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Abstrakt: Fosfor se hojně využívá v zemědělství, neboť podporuje růst pěstovaných 

plodin a zvyšuje tak výnosnost půdy. S rostoucí světovou populací se ale dramaticky 

zvyšuje spotřeba tohoto prvku, přičemž jeho světová naleziště jsou konečná a očekává 

se jejich vypotřebování v následujících několika desetiletích. Je proto důležité nalézt 

efektivní způsob recyklace fosforu, který by v budoucnu mohly představovat právě 

jednobuněčné mikroskopické řasy. Řasy jsou totiž schopné z okolního prostředí 

vstřebávat nadměrná množství fosforu, který ukládají mimo jiné ve formě polyfosfátů. 

Polyfosfáty jsou vysokoenergetické biomolekuly, které se vyskytují v buňkách 

rostlinné i živočišné říše, kde hrají klíčovou roli v řadě životně důležitých procesů. Pro 

studium metabolizmu a distribuce polyfosfátů na buněčné úrovni lze použít Ramanovu 

mikroskopii, která umožňuje efektivní analýzu živých buněk bez nutnosti jejich 

speciálních úprav před měřením. Předmětem této bakalářské práce byl rozvoj 

metodologie potřebné pro studium akumulace polyfosfátů a jejich vnitrobuněční 

lokalizace v mikroskopických řasách pomocí Ramanovy mikroskopie. 
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1. Úvod 

Ramanova spektroskopie (RS) je pojmenována po indickém fyzikovi Chandrasekhara 

Venkata Ramanovi, který společně s K. S. Krishnanem popsal v roce 1928 jev 

neelastického optického rozptylu. Ten je dnes známý pod názvem Ramanův rozptyl a 

tvoří základ této spektroskopické metody. V roce 1930 byl C. V. Raman za tento objev 

oceněn Nobelovou cenou za fyziku. 

V biologii se využívá možnosti zkombinovat RS s konfokální optickou mikroskopií, 

která umožňuje měřit Ramanova spektra s prostorovým rozlišením na úrovni 

difrakčního limitu. RS umožňuje provádět měření i na živých buňkách a v čase tak 

sledovat probíhající buněčné procesy. Jiné metody (např. fluorescenční spektroskopie) 

většinou vyžadují speciální úpravu vzorků nebo umožňují měření pouze za určitých 

podmínek. Pomocí RS lze ale většinu vzorků studovat v jejich přirozeném prostředí a 

bez jakýchkoli zásahů do jejich vnitřní struktury. 

Fosfor (P) je chemický prvek, který se vyskytuje ve všech rostlinných a živočišných 

buňkách. Je součástí důležitých biomolekul, např. RNA a DNA. V uplynulých 50 

letech rapidně vzrostla jeho celosvětová spotřeba. Jeho nepostradatelné využití je 

například v zemědělství, neboť zvyšuje produkci zemědělských plodin. Nicméně 

světová naleziště P jsou omezená a očekává se jejich brzká spotřeba (Elser 2012). 

Velkou část vytěženého P ale rostliny nejsou schopné vstřebat. Nevyužitý P je 

následně z polí odplaven do okolních vod. Zvýšený obsah P ve vodě podporuje růst 

patogenní mikroflóry, zejména sinic a bakterií, čímž dochází k nebezpečné 

kontaminaci okolního ekosystému. P se navíc ve vodě často vyskytuje ve formě 

obtížně zpracovatelného kalu, jeho odstranění je proto velmi nákladné a zdlouhavé. 

(Elser 2012; Solovchenko 2016). 

Řešení této problematiky by mohly představovat jednobuněčné mikroskopické řasy, 

které jsou schopné vstřebávat nadměrná množství P z kontaminované vody. Jejich 

následné využití ve formě bio-hnojiv by zároveň mohlo částečně pokrýt rostoucí 

světovou poptávku v zemědělství (Solovchenko 2016). 
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V této práci studujeme schopnost absorpce a hromadění P u dvou zástupců 

jednobuněčných mikroskopických řas rodu Chlorella, které jsou dle práce 

Solovchenka (Solovchenko 2016) schopné za vhodných podmínek akumulovat P 

z vody v mnohonásobně vyšším množství, než které potřebují k životu a 

rozmnožování. Jsou tedy možnými kandidáty pro budoucí využití k biologické 

recyklaci P z kontaminovaných vodních toků. 

K jejich studiu používáme metodu konfokální Ramanovy mikroskopie, která za 

vhodně zvolených podmínek umožňuje sledování vnitřního složení jednotlivých 

buněk. Na rozdíl od doposud používaných metod představuje rychlou a nenáročnou 

možnost detekce hromadění polyfosfátů (polymerů obsahujících dva a více 

fosfátových jednotek) uvnitř buněk, a je tedy vhodným nástrojem pro analýzu tvorby 

zásob polyfosfátu v mikroskopických řasách (Majed et al. 2012). 

Změny koncentrace P v kultivačním médiu pozorujeme na absorpčním spektrometru 

metodou tzv. molybdenové modře. Jde o kolorimetrické měření, využívají lineární 

závislosti mezi absorbancí barevného komplexu a koncentrací analytu. V našem 

případě je analytem P, který s činidlem obsahujícím molybden vytváří sytě modrý 

komplex. 
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2. Teoretický úvod 

2.1 Interakce záření s hmotou 

Molekula tvořená N atomy vykonává 3N − 6 (v případě lineárních molekul 

pouze 3N − 5) vibračních pohybů. Každému z těchto vibračních pohybů odpovídá 

charakteristická frekvence vibrace νm. 

Pokud látkou prochází elektromagnetické záření, může dojít k interakci mezi 

vibrujícími molekulami a fotony záření. Záření může být látkou pohlceno 

(absorbováno) nebo může dojít k jeho rozptylu. Rozptyl se dělí na pružný a nepružný. 

Pružný rozptyl bývá označován jako Rayleighův a nastává v případě, že nedojde 

k výměně energie mezi fotonem a vibrující molekulou, foton rozptýleného záření má 

tedy stejnou frekvenci jako foton dopadajícího záření. Pokud ovšem k výměně energie 

dojde, nastává rozptyl nepružný, a ten označujeme jako Ramanův (Mojzeš 2011). 

Ramanův rozptyl dále dělíme na dva případy podle toho, k jaké výměně energie došlo. 

Pokud je rozptýlené záření méně energetické než záření dopadající, došlo k odevzdání 

části energie vibrující molekule a jedná se o tzv. Stokesovu část Ramanova rozptylu. 

V opačném případě molekula část své energie odevzdala záření, byla tedy v některém 

excitovaném vibračním stavu, ze kterého přecházela na nižší hladinu. Poté hovoříme 

o tzv. anti-Stokesově Ramanově rozptylu. Spektroskopická měření ale probíhají za 

relativně nízkých teplot na to, aby se větší část molekul nacházela v excitovaných 

vibračních stavech. Intenzita Stokesova rozptylu je proto vyšší než intenzita  

anti-Stokesova rozptylu a měření spekter se tedy obvykle provádí pouze na Stokesově 

části rozptýlených fotonů (Mojzeš 2011).Výměny energie při rozptylu lze přehledně 

zobrazit v tzv. Jablonského diagramu, viz Obrázek 1. 
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Obrázek 1: Jablonského diagram kvantových energetických přechodů  

při rozptylu fotonů na molekulách látky 

Zdroj: http://bwtek.com/raman-theory-of-raman-scattering/ 

 

2.2 Ramanova spektroskopie 

Ramanova spektroskopie (RS) je metodou vibrační spektroskopie, která k získání 

informací o molekulovém složení zkoumané látky využívá nepružně rozptýlených 

fotonů excitačního záření. Aby došlo k nepružnému rozptylu, nemusí být excitační 

záření v rezonanci s žádnou standardní energetickou hladinou molekuly, ale může dojít 

k vytvoření tzv. virtuální energetické hladiny, na které daný rozptyl probíhá 

(viz Obrázek 1), látku tedy můžeme studovat pomocí záření o libovolné vlnové délce. 

Rozptýlené fotony jsou posílány přes optickou soustavu do spektrografu, ze kterého 

získáme výsledky v podobě Ramanových spekter. Jako Ramanovo spektrum 

označujeme závislost intenzity nepružně rozptýleného záření na frekvenci vibračních 

pohybů molekuly νm, kterou určíme jako rozdíl frekvencí excitačního a rozptýleného 

záření. Frekvence vibrací je obvykle udávána ve vlnočtech, tj. převrácených hodnotách 

vlnové délky (vyjádřeno v jednotkách cm-1). 
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Metoda Ramanovy spektroskopie je vhodná pro identifikaci chemického složení 

vzorků a pro studium molekulové struktury zkoumaných látek. Vzorky je možné 

analyzovat v pevném, kapalném i plynném skupenství (Mojzeš 2011). 

2.3 Ramanova mikroskopie 

V biologii, ale i dalších oborech, se ke studiu vlastností látek využívá spojení 

Ramanovy spektroskopie a konfokální optické mikroskopie, dohromady označované 

jako Ramanova mikroskopie (µRS). Excitační záření z laseru je zaostřeno na vzorek 

umístěný na stolku mikroskopu v ohniskové rovině objektivu. µRS umožňuje měřit 

spektra s prostorovým rozlišením na hranici difrakčního omezení. Pokud se k fokusaci 

excitačního paprsku z viditelné oblasti spektra použije mikroskopický objektiv 

s vysokou numerickou aperturou, je možné ho zaostřit na plochu o průměru menším 

než 1 μm a měřit tak Ramanova spektra z excitačních objemů v jednotkách μm3. 

U většiny Ramanových mikroskopů se používá tzv. uspořádání pro zpětný rozptyl 

(„back scattering“), které je charakteristické použitím jediného objektivu nejprve pro 

excitaci a poté pro sběr rozptýleného záření. Zjednodušené schéma konstrukce 

Ramanova mikroskopu v uspořádání pro zpětný rozptyl je znázorněno na Obrázku 2. 

Dichroické zrcadlo nejprve odráží rovnoběžný svazek excitačního záření do objektivu, 

který je zaostřený na vzorek. Rozptýlené Stokesovo Ramanovo záření vystupující ze 

vzorku je objektivem soustředěno do rovnoběžného svazku. Ten dopadá na 

dichroické zrcadlo, kterým prochází, protože má oproti excitačnímu záření větší 

vlnovou délku. Další čočkou je zaostřen na tzv. konfokální clonu („pinhole“), kde 

dojde k prostorovému omezení rozptýleného záření pocházejícího z jiných míst vzorku 

než přímo z excitačního objemu. Poté záření vstupuje do spektrografu. Spektrograf 

obsahuje mřížku, na které dochází k prostorovému rozložení dopadajícího záření podle 

vlnových délek. Dále je záření zaostřeno na CCD detektor, pomocí něhož detekujeme 

Ramanova spektra „mnohokanálově“, tj. v celém vymezeném spektrálním rozsahu 

najednou (Mojzeš 2011). 
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Obrázek 2: Schéma Ramanova mikrospektrometru 

Zdroj: (Mojzeš 2011) 

 

Konfokální clony se s výhodou používá v různých modifikacích konfokální 

mikroskopie (optická konfokální mikroskopie, konfokální fluorescenční 

mikroskopie), neboť konfokální prostorovou filtrací umožňuje získat obrázky s lepším 

rozlišením. V případě konfokální RS propouští tato clona do spektrografu rozptýlené 

záření hlavně z místa dopadu původního excitačního paprsku na vzorek, tj. z ohniska 

objektivu, kde je jeho intenzita nejvyšší. Záření vycházející z bodů nad nebo pod 

ohniskovou rovinou objektivu dopadá na konfokální clonu rozostřené, a do 

spektrografu ho tedy projde pouze malá část. Díky konfokální cloně je dále potlačena 

podstatná část nežádoucího záření pocházejícího z fluorescenčního pozadí vzorku, což 

zvyšuje citlivost detekce konfokálních RS aparatur (Mojzeš 2011). Důvodem je 

efektivnější foto-vybělování („photobleaching“) fluoreskujících molekul v ohnisku 

objektivu a prostorová eliminace fluorescence z míst mimo ohnisko, kde je  

foto-vybělování méně efektivní. Mezi objektiv a konfokální clonu je navíc umístěn 

další filtr (hranový nebo tzv. uzlový) pro eliminaci zbytků pružně rozptýleného světla 

(Rayleighův rozptyl), které nebyly odražené dichroickým zrcadlem. 
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2.4 Výhody a nevýhody použití RS 

Jednou z hlavních výhod RS je možnost měření vzorků bez nutnosti jejich výraznějších 

úprav, což je podstatné zejména při analýze biologických vzorků. Za vhodně 

zvolených podmínek lze měření provádět i na živých buňkách. Další předností této 

metody je fakt, že voda má ve spektrálně nejdůležitější oblasti  

(400–1800 cm-1) pouze nízký Ramanův signál a mimo tuto oblast se vyznačuje 

charakteristickým průběhem. Její příspěvky lze proto z naměřených spekter jednoduše 

odečíst. RS je tedy vhodným nástrojem pro měření ve vodních roztocích, které jsou 

přirozeným prostředím většiny biomolekul (Mojzeš 2011). 

