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Ćıle práce

Tato bakalářská práce má za úkol pozorovat spektrálńı aktivitu karotenoidu

sferoidenonu pomoćı časově rozlǐsené femtosekundové spektroskopie. Motivaćı k

provedeńı experiment̊u byl předpoklad větš́ıho stechiometrického pod́ılu karotenoid̊u na

světlosběrný komplex typu 1 (LH1 komplex) u fotosyntetických bakteríı druhu

Rhodobacter sphaeroides. Předpokládá se, že se v komplexu nacháźı dvě skupiny

karotenoid̊u, které se lǐśı prostorovou konfiguraćı, a tud́ıž i spektrálńı odezvou. [13]

Tento rozd́ıl by se měl projevit odlǐsnými tranzientńımi spektry při excitaci

zkoumaných karotenoid̊u r̊uznými vlnovými délkami. Primárńım ćılem práce tedy bylo

provést dané měřeńı a na základě obdržených výsledk̊u potvrdit nebo vyvrátit výše

popsanou hypotézu.

Práce se mimo to zaměřuje i na aktivitu tzv. ICT stavu, jenž je u zkoumaného

karotenoidu d́ıky jeho chemické struktuře pozorován.

1 Úvod

Člověk se již dlouho snaž́ı přij́ıt na to, jak funguje př́ıroda. Raný vývoj vesmı́ru

je sice popsán teoríı Velkého třesku, ovšem na otázky ohledně života pravděpodobně

ještě nějakou dobu nebudeme znát jasnou odpověd’. Poté, co vznikly atomy a následně i

jednoduché molekuly, je tud́ıž vznik primitivńıch forem života, a s t́ım spojené činnosti

daľśı otázkou, kterou se vědci zabývaj́ı.

Jedny z prvńıch organismů, které začaly na Zemi ž́ıt a přizp̊usobovat prostřed́ı k

obrazu svému, byly nejsṕı̌se prokaryotické bakterie. Jejich nejstarš́ı fosilńı nálezy jsou

datovány jako 3,5 mld. let staré. Na druhou stranu, z této doby nemáme žádný d̊ukaz o

existenci eukaryotických buněk. Prokaryotické organismy se brzy začaly diferencovat a

vytvořily dvě domény – archea a bakterie. Ještě dnes jsou obě skupiny v hojné mı́̌re k

nalezeńı v př́ırodě, kde obývaj́ı široká spektra oblast́ı. [1]

Obecně se prokaryota, jakožto forma života, projevuj́ı typickými vlastnostmi, jež jsou

pro definici živého organismu požadované. Mezi ně patř́ı r̊ustové a vývojové pochody,

rozmnožováńı a zachováváńı genetické informace, reagováńı na vněǰśı i vnitřńı podněty

a metabolické procesy. Posledńı zmı́něná vlastnost je pro nás velice d̊uležitá, protože

d́ıky fotosyntéze, která mezi tyto procesy patř́ı, máme okysličenou atmosféru. Přestože
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začala prokaryota využ́ıvat fotosyntézu jako zdroj energie již brzy po svém samotném

vzniku, na svém počátku neprodukovala fotosyntéza O2, byla tzv. anoxygenńı. Až sinice,

obývaj́ıćı planetu Zemi přibližně od doby 3 mld. let nazpět, byly prvńımi fototrofńımi

organismy, které začaly svou oxygenńı fotosyntézou produkovat kysĺık. [1] Ten se po

nasyceńı vodńıch povrch̊u a hornin obsahuj́ıćıch železo následně začal hromadit i v zemské

atmosféře asi před 2,4 mld. lety. [14] Z tohoto krátkého shrnut́ı vyplývá, že prokaryota

byla pro vznik daľśıho, složitěǰśıho života na Zemi, kĺıčová. [1]

1.1 Fotosyntéza

V následuj́ıćı kapitole se budeme zaob́ırat samotnou fotosyntézou jakožto dějem,

který obecně slouž́ı k přeměně energie. Naš́ım primárńım zájmem nejsou rostliny (tedy

eukaryotńı organismy), nýbrž bakterie patř́ıćı mezi prokaryota. Jejich zp̊usobu

fotosyntézy bude tedy věnována daľśı kapitola. Výzkum základńıch fotosyntetických

děj̊u ale prob́ıhal převážně na rostlinách, a proto jsou poznatky uvedené v této kapitole

vztažené hlavně na ně.

V čem tedy spoč́ıvá fotosyntéza? Jedna z nejobecněǰśıch definic ř́ıká, že jde o

zachyceńı světelné energie a jej́ı přeměnu na energii chemickou. Všem dnes dobře

známá rovnice fotosyntézy je

CO2 + 2 H2O −−→ {CH2O}+ O2 + H2O. (1)

Tato rovnice samozřejmě popisuje oxygenńı fotosyntézu, tedy takovou, při ńıž vzniká

kysĺık a jako zdroj elektron̊u je použitá voda. Oxygenńı fotosyntézou disponuj́ı rostliny,

řasy a sinice. Jak je vidět z rovnice (1), vedle kysĺıku jsou produktem reakce i

sacharidy. Sacharidy jsou ońım produktem, v němž je vázána energie, a který je využit

primárně jak fotosyntetickým organismem samotným, tak i sekundárně organismem

nefotosyntetickým, jenž jej pozře.

Nutno dodat, že tato rovnice neńı jediná. Anoxygenńı fotosyntézou nevzniká kysĺık,

ale i přesto je princip v́ıceméně stejný. Ovšem namı́sto vody využ́ıvaj́ı organismy jako

zdroj elektron̊u např́ıklad H2S a produktem jsou poté atomy śıry. Rovnice pro tuto verzi

fotosyntézy je

CO2 + 2 H2S −−→ {CH2O}+ 2 S + H2O. (2)

Pokud rovnice (1) a (2) zobecńıme, źıskáme rovnici fotosyntézy ve tvaru

CO2 + 2 H2A −−→ {CH2O}+ 2 A + H2O. (3)
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Samotné poznáńı mechanismu fotosyntézy shrnutého rovnićı (1) trvalo téměř dvě

stolet́ı. Teorie, že rostliny mohou využ́ıvat k syntéze hmoty světlo a vzduch, se zdála

být poněkud abstraktńı a bylo provedeno veliké množstv́ı experiment̊u, než byla tato

hypotéza dokázána.[1]

Vzhledem k tomu, že rostliny maj́ı schopnost fotosyntetizovat, muśı jejich buňky

obsahovat aparát, který fotosyntézu umožňuje. Buňky rostlin jsou eukaryotické a maj́ı

tedy složitěǰśı strukturu než buňky prokaryotické. Na r̊uzné funkce maj́ı zvláštńı organely,

přičemž organelou zodpovědnou za fotosyntézu je chloroplast.

vnější mebrána
stroma

granum

thylakoid

lamela

vnitřní membrána

Obrázek 1: Schéma chloroplastu.

Jak je vidět na výše vloženém schématu, vnitřek chloroplastu je vyplněn thylakoidy,

které se seskupuj́ı do útvar̊u zvaných grana. Thylakoidy jsou tvořené membránami, na

kterých se nacházej́ı molekuly chlorofylu vázané v proteinových komplexech. Přesně zde,

na thylakoidńıch membránách, prob́ıhá světelná fáze fotosyntézy, tedy přenos světelné

energie fotosystémy do reakčńıho centra a jej́ı následná přeměna na chemickou energii.

Ta je posléze využita v temnostńı fázi fotosyntézy k syntéze sacharid̊u z CO2 a H2O. [1]

1.1.1 Bakteriálńı fotosyntéza

Jak rostliny, tak i některé bakterie se adaptovaly na zisk energie skrze fotosyntézu.

Jedná se o anoxygenńı fototrofńı bakterie (purpurové (sirné), zelené (sirné)) a oxygenńı

fototrofńı bakterie (sinice). Jejich primárńı ćıl je stejný. Je to navázáńı energie do

makroergńıch vazeb v ATP. Ke konverzi CO2 na stavebńı materiál je zapotřeb́ı mimo

ATP i redukčńı energie. U rostlin, řas a sinic je poskytovaná vodou, bakterie preferuj́ı
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redukované sloučeniny śıry, př́ıpadně molekulárńı vod́ık. Z této informace vyplývá, že

mimo kmen sinic je bakteriálńı fotosyntéza anaerobńı nebo fakultativně aerobńı proces,

přičemž zelené sirné bakterie a část purpurových jsou striktně anaerobńı. [2]

Co se týče př́ıtomnosti r̊uzných fotosytetických pigment̊u, najdeme mezi r̊uznými

bakteriemi poměrně výrazné rozd́ıly. Pomineme sinice, které již obsahuj́ı molekuly

chlorofyl̊u. I zelené a purpurové bakterie se vzájemně lǐśı př́ıtomnými

bakteriochlorofyly a zastoupeńım karotenoid̊u. Např́ıklad purpurové bakterie obsahuj́ı

převážně bakteriochlorofyly a,b a široké spektrum karotenoid̊u, které jsou alifatické.

