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Abstrakt: Cilem prace je zlepseni signalu tripletnich stavi pigmenti ve fotosystému I
a minimalizace Sumu ve vyslednych datech. Pro méfeni byl pouzit vzorek extrahovany
ze sinice Thermosynechococcus elongatus. 7o méreni vyplyva, ze idedlni je volit ne prilis
koncentrovany vzorek (s absorbanci kolem 0,7), ze kterého napiiklad metodou bublani
dusikem odstranime kyslik. Anaerobni podminky zvysi dobu Zivota tripletniho stavu
karotenoidu a také vzorek ¢astecné chrani pred poskozenim. V zavislosti na délce expe-
rimentu zvolime maximéalni energii excita¢niho pulzu, kterd jesté nepusobi vyznamné
poskozeni fotosystému. Pro dvouhodinové méreni se nam osvédéila intenzita 1,5 az
2mJ. Pro zachovani dobrého ¢asového rozliseni je vhodné priblizné prvnich 100 ns, kdy
probihaji déje ve fotosystému velmi rychle, sbirat signal pouze po kratkou dobu 2ns.
Nésledné je tuto dobu (gate) mozné zvysit na 10ns a naopak snizit zesileni méficiho
svétla (gain) tak, aby se nezménila velikost vysledného signdlu. Tim také vyrazné pti-
spéjeme ke snizeni celkového Sumu.
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Title: Optimization of the signal from pigment triplet states in photosystem I
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Abstract: The main objective of the thesis is to improve signal-to-noise ratio for pig-
ments’ triplet states in photosystem I. The sample was purified from cyanobacterium
Thermosynechococcus elongatus. Based on the measurements we could deduce that the
sample with optimal concentration has an absorbance about 0,7. It is beneficial to re-
move oxygen for example by nitrogen bubbling. Anaerobic conditions help to increase
the lifetime of carotenoid triplet states and to protect the sample from damage. Depen-
ding on the time of measurement we choose the maximal energy of the excitation pulse,
which does not cause any significant damage to the photosystem. For the measurement,
which takes about two hours, we find it is optimal to use the excitation energy from
1,5mJ to 2mJ. The relaxation processes in the photosystem are fast during the first
100 ns. It is, therefore, necessary to use the shortest detection time, which is in our
case a gate of 2ns. At the later delays, it is possible to increase the gate to about 10ns
and at the same time to decrease the amplification of the measurement light (gain) so
the final intensity of the signal would not change. This will contribute to a significant
reduction of noise for the later delays.
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Uvod

prubéhu evoluce si tuto schopnost osvojila fada rozlicnych organismu a proto
miizeme i fotosyntézu pozorovat v mnoha obmeénéch.

Vsechny tyto déje spojuje hlavni spolec¢ny princip — preména energie fotonti
na energii chemickych vazeb. Nejznaméjsim z nich zistava bezpochyby preména
vzdusného oxidu uhli¢itého a vody na kyslik a organické uhlovodiky.

Diky prvnim fotosyntetizujicim sinicim se v minulosti vyrazné snizila koncen-
trace oxidli v ovzdusi, ktera byla nahrazena kyslikem a byl tak umoznén vznik
zivota na Zemi tak, jak jej zndme dnes.[I]

Studium a nasledné poznani principu téchto procest otevira nové moznosti v
energetice i ekologii, at uz v podobé novych typu solarnich ¢lanki nebo moznosti
redukce sklenikovych plynt. Z tohoto divodu je studium procesii ve fotosyntéze
nejen zajimavé, ale také velmi duilezité a prinosné.

Tato prace popisuje postup pri optimalizaci signalu tripletnich stavi ve foto-
systému I, ktery vyuziva energii dopadajiciho zareni k uvolnéni elektronu a jeho
nasledného prenosu na dalsi funkéni jednotky. I pres veskeré ochranné mecha-
nismy ve fotosyntéze mize byt vzorek pti vétsim ozareni poskozen. Proto musime
pouzivat energie excita¢niho pulzu jen primérené velké dobé ozafeni. Navic pti
studiu ¢asového vyvoje musi byt mérici svétlo zanedbatelné nizké intenzity oproti
excita¢nimu pulzu, aby kviili nému nedochézelo k vyraznym zménam v obsazeni
hladin. V c¢astech spektra, kde vzorek absorbuje, tedy dopada do detektoru jen
velmi mélo svétla. Z tohoto divodu je méreni velmi nachylné k Sumu, coz kompli-
kuje analyzu dat a urceni dob zZivota jednotlivych excitovanych stavi. Dilezité je
tedy nejen dosdhnout co nejvétsiho mozného signalu, ktery je vsak limitovan diive
zminénymi podminkami, ale predevsim snizeni Sumu volbou vhodnych parametri
experimentu.

Cilem prace je poskytnout uceleny prehled moznych nastaveni experimentu a
jejich vliv na kvalitu signalu ¢i degradaci vzorku.

o V prvni kapitole je shrnut princip svételné faze fotosyntézy, taktéz je tu
uvedena zakladni struktura fotosystému I a fykobilisomt sinice Thermosy-
nechococcus elongatus.

o V druhé kapitole je popsdna mérici aparatura, priubéh experimentu a jed-
notlivé parametry, jejichz volbou mizeme ménit pomér signalu k Sumu.

o Treti kapitola se pak vénuje namérenym datim a jejich interpretaci.






1. Teoreticky uvod

1.1 Chloroplasty

Rostlinné bunky se od zivoc¢isnych lisi mimo jiné tim, Ze obsahuji specialni
organely — chloroplasty — umoznujici fotosyntézu.

Bunky tyto organely, stejné jako mitochondrie, ziskaly pivodné endosymbio-
zou (pohlcenim) fotosyntetizujicich bakterii ¢i sinic, diky ¢emuz maji chlorofyly
dvojitou membranu. [2

Vnitiek chloroplastu je vyplnén tekutinou (stroma). V ni se nachézeji thylako-
idy, utvary jejichz membrana obsahuje fotosyntetizujici jednotky. Vnitini prostor
ohrani¢eny thylakoidni membranou nazyvame lumen. Thylakoidy lze v chloro-
plastech nalézt ve dvou uskupenich — granalni (stohované) a stromalni. [I] (Viz

obréazek [L.1])

Lamela Mezimembranovy
(stroméalni prostor
thylakoid)

(stochované = )
; Tni —— Lamela (stromalni
thylakoidy) Vnitfni membréna Lumen A S==r_

thylakeid)

Obréazek 1.1: Struktura chloroplastu. [I]

1.2 Fotosyntéza u sinic

V této praci byl jako vzorek pouzit fotosystém I extrahovany z thylakoidi
sinice Thermosynechococcus elongatus. (Viz obrazek ) Jedna se o podlouhly
jednobunéény organismus o velikosti kolem 2-3 pm. [3]

Budeme se tedy nyni zabyvat fotosyntetickym aparatem sinic, ktery je velmi
podobny tomu u vyssich rostlin, jelikoz, jak zde bylo jiz difive uvedeno, sinice jsou
povazovany za predchiidce dnesnich chloroplastt v rostlinnych bunkach. Stavba
bunky sinic je tedy podobna stavbé samotného chloroplastu.

Thylakoidy zde nejsou stohované do gran, jejich membrana casto vytvari
podlouhlé utvary, které se nachéazeji na okrajich bunky blizko bunééné mem-
brany. [4] Vétsinou zde thylakoidy tvoii 2-3 vrstvy soustiednych prstenct podél
bunééné membrany. [3] (Viz obrazek [1.2])

5



Obrazek 1.2: Elektronova mikrofotografie sinice rodu Thermosynechococcus s pa-
trnymi karboxyzomy pro fixaci oxidu uhli¢itého (C) a thylakoidni membranou

(T). B

1.3 Fotosyntetizujici aparat v thylakoidech

Mezi fotosyntetické komplexy, nachazejici se v thylakoidni membrané, se fadi
fotosystémy I a II. (Zndzornéno na obr. [1.3])

Tyto systémy vyuzivaji energii fotonli na uvolnéni elektronu a vytvareji pro-
tonovy gradient, ktery je dédle vyuzit ATP syntazou na tvorbu ATP. Dochézi zde
mimo jiné téz k rozstépeni vody a uvolnéni vzdusného kysliku.

Energie v podobé ATP vsak neni ptilis vhodna pro dlouhodobé;jsi uskladnéni
a z tohoto divodu ji rostliny dale pretvareji. V temnostni fazi ATP pohani tvorbu

vvvvvv

molekuly (celuléza) nebo jsou skladovany ve vakuolach jako zasobni latky (napti-
klad skrob). [1]
Dale se budeme vénovat pouze svételné casti fotosyntézy.

ATP+HQ  ADP+F,

Stroma I"\\--——--'f
-

TG 7 5005 g

Ll g,

PSI

%
S

i

FIRATIY!

ATP synthase

Lumen

Obréazek 1.3: Schéma prenosu elektronu v thylakoidni membrané. [5]



1.3.1 Pigmenty

Zakladni slozkou fotosystémt jsou fotosyntetické pigmenty, které zachycuji
fotony a jejich energii prenaseji mezi sebou az do reakéniho centra. Tam se energie
vyuziva k excitaci zvlastniho paru chlorofyli a naslednému uvolnéni elektronu.

