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Abstrakt: Fosfor se hojné vyuziva v zeméd¢€lstvi, nebot’ podporuje rist péstovanych
plodin a zvySuje tak vynosnost pady. S rostouci svétovou populaci se ale dramaticky
zvysuje spotieba tohoto prvku, piicemz jeho svétova nalezisté jsou kone¢na a ocekava
se jejich vypotiebovani v nasledujicich n€kolika desetiletich. Je proto dulezité nalézt
efektivni zpisob recyklace fosforu, ktery by v budoucnu mohly piedstavovat pravé
jednobundéné mikroskopické fasy. Rasy jsou totiz schopné z okolniho prostiedi
vsttebavat nadmeérna mnozstvi fosforu, ktery uklddaji mimo jiné ve forme polyfosfati.
Polyfosfaty jsou vysokoenergetické biomolekuly, které se vyskytuji v buiikach
rostlinné 1 zivocisné fiSe, kde hraji kli¢ovou roli v fad¢ zivotné dulezitych procesi. Pro
studium metabolizmu a distribuce polyfosfati na bunééné urovni Ize pouzit Ramanovu
mikroskopii, Ktera umoznuje efektivni analyzu zivych buné¢k bez nutnosti jejich
specialnich uprav pfed méfenim. Pfedmétem této bakalaiské prace byl rozvoj
metodologie potiebné pro studium akumulace polyfosfatii a jejich vnitrobunécni
lokalizace v mikroskopickych fasach pomoci Ramanovy mikroskopie.
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Abstract: Phosphorus is widely used in agriculture, where it promotes the growth of
crops and increases the profitability of soil. Together with a growing world population,
there is a dramatic increase in consumption of this important element. However, the
global phosphate deposits are finite and are expected to be depleted in the next few
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1. Uvod

Ramanova spektroskopie (RS) je pojmenovana po indickém fyzikovi Chandrasekhara
Venkata Ramanovi, ktery spole¢né s K. S. Krishnanem popsal v roce 1928 jev
neelastického optického rozptylu. Ten je dnes znamy pod nazvem Ramantiv rozptyl a
tvofi zéklad této spektroskopické metody. V roce 1930 byl C. V. Raman za tento objev

ocenén Nobelovou cenou za fyziku.

V biologii se vyuziva moznosti zkombinovat RS s konfokalni optickou mikroskopii,
ktera umoziuje méfit Ramanova spektra s prostorovym rozliSenim na urovni
difrakéniho limitu. RS umoznuje provadét méfeni i na zivych bunikach a v Case tak
sledovat probihajici bunécné procesy. Jiné metody (napt. fluorescencni spektroskopie)
vétSinou vyzaduji specidlni upravu vzorkid nebo umoziuji méfeni pouze za urcitych
podminek. Pomoci RS 1ze ale vétSinu vzorkil studovat v jejich ptirozeném prostiedi a

bez jakychkoli zasahti do jejich vnitini struktury.

Fosfor (P) je chemicky prvek, ktery se vyskytuje ve vSech rostlinnych a Zivo¢isnych
bunikach. Je soucasti dilezitych biomolekul, napt. RNA a DNA. V uplynulych 50
letech rapidné vzrostla jeho celosvétova spotieba. Jeho nepostradatelné vyuziti je
napiiklad v zeméd¢lstvi, nebot’ zvysSuje produkci zemédélskych plodin. Nicméné

svétova nalezisté P jsou omezena a o¢ekava se jejich brzka spotieba (Elser 2012).

Velkou ¢ast vytézeného P ale rostliny nejsou schopné vstiebat. Nevyuzity P je
nasledné z poli odplaven do okolnich vod. Zvyseny obsah P ve vod¢ podporuje riist
patogenni mikroflory, zejména sinic a bakterii, ¢imz dochdzi k nebezpecné
kontaminaci okolniho ekosystému. P se navic ve vodé Casto vyskytuje ve formé

obtizné zpracovatelného kalu, jeho odstranéni je proto velmi nidkladné a zdlouhavé.

(Elser 2012; Solovchenko 2016).

Reseni této problematiky by mohly pfedstavovat jednobun&éné mikroskopické fasy,
které jsou schopné vstiebavat nadmérnd mnozstvi P z kontaminované vody. Jejich
nasledné vyuziti ve formé bio-hnojiv by zaroven mohlo ¢astecné pokryt rostouci

svétovou poptavku v zemédélstvi (Solovchenko 2016).



V této praci studujeme schopnost absorpce a hromadéni P u dvou zastupct
jednobunéénych mikroskopickych fas rodu Chlorella, které jsou dle prace
Solovchenka (Solovchenko 2016) schopné za vhodnych podminek akumulovat P
z vody v mnohonasobné¢ vy$8im mnozstvi, nez které potiebuji k zivotu a
rozmnozovani. Jsou tedy moznymi kandidaty pro budouci vyuziti k biologické

recyklaci P z kontaminovanych vodnich toku.

K jejich studiu pouzivime metodu konfokalni Ramanovy mikroskopie, kterd za
vhodné zvolenych podminek umoziuje sledovani vnitiniho sloZzeni jednotlivych
bunék. Na rozdil od doposud pouzivanych metod predstavuje rychlou a nenaro¢nou
moznost detekce hromadéni polyfosfati (polymerti obsahujicich dva a vice
fosfatovych jednotek) uvnitt bunék, a je tedy vhodnym nastrojem pro analyzu tvorby

zasob polyfosfatu v mikroskopickych fasach (Majed et al. 2012).

Zmény koncentrace P v kultivaénim médiu pozorujeme na absorpénim spektrometru
metodou tzv. molybdenové modfe. Jde o kolorimetrické méfeni, vyuzivaji linearni
zavislosti mezi absorbanci barevného komplexu a koncentraci analytu. V naSem
piipad¢ je analytem P, ktery s ¢inidlem obsahujicim molybden vytvaii syté modry

komplex.



2. Teoreticky uvod

2.1 Interakce zareni s hmotou
Molekula tvofena N atomy vykonava 3N — 6 (v pfipad¢ linearnich molekul
pouze 3N — 5) vibra¢nich pohybi. Kazdému z téchto vibracnich pohybt odpovida

charakteristickd frekvence vibrace vi.

Pokud latkou prochazi elektromagnetické zafeni, mize dojit k interakci mezi
vibrujicimi molekulami a fotony zafeni. Zafeni mutze byt latkou pohlceno
(absorbovano) nebo miize dojit k jeho rozptylu. Rozptyl se déli na pruzny a nepruzny.
Pruzny rozptyl byva oznacovan jako Rayleightiv a nastava v ptipadé, Zze nedojde
k vyméné energie mezi fotonem a vibrujici molekulou, foton rozptyleného zatreni ma
tedy stejnou frekvenci jako foton dopadajiciho zateni. Pokud ovSem k vyméné energie

dojde, nastava rozptyl nepruzny, a ten oznac¢ujeme jako Ramantv (Mojzes 2011).

Ramantv rozptyl dale délime na dva piipady podle toho, k jaké vyméné energie doslo.
Pokud je rozptylené zafeni méné energetické nez zafeni dopadajici, doslo k odevzdani
¢asti energie vibrujici molekule a jedna se o tzv. Stokesovu ¢ast Ramanova rozptylu.
V opacném piipad¢ molekula ¢ast své energie odevzdala zafeni, byla tedy v nékterém
excitovaném vibra¢nim stavu, ze kterého prechazela na niz$i hladinu. Poté hovoiime
0 tzv. anti-Stokesové Ramanové rozptylu. Spektroskopicka méfeni ale probihaji za
relativné nizkych teplot na to, aby se vetsi ¢ast molekul nachazela v excitovanych
vibraénich stavech. Intenzita Stokesova rozptylu je proto vys$§i nez intenzita
anti-Stokesova rozptylu a méteni spekter se tedy obvykle provadi pouze na Stokesoveé
Casti rozptylenych fotond (Mojzes 2011).Vymény energie pii rozptylu lze ptehledné

zobrazit v tzv. Jablonského diagramu, viz Obrazek 1.
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Obrazek 1: Jablonského diagram kvantovych energetickych prechodu

pri rozptylu fotonu na molekulach latky

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

2.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie (RS) je metodou vibraéni spektroskopie, ktera k ziskani

informaci o molekulovém slozeni zkoumané latky vyuziva nepruzné rozptylenych

fotonli excita¢niho zafeni. Aby doSlo k nepruznému rozptylu, nemusi byt excitacni

zafeni v rezonanci s Zadnou standardni energetickou hladinou molekuly, ale mize dojit

k vytvofeni tzv. virtualni energetické hladiny, na které dany rozptyl probiha

(viz Obrazek 1), latku tedy mtizeme studovat pomoci zafeni o libovolné vinové délce.

Rozptylené fotony jsou posilany pies optickou soustavu do spektrografu, ze kterého

ziskame vysledky v podobé Ramanovych spekter. Jako Ramanovo spektrum

oznacujeme zavislost intenzity nepruzné rozptyleného zafeni na frekvenci vibra¢nich

pohybtt molekuly vm, kterou ur¢ime jako rozdil frekvenci excita¢niho a rozptyleného

zateni. Frekvence vibraci je obvykle udavana ve vinoctech, tj. pievracenych hodnotach

vlnové délky (vyjadieno v jednotkach cm™).



Metoda Ramanovy spektroskopie je vhodnd pro identifikaci chemického slozeni
vzorkli a pro studium molekulové struktury zkoumanych latek. Vzorky je mozné

analyzovat v pevném, kapalném i plynném skupenstvi (Mojzes 2011).

2.3 Ramanova mikroskopie

V biologii, ale i dalSich oborech, se ke studiu vlastnosti latek vyuziva spojeni
Ramanovy spektroskopie a konfokéalni optické mikroskopie, dohromady oznacované
jako Ramanova mikroskopie (uRS). Excita¢ni zafeni z laseru je zaostfeno na vzorek
umistény na stolku mikroskopu v ohniskové rovin€ objektivu. uRS umoziuje méfit
spektra s prostorovym rozliSenim na hranici difrak¢niho omezeni. Pokud se k fokusaci
excitaéniho paprsku z viditelné oblasti spektra pouzije mikroskopicky objektiv
s vysokou numerickou aperturou, je mozné ho zaostfit na plochu o priméru mensim

nez 1 um a méfit tak Ramanova spektra z excitacnich objemu v jednotkach um3.

U vétSiny Ramanovych mikroskopl se pouziva tzv. uspotfadani pro zpétny rozptyl
(,,back scattering ), které je charakteristické pouzitim jediného objektivu nejprve pro
excitaci a poté pro sbér rozptyleného zatfeni. Zjednodusené schéma konstrukce
Ramanova mikroskopu v uspofadani pro zpétny rozptyl je zndzornéno na Obrazku 2.
Dichroické zrcadlo nejprve odrazi rovnobézny svazek excitaéniho zatfeni do objektivu,
ktery je zaostfeny na vzorek. Rozptylené Stokesovo Ramanovo zateni vystupujici ze
vzorku je objektivem soustfedéno do rovnobézného svazku. Ten dopada na
dichroické zrcadlo, kterym prochézi, protoZze ma oproti excitaCnimu zareni vetsi
vlnovou délku. Dalsi ¢ockou je zaostien na tzv. konfokalni clonu (,, pinhole ), kde
dojde k prostorovému omezeni rozptyleného zateni pochazejiciho z jinych mist vzorku
nez piimo z excita¢niho objemu. Poté zafeni vstupuje do spektrografu. Spektrograf
obsahuje miizku, na které dochazi k prostorovému rozlozeni dopadajiciho zafeni podle
vinovych délek. Dale je zateni zaostieno na CCD detektor, pomoci néhoz detekujeme
Ramanova spektra ,,mnohokanalové®, tj. v celém vymezeném spektralnim rozsahu

najednou (Mojzes 2011).
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Obrazek 2: Schéma Ramanova mikrospektrometru

Zdroj: (Mojzes 2011)

Konfokalni clony se s vyhodou pouzivd Vv raznych modifikacich konfokalni
mikroskopie  (opticka  konfokalni  mikroskopie, konfokalni  fluorescen¢ni
mikroskopie), nebot’ konfokalni prostorovou filtraci umoziuje ziskat obrazky s lepSim
rozliSenim. V piipadé konfokalni uRS propousti tato clona do spektrografu rozptylené
zateni hlavn¢ z mista dopadu ptivodniho excita¢niho paprsku na vzorek, tj. z ohniska
objektivu, kde je jeho intenzita nejvyssi. Zareni vychazejici z bodi nad nebo pod
ohniskovou rovinou objektivu dopada na konfokalni clonu rozostiené, a do
spektrografu ho tedy projde pouze mala ¢ast. Diky konfokalni cloné je dale potla¢ena
podstatnd ¢ast nezddouciho zateni pochéazejiciho z fluorescenéniho pozadi vzorku, coz
zvySuje citlivost detekce konfokalnich uRS aparatur (Mojzes 2011). Dtivodem je
efektivnéjsi foto-vybelovani (,,photobleaching®) fluoreskujicich molekul v ohnisku
objektivu a prostorova eliminace fluorescence z mist mimo ohnisko, kde je
foto-vybélovani méné efektivni. Mezi objektiv a konfokalni clonu je navic umistén
dalsi filtr (hranovy nebo tzv. uzlovy) pro eliminaci zbytkt pruzné rozptyleného svétla

(Rayleightiv rozptyl), které nebyly odraZzené dichroickym zrcadlem.