Zelené bakterie obsahuj́ı bakteriochlorofyly a,c,d,e a vždy př́ıtomný γ – karoten. [2] [4]

Zat́ımco vyšš́ı fotosyntetické organismy maj́ı v buňkách chloroplasty, fotosyntetické

bakterie chloroplasty vyvinuté nemaj́ı. Molekuly bakteriochlorofyl̊u se vyskytuj́ı ve

výběžćıch cytoplazmy do (vnitřńı) plazmatické membrány. Tyto fotosynteticky aktivńı

výběžky jsou nazývány intracytoplazmatickou membránou – ICM. Izolovaným formám

se ř́ıká chromatofory. Tyto útvary obsahuj́ı kompletńı fotosyntetický aparát. [3]

1.1.2 Purpurové bakterie

Purpurové bakterie jsou významnou skupinou anoxygenńıch fototropńıch bakteríı.

Patř́ı mezi gramnegativńı bakterie, což znamená, že jejich vněǰśı obal tvoř́ı dvě hlavńı

vrstvy membrán, mezi nimiž se nacháźı vrstva peptidoglykan̊u. Dı́ky pestrému zastoupeńı

karotenoid̊u mohou nabývat od fialové až po oranžovou barvu.

Dnes známe přes 40 r̊uzných rod̊u purpurových bakteríı. V laboratorńıch

podmı́nkách bylo zjǐstěno, že hodně druh̊u těchto bakteríı snáš́ı dobře extrémńı

podmı́nky jako vysokou salinitu a pH. Některé využ́ıvaj́ı při fotosyntéze jako zdroj

elektron̊u H2S, jiné H2. Purpurové bakterie vytvářej́ıćı atomy śıry se lǐśı jej́ım

ukládáńım. Může být skladována uvnitř buňky (např. Chromatiaceae) nebo vyloučena

ven (např. Ectothiorhodospiraceae). [10]

Druhy jako Rhodobacter a Rhodopseudomonas jsou použ́ıvány ke zkoumáńı

anoxygenńı fotosyntézy. Tyto bakterie jsou fyziologicky velice všestranné. Pro př́ıklad

uvedeme Rhodobacter capsulatus, která zvládne r̊ust fototrofně s př́ıtomným oxidem

uhličitým, př́ıp. uhĺıkem z organických zdroj̊u, nebo i ve tmě pomoćı respiračńıch a

fermentačńıch proces̊u. Společně s Rhodobacter sphaeroides jsou schopny i fixovat N2.

[10] Fotosyntetický aparát, který byl použit v provedeném měřeńı, byl izolován z

Rhodobacter sphaeroides.
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1.2 Fotosyntetické pigmenty

Fotosyntetickými pigmenty nazýváme souhrně skupinu sloučenin, které jsou svou

chemickou strukturou vhodné pro absorpci foton̊u, jejichž energie je využita v

následných fotosyntetických procesech. Bez jejich př́ıtomnosti ve fotosyntetických

systémech by nebylo možné absorbovat zářeńı a přeměňovat jeho energii. Pásy

absorbance chlorofyl̊u a bakteriochlorofyl̊u jsou vhodně doplněny absorpčńımi pásy

r̊uzných karotenoid̊u, č́ımž se zvyšuje množstv́ı excitačńı energie využitelné v

pozděǰśıch fáźıch fotosyntézy. Mimo světlosběrnou činnost maj́ı pigmenty i daľśı funkce.

Některé chlorofyly a bakteriochlorofyly zastávaj́ı roli zvláštńıho páru v reakčńım centru

a karotenoidy jsou známé svými fotoprotektivńımi vlastnostmi.

Co zp̊usobuje, že molekula může absorbovat fotony? Molekuly absorbuj́ıćı v

ultrafialových nebo viditelných oblastech spektra obsahuj́ı ve své chemické struktuře

části zvané chromofory. Ty jsou tvořeny systémem tzv. konjugovaných vazeb. To

znamená, že se mezi atomy uhĺıku (př́ıp. s duśıkem [11]) pravidelně stř́ıdaj́ı dvojné a

jednoduché vazby. To vede ke vzniku π orbitalu s delokalizovanými elektrony, které

mohou být excitovány absorpćı foton̊u. V našem př́ıpadě se jedná zejména o π → π∗

přechody. [7]

1.2.1 Chlorofyly a bakteriochlorofyly

Chlorofyly jsou složité tetrapyrolové molekuly nacházej́ıćı se ve všech organismech,

které využ́ıvaj́ı oxygenńı fotosyntézu. Rozeznáváme chlorofyly typu a – f, které se

nacháźı v r̊uzném množstv́ı v r̊uzných organismech. Nejčastěǰśı výskyt př́ısluš́ı Chl–a.

Ten můžeme naj́ıt již v sinićıch, přes všechny možné druhy řas, až po rostliny.

Jak je vidět na obr. 2, základńı struktura chlorofyl̊u se moc nelǐśı. Všechny jsou

tvořeny čtyřmi pyrolovými jednotkami s vázaným atomem hořč́ıku uprostřed a pátým

cyklickým řetězcem navázaným na jeden pyrolový řetězec. Uhlovod́ıkový řetězec je

navázán na daľśı pyrolovou jednotku a vyskytuje se u všech typ̊u kromě Chl–c.

Struktura Chl–e neńı ještě dobře prozkoumána, a proto na obrázku chyb́ı. [4]

Fotosyntetické bakterie (kromě sinic – ty obsahuj́ı klasické chlorofyly) maj́ı své

vlastńı molekuly chlorofylu. Jsou nazývány bakteriochlorofyly a strukturně jsou

podobné chlorofyl̊um. Také jsou tvořeny čtyřmi pyrolovými jednotkami s vázaným

atomem hořč́ıku uprostřed i pátým cyklickým řetězcem navázaným na jednom

pyrolovém řetězci a uhlovod́ıkovým řetězcem na daľśı pyrolové jednotce. V př́ıpadě
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R1

R2

chlorofyl - a

chlorofyl - c 1,2,3

chlorofyl - d

chlorofyl -f

chlorofyl - b

Obrázek 2: Molekuly chlorofyl̊u.
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bakteriochlorofyl̊u rozlǐsujeme typy a – g, přičemž rozd́ıly mezi nimi opět tkv́ı převážně

v navázaných substituentech. [4]

farnesyl

R1

R2

R3

R4

R5

fytyl fytyl

bakteriochlorofyl - a

bakteriochlorofyl - c,d,e,f bakteriochlorofyl - g

bakteriochlorofyl - b

Obrázek 3: Molekuly bakteriochlorofyl̊u.

Purpurové bakterie, na jejichž fotosyntetický aparát je zaměřena tato práce,

obsahuj́ı Bchl–a nebo Bchl–b, vždy jen jeden z nich. Zkoumaný fotosyntetický aparát z

Rhodobacter sphaeroides obsahuje Bchl–a. [4] [9]

Pokud se zaměř́ıme na strukturńı odlǐsnosti např. mezi Chl–a a Bchl–a, zjist́ıme, že

je to acetylová skupina na třet́ım uhĺıku a jednoduchá vazba namı́sto dvojné v cyklu B

mezi uhĺıkem č.7 a č.8 u Bchl–a. V porovnáńı s chlorofylem je sńıžený stupeň konjugace

a symetrie. To má dopad na spektrálńı odezvu, jelikož pokud se pod́ıváme na absorpčńı

spektra Chl–a a Bchl–a na obr. 3, vid́ıme, že oba hlavńı absorpčńı pásy jsou posunuté.

[4]
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Obrázek 4: Absorpčńı spektra Chl-a a Bchl-a. Převzato a upraveno z [4].

1.2.1.1 Spektroskopické vlastnosti

Jak bylo zmı́něno v předchoźı kapitole, fotosyntetické pigmenty obsahuj́ı chromofory.

V př́ıpadě (B)chl se jedná právě o skupinu tetrapyrolových jader. Tyto makrocykly, jak

také bylo zmı́něno, se lǐśı navázanými substituenty, a to ovlivňuje jejich absorbanci.

