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Хімізм та енергетика фотосинтезу: світлова стадія
План

1. Основні стадії фотосинтезу.

2. Фотосистеми хлоропластів.

3. Основні перетворення світлової стадії фотосинтезу. Фотосинтетичне фосфорилювання. Фотоліз води.

4. Повний баланс світлової стадії фотосинтезу.
5*. Зв’язок мінерального живлення і фотосинтезу
6*. Поняття про фотодихання.

Фотосинтез як процес поєднання світлових і темнових реакцій. Дослідження Ф.Блекмана, К.А.Тімірязєва, О.О.Ріхтера, В.М.Любименко, Д.Арнона, М.Кальвіна.

Світлова стадія фотосинтезу. Механізм участі хлорофілу у фотосинтезі. Рівні збудження хлорофілу молекули і їх значення для фотосинтезу. Квантові витрати та квантовий вихід у процесі фотосинтезу. Поняття про фотосистеми, реакційні центри і фотосинтетичні одиниці. Локалізація, будова та функціонування першої фотосистеми. Циклічний транспорт електронів. Фотосинтетичне фосфорилювання, механізм утворення АТФ. Локалізація, будова і функціонування другої фотосистеми. Нециклічний транспорт електронів. Фотоліз води, утворення відновника НАДФ·Н2 і виділення кисню. Продукти світлової стадії фотосинтезу та шляхи їх використання.
1. Основні стадії фотосинтезу.

.


[image: image11.jpg]Hic

e

He:
i,
Sgblas




	Фотосинтез – це складний окисно-відновний процес, в якому вода окислюється до кисню, а вуглекислий газ відновлюється до вуглеводів.


 Процес фотосинтезу складається з двох фаз:

· світлової (енергетичної), яка відбувається в мембранах тилакоїдів;

· темнової (метаболічної), яка відбувається в стромі хлоропластів – водному середовищі між гранами.

Експериментальні докази двох стадійності процесу фотосинтезу вперше було одержано англійським вченим Ф. Блекманом в 1908 р. Досліджуючи вплив інтенсивності світла і температури на швидкість процесу фотосинтезу він робить висновок, що процес фотосинтезу включає групу залежних від світла реакцій на хід яких не впливає температура. Цим питанням, тобто двох стадійністю процесу фотосинтезу, займалися Ріхтер, Емерсон, Арнольді (США). І тільки в 1958 р. Арнон вияснив суть реакцій процесу фотосинтезу, що проходять на світлі.

Майже сторіччя після відкриття фотосинтезу в 1771 р. вчені з’ясовували суть його, але встановили лише субстрати та кінцеві продукти, що утворюються в результаті цього процесу. Довгий час вважали загальноприйнятим, що вуглеводи утворюються з вуглецю і водню, а кисень виділяється з вуглекислого газу. Ця гіпотеза, як з’ясовано пізніше була зовсім неправильною. Вперше О.М. Бах в 1863 р. передбачив, що асиміляція СО2 в процесі фотосинтезу нічого спільного з відщепленням кисню від СО2 не має, а пов’язана з окислювально-відновним процесом, який відбувається за участю водню та гідроксилу води, причому кисень виділяється з води. Походження кисню з води в 1937-1941 рр. довів американський вчений Ван Ніль. Він вивчаючи фотосинтезуючі бактерії встановив, що пурпурні сірчані бактерії для фотосинтезу потребують наявності сірководню, а в результаті цього процесу всередині бактеріальних клітин нагромаджується сірка. Після цього Ван Ніль зробив сміливе узагальнення, що первинна фотохімічна реакція фотосинтезу полягає саме в фотодисоціації води, а не в розкладанні СО2. Уявлення Ван Ніля про походження кисню знайшло підтвердження в експериментах з міченим О, які незалежно в 1941 р. провели С. Рубен (США) і О.П. Виноградов, Р.В.Тейс (Рдянський Союз). Також в 1939 р. Р. Хілл продемонстрував, що ізольовані хлоропласти при наявності відповідних акцепторів електронів здатні на світлі розкладати воду з виділенням О без участі вуглекислого газу. 

