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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Το φωτοσύστηµα ΙΙ, στα φυτά, τα φύκη και τα κυανοβακτήρια, 

καταλύει την φωτοεπαγόµενη διάσπαση του νερού. Όταν ειδικό 

συγκρότηµα χλωροφυλλών, το Ρ680, απορροφήσει φωτόνιο, γίνεται 

ασταθές και αποδίδει ένα ηλεκτρόνιο στην πλαστοκινόνη QB. H θετική οπή, 

που δηµιουργείται, καταλαµβάνεται από ηλεκτρόνιο που προέρχεται από 

σύµπλοκο Mn4Ca, επάνω στο οποίο είναι προσδεδεµένα δύο µόρια νερού. 

Κατά την διάρκεια της σταδιακής απορρόφησης 4 φωτονίων, αφαιρούνται 4 

ηλεκτρόνια από το σύµπλοκο Mn4Ca(2Η2Ο) και ελευθερώνονται 4 Η+ στην 

υδατική φάση, οδηγώντας στον σχηµατισµό µοριακού οξυγόνου. 

Εποµένως, ο καταλυτικός κύκλος του Mn4Ca περιλαµβάνει τέσσερις 

οξειδωτικές µεταβάσεις, αποκαλούµενες µεταβάσεις S: S0→S1, S1→S2, 

S2→S3, S3→(S4)→S0. Σηµαντικό ρόλο στην διάσπαση του νερού παίζει η 

TyrΖ, η οποία δρα ως ενδιάµεσος µεταφορέας ηλεκτρονίων µεταξύ του 

Mn4Ca και του P680, ενώ παράλληλα επηρεάζει και τη µεταφορά H+.  

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε φασµατοσκοπία EPR 

θερµοκρασιών υγρού ηλίου για να µελετηθούν οι µεταβολές που 

προκαλούνται στο σύµπλοκο διάσπασης του νερού κατά την κρίσιµη 

µετάβαση S2 προς S3. Παρατηρήθηκε ότι η µεταβατική κατάσταση S2YZ˙  

εµφανίζει δύο συνιστώσες οι οποίες αντιπροσωπεύουν δύο διαδοχικές 

κινήσεις Η+ κατά την οξείδωση της TyrΖ. Κέντρα µε S = 5/2 στην S2 

µετατρέπονται σε S = ½ πριν το σχηµατισµό της S3. Κινητήρια δύναµη για 

τη µετατροπή αυτή είναι ο διαχωρισµός φορτίου και η δηµιουργία της 

S2YZ˙.  

 

 

 

 

Θεµατική περιοχή: Φωτοσύνθεση 

Λέξεις – κλειδιά: φωτοσύνθεση, φωτοσύστηµα ΙΙ, σύµπλοκο διάσπασης του 

νερού, S – µεταβάσεις, τυροσίνη Ζ, φασµατοσκοπία EPR. 
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ABSTRACT 
 

Photosystem II in plants, algae and cyanobacteria catalyzes the 

photoinduced water oxidation. When a special cluster of chlorophylls, 

P680, absorbs a photon, it gives an electron to plastoquinone QB. The 

positive charge on P680 is covered by an electron from a Mn4Ca cluster, 

which binds substrate water molecules. When four photons are absorbed, 

four electrons have moved from the Mn4Ca cluster to quinone and four H+ 

have been released to the bulk, then O2 is formed. Therefore, the catalytic 

cycle of the Mn4Ca cluster undergoes four transitions, called S – 

transitions: S0→S1, S1→S2, S2→S3, S3→(S4)→S0. TyrΖ, a residue near 

Mn4Ca, acts as an intermediate electron carrier between the cluster and 

P680, and in parallel it influences H+ removal. 

In the present work, low-temperature EPR spectroscopy was 

employed in order to study the changes that occur in the water-splitting 

complex during the critical S2 to S3 transition. Two different conformations 

of S2YZ˙ were identified in the EPR spectra. These correspond to two 

successive movements of H+ during oxidation of the TyrZ. Besides, it is 

found that centers characterized by S = 5/2 in S2 are converted to S = ½ 

prior to the S3 formation. This conversion is driven by the oxidation of TyrΖ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subject area: Photosynthesis 

Keywords: photosynthesis, photosystem II, oxygen evolving complex, S – 

transitions, tyrosine Z, EPR spectroscopy. 
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1. ΦΩΤΟΣΥΝΘΕΣΗ 

 

Με τη φωτοσύνθεση τα φυτά, τα φύκη και τα κυανοβακτήρια 

αξιοποιούν το φως του ήλιου και το νερό για να παράγουν ενέργεια και 

βιοµάζα για τα ίδια, αλλά και για όλους τους οργανισµούς. Με την 

οξυγονική φωτοσύνθεση η ατµόσφαιρα εµπλουτίστηκε µε οξυγόνο που 

ελευθερώνεται ως παραπροϊόν, το όποιο έκανε πιο αποτελεσµατική την 

αναπνοή. Επιπλέον, από το οξυγόνο αυτό δηµιουργήθηκε το στρώµα του 

όζοντος που προστατεύει τους οργανισµούς από την υπεριώδη 

ακτινοβολία. 

 Φωτοσύνθεση είναι η αναγωγή του CO2 της ατµόσφαιρας σε 

υδατάνθρακες. Η ενέργεια προσφέρεται από τον ήλιο και ως αναγωγικό 

χρησιµοποιείται το νερό. Η γενική αντίδραση της οξυγονικής 

φωτοσύνθεσης είναι: 

( ) 2222 OOCHCOOH hv +→+     

Στα φυτά, η φωτοσύνθεση γίνεται στους χλωροπλάστες. Οι 

χλωροπλάστες περιβάλλονται από διπλή µεµβράνη. Η εσωτερική 

µεµβράνη περιβάλλει το στρώµα. Στο στρώµα υπάρχει ένα δίκτυο 

µεµβρανών, που αποτελείται από τα θυλακοειδή στρώµατος και τα 

θυλακοειδή των grana [εικόνα 1.1]. Το εσωτερικό των θυλακοειδών 

ονοµάζεται αυλός (lumen)  ή µικροχώρος. 

   

Εικόνα 1.1: (α) Φωτογραφία ηλεκτρονικού µικροσκοπίου χλωροπλάστη από φύλλο 

σπανακιού, όπου φαίνονται τα grana που συνδέονται µεταξύ τους µε τα θυλακοειδή 

στρώµατος, (β) Μοριακή οργάνωση των µεµβρανών των θυλακοειδών. [Από 

Βιοχηµεία Ι, J.M.Berg, J.L.Tymoczko, L.Stryer ] 

(α) 

(β) 
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Η φωτοσύνθεση περιλαµβάνει τις φωτεινές και τις σκοτεινές 

αντιδράσεις, οι πρώτες απαιτούν φως για να γίνουν, ενώ οι δεύτερες όχι. 

Κατά τις σκοτεινές αντιδράσεις παράγεται γλυκόζη από το CO2. Για να γίνει 

αυτό απαιτείται ενέργεια (ATP) και αναγωγική δύναµη (NADPH), τα οποία 

παράγονται κατά τις φωτεινές αντιδράσεις.  

Τα περισσότερα ένζυµα που παίρνουν µέρος στις σκοτεινές 

αντιδράσεις βρίσκονται στο στρώµα των χλωροπλαστών. 

 Οι φωτεινές αντιδράσεις γίνονται στα θυλακοειδή των 

χλωροπλαστών και σε αυτές συµµετέχουν τέσσερα διαµεµβρανικά 

σύµπλοκα πρωτεϊνών: το φωτοσύστηµα ΙΙ (ΦΣ ΙΙ), το κυτόχρωµα b6f, το 

φωτοσύστηµα Ι (ΦΣ Ι), η συνθετάση του ΑΤΡ και δύο διαλυτές πρωτεΐνες: η 

πλαστοκυανίνη και η αναγωγάση του ζεύγους φερρεδοξίνης - NADP+. 