RS má ale také své nevýhody. Z rozptýlených fotonů excitačního záření se pouze 

řádově 10-6 rozptyluje neelasticky. Ramanův rozptyl bez využití zesilujících 

mechanismů je tedy velmi slabý jev. Zesílení signálu měřeného detektorem lze 

dosáhnout zvýšením frekvence dopadajícího záření, zvýšením intenzity laseru, nebo 

prodloužením času sběru spektra. Příliš intenzivní záření laseru stejně tak jako záření 

o vysoké frekvenci ale může způsobit poškození zkoumaných vzorků. Další možností 

je také zvýšit koncentraci zkoumané látky, což ale může představovat technologické 

problémy, například nerozpustnost některých látek při vysoké koncentraci, případně 

jejich nedostupnost ve větším množství (Gregorová 2013; Mojzeš 2011). 

Zejména v případě RS je nutné počítat s nežádoucími příspěvky k detekovanému 

signálu, například od podložního a krycího sklíčka nebo z média, v němž jsou 

zkoumané látky rozpuštěny. Je proto důležité volit správné excitační vlnové délky, 

vhodná podložní a krycí sklíčka a roztoky, v nichž zkoumaný objekt pozorujeme, které 

nevykazují přílišnou fluorescenci a neruší tak Ramanův signál. Pokud ale tyto 

podmínky zajistíme, umožňuje RS měřit látky i ve velmi malém množství a při 

relativně nízkých koncentracích. 

V případě biologických aplikací RS další problém nastává při měření malých buněk, 

např. jednobuněčných řas, které nejsou přirozeně adherentní. Ty se při měření mohou 

pohybovat, což znemožňuje prostorové rozlišení. RS mapování buněk totiž probíhá 

bod po dobu a trvá řádově několik minut, je tedy potřeba, aby buňka po celou dobu 

měření zůstávala na stejném místě. Buňky je tedy nutné fixovat na místě. V případě 

živých buněk se k tomuto účelu nejčastěji využívá viskózních roztoků agaru o nízkých 
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koncentracích (1–2%), které při pokojové teplotě ztuhnou. Málo koncentrované 

roztoky agaru nebo agarosy nepřispívají k RS spektrům, navíc po omezenou dobu 

nebrání životním pochodům buněk. Při použití intenzivního laserového paprsku se ale 

agar může rozpustit a buňky se opět uvolní (Mojzeš 2011). 

Před měřením Ramanových spekter buněk řas bylo potřeba nejprve třeba odstranit 

silnou autofluorescenci, kterou způsobuje zelený pigment chlorofyl obsažený 

v chloroplastech. I v případě, kdy se pro excitaci RS používá vlnová délka mimo 

absorpci chlorofylů, např. 532 nm jako v této práci, dochází k velice efektivní excitaci 

jejich fluorescenčních stavů přenosem excitační energie z karotenoidů, které na této 

vlnové délce absorbují. Pro excitaci RS zelených řas by tedy bylo nutné použít vlnové 

délky mimo absorpci jak chlorofylů, tak karotenoidů, což zahrnuje prakticky celou 

viditelnou oblast spektra. Použití excitačních vlnových délek z blízké infračervené 

oblasti má vlastní omezení, zejména nižší efektivitu Ramanova rozptylu a omezenou 

kvantovou účinnost křemíkových CCD detektorů. Autofluorescence chlorofylů byla 

tudíž dlouho hlavní překážkou studia řas pomocí RS využívající excitace z viditelné 

oblasti. 

Podle zkušeností z předešlého výzkumu řas pomocí RS (Moudříková et al. 2016) 

jsme použili tzv. velkoplošné foto-vybělování nízkými hustotami excitačního záření, 

na rozdíl od lokálního vybělování fokusovaným paprskem používaného ve studiích 

publikovaných v minulosti (např. (Fujita 1978; Fujita a Suzuki 1973)). Buňku jsme 

před měřením RS ozářili silně rozostřeným excitačním paprskem po dobu několika 

sekund. Řasy se proti náhlým nadměrným intenzitám světla přirozeně brání přepnutím 

efektivity fotosyntetického aparátu, aby zabránily tvorbě singletního kyslíku a dalších 

kyslíkových radikálů ve svých fotosyntetických centrech, ke které při nadměrném 

osvětlení dochází. Pokud je ale změna osvětlení náhlá a velmi intenzivní, buňka 

nestihne včas zareagovat a vyprodukovaný singletní kyslík „vybělí“ jak chlorofyly, 

tak karotenoidy. Tento proces sice buňku usmrtí, ale v zásadě nenaruší její vnitřní 

strukturu, zejména vnitrobuněčné struktury tvořené neabsorbujícími biomolekulami, 

na rozdíl od vybělování fokusovaným paprskem, kdy dochází k silnému lokálnímu 

ohřevu až spálení buňky kvůli silné absorpci pigmentů (Moudříková et al. 2016). 
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2.5 Fosfor 

Fosfor (P) je jedním ze základních chemických prvků, vyskytuje se ve všech živých 

buňkách, kde vytváří molekuly nezbytné pro život. 

V komplexech s mastnými kyselinami je P nezbytnou součástí fosfolipidů, které jsou 

základní součástí všech buněčných membrán. P se také významně podílí na 

uchovávání a přenosu genetické informace v buňkách, je totiž součástí všech 

nukleových kyselin (RNA, DNA), kde tvoří až 9% celkové hmotnosti, viz Obrázek 3 

(Elser 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 3: Struktura vlákna nukleové kyseliny RNA 

(fosfátové skupiny jsou zde znázorněny zelenými kruhy) 

Zdroj: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:RNA-Nucleobases.svg 

 

Další důležitou rolí P je vytváření vysokoenergetických molekul ATP 

(adenosintrifosfát), které slouží jako univerzální energetická jednotka všech buněk. 

(Elser 2012). 

V tělech obratlovců se P nachází především v kostech, kde se ve formě sloučeniny 

hydroxylapatit Ca10(PO4)6(OH)2 významně podílí na jejich výstavbě a mineralizaci. 

V lidském těle tvoří P až 1% celkové hmotnosti (Elser 2012). 
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2.5.1 Polyfosfát 

Polyfosfáty (polyP) jsou lineární polymery složeny z mnoha monomerních 

fosfátových jednotek (viz Obrázek 4). Sestávají z řetězců, v nichž jsou sousední atomy 

P vázány prostřednictvím atomu kyslíku vysokoenergetickou, tzv. fosfoanhydridovou 

vazbou. Obecně lze polyP zapsat sumárním vzorcem ve tvaru M(n+2)PnO(3n+1), přičemž 

stupeň polymerace n může nabývat hodnot od 2 až do řádově 106 (Kulaev I.S. 2004). 

PolyP stupně n = 2 až 5 mohou být získány v čisté, krystalické formě. Delší řetězce již 

není možné od sebe oddělit a lze je získat pouze vzájemně smíchané. Názvosloví se 

odvíjí od délky jejich řetězce, např. „trifosfát", „tetrafosfát", ačkoli mono- a dimerní 

sloučeniny jsou známější pod svými triviálními názvy „ortofosfát" (Pi) a „pyrofosfát" 

(Kulaev I.S. 2004). 

 

 

 

 

Obrázek 4: Struktura lineárního polyfosfátu 

(na místech M se nachází buď H+ nebo jednomocný kation kovu, např. draslíku K+) 

Zdroj: (Kulaev I.S. 2004) 

 

2.5.2 Problematika světového hospodaření s P 

Výskyt P v zemské kůře je relativně malý a mnohem častěji se v ní vyskytují prvky 

jako např. křemík, hliník, vápník nebo železo. Primárně se P získává těžbou horniny 

obsahující jeho příměsi, její ložiska se ale nacházejí pouze na několika místech na 

světě a jejich zásoby rapidně docházejí (Elser 2012). Obnova těchto nalezišť je závislá 

na tektonické aktivitě a následnému vystavení horniny klimatickému zvětrávání. Tento 

cyklus trvá řádově 107–108 let, což řadí P mezi světově neobnovitelné zdroje. Při 

rychlosti současné spotřeby se navíc očekává, že světová naleziště budou během 

několika následujících desetiletí zcela vyčerpána (Solovchenko 2016). 
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P je hned po dusíku druhým nejčastějším prvkem, který limituje růst většiny rostlin. 

Rostliny nemohou růst bez jeho dostatečného příjmu z půdy. Hnojiva obsahující 

minerální P byla proto v uplynulých padesáti letech hojně využívána ke zvýšení 

výnosů zemědělské půdy. V dříve málo úrodných oblastech tak došlo 

k mnohonásobnému nárůstu produkce zemědělských plodin. Úspěchy této metody ale 

na mnoha místech způsobily nahrazení původně používaného zdroje P, kterým byly 

zvířecí a lidské exkrementy a další organický odpad. Tím zabránily opětovnému 

zpracování P přijímaného ve formě potravy (Schröder et al. 2011). Tento P se poté 

hromadí v odpadních vodách, kde způsobuje vážné komplikace, viz kap. 2.5.3. 

Minerální P, který se získává rozpouštěním vytěžené horniny a používá se jako 

hnojivo, v půdě v závislosti na jejím pH rychle reaguje s ionty hliníku (při nízkém pH) 

případně s ionty vápníku (vysoké pH) a takto vytvořené sloučeniny nejsou zemědělské 

plodiny schopné efektivně vstřebávat. Značná část (až 80 %) je tedy z polí odplavena 

pryč a dochází tak k nebezpečné kontaminaci okolních vodních toků (Elser 2012; 

Solovchenko 2016), viz další kapitola. 

Největším problémem této nadměrné spotřeby P je ale fakt, že neexistuje žádný jiný 

chemický prvek, který by mohl nahradit jeho nezastupitelnou životní roli ve chvíli, 

kdy jeho světový výskyt bude vzácný (Elser 2012). 