Barviva muzeme rozdélit na tetrapyroly s uzavienym (chlorofyly a bakteri-
ochlorofyly) ¢i otevienym tetrapyrolovym kruhem (fykobiliny) a polyisoprenoidy,
kterym také fikame karotenoidy. Déle rozlisSujeme dva druhy karotenoidi, a to
uhlovodikové (karoteny) a jejich kyslikaté derivaty (xanthofyly). [1]

Chlorofyly

Nejznaméjsi molekulou, tvorici fotosynteticky aparat, je bezpochyby chloro-
fyl. U organizmt nachézime celou radu téchto pigmenti — chlorofyl a—f. Sinice
obsahuji predevsim chlorofyl a, ktery je také nejhojnéjsim ze vSech chlorofyli.

Jeho molekula se sklada ze ¢tyr pyroli usporadanych do tetrapyrolového
kruhu, uprostied kterého je koordinacni vazbou k dusikiim uchycen centralni kov
— horé¢ik. Na kruh je navazano nékolik substituentt, véetné dlouhého uhlovodi-
kového Tetézce (viz obr. . Tyto substituenty se lisi pro rtizné druhy chlorofyl.

Elektrony z konjugovanych dvojnych vazeb kruhu a jeho okoli jsou delokali-
zované, coz vyrazné snizuje energeticky rozdil mezi zakladni a excitovanymi hla-
dinami. Diky tomu chlorofyl spolu s ostatnimi pigmenty absorbuje ve viditelném
svetle. [I]
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Obréazek 1.4: Absorpéni a fluorescencni spektrum a strukturni vzorec chlorofylu
a. [1]



Feofytin a

Vyznamny derivat chlorofylu a — feofytin a — ma misto hot¢iku na dusicich
navazanu dvojici vodiku. Vyskytuje se v PS II jako akceptor elektronu. [1]

Karotenoidy

Dalsi ze zékladnich skupin fotosyntetickych pigmentu jsou karotenoidy, které
se také podileji na zachytu fotont. Maji ale téz ochrannou funkci (podrobnéji v
kapitole 1.4). Jejich zakladni stavebni jednotkou je isopren, ktery je spojovan do
delsich tetézcti, od ¢ehoz je odvozen i jejich druhy nédzev — polyisoprenoidy.

Mezi karotenoidy se fadi i 5-karoten (viz obr. , ktery je prekurzorem pro
vyrobu vitaminu A. [6]

Diky symetrii je excitace do prvni excitované singletni hladiny zakazana. Re-
alizuje se tedy az absorpce svétla o vinové délce 450 nm, kterda odpovida rozdilu
energii mezi zédkladni Sy a druhou excitovanou hladinou Ss. [7]

Jelikoz jsou molekuly karotenoidu tvoreny dlouhym fetézcem, je tieba, na roz-
dil od malych molekul, dodat velké mnozstvi energie na prechod z jedné vibracni
hladiny do druhé. Z tohoto diivodu jsou rezonanc¢ni piky na absorpénim spektru

karotenoidu od sebe zfetelné rozeznatelné (dobfe patrné na obrazku [1.10)). [7]

NN YN Y
Obrazek 1.5: Strukturni vzorec S-karotenu. [I]

Plastochinon a fylochinon

Mezi dalsi akceptory PS I a PS II patii popotradé fylochinon a plastochinon. [1]
Jejich struktura je odvozena od chinonu — derivatu benzenu s kysliky navazanymi
dvojnou vazbou na uhlicich 1 a 4. (Viz obr. ) Fylochinon je znam také jako
vitamin K1. [§]

0O 0O
HsC CHs

HaC A H ohytol
o) o)

Obrazek 1.6: Strukturni vzorec plastochinonu (vlevo) a fylochinonu (vpravo).[I]



1.3.2 Antény

Pro zvyseni pravdépodobnosti zachyceni fotonu jsou ve fotosystému k reakc-
nimu centru pridruzeny antény, které zvétsuji plochu absorbujici zareni. Antény
sestavaji z pigmentii vhodné navazanych na proteiny tak, Ze jejich energetické hla-
diny postupné klesaji smérem k reakénimu centru. Diky tomu je pomoci pfenosu
excitace energie dopravena az do reakéniho centra, kde je ddle vyuzita.

K prenosu excitace dochazi nezarivé Forsterovym rezonanénim ¢i Dexterovym
vyménnym mechanismem. Tento proces muzeme pozorovat v fadu pikosekund.

Excitovany elektron miize prejit zpét do zakladniho stavu také zarivé za vy-
zareni fotonu o energii odpovidajici rozdilu energii excitované a zakladni hladiny.
Tento jev nazyvame fluorescence a pozorujeme ji v fadu nanosekund. Takto vyza-
reny foton miize byt opét pohlcen pigmentem, ktery se nachazi blize k reakénimu
centru. Pravdépodobnost tohoto jevu je vSak velmi mald, nebot fluorescence je
vSesmérova. [1]

Pi{mo na reakén{ centrum pfiléhaji vnitin{ antény. Uéinny prifez zéchytu fo-
tonu jeste vice zvysuji vnéjsi antény. Ty jsou k systému reakéniho centra a vnitini
antény prichyceny dalsimi komplexy. Vnéjsi antény se v zavislosti na osviceni mo-
hou pohybovat od PS II k PS T a regulovat tak ptitok excitont ke konkrétnimu
reakénimu centru.

Vnéjsi antény u sinic nazyvame fykobilisomy. Typickou stavbu fykobilisomu si
muzeme ukdzat na nami pouzité sinici Thermosynechococcus elongatus. (Viz obr.
[1.7]) Zde biliprotein fykocyanin (PC z anglického phycocyanin) tvorf Sest tyc
soustfedénich kolem tfech jednotek alofykocyaninu (APC). Na biliproteiny
jsou navazany chromofory zajistujici zachyceni fotont. Systém je usporadan tak,
ze okrajové casti absorbuji fotony s kratkou vinovou délkou, smérem do stfedu
fykobilisomu a k mistu napojeni na fotosystém se energie absorbovaného zatreni
snizuje. Takto se nalevkovitym efektem dostane exciton az k reakénimu centru.
[9]

@ ApcE | CpeC | CpeGisia T CpeD

@&  PC trimer (] APC trimer

Obrazek 1.7: Stavba fykobilisomu sinice Thermosynechococcus elongatus. [9]



1.3.3 Fotosystém II

Po zachyceni fotonu je kaskddou antén excitacni energie prenesena do reakc-
niho centra. Reak¢ni centrum PS II se nachézi predevsim v granalnich oblastech
thylakoidii. Zde hlavni roli zastava zvlastni par chlorofylit P680 — primérni do-
nor. Ten v excitovaném stavu snadno uvolni jeden ze svych delokalizovanych
elektronti a prejde zpét do zdkladniho stavu. Elektron je pak velmi rychle, aby
nedoslo k rekombinaci, prenesen na prechodny akceptor — molekulu feofytinu a
putuje pres primarni a sekundarni akceptory az k molekule chinonu, ktera je jim
redukovana na semichinon. Po prijeti druhého elektronu se z chinonu za pomoci
dvou vodikll z cytoplazmy stava chinol. Ten je nésledné vyménén za chinon z
membranového prostoru, kde se volné pohybuji.

Kationt zvlastniho paru P680™ je na rozdil od P680 velmi silnym oxidaénim
¢inidlem. Z tohoto dtvodu musi dojit k velmi rychlému prenosu elektronu na
prechodny akceptor, aby si jej P680T nestahl zpét. Oxidac¢ni vlastnosti P680™
jsou natolik silné, Ze je schopen oxidovat vodu. Elektron je z vody odsStépen
slozitym postupem v kysliku vyvyjejicim komplexu (zkracené OEC z anglického
oxygen evolving complex) a je pienasen pies Tyrosin Z k P680", ktery redukuje
zpét na P680 a cely proces se opakuje.

Na tplnou pfeménu dvou molekul vody je tfeba uvolnéni ¢tyr elektroni (tedy
Ctyti excitace P680), do stromy thylakoidu jsou uvolnény ¢tyfi protony a molekula
kysliku. [1]

1.3.4 Cytochrom bgf

Aby reakce mohla probihat opakované, musime chinol, ktery v PS II vznika
po prijeti elektronu, preménit zpét na chinon. To nam umoznuje dalsi funkéni
jednotka, cytochrom bgf. Uvolnéné protony jsou preneseny do lumen thylakoidu
a jeden z elektronu putuje na plastocyanin. [I]

1.3.5 Fotosystém 1

Elektron z plastocyaninu pak déale v PS I redukuje dimer chlorofyl, nyni
P700. Zvlastni par chlorofyli opét vyuziva energii fotonu, ktera je sem done-
sena okolnimi anténami, k excitaci. V excitovaném stavu opét dochazi k separaci
elektronu, ktery z néj pak putuje na dalsi chlorofyly a fylochinon (pfechodné ak-
ceptory), a déle pres primarni a sekundarni akceptory, kterymi jsou zelezo-sirova
centra, az k ferredoxinu. Vznikly kladny naboj na zvlastnim péaru je kompenzovan
elektronem z plastocyaninu. Ten se pak vraci zpét na cytochrom bgf.