2.4 Vyhody a nevyhody pouziti RS

Jednou z hlavnich vyhod RS je moznost méfeni vzorkt bez nutnosti jejich vyraznéjsich
uprav, coz je podstatné zejména pii analyze biologickych vzorkd. Za vhodné
zvolenych podminek lze méteni provadét i na zivych bunkach. Dalsi ptednosti této
metody je fakt, Ze voda ma ve spektralné nejdilezitéjSi  oblasti
(400-1800 cm?) pouze nizky Ramanflv signal a mimo tuto oblast se vyznaluje
charakteristickym prabéhem. Jeji ptispévky lze proto z naméfenych spekter jednoduse
odecist. RS je tedy vhodnym nastrojem pro méfeni ve vodnich roztocich, které jsou

ptirozenym prostiedim vétSiny biomolekul (Mojzes 2011).

RS ma ale také své nevyhody. Z rozptylenych fotonl excitacniho zafeni se pouze
tadové 10° rozptyluje neelasticky. Ramantiv rozptyl bez vyuziti zesilujicich
mechanismi je tedy velmi slaby jev. Zesileni signalu méfeného detektorem lze
dosahnout zvySenim frekvence dopadajiciho zéafeni, zvySenim intenzity laseru, nebo
prodlouzenim ¢asu sbéru spektra. Pfili§ intenzivni zafeni laseru stejné tak jako zareni
o vysoké frekvenci ale miize zptsobit poSkozeni zkoumanych vzorki. Dalsi moznosti
je také zvysit koncentraci zkoumané latky, coz ale mize predstavovat technologické
problémy, naptiklad nerozpustnost nekterych latek pii vysoké koncentraci, pripadné

jejich nedostupnost ve vétsim mnozstvi (Gregorova 2013; Mojzes 2011).

Zejména v piipadé¢ RS je nutné pocitat s nezddoucimi prispévky k detekovanému
signalu, napiiklad od podlozniho a kryciho sklicka nebo z média, v némz jsou
zkoumané latky rozpustény. Je proto dulezité volit spravné excitacni vinové délky,
vhodna podlozni a kryci sklicka a roztoky, v nichz zkoumany objekt pozorujeme, které
nevykazuji pfiliSnou fluorescenci a nerusi tak Ramandv signal. Pokud ale tyto
podminky zajistime, umozfiuje pRS méfit latky i ve velmi malém mnoZstvi a pii

relativné nizkych koncentracich.

V ptipad¢ biologickych aplikaci uRS dalsi problém nastava pii méfeni malych bunek,
napf. jednobunéénych fas, které nejsou piirozené adherentni. Ty se pfi méfeni mohou
pohybovat, coz znemoziiuje prostorové rozliseni. uRS mapovani bungk totiz probiha
bod po dobu a trva fadové n€kolik minut, je tedy potieba, aby buika po celou dobu
méfeni zistavala na stejném misté. Builky je tedy nutné fixovat na misté. V ptipadé
zivych bunék se k tomuto ucelu nejcastéji vyuziva viskoznich roztokl agaru o nizkych
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koncentracich (1-2%), které pii pokojové teploté ztuhnou. Malo koncentrované
roztoky agaru nebo agarosy nepfispivaji k RS spektrim, navic po omezenou dobu
nebrani zivotnim pochodiim bunék. Pti pouziti intenzivniho laserového paprsku se ale

agar mize rozpustit a buniky se opét uvolni (Mojzes 2011).

Pfed méfenim Ramanovych spekter bunék tas bylo potifeba nejprve tfeba odstranit
silnou autofluorescenci, kterou zpisobuje zeleny pigment chlorofyl obsazeny
v chloroplastech. | v piipadé, kdy se pro excitaci RS pouziva vinova délka mimo
absorpci chlorofylt, napt. 532 nm jako v této praci, dochazi k velice efektivni excitaci
jejich fluorescenénich stavli pfenosem excitacni energie z karotenoidi, které na této
vlnové délce absorbuji. Pro excitaci RS zelenych fas by tedy bylo nutné pouzit vinové
délky mimo absorpci jak chlorofyld, tak karotenoidd, coz zahrnuje prakticky celou
viditelnou oblast spektra. PouZiti excita¢nich vlnovych délek z blizké infracervené
oblasti ma vlastni omezeni, zejména nizsi efektivitu Ramanova rozptylu a omezenou
kvantovou Uc¢innost kiemikovych CCD detektor. Autofluorescence chlorofyli byla
tudiz dlouho hlavni piekazkou studia fas pomoci uRS vyuzivajici excitace z viditelné

oblasti.

Podle zkuSenosti z pfedeslého vyzkumu fas pomoci uRS (Moudtikova et al. 2016)
jsme pouzili tzv. velkoplo$né foto-vybélovani nizkymi hustotami excita¢niho zafeni,
na rozdil od lokdlniho vybélovani fokusovanym paprskem pouzivané¢ho ve studiich
publikovanych v minulosti (napi. (Fujita 1978; Fujita a Suzuki 1973)). Bunku jsme
pied méfenim uRS ozafili silné rozostfenym excitaénim paprskem po dobu nékolika
sekund. Rasy se proti nahlym nadmérnym intenzitdm svétla p¥irozené brani piepnutim
efektivity fotosyntetického aparatu, aby zabranily tvorbé singletniho kysliku a dalsich
kyslikovych radikali ve svych fotosyntetickych centrech, ke které pfi nadmérném
osvétleni dochazi. Pokud je ale zména osvétleni nahla a velmi intenzivni, burika
nestihne véas zareagovat a vyprodukovany singletni Kyslik ,,vybé&li* jak chlorofyly,
tak karotenoidy. Tento proces sice buiiku usmrti, ale v zasadé nenarusi jeji vnitini
strukturu, zejména vnitrobunécné struktury tvotené neabsorbujicimi biomolekulami,
na rozdil od vybélovani fokusovanym paprskem, kdy dochézi k silnému lokalnimu

ohtevu az spaleni buriky kvili silné absorpci pigmenti (Moudiikova et al. 2016).



2.5 Fosfor
Fosfor (P) je jednim ze zakladnich chemickych prvki, vyskytuje se ve vSech zivych

buiikach, kde vytvari molekuly nezbytné pro zivot.

V komplexech s mastnymi kyselinami je P nezbytnou soucasti fosfolipidi, které jsou
zakladni soucésti vSech bunéénych membran. P se také vyznamné podili na
uchovavani a pfenosu genetické informace v buiikdch, je totiz soucéasti vSech
nukleovych kyselin (RNA, DNA), kde tvoii az 9% celkové hmotnosti, viz Obrazek 3
(Elser 2012).

OH OH

Obrazek 3: Struktura vldkna nukleové kyseliny RNA
(fosfatové skupiny jsou zde zndazorneny zelenymi kruhy)

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

Dalsi dilezitou roli P je wvytvafeni vysokoenergetickych molekul ATP

(adenosintrifosfat), které slouzi jako univerzalni energeticka jednotka vSech bunék.
(Elser 2012).

V télech obratlovci se P nachazi predevsim v kostech, kde se ve formé slouceniny
hydroxylapatit Caio(PO4)s(OH)2 vyznamné podili na jejich vystavbé a mineralizaci.
V lidském téle tvoti P az 1% celkové hmotnosti (Elser 2012).



2.5.1 Polyfosfat

Polyfosfaty (polyP) jsou linearni polymery slozeny z mnoha monomernich
fosfatovych jednotek (viz Obrazek 4). Sestavaji z fetézct, v nichz jsou sousedni atomy
P vazany prostiednictvim atomu kysliku vysokoenergetickou, tzv. fosfoanhydridovou
vazbou. Obecné Ize polyP zapsat sumarnim vzorcem ve tvaru Mn+2)PnO@an+1), piiCemz

stupeii polymerace N miize nabyvat hodnot od 2 az do fadové 10° (Kulaev 1.S. 2004).

PolyP stupné n =2 az 5 mohou byt ziskany v ¢isté, krystalické formé. Delsi fetézce jiz
neni mozné od sebe oddélit a 1ze je ziskat pouze vzajemné smichané. Nazvoslovi se
odviji od délky jejich fetézce, napft. ,trifosfat", ,tetrafosfat", atkoli mono- a dimerni
slouceniny jsou znamg&jsi pod svymi trivialnimi nazvy ,,ortofosfat" (Pi) a ,,pyrofosfat"
(Kulaev 1.S. 2004).

0 0 0 0

I [ [ [
M—0—p—O0—p—O0—p—0 P 0 M

I I I I

oM OM oM oM

Obrazek 4: Struktura linedarniho polyfosfatu
(na mistech M se nachazi bud’ H* nebo jednomocny kation kovu, napf. drasliku K*)
Zdroj: (Kulaev 1.S. 2004)

2.5.2 Problematika svétového hospodareni s P

Vyskyt P v zemské kiife je relativné maly a mnohem castéji se v ni vyskytuji prvky
jako napt. kifemik, hlinik, vdpnik nebo zelezo. Primarné se P ziskava téZbou horniny
obsahujici jeho pfimési, jeji loziska se ale nachazeji pouze na nékolika mistech na
svete a jejich zasoby rapidné dochazeji (Elser 2012). Obnova téchto nalezist’ je zavisla
na tektonické aktivité a naslednému vystaveni horniny klimatickému zvétravani. Tento
cyklus trva fadové 10"-10° let, co fadi P mezi svétové neobnovitelné zdroje. Pii
rychlosti sou€asné spotieby se navic ofekava, ze svétova nalezist€é budou bé¢hem

nékolika nasledujicich desetileti zcela vycerpana (Solovchenko 2016).
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P je hned po dusiku druhym nejcastéjsim prvkem, ktery limituje rust vétSiny rostlin.
Rostliny nemohou rist bez jeho dostate¢ného piijmu z pidy. Hnojiva obsahujici
minerdlni P byla proto v uplynulych padesati letech hojné vyuzivana ke zvySeni
vynostt zemédelské pudy. V dfive malo urodnych oblastech tak doslo
k mnohonasobnému néartistu produkce zemédélskych plodin. Uspéchy této metody ale
na mnoha mistech zptsobily nahrazeni ptivodné pouzivaného zdroje P, kterym byly
zviteci a lidské exkrementy a dal$i organicky odpad. Tim zabréanily opétovnému
zpracovani P piijimaného ve formé potravy (Schroder et al. 2011). Tento P se poté

hromadi v odpadnich vodach, kde zpisobuje vazné komplikace, viz kap. 2.5.3.

Mineralni P, ktery se ziskava rozpousténim vytézené horniny a pouziva se jako
hnojivo, v pideé v zavislosti na jejim pH rychle reaguje s ionty hliniku (pii nizkém pH)
ptipadné s ionty vapniku (vysoké pH) a takto vytvorené slouCeniny nejsou zemeédélske
plodiny schopné efektivné vstiebavat. Znacna ¢ast (az 80 %) je tedy z poli odplavena
pry¢ a dochazi tak k nebezpecné kontaminaci okolnich vodnich tokt (Elser 2012;
Solovchenko 2016), viz dalsi kapitola.