Nicméně i přesto absorpčńı spektra všech (B)chl obsahuj́ı dvě výrazná maxima – jedno

v bĺızké UV a modré oblasti a druhé v bĺızké IR a červené oblasti spektra. V závislosti

na druhu měřeného (B)chl jsou tato maxima v́ıce či méně posunutá. [4]

Jak lze tato absorpčńı spektra vysvětlit? Jedná se o π → π∗ přechody, které jsou

konány elektrony nalézaj́ıćımi se v konjugovaných π orbitalech. Modrý absorpčńı pás

(Soret̊uv) př́ısluš́ı krátce existuj́ıćımu excitovanému stavu, který přecháźı nezářivými

přechody do déletrvaj́ıćıho stavu, který se na absorpčńım spektru vyskytuje v podobě

červeného pásu nazývaného Qy a menš́ıho pásu nazývaného Qx. [4]

1.2.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou daľśı významné a široce rozš́ı̌rené pigmenty, jejichž př́ıtomnost

umožňuje organismům efektivněji fotosyntetizovat. Děĺı se na karoteny a xantofyly,

které obsahuj́ı oproti karoten̊um nav́ıc atomy kysĺıku. Strukturně patř́ı do skupiny

tetraterpenoid̊u, jsou to tedy molekuly s dlouhým řetězcem konjugovaných vazeb. Ty

zp̊usobuj́ı, že se i karotenoidy chovaj́ı jako chromofory. Jejich absorpčńı pásy lež́ı v

oblasti modrého a zeleného světla, což znamená, že vhodně doplňuj́ı absorpčńı pásy
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chlorofyl̊u, které v zelené oblasti světlo neabsorbuj́ı. Karotenoidy d́ıky tomu nabývaj́ı

velké množstv́ı barevných odst́ın̊u, od červené až po žlutou. [7]

1.2.2.1 Spektroskopické vlastnosti

Karotenoidy maj́ı excitované stavy jinak postavené než (bakterio)chlorofyly. Základńı

schéma excitovovaných stav̊u karotenoid̊u je následuj́ıćı:

Obrázek 5: Základńı schéma excitovaných stav̊u karotenoid̊u.

Absorpčńı pás vzniklý v modro – zelené oblasti odpov́ıdá přechodu ze základńıho

stavu S0 na S2, tedy na druhý excitovaný stav. Na stav S1 molekulu karotenoidu nelze

excitovat jedńım fotonem, přechod z S0 na S1 je kv̊uli symetrii molekuly definován

jako zakázaný. Doba života S2 stavu je ovšem velice krátká a molekula rychle přecháźı

procesem vnitřńı konverze do stavu S1, ze kterého následně deexcituje do základńıho

stavu v řádu jednotek či deśıtek pikosekund. Energie S1 a S2 stavu se snižuje s rostoućı

délkou konjugovaného řetězce. Jak S2, tak S1 stav slouž́ı jako donory energie pro molekuly

chlorofyl̊u. [4]

1.2.2.2 Karbonylové karotenoidy

Vzhledem k zaměřeńı této práce je třeba zmı́nit ještě základńı informace o

karbonylových karotenoidech. Tyto karotenoidy disponuj́ı strukturńım prvkem, kterým

je konjugativně vázaná karbonylová skupina. Vysoká elektronegativita atomu kysĺıku z
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této skupiny ovlivňuje rozmı́stěńı elektron̊u z okolńıch atomů. [8] Mezi základńı

zástupce patř́ı např́ıklad peridinin a sferoidenon. [7]

Obrázek 6: Karbonylový karotenoid sferoidenon.

Karbonylové karotenoidy vykazuj́ı mimo již zmı́něné stavy S2 a S1 také př́ıtomnost

tzv. ICT stavu (ICT = intramolecular charge transfer, tj. stav s přeskupeńım náboje).

V časově rozlǐsené spektroskopii můžeme ICT signál pozorovat jako pás posunutý do

červené oblasti spektra vzhledem k signálu S1 stavu a také jako negativńı signál viditelný

v bĺızké infračervené oblast, zp̊usobený stimulovanou emiśı. [7] Mimoto se i zkracuje doba

života S1 stavu. [19]

Bylo ovšem zjǐstěno, že ne vždy pozorujeme u karbonylových karotenoid̊u ICT

signál. Zálež́ı např́ıklad na typu rozpouštědla. V nepolárńıch rozpouštědlech ICT stav

nepozorujeme, v polárńıch ano. Ovšem sferoidenon i v polárńım rozpouštědle vykazuje

pouze slabý ICT signál. [21] Nicméně existuj́ı podmı́nky, za kterých u něj můžeme

poměrně vysokou intenzitu signálu z ICT stavu pozorovat – pokud jej máme vázaný v

proteinu. [18] Přepokládá se, že je to zp̊usobeno konfiguraćı karbonylové skupiny v̊uči

zbytku konjugovaného řetězce. Dı́ky své strukturńı funkci mohou proteiny udržovat

karbonylovou skupinu vzhledem ke konjugovanému řetězci v s–trans konfiguraci, což by

zp̊usobilo pozorováńı ICT stavu. V klasickém roztoku, kde je stabilńı konfigurace

karbonylové skupiny typu s–cis, př́ıtomnost ICT stavu nepozorujeme. [18]

s-cis

s-trans

Obrázek 7: Možné konfigurace karbonylové skupiny v̊uči konjugovanému řetězci. [12]
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1.2.2.3 Světlosběrná funkce karotenoid̊u

Tato funkce karotenoid̊u spoč́ıvá ve zvýšeńı množstv́ı foton̊u, které mohou být

absorbovány fotosyntetickým aparátem. Jak bylo zmı́něno, zp̊usobuje to absorpčńı pás

karotenoid̊u v oblasti modrého až zeleného světla. Tato přijatá energie může být

předávána (B)chl, pokud je S2 nebo S1 stav energeticky výše než akceptorový

stav (B)chl. [7]

Obrázek 8: Schéma přenosu energie z karotenoid̊u na (bakterio)chlorofyly.

K absorpci foton̊u jsou ve fotosyntetických organismech karotenoidy s vhodnou délkou

konjugovaného řetězce. V př́ırodńıch systémech se vyskytuj́ı karotenoidy s N v rozmeźı od

7 do 13 (N je počet konjugovaných dvojných vazeb). Mimo tento interval by karotenoidy

nemohly plnit světlosběrnou funkci (S1 stav by měl nižš́ı energii než Qy (B)chl). Daľśı

problém, který by se mohl ještě v́ıce projevit zejména u dlouhých karotenoid̊u, je př́ılǐs

krátká doba života excitovaných stav̊u karotenoid̊u na to, aby mohlo doj́ıt k přenosu na

(B)chl. S2 má u běžných karotenoid̊u dobu života v řádu stovek fs a S1 v řádu jednotek až

deśıtek ps. [4] Vzhledem k velkému rozš́ı̌reńı karotenoid̊u ve fotosyntetických aparátech

ovšem muśı přenos energie úspěšně konkurovat těmto rychlým dohaśınáńım excitovaných

stav̊u. [7]

1.2.2.4 Ochranná funkce karotenoid̊u

Daľśı významnou funkćı karotenoid̊u je ochrana fotosyntetického aparátu před

škodlivými d̊usledky nadměrného množstv́ı světla. Vysoké intenzity světla zp̊usobuj́ı

velké množstv́ı excitovaných chlorofyl̊u. Ve výchoźım stavu jsou chlorofyly excitovány
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do singletového stavu 1Chl∗. Mezisystémovým přechodem (ISC - intersystem crossing)

se může takto excitovaných chlorofyl dostat do tripletńıho stavu 3Chl∗. Tento stav již

může reagovat s molekulou kysĺıku v základńım stavu 3O2 za vzniku 1O2
∗. Singletńı

stav kysĺıku je vysoce reaktivńı a zp̊usobuje degradaci biomolekul. Fotoprotektivńı

funkce karotenoid̊u spoč́ıvá v deexcitaxi 3Chl∗ za vzniku 3Kar∗ nebo v přenosu energie

ze singletńıho kysĺıku 1O2
∗ na karotenoid za vzniku 3Kar∗ a 3O2. Tato absorbovaná

energie je poté v karotenoidu neškodně vyzářena ve formě tepla. Mimo výše popsané

př́ıpady fotoprotekce funguje i na úrovni zhášeńı singletńıho excitovaného chlorofylu

1Chl∗, tedy v procesu nefotochemického zhášeńı (NPQ – non–photochemical

quenching). [4] [7]

1.3 Fotosyntetický aparát

Ucelené systémy absorbuj́ıćı a následně zpracovávaj́ıćı světelnou energii obsahuj́ı

všechny fotosyntetické organismy, od prokaryotických bakteríı až po vyšš́ı rostliny. Jejich

struktura se ale samozřejmě lǐśı dle specifických vlastnost́ı organismu, jejich evolučńı

historie a obývaného biotopu. Tyto systémy se obecně děĺı na anténńı komplexy a

reakčńı centrum. Zat́ımco anténńı komplexy zajǐst’uj́ı transport světelné energie právě do

reakčńıho centra, v reakčńım centru zač́ınaj́ı fotofyzikálńı reakce, které vedou ke vzniku

produkt̊u světelné fáze fotosyntézy. [4]

1.3.1 Světlosběrné komplexy

S výsledky, které poprvé naznačily existenci anténńıch komplex̊u, přǐsli v roce 1932

vědci Emerson a Arnold. Ti změřili, že jedna molekula O2 vzniká přibližně na 2480

chlorofylových molekul. [15] Jako jedno z vysvětleńı se nab́ızelo právě to, že energie je

přenášena z jednoho chlorofylu na druhý. Tato teorie byla zavrhována, protože nebyl

znám žádný fyzikálńı popis transportu energie mezi molekulami chlorofylu. Prvńı

funkčńı vysvětleńı navrhl až ve čtyřicátých letech T. Förster. [4] Podrobněǰśı princip

jeho mechanismu bude popsán v části o mechanismech přenosu energie ve

světlosběrných komplexech a mezi nimi.