Ferredoxin:NADP T oxidoreduktaza nachézejici se v blizkosti PS I pfijim4 elek-
tron od ferredoxinu a dochézi zde k pieméné NADP" na NADPH. [I]

Jelikoz se v praci zabyvame praveé fotosystémem I, uvedeme si jeho strukturu
podrobnéji. (Viz obr [1.8]) U sinic se fotosystém I vyskytuje ve formé trimeru
(na rozdil od vyssich rostlin, které maji monomer PS I). V kazdé jednotce PS
I s vnitini anténou se vyskytuje 12 proteinovych podjednotek a velké mnozstvi
kofaktori — 96 chlorofylt, 2 fylochinony, 3 Fe,S, klastry, 22 molekul karotenoidi,
4 lipidy, pravdépodobné i iont Ca*" a 201 molekul vody. [I0] Zminéna struktura
byla urc¢ena praveé u sinice Thermosynechococcus elongatus.
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Obrazek 1.8: Struktura PS I sinice Thermosynechococcus elongatus. Pohled po-
dél membrany ze stromélni strany. V kazdém ze tii monomerii jsou znazornény
jiné strukturni prvky. V monomeru III vidime kompletni soubor kofaktort s
transmembranovou a-Sroubovici (pro prehlednost byly vynechdny postranni chlo-
rofylové Tetézce antény PS I). Barevné rozliseni: fylochinony a chlorofyly reakc-
niho centra jsou na obrazku modré, atomy zeleza a siry ve tiech FesS, klastrech
jsou znazornény zlutymi a oranzovymi koulemi. Anténni systém: chlorofyly jsou
obarveny zluté, karotenoidy ¢erné a lipidy jsou tyrkysové. [10]

1.3.6 ATP syntaza

Protonovy gradient je vyuzit v takzvané ATP syntaze, kde protony precha-
zeji skrz protonovy kandl z lumen thylakoidu na druhou stranu membrany a u
toho roztaceji rotor. Tocici se v-podjednotka cyklicky méni konformace na tiech
vazebnych mistech na g-podjednotkach, které jsou soucasti statoru, kde dochéazi
k tvorbé ATP z ADP. Na jednu celou otocku pripada vyroba 3 molekul ATP.

1.4 Energetické hladiny

Excitaci, tedy pohlcenim fotonu, se mohou elektrony dostat ze zakladniho
stavu do vyssich energetickych hladin. Stavy, kdy je celkové spinové ¢islo rovno 0,
oznacujeme jako singletni. Naopak tripletni stavy obsahuji nesparované elektrony
a jejich celkové spinové ¢islo je 1. Zakladni stav je u vétsiny molekul singletni.

[11]
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Chlorofyl a absorbuje vlnové délky kolem 670nm, coz odpovida energetic-
kému rozdilu mezi zakladnim stavem Sy a prvnim excitovanym stavem S;. Této
oblasti ftkame Q, péas. V této oblasti pozorujeme téz fluorescenci - zarivy pre-
chod elektronu z S; do zdkladniho stavu. Spektrum fluorescence je posunuté k
delsim vinovym délkam oproti Q, pasu z divodu nezarivych energetickych ztrat
(Stokestuv posuv). [I] (Viz obr. )

Dalsimi dvéma vyznamnymi absorpénimi oblastmi chlorofylu a jsou Q, a So-
retiv pas, které absorbuji v oblastech 570 nm respektive 436 nm a odpovidaji
energetickému rozdilu mezi zékladni hladinou Sy a S, respektive S3_4. (Viz obr.
1.9]) V oblasti 630 az 650 nm muzZeme pozorovat prispévky vibraéni struktury

obou Q-pasu. [12] (Patrné na obrazcich [1.4]a|1.10})

Ptrechod mezi singletnim a tripletnim stavem je zakazany, jelikoz musi dojit
k preklopeni spinu. Hor¢ik umistény v centru molekuly chlorofylu vsak usnad-
nuje zakazany prechod ze singletni S; na tripletni hladinu T, diky spin orbitalni
interakci. Prechod z tripletniho stavu do zakladniho je taktéz spinové zakazany.
Rychlostni konstanta prechodu z tripletniho do zakladniho stavu je tedy velmi
mald a elektron zistava v tripletnim stavu dlouhou dobu (okolo 1-20 us [13]),
¢imz se zvysuje pravdépodobnost prenosu excitace na singletni kyslik.
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Obréazek 1.9: Zjednodusené schéma energetickych hladin chlorofyli, karotenoidi
a kysliku. [14]

V aerobnich podminkéach dochézi ¢asto k pfenosu excitacni energie z triplet-
nich stavi chlorofyli na kyslik a vytvari se tak silné reaktivni singletni kyslik,

ktery mize poskodit fotosynteticky aparat.
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Ochranna role karotenoidii spociva v jejich vhodné umisténych energetickych
hladinach tripletnich stavi, diky ¢emuz uc¢inné zhasi tripletni stavy chlorofyld.
Tim zamezuji prenosu excitace na kyslik, tedy i vzniku singletniho kysliku a
poskozeni systému. Prenos excitace z tripleti karotenoidi na singletni hladinu
kysliku jiz neni mozny, jelikoz kyslik ma prislusnou energetickou hladinu vyse,
nez karotenoidy. [12]

Velmi castym jevem je vSak zhaseni tripletni hladiny karotenoidii zesilenym
mezisystémovym prechodem zplisobenym paramagnetickym kyslikem v zaklad-
nim stavu. [15] Z tohoto diivodu lze predpoklddat, ze v anaerobnich podminkéch
dojde k vyraznému prodlouzeni doby zivota tripletnich stavi karotenoidu. Tato
skutecnost byla promérena v kapitole 3.4.

V karotenoidech probiha navrat do zakladniho stavu nezarive, fluorescence se
témer nepozoruje, protoze prechod z S; do zékladniho stavu je diky silné vibro-
nické vazbé velmi rychly. [I]

1.6 | |
s beta-karoten ——
1.4 | chlorofyl a ... |

absorbance

0 ‘ : e e L e
350 400 450 500 550 600 650 700
vinovéa délka [nm]

Obréazek 1.10: Absorpéni spektrum karotenoidu [16] a chlorofylu.[I]

1.5 Casovy vyvoj
Relaxace nestabilniho kvantového systému, jakym je i elektron excitovany do
vyssich energetickych hladin, mizeme aproximovat exponencidlnim pritbéhem.
[17]
p(t) = Noe™ ", (1.1)

kde rychlostni konstanta I' mé rozméry s~* a je rovna pievracené hodnoté doby
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zivota excitovaného stavu. Urcit ji mizeme napriklad pomoci Fermiho zlatého
pravidla.
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2. Pouzité meérici pristroje,
metody a materialy

2.1 Pouzité materialy

2.1.1 Vzorek fotosystému I

K méreni jsme pouzili fotosystém I (dale PS I) extrahovany ze sinice Ther-
mosynechococcus elongatus v polarnim rozpoustédle. Vzorek jsme tedili pomoci
pufru — 20mM roztoku tricinu, do kterého byl priddn 0,02% dodecyl maltoside
s detergencnimi vlastnostmi a kyselina pro dosazeni pH 7,8. Vzorek PS I nam
pripravil Dr. rer. nat. Heiko Lokstein, Ph.D.

V nékolika citovanych materidlech je uvedena sinice Synechococcus elongatus.
Jedna se o tutéz sinici, ktera byla pozdéji pfejmenovana na Thermosynechococcus
elongatus. Pro prehlednost jsme v celém textu pouzivali pouze jeji novy nazev
Thermosynechococcus elongatus.

2.2 Pouzité pristroje a postup meéreni

2.2.1 Priprava vzorku

Pomoci mikropipety jsme do sklenéné lesténé fluorescencni kyvety nabrali 2 ml
pufru a pridali vétsinou 4 ul vzorku PS I (odpovidd absorbanci 0,75), v zavislosti
na pozadované koncentraci. Tu jsme pred kazdym meérenim kvantifikovali na za-
kladé absorbance vzorku v oblasti Q, pdsu pomoci pristroje specord 250. Nami
pouzivané vzorky mély absorbanci v rozmezi 0,4-1,2.

Absorbanci definujeme jako

A= —log(T) = log (?) : (2.1)

kde T nazyvame transmitance a log je dekadicky logaritmus. I, je intenzita
signalu po prichodu vzorkem a Ij je intenzita svétla vstupujiciho do vzorku.

Tento vyraz lze také prepsat s vyuzitim molarniho absorpcéniho koeficientu
€, optické délky d a molarni koncentrace vzorku C, ¢imz ziskdme znamy tvar
Lambert-Beerova zikona [18§]

I = Ipe ™ = Ije ¢, (2.2)

Absorbance zavisi primo imérné na molarni koncentraci.

Kviili tendenci pufru pénit, je pii pipetovani tfeba postupovat velmi opatrné,
aby nedoslo k vzniku bublin, které vedou k pripravé roztoku o nespravné koncen-
traci.

Absorbanci bylo tfeba zmérit i po kazdém experimentu, aby se tim ovérilo, ze
vlivem velmi intenzivniho zareni laseru nebyl vzorek poskozen.
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2.2.2 Foukani dusikem

Pro méfeni za anaerobnich podminek jsme vzorek foukali dusikem, ktery
postupné kyslik rozpustény ve vzorku vytlacil. K méfeni koncentrace kysliku
jsme pouzivali sondu FOXY-R NeoFox od Ocean Optics. Ptistroj obsahuje fluo-
rescencni material; doba zivota jeho excitovaného stavu silné zavisi na koncentraci
kysliku v jeho okoli. [19] Pfistroj je nakalibrovan pomoci dvoubodové linearni ka-
librace tak, ze destilované vodé za pokojové teploty je prifazena 100% koncentrace
kysliku v rozpoustédle. Doba zivota je pii této koncentraci 2,41 us. [20]

Vzorek foukame, dokud se doba zivota neustali. U vzorku PSI pouzitého v
tomto experimentu se doba zivota ustalila na 3,22 us.