2.5.3 Následky znečištění životního prostředí P 

Zvýšená koncentrace P ve vodě podporuje růst různých druhů vodních řas, sinic a 

bakterií, čímž snižuje kvalitu vody a často také znemožňuje její použití k rekreačním 

účelům nebo jako pitné vody. Rychle množící se řasy a sinice dále pokrývají vodní 

plochy a vytvářejí tzv. „vodní květ“, viz Obrázek 5. To má za následek stínění přísunu 

světla do vody a snížení koncentrace některých látek (zejména dusíku a hořčíku), které 

řasy spotřebovávají na rozmnožování. Některé druhy navíc produkují toxické látky a 

způsobují tak vážné otravy okolního ekosystému (Elser 2012). 

Kontaminace ale nezůstává pouze v lokálně zasažených vnitrozemských vodách.  

P je z řek odplavován dále do moří, kde způsobuje fatální následky zejména pro vodní 

živočichy v pobřežních oblastech. Zde vytváří tzv. „mrtvé zóny“ s nízkým obsahem 

kyslíku a potravy. Většina mořských ryb a živočichů se těmito přemnoženými a často 

toxickými řasami neživí. Dochází tak k jejich nekontrolovanému nárůstu a odumřelá 
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biomasa těchto řas se poté pouze rozkládá ve vodě. To vede ke snížení hladiny 

rozpuštěného kyslíku. Ke svému množení navíc tyto řasy spotřebovávají ostatní 

důležité živiny, a potlačují tak nárůst ostatních mořských řas, čímž způsobují 

hromadná úmrtí mořských živočichů udušením nebo nedostatkem potravy (Cordell et 

al. 2011; Elser 2012). 

Záchrana oblastí postižených kontaminací P je navíc často finančně nákladná a 

zdlouhavá. Dle článku Elsera (Elser 2012) stála likvidace následků znečištěných 

oblastí v roce 2010 jen na území Spojených států odhadem 2,7 miliard amerických 

dolarů, které byly použity pro čištění kontaminovaných vodních ploch a toků od 

přemnožených sinic, zajištění dostatečné kvality pitné vody a záchranu ohrožených 

živočišných a rostlinných druhů. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 5: Fotografie „vodního květu“ pořízená v roce 2011 na jezeře Erie 

v severní části USA (Toto extrémní znečištění bylo způsobeno silnými dešti, které 

smývaly hnojivo bohaté na P a dusík z okolních zemědělských oblastí) 

Zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/Algal_bloom#/media/File:Toxic_Algae_Bloom_in

_Lake_Erie.jpg 
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2.5.4 Současné metody recyklace P 

Vzhledem k rostoucí lidské populaci, rozšíření konzumace masa a poptávce po využití 

biopaliv v energetice, je současný stav celosvětové spotřeby P neudržitelný. Jen 

v zemědělství vzrostla spotřeba minerálního P za posledních 50 let o téměř 400%, 

zatímco spotřeba dusíku vzrostla o 100% a uhlíku pouze o necelých 13% (Elser 2012). 

Je tedy nutné urychleně snížit těžbu a zajistit účinnou recyklaci spotřebovaného P. 

Zároveň tak bude možné předejít následkům kontaminace životního prostředí  

(Cordell et al. 2011). 

Současně recyklaci P ale komplikuje fakt, že P se ve vodě často vyskytuje jako 

sloučenina s ostatními látkami ve formě kalu, který je obtížné zpracovat a získat z něj 

zpět čistý P. Běžné čistírny odpadních vod jsou schopné přímo z vody odstranit pouze 

asi 40-50% P (Solovchenko 2016). 

Čištění běžně probíhá ve dvou fázích: první z nich, chemická, využívá trojmocných 

(nejčastěji železitých nebo hlinitých) kationtů, které s rozpuštěným P vytvářejí vodou 

nerozpustné sloučeniny. Druhá fáze, nazývaná EBPR („Enhanced biological 

phosphorus removal“), je biologická a zaměřuje se na čištění a rozkládání vodního 

kalu pomocí bakterií (Blank 2012). Dle práce Hiroty (Hirota et al. 2010) je tato metoda 

schopná odstranit až 90% obsahu P z vodního kalu při použití bakterií kmene 

Escherichia coli. Vstřebaný P je možné z bakterií uvolnit zahřátím na 70°C po dobu 

jedné hodiny. Následně je P během několika hodin vysrážen do vodou nerozpustných 

„granulí“ použitím roztoku CaCl2. Tato metoda je sice účinným způsobem získávání 

P z vodního kalu, nicméně nutnost odborné obsluhy a vysoké finanční náklady ji činí 

neefektivní pro velkoplošné využití (Brown a Shilton 2014). 

Možné řešení tohoto problému by mohlo v budoucnu poskytnout využití speciálních 

infrastruktur využívajících mikroskopické řasy. Ty je možné pěstovat za relativně 

nízkých nákladů ve vysokém množství. Navíc jsou schopné z vody absorbovat velké 

množství P, ale i dalších živin, a takto vzniklou biomasu by bylo možné opět použít 

k zemědělským účelům (Solovchenko 2016). 
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2.6 Fosfor a mikroskopické řasy 

2.6.1 Režimy hromadění P uvnitř mikroskopických řas 

V současnosti (Solovchenko 2016) jsou známé dva režimy, při nichž mikroskopické 

řasy absorbují vysoké množství P, jsou-li umístěny v prostředí bohatém na P. Řasy při 

nich absorbují více P než potřebují k životu a rozmnožování. První režim je  

tzv. „overshoot“, při kterém dochází k nadměrnému vstřebávání P řasami, které byly 

předtím umístěné v prostředí bez zdroje P. Takto „vyhladovělé“ mikroskopické řasy 

z bohatého prostředí rychle absorbují nadbytečné množství P. Druhým režimem 

vysokého příjmu P je tzv. „luxury uptake“, který je sice pomalejší, ale může probíhat 

i bez předchozího vyhladovění řas. Toto chování se v řasách vyvinulo nejspíše jako 

adaptace na většinou kolísavé koncentrace P v přírodních vodách (Brown a Shilton 

2014; Solovchenko 2016). 

Řasy jsou schopné z okolí vstřebávat P pouze ve formě ortofosfátu (Pi). Delší fosfátové 

řetězce jsou ale schopné pomocí extracelulárních procesů rozkládat na Pi a ten 

následně vstřebat. Po vstupu Pi do buňky je jeho značná část spotřebována pro 

biosyntézu buněčných stavebních bloků (především nukleových kyselin a fosfolipidů, 

v nichž P tvoří nepostradatelnou součást) a zbytek je dále v buňce uložen ve formě 

polyP pro případ možného nedostatku P (Solovchenko 2016). 

Absorpce P a jeho úschova jsou energeticky náročné procesy a mohou být efektivně 

prováděny pouze za dostatečného osvětlení, které pohání buněčnou fotosyntézu 

(Brown a Shilton 2014). Příliš intenzivní osvětlení ale způsobuje fotoinhibici, (snížení 

rychlosti a účinnosti fotosyntézy vyvolané příliš intenzivním světlem), což vede ke 

snížení množství buňkou absorbovaného fosforu (Solovchenko 2016). 

2.6.2 Řasy jako potenciální řešení problémů kontaminace P 

Mikroskopické řasy jsou schopné akumulovat P až do 2–3% své sušiny, přičemž běžně 

obsahují necelé 1%, a jsou tedy schopny efektivně odstraňovat P z kontaminovaných 

vod a redukovat tak jeho koncentraci na ekologicky přijatelné hladiny (Brown a 

Shilton 2014). Použití mikroskopických řas přináší i další příznivé účinky na čistotu 

vodních toků. Mikroskopické řasy jsou totiž schopné pohlcovat nitráty, rozkládat 

různá organická znečištění nebo potlačovat patogenní mikroflóru. Přítomnost buněk 
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mikroskopických zelených řas a jejich množení totiž vede ke zvýšení hladiny pH 

v prostředí, což brání v množení sinicím a bakteriím (Solovchenko 2016). 

Mnoho druhů mikroskopických řas je přirozeně adaptováno na prostředí s velmi 

kolísavou, a často nízkou dostupností P, a tudíž při kontaktu s médiem bohatým na P 

jsou za vhodných podmínek schopné absorbovat jeho nadměrná množství a ukládat ho 

do zásoby (Solovchenko 2016). Hlavními faktory umožňující tento proces jsou 

dostatečné osvětlení, probublávání vzduchem a promíchávání buněčné suspenze pro 

zajištění rovnoměrného osvětlení mikroskopické řasové kultury a jejího kontaktu 

s rozpuštěným P. Dále je důležitý výběr rychle rostoucí řasové kultury a pravidelné 

odebírání vniklé biomasy, aby nedocházelo pouze k cyklickému nabírání a vypouštění 

přebytečného P (Solovchenko 2016). 

V současné době ale zůstává stále mnoho otázek ohledně akumulace P 

mikroskopickými řasami nezodpovězeno. Princip fungování výše zmíněných 

mechanizmů akumulace P není dostatečně prostudován, a je tedy třeba provést další 

výzkum před přímou aplikací v praxi. Zejména je nutné vyselektovat vhodné druhy 

mikroskopických řas, které budou schopny jednoduše a efektivně absorbovat vysoká 

množství P a dalších živin z odpadních vod za co možná nejrozmanitějších podmínek 

a složení těchto prostředí. Je potřeba podrobně prozkoumat metody efektivní absorpce 

P a maximalizovat jejich účinnost, nalézt a popsat případné geny nebo enzymy 

podílejících se na schopnosti řas absorbovat P z okolního prostředí a získat „kontrolu“ 

nad tímto procesem. Pro všechny tyto úkoly jsou potřeba metody umožňující rychlé a 

spolehlivé stanovení koncentrace polyP v buňkách, kde by se vhodně mohla uplatnit 

právě konfokální µRS. Dále bude potřeba sestrojit vhodná a energeticky úsporná 

zařízení umožňující jednoduchou manipulaci s řasovou kulturou pro jejich snadný sběr 

a zpracování vznikající biomasy, provést studie účinků bio-hnojiv na bázi 

mikroskopických řas v půdě a optimalizovat jejich účinky na zemědělské plodiny 

(Brown a Shilton 2014; Solovchenko 2016). 
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2.6.3 Metody stanovení obsahu P v buňkách 

Doposud nejčastěji používána metoda stanovení vnitrobuněčného obsahu P je 

chemická analýza. Ta se provádí rozpouštěním buněčné biomasy v silné kyselině 

(např. H2SO4, CCl3COOH), která způsobí rozložení polyfosfátových řetězců 

nacházejících se v různých částech buňky na ortofosfát (Pi). Rozpustnost polyP je 

přitom závislá na délce jejich řetězců (Majed, Li a Gu 2012). Až poté může následovat 

analýza chemicky reaktivního Pi pomocí různých analytických metod (např. 

kolorimetrie, spektrofotometrie, iontová chromatografie nebo atomová emisní 

spektrometrie). Výsledky těchto metod jsou ale často podhodnocené (Hupfer et al. 

2008), jelikož ani silné kyseliny není schopny vždy spolehlivě rozpustit všechny 

přítomné, zejména delší a zesíťované, řetězce polyP. Ačkoli je tato metoda časově 

náročná, pracná a neposkytuje zcela spolehlivé výsledky, je stále hojně používaná 

kvůli nízkých materiálním nákladů na provedení a bez nutnosti použití složitých 

měřicích přístrojů (Brown a Shilton 2014). Nicméně existuje silná poptávka po 

rychlejších a méně pracných, byť přístrojově náročnějších metodách. 

