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POVZETEK

Fotosinteza se deli na dva dela svetlobno reakcijo in Calvinov reakcijo. Ta seminar je
predstavitev svetlobnega dela fotosinteze. Zakaj je fotosinteza tako uspesna in kaj ji to
omogoca? Vse to je skupina pod vodstvom prof. Fleminga preucila z 2D nelinearno opti¢no
spektroskopijo, ki je dala zelo dobre rezultate. Povezavo med bakterofili in prehode
vzbujenih stanj med njimi, so lahko zato mnogo bolje razlozili, kar je predstavljalo velik
napredek.
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1. UVOD

Zanimanje za naravo in kako ta deluje je Se vedno gonilo znanosti. Fotosinteza je eden izmed
glavnih procesov narave, brez katerega si tezko predstavljamo Zivljenja na Zemlji. Kako ta
fotosinteza poteka, zakaj je tako uspesna in kaj so znanstveniki ugotovili v letih preucevan,;.
Vse to in Se ve¢ vam bom poskusala, kar se da celostno predstaviti vtem seminariju.

Kvantna mehanika je sploSno razsirjena veda, ki je svoj prostor nasla tudi v biologiji.
Strokovnjaki so s pomocjo eksperimentov ugotovili, da je kvantna mehanika pomemben del
v postopku fotosinteze, ¢loveskega vida, sluha in tudi vonja.

2. FOTOSINTEZA

Planet Zemlja je objekt v vesolju, ki je star priblizno 4,5 miliard let, Zivljenje na njej pa se ni
zacelo z organizmi, ki izvajajo fotosintezo. Dokazi o prvih fotosinteti¢nih organizmih (5) nas
peljejo 2,4 meljard let nazaj. Ti organizmi so z zaCetkom proizvajanja kisika, v priblizno
miljardi let ustvaril atmosfero. Toraj kaj je sploh fotosinteza in kako rastline proizvajajo
kisik?

Fotosinteza je bioloski proces v rastlinah, algah in bakterijah, pri katerem se son¢na svetloba
spremeni v uporabno kemijsko energijo. Slednjo fotosinteti¢ni organizmi uporabljajo za
sintezo, rast in razmnoZevanje. Fotosinteza poteka pri razli¢nih organizmih po razli¢nih
vmesnih poteh. Zacetek fotosinteze pa je za vse organizme, ki izvajajo fotosintezo enak. Vse
se zacne, ko se svetlobni tok absorbira v zapletenem kompleksu proteinov znotraj rastlin,
imenovanem kloroplast, ki vsebuje klorofil.

Poznamo dve vrsti fotosinteze:

- Fotoavtotrofi so vrste organizmov, ki si s fotosintezo proizvajajo hrano. Za to uporabljajo
ogljikov dioksid in vodo, kot stranski produkt zanje nepotreben pa izlocajo kisik.

- Fotoheterotrofi so vrste organizmov, ki za fotosintezo ne uporabljajo le ogljikovega
dioksida. Poleg tega morajo iz okolice ¢rpati Se druge organske sestavine, da lahko zadovolijo
svoje potrebe.

Fotosinteza je eden glavnih izkoriscevalcev svetlobne energije na Zemlji. Absorbira jo kar
10" W dnevno. Ljudje porabimo le eno $estino te energije v obliki kisika, ki ga rastline
oddajo ali v obliki hrane, ki jo rastline proizvedejo.

Natancneje bom predstavila le prvi del fotosinteznega procesa, absorbcijo svetlobe in njen
prenos do reaktorskega centra, pri raziskovanju katerega je prislo do mnogih novih odkritij,
ki so spremenila pogled delovanja bioloskih procesov. Zakaj torej gre? Biologi so zelo dolgo
fotosintezne reakcije opisovali s kvaziklasi¢nimi enacbami, ¢eprav se je Ze dolgo Susljalo, da
se svetloba in kasneje energija sprejeta od fotonov, ne more prenasat klasi¢no, temvec gre
za kvantni proces.