Pro podpořeńı této transportńı funkce chlorofyl̊u svědč́ı i vypočtená hodnota přibližně

deseti foton̊u absorbovaných chlorofylem za 1 sekundu při plném osvětleńı. Vzhledem k

rychlosti přenos̊u energie pomoćı excitovaných molekul je toto množstv́ı foton̊u velice

malé a veškerý daľśı fotosyntetický aparát poč́ınaje reakčńım centrem by většinu času
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nebyl využ́ıván. Pokud ale docháźı k rychlým přenos̊um excitačńı energie skrze dlouhou

řadu chlorofyl̊u až k tomu, který je napojen na reakčńı centrum, je využit́ı reakčńıch

center a následných pochod̊u mnohem vyšš́ı. [4]

Ve fotosyntetickém aparátu nenajdeme jen jeden druh anténńıch komplex̊u. V

závislosti na jejich vzdálenosti od reakčńıho centra je děĺıme na vnitřńı anténńı

komplexy a vněǰśı anténńı komplexy. Vnitřńı antény jsou př́ımo v bĺızkosti reakčńıho

centra, zat́ımco vněǰśı jsou odděleny. Oba druhy se strukturně lǐśı. Dle zkoumaného

druhu organismů se vyskytuj́ı r̊uzné druhy těchto komplex̊u. V př́ıpadě purpurových

bakteríı se jedná o LH1 (light – harvesting 1 ) a LH2 (light – harvesting 2 ) komplex.

LH1 patř́ı mezi vnitřńı anténńı komplexy a je v těsném kontaktu s reakčńım centrem.

LH2 patř́ı mezi vněǰśı komplexy. [4]

Anténńı komplexy se lǐśı i svým pigmentovým složeńım. Model tzv. trychtýřovitého

efektu přehledně ukazuje, jak se měńı množstv́ı absorbované energie pigment̊u v závislosti

na jejich vzdálenosti od reakčńıho centra.

Pigmenty absorbující fotony s vysokou energií

Pigmenty absorbující fotony
s nižší energií

Pigmenty absorbující 
fotony s nejnižší
energií

En
er
gi
e

Reakční
centrum

Obrázek 9: Model trychtýřovitého efektu. Převzato a upraveno z [4].

Tento model ukazuje, že v okrajových anténńıch komplexech se nalézaj́ı receptory

nejkratš́ıch použitelných vlnových délek. Ty předávaj́ı energii pigment̊um s absorpćı

deľśıch vlnových délek. Tato energie je dále např. přenesena do komplex̊u bĺıže reakčńımu

centru, kde je opět předána pigment̊um s absorpćı ještě deľśıch vlnových délek. Postup se

opakuje, dokud energie nedoraźı do reakčńıho centra. V anténńıch komplexech se nacháźı

jak (B)Chl, které si předávaj́ı energii mezi sebou, tak karotenoidy, jež zde ovšem maj́ı

sṕı̌se ochrannou funkcil.
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1.3.1.1 LH2

Pigment–proteinový komplex LH2 patř́ı mezi vněǰśı anténńı komplexy. Jeho základńı

stavebńı jednotkou je heterodimer dvou peptid̊u – α–apoproteinu a β–apoproteinu, který

má na sobě nekovalentně navázané bakteriochlorofyly a karotenoidy. Tyto jednotky

společně tvoř́ı větš́ı celky, nejčastěji oktamery nebo nonamery kruhovitého tvaru. [17]

Jak bylo dokázáno, LH2 komplex je spektroskopicky složitěǰśı než LH1 komplex. V

absorpčńım spektru můžeme pozorovat pásy kolem 800 a 850 nm, a proto se tyto

bakteriochlorofyly označuj́ı jako B800 a B850. B800 bakteriochlorofyly lež́ı rovnoběžně

s membránou, zat́ımco B850 bakteriochlorofyly jsou umı́stěné kolmo na membránu.

Molekuly karotenoid̊u jsou pravidelně rozmı́stěné mezi nimi a na jednu αβ jednotku

připadá jeden. Pásy maximálńı absorbance B800 a B850 se lǐśı právě d́ıky odlǐsným

interakćım s okolńımi molekulami a s proteiny. [4] [9]

1.3.1.2 LH1

LH1 komplex je následným př́ıjemcem energie od LH2 komplexu. Struktura je

podobná LH2 komplexu, ale heterodimery z α a β jednotek tvoř́ı větš́ı komplexy než u

LH2. LH1 komplex má taktéž kruhovitý tvar, ale může se vyskytnout i tzv.

S–superkomplex, který je tvořen dvěma celky z α a β jednotek. Ty drž́ı pohromadě

d́ıky proteinu nazvanému PufX. [7] Stechiometricky připadaj́ı na jeden α a β pár dva

bakteriochlorofyly. Jejich maximálńı absorpčńı pás se p̊usobeńım interakćı v LH1

komplexu Rhodobacter sphaeroides posune na 875 nm, a proto jsou v našem př́ıpadě

označovány jako B875. [9] Narozd́ıl od LH2 komplexu může na jednu αβ jednotku

připadat jeden nebo dva karotenoidy. [13] [22]

1.3.2 Reakčńı centrum

Reakčńı centrum je posledńı mı́sto, kde se energie ještě vyskytuje ve formě

excitonu, tedy v podobě excitované molekuly (B)chl. Z reakčńıho centra už vycháźı v

podobě chemické energie, tedy té, která může být využita k vytvářeńı NADPH a ATP.

Strukturně jsou reakčńı centra také pigment–proteinové komplexy. Z purpurových

bakteríı byla izolována reakčńı centra čtyřjednotková typu LMHC nebo tř́ıjednotková

typu LMH (vyskytuj́ı se i u Rhodobacter sphaeroides [9]). LMH se od LMHC lǐśı

chyběj́ıćı jednotkou C, ale zbývaj́ıćı struktura LMH je velice podobná. L, M a H jsou

r̊uzně velké b́ılkovinné jednotky, které procháźı membránou. Tento b́ılkovinný komplex
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je umı́stěn kolem molekul bakteriochlorofyl̊u a bakteriofeofytin̊u utvářej́ıćıch dvě větve

A a B, které tvoř́ı vnitřńı strukturu reakčńıho centra. Větev A slouž́ı k elektronovému

transportu, zat́ımco funkce větve B neńı dostatečně známa. Mimo nich se uvnitř

reakčńıho centra vyskytuj́ı ještě molekuly menanchinonu (QA) a ubichinonu (QB). [4]

QAQB

1A1B

větev Avětev B

Obrázek 10: Zjednodušená struktura reakčńıho centra. Zeleně 1A,B - zvláštńı pár;

modře,fialově - daľśı Bchl reakčńıho centra; oranžově QA - menanchinon; žlutě QB -

ubichinon. Převzato a upraveno z [4].

Hlavńı dvojice pigment̊u, nazývána jako zvláštńı pár, je tvořena dvěma

bakteriochlorofyly. Při absorpci fotonu dojde k excitaci tohoto zvláštńıho páru na

Bchl(2)*. Excitovaný elektron je delokalizován mezi oběma molekulami Bchl. Během

této excitace se změńı standardńı redoxńı potenciál a molekuly Bchl změńı svou

oxidačńı povahu na redukčńı. Proto jsou schopné předat excitovaný elektron molekule

bakteriofeofytinu za vzniku kationtu Bchl(2)+. Za daľśı časový úsek v řádu stovek

pikosekund doraźı elektron na menanchinon, následně ubichinon, a také je zredukuje.