Jelikoz pufr obsahuje detergent, je treba foukat pouze na hladinu, nikoliv
primo do vzorku, aby se vzorek nenapénil. K promichavani vzorku se bézné po-
uziva magneticka michaci tycinka v poli rotujictho magnetu umisténého v pod-
stavci. Ta zde vsak nelze pouzit, jelikoz michanim by se mohly od vzorku odpojit
cervené chlorofyly PS 1.

2.2.3 Meéreni absorbance v zavislosti na ¢ase od excitac-
niho pulzu

Ke studiu déjiu ve fotosystému lze vyuzit spektroskopii, konkrétné metodu
excitace a sondovani. Nejprve vzorek ozarime excitacnim pulzem. Déle v rtiznych
¢asech po excitaci mérime absorbanci vzorku pro rizné vinové délky a od vysled-
nych spekter od¢itame spektra bez pulzu. Tak ziskame casové rozliSend spektra
tranzientni absorpce.

Spektra v raznych casech po pulzu mérime v ndhodném potadi aby se co
nejméné projevilo kolisani lampy ¢i degradace vzorku.

Samotné méreni spektra pro kazdé zpozdéni opakujeme 500 krat a nasledné se
data praméruji, aby se minimalizoval nezddouci Sum. Od priméru pak pocitame
odchylku jednotlivych meéreni a uréime tak spektrum smérodatnych odchylek,
které je v praci pouzivano pro popis Sumu.

Kazdy pixel detektoru spektrometru reaguje na signal s drobnou odchylkou.
Z tohoto divodu mérime na zacatku spektrum pozadi, které se pak od spektra
vzorku odcita, ¢imz se tyto vady detektoru redukuji. Jelikoz pro kazdé zesileni
intenzity signdlu (gain) detektor reaguje odlisné, je tfeba pozadi namérit vzdy
znovu prii kazdé zméné nastaveni. Pri méfeni pozadi se snazime minimalizovat
mnozstvi pikti zptsobenych kosmickym zarenim, v pripadé priletu nezadouci
c¢astice méteni opakujeme. [21]

Aparatura (viz obr. sestava z laditelného pulzniho laserového systému s
pulzy o délce priblizné 3ns. [II] Pigmenty ve vzorku jsou excitovany pulzem z
optického parametrického oscilaitoru (OPO) PG 122 (EKSPLA), ktery je ¢erpan
pomoci laseru (Nd:YAG) NL303 (EKSPLA). Kolmo na paprsek laseru ozarujeme
vzorek pulzni lampou — xenonova vybojka XE 2000 (Avantes), jejiz svazek je
rozdélen na mérici a referencni. Oba svazky jsou ve spektrometru iHR (Horiba
Jobin Yvon) prevedeny na spektra, kterd jsou snimana pomoci zesilované CCD
kamery (ICCD). [II] Ptistroje jsou ovladany pomoci pocitace a data se automa-
ticky zpracovavaji programem, ktery vytvoril Mgr. Petro Khoroshyy Ph.D.
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Xelamp DG OS PTG

OPO Nd:YAG PC

ICCD

S iHR
R—N_

Obrazek 2.1: Schéma aparatury pro méreni tranzientnich spekter s 2ns rozlisenim.
Nd:YAG - nanosekundovy laser, OPO - opticky parametricky oscilator, Xe lamp
- xenonova vybojka, ICCD - intenzifikovanda CCD kamera, iHR - zobrazovaci
spektrometr, DG - generator zpozdéni, OS - osciloskop, PTG - ovladaci jednotka
ICCD kamery, PC - pocitac¢, S - vzorek (signél), R - vzorek (reference). [I1]

V programu lze také manualné nastavovat rizné parametry mérici aparatury
jako je zesileni signalu ¢i doba, po kterou detektor signal sbira. Tato prace se
zabyva optimalizaci nastaveni téchto parametri, které budou déle predstaveny.

Gain a Gate

Tranzientni absorbanci mérime pomoci porovnani spektra paprsku proslého
pres vzorek a spektra referenéniho paprsku (toto zméfime bez pulzu a s pulzem
a spektra odecteme). Mérfici paprsek musi mit velmi malou intenzitu, abychom
mohli zanedbat zmény populace jednotlivych energetickych hladin vzorku zpi-
sobené jeho prichodem oproti zménam zpusobenym excitacnim pulzem. Signal
tak nemtzeme zvysovat pomoci zvySovani intenzity mériciho svétla, ale 1ze jej
zesilovat pomoci zesilovace v CCD kamere.

Zesileni svétla proslého vzorkem nastavime vzdy tak, abychom méli co nejvétsi
signal. Tedy aby na ¢ast detektoru ur¢enou pro signal dopadal paprsek o inten-
zité kolem 50 000 counts/second (déle zkracené cps), pri prekroceni 62 000 cps se
méreni automaticky vypne kvili ochrané detektoru. Z tohoto diivodu je tireba
pouzit nizsi zesileni, aby se pfi pripadném vykyvu predeslo vypnuti méreni. To
mnohdy trva az 2 hodiny.

Intenzitu signalu nastavujeme v programu pomoci proménné gain, kterd ur-
cuje jeho zesileni. PTi béZném méreni se gain pohybuje kolem 70.

Signdl se zvysuje pomoci zesilovace (viz obr. . Paprsek je po prichodu
vzorkem veden optickym kabelem do spektrometru a nasledné rozlozeny na jed-
notlivé vlnové délky dopada na fotokatodu detektoru. Zde dojde k vyrazeni elek-
troni, ty pak putuji urychleny napétim do mikrokanalu. S kazdym narazem elek-
tronu do stény kanalu jsou vyrazeny dalsi elektrony, které jsou dale urychlovany
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rozdilem elektrického potencialu mezi vstupem a ustim kanalu. Po vylétnuti z
kanalu elektrony dopadaji na fluorescenc¢ni fosforovou desticku, kde dojde k pre-
méné jejich kinetické energie na foton viditelného zéteni. [22] Produkce elektront
je korigovana napétim na koncich kandlu. Se zvysSenim napéti o 50V se zvétsi
gain priblizné dvakrat.

Fotokatoda
De=ticka =
mikrokanilv

o

~ Zni=obeny =igndl

R

A
i

Fluorezcenéni

=

obrazovka

Mo v B kY
600 Vv - 900 v
200 v

Obrazek 2.2: Schéma zesilovace.

Intenzitu referencniho svazku volime vzdy tak, aby se blizila intenzité signalu.

Velikost vysledného signalu miizeme vsak také ovlivnit zménou doby, po kte-
rou detektor signdl prijiméa - v programu vystupuje pod nazvem gate. Bézna doba
zachytu signalu detektorem je 2ns. Se zvétSenim gate zvysujeme mnozstvi dete-
kovanych fotont, avsak castecné prichdzime o ¢asové rozliseni. Tento postup tedy
nelze pouzit pro casy tésné po excitaci, nebot vyvoj je v tuto dobu velmi rychly.
V pozdéjsich ¢asech, od 100ns od excita¢niho pulzu, jsou déje vyrazné poma-
lejsi, muzeme tedy pouzit delsi gate (kolem 10ns). Jelikoz fotondsobi¢ zptisobuje
znacné vykyvy v intenzité méreného svétla, je doporuceno signél zvétsovat po-
moci gate. [2I] To ndm umozni sniZit gain az na 0, ¢imz vyrazné snizime Sum
pri zachovani velikosti vysledného signalu. V téchto casech vytvari gate jen 10%
chybu casového rozliseni.

Intenzita a vlnova délka excitacéniho pulzu

Ménit také miizeme intenzitu excitacniho pulzu. S vétsi intenzitou se excituje
vice chlorofyla a ziskame tak veétsi signdl. Avsak silny excitacni pulz také muze
vést k degradaci vzorku, z tohoto divodu nelze intenzitu zvysit prilis. Poskozeni
vzorku po méreni kontrolujeme pomoci spektrometru, jak bylo popsano v sekci
1.2.1.

Zvoleny laser umoznuje pouziti riznych vinovych délek excitacniho pulzu.
ViInovou délku, na které vzorek excitujeme, volime vzdy tak, aby odpovidala
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oblastem s vyssi absorpci. U vzorku PSI jsme tedy excitovali do Sorretova (A =
440 nm) ¢i Q, pasu (A = 670 nm)

Jelikoz excitac¢ni pulz nelze presné odstranit z vysledného spektra, nebylo by
mozné tato spektra fitovat a urcovat z nich doby zivota jednotlivych stavi. Z
tohoto diivodu excitujeme v cervené oblasti o vlnové délce A = 670 nm, kde se
excitacni pulz prekryva s fluorescenci, kterou se v této praci nebudeme zabyvat.

Cas nula

Pred zacatkem experimentu je tfeba zmérit, v jakém case emituje laser exci-
tacni pulz. Konkrétné cas maxima pulzu, ktery trva zhruba 3 ns. Tento okamzik
bereme jako ¢as nula, od kterého se pak odviji takzvany gate delay, tedy to, v
jakém case chceme zacit mérit signal na detektoru spektrometru.

P1i Spatném nastaveni ¢asu nula bude casovy priubéh spekter posunuty, ¢imz
bychom mohli prijit o spektra v prvnich nanosekundéach po pulzu.

2.3 Fitovaci program a zpracovani dat

2.3.1 Tranzientni spektrum

Pro ziskéni tranzientniho spektra je tfeba zmérit spektrum proslého zareni
meérictho svétla pres vzorek po excitaci a bez excitace. Frekvence méricich pulzu
bude tedy dvojnasobna oproti frekvenci excitacnich pulzi.

vvvvv

T="" (2.3)

kde I, je intenzita signalu po prichodu vzorkem a Iy je intenzita svétla vstu-
pujiciho do vzorku.