Сонячна енергія – це енергія електромагнітних коливань, яка характеризується певною довжиною хвилі, частотою коливань і швидкістю розповсюдження. Потік сонячної енергії, що досягає поверхні Землі, включає дуже широкий спектр променів – видиу частину цього спектру ми можемо бачити у вигляді веселки. При цьому практичне значення для життя рослин має незначна частина цього спектру.
Положення про те, що  у процесі фотосинтезу можуть бути використанні тільки ті промені сонця, які поглинаються, вперше було підтверджено експериментально в дослідах К.А. Тимирязєва. Вченим було доведено, що процес фотосинтезу проходить тільки в тих променях, які поглинаються хлорофілом. На минулій лекції ви дізналися, що хлорофіл є оптичним сенсибілізатором, який поглинає енергію світла і передає на молекули води і вуглекислого газу. Згідно дослідів К.А. Тимірязєва, найбільш інтенсивне поглинання вуглекислого газу відбувається в червоних променях (в дослідах були використані різнокольорові склані світлофільтри, через які рослини освітлювались променями різного кольору). Потім, доходячи до зеленої частини спектру, процес фотосинтезу слабішає. В зелених променях він мінімальний, очевидно, зелені промені хлорофілом не поглинаються. В синьо-фіолетовій частині спектру спостерігається друге збільшення інтенсивності фотосинтезу. Таким чином, якщо представити інтенсивність фотосинтезу у вигляді кривої, то вона буде мати два максимуми, які співпадають з двома максимумами поглинання хлорофілу.
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Інтенсивність процесу фотосинтезу в різних ділянках спектра називається спектр дії, при цьому спектр поглинання хлорофілу і спектр дії співпадають. 
Максимумів поглинання у хлорофілів, як ви можете бачити, два. Червоні і синьо-фіолетові промені спектру – випромінення різної якості. К.А. Тимірязєв дослідив ефективність використання рослинами енергії у червоній і синьо-фіолетовій частині спектру, і виявив, що поглинута енергія променів різної якості, різної довжини хвилі використовується в фотохімічних реакціях з різною ефективністю. Теоретичне підгрунтя виявленої К.А. Тимірязєвим закономірності сформульоване в теорії фотоефекту А. Ейнштейна: «інтенсивність будь-якої фотохімічної реакції залежить не від кількості поглинутої енергії, а від якості світла, тобто кванти якого кольору поглиналися». Зокрема, фотохімічні реакції можуть протікати тільки в межах таких величин квантів поглинутих квантів, як 147–587 кДж\моль. Таким чином, в квантах червоного кольору (176 кДж\моль) знаходиться достатня кількість енергії для того, щоб пройшов процес фотосинтезу. Разом з тим при поглинанні квантів синього кольору (261 кДж\моль) молекули, які реагують, будуть одержувати надлишок енергії, який виділяється у вигляді тепла чи світла.
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Тепер пригадаємо енергетичні властивості молекули хлорофілу, які ми розглянули раніше [структура молекули хлорофілу]. Система спряжених подвійних зв’язків тетрапірольного ядра, підсилена атомом Mg, являє мобою єдину хмару π-електронів, які легко збуджуються та легко віддають енергію.
При цьому таких рівнів збудження в молекулі хлорофілу два. З цим пов’язано, що він має дві основні лінії поглинання. Перший рівень збудження зумовлений переходом на більш високий енергетичний рівень електрона в системі спряжених подвійних зв’язків, а другий – із збудженням неспарених електронів азоту і кисню в порфириновому ядрі. При поглинання світла електрони переходять в коливальні рухи, в двох енергетичних станах: першому (S1) та другому (S2) синглетному станах.
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(енергетичні стану молекули хлорофілу)
Із збудженого стану молекула хлорофілу може переходити в основний стан. При цьому її дезактивація (втрата енергії) може проходити:

1. шляхом виділення енергії у вигляді світла (флюоресценція) чи у вигляді тепла;

2. шляхом переносу енергії на іншу молекулу пігменту;

3. шляхом затрати енергії на фотохімічні процеси (втрата електрона і приєднання його до акцептора).