∆ιαµέσου αυτών των πρωτεϊνών γίνεται µεταφορά ηλεκτρονίων από το Η2Ο 

προς το NADP+.  

 

Εικόνα 1.2: Σχηµατική απεικόνιση της αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων των 

θυλακοειδών. [Από Φυσιολογία Φυτών, Κεφάλαιο 5, Γανωτάκης, Κοτζαµπάσης]. 

 

Το Η2Ο συνδέεται στο σύµπλοκο διάσπασης του νερού (Σ∆Ν), το 

Mn4Ca, του ΦΣ ΙΙ και ηλεκτρόνια µεταφέρονται µέσω του ΦΣ ΙΙ προς την 

πλαστοκινόνη, η οποία µεταφέρει τα ηλεκτρόνια στο κυτόχρωµα b6f. Στη 

συνέχεια, µέσω της πλαστοκυανίνης τα ηλεκτρόνια µεταφέρονται στο ΦΣ Ι 

και από εκεί στη φερρεδοξίνη και µε τη βοήθεια της αναγωγάσης Fd - 
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NADP+, στο NADP+. Η ενέργεια που απαιτείται για την µεταφορά των 

ηλεκτρονίων δίνεται από φως που απορροφάται από τις χλωροφύλλες του 

ΦΣ Ι και ΦΣ ΙΙ. Ταυτόχρονα µε την κίνηση των ηλεκτρονίων, µετακινούνται 

Η+ προς το εσωτερικό των θυλακοειδών και έτσι δηµιουργείται βαθµίδωση 

συγκέντρωσης. Στη συνέχεια, λόγω της διαφοράς συγκέντρωσης, τα Η+ 

µεταφέρονται µέσω της ΑΤΡ-συνθετάσης στο στρώµα, ενεργοποιώντας 

την, µε αυτό τον τρόπο, να φωσφορυλιώσει ADP. [εικόνα 1.2]. 
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2. ΤΟ ΦΩΤΟΣΥΣΤΗΜΑ ΙΙ 

 

Το ΦΣ ΙΙ λειτουργεί ως οξειδοαναγωγάση νερού – πλαστοκινόνης 

καταλύοντας την παρακάτω αντίδραση: 

22
4

2 222 QHOQOH hv +→+  

Το ΦΣ ΙΙ µπορεί να οξειδώσει περίπου 100 µόρια νερού σε ένα 

δευτερόλεπτο σε καλές συνθήκες ηλιακού φωτός (Tommos & Babcock 

2000)! 

 

 

Εικόνα 2.1: Το φωτοσύστηµα ΙΙ των κυανοβακτηρίων, όπως φαίνεται από την 

πλευρά του κυτταροπλάσµατος. Η διεπιφάνεια των δύο µονοµερών είναι 

σχεδιασµένη µε διακεκοµµένη µαύρη γραµµή και ο άξονας συµµετρίας που συνδέει 

τα δύο µονοµερή µε µαύρη έλλειψη. Στο µονοµερές Ι φαίνονται οι χλωροφύλλες 

(πράσινο), τα καροτενοειδή (πορτοκαλί), η αίµη (µπλε), η φαιοφυτίνη (κίτρινο), οι 

πλαστοκινόνες (κόκκινο), το σύµπλοκο Mn4Ca (κόκκινες και πορτοκαλί σφαίρες) 

και ο µη αιµικός σίδηρος (µπλε). (Από Guskov et al. 2009 ). 

 

Στα ανώτερα φυτά, το ΦΣ ΙΙ αποτελείται από το σύµπλοκο συλλογής 

φωτός (light harvesting complex II, LHC II) και τον πυρήνα του ΦΣ II (PS II 

core). Ο πυρήνας του ΦΣ II είναι διµερές, που παρουσιάζει 

ψευδοσυµµετρία δεύτερης τάξης (Ferreira et al. 2004) και αποτελείται από 

20 υποµονάδες στα κυανοβακτήρια (17 διαµεµβρανικές και 3 διαλυτές που 
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βρίσκονται στην εσωτερική πλευρά του θυλακοειδούς), [εικόνα 8], (Guskov 

et al. 2009). Τα δύο µονοµερή έχουν µεταξύ τους κάποιες µικρές δοµικές 

διαφορές (Umena et al. 2011).Ως τώρα, οι λυµένες δοµές µε ακτίνες Χ 

(Zouni et al. 2001, Ferreira et al. 2004, Biesiadka et al. 2004, Loll et al. 

2005, Guskov et al. 2009, Umena et al. 2011) προέρχονται από 

κυανοβακτήρια. Το φυτικό ΦΣ II είναι δύσκολο να κρυσταλλωθεί λόγω 

πρωτεόλυσης των δειγµάτων κατά τη διάρκεια της κρυστάλλωσης (Nelson 

&  Yocum 2006), έχει όµως µελετηθεί µε ηλεκτρονική µικροσκοπία 

(Hankamer et al. 2001b). Οι δοµές του ευκαρυωτικού και προκαρυωτικού 

ΦΣ II διαφέρουν στις εξωτερικές (υδατοδιαλυτές) υποµονάδες κυρίως. 

 

2.1 Οι υποµονάδες του ΦΣ ΙΙ 

 

Στο κέντρο του κάθε µονοµερούς βρίσκονται οι D1 (PsbA) και D2 

(PsbD), καθεµία έχει πέντε διαµεµβρανικές έλικες και επάνω τους 

βρίσκονται όλοι οι συµπαράγοντες της αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων 

[εικόνα 2.3] (Hankamer et al. 2001b, Zouni et al. 2001, Ferreira et al. 2004, 

Biesiadka et al. 2004, Loll et al. 2005, Guskov et al. 2009). Η D1 

συµµετέχει άµεσα στη διάσπαση του H2O, επάνω της βρίσκεται το Σ∆Ν 

(σύµπλοκο διάσπασης του νερού), η τυροσίνη Ζ (Tyrz), οι δύο από τις 

τέσσερις χλωροφύλλες του Ρ680, η pheoαD1 και η QB. 

Στην D2 λειτουργεί ένα µονοπάτι δευτερογενούς µεταφοράς 

ηλεκτρονίων προς το Ρ680 όταν το Σ∆Ν είναι ανενεργό, το οποίο 

περιλαµβάνει το cyt b559, ένα β-καροτένιο και την chlzD2 (τα δύο τελευταία 

βρίσκονται επάνω στην D2). Οι αντιδράσεις αυτές είναι πιο αργές και έτσι 

δεν ανταγωνίζονται την οξείδωση του H2O (Barber 2008). 

∆ίπλα στην D1 και D2 βρίσκεται αντίστοιχα η CP43 (PsbC) και η 

CP47 (PsbB). Οι CP43 και CP47 λειτουργούν ως κεραίες και µεταφέρουν 

την ενέργεια από το LHC στο κέντρο αντίδρασης (Nelson &  Yocum 2006).  

Εξωτερικά του πυρήνα CP43/D1/D2/CP47 βρίσκεται ένας αριθµός 

υποµονάδων µικρού µοριακού βάρους. Όλες, εκτός από την Z, έχουν µια 

διαµεµβρανική έλικα. Οι PsbI και PsbX, οι οποίες βρίσκονται σε 
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αντιδιαµετρικά σηµεία, σταθεροποιούν τις περιφερειακές χλωροφύλλες των 

D1 και D2 (chlZD1 και chlZD2 [εικόνα 2.3]), αντίστοιχα. 