Hojně rozšířená je také fluorometrická metoda, která k měření využívá barvící 

sloučeninu DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Ta s přítomnými polyP vytváří 

komplex, který při ozáření excitační vlnovou délkou 415 nm fluoreskuje sytě žlutou 

barvou (Aschar-Sobbi et al. 2008). Měření touto metodou nevyžaduje předchozí 

rozpouštění buněk, nicméně pro efektivnější pronikání DAPI do buněk je nutné je 

napřed usmrtit např. zmražením pomocí tekutého dusíku, čímž dochází k rozrušení 

různých buněčných sloučenin a uvolňování polyP (Kulakova et al. 2011). Bylo 

zjištěno, že měřená fluorescence nezávisí na délce polyfosfátového řetězce v rozmezí 

15-130 jednotek, metoda ale není schopná detekovat polyP kratší než 5 jednotek 

(Diaz a Ingall 2010). Zobrazovací metodou, která ale neposkytuje kvantitativní 

výsledky výskytu P, je i elektronová mikroskopie s využitím komplexů DAPI (Majed, 

Li a Gu 2012). Nelze ji však použít na živé buňky a vyžaduje poměrně náročnou 

přípravu preparátu. 

Mezi slibné metody s velkým potenciálem v budoucnosti se kromě již zmiňované RS 

řadí i nukleární magnetická rezonance (NMR), která je vysoce citlivou a neinvazivní 

metodou. Její hlavní předností je schopnost detekovat všechny chemické formy P 

v buňkách (např. P selektivně v AMP, ADP a ATP) bez nutnosti jejich složité úpravy 
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před měřením (Majed, Li a Gu 2012). Nevýhodou jsou omezení týkající se 

kvantitativního stanovení polyP. Díky neustálým pokrokům v experimentální technice 

mají tyto metody, zejména v komplementárních kombinacích, velký potenciál 

v oblasti výzkumu metabolických drah fosforu a polyP v řasách. 

2.6.4 Příklady současného studia řas pomocí RS  

Mikroskopické řasy jsou složeny převážně z pěti typů biomolekul obsažených 

v biomase ve větším množství, jimiž jsou proteiny, sacharidy, lipidy, nukleové 

kyseliny a pigmenty. Každý z těchto druhů biomolekul má své vlastní charakteristické 

Ramanovo spektrum, pomocí kterého ho lze odlišit od ostatních. Výsledné spektrum 

pozorované buňky je poté složeno ze spekter majoritních biomolekul a dalších látek, 

které jsou v buňce obsažené v menších koncentracích, nacházejících se v daném 

excitačním objemu (Parab N.D.T. 2012). 

Vzhledem k tomu, že koncentrace biomolekul a vnitřní struktura buněk jednotlivých 

kmenů řas je různá, lze je porovnáním naměřených spekter rozlišit. Toho lze využít 

například při rozlišování toxických a netoxických kmenů (Wu et al. 1998). Ramanova 

spektra většiny řas obsahují intenzivní a velmi dobře rozlišitelné pásy v oblastech 

1000 cm-1, 1153 cm-1 a 1523 cm-1, které patří karotenoidům. Naproti tomu pásy 

v oblastech mezi 920–980 a 1170–1230 cm-1 jsou relativně slabší a závisí na 

studovaném kmeni (Parab N.D.T. 2012). Při studii řas rodu Pseudo-nitzschia, z nichž 

některé druhy jsou schopné produkovat toxické látky, bylo zjištěno, že řasy obsahující 

toxiny měly výrazně odlišná spektra od ostatních v právě zmíněných oblastech  

(Wu et al. 1998). 

Molekulární složení dané buňky je možné určit také pomocí metody, která využívá 

izotopické značení molekul. Zvolené atomy v molekule nahradíme jejich izotopy, což 

se projeví změnou v Ramanově spektru. Nově vzniklé nebo změněné pásy jsou poté 

přiřazeny těmto izotopicky označeným molekulám (Parab N.D.T. 2012). 
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2.6.5 Příklady využití mikroskopických řas 

Mikroskopické řasy jsou vynikajícími producenty proteinů, lipidů, pigmentů a jiných 

sekundárních metabolitů, jsou také schopné syntetizovat všechny aminokyseliny. 

V dnešní době se používají například v potravinářském nebo kosmetickém průmyslu 

(Wei et al. 2014). 

Některé mikroskopické řasy byly studovány také pro svoji schopnost produkovat velké 

množství olejů, a to z důvodu jejich možného využití k výrobě biopaliv (Williams a 

Laurens 2010). Bylo nalezeno hned několik druhů mikroskopických řas, které by 

mohly být vhodnými kandidáty pro produkci biopaliv. Například řasy druhu 

Botryococcus braunii jsou schopné ve velkém množství produkovat kapalné  

sacharidy – „botryococceny“, které lze dále využít jako biopalivo. Samotná výroba má 

ale stále mnoho problémů, které se dosud nepodařilo efektivně vyřešit. Mezi nimi 

například účinnost osvětlení řas, které by buňkám neškodilo přílišnou intenzitou a 

zároveň umožnilo maximální využití fotosyntézy v co největším počtu buněk řasové 

kultury. Dále je nutné zajistit buněčnou produkci vysokého množství olejů bez 

přílišných nároků na kvalitu prostředí a přísun živin, a také nalézt ekonomicky 

výhodné metody zpracování vypěstované řasové biomasy na biopalivo (Pořízka et al. 

2014; Williams a Laurens 2010). 
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3. Experimentální část 

3.1 Kultivace řas 

Pro studium akumulace P v jednotlivých buňkách byly použity dva kmeny 

jednobuněčných řas druhu Chlorella vulgaris, konkrétně „C. vulgaris IPPAS C1“ 

(dále označována jako C1) a „C. vulgaris CCALA 256“ (dále označována 

jako CV256). Čisté kultury jsme získali od Dr. Ladislava Nedbala z IBG-2, 

Forschungszentrum Jülich (Německo). Řasy byly pěstovány v jednoduchých 

kultivátorech zkonstruovaných v rámci této práce. Podmínky kultivace byly nastaveny 

dle literárních pramenů tak, aby řasy v různých fázích svého vývoje obsahovaly různé 

množství polyP. Na vzorcích odebíraných ve vhodně zvolených intervalech byla 

studována možnost stanovení obsahu polyP pomocí konfokální RS. 

3.1.1 Použité médium 

Pro kultivaci obou kultur bylo použito médium „½ SŠ“ optimalizované pro autotrofní 

řasy dle návodu (Doucha a Lívanský 2006). Médium bylo namícháno ze 

zásobních roztoků připravených z příslušných chemikálií tak, aby jejich výsledný 

obsah odpovídal hodnotám uvedeným v Tabulce 1. Zásobní roztoky byly zbaveny 

případných bakteriálních infekcí pomocí autoklávu. Do takto připraveného média byl 

poté pipetou přidán 1 ml zárodeční kultury („inoculum“) zvoleného kmene a následně 

byla nádoba vložena do kultivátoru. 
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Tabulka 1: Komponenty média ½ SŠ pro autotrofní kultivaci  

                    mikroskopických řas 

Prvek Látka mg/l 

N KNO3 2021 

P 
K2HPO4 

KH2PO4 

140 

340 

Mg MgSO4.7H2O 990 

Ca CaCl2.2H2O 11 

Fe FeNa (EDTA) 18 

B H3BO3 3 

Zn ZnSO4.7H2O 1,43 

Mn MnSO4.4H2O 1,2 

Cu CuSO4.5H2O 1,24 

Co CoSO4.7H2O 1,4 

Mo (NH4)6Mo7O24.4H2O 1,84 

  

 

 

3.1.2 Kultivace v kultivátoru 

Ke kultivaci řas byly zkonstruovány dva prototypy kultivátorů. První z nich, určený 

pro kmen C1 vyžadující optimální teplotu okolního prostředí 37-40°C, byl uzavřen do 

vnějšího pláště zhotoveného z neprůsvitné polystyrenové krabice, který zároveň 

fungoval jako tepelná izolace snižující odvod tepla vytvářeného umělým osvětlením 

do okolí. Druhý, určený pro CV256 s optimální teplotou 30-34°C, měl vnější plášť 

z kartonu. Vnitřní teplota nebyla aktivně regulována, ale bylo ověřeno, že v maximu 

nepřesáhne horní limity příslušných intervalů. V průběhu dne (resp. noci) proto 

cyklicky stoupala a klesala mezi teplotou okolí (cca 23°C) a odpovídajícími maximy. 

Do obou plášťů byla vložena průsvitná plastová válcová nádoba, kolem které byl 

spirálovitě navinut pásek „warm white“ LED diod (celkový světelný tok cca 300 lm) 

zajišťující uprostřed válce osvětlení na úrovni cca 104 lx. Pro srovnání, v našich 

zeměpisných šířkách dosahuje osvětlení na přímém slunci v poledne bezmračného 

letního dne hodnot cca 105 lx. Řasám byl následně nastaven dvanácti-hodinový režim 

den/noc s osvětlením v intervalu od 7 do 19 hodin každý den. 
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Dovnitř této konstrukce byla vložena nádoba obsahující 400 ml kultivačního média. 

Vnitřek nádoby byl neustále probubláván čerstvým vzduchem ze vzduchové pumpy. 

Před vstupem do kultivační nádoby byl vzduch hnán přes filtr (0,2 m, Midisart 2000, 

Sartorius), který odstraňuje případnou bakteriální kontaminaci ze vzduchu. Vzduch 

v nádobě poté prochází přes skleněný filtr s drobnými otvory, který zajišťuje, že 

vznikající vzduchové bublinky mají malé rozměry. Do nádobky bylo navíc vloženo 

magnetické míchadlo a celý objem nádoby byl promícháván pro zajištění 

rovnoměrného přísunu živin a osvětlení a zabránění usazování namnožených řas na 

dně nádoby. Pro zachování stálé koncentrace látek v jednotlivých kultivátorech byla 

do nádob pravidelně doplňována odpařená voda. 

Řasy byly nejprve kultivovány v „plném“ médiu, které obsahovalo všechny látky a 

živiny, které potřebují pro život a dělení (viz Tabulka 1). Takto byly ponechány 

přibližně 5 dní, než došlo k výraznému nárůstu řasové kultury z původního 1 ml.  

Růst řas byl monitorován pomocí absorpční spektrometrie, kdy zvyšující se absorpce 

suspenze svědčila o nárůstu počtu buněk řas. Absorpční spektra vzorků byla měřena 

bezprostředně po odebrání v 1 cm kyvetách proti destilované vodě jako referenci. 

Poté byla celá řasová kultura separována centrifugací (3000× g, 2 min), dvakrát 

promyta destilovanou vodou a přenesena do „ochuzeného“ média, které obsahovalo 

všechny důležité látky, kromě P. Toto médium bylo připraveno smícháním stejných 

zásobních roztoků (dle Tabulky 1) jako při přípravě plného média, s tím rozdílem, že 

byl vynechán roztok K2HPO4 a KH2PO4. Aby médium obsahovalo stejné množství 

draslíku, bylo do něj navíc přidáno odpovídající množství KCl. V chudém médiu byla 

řasová kultura pěstována následujících 5 dní. 

Do takto „vyhladovělé“ kultury bylo následně přidáno přesné množství P, tak, aby 

došlo ke skokovému zvýšení koncentrace P v médiu z 0,0 mM na 3,3 mM. Tato 

koncentrace byla vypočítaná z koncentrace P v zásobním roztoku K2HPO4 a KH2PO4 

a známého faktoru ředění. 

Z kultury byly v pravidelných intervalech odebírány vzorky. Při každém odběru byly 

z kultivátoru odebrány 2 ml suspenze média s řasovou kulturou. Odebraný vzorek byl 

vložen do 1cm kyvety a změřen v absorpčním spektrometru proti destilované vodě. 

Poté byl přenesen do Eppendorfovy zkumavky a uložen do lednice. Absence světla a 
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nízká teplota (cca 5°C) „zakonzervovala“ buňky ve stádiu, ve kterém byly v době 

odběru a umožnila tak skladování vzorků k pozdější analýze pomocí Ramanova 

mikrospektrometru. Vzorky byly takto skladovány nejvýše dva týdny. 

