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1. Uvod

Dvije glavne funkcije karotenoida u fotosintetskimkroorganizmima i biljkama su
apsorpcija energije za koristenje u fotosintezia$tita klorofila od oSteenja uzrokovanih
svjetlo€u. Oni predstavljaju jednu od najraSirenijin i majoijin skupina prirodnih
pigmenata. Fotosintetski organizmi (anoksigenesiotetske bakterije, cijanobakterije, alge,
biljke) i brojne nefotosintetske bakterije i gljiypeoizvode karotenoide. U biljkama su vidljivi
u cvjetovima, plodovima i gomoljima u obliku zZutiharagastih i crvenih pigmenata, a u
zelenim biljnim tkivima karotenoidi su vidljivi samtijekom godiSnje razgradnje klorofila u
jesen. Osim organizama koji ih proizvode, pristgnii u drugim organizmima (uneseni u

obliku hrane), bilo u izvornom obliku ili metabalani.

Osim njihove dgite uloge vizualno privienih pigmenata, karotenoidi sudjeluju u
mnoStvu esencijalnih bioloskih funkcija. Ggmito, obojeni karotenoidi vrSe fotooksidativnu
zastitu od negativnihdinaka kisikovih radikala i radikala nastalih podegtjem svjetlosti
koji mogu fotooksidirati klorofile, hem-skupinu irgoporfirin IX. Nadalje, imaju ulogu
prijenosa svjetlosne energije i strukturnu uloguol@kularnog ljepila“ pigment-protein u
fotosintetskim kompleksima. Osim toga, cijepanjecsficnih ciklicnih epoksi-ksantofila koji
sadrZe prstenove na jednom ili oba kraja jéeprma reakcija u biosintezi apscizinske kiseline,
vaznog biljnog hormona. Uloga karotenoida kao egEnih bioloSkih spojeva nije
ograntena samo na biljke, kao ni njihova sinteza. Npkapaten i strukturalno sini spojevi
sluze kao prekursori za sintezu vitamina A, retinaktinotne kiseline u sisavaca gdje imaju

esencijalnu ulogu u prehrani, vidu i starj diferencijaciji.

Ime ,karoten* prvi je 1831. godine predlozio Wackeater prilikom opisivanja
pigmenta kojeg je izolirao i kristalizirao iz kaeijja mrkve. 1837. godine Barzelius je
osmislio naziv ksantofil kao kemijsku oznaku zumgmenta kojeg je ekstrahirao iz otpalog
lisS¢ca. Tswett, udavajlti kemijsku slénost spojeva poznatih kao karoteni i ksantofilipdiv
naziv karotenoidi 1911. godine kao oznaku za olepime pigmenata. Danas se naziv
karoten koristi za ugljikohidratne karotenoide sattofil ozndava karotene koji sadrze jednu

ili viSe funkcionalnih skupina s kisikom (Armstronglearst, 1966).

Danas, gotovo dva stoj@ nakon Wackenroderove izolacije prvog karotenanato
je viSe od Sest stotina raztih karotenoida i njihovih glikozida te raziiih izomera.



1.1. Grada karotenoida

Karotenoidi su linearne organske molekule s viséstrkonjugiranim dvostrukim
vezama. Spadaju u kategoriju tetraterpenoida,dunspojeve koji sadrze po 40 C-atoma; no
postoje i C45 odnosno C50 karotenoidi. Polienskiclamogu i ne moraju zavrSavati
prstenima. Karoteni su ni@se graieni samo od ugljika i vodika, pa su nepolarne makek
topive u mastima. Za razliku od karotena, ksantofigju funkcionalne skupine koje sadrze
kisik i stoga su polarniji. Prema funkcionalnim pkuama koje sadrze, karotenoide dijelimo
na: ugljikovodike (karoteni), alkohole, glikozidetere, epokside, aldehide, kiseline i njihove
estere, ketone, estere alkohola, apo karotenoiolej seko karotenoide, retro i retro apo
karotenoide, te viSe karotenoide (http://en.wikipeatg/wiki/Carotenoid).

Karotenoidi su zuti, nar&asti ili crveni pigmenti — njihov apsorpcijski spak je
izmedu 400 i 500 nm (posljedica konjugiranih dvostrukibza). Ksantofili su w@nom

pigmenti Zute boje.