В любому випадку молекула дезактивує ця і переходить на основний енергетичний рівень. Енергія, яка випускається у вигляді флюоресценції або у вигляді теплоти не може бути використана. Та частина енергії, яка не витрачається, збирається для подальшого використання «конструкціями» на тилакоїдах хлоропластах, які називаються світлозбираючими комплексами. 

Це складне білково-пігментне поєднання, локалізоване в мембрані. Воно виконує роль антени, яка ефективно поглинає світло і переносить енергію збудження до реакційного центру.

Крім великої кількості молекул хлорофілу світлозбираючий комплекс включає каротиноїди, а в деяких водоростей – фікобіліни. Каротиноїди і фікобіліни збільшують ефективність засвоєння світла за рахунок того, що вони поглинають світло в тих областях спектру, в яких молекули хлорофілу поглинають світло досить слабо.
Фотофізичний етап процесу фотосинтезу заключається в тому, що кванти світла поглинаються і переводять молекули пігментів в збуджений стан. Потім ця енергія переноситься на реакційний центр, який здійснює первинні фотохімічні реакції: поділ зарядів. Подальше перетворення енергії світла в хімічну енергію проходить ряд етапів, починаючи з окисно-відновних перетворень хлорофілу: фотохімічні (світлові) і ензиматичні (темнові) реакції.
Фотофізичний етап фотосинтеза – перша частина («увертюра») світлової фази фотосинтезу.
Вона відбувається на світлі, в тилакоїдах хлоропластів; реалізована в ділянках мембрани – світлозвираючих комплексах, всередині яких пігменти, в свою чергу, структуровані у функціональні поєднання – фотосистеми.
2. Фотосистеми хлоропластів
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В хлоропластах хлорофіл і інші пігменти, які занурені в тилакоїди, зібрані у функціональні з’єднання, називаються фотосистемами. Тобто сукупність світло поглинаючого комплексі, фотохімічного реакційного центру і пов’язаних з ним молекул пігментів – перенощиків електрона складають фотосистему. За сучасними уявленнями фото система є найважливішою структурно-функціональною ланкою фото синтезуючого апарату. До складу кожної фотосистеми входять 250-400 молекул пігментів. Всі пігменти фотосистеми можуть поглинати кванти світла, але тільки одна молекула хлорофіла даної фотосистеми може використовувати поглинену енергію у фотохімічних реакціях. Ця молекула хлорофілу називається реакційним центром фотосистеми, а інші молекули пігментів називаються антенами, оскільки вони, подібно антенам збирають світло. Енергія Сонця, яка поглинута молекулою пігменту, переноситься на іншу молекулу, пока недосягне реакційного центру, де локалізована спеціальна молекула хлорофілу А. Коли ця молекула поглинає сонячну енергію, електрон піднімається на  вищий енергетичний рівень і переноситься на молекулу акцептора, що викликає потік електронів. Таким чином молекула хлорофілу окисляється і стає негативно заряженою. В наш час доведено, що існує два типи фотосистем. У фотосистемі І реакційний центр утворений молекулою хлорофілу А і позначається буквою Р 700 (Р – пігмент, 700 – оптимум поглинання). 

Реакційний центр фотосистеми ІІ теж утворений молекулою хлоррофілу А і позначається Р680. В цілому обидві фотосистеми працюють синхроно та неприривно. Але фотосистема І може функцінувати окремо. Таким чином фотофізичний етап фотосинтезу заключається в тому, що кванти світлапоглинаються і переводять молекули пігментів в збуджений стан. Потім ця енергія переноситься на молекулу хлорофілу – реакційний центр, де вона застосовується в фотохімічних реакціях. Подальше перетворення сонячної енергії в хімічну енергію проходить ряд етапів, починаючи з окисно-відновних перетворень хлорофіла і включаючи як фотохімічні (світлові) так і ензіматичні (темнові) реакції. 