 

3.2 Přístroje použité pro měření dat 

Absorpční spektra odebraných vzorků byla měřena na UV/vis spektrometru 

Specord 250 (Analytik Jena). Pro měření Ramanových spekter byl použit konfokální 

Ramanův mikrospektrometr WITec alpha300 RSA (WITec). Přístroje se nachází 

v laboratoři Oddělení fyziky biomolekul Fyzikálního ústavu UK. 

3.2.1 Spektrometr Specord 250 

(převzato ze zdroje: https://www.analytik-jena.de/fileadmin/content/pdf_analytical_ 

instrumentation/alle_technischen_Daten/td_SPECORD_PLUS_Internet_e.pdf) 

Specord 250 je dvoupaprskový spektrofotometr s variabilním spektrálním rozlišením 

v rozsahu 190–1100 nm. Přístroj obsahuje dvojitý monochromátor s volitelnou šířkou 

vstupní štěrbiny „slit“ (0,5; 1; 2; 4 nm). Disponuje filtrem pro automatickou kalibraci 

vlnových délek s výrobcem udávanou přesností 0,1 nm. 

Přístroj je ovládán softwarem WinASPECT (dodávaným od výrobce), který slouží pro 

zobrazení, analýzu a export naměřených dat. Umožňuje měření transmitance, absorpce 

a reflektance (odrazivosti) vzorků v kyvetách různých velikostí. 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 6: Spektrometr Specord 250  

Zdroj: http://50-years-specord.analytik-jena.com/index.php?id=21 
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3.2.2 Ramanův mikrospektrometr WITec 

(převzato ze zdroje: http://www.mff.cuni.cz/vnitro/vavpi/340/cast_02_14.htm) 

Hlavní část mikrospektrometru WITec alpha300 RSA tvoří optický mikroskop Zeiss. 

Ten je v současnosti vybaven sadou suchých (zvětšení 10×, 20×, 50×, 100×), vodních 

imerzních (20×, 100×) a imerzních olejových objektivů (60×, 100×). Pro měření na 

řasách byl v této práci použit olejový imerzní objektiv Olympus UPlanFLN (100×, 

NA 1,3). Posuv vzorku pod objektivem je vykonáván kombinací motorizovaného 

stolku (X×Y; 25×25 mm), samostatného Z posuvu tělesa mikroskopu (35 mm) a 

piezoelektrického skeneru (X×Y×Z; 200×200×20 m), které jsou schopné definovaně 

pohybovat vzorkem ve všech třech osách s přesností na desetiny µm (motorizovaný 

stolek a Z posuv), resp. setiny µm (piezoelektrický skener). Osvětlení vzorku při 

pozorování mikroskopem zajišťuje kombinace LED diod. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 7: Detail Ramanova mikrospektrometru WITec alpha300RSA 

Zdroj: http://www.mff.cuni.cz/vnitro/vavpi/340/cast_02_14.htm 
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Pro excitaci RS se používají lasery. K mikroskopu je světlovody připojeno pět laserů 

různých vlnových délek (532, 633, 647, 785 a 830 nm). Výběr excitační vlnové délky 

(a sady příslušných dichroických/hranových filtrů) zajišťují přednastavené 

„couplery“. Ramanův signál sebraný objektivem je fokusován na vstup světlovodu, 

který zároveň slouží jako konfokální clona. Záření je dále světlovodem přivedeno do 

jednoho ze dvou mřížkových spektrografů vybavených CCD detektory, 

optimalizovanými pro detekci signálů v spektrálních oblastech 400–700 nm (Newton 

EMCCD, Andor) a 600–1000 nm (iDUS DU401A-BR-DD, Andor). Aparatura 

umožňuje 2D a 3D chemické zobrazování s vysokým prostorovým (při použití 

olejového imerzního objektivu na úrovni cca /3) a spektrálním rozlišením 

(alternativní použití dvou mřížek s různou spektrální disperzí). 

3.3 Kolorimetrická metoda stanovení P ve zkoumaném vzorku 

Kolorimetrické (obecně spektrofotometrické) metody využívají lineární závislosti 

látkou absorbovaného záření na její koncentraci, většinou ve viditelné části spektra. 

Tuto závislost popisuje Lambertův-Beerův zákon. Často se jedná o původně 

neabsorbující látky, které interakcí s vhodným činidlem vytvoří barevný komplex. 

Technika je vhodná pro určování koncentrace široké škály látek včetně těch, které ve 

viditelné oblasti neabsorbují, např. fosfátů. Forma, ve které se vyskytují fosfáty 

v přírodě, závisí na pH okolního prostředí, nejběžnější výskyt je ale v podobě 

ortofosfátu PO4
3-, který ve viditelné ani blízké UV oblasti spektra neabsorbuje, a proto 

je nutné vhodným činidlem vytvořit absorbující barevný komplex. 

Pro určení skutečné koncentrace fosfátů v kultivačním médiu byla použita standardní 

kolorimetrická metoda molybdenové modře. Tato metoda k detekci fosfátů používá 

molybdenan amonný (NH4)6Mo7O6. Ten za přítomnosti vínanu antimonylo-

draselného K[C4H2O6Sb(OH)2].3H2O a vhodných redukčních činidel (např. kyselina 

L-askorbová) vytváří s fosfátem tmavě modrý komplex (Nagul et al. 2015). 

Absorbance komplexu v oblasti cca 880–890 nm je poté přímo úměrná koncentraci 

fosfátu ve zkoumaném roztoku, a to až do celkové koncentrace Pi v reakční směsi cca 

32 M (Murphy a Riley 1962). 
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Při reakci v silně kyselém prostředí vzniká z P a molybdenu tzv. hetero-polární 

kyselina (viz Obrázek 8). 

 

 

 

 

 

Obrázek 8: Struktura iontu (PO4(MoO3)12)
3  

(černá kulička znázorňuje atom P, šedé Mo a bílé O) 

Zdroj: (Nagul et al. 2015) 

Tato kyselina se dále redukuje za vzniku intenzivně zbarveného modrého komplexu. 

Chemický proces lze zjednodušeně zapsat jako: 

PO4
3−  +  12MoO4

2−  + 27H+ → H3PO4(MoO3)12 + 12H2O 

Průběh v kyselém prostředí je důležitý nejen pro tvorbu hetero-polární kyseliny, ale 

také pro kontrolu její redukce, proto reakce nejlépe probíhá při pH v rozmezí 0–1 

(Murphy a Riley 1962; Nagul et al. 2015).  

Vzhledem ke složitosti této reakce, existenci komplexů s odlišným absorpčním 

spektrem a omezením plynoucích z rozpustnosti jednotlivých látek činidla je nutno 

respektovat horní koncentrační limit. V opačném případě přestává metoda 

molybdenové modře splňovat Lambertův-Beerův zákon. Pokud je nutno analyzovat 

vzorky s celkově vyšší koncentraci Pi, je nutno je definovaně ředit a skutečnou 

koncentraci následně dopočítat. Pokud je koncentrace Pi naopak příliš nízká, lze 

přesnost stanovení zvýšit prodloužením optické dráhy. 
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3.3.1 Příprava činidla 

Nejprve byla vytvořena sada zásobních roztoků jednotlivých komponent činidla dle 

Tabulky 2. 

Tabulka 2: Zásobní roztoky pro přípravu kolorimetrického činidla 

Látka Funkční vzorec 

Koncentrace [mM] 

Zásobní 

roztok 
V činidle 

Kyselina sírová H2SO4 2500 1250 

Vínan antimonylo-

draselný 
K[C4H2O6Sb(OH)2].3H2O 4,33 0,2165 

Molybdenan amonný (NH4)6Mo7O6.4H2O 32,37 4,86 

Kyselina L-askorbová C6H8O6 100 30 

 

Kolorimetrické činidlo bylo poté ze zásobních roztoků připraveno smícháním 

v poměrech dle návodu (Murphy a Riley 1962). Vzniklé činidlo důkladně protřepeme, 

aby se přidané látky dobře promísily. Činidlo je nutné připravit nové před každým 

spektroskopickým měřením. Dle návodu je činidlo použitelné do 6 hodin po přípravě, 

poté dochází k jeho chemické degradaci, kterou lze pozorovat například změnou barvy 

ze sytě žluté na temně oranžovou. 

Zásobní roztoky kyseliny sírové a vínanu antimonylo-draselného byly umístěny ve 

skleněných láhvích, molybdenan amonný byl umístěn do lahve plastové. Roztoky byly 

následně skladovány ve tmě při pokojové teplotě. Kyselina L-askorbová byla 

rozdělena do plastových nádob po 50 ml, které byly následně zmraženy, aby 

nedocházelo k degradaci kyseliny oxidací. 

3.3.2 Příprava roztoků pro kolorimetrické měření 

Odebrané vzorky byly centrifugací zbaveny řas a obsah fosfátů v supernatantu byl 

stanoven kolorimetrickou metodou popsanou v kap. 3.3. 

100 ml odměrné baňky byly naplněny zhruba 50 ml deionizované vody, do té byl 

přidán 1 ml analyzovaného vzorku. V případě, že předpokládána koncentrace Pi byla 

vyšší než koncentrační limit metody, byl vzorek přidán v přiměřeně menším objemu 

nebo předem naředěn. Dále bylo do každé baňky přidáno 13 ml kolorimetrického 
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činidla a baňky byly doplněny deionizovanou vodou po rysku. Vzniklý roztok byl 

důkladně protřepán a následně se postupně zbarvuje do sytě modré barvy. Dle návodu 

v (Murphy a Riley 1962) je dobré ponechat vytvořené roztoky zhruba 30 minut odstát, 

aby se barevné komplexy dostatečně rozvinuly a změřená absorbance odpovídala 

skutečné koncentraci fosfátů v roztoku. 

Vzorky byly poté měřeny na absorpčním spektrometru Specord v 1 cm křemenných 

kyvetách (Hellma), vstupní štěrbina byla zvolena 1 nm. Jako reference byl použit  

tzv. „prázdný vzorek“ („blank solution“), připravený přidáním 13 ml kolorimetrického 

činidla do 100 ml odměrné baňky a dolitím po rysku deionizovanou vodou. 

Absorbance všech vzorků byla měřena ve spektrálním rozsahu 350–1100 nm s krokem 

1 nm a integračním časem 0,1 s. 

Pro určení výsledné koncentrace fosfátů v měřeném vzorku byla využita absorbance 

v maximu absorpčního pásu na 890 nm. Absorbance vzorku na této vlnové délce byla 

porovnána s kalibrační křivkou. Tu jsme získali změřením kalibrační řady sedmi 

roztoků o známé koncentraci Pi v rozsahu 0,0 mM až 1,32 mM (viz Obrázek 9). Tyto 

hodnoty se vztahují na koncentraci Pi přímo v analyzovaném vzorku. Protože 1 ml 

vzorku byl před měřením doplněn na objem 100 ml, finální koncentrace Pi ve vzniklém 

roztoku byla 100× nižší, tj. 13,2 M. Absorbance na 890 nm byla tedy 

v kalibrovaném rozsahu přímo úměrná koncentraci. Kalibrační křivku 

(viz Obrázek 10) jsme získali proložením experimentálních bodů přímkou. Směrnice 

určená z lineárního fitu byla poté použita pro přepočet absorbancí na koncentrace Pi.  
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Obrázek 9: Spektra kalibračních roztoků pro fotometrické (kolorimetrické) 

stanovení koncentrace Pi 

Koncentrační řada Cal 1a – Cal 7a odpovídá kalibračním roztokům fosfátů získaných 

postupným ředěním předešlého v řadě destilovanou vodou v poměru 2:1, a to počínaje 

vzorkem Cal 1a s koncentrací Pi 1,32 mM (stanoveno navážkou). Cal 8a představuje 

referenční vzorek destilované vody s koncentrací 0,0 mM. Cal 1b a Cal 1c odpovídají 

nezávislým opakovaným měřením absorbance vzorku s nejvyšší koncentrací a ilustrují 

vysokou reprodukovatelnost této metody. 
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Obrázek 10: Kalibrační křivka pro stanovení koncentrace Pi 

Střední absorbance na 890 nm a odpovídající směrodatné odchylky byly stanovené ze 

tří analýz za použití kolorimetrického činidla připraveného ve dvou různých dnech. 