Prvi put su se javili u arhebakterija, kao lipidswrhu ojg&avanja statnih membrana.
Njihova strukturna uloga zasniva se na njihovojdgra obliku dugg&kih molekula s
ekstremnocvrstom osnovom zbog postojanja mnogih konjugiramndns dvostrukih veza
izmedu ugljikovih atoma (oldino 10-11 trans C=C veza u nizu), a duzina molekdgovara
debljini hidrofobne zone. Karotenoidi su izvrstainper evolucijske preadaptacije — razvoj
nove osobine porijeklom od mutacija koje su se ngkmmjene u vanjskoj sredini pokazale
kao korisna adaptacija zahvaljgjstrukturama koje mogu obavljati nove funkcije.ubim
rije¢cima nakon promjene u okoliSu javljaju se nove fujgkbez daljnjih genetkih promjena.
Svoju strukturnu funkciju karotenoidi su zadrzalhekim gljivama i Zivotinjama. U biljnim
organizmima su raglite funkcionalne skupine i strukturna svojstva kenmida razvila
speciftne funkcije poput uloge apsorpcijskin pigmenataldge antioksidanata. Stovise,
njihova se efikasnost u tim ulogama pokazala izoazelikom (Vershinin, 1999.).

Prvi korak u biosintezi karotenoida je kondenzadjdju molekula geranilgeranil
pirofosfata (GGPP) i stvaranje bezbojnog fitoengpama enzima fitoen sintaze. GGPP je
intermedijer u mevalonatnom metaki&thm putu biljaka. Zatim fitoen desaturaz&karoten
desaturaza uvodeetiri dvostruke veze na fitoen i kroz nakoliko kKeosianastaje likopen. Isti
proces moze katalizirati enzim karotenoid izomerd&zklizacija likopena je kritina taka
grananja u biosintezi karotenoida. Likopéiklaza katalizira sintez@3-karotena sa dvfi-

prstena, dok likopes-ciklaza katalizira sinteza-karotena koji je grden ode-prstena ip-
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prstena. a-karoten prelazi u lutein uzastopnim hidroksilatifa kataliziranim enzimima
hidroksilazama. Hidroksilacijg-karotena hidroksilazom dovodi kroz nekoliko koratta
sinteze zeaksantina. Zeaksantin potom uz prisugmama zeaksantin epoksidaza prelazi u

anteraksantin i potom u violaksantin.
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Slika 1.Shema biosinteze karotenoida u biljkama. (prenta Ksur., 2004)



2. Karotenoidi kao pomoéni pigmenti u fotosintezi

Naziv fotosinteza doslovno z#iasinteza poméu svjetla. To je bioloSki proces
stvaranja energetski bogatih ugljikohidrata iz gaoiskih spojeva kao Sto su £€0OH,0, a
odvija se u mnogim bakterijama i jednostamin eukariotima (alge), kao i u vaskularnim
biljkama. Premda se proces u tim organizmima ra@iki detaljima, osnovni mehanizmi su
sli¢ni. Stovise, mnogo detalja o fotosintezi u vaskuilarbiljkama je objasnjeno zahvaljdju

pokusima na jednostavnijim organizmima.

Fotosintezu dijelimo na anoksigenu (purpurne izelsumporne bakterije) i oksigenu
(cijanobakterije, alge i bilike). Oksigena fotogmh kao sekundarni produkt stvara kisik
tijekom procesa cijepanja vode. Za razliku od armgeese fotosinteze koja za prijenos energije
koristi samo jedan reakcijski centar, oksigena doti?za zahtjeva dva reakcijska centra —
fotosistem Il (PSIl) gdje se odvija oksidacija vatte kisika uz otpusStanje elektrona i protona
i gdje nastaje jaki oksidans, te fotosistem | (Rftlle nastaje jeki reducens. PSIl apsorbira

svjetlost valne duljine od 680 nm, a PSI 700 nm.

Glavnu ulogu u apsorpciji svjetlosti imaju pigmer@ini zajedno sa proteinima tvore
reakcijski centar i pripadaje antenske komplekse (LHC), odnosno fotosistem. U
reakcijskom centru se odvijaju oksidacijsko-redjgidi procesi koji rezultiraju stvaranjem
elektrona ei protona H. Ti kemijski procesi su rezultat razdvajanja nabojreakcijskom
centru. Na taj nan svjetlosna energija prelazi u kemijsku energgdnosno svjetlost pae
kemijske reakcije koje rezultiraju stvaranjem eme¢si bogatih spojeva. Kompleksi antena
sluze za skupljanje i prijenos svjetlosne energgedimer klorofilaa u reakcijskom centru i
na svaki reakcijski centar dolazi mnogo antenslomgpleksa (tridesetak bakterioklorofila,
dvjestotinjak u viSim biljkama, te nekoliko ti& u nekim algama i bakterijama). Njihova
grada je takva da energija prelazi s pigmenata kojodpsaju svjetlost manje valne duljine
(veca energija) na pigmente koji apsorbiraju svjetiasie valne duljine usput otpustéjudio
energije u obliku topline (Slika 2.). Naime, kadaolaekula apsorbira foton, prelazi iz
nepobdenog u pobdeno stanje bogato energijom. Ta energija se rezoogorenosi na
susjedni pigment koji postaje paten a molekula koja je apsorbirala foton secara
nepobueno stanje. Energija pobenog stanja koju apsorbira susjedni pigment je anabpg
gubitka u obliku topline i to omoguje usmjereni prijenos energije s molekule na malek
Konani akceptor je molekula klorofila u reakcijskom centru koja se oksidira i predajg svo