Οι PsbE και PsbF αποτελούν τις α και β υποµονάδες, αντίστοιχα, 

του cyt b559. Η αίµη του κυτοχρώµατος συνδέεται µέσω δύο ιστιδινών στις 

δύο αυτές υποµονάδες (Ferreira et al. 2004).  

 

 

Εικόνα 2.2: ∆οµή του ΦΣ II. ∆ιαµεµβρανικές υποµονάδες: D1: κίτρινο, D2: 

πορτοκαλί, CP47: κόκκινο, CP43: πράσινο, cyt b559: µωβ, PsbL, M, T: ανοιχτό µπλε, 

PsbH, I, J, K, X, Z, N: γκρι. Εξωτερικές υποµονάδες: PsbO: µπλε, PsbU: µωβ, PsbV: 

γαλάζιο. Χλωροφύλλες ενεργού κέντρου: ανοιχτό πράσινο, χλωροφύλλες κεραιών: 

σκούρο πράσινο, φαιοφυτίνες: µπλε, καροτενοειδή: πορτοκαλί, αίµη και µη αιµικός 

σίδηρος: κόκκινο, QA και QB: µωβ. Σύµπλοκο Mn: οξυγόνο: κόκκινο, Mn: µωβ, Ca2+: 

γαλάζιο. (Από Ferreira et al. 2004 ). 

 

Οι PsbL, PsbM και PsbT βρίσκονται στο σηµείο επαφής του ενός 

µονοµερούς ΦΣ II µε το άλλο και παίζουν ρόλο στο σχηµατισµό του 

διµερούς. Οι PsbJ, PsbK, PsbN, PsbZ βρίσκονται δίπλα στην CP43 και 

σταθεροποιούν µόρια καροτενοειδών (Ferreira et al. 2004). Η PsbS 

υποµονάδα είναι µοναδική στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς(Nelson & 

Yocum 2006), όπως και η PsbW (Hankamer et al. 2001a). 

Εξωτερικά της µεµβράνης, στην πλευρά του αυλού, βρίσκονται οι 

PsbO, PsbP και PsbQ (Ferreira et al. 2004, Biesiadka et al. 2004, Loll et al. 
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2005). Αυτές οι τρεις εξωτερικές πρωτεΐνες, µαζί µε το C άκρο της D2, 

σχηµατίζουν ένα κάλυµµα πάνω από το Σ∆Ν, αλλά καµία από τις τρεις δεν 

συνδέεται άµεσα µε αυτό (Ferreira et al. 2004). Στα κυανοβακτήρια, οι Ρ 

και Q αντικαθίσταται από τις PsbV (cyt c550) και PsbU, αντίστοιχα. 

Η υποµονάδα Ο σταθεροποιεί το Σ∆Ν (manganese stabilizing 

protein, MSP) (Nelson & Yocum 2006). Ένας δακτύλιός της συµµετέχει στο 

σχηµατισµό ενός υδρόφιλου µονοπατιού που συνδέει το Σ∆Ν και τον αυλό 

(Ferreira et al. 2004).  

 

 

2.2 Η αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων 

 

Η δοµή του πυρήνα (κέντρου αντίδρασης) του ΦΣΙΙ παρουσιάζεται 

στην εικόνα 2.3. Με πράσινο διακρίνεται το συγκρότηµα χλωροφυλλών 

P680, µε κίτρινο η φαιοφυτίνη, µε γκρίζο οι πλαστοκινόνες QA και QB και οι 

δύο τυροσίνες Z και D. Με µπλε είναι σχεδιασµένος ο µη αιµικός σίδηρος 

µεταξύ των δύο κινονών και µε κόκκινο το σύµπλοκο διάσπασης του νερού, 

Mn4Ca, στο οποίο διακρίνεται µε κίτρινο χρώµα και ιόν ασβεστίου. 

 Αρχικά, το φως διεγείρει τις χλωροφύλλες των φωτοσυλλεκτικών 

πρωτεϊνών LHC II, η ενέργεια διέγερσης µεταφέρεται από τη µια 

χλωροφύλλη στην άλλη και µέσω των χλωροφυλλών των πρωτεϊνών CP43 

και CP47 καταλήγει σε ένα τετραµερές χλωροφυλλών, το Ρ680, όπου 

γίνεται ο διαχωρισµός φορτίου. Ένα ηλεκτρόνιο µεταφέρεται από το Ρ680 

µέσω µιας φαιοφυτίνης στην πλαστοκινόνη QA και στη συνέχεια στην 

πλαστοκινόνη QB. Μετά από µια δεύτερη διέγερση, η QB έχει δύο 

ηλεκτρόνια, προσλαµβάνει και δύο Η+ από το στρώµα και αποµακρύνεται 

προς το cyt b6f. 

 Το έλλειµµα ηλεκτρονίου που δηµιουργείται στο Ρ680 καλύπτεται 

από ένα ηλεκτρόνιο του Σ∆Ν, όπου βρίσκεται δεσµευµένο Η2Ο, µέσω µιας 

οξειδοαναγωγικά ενεργής τυροσίνης, της TyrZ. Όταν το Ρ680 έχει διεγερθεί 

τέσσερις φορές, τέσσερα ηλεκτρόνια έχουν αποσπασθεί από το Σ∆Ν, 
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τέσσερα Η+ έχουν µετακινηθεί προς τον αυλό του θυλακοειδούς και τελικά 

δύο µόρια Η2Ο µετατρέπονται σε Ο2.  

 

Εικόνα 2.3: Αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων του ΦΣ II: εικόνα κάθετα στο επίπεδο 

της µεµβράνης. Στο Σ∆Ν τα ιόντα Mn είναι κόκκινα και το Ca2+ κίτρινο. (Από Loll et 

al. 2005). 

 

 

2.3 Ο δέκτης ηλεκτρονίων: το σύµπλοκο της σιδηροκινόνης 

 

 Το σύµπλοκο της σιδηροκινόνης βρίσκεται κοντά στην πλευρά του 

στρώµατος. Η QA είναι σφιχτά συνδεδεµένη επάνω στην πρωτεΐνη και 

µπορεί να προσλάβει ένα µόνο ηλεκτρόνιο, ενώ αντίθετα η QB  αφού 

αναχθεί διπλά και προσλάβει δύο Η+ από το στρώµα µπορεί να 

αποµακρυνθεί. 

 Η QA είναι τοποθετηµένη σε µια υδρόφοβη θήκη επάνω στην D2 και 

συνδέεται µε δεσµούς υδρογόνου µε την Phe261 και την His214 της D2 

(Ferreira et al. 2004,  Kern & Renger 2007, Umena et al. 2011).  

Η QB βρίσκεται επάνω στην D1 και συνδέεται µέσω δεσµών 

υδρογόνου µε τις D1-Ser264, D1-His215 και D1-Phe265 (Ferreira et al. 2004). 

Η κινόνη QB µπορεί να αντικατασταθεί µε άλλες χηµικά συγγενείς κινόνες 

(Petrouleas & Diner 1987). 
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Ανάµεσα στις δύο κινόνες, QA και QB, βρίσκεται ένα µη αιµικό ιόν 

Fe2+. Βρίσκεται επάνω στον άξονα συµµετρίας του ετεροδιµερούς D1/D2 

και είναι συνδεδεµένο µε τέσσερις ιστιδίνες (D1-His215, D1-His272, D2-

His214, D2-His268). Επίσης, συνδέεται µε ένα όξινο ανθρακικό ιόν (ΗCO3
-) το 

οποίο έχει ρυθµιστικό ρόλο στη µεταφορά ηλεκτρονίων από την QA στην 

QB, όπως επίσης και στην  πρωτονίωση της QB. (Ferreira et al. 2004,  Kern 

& Renger 2007). Το όξινο ανθρακικό ιόν συνδέεται µέσω δεσµών 

υδρογόνου µε τις D1-Tyr246 και D2-Tyr244 (Kern & Renger 2007). 

