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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 8, NR 3, 1*81 (141-161)

PHOTOPRODUCTION OF H2 BY PHOTOSYNTHETIC BACTERIA. 
HYDROGENASE-NITROGENASE INTERRELATIONSHIP *

WYTWARZANIE H2 PRZEZ BAKTERIE FOTOSYNTETYZUJĄCE. 
WSPÓŁZALEŻNOŚĆ HYDROGENAZY I NITROGENAZY

Paulette M. VIGNAIS, Jacques MEYER and Patrick C. HALLENBECK

Biochimie, Department de Recherche Pondamentale Grenoble, France 
(INSERM U. 191 et E. R. CNRS n’ 235) C.E.N-G 85 X

Summary, Photosynthetic bacteria are capable of capturing solar energy to meet 
the energy demands of two important biological processes, photosynthesis and 
nitrogen fixation.

This review briefly summarizes the properties of two key enzymes: nitrogenase 
and hydrogenase involved in the H2 metabolism of photosynthetic bacteria.

The methods advocated to increase H2 photoproduction capability in living cells 
in view of a possible use of photosynthetic bacteria for industrial H2 production 
include: 1 — selection of naturally adept strains, 2 — protection from inhibitors 
(O2 and NH4),3 — stabilization of cells and enzymes and 4 genetic engineering.

Streszczenie, Bakterie fotosyntetyzujące wykorzystują energię słoneczną do dwóch 
procesów biologicznych: fotosyntezy i włączania azotu.

W artykule krótko przedstawiono właściwości dwóch kluczowych enzymów 
błocących udział w metabolizmie wodoru u bakterii fotosyntetyzujących, tj. nitro- 
genazy i hydrogenazy.

Ze względu na możliwość zastosowania bakterii fotosyntetyzujących w prze
mysłowym wytwarzaniu wodoru, opracowywane są następujące techniki umożli
wiające wzmożenie tego procesu: 1 — selekcja odpowiednich szczepów, 2 — ochro
na przed hamującym działaniem O2 i NH4,3 — stabilizacja komórek i enzymów, 
4 — inżynieria genetyczna.

There is much recent research in alternative energy sources and 
some of this attention has been focused on biological systems as solar 
energy converters.

* Delivered at a Symposium on: “Biochemical basis of solar energy utilisation’1, 
XVII Meeting of Polish Biochemical Society, September 11 -13, 1980.
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142 P. M. VIGNAIS, J. MEYER, P. C, HALLENBECK

TABLE 1

Bacteria and algae having the capacity to produce Hj

1) via Hydrogenase

a i a a • _a a , a. . a, ■ a ■ , o a o

2) via Nitrogenase

Anaerobic bacteria 
Clostridium pasteurianum 
Desulfovibrio vulgaris 
Desulfovibrio desulfuricans 
Megasphera elsdenii 
Escherichia coli

Eucaryotic algae 
Chlamydomonas reinhardlii 
Chlorella fusca 
Scenedesmus obliquus 
Ulva fac ia l a 
Porphyridium cruentum 
Ascophyllum nodosum 
Euglena gracilis

Non photosynthetic bacteria 
Azotobacter vinelandii 
Bacillus polymyxa 
Klebsiella pneumoniae 
Rh izobium leguminosarum

Photosynthetic bacteria 
Rhodopseudomonas capsulata 
Rhodopseudomonas palustris 
Rhodopseudomonas acidophila 
Rhodospirillum rubrum 
Chromatium vinosum

Cyanobacteria (blue-green algae) 
Anabaena cylindrica 
Nostoc muscorum 
Gloeocapsa (Gloeothece} 
Plectonema boryanum.

Many photosynthetic organisms either eukaryotic or prokaryotic 
(Table 1) have the capacity to produce hydrogen gas (cf. (32, 44]; [4] for 
•review).

The photosynthetic bacteria are of interest since they are capable 
of capturing solar energy to meet the energy demands of two important 
biological processes, photosynthesis and nitrogen fixation. They exhibit 
a diversified metabolism, and are able to sustain growth with the inten
sive energy demands of nitrogen fixation under at least five different 
growth conditions : pho tohe tero trop hie, photoauto trophic, microaerobic 
organotrophic, microaerobic chemoheterotrophic and “fermentative” (with 
an added organic oxidant). The mechanism of generation of reducing

■unknown for any of the
Photosynthetic bacteria have been shown to produce large quantities

power is presently mostly possible growth modes.
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143PHOTOPRODUCTION OF H,w

of hydrogen (without contaminating oxygen) or ammonia, with light and 
simple organic or inorganic substrates. The photoproduction of H2 by 
photosynthetic bacteria was first observed by Gest and Kamen in 1949 
[11, 12], H2 photoproduction by intact cells has been since studied by 
several laboratories and is beginning to be elucidated.

PHOTOSYNTHETIC ELECTRON TRANSPORT

The process involves the functioning of the photosynthetic apparatus 
(Fig. 1). The source of electrons is a reduced carbon compound (in Fig. 1, 
succinate or NADH) which donates its electrons to the electron transport 
chain. The action of light raises the energy of the donated electrons 
enabling them to reduce a low potential reductant such as ferredoxin.
This may be either directly through light induced electron transport,
or, more likely, through reverse electron flow induced by an energized
membrane. Thus, the electrons for the H2 production step follow essen
tially the same pathways as those leading to carbon fixation. The actual

Fig. 1. Electron transport in photosynthetic bacteria and its relationship 
metabolism

to N2 fixation and H2

Light excites an electron in P870, the reaction center bacteriochlorophyll, to a level where it can reduce the acceptor I 
(Bacteriophcophytin). Subsequently the electron is transferred sequentially through an iron-quinonc moiety (UQ.Fc), 
a pool of ubiquinone (UQ), cytochrome carriers, and back to oxidised P87O. tn the process ATP is generated. 
Noucyclic electron transport to ferredoxin (Fd) is represented by a broken line indicating an uncertain reaction. 
The sch erne presented includes aerobic respiratory pathways which reflect data of Marrs and Gest [28] and La Monica

and Marrs [24] (from [44]) 
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144 P. M. VIGNAIS, J. MEYER, P. C. HALLENBECK

shunting of electrons for H2 production is not exactly known yet. It 
could occur directly after ferredoxin (or another primary electron accep
tors) (Fig. 1).

Cyanobacteria (blue-green algae) have also been shown capable of 
producing hydrogen in specialized cells called heterocysts. The transfer

Fig. 2. Electron transport pathways in heterocysts of cyanobacteria, (from [15])

of electrons from ferredoxin (or another primary electron donor) to 
protons can take place in 2 different ways (Fig. 2) via either an ATP-in- 
dependent hydrogenase or an A TP-dependent nitrogenase system (the 
most important in terms of quantity of hydrogen produced). In addition, 
the cyanobacteria contain an hydrogenase that catalyzes hydrogen con-
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sumption. Not all species of green algae, cyanobacteria or photosynthetic 
bacteria contain all three H2 metabolising systems. (Energetically very 
little is known about the relative efficiency of each system). In the 
photosynthetic bacterium Rhodopseudomonas capsulata, studied in our 
laboratory, the presence of a soluble hydrogenase could not be detected. 
This photosynthetic bacterium seems to contain only a membrane-bound 
hydrogenase functioning as a H2-uptake hydrogenase.

Hydrogen production in heterocysts of cyanobacteria shows many 
interesting similarities to th a t of the photosynthetic bacteria: 1) the 
ATP required for nitrogenase activity (hydrogen production) is generated 
through cyclic photophosphorylation, 2) the electrons for the reduction 
of protons come from an organic carbon compound (in the case of he
terocysts this organic carbon compound is generated by the photore
duction of C 0 2 in adjacent vegetative cells).

Hydrogen is also produced by green algae, which can utilize water 
as the electron donor for photosynthesis, as illustrated by Fig. 3. Green 
algae possess two photosystems, as do plant chloroplasts, and it is now 
generally accepted that, in these organisms, water may serve as the

TABLE 2

H2 Production by photosynthetic organisms

Organisms 

Green algae

Enzyme
systems

Hydrogenase
+

2 Photosystems

Features

H 2 production only by anaerobically adapted cells 

Can split water
H2 photoproduction may or may not be linked to 0 2 photo

production 
0 2 sensitivity of hydrogenase

Bluc-grcen
algae
(cyanobacteria)

Nitrogenase
4“

2 Photosystems

H2 production capacity in unicellular or filamentous, hete- 
rocystous and non-heterocystous organisms

Protection against 0 2 inactivation in heterocysts 
No adaptation required, light-stimulated H2 production 
Can split water
Uptake hydrogenase lowers H2 production

Photosynthetic
bacteria

Nitrogenase
+

1 Photosystem

Use simple organic and inorganic substrates as electron 
donors 

Do not split water 
Grown easily, versatile metabolism
Utilize both visible and near infrared light in photosyntesis 
Uptake hydrogenase and respiration can protect nitrogenase 

against 0 2 inactivation 
Genetic techniques are already applied
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primary substrate for hydrogen (and oxygen) production ([3, 15] for 
review).

In conclusion, for H2 photoproduction, solar energy drives the photo
synthetic system by supplying the energy for the transfer of electrons 
from the donor compound to a suitable low potential reductant such as 
ferredoxin. This donor compound varies from organism to organism. 
Cyanobacteria and green algae can carry out water photolysis, photo
synthetic bacteria cannot; they need organic (or sulfur) compounds as 
electron donors. (Cheap suitable substrates are available in agricultural 
and industrial wastes). The main features characterizing H2 production 
by photosynthetic organisms are summarized in Table 2.

TWO KEY ENZYMES, NITROGENASE AND HYDROGENASE

Two enzymes are directly involved in the metabolism of H2, namely 
hydrogenase and nitrogenase.

Hydrogenase catalyzes the so-called “activation” of hydrogen accord
ing to reaction (1):

H2 ^±2H++2e- (E0= —0.420 V at pH 7.0). (1)
In vitro the hydrogenase reaction is reversible and, depending 

upon the imposed conditions under which the enzyme functions, hydro-

TABLE 3

General properties of enzymes involved in H2 metabolism

Type M.W.
(approx.)

Active site
1

Properties Inhibi- 
1 tors

Function

“ Classical”
hydrogenase

|

60 000

I
Fe S 1 Soluble|

Reversible
ATP-independent
Fd-dependent

CO, o 2

I

Disposal of 
1 excess elcc- 
I trons from 

fermentation

“ Uptake”
hydrogenase

I
1

60 000 1 Fe S Membrane-bound 
H2 uptake 
ATP-independent 
Electron acceptor 
unknown

CO H2 recycling

• 1 

nitrogenase 
-  2

1

Components j

ft

1

Component I: 
220 000 

Component II: 
60 000

1

Mo Fe S 

Fe S

I

Soluble 
Irreversible 
H2 production 
ATP-dependent 
Fd-dependent

o 2) n 2

1

N2 fixation

Adapted from [2].
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genase can catalyze either the production of H2 (when the electron donor 
has a redox potential low enough, i.e around the redox potential of the 
H2 electrode) or the uptake of H2 (in the presence of an electron acceptor 
of redox potential higher than that of the H2 electrode). In vivo the 
hydrogenase of fermentative bacteria produces H2 while the hydrogenase 
found in N2 fixers functions as an uptake hydrogenase (Table 3).

Nitrogenase catalyzes the reduction of N2 to NH3 by an ATP-depen- 
dent reaction as indicated by reaction (2):

N2 +6e~ +8H+ +nMgATP -> 2NH+ -fnMgADP + nPj (2)

The electron donor is a compound of low redox potential (probably 
a ferredoxin). The reaction is energy-consuming; it consumes at least 
2 mol of ATP per electron transferred so that a minimum of 12 ATP 
are consummed per mol of dinitrogen. Furthermore together with N2, 
the nitrogenase complex has the property of reducing protons so that 
1.5 mol of H2 are produced per mol of dinitrogen reduced.

This H2 production, mediated by nitrogenase, consumes ATP and 
low potential electrons and thus represents a loss of energy for the cell. 
One role of hydrogenase when functioning as an uptake-hydrogenase 
is precisely to recover some of the energy which would be lost in the 
form of H2 (Fig. 4).

The interrelationships between hydrogenase and nitrogenase have 
been detailed in a special issue of Biochimie (Vol. 60, n°3, 1978).

Fig. 4. Simplified scheme of the hydro
gen cycle in photosynthetic bacteria

The membrane bound hydrogenase (H 2 ase), the 
two soluble protein components o f  nitrogenase (Fe 
and M oFe), and the activating factor (AF) o f  the 
Fe protein are shown here. The membrane bound 
structure labelled “ pigments”  is in fact a compli
cated and highly ordered set o f  proteins containing 
chlorophylls and other pigments. e~ designates se
veral proteins the function o f  which is to transfer 
electrons from or to other proteins. The may accept 
electrons from the photosynthetic apparatus (or 
from hydrogenase), and yield electrons to the Fe

component o f  nitrogenase.

THE NITROGENASE SYSTEM

S T R U C T U R E  O F  T H E  E N Z Y M E S

Nitrogenases extracted and purified from a number of bacteria 
display remarkably similar structural and functional properties (Table 3). 
They consist of two proteins, the larger of which (called MoFe protein

http://rcin.org.pl
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or component I or nitrogenase) contains molybdenum, non heme iron, 
sulfide and carries the substrate reducing site. The smaller protein (Fe 
protein or component II or nitrogenase reductase) contains non heme 
iron, sulfide and serves as a specific reductant for the MoFe protein. 
The molybdenum, iron, and inorganic sulfur atoms of nitrogenase are 
assembled in structures that have been partially resolved in recent

Fig. 5. The two protein components of nitrogenase. The Fe protein contains a 4Fe*4S cube. 
The MoFe protein presumably contains four 4Fe-4S cubes and one or two units (FeMoCo) 
containing a total of 2 Mo, about 16 Fe and 16 S atoms. The structure of FeMoCo is

presently unknown

years. The Fe protein contains a cubic Fe4S4 cluster. In the MoFe 
protein, about half the iron content (16 atoms) is organized into Fe4S4 
centers, and most if not all the remaining iron is associated with molyb
denum (2 atoms) in one or two units, the Fe-Mo cofactor, which can be 
dissociated from the protein and studied separately (Fig. 5) [5].

MoFe proteins have molecular weights of 200 000 - 240 000 and a2(32 

quaternary structures (a and =  50 000 - 60 000). Fe proteins have mole
cular weights of 55 000 - 70 000 and y2 quaternary structures.

In photosynthetic bacteria a third protein component, which is mem
brane bound, is involved in the functioning of nitrogenase. It is released 
from chromatophores in the presence of 0.5 M NaCl. It specifically acti
vates the Fe protein in a process tha t requires ATP and Mn2+ [25, 35]. 
In vivo, the activation — deactivation of the Fe protein seems to be 
related to the nitrogen nutrition of the cells [26, 46].

The turnover number of nitrogenase (50 mol/min per mol of Mo in the 
nitrogenase) [7] is quite low. To compensate, N2 fixers synthesize nume
rous copies of the enzyme. In R. capsulata, nitrogenase may represent

http://rcin.org.pl



P H O T O P R O D U C T IO N  O F H 2 149

up to 20% of the soluble cell protein (depending upon growth conditions) 
(unpubl. results). Much recent progress in the genetics of the regulation 
and expression of the nij gene has been made (reviewed by Brill [5]).

S U B S T R A T E S  R E D U C I B L E  B Y  N IT R O G E N A S E

N2 binds to the molybdenum of the MoFe protein. It is probably 
reduced while bound to Mo by a mechanism which is not yet known. 
The numerous iron atoms contained in the protein are used for stocking 
and transferring to Mo the six electrons necessary for the reduction 
of N2 to NH3.

In the absence of N2, but when ATP and low potential electrons are 
available, nitrogenase mediates the reduction of protons. ATP is hydro
lyzed and reducing power dissipated during H2 evolution [33]. Unlike 
hydrogenase-mediated H2 evolution, the nitrogenase-mediated H2 evo
lution is essentially irreversible. In the absence of N2 all the electrons 
are used to reduce protons and H2 evolution is maximal.

In the presence of increasing amounts of N2 in the gas phase, H2 
evolution is progressively inhibited but never totally. Even under very

Fig. 6. The electron flux through nitrogenase as a func
tion of the partial press sure of nitrogen. In the absence 
of nitrogen, nitrogenase reduces only protons (H2 pro
duction is maximal). As the pressure of nitrogen is in
creased, N H 4 production increases, but no more than 
70 to 80% of the total electron flow are used for N 2

reduction
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high N2 pressures (up to 200 • 105 Pa) 25 to 30% of the electrons are 
evolved as H2, the remaining electrons are used to reduce N2 to NH4 [6]. 
The total flux of electrons through nitrogenase remains constant (Fig. 6).

In addition to nitrogen and protons nitrogenase can catalyse the 
reduction of a variety of other substrates, cleaving N =  N, N =  N, 
N =  O, C =  N and C =  C bonds [16]. The reduction of acetylene to 
ethylene [10] has led to a simple and quick assay for nitrogenase activity.

The ability of nitrogenase to reduce acetylene, cyanide or nitriles 
which were probably present in the primitive atmosphere (together with 
ammonia which represses nitrogenase synthesis) suggests that nitrogenase 
might not have evoled initially to reduce dinitrogen but rather to reduce 
these alternative substrates. Reduction of cyanide, for example, could 
have been a necessary detoxification mechanism [40].

Not all substrates are bound to nitrogenase at the same site; for 
example nitrogen and acetylene may occupy different sites. (This topic 
has been recently discussed extensively at a Conference on Molybdenum 
Chemistry held in Japan in 1979, see [34]). H2 production by nitrogenase 
is inhibited by acetylene but not by carbon monoxide (Fig. 7) which 
inhibits all other nitrogenase reductions [40].

Fig. 7. Inhibition of nitrogenase-mediated H2 production
by acetylene in resting cells o f  R. capsulata

Restoration of H 2 photoproduction by carbon monoxide. Resting 
cells (12mg of bacterial dry weight in 12 ml), from a phototrophic 
culture o f  R. capsulata grown on lactate and glutamate, were incu
bated in the reaction vessel described in Jouanneau et al. [19]. 
Dissolved gases produced in the incubation medium diffused through 
a Teflon membrane attached at the bottom end o f  the vessel to a va
cuum line. They were directed to a cold trap and then admitted into 
the ion source o f  a mass spectrometer where they were ionized and 
analyzed. Chloramphenicol (240{j.g) and I20!j.mol o f lactate were 
added to the reaction medium. The suspension was sparged with 
argon in the dark. At time zero, the vessel was closed, the light 
was turned on, and hi2 formation was recorded (mass 2). At 5.75 
min, 1 ml o f  C 2 D 2 gas was introduced and left in contact with 
the suspension for 1 min. After 1 min, the partial pressure of 
dissolved acetylene reached 7300 Pa, and then buble was removed 
and the C 2 D2 H 2 formed (mass 30) was recorded. At 12.5 min, 
0.5 ml o f  buffer saturated with carbon monoxide was injected

(final partial pressure, 4200 Pa) (from [19])

F A C T O R S  A F F E C T I N G  N I T R O G E N A S E  A C T IV IT Y

The nitrogenase-mediated H2 production is characterized by a) ATP- 
dependency; b) light dependency; c) oxygen sensitivity; d) inhibition by 
ammonia; e) insensitivity to CO. Some experiments illustrating these 
features are described hereafter.

E f f e c t  o f  0 2. Purified nitrogenases are irreversibly inactivated 
by 0 2, the Fe proteins being the more sensitive to oxidative damage.

http://rcin.org.pl
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Oxygen exerts its deleterious effect by destroying, the Mo-Fe-S or 
Fe-S prosthetic groups of the enzyme; indeed, chemically synthesized 
analogues of these active sites are known to be irreversibly damaged 
by oxygen, with formation of iron sulfides or oxides [18]. In vivo, 
nitrogenases are protected from oxidative damage by several mechanisms 
[29]. One of these is respiration, which contributes to the decrease of 
intracellular oxygen concentration. Another protective mechanism is 
cellular compartmentation, nitrogenase being accomodated in cells or 
cell compartments tha t are not accessible to oxygen (e.g. heterocysts of 
some cyanobacteria). It has also been suggested that nitrogenase may be 
protected by conformational changes. In relation with the latter hypo
thesis, it should be noted that the cell-free nitrogenase complex from 
Azobacter vinelandii is inhibited reversibly by low oxygen levels, but 
not irreversibly inactivated [45].

Fig. 8. Effect of light and darkness on acetylene reduction by whole cells of R. capsulata
(strain BIO)

Resting cells from a culture grown anaerobically in the light were incubated in stoppered 12 ml flasks gassed with 
argon and shaken in a photcsynthetic Warburg bath (c.a 5,000 lux, 30°C). Reaction mixtures (2ml) consisted o f 
0.84 mg o f  bacterial protein suspended in mineral salt medium [44] 40|jig chloramphenicol and 20[xmol lactate. The 
reaction was started by injecting 1 ml o f  acetylene. Two flasks were illuminated at time zero; two others were 
maintained in the dark and illuminated after 100 minutes. Gas phase: (O ) Argon ( • )  Argon +  10% O 2 , t  light on

I  light off* (from [29])
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E f f e c t  o f  l i g h t .  Although nitrogen fixation is not strictly light 
dependent in purple nonsulfur bacteria, the activity of nitrogenase is 
hardly detectable in the dark. Appropriate concentrations of 0 2 have to 
be used in the dark so that enough ATP is synthesized by oxidative 
phosphorylation without inactivation of nitrogenase by oxygen [20, 27, 
41]. Fig. 8 shows clearly that the reduction of acetylene to ethylene, 
catalyzed by nitrogenase was very active when resting cells of R. cap- 
sulata were illuminated but stopped immediately when the lights were 
extinguished [30].