elektron primarnom akceptoru elektrona. PSI i nyegantene tvore supramolekularni



kompleks grden od tri identina dijela s po jedanaest proteina. Reakcijski cgatamjesten

u sredini, a mnogobrojne molekule klorofila i kaabida su precizno smjeStene oko njega.
PSII nije fizikki asociran s antenskim kompleksima¢va oni slobodno razmjeSteni po
tilakoidnoj membrani, odnosno asociraju i disocirgj PSIl ovisno o omjeru reduciranih i
oksidiranih plastokinona (PSII ih reducira, a Pisidira) (Taiz i Zeiger, 2002).
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Slika 2. Prikaz prijenosa energije iz antenskog komplekseeakcijski centar
(prema Taiz i Zeiger, 2002).

Fotokemijsko srediste PSIl je @eno od D1 i D2 proteina koji tvore heterodimer.
Gradeni su u obliku pet transmembranskih uzvojnica og lsu vezani kofaktori — klorofili
P680, Q i Qg, ioni zeljeza, pomii Kklorofili, feofitin, B-karoteni, te Mn kompleks na kojem
se odvija redukcija vode. Elektroni se sa pi#nog P680 prenose na feofitin te dalje na dvije
molekule plastokinona - prvo na,Q zatim na @ Potom se P68astao nakon otpustanja
elektrona reducira tirozinskom skupinom Z D1 podjest. Z elektron preuzima s Mn
kompleksa iz reakcije cijepanja vode (Buchananuri,2002). Uz D1 i D2 su periferno
smjeSteni dodatni proteini poput Psbl i PsbS, cdaokb-559, CPa-1 i CPa-2. Neki su bitni za
prijenos energije sa LHC na reakcijski centar, rseldjeluju u stvaranju kisika, a neki su bitni

za pravilnu formaciju reakcijskog centra (Ort i.s1996).

Karotenoidi su zahvaljuji apsorpcijskom spektru od 400-500 nm (Slika 3Roja
zastupljeni u antenskim kompleksima kao primarmegkori fotona jer je u tom dijelu spektra
apsorpcija poméu klorofila relativno slaba. Oni apsorbiraju ends§e bogatu svjetlost u

plavom i ljubtastom dijelu spektra i zatim ju prenose (uz @avge valne duljine i smanjenje



energije) na druge pigmente, sve do klorddila reakcijskom centru koji apsorbiraju svjetlost
u crvenom i tamnocrvenom dijelu spektra (Slika Ngjvazniji karotenoidi u antenama
biljaka su crveno-narg&asti izoprenoidp-karoten i zuti ksantofil lutein (Slika 4.). Alge u
antenama imaju lutein (klorofiti), fukoksantin (knofiti), perdinin (dinofiti) i zeaksantin
(rodofiti) (Grabowski i sur., 2001).
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Slika 3. Apsorpcijski spektar lista (lijevo) i nekih fotgpnenata (desno) (prema
Nelson i Cox, 2005).

B-Carotene

Lutein (xanthophyll)

Slika 4. Graia 3-karotena i luteina (prema Taiz i Zeiger, 2002).

Antenske komplekse tvore proteini i pigmenti. ¢hda vezanja karotenoida na
polipeptide koji tvore antenske komplekse nije daj&istrazen, ali analize PSI i PSIl ukazuju
da aromatske skupine tvore Zagn dio veznih mjesta. Mutacija gena za dva féamiaa u
LHCII (antenski kompleks vezan uz PSII) rezultirabgkom gotovo 50% funkcionalnih
karotenoida (Garcia-Martin i sur., 2008). LHClIltjiener ¢iji monomer sadrzi 4 vezna mjesta
za karotenoide (Liu i sur., 2004). Karotenoidi (orofili) sami po sebi nisu dovoljni za

usmjeravanje energije na reakcijski centat, vaznu ulogu u organizaciji prijenosa energije
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kroz kompleks imaju sami protein koji ih vezu (Qi6.). Proteini koji tvore antenske
komplekse nisu joS do kraja istrazeni i svrstanusuhc obitelj proteina. Gotovo svi LHC
polipeptidi sadrze tri transmembranske uzvojniaeaR treta su skno gratene i izrazito su

konzervirane unutar Lhc proteina (Ort i sur., 1996)
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Slika 5. Grada LHCII. A) Razlgiti klorofili s prikazanim odgovarajim
apsorpcijskim maksimumima i veznim mjestima nagrai. B) Karotenoidi vezani
na protein i njihovi apsorpcijski maksimumi (pre®allottari i sur., 2009).

