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Abstrakt: Cílem této práce bylo porovnat efektivitu p°enosu tripletní excitace
chlorofyl· na karotenoidy ve vzorcích s jejich r·zným vzájemným uspo°ádáním.
M¥li jsme k dispozici vzorky s pigmenty ve fotosyntetických komplexech v thy-
lakoidních membránách a vzorky s pigmenty izolovanými a voln¥ rozpu²t¥nými
v roztoku £i koncentrovanými v micelách. Vyuºívali jsme m¥°ení £asov¥ rozli²e-
né i stacionární absorpce. Z £asov¥ rozli²ených transientních spekter vyplynulo,
ºe jediné uspo°ádání pigment· ve fotosyntetických komplexech umoº¬uje triplet-
tripletní p°enos energie z chlorofyl· na karotenoidy, a tak p°edchází vzniku reak-
tivního singletního kyslíku. V roztoku a v micelách se p°i tomto p°enosu uplat-
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absorp£ní spektra m¥°ená v r·zných dnech ukázala, ºe pigmenty v roztoku a v mi-
celách na sv¥tle rychle degradují, kdeºto pigmenty v thylakoidních membránách
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Abstract: The aim of this thesis was to compare the e�ciency of triplet excitation
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ganizations. We have used samples with pigments in photosynthetic complexes in
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or concentrated in micelles. We have measured both time-resolved and steady-
state absorption. Time-resolved transient absorption measurements showed that
only the organization of pigments in photosynthetic complexes enabled triplet-
triplet energy transfer from chlorophylls to carotenoids, and thus prevented pro-
duction of reactive singlet oxygen. In the solution and in the micelles, a collision
mechanism governs this transfer. Even though the total concentration of pigments
was comparable with the one in thylakoid membranes, the local concentration was
too low to make this triplet-triplet energy transfer e�cient. We have also studied
the degradation of the samples in time. Steady-state absorption spectra measured
in di�erent days showed that pigments in the solution and in micelles exposed to
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Úvod

Fotosyntéza pat°í mezi nejvýznamn¥j²í biologické pochody na Zemi. Jde o proces,
který probíhá nap°. v rostlinných bu¬kách a p°i n¥mº se m¥ní sv¥telná energie
ze Slunce na energii chemickou, která je pak bu¬kou dále zpracovávána. N¥které
fotosyntetické organismy jako vy²²í rostliny získávají ve²kerou pot°ebnou energii
ke svému ºivotu ze slune£ního zá°ení, jiné vyuºívají fotosyntézu pouze jako jeden
ze zdroj· energie, a to v závislosti na tom, v jakých vn¥j²ích podmínkách se
nacházejí. Jelikoº je tedy fotosyntéza hlavní zdroj energie velké £ásti organism·,
je nezbytná pro ºivot na Zemi obecn¥ [1].

Z fyzikálního hlediska jsou d·leºité p°edev²ím primární fáze fotosyntézy, a to
zachycení fotonu slune£ního zá°ení, jeho p°em¥na na excita£ní energii a p°enos
do reak£ního centra, kde dojde k separaci náboje. T¥chto proces· se ú£astní foto-
syntetické pigmenty - chlorofyly a karotenoidy. Chlorofyly slouºí práv¥ k zachycení
fotonu a následnému p°enosu excitonu. Karotenoidy tuto funkci také zastávají, ale
navíc mají velmi d·leºitou ochrannou roli, zejména jsou schopny chránit bu¬ku
p°ed vznikem reaktivního singletního kyslíku. Ten po²kozuje organické molekuly
v bu¬ce a jeho p°ítomnost je zde tedy neºádoucí. Chlorofyly a karotenoidy jsou
ve fotosyntetických membránách vázány v tzv. pigment-proteinových komplexech.
Zde jsou orientovány do vhodných pozic tak, aby docházelo k ú£innému p°enosu
excita£ní energie do reak£ních center a zhá²ení tripletních stav· chlorofyl· karo-
tenoidy. Snaha o hlub²í pochopení v²ech proces· spjatých s fotosyntézou a jejich
následný výzkum jsou d·leºité p°i vývoji um¥lé fotosyntézy, která by mohla být
v budoucnu podstatným zdrojem energie pro lidstvo [2].
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1. Teoretická £ást

1.1 Fotosyntéza

B¥hem fotosyntézy dochází k p°em¥n¥ slune£ní energie na energii chemickou.
Obecn¥ m·ºeme pro tento proces napsat rovnici

E + H2O + CO2 → {CH2O}+ O2, (1.1)

kde E je energie získaná z absorpce foton· (ve form¥ NADPH+H+ a ATP) a která
se vyuºije na tvorbu sacharidu {CH2O}. NADPH+H+ je redukovaný nikotin-
amidadenindinukleotidfosfát, koenzym d·leºitý pro syntézu ur£itých organických
molekul a ATP je adenosintrifosfát, molekula obsahující makroergní vazbu, v níº
je uskladn¥no velké mnoºství energie [3].

1.1.1 Fotosyntetický aparát

Fotosyntézu vykonává celá °ada organism·. Tyto organismy jsou nazývány foto-
autotrofními a pat°í mezi n¥ jak prokaryotické organismy (bakterie a sinice), tak
i eukaryotické (°asy a rostliny). Eukaryotická bu¬ka se vyzna£uje mimo jiné tím,
ºe jednotlivé funkce jsou vykonávány specializovanými organelami. Práv¥ pro foto-
syntézu jsou vyuºívány organely s dvojitou vn¥j²í membránou, zvané chloroplasty.
Tyto útvary, které zhruba odpovídají velikosti bakterie, tj. n¥kolik mikrometr·,
v sob¥ obsahují v²echny fotosyntetické pigmenty zodpovídající za primární fáze
fotosyntézy. V chloroplastech neprobíhají v²echny fáze fotosyntézy, n¥které ná-
sledné procesy, jako je nap°íklad syntéza sacharózy, vyuºívají ke svému pr·b¥hu
i enzymy, které jsou p°ítomny vn¥ chloroplastu. Tyto procesy jsou ale spí²e che-
mického rázu [1].

Uvnit° chloroplast· lze nalézt systém membrán zvaných thylakoidy, které m·-
ºeme rozd¥lit na granální a stromatální, podle toho do jaké struktury se formují.
Okolní prostor se nazývá stroma. Granální thylakoidy jsou p°iti²t¥né na sebe
a tvo°í tzv. grana, zatímco stromatální thylakoidy p°iti²t¥né nejsou a vzájemn¥
spojují jednotlivá grana. Thylakoidní membrány jsou tvo°eny dvojitou vrstvou
am�patických lipid· (to jsou takové, které mají hydro�lní a hydrofóbní £ást).
V t¥chto lipidech jsou zasazeny základní bílkovinné komplexy, p°edev²ím fotosys-
témy 1 a 2. Ty se skládají ze sv¥tlosb¥rných antén a reak£ního centra, nacháze-
jícího se zhruba uprost°ed komplexu. Zde probíhají fyzikáln¥ nejzajímav¥j²í fáze
fotosyntézy [3].

1.1.2 Primární fáze fotosyntézy

Celý sloºitý proces fotosyntézy m·ºeme rozd¥lit na £ty°i £ásti - 1. zachycení a p°e-
nos fotonu sv¥tlosb¥rnou anténou, 2. separace a p°enos elektronu v reak£ním cent-
ru, 3. stabilizace rozd¥lení náboje a 4. tvorba pot°ebných chemických látek. První
t°i fáze m·ºeme ozna£it za primární procesy fotosyntézy, zvané taktéº sv¥telná
fáze. �tvrtá fáze se ozna£uje jako temnostní. Toto rozd¥lení je ov²em pon¥kud za-
vád¥jící, protoºe v²echny fáze v podstat¥ probíhají za sv¥tla, ale jeho p°ítomnost
je nezbytn¥ nutná pouze k excitaci elektron· v první fázi [1].
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Zachycení fotonu je uskute£n¥no fotosyntetickými pigmenty, nej£ast¥ji chlo-
rofylem a, ale také chlorofyly dal²ích typ· (b, c, d, e), fykobiliny £i karotenoidy.
Foton je t¥mito pigmenty dále ve form¥ excitonu p°ená²en aº do reak£ního centra
ve sm¥ru spádu excita£ní energie. To je umoºn¥no díky speciálnímu uspo°ádání
pigment· v antén¥, kdy pigmenty na okrajích antény absorbují fotony s krat²í vl-
novou délkou (a tedy s vy²²í energií) neº ty blíºe k reak£nímu centru. P°ebyte£ná
energie p°ejde do okolí ve form¥ tepla. Schéma takového p°enosu je na obráz-
ku 1.1. P°edpokládejme, ºe byl foton zachycen sv¥tlosb¥rnou anténou fotosys-

Obrázek 1.1: Uspo°ádání pigment· ve sv¥tlosb¥rných anténách v závislosti
na energiích, na kterých nejvíce absorbují, zdroj [1].

tému 2 a odtud p°enesen do reak£ního centra. V reak£ním centru dále dochází
k uvoln¥ní elektronu z excitované molekuly chlorofylu, která je silným reduk£ním
£inidlem, na molekulu primárního akceptoru. Oxidovaný chlorofyl má ale silnou
tendenci p°itáhnout elektron a aby tedy nedo²lo ke zp¥tné rekombinaci, je elektron
z primárního akceptoru p°enesen na vzdálen¥j²í. Zárove¬ je oxidovanému chloro-
fylu dopln¥n elektron roz²t¥pením molekuly vody a dochází k uvoln¥ní molekuly
kyslíku a proton·. Protony z·stávají v lumenu (vnit°ní prostor) thylakoidu.

