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Klorofiill a neeldumise madalaenergeetilise saba m66tmine
ergastusspektroskoopia abil

Kéesolevas bakalaureuse t00s on uuritud klorofiill a ergastusspektreid eesmargiga
avada valgusenergia neelamise uusi aspekte. Ergastades klorofiill a trietiitilamiini lahust
muudetava lainepikkusega titaan-safiir ja varvlaserite abil ning registreerides fluorestsentsi eri
spektri osades, saavutati ergastusspektri mdotmine 1dbi neeldumise 6 suurusjargu liikudes kuni
ca 140 nm ehk 2600 cm™ kauguseni neeldumismaksimumist madalama energia suunas.

Tulemuste analiiisist selgus, et klorofiill a neeldumisspektri langus on seni arvatust
aeglasem, selle langus sOltub temperatuurist ning, et klorofiilli ja bakterklorofiilli
neeldumisspektrites esineb teatud erinevusi. Samuti tdheldati neeldumissaba peal teatud
struktuuri, mille funktsionaalsus on seni veel tundmatu. Veevaba ja tootlemata objekti
neeldumise vordlusel selgus, et kuivatatud objekti neeldumine toimub veidi sinisemas spektri

piirkonnas vorreldes toGtlemata objekti neeldumisega.

Marksonad: klorofiill a, optiline neeldumine, ergastusspektroskoopia
CERCS koodid: P230 Aatomi- ja molekulaarfiiiisika, P330 Bioenergeetika

The accurate measurement of the low-energy tail of
chlorophyll a absorption by excitation spectroscopy

The aim of this dissertation is to measure the excitation spectra of dissolved chlorophyll
a and to investigate its new aspects of light absorption. Exciting chlorophyll a dissolved in
triethylamine with tunable titan-sapphire and dye lasers and recording the fluorescence in
different parts of the spectrum, an excitation spectrum spanning 6 orders of magnitude in
absorbance and ca 140 nm or 2600 cm™ in wavelength / energy scale was obtained.

The results showed that the decrease in the absorption spectrum of chlorophyll a is
slower than expected. Also, the decrease in the absorption spectrum depends on temperature
and that there are certain differences between chlorophyll and bacteriochlorophyll absorption
spectra. Furthermore, a certain structure has been observed on the low-energy tail of the
absorption spectrum, the functionality of which is yet unknown. The analysis of anhydrous and
hydrous solution spectra showed that the hydrous solution absorbs light at slightly shorter

wavelengths than the anhydrous solution.

Keywords: Chlorophyll a, Optical absorption, Excitation spectrum
CERCS codes: P230 Atomic and molecular physics, P330 Bioenergetics
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Sissejuhatus

Fotosiinteesi kui protsessi, milles valgusenergia viiakse kogu eluslooduse siilimiseks
tarvilikule kujule [1] jéljendamine on vaieldamatult fundamentaalteaduse iiks olulisimaid ning
kestvamaid viljakutseid. Paljude tdnapdeva teadlaste eesmargiks on looduslikke fotosiinteesi
etappe moistes luua uusi energia tootmisviise, mis on siisinikdioksiidi poolest atmosfdarile
vihem koormavad. Fotosiinteesi valgusreaktsiooni etappideks on valguse neeldumine
fotosiinteesimolekulides, ergastusenergia liikumine reaktsioonitsentritesse, kus eraldatakse
primaarlaeng ning laenguga osakeste transport fotosiinteesi redokssiisteemidesse. Koik need
toimuvad fotoslinteesivate membraanide ehk tiilakoidide slisteemis, mis on rikastatud
valgusreaktsioonide toimumiseks tarvilike valkudega (fotosiinteesivate pigmentidega).
Kéesolevas uurimistoés on huvipakkuvaks pigmendiks klorofiill a molekul, mille valguse
neelamise uusi aspekte piitidis t66 autor koos oma juhendaja Kristjan Leigeriga eelneva,
2017/2018 oppeaasta jooksul tuvastada.

Vaatamata sellele, et klorofiill a molekuli neeldumise ja fluorestsentsi spektrid on
teaduses rohkesti ldbiuuritud nahtus, [1] polnud madalaenergeetilise neeldumise tipsele
mootmisele seni keegi tdhelepanu péoranud. Bakterklorofiill a uuringute kdigus avastati Tartu
Ulikooli biofiiiisika laboris pooljuhuslikult, et valguse neeldumine molekulis toimub tegelikult
seni arvatust laiemas spektraalvahemikus, neeldumisspektri langus on aeglane ning lisaks on
neeldumisspektri ,,sabal* tdheldatav teatud struktuur, mille funktsionaalsus looduses on veel
teadmata. Kuna bakterklorofiill ja klorofiill on oma ehituselt ning funktsionaalsuselt sarnased,
tuldi mottele, et dkki esineb sarnane seaduspéra ka klorofiilli puhul.

Kiesolev uurimistdd késitlebki klorofiilli ergastusspektrite modtmist eesmérgiga avada
selle looduses nii olulise molekuli ja tema fotosiinteesivate komplekside valgusenergia
neelamise uusi aspekte ning hiipoteesiks see, et kui neeldumisspektri langus on seni arvatust

aeglasem, siis voiks sellel olla ka teatud funktsionaalsus looduses.



Kirjanduse iilevaade

1.1 Fotosiintees

Fotosiintees on looduses laialt levinud protsess, mis voimaldab teatud elusorganismidel
ara kasutada piikeseenergiat, muundades selle biomolekulidesse talletatavaks keemiliseks
energiaks. Fotosiinteesi ldhteaineteks on siisinikdioksiid, vesi ja mineraalained ning saadusteks
on siisivesikud ja hapnik (kaudselt ka muud orgaanilised tihendid). [1] Taimede
fotostinteesiprotsess toimub neljas jargus, milleks on: 1) valguse neeldumine, 2) elektronide
transport, mis viib NADP* taandamisele NADPH-ks, 3) ATP tootmine, 4) CO, muundamine
stisivesikuteks (siisiniku sidumine). Need keemilised protsessid jagunevad omakorda valgus-
ja pimereaktsioonideks. Valgusreaktsioonid on need reaktsioonid, mis on seotud footoni
neeldumisega ja elektronide {iilekandumisega fotosiinteesivates pigmendimolekulides.
Vastupidiselt valgusreaktsioonidele ei vaja pimereaktsioonid enda toimumiseks valguse
olemasolu ning on seotud siisinikdioksiidi sidumisega siisivesikumolekulideks.