E f f e c t  o f  a m m o n i a .  Ammonia has been reported to inhibit 
nitrogenase activity in photosynthetic bacteria (cf. [29] for review). The 
inhibition is apparently released when all the added ammonia has been 
assimilated. Hillmer and Gest [17] have shown that 0.1 - 0.5 mM NH4+ 
inhibits photoproduction of hydrogen in whole cells of R. capsulata. By

Fig. 9. Inhibition of acetylene reduction by ammonia in whole cells of R. capsulata (strain BIO)
Resting cells from a culture grown anaerobically in the light were incubated as described in Fig. 8. The cell con
centration was 0.33 rag protein /ml. The reaction was starded by injecting 0.8 nil o f  acetylene. Ammonia (as (N H 4)2^0 4 ) 
was added as indicated by the arrow at the following final concentrations: O =  control, •  =  10 pM , ■  =  20 pM

(from [29])
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using dilute suspensions of this bacterium, thus increasing the time 
necessary for exhaustion of NH4+ from the medium, Meyer et al. [29] 
have found that ammonia concentrations as low as lOuM are sufficient 
to inhibit nitrogenase activity (acetylene reduction in vivo (Fig.9); the 
rate of acetylene reduction is 60% inhibited by IOjiM ammonia and 
totally inhibited by 20|xM ammonia. Zumft and Castillo [47] have also 
reported a similar short term  regulation of nitrogenase activity in Rhodo- 
pseudomonas palustris. This rapid “switch on” — “switch off” effect of 
ammonia on nitrogenase activity reveals the occurrence of fine control 
mechanisms allowing the regulation of this energy-consuming reaction. 
Such control mechanisms may eventually have to be by-passed if the 
nitrogenase complex is to be used for continuous production of H2 in 
a bioreactor.

THE H2-UPTAKE HYDROGENASE

Photosynthetic bacteria are known to consume hydrogen and use it 
as sole electron donor during photoautotrophic growth [39]; among purple 
nonsulfur bacteria, the R. capsulata strains were found to be the fastest 
growing under these conditions [22].

In photosynthetic bacteria the hydrogenases, catalysing hydrogen 
uptake, are membrane-bound. They have been isolated from Chromatium  
[13, 21] Rhodospirillum rubrum  [1] Thiocapsa roseopersicina [14] and 
R. capsulata [8]. As isolated the hydrogenase from R. capsulata is cold 
labile and unstable; it is stabilized by the presence of H2 [8].

The biosynthesis of hydrogenase is not strictly coupled to the bio
synthesis of nitrogenase since the former is present in cells that do not 
contain the latter (e.g. dark grown cells or cells grown in the presence 
of NH4+). The highest hydrogenase activities are found in cells grown 
in the presence of H2, either supplied exogenously or evolved in situ 
by nitrogenase. However, it is not yet established whether H2 produced 
by nitrogenase induces hydrogenase synthesis or whether it reactivates 
a partially inactive constitutive enzyme [9].

The functioning of hydrogenase as an uptake hydrogenase enables 
the cell to use H2 as electron donor and to recycle H2 evolved by nitro
genase. The final physiological electron acceptors can be dinitrogen 
(through nitrogenase), C 0 2 or 0 2.

S T I M U L A T I O N  O F  N I T R O G E N A S E  A C T IV IT Y  B Y  H g

The experiment depicted in Fig. 10 demonstrates that the nitrogenase 
reaction, measured by the reduction of acetylene can be markedly 
stimulated (more than two-fold) by addition of hydrogen. Relatively low
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Fig. 10. Stimulation of acetylene reduction by hydrogen in resting cells of R. capsulcita (strain BIO)
Resting cells from a culture grown anaerobically in the light were incubated as described in Fig. 8. The cell 
concentration was 0.8 mg protein/ml. The cells were depleted o f  endogenous substrates by preincubation in the 
light (4 hours); the flasks were then gassed with argon and the reaction was started by injecting 1 ml of acetylene.

( • )  control, (O )  1 ml hydrogen was injected after 40 min (from [29])

levels of hydrogen are effective; the KM of this reaction for hydrogen is 
about 1,400 Pa (11 |aM) (unpublished results).

H 2 O X ID A T IO N :  O z S C A V E N G IN G  A N D  C O U P L E D  P H O S P H O R Y L A T I O N

In the presence of oxygen, H2 is very rapidly oxidized. Meyer et al. 
[29] have observed an increased hydrogen consumption by resting cells 
of R. capsulata in the presence of oxygen (in the dark or in the light); 
the K m of this reaction was approximately 15 jxM 0 2. This oxy-hydrogen 
reaction is probably used by the cell to maintain an anaerobic micro
environment for nitrogenase. Due to the presence of a very active 
respiration, R. capsulata can carry out nitrogen fixation even under 
an atmosphere containing up to 30% oxygen [29, 31] although, once 
isolated, the nitrogenase complex is inactivated by trace amounts of air.

Oxidation of H2 does not result from direct interaction between 
hydrogenase and oxygen; instead hydrogenase transfers electrons from 
H2 to the electron transport chain which, as shown on Fig. 1, can function 
as respiratory chain in the presence of oxygen. In this way energy can 
be recovered in the form of ATP since oxidation of H2 is coupled to 
phosphorylation [23, 36].

Table 4 shows that the P/O ratio obtained with H2 is in the same
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TABLE 4

Substrate (x)
Oxidation rate (0) 
fiatom 0 2 -h_1mg

protein - i

Phosphorylation rate (P) fimol ATP
•h~'mg protein_1 P/O

Aerobiosis in the dark
H2
NADH
Succinate

Anaerobiosis
Light
( ~  5000 lux)

2.5
4.3
2.1

1.02
2.25
0.41

0.42
0.52
0.20

11.4
1.1

0 2 consumption was measured amperomctrically at 25°C in the dark with a Clark-type oxygen electrode 
polarised at -  0.8 V. The chamber was filled with 1.6 ml 2.7 mM MgCi2, 33 mM  Tricine-NaOH buffer (pH 7.5). 
For N A D H  or succinate oxidase assays chromatophores (1-1.5 mg protein corresponding to 50-57 p.g bacterio- 
chlorophyll) were introduced through the rubber stopper closing the chamber and the reaction was started by 
injection o f  the substrate. For hydrogen oxidase assays, the chamber was filled with a mixture o f  air-saturated 
and H 2-saturated buffer (0.4 ml and 1.2 ml resp.) and the reaction initiated by chromatophores.

To measure the phosphorylation coupled to respiration the medium used in oxygraphic experiments was supple
mented with 30 mM glucose and 1.6 units hexokinase/ml. Incubation was carried out in the oxygraphic chamber, 
Chromatophores and substrates were added first as described for 0 2 consumption followed by 30 {ri o f  a mixture 
o f  0.2 M  ADP/0.4 M Pi/32Pj (1:1:1 by vol). All measurements were made for periods o f  time during which both  
the 0 2 uptake and APT synthesis were linear. The incubation was ended by adding 0.1 ml 2.5 N  perchloric acid. 
After centrifugation unreacted 32Pj was extracted as phosphomolydate complex by isobutanol benzene and glucose-6- 
(32P) phosphate remaining in the aqueous phase was counted in a scintillation counter.

(x) : 0,5 mM  H 2, 1.4 mM  NADH and 14 mM succinate were used.
(from [37]).

range as with NADH. The ratios are low because of the presence of two 
terminal oxidases, one of which diverts electrons through a non 
phosphorylating pathway (cf. Fig. 1). However, the rate of photo- 
phosporylation (Table 4) and therefore, in the presence of light, respira
tion plays probably only a limited role, if at all, in energy supply. The 
very rapid ATP synthesis by photophosphorylation may explain the ap
parent light-dependency of the nitrogenase reaction shown in Fig. 8.

L I G H T - D E P E N D E N T  H Y D R O G E N  U P T A K E  F O R  C O g P H O T O R E D U C T I O N

The function of hydrogenase in hydrogen consumption was clearly 
demonstrated in cells of R. capsulata lacking nitrogenase [19]. Cells had 
been grown photoautotrophically on H2 as electron donor to maximize 
hydrogenase activity [8] and in the presence of NH4+ to repress the 
synthesis and activity of nitrogenase [17, 29]. The resting cell suspension 
was placed in a reaction vessel directly connected to a mass spectrometr. 
The cell suspension was sparged in the dark with argon to eliminate 0 2 
and H2-saturated buffer was added 1 min before time zero. The changes 
in the concentration of C 02 (mass 44) and H2 (mass 2) were monitored 
continuously. It could be directly demonstrated that in the light there 
was a rapid and complete hydrogen uptake concomitant with COz con
sumption [19].

2 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  3/81
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COMMENTS ON THE POSSIBLE USE OF PHOTOSYNTHETIC
BACTERIA FOR INDUSTRIAL H2 PRODUCTION

The main features of H2 production by photosynthetic bacteria are 
summarized in Table 5. To increase H2 production by bacterial cells it is 
necessary to identify where the limiting steps are. The limiting factors 
may be extrinsic (e.g. light intensity, electron donors) or intrinsic (e.g. 
competitive metabolic pathways, rate limiting steps). The intrinsic limit
ing factors are more difficult to deal with. It is necessary to clearly 
identify them and to know at what level and how the regulatory controls 
are exerted.

The methods used for increasing the hydrogen photoproduction 
capability in living cell systems include.

TABLE 5

Features of H2 production by photosynthetic bacteria

1 — H2 is produced by nitrogenase
The nitrogenase-mediated H2 evolution is:

ATP-dependent (photophosphorylation)
Inhibited by 0 2 
Inhibited by NH3, N 2 
Insensitive to CO
Can occur under an atmosphere of 100% H2

2 — Photosynthetic bacteria are unable to split water but can use simple organic or inorganic
substrates to produce H2 (no oxygen is evolved)

3 — Through the uptake hydrogenase H2 can be an electron donor for
N2 reduction 
0 2 reduction (respiration)
C 0 2 photoreduction

The functioning of an uptake hydrogenase may, in some conditions, increase H2 production 
instead of lowering it. (protection of nitrogenase activity).

4 — Genetic studies of N2 fixation in Rhodopseudomoms capsulata and biochemical characteri
zation of itif mutants are in progress.

T H E  S E L E C T I O N  O F  N A T U R A L L Y  A D E P T  S T R A I N S

Increases in hydrogen production may be obtained by strain selection. 
Desired characteristics might be: an increased content of nitrogenase, 
decreased uptake hydrogenase activity, and increased activity of access
ory reactions; increased rates of photophosphorylation on a per chloro
phyll basis (a decreased content of accessory pigments) and increased 
rates of ferredoxin reduction. In addition, it would be desirable to select 
for strains able to grow on specific substrates, available as either in
dustrial or agricultural waste products. This would have the additional 
advantage of lessening the possibility of contamination by other species 
brought in with the substrate.
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T H E  P R O T E C T I O N  F R O M  I N H I B I T O R S  ( 0 2 A N D  N H + )

The necessity to use closed systems for the purpose of collecting H2 
evolved by the cells has the advantage of protecting the cultures from 
air. Consequently, no oxygen is present to inactivate nitrogenase. The 
uptake hydrogenase can rapidly transfer electrons from H2 to the respi
ratory chain and then to 0 2, thus scavenging remaining traces of 0 2 
and maintaining a strict anaerobic environment for the nitrogenase. The 
exclusion of air from the cultures presents the additional advantage of 
allowing the nitrogenase to work in the absence of dinitrogen. Thus, H2 
evolution would be optimal (H+ is the only substrate present), and no 
NH4+, which is an inhibitor of nitrogenase, would accumulate.

T H E  S T A B I L I Z A T I O N  O F  C E L L S  A N D  E N Z Y M E S

Enzymes, such as hydrogenase or nitrogenase, either free or in living 
cells, are efficient catalysts, catalyzing specific reactions under mild 
conditions, in neutral aqueous solutions, at room temperature. However 
the instability of biological systems has impeded their industrial 
application.

The development of immobilization techniques applicable to living 
cells and enzymes has opened up new possibilities for the use of biolog
ical systems in chemical reactors (bioreactors). Cells and chromatophores 
of R. capsulata have been immobilized by entrapment in alginate gels 
[37, 38] in view of their use in fluidized bed bioreactors. After en
trapment in alginate beads, cells of R. capsulata had 80°/o of the H2 
production capacity of that of free bacteria. However in these pre
liminary experiments, the stability of nitrogenase inside the entrapped 
cells was not greater than that in the free living bacteria.

G E N E T I C  C O N S ID E R A T IO N S

Genetic analyses of the genes involved in N2 fixation (nif genes) is 
a very active field of research (cf. [5]). Seventeen nif  genes have been 
identified near the his operon on the chromosome of Klebsiella pneumo
niae. They are organized into seven distinct operons transcribed in the 
same direction (toward the his genes). The regulation of nif  expression 
is complex and not fully elucidated. The nif RLA operon is the regula
tory operon; once that operon is expressed the other nif operons are 
turned on. Furtherm ore nif  L codes for a protein that plays a role in 0 2 
regulation of nitrogenase synthesis. According to Brill [5] some strains 
that lack the nif  L protein but contain the nif A  protein are insensitive 
to repression by 0 2 but are still sensitive to repression by ammonia. On 
the other hand the wild type, in the presence of N H |, does not syn
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thesize either regulatory protein. The locus between nif L  and the pro
moter for the nif RLA operon at which N H | ; regulation occurs has been 
defined as nif R; it is not yet known if  nif R codes for a protein [5].

Further genetic studies of these regulatory and other nif genes 
could lead to the making of new strains with derepressed nitrogenase, 
having much higher H2 evolving capacities.

B I O E N G I N E E R I N G  A S P E C T S

The studies concerning the photoproduction of H2 by photosynthetic 
bacteria are mostly at the stage of basic research. The bioengineering 
aspects as studied by Benemann et al., [2] have not yet received much 
consideration. As pointed out by these latter authors and by the SERI 
scientists [44] some specific near-term options are available '(e.g. use of 
photosynthetic bacteria to produce hydrogen while degrading low- 
nitrogen wastes). It would be advisable to undertake now R and D 
studies to evaluate the economics and the feasibility of such systems
using solar energy for the production of hydrogen.
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FOTOBIOLOGICZNE WYTWARZANIE WODORU *

PHOTOBIOLOGICAL HYDROGEN PRODUCTION

Wacław HENDRICH 

Insty tu t Biochemii Uniwersytetu Wrocławskiego

Streszczenie. Fotobiologiczne wytwarzanie wodoru jest procesem, przebiegającym 
z udziałem apara tu  fotosyntetycznego oraz enzymu, hydrogenazy. Omówiono właś
ciwości hydrogenaz i nitrogenazy oraz donora elektronów dla tych enzymów, ferre- 
doksyny. Przedstawiono proces wytwarzania wodoru przez układ chloroplasty roś
lin wyższych — hydrogenaza, jego mechanizm oraz wpływ różnych czynników na 
wydajność tego procesu. Przedyskutowano istotne różnice mechanizmu w ytw arza
nia wodoru przez naświetlone glony, zielenice i sinice. W tych ostatnich proces jest 
katalizowany głównie przez nitrogenazę, zlokalizowaną w heterocystach.

Summary. In photobiological hydrogen production are  engaged photosynthetic 
apparatus and enzyme, hydrogenase. The properties of hydrogenases and nitro
genase as well as of donor to these enzymes, ferredoxin are described. Photo- 
biological hydrogen production by the system higher p lan t chloroplasts — hydro
genase is presented, including the mechanism of this process and influence of some 
factors on the yield of hydrogen production. The differences in hydrogen production 
by green and blue-green algae are considered. In blue-green algae hydrogen 
production is catalysed mainly by nitrogenase, localized in heterocysts.

Wykaz stosowanych skrótów

ATP — adenozynotrójfosforan 
BSA — albumina surowicy wołu
CCCP — m-chlorofenylohydrazon cyjanku karbonylu 
DBMIB — 2,5-dwubromo-3-metylo-6-izopropylo-p-benzochinon

* Referat wygłoszony na Sympozjum „Biochemiczne podstawy wykorzystania 
energii słonecznej”, XVII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, W arsza
wa, 11 -13  września 1980 r.

P raca  niniejsza została wykonana w ram ach realizacji Problemu Resortowego 
R 1.9.01.03.
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DCMU — 3(3,4-dwuchlorofenylo)-l,l-dwumetylomocznik 
DCPIP — 2,6-dwuchlorofenoloindofenol
DSPD — dwusalicydenopropanodwuamina
FCCP — p-trójfluorometoksyfenylohydrazon cyjanku karbonylu 
Fd — ferredoksyna
HOQNO — N-tlenek 2n-heptylo-4-hydroksychinoliny 
MV — metylo-wiologen
NAD+, N ADH (NADP+, NADPH) — utleniona i zredukowana forma (fos
foranu) dwunukleotydu nikotynamido-adeninowego
PMS — metylosiarczan N-metylofenazoniowy
PSI (2) — fotosyntetyczny zespół barwnikowy 1 (2)
TMPD — N-czterometylo-p-fenyleno-dwuamina

WSTĘP

Badania nad fotobiologicznym wytwarzaniem wodoru mają dwa waż
ne aspekty: a) poznawczy, którego celem jest zbadanie procesów bio
chemicznych prowadzących do wydzielenia wodoru, powiązań fotosynte
zy i innych procesów metabolicznych uczestniczących w wydzielaniu wo
doru, a także jego ewentualnej roli fizjologicznej; b) praktyczny, gdyż 
badania stabilności składników uczestniczących w wytwarzaniu wodoru 
i warunków maksymalnej wydajności tego procesu zmierzają do opraco
wania układów na skalę techniczną, które kosztem promieniowania sło
necznego produkowałyby źródło energii — wodór.

O wadze praktycznego aspektu badań, wykraczającego poza zakres
niniejszego opracowania, może świadczyć parę następujących danych: 
obecnie około 95% energii zużywanej przez ludzkość pochodzi ze spala
nia zgromadzonych w ziemi produktów fotosyntezy: węgla, ropy nafto
wej i gazu ziemnego; tylko pozostałe 5% energii dostarczają inne źródła 
(energia jądrowa, hydroelektryczna). Przy dużym i ciągle wzrastającym 
zapotrzebowaniu na energię grozi to szybkim wyczerpaniem zasobów 
naturalnych. W tej sytuacji ważnym problemem staje się poszukiwanie 
innych dróg wytwarzania źródeł energii. Jedną z rozpatrywanych alter
natyw jest wykorzystanie aparatu fotosyntetycznego lub zbudowanego 
na jego wzór sztucznego układu produkującego wodór kosztem energii 
słonecznej. Dużymi zaletami takiego rozwiązania są: a) wykorzystanie 
nieograniczonego zapasu substratu — wody, b) wykorzystanie nieogra
niczonego źródła energii — promieniowania słonecznego, c) akumulacja 
energii w  postaci gazowego wodoru, którego dalsze wykorzystanie może 
przebiegać z dużą wydajnością (łączenie z tlenem w ogniwach paliwo
wych może dostarczać energię elektryczną z wydajnością do 80%) bez 
obawy o skażenie środowiska.
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Podobne zalety ma inny proponowany sposób przetwarzania energii 
słonecznej, za pomocą fotoogniw półprzewodnikowych [36].

Fotobiologiczne wytwarzanie wodoru można porównać z procesem 
fotosyntezy. Bezpośrednie produkty fotosyntezy, węglowodany, tworzą
się według sumarycznej reakcji:

H20  +  C 02 -> 1/6 C6H120 6 +  0 2 AG — +  120 kcal/mol. (1)
Jeden einstein czerwonego promieniowania odpowiada energii około 

40 kcal, w reakcji (1) magazynuje się więc energia 3 einsteinów. Ponie
waż jednak w normalnych warunkach reakcja ta przebiega w aparacie 
fotosyntetycznym kosztem 8 -1 2  einsteinów, wydajność procesu fotosyn
tezy wynosi około 25 - 40°/o.

Proces fotosyntezy przebiega w dwóch etapach: w pierwszym, foto
chemicznym, zlokalizowanym w błonach wewnątrzchloroplastowych, ty- 
lakoidach, uczestniczą dwa zespoły barwnikowe PSI i PS2 oraz szereg 
przenośników elektronów. W etapie tym energia zaabsorbowanego pro
mieniowania jest wykorzystana do fotolizy wody z wydzieleniem tlenu 
i zmagazynowana w formie ATP i czynnika redukującego, NADPH. Dru
gi, ciemny etap fotosyntezy przebiega w stromie i prowadzi do wiązania 
C 0 2 z utworzeniem węglowodanów kosztem energii ATP i donora wo
doru — NADPH.