Elektrony jsou dále (vázány na pohyblivý p°ena²e£ plastochinon) doprave-
ny do dal²ího bílkovinného komplexu, kterým je cytochrom b6/f komplex. Zde
dochází k oxidaci plastochinolu. Energie získaná uvoln¥ním elektronu je vyuºita
na p°enos dal²ích proton· do lumenu, £ímº se postupn¥ zv¥t²uje rozdíl elektroche-
mického potenciálu mezi ob¥ma stranami membrány. V této fázi dochází k reduk-
ci dal²ího bílkovinného p°ena²e£e - plastocyaninu, který dále putuje po povrchu
membrány a dopravuje elektrony do reak£ního centra fotosystému 1. Tento foto-
systém má podobnou stavbu jako fotosystém 2. Umoº¬uje taktéº záchyt elektro-
n· a jejich p°enos do reak£ního centra. Odsud jsou p°eneseny pomocí ferredoxinu
na �nální akceptor - enzym ferredoxin-NADP+ reduktázu, kde dojde k vytvo°ení
NADPH+H+ z NADP+.

Vzniklý rozdíl koncentrace proton· na obou stranách membrány je vyrovnáván
tokem proton· skrz ATP-ázu, a umoº¬uje tak syntézu ATP z ADP a Pi [3].

Produkty primární fáze jsou ATP a NADPH+H+, které jsou dále vyuºity
v sekundární fázi k tvorb¥ organických slou£enin. Kyslík je odpadní produkt.
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Obrázek 1.2: Chemická struktura molekul chlorofyl· vy²²ích rostlin, zdroj [1].

1.2 Fotosyntetická barviva

Jak jiº bylo °e£eno, fotosyntetické pigmenty hrají ve fotosyntéze význa£nou roli.
Díky nim dochází k záchytu foton· ze slune£ního zá°ení a uloºení této energie.
Pat°í mezi n¥ zejména chlorofyly a aº d (p°ípadn¥ bakteriochlorofyly a aº g),
karotenoidy a fykobiliny. V následujících odstavcích si stru£n¥ p°iblíºíme vlast-
nosti prvních dvou skupin, protoºe ty jsou hlavními aktory ve fotosyntéze vy²²ích
rostlin [1].

1.2.1 Chlorofyly

Ve vy²²ích rostlinách se vyskytují pouze chlorofyly a a b, chlorofyly c a d se
vyskytují nap°íklad v sinicích [1]. Chlorofyly jsou odvozeny od por�nu, proto jsou
ozna£ovány jako porfyriny. Stejn¥ jako por�n se skládájí ze £ty° pyrol·1, které jsou
navzájem spojeny jednouhlíkatými m·stky [3]. Chemická struktura chlorofyl· a
a b je na obrázku 1.2. Jde o molekuly, které jsou velké asi 10Å a v jejich centru
se nachází atom ho°£íku Mg. Chlorofyl b má navíc na jednom z pyrol· navázánu
aldehydovou skupinu -CHO místo methylové, jak je tomu u chlorofylu a. Kyslík
a uhlík mají rozdílné elektronegativity (rozdíl je p°ibliºn¥ 1, [4]), dvojná vazba
mezi nimi je tudíº polární a molekula chlorofylu b je tak polárn¥j²í neº molekula
chlorofylu a.

Chlorofyly absorbují sv¥tlo nejvíce v modré a £ervené oblasti, zatímco v zele-
né oblasti prakticky neabsorbují (odtud jejich zelená barva). Absorp£ní spektrum
chlorofylu a a b je na obrázku 1.3. Pás nacházející se v modré aº blízké UV oblasti
spektra bývá ozna£ován jako Soret·v [1]. Ov²em p°esná poloha pás· se li²í v zá-
vislosti na látce, ve které jsou pigmenty rozpu²t¥ny, zejména závisí na její polarit¥
[3]. Pokud jsou pigmenty vázány v pigment-proteinových komplexech, posouvá se
jejich spektrum sm¥rem do £ervené oblasti spektra a zárove¬ se roz²i°uje. To je
zp·sobeno interakcemi mezi pigmenty a proteiny a mezi pigmenty samotnými [5].

1díky tomu jsou chlorofyly také ozna£ovány jako tetrapyroly
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Obrázek 1.3: Absorp£ní spektrum chlorofylu a (plná £ára) a b (p°eru²ovaná £ára)
rozpu²t¥ných v dietyléteru, zdroj [3].

1.2.2 Karotenoidy

Karotenoidy se po chemické stránce °adí mezi terpenoidy. M·ºeme je rozd¥-
lit do dvou základních skupin - na karoteny (uhlovodíky se 40 atomy uhlíku
a 8 isoprenovými jednotkami) a na xantofyly (kyslíkaté deriváty odvozené od
karoten·)[3]. V obou skupinách existuje velké mnoºství rozli²ných typ· karote-
noid·, ale ve vy²²ích rostlinách je zastoupeno jen relativn¥ malé mnoºství z nich.
Z karoten· je to β-karoten a z xantofyl· lutein, neoxanthin a dále violaxantin,
anteraxantin a zeaxantin, které se ú£astní xantofylového cyklu2 [6]. V thylako-
idních membránách se karoteny obvykle soust°e¤ují v reak£ních centrech, kde
plní ochrannou funkci (viz kapitola 1.4), zatímco xantofyly se vyskytují zejména
v anténách fotosyntetických komplex· a podílejí se zde jednak na sb¥ru foto-
n· a jednak na regulaci p°enosu excita£ní energie [3]. V absorp£ních spektrech
karotenoid· jsou typické t°i pásy, obvykle v rozmezí 400-500 nm [1].

1.3 Singletní a tripletní stavy

1.3.1 Molekula kyslíku

V¥t²ina molekul je v základním stavu singletní, tedy má v²echny valen£ní elektro-
ny spárované a celkový spin je 0. Naopak molekula kyslíku je v základním stavu
tripletní, má nespárované dva valen£ní elektrony, celkový spin roven 1, a tedy
existují jeho t°i projekce -1, 0, 1 (odtud triplet). Toto uspo°ádání je v p°írod¥
velmi vzácné. Na obrázku 1.4 je znázorn¥no elektronové obsazení molekulových

2xantofylový cyklus má ochrannou funkci - jde o sled reakcí, kterými se rostliny chrání
p°ed stresem z p°íli²ného ozá°ení
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Obrázek 1.4: Obsazení molekulárních orbital· molekuly O2, zdroj [7].

orbital· molekuly kyslíku v základním stavu 3Σ−
g a v jeho dvou nejniº²ích exci-

tovaných stavech 1Σ+
g a 1∆g. Index 3 zna£í tripletní stav a index 1 singletní stav

- tedy první dva excitované stavy molekuly kyslíku jsou singlety.

1.3.2 P°echody mezi hladinami

P°echody mezi energetickými hladinami elektron· v molekulách ilustruje tzv.
Jablonského diagram (obrázek 1.5).

Obrázek 1.5: Jablonského diagram - schéma elektronových stav· molekul a p°e-
chod· mezi nimi, zdroj [7].

Singletní základní stav molekuly je v obrázku ozna£en S0. Po excitaci p°ejde
elektron na n¥kterou z vibra£ních hladin p°íslu²ejících stav·m S1, S2... Odsud se
m·ºe do základního stavu dostat °adou r·zných zp·sob·. Nap°íklad nejprve dojde
k vibra£ní relaxaci (na obrázku zna£eno vr), kdy elektron p°ejde z vy²²í vibra£ní
hladiny na tu nejniº²í p°íslu²ející danému stavu S1, S2... P°i tomto procesu elek-
tron ztratí energii ve form¥ tepla. Pokud elektron je²t¥ není v základním stavu,
m·ºe nastat takzvaná vnit°ní konverze (ic), kdy dojde k p°echodu na vibra£ní
hladinu jiného singletního energetického stavu o stejné energii. Následovat bude
op¥t vibra£ní relaxace. Tímto zp·sobem m·ºe elektron p°ejít zp¥t do základního
stavu S0, aniº by do²lo k zá°ivému p°echodu (ve²kerá energie získaná excitací p°e-
jde do okolí jako teplo). Dal²í moºností je, ºe se takto nezá°iv¥ elektron dostane
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na nejniº²í vibra£ní hladinu S1, odkud se do základního stavu S0 dostane vyzá°e-
ním fotonu. Tomuto jevu se pak °íká �uorescence (FLUOR). Pokud se elektron
do stavu S1 dostane po absorpci fotonu molekulou, bude se energie fotonu vyzá°e-
ného �uorescencí li²it od energie fotonu absorbovaného o tu £ást, která se p°em¥ní
na teplo b¥hem vibra£ní relaxace (dojde-li k excitaci elektronu rovnou na nejniº²í
vibra£ní hladinu, budou energie obou foton· stejné). Vlnová délka vyzá°eného
fotonu je pak v¥t²í a dochází tím k posunu emisního spektra oproti absorp£nímu
spektru sm¥rem k £ervené oblasti sv¥tla - tzv. Stokes·v posun.

