Funkce svétlosbérnych pigmentti
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Figure 3.1. Energy absorption (~¥) and excitation transfer (=) between pigments in ltfe light-
harvesting antenna and to the photochemical reaction centers of different photosynthetic

organisms

- Svétlosbérny fotosynteticky aparat -
3 funkce:

Absorpce svétla — pigment ve
svétlosbérné anténé nebo v RC

Prenos energie (excitaci) - ze
svétlosbérné antény do RC (po
energetické spadnici - obr. pro rizné
organismy )

Pienos elektronu — v RC

- Zavislost na fyzikalné-chemickych
vlastnostech pigmentud

- hlavni svétlosbérné pigmenty - chl,
bchlv RC

- pridavné svétlosbérné pigmenty
absorbuji zafeni v jinych spektralnich
oblastech nez hlavni — pfenos energie
do RC

= vyuziti SirSiho spektra zareni pro
fotosyntézu




Fyzikalné-chemické vlastnosti (b)chl - 1
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Fyzikalné-chemické vlastnosti (b)chl - 2

- Metaloporfyrin — derivat porfyrinu s atomem Mg uprostred

- Porfyrinova hlava — cyklicky tetrapyrol, 1,5 x 1,5 nm, hydrofilni, rovinna (skupiny na
vnéjsich hranach), 12 (11 bchl) konjugovanych dvojnych vazeb — delokalizované n
elektrony = velka plocha pro zachyt fotonu, osy x a y oznacuji sméry dipolovych
momentu elektronovych prechodd (osa y: N, ... N3, 0sa x: N, ... Ny)

- Fytylovy fetézec — fytol, navazany esterovou vazbou na zbytek kys, propionové 4.
pyrolového cyklu, jedna dvojna vazba, hydrofébni, dllezity pro interakci s lipidy a proteiny

- Molekula jako celek — amfipaticka — pfevlada lipofilni (hydrofébni) charakter = dobra
rozpustnost v organickych rozpoustédlech (polarnich i nepolarnich)

- Schopnost byt donorem elektronu — (b)chl v RC, donace e z volnych el. part u O v
C=0 na cyklu V, donorové schopnosti klesaji v pofadi C,, C4,, C;, v nepolarnich
rozpoustédlech (CCl,) — dimery chl:C4=0 ... Mg

- Schopnost byt akceptorem elektronu — Mg neni koordinané nasyceny, je ve formé
Mg?* (1s2, 2s2, 2pb), hybridizace 3 sp®d? — oktaedr, 4 rovnocenné koordinaéné kovalentni
vazby od N,_,, d orbitaly kolmo k roviné porfyrinové hlavy — vazba chl na proteiny (His, >
Aabs), V alkoholech — monosolvat chl — L4, v nepolarnich rozp. — disolvéat chl — L,




Absorpéni spektrum (bakterio)chlorofyla - 1
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Absorpéni spektrum (bakterio)chlorofyla - 2

- Hlavni absorpéni pasy (b)chl (rozpoustédlo éter)

430 (450, 370) nm - chl a(b, bchl a) — pfechod S,-S, (Soretdv pas) — modra
- 660 (640, 760) nm — chl a(b, bchl a) - pfechod S;-S, — Cervena

zavislost na rozpoustédle — zejména hlavni maximum 660 — 675 nm (pohyb diky silné
dipol dipdlové interakci mezi rozpoustédlem a (b)chl), zavislost na agregaci (b)chl

vyrazny rozdil v absorp&nich pasech chl a, b, bchl a — spektrofotometrické

stanoveni obsahu pigmentu bez separace, méfeni v ¢ervené oblasti spektra (neni
prekryv s karotenoidy)

Absorpéni spektrum odrazi pfechody mezi elektronovymi hladinami

- Prechody v €ervené oblasti — Q, v modré oblasti — B

- Prechod je zavisly na polarizaci dopadajiciho zareni — x, y — osy porfyrinu
- Napf. Qy (0-0) — pfechod z S, do S, polarizace podél osy x, pfechod z vibr. hladiny 0
stavu S, do vibraéni hladiny 0 stavu S;)

prechod maximum [nm]
- Hilavni abs. pasy chl a v 80 % acetonu Q00 663,2
(Lichtenthaler 1987) Q, 0-1 6182
Q, 0-0 582,4
B,y 0-0 431,2




Absorpéni a emisni pasy chlorofylu

Chl a v éteru

StokesUv posuv - 4 nm
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Pravdépodobnost obsazeni SE(O) a SQ(1):

n E
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S _ o ’T|  Bolzmaniv vztah