Nejvétsim problémem této nadmérné spotieby P je ale fakt, ze neexistuje zadny jiny
chemicky prvek, ktery by mohl nahradit jeho nezastupitelnou zivotni roli ve chvili,

kdy jeho svétovy vyskyt bude vzacny (Elser 2012).

2.5.3 Nasledky znecisténi zivotniho prostiredi P

Zvysena koncentrace P ve vod¢é podporuje rist riiznych druhlt vodnich ftas, sinic a
bakterii, ¢imz snizuje kvalitu vody a Casto také znemoziuje jeji pouziti k rekreacnim
ucelim nebo jako pitné vody. Rychle mnozici se fasy a sinice dale pokryvaji vodni
plochy a vytvareji tzv. ,,vodni kvét®, viz Obrazek 5. To ma za nasledek stinéni piisunu
svétla do vody a sniZzeni koncentrace nékterych latek (zejména dusiku a hotciku), které
fasy spotfebovavaji na rozmnozovani. Nékteré druhy navic produkuji toxické latky a

zpusobuji tak vazné otravy okolniho ekosystému (Elser 2012).

Kontaminace ale neziistavd pouze v lokalné€ zasazenych vnitrozemskych vodach.
P je z fek odplavovan dale do mofi, kde zptsobuje fatalni nasledky zejména pro vodni
zivoCichy v pobfeznich oblastech. Zde vytvaii tzv. ,,mrtvé zony* s nizkym obsahem
kysliku a potravy. Vét§ina motskych ryb a Zivoc€ichil se témito pfemnoZenymi a Casto

toxickymi fasami nezivi. Dochazi tak k jejich nekontrolovanému nértstu a odumfela
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biomasa téchto fas se poté pouze rozkladd ve vode. To vede ke snizeni hladiny
rozpusténého kysliku. Ke svému mnozeni navic tyto fasy spotfebovavaji ostatni
dilezité¢ ziviny, a potlacuji tak nartst ostatnich motskych fas, ¢imz zplisobuji
hromadna umrti motskych zivo¢ichti udusenim nebo nedostatkem potravy (Cordell et
al. 2011; Elser 2012).

Zachrana oblasti postizenych kontaminaci P je navic Casto finanéné nakladna a
zdlouhava. Dle ¢lanku Elsera (Elser 2012) stala likvidace nasledkd znecisténych
oblasti v roce 2010 jen na tzemi Spojenych statli odhadem 2,7 miliard americkych
dolart, které byly pouzity pro ¢iSténi kontaminovanych vodnich ploch a toka od
premnozenych sinic, zajisténi dostatecné kvality pitné vody a zachranu ohrozenych

zivocisnych a rostlinnych druhd.

Obrazek 5: Fotografie ,, vodniho kvétu* porizend v roce 2011 na jezere Erie
v severni casti USA (Toto extrémni znecisténi bylo zpiisobeno silnymi desti, které
smyvaly hnojivo bohaté na P a dusik z okolnich zemédelskych oblasti)
Zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/Algal_bloom#/media/File:Toxic_Algae Bloom_in
_Lake Erie.jpg
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2.5.4 Soucasné metody recyklace P

Vzhledem k rostouci lidské populaci, rozsiteni konzumace masa a poptavce po vyuziti
biopaliv v energetice, je souCasny stav celosvétové spotieby P neudrzitelny. Jen
v zemédelstvi vzrostla spotfeba mineralniho P za poslednich 50 let o témet 400%,
zatimco spotieba dusiku vzrostla o 100% a uhliku pouze o necelych 13% (Elser 2012).
Je tedy nutné urychlené snizit tézbu a zajistit ucinnou recyklaci spotfebovaného P.

Zaroven tak bude mozné piedejit nasledkim kontaminace Zzivotniho prostredi

(Cordell et al. 2011).

Soucasné recyklaci P ale komplikuje fakt, ze P se ve vodé casto vyskytuje jako
sloucenina s ostatnimi latkami ve formé kalu, ktery je obtizné zpracovat a ziskat z néj
zpét Cisty P. Bézné Cistirny odpadnich vod jsou schopné piimo z vody odstranit pouze
asi 40-50% P (Solovchenko 2016).

Cisténi bézné probiha ve dvou fazich: prvni z nich, chemicka, vyuziva trojmocnych
(nejcastéji zelezitych nebo hlinitych) kationtd, které s rozpusténym P vytvareji vodou
nerozpustné slouceniny. Druha faze, nazyvana EBPR (,,Enhanced biological
phosphorus removal ), je biologicka a zaméfuje se na ¢isténi a rozkladani vodniho
kalu pomoci bakterii (Blank 2012). Dle prace Hiroty (Hirota et al. 2010) je tato metoda
schopnd odstranit az 90% obsahu P z vodniho kalu pfi pouZziti bakterii kmene
Escherichia coli. Vsttebany P je mozné z bakterii uvolnit zahfatim na 70°C po dobu
jedné hodiny. Nasledn¢ je P béhem nékolika hodin vysrazen do vodou nerozpustnych
,granuli“ pouzitim roztoku CaCly. Tato metoda je sice u¢innym zptisobem ziskavani
P z vodniho kalu, nicmén¢ nutnost odborné obsluhy a vysoké finan¢ni naklady ji ¢ini

neefektivni pro velkoplo$né vyuziti (Brown a Shilton 2014).

Mozné feseni tohoto problému by mohlo v budoucnu poskytnout vyuziti specialnich
infrastruktur vyuzivajicich mikroskopické tasy. Ty je mozné péstovat za relativné
nizkych nakladi ve vysokém mnozstvi. Navic jsou schopné z vody absorbovat velké
mnozstvi P, ale 1 dalSich Zivin, a takto vzniklou biomasu by bylo moZné opét pouzit

k zemé&délskym tcelim (Solovchenko 2016).
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2.6 Fosfor a mikroskopické rasy

2.6.1 Rezimy hromadéni P uvniti mikroskopickych ras

V soucasnosti (Solovchenko 2016) jsou znamé dva rezimy, pfi nichz mikroskopické
fasy absorbuji vysoké mnozstvi P, jsou-li umistény Vv prostiedi bohatém na P. Rasy pfi
nich absorbuji vice P nez pottfebuji k zivotu a rozmnozovani. Prvni rezim je
tzv. ,,overshoot“, pti kterém dochazi k nadmérnému vsttebavani P fasami, které byly
predtim umisténé v prostiedi bez zdroje P. Takto ,,vyhladovélé* mikroskopické fasy
z bohatého prostiedi rychle absorbuji nadbyte¢né mnozstvi P. Druhym reZimem
vysokého ptijmu P je tzv. ,, luxury uptake “, ktery je sice pomalejsi, ale miize probihat
1 bez ptedchoziho vyhladovéni fas. Toto chovani se v fasach vyvinulo nejspise jako
adaptace na vétSinou kolisavé koncentrace P v piirodnich vodach (Brown a Shilton
2014; Solovchenko 2016).

Rasy jsou schopné z okoli vstiebavat P pouze ve formé ortofosfatu (Pi). Delsi fosfatové
fetézce jsou ale schopné pomoci extracelularnich procest rozklddat na P a ten
nasledn¢ vstfebat. Po vstupu Pi do buiky je jeho zna¢na Cast spotiebovana pro
biosyntézu bunéénych stavebnich bloku (pfedevsim nukleovych kyselin a fosfolipidd,
Vv nichz P tvofi nepostradatelnou soucast) a zbytek je dale v bunice uloZzen ve formé

polyP pro piipad mozného nedostatku P (Solovchenko 2016).

Absorpce P a jeho ischova jsou energeticky narocné procesy a mohou byt efektivné
provadény pouze za dostatecného osvétleni, které pohani bunécnou fotosyntézu
(Brown a Shilton 2014). Prili$ intenzivni osvétleni ale zpusobuje fotoinhibici, (snizeni
rychlosti a G¢innosti fotosyntézy vyvolané pfili§ intenzivnim svétlem), coz vede ke

snizeni mnozstvi butikou absorbovaného fosforu (Solovchenko 2016).

2.6.2 Rasy jako potencialni FeSeni problémi kontaminace P

Mikroskopické fasy jsou schopné akumulovat P az do 2—-3% své suSiny, pfi¢emz bézné
obsahuji necelé 1%, a jsou tedy schopny efektivné odstrafiovat P z kontaminovanych
vod a redukovat tak jeho koncentraci na ekologicky piijatelné hladiny (Brown a
Shilton 2014). Pouziti mikroskopickych fas piinasi i dal$i ptiznivé G¢inky na Cistotu
vodnich tokt. Mikroskopické fasy jsou totiz schopné pohlcovat nitraty, rozkladat

riizna organicka znecisténi nebo potlacovat patogenni mikrofloru. Pritomnost bunék
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mikroskopickych zelenych fas a jejich mnozeni totiz vede ke zvySeni hladiny pH

Vv prostiedi, coz brani v mnoZeni sinicim a bakteriim (Solovchenko 2016).

Mnoho druhd mikroskopickych fas je pifirozen¢ adaptovano na prostiedi s velmi
kolisavou, a ¢asto nizkou dostupnosti P, a tudiz pii kontaktu s médiem bohatym na P
jsou za vhodnych podminek schopné absorbovat jeho nadmérna mnozstvi a ukladat ho
do zasoby (Solovchenko 2016). Hlavnimi faktory umoznujici tento proces jsou
dostatecné osvétleni, probublavani vzduchem a promichavani bunééné suspenze pro
zajisténi rovnomérného osvétleni mikroskopické tasové kultury a jejiho kontaktu
s rozpusténym P. Dale je dulezity vybér rychle rostouci fasové kultury a pravidelné
odebirdni vniklé biomasy, aby nedochazelo pouze k cyklickému nabirani a vypousténi

ptebyte¢ného P (Solovchenko 2016).

V souasné¢ dobé ale zistava stale mnoho otdzek ohledné akumulace P
mikroskopickymi fasami nezodpovézeno. Princip fungovani vySe zminénych
mechanizma akumulace P neni dostatecné prostudovan, a je tedy tieba provést dalsi
vyzkum pied pfimou aplikaci v praxi. Zejména je nutné vyselektovat vhodné druhy
mikroskopickych fas, které budou schopny jednoduse a efektivné absorbovat vysoka
mnozstvi P a dalSich zivin z odpadnich vod za co mozna nejrozmanitéjSich podminek
a slozeni téchto prosttedi. Je potieba podrobné prozkoumat metody efektivni absorpce
P a maximalizovat jejich UCinnost, nalézt a popsat pifipadné geny nebo enzymy
podilejicich se na schopnosti fas absorbovat P z okolniho prostiedi a ziskat ,.kontrolu*
nad timto procesem. Pro vSechny tyto ukoly jsou potieba metody umoznujici rychlé a
spolehlivé stanoveni koncentrace polyP v buiikach, kde by se vhodné mohla uplatnit
pravé konfokalni pRS. Dale bude potieba sestrojit vhodnd a energeticky usporna
zatizeni umoznujici jednoduchou manipulaci s fasovou kulturou pro jejich snadny sbér
a zpracovani vznikajici biomasy, provést studie UCinkd bio-hnojiv na bazi
mikroskopickych tas v pidé a optimalizovat jejich ucinky na zeméd¢lské plodiny
(Brown a Shilton 2014; Solovchenko 2016).
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2.6.3 Metody stanoveni obsahu P v buiikach

Doposud nejcastéji pouzivana metoda stanoveni vnitrobunééného obsahu P je
chemickd analyza. Ta se provadi rozpousténim bunééné biomasy v silné kyseliné
(napt. H2SOs, CCIsCOOH), ktera zpusobi rozlozeni polyfosfatovych fetézcu
nachazejicich se v riznych ¢astech bunky na ortofosfat (Pi). Rozpustnost polyP je
piitom zavisla na délce jejich fetézct (Majed, Lia Gu 2012). AZ poté mize nasledovat
analyza chemicky reaktivniho P;j pomoci riznych analytickych metod (napf.
kolorimetrie, spektrofotometrie, iontova chromatografie nebo atomova emisni
spektrometrie). Vysledky téchto metod jsou ale ¢asto podhodnocené (Hupfer et al.
2008), jelikoz ani silné kyseliny neni schopny vzdy spolehlivé rozpustit vSechny
pritomné, zejména delsi a zesitované, fetézce polyP. Ackoli je tato metoda Casové
naro¢na, pracna a neposkytuje zcela spolehlivé vysledky, je stale hojné pouzivana
kvlli nizkych materidlnim nakladi na provedeni a bez nutnosti pouziti slozitych
méficich pfistroja (Brown a Shilton 2014). Nicméné existuje silna poptavka po

rychlejSich a méné pracnych, byt pfistrojoveé narocnéjSich metodach.