V n¥kterých p°ípadech m·ºe místo �uorescence dojít k mezisystémovému p°e-
chodu (isc), kdy se elektron ze singletního stavu S1 s p°eklopením spinu dostane
do n¥které z vibra£ních hladin tripletního stavu (na obrázku T2). Doba ºivota
t¥chto stav· je dlouhá ve srovnání se singletními, protoºe p°echod na základ-
ní singletní hladinu je spinov¥ zakázaný (muselo by dojít k dal²ímu p°eklopení
spinu). S malou pravd¥podobností k n¥mu ale dochází (v d·sledku spin-spinové
a spin-orbitální interakce) a pokud je tento jev spojen s vyzá°ením fotonu, pak
se nazývá fosforescence (PHOS) [7].

1.4 Ochranná role karotenoid·

K mezisystémovému p°echodu dochází u molekul chlorofylu, u kterých je doba
ºivota prvního excitovaného stavu S1 dostate£n¥ dlouhá na to, aby k tomuto
spinov¥ zakázanému p°echodu do²lo. Molekula je nejprve excitována ze základního
singletního stavu 1Chl do prvního excitovaného singletního stavu 1Chl∗ a odsud
dojde k p°echodu do prvního excitovaného tripletního stavu 3Chl∗, který má niº²í
energii neº 1Chl∗ [9].

U karotenoid· k tomuto p°echodu nedochází z d·vodu krátké doby ºivota sta-
vu S1. Energetické hladiny karotenoid· jsou znázorn¥ny na obrázku 1.6. P°echod
ze základní hladiny S0 na první excitovanou S1 je ze symetrie zakázaný, a tak
u karotenoid· dochází k excitaci na druhou energetickou hladinu S2. Symboly,
které jsou na obrázku 1.6 u jednotlivých hladin napsány vpravo, ozna£ují grupu
symetrie p°íslu²ného stavu [10]. Jak je vid¥t, hladina S0 a S1 mají stejnou syme-
trii, a tedy mezi jejich elektronovými kon�guracemi nevzniká dipólový moment,
který je pot°ebný k tomu, aby do²lo k p°echodu elektron· mezi t¥mito dv¥ma
stavy [11].

Energetická hladina S2 karotenoid· je poloºená vý²e neº první excitovaná
hladina chlorofyl·, a proto karotenoidy, které ve sv¥tlosb¥rných anténách pohl-
tí foton, mohou p°edat svou excita£ní energii molekule chlorofylu. Naopak díky
nízko poloºenému prvnímu excitovanému tripletnímu stavu karotenoid· T1 m·ºe
docházet k triplet-tripletnímu energetickému p°echodu - interakce mezi jednou
molekulou v základním singletním stavu (karotenoid) a druhou v prvním ex-
citovaném tripletním stavu (nap°. chlorofyl), kdy první p°ejde do excitovaného
tripletního stavu a druhá naopak do základního singletního stavu. Toto je zp·-
sob, kterým ve fotosyntetických komplexech dochází k populaci tripletních hladin
karotenoid·. Zárove¬ je tato schopnost karotenoid· zhá²et tripletní stavy chloro-
fyl· velmi d·leºitá, nebo´ p°edchází vzniku singletního kyslíku, který je v takovém
stavu velmi silný oxidant a jeho p°ítomnost v bu¬ce je neºádoucí, protoºe velmi
rychle napadá jak chlorofyly, tak i proteiny, nukleové kyseliny a lipidy a bu¬ku
tímto zp·sobem ni£í [9].
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Obrázek 1.6: Schéma energetických hladin karotenoid·, zdroj [10].

Bude-li totiº molekula 3Chl∗ interagovat s kyslíkem, m·ºe dojít k triplet-
tripletní anihilaci (interakce mezi dv¥ma molekulami v tripletním stavu, kdy
jedna z nich p°ejde do excitovaného singletního stavu a druhá do základního
singletního stavu [8]). Tak dojde ke vzniku excitovaného singletního kyslíku 1O2.
Tyto interakce mohou být schematicky zapsány takto:

1Chl + hν → 1Chl∗
1Chl∗ → 3Chl∗

3Chl∗ + 3O2 → 1Chl + 1O∗
2.

Karotenoidy tedy, jak uº bylo °e£eno, mohou snímat tripletní energii chlorofyl·,
a tak vý²e uvedené reakci ú£inn¥ p°edcházet:

3Chl∗+1Car → 1Chl∗ + 3Car∗.

Zárove¬ mohou karotenoidy interagovat p°ímo se singletním kyslíkem a jeho exci-
taci zhá²et díky tomu, ºe jejich tripletní energetická hladina leºí pod energetickou
hladinou singletního kyslíku:

1O∗
2+

1Car → 3O2 + 3Car∗.

U obou dvou p°ípad· nakonec dojde k nezá°ivému p°echodu molekuly karotenoidu
do základního stavu [9].

1.5 Absorp£ní spektroskopie

1.5.1 Stacionární absorp£ní spektra

Absorpce fotonu molekulou zp·sobuje p°echody elektron· na vy²²í energetické
hladiny. Velikost absorpce závisí na uspo°ádání excitovaných hladin dané moleku-
ly a na vlnové délce fotonu. Zm¥°íme-li mnoºství absorbovaného sv¥tla v závislosti
na jeho vlnové délce, dostaneme absorp£ní spektrum dané látky. Z n¥j je moºné
ur£it energie (vlnové délky) a pravd¥podobnost p°echod·, která odpovídají inten-
zit¥ absorp£ních pás·. Pro popis absorpce se zavádí veli£ina transmitance T (λ),
která je de�nována jako pom¥r intenzity pro²lého sv¥tla I(λ) ku intenzit¥ dopa-
dajícího sv¥tla I0(λ), a tedy popisuje mnoºství sv¥tla absorbovaného vzorkem.
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Záporn¥ vzatý logaritmus transmitance udává veli£inu zvanou absorbance

A(λ) = − log T (λ) = − log
I(λ)

I0(λ)
. (1.2)

Tu lze ekvivalentn¥ vyjád°it ve tvaru, který se nazývá Lambert-Beer·v zákon

A(λ) = ε(λ)cd, (1.3)

kde c je koncentrace absorbující molekuly, d je tlou²´ka vzorku a ε(λ) je molární
absorp£ní koe�cient závisející na vlnové délce a typu molekuly [12], [5].

1.5.2 �asov¥ rozli²ená transientní spektroskopie

Informaci o dynamice excitovaných stav· získáme pomocí £asov¥ rozli²ené ab-
sorp£ní spektroskopie. Vzorek je excitován intenzivním krátkým pulsem a ná-
sledn¥ je v r·zných de�novaných £asech (v na²em p°ípad¥ v °ádech nanosekund)
m¥°ena absorpce slab²ím sv¥tlem, tak aby byly excita£ní zm¥ny vyvolané tímto
sondujícím sv¥tlem zanedbatelné v·£i t¥m zp·sobeným excita£ním pulsem. Tran-
sientní neboli rozdílová spektra získáme, kdyº od spektra zm¥°eného v ur£itém
£ase po excitaci ode£teme spektrum vzorku p°ed excitací. Obvykle se m¥°í v dvou-
paprskovém uspo°ádání - porovnáváme signál ze vzorku IS se signálem z reference
IR. Tímto se sníºí chyba vzniklá výkyvy v intenzit¥ sondovacího sv¥tla. Zm¥na
absorbance je pak

∆A(t, λ) = A(t, λ)− A(0, λ) = − log T (t, λ) + log T (0, λ) =

= − log
IS(t, λ)

IR(t, λ)
+ log

IS(0, λ)

IR(0, λ)
,

(1.4)

kde A(t, λ) je absorp£ní spektrum v £ase t po excitaci a A(0, λ) p°ed excitací,
obdobn¥ pro transmitanci T , pro signál ze vzorku IS a signál z reference IR. Zm¥ny
signálu, která detekujeme, tedy ∆I(t, λ) = I(t, λ) − I(0, λ), jsou p°edev²ím tzv.
vyb¥lování, coº znamená úbytek absorpce díky niº²í populaci základní hladiny
(projeví se záporným signálem), a objevení absorpce v jiných spektrálních ob-
lastech díky excitaci z obsazených vy²²ích hladin (projeví se kladným signálem).
Dále v transientních spektrech m·ºeme v krátkých £asech po excitaci pozorovat
�uorescenci (záporný signál, který rychle ubývá s £asem)[12].

M¥°ením £asov¥ rozli²ených transientních spekter získáme informace o ab-
sorpci vzorku v závislosti jak na vlnové délce λ, tak i na £ase t. Pro konkrétní
vlnové délky se m·ºeme zam¥°it na pr·b¥h absorpce v £ase - tedy na její kinetiku.
V t¥chto datech je uloºena informace o dohasínání jednotlivých excitovaných sta-
v·. Pro dohasínání jednoho excitovaného stavu lze p°edpokládat exponenciální
pr·b¥h

A(t, λ) = A(0, λ)e−t/τ , (1.5)

kde τ je doba ºivota p°íslu²ného stavu, tedy p°evrácená hodnota rychlostní kon-
stanty dohasínání. Vezmeme-li v úvahu p°edpoklad stejného dohasínání na v²ech
vlnových délkách, lze celé absorp£ní spektrum �tovat pomocí jedné sady rychlost-
ních konstant. U jednotlivých exponenciál jsou pak modulovány pouze amplitudy,
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tak aby správn¥ popisovaly kinetiky na r·zných vlnových délkách [12], [5]. Z toho-
to �tování je t°eba vy°adit signál od �uorescence, protoºe její kinetiky dohasínají
exponenciáln¥ pokud je intenzita vynesena v lineární ²kále [11], kdeºto absorpce
dohasíná exponenciáln¥, pokud je její intenzita vynesena ve ²kále logaritmické.
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2. Pouºité metody a p°ístroje

2.1 P°íprava vzork·

2.1.1 Izolace thylakoid·

Izolace thylakoid· z list· ²penátu nebyla náplní této práce, ale jiº vyextrahova-
né nám je poskytl Mgr. Petro Khoroshyy, Ph.D. Jejich p°íprava byla následu-
jící: nejprve se listy zbavené °apík· rozmixovaly spolu s hypotonickým pufrem
(10mM Tris-HCl), získaná suspenze byla p°e�ltrována a odst°e¤ována 20-30 s
relativní centrifuga£ní silou 2000 g. Tekutina nad sedimentem byla dále odst°e-
¤ována 4 minuty p°i síle 4000 g a vzniklá usazenina byla rozmíchána v pufru,
který obsahoval 0,35M sacharózu, 20mM Tris-HCl, 0,2% BSA (bovine serum al-
bumin). Poté prob¥hla dal²í centrifugace, a to op¥t 4 minuty p°i 4000 g. Tím do²lo
k izolaci chloroplast·. Aby se z nich extrahovaly thylakoidy, byl sediment op¥t
roz°ed¥n v hypotonickém pufru a odst°e¤ován silou 27000 g po dobu 5 minut. Na-
konec byly usazené thylakoidy smíchány s pufrem, který obsahovat 15mM NaCl,
20mM Tris-HCl a 0,4M sacharózu. V²echny pouºité pufry udrºují pH 7,5.