Базовий пігмент, що забезпечує фотосинтез – це хлорофіл А. Інші пігменти вважаються допоміжними, тобто здатними забезпечити повніше використання спектра сонячного випромінювання – поглинати світлові хвилі певної довжини.
В обох фотосистемах взаємне розташування пігментів та їх розміщення в мембранах визначається тим, що ці пігменти пов’язані з білками.
Щоб зрозуміти, що відбувається на першому етапі фотосинтеза, згадаємо, що собою являє фотосинтез:
Це багатоступеневий окисно-відновний процес, під час якого відбувається 1) відновлення вуглекислого газу (до рівня вуглеводів) та 2) окислення води до кисню.
Базовими структурами, що їх забезпечують, є пігмент-білкові комплекси.
Фотосистема І: складається з центрального (ядро) комплексу та зовнішнього блоку. Ядром комплексу є димер хлорофілу А (його називають Р700), також наявні 2 молекули каротину β, та близько 100 молекул хлорофілу а, розташованих навколо електронно-транспортного ланцюга реакційного центру. Зовнішній блок включає каротиноїди та 80-120 молекул хлорофілу а та в. вони згруповані в 4 субодиниці, які, власне, об’єднані в зовнішній блок фотосистеми І.
Фотосистема ІІ: також включає центральний та зовнішній комплекси макромолекул. Центральний комплекс включає є димер хлорофілу А (його називають Р680), та кілька хлорофілвмісних блоків. Зовнішній комплекс Фотосистеми ІІ представлений великою кількістю хлорофілів а та в, каротиноїдів, а також цілою низкою білкових субодиниць.
Енергетичні перетворення в межах фотосистеми І та ІІ забезпечують проходження фотохімічних реакцій фотосинтезу – наступних стадій світлової фази фотосинтезу.
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3. Основні перетворення світлової стадії фотосинтезу. Фотосинтетичне фосфорилювання. Фотоліз води

Фотохімічні реакції фотосинтезу – це реакції, в яких енергія світла перетворюється в енергію хімічних зв’язків, і в першу чергу в енергію фосфорних зв’язків АТФ. Саме АТФ є енергетичною валютою клітини, яка забезпечує протікання всіх процесів. Одночасно під дією світла проходить розклад води, утворюється відновлений НАДФ і виділяється кисень.

Якщо побудувати модель світлових реакцій, то вона буде такого вигляду: енергія світла входить в фотосистему ІІ, де збирається реакційним центром Р680 або передається на реакційний центр через молекули пігментів. Коли молекула пігменту Р680 збуджується, то вона втрачає електрони і вони парами переносяться на молекулу акцептора, в даному випадку хінону. Молекула Р680, яка втратила електрони, може замінити їх електронами води, при цьому молекула води окислюється і дисоціює на протони і кисень.
Даний процес забезпечується низкою ферментів і пігментів електронно-транспортного ланцюга, подібного за будовою до аналогічної структури мембран мітохондрій.
	Світлозалежне окислення молекул води називається фотолізом. Ферменти, , здійснюють фотоліз води, локалізуються на внутрішній мембрані тилакоїдів.


Вода в даному випадку виступає в ролі донора електронів.
При збудженні реакційного центра фотосистеми ІІ та його фотоокисленні виникає потужний редокс-потенціал (+1,12 В), який ініціює процес фотоокислення води і мобілізацію звільнених електронів.
↓
Звільнені електрони подаються до електронно-транспортного ланцюга спряженого з ФСІІ, що, в свою чергу, створює потужний висхідний потік електронів – від Н2О до НАДФ+ з подальшим утворенням НАДФ* Н.
Транспортування електронів від води (окисно-відновлювальний потенціал+00,82 В) до НАДФ (окіслювально-відновний потенціал 0,32 В) дзійснюється при затраті енергії двох квантів світла за участю відповідно двох послідовно працюючих фотосистем.
Як у фотосистемі ІІ, так і у фотосистемі І передача електронів здійснюється за одноелектронним механізмом. При поглинанні кванта світла ФСІІ за період, менший ніж 10–5 с електрон від води проходить шлях, спрямований проти термодинамічного потенціалу (від позитивного фередоксину – до НАДФ+). Саме в цьому полягає основна суть фотосинтезу – в процесі саме цього транспортування відбувається запасання енергії поглинутих квантів.
Шлях електрона від води до НАДФ*Н за участю обох фотосистем називають нециклічним.
Електрони, які відділила молекула Р680 можна назвати це образно – “спускаються” по електротранспортному ланцюгу до фотосистеми І. Компоненти даного ланцюга це – цитохроми, білки, які містять в собі залізо, сірку, хінони, а також хлорофіл і білок пластоціан, який містить мідь. Рух електронів відбувається наступним шляхом:
Р680
↓