Η αντίδραση που γίνεται στο σύµπλοκο της σιδηροκινόνης είναι η 

παρακάτω: 

22442 PQHHePQ →++ +−  

 Ο σχηµατισµός της PQH2 γίνεται σε δύο βήµατα: αρχικά η QA
-˙ 

ανάγει την QB σε ηµικινόνη QB
-˙ µέσα σε χρόνο µερικών εκατοντάδων µs 

και στη συνέχεια, µε ένα δεύτερο πιο αργό βήµα, γίνεται ο σχηµατισµός της 

PQH2. Η µεταφορά ηλεκτρονίου από την QA στην QB απαιτεί ευκαµψία των 

γύρω πρωτεϊνών και γι’ αυτό γίνεται σε υψηλές θερµοκρασίες. Η ηµικινόνη 

έχει υψηλή συγγένεια µε την θέση πρόσδεσης, ενώ η PQH2 είναι χαλαρά 

προσδεδεµένη και µπορεί εύκολα να ανταλλαχθεί µε µια νέα κινόνη (Kern & 

Renger 2007). 

 

Εικόνα 2.4: Το σύµπλοκο της σιδηροκινόνης. (Από Umena et al. 2011 ). 
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2.4 Ο δότης ηλεκτρονίων: το σύµπλοκο του Μαγγανίου 

 

Το σύµπλοκο του Mn ή σύµπλοκο διάσπασης του νερού (Σ∆Ν) 

αποτελείται από τέσσερα ιόντα Mn και ένα Ca2+ (Babcock 1995, Goussias 

et al. 2002), βρίσκεται δε, επάνω στην D1, προς την πλευρά του 

στρώµατος. Στη συµµετρική θέση του Σ∆Ν στην πλευρά της D2 είναι 

τοποθετηµένες ογκώδεις πλευρικές οµάδες φαινυλαλανίνης  (Murray & 

Barber 2007). 

 

2.4.1 Η δοµή του συµπλόκου του Μαγγανίου 

 

Έχουν προταθεί πολλά µοντέλα για τη δοµή του Σ∆Ν που έχουν 

προκύψει από κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ και φασµατοσκοπικές 

µεθόδους απορρόφησης ακτίνων Χ.  

Ως πρόσφατα, τα µοντέλα που είχαν προκύψει κρυσταλλογραφικά 

ήταν χαµηλής διακριτικής ικανότητας. Επιπλέον, οι ακτίνες-Χ υψηλής 

ενέργειας που χρησιµοποιούνταν ανήγαγαν το Mn3+ και Mn4+ του Σ∆Ν σε 

Mn2+, η δε αναγωγή συνοδεύεται και από αλλαγή της δοµής (Yano et al. 

2005, Yano & Yachandra 2008). Αυτό δεν συµβαίνει όµως στη 

φασµατοσκοπία ακτίνων Χ (Extended X-Ray Absorption Fine Structure, 

EXAFS), η οποία, επιπλέον, δίνει δοµές µε υψηλή διακριτική ικανότητα. Το 

µειονέκτηµα όµως είναι ότι µε αυτή τη µέθοδο προκύπτουν πολλές 

ισοδύναµες δοµές και δεν παρέχονται πληροφορίες για το πρωτεϊνικό 

περιβάλλον.  

Πρόσφατα όµως, προσδιορίστηκε κρυσταλλογραφικά η δοµή του ΦΣ 

ΙΙ µε 1.9 Å διακριτική ικανότητα (Umena et al. 2011). Πέρα από την 

καλύτερη διακριτική ικανότητα, η δοµή αυτή έχει το πλεονέκτηµα ότι 

χρησιµοποιήθηκε µέθοδος ώστε να µειωθεί η δόση ακτίνων X που παίρνει 

το δείγµα. Σε αυτή τη δοµή προσδιορίστηκαν οι θέσεις των Ο που 

λειτουργούν ως οξο-γέφυρες και µόρια Η2Ο. 

Στο µοντέλο των Zouni et al. το Σ∆Ν έχει σχήµα «Υ». Τα τρία ιόντα 

Mn είναι τοποθετηµένα στις κορυφές ενός ισοσκελούς τριγώνου, ενώ το 

τέταρτο βρίσκεται κοντά στο κέντρο του τριγώνου. 
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Εικόνα 2.5: Πιθανά µοντέλα του συµπλόκου του Mn. Μοντέλα που προέκυψαν µε 

κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ: (α) Σχηµατική απεικόνιση του µοντέλου των Ferreira 

et al.  Τα ιόντα Mn συµβολίζονται µε µωβ σφαίρες, τα άτοµα οξυγόνου µε κόκκινες 

σφαίρες και αποστάσεις µικρότερες των 2.8 Å µε διακεκοµµένες γραµµές. (β) 

Σχηµατική απεικόνιση του µοντέλου των Loll et al.  Οι αποστάσεις ανάµεσα στα 

ιόντα Mn και στο Ca2+ παριστάνονται µε γκρι (2.7 Å), µπλε (3.3 Å) και πράσινες (3.4 

Å) γραµµές, τα πιο κοντινά στο σύµπλοκο αµινοξέα είναι µαύρα, ενώ τα πιο 

αποµακρυσµένα γκρι, οι αποστάσεις είναι σε Å. (γ) Το µοντέλο των  Guskov et al.  

∆ιακρίνεται το Cl - ως πράσινη σφαίρα. Μοντέλα που προέκυψαν µε EXAFS: (δ) 

∆οµή των τριών µοντέλων (σύµφωνα µε το σύστηµα αξόνων που βρίσκεται κάτω 

αριστερά): Τα ιόντα Mn συµβολίζονται µε κόκκινες σφαίρες, το Ca2+ µε πράσινη 

σφαίρα και τα άτοµα Ο µε γκρι. Ο τρόπος σύνδεσης του Ca2+ µε τα ιόντα Mn δεν 

είναι διευκρινισµένος και γι’ αυτό συµβολίζεται µε διακεκοµµένες γραµµές. Πάνω 

αριστερά φαίνεται το µοτίβο που ακολουθούν τα τρία µοντέλα (Yano et al. 2006 ). 
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Στο µοντέλο των Ferreira et al. [εικόνα 2.5α], υπάρχει µια περίπου 

κυβική δοµή Mn3CaO4, τα Mn (Mn1-Mn2-Mn3) συνδέονται µέσω  δι-µ-οξο 

γεφυρών και η απόσταση µεταξύ τους είναι 2.7 Å,  επίσης  το καθένα 

απέχει από το Ca2+ 3.4 Å και συνδέεται µε αυτό µέσω δι-µ-οξο γέφυρας. Σε 

απόσταση 3.3 Å βρίσκεται το Mn4 συνδεδεµένο µέσω δύο µονο-µ-οξο 

γεφυρών µε τα Mn2 και 3. Με τροποποίηση αυτού του µοντέλου έχει 

προκύψει και ένα νέο, στο οποίο το Mn4 συνδέεται µε το Mn3CaO4 µόνο µε 

µια οξο γέφυρα, ώστε να ταιριάζει καλύτερα µε τα φασµατοσκοπικά 

δεδοµένα (Barber & Murray 2008). 

Στο µοντέλο των Loll et al. [εικόνα 2.5β], τα Mn σχηµατίζουν έναν 

γάτζο, οι αποστάσεις Mn1-Mn2 και Mn2-Mn3 είναι 2.7 Å και συνδέονται µε 

δι-µ-οξο γέφυρες, ενώ η απόσταση Mn1-Mn3 και Mn3-Mn4 είναι 3.3 Å και 

συνδέονται µε µονο-µ-οξο γέφυρες. Το Ca2+ βρίσκεται στην κορυφή µιας 

τριγωνικής πυραµίδας µε βάση τα Mn1-Mn2-Mn3 και απέχει από το καθένα 

3.4 Å. 

