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Abstrakt: K absorpci svétla v prvnich fazich procesu fotosyntézy vyuzivaji zivé organismy
pigment-proteinové komplexy zvané svétlosbérné antény. Zvlastnim typem téchto antén
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BChl-u c, d nebo e. Tyto pigmenty se na rozdil od ostatnich druhii chlorofyli mohou vazat
mezi sebou a vytvorit tak rozsahlé agregaty, které maji zasadni vliv na strukturu
chlorosomt. Agregaty BChl-u ¢, d nebo e, jez maji podobné optické vlastnosti jako
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absorbuje svétlo na jinych vinovych délkach nez BChl ¢, coz by bylo v budoucnosti mozné
vyuzit ke zvySeni ucinnosti procesu umélé fotosyntézy. Podafilo se prokazat, ze L.-indigo
s BChl-em c tvoii agregaty, které jsou stabilni nejméné tii tydny po pfiprave. Prenos
energie se kvili nedostatecné citlivosti pouzitého fluorescenéniho spektrometru nepodafilo
ani prokazat, ani vyvratit. Poslednim vysledkem této prace je stanoveni molarniho
extinkéniho koeficientu L.-indiga v etanolu.
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Abstract: Absorption of light during the first phases of photosynthesis takes place in
pigment-protein complexes called light-harvesting antennae. Chlorosomes, a special type
of these antennae, are found in bacteria of two phyla, Chlorobi and Chloroflexi. Together
with bacteriochlorophyll (BChl) a, chlorosomes contain tens of thousands to hundreds of
thousands molecules of BChl c, d or e. These pigments are unique among other types of
chlorophyll, because they can bind together and form large aggregates. Aggregates of BChl
¢, d or e with similar optical properties to those found in chlorosomes can be prepared
in vitro in aqueous solution in presence of some non-polar substances. In this thesis, the
effect of 5,5'-di-tert-butylindigo (L.-indigo) on the formation of aggregates of BChl ¢ and
energy transfer between L.-indigo and BChl ¢ in aggregates has been studied by means of
optical spectroscopy. L.-indigo absorbs light of different wavelengths than BChl ¢, which
could increase the efficiency of future artificial photosynthesis systems. It has been proven
that L.-indigo with BChI ¢ form aggregates that are stable at least three weeks after the
preparation. The energy transfer has not been proven nor disproven, because of insufficient
photosensitivity of used fluorescence spectrometer. The last accomplishment of this thesis
is the measurement of molar extinction coefficient of L.-indigo in ethanol.
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1. Uvod

Slunce je nejvyznamngj§im zdrojem energie Zivota na Zemi. Zivé organismy energii
slune¢niho zafeni ziskdvaji a zpracovavaji ve slozitém procesu zvaném fotosyntéza.
Vysledkem fotosyntézy jsou stabilni chemické slouceniny, které slouzi jako zdroj energie
pro dalsi bunééné pochody.

Diilezitou soucasti fotosyntetického systému organismil jsou takzvané svétlosbérné
antény, rozsahlé komplexy bilkovin a fotosyntetickych pigmentd, jejichz ukolem je
zachytit fotony slune¢niho zafeni a energii predat reak¢nimu centru fotosyntetického
aparatu. NejvyznamnéjSim typem pigmentl ve svétlosbérnych anténach jsou chlorofyly.
Zvlastnim typem chlorofylu jsou bakteriochlorofyly (dale BChl-y) ¢, d a e, jejichz
molekuly jsou schopny véazat se mezi sebou a tvofit rozsahlé struktury zvané agregaty.
BChl-y c, d a e se vyskytuji v chlorosomech, svétlosbérnych anténach zelenych bakterii
kmenta Chlorobi a Chloroflexi (Blankenship 2002). Diky schopnosti téchto typi BChl-u
tvofit agregaty je struktura chlorosomii, na rozdil od ostatnich antén, v prvé fadé urcena
pfimymi vazbami mezi molekulami pigmentti, nikoliv proteinovou kostrou. Chlorosomy
jsou jedny znejrozsahlejsich a také nejefektivnéjSich typt svétlosbérnych antén
aumoznuji na fotosyntéze zalozeny zivot i v hloubkach okolo 100 m pod moiskou
hladinou, kde je intenzita dopadajiciho svétla téméf milionkrdt mensi nez na zemském
povrchu (Frigaard a Bryant 2006).

BChl-y c, d a e in vitro ve vodném prostiedi za pfitomnosti vhodné nepolarni latky
spontann¢ tvofi agregaty, jejichz optické vlastnosti jsou podobné optickym vlastnostem
agregatii v chlorosomech. Agregaty maji nejen schopnost svétlo absorbovat, ale
absorbovanou energii i pfenaset a jejich pfiprava neni obtizna. Obé dvé tyto vlastnosti by
bylo mozné vyuzit k vytvofeni umélého fotosyntetického systému, ktery by energii
slune¢niho zafeni pfeménoval na jinou, vyuzitelnou formu energie.

Pro zvySeni G¢innosti absorpce svétla takovych umélych fotosyntetickych systému by
bylo vhodné, aby nepolarni latka, ktera s BChl-em vytvaii agregaty, absorbovala svétlo
0 jinych vlnovych délkach nez BChl a aby absorbovanou energii v agregatech piendsela na
BChl.

V této praci byl studovan vliv derivatu indiga, 5,5'-di-tert-butylindiga (dale je
pouzivana zkratka L.-indigo) na agregaci BChl-u ¢ ve vodném prostfedi. L.-indigo je
nepolarni latka modré barvy, svétlo absorbuje zejména v ultrafialové a Zzluté oblasti
spektra, tedy v oblastech, v nichz BChl c¢ svétlo pfili§ neabsorbuje.

Ke studiu agregace BChl-u ¢ s L.-indigem byla pouzita absorp¢ni spektroskopie.
Spektrum agregath totiz neni pouhym souctem spekter obou jeho slozek, dochézi v ném
k posunu absorpéniho pasu Qy BChl-u. Diky tomu je mozné odlisit, zda vzorek agregaty
tvoti €1 netvori.

Prenos energie pohlcené L.-indigem na molekuly BChl-u ¢ v agregatech byl studovan
pomoci fluorescencni spektroskopie. Porovnadnim fluorescencniho excitacniho spektra
s absorpcnim spektrem lze zjistit nejen to, zda k pfenosu energie dochdzi ¢i nedochazi, ale
je mozné téz urcit cinnost tohoto prenosu.



2. Teoreticky uvod

2.1. Absorpc¢ni spektroskopie

2.1.1.  Absorpce elektromagnetického zareni

Dopada-li na vzorek né&jaké latky elektromagnetické zareni, muze byt jeho Cast
vzorkem absorbovana. Absorpcnim spektrem rozumime zavislost absorpce elektromagne-
tického zatreni vzorkem na vinové délce dopadajiciho zéieni.

Absorpci elektromagnetického zafeni (svétla) zvysi vzorek svoji energii O energii
pohlceného svétla. Energie vzorku se vSak nemtize zvysit libovolnym zpiisobem, ale pouze
o ur¢ité hodnoty v souladu se zakony kvantové teorie — energie Castic ve vzorku je
kvantovana. Jsou-li vzorkem atomy, pak energie E pohlceného fotonu o frekvenci v

E=hv 1)
kde h je Planckova konstanta, odpovida energii Eg piechodu elektronu mezi dvéma
orbitaly.

Pti vzniku chemické vazby v molekule se z atomovych orbital stanou vazebné
molekulové orbitaly, jejichz energie je nizs$i nez energie puvodnich atomovych orbitald,
a antivazebné molekulové orbitaly, jejichZ energie je vyssi. Podle typu vazby rozliSujeme
o orbitaly, v nichz je nejvétsi elektronova hustota na spojnici jader, a z orbitaly, kde je
nejvetsi elektronovd hustota mimo tuto spojnici. Orbitaly oznacené jako n obsahuji
nevazebné valencni elektrony. Absorpci fotonu muze dojit k prechodu elektronu
z vazebného do antivazebného orbitalu, pti¢emz nejvyssi energii ma zpravidla piechod ze
7* orbitalu (Valeur 2002).

V molekulach, které obsahuji konjugované vazby (stfidani dvojné a jednoduché
vazby), dochazi k delokalizaci elektronti z 7 orbitalt. Cim rozsahlejsi je konjugovany
k delsim vinovym délkam (Valeur 2002).

Energie molekul je, na rozdil od energie atomu, dana nejen elektronovou energii Eg,
ale i vibra¢ni energii molekul (E,ip) a jejich rota¢ni energii (Erot),

E = Eel + Evib + Erot (2)

ke kazdé elektronové energetické hladiné nalezi vibracni a rotacni energetické hladiny,
které odpovidaji jednotlivym vibra¢nim a rota¢nim modim molekuly (Owen 2000).

Absorpci fotonu a prechod molekuly do excitovaného stavu je mozné schematicky
znézornit na Jablonského diagramu, viz Obrazek 1. Na obrazku jsou vyznaceny zakladni
elektronova hladina (Sp) a dvé excitované elektronové hladiny (S;, Sp, hladiny jsou
vyznaceny tuc¢nou ¢arou). Tyto hladiny jsou déle rozstépeny na vibra¢ni hladiny (slabsi
&ary) a rotaéni hladiny (nejslabsi ary). Cervenymi Sipkami je vyznageno nékolik moznych
ptechodt elektronu pfi absorpci fotonu.



Zatimco spektrum atomi odpovidda pouze prechodim mezi jednotlivymi
elektronovymi hladinami, ve spektru molekul se projevuje rota¢ni a vibracni struktura
energetického spektra, pozorujeme tedy vice absorpénich car. Na absorp¢ni spektra
molekul ma dale vliv interakce molekul s okolim, ktera posouva hladiny energetického
spektra. V roztoku ma kazda molekula vzorku trochu jiné okoli, absorpéni spektrum pak
neni diskrétni — ¢arové, ale rozsifené — ma podobu past.

Obrazek 1: Jablonského diagram
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2.1.2. Lambertuv — Beeruv zakon

M¢éjme vzorek o rozmérech j x k x | a molarni koncentraci C, na néjz ve sméru
osy z dopada svétlo o intenzité lp, jak je zndzornéno na Obrazku 2. Pocet molekul N ve
vrstvé o tloust'ce dz je dan vztahem

N = CjkN AdZ (3)

kde Na je Avogadrova konstanta. Necht ma absorpce fotonu molekulou G¢inny prufez o,
pro ubytek intenzity svétla dl ve vrstvé o tloust'ce dz pak bude platit

dl =—%Idz=—ocNAldz. (4)

JK

ReSenim této diferencidlni rovnice dostdvame pro pomér intenzity | svétla proslého
vzorkem ku intenzité |y dopadajiciho svétla vztah



I
In— =—ccN |
|

0 1 ()
kde veli¢ina 1, /1, se oznacuje jako transmitance T. Absorbance A je definovéna jako
I |
A=—-log—=—-logT
' , 6)
spojenim vztahu (5) a (6) dostaneme Lambertv — Beertiv zakon

A=ocN ,lloge = ecl @)

podle néhoz je absorbance piimo umérna délce drahy svétla ve vzorku (Lambertiv zakon)
a koncentraci vzorku (Beeriv zdkon). Veli¢ina ¢ se nazyva moléarni extinkéni koeficient
a je zavisla na vlnové délce dopadajiciho svétla.

Lambertv — Beertiv zdkon plati za ptedpokladu, Ze je koncentrace vzorku dostate¢né
nizka — molekuly ve vrstvé dz se ,,nepiekryvajic.

Obriazek 2: K odvozeni Lambertova — Beerova zakona
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2.1.3.  Franckiv — Condoniv princip, pfechodovy moment

Podle Franckova — Condonova principu jsou piechody elektronti mezi jednotlivymi
vlastnimi stavy tak rychlé, ze je mozné zanedbat zménu v uspofadani jader molekuly
a jejiho okoli v prubéhu téchto prechodu (Lakowicz 1986).

Vinova funkce ¥ vibronového (tj. elektronového a vibraéniho) stavu molekuly mutze
byt v ramci Bornova — Oppenheimerova ptiblizeni rozdélena na svou elektronovou ¢ast
a vibracni Cast y, tj.



v=vx ®

rotaéni ¢ast vinové funkce byla zanedbana (Prosser 1989). Pravdépodobnost P1, piechodu
z vibronového stavu 1 do vibronového stavu 2 je imérna kvadratu maticového elementu
operatoru elektrického dipolového momentu M,

P, <[(: M) o)

kde pro M plati
M =>"ef;, (10)

r; je polohovy vektor j-té¢ho elektronu a e elementérni naboj. Maticovy element operatoru

dipolového momentu se nazyva prechodovy moment. Piechodovy moment vibronovych
ptechodi molekuly lze zakreslit jako vektor v soufadnicovém systému definovaném polo-
hami jader atomt molekuly, pficemz nejvétsi pravdépodobnost absorpce svétla odpovida
ptipadu, kdy je vektor elektrické intenzity svétla rovnobézny s danym prechodovym mo-
mentem (Valeur 2002).

Po dosazeni (8) do (9) a uvazime-li, ze operator dipolového momentu zavisi pouze na
polohovych vektorech elektronti, dostavame

P. z‘<‘/’1|M|‘//z>‘2‘<7(1|Zz>‘2’ (11)

2 . 14 4 v r W r r . W r
, tedy ptekryvovy integral vinové funkce pocatecniho a koncového vibracni-

kde |(z z.)
ho stavu, se nazyva Franckiv — Condonuv faktor.

2.1.4.  Absorp¢ni spektrometr

Schéma absorpéniho spektrometru je zobrazeno na Obrazku 3. Svétlo se §ifi ze zdroje
pfes monochromator, ktery ze svazku vybira svétlo urcité vinové délky. Svazek svétla je
dale rozdélen delicem, cast svazku dopada na vzorek, ¢ast na referencni latku. Svétlo
proslé vzorkem a referenci je detekovano detektory.

Idedlni zdroj svétla v absorpénim spektrometru emituje svétlo se stejnou intenzitou
v ur¢itém intervalu vlnovych délek, stejné tak idealni monochromator propousti svétlo se
stejnou U€innosti pro vSechny pouzivané vinové délky a idedlni detektor detekuje se
stejnou pravdépodobnosti svétlo vSech vilnovych délek. Realné soucasti absorpéniho
spektrometru se vSak od ideédlnich bohuzel lisi, ¢imz dochazi ke zkresleni naméfeného
absorp¢niho spektra. Aby bylo toto zkresleni potlateno, méfime krom¢ spektra vzorku
I referencni spektrum, kterym obvykle byva spektrum rozpoustédla v identické kyveté.
Absorbance samotného vzorku je pak rozdil absorbance vzorku srozpoustédlem (na
Obrazku 3 oznaceno Vzorek) a absorbance reference. Odectenim referen¢niho spektra také
eliminujeme dal$i efekty, které maji vliv na zkresleni absorp¢niho spektra vzorku, jako je
odraz svétla na sténach kyvety, rozptyl svétla nebo absorpce svétla sténami kyvety a mole-
kulami rozpoustédla.



Absorpéni spektra byla v této praci méfena na spektrometru Specord 250, byly
pozivany kyvety z kiemenného skla a az na vyjimky bylo méfeno v rozsahu vinovych
délek 220 nm az 900 nm. Chyba urceni absorbance byla stanovena jako + 0,0025 A. U.,
tato chyba byla uréena z méfeni absorp¢niho spektra destilované vody, referenci byla

identicka kyveta také napInéna destilovanou vodou, viz Graf 1.

Obrazek 3: Schéma absorpéniho spektrometru
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2.2. Fluorescencni spektroskopie

2.2.1.  Luminiscence, Jablonského diagram

Spontanni emise fotond pti prechodu z excitovaného stavu do energeticky nizSiho
stavu se nazyva luminiscence. Luminiscence se déli na dva typy — fluorescenci a fosfo-
rescenci.

Je-li elektron v orbitalu o vyssi energii parovan s elektronem v orbitalu o nizsi energii,
tedy pokud ma opacné orientovany spin (excitovany stav je singletni stav), pak pfi ndvratu
na niz8i energetickou hladinu nemusi jeho spin ménit orientaci, hovoiime o fluorescenci.
Typicka doba zivota excitovaného stavu pfi fluorescenci je 10 ns (Lakowicz 1986).

Neni-li elektron v orbitalu o vyssi energii parovan s elektronem v orbitalu 0 nizsi
energii (tripletni stav), je pfi pfechodu na nizsi energetickou hladinu v souladu s Pauliho
principem nucen zménit orientaci spinu. Takové piechody jsou v kvantové teorii zakazany
spinovymi vybérovymi pravidly, dochazet k nim mutze pouze v dusledku spin-spinovych
a spin-orbitalnich interakci. Tomu odpovidaji delsi doby zivota takového excitovaného
stavu, fadové mikrosekundy az sekundy (Lakowicz 1986). V tomto piipadé hovotime
o fosforescenci.

Latky, které vykazuji fluorescenci, se nazyvaji fluorofory. Fluorofory zpravidla
obsahuji delokalizované elektrony, pfitomné v systému konjugovanych vazeb. Mezi
pfirodni fluorofory patii napfiklad nékteré aminokyseliny (tryptofan, tyrosin), chinin,
rhodamin, fluorescein a dalsi latky.

Stejné jako v ptipadé absorpéni spektroskopie miizeme prechody mezi energetickymi
hladinami zobrazit na Jablonského diagramu, viz Obrazek 4 — podle (Lakowicz 1986).
Zakladni elektronova hladina je oznaCena Sy, singletni excitované hladiny jsou oznaceny
S1 a Sy, tripletni excitovand hladina je oznafena T;. Kazda elektronova hladina je
rozdé€lena na vibraéni hladiny, vyznacené ten¢imi ¢arami.

Pomér R poétu molekul v excitovaném stavu ku poétu molekul v zakladnim stavu je
dan Boltzmannovym rozdélenim

R=exp (%) (12)

kde AE je energeticky rozdil mezi vy$si a zakladni energetickou hladinou, k je
Boltzmannova konstanta a T je termodynamicka teplota. Pti pokojové teploté jsou podle
rovnice (12) skoro vsechny molekuly v zakladnim elektronovém stavu, nebot’ energeticky
rozdil mezi zdkladni a prvni excitovanou elektronovou hladinou je dosti velky. Vétsina
molekul je té€z v zakladnim vibra¢nim stavu. Energeticky ptechod se tedy pii absorpci déje
nejvice ze zakladni elektronové i vibracni hladiny.

Pti absorpci fotonu (Cervené Sipky) dojde k excitaci elektronu na nékterou z vyssich
vibracnich ¢i elektronovych hladin. Typicka doba Zivota na vibracnich a elektronovych
hladinach vysSich neZz zakladni vibra¢ni hladina prvni excitované elektronové hladiny
je 10*?s (Lakowicz 1986), poté systém vnitini konverzi nezatfivé relaxuje na prvni
relaxovat na niz$i hladiny nezative, anebo emisi fotonu, fluorescenci (zelené Sipky).

Dalsi moznosti je tzv. mezisystémova konverze (hnéda Sipka), kdy systém z prvniho
excitovaného singletniho stavu S; pfejde do tripletniho stavu Ti, odkud mize déle
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relaxovat bud’ nezativeé, nebo emisi fotonu, v tom piipadée se jedna o fosforescenci (modré
Sipky).

Obrazek 4: Jablonského diagram
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2.2.2.  Vlastnosti fluorescen¢niho spektra

Fluorescencni experimenty muzeme rozdélit na emisni a excitani. V piipadé
emisniho experimentu je vzorek excitovan svétlem o stalé vlnové délce Aex a méfime
zavislost intenzity svétla emitovaného vzorkem na vinové délce emitovaného svétla. Pfi
excitaénim experimentu naopak méfime intenzitu emitovaného svétla na stalé vinové délce
Aem, ale vzorek excitujeme svétlem o riznych vinovych délkach, excitacni spektrum je pak
zavislost intenzity svétla emitovaného vzorkem na excitacni vinové délce.

S vyjimkou piipadu, kdy je vzorkem ftidky plyn atomt, jsou fluorescencni spektra
oproti absorpénim spektrim posunuta k niz§im energiim, tedy k del$im vinovym délkam.
Tento jev se nazyva Stokestv posuv a byl poprvé pozorovan George G. Stokesem v roce
1852 (Lakowicz 1986). Stokestv posuv vznika z nekolika pficin. Jednou z nich je rychla

cv v

cvwr

Dal$im divodem je, Ze se fluorescen¢ni prechod déje nejen na zékladni vibracni
hladinu zékladniho elektronového stavu, ale i na vyssi vibracni hladiny zakladniho stavu.
Vliv na Stokestiv posuv ma i interakce mezi vzorkem a okolim.

Diisledkem rychlého nezéfivého piechodu na hladinu S; je nezavislost emisniho
spektra na vlnové délce excitacniho svétla. At budeme vzorek excitovat jakymkoliv
svétlem, diive, nez dojde k fluorescenci, piejde molekula do stavu S;. Z tohoto diivodu se
zpravidla excita¢ni spektrum piekryva s absorpénim. Vyjimky z tohoto pravidla existuji,
naptiklad azulen je schopen fluorescen¢niho ptechodu i z hladiny S, (Lakowicz 1986).
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Emisni spektra vykazuji ¢asto zrcadlovou symetrii vi¢i absorpénim spektrim, Vviz
Obrazek 5. Divodem této symetrie je podobnost systému vibracnich hladin jednotlivych
elektronovych hladin. Pravdépodobnost piechodu z pocateéniho vibronového stavu do
koncového vibronového stavu je umérna Franckovu — Condonovu faktoru (viz kapitolu
2.1.3). Je-li tedy systém vibra¢nich hladin poc¢ate¢niho elektronového stavu a koncového
elektronového stavu podobny, jsou i vinové funkce, které tyto stavy popisuji, podobné
a podobné jsou i Franckovy — Condonovy faktory piechodu tam a ptechodu zp¢t.

Obrazek 5: Zrcadlova symetrie absorp¢niho a fluorescen¢niho spektra

0—>2 2<0

Fluorescence Absorption

Energy

Zdroj obradzku:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/17/Vibration-fluor-abs.png

Zrcadlova symetrie absorpéniho a emisniho spektra je zndzornéna na Obrazku 5,
absorpéni spektrum je znazornéno modfe, fluorescenéni spektrum zelend. Cisly jsou
oznaceny vibra¢ni hladiny, mezi nimiz dochazi k pfechodu. Fluorescen¢ni spektrum je
posunuto vzhledem k absorpénimu k niz§im energiim (Stokestv posuv). Na tomto obrazku
se prekryva cara absorpéniho a emisniho spektra odpovidajici pfechodu mezi zakladnimi
vibraénimi hladinami. Uzka &arovéa spektra pozorujeme pouze u velmi ziedénych plyni,
spektrum latky v roztoku ma podobu past, ty jsou v Obrazku 5 znazornény modrou resp.
zelenou kiivkou.

Franckiiv — Condontv princip fik4, ze pravdépodobnost ptechodu je nejvétsi mezi
stavy, jejichz piekryv vibra¢nich vlnovych funkci je maximalni, viz vzorec (11) v kapitole
2.1.3. Schematicky je Franckiv — Condonliv zndzornén na Obrazku 6, elektronové energe-
tické hladiny jsou oznaceny Ep a Ej, vibracni hladiny jsou oznaeny ¢isly a zndzornény
pribéhem vlnovych funkei. Pfechod elektronu z nizsi do vyssi energetické hladiny mize
obrazku znazornéno soufadnici Qo;. V obrazku je vyznacen piechod 0 — 2 aptechod
2 — 0, jejichz pravdépodobnosti jsou stejné.
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Obrazek 6: Franckiiv — Condontuv princip
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Zdroj obradzku:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/17/Vibration-fluor-abs.png

Ne vzdy vykazuje absorp¢ni a emisni spektrum zrcadlovou symetrii. Emisni spektrum
¢asto vykazuje méné Clenitou strukturu nez absorp¢ni, 1 kdyz 1 opaéné piipady jsou znamy
(Lakowicz 1986).

2.2.3. Stanoveni uinnosti prenosu energie

Obsahuje-1i nas vzorek dvé rizné slozky, je mozné, ze jedna z téchto slozek predava
absorbovanou energii sloZzce druhé. Absorbuji-li tyto slozky svétlo o riznych vlnovych
délkach, je mozné porovnanim absorpcniho a excitaéniho spektra vzorku zjistit uc¢innost
pfenosu energie mezi slozkami vzorku.

Excitujeme-li vzorek svétlem o vinové délce Aexs, na niz absorbuje pouze slozka 1
vzorku, a detekujeme-li svétlo emitované vzorkem, které ma vinovou délku Aemp
odpovidajici emisi slozky 2 vzorku, nikoliv slozky 1, pak je ziejmé, Ze ve vzorku doslo
k pfenosu energie ze slozky 1 na slozku 2.

Kvantitativné je mozné ucinnost prenosu energie ziskat porovnadnim zévislosti
1 —transmitance, tj. 1 — T, na vinové délce, se zavislosti intenzity emitovaného svétla na
excitacéni vlnové délce. Velicina 1 — T odpovida poméru intenzity absorbovaného svétla ku
intenzité dopadajiciho svétla, nabyvd hodnot od nuly do jedné. Naproti tomu excitacni
spektrum je méfeno V jednotkach poctu detekovanych fotond za sekundu — counts per
second, C. P. S., pfed porovnavanim je tedy tfeba jedno ze spekter normovat, a to

14


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/17/Vibration-fluor-abs.png

nejCastéji na absorpéni pas piechodu zhladiny Sy na hladinu S; piedpokladaného
akceptoru excitacni energie, V naSem piipad¢ slozky 2 vzorku. Je tedy nutné proméfit obé
spektra vcetné tohoto pasu.

Excitujeme-li vzorek svétlem o takovych vinovych délkach, na kterych absorbuje
pouze slozka 1 a méfime-li excitani svétlo na emisni vilnové délce, na které neemituje
svétlo slozka 1, ale slozka 2, pak bude vysledné excitacni spektrum nulové v pfipadé, ze
k pfenosu energie od slozky 1 ke sloZzce 2 nedochazi, a bude stejné jako normované
absorpéni 1 — T spektrum, pokud je uc¢innost ptenosu energie 100%. Pomér vysky pasu
slozky 1 v excita¢nim spektru ku vysce pasu této slozky v 1 — T spektru po normovani
dava ucinnost pfenosu energie od slozky 1 ke slozce 2 vzorku (Blankenship 2002).

2.2.4.  Fluorescen¢ni spektrometr

Schéma spektrofluorimetru je zobrazeno na Obrazku 7. Svétlo se §ifi ze zdroje,
kterym byva xenonova vybojka, do excitatniho monochromatoru, ktery ze svazku vybira
vlnovou délku, jiz se vzorek excituje. Svazek je dale rozdélen déliCem, ¢ast dopada na
vzorek, ktery je umistén ve vzorkové komote, Cast slouzi jako reference a dopadd na
detektor, kterym byva fotodioda. Fotony emitované vzorkem dopadaji pies emisni
monochromator na detektor. Pied a za vzorkem mohou byt umistény optické filtry, které
propousti pouze svétlo urcitych vinovych délek. Detekovany signal z obou detektord Se
zpracovava pocitacove.

Obrazek 7: Schéma spektrofluorimetru
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Na rozdil od absorp¢niho spektrometru (kapitola 2.1.4) neni mozné provést korekci na
neideélni chovéani lampy, monochromatorti a detektoru pouzitim referencniho vzorku. Pti
korekci excitaéniho spektra je tteba korigovat zejména chovani zdroje svétla a excitacniho
monochromatoru (Lakowicz 2006), naopak detektor neni tfeba korigovat, nebot’ pii méteni
detekujeme svétlo o jediné vinové délce. Ke korekci excitacniho spektra 1ze pouzit latku,
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jejiz emisni spektrum je nezavislé na excitacni vinové délce, jako ¢itac¢ fotond. Excitacni
spektrum takové latky je pak imérné intenzité¢ zdroje svétla na jednotlivych vinovych
délkach. Nejpouzivanéjsi takovou latkou je rhodamin B (Lakowicz 2006).

Chceme-li ziskat korigované emisni spektrum, je nutné stanovit odezvu emisniho
monochromatoru a detektoru na svétlo o rtiznych vinovych délkach. Korekci 1ze provést
pomoci lampy, jejiz spektrum zname (Lakowicz 2006).

Fluorescen¢ni spektra uvedena v této praci byla méfena na spektrofluorimetru
FluoroMax-4. K méteni byly pouzity fluorescencni kyvety z kiemenného skla. K méfeni
emisnich spekter byly pouzity korekcni soubory nalezejici ke spektrofluorimetru, excitacni
spektra byla méfena bez korekce, nebot' korekéni soubory v pozadovaném intervalu
vlnovych délek nebyly k dispozici.

2.3. Chlorofyl

2.3.1. Fotosyntéza

Fotosyntéza, z feckého pwto — svétlo a odvbeoic — skladani, je proces, jimz zivé
organismy ziskavaji energii ze slune¢niho zafreni a pfeménuji ji na energii chemickou,
kterd pohdni jejich Zivotni funkce. Slunce je témét vyhradnim zdrojem energie Zivota na
Zemi. Fotosyntetizujici organismy dovedou tuto energii ziskavat a vyuzivat pfimo, ostatni
(s vyjimkou chemoautotrofl) pak vyuzivaji jako zdroj energie produkty jinych organismu.

Spektrum slunecniho zareni je zobrazeno na Obrazku 8, Zlutou barvou je vyznaceno
spektrum slune¢niho zafeni pied vstupem do atmosféry, Cervenou barvou spektrum
sluneéniho zafeni na zemském povrchu. Sedou kiivkou je vyznadeno zafeni absolutné
cern¢ho télesa o teploté 5250 °C. K fotosyntéze je vyuZzivano viditelné svétlo a blizké
infraervené zafeni o vlnové délce do 1000 nm, svétlo téchto vinovych délek tvoii 62%
z celkového mnozstvi svétla dopadajiciho na zemsky povrch (Blankenship 2002).

Organismy, které ziskavaji slunecni energii fotosyntézou zaloZenou na barvivech na
bazi chlorofylu, se vyskytuji ve dvou ze tii domén taxonomického systému, v doméné
Bacteria a Eukarya. V doméné Archea se vyskytuji fotosyntetické organismy, ale jejich
fotosynteticky aparat je zaloZen na rodopsinu, nikoliv na chlorofylu (Blankenship 2002).

Fotosyntetizujici bakterie jsou soucasti Sesti kmeni, a to Firmicutes, Proteobacetria,
Chlorobi (zelené sirné bakterie), Chloroflexi (zelené nesirné bakterie), Cyanobacteria
(sinice) (Bryant a Frigaard 2006), poslednim kmenem jsou Acidobacteria, fotosyntetizujici
pfislusnici tohoto kmene byli objeveni teprve nedavno (Bryant 2007). V domén¢ Eukarya
jsou fotosyntetizujici organismy soucasti iSe rostlin (Blankenship 2002).

Fotosyntéza bakterii se odehrdva v membranovych utvarech vychlipenych z bunééné
stény, fotosyntéza eukaryot se odehrava v tylakoidech — membranovych utvarech nachaze-
jicich se ve specializovanych organelach zvanych chloroplasty. Chloroplasty se vyvinuly
ze samostatnych bun¢k, organely eukaryotnich bun¢k se znich staly v procesu endo-
symbiodzy (Sagan 1967).

Proces fotosyntézy se déli na svételnou a temnostni fazi. Pii svételné fazi dochazi
k absorpci svétla a pfeméné svételné energie na chemickou, pfi temnostni fazi se tato
energie spotfebovava na vyrobu stabilnich chemickych produktd, vyuzitelnych v dalSich
bunécnych procesech.
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Obrazek 8: Spektralni ozareni slune¢niho svétla

2.5 | |
UV | Viditelng, I1C
1svétlo
Al [ | oL i
g 24 ! ' Slunecni zareni pred vstupem do atmosfery
e :
z |
= 1.51 Zareni absolutné éerného télesa
O o teploté 5250 °C
N
o 14 . )
‘= Zareni na urovni
S mofrské hladiny
3 0.54 .
(% Absorpni pasy
0 03 "0 co, H,0
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500

A {nm)

Zdroj obrazku:
http://physweb.bgu.ac.il/COURSES/Astronomy1/Graphics/solar_spectrum.png,
obrazek byl upraven.

Svételna faze fotosyntézy se dale déli na tfi faze. V prvni fazi je svétlo absorbovano
jednim z pigment fotosyntetické antény. Diky absorpci se pigment excituje a dojde
K pteuspo-fadani naboje na pigmentu. Excitace se dale pfenasi mezi pigmenty antény,
dokud nedojde k pienosu excitace na reak¢ni centrum. V dalsi fazi dojde v reakénim centru
k pfeméné energie excitace na chemickou energii. Reakéni centrum je slozity komplex
proteini a pigmenti a obsahuje 1 specidlni dimer (dvojici) pigmentd, které slouzi jako
donor elektronu do elektronové kaskady.

Tteti faze fotosyntézy probiha bud’ cyklickym nebo necyklickym zptusobem. V obou
ptipadech dojde k predavani elektronu mezi molekulami a energie pii tom uvolnéna slouzi
k vytvofeni pH gradientu mezi prostory oddélenymi membranou. Tento gradient se
vyuzivéa jako pohon pro tvorbu ATP. P#i necyklickém procesu se navic redukuje NADP*
na NADPH. Odpadnim, avSak pro dne$ni Zivot zcela zasadnim produktem necyklické
formy fotosyntézy je kyslik.

Temnostni faze fotosyntézy se jiz neodehrava v membranovych utvarech, ale ve
stromatu chloroplasti, respektive v cytoplasmé prokaryotnich organismi. V temnostni fazi
jsou produkovany stabilni chemické slouceniny, které slouzi jako zdroj energie pro ostatni
bunécné procesy.
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2.3.2.  Chlorofyly, bakteriochlorofyl ¢

Molekula chlorofylu je planarni molekula o stran¢ délky ptiblizné 1 nm (Blankenship
2002), obsahujici tetrapyrrolovy kruh s atomem hoiciku uprostied, coz ji fadi mezi
porfyriny. Existuje n¢kolik typt chlorofylii a bakteriochlorofyll, které se od sebe lisi
chemickymi substituenty na porfyrinovém kruhu, zékladni struktura je vSak pro vsechny
typy chlorofyli a bakteriochlorofylii stejnd. Molekula chlorofylu bez atomu hoiciku se
nazyva feofytin.

V této praci jsem k méfeni pouzivala bakteriochlorofyl ¢ (dale BChl c). BChl ¢ se
vyskytuje Vv zelenych sirnych a nesirnych bakteriich spolu s BChl-em a a dalSimi
fotosyntetickymi pigmenty, zejména karotenoidy. Zajimavosti je, ze zelené sirné a nesirné
bakterie jsou pomérné vzdalen¢ piibuzné skupiny bakterii (Blankenship 2002).

Molekula BChl-u ¢ je znazornéna na Obrazku 9. Jednotlivé pyrrolové kruhy jsou
podle nazvoslovi IUPAC znaCeny pismeny A az D, viz Obrazek 9b, kruh oznaeny
pismenem E se nazyva isocyklicky (Blankenship 2002). Piimka prochazejici dusikovymi
atomy v kruzich A a C se oznacuje jako osa Y, 0sa X je pak ptimka spojujici atomy dusiku
v kruzich B a D. Porfyrinovy kruh obsahuje systém konjugovanych vazeb, jejichz
m elektrony jsou delokalizovany témét pies celou molekulu chlorofylu (Blankenship 2002).

BChl ¢ se vyskytuje jako smés piibuznych molekul. Substituentem ozna¢enym
v Obrazku 9 jako R; muze byt etyl, propyl nebo butyl, substituentem R, metyl nebo etyl,
substituent R3 je stearyl, farnesyl nebo jina nepolarni slou¢enina (Blankenship 2002).

Obrazek 9: Bakteriochlorofyl c
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Absorpéni spektrum BChl-u ¢ tvoii dva hlavni pasy, které oba odpovidaji piechodiim
z orbitalu 7 do antivazebného orbitalu z*. Absorp¢ni pas v modré a blizké ultrafialové ¢asti
spektra se nazyva Soretiv pas podle Svycarského chemika Jacques-Louise Soreta, tento pas
tvoii nékolik elektronovych ptechodti a k nim pfidruzenych vibrac¢nich pfechodt. Pas
Vv Cerven¢ oblasti spektra se nazyva Qy, odpovida piechodu, jehoz pfechodovy moment ma
smér osy Y. Na rozdil od jinych chlorofylii neni v absorpénim spektru BChl-u ¢ vidét
pas Qy, odpovidajici prechodu s pfechodovym momentem rovnobéznym S 0sou X. V zelené
oblasti spektra BChl ¢ neabsorbuje, coz mu, jako i ostatnim chlorofylim, dava zelenou
barvu.

BChl ¢ je rozpustny v nepolarnich rozpoustédlech (dietyleter, etanol). Ve vod¢ tvofi
BChl ¢ dimery, jejichz absorp¢ni spektrum se od spektra monomeru 1i§i posunem pasu Qy
smérem do Cervené az infraCervené oblasti, za tento posun je zodpovédna interakce mezi
dvéma molekulami BChl-u ¢ dimeru (Alster a dalsi 2008). Absorp¢ni spektrum BChl-u c,
ktery jsem pouzivala k méfeni, je znazornéno v Grafu 2, spektrum je normovano na pas
u 340 nm.

Smicha-li se pfed vstiiknutim do vody BChl ¢ s vhodnou nepolarni latkou, tvoii
BChl ¢ agregaty, podobné tém, které se vyskytuji v chlorosomech zelenych fotosyn-
tetickych bakterii (viz dale). Pas Qy agregathi se posouva k del§im vinovym délkam, jako
hranici pro odliSeni dimert a agregatii v této praci uvazuji hodnotu 715 nm, coz je nejvétsi
vlnova délka, kterou mize nabyvat maximum pasu Qy dimeru BChl-u ¢ ve vod¢ (Alster
a dalsi 2008). K agregaci BChl-u ¢ dochazi naptiklad s karotenoidy (Klinger a dalsi 2004)
nebo s azuleny (Pospisil 2008).

Graf 2: Absorp¢ni spektrum BChl-u c v etanolu (monomer) a ve vodé (dimer)
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2.3.3.  Svétlosbérné antény, chlorosomy, agregaty

Nejvétsi mnozstvi fotosyntetickych pigmentl se ve fotosyntetickém aparatu orga-
nismi nachazi ve svétlosbérnych anténach. Absorbuje-li néktera molekula pigmentu
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svételnou energii, miize ji za vhodnych podminek predat dalSim pigmentiim a absorbovana
energie pak putuje po svétlosbérné anténé¢ do reakéniho centra, antény tedy oproti
samotnym pigmentim zvySuji efektivitu vyuziti reak¢niho centra (Blankenship 2002).
Pigmenty umisténé na anténé dale od reakéniho centra Casto absorbuji svétlo o kratSich
vlnovych délkach. Pii pienosu excitace smérem do reakéniho centra se ¢ast energie ztraci
ve formé tepla, diky t€émto ztrdtdm je vsak pfenos excitacni energie nasmérovan k reakcni-
mu centru a nikoliv opa¢nym, pfipadné ndhodnym smérem (Blankenship 2002).

Ve vétsing typt svétlosbérnych antén jsou pigmenty vazany na proteinovou strukturu,
vyjimku tvofi svétlosbérné antény zelenych bakterii zvané chlorosomy, v nichz ma
rozhodujici tlohu pro strukturu antény vazba mezi jednotlivymi molekulami pigmentu
(Blankenship 2002). Chlorosomy obsahuji BChl ¢, d nebo e (vétSinou pouze jeden
z uvedenych typt), BChl a, karotenoidy a dalsi pigmenty. Chlorosomy jsou nejvétsi dosud
znamé anténové struktury, obsahuji desitky i1 stovky tisic molekul BChl a umoziiuji tak
fotosynteticky zivot i v podminkach o nizké intenzité dopadajiciho svétla (Frigaard
a Bryant 2006).

BChl c, d a e tvofi spolu s vhodnou nepolarni latkou ve vodném prostiedi in vitro
agregaty podobné tém v chlorosomech, coz dava nadé€ji na vyuziti téchto agregath
Vv procesu umélé fotosyntézy, tedy ziskavani elektrické energie ze svétla. BChl-y ¢, d a e
jsou schopny tvofit agregaty diky své vhodné chemické struktufe. Na rozdil od ostatnich
typt chlorofylli maji na kruhu A navédzan substituent obsahujici hydroxylovou skupinu
a naopak postradaji karboxylovou skupinu na kruhu E (viz Obrazek 9). Hydroxylova
skupina umoziiuje vazbu na hot¢ikovy atom druhé molekuly BChl, tyto dvé molekuly pak
tvofi dimer. Agregaty jsou tvofeny mnoha dimery BChl-u (Frigaard a Bryant 2006). Diky
absenci karboxylové skupiny mohou molekuly BChl-u v agregétu tvotit vodikové mustky
mezi hydroxylovou skupinou na kruhu A jedné molekuly a ketokyslikem na kruhu E druhé
molekuly (Blankenship 2002). Struktura agregatti neni dosud zcela znama, navrzeny byly
tzv. rod model (Nozawa a dalsi 1994), v némz dimery BChl-u tvofi pruty, lamelarni model
(PSencik a dalsi 2004), vnémz dimery BChl-u tvofi vrstvy a valcovy model, v némz
agregaty tvoii mnohovrstevnaté cylindrické struktury (Ganapathy a dalsi 2009).

2.4.Derivat indiga

Indigo je latka modré barvy, jiz od starovéku vyuzivand k barveni textilii, a to nejprve
Vv Indii, odkud se jeho pouzivani rozsifilo i do dalSich Casti svéta. Samotny nazev indiga je
odvozen od feckého slova ivdikov, indicky. Molekula indiga je znazornéna na Obrazku 10.

Pouzitym pigmentem byl derivat indiga, 5,5'-di-tert-butylindigo (dale L.-indigo),
jehoz struktura je znadzornéna na Obrazku 11 a prostorové uspotfadani je znazornéno na
Obrazku 12. L.-indigo syntetizoval prof. Dr. H. Langhals z Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen, syntéza je popsana v (Langhals 2007).

L.-indigo neni rozpustné ve vodé — absorpéni spektrum nasyceného roztoku L.-indiga
ve vodé bylo proméfeno po jednom dni od ptipravy, viz Graf 3, z grafu je patrné, Ze
absorp¢ni spektrum az na vyjimky nepiekrocilo hranici absorbance 0,0025 A. U., kterou
V této praci uvazuji jako chybu méteni.

L.-indigo je rozpustné v etanolu. Absorpcni spektra L.-indiga rozpusténého v etanolu
a malého mnozstvi L.-indiga rozpusténého v etanolu, které bylo vstiiknuto do pufru
(Tris-HCI o koncentraci 50 mmol-I™, pH = 8) jsou znazornéna v Grafu 4.
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Z grafu je patrné, Zze L.-indigo absorbuje svétlo zejména V ultrafialové oblasti
a v oblasti okolo 600 nm, tedy v oblastech, kde BChl ¢ absorbuje malo. V piipad¢, ze by
L.-indigo pfeddvalo energii absorbovaného svétla BChl-u ¢ v agregatech, zvysila by se
ucinnost, s jakou agregaty ziskavaji energii ze svétla.

Obrazek 10: Indigo
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Obrazek 11: L.-indigo
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Obrazek 12: L.-indigo

Obrazek byl vytvoren v programu ChemSketch
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Graf 3: Absorp¢ni spektrum L.-indiga ve vodé

0,004 |
\
\
1l
|
0,003 |
|
2 e
< 0002 | ‘«W‘M W'WM
= [ il \M Ll
< il N\ri” ] p\ M«M F
W‘ “ .”ﬂ ﬂ ﬂx (A‘w\ B I ﬂ“" ‘W "M“l\q}“’\,ﬂy
' W‘y L [\ '
) \ [ \ [
0,001 A M\WM |y M’w
YoM
u“wn‘“
0,000 : , : : : . .
300 400 500 600 700 800 900
A (hm)

Graf 4: Absorp¢ni spektrum L.-indiga v etanolu a malého mnozstvi roztoku L.-indiga
Vv etanolu, vstiiknutého do pufru (oznaceno L.-indigo v pufru)
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3. Vysledky méreni

3.1. Molarni extink¢ni koeficient L.-indiga

Ke stanoveni koncentrace roztoku L.-indiga v etanolu z naméfeného absorpcéniho
spektra je tfeba znat molarni extinkéni koeficient L.-indiga v etanolu, jak plyne
z Lambertova — Beerova zakona (7).

Molarni extink¢éni koeficient indiga rozpusténého v dimetylformamidu (DMF) pro
vlnovou délku 4 = 610 nm je podle (O'Connor a dalsi 1997) 15900 I'mol™cm™, podle
(Royo a dalsi 2005) 16 230 1'mol*cm™, podle (de Melo a dali) 22 140 1-mol cm™.
Molarni extinkéni koeficient L.-indiga rozpusténého v etanolu se vSak od téchto hodnot
mize lisit nejen diky rozdilim v chemické struktuie L.-indiga a indiga (viz Obrazek 10
a Obrazek 11), ale také pouzitim odlisného rozpoustédla. Proto bylo pted piipravou vzorka
pro studium agregace BChl a L.-indiga nutné ur¢it molarni extink¢ni koeficient L.-indiga
v etanolu.

Bylo rozpusténo (0,9 + 0,1) mg L.-indiga v (50,0 = 0,5) ml etanolu. Molarni
koncentrace c L.-indiga v etanolu je dana vztahem

n m
C=—=—1r, (13)
AR

kde n je latkové mnozstvi rozpusténého L.-indiga, V objem etanolu, m hmotnost
rozpu§téného L.-indiga a M jeho molarni hmotnost, M = 374 g-mol™. Podle (13) je tedy
molarni koncentrace L-indiga v etanolu ¢ = (48,1 + 5,4) umol-1*, chyba byla uréena
pfenesenim chyb uréeni hmotnosti a objemu.

Absorpéni spektrum L.-indiga bylo proméfeno v kyveté o tloustce | = 1 mm po
jednom dni od pfipravy, pfed mefenim byl doplnén odpateny etanol. Referenci byla kyveta
s etanolem. Absorpéni spektrum je znazornéno v Grafu 5.

Maximum pasu okolo 600 nm je na vlnové délce Amax = 605 nm, maximalni
absorbance Anax = (0,1042 + 0,0025) A. U., podle (7) je tedy molarni extinkéni koeficient
L.-indiga & = (21700 + 2 500) I-mol*cm™, chyba je urCena pienesenim chyby koncen-
trace L.-indiga a chyby absorbance. Namé&fena hodnota molarniho extinkéniho koeficientu
L.-indiga se tedy s hodnotou molarniho extinkéniho koeficientu indiga v DMF uvedenou
Vv (O'Connor a dalsi 1997) a (Royo a dalsi 2005) neshoduje ani v ramci chyby, s hodnotou
uvedenou v (de Melo a dalsi 2004) se v ramci chyby shoduje.
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Graf 5: K urceni molarniho extink¢éniho koeficientu L.-indiga v etanolu
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3.2.Studium agregace BChl-u c s L.-indigem

3.2.1.  Urceni koncentrace zasobnich roztoki BChl-u c a L.-indiga

Pted ptipravou vzorkli BChl-u ¢ a L.-indiga ke studiu vzniku agregati bylo tieba
nejprve pripravit zasobni roztoky obou latek o zndmé koncentraci.

Byl pfipraven nasyceny roztok L.-indiga v etanolu, k urceni koncentrace pomoci
absorpéniho méfeni byl vSak tento roztok pfili$ opticky husty, proto bylo 10 ul nasyceného
roztoku L.-indiga smichano s 3 ml etanolu a bylo zméfeno absorpéni spektrum. Pro
kontrolu bylo smichano 20 pl nasyceného roztoku L.-indiga s 3 ml etanolu a opét bylo
zméteno absorpéni spektrum. Jako reference byl vobou piipadech pouzit etanol.
Absorpéni spektra jsou zndzornéna v Grafu 6, spektrum o niz§i koncentraci bylo
vynasobeno dvéma.

V oblasti pasu u 605 nm odpovida absorpcni spektrum 10 ul nasyceného roztoku
L.-indiga v 3 ml etanolu po vynasobeni dvéma absorpénimu spektru L.-indiga v etanolu
0 ptiblizné dvojnasobné koncentraci, jak je parné z Grafu 6, coz je v souladu s o¢ekavanim
(viz vzorec (7)). Rozdily ve spektrech u nizsich vinovych délek mohou byt zptisobeny
pouzitim fluorescencni kyvety v jednom z méteni.

Absorbance 20 pl nasyceného roztoku L.-indiga v 3 ml etanolu na vinové délce
2= 605 nm je rovna (0,0389 + 0,0025) A.U., k méfeni byla pouzita kyveta délky | =1 cm.
Podle (7) je tedy koncentrace c; nasyceného roztoku L.-indiga v etanolu rovna
(0,27 + 0,04) mmol‘1™, v chybé je uvazena chyba ureni molarniho extinkéniho koeficientu
L.-indiga a chyba urceni absorbance.
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Graf 6: K urceni koncentrace zasobniho roztoku L.-indiga
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Stejnym zpisobem byla stanovena koncentrace BChl-u ¢ v zasobnim roztoku. BChl ¢
byl rozpustén v etanolu, 10 pl z tohoto zasobniho roztoku bylo smichano s 3 ml etanolu
a bylo prométeno absorpéni spektrum. Pro kontrolu byly smichany 2 pl zasobniho roztoku
BChl-u ¢ s 3 ml etanolu a opét bylo proméfeno absorpcni spektrum. Referenci byla v obou
ptipadech kyveta setanolem. Absorpéni spektra jsou znazornéna v Grafu 7, spektrum
méné koncentrovaného vzorku bylo vynasobeno pétkrat. Absorbance méné koncen-
trovaného vzorku vii¢i koncentrovanéjSimu je o néco niz$i, neZ by odpovidalo oc¢ekavani,
to vSak miize byt zptisobeno chybou urceni objemu rozpusténé¢ho vzorku.

Molarni extinkéni koeficient &, maxima pasu Qy BChl-u ¢ v metanolu je
69 700 I-mol™*cm™ (Namsaraev 2009), v acetonu 75 400 1:-mol*cm™ (Klinger a dalsi 2004),
v dietyléteru 73 000 I'molem™ (Umetsu a dalsi 1999). Molarni extinkéni koeficient
BChl-u ¢ v etanolu pro vinovou délku 4 = 667 nm, na niZ ma maximum pas Qy, jsem
uvazovala jako primér téchto ti hodnot, tedy (72 700 + 1300) I'mol*cm™, chyba je
smérodatnd odchylka aritmetického priméru.

Byla pouzita kyveta o tloustce | = 1 cm. K urceni koncentrace bylo pouzito spektrum
koncentrovanéjSiho vzorku, nebot’ je zatiZeno mensi relativni chybou v ureni objemu
vzorku. Absorbance pro vlnovou délku 4 = 667 nm je (1,67 + 0,09) A. U., chybu jsem
volila jako rozdil absorbance koncentrovanéjsiho vzorku a absorbance méné koncentro-
vaného vzorku po vynasobeni péti. Koncentrace zasobniho roztoku je tedy podle (7)
c=(6,9 £ 0,2) mmol-1*, vchyb& je uvaZena chyba ureni absorbance a molarniho
extink¢niho koeficientu BChl-u c.
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Graf 7: K uréeni koncentrace zasobniho roztoku BChl-u ¢
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koncentraci obou latek ve vzorcich je zaznamenan v Tabulce 1.

Tabulka 1: Objem roztoku BChl-u c a L.-indiga a pomér jejich koncentraci

Vzorek | BChlc | L.-indigo | cp:C;
1 Sul 0 ul 1:0
2 5ul 25 ul 1:0,20
3 Sul 50 ul 1:0,39
4 5ul 100 pl 1:0,78
5 5ul 200 ul | 1:1,57
3.2.2.

Vzorky, jejichz ptiprava byla popsana v kapitole 3.2.1, byly za sou¢asného michani
vstiiknuty do 3 ml pufru (Tris-HCI o koncentraci 50 mmol-I*, pH = 8). Thned po pfipravé
byla prométena jejich absorpéni spektra, jako reference byla pro vSechna méfeni pouzita
kyveta s pufrem. Absorp¢ni spektra vzorki jsou znazornéna v Grafu 8. Absorpéni spektra
Vv oblasti 550 az 800 nm jsou znazornéna v Grafu 9, v tomto grafu je vyznacena vlnova

Agregace BChl-u ¢ s L.-indigem

délka 4 = 715 nm, ktera je Vv této praci uvazovana jako hranice agregace.
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Graf 8:
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Z grafl je patrné, Ze maximum pasu Qy Se s rostouci koncentraci L.-indiga ve vzorcich
(viz Tabulku 1 na stran¢ 26) posouva k del§im vinovym délkam, maxima tohoto pasu pro
jednotlivé vzorky jsou uvedena v Tabulce 2 na strané 30, kde Aqy je vinova délka maxima
pasu Qy a Agy je absorbance na vlnové délce Agy. Ve spektrech také v souladu
s o¢ekavanim narustd s rostouci koncentraci L.-indiga intenzita past okolo 636 nm
a v blizké UV oblasti, které odpovidaji absorpénimu spektru L.-indiga v pufru (viz Graf 4
na strané 22).

Po meéfeni byly vzorky ponechdny vtemném prostiedi a pii pokojové teploté.
Absorpéni spektra vzorkd byla znovu proméfena po dvou dnech od pfipravy, viz Graf 10.
Absorpéni spektrum pro vinové délky 550 nm az 800 nm je zobrazeno v Grafu 11.

Maxima péasu Qy vSech vzorkil se posunula smérem k del$Sim vinovym délkam oproti
meéfeni hned po ptipravé vzorkd, jsou uvedena v Tabulce 2 na stran¢ 30. Také maximalni
absorbance tohoto pasu se zvysila ve vech vzorcich s vyjimkou vzorku 1.

Vzorky byly uskladnény v temném prostifedi za pokojové teploty po dobu dalSich
19 dni a po této dobé, tj. po tfech tydnech od pfipravy, byla znovu zméfena absorpéni
spektra, ktera jsou zobrazena v Grafu 12, oblast 550 nm az 800 nm je zobrazena
v Grafu 13. Pas Qy se opét posunul do Cervena a vSechny vzorky s vyjimkou prvniho jiz
maji maximum tohoto pasu za hranici 715 nm, viz Tabulku 2. Absorbance maxima péasu Qy
se u vSech vzorki snizila.

Posun pasu Qy vzorku 1, ktery neobsahuje L.-indigo, je jiZ zcela nepatrny (1 nm),
vlnové délka Agy = 707 nm.

Graf 10: Absorp¢ni spektrum vzorki, po dvou dnech od pFipravy
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Graf 11: Absorp¢ni spektrum vzorki, po dvou dnech od pFipravy, vyiez
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Graf 12: Absorpé¢ni spektrum vzorki, po tiech tydnech od pripravy
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Graf 13: Absorp¢ni spektrum vzorki, tfi tydny od piipravy, vyiez
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Tabulka 2: Maxima pasu Qy pro jednotlivé vzorky
vzorek | coic Thned po piipravé Po dvou dnech Po tiech tydnech
Aoy (NM) | Agy (AU.) | Agy (NM) | Agy (A.U.) | Aoy (NM) | Agy (AU.)
1 1:0 681 0,15700 706 0,13263 707 0,11336
2 1:0,20 707 0,23327 715 0,24653 716 0,21811
3 1:0,39 713 0,26042 720 0,27563 723 0,24185
4 1:0,78 718 0,30258 728 0,31882 732 0,28908
5 1:1,57 730 0,34743 738 0,41607 739 0,34188

Absorpéni spektra vzorku 5 ihned po ptiprave, po dvou dnech od piipravy a po tfech
tydnech od pfipravy jsou zndzornéna v Grafu 14, v grafu je vyznacena vlnova délka
715 nm. Ve spektrech dochazi k mirnému poklesu absorpénich past L.-indiga, pokles
pasu u 630 nm je Castecné zplsoben posunem pasu Qy BChl-u ¢ do ¢ervena.

30




Graf 14: Absorp¢ni spektrum vzorku 5 po pripravé, po dvou dnech od piipravy a po
tiech tydnech od pripravy
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3.3. Starnuti vzorku L.-indiga v pufru

Byl ptipraven roztok L.-indiga v etanolu, 30 pl tohoto roztoku bylo vstiiknuto do 3 ml
pufru a bylo prométeno absorp¢ni spektrum tohoto vzorku. Poté byl vzorek ponechan
Vv temnu o pokojové teploté a po 24 dnech od pfipravy bylo znovu prométeno absorpcni
spektrum. Referenci byla v obou pfipadech kyveta s pufrem. Ob¢ spektra jsou zobrazena
v Grafu 15.

Koncentrace tohoto vzorku v etanolu je podle Lambertova — Beerova zakona (7)
piiblizné 0,2 mmol-1?, ke stanoveni koncentrace byla pouzita hodnota absorbance vzorku
Vv pufru ihned po pfipravé na vinové délce 605 nm, A = 0,0378 A. U., a extinkéniho
koeficientu L.-indiga v etanolu, & = 21 700 1-mol™cm™, ktery byl uréen v kapitole 3.1.

Maxima pasu okolo 600 nm se posunula v priibéhu starnuti o 4 nm k cervenému konci
spektra, z588 nm na 592 nm a z 624 nm na 628 nm. Hodnoty absorbance na téchto
vlnovych délkach vzorku ihned po piipravé a po 24 dnech od pfipravy jsou zaznamenany
v Tabulce 3. V tabulce jsou dale uvedeny hodnoty absorbance na vinové délce 605 nm.

Byl pfipraven nasyceny roztok L.-indiga v etanolu, 200 pl tohoto roztoku bylo
vsttiknuto do 3 ml pufru a bylo zméfeno absorpcni spektrum tohoto vzorku. Poté byl
vzorek ponechdn vtemnu o pokojové teploté, po Ctyfech dnech a po Sesti dnech po
ptipravé bylo znovu prométfeno absorpéni spektrum. Referenci absorpénich méfeni byla
kyveta s pufrem. VSechna spektra jsou zobrazena v Grafu 16.
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Absorbance L.-indiga se v prabéhu starnuti vyrazné snizila. Maxima pasu okolo
600 nm jsou ve spektru vzorku ihned po pfipravé na vinovych délkach 591 nm a 631 nm,
Vv pozd¢ji méfenych spektrech se jiz na vlnové délce 591 nm vyraznéj$i absorpcni
maximum nevyskytuje a celkové maximum pasu se posunulo na vilnovou délku 651 nm.
Hodnoty absorbance na vinovych délkach 591 nm, 631 nm a 651 nm a na vinové délce
605 nm vzorku ihned po piipravé, po Ctyfech dnech od ptipravy a po Sesti dnech od
pfipravy jsou zaznamenany v Tabulce 4.

Graf 15: Absorpéni spektrum L.-indiga v pufru ihned po piipravé a po 24 dnech od
pripravy
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Tabulka 3: Absorbance roztoku L.-indiga v etanolu vstiiknutého do pufru ihned po
pripravé a po 24 dnech od pripravy

A=588nNm [ A=592nm |1=605nm | A =624 nm | 1 =628 nm
AAU) | A(AU) | A(AU) | A(AU) A(A.U)
Thned po piipravé | 0,0386 0,0384 0,0378 0,0404 0,0401
24 dni po pripravé | 0,0225 0,0226 0,0220 0,0244 0,0246
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Graf 16: Absorpéni spektrum L.-indiga v pufru ihned po pFipravé, po ¢tyfech dnech
od pripravy a po Sesti dnech od pripravy
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Tabulka 4: Absorbance roztoku L.-indiga v etanolu vstiiknutého do pufru ihned po
pripravé, 4 dny po pripravé a 6 dni po pripravé

A=591nm | A=605nm | A=631nm | 4 =651 nm
AAU) | A(AU) | A(ALU) | A(AU)
Thned po pripravé 0,2825 0,2845 0,3171 0,3088
4 dny po pripravé 0,0885 0,0902 0,1029 0,1088
6 dnii po pripravé 0,0653 0,0666 0,0769 0,0822

3.4. Fluorescen¢ni spektroskopie

L.-indigo absorbuje svétlo na jinych vlnovych délkach nez BChl c, porovnanim
excita¢niho a absorp¢niho spektra vzorku L.-indiga a BChl-u ¢ lze tedy zjistit uc¢innost
ptrenosu energie absorbované L.-indigem na BChl ¢ ve vzorku, viz kapitolu 2.2.3.

Byla méiena fluorescen¢ni spektra vzorku 5, ktery obsahuje ze vSech vzorkl nejvice
L.-indiga, a 30 pl roztoku L.-indiga v etanolu v 3 ml pufru. Pfed fluorescencnim métenim
bylo proméfeno absorpéni spektrum obou latek, znovu bylo proméfeno po dokonceni
fluorescen¢nich méfeni, viz Graf 17 a Graf 18.

Z Grafu 17 je patrné, ze fluorescenéni méfeni ma vliv na pas Qy i Soretiiv pas spektra
BChl-u c, jejichz absorbance se po fluorescenénim méteni snizila, naopak pasy L.-indiga
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nejsou piilis ovlivnény. Absorpéni spektrum samotného L.-indiga pfed a po méieni
fluorescence (Graf 18) se neshoduji, absorbance pasu mezi 580 nm az 650 nm klesa,
naopak absorbance pasii u 230 nm a 250 nm se zvysSuje.

Graf 17:Absorp¢ni spektrum vzorku 5 pi‘ed a po méreni fluorescence

—— Pfed mérenim fluorescence
—— Po méreni fluorescence

0,6

A(AU)

0,0 T T T T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800 900
A (nm)

Graf 18: Absorp¢ni spektrum L.-indiga pied a po méfeni fluorescence
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Bylo proméfeno emisni spektrum vzorku 5, viz Graf 19. Excita¢ni vinova délka Ae
byla 460 nm, Sitka excitanich i emisnich Stérbin byla 5 nm. Veli¢inou na svislé ose
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spektra je intenzita emitovaného svétla | v jednotkach detekovanych fotoni za sekundu
(counts per second — C.P.S.). Citlivost detektord pouzitého fluorescen¢niho spektrometru
se pro delsi vinové délky snizuje. Proto bylo nutné provést korekci naméfenych emisnich
spekter, pouzit byl korekcéni soubor nalezejici ke spektrometru. Tato korekce vSak ziejmé
pro velké vinové délky neni spolehlivd, nebot” ve vSech méfenych emisnich spektrech
strmé roste intenzita svétla po korekcei pro vinové délky nad priblizn€ 825 nm.

Graf 19: Emisni spektrum vzorku 5, Aex = 460 nm
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Na vlnové délce 460 nm L.-indigo témét neabsorbuje svétlo (viz Graf 18), v emisnim
spektru vzorku 5 pozorujeme pouze pas, jehoz maximum je na vinové délce 775 nm. Tento
pés odpovida emisnimu spektru BChl-u ¢ (Alster a dalsi 2008).

Byla proméfena zavislost intenzity emitovaného svétla vzorku 5 na excitacni vinové
délce Vv rozsahu excitacnich vinovych délek 405 nm az 775 nm, emisni vinova délka Aem
byla zvolena 790 nm, S$itka excitaénich i emisnich S$térbin spektrofluorimetru byla
nastavena na 5 nm. Excitacni spektrum vzniklo vydélenim spektra naméfené¢ho na
vzorkovém detektoru a spektra naméfeného na referencnim detektoru (viz Obrazek 7
v kapitole 2.2.4), tato spektra nebyla korigovana, nebot dostupné korekéni soubory
neobsahovaly potiebny interval vinovych délek.

Absorpéni spektra vzorku 5 pred a po méfeni fluorescence byla sectena a vydélena
dvéma, tak vzniklo primérné absorpéni spektrum. Zavislost absorbance na vlnové délce
byla pfevedena na zavislost 1 — transmitance na vlnové délce podle vztahu

1-T =1-10"", (14)

vysledné spektrum bylo vynasobeno koeficientem 65941 tak, aby primérna hodnota tii
bodi okolo maxima pasu u 740 nm byla stejnd jako primérna hodnota tii bodl okolo
maxima pasu u 734 nm v excitaénim spektru. Excita¢ni spektrum bylo posunuto o0 6 nm
smérem k vy$$im vinovym délkam, ob¢ spektra jsou zobrazena v Grafu 20.

Bylo zméfeno emisni spektrum roztoku L.-indiga v etanolu v pufru pro excita¢ni
vinovou délku Aex = 590 nm, §ifka excitacnich $térbin byla 10 nm, $ifka emisnich $térbin
5 nm, spektrum je znazornéno v Grafu 21.
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Graf 20: Absorpéni a excitaéni spektrum vzorku 5, ey = 790 nm. Absorpéni
spektrum je praumér z absorp¢éniho spektra pied a po méieni fluorescence,
excita¢ni spektrum bylo posunuto o 6 nm k del§im vinovym délkam.
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Graf 21: Emisni spektrum L.-indiga, Zex = 590 nm
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Podle Grafu 21 se zda, ze L.-indigo na vinové délce 790 nm emituje svétlo, nelze vSak

rozhodnout, zda je tento graf spolehlivy a zda se zde jiz neprojevuje narist intenzity ve
spektru s korekci pro dlouhé vinové délky.