Tímto postupem jsme získali vzorek, který obsahoval stromatální thylakoidy,
granální thylakoidy i thylakoidní membrány. V dal²ím textu budeme tento vzorek
pro jednoduchost £asto nazývat thylakoidy.

2.1.2 Thylakoidy a extrakce pigment·

Extrahované thylakoidy jsme roz°edili v pufru. V prvním p°ípad¥, kdy vzorek
slouºil pro me°ení transientní absorpce, ²lo o pufr s pH 8,0, který obsahoval
0,05% DM (dodecyl maltoside) 50mM Tris-HCl, a ve druhém p°ípad¥, kdy jsme
vzorek vyuºili jen na sledování jeho degradace s £asem, jsme pouºili tricinový pufr
s pH 7,5, který obsahoval 20mM tricin, 20mM KCl a 0,16% DM.

Pigmenty jsme extrahovali z thylakoid· pouºitím organických rozpou²t¥del
acetonu a methanolu v pom¥ru 7:2 (p°i extrakci pigment· pro tvorbu micel)
a v pom¥ru 5:2 (v ostatních p°ípadech).

2.1.3 Odstran¥ní kyslíku pomocí enzym·

K odstran¥ní kyslíku ze vzorku s thylakoidy jsme pouºívali β-D-glukózu a enzymy
katalázu a glukózoxidázu. Glukózoxidáza katalyzuje následující reakci:

β-D-glukóza + 02 → D-gluconolactone + H2O2,

na kterou navazuje reakce umoºn¥ná enzymem katalázou

H2O2 + H2O2 → 2H2O + O2.

První reakce tedy spot°ebuje dv¥ molekuly kyslíku na vznik dvou molekul pe-
roxidu vodíku H2O2, ze kterých v druhé reakci vznikne voda a jedna molekula
kyslíku. Takto dochází k odstra¬ování kyslíku.
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V na²em p°ípad¥ jsme pouºili 20mM β-D-glukózu a enzymy v takovém mnoº-
ství, abychom m¥li zhruba 34 jednotek1/µl glukózoxidázy a 850 jednotek/µl ka-
talázy.

2.1.4 Separace chlorofylu a

Separace chlorofylu a byla provád¥na na za°ízení HPLC (high-performance liquid
chromatography). Vzorek jsme p°ipravili tak, ºe jsme extrahované pigmenty z thy-
lakoid· rozpustili v methanolu a hexanu v pom¥ru 4:1. Stejná sm¥s se pouºívá
i jako mobilní fáze v aparatu°e. Vzorek je vst°íknut do této mobilní fáze a odnesen
do kolony, kde na pevné fázi dochází k rozd¥lení molekul podle jejich polarity.
Z kolony pak vytékají látky od nejpolárn¥j²í po tu nejmén¥ polární - tedy nej-
prve karotenoidy xantofyly, poté chlorofyl b a následn¥ chlorofyl a (chlorofyl b je
polárn¥j²í neº a díky aldehydové skupin¥, viz 1.2.1).

V aparatu°e je p°ítomen detektor m¥°ící absorp£ní spektra molekul, které
z kolony práv¥ vytékají. Z t¥chto spekter ur£íme, která látka vytéká v jakém £ase
a v p°íslu²ném programu na po£íta£i nastavíme, aby p°ístroj v tomto £ase sepa-
rovanou látku sbíral. Tak získáme roztok s chlorofylem a, který je poté vysu²en
a uloºen v mrazáku.

2.1.5 Bublání dusíkem

Pro zbavení se kyslíku v roztoku chlorofylu a jsme pouºívali metodu bublání
dusíkem, kdy je do vzorku zavedena jehla s dusíkem. V d·sledku toho dochází
ke sniºování koncentrace kyslíku ve vzorku a tím k uvol¬ování kyslíku z roztoku.

Vzorek s chlorofylem a jsme p°ipravili rozpu²t¥ním v acetonu a methanolu
(v pom¥ru 5:2). Naplnili jsme s ním kyvetu, v jejímº hrdle byla umíst¥na eppen-
dorfka s u°íznutou ²pi£kou.Naplnili jsme kyvetu v£etn¥ eppendorfky, aby po od-
pa°ení £ásti rozpou²t¥dla vlivem foukání dusíku byla kyveta stále plná. Tímto
postupem jsme minimalizovali op¥tovné okysli£ení vzorku p°i uzavírání kyvety.

2.1.6 Micely

Pigmenty extrahované sm¥sí acenotu a methanolu v pom¥ru 7:2 jsme nejprve vy-
su²ili a poté b¥hem t°epání vst°íkli do tricinového pufru, který obsahoval 0,16%
dodecyl maltoside (DM). Tato látka pat°í mezi detergenty, její molekuly mají hyd-
rofóbní a hydro�lní £ást, a tedy ve vodném prost°edí tvo°í micely nebo liposomy
[13], do kterých se shlukují pigmenty nerozpustné ve vod¥.

2.2 M¥°ení stacionárních spekter

Stacionární absorp£ní spektra se m¥°í na dvoupaprskovém spektrometru Specord
250 (Analytik Jena). Tento spektrometr m¥°í jednak absorpci vzorku a jednak
absorpci reference (rozpou²t¥dlo bez vzorku, ale ve stejném typu kyvety). Výsled-
né spektrum vypo£ítá jako jejich rozdíl, £ímº dojde k eliminaci chyby zp·sobené
odrazy v kyvet¥ nebo rozptylem v rozpou²t¥dle.

1Jedna jednotka umoºní p°em¥nu jednoho µmol látky za minutu za ur£itých de�novaných
podmínek daných pouºitou metodou [8].
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2.2.1 Integra£ní koule

U rozptylujících vzork· m·ºeme rozptyl potla£it nap°íklad tím, ºe vzorek dáme
co nejblíºe k detektoru, do kterého se tak dostane v¥t²í £ást rozptýleného sv¥tla.
Lep²í metodou je v²ak pouºití integra£ní koule. Její dutina je vyrobena z vysoce
odrazivého materiálu, tak aby odrazila p°eváºnou £ást sv¥tla, které do ní dopadne.
Umístíme-li vzorek do ní nebo t¥sn¥ p°ed její vstupní otvor, pak sv¥tlo, které
prochází vzorkem (i to, které se v n¥m rozptýlí) se dostane do koule, kde se
n¥kolikrát odráºí a dopadá na detektor. Integra£ní koule tak potla£uje rozptyl
ve vzorku lépe neº pouhé p°iblíºení vzorku k detektoru. Korekce p°esto není
úplná, protoºe odrazivost vnit°ku není p°esn¥ rovna jedné, a tedy se £ást sv¥tla
p°i odrazech ztratí [14]. Navíc pokud je vzorek umíst¥n p°ed koulí (jak tomu bylo
v na²em p°ípad¥), je nevíce ztrát zp·sobeno tím, ºe se £ást sv¥tla do koule nemusí
v·bec dostat.

2.3 M¥°ení £asov¥ rozli²ených transientních spek-
ter

2.3.1 Experimentální uspo°ádání

Pro m¥°ení transientní absorpce s nanosekundovým rozli²ením se pouºívá apa-
ratura, která je schematicky znázorn¥na na obrázku 2.1. Skládá se z nanosekun-
dového Nd:YAG laseru, jímº je £erpán optický parametrický oscilátor (OPO),
za°ízení, které umoº¬uje nastavovat excita£ní vlnovou délku laseru v pom¥rn¥
²irokém rozsahu (princip tohoto za°ízení je popsán v následujícím odstavci 2.3.2).
Vzorek (S) je tedy excitován pulsy o délce asi 3 ns na vybrané vlnové délce.
Jako sondovací sv¥tlo se pouºívá xenonová výbojka (Xe lamp). Pulsy jsou rozd¥-
leny na dva, p°i£emº jedním z nich oza°ujeme vzorek a druhým referenci (R), a to
v de�novaných zpoºd¥ních po excitaci. Získaný signál ze vzorku i z reference dále
putuje do zobrazovacího spektrometru (iHR), kde dojde k jeho rozloºení podle
vlnových délek a následné detekci na intenzi�kované CCD kame°e (ICCD), viz
odstavec 2.3.3. M¥°ení probíhá v takzvaném pravoúhlém uspo°ádání - sondovací
sv¥tlo vstupuje do vzorku ve sm¥ru kolmém na excita£ní puls. Pro kaºdé zpoºd¥ní
pumpy a sondy se m¥°ení opakuje 500x a výsledné transientní spektrum se po£ítá
jako pr·m¥r.

