Лекція 6
Тема: Фотосинтез. Світлові та темнові реакції
Процес фотосинтезу - це основний шлях, завдяки якому практично вся енергія надходить до нашої біосфери. Кожного року в процесі фотосинтезу на земній кулі утворюється понад 150 млрд.т.цукру. Значення фотосинтезу, однак не обмежується виробництвом цього продукту. Без притоку енергії від Сонця, яка в основному перетворюється в  хлоропластах еукаріотичних клітин, життя на нашій планеті, поступову підкоряючись другому закону термодинаміки, ймовірно припинилося би назавжди.

      Значення фотосинтезу поступово відкривалось вченим. Можна зазначити такі етапи пізнання цього процесу. Ще за часів Аристотеля багато вчених спостерігали за особливостями життєвих процесів у тварин та рослин. І вже в ті далекі часи вчені зазначали, що живлення рослин в першу чергу залежить від грунту. Однак понад 300 років тому в одному з перших біологічних експериментів, які провів голандський лікар Ян Баптист ван Гельмонт були отримані дані, які свідчили, що не лише один грунт годує рослину. Він вирощував вербу протягом 5 років в глиняному горщику. За цей час маса рослини збільшилась на 74,5 кг, тоді як маса грунту зменшилась тільки на 57 г. На підставі цих даних ван Гельмонт зробив висновок, що всі речовини рослини утворюються з води, а не з грунту та повітря. Наступним кроком у вивченні життєдіяльності рослинного організму були дослідження англійського вченого Джозефа Прістлі, який знайшов засіб відновлення повітря, зіпсованого горінням свічки. Це відновлення забезпечувалось зеленою рослиною. Отже рослини ростуть не просто собі, а вони очищують атмосферу.  Пізніше  голандський лікар Ян Інгенхауз підтвердив роботу Прістлі і довів, що повітря відновлюється рослиною на сонячному світлі і тільки зеленими частинами рослини. У 1796 році Інгенхауз припустив, що СО2 розкладається в процесі фотосинтезу з утворенням вуглецю та кисню, а кисень виділяється у вигляді газу. Подалі було виявлено, що співвідношення атомів вуглецю, водню та кисню в цукрах та крохмалі таке, що один атом вуглецю припадає на одну молекулу води. Таким чином в сумарному рівнянні фотосинтезу 

                       СО2 + Н2О + енергія світла ---(СН2О)+О2
вважалось загальновизнаним, що вуглеводи утворюються з вуглецю та води, а кисень виділяється з СО2. Ця гіпотеза була широко визнана, але вона була зовсім неправильною.

      Дослідником, який спростував цю загальновизнану теорію, був Корнеліус ван Ніль з Станфордського університету, який ще під час свого навчання досліджував метаболізм різних фотосинтезуючих бактерій. Одна група таких бактерій, а саме пурпурні сірчані бактерії, відновлюють вуглець до вуглеводів, але не виділяють кисень. Пурпурним сірчаним бактеріям для фотосинтезу необхідний сірководень. В результаті фотосинтезу всередині бактерій накопичуються часточки сірки. Ван Ніль з’ясував, що для цих бактерій рівняння фотосинтезу може бути записано таким чином:

                      СО2+2Н2S + енергія світла ---- (СН2О)+ Н2О+2S
     Цей факт не привернув уваги дослідників до тих пір, доки ван Ніль не зробив сміливого узагальнення і не запропонував таке загальне рівняння фотосинтезу:

                       СО2+2Н2А + енергія світла -----(СН2О) +Н2О+ 2А
     В цьому рівнянні Н2А являє собою або воду, або іншу речовину, що окислюється, наприклад сірководень або вільний водень. У водоростей та зелених рослин Н2А - це вода. Іншими словами, ван Ніль припустив, що вода, а не вуглекислота розкладається при фотосинтезі. Ця блискуча ідея, була висунута в 30-ті роки 20 століття, експериментально вона була доведена пізніше, коли дослідники, використовуючи важкий ізотоп кисню (18О2) , прослідкували шлях кисню від води до газоподібного стану.