Dinamicnim promjenama u strukturi i funkciji proteina, dsintetske membrane
biljaka mogu regulirati raspodjelu apsorbirane gogme energije iznd koriStenja u
fotosintezi (gP) i fotoprotektivhog neradiacijskagpusStanja suviSka, tj. nefotokemijskog
utiSavanja (NPQ). Taj proces je kontroliran svaojsy cjelovite membrane,



transmembranskim pH gradijentom, organizacijomeinat LHCII i reverzibilnim vezanjem
specifcnog karotenoida — zeaksantina. Njegova aktiva@j&kljucni dogataj u regulaciji
apsorpcije svjetlosne energije (Ruban i sur., 2002)

3. Karotenoidi kao zastitni pigmenti

Osim uloge poménih pigmenata za apsorpciju svjetlosti, karotenamaju vaznu
ulogu u zastiti fotosintetskog aparata. Jedinstveaspodjela elektronskih nivoa koji su
posljedica polienske strukture glavnog laroa karotenoide jedinim prirodnim spojevima
koji su sposobni prenijeti ekscitacijsku energipbpienog stanja i s karotenoida na klorofil u
LHC tijekom apsorpcije svjetlosti i s tripleta kédila ili singleta kisika na karotenoid u
fotosintetskom reakcijskom centru u svrhu zaStiéakcijskog centra od fotoostnja
(Vershinin, 1999). Drugim ri@ma, imaju vaznu ulogu kao antioksidacijski spojéwaii
spr&avaju fotooksidaciju klorofila u reakcijskim cemira, bilo da spr&avaju nastajanje
singletnog kisika ili njegovo Stetno djelovanjen@etni kisik spada u skupinu spojeva pod
nazivom reaktivni oblici kisika (ROS). Mogu bitiabliku slobodnih radikala superoksida O
i hidroksila'OH, te u obliku vodikovog peroksida,&, i singletnoga kisikdO, (Slika 6.).
Uzrokuju oStéenja membranskih lipida, nukleinskih kiselina i f@ina — posebice D1

podjedinice PSII na kojoj se odvija cijepanje va@emolekulu kisika i protone vodika.

e e e e
0,—>— 0,"——p—> H,0, ~—*"OH —p— H,0
2Ht HY H,0 H*
NO*
ONOO*

Slika 6. Reaktivni oblici kisika (prema
http://herkules.oulu.fi/isbn9514266625/html/c40&ht

Aktivnost fotosintetskog aparata se mjeri u oblgfomjene fluorescencije klorofila
in vivo ovisno o n&inu osvjetljavanja. Taj postupak je postupno raavijos od 1931. kada su
Kautsky i Hirsh nakon niza eksperimenata dokazakokpostoji veza iznd fotosintetskih
reakcija i fluorescencije. Kasnije se promjene woféscenciji povezalo s redoks stanjem
komponenti PSIl i uveden je pojam ,quencher® — iu&& (http://www.chlamy.org/

companion/Fluorescence_Quenching.pdf). Ovisno ainoa utiSavanja fluorescencije,
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razlikujemo fotokemijsko utiSavanje (Q, tj. gqP) efatokemijsko utiSavanje (NPQ, tj. gN)
(Slika 7.). Kada Chl apsorbira svjetlost, prelaziasnovnog stanja u singletno pdboo
stanje,'Chl* iz kojeg se vréa u osnovno stanje na nekoliko¢ima (Slika 7.). Razlika u
energiji moze se emitirati kao svjetlost (fluoresti@), moze sluziti za pokretanje
fotokemijske reakcije ili se otpustiti u obliku toge, ili moze dovesti do stvaranja tripletnog
pobuienog stanja klorofila&®Chl* (Miiller i sur., 2001).

4
Y
1
fluorescence
1 Dz' 5
photochemistry (gP)
3
02 heat (NPQ)

Slika 7. Mogute sudbine pohienog klorofila (Chl). Kada Chl apsorbira svjetlost,
prelazi iz osnovnog stanja u singletno pddmp stanje:Chl*. Ima nekoliko n&ina
povratka u osnovno stanje. MozZe se emitirati sygtla vidimo ju kao fluorescenciju
(1). Energija pobd@enog stanja moze pokretati fotokemijske reakcijeil(Ze moze
otpustiti u obliku topline (3); oba mehanizma snugunjkoli¢inu fluorescencije. Na
kraju, 'ChI* moZe dovesti do stvaranja tripletnog pdemog stanja klorofilaiChl*
(4). Prilikom vraanja u osnovno stanj€hl* moZe prenijeti energiju na molekularni
kisik pa nastaje vrlo reaktivni singletni oblik kia *O.* (prema Miiller i sur., 2001).