Hojn¢ rozsitend je také fluorometricka metoda, kterd k meéfeni vyuziva barvici
slouceninu DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Ta s pfitomnymi polyP vytvaii
komplex, ktery pfi ozafeni excitacni vinovou délkou 415 nm fluoreskuje syté Zlutou
barvou (Aschar-Sobbi et al. 2008). M¢feni touto metodou nevyzaduje predchozi
rozpousténi bunék, nicméné pro efektivnéjsi pronikani DAPI do bun¢k je nutné je
napted usmrtit napf. zmrazenim pomoci tekutého dusiku, ¢imz dochazi K rozruseni
riznych buné¢nych sloucenin a uvoliovani polyP (Kulakova et al. 2011). Bylo
zjiSténo, ze métena fluorescence nezavisi na délce polyfosfatového fetézce v rozmezi
15-130 jednotek, metoda ale neni schopna detekovat polyP krat$i nez 5 jednotek
(Diaz a Ingall 2010). Zobrazovaci metodou, ktera ale neposkytuje kvantitativni
vysledky vyskytu P, je i elektronova mikroskopie s vyuzitim komplextt DAPI (Majed,
Li a Gu 2012). Nelze ji vSak pouzit na zivé buiky a vyzaduje pomérné naro¢nou

piipravu preparatu.

Mezi slibné metody s velkym potencialem v budoucnosti se kromé jiz zminované pRS
fadi 1 nuklearni magneticka rezonance (NMR), ktera je vysoce citlivou a neinvazivni
metodou. Jeji hlavni piednosti je schopnost detekovat vsechny chemické formy P

Vv bunkach (napt. P selektivné¢ v AMP, ADP a ATP) bez nutnosti jejich slozité upravy
16



pfed méfenim (Majed, Li a Gu 2012). Nevyhodou jsou omezeni tykajici se
kvantitativniho stanoveni polyP. Diky neustalym pokrokiim v experimentalni technice
maji tyto metody, zejména VvV komplementarnich kombinacich, velky potencial

Vv oblasti vyzkumu metabolickych drah fosforu a polyP v fasach.

2.6.4 Priklady soucasného studia Fas pomoci RS

Mikroskopické fasy jsou slozeny pirevazné z péti typt biomolekul obsazenych
vV biomase ve vétSim mnozstvi, jimiz jsou proteiny, sacharidy, lipidy, nukleové
kyseliny a pigmenty. Kazdy z t€chto druhti biomolekul ma své vlastni charakteristické
Ramanovo spektrum, pomoci kterého ho lze odliSit od ostatnich. Vysledné spektrum
pozorované burnky je poté slozeno ze spekter majoritnich biomolekul a dalsich latek,
které jsou v buiice obsazené vV menSich koncentracich, nachazejicich se v daném

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

Vzhledem k tomu, ze koncentrace biomolekul a vnitini struktura bunék jednotlivych
kmend fas je riizna, lze je porovnanim naméfenych spekter rozlisit. Toho lze vyuzit
naptiklad pfi rozliSovani toxickych a netoxickych kmend (Wu et al. 1998). Ramanova
spektra v€tSiny fas obsahuji intenzivni a velmi dobie rozliSitelné pasy v oblastech
1000 cm?, 1153 cm? a 1523 cm?, které patii karotenoidiim. Naproti tomu pasy
v oblastech mezi 920-980 a 1170-1230 cm? jsou relativné slabsi a zavisi na
studovaném kmeni (Parab N.D.T. 2012). Pii studii fas rodu Pseudo-nitzschia, z nichz
nékteré druhy jsou schopné produkovat toxické latky, bylo zjisténo, Ze fasy obsahujici
toxiny mély vyrazné odliSna spektra od ostatnich v pravé zminénych oblastech

(Wu et al. 1998).

Molekularni slozeni dané buniky je mozné urcit také pomoci metody, kterd vyuziva
izotopické znaceni molekul. Zvolené atomy v molekule nahradime jejich izotopy, coz
se projevi zménou v Ramanové spektru. Nové vzniklé nebo zménéné pasy jsou poté

pfifazeny témto izotopicky oznacenym molekulam (Parab N.D.T. 2012).
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2.6.5 Priklady vyuziti mikroskopickych Fras

Mikroskopické fasy jsou vynikajicimi producenty proteint, lipidii, pigmenti a jinych
sekundarnich metaboliti, jsou také schopné syntetizovat vSechny aminokyseliny.
V dnesni dob¢ se pouzivaji naptiklad v potravinaifském nebo kosmetickém priamyslu
(Wei et al. 2014).

Nekteré mikroskopické fasy byly studovany také pro svoji schopnost produkovat velké
mnozstvi olejd, a to z divodu jejich mozného vyuziti k vyrobé biopaliv (Williams a
Laurens 2010). Bylo nalezeno hned nékolik druhti mikroskopickych fas, které by
mohly byt vhodnymi kandidaty pro produkci biopaliv. Napiiklad fasy druhu
Botryococcus braunii jsou schopné ve velkém mnozstvi produkovat kapalné
sacharidy — ,,botryococceny*, které Ize dale vyuzit jako biopalivo. Samotna vyroba ma
ale stdle mnoho problémt, které¢ se dosud nepodaiilo efektivné vytesit. Mezi nimi
naptiklad u¢innost osvétleni fas, které by buitkdm neskodilo pfiliSnou intenzitou a
zarovenl umoznilo maximalni vyuziti fotosyntézy v co nejvétsim poctu bunck fasové
kultury. Dale je nutné zajistit bunéénou produkci vysokého mnozstvi oleju bez
piilisnych narokt na kvalitu prostfedi a pfisun zivin, a také nalézt ekonomicky
vyhodné metody zpracovani vypéstované fasové biomasy na biopalivo (Pofizka et al.
2014; Williams a Laurens 2010).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Kultivace ras

Pro studium akumulace P v jednotlivych bunkach byly pouzity dva kmeny
jednobunéénych tas druhu Chlorella vulgaris, konkrétné ,,C. vulgaris IPPAS C1¢
(dale oznacovana jako Cl1) a ,,C. vulgaris CCALA 256“ (dale oznaCovana
jako CV256). Cisté kultury jsme ziskali od Dr. Ladislava Nedbala z IBG-2,
Forschungszentrum Jiilich (Némecko). Rasy byly péstovany v jednoduchych
kultivatorech zkonstruovanych v ramci této prace. Podminky kultivace byly nastaveny
dle literarnich prameni tak, aby fasy v riznych fazich svého vyvoje obsahovaly rtizné
mnozstvi polyP. Na vzorcich odebiranych ve vhodné zvolenych intervalech byla

studovana moznost stanoveni obsahu polyP pomoci konfokalni nRS.

3.1.1 Pouzité médium

Pro kultivaci obou kultur bylo pouZzito médium ,,% SS* optimalizované pro autotrofni
fasy dle navodu (Doucha a Livansky 2006). Médium bylo namichano ze
zéasobnich roztoki ptipravenych z ptislusnych chemikalii tak, aby jejich vysledny
obsah odpovidal hodnotam uvedenym v Tabulce 1. Zasobni roztoky byly zbaveny
piipadnych bakterialnich infekci pomoci autoklavu. Do takto piipravené¢ho média byl
poté pipetou piidan 1 ml zarodec¢ni kultury (,, inoculum ) zvoleného kmene a nasledné

byla nadoba vlozena do kultivatoru.
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Tabulka 1: Komponenty média ' SS pro autotrofni kultivaci

mikroskopickych tas
Prvek Latka mg/I
N KNO3 2021
p K2HPO4 140
KH2PO4 340
Mg MgSQO4.7H20 990
Ca CaCl».2H.0 11
Fe FeNa (EDTA) 18
B H3BO3 3
Zn ZnS04.7H20 1,43
Mn MnS0O4.4H20 1,2
Cu CuS04.5H20 1,24
Co C0S04.7H20 1,4
Mo (NH4)sM07024.4H20 1,84

3.1.2 Kaultivace v kultivatoru

Ke kultivaci tas byly zkonstruovany dva prototypy kultivatort. Prvni z nich, uréeny
pro kmen C1 vyzadujici optimalni teplotu okolniho prostiedi 37-40°C, byl uzavien do
vnéjsiho plasté zhotoveného z neprisvitné polystyrenové krabice, ktery zaroven
fungoval jako tepelnd izolace snizujici odvod tepla vytvafeného umélym osvétlenim
do okoli. Druhy, ur¢eny pro CV256 s optimalni teplotou 30-34°C, m¢l vnéjsi plast
Z kartonu. Vnitini teplota nebyla aktivné regulovana, ale bylo ovéfeno, ze v maximu
nepiesdhne horni limity pfisluSnych intervalli. V pribéhu dne (resp. noci) proto
cyklicky stoupala a klesala mezi teplotou okoli (cca 23°C) a odpovidajicimi maximy.
Do obou plastd byla vloZena prusvitna plastova valcova nadoba, kolem které byl
spiralovité navinut pasek ,, warm white* LED diod (celkovy svételny tok cca 300 Im)
zajistujici uprostted vilce osvétleni na urovni cca 10* IX. Pro srovndni, v nasich
zemépisnych Sitkach dosahuje osvétleni na piimém slunci v poledne bezmra¢ného
letniho dne hodnot cca 10° Ix. Rasam byl nasledné& nastaven dvanécti-hodinovy rezim

den/noc s osvétlenim v intervalu od 7 do 19 hodin kazdy den.
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Dovnitt této konstrukce byla vlozena nadoba obsahujici 400 ml kultiva¢niho média.
Vnitfek nadoby byl neustale probublavan ¢erstvym vzduchem ze vzduchové pumpy.
Pted vstupem do kultiva¢ni nadoby byl vzduch hnan ptes filtr (0,2 um, Midisart 2000,
Sartorius), ktery odstranuje ptipadnou bakterialni kontaminaci ze vzduchu. Vzduch
v nadob¢ poté prochazi pres sklenény filtr s drobnymi otvory, ktery zajistuje, ze
vznikajici vzduchové bublinky maji malé rozméry. Do nadobky bylo navic vlozeno
magnetické michadlo a cely objem nadoby byl promichavan pro zajisténi
rovnomérného prisunu Zivin a osvétleni a zabranéni usazovani namnoZenych fas na
dné nadoby. Pro zachovani stalé koncentrace latek v jednotlivych kultivatorech byla

do nadob pravidelné dopliiovana odpatfend voda.

Rasy byly nejprve kultivovany v ,,plném* médiu, které obsahovalo vsechny latky a
ziviny, které potfebuji pro zivot a déleni (viz Tabulka 1). Takto byly ponechany
piiblizn€ 5 dni, nez doSlo k vyraznému narustu fasové kultury z pavodniho 1 ml.
Rast fas byl monitorovan pomoci absorp¢ni spektrometrie, kdy zvysujici se absorpce
suspenze sveédcila o nartistu poctu bunck fas. Absorpéni spektra vzorkl byla méfena

bezprostiedné po odebrani v 1 cm kyvetach proti destilované vodé jako referenci.

Poté byla cela fasova kultura separovana centrifugaci (3000% g, 2 min), dvakrat
promyta destilovanou vodou a pienesena do ,,ochuzené¢ho* média, které obsahovalo
vSechny dilezité latky, kromé P. Toto médium bylo piipraveno smichanim stejnych
zéasobnich roztoku (dle Tabulky 1) jako pfi ptipraveé plného média, S tim rozdilem, Ze
byl vynechan roztok KoHPO4 a KH2PO4. Aby médium obsahovalo stejné mnozstvi
drasliku, bylo do néj navic ptidano odpovidajici mnozstvi KCI. V chudém médiu byla

fasova kultura péstovana nasledujicich 5 dni.

