické zlozenie bude analyzovat’ takisto zariadenie Ma_MISS (Mars Multispectral
Imager for Subsurface Studies), umiestnené priamo vo vrtaku a zariadenie MicrOmega, teda
spektrometer s viditelnym a infracervenym zobrazovanim. Bliz§ie identifikovanie vyznamnych
biomarkerov pomdze ur¢it MOMA (Mars Organic Molecule Analyser). V neposlednom rade, a pre
nas velmi vyznamnom, bude pre analyzu mineralogického zlozenia a identifikiciu organickych
molekul pouzity RLS Ramanov spektrometer (upravené podl'a URL 12).

Obr. 8 Rover misie ExoMars (2018)

V kontecte projektu ExoMars stvisia okrem prac nasho vyskumného timu aj iné zaujimavé publikacie.
V praci Lopez-Reyes et al.,, 2013, sa Spanielsko-franciuzsky vyskumny tim pokusil o simulaciu
podmienok merania na Marse pomocou Ramanovho spektrometra (RLS), ktory sa pri misii pouZzije.
Jeho ulohou bude identifikovat’ druhy mineralnych zfn v horninach, detegovat’ organické zlozky
a stopy biologickej aktivity. Takisto bude charakterizovat’ mineralne faze, ktorych vznik sa vzt'ahuje
na pritomnost’ vody a magmatické minerély s ich alteraénymi produktmi. Vlnova dizka spektrometra
bude 532 nm s vykonom 0,6 — 1,2 kW/cm? a stopou laseru 50 um, ktory analyzuje 20 roznych miest
na jednej vzorke vo forme prasku (velkost' zfn 200 — 250 um). Vedci skonstruovali kopiu
spektrometra a nasimulovali podmienky silného UV ziarenia na povrchu Marsu. Pouzili dva prirodné
vzorky. Karbonatovi brekciu z nérskych Spicbergov a silicifikovany sopeény piesok (rohovec)
z Barbertonu v Juznej Afrike, ktory obsahoval organické stopy (3,3 miliard stary). Tretia vzorka bola
synteticky pripravena ako mix dusi¢nanu draselného s oxaldtom sodnym a kalcitu so sadrovcom.
Stopa laseru 50 um a velkost’ rozomletych zfn < 250 um dokazali, ze tato technologia je schopna
detegovat’ mineralne druhy a takisto aj minoritné fazy. Problém moéze nastat’ vtedy, ak mame zmes
dvoch materiadlov, z ktorych jeden je zastipeny v mensine a ma slaby Ramanov rozptyl. Druhy ma
signdl silny a tak prekryje minoritna zlozku a ta nieje detegovand. Pocas automatickej RLS analyzy,
kde sa vyhodnocuju spektra na zaklade pomeru signal/Sum, nemusia byt niektoré vyznamné latky
detegované.
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Stadiom moznosti Ramanovej spektrometrie v stvislosti s astrobiologickym vyskumom Marsu sa
zaoberaju aj prace na naSej univerzite. V neposlednom rade sa vyskum zameriava na prenosné a
prirucné pristroje, pretoze sa ukazuji ako vhodny néstroj vo vesmirnom vyskume. Ramanova
spektrometria sa povazuje za analytickl, nedeStruktivnu metddu schopnu detegovat’ biomolekuly,
ktoré by mohli suvisiet’ so zivotom na Marse. Je nutné pripomenut’, Ze podmienky pre zivot na Marse
su jednoznacne extrémne a preto sa vyskum musi ststredit’ na extrémofilné organizmy a extrémne
prostredia pre Zivot na Zemi. V praci Vitka et al., 2012 sa zamerali na vzorky halitu z hyperaridne;j
oblasti puste Atakama. Jedna sa 0 najsuchsie miesto na Zemi so zrazkami menej ako 2 mm za rok
(McKay et al., 2003). Merania uskutoénili pomocou miniaturizovaného Ramanovho spektrometra
s laserom 0 vinovej dizke 532 a 785 nm. Merania boli uskutoénené priamo v teréne na skalach, ale aj
na homogenizovanych praskovych vzorkach. Jednalo sa kolénie endolitickych sinic. Vinova dizka 532
nm sa ukazala ako vhodnej$ia pri identifikacii karotenoidov a vinova dizka 785 nm bola viac
senzitivna pri detekcii scytoneminu (Vitek et al., 2012). Ramanova spektrometria sa teda ukazala ako
vhodny nastroj pri exobiologickom vyskume a identifikacii biomarkerov v extrémnych prostrediach.
Podobnu tému riesia aj prace ako napriklad Vitek et al., 2009 alebo Jehli¢ka et al., 2010. PouZitie tejto
technoldgie vo vesmirnom vyskume celi aj réznym problémom, ktoré je treba prekonat. Su to
napriklad stabilita laseru alebo rozlisenie kl'ucovych spektier, ktoré by mohli reprezentovat’ sucasny
alebo minuly zivot v skimanych vzorkach. Dolezita je redukcia hmotnosti pristrojov. V roku 2003
bola na Mars vyslana britska sonda Beagle 2, ktora ukazala, Ze hmotnost pristroja 5 kg je prili§ velka.
Na misiu ExoMars sa planuje pouzit' pristroj o hmotnosti 2,3 kg. Dalsim problémom méoze byt vydrz
batérie, ktora je u prenosnych (portable) spektrometrov 4 — 6 hodin. Vo vSeobecnosti plati, Ze pristroje
musia byt vel'mi odolné pretoZze budi vystavené extrémnym podmienkam (Vandenabeele et al.,
2014). V praci Zhang et al., 2012, bolo ukazané, ze Ramanove spektrum je mozné namerat’ aj v
prostredi vysokého tlaku a to 1024 metrov pod morom. Na povrchu ryby ropusnice bol pomocou
laseru o vinovej dizke 532 nm zmerany pigment f—karotén.

6.0 SPEKTROMETRIA

Vo vSeobecnosti su spektrometrické metddy zalozené na interakcii elektromagnetického Ziarenia s
urCitym typom hmoty (vzorky). Pri tejto interakcii méze hmota (molekuly, atomy) Ziarenie bud’
absorbovat’ alebo emitovat. V oboch pripadoch dochédza k vymene energie. Niekedy mdze hmota
ziarenie absorbovat’ a po Case ho sekundarne emitovat (fluorescencia). Latky mozeme skiimat’
v pevnom, kvapalnom aj plynnom skupenstve. Dokazeme ur¢it’ pritomnost’, zloZenie, koncentraciu ¢i
Struktiru danej latky. Infracervend spektrometria (IR) sleduje kvantové prechody medzi vibracne-
rotanymi stavmi molekul. Rontgenova spektrometria sa zaobera zmenami energetickych stavov
elektronov vnitorného elektronového obalu. Ultrafialova a viditelna spektrometria (UV/VIS) sa
zaobera energetickymi zmenami elektronov vonkajSieho elektronového obalu. Ramanova
spektrometria sleduje absorpciu energie molekulou a jej sekundarne uvolnenie v podobe rozptylu.

6.1 Ramanova spektrometria

Ramanova spektrometria je povazovana za nedeStruktivnu, analyticki metédu vibracnej molekulovej
spektroskopie. Je vhodna pri identifikacii latok, urc¢ovani ich zloZenia a Struktary. UmoZiiuje analyzu
latok v pevnom, kvapalnom a plynnom skupenstve. Zakladom metody je neelasticky opticky rozptyl
(Ramanov rozptyl), ktory bol popisany vroku 1928 indickym fyzikom Candrasékhara Venkata
Ramanom a Kariamanickam Srinivasa Krishnanom. V roku 1930 bola profesorovi Ramanovi udelena
Nobelova cena za fyziku. V sucasnosti st vzorky ozarované laserom a spitne rozptylené Zziarenie je
nasledne detegované. Z prichodom laseru sa tato metdda zacala pouzivat’ v Sirokom spektre oblasti
(geologia, geochémia, kriminalistika, farmaceutika, bioldgia, oblasti umenia, uhlikaté zluceniny, ...).
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Vyhodou metddy je analyza vzorky bez predoslej upravy. Metoda je rychla a detekcia je mozna
stopovych mnozstvach. Miniaturizovanim spektrometrov nasla metdda uplatnenie priamo V teréne.
Rychlu identifikdciu ndm umozituja databazy spektier, ktoré su stale rozSirované o d’alsie latky. Velka
vyhoda je detekcia organickych latok, ktoré by mohli reprezentovat’ biomarkery priamo v prirode,
Vv ich prirodzenom zlozeni a stave. Tento fakt je uplatneny aj v aplikacii Ramanovych spektrometrov
Vv oblasti exobiologie. Nevyhodou moze byt detekcia ultrastopovych mnozstiev alebo kovov. Takisto
nie je pravidlom, ze kazda latka ma nameratelné Ramanovo spektrum. Problém je Casto spdsobeny
pritomnost’ou fluorescencie. V dnesnej dobe mame moznosti pouzitia roznych druhov laserov, ¢o nam
pomaha eliminovat’ negativne faktory ovplyviiujuce nase analyzy (Dendisova et al., upravené podla
URL 8). Napriek tomu, Ze fluorescencia méze znizit' viditenost vyznamnych pasov, pouzitie inej
vinovej dizky pri eliminacii tohto javu, neovplyvni hodnotu vlnoétu (cm™) Ramanovych pasov
analyzovane;j latky (Villar a Edwards, 2006).

6.1.1 Princip metody

Zakladom metdody Ramanovej spektrometrie je interakcia molekuly skimanej latky s fotonom
budiaceho Ziarenia (monochromatické Ziarenie — laser), ktoré ma frekvenciu vo > | E; — E; | / h
(h je Planckova konstanta — 6,62606957(29) x 10°** J.s ; E;, E, st energie dvoch stacionarnych
vibra¢nych stavov molekuly). Dochadza k vyZiareniu fotonu rozptyleného ziarenia, ktoré ma
frekvenciu vg. Fotény budiaceho ziarenia su absorbované molekulou, ktora tim meni svoju virtualnu
energetickl hladinu a nasledne emituje sekundarne fotony. Pri tomto deji sa musi splnit’ podmienka
zachovania energie, teda hv = AE . Sucasne, aby sa prejavila Ramanovsky aktivna latka, musi dojst’ ku
zmene polarizovatelnosti pri danom vibracnom pohybe molekuly. Vtedy plati rovnica oo / 0Q # 0
(a je polarizovatelnost, Q s vnutorné suradnice molekuly). Polarizovatel'nost’ znamena schopnost’
molekuly deformovat’ elektrénovy obal vplyvom vonkajsieho elektrického pola.

Molekuly su schopné absorbovat’ elektromagnetické Ziarenie a to elektronovou excitaciou, vibraénymi
pohybmi atémov chemickych vizieb arotaciou molekuly. Najviac energie je potrebnej pre
elektronovil excitaciu a najmenej pre rotacné pohyby. Zakladom Ramanovej spektrometrie je
neelasticky rozptyl foténov excitaéného Ziarenia pri reakcii s molekulami analyzovaného vzorku. Cast
kinetickej energie tychto zrazajucich sa telies je premenend na vnutornt energiu, teda kineticka
energia aspoii jedného z telies sa nezachova. Cast fotonov je rozptylena elasticky, jedna sa o tzv.
Rayleigho rozptyl. Ten je sposobeny &asticami mensimi neZ vinova dizka excitaéného Ziarenia.
Sposobi frekvenciu rozptyleného Ziarenia, ktoré ma rovnaka energiu ako excitacné ziarenie (upravené
podl'a URL 9 a URL 10).

Ramanov posun nam charakterizuji dva typy interakcii. Prvym druhom st tzv. Stokesove linie
(rozptyl). Dochadza k interakcii molekuly s fotonom excitaéného Ziarenia o energii Eq = hvy. Molekula
sa nachddza v zakladnom vibracnom aj elektronickom Stave a pri deexcitdcii emituje fotén s nizSou
energiou E = h(vy — ). Prechadza do vysSieho vibracného stavu, ale elektronicky stav zostava
nezmeneny (upravené podla URL 9).

V pripade tzv. Anti-Stokesovej linie (rozptylu) dochadza opit’ k interakcii molekuly s fotonom
excitatného ziarenia oenergii E; = hvy. V tomto pripade sa molekula nachadza v zékladnom
elektronickom stave, ale v prvom excitovanom vibra¢nom stave. Pri deexcitacii emituje foton s vy$Sou
energiou E = h(vp + v,). Molekula sa vracia do zakladného elektronického aj vibra¢ného stavu
(upravené podl'a URL 9).
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Obr. 9 Ramanov a Rayleigho rozptyl

6.1.2 Ramanove spektra

Ramanove spektra poskytuju informacie o vibraénych a rotaénych pohyboch molekal. Zavisia na
hmotnostiach zacastnenych atomov ana sile vézby, ktord je medzi nimi. Intenzita pasov
v Ramanovom spektre je umerna druhej mocnine zmeny polarizovateI'nosti pocas vibraéného pohybu
(6a. / 6q)°. Na vertikalnej ose mame zobrazen@i intenzitu pasov, podla ktorej sa realizuje kvantitativna
analyza. Na horizontalnej ose st tdaje tzv. relativneho vinoétu, ktory sa udava Vv jednotkich cm™
(reciproky centimeter). Vyjadruje rozdiel medzi excitatnym a rozptylenym ziarenim. Vlnocet je
definovany ako prevratena hodnota vinovej dizky, ktory sa rovna poétu vin pripadajucich na jednotku
dizky vsmere §irenia vin. Ramanove spektrd stvisia so zmenou polarizovatelnosti pri danom
vibraénom pohybe molekuly. Vel'mi intenzivne sa v spektre budu javit’ viacnasobné symetrické vézby
(-C=C-; -N=N-). IntenzivnejSie pasy sa objavia v pripade symetrickych vibracii a vibracii vo fazy, nez
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pri antisymetrickych a vibraciach v protifazy. Slabymi pasmi sa prejavuji viazby ako napriklad C=0
(Dendisova et al., upravené podl'a URL 8 a URL 10).