Jedną z dróg biologicznego wytwarzania wodoru można rozpatrywać 
jako zagadnienie zatrzymania procesu fotosyntezy na etapie fotolizy wo
dy (ryc. 1). Elektrony, oderwane od wody dzięki działaniu zespołu PS2
i enzymów rozkładających wodę, są przenoszone na kolejne składniki

Rye. 1. Schemat fotobiologicznego wytwarzania wodoru przez naświetlany układ 
chloroplasty—Fd—hydrogenaza. Rolę donora elektronów może pełnić woda lub

egzo(endo)genny donor RH2 (opracowane na podstawie [47])
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łańcucha transportu elektronowego, a następnie, dzięki działaniu zespo
łu PSI, na silny reduktor, ferredoksynę. Potencjał redoks Fd jest niższy 
od potencjału elektrody wodorowej; w obecności odpowiedniego enzymu 
jest więc możliwa reakcja

2  F d r e d  +  2  H + - ^ — £  H a 4 -  2 F d ox . (2 )

a cały proces można zapisać sumaryczną reakcją:
hu

2 H20 ---------------> 2 H2 +  0 2, (3)
„ b i o k a t a l i z a t o r ”

Z tego wynika, że rola zespołu barwnikowego PS2 w tym procesie 
polega na dostarczeniu energii potrzebnej do fotolizy wody i przeniesie
niu elektronów cd wody do przenośników, czynnych między zespołami 
PS2 i PSI. Jeśli do układu zostaną wprowadzone egzogenne donory 
elektronów lub dzięki innym procesom metabolicznym powstaną endo
genne donory elektronów RH2, zdolne do redukcji tych przenośników, 
wtedy funkcję PS2 i fotolizę wody zastąpią te donory i reakcja wydzie
lania wodoru będzie przebiegała według sumarycznego równania

hu
RH2-------------- >R  +  H2. (4)

„biokatalizator”

Przebieg reakcji (3) wymaga udziału składników aparatu fotosynte- 
tycznego glonów lub roślin wyższych, a reakcji i(4) — również innych 
składników, uczestniczących w metabolizmie komórkowym.

Według schematu (rye. 1) w procesie fotobiologicznego wytwarzania 
wodoru kluczową rolę odgrywa enzym — hydrogenaza i przenośnik 
elektronów — ferredoksyna. W następnych częściach tego artykułu będą 
omówione właściwości tych białek, proces wytwarzania wodoru przez 
naświetlone chloroplasty roślin wyższych i glonów, jego mechanizm i po
wiązania z innymi szlakami metabolicznymi oraz układy modelowe wy
twarzające wodór.

HYDROGENAZY

Aktywność hydrogenazową, tzn. zdolność katalizowania reakcji
2H+ +  e -  =  H2, (5)

wykazują trzy enzymy: hydrogenaza odwracalna, hydrogenaza „pochła
niająca” („uptake” hydrogenase) oraz nitrogenaza.

Dzięki zdolności katalizowania reakcji (5), udział hydrogenaz warun
kuje przebieg reakcji (2), (3) i (4). Prócz tego hydrogenazy uczestniczą 
w następujących reakcjach metabolicznych, przebiegających w anaerobo- 
wo adaptowanych zielenicach [54]:

a) reakcja fotoredukcji C 0 2, wymagająca udziału ATP (dostarczanego
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przez cykliczną fotofosforylację, a więc z udziałem zespołu PSI) i reduk
tora (Fdred lub NADPH)

C 02 +  2 H2 +  ~  P (CH20) +  H20, (6)
b) reakcja tleno-wodorowa, przebiegająca bez udziału światła

0 2 +  2 H2 — H20  +  — P, (7)
energia uwalniana w tej reakcji magazynuje się w formie wysokoenerge
tycznego wiązania fosforanowego,

c) ciemna reakcja wiązania węgla
C 02 +  2 H2 +  ~  P  (CHoO) +  H ,0, (8)

d) ciemna reakcja wydzielania (lub pochłaniania) wodoru
RH2 — R +  H2. (9)

Hydrogenazy występują w wielu bakteriach fermentacyjnych i fo- 
tosyntetyzujących, w niektórych bakteriach aerobowych oraz wielu si
nicach. Można je też indukować w anaerobowo adaptowanych zielenicach.
Proces ten wymaga prawdopodobnie energii: pełna aktywność enzymu
pojawia się po 24 godz. anaerobiozy [62], ale dodatek węglowodanów 
skraca okres adaptacji [51].

Hydrogenazy bakteryjne są lepiej poznane od glonowych. Właści
wości różnych hydrogenaz bakteryjnych podali w swej pracy Rao i Hall 
[47]. Masa cząsteczkowa enzymów mieści się w granicach od 50 kdal 
(dla hydrogenazy z Desulphovibrio vulgaris) do 205 kdal (dla hydrogena
zy z Alcaligenes eutrophus). Enzymy te, podobnie do ferredoksyn, zawie
rają w centrum aktywnym niehemowe żelazo i labilną siarkę.

W komórkach bakteryjnych hydrogenazy występują zarówno w for
mie słabo związanej ze strukturami wewnątrzkomórkowymi, łatwo roz
puszczalnej (np. hydrogenaza z Clostridium pasteurianum  [14] i z Thio- 
capsa roseopersicina [25]), jak i w formie silnie związanej z błonami we
wnątrzkomórkowymi (np. hydrogenaza z Desulphovibrio vulgaris [66], 
Chromatium  [24] i Rhodospirillum rubrum  [1]). Enzymy związane z bło
ną należą do hydrogenaz „pochłaniających”, katalizujących reakcję (5) 
tylko w stronę lewą; nie są one zdolne do redukowania akceptorów 
elektronów o niskich potencjałach redoks. Stwierdzono jednak [1, 24], że 
po uwolnieniu z błony hydrogenazy „pochłaniające” przechodzą w enzy
my o aktywności hydrogenaz odwracalnych, zdolnych również do katali
zowania reakcji wydzielania wodoru.

Większość hydrogenaz cechuje duża wrażliwość na tlen. Do enzymów 
bardzo wrażliwych na działanie tlenu należy hydrogenaza z Clostridium 
pasteurianum  [14]. Z tego względu wszystkie badania nad wydzielaniem 
wodoru przez naświetlony układ chloroplasty—hydrogenaza z Clostri
dium  (lub inna, równie wrażliwa na tlen hydrogenaza) były prowadzone
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w obecności glukozy i oksydazy glukozowej oraz etanolu i katalazy, ce
lem wiązania tlenu wydzielanego przez zespół barwnikowy PS2 oraz nad
tlenku wodoru. Mniejszą wrażliwość na tlen wykazują hydrogenazy 
z bakterii niefotosyntezujących Desulphovibrio vulgaris (z przestrzeni 
periplazmatycznej) oraz fotosyntezujących Chromatium  [24], Rhodospi
rillum rubrum  [1] oraz Thiocapsa roseopersicina [25], Ostatnio scharak
teryzowano hydrogenazy mało lub zupełnie niewrażliwe na działanie tle
nu. Całkowitą odporność na tlen wykazuje hydrogenaza z bakterii nie
fotosyntezujących Alcaligenes eutrophus [49], Rao i Hall [47] stwierdzili, 
że hydrogenaza ta dodana do chloroplastów i NADH lub zredukowanego 
MV jako donora elektronów daje układ zdolny do fotobiologicznego wy
twarzania wodoru, mimo braku czynnika wiążącego tlen. Odporne na 
działanie tlenu hydrogenazy reagują jednak bardzo wolno z ferredoksy- 
ną. Większą szybkość wydzielania wodoru obserwuje się po wprowadze
niu sztucznego donora elektronów (np. MV +  hydrosiarczyn) lub odpo
wiedniego przenośnika elektronów (np. cytochromu c3) w przypadku hy
drogenazy z Desulphovibrio [47].

Jak już wspomniano wcześniej, hydrogenazy występują również 
w glonach. W zielenicach występuje głównie hydrogenaza odwracalna. 
Jest to enzym konstytucyjny, aktywowany w czasie ciemnej anaerobio- 
zy. O dużej wrażliwości na tlen świadczy to, że już przy stężeniu 0,8 pi 
Oz/ml następuje częściowa, a przy stężeniu 2,6 |iil 0 2/ml — całkowita 
inaktywacja enzymu [54]. Proces adaptacji może być hamowany dodat
kiem hydrosiarezynu, siarczków, czynników chelatujących żelazo lub 
inhibitorów fosforylacji [28, 29, 45].

Pewne wyniki doświadczeń świadczą o tym, że prócz hydrogenazy 
odwracalnej zielenice zawierają również hydrogenazę „pochłaniającą”. 
Pod bardzo niskimi ciśnieniami wodoru ( ^  0,01 atm) zaobserwowano po
chłanianie wodoru, stwierdzono również różne czasy adaptacji dla aktyw
ności w procesach wydzielania i pochłaniania wodoru związanych z reak
cjami fotoredukcji (6) i tleno-wodorową (7). Obecność dwóch hydrogenaz 
wyjaśnia również wyniki doświadczeń Stuarta i Gaffrona [54], w których 
wydzielanie wodoru wydaje się równoważne jednoczesnym jego pochła
nianiem.

Obydwa enzymy, hydrogenaza odwracalna i pochłaniająca, występu
ją także w wielu sinicach. Odwracalna hydrogeneza jest enzymem łatwo 
rozpuszczalnym, obecnym w obydwóch typach komórek sinic, wegeta
tywnych i heterocystach [22, 59]. Sprzężenie tego enzymu z Fd jest mało 
wydajne. Enzym katalizuje redukcję PMS, błękitu metylenowego 
i DCPIP, ale nie przenosi wodoru na akceptory o niskich potencjałach 
redoks, NAD i NADP. Katalizuje wydzielanie wodoru ze zredukowane
go MV [22].
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Aktywność hydrogenazy pochłaniającej, występującej głównie w he- 
terocystach, jest silnie związana z błoną; enzym wykazuje duże powino
wactwo do wodoru [60]. Egzogenne akceptory elektronów o E '0!> O V 
(np. błękit metylenowy, DCPIP, K3Fe(CN)6) stymulują pochłanianie v. >  
doru przez preparaty komórek heterocystowych w ciemności [46], Światło 
powoduje wzrost szybkości pochłaniania wodoru, co dowodzi udziału en
dogennych akceptorów. Metabolizm tych endogennych akceptorów nie 
jest znany; stwierdzono jedynie, że pochłanianie wodoru nie jest hamo
wane przez antagonistę Fd, DSPD [60], ale jest hamowane przez DBMIB
i HOQNO.

NITROGENAZA

Nitrogenaza jest enzymem występującym we wszystkich organiz
mach zdolnych do wiązania azotu, a więc w niektórych bakteriach foto- 
syntezujących (z rodzajów Chromatium, Rhodospirillum, Rhodomicro- 
bium  i Chlorobium), niefotosyntezujących beztlenowcach (np. Clostridium 
pasteurianum , Desulphovibrio desulphuricans, Methanobacterium, Achro- 
mobacter), tlenowcach (np. z rodzajów Azotobacteur, Pseudomonas i No- 
cardia), bakteriach żyjących w symbiozie z roślinami wyższymi (głównie
z rodzaju Rhizobium) oraz w sinicach [15, 19, 31].

Nitrogenaza jest zbudowana z dwóch części, składnika I i II. Skład
nik I, o masie cząsteczkowej 220 kdal, zawiera 4 podjednostki — poje
dyncze łańcuchy polipeptydowe oraz 24 atomy Fe i 2 atomy Mo. Skład
nik II ma masę cząsteczkową 55 kdal, 2 podjednostki polipeptydowe i 4 
atomy Fe [12]. Atomy Mo, które są częścią składową centrum aktywnego 
enzymu wraz z kilkoma atomami Fe wiążą się nie bezpośrednio ze skład
nikiem I, lecz z małą cząsteczką kofaktora zasocjowanego z tym skład
nikiem. Dokładna struktura przestrzenna enzymu nie jest znana.

Nitrogenaza katalizuje redukcję H +, N2, C2H2 i innych substratów 
z potrójnym wiązaniem. Reakcja ta przebiega z udziałem reduktora 
i źródła energii, ATP. Stosunek ATP do przeniesionych elektronów, 
ATP/2e~ zależy od pH, tem peratury i stężeń substratów; w optymalnych 
warunkach zbliża się do 4, więc redukcja cząsteczki N2 do dwóch cząste
czek NH3 wymaga 12-24  cząsteczek ATP. Aktywnym reduktorem dla 
rozpuszczalnej nitrogenazy z Anabaena cylindrica jest zredukowana for
ma Fd [9, 30].

Podobnie, jak omówione poprzednio hydrogenazy, nitrogenaza jest 
inaktywowana działaniem tlenu [31]. Zachowanie jej aktywności w sini
cach należy przypisać lokalizacji w heterocystach, powstających w szcze
gólnym procesie różnicowania prokariotów. Za lokalizacją nitrogenazy
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w heterocystach przemawia korelacja częstotliwości występowania tych 
komórek w różnych warunkach rozwoju z aktywnością nitrogenazy.

W porównaniu z normalnymi komórkami, heterocysty wykazują na
stępujące szczególne cechy:

a) mają znacznie grubszą ścianę komórkową, utrudniającą dostęp 
tlenu do wnętrza komórki,

b) nie zawierają zespołu barwnikowego PS2 [65] lub zawierają ten 
zespół w formie mało aktywnej, jak sugerują Isaakidou i Papageorgiou 
[35] na podstawie występowania w heterocystach z Nostoc muscorum  
wysokopotencjałowej formy cytochromu b 560,

c) nie zawierają fikobilin [17, 50] i Mn [58] oraz nie wydzielają 
tlenu [U],

d) nie mają zdolności wiązania C 02, [64],
e) mają czynny zespół PSI, zdolny do katalizowania cyklicznej fos

forylacji,
f) wykazują wysoki poziom nitrogenazy.

FERREDOKSYNY

Ferredoksyny należą do dużej grupy białek, zwanych białkami Fe-S 
i występujących we wszystkich komórkach bakteryjnych i roślin
nych [47]. Białka te charakteryzują się centrum aktywnym, w którym 
występuje niehemowe żelazo związane ze siarką cysteiny i siarką labil- 
ną. Ze względu na budowę centrum aktywnego, ferredoksyny uczestni
czące w fotosyntezie można podzielić na:

a) 2(Fe-S) białka, zawierające w centrum aktywnym 2 atomy żela
za i dwa atomy siarki. Do tej grupy należą Fd chloroplastów roślin wyż
szych i glonów. Masy cząsteczkowe tych białek są równe 10-13 kdal. 
2(Fe-S) białka uczestniczą w przemianach jednoelektronowych (np. reak
cja 2) mają silnie ujemne formalne potencjały redoks w granicach od 

425 do -3 5 0  mV [13].
b) 4(Fe-S) białka. Są to tzw. ferredoksyny bakteryjne; ich centrum 

aktywne jest zbudowane z 4 lub 8 atomów żelaza i siarki labilnej. Masa 
cząsteczkowa Fd bakteryjnych jest zawarta w granicach 6 -1 0  kdal, 
a potencjały redoks w granicach od —490 do —300 mV.

Tagawa i Arnon [56] wykazali, że Fd roślinne i bakteryjne (na przy
kładzie Fd szpinaku i C. pasteurianum) mogą wzajemnie zastępować się 
w procesach: a) ciemnej redukcji nukleotydów pirydynowych przez chlo
roplasty w obecności H2 jako donora elektronów i hydrogenazy z C. pa
steurianum, b) fotowytwarzania wodoru przez układ chloroplasty—hy- 
drogenaza z donorem, hydrosiarczynem. Rao i Hall [47] podają jednak,
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że tylko hydrogenaza z C. pasteurianum  jest „uniwersalna” i może efek
tywnie współdziałać z różnymi ferredoksynami. Inne hydrogenazy są 
bardziej specyficzne; z „niewłaściwymi” Fd dają mało aktywne układy.

WYTWARZANIE WODORU PRZEZ NAŚWIETLANE CHLOROPLASTY ROŚLIN
WYŻSZYCH

Pierwsze doświadczenia nad wytwarzaniem wodoru przez naświetla
ne chloroplasty roślin wyższych przeprowadzili Arnon i wsp. [3]. Badali 
oni układ zawierający chloroplasty szpinaku, DOMU blokujący zespół 
PS2 i wydzielanie tlenu, cysteinę — donor elektronów, DCPIP i metylo- 
lub benzylo-wiologen jako przenośniki elektronów oraz hydrogenazę 
z Chromatium. Naświetlanie tego układu prowadziło, dzięki niecyklicznej 
fotofosforylacji, do syntezy ATP i wytwarzania wodoru.

Podobne wytwarzanie wodoru zaobserwowano również dla układu 
składającego się z chloroplastów szpinaku inaktywowanych częściowo 
ogrzaniem przez 5 min do 55°C, askorbinianu i DCPIP oraz surowego 
preparatu hydrogenazy z Clostridium pasteurianum , zawierającego praw 
dopodobnie Fd, dzięki czemu układ nie wymagał dodatku przenośnika
elektronów, Mv.

Dalsze badania nad wytwarzaniem wodoru przez naświetlany układ
%

chloroplasty—hydrogenaza zmierzały do znalezienia możliwie najbar
dziej aktywnych donorów i przenośników elektronów, a także do popra
wienia wydajności układu (szybkości wytwarzania wodoru i czasu pracy 
układu). Zagadnienie poprawienia wydajności układu wiąże się z zaha
mowaniem autoutlenienia Fd i inaktywowania hydrogenazy, a także 
z przedłużeniem okresu stabilności zespołu PS2.

Rolę donorów elektronu może pełnić szereg związków. Benemann 
i wsp. [7] stwierdzili, że naświetlanie układu zawierającego tylko chlo
roplasty, Fd i hydrogenazę z Clostridium kluyveri prowadzi do krótko
trwałego wydzielania wodoru, co dowodzi, że rolę donora może pełnić 
woda, a reakcja wytwarzania wodoru przebiega według równania (3). 
Wniosek ten potwierdziły badania Rao i wsp. [48]: dodanie inhibitorów 
zespołu (DCMU, DBMIB) lub ogrzanie chloroplastów do 55°C przez 5 min 
blokuje wydzielanie wodoru, ale dodanie donora elektronów dla PSI, 
askorbinianu i DCPIP reaktywuje układ. Wydajność i trwałość takiego 
układu jest stosunkowo mała, dostarcza on średnio 10 umoli H2/mg chi. 
godz. przez 3 godziny.

Celem wyeliminowania dezaktywującego działania 0 2 na hydroge
nazę, Krampitz [41] rozdzielił fotochemiczną fazę reakcji, przebiegającą 
z udziałem chloroplastów, od ciemnej fazy wydzielania wodoru, katali
zowanej przez hydrogenazę. W pierwszym szklanym naczyniu naświetla-

3 — Postępy Biol. Kom. 3/81
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nie mieszaniny chloroplastów ze szpinaku oraz NADP+ prowadziło do 
redukcji dwunukleotydu. Utworzony NADPH dializowano i przepompo
wywano do drugiego naczynia, zawierającego hydrogenazę C. kluyveri. 
Po utlenieniu NADPH i wydzieleniu wodoru NADP+ był ponownie prze
pompowywany do pierwszego naczynia. Wydajność tego dwustopniowe
go procesu była jednak niska z powodu nietrwałości przenośnika elektro
nów NADP+/NADPH i niestabilności zespołu PS2.

Wpływ niestabilności zespołu PS2 można wyeliminować, stosując 
sztuczne donory elektronów dla zespołu PSI: funkcję tę pełnią, prócz 
wymienionych poprzednio, cysteiny oraz pary askorbinian — DCPIP, 
dwutiotreitol [4] oraz NADP+ (z pośrednikiem, metylowiologenem) [43]. 
Znaczną szybkość wydzielania wodoru (125 (imoli H2/mg chi-1 , godz.-1) 
uzyskali Hoffmann i wsp. [34], naświetlając w warunkach anaerobowych 
zamknięte pęcherzyki tylakoidów (chloroplasty typu C) ze szpinaku 
w obecności hydrogenazy z Clostridium, askorbinianu i TMPD jako do
nora elektronów oraz MV jako przenośnika.

Dokładne badania optymalnych warunków wydzielania wodoru przez 
naświetlany układ chloroplasty roślin wyższych—hydrogenaza przepro
wadzili i porównali z wcześniejszymi wynikami Rao i Hall [47]. Autorzy 
ci stwierdzili, że chloroplasty izolowane z różnych roślin wykazują po
dobną wydajność wydzielania wodoru. Zaobserwowano natomiast znacz
ne różnice stabilności chloroplastów: organelle te, izolowane w Cheno- 
podium quinca w medium sorbitol-HEPES i przechowywane w ciemności 
w 4°C, są 9-krotnie stabilniejsze od chloroplastów szpinaku, izolowanych 
i przechowywanych w identycznych warunkach (jako kryterium stabil
ności przyjęto zdolność redukcji żelazicyjanku), a 3-krotnie stabilniej
sze w warunkach ciągłego naświetlenia.

Według Hoffmanna i wsp. [34] chloroplasty fragmentowane działa
niem ultradźwięków lub 0,4°/o digitoniny zachowują 30 - 40% aktywności 
wydzielania wodoru (za pośrednictwem anaerobowej redukcji MV) w po
równaniu z chloroplastami typu C. Chloroplasty poddane działaniu 1% 
digitoniny tracą zdolność wydzielania wodoru. Natomiast nie zaobserwo
wano istotnych różnic aktywności między chloroplastami typu C i B.