5,(0)

E .... Rozdil energii Sy(0) a Sy(1) — pro chl a 14 kd/mol

RT .... univerzalni plynova konstanta * absolutni
(2,48 kJ/mol)

Fluoresceéni emisni pasy:

Hlavni — 666 nm, vedlejSi — 728 nm (vibra€ni satelit)
Rozdil - 62 nm ~ 15 kJ/mol

Interakce chl — aminokyselina:

posun absorpce i emise o i desitky nm do ¢ervené oblasti
polositka absorpéniho pasu -10 nm ~ 3 kd/mol

- odpovida spektru rotacnich energii — interakce se sousedy
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FIG.3.6 Aggregates of chlorophyll in membranes absorb light at different wave-
lengths; the number and importance of the aggregates are analysed mathematicaily

by deconvolution of the spectra, Spinach chlor:

°C; numbers on curves

are absorption maxima of individual complexes. (Modified from van Ginkel and

Kleinen Hammans 1980).




Degradace chlorofylu
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Obr. 3. ALs ipcni spektrum chlorofylu a a jeho degradacnich produktii v 80 % nevratna oxidace
acetonu. Vzorek s feofytinem a byl vytvoren priddnim kapky ziedéné HCI ke porfyrinového skeletu —
vzorku s chlorofylem a. Vzorek s degradacnimi produkty feofytinu a byl M . —_—
vytvoFen priddanim kapky koncentrované HCI ke vzorku s feofytinem a. vybelovanl - "phOtObleaChmg ’
Chlorofyl a byl izolovdan zlistii jecmene jarniho pomoci tenkovrstevné princip fotodynamické terapie)
chromatografie (TLC).

Chrorofyly v reakénim centru - 1
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Figure 3.4. Difference spectrum of spinach chioroplasts between light and dark: (a) the chz:mge
at 700 nm is due to absorption by PSI reaction center chl a (after Kok, 1961). (b) The reaction
center chi a absorption of PSIl (P680) (after Doring et al.,”1969)
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Chrorofyly v reakénim centru - 2

Protein subunits

D1 protein

bacteriochlorophylls are arranged in approximate parallel orientation (after Lendzian et al. in
Michel-Beyerle, 1890). (b) Structure of higher plant photosystem Il reaction center, with the chl a
molecules arranged Ix_close proximity but with the & orbitals at approximately right angles
(simplified after Satoh, 1996). This may allow development of the larger energy difference in
photosystem Il than in the bacterial reaction center

Pridavné pigmenty - obecné

- zejména pro zachyt foton( a predavani excitaci (energie)

- Chlorofyl b — hlavni pfidavny pigment ve svétlosbérnych anténach fas a nizSich a
vysSich rostlin, 100 % pfenos energie na chl a ve svétlosbérnych anténach (neni méfitelna
fluorescence chl b in vivo), neni vazan na protein kovalentné (H mustky a hydrofébni
interakce) stejné jako u chl a

- Fykobiliny — hlavni pfidavny pigment u ruduch a sinic

- Karotenoidy — ve vSech fotosyntetickych organismech (i ochranna funkce)
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Absorption

HOOG COOH Fykobiliny - 1

CH,  CH,CH, CH,
CH, CH CH, CH, CH, CH,CH, CH

W

- hlavni pfidavny pigment u sinic a ruduch

SNTNN N N0 - Fyko(Phyco) — mofska fasa, biliny — latky podobné
H H H Zlugovym proteintim (,bile* - Zlug, pojmenovani R. Lemberg
Phycoerythrobilin ve 20. letech minulého stoleni)

- Linearni (na rozdil od (b)chl) tetrapyroly, kovalentni

HOOC COOH -
T vazba na protein

CH, CH, CH, CH,
CH; CH CH, CH, CH, CH, CH; CH, Hlavni fykobiliny:

NN lN | AN N0 ¢ fykoerytrobilin (PE) — (+ protein = Fykoerytrin), 1., —

H H H 530-570 nm = nacervenaly, 7 konjugovanych dvoj. vazeb
Phycocyanobilin

¢ fykocyanobilin (PC) — (+ protein = Fykocyanin), A,
—610-660 nm = namodraly, 9 konjugovanych dvoj. vazeb
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Fykobiliny - 2

Fykobiliny — organizovany ve fykobilizomech (300 -800 fykobilind)

Fykobilizomy — navazany na RC PSII, moznost odpojeni a pfipojeni na RC PSI

Coupling factor
Thylakoid membrane

Phycoerythrin
Reaction center PSiI Phycocyanin » Pigment

Allophycocyanin




Distribuce fas podle prfidavnych pigmentu
Sea level

Absorpc¢ni spektra pridavnych pigmentu

Chlorophyll b

Chlorophyll a
Chlorophyll
g Carotenoids Phycocyanin

Phycoerythrin Chlorolphyllb
— I'n .