Komplikécia, ktord mdze nastat’ pri merani Ramanovym spektrometrom, je uz spomenuta pritomnost’
fluorescencie. Ta nam moze zatienit' vyznamné pasy. Dochadza k nej v pripade, kedy energia
excitatného ziarenia je taka istd ako energia potrebna pre elektronovu excitaciu molekil. Molekula
teda absorbuje Ziarenie a emituje Ziarenie 0 vysiej vlnovej dizke a teda s mensou energiou. Dalsim
problémom médze byt’ nizke spektralne rozliSenie, ktoré sa prejavi $ir§imi a silnejsimi pasmi. Tie moézu
vo vysledku prekryt’ slabsie a uzsie pasy. Pre vidsinu mineralov je vhodné rozlidenie 8 cm™ a pre
organické latky zasa 16 cm™. V pripade extrémofilnych organizmov aich organickych &
anorganickych stcasti, ktoré by mohli byt vhodnymi biomarkermi, je vhodna nizSia velkost
rozliSenia. A t0 z hl'adiska spravnej detekcie moznych biomarkerov (Villar a Edwards, 2006).

6.1.3 Zakladné schéma - Ramanov spektrometer

10

Schéma 1 Ramanov spektrometer — zakladné schéma (1 - laser, 2 - filter, 3 - zrkadlo, 4 - Notch filter,
5 - objektiv, 6 - vzorka, 7 - optika / SoSovka, 8 - Strbina, 9 - mriezka, 10 - detektor).
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Medzi zakladné komponenty, ktoré nam tvoria Ramanov spektrometer, patria v prvom rade laser, ako
zdroj excitujiiceho Ziarenia. Pristroje s vybavené bud’ laserom o jednej vinovej diZke, alebo je mozné
vinovii dizku menit’ pouzitim rdznych typov laserov. Pomocou softwaru a filtrov je potom mozné
menit’ vykon laseru a tak predist’ poskodeniu vzorku alebo chybnym spektram. V celom pristroji sa
nachadza rézny pocet zrkadiel a komplikovanej optiky, ktoré sluzia na usmernenie licov a ich
zaostrenie. Strbiny nam eliminuji rozptylené Ziarenie a filtre ho upravujii. PouZiva sa tzv. Notch filter,
ktory nam odfiltruje Rayleigho rozptyl. Dalej Ziarenie postupuje k optickej difrakénej mrieke, ktora
dokaze rozlozit’ svetlo na spektrum pomocou sustavy rovnobeznych ciar, ktoré ju delia na prichl’adné a
nepriechladné $trbiny. Na konci celého systému sa nachadza CCD (Charge-Coupled device) detektor,
ktory je schopny snimat’ obrazovl informéciu a zaznamenat’ Ramanov rozptyl. Pomocou pravouhlého
dvojrozmerného pola pixelov, ktoré konvertuje dopadajiice svetlo na pixle na naboj, ktory je imerny
integrovanej intezite svetla. Data si potom spracované pocitatom a vysledkom st spektra, ktoré su
Specifické pre kazdu latku.

6.1.4 Prenosné pristroje

Ramanove spektrometre nachadzaju coraz SirSie uplatnenie v réznych oblastiach analyz. DIhé roky sa
pouzivali hlavne laboratorne spektrometre a az v poslednych rokoch, kedy doslo ku miniaturizovaniu
Ramanovho spektrometra, nastal vyznamny posunu vyuZitia tejto metodiky Vinych oblastiach.
Vyhodou je vyuzitie pristrojov priamo Vv teréne. Metoda zasahuje hlavne do oblasti vedy a vyskumu,
ale vyuzitie nachadza aj vo sférach kriminalistiky (identifikacia neznamych latok ako napr. drogy,
forenzné vedy), umenia (overovanie pravosti a veku obrazov alebo inych predmetov, archeologia)
alebo pyrotechniky (identifikdcia vybu$nin). Vyznamnou oblastou, kde miniaturizovany Ramanov
spektrometer nasiel svoje uplatnenie, je astrobiologicky vyskum. PodrobnejSie je tato problematika
popisana v kapitole o astrobiologii.

V sucasnej dobe sa Coraz cCastejSie vyuzivaju terénne pristroje, ktoré maju vlastny display a
zabudovany software, ktory dokaze namerané hodnoty okamzite vyhodnotit’ a porovnat’ s databazou
spektier. Problémom mdze byt velmi stroha databaza spektier a tym modze nastat’ problém pri
identifikacii nameranych hodnét. Vyhoda je vécsia mobilita pristroja oproti usporiadaniu, ktoré by
obsahovalo pridavny notebook. V takom pripade sa Ramanov spektrometer vyskytuje samostatne a na
pridavnom zariadeni (notebook) sa vyhodnotia namerané data. Analyza dat je podrobnejsia a databaza
spektier v pristroji Casto obsiahlejSia. Software umoziuje okamzitd upravu spektier, nastavenia
vykonu laseru, Cas merania alebo opakovanie merani. Mobilita takéhoto zariadenia je menSia
a energeticky (batéria) naro¢nejsia. Optika a celkové vnutorné usporiadanie takychto pristrojov je
V porovnani s laboratornym mikrospektrometrom odlisné.

V ¢lanku Vandenabeele et al., 2014 rozdelili mobilné Ramanove spektrometre do piatich skupin. Prva
skupina su prenosné (transportable) pristroje. St 'ahko prenosné zjedného miesta na druhé, no
vyZzaduju urcité nastavenia pre optimalny chod zariadenia na danom mieste. Nies navrhnuté pre Casty
transport. Druha skupina st mobilné (mobile) pristroje. Je to sthrnna skupina pre vSetky mobilné
pristroje, ktoré nevyzaduju Specialnu pripravu spektrometra na mieste merania. Tretiu skupinu tvoria
prenosné (portable) pristroje, ktoré je mozné dopravit’ na urcité miesto len jednou osobou (v kufriku
napr.). V roku 2012 sa objavili na trhu pristroje tohto typu s vinovou dizkou 532 nm. Stvrtou skupinou
su pristroje priru¢né (handheld), ktoré je mozné obsluhovat’ jednou rukou. Pristroj je pri analyze
umiestneny pred vzorku. Prvé pristroje tohto typu boli vybavené laserami o vlnovej dizke blizke;
infraCervenej oblasti (785 nm). Poslednou, piatou skupinou, su pristroje, ktoré je mozné drzat’ dlafiou
(palm) jednej ruky. Ich vel'kost’ je znacne redukovana.

Mobilné spektrometre su vo vSeobecnosti vybavené laserom o jednej vinovej dlzke, no v sti¢asnosti sa
objavuju pristroje s dvoma rdznymi lasermi. Namerané spektra sa porovnavaji s existujucimi
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databazami. Niektoré pristroje umozituju vytvorenie vlastnych databaz. Spektra musia byt porovnané
so spektrami vzniknutymi za podobnych podmienok (napr. rovnaka vlnové dizka), (Vandenabeele et
al., 2014).

Uginnost tychto spektrometrov je dobre znazornena v praci Vitka et al., 2012, kde boli porovnané dva
miniaturizované spektrometre o réznych vlnovych dizkach. Prvy pristroj disponoval vinovou dizkou
532 nm (priruény, Nd:YAG laser s vykonom 100 mW, operaény rozsah 200 - 3400 cm™, rozligenie 10
cm™), ¢o je dizka navrhnuté pre misiu ExoMars. Druhy pristroj mal vinova dizku 785 nm (prenosny,
diodovy laser s vykonom 120 mW, operaény rozsah 200 - 2000 cm™, spektralne rozlisenie 8 cm™), ¢o
je povazované za univerzalnu vinova diZku pouzivanu v laboratornych podmienkach pri identifikacii
organickych molekul a anorganickych mineralnych faz. V hyperaridnom prostredi ptste Atacama sa
pokusili o identifikdciu mikrobidlnych biomarkerov v prirodnom halite. Z oblasti Yungay bola
odobrata vzorka z vrchnej Casti halitovej krusty, ktord bola bohato kolonizovana. Na povrchu a tesne
pod povrchom sa nachadzala zéna A, ktora mala ¢ierny povrch a siva vnttornu kolonizaciu v pruhoch.
Z6na B mala siva farbu a zona C bola zelena vnutorna oblast’ vzorky. Analyza prebehla priamo na
vzorke anasledne boli Casti s kolonizaciou cyanobaktérii separované, rozdrvené, zpraSkované
a homogenizované. Co demonstruje proces analyzy planovany v misii ExoMars. Distribicia
mikroorganizmov a tym padom aj biomarkerov vo vzorke je vel'mi heterogénna a preto ma velky
vyznam aj priemer plochy, ktort je spektrometer schopny analyzovat'.

V zonach A a B bol detegovany scytonemin, ktory je zodpovedny za tmavé farby. Je to vyznamny
fotoprotektivny pigment. Vyraznej$i signal bol v zone A, pretoze je viac pri povrchu a ochrana voci
UV Ziareniu musi byt u¢innejsia. Pouzitie vinovej dizky 785 nm sa ukézalo ako vhodné pri detekcii
scytoneminu bez predoslej Gpravy vzorky. Preukazali to aj spektra s hodnotami pasov typickych pre
scytonemin (1595, 1554 a 1173 cm™). Vinova dizka 532 nm preukazovala pri scytonemine slabé
odozvy atak sa ukazala ako nevhodna pri detekcii tohto pigmentu. Naproti tomu sa pomocou tejto
dizky nameral vyznamny signal karotenoidov dominantny v zéne B (pasy boli 1518, 1155 a
1000 cm™). V zbne C bola preukazana relativna absencia scytoneminu a pouzitim dizky 532 nm bola
preukazana pritomnost’ karotenoidov vd’aka ich zosilnenému signalu pri pouZiti tejto vinovej dizky.
Ziaden signal sa nepreukézal v zéne C pouzitim vlnovej dizky 785 nm. Toto je evidentny dokaz
citlivosti pigmentov na jednotlivé excitaéné vlnové dizky. Homogenizacia vzorky zhorsila schopnost’
detegovat’ pigmenty pouzitim vinovej dizky 785 nm alebo 532 nm pri detekcii scytoneminu. Je to dané
znizenim koncentracie pigmentov pri homogenizacii.

Dal$ou pracou, ktora demonstruje vyuzitie Ramanovych spektrometrov v teréne je praca Jehlicky
a Orena, 2013. Zamerand bola na autotrofné a heterotrofné halofilné mikroorganizmy Vv suvislosti
S detegovanim ich pigmentov ako vhodnymi biomarkermi. Ramanove spektra boli obstarané pomocou
miniaturizovaného priruéného spektrometra, ktory bol vybaveny diédovym laserom o vlnovej dizke
532 nm, vykonom 60 mW, spektrdlnym rozsahom 200 — 3000 cm™ a spektralnym rozlésenim 6 cm™.
Okrem vypestovanych kultar jednotlivych organizmov a vzoriek planktonu z krystalizacnych
evapora¢nych nadrzi v lokalite Eliat v Izraeli, je najpodstatnejsie spomentt’ vzorky sadrovcovej krusty
odobratej zo dna tychto nadrzi.

Sadrovec bol stratifikovany do troch vrstiev podla typu mikroorganizmov (sinice aruzové sirne
baktérie), ktoré sa vnich vyskytovali (Zlto-oranzova, zelena, Cerveno-purpurova). Tato analyza je
dolezita z toho hladiska, Ze merania danych kolonii boli uskuto¢nené priamo na vzorke. Ddlezita je
pritomnost’ karotenoidov vo vSetkych vrstvach mineralu. Odlisnost’ tychto pigmentov je zdvisla na
vrstve (hibke), v ktorej sa organizmy nachadzaji. V povrchovej &asti sa nachadzali sinice typu
Halothece. Spdsobujti oranzové sfarbenie (preukazana pritomnost’ myxoxantofylu, echinenénu a malé
mnozsta chlorofylu a, feofytinu, zeaxantinu a kantaxantinu). Boli tu namerané Ramanove pasy 1510,
1152, 1006 cm™ a 1513, 1153, 1005 cm™. Pod nimi sa nachadzali sinice typu Phormidium zodpovedné
za zelené sfarbenie (preukazana pritomnost’ pigmentov myxoxantofyl, echinenon, fykocianin s malym
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zastipenim feofytinu a a chlorofylu a). Spektra, ktoré sa tu namerali, mali hodnoty 1509, 1150 a 1003
cm™. Chlorofil aa fykocyanin, ktoré boli oakivané v tejto vrstve sa touto vlnovou dizkou
nedetegovali. Ich detekcia by bola mozna vlnovou dizkou 785 nm avsak polysacharidy pritomné vo
vzorke spOsobuju pri tomto type laseru fluorescenciu a tak zakryvaji slabé signaly pigmentov.
Cerveno-purpurové sfarbenie Vv najspodnejsej vrstve je spdsobené anoxygénnymi fototrofmi
(spiriloxantin a bakteriochlorofyl a). Pasy mali hodnoty 1510, 1151 a 1004 cm™. Namerané spektra
kultivovanej baktérie Ectothiorhodospira dali podobné hodnoty pasov ato 1510, 1149 a 1002 cm™

a preto sa dost podobaju na spomenuty spiriloxantin.