Do takto ,,vyhladovélé” kultury bylo nasledné pifidano presné mnozstvi P, tak, aby
doslo ke skokovému zvySeni koncentrace P v médiu z 0,0 mM na 3,3 mM. Tato
koncentrace byla vypocitana z koncentrace P v zdsobnim roztoku K2HPO4 a KH2PO4

a znamého faktoru fedéni.

Z kultury byly v pravidelnych intervalech odebirany vzorky. Pti kazdém odbéru byly
Z kultivatoru odebrany 2 ml suspenze média s fasovou kulturou. Odebrany vzorek byl
vloZen do 1cm kyvety a zméfen v absorpénim spektrometru proti destilované vode¢.

Poté byl ptenesen do Eppendorfovy zkumavky a ulozen do lednice. Absence svétla a
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nizka teplota (cca 5°C) ,,zakonzervovala“ bunky ve stadiu, ve kterém byly v dobé
odbéru a umoznila tak skladovani vzorkd k pozdéjsi analyze pomoci Ramanova

mikrospektrometru. Vzorky byly takto skladovany nejvyse dva tydny.

3.2 Pristroje pouZzité pro méreni dat

Absorpéni spektra odebranych vzorkli byla méfena na UV/vis spektrometru
Specord 250 (Analytik Jena). Pro méfeni Ramanovych spekter byl pouzit konfokalni
Ramantv mikrospektrometr WITec alpha300 RSA (WITec). Piistroje se nachazi
Vv laboratofi Oddéleni fyziky biomolekul Fyzikalniho ustavu UK.

3.2.1 Spektrometr Specord 250
(ptevzato ze zdroje: https://www.analytik-jena.de/fileadmin/content/pdf_analytical_
instrumentation/alle_technischen_Daten/td_ SPECORD_PLUS _Internet_e.pdf)

Specord 250 je dvoupaprskovy spektrofotometr s variabilnim spektralnim rozlisenim
v rozsahu 190-1100 nm. Pfistroj obsahuje dvojity monochromator s volitelnou $itkou
vstupni $térbiny ,, /it (0,5; 1; 2; 4 nm). Disponuje filtrem pro automatickou kalibraci

vlnovych délek s vyrobcem udavanou piesnosti 0,1 nm.

Ptistroj je ovladan softwarem WinASPECT (doddvanym od vyrobce), ktery slouzi pro
zobrazeni, analyzu a export namétenych dat. Umoziluje méfeni transmitance, absorpce

a reflektance (odrazivosti) vzorka v kyvetach raznych velikosti.

Obrazek 6: Spektrometr Specord 250

Zdroj: http://50-years-specord.analytik-jena.com/index.php?id=21
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3.2.2 Ramaniiv mikrospektrometr WITec
(pfevzato ze zdroje: http://www.mff.cuni.cz/vnitro/vavpi/340/cast_02_14.htm)

Hlavni ¢ast mikrospektrometru WITec alpha300 RSA tvofi opticky mikroskop Zeiss.
Ten je v soucasnosti vybaven sadou suchych (zvétseni 10x, 20x, 50x, 100x), vodnich
imerznich (20%, 100x) a imerznich olejovych objektivii (60x, 100x). Pro méfeni na
fasach byl v této praci pouzit olejovy imerzni objektiv Olympus UPlanFLN (100x,
NA 1,3). Posuv vzorku pod objektivem je vykonavan kombinaci motorizovaného
stolku (XxY; 25x25 mm), samostatného Z posuvu télesa mikroskopu (35 mm) a
piezoelektrického skeneru (XxYxZ; 200x200x20 um), které jsou schopné definované
pohybovat vzorkem ve vSech tiech osach s pfesnosti na desetiny um (motorizovany
stolek a Z posuv), resp. setiny um (piezoelektricky skener). Osvétleni vzorku pti

pozorovani mikroskopem zajistuje kombinace LED diod.

{
|
4

Obrazek 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 pouzivaji lasery. K mikroskopu je svétlovody piipojeno pét lasert
riznych vinovych délek (532, 633, 647, 785 a 830 nm). Vybér excita¢ni vinové délky
(a sady pfrislusnych dichroickych/hranovych filtrti) zajistuji pfednastavené
,couplery”. Ramaniv signdl sebrany objektivem je fokusovan na vstup svétlovodu,
ktery zaroven slouzi jako konfokalni clona. Zafeni je dale svétlovodem ptivedeno do
jednoho ze dvou mrizkovych spektrografit  vybavenych CCD detektory,
optimalizovanymi pro detekci signalt v spektralnich oblastech 400-700 nm (Newton
EMCCD, Andor) a 600-1000 nm (iDUS DU401A-BR-DD, Andor). Aparatura
umoziuje 2D a 3D chemické zobrazovani s vysokym prostorovym (pii pouziti
olejového imerzniho objektivu na urovni cca A/3) a spektralnim rozlisenim

(alternativni pouziti dvou miizek s riznou spektralni disperzi).

3.3 Kolorimetricka metoda stanoveni P ve zkoumaném vzorku

Kolorimetrické (obecné spektrofotometrické) metody vyuzivaji linearni zavislosti
latkou absorbovaného zafeni na jeji koncentraci, vétSinou ve viditelné ¢asti spektra.
Tuto zavislost popisuje Lambertiiv-Beertiv zakon. Casto se jednd o puvodné
neabsorbujici latky, které interakci s vhodnym c¢inidlem vytvoii barevny komplex.
Technika je vhodna pro ur€ovani koncentrace Siroké Skaly latek véetné téch, které ve
viditelné oblasti neabsorbuji, napt. fosfath. Forma, ve které se vyskytuji fosfaty
Vv piirod¢, zavisi na pH okolniho prostiedi, nejbéznéjsi vyskyt je ale v podobé
ortofosfatu PO4%, ktery ve viditelné ani blizké UV oblasti spektra neabsorbuje, a proto

je nutné vhodnym c¢inidlem vytvofit absorbujici barevny komplex.

Pro urceni skute¢né koncentrace fosfata v kultivaénim médiu byla pouzita standardni
kolorimetricka metoda molybdenové modie. Tato metoda k detekci fosfati pouziva
molybdenan amonny (NH4)sM070s. Ten za pfitomnosti vinanu antimonylo-
draselného K[C4H206Sb(OH)2].3H20 a vhodnych redukénich Cinidel (napt. kyselina
L-askorbova) vytvari s fosfatem tmavé modry komplex (Nagul et al. 2015).
Absorbance komplexu v oblasti cca 880-890 nm je poté piimo imérna koncentraci
fosfatu ve zkoumaném roztoku, a to az do celkové koncentrace Pj v reakéni smési cca

32 uM (Murphy a Riley 1962).
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Pii reakci v silné kyselém prostfedi vznika z P a molybdenu tzv. hetero-polarni

kyselina (viz Obrazek 8).

Obréazek 8: Struktura iontu (PO4(M003)12)°
(¢ernd kulicka znazornuje atom P, Sedé Mo a bilé¢ O)
Zdroj: (Nagul et al. 2015)

Tato kyselina se dale redukuje za vzniku intenzivné zbarveného modrého komplexu.

Chemicky proces lIze zjednodusené zapsat jako:
PO3~ + 12Mo0O3%~ + 27H* - H3P0,(Mo003),, + 12H,0

Priibéh v kyselém prostiedi je dilezity nejen pro tvorbu hetero-polarni kyseliny, ale
také pro kontrolu jeji redukce, proto reakce nejlépe probiha pti pH v rozmezi 0-1

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

Vzhledem ke sloZitosti této reakce, existenci komplexd s odlisnym absorpénim
spektrem a omezenim plynoucich z rozpustnosti jednotlivych latek ¢inidla je nutno
respektovat horni koncentra¢ni limit. V opatném piipadé piestavda metoda
molybdenové modie spliiovat Lambertiiv-Beertiv zdkon. Pokud je nutno analyzovat
vzorky s celkové vyssi koncentraci Pj, je nutno je definované fedit a skute¢nou
koncentraci nasledné dopocitat. Pokud je koncentrace P; naopak pfili§ nizka, lze

presnost stanoveni zvysit prodlouZzenim optické drahy.
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3.3.1 Priprava ¢inidla
Nejprve byla vytvoiena sada zdsobnich roztokl jednotlivych komponent ¢inidla dle

Tabulky 2.

Tabulka 2: Zasobni roztoky pro pfipravu kolorimetrického ¢inidla

Koncentrace [mM]

Latka Funk¢ni vzorec Zasobni o
V ¢inidle
roztok
Kyselina sirova H2S04 2500 1250
Vinan antimonylo- . ro 1 6 hOM)3H,0 4,33 0,2165
draselny
Molybdenan amonny (NH4)sM0706.4H20 32,37 4,86
Kyselina L-askorbova CeHsgOs 100 30

Kolorimetrické ¢inidlo bylo poté ze zasobnich roztokll pfipraveno smichdnim
v pomérech dle navodu (Murphy a Riley 1962). Vzniklé ¢inidlo dikladné protiepeme,
aby se ptidané latky dobie promisily. Cinidlo je nutné pfipravit nové pred kazdym
spektroskopickym métrenim. Dle ndvodu je ¢inidlo pouzitelné do 6 hodin po priprave,
poté dochazi k jeho chemické degradaci, kterou lze pozorovat napiiklad zménou barvy

ze syté zIluté na temné€ oranzovou.

Zasobni roztoky kyseliny sirové a vinanu antimonylo-draselného byly umistény ve
sklenénych lahvich, molybdenan amonny byl umistén do lahve plastové. Roztoky byly
nasledn¢ skladovany ve tmé pii pokojové teploté. Kyselina L-askorbova byla
rozdélena do plastovych nddob po 50 ml, které byly ndsledné¢ zmrazeny, aby

nedochazelo k degradaci kyseliny oxidaci.

3.3.2 Priprava roztoku pro kolorimetrické méreni
Odebrané vzorky byly centrifugaci zbaveny fas a obsah fosfati v supernatantu byl

stanoven kolorimetrickou metodou popsanou v kap. 3.3.

100 ml odmérné banky byly naplnény zhruba 50 ml deionizované vody, do té byl
ptidan 1 ml analyzovaného vzorku. V ptipadé, ze predpokladana koncentrace P byla
vyssi nez koncentracni limit metody, byl vzorek ptidan v pfiméfené mensim objemu

nebo pfedem nafedén. Dale bylo do kazdé banky pfidano 13 ml kolorimetrického
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¢inidla a banky byly doplnény deionizovanou vodou po rysku. Vznikly roztok byl
dikladné protiepan a nasledné se postupné zbarvuje do syt€¢ modré barvy. Dle ndvodu
v (Murphy a Riley 1962) je dobré ponechat vytvotfené roztoky zhruba 30 minut odstat,
aby se barevné komplexy dostate¢né rozvinuly a zméfend absorbance odpovidala

skute¢né koncentraci fosfata v roztoku.

Vzorky byly poté méfeny na absorpcnim spektrometru Specord v 1 cm kiemennych
kyvetach (Hellma), vstupni $térbina byla zvolena 1 nm. Jako reference byl pouzit
tzv. ,,prazdny vzorek* (,,blank solution ), ptipraveny piidanim 13 ml kolorimetrického
¢inidla do 100 ml odmérné baiikky a dolitim po rysku deionizovanou vodou.
Absorbance vSech vzorkt byla méfena ve spektralnim rozsahu 350-1100 nm s krokem

1 nm a integra¢nim ¢asem 0,1 s.

Pro urceni vysledné koncentrace fosfati v méteném vzorku byla vyuzita absorbance
vV maximu absorpéniho pasu na 890 nm. Absorbance vzorku na této vinové délce byla
porovnana s kalibra¢ni kiivkou. Tu jsme ziskali zméfenim kalibra¢ni fady sedmi
roztokti o znamé koncentraci Pj v rozsahu 0,0 mM az 1,32 mM (viz Obrazek 9). Tyto
hodnoty se vztahuji na koncentraci Pi pfimo v analyzovaném vzorku. Protoze 1 ml
vzorku byl pfed méfenim doplnén na objem 100 ml, finalni koncentrace Pi ve vzniklém
roztoku byla 100x niz$i, tj. 13,2 uM. Absorbance na 890 nm byla tedy
v kalibrovaném rozsahu pfimo umérnd koncentraci. Kalibraéni kiivku
(viz Obrazek 10) jsme ziskali proloZenim experimentalnich boda pfimkou. Smérnice

urcena z linedrniho fitu byla poté pouzita pro piepocet absorbanci na koncentrace Pi.
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Obrazek 9: Spektra kalibracnich roztokii pro fotometrické (kolorimetricke)

Koncentra¢ni fada Cal 1a — Cal 7a odpovida kalibraénim roztokiim fosfati ziskanych
postupnym fedénim piedeslého v fad¢ destilovanou vodou v poméru 2:1, a to pocinaje
vzorkem Cal 1a s koncentraci P; 1,32 mM (stanoveno navazkou). Cal 8a predstavuje
referencni vzorek destilované vody s koncentraci 0,0 mM. Cal 1b a Cal 1c odpovidaji

nezavislym opakovanym méfenim absorbance vzorku s nejvyssi koncentraci a ilustruji

stanoveni koncentrace Pj

vysokou reprodukovatelnost této metody.
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Obrazek 10: Kalibracni krivka pro stanoveni koncentrace Pi
Stredni absorbance na 890 nm a odpovidajici smérodatné odchylky byly stanovené ze
tfi analyz za pouziti kolorimetrického ¢inidla ptipraveného ve dvou rtiznych dnech.
Jako referenéni roztoky byly pouzity zasobni roztoky kalibra¢ni fady Pi skladované

Vv plastovych lahvich.

3.4 Méreni a zpracovani Ramanovych spekter

3.4.1 Meéfeni na Ramanové mikrospektrometru WITec
RS spektra byla méfena na konfokalnim mikrospektrometru WITec alpha300 RSA
s excitaci 532 nm a celkovym vykonem 20 mW (méfeno na vzorku). Ovladani

aparatury a sbér dat zajistoval fidici program Control Four.

Bunky byly fixovany mezi podloZni a kryci sklicka z nizko-fluorescencniho kiemene.
Pted fixaci byla sklicka dikladné ocisténa vodou a acetonem. Pro fixaci bun€k jsme
pouzivali 1% roztok agarosy (Low Melt Agarose, Carl Roth) v deionizované vode.
Roztok agarosy byl nejprve ve zkumavce vloZen do teplotni 14zn€ s vodou piedehiatou
na cca 100°C. Po roztani byl v termostatu udrzovan pti teploté 50°C, coz staci na to,
aby setrval v kapalné forme. Roztok tuhl po ochlazeni pod 28°C. Tuhnuti bylo

dostate¢né pomalé, aby dovolovalo pohodlnou ptipravu mikroskopickych vzorki.
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Vzorek fas byl pred méfenim odstfedén, aby byl vytvofen koncentrované;jsi preparat.
Ze spodu zkumavky bylo poté odpipetovano 25 ul zhu$téné bunééné suspenze a
nasledn¢ smichano s 50 pl kapalné agarosy. Tato smés byla kratce protiepana a vzapéti
Z ni byly odebrany 2 ul a nanesené na podlozni skli¢ko. Poté bylo na vzorek rychle
ptiloZzeno a jemné pfitlateno kryci sklicko (prumér 20 mm, tloustka 180 um).
Definovany objem a jemny pfitlak zajistovaly, Ze se bunky mezi sklicky srovnaly do
jedné roviny, tzv. ,,monovrstvy“. Ptilisny tlak by zptsoboval deformaci az rozdrceni
bunék, nedostate¢ny pak distribuci bun€k v riznych rovinach. Roztok agarosy za
pokojové teploty béhem nékolika desitek vtefin ztuhne a bunky znehybni. Kapalina
vytekla z okraji kryciho sklicka byla otfena a okraj byl poté utésnén pomoci fixacniho
laku (CoverGrip, Biotium), aby nedochazelo k odpatovani vody a pozorované bunky
tak v prubéhu méfeni nevysychaly. Takto ptipraveny preparat vlozime do Ramanova

mikroskopu.

Jako imerzi pro olejovy objektiv jsme pouzivali nizko-fluorescenéni imerzni olej
(Type F, Olympus), ktery byl nanasen na kryci sklicko a zajistoval opticky kontakt
s objektivem. Pouziti imerzniho objektivu s vysokou numerickou aperturou zlepsovalo
optické rozliSeni, efektivitu sbéru RS signalu a zaroven piispivalo k odvodu tepla ze

vzorku, ktery je zahfivan excitatnim zafenim.

3.4.2 Mapovani bunék ve spektrometru

Po uchyceni preparatu na mikroskopicky stolek byl objektiv manudlné zaostien do
roviny bun¢k. Poté byla nalezena oblast vzorku, ktera obsahovala nékolik dobie
zaostfenych bun¢k. Pomoci rozostieného laserového paprsku byly buiiky v této oblasti
po dobu nekolika sekund ,foto-vybélovany”, aby byly zbaveny nezadouci
fluorescence chlorofylu (viz Obrazek 11 a Pfiloha A). Pribéh vybé&lovani bylo mozné

monitorovat méfenim ¢asového vyvoje fluorescen¢niho pozadi.

Dale byl proveden tzv. ,,image stitching* (Obrazek 12), ktery naskenoval oblast
300%300 um (tj. cca 25x vétsi, nez dovolovalo zorné pole pouzitého objektivu) kolem
zvoleného stfedu v rozliSeni 4096x4096 pixeli. Na takto potfizené fotografii bylo
vybrano nékolik vybélenych bunek, jejichz polohy byly odeéteny a nasledné

zaznamenany do tabulky v fidicim programu.
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Obrazek 11: Foto-vybéleni buriky rozostrenym laserovym svazkem

Na obrazku vlevo je buitka kmene C1 pted ozafenim, napravo je stejna buika po foto-
vybéleni. Pivodné zelena oblast odpovidala oblasti s vyskytem chloroplastii
obsahujici zeleny pigment chlorofyl. (Dalsi obrazky tykajici se foto-vybélovani bun¢k

se nachdzeji v obrazkové Ptiloze A na konci této prace.)
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Po spusténi méfeni program samostatné posouva vzorkem pod objektivem a spektralné
mapuje vybrané buiky, tj. zméti Ramanova spektra v celé bunice bod po bodu dle
vybranych parametra piesnosti. Doba tohoto mapovani je pfimo imérna nastavenym

parametrum a pohybuje se v fadu nékolika minut.

Pro ucely méteni bun¢k mikroskopickych tas bylo zvoleno mapovani oblasti 8x8 pum
vzdy kolem stfedu vybrané buiiky, naprostd vétSina pozorovanych bunék byla mensi
nez tato oblast. U vétsich bun€k byla oblast zvétSena individualné dle jejich rozmért.
Me¢étena oblast byla skenovana v rozliseni 40x40 pixelt, v kazdém pixelu byl sniméan

signal po dobu 0,1 s.

3.4.3 Zpracovani namérenych spekter

Z namétenych spekter bylo nejprve nutné odstranit projevy kosmického zaieni,
tzv. vystfelovy Sum (anglicky ,,cosmic rays“ nebo ,,spikes”), které se vyznacuji
uzkymi a velmi intenzivnimi pasy. Tyto ,,Spiky“ (Obrazek 13) komplikuji analyzu
naméfenych dat, a proto byly ve vSech naméfenych spektrech pied jejich dalsim

zpracovanim odstranény pomoci programu Control Four.
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Obrazek 13: Nezddouci signal od kosmického zareni v naméreném

Ramanoveé spektru
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Z takto pripravenych spekter je ndsledné nutné odecist pozadi. To bylo provadéno
v programu Background, napsaném v prostfedi Matlab J. Palackym (Palacky et al.
2011). Tento program umoziuje vyuzit pro odecet pozadi souboru spekter metodu
faktorové analyzy ,rozkladu do singularnich hodnot“ (z anglického Singular Value
Decomposition, SVD). Tato metoda je vicerozmérnou statistickou metodou, ktera
soubor naméfenych spekter linearné rozlozi do uplného souboru vzajemné
ortonormalnich komponent (tzv. subspekter), které obsahuji veSkeré informace
0 sloZeni zkoumané bunky. Pozadi se poté odecita v téchto komponentach a nikoliv
v samotnych spektrech. Vyhodou je, Ze timto zpiisobem je pozadi odecteno v celém
souboru spekter konzistentnim zptsobem, a Ze je ho mozné odecist pouze v prvnich
nékolika komponentach, nikoliv v jednotlivych spektrech, jejichz pocet mize byt
znacné rozsahly (pii mapovani jednotlivych bunék dosahuji poctii v fadech tisici)

(Palacky, Mojzes a Bok 2011).
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4. Vysledky méreni

4.1 Vysledky absorp¢ni spektrometrie kultivovanych ras

Dynamika rtstu fasové kultury byla sledovana pomoci absorpéni spektroskopie.
Narust kultury zvysi optickou hustotu suspenze a tim i jeji absorbanci. Vzorky byly
méfeny bezprostiedné po odebrani v 1 cm kyvetach proti destilované vod¢ jako
referenci. Absorpéni méfeni probihalo ve spektralnim rozsahu 370-1000 nm

s krokem 1 nm a integra¢nim ¢asem 0,1 .

Typicka spektra suspenze kultury C1 jsou uvedena na Obrazku 14, kultury CV256
poté na Obrazku 17. Ve spektrech jsou patrné absorpcni piispévky bunéénych
pigmenti (chlorofyly a karotenoidy) a rozptylova neabsorpéni slozka tvofici jejich
pozadi. Absorp¢ni pasy na 439 nm a 477 nm patii karotenoidim, pasy v oblasti
600-700 nm patti chlorofyltm (Lichtenthaler 1987). Rozptylové pozadi, které prispiva
k celkové absorbanci suspenze i mimo oblast absorpce pigmentd (nad cca 750 nm),
vznikd elastickym rozptylem svétla na buikach, jejichz rozmér je vétsi nez vinova
dé¢lka svétla (Mietv rozptyl). Vyska rozptylového pozadi ale nemusi nutné korelovat
S absorpci pigment. Bunky totiz maji rizny pomér mezi pigmenty a dalSimi
biomolekulami (Skroby, lipidy, polyfosfatova téliska), které v této oblasti neabsorbuji,

ale svym objemem pfispivaji k elasticky rozptylujici biomase.

Zmény v objemu absorbujici (pigmentové) biomasy byly charakterizovany zménami
absorbance suspenze na vinové délce 680 nm (vztaZzeno na 1 cm Kyvetu a destilovanou
vodu jako referenci), viz Obrazek 15 (kmen C1) a Obrazek 18 (kmen CV256).
Nepigmentova biomasa muize byt charakterizovana absorbanci v oblasti nad 750 nm,
pro tento ucel byla vybrana vinova délka 850 nm, viz Obrazek 16 (kmen C1) a
Obrazek 19 (kmen CV256).
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4.1.1 Vysledky kmene C. vulgaris C1
V této kapitole jsou piehlednou formou uvedeny vysledky absorpéni spektrometrie

kultivovanych tas kmene C1.
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Obrazek 14: Vybrand absorpcni spektra vzorkii suspenze kultury C1,
odebiranych v pribéhu kultivace
(Pro prehlednost jsou uvedena pouze spektra odbérii ve vyznacnych Casech,

uvedenych v legendg.)

Na Obrazku 15 je znazornéna charakterizace riistu fasové kultury C1 prostfednictvim
celkové absorbance na vinové délce 680 nm. Cas 0 hod odpovida okamziku skokového
zvySeni P; z koncentrace 0,0 mM na 3,3 mM. Ptredpokladana vychozi koncentrace
Pi 3,3 mM byla vypocitand z koncentrace zasobniho roztoku Ko:HPO4 a KH2PO4 a
znamého faktoru fedéni. Cervena znacka na 124,5 hod znadi &as, kdy doslo k fedéni
suspenze destilovanou vodou v poméru 1:1 z divodu jeji vysoké optické hustoty, ktera
komplikovala spektrometrické méfeni. V grafu je Zluté¢ vyznacen cyklus zapinani a

vypinani osvétleni (den/noc, 12hod/12hod).