3.1. Fotokemijsko utiSavanje

Fotokemijsko utiSavanje se vrSi prijenosom energij&lorofila a na elektrone u
reakcijama fotosinteze. Ako je fotosistem pre&as) visSak energije reakcijski centri mogu
prenijeti na kisik koji zatim prelazi u singletnblik. Kako bi se to sprij@lo, odreieni
pigmenti poput-karotena mogu preuzeti visak energije na seb&acpiu pobueni oblik
(Franki i Brudvig, 2004). Time se sptpra stvaranje ROS i omogyje odrzavanje normalne
razine elektrona u lancu prijenosa elektrona udglastima. Osim preuzimanja visSka energije
s reakcijskog centra, pigmenti svojim antioksidaitiv djelovanjem mogu sprijéi oStecenja
uzrokovana reaktivnim oblicima kisika. Drugim tijma, pri uvjetima visoke osvijetljenosti
zastitni pigmenti u sklopu procesa fotosinteze etzepreuzimaju visak ekscitacijske energije
i uklanjaju formirane ROS.
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3-katoren ima vaznu ulogu u zastiti klorofila odofuksidacije i reaktivnih oblika
kisika u sklopu fotokemijskog utiSavanja. Istrazijgana fotosintetskim bakterijama pokazala
su da R-karoten funkcionira kao redoks dospoj u sekundarnim putovima prijenosa
elektrona unutar PSII, te se kationski radikali dtanoida prolazno formiraju nakon
fotoekscitacije bakterijskih LHC. Zbog produzenog-efektron konjugiranog sustava
molekula karotenoida, kationski radikal je delokamén i to omogduje B-karotenu da
funkcionira kao ,molekularna zica“ (Franki i Brudyi2004). Preuzima energiju sa tripleta

klorofila a pa ne dolazi do stvaranja singletnog kisika, agijaese otpusta u obliku topline.

Neki ksantofili takder sudjeluju u fotokemijskom utiSavanju kao antidkssi te Stite
fotosistem od tripletnog oblika klorofila i singketkiska. Primjer za to su ksantofili
ketokarotenoidi. Ketokarotenoidi se rijetko javljaj viSim biljkama, ali se javljaju u algama
gdje omoguavaju dodatnu zastitu od reaktivnih oblika kisidayaraj i Punja, 2008). Drugi
primjer je uloga zeaksantina kao antioksidansapé&tsienti na mutantima su pokazali kako
zeaksantin spri@ava fotooksidaciju u membranama tilakoida no ngesdeno da li djeluje na

ROS ili sprj€ava lipidnu peroksidaciju (Mdiller i sur., 2001).

Fotokemijsko utiSavanje u cijanobakterijama tekgelavno otkriveno, a vrsi ga OCP
(orange carotenoid protein — natasti karotenoidni protein). Svjetlost uzrokuje kturalne
promjene unutar karotenoida i proteina, Sto remulpirijelazom iz narafastog neaktivnog
oblika u crveni aktivni oblik. Crveni OCP inducip@veanje otpustanja energije Sto uzrokuje
smanjenje prijenosa energije s fikobilisoma cijaaldbrijskih antena na reakcijske centre.
(Kirilovsky, 2010). OCP je novklan obitelji ,blue light-photoactive proteins” (peani
fotoaktivni pri plavoj svjetlosti). To je proteimpiv u vodi na koji je vezana jedna molekula

karotenoida ehinenona ili zeaksantina (Wilson i,2010)

Mehanizmi zasStite PSII su bolje istrazeni jer jepmulozniji oksidacijskom ostenju
koje nastaje kao rezultat stresa uzrokovanog welikntenzitetom svjetlosti, odnosno
podlozniji je fotoinhibiciji. Vjerovalo se kako @S| manje osjetljiv na fotoinhibiciju i procesi
njegove zastite nisu detaljno istrazivani. Novgaazivanja su pokazala da je PSI osjetljiv na
veliki intenzitet osvjetljenja pri uvjetima niskeriperature i kada je lanac prijenosa elektrona
nepravilno balansiran. Smatralo se kako je za&tB4 rezultat antioksidacijskih enzima te
sposobnosti reakcijskog centra da viSak energpaisit u obliku topline. Tek nedavno je
odreiena uloga LHCI kompleksa u zastiti PSI. KoriStenj@utanata koji ne sadrze odeme

tipove Lhc proteina, dokazano je da antenski kokgplenaju bitnu ulogu u zastiti PSI od
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fotoinhibicije. Nadalje, primijéeno je kako prilikom osvjetljenja visokim intenzien
svjetlosti, za razliku od LHCII-PSII kompleksa, WHCI-PSI kompleksu prvo dolazi do
oSteenja antenskog kompleksa a ne reakcijskog centogubhost takve zastite je vjerojatno
posljedica toga Sto LHCI sadrzi nekoliko klorofkaji apsorbiraju u crvenom dijelu spektra,
tj. imaju nizi energetski nivo nego svi ostali pigni u PSI ukljduju¢i P700 pa mogu
preuzeti viSak energije na sebe. Ti klorofili suggodeni uvjetima jake osvijetljenosti i imaju
jako efikasne mehanizme osldaaja viSka energije u obliku topline. Pokusi sa antima
koji ne sadrze ,crvene” klorofile su potvrdili nplru vaznost u kontroli kaline energije u
PSI (Alboresi i sur., 2009).