P°i m¥°ení jsme v²echny vzorky chladili na teplotu 4 ◦C a také jsme pouºívali
magnetické míchadlo. Míchání slouºilo p°edev²ím k tomu, aby byla pokaºdé exci-
tována jiná £ást vzorku a sníºila se tak jeho fotodegradace. V p°ípad¥ thylakoid·
jsme mícháním navíc zabránili jejich usazování.

Získaná data zpracováváme v programu Globální analýza (viz 2.3.4).

2.3.2 Optický parametrický oscilátor

V tomto za°ízení se vyuºívá nelineárních optických jev·, tedy takových, kdy ne-
povaºujeme polarizaci látky za lineárn¥ závisející na elektrické intenzit¥, ale roz-
víjíme ji do mocninné °ady a bereme v úvahu i £leny vy²²ích °ád·. Vezmeme-li
v úvahu polarizaci druhého °ádu, pak v látce, která nemá st°ed symetrie, m·-
ºe docházet k tzv. generaci druhé harmonické - ke vzniku vlny s dvojnásobnou
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Obrázek 2.1: Aparatura pro m¥°ení £asov¥ rozli²ených transientních spekter,
zdroj [12].

frekvencí. Dal²ím nelineárním jevem spojeným s polarizací druhého °ádu je gene-
race sou£tové a rozdílové frekvence, kdy ze dvou vln o r·zných frekvencích vzniká
jedna s frekvencí rovnou jejich sou£tu nebo rozdílu [15].

Do optického parametrického oscilátoru vstupují z nanosekundového Nd:YAG
laseru pulsy o vlnové délce 1064 nm. Prochází zde systémem anizotropních krys-
tal·, které zp·sobují nejprve generaci druhé harmonické s vlnovou délkou 532 nm
a poté generaci t°etí harmonické frekvence s vlnovou délkou 355 nm. Tyto t°i
svazky pak v dal²ím krystalu generují rozdílové frekvence t°etí harmonické (sig-
nální a jalový svazek). Vhodným natá£ením krystalu docílíme toho, ºe ze za°ízení
nakonec vystupují dva laserové svazky, signální a jalový, jejichº vlnovou délku
budeme m¥nit v ²irokém spektrálním oboru. Pro signální svazek je to 420-710 nm
a pro jalový 710-2300 nm. Takto tedy m·ºeme zvolit vlnovou délku, na které
budeme vzorek excitovat.

2.3.3 Intenzi�kovaná CCD kamera

Obrázek 2.2: Schematický nákres intenzi�kované CCD kamery (A) a mikrokanál-
ku (B naho°e) ve srovnání s fotonásobi£em (B dole), zdroj [16].

Signál je detekován pomocí intenzi�kované CCD kamery. Schéma tohoto p°í-
stroje je na obrázku 2.2A. Fotony dopadají na fotokatodu, vyráºejí z ní elektrony,
které jsou dále pomocí elektrického nap¥tí urychlovány systémem mikrokanálk·.
V t¥ch dochází k zesilování signálu sekundární emisí elektron· - vyráºením dal²ích
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elektron· ze st¥n kanálk· (schéma mikrokanálku je na obrázku 2.2B naho°e, dole
je porovnání s fotonásobi£em). Po pr·chodu tedy dojde k zesílení signálu a zá-
rove¬ z·stane zachována informace o prostorovém rozloºení foton· na za£átku.
Elektrony dále dopadají na fosforescen£ní stínítko a zp·sobují vyzá°ení foton·,
které jsou nakonec detekovány CCD kamerou.

Pomocí tohoto za°ízení je rovn¥º moºno volit zpoºd¥ní a délku m¥°ícího okna,
a to p°ikládáním urychlovacího nap¥tí jen na ur£itou dobu.

2.3.4 Globální analýza

Program Globální analýza napsal a poskytl Mgr. Jan Alster, PhD. Tento pro-
gram umoº¬uje zpracovávat data z £asov¥ rozli²eného m¥°ení. Zm¥°ená transient-
ní spektra jsou zde se°azena nad sebe do matice podle toho, jaké bylo zpoºd¥ní
mezi excitací a sondovacím pulsem. Pomocí barevné ²kály je znázorn¥na intenzita
transientní absorpce pro jednotlivé body. Data je moºné �tovat pomocí zvoleného
po£tu dob dohasínání τ . Amplituda exponenciál s t¥mito dobami dohasínání je
funkcí vlnové délky a odpovídá spektr·m komponent p°íslu²ným t¥mto dohasí-
náním - tzv. decay associated spectra (DAS).

Po£et komponent, které byly pouºity k �tování, jsme volili tak, aby zvý²ení
jejich po£tu nevedlo k podstatnému sníºení chyby �tu ani zlep²ení struktury
reziduí.

17



3. Výsledky m¥°ení a diskuze

3.1 Transientní £asov¥ rozli²ená spektra

Pro m¥°ení £asov¥ rozli²ené transientní absorpce jsme p°ipravili n¥kolik vzork· -
pigmenty v thylakoidních membránách v aerobním i anaerobním prost°edí, izolo-
vané pigmenty voln¥ v organických rozpou²t¥dlech nebo v micelách a chlorofyl a
v aerobním i anaerobním prost°edí. Tyto vzorky slouºily k tomu, abychom po-
rovnali efektivitu p°enosu tripletní excita£ní energie z chlorofyl· na karotenoidy
v jejich r·zných vzájemných uspo°ádáních.

3.1.1 Pigmenty v thylakoidech

V thylakoidních membránách jsou pigmenty vázány v pigment-proteinových kom-
plexech. Díky tomu jsou chlorofyly a karotenoidy v·£i sob¥ natolik blízko, ºe mezi
nimi m·ºe docházet k p°enosu excita£ní energie Dexterovým mechanismem. Toto
jsme ov¥°ili zm¥°ením £asov¥ rozli²ené transientní absorpce vzorku s pigmenty
v thylakoidních membránách.

Excita£ní vlnová délka pro m¥°ení byla stejn¥ jako u v²ech následujících m¥°ení
zvolena na základ¥ stacionárního absorp£ního spektra vzorku (viz grafy v odstavci
3.2 dále). Volili jsme tu, která odpovídala maximu intenzity absorpce v £ervené
oblasti. Pro thylakoidy to bylo 677 nm.

Nam¥°ená data jsme zpracovávali v programu Globální analýza (viz 2.3.4).
Nejprve jsme ze v²ech nam¥°ených dat (v rozsahu 364-760 nm) odstranili �u-
orescenci, která se objevuje v krátkých £asech po excitaci na vlnových délkách
blízkých té excita£ní a jejíº pr·b¥h není v logaritmické ²kále exponenciální. Tu-
to korekci jsme provedli tak, ºe jsme k �tování zvolili takový interval vlnových
délek, na kterých se �uorescence nevyskytovala. V tomto p°ípad¥ jsme vybrali
jen data v rozmezí 364-622 nm. Tato data jsme �tovali dv¥ma exponenciálami,
protoºe o£ekáváme dv¥ r·zné sloºky DAS, odpovídající populaci excitovaných
stav· chlorofyl· a karotenoid·. Doby dohasínání p°íslu²ných dvou stav· vy²ly za
aerobních podmínek následovn¥: (6,25±0,15)ns a (3,72±0,05)µs. P°íslu²ná DAS
spektra jsou vynesena v grafu 3.1. Komponentu s krat²í dobou ºivota (plná k°iv-
ka v grafu) p°i°azujeme dohasínání excitovaných stav· chlorofyl· a komponentu
s del²í dobou ºivota (p°eru²ovaná k°ivka) dohasínání tripletních stav· karotenoi-
d·.

Ve spektru chlorofyl· m·ºeme zhruba mezi 400-440 nm pozorovat záporný
signál, který je podobný Soretov¥ pásu p°evrácenému kolem vodorovné osy (viz
obrázek 1.3). Signál je záporný, protoºe jde o tzv. vyb¥lování (viz odstavec 1.5.2),
kdy absorpce v Soretov¥ pásu po excitaci poklesla z d·vodu niº²í populace základ-
ní hladiny, zp·sobené práv¥ excita£ním pulsem. V p°ilehlé oblasti sm¥rem k del-
²ím vlnovým délkám vidíme kladný signál odpovídající populaci tripletních stav·
chlorofyl· (dle [17]). Silný záporný signál v oblasti 500-550 nm nep°isuzujeme
vyb¥lování, protoºe chlorofyly v této oblasti ani p°ed excitací p°íli² neabsorbují.
V tomto p°ípad¥ p·jde o p°enos tripletní excita£ní energie na karotenoidy, coº
potvrzuje zrcadlový signál ve spektru karotenoid·, který signalizuje, ºe karote-
noidy tuto energii od chlorofyl· p°evzaly. Záporný signál ve spektru karotenoid·
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Obrázek 3.1: DAS spektra thylakoid· v aerobním prost°edí.

-0.015

-0.01

-0.005

0

0.005

0.01

0.015

400 450 500 550 600

A
[a
.u
.]