Koik fotosiinteesiprotsessid toimuvad taimeraku organellis, mida Kkutsutakse
kloroplastiks. See meenutab kujult 5-mikromeetrise 1abimddoduga kumerlddtse, mis on
imbritsetud kahekordse membraaniga. Viéline membraan sisaldab valke, mis toimivad kui
suured vesikanalid ning mis on ldbitavad viikestele orgaanilistele molekulidele. Sisemine
membraan kontrollib orgaanilise aine ning laetud molekulide sisse- ja viljavoolu kloroplastist.
Kloroplasti sisemust tdidab fotosiinteesivate membraanide ehk tiilakoidide siisteem, milles
muuhulgas paiknevad valgusreaktsioonide toimumiseks (etapid 1-3) tarvilikud pigment-valk
kompleksid, mis sisaldavad ka kdesolevas t60s uuritavaid klorofiilli molekule. Tiilakoidi
membraanid on kujult tihedalt pakitud lamedad kettad, mis on iimbritsetud vedela orgaanilise
keskkonnaga, mida nimetatakse stroomaks. Stroomas paiknevad valgud, mis osalevad
fotosiinteesi pimereaktsioonides siisinikdioksiidi sidumisel ning taandamisel siisivesikuteks.
[2]

Taimede fotosiintees toimub pohiliselt kloroplasti fotosiinteesivates membraanides
leiduvates pigmendimolekulides neeldunud néhtava valguse mdjul. Fotosiinteesi seisukohast
on tédhtsaimaks taimedes leiduvaks pigmendimolekuliks klorofiill a. Taimedes esineb vihemalt
viit tiitipi klorofiille. Klorofiillid a ja b esinevad kdrgemates taimedes, sonajalgades ja samblas,
klorofiille ¢, d ja e leidub ainult vetikates ja teatavates bakterites. Lisaks on olemas n-o6
»abipigmendid®“, taimedes peamiselt karotenoidid (tsiianobakterites ja vetikates ka

filkkobiliinid), mis neelavad valgust piirkondades, mida klorofiill a neelab norgalt. [3]
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Nagu mainitud, on pigmendid kloroplasti tiilakoidmembraanis koondunud pigment-
valk kompleksidesse, mis kujutavad endast moodustisi, kus valgustruktuurid hoiavad pigmente
koos teatud struktuuridena. Selliseid komplekse on kaht pohilist liiki: antennikompleksid, mille
ilesandeks on valgusenergia neclamine ja edasikandmine ning reaktsioonitsentrid, mis vdtavad
vastu antennikompleksi energia ja kasutavad seda ruumiliseks laengute eraldamiseks, mis kujul
saavad energiat edasi kasutada fotosiinteesi jirgmised etapid.

Téhtsaimateks fotosiinteesi labiviivateks liksusteks tiillakoidmembraanis on fotosiisteem
I, fotosiisteem II, tsiitokroom b6f kompleks ning F-ATPaas. Kiesoleva t60 seisukohast on
olulised fotostisteemid I ja II, mis on ehituselt ja funktsionaalsuselt vordlemisi sarnased.
Molemad koosnevad mitmetest reaktsioonitsentritest, paljudest antennikompleksitest,
mitmesugustest valgumolekulidest ning valkudega seotud orgaanilistest ja anorgaanilistest
kofaktoritest. Antennikompleksid koosnevad peamiselt klorofiillist ja karotenoididest, mille
tilesandeks on voimalikult paljude footonite piitidmine ning nende ergastusenergia suunamine
reaktsioonitsentritesse. Reaktsioonitsentrite peamisteks fotosiinteesi madravateks elementideks
on aga klorofiill, fiillokinoon ning raua-vaévli klastrid, mille abil toimub reaktsioonitsentritesse
joudnud valgusenergia muundamine keemiliseks energiaks.

Fotosiisteemide t66 saab alguse footonite neeldumisega valgust koguvates
antennikompleksis ning kogutud ergastusenergia suunamisega esmasesse laengu eraldamise
tsentrisse. [4] Sarnaste energiatasemetega antennimolekulide ldhestikku paiknemise tttu on
ergastatud oleku iilekande tdendosus ddrmiselt kdrge. Enam kui 90% neeldunud kvantidest
kandub vaid mdne sajandiku pikosekundi viltel antennikompleksist ergastust piitidvasse
reaktsioonitsentrisse, milles paiknevad elektroniilekandes osalevad doonor- ja
aktseptormolekulid. Fotostlisteem I korral on elektronide doonoriks valk nimega plastotsiianiid.
Korgemates taimedes ja ka mitmetes bakteriliikides domineeriv fotosilisteem II omandab
fotosiinteesiks tarvilikud elektronid aga veemolekulidest, mille IGhustamise kéigus eraldub
jadkproduktina hapnik. Laengu eraldamise kdigus vabanenud elektronid seob iiks kahest
reaktsioonitsentris  paiknevast klorofill a molekulist. Ergastusenergia liikumine
antennimolekulide vahel on tingitud molekulide iilekande ajal mdjuvate dipoolmomentide
vastastikmdjudest. See soltub energia iilekandes osalevate molekulide vahelisest vahemaast,
nende dipoolide suhtelisest orientatsioonist ning doonormolekuli kiirgusspektri ja elektroni

aktseptori neeldumisspektrite kattuvusest.



1.2 Klorofillid

Klorofiillid on tdendoliselt maailmas koige laialdasemalt esinevad pigmendid, nende jilgi
on néha isegi kosmosest. Protoporfiiriin IX-st pdlvnevad klorofiillid kuuluvad tetrapiirrooli (s.o.
neljast piirrooliringist, tdhistusega A—D, koosnevate) pigmentide riithma, mis omakorda vdib
esineda porfiiriini, kloriini ja bakterikloriini tiiipidena. Klorofiilli iseloomustab tdiendava
viienda, isotsiiklilise ringi E olemasolu, mispuhul porfiiriini ja kloriini tiilipi molekulide
nimetuses kasutatakse eesliidet ,fiito-”. [3] Klorofiilla molekul koosneb kelaatunud
magneesiumi aatomiga seotud porfiiriini tuumast ning karboksiitilhapperiihma kaudu kinnitatud
pikaahelalise siisivesiniku (fiitiiiil) kdrvalahelast. Klorofiill a ja bakterklorofiill a on struktuurilt
vordlemisi sarnased, need erinevad teineteisest vaid porfiiriini tuumaga seotud
funktsionaalrithmade poolest. Seejuures see, millised funktsionaalrithmad on bakterklorofiilli
porfiiriini tuumaga seotud, sdltub konkreetse bakteri liigist. Klorofiill a ja bakterklorofiill a

keemiline struktuur on esitatud joonisel 1.

(a) H5C

Joonis 1 Klorofiill a ja bakterklorofiill 2 molekulid. Ri17 téhistab fiitiiiilahelat. Allikas: [5].

Klorofiillid on keemiliselt ebastabiilsed nii hapete, aluste kui ka valguse oksiidatsiooni
suhtes ning neil on tugev soodumus agregeeruda ja/voi vastatikmdjustuda tmbritsevate

molekulkeskkondadega. Fiiiisikaliste parameetrite seisukohast tuntakse klorofiille ergastatud
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seisundite pikaealisuse ning intensiivse ulatusliku neeldumise poolest monodispergeeritud
lahustes. Klorofiill a omab erinevates lahustites neeldumismaksimumi 660..675 nm juures (Qy).
Sinises piirkonnas (Soret” ehk B ribas) on samuti tugev neeldumisriba 300..450 nm piirkonnas,
vihem on kaetud vahepealne spektripiirkond (millest ka klorofiill a roheline varv). Klorofiill a
neeldumisomadused tulenevad suuresti makrotsiikli aromaatsusest (kaksiksidemed on tugevalt
konjugeeritud ja seetdttu moodustuv m-elektronsiisteem hdlmab umbes 20 elektroni).
Dimeerides ja rohkemakomponendilistes agregaatides toimub nii neeldumis- kui
fluorestsentsimaksimumide punanihe, néiiteks fotostisteem 1 ja II reaktsioonitsentrite
(klorofiill a dimeeride) neeldumismaksimumid asetsevad vastavalt 700 ja 680 nm juures,
muudes agregaatides voib maksimum asetuda kuni 720 nm-ni. [3]