Феофітин

(позбавлений Mg хлорофіл а, первинний акцептор електронів)

↓
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Молекула QА
(зв’язаний пластохінон, складний спіральний Fe-вмісний поліпептид)

↓

Цитохром в6 

(також містить Fe)

↓

Цитохром f
↓

Пластоціан

(містить Cu)

↓

Р700
(реакційний центр фотосистеми І)
Представлений шлях включає елементарні компоненти. Якщо ж розглядати конкретну реальну фотосистему ІІ, то її водоокислювальний комптекс включає 4 поліпептиди, Цитохром в6, зовнішньомембранний білок, 3-4 атоми Mn, 2 молекули пластохінону. Також в реалізації процесу беруть участь йони Ca2+, Cl– (вони зв’язані з білками)
Молекула О2 (побічний продукт процесу фотолізу води) формується завдяки йонам Mn.
У фото системі І енергія світла передає електрони від Р700 на електроний акцептор П430, який є білком, до складу якого входить залізо. Наступний електронний переносник – ферредоксин – це теж залізовмісний білок, але відрізняється від Р430. Ферредоксин передає свої електрони на кофермент НАДФ (никотинамідаденіндинуклеотидфосфат), який відновлюється до НАДФН2, при цьому окислюється молекула Р700. Електрони молекули П700 заміщуються електоронами фотосистеми ІІ. Таким чином, на світлі електрони переміщуються від води до фотосистем І і ІІ і НАДФ. Цей потік електронів від води до НАДФ називається нециклічним потоком електронів.
Відновлення НАДФ.  Фередоксин є однією з найголовніших ланок в електронно-транспортній системі фотосинтезу. Під час послідовних реакцій, які ведуть до відновлення НАДФ+, електрони спочатку поступають на проміжний фермент фередоксин-НАДФ-редуктазу. Лише цей хлоропластний флавопротеїновий фермент відновлює НАДФ+. Наявність в молекулі двох каталітичних центрів дозволяє цьому ферменту реагувати як з фередоксином, так і з НАДФ+.
	Взаємодія ФСІ та ФСІІ



	Перерозподіл поглинутих квантів світла
	
	Процеси перенесення електронів


Синтез АТФ. Поряд з фотосистемами розташований складний білковий комплекс, який використовує енергію утвореного мембранного потенціалу для синтезу АТФ.
	АТФ-синтетаза


	Зовнішня гідрофільна частина CF1
	
	Мембранна гідрофільна частина CF0

	Складається з кількох субодиниць, в т.ч. «сайти» зв’язування з адениннуклеотидом
	
	Формує трансмембранний канал, по якому рухаються Н+


Ротація процесу перетворення АДФ → АТФ 100 обертів/секунду
Таким чином, підсумком комплексної роботи фотосистеми І та фотосистеми ІІ протягом світлової фази фотосинтезу є нециклічне фотосинтетичне фосфорилювання, результатом якого є: 
· окислення двух молекул води, яке проходить в результаті дії 8 квантів світла, які уловлюються двома фотосистемами;

· передача електронів від молекули води через електроно-транспортний ланцюг на НАДФ.