Chyběj́ıćı elektron u Bchl(2)+ je doplněn reakćı cytochromu–c2+ za vzniku

cytochromu–c3+ a Bchl(2). [6] [3]

1.3.3 Přenos energie ve světlosběrných komplexech a mezi nimi

Přenos energie ve světlosběrných komplexech prob́ıhá přes př́ıtomné pigmentové

molekuly. Složité proteinové jednotky maj́ı sṕı̌se strukturńı funkci, př́ıpadně svými

nevazebnými interakcemi s pigmenty posouvaj́ı pásy jejich absorpčńıch maxim.
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1.3.3.1 Mechanismy přenosu energie

Existuj́ı dva základńı modely, které použ́ıváme při popisu přenosu excitačńı energie

mezi molekulami. Jedná se o dalekodosahový Förster̊uv mechanismus přenosu energie a

krátkodosahový Dexter̊uv mechanismus.

Obrázek 11: Förster̊uv a Dexter̊uv mechanismus přenosu excitačńı energie. V př́ıpadě

Dexterova mechanismu je zde uveden triplet-triplet př́ıpad energetického přenosu.

Förster̊uv mechanismus spoč́ıvá v tom, že zpočátku excitovaný elektron donorové

molekuky D se deexcituje za vzniku nově excitované bĺızké akceptorové molekuly A.

Dexterovým mechanismem je excitace přenesena mezi donorem D a akceptorem A d́ıky

výměně excitovaného a neexcitovaného elektronu. Zat́ımco Förster̊uv model umožňuje

přechod mezi dvěma singletovými stavy, Dexter̊uv povoluje i přechod stav̊u tripletńıch.

Lǐśı se i dosahem p̊usobeńı, Förster̊uv mechanismus pracuje efektivně při vzdálenostech

až do 50 Å, zat́ımco Dexter̊uv pouze při krátkých vzálenostech v řádu jednotek Å. [9] Je

nutno zmı́nit, že výše popsané mechanismy plat́ı pouze pro ideálńı př́ıpady a ve složitých

reálných systémech je často nelze jednoduše aplikovat. [4]

1.3.3.2 Přenos energie mezi jednotlivými pigmenty a komplexy

Tato část je zaměřena na popis praktických př́ıklad̊u přenosu energie v anténách

purpurových bakteríı. Čistě Förster̊uv přenos lze aplikovat např. při popisu přenosu
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energie mezi molekulami B800 v LH2 komplexech z d̊uvodu vhodné vzdálenosti.

Vzdálenost mezi molekulami B850 v témže komplexu je ovšem výrazně menš́ı a oproti

B800 se chovaj́ı jako jeden veliký agregát, což znemožňuje použit́ı Försterova

mechanismu a je nutno použ́ıt složitěǰśı popis. [4] To samé, i když d̊uvody jsou v

některých př́ıpadech odlǐsné, plat́ı i pro přenosy mezi B800 a B850 [23], mezi

molekulami B875 [24], př́ıp. pro přenos energie mezi stavy Kar a Bchl. [25] Förster̊uv

mechanismus nelze použ́ıt ani pro triplet–tripletńı přenos mezi Kar a Bchl. V tomto

př́ıpadě je nutné aplikovat mechanismus Dexter̊uv. [25]

Výše uvedené přenosy energie prob́ıhaj́ı uvnitř anténńıch komplex̊u a jsou, s výjimkou

triplet–tripletńıho přenosu [26], velmi rychlé (většinou řádově stovky femtosekund).

[16] Přenosy energie mezi anténńımi komplexy (např. LH2 → LH2 a LH2 → LH1)

jsou ve srovnáńı s předchoźımi procesy pomaleǰśı. [16] Ještě pomaleǰśım procesem je

finálńı přenos energie z LH1 komplexu do reakčńıho centra, který trvá několik deśıtek

pikosekund. [4]

2 Materiál a metody

2.1 Spektroskopie

Spektroskopie patř́ı mezi základńı analytické metody použ́ıvané v laboratoř́ıch. Jej́ı

princip je založen na interakci elektromagnetického zářeńı s hmotou, které lze vysvětlit

pomoćı kvantové mechaniky. Výsledky ve formě r̊uzných druh̊u spekter nám poskytuj́ı

velké množstv́ı informaćı o chemické struktuře zkoumané látky, jej́ı koncentraci atd.

Narozd́ıl od klasické fyziky popisujeme chováńı částice v kvantové mechanice

pomoćı vlnové funkce ψ(r, t). Ta nám poskytuje veškeré informace o částici včetně

pravděpodobnosti jej́ıho nalezeńı v mı́stě daném polohovým vektorem r. Tu zjist́ıme

umocněńım vlnové funkce na druhou, tedy |ψ(r, t)|2. Atomovým orbitalem ϕ nazýváme

takovou vlnovou funkci, která nám popisuje stav jednoho elektronu v elektronovém

obalu atomu.

Atomy se ale slučuj́ı v molekuly, a proto potřebujeme zavést i molekulové orbitaly.

Ty jsou matematicky definovány jako lineárńı kombinace atomových orbital̊u ϕ. Pokud

molekulový orbital vznikl z atomových orbital̊u typu s, znač́ı se vzniklý molekulový

orbital σ. Podle znaménka v lineárńı kombinaci rozlǐsujeme vazebné σ nebo antivazebné

σ∗ molekulové orbitaly. Při absorpci fotonu molekulou můžou elektrony konat přechody
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σ → σ∗. Z energetického hlediska jsou ovšem náročné a vyžaduj́ı fotony z daleké UV

oblasti. Pro studium chováńı biomolekul jsou pro nás zaj́ımavěǰśı elektronové přechody z

molekulových orbital̊u vzniklých z atomových orbital̊u typu p. Takto vzniklé molekulové

orbitaly se znač́ı jako π. Opět podle znaménka lineárńı kombinace rozlǐsujeme vazebné

π a antivazebné π∗. Při absorpci fotonu můžou tedy elektrony konat přechod π → π∗ a

ten je již méně energeticky náročný. Nav́ıc se energie přechodu ještě snižuje s rostoućım

počtem konjugovaných vazeb, a proto je možné se dostat s absorpćı až do viditelné

oblasti spektra. Posledńı typ molekulového orbitalu je nevazebný, značený ṕısmenem n

a označuj́ıćı orbital s elektrony, které se neúčastńı vazby. [6]

Variabilita elektronových přechod̊u v molekulách je široká. Organické molekuly maj́ı

nejvýše obsazené molekulové orbitaly (the highest occupied molecular orbital – HOMO)

typu n, σ a π. Během absorpce foton̊u elektron nejčastěji obsad́ı nejnižš́ı neobsazený

molekulový orbital (the lowest unoccupied molecular orbital – LUMO) typu σ∗ a π∗.

V závislosti na druhu chromoforu mohou být pomoćı foton̊u vykonány r̊uzné přechody

zahrnuj́ıćı výše vyjmenované orbitaly. [5]

K absorpci zářeńı může tedy doj́ıt, když je energie fotonu rovna rozd́ılu energetických

hladin v molekule. Zálež́ı ovšem ještě na veličině nazývané přechodový dipólový moment.

Ta je definována jako

µIF =

∫
ψ∗
F µ̂ψI dr, (4)

kde ψ∗
F je komplexně sdružená vlnová funkce popisuj́ıćı konečný stav, ψI je vlnová

funkce popisuj́ıćı počátečńı stav a µ̂ je operátor elektrického dipólového momentu.

Přechodový dipólový moment definuje změnu nábojové hustoty v pr̊uběhu absorpce

fotonu. K absorpci fotonu může doj́ıt, pokud je integrál nenulový. S rostoućı hodnotou

integrálu roste i intenzita absorpce. [6]

V libovolném absorpčńım spektru molekuly si můžeme všimnout, že spektrálńı pásy

jsou široké. Při excitaci může totiž doj́ıt i k přechod̊um do vyšš́ıch vibračńıch stav̊u.

Muśıme tedy do rovnice (4) zahrnout i vibračńı člen, tzv. Franck – Condon̊uv faktor.

µIF =

∫
ψ∗
F µ̂ψI dr =

∫
ψ∗
F,elektµ̂elektψI,elekt drelekt

∫
ψ∗
F,vibrψI,vibr drjad (5)

Absorpce tedy záviśı na překryvu nejen elektronových, ale i vibračńıch vlnových

funkćı. [6] Daľśım d̊uvodem rozš́ı̌reńı spektrálńıch pás̊u jsou interakce s okolńımi

molekulami nebo se stěnami nádoby, v ńıž se měřený vzorek nacháźı.
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2.1.1 UV – VIS spektroskopie bez časového rozlǐseńı

Jak již bylo zmı́něno, spektroskopie patř́ı mezi základńı laboratorńı metody.

Asborpčńı spektroskopie nám umožňuje zjistit absorpčńı spektra, jež poskytuj́ı

informace o pohlcováńı foton̊u v r̊uzných oblastech elektromagnetického spektra.