Klorofiillid, peamiselt klorofiill a, tdidavad fotosiinteesis mitmeid olulisi rolle. Esiteks
leiavad nende efektiivsed neeldumisomadused kasutust valgust koguvates antennides. Teiseks
moodustavad nad siisteeme ergastusenergia korge kvantefektiivsusega reaktsioonitsentritesse
juhtimiseks. Kolmandaks toimivad klorofiilli molekulid esmaste elektrondoonoritena
reaktsioonitsentrites, algatamaks laengute eraldamise protsessi iile fotosiinteesiva membraani.
Laengute eraldamise tagajirjel toimub redutseerijate tootmine ning samaaegselt tekkinud
membraanipotentsiaali tottu toimub ka ATP siintees. Nii valgust koguvates kompleksides kui
ka fotosiinteesivates reaktsioonitsentrites paiknevad klorofiillid osalevad fotosiinteesiva
aparaadi stabiliseerimises ja regulatsioonis. Lisaks on tdendeid sellest, et klorofiill voib olla

otseselt seotud liigse energia muundumisel soojusenergiaks. [3]

1.3 Neeldumisspekter

Fotosiinteesi kiivitavaks protsessiks on valguse neeldumine pigmendi molekulis. Uhtlasi on
see liheks alusprotsessiks pigmendi, antud juhul klorofiill a, spektroskoopiliseks uurimiseks.
Klorofiilli lahust ldbiv valguskiir neeldub osaliselt lahuses. Spektrit, mis mdddab molekulis
neeldunud valguse intensiivsust nimetatakse neeldumisspektriks. Suurust, mis Kkirjeldab
neeldunud valguse hulka nimetatakse neelduvuseks (optiliseks tiheduseks) ning seda kirjeldab

jargnev valem:

A= —log% = —logT, 1)

kus lo- valguse algintensiivsus, - ainest labitulnud valguse intensiivsus, T-ldbilaskvus [6].
Valem (1) kirjeldab klorofiill a (voi mistahes pigmendi) lahuse neeldumisspektri médramise

eksperimentaalset poolt.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21598/
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Valgusenergia neeldumine toimub eeldusel, et neelatud footoni sagedus rahuldab

tingimust hv = % = AE. [5] Siin 4E on alg-ja 16ppolekute energiate vahe, v on footoni sagedus

ning h Plancki konstant. Ergastatud elektroni energiatasemed jagunevad elektroonseteks ning
vonketasemeteks. Soltuvalt ergastatud elektroni spinni orientatsioonist pdhioleku suhtes toimub
molekuli ergastamine singlet (vastupidised spinnid, Pauli keeluprintsiip) voi triplett
(samapidised spinnid) olekutesse. Kéesoleva uurimist6d raames toimuvad iileminekud
peamiselt pohi- (So) ja ergastatud (Si, So, ...) singletsete tasemete vahel, eriti aga pdhi- ja
madalaima ergastatud singlet-taseme (Si1) vahel. Molekuli ergastamisel korgemasse
singletolekusse toimub algul iileminek korgematele vonketasemetele ning seejdrel kohene
relaksatsioon madalaimale vOnketasemele ergastatud singlet-taseme ulatuses. Protsessis
vabanenud energia muundub keskkonda hajuvaks soojuseks. [5], [6]

Molekuli energiatasemete ja vastavate lileminekute visualiseerimiseks kasutatakse
Jablonski diagrammi, mis on klorofiill a jaoks lihtsustatud kujul esitatud joonisel 2. Joonisel on
kujutatud pohitaset So ja kahte ergastatud taset S1, Sz koos vastavate vonketasemetega. Lihtsuse
mottes on dra jietud triplet-elektrontasemed ja vOnketasemetest veel peenema struktuuriga
podrlemistasemed, mis antud t66 seisukohast olulist rolli ei mangi. Kujutatud on ka vastavad
tekkivad neeldumisspektrid, samuti fluorestsentsi teke, millest 1dhemalt jairgmises peatiikis.

Klorofiilli neeldumisspektri moodustavad iildiselt kaks pohilist neeldumisriba (vt joonis
3), milleks on Q ja mitmetest maksimumidest koosnev Soret’ (B) neeldumisriba. Q
neeldumismaksimum tekib tileminekutel So—S1 ning asub seetdttu pikemalainelises (ndhtava
valguse) spektri osas, ca vahemikus 660..675 nm. Soret’ neeldumismaksimum tekib
ileminekute So—S2 tagajérjel ning asub spektri lithemate lainepikkuste (UV kiirguse) juures,

ca vahemikus 300..450 nm.
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Joonis 2. Jablonski diagramm klorofiill a neeldumise ja fluorestsentsi selgitamiseks. Vasakul on esitatud
Jablonski diagramm ning paremal, diagrammile vastavad neeldumise ja fluorestsentsi spektrid. So, S1 rasvased
jooned tdhistavad elektroonseid tasemeid, tihedad peenjooned neile vastavaid vonketasemeid.

Molemad neeldumised on pohjustatud 1 — w* elektronergastusest. Q neeldumisriba
koosneb kahest komponendist Qy, ja Qx , mis vastavad neeldunud valguse polarisatsiooni suunale

molekuli mottelise kesktelje suhtes (x ja y teljed joonisel 1), samas kui Soret’ neeldumisriba

asukoht on enam-vihem sama mdlema polarisatsiooni suuna korral.
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Joonis 3. Klorofiill a neeldumise ja fluorestsentsi spekter. Maksimum 662 nm juures vastab Qy, 615 nm Qx
iileminekule, 430 nm on Soret’riba (mdlemad komponendid). Néidatud on ka fluorestsentsi spekter [7]
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Klorofiilli neeldumist Kirjeldab joonis 3, seda voib vorrelda ka kdesolevas uurimist6os
eksperimentaalselt moddetud klorofiilli Q-piirkonna neeldumisega (vt joonis 7). Sellest on néha, et
klorofiill a molekulis toimub 660 nm juures vordlemisi intensiivne Qy neeldumine ning 615 nm
juures ca 5 korda norgem Qx neeldumine. Neeldumisspektri kuju méaéravad pohiliselt kolm faktorit:
algolekute tihedus, nende asustatus ja lileminekutdendosus nendelt mingi etteantud energia vorra
korgemale ergastatud elektronoleku vonketasemele. Kvalitatiivse hinnangu tarvis vaib algolekute
tiheduse konstantseks lugeda, iilejddnud kahe osas voib vélja tuua mdningaid kaalutlusi.