35



_ ) 11
25F
E | e
< i 2
o 20 a
S =
m [ ——
c 15} 2
o CF G—P—E—F—— 0 2
Q o
c [ ©
g 1o 5
I %
el [ ”
< o5} 7
00k : - : : : _ _ : _ 190
0 50 100 150 200 250
Doba kultivace [h]
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Obrazek 16: Casovy vyvoj celkového objemu biomasy vyprodukované kulturou C1

Charakterizace riistu prostrednictvim celkové absorbance na vinové délce 850 nm.

Z casového vyvoje absorbance na Obrazcich 15 a 16 je zfejmé, Ze v okamziku ziedéni
(124,5 hod od ptidani Pj) byla jiz kultura C1 ve ,,stacionarni fazi“, protoze po zfedéni
objem pigmentové biomasy dale nenarGstal (tj. neptfibyvaly dalSi chloroplasty
vyZzadujici stavebni prvky N, P, S, nebo kovové mikroelementy obsazené
v kultivatnim médiu). Limitujicim faktorem nebyl nedostate¢ny piisun svétla
v dasledku vysoké optické hustoty suspenze, ale vyCerpani zivin média (kromé Pj).
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Dalsi nartist nepigmentové absorbance (Obrazek 16) je pravdépodobné zplsoben
pribyvanim Skrobu, ktery tasy produkuji i po vyCerpani média, protoze jeho syntéza

vyzaduje pouze prisun CO; a svétla (Mortensen a Gislerod 2016).

4.1.2 Vysledky kmene C. vulgaris CCALA 256
V této kapitole jsou prehlednou formou uvedeny vysledky absorpcni spektrometrie

kultivovanych fas kmene CV256.
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Obrazek 17: Vybrand absorpcni spektra vzorkii suspenze kultury CV256,

odebiranych v prubéhu kultivace
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Obrazek 18: Casovy vyvoj celkového objemu pigmentové biomasy
vyprodukované kulturou CV256
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Obrazek 19: Casovy vyvoj celkového objemu biomasy vyprodukované kulturou C1

Popis grafi a podminky péstovani byly stejné jako v piipadé kultury Cl,
viz Obrazky 14-16 v kap. 4.1.1.

Na rozdil od kultury C1 nebyla kultura CV256 v okamziku ziedéni (124,5 hod od
ptidani Pj) jeSté ve staciondrni fazi. Nutno poznamenat, Ze pii kultivaci fasovych bunék
Vv ,,ochuzeném®, bezfosfatovém médiu, byl celkovy nartst biomasy C1 cca 1,5x vyssi
nez v ptipadé CV256 (viz vychozi koncentrace biomasy v ¢ase 0 hod v odpovidajicich

grafech). Protoze oba kmeny byly péstovany v médiu stejného slozeni, v ¢ase 0 hod
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musel byt obsah zivin v suspenzi kultury C1 niz$i nez u CV256. Po pridani P; do
bezfosfatového média kultura C1 brzy vycerpala zbytek minerali a doséhla stacionarni
faze, na rozdil od CV256, kde riist biomasy pokra¢oval dale. Protoze ani po ziedéni se
rychlost pribyvani biomasy CV256 nezménila, suspenze CV256 ziejmé nebyla

limitovana ani nedostatkem svétla, ani nedostatkem Zivin.

Odlisné chovani tfasovych kultur C1 a CV256 je dobie vidét také na nasledujicich
Obrazcich 20 a 21. Zde jsou zobrazeny korelace mezi celkovymi absorbancemi
v referencni oblasti absorpce pigmentd (680 nm) a celkovymi absorbancemi v oblasti,

kde pigmenty neabsorbuji (850 nm).
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Obrazek 20: Graf korelace mezi absorbancemi na vinovych délkach 680 a 850 nm
pro suspenzi biomasy vyprodukované kulturou C1

(Barevné jsou odlisené vzorky pted a po ziedéni suspenze v ¢ase 124,5 hod.)

Pied zfedénim vykazuje absorbance suspenze Cl na 850 nm dobrou korelaci
s absorbanci na 680 nm. Jak je ale z Obrazku 20 patrné, po ziedéni kultury prestanou

tyto absorbance vzajemné korelovat. Na druhou stranu, v pripadé CV256 obé
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absorbance dobie koreluji pted i po ziedéni suspenze, az na vzorky z posledni faze

kultivace (> 200 hod), kde dochazi k odchylce od linearni zavislosti (viz Obrazek 21).
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Obrazek 21: Graf korelace mezi absorbancemi na vinovych délkdach 680 a 850 nm

pro suspenzi biomasy vyprodukované kulturou CV256
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4.2 Vysledky kolorimetrického stanoveni koncentrace Pi v médiu

Po zcentrifugovani vzorkii byla stanovena koncentrace fosfati v supernatantu
kolorimetrickou metodou molybdenové modie (viz kap. 3.3). Pro tyto ucely byla
pouzita absorbance vzniklého barevného komplexu na vinové délce 890 nm (vztazeno
na 1 cm Kkyvetu; méfeno proti ,,prazdnému vzorku“, viz kap. 3.3.2). Zmétena

absorbance byla pfepoc¢tena na koncentraci fosfati pomoci smérnice linearniho fitu
kalibra¢ni kiivky (Obrazek 10).

Na nasledujicich Obrazcich 22 (kmen C1) a 23 (kmen CV256) je znazornén ¢asovy
vyvoj prepoctené koncentrace fosfatii v kultivaénim médiu jednotlivych tasovych

kultur.
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Obréazek 22: Casovy vyvoj koncentrace fosfatii v kultivacnim médiu kultury CI

Cas 0 hod zde odpovida okamziku skokového zvyseni Pi z koncentrace 0,0 mM na
3,3 mM. Cervena znatka na 124,5 hod odpovida casu tedéni tasové kultury
destilovanou vodou v poméru 1:1 z divodu vysoké optické hustoty suspenze. V grafu

je zluté vyznacen cyklus zapinani a vypinani osvétleni (12 hod/12 hod).

Z Casového prubéhu na Obrazku 22 je ziejmé, ze k poklesu koncentrace Pi v médiu

doslo skokové az v pribéhu druhého svételného cyklu kultivace (¢as cca 17-29 hod).

Tento pokles o cca jednu tietinu pravdépodobné odpovida narazové akumulaci Pj

buitkami, protoZze nekoreluje s dynamikou pfibyvani pigmentové biomasy

(viz Obrazek 15). V prubéhu skokového poklesu koncentrace Pi sice
41

"
o

Svétlo zapnuto/vypnuto



doslo 1 K ur¢itému nartistu biomasy, ten vSak pokracuje dale az k stacionarni fazi
(dosazené po dalSich 4 svételnych cyklech), jiz ale bez odpovidajiciho poklesu

koncentrace P;.

Pro singularni nartist koncentrace Pi v ¢ase cca 115 hod neméme vysvétleni. Mohlo se
jednat o chybné méfeni nebo ovlivnéni vysledku absorpéniho meéfeni produkty
metabolizmu fas v suspenzi. Po zfedéni suspenze se jiz objem biomasy ani

koncentrace P;j v kultuie C1 neménila.
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Obrazek 23: Casovy vyvoj koncentrace fosfatii V kultivacnim médiu kultury CV256

Podminky péstovani a popis grafu jsou stejné jako v pripadé kultury C1.

Na Obrazku 23 je patrny odlisny vyvoj koncentrace Pi v médiu kultury CV256. Na
rozdil od kultury C1 zlstava koncentrace Pi v priibéhu druhého svételného cyklu
nezménénd a k poklesu o cca jednu tfetinu dochazi postupné v pribéhu nasledujicich
4 svételnych cykli. Po ziedéni kultury v case 124,5 hod ziistdva koncentrace P;

v médiu neménnd, prestoze biomasa CV256 dale roste.

Odchylka mezi vypocitanou (3,3 mM) a naméfenou (cca 3,0 mM) vychozi
koncentraci Pi vV obou kulturdch mize byt zplisobena systematickou chybou méfené
absorpce v komplexnim chemickém prostiedi suspenze (na rozdil od kalibracnich

roztokl obsahujicich pouze K2HPO4 a KH2POu).
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Vzhledem k ¢asovym prubéhtim koncentrace fosfatti v obou pozorovanych kulturach
byl kmen C1 vyhodnocen jako vhodnéjsi pro ucely studia akumulace polyP. Pro tento
kmen jsme ptedpokladali, Ze skokovy ubytek Pi v médiu pozorovany mezi prvnim a
ttetim dnem kultivace (0-55 hod) by se mél projevit narastem polyP akumulovaného

Vv buiikach tas. Dale proto uvadime pouze vysledky uRS méfeni na kultuie C1.

4.3 Vysledky konfokalni Ramanovy mikroskopie

Schopnost akumulace polyP v bunikach mikroskopickych fas kmene C1 byla
studovana prostiednictvim pRS. Burnky byly pozorovany na mikrospektrometru
WITec alpha300RSA imerznim objektivem Olympus UPlanFLN (100%, NA 1,3). Pro
excitaci byl pouzit laser s Vlnovou délkou 532 nm a maximalnim vykonem 20 mW na
vzorku. Po foto-vybéleni chlorofylu (viz kap. 3.4.2) jsme pfi pouziti tohoto vykonu
nepozorovali Zaddné morfologické, barevné nebo spektralni zmény, které by svédcily
0 vyrazném zahiivani nebo péleni vzorku (rozpad buné€k, z¢ernani, vyskyt RS signalu

pyrolytického uhliku).
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Obrazek 24: Priiméry Ramanovych spekter jednotlivych bunék kmene C1

charakterizujicich suspenzi odebranou v uvedenych kultivacnich casech

Primérnd RS spektra zobrazend na Obrazku 24 piedstavuji aritmeticky primér
z cca 10 integralnich spekter vybranych bunék, pochazejicich ze vzorku odebraného
v uvedeném kultivacnim case. Tyto buiniky byly mapovany pomoci puRS postupem
uvedenym Vv Kap. 3.4.2 a pro ucely této prace je povazujeme za vzorek populace

reprezentujici stav kultury v okamziku odbéru.

4
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Integralni spektrum jedné buiiky bylo ziskdno aritmetickym primérem vsech uRS
spekter zméfenych uvnité objemu této buiiky pii mapovéani. Sedé plochy na pozadi
zobrazenych spekter zndzoriuji prislusné smérodatné odchylky. Pro vzorek
Z kultivaéniho ¢asu 28 hod jsou uvedena primérna spektra dvou nezavislych souborti

11, resp. 8 bunék, kterd byla zmétena 3, resp. 11 dni po odbéru.

Integréalni spektra buné¢k byla normalizovana na stejnou intenzitu pasu valen¢nich
vibraci molekul vody (oblast 3100-3900 cm™) ve spektrech okolniho média. Spektra
média byla extrahovana jako aritmeticky primér z pRS spekter okoli mapovanych
bunék. Ptispévky od okolniho média byly nasledné z primérnych spekter odecteny,

viz nasledujici Obrazek 25, ptipadné detailné na Obrazku 26.

Po odecteni spektralnich ptispévki média jsou Iépe rozliSitelné detaily past
jednotlivych spekter. Vyrazné pasy na 478, 866, 942 a 1342 cm™ jsou charakteristické
pro skrob (Ji et al. 2014). Pasy hledanych polyfosfatl se objevuji v oblasti s centrem
kolem 1158 cm™ (Moudtikova et al. 2016). Pasy na polohach 1342 a 1455 cm™
pochazi pievazné od deformacnich vibraci skupin CH, CH2 a CH3 (tzv. CH bending),
tyto skupiny miizou byt soudasti riznych bunéénych biomolekul. U pasu 1455 cm™
vSak nejvyraznéjsi prispévek pochazi od alifatickych fetézcii lipidi. Vyrazny pas
v oblasti 16501670 cm™? je typicky pro karbonylové C=0 vibrace (vyskyt zejména
Vv bazich nukleovych kyselin a substituovanych karbonylovych skupinach lipida), ale
také jde o vyznaény pas peptidické vazby proteint, tzv. vibrace ,,Amid 1. Oblast
2800-3100 cm™ obsahuje pasy valenénich C-H vibraci, s nejvyraznéjsim piispévkem
od lipidl a skrobu. Diky strukturnim odliSnostem ovliviiujicim valen¢ni vibrace C-H
a riznému zastoupeni skupin CH, CHz a CHzs Vv lipidech a oligosacharidech, je mozné
piispévky od téchto biomolekul spektralng odlisit. Uzky intenzivni pas na 1005 cm*
je charakteristickym pasem aminokyseliny fenylalaninu a muaze tudiz slouzit jako
,marker* proteini. Tento pas by mohl odpovidat také karotenoidim
(napt. B-karotenu), pokud by se ve spektrech soucasné vyskytovaly i jejich dalsi dva
(mnohem intenzivn&jsi) charakteristické pasy kolem 1158 a 1525 cm™. Zejména
evidentni absence pasu 1525 cm™ ve spektrech na Obrazku 26 je znamkou toho, Ze pii
foto-vybélovani chlorofylu doslo k vybéleni také karotenoidii. P4s na 1158 cm™ proto
muzeme pripsat polyP. K jeho intenzité ale v primérnych spektrech celych bun¢k

prispivé i pas Skrobu na stejném vIno&tu (rameno pasu na 1129 cm™), a to zejména
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Vv bunkach, které ho naakumulovaly velké mnozstvi. Pozorované pasy byly pfifazené
za pomoci literarnich prameni (Kula et al. 2014; Parab N.D.T. 2012; Shao et al. 2015)
i naseho vlastniho studia spekter biomolekul realizovaného v ramci studentského

projektu v roce 2015.
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Obrazek 25: Priiméry Ramanovych spekter z Obrazku 24 s odectenym prispévkem
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Jak je z primérnych spekter na Obrazcich 24 az 26 patrno, pas polyP na 1158 cm™ je
v kontextu past ostatnich biomolekul pomérné nevyrazny, zejména pokud bunky
obsahovaly hodné naakumulovaného skrobu. Piestoze v nckterych buikéch byl
lokaln¢ pozorovan vyrazny RS signal od polyP, primérny obsah polyP dosazeny

Vv kultufe C1 za vyse uvedenych podminek kultivace (viz kap. 3.1) nebyl vysoky.

| v ramci souborti bun¢k ze stejného odbéru vykazovala integralni spektra pomérné
vyrazné spektralni rozdily, které svéd¢i o rizném obsahu jak polyP tak ostatnich
biomolekul. Pro ilustraci uvadime normovana integralni RS spektra 11 bunck ze
vzorku odebraného v kultivaénim ¢ase 28 hod a zméfeného pomoci uRS 3 dny po
odebrani (Obrazek 27, oblast charakteristickych vibraci v detailu na Obrazku 28).
Z téchto obrazki je zifejmé, Ze nékteré bunky (napt. €. 1, 5 a 6) mély vyrazné vyssi
obsah Skrobu neZ ostatni, coZ vV normovanych spektrech vynikne zejména pfti
porovnani jeho pasti 478, 866 a 942 cm™ s intenzitou pasu fenylalaninu na 1005 cm™,
ktery ve vSech odbérech vykazoval relativné nejmensi variabilitu. ZvySeny obsah
polyP (oblast okolo 1158 cm?) je vidét napiiklad v buiikach ¢&. 2, 4, 10 a 11
(viz Obrazek 28).
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PolyP ale bylo mozné lokalizovat i v nékterych bunkach, jejichz integralni spektra
nevykazuji vyrazngjsi intenzity past v oblasti okolo 1160 cm™. Jako piiklad uvadime
bunku kmene C1 ze vzorku odebraného po celkovém Case kultivace cca 28 hod,
oznacenou €. 7. Jeji integralni spektrum je uvedeno na Obrazcich 27 a 28. Ackoli jeji
pas polyP na 1160 cm™ neni na t&chto obrazcich vyrazny, je mozné zfetelné pozorovat

vyskytujici se polyfosfatova téliska na nasledujicim Obrazku 29.

Obrazek 29: (a) Burnika kmene C1 ¢. 7 z odbéru po 28 hod kultivace, (b) jeji uRS mapa
V integralni intenzité pasu CH valencnich vibraci (oblast 2720-3140 cm™), (c) jeji uRS
mapa V integralni intenzité pasu polyP (oblast 1120-1210 cm™)

Ptitomnost polyfosfatovych télisek na pRS mapé polyP indikuji dvé svétlé skvrny
V pravém dolnim kvadrantu obrysu buiiky. Mapované oblast mimo buiiku neobsahuje
zadny RS signal polyP ani jinych biomolekul a jeji zvyraznéni stejnou barvou jako
oblast bunky obsahujici polyP je dusledkem integrovani malého signalu na pozadi

S vysokym Sumem.
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bunky kmene C1 z obrazku 29
Kromé pasu na 1160 cm™ svédéi o piftomnosti polyP také nevyrazny §iroky pas na

695 cm, ktery se pripisuje fosfodiesterickym vibracim line4rniho fetézce polyP.

Pro kvantitativni vyjadieni relativnich obsahti §krobu, proteinti a polyP v primérném
spektru bun¢k (kmene C1) zobrazenych na Obrazcich 24 az 26 byly pouzity integralni
intenzity pasa charakteristickych pro tyto biomolekuly. Stfedni hodnoty a smérodatné

odchylky byly vypo¢itany v ramci souborti méfenych bunék z jednotlivych odbért.

Obsah $krobu byl kvantifikovan nejprve pomoci integralni intenzity pasu na 478 cm™
(Obrazek 31) a poté podle dvojice pasii na 866 a 942 cm™ (Obrazek 32). Dle ¢asového
pribéhu intenzity jednotlivych past lze pozorovat, ze k vyznamnému nartistu obsahu

Skrobu v bunikach doslo az po zfedéni kultury v kultivaénim ¢ase 124,5 hod.
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Obrazek 32: Stredni integralni intenzita RS pdsii Skrobu na 866 a 942 cm™ pro

odbery bunéek C1 ve vyznacenych casech

Pro kvantifikaci obsahu proteinii byly pouzity charakteristické pasy fenylalaninu na
1005 cm* (Obrazek 33) a pas na 1658 cm™ ptisouzeny vibraci ,,Amid I* (Obrazek 34).
Z vysledného ¢asového priibéhu intenzit je ziejmé, ze obsah proteini v buiikach se
Vv pritbéhu kultivace ménil jen malo. Po nafedéni kultury v ¢ase 124,5 hod, kdy obsah
Skrobu zacal rist, se zastoupeni proteint spiSe mirné snizilo. Tento efekt by bylo
moZzno vysvétlit tim, Ze v stacionarni kultufe rostouci v médiu, ve kterém jiz chybi
vSechny stavebni prvky kromé P (tj. buiiky se nemiiZzou d¢lit), navic vystavené
Z divodu zfedéni vyssi intenzité svétla, buiiky redukuji sviij fotosynteticky aparat a
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prebytek energie ukladaji do zdsobniho Skrobu. Velikost chloroplast se zmensuje a
vnitro bunék zapliuje skrobem. Piednosti uRS je, Ze tento proces je mozno studovat

na urovni jednotlivych bun€k a v kontextu ostatnich biomolekul.
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Obrazek 33: Stiedni integralni intenzita RS pdsu fenylalaninu na 1005 cm™ pro

odbery CI1 ve vyznacenych casech
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Obréazek 34: Stiedni integralni intenzita RS pdsu ,,Amid | “ na 1658 cm™ pro odbéry

C1 ve vyznacenych casech

Obsah PolyP byl kvantifikovan na zakladg intenzity pasu na 1158 cm™ (Obrazek 35).
Naméfené hodnoty svéd¢i o tom, Ze skokové zvySeni koncentrace Pi v kultivacnim
médiu nemélo podstatn€j$i vliv na jeho akumulaci uvnitt bunck. Nartst pasu,

pozorovany po natfedéni suspenze v Case 124,5 hod, spiSe koreluje s nartistem obsahu
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Skrobu a muze byt zpisoben spektralnim piispévkem od pasu Skrobu s blizkym
vlno¢tem. Provedeny experiment tedy neprokézal korelaci mezi ubytkem Pi v médiu a

ptirtstkem polyP Vv fasach.
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Obrazek 35: Stiedni integralni intenzita RS pdsu polyP na 1158 cm™ pro odbéry C1

ve vyznacenych casech

Pomoci integralni intenzity pasti CH valenénich vibraci s centrem okolo 2930 cm™ byl
kvantifikovan celkovy obsah Skrobt, lipidl a proteinti, které k intenzité tohoto pasu

spole¢né piispivaji (viz Obrazek 36).
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Obrazek 36: Stiedni integralni intenzita RS pdsu CH valencnich vibraci na 2934 cm™

pro odbéry CI ve vyznacenych casech.
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5. Zavér

Cilem této prace bylo navrhnout a otestovat metodologii kvantifikace polyfosfati
Vv bunkach zelenych fas pomoci konfokalni Ramanovy mikroskopie. Metodologie byla
testovana na zivych buikach dvou kmenti mikroskopickych tas Chlorella vulgaris
IPPAS C1 a CCALA 256 péstovanych za podminek, které dle dostupnych informaci
mely stimulovat akumulaci polyP. Vnitrobunééni koncentrace polyP byla stanovena
z intenzity charakteristického pasu polyP lokalizovaného kolem 1158 cm™. Ubytek

fostatl v médiu byl stanoven kolorimetricky metodou molybdenové modie.

I kdyz v nékterych bunkach byla pritomnost télisek polyP detekovatelna pomoci uRS
mapovani, jeho koncentrace nebyla dostate¢né vysoka, aby se projevila signifikantnim
narastem Vv celé populaci. Nase vysledky jasné neprokazaly korelaci mezi ibytkem
fosfati v médiu a akumulaci polyP v populaci fas. Divodem byl pravdépodobné fakt,
ze se v nami provedenych kultivacich ve skutecnosti nepodafilo navodit podminky
vhodné pro masivni akumulaci fosfatd, ¢emu by nasvédcovaly i diskrepance
v koncentracich Pi v kultivaénim médiu. Z diivodii Casové naro¢nosti kultivaci nebylo
mozné experimenty zopakovat. Otazka kvantifikace polyP pomoci puRS bude
predmétem dalSiho studia, kde budou vyuzity vSechny zkuSenosti ziskané pii feSeni

této prace.
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8. Seznam pouzitych zkratek

P — fosfor

Pi — ortofosfat

polyP — polyfosfat

RS — Ramanova spektroskopie
uRS — Ramanova mikroskopie

SVD - rozklad do singularnich hodnot (Singular Value Decomposition)
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9. PFilohy

A. Obrazkova priloha k Ramanové mikroskopii jednobunécnych fas
V této obrazkové pfiloze pridavame vybrané ukazky bunék mikroskopickych fas
pozorovanych pomoci konfokélniho Ramanova mikroskopu WITec alpha300RSA.
Jedna se vyhradné o buiiky kmene Chlorella vulgaris C1, které byly nasledné
mapovany pomoci uRS pro studium akumulace fosfati. Kultivacni ¢asy jsou méteny
od okamziku skokového zvySeni koncentrace Pi v kultivaénim médiu a odpovidaji

casim uvedenym v legend¢é Obrazku 24.

Obrazek 37: ,, Image stitching “ porizeny na vzorku odebraném po 28hod kultivace
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Obrazek 38: Foto-vybeéleni bunék ze vzorku odebraného po 4hod kultivace
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Obrazek 39: Foto-vybéleni bunék ze vzorku odebraného po 19hod kultivace
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Obrazek 40: Foto-vybéleni bunék ze vzorku odebraného po 28hod kultivace
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Obrazek 41: Foto-vybeéleni bunék ze vzorku odebraného po 48hod kultivace
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Obrazek 42: Foto-vybeéleni bunék ze vzorku odebraného po 91hod kultivace
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Obrazek 43: Foto-vybéleni bunék ze vzorku odebraného po 97hod kultivace
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Obrazek 44: Foto-vybeéleni bunék ze vzorku odebraného po 124hod kultivace
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Obrazek 45: Foto-vybéleni bunék ze vzorku odebraného po 172hod kultivace
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