Jako referenční roztoky byly použity zásobní roztoky kalibrační řady Pi skladované 

v plastových láhvích. 

 

3.4 Měření a zpracování Ramanových spekter 

3.4.1 Měření na Ramanově mikrospektrometru WITec 

RS spektra byla měřena na konfokálním mikrospektrometru WITec alpha300 RSA 

s excitací 532 nm a celkovým výkonem 20 mW (měřeno na vzorku). Ovládání 

aparatury a sběr dat zajišťoval řídící program Control Four.  

Buňky byly fixovány mezi podložní a krycí sklíčka z nízko-fluorescenčního křemene. 

Před fixací byla sklíčka důkladně očištěna vodou a acetonem. Pro fixaci buněk jsme 

používali 1% roztok agarosy (Low Melt Agarose, Carl Roth) v deionizované vodě. 

Roztok agarosy byl nejprve ve zkumavce vložen do teplotní lázně s vodou předehřátou 

na cca 100°C. Po roztání byl v termostatu udržován při teplotě 50°C, což stačí na to, 

aby setrval v kapalné formě. Roztok tuhl po ochlazení pod 28°C. Tuhnutí bylo 

dostatečně pomalé, aby dovolovalo pohodlnou přípravu mikroskopických vzorků. 
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Vzorek řas byl před měřením odstředěn, aby byl vytvořen koncentrovanější preparát. 

Ze spodu zkumavky bylo poté odpipetováno 25 µl zhuštěné buněčné suspenze a 

následně smícháno s 50 µl kapalné agarosy. Tato směs byla krátce protřepána a vzápětí 

z ní byly odebrány 2 µl a nanesené na podložní sklíčko. Poté bylo na vzorek rychle 

přiloženo a jemně přitlačeno krycí sklíčko (průměr 20 mm, tloušťka 180 m). 

Definovaný objem a jemný přítlak zajišťovaly, že se buňky mezi sklíčky srovnaly do 

jedné roviny, tzv. „monovrstvy“. Přílišný tlak by způsoboval deformaci až rozdrcení 

buněk, nedostatečný pak distribuci buněk v různých rovinách. Roztok agarosy za 

pokojové teploty během několika desítek vteřin ztuhne a buňky znehybní. Kapalina 

vyteklá z okrajů krycího sklíčka byla otřena a okraj byl poté utěsněn pomocí fixačního 

laku (CoverGrip, Biotium), aby nedocházelo k odpařování vody a pozorované buňky 

tak v průběhu měření nevysychaly. Takto připravený preparát vložíme do Ramanova 

mikroskopu.  

Jako imerzi pro olejový objektiv jsme používali nízko-fluorescenční imerzní olej 

(Type F, Olympus), který byl nanášen na krycí sklíčko a zajišťoval optický kontakt 

s objektivem. Použití imerzního objektivu s vysokou numerickou aperturou zlepšovalo 

optické rozlišení, efektivitu sběru RS signálu a zároveň přispívalo k odvodu tepla ze 

vzorku, který je zahříván excitačním zářením. 

3.4.2 Mapování buněk ve spektrometru 

Po uchycení preparátu na mikroskopický stolek byl objektiv manuálně zaostřen do 

roviny buněk. Poté byla nalezena oblast vzorku, která obsahovala několik dobře 

zaostřených buněk. Pomocí rozostřeného laserového paprsku byly buňky v této oblasti 

po dobu několika sekund „foto-vybělovány“, aby byly zbaveny nežádoucí 

fluorescence chlorofylu (viz Obrázek 11 a Příloha A). Průběh vybělování bylo možné 

monitorovat měřením časového vývoje fluorescenčního pozadí.  

Dále byl proveden tzv. „image stitching“ (Obrázek 12), který naskenoval oblast 

300×300 m (tj. cca 25× větší, než dovolovalo zorné pole použitého objektivu) kolem 

zvoleného středu v rozlišení 4096×4096 pixelů. Na takto pořízené fotografii bylo 

vybráno několik vybělených buněk, jejichž polohy byly odečteny a následně 

zaznamenány do tabulky v řídícím programu. 
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Obrázek 11: Foto-vybělení buňky rozostřeným laserovým svazkem 

Na obrázku vlevo je buňka kmene C1 před ozářením, napravo je stejná buňka po foto-

vybělení. Původně zelená oblast odpovídala oblasti s výskytem chloroplastů 

obsahující zelený pigment chlorofyl. (Další obrázky týkající se foto-vybělování buněk 

se nacházejí v obrázkové Příloze A na konci této práce.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 12: „Image stitching“ pořízený na odebraném vzorku kmene C1 
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Po spuštění měření program samostatně posouvá vzorkem pod objektivem a spektrálně 

mapuje vybrané buňky, tj. změří Ramanova spektra v celé buňce bod po bodu dle 

vybraných parametrů přesnosti. Doba tohoto mapování je přímo úměrná nastaveným 

parametrům a pohybuje se v řádu několika minut. 

Pro účely měření buněk mikroskopických řas bylo zvoleno mapování oblasti 8×8 m 

vždy kolem středu vybrané buňky, naprostá většina pozorovaných buněk byla menší 

než tato oblast. U větších buněk byla oblast zvětšena individuálně dle jejich rozměrů. 

Měřená oblast byla skenována v rozlišení 40×40 pixelů, v každém pixelu byl snímán 

signál po dobu 0,1 s. 

3.4.3 Zpracování naměřených spekter 

Z naměřených spekter bylo nejprve nutné odstranit projevy kosmického záření,  

tzv. výstřelový šum (anglicky „cosmic rays“ nebo „spikes“), které se vyznačují 

úzkými a velmi intenzivními pásy. Tyto „spiky“ (Obrázek 13) komplikují analýzu 

naměřených dat, a proto byly ve všech naměřených spektrech před jejich dalším 

zpracováním odstraněny pomocí programu Control Four. 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 13: Nežádoucí signál od kosmického záření v naměřeném 

Ramanově spektru 
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Z takto připravených spekter je následně nutné odečíst pozadí. To bylo prováděno 

v programu Background, napsaném v prostředí Matlab J. Palackým (Palacký et al. 

2011). Tento program umožňuje využít pro odečet pozadí souboru spekter metodu 

faktorové analýzy „rozkladu do singulárních hodnot“ (z anglického Singular Value 

Decomposition, SVD). Tato metoda je vícerozměrnou statistickou metodou, která 

soubor naměřených spekter lineárně rozloží do úplného souboru vzájemně 

ortonormálních komponent (tzv. subspekter), které obsahují veškeré informace 

o složení zkoumané buňky. Pozadí se poté odečítá v těchto komponentách a nikoliv 

v samotných spektrech. Výhodou je, že tímto způsobem je pozadí odečteno v celém 

souboru spekter konzistentním způsobem, a že je ho možné odečíst pouze v prvních 

několika komponentách, nikoliv v jednotlivých spektrech, jejichž počet může být 

značně rozsáhlý (při mapování jednotlivých buněk dosahují počtů v řádech tisíců) 

(Palacký, Mojzeš a Bok 2011). 
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4. Výsledky měření 

4.1 Výsledky absorpční spektrometrie kultivovaných řas 

Dynamika růstu řasové kultury byla sledována pomocí absorpční spektroskopie. 

Nárůst kultury zvýší optickou hustotu suspenze a tím i její absorbanci. Vzorky byly 

měřeny bezprostředně po odebrání v 1 cm kyvetách proti destilované vodě jako 

referenci. Absorpční měření probíhalo ve spektrálním rozsahu 370–1000 nm 

s krokem 1 nm a integračním časem 0,1 s. 

Typická spektra suspenze kultury C1 jsou uvedena na Obrázku 14, kultury CV256 

poté na Obrázku 17. Ve spektrech jsou patrné absorpční příspěvky buněčných 

pigmentů (chlorofyly a karotenoidy) a rozptylová neabsorpční složka tvořící jejich 

pozadí. Absorpční pásy na 439 nm a 477 nm patří karotenoidům, pásy v oblasti  

600–700 nm patří chlorofylům (Lichtenthaler 1987). Rozptylové pozadí, které přispívá 

k celkové absorbanci suspenze i mimo oblast absorpce pigmentů (nad cca 750 nm), 

vzniká elastickým rozptylem světla na buňkách, jejichž rozměr je větší než vlnová 

délka světla (Mieův rozptyl). Výška rozptylového pozadí ale nemusí nutně korelovat 

s absorpcí pigmentů. Buňky totiž mají různý poměr mezi pigmenty a dalšími 

biomolekulami (škroby, lipidy, polyfosfátová tělíska), které v této oblasti neabsorbují, 

ale svým objemem přispívají k elasticky rozptylující biomase. 

Změny v objemu absorbující (pigmentové) biomasy byly charakterizovány změnami 

absorbance suspenze na vlnové délce 680 nm (vztaženo na 1 cm kyvetu a destilovanou 

vodu jako referenci), viz Obrázek 15 (kmen C1) a Obrázek 18 (kmen CV256). 

Nepigmentová biomasa může být charakterizována absorbancí v oblasti nad 750 nm, 

pro tento účel byla vybrána vlnová délka 850 nm, viz Obrázek 16 (kmen C1) a 

Obrázek 19 (kmen CV256). 
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4.1.1 Výsledky kmene C. vulgaris C1 

V této kapitole jsou přehlednou formou uvedeny výsledky absorpční spektrometrie 

kultivovaných řas kmene C1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 14: Vybraná absorpční spektra vzorků suspenze kultury C1, 

odebíraných v průběhu kultivace 

(Pro přehlednost jsou uvedena pouze spektra odběrů ve význačných časech, 

uvedených v legendě.) 

 

 

Na Obrázku 15 je znázorněna charakterizace růstu řasové kultury C1 prostřednictvím 

celkové absorbance na vlnové délce 680 nm. Čas 0 hod odpovídá okamžiku skokového 

zvýšení Pi z koncentrace 0,0 mM na 3,3 mM. Předpokládána výchozí koncentrace 

Pi 3,3 mM byla vypočítaná z koncentrace zásobního roztoku K2HPO4 a KH2PO4 a 

známého faktoru ředění. Červená značka na 124,5 hod značí čas, kdy došlo k ředění 

suspenze destilovanou vodou v poměru 1:1 z důvodu její vysoké optické hustoty, která 

komplikovala spektrometrické měření. V grafu je žlutě vyznačen cyklus zapínání a 

vypínání osvětlení (den/noc, 12hod/12hod). 
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Obrázek 15: Časový vývoj celkového objemu pigmentové biomasy 

vyprodukované kulturou C1 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 16: Časový vývoj celkového objemu biomasy vyprodukované kulturou C1 

Charakterizace růstu prostřednictvím celkové absorbance na vlnové délce 850 nm. 