Το µοντέλο των Guskov et al. [εικόνα 2.5γ] δεν έχει σηµαντικές 

διαφορές από το µοντέλο των Loll et al. Περιέχει όµως, επιπλέον ένα ίον 

Cl- σε απόσταση 6.5 Å από το σύµπλοκο του Mn, αντιδιαµετρικά του Ca. 

Επίσης, βρέθηκε πιθανόν ένα µόριο Η2Ο στο µισό της απόστασης Mn4Ca - 

Cl- (Guskov et al. 2009). 

Από τη φασµατοσκοπία απορρόφησης ακτίνων-Χ προκύπτουν τρία 

µοντέλα [εικόνα 2.5δ] (Yano et al. 2006,  Yano & Yachandra 2008). Οι 

αποστάσεις MnC-MnD είναι 2.8 Å, ενώ οι αποστάσεις MnA-MnB και MnB-MnC 

2.7 Å και η απόσταση MnB-MnD 3.3 Å. Το Ca2+ απέχει 3.4 Å, από δύο ιόντα 

Mn.  

Στο µοντέλο των Umena et al. [εικόνα 2.6] τρία Mn, το Ca και πέντε 

άτοµα Ο σχηµατίζουν µια περίπου κυβική δοµή. Η απόσταση µεταξύ του 

Ca και των O είναι 2.4 - 2.5 Å, ενώ των Mn και των Ο 1.8 – 2.1 Å. Το Ο5 

απέχει από το Ca 2.7 Å και από τα Mn 2.4 – 2.6 Å, γι’ αυτό ο κύβος δεν 

είναι συµµετρικός. Το τέταρτο ιόν Mn συνδέεται µε τον κύβο µε µία µ-οξο-

γέφυρα (το ένα από τα δύο οξυγόνα είναι το Ο5). Το Ο5 είναι πιο χαλαρά 

συνδεδεµένο στο σύµπλοκο και για αυτό θα πρέπει να έχει υψηλή 
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δραστικότητα. Η συνολική δοµή του συµπλόκου µοιάζει µε 

παραµορφωµένη καρέκλα. Επιπλέον, βρέθηκαν τέσσερα µόρια νερού, τα 

δύο συνδέονται µε το Ca2+ και τα άλλα δύο µε το Mn4 [εικόνα 2.6]. Ακόµη, 

βρέθηκαν και δύο Cl-. 

Το σύµπλοκο του Mn αλληλεπιδρά µε καρβοξυλοµάδες 

συντηρηµένων ασπαρτικών και γλουταµινικών (D1-Asp170, D1-Glu189, D1- 

D1-Glu333, D1-Asp342), µε το C άκρο (D1-Ala344) και µε µια ιστιδίνη (D1-

His332) της D1, καθώς και µε ένα γλουταµινικό της CP43 (Glu354). (Ferreira 

et al. 2004, Loll et al. 2005, McEvoy & Brudvig 2006, Umena et al. 2011). 

 

Εικόνα 2.6: Η δοµή του συµπλόκου Mn4CaΟ5. (Από Umena et al. 2011 ). 

 

 

2.4.2 Η λειτουργία του συµπλόκου του µαγγανίου: Ο κύκλος των S-

καταστάσεων 

 

Το Σ∆Ν καταλύει την παρακάτω αντίδραση: 

−+ ++→ eHOOH hv 442 2
4

2  
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 Η διάσπαση του Η2Ο µε χηµικό τρόπο απαιτεί στο πρώτο βήµα 

περισσότερη ενέργεια από αυτήν που µπορεί να µεταφέρει ένα φωτόνιο 

680 nm (1.8 eV). Όµως µε τη µεσολάβηση του συµπλόκου του Mn 

αποθηκεύονται τέσσερα οξειδωτικά ισοδύναµα το καθένα απ' τα οποία 

απαιτεί χαµηλότερη ενέργεια για να δηµιουργηθεί και έτσι αποφεύγεται το 

πρώτο δαπανηρό βήµα [εικόνα 2.7] (Britt 1996). Επίσης, µε αυτό τον 

τρόπο αποφεύγεται η συσσώρευση των δραστικών ενδιαµέσων που 

δηµιουργούνται κατά την χηµική οξείδωση του Η2Ο, τα οποία θα 

µπορούσαν να καταστρέψουν την πρωτεΐνη. 

 

 

Εικόνα 2.7: Συσσώρευση οξειδωτικών ισοδυνάµων κατά την οξείδωση δύο µορίων 

Η2Ο σε Ο2 χωρίς καταλύτη (κύκλος) και µε καταλύτη το ΦΣ ΙΙ (τετράγωνα). (Από 

Tommos & Babcock 2000 ). 

 

Κατά τη διάσπαση του Η2Ο, το σύµπλοκο του Mn περνάει από 5 

οξειδωτικές καταστάσεις Sn (όπου n: τα οξειδωτικά ισοδύναµα που 

συσσωρεύονται σε κάθε βήµα στο σύµπλοκο του Mn). Αυτές είναι: 

S0→S1→S2→S3→(S4)→S0. Κάθε φορά που το Ρ680 διεγείρεται από 

φωτόνιο και γίνεται διαχωρισµός φορτίου, το σύµπλοκο του Mn 

οξειδώνεται, µέσω της TyrZ, περνώντας στην επόµενη οξειδωτική 

κατάσταση. Ταυτόχρονα µε την οξείδωση αποµακρύνονται και πρωτόνια. Ο 

αριθµός των πρωτονίων που αποβάλλονται από το Σ∆Ν κατά τη διάρκεια 

των παραπάνω µεταβάσεων είναι 1, 0, 1, 2 . 
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Η S0 είναι η πιο ανηγµένη κατάσταση. Η S1 είναι η πιο σταθερή στο 

σκοτάδι, γι’ αυτό το µεγαλύτερο ποσοστό των κέντρων δείγµατος που 

βρίσκεται στο σκοτάδι βρίσκονται σε αυτήν. Η S4 είναι ασταθές ενδιάµεσο 

και µεταπίπτει στην S0 χωρίς φωτισµό, είναι δε η µόνη που δεν έχει 

παγιδευτεί. Κατά τη µετάβαση S3→(S4)→S0 γίνεται ο σχηµατισµός του 

οξυγόνου [εικόνα 2.8]. 

Οι αριθµοί οξείδωσης των ιόντων του Mn [εικόνα 2.8] για την S1 είναι 

III, III, IV, IV και για την S2: III, IV, IV, IV, ενώ για την S0 υπάρχουν δύο 

πιθανές περιπτώσεις: III, III, III, IV ή II, III, IV, IV (McEvoy & Brudvig 2006). 

Το ίδιο συµβαίνει και για την S3: III, IV, IV, IV (Ioannidis et al. 2000, 2002, 

Yano & Yachandra 2007, 2008, Boussac et al. 2005) ή IV, IV, IV, IV (Dau & 

Haumman 2007, Meyer et al. 2007, Sproviero et al. 2008, Siegbahn 2009). 

Στην πρώτη περίπτωση, δεν γίνεται οξείδωση του Mn κατά τη µετάβαση 

S2→S3, αλλά δηµιουργείται µια ρίζα Ο˙. 

 

Εικόνα 2.8: Ο κύκλος των S-καταστάσεων. Στις παρενθέσεις δίνονται οι πιθανές 

οξειδωτικές καταστάσεις των τεσσάρων ατόµων Mn. 