Absorbance je pak definovana jako

A= —log(T) =log (?) : (2.4)

kde log je dekadicky logaritmus.

Transientni spektrum v konkrétnim case pak ziskame tak, ze pro kazdou vl-
novou délku spocteme

AA = Apulz - Abem (25)

kde A1, je absorbance vzorku, ktery byl ozafen excitacnim pulzem a Ay, je
absorbance vzorku, ktery pulzem ozatren nebyl.

Paprsek svétla z lampy rozdélime na dva - méfici, ktery prostupuje vzorkem,
a referencni. Jako intenzitu vstupujicitho méficitho pulzu bere program intenzitu
referencniho svazku, ktery rovnou putuje optickym kabelem do detektoru, kde se
zaroven s jeho spektrem méri spektrum svazku proslého vzorkem.
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V kapitole 2.2.3 jsme psali, zZe intenzitu referenéniho svazku volime vzdy tak,
aby se blizila intenzité signdlu. Na prvni pohled by se mohlo zdét, ze touto volbou
neziskame spravné tranzientni spektrum, jelikoz jsme Spatné vypocetli transmi-
tanci - intenzita vchéazejictho mérictho pulzu totiz musi byt vyrazné veétsi nez
intenzita casti svazku pouzitd na referenci, aby se na po prostoupeni vzorkem ra-
dové shodovali, jelikoz ¢ast se ve vzorku absorbuje ¢i rozptyli. Nicméné vhodnymi
upravami lze ukéazat, ze tento postup neovlivni vysledné tranzientni spektrum.

Vzorec pro tranzientni spektrum ([2.5)) 1ze pomoci vzorce (2.4 prepsat jako

‘[ VA ]V €Z
AA = Apu, — Apes = log (]Vpul> — log ( , b ) (2.6)

0, pulz ]O,bez

Tento vyraz lze s vyuzitim vlastnosti logaritmu rozepsat jako

AA = log(Iy, puz) — 1og (1o, puiz) — 10g(Ly, bez) +108(Lo, bez) (2.7)

Vysledny vyraz ziskdme preskupenim jednotlivych ¢lenti:

AA =log (IIVPHIZ> — log <[0’pulz> (2.8)

v, bez IO, bez

Vidime, Ze v poslednim vyrazu se vyskytuji dva ¢leny, prvni ndm dava
informaci o tom, jak se zménila absorbance a druhy o tom, jak se zménila in-
tenzita vstupujiciho svétla. Z toho je patrné, ze kdyz za intenzitu vstupujiciho
svazku dosadime intenzitu referen¢niho svazku, nijak to tranzientni spektrum ne-
zméni. Referencéni svazek mérime pouze kvili korekei pripadnych fluktuaci v jeho
intenzité. Kdyby byla méfici lampa idedlni, druhy ¢len by vymizel.

2.3.2 Urceni dob zivota jednotlivych stavi

Rozpad kvantového stavu lze aproximovat exponencialou. (Viz kapitolu 1.5.)
Doby zivota urcitého stavu ve fotosyntetickém aparatu lze urcit tak, ze zmérime
casove zavisla tranzientni spektra. V casové ose pak pro jednotlivé vinové délky
fitujeme casovou zavislost absorbance souctem exponencial znazornujicich doha-
sinani jednotlivych stavi v konvoluci s gaussovou funkei, reprezentujici excitacni
pulz. Exponenty pak odpovidaji jednotlivym rychlostnim konstantam dohasinéani,
tedy prevracenym hodnotam dob zivota. Na zacatku je treba urcit, kolika kompo-
nentami ma program data fitovat. Tento pocet by mél odrazet fyzikalni podstatu
pozorovaného jevu. V nasem zpracovani byly tedy pouzity tii komponenty, po-
pisujici dobu zivota stavi, kdy je elektron v prvni excitované hladiné chlorofylu
S1, prubéh populace tripletu chlorofyli a nésledné obsazeni tripletni hladiny ka-
rotenoidii.

Zpracovani dat a fitovani provadime v softwaru naprogramovaném panem
Mgr. Janem Alsterem Ph.D. Detailnéjsi popis programu lze najit v jeho dizertacni
préci. [23] Program data zobrazi jako 2D graf s vinovou délkou na ose x a ¢asem
na ose y. Zména absorbance je znazornéna barevnym rozliSenim.

Déle vybirame oblast, ve které budeme data zpracovavat. Jak jiz bylo fe-
¢eno, dohasindni fluorescence nelze fitovat stejnym zptsobem jako dohasinani
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absorbance, vybereme za tedy pouze oblast do ptiblizné 635 nm (na obrazku
znazornéno ¢ernou ¢arou).

V ndhledu fitovaciho programu[2.3]1ze na ¢asové rozliseném tranzientnim spek-
tru pozorovat dvé modré oblasti. Ty odpovidaji poklesu absorpce svétla odpovi-
dajictho energii prechodu mezi zakladni hladinou Sy a prvni excitovanou singletni
hladinou S; (Q, pés), pripadné pak vys$simi excitovanymi singletnimi hladinami
(Sorettiv pas). Cervend oblast pak znizorfiuje nartist absorpce svétla o vinové
délce okolo 550 nm odpovidajici excitaci z tripletni hladiny karotenoidii.

V okoli ¢asu nula je oblast odpovidajici vinové délce 670 nm nejtmavsi, coz lze
vysvétlit fluorescenci a castecnym pronikanim excitacniho pulzu do detektoru.

Program graficky znazornuje chybu fitu ve vsech vlnovych délkach a casech,
taktéz pomoci barevné rozliseného 2D grafu. V ptipadé, ze by vznikly obrazec ne-
byl nahodny a vykazoval by strukturu, miizeme usuzovat, ze dany fit neodpovida
namérenym dattm.
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Obrézek 2.3: Néahled fitovaciho programu.
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3. Vysledky méreni

3.1 Riazné energie excitacniho pulzu

Pro ovéreni predpokladu, ze s rostouci energii excitacniho pulzu bude nartistat
signal, jsme zmérili tranzientni spektrum pro 4 rtzné energie excitacniho pulzu
(0,50 £ 0,05)mJ, (1,0 £0,1)mJ, (1,5 £0,1)mJ a (2,0 + 0,2) mJ v péti ruznych
casech: —5ns, 1 ns, 10ns, 100 ns, 1000 ns. Pouzity vzorek mél absorbanci 0,8 a byl
méren v aerobnich podminkéach za neprodlouzené 2ns gate.

Spektra v casech —5ns a 1 ns jsme zmérili pro kontrolu spravného urceni casu
nula. Kdyby se cas nula posunul, jeho ¢ast by mohla byt patrna na spektru v
-5 ns, jelikoz pulz trva 3ns, nebo naopak by byl pik v 1ns méné patrny.

Casovy pritbéh tranzientniho spektra (v grafu ukazuje, ze v —5Hns jesté
nedoslo k excitaci. Spektrum z méteni bez pulzu a s pulzem (kdy ale k pulzu jesté
nedoslo) je témér stejné, lisi se jen v ramci Sumu, ktery je na spektru patrny.

V 1ns muzeme pozorovat pik v oblasti 670 nm, tedy v oblasti fluorescence
prvniho excitovaného stavu. Do oblasti fluorescence zasahuje také ¢ast excita¢niho
pulzu, ktery se na vzorku castecné rozptylil a dostal se tak i do detektoru a tvori
znacnou ¢ast signalu v této oblasti. Z tohoto divodu graf v 1 ns vyrazné prevysuje
krivky pro ostatni casy; aby bylo spektrum v 1 ns zaznamenéano celé, vynesli jsme
jej také samostatné do grafu [3.2

Tento jev nelze odstranit korekcemi, jelikoz excita¢ni pulz i jeho rozptyleni
nelze snadno matematicky popsat. Z tohoto diivodu excitujeme v oblasti fluo-
rescence (670nm), kterou se v této praci nezabyvame a nelze ji ndmi zvolenym
zpusobem fitovat, nebof jsme data zlogaritmovali.

V oblasti Soretova pasu je pro ¢asy po excita¢nim pulzu patrné vybéleni, tedy
pokles absorbance zptusobeny tim, ze elektrony v zakladnim stavu byly excitovany
na prvni excitovanou hladinu. V zakladnim stavu je tedy méné elektronu, coz se
projevi nizsi absorpci v této ¢asti spektra.

Naopak v zelené ¢asti spektra, kde rostliny za norméalnich podminek neab-
sorbuji, pozorujeme nartst absorbance zptsobeny zvysenim poctu elektronti na
prvni tripletni hladiné karotenoidu, které lze nasledné excitovat na druhou nebo
vyssi tripletni hladinu pravé svétlem o energii odpovidajici vinové délce 550 nm.

V grafu vidime srovnani tranzientnich spekter pro rtzné intenzity exci-
ta¢niho pulzu v ¢ase 1000 ns. Jelikoz pribéhy spekter pro vsechny z cast 10 ns,
100ns a 1000 ns byly velmi podobné, byl uveden pouze ukazkovy graf v 1000 ns.
Grafy pro 10 ns a 100 ns jsou v piiloze [A.2).

