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zvétSovani komplexu chlorofylovych molekul. Byl nalezeozdil spekter skupin pigment
v aktivni a neaktivnéésti komplexu &erveny posun spektra dimeru od spektra monomerniho
chlorofylu a.

Spektra pigmerit (chlorofyli, bakteriochlorofyl, karoter, fykobilini) vypottend na
DFT urovni jsou Vv kvalitativni shads experimentem. Byl nalezedekavany vliv struktury
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Abstract: Spectral properties of reaction center of photiesydl (RC PS Il) and some chosen
pigment molecules were studied by methods of qurarmtuemistry.

Absorption spectra of six monomer unit of RC PSwere computed with
semiempirical method and on the DFT level. Spedfamonomers obtained by the
semiepirical ZINDO method are red shifted and sjpecbtained by TDDFT are blue shifted
from measured spectrum of chlorophgll The shift is a result of applied method. Next,
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was found only for the central dimer in comparisath electron transitions of chlorophyl
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»10, CO je opravdu dlezité - je lidskym &m neviditelné.”

Antoine de Saint-Exupéry



1. Uvod

Fotosyntéza [1-3] zahrnuje jedny z négFit¢jSich proces na Zemi, bez nichz by
nebyla moznéa existence jakychkoli vySSich orgadisfelenécasti rostlin absorbuji energii
slune&niho z&eni a chemickymi reakcemi ji vyuZivaji na stavbaswhiho &a. Tim vytv&eji
organickou hmotu, kterd je dale vyuzZivana jako g@rpro Zivgichy. Slunéni z&eni tak

piedstavuje, @uz @imo nebo nefimo, hlavni zdroj energie na Zemi.

Tématicky je mozno tuto diplomovou praci réiddo dvou ¢asti. Prvni se anuje
reakinimu centru fotosystému Il a druha vybranym molékupigment.

Cilem prvnicasti je studium abso¥pich spekter chlorofyl-feofytinového komplexu
realkéniho centra fotosystému I, kteryfquistavuje lakavy objekt pro vyzkum z pohledu
mnoha oblasti. Struktura tohoto systému je sicenznale Bkteré procesy vdm probihajici
stale nejsou uspokojiypopsany. BliZze bude o fotosystému Il napsano §i dalpitole.

V navaznosti na studovanou problematiku Skolicirecqvist [4, 5] byl pro objekt
diplomové prace zvolen teoreticky model 1DOP [6] steukturni proteinové databaze
(www.pdb.org).

Druhacést prace zahrnuje vypet absorpnich spekter Sirokého souboru pigmefi-
3]. Pro studium byly vybrany molekuly chlorofiyl bakteriochlorofyi, n¢které molekuly
karotenoidh a dva biliny. Fotosyntetické pigmenty tvonezbytnou satést celého
fotosyntetického aparatu. Tyto pigmenty svymi chekymi i fyzikalnimi vlastnosti fispivaji
nemalou ndrou k fungovani procesu fotosyntézy. Uvadim jechitky prehled:

» Chlorofyly a bakteriochlorofyly jsou zelena barvipMg tvorici reakni centra fotosystém
Jsou téZz hojh zastoupeny v anténnich komplexech jmenovanych systént.
Prevazna cast ziskané energie ze slandho zdeni pochazi z absorpce éta
molekulami pigmerit chlorofylového typu. Je znamakolik modifikaci chlorofyh i
bakteriochlorofyli. Chemicky jde o tzv. cyklické tetrapyroly.

» Karotenoidy jsouwervena az Zluta barviva [8-10]. Jedna se o linggohieny. Rozdluji
se do dvou skupin podle chemické podstaty. Jdedlst® uhlovodiky, nazyvajici se

karoteny. Kyslikaté derivat karoteri se ozna&uji jako xantofyly. Nachazeji se



prevazié v anténnich komplexech fotosyntetickych apardtiejwtsi vyznam pro
fotosyntetické organismy maji jejich ochranné fumkc

 Fykobiliny jsou pidavné pigmenty sinic das [2, 3]. Chemicky jde o linearni tetrapyroly,
které pravépodobr vznikaji rozpadem tetrapyrolového jadra.

Historie objevi pigmenti

Jiz v davné historii lidé pouzivalifipodnich barviv ke zdobeni matefia{zminky
popisujici extrakci &kterych girodnich barviv a jejich pouZiti jsou znamy jiz alkdstareho
Egypta), ale teprve az v roce 1864 G. G. Stokestpdiu fluorescence listovych barviv doSel
k zawru, Ze je mozno iiedpokladat existenci nejm&nlvou zelenych a dvou Zlutych barviv,
které by se mohly v rostlindch nachazet. S pomearhisitelnych rozpoustlel pak smis
pigmenti rozclil na chlorofyly a karotenoidy. Poém roku 1906 rusky botanik M. @v
piimo dokéazal existenci dvou chlorofiyldnes znamych jako chlorofyd a chlorofyl b.

V dalSich letech nasligdci spektroskopickou podobu chlorafys porfyriny, jenz Ize ziskat
z hemu. M. Nencki (1896) z toho odvozoval spoie evolwni pavod Zivaiicha a rostlin.
Strukturu porfyrinového kruhu (zakladu chlorofyktanovil a syntézou potvrdil H. Fischer a
jeho kolektiv spolupracovnik Fischer za své prace obdrzel roku 1930 Nobel@nuza
chemii.

DalSi poznatky jiz nabyvaji ztaé Sfe a spiSe nez s historii jsou spjaty s modernim

vyzkumem.

Historie objevu fotosystému II[3]

Dnes u fotosyntézy vysSich rostlin rozliSujeme éasystémy [1-3], fotosystém | a
fotosystém I, ale historie jejich objeveni je aprgmentim porekud mladsi. Prvni zminky
o existenci dvou fotosystému v oxygenni fotosyntgaehazeji od R. Hilla a L. N. Duysense.
Z podobnosti s oxidativni fosforylaci mitochond(idychaci fetzec) usuzovali, Ze jedna
fotochemicka reakce se podili na redukci cytochirodmuha na jejich oxidaci. Mezémito
dvéma redoxnimi reakcemi se elektrony pohybuji po apékkktrochemického potencialu
(Hillovo jméno je také spojovano s tzv. schémat&mkteré znazdije spojeni dvou
fotochemickych reakci v oxygenni fotosyntéze vepsiti oxidané redukénich potencial.
Toto schéma vSak publikoval Hill az p@ggl Hillova piredstava dvou fotochemickych reakci

byla potvrzena pokusy Duysense roku 1961. Ten uZ smustavy barviv rozduje a



pojmenovava systém 1 a systém 2. DalSim, kdo ptheoa naslednych reakcich, je B. Kok
roku 1963, kdy ztotaiuje P700 s jednim re&kim centrem.

DalSi vyznamné poznatky Ize spojit se jmény H. Klyia Govindjee (1960). Ti svym
vyzkumem dale roz8li védomosti o obou fotosystémech. V roce 1988 byl&larh
Nobelova cena za prace prohlubujici poznani zaéstiit fotosyntézy a struktury
fotosyntetickych realnich center. Obdrzel ji tymeédci z Martinsriedu u Mnichova — J.
Deisenhofer, R. Huber a H. Michel [11-13].

Rozvrzeni kapitol je nésledujici. Kapitola 2 sénwje teoretickym poznatkn o
fotosystému Il a jednotlivych fotosyntetickych pigntech. Kapitoly 3 a 4 popisujici zdklady
kvantové teorie a pouzité semiempirické a ab initietody. Pata kapitola shrnuje popis
studovany modél Kapitola 6 obsahuje vygtena data vynesena do grafdiskutované
hodnoty v zapsané tabulkach a interpretaci wtgroych vysledik. Kapitola 7 shrnuje ziskané
poznatky a zaobird se moznostmi dalSiho vyzkumané doroblematice. VeSkeré obrazky

pigment jsou otisknuty v obrazovéipoze A spolu se schematickym zapisem jejich stnukt



2. Fotosystem |l a funkce pigmeni ve
fotosyntéze

Fotosyntézu provozuji fotoautotrofni organismy —fétosyntetické bakterie, sinice,
fasy a rostliny. Tégt vSechny ostatni organismy ziskavaji energii oxidaganickych

slowtenin vytvdenych &¢mito fotosyntetickymi organismy.

2.1 Primarni procesy fotosyntézy

Fotosyntézu Ize podle probihajicich reakci ¥izaha fotochemické procesy, kde se
pretv&i sluneni swtelna energie na energii chemickou (ATP, NADPH)H na procesy

biochemicke, kde se tato energie vyuziva k synbéganickych slogenin.

Obr. 1: Schéma chloroplastu [1]. Chloroplast obsghtii membrany, popsané na obrazku. Fotosyntéza probiha
na nejvnitnéjSi z nich, na tzv. thylakoidni memb#an

10



N 1

U vysSich rostlin fotosyntéza (kde se nachazi nakuumané reaki centrum
fotosystému 1) probiha v zelenyatéstech, konkrétn v buréénych organelach, které se
nazyvaji chloroplasty. Uvriitchloroplast je umiséna slozita soustava membranovych Givar
zvanych thylakoidy (viz obrazek1).

VSechny fotochemické &k se odehravaji v bilkovinovych komplexech zasgeken

vvvvvv

a popsano na obrazku 2 [3].

Obr. 2: Schematicky @& thylakoidni membrany a elektronového transpony¥ipad® oxygennich
fotosyntetickych organisin Thylakoidni membranu tiodvojita vrstva lipidi, rozclujici prostor na stromalni
(na obrazku orientovana nal®) a lumendlni (dolejast. V membrahse nachéazeji fuchi bilkovinné komplexy.
Jsou to fotosystém | (PS1) a fotosystém Il (P3Ihichz se kazdy skladéa z jadra &jshpohyblivé antény (LHC1
a LHC2). Jadro fotosystému obsahuje w@dkcentrum (RC1 a RC2).7€nos elektroi mezi jednotlivymi
reak’nimi centry zprogedkovava cytochromslif komplex. Mezi PS2 a cytochromesvfbkomplexem fenasi

elektrony vold pohyblivé chinony (PQ a PQH DalSim gienaSéem je plastocyanin (PC) mezi/bkomplexem a
RC1. Fenosy elektrahjsou spaZzeny s fenosem protah Vynikly protonovy gradient se vyuziva preshictvim

ATPasy k syntéze ATP.

Fotosystém 1l (PS II) a reaki centrum (RC)

Fotosystém 1l [4, 6, 14-17] ve svém fadobsahuje re&hki centrum, které se sklada
Z proteini a pigmentovych molekul podilejicich se rfamosu elektronu (viz obrazek 2).

Reakni centrum fotosystému Il vykazuje vysokou nesiabi(nejvysSi ze vSech
reaknich center), kterd Uzce souvisi s vysokym osxidaedukinim potencidlem P680,
primarniho donoru elektronu PS II, ktery jékdy ozn&ovan jako tzv. specialni péar (viz
dale). RC PS Il je jedi@é svou schopnosti odebrat elektron z molekuly vady vede
k uvoliovani kysliku patbného pro vytu@ni kyslikové atmosféry nasi planety.
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Molekuly komplexu jsou umishy v lipidové membréh v takovych prostorovych
vztazich, které jsou optimalni pro nevratné gbexi nabaoj. Ve stedu reakniho centra je
obsazeno Sest chlorofiyl dva feofytiny, systém ma pseudo-déeimou symetrii. Uproged
je umistn par chlorofyli, dalSi elektronové akceptory se nachazi v tztiviaka neaktivni
vétvi. V nékteré literatile se pimo hovdi o neaktivit jednoho z feofytia [1, 2, 6]. Davod
této neaktivity neni znam.

Nasim objektem zajmu byl chlorofylo-feofytinovy kpiex ve stedu reakniho centra

fotosystému Il (viz obrazek 3).

Obr. 3: Chlorofylo-feofytinovy komplex reakho centra, slozen z&yr centralnich chlorofyl a dvou
postranich feofytii.

Postup elektronu komplexem PS Il

Cely proces z#na zachycenim stelnych kvant molekulami pigmeitobsazenymi
ve swtloskernych anténach (spektralnimi viastnostmi jednotivyotosyntetickych pigmeait
se zabyvam v dalSim textu). Ty jsou timto excitgvdhakto ziskané energie séepasi do
reakniho centra fotosystému Il.i€hos exciténi energie v anténse odehrava ketézci
pigmentovych molekul po energetickém spadu. Prastaj spravné funénosti antény je

proto dilezité vhodné prostorové (resp. energetické) té&imi. Rozmishi je takove, aby
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energeticky spadifvadl excitasni energii k readnimu centruCast energie je ztracena ve
forme tepla, tim jetast&né zarwtena nevratnost procesu.

Excitace molekul zjsobena sstelnym zdenim je penesena na specialni par P680
reakéniho centra, které je silnym redirdm cinidlem. Dochéazi v &m k chemické reakci —
rozc&leni ndbaoj a vytvaeni volného elektronu. Elektron jéemese na akceptor (feofytin) a
do vyniklé diry oxidovany komplexiijme jiny elektron prosednictvim tyrosinuy, z vody.

Po geneseni elektronu z chlorofylu na vzdaleny akcef®Q — viz obrazek 2) a zagin diry
po tomto elektronu elektronem z molekuly vody, @dkddosazenitijvodniho stavu systému a
reakeni centrum je znovuijpraveno pro zachyceni nového fotonu.

Elektron se penasi proti spadu elektrochemického potencialu,ch@oi skrz

membranu a jefignasSen dale na fotosystém |I.

Chlorofyl a feofytin v RC PS Il

Chlorofyly [7] maji klicovou swtloskérnou ulohu. Ve vySSich rostlinach wdRC a
jsou i hojrg obsazeny v anténnich komplexech. Ramhtictvim jejich absorpce je
zachycovanaatSina slunéni energie. Zasadni vyznam molekuly chlorofglpro fotosyntézu
je jeji piitomnost v reaknich centrech. Jeji funkce nelze nahradit Zadnynini druhem
pigmenfi (mame na mysli vySSi rostliny, sinicefasy - u bakterii tuto funkci zastavaji
bakteriochlorofyly).

Spektralni vlastnosti chlorofyl jsou dany Ftomnosti tetrapyrolového cyklu
s pidruzenym izocyklem. Systém pytolezZi v roviré a soustava konjugovanych vazeb mu
dava silny aromaticky charakter.

Stejnou strukturu jako chlorofyl ma také feofytpguze centralni koikovy ion Mdf*
je substituovan dima vodiky.

2.1.1 P680

Primarni donor elektronu v re&kich centrech se nazyv,Pkde A je poloha
absorgniho pasu tohoto komplexu. Vipack RC PS Il je primarnim donorem P680
s absorpnim maximem u 680 nm [4, 6, 18-25]. Experimentdma. EPR) bylo ukazano, Ze
v pripact bakterialnich reainich center je donorem elektronu centralni dimersécasto

nazyva ,specialni par‘. U reakiho centra vysSich rostlin vSak situace néitiSgasna.
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PrestoZe jsou znamyeékteré strukturni podobnosti bakterialniho r&#ko centra a
RC PS Il [6, 20], jsou tyto dvcentra odliSné. V bakterialnim reamkm centru vykazuje
primarni donor elektronderveny posuv abso¥piho pasu &S; (od spektra monomeru).
Tento posuv je vysledkem dipélovéhaspbeni mezi dsmi molekulami bakteriochlorofyil
tvoricimi speciélni par. Naproti tomu u PS Il maly spé&lki posuv absotmiho pasu P680
ukazuje na to, Ze molekuly tkioi P680 vykazuji slabé dipolovégobeni, které je stejné jako
pusobeni mezi sousednimi pigmenty. Toto energeticlsolpeni pimo odpovida geometrii
RC. RC PS Il ma molekuly pigment jadte rozmisiny rovnongrné a zhruba steghdaleko
od sebe. U bakterialniho RC se silné vzajemisopeni mezi molekulami specialniho paru
odrazi v mensi vzdalenosti dvou centralnich molekul
Pro popis P680 se uvazujekolik modetfi, z nichZ nejprosazovasi jsou nasledujici:
1. P680 je dimer dvou slalvazanych chlorofy a — ,,specialni par* a excitonovéigobeni
se sousednimi chlorofyly a feofytiny I1ze zanedbvatomto modelu vSechny pigmenty,
mimo P680, operuji jako samostatné jednotky v zeehiyexciténi energie. Excitani
energie je nejdve prenesena zthto samostatnych jednotek do P680 a zdénaa
primarni rozdleni naboje.
2. Trochu odlisny pohledifmaSi Durrant a kol. (1995), jenz tvrdi, Ze ma bgpaitano
nejenom excitonovégsobeni mezi molekulami centralniho péru, ale taksopeni
s ostatnimi pigmenty, které jsou v oblasti eneoyétio fisobeni 100 cih To vede
k myslence, Ze se na primarnim réleti naboje tastni kompletni jadro PS Il RC
(predpokladaji setyti centralni chlorofylya a dva sousedni feofytira). Popisovany
model se nazyva multimerni model slabadzanych pigmeit komplexu P680.
Delokalizace energie se uvazujepvsechny molekuly tohoto modelu.
3. Do redchoziho modelu sekdy zahrnuje fakt, Ze ségnosu nabojedastni pouze jedna

vétev RC a uvazuje se 0 nesymetrické delokalizadigga@a aktivni ¥tvi.

2.2 Pigmenty ve fotosyntéze

Funkce pigmerit ve fotosyntéze je nezanedbatelna [1-3]. Pigmewtyi tzakladni
kameny fotosyntetickych organismBez nich by nebyla moZna absorpcétlsva Fenos
ziskané energie. Jejich ungist v membraa zaji¥uje &inny prenos této energie a jejich
spravné prostorové a energetické rozénistv antég i c¢ast&nou nevratnost procesu.
Principem ovliveni energie fechodu pigmerit v piipact pigment-proteinovych i vifpad
excitonovych interakci je elektrostatickéspbeni.
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Fotosyntetické organismy obsahuji &ma paset pigment, jejichz role pro funénost
fotosyntézy je rozdilna. Vyskyt pigmént jednotlivych organismech je ztr& individudlni a
odrazi v sob potreby dané Zivotnimi podminkami rostlin na absordan&niho z&eni
(napiklad purpurové bakterie Zzijici pod Urovnét$iny ostatnich rostlin vyuZivaji &o
neabsorbované ostatnimi rostlinami - z oblasti 0k&@l0 nm a z oblasti nad 800 nm).

Systém konjugovanych vazeb, ktery se nachazi a@éawiolekule fotosyntetického
pigmentu, pedukuje absorpci do viditeln&i(blizké UV nebo blizké IR oblastiasti spektra.
V této oblasti dochazi u molekul pigmérk elektronové excitaci.
které tuto molekulu obklopuje — proteitiiydalSi pigmentové molekuly.

Fotosyntetické pigmenty Ize podle struktury régdna ctyii zakladni skupiny:
chlorofyly, bakteriochlorofyly, karotenoidy a fykibimy. Popis jednotlivych skupin nasleduje

nize. Kompletni fehled obrazk je uveden v obrazovéifpze.

2.2.1 Chlorofyly (Chl)

Zaklad kazdého chlorofylu [7] je tven téndi planarni strukturou tetrapyrolového
kruhu (3fka 10 A). Ha¢ik uprosted je koordinovan s&yimi dusikatymi atomy, jenZ jsou
kazdy soudasti ¢tyt pyroli chlorofylu (viz obrazek 4). Proto jsou chlorofydvnolekuly
zalazovany mezi tetrapyrolyasto se setkavame set@zenim k porfyriim. Porfyriny [19,
26-29] jsou ale obeenvice symetrické molekuly. K centralnimu makrocykityti pyrolova
jadra v kruhu — A, B, C a D) jefipojen dalSi pticetny kruh, nazyvany izocyklus a
ozna&ovany pismenem E. Na pyrolu D jégojen alkoholovy zbytek tzv. fytylovyetzec —
dlouhy uhlikovodikovytettzec slozeny zétyt izoprenovych jednotek. Ke kruhu je vazan
esterickou vazbou.

Biosyntéza molekuly chlorofyla probiha v sedmnécti krocich, zakladnim kamenem

je kyselinad-aminolevulinova.
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Obr. 4: Molekula chlorofyl a. Hla¢ku chlorofylu tvéi kruh cty/ pyroki a paty gidruzeny cyklus.
Jednotlivé chlorofyly se os sebe vzajéiiisi substituenty na tetrapyrolovém j&d Sodasti chlorofylu je
i zpravidla dlouhy uhlovodikovgtézec, udrzujici molekulu v membean

Kazdy z kruli ma standardni oztani acislovani atom. V této praci pouzivam
oznaeni dle IUPAC (viz obrazek 5).

chiorophyll a (IUPAC) chlorophyll a (Fischer)

Obr. 5: Standardni ozr@ni atoni a cykli v molekule chlorofylu. Stejnéislovani i popis plati i
v piipadé bakteriochlorofylu.

Pojmenovani ,chlorofyl“ bylo poprvé pouzito Peieem a Caventouem v roce 1818
pro popis zelenych pigmanbbsazenych ve fotosyntéze vysSich rostlin. Znétyié zakladni
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varianty liSici se svymi substituenty na jednottirlykruzich v makrocyklu. Chlorofyly se
ozna&uji malymi pismenky arabské abecedy -aqubd, a to v p#adi jejich objeveni.

* Chlorofyl a se vyskytuje se ve vSech znadmych eukaryotnich yotesckych
organismech. V prokaryotnich je veét$im mnozstvi pouze u cyanobakterii.
Chlorofyla zastava vyznamnou rolitipptenosu elektronu a tvi reakni centra
fotosysténd. Hojre je vSak zastoupen i v integralnich anténnich kengxh.

» Chlorofyl b ma maximum absorpce diky formylu (-CHO) na atomid G4z obrazek 5)
posunuto do kratSich vinovych délek. Jde o nejdastoupeny sitloabsorbujici
pigment ve ¥tSiné eukaryotickych fotosyntetickych organismech (s imigou
cervenych a heédychtas). Je obsazen vigavnych anténach (ty Ize od RC ¢liik).

* Chlorofyl cje povaZzovan za nejmé&mbvykly chlorofyl, nejvice se liSi tim, Ze neobsph
ani redukovanou vazbu na kruhu D ani fytylokgtézec. Jde o iidavny setlo-
absorbujici pigment ntskychtas. Je znamoéRrolik strukturnich modifikaci, které
maiji velice podobné spektralni vliastnosti.

» Chlorofyl d se vyskytuje \Wervenych méskych fasach a je mozné ho povaZovat za
energeticky a strukturni mezistupanezi chlorofyly a bakteriochlorofyly. Jeho
absorgni maximu se nachazidervené oblasti poloZzeno u nejdelSich vinovych délek

ze vSech chlorofyil.