 

2.4.3 Η τυροσίνη Ζ 

 

Η οξείδωση του συµπλόκου του Mn από το Ρ680 γίνεται µέσω της 

D1-tyr161 ή Tyrz (Debus et al. 1988b). Η Tyrz επιτρέπει στο ΦΣ ΙΙ να 
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λειτουργεί µε κβαντική απόδοση κοντά στο 1, ανάγοντας το Ρ680+ 

ταχύτερα (µέσα σε ns) από ό,τι γίνεται η επανασύνδεση µε την QA
- (µs) 

(Tommos & Babcock 2000). 

Η TyrΖ απέχει από την ΡD1 13.6 Å και από το Ca2+, το πιο κοντινό σε 

αυτήν άτοµο του Σ∆Ν, 4.9 Å (Loll et al. 2005). Επίσης, συνδέεται µε δεσµό 

υδρογόνου µε την His190 (2.5 Å) (Umena et al. 2011). Ο δεσµός αυτός 

πιθανόν είναι low barrier hydrogen bond (δεσµός υδρογόνου χαµηλού 

φράγµατος) που σηµαίνει ότι το Η+ µπορεί να κινείται εύκολα µεταξύ των 

δύο καταλοίπων λόγω της µικρής απόστασης (McEvoy & Brudvig 2006).  

Στην D2, σε συµµετρική θέση σε σχέση µε την TyrZ, βρίσκεται άλλη 

µια οξειδοαναγωγικά ενεργή τυροσίνη, η D2-Tyr160 ή TyrD (Barry & Babcock 

1987, Debus et al. 1988a). Η εν λόγω τυροσίνη οξειδώνεται από τo P680, 

αλλά δεν παίρνει άµεσα µέρος στη διάσπαση του Η2Ο επειδή έχει 

χαµηλότερο αναγωγικό δυναµικό από την TyrZ. Μπορεί, όµως, να 

οξειδώσει την S0 προς S1 στο σκοτάδι (Styring & Rutherford 1987). Απέχει 

29.1 Å από το Σ∆Ν και 13.5 Å από την PD2, την πιο κοντινή της 

χλωροφύλλη του Ρ680 (Loll et al. 2005). 

 

 

Εικόνα 2.9: Ταυτόχρονη µεταφορά ηλεκτρονίου προς το Ρ680+ και πρωτονίου προς 

την ιστιδίνη 190, κατά την οξείδωση της Tyr Z. (Από Meyer et al. 2007 ). 

 

Η TyrΖ όταν οξειδώνεται δηµιουργεί ουδέτερη ρίζα, δηλαδή 

αποµακρύνεται από αυτήν και ένα Η+ (Diner & Babcock 1996). Όταν 

αποµακρύνεται ταυτόχρονα e- και Η+ υπάρχει ενεργειακό πλεονέκτηµα (∆G 
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< 0) σε σχέση µε αποµάκρυνση µόνο e- ή Η+ (∆G > 0), επειδή στη δεύτερη 

περίπτωση σχηµατίζονται ενδιάµεσα υψηλής ενέργειας (Meyer et al. 2007), 

[εικόνα 2.9]. Επιπλέον, η σταθερά pKa της τυροσίνης στην ανηγµένη και 

οξειδωµένη µορφή της είναι 10 και -2 αντίστοιχα, που σηµαίνει ότι στην 

πρώτη περίπτωση δεν αποµακρύνεται Η+, ενώ στη δεύτερη αποµακρύνεται 

(Tommos & Babcock 2000, McEvoy & Brudvig 2006).  

Η ιστιδίνη 190 µπορεί να δράσει ως βάση κατά την οξείδωση της 

τυροσίνης έλκοντας το Η+ µέσω του δεσµού υδρογόνου που σχηµατίζει µε 

την TyrZ (Tommos & Babcock 2000). 

 

 

Εικόνα 2.10: Το δίκτυο των δεσµών υδρογόνου που συνδέει το σύµπλοκο του Mn 

µε την Tyr Z, την His 190 και την Asn 298  (Από Kawakami et al. 2011 ). 

 

 

2.4.4 Μοντέλα απόσπασης Η+ από το Σ∆Ν 

 

Έχουν προταθεί δύο µοντέλα που περιγράφουν την απόσπαση Η+ 

από το Σ∆Ν: 

Σύµφωνα µε το “hydrogen-abstraction model” (µοντέλο απόσπασης 

Η), η TyrΖ αποσπά µαζί µε το ηλεκτρόνιο και ένα Η+ από νερό, που είναι 
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προσδεδεµένο στο σύµπλοκο του Mn. Το πρωτόνιο µεταφέρεται µέσω της 

His190 και υποθετικού δικτύου δεσµών υδρογόνου στον αυλό (Tommos & 

Babcock 2000, Umena et al. 2011). 

Σύµφωνα µε το “proton-rocking model” (µοντέλο παλινδρόµησης Η+), 

όταν οξειδώνεται η TyrΖ το Η+ µετακινείται προς την His190 µέσω του 

δεσµού υδρογόνου που συνδέει τα δύο κατάλοιπα. Στη συνέχεια, ένα 

ηλεκτρόνιο από το Σ∆Ν ανάγει την TyrΖ και ένα Η+ αποµακρύνεται προς 

τον αυλό του θυλακοειδούς, οπότε το Η+ που βρισκόταν στην ιστιδίνη 

επιστρέφει προς την τυροσίνη. Υποψήφια για το ρόλο της απόσπασης Η+ 

από το Σ∆Ν είναι η CP43-Arg357, η οποία βρίσκεται κοντά στο κανάλι 

µεταφοράς Η+ (Petrouleas et al. 2005, McEvoy & Brudvig 2006, Sproviero 

et al. 2008). Εναλλακτικά, ως βάση που αποσπά Η+ από το Σ∆Ν δρα το 

Asp61 (στην αποπρωτονιωµένη µορφή COO-) (Meyer et al. 2007). 

Έχουν βρεθεί οκτώ κανάλια που ξεκινούν από το Σ∆Ν και 

καταλήγουν στον αυλό. Τα πέντε από αυτά λόγω των διαστάσεών τους 

φαίνεται να µεταφέρουν Η+ (Guskov et al. 2009). Τα πρωτόνια 

µεταφέρονται σε µικρές αποστάσεις, σε αντίθεση µε τα ηλεκτρόνια που 

µεταφέρονται µεταξύ µεγαλύτερων αποστάσεων. Για αυτό το λόγο, η 

µεταφορά τους διευκολύνεται από προϋπάρχοντες δεσµούς υδρογόνου 

(Meyer et al. 2007). Η µεταφορά πρωτονίου από το Σ∆Ν στον αυλό του 

θυλακοειδούς γίνεται µέσω των δεσµών υδρογόνου που σχηµατίζονται 

µεταξύ των καταλοίπων της πρωτεΐνης και µορίων Η2Ο. Το Ca2+ και το Cl- 

σχετίζονται µε τη διατήρηση του δικτύου των δεσµών υδρογόνου  και η 

αποµάκρυνσή  τους διαταράσσει τη µεταφορά Η+ (McEvoy & Brudvig 

2006). 

 

 

2.4.5 Οι µεταβατικές καταστάσεις SnYZ˙ 

 

 Τη µελέτη του τρόπου απόσπασης ηλεκτρονίου και πρωτονίου από 

το Σ∆Ν έχει βοηθήσει η µελέτη των µεταβατικών καταστάσεων SnYZ˙, οι 
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οποίες είναι ενδιάµεσα των καταστάσεων S, που δηµιουργούνται όταν η 

TyrΖ οξειδωθεί από το Ρ680+˙  και πριν αναχθεί από το Σ∆Ν: 

 

Sn   ΥΖ   QA    →    Sn   YZ˙ QA
-   →   Sn+1   YZ    QA

- 

 

 Στην εικόνα 2.11 παρουσιάζεται ένα µοντέλο απόσπασης 

πρωτονίων και ηλεκτρονίων από το Σ∆Ν για τις µεταβάσεις S0→S1, S1→S2, 

S2→S3, που υποστηρίζει το “proton-rocking model” (Petrouleas et al. 