3.2. Nefotokemijsko utiSavanje

Nefotokemijsko utiSavanje filtrira viSak energijeij@ ulaska u proces fotosinteze.
Ovaj tip utiSavanja mozemo podijeliti na tri r&ae komponente, ovisno o brzini relaksacije
u mraku nakon perioda osvijetljenosti. Najvaznif@jbrza komponenta u éiai alga i biljaka
je pH iliti energetski ovisna komponenta — qE. Ak# ju stvaranje gradijenta protona na
tilakoidnoj membrani, odnosno snizenje pH lumetakdida koje zatim aktivira ksantofilski
ciklus. Druga komponenta — T se relaksira krozofik& minuta i doima se prino
nevaznom za fotozastitu kod énee biljaka u uvjetima jake osvijetljenosti. Java kao
rezultata promjene u kvaliteti osvjetljenja pri manom intenzitetu svjetlosti i omo¢uje
odrzavanje ravnoteze u raspodjeli energije g@ebog stanja iznmi PSIl i PSI. Ova
komponenta je posljedica fenomena prijelaznog ataniazdvajanja LHCa sa PSIl (Muller i
sur., 2001.). Naime ako PSII primi viSe svjetlostl PSI plastokinoni postaju uglavnom
reducirani i aktiviraju kinazu koja zatim fosfordi LHCII. Fosforilacija antenskog kompleksa
dovodi do njegovog disociranja sa PSIl i migrag@gemembrani budi da molekule LHCII
postaju negativho nabijene i thesobno se odbijaju. Na PSII viSe nije asocirani&kddlHCII
pa apsorbira manje svjetlosti i njegova aktivnastsmanji. S druge strane, PSI ne mijenja
brzinu rada pa dolazi do paianja koltine oksidiranih plastokinona koji zatim aktiviraju
fosforilazu i ona defosforilira LHCII. Defosforitani LHCII viSe nisu negativno nabijeni te se
ponovno asociraju s PSIl i palava se apsorpcija svjetlosti (Buchanan i sur.2200rea
komponenta NPQ ima najsporiju relaksaciju i najgabe definirana. Vezana je uz

fotoinhibiciju fotosinteze i stoga je nazvana gli(Mr i sur., 2001.).
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Najrasireniji nain nefotokemijskog utiSavanja fotosustava je ksfisto (odnosno
violaksantinski) ciklus, kao dio gE, koji se aktavipri jakom intenzitetu svjetlosti. Temelji se
na reverzibilnom prijelazu violaksantina u antesks i zeaksantin u uvjetima jake
osvijetlienosti. U uvjetima niskog inteziteta s\Wgsti violaksantin funkcionira kao antenski
pigment i prenosi energiju na kloroéil S povéanjem intenziteta osvjetljenja violaksantin se
deepoksidira u anteraksantin koji se deepoksidzaaksantin (Slika 8.). Taj proces secara
u patetno stanje kada se smanje uvjeti osvjetljenjeadia se biljka nde u mraku.

Osim violaksantinskog ciklusa, postoji i ciklus dirt-5,6-epoksida (Slika 8.). U
parazitskoj biljciCuscuta reflexa neoksantin je zamijenjen lutein-5,6-epoksidom bigecaja
na strukturni integritet LHC. On sudjeluje u deegidicijskom ciklusu ovisnom o svjetlu koji

je slican deepoksidaciji violaksantina u ksantofilskomusk (Bungard i sur., 1999).

Jo$ jedan ksantofilski ciklugini reverzibilna deepoksidacija diadinoksantina u
diatoksantin (Slika 8.). On se javlja u nekim skwgmha mikroalgi i tamo sluzi kao zastita od
fotooksidacije umjesto violaksantinskog ciklusa (¥ig i sur., 1997).
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Slika 8. Violaksantinski, diadinoksantinski i lutein-5,6-éqsodni ciklus (prema

Muller i sur., 2001).
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Svi detalji violaksantinskog ciklusa nisu do kr&gt&razeni, no osnovni mehanizmi su
poznati. Zeaksantin i anteraksantin zajedno s misgH lumena tilakoida, nastalog kao
posljedica stvaranja gradijenta protona na tilakojdmembrani, omodgavaju bezazleno
otpuStanje viSka ekscitacijske energije u oblikyplitee izravno unutar LHC i njihov
nedostatak dovodi do ogtnja fotosustava oksidacijom. Osim violaksantirenu ulogu u
prijelazu u stanje utiSavanja imaju ksantofili neahtin i lutein, no detalji njihovih uloga nisu
do kraja istrazeni. Prijelaz u stanje utiSavanjaezan je sa zakretanjem u konfiguraciji
neoksantina, Sto omoguje prijenos energije s klorofila na lutein (Ruban i sur., 2007).
Osim toga, eksperimentalno je dokazano da fotoktiotea funkcija zeaksantina ovisi o

prisustvu luteina u LHC (Kalituho i sur., 2006).