Rao i Hall [47] opisują wyniki badań stechiometrii wydzielania wo
doru. Naświetlenie chloroplastów rozsprzężonych (z 5 mM NH4C1) pro
wadzi do wydzielania wodoru z szybkością 30 - 50 jxmoli H2/mg chi. godz. 
oraz do wydzielania tlenu z szybkością 200 - 400 [xmoli 02/mg chi. godz. 
(pomiar elektrodą tlenową). Wynika stąd, że tylko 10 - 20% całkowitego 
transportu elektronowego jest sprzężone z wydzielaniem wodoru. Za ten 
niski stopień sprzężenia odpowiedzialna jest głównie ferredoksyna: z jed
nej strony zredukowana forma Fd w pewnych warunkach może reago
wać szybciej z tlenem jak z hydrogenazą. Z drugiej strony, według
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badań Kinga i wsp. [40], Fd znacznie efektywniej przekazuje elektrony 
do NADP+ jak do protonów: K m dla ciemnego wydzielania wodoru z hy- 
drosiarczynem sodu i udziałem hydrogenazy z Chlamydomonas reinhardii 
jest ok. 70 razy większa od Km dla fotoredukcji NADP+ katalizowanej 
preparatem tylakoidów.

Rao i Hall [47] opisali wyniki badań wpływu wstępnego naświetla
nia na wydzielanie wodoru i tlenu. W serii doświadczeń naświetlano 
chloroplasty szpinaku, następnie dodawano akceptor elektronów, 
K3Fe(CN)6 i mierzono elektrodą tlenową szybkość wydzielania tlenu, 
lub dodawano hydrogenazę z C. pasteurianum  i mierzono szybkość wy
dzielania wodoru. Tą drogą stwierdzono, że w czasie 90 minut preilumi- 
nacji szybkość wydzielania wodoru rośnie do maksimum (od około 3 do 
20 pmoli H2/mg chi. godz.), a szybkość wydzielania tlenu maleje trzy
krotnie (do około 60 umoli 0 2/mg chi. godz.). Fakty te można tłumaczyć 
gromadzeniem puli zredukowanej Fd, która pierwotnie reaguje z inny
mi, aktywniejszymi akceptorami elektronów, a dopiero po ich wyczerpa
niu może wydajniej reagować z hydrogenazą.

Fotobiologiczne wytwarzanie wodoru różni się od innych fotoche
micznych reakcji chloroplastów natężeniem nasycającym światła. Według 
Fry i wsp. [21] układ chloroplasty—hydrogenaza wykazuje maksymalną 
szybkość wydzielania wodoru przy niskich natężeniach światła, około 
8 • 103 erg. • cm-2 • s—1. Zjawisko nasycenia dla tego procesu występuje 
przy natężeniach światła około 10-krotnie niższych niż dla wydzielania 
tlenu z akceptorami — K3Fe(CN)6 lub NADP+. Według wspomnianych 
autorów różnice te można przypisać temu, że najwolniejszym stadium 
wydzielania wodoru jest nie fotochemiczne tworzenie czynnika reduku
jącego, lecz dyfuzja zredukowanych pośredników do Fd i hydrogenazy.

Fotosyntetyczny transport elektronów i wytwarzanie H2 nie różnią 
się natomiast w istotny sposób optymalną wartością pH. Optimum pH 
dla transportu elektronowego od wody do K3Fe(CN)6 wynosi 7,6, nato
miast dla wydzielania wodoru z układu chloroplasty—hydrogenaza jest 
zawarte w przedziale 7 -7 ,5  [21].

Warto również wspomnieć o badaniach nad wpływem różnych sub
stancji na wydzielanie wodoru. Znany jest stabilizujący i zwiększający 
fotochemiczną aktywność chloroplastów wpływ dodatku BSA [20]. Wpływ 
dodatku BSA na wydzielanie wodoru z układu chloroplasty—hydrogena
za zaznacza się znacznie wyraźniej w przypadku chloroplastów zamrożo
nych i rozmrożonych niż świeżych [47]. Działanie ochronne BSA polega 
prawdopodobnie na wiązaniu kwasów tłuszczowych, uwalnianych przez 
lipazy i proteazy.

Próby stabilizowania błon chloroplastowych wykazały, że najlepsze 
wyniki daje inkubacja materiału z 5 (imolami aldehydu glutarowego na
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mg chlorofilu przez 30 min w 0°C. Tak preparowane błony chloroplasto
we są znacznie stabilniejsze w ciemności (aktywność w transporcie elek
tronowym od wody do żelazicyjanku zmniejsza się do połowy dopiero po 
30 godz.) od chloroplastów nie poddanych działaniu aldehydu glutarowe- 
go; związek ten nie chroni jednak chloroplastów przed dezaktywacją na 
świetle [47],

Zwiększoną trwałość układu na świetle próbowano również uzyskać 
przez immobilizację hydrogenazy i ferredoksyny. Stwierdzono, że różne 
metody immobilizacji prowadzą do znacznej stabilizacji układu (do kilku 
dni), jednak równocześnie silnie obniżają aktywność. W obecności na
świetlanych chloroplastów immobilizowana Fd jest zdolna do przeno
szenia elektronów od askorbinianu do rozpuszczalnej hydrogenazy, ale 
równoczesna immobilizacja Fd i hydrogenazy prowadzi do całkowitej 
u traty  zdolności wytwarzania wodoru; przyczyną tego jest prawdopodob
nie zbyt utrudniona dyfuzja przenośników elektronów.

Dodanie dysmutazy ponadtlenowej nie ma wpływu na wytwarza
nie wodoru, można więc sądzić, że w naświetlanym układzie nie powsta
ją rodniki 0 2 lub nie mają one wpływu na proces wytwarzania wodo
ru. Natomiast dodanie katalazy i etanolu stymuluje wydzielanie wodoru, 
co świadczy o hamowaniu tego procesu przez H20 2, wytworzoną przez 
0 2 i glukozę w obecności oksydazy glukozowej [21, 48]. Wytwarzanie 
wodoru jest hamowane również przez askorbinian i PMS, prawdopodob
nie dzięki ułatwieniu cyklicznego przepływu elektronów wokół zespołu 
PSI. Rozsprzęgacze (np. 10-6 M FCCP) nie mają wpływu na wytwarza
nie wodoru przez układ zawierający rozsprzężone chloroplasty, ale zwięk
szają szybkość wydzielania wodoru przez chloroplasty sprzężone [47].

WYTWARZANIE WODORU PRZEZ NAŚWIETLANE GLONY

W odróżnieniu od roślin wyższych, w wielu glonach występują hy
drogenazy, toteż proces wytwarzania wodoru przez te organizmy nie wy
maga uzupełnienia badanego obiektu enzymem. Możliwe, że dzięki temu 
pierwszymi obiektami doświadczalnymi, w których zaobserwowano foto- 
biologiczne wytwarzanie wodoru, były glony: Gaffron i Rubin [23] 
stwierdzili, że naświetleniu glonów w warunkach beztlenowych towarzy
szy wydzielanie wodoru. Proces ten stymuluje dodatek glukozy lub in
nych egzogennych donorów wodoru, a towarzyszy mu uwalnianie dwu
tlenku węgla.

Obszerne badania, prowadzone w wielu laboratoriach, zmierzały do 
poznania mechanizmu wytwarzania wodoru oraz udziału zespołów PSI 
i PS2 w tym procesie, jak również powiązania tego procesu z innymi 
szlakami metabolicznymi. Stuart i Kaltwasser [55] stwierdzili, że m u
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tanty pozbawione zespołu PSI wykazują bardzo niską aktywność wytwa
rzania wodoru. Stosując normalne kultury glonów uzyskano silne hamo
wanie wydzielania wodoru przez DSPD [4], antagonistę Fd [61]. Według 
Hallenbecka i Benemanna [27] dowodzi to bezpośredniej zależności pro
cesu wytwarzania wodoru od przepływu elektronów przez PSI; nie wy
klucza to jednak możliwości pośredniego udziału PSI przez dostarczanie 
drogą cyklicznej fosforylacji energii, potrzebnej do ciemnych reakcji w y
twarzających wodór. Przeciwko tej alternatywie przemawia stymulowa
nie wydzielania wodoru przez rozsprzęgacz CCCP [32, 38]. W procesie 
wytwarzania wodoru uczestniczą też przenośniki elektronów, czynne mię
dzy zespołami PSI i PS2. Wynika to z doświadczeń Bishopa i wsp. [8], 
którzy stwierdzili, że mutanty pozbawione wskutek delecji genetycznej 
cytochromu f 553 nie są zdolne do fotosyntezy, fotoredukcji (reakcja 6) 
i wytwarzania wodoru. Prawie całkowite zahamowanie wydzielania wo
doru powoduje też antagonista plastochinonu — DBMIB.

Udział zespołu PS2 w wytwarzaniu wodoru jest ciągle dyskusyjny. 
Szereg mutantów pozbawionych tego zespołu wykazuje normalną aktyw
ność w procesie fotoredukcji C 02, lecz silnie zahamowaną fotosyntezę 
i wytwarzanie wodoru; efekt ten może być jednak wywołany brakiem 
niektórych składników łańcucha transportu elektronowego. Healey [33] 
doszedł do wniosku, że glony zawierające hydrogenazę można podzielić 
na trzy grupy na podstawie wrażliwości na DCMU:

1. glony, w którym DCMU nie hamuje wytwarzania wodoru (nie
które odmiany Chlamy domonas),

2. proces wytwarzania wodoru jest hamowany przez DCMU w oko
ło 50% (niektóre odmiany Scenedesmus i Chlorella pyrenoidosa),

3. proces wytwarzania wodoru jest hamowany przez DCMU całko
wicie (Chlorella vulgaris i Chlorella sp.).

Wydaje się, że o ile w glonach grupy 3 donorem elektronów jest 
woda (a więc zespół PS2 uczestniczy w procesie wytwarzania wodoru),
0 tyle w glonach pozostałych grup źródłem reduktorów mogą być związki 
organiczne. Stuart i Gaffron [53] stwierdzili, że w glonach Chlorella
1 Scenedesmus z wydzielaniem tlenu zablokowanym dodatkiem CCCP 
wytwarzanie wodoru hamuje w około 50% dodatek DCMU.

O udziale organicznych donorów w wytwarzaniu wodoru świadczą 
też wyniki następujących doświadczeń:

a) jak już wspomniano wcześniej, wytwarzaniu wodoru towarzyszy
uwalnianie C 02 [38],

b) wysokie stężenie C 0 2 w fazie gazowej hamuje wydzielanie wo
doru [32],

c) długi okres ciemnej anaerobiozy obniża wydajność indukowanego 
światłem wytwarzania wodoru, prawdopodobnie wskutek wyczerpania

I
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puli reduktorów. Efekt ten może być zniesiony wstępnym okresem 
fotosyntezy lub dodatkiem glukozy [32, 33]. Z wielu badanych metaboli
tów czynna jest tylko glukoza, co świadczy o związku procesu wytwarza
nia wodoru ze szlakiem glikolitycznym Embdena-Meyerhofa. Połączenie 
tych dwóch procesów nie jest jednak jasne, gdyż według stechiometrycz- 
nych pomiarów Stuarta i Gaffrona [52] 1 (irnol glukozy powoduje w y
tworzenie 0,5 pmola H2.

d) o udziale cyklu kwasu cytrynowego w procesie wytwarzania wo
doru przez glony Chlamydomonas świadczy hamowanie tego procesu 
przez fluorooctan [32].

Na uwagę zasługują też pomiary kinetyki wydzielania tlenu i wo
doru, na podstawie których można sądzić o różnicach mechanizmu tych 
dwóch procesów. Zastosowanie techniki błyskowego oświetlenia dowiodło, 
że wydzielanie tlenu z chloroplastów, przez dłuższy czas inkubowanych 
w ciemności, następuje dopiero przy trzecim błysku, następnie ma cha
rakter oscylacji tłumionych z okresem co czwarty błysk [19]. Natomiast 
wytwarzanie wodoru następuje już przy pierwszym błysku ze stałą wy
dajnością przez co najmniej 26 błysków [26].

Przeprowadzono też badania kinetyki wytwarzania wodoru przy 
ciągłym oświetleniu [8, 52]. W ciągu pierwszych kilku minut naświetla
nia następuje „wybuch” wytwarzania wodoru (z szybkością 34 ixl H2/mg 
suchej masy • godz. w ciągu pierwszej minuty [8]), po którym następuje 
długi okres wolniejszego wytwarzania wodoru z szybkością około 5 pi 
H2/mg suchej masy • godz. [33]. Te zmiany kinetyki wytwarzania wodoru 
przypisuje się albo szybkiemu gromadzeniu tlenu dezaktywującego hy- 
drogenazę, albo szybkiemu obniżeniu poziomu zakumulowanych redukto
rów do stanu fotostacjonarnego. Według Hallenbecka i Benemanna [27] 
„wybuch” wytwarzania wodoru może pełnić ważną funkcję fizjologicz
ną. Po dłuższym okresie ciemnej anaerobiozy wydzielanie tlenu jest sil
nie zakłócone, prawdopodobnie dzięki obniżeniu poziomu redoks puli 
przenośników elektronów (np. plastochinonu), które utrudnia efektywne 
utlenienie pierwotnego akceptora elektronów od PS2 [16]. Faza szybkie
go wytwarzania wodoru może przyspieszyć powrót aparatu fotosynte- 
tycznego do stanu w pełni wydajnego przez utlenienie puli przenośników 
elektronów. Sugestie te są poparte pośrednio wynikami doświadczeń 
Kesslera [39]: glony nie zawierające hydrogenaz po dłuższym okresie 
ciemnej anaerobiozy tracą na kilka minut zdolność wydzielania tlenu na 
świetle.

Procesy prowadzące do wytwarzania wodoru w zielenicach są przed
stawione schematycznie na ryc. 2.

W porównaniu z omówionymi zielenicami, proces wytwarzania wo
doru przez naświetlane sinice jest bardziej złożony, a jego interpretacja
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Ryc. 2. Schemat wytwarzania wodoru przez naświetlane zielenice
Q — p i e r w o t n y  a k c e p t o r  e l e k t r o n u  o d  P S 2; P Q  — p l a s t o c h i n o n ;  P C  — p l a s t o c y j a n i n a  ( o p r a 

c o w a n e  n a  p o d s t a w i e  [27])
■  f  *  f  /  *  h  n  •  .  4  r

trudniejsza. Wynika to zarówno z występowania dwóch różnych typów 
komórek w tych organizmach, jak i z udziału w wydzielaniu wodoru 
wszystkich trzech typów enzymów, hydrogenazy odwracalnej, nieodwra
calnej „pochłaniającej” i nitrogenazy.

Obecności hydrogenazy pochłaniającej dowiodły pomiary Beneman- 
na i Weare [5]: sinice poddane działaniu DCMU w ciemności pochłania
ją H2, przy czym proces ten przebiega nawet pod bardzo niskimi ciśnie
niami parcjalnymi wodoru, rzędu 0,05% [37]. Ta tleno-wodorowa reak
cja (7) jest hamowana w 50% przez 7,3% CO [10], który prawdopodob
nie dezaktywuje hydrogenazę.

Inne właściwości wykazuje proces wytwarzania wodoru przez sinice 
na świetle. Stwierdzono, że przebiega on z szybkością 8,8 [ii H2/mg su
chej masy • godz. przez co najmniej 3 godz. naświetlania. Wytwarzanie 
wodoru nie jest hamowane przez DCMU, czym różni się ten proces od 
wytwarzania wodoru przez anaerobowo adaptowane zielenice. Szybkość 
wydzielania wodoru jest skorelowana z szybkością redukcji acetylenu, co 
świadczy o katalizowaniu tego procesu przez nitrogenazę, która w braku 
innych akceptorów wodoru działa jako zależna od ATP jednokierunkowa 
hydrogenaza.

Decydujący udział nitrogenazy w procesie wytwarzania wodoru 
przez sinice potwierdzają wyniki szeregu doświadczeń. Proces jest słabo 
hamowany przez 0 2 i CO, ale silnie przez N2 (w atmosferze N2 wytwarza
nie wodoru na świetle jest zahamowane w 90%) [37]. Aktywność nitro
genazy zależy od ATP, a więc od źródeł energii. W ciemności wytwarza-
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nie wodoru jest uwarunkowane obecnością tlenu, źródłem energii jest 
więc fosforylacja oksydacyjna związana z łańcuchem oddechowym. Nato
miast dla aktywności nitrogenazy potrzebne jest światło. Fay [18] sto
sując monochromatyczne światło wykazał, że redukcja acetylenu prze
biega z udziałem zespołu PSI. Jak już wcześniej wspomniano, nitrogena- 
za jest zlokalizowana w heterocystach, ATP potrzebne dla tego enzymu 
jest więc tworzone w cyklicznej fotofosforylacji [57]. Nie wykluczony 
jest też udział fotofosforylacji niecyklicznej z wykorzystaniem donorów 
endogennych lub egzogennych, których funkcję mogą pełnić glikolan, 
jabłczan, bursztynian lub izocytrynian [44]. Donory endogenne są wy
twarzane w cyklu kwasu cytrynowego: świadczy o tym hamowanie 
ciemnej reakcji redukcji acetylenu przez fluorooctan.

Ryc. 3. Schem at wytw arzania wodoru w heterocystach naświetlanych sinic. Ozna
czenia — jak  na ryc. <2 (opracowane na podstawie [27])

Przepływ elektronów przez PSI prowadzi do redukcji Fd, która jest 
fizjologicznym donorem elektronów dla nitrogenazy. W ciemności reduk
cja Fd może przebiegać inną drogą, kosztem NADPH, tworzonego w du
żych ilościach w cyklu pentozofosforanów (aktywność enzymów tego 
cyklu wykryto w heterocystach) [63].

Schemat procesów, prowadzących do wytwarzania wodoru w na
świetlanych sinicach przedstawiono na ryc. 3.
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SZTUCZNE UKŁADY WYTWARZAJĄCE WODÓR

W sztucznych układach, wytwarzających wodór kosztem energii 
promieniowania, wykorzystywano zarówno związki nieorganiczne, jak 
i organiczne. Prace dotyczące układów nieorganicznych, działających we
dług mechanizmów różnych od opisanych już układów biologicznych, opi
sał w artykule przeglądowym Krasnovsky [42].

Prace nad sztucznymi układami organicznymi zmierzają głównie do 
syntezy katalizatorów, zawierających Mn2+ i symulujących działanie en
zymu rozkładającego wodę oraz do syntezy analogów miejsca czynnego 
ferredoksyny, zawierających żelazo i siarkę i związanych z niskoczą- 
steczkowymi peptydami. Adams i wsp. [2] stwierdzili, że czterojądrowe 
kompleksy zawierające Fe4S4 i oktapeptyd lub sulfoetanol podlegają od
wracalnej jednoelektronowej redukcji w obecności hydrosiarczynu. 
Kompleksy te są rozpuszczalne w wodzie i mogą zastąpić funkcję Fd 
w procesie wytwarzania wodoru katalizowanym hydrogenazą z Clostri
dium pasteurianum  z donorem elektronów — hydrosiarczynem.
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STRUKTURA BŁON TYLAKOIDÓW A PROCES FOSFORYLACJI
FOTOSYNTETYCZNEJ *

THYLAKOID MEMBRANE STRUCTURE AND PHOTOSYNTHETIC
PHOSPHORYLATION

Grażyna MAJEWSKA i Stanisław WIĘCKOWSKI 

Zakład Biochemii Roślin, Insty tu t Biologii Molekularnej UJ, Kraków

Streszczenie. W artykule dokonano przeglądu piśmiennictwa na tem at struktury  
błon tylakoidów oraz przedstawiono współczesne poglądy na mechanizm fosforyla
cji fotosyntetycznej. Szczególną uwagę zwrócono na takie zagadnienia, jak skład 
peptydowy lamell, modele błon tylakoidów, sprzężenie fosforylacji fotosyntetycznej 
z łańcuchem transportu  elektronów, powstawanie różnicy potencjału elektrycznego 
w błonach tylakoidów, s truk tu ra  czynnika sprzęgającego (CFi) i chemiosmotyczna 
teoria fosforylacji fotosyntetycznej.

Sum m ary.  The structure of thylakoid membranes and the hypothesis of photo
synthetic phosphorylation have been reviewed. In  particular, this presentation deals 
with the polypeptide composition of chloroplast lamellae, the models of thylakoid 
membranes, coupling of photophosphorylation with electron transport chain, the 
structure of coupling factor (CFi), and w ith  the chemiosmotic hypothesis of photo
synthetic phosphorylation.

Stosowane skróty

SDS — siarczan dodecylu sodu 
PS I — I układ fotosyntezy 
PS II — II układ fotosyntezy
LHC (light harvesting chlorophyll alb protein complex) — kompleks 
chlorofil a/b-białko zbierający energię
CFi (coupling factor) — chloroplastowy czynnik sprzęgający

* Referat wygłoszony na Sympozujm „Biochemiczne podstawy wykorzystania 
energii słonecznej”, XVII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Warsza
wa, 11 - 13 września 1980 r.