 

Z časového vývoje absorbance na Obrázcích 15 a 16 je zřejmé, že v okamžiku zředění 

(124,5 hod od přidání Pi) byla již kultura C1 ve „stacionární fázi“, protože po zředění 

objem pigmentové biomasy dále nenarůstal (tj. nepřibývaly další chloroplasty 

vyžadující stavební prvky N, P, S, nebo kovové mikroelementy obsažené 

v kultivačním médiu). Limitujícím faktorem nebyl nedostatečný přísun světla 

v důsledku vysoké optické hustoty suspenze, ale vyčerpání živin média (kromě Pi). 
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Další nárůst nepigmentové absorbance (Obrázek 16) je pravděpodobně způsoben 

přibýváním škrobu, který řasy produkují i po vyčerpání média, protože jeho syntéza 

vyžaduje pouze přísun CO2 a světla (Mortensen a Gislerod 2016). 

 

4.1.2 Výsledky kmene C. vulgaris CCALA 256 

V této kapitole jsou přehlednou formou uvedeny výsledky absorpční spektrometrie 

kultivovaných řas kmene CV256.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 17: Vybraná absorpční spektra vzorků suspenze kultury CV256, 

odebíraných v průběhu kultivace 
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Obrázek 18: Časový vývoj celkového objemu pigmentové biomasy 

vyprodukované kulturou CV256 

 

Obrázek 19: Časový vývoj celkového objemu biomasy vyprodukované kulturou C1 

Popis grafů a podmínky pěstování byly stejné jako v případě kultury C1, 

viz Obrázky 14–16 v kap. 4.1.1. 

 

Na rozdíl od kultury C1 nebyla kultura CV256 v okamžiku zředění (124,5 hod od 

přidání Pi) ještě ve stacionární fázi. Nutno poznamenat, že při kultivaci řasových buněk 

v „ochuzeném“, bezfosfátovém médiu, byl celkový nárůst biomasy C1 cca 1,5× vyšší 

než v případě CV256 (viz výchozí koncentrace biomasy v čase 0 hod v odpovídajících 

grafech). Protože oba kmeny byly pěstovány v médiu stejného složení, v čase 0 hod 
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musel být obsah živin v suspenzi kultury C1 nižší než u CV256. Po přidání Pi do 

bezfosfátového média kultura C1 brzy vyčerpala zbytek minerálů a dosáhla stacionární 

fáze, na rozdíl od CV256, kde růst biomasy pokračoval dále. Protože ani po zředění se 

rychlost přibývání biomasy CV256 nezměnila, suspenze CV256 zřejmě nebyla 

limitována ani nedostatkem světla, ani nedostatkem živin. 

Odlišné chování řasových kultur C1 a CV256 je dobře vidět také na následujících 

Obrázcích 20 a 21. Zde jsou zobrazeny korelace mezi celkovými absorbancemi 

v referenční oblasti absorpce pigmentů (680 nm) a celkovými absorbancemi v oblasti, 

kde pigmenty neabsorbují (850 nm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 20:  Graf korelace mezi absorbancemi na vlnových délkách 680 a 850 nm 

pro suspenzi biomasy vyprodukované kulturou C1 

(Barevně jsou odlišené vzorky před a po zředění suspenze v čase 124,5 hod.) 

 

Před zředěním vykazuje absorbance suspenze C1 na 850 nm dobrou korelaci 

s absorbancí na 680 nm. Jak je ale z Obrázku 20 patrné, po zředění kultury přestanou 

tyto absorbance vzájemně korelovat. Na druhou stranu, v případě CV256 obě 
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absorbance dobře korelují před i po zředění suspenze, až na vzorky z poslední fáze 

kultivace (> 200 hod), kde dochází k odchylce od lineární závislosti (viz Obrázek 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 21: Graf korelace mezi absorbancemi na vlnových délkách 680 a 850 nm 

pro suspenzi biomasy vyprodukované kulturou CV256 
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4.2 Výsledky kolorimetrického stanovení koncentrace Pi v médiu 

Po zcentrifugování vzorků byla stanovena koncentrace fosfátů v supernatantu 

kolorimetrickou metodou molybdenové modře (viz kap. 3.3). Pro tyto účely byla 

použita absorbance vzniklého barevného komplexu na vlnové délce 890 nm (vztaženo 

na 1 cm kyvetu; měřeno proti „prázdnému vzorku“, viz kap. 3.3.2). Změřená 

absorbance byla přepočtena na koncentraci fosfátů pomocí směrnice lineárního fitu 

kalibrační křivky (Obrázek 10). 

Na následujících Obrázcích 22 (kmen C1) a 23 (kmen CV256) je znázorněn časový 

vývoj přepočtené koncentrace fosfátů v kultivačním médiu jednotlivých řasových 

kultur. 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 22: Časový vývoj koncentrace fosfátů v kultivačním médiu kultury C1 

Čas 0 hod zde odpovídá okamžiku skokového zvýšení Pi z koncentrace 0,0 mM na 

3,3 mM. Červená značka na 124,5 hod odpovídá času ředění řasové kultury 

destilovanou vodou v poměru 1:1 z důvodu vysoké optické hustoty suspenze. V grafu 

je žlutě vyznačen cyklus zapínání a vypínání osvětlení (12 hod/12 hod). 

 

Z časového průběhu na Obrázku 22 je zřejmé, že k poklesu koncentrace Pi v médiu 

došlo skokově až v průběhu druhého světelného cyklu kultivace (čas cca 17–29 hod). 

Tento pokles o cca jednu třetinu pravděpodobně odpovídá nárazové akumulaci P i 

buňkami, protože nekoreluje s dynamikou přibývání pigmentové biomasy 

(viz Obrázek 15). V průběhu skokového poklesu koncentrace Pi sice  



 

 

42 

 

došlo i k určitému nárůstu biomasy, ten však pokračuje dále až k stacionární fázi 

(dosažené po dalších 4 světelných cyklech), již ale bez odpovídajícího poklesu 

koncentrace Pi. 

Pro singulární nárůst koncentrace Pi v čase cca 115 hod nemáme vysvětlení. Mohlo se 

jednat o chybné měření nebo ovlivnění výsledku absorpčního měření produkty 

metabolizmu řas v suspenzi. Po zředění suspenze se již objem biomasy ani 

koncentrace Pi v kultuře C1 neměnila. 

 

Obrázek 23: Časový vývoj koncentrace fosfátů v kultivačním médiu kultury CV256 

Podmínky pěstování a popis grafu jsou stejné jako v případě kultury C1. 

 

Na Obrázku 23 je patrný odlišný vývoj koncentrace Pi v médiu kultury CV256. Na 

rozdíl od kultury C1 zůstává koncentrace Pi v průběhu druhého světelného cyklu 

nezměněná a k poklesu o cca jednu třetinu dochází postupně v průběhu následujících 

4 světelných cyklů. Po zředění kultury v čase 124,5 hod zůstává koncentrace Pi 

v médiu neměnná, přestože biomasa CV256 dále roste. 

Odchylka mezi vypočítanou (3,3 mM) a naměřenou (cca 3,0 mM) výchozí 

koncentrací Pi v obou kulturách může být způsobena systematickou chybou měřené 

absorpce v komplexním chemickém prostředí suspenze (na rozdíl od kalibračních 

roztoků obsahujících pouze K2HPO4 a KH2PO4).  
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Vzhledem k časovým průběhům koncentrace fosfátů v obou pozorovaných kulturách 

byl kmen C1 vyhodnocen jako vhodnější pro účely studia akumulace polyP. Pro tento 

kmen jsme předpokládali, že skokový úbytek Pi v médiu pozorovaný mezi prvním a 

třetím dnem kultivace (0–55 hod) by se měl projevit nárůstem polyP akumulovaného 

v buňkách řas. Dále proto uvádíme pouze výsledky RS měření na kultuře C1. 

4.3  Výsledky konfokální Ramanovy mikroskopie 

Schopnost akumulace polyP v buňkách mikroskopických řas kmene C1 byla 

studována prostřednictvím µRS. Buňky byly pozorovány na mikrospektrometru 

WITec alpha300RSA imerzním objektivem Olympus UPlanFLN (100×, NA 1,3). Pro 

excitaci byl použit laser s vlnovou délkou 532 nm a maximálním výkonem 20 mW na 

vzorku. Po foto-vybělení chlorofylu (viz kap. 3.4.2) jsme při použití tohoto výkonu 

nepozorovali žádné morfologické, barevné nebo spektrální změny, které by svědčily 

o výrazném zahřívání nebo pálení vzorku (rozpad buněk, zčernání, výskyt RS signálu 

pyrolytického uhlíku). 
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Obrázek 24: Průměry Ramanových spekter jednotlivých buněk kmene C1 

charakterizujících suspenzi odebranou v uvedených kultivačních časech 

 

Průměrná RS spektra zobrazená na Obrázku 24 představují aritmetický průměr 

z cca 10 integrálních spekter vybraných buněk, pocházejících ze vzorku odebraného 

v uvedeném kultivačním čase. Tyto buňky byly mapovány pomocí RS postupem 

uvedeným v kap. 3.4.2 a pro účely této práce je považujeme za vzorek populace 

reprezentující stav kultury v okamžiku odběru.  
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Integrální spektrum jedné buňky bylo získáno aritmetickým průměrem všech RS 

spekter změřených uvnitř objemu této buňky při mapování. Šedé plochy na pozadí 

zobrazených spekter znázorňují příslušné směrodatné odchylky. Pro vzorek 

z kultivačního času 28 hod jsou uvedená průměrná spektra dvou nezávislých souborů 

11, resp. 8 buněk, která byla změřena 3, resp. 11 dní po odběru. 

Integrální spektra buněk byla normalizována na stejnou intenzitu pásu valenčních 

vibrací molekul vody (oblast 3100–3900 cm-1) ve spektrech okolního média. Spektra 

média byla extrahována jako aritmetický průměr z µRS spekter okolí mapovaných 

buněk. Příspěvky od okolního média byly následně z průměrných spekter odečteny, 

viz následující Obrázek 25, případně detailně na Obrázku 26. 

Po odečtení spektrálních příspěvků média jsou lépe rozlišitelné detaily pásů 

jednotlivých spekter. Výrazné pásy na 478, 866, 942 a 1342 cm-1 jsou charakteristické 

pro škrob (Ji et al. 2014). Pásy hledaných polyfosfátů se objevují v oblasti s centrem 

kolem 1158 cm-1 (Moudříková et al. 2016). Pásy na polohách 1342 a 1455 cm-1 

pochází převážně od deformačních vibrací skupin CH, CH2 a CH3 (tzv. CH bending), 

tyto skupiny můžou být součástí různých buněčných biomolekul. U pásu 1455 cm-1 

však nejvýraznější příspěvek pochází od alifatických řetězců lipidů. Výrazný pás 

v oblasti 1650–1670 cm-1 je typický pro karbonylové C=O vibrace (výskyt zejména 

v bázích nukleových kyselin a substituovaných karbonylových skupinách lipidů), ale 

také jde o význačný pás peptidické vazby proteinů, tzv. vibrace „Amid I“. Oblast 

2800–3100 cm-1 obsahuje pásy valenčních C-H vibrací, s nejvýraznějším příspěvkem 

od lipidů a škrobu. Díky strukturním odlišnostem ovlivňujícím valenční vibrace C-H 

a různému zastoupení skupin CH, CH2 a CH3 v lipidech a oligosacharidech, je možné 

příspěvky od těchto biomolekul spektrálně odlišit. Úzký intenzivní pás na 1005 cm-1 

je charakteristickým pásem aminokyseliny fenylalaninu a může tudíž sloužit jako 

„marker“ proteinů. Tento pás by mohl odpovídat také karotenoidům  

(např. β-karotenu), pokud by se ve spektrech současně vyskytovaly i jejich další dva 

(mnohem intenzivnější) charakteristické pásy kolem 1158 a 1525 cm-1. Zejména 

evidentní absence pásu 1525 cm-1 ve spektrech na Obrázku 26 je známkou toho, že při 

foto-vybělování chlorofylu došlo k vybělení také karotenoidů. Pás na 1158 cm-1 proto 

můžeme připsat polyP. K jeho intenzitě ale v průměrných spektrech celých buněk 

přispívá i pás škrobu na stejném vlnočtu (rameno pásu na 1129 cm-1), a to zejména 
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v buňkách, které ho naakumulovaly velké množství. Pozorované pásy byly přiřazené 

za pomoci literárních pramenů (Kula et al. 2014; Parab N.D.T. 2012; Shao et al. 2015) 

i našeho vlastního studia spekter biomolekul realizovaného v rámci studentského 

projektu v roce 2015. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 25: Průměry Ramanových spekter z Obrázku 24 s odečteným příspěvkem 

okolního média 
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Obrázek 26: Detail oblasti charakteristických vibrací průměrných Ramanových 

spekter z předchozího Obrázku 25 
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Jak je z průměrných spekter na Obrázcích 24 až 26 patrno, pás polyP na 1158 cm-1 je 

v kontextu pásů ostatních biomolekul poměrně nevýrazný, zejména pokud buňky 

obsahovaly hodně naakumulovaného škrobu. Přestože v některých buňkách byl 

lokálně pozorován výrazný RS signál od polyP, průměrný obsah polyP dosažený 

v kultuře C1 za výše uvedených podmínek kultivace (viz kap. 3.1) nebyl vysoký. 