Budui da je proces otpuStanja viSka apsorbirane emergpncijalan za adaptaciju
biljaka i algi na razliite uvjete osvjetljenja jer omogduje reverzibilan prijelaz LHC iz stanja
sakupljanja energije u stanje utiSavanja (quenghipg uvjetima jakog osvijetljenja,
nedostatak zastitnin pigmenata dovodi do @Sim fotosustava. Istrazivanja vrSena na
mutantima koji ne mogu formirati zeaksantin ilidut pokazala su njihov utjecaj na gE.
Nedostatak zeaksantina je doveo do smanjene efikAsnefotokemijskog utiSavanja, no
anteraksantin je djelogno preuzeo ulogu zeaksantina. Nedostatak luteindakader
rezultirao slabijim gE. Takder je utvdeno kako dvostruki mutanti kojima nedostaje i

zeaksantin i lutein ne mogu vrSiti gE tip utiSaaiyltller i sur., 2001).

Koristeti podatke dobivene iz ragliih istrazivanja Muller i sur. (2001) razvili su
primjer modela violaksantinskog ciklusa (Slika ®Ji jakom osvjetljenju dolazi do stvaranja
neravnoteze u radu PSIl i PSI zbog prezasosti fotosustava. To rezultira koncentriranjem
protona u lumenu tilakoida i smanjenjem pH vrijestnoNiski pH lumena tilakoida aktivira
violaksantin deepoksidazu (VDE) i ona asociraaktldnom membranom gdje deepoksidira
violaksantin u sklopu gE dijela nefotokemijskogSatranja. VDE koristi askorbinsku kiselinu
za redukciju epoksi grupe vilaksantina, a askokankiselina je prisutna u obliku kiseline
samo pri niskom pH, i@ je u obliku askorbata. KVDE za askorbinsku kiselinu tj. vitamin
C takaier ovisi 0 pH. Povratnu reakciju prijelaza zeaksent violaksantin katalizira enzim
zeaksantin epoksidaza (ZE). On je flavin adeniruklgotid sadrzavajia, o kisiku ovisna
monooksigenaza. Koristi reducirani feredoksin zaksmlaciju zeaksantina, a potom i
anteraksantina. Zbog pH optimuma od pH 8, smatrdas¢e ZE smjeStena na stromalnoj

strani membrane. Vazan je i podatak kako je ZE tiotisno eksprimiran, odnosno kéina
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ZE u stanici ostaje relativno konstantna, a zagsed\PQ su klgne promjene u ekspresiji i

aktivnosti VDE (Mdller i sur., 2001).

|
_ |

) He |
A | Chl Chl B
HC &Z PsbS/LHC —H

T=2ns

Violaxanthin Violaxanthin

TZE VDE H ZE

Nl Chl H+ Chl
i DJ l \ C
coaps |LPSOSAHC| T (PsbS/LHO— H T =04 ns
— 1 - *
Zeaxanthin Zeaxanthin

U

AAsss
gqE

Slika 9. Shematski prikaz gE. A) U limitirafem osvjetljenju ili mraku (oziava ga
crna traka iznad sheme) ne odvija se utiSavanj@rBakom osvijetljenju (ozrt@no
bijelom trakom) proton/i se veze na PsbS i LHC @ret. C) Nakon vezanja
zeaksantina i proteina nastaje utiSavakompleks drukije konformacije. Prijelaz
violaksantina u zeaksantin se odvija sporije negwomacija. Nije odréeno da li se
zeaksantin veze u ista ili driéifa mjesta nego violaksantin. D) Nakon zavrSetka
svjetlosnog stresa, proteini PSIl se brzo deprosuni dok je epoksidacija
zeaksantina u violaksantin neSto sporija. U mrakumacija kompleksa D iz
kompleksa A nije mogtain vivo, no moze biti umjetno potaknuta smanjenjem pH u

tilakoidnom lumenu (prema Miiller i sur., 2001).

Vaznu ulogu u violaksantinskom ciklusu imaju i Lphooteini LHCIlI kompleksa, te
PsbS protein PSII. Lhc proteigine okosnicu strukture LHCII i na sebe veZu pon®
antenske pigmente, ukfujué¢i violaksantin, a PsbS protein je protein smjestanperiferiji
PSIl i veza je izméu LHCII i PSII. Sadrzi dvije aminokiseline glicirkeje se protoniraju pri
jako niskom pH, pa na taj &ia registrira ApH. Vjerojatno je mjesto deepoksidacije

karotenoida violaksantina i mjesto na koje sezatZe zeaksantin (Niyogi i sur., 2004).
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4. Zaklju ¢ak

Karotenoidi zbog svoje spedifie grae imaju vaznu ulogu u fotosintezi. Oni ujedno
sluze i za zastitu fotosintetskog aparata i za lgkuoje sudeve energije u sklopu antenskih
kompleksa, ali sam mehanizam tih procesa nije dpakobjasnjen. Kao ponoi pigmenti
imaju ulogu sakupljanja svjetlosne energije i njegrijenos na molekule Klorofila u
antenskim kompleksima. Zastitna uloga se dijelfatekemijsko utiSavanje i nefotokemijsko
utiSavanje. Ti procesi su &@om istrazeni poméu mutanata koji ne mogu eksprimirati
odralene pigmente Sto rezultira smanjenom otpaima$a visoki intenzitet svjetlosti. lako
mehanizmi zaStite fotosintetskog aparata nisu Zetra u detalje, razvoj suvremene
tehnologije omogéuje sve bolji uvid u njih. Takter se sve viSe paznje poéuge dosada
pomalo zanemarenim segmentima fotosustava kae sloga LHC asociranih pigmenata PSI

u toleranciji na jaku osvijetljenost.
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6. Sazetak

Fotosinteza je neophodan i izuzetno sloZzen biolsiingroces u biljkama. Odvija se u
reakcijskim centrima smjeStenim na tilakoidnim meamama kloroplasta. Razlikujemo dva
reakcijska centra biljaka — PSIl i PSI. Na PSlisseara protonski gradijent, formira s O
oslobata se e koji se potom prenosi do PSI. Mehanizmi zaStiteoduostava omoguwiju
jednolik prijenos energije na reakcijske centrgiimalan tijek elektrona nde njima. Zbog
svoje grde PSII je podloZzan oksidaciji koja rezultira gulbitk funkcije, ucijem spré&avanju
vrlo vaznu ulogu imaju pongai i zasStitni pigmenti poput karotenoida. Karotehae javljaju
ve¢ kod prvih bakterija i prisutni su u svim carstvimafotosintetskim i u nefotosintetskim
organizmima. Karotenoidi, klorofili i proteini zajao tvore antenske komplekse koji sluze za
sakupljanje svjetlosne energije i njezin prijenas neakcijske centre. Kao dio antenskih
kompleksa, karotenoidi imaju ulogu poémih pigmenta za sakupljanje svjetlosne energije i
njezin prijenos do klorofilaa te ulogu zaStitnih pigmenata koji spagaju oksidaciju
reakcijskog centra. Naime, zbog deau obliku linearnih organskih molekule s viSestruk
konjugiranim dvostrukim vezama, pi konjugirane ktawe, mogu prenositi energiju koju
apsorbiraju do molekula klorofila u reakcijskom centru ili preuzeti viSak energije s
reakcijskog centra, te zahvaljdjuantioksidativnhom djelovanju mogu spkijg oStetenja
uzrokovana reaktivnim oblicima kisika na reakcijskaentru i tilakoidnim membranama.
Vaznu ulogu u zastiti od otenja fotosistema oksidacijom ima ksantofilski cgliije su

komponente poznate ali nedostaje cjelovit biokizmehanizam.
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7. Summary

Photosynthesis is a vital and complex biochemicatgss that occurs in the reaction
centers of the chloroplast thylakoid membraneslamts. There are two reaction centers —
PSII and PSI. PSII establishes proton gradiengteseoxygen and releases electrons that are
subsequently transferred to PSI. Photosystem girotemechanisms allow a balanced energy
transfer between reaction centers and an optinedtreh flow. Due to its built PSIl is
susceptible to oxidation that leads to a loss otfion. Accessory and protective pigments
such as carotenoids have a great contributionappgtg oxidation. Carotenoids were first
developed in early bacteria and now they are ptaseall domains, both in photosynthetic
and non-photosynthetic organisms. Carotenoids, raplylls and proteins together form
antenna complexes that are used to harvest ligthtt@msfer its energy on the reaction
centers. The role of carotenoids in antenna conegléxthat of accessory pigments harvesting
energy and transferring it on chlorophglimolecules. Besides being accessory pigments, as
protective pigments they have a role in protectiegction centers from oxidation. Due to
their linear molecular structure that contains iplét conjugated double bonds, called pi-
conjugated system, they can either transfer abdogpergy toward chlorophyl reaction
center molecule or accept excess reaction cenggegnlhey can also stop the damage from
reactive oxygen species on reaction centers andbkiigg membranes due to their
antioxidative abilities. Protection from oxidatidamage of photosystem is mainly provided
by xanthophyll cycle. Main components of the cyeee quite known but the actual

biophysicamechanism is not yet derived.
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