Ve vsech casech s rostouci intenzitou excita¢niho pulzu roste intenzita signalu,
coz je v souladu s predpokladem, jelikoz s vétsim poctem dopadajicich fotont se
excituje vice elektronti a zména absorbance bude vétsi. Pti zvySeni energie exci-
tacniho pulzu z 0,5mJ na 2mJ se zvétsi signdl v oblasti tripletu karotenoidu (v
¢ase 1000 ns) z 0,0025 na 0,0065, tedy témér trikrat. Vidime, ze zavislost neni line-
arni, u vétsich energii zptisobi stejné velka zména energie mensi zménu v signalu
nez u malych energii. Divodem mitze byt to, ze zménu pozorujeme predevsim u
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tripletniho stavu karotenoidi, kam se prenasi energie z triplet chlorofylu a cela
zavislost je pomérné slozité (vice v kapitole 3.2).

Z grafu je patrné, ze smérodatna odchylka, tedy Sum signédlu, nezavisi na
energii excitacniho pulzu, coz jsme predpokladali, nebot energii ménime filtrem a
ne nastavenim laseru. Svétlo tedy vykazuje stejnou stabilitu pro vSechny pouzité
energie, coz odpovida nejistotam urceni energie ziskanych odec¢tenim z mériciho
pristroje (chyba je vzdy 10%).

Pribéh grafi smérodatnych odchylek je velmi proménny v okoli ¢asu nula,
kdy je v oblasti 670 nm velka chyba v dtsledku priniku ¢asti excitacniho pulzu
do detektoru. V pozdéjsich casech se vSak smérodatna odchylka takika neméni
(viz graf , vyneseno tedy bylo pouze spektrum smérodatnych odchylek pro
¢as 1000 ns.

Vyrazny nartst hodnoty smérodatné odchylky ve vyssich vlnovych délkach
je zpusoben poklesem intenzity métici lampy v této oblasti spektra. (3.6) Pik v
oblasti 670 nm lIze vysvétlit tim, ze se prekryva s Q, péasem, kde je velmi vy-
soka absorpce, do detektoru tedy prichazi pouze svétlo o velmi nizké intenzité a
nahodné vykyvy jsou tak vice patrné.

Z namérenych dat tedy vyplyva, ze je vyhodnéjsi volit vysSsi energii excitac-
niho pulzu, nebot tim zvysime signal a sSum zustane stejné velky, zvétsime tedy
pomér signalu k sumu, coz byl nas cil. Nevyhodou zde vsak ztstava vyssi expo-
zice vzorku zarenim, které jej muze poskodit. Pti téchto energiich vsak degradace
vzorku neni prilis vysoka. Pfed mérenim mél vzorek absorbanci 0,879 a po vsech
meérenich vykazoval absorbanci 0,8108; absorbance se tedy snizila pouze o nece-
Iych 10% a predev§im neni selektivni. VSechny ¢asti spektra klesly ptiblizné o
stejnou hodnotu, z ¢ehoz vyplyva, ze nedochazi ke zménam pigmenti vzorku,
které by mohly vzorek znehodnotit. (Viz graf )

Dalsi moznosti je pouziti pulzi o energiich az 10 mJ, pti takto velkém ozaro-
vani vzorku je tfeba snizit dobu ozafovani a tedy zvolit pomérové mensi pocet
spekter, ze kterych se pak zpracovavaji vysledna data.

24



0.008 ¢

0.006 -

0.004

0.002 |
0L

<
<1-0.002

—0.004 +

[ |
| l UIW
Wi |

VU

—0.008 - |

\
—0.006 | i

—0.01

350 400 450 500 550 600 650 700 750
vinovéa délka [nm]
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Obréazek 3.3: Smérodatné odchylky transientnich spekter PS I pro rtizné ¢asy po
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Obrazek 3.5: Smérodatna odchylka pro transientni spektra PS I v ¢ase 1000 ns
pro rizné energie excitacniho pulzu.
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3.2 Riuzné koncentrace vzorku

Tranzientni spektra jsme také zmérili pro tii riizné koncentrace vzorku v ae-
robnich podminkach a to s absorbancemi 0,4, 0,75 a 1,2.

Pti méfeni jsme pouzili neprodlouzenou gate (2ns) a excita¢ni pulz o intenzité
(1,0 £0,1) mJ pro dvé rizné vinové délky 440 nm a 670 nm.

Meérenim se ukazalo, ze koncentrace, na rozdil od intenzity excita¢niho pulzu,
pro pulz o vlnové délce 440 nm prilis neovliviiuje hodnotu vysledného signalu a v
ramci chyby se spektra pro jednotlivé koncentrace shoduji (viz ukazkovy graf v
500 ns [3.8)). Ostatni grafy byly opét velmi podobné.

Na koncentraci vsak naopak velmi zavisi sum. Zakladni tvar krivky sméro-
datné odchylky lze opét vysvétlit prubéhem intenzity meétici lampy. (Viz obr.
) Odchylky pro rizné koncentrace jsou nejvice patrné v oblastech Q, a Sore-
tova pasu, kde vzorek nejvice absorbuje (viz ukazkovy graf v 500 ns), kde je
pro srovnani vyneseno i preskalované absorpcni spektrum PS 1. Grafy spekter v
casech 10ns a 100 ns jsou uvedeny v pifloze (A.3] resp. [A.4)). S vySsi koncentraci
vzorku se absorbuje vice zareni a tim méné jej projde do detektoru. Z tohoto
divodu se do detektoru dostane jen velmi malo fotontt o prislusné energii a v
téchto oblastech pozorujeme znac¢ny Sum.

Z Lambert-Beerova zakona vsak vyplyva, ze absorbance zavisi na kon-
centraci. Z tohoto divodu by mél byt signdl pro vyssi koncentrace vyssi, nebot
bude vétsi zména v absorbanci. Tento jev vSsak u méfeni s vlnovou délkou excitac-
niho pulzu 440 nm nebyl pozorovan, na rozdil od méteni s vinovou délkou 670 nm
excitacniho pulzu. Jednim z moznych vysvétleni je kompenzace nartstu signalu
zvySenim rozptylu. S vyssim poctem molekul pribyva i moznych rozptylovych
jader. Jelikoz modré svétlo je rozptylovano vice nez svétlo o delsich vinovych dél-
kach, podporuje toto vysvétleni i méreni pri 670 nm , kdy je nartist signalu
patrny.

Je také velmi dilezité na cely systém nahlizet z dynamického pohledu. Méreni
absorbance vzorku pro rizné koncentrace na pristroji specord 250 totiz splnuje
predpoklad, ze s vyssi koncentraci se zvysuje absorbance. Tento jev plati pro
staticka spektra vzdy, coz nam dokonce umoznuje na zakladé méteni absorbance
stanovit koncentraci. V pribéhu celého experimentu jsme také takto koncentraci
vzorkli neptimo popisovali.

Na rozdil od statickych spekter, pti méreni casové rozliSeného tranzietniho
spektra se v dusledku pocateéniho vysokoenergetického pulzu spektrum vyrazné
meéni, podle toho, jak jsou obsazeny jednotlivé hladiny. Pas v oblasti 550 nm, kde
pozorujeme zmény nejvice, se ve statickych spektrech nevyskytuje. Odpovida totiz
prechodu z prvni tripletni hladiny karotenoid na jednu z jejich vyssich excito-
vanych tripletnich hladin (tento jev dosud nebyl velmi prozkouman a nezname
tedy presné energie jednotlivych hladin). Sem se ale exitace bézné nepfenasi, jeli-
koz ptrechod ze singletni na tripletni hladinu je zakazany. K témto jeviim dochézi
diky prenosu excitace z tripletniho stavu chlorofylu. [24] Absorpce tedy v tomto
pripadé zavisi na koncentraci velmi komplikované.

S pribyvajicim mnozstvim fotosystému ve vzorku (tedy s naristem koncent-
race) klesd pravdépodobnost, ze jeden fotosystém pohlti vice fotont. Tudiz bude
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ve fotosystému cekat vice pigmenti v zakladnim stavu pripravenych prenést exci-
taci blize k reakénimu centru. Jelikoz prechod ze singletni na tripletni hladinu je
zakazany, trva tento prechod dlouhou dobu. Aby s dostate¢nou pravdépodobnosti
doslo k prechodu, je treba, aby pigment zustal v excitovaném stavu co nejdéle.
Doba setrvani v excitovaném stavu se vSak vyrazné snizuje s mnozstvim dalsich
pigmentii v okoli, které jsou v zakladnim stavu a tudiz jsou pripraveny sejmout
excitaci z vedlejsich pigment. Tento jev jde tedy pfimo proti jevu, kdy dochézi
k néaristu signalu vlivem zvyseni poctu pigmentt ve vzorku.

Stejné méreni jsme provedli pro excitacni pulz o vinové délce 670 nm a inten-
zité (1,0 £0,1) mJ. K méfeni jsme ptipravili vzorky o koncentracich co nejpodob-
neéjsich pouzitym vzorkiim u predchoziho méteni a to s absorbancemi 0,37, 0,7 a
1,2. Opét jsme mérili za standardnich aerobnich podminek a neprodlouzené gate.

Namérena data nyni vice odpovidaji puvodnimu predpokladu, na vsech gra-
fech pro casy 10ns, 100ns a 500ns je patrny vyssi signal pro vzorky o vétsich
koncentracich (viz ukézkovy graf pro 500 nm . Grafy spekter v ¢asech 10ns
a 100 ns jsou uvedeny v priloze, pro ukézku, ze zminény rozdil pro rtizné koncen-
trace nebyl zptisoben pouze ndhodnou chybou méreni v jednom case (A.5] resp.
A0).

Narust vSsak neni dvojnasobny, pri dvojnasobné koncentraci, jak bychom mohli
ocekavat a jak by vyplyvalo z Lambert-Beerova zakona , jelikoz — jak bylo
jiz zminéno vyse — zavislost signdlu na koncentraci je vyrazné slozitéjsi, jelikoz
koncentrace karotenoidii v tripletnim stavu neodpovida ptimo koncentraci PS 1
ve vzorku.