2005). Το Η+ της TyrΖ µετακινείται προς την βάση Β, την His190, και στην 

συνέχεια επιστρέφει στην TyrΖ, κατά την οξείδωση και αναγωγή της, 

αντίστοιχα.  

Οι µεταβάσεις S0→S1 και S2→S3 απαιτούν υψηλή θερµοκρασία (220 

Κ) για την πραγµατοποίησή τους, πιθανόν λόγω κινητικών περιορισµών 

που επιβάλει η µετακίνηση Η+ προς τον αυλό (Styring & Rutherford 1988).  

 

 

 

 

Εικόνα 2.11: Μοντέλο απόσπασης ηλεκτρονίου και πρωτονίου από το Σ∆Ν κατά τις 

µεταβάσεις S0→S1, S1→S2, S2→S3. Β
Η, ΒL: βάση Β σε κατάσταση υψηλού και 

χαµηλού pK, αντίστοιχα. Η βάση Β αντιστοιχεί στην D1-His 190 και βάση Β1 στο D1-

Glu 189. (Από Petrouleas et al. 2005 ). 

 

Η µετάβαση S1→S2 µπορεί να γίνει και σε χαµηλότερη θερµοκρασία 

(77 Κ) επειδή δεν αποσπάται Η+ προς τον αυλό, αλλά µετακινείται προς µια 

βάση Β1, που προτείνεται ότι είναι το D1-Glu189, υποκαταστάτης του Mn. Το 

υψηλό φορτίο που συσσωρεύεται στο Σ∆Ν προκαλεί µείωση του pK της 
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ιστιδίνης, δηλαδή της ικανότητας να έλκει προς το µέρος της το Η+. Ως 

συνέπεια, η S2YZ˙ απαιτεί θερµοκρασίες >77 Κ για τον σχηµατισµό της 

(Ioannidis et al. 2006), ενώ οι µεταβατικές καταστάσεις S0YZ˙ και S1YZ˙ 

δηµιουργούνται ακόµη και στους 4.2 Κ. Πιθανότατα η δηµιουργία της S2YZ˙ 

απαιτεί γενικότερη αναδιάταξη του τοπικού φορτίου, ενώ στις άλλες δύο 

περιπτώσεις απαιτείται απλώς µετακίνηση του πρωτονίου από την 

τυροσίνη προς τη γειτονική βάση. 

 

 

2.4.6 Ο µηχανισµός διάσπασης του Η2Ο 

 

Έχουν προταθεί διάφορα µοντέλα για την διάσπαση του νερού. 

Παραθέτουµε συνοπτικά δύο από αυτά. 

Από τη δοµή του συµπλόκου του Mn φαίνεται ότι πιθανά 

υποστρώµατα για τη διάσπαση του νερού είναι τα νερά W2, W3 και το Ο5 

[εικόνα 2.6] (Umena et al. 2011). Το W2 είναι συνδεδεµένο µε το µοναχικό 

Mn, το Mn4, το W3 είναι συνδεδεµένο µε το Ca και το Ο5 συνδέει το Mn4 

µε το Ca, το Mn3 και το Mn1.  

Στον παρακάτω µηχανισµό τα µόρια νερού – υποστρώµατα είναι 

συνδεδεµένα το ένα στο Mn4 και το άλλο στο Ca (Sproviero et al. 2008) 

[εικόνα 2.12]. 

Κατά την µετάβαση So→S1 οξειδώνεται το Mn2, αποµακρύνεται ένα 

Η+ από το Mn4 και ταυτόχρονα ένα µόριο Η2Ο υποστρώµατος προσδένεται 

πάνω του. Η αποβολή Η+ από το Mn4 έχει ως αποτέλεσµα τη διάσπαση της 

µιας µ-οξο-γέφυρας που συνδέει τα  Mn3-Mn4. 

 Κατά τη µετάβαση S1→S2 οξειδώνεται το Mn3, χωρίς να γίνει 

αποβολή Η+, εποµένως το Σ∆Ν φορτίζεται θετικά.  

Κατά τη µετάβαση S2→S3 αποµακρύνεται ένα Η+ από το Η2Ο που 

είναι προσδεδεµένο στο Mn4 και το Mn4 οξειδώνεται. Ως  αποτέλεσµα, 

ξαναδηµιουργείται η µ-οξο-γέφυρα µεταξύ των Mn3-Mn4 που καταστράφηκε 

κατά τη µετάβαση So→S1. 
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Κατά τη µετάβαση S3→S4 αποµακρύνεται και το δεύτερο Η+ του Η2Ο 

που συνδέεται µε το Mn4 και δηµιουργείται ρίζα Ο˙.  

Τέλος, κατά τη µετάβαση S4→S0 σχηµατίζεται το Ο2 µε πυρηνόφιλη 

προσβολή του Η2Ο που είναι προσδεδεµένο µε το Ca στη ρίζα Ο˙. Για να 

γίνει αυτό, τα Η+ του πρώτου µορίου Η2Ο αποµακρύνονται το ένα προς τον 

αυλό µέσω της CP43-Arg357 και το άλλο στην µ-οξο-γέφυρα µεταξύ των 

Mn3-Mn4. 

 

 

Εικόνα 2.12: Ο κύκλος των S-καταστάσεων, όπως έχει προταθεί µε µοντέλα DFT 

QM/MM. Οι µεταβολές που γίνονται σε κάθε µετάβαση επισηµαίνονται µε κόκκινο 

και διακεκοµµένες γραµµές, τα µόρια Η2Ο που χρησιµοποιούνται ως υποστρώµατα 

βρίσκονται σε µπλε κύκλο, οι δεσµοί που έχουν επιµηκυνθεί λόγω παραµόρφωσης 

Jahn-Teller είναι σχεδιασµένοι µε πράσινο χρώµα. (Από Sproviero et al. 2008 ). 
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Ένα άλλο µοντέλο (Siegbahn 2009) [εικόνα 2.13] προτείνει ότι 

αντιδρά µία ρίζα Ο˙ µε µια µ-οξο-γέφυρα (που αντιστοιχεί στο Ο5, το οποίο 

φαίνεται να παρουσιάζει υψηλή δραστικότητα). 

Αρχικά, προσδένεται ένα µόριο νερού, αποβάλλοντας ταυτόχρονα 

ένα Η+ και σχηµατίζεται έτσι η S0. Η θέση που καταλαµβάνει αυτό το νερό 

(βέλος στην εικόνα ) αντιστοιχεί στη θέση του Ο5. 

Κατά τη µετάβαση So→S1 οξειδώνεται το Mn4 και αποβάλλεται το Η+ 

του ΟΗ-, που προσδέθηκε προηγουµένως, προς τον αυλό. 

Κατά τη µετάβαση S1→S2 οξειδώνεται το Mn1. 

Κατά τη µετάβαση S2→S3 προσδένεται ένα νέο µόριο Η2Ο, 

αποβάλλοντας Η+, για να χωρέσει το νερό αυτό γίνεται αναδιάταξη του 

συµπλόκου. Στην S3 όλα τα Mn έχουν αριθµό οξείδωσης IV. 

Κατά τη µετάβαση S3→S4 αποµακρύνεται ένα Η+ και ένα ηλεκτρόνιο 

από το ΟΗ- και στη συνέχεια η ρίζα Ο˙ αντιδρά µε την µ-οξο-γέφυρα που 

προήλθε από το πρώτο νερό σχηµατίζοντας Ο2. Το Ο2 ελευθερώνεται και ο 

κύκλος ξεκινάει από την αρχή, από την S0. 