36



Bylo zméfeno emisni spektrum vzorku 5 pii excita¢ni vinové délce Aex = 590 nm, Siika
excitacnich i emisnich $térbin byla 5 nm, spektrum je zobrazeno v Grafu 22. Ve spektru
op¢t pozorujeme nartist intenzity pro vinovou délku vyssi nez piiblizné¢ 825 nm, za ktery je
zfejmé zodpoveédny nedostatecny korekéni soubor. Maximum pasu mezi 750 nm a 800 nm
je na vlnové délce 768 nm, tento pas odpovida emisi BChl-u c. Za ptedpokladu, ze na
vlnové délce 590 nm BChl ¢ ve vzorku 5 neabsorbuje, znamena vyskyt pasu BChl-u ¢
v Grafu 22, Ze se energie absorbovana L.-indigem ve vzorku 5 pienasi na BChl c.

Graf 22: Emisni spektrum vzorku 5, Aex = 590 nm
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4. Diskuse

4.1. Molarni extinkéni koeficient L.-indiga

Pfi uréovani molarniho extinkéniho koeficientu L.-indiga Vv etanolu byla nejvétsim
zdrojem chyby nepiesnost v ureni hmotnosti navazeného L.-indiga. Ta byla odhadnuta
jako £ 0,1 mg, tedy piiblizn¢ 11 %. V této chybé se projevuje nepiesnost samotnych vah,
navazena hodnota se pohybovala ptiblizné v intervalu = 0,04 mg od hodnoty 0,9 mg. Dalsi
nepiesnosti mohou vznikat pfi manipulaci s navazenym vzorkem, proto byla chyba urceni
hmotnosti stanovena vys$$i, nez odpovida chybé samotného vazeni. L.-indigo bylo
rozpousténo v etanolu v odmérné barce, chybu ureni objemu uvazuji jako 1%. Relativni
chyba uréeni molarniho extinkéniho koeficientu L.-indiga je pak pfiblizné 12%, projevi se
I chyba urceni absorbance.

Nameéfena hodnota molarniho extink¢éniho koeficientu L.-indiga v etanolu se v ramci
chyby shoduje s hodnotou molarniho extink¢éniho koeficientu indiga v DMF uvedenou
Vv (de Melo a dalsi 2004). Neshoduje se s dalsimi dvéma prameny, (O'Connor a dalsi 1997)
a (Royo a dalsi 2005). Odchylky od hodnoty molarniho extinkéniho koeficientu indiga
v DMF bylo mozné ocekavat diky ponékud odlisné chemické struktufe L.-indiga a indiga
a pouziti riznych rozpoustédel.

4.2. Starnuti L.-indiga v pufru

Studium starnuti L.-indiga nepatii mezi hlavni cile této prace. Starne-li vSak malé
mnozstvi samotného L.-indiga rozpusténého v etanolu Vv pufru jinak, nez je-li soucasti
vzorku i BChl c, jedna se o doklad interakce mezi molekulami BChl-u ¢ a L.-indiga ve
vzorku, ktery miiZze podpofit tezi o vzniku agregatti BChl-u c.

Bylo studovano starnuti 30 pl roztoku L.-indiga v etanolu v 3 ml pufru po dobu 24 dni
a starnuti 200 pl nasyceného roztoku L.-indiga v etanolu v 3 ml pufru po dobu 6 dni,
koncentrace L.-indiga v pufru v prvnim piipad¢ piiblizné odpovida koncentraci L.-indiga
ve vzorku 2, ve druhém ptipad¢ pak koncentraci L.-indiga ve vzorku 5.

V absorp¢nich spektrech v pribéhu starnuti je patrny pokles pasa L.-indiga, v roztoku
tedy ziejm¢ dochazi ke srazeni L.-indiga. U méné koncentrovaného vzorku se na vinové
délce 605 nm absorbance za 24 dni snizila pfiblizné o 42%, u koncentrovangj$iho vzorku
se na téZe vlnové délce absorbance za Sest dni snizila pfiblizné o 77%. Rychlost srdzeni
L.-indiga zfejmé& tedy zavisi na jeho pocate¢ni koncentraci.

V absorpcnim spektru také dochazi ke zménam tvaru pasi. Je-li L.-indigo rozpusténo
Vv etanolu, ma absorpcni pas okolo 600 nm pouze jedno maximum, a to na vinové délce
605 nm, viz Graf 4 v kapitole 2.4. Je-li malé mnozstvi roztoku L.-indiga v etanolu
vstfiknuto do pufru, zméni pas okolo 600 nm tvar. Podle tvaru tohoto pasu je mozné
predpokladat, ze je tento pas tvofen tfemi absorpCnimi piechody, jejichz maxima lezi
pfiblizné na vlnovych délkach 590 nm, 630 nm a 650 nm. V prabchu starnuti pak dochazi
ke zméné ve vzajemnych pomérech téchto past, pasy u delsich vinovych délek se relativné
zvysuji. To je patrné zejména u koncentrovanéjsiho vzorku, viz Graf 16 v kapitole 3.3, ale
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tento proces probiha i u méné koncentrovaného vzorku. Rozstépeni absorpéniho péasu na tii
a zmény v jejich vzajemnych pomérech v pribéhu starnuti mohou ukazovat na to, Ze
nepolarni L.-indigo se v polarnim rozpoustédle — vodé (ktera je hlavni slozkou pufru)
vyskytuje ve tfech riznych formach a zastoupeni téchto forem se v pribehu starnuti méni.
Mize dochazet k n¢jaké formé agregace L.-indiga v pufru. K potvrzeni téchto domnének
by vsak bylo tfeba dalSich méteni.

4.3. Tvorba agregati BChl-u c a L.-indiga

Meéfenim absorpénich spekter vzorkti BChl-u ¢ a L.-indiga v pufru byl prokazan vznik
agregatti. Maximum pasu Qy BChl-u ¢ se v absorpénich spektrech konzistentné se vzrista-
jici koncentraci L.-indiga posouva dale do infracervené oblasti, viz grafy v kapitole 3.2.2
a Tabulku 2. Pfi méfeni ihned po piipravé odpovidaji spektru agregatii pouze vzorky 4 a 5
(maximum pasu Qy na 718 nm resp. 730 nm), po dvou dnech od ptipravy se nad hranici
agregace posouva i maximum pasu Qy vzorku 3 (720 nm), maximum pasu Qy vzorku 2 je
na hranici agregace, tj. na 715 nm.

Za dalsich devatenact dni jiz doslo pouze k drobnym posunim maxima pasu Qy
smérem do infracervené oblasti spektra, tyto zmény byly mensi nez zmény, které se udaly
za prvni dva dny vyvoje. Da se tedy ptredpokladat, Ze pokud by nedoslo k degradaci
vzorkd, absorpéni pasy by se jiz dale ptili§ neposouvaly.

O 1 nm nad hranici agregace se posunulo i maximum pasu Qy vzorku 2, agregaty tedy

........

cv v

nutnému molarnimu poméru pro vznik agregatu.

V pribéhu prvnich dvou dnli po piipravé vzorkd se absorbance pasu Qy vzorkl
zvySovala, S vyjimkou vzorku 1, tedy vzorku samotného BChl-u ¢ v pufru, kde zmény
odpovidaji spiSe zméné poméru absorbance dvou past u piiblizné¢ 680 nm a 706 nm,
tvoricich pas Qy. Ve spektru ihned po piipravé je vyrazngjsi pas u 680 nm, po dvou dnech
od pfipravy je vyrazngj$i pas u 706 nm, dochazi tak k vyraznému posunu maxima pasu Qy,
tvofené¢ho témito dvéma pasy. Takovyto vyvoj je pro spektra BChl-u ¢ v pufru a bez
pfimési nepolarnich necistot typicky. Po tfech tydnech od pfipravy se maximum pasu Qy
vzorku 1 posunulo na 707 nm, BChl c tedy ziistal ve formé dimerti. Znamena to také, ze se
v pribéhu méfeni do vzorku nedostala zddna nepolarni necistota, kterd by vyvolala
agregaci a posun pasu Qy na hranici 715 nm.

Po tfech tydnech od pfipravy doSlo k opétovnému sniZeni absorbance pasu Qy.
Absorbance ostatnich oblasti spektra se v pribéhu starnuti priibézné€ snizovala, zda se tedy,
ze se Cast agregatl ve vzorcich srazi.

Dalsim dikaz toho, ze je ve vzorcich L.-indigo zabudované do agregatli, poskytuje
studium starnuti malého mnozstvi roztoku L.-indiga Vv etanolu rozpusténého v pufru.
Absorbance na vinové délce 605 nm vzorkt Behl-u ¢ a L.-indiga se po tfech tydnech od
piipravy snizila u vzorku 2 o 13%, u vzorku 3 o 21%, u vzorku 4 o 18% a u vzorku 5
pouze o 4%, za ¢ast tohoto sniZeni je pfitom zodpovédny posun pasu Qy BChl-u ¢ déle do
infratervené oblasti. Absorbance 30 ul roztoku L.-indiga v etanolu v 3 ml pufru se po
24 dnech na vInové délce 605 nm snizila piiblizné o 42%, koncentrace L.-indiga v tomto
vzorku piitom piiblizné odpovida koncentraci L.-indiga ve vzorku 2. Absorbance 200 pl
roztoku L.-indiga v etanolu v 3 ml pufru se jiz po 6 dnech starnuti na vinové délce 605 nm
snizila pfiblizné o 77%, koncentrace L.-indiga Vv tomto vzorku odpovida koncentraci
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L.-indiga ve vzorku 5. Snizeni absorbance L.-indiga ve vzorcich, které obsahuji BChl ¢ je
tedy vyrazné nizsi nez ve vzorcich, které BChl ¢ neobsahuji. Zatimco samotné L.-indigo
v pufru se v prabéhu starnuti pomérné hodné srazi, ve vzorcich 2 az 5 je L.-indigo
zabudované do agregatii a priliS se nesrazi.

Posun pasu Qy BChl-u ¢ a rozdilna rychlost srazeni L.-indiga ve vzorcich s BChl-em ¢
a bez BChl-u ¢ dokazuji, Ze indigo vyvolava tvorbu agregati BChl-u c.

4.4. Prenos energie v agregatech

Pro méfeni excitaéniho spektra byla zvolena emisni vinova délka Aery = 790 nm. Pro
porovnani absorpcniho a excitacniho spektra k ur€ovdni ucinnosti pienosu energie
absorbované L.-indigem na BChl ¢ v agregatech je nutné, aby soucasti naméteného
excita¢niho spektra bylo maximum pasu Qy BChl-u ¢ u 740 nm, na ktery provadime
normovani. Pfi méfeni excitatniho spektra jsme pak shora omezeni vlnovymi délkami
blizkymi 790 nm, kdy detektor detekuje nikoliv fluorescenci, ale piimo excitacni svétlo,
zdola jsme omezeni vinovymi délkami blizkymi 395 nm, tedy o polovi¢ni vinové délce nez
je Aem, které emisni monochromator také propousti do detektoru. Excita¢ni spektrum bylo
meéfeno pro vinové délky 405 nm az 775 nm, viz Graf 20, pro vinové délky blizké 405 nm
resp. 775 nm se ve spektru projevuje narist intenzity, ktery odpovida detekci excita¢niho
svétla.

Soucasti pouzitého intervalu vinovych délek je i oblast absorpce L.-indiga mezi
pfiblizn¢ 500 nm a 700 nm, viz Graf 18, naopak agregaty BChl ¢ v této oblasti vlnovych
delek vykazuji nizkou absorpci svétla (Klinger a dalsi 2004).

BChl ¢ v agregatech na vlnové délce 790 nm emituje svétlo, jak bylo zjisténo
méfenim emisniho spektra vzorku 5 pfi excitacni vinové délce Zex = 460 nm, na niz
L.-indigo svétlo témét neabsorbuje. Emisni spektrum je zobrazeno v Grafu 19.

Primér absorpcniho spektra vzorku 5 pted a po méfeni fluorescence byl preveden na
zavislost 1 — T na vlnové délce a normovan na maximum pasu Qy V excitacnim spektru.
Toto maximum bylo oproti maximu absorp¢niho spektra posunuto o 6 nm k modrému
konci spektra, tento posun byl pravdépodobné zptisoben rozdilem v kalibraci absorpéniho
a fluorescencniho spektrometru. Pro urceni uCinnosti pfenosu energie bylo excitacni
spektrum o 6 nm posunuto k delsim vinovym délkam.

Maximum pasu absorp¢niho spektra mezi pfiblizné¢ 550 nm a 700 nm je na vlnové
délce 4 = 637 nm. Pomér posunutého excitatniho spektra ku normovanému absorpcnimu
spektru na této vinové délce je priblizné roven 0,63. Na vlnové délce A = 605 nm je pomér
posunutého excitacniho spektra ku normovanému absorpénimu spektru piiblizné roven
0,64. V pripad¢, ze L.-indigo na vinové délce 790 nm svétlo neemituje, znamena to, Ze
L.-indigo v agregatech predava energii BChl-u ¢ s G¢innosti mezi 60% a 70%.

Bylo naméteno emisni spektrum 30 pl roztoku L.-indiga v etanolu vstfiknutého do
3 ml pufru, excita¢ni vinova délka byla Aex = 590 nm, Sitka excita¢nich §térbin byla 10 nm,
Sitka emisnich §térbin 5 nm, spektrum je znazornéno v Grafu 21.

VSechna naméfend emisni spektra byla opravena pomoci korekéniho souboru
ptislusného Kk pouzitému spektrometru, nebot’ citlivost detektoru se pro vinové délky nad
pfiblizné 680 nm vyrazné snizuje. Korekéni soubor vSak ziejmé neni zcela spolehlivy,
nebot’ pro vinové délky nad 825 nm ve vSech namétenych emisnich spektrech, nezavisle na
pouzité excitacni vinové délce a vzorku, intenzita detekovaného svétla po korekci prudce
narUsta.
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Podle Grafu 21 L.-indigo na vinové délce 790 nm svétlo emituje, nelze vSak s uritosti
fici, zda se jiz zde neprojevuje nedokonalost korekéniho souboru a jak vyznamna je tedy
tato emise.

Na vlnové délce 4 = 590 nm je absorbance vzorku 5 Ays 590 = 0,1885 A. U., absorbance
L.-indiga v pufru pouzivaného pro fluorescencni méfeni je Ajsgo = 0,0263 A. U., viz
Graf 17 a Graf 18, ob¢é uvedené hodnoty jsou prumér absorbance pied a po méfeni
fluorescence. Koncentrace vzorku je podle Lambertova — Beerova zakona (7) piimo
umérna absorbanci. Za predpokladu, ze BChl ¢ ve vzorku 5 na vlnové délce 590 nm
neabsorbuje, je tedy koncentrace L.-indiga ve vzorku 5 piiblizné sedmkrat vysSi nez
koncentrace ve vzorku samotného L.-indiga v pufru.

Piedpokladejme, ze BChl ¢ ve vzorku 5 na vinové délce 590 nm absorbuje svétlo
stejné jako vzorek 1 po tfech tydnech od piipravy — absorbance vzorku 1 na vinové délce
590 nm je Av1 500 = 0,0384 A. U., viz Graf 12. Pokud tuto hodnotu ode¢teme od absorbance
Ays 500, dostaneme priblizng Sestkrat vyssi koncentraci L.-indiga ve vzorku 5 nez ve vzorku
samotného L.-indiga v pufru. Samotné L.-indigo pii excitaci na vlnové délce 590 nm
a emisni vinové délce 790 nm emituje svétlo o intenzité lj 790 = 126 000 C. P. S., vzorek 5
pfi stejné excitacni a emisni vlnové délce emituje svétlo o intenzité lys5790 = 14 000 C. P. S,
viz Graf 20 a Graf 21. Ptfi méfeni emisniho spektra L.-indiga byly vSak pouzity dvakrat
Sirsi excitacni $térbiny nez pti méfeni excitaniho spektra vzorku 5. Vydélime-li intenzitu
li 790 Ctyfikrat, ¢imz opravime pouziti dvakrat SirSich Stérbin v ptipadé méteni L.-indiga, je
stale tato intenzita pfiblizn¢ dvakrat vys$i nez intenzita lys790. POdle nasich méteni tedy
Sest- az sedmkrat méné koncentrovany vzorek emituje svétlo o dvakrat vyssi intenzité, coz
je ve sporu s Lambertovym — Beerovym zakonem. Nutné tedy dochazime k zavéru, zZe je
emisni spektrum L.-indiga (Graf 21) nebo excitacni spektrum vzorku 5 (Graf 20)
zkresleno, ptipadné Ze jsou zkreslena ob¢ dve spektra.

Nelze rozhodnout, nakolik L.-indigo emituje svétlo o vinové délce 790 nm, a tedy ani
nelze z excita¢niho spektra urcit, zda se energie absorbovana L.-indigem pifenasi na
BChl c, ¢i nikoliv.

Bylo naméfeno emisni spektrum vzorku 5, vzorek byl excitovan svétlem o vinové
délce Adex = 590 nm, Sitka excitaéni i emisni Stérbiny byla 5 nm, viz Graf 22. V tomto
spektru pozorujeme pas, ktery byl v emisnim spektru v Grafu 19 identifikovan jako pas
BChl-u c. V piipadé, Zze BChl ¢ v agregatech svétlo o vinové délce 590 nm neabsorbuje,
jedna se o diikaz pienosu energie z L.-indiga na BChl c.

Primér absorbance vzorku 5 pied a po méteni fluorescence na vinové délce 460 nm je
A0 = 0,2848 A. U., intenzita emitovaného svétla na 775 nm pifi excitaci svétlem
0 vlnové délce 460 nm je lys5775 = 739 000 C. P. S. Za predpokladu, ze na vinové délce
590 nm BChl ¢ ve vzorku 5 absorbuje stejné jako ve vzorku 1 po tfech tydnech od
pfipravy, tj. Avuise0 = 0,0384 A. U., a za predpokladu, Ze intenzita emitovaného svétla je
pfimo Umérnd absorbanci, by intenzita emitovan¢ho svétla na 775 nm pii excitaci na
vlnové délce 590 nm méla byt piiblizné 100 000 C. P. S., naméfend intenzita je piiblizné
300000 C. P. S., tedy ttikrat vyssi. To opét znamena, ze se energie absorbovana
L.-indigem pienasi na BChl c.

Je ovSem otazkou, nakolik je hodnota intenzity v Grafu 22 ovlivnéna zvySovanim
naméfené intenzity po korekci u velkych vlnovych délek, nakolik je tedy spolehliva. Znovu
bohuzel musime konstatovat, ze pienos energie mezi L.-indigem a BChl-em c nebyl ani
prokdzan ani vyvracen.

Pasy BChl ¢ v absorpcnim spektrum vzorku 5 v prabéhu fluorescenéniho meéteni
poklesly, viz Graf 17. Naopak absorpéni pasy L.-indiga ve vzorku 5 v pribéhu
fluorescence nepoklesly ptilis vyrazné. Je tedy mozné, ze intenzivni svétlo, kterému byl
vzorek v pribéhu fluorescenénich méteni vystaven, ma vliv na rozpad agregatt, uvolnéné
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L.-indigo zGstava rozpusténé, uvolnény BChl ¢ se vSak srazi, v absorpnim spektru ho tedy
dale nepozorujeme.

Absorpéni spektrum L.-indiga pied fluorescencnim meéfenim se také neshoduje se
spektrem po fluorescencnim méteni, absorbance pasu okolo 600 nm klesd, naopak
absorbance pasu v ultrafialové oblasti roste. Tato zména odpovida vysrazeni ¢asti L.-indiga
VvV pufru, ¢imz se zvySuje rozptyl svétla ve vzorku. Intenzita rozptyleného svétla klesa
s vlnovou délkou 4 umérné& 1/4%.
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5. Zaveér

M¢tenim absorpéniho spektra roztoku 5,5'-di-tert-butylindiga (L.-indiga) v etanolu
0 znam¢é koncentraci byl uréen molarni extinkéni koeficient ¢; L.-indiga pro vinovou délku
4 =605nm, & = (21 700 + 2 500) I'mol™‘cm™.

Podafilo se prokazat, ze bakteriochlorofyl ¢ (BChl ¢) s L.-indigem ve vodném
prostedi vytvaii agregaty. Dokladem jsou zmény v absorpénim spektru smési BChl-u ¢
a L.-indiga v pufru oproti spektru samotného BChl-u ¢ v pufru. Pas Qy BChl ¢ se posouva
s rostouci koncentraci L.-indiga ve vzorku a s postupujicim casem K delsim vinovym
délkam.

Agregaty vznikaji jiz pfi poméru koncentrace ¢, BChl-u ¢ a ¢; L.-indiga cy:¢; = 5:1,
nejniz§imu nutnému molarnimu poméru pro vznik agregatli, nebot’ maximum péasu Qy po
ttech tydnech od piipravy vzorkl piekrocilo pouze o 1 nm hranici 715 nm, pouZzivanou
Vv této praci pro odliSeni agregatli a dimertt BChl-u c.

Dal8im dokladem vzniku agregatth BChl-u ¢ a L.-indiga je fakt, Ze zatimco se po tfech
tydnech od pfipravy vzorkd absorpéni pasy L.-indiga v agregatech snizily jen malo,
absorpéni pasy 30 pl roztoku L.-indiga v etanolu v 3 ml pufru se po tadové stejné dobé
(24 dnech) snizily pfiblizné o 42%, koncentrace L.-indiga v tomto vzorku je pfitom stejna
jako koncentrace L.-indiga ve vzorku 2. Absorp¢ni pasy 200 ul nasyceného roztoku
L.-indiga v etanolu v 3 ml puftru se jiz po Sesti dnech snizily pfiblizné€ o 77%, koncentrace
L.-indiga v tomto vzorku je stejna jako koncentrace L.-indiga ve vzorku 5.

Méfenim fluorescenénich spekter se nepodafilo ani prokdzat ani vyvratit pienos
energie mezi L.-indigem a BChl-em c v agregatech. Divodem neuspéchu je nizka citlivost
detektori na svétlo o dlouhych vlnovych délkach a nepfesné korekéni soubory. Ke
stanoveni ucinnosti pfenosu energie z L.-indiga na BChl ¢ v agregatech by bylo tfeba
provést presnéjsi meéteni.
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