Clovek, ki je vzbudil veliko zanimanje za fotosintezo je bil Lord Porter (6). Sam si je Ze od 50.
let 19 stoletja prizadeval za raziskovanje poteka fotosinteze. Sprva so eksperimente delali s
pikosekundno spektroskopijo. Kasneje ko so se instrumenti izboljSali so v Flemingovi skupini
zaceli z femtosekundno spektroskopijo. Eksperiment ki vam ga bom opisala so v
Flemingovovi skupini opravili pri 77K.

Fotosinteza se pri¢ne, ko se svetloba, ki prileti v obliki fotonov na rastlino ali bakterijo
absorbira v proteinski anteni. Svetloba se absorbira na posebnem delu antene na pigmentu,



ki je v rastlinah imenovan klorofil v bakterijah pa bakterofil (BChl) Slika 1.
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Slika 1: Bakterofil
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Razlika med bakteriofilom in klorofilom (7) se nahaja v spektu svetlobe, ki ga absorbirata.
Bakterofile je prvi odkril Von Neil leta 1932. Tako kot klorofile delimo med seboj, tako

poznamo tudi vec vrst bakterofilov. Ti se med seboj razlikujejo po spektru svetlobe, ki jo

absorbirajo Slika 2.
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Slika 2: Absorbcijski spekter bakterofilov in klorofilov
Pigment Chla Chlb BChl a BChl b BChl c BChl d BChl e
Barva
na grafu | black red magenta | orange blue
Tabela 1 k Sliki 2

Dobro povezavo med bakterofili pa povzroci ravno povezanost v proteiski anteni. Strukturo
proteinske antene violi¢ne bakterije so preucili s kristalografijo X, kar je pokazalo, da je
struktura antene cilindri¢na (7). V Rhodopseudomonas (Rps.) acidophilu se BChl-ji in karoteni
nahajajo med dvema cilindroma, ki ju ustvarjajo polipepida a in B Slika 3. Na sredi tega



cilindra je reaktorski center.

Slika 3

Bakterija Rhodobacter (Rba.) sphaeroidik Slika 4 je sestav, ki vsebuje Stevilne karotenoide in
bakterofile, kar povzroci njeno violicno barvo. Karotenoidi so pigmenti, ki sprejemajo vidno
svetlobo, pri tem pa odbijejo ravno vijoli¢ni del spektra, kar povzroci, da vidimo bakterijo

violi¢no. Absorbcijski spekter take bakterije je lepo viden na Sliki 4
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Slika 4: (A) Bakterofil violicne bakterije, (B) absorbcijski spekter violicne bakterije

Fotoni, ki prispejo v proteinske antene, iz anten izbijejo elektrone. Na mestu, kjer je bil izbit
elektron nastane primankljaj negativnega naboja, ki ga imenujemo elektronska vrzel. Slednja
se obnasa kot pozitivno nabiti delec, ki ima svojo energijo, maso in se prosto premika po
fotosinteticnem kompleksu. V nadaljnem se vrzel veze s Coulombovo silo na negativno nabit
elektron in tako se tvori sistem imenovan (exciton) vzbujeno kvantno stanje. Vzbujeno
kvantno stanje mora nato v ¢im krajSem casu priti do reaktorskega centra. Ta energija pa se
kasneje prenese naprej, kjer se porablja za pretvorbo ogljikovega dioksida v sladkor.
Opravljena pot je uspesna v 99% primerov. Kar je zelo zanimivo, saj bi se po pri¢akovanjih
elektron in vrzel razklopila, preden bi priSla do reaktorskega centra. Elektron in vrzel imata
ko sta povezana nizjo energijo, kot jo imata posamic¢no. Vezano stanje elektrona in vrzeli je
zato hidrogensko, kar pomeni da ga lahko obravnavamo kot vodikov atom, ¢eprav je vezavna
energija mnogo manjsa kot v vodikovem atomu, sestavni deli pa so bistveno vedji. To je
posledica okoliskih elektronov, v snovi.