\ « s  . W *1 • I, ' ‘ ; *
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CF0 — białka błon tylakoidów stanowiące łącznie z CFi kompleks synte- 
tazy ATP
PQ — plastochinon A
Q — pierwotny akceptor elektronów w PS II 
Pi — fosforan nieorganiczny
DCMU — 3-(3,4-dwuchlorofenylo)-l,l-dimetylomocznik 
DBMIB — 2,5-dwubromo-3-metylo-6-izopropylo-p-benzochinon 
eADP — l,N6-etenoadenozyno dwufosforan 
AMP-PNP — adenyloimidodwufosforan 
eAMP-PNP — l,N6-etenoadenyloimidodwufosforan
arylazydo-ATP (-ADP) — 3-0-{3-[N-(4-azydo-2-nitrofenylo)amino] pro- 
pionylojadenozyno trójfosforan (dwufosforan)
NBD — 7-chloro-4-nitrobenzo-2-oksy-l,3-diazol 
EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

WSTĘP j

Od kilkunastu lat struktura i funkcja systemu lamellarnego chloro
plastów budzi duże zainteresowania zarówno wśród wielu biologów, jak 
również chemików i fizyków. W błonach tych odbywa się bowiem trans
formacja energii świetlnej w chemiczną w wyniku czego zachodzi reduk
cja NADP+ i fosforylacja ADP. Te pierwotne produkty fotosyntezy 
(NADPH, ATP) są wykorzystywane w określonych reakcjach wiązania 
C 0 2 i syntezy związków organicznych.

Celem niniejszego artykułu jest przedstawienie współczesnych po
glądów na temat struktury błon tylakoidów oraz mechanizmu fosforyla
cji fotosyntetycznej. Czytelników zainteresowanych określonymi aspekta
mi poruszanych zagadnień odsyłamy do innych opracowań publikowa
nych w języku polskim [42, 47 - 49, 59, 77].

SKŁAD CHEMICZNY I MODELE BŁON TYLAKOIDÓW *

Dotychczas otrzymane wyniki wskazują, iż struktura błon tyla
koidów jest zgodna z ogólnym modelem błon cytoplazmatycznych, opra
cowanym przez Singera i Nicolsona [129], tzn. zrąb stanowią dwie war
stwy lipidów, w których zanurzone są białka integralne o charakterze
hydrofobowym lub amfipatycznym, a na powierzchni znajdują się biał
ka powierzchniowe stosunkowo luźno związane z hydrofilową częścią w ar
stwy lipidów (patrz [4]). Powierzchnia jest pokryta jonizującymi grupa-

* Patrz również [153].
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mi, przy czym gęstość ładunków elektrycznych jest uzależniona od pH 
[1, 105] i od stężenia kationów [82].

W skład frakcji lipidowej wchodzą fosfolipidy (fosfatydyloglicerol, 
fosfatydylocholina), glikolipidy (monoacylodiglicerydy, digalaktozylodigli- 
cerydy) i sulfolipidy; na obojętne glikolipidy przypada około 80%, nato
miast resztę stanowią ujemnie naładowane fosfo- i sulfolipidy [2]. W li
pidach błon tylakoidów, zwłaszcza w glikolipidach, znajduje się stosun-

V

kowo dużo kwasów nienasyconych (głównie kwasu linolenowego), przez 
co błona ma charakter półpłynny. Zdaniem niektórych badaczy (patrz 
[4]) nie wszystkie lipidy mogą się jednak przemieszczać w horyzontalnej 
płaszczyźnie błony.

We frakcji lipidowej występuje jeszcze wiele innych składników 
jak: barwniki fotosyntetyczne (w kompleksach z białkami), plastochinony 
(patrz dalej), tokoferole, tokoferylochinony, witamina K i inne (patrz
[153]).

Struktura białek integralnych nie została do tej pory dokładnie po
znana. Stosując inkubację lamell (pozbawionych lipidów) w roztworze 
SDS i elektroforezę w gradiencie gęstości żelu poliakrylamidowego z do
datkiem SDS, wyizolowano około 60 polipeptydów o masach cząsteczko
wych od około 9000 do około 110 000 [4, 78]. Niektóre z tych polipepty
dów występują w postaci agregatów o ciężarach cząsteczkowych 60 0 0 0  - 
80 0 0 0 ; dysocjacja zachodzi dopiero w obecności wyższych stężeń de
tergentu [73]. Również polipeptydy o masach cząsteczkowych 24 000 
i 16 0 0 0  można wyizolować w postaci odpowiednich dimerów o ciężarach 
cząsteczkowych 48 000 lub 31 000 [6 ].

Stosując SDS i elektroforezę z lamell chloroplastów nie poddanych 
wcześniej delipidacji, wyizolowano sześć typów kompleksów chlorofilo- 
wo-białkowych [5, 156]. Dwa z nich o masach cząsteczkowych około 
70 000 zawierały P700, co oznacza, że pochodziły one z I układu foto
syntezy. Trzy kompleksy o masach cząsteczkowych około 25 000 nie za
wierały centrów reakcji; zostały one zidentyfikowane jako składniki 
kompleksu chlorofilowo-białkowego zbierającego energię. Ponadto wy
izolowano zielony kompleks, w skład którego wchodziły polipeptydy
o masach cząsteczkowych 50 000 i 47 000; zlokalizowane tu były centra 
reakcji PS II.

Na podstawie analizy elektronogramów sądzi się, że w błonach tyla
koidów białka integralne wchodzą w skład 4 - 5  typów globul, których 
średnica waha się od około 9,0 nm do około 18,0 nm [4, 85, 87, 132]. Glo
bule (cząstki) te są widoczne zarówno na powierzchniach lamell, jak rów
nież na replikach powierzchni komplementarnych powstałych w wyni
ku rozłupania lamell gran lub stromy przez hydrofobowe wnętrze [28]. 
Na powierzchniach łupania obserwuje się zwykle dwa typy cząstek: duże
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o średnicy około 17,5 nm i małe o średnicy około 11,0 nm. Niektórzy ba
dacze (np. [13]) są zdania, że duże cząstki stanowią kompleksy PS II 
łącznie z LHC, natomiast mniejsze mają stanowić PS I. Tego typu obser
wacje były podstawą opracowania kilku modeli błon tylakoidów, spośród 
których jeden przedstawiono na rye. 1 .

Rye. 1. Model błon tylakoidów według L. A. Staehelin i wsp. [133]
a — PS II (cząstki o średnicy 8 nm), b — PS II +  LHC (cząstki o średnicy około 14 nm),
c — PS II +  część LHC (cząstki o średnicy 14 nm), d  — PS I, cytochrom y, LHC? (cząstki
o średnicy około 8 nm), e — PS I +  LHC? (cząstki o średnicy około 11,5 nm), f  — CFj, g —

karboksylaza rybulozo 1,5-bisfosforanowa

Powstaje teraz pytanie, czy system lamellarny w chloroplastach 
granowych jest homo- czy heterogenny. Największą dyskusję budzi pro
blem ewentualnych różnic między strukturą i funkcją lamell stromy 
i lamell gran. Według Parka i Sane (patrz [120]) lamelle stromy są poz
bawione PS II, natomiast na ich zewnętrznych powierzchniach, podob
nie jak na powierzchniach zewnętrznie położonych lamell gran, zlokali
zowane są CFi i reduktaza ferredoksyna-NADP. Natomiast nie budzi 
wątpliwości problem występowania PS I i PS II w obrębie lamell gran. 
Inni badacze uważają jednak, iż oba fotoukłady występują zarówno 
w obrębie gran, jak i lamell stromy. Na przykład Hall i wsp. [54] oraz 
Nir i Pease [100] stosując metody cytochemiczne wykazali, iż fotoreduk- 
cja żelazicyjanku (reakcja katalizowana przez PS II) odbywa się zarów
no na powierzchni lamell stromy, jak również lamell gran. Wyniki badań 
Arntzena i wsp. [9] wykazują także, że na terenie lamell stromy wystę
pują kompleksy PS II. Kompleksy te mają być jedynie pozbawione lub 
uboższe w LHC. Badacze ci wykazali jednak, że w chloroplastach Pisum 
sativum  75-80% aktywności PS II związanych jest z granami.
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Struktura błon tylakoidów ma charakter dynamiczny, gdyż np. 
oświetlenie prowadzi do powstania bardziej „upakowanych” lamell 
i przez to ich grubość na terenie gran zmniejsza się o około 25% [93]; 
białka integralne mogą nawet zmieniać swoje położenie [1 0 ].

Stan konformacyjny białek i konfiguracyjny błon tylakoidów oraz 
zależna od tych procesów aktywność fotochemiczna są także regulowa
ne stężeniem jedno- i dwuwartościowych jonów. Na przykład dodanie do 
zawiesiny chloroplastów 10 mM MgCl2 stymuluje aktywność fotochemicz
ną i natężenie fosforylacji fotosyntetycznej [52, 81, 126, 151] oraz zwięk
sza efektywność redukcji P700+ [40]. Z tego wynika również, że katio
ny dwuwartościowe kontrolują pośrednio lub bezpośrednio przebieg 
reakcji oksydacyjno-redukcyjnych w chloroplastach i ich sprzężenie 
z reakcjami transformacji energii. Regulują one również rozdział energii 
wzbudzenia pomiędzy fotoukłady; w nieobecności Mg2+ większa część 
energii jest przekazywana na PS I [63, 95, 133]. Ponieważ jony Mg2* są 
wiązane przez LHC, dlatego wielu autorów ([12, 39] i in.) uważa, że regu
lacja rozdziału energii wzbudzenia odbywa się poprzez zmiany konforma- 
cyjne w LHC. Rzeczywiście udało się wykazać, że u licznych mutantów 
pozbawionych tego kompleksu lub w początkowym etapie rozwoju apa
ra tu  fotosyntetycznego (synteza składników LHC odbywa się z pewnym 
opóźnieniem) kationy dwuwartościowe wywierają mniejszy efekt lub są 
bez wpływu na rozdział energii wzbudzenia między oba fotoukłady [1 2 ]. 
Problem ten wymaga jednak dalszych badań, gdyż np. Boardman i Thor
ne [2 2 ] stwierdzili, że u mutanta jęczmienia pozbawionego chlorofilu b 
i LHC kationy dwuwartościowe wpływały na omawiany proces.

Kationy dwuwartościowe (Mg2*, Ca2*, w stężeniu 3 - 4  mM) lub jed- 
nowartościowe (w stężeniu 100-200 mM) przyczyniają się do utrzymania 
s truk tury  granowej chloroplastów [7, 43, 64, 94, 133], Natomiast kationy 
jednowartościowe w niskich stężeniach działają antagonistycznie do ka
tionów dwuwartościowych. Proces tworzenia lub zaniku struktury  gra
nowej nie musi być jednak związany ze zmianami w rozdziale energii
wzbudzenia [139].

ASYMETRIA W STRUKTURZE BŁONY TYLAKOIDU

Błona tylakoidu ma strukturę asymetryczną, która wynika z asy
metrycznego rozłożenia w niej poszczególnych składników białkowych. 
Wiele cennych informacji na ten temat uzyskano dzięki zastosowaniu 
metod immunologicznych (patrz [42]). Metody te opierają się na obser
wacjach, z których wynika, że wprowadzenie specyficznych przeciwciał 
do zawiesiny błon cytoplazmatycznych wywołuje precypitację błon 
i inaktywację określonego enzymu tylko wówczas, gdy determinanty

4 — Postępy Blol. Kom. 3/81
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antygenowe znajdują się na powierzchni, gdyż błony cytoplazmatyczne 
są nieprzepuszczalne dla przeciwciał. W przypadku nienaruszonych tyla- 
koidów reakcja przeciwciało-antygen zajdzie wówczas, gdy determinan
ty antygenowe znajdują się na zewnętrznych powierzchniach. Natomiast 
determinanty znajdujące się na wewnętrznych powierzchniach stają się 
dostępne dla przeciwciał dopiero po „otwarciu” tylakoidu. Stosując me
tody immunologiczne wykazano, że w przypadku nie rozerwanych tyla- 
koidów precypitacja błon i inaktywacja określonego ogniwa transportu 
elektronów zachodzi po wprowadzeniu przeciwciał przeciwko ferredok- 
synie [60], reduktazie ferredoksyna-NADP [19], białkom I układu foto
syntezy [29], LHC [23], substancji redukującej ferredoksynę [110] i P700 
[106], Natomiast po rozbiciu tylakoidów zachodzi również aglutynacja po 
wprowadzeniu przeciwciał przeciwko cytochromowi f [106], plastocyja-

•  4

ninie [57] oraz wielu białkom wchodzącym w skład II układu fotosynte
zy [29, 75]. Wiadomo również, że wT napęczniałych tylakoidach obserwuje 
się wyraźniejszą precypitację po wprowadzeniu przeciwciał specyficz
nych przeciwko plastocyjaninie [123], Dane te wskazują więc, że takie 
białka, jak ferredoksyna, składniki PS I, reduktaza ferredoksyna, skład
niki PS I, reduktaza ferredoksyna-NADP, substancja redukująca ferre
doksynę i częściowo LHC znajdują się na zewnętrznej stronie błony 
tylakoidu, natomiast cytochrom f, wiele białek wchodzących w skład
PS II — po stronie wewnętrznej. Wyniki te potwierdzono stosując inne 
metody badawcze. Na przykład wykazano, że białka znajdujące się na 
zewnętrznej powierzchni łatwiej ulegają proteolizie przy udziale enzy
mów proteolitycznych, a zwłaszcza pronazy [8 ]. Ponadto udowodniono, 
że wystające reszty tyrozylowe białek znajdujących się tylko na ze
wnętrznej powierzchni ulegają jodowaniu (125J) przy udziale laktope- 
roksydazy i H 20 2 [8 , 146].

Należy jeszcze nadmienić, że również lipidy są prawdopodobnie roz
łożone w błonie tylakoidu w sposób asymetryczny; w zewnętrznej war
stwie lipidowej ma być względnie więcej mono- digalaktolipidów [92, 
101 ].

SPRZĘŻENIE FOSFORYLACJI Z ŁAŃCUCHEM TRANSPORTU ELEKTRONÓW

Od ponad 20 lat wiadomo, że fosforylacja fotosyntetyczna jest sprzę
żona z łańcuchem transportu elektronów [144]. Z otrzymanych danych 
doświadczalnych wynikało również jednoznacznie, że istnieją dwa miej
sca sprzężenia syntezy ATP z niecyklicznym transportem elektronów. 
Wykazano bowiem, że w fosforylacji niecyklicznej stosunek P/2e~ wy
nosi najczęściej około 1,3, czyli jest większy od jedności (patrz [109,
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142]). Stosując określone inhibitory transportu elektronów (DCMU, 
DBMIB) oraz odpowiednie egzogenne reduktory i utleniacze udowodnio
no, że jedno miejsce sprzężenia znajduje się między PQ a plastocyjani- 
ną, a drugie jest związane z układem rozkładającym wodę [102, 145].

Drugi typ fosforylacji fotosyntetycznej, tj. fosforylacja cykliczna, 
odbywa się tylko przy udziale I układu fotosyntezy i nie jest związana 
z redukcją NADP+ i rozkładem wody; sprzężona jest ona z cyklicznym 
przepływem elektronów przez takie przenośniki, jak P700, ferredoksyna, 
cytochrom b6, PQ, cytochrom f  i plastocyjanina (patrz [37]). Według da
nych Chaina [37] cytochrom j  uczestniczy w cyklicznym i niecyklicznym 
transporcie, gdyż jego redukcja jest modyfikowana zarówno przez DCMU 
(inhibitor niecyklicznego przepływu elektronów), jak również przez anty- 
mycynę A  (inhibitor cyklicznego transportu) *. Fosforylacja cykliczna jest 
stymulowana przez NADPH, co łączy się z powrotem czynnika reduk- 
cyjnego z NADPH na ferredoksynę [11]. Miejsce sprzężenia tej fosfory
lacji znajduje się również między PQ a plastocyjaniną. Przyjmuje się 
dzisiaj, że ATP powstały w fosforylacji cyklicznej stanowi uzupełniające 
źródło fosforanu i energii, tzn. tych czynników, które są wykorzystywa
ne w reakcjach ciemnych fotosyntezy. Jak wiadomo dla przyswojenia 
1 mola COz w cyklu Calvina-Bensona stosunek molowy ATP do NADPH 
powinien wynosić 1,5 [18]. Ilości ATP powstałe w fosforylacji niecyklicz
nej nie pokrywają więc pełnego zapotrzebowania na ten związek w pro
cesie wiązania C 02. Ponadto wiadomo, że fosforylacja cykliczna odgry
wa większą rolę w początkowym etapie rozwoju aparatu fotosyntetycz- 
nego, tzn. wtedy, gdy nie funkcjonuje jeszcze PS II (patrz [155]) i w roś
linach oświetlanych wyższymi intensywnościami światła [58].

Czasem występuje również fosforylacja pseudocykliczna, w któ
rej synteza ATP sprzężona jest z transportem elektronów od H20  do 0 2 

jako końcowego akceptora [44, 46]; redukcja 0 2 odbywa się przypusz
czalnie poprzez zredukowaną ferredoksynę.

WYTWARZANIE RÓŻNICY POTENCJAŁU ELEKTRYCZNEGO
W TYLAKOIDACH

Dzięki asymetrycznej lokalizacji poszczególnych układów enzyma
tycznych i przenośników elektronów, rozkład wody odbywa się po stro
nie wewnętrznej błony tylakoidu, a redukcja NADP+ — po stronie ze
wnętrznej (ryc. 2). Ze schematu przedstawionego na ryc. 2 wynika rów
nież, że zespoły barwników fotosyntetycznych uczestniczą w stymulowa

* Według danych Haehnela [53] około 25°/o P700 nie uczestniczy w liniowym 
transporcie elektronów, lecz tylko w transporcie cyklicznym.
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nym światłem transporcie elektronów w stronę powierzchni zewnętrz
nej, natomiast plastochinon umożliwia przedostanie się elektronów i pro
tonów w kierunku wnętrza tylakoidu. Plastochinon odgrywa więc w tych 
procesach szczególną rolę.

W chloroplastach roślin wyższych i glonów wykryto kilka różnych 
typów plastochinonów, przy czym w największych ilościach występuje 
plastochinon A  (patrz [3, 143]) z dziewięcioma resztami izoprenowymi 
w łańcuchu bocznym. Forma ta pełni istotną rolę w fotosyntezie, nato
miast funkcja pozostałych form jest jeszcze nie wyjaśniona. U fotoauto-

Ryc. 2. Schemat przepływu elektronów i protonów w błonach tylakoidów
P680 — cen trum  reakcji PS II, P700 — cen trum  reakcji  PS I, Q — pierwotny akceptor elek
t ronów  w PS II, PQ — plastochinon, cyt. f — cytochrom  f, PCy — plastocyjanina, P430 — 
pierw otny  akceptor  e lek tronów  w PS I, Fd — ferredoksyna. Według Trebsta i Avrona [144],

uproszczony

trofów bakteryjnych zamiast plastochinonu wykryto ubichinon. Należy 
jeszcze nadmienić, że semichinonowa forma plastochinonu A pełni praw
dopodobnie funkcję pierwotnego akceptora elektronów (Q) w fotoukła- 
dzie II [74], natomiast forma anionowa ma stanowić ogniwo pośrednie
między Q a pulą PQ [24].

Liczba cząsteczek PQ w zasadniczej puli przewyższa 7-krotnie liczbę 
cząsteczek innych przenośników elektronów [134]. Wykazano również, że 
istnieje wspólna pula plastochinonu dla około dziesięciu łańcuchów tran
sportu elektronów, gdyż zablokowanie w około 90°/® aktywności P680 
przez DCMU nie hamuje efektywności redukcji P700 [128, 159]. Plasto
chinon stanowi więc pewnego rodzaju bufor dla elektronów i protonów 
między fotoukładami.

Mechanizm transportu wodoru (elektronów i protonów) w kierunku 
wnętrza tylakoidu nie został jeszcze wyjaśniony. Wiadomo tylko, że PQ 
jest redukowany w hydrofobowej warstwie znajdującej się bliżej po
wierzchni zewnętrznej [14], a powstały plastohydrochinon zostaje utle
niony po stronie wewnętrznej. Do tej pory nie udało się jednak wyizolo
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wać z chloroplastów odpowiednich dehydrogenaz i reduktaz (patrz [38]). 
Tiemann i wsp. [141] stwierdzili, że istnieje stechiometryczna zależność 
między natężeniem pobierania H + ze stromy (wyrażona zmianą absorpcji 
czerwieni krezolowej) a natężeniem redukcji lub utleniania plastochino- 
nu (zmiany absorpcji w paśmie 265 nm) i natężeniem wydzielania pro
tonów do wnętrza tylakoidu (zmiany natężenia fluorescencji 9-amino- 
akrydyny w paśmie 454 nm). Dane te wskazują, że przynajmniej 
w przypadku chloroplastów roślin wyższych nie funkcjonuje cykl Q. 
Według Tiemanna i wsp. [141] teoretycznie należy brać pod uwagę dwa 
mechanizmy transportu protonów przez błonę: zredukowana cząstecz
ka PQ wykazywałaby tendencję do przemieszczania się w kierunku 
wnętrza tylakoidu, natomiast forma utleniona w kierunku odwrotnym, 
lub atomy wodoru są stopniowo przerzucane na cząsteczki PQ znajdu
jące się coraz to bliżej powierzchni wewnętrznej. Należy dodać, że choć 
cząsteczki plastochinonu znajdują się w ruchliwej (płynnej) frakcji lipi
dowej błony, to jednak ich ruchliwość jest ograniczona ze względu na 
długi łańcuch poliizoprenowy. Jeśli występuje forma całkowicie trans, to 
łańcuch ten zajmuje przestrzeń dwóch warstw lipidowych, co zdaniem 
niektórych badaczy [1 1 2 ] wyklucza możliwość sprawnego przemieszcza
nia się cząsteczek PQ w poprzek błony. Trzeba nadmienić, że istnieją 
jeszcze inne koncepcje tłumaczące mechanizm przenoszenia elektronów 
i protonów przez błony tylakoidów przy udziale plastochinonu. Na przy
kład Trebst {143] sugeruje, iż w błonach tych istnieją kanały, które kon
taktują się z wnętrzem i do których wydzielane są bezpośrednio proto
ny. Droga transportu czynnika redukcyjnego byłaby w ten sposób znacz
nie skrócona.