      Понад двохсот років тому було виявлено, що для процесу фотосинтезу необхідне світло. В наш час відомо, що фотосинтез відбувається в дві стадії, але тільки одна з них  - потребує світла. Докази двохстадійності процесу вперше були отримані в 1905 році англійським фізіологом рослин Ф.Ф.Блекменом, який досліджував вплив освітлення та температури на процес фотосинтезу. На базі експериментальних даних Блекмен зробив висновки:

1.  Є одна група світлозалежних реакцій, які не залежать від температури. Швидкість цих реакцій в діапазоні низької освітленості могла рости при її зростанні, але не із збільшенням температури.

2.  Є друга  група реакцій, що залежать від температури, а не від світла. Обидві ці групи реакцій необхідні для здійснення фотосинтеза.

3.  Обидві стадії світлозалежні, але темнові реакції можуть нормальног відбуватись і при відсутності світла.

4.  Швидкість темнових реакцій залежить від температури. При збільшенні  температури до 30оС вона росте, але потім починає знижуватись.

     На першій стадії фотосинтеза (світлові реакції) енергія світла використовується для утворення АТФ та високоенергетичних переносників електронів. На другій стадії фотосинтеза (темнові реакції) енергетичні продукти, що утворились у світлових реакціях, використовуються для відновлення СО2 до простого цукру (глюкози). Таким чином, хімічна енергія переносників запасається в зручній для траспорта та зберігання формі; в той же час вуглеводи, що утворились під час темнових реакцій, являють собою структурні елементи клітини. Процес перетворення СО2 в органічні сполуки клітини називають фіксацією вуглецю.

СВІТЛОВА СТАДІЯ
          Значення пігментів.

     Перший етап перетворення світлової енергії в хімічну - це поглинання світла. Пігмент являє собою сполуку, яка поглинає видиме світло. Деякі пігменти поглинають світло будь-якої довжини хвилі і тому здаються чорними. Інші поглинають світло тільки певної довжини, а інші пропускають або відбивають його. Хлорофіл - це пігмент, який обумовлює зелений колір листя; він поглинає переважно фіолетові та сині промені, а також червоне світло, при цьому відбиваючи зелений (тому він здається зеленим). Спектр поглинання хлорофілу характеризує частину світла, що поглинається, в залежності від довжини хвилі. Він співпадає із спектром дії фотосинтезу. Спектр дії визначає відносну ефективність різних довжин світла для таких світлозалежних процесів, як фотосинтез, цвітіння, фотоперіодизм тощо. Коли пігменти поглинають світло і електрони піднімаються на більш високий енергетичний рівень, подальші події можуть відбуватись такими шляхами:

1)  енергія електрону розсіюється у вигляді тепла;

2)  негайно виділяється у вигляді світлової енергії більшої довжини хвилі (флуоресценція);

3)  енергія запасається у формі хімічних зв’язків.
Фотосинтетичні  пігменти.

Пігменти, що беруть участь в процесі фотосинтеза - це хлорофіли, каротиноїди та фікобіліни. Виявлено декілька форм хлорофілу, які розрізняються за молекулярною структурою. Хлорофіл а  характерний для всіх фотосинтезуючих еукаріотів та ціанобактерій. Вважають, що це головний пігмент, що бере участь в процесах фотосинтезу у даних організмів. Судинні рослини, мохи, зелені та евгленові водорості містять також хлорофіл в. Це допоміжний пігмент, який розширює спектр поглинання світла в процесі фотосинтезу. Коли молекула хлорофілу в поглинає світло , то збуджений електрон передає свою енергію хлорофілу а , який в процесі фотосинтеза перетворює її в енергію хімічних зв’язків. Оскільки хлорофіл в поглинає світло інших довжин хвиль, порівняно з хлорофілом а, то тим самим розширюється діапазон  довжин хвиль, які можуть бути використані для фотосинтеза. Вміст хлорофілу в в листках зелених рослин складає в цілому 25% від загальної кількості хлорофілу. У деяких груп водоростей, в основному бурих та діатомових, замість хлорофілу в функціонує хлорофіл с. Червоні водорості містять ще хлорофіл d.