Mimoto slouž́ı i k určováńı koncentraćı rozpuštěných chromofor̊u v roztoku. Metoda

samotná je založená na porovnáváńı intenzit dopadaj́ıćıho (I0(λ)) a prošlého (I(λ))

světla. Tyto intenzity jsou závislé na vlnové délce. I0(λ) se většinou označuje jako

referenčńı hodnota a zjǐst’uje se měřeńım absorbance samotného prostřed́ı (většinou

rozpouštědla). T́ım źıskáme při měřeńı pouze absorbanci zkoumané látky.

Spektrofotometry funguj́ı r̊uznými zp̊usoby a podle toho je děĺıme na

jednopaprskové a dvoupaprskové. U jednopaprskových vkládáme referenčńı vzorek před

samotným měřeným vzorkem. Dnes již př́ıstroje referenčńı hodnotu ukládaj́ı a nemuśı

se tedy vkládat před každým měřeńım. Dvoupaprskové spektrofotometry obsahuj́ı

rozdělovač paprsk̊u, který paprsek rovnoměrně rozděĺı na dva. Jeden je poslán do

referenčńıho vzorku a druhý rovnou do měřeného, což opět umožňuje snadněǰśı a

rychleǰśı manipulaci. Neméně d̊uležitou součást́ı spektrofotometru je monochromátor.

Ten může být umı́stěn před nebo za vzorkem, podle toho, jaký typ detektoru

použ́ıváme. Pokud poušt́ıme na vzorek monochromatické světlo, je monochromátor

umı́stěn před vzorkem a paprsek jde do detektoru tvořeného fotodiodou. Pokud

poušt́ıme na vzorek polychromatické světlo, je monochromátor za vzorkem a rozložené

světlo putuje na diodová pole/do CCD kamer, kde je následně vyhodnoceno.[6]

Veličina, od které se spektrofotometrická měřeńı odv́ıj́ı, je transmitance.

T =
I(λ)

I0(λ)
(6)

Pomoćı transmitance je definována absorbance, která má tu výhodu, že je př́ımo

úměrná koncentraci měřené látky. Absorbance je proto také běžnou výstupńı hodnotou

spektrofotometr̊u.

A = log
1

T
= clε(λ) (7)

Před samotným časově rozlǐseným experimentem a po něm měř́ıme absorpčńı

spektrum kv̊uli kontrole degradace vzorku během měřeńı.
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2.1.2 Časově rozlǐsená femtosekundová spektroskopie

Pokud potřebujeme sledovat dynamiku děj̊u, muśıme použ́ıt metody, které umı́

pracovat s časovým rozlǐseńım. V našem př́ıpadě se jedná o studium excitovaných stav̊u

fotosyntetických pigment̊u a přenosu energie mezi nimi pomoćı pump–probe

spektroskopie. Monochromatický laserový pulz pump excituje molekuly vzorku. Ten je

poté analyzován širokospektrálńım pulzem probe. Časového rozlǐseńı se doćıĺı

nastavitelným zpožděńım pulzu probe.

1 2

3

4

5

6

pump
probe

1   laserový zdroj
2   OPA
3   zpožďovací linka
4   safírový krystal
5   vzorek
6   detektor

Obrázek 12: Schématické znázorněńı pump-probe spektroskopie.

Technické provedeńı experimentu je samozřejmě složitěǰśı. Laserový systém

umožňuj́ıćı produkci krátkých puls̊u v řádu sta fs vyśılá monochromatický pulz. Tento

pulz mı́vá vlnovou délku kolem 800 nm. Dále je rozdělen na dva pomoćı děliče paprsk̊u.

Z jednoho se stane pump a z druhého probe paprsek. Nejdř́ıve bude popsána dráha

paprsku pump. Požadavky na tento pulz jsou frekvenčńı variabilita a co nejnižš́ı š́ı̌rka

spektrálńıho pásu. Frekvenčńı variabilitu zajist́ıme pomoćı optického parametrického

zesilovače (OPA). Toto zař́ızeńı pracuj́ıćı s nelieárńımi jevy slouž́ı nejen k modifikaci

vlnové délky pulzu pump v rozsahu asi 240 – 2500 nm (pomoćı součtových/rozd́ılových

frekvenćı), ale i k ześıleńı signálu pomoćı procesu parametrického zesilováńı. Takto

upravený pulz dále procháźı zař́ızeńım chopper, které zabraňuje pr̊uchodu každého

druhého pulzu pump. To zvyšuje kvalitu signálu, protože umožňuje analyzovat i pulz

probe, který neńı ovlivněn pulzem pump, tzv. unpumped probe. Společně s intenzitou
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referenčńıho pulzu poč́ıtá detektor korekci na fluktuace výkonu laseru, která je

zahrnuta do celkové změny absorbance. Pulz pump poté procháźı polarizátorem, kde

nastavujeme polarizaci mezi paprsky pump a probe na hodnotu 54,7°. Tato hodnota,

nazývaná též magický úhel, zabraňuje ovlivněńı měřených hodnot anizotropńımi efekty.

Takto upravený pump již může excitovat molekuly vzorku, načež je následně

zablokován. [7]

Dráha paprsku probe vede nejdř́ıve přes zpožd’ovaćı linku, kde nastavujeme jeho

zpožděńı v̊uči pulzu pump. Dále vede do krystalu, kde docháźı d́ıky nelineárńım jev̊um

třet́ıho řádu k jeho spektrálńımu rozš́ı̌reńı – generaci b́ılého kontinua. Než probe

paprsek projde vzorkem, je rozdělen na dva – sonduj́ıćı a referenčńı. Sonduj́ıćı je

nasměrován na vzorek. Vzhledem k disperzi světla a z toho vyplývaj́ıćımu časovému

zpožděńı jednotlivých barev v pulzu probe, nazývanému chirp, použ́ıváme pro

směřováńı paprsk̊u sférická zrcadla, která jej do pulzu probe nevnášej́ı. Když projdou

vzorkem, směřuje jejich dráha do detektoru, kde jsou oba paprsky rozloženy optickou

mř́ıžkou, nasměrovány na dva CCD detektory a vyhodnoceny. [7]

Celková změna absorbance je vypočtena dle následuj́ıćıho vztahu.

∆A(∆t, λ) = log
Iref
Ip.pr.

− log
Iref
Iunp.pr.

(8)

Z rovnice vid́ıme, že výsledná změna absorbance je vypočtena z intenzity referenčńıho

paprsku (Iref), intenzity pulzu probe, kterému předcházel pulz pump (Ip.pr. – pre-pumped

probe) a intenzity pulzu probe, kterému nepředcházel pulz pump (Iunp.pr. – unpumped

probe). Druhý člen rovnice zahrnuje korekci na fluktuace intenzity laseru a v ideálńım

př́ıpadě je roven nule. [7]

V čem spoč́ıvá výhoda tohoto uspořádáńı? Ilustrativńı př́ıklad můžeme uvést na

excitovaných stavech karotenoid̊u. Po absorbováńı fotonu se karotenoid dostane do

stavu S2. Pokud v době setrváńı ve stavu S2 projde vzorkem pulz probe, budou

absorbovány specifické fotony, což se projev́ı ve výsledném spektru a umožńı nám

źıskat signál z S2 stavu. Za nějakou dobu se ovšem karotenoid dostane do stavu S1 a

pokud projde d́ıky zpožděńı vzorkem pulz probe i v době trváńı tohoto stavu, budou

absorbovány jiné specifické fotony, což se projev́ı ve spektru posunut́ım signálu a d́ıky

tomu identifikujeme tento stav jako S1. Absorpci odlǐsných foton̊u pro daný excitovaný

stav oproti základńımu stavu nazýváme absorpćı z excitovaného stavu (ESA – excited

state absorption). [8] Nicméně ve spektru můžeme pozorovat i signály negativńı. Jeden

typ tohoto signálu je tzv. GSB (ground state bleaching), který je zp̊usoben malým
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množstv́ım molekul v základńım stavu (v d̊usledku excitaxe) viditelných sonduj́ıćım

paprskem. To vyúst́ı v obrácené množstv́ı intenzit (Ip.pr. > Iref), které doraźı do

detektoru, a tedy i v negativńı signál. Daľśım zp̊usobem, jak můžeme negativńıho

signálu dosáhnout, je pomoćı stimulované emise (SE – stimulated emission). Pokud je

molekula v excitovaném stavu, může procházej́ıćı foton probe pulzu stimulovat

vyzářeńı fotonu. T́ım se opět zvýš́ı intenzita v kanálu sonduj́ıćıho signálu, což se opět v

konečném výsledku projev́ı jako negativńı signál. [7]

Jak je vidět ze vztahu (8), celková změna absorbance záviśı jak na zkoumané vlnové

délce, tak na zpožděńı mezi pulzy pump a probe. Ze změřených hodnot tedy můžeme

zjistit jak dynamiku excitovaných stav̊u, tak tranzientńı absorpčńı spektra. Výsledné

grafy jsou tř́ıdimenzionálńı a použ́ıváme ta tranzientńı spektra a kinetické křivky, které

jsou řezy v těchto 3D grafech.