Spektrum smérodatnych odchylek je schodné se spektrem pro excitaci na
440 nm, opét dochézi v oblastech absorpc¢nich past k nartistu chyby, ktera je vyssi
pro vzorky s vyssi koncentraci (viz ukdzkové spektrum . Ty vice absorbuji a
tudiz projde do detektoru méné svétla.

S vétsi koncentraci tedy nartista signal ale také nartistd Sum. Pro urceni ide-
alni koncentrace nyni budeme zkoumat, pro ktery vzorek vychazi co nejlepsi (tedy
co nejvétsi) pomér signdlu k sumu. Jelikoz v misté nejvétsiho signalu, v oblasti
550 nm se Sum pro jednotlivé koncentrace témér nelisil, zaznamenavame také roz-
dil poméru signalu k Sumu pro rtuzné koncentrace, tak jako tomu bylo u spektra
tranzientni absorce. V jinych ¢astech spektra je rozdil minimalni (viz vybrany
graf v Case 500 ns). Stejny pomér jsme vynesly i pro spektrum s exci-
tacni vinovou délkou 440 nm (viz , kde vsak (jako tomu bylo u tranzientniho
spektra) nevidime zadnou zavislost na koncentraci.

Z tohoto jsme dosli k zavéru, ze vyssi koncentrace jsou pro méteni lepsi. Mu-
sime se vsak ujistit, ze koncentrace neni prilis vysokd a do detektoru i v ¢astech
s vysokou absorpci dopadéd dostatek svétla. Pro vzorek s absorbanci 1,2 byl v
mistech Sorretova a @, pasu signal na detektoru alespon 1000 cps, coZ je jeste
dostacujici.
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Obrazek 3.8: Transientni spektra PS I v ¢ase 500 ns pro rizné koncentrace vzorku
a vlnovou délku excita¢niho pulzu 440 nm.
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Obréazek 3.9: Smérodatnéa odchylka transientniho spektra PS I v ¢ase 500 ns pro
rizné koncentrace vzorku a vlnovou délku excitacniho pulzu 440 nm.
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Obrazek 3.10: Transientni spektrum PS I v ¢ase 500 ns pro rizné koncentrace s
vlnovou délkou excita¢niho pulzu 670 nm.
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Obréazek 3.11: Smérodatna odchylka transientniho spektra PS I v ¢ase 500 ns pro
rizné koncentrace s vinovou délkou excita¢niho pulzu 670 nm.
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Obrazek 3.12: Podil signalu k Sumu transientniho spektra PS I v ¢ase 500 ns pro

ruzné koncentrace s vinovou délkou excitacniho pulzu 670 nm.
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Obréazek 3.13: Podil signalu k Sumu transientniho spektra PS I v ¢ase 500 ns pro
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3.3 Prodlouzeni gate

V pozdéjsich casech po excitacnim pulzu neni vyvoj systému PS I a tudiz
ani jeho tranzientniho spektra prilis rychly a lze signal na detektoru sbirat delsi
dobu. Intenzitu signalu jsme nastavili pomoci gain na priblizné stejnou hodnotu
50000 cps. Pii méfeni s prodlouzenou gate jsme pouzili gate 11,5ns, abychom
doséhli zminéné intenzity signélu pii nulovém zesileni (gain 0). Pro gate 2ns byl
signal zvjféen na potfebnou hodnotu zvysenim gain na 80 Méfeni bylo provedeno
rychly a mtzeme signél sblrat po delsi dobu bez veétsi ztraty rozliseni ¢asového
prubéhu. I v takto pozdnich ¢asech byl signal dostatecny.

Na grafu je patrné, ze velikost tranzientniho signalu nezavisi na velikosti
gate. Rozdil v obou mérenich je pouze ve zpracovani métictho svazku v CCD
kamete, kdy v prvnim pripadé je zesilen v zesilovaci a v druhém je naopak sbirdn
po delsi dobu. Prubéh spektra signélu tedy nemize byt odlisny (z tohoto duvodu
neuvadime spektra v dalsSich casech a to ani u smérodatnych odchylek, které
nejsou v pozdéjsich casech casové zavislé, jak jiz bylo zminéno vyse).

Zvysenim gate jsme dosdhli vyrazného snizeni Sumu, jak je patrné v grafu
3.15, To je v souladu s predpokladem a také s poznamkou v manualu ke kamere.
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Obrazek 3.14: Transientni spektrum PS I v ¢ase 500 ns pro rtizné hodnoty gate.
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3.4 Aerobni a anaerobni podminky

Tripletni kyslik zhasi excitaci vSech pigment véetné tripletnich stavi karo-
tenoidi. V anaerobnich podminkach se tak prodlouzi jejich doby zivota. (Viz
kapitolu 1.4.)

Pro urceni dob zZivota je tfeba provést dlouhé méreni, ze kterého ziskame velké
mnozstvi tranzientnich spekter pro rizné ¢asové zpozdéni po pulzu. V kratsich
casech je vyvoj rychlejsi a je tfeba postupovat po malych c¢asovych tsecich. V
pozdéjsich c¢asech mohou mit od sebe spektra vétsi casové rozestupy.

Pro toto méreni jsme pouzili vzorek o absorbanci 0,8. Pro anaerobni podminky
jsme pripravili vzorek s vétsim objemem a o nizs$i koncentraci (A=0,6), jelikoz
v prubéhu bublani se odpafi c¢ast pufru. Vysledny vzorek mél absorbanci 0,9.
Excitovali jsme pulzem o energii (1,2 £ 0,1) mJ a vlnové délce A = 670 nm.

Zpracovanim dat ve fitovacim programu jsme urcili dobu zivota tripletniho
stavu T karotenoidu pii aerobnich podminkach jako 7., = 4 us. Po odstranéni
kysliku foukanim se doba zivota zdvojnéasobila na Tapaer. = 8 ps.

V kratsich ¢asech (13ns v grafu je signal u obou vzorkl srovnatelny,
jelikoz prenos excitace mezi tripletni hladinou chlorofyli a karotenoida se proje-
vuje az v pozdéjsich casech (z duvodu malé rychlostni konstanty mezisystémového
prechodu ze singletni na tripletni hladinu chlorofylu). Tedy i zh&Seni excitace tri-
v oblasti 550 nm je signal vzorku v anaerobnich podminkach vyrazné vétsi (viz
grafy v ¢ase 100ns, [3.20] v 780 ns, [3.24] v 5000 ns a predevsim v case 1180 ns
graf .

Spektrum smérodatnych odchylek (3.17] [3.19} |3.21} [3.23|a|3.25)) se v aerobnim
a anaerobnim pripadu prilis nelisi. Drobné odchylky mtzeme pozorovat v oblasti
Sorretova a Q, pasu zpusobené mirné odlisnou koncentraci obou vzorki.
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Obréazek 3.16: Transientni spektra PS I v ¢ase 13ns pro aerobni a anaerobni
podminky.
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Obréazek 3.18: Transientni spektra PS I v ¢ase 100ns pro aerobni a anaerobni
podminky.
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Obréazek 3.19: Smérodatna odchylka pro transientni spektra PS I v case 100 ns
pro aerobni a anaerobni podminky.
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Obréazek 3.20: Transientni spektra PS I v case 780ns pro aerobni a anaerobni
podminky.
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Obréazek 3.21: Smérodatna odchylka pro transientni spektra PS I v ¢ase 780ns
pro aerobni a anaerobni podminky.
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Obréazek 3.22: Transientni spektra PS I v case 1180 ns pro aerobni a anaerobni
podminky.
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Obréazek 3.23: Smérodatna odchylka pro transientni spektra PS I v ¢ase 1180 ns
pro aerobni a anaerobni podminky.
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Obréazek 3.24: Transientni spektra PS I v ¢ase 5000 ns pro aerobni a anaerobni
podminky.
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Obréazek 3.25: Smérodatna odchylka pro transientni spektra PS I v ¢ase 5000 ns
pro aerobni a anaerobni podminky.
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3.5 Meéreni s idealnim nastavenim

Na zavér jsme zmérili ¢asove zavislé spektrum PS I, pii kterém jsme pouzili
nastaveni, které bylo v predchozich métenich vyhodnoceno jako idealni.

Pro méteni jsme pripravili vzorek s absorbanci 0,6, po bublani dosahl absor-
bance 0,75.

Anaerobni podminky zlepsuji pomér signalu k Sumu, protoze se vyrazné méni
(prodluzuje) doba zivota tripletniho stavu karotenoidu. Navic, v pripadé, ze
chceme zjistit vlastni doby zZivota, musime vzorek studovat v anaerobnim pro-
sttedi. Pro srovnani zde uvadime také métreni v aerobnich podminkach, kde jsou
ale ostatni parametry nastaveny tak, aby byl dosazen co nejlepsi pomér signalu
k Sumu.