Absorbance

Wavelength of light (nanoars}




Karotenoidy - obecné

- u vSech fotosyntetickych organismu (svétlosbérna), absorpce cca 400 — 530 nm,
zodpovédné za barvy listd pfi senescenci na podzim (degradace chl), dllezité pro Zivocichy —
neumi je syntetizovat (napf. zbarveni kanar( a plamenaku)

- Ucinnost pfenosu energie do RC i nizsi = spiSe ochranna funkce !!!
CH,
¢

- 40-C terpenoidy — izoprenoidy (z 8 izoprént o

~c~CH: )

- 3 nm molekuly s 9 a vice konjugovanymi = "

- Pocet konjugovanych = rozhoduje o absorpci:

vySsSi poCet = = vySSi A, absorpce i mol. ext. koef.

‘max

Pocet Aoy (NM)

- Cim rozsahlejsi
konjugovanyc  pro n-hexan E— Excited state

energy lovels konjugovany systém,
(et orbitals) tim $ir$i spektrum

h=
3 energii zékladniho a
> . ra
5 2 excitovaného stavu
= o . ra . z
P 400 o (pramérna energie z'akl.
B a exc. stavu je stejna)

Ground state

440 . energy levels .. L. .
11 472 dowble T3~ — (rorbitaly - staci méné energie
bond double 4 v
- e bonds  Gouble double na pfechod do

excitovaného stavu

- invivo— posun o 20-30 nm k vy$Sim vinovym délkam

Karotény a xantofyly
Karotény (bez kysliku)

- oranzové pigmenty, rozpustné v tucich lutein v etanolu
- B-karotén — hlavni karotén v listech, symetricka A2
molekula, 11 konj. = (a-karotén — zména pozice =) 82 Y N (1)
N

- ucginnost pfenosu energie na chl — 30 — 40 %
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Xantofyly (s kyslikem)

- vznik — oxidace karoténu. li§i se v pozici kysliku na
koncovych cyklech (epoxy-, hydroxy-, metoxy-, keto-
skupiny), u€innost pfenosu energie na chl az 80 %

’,

7,
~ pB-carotene

Absaorbance

- lutein — hlavni xantofyl v listech (10 konj.=) w00 a0 500
Wavelength (nm)

- violaxantin, antera-, zea-, neo-, fuko-




Xantofyly xantofylového cyklu

9 konj. =, 2 epoxy sk.

HO Violaxanthin

10 konj. =, 1 epoxy sk.

HO Antheraxanthin

11 konj. =, neni epoxy sk.

HO Zeaxanthin

Ochranna funkce karotenoidu - 1

- ochrana pfed oxidativnim postozenim
- 2 mechanismy:

1) Pfevod energie z 3chl” na car

Carotenoid
{(ground state}

C arlriplet

chl

heat

10



energie

Ochranna funkce karotenoidu - 2

1) Pfevod energie z 3chl’ na karotenoid (Jablonského schéma), 10 x rychlej$i nez na chl
(vyménna rezonance — nutna blizkost molekul)

/ chlorofyl \ K karotenoid

SZ: —A1

LI
—1d
w2

(38)

Ky - 2

Lo
—t0

Ochranna funkce karotenoidu - 3

2) Likvidace singletniho kysliku ('O,") , ktery vznika pfi reakci 'chl*+ 7O, (= 'O, + 'chl)

10, + 'car = 30, + 3car”

hy
CZI > chl* - chl";p’e‘+02(ground state)
=
O, = 0% singlet 0,)
(ground state)
Carotenoid"™™*' Carotenoid
k (ground state)
Heat

11



Ochranna funkce karotenoidu - 4

3) Prenos energie z 'chl” na karotenoid iniciovany acidifikaci lumenu thylakoidu a naslednou
konformaéni zménou proteinu v souvislosti s deepoxidaci violaxantinu na zeaxantin

(d) CHLOROPLAST
T — e — e —— T T
STROMA THYLAKOID LUMEN
OH
2H,0 X X--- 0 e
>0 A
HO
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e \ Epoxidas: OH
enzyme <o X --- N De-epoxidase
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-
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OH
/‘ NN
k» = 2H,0
NADPH HO 2
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—_———
- x Glutathione
(reduced)
Glutathione
(oxidized)