Фотосинтезуючі бактерії не можуть використовувати електрони води і тому не  виділяють кисень.Вони містять або бактеріохлорофіл (пурпурні), або хлоробіум-хлорофіл (зелені сірчані). 
Хлорофіли в та с , а також фотосинтетичні пігменти бактерій - це хімічні варіації основної структури хлорофілу а. В перетвореннях енергії беруть участь також і інші типи пігментів - каротиноїди та фікобіліни. Енергія, що поглинається допоміжними пігментами, повинна бути перенесена на хлорофіл а; замінити його в процесі фотосинтезу дані пігменти не можуть.

 Каротиноїди - це червоні,  помаранчеві  або жовті жиророзчинні пігменти, що утворюються в хлоропластах та у ціанобактерій. Подібно до хлорофілів, каротиноїди хлоропластів занурені в тилакоїдні мембрани. В хлоропластах звичайно присутні обидві групи каротиноїдів - каротини та ксантофіли  

(останні на відміну від каротиноїдів містять кисень). Фікобіліни властиві ціанобактеріям та хлоропластам червоних водоростей. На відміну від каротиноїдів фікобіліни розчиняються у воді.
Фотосистеми
У хлоропластах хлорофіл та інші пігменти занурені в тилакоїдні мембрани та зібрані у функціональні одиниці, так звані фотосистеми. Кожна фотосистема містить біля 250-400 молекул пігментів. Усі пігменти фотосистеми можуть поглинати фотони світла, але тільки дві молекули хлорофілу даної фотосистеми може використовувати поглинену енергії у фотохімічних реакціях. Ці молекули хлорофілу складають реакційний центр фотосистеми, а інші молекули пігментів називаються антенними, оскільки вони збирають світло як антени. Світлова енергія, що поглинається молекулою пігменту, переноситься на іншу молекулу, доки не досягне реакційного центру, де локалізовані спеціальні дві молекули хлорофілу а. Коли саме ці молекули поглинають світлову енергію, електрони піднімаються на більш високий енергетичний рівень і переносяться на молекулу акцептора, викликаючи потік електронів. Таким чином, молекули хлорофілу окислюються і стають позитивно зарядженими. Є докази існування двох фотосистем. У фотосистемі І реакційний центр утворений 2 специфічними молекулами хлорофілу а і позначається як Р700 (700- це оптимум поглинання, нм). Реакційний центр фото системи ІІ теж утворений специфічними молекулами хлорофілу а і позначається  Р680 ( оптимум поглинання - при 680 нм). В цілому обидві фотосистеми працюють синхронно та безперервно. Однак, фотосистема І може функціонувати окремо.

Модель світлових реакцій
Згідно до цієї моделі, енергія світла надходить до фотосистеми ІІ, де утилізується центром Р680  або безпосередньо, або через молекули пігментів. Коли Р680 збуджується, його збуджені енергізовані електрони (парами) переносяться на молекулу акцептора (можливо, хінону), що позначається Q внаслідок його здатності гасити   втрату енергії на флуоресценцію збудженого Р680. Потім відбувається реакція , яка недостатньо добре вивчена. Молекула Р680, що втратила свої електрони, може замінити їх електронами молекули води. Коли електрони води надходять до Р680, молекула води дисоціює на протони та кисень. Це світлозалежне розщеплення молекул води називають фотолізом води. Ферменти, що здійснюють фотоліз води, локалізовані на внутрішньому боці мембрани тилакоїдів. Таким чином, фотоліз води бере участь    в створенні градієнту протонів через тилакоїдну мембрану. Манган - найважливіший кофактор ферментів, що забезпечує виділення кисню.
Як тільки 4 електрони вивільнюються (за для цього потрібно 4 кванта світла), фермент вивільнює кисень, таким чином, фотосистема ІІ каталізує реакцію 2Н2О----4Н++ 4е-+  О2.