7.0 HPLC - VYSOKO UCINNA KVAPALINOVA CHROMATOGRAFIA

HPLC je separa¢na metoda, ktora je vyznamna pre svoju vysoku ucinnost a opakovatelnost’. Je
vhodna pri separacii organickych kvapalnych a tuhych latok, ktoré su rozpustné vo vode, organickych
rozpustadlach alebo zriedenych kyselinach. Analyzovand vzorka je separovana na zaklade distribucie
medzi stacionarnou a mobilnou fazou. Ako stacionarna faza sa pouzivaju polarne nemodifikované
adsorbenty ako silikagel alebo oxid hlinity. Pouzivaju sa aj néaplne s chemicky viazanymi
staciondrnimi fdzami na silikagelovom nosi¢i. Mobilna faza je vac¢Sinou voda, organické rozptstadla
alebo ich zmesy. Stacionarna faza je zakotvena v chromatografickej kolone. Pri separaci sa uplatiiuja
interakcie analytov s mobilnou fazou, interakcie mobilnej so stacionarou fazou a sorpcia analytov na
staciondrnu fazu. Vzorky st ddvkované davkovacim ventilom do mobilnej faze. T4 prenasa jednotlivé
zlozky vzorky na kolonu kde dochadza k rovnovdhe medzi mobilnou a stacionarnou fazou a podla
chemicko-fyzikalnych vlastnosti sa separuje analyt. Zo separacnej kolony putuje analyt do prietokovej
cely detektoru kde je detegovany na zaklade vlastnosti ako absorbancia, index lomu, elektricka
vodivost’ alebo fluorescencia. Z detektoru mame informaciu v podobe grafického zaznamu, ktory
vyjadruje zdvislost’ odozvy detektoru na retencnom case (jednotlivé zlozky opustaju kolonu a su
zaznamenané ako pasy S charakteristickou vyskou a plochou). Kvantitativna analyza sa zaklada na
principe od¢itania vysledku z kalibra¢nej krivky. Vyuzitie HPLC sa uplathuje napr. pri stanoveni
organickych kyselin, vitaminov, bielkovin, lie¢iv alebo metabolitov (upravené podla URL 14).

Tato metdoda ma vyznamné vyuzitie v identifikacii organickych latok. V porovnani s metédou
Ramanovej spektrometrie je potrebna priprava vzoriek pred vlastnym meranim. HPLC pocita stym, ze
skimané latky s rozpustné vo vode, organickych rozpustadlach alebo zriedenych kyselinach. Pri
vyuziti Ramanovej spektrometrie nieje potrebné ziadne Specidlne spracovanie vzorky a meranie sa
moze uskutoCnit’ priamo na surovej vzorke. Bez ohl'adu na skupenstvo latky. Takisto je meranie
mozné priamo v teréne bez predoslého odobratia vzorky alebo jej poskodenia a to vdaka
miniaturizacii pristrojov a ich mozZnost’i transportu na miesta s roznym stupiiom pristupnosti. Takisto
ma vacsiu vyhodu pri praci v teréne ¢o je dolezita vlastnost’ napriklad v astrobiologickom vyskume.
Extrakty pri HPLC metode prechadzaju kolonou a rézne fazy vzorkov sa zobrazuju v réznych
retencnych Casoch. Podl’a nich sa pomocou Standardov pre reten¢né Casy urci o aku latku sa jedna.

Vyznam metédy HPLC je napriek tomu vyznamny. Mnohé prace dokazuji dolezitost metody pri
identifikéacii organickych latok akymi s napriklad metabolity liSajnikov alebo sinic. Tieto latky su
vyznamné z hl'adiska Ramanovej spektrometrie, pretoze niektoré z nich sa daju pouzit’ ako vyznamné
biomarkre. Jedna sa predovSetkym o skupinu pigmentov karotenoidy, ale ako ddkaz pritomnosti
zivych organizmov by mohli byt’ podstatné aj iné sekundarne metabolity ako napriklad niektoré druhy
kyselin, ktoré¢ organizmy ako liSajniky nevyhnutne potrebuji pre zivot. Tieto skupiny latok je mozné
detegovat’ aj pomocou Ramanovej spektrometrie ale problém nastidva pri Specifickej identifikacii,
kedy niesme schopny jednoznacne rozlisit’ druhy jednotlivych biomarkerov. Preto nam metéda HPLC
pomaha identifikovat’, ktoré metabolity by mohli byt pritomné v danom organizme. Jednou z
vyznamnych prac, ktoré sa zaoberaji analyzou liSajnikou metdodou HPLC je vyskum skupiny
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Rankovi¢ et al., 2014. V tejto praci sa venovali identifikacii sekundarnych metabolitov lisajnika
Hypogymnia physodes. V praci pouzili metodu HPLC-UV, kde z liSajnika vytvorili acetonovy extrakt
a ten nasledne analyzovali. Ugel bol identifikovat chemické zloZenie a vlastnosti hlavnych
metabolitov. Na zaklade retenénych Casov a ich absorbénych maxim detegovali v extrakte latky
depsidony (fumaroprotocentricka, 3-hydroxyfysodalicka, fysodalicka a fysodicka kyselina), depsidy
(atranorin a chloroatranorin) a takisto vyznamnu usnova kyslelinu patriacu do skupiny
dibenzofuranov, ktord je dolezitd pre jej antibiotické UcCinky. VSetky tieto latky maji dolezité
antioxidané vlastnosti. Dokazu zbavit organizmus volnych radikadlov ako singletovy kyslik,
superoxid a hydroxylové radikaly (Kosani¢ et al., 2012). Tato vlastnost’ je vyznamna pre organizmy,
ktoré musia odolavat’ extrémnym faktorom prostredia ako napriklad vysokému UV Ziareniu.

V praci Chandra et al., 2001 vyuzili HPLC-MS metodu pri separacii a identifikacii pigmentov
antocianinov, ktoré¢ su rozpustné vo vode. Objavuju sa u vSetkych vyssich rastlin a maju rézne farby
vzhladom na hodnoty pH. Su dcérskou skupinou molekal flavonoidov. Zafarbuju Casti rastlin a
pouZivaju sa ako potravinarske farbivo. V praci pouzili ako externy Standard cyanidin-3-glukosid
chlorid a pomocou hmotnostného spektrometra identifikovali jednotlivé pasy antocianinov.

Dal$ou vyznamnou ukazkou vyuzitia HPLC-UV metédy je praca Wright et al., 1991, kde pomocou
tejto techniky opisali identifikaciu a separaciu viac nez 50 druhov karotenoidov, chlorofylov a ich
derivatov zo vzoriek morského fytoplanktonu. Metdda je vhodna pre vsetky typy pigmentov. Problém
nastal pri pouziti silikagelu ako staciondrnej faze, ktora spdsobuje degradaciu chlorofylov. Napriek
tomu sa podarilo separovat’ a identifikovat’ na zdklade referencnych Standardov velké mmnozstvo
pigmentov. Niektoré znich, ako zeaxantin, kantaxantin alebo fukoxantin, si vhodné biomarkre
organizmov.

8.0 PREHCAD DRUHOV ORGANIZMOV POUZITYCH PRE RAMANOVU ANALYZU

Vlastny vyskum tejto prace bol zamerany hlavne na skupiny extrémofilnych organizmov z extrémne
chladnych prostredi ale aj skupiny organizmov ako liSajniky. Extrémofilné snezné riasy sme ziskali
priamo V terénne z oblasti Krkonosskych hor blizko Pancavského vodopadu. V reliktoch snehu sme
preukazali pritomnost’ rias rodu Chloromonas a d’alSich druhov organizmov. Pritomnost’ karotenoidov
sme sa snazili preukazat pomocou priruéného Ramanovho spektrometra anasledne sme
Vv laboratornych podmienkach preverili vysledky pomocou laboratérneho mikrospektrometra.

Dal$ou skupinou organizmov su lidajniky, ktorym sa v tejto praci venovala vyznamna pozornost.
Vzorky lisajnikov boli pripravené v spolupraci s Katedrou botaniky Karlovej Univerzity a poskytol
nam ich RNDr. David Svoboda, Ph.D., pricom boli pouzité vzorky odobrané priamo v terénne a
vzorky zmrazené, takisto relativne cerstvé. Zmrazené vzorky boli rozmrazené. Kvoli simulacii
terénneho merania sme sa snazili 0 ziskanie Cerstvych liSajnikov. Vzorky boli pri suchom merani staré
maximalne 2 — 3 tyzdne. V prvom rade sme sa zamerali na vyskyt karotenoidov, o ktorych sme vedeli,
ze su vhodnymi biomarkermi extrémofilov. Dopredu sme vedeli o pritomnosti inych metabolitov,
ktoré by sa mohli vnameranych spektrich prejavit vyraznymi pasmi. V&ESinou sme nemali k
dispozicii presné definicie druhov metabolitov, ktoré dané liSajniky obsahuju.

Pouzitie metody Ramanovej spektrometrie sme demonstrovali aj na vzorkach sinic, ktoré nam dodali
vypestované na Petriho miskach z Botanického tstavu AV CR, vedecké pracovisko Tieboi. Vd'aka
patri doc. Ing. Josefovi Elsterovi CSc. Jednalo sa o psychrofilné organizmy z réznych oblasti
typyckych svojim chladnym prostredim (Antarktida: James Ross Island, Princess Elisabeth Station;
Novy Zéland).

Demonstracia ucinnosti Ramanovej spektrometrie bola nazorne prevedna na vzorkach frakcii
pigmentov sinic separovanych pomocou HPLC metddy, ktoré nam boli dodané od Mgr. Jana Pilného
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(Mikrobiologicky tstav AV CR, Tieboil). Vzorky s oznadenim TH patria kmefiu sinice Scytonema
hyalinum (Kauai, Hawai, USA) avzorky sozna¢enim FM patri kmenu Scytonema sp. (tropicky
sklenik Fata Morgana, botanické zahrada Praha, Troja).

8.1 Taxonomické zaradenie analyzovanych organizmov pomocou Ramanovej spektrometrie

Doména | Risa Kmen Trieda Rad Ceflad Druh
Chloromonas nivalis
Plantae | Chlorophyta | Chlorophyceae | Chlamydomonadales | Chlamydomonadaceae
Chloromonas brevispina
Cladonia coniocraea
Eukarya
Lecanorales Cladoniaceae Cladonia digitata
Fungi Ascomycota | Lecanoromycetes -
Pseudevernia furfuracea
Candelariales Candelariaceae Candelaria pacifica
Rivulariaceae Calothrix elsteri
Nostocales Scytonema sp.
Scytonemataceae
Bacteria Cyanobacteria | Cyanophyceae Scytonema hyalinum
Pseudanabaenaceae | Phormidermis priestleyi

Oscilattoriales

Phormidiaceae

Phormidium

Tab. 7 Zakladné taxonomické rozdelenie analyzovanych organizmov (upravené podl'a URL 17, 18, 19).
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9.0 METODIKA

9.1 Priprava vzoriek psychrofilnych rias

1. Pre demonstraciu priruéného Ramananovho spektrometra sme po dohode s RNDr. Lindou
Nedbalovou Ph.D. (Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédecka fakulta, Katedra ekologie) zvolili
lokalitu Krkonosské hory, v okoli meandrov pramena rieky Labe, v blizkosti Panc¢avského vodopadu.

2. Na reliktoch snehu sme identifikovali pritomnost’ zelenych povlakov.

AR

Obr. 10 (A, B) Pritomnost’ psychrofilnych rias na reliktoch snehu.

3. Nasledne sme pomocou priru¢ného spektrometra (A 532 nm) previedli niekol’ko merani priamo na
snehu v oblasti najvacsej koncentracie organizmov. Merania prebehli pod tmavou plachtou z dévodu
ochrany proti slne¢nému Ziareniu a znehodnoteniu vysledkov. Nésledne sme odobrali vzorky
organizmov z viacerych reliktov do termonadob a preniesli do laboratoria.

4. Dalgie merania boli prevedené pomocou laboratorneho mikrospektrometra (A 514 nm). Najprv na
zamrznutych vzorkach so snehom. Vysledky boli neuspokojivé a dochadzalo k vysokému Sumu
spdsobeného velkym mnozstvom vody, ktora zriedila vzorku. Preto sme pomocou papierového filtru
0 priemere porov 50 um zbavili vzorky ¢o najvédcsiecho mnozstva vody a dostali sme takmer Cistd
biomasu organizmov. Nasledne sme biomasu preniesli na mikroskopické sklicko a premerali.
Vysledky sa rapidne zlepsili.

Obr. 11 (A, B) Chloromonas nivalis a Chloromonas brevispina (spory + bi¢ikaté stadia).
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Ziadne d’aliie Gpravy vzoriek neboli uskutoénené. Pomocou analyzy morfologie spor sa organizmy
identifikovali ako psychrofilné riasy Chloromonas nivalis (spéry s listami) a Chloromonas brevispina
(ostnaté spory).

9.2 Priprava vzoriek liSajnikov

Po stretnuti a prehodnoteni vyberu vzoriek liSajnikov sme v spolupraci s RNDr. Davidom Svobodom,
Ph.D. (Katedra botaniky Univerzity Karlovej) zvolili vzorky oragnizmov, ktoré podla predbeznych
informacii mali obsahovat’ vo véa¢Sine pripadov pritomné karotenoidy. Niektoré druhy boli zvolené bez
kl'a¢a kvoli demonstracii moznosti Ramanovej spektrometrie identifikovat’ vyznamné biomarkre v
neznamych vzorkach. Jednalo sa o vzorky z lokality Modrava (Sumava, hora Medvéd) a Ketkovsky

hrad (Namést’ nad Oslavou).

Obr. 12 Lisajniky pouzité pre analyzu (A - Cladonia coniocraea: archiv, B - Candelaria pacifica, C - Cladonia
digitata, D - Cladonia digitata: sporangium, E - Pseudevernia furfuracea).