Jak wynika z przedstawionych rozważań, w strukturach lamellar- 
nych odbywa się stymulowany światłem wektorialny transport elektro
nów i protonów, co doprowadza najpierw do rozdziału ładunków elek
trycznych, a następnie do wytworzenia różnicy potencjału {AW) lub (i) 
gradientu pH (<4pH) między zewnętrzną a wewnętrzną powierzchnią bło
ny tylakoidu. Są to podstawowe procesy, które warunkują istnienie fos
forylacji fotosyntetycznej i od których uzależniony jest w dużym stop
niu przebieg pozostałych reakcji związanych z fotosyntezą (patrz [150, 
159]).

Na skutek rozkładu cząsteczki wody i transportu dwóch elektronów 
od H20  do NADP+ wnętrze tylakoidu zostaje wzbogacone w cztery pro
tony (ryc. 2 ), wskutek czego ulega ono zakwaszeniu, a otoczenie — alka- 
lizacji [6 6 , 99]. Przynajmniej w izolowanych chloroplastach różnica ta 
może osiągać 3 -3 ,4  jednostek pH [115, 125, 149]. Nie dochodzi jednak do 
znacznego zakwaszenia wnętrza tylakoidu, gdyż jest ono zbufurowane 
(ryc. 3) i przez to około 99,9°/o H + ulega związaniu [70, 114, 150]. Trans-
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Rye. 3. Zależności pH w nętrza tylakoidu 
(pHi) od wartości pH buforu zawiesiny

(pHo)
Odcinki linii p rzerywanej reprezen tu ją  w a r 
tości uzyskane przez ekstrapolację , l inia c ien
ka przedstawia zależność pHj od P H 0 w nie 
oświetlonej zawiesinie chloroplastów przy  za
łożeniu, że pH0 =  pHj. Według Walz, Gol-

stein, Avron [150]

portowi protonów towarzyszy zawsze transport niektórych kationów (np. 
Mg2+) w kierunku odwrotnym. Po oświetleniu chloroplastów wytwarza 
się jednak zawsze pewna różnica potencjału elektrycznego (wewnątrz 
tylakoidu jest przewaga ładunków dodatnich), która może osiągać w ar
tość od 10 mV do około 100 mV [51, 117, 160]. Stosując mikroelektrodę 
szklaną wykazano, że w przypadku chloroplastów Peperomia metallica 
znaczna różnica potencjału elektrycznego pojawia się bezpośrednio po 
oświetleniu chloroplastów i spada w ciągu kilkudziesięciu ms do około 
20% wartości początkowej [149].

Jagendorf i Uride [67] byli pierwszymi, którym udało się w sztucz
ny sposób wytworzyć gradient pH między zewnętrzną a wewnętrzną 
stroną błony tylakoidu (przejście kwasowo-zasadowe) i wskazać, że w ta
kich warunkach synteza ATP może odbywać się w ciemności. Hind 
i wsp. [61] i Krause [76] uzyskali bezpośrednio dowody na to, iż oświe
tlenie zaadoptowanych do ciemności chloroplastów prowadzi do pobie
rania H + z otoczenia i wydzielania Mg2+. Po wyłączeniu światła odby
wa się przepływ tych jonów w kierunku odwrotnym.

Należy jeszcze dodać, że Joliot [69] analizując kinetykę zaniku opóź
nionej luminescencji w izolowanych chloroplastach i całych komórkach 
Chlorella pyrenoidosa doszli do wniosku, że w przypadku nie uszkodzo- 
dzonych komórek glonów występuje gradient stężenia protonów również 
w ciemności, przypuszczalnie dzięki hydrolizie ATP pochodzenia mito- 
chondrialnego.

CHLOROPLASTOWY CZYNNIK SPRZĘGAJĄCY

Jak podano wcześniej powstanie AW lub (i) zlpH między wnętrzem 
tylakoidu a jego otoczeniem stanowi warunek niezbędny dla przebiegu
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fosforylacji fotosyntetycznej. Fosforylacja fotosyntetyczna odbywa się 
bezpośrednio przy udziale syntetazy ATP. Enzym ten z jednej strony ka
talizuje przebieg reakcji: ADP +  Pi =  ATP, a z drugiej strony, uczestni
czy w anizotropowym transporcie kationów.

Struktura i właściwości syntetazy ATP (OS ATPazy, ang. oligo- 
mycin sensitive ATPazy) były i są przedmiotem licznych badań. Okaza
ło się przy tym, że istnieje duże podobieństwo w strukturze tego enzy
mu uzyskanego z różnych źródeł (chloroplasty, mitochondria, komórki 
bakteryjne). Do tej pory względnie dokładnie poznano budowę czynnika 
sprzęgającego CFi, który odpowiada Fi w mitochondriach, natomiast 
znacznie mniej wiadomo na temat struktury i funkcji CF0 *. Potrakto
wanie trypsyną [147], ditiotreitolem [84] lub podgrzewanie [147] pro
wadzi do odblokowania w CFi in vitro właściwości ATPazy zależnej od 
jonów wapnia; ** w kompleksie takim odbywa się również reakcja wy
miany Pi-ATP (patrz [154]). W pewnych warunkach CFi połączony z bło
nami tylakoidów powoduje hydrolizę ATP, co jest związane z przedo
staniem się protonów do wnętrza tylakoidów [36] i powrotnym prze
pływem elektronów [16, 111, 124].

Prowadząc obserwacje w mikroskopie elektronowym wykazano, że 
CFi jest zlokalizowany na zewnętrznej powierzchni błon tylakoidów, 
skąd można go usunąć przez przemywanie buforem o niskiej sile jono
wej [138] lub roztworem EDTA [15, 71]. In vivo czynnik sprzęgający
uczestniczy w terminalnym etapie fosforylacji fotosyntetycznej i odpo
wiedzialny jest za utrzymanie ZlH+; usunięcie CFi zwiększa przewod
nictwo błony o około 2,5-krotnie [1 2 1 ].

Czynnik sprzęgający z liści szpinaku posiada ciężar cząsteczkowy 
około 325 000 [45, 103] i występuje w ilości 1 mol na około 860 moli 
chlorofilu [138]. Z pomiarów rozproszenia promieni X małym kątem 
wynika, że jest to struktura sferyczna o większej średnicy około 11,5 nm, 
przy czym stopień uwodnienia wynosi 0,59 mg/g enzymu [103]. W skład 
CFi wchodzi pięć typów podjednostek (a, fi, y, 5, s) o masach cząstecz
kowych: 61 000, 57 000, 34 500, 20 900 i 15 700 [21]. Binder i wsp. [21],

* Przypuszczalnie w skład CF0 wchodzi kilka lipofilnych łańcuchów polipepty- 
dowych, m.in. proteolipid o masie cząsteczkowej około 9000 [97]. CF0 wykazuje 
zdolności wiązania protonów oraz wrażliwość na oligomycynę i dicykloheksylokar- 
bodiimid.

** Aktywność ATPazy chromatoforów Rh. rubrum  zależy od obecności różnych 
jonów dwuwartościowych, w tym Ca2+ i Mg2+, natomiast in vitro aktywność ta 
jest najczęściej uw arunkow ana obecnością Ca2+, ale nie Mg2+ [68], Według Soe 
i wsp. [131] u tych bakterii występuje specjalny czynnik (m.in. zawierający niena
sycone kwasy tłuszczone), który jest odpowiedzialny za przemianę ATPazy zależ
nej od Ca2+ w ATPazę zależną od Mg2+.
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porównując zawartość aminokwasów w CFa jako całości i w poszczegól
nych podjednostkach oraz oznaczając ilości błękitu brylantowego wiążą
cego się z każdą podjednostką, doszli do wniosku, że w skład chloropla
stowego czynnika sprzęgającego wchodzą po dwie podjednostki a, (3 i e 
oraz po jednej podjednostce y i 8 . Według Bairda i Hammesa [17] pod
jednostki a i (3 łączą się wzajemnie ze sobą i z każdą z pozostałych. Obie 
podjednostki (3 prawdopodobnie występują obok siebie. Podjednostki y i e 

kontaktują się ze sobą, przy czym podjednostki e są rozdzielone przez 
podjednostki y. Natomiast podjednostką 8  łączy się z podjednostkami
a i |3.

W skład CFi wchodzi około 12 reszt cysteiny; według Nelsona i wsp. 
[96, 98] dwie- z nich znajdują się w podjednostce a, trzy reszty w pod
jednostce (3, sześć reszt w podjednostce y i jedna reszta w podjedno
stce e. Natomiast według Bindera i wsp. [21] w podjednostkach a, (3, y,

Ryc. 4. Rozmieszczenie grup -SH na podjednostkach CFi
A — przed podgrzaniem, B — p o  podgrzaniu do te m p e ra tu ry  63°C. Według Ravizzini, Andreo

i Vallejos [108]

8 , e występują odpowiednio 2, 2, 3, 1 i 1 reszty cysteiny. Ostatnio Ra
vizzini i wsp. [108] przytoczyli dane, z których wynika, że CFi nie wy
kazujący aktywności ATPazy posiada osiem grup — SH: cztery w pod
jednostce a, dwie w podjednostce (3 i dwie w podjednostce £. Natomiast 
po podgrzaniu (CFj wykazuje aktywność ATPazy) występują po dwie 
grupy — SH w podjednostkach a, (3, y, e (ryc. 4). Próbowano również 
określić funkcję poszczególnych podjednostek. Inkubacja w roztworze 
trypsyny prowadzi do usunięcia podjednostek 8 , y, e. Nienaruszona część 
CFi wykazuje jednak zdolności do hydrolizy ATP, ale nie wiąże się 
z błoną [138]. Wiązanie CFi z błoną odbywa się za pośrednictwem pod
jednostki 8 [162]. Reakcja przeciwciał z podjednostkami a lub y prowa
dziła do zahamowania fosforylacji i aktywności ATPazy zależnej od
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Mg2+ [96]. Według danych tych samych badaczy przeciwciała przeciwko 
największej podjednostce hamowały także stymulowany przez ATP prze
pływ protonów w chloroplastach. Najmniejsza podjednostka pełni funk
cję inhibitora ATPazy [41, 98] i dlatego uważa się, iż może ona regulo
wać aktywność kompleksu ATPazy. Wyizolowana podjednostka £ ma 
postać kuli o średnicy około 3,2 nm [122].

Z czynnikami sprzęgającymi związana jest zawsze pewna liczba 
cząsteczek ADP i ATP. Wiele danych wskazuje [30, 140, 148] na istnie
nie dwóch typów miejsc wiązania nukleotydów adenilowych: w jednym 
z nich nukleotydy są związane w sposób silny (ale nie kowalencyjny), 
natomiast w drugim — względnie słabiej. Carlier i Hammes [34] stwier
dzili, że po usunięciu słabiej związanych nukleotydów na jeden kompleks 
CFi przypada jedna cząsteczka ADP, która ulegała wymianie z ATP 
środowiska; całkowita wymiana ADP na MgATP lub Ca ATP zachodziła 
w ciągu 10 min, podczas gdy połowiczny okres wymiany na ADP środo
wiska wynosił 4 godziny. Związany ATP ulegał łatwo hydrolizie na ADP
i Pi. Cantley i Hammes [30] obserwowali wiązanie ADP, sADP, AMP- 
PNP i eAMP-PNP do dwóch, ich zdaniem, identycznych miejsc na CFi. 
Uwalnianie nukleotydów zachodziło jednak zbyt wolno, aby mogła od
bywać się hydroliza ATP. Sugerowali oni, że nukleotydy te mogą pełnić 
funkcje regulacyjne; wiązanie bowiem w tych miejscach ADP hamowało 
aktywność enzymu, natomiast związanie ATP aktywowało ATPazę. 
Ogrzanie preparatu spowodowało ujawnienie się dodatkowych miejsc 
wiążących nukleotydy; jedno z nich wiązało silnie AMP-PNP i według 
tych badaczy mogło ono pełnić funkcję katalityczną. Należy dodać, że 
również wyniki innych badań (np. [148]) wskazują na istnienie więcej 
niż dwóch miejsc, w których odbywało się wiązanie ADP, eADP, AMP- 
PNP, oraz eAMP-PNP. Próbowano również zlokalizować miejsca wiąza
nia nukleotydów na poszczególnych podjednostkach. Na przykład Carlier 
i wsp. [35] wbudowali arylazydo-ATP do miejsca silnie wiążącego ADP 
oraz arylazydo-ATP do miejsca słabo wiążącego ADP. Stosując następ
nie SDS i elektroforezę w żelu poliakrylamidowym w obecności SDS 
wykazano, że arylazydo-ADP jest odnajdywany w podjednostce |3, nato
miast arylazydo-ADP — w podjednostkach a i (3. Wyniki te zdają się 
świadczyć, że miejsca silnie wiążące nukleotydy znajdują się na podjed
nostkach (3. Pozostałe dwa miejsca zlokalizowane są bądź na podjed
nostkach a i (3, bądź na ich styku.

W chloroplastowym czynniku sprzęgającym znajduje się również 
kilka miejsc wiążących specyficznie pewne substancje, które często ma
ją charakter potencjalnych inhibitorów ATPazy. Do takich związków na
leży NBD, który zostaje przyłączony do jednej z dwóch reszt tyrozyny
w podjednostce [3 [41]. Kwercetyna reaguje prawdopodobnie z podjedno-
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stkami a i (3 [41], a imid kwasu N-etylomaleinowego — z podjednostką 
y [83]. Lokalizację tych miejsc oraz ich wzajemne odległości próbowano 
określić przez pomiar rezonansowego przeniesienia energii [17, 31-33, 
62].

#

Stosując różne metody wykazano, że energizacja błon wpływa na 
stan konformacyjny białek wchodzących w skład czynników sprzęgają
cych [65]. Zmiany te z kolei wywołują określone zmiany właściwości 
czynników sprzęgających. Na przykład stwierdzono, że oświetlenie zawie
siny chloroplastów w wodzie trytowanej prowadzi do intensywnej wy
miany wodoru na try t w CF: [118, 119]. Zjawisko to wytłumaczono w ten 
sposób, że po oświetleniu chloroplastów zachodzą zmiany konformacyjne
w CFj, w wyniku czego zostają odsłonięte grupy zawierające łatwo wy
mienialne atomy wodoru. Podobne zmiany konformacyjne wywołano 
zmieniając środowisko zasadowe na kwaśne. Natomiast wprowadzenie 
do mieszaniny reakcyjnej ADP i Pi lub inhibitorów fosforylacji prowadzi 
do zahamowania tego procesu [119].

Po oświetleniu tylakoidów zachodzi prawdopodobnie również odsło
nięcie grup sulfhydrylowych na podjednostkach y; odsłonięte grupy rea
gują z imidem kwasu N-etylomaleinowego doprowadzając w konsekwen
cji do częściowego zahamowania fotofosforylacji [83], Weiss i McCar
ty [152] wykazali, że diimid kwasu o-fenylomaleinowego wchodzi 
w reakcję z grupami — SH pod jednostki y w ciemności i na świetle, przy 
czym tylko reakcja z grupami odsłoniętymi przez oświetlenie prowadzi 
do zahamowania fotofosforylacji.

Oświetlenie wywołuje również zmiany w położeniu reszt tyrozylo- 
wych w podjednostkach a, P i y [101]. Ponadto wiadomo, że oświetlenie 
tylakoidów lub zmiana środowiska z zasadowego na kwaśne indukują 
wymianę nukleotydów z nukleotydami środowiska na podjednostkach a 
i [3 [50, 79, 80, 135, 136]. Wykazano również, że tej wymianie podlegają
zarówno ADP, jak i ATP; jony Mg2+ znacznie stymulowały wiązanie
tego ostatniego [50, 135, 136]. W mechanizmie wiązania ADP wyróżnio- 
no dwie odwracalne reakcje i trzy związane z nimi stany konformacyj
ne CFi*.

1. stabilny kompleks CFi-ADP,
2. niestabilny, przejściowy kompleks CFi-ADP (cząsteczka ADP jest 

luźno związana z CFi),
3. niestabilny zdysocjowany kompleks (miejsce wiązania ADP jest 

wolne).
Te stany konformacyjne mogą przechodzić wzajemnie w siebie, przy 

czym przejście stanu 1 w stan 2  wymaga wkładu energii pochodzącej 
z fotosyntetycznego transportu elektronów lub gradientu pH:

http://rcin.org.pl



B Ł O N Y  T Y L A K O ID Ó W  A P R O C E S  F O S F O R Y L A C JI 197

( 0  energ  « (2) kl (3)
C F j-A D P  ^  CFr -A D P ^ C F i+ A D P .

k 3 k 2

Niezależnie od obecności ADP lub ATP w mieszaninie reakcyjnej 
CFX w oświetlonych tylakoidach zawiera jedną cząsteczkę ADP, co może 
sugerować, że związany ATP ulega hydrolizie w tych warunkach; miej
sce wiązania ATP należałoby więc traktować jako miejsce katalitycz
ne [80]. Również analogiczna zależność wymiany nukleotydów w miejscu 
wiązania ATP i fosforylacji od intensywności światła, stężenia jonów 
wodorowych, stężenia inhibitorów może sugerować o ścisłym wzajem
nym powiązaniu tych dwóch procesów [137], Należy jednak dodać, iż 
wymiana nukleotydów jest od 50- do 100-krotnie wolniejsza niż natęże
nie fotofosforylacji [135]. Procesy te różnią się między sobą specyficz
nością względem nukleotydów: GDP ulega znacznie wolniejszej wymia
nie niż ADP, natomiast natężenie fosforylacji obu nukleotydów jest po
dobne. Ponadto wykazano, że nukleotydy związane ulegają o wiele wol
niej fosforylacji niż łatwo wymienialne z nuldeotydami znajdującymi się 
w środowisku [127]. Z tych też powodów należy być bardzo ostrożnym 
w utożsamianiu miejsca silnie wiążącego nukleotydy z miejscem kata
litycznym.

POGLĄDY NA MECHANIZM FOSFORYLACJI FOTOSYNTETYCZNEJ

Dotychczas otrzymane wyniki sugerują, iż sposób wytwarzania ATP 
w chloroplastach pod wieloma względami jest podobny do mechanizmu 
syntezy ATP w mitochondriach i komórkach bakteryjnych. Ponieważ 
mechanizm ten nie został jeszcze poznany, dlatego naszym zdaniem jest 
niecelowe dokładne opisywanie różnych hipotez. Należy zaznaczyć jedy
nie, że spośród kilku powszechnie znanych hipotez tłumaczących mecha
nizm fosforylacji oksydacyjnej i fotosyntetycznej [25, 26, 50, 8 8  - 90, 157, 
158] najwięcej zwolenników posiada chemiosmotyczna teoria Mitchella 
[ 8 8  - 90]. Teorię tę traktuje się jednak wciąż jako hipotezę roboczą (patrz
[72]).

Zgodnie z chemiosmotyczną teorią istotne znaczenie w syntezie ATP 
przy udziale syntetazy ATP ma powstanie różnicy potencjału elektrycz
nego między zewnętrzną a wewnętrzną stroną błony tylakoidu. Wartość 
w ten sposób uwolnionej energii (AG') można wyrazić równaniem

G =  AW +  dpH,
gdzie AW jest różnicą wartości potencjału elektrycznego. Można również 
stwierdzić, że wielkość elektrochemicznego gradientu protonów (A juH -f)
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lub siły poruszającej protony (Ap albo PMF, ang. proton motive force) 
jest zgodna z wyrażeniem:

RT
A p=AJiAh + = z lT -2 ,303----- JpH,

F

gdzie R — stała gazowa, T — temperatura w skali Kalvina, F — stała 
Faradaya.