Uleminekud pdhi- ja ergastatud olekute vahel, relaksatsioon vastavate vonketasemete
vahel ning iileminekute seos spektri kujuga on seletatavad Franck-Condoni printsiibi abil.
Uldiselt tihendab see printsiip seda, et elektroonsed iileminekud toimuvad vorreldes molekuli
litkkumisega nii kiiresti, et molekuli voib elektroonse lilemineku ajaks lugeda paigalseisvaks.
Nimetatud lihtsustuse tottu toimub elektronsiire pohi ja ergastatud taseme vahel
(vonkekoordinaat — energia esituses, joonis 4) vertikaalses sihis. Kvantmehaanika seisukohast
tadhendab Frank-Condoni printsiip seda, et iilemineku intensiivsus kahe vonketaseme vahel on
vordeline kahe iileminekus osaleva taseme vonkefunktsiooni kattumisintegraali ruuduga.
Printsiibi kohaselt toimub elektroonne iileminek seda tdendolisemalt, mida suurem on alg- ja
16pptasemete vonkeseisundite lainefunktsioonide kattumisintegraal. [8]

Mis puudutab algolekute asustatust, siis see sOltub temperatuurist: vastavalt statistilisele

mehhaanikale on osakeste jaotus energiatasemete vahel midratud Boltzmanni jaotusega

P(E,T) « i, @)

kus k on Boltzmanni konstant. Arvestades, et molekulide koguarv siisteemis on jddv, on
keskmiselt asustatud seda korgemad tasemed, mida kdrgem on temperatuur. Sellest jarelduvalt
voib {ildiselt eeldada, et kdrgema temperatuuri korral ulatub neeldumissaba kaugemale
punasesse, kuna keskmiselt korgemalt asustatud algtasemetelt on voimalik vdiksema energiaga
ulatuda ergastatud elektronseisundisse. Tuleb kiill meeles pidada, et asustatuse faktor on kdigest
tiks kolmest seda mddravast komponendist, aga temperatuuri piisaval alandamisel peaks

neeldumissaba aeglasemat langust kindlasti olema voimalik jélgida.
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Energia
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Joonis 4. Franck-Condoni printsiibi illustratsioon: molekuli vonkumise potentsiaalikdverad pohi- ja ergastatud
elektronolekus (mustad jooned) ja vastavad vibroonsed olekufunktsioonid (pruunid). Allikas: Wikipedia.

Madalaenergeetiliste ergastuste ja iileminekute roll fotosilinteesis on vastuoluline.
Uldiselt oleks loomulik eeldada, et sellised ergastused (ja neid omavad siisteemid) ei saa
osaleda energiahdives ega -ililekandes, kuna, olles energeetiliselt siisteemi iilejadnud osadest
madalamal, kipuvad nad toimima miinimumidena, mis energia endasse tdombavad. Ometi on
leitud tdendeid sellest, et teatud fotosiinteesimehhanismid kéivituvad just madalama energiaga
footonite neeldumisel. [9] Kuigi viidatud t66s vélja toodud mehhanismid realiseeruvad
peamiselt kromofoor-valk kompleksides, tekkis kdesoleva uurimistoo kaigus hiipotees, et dkki

esineb teatav funktsionaalsus juba ka molekuli tasemel.

1.4 Fluorestsents

Fluorestsents on ainest eralduv kiirgus footoni neeldumise tagajirjel. Pauli
keeluprintsiibi kohaselt on kaks vordse energiaga elektroni vastupidiste spinnidega ning asuvad
singlet spinn-olekus. Footoni neeldumisel siirdub iiks kahest elektronist ergastatud olekusse.
Ergastatud olekud on reeglina ebastabiilsed, mistottu toimub sageli spontaanne relaksatsioon
elektroni pdhiolekusse footoni vdi soojuskiirguse eraldumise kaudu. Uleminekut kdrgemast
singlet olekust singlet pdhiolekusse, mille kdigus eraldub valguskiirgus, nimetatakse

fluorestsentsiks. Fluorestsentsi kdigus eraldub footon 10-10° s jooksul.
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Elektronide iileminekuga ergastatud olekust pdohiolekusse kaasneb molekuli
vibratsioonienergia vihenemine. Selle tulemusel nihkub kiirgusspekter neeldumisspektrist
suuremate lainepikkuste poole. Kirjeldatavat ndhtust tuntakse kui Stokes’i reeglit (Stokes’i
nihe) ning mida suurem on Stokes’i nihe, seda lihtsam on eristada kiirgusvalgust ergastavast
valgusest. Kui Stokes’i nihe on viike, siis vOib korgematel lainepikkustel asetsev
neeldumisspekter teatud médral kattuda madalamatel lainepikkustel asuva kiirgusspektriga.

Kiiratava valguse intensiivsuse maksimum on tavaliselt ergastava kiirguse
maksimumist oluliselt vdiksem ning kiirgusspektri kujuks on sageli suuremate lainepikkuste
poole nihutatud neeldumisspektri peegelpilt. See tuleneb sellest, et vonkeenergiatasemed on
madalaima ergastatud oleku ja pohioleku korral ligikaudu samad. Maksimaalse luminestsentsi
intensiivsuse saavutamiseks ergastatakse uuritavat objekti sageli valgusega, mille lainepikkus
vastab neeldumisspektri maksimumile. Kiirguse intensiivsust médratakse eelistatuna valgusel,
mille lainepikkus vastab  Kiirgusspektri maksimumile. Kuna ergastuskiirgus on
mirkimisvéarselt intensiivsem objekti valguskiirgusest, tuleb kahe spektri kattumine sobiva
ergastus- ja kiirgusfiltri valikuga elimineerida. Vastasel korral pole luminestsentsi intensiivsus
selgelt detekteeritav.[10]-[12]

Oluline fluorestsentsi iseloomustav parameeter on kiirguse kvantsaagis, mis néitab,
mitu fluorestsentsi footonit kiirgub iga neeldunud kvandi kohta. Singlet iileminekute kdigus
esinenud energiakadude tottu (vOnkeenergia muundumine soojuseks) on fluorestsentsi

kvantsaagis tavaliselt 1-st madalam ning on leitav jirgmisest seosest:

_ _kn
Pr1 = P 3)

kus ks tdhistab fluorestsentsi kiiruskonstanti (eluea poordvéartust) ja nimetajas summeeritud
kiiruskonstandid ki vastavad erinevatele (selle iilemineku seisukohast) mittekiirguslikele
protsessidele: otsene mittekiirguslik siire madalamasse elektronseisundisse (sisekonversioon),
siire tripletseisundisse, molekulide siisteemi korral ka energiaiilekanne. Soltuvalt lahustist ja

kontsentratsioonist on klorofiill a eeldatav kvantsaagis lahustes 0.14..0.26 [13].
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1.5 Ergastusspekter

Ergastusspekter on spekter, mis kirjeldab fluorestsentsi suhtelise intensiivsuse sdltuvust
ergastava kiirguse lainepikkusest. Ergastusspekter saadakse fluorestsentsi intensiivsuse
modtmisel fikseeritud lainepikkusel voi lainepikkuste vahemikus, varieerides ergastava
kiirguse lainepikkust iile kogu neeldumisspektri, kasutades vodimalikult monokromaatset
ergastusallikat (laser, monokromaator) ja jagades saadud intensiivsuse ergastusintensiivsusega.
Soltuvalt katse eesmairgist ja voOimalustest on luminestsentsi voimalik moddta erinevatel
kindlatel lainepikkustel eraldi voi integreerides tile kogu voi osa kiirgusspektri. [12]

Optilisel ergastusel siirdub molekul pohiolekust mone ergastatud elektronseisundi (S,
S2, S3) vonkenivoole. Kiire vonkerelaksatsiooni tulemusena on suuremodtmelistes orgaanilistes
molekulides, nt. klorofiillis, luminestsentsi kvantsaagis margatav vaid madalaima ergastatud
oleku korral (Kasha reegel). See tdhendab, et luminestsents tekib luminofoori iileminekul
madalaimast ergastatud olekust pShiolekusse. Antud seaduspara tingib nii eraldunud valguse
lainepikkuse kui ka selle kvantsaagise soltumatuse ergastusvalguse lainepikkusest.