Електрони „спускаються” по електронтранспортному ланцюгу до фотосистеми І, компоненти цього ланцюга світлових реакцій нагадують компоненти електронтранспортного ланцюга дихання;  до його складу входять цитохроми, білки, що містять залізо та сірку, хінони, а також хлорофіл та білок пластоціанін, що містить мідь. Отже електрони переходять від хлорофілу на пластохінон, потім потрапляють на комплекс  b6-f. Як і в мітохондріях, комплекс b6-f  перекачує протони крізь тилакоїдну мембрану до тилакоїдного простору. Цей електрохімічний градієнт дає енергію для синтезу АТФ задопомогою АТФ-синтази..  Кінцевий акцептор електронів – фотосистема І. Електрони, які активовані фотосистемою ІІ, мають  низьку енергію, якої недостатньо, щоб перейти на НАДФ. Кожний електрон, який покидає фотосистему І знаходиться на дуже високому енергетичному рівні завдяки послідовній активації квантами світла. Внаслідок цього вони здатні перейти на залізо сірчаний центр фередоксину і відновити НАДФ до НАДФН.
Таким чином, електронтранспортний ланцюг між фотосистемами організований так, що АТФ може утворюватись  з АДФ та Фн причому цей процес аналогічний тому, що відбувається в мітохондріях.  В хлоропластах цей процес має назву  фотофосфорилювання.

У фотосистемі І енергія світла передає електрони від  Р700 на електронний акцептор Р430, який ймовірно являє собою залізосірчаний білок. Наступний електронний перенощик - ферредоксин (залізо-сірчаний білок). Фередоксин потім передає свої  електрони на кофермент НАДФ, який відновлюється до НАДФH2, при цьому окислюється молекула Р700. Електрони молекули Р700 заміщується електронами фотосистеми ІІ. Таким чином, на світлі електрони переміщуються послідовно  від води до фотосистеми ІІ, потім до фото системи І та НАДФ. Це однонаправлений потік електронів від води до НАДФ називають нециклічним потоком електронів; утворення АТФ, яке при цьому відбувається, одержало назву  нециклічного фотофосфорилювання. Зміни вільної енергії для реакції:

   Н2О+НАДФ ------ НАДФH2 +1/2 O2

складають 51 ккал/моль. Енергія, що еквівалентна 1 моль фотонів світла з довжиною хвилі 700 нм , дорівнює 400 ккал/Е. Необхідно чотири фотона для перекидання двох електронів на рівень НАДФH2, тобто 160 ккал. Приблизно одна третина енергії запасається у вигляді НАДФH2. Загальний енергетичний вихід нециклічного потоку електронів (12 пар електронів від води до НАДФ) складає 12АТФ та 12 НАДФH2.

     Циклічне фотофосфорилювання
     Фотосистема І може функціонувати незалежно від фотосистеми ІІ. В цьому процесі, який має назву циклічного потоку електронів, електрони передаються від Р700 до Р430 при освітленні фотосистеми І. Замість того, щоб йти до НАДФ, електрони йдуть по “запасному” шляху, пов’язаному з фотосистемами, і потім повертаються до реакційного центру фотосистеми І. При цьому утворюється  АТФ; оскільки синтез АТФ спряжений з циклічним потоком електронів, його називають циклічним фотофосфорилюванням. Припускають, що саме цей примітивний механізм мав місце у деяких фотосинтезуючих бактерій. Еукаріотичні клітини теж здатні синтезувати АТФ при циклічному перенесенні електронів. Але при цьому не відбувається розкладання води, виділення кисню та утворення навантаженого протонами переносника. Припускають, що циклічний транспорт електронів та фотофосфорилювання відбувається в тому випадку, коли клітина з надлишком постачається відновлювачем у формі НАДФH2, але при цьому вимагається додатковий АТФ для темнових реакцій.
              ТЕМНОВІ РЕАКЦІЇ.

    На другій стадії фотосинтезу хімічна енергія, яка запасалась під час світлових реакцій, використовується для відновлення вуглецю. Вуглець, доступний для фотосинтезуючих клітин, посталяється у вигляді СО2. Виявлено, що водорості та ціанобактерії використовують СО2, що розчинний у воді.