Vzbujeno kvantno stanje (exciton) najdemo v polprevodnikih. Nastane, ko se elektron, na
katerega prileti foton vzbudi iz valenénega v prevodni pas.Za to potrebuje dovolj energiji, da



premaga prepovedani pas. Za seboj pusti vrzel, ki se nato veZe na drugi elektron v valenénem
pasu, kar imenujemo vzbujeno kvantno stanje. Tako stanje ima nizZjo energijo, kot jo imata
vrzel in elektron posamicno. Prav iz tega razloga je vzbujeno kvantno stanje veliko bolje
obstojno, kot pa vsak posebaj. Taka podoba nas spominja na vez med elektronom in
pozitronom (8). Ce elektron v prevodnem pasu odda dovolj energije, lahko ponovno preide v
valenc¢ni pas.

3. KAJ SE DOGAJA Z VZBUJENIM KVANTNIM STANJEM PREDEN
PRIDE DO REAKTORSKEGA CENTRA?

Da bi odgovorili na to vprasanje, so leta 2005 v skupini raziskovalcev, pod vodstvom kemika
Grahama Fleminga, izvedli eksperiments z 2D IR spektroskopijo na skali nekaj femto sekund
(2). Za izvedbo eksperimenta so uporabili bakterijo Chlorobium tepidum natancneje
bakterijski fotokompleks imenovan Fenna—Matthews—Olson-ov kompleks (FMO) (2).
Bakterijoklorofil (BChl) je protein v FMO fotokomplesku, ki sluzi kot del antene za
sprejemanje svetlobe in kot mediator, ki usmerja vzbujeno kvantno stanje do reaktorskega
centra. Vsak FMO kompleks je sestavljen iz treh enakih podenot (Slika 5), vsaka podenota pa
vsebuje sedem BChl pigmentov.

Slika 5: (levo) Fenna—MattHews—OIson-ov kompleks, (desno) exiton

Zaradi enostavne zgradbe, se ta fotokompleks uporablja za preucevanje fotosinteznih
mehanizmov, ki potekajo na zapleten nacin. Antene so bistveni ¢len te strukture, saj s svojim
$tevilom povecajo moznost nastankov vzbujenih stanj. Ce bi namre¢ reaktorski center sam
sprejemal svetlobo, bi bil to zelo pocasen in neucinkovit proces, kjer bi nastalo le nekaj
vzbujenih stanj v daljSem ¢asu. Antene s svojo Stevilénostjo povecajo Stevilo teh kvantnih
stanj za nekaj 100-krat. S tem se poveca tudi presek za absorpcijo.

4. METODA:

Spektroskopija sloni na heterodinski detekciji (3) treh femtosekundnih pulzov, ki jih
ustvarimo z laserjem in njihovimi odmevi.Pri tem tri te visoko frekvencne sunke
kombiniramo med seboj, da dobimo nizko frekvencni sunek. Flemingova skupina je Sla Se
korak dlje in merila elektronsko sklopitev v FMO fotokompleksu na obmocju vidne skale.
Da bi ugotovili, kako je absorbcija pigment-pigment odvisna od polja snovi, so z 2D opti¢no



spektroskopijo merili nelinearno polarizacijo sistema. Vzorec so posvetili s teremi
femtosekundnimi sunki, ki so ga vzbudili. Vzorec je nato oddal elektromagnetno valovanje, ki
je bilo detektirano po amplitudi in fazi, kot funkcija opti¢ne frekvence.