Eelnevast tulenevalt peegeldab ergastusspekter suuresti sobivalt normeeritud
neeldumisspektrit. Tdpsemalt, kuna iga neeldunud footon tekitab kvantsaagisele vastava
toendosusega footoni kiirgusspektris, on eraldunud footonite arv vordeline neeldunud footonite

arvuga:

Ierald(v) = QDfl(IO(V)_I(V)): (4)

mistottu moddetud ja ergastusvoimsusega taandatud ergastusspekter avaldub:

Iera ( )
lex(v) = T298= = ngp (1-T()) (5)

kus kasutegur » votab arvesse nii mootesiisteemi efektiivsust kui ka asjaolu, et registreeritakse
ainult teatud osa kogu kiirgusspektrist. Kuna see kasutegur ei oma eeldatavalt sdltuvust
ergastuse lainepikkusest, siis ei tohiks seda omada ka iiks ega teine nimetatud komponent.

Ergastusspektri seos neeldumisspektriga (A = — log(T)) avaldub seega:
Ix () (1 —10740)), (6)

kust ndhtub, et lahjade vaatlusobjektide korral on neeldumis- ja ergastusspektrid ligikaudselt
vordelised (lex =~ pnA). [5]
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Vaatamata ergastusspektri sarnasusele (vOi iihtimisele) neeldumisspektriga on
ergastusspektril ka hulk eripdrasid. Tavapérase neeldumise mddtmise probleemiks on sageli
piiratud diinaamiline diapasoon: liiga suured neeldumised pdhjustavad kiillastusndhtusi ja liiga
véikesed kaovad erinevatesse taustaprobleemidesse. Kui suure neeldumise probleemi saab
lahendada objekti kontrollitud lahjendamisega, siis vdikese neeldumise puhul voib abi olla
ergastusspektroskoopiast. Kéesolevas t00s leiab kasutust asjaolu, et fluorestsentsi modtmine
omab suuremat tundlikkust, mistdttu saavutatakse parem signaal-miira suhe kui ldbilaskvuse
modtmisel (neeldumisspektri madramiseks) ja vastavalt on voimalik modtmispiirkonda
laiendada viiksema neeldumise suunas. Ergastusspektrit on vOimalik modta ka selliste
katseobjektide korral (pulbrid, labipaistmatule alusele kantud kiled, keerulise kujuga kristallid
jms), mille tavaneeldumisspektrit on keeruline maérata. [12] Lisaks on ergastusspekter
informatiivsem, kandes infot luminestsentsi tekitavate energiaiileminekute kvantsaagise kohta,
juhul kui eeldus nende sdltumatuse kohta ergastuse lainepikkusest paika ei pea. [10]

Siiski on ergastusspektroskoopial vorreldes tavaneeldumisega ka mdningaid puudusi.
Esiteks, ergastusspektri edukaks mddtmiseks peab olema tdidetud teatav hulk eeldusi, eelkdige
piisav ja lainepikkusest soltumatu fluorestsentsi kvantsaagis. Teiseks, vdikese Stokes’i nihke
korral voib olla raskendatud ergastusspektri mootmine neeldumismaksimumi iimbruses, kuna
koos ergastusega tuleb moddetavast signaalist tdendoliselt vilja filtreerida ka suur osa
kiirgusspektrist. Nii on tavaneeldumine ja ergastusspektrist saadud neeldumine omamoodi

komplementaarsed. Seda efekti oli ndha ka kéesolevas to0s.
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Eksperimentaalne osa

Eksperimentaalse osa peamiseks sisuks on trietiiilamiinis lahustatud klorofill a
neeldumise mddtmine tava- ja ergastusspektroskoopia meetodil. Ergastusspektri saamiseks
ergastatakse klorofiill a molekuli kitsa spektrijoonega eri lainepikkusi kiirgavate laseritega
(titaan-safiir ja vdrvjoalaser). Lahuses tekkivast summaarsest kiirgusest 1digatakse filtrite abil
vélja ergastuse piirkond ja moddetakse iilejdédnud osa intensiivsuse soltuvust ergastuse

lainepikkusest.
2.1 Katse skeem ja meetodid

Katseobjekti ettevalmistamine

Katseobjektina kasutati kommertsiaalselt saadud klorofiill a—d (Sigma). Uurimisobjekt
lahustati  trietiitilamiinis.  Objekti lahjendus wvaliti selline, et optiline tihedus
neeldumismaksimumis (661 nm) oleks vahemikus 0.1...0.5 1 mm proovi kohta. Neeldumise
modtmiseks asetati proov Imm paksusesse kvartskiivetti (Helma). Ehkki vee lahustuvus
trietiiilamiinis on tuldiselt véike, teostati voimaliku lahustunud veest tuleneva klorofiilli
agregeerumise efekti kindlaks tegemiseks osa modtmisi lahustiga, mis oli tdiendavalt veest
vabastatud. Selleks hoiti trietiiiilamiini vihemalt 24 tundi enne mddtmiste algust 3 A

poorilibimddduga molekulaarsdeltel (Wako 3 A 1/16).

Mootesiisteemi Kirjeldus

Katse skeem neeldumise ja ergastusspektrite mootmiseks koos vastava aparatuuriga on
esitatud joonisel 5. Proovi ergastamine toimus kahe eri to0piirkonnaga ergastusallika abil,
eesmirgiga suurendada ergastusspektrite uurimispiirkonda. 715-800nm spektri osa saadi
objekti ergastamisel muudetava lainepikkusega pideva titaan-safiirlaseri (Spectra Physics,
mudel 3900S) abil ning 625-700nm spektri osa saadi kasutades DCM virvainega varvjoalaserit
(Spectra Physics, mudel 395). Lainepikkuse médramiseks kasutatati titaan-safiirlaseri korral
lainepikkusemddtjat (Burleigh WA-10L), virvijoalaseri korral Ne joonte abil kalibreeritud
spektromeetrit Jobin-Yvon THR1500 koos Andori kaameraga DU-420. Molema laseri korral
kasutati pumpava allikana 8 W Millennia Nd:YAG laserit (532 nm, ka Spectra Physics).
Ergastusallikast l1ahtuv kiirgus suunati 1dbi kollimaatoritega varustatud 400 pm fiibri (Thorlabs)
isekoostatud mikrospektroskoopiaseadmesse, mis pohineb Olympuse mikroskoobil IX-71.

Seadme sisendis oli kahest l144tsest koosnev teleskoopsiisteem, mis iihe 144dtse nihutamise kaudu
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voimaldas korrigeerida ergastuse kollimeeritust ja lihtlasi ka reguleerida ergastuslaigu suurust
(vst. ergastuse intensiivsust). Edasi juhiti ergastus objektile dikroilise peegli (950dcsp, Chroma)
ja objektiivi (Mitutoyo 10x, NA = 0.28) abil. Tagasipeegeldunud kiirgus 1abis samuti objektiivi
ning sattus seejirel spektromeetrisse Shamrock 303i (Andor), kus tekkivat spektrit moddeti
kaamera DU-420A (Andor) abil.