 

Εικόνα 2.13: Ο κύκλος των S-καταστάσεων. Με αστεράκι σηµειώνεται το άτοµο που 

οξειδώνεται κάθε φορά. (Από Siegbahn 2009 ). 



 38 

3. ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ EPR 

 

3.1 Εισαγωγή 

 

 Με την φασµατοσκοπία Ηλεκτρονικού Παραµαγνητικού Συντονισµού 

(Electron Paramagnetic Resonance, EPR) ανιχνεύονται ενώσεις µε 

ασύζευκτα ηλεκτρόνια. 

 Όταν ένωση µε ασύζευκτα ηλεκτρόνια βρεθεί σε µαγνητικό πεδίο, 

αίρεται ο εκφυλισµός των ενεργειακών καταστάσεων του σπιν των 

ηλεκτρονίων. Οι ενεργειακές διαφορές που προκύπτουν, εξαρτώνται απ' 

την φύση της χηµικής ενώσεως και προσδιορίζονται µε απορρόφηση 

µικροκυµατικής ακτινοβολίας. Η φασµατοσκοπία EPR αποτελεί ισχυρό 

διαγνωστικό εργαλείο στη µελέτη των φωτοχηµικών αντιδράσεων της 

Φωτοσύνθεσης. 

 

 

3.2 Σπιν και µαγνητική ροπή 

  

 Η συνολική στροφορµή του ηλεκτρονίου σε ένα άτοµο οφείλεται στην 

τροχιακή στροφορµή (L) και στην ιδιοστροφορµή ή σπιν (S). Σχεδόν σε 

όλες τις περιπτώσεις η πρώτη συνεισφέρει ελάχιστα στον παραµαγνητικό 

συντονισµό. 

 Η συνιστώσα Sz του σπιν [εικόνα 3.1], που είναι οµόρροπη σε 

εξωτερικό µαγνητικό πεδίο, δίνεται από τον τύπο: 

hSz mS =  

mS: κβαντικός αριθµός του σπιν, παίρνει τιµές ±1/2, 

π2/h=h , h: σταθερά του Plank. 
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 Λόγω της ιδιοστροφορµής του, το ηλεκτρόνιο έχει µαγνητική ροπή, η 

οποία δίνεται από τον τύπο: 

S
rr
γµ =  

γ: γυροµαγνητικός λόγος, που ισούται µε 
mc

e

2
−=γ  

e: φορτίο του ηλεκτρονίου, 

m: µάζα του ηλεκτρονίου, 

c: ταχύτητα του φωτός. 

 

 

Εικόνα 3.1: Μαγνητικό πεδίο, σπιν και µαγνητική ροπή. 

 

 Η συνιστώσα µz της µαγνητικής ροπής είναι αντίρροπη µε την Sz και 

ισούται µε: 

SeeSez mgm
mc

eh
g β

π
µ −=−=

4
 

β: η µαγνητόνη του Bohr που ισούται µε: 
mc

eh
e

π
β

4
=  

ge = 2.002319… : παράγοντας Lande. 
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3.3 Το φαινόµενο Zeeman  

 

 Όταν ένα ηλεκτρόνιο βρίσκεται σε µαγνητικό πεδίο, η µαγνητική 

ροπή του προσανατολίζεται οµόρροπα ή αντίρροπα µε το εξωτερικό πεδίο. 

Εποµένως, δηµιουργούνται δύο ενεργειακές στάθµες µε mS = ±1/2. Η 

οµόρροπη διευθέτηση στο πεδίο (µε mS = −1/2) έχει χαµηλότερη ενέργεια. 

 Η ενέργεια του ηλεκτρονίου σε αυτές τις δύο ενεργειακές στάθµες 

είναι:  

( ) BBBE zµθµµ −=−=⋅−= cos
rr

 

Β: ένταση του µαγνητικό πεδίου, θ: γωνία µεταξύ Β και µz.  

Αν αντικαταστήσουµε την µz τότε προκύπτει η εξίσωση: 

BgBmgE eeSee ββ
2

1
±==  

Το παραπάνω ονοµάζεται φαινόµενο Zeeman και προκαλεί άρση του 

εκφυλισµού των ενεργειακών καταστάσεων του σπιν.  

 

 

3.4 Ο παραµαγνητικός συντονισµός 

 

 Αν ηλεκτρόνιο, που βρίσκεται στην χαµηλότερη ενεργειακή στάθµη, 

απορροφήσει ακτινοβολία κατάλληλης συχνότητας θα µεταβεί στην 

υψηλότερη ενεργειακή στάθµη, δηλαδή το σπιν του θα αλλάξει 

προσανατολισµό [εικόνα 3.2]. Για να γίνει αυτό θα πρέπει: 

1. Να ικανοποιείται η συνθήκη συντονισµού: 

00 BghvE eeβ==∆  

ν0, Β0: συχνότητα και µαγνητικό πεδίο για τα οποία επιτυγχάνεται 

συντονισµός. Η κατάλληλη συχνότητα για να γίνουν µεταβάσεις αντιστοιχεί 

στην περιοχή των µικροκυµάτων. 
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2. Η µαγνητική συνιστώσα Β1 του κύµατος να είναι κάθετη στο 

µαγνητικό πεδίο Β και  

3. |∆mS|=1, επειδή το απορροφούµενο φωτόνιο έχει µια µονάδα 

στροφορµής (ħ). 

 

 

 

Εικόνα 3.2: Ασύζευκτο ηλεκτρόνιο προσανατολισµένο παράλληλα στο εξωτερικό 

µαγνητικό πεδίο προσανατολίζεται αντιπαράλληλα µε απορρόφηση ακτινοβολίας 

κατάλληλου µήκους κύµατος. 

 

 

Από την εξίσωση συντονισµού φαίνεται ότι µπορούµε να πάρουµε 

φάσµατα EPR είτε µεταβάλλοντας τη συχνότητα της ακτινοβολίας, είτε 

µεταβάλλοντας το µαγνητικό πεδίο. Συνήθως, για τεχνικούς λόγους 

καταγράφουµε την πρώτη παράγωγο της απορρόφησης συναρτήσει του 

µαγνητικού πεδίου [εικόνα 3.3]. 
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Εικόνα 3.3: ∆ιάγραµµα ενέργειας για το ελεύθερο ηλεκτρόνιο (S = ½) 

συναρτήσει του µαγνητικού πεδίου, που δείχνει την απορρόφηση EPR. 

Απορρόφηση EPR και η πρώτη παράγωγος της συναρτήσει του µαγνητικού 

πεδίου. 

 
 
 

3.5 Ο παράγοντας g 

 

Ο παράγοντας g για το ελεύθερο ηλεκτρόνιο ισούται µε ge = 

2.002319. Όταν το ηλεκτρόνιο βρίσκεται σε µόριο και αλληλεπιδρά µε 

µαγνητικά πεδία άλλων ηλεκτρονίων ή πυρήνων, το g διαφέρει από το ge 

του ελεύθερου ηλεκτρονίου. 

Ο g είναι χαρακτηριστικός για ένα παραµαγνητικό σύστηµα, για αυτό 

και ο υπολογισµός του για ένα άγνωστο σήµα βοηθάει στην ταυτοποίηση 

του. 
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Εικόνα 3.4: Η επίδραση του µαγνητικού πεδίου στις ενεργειακές καταστάσεις 

του σπιν. Η παχιά γραµµή αντιστοιχεί σε ηλεκτρόνιο χωρίς τροχιακή 

στροφορµή, η διακεκοµµένη σε ρίζα µε διεγερµένη κατάσταση χωρίς 

ηλεκτρόνια, ενώ η διάστικτη σε ρίζα όπου η διεγερµένη κατάσταση είναