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1 Uvod
1.1 Absorpc¢ni spektroskopie

Elektromagnetické zaieni prochazejici skrz absorbujici latku ztraci intenzitu. Uroven
utlumu elektromagnetického zaieni prochéazejici absorbujici latkou se nazyva absorbance a je

definovana jako (Prosser, 1989):
I
4=1log (2) (1)

kde A je absorbance, Iy je plivodni intenzita zafeni, / je intenzita zafeni po pruchodu
latkou.

Lambert-Beertiv zdkon vztahuje absorbanci ke koncentraci vzorku a draze, kterou
zateni urazi dle vztahu:

A = ¢ecl 2)

kde A je absorbance, ¢ je absorpcni koeficient, ktery je zavisly na vinové délce zareni
a charakterizuje latku, / je draha, kterou zatreni urazi (Prosser, 1989). Ze vztahu (2) je zfejmé,
ze absorbance roste linearné s koncentraci a drahou. Méteni absorbance se Casto pouziva pro
stanoveni koncentrace latek, ale zajimavé je i studium absorp¢nich spekter, tedy funkce A (1)
nebo ¢ (A). Energie absorpénich pfechodli odpovida energii pfechodli mezi energetickymi
hladinami elektroni v absorbujici latce. Pfi zméné chemické struktury absorbujici latky nebo
pii zméné jejiho prostfedi dochdzi ke zméné absorpéniho spektra. Sledovanim zmén
absorp¢nich spekter lze analyzovat pribéh né&kterych chemickych reakci. ProtoZze méfeni
absorbance vyuZziva svétlo, jedna se o metodu nedestruktivni a potencialné s velkym ¢asovym
rozliSenim (Atkins, a dalsi, 2023).

Absorbance tedy popisuje utlum svétla. Na druhé strané Ize méfit a kvantifikovat
propustnost neboli kolik zateni latkou projde, coZ popisuje transmitance, ktera je definovana

jako:
T=(r)=10" 3)

0
kde T je transmitance, 4 je absorbance, Iy je puvodni intenzita zafeni, / je intenzita
zafeni po pruchodu latkou (Prosser, 1989). Transmitance je vyhodnéjSi nez absorbance
v situacich, kdy je zaddouci méfit mnozstvi zafeni, které proSlo vzorkem. Jde napiiklad o
propustnost optickych zatizeni, jako jsou ¢ocky a filtry (Ozdemir, a dalsi, 2016).
Méteni absorpCnich spekter probihd na pfistroji zvanym absorp¢ni spektrometr, ktery
se sklada ze zdroje svétla, monochromatoru, prostoru pro vzorek a detektoru a jeho

zjednoduSené schéma je na obrdzku 1.1. Svazek svétla ze zdroje je rozdélen a prochazi

referenci a vzorkem. Po prichodu svétla skrz vzorek a referenci dopadé svétlo na spolecny

-1-



detektor, pomoci elektroniky je uren pomér intenzity svétla, které proslo skrz referenci a skrz

vzorek a vznika spektrum propustnosti (Prosser, 1989).
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Obrazek 1.1: ZjednoduSené schéma absorpcniho spektrometru

1.2 Fluorescence

Fluorescence je typ luminiscence a jedna se o zativy prechod z excitovaného stavu do
stavu zékladniho. Narozdil od absorpce, kde mize dojit k excitaci do vysSich stavi, jde u
fluorescence témet vzdy o prechod z prvniho excitovaného stavu S; do zékladniho stavu So,
protoze u vyssich excitovanych stavii dochazi k vnitini konverzi a relaxaci na nizsi hladiny.
Spektra fluorescence jsou tedy jednodussi nez absorpéni spektra. Fluorescence ma také delsi
vlnovou délku nez absorbované zafeni. To znamena, Ze se vyzaii pouze ¢ast pohlcené energie.
Vyhodou je také zavislost intenzity fluorescence na intenzité excitacniho zafeni, coz umoziuje
detekovat velmi malé koncentrace, mnohem niZ§i neZ pomoci absorpce, kterd je omezena
citlivosti detektoru. Citlivost fluorescence je totiz prakticky omezena jen intenzitou
excitacniho zafeni (Prosser, 1989). Fluorescenci lze vyuzit k identifikaci riznych slozek
vzorku, k ur€eni umisténi buné€k, genetické analyze apod (Lakowicz, 2006). Rizné latky maji
totiz charakteristickou vinovou délku jak absorpce, tak fluorescence (Lawson-Wood, a dalsi,
2019).

Fluorescence se méefi pomoci spektrofluorimetru, jehoz zjednoduSené schéma je na
obrazku 1.2. Lze mé&fit emisni a excita¢ni spektra. Emisni spektrum informuje o spektralnim
slozeni fluorescence vzorku a excitacni spektrum udava zavislost intenzity fluorescence urcité
vlnové délky na vinové délce excita¢niho zafeni (Pelant a Valenta, 2006). Méfeni emisniho
spektra spo¢iva v excitaci vzorku excitaénim zafenim o vybrané vinové délce, kterou zajistuje
excitaéni monochromator. Excitovany vzorek fluoreskuje, coz je detekovdno detektorem

umisténym zpravidla kolmo na smér excitacniho zareni. Pomoci emisniho monochromatoru,

.



ktery je umistén pted detektorem, je prométeno celé spektrum. Excitacni spektrum se méii
podobné, ale tentokrat je emisni monochromator nastaven na konkrétni vinovou délku a méni

se vinova délka excita¢niho zafeni pomoci excitacniho monochromatoru (Prosser, 1989).

detektor pocitac¢
F'N
emisni ¢
monochromator i
——— excitaéni 2 g
] monochromator i <o =
—
vzorek Vinové délka (nm)

Obrazek 1.2: ZjednodusSené schéma spektrofluorimetru pro steady-state fluorescenci

1.2.1 Kbvantovy vytézek fluorescence
Kvantovy vytézek je veli¢ina popisujici luminiscenci a je definovan pro stacionarni

luminiscenci jako:

¢ = @

Nem

kde N, je pocet absorbovanych fotonti a N,,, je poCet vyzarenych fotonii (Prosser, 1989)

Kvantovy vytézek popisuje pravdépodobnost deexcitace fluorescenci ku
pravdépodobnosti celkové deexcitace, do které spadaji vedle fluorescence 1 nezativeé prechody.
U silné fluoreskujicich latek plati, Ze pfechod do zékladniho stavu probéhne s mnohem vétsi
pravdépodobnosti vyzafenim fotonu nez né¢jakym nezativym procesem, protoze doba zativého
piechodu je mnohem krat$i nez doba nezatrivého piechodu (Pelant a Valenta, 2006).

Kvantovy vytézek ma Siroké uziti, uruje se nim naptiklad i€innost fotosyntézy, nebo
tteba slouzi ke stanoveni Uc¢innosti soldrnich paneld (Skillman, 2008, Gallagher a Gdula,
1965). V ptirod¢ fluoreskuje spousta latek, jednou z nich je naptiklad chinin, ktery se pouziva
jako antimalarikum nebo jako dochucovadlo v napojich, kterym je naptiklad tonik. Pfi excitaci
toniku UV zafenim dochazi k excitaci chininu a modré fluorescenci (Lawson-Wood, a dalsi,
2019). Kvantovy vytézek chininu je @ = 0,50-0,60 a je jednim z Castych standardli pro méfeni
kvantového vytézku. Dal§im castym standardem je napiiklad fluorescein s kvantovym

vytézkem ® = 0,95, nebo rhodamin B s kvantovym vytézkem ® = 0,95 (Brouwer, 2011).



Latky s velkym kvantovym vytézkem, jako tfeba chinin, jsou v piirodé spiSe vzacné. Obvykle
se jedna o siln¢ fluorescencni latky uz pti kvantovém vytézku ® = 0,1 (Pelant a Valenta, 2006).

Kvantovy vytézek fluorescence lze méfit absolutné€ nebo relativng. Absolutni méteni
kvantového vytézku je pomémé slozité, vzhledem k tomu, Ze je nutné zméfit fluorescenci ve
vSech smérech, pro vSechny vinové délky a porovnat intenzitu absorpce excitacniho svétla
s intenzitou namétfené fluorescence (Prosser, 1989). V této praci byl kvantovy vytézek méfen
relativné. Méteni spo¢ivd v naméteni absorpénich a emisnich spekter nékolika koncentraci
vzorku a standardu o zndmém kvantovém vytézku. Dulezité je, aby spektra byla métena
s identickym nastavenim pro vSechny koncentrace, jinak by zméteny kvantovy vytézek nebyl
spravny. DalSim krokem je integrace spekter fluorescence vzorkl jednotlivych koncentraci
a vyneseni zavislosti integrované fluorescence na absorbanci v misté (vinové délce) excitace.
Poté je porovnana hodnota smérnice linearni regrese namétenych dat vzorku a standardu.

Kvantovy vytézek je nasledné vypocten dle nasledujiciho vztahu (Malina, 2020):

e = by (Smomices ) (1) (5)

smérnicest/ \nér
kde ¢, je kvantovy vytézek vzorku, ¢pgr je znamy kvantovy vytézek standardu, n, je index

lomu vzorku a g7 je index lomu standardu.

1.2.2 Doba Zivota fluorescence

Casové rozligena fluorescenéni spektroskopie je uZite¢na metoda vyuZivana nejéastéji
pro vyzkum biologickych makromolekul. Oproti steady-state fluorescencni spektroskopii
poskytuje vice informaci o vzorku. Pokud ma vzorek né€kolik fluoreskujicich slozek, emisni
spektra se mohou prekryvat a neni poznat, Ze fluorescence pochazi z riznych zdroji. Pomoci
casove rozlisené fluorescencéni spektroskopie lze, v ptipadé riznych dob Zivota fluorescence,
jednotlive slozky rozlisit. To dale poskytuje informaci o Cistoté vzorku.

Doba Zivota fluorescence udava primérnou dobu, jakou vzorek setrva v excitovaném
stavu po excitaci (Lakowicz, 2006). Dobu Zivota fluorescence lze zméfit napiiklad pomoci
metody TCSPC (Time-Correlated Single Photon Counting, ¢esky: ¢asové korelované Citani
jednotlivych fotonti). Principem této metody je excitace vzorku pulzem laseru, vzorek poté pii
relaxaci s n¢jakou pravdépodobnosti danou kvantovym vytézkem vyzaii foton, ktery je
detekovan detektorem. Pomoci ¢asovaci elektroniky CFD (Constant Fraction Discriminator,
¢esky: diskriminator konstantni frakce) je zjisténo zpozdéni mezi referencnim pulzem laseru
a pulzem z detektoru pii detekci fotonu ze vzorku. Toto se opakuje, dokud se nenasbira
dostatek dat, z kterych je pak vytvoren histogram zavislosti poctu fotonu na Case, ktery je

ktivkou dohasinani fluorescence. Ktivku dohasinéni fluorescence lze pouzit k vypoctu doby



zivota fluorescence (Wahl, 2009). Zjednodusené schéma pfiistroje pro Casové rozliSenou

fluorescenci je na obrazku 1.3.
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Obrazek 1.3: Schéma fluorescencniho spektrometru pro casové rozliSenou

fluorescenci

1.3 Ramaniiv rozptyl

Pti ozéafeni vzorku dochazi k elastickému Rayleighové rozptylu svétla z excita¢niho
svazku. Vedle Rayleighova rozptylu, ktery ma stejnou frekvenci jako excitatni svazek a
pomémé velkou intenzitu, lze na spektrech vidét i piky mnohem mensi intenzity, fadové 10
intenzity excitaéniho svazku, které se nazyvaji Ramantv rozptyl (Ferraro, 2003). Svétlo
Ramanova rozptylu ma obecné energii blizkou excitatnimu svazku a 1i§i se od néj o energii
pfechodli mezi vibracnimi stavy molekul vzorku.

Piky Ramanova rozptylu jsou symetricky rozloZené kolem piku Rayleighova rozptylu
(Prosser, 1989). Pokud tedy Rayleightiv rozptyl ma frekvenci vy, piky Ramanova rozptylu
odpovidaji frekvencim vy  vg, kde vy je vibraéni frekvence molekuly (Ferraro, 2003). Posun
Vo — Vg se nazyva Stokesiiv a posun v, + vy anti-Stokestv. V piipad€, Zze je spektrum
v jednotkich vinoétu (cm™), rozdil vy — v nezdvisi na frekvenci excitaéniho svazku a je

charakteristicky pro danou latku (Prosser, 1989).

1.4 Tetrapyrolova barviva
Tetrapyrolova barviva jsou organické aromatické molekuly, déli se na linearni
tetrapyroly a cyklické tetrapyroly. Cyklické tetrapyroly jsou sloZené ze Ctyt pyrolovych jader
spojenych do uzavieného fetézce. Linearni tetrapyroly jsou bilinova barviva, ktera se stejné
jako cyklické tetrapyroly skladaji ze ¢tyt pyrolovych jader, ale tvofi otevieny fetézec. (Malina,

2020).



1.4.1 Cyklické tetrapyroly

Mezi nejznaméjsi a nejvyznamnéjs$i cyklické tetrapyroly patii chlorofyly a hem.
Chlorofyly obsahuji centralni kovovy ligand — hot¢ik, a jsou to hlavni fotosyntetickd barviva.
Ve fotosyntetickych procesech maji svétlosbérnou funkci — zachytavaji energii fotona a
prenaseji ji mezi sebou. Maji také redoxni funkci — i€astni se prvnich krokl separace naboje
v reak¢nich centrech fotosystémut (Grimm, a dalsi, 2006; Blankenship, 2008). Chlorofyly maji
dva vyrazné absorpcni pasy pokryvajici vinové délky 330-480 nm a 630-1050 nm, naopak
témer neabsorbuji v zelené oblasti. Chlorofyl @ ma Soretv pas v modré oblasti u 430 nm, Qx
pas u 580 nm a Qy pas u 660 nm (Scheer, a dalsi, 2003). Qx pas odpovida ptechodu So-S2, Qy
pas piechodu So-Si, Soretiiv pas zastupuje vice energetické pirechody So-S3a So-Ss4 (Malina,
2020). Chlorofyly maji dlouhou dobu Zzivota excitovaného stavu diky centralnimu hoic¢iku
(Grimm, a dalsi, 2006). Pfi vazbé na proteinové komplexy se vlastnosti cyklickych tetrapyroli
vyrazn€ méni. Absorpce je pak posunuta do vétSich vinovych délek. Poloha absorpcnich pésii
také zalezi na chemickém slozeni samotnych pigmentt. Chlorofyl a a chlorofyl b jsou téméf
identické molekuly az na jednu funkéni skupinu. U chlorofylu b je methylova funkéni skupina,
kterou Ize najit u chlorofylu a, nahrazena formylovou funkéni skupinou. To zpiisobi posun

absorpCnich past smérem do modra (Blankenship, 2008).

1.4.2 Linearni tetrapyroly

Bilinova barviva se hojné vyskytuji v ptirodé v zivych organismech, naptiklad
v fasach, rostlinach, bakteriich, ZivociSich a ti€astni se mnoha biologickych procesti, naptiklad
fotosyntézy. Patfi mezi né bilirubin, biliverdin, fykocyanobilin a fykoerythrobilin a vznikaji
rozkladem cyklickych tetrapyrold. U Zivocichli dochdzi k degradaci hemu na biliverdin, ktery
je déle redukovan na bilirubin. U sinic je bilirubin déle redukovan a vznika fykoerythrobilin,
ze kterého nasledné vznika fykocyanobilin. Dalsi linearni tetrapyroly, luciferiny, které vznikaji
rozkladem chlorofylu a, 1ze najit u motskych organismu, které emituji svétlo v procesu
bioluminiscence (Taniguchi a Lindsey, 2023). Bilinova barviva narozdil od vétsiny cyklickych
tetrapyrolii neobsahuji centralni kovovy ligand (Scheer, a dalsi, 2003). Jsou ale také k nalezeni
ve svétlosbérnych systémech a absorbujici v oblasti, kde chlorofyly neabsorbuji.
(Blankenship, 2008). Volné biliny maji narozdil od chlorofylt velmi kratkou dobu Zivota
excitovaného stavu, nejsou tedy moc vhodné jako svétlosbérné pigmenty, protoZe absorbované
svétlo se rychle pfeméni na teplo. Pokud jsou ale navdzané na proteinové komplexy, doba
zivota excitovaného stavu se zvysi o Ctyfi fady a absorpce vzroste az 10krat. To je zpusobeno
tvorbou velmi rigidnich molekul bilinti s proteiny. Proteiny také modifikuji biliny do rtiznych

konformaci, které tak maji rizné vlastnosti, 1 kdyz jejich chemicka struktura je stejnd. Toho

-6 -



vyuzivaji n¢které motské fotosyntetické organismy, které ménici se svételné podminky nuti
k adaptaci. Muze byt naptiklad fykocyanobilin, absorbujici kolem 620 nm, nahrazen
fykoerythrobilinem absorbujicim kolem 540 nm, a tak je pokryto vétsi spektrum vinovych
délek (Zhao, a dalsi, 2012).



2 Cile prace
e Zvladnout metody steady-state a Casove rozliSené fluorescencni spektroskopie
e Analyzovat spektra absorpce a fluorescence vybranych bilinovych barviv
e Zmg¢fit jejich kvantové vytézky fluorescence
e Zmgéfit jejich doby zivota fluorescence

e Posoudit jejich vhodnost pro piipadné pouziti v systémech umélé fotosyntézy



3 Materialy a metody
3.1 Priprava fykocyanobilinu s kovy

Fykocyanobilin byl pfipraven Hanou Vomackovou v rdmci jeji magisterské prace
(Vomackova, 2024) Z tablet potravinového dopliku spirulina byla izolovana ve vodé
rozpustna frakce, proteiny byly sraZzeny acetonem a po vysuSeni hydrolyzovany
koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou. Z hydrolyzatu byla extrahovéna frakce
rozpustnd v chloroformu a zni byl po neutralizaci a vysuSeni izolovan fykocyanobilin
s pomoci tenkovrstvé chromatografie.

Pii ptipravé komplexti fykocyanobilinu skovy byl k zasobnimu roztoku
fykocyanobilinu v methanolu o koncentraci 22 pM a objemu 250 pl pfidan roztok soli kovu
v methanolu o koncentraci 6,2 mM a objemu 10 pl, nasledné bylo pfidano jeste 740 ul
methanolu. Zinek byl pouzit ve formé acetylacetonatu zinecnatého, méd’ ve formé
acetylacetonatu méd’natého, nikl ve form¢ acetylacetonatu nikelnatého a kobalt ve formé
acetylacetonatu kobaltnatého. Podle navodu od H. Vomackové (Vomackova, 2024) byla smés
ponechdna tyden potmé& za pokojové teploty a poté byly provedeny spektroskopické
experimenty.

Biliverdin (Sigma-Aldrich, 30891) byl pouzit bez dalSiho ptecisténi a rozpustén
v potfebném mnozstvi methanolu.

Chlorofyl @ (Sigma-Aldrich, 96145) byl pouZit bez dal§iho pfeciSténi a rozpustén
v potfebném mnozstvi methanolu. Pted jeho pouZzitim bylo kontrolovano absorpéni spektrum
na ptitomnost demetalované formy (feofytin a), kterd se projevuje snizenim Q pasu a dvojici
malych absorp¢nich past v oblasti 500-535 nm (Jeffrey, a dalsi, 2005).

Pro pfipravu vzorkli byla pouzita deionizovand voda a methanol v HPLC kvalité

(gradient grade, VWR, Ceska republika).