λ [nm]

(7,16±0,14)ns
(11,01±0,12)µs

Obrázek 3.2: DAS spektra thylakoid· v anaerobním prost°edí.
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odpovídá vyb¥lování, kdy po excitaci klesá absorpce karotenoid· v modré oblasti,
kde karotenoidy typicky absorbují.

V dal²ím bod¥ m¥°ení jsme pomocí enzym· odstranili kyslík z roztoku s thy-
lakoidy, abychom mohli usoudit, jakou roli hraje jeho p°ítomnost p°i p°enosech
excita£ní energie.

Pro toto m¥°ení jsme pouºívali excita£ní vlnovou délku 677 nm stejn¥ ja-
ko v p°edchozím p°ípad¥, kdy jsme kyslík ze vzorku neodstra¬ovali. Fitovali jsme
data v rozmezí 364-610 nm. Získané spektrum o dvou sloºkách s dobami ºivota
(7,16±0,14)ns a (11,01±0,12)µs je zobrazeno v grafu 3.2. Porovnáme-li tento graf
s grafem 3.1, m·ºeme si v²imnout, ºe jsou si ob¥ spektra velmi podobná.Tedy
stejn¥ jako v p°ípad¥ thylakoid· za aerobních podmínek m·ºeme i zde p°isoudit
komponentu s krat²í dobou ºivota chlorofyl·m a komponentu s del²í dobou ºivota
karotenoid·m a charakter spekter popsat stejným zp·sobem.

Navíc si pov²imneme, ºe doba ºivota excitovaných stav· chlorofyl· se po od-
stran¥ní kyslíku prodlouºila jen asi o 15%, kdeºto doba ºivota excitovaných stav·
karotenoid· se prodlouºila skoro o 200%. Odstran¥ní kyslíku ze vzorku tedy m¥lo
v¥t²í dopad na karotenoidy neº na chlorofyly. Z toho m·ºeme usoudit, ºe z chlo-
rofyl· dochází k p°enosu excita£ní energie p°eváºn¥ na karotenoidy - odstran¥ním
kyslíku se doba ºivota chlorofyl· p°íli² nezm¥ní, protoºe p°enos na kyslík a vznik
singletního kyslíku nastává pouze v minimu p°ípad·. Naopak u karotenoid· fun-
guje tripletní kyslík jako zhá²e£ tripletní excitace, jeho odstran¥ním se tedy doba
ºivota tripletních excitovaných karotenoid· zna£n¥ prodlouºí.

3.1.2 Izolované pigmenty v organických rozpou²t¥dlech

V p°edchozím odstavci jsme pozorovali, ºe v thylakoidních membránách funguje
p°enos tripletní excitace z chlorofyl· na karotenoidy, stejn¥ jako zhá²ení tripletní
excitace karotenoid· kyslíkem. Abychom zjistili, jak d·leºité je uspo°ádání pig-
ment· v thylakoidních membránách p°i prvn¥ zmín¥ném procesu, p°ipravili jsme
pro dal²í m¥°ení vzorek, kde byly pigmenty z thylakoidních membrán izolované.
P°itom jsme dbali na to, aby koncentrace pigment· byla podobná (to jsme ov¥°ili
srovnáním velikosti absorbance dvou hlavních maxim ve stacionárních absorp£-
ních spektrech t¥chto dvou vzork·, viz graf 3.7 v odstavci 3.2 dále).

M¥°ení transientní absorpce tohoto vzorku probíhalo obdobn¥ jako v p°ed-
chozím p°ípad¥, pouze s tím rozdílem, ºe nyní jsme excitovali na vlnové délce
663 nm. P°i zpracovávání jsme op¥t odstranili �uorescenci a �tovali jsme data
v oblasti 364-610 nm. Pro �t jsme pouºili dv¥ komponenty a doby dohasínání
vy²ly (11,63±0,24)ns a (194,61±1,43)ns. Spektra p°íslu²ející t¥mto dohasínáním
jsou v grafu 3.3. Vidíme, ºe v tomto p°ípad¥ na rozdíl od p°edchozích dvou expe-
riment· k ºádnému p°enosu excitace z tripletních stav· chlorofyl· na karotenoidy
nedochází. Spektra obou sloºek mají podobný charakter a je u nich patrné zejmé-
na vyb¥lování v oblasti Soretova pásu, proto p°íslu²ejí nejspí²e pouze chlorofyl·m.
Ve spektru s del²í dobou ºivota je patrná také populace tripletních stav· - kladný
signál kolem 460 nm [17]. Del²í dobu ºivota tedy m·ºeme p°isoudit dohasínání tri-
pletních stav· chlorofyl·, zatímco krat²í dobu ºivota dohasínání jejich singletních
stav·.
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Obrázek 3.3: DAS spektra izolovaných pigment· v organických rozpou²t¥dlech.

3.1.3 Chlorofyl a

Pro ov¥°ení výsledku z p°edchozího odstavce, tedy toho, ºe nedochází ke zhá²ení
tripletních stav· chlorofyl· karotenoidy, pokud se tyto molekuly vyskytují v roz-
toku voln¥, jsme provedli dal²í experiment pouze s izolovaným chlorofylem a.
Porovnáním doby ºivota excitovaných stav· pigment· s dobami ºivota excitova-
ných stav· chlorofylu a (který je v pigmentech nejvíce zastoupen, jak jsme zjistili
p°i práci na HPLC) za aerobních a anaerobních podmínek m·ºeme ukázat, zda
je tripletní excitace chlorofyl· ve vzorku s pigmenty zhá²ena pouze kyslíkem ja-
ko u chlorofylu a.

Anaerobní podmínky jsme p°ipravili metodou probubláváním dusíkem, viz
odstavec 2.1.5. Bublání jsme provád¥li 40 minut a ukon£ili jsme ho i p°esto,
ºe nedo²lo k odpa°ení celého objemu z eppendorfky a o £ást roztoku jsme tak
p°i zavírání kyvety p°i²li. K tomuto postupu jsme se uchýlili z toho d·vodu, ºe
aceton se odpa°uje rychleji neº methanol a £ím déle bychom roztok probublávali,
tím více by se zm¥nil pom¥r aceton:methanol. Jelikoº absorpce závisí i na pou-
ºitém rozpou²t¥dle, mohla by pak spektra mít lehce odli²ný charakter a nebylo
by tolik oprávn¥né srovnávání s roztokem s pigmenty, kde byl stálý pom¥r ace-
ton:methanol udrºen.

Vzorky s chlorofylem a jsme excitovali na stejné vlnové délce jako pigmenty -
tedy 663 nm. Fitovali jsme v oblasti 364-605 nm op¥t pomocí dvou sloºek. Získali
jsme tak doby ºivota (9,41±0,12)ns a (222,68±1,10)ns za p°ítomnosti kyslíku
a (8,33±0,08)ns a (2292,55±8,01)ns bez kyslíku. P°íslu²ná spektra jsou vynesena
v grafech 3.4 a 3.5.

Srovnáním t¥chto dvou graf· s grafem 3.3 vidíme, ºe tvary spekter p°íslu²ející
komponentám s krat²ími a del²ími dobami ºivota jsou si podobné. To potvrzuje,
ºe chlorofyl a je hlavní sloºkou pigment·. Také z toho vyplývá, ºe i zde m·ºeme
krátce ºijící sloºku p°isoudit dohasínání singletních stav· a tu del²í dohasínání
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Obrázek 3.4: DAS spektra chlorofylu a v organických rozpou²t¥dlech za aerobních
podmínek.
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tripletních stav·. Navíc charakter DAS spektra komponenty s krat²í dobou ºivota
odpovídá transientnímu spektru singletních stav· chlorofylu a uvedenému v [18].

Porovnáme-li dále doby ºivota excitovaných stav· chlorofylu a za aerobních
a anaerobních podmínek, m·ºeme pozorovat zhruba desetinásobné prodlouºení
doby ºivota tripletních stav· a navíc zde vidíme, ºe krat²í doba dohasínání (pro
singletní stavy) se po odstran¥ní kyslíku p°íli² nezm¥ní. P°ítomnost kyslíku tedy
ovliv¬uje zejména tripletní excitované stavy chlorofylu a, z £ehoº usuzujeme, ºe
tyto stavy jsou zhá²eny práv¥ kyslíkem. Porovnáme-li námi zm¥°enou dobu ºivota
excitovaného tripletního chlorofylu a za anaerobních podmínek s vlastní dobou
ºivota t¥chto tripletních stav· udanou v [17] - (413±5)µs, vidíme, ºe se nám
metodou bublání dusíkem poda°ilo odstranit kyslík jen £áste£n¥.

Nejd·leºit¥j²ím pozorováním je skute£nost, ºe doby ºivota u chlorofylu a
za p°ítomnosti kyslíku °ádov¥ odpovídají dobám ºivota u pigment·. Z toho m·ºe-
me soudit, ºe v roztoku s pigmenty, kde je p°ítomen jak kyslík, tak i karotenoidy,
dochází k zhá²ení tripletních chlorofyl· pouze kyslíkem a zhá²ení karotenoidy
není ú£inné.

3.1.4 Izolované pigmenty v DM

Pigmenty soust°ed¥né v micelách jsou si navzájem blíºe, neº kdyº jsou voln¥
v rozpou²t¥dle. Toto prost°edí je více podobné uspo°ádání v thylakoidních mem-
bránách (vy²²í lokální koncentrace pigment· a mén¥ organických rozpou²t¥del).
Pro ov¥°ení toho, ºe za p°ítomnosti detergentu DM budou v micelách p°ítomny
chlorofyly i karotenoidy, jsme p°ipravili kontrolní vzorek, ve kterém byly pigmen-
ty jen ve vod¥. Z porovnání stacionárních absorp£ních spekter t¥chto dvou vzork·
(viz následující odstavec 3.2) vyplynulo, ºe ve vod¥ se v¥t²ina pigment· vysráºí,
zatímco ve vodném prost°edí za p°ítomnosti DM z·stávají rozpu²t¥né, tedy se
musí koncentrovat v micelách.