             ЦИКЛ КАЛЬВІНА (С3-шлях)

    Відновлення вуглецю відбувається  в стромі хлоропластів в циклі реакцій, які відомі як цикл М. Кальвіна. Цикл М. Кальвіна аналогічний циклу Г. Кребса, оскільки в кінці цикла відбувається регенерація вихідної сполуки. Вихідна або кінцева сполука цикла Кальвіна - п’ятивуглецевий цукор з двома фосфатними групами - рибулозо-1,5-біфосфат (РБФ). Процес розпочинається, коли СО2 входить до циклу та фіксується на РБФ. Сполука, що утворюється, розщеплюється на дві молекули 3-фосфогліцерату. У зв’язку з тим, що кожна молекула 3-фосфогліцерату складається з 3 атомів вуглецю, звідти друга назва циклу Кальвіна - С3-шлях. Рибулозобіфосфаткарбоксилаза - фермент, що каталізує ці основні реакції, - найбільш розповсюджений в хлоропласті; його вміст складає 15% від загальної кількості білку хлоропласту. Вважають, що це самий розповсюджений білок в світі. Цей фермент локалізований на поверхні тилакоїдних мембран. Як і в циклі Кребса кожна реакція циклу Кальвіна, каталізується своїм специфічним ферментом. Протягом кожного оберта циклу одна молекула СО2 відновлюється, а молекула РБФ - регенерує. Шість обертів циклу з поглинанням шести атомів вуглецю необхідно здійснити, щоб утворився шестивуглецевий цукор - глюкоза. Сумарне рівняння синтезу глюкози можна записати таким чином:

 6СО2 + 12НАДФH2 + 18ATФ ---1глюкоза + 12НАДФ+18Фi+ 18АДФ +6H2O
Проміжний продукт циклу - гліцеральдегід-3-фосфат. Ця сполука утворюється в процесі гліколізу при розщепленні фруктозо-1,6-біфосфату. В аналогічних, але зворотних реакціях відбувається синтез глюкози з гліцеральдегід-3-фосфату з використанням енергії фосфатних зв’язків.
       С4-шлях ФОТОСИНТЕЗУ
      Цикл Кальвіна - не єдиний шлях фіксації вуглецю в темнових реакціях. У деяких рослин перший продукт фіксації - не трьохвуглецева молекула 3-фосфогліцерату, як в циклі Кальвіна, а чотирьохвуглецева сполука - оксалоацетат ( який утворюється в циклі Кребса). Рослини, які здійснюють цей шлях, мають назву С4-рослин на відміну від С3-рослин, де функціонує тільки цикл Кальвіна. (С4-шлях назиівають також циклом Хетча-Слека на честь австралійських вчених, які відіграли вирішальну роль в його відкритті). Оксалоацетат утворюється, коли СО2 фіксується на фосфоенолпіруваті. Ця реакція каталізується фосфоенолпіруваткарбоксилазою. Оксалоацетат потім відновлюється до малату або перетворюється з додаванням аміногрупи до аспартату. Ці реакції відбуваються в клітинах мезофілу. Наступний етап вражає: малат або аспартат переміщується з клітин мезофілу до клітин обкладинок судинних пучків, де декарбоксилюється з утворенням вуглекислого газу та пірувату.  СО2 потім вступає до циклу Кальвіна, реагує з РБФ з утворенням фосфогліцерату та інших проміжних сполук циклу. В той же час піруват повертається до клітин мезофілу, де реагує з АТФ, утворюючи фосфоенолпіруват. Таким чином, анатомія рослини сприяє просторовому розділенню С4шляху та циклу Кальвіна в листках С4-рослини. Обидва первинних карбоксилюючих ферменти використовують різні форми СО2 як субстрату. Рибулозобіфосфаткарбоксилаза використовує СО2, який присутній в клітині в концентрації біля 15-20 мкМ в рівновазі з повітрям. В той же час фосфоенолпіруваткарбоксилаза використовує гідратовану форму двоокису вуглецю - НСО-3. При рН 8,0 НСО-3 виявляється в клітині в концентрації 15-20 мкМ в рівновазі з повітряною фазою. Рибулозобіфосфаткарбоксилаза знайдена в хлоропластах, тоді як фосфоенолпіруваткарбоксилаза локалізована переважно в цитозолі.

         Ефективність С4-рослин.

       Фіксація СО2 у С4 -рослин вимагає більш високих енергетичних витрат, порівняно з С3-рослинами. С4-рослинам треба витатити 5 молекул АТФ на фіксацію однієї молекули СО2, а С3-рослинам - тільки три молекули. Але треба зазначити, що фотосинтез у С3-рослин супроводжується фотодиханням - процесом, під час якого на світлі використовується кисень і виділяється вуглекислий газ. Порівняно з мітохондріальним диханням фотодихання не супроводжується синтезом АТФ. При нормальних атмосферних умовах до 50% вуглецю, що асимільований при фотосинтезі у С3-рослин, може реокислюватись до СО2 в процесі фотодихання. Таким чином, таке досить активне фотодихання у С3-рослин обмежує значною мірою їх ефективність, тоді як у С4 - рослин воно майже відсутнє. С4-рослини з’явились в процесі еволюції переважно  в тропіках, особливо добре вони адаптовані до високої інсоляції, підвищених температур та посухи. Оптимальна температура для здійснення фотосинтеза у С4-рослин вище, ніж у С3-рослин.
        Метаболізм по типу толстянкових
      Метаболізм органічних кислот по типу толстянкових, позначається як САМ-метаболізм, виник в процесі еволюції у багатьох рослин - сукулентів. Рослини належать до САМ-типу, якщо іх фотосинтезуючі клітини можуть фіксувати СО2 в темноті за допомогою фосфоенолпіруваткарбоксилази, утворюючи яблуневу кислоту (малат), яка запасається в вакуолях. Протягом наступного світлового періоду яблунева кислота декарбоксилюється і СО2 переноситься на РБФ циклу Кальвіна в межах тієї ж клітини. Таким чином, САМ-рослини, подібно до С4-рослин, використовують обидва шляхи, але відрізняються від С4-рослин тим, що для них характерно розділення цих шляхів тільки в часі, але не в просторі, як у С4-рослин.

      САМ-рослини дуже залежать від накопичення вуглецю для фотосинтезу в нічний період, оскільки їх продихи закриті протягом дня, щоб запобігти втраті води. Це створює певні переваги в умовах високої інсоляції та нестатку води. Якщо все поглинання СО2 буде відбуватись вночі у САМ-рослин,то ефективність використання води у них буде значно більшою.

         Фотодихання

       Вважають, що фотосинтез виник тоді, коли атмосфера була більш багата на СО2, порівняно із сучасними умовами, кисню ж було набагато менше. Кисень може пригнічувати процес фотосинтезу. Рибулозобіфосфат-карбоксилаза може приєднувати СО2, а може приєднувати і О2. В цьому випадку продуктами реакції буде лише одна молекула фосфогліцеринової кислоти і одна молекула фосфогліколату. Фосфогліколат одразу втрачає фосфатну групу і перетворюється на гліколат. Що ж роботи з гліколатом?  Для його використання і використовується фотодихання ( під час цього процесу використовується кисень і виділяється вуглекислий газ). Фотодихання світло- залежний процес. 
Перший шлях метаболізму гліколату – окислення гліколату до гліоксилату в пероксисомах.

     Отже, розглянувши матеріал лекції, ми можемо відповісти на ряд питань:

1.  Чому  вважається, що енергія для забезпечення будь-яких проявів життя зпершу постачається Сонцем?

2.  Які основні етапи розвитку наших знань про сутність процесу фотосинтезу?
3.  Які основні фотосинтезуючі пігменти нам відомі?
4.  Де в клітині рослини локалізуються фотосинтезуючі пігменти, ланцюги перенесення електронів, резервуари протонів, ферменти, що здійснюють синтез АТФ та фіксацію вуглецю?
5.  Чому в процесі фотосинтезу використовуються вуглекислий газ та вода?
6.  Яка сполука є джерелом кисню?
7.  Які основні етапи реакцій, що викликаються світлом, і реакцій фіксації вуглецю?