Za studie souvisejici se strukturou pignieoyly dany ti Nobelovy ceny. V roce 1915
ziskal cenu R. Willstatter @inecko, Mnichov) za studium rostlinnych pigmintejména
chlorofylu. Roku 1930 byla cena ¢gldna H. Fischerovi (Bmecko, Mnichov) za vyzkumy
chemické stavby hemoglobinu a chlorofylu. Zatimlgdsi Nobelova cena v oblasti vyzkumu
chlorofyla byla dana v roce 1965, ziskal ji R. Woodward (USambridge - Massachusetts)

za vysledky v oblasti organické syntézy.

Spektrélni vlastnosti

Chlorofylové spektrum je charakteristické tzv. Sowym pasem v oblasti 350 nm az
450 nm [1, 7] a d&ma pasy wervené oblasti okolo 660 nm.

Chlorofyly a bakteriochlorofyly jsou derivaty porfgu a je tedy mozné spektralni
vlastnosti molekul chlorofylového typu vy&lit obdobnym zgisobem jako je uv&wo u
porfyrini. S relativeé jednoduchym modelem, zvanynxtyiorbitalovy model®, piSel
v Sedesatych letech Gouterman [27-29]. Podjgenspektrum porfyrinu vysledkem linearni
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kombinace jednoelektronovychigechodi mezi d¥ma nejvySSimi obsazenymi a &iva
nejnizsimi neobsazenymeorbitaly (HOMO-1, HOMO, LUMO, LUMO+1).

Vysledkem jsouctyii mozné elektronové ipchody oznéované Q, Q¢ a dva B
(Sorefiv pas). Elektronové ipchody maji pechodové dipélové momenty &nou
oscilatorovou silou a orientaci, Saret pas je sloZzen zifspivki o0 nizné polarizaci.
Spektralni ¢ary ve viditelné a blizké infé@rvené oblasti, tzv. Q pasy, pochazi od rozdilu, B
resp. Soretovy pésy Vv blizké ultrafialové oblastsputu kombinaci pechodh.

U symetrického porfyrinu (symetrie f) nastava degenerace energetickych hladin
HOMO a HOMO-1. Pro substituované porfyriny, jakyjsou chlorofyly a bakteriochlorofyly
je symetrie nizSi a degenerace energetickych hjadgejmuta.

Spektralni vlastnosti chlorofyyl i bakteriochlorofyh (poloha a vySka absafpich
padi) zaviseji vyrazé na povaze pro&di, v #RmZ jsou barviva umigha. Spektra se liSi s

druhem rozpoustlla a jeho polaritou.

2.2.2 Bakteriochlorofyly (BChl)

RozliSeni zakladnich variant bakteriochlordfyfl, 7] je jako u molekul chlorofyil
prostednictvim malych pismenek arabské abecedy a ta qub g, téZ v pdadi jejich
objeveni.

Svou strukturou jsou velmi podobné chlordfyl. Konjugace cyklu je ale mensi, coz
ma samoiejme vliv i na podobu absomich spekter. Jednoducha vazbaizqaini dvojné je
nejenom na kruhu D ale i na kruhu B.

» Bakteriochlorofyl ase vyskytuje u anoxygennich fotosyntetickych bakt€@bdobr jako
chlorofyla zastava vyznamnou rolifipptenosu elektronu a tvb reakéni centra
fotosysténi bakterii. Je obsazen také v anténnich komplexeefména zelenych
sirnych bakterii.

» Bakteriochlorofyl bje mozné najit pouze wkterych purpurovych bakterii. Absorbuje na
nejdelSich vinovych délkach ze vSech pigniectilorofylového (Chl+BChl) typu —
mezi 950 nm a 1050 nin vivo.

» Bakteriochlorofyly c, d, e, (fse uvadji ve skupir, jelikoz byly nalezeny pouze u
zelenych fotosyntetickych bakterii v anténnich kéexpch tzv. chlorosomech.
Strukturni zrény jsou spojeny s pozadavkem moznosti lepSi agesgéchto
bakteriochlorofyli do uvedenych kompléx Absorgni maximum klesa ve vinovych

18



délkach od bakteriochlorofyleipo bakteriochlorofye. Misto fytylového zbytku je na
stejném mist pripojen farnesol (3,7,11-trimetyldodeka-2,6,10-triienl). Chlorofyl f
se uvadi jako logické dopinim sady bakteriochlorof§] nebyl vSak jest nalezen
v Zzadném fotosyntetickém organismu.

» Bakteriochlorofyl gse vyskytuje u anoxygennich heliobakterii. Je ttaksurni hybrid
chlorofylu a a bakteriochlorofylub. Je nestaly a rozpada se na chloraylMisto

fytylového zbytku, stejfijako bakteriochlorofylyc, d,ae, esterifikovany farnesol.

Spektrélni vlastnosti

Spektralni vlastnosti bakteriochlorofiyl jsou zn&né¢ podobné chlorofylovym
spektralnim vlastnostem, které jiz byly uvedenyevyBaké je pro jejich popis mozZzno pouzit
¢tyrorbitalovy model.

Pro spektrum nejvyznanysi je rozdil, ktery je zjsoben redukci dvojné vazby na
jednoduchou na kruhu B. Ragdni energetickych hladin je jiné. Ve spektru tdsabi posun

cervenychéar k delSim vinovym délkam a posun Soretova paskratSim vinovym gkam.

2.2.3 Feofytin a bakteriofeofytin

Ke kazdému chlorofyluc¢i bakteriochlorofylu nalezi i ipslusny feofytin, resp.
bakteriofeofytin. Maji stejnou strukturu jako molék chlorofylu a bakteriochlorofylu, pouze
centrdini Mg* je nahrazen dima vodiky. Oznéeni jednotlivych feofytih a
bakteriofeofytii je odvozeno od podobnosti figlusnych molekul. Feofytiny a
bakteriofeofytiny jsou vytviieny kEhem degradace chlorofyl[1, 3] a bakteriochlorofy,
negasgji jako prvni produkt. Protoze jsou nepostradatelrstoZkou gkterych reaknich
center, uvazuje se o tom, Zze mohou téz vznike&tauwr specifickou cestou,ckoli to jeSe
nebylo potvrzeno. Jsou akceptory elekfran viettzci prenasSén jsou umisiny v mistech,

kde molekuly chlorofylového typu nepracuiji.

Spektrélni vlastnosti

Spektralni vlastnosti bakteriochlorofiyljsou blizké jim podobnym chlorofyn.

Spektra se liSi jen posunem poloh jednotlivychipas
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Obr. 6: Struktura molekuly feofytinu a. Od molekeftyorofylu a se li§i nahrazenim centralniho*iku dwma
vodiky.

2.2.4 Karotenoidy

Karotenoidy Ize najit ve vSech Zivych fotosyntefick organismech. Maji mnoho
funkci [1, 3, 8-10] a jejichifitomnost ve fotosyntéze je nezbytna. Konkrétni éenke odviji
od jejich umisini v membras. DuleZita je téZ orientaceiwi ostatnim molekulam v pigment-

proteinovych komplexech.

Karotenoidy maji nasledujici funkce:

1. Zachycuji sttelné zéeni ve spektralnich oblastech jim vlastnich (obddestorpce je dana
strukturou pigmentu), ienaseji excitni energii na pigmenty chlorofylového typu a
déle do reakniho centra.

2. Maji Ochrannou funkci, ktera sfiga ve schopnosti zhaSet excitaci tripletniho stavu
chlorofylu, jehoZz spontanni deexcitace by jinakevodbnim prosedi vedla ke vzniku
velmi reaktivniho singletniho kysliku a naslednémeuratnému poskozeni bitmého
organismu.

3. Reguluji penos exciténi energie progednictvim tzv. xantofylového cyklu. Jde o vratny

proces, v 8mz dochazi k efektivni zén¢ délky konjugovaného systému, a tim ke
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zmené energie elektronovych hladin. Procestjeen protonovym gradientemigs
membranu. V fipadt nadnérného oswutleni se diky tomuto procesu karotenoid stane
pasti pro energie z chlorofylové molekuly.

4. Svou linearni strukturou napomahaji ke stahslisgruktury proteinovych kompléx

Studium karotenoid je téZ vyznamnou oblasti vyzkumu a stejako vyzkum
chlorofyli se i v této oblasti utbvaly Nobelovy ceny. V roce 1937 obdrZzel cenu Rrrir
(Curych) za vyzkumy karotenaidflavini a vitamini A a B,. DalSi cena byla wtena hned
nasledujici rok 1938 chemikovi R. Kuhnovi (Heidelije za prace o karotenoidech a
vitaminech.

Syntéza karotenoid probiha vyhrad& v mikroorganismech a rostlinach. Ramnezi
terpenoidy. Jejich uhlikova kostra je sloZena ziosoprenovych jednotek, jenZ jsou
zarazeny do linearnihtetzce. Koncove&asti molekulcasto vytvéi rizné Sestietné kruhy
(mezi druhym uhlikem prvého #etim uhlikem druhého izoprenu), které jsou podiakstiry
ozna&ované pismenyecké abecedy. Cyklizaceure prokthnout na jednom, ale i na obou
koncich karotenoidové molekuly. 8mito cykly se setkavame zvléStu oxygenni
fotosyntézy.

Celou rozsahlou skupingdahto barviv je mozné roztit na karoteny a xantofyly, jenz
jsou kyslikaté derivaty karotén Kyslikové atomy jsou zde obsaZeny v hydroxylovyth
epoxidovych skupinach.

Karotenoidy jsou to slaieniny zn&n¢ nestalé. Pouze ve &tha za nefistupu vzduchu
je mozné je povazovat za relatévstale.

V této préaci se zabyvam nasledujicimi molekulami:

» Fytoen(3), neurosporen(9) alykopen(11) pati linearni karoteny a jsou tieny pouze
izoprenovymi jednotkami. LiSi se délkou konjugovelmyvazeb, tzv. chromoforu.
Délka konjugace je uvedena v zavorce.

» Lykopena Skarotenmaji délku chromoforu stejnou. LiSi se jen kruhovyakoréenim
ietzce. Lykopen Zadné takové nema, zaftkaroten ma na obou koncich kruh
ozna&ovanyp.

» Zeaxantin, anteraxanti@a violaxantin jsou barviva, ktera secastni tzv. xantofylového
cyklu. Jejich struktura se liSkipomnosti epoxy skupiny a tim i délkou chromoforové
¢asti molekuly.

* Peridinin a fukoxantinmaji téZ zakladni strukturu stejnou. Obsahujidaterazné funkni

skupiny — keto a lakto skupinu.
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Tyto karotenoidy byly vybrany tak, aby bylo mozZznéppat zakladni vlivy struktury na

elektronové spektrum.

Spektrélni vlastnosti

Typickym zbarvenim karotenidde Zluté aZervené — tedy spektralni oblast 400 nm
az 500 nm [8, 9].

Delokalizovanytrelektronovy systém, jenZ je odpminy za absorpci ve viditelné
casti spektra, se nazyva ,chromofor”. U jednotlivikarotenoid je mizn¢ dlouhy.

Pro spektroskopii jsou nejvyzna$i dw ponerné nizko lezici elektronové hladiny
singletnich excitovanych stav Z teorie [9] vyplyva, Ze absoipi a emisni spektra jsou
spojeny s rozdilnymi excitovanymi stavy. Taki&ali je stav 1B, je odpowdny za silny
absorgni pas, je zde jiny, extrémarslaby, excitovany stav, ktery lezi energetickyenifinak
feceno, singletni stav spojeny gephodem elektronu z HOMO do LUMO neni nejnize liezic
excitovany singletni stav a diky rozdilné symetr zakladniho stavu jeigchod do &
povolen. Naproti tomu fiechod mezi zékladnim a prvnim excitovanym singtetstavem
S-S je dipolow zakazany, protoZze jde dgzhod mezi hladinami o stejné symetrii. Na
absorgnim spektru se tedy uplatni agephod do druhého singletniho stayu S

Rozdil v exciténich energii prais atransizomery jsou malé v porovnani s rozdilem,

jenz je z@soben pidanim¢i odebranim konjugované dvojné vazby.

2.2.5 Fykobiliny

Fykobiliny jsou otetena tetrapyrolova barviva [1-3]. Jejich molekula rear
pirestipnutého prstence. Vznikaji oxédém otewenim porfyrinového kruhu. Tetrapyrolovy
makrocyklus se roztrhne a jégroucen do tég linearni konformace.

Fykobiliny jsou sotiasti s¥tlozachycujicich anténnich komptextzv. fykobilisomi.
Prenos energie ve fykobilisomech probiha po spadugetiekého gradientu. Fykobilisomy
navic obsahuji proteiny zvané linkery, které labbsapci biliproteiti podle s¥telnych
podminek. U Zivsichi se téZ mizeme setkat s biliny. Tam byvaji produktem rozpiaginu a
jsou znamy jako Zkova barviva.

Biliny jsou Jako jediné pigmenty vazany kovaléntk proteimim. Navazani je

uskut&néno prostednictvim thioesterové vazby ke specifické aminpghty kterou je
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cystein. VSechny fykobiliny jsou takto vazangeg vinyl na kruhu A. Ve &Sin¢ se vyskytuje
vazba k proteinu pouze jedna, ale u fykoerytrobijinznama jestdruha takova vazba a to ke
kruhu D.

Tti uhlikové mistky mezi pyrolovymi jadry mohou mit dltvazby jednoduché, nebo
jednu jednoduchou a druhou dvojnou. Molekula fykowbilinu ma vSechnyitmastky ma
nenasycené, dvaistky s nenasycenou vazbou mé skupinaibilkam paiti fykoerytrobilin.

Fykobiliproteiny mizeme rozdlit do ¢ty skupin — allofykocyaniny, fykocyaniny,
fykoerytrocyaniny a fykoerytriny.

Vyskytuji se v sinicich a ruduchach. V mé précigsse zarili na dva biliny:

» Fykoerytrobilin ma jen dva nasycenéustky mezi pyrolovymi jadry. K bilkovia je
mozné jedno i dvoji navazani kovalentni vazbou.
* Fykocyanobilinma vSechny ristky mezi pyrolovymi jadry nasycené a k bilkavije

vzdy vazan pouze jednou vazbou.

Spektrélni vlastnosti

Spektralni oblast absorpce bilin[3] je mezi 550 nm az 650 nm. Rozdily v
absorgnich vlastnostech fykobiliproteimejsou ani tak dany n&ps vyznamnymi rozdily ve
strukture samotnych molekul fykobilin ale gedevsim jejich interakcemi s bilkovinou, k niz
jsou kovalents vazany.

Ve fykobiliproteinech jsou fykobilinové molekuly nizné mife natazeny a
s natazenim molekuly se vyr@zmeni i jeji absorpni vlastnosti.

NejcastjSimi chromofory fykobiliproteid jsou modry fykocyanobilinu s maximem
absorpce v oblasti 600 nm az 670 nfarveny fykoerytrobilin s oblastni maxima absorpce
mezi 540 nm a 570 nm nebgrveny fykourobilin s maximem absorpce mezi 490 am
500 nm.
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3. Teoreticky Uvod

Vyuziti vypotetni techniky v experimentalnich a teoretickychasbéch firodnich
véd se v sotasné dob stalo nedilnou saasti vyzkumné pracesdeckych pracovnik Stale
vétSi uplat@éni nachazi také sin vyzkumu, v emz je klasicky experiment nahrazen
pocitatovou simulaci¢i svymi vysledky napomaha klasické chemii v oblelstekde by
experimentalnteSeni bylo obtizné nebo ekonomickyasow narané. Kvantova chemie je

praw takovouto oblasti.

3.1 Formalismus kvantové chemie

Na zaatku 19. stoleti byla experimentalapochybina nedlitelnost atomu. V roce
1911 navrhl anglicky fyzik E. Rutherford prvni méddomu a v roce 1913 tento model
zdokonalil dansky fyzik N. Bohr, kdyZ zaved| kvanéni energie.

Vznikla tedy nutnost vytvi@t novou mechaniku, jenz by platila v oblastech mogeta
(a jeji limita zarove i v makros¥te). Zaklady kvantové mechaniky polozilemecky fyzik
W. Heisenberg a rakousky fyzik E. Schrodinger, kahyietech 1925 a 1926 publikovali
fundamentalni myslenky kvantové teorie.

Kvantova chemie [30-32] je aplikaci kvantové medkwrpro vypaiet vlastnosti
atomi a molekul a jejich interakci, které popisuje jaystémy elektroim a (bodovych) jader.
VétSina  kvantog-chemickych metod se zabyvéeSenim nerelativistické stacionarni

Schrodingerovy rovnice (SR)

HY=EY. (3.1.1)

V rovnici (3.1.1) jeE energeticky stav system, vinova funkce (dana strukturou molekuly)
aH je Hamiltoniv operator, kratce hamiltonian.
Hamiltonian systémWN elektromi a M jader (zapsany v atomovych jednotkach) ma

tvar

N 1 Mooq N M NN MMz 7
I e B IS S 3D I8 39 JET 3 JE4 BN CEED
2 A12M RAB

i=1 = A imiA=1lin =175 M) A=B>A
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Vrovnici (3.1.2)i, j ozn&uji elektrony aA, B jadra, Ma je ponér hmotnosti jadraA
k hmotnosti elektronu @, je naboj jadra. Prvnilen v rovnici (3.1.2) je operator kinetické
energie elektraoln druhy je operator kinetické energie pro jadréetit reprezentuje
coulombickou interakci mezi elektrony a jadeyyrty a patyclen predstavuje repluzi mezi
elektrony a mezi jadry.

Nalézt fesné analytickéeSeni SR obeé&nneni mozné. fedmétem kvantové teorie
molekul Zistdva pedevsSim nalezeni numerickéhi@Seni a proto obsahuji kvangov

mechanické metodyekolik raiznych matematickych aproximaci.

3.1.1 Atomové jednotky

V této praci jsou, pokud tomu nebu#Eeno jinak, pouzity tzv. atomové jednotky.
Pouzivani systémuwdthto jednotek bylo vynuceno praktickym pro¥atn vypatu, jenz
vyZaduji Fesnost na dany pet cifer. Pouziti jednotek Sl ve vygetnich programech by tedy
nevyhnuteld vedlo k numerickym nesrovnalostem. Atomové jedwpotiejsou v souladu
s pijatym systémem jednotek Sli¥é¥odni konstanty pro atomové jednotky do jednotek S

jsou v nasleduijici tabulce.

Vv Prevodni Hodnota pevodniho,
elicina faktor do Sl faktoru v Sl
E
nergie Hartree 4,3598-10D
N
aboj e 1,6022-16C
H
motnost n 9,1095-16kg
h h 1,0546-16J-s

V pripact pouzivani délek jsem respektovala vtomto oborjtas&ji pouzivané
jednotky - pro délky vazeb krystalografickou jedaof (1 A = 10'°m) . Pro popis vinovych
délek ve spektrech jsem pouzila jednotku nm.éddwnuiji, si Ze pouZzivani rozdilnych
jednotek, které navic nejsowkteré jednotkami Sl, je v &itém rozporu. V textu jsou vSak

pouzity tak, abytendi ¢teni textu spiSe usnadnilo.

3.1.2 Born-Oppenheimerova aproximace
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Born-Oppenheimerova aproximace [31, 32] se povaasecentralni aproximaci
kvantové chemie. VyuZiva skdteosti, Ze jadra jsou mnohonasébwzsi nez elektrony a
pohybuji se vyrazhpomaleji a ve vyptéiech oddluje pohyb jader a elektréan/ molekule.

Rozdil hmotnosti elektrdna jader je nejméntii rady. V prvnim piblizeni si nizeme
piredstavit, Ze se elektrony pohybuji v poli nehybnyatier (jenZ jsou umi&ty ve svych
strednich hodnotach) a naopak, z pohledu jader, ryshlpohybujici elektrony vytiji pro
jadra efektivni pole. Tyto ipdpoklady nam umadiji separaci progmnych vinové funkce

v rovnici (3.1.1). VInovou funkci pak fizeme pepsat na tvar

W({r}{Ra}) = o({r}) @ ({R,}). (3.L.3)

kde jsme ji pevedli na sotin jaderné a elektronovsti.

Diky separaci zavisi nyni elektronova vinova funkeepoloze jader jen parametricky.
Dosadime-li tuto vinovou funkci do rovnice (3.1d9gstavame rovnici, jenZz odpovida tzv.
adiabatické aproximaci. Pokud dale uvazujeme, Z&gsevinove funkce pro elektronyemi
s polohou jader jen malo, dojdeme Kk rovnici, jeeZvyjadenim Born-Oppenheimerovy
aproximaci.

Adiabaticka i Born-Oppenheimerova aproximace jsdivantové chemii dostaie¢

jemné aproximace.

3.1.3 VInova funkce

Presré reSit SR je pro &Si systémy tegF nemozne, nehopohyb elektron je diky
¢lenam rij‘1 vzajemr provazany. Proto jako dalsfilplizeni zavadime popist@dpokladajici,

Ze kazdy elektron se v poli pevnych jader pohybugzavisle ve zgmérovaném poli
ostatnich elektrah Pro toto se hodi nasledujici popis.

VInova funkce popisujici soubar elektrori ma tvar antisymetrizovaného sou n
jednaiasticovych funkci — Slaterova determinantu [31, . 32¢dnoelektronova funkce
(spinorbital) je popisovangyimi proménnymi: ttemi prostorovymi saiadnicemi elektronu a
spinovou prordnnou nabyvajici hodnot . Volba Slaterova determinantu sarfeme
respektuje pozadavek antisymetrie (Pauliho &ylaci princip).

Jsou-li spinorbitaly normovany méiglusny Slatetv determinant tvar
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1 X1(X1) XN.(Xl)
q:(xl..xN):WXl(;XN) XN(;XN). (3.1.4)

Presné ieSeni SR Ize ziskat rozvojem do Uplné baze ses&opme Slaterovych

determinal
W)=>C,|o,). (3.1.5)
n=1

Nekon&na rada neni z vypeetniho hlediska nejvyhodj$i. Z tohoto dvodu byly
vyvinuty nejiznéjSi metody, popsané nize, jak rozvoj (3.1.5) céepeja pitom v rozumném

¢ase aproximovat.