3.2 Méreni Ramanova rozptylu
Ramaniv rozptyl byl méfen na spektrofluorimetru Horiba FluoroLog-31. Pro méfeni
byly pouzity fluorescen¢ni kiemenné kyvety (QS) s optickou drahou 10 mm. Spektra byla
méfena v rozmezi 350—750 nm pfi excita¢nich vinovych délkach 350 nm, 400 nm, 450 nm,
500 nm, 550 nm a 600 nm. M¢teni bylo provedeno pro deionizovanou vodu a methanol
v HPLC kvalité, protoZe tato rozpoustédla byla v praci pouzivana a bylo nutné zjistit, kde by

se mohly piky Ramanova rozptylu nachéazet a kazit spektra métenych latek.

! Specifikace piistroje dostupné na:
https://static.horiba.com/fileadmin/Horiba/Company/About HORIBA/Readout/RO7E/RE07-14-066.pdf
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3.3 Absorp¢ni spektrometrie
Absorp¢ni spektra byla méfena na spektrofotometru Shimadzu UV-1800 (Shimadzu,
Japonsko)?. Spektrofotometr je dvoupaprskovy a pouziva dva svételné zdroje, wolfram-
halogenovou lampu pro viditelnou oblast a deuteriovou lampu pro UV oblast. Méfi v rozmezi
vlnovych délek 190-1100 nm s ptesnosti 0,3 nm. Rozsah méfitelné absorbance je od -4 do 4.
Spektralni Sitka Stérbin byla 1 nm. Pro méfeni byly pouzity kfemenné kyvety (QS) s optickou

drahou 10 mm. Spektra byla méfena v rozmezi 300-800 nm s integra¢ni dobou 0,1 s.

3.4 Méreni emisnich a excitacnich spekter
Emisni a excitani spektra byla méfena na spektrofluorimetru Horiba
FluoroLog-3(Horiba, Francie)'. Spektrofluorimetr pouziva 450 W xenonovou vybojku jako
zdroj svétla a obsahuje dvojité monochromatory typu Czerny-Turner s miizkami 1200vr/mm,
rozlisenim 0,2 nm a rozsahem 0-1300 nm. Detekce je zajiSténa nechlazenym fotondsobic¢em
v rozsahu 240-850 nm, umisténym kolmo na smér excitacniho zafeni. K métfeni byly pouzity
kifemenné kyvety (QS) s optickou drahou 10 mm. Absorbance vzorkii v maximu piechodu

S1-So byla vzdy niz$i nez 0,1. Detaily nastaveni méfeni jsou uvedeny u vysledki (kapitola 4).

3.5 Meéreni kvantového vytézku fluorescence pomoci
koncentra¢ni rady

Pro vypocet kvantového vytézku fluorescence pomoci koncentra¢ni fady byla zmétfena
absorp¢ni a emisni spektra nékolika koncentraci vzorku, kde vzorek s nejvétsi koncentraci mél
absorbanci v maximu ptechodu Si-So niz8i nez 0,1, dalSi vzorky byly ziskdny postupnym
fedénim. Stejnym zplsobem byla zméfena absorpéni a emisni spektra pro standard neboli
vzorek o znamém kvantovém vytéZku. Emisni spektra byla pro vzorek i standard méfena
s identickym nastavenim pfistroje. Emisni spektra byla integrovana a byla vynesena zavislost
integrované fluorescence na absorbanci v misté excitace. Data byla proloZena pfimkou. Pomér
smérnic ptimek vzorku a standardu odpovidd poméru jejich kvantovych vytézkl. Pro ziskani
kvantového vytézku vzorku byl timto pomérem vynasoben dle vztahu (5) zndmy kvantovy

vytézek standardu.

3.6 Méreni kvantového vytézku fluorescence
Z divodu malého mnozstvi nekterych vzorkii byl pro né pouzit zjednoduseny vypocet
kvantového vytézku, kdy byla zmeéfena absorpéni a emisni spektra pouze pro jednu

koncentraci vzorku a standardu neboli vzorku o zndmém kvantovém vytézku, kde absorbance

2 Specifikace piistroje dostupné na: https://pim-resources.coleparmer.com/catalog-page/t-1920.pdf
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vzorku i standardu byla niz8i nez 0,1. Emisni spektra byla integrovana a vydélena absorbanci
v misté excitace, timto byla ziskana hodnota pro vzorek i pro standard. Pomér téchto hodnot
odpovidd poméru kvantovych vytézkli vzoru a standardu a nahrazuje pomér smeérnic.
Kvantovy vytézek vzorku byl dle upravené¢ho vztahu (5) ziskdn vynasobenim zndmého

kvantového vytézku standardu timto pomérem misto poméru smérnic piimek.

3.7 Méreni doby Zivota fluorescence (TCSPC)

Méieni probihalo na spektrofluorimetru pro casové rozliSenou fluorescenci
FluoTime 300 (PicoQuant, Némecko)? za stalé teploty 20°C. K excitaci byl pouzit modry laser
o vlnové délce 482 nm, vykonu 0,4-2 mW, FWHM?* mensi nez 110 ps a maximalni frekvenci
40 MHz nebo cerveny laser o vlnové délce 638 nm, vykonu 0,6-4 mW, FWHM mensi nez
90 ps a maximalni frekvenci 80 MHz. Pfi kazdém experimentu byla zméfena také IRF°, ktera
ma u tohoto pfistroje FWHM pfiblizn€é 250 ps. Fluorescence je detekovana fotonasobi¢em
pres monochromator typu Czerny-Turner s ohniskovou vzdalenosti 150 mm, difrakéni
miizkou 1200 vr/mm a pfesnosti vlnovych délek 0,25 nm. TCSPC karta TimeHarp260
s rozhranim PCI, rozliSenim 25 ps, dead-time pod 25 ps a poctem kanalii az 32768. K méteni
byly pouzity kiemenné kyvety (QS) s optickou drahou 10 mm. Absorbance vzorki v maximu
prechodu Si-So byla vzdy niz§i nez 0,1. Zméfené kiivky dohasindni fluorescence byly
analyzovany pomoci softwaru PicoQuant EasyTau 2 metodou iterativni rekonvoluce, kde data
byla modelovana konvoluci IRF a modelu dohasindni fluorescence ve formé sumy
exponencial. Vysledkem méfeni byly dil¢i a primérné doby Zivota méfenych vzorka.
Priimérna doba Zivota fluorescence byla vypoctena dle nasledujiciho vztahu:

kde A4; je amplituda i-té slozky a t; je doba Zivota fluorescence i-t¢ slozky (FiSerova a

Kubala, 2012).

3 Specifikace piistroje dostupné na:
https://www.picoquant.com/images/uploads/downloads/fluotime300_brochure.pdf

4 FWHM (Full Width at Half Maximum, &esky: polositka) je plna $itka v poloviné maxima. V tomto piipadé jde
o polositku pulzu laseru v ps.

5 IRF (Instrument Response Function, &esky: funkce odezvy piistroje).
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4 Vysledky

4.1 Ramaniyv rozptyl pouzitych rozpoustédel
Kvtli moznosti zdmény slabé fluorescence bilini a Ramanova rozptylu rozpoustédla
byla zmétfena spektra Ramanova rozptylu pro vodu a methanol v rozmezi 350—750 nm pii

excitacnich vlnovych délkach 350 nm, 400 nm, 450 nm, 500 nm, 550 nm a 600 nm.

m 400 a Il 2 Il a Il » i a Il a 1 2 Il
[*]
@ - " ex350 i
'_
— 300 - |
a
c
=
S 200 4 -
s .ex400
H i
100 o -
g " ex450
-_ I\ r
_J \ A Q ‘ex500 ex550
0 ’ -{21 :-- -

350 400 450 500 550 600 650 700 750

Vinova délka (nm)

Obrazek 4.1: Ramaniiv rozptyl pri riiznych excitacnich vinovych délkach pro vodu.

Popisky v grafu (ex350 apod.) znaci excitacni vinovou délku v nm pro dany pik.

Jednotlivé piky Ramanova rozptylu pro vodu pii riznych excitaénich vinovych
délkach jsou na obrazku 4.1. Je zfejmé, ze se zvySujici se excita¢ni vlnovou délkou klesa
intenzita Ramanova rozptylu. Nejvétsi intenzita byla zaznamenana pii excitaci 350 nm. Pfi
excitaci 600 nm uz nebyl signal rozeznatelny od Sumu. Hodnoty vodorovné osy byly
z vlnovych délek prevedeny na vinocet (cm™) arozdily pozic excitaéniho svazku a pozic

maxim Ramanova rozptylu vyneseny do grafu na obrazku 4.2.
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Obrazek 4.2: Hodnoty Stokesova posuvu Ramanova rozptylu pro vodu.

Data jsou prolozena pfimkou s rovnici y = 1.0095x — 3640. VSechny body lezi na
jedné ptimce, coz potvrzuje nezavislost velikosti posuvu na excita¢ni vinové délce. Konstanta
rovnice piimky 3640 cm™! odpovid4 Stokesové posuvu. V literatuie je uvedeno, Ze se spektrum
Ramanova rozptylu vody skladé z nékolika past, jejichz hodnoty jsou napsany v tabulce 4.1.

Experimentalné zjisténd hodnota odpovida hodnotdm pésu 5 v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1: Hodnoty Stokesova posuvu Ramanova rozptylu pro vodu v literature

Pas 1 Pas 2 Pas 3 Pas 4 Pas 5 Reference
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)

- 3240 3435 3540 3620 (Walrafen, 1967)
3014 3226 3432 3572 3636 (Sun, 2009)
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Obrazek 4.3: Ramanuv rozptyl pri riiznych excitacnich vinovych délkach pro

methanol.