Lisaks oli ergastava valguse spektraalseks reguleerimiseks kasutusel ka kaks
filtrikomplekti F1 ja F2, mis paiknesid vastavalt enne ja parast uurimisobjekti. F1 puhastas
ergastavat kiirgust voimalikest juhukomponentidest registreerimispiirkonnas ja F2 tekkivat
fluorestsentsi ergastuse jidkmdjust. Ideaaljuhul moodustavad filtrid nn. ristuva siisteemi, s.o.
summaarselt ei tohiks valgus aktiivses spektripiirkonnas neid ildse ldbida. Kiillastuse
véltimiseks oli sisendkanalis kasutusel veel neutraalne filter NF, mille abil oli vdimalik
ergastust vajadusel tdiendavalt norgendada. Ergastuse vdoimsusreferentsi mootmiseks kasutati
voimsusmodtjat (Newport 842-PE) koos 918D-SL fotodetektoriga. Kuna modtmine toimus
enamjaolt 14dbi objekti (tagamaks voimalikult vdikesi mddramatusi tulenevalt muudest
aspektidest, nagu ergastuskanali erinev labilaskvus eri ergastuslainepikkustel ja voimsusmdotja
detektori asendi muutus), pidi voimsuse véartust hiljem korrigeerima vastavalt objekti
labilaskvusele antud lainepikkusel.

Titaan-safiirlaser, lainepikkusemodtja, voimsusmodtja ja Shamrock 303i kiiljes olev
kaamera voimaldasid ka andmevahetust ja/voi juhtimist arvutist, mistottu oli voimalik koostada
skript programmeerimiskeeles Python, et teostada ergastusspektri automaatset registreerimist.
See tostis registreerimisjoudlust margatavalt. Skript kontrollis pidevalt ka mdddetud signaali
suurust ning peatus, kui signaal viljus etteantud vahemikust ning tuli vahetada neutraalset filtrit.
Virvjoalaseri puhul sai automatiseerimist paraku rakendada ainult osaliselt, sest oli tarvis
laserijoone kuju visuaalselt kontrollida.

Tavaneeldumise modtmiseks kasutati mikroskoobi valgustuslampi (tavaline halogeen-
hodglamp), eemaldades dikroilise peegli ja filtri F2. K&igepealt moddeti referentsspekter ilma
objektita (ja kiivetita) ning selle pohjal neeldumisspekter. Ainult lahustiga eraldi moddetud
kiiveti neeldumine lahutati hiljem maha.

Madalatemperatuursete modtmiste puhul kasutati kiiveti rollis teemantrdhurakku
(LOTO, Itaalia) koos vastava kriiostaadiga (LOTO, Oxford Instruments). Sealjuures piiiiti
hoiduda rohu tekitamisest, aga nagu vois jireldada spektrijoone nihkest toatemperatuursel
mootmisel vorreldes mdotmisega tavakiivetis (2 nm), raku tihendamisel teatav minimaalne
rohk siiski tekkis. Kiiveti korpusesse tekitati madal vaakum ja jahutamiseks pumbati kriiostaadi

sormest 1dbi vedelat limmastikku. Temperatuuri mdddeti rohuraku teemandi 1dheduses asuva
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dioodiga (Lakeshore) ja modteriistaga Lakeshore Model 211. Pumba sisse-ja viljaliilitamise

abil oli vdimalik temperatuuri hoida tdpsusega +4 K.
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Joonis 5. Madtesiisteemi skeem.
Mootmiste kiik

Iga  katseseeria  algul leiti  koigepealt  klorofiilla  trietiililamiinlahuse
tavaneeldumisspekter, millest lahutati maha puhta trietiitilamiinlahuse neeldumisspekter. Alati
moddeti dra ka Ne-lambi kiirgusspekter, mida kasutati andmetdotluses spektrite lainepikkuse
skaala kalibreerimiseks. Edasi valiti filtrid F1 ja F2 vastavalt soovitud ergastuspiirkonnale.
Seejarel selgitati monel selles piirkonnas vodimalikult tugevat kiirgust andval
ergastuslainepikkusel vélja, millise maksimaalse tugevuse korral (nt.vdartus mones moodetava
spektri valitud punktis) on kiirgussignaal veel lineaarselt soltuv ergastusest. Selleks varieeriti
ergastuse tugevust neutraalse filtri abil, registreeriti signaal ja vdimsusmddtjaga vastav
ergastuse voimsusreferents. Saadud ergastuse — signaali lineaarsuspiirkonna infot sai anda ka
nditeks registreerivale skriptile signaali tugevuse tilempiiri osas, alampiiri puhul tuli 1dhtuda
kogemuslikust talutavast signaal-miira suhtest.

Filtrite F1 ja F2 valikut ja vastavaid ergastus- ja registreerimispiirkondi illustreerib
joonis 6. Nende filtrite rollis olid kasutusel sinises spektri piirkonnas lébilaskvad (shortpass)
filtrid FES0650 ja FES0700 (Thorlabs) ja punases labilaskvad (longpass) filtrid 650LP, 700LP
ja 750LP (Andor), mida kasutati kombinatsioonides 650LP+700LP ja 700LP+750LP. Vastavad
labilaskespektrid on kujutatud joonisel 6 halli joonega. Nooltega tdhistatud ergastuspiirkonnad
vastavad eri filtrikombinatsioonidele, samavirvilised spektrid nditavad osi fluorestsentsist,
mida sai vastaval juhul modta (s.o. mis péésesid lébi filtrist F2 ja iilejidinud modtekanalist).
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Nende osade intensiivsuse kujutamisel on ldhtutud samast normeeringust nagu ka toodud
kogufluorestsentsi spekter, aga parema ndhtavuse huvides on moned osad iiles vdimendatud
nédidatud koefitsientidega. Ergastuspiirkondade tdhistused (650-, 650+, 700-, 700+) viitavad
ligikaudsetele ergastuslainepikkuste vairtustele. Filtrite voi nende kombinatsioonide kasutust

kirjeldab jargmine tabel:

Ergastuspiirkond F1 F2
650- FES0650 650LP+700LP
650+ 650LP+700LP  |FES0650
700- FESO0700 700LP+750LP
700+ 700LP+750LP FESO0700

Tabel 1. Filtrite kasutus eri ergastuspiirkondade puhul.

1 laseri- . varvlaser | L

15 | piirkonnad | © A i Titaan-safiirlaser i

| 650+ [
ergastus- L N

7 piirkonnad 700- 700+ i

o
[8)]
T T T T R S N T

(=]

z
600 650 700 750 800
Lainepikkus / nm

Joonis 6. Modtepiirkondade skeem koos vastavate osadega fluorestsentsist. Purpurse vérviga on toodud
neeldumisspekter ja mustaga kogu fluorestsentsi spekter, mélemad on normeeritud maksimumi jérgi. Hallide
joontega on toodud kasutatud filtrikombinatsioonide labilaskespektrid (vt. tabelit kasutuse kohta). Virvilised
spektrid (oranz, roheline, sinine, punane) nditavad osi fluorestsentsist, mida sama vérviga tdhistatud
modtepiirkonna (vastavalt 650-, 650+, 700-, 700+) puhul registreerida sai. Parema nidhtavuse huvides on need
osaspektrid (v.a. 700+) vdimendatud nédidatud koefitsientidega, peenema samavérvilise joonega on antud ka
voimendamata kujud.
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Andmete tootlemine

Saadud andmed t66deldi mitmes jargus. Iga ergastuspiirkonna jaoks koostati kdigepealt
vastava osalise fluorestsentsi spektri mudelkuju, mis saadi kdigi vastavas reziimis tehtud
mootmiste keskmistamisel. Need mudelkujud vastavad joonisel 6 ndha olevatele osaspektritele.
Uhtlasi oli vdimalik ka kontrollida, et kujud kogu piirkonna ulatuses sama piisivad, vilistamaks
erinevaid liitstruktuure.

Edasi ldhendati iiksikutel modtmistel saadud fluorestsentsispektrid mudelkuju
lineaarteisendusega (y = Ax + B, kus y vastab iiksikmdotmisele ja x mudelile) ja fikseeriti
lineaarliikme kordajad A. Sellise protseduuri mdtteks oli muuhulgas saada ka parameetrite
standardhélbed, mis voimaldaksid hinnata tulemuste médramatusi. Jagades kordajad A
vastavate korrigeeritud vOimsusreferentsidega, saadigi kordaja tépsusega ergastusspekter
vastavas piirkonnas. Voimsusreferentside korrigeerimiseks (kuna referents registreeritakse 14bi
objekti) korrutati need 1dbi mdddetud neeldumisspektrist arvutatud ldbilaskvusega ergastuse
lainepikkusel.

Seejarel sobitati eri reziimides moddetud piirkonnad paarikaupa kattuvates osades
omavahel kokku. Selleks leiti kummaski piirkonnas samadel lainepikkustel mdddetud
ergastuste suhted ning siis nende kaalutud keskmine vastavalt mdlemast piirkonnast périt
punktide suhteliste médramatuste summale (kaaluks vdeti selle summa ruudu pdordvédrtus).
Saadud kordajaga iihe piirkonna ergastusi korrutades saigi nad sobitada teise piirkonnaga.

Liites nii kdik mdddetud piirkonnad, saadi tulemuseks iildine ergastusspekter, mis on
pohimdtteliselt méédratud ka veel ikkagi kordaja tipsusega (piirkondade sobitamisel iiks kordaja
jaéb alati lahtiseks). Seda pidi ldhendama mdoddetud neeldumisspektriga, aga nagu mainitud
peatiikis 1.5, tuli lisaks arvestada, et ergastusspekter on tegelikult 1 —labilaskespekter. Seega
tuli ldhendamise kdigus viia ka neeldumisspekter mainitud kujule (vOi siis arvutada
ergastusspekter iimber neeldumise-esitusse, aga eelistame siiski esimest varianti). Selliseks

ldhendamiseks kasutati valemit

—(A(/l)—Ao)>

Ex(1) = k (1 —10" < (5)

kus Ex(4) tdhistab ergastusspektrit, A(1) vastavat neeldumisspektrit, k on otsitav kordaja, Ao
parand neeldumise voimaliku nullnivoo korrigeerimiseks ja ¢ arvestab asjaoluga, et kiht, kust
parinevad kasutatavad neeldumise véértused ja see, kust parineb ergastuse kdigus moodetud

kiirgus, on {ldiselt erineva paksusega. Lahendamiseks tuli valida piirkond, kus
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tavaneeldumisspekter on moddetav arvestatava tdpsusega. Antud t66s valiti selleks
630..700 nm.

Liahendamiseks (nagu ka esialgsete spektrite ja mudelkuju korral) kasutati SciPy
arvutuspaketti [14] kuuluvat protseduuri curve_fit, mis voib sisendina arvesse votta ka punktide
madramatuse hinnanguid ja kujundada selle pohjal 1ahenduspunkti kaalu (= mééramatuse ruudu
poordviirtus). Antud juhul oli vdimalik ette anda ergastuse midramatuse hinnangud.
Lahendamise tulemusel saadud parameetrite pohjal {ihitati moddetud ergastusspekter ja
vastavalt valemile (5) ergastuse (1 — labilaskvuse) esitusse {imberarvutatud neeldumisspekter.
Ldpuks normeeriti molemad spektrid vastavalt (teisendatud) neeldumise maksimumile,
voimaldamaks eri mdotmiste paremat vordlust.

Lisame paar méarkust veel ergastuse maaramatuste hindamise kohta. Nagu deldud, saab
esialgsest ldahendusest kitte koefitsiendi standardhdlbe, mis on ilmselt pohikomponent
ergastuse madramatuses, peegeldades fluorestsentsisignaali tugevust / miirarohkust. Samuti on
voimalik, modtes vOoimsusreferentsi aegreana, saada sealt kitte vastav standardhélve. Nende
pohjal leitakse vastavad suhtelised madramatused, kasutades Kattetegurit 2.6, mis vastab
usaldusnivoole ~99 % suure hulga (100..200) punktide korral. Nende suhteliste madramatuste
summeerimisel saadakse ergastuse {ildine suhteline méaaramatus, millest edasi ergastuse

védrtusega korrutamisel absoluutne médramatus.
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2.1 Tulemused

Joonisel 7 on toodud moddetud neeldumise ja fluorestsentsi spektrid.

—— fluorestsents
b —— neeldumine

Neeldumine / Fluorestsents

I I
650 700
Lainepikkus / nm

Joonis 7. Klorofiill a trietiiiilamiinlahuse neeldumise (punane joon) ja fluorestsentsi (must joon) spekter.
Maksimumide véirtused on normeeritud. Fluorestsentsi ergastamiseks kasutatud 594 nm He-Ne laserit.

Joonisel 8 on vorreldud eelpool kirjeldatud viisil mdddetud ja toddeldud ergastusspektrit
ja vastavat tavaneeldumisspektrit samas esituses. Siit on ndha, et tavaneeldumisspektri
modtmine annab  usaldusvéddrseid tulemusi vaid kuni 690 nm-ni. Samas on
ergastusspektroskoopia meetodi abil voimalik neeldumise ulatust pikendada veel lausa 100 nm
vorra, kuni 790 nm-ni. Sel moel ulatub mdddetud neeldumine lédbi umbes 6 suurusjargu. Seda
on sobiv jilgida, kasutades poollogaritmilist skaalat (joonis 7, B). Selles skaalas peaks
poordeksponentsiaalne (a* ga vordeline) seos viljenduma sirgjoonena, ja nagu niha, kui vilja

arvata ,,.kithm” 720-740 nm piirkonnas, on olukord sellele kiillaltki l&hedane.
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Joonis 8. Lineaarses (A) ja poollogaritmilises skaalas (B) ergastusspekter. Pidevjoon téhistab otsemdddetud
needlumisspektrit ning punased ruudud tavaneeldumisspektriga ihitatud toodeldud ergastusspektrite osi.
Neeldumismaksimum vastab 661.6nm. Lainepikkused on esitatud energiaga lineaarses poordskaalas
Moningatel juhtudel, nditeks bakterklorofiilli molekulide puhul teatud lahustites, on
taheldatud molekulide agregaatide tekkimist, mida hoiavad koos lahustis lisandina leiduvad vee
molekulid [14]. Selline agregeerumine pdhjustab neeldumisspektrite mérgatavat punanihet ja
voib pohimotteliselt mojutada ka spektri kditumist kaugemal maksimumist. Selliste efektide

selgitamiseks teostatigi tavaneeldumise ja ergastusspektri punase (titaan-safiirlaseriga
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mdddetava) osa modtmised ka tdiendava veest vabastatud lahustiga. Nagu ndha joonisel 9,
langevad veevaba lahustiga objektide ergastusspektrid kiill veidike sinakamasse spektri ossa
kui kuivatamata proovidest saadud spektrid, samas on see nihe {isna véike (~0.4 nm) ja on niha,

et neeldumissaba kditumisele vee eemaldamine méargatavat moju ei avalda.

1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1
I I I 1 I I I I I I I I I ] I I
100 -
— tootlemata lahusti
I veevaba lahusti
4 2
S 10724 -
X
©
—= 1-2_|||||||||||||||||||_ }
% - ———— tootlemata lahusti =
- - 1 ——— veevaba lahusti N
- 1079 1 =
~ 0.8 5 -
0.6 5 .
10764 . 1
0.4 T T T[T T T T [T T T T[T T
650 655 660 665 670
I I I 1 I I I I I I I I I
650 700 750 800

Lainepikkus / nm

Joonis 9. Molekulaarsdelte abil veest vabastatud lahusti ergastusspektri vordlus tootlemata lahusti
ergastusspektriga. Viikesel joonisel on esitatud to6tlemata ja veevaba lahusti neeldumisspektrite maksimumid.
Punaste ruutudega on téhistatud todtlemata lahusti ergastusspektrit ning roosad veevaba lahusti ergastusspektrit.
Pidevjoonega on tihistatud kummagi lahustiga saadud tavaneeldumisspektrid.

Temperatuuri alandamisel on mérgata neeldumisspektrite punanihet. Antud to6s
kasutatud siisteemis lisandus sellele kiill veel ka rohuraku sulgemisel tekkinud viikese
hiidrostaatilise rohu tekitatud spektraalne nihe (2 nm), mis oli samuti punanihe. Joonisel 10 on
ndha kahel madalamal temperatuuril, 240 K ja 220 K, saadud tulemusi, tavaneeldumist ja
ergastusspektrit. Viimast Onnestus ndrga signaali tottu paraku modta ainult 700+
filtripiirkonnas (vt. joon. 6), mistdttu neeldumise kéitumine piirkonnas 680 — 716 nm, nagu ka
ergastuse iildine normeering tuli juhindudes tavaneeldumise sabast ja toatemperatuuril saadud

andmetest umbkaudselt rekonstrueerida.
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Joonis 10. Madalamatel temperatuuridel registreeritud ergastus- ja neeldumisspektrite vordlus
toatemperatuuril moéddetud spektritega. Eri varvi ringid tdhistavad erinevatel temperatuuridel moddetud
ergastusspektreid ning ringidega sama vérvi pidevjooned nendele temperatuuridele vastavaid otsemdddetud
neeldumisspektreid. Punktiirjoontega on téhistatud ergastuse arvatav kidik piirkonnas, kus modtmist ei saanud
teostada.

N

<
A
|

1 - labilaskvus

- ] BChl a ergastus (nihutatud 2150 cm™)
BChl a arvutus (nihutatud 2150 cm™?)
10—6_ . Chl a ergastus
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|
700 750 800
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Joonis 11. Klorofiill a ergastusspektri vordlus bakterklorofiill a andmetega t66st [14]. Helesinine pidevjoon
téhistab [ 14] arvutuslikult saadud bakterklorofiilli neeldumist, tume pidevjoon klorofiilli otsemdddetud neeldumist
ning ruudud vastavaid ergastusi. Bakterklorofiilli ja klorofiilli spektri languse ning kuju vdrdluse huvides on
bakterklorofiilli spektreid nihutatud (2150 cm™ vorra) lithemate lainepikkuste suunas.
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2.2 Jareldused

To66 peamiseks tulemuseks on kinnitus hiipoteesile, et klorofiill a neeldumine omab
madalate energiate suunas arvestatavat moddetavat viirtust kuni ca 140 nm (~2600 cm™)
kauguseni maksimumist. Seda, kuivdrd see on vastuolus mingite olemasolevate mudelitega, on
isegi raske hinnata, sest kuigi tavaneeldumise jooni Onnestub sageli ldhendada Gaussi
jaotusega, kehtib selline ldhendus tavaliselt pigem neeldumismaksimumi ldhitimbruses.
Praktilises mottes selleparast, et, nagu ka kédesolevast to0st ndha, on tavaneeldumise
mojupiirkond piiratud, aga ka teoreetiliselt viitab selline kuju enamasti pigem
mittehomogeensele jaotusfunktsioonile (molekulide individuaalsete spektrijoonte erinev
laienemine), samas kui neeldumissaba omadused on rohkem méératud homogeense jaotusega
(molekulide individuaalsete spektrijoonte iihetaoline laienemine). Seetottu Gaussi jaotusest
jarelduv exp —(v — vo)? tiiiipi kiitumine ei pruugi kehtida. Tulemustest nihtuvalt, kuna saba
langus on poollogaritmilisel skaalal peaaegu lineaarne, ongi kéitumine pigem
poordeksponentsiaalne.

Madalatemperatuursetest spektritest ndhtub, et iildjoontes temperatuuri alandamisel
neeldumissaba langus kiireneb (vorreldes omavahel 240 K ja 220 K andmeid), aga ,kithm”
tundub siiski ka teatud mdju avaldavat. Kindlasti oleks vaja katset korrata tdiustatud
katseseadmega, voimalusel madalamal temperatuuril ja laiemas spektrivahemikus.

Sarnaseid mootmisi on varem tehtud bakterklorofiill a jaoks [14], laias laastus ka
sarnaste tulemustega. Sel juhul on ldbi viidud ka kvantkeemilisi simulatsioone, leidmaks
Franck-Condoni faktoreid erinevate vibroonsete iileminekute jaoks pdhiolekust esimesse
ergastatud olekusse ja seeldbi hindamaks vOimalust, et termiliselt asustatud pohioleku
vonketasemetelt saab toimuda sellise madala energiaga {leminekuid ergastatud
elektronolekusse. Tulemusena selgus, et vottes arvesse ka molekuli vonkumiste {ilemtoone
(tdisarvkordseid sagedusi), on vdimalik saada eksperimentaalsetele tulemustele kiillaltki
lahedane neeldumissaba kuju.

Joonisel 11 on vorreldud bakterklorofiill a jaoks saadud tulemusi t6ost [14] kdesolevas
to0s saadud neeldumisandmetega. Selleks on bakterklorofiilli arvutatud ja eksperimentaalset
neeldumis- (vst. ergastus-) spektrit nihutatud 2150 cm™ vérra sinisemaks. Nihtub, et kuigi
kvalitatiivselt on spektri punased servad molemal juhul {isna sarnased (isegi langused toodud
skaalas on keskmiselt tisna ldhedased), on siiski ka teatud erinevusi. Isedranis on tulemustest
ndha neeldumisspektri saba peal ka teatud struktuuri 720 — 750 nm piirkonnas, mille tolgendus

on seni veel ebaselge. Teadaolevalt on arvutusi tehtud ka selle kirjeldamiseks, aga on selgunud,
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et arvutused vonkumiste lilemtoonidega, nagu bakterklorofiill a puhul, ei osutu klorofiill a
puhul piisavaks. Lootus on, et selle puhul aitab teatud vonkemoodide kombinatsioonide
arvessevotmine.

Madalaenergeetiliste ergastuste roll fotosiinteesis on olnud viimasel ajal arutlusteemaks,
aga peamiselt on viljapakutud mehhanismid olnud sdltuvad kollektiivsetest ergastustest
erinevates kompleksides. [9] Selle t66 valguses voib aga piistitada ka hiipoteesi, et dkki algavad
sedalaadi protsessid juba madalamalt, molekuli tasemelt.

Milline voiks olla madalaenergeetiliste ergastuste funktsionaalsus klorofiill a
molekulis? Naiteks voib see lisada klorofiill a-d sisaldavatele fotosiisteemidele paremad
eeldused &darmuslike keskkonnatingimustega kohanemiseks (olukord, kus koik muud
lainepikkused peale spektri punase osa on dra tarbitud) voi mdjutada energia iilekandeaspekte

footonergastuse jargselt.
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