3.1.4 Molekulové orbitaly jako linearni kombinace #aomovych orbitald (MO-LCAQ)

Molekulové orbitaly @;i(r) se obvykle charakterizuji jako linearni komhina
atomovych orbital @(r) lokalizovanych na jednotlivych atomech [31,],3§. metoda
MO-LCAO (molecular orbitals — linear combinationsatomic orbitals). B pouZziti metody
MO-LCAO vyjadiujeme molekulové orbitaly pomoci kame baze jednoelektronovych

funkci, jenZz nemusi byt obetortogonalni

W, =>4, (3.1.6)
U

kde @, jsou uz jednoduché analytické funkce,tfed Upiny system. Zkusenosti ukazuji, ze

nejvhodrgjsi bazi tvai atomové orbitaly lokalizované na jednotlivychiéch, neb6 vinova
funkce si v blizkosti jadra zachovava atomarni akir. Pouziti &chto funkci ma vyhodu
zejména v rychlé konvergenci tohoto rozvoje. Roz(#&jl.6) pak std aproximovat jen
relativre velmi malym pétem funkci, coz je zasadni pro rychlost v§fo

DalSi podminkou pro dosazeni rychlé konvergenceajez(3.1.6) je volba vhodného
tvaru rozvojovych funkci.

Baze s nejmensSim mozZznym gem prviki se nazyva minimalni. Bazi, ve které

kazdému orbitaluifislusi d¥ funkce,fikhme baze DZ (double-zeta).

3.2 Baze atomovych orbital
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Jako funkce baze lze pouZitippo atomové orbitaly ziskanérgsnym reSenim
Schrédingerovy rovnice pro atom vodiku, které mspjavné chovani pno— 0i chovani pro
r — 0. Ty jsou ale pro praktické vypty prilis slozité.

Pro funkci popisujici atomovy orbital Ize také pitubzvoj dofady znamych funkci
[31, 32]. Pouzité funkce musifiplizné respektuji tvar funkci vodikového typu, ale
pochopiteld musi byt z vypoetniho hlediska jednodussi. Obe&giati, Ze¢im vic je funkci
baze, tim je vypget pomalejSi. S vysSim ftem bazovych funkci se ale dosahuje vysSi

piesnosti vypoétenych dat.

3.2.1 Slaterovy a Gaussovské funkce

Sirokého pouziti se ¢kaly Slaterovy funkce (STO = Slater type orbital)

R(r)=(2¢)"2 1 _rrie<r, (3.2.1)
(2n)!
kde C je Slatetiv exponent, jehoz hodnoty jsou tabelovany. Ve ¥f@ch se vSak téen

vyhradreé pouzivaji funkce Gaussova typu (GTO) ve tvaru
R(r)= N g )" (3.2.2)

kde N je normalizéni faktor a k poloha jadra A.

Gaussovské funkce maji tu vyhodu, Ze &oem dvou funkci lokalizovanych na
centrech A a B je ajh gaussovska funkce. Tim se zvySuje rychlost ¥fipeicecentrovych
integrafli, jenz se redukuji na jedno- a dvoucentrove.

Pres zn&nou vypa@etni vyhodu nemaji Gaussovy funkce spravné chovdmizkosti
jadra, ani ve velkych vzdalenostech af. Proto je teba pouzit #3i paet funkci baze.
Casto pouzivanym ifstupem je pouZiti kontrakceskolika funkci Gaussovského typu k
aproximaci jedné funkci Slaterova typu.

V této praci se vychazi z baze 6-31G, ve kteryol jnitni orbitaly reprezentovany

kontrakci Sesti gaussiama kazdému valemim orbitaim péislusi dw funkce.

3.2.2 Polariz&ni a diftizni funkce
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Ukazuje se, Ze baze sloZena pouze z obsazenyclowatomorbital je nedostéujici.

A je potteba dalSich modifikaci baze. Ve vypech se ostdCily tzv. polariz&ni a difazni
funkce.

Oznaeni polarizani funkce se pouziva pro funkqe, d-, fiypu, jenz jdou nad
minimalni bazi. Pouziti polarizaich funkci znamena n#kglad, Ze k atomu vodiku s&iga
jesS€ p-funkce a kp-prvkim se pidavaji d-funkce. Jsou iezité pro popis anioft a
excitovanych stav. V popisu baze se zapisujidadickou.

Difuzni funkce dovoluji lepsSi popis slalvazanych elektranve Wtsi vzdalenosti od
jadra. V zapisu baze jsou ve fafrmymbolu plus.

Baze 6-31+G*, pouzita v této praci pro geometrick@timalizace, obsahuje oproti

6-31G polarizani funkce na vSech atomech kronodikovych.
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4. \Vypocetni metody

4.1 Hartree-Fockova metoda (HF)

V roce 1930 D. Hartree a V. Fock vypracovali metsédifkonzistentniho pole (SCF).
Tato metoda se také nazyva Hartree-Fockova metadevadi piblizeni, usnatujici feSeni

Schrodingerovy rovnice.

Hartree-Fockova metoda sfiea v aproximaci rozvoje (3.1.5) jedinym determiteam

‘HF cD> ve tvaru Slaterova determinantu (3.1.4), kteryipajp systém neinteragujicichstic.

Predpokladany tvar stacionarni vinové funkce ma wWgkipadt interagujicichcastic jen
piibliznou platnost, pohyb jednotlivycastic neni totiz nezavisly. Vatiaim principem
nalezneme soubor spinorbitagbkovych, Ze z nich vytweny Slateliv determinant je nejlepSi

moznou aproximaci zakladniho stawrelektronového systému. Minimalizace energie

<HF tD‘ I:|‘ HF(D> vede k systému tzv. Hartree-Fockovych rovnic
f, (i) Xa (%) = €Xa(X)- (4.1.1)
Konkrétni vyjadeni €chto rovnic vSak zavisi na daném studovaném systému

Fockiiv operéatorf se od fivodniho hamiltonianu liSi v nahrazefiéni rij‘lefektivnim

potencidlem"'", jenz simuluje zfisob jakym ostatni elektronyigobi na elektroa.

fa(i)=—%mf-2%+uHF(i), (4.1.2)
VD =D (3,0 K, 0)). (4.1.3)

V rovnicich je J, coulombovsky operator, ktery popisuje lokélni patéhv mist x od

elektronu ve spinorbitalyy
30X 0= [dx.x, @3 x, @)X, 1) (4.1.4)

aKp je vymeEnny operator popsany rovnici

Koli) (i) =] [, X212 xa(2) | xo0)- (4.15)

30



Kazda z Hartree-Fockovych rovnic (4.1.1) odpovidacisnarni SR pro jediny
elektron. Kazdy elektron se z pohledu Hartree-Fogkmetody pohybuje nezavisle (diky
separaci proknnych v determinantu) v poli jadra a saar® vjakémsi stednim poli
reprezentujicim jeho interakce s ostatnimi elektrérotoze je pole ovliovano i samotnymi
jednoelektronovymi funkcemi, hotione o tomto poli jako o poli selfkonzistentnim.

Parametrye, vyskytujici se na pravych stranach Hartree-Fockbvgovnic (4.1.1)
hraji roli vlastnich jednoelektronovych energii.odsto zarove vlastni ¢isla Fockova

operatoru. Dostavame preé wyraz (s vyuzitim zkracené notace)

& =(i[ hfi) + Xdb| fio). (4.1.6)

Jejich sodet vSak neni roven celkové energii studovanéhoésystv zakladnim stavu. V
soutu jednoelektronovych energii jsou totizigpevky odpovidajici vzajemné interakci
libovolné dvojice elektroinnesprava zapa@teny dvakrat.

Celkova energie systému popsaneho v Hartree-Feéghktizeni je rovna

3 N 1 N N . ) M M ZAZB
= —Zsi ‘522<'b||'b>+22 o (4.1.7)
i i b A=1B>A ''AB

Energii zakladniho stavu dostaneme dosazenim $ghi¥lastnich energgi z rovnic (4.1.1)
a jim odpovidajicich vlastnich funkgj do vyrazu (4.1.7). Slatév determinant’ popisujici

zakladni stav je twen antisymetrizovanym produktem funkgi).
Vzhledem k zavislosti operétortf na vlastnich funkcich je nutniSit Hartree-

Fockovy rovnice iterativ k dosazeni selfkonzistence. V praxi obvykle dasadirozvoj

molekulovych orbital do atomovych do soustavy rovnic (4.1.1)

L()2C.()=e.5C.a (). (4.1.8)

po Upra¥ ziskame tzv. Roothanovy rovnice
Z Fyvaa = gaz S,uv Qa ! (419)

kdeS je tzv. gekryvova matice & predstavuje Fockovu matici.
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Pro dalSi vypéty je uzit&né si zavésmatici hustotyP a to nasledujicim vztahem

N/2

P, = 22 CraGa- (4.1.10)

Mame-li systém s rozdilnym peem elektrod pro oba spiny, plati pro matici hustoty

modifikovany vztah

N7 N”
Pif=P+Py=> C.G,+> C.G,.. (4.1.11)
Zavedeme tézore-hamiltoniarH ", ktera obsahuije kinetickou energii a nuklearrdlatr
H,, =[d,(r)H(") g ) (4.1.12)
core _ nucl
Hy =T, +V,", (4.1.13)

Fockova maticeF se jde diky takto definovanym maticim napsat, ¥k se sklada

H core

Z jednoelektronovéasti a zc¢asti dvouelektronovE, ktera je funkci matice hustoB

F,=H+G, =H™+>' B, {(,uah//w—%(ua |A |/>} (4.1.14)
Ao

Elektronovaiast energie systému je dana vztahem

1
E, =E§; P, (H,+F,). (4.1.15)

Z uvedeného je ap vidét funkéni zavislost Fockovy matice na matici hustoty,
respektive na rozvojovych koeficientech (tedy nastriich funkcich). Roothanovy rovnice
nejsou diky tomu linearni

F(C)C=ScCse, (4.1.16)

a jako u pedchozich popisovanych rovnic je nutné sousta&ehtd rovnicreSit iterativi

k dosazeni selfkonzistence.

V HF aproximaci neni vzata do Uvahy korelace p&pedobnosti vyskytu elektrdn
s op&nym spinem, coz je vazny nedostatek této metodyzdRcenergii mezi fsnym
feSenim @eSenim SCF, Zisobeny nerespektovanim korelace elekir@e nazyva koretai

s

dosazitelnou pomoci hamiltonianu (3.1.2) gegmym ifeSenim metodou SCF rozumime

nejnizsi energii dosazitelnou v ramci HF aproximace

ECOFI’ = EO - E'":L' (4117)
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4.2 Semiempirické metody

Kvantow mechanické metody obsahujizné matematickeé fiblizeni. Podle miry

tohoto giblizeni rozeznavame metody

* ab initio, kdy feSime Schrddingerovu rovnicitipo. Témto metoddm je &novana
nasledujici kapitola, a

» semiempirické, které vychézeji ¥egného hamiltonianu, ktery je zjednoduSen
dodaténymi aproximacemi. NeSi se tedy SR ale jen zjednoduSené rovnice. Ve
vypoctu jsou zahrnuty pouze valkari elektrony. V uvedenych rovnicich jsou vyuzivany
empirické parametry (tdené na zakladexperimentu). Ve vypiech jsou pak nastaveny
tak, aby ziskana data ve skoslexperimentalnimi daty.fifom se vSak nesmi narusit
Zzadné fyzikalni pozadavky na strukturuiMddem pouzivani semiempirickych metod je
velikost rekterych systérnn, které by pro svou slozitost nedlgsit ab initio metodami

pomoci dnesnich vygetnich prostedki.

Prvni teoretické modely pracovaly pouze-slektrony, napp 1931 Huckelv model,
nebo z ¥ vychazejici PPP metoda, s kteraiis v roce 1951 Pariser, Parr a Pople. V roce
1965 vytvdil Pople metodu CNDO, jenz uz do vyfto zahrnovala vSechny valari orbitaly.
Nasledovala dalSi Poplova metoda INDO, ktera vylgpgedchozi metodu. Metoda INDO
byla poté pepracovana a znovu parametrizovana M. Zerneremle§sm byla metoda
ZINDO, ktera je navic schopna vyfitat viditelna a UV spektra.

Nasledujici vyznamnou semiempirickou metodou jeoa@tMINDO vytvdena roku
1975 M. Dewarem. O dva roky pagdbyla metoda dale zpracovana na metodu MNDO, jiz
roku 1985 Dewar vylepSil zahrnutim van der Waalkgek interakci a vodikovych vazeb.
Novou metodu pojmenoval AM1. Turgpracoval a parametrizoval v roce 1989 Stewart a
vytvoril tim metodu PMS3.

Zahrnuti pouze valénich elektrof vypliva z Gvahy, kteraipdpoklada, ze elektrony
vnitinich slupek jen elektrostaticky odatji atomova jadra.

Semiempirické metody je nutno pouZzivat &tou opatrnosti, nehctasto selhavaji na

systémech, pro které nebyly parametrizovany.
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4.2.1 ZINDO

Metoda ZINDO [33-35] pouzita v této praci vychazamoximace metody INDO
s parametrizaci podle Zernera, ktera se jevi jdlana metoda pro vypet molekul jakymi
jsou molekuly chlorofylového typu [26, 27, 29].

Metoda CNDO (complete neglect of differential ovagp)

V této metod predpokladame, Ze je maticéefryvu jednotkova. Pro zmenSenicho

dvouelektronovych integréltypu ( y71% |pa) se zavadi aproximace tzv. nulovéhelpyvu
(uv1Ao)=0,,0,, (uu1A1). (4.2.1)
Dale si zavedeme integngls zavisejici na charakteru atérA aB
(L) A2)=y,e, #OA, AOB. (4.2.2)

Diky tomuto jsou splény nezbytné podminky invarianéeSeni w¢i transformaci.
Pouziti této aproximace na vSechny pary atomovydfitatt vede ke znaému

zjednoduSeni Roothanovych rovnic (4.1.9). Pro mdlek uzayenou slupkou plati
ZF//vai :(E‘IC[/I ’ (423)

1
Fu=Hu _§</J,U|,U/J>+;PM </M |,U/]>,

1
FﬂV:HHV_EP/.[V<ﬂV|ﬂV>’ ,U¢V-

Metoda se pouziva v &eni vlastnosti zakladniho stavu systénejniznéjSiho typu —
tzn. valergnich uht, deform&nich vibraci, dipdlovych momeinta nap. chemickych posuy
NMR.
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Metoda INDO (intermediate neglet of differential evlap)

V této metod se na rozdil od CNDO nezanedbavaji jednocentraa@ielektronové
integraly, které jsoutidezité pro vypoet energetického stavu molekuly. Stejako u vSech
semiempirickych metod jsou explicétrzahrnuty pouze valéni elektrony a vnini slupky
jsou uvazovany pouze jako modifikace jadernéhoriédu.

Parametrizovani jednocentrovych dvouelektronovydargrati vede ke vztalm (pro

otewené slupky):

Fo=U,,+ > [Py (1 10) =P (i1 A0) |+ > (Re= Zs) Vas: 4O A

X.o0A B(ZA)
Fo=U,, + > [P, (uv]|Ao) =B, (mulva)], wu#zv puvOA (4.2.4)
A,000A

F,=H,-P.Vsw #OAvOB,A% B

Jestlize dale pouzieme valani baze s, p, (d) je pak mnoho dalSich
dvouelektronovych jednocentrovych integraliky symetrii rovno nule. Véthto rovnicich

pak Zistanou pouze integraly typly | pu), (pulvv) a(uv uv) uzv.
4.2.2 PM3

Metoda PM3 pouzita v této praci vychazi z aproxienaetody NNDO.

Metoda NNDO (neglect of diatomic differential oveup)

V NNDO meto@d se rozliSuje interakce orbitalriznych tymi. Jsou zanedbany
vSechny integraly, v nichZ je obsazen&oup@,, kde jsou atomové orbitaly lokalizovany na

raznych atomech. To znamend, Zedpoklad nulového diferencialnihegiryvu (4.2.1) plati

pouze pro orbitaly lokalizované néznych atomech. Ostatni dvouelektronové integraly se

nezanedbdvayji.
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Cleny Fockovy matice maji tvar

1
Fu =Hw + 2 Y P (wv140)=2 3 B, (o vA), uyDA

f Pzl AoUA (4.2.5)
FW:HW—EZZPM(IUUWA), HOApOB, Az B.
oA DB

Dvoucentrové repulzni integrél&uah//i) reprezentuji interaki energii mezi nabojovymi

hustotamieg,@, na atomuA aeg.g na atomuB. Tato interakce se v metodach MNDO, AM1

a PM3 déle aproximuje multip6lovym rozvojem.
Metoda PM3

Metoda PM3 vychazi z metody NNDO, resp. z MNDO r&tgivodni metodu znovu
parametrizuje.

Modifikuje jadernou repulzni funkcif@anim dodaténych Gaussovskych tefimcoz

umo#iuje Iépe popsat repulzi mezi atomy v dosahu vad\klsovych sil.

4.3 Ab inito metody

Pojem ,ab initio* pochazi z latinského ,,od q&ku“. Ab initio metody také&eSi SR,
ale na rozdil od semiempirickych metod nepouzieggierimentalnich paramétr

Teoreticky zaklad ab initio metod & budovat Slater zhruba v roce 1930. Slater
popsal vypoet energie molekuly pomoci dnes ogmeaného Slaterova determinantu. DalSimi
mezniky byly publikace Roothanovych praci roku 189®opleho praci roku 1965.

Popleho snazeni vedlo roku 1979 k vyemi programového baliku Gaussian [36, 37],

jenz obsahuje ab initio i semiempirické metody.

4.3.1 Teorie funkcionalu hustoty (DFT)

Za zpracovani DFT teorie dostal W. Kohn v roce 198&telovu cenu [38]. Spolu
s nim ziskal cenu v tomto roce i J. Pople za objgipocetnich metod v kvantové chemii.
Zakladni myslenkou DFT metody &sme pro popis zakladniho stavu je nahrazeni

vinové funkce elektronovou hustotou, coZ je mateskgtjednodussi objekt. Zatimco vinova
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funkce je slozita, komplexni a zavisla na isalnicich a spinech vSeclastic systému je

funkce elektronové hustoty realna a zavisla pouzéeach sosadnicich. Elektronova hustota

navic odpovida gftitelné veltin¢. Energie je potom pokladana za funkci elektronuwstoty.
Stredni hodnotu elektronového operatofy ktery lze napsat jako séet

jednoelektronovych bezspinovych operétor

f:Zﬂ, (4.3.1)

lze vyjadit ve tvaru
[f

kdep(r) jsou diagonalnéleny matice hustoty ¥adu.

t//(rl,...,rN)‘zdr:j fol,)d,, (4.3.2)

Obdobr Ize postupovat i vifipac elektronového operatoru, ktery je stam
dvouelektronovych bezspinovych operétor

a=>.9, (4.3.3)

i<j

J§

kdep(rs, r2) jsou diagonalntéleny matice hustoty 2adu.

(rry)| dr={ gu0f 8 )d d,, (4.3.9)

ProtoZe Ize hamiltonian napsat jako &tyedno a dvouelektronovych operdtostai
nam k vyp@tu celkové energie znat diagonalni elementy matgtdt 1. a 2radu.

Dosud vSak byl problém naléztigluSné matice hustot bez znalosti vinové funkce.
V principu je vSak jednodusi nalézt jednoelektranovhustotup(r), jejiz znalost, jak se
ukazuje, sté k nalezeni energie zakladniho stavu.

DFT metoda je shledana jako velmi efektivni v§gimi metoda i reSeni elektronové
struktury slozitych systéin

4.3.2 Hohenberav-Kohniv teorém

Velkym piinosem pro rozvoj teorie funkcionalu hustoty bylhdabergv-Kohniv
teorém z roku 1964 [38].
Tento teorém tikd, Ze vinova funkce nedegenerovaného zakladnitevus

mnohaelektronového systému je jedn@nyan funkciondlem jednoelektronové hustoty
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y=y[p],

£lp]=(wlo] M 1w ]ol). (39

Hlavni vyznam tohoto tvrzeni je, Zze &w plyne opravénost pouziti elektronové
hustoty misto vinové funkce.dRaz tohoto tvrzeni podavaji atitddohenberg a Kohn ve
svémclanku z roku 1964 ve Physical Review.

Stejre jako pro vinovou funkci, izeme tedy i pro energii vyjéehou jako funkcional

hustoty pouzit variai metodu a hledat hustotu tak, aby energie bytamaini.

4.3.3 Kohnovy — Shamovy rovnice

Pro matematicky popis metody funkcionalu hustoty mmuziva Kohnovych -
Shamovych rovnic [39], které byly svymi autoriedstaveny v roce 1965. NaSel se tim sice
zpisob pro vypoet DFT metody, ale naproti tomu vyraz pro energsahuje neznamiten.

Predpokladame hamiltonian systému ve tvar

H=T+U+V, (4.3.6)

kdeT je operator kinetické energig,je operator coulombovské energi¥ g jedn@asticovy

vngjSi potencial, jenz Ize zapsat ve tvaru

\Y; =J'v(r),o(r ). (4.3.7)
Celkové hustota lze n#&flad vyjadit sowtem orbitalnich hustot, podobjako u HF

o(r) :i\wj ) 4.3.8)

Pro navzajem neinteragujici elektrony ve&jgfm poli je energie je rovna

E:Zj:<(//j (r)|—h—2|(//j (r )>+J'v(r ) )d . (4.3.9)

Vyraz lze gepsat do tvaru

E[o(r)]=T.[o( )]+Iv(r )t ) d . (4.3.10)
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Pro interaguijici elektrony je tento vyraz

e[o()]=Te6 )]+ [ ot Vo +5 [P0 o e a( )] @amy

Prvniclen odpovida kinetické energii pro neinteragujiekeony bez vijSiho pole, tteti ¢len
piedstavuje coulombovskou interakcv(@) je zastupuje hustotu ¥§iho potencialu. Posledni
¢len obsahuje vSechny ostatni efekty (¢pmy, korel@&ni — tato metoda tedyaste&né
zapaitava korelaci, ktera neni obsazena u HF metodyrivcipu je mozné najit funkcional
Exc takovy, Ze energie ziskana z Kohn-Shamovych rolbaie rovna Schrodingerovimite.
Na rozdil od pedchozicleni tentoc¢len neni znam a nebyl nalezen jednoduchysap, jak ho
systematicky zlepSovat. To je Ukol pro dalSi teorie.

Variaci posledni rovnice, dostaneme podminku exiartmkcionalu energie

SE[p(n)]_on[o0)], oy, 2(Pl) 4, 9BLP)]
o(r) () (r) ezjf_r 1 d of) (4.3.12)

Predpokladame, Ze funkcionBi. Ize giblizné vyjadrit ve tvaru

E..[o(r)] :J'vxc(r )ot)d , (4.3.13)

kde vi(r) je lokalni potencial (LDA — local density apprmation, aproximace lokalni
hustoty).

Schrédingerova rovnice pak bude mit tvar (podmaemu)
hZ
{—%A+veﬁ (r)}//j (r)=ewt). (4.3.14)

kde je efektivni jedn&asticovy potencidles roven

vﬁ(r)zv(r)+éjp( ')d'+ V(). (4.3.15)

39



Posledni¢len v se nazyva exchange-correlation potential. Potengidr) lze
aproximovat @iznymi zpsoby. PoloZzime-liv,c rovno nule, pejdou uvedené vztahy na
Hartreeho rovnice.

Vztahy (4.3.14) a (4.3.15) se nazyvaji Kohnovy-Sbeynrovnice.Resi se iteréni

metodou k dosazeni selfkonzistence.

4.3.4 DFET funkcional

DFT funkcion&l by mil byt pouze funkci hustoty, nebo jeji derivace. lBotbho
roz&lujeme funkcionaly na lokalni (zavislé jen na ht&t@ na nelokalni (zavislé i na jeji
derivaci). Dale se d@Zeme setkat s tzv. hybridnimi funkcionaly, jejictésti je HF vyminna
energie.

Nejjednodussim funkciondlem je lokalni LSDA (losgin density approximation) a
VWN (Vosko, Wilk, Nusair) koreléni potencial. Mezi nelokalni funkcionaly paBPW91
(Becke, Perdew, Wang).

Pro chemické aplikace vSak dosahlo w&iho roz&eni pouZziti hybridnich
funkcionali. Zavedenim paramétrje mozné tyto funkciondly ,doladit*. Velmi znamy a

vypocetre usgsny je funkcional Becke3LYP (Becke, Lee, Yang, Rarr
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5. Studované modely

5.1 Reakni centrum — struktura 1DOP

Pouzita struktura bylarpvzata z modelu 1DOP [6] — obrazek 7, ktery byloten
kombinaci pedpoklad o strukturni homologii mezi PSII a bakterialniteakniho centra se
spektroskopickymi znalostmi tohoto komplexuivddem sestaveni modelu, ktery jsme
pievzali z proteinové databaze, byla snaha o Uplmézpatni funkce fotosystému Il ve
fotosyntéze.

Cast celé struktury, kterd podléhala nasim wpm, obsahujectyii molekuly
chlorofylu a a dw molekuly feofytinua ze stedu RC. Podle experimentalnich dat PS Il RC
neni jasné kolik molekul chlorofyla RC zahrnuje, ale uvazuje se ocpoSesti chlorofyi
se d¥ma feofytiny. Tyto dalSi dva pigmenty s&imo ne@astni primarniho rozdeni naboje
a nachazi se az na okraji struktury, proto se tek#&achazi v modelu 1DOP. A i v naSich
vypoétech jsme se zabyvali pouze komplexé&yt chlorofyli a dvou feofytit (viz obrazek
8).

Obr. 7: Model 1DOP. Chlorofylo-feofytinovy kompl@sz obrazek 8) se nachazi mezema proteinovymi
jednotkami, zvyrazmymi na obrazkdervenou barvou. VSechny Chl a BChl jsou @eng Zlutou barvou.
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5.1.2 Model systému chlorofyik a feofytini

Komplex ¢tyi chlorofyli a a dvou feofytii a, doplreny o vodikové atomy, zahrnuje
celkem 824 atofn Prevzata struktura byla ve vSech vyfech drZena pevna — pozice
(nevodikovych) atorin byly fixovany. Optimaliz&énim proce8m podléhaly jen fidané
vodikové atomy. Vzdalenost dvou chlordfyl centralnim paru je 10,1 A

M sy s

znazorrno na nasledujicim obrazku.

Obr. 8: Cislovani molekul chlorofyla feofytini v pouzitém modelu (chla=chlorofyl a, pho= feofydin

5.1.2 Sowasny vyzkum RC PS ||

Az donedavna byl vyzkum fotosyntézy v oblasti popené v mé praci omezen
neznalosti fesné struktury fotosystému Il. Prvni krystalovéildinra PS 1l byla publikovana
az v roce 1987 [16].

Pred prvnim zveejnénim plné struktury fotosystému Il, nedosahovaly sigd
dostaténého rozliSeni a bylo mozno pouze rozliSit tetrafpwré kruhy molekul kofaktar
fotosystému Il, ne vSak jejich orientace — tj. gnigednotlivych substituetit[15, 17]. Proto
se ve ¥tSine modeli vyuzZivalo znalosti struktury bakterialniho fotosmeu, u ghoz se

piedpoklada dostaijici podobnost s PS Il RC.
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Prvni pgesna struktura reaki centra fotosystému Il byla publikovana v ro@92,

Ferreira a kol. [14].

5.2 Pigmenty

Byly zvoleny takové molekuly, aby bylo mozné sledbzékladni spektralni vlastnosti
plynouci ze struktury pigmentu, nappiitomnost ®kterych substituedt nebo délka
chromoforovéasti molekuly.

Zabyvali jsme seitmito molekulami:

=

chlorofyly: chlorofyla, chlorofyl b, chlorofyl c1, chlorofyl c2, chlorofyl c3, chlorofyld,

N

bakteriochlorofyly: bakteriochlorofyd, bakteriochlorofyb, bakteriochlorofyk, bakterio-
chlorofyl d, bakteriochlorofyle, bakteriochlorofyl,

w

karotenoidy: fytoen, neurosporen, lykopdbkkaroten, zeaxantin, anteraxantin, viola-
xantin, peridinin, fukoxantin,

4. fykobiliny — fykoerytrobilin a fykocyanobilin.

Obrazky jednotlivych pigmefita schematicky zapis jejich struktur jsou uvedené

v obrazové filoze.

43



6. Vysledky

VSech vysledk v této diplomové praci bylo dosazeno metodamiitpdové chemie

prostednictvim kvanto¥ chemickych vypgti za pomoci programu Gaussian [36, 37].

6.1 Reakni centrum fotosystému ||

Pavodni struktura chlorofylo-feofytinového komplexuiZ obrazek 8) neobsahovala
vodikové prostorové ssadnice. Ty bylo nutné doplnit a jejich geometritiopalizovat.

K optimalizaci byla v semiempirickych vyptech pouzita metoda PMS3, v ab initio
vypoctech metoda DFT s funkcionalem B3PW91 a bazi 6-31@b zvySeni rychlosti
pribéhu vypatu byla pouZzita pedoptimalizace metodou HF s bazi 6-31G*). Uvedené
metody byly zvoleny na zaklagredchozi diplomové prace J. Sedy [4, 40].

Po optimalizaci geometrie vodiknasledoval vypget absorpnich elektronovych
spekter. Energie elektronovychieghodi byly spateny semiempirickou metodou ZINDO.
V piesrgjSich ab initio vypétech byla spektra vygtena metodou DFT pomoci B3PW91 a
baze 6-31+G*. Tento postup byl aplikovan na nentndolekuly.

Nejdiive byla takto sptiena spektra jednotlivych mononiera nasledé pak
vybranych skupin molekul pigment dimef, trimen, tetrameilt a hexameru. Spektra byla
porovnavana a snahou byl@mtzv. multimerni charakter specialniho paru.

Ponechani pevné nevodikové struktury,ifmap respektujeme vliv okolniho proteinu,
ktery ma na podobu konkrétni struktury saiegme vliv. V samotném vypetu ale zadny vliv

okoli zahrnut nebyl.

6.1.1 Monomery — semiempirické vypéty

Byla vypaditena elektronova spektra vSech Sesti molekul z R€kana data jsou
vyneseny do grafu 1 a vtabulce 2. Experimentaikgum je na obrazku 9 a pebné
hodnoty v tabulce 1. Vyget byl provadn pro deset singletnictigrhod.

Vypoéty na monomernich jednotkach RC byly provedeny gakstrukturou, ktera
obsahovala fytylovyettzec (na kruhu D), tak i se strukturami, kde bytéaezec nahrazen
metylovou skupinou. Ze ziskanych dat bylo 2ji§ Ze samotnd iftomnost tohoto
uhlovodikovéhaetzce (skelet @staval pevny, optimalizace séastnily jen atomy vodik
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ma zanedbatelny vliv na rozloZzeni energetickychdinlaa tedy i na podobu abséniho

spektra. Nebylo potba nadéle tenti@tezec brat v Gvahu [41, 42]. Mohli jsme tak zkré&ts

pottebny pro ziskani vyslednych dat a vyuzit tohotonatku v naslednych ab initio

vypoétech. Fytyl neobsahuje Zadméelektrony, a jeho funkce jako ststi molekuly

chlorofylu ¢i feofytinu je gevazré udrzovat danou
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Graf 1: Spektra monom&iRC spdtené metodou ZINDO. Uvedenda spektra jsou pro strulbez fytylovéetezce.

Ozna’eni viz obr. 8.
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Ve spektrech jsou doé patrné pasy QQ, a Soreiv pas. Mezi spektry jednotlivych
monomet jsou vict rozdily v poloze i intenzit prechodi, to samoejm¢ souvisi s jejich
rozdilnou prostorovou strukturou. Jinak ale ziskda#a odpovidaji experimentalni podob

spekter pro molekuly chlorofyla a feofytinua [7, 41, 42] — viz téZ obrazek 9.

Absorp¢ni koeficient

il |

500 600 700 800
Vinova délka (nm)

Obr. 9: Experimentalni absoe¢pi spektrum chlorofylu a (—) a feofytinu a (- Qietyl éteru [7].

Experimentalni data

rozpoustédlo Amax (NM)
Chla dietyl éter 430 578 662
Pho a dietyl éter 416 540 672

Tabulka 1: Experimentalni hodnoty pro molekuly cbiglu a a feofytinu a
[7].
VSechny hodnoty @ pasi jsou cerver® posunuty od experimentalnich hodnot,
pramérné o hodnotu 35 nm. Sy podil na tom ma pouzitd baze ale také zanedbkoli o

molekul (nap. zahrnuti vodikovych vazeb).
Hlavni rozdil mezi spektry chlorofyla a feofytinua je pokles intenzity fechodu Q a

spektralni linie v oblasti kolem 435 nm. Spektralniozdiim mezi chlorofylema a

feofytinema se budu dale zabyvat v odstavci o pigmentech.
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Vypo €tené hodnoty

chlal chla2 chla3 chla4 phol pho2

A(m) | f(@au) | A(m) | f(@au) | A(m) | f@u) [ A(mm)|f@u) | Amm)|f@u)|Ar@mm)|f(au.)

690,87 | 0,3844 | 704,72 | 0,4319| 677,51 | 0,3892 | 693,35| 0,3866 | 701,03 | 0,1674 | 722,38 | 0,1624
521,23 | 0,0112 | 559,13 | 0,0344 | 534,89 | 0,0581 | 522,29 | 0,0103 | 545,23 | 0,0882 | 539,72 | 0,0494
374,89 1,6791| 380,71 | 1,4161 | 385,58 | 1,0341| 376,66 | 1,0277 | 444,22 | 0,0503 | 427,08 | 0,0351
371,19 0,1108 | 371,37 | 0,4800 | 381,30 | 0,8400| 372,68 | 0,8275 | 400,04 | 0,1873| 398,19 | 1,4935
366,92 | 0,0724 | 364,37 | 0,0139 | 349,80 | 0,2075| 366,67 | 0,0013 | 387,90 | 1,7930 | 380,86 | 0,4527
340,38 | 0,9530 | 355,80 | 0,3397 | 347,49 0,1786 | 339,97 | 0,9362 | 362,65 | 1,1636 | 378,44 | 0,3316
332,44 0,8606 | 341,28 | 0,6164 | 336,49 | 0,3989 | 332,52 | 0,8968 | 358,75 | 0,5759 | 367,55 | 1,4798
323,41 | 0,0963 | 332,24 | 1,1849 | 328,31 | 0,8291 | 323,03 | 0,0940 | 343,30 | 0,6341 | 351,13 | 0,6521
314,25| 0,0022 | 312,20 | 0,2682 | 318,96 | 0,0098 | 314,06 | 0,0024 | 320,93 | 0,0042 | 320,89 | 0,0357
308,42 | 0,0563 | 309,83 | 0,0025| 313,00 0,1209 | 308,61 | 0,3123 | 318,36 | 0,0315| 319,09 | 0,0198

Tabulka 2: Vypétené hodnoty pro molekuly chlorofylu a a feofytinu

Vypocétena spektra poslouzi k analyze dalSich ¢§fpo

VSechny nadale uvedené grafy a tabulky jsou plging@ struktury bez fytylu.
Oznaeni monomar a vybranychtasti RC je uvedeno na obrazku 8reqchozi kapitole a
pochazi z pojmenovani jednotlivych molekupdf>rsouboru modelu 1DOP. Chla2 a chla3

tvori centralni par a tzv. aktivniiev obsahuje chla4 a pho2.

6.1.2 Skupiny pigment reakéniho centra — semiempirické vypoty

Stejre jako u pedchéazejicich vypa byly na vybranychcastech chlorofylo-
feofytinového komplexu optimalizovany vodikové smidnice PM3 metodou a potom
vypocteno elektronové spektrum metodou ZINDO £Opyly vSechny vypéty provedeny na
strukturach s fytylovyntetzcem i bez &§ a znovu jsme doséahli shody oboutygpekter.

Ve spektrech multimérjsme spoéetli padesat singletnich elektronovyckeghod.
V tabulce 3 jsou vypsany vinové délky a oscilatér®ily gechod: z oblasti od 600 nm do
700 nm. Svym p&tem odpovidaji p&tu pigmenti v multimeru.

V grafu 2 si nizeme vSimnout rozdilného slozeni abgaiph pas v oblasti 600 nm
az 700 nm, které ma jiny charakter pro aktivni aktigni ¢ast chlorofylo-feofytinového
komplexu. Aktivni ¥tev (chla2+chla3+chla4d+ pho2) ma jiné rozloZzenémzit grechod nez
vétev neaktivni (chlal+chla2+chla3+ phol). V neaktivétvi se nachézi vzdy jeden z jjas
ktery je vyraz® intenzivrejSi nez ostatni oproti&wi aktivni, kde tomu tak neni. Séet

oscilatorovych sil je zachovan.
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Aktivni ¢ast a neaktivnéast se dale liSi i v podelSoretova pasu. Ve spektretdsti
aktivni wtve je Soretova oblast vySSi a nachazi se vicedrénoblasti neZz Sonet pas u
spekter neaktivniasti.

PrestoZe nenijvod ani divod neaktivity jedné z &vi znam, je z vySe uvedeného

jasné, Ze existuji vyznamné spektroskopické rozdiyi okkma wtvemi.
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Graf 2: Spektra vybranycfasti hexameru RC sgigné metodou ZINDO. Uvedena spektra jsou pro sirykiez
fytylové /et’zce. Oznéeni viz obr. 8¢islice 1 az 4 odpovidaji chlorofifh a ¢islice 1" a 2° feofytinu 1 a 2
v uvedeném pgadi.
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Graf 2b: Spektrum centralniho tetrameru RC &poé
metodou ZINDO (bez fytylovéhetezce).

Vypo ¢étena data

dimer 2+3 trimer 1+2+3 trimer 2+3+4 tetramer 1+2+3+1°
A (nm) f(a.u.) A (nm) f(a.u) A (nm) f(a.u) A (nm) f(a.u)
690,56 0,7694 670,35 1,1264 666,54 0,7624 665,09 1,3326
648,99 0,1974 649,41 0,1483 650,15 0,7436 650,79 0,1723
627,46 0,2502 626,31 0,0339 641,36 0,0706

617,71 0,2529

tetramer 2+3+4+2° centralni tetramer hexamer
A (nm) f(a.u.) A (nm) f(a.u) A (nm) f(a.u)
668,98 0,4154 659,83 0,9721 662,91 0,4318
655,66 0,7703 648,59 0,8353 654,64 1,2594
647,45 0,5605 644,76 0,1163 643,82 0,1422
617,38 0,0625 612,64 0,1229 638,65 0,5068
634,55 0,2162
604,83 0,1224

Tabulka 3: Vypdtené hodnoty pro vybran&sti RC. Oznéeni viz obr. 8¢islice 1 az 4 odpovidaji chlorofith a
c¢islice 1" a 2" feofytinu 1 a 2 v uvedenénigoid.

6.1.2.1Cerveny posun P680

Teoretické zdroje [6, 7, 18-23, 25] se rozchéamtazce povahy primarniho donoru
elektronu RC PS Il. Z experimentu je znéerveny posuv spektra tohoto donoru od spektra
samotného chlorofylu a jeho absorpce v oblastir§80 U bakterialnich reakich center je
donorem dimer bakteriochlorofyl U reakniho centra vySSi rostlin je ale prostorové
uspdadani pigmeritjiné a jednotlivé molekuly jsou jinak excitortosvazany.

Protoze byl u ZINDO vyp&it na chlorofylech RC pozorovagerveny posuv
spektralnich linii [4], byl znovu proveden vyfai prechodi molekuly chlorofylua, tentokrate

byla ale do optimalizace zahrnuta celd struktudedliny atomy). Abychom mohli lépe
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posouditéerveny posuv pdisvytvorenych multimernich struktur, sgetli jsme také padesat
singletnich elektronovychigchodi. V nésledujicim grafu s tabulkou jsou ziskané exyky.

chlorofyl a
A (nm) f(a.u.)

688,11 0,3919
chlorofyl a 520,83 0,0163
376,02 1,5153
‘ 368,88 0,3559
|

»
°
J

oscilatorova sila (a. u.)
&
'

)
!

366,34 0,1403
339,99 0,9335

H l!l : | 332,10 0,9492
20 20 a0 Fo 40 40 S0 50 0 6o 7w 323,411 0,0817
vinova délka (nm) 314,14 0,0026

308,73 0,0732
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J.l. I|.| ||.|| |
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Graf 3: Spektrum chlorofylu a, kde byla optimaliao& cela struktura, bez fytylovélietezce. V tabulce jsou
uvedeny polohy a oscilatorové sily prvnich dedegbaa’nich linii.

Z grafi 2, 3 a tabulky 3 je vi#d, Ze od spektra monomeru (668 nmggeveré posunut

pouze dimer (691 nm), tedy centrélni par (viz obkax0).

Obr. 10: Centralni chlorofylovy par (chla2 a chla3)

Z provedenych vypsii bohuZel nermizeme posoudit, zda&erveny posuv P680

zpasobuje pouze seskupeni chlordfgi se na tom podili i dalSi faktory, jako jsou tiafad

50



vodikové vazbyi jina interakce s proteinem. Z nasich vypovyplyva, Zze pokud bychom se
fidili pouzecervenym posuvem, mohli bychom za donor povazovacgntralni dimer (viz
obrazek 10). Ale i tak jéerveny posun mensSi nez experimentalni od 662 nncipiarofyl

k 680 nm donoru P680.

6.1.3 Monomery — DFT vypd@ty

Elektronové singletniigchody monomérbyly zpracovany na urovni DFT vy{sol.
Pozadovany peet linii (singletnich pechod) byl deset.

Oproti metod ZINDO, je zde naopak patrny modry posuv ab&oigh ¢ar od
experimentalnich dat. Jde o mozny vliv pouzité bazkteréem se piSe i v literaa[41, 42].
Musi vSak i uvaZzovat o vlivu molekularniho okolieté v naSich vyptiech z vypdetniho
hlediska byt zahrnuto nemohl@ast&ne viiv prostedi respektujeme ponechanim pevné
nevodikové struktury RC (geometrické optimalizaddighaly pouze sdadnice atori
vodika).

Vypoctené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4 a vykresldaygrafu 4. VSechna
vypoctenana spektra odpovidaji experimentélni pédelz obrazek 9). Komentovany modry
posun se takovyto: prvni pas f@ posunut grmérné o hodnotu 70 nm, ostatni pasy jiz mén
—asi o35 nm.

Vypoctené oscilatorové sily pro yQoas intenzity dote odpovidaji experimentalni
hodnot 0,23 a.u. pro chlorofyl [41, 42]. Pondr intenzit Soretova pasu ay@asu se
s experimentalnimi daty shoduje lépe ne&&dgphozi vysledky ziskané metodou ZINDO.
Vzhledem k tomu, Ze zde pouzivame ab initio me@d@INDO je metoda semiempiricka je
dosazeni lepSi shody pochopitelné. | spektra faafy€pe odpovidaji skuteosti. Srovhame-

li spektra jednotlivych molekul RC, vidime Ze vaigtoloh absorgnich p4dé mezi pigmenty
jsou jiné u obou metod, protoze je ale DFEgjSi metoda nez ZINDO jsou takového
rozdily nepodstatné atrheme je brat jako chybu pouziti semiempirické mgtod

Pokud bychom vysledky srovnavali &giorbitalovym modelem, ktery se pouziva pro
popis [fechod: porfyrinovych molekul, mizemefici (a uvidime to i v dalSich vygtech), ze
jmenovany model je pro popis chlorofylovych a faofgvych elektronovych figchod prilis
jednoduchy a bylo by vhodj$i pouzit model slozijSi. V naSich spektrech t¥iocaru Q uz
kombinace pechodi HOMO—LUMO a HOMO-1-LUMO+1, a ¢aru Q kombinace
piechodi HOMO—LUMO+1 a HOMO-1-LUMO. Nékdy se malou mirou zapojuji i dalsi
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piechody. Také Sunholm ve svych publikacich [41, p@pisuje, Ze spektra chlorolyl

vyZaduji pro suj popis vice neZtyii pasy.

El
8
«
=
@
° chlal
g 05+
)
8
00 ‘ L | 1
I I , L ,
300 350 400 450 500 550 600 650
vinova délka (nm)
El
8
©
5
g chla3
I=}
ﬁ 05+
o]
]
00 | [ H |
N N : I 1 ,
300 350 400 450 500 550 600 650
vinova délka (nm)
El
4
<
%
@
S
g phol
g 05
o
8
00 ‘ L ‘ L
T T : T T ,
300 350 400 450 500 550 600 650

Graf 4: Spektra monom&mRC spdtené metodou DFT. Uvedena spektra jsou pro strukiez fytylovéetézce.

Ozna’eni viz obr. 8.
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Vypo étené hodnoty

chlal chla2 chla3 chla4 phol pho2

A(m) | f(au) | A(m) | f@u) | A(mm) | f(au) | A(m) | f(au.) | A (nm) | f(@.u.) | A (nm) | f(a.u.)

589,53| 0,2342 | 591,56 | 0,2765 | 604,30 | 0,2654 | 590,41 | 0,2346 | 593,47 | 0,1190 | 596,97 | 0,1244
540,50 | 0,0335 | 547,02 | 0,0392 | 542,45 | 0,0368 | 540,93 | 0,0360 | 560,44 | 0,0031 | 552,64 | 0,0076
452,03 | 0,0044 | 453,11 | 0,0045| 470,72 | 0,0055 | 454,79 | 0,0046 | 542,90 | 0,0182 | 539,94 | 0,0118
415,05| 0,0115| 433,85 | 0,0200 | 417,88 | 0,1058 | 415,00 | 0,0091 | 487,96 | 0,0197 | 465,20 | 0,0535
408,00 | 0,0392 | 419,77 | 0,0299 | 412,25 | 0,0845| 407,82 | 0,0170| 412,96 | 0,5109 | 411,14 | 0,5423
397,03 | 0,3774 | 393,55| 0,5103 | 394,85 | 0,3827 | 397,17 | 0,3956 | 389,85 | 0,8005 | 395,11 | 0,7930
378,13 | 0,4589 | 374,39 | 0,4351 | 383,84 | 0,0577 | 378,22 | 0,4281 | 384,94 | 0,2004 | 385,91 | 0,0215
367,48 | 0,3025 | 367,17 | 0,4327 | 376,17 | 0,6046 | 368,26 | 0,3403 | 357,77 | 0,0106 | 376,39 | 0,0074
347,39| 0,0186 | 356,46 | 0,0359 | 370,82 | 0,0769 | 346,28 | 0,0165 | 354,14 | 0,0232 | 364,32 | 0,0053
335,26 | 0,0840 | 335,07 | 0,0561 | 329,64 | 0,0355| 334,71 | 0,0800 | 347,19| 0,1173| 353,68 | 0,1561

Tabulka 4: Vypétené hodnoty na strukturach chlorafy feofytini z RC. Oznéeni plyne z obrazku 8.

Data ziskana DFT metodou na molekulach RC budti\daZzita ve vypoétech, kde
budeme fislusné molekuly uvazovat jako kation a anion rakyik

6.2 Pigmenty

Vypocty tykajici se fotosyntetickych molekul zahrndjivtyznamné skupiny pigmeint
— molekuly chlorofylového typu, karotenoidy a fykidty, které byly zvoleny tak, aby bylo
mozné popsat zakladni spektroskopické viastnédtid pigmeni plynouci z jejich struktury.

Postup vypotu Ize rozdlit do tii krokd. Nejprve jsme utvili modely molekul
pigmenti, v druhém kroku nésledovala optimalizace geomef$iech vytveéenych struktur.
Pro reékteré z pigmerit bylo sestavenodkolik riznych moznych prostorovych konformea
proto byla v poslednim kroku provedena energetiakalyza. Energeticky nejvyhogai
struktura daného pigmentu byla pouzita pro Wgieelektronového spektra na urovni metody
funkcionalu hustoty.

Snahou bylo popsat experimentalpozorovanou zavislost podoby absmimo
spektra na strukte pigmentu. Aby bylo srovnani korektni, bylo ve alS@ypaitech pouzito

stejného postupu.

6.2.1 Vytv&eni modef

Nejvice modal bylo vytvareno v giipad molekul chlorofylového typukteré maji na
zakladnim tetrapyrolovém kruhwekolik substitueni. Struktura chlorofylua je prevzata
z predchozich studii z modelu 1DOP a d@pia o vodikové atomy. Pro dalSi molekuly byla

pouZzita tato struktura jako zaklad, pouze doSl@leéni a nahrazeni spravnymi substituenty
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[1]. U substituent, u kterych neni iejma jejich energeticky nejvyhod&si poloha, bylo
udélano rekolik variant poloh substituet Varianty obsahuji mozné kombinace takovychto

bk

.neziejme” umistnych skupin. Fytylovéetzce byly nahrazeny metylovou skupinou (vysli
jsme tak z poznatkuiedchozich vypé&ta, Ze samotnaiftomnostiettzce ma zanedbatelny
vliv na podobu spektra).

V pripact molekulkaroten: byla situace jednodussi. Pro lineéteitzec byla pouZzita
all-trans konformace a byly uvazovanygkieré konformery tykajici se zak&miretzce.

Pro modely molekufykobilini, kde je spektrum zia¢ zavislé na vzaté konformaci
[3], jsem pouZili strukturu if@vzatou z proteinové databanky. MoZnych konfofhjer zde
témet neomezené mnozstvi a tak timto krokeéast&né respektujeme ijrozeny vyskyt
pigmentu v biologickém materialu. Struktura bylgpbigna o vodikové atomy a poslouzila

jako zaklad pro obmolekuly.

6.2.2 Konformaéni analyza

V tomto kroku byla optimalizovana geometrie vSesitvoienych model na Urovni
HF s 3-21G, aby mohla byt rychleji porovnana ereejgdnotlivych molekul sgibena stejné
arovni. U jednotlivych modél byla pozorovana celkova energie a k dalSimu krbidy
pouzity jen modely s popsané nejnizsi energii. @glkgeometrie a vyget spektra viak uz
byly provedeny pomoci funkcionalu B3PW91 s bazil6aG*.

Pokud byl energeticky rozdil dvou téfmenergeticky nejvyhodisich ale @znych
modeli maly v porovnani s energiemi ostatnich méddhného pigmentu, pak bylo pro
vypoacet spektra pouzito obou struktur, aby mohl byt pasm vliv @FisluSné zminy na
elektronové spektrum.

Zadnacgast struktury nebyla drzena pevna a geometrickémafizace se &astnily

vSechny atomy dané molekuly.

6.2.2.1 Ukazka vlivu &terych substituent

Konformaini analyza se tykalar@vazi molekul chlorofylového typu, proto zde
uvedu piklady praw chlorofylovych molekul.

Nekteré rozdilg konformery jedné molekuly &y po geometrické optimalizaci blizko
leZici energie zakladnich stawypcocet elektronového spektra ukazal, Ze tyt@ sarianty

jedné molekuly nalezi t&nstejnym spekfm a Ze i elektronovéigchody jsou stejné.
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S blizko lezicimi energiemi zakladniho stavu jsmesastkali nap u chlorofylub (viz
obrdzek 11) a u bakteriochlorofyls V obou pipadech Slo o prostorovou modifikaci téze
skupiny, konkréta o etylovou skupinu. Vifpad chlorofylu b jde o substituent na pozici
uhliku C-8 (viz obrazek 5 nebo zvyr&mé skupina na obrazku 11). Poprvé byl etyl
orientovan pod rovinu makrocyklu, podruhé nad ravitetrapyrolového makrocyklu.
DosaZenda energie po geometrické optimalizaci strykbyla stejna, festoze, byl etyl i po
tomto procesu orientovan na @pa strany. Za to, Ze se spektrum nézid, mize povaha
substituentu. Etylova skupina neobsahuje Zadnoynduovazbu, ktera by mohlagjakym
zpasobem ovlivnit soustavu konjugovanych vazeb makklcyehoZ struktura je &ejni pro
spektroskopické vlastnosti celé molekuly.

V piipact bakteriochlorofylue, kde jsme se téz setkali s tak blizkymi energieiai,o

téZ o etyl, tentokrate na pozici C-12.

Obr. 11: Molekula chlorofylu b s vyzeenymi substituenty, které jsou diskutovany v textu.

Ze sledovani zem plynoucich z manipulace s jinymi substituentylybgnergetické
rozdily znateld vétSi oproti rozdihm zpisobenym iznou polohou etylové skupiny.
Prikladem niize byt ogt molekula chlorofylub. Diskutovanou skupinou budedte-CHO na
uhliku C-7 a jeji orientace. Cela skupina lezi wim¢ makrocyklu, ale chlorofyb 2 ma
inverzni usptaddani ator ve skupi# —CHO nez chlorofyb. VSechny absogmi linie ve
spektru chlorofylu ozngného chlorofylb 2 jsou od linii chlorofylub posunuté do modra.
Pro prvni d¥ linie je posuv jen 3 nm a elektronoviephody si odpovidaji. Nasledujici jsou
posunuté do modra vice. Skupina —CHO obsahuje jethmjnou vazbu, ktera je navic
umisena v rovirg¢ tetrapyrolového kruhu. Svouipmnosti pispiva ke zvySeni koncentrace

Trelektronové delokalizace na molekule.
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Graf 5: Ukazka rozdilnych spekter molekuly chlooty v dvou #iznych konformacich. Energeticky
vyhodrjsi je struktura chlorofylu b (plndara). Druha prostorova orientace frusovan&’ara) ma
energii vyssi.

6.2.3 Vypd&et spekter

Absorgni spektra byla ziskdna metodou DFT pomoci funkdionB3PW91
s pouzitim rozgené double zeta baze 6-31+G*. Za optimalnighalosazenych spektralnich
linii byl zvolen p@et Sest, vhledem k povazéekavanych diskutovanych hodnot a zndmych
experimentalnich dat.

VSechny vypotené elektronovéipchody molekul pigmefitjsou vyneseny do gréf
spekter a jsou uvedeny v nasledujicim textu. V li@mln jsou zaznamenany pelbné a
diskutované hodnoty spolu s experimentalnimi. Digkané struktury jsou v obrazové
piiloze. Ozna&eni poloh substituedtu chlorofylovych a bakteriochlorofylovych moleksé

fidi podle standardniho popisu (na obrazku 5).

6.2.4 Analyza spekter

Neékteré spektralnéary (viz tabulky 5-9, grafy 6-13) jsou posunuté@a00 nm od
experimentalnich hodnot, jpmérna hodnota posunu je ale mensi a rozdilnajmoé skupiny
pigmenfi. ProtoZe je ale posun u vSech struktur v ramcedduipiny pigmetit zhruba stejny,

je to pravdpodobr zpisobeno zvolenou bazi [41, 42].
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S ohledem na vySe diskutované je z tabulek patteéyylo dosazeno velmi dobré
shody s experimentem pokud jde o pozorované z&tisteezi jednotlivymi pigmenty.

6.2.4.1 Chlorofyly

VSechny spektra chlorofylovych molekul obsahuja dbsorpni pasy, jeden v modré
oblasti a druhy ¥ervené. Vypotené hodnoty vykazuji modry posuv od experimentélni
hodnot: 67 nm pro pasyQL7 nm pro pas & 21 nm pro Sorév pas.

Spaetli jsme Sest singletnich elektronovyckeghodi. Ziskana data jsou uvedeny
v tabulce 5 a vyneseny do grafu 6. Bereme-li v avatodry posun vSech spekter je shoda
s experimentem velmi dobry. Byly dosazeny vSechpgksalni rozdily mezi jednotlivymi

chlorofylovymi molekulami.

Chlorofyl aje nejvice znamy chlorofyl a proto i jeho spektrigrwvelmi dolie prozkoumano
[41, 42] — viz obrazek 9. Podl€ekavani jsme ziskali dva absémp pasy Wervené oblasti a
nékolik padi odpovidajici SirSimu Soretovu pasu v oblasti moBré pouzitou strukturu byl
nalezen pas Qv 583 nm, Q v 539 nm a Sorév pas v oblasti 400 nm. Jmenované hodnoty
mazeme vidt vynesené v grafu 6 a zapsané v tabulce 5. PrQppsexperimentalni hodnota
oscilatorové sily fechodu 0,23 a.u. Nami vygtena hodnota 0,239 a.u. je ve velmi dobrém
souhlasu. Pro dalSi pasy nejsou experimentalni dtgdascilatorovych sil nikde ffmo
uvedeny a tak neni mozné jiné nez kvalitativni sémi, ze které ho Iz&ci Zze vypdtené
spektrum odpovida experimentalnimu.

Chlorofyl bse od chlorofylua lisi pouze skupinou na uhliku C-7av®dni metylova skupina
je zde nahrazena skupinou formylovou (-CHO). Tat@rma zpisobicerveny posuv Soretova
pasu k 417 nm a modry posuy, asu k 573 nm oproti spektru chlorofydu Dvojna vazba
formylové skupiny ma prawgodobr vliv na konjugovany systém dvojnych vazeb. Zawsslo
vSak neni stejna jako by dochéazelo k prodlouzemjugovaného systému. Skupina —CHO
naruSiteelektronovy systém molekuly natolik, Ze excitovastgv je méa staly a patebna
energie pro excitaci je &tSi. Pondr oscilatorovych sil fechodu Q k oscilatorové sile
Soretovu pasu je menSi u chloroffdunez u chlorofylua ve shod s experimentalnimi spektry
[7]. Skupina —CHO je obsaZena téz v bakteriochiduo#, kde téZz dochazi k modrému
posuvu z évodu gitomnosti této skupiny.

Chlorofyly c se od ostatnich chlorofylliSi v nékolika aspektech. Hlavnimi rozdily od
ostatnich je fitomnost dvojné vazby na kruhu D a nahrazeni izopréhotetézec jinou
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skupinou. Chlorofylyc maji tedy za z&klad porfyrin a ne chlorin jakoawst chlorofyly a
jejich molekuly maji ¥tSi symetrii. To ovlivni podobu spektra tak radikélze téngi vymizi
pasy Q (vyrazre se snizi jejich intenzita). Spektralni viastnogtech i chlorofyli ¢ jsou
diky tmto spolénym rozdiim velmi podobné. Samotné chlorofytyse od sebe [iSi jen
povahou substituetitna uhlicich C-7 a C-8.

VSechna spektra maji v souladu s experimentem Sibrgfiv pas, ktery se nachazi v oblasti
390 nm az 440 nm, tedy asi 0 18 nm posunuty dostibtaenSich vinovych délek od
odpovidajicich experimentalnich dat. Na polozeig@gsa Q  mezi jednotlivymi molekulami
téchto pigmeni je videt vliv substitueni na uhlicich C-7 a C-8. ChlorofgB, ktery na obou
substituentech obsahuje dvojnou vazbu, ktera svymalektrony ovliviuje TESystém
makrocyklu, ma pasy Qa Q. posunuty oproti ostatnim deervena asi o 13 nm. Délka
konjugovaného systému se prodlouZi@eme uvazovat o stejném vlivu na spektrum jako i
karoteri (viz dale).

Chlorofyl dse od chlorofylwa liSi jen substituentem na pozici C-3, kde je folorg skupina
misto vinylové. Chlorofyld je povaZzovan za energeticky a strukturdlni mep@&itumezi
chlorofylem a a bakteriochlorofylema [1]. Podle éekdvani, ve vypsiech vyslo, Ze
chlorofyl d absorbuje na nejdelSich vinovych délkach ze v&bbbrofyli. Zménu je mozné
vyswtlit pouze gitomnosti formylové skupiny na pozici C-3 (jde diju zn¢nu od
chlorofylu a). Stejny substituent v chlorofylbb zpisobil modry posun Q pés Zde ale

nahrazenim fvodni vinylové skupiny nedochazi ke &mi poctu celkovychreelektroni.
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Graf 6: Spektra molekul chlorofil
Vypo étena data Experimentalni data
Amax (NM) rozpoustédlo Amax (NM)
Chla 416,37 538,83 582,73| |Chla [dietyl éter 430 578 662
Chlb 435,52 547,68 573,05 |Chlb [dietyl éter 455 549 644
Chlc1 424,90 566,75 571,24| |Chlicl [dietyl éter 444 578 628
Chl c2 425,28 568,36 570,51| |Chlc2 [dietyl éter 448 579 628
Chl c3 442,99 578,59 584,31| |Chlc3 [dietyl éter 452 586 626
Chid 423,58 562,17 605,30/ |Chlid |[dietyl éter 447 688

Tabulka 5: Vypétené a experimentalni hodnoty pro molekuly chldfiof€hl).
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6.2.4.2 Chlorofyl a a feofytin a

Kazdy z chlorofyli i

bakteriofeofytin. Pro popis rozdilnych spektroslaigich viastnostiéchto velice strukturé
podobnych molekul jsme si zvolili chlorofgla feofytina. Jedina zréna, ke které dochazi, je

1

odstragni ha<cikového atomu s centra chlorofyla a jeho nahrazeni dma vodiky na

bakteriochlorofyh ma jemu odpovidajici feofytin a

pyrolovych¢astech molekuly.

Protoze néas zajimal hla¥rvliv nahrazeni higiku vodiky, gevzali jsme strukturu
feofytinu ze struktury chlorofyla a geometricky optimalizovali pouze vodiky, jenhreadily
centréini hegikovy atom. Stejé jako u gredchozich struktur byl fytylovyettzec nahrazen
metylovou skupinou.

V grafu 7 jsou vynesena vyfena elektronova spektra. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty poloh absomich ¢ar a jejich oscilatorové sily a odpovidajici expamtalni
hodnoty. Srovnatelna experimentalni spektra jsoakmazku 9.

°
5
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Graf 7: Spektra chlorofylu a a feofytinu a.
Vypo étena data Experimentalni data
chlorofyl a feofytin a chlorofyl a | feofytin a
A (nm) fau) | A(mm | f(au) A (nm) A (nm)

582,73 | 0,2390 | 580,43 | 0,1791 662 672

538,83 | 0,0277 | 532,96 | 0,0303 578 540

416,37 | 0,0155 | 422,01 | 0,0005 430 416

397,60 | 0,2107 | 391,30 | 0,4518

394,87 | 0,0250 | 386,76 | 0,5395

390,65 | 0,3456 | 381,46 | 0,3119
Tabulka 6: Vypdtené a experimentalni hodnoty pro molekuly chldwfg a
feofytinu a.
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Porovnavame-li obspektra mezi sebou, je moZzno pozoroviotik rozdila. Prvnim
rozdilem je nestejna oscilatorova sileeghodu z HOMO do LUMO. Oscilatorova silg, Q
chlorofylu a je ve shod s experimentalni hodnotou 0,23 .a.Untenzita pechodu Q
chlorofylu je o 33% ¥tSi nez intenzita figchodu feofytinu. Obdobny vysledek ziskal
Sundholm [41, 42]. DalSim rozdilem je vyrazny pekleintenzi¢ tretiho grechodu u
feofytinu 0 97% v oblasti 420 nm, ktery je téZ slashs experimententtvrta ¢ara v oblasti
z&inajiciho Soretova pasu ma u feofytinu dvakgdivintenzitu a i satet oscilatorovych sil
piechod: tvorici Soretiv pas je znatethveétSi nez u chlorofylu. VSechny tyto spozorované
rozdily odpovidaji experimentalnim dat [7, 41, 42] a jsou téZ srovnatelné s W§tyo
skupiny vedené Sundholmem [41, 42].

6.2.4.3 Bakteriochlorofyly

Bakteriochlorofyly maji mengi-elektronovy systém chlorofylové molekuly. Obsahuji
redukovanou dvojnou vazbu nejenom na kruhu D ala kruhu B. Systém elektronovych
hladin se v dsledku toho zrni dojde k posunu Qpasi do cervena a Soretova pasu do
modré oblasti. Vysledky vykazuji shodu s timto &tickym poznatkem.

Vypoétené hodnoty jsou v tabulce 7 a v grafu 8. Oprapegimentalnim hodnotam

jsou ve vSech spektrech jsoy gasy moée posunuty prmérné o 86 nm.

Bakteriochlorofyl aje zékladni molekulou chlorofylového typu w@t$iny anoxygennich

fotosyntetickych bakterii a proto jsou jeji spekliopické vlastnosti znami stgjulobe jako
tomu je u chlorofylua (experimentalni spektrum je uvedeno na obrazku32)kturni rozdil
mezi molekulami chlorofylua a bakteriochlorofylua je pritomnost acetylové skupiny na
uhliku C-3 a jednoducha vazba na kruhu B (mezi kehti C-7 a C-8). Velikost
konjugovaného systému dvojnych vazeb je tim zmen&ensymetrie molekuly je tim
s porovnani s chlorofylovou molekulou také mendavHim faktorem, diky kterému je pas
Qy posunut vice doervené oproti chlorofyla, je redukovana vazba na kruhu Bijsatil ma
ale i pitomnosti acetylové skupiny, obdabrjako gitomnost formylové skupiny u
chlorofylu d. Také niizeme vidt vysSi intenzitu Q pasu, kteraigsahuje intenzitu Soretova
pasu, coz jsme dle experimentalnich spektéekavali [7]. Spektrum je v souladu

S experimentem.

61



Absorbance

350 450 550 650 750 850
Vinova délka (nm)

Obr. 12: Experimentalni absotpi spektrum bakteriochlorofylu a v dietyl éteru

[71.

Bakteriochlorofyl bma od bakteriochlorofylta =CH-CH; skupinu na uhliku C-8. Tato
skupina posouva Qpas jedt dal do témi infracervené oblasti a diky tomu ma

bakteriochlorofylb absorgni pasy v nejdelSich vinovych délkach v porovnarasgatnim
molekulam chlorofylového typu — az u 700 nm. Posastava v souvislosti s rigtem délky
konjugovaného systému.

Bakteriochlorofyly c, dae. Jejich spektroskopické charakteristiky jsou vefradobné, proto

se uvadji ve skupirt. Dochazi u nich ke zén¢ Trelektronového systému makrocyklu (lisi se
od bakteriochlorofyl jako skupina chlorofyi ¢ od ostatnich chlorofy). Chykgjici
substituent na izocyklu na uhliku C-13-2 prgvddobré spektrum vyrazé neovliviiuje, diky
vzdalenosti od tetrapyrolového systému. V souladyperimentalnimi daty je z grafu snadno
pozorovany posuv {pasu od bakteriochlorofyla k bakteriochlorofylue k mensim vinovym
délkdm souvisejici se strukturnimi &mami mezi jednotlivymi bakteriochlorofyly.
Bakteriochlorofyl c a d se [iSi substituentem na uhliku C-20. Metylova psha na
bakteriochlorofyluc by sice svou povahou spektrum zasadaovlivnila, ale v poloze C-20
svou [Fitomnosti naruSuje symetrii celé molekuly a posousk absorpni maximum
bakteriochlorofyluc jemre do ¢ervena od bakteriochlorofyld. Bakteriochlorofyle sice téz

obsahuje metyl v poloze C-20, ale zdevy@zi vliv formylové skupiny na uhliku C-7, ktera
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také zmsobi modry posun (jako u chlorofylu s formylovou skupinou ve stejné poloze na

tetrapyrolovem jaie).
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Graf 8: Spektra molekul bakteriochlorafyl
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Bakteriochlorofyl g ma zaklad struktury velmi podobny chlorofyla LiSi se pouze
piitomnosti =CH-CH skupiny na pozici C-8 a tim i redukci dvojné variaykruhu B. Rozdil

mezi spektrem bakteriochlorofylyi a chlorofylua mizeme pisoudit jen této z@né. Paitu

Te-elektrori je stejny. V souladu s experimentalnimi daty (h@H je pas Q posunut od

chlorofylua doc¢ervené oblasti o 98 nm.
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Vypocétena data Experimentalni data

Amax (NM) rozpou$tédlo  |Amax (nm)
BChl a 421,88 553,64 668,34 |BChla |dietyl éter 358 577 773
BChl b 420,12 559,45 699,75 |BChlb |dietyl éter 368 578 794
BChl ¢ 401,47 550,98 579,97| |BChlc dietyl éter 429 - 659
BChl d 401,74 536,34 575,32 |BChid dietyl éter 423 - 651
BChl e 439,21 557,24 573,23 |BChle aceton 458 - 647
BChl g 434,62 538,90 681,17] |BChig dietyl éter 404 565 767

Tabulka 7: Vypétené a experimentalni hodnoty pro molekuly bakéérmrofyk: (BChl).

6.2.4.4 Karotenoidy

Molekuly karotenoid obsahuji 40 atofn uhliku a jejich uspi@dani doretézce
zaji¥uje vysokou strukturni rozmanitost této skupiny npggti (viz obrazova filoha).
Struktura ma samaoegjme vliv na podobu energetickychigrhodi. V tétocasti jsme se snazili
ovétit zakladni spektroskopické zavislosti znamé pnmtenoidy.

Delokalizaci trelektrori mozné ovwiit analyzou délek vazeb mezi uhliky
chromoforovésasti polyenu. Délka jednoduché vazby mezi uhlikydle tabulek 1,53 A (pro
alkany) a délka dvojné vazby 1,33 A [9]. Po geoinké optimalizaci se délka vazby u nasich
struktur pohybovala mezémito mezemi pro jednoduchou a dvojnou vazbu a tozgahu
hodnot od 1,35 A do 1,45 A pro chromoforowgst molekuly [9]. Etom tyto velké rozdily
byly nalezeny v koncovych oblastech chromoforuzeéblstedu molekuly se délky vazeb
bliZily k pramérné hodnat 1,4 A.

VSechny struktury, které jsme uvazovali byly viamaci all-trans. Vzali jsme
v Gvahu teoreticky poznatek [9], Ze se speétrdrans izomef acis-izomef v zasad nelisi
a vznikajici rozdily jsou v porovnani s vlivem ¢uo dvojnych vazeb v konjugovaném
systému malé.

Identifikace S1 a S2 stavuwv souhlasu s teorii [9] jsme vygtem u vSech molekul
dosli k silné absorpci, ktera je spojena s povateryyechodem z HOMO do LUMO. Dalsi
piechod je také v souladu s teorii a odpovida konabipi@chodi z HOMO do LUMO+1 a
z HOMO-1 do LUMO. Tento fechod by mil byt zakazan, coz je v ziskanych spektrech
patrné. Naist oscilatorove sily u struktur molekul anteraxanteridinin a fukoxantin je

zpiasoben naruSenim symetrie, které pgdcphod udla ,vice povolenym®.

Karotenoidy maji porrné jednoducha absotpi spektra sef¢mi maximy vzniklymi

e
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elektronového excitovaného stavu. ProtoZe jsmelsatmim problémem nezabyvaliiheme
s experimentalnimi hodnotami porovnat pouze nammipsp@teny gechod.

V tabulce 8 jsou uvedeny vygené hodnoty poloh absdargch linii a odpovidajici
experimentalni data. Ziskané hodnoty jsou vyneslengrati 9-12. Z porovnani je vid, Ze je
prvni ¢ara s nejdelSich vinovych délkaatgra u vSech pgtanych molekul posunuta oproti
experimentu vice ddervena — v prmeéru 0 70 nm. Bereme-li v Uvahu tento posun dosahli
jsme dobré shody sexperimentem a ziskali jsme hv§ecaiekavané zavislosti
spektroskopickych vlastnosti na struletu

V nésledujicich odstavcich se budénevat konkrétnim pozorovanym spektralnim
vlastnostem karotenaid Uvedena experimentalni data pochazi z [8].

Vypo étena data Experimentalni data
Amax (NM) | f (a.u.) rozpous$tédlo Amax (NM)

fytoen 310,22 11,7078 fytoen hexan 297
neurosporen 548,21 3,8276 neurosporen |hexan 468
lykopen 620,87| 4,5005 lykopen hexan 502
B-karoten 566,38 3,8711 [B-karoten hexan 478
zeaxantin 565,14 3,8931 zeaxantin etanol 478
anteraxantin 551,43 3,8582 anteraxantin  |etanol 474
violaxantin 536,02 3,8974 violaxantin etanol 470
peridinin 528,11 3,4482 peridinin hexan nebo etanol 485
fukoxantin 529,24 3,5688 fukoxantin etanol 475

Tabulka 8: Vypdtené a experimentalni hodnoty absénfth pas molekul karotenoidl

Vliv délky chromoforu

Ocekavanou vlastnosti byl posun polohy abgoigh paé do cervené oblasti
s nafistajici délkou chromoforu. Tento efekt je @®lpozorovatelny u molekul fytoenu (3),
neurosporenu (9) a lykopenu (11), coz jsou lineandlekuly liSici se pouze délkou
chromoforu. Z grafu 9 a nasledujici souhrnné tapytlk vidét, Ze vypdtena data jsou
v souladu s experimentem. Jak délka chromofortistayje mozné pozorovat pokles hodnoty
cerveného posunu linie mezi molekulami liSicimi selw dvojné vazby. Experimentalni
posun od molekuly séemi dvojnymi vazbami k molekula €tpdvojnymi vazbami je 62 nm
[8, 9] a experimentalni posun od neurosporenu lopgk o 30 nm. Z vyptenych dat je
pokles naistu vinové délky pdanim dvojnych vazeb kvalitati¢nv souhlasu s teorii, ale
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zjisteny posun na dvdvojné vazby byl v naSich vyptech tsi. Pimérny nakist byl ugen
na 78 nm na dvdvojné vazby (linearni regresi). Pozorovany pqgsasi je zpisoben tim, Ze
u delSihorrelektronového systému je k excitaci fadita méa energie a dochazi k ni proté p
delSich vinovych délkach.

Z grafi je patrny také naést oscilatorové sily négrvergjSiho absorpniho pasu

s délkou chromoforu.

Vliv kruhového zakaieni —3cyklus

Pro popis zavislosti vyskytu kruhového zakemi karotenoidové molekuly byly
vybrany molekuly lykopenu 8-karotenu, které maji stejrdlouhy systém konjugovanych
vazeb, algd-karoten ma linearriettzec zakoten na obou koncich tzf3-kruhem.

Z vypcctenych hodnot vyplyva, Zefipomnostp-kruhi posouva absoypi maximum
z oblasti 621 nm (hodnota pro prvni absoipmaximum) u lykopenu k 566 nm3skarotenu.
Modry posuv vykazuji i ostatr@ary ve spektru. Intenzita absénpho maximg3-karotenu je

mensi nez u lykopenu. Experimentalni posuv je sieasi, pozorovana zavislositpmnosti

kruhového zakofeni odpovida experimentu.
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Graf 9: Vliv délky chromoforu na pozici absdngch pag a vliv pfitomnostis-kruhu.
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Vliv pritomnost hydroxylové skupiny

Ze vSech kyslikatych derivat uhlovodiki jsou nejigznejSi a nejvyznamjsi
karotenoly. Z naSi skupiny pigménje takovym kyslikatym derivatem zeaxantin, kteey |
odvozen odB-karotenu pidanim dvou hydroxylovych skupin na uhlicich C-3n&ovych
kruht.
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Graf 10: Vliv pitomnosti hydroxylové skupiny.

Experimentalni data ukazuji, Ze abswripspektra d&chto molekul jsou shodna. Shoda je
mozna vidt i ve vypatenych datech a uvedenych grafech. Hydroxylova isleufotiz neméa
na spektrum vliv, protoZze neobsahuje Zadnou dvoyaabu, kterou by mohla ovlivnit systém
konjugovanych dvojnych vazeb odgowmych za spektralni vlastnosti karotenid

Vliv pritomnost epoxy skupiny — xantofylovy cyklus

Xantofylovy cyklus je sotAsti vyznamnych pochédregulace fenosu energie,
tzv. fotoochrany rostlin a prasnictvim hodnoty pH je siénzavisly na mnozZstvi gtla
dopadajiciho na anténni komplexy. Uvazované mojekabxantinu (0), anteraxantinu (1) a
violaxantinu (2) se liSi piem epoxy skupin (@@t skupin je uveden za nazvem v zavorce).
Fotoochrana je zaloZen& na rozdilné absogpbitd velice podobnych molekul.

Z grafi je vickl modry posun absoépich ¢ar od zeaxantinu k violaxantinu, coz je
samozejm¢ zpisobeno poklesem délky chromoforu (viz vySe). Mopoguv je v souhlasu
s experimentem. Experimentalni posuv mezi jedngtiivmolekulami je ale mensi. Posuv od
zeaxantinu k anteraxantinu a od anteraxantinu laxanmtinu je o stejnou hodnotu vinové
délky. Toho bylo dosazeno i v naSich vysledcichermita absonich ¢ar ma ve stejném

sledu nepatmklesajici charakter (viz graf 11).
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Graf 11: Grafy molekul karotenaig které se dastni
xantofylového cyklu.

Vliv pritomnosti dalSich skupin

Zbyvajici dva karotenoidy vyuzijeme pro popis vlivpiitomnosti dalSich
substituovanych skupin ve strukeu
Zakladni struktura peridininu a fukoxantinu jejisée Peridinin i fukoxantin obsahuji

skupinu (-CH=C=CH-), diky které hraji vyznamnoui tokas, které neobsahuji chlorotyle
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svych anténach. vza sebou nésledujici dvojné vazby jsou u jednolkmnzovych
zakorteni. Ritomnost této skupiny ma podle teorie posouvat tspek do ¢ervena od
obdobnych karotenoid které ji ve své strukte neobsahuji. Z vybranych molekul tento efekt
oVefit nelze.

Fukoxantin navic obsahuje keto skupinu na uhlik8 &peridinin obsahuje v blizké
oblasti lakto skupinu.

peridinin

cilatorova sila (a. u.)

fukoxantin ‘

oscilatorova sila (a. u.)

T T T T 1 T T T )
300 350 400 450 500 550 600 450 500 550 600
vinova délka (nm) vinova délka (nm)

Graf 12: Grafy spekter peridininu a fukoxantinu.

Keto skupina posouva spektrum jemdo ¢ervena (ma vliv na systém dvojnych
vazeb). Z uvazovanych molekulizieme spektrum fukoxantinu porovnat hage spektrem
neurosporenu. Uvazujeme-li délku chromoforu, takujgoxantinovy absormi pas spravh
posunut do modra od neurosporenového.

Absorgni maximum fukoxantinu je o malo menSi nez maximpsridininu a
v priblizné stejnych vinovych délkach. Experimentalni dataaai rozestupéchto maxim,
ktery zde ale pozorovany nebyl. Srovnani se spedstatnich karotenoidtaké vykazuje
uréité nesrovnalosti oproti experimentalnim zavislostkterymi by bylo vhodné se dale

zabyvat.

6.2.4.5 Fykobiliny

Vysledky jsou uvedeny v grafu 13 a tabulce 9.

Pro porovnani z&kladnich spektralnich viastnosibliylinovych struktur byly zvoleny
molekuly fykoerytrobilinu a fykocyanobilinu (viz cwzova piloha). Zasadni rozdil mezi
témito molekulami je v délce chromoforu. Fykoerytiabiobsahuje jeden nasycenyastek
(-CHy-) a ostatni nenasycené (-CH=) a fykocyanobilinudgchny nistky nenasycené, tudiz
délka chromoforu u fykocyanobilinu jeitéi. Vzjemny vztah mezi éma spektry je ve



shod s experimentalnimi daty. Shoduje se i zavislostolpy absorpniho maxima na délce
délky chromoforu, kterou jsme ziskali u molekulrdtani (viz 4.2.4.4 — vliv délky
chromoforu).

fykoerytrobilin fykocyanobilin

oscilatorova sila (a. u.)
oscilatorova sila (a. u.)

y L
e — , : , I : - : ,
300 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500 550 600

vinova délka (nm) vinova délka (nm)

Graf 13: Absorgni spektra fykobiliza.

DalSim rozdilem mezi molekulami je & vazeb na protein. Wipad
fykocyanobilinu je mozna pouze jedna vazbaiipart fykoerytrobilinu je mozné jeho
navazani na protein jakgs jednu vazbu tak prastinictvim dvou vazeb. | tento fakt byl ve
vypoctech uvazovan. Pro lepSi srovnani vlivu vazby ratgim na elektronovéipchody u
molekuly fykoerytrobilinu, byla ponechana jeho ktura z gedchoziho vyp&tu (se démi
vazbami na protein), pouze jsme & pocet vazeb a celou strukturu znovu optimalizovali.
Z nasledujici tabulky je vid, Ze poloha prvniho absamiho pasu, zodp@dného za absorpci
molekuly, se tém neznéni. Povaha dalSichi@chodi je ale vyraza jina, nejde ale o

piechody intenzivni a tak k celkova absorpci newaiky prispsvek.

Vypo €tena data Experimentalni data [3]
fykocyanobilin fykoerytrobilin (2ak) [fykoerytrobilin (1ak) fykocyanobilin (fykoerytrobilin
A (nm) f(au) | A(m) f(au) | A(m) f(a.u.) A (nm) A (nm)
510,47 1,4598| 466,37| 0,8555| 465,78/ 0,8334 615 562
423,59| 0,0965{ 390,39] 0,0013] 377,54/ 0,0183 552 497

374,13] 0,0560, 376,97 0,0202] 349,34 0,0043
359,05 10,0042 348,38/ 0,0050, 333,24/ 0,0191
353,53 0,0005 332,84 0,0046| 332,44 0,0004
350,75 0,0041] 32596| 0,0075 325,79 0,0456

Tabulka 9: Souhrn vygtenych a experimentalnich dat pro molekuly fykobili
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Poloha vySSiho absanpiho pasu ervené oblasti je u vygtenych spekter posunuta
zhruba o 100 nm do modra. To lze Wt jak uZ bylo fe¢eno vySe pouZitou bazi,
funkcionalem nebo molekularnim priedim. Fykobiliny jsou ale na rozdil od ostatnich
pigmenfi kovalent vazany k proteitim, a proto jsou jejich absapi vlastnosti ovliviny
z velké miry fisobenim bilkoviny nez samotnou strukturou pigmebtumolekul fykobilin
byl jsme zaznamenali, Ze modry posuv Wteaych od experimentélnichiqehod je
nejwtsi. Tento posuv oproti experimentalnimtsatmize byt zgisoben tedy tim, Zze nami
pocitané prostorové usp@dani atom pigmentu je pravipodobré odliSné od struktur
pigmentu v biologickém vzorku. Na nasledujicich &dmich je vliv proteinu znazofn
v ¢asti B.

A B

Obr. 13: A Absorp’ni spektra fykoerytrinu (PE), fykocyaninu (PC) #oBlkocyaninu (APC)B Vliv interakce
fykobilinu s proteinem na absafd spektra.

Vzijemna poloha pésobou molekul odpovida experimentu. Hlavni ab&orpéas
fykoerytrobilinu je o 44nm v modré oblasti oprotiejgému pasu u fykocyanobilinu.
V experimentalnich datech je tento posun 53nm. ®élkromofor fykocyanobilinu je delSi
nez délka chromoforu fykoerytrobilinu a spektra insg¢jnou zavislost polohy absérpho
pasu na délce chromoforu jako je tomu u molekubtaroidi a odpovida tedyd@kavani.

Velikosti absorpnich pad neporovnavam s experimentéalnimi daty (viz obrazek)
protoZe jsou z uvedeného Zna zavislé na konkrétnim usfaani molekuly.
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7. Zaver

RCPS I

V praci jsou prezentovany vygena spektra vybranych¢asti chlorofylo-
feofytinového komplexu RC PS Il z modelu 1DOP. Spekmonomernich jednotek byla
spaitena semiempirickou metodou ZINDO a ab initio metodFT pomoci funkcionalu
B3PW91. Spektra dosazena metodou ZINDO jsou poédwiae docervené oblasti, spektra
ziskanad pomoci metody DFT vice do modré oblastotoxperimentalnim hodnotadm pro
molekulu chlorofylua. Ukazala jsem, Ze na ziskané elektronové spektmanvliv rovrez
kvalita pouzité baze v DFT met&dNa velikosti této baze pak zavisi také velikostdného
posuvu. S ohledem na tento posuv jsou vigmé elektronové ipchody v souladu
s experimentalnimi poznatky.

Semiempirickou metodu ZINDO jsme pouzili i n&tdi systémy z chlorofylo-
feofytinového komplexu RC PS Il — dimer, trimergtramery a hexamer, které vzdy
obsahovali centralni dimer. Byly nalezeny rozdilgainspektry skupin pigmeintv aktivni a
neaktivni ¥tvi RC. Qtekavany posun absapich ¢ar (od chlorofylua) charakteristicky pro
P680 byl nalezen pouze u centralniho dimeru. Pbgligrovnavan s vypisenym spektrem
chlorofylu a, kde byly ged vyp@&tem elektronovych igchodi energeticky optimalizovany
vSechny sotadnice. Pozorovany posuv spektralnich linii bydtgi mensi, nez jaky se udava
pro P680 od chlorofyla. U ostatnich systéimnebyl zadnyerveny posuv nalezen. Z toho je
mozné usuzovat, Ze P680 jei®o pravdpodobr pouze centralnim dimerem.

V dalSim studiu by bylo vhodné uvedena spektrararyfoch ¢asti (dimer, trimer,
tetramer, hexamer) spist nékterou ab initio metodou a kit pozorované zavislosti a
vhodnost pouZziti ZINDO metody natéi komplexy. Vyznamnym roz&nim vysledik by
bylo také zahrnuti okoli pigmentovych molekul dg§ta a posouzeni vlivu na elektronove
piechody.

V sowasné dob probiha studium elektronovyclgzhodi monomernich a dimernich

jednotek ve forra radikaf.
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Pigmenty

Spektra molekul pigmeitt(chlorofyli, bakteriochlorofyl, karoter a fykobilini) byla
spaitena na metodou DFT.

Opet jsme se setkali s posuvem vyfenych hodnot od experimentélnich dat, ktery je
mozZno povazovat za vliv pouzité baze. Hodnota posoyla charakteristicka pro danou
skupinu pigmerit. S ohledem na tuto skdteost je ¥tSina vyp@tenych hodnot v souladu
s experimentalnimi daty. Posuzovali jsme vliv stouik na spektralni vlastnosti molekuly.
Sledovanymi zavislostmi bylaripomnost éiznych substitueit délka chromoforu a vybrané
modifikace struktury. Tyto zavislosti jsou rasv dobré sho#l se zavry z nangienych

spekter.
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9. Priloha A

9.1 Fotosyntetické pigmenty — obrazovaifloha

A.1 Chlorofyly - Schematicky zakreslené struktury

Obr. Al: Schematické znazemn struktur chlorofyi.
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A.2 Chlorofyly — molekulové sktruktury

chlorofyl a chlorofyl b

chlorofyl c3 chlorofyld

Obr. A2: Pouzité struktury molekul chlorafyl
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A.3 Bakteriochlorofyly - Schematicky zakreslené suktury

[0}
o] GCQOOCH;4

[}
\/\‘/\W\/\r
HaC H HsC H

bakteriochlorofyl a

Behl ¢ Ry=Me; Ro=Et,Rs=Me, R;=Me; Rs=farnesyl

Behl d Ry=Me; Ra=Et, Rz=Me,R,=H; Rs=farnesyl

Behl e R1=CHO; Ry=El, R3=El; Ry=Me; Ry=farnesyl

bakteriochlorofyl c, d, e

§ 0
0 COOCH,

o
H:C H H,C H

bakteriochlorofyl b

0
COOCH3
Oj:h:{arnesyl

bakteriochlorofyl g

Obr. A3: Schematické znazém struktur bakteriochlorofyi.

79



A.4 Bakteriochlorofyly — molekulové struktury

bakteriochlorofyle bakteriochlorofylg

Obr. A4: Pouzité struktury molekul bakteriochloddfy
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7

Obr. A5: Schematické znazém struktur karotenoid.




A.6 Karotenoidy — molekulové struktury

fytoen neurosporen

lykopen [-karoten

zeaxantin anteraxantin

violaxantin peridinin
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fukoxantin

Obr. A6: Pouzité struktury molekul karotenid
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A.7 Fykobiliny - Schematicky zakreslené struktury

Obr. A7: Schematické znaz@ém struktur fykobilig.

A.8 Fykobiliny - molekulové struktury

fykoerytrobilin fykocyanobilin

Obr. A8: PouZzité struktury molekul fykobitin
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Computational Study on Spectral Properties of the Selected Pigments from Various
Photosystems: Structure-Transition Energy Relationship

Zuzana Vokatova and Jaroslav V. Burda*

Department of Chemical Physics and Optics, Faculty of Mathematics and Physics, Charlessiiyi
Ke Karlovu 3, 121 16 Prague 2, Czech Republic

Receied: February 28, 2007; In Final Form: April 21, 2007

In this study, the most important kinds of pigments (chlorophylls, bacteriochlorophylls, phycobilins, and
carotenoids) from various photosystems were explored. For the most stable conformations, electronic transitions
were determined at the TDDFT/6-3G(d) level with the B3PW91 functional and compared to measured
spectra. The group of carotenoids was also investigated at the TDA/TDDFT level with the BLYP functional.
The energies of QXransitions are systematically blue-shifted by about 500 nm in the case of (bacterio)-
chlorophyll and pheophytin molecules. Nevertheless, the correct relative order of the Q lines among various
chlorophyll types was obtained through comparison with experimental results. Much better agreement was
obtained for the Soret band, for which the differences between calculated and measured transitions were at
most 35 nm. In the case of phycobilins, the first transition line was estimated to be at lower frequencies
(around 500 nm) with a very similar blue shift of about 100 nm from experimental values. The influence of
anchoring cysteine side chain(s) was found to be marginal. A dominant effect of the linear polyene chain on
the determined spectral lines was found in the case of carotenoids. Nevertheless, the ifpaale$ and

epoxy and keto groups is clearly visible as well. The high intensity of the first allowed transition matches
different characters of the HOMO and LUMO. In the case of fucoxanthin, the TDA method also predicts the
B, state to lie below the 1B state. Because the shift of electron transitions is approximately proportional

to the size of ther-conjugated system, the shift of the calculated transitions compared to experimental values
is practically constant for the same excitations of (bacterio)chlorophyll and phycobilin molecules. However,
this is not true for carotenoids, for which both the transition energy and the shift of the transition vary with
the number of conjugated double bonds.

Introduction base porphyrin; see, for instance, refsZ4. These calculations

are usually used for method-testing purposes, and up to now,
fthey have usually been too demanding for larger pigment
molecules or their aggregates. The electronic spectra of chlo-
rophyll a have been explored in many studies, including those

Photosyntetic pigments represent the lifeblood of all photo-
authotrophic organisms. There are basically three classes o
photosynthetic pigments: (bacterio)chlorophylls, carotenoids,
and the smaller but still important phycobilihhese pigments of Hasegawa et at5 who used the relatively high-accuracy

have been studied for many years, and several investigators hav% AC-CI (symmetry-adapted cluster-configuration interaction)

been recognized with Nobel Prizes in the distant and even recent Ew
past for elucidating the importance of the subject. Despite the method, and Parusel and Gri ho compared chlorophyll

great effort devoted to this subject, there is still much room for a.and'pheophytln. The orlen'tatlon.of two porphyrin rings in a
. . . dimeric arrangement was investigated and compared with
further exploration. We decided to examine the electron experimental data (Raman spectroscopy) by JeongZt al
transition spectra of individual structures and the relationship P ) ) P Py .y 9 )
between structure and transition energy in the above-mentioned SPectroscopic properties of some bacteriochlorophgils,(
pigment classes. c_1—3, andd) were studied using a semiempirical approach by
peLinnato et ak®#Later, they extended the explored systems to

found in many papers, monographand spectral encyclope- self-organized aggregates of bacteriochloropﬁ%;ud th.e.LH
dias? Because this work has a computational character, we !l antenna structur& Cory et al*2 determined semiempirically
concentrate here mainly on the theoretical studies dealing with €!€Ctronic excitations in larger aggregates of bacteriochloro-
spectra predictions (or estimations) performed on the chosenPhYllS. Accurate TDDFT (time-dependent density functional
pigments and their models, using measured spectra for com-theory) calculations of chlorophyd and bacteriochlorophyb
parison and approximate error estimation. spectra have been published by Sundh®i.

For (bacterio)chlorophylls, the very first calculations were  In the case of (bacterio)chlorophyll molecules, for a com-
performed by Gouterman and co-worketson the porphyrin parison with experimental data, we used measurements of
ring, introducing the four-orbital model. Following these initial absorption spectr&;* circular dichroisn?’ and fluorescence
efforts, many other researchers have performed calculations a@ind absorption spect?&3?
various levels using different models frequently based on free-  Phycobilins belong to the second group of pigments that are
present in photosynthetic complexes. Phycobilins are linear
* Corresponding author. E-mail: burda@karlov.mff.cuni.cz. open-chain tetrapyrrole systems anchored in proteins. An

Experimental electronic spectra of these compounds can

10.1021/jp071639t CCC: $37.00 © 2007 American Chemical Society
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interesting recent study addressed the spectral characteri- on the corresponding biological environment. Also, several
zation of phycoerythrin in combination with quantum chemical structures of a given (bacterio)chlorophyll type were found to
calculations. Another study investigated regulation of the have similar total energies. One of the rare exceptions, for which
absorbed excitation energy by chlorophyll and phycobilin. Their several high-resolution X-ray structures are available, is the
models are based on X-ray structures of PS I, PS I, and molecule of chlorophylb. Our model structures were adopted
allophycocyanirf! from 1DOP pdb structure. In all investigated (bacterio)-
Carotenoids are the last family of photosynthetic pigments chlorophyll conformers, the phytyl chain was excluded from
that we examine in this study. Molecular structures of selected consideration. Instead, the methyl ester anchoring group was
carotenoids were previously calculated semiempirically (AM1) used in the models. This can be assumed to be a reasonable
by Hashimoto et at? The obtained structures were compared approximation, as it follows from our preliminary calculations
with geometries from X-ray crystallography. Similarly, in the as well as from other studies (e.g., ref 69). For the other
work of Wang et al?? structural characteristics and (stacking) chlorophyll types, the original chlorophyk ligands were
stabilization energies were explored using the MP2 approach.replaced by appropriate substituents to create the required
The role of beta-carotene in the quenching of singlet oxygen models. In the determination of pheophyéinthe structure of
was examined in a stuéusing the DFT method. Great effort  chlorophyllawas taken as a starting point, with the Mgation
has also been devoted to calculations of electronic spectra. Insubstituted by two protons.
the study of He et af$ the complete active space SCF Inthe case of the phycobilin group, two representatives were
(CASSCF) technique was employed on the low-lying excited considered, as shown in Figure 3. The initial structures were
states of the carotenoid rhodopin glucoside (RG). The results obtained from the Protein Data BaffkBecause phycobilins
showed that the lowest triplet state energy of the RG is below can adopt many spatial conformations, the crystallographic
0.78 eV. The authors also found a significant blue shift of the structure of phycocyanobilin was chosen as a starting point to
energy of the second excited singlet state (S2) in this carotenoidpreserve the biologically relevant arrangement of the pigment.
under the influence of bacteriochlorophylls. In another wiSrk, The models of phycoerythrobilin originate from the same
theoretical and experimental approaches were combined tostarting structure with replacement of the different substituents
demonstrate some correlations between AM1 calculations andand reduction of the double bond between the C and D pyrrole
NMR spectroscopy. A large number of studies on carotenoid rings. In the case of phycoerythrobilin, two forms were
spectra have been published by the Fleming gréu}, who considered: anchored through a single covalent bond to the
used both experimental and theoretical tools. Their quantum sulfur atom of cysteine side chain and/or with a pair of covalent
chemical calculations were done in collaboration with the group bonds as depicted in Figure 3.
of Head-Gordor¥?"** In one recent studi€$, TDDFT and TDA/ In the case of carotenoids, nine pigments were chosen; they

TDDFT (Tamm-Dancoff approximatiorff calculations were  are displayed in Figure 4. Selection of these pigments allows

used for the exploration of the energy transfer from the S1 state for clarification of the influence of different structural elements

of peridinin to chlorophyll in photosystem (PS) I. on spectral characteristics. The all-trans conformation was used
Although the TDA cannot generally be considered superior for linear carbon chains. The other substituents (e.g., xanthophyll

to the full TDDFT method, in carotenoids, it performs better andg-cycles) were constructed according to the basic “hybrid-
because of the fact that full TDDFT overestimates the interac- jzation” rules, and the lowest-energy conformers were chosen

tions of close-lying states, as pointed in a study by Hirata and for subsequent analysis.

Head-Gordort® . . ' Because all of the conformers represent quite an extended

Failures of the TDDFT method applied to dimers of pigments et of large molecules, several subsequent geometry optimiza-
from photosystems and their models have been published, €.9.tions were performed, making the selected set of conformers
by Dreuw et af® The problem results from unphysical charge gradually smaller. The lowest-energy structures were finally
transfer, which generates low-lying “ghost states”. A remedy yeoptimized at the B3PW91/6-31G(d) level of theory. For these
was recently suggested by Cai efal. molecules, absorption spectra were determined with time-

In the present study, a systematic determination of TDDFT gependent density functional theory (TDDFT) using the same
electronic spectra was performed for the most common (bac- functional and the 6-3£G(d) basis set. The B3PW91 functional
terio)chlorophylls, phycobilins, and carotenoids. The main goal and basis set were chosen on the basis of our previous
of this study was a comparison of pure electron transition calculations on free-based porphine systéhid.The diffuse
energies of isolated (optimal gas-phase) structures without anyfunctions were found to be of key importance for the determi-
influence of neighboring peptide molecules, other pigments, or nation of electron transitions, as described in many other studies
solvation effects using the same method and basis set. In this(e g., refs 72 and 73).

way, all undesired shifts can be suppressed, and genuine A cajculations were performed using the Gaussian 03
characteristics of individual structures can be elucidated. program package.

Pigment Isomers/Conformers. Many relevant structures
were considered in the first optimization step (HF/3-21G). In

First, several conformers of each pigment were chosen to find the next step, reduced sets of conformers (usually fewer than
a global minimum. A structural database [Protein Data Bank five) were considered, and the lowest-energy structures were

Computational Details

(pdb)] was used to obtain appropriate initial structures. reoptimized at the B3PW91/6-31G(d) level.
This selection was important in the case of the various In the case of chlorophyl, a pair of conformers with cis
conformers of chlorophyll (types, b, c1—3, d) and bacterio- and trans orientations of the €D carbonyl bond in the

chlorophyll (typesa, b, ¢, d, e, g), whose structures are presented formaldehyde group with respect to the C8 site (for the atom
in Figures 1 and 2, respectively. Usually, several arrangementsnumbering, see Figure 5) exhibits a small energy difference
were possible, and it was not completely clear which could be (about 1 kcal/mol). Global minimum of chlorophydlrepresents
excluded based on an exploration of the structural databaseconformer with the oxygen from the COH group in a trans
because the described conformations usually depend stronglyarrangement with respect to the C8 atom. In this orientation,
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Figure 1. Structural formulas of the selected types of chlorophyll molecules.

the COH group is slightly less repelled by the surrounding pro- 12a. Such a distribution of electron transitions is responsible

tons and is better “incorporated” into theelectron-conjugated
system of the porphyrin ring. All lines in the spectrum of the
cis conformer are mildly blue-shifted in comparison to those in
the spectrum of the trans conformer (see Figure 6).

Electron Transition Spectra. For the global minima of the
selected pigments, six electron singisinglet transitions were
computed with the TDDFT method. In the discussion, usually
three lines corresponding to visible (allowed) transitions are

for the typical green or blue-green color of most chlorophyll
pigments.

The calculated values of spectral lines are systematically blue-
shifted in comparison to the experimental values by abott 60
80 nm for the band Qand about 2630 nm for the Q and
Soret bands. Nevertheless, it is clear that a fairly good qualitative
agreement with experimentally measured spectral lines has been
obtained. In particular, the relative positions of spectral lines

compared with experimental data. The full sets of transition lines depending on various structural parameters (ligands) are in a
are drawn in Figures 711 for chlorophyll molecules, bacte-  very good accord with measured data for all chlorophyll types
riochorophylls, pheophytin, bilins, and carotenoids, respectively. (both Chl and BChl).
Numerical values together with intensities and experimental data Chlorophyllais the most common chlorophyll pigment, and
are collected in Tables-34. In the case of carotenoids, it is jts spectrum is well established. The calculated values of the
known from many studies (for instance, refs 54, 63, 74, and Q,. Q, and B lines (B lines represent an edge of the Soret band)
75) that the TDDFT approach does not give the correct order jie 4t 583, 539, and 398 nm, respectively. The measured intensity
for the S1 and S2 states. Therefore, TDA methods (as of the Q band (about 0.23) is in good accord with our resuilts.
implemented in Q-Chem 3f) were used with the same basis  However, we failed to reproduce the intensity of the Soret band
set and the non-hybrid functional BLYP. of about 1.1 (similarly to some other researchers, e.g., ref 69).
Nevertheless, in another measured spectrum (cf. Figure 12a),
the intensities of both the y@nd Soret bands are much closer
Chlorophylls. The spectra of chlorophyll molecules consist to each other, in accord with our calculations.
of two basic absorption bands. A most complex band, located From an analysis of molecular orbitals (MOs) and individual
in the blue region, is called the Soret band and is composed oftransitions it follows that the four-orbital model of Gouterman
several electron transitions. The other(s), called Q band(s), canand co-workers can be still recognized as a reasonable ap-
usually be found in the red region. Their typical positions and proximation even within the TDDFT model. The first two
intensities can be seen in the experimental spectra in Figuretransitions of chlorophylls (and also of bacteriochlorophylls and

Spectral characteristics
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Figure 2. Structural formulas of the selected types of bacteriochlorophyll molecules.

—Cys— COOH COOH the Mg—porphin HOMO (for the shapes of frontier orbitals,

\s see Figure 13ad). This can be generalized for all chlorophylls
and bacteriochlorophylls with the exception of the Chl ¢ family,

in which the same order of frontier MOs as in Mporphin

was found. However, these three systems have closer structural

relationships to Mg-porphin than to the chlorin molecule (see

below). Also, the near-degeneracy of the Mgprphin HOMO

and HOMO-— 1 can be traced in the smallest energy difference

of the HOMO and HOMO- 1 orbitals (less than 0.1 eV) in

(@]
I—z »
I—z ©
I—Z O |

)

the case of chlorophylt. The other frontier orbitals preserve
phycocyanobilin the same character in all of the kinds of chlorophyll molecules

considered herein. In structures without thg, symmetry of
—Cys— COOH  COOH —Cys—— Mg—porphin, the LUMO and LUMO+ 1 are no longer
é & degenerate. This is in accord with the older theory, according

to which such an MO crossing results from the removal of
\ Y \ symmetry in passing from porphin to chlorin and bacteriochlorin
— models, as depicted in Figure 14. However, such a simple theory
%\A B \ c is not able to explain in detail the differences between individual
o N AN N VY N/ types of chlorophylls and bacteriochlorophylls that are known
| | from measured spectra and are computationally reproduced here.
H H H Chlorophyllb differs from chlorophylla in the C7 substituent
phycoerythrobilin group, where the methyl group of chlorophglis replaced by
Figure 3. Structural formulas of the investigated phycobilins the formy! group.

' ' In comparison with Chl a, a ligand variation causes a blue
pheophytins) are always based primarily on these four MOs. shift of the Q band of about 10 nm and a red shift of the Soret
The individual electron transitions can be compared with spectra band of about 25 nm. From the orbital energies, it can be seen
of the Mg—porphin moleculé® 11t can be noticed that HOMO that the formyl group with the €0 double bond affects the
has features of the@HOMO — 1 orbital in symmetrical Mg conjugated system of chlorophyt, decreasing the HOMO
porphin and, inversely, HOMG- 1 has the character ofgof eigenvalue by about 0.3 eV. Otherwise, its character remains
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Figure 4. Structural formulas of the investigated carotenoids.
the same as in the Chl a molecule. However, the elongation of shift of both the occupied and virtual frontier orbitals toward

the r-conjugated system in the presence of the formyl group lower values, resulting in an actual blue shift of the first Q
influences not only one MO. TheCHO group causes an energy line with a reduced intensity. The red-shifted transitions in the
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line is very similar to that of the (Jine of chlorophylla. The

Q transition lies relatively very close to the,®and for all
three structures, less than 10 nm. This is again a consequence
of the higher symmetry of the porphyrin ring.

Chlorophylld differs from chlorophylla in the C3 position,
where the formyl group is present instead of the vinyl group.
In this way, chlorophyld can be considered as an intermediate
between chlorophyla and bacteriochlorophyk (in terms of
both spectral transitions and structure). The Q absorption lines
exhibit a larger red shift than in any other chlorophyll. This is
the only chlorophyll with a calculated ,Qransition over 600
nm. The explanation lies in the fact that the formyl group
influences all frontier orbitals (both occupied and virtual),

chiorophyll a (IUPAC) shifting their orbital energies to lower values. In particular, the
Figure 5. Chlorophyll a atom numbering according to IUPAC  €igenvalue of the LUMO displays the lowest energy among the
conventions. whole set of examined chlorophylls. Theorbital of the formyl
group is incorporated into the-conjugated system of the
porphyrin (or chlorin) ring where an elongation of the appropri-
ate lobe is clearly visible (cf. Figure 13e). The same effect of
' the formyl group can be also seen in the case of bacteriochlo-
, rophyllsa andb.

c Bacteriochlorophylls. The electronic spectra of the bacte-
; riochlorophylls are depicted in Figure 8 and in Table 2. The
Vo basic structural difference between chlorophyll and bacterio-

: chlorophyll groups lies in the reduced B and D pyrrole rings

' : (whereas in chlorophylls, only the D ring is reduced). Therefore,

00 I : bacteriochlorophylls have a more perturbelectron system
L all 1 . ; —l than chlorophylls. This should seemingly lead to the absorption
400 430 el of light with shorter wavelengths. However, this conclusion is
Figure 6. Lines of electron transitions of the chlorophyllmodel not complgtely Corr?Ct because the. consequence§ of the per-
molecules: positions of the COH group for the trans conformer (solid turbed conjugated ring are not so simple and straightforward.
lines) and the cis conformer (dashed lines). Moreover, the shortening of wavelengths can be observed only
in the case of the Soret band. In contrast, théand displays

Soret band exhibit practically doubled intensities. The ratio of & red shift in accordance with the experimental spectrum (cf.
oscillator strengths of the,®and to the Soret band is markedly ~Figure 12b). The explanation of this red shift can be sought in
smaller for chlorophylb than for chlorophylia. This resultis ~ the fact that, in the HOMG- 1 (with &, character) of Mg-

in very good agreement with the experimental datZhe porphin, the patomic orbitals (AOs) of carbons C7, C8, C17,

analogous-CHO group is also present in bacteriochlorophyll @nd C18 (for atom numbering, see Figure 5) are involved. A
e, displaying a similar blue shift of the,®and within the BChl reduction of these C7C8 and C17#C18 bonds causes this MO

c—e family. to become increasingly less stable in passing to chlorin (or
Chlorophyll ¢ molecules exhibit larger variability than the chlorophylls) and bacteriochlqrin (or bacteriochlorophylls) (see
other chlorophylis. The isoprene tail, which is usually used for Figure 14). Because the original HOMO,{pof Mg—porphin
anchoring in the protein matrix, is not present. The pyrrole D IS Not affected by the reduction of the-C bonds, the order of
ring is not reduced and thus the chlorophydisnore closely ~ the HOMO and HOMO- 1 is exchanged in chlorophyll and
resemble the porphyrin system of the Mgorphin molecule, bacFenochI_orophyIl _ molecule_s. Similarly, only one of the
whereas the other chlorophylls are derived from the chlorin Original  virtual orbitals contains the,AO of the same carbon
system instead. This higher symmetry of thelectron system  &toms (C7, C8, C17, C18). Thus, only this virtual orbital is
explains why the spectral properties of chlorophylideviate desta}blllzed in an analogous manner. Therefore, the LUMO is
from those of the other chlorophyll types. Also, as mentioned Practically unaffected, whereas the energy of the LUMQ
above, the order of the HOMO and HOMO1 corresponds to ~ INcreases when a _reducnon of these two carbon bonds occurs
the electronic structure of Mgporphin. These modifications (- Figure 14). This means that the gap between the HOMO
of chlorophylisc substantially influence the spectral transitions. &nd LUMO is actually smaller in bacteriochlorophyll than in
They are responsible for stronger absorption in the Soret bandchlorophyll systems, leading to,@bsorption at longer wave-
(390-440 nm) and a reduction of the two Q bands in the visible 1€Ngths in bacteriochlorophylls.
region above 500 nm. The,@and is substantially reduced, It is interesting to notice that the position of the kand is
and its intensity is almost eliminated. fairly stable, between 530 and 560 nm, regardless of whether
Mutual differences between chlorophylts correspond to  chlorophylls, bacteriochlorophylls, or pheophytins are consid-
different substituents on carbons C7 and C8, as can be seergred. Only the intensity is noticeably higher in the case of
from Figure 1. Whereas typed andc2 exhibit the most blue- ~ bacteriochlorophylls andb.
shifted Q band of all of the chlorophyll systems, both ligands All of the spectra of the bacteriochlorophylls calculated at
of chlorophyll c3 have double bonds that interact with the the TD-B3PW91/6-3+G(d) level are collected in Figure 8.
m-electron system of the porphyrin ring, causing a visible red Generally, the computed transitions are blue-shifted from the
shift of the Q transition (by about 13 nm) in comparison to measured absorption spectra, with an average shift of about
that of thecl andc2 molecules. The energy of this spectral 80 nm.

0.5

oscillator strength (a. u.)
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Figure 7. Computed (TDDFT) electron transitions of chlorophyll molecules.

Bacteriochlorophylla is the most abundant chlorophyll-  destabilization can also be observed in the HOMO with a
type pigment in the majority of anoxygenic photosynthetic character (compare the energies of the HOMO-8t188 au
bacteria and its spectrum is well-known (see Figure 12b). The for BChl a vs—0.195 au for Chl a). Moreover, the LUMO with
increase of the intensity of the Q bands relative to the Soret gy character is further stabilized by the presence of the formyl
band in comparison to the chlorophyll spectrum can be seen ingroup, as also mentioned in the case of chloroptylThat is
both the measured (Figure 12) and calculated spectra (Figuresvhy the Q band is so strongly red-shifted.

7 and 8). Bacteriochlorophyllb contains an ethylideneSCH—CHs)

A red shift of the Q band of more than 80 nm can be seen group at the C8 site, which further extends theonjugated
when transition energies are compared to the analogous spectraystem (the HOMO energy is further decreased slightly to
of chlorophylla. Nevertheless, the position of the Soret band —0.185 au, preserving the eigenvalues of the other frontier
is practically the same (or slightly more blue-shifted). In accord orbitals), resulting in an additional red shift of thg Qand.
with the four-orbital model, the calculated Q band is constituted This pigment absorbs at the longest wavelength of any known
predominately only by the HOMG~ LUMO transition; the chlorophyll type, i.e., according to our results, at about 700 nm
contribution from the HOMO- 1 — LUMO + 1 transition is (the experimental value is 794 nm). In comparison to BChl a,
markedly reduced (to the value of about 0.2) in comparison to the Soret band is accordingly also red-shifted (the edge starts
that in chlorophylls (where this contribution is usually about at about 400 nm). The B line is constituted mainly by the
0.4). This is due to the increased gap of the unaffected orbital HOMO — LUMO + 1 electron transition.
with a;, character and the destabilized (because of the reduced Bacteriochlorophyli€—e form an “exceptional” group similar
C17-C18 bond) LUMO+ 1 with &y character. A similar to chlorophyllsc. The porphyrin ring is reduced only partially
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Figure 9. Comparison of calculated electron transitions of chloropaydihd pheophytira.

(C7—C8 bond), in the same way as in chlorophyll systems. in the electron spectra of chlorophylls. Also, the intensities of
Therefore, the structural and spectroscopic characteristics ofthe Q bands in relation to the Soret band are substantially lower.
these bacteriochlorophylls also resemble those of chlorophylls The role of the formyl group in the case of BChl e can be
more closely. The Qband is positioned just below 580 nm clearly recognized from even more reducgdr@ensity because
and is composed of both the HOM© LUMO and HOMO— the p. AO of the formyl carbon is visibly present in the HOMO
1— LUMO + 1 transitions with weights very similar to those and LUMO+ 1 but not the HOMO- 1 and LUMO. Thus, the
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Figure 10. Computed (TDDFT) electron transitions of selected phycobilins. Phycoerythrobilin: dotted lines for the complex with one cysteine
molecule and solid lines for the pigment with two cysteine molecules.

overlap of the relevant orbitals in the transition dipole moment the experimental spectra in Figure 12a. Our calculations failed
formula is decreased. The additional small blue shift of the first to describe the relative difference of the @sition compared
transition line is related to a larger stabilization of the HOMO to the Q band, which is about 30 nm in the measured spectra
again as a consequence of the incorporation of the formyl p but less than 10 nm in the TDDFT results (see Table 1).

AO into thes-conjugated system.

Phycobilins. These pigments can be characterized by open-

Some changes also occur in the Soret band, which is formedchain tetrapyrrole structures covalently bound to proteins (cf.

predominately by the HOM©LUMO + 1 transition. Because
the formyl p. AO is involved in both of these MOs, the in-

Figure 3). Their structures are very flexible, giving fairly
different spectral bands. This feature is partially described in

tensity of this band is increased accordingly. An apparent shift several textbooks, such as ref 78. Therefore, the relevant
toward longer wavelength can be noticed. Moreover, at the “biological structures” were taken from the Protein Data Bank.
edge of the Soret band, another transition appears in which Phycoerythrobilin and phycocyanobilin were chosen for a

the HOMO — 1 — LUMO + 1 transition dominates (its

study of the influence of structure on spectral properties. The

character is based on an inverse combination of the excitationbasic difference between these two molecules lies in the

weights of the Qline). All of the energies and intensities are

chromophore length. Whereas phycoerythrobilin has one satu-

in agreement with the experimental data obtained for all three rated bridge {CH,—) and two unsaturated bridgesCH=),

bacteriochlorophyllg?

Bacteriochlorophyllg has a vinyl group located at the C3
position as in chlorophyla. Moreover, an ethylidene group is
present at the C8 site. Bacteriochlorophylvas found to be

phycocyanobilin has all bridges unsaturated. A longer conju-
gated chromophore chain in phycocyanobilin is clearly visible

in the spectral differences between the two molecules (cf. Figure
10 and Table 3), in accordance with the experimental results

relatively unstable; it can be easily reduced by saturation of depicted in Figure 15. However, the unsaturated chromophore

the ethylidene double bond and converted into chloropéyll
In its spectrum, the (band is positioned at about 680 nm with
a prevailing HOMO— LUMO transition similar to Q of
bacteriochlorophyla. Comparing Q with the analogous band
of chlorophylla, a red shift of about 98 nm can be noticed, in

chain is far from being planar, and thus, theonjugated system

is severely perturbed, as can be seen in Figure 16 where the
optimized structure of phycoerythrobilin is shown. From Figure
3, another difference can be noticed, namely, the number of
bonds to proteins. Whereas phycocyanobilin is attached to the

accord with an analogous experimental difference of ca. 105 peptide through a single covalent bond, in the case of phyco-
nm. The edge of the Soret band is also made up of two erythrobilin, both ends are fixed in the protein matrix. However,

transitions. In addition to the usual HOM© 1 — LUMO line

this fact has no substantial effect on the electronic spectra. We

(at 388 nm), another less intense line at 396 nm can be observedalso examined the single-anchoring phycoerythrobilin. It was

Pheophytina. All chlorophylls and bacteriochlorophylls have

confirmed that the number of anchoring bonds has no substantial

their own pheophytin or bacteriopheophytin variants. Structur- influence on the transition spectrum, as can be seen in Figure
ally, the only difference lies in the absence of the magnesium 10 and Table 3. The predicted spectral lines are in good
cation in the center of the porphyrin ring. In this study, the agreement with the measured data. The estimated position of

electron spectrum of only the pheophytan molecule was

the first line is blue-shifted by about 100 nm from the

explored for the purpose of comparison with the most common experimental values. Comparing the two phycobilins, the relative

chlorophyll a. In Figure 9 and Table 1, the spectrum of
pheophytina is presented. The spectra of chlorophgland
pheophytina exhibit prominent similarities. Small but significant

positions of spectral lines also agree well with experiment. The
first spectral line in phycoerythrobilin is blue-shifted by about
44 nm from the corresponding line of phycocyanobilin, in fairly

differences are in good agreement with analogous differencesgood accord with the experimental shift of 53 nm. The intensities
found in the measured spectra in Figure 12a. The Q transitionsof these lines are not of great concern because they depend
are more intense in chlorophyll than in pheophytin. The strongly on the structure. Moreover, the effect of the environ-
oscillator strengths for the first and second transitions of ment is also more important in these molecular systems.

chlorophyll are more than 30% larger. Similar results were also

published by Hasegawa et &t Parusel and Grim& and

Carotenoids. The common feature of carotenoids is a linear
chain with a varying length of unsaturated conjugation. Caro-

Sundholm?® Because the AOs of the magnesium cation are not tenoids have relatively simple absorption spectra. They usually

involved in any of the frontier MOs of the-conjugated system,

have three absorption bands corresponding to transfers from the

the small differences between the chlorophyll and pheophytin lowest vibration level of the ground state to the three lowest
spectra can be readily understood. Also, an approximately 2 vibration levels of the first excited statéBecause the vibration

times larger intensity of the Soret band with respect to the Q problem was not considered in our study, only the position of
band was obtained for pheophytin, which is in agreement with the first spectral line can be compared to experimental data.
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TABLE 1: Experimental Data and Computed (TDDFT) TABLE 4. Experimental Data® and Computed Electron
Electron Transitions for Chosen Chlorophyll Structures? Transitions at the TDA/TDDFT(BLYP)/6-31+G* and
TDDFT(B3PW91)/6-31+G* Levels for Carotenoids
Chla A [nm ] in diethyl ether 662 578 430
A [nm] 583 539 416 398 395 391 phytoene A [nm ] in hexan 297 286 276
oscillator strength 0.24  0.03 002 021 0.03 035
TDA A 356 354 352 350 349
Chlb A [nm ] in diethyl ether 644 549 455 []?m ]
A [nm] 573 548 436 423 417 393 oscillator strength 005 0 002 002 0
oscillator strength 0.14 0, 040 005 075 0.02 full A [nm] 310 271 269 265 260
Chl ¢l L [nm ] in diethyl ether 628 578 444 oscillator strength L7 001 001 002 0
A [nm] L Byl neurosporene A [nm ] in hexan 468 440 415
nsctl]am.r sn'lcnglh 0.03 . 034 0.66 0.21 014 TDA A [nm] 507 520 475 468 465
Chl ¢2 & [nm ] in diethyl ether 628 579 448 i fi
A [nm] 571 S68 425 419 410 399 oscillator strength 044 531 o001 0 00
oscillator strength .02 0 067 069 005 002 full A [nm ] 548 463 355 349 343
Chl ¢3 & [nm ] in diethy] ether 626 586 452 oscillator strength 3.83 0.04 008 005 0.
A [nm] 584 579 443 426 419 408 lycopene A [nm ] in hexan 502 470 444
sci ; 5 770 ; :
tm:ll]ato_r str.cnglh of .01 (.55 ' 0.3 .02 TDA A [nm] 694 608 506 488 488
Chld A [nm ] in diethyl ether 668 - 447 ¢
A [nm] 605 562 424 413 406 401 oscillator strength 001 607 094 0 .
oscillator strength 023 005 00l 038 005 0 full A [nm | 621 528 409 393 371
Pheoa A [nm ] in diethyl ether 672 540 416 oscillator strength 450 0 011 0 8I6
A [nm] 580 533 422 391 387 381 P-carotene A [nm ] in hexan 478 450 425
oscillator strength 0.8 003 0. 045 054 03] TDA %] c17 sps a0 a7 ians
aExperimental data on gray background taken from Scheer. oscillator strength ||| e:38 sl || ozl (B0 70
. full A [nm 566 474 383 377 337
TABLE 2: Experimental Data and Computed (TDDFT) Osii”at]m TR el
Electron Transitions for Bacteriochlorophyll Molecules? = i T SR
zeaxanthin A [nm ] in ethanol 478 450 425
BChla A [nm ] in diethyl ether 773 577 358 TDA A [nm] 615 581 470 444 424
L [nm] 668 554 422 415 398 383 oscillator strength 0.05 446 137 0.00 085
oscillator strength 0.37 010 0. 0. 0. 0.13 full A [nm] 565 473 381 375 336
BChlb A [nm ] in diethyl ether 794 578 368 oscillator strength 389 0. 011 002 015
A [nm] 700 559 420 417 414 402 antheraxanthin A [nm ] in ethanol 474 445 412
oscillator strength 033 0.07 0. 0.02 0. .46 TDA A [nm ] 506 552 453 421 410
BChle A [nm ] in diethyl ether 659 = 429 oscillator strength 0.33 452 1.06 0. 025
* [r_']r]" - X ;ﬁ[; ;;'5 4;" 3':; ;‘iz 3";‘; full A [nm ] SS1 459 371 355 326
SEsLaliCStEngt . ' L oscillator strength 385 0.08 0.09 0.0] 0.14
BChld & in diethyl eth 651 423
(oo T diestryLesher violaxanthin A [nm ] in ethanol 470 440 419
A [nm] 575 536 402 398 388 370 " B g
oscillator strength 021 0.02 0. 003 056 036 s [nm ] D08 326, (201 A2 el
BChle A [nm ] in diethyl ether 647 : 458 oscillator strength 008 537 0 053 0
A [nm] 573 557 439 418 401 392 O D
oscillator strength 0.09 001 042 078 0. 0.02 oscillator strength 389 0.0 005 0 016
BChlg A [nm ] in diethyl ether 767 565 404 fucoxanthin A [nm ] in ethanol 475 449 426
& [nm] 681 539 435 409 396 388 TDA A [nm ] 582 565 496 479 428
oscillator strength 034 004 002 007 012 064 oscillator strength 0 124 359 071 0O
a Experimental results on gray background taken from Scheer. full A [nm] 529 431 400 350 328
i oscillator strength 3357 017 0.04 0.02 0.
TABLE 3: Experimental Data? and TDDFT Computed peridinin 7 [ s 485 455
Electron Transitions for Ph ilin
ectro ansitions fo ycobilins TDA A [nm ] 541 498 468 433 429
phycocyanobilin e 617 555 oscillator strength 0.55 428 005 0. 0.
A [nm] S10 424 374 359 354 350 full A [nm ] 528 426 350 335 331
oscillator strength 146 000 006 0. 0, 0. oscillator strength 345 018 005 0. 0.04
phycoerythrobilin - water 565 495
(1AA) A [nm] 466 390 377 348 333 326 aResults on gray background were taken fr@arotenoids’®
oscillator strength 0.86 0. 002 00f o0l 0.0f . . . .
phycoerythrobilin . [nm] 466 378 349 333 332 326 analysis somewhat more complicated than in the previous case
(2AA) oscillator strength 083 002 0. .02 . (.005 of tetrapyrrole Systems_ Neverthelessl Comparing the relative
aResults on gray background were taken from the Prozyme positions of the spgctral _Imes, acceptable agreement Wlth the
PhycobiliproteinsWeb paget measured spectra is achieved. The electron transition lines for

the complete set of chosen carotenoids are presented in Figure

In the computational model, only all-trans isomers were 11 and Table 4. In the TDA spectrum of phytoene, the molecule
considered. All obtained spectra exhibit a systematic red shift with the shortestz-conjugated system, some problems can be
relative to the experimental data that is roughly proportional to noticed. Whereas a pronounced intensity for the excitation to
the number of unsaturated double bonds. For the reddest line S2 state can be seen in the full TDDFT(B3PW91) results, in
the shift varies from 13 nm, for phytoene with three double the results obtained by the TDA method, the intensity of this
bonds, to 119 nm, for lycopene with/aconjugated system  transition is too low. However, a very similar spectrum was
formed by 11 double bonds. The average shift is about 70 nm. also obtained at the TDDFT(BLYP) level, demonstrating that
This variation is an unpleasant property and makes the spectralthis particular problem is instead related to the BLYP functional.
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Figure 12. Experimental absorption spectra of (a) chloroplay{t-) and pheophytira (— —) and (b) bacteriochlorophyd. All spectra measured
in diethyl ether
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Figure 14. Changes in frontier orbital eigenvalues in going from a

) ) free-base porphin such as chlorophylto bacteriochlorophyll mol-
Figure 13. (a—d) Frontier MOs of chlorophyla: MOs from 165 to ecules.

168; the 166th MO is the HOMO. (€) LUMO of chlorophyll

S1 and S2 Statesln all determined spectra, a remarkably Huckel theory. According to this concept, “gerade” and “un-
strong absorption (with high intensity) of the first visible gerade” MOs alternate regularly. This feature is largely pre-
transition was found. This line is related to the excitation from served in more accurate calculations as well. Therefore, large
the HOMO to the LUMO, which have opposite symmetry transition dipole moments can be expected for the excitation
according to the classification of unsaturated chains within between the HOMO and LUMO, resulting in a high intensity

€)
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0,8 T T T the conjugated system influences the size of the deviation
between the computational and experimental values.

Effect of #-Cycles.Lycopene angi-carotene contain-con-
jugated systems of the same length. However, in the carotene
molecule, two additiongB-cycles are present on the two ends
of the linear chain where the edge double bond is incorporated.
. Comparing the two carotenoids, the effect of fheycle can
be elucidated. It causes a blue shift of the S2 transition lines
from 608 (621) nm according to the TDA (TDDFT) method
4 for lycopene to 585 (566) nm fgt-carotene. Similar shifts can
be seen for other spectral linesftarotene as well. A smaller
oscillator strength of this transition is visible in for this molecule.
The experimentally observed difference between lycopene and
700 [B-carotene in the first absorption peak is practically the same
Figure 15. Absorption spectra of phycoerythrobilin (PE), phycocy- (24 nm) as predicted by the TDA methods. On the other hand,
anobilin (PC), and allophycocyanin (APC). the question of whethgs-carotene should still be considered
as a system with 11 conjugated double bonds remains in dispute
because two of the bonds (one at each end) are involved in
pB-cycles. Because these cycles deviate from the plane of the
system, they represent a perturbation of the conjugation.
Moreover, the spectrum @i-carotene is closer to the spectrum
of neurosporene, in terms of not only the frequencies of the
lines but also the intensity of the first visible transition.

Effect of the C3 Hydroxyl Group. Another comparison
involves zeaxanthin an@-carotene. The zeaxanthin molecule
is a derivate ofs-carotene in which two hydroxyl groups are
located on the C3 carbons of tifiecycles. The experimental
spectra of these two pigments are practically identical. This
means that hydroxyl groups have no substantial effect on the
spectrum. This can be explained by the fact that a hydroxyl

Do group cannot be incorporated inteelectron conjugation. This
Figure 16. B3PW91/6-31G(d)-optimized structure of phycoerythrobilin ~ Was also confirmed by the analysis of frontier MOs. Practically
anchored to two cysteine molecules. no expansion coefficients for the AOs of oxygen were detected
within the five highest-occupied and four lowest-energy virtual
of this transition. The second singlgt,* excitation is predicted M_Os. The estimated electron transitions are in fairly good accord
as the first one at the TDDFT level, whereas the TDA approach With the experimental spectra.
correctly inverts the order of the excited states, placing the Effect of Epoxy Groups and Xanthophyll Cycles. The
S1(2A47) excitation at longer wavelengths. The/Aline is formation of xantophyll cycles is an important feature present
associated with an electron transition from the HOMQ to in regulation processes that control the wavelength of light
the LUMO with some admixture of the HOM& LUMO + 1 absorption (rather than the intensity). In Figure 11, the blue shift
transition. This excitation has a very low intensity (invisible in ~ of the S2 transition is visible passing from zeaxanthin through
spectra), which again follows from simple "Ekel theory. antheraxanthin to violaxanthin. The shift is nearly equidistant
Because the two MOs have the same gerade symmetry, therén both the experimental and calculated values and originates
is always a very small transition dipole moment between such from the replacement of the double bond present irgtiegcle
orbitals. When the character of the unsaturateconjugated by an oxygen insertion to form an epoxy group. This causes a
system is substantially perturbed, as in peridinin, fucoxanthin, shortening of ther-conjugated system by one double bond on
and antheraxanthin, an increase in the intensity of this spectraleach side of the chain. Nevertheless, the change in energy of
line can be noticed. the first allowed transition (S2), about 25 (15) nm by TDA

Effect of the Chromophore Chain Length. As the chro- (TDDFT), is not fully comparable to the above-discussed effect
mophore chain elongates, electrons are increasingly delocalizedof the length of the chromophore chain because these double
decreasing the excitation energy. Therefore, the increasing lengthbonds are already involved ifi-cycles. Nevertheless, the
of the conjugated chain strongly correlates with a longer computed energy differences for transition to the S2 state
wavelength for electron transitions in the following order: between the three xanthines are still substantially larger than
phytoene, neurosporene, and lycopene, i.e., in carotenoidsthe corresponding experimental values as a consequence of the
without any other structural features suchfasycles. In the overestimated dependence of the transition lines on the length
case of phytoene, only three conjugated double bonds are presenf thesr-conjugated system (as mentioned above). The intensity
(with the first absorption at about 310 nm at the TDDFT level); of the S2 transition increases during the epoxidation from
neurosporene has nine (about 550 nm) and lycophene has 1¥Zeaxanthin to violaxanthin at the TDA level, in contrast to the
conjugated double bonds (with excitation energy of about 620 TDDFT results, according to which the intensity remains
nm). Also, the intensity of the line increases with the elongation practically constant. The red shift of the S2 spectral line, going
of the chromophore chain. The extension of theonjugated from violaxanthin to zeaxanthin, could be related to the
chain by two double bonds causes an increase in the wavelengttpossibility of starting a nonphotochemical quenching (NPQ)
of about 80 nm. This is slightly larger than the corresponding mechanism, expecting that the de-epoxidazed zeaxanthin forms
experimental shift (62 nm). As mentioned above, the length of an “energy sink” as suggested in ref 1. However, another
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possibility of NPQ should be stressed. The TDA results exhibit as mentioned above. Therefore, it is more difficult to estimate

a larger difference between the S1 and S2 states in theeven relative positions of various spectral lines.

violaxanthin spectrum (about 60 nm) than in the zeaxanthin

spectrum, where only a 40 nm gap was found. This means that,Conclusion

in zeaxanthin, the S1 and S2 energy levels are substantially

closer, which can clearly play a key role in NPQ mechanism. In this study, various pigments from photosystems were
Effect of Other Groups. Peridinin and fucoxanthin can be explored. The most stable conformations were chosen based

used to elucidate another structural feature of carotenoids. Both®" @ database search, with subsequent geometry optimization
contain the allenic group{CH=C=CH—). The presence of performed in several steps at different computational levels.

this group plays an important role in plants such as algae that For the global minima, electronic excitations were determined
do not contain chlorophylb in their antenna complexes. In  Using the TDDFT method at the B3PW91/6+3%(d) level. For
addition, fucoxanthin contains one carbonyl group at the C8 the group of carotenoids, the TDA approach with the non-hybrid
position, and peridinin contains a lactone group near the 8 BLYP functional and the same basis set was compared.
position, which makes the analysis of various structural groups  In the spectra of chlorophylls and pheophytin transition lines,
more complicated. The carbonyl group together with the allenic lower intensities were determined for the Q bands than for the
moiety makes the spectrum slightly red-shifted compared to the Soret band. Spectral energies of thgi@es were systematically
spectrum of violaxanthin. From Table 4, it can be seen that the blue-shifted by about 5680 nm. Nevertheless, the correct order
experimental red shift of 5 nm qualitatively differs from the of these Q lines among various chlorophyll types can be noticed
computed blue shift of 7 nm (using the TDDFT method) or 30 from a comparison with experimental results. A much better
nm (at the TDA level). However, it can be guessed that the agreement was obtained for the edge of the Soret band
relative error in the estimation of spectral lines is more than 10 represented by B transitions, for which the difference was at

nm. In the TDA-predicted spectra, another staftB(1) was most 35 nm in the case of chlorophyll

localized between'B," and 2A4. This state is mainly made Similar conclusions also hold for bacteriochlorophylls. The
up of the HOMO— 2 — LUMO transition and lies slightly Qy line is slightly more shifted, on average, in comparison to
higher in other carotenoids. the experimental transitierby about 85 nm. For the bacterio-

The experimental spectral bands of peridinin are slightly red- chlorophylls, a correct higher intensity of thg kand compared
shifted in comparison to the corresponding bands of fucoxanthin to the Soret band was obtained.
(by about 10 nm). The calculated results obtained by TDA match  In the case of phycobilins, the large flexibility of the open
this trend well. From the comparison of the similar spectra of tetrapyrrole system can lead to quite artificial electron transi-
fucoxanthin and peridinin, the superior performance of TDA tions. Therefore, obtaining the proper molecular conformation
over the full TDDFT method is apparent in this particular case from the structural database was very important. The first
of carotenoids. Some additional support for the better perfor- transition line of phycobilins occurs at substantially lower
mance of TDA can be also seen in the work of Dreuw et al. on wavelengths (by around 500 nm) and has a dominant character
increasing the length of polyene chains, in which results from (high intensity). The influence of anchoring a cysteine side chain
more sophisticated ADC(2) (algebraic diagrammatic construc- was found to be relatively small.
tions to the second order) are compafé@he TDDFT results Spectral lines of carotenoids are based on linear polyene
do not reproduce the relative positions of peridinin spectral lines, chains, which have a dominant influence on the spectra.
whereas the TDA approach fits the experimental values Nevertheless, other structural elements suclB-agcles and
substantially better. epoxy, carbonyl, and allenic groups were also investigated. It

Error Estimation of the Electron Transitions. The pre- was found that the first allowed excitation to the SB({") state
dicted first spectral lines of (bacterio)chlorophyll and phycobilin has a very high intensity because of the different characters of
molecules are usually shifted by up to 100 nm toward longer the HOMO and LUMO. According to simple kel theory,
wavelengths in comparison to the experimental results. Smallerthe even and odd characters of the MOs alternate. Therefore, a
differences can be seen for higher excitation energies. In thelarge transition dipole moment can be expected for this spectral
blue region, the error usually drops to below 40 nm. The line. In contrast, the transition to Sf2;") is, according to
differences between measured and computed lines vary for evenjthe same arguments, forbidden. Because simplekelutheory
group of pigments. However, the effect caused by various is not completely valid (carotenoids do not exhibit the symmetry
ligands within a group of pigments is easily visible. It can be of the simplified polyene model), some small intensities can
mentioned that the error in the spectral line determination is be noticed. The largest values appear in the cases of peridinin,
inherent in the chosen method, basis set, and system (herefucoxanthin, and antheraxanthin, where the influence of allenic
m-conjugated systems of tetrapyrrole structures with similar and xantophyll groups is notable.
sizes) and is therefore practically constant for these particular In the case of fucoxanthin, théB,~ state was found to lie
pigment groups. Another source of deviations between experi- between the Ag and IBu™ states; it usually lies above this
mental spectra and calculated lines is related to different state in the other investigated carotenoinds.
environments or surrounding molecules. Our calculations atthis  |n contrast to the first visible transition lines of chlorophyll
stage were performed for the in vacuo model. Considering thesempolecules, in the case of carotenoids, the S2 transition lines
aspects, a very good accuracy (small relative error for the eachare overestimated (red-shifted) by about 70 nm on average.
given spectral line) with experimental data was achieved for Nevertheless, because various groups influence the electron
the TDDFT(B3LYP) method and the chosen basis set. transitions to different extents, the error in spectral determination

In contrast to chlorophyll/phycobilin systems, the determi- is relatively larger, and so, this red shift varies markedly between
nation of the electron absorption spectra of carotenoids is relatedindividual caroteniod molecules. Recently, an experimental study
to a fundamental problem. That is, the error in spectra on the solvent effects of carotenoid spectra was reported in
determination is dependent on the examined systems andwhich shorter wavelengths should be expected for transitions
exhibits a dependence on the size of theonjugated system, in environment with dielectric constaat= 1.8°
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