Jednotlivé piky Ramanova rozptylu pro methanol pfi riznych excita¢nich vinovych
délkach jsou na obrazku 4.3. Stejné jako v pfipadé¢ vody (obrazek 4.1) klesd intenzita
Ramanova rozptylu se zvySujici se excitaéni vlnovou délkou a nejvétsi intenzita byla
zaznamenana pii excitaci 350 nm. Na rozdil od vody (obrazek 4.1) byl Ramaniiv rozptyl
methanolu detekovan 1 pti excitaci 600 nm. Data byla z vinovych délek pirevedena na vinocet
(cm™) a rozdily pozic excitaéniho svazku a pozic Ramanova rozptylu vyneseny do grafu na

obrazku 4.4.
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Obrazek 4.4: Stokesiiv posuv Ramanova rozptylu pro methanol.
Data jsou proloZena piimkou s rovnici y = 0.9992x — 2945. VSechny body leZi na

jedné piimce, coz potvrzuje nezavislost velikosti Stokesova posuvu na excitacni vinové délce.
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Konstanta rovnice piimky 2945 cm™ odpovida Stokesové posuvu. Literatura uvadi dvé pro
methanol charakteristické hodnoty a to 2840.2 cm™ a 2949.7 cm™! (Emin, a dalsi, 2020) nebo
2834 cm! a 2993 em™ (Hickstein, a dalsi, 2018). Experimentalné zjisténa hodnota je opét

pomérné blizko k vyssimu z publikovanych tdajt.

4.2 Erythrosin B

Jako prvni referencni vzorek v této praci slouzil erythrosin B, pro ktery bylo zméfeno
spektrum absorp¢ni, emisni a excitacni. Emisni spektrum bylo méfeno s excitacni Stérbinou
3 nm, emisni $térbinou 1 nm a integratnim casem 0,1 s. Excita¢ni spektrum bylo méfeno
s excitacni $térbinou 2 nm a emisni §térbinou 2 nm s integraénim ¢asem 0,1 s. Dale byl zméfen

kvantovy vytézek fluorescence a doba Zivota fluorescence.

1.2 » 'l » 'l » 'l » 'l
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o 17 ’ i
o ] =——fluor. MeOH /)
@ '
5 081 ---abs.H20 H i
= 1 ---fluor. H20 ,
= 06 A uor. ] i
Q
g l
& 04 - X
£
o
_na 0.2 - -
<
o 4 - . . ' ' ' y : .
400 450 500 550 600 650

Vinova délka (nm)

Obrazek 4.5: Absorpcni spektra (cerné) a emisni spektra (cervené) erythrosinu B
(excitace 500 nm). Spektra jsou normalizovana na maximum signalu. Ramaniiv
rozptyl methanolu by mohl byt detekovan pri této excitaci u 590 nm, Ramaniuv rozptyl

vody u 606 nm.

Na obrazku 4.5 je ¢erné vykresleno absorp¢ni spektrum erythrosinu B rozpusténém ve
vodé a v druhém piipad€ v methanolu. V obou rozpoustédlech ma erythrosin B jeden vyrazny
pik s vibraénim ramenem. Ve vodé ma absorpéni maximum u 526 nm, v methanolu se
absorpéni maximum nachizi v 532nm. Cervené jsou pak vykreslena emisni spektra
erythrosinu B v obou rozpoustédlech. V obou rozpoustédlech ma erythrosin B vyraznou
fluorescenci, ale v methanolu je intenzita fluorescence pfiblizné tfikrat vétsi nez ve vodé. Ve
vod¢ je maximum fluorescence u 548 nm a v methanolu 552 nm. Absorp¢ni 1 fluorescenéni

maxima odpovidaji hodnotam v literatute (Boens, a dalsi, 2007).
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Obrazek 4.6: Emisni spektrum (cervené, excitace 500 nm), excitacni spektrum
(modre, detekce 590 nm) a 1-T (Cerné) pro erythrosin B v methanolu. Spektra jsou
normalizovana na maximum signalu Ramanuv rozptyl methanolu by mohl byt

detekovan u 590 nm.

Na obrazku 4.6 je cervené vykresleno emisni spektrum erythrosinu B v methanolu,
modre excitacni spektrum a ¢erné 1-T, kde T je transmitance. Spektra 1-T a excitacni jsou
tvarové témet stejnd. Maximum 1-T spektra je u 532 nm a maximum excita¢niho spektra
u 531 nm. Polositka piku excita¢niho 1 1-T spektra je 29 nm. Maximum fluorescence je

u 549 nm s polositkou 35 nm.
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Obrazek 4.7: Graf zavislosti integrované fluorescence na absorbanci koncentracni
rady erythrosinu B ve vode a v methanolu k vypoctu kvantového vytézku fluorescence

erythrosinu B v methanolu.
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Pro zjisténi kvantového vytézku erythrosinu B byla pouzita metoda méteni kvantového
vytézku pomoci koncentracni fady. Rovnice pfimky pro erythrosin B ve vod¢ na obrazku 4.7
jey = 158,888x + 0,259 a R? = 0,9995. Rovnice piimky pro erythrosin B v methanolu je
y = 987,664x + 0,395 a R? = 0,9996. Pomér smémic téchto pfimek je 6,22. Pro vypodet
kvantového vytézku erythrosinu B v methanolu byl jako standard pouzit erythrosin B ve vodé
o znamém kvantovém vytézku 0,012 + 0,002 (Boens, a dalsi, 2007). Kvantovy vytézek byl
vypocten dle vztahu (5), kde index lomu vody je 1,3350 (Hale a Querry, 1973) a index lomu
methanolu je 1,3302 (Moutzouris, a dalsi, 2014) Naméteny kvantovy vytézek ® je zapsan

v tabulce 4.2.

Tabulka 4.2: Kvantovy vytézek erythrosinu B ve dvou rozpoustédlech.

® v literature

Latka Rozpoustédlo ‘Iz("t’g;:]g‘g (Boens, a dalsi,
y 2007)
erythrosin B voda - 0,012 £ 0,002
erythrosin B methanol 0,074 0,09 + 0,01

Doba Zivota fluorescence byla méfena pouze pro erythrosin B v methanolu a je
uvedena v nasledujici tabulce 4.3. Excitovano bylo modrym laserem o vinové délce 482 nm a
detekovano bylo u 550 nm. V literatuie bylo excitovano 543 nm a detekovdno u 555 nm
(Boens, a dalsi, 2007). Zméfena hodnota dobie odpovidd publikovanému tudaji. Kiivka

dohasinani fluorescence erythrosinu B v methanolu je v pfiloze (kapitola 9) na obrazku 9.1.

Tabulka 4.3: Doba Zivota fluorescence erythrosinu B v methanolu (excitace 482 nm,
detekce 550 nm), t;, ©2 jsou diléi komponenty doby Zivota fluorescence a tavg je

prumérna doba zivota fluorescence.
erythrosin B (MeOH) T1 (ns) T2 (nS) Tavg (NS)

Namérené 2,05 0,52 0,52

V literature

(Boens, a dalsi, 2007) - 0,48

4.3 Chlorofyl a
Chlorofyl a byl dalsim referen¢nim vzorkem a standardem pro vypocet kvantového
vytézku fluorescence bilini. Pro chlorofyl a bylo zmétfeno spektrum absorpcni, emisni a
excitaéni. Emisni spektrum bylo méfeno s excitacni §té€rbinou 4 nm, emisni Stérbinou 4 nm a

integra¢nim ¢asem 0,5 s. Excitacni spektrum bylo méfeno s excitacni §térbinou 2 nm a emisni
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Stérbinou 2 nm s integracnim Casem 0,1 s. Dale byl zméten kvantovy vytézek fluorescence a

doba Zivota fluorescence. Absorpcni a emisni spektrum je na obrazku 4.8.
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Obrazek 4.8: Absorpcni spektrum (cerné) a emisni spektrum (cervené) chlorofylu a
v methanolu (excitace 610 nm). Spektra jsou normalizovana na maximum signalu Q
pasu absorpcniho spektra. Ramaniiv rozptyl methanolu by mohl kazit spektrum

kolem 739 nm.

Chlorofyl @ mé dva vyrazné absorp¢ni pasy. Soretliv pas v oblasti modré a téméf stejné
vysoky Q pas v oblasti Cervené. Velmi mélo absorbuje v zelené oblasti 500-550 nm. Absorp¢ni
maxima maji vinové délky 432 nm a 665 nm, coz odpovida udajim v literature (Jeffrey, a
dalsi, 2005). Intenzita maxima Q pasu je o asi 4 % vyS$i neZ intenzita maxima Soretova pasu.
Fluorescence chlorofylu a je v ¢ervené oblasti s maximem u 674 nm a s vyraznym vibra¢nim

ramenem u 728 nm.
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Obrazek 4.9: Emisni spektrum (Cervené, excitace 580 nm), excitacni spektrum (modfre,
detekce 690 nm) a I-T (cerné) pro chlorofyl a v methanolu. Spektra jsou normalizovana na
maximum signalu v oblasti Q pasu absorp¢niho spektra. Ramaniiv rozptyl methanolu by mohl
byt detekovan u 698 nm.

Na obrazku 4.9 je Cervené vykresleno emisni spektrum chlorofylu a v methanolu,
modre excitacni spektrum a ¢erné 1-T, kde T je transmitance. Spektra 1-T a excitacni jsou
tvarove témert stejnd, ale v UV oblasti ma excita¢ni spektrum mensi intenzitu az o asi 6 %.
Maximum 1-T spektra 1 excitatniho spektra je u 665 nm. Polositka piku excita¢niho 1 1-T
spektra v ¢ervené oblasti je 23 nm. Maximum fluorescence je u 674 nm s polositkou 24 nm.

Jako standard kvantového vytézku pro meéfeni vytézku chlorofylua byl pouZit

erythrosin B v methanolu. Excitovano bylo u 525 nm. Zavislost integrované fluorescence na

absorbanci v mist¢ excitace je na obrazku 4.10.
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Obrazek 4.10: Graf zavislosti integrované fluorescence na absorbanci koncentracni
rady erythrosinu B a chlorofylu a kvypoctu kvantového vytézku fluorescence

chlorofylu a.

Pro zjisténi kvantového vytézku chlorofylu a byla pouzita metoda méfeni kvantového
vytézku pomoci koncentra¢ni fady. Rovnice piimky pro erythrosin B v methanolu na
obrazku 4.10 je y = 551,837x + 0,742 a R* = 0,9999. Rovnice piimky pro chlorofyl a je
y = 1789,987x + 0,786 a R? = 0,9979. Pomér smérnic téchto piimek je 3,24. Naméfeny
kvantovy vytézek chlorofylu a v methanolu je dle vztahu (5) ® =0,29. Literatura pro
chlorofyl a v etheru uvadi ® = 0,32 (Bowers, a dalsi, 1967).

Zmé&fena doba zivota fluorescence pro chlorofyla v methanolu v porovnani
s publikovanymi udaji jsou uvedeny v nasledujici tabulce 4.4. Experimentalné zjist€éna doba
Zivota je asi o 7 % del$i nez publikované udaje. Kiivka dohasinani fluorescence chlorofylu a

v methanolu je v ptiloze (kapitola 9) na obrazku 9.2.

Tabulka 4.4: Doba Zivota fluorescence chlorofylu a v methanolu (excitace 482 nm,
detekce 672 nm), t; je dil¢i komponenta doby Zivota fluorescence a tavg je prumeérna

doba Zivota fluorescence.
chlorofyl a (MeOH) 11 (ns) Tavg (NS)

Namérené 5,79 5,79

V literature

(Connolly, a dalsi, 1982) - 5,44
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V literature
(Bourne-Worster, a dalsi, - 5,1
2023)

V literatuie

(Singhal, a dalsi, 1969)

4.4 Biliverdin

Posledni referenéni vzorek pied méfenim bilinii byl biliverdin. U biliverdinu bylo
zméfeno spektrum absorpéni, emisni a excitaéni. Emisni i excitacni spektrum bylo méfeno
s excitacni St€rbinou 4 nm, emisni §té€rbinou 4 nm a integra¢nim ¢asem 0,5 s. Déle byl zméien
kvantovy vytézek fluorescence a doba zivota fluorescence. Absorpcni a emisni spektrum

biliverdinu v methanolu je na obrazku 4.11.
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Obrazek 4.11: Absorpcni spektrum (Cerné) a emisni spektrum (Cervené) cistého
biliverdinu v methanolu (excitace 610 nm). Spektra jsou normalizovana na maximum

signdalu. Ramanuv rozptyl methanolu by mohl kazit spektrum okolo 739 nm.

Biliverdin méa dva vyrazné absorp¢ni pasy. Sorettiv pas je v UV oblasti a ¢asteéné
zasahuje do fialové, maximum mé u 378 nm. Siroky Q pas je v oblasti Zluté az Gervené
s maximem u 653 nm. Biliverdin vyraznégji neabsorbuje v modré aZ zelené oblasti. Literatura
udavé podobné hodnoty absorpcnich maxim (Petrier, a dalsi, 1979). Q pas ma piiblizné
ttetinovou intenzitu Soretova pasu. Fluorescence biliverdinu je v Cervené oblasti s maximem
u 650 nm, coz souhlasi s emisnim spektrem v literatufe (Holzwarth, a dalsi, 1983). Pik
fluorescence je vyrazné uzsi nez Q pas absorpcniho spektra a nelezi blizko Cervené hrany

absorp¢niho Q pasu.
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Obrazek 4.12: Emisni spektrum (cervené, excitace 610 nm), excitacni spektrum
(modre, detekce 690 nm) a 1-T (cerné) pro cisty biliverdin v methanolu. Spektra jsou
normalizovana na maximum signalu v oblasti Q pdsu absorpcniho spektra. Ramaniiv

rozptyl methanolu by mohl byt detekovan u 698 nm.

Na obrazku 4.12 je Cervené vykresleno emisni spektrum biliverdinu v methanolu,
modie excita¢ni spektrum a Cerné 1-T, kde T je transmitance. Maximum 1-T spektra je
u 653 nm s polositkou 170 nm. Maximum excitacniho spektra je u 639 nm s poloSitkou
39 nm. Maximum fluorescence je u 650 nm s polositkou 34 nm. Vyrazna odliSnost spektra
1-T a excitacniho spektra byla jiz difive popsana v literatufe a interpretovana jako dasledek
pritomnosti nékolika konformacnich forem biliverdinu v roztoku, z nichz nékteré maji vyrazné
vyssi vytézek fluorescence nez jiné (Braslavsky, a dalsi, 1983). Absorp¢ni spektrum je tedy
souhrnem spekter riiznych konformaci biliverdinu ptfitomnych v roztoku.

Pro vypocet kvantového vytézku biliverdinu byla pouzita metoda méteni kvantového
vytézku pomoci koncentracni fady. Jako standard byl kviili vhodnosti polohy fluorescenéniho
pasu pouzit chlorofyl @ o znamém kvantovém vytézku @ = 0,32 (Bowers, a dalsi, 1967).
Zméfeny kvantovy vytézek biliverdinu v methanolu je ® =0,0011, coz je pftiblizné
dvojnasobek hodnoty @ = 0,00057, uvedené v literatute (Braslavsky, a dalsi, 1983).

Doba zivota fluorescence pro biliverdin v methanolu je uvedena v nasledujici
tabulce 4.5. Excitovano bylo cervenym laserem o vinové délce 638 nm a detekce byla
u 720 nm. V literatufe bylo excitovano 640 nm a detekovano u 710 nm (Holzwarth, a dalsi,
1983). Hodnoty zmétené v této praci velmi dobie odpovidaji publikovanym tdajim. Kfivka

dohasinani fluorescence biliverdinu v methanolu je v ptiloze (kapitola 9) na obrazku 9.3.
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Tabulka 4.5: Doba zZivota fluorescence biliverdinu v methanolu (excitace 638 nm,
detekce 720 nm), t;, 12, 13 jsou dil¢i komponenty doby Zivota fluorescence a tavg je

priumeéerna doba Zivota fluorescence.

biliverdin (MeOH) 71 (ns) T2 (ns) 13 (ns) Tavg (NS)
Naméiené 4,67 0,69 0,09 0,30
V literature

(Holzwarth, a dalsi, 4,59 0,63 0,04 -
1983)

4.5 Fykocyanobilin
U ¢distého fykocyanobilinu v methanolu bylo zméteno spektrum absorpéni, emisni a
excitaéni. Emisni 1 excitacni spektrum bylo méfeno s excitani Stérbinou 4 nm, emisni
Stérbinou 4 nm a integra¢nim ¢asem 0,1 s. Déle byl zméfen kvantovy vytézek fluorescence a
doba zivota fluorescence. Absorpéni a emisni spektrum cistého fykocyanobilinu je na

obrazku 4.13.
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Obrazek 4.13: Absorpcni spektrum (cerné) a emisni spektrum (cervené) Ccistého
fykocyanobilinu v methanolu (excitace 580 nm). Spektra jsou normalizovana na

maximum signalu. Ramanuv rozptyl methanolu by mohl kazit spektrum okolo 698 nm.

Cisty fykocyanobilin méa dva vyrazné absorpéni pasy. Soretiiv pas je v UV oblasti a
Castetné zasahuje do fialové, maximum ma u 366 nm. Siroky Q pas je v oblasti zelené az
ervené s maximem u 630 nm. Cisty fykocyanobilin vyrazngji neabsorbuje v modré oblasti.

Q péas ma priblizné tfetinovou intenzitu Soretova pasu. Fluorescence fykocyanobilinu je
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v Cervené oblasti s maximem u 635 nm. Pik fluorescence je vyrazné uz$i nez Q pas

absorp¢niho spektra.
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Obrazek 4.14: Emisni spektrum (cervene, excitace 580 nm), excitacni spektrum
(modre, detekce 680 nm) a 1-T (cerné) pro cisty fykocyanobilin v methanolu. Spektra
jsou normalizovana na maximum signalu v oblasti Q pdasu absorpcniho spektra.

Ramanuiv rozptyl methanolu by mohl byt detekovdan u 698 nm.

Na obrazku 4.14 je cervené vykresleno emisni spektrum c¢istého fykocyanobilinu
v methanolu, modfe excitacni spektrum a ern€ 1-T, kde T je transmitance. Maximum 1-T
spektra je u 630 nm s poloSitkou 152 nm. Maximum excitacniho spektra je u 625 nm
s polositkou 69 nm. Maximum fluorescence je u 635 nm s poloSitkou 56 nm. Spektra
fykocyanobilinu maji obdobny charakter jako referen¢ni spektra biliverdinu. Opét se zjevné
jedna o vzorek s mnoha konforma¢nimi formami fykocyanobilinu, z nichZ jen nékteré maji
siln&jsi fluorescenci.

Kvantovy vytézek a doba zivota fluorescence Cistého fykocyanobilinu je uvedena
v souhrnu vysledkii v tabulce 4.7 v kapitole 4.7. Kiivka dohasinani fluorescence cistého

fykocyanobilinu v methanolu je v pfiloze (kapitola 9) na obrazku 9.4.
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4.6 Fykocyanobilin s kovy
U komplext fykocyanobilinu s kovy bylo tyden po ptipravé vzorki zméfeno spektrum
absorpCni, emisni a excita¢ni. Emisni 1 excitacni spektrum bylo méfeno s excitacni Stérbinou
4 nm a emisni Stérbinou 4 nm s integracnim ¢asem 0,1 s. Vyjimkou byl fykocyanobilin se
zinkem, kde emisni i excitatni spektrum bylo méfeno s excitani Stérbinou 2 nm, emisni
Stérbinou 2 nm a integra¢nim ¢asem 0,1 s. Déle byl zméfen kvantovy vytézek fluorescence a
doba zivota fluorescence. Pfidanymi kovy byly zinek, méd’, nikl a kobalt. VSechny vzorky

byly rozpustény v methanolu.
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Obrazek 4.15: Absorpcni spektrum (cerné) a emisni spektrum (cervené)
fykocyanobilinu s niklem v methanolu, jeden tyden po pripravé vzorku (excitace
580 nm). Spektra jsou normalizovina na maximum signalu v oblasti Q padsu

absorpcniho spektra. Ramanuv rozptyl methanolu by mohl byt detekovan u 698 nm.

Absorpéni spektrum fykocyanobilinu se po pfidani niklu vyrazné méni (obrazek 4.15).
Soretliv pas se rozdélil na vice mensich pikid s maximy u 345 nm a kolem 410 nm oproti
366 nm u fykocyanobilinu (obrazek 4.13). Maximum Q pasu se nachazi oproti Cistému
fykocyanobilinu déle v cervené oblasti a to u650nm. V modré oblasti, kde Cisty
fykocyanobilin téméf neabsorboval, se zvysila absorbance. Fluorescence fykocyanobilinu
s niklem je stejné jako u Cistého fykocyanobilinu v Cervené oblasti s maximem u 634 nm. Pik
fluorescence je vyrazné uzsi nez Q pas absorpcniho spektra a lezi na jeho modré hrané, tedy

ve vyssich energiich.
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Obrazek 4.16: Emisni spektrum (cervene, excitace 580 nm), excitacni spektrum
(modre, detekce 680 nm) a I-T (cerné) pro fykocyanobilin s niklem v methanolu, jeden
tyden po pripravé roztoku. Spektra jsou normalizovana na maximum signalu v oblasti
O pasu absorpcniho spektra. Ramaniiv rozptyl methanolu by mohl byt detekovan
u 698 nm.

Na obrazku 4.16 je Cervené vykresleno emisni spektrum fykocyanobilinu s niklem
v methanolu, modfe excitac¢ni spektrum a ¢erné 1-T, kde T je transmitance. Maximum 1-T
spektra je u 651 nm s poloSitkou 168 nm. Maximum excitacniho spektra je u 625 nm
s polositkou 31 nm. Maximum fluorescence je u 634 nm s polosiikou 30 nm. Ackoli doslo
v absorpénim spektru fykocyanobilinu s niklem k vytvofeni zfetelnych absorpEnich past
oproti Cistému fykocyanobilinu, excitacni spektrum neodpovida tvarové spektru 1-T a

Kvantovy vytézek a doba zivota fluorescence fykocyanobilinu s niklem je uvedena
v souhrnu vysledki v tabulce 4.7 v kapitole 4.7. Kfivka dohasindni fluorescence

fykocyanobilinu s niklem v methanolu je v ptiloze (kapitola 9) na obrazku 9.5.
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Obrazek 4.17: Absorpcni spektrum (cerné) a emisni spektrum (cervené)
fykocyanobilinu s kobaltem v methanolu, jeden tyden po pripravé roztoku (excitace
580 nm). Spektra jsou normalizovina na maximum signalu v oblasti Q pdsu

absorpcniho spektra. Ramanuv rozptyl methanolu by mohl byt detekovan u 698 nm.

Absorpcni spektrum fykocyanobilinu se po pridani kobaltu (obrazek 4.17) méni
podobné jako po ptidani niklu (obrazek 4.15). Polohu Soretova pasu nelze urcit, protoze
absorbance od Q pasu kontinudlné stoupd se snizujici se vinovou délkou. Q pas se nachazi
v rozmezi vlnovych délek 475 nm az 675 nm a sklada se z n€kolika ptekryvajicich se piki.
Vlnova délka maxima nejvétsiho piku z této oblasti je u 623 nm, dalsi piky jsou u 529 nm,
575nm a 647 nm. V modré oblasti fykocyanobilin s kobaltem absorbuje jesté¢ vice nez
fykocyanobilin s niklem. Fluorescence fykocyanobilinu s kobaltem je opét v cervené oblasti

s maximem u 634 nm. Pik fluorescence je vyrazné uzsi nez Q pas absorpcniho spektra.
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Obrazek 4.18: Emisni spektrum (cervené, excitace 580 nm), excitacni spektrum
(modre, detekce 680 nm) a 1-T (cerné) pro fykocyanobilin s kobaltem v methanolu,
jeden tyden po pripravé vzorku. Spektra jsou normalizovana na maximum signalu
v oblasti Q pasu absorpcniho spektra. Ramaniiv rozptyl methanolu by mohl byt

detekovan u 698 nm.

Na obrazku 4.18 je ¢ervené vykresleno emisni spektrum fykocyanobilinu s kobaltem
v methanolu, modfe excitacni spektrum a ern€ 1-T, kde T je transmitance. Maximum 1-T
spektra je nejspiSe u 623 nm, polosSitku nelze snadno urcit, protoze spektrum se skldda
s n¢kolika prekryvajicich se pikil a nelze fadné rozlisit jednotlivé piky. Maximum excitacniho
spektra je u 625 nm s poloSitkou 33 nm. Maximum fluorescence je u 634 nm s poloSitkou
27 nm. Excita¢ni spektrum zietelné pochazi z nejvyssiho piku absorpéniho spektra a nikoli
z piku s nejniZ§i energii.

Kvantovy vytézek a doba zivota fluorescence fykocyanobilinu s kobaltem je uvedena
v souhrnu vysledki v tabulce 4.7 v kapitole 4.7. Kitivka dohasinani fluorescence

fykocyanobilinu s kobaltem v methanolu je v pfiloze (kapitola 9) na obrazku 9.6.
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Obrazek 4.19: Absorpcni spektrum (cerné) a emisni spektrum (cervené)
fykocyanobilinu s médi v methanolu, jeden tyden po pripravé vzorku (excitace
580 nm). Spektra jsou normalizovina na maximum signalu v oblasti Q pdsu

absorpcniho spektra. Ramanuv rozptyl methanolu by mohl byt detekovan u 698 nm.

Absorpéni spektrum fykocyanobilinu s médi je na obrdzku 4.19. V UV oblasti se
nachdzi pik s maximem u 339 nm, dale do UV oblasti absorbance prudce stoupa. Q pas je uzsi
nez u Cistého fykocyanobilinu a nachézi se v Cervené oblasti s maximem u 637 nm. V modré
oblasti témét neabsorbuje. Fluorescence fykocyanobilinu s médi je v Cervené oblasti

s maximem u 633 nm a je velmi slaba.
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Obrazek 4.20: Emisni spektrum (Cervene, excitace 580 nm), excitacni spektrum
(modre, detekce 680 nm) a I-T (cerné) pro fykocyanobilin s médi v methanolu, jeden

tyden po pripravé vzorku. Spektra jsou normalizovana na maximum signalu v oblasti
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O pasu absorpcniho spektra. Ramanuv rozptyl methanolu by mohl byt detekovan
u 698 nm.

Na obrazku 4.20 je Cervené vykresleno emisni spektrum fykocyanobilinu s médi
v methanolu, modfe excitacni spektrum a erné 1-T, kde T je transmitance. Maximum 1-T
spektra je u 637 nm s poloSitkou 96 nm. Maximum excitacniho spektra je u 623 nm
s polositkou 43 nm a je vyznamné¢ odliSné od maxima absorbance, smérem do modré ¢asti
spektra. Maximum fluorescence je u 633 nm s polositkou 33 nm, lezi tedy na krats$i vinové
délce nez maximum absorpce. V tomto piipade jsou si absorpcni a excitaéni spektra pomérné
podobna, ale je zfejmé, Ze i zde fluorescence detekuje jen malou ¢ast molekul ve vzorku.

Kvantovy vytézek a doba zZivota fluorescence fykocyanobilinu s médi je uvedena
v souhrnu  vysledki v tabulce 4.7 v kapitole 4.7. Kftivka dohasinani fluorescence

fykocyanobilinu s médi v methanolu je v ptiloze (kapitola 9) na obrazku 9.7.
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Obrazek 4.21: Absorpcni spektrum (cerné) a emisni spektrum (cervené)
fykocyanobilinu se zinkem v methanolu, jeden tyden po priprave vzorku (excitace
600 nm). Spektra jsou normalizovina na maximum signalu v oblasti Q pdsu

absorpcniho spektra. Ramanuyv rozptyl methanolu by mohl byt detekovan u 725 nm.

Absorpéni spektrum fykocyanobilinu se zinkem je na obrazku 4.21. Soretiv paés je
v UV oblasti s maximem u 337 nm a je vyrazn¢ uzsi nez u Cistého fykocyanobilinu. Soretiiv
pas fykocyanobilinu se zinkem mé v porovnani s ¢istym fykocyanobilinem piiblizné€ o 25 %
niz$i intenzitu. Q pas je vyrazn€¢ uzs$i nez u Cistého fykocyanobilinu a je 1 uzs$i nez
u fykocyanobilinu s médi, kobaltem, nebo niklem. U fykocyanobilinu se zinkem méa Q pas

veétsi intenzitu nez pas Soretlv, coz je naopak nez u Cistého fykocyanobilinu i ostatnich
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komplext s kovy. Q pas se nachazi v oranzové az ¢ervené oblasti a tvoii ho dva vyrazné piky.
Hlavni pik m& maximum u 624 nm, vibronicky pik ma maximum u 577 nm. V modré oblasti
tento vzorek neabsorbuje. Fluorescence fykocyanobilinu se zinkem je v Cervené oblasti
s maximem u 633 nm. Pik fluorescence je stejn¢ Siroky jako Q pas absorpcniho spektra a to
25 nm. V porovnani s ostatnimi vzorky s kovy a s Cistym fykocyanobilinem je fluorescence

fykocyanobilinu se zinkem vyrazné silnéjsi.
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Obrazek 4.22: Emisni spektrum (cervené, excitace 600 nm), excitacni spektrum
(modre, detekce 680 nm) a 1-T (cerné) pro fykocyanobilin se zinkem v methanolu,
jeden tyden po pripravé vzorku. Spektra jsou normalizovana na maximum signalu
v oblasti Q pasu absorpcniho spektra. Ramaniiv rozptyl methanolu by mohl byt

detekovan u 725 nm.

Na obrazku 4.22 je Cervené vykresleno emisni spektrum fykocyanobilinu se zinkem
v methanolu, modfe excitacni spektrum a ¢ern€ 1-T, kde T je transmitance. Spektra 1-T
a excitacni jsou tvarové stejné, ale ve fialové oblasti ma excitacni spektrum asi o 5 % mensi
intenzitu neZ spektrum 1-T. Maximum 1-T spektra i excita¢niho spektra je u 624 nm. Polositka
piku excitaéniho 1 1-T spektra v oranZzové oblasti je 25 nm. Maximum fluorescence je
u 633 nm s polositkou 26 nm. Tento vzorek je tedy v kontrastu s ostatnimi spektroskopicky
pomérné homogenni a spektra v obrazku 4.22 charakterem siln€ pfipominaji napt. spektra
chlorofylu a (obrazek 4.9).

Kvantovy vytézek a doba Zivota fluorescence fykocyanobilinu se zinkem je uvedena
v souhrnu vysledki v tabulce 4.7 v kapitole 4.7. Kfivka dohasindni fluorescence

fykocyanobilinu se zinkem v methanolu je v ptiloze (kapitola 9) na obrazku 9.8.
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4.7 Souhrn vysledki pro fykocyanobilin s kovy
V této kapitole jsou shrnuté vysledky referen¢nich vzorkd, erythrosinu B, chlorofylu a,
biliverdinu, a fykocyanobilinu s kovy.
Absorpcni spektra fykocyanobilinu s kovy byla pro souhrnny pohled vykreslena do

jednoho grafu na nasledujicim obrazku 4.23.
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Obrazek 4.23: Absorpcni spektra fykocyanobilinu s kovy v methanolu tyden po
pripravé vzorkii. Vzorky jsou identifikovany v legendé grafu, cerné je Ccisty
fykocyanobilin, cervené fykocyanobilin s niklem, modre s kobaltem, oranzové s médi
a zelené se zinkem. Spektra jsou normalizovana na maximum signalu v oblasti Q pasu

absorpcniho spektra.

Po pfidani kovu se vyrazné meéni tvar absorpéniho spektra a poloSitka Q pasu.
Nejmensi polositku 1ze pozorovat u fykocyanobilinu se zinkem a to 25 nm. Nejvétsi polositku
vykazuje vzorek s kobaltem, protoze jeho absorpcni spektrum se sklada s nékolika
prekryvajicich se pikil, které od sebe nelze jednoznacné odlisit. Mimo kobalt by nejvétsi
polositku mél fykocyanobilin s niklem a to 168 nm, dalsi je ¢isty fykocyanobilin s polositkou
152 nm a fykocyanobilin s médi s polositkou 96 nm.

Polohy a polositky Q past referencnich vzorkli a fykocyanobilinu s kovy jsou

souhrnné zapsany v tabulce 4.6.
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Tabulka 4.6: Souhrnny prehled polohy maxima a polosirky Q pasu, fluorescence a
excitace pro referencni vzorky, biliverdin, erythrosinu B a chlorofylu a vse

v methanolu, a pro fykocyanobilin s riznymi kovy v methanolu tyden po priprave

vzorku.
Q pas Excitace Fluorescence
Poloha Polositka Poloha Polositka Poloha Polositka
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)

biliverdin 653 170 639 39 650 34
chlorofyl a 665 23 665 23 674 24
erythrosin B 532 29 531 29 549 35
cisty fcb 630 152 625 69 635 56
fcb + Ni 650 168 625 31 634 30
fcb + Co 6235 - 625 33 634 27
fcb + Cu 637 96 623 43 633 33
fcb + Zn 624 25 624 25 633 26

Pro vypocet kvantového vytézku fluorescence vzorki fykocyanobilinu byl jako
standard pouzit chlorofyl a 0 znamém kvantovém vytézku ® = 0,32 (Bowers, a dalsi, 1967).
Doby zivota a kvantové vytézky fluorescence referencnich vzorki a fykocyanobilinu s kovy
jsou souhrnné zapsany v tabulce 4.7. Polohy excitace a detekce pii méfeni doby zivota

jednotlivych vzorkl jsou uvedeny v tabulce 4.8.

6 Jedna se pouze o odhad nejpravdépodobnéjsi polohy maxima, nebot nelze snadno ur¢it, kde se maximum
nachazi z divodu nekolika prekryvajicich se piku.
" Nelze ur¢it polosiiku z diivodu nékolika ptekryvajicich se piki tvoficich roztahlé spektrum.
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Tabulka 4.7: Souhrnny prehled namérenych kvantovych vytézkii @ a dob Zivota
fluorescence pro referencni vzorky biliverdin, erythrosinu B, chlorofylu a vse
v methanolu, a pro fykocyanobilin s riiznymi kovy v methanolu tyden po pripravé
vzorkii. t;, 12, T3 jsou diléi komponenty doby Zivota fluorescence a tavg je prumeérna

doba Zivota fluorescence.

71 (ns) T2 (ns) T3 (ns) Tavg (NS) ()

biliverdin 4,67 0,69 0,09 0,30 0,0011
chlorofyl a 5,79 - - 5,79 0,29

erythrosin B 2,05 0,52 - 0,52 0,075
cisty fcb 6,36 3,37 0,93 2,72 0,0042
fcb + Ni 7,06 5,71 4,05 5,46 0,0058
fcb + Co 8,27 5,06 0,22 4,17 0,0042
fcb + Cu 6,59 3,45 0,34 3,37 0,0003
fcb + Zn 7,35 4,89 - 5,74 0,5360

Tabulka 4.8: Souhrnny prehled polohy excitace a detekce pri méreni dob Zivota
fluorescence referencnich vzorkii, erythrosinu B, chlorofylu a, biliverdinu, a

fykocyanobilinu s kovy, v§e v methanolu.

Excitace Detekce

(nm) (nm)
biliverdin 638 720
chlorofyl a 482 672
erythrosin B 482 550
cisty fcb 638 700
fcb + Ni 638 700
fcb + Co 638 700
fcb + Cu 638 700
fcb + Zn 482 690
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5 Diskuze

Pfed métfenim na necharakterizovanych fykobilinech byly metody otestovany na
referenCnich vzorcich erythrosinu B a chlorofylu a. Experimentalni data kvantovych vytézkt
erythrosinu B a chlorofylu a vykazovala odchylku od publikovanych udaji ptiblizné€ 10-20 %.
Doby Zivota fluorescence byly zméteny s odchylkou pod 10 %. Zmétené polohy absorpcnich
a fluorescencnich pasti obou barviv odpovidaly literatute s odchylkou mensi nez 1 nm. Mensi
presnost méfeni kvantovych vytézka fluorescence byla nejspiSe zptisobena nepiesnosti pii
méfteni absorbanci velmi ziedénych vzorkt, které jsou nezbytné pro piesné stanoveni intenzity
fluorescence. Dalsi vliv mohlo mit odpatrovani rozpoustédla (methanolu) a s tim souvisejici
zména koncentrace v pribchu ptipravy vzorku a experimentu (Seely a Connolly, 1986).

Excita¢ni spektrum biliverdinu se vyznamné lisi od absorpéniho spektra a jeho ktivka
dohasinani obsahuje tfi komponenty. To jiz bylo diive vysvétleno ptfitomnosti riznych
molekularnich forem v zakladnim stavu (Holzwarth, a dal$i, 1983). Nizky kvantovy vytézek
fluorescence biliverdinu, pod 0,1 %, byl vysvétlen nezéfivou relaxaci excitovanych stavi
umoznénou konformaénimi zménami molekuly a procesy ptfenosu protoni. Komponenta
s ptes 4 ns dlouhou dobou zivota je dikazem pfitomnosti relativné rigidni konformace
biliverdinu (Holzwarth, a dalsi, 1983).

Stejnym zplsobem lze vysvétlit fluorescencni vlastnosti fykocyanobilinu, protoze se
jedné o chemicky obdobné latky. Doba Zivota fluorescence fykocyanobilinu zméfend v této
praci byla vyrazné delsi nez doba Zivota biliverdinu, ¢emuz odpovida 1 kvantovy vytézek. Je
mozné, Ze roztok fykocyanobilinu obsahuje vétsi mnozstvi stabilnich konformaci. Vzhledem
k velmi nizkému kvantovému vytézku fluorescence fykocyanobilinu oproti chlorofylu a neni
fykocyanobilin vhodny k pfimému vyuziti pro sbér energie svétla ve fotosyntéze. V ptirodnich
systémech jsou fykobiliny vazané na proteinové komplexy, které vyznamné meéni jejich
vlastnosti. Tyto zmény zpiisobi prodlouzeni doby zivota a tim zvyS$i G¢innost pfenosu energie
(Scheer, a dalsi, 2003).

Na zéklad¢ naméfenych fluorescencnich vlastnosti fykocyanobilinu s navazanymi
atomy kovl je mozné vzorky rozd€lit na dvé skupiny. Prvni skupina s obdobnymi vlastnostmi
jako volny fykocyanobilin, do které patii komplexy s médi, kobaltem a niklem. A druha
skupina s vlastnostmi podobnym chlorofylu a, které spliiuje komplex fykocyanobilinu se
zinkem. Ackoliv doslo ve vSech ptipadech k ziiZeni Q pésu absorpc¢nich spekter, vzorky prvni
skupiny mély pouze malou podobnost absorp¢nich a excitacnich spekter. Vzorky tedy
obsahovaly vice spektralnich forem, z nichZ nékteré¢ mély silnéj$i meéfitelnou fluorescenci.

VSechny vzorky z prvni skupiny mély také nizky kvantovy vytézek fluorescence a to pod 1 %.
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Vsechny vzorky ale mély relativné uzky fluorescencni pas s polositkami podobnymi
erythrosinu B a chlorofylu a. Zmétené doby zivota fluorescence byly relativné dlouhé, mezi
2,7 a5,5 ns, v porovnani s kratkou dobou zivota fluorescence biliverdinu 0,3 ns. U chlorofyli
je znamé, ze komplexy s kovy, jako je nikl, kobalt a méd’, maji vysokou pravdépodobnost
vnitini konverze (nezafivé relaxace), coz vede k vyraznému zkraceni doby Zzivota
excitovaného stavu, a i ke snizeni kvantového vytézku fluorescence (Scheer, a dalsi, 2003).
V této praci tedy existuje urcity konflikt mezi naméirenymi kvantovymi vytézky a dobou zivota
fluorescence. Nelze vyloucit, vzhledem kvelmi nizkym intenzitdim fluorescence
analyzovanych vzorki, Ze nedo$lo k néjaké kontaminaci malym mnozstvim pfimési s vySsi
intenzitou fluorescence, del§i dobou Zivota a vys$Sim kvantovym vytézkem fluorescence.
Tyden trvajici pfiprava vzorkli mohla také ovlivnit vysledky méteni, protoze mohlo dojit
k znecisténi nebo rozpadu vzorkd. Zminky o nestabilit¢ izolovanych bilinti jsou k nalezeni
v literatuie (Scheer, a dalsi, 2003). DalSim faktorem ovliviiujici pfesnost méfeni mohla byt
volba standardu — chlorofylu a, kde byl velky rozdil mezi kvantovymi vytézky fluorescence
standardu a vzorkl. Presnéjsi vysledky méfeni by mohla piinést volba lepSiho, vzorkim
podobnéjsiho standardu, kterym by mohl byt biliverdin, minimalné¢ pro komplexy
fykocyanobilinu s kovy z prvni skupiny s vlastnostmi podobnymi volnému fykocyanobilinu.
Bylo by tedy vhodné provést experimenty vicekrdt a vzorky lépe charakterizovat.
(Voméackova, 2024)

Absorpcni a excitaéni spektrum komplexu fykocyanobilinu se zinkem se tvarem dobie
shodovalo. Vyznacoval se také Uuzkym emisnim pasem, dlouhou dobou Zivota a velkym
kvantovym vytézkem ptes 50 %, dokonce vét§sim nez chlorofyl a s vytézkem 32 % (Bowers,
a dalsi, 1967). Kvantovy vytéZek fykocyanobilinu se zinkem byl o dva tady vyssi nez
kvantovy vytézek komplexti fykocyanobilinu s jinymi kovy. Jednd se zfeymé o molekulu
s rigidni strukturou, kterd by mohla mit podobnou konfiguraci jako komplex linearniho
fylobilinu se zinkem, ktery ma silnou fluorescenci (Li, a dalsi, 2014). U chlorofyll je znamo,
ze silnou fluorescenci maji jen komplexy s hoi¢ikem a zinkem (Grimm, a dal$i, 2006).

Pro dobrou t¢innost pienosu energie v piirodnich 1 umélych svétlosbérnych systémech
jsou nutné vhodné molekuly a to takové, které maji dlouhou dobu Zivota a vysoky kvantovy
vytézek fluorescence (Ruban, a dalsi, 2011). Komplex fykocyanobilinu se zinkem tyto

vlastnosti spliiuje a mohl by tak byt dobrym kandidatem pro budouci experimenty.
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6 Zavér

V prvni Casti prace byla zméfena absorpcni, emisni a excitacni spektra referen¢nich
vzorkl a to biliverdinu, erythrosinu B a chlorofylu a. Dale byl u referen¢nich vzork zméten
kvantovy vytézek fluorescence a doba zivota fluorescence. Vysledky téchto méfeni byly
srovnany s literaturou. Absorp¢ni a emisni spektra a jejich maxima odpovidala publikacim
s odchylkou mensi nez 2 nm. U erythrosinu B a chlorofylu a byla odchylka namétenych
kvantovych vytézkid od publikovanych hodnot 10-20 %. Doby Zivota erythrosinu B a
biliverdinu velmi dobie odpovidaly publikacim. Doba zivota chlorofylu a byla zmétfena
s chybou necelych 7 %.

V dal§i casti byla zmeéfena a popsdna absorpcni, emisni a excitaéni spektra
fykocyanobilinu a jeho komplext s kovy. Bylo zjisténo, Ze pfidanim kovu se méni absorpéni
i fluorescencéni vlastnosti a tim i spektra fykocyanobilinu. Nejvétsi zména fluorescenénich
vlastnosti byla zaznamendna u fykocyanobilinu se zinkem, kde pfidanim zinku vzrostl
kvantovy vytézek fluorescence oproti Cistému fykocyanobilinu vice nez 100krat a mél tak
dokonce vyssi kvantovy vytézek nez chlorofyl a. Doslo také ke zméné polositky Q pasu
absorpcéniho spektra. Nejvétsi zména nastala opét u fykocyanobilinu se zinkem, jehoz
polositka Q pasu absorpcniho spektra je 25 nm oproti 152 nm u cistého fykocyanobilinu.
Pfidanim kovu se také prodlouZila doba Zivota fluorescence.

Fykocyanobilin se zinkem by mohl byt vhodny k dal$i podrobné analyze vzhledem
k jeho vysokému kvantovému vytéZzku a dlouhé dobé zivota fluorescence, coZ by mohlo
znamenat 1 dobrou ucinnost v systémech umeélé fotosyntézy. Ptipadné by bylo moZzZné
vyzkouset, jestli by s jinymi kovy vznikly komplexy vykazujici podobné vlastnosti jako

fykocyanobilin se zinkem.
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8 Seznam pouzitych symboli a zkratek

H>O
MeOH
Ni

Co

Cu

Zn

fcb

IRF
FWHM

voda

methanol

nikl

kobalt

meéd’

zinek

fykocyanobilin

doba zivota fluorescence

kvantovy vytézek fluorescence

Instrument Response Function, ¢esky: funkce odezvy pfistroje

Full Width at Half Maximum, ¢esky: poloSitka
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9 P¥ilohy
V nasledujicich obrazcich jsou kiivky dohasinani fluorescence referenc¢nich vzorka,

chlorofylu a, erythrosinu B, biliverdinu, a dale fykocyanobilinu a jeho komplext s kovy, které

jsou popsany ve vysledcich v kapitole 4.
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Obrazek 9.1: Krivka dohasinani fluorescence (modrie), IRF-funkce odezvy pristroje
(Cervené), krivka modelu (cerné teckované) a rezidua (cerné, dole) erythrosinu B

v methanolu. Excitovano modrym laserem o vinové délce 482 nm, detekce u 550 nm.
Model se sklada ze dvou komponent, vzhledem k rovnomeérné distribuci rezidui

kolem nuly, lze usoudit, Ze model je dobrou reprezentaci namérenych dat.
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kiivka dohasinani (672 nm)
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Obrazek 9.2: Krivka dohasinani fluorescence (modrie), IRF-funkce odezvy pFistroje
(Cervené), krivka modelu (cerné teckované) a rezidua (cerné, dole) chlorofylu a

v methanolu. Excitovano modrym laserem o vinové délce 482 nm, detekce u 672 nm.
Model se sklada pouze z jedné komponenty, symetrie rezidui se v case 5-15 ns

odchyluje od nuly, model tedy neni uplné dobrym fitem namérenych dat. Vice

komponent ale fit nezlepsilo.
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kiivka dohasinani (720 nm)
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Obrazek 9.3: Krivka dohasinani fluorescence (modre), IRF-funkce odezvy pristroje
(Cervené), krivka modelu (cerné teckované) a rezidua (cerné, dole) biliverdinu

v methanolu. Excitovano cervenym laserem o vinové délce 638 nm, detekce

u 720 nm. Model se sklada ze tii komponent, rezidua ukazuji néjakou periodickou

zavislost, model tedy neni uplné dobrou reprezentaci namérenych dat. Jiny pocet

komponent model nezlepsilo.

- 44 -



——kfivka dohasinani (700 nm)
——IRF
3 1 eeee model

10Y (counts)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 a5 50 55 60
Gas (ns)
15
10 4
.5 g.
© .10 -
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Cas (ns)

Obrazek 9.4: Krivka dohasinani fluorescence (modre), IRF-funkce odezvy pristroje
(Cervené), krivka modelu (cerné teckované) a rezidua (cerne, dole) Ccistého
fykocyanobilinu v methanolu. Excitovano cervenym laserem o vinové délce 638 nm,
detekce u 700 nm. Model se sklada ze tri komponent. Velkou odchylku rezidui Ize

pozorovat na pocatku dohasinani, ddle je ale distribuce rovnomérnad, model je tedy

dobrym fitem namérenych dat.
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Obrazek 9.5: Krivka dohasinani fluorescence (modre), IRF-funkce odezvy pristroje
(Cervené), krivka modelu (Cerné teckované) a rezidua (cerné, dole) fykocyanobilinu
s niklem v methanolu, tyden po pripravé vzorku. Excitovano cervenym laserem o
vinové délce 638 nm, detekce u 700 nm. Model se sklada ze t/i komponent. Velkou
odchylku rezidui lze pozorovat na pocatku dohasinani, dale je ale distribuce

rovnomeérna, model je tedy dobrym fitem namérenych dat.
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Obrazek 9.6: Krivka dohasinani fluorescence (modre), IRF-funkce odezvy pristroje
(Cervené), krivka modelu (Cerné teckované) a rezidua (cerné, dole) fykocyanobilinu
s kobaltem v methanolu, tyden po pripravé vzorku. Excitovano cervenym laserem o

vinové délce 638 nm, detekce u 700 nm. Model se sklada ze tii komponent. Distribuce

rezidui je rovnomérnd, model tedy dobre reprezentuje namérena data.
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Obrazek 9.7: Krivka dohasinani fluorescence (modre), IRF-funkce odezvy pristroje

(Cervené), krivka modelu (Cerné teckované) a rezidua (cerné, dole) fykocyanobilinu

s médi v methanolu, tyden po pripravé vzorku. Excitovano cervenym laserem o vinové

délce 638 nm, detekce u 700 nm. Model se sklada ze tFi komponent. V prvni casti jsou

na reziduich videét vétsi odchylky, od asi 10 ns je uz distribuce rovnomérna, model

tedy celkem odpovida namérenym datiim. Jiny pocet komponent fit nezlepsilo.
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Obrazek 9.8: Krivka dohasinani fluorescence (modre), IRF-funkce odezvy pristroje
(Cervené), krivka modelu (Cerné teckované) a rezidua (cerné, dole) fykocyanobilinu
se zinkem v methanolu, tyden po pripravé vzorku. Excitovano modrym laserem o
vinové délce 482 nm, detekce u 690 nm. Model se sklada ze dvou komponent. Opét
jsou odchylky v prvnich 10 ns, poté je distribuce rezidui rovnomérna. Model tedy

celkem odpovidda namérenym datium. Vice komponent fit nezlepsilo.
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