I v rámci souborů buněk ze stejného odběru vykazovala integrální spektra poměrně 

výrazné spektrální rozdíly, které svědčí o různém obsahu jak polyP tak ostatních 

biomolekul. Pro ilustraci uvádíme normovaná integrální RS spektra 11 buněk ze 

vzorku odebraného v kultivačním čase 28 hod a změřeného pomocí µRS 3 dny po 

odebrání (Obrázek 27, oblast charakteristických vibrací v detailu na Obrázku 28). 

Z těchto obrázků je zřejmé, že některé buňky (např. č. 1, 5 a 6) měly výrazně vyšší 

obsah škrobu než ostatní, což v normovaných spektrech vynikne zejména při 

porovnání jeho pásů 478, 866 a 942 cm-1 s intenzitou pásu fenylalaninu na 1005 cm-1, 

který ve všech odběrech vykazoval relativně nejmenší variabilitu. Zvýšený obsah 

polyP (oblast okolo 1158 cm-1) je vidět například v buňkách č. 2, 4, 10 a 11 

(viz Obrázek 28). 
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Obrázek 27: Integrální Ramanova spektra 11 individuálních buněk kmene C1 

z odebraného vzorku po celkovém čase kultivace cca 28 hod 
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Obrázek 28: Detail oblasti charakteristických vibrací průměrných spekter  

jedenácti buněk z předchozího Obrázku 27 
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PolyP ale bylo možné lokalizovat i v některých buňkách, jejichž integrální spektra 

nevykazují výraznější intenzity pásů v oblasti okolo 1160 cm-1. Jako příklad uvádíme 

buňku kmene C1 ze vzorku odebraného po celkovém čase kultivace cca 28 hod, 

označenou č. 7. Její integrální spektrum je uvedeno na Obrázcích 27 a 28. Ačkoli její 

pás polyP na 1160 cm-1 není na těchto obrázcích výrazný, je možné zřetelně pozorovat 

vyskytující se polyfosfátová tělíska na následujícím Obrázku 29.  

   

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 29: (a) Buňka kmene C1 č. 7 z odběru po 28 hod kultivace, (b) její µRS mapa 

v integrální intenzitě pásu CH valenčních vibraci (oblast 2720–3140 cm-1), (c) její µRS 

mapa v integrální intenzitě pásu polyP (oblast 1120–1210 cm-1) 

 

Přítomnost polyfosfátových tělísek na µRS mapě polyP indikují dvě světlé skvrny 

v pravém dolním kvadrantu obrysu buňky. Mapovaná oblast mimo buňku neobsahuje 

žádný RS signál polyP ani jiných biomolekul a její zvýraznění stejnou barvou jako 

oblast buňky obsahující polyP je důsledkem integrování malého signálu na pozadí 

s vysokým šumem.  
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Obrázek 30: Neupravené RS spektrum získané v místě polyfosfátového tělíska 

buňky kmene C1 z obrázku 29 

Kromě pásu na 1160 cm-1 svědčí o přítomnosti polyP také nevýrazný široký pás na 

695 cm-1, který se připisuje fosfodiesterickým vibracím lineárního řetězce polyP. 

 

 

Pro kvantitativní vyjádření relativních obsahů škrobu, proteinů a polyP v průměrném 

spektru buněk (kmene C1) zobrazených na Obrázcích 24 až 26 byly použity integrální 

intenzity pásů charakteristických pro tyto biomolekuly. Střední hodnoty a směrodatné 

odchylky byly vypočítány v rámci souborů měřených buněk z jednotlivých odběrů.  

 

Obsah škrobu byl kvantifikován nejprve pomocí integrální intenzity pásu na 478 cm-1 

(Obrázek 31) a poté podle dvojice pásů na 866 a 942 cm-1 (Obrázek 32). Dle časového 

průběhu intenzity jednotlivých pásů lze pozorovat, že k  významnému nárůstu obsahu 

škrobu v buňkách došlo až po zředění kultury v kultivačním čase 124,5 hod. 
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Obrázek 31: Střední integrální intenzita RS pásu škrobu na 478 cm-1  

pro odběry buněk C1 ve vyznačených časech 
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Obrázek 32: Střední integrální intenzita RS pásů škrobu na 866 a 942 cm-1 pro 

odběry buněk C1 ve vyznačených časech 

 

 

Pro kvantifikaci obsahu proteinů byly použity charakteristické pásy fenylalaninu na 

1005 cm-1 (Obrázek 33) a pás na 1658 cm-1 přisouzený vibraci „Amid I“ (Obrázek 34). 

Z výsledného časového průběhu intenzit je zřejmé, že obsah proteinů v buňkách se 

v průběhu kultivace měnil jen málo. Po naředění kultury v čase 124,5 hod, kdy obsah 

škrobu začal růst, se zastoupení proteinů spíše mírně snížilo. Tento efekt by bylo 

možno vysvětlit tím, že v stacionární kultuře rostoucí v médiu, ve kterém již chybí 

všechny stavební prvky kromě P (tj. buňky se nemůžou dělit), navíc vystavené 

z důvodu zředění vyšší intenzitě světla, buňky redukují svůj fotosyntetický aparát a 
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přebytek energie ukládají do zásobního škrobu. Velikost chloroplastů se zmenšuje a 

vnitro buněk zaplňuje škrobem. Předností RS je, že tento proces je možno studovat 

na úrovni jednotlivých buněk a v kontextu ostatních biomolekul. 
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Obrázek 33: Střední integrální intenzita RS pásu fenylalaninu na 1005 cm-1 pro 

odběry C1 ve vyznačených časech 
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Obrázek 34: Střední integrální intenzita RS pásu „Amid I“ na 1658 cm-1 pro odběry 

C1 ve vyznačených časech 

 

 

 

Obsah PolyP byl kvantifikován na základě intenzity pásu na 1158 cm-1 (Obrázek 35). 

Naměřené hodnoty svědčí o tom, že skokové zvýšení koncentrace Pi v kultivačním 

médiu nemělo podstatnější vliv na jeho akumulaci uvnitř buněk. Nárůst pásu,  

pozorovaný po naředění suspenze v čase 124,5 hod, spíše koreluje s nárůstem obsahu 
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škrobu a může být způsoben spektrálním příspěvkem od pásu škrobu s blízkým 

vlnočtem. Provedený experiment tedy neprokázal korelaci mezi úbytkem Pi v médiu a 

přírůstkem polyP v řasách. 
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Obrázek 35: Střední integrální intenzita RS pásu polyP na 1158 cm-1 pro odběry C1 

ve vyznačených časech 

 

 

Pomocí integrální intenzity pásů CH valenčních vibrací s centrem okolo 2930 cm-1 byl 

kvantifikován celkový obsah škrobů, lipidů a proteinů, které k intenzitě tohoto pásu 

společně přispívají (viz Obrázek 36). 
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Obrázek 36: Střední integrální intenzita RS pásu CH valenčních vibrací na 2934 cm-1 

pro odběry C1 ve vyznačených časech. 
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5. Závěr 

Cílem této práce bylo navrhnout a otestovat metodologii kvantifikace polyfosfátů 

v buňkách zelených řas pomocí konfokální Ramanovy mikroskopie. Metodologie byla 

testována na živých buňkách dvou kmenů mikroskopických řas Chlorella vulgaris 

IPPAS C1 a CCALA 256 pěstovaných za podmínek, které dle dostupných informací 

měly stimulovat akumulaci polyP. Vnitrobuněční koncentrace polyP byla stanovena 

z intenzity charakteristického pásu polyP lokalizovaného kolem 1158 cm-1. Úbytek 

fosfátů v médiu byl stanoven kolorimetricky metodou molybdenové modře.  

I když v některých buňkách byla přítomnost tělísek polyP detekovatelná pomocí RS 

mapování, jeho koncentrace nebyla dostatečně vysoká, aby se projevila signifikantním 

nárůstem v celé populaci. Naše výsledky jasně neprokázaly korelaci mezi úbytkem 

fosfátů v médiu a akumulací polyP v populaci řas. Důvodem byl pravděpodobně fakt, 

že se v námi provedených kultivacích ve skutečnosti nepodařilo navodit podmínky 

vhodné pro masivní akumulaci fosfátů, čemu by nasvědčovaly i diskrepance 

v koncentracích Pi v kultivačním médiu. Z důvodů časové náročnosti kultivací nebylo 

možné experimenty zopakovat. Otázka kvantifikace polyP pomocí RS bude 

předmětem dalšího studia, kde budou využity všechny zkušenosti získané při řešení 

této práce. 
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8. Seznam použitých zkratek 

P – fosfor 

Pi – ortofosfát 

polyP – polyfosfát 

RS – Ramanova spektroskopie 

µRS – Ramanova mikroskopie 

SVD – rozklad do singulárních hodnot (Singular Value Decomposition) 
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9. Přílohy 

A. Obrázková příloha k Ramanově mikroskopii jednobuněčných řas 

V této obrázkové příloze přidáváme vybrané ukázky buněk mikroskopických řas 

pozorovaných pomocí konfokálního Ramanova mikroskopu WITec alpha300RSA. 

Jedná se výhradně o buňky kmene Chlorella vulgaris C1, které byly následně 

mapovány pomocí µRS pro studium akumulace fosfátů. Kultivační časy jsou měřeny 

od okamžiku skokového zvýšení koncentrace Pi v kultivačním médiu a odpovídají 

časům uvedeným v legendě Obrázku 24. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 37: „Image stitching“ pořízený na vzorku odebraném po 28hod kultivace 
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Obrázek 38: Foto-vybělení buněk ze vzorku odebraného po 4hod kultivace 
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Obrázek 39: Foto-vybělení buněk ze vzorku odebraného po 19hod kultivace 
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Obrázek 40: Foto-vybělení buněk ze vzorku odebraného po 28hod kultivace 
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Obrázek 41: Foto-vybělení buněk ze vzorku odebraného po 48hod kultivace 
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Obrázek 42: Foto-vybělení buněk ze vzorku odebraného po 91hod kultivace 
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Obrázek 43: Foto-vybělení buněk ze vzorku odebraného po 97hod kultivace 
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Obrázek 44: Foto-vybělení buněk ze vzorku odebraného po 124hod kultivace 
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Obrázek 45: Foto-vybělení buněk ze vzorku odebraného po 172hod kultivace 