Wyrażenie 2,303 RT/F  posiada wartość 59 mV w 298 K.
PMF jest odpowiedzialna za syntezę ATP w izolowanych chloro

plastach, natomiast niewiele wiadomo na temat tej siły w układzie in 
vivo. W izolowanych chloroplastach PMF posiada na tyle duże wartości, 
aby pokryć zapotrzebowanie energetyczne fosforylacji fotosyntetycznej 
{AG') przebiegającej w tych warunkach [109]; jak wiadomo zapotrzebo
wanie to wynosi od —8,2 kcal/mol do około —11,5 kcal/mol. In vivo AW 
jest indukowane światłem, natomiast w izolowanych chloroplastach syn
teza ATP może przebiegać nie tylko pod wpływem światła, ale również 
w ciemności po wytworzeniu gradientu pH (ryc. 5) [67] lub przyłożeniu 
zewnętrznego pola elektrycznego [161] w poprzek błony. Indukowane 
przyłożeniem zewnętrznego pola elektrycznego powstawanie ATP jest

Ryc. 5. Ilości wytworzonego ATP 
w zaciemnionych chloroplastach ja 
ko funkcja przyłożonego zewnętrz
nego pola elektrycznego. Według 

Graber, Schlodder, Witt [50]

niewrażliwe na DCMU, co wskazuje na niezależność tego procesu od 
transportu elektronów, natomiast jest ono hamowane przez inhibitory 
aktywności ATPazy (np. florydzynę). Należy jednak podkreślić, że przy
łożenie zewnętrznego pola elektrycznego inicjuje nie tylko syntezę ATP 
w ciemności, ale również wywołuje zmiany konformacyjne w CFi. Zda
niem Witta [159] indukowane zmiany konformacyjne w kompleksie syn- 
tetazy ATP umożliwiają wydostanie się protonów z wnętrza tylakoidu 
do stromy.
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Końcowy etap syntezy ATP odbywa się przy udziale CFi. We
dług hipotezy Mitchella AW jest wykorzystywana bezpośrednio do dehy- 
dratacji ADP i Pi w centrach aktywnych znajdujących się w obrębie 
CFj, podobnie zresztą jak w mitochondrialnym Fi. Zdaniem Mitchella 
[90, 91] nieorganiczny fosforan (POH) i ADP (ADPOH) przy udziale 
ATPazy działającej w sposób odwracalny ulegają najpierw dehydratacji 
przechodząc odpowiednio w PO-  i w takiej postaci dostają się do centrum 
aktywnego, gdzie PO~ ulega protonacji najpierw do POH, a następnie 
do POH 2 i wówczas zachodzi reakcja z ADPO~, w wyniku czego powsta
je ATP (ryc. 6 ). W procesie tym uczestniczą H+, które są transportowa
ne z wnętrza tylakoidów poprzez CF0. Jony ADPO~ i PO-  dostają się 
do centrum aktywnego przypuszczalnie w postaci soli z Mg2+ lub K+.

Ryc. 6. Końcowy etap fosforylacji oksydacyjnej według Mitchella [91]
T RF p  R | — dwa s tany  konfo rm acy jne  kom pleksów subs tra t  — F 1 w miejscu aktywnym .

Inne szczegóły podane w tekście

Według Slatera i wsp. [56] energia jest zużywana nie bezpośrednio 
do syntezy ATP z ADP i Pi, lecz do wywołania zmian konformacyj- 
nych w czynniku sprzęgającym i uwolnienia nukleotydów.

Boyer [25, 26] uważa, że transport elektronów indukuje w białkach 
zmiany konformacyjne, które są stopniowo przekazywane na CFi, gdzie 
dochodzi w konsekwencji do uwolnienia mocno związanego ATP. Zmiany 
konformacyjne lub (i) rozdział ładunku imają być odpowiedzialne za wy
twarzanie transmembranowego potencjału lub (i) gradientu stężenia H+. 
Boyer [26] zakłada istnienie tzw. zmieniających się miejsc katalitycz
nych: zmiany konformacyjne w CFi prowadzą do osłabienia wiązania 
ATP w jednym miejscu katalitycznym i zwiększenia powinowactwa ADP 
i Pi do drugiego miejsca katalitycznego (ryc. 7), gdzie ma zachodzić syn
teza ATP.
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Jednym z wielu zagadnień, na których skupia się uwaga licznej g ru 
py badaczy, jest rodzaj pierwotnego akceptora fosforanu. Roy i MoucLria- 
nakis [116] wysunęli przypuszczenie, że tym akceptorem jest AMP, a nie 
ADP, gdyż inkubując izolowane chloroplasty z izotopem fosforanu (32P), 
piętno radioaktywne odnajdywano w pozycji |3 zarówno ADP, jak ATP. 
Jednakże zmieniając środowisko chloroplastów z zasadowego na kwaś
ne [130] lub stosując oświetlenie światłem błyskowym [55] wykazano, że 
wbudowywanie piętna radioaktywnego do ADP i ATP w pozycje (3 było' 
o wiele wolniejsze od procesu fotosyntetycznej fosforylacji i nie obser
wowano fosforylacji egzogennego AMP. Według danych Smitha i wsp. 
[130] pierwotnym nukleotydem powstałym na skutek wiązania 32P był 
ATP z piętnem radioaktywnym w pozycji y. Natomiast Harris i Sla
ter [56] wskazują na możliwość powstawania silnie związanego ATP 
z ADP, będącego w kompleksie z ATPazą i Pi ze środowiska. Z drugiej 
strony, z danych przedstawionych przez Rosinga i wsp. [113] wynikało
by, iż 32P ATP powstaje w wyniku fosforylacji ADP, który znajduje się 
w środowisku. Natomiast Beyeler i Bachofen [20] badając kinetykę wbu
dowywania 32P do różnych nukleotydów przez cząstki subchloroplastowe 
ze szpinaku wykryli intensywne wbudowywanie piętna radioaktywnego 
do ADP i przeto sugerują, że w początkowym etapie zachodzi fosforyla
cja AMP do ADP; reakcja ta była niezależna od światła. Wyjaśnienie 
natury pierwotnego akceptora fosforanu nieorganicznego, podobnie jak 
inne szczegóły mechanizmu fosforylacji wymagają jeszcze wykonania 
wielu dalszych badań.

• j '  H : - • /t H  iV-z K * V  i  3 £ >  ‘ r  x  • ,  4  ^ V ’ * ; > K ^  ^  v ;  * ; ^  ^  ?  ‘ - ■ ^  - $ f  ^  • r * ?  * ‘ v

Należy jeszcze dodać, że zdaniem Williamsa [157, 158] protony w po
staci H30 + są transportowane na drodze kontrolowanej dyfuzji przez ka
nały w warstwie lipidowej. Transport ten jest niezależny od żlpH, nato
miast zależy od AG grup wiążących protony w obrębie błony. Proces 
fosforylacji według hipotezy Mitchella wymaga istnienia pęcherzyko- 
watych struktur błoniastych, aby utrzymać niezbędną do tego procesu

Ryc. 7. Model zmieniających się miejsc katalitycznych w czynniku sprzęgającym
i synteza ATP. Według Boyera [27]

4
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ZlH + lub AW, natomiast według Williamsa gradient stężenia H + wytwa
rza się w obrębie błony, dlatego struktury pęcherzykowate nie są ko
nieczne dla sprawnie przebiegającej fosforylacji.
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CZYNNIKI BIOFIZYCZNE I BIOCHEMICZNE 
WARUNKUJĄCE PRODUKTYWNOŚĆ FOTOSYNTETYCZNĄ ROŚLIN *

BIOPHYSICAL AND BIOCHEMICAL FACTORS LIMITING 
THE PHOTOSYNTHETIC PRODUCTIVITY OF PLANTS

Stanisław MALESZEWSKI i Grażyna BYSTRZEJEWSKA

Zakład Fizjologii i Adaptacji Roślin, Insty tu t Botaniki,
Uniwersytet Warszawski, Krakowskie Przedmieście 26/28,

00-927 W arszawa

Streszczenie. Przedyskutowano czynniki wpływające na produktywność roślin zwią
zane z typem ich fotosyntetycznego metabolizmu (C3, CJ. Uwzględniono: 1. stopień 
akum ulacji w tkankach roślin energii fotosyntetycznie aktywnego promieniowania, 
2. zapotrzebowanie kwantowe fotosyntezy, 3. wpływ fotooddychania, 4. wydajność 
przekształcania energii świetlnej w fotosyntezie. Stwierdzono, że zwiększona p ro
duktywność roślin może być związana z podwyższonym fizjologicznym zapotrze
bowaniem kwantowym fotosyntezy.

Sum m ary.  The factors affecting plant productivity, re la ted  to the type of photo
synthetic metabolism (C3, C4) has been discussed. It was examined: 1. accumulation 
of photosynthetically active light energy in plant materials, 2. quantum  requ ire
ments of photosynthesis, 3. effect of photorespiration, 4. the efficiency of light 
energy conversion in photosynthesis. It is suggested that increased plant p ro 
ductivity may be connected with the higher values of quantum  requirem ents of 
photosynthesis.

Wykaz stosowanych skrótów

FAP — fotosyntetycznie aktywne promieniowanie 
G3—P — aldehyd 3-fosfoglicerynowy
2-PG — kwas 2-fosfoglikolowy
3-PGA — kwas 3-fosfoglicerynowy 
RuBP — rybulozo 1,5-dwufosforan 
ZK — zapotrzebowanie kwantowe

* Referat wygłoszony na Sympozjum „Biochemiczne podstawy wykorzystania 
energii słonecznej”, XVII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, W arsza
wa, 11 -13  września 1980 r.
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WSTĘP

Energia przepływająca przez każdy ekosystem jest pochłoniętą przez 
rośliny i przetworzoną w procesie fotosyntezy energią promieniowania 
słonecznego. Wydajność fotosyntezy jest więc jednym z podstawowych 
czynników, określających ogólną ilość energii wykorzystywanej przez 
organizmy. Także niemal cała energia jaką zużywa człowiek, zarówno 
dla zaspokojenia potrzeb metabolicznych, jak też we wszelkiej działal
ności, jest zakumulowaną w procesie fotosyntezy energią słoneczną. Bez
pośrednio dostarczają jej produkty fotosyntezy i materiały wytwarzane 
w wyniku ich wtórnych przemian. Do materiałów tych należą także 
powstałe w minionych epokach złoża węgla, ropy naftowej i gazu ziem
nego. Człowiek współczesny, zwłaszcza w zakresie produkcji żywności, 
jest prawie całkowicie zależny od dopływu i możliwości wykorzystania 
energii słonecznej. Także w zaspokajaniu całości naszych potrzeb ener
getycznych, udział energii innego pochodzenia (energia jądrowa, energia 
geotermiczna) ma tylko marginesowe znaczenie [11]. Jeśli nawet w nie
dalekiej przyszłości udział ten uda się istotnie zwiększyć, a także opano
wać metody wytwarzania związków organicznych na drodze przemysło
wej syntezy chemicznej, to — jak się obecnie wydaje — zasadniczy spo
sób wytwarzania środków żywności jeszcze długo będzie polegał na 
uprawie roślin, a więc wykorzystaniu procesu fotosyntezy. Proces ten 
będzie także nadal podstawą dla uzyskiwania szeregu surowców i mate
riałów energetycznych [11]. Uzasadnione jest więc pytanie, w jakim stop
niu fotosyntetyczna produkcja roślinna może zaspokajać nasze, stale 
rosnące w tym zakresie, potrzeby. Aby na nie odpowiedzieć, trzeba po
znać główne środowiskowe i wewnętrzne ograniczenia tego procesu na
tury fizycznej, fizjologicznej i biochemicznej. Należy też dokładniej w y
jaśnić biochemiczne mechanizmy regulacji fotosyntezy i ich funkcjono
wanie w różnych warunkach środowiskowych. Ponadto, konieczne jest 
uwzględnienie czynników ekologicznych, struktury oraz funkcjonowa
nia różnych ekosystemów, a zwłaszcza upraw polowych i prowadzonych 
w środowisku kontrolowanym. Dopiero kompleksowe ujęcie fotosyntezy 
i warunków w jakich proces ten przebiega może dać właściwe podstawy 
dla oceny możliwości fotosyntetycznej produktywności roślin i dane dla 
wyczerpującej odpowiedzi na postawione pytanie. Obecnie odpowiedź na 
nie może być tylko fragmentaryczna. W artykule tym poruszono 
także tylko niektóre biofizyczne i biochemiczne aspekty zagadnienia fo
tosyntetycznej produktywności roślin.
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AKUMULACJA ENERGII FOTOSYNTETYCZNEJ AKTYWNEGO
PROMIENIOWANIA SŁONECZNEGO

Dane dotyczące akumulacji przez rośliny lądowe docierającego do 
powierzchni Ziemi fotosyntetycznie aktywnego promieniowania (FAP) 
słonecznego, tj. promieniowania o długościach fal od około 380 do 
720 nm, wskazują, że tylko niewielka część energii tego promieniowania 
jest przekształcana w energię chemiczną zawartą w produktach foto
syntezy. Przyjmując za Nichiporovichem [44], że do powierzchni naszej 
planety dociera w okresie roku energii FAP około 1 • 2 0 24 J  i że wytwo
rzona równocześnie biomasa w ilości około 1 0 0  • 1 0 9 ton zawiera energii 
około 1,8 • 1021 J  otrzymuje się, że rośliny akumulują w wytworzonych 
w wyniku fotosyntezy związkach mniej niż 0,2°/o energii FAP. W opra
cowaniach innych autorów [21, 22, 33] można znaleźć podobne liczby, 
charakteryzujące akumulację FAP przez rośliny.

Interesujące jest porównanie przytoczonych danych z wielkością 
globalnego zużycia energii przez człowieka. Pozwala to bowiem na ocenę 
wartości FAP jako potencjalnego źródła energii.

Wielkość rocznego światowego zużycia energii jest oceniana na 
około 3 • 1020 J, a dotychczas wykorzystana energia w postaci paliw ko
palnych wszystkich typów na około 6  • 1021 J  [22]. Liczby te wskazują 
więc, że całkowite światowe roczne zużycie energii jest prawie o rząd 
mniejsze od energii FAP akumulowanej przez rośliny i nieporównywal
nie mniejsze od całkowitej ilości FAP docierającej do powierzchni 
Ziemi.

Średnia akumulacja FAP w wytworzonej biomasie roślinnej, wyno
sząca poniżej 0 ,2 °/o, jest oczywiście znacznie niższa od wydajności prze
kształcania energii świetlnej w energię chemiczną w naturalnych zespo
łach roślinnych. Uzyskana została bowiem przy uwzględnieniu w obli
czeniach promieniowania słonecznego docierającego także do obszarów 
nie mających warunków sprzyjających wegetacji roślin. Natomiast przy 
bardzo dobrych warunkach glebowych i klimatycznych, optymalnej 
strukturze łanu i długim okresie wegetacji roślin ilość energii zmagazy
nowanej w wytworzonej masie roślinnej może dochodzić w uprawach 
polowych do 5 - 6 %, a w okresach najwyższej fotosyntetycznej aktyw
ności roślin nawet do 10 - 12% FAP padającego na rośliny. Ostatnia war
tość jest uważana za bliską maksymalnej fotosyntetycznej wydajności 
roślin lądowych i może być osiągana tylko w warunkach szczególnie ko
rzystnych [35, 37, 45, 46].

Na podstawie teoretycznych założeń potencjalną wydajność akumu
lacji FAP w fotosyntezie ocenia się na około 25% pochłoniętej przez 
chlorofil energii świetlnej [51, 62]. Stwierdzana w warunkach Polski 
akumulacja FAP w uprawach polowych nie przekracza jednak 1% [36,
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39], jest więc zaledwie około 5 razy większa od wartości średniej dla ca
łej roślinności Ziemi.

Znaczne różnice między stopniem akumulacji FAP w wytworzonej 
w wyniku fotosyntezy masie roślinnej: średnim dla całej roślinności 
(około 0 ,2 °/o), średnim dla upraw polowych (około 1 %), stwierdzanym 
w warunkach optymalnych (5 - 12%) i określanym teoretycznie jako po
tencjalny (około 25%) sugerują, że dopływ energii słonecznej nie stanowi 
czynnika ograniczającego produkcję związków organicznych w fotosyn
tezie. Uzasadnia to podejmowanie badań mających na celu lepsze wyko
rzystanie tego źródła energii.

TEORETYCZNE ZAPOTRZEBOWANIE KWANTOWE FOTOSYNTEZY

Podstawowym czynnikiem fotosyntetycznej produktywności roślin 
jest zapotrzebowanie kwantowe fotosyntezy i wydajność przekształcania 
pochłanianej energii świetlnej w energię chemiczną zawartą w wytwa
rzanych związkach organicznych. Zapotrzebowaniem kwantowym (ZK)
fotosyntezy nazywana jest liczba kwantów (lub einsteinów) niezbędna dla 
związania 1 cząsteczki (lub mola) C 0 2 oraz wytworzenia 1 cząsteczki 
(lub mola) 0 2. Odwrotność tej wartości, nazywanej też wymogiem kwan
towym, nosi nazwę wydajności kwantowej fotosyntezy.

Na podstawie znajomości przebiegu reakcji fazy świetlnej i ciemnej 
fotosyntezy można łatwo obliczyć teoretyczne zapotrzebowanie kwanto
we tego procesu. Uwzględniając, że a) dla asymilacji i redukcji 1 cz. C 0 2

niezbędne są 3 cz. ATP i 2 cz. NADPH [7, 30], b) stechiometria fotosyn
tetycznej fosforylacji niecyklicznej jest 1 NADPH: 1 ATP : 0,5 0 2, c) dla 
wytworzenia 1 NADPH potrzebne są 2 elektrony, a tym samym 4 fo
tony, d) przy wytwarzaniu dodatkowej cząsteczki ATP w fosforylacji 
cyklicznej zużywany jest 1 kwant wzbudzający fotoukład I — otrzy
muje się minimalne zapotrzebowanie kwantowe fotosyntetycznego cyklu 
C3 wynoszące 9 kwantów na 1 cząsteczkę włączonego C 0 2.

Podobne obliczenia wskazują, że rośliny C4 zużywają więcej energii 
niż rośliny C3 w procesie asymilacji i redukcji COa. W fotosyntezie 
u roślin C4 potrzebne są bowiem dodatkowo 2 cząsteczki ATP na 1 czą
steczkę C 0 2 [14]. Jeżeli więc rośliny C3 zużywają 9 kwantów, minimalne 
zapotrzebowanie kwantowe fotosyntezy u roślin C4 byłoby 11 kwantów 
na 1 cząsteczkę pobranego COa lub wydzielonego 0 2 [12].

%

WPŁYW FOTOODDYCHANIA NA ZAPOTRZEBOWANIE KWANTOWE
FOTOSYNTEZY

Minimalne zapotrzebowanie kwantowe fotosyntezy, wyliczone wy
żej, uwzględnia jedynie zużycie energii w reakcjach asymilacji i reduk
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cji C 0 2, prowadzących do wytworzenia heksozy jako końcowego produk
tu. Równocześnie przebiegają jednak w komórkach roślinnych i inne 
procesy zwiększające wartość wyznaczonego doświadczalnie fizjologicz
nego zapotrzebowania kwantowego fotosyntezy. Jednym z nich jest, 
ściśle związane z fotosyntezą, fotooddychanie. Mechanizm i fizjologiczne 
znaczenie tego procesu są obecnie intensywnie badane [2, 13, 15, 24, 
27 - 29, 40, 54, 61]. Niektórzy autorzy sugerują, że ograniczenie lub cał
kowita eliminacja fotooddychania może spowodować zwiększenie natęże
nia fotosyntezy i fotosyntetycznej produktywności roślin [47, 60].

Wpływ fotooddychania na zapotrzebowanie kwantowe fotosyntezy 
może być określony na podstawie wielkości strat energetycznych związa
nych z fotooddychaniem oraz udziału tego procesu w ogólnych fotosyn- 
tetycznych przemianach węgla.

Obecnie nie ulega wątpliwości, że początkowym substratem fotood
dychania jest 2 -fosfoglikolan powstający w reakcji oksydatywnego roz
szczepienia RuBP, katalizowanego przez karboksylazę/oksygenazę RuBP 
[1, 8 , 38]. Związek ten ulega przemianom nazywanym szlakiem kwasu 
glikolowego [53], w wyniku których co najmniej 25% jego węgla jest 
przekształcane w C 02, a pozostały węgiel powraca do fotosyntetycznego 
cyklu C3 [patrz Postępy Biochemii [271, str. 282 - 2961.

Przyjmując, że cała ilość wytworzonego fosfoglikolanu jest metabo
lizowana w szlaku kwasu glikolowego, można obliczyć związane z tymi 
przemianami straty energetyczne. W szlaku kwasu glikolowego prze
kształcenie 1 cz. glikolanu w glicynę wymaga 1 cz. ATP i 2 cz. zredu
kowanej ferredoksyny lub 1 cz. NADPH dla wytworzenia donora grupy 
aminowej [27]. Przy przekształceniu 2 cz. glicyny w serynę odłączana 
jest grupa aminowa i C 0 2. Badania nad mitochondrialną dekarboksylacją 
glicyny wykazały, że proces ten jest związany w wytworzeniem NADH 
[3, 43, 56] oraz ATP [3, 43], co częściowo bilansuje zużycie energii w in
nych reakcjach szlaku kwasu glikolowego. W zamykających cykl kwasu 
glikolowego reakcjach wytworzenie cząsteczki aldehydu 3-fosfoglicery- 
nowego (G3-P) z seryny poprzez hydroksypirogronian jest związane ze 
zużyciem 2 ATP i 1 NADPH. Jak wynika z tabeli 1, szlak kwasu gliko
lowego jest więc sumarycznie procesem zużywającym energię [1 2 ].

TABELA 1

Energetyka szlaku kwasu glikolowego [12]

2 2-PG +  2 ATP +  2 NADPH -> 2 glicyna 
2 glicyna -> 1 seryna +  1 C 0 2 +  1 NADH +  1 ATP 
1 seryna +  2 ATP +  1 NADPH -> G 3-P

w sumie:
1 2-PG +  1,5 ATP +  1 NADPH -> 0,5 C 0 2 +  0,5 G3-P
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Rozważana była także możliwość całkowitego utleniania kwasu gli
kolowego do C 0 2 oraz działanie w komórkach cyklu glikolan-glioksa- 
lan-glikolan, zużywającego wytwarzany w chloroplastach NADPH [53, 
58]. Funkcjonowanie tych dróg, w większym stopniu niż szlak kwasu 
glikolowego, zwiększałoby energetyczny koszt asymilacji COs. Powszech
nie przyjmuje się jednak, że głównym mechanizmem fotooddychania 
jest zaproponowany przez Tolberta [53] szlak kwasu glikolowego.