-0.014

-0.012

-0.01

-0.008

-0.006

-0.004

-0.002

0

0.002

0.004

0.006

400 450 500 550 600

A
[a
.u
.]

λ [nm]

(4,61±0,14)ns
(3747,56±60,18)ns

Obrázek 3.6: DAS spektra pigment· v DM.
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Provedli jsme m¥°ení transientní absorpce vzorku s pigmenty v micelách,
abychom zjistili, zda v takovémto vzorku bude docházet k p°enosu tripletní ener-
gie z chlorofyl· na karotenoidy. Excita£ní vlnová délka byla 671 nm a nam¥°ená
data jsme pak �tovali v oblasti 364-610 nm. Výsledná DAS spektra pro �t se dv¥-
ma komponentami s dobami ºivota (4,61±0,14)ns a (3747,56±60,18)ns je v gra-
fu 3.6. M·ºeme si v²imnout, ºe tato DAS spektra se podobají spektr·m pigment·
nebo chlorofylu a. Od spekter thylakoidních membrán se výrazn¥ odli²ují, nevi-
díme zde komponentu p°íslu²ející tripletním stav·m karotenoid· a nepozorujeme
ºádný p°enos energie. Uspo°ádání pigment· v micelách tedy není dosta£ující,
k zhá²ení tripletních chlorofyl· karotenoidy nedochází. Dále si m·ºeme pov²im-
nout, ºe krat²í doba ºivota je v tomto p°ípad¥ v jednotkách nanosekund, stejn¥
jako tomu bylo u volných pigment· a u chlorofylu a. R·zné vzájemné uspo°á-
dání pigment· tedy dohasínání singletních excitovaných stav· chlorofylu p°íli²
neovliv¬uje. Del²í doba ºivota, která p°íslu²í dohasínání tripletní excitace, je zde
v °ádech mikrosekund, coº je srovnatelné s chlorofylem a za anaerobních podmí-
nek. Z toho usuzujeme, ºe do micel se mnoho kyslíku nedostalo, jeho koncentrace
zde byla podobná jako ve vzorku s chlorofylem a po bublání dusíkem.
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3.2 Stacionární spektra

U v²ech vzork·, které byly pouºity pro £asov¥ rozli²ené m¥°ení absorpce, jsme
m¥°ili stacionární absorp£ní spektra p°ed tímto m¥°ením a po n¥m, coº nám
umoºnilo pozorovat, jak na vzorek p·sobí opakovaná excitace laserem. Pro získání
dopl¬ujících informací jsme navíc sledovali degradaci vzork· s £asem.

V²echna stacionární spektra jsme m¥°ili na spektrometru Specord 250 (Ana-
lytik Jena), viz kapitola 2.2. Vzorky jsme m¥li umíst¥ny v kyvetách, které pro-
pou²t¥jí zá°ení p°ibliºn¥ od vlnové délky 350 nm.

3.2.1 Porovnání spekter thylakoid· a izolovaných pigment·
v organických rozpou²t¥dlech

V grafu 3.7 jsou vynesena stacionární absorp£ní spektra thylakoid· a pigment·
v roztoku s organickými rozpou²t¥dly, a to jak p°ed m¥°ením £asov¥ rozli²ené
absorpce, tak i po n¥m. Vidíme zde, ºe u thylakoid· jsou ob¥ spektra prakticky
totoºná, zatímco u spekter pigment· je obzvlá²t¥ v oblasti absorpce chlorofylu
pozorovatelný pokles intenzity po provedení transientních m¥°ení. Z toho soudí-
me, ºe opakovaným oza°ováním laserem b¥hem m¥°ení £asov¥ rozli²ené transientní
absorpce do²lo zejména k £áste£né degradaci chlorofyl·. Thylakoidy tomuto vlivu
nepodlehly z°ejm¥ v d·sledku efektivní ochrany chlorofyl· karotenoidy. Zárove¬
si v tomto grafu m·ºeme v²imnout, ºe spektrum thylakoid· je podle o£ekává-
ní (viz odstavec 1.2.1) ²ir²í a posunuté do £ervené oblasti vzhledem ke spektru
pigment·.
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Obrázek 3.7: Absorp£ní spektra thylakoid· a pigment· v roztoku p°ed a po m¥°ení
£asov¥ rozli²ené transientní absorpce.
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3.2.2 Chlorofyl a

Stacionární absorp£ní spektrum jsme dále m¥°ili u vzorku s chlorofylem a, op¥t
p°ed m¥°ením transientní absorpce i po n¥m. Výsledná spektra jsou vynesena
v grafu 3.8. M·ºeme pozorovat viditelný pokles absorbance v oblasti obou ma-
xim, který stejn¥ jako v p°edchozím p°ípad¥ u vzorku s pigmenty signalizuje,
ºe ve vzorku je po oza°ování laserem mén¥ absorbujících molekul chlorofylu a -
oza°ováním do²lo k jejich £áste£nému rozkladu.

Dále jsme pro m¥°ení pouºili vzorek s chlorofylem a v anaerobních pod-
mínkách, kterých jsme docílili bubláním dusíkem. Absorp£ní spektra jsme zm¥-
°ili p°ed bubláním, po n¥m a poté je²t¥ po m¥°ení transientní absorpce, viz
graf 3.9. Zde si m·ºeme v²imnout, ºe charakter spektra p°ed odstra¬ováním kys-
líku a po n¥m z·stal stejný. Je²t¥ lépe je to patrné v grafu 3.10, kde je spek-
trum po bublání vynásobeno konstantou a zcela se kryje se spektrem zm¥°eným
p°ed bubláním. Úbytek absorbance pozorovatelný v grafu 3.9 je dán tím, ºe jsme
po bublání o £ást chlorofylu a p°i²li (viz odstavec 3.1.3), a tedy jsme m¥li roztok
z°ed¥n¥j²í.
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Obrázek 3.8: Absorp£ní spektra chlorofylu a p°ed a po m¥°ení £asov¥ rozli²ené
transientní absorpce.
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Obrázek 3.9: Absorp£ní spektra chlorofylu a p°ed a po bubláním dusíkem a po m¥-
°ení £asov¥ rozli²ené transientní absorpce.
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Obrázek 3.10: Srovnání absorp£ních spekter chlorofylu a p°ed bubláním dusíkem
a po n¥m.
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3.2.3 Degradace s £asem

Pro získání dopl¬ujících informací o stabilit¥ r·zných vzork· jsme také sledovali
jejich degradaci v £ase. P°ipravené vzorky s thylakoidy a pigmenty z p°edchozího
m¥°ení (p°edchozí odstavec) jsme nechali na p°ímém slune£ním sv¥tle a po n¥kolik
dní jsme m¥°ili jejich stacionární absorp£ní spektra, abychom mohli pozorovat,
jak se budou oba vzorky vyvíjet a zda bude patrné, ºe uspo°ádání pigment·
v thylakoidních membránách je stabiln¥j²í neº kdyº jsou z membrán izolovány.

Výsledky pro thylakoidy jsou v grafu 3.11 a pro rozpu²t¥né pigmenty v gra-
fu 3.12. Vidíme, ºe za t¥chto sv¥telných podmínek degradovaly oba vzorky velmi
rychle. P°esto lze pozorovat, ºe rozklad thylakoidních membrán byl pozvoln¥j-
²í a tvar spektra ve druhém dni byl více podobný spektru z prvního dne neº
v p°ípad¥ pigment·. Také si m·ºeme pov²imnout, ºe do spekter thylakoid· se
ve zna£né mí°e promítnul rozptyl sv¥tla na nich. Je to patrné z klesající tendence
spektra sm¥rem od krat²ích k del²ím vlnovým délkám, coº je ve shod¥ s Ray-
leighovým rozptylem, který je nep°ímo úm¥rný λ4 [15]. U pigment·, které jsou
oproti thylakoidním membránám malé, se rozptyl tolik neuplat¬uje.

Jelikoº oba vzorky na p°ímém sv¥tle degradovaly rychle, provedli jsme je²t¥
dal²í pozorování s novými vzorky (navíc jsme m¥li k dispozici i vzorek s chloro-
fylem a a vzorek s pigmenty v micelách), které jsme umístili z dosahu p°ímého
slune£ního sv¥tla. Intenzitu sv¥tla jsme v²ak ani v jednom z t¥chto p°ípad· ne-
monitorovali a tato pozorování tak mají spí²e informativní charakter.