2.2 Fitováńı výsledk̊u

Naměřená data vyhodnocujeme metodou globálńıho fitováńı v programu DAFit.

Pro správný popis chováńı měřeného systému použ́ıváme systém jednotlivých spekter

svázaných časovými konstantami, tzv. EADS.

A
τ1−→ B

τ2−→ C
τ3−→ D...

Tento lineárńı postup interpretujeme tak, že např. spektrum B se objevuje s prvńı

časovou konstantou τ1 a zaniká s druhou časovou konstantou τ2, přičemž to samé plat́ı

s př́ıslušnými časovými konstantami i pro daľśı jednotky A, C, D apod. Tento zp̊usob

nám umožňuje přehledně ukázat spektrálńı vývoj systému. [7]
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3 Výsledky

3.1 Absorpčńı spektrum

Ještě před samotným časově rozlǐseným experimentem bylo změřeno absorpčńı

spektrum našeho vzorku. Zkoumaným vzorkem byly LH1 komplexy s karotenoidem

sferoidenonem izolované z Rhodobacter sphaeroides bez proteinu PufX.

Soret

476 nm 514 nm

555 nm

Qx

Qy

RC

Obrázek 13: Absorpčńı spektrum RC–LH1–spn komplexu bez PufX proteinu. Šipky

znázorňuj́ı excitačńı vlnové délky. Normováno na Qy.

Naš́ım ćılem bylo excitovat karotenoidy, a následně porovnat tranzientńı absorpčńı

spektra, proto jsou v absorpčńım spektru v oblasti absorpce karotenoid̊u vyznačené

excitačńı vlnové délky. V absorpčńıch spektrech karotenoid̊u většinou pozorujeme tři

charakteristické absorpčńı pásy zp̊usobené třemi r̊uznými vibračńımi hladinami stavu

S2. Ty jsou na obr. 13 málo výrazné, navázaná karbonylová skupina zp̊usobuje jejich

rozš́ı̌reńı, jelikož interakcemi s okoĺım se ustanov́ı řada konfiguraćı karotenoid̊u s r̊uznými

absorpčńımi spektry. Dále můžeme vidět specifické absorpčńı pásy Bchl–a. Maximum

jeho Soretova pásu je na 373 nm, pás Qx najdeme kolem 590 nm a Qy kolem 875 nm.

Absorpce bakteriofeofytin̊u reakčńıho centra, ve spektru označená jako RC, je kolem 760

nm, následována Bchl–a reakčńıho centra kolem 800 nm. Výrazný pás v UV oblasti pod

300 nm př́ısluš́ı absorpci protein̊u.
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3.2 Tranzientńı absorpčńı spektra

Abychom posoudili vliv excitačńı vlnové délky na náš vzorek, porovnali jsme

tranzientńı absorpčńı spektra v 0,25 ps.

514 nm
555 nm

476 nm

Obrázek 14: Tranzientńı absorpčńı spektra RC-LH1 spn komplexu pro e476, e514 a e555

v čase 0,25 ps. Normováno na oblast 580 nm.

Aby se projevily rozd́ıly mezi jednotlivými měřeńımi, byly všechny tři křivky

normovány na oblast signálu S1 − SN . Záporný signál v levé části spektra je zp̊usoben

GSB. V oblasti 550 – 620 nm pozorujeme typický pás S1 − SN přechodu, zat́ımco

kolem 750 nm dominuje velmi silný signál ICT stavu. [12] Pro excitačńı vlnové délky

476 nm a 514 nm nepozorujeme téměř žádnou změnu. Jak S1 − SN , tak ICT signál

maj́ı stejnou intenzitu, obě křivky se i v ostatńıch oblastech překrývaj́ı. Pro excitačńı

vlnovou délku 555 nm ovšem pozorujeme silněǰśı ICT signál, přestože S1 − SN z̊ustává

podobný jako u 476 nm a 514 nm. Mimoto jsme znovu ověřili, že pokud je sferoidenon

vázaný v proteinu, pozorujeme ve spektru silný ICT signál. [12]

Daľśı grafy budou tzv. EADS. Nejdř́ıve bude řeč o EADS pro excitačńı vlnovou délku

476 nm. Prvńı spektrum, které zaniká v čase 0,1 ps, je co do věrohodnosti omezené

časovým rozlǐseńım experimentálńıho zař́ızeńı, nicméně již druhé (zelené), které zaniká

v 0,4 ps nepochybně obsahuje S1 a ICT signál. Daľśı EADS postupně klesaj́ı a ve 40 ps

docháźı k dohasnut́ı signálu v anténách a přenosu energie do RC. V oblasti kolem 580

– 590 nm pozorujeme signál Bchl Qx, který zmiźı v následuj́ıćım oranžovém EADS, což

znamená úspěšný přenos energie z antén do RC.
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< 0,1 ps

2,2 ps
40 ps

0,4 ps

n.d.

Obrázek 15: EADS pro excitačńı vlnovou délku 476 nm.

/10 < 0,1 ps

4,3 ps
56 ps

0,7 ps

n.d.

Obrázek 16: EADS pro excitačńı vlnovou délku 514 nm. Hodnoty prvńıho EADS jsou

vyděleny deseti pro větš́ı přehlednost.

25



Druhý soubor EADS popisuje vývoj systému po excitaci 514 nm. Prvńı spektrum je

opět omezené časovým rozlǐseńım experimentálńıho zař́ızeńı. Druhé spektrum, na kterém

pozorujeme S1 a ICT signál, zaniká o 300 fs později než to samé EADS u excitace 476

nm. Podobně můžeme pozorovat u třet́ıho EADS dohaśınáńı s časovou konstantou 4,3

ps, což je také později. Čtvrté EADS zaniká o 16 ps později než to samé při excitaci 476

nm. Všechny děje tedy prob́ıhaj́ı pomaleji. Záporné hodnoty v levé části spekter jsou

zp̊usobeny GSB.

< 0,1 ps

3,3 ps
50 ps

0,7 ps

n.d.

Obrázek 17: EADS pro excitačńı vlnovou délku 555 nm.

I EADS vyhodnocená pro excitačńı vlnovou délku 555 nm obsahuj́ı v levé části GSB.

Prvńı z nich je opět omezeno časovým rozlǐseńım experimentálńıho zař́ızeńı a signál v

oblasti spektra > 750 nm je artefakt. Druhé EADS, opět s S1 a ICT signálem, zaniká ve

stejnou dobu jako EADS při excitaci 514 nm. Třet́ı EADS ovšem zaniká již v 3,3 ps. U

posledńıho EADS opět pozorujeme úspěšný přenos energie z antén do RC d́ıky vymizeńı

signálu Bchl Qx kolem 580 – 590 nm.

Pořad́ı EADS e476 e514 e555

1. 0,1 ps < 0,1 ps < 0,1 ps

2. 0,4 ps 0,7 ps 0,7 ps

3. 2,2 ps 4,3 ps 3,3 ps

4. 40 ps 56 ps 50 ps

Tabulka 1: Porovnáńı časových konstant pro všechny excitačńı vlnové délky.
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Jak je vidět z vyhodnocených spekter, mechanismy přenosu energie se př́ılǐs neměńı a

př́ıslušná spektra se výrazně nelǐśı. S1 a ICT signál také pozorujeme vždy, pouze časové

konstanty se měńı. Pro větš́ı přehlednost všechny údaje najdeme v tab. 1.

3.3 Kinetiky

Neméně d̊uležitou součást́ı výsledk̊u měřeńı jsou kinetiky popisuj́ıćı časový pr̊uběh

dohaśınáńı excitovaných stav̊u. V našem př́ıpadě jsme se zaměřili na porovnáńı rychlost́ı

dohaśınáńı konkrétńıch excitovaných stav̊u pro všechny excitačńı vlnové délky.

514 nm
555 nm

476 nm

Obrázek 18: Dosaśınáńı S1 − SN stavu pro všechny excitačńı vlnové délky. Všechny

kinetiky jsou normalizovány na své maximum. Z d̊uvodu přehlednosti jsou naměřené

hodnoty bez fit̊u.