Przy każdym z wymienionych mechanizmów przemian kwasu gliko
lowego całkowita strata energii zależy jednak przede wszystkim od iloś
ciowego stosunku asymilacji C 0 2 do syntezy glikolanu. Stosunek ten, jak 
wskazują wyniki licznych badań, zależy głównie od stężenia 0 2, stęże
nia C 02, wysokości temperatury i natężenia światła [25, 26, 53, 58]. 
Campbell i Black [12], przyjmując za Laing i wsp. [31], że w natural
nych warunkach środowiskowych na 5 cząsteczek RuBP z C 0 2 reagują 
4 cząsteczki, a z 0 2 jedna cząsteczka, obliczyli łączne zużycie energii 
w fotosyntetycznym cyklu C3 i w fotooddychaniu (tabela 2).

TABELA 2

Energetyka fotosyntetycznego cyklu C3 i fotooddychania [12]

5 RuBP +  4 C 0 2 +  1 0 2-> 9 3-PGA +  1 2-PG
9 3-PGA +  14 ATP +  9 NADPH -> 5 RuBP +  0,67 G3-P (cykl C3)
1 2-PG +  1,5 ATP +  1 NADPH-* 0,5 CO2+0,5 G3-P(fotooddych.)

w sumie: 1 C 0 2: 4,4 ATP: 2,9 NADPH

Wychodząc z założeń Lainga i wsp. [31] można obliczyć energię zu
żywaną przy naturalnych warunkach środowiskowych w procesie foto
oddychania. Energia ta odpowiada różnicy pomiędzy ilością potrzebnej 
energii dla funkcjonowania cyklu C3 i fotooddychania a ilością energii 
zużywanej tylko w cyklu C3. Na 1 cz. włączonego C 0 2 energia ta wynosi 
około

<4,4 ATP +  2,9 NADPH) -  (3 ATP +  2 NADPH) =
=  1,4 ATP +  0,9 NADPH ~  4 kwanty FAP

Jeżeli więc minimalne teoretyczne zapotrzebowanie kwantowe cyklu 
C3 jest 9 kwantów, to łącznie z fotooddychaniem zapotrzbowanie kwan
towe fotosyntezy przebiegające w naturalnych warunkach środowisko
wych powinno wynosić u roślin C3 13 kwantów, a u roślin C4 odpowied
nio 15 kwantów na 1 cz. związanego C 0 2. W tym drugim przypadku je
dynie pod warunkiem, że założenia Lainga i wsp. [31] mogą być zastoso
wane do fotosyntezy u roślin C4.

Niewątpliwie stosunek między karboksylacją i oksygenacją RuBP 
może być inny od założonego przez Lainga i wsp. [31]. Obliczenia oparte 
na założeniach przyjętych przez tych autorów są jednak dobrą ilustracją 
wpływu fotooddychania na energetykę fotosyntezy.
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F IZ JO L O G IC Z N E  Z A P O T R Z E B O W A N IE  K W A N T O W E  F O T O S Y N T E Z Y

Wyniki eksperymentalnych oznaczeń zapotrzebowania kwantowego 
fotosyntezy, przeprowadzanych w odpowiednich warunkach, są tylko 
nieco wyższe od przytoczonych w poprzednim rozdziale rezultatów teo
retycznych wyliczeń i w zasadzie je potwierdzają.

Pomiary tzw. fizjologicznego zapotrzebowania kwantowego fotosyn
tezy, tj. dokonywane przy stężeniach 0 2 i C 02, natężeniach światła 
i temperaturach zbliżonych do naturalnych, przeprowadzane przez róż
nych autorów, a zebrane przez Campbella i Blacka [12], dawały wyniki 
mieszczące się w zakresie od 13,1 do 19,5 kwantów na 1 cząsteczkę C 0 2 

(tabela 3). Średnia wartość fizjologicznego zapotrzebowania kwantowego 
fotosyntezy, obliczona na podstawie tych danych, wynosi około 17 kwan
tów na 1 cz. C 02. Ściśle biorąc, liczba ta określa rzeczywiste zapotrzebo
wanie kwantowe, w warunkach zbliżonych do naturalnych, przede 
wszystkim fotosyntezy i fotooddychania, ale także i innych procesów bez
pośrednio nie związanych z absorpcją światła.

TABELA 3

Fizjologiczne zapotrzebowanie kwantowe (ZK) fotosyntezy łącznie z fotooddychaniem [12]

Materiał doświadczalny
ZK

(kwantów c z -1
C 0 2)

Literatura

Minulus cardinalis (C3) 17 [4]
Atriplex rosea (C4) 18,4 [5]
Atriplex patula (C 3) 19,5
Atriplex patula (C 3) 17,0 [6]
Liście 22 gat. C 3 i C4 13,4 średnio [41]
Owies (C3) 17,2

14,9
Burak cukrowy (C3) 16,4
Kukurydza (C4) 15,4
Liście 7 gat. C 3 19 średnio [17]
Liście 5 gat. C4 18,7 średnio
Encelia California (C 3) 19,2
Atriplex rosea (C4) 18,8

Średnio 17,3

Faktyczny wpływ fotooddychania na zapotrzebowanie kwantowe 
fotosyntezy można ocenić porównując wartości ZK fotosyntezy stwier
dzane w warunkach normalnych (przy 2 1 %  0 2, 0,03% C 0 2 i tem peratu
rach zbliżonych do temperatury optymalnej) z wartościami ZK fotosyn
tezy uzyskanymi w warunkach istotnie ograniczających fotooddychanie
(przy obniżonym stężeniu 0 2 lub podwyższonym stężeniu C 02). Dane
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uzyskane w takich warunkach przez różnych autorów, zebrane przez 
Campbella i Blacka [1 2 ], mieszczą się w zakresie 9 - 1 5  kwantów na 
1 cz. C 02. Średnio, zapotrzebowanie kwantowe fotosyntezy przebiegającej 
w warunkach ograniczających fotooddychanie wynosiło około 1 2  kwantów 
na 1 cz. C 02.

TABELA 4

Zapotrzebowanie kwantowe (ZK) fotosyntezy uzyskane w warunkach ogranicza
jących fotooddychanie, tj. przy obniżonym stężeniu 0 2 lub podwyższonym stę

żeniu C 0 2 [12]

Materiał doświadczalny ZK
(kwantów x  cz. -1 C 0 2

Literatura

Chlorella pyrenoidosa (C 3) 9 [18]
Liście 9 gat. C 3 11 (minimum) [55]
Navicula minima (C3) 9 [52]

9
Atriplex patula (C 3) 13,7 [5]
Atriplex patula (C 3) 12,5 [6]

12,5
15,4

Burak cukrowy (C3) 11,9 [41]
Liście 7 gat. C 3 13,6 średnio [17]

Średnio 12

Bjórkman [6 ] stosując w doświadczeniach liście Atriplex patula przy 
normalnych stężeniach C 0 2 i 0 2 uzyskiwał wartości ZK fotosyntezy 
17 kwantów na 1 cz. C 02, a przy ograniczających fotooddychanie niskich 
stężeniach 0 2 (l,5°/o) wartość ZK fotosyntezy wynosiła tylko około 12 
kwantów na 1 cz. C 02.

W podobnych doświadczeniach Bjórkman i wsp. [5] uzyskiwali śred
nie wartości ZK fotosyntezy odpowiednio 19,5 i 13,7 kwantów na 1 cz.
C 02.

Podwyższenie stężenia C 0 2 do 0,072% powodowało również obniże
nie ZK fotosyntezy, w tym przypadku do średniej wartości 15,4 kwan
tów na 1 cz. C 02.

Także Ehleringer i Bjórkman [17] badając 7 gatunków roślin C3 

uzyskiwali ZK fotosyntezy wynoszące średnio w normalnych warunkach 
19,0 kwantów na 1 cz. C 02, a w warunkach ograniczających fotooddycha
nie (przy 2% stężeniu 0 2) — 13,6 kwantów na 1 cz. C 0 2.

Wyniki doświadczeń przeprowadzonych przez McCree [41] oraz Ehle- 
ringera i Bjórkmana [17] wskazują, że u roślin C3 zapotrzebowanie 
kwantowe fotosyntezy zależy wyraźnie od temperatury i że jest więk
sze w temperaturach wyższych. W skrajnych przypadkach autorzy ci
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uzyskiwali wartości ZK fotosyntezy przekraczające 23 kwanty na 1 cz. 
C 0 2. Dowodzi to, że w wyższych temperaturach zwiększa się zużycie 
energii w procesach metabolicznych roślin C3 przebiegających na świetle, 
co jest prawdopodobnie głównie spowodowane wzrostem natężenia foto- 
oddychania.

Analiza zebranych przez Campbella i Blacka [1 2 ] wyników badań 
przeprowadzonych przez różnych autorów (tabela 3) prowadzi do wnio
sku, że przy umiarkowanych temperaturach, normalnym stężeniu C 0 2 

i 0 2 rośliny C4 nie różnią się istotnie od roślin C3 pod względem wartości 
zapotrzebowania kwantowego fotosyntezy. U roślin C4 zapotrzebowanie 
kwantowe fotosyntezy nie zależy jednak od stężenia tlenu [9, 17]. U roś
liny C4 Atriplex rosea nie stwierdzono też wpływu temperatury zmie
nianej w zakresie od 12° do 39°C na zapotrzebowanie kwantowe foto
syntezy [17]. McCree [41] stwierdził natomiast, że u kukurydzy, przed
stawiciela roślin C4, zapotrzebowanie kwantowe fotosyntezy zwiększa się 
istotnie w miarę starzenia się rośliny, co jest prawdopodobnie spowodo
wane wzrastającym fotooddychaniem [10, 50, 58].

Przytoczone wyniki dowodzą, że fotooddychanie zwiększa zapotrze
bowanie energetyczne rośliny, przy czym spowodowany tym procesem 
wzrost ZK fotosyntezy zależy od typu rośliny oraz od szeregu czynni
ków zewnętrznych i wewnętrznych. U roślin C3 rosnących w warunkach 
zbliżonych do optymalnych zwiększenie ZK fotosyntezy spowodowane 
fotooddychaniem wynosi około 30 - 40%, jednakże w szczególnych przy
padkach może dochodzić do około 100%. Wyniki te wskazują ponadto, że 
w warunkach ograniczających fotooddychanie rzeczywiste ZK fotosynte
zy jest znacznie większe od teoretycznego minimalnego ZK cyklu C3 wy
noszącego, jak podano wcześniej, około 9 kwantów na 1 cz. C 02. Różnica 
występująca między danymi eksperymentalnymi a wartością teoretycz
ną odpowiada prawdopodobnie ilości energii potrzebnej dla dalszego 
przekształcania pierwotnych produktów fotosyntezy. Wartość fizjolo
gicznego ZK fotosyntezy wyraża bowiem nie tylko energię zużywaną 
w reakcjach asymilacji i redukcji C 02, lecz także w procesach transportu 
metabolitów, syntezy oligo- i polisacharydów, syntezy białek i w innych 
procesach niezbędnych dla funkcjonowania metabolizmu i wzrostu roś
lin, w których bezpośrednio lub pośrednio może być wykorzystana ener
gia świetlna przetwarzana w fotosyntezie.

W licznych badaniach fizjologicznych prowadzonych z użyciem nie
naruszonych liści stwierdzono, że u roślin C4 brak jest zewnętrznych 
przejawów fotooddychania, co może wskazywać, że proces ten nie wy
stępuje u roślin C4 lub jest znacznie mniej intensywny niż u roślin C3. 
W komórkach liści roślin C4 wykazano jednak obecność enzymów kata
lizujących reakcje przemian kwasu glikolowego, których lokalizacja

6 — Postępy Biol. Kom. 3/81
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wskazuje, że przynajmniej w komórkach pochw okołowiązkowych proces
fotooddychania może przebiegać [7, 10, 13, 15, 34], Pomimo tego, u roś
lin C4 zapotrzebowanie kwantowe fotosyntezy i natężenie asymilacji C 0 2 

w pewnym zakresie nie zależą od zmian stężenia 0 2, C 0 2 oraz tempera
tury, co może powodować, że w odpowiednich warunkach środowisko
wych rośliny C4 charakteryzują się na ogół wyższym niż roślin C3 natę
żeniem fotosyntezy. Dla wytłumaczenia tego wysunięto sugestię, że 
w wyniku funkcjonowania szlaku C4 w miejscu działania karboksyla- 
zy/oksygenazy RuBP dwutlenek węgla występuje w zwiększonym stęże
niu, hamującym fotooddychanie. Hatch [23] ocenia stężenie C 0 2 w ko
mórkach pochw okołozwiązkowych na 15-20 [aM. Campbell i Black [12] 
uważają jednak, że nie może to być jedyną przyczyną wymienionych od
miennych właściwości aparatu fotosyntetycznego u roślin C4 w porów
naniu z właściwościami tegoż aparatu u roślin C3. Jeżeli bowiem Km 
w stosunku do C 0 2 karboksylazy RuBP wynosi 20 [iM [10], to podane 
przez Hatcha [23] stężenie C 0 2 w komórkach pochw okołowiązkowych 
byłoby jednak dużo niższe od stężenia wysycającego karboksylazę RuBP. 
Biorąc pod uwagę, że 0 2 jest kompetycyjnym w stosunku do C 0 2 inhi
bitorem karboksylazy RuBP należałoby więc w takich warunkach ocze
kiwać wyraźnych zmian natężenia asymilacji C 0 2 oraz wartości ZK foto
syntezy przy zmianach stężenia 0 2 również w zakresie stężeń od 2 %  do 
21°/o.Campbell i Black [12] uwzględniając to, że takich zmian nie stwier
dza się, chociaż stężenie 0 2 wpływa na drogi przemian asymilowanego 
UC 0 2 [19, 20, 32], dochodzą do wniosku, że u roślin C4 musi funkcjono
wać jeszcze inny mechanizm regulacji karboksylazy/oksygenazy RuBP, 
uniezależniający aktywność tego enzymu od zewnętrznego stężenia 0 2, 
C 0 2 oraz w pewnym zakresie także i od temperatury.

WYDAJNOŚĆ PRZEKSZTAŁCANIA ENERGII ŚWIETLNEJ W FOTOSYNTEZIE

Na podstawie przytoczonych danych można oszacować potencjalną 
fotosyntetyczną wydajność przekształcania w liściu pochłoniętej energii 
świetlnej w energię chemiczną wytworzonych produktów fotosyntezy. 
W tym celu można przyjąć, że: a) fizjologiczne ZK fotosyntezy wynosi 
około 17 einsteinów • mol- 1  C 0 2 (02), b) 1 einstein FAP wynosi średnio 
w przybliżeniu 50 kkal, c) związanie i redukcja w procesie fotosyntezy 
1 mola C 0 2 (lub wytworzenie 1 mola 0 2) jest związane z akumulacją 
112 kkal. Uwzględniając te założenia otrzymuje się, że wydajność aku
mulacji w fotosyntezie łącznie z fotooddychaniem pochłoniętego przez 
chlorofil FAP wynosi około 13°/o.

Bez strat energetycznych związanych z fotooddychaniem, tj. przy
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ZK fotosyntezy równym 12 kwantów na 1 mol C 02, wydajność ta w y
nosiłaby około 19%.. Natomiast teoretyczna wydajność akumulacji FAP 
v/ fotosyntezie uzyskana przy uwzględnieniu w obliczeniach ZK cyklu 
C3 łącznie z fotooddychaniem (11 kwantów na 1 cz. C 02) lub tylko ZK 
cyklu C3 (9 kwantów na 1 cz. C 02) wynosiłaby odpowiednio około 19% 
i 25%.

Obliczona na podstawie wielkości fizjologicznego ZK maksymalna 
wydajność przekształcania energii świetlnej w fotosyntezie, wynosząca 
około 13%, jest zbliżona do maksymalnej wartości współczynnika aku
mulacji FAP w roślinach, który — jak podaje Listowski [36] — może 
w praktyce dochodzić do 12 - 14% padającego na roślinę FAP. Oznacza 
to, że w optymalnych warunkach, przy maksymalnym wykorzystaniu 
FAP w fotosyntezie, w przybliżeniu cała energia docierającego do liści 
FAP jest efektywnie pochłaniana przez chlorofil. W takich warunkach 
czynnikiem ograniczającym fotosyntezę i produkcję masy roślinnej jest
fizjologiczne zapotrzebowanie kwantowe fotosyntezy.

Możliwość osiągania w praktyce stopnia akumulacji energii FAP 
w wytworzonej masie roślinnej zbliżonego do wydajności przekształca
nia pochłoniętej energii świetlnej wyznacza potencjalną fotosyntetycz- 
ną wydajność roślin. Wydajność ta na podstawie obliczeń teoretycznych, 
potwierdzonych w praktyce, może być określona na przeszło 1 0 -krotnie 
wyższą od aktualnie uzyskiwanej w uprawach roślinnych. Teoretycznie, 
istnieje więc duży zakres podwyższania produktywności roślin upraw 
nych przez zwiększanie stopnia efektywnego pochłaniania docierającej 
do roślin energii FAP. Wydaje się, że jest to możliwe do osiągnięcia 
przez dobór odpowiednich roślin i optymalizację ich uprawy.

Dalsze zwiększanie wydajności fotosyntetycznej roślin wymagałoby 
zmniejszenia strat związanych z fotochemicznymi i biochemicznymi reak
cjami fotosyntezy, fotooddychaniem i innymi procesami metabolicznymi. 
Mimo że podjęte zostały w tym kierunku próby, droga ta obecnie wyda
je się mało realna.

Warto też zwrócić uwagę na to, że intensywniejsza fotosynteza 
u roślin C4 w porównaniu z fotosyntezą u roślin C3 oraz w niektórych 
przypadkach duża produktywność tych roślin (np. u kukurydzy, trzciny 
cukrowej) są związane z podwyższonym zapotrzebowaniem kwantowym 
fotosyntezy. Wskazuje to, że droga do podwyższania produktywności roś
lin może prowadzić przez zwiększenie fizjologicznego zapotrzebowania 
kwantowego fotosyntezy, a nie przez zmniejszenie tak jak w podjętych
próbach [16, 47 - 49, 57, 59] mających na celu wyeliminowanie fotood- 
dychania.
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INFORMACJE DLA AUTORÓW

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe, omawiające 
najnowsze osiągnięcia w dziedzinie biologii komórki, nie publikowane dotąd w in
nych wydawnictwach. Autorzy odpowiadają za ścisłość podawanych informacji. 
Obowiązuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem histologicznym, ana* 
tomicznym i embriologicznym.

Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOMÓRKI nie mogą być bez 
zgody Redakcji publikowane w innych periodykach.

Prace należy przysyłać w dwu egzemplarzach — zarówno tekst, jak i załącz
niki. Objętość tekstu (bez rysunków wraz z objaśnieniami) nie powinna przekra
czać 20 stron maszynopisu. Maszynopis powinien być pisany jednostronnie, z pod
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W tekście nie należy robić żadnych podkreśleri na maszynie ani atramentem.

Na pierwszej stronie należy podać, przed tekstem, tytuł pracy w języku pol
skim i angielskim, pod nim imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska autorów oraz 
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leży zamieszczać żadnych tabel, rysunków, fotografii ani schematów. Dla ustalenia 
ich lokalizacji należy pozostawić wolny wiersz w żądanym miejscu i odpowied
nio zaznaczyć ołówkiem na marginesie: tab. 1, ryc. 1 itp.

Tekst podzielony na rozdziały jest bardziej przejrzysty. Po tytułach wy dzie
lonych nie należy stawiać kropek. Za tekstem należy dołączyć spis literatury. Po
winna być ona ułożona w porządku alfabetycznym. Powoływanie się na cytowaną 
literaturę następuje przez wymienienie liczby porządkowej w nawiasach prosto- 
kątnych, np. [5].
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[1] Hnilica L. S., McClure M. E., Speltzberg T. C., Histone biosynthesis and the 

cell cycle, [w] Histone and Nucleohistones, red. D. M. P. Philips, Plenum Press. 
London, New York 1977, 60-64.
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Physarum polycephalum, Exptl. Cell. Res., 73: 41-43, 1972.
Tabele należy dołączyć na oddzielnych kartkach — każda powinna być pod

pisana. Rysunki, schematy, fotografie należy dołączyć w postaci nadającej się do 
reprodukcji lub przerysowania. Fotografie powinny być na błyszczącym papierze, 
kontrastowe. Podpisy pod ryciny powinny być dołączone na oddzielnej kartce. 
Przy załącznikach powinno być podane ich pochodzenie.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów.
Autor na życzenie Redakcji obowiązany jest zrobić korektę autorską, którą 

powinien zwrócić w ciągu 3 dni. Koszty spowodowane zmianami tekstu w ko
rekcie, poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi Autor.

Artykuły honorowane są według ustalonych stawek, autorzy otrzymują 25 nad
bitek bezpłatnie.
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