2D fazno-stabilizirana spektroskopija v vidnem spektru (4)

Za detekcijo odziva snovi na tri femtosekundne sunke se uporablja 2D femtosekundna
spektroskopija. Snov po sunkih emitira polje karakterizirano po amplitudi in fazi, kot funkcija
frekvence in zakasnjenosti vzbuditvenega casa.

pulse 1 pulse 2 pulse 3
: T -= :
pulse 4 = LO
i -
to=14<0 't1 <0

- ks=-K1+ka2+Kks3

Slika 7: Kako dejansko merijo odziv vzorca

Vzorec osvetlimo najprej s prvim sunkom, po ¢asu T, nato z drugim po ¢asu Tin pa Se s
tretjim sunkom. Po ¢asu t lahko izraCunamo polarizacijo vzorca nekje v prostoru. Polarizacija
je posledica treh induciranih polj v preteklosti pri ¢asih t-ta-tb-tc, t-tb-7c, t—tc. Odgovor
vzorca po C¢asu t podaja funkcija odgovora, ki je razli¢na le za ra,7h,7¢>0 in jo oznacimo z
S3(ra,th,rc). Polarizacijo nato zapiSemo kot:

P3t=0S53ta,th,rc E(t-ta-tb-1c) Et-tb-tcE(t-1c)dradtbdrc [1]

Inverzna Fourierova transformacija S3(za,zh,7c) pa nam da kompleksno susceptibilnost
x3(wa,wb,wc). Da dobimo susceptibilnost, moramo periodicno menjevati interakcijske ¢ase
ta,th,rc. To naredimo posredno tako, da menjujemo centre pulzov t1,¢2,t3. Zaradi
nekolinearne geometrije uporabimo take frekvence, ki prispevajo nekaj do opazovanega
signala v to¢no doloceni smeri. Uporabimo nekolinearno Skatlasto obliko kjer detektiramo
signal v smeri valovnega vektrorja ks=—-k1+k2+k3. k1,k2,k3 predstavljajo valovne vektorje
treh pulzov s frekvencami wl,w2,w3. 1z tega lahko dobimo ¢asovno odvisno elektri¢no
poljsko jakost kot
Et=At-tle-iw0t-t1+ik1-r+At-t2xe-iw0t-t2+ik2-r+At-t3xe-iw0t-t3+ik3-r+c.c.
w0=laserska frekvenca

At=Ate-i@t

Cas ni¢ postavimo v center tretjega pulza t3=0

7



Koherencni ¢as definiramo kot t=t2-t1, populacijski ¢as T=t3-t2. Sedaj vstavimo enacbo
polja [2] v enacbo polarizacije [1] in dobimo 216 pogojev. Na koncu jih 6 od teh generira
signal v smeri ks=—k1+k2+k3, v kateri mi merimo. Vsi pogoji imajo enako fazo
e—-iw0t+iw07, vsak pa ima lahko Se eiw0(ra+zc), e-iw0(zrc-7a) ali eiw0(ra+27tb+7c). Glede
na to, kaj nas zanima, pa ima odgovor vzorca S3(za,rh,zc) vsoto vseh prispevkov s
podobnim faznim faktorjem. Fazni faktoriji, ki vsebujejo podobno frekvenco kot je laserska
frekvenca, se zelo verjetno pokrajsajo. Taki ¢leni nam bodo po integraciji najvec prinesli.
Clene s hitro oscilacijo pa lahko zanemarimo (vsebujejo fazni faktor). To imenujemo
rotacijsko- valovna aproksimacija (RWA). Polarizacija, ki jo dobimo, oznacimo z Prw3(z,T)t)
in po fourierovi transformaciji le-te dobimo 2D spekter za dolo¢en poulacijski ¢as T, z osema
T in wt.