K meéteni byl pouzit vzorek s absorbanci 0,95, ta se vyrazné lisi od absorbance
vzorku v aerobnich podminkach. Pivodnim zamérem bylo pripravit oba vzorky
s absorbanci kolem 0,9, jelikoz jak vyplyva z kapitoly 3.2, s vétsi koncentraci
roste pomér signalu k sumu v oblasti absorpce tripletii karotenoidu. Na zakladé
predchozich poznatki, ze pri bublani dusikem se vypari velké mnozstvi rozpous-
tédla, byl jeden ze vzorku pfipraven s vyrazné mensi koncentraci (absorbance
0,6), aby po bublani dosahl absorbance kolem 0,9. Nicméné dosud se nam ne-
podarilo predpovédét, kolik rozpoustédla se vypari za dobu, co vzorek bublame.
Odparilo se vyrazné méné rozpoustédla, nez jsme na zakladé predchozich mé-
feni ocekavali. Vysledny vzorek byl tak stale velmi zfedén a meél absorbanci 0,75.
Jednoduchym feSenim je nejprve pripravit vzorek v anaerobnich podminkéch a
nameérené koncentraci uzpusobit fedéni druhého vzorku. Tento postup jsme vsak
nemohli provést z ¢asovych davodi.

Excitovali jsme pulzem o energii (2,0 £ 0,2) mJ a vinové délce 670 nm. Do
casu 100 ns jsme méli gate 2 ns, poté jsme ji automaticky programem prepnuli na
12 ns.

Program ovladajici aparaturu v pribéhu méreni neumoznuje zménu pozadi.
Jak pro spektra v ¢asech do 100ns, kde byla pouzita nezkracend gate 2ns, tak
uvedeno diive, s riznym nastavenim gain se spektrum pozadi mirné lisi. [21]

Jinou moznosti by bylo zmérit nejprve kratsi c¢asy, pak zménit gate a gain,
premérit pozadi a namérit spektra v pozdéjsich ¢asech. Zde bychom ale prisli o
moznost mérit spektra v ndhodném poradi. Méreni by tedy mohlo byt zatizeno
chybou zptisobenou tim, ze vzorek by byl pii druhé casti méreni exponovan delsi
dobu a tudiz by se mohlo projevit jeho ¢astecné poskozeni.

Spektrum pozadi pro nastaveni gain 0 a gate 12ns respektive gain 77 a gate
2ns se lisi pouze o cca 2cps, coz je velmi zanedbatelny rozdil oproti spektrim ze
samotného experimentu, které maji maximalni intenzitu kolem 50 000 cps.

Z tohoto dliivodu jsme se rozhodli vyuzit prvni postup, zmérit vSechny casy v
ramci jednoho méteni s jednim pozadim.

Na grafu vidime, ze v ¢ase 1180 ns dosahuje smérodatna odchylka maximalné
hodnoty 0,001, pricemz je trochu vyssi pro aerobni méreni z divodu vétsi kon-
centrace vzorku. V jinych méfenich (napft. s neprodlouzenou gate odchylky
dosahuji az 0,0014, coz je o 50% vice.

Volbou velké excita¢ni energie jsme pak dosahli velkého signalu v oblasti
550 nm, kde pozorujeme absorpci tripletniho stavu karotenoidi. (Viz graf )
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Nejvétsiho rozdilu v podilu signal /Sum ve vSech ¢dstech spektra docilime préavé
prodlouzenim gate v pozdéjsich casech. V kratsich ¢asech lze pak nejvétsiho zlep-
seni dosdhnout pouzitim co nejvétsi energie excitacniho pulzu (pro vSechny casy
stejné).
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Obréazek 3.26: Transientni spektrum PS I v ¢ase 1180 ns pro aerobni a anaerobni
podminky.
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Obrazek 3.27: Smérodatna odchylka transientniho spektra PS I v ¢ase 1180 ns
pro aerobni a anaerobni podminky.
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Zaver

Hlavnim cilem prace byla optimalizace poméru signalu k Sumu tranzientnich
spekter fotosystému I pomoci zmén nastaveni mérici aparatury a vlastnosti pou-
zitého vzorku.

Zvétseni signalu bylo dosazeno predevsim zvétsenim energie excitacniho pulzu
az na 2mJ, kdy ale stale nedochazi k vétsimu poskozeni vzorku. Po dvouhodino-
vém méreni klesla absorbance vzorku o 10% a navic nikoliv selektivné, coz pova-
zujeme za piipustnou degradaci. PTi zvyseni energie excita¢niho pulzu z 0,5mJ
na 2mJ se zvétsil signdl v oblasti tripletu karotenoidi (v ¢ase 1000 ns) z 0,0025
na 0,0065, tedy témér trikrat.

Jelikoz jsme energii pulzu korigovali filtry, nikoliv nastavenim samotného la-
seru, bylo kolisani stejné pro vSechny pouzité energie a tudiz smérodatna odchylka
nezavisela na velikosti excitacni energie.

Koncentrace vzorku ovliviiovala signdal pri excitaci s vlnovou délkou 670 nm,
u excitace s kratsi vlnovou délkou 440 nm jsme rozdily nepozorovali. V oblasti
550 nm, kde lezi pas absorpce tripletniho stavu karotenoidi, byl s rostouci kon-
centraci vzorku patrny narust signdlu. Zavislost vsak nebyla linearni, jelikoz sou-
vislost mezi poc¢tem karotenoidl v tripletnim stavu a koncentraci fotosystému I
ve vzorku je slozitéjsi. Absence rozdilu signédlu pro rizné koncentrace pri excitaci
pulzem o vlnové délce 440 nm byla pravdépodobné zptisobena zvysenou rozpty-
livosti vzorku, kterd kompenzovala predpokladany narust signalu, zvyseného v
disledku vétsi koncentrace vzorku.

Z poméru signalu k Sumu vyplyva, ze v pripadé c¢asti spektra okolo 550 nm
(absorpce tripletniho stavu karotenoidi), je vyhodnéjsi pouzivat vice koncentro-
vané vzorky (absorbance kolem 1,0).

Jednoznacné nejveétsiho zlepseni Sumu, tedy snizeni smérodatné odchylky, jsme
dosédhli snizenim zesileni signdlu (gain) a prodlouzenim gate — doby po kterou
CCD kamera zaznamenava signal. Pfi zméné parametri z gain 80 a gate 2ns
na gain 0 a gate 11,5ns klesla smérodatna odchylka o 0,0004 pro vinovou délku
750nm z 0,0014 na 0,0010, témér stejny pokles byl zaznamenan po celé délce
spektra.

Nevyhodou tohoto postupu je ¢asteéna ztrata casového rozliseni, z tohoto
divodu prepindme na delsi gate az v pozdéjsich ¢asech (od 100ns), kdy jsou
procesy pomalejsi a tudiz vliv prodlouzeni gate na urceni dob zivota zanedbatelny.
Zaroven je v téchto casech transientni signal vyrazné slabsi nez v kratkych casech
a proto zlepSeni poméru signalu k Sumu vyrazné prispiva k celkovému zvysSeni
kvality namérenych dat.

Déle jsme chtéli zjistit vliv pritomnosti kysliku. V pozdéjsich ¢asech jsme po-
zorovali vyrazny rozdil ve velikosti signalu v aerobnich a anaerobnich podminkach
zpusobeny tim, ze kyslik zhasi tripletni stavy karotenoid. V aerobnich podmin-
kach tedy dochéazelo k poklesu signalu v oblasti 550 m, kde triplety karotenoid
absorbuji. Pomoci ¢asové rozlisené tranzientni absorpce se nam také podarilo ur-
¢it, ze doba zivota tripletniho stavu karotenoidu se zvysila z 7., = 4 us pri
aerobnich na T,p.er. = 8 s pri anaerobnich podminkach.
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Dilezitou vyhodou anaerobnich podminek je pak vyssi odolnost PS I, nebot
nedochazi k tvorbé singletniho kysliku a tedy pripadnému poskozeni.

Vysledkem prace je tedy nalezeni podminek, pii nichz mtuzeme dosdhnout az
trikrat vétsiho signalu a az 1,4x mensi smérodatné odchylky méreni.

Na préci by slo dédle navazat detailnim zpracovanim casového pribéhu a urce-
nim rychlostnich konstant pti pouziti optimalniho nastaveni zlepsujiciho vysledny
signal. Dalsim z budoucich cilii by mohla byt optimalizace pouziti vyssich exci-
tacnich energii nez doposud v kombinaci se snizenim poc¢tu mérenych spekter tak,
aby nedoslo k prilisné degradaci vzorku a porovnani kvality signalu s dosavadnimi
mérenimi.
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Seznam pouzitych zkratek

PS I...fotosystém I

PS II...fotosystém II

P680...zvlastni par chlorofyltl v reakénim centru fotosystému 11
P700...zvlastni par chlorofylit v reakénim centru fotosystému I
OEC.. kyslik vyvijejici komplex (oxygen evolving system)
PC...fykocianin

APC...alofykocyanin

ATP...adenosintrifosfat
NADPH...nikotinamidadenindinukleotidfosfat

cps...counts per second (pouzivané jako jednotka intenzity signélu)
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A. Priloha
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Dodatecné grafy pro rizné excitacni energie
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Obrazek A.1: Transientni spektrum PS I s odchylkami v case 10ns pro ruzné
energie excitacniho pulzu.
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Obrazek A.2: Transientni spektrum PS I s odchylkami v ¢ase 100ns pro ruzné
energie excitacniho pulzu.
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A.0.2 Dodatecné grafy pro rtzné koncentrace
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Obrazek A.3: Transientni spektrum PS I s odchylkami v ¢ase 10 ns pro koncent-
race vzorku, s excitaénim pulzem o vlnové délce 440 nm.
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Obrazek A.4: Transientni spektrum PS I s odchylkami v ¢ase 100 ns pro koncen-
trace vzorku, s excita¢nim pulzem o vlnové délce 440 nm.
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Obréazek A.5: Transientni spektrum PS I s odchylkami v ¢ase 10 ns pro koncent-
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Obrazek A.6: Transientni spektrum PS I's odchylkami v ¢ase 100 ns pro koncen-
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