1. Vzorky sme zvolili tak, aby boli ¢o najviac Cerstvé v zmysle moznej pritomnosti primarnych a
sekundarnych metabolitov. Véac¢sina bola maximalne dva tyzdne stara od odobratia zo substratu priamo
v teréne. Niektoré vzorky boli odobrané aj so substratom, ¢o nam umoznilo bliz§ie demonstrovat’
meranie za terénnych podmienok. Niektoré vzorky boli zmrazené, ale predpokladali sme, Ze po
rozmrazeni dojde ku standardnému spusteniu metabolizmu organizmov.
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2. Niektoré lisajniky pochadzali z archivnych zbierok a pri tychto vzorkach sme s urcitostou vedeli o
ptitomnosti karotenoidov. Napriek tomu sa nam pri vSetkych vzorkach nepodarilo uspesne preukazat’
ich pritonost. Zrejme vzhl'adom na vek odobratej vzorky, kedy uz vo vicSine organizmu doslo k
degradacii sekundarnych metabolitov.

3. Vzorky sme premiestnili na Petriho misky a nasledne premerali pfiruénim spektrometrom (A 532
nm). Niektoré vzorky nevykazovali pri tejto vinovej dizke Ziadny prejav pasov v nameranych
spektrach.

4. Dalsim krokom bolo navlh&enie vzoriek v Petriho miskach, pretoze sme predpokladali aktivaciu
metabolizmu lisajnikov do cca 24 hodin. Nasledne sme vzorky premerali pfiru¢nim spektrometrom
(A 532 nm). Ziadna vyznamna zmena v zlepseni vysledkov nenastala. Z toho sme usudili, Ze dalsie
merania vlhkych vzoriek niesu nutné.

5. Nasledne sme vzorky merali laboratornym mikrospektrometrom (A 514 nm). Bez navlh¢enia.
Vysledky boli o poznanie lepsie a to z dovodu pritomnosti optického mikroskopu vybaveného
kamerou. To ndm umoznilo presné zameranie na vybrant lokalitu, v ktorej sme predpokladali
pritomnsot’ pigmentov.

6. Poslednym krokom bola kratka demonstracia merania pomocou d’alSieho priru¢ného spektrometra,
ktory sa v niektorych pripadoch prejavil ako uinny nastroj na identifikdciu inych latok nez
karotenoidov. Je to dané vlnovou dizkou pristroja 700 - 1100 nm.

9.3 Priprava vzoriek psychrofilnych sinic

V spolupraci s doc. Ing. Josefom Elsterom CSc. (Botanicky ustav AV CR, vedecké pracovisko
Tieboil)) ndm boli dodané vzorky psychrofilnych sinic (Antarktida: James Ross Island, Princess
Elisabeth Station; Novy Zéland).

1. Organizmy boli kultivované na Petriho miskach so standardnym zivnym médiom:

- 172 BG11, 2 % agar, kultivované pri teplote 10 °C az po dostatocné mnozstvo biomasy pre
nasledné meranie. Vzorky boli udrziavané v chl'ade z hl'adiska ich psychrofilnej adaptacie.

2. Nasledne sa vzorky merali priruéného spektrometra (A 532 nm) a prenosného spektrometra
(A 785 nm). Dalsie merania boli uskutoénené na laboratornom mikrospektrometri s vinovou dizkou
445 nm a 532 nm pod dohladom doc. RNDr. Ivana Némce Ph.D. (Pfirodovédecka fakulta, Katedra
anorganické chemie, Univerzita Karlova v Praze).

Ziadne d’alsie upravy vzoriek neboli uskuto¢nené.

9.4 Priprava zmesi pigmentov pomocou metédy HPLC

V spolupraci s Mgr. Janen Pilnym (Mikrobiologicky tstav AV CR, Tteboit) nam boli dodané frakcie
pigmentov izolované z kmenov sinic Scytonema hyalinum a Scytonema sp. Pri prechadzani vzorky
kolonou sa rozne fazy prejavuju v odlisnych retenénych ¢asoch. Tieto retencné Casy zodpovedaju vzdy
inej latke. Na zaklade Standardov pre merané latky sa vyhodnotilo o aky pigment sa jedna. V nasom
pripade bola pre nas podstatna pritomnost’ karotenoidov, ale prejavili sa aj iné pigmenty ako napr.
chlorofyl.

Izolované kmene sinic boli analyzované pomocou pristroja Agilent — 1200 high pressure liquid
chromatography.
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1. Vzorky boli extrahované s 90 % metanolom. Separované boli na kolone reverznej faze: Kinetex C8,
vel'kot Castic: 2.6 pm, 3,9 x 150 mm.

¢ Solvent A: 35 % metanol, 15 % acetonitril v 0,25 M pyridinu.
e Solvent B: 20 % metanol, 20 % aceton v acetonitrile.

Pigmenty boli vyluhované pomocou gradientovej eltcie solventu B (30 - 95 % v 25 min. ) a nasledne
solventu B (95 %). Prietokova rychlost’: 0,8 ml/min. Teplota: 40 °C.

10.0 INSTRUMENTACIA
10.1 Ramanove spektrometre a ich paramatre

Merania vzorkov boli uskuto¢nené pomocou priru¢nych, prenosnych a laboratérnych Ramanovych
spektrometrov.

- FirstGuard (Rigaku): vybaveny zelenym diédovym laserom o vinovej dizke 532 nm, s vykonom az
60 mW, spektralnym rozsahom 200 — 3000 cm™ a spektralnym rozlé$enim 6 cm™.

Nastavenia pristroja nebolo mozné fixne stanovit, nakol’ko sa pri kazdom type vzorky previedlo
niekol’ko opakujucich sa merani s réznymi nastaveniami pristroja. Z nich bolo nasledne vybraté
najreprezentativnejsie spektrum, ktoré jasne definovalo pritomnost’ istého druhu pigmentu.

Najvhodnejsie nastavenie:
e Riasy - dizka akumulacie: 5 - 10s, po&et akumulécii: 5, vykon: 20 - 60 mW

e Sinice - dizka akumulécie: 0,1 - 1s, poget akumulacii: 10, vykon: 1 mW
e Lisajniky - dizka akumulacie: 1s, poget akumulacii: 10 - 40, vykon: 1 mW

- Rock Hound od DeltaNu: 785 nm, ¢erveny diddovy laser s vykonom az 120 mW, opera¢ny rozsah
200-2000 cm™, spektralne rozlisenie 8 cm™.

Vyuzity bol hlavne pri merani vzoriek psychrofilnych sinic. Opét’ boli zvolené rdzne nastavenia
pristroja v zavislosti na kvalite vysledkov. Z nich boli nasledne vybraté najreprezentativnejSie spektra
s kavalitnymi vysledkami.

Najvhodnejsie nastavenie:
e Sinice - dizka akumulacie: 10s, po¢et akumulacii: 10 - 20, vykon: medium - medium high

- Laboratérny mikrospektrometer Renishaw In Via Reflex s CCD detektorom: spektralne
rozligenie 2 cm™, operaény rozsah 100 — 4000 cm™, ktory pracoval s dvoma typmi laseru a to zelenym
argénovym 514,5 nm (vykon az 20 mW) a ¢ervenym diédovym 785 nm (vykon az 150 mW).

Poskytol najvhodnejsie spektra pri identifikdcii pigmentov (karotenoidov). Velkou vyhodou je
vybavenie kamerou v mikroskope, ktora umoznila presné zameranie laseru na miesta S
pravdepodobnym vyskytom karotenoidov. Nastavenia boli zvolené podl'a hodnoty vyslednych merani
a nasledne upravované pre zvySenie presnosti spektrier.

Najvhodnejsie nastavenia:

e Riasy - dizka akumulécie: 20s, po¢et akumulacii: 15, vykon: 0,05 %
e Liajniky - dizka akumulacie: 20s, po¢et akumulécii: 20, vykon: 0,1 - 0,5 %
e HPLC - dizka akumulacie: 20s, po¢et akumulacii: 1 - 40, vykon: 0,5 %
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- Thermo Scientific DXR Raman Microscope: spektralny rozsah 2000 - 50 cm™, maximélny vykon
8 mW, spektralne rozlisenie 1 cm™, vybaveny modrym diédovym laserom s vlnovou dizkou 445 nm a
zelenym diédovym laserom s vinovou dizkou 532 nm.

Najvhodnejsie pre nase merania bolo nastavenie vykonu na 0,1 mW pre obe vinové dizky (mensie
nebolo mozné). Pristroj ndm poskytol k dispozicii doc. RNDr. Ivan Némec Ph.D. (Pfirodovédecka
fakulta, Katedra anorganické chemie, Univerzita Karlova v Praze). Vlastné merania previedol
Mgr. Adam Culka, Ph.D. Tento pristroj bol vyuzity najmé pri merani psychrofilnych sinic a nasledne
pri identifikacii frakcii pigmentov z extraktov sinic ziskanych pomocou metody HPLC.

NajvhodnejSie nastavenia:
445 nm:
e Sinice - diyika akumulacie: 4 - 10s, pocet akumulacii: 16 - 64, vykon: 0,1 mW
e HPLC - dlzka akumuldacie: 20s, pocet akumulacii: 1 - 10, vykon: 0,5 - 1 mW
532 nm:
e Sinice - dizka akumulécie: 1s, pocet akumulacii: 128 alebo 256, vykon: 0,2 - 5 mW

-Bravo od firmy Bruker: disperzny prenosny Ramanov spektrometer vybaveny CCD detektorom,
spektralny rozsah 3200 - 300 cm™, spektralne rozlisenie 10 - 12 cm™, vlnova dizka laseru 700 - 1100
nm (Duo Laser), vykon az 100 mW pre oba lasery.

Pristroj bol zapoziCany nasmu vyskumnému timu priamo od firmy Bruker a v ramci toho bol
otestovany na niektorych vzorkach liSajnikov analyzovanych v tejto diplomovje praci. Merania boli
uskutocnené v automatickom rezime nakol’ko neslo o hlavnu napln praktickej Casti, ale len o priklad
vyuzitia tohoto typu zariadenia.

10.2 HPLC

Frakcie pigmentov boli ziskané rutinnou analyzou hlavnych pigmentov z extraktov sinic. Pouzity bol
pristroj Agilent — 1200 high pressure liquid chromatography.

Extrahované vzorky boli separované na koléne Kinetex C8, velkot’ astic: 2.6 um, 3,9 x 150 mm.

Analyzu pigmentov pomocou metody HPLC previedol Mgr. Jan Pilny (Mikrobiologicky tstav AV
CR, Tieboi). Kmen sinice Scytonema hyalinum TH02-NP izoloval Dr. Toma$ Hauer (PiF JU, Ceské
Bud¢jovice). Kmen sinice Scytonema sp. FM5-MK45 izolovala Dr. Markéta Bohunicka (PfF JU,
Ceské Budgjovice).
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11.0 VYSLEDKY
11.2 Ramanova spektrometria vybranych druhov sinic z vypestovanych kultur

Analyza pomocou Ramanovej spektrometrie bola prevedend aj na vzorkdch psychrofilnych sinic.
Kultiry boli vypestované a analyzované na Petriho miskach. Predpokladali sme pritomnost
ochranného UV pigmentu scytoneminu, ktory je pre tento druh sinic typicky produkt v stresovych
podmienkach.
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Obr. 13 Namerané spektra psychrofilnej sinice Calothrix elsteri. A - laboratorny mikrospektrometer (A 532 nm),
B - priruény spektrometer (A 532 nm), C - prenosny spektrometer (A 785 nm). Merania vypestovanej kultiry na
Petriho miskach.

Namerané hodnoty pasov v rozsahu 1512 - 1517, 1152 - 1155, 999 - 1003 cm? (v1C=C, v,C-C,
83C=CH) vo vSetkych spektrach dokazuju pritomnosti karotenoidov. Charakteristické pasy
scytoneminu sa neprejavili.

Pouzitim laboratorneho mikrospektrometra (spektrum A) sa vyrazne prejavili tri charakteristické pasy
karotenoidov. Tento pristroj poskytol najpresnejsie vysledky analyzy tohto druhu pigmentov. Vidime
aj prejav vedlagjich pasov typickych pre karotenoidy v oblasti 1190 a 962 (C-H) cm™. Slabsim
signdlom sa prejavil aj pas v oblasti 1443 cm™, ktory je pre karotenoidy netypicky (diskutované v
diskusii).

Priru¢ny pristroj (spektrum B) ndm potvrdil pritomnost karotenoidov prejavom typickych troch pasov.
Dalsie pasy sa v tomto pripade vyrazne neprejavili. Signal karotenoidov bol vyrazne slabsi nez v
prapade laboratorneho mikrospektrometra.

Prenosnym spektrometrom (spektrum C) sme znova dokazali pritomnost’ karotenoidov. Zmenou
vinovej dizky doslo k potladeniu signalu karotenoidov a tak sa nam prejavili aj pasy v netypickej
oblasti pre tieto pigmenty. Pas s hodonotou 741 cm™ méze reprezentovat’ pritomnost’ chlorofylu, ktory
sa pri tejto vlnovej dizke (A 785 nm) typicky vyraznejsie prejavuje (Vitek et al., 2010).

32




512 1154 Phormidermis priestleyi

I ‘I 532 nm (DXR) - A| 532nm-B | 785nm -C

| || ||| 1512 vs 1512's 1514 m

[ o 1154 vs 1154 s 1154 vs
A P e A 1003 m 1004 m 1001 m

H512 1154
| f

/' ’." \ 004 B
Mﬂ*#MH*FJ \«Mhvafm/N \whmﬂbﬂwwmﬂﬁwwwmﬂmﬂ»»*»

1154,
ﬂ

‘I

|

1514 I 1001 c
i il

A f
1 =| |

Tab. 9 Zakladné pasy Phormidermis priestleyi

Relativna intenzita

I n | h ‘p 4

I (¥ N Y

v A Y P AR WA TV VAW

1800 1600 1400 1200 1000 800 600
VInocet / cm™

Obr. 14 Namerané spektra psychrofilnej sinice Phormidermis priestleyi. A - laboratorny mikrospektrometer
(A 532 nm), B - priruény spektrometer (A 532 nm), C - prenosny spektrometer (A 785 nm). Merania vypestovanej
kultiry na Petriho miskach.

Namerané hodnoty pasov v rozsahu 1512 - 1514, 1154, 1001 - 1004 cm™ (v,C=C, v,C-C, 8;C=CH) vo
vsetkych spektrach dokazuju pritomnost’ karotenoidov. Typické pasy scytoneminu Sa neprejavili.

Laboratorny mikrospektrometer (spektrum A) spolahlivo preukazal silny signal karotenoidov. Prejavili
sa aj typické pasy tychto pigmentov v oblasti 961 a 1191 cm™. Slabsim signalom sa pri pouziti tohto
pristroja prejavil aj netypicky pas karotenoidov v oblasti 1445 a 1280 cm™ (diskutované v diskusii).

Priruény spektrometer (spektrum B) spolahlivo identifikoval tri hlavné pasy karotenoidov. Slabsi
signal sa prejavil v oblasti 1193 cm™. Tento pas je typicky prave pre skupinu pigmentov karotenoidy.

Prenosny spektrometer s odlignou vinovou dizkou (spektrum C) znova identifikoval pritomnost’ troch
hlavnych pasov karotenoidov. Pri zmene vlnovej dizky, kedy doglo k potlateniu rezonanéného efektu,
sa prejavil aj vedlajsi pas v oblasti 742 cm™, ktory je typicky pre pritomnost chlorofylu. Pas s
hodnotou 1186 cm™ reprezentuje pritomnost’ karotenoidov.
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Obr. 15 Namerané spektra psychrofilnej sinice Phormidium. A - laboratorny mikrospektrometer (A 532 nm),
B - prenosny spektrometer (A 785 nm). Merania vypestovanej kultury na Petriho miskach.

Namerané hodnoty pasov v rozsahu 1517 - 1529, 1154 - 1155 a 1002 - 1003 cm™ (v,C=C, v,C-C,
83C=CH) poukazuju na pritomnost’ karotenoidov. Pasy typické pre scytonemin sa neprejavili.

Laboratorny mikrospektrometer (spektrum A) spolahlivo preukazal tri typické pasy pre karotenoidy.
Pejavili sa aj vedlajsie pasy v oblasti 1434, 1386 cm™ a v rozsahu 1284 - 1286 cm™ (diskutované v
dikusii).

Priru¢ny spektrometer (A 532 nm) neukézal ziaden signal karotenoidov ani inych pésov. Za tento fakt

zodpoveda podla vSetkého pritomnost’ fluorescencie, kedy doslo k prekrytiu slabého signalu
karotenoidov.

Prenosny spektrometer (spektrum B) identifikoval slabsi signal karotenoidov, ¢o spdsobila zmena
vinovej dizky. Naproti tomu sa vyrazne prejavil pas s hodnotou 741 cm™ typicky pre pritomnost
chlorofylu. Slabo sa prejavil pas v oblasti 1283 cm™.
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11.1 Ramanova spektrometria vybranych druhov psychrofilnych rias

Pouzitim metédy Ramanovej spektrometrie sme preukazali pritomnot Kkarotenoidov na vzorkach
psychrofilnych rias. Analyzované vzorky obsahovali zmes druhov Chloromonas nivalis a
Chloromonas brevispina. Pritomné boli ich bi¢ikaté stadia a spory. Pre tieto druhy organizmov je
typicka produkcia pigmentu astaxantinu ako ochranného mechanizmu pred UV ziarenim. Produkuje
sa v urcitych zZivotnych Stadiach.

Chloromonas nivalis + Chloromonas brevispina

514 nm (filter) - A 514 nm (sneh) - B, C 532nm-D,E,F
1522 vs 1523 s 1520 s 1516 s 1515s 1520 s
1158 vs 1158 s 1154 s 1149 s 1154 s 1159 s
1005 m 1007 w 1006 vw
Tab. 11 Zakladné pasy Chloromonas nivalis a Chloromonas brevispina.
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Obr. 16 Spektra psychrofilnych rias merané laboratornym mikrospektrometrom (A 514 nm). Vysledné spektra
druhov Chloromonas nivalis + Chloromonas brevispina.

Laboratérny mikrospektrometer spolahlivo preukézal pritomnost’ typickych karotenoidovych pésov.
Spektrum A (1522, 1158, 1005 cm™ - v,C=C, v,C-C, 8;C=CH) popisuje vysledné spektrum rias po
odfiltrovani zamrznutého snehu. Jedna sa o najdokonalejSie meranie z dovodu vysokej koncentracie
organickej hmoty a tak sa typické karotenoidové pasy prejavili silnym signalom. Prejavili sa aj dalSie
pasy s hodnotami 1188 a 963 cm™, ktoré sa pripisuju pritomnosti karotenoidov.

Spektra B a C popisuju analyzu rias laboratornym mikrospektrometrom priamo v zamrznutej vzorke
snehu. Prejavili sa typické karotenoidové pasy (1520 - 1523, 1154 - 1158 cm™). Treti typicky pés pre

karotenoidy sa v oblasti okolo 1000 cm™ neprejavil z dévodu vysokého Sumu. Koncentracia meranej
vzorky bola niz8ia nakol’ko sa jednalo o zamznutu vzorku so snehom.
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Obr. 17 Spektra psychrofilnych rias namerané priru¢nym spektrometrom (A 532 nm) v zmrznutom snehu.
Vysledné spektra druhov Chloromonas nivalis + Chloromonas brevispina.

Priruénym spektrometrom (A 532 nm) sme preukazali pritomnost” karotenoidov priamo v teréne na
reliktoch snehu v okoli meandrov rieky Labe. Spektra reprezentuju tri rézne miesta merania s obsahom
rovnakych druhov organizmov. Hodnoty pasov (1515 - 1520, 1149 - 1159, 1006 - 1007 cm™) jasne
definuju pritomnost’ karotenoidov. Vyrazny Sum, spOsobeny nizkou koncentraciou organizmov a
pritomnym snehom, eliminovali prejav pasu v oblasti okolo 1000 cm™ (spektrum D). Dalgie pasy sa
vyrazne neprejavili.
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11.3 Ramanova spektrometria vybranych druhov liSajnikov.

Na vybranych vzorkach lisajnikov sa nam pomocou Ramanovych spektrometrov podarilo preukazat’
pritomnost pigmentov karotenoidov. Vo vynimo¢nych pripadoch sa prejavili signaly dalsich
metabolitov. Analyzované boli archivne vzorky a Cerstvé vzorky odobrané priamo v teréne. Vzorky
odobrané Vv terénne sme analyzovali priruénym spektrometrom za suchych podmienok a nasledne po
navlhéeni, kvoli prepokladu spustenia metabolizmu organizmov a tim prejavu d’al$ich latok vo
vyslednych spektrach (napr. kyseliny produkované mykobiontom). Vysledné spektra st z vicsej Casti
merani prejavom fotobionta a ich typickych primarnych metabolitov (karotenoidov).
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Obr. 18 Namerané spektra lisajnika Cladonia coniocraea z archivnych zbierok. A - laboratorny
mikrospektrometer (A 514 nm), B - priru¢ny spektrometer (A 532 nm).

Laboratorny mikrospektrometer (spektrum A) identifikoval tri hlavné pasy karotenoidov (1523, 1156,
1004 cm™ - v;C=C, v,C-C, 8;C=CH). Slabo sa prejavil pas s hodnotou 1187 cm™, ktory sa prirad'uje
pritomnosti karotenoidov. Signal karotenoidov je v nameranom spektre pomerne slaby nakol'ko sa
jedné o archivnu vzorku, v ktorej neprebieha ziaden metabolizmus organizmu.

Priru¢ny pristroj (spektrum B) identifikoval velmi slaby signal hlavnych pasov karotenoidov (1513,
1152, 999 cm™). Dalsie pasy sa v spektre neprejavili. Signél je prekryty vinami, ktoré st typické pre
tento typ pristroja.
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Candelaria pacifica
514 nm - A, D 532 nm (suché) - B | 532 nm (vlhké) - C | BRAVO - E
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Tab. 13 Zakladné pasy lisajnika Candelaria pacifica
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Obr. 19 Namerané spektra lisajnika Candelaria pacifica. A, D - laboratorny mikrospektrometer (A 514 nm),
B, C - priruény spektrometer (A 532 nm).

Laboratorny spektrometer (spektrum A) spolahlivo urcil hlavné pasy karotenoidov (1523, 1156, 1005
cm™ - v;C=C, v,C-C, 8;C=CH). Pritomnost’ karotenoidov potvrdzuju aj slabsie pasy s hodnotami 1187
a 963 cm™, ktoré st typické pre tento typ pigmentov. Posunutim analyzovaného miesta na povrchu
lisajniku do oblasti, ktora vykazovala jasne zItd farbu (spektrum D) sme znova urcili tri hlavné pasy
karotenoidov (1523, 1158, 1001 cm™). Prejavili sa tu silné pasy s hodnotami 1632 a 1608 cm™, ktoré
nepatria hodnotam typickym pre karotenoidy. Tieto pasy sa prejavili silnejSim signdlom nez
karotenoidy, ktoré sa tu vyskytovali zrejme v mensej koncentracii. Hodnoty tychto pasov moézu v
porovnani s literatiirov definovat’ pritomnost’ kalycinu (diskustované v diskusii).

Priru¢ny spektrometer (spektra B a C) preukazali pritomnost’ karotenoidov (1518, 1154, 999 - 1001
cm™). Slabym signalom sa prejavili pasy v rozsahu 954 - 963 cm™, ktoré sa pripisuju pritomnosti
karotenoidov. Silnym signélom sa prejavili netypické pasy karotenoidov v rozsahu 1630 - 1634 cm™ a
1602 - 1604 cm™. Dalej st tieto hodnoty popisané v diskusii. Rozdiel medzi hodnotami pasov v
pripade suchej a vlhkej vzorky nebol pozorovany.
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Obr. 20 Namerané spektrum lisajnika Candelaria pacifica. E - priruény spektrometer (A 700 - 1100 nm).

Priru¢ny spektrometer (A 700 - 1100 nm) nam v pripade spektra E preukazal pritomnost’ karotenoidov
(1524, 1156 a 1004 cm™). Potvrdzuje nam to aj pritomnost pasu v oblasti 1188 cm™, ktory je typicky
pre pigmenty tohto tipu. Nakolko tento pristroj pracuje s dvoma typmi laseru, doslo k prejavu latok
netypickych pre karotenoidy. Pasy 1629 a 1605 cm™, ktoré sa prejavili silnym signdlom znova
poukazuji na moznu pritomnost’ proteinu kalycinu (diskutované v diskusii).Vyrazne sa prejavil aj pas
s hodnotou 1446 cm™. Tato hodnota je d’alej diskutovana.

39



Cladonia digitata
514 nm - A, B 532 nm (suché) - C 532 nm (vlihké) - D, E
1523 vs (V) 1523 s 1517 m 1517 m (V) 1519 w
1157 s 1156 m 1156 s 1155 m 1155 m
1005 m 1008 w 1004 w 999 vw

Tab. 14 Zakladné pasy lisajnika Cladonia digitata

1523

Relativna intenzita

1519
|

n /\l\\ﬁ\ﬂ
"
"\'l“f.v-" ‘ »Mff// \/

N\
N
e { Mot
fh Moo A -
/ WA m\wﬂ M \‘\"“w W N

1155
/
E

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900

Vinoget / cm

Obr. 21 Namerané spektra lisajnika Cladonia digitata. A, B - laboratorny mikrospektrometer (A 514 nm).

C, D, E - priruény spektrometer (A 532 nm).

V pripade laboratorneho mikrospektrometra (spektra A a B) sa prejavili tri typické pasy karotenoidov
(1523, 1156 - 1157, 1005 - 1008 cm™ - v;C=C, v,C-C, 55C=CH). Pasy v oblasti 1187 a 963 cm™ su
typické pre pigmenty tohto typu. Spektrum B sme namerali na sporangiu daného liSajnika. Napriek
jeho syto ervenej farbe sa neprejavili pasy inych matebolitov. Dalej je tento jav popisany v diskusii.

Priru¢ny spektrometer (spektra C, D, E) dokézal pritomnost’ karotenoidov (1517 - 1519, 1155 - 1156,
999 - 1004 cm™). Dalsie pasy sa neprejavili. Vidime typické viny pre tento typ pristroja. Spektrum E
patri sporangiu liSajnika. Neprejavili sa vilom pasy inych latok. Rozdiel vyslednych hodnét pasov

medzi suchou a vlihkou vzorkou nebol signifikantny.
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Pseudevernia furfuracea
514nm-A | 532 nm (vihké)-B | BRAVO-C

1523 vs 1519 w 1525 vs
1156 s 1154 w 1156 s
1005 m 1007 vw 1006 m

Tab. 15 Zakladné pasy lisajnika Pseudevernia furfuracea
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Obr. 22 Namerané spektra lisajnika Pseudevernia furfuracea. A - laboratérny mikrospektrometer (A 514 nm).
B - priruény spektrometer (A 532 nm). C - priruény spektrometer (A 700 - 1100 nm).

Pouzitim laboratorneho mikrospektrometra (spektrum A) sme preukazali pritomnost’ karotenoidov,
ktoré sa prejavili troma vyraznymi pasmy (1523, 1156, 1005 cm™ - v;C=C, v,C-C, 8;C=CH).
Pritomnost’ tohto typu pigmentov dokazuju aj slabsie pasy s hodnotami 1188 a 964 cm™, ktoré su
prene typické.

Priru¢ny spektrometer preukazal pritomnost’ karotenoidov (spektrum B), ktoré sa prejavili troma
pasmi s velmi slabym signdlom (1519, 1154,1007 cm™). Koncentracia karotenoidov bola v tomto
mieste merania zrejme velmi mala. Typické viny tohto typu pristroja prekryvaji slaby signal
karotenoidov. Vysledné spektrum je z navlhéenej vzorky. V pripade suchej vzorky sa Ziadne pasy
neprejavili.

Pouzitim priruéného spektrometra (A 700 - 1100 nm) sa v spektre C vyrazne prejavili tri
charakteristické pasy karotenoidov (1525, 1156, 1006 cm™). Typicky pre pritomnost’ karotenoidov je
pas s hodnotou 1187 cm™. Vdaka pouzitiu tejto vinovej dizky doslo k prejavu pasov, ktoré niest
typické pre karotenoidy. V oblasti 1663, 1603 a 1326 cm™ sa prejavili pasy typické pre metabolity
lisajnikov. Vyraznejii je aj pas s hodnotou 1436 cm™, ktory je takisto netypicky pre pigmenty tipu
karotenoidy, ale skor sa pripisuje prejavu aminokyselin. Blizsie je popis vedl'ajsich pasov rozvedeny v
diskusii. Pas s hodnotou 746 cm™ koreluje typicky s pritomnostou chlorofylu.
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11.4 Ramanova spektrometria vybranych frakcii pigmentov izolovanych pomocou metody
HPLC

Vysledné merania pigmentov sinic pomocou Ramanovej spektrometrie boli doplnené o analyzy frakcii
pigmentov ziskanych pomocou metédy HPLC. Pigmenty boli extrahované zo sinice Scytonema
hyalinum (THO02-NP) s pracovnym oznaCenim TH a zo sinice Scytonema sp. (FM5-MK45) s
pracovnym oznacenim FM. Vysledky analyz pigmentov Ramanovou spektrometriou st doplnené o
vysledné chromatogramy pigmentov oboch druhov sinic.
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Obr. 23 Namerané spektra frakcii pigmentov pomocou laboratérneho mikrospektrometra (A 514 nm). Oznacenie
vzoriek FM. Na zaklade retenénych ¢asov uréené ako: A - celkovy extrakt bez frakcionacie, B - myxoxantofyl
(ret. ¢as 14,376), C - astaxantin (20,034), D - kantaxantin (20,727).

Laboratérny mikrospektrometer (A 514 nm). Oznacenie vzoriek: FM
celkovy extrakt (A) | myxoxantofyl (B) | astaxantin (C) | kantaxantin (D)
1515s 1517 s 1515s 1518 s
1156 s 1155s 1158 s 1157 s
1003 m 1003 m 1006 m 1005 m

Tab. 16 Zakladné hodnoty pasov frakcii pigmentov extrahovanych zo sinice Scytonema sp. Oznaéenie vzoriek:
FM. (Uvedené hodnoty vinoc¢tov odpovedaju meraniam na frakciach odpovedajticich uvedenym karotenoidom).

Pouzitim laboratorneho mikrospektrometra (A 514 nm) sa nam v niektorych frakciach pigmentov
podarilo s istotou identifikovat’ pritomnost’ karotenoidov. Ich typické tri pasy odpovedaji vibratnym
moddom v;C=C, v,C-C a 33C=CH. Niektoré frakcie nebolo mozné identifikovat’ pomocou Ramanove;j
spektrometrie. Koncentracia izolované¢ho pigmentu bola v tychto pripadoch vel'mi nizka.
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V spektre A sme namerali hodnoty 1515, 1156 a 1003 cm™. Podla vysledkov HPLC sa jedna o
celkovy extrakt pigmentov bez predoslej frakcionacie. S istotou sme urcili pritomnost’ karotenoidu.
Odpovedaju tomu aj typické pasy karotenoidov v oblasti 1192 a 961 cm™.

Spektrum B s hodnotami 1517, 1155 a 1003 cm™ nam potvrdilo znova pritomnost’ karotenoidu. Podl'a
vysledkov analyz HPLC by sa malo jednat' o myxoxantofyl. Slabo sa prejavil pas s hodnotou 1187
cm’™, ktory definuje pritomnost’ karotenoidu.

Laboratérny mikrospektrometer nameral silny signal karotenoidov aj v spektre C (1515, 1158, 1006
cm™). Pritomnost’ karotenoidov dokazujii aj pasy s hodnotami 1276 a 1191 cm™. Silny signal
karotenoidu je dany jeho vySSou koncentridciou. Podla anlyzy HPLC by sme mali ocakavat
pritomnost’ astaxantinu.

Spektrum D by malo podl'a HPLC reprezentovat’ pritonnost’ kantaxantinu. My sme namerali hodnoty
1518, 1157 a 1005 cm™. Tie dokazuju pritomnost’ karotenoidov. Potvrdzuje to aj slaby pas s hodnotou
1192 cm™, ktory je typicky pre skupinu pigmentov karotenoidy.

Blizsia identifikacia pigmentov pomocou Ramanovej spektrometrie nebola mozna. S ohladom na
znacnu podobnost’ jednotlivych karotenoidov su takisto polohy Ramanovych pasov zna¢ne podobné
a Casto se nedari jednoznac¢ne jednotlivé karotenoidy rozlisit’. Vplyv na pozorovany posun méze mat’
aj mozna kontaminacia frakcie karotenoidu inym karotenoidom. Uginejsia v tomto smere sa javi
metdda HPLC. Blizsie je tato tematika popisand v diskusii.

\-ﬂms
1817,
A 'I'I‘:f*
1518
|'|| 115‘? 1004
|
[
I 5
wl | lll\\-’m\
T2 K’\w\/«
i
[
|

Relativna intenzita

‘I 005

Relativna intenzita

“5?

n

W w mmos

1800 1600 1400 1200 000 800 1800 1600 1400 1200 1000 &0
Vinocet / cm’! VInoget / cm™

Obr. 24 Namerané spektra frakcii pigmentov pomocou laboratérneho mikrospektrometra (A 514 nm). Oznacenie
vzoriek TH. Na zaklade retenénych ¢asov uréené ako: A - celkovy extrakt bez frakcionacie, B - myxoxantofyl
(ret. ¢as 14,378), C - kantaxantin (20,762), D - echinenon (24,898), E - chlorofyl a + neznamy karotenoid
(26,26), F - astaxantin (20,063), G - f-karotén (28,339), H - karoteniod X (10,502).
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Laboratérny mikrospektrometer (A 514 nm). Oznaéenie vzoriek: TH

celkovy extrakt (A)

myxoxantofyl (B)

kantaxantin (C)

echinendn (D)

1516 s 1518 s 1518 s 1520 s
1156 s 1156 s 1156 s 1157 s
1004 m 1005 m 1005 m 1003 m

chlorofyl a + neznamy
karoteniod (E )

astaxantin (F)

B, B-carotene (G)

karotenoid X (H)

1520 s 1519 s 1518 m 1515s
1158 s 1158 m 1159 m 1154 s
1005 m 1007 w 1000 vw 1004 m

Tab. 17 Zakladné hodnoty pasov frakcii pigmentov extrahovanych zo sinice Scytonema hyalinum. Oznacenie
vzoriek: TH. (Uvedené hodnoty vlnoctov odpovedaji meraniam na frakciach odpovedajicich uvedenym
karotenoidom).

V extrahovanych frakcidch pigmentov sa ndm pomocou Ramanovej spektrometrie podarilo preukéazat
pritomnost’ karotenoidov. Niektoré frakcie sa nepodarilo namerat. Dovod moéze byt nizka
koncentracia karotenoidu vo vzorke. Pri dostatocnej koncentracii sa prejavili aj d’alSie slabsie pasy,
ktoré nam pritomnost’ karotenodiu vo vzorke potvrdili.

Laboratérnym spektrometrom (A 514 nm) sme v spektre A identifikovali tri hlavné pasy karotenoidov
(1516, 1156, 1004 cm™ - v;,C=C, v,C-C a 8;C=CH). Vzorka obsahovala celkovy extrakt pigmentov
sinice bez dalSej frakcionacie. VedlajSie péasy karotenoidov sa prejavili vel'mi slabym signdlom,
ktorému bolo obtiazne urcit’ presni hodnotu.

V spektre B sme namerali hodnoty karotenoidovych pasov 1517, 1156 a 1005 cm™. Podl'a vysledkov
HPLC sa jedna o myxoxantofyl. Velmi slabym signalom sa prejavil pas s hodnotou 1190 cm™. Tento
pas sa pripisuje pritomnosti karotenoidov.

V spektre C sme uréili hlavné karotenoidové pasy ako 1518, 1156 a 1005 cm™. Anylyza HPLC uréila
vzorku ako kantaxantin. Slabo sa previli pasy v oblasti 1447 a 1193 cm™. Tieto pasy sa pripisuju
pritomnosti karotenoidov a inych produktov metabolizmu.

Spektrum D s hodnotami pasov (1520, 1157, 1003 cm™) nam dokazuje pritomnost’ karotenoidu.
Analyza HPLC identifikovala tento pigment ako echinenén. Prejavil sa aj pas s hodnotou 1191 cm™,
ktory sa pripisuje pritomnosti karotenoidov.

V spektre E sme identifikovali tri hlavné pasy karotenoidov (1520, 1156,1005 cm™). Anylyza HPLC
urcila tento pigment ako chlorofyl a + neznamy karotenoid. Typické pasy chlorofylu sa v Ramanovom
spektre neprejavili. Slaby pas s hodnotou 1192 cm™ nam ale dokazuje pritomnost’ blizsie
nespecifikovaného karotenoidu.

Spektrum F s hodnotami hlavnych pasov 1519, 1158 a 1007 cm™ dokazuje pritomnost’ troch hlavnych
pasov karotenoidov. Analyza HPLC uréila karotenoid ako astaxantin. Dal3ie pasy karotenoidov sa v
tomto spektre neprejavili. Pigment sa tu vyskytuje zrejme v malej koncentracii.
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V spektre G sme uréili hodnoty troch hlavnych pasov karotenoidov ako 1518, 1159 a 1000 cm™
Analyza HPLC uréila pigment ako S-karotén. Ziadne vedlajsie pasy typické pre karotenoidy sa
neprejavili. Koncentracia pigmentu vo vzorke bola kvoli slabému signalu vel'mi nizka.

Spektrum H s hodnotami hlavnych karotenoidovych pasov 1515, 1154 a 1004 cm™ nam dokazuje
pritomnost’ tohto typu pigmentov. Analyza HPLC nam urcila pigment ako neznamy karotenoid X.
Vysoka koncentracia tohto karotenoidu odhalila aj vedlajSie pasy typické pre karotenoidy a iné
produkty metabolizmu s hodnotami 1447, 1282, 1190 a 961 cm™.

Blizsia identifikacia pigmentov pomocou Ramanovej spektrometrie nebola mozna. S ohladom na
znacnu podobnost’ jednotlivych karotenoidov su takisto polohy Ramanovych pasov zna¢ne podobné
a Casto se nedari jednoznacne jednotlivé karotenoidy rozlisit. Vplyv na pozorovany posun méze mat’
aj mozna kontaminacia frakcie karotenoidu inym karotenoidom. Uginejsia v tomto smere sa javi
metdda HPLC. Blizsie je tato tematika popisand v diskusii.

11.5 Vysledné analyzy frakcii pigmentov sinic pomocou metédy HPLC.

Ako zrovnavacia metdda s Ramanovou spektrometriou bola pouzitd vysoko uc¢innd kvapalinova
chromatografia. Pomocou tejto metédy sme ziskali frakcie pigmentov sinic, ktoré boli nasledne
analyzované Ramanovim spektrometrom. V pripade identifikacie typu pigmentu sa metoda HPLC javi
ako vhodnejs$i nastroj na analyzu. Pigmenty boli extrahované z dvoch druhov sinic: Scytonema
hyalinum (THO2-NP) s pracovnym oznacenim TH a zo sinice Scytonema sp. (FM5-MK45) s
pracovnym oznac¢enim FM. Metéda HPLC nam poukazala na réznorodost’ pigmentov vo vybranych
druhoch sinic. Kapitola je doplnena o vysledné chromatogramy extraktov. Posudenie reten¢nych ¢asov
umoziuje uréenie jednotlivych pigmentov.
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Obr. 25 Chromatogram sinice Scytonema hyalinum (TH). Pigmenty odpovedajice prislusnym retenénym ¢asom
su popisané v tabulke ¢. 18.

Frakcie pigmentov. Oznacenie vzoriek: TH
Pigment Retenény ¢as / min
neznamy pigment 6,871
neznamy pigment 7,969
karotenoid X 10,502
karotenoid X 12,816
myxoxantofyl 14,378
astaxantin 20,063
kantaxantin 20,762
echinenén 24,898
chlorofyl a + karotenoid 26,26
B, B-karotén 28,339

Tab. 18 Extrahované pigmenty sinice Scytonema hyalinum (TH) a ich retenéné Casy.
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Obr. 26 Chromatogram sinice Scytonema sp. (FM). Pigmenty odpovedajice prislusnym retenénym ¢asom st
popisané v tabulke ¢. 19.

Frakcie pigmentov. Oznacenie vzoriek: FM
Pigment Retenény éas / min
rozlicné formy myxoxantofylu 12,245
myxoxantofyl 14,376
astaxantin 20,034
kantaxantin 20,727
echinendén 24,844
chlorofyl a 26,202
feofytin s B-karoténom 27,883
B, B-karotén 28,28

Tab. 19 Extrahované pigmenty sinice Scytonema sp. (FM) a ich reten¢né Gasy.
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12.0 DISKUSIA

Diskusia poskytuje zhrnutie vyslednych merani Ramanovou spektrometriou pre vybrané druhy
organizmov. Nasledne porovndva limity v identifikdcii vyznamnych biomarkerov pomocou
prenosnych, priru¢nych a laboratérnych spektrometrov. Ziskané vysledky merani porovnava
s vysledkami analyzy HPLC.

Anylyza jednotlivych karotenoidov sa ndm znacne komplikovala, nakol’ko vsetky vybrané druhy
organizmov pre tuto pracu produkuju zloZité zmesy karotenoidov. Strukturne vzorce jednotlivych
karotenoidov s vel'mi podobné a tak sa vo vyslednych spektrach prejavuji malymi odchylkami, ktoré
je obtiazne rozliSit. Napriek tomu sa nam vo vSetkych pripadoch podarilo preukazat wc¢innost
Ramanovej spektrometrie pri detekcii tychto vyznamnych biomarkerov.

V pripade psychrofylnych sinic sme mohli predpokladat’ pritomnost’ pigmentu scytoneminu (Wilson et
al., 2007). Tento pigment je typicky produkovany v stresovych podmienkach za zvySeného UV
ziarenia ako mechanizmus ochrany proti tomuto ziareniu. Sinice sa zrejme nenachddzali v
podmienkach, kedy bolo nutné produkovat’ tento pigment. Hlavné pasy tohto pigmentu uréili ako
1595, 1154 a 1173 cm™ (Edwards et al., 2000). Typicky sa mdze tento pigment prejavit’ pri vinovej
dizke 785 nm. V nasich vysledkoch sa jeho typické pasy neprejavili.

Pouzitim laboratérneho mikrospektrometra sme namerali najreprezentativnejsie spektra karotenoidov.
Napriek tomu je blizsia identifikdcia konkrétneho karotenoidu prakticky nemozna. Rozptyl hodnét
jednotlivych pasov je tak vyrazny, Ze snaha o identifikaciu karotenoidu by nemala zmysel. Pri tejto
vinovej dizke (A 532 nm) a vd’aka technickym vlastnostiam tohto pristroja (rozlisenie, mikroskop ...)
sa prejavili aj slabSie pasy. Prejavili sa vo vSetkych troch druhoch sinic (Calothrix elsteri,
Phormidermis priestleyi, Phormidium). Pasy v oblasti 1443 - 1445 cm™ mozu podla literatary
odpovedat’ pritomnosti karbohydratov, proteinov a lipidov (Goodwin et al., 2006 - 1448 cm™ §(CH,)).
Slabgie pasy v oblasti 961 - 962 cm™ st typické pre pritomnost’ karotenoidov (Goodwin et al., 2006 -
961 cm™ (C-H)). Dalsim typickym prejavom karotenoidov vo vyslednych spektrach su pasy v oblasti
1185 - 1193 cm™ (Nakamura et al., 2001 definuje pre tento typ pigmentov rozsah pasov ako
1100 - 1200 cm™). V pripade sinice Phormidium sa prejavili vyraznejsie pasy v oblasti okolo 1434
cm™, ktoré mozu reprezentovat’ pritomnost’ aminokyselin ako glutamat (Vitek et al., 2013). V rozsahu
1386 - 1389 cm™ sa prejavujii pasy, ktoré su takisto typické pre aminokyseliny ako L-prolin
(De Gelder et al., 2007). Slabé pasy v rozsahu 1283 - 1286 cm™ reprezentujii podla Vitka et al., 2013
pritomnost’ fykobiliproteinov.

V pripade priru¢ného spektrometra (A 532 nm) sa vo vyslednych spektrach prejavili len typické pasy
karotenoidov. Tento pristroj ma oproti laboratornemu nizSie rozliSenie a tak je detekcia vedlajsich
pasov karotenoidov alebo inych latok netypickych pre karotenoidy vel'mi obtiazna. Navyse ak sa tieto
latky vyskytuju v nizkej koncentracii v mieste, ktoré analyzujeme, je signal obtiazne detegovat. V
pripade sinice Phormidium sa tymto pristrojom nepodarilo detegovat’ Ziadny signal karotenoidov,
kvoli pritomnosti fluorescencie. Ta prekryla slaby signal karotenoidov.

Pouzitim prenosného spektrometra (A 785 nm) doslo k potla¢eniu rezonanéného zosilnenia signalu
karotenoidov a tak sa nam prejavili aj iné pasy s vy$Sou intenzitou. Typicky sa pri tejto vinovej dizke
prejavil pas v rozsahu 741 - 742 cm™, ktory sa pripisuje pritomnosti chlorofylu (Vitek et al., 2010 -
745 cm™).

Analyzovali sme aj skupinu psychrofylnych rias. Merania sme uskuto¢nili priamo v teréne a nasledne
na laboratérnom mikrospektrometri za laboratérnych podmienok. V oboch pripadoch sme preukéazali
ucinnost’ Ramanovej spektrometrie v identifikacii karotenoidov ako vyznamnych biomarkerov. Na
reliktoch snehu pri meandri rieky Labe sme analyzovali zmes druhov Chloromonas nivalis a
Chloromonas brevispina. Pritomné boli ich bi¢ikaté Stadia a takisto Spory. Pre tieto druhy rias je
typickd produkcia ochranného UV pigmentu astaxantinu (Remias et al., 2010). Hlavné pasy
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astaxantinu uréili pri merani na prirodnych vzorkach ako 1520, 1160 a 1005 cm™ (Maia et al., 2014).
Tento pigment je produkovany v urcitych cistalnych vyvojovych §tadiach a nam sa jeho pritomnost’
nepodarila definitivne preukazat’, respektive sa nachadzal vo vzorkach vo vel'mi malom mnozZstve.
Napriek tomu dochadza v tychto organizmoch aj k produkcii inych ochrannych pigmentov (Remias

typicka vacsia produkcia S-karoténu.

Laboratorny mikrospektrometer (A 514 nm) poskytol najdokonalejSie spektrum rias. Po odfiltrovani
prebyto¢ného snehu sme ziskali ¢isti biomasu, ¢im sme sa zbavili prejavu vyrazného Sumu. Vdaka
mikroskopu a kamere sme boli schopni analyzovat’ miesto z najvac¢sou koncentraciou zelenej biomasy.
Zasluhou toho sa ndm vo vyslednom spektre prejavili aj vedlajSie pasy karotenoidov s hodnotami
1188 a 963 cm™.Tymto pristrojom sme analyzovali aj zamrznutd vzorku, v ktorej bola koncentracia
rias nahodna a tomu zodpoveda aj vyrazny Sum, ktory sa prejavil vo vyslednych spektrach. Napriek
tomu sa vd’aka rezonancnému zosilneniu signdlu karotenoidov, ku ktorému dochadza pri pouziti tejto
vinovej dizky, vyrazne prejavili dva pasy typické pre tieto pigmenty (viC=C a v,C-C). Treti pas
karotenoidov (63C=CH) bol prekryty Sumom. Tento Sum bol spdsobeny pritomnostou snehu, ktory sa
pri teplote laboratoria a teplote laseru zacinal topit. Mohlo dochadzat k posunu ohniskove;j
vzdialenosti.

Priruénym spektrometrom (A 532 nm) sme previedli merania priamo v teréne a tym sme dokazali
ucinnost’ tychto pristrojov pri identifikacii karotenoidov. Na troch réznych miestach sme namerali
hlavné pasy karotenoidov. Nakol'ko sme riasy merali priamo na shehu, znova bol viditelny sum. V
zavislosti na koncentracii biomasy vidime rozdiely v intenzite nameranych pasov. Pri vy$Som pocte
akumulacii (10) doslo k miernej redukeii Sumu. VedlajSie pasy pripisované pritomnosti karotenodiov
sa neprejavili. Paradoxne sme preukézali, ze prirucny spektrometer poskytol lepsie vysledky pri
merani zamrznutych vzoriek. Spdsobené to je zrejme faktom, Ze pristroj ma mensie rozliSenie a tak
zaberd vacsiu plochu. Vysledné hodnoty karotenoidovych pasov vykazovali nesystematicky posun,
ktory sa niekedy prejavi pri tomto type pristroja (Standarde je dany rozptyl od vyrobcu 3 - 5 cm™).
Pouzitim pocitacového programu (peak fitting) sa tento jav da scasti eliminovat’. Presna identifikacia
typu karotenoidu napriek tomu nie je mozna.

Pritomnost’ karotenoidov sme dokazali aj na vzorkach lisajnikov, ktoré neboli zvolené podla kluca.
Napriek tomu sme prepokladali pritomnost’ tychto pigmentov kvoli symbidze s fotobiontom, ktory
tieto latky produkuje. Identifikovali sme signal aj inych latok, ktoré st typické pre metabolizmus
lisajnikov. Pouzili sme archivne a &erstvé vzorky. Cerstvé vzorky sme analyzovali ako suché a
nasledne ako navhl¢ené za predpokladu, Zze sa spusti metabolizmus organizmu a prejavia sa Vo
vyslednych spektrach vyrazne aj in€¢ metabolity.

Vo vzorke liSajnika Cladonia coniocraea (archiv) sme pomocou laboratorneho spektrometra
(A 514 nm) preukazali pritomnost’ karotenoidovych pasov. Tie sa tu nachadzali v niz$ej koncentracii
nez u &erstvych vzoriek a tak sa prejavili slabsou intenzitou. Prejavil sa aj pas s hodnotou 1187 cm™,
ktory je typickym vedlajsim pasom pre karatenoidy. Priruény spektrometer (A 532 nm) takisto
preukazal pritomnost’ karotenoidov. Tie sa v tomto pripade prejavili vel'mi slabym signalom, ktory bol
vyrazne prekryty vlnami, ktoré sa prejavuju typicky pre tento typ pristroja v pripade nizkej
koncentracie pigmentu. Podla literatiry by sme v rode Cladonia mohli ofakavat’ pasy usnovej
kyseliny (Liao et al., 2010). Tu uréili hlavné pasy usnovej kyseliny ako 1629, 1537 a 1191 cm™. V
nasSich vysledkoch sa pritomnost’ tejto latky neprejavila.

V lisajniku Candelaria pacifica sme znova identifikovali tri hlavné pasy patriace karotenoidom.
Laboratoérny mikrospektrometer (A 514) ndm poskytol vel'mi jasné spektrum karotenoidov, v ktorom
sa prejavili aj velajsie pasy typické pre tieto pigmenty v oblasti 1187 cm™a 963 cm™. Previedli sme aj
meranie, kde sme sa sustredili na miesto s vysokou koncentraciou Zltej farby a dokazali sme
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pritomnost’ inej latky nez karotenoidu. Tato latka prekryla svojou intezitou hlavné karotenoidové pasy,
ktoré sa v tomto spektre prejavili velmi slabymi signalmi. Hodnoty vyraznych pasov tejto latky boli
1632 a 1608 cm™. Podra literatury by mohli definovat’ pritomnost’ kalycinu. V praci Fernandes et al.,
2015 analyzovali vybrané druhy rodu Candelaria a uréili pre kalycin pasy 1631 a 1604 cm™ (vC=C
+ vC-C dilakton a vC=C + vC-C + 6CH). Odchylky v hodnotach hlavnych pasov tohto proteinu v
porovnani s literatirou mdzu byt’ spdsobené tym, ze sme identifikovali derivat kalycinu.

Priru¢ny spektrometer (A 532 nm) identifikoval hlavné pasy karotenoidov a navyse sa prejavili aj pasy
v rozsahu 1630 - 1634 a 1602 - 1604 cm™, ktoré mozu znova reprezentovat’ pritomnost’ proteinu
kalycinu. Dokazali sme, Ze tato latka sa vyskytuje v roznych miestach danej vzorky vo vysokej
koncetracii. V rozsahu 954 - 963 cm™ sa nam v spektrach prejavuje slaby pas, ktory sa prirad’uje
pritomnosti karotenoidov (Goodwin et al., 2006 - 961 cm™ (C-H)). Rozdiely vyslednych hodnét pasov
medzi suchou a navlh¢enou vzorkou neboli pozorované.

Analyza liSajnika Candelaria pacifica bola doplnend o merania priruénym spektrometrom
(A 700 - 1100 nm), ktory ma v sebe zabudovanu funkciu vylepSenia spektier a dokaze potlacit’
napriklad prejav fluorescencie. Preto vidime vo vyslednom spektre aj prejav inych pasov nez
karotenoidovych. Znova sme dokazali pritomnost’ karotenoidov ¢o nam potvrdzuje pas v oblasti 1188
cm™, ktory je typicky pre pigmenty tohto typu. Pasy 1629 a 1605 cm™ znova poukazuju na moznu
pritomnost’ proteinu kalycinu. Vyrazne sa prejavil aj pas s hodnotou 1446 cm™ , ktory by mohol
odpovedat’ pritomnosti karbohydrétov, proteinov a lipidov (Goodwin et al., 2006 - 1448 cm™ §(CH,)).

Analyzou liSajnika Cladonia digitata sme pomocou laboratorneho mikrospktrometra (A 514 nm)
ziskali velmi reprezentativne spektrd, ktoré nadm s istotou preukédzali pritomnost hlavnych
karotenoidovych pasov. Potvrdzuje nam to aj pritomnost’ pasov v oblasti 1188 a 963 cm™.

Priruény spektrometer (A 532 nm) preukézal pritomnost’ karotenoidov vo vietkych meraniach. Dalsie
pasy sa neprejavili. Rozdiel medzi suchou a navlhéenou vzorkou nebol pozorovany.

V pripade tohto druhu lisajnika sme mali k dispozicii sporangium, ktoré sme mohli blizSie analyzovat'.
Sporangium malo syto Cervenu farbu. V tomto pripade by sme mohli predpokladat’ pritomnost
atranorinu (Kosani¢ et al., 2014), ktory by v rode Cladonia mal byt’ pritomny a tato Cervena farba by
mobhla reprezentovat’ jeho pritomnost’. V porovnani s pracou Edwards et al., 1997, kde identifikovali
hlavné pasy atranorinu (1674 s, 1629, 1605 s, 1453, 1406 s, 1379, 1311, 1281, 1115, 1033, 1000, 980,
956, 869, 826, 743 m, 704, 615, 503, 303) sa pomocou naSich spektrometrov nepodarilo preukazat
pritomnost’ tejto latky. V rode Cladonia by sme podrla literatary mohli o¢akavat’ pritomnost’ usnovej
kyseliny (Liao et al., 2010). Nam sa pomocou naSich spektrometrov nepodarilo tato latku
identifikovat’.

V lisajniku Pseudevernia furfuracea sa nam pomocou laboratorneho mikrospektrometra (A 514 nm)
podarilo identifikovat’ silny signal hlavnych karotenoidovych pasov, ktory ndm potvrdzuje aj pas s
hodnotou 1188 cm™, ktory je typicky pre pigmenty tohto typu.

Priru¢ny spektrometer (A 532 nm) nameral vel'mi slabé pasy karotenoidov, ktoré boli prekryté vinami,
ktoré sa pri tomto type pristroja prejavuju. V pripade suchej vzorky sa ziadne pasy vo vyslednom
spektre neprejavili.

Pouzitim priru¢ného spektrometra (A 700 - 1100 nm) sa nam vo vyslednom spektre prejavili aj iné
pasy, okrem hlavnych karotenoidovych. V pripade liSajnika Pseudevernia furfuracea by sme podl'a
literatry mohli ocakavat’ pritomnost’ atranorinu (Proksa et al., 1994). Tejto skutocnosti by
zodpovedala aj hodnota peaku v oblasti 1663 cm™. V porovnani s literatarou (Edwards et al., 2003b),
ktory mu pripisuje hodnotu hlavného pasu 1666 cm™. Naproti tomu rizokarpickej kyseline, ktora je
takisto su¢ast’ metabolizmu mnohych lidajnikov, pripisuje hodnotu hlavnych pasov 1668 a 1608 cm'™.
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Tieto hodnoty by mohli korelovat s naSou hodnotou 1663 a 1603 cm™. V praci Villar a Edwards, 2006
popisuju hodnoty hlavného pasu atranorinu ako 1666 cm™ a rizokarpickej kyseliny ako 1665 cm™.
Nage d'alsie pasy v oblasti 1603 a 1326 cm™ by mohli korelovat’ s pasmi usnovej kyseliny, ktorych
hodnotu hlavnych peakov popisal Villar a Edwards, 2010 ako 1604 a 1324 cm™. Hodnota pasu 746
cm™ by mohla odpovedat’ pritomnosti chlorofylu (Villar a Edwards, 2006 - 744 cm™). Na§ dalsi
vyraznejii pas s hodnotou 1436 cm™ by mohol reprezentovat’ Ramanovsky prejav aminokyselin ako
glutamat (Vitek et al., 2013).

Tato praca bola doplnena o analyzy frakcii pigmentov, ziskanych z extraktov sinic pomocou metody
HPLC. Zrovnanie vysledkov z oboch metdéd nam ukazuje, Zze chromatografia nam umozinuje detekciu
jednotlivych karotenoidov a inych pigmentov. Ramanova spektrometria nam tito moznost’
neposkytuje nakol'ko analyzované organizmy obsahuji komplexné zlozenie karotenoidov, ktoré su si
Struktirne vel'mi podobné. Blizsia identifikacia takychto latok vyzaduje pripravu vzoriek do extraktov
a nasledni analyzu. Napriek tomu sa ndm vo vacSine frakcii podarilo namerat hlavné pasy
karotenoidov. V niektorych pripadoch sa identifikacia pritomnosti karotenoidov nepodarila, nakol’ko
sa dany pigment vyskytoval vo vzorke vo vel'mi malej koncentracii. Mald koncentracia spdsobila v
niektorych spektrach vel'mi nizke intenzity pasov karotenoidov.

Vsetky organizmy skiimané v tejto praci produkuju velmi komplexné zlozenie karoteniodov a inych
pigmentov a takisto mnoho vedlajSich latok, ktoré nemaju stvislost’ s karotenoidmi (ako napriklad
kyseliny lisajnikov). Pigmenty typu karotenoidov sa odlisuji v pocéte dvojitych vézieb v
konjugovanom ret'azci. Tieto odliSnosti st natol’ko malé, Ze sa prejavia nepatrnym posunom hodnot
hlavnych pasov. Hlavne vibra¢ného modu v;C=C. Zmeny hodnot tohto pasu sa moézu prezentovat’ aj v
ramci jedného druhu karotenoidu a to napriklad zmenou vlnovej diZky excitaéného Ziarenia. Polohy
pasov v prirodnych vzorkach sa mdézu menit aj v zavislosti na molekulach obklopujucich dany
pigment. Tie s tymto pigmentom interaguju a tak menia jeho konformaciu, ¢o sa prejavi v zmenach
poldh pasov vo vyslednom Ramanovom spektre. Bez pristupu inej metody, ako napriklad HPLC, nie
sme schopni na zaklade Ramanovej spektrometrie urcit pomery koncentracii viacerych druhov
pigmentov v organizme. Preto nemoézme s istotou urcit, ktory pigment sa prejavil vo vyslednom
spektre. Posunutim miesta merania na povrchu vzorky, napriklad lisajnika, méze dojst’ k prejavu iného
pigmentu, alebo dokoknca proteinu, ktory bude v danom mieste vo vicSej koncentracii. Niektoré
pigmenty sa mézu akumulovat’ v $pecifickych ¢astiach bunky, ¢o ma takisto vplyv na vyslednu polohu
pasov v spektre.

Posuny hlavného pasu karotenoidov (v;C=C) st dobre znazornené v nasledujucej tabul’ke uvedenej
Jehlickou et al., 2014. Tato tabulka zahffia vlastné merania a vysledky z literatury. Velmi dobre
popisuje rozptyl poldh daného pasu karotenoidov a naznacuje komplikaciu pri jednozna¢nom urceni
typu karotenoidu pomocou Ramanovej spektrometrie. To plati o karotenoidoch s rovnakym podielom
dvojitych vizieb arovnakou dizkou konjugovaného retazca (B-karoten versus lutein, zaexantin).
V pripade vécsich Struktarnych rozdielov karotenoidov sa dari nameranie vzajomne odl'ahlych hodnét,
aj rozlisenie konkrétnych pigmentov (vid’. napr. baktérioruberin versus astaxantin, fukoxantin). Vplyv
na vysledné spektrum maju aj bocné skupiny naviazané na hlavny polyénovy retazec. Nezaobera sa
analytickym aspektmi (vlnova dizka, rezin merania). Udaje zreferenénych &istych chemikalii st
znazornené tmavymi farbami.
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Tab. 20 Hodnoty Ramanovho pasu (v;C=C) - valen¢na vibracia. Posudzuje posuny pasu v ramci jednotlivych
karotenoidov v zavislosti na Struktare konjugovaného retazca. Popisuje vysledky vlastnych merani a hodnoty z
literatury. Tmava farba znazornuje ¢ista latku.

Vysledky tejto prace poukazuju na uspesné vyuzitie Ramanovej spektrometrie pri idetifikacii
biomarkerov extrémofilnych organizmov. Na vyskum tychto organizmov je zamerany aj vedny obor
astrobioldgia. V suvislosti s astrobiologickym vyskumom sa metéda Ramanovej spektrometrie javi
ako vhodny kandidat pri detekcii organickych latok priamo v teréne. V sucasnosti sa najvicsia
pozornost’ venuje vyskumu planéty Mars, kde bola dok4dzana pritomnost’ vody.

Pouzitim priru¢ného spektrometra (A 532 nm) sme dokazali detegovat’ vyznamné biomarkre ako
karotenoidy vo vsetkych analyzovanych organizmoch, vd’aka ich silnému signalu, ktorym sa
prejavuju. Prave tento typ pristroja sa javi ako vhodny nastroj pri spolo¢nej (ESA, NASA, RKA)
planovanej misii ExoMars (2018), ktorej cielom bude vyskum organickych molekal pod povrchom
Marsu. Rover ponesie RLS Ramanov spektrometer. U¢innost’ tohto pristroja bola popisana v praci
Lopez-Reyes et al., 2013. V prostredi nasimulovanych podmienok na povrchu Marsu dokazali
identifikovat’" organické molekuly v horninovom substrate. V naSom pripade ndm extrémofilné
prostredia pre Zivot reprezentujti psychrofilné sinice, riasy (nizka teplota, UV ziarenie) a lisajniky (UV
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ziarenie). Vysoké UV ziarenie je typické aj pre povrch Marsu. Na tento faktor extrémneho prostredia
poukazuje aj praca Vitka et al., 2012 kde v haperaridnom prostredi puste Atacama identifikovali vo
vzorkach halitu karotenoidy, ktoré produkovali pritomné organizmy. Vyuzili pritom vy$sie spomenuty
priru¢ny spektrometer (A 532 nm).

V porovnani s metodou HPLC sa Ramanova spektrometria ukazuje ako G¢inny nastroj vo vyskume
astrobioldgie a to hlavne vdaka praktickému a rychlemu vyuzitiu v teréne, ktoré metoda HPLC
neumoziuje. NavySe pouzitie Ramanovych spektrometrov nevyzaduje ziadnu tpravu vzoriek pred
vlastnou analyzou a tak je tato metoda dolezitou sucastou identifikacie vyznamnych biomarkerov v
extraterestrickom prostredi. Ako poukazala Mgr. Julie Novotna vo svojej diplomovej praci a d’alej bol
tento poznatok prezentovany v praci Jehli¢ky et al., 2014, za vhodnych podmienok kedy dochadza v
organizme k produkcii predovsetkym jedného typu karotenoidu a ostatné st produkované minoritne, je
Ramanova spektrometria schopna identifikacie konkréteho typu pigmentu. Ako priklad boli
analyzované halofilné archea a ich produkcia pigmentu bakterioruberinu. Tento fakt pridava tejto
metode na hodnote hlavne v pripade detekcie biomarkerov extrémofilnych organizmov.
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13.0 ZAVER

Vyuzitie Ramanovej spektrometrie sa javi ako vhodny nastroj pri identifikacii karotenoidov vo
vybranych druhoch sinic, rias a liSajnikov. Zamerali sme sa hlavne na organizmy Zijice v stresovych
podmienkach, tzv. extrémofily. Té4to nedeStruktivna metéda poskytuje pomerne rychle analyzy bez
predoslej upravy vzorky.

Miniaturizovanim Ramanovych spektrometrov doslo k vyraznému rozsireniu moznosti tejto metdody.
Prenosné a priru¢né pristroje st idealny nastroj pre rychlu analyzu vzoriek priamo v teréne. Na druhej
strane laboratérne mikrospektrometre poskytuji presnejSie analyzy. Kombinaciou viacerych
spektrometrov, ktoré disponuji odlignou vlnovou dizkou, sme schopni detegovat’ pritomnost’ nielen
karotenoidov, ale aj inych druhov pigmentov ako napr. chlorofyl. Za idealnych podmienok sme
schopni detegovat’ aj iné produkty metabolizmu ako proteiny alebo aminokyseliny.

Karotenoidy st vyznamné ako tzv. biomarkre. Vyskum biomarkerov nam poméha analyzovat’ stopy
po Zivote organizmov, ¢i uZ minulom, alebo sti¢asnom. Ramanova spektrometria je u¢inny nastroj pri
identifikacii tychto latok a poskytuje nam tak radu vyznamnych informacii o vlastnostiach pritomnych
organizmov. Tato metdda je vyznamnou stcast'ou astrobiologického vyskumu a to vdaka svojej
schopnosti rychlo a nedestruktivne detegovat’ vyznamné biomarkery extrémofilnych organizmov.
Napriklad v horninovom prostredi, ktoré bude pre blizsi vyskum astrobiologie kl'icové (ExoMars).

V Ramanovych spektrach sa karotenoidy prejavuju svojimi typickymi troma pasmi, ktoré reprezentuju
vibra¢né mody v;C=C a v,C-C (valencné vibracie) a 63C=CH (deformacné vibracie). Tieto pasy sa
nam podarilo namerat’ v pripade vSetkych analyzovanych organizmov. Schopnost’ detekcie hlavnych
pasov karotenoidov sme dokdzali aj na vzorkach frakcii pigmentov extrahovanych zo sinic pomocou
metdédy HPLC. Karotenoidy je mozné detegovat’ aj v pripade, Ze sa nachadzaju vo vzorke v stopovom
mnoZstve a to pouZitim pristroja s vhodnou vinovou dizkou (A 514nm, A 532 nm), kedy dochadza k
rezonan¢nému zosilneniu signalu karotenoidov. Napriek tomu plati, ze na zdklade troch hlavnych
pasov, ktoré st pre karotenoidy typické, nie je mozné urcit konkrétny typ Kkarotenoidu. Spektra
Struktirne podobnych karotenoidov sa vo vysledku moézu odlisovat jednotkami cm™. Dal§im
faktorom, ktory nam neumoznuje blizsiu identifikaciu karotenoidov Ramanovou spektrometriou je
fakt, Ze tieto latky sa Casto vyskytuju vo vdzbe na biologické tkanivo alebo interagujt s molekulami. V
neposlednom rade musime zohladnit’ experimentalne faktory, ako napriklad rozliSenie pouzitych
pristrojov.

Vo vSeobecnosti teda moézme povedat, Ze metéda Ramanovej spektrometrie je vyznamna pre
identifikaciu pritomnosti karotenoidov vo vzorkach organizmov. Praktické vyuzitie prenosnych a
priruénych spektrometrov sa ukazalo ako uzitotné pre pracu so vzorkami v teréne a Vv oblasti
astrobiologie. Spravnym nastavenim a zvolenim pristroja sme schopni vyznamnich vysledkov. Pri
praci s karoteniodmi podobnej Struktiry je potrebna zvySena opatrnost pri vyhodnocovani
Ramanovych spektier. Pre blizsiu identifikaciu a rozliSenie jednotlivych karotenoidov je uéelnejsie
vyuzitie metody HPLC, ktord z extraktov biomasy dokdze na zdklade retencnych casov rozlisit’
jednotlivé tipy karotenoidov.
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