5. REZULTATI

Slika 8 predstavlja eksperimentalno 2D pot vzbujenega stanja FMO fotokompleksa si pri
T=0fs. Da bo nasSe razumevanje kar se da najboljse, najprej uvedemo mrezo (slika8). Kar takoj
opazimo so trije vrhovi po diagonali, ki ustrezajo linearni absorbciji (¢rna ¢rta polna na sliki 9)
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12,600

o ~N

N Weao

12,000

-12,000 -12,300 -12,600
o, (cm™)

Slika 8:Eksperimentala 2D pot vzbujenega stanja v FMO kompleksu pri T=0fs

d
i 1 2 345 6 7
/‘
\ ’
5 03 N
o -
: Vd
= 0.2
g2 \ A
8 “ i
o Nl
< 0.1 ’ "‘ "
/ ' ‘ ’r\ X3
0.0 e Se il ald el
12,000 12,300 12,600

Frequency (cm™)
Slika 9: Absorbcija FMO kompleksa v odvisnosti od frekvence



Vrhovi se ne pojavijo kot delta funkcija (toraj ne nastopajo samo v eni tocki, temvec se
raztezajo po diagonali). To je posledica korelacije med vzbujenimi in emisijskimi frekvencami
v enakem pigmentu. Poleg vrhov na diagonali, so lepo vidni tudi vrhovi izven te, ki
predstavljajo povezavo med sosednjimi pigmenti. Izven diagonalni vrhovi so posledica
povezanosti med bakterofili. Dva vzbujena kvantna stanja zelo blizu skupaj, zato lahko
interagirata med seboj in ustvarita izvendiagonalne vrhove tudi pri T=0.

Vrh A (Slika 8) je v elektronskem koherentnem stanju med osnovnim in petim vzbujenim
stanjem med ¢asom t in med ¢asom t. To nam pove, da sta BChl pigmenta, ki imata prvo in
peto vzbujeno stanje, povezana. Vrh B doloca povezanost med dvema BChl pigmentoma;
enim v 2. in drugim v 5. vzbujenem stanju. Temno modro obmocdje predstavlja absorbcijo in
nastanek vzbujenih stanj. Kako se energija prenasa med vzbujenimi stanji, vidimo tako, da
pocakamo nek ¢as T >0fs. B del Slike 5 nam predstavlja pozicijo vzbujenih stanj po ¢asu
T=200fs, c del pa ob ¢asu T=1000fs.

Signal
b T=200fs c T =1000fs amplitude
12,600 7 ]
6 . 0.8
5
4
= 3
§ 12,300 i
s
1
12,000

1 2 345 6 7

Slika 10: Eksperimentala 2D pot vzbujenega stanja v FMO kompleksu pri T=200fs in T=1000fs

Med ¢asom 200-1000 fs se enrgija vrha A poveca, vrh D pa se medtem premakne k nizjim
energijam. To je ocitem dokaz, da se enrgija prenasa iz visje vzbujenih kvantnih stanj v nizja
stanja. Ta metoda je ocitno zelo dobra za dokaz interakcije med pigmenti.

Z veCanjem casa T vidimo, da se amplituda izvendiagonalnih vrhov A in B povecuje, medtem
ko se amplituda vrha C zmanjsuje. 1z tega lahko razberemo relaksacijski ¢as, ko elektroni
preidejo iz 4. in 5. Vzbujenega stanja v 1. In 2. Vzbujeno stanje.

6. TEORUJAV POVEZAVI Z EKSPERIMENTOM

Vecino valovnih funkcij vzbujenih stanj opiSemo kot delokalizirana, ¢ez dva ali tri BChl
molekule. Le v BChI3 molekuli imamo lokalizirano stanje, kjer je najnizje vzbujeno stanje.
Prenos kvantno vzbujenega stanja, obravnavamo kot obrnljiv proces. Pri tem poznamo tocen
sestav FMO kompleksa in temperature, kar je raziskovalce vodilo, do tega, da so lahko
formulirali teorijo. Ta se je izkazala kot zelo ucinkovita, saj so se vrhovi v teoriji in
eksperimentu razlikovali le za malenkost. Prav tako se je teorija skladala z eksperimentom, v
tem da je amplituda vrhov rastla s poulacijskim ¢asom T. To se zgodi kot posledica
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prenasanja energije iz visjih vzbujenih kvantnih stanj v nizja.