Загальний енергетичний вихід та продукти нециклічного фотофосфорилювання (йде 12 пар електронів від води до НАДФ) є 12 молекул АТФ і 12 молекул НАДФ. Ці сполуки світлової стадії потім використовуються в темнової стадії фотосинтезу. 
Фотосистема І може працювати незалежно від фотосистеми ІІ. Цей процес називається циклічним фотофосфорилюванням. В ньому електрони переносяться від молекули пігменту Р700 на Р430 при освітлені фотосистеми І.  Коли Р700 віддає електрони, вони ідуть по запасному шляху, за мість того, щоб йти до НАДФ і потім знову попадають на Р700. В даному випадку молекула пігменту Р700 є донором і акцептором електронів. При цьому утворюється АТФ. Це самий примітивний механізм утворення енергії, він має місце у деяких фотосинтезуючих бактерій. Еукаріотичні клітини теж можуть синтезувати АТФ при циклічному переносі електронів, але при цьому не відбувається дисоціації води, виділення кисню і утворення НАДФН2. Нециклічне і циклічне фотофосфолювання – це світлові фази фотосинтезу, хоча світло потрібно тільки на перших стадіях цього процесу. 

Процес циклічного фотофосфорилювання є найдревнішою формою фіксації енергії. він не супроводжується ні виділенням О2, ні синтезом відновлених кофакторів, і відображається рівнянням:
                                                                       світло

АДФ + Фн                АТФ
Шлях електронів у циклічному фотофосфорилюванні залежить від рН, редокс-стану переносників та медіаторів процесу, що визначає можливість замикання циклічного потоку електронів в різних ділянках електронно-транспортного ланцюга. Внаслідок замикання циклу від відновлених електровід’ємних компонентів ЕТЛ на електропозитивні переносники виникають різного типу альтернативні циклічні потоки. Від включення тих чи інших кофакторів залежить циклічний шлях, число спрягаючих центрів і загальний енергетичний вихід АТФ.
Нециклічне  фотофосфорилювання поєднується з потоком електронів від води до НАДФ+. Цей тип фотофосфорилювання є більш пізнім, і вимагає спільної дії обох фотосистем. Енергія світлових квантів, що поглинається пігментним комплексом фотосистем І та ІІ, перетворюється не лише в хімічну енергію макроергічних зв’язків АТФ, але і в хімічний потенціал відновленого НАДФ та витрачається на виділення О2 під час фотолізу води: 
[image: image6.jpg]2HALGD' + 2H,0 + 2A0PD + 2HPO, + 8hv - 2HALDH + 2H' + 2ATO + O,




Нециклічне фотофосфорилювання відбувається в аеробних умовах.
До нециклічного типу фотофосфорилювання відноситься і псевдоциклічне фотофосфорирювання. Акцептором електронів в даному випадку служить кисень. В результаті утворюється Н2О і загальна кількість кисню, що виділяється в ході фотолізу води, врівноважується кількіситю відновленого О2, тому а тому видимого виділення кисню не спостерігається.
Псевдоциклічне фотофосфорилювання характеризується невисоким енергетичним виходом.

Циклічне і нециклічне фотофосфорилювання прийнято включати до світлової фази фотосинтезу, хоча світло необхідне лише на перших етапах цих процесів. Перенесення електронів в електроннотранспортному ланцюгу відбувається в темряві.

Продукти світлової фази, в яких акумульована енергія світла – АТФ і НАДФН2 – Арнон назвав асимиляційною силою. Утворення цих сполук йде без участі СО2. В присутності АТФ і НАДФН2 відновлення СО2 до рівня вуглеводів може проходити і в темноті.

	Відмінність процесів
	Нециклічне фотофосфорилювання
	Циклічне фотофосфорилювання

	Шлях електронів
	Нециклічний
	Циклічний

	Донор електронів
	Н2О
	ФС І

	Останній акцептор електронів
	НАДФ (НАДФН2)
	ФС І

	Кінцеві продукти
	АТФ, НАДФН2, О2
	АТФ

	Фото системи, які беруть участь
	ФС І, ФС ІІ
	ФС І
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