Na obr. 18 pozorujeme, že narozd́ıl od ICT oblasti na obr. 19 je oblast S1−SN stavu

výrazně zkreslená šumem. I přesto nejsou pro r̊uzné excitace vidět veliké rozd́ıly mezi

rychlostmi dohaśınáńı. U ICT stavu na obr. 19 pozorujeme stejný trend. Zaj́ımavost́ı

může být mı́rně poposunutý vrchol maxima ICT stavu pro excitačńı vlnovou délku 476

nm, který by mohl evokovat možnou deľśı dobu života S2 stavu, ale u kinetiky pro

S1 − SN stav žádný takový posun pro excitačńı vlnovou délku 476 nm nepozorujeme.

Celkově tedy z obr. 18 a 19 vyvozujeme, že se kinetiky pro r̊uzné excitace př́ılǐs nelǐśı.
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514 nm
555 nm

476 nm

Obrázek 19: Dosaśınáńı ICT stavu pro všechny excitačńı vlnové délky. Všechny kinetiky

jsou normalizovány na své maximum. Z d̊uvodu přehlednosti jsou naměřené hodnoty bez

fit̊u.

4 Diskuze

Provedené experimenty poskytly několik výsledk̊u, nad kterými je nutné se zamyslet.

V roce 2012 byl měřen stejný komplex RC–LH1–spn Rhodobacter sphaeroides lǐśıćı se

pouze př́ıtomnost́ı PufX proteinu.[12] Tento komplex byl dokonce excitován stejnou

vlnovou délkou, tedy 514 nm. Naměřené výsledky se ovšem významně lǐśı. Pokud se

pod́ıváme na tranzientńı absorpčńı spektrum komplexu z roku 2012 na obr. 20, vid́ıme,

že výsledky našeho měřeńı ukazuj́ı v́ıce než dvakrát větš́ı intenzitu ICT signálu.

To je samozřejmě zarážej́ıćı fakt, jelikož stejné vzorky by při stejné excitaci měly

vykazovat v́ıceméně stejná spektra. Vzhledem k tomu, že data z roku 2012 byla ověřena

daľśım měřeńım, je logické přisuzovat jim větš́ı věrohodnost. Nicméně nás to přivád́ı k

otázce, č́ım je zp̊usobena tak vysoká intenzita ICT signálu v našem experimentu. Jednou

možnost́ı byla nepř́ıtomnost PufX proteinu v našem vzorku oproti měřeńı z roku 2012,

ovšem při tomto dř́ıvěǰśım experimentu byl měřen i vzorek bez proteinu PufX a na

výsledná spektra neměla jeho absence žádný vliv. [12]

Daľśı možnost́ı je ovlivněńı paprskem probe, tedy naladěńım b́ılého kontinua, jak je

vidět na obr. 21. Experiment z tohoto obrázku neńı součást́ı bakalářské práce, výsledky

jsou zde uvedené pouze z d̊uvodu souvislosti mezi naladěńım b́ılého kontinua a

intenzitou ICT signálu. Tranzientńı absorpčńı spektra uvedená na obr. 21 pocháźı z
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RC-LH1-spn bez PufX (2016)
RC-LH1-spn PufX (2012)

Obrázek 20: Porovnáńı dat z měřeńı RC–LH1–spn komplexu s analogickým měřeńım

komplexu RC–LH1–spn PufX. Obě tranzientńı spektra byla poř́ızena v čase 0,25 ps.

Obě křivky jsou normovány na maximum svého S1 - SN signálu.

měřeńı LH1 komplex̊u s karotenoidem diketospiriloxantinem excitovaných v oblasti

absorpce karotenoid̊u. Hlavńım úkolem tohoto obrázku je tedy ukázat, jak moc

zkresluje naladěńı kontinua výslednou intenzitu ICT stavu. Růžová křivka ukazuje ICT

signál při špatně naladěném kontinuu. Je možné si všimnout, že celé tranzientńı

spektrum vypadá neobvykle, v signálu se vyskytuj́ı podivná lokálńı maxima. Spektrum

se správně naladěným kontinuem již vykazuje typický ICT pás. ICT signál v námi

naměřených spektrech (obr. 14 v kapitole Výsledky) sice koṕıruje tvar křivky na obr.

21 s dobře naladěným kontinuem, ale jeho intenzita je př́ılǐs vysoká v porovnáńı s

měřeńım z roku 2012. Je tedy možné, že vysoký ICT signál je zapř́ıčiněn nesprávně

naladěným kontinuem, které následně nevhodným zp̊usobem ovlivńı i výpočet hodnoty

signálu poč́ıtačovým programem. Pro př́ıpadné publikováńı dat by tedy bylo nutné celé

měřeńı provést znovu. V rámci této práce tedy nebudeme při vyhodnoceńı brát v potaz

absolutńı hodnotu signálu, ale zaměř́ıme se sṕı̌se na porovnáńı jednotlivých excitaćı.

Sferoidenon, jakožto karbonylový karotenoid, vykazuje ICT signál, pokud je vázaný

v proteinu. [12] Je to zvláštńı zástupce mezi karbonylovými karotenoidy, jelikož i v

polárńım rozpouštědle, kde u ostatńıch karotenoid̊u tohoto druhu pozorujeme relativně

silný ICT signál, sferoidenon disponuje v ICT oblasti pouze slabým absorpčńım pásem.

[21] Ve studii [20] z roku 2011 byla provedena analýza absorpčńıch spekter fukoxantinu

v cyklohexanolu a methanolu, na základě jej́ıchž výsledk̊u byla navržena teorie o dvou
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špatně naladěné WLC
dobře naladěné WLC

Obrázek 21: Porovnáńı výsledk̊u měřeńı a intenzity ICT signálu při rozd́ılně naladěném

b́ılém kontinuu. Obě křivky jsou normovány na minimum GSB a poř́ızeny v čase 0,25

ps.

formách tohoto karotenoidu, modrém a červeném (dle posuvu svého absorpčńıho pásu

ke kratš́ım či deľśım vlnovým délkám) vyskytuj́ıćım se v polárńım rozpouštědle. Tuto

teorii podporuj́ı i źıskaná tranzientńı spektra, která ukazuj́ı závislost intenzit signál̊u na

excitačńıch vlnových délkách. Tato závislost může být zp̊usobena excitaćı bud’ jedné nebo

druhé skupiny karotenoid̊u. V př́ıpadě fukoxantinu zp̊usobila deľśı excitačńı vlnová délka

vyšš́ı intenzitu ICT signálu. Pokud se pod́ıváme na naše naměřené výsledky, můžeme si

povšimnout podobného trendu. Pro excitaci 555 nm byla výsledná intenzita ICT signálu

vyšš́ı než u 476 a 514 nm. Na základě těchto výsledk̊u tedy můžeme usuzovat, že v

našem měřeném komplexu existuje určitá podskupina s–trans konfigurace karotenoidu

sferoidenonu, která má absorpčńı spektrum posunuté v́ıce do červené oblasti. I přesto

ale nejsou rozd́ıly spekter tak veliké, abychom mohli prohlásit, že je tato podskupina

výrazně odlǐsná.

5 Závěr

Pro začátek je nutno ř́ıct, že vzhledem k potenciálně špatně naladěnému b́ılému

kontinuu je nutné uvažovat i možnost, že naměřená spektra nejsou úplně realistická a

jak již bylo zmı́něno, pro publikováńı by bylo nutné zopakovat celé měřeńı. Ze všech

naměřených dat v kapitole Výsledky nicméně usuzujeme, že mezi karotenoidy
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navázanými na αβ jednotku LH1 komplexu neexistuj́ı výrazné spektroskopické rozd́ıly.

Všechna tři tranzientńı absorpčńı spektra na obr. 14 jsou podobná i přes rozd́ılné

excitačńı vlnové délky a rozd́ıl v ICT signálu pro excitaci 555 nm nepovažujeme za

natolik veliký, aby svědčil o významně odlǐsné konfiguraci karotenoid̊u. Tento závěr

podporuj́ı i EADS spektra – časové konstanty v tab. 1 se př́ılǐs nelǐśı a jednotlivá EADS

v porovnáńı mezi r̊uznými excitacemi si také odpov́ıdaj́ı. I kinetiky na obr. 18 a 19 maj́ı

podobný pr̊uběh a nevypov́ıdaj́ı o odlǐsných konfiguraćıch. V př́ıpadě, že by zopakovaný

experiment poskytl jiné výsledky, mohli bychom za výhodu provedeného měřeńı

považovat ukázku toho, jak může naladěńı b́ılého kontinua ovlivnit naměřené výsledky.

Před př́ıpadným opakováńım měřeńı by také bylo vhodné provést pigmentovou analýzu

vzorku a ujistit se, že v tomto LH1 komplexu se opravdu vyskytuje v́ıce karotenoid̊u na

αβ podjednotku, narozd́ıl od jiných známých LH1 komplex̊u.
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