Seveda pa so se teorija in eksperiment v nekaterih tockah razlikovala. Prva taka razlika je bila
v rasti vrha A, ki je v simulaciji rastel veliko bolj po¢asi, kot v eksperimentu. Se ena taka
razlika med teorijo in eksperimentom se je ponovno pokazala, ravno pri vrhu A. Pri
eksperimentu se je ta vrh razprostiral vertikalno med vzbujenima satnjema 2 in 5. Medtem
ko pa je pri simulaciji prislo do dveh lo¢enih vrhov, kar je tudi posledica metode opazovanja.

7. ANALIZA EKSPERIMENTA

Kako se vzbujeno kvantno stanje Siri med razli¢cnimi BChl molekulami? Delokalizacijo med
vecimi BChl molekulami predstavlja Slika 11. Barvane Stevilke nam prestavljajo razli¢na

vzbujena stanja.
a

Slika 11: Pot vzbujenega stanja med bakterofili

Iz slike je lepo razvidno, da sta vzbujeni stanji 3 in 7 delokalizirani ¢ez BChl molekuli 1 in 2.
Teorija nam nakazuje dve mozni poti prenosa vzbujenega stanja, ki sta oznaceni na Sliki 11 z
rdecimi in zelenimi pus¢icami. Prenos vzbujenega stanja med BChl molekulami nam prikazuje
Slika 12. Bolj blizu kot se BChl molekule nahajajo hitreje pride so prenosa iz ene molekule na
drugo.

Exciton  Transport

EVA 7 —
6 _T
5 —T
4
3
| ;l

Slikal2: Pot vzbujenega stanja med stanji

Ce si pogledamo zeleno pot vidimo, da se 6. vzbujeno stanje prenese v 5., zaradi mo¢ne
povezave med peto in Sesto BChl molekulo. 5. vzbujeno stanje se nato prenese v 4. In nato
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naprej v 2. ali pa gre direktno iz 5. v 2. vzbujeno stanje.Od tu se nato vzbujeno stanje
prenese v 1.vzbujeno stanje. Kot zanimivost lahko vidimo, da se 3. vzbujeno stanje sploh ne
pojavi, saj ni v tesni povezavi s 4. in 5. vzbujenim stanjem. |z prvega vzbujenega stanja pa se
nato energija prenese v reaktorski center, kjer se pretvori v kemijsko energijo. Podoben
postopek velja tudi za rdeco pot.

Kot nam eksperiment pokazZe se energija ne prenasa postopoma po energijski lestvici.
Vidimo, da so nekatera energijska stanja izvzeta.

8. ZAKLJUCEK

Fotosinteza je proces, ki je za eksistenco ljudi zelo pomemben, saj pri njej kot stranski
produkt nastane kisik. Prav iz tega razloga so se znanstveniki Ze od nekdaj zanimali zanjo. Vse
od 50. let 19. stoletja, ko je Lord Porter zacel z raziskavami, pa do danes je fotosinteza
postala eden najbolj raziskovanih pojavov v naravi. Flemingova skupina je prva prisla do
ugotovitve, da se vzbujeno kvantno stanje, premika med bolj povezanimi bakterofili. Prav iz
tega razloga, so nekatera energijska stanja preskocena. Lepo je bila tudi vidna povezava in
pomembnost antene, pri prenosu energije do reaktorskega centra. Ampak vse to so bili le
zacCetki. Na podrocju fotosinteze prihaja dnevno do novih odkritij, ki pa so predvseem vezana
na eksperimentalno opremo. Zato lahko sklepamo, da se bodo raziskave procesa fotosinteze
nadaljevala Se zelo dolgo. Predvsem pa je fotosinteza izziv za mnoge mlade raziskovalce, ki
se radi ukvarjajo z eksperimentiranjem. Saj bi genska sprememba bakterofila, da absorbira
celoten svetlobni spekter omogocila Se hitrejSo fotosintezo. Tako nam bi lahko alge
proizvedle Se vec vodika v krajSem Casu, ki je danes pomemben obnovljivi vir energije.
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