V grafu 3.13 jsou vynesena spektra thylakoid· v r·zných dnech od p°ípravy.
M·ºeme si v²imnout, ºe v prvních t°ech dnech do²lo k malé zm¥n¥ v intenzi-
tách absorpce, zatímco kvalitativn¥ se spektrum p°íli² nem¥nilo. V dal²ích dnech
jiº do²lo k výrazným zm¥nám i v kvalit¥ spektra. Sm¥rem ke krat²ím vlnovým
délkám absorbance stoupala, zatímco u del²ích vlnových délek z·stávala men²í
neº u p°edchozích dn·, coº op¥t signalizuje, ºe ve vzorku dochází k rozptylu sv¥t-
la. Popsaná závislost byla s £asem výrazn¥j²í, z £ehoº usuzujeme, ºe thylakoidy
ve vzorku nebyly po celou dobu rozptýleny voln¥, ale shlukovaly se dohromady
a tvo°ily agregáty. K potla£ení rozptylu jsme nejprve provedli m¥°ení s kyvetou
umíst¥nou blíºe detektoru a poté jsme vyuºili integra£ní kouli (viz odstavec 2.2.1).
P·vodní spektrum a spektrum s popsanými korekcemi jsou srovnány v grafu 3.14.
Ukázalo se, ºe pouºití integra£ní koule je lep²í metoda pro korekci rozptylu, coº je
ve shod¥ s o£ekáváním. Proto jsme ve vý²e zmín¥ném grafu 3.13 (v 7. a 12. dni)
vynesli práv¥ spektrum získané z m¥°ení s integra£ní koulí. To, ºe jsme tak silný
rozptyl nepozorovali u prvního vzorku s thylakoidy (vystaveného p°ímému slu-
ne£nímu sv¥tlu), je nejspí²e zp·sobeno tím, ºe v jeho p°ípad¥ do²lo k usazení
thylakoid·, p°ípadn¥ celých agregát·. U nového vzorku jsme kyvetu p°ed m¥°e-
ním vºdy prot°epali, abychom usazené thylakoidy rozptýlili do celého objemu.

Absorp£ní spektra pigment· jsou v grafu 3.15. Vidíme, ºe na rozdíl od vzorku
vystavenému p°ímému slune£nímu sv¥tlu tyto degradovaly pomaleji. Nezanedba-
telný podíl na jejich v¥t²í stabilit¥ má krom¥ jiných sv¥telných podmínek také
to, ºe tyto pigmenty nebyly vystaveny oza°ování laserem, protoºe na nich nebyla
m¥°ena transientní absorpce, jak tomu bylo u prvního vzorku.

Zm¥nu absorbance pigment· spojujeme p°eváºn¥ s jejich rozkladem v d·sled-
ku nefunk£ního mechanismu zhá²ení tripletních stav· chlorofyl·, coº vede ke ge-
neraci singletního kyslíku, narozdíl od thylakoidních membrán, kde je degradace
pomalej²í.
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Obrázek 3.11: Absorp£ní spektra thylakoid· v r·zných dnech od p°ípravy umís-
t¥ných na p°ímém sv¥tle.
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Obrázek 3.12: Absorp£ní spektra pigment· v r·zných dnech od p°ípravy umíst¥-
ných na p°ímém sv¥tle.

29



0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

350 400 450 500 550 600 650 700 750

A
[a
.u
.]

λ [nm]

1. den
2. den
3. den
7. den
12. den

Obrázek 3.13: Absorp£ní spektra thylakoid· v r·zných dnech od p°ípravy umís-
t¥ných mimo p°ímé sv¥tlo.
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Obrázek 3.14: Absorp£ní spektra thylakoid· bez korekce na rozptyl, se vzorkem
umíst¥ným blíºe detektoru a s vyuºitím integra£ní koule.
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Jako dal²í vzorek pro sledování vývoje v £ase slouºil vzorek s chlorofylem a.
Výsledná spektra jsou zobrazena v grafu 3.16. Charakter poklesu absorbance
s £asem je zde obdobný jako u roztoku s pigmenty, coº op¥t nasv¥d£uje tomu, ºe
stejn¥ jako u chlorofylu a ani u pigment· nedochází k p°enosu tripletní energie
z chlorofyl· na karotenoidy, a tím k p°edcházení vzniku singletního kyslíku, který
pigmenty ni£í, jak bylo prokázáno v hlavní £ásti této práce (kapitola 3.1).

Nakonec uvádíme absorp£ní spektrum pigment· v micelách (graf 3.17) a ve vo-
d¥ (graf 3.18). V prvním z graf· si m·ºeme v²imnout, ºe zatímco v den p°ípravy
bylo spektrum podobné thylakoid·m £i pigment·m, ve dni ²estém je podobné spí-
²e spektru karotenoid· - charakteristická t°i maxima v oblasti zhruba 400-500 nm.
Z toho usuzujeme, ºe ani uspo°ádání v micelách nebylo dostate£n¥ stabilní a do²lo
k rozkladu chlorofyl·. Karotenoid·m, které jsou stabiln¥j²í, se v pufru da°ilo lépe
neº v organických rozpou²t¥dlech, a proto m·ºeme v tomto p°ípad¥ pozorovat
jejich silnou absorpci, narozdíl od vzork· s pigmenty, kde jejich charakteristické
spektrum nebylo tak dob°e patrné.

Srovnáním graf· 3.17 a 3.18 vidíme, ºe absorp£ní spektra pigment· ve vod-
ném prost°edí s DM a pouze v £isté vod¥ jsou odli²ná. Zatímco chlorofyly se
mohly v obou p°ípadech z velké £ásti rozloºit, signál od karotenoid· v DM je
ve spektru i po n¥kolika dnech patrný. U pigment· ve vod¥ absorpci karotenoid·
nepozorujeme, z £ehoº vyplývá, ºe ve vzorku nejsou tyto pigmenty rozpu²t¥ny,
ale do²lo k jejich vysráºení. Ve vodném roztoku se tedy budou jak chlorofyly, tak
i karotenoidy koncentrovat do micel.
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Obrázek 3.15: Absorp£ní spektra pigment· v r·zných dnech od p°ípravy umíst¥-
ných mimo p°ímé sv¥tlo.
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Obrázek 3.16: Absorp£ní spektra chlorofylu a v r·zných dnech od p°ípravy umís-
t¥ných mimo p°ímé sv¥tlo.
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Obrázek 3.17: Absorp£ní spektra pigment· v DM umíst¥ných mimo p°ímé sv¥tlo
v prvním a ²estém dni.
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Obrázek 3.18: Absorp£ní spektra pigment· ve vod¥ umíst¥ných mimo p°ímé sv¥tlo
v prvním a ²estém dni.
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Záv¥r

V této práci bylo na²ím cílem p°edev²ím porovnat efektivitu ochranné role karo-
tenoid· v r·zných p°ípadech. K tomuto ú£elu jsme p°ipravili vzorek s thylakoidy,
izolovanými pigmenty, izolovaným chlorofylem a a pigmenty v micelách. Pouºíva-
li jsme metodu m¥°ení £asov¥ rozli²ené transientní absorpce s nanosekundovým
rozli²ením, ze které jsme získali doby dohasínání jednotlivých stav· a p°íslu²ná
DAS spektra.

Zjistili jsme, ºe pokud byly pigmenty uspo°ádány v thylakoidních membrá-
nách, tak karotenoidy zhá²ely tripletní excitaci chlorofyl· velice ú£inn¥. Cha-
rakteristická doba p°enosu energie byla 6-7 ns. Dále se porovnáním doby ºivota
karotenoid· v thylakoidních membránách za aerobního a anaerobního prost°edí
ukázalo, ºe karotenoidy se tripletní excitace zbavují krom¥ jiných kanál· také
interakcí s kyslíkem.

U izolovaných pigment· se ºádné zhá²ení tripletních stav· chlorofyl· karote-
noidy neuskute£¬ovalo, docházelo zde pouze ke zhá²ení kyslíkem, coº jsme ov¥°ili
na vzorku chlorofylu a zm¥°ením doby dohasínání jeho tripletního excitovaného
stavu v p°ítomnosti kyslíku a po jeho £áste£ném odstran¥ní metodou bublání
dusíkem.

P°enos tripletní excitace na karotenoidy se neprojevil ani u vzorku, kde byly
pigmenty shromáºd¥ny v micelách.

V pr·b¥hu v²ech t¥chto m¥°ení jsme vyuºívali i stacionární m¥°ení absorpce.
To slouºilo p°edev²ím k tomu, abychom vhodn¥ zvolili excita£ní vlnovou délku
pro transientní m¥°ení a abychom zaznamenali degradaci vzorku p°i tomto m¥°e-
ní. Nakonec jsme sledovali i zm¥nu absorp£ních spekter vzork· v £ase. Pozorovali
jsme, ºe zatímco izolované pigmenty (volné i v micelách) se s £asem rychle roz-
kládaly, pigmenty v thylakoidních membránách byly relativn¥ stabiln¥j²í a thyla-
koidy agregovaly.

Z provedených experiment· vyplývá, ºe k efektivnímu zhá²ení tripletní ex-
citace chlorofyl· pomocí karotenoid· dochází pouze pokud jsou tyto molekuly
vzájemn¥ velmi blízko, tak jako tomu je v thylakoidních membránách. U chloro-
fyl· a karotenoid· voln¥ v roztoku a v micelách m·ºe k triplet-tripletnímu p°enosu
energie docházet sráºkovým mechanismem, který byl ale p°i pouºitých koncent-
racích pigment· neú£inný. Celková koncentrace pigment· byla ve v²ech vzorcích
srovnatelná, ale lokální koncentrace pigment· v proteinových komplexech v thy-
lakoidních membránách byla mnohem vy²²í.
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Seznam pouºitých zkratek

NADPH+H+ redukovaný nikotinamidadenindinukleotidfosfát
ATP adenosintrifosfát
NADP+ nikotinamidadenindinukleotidfosfát
ADP adenosindifosfát
Pi fosfátový iont
BSA hov¥zí sérový albumin (bovine serum albumin)
DM dodecyl maltoside
HPLC vysokoú£inná kapalinová chromatogra�e

(high-performance liquid chromatography)
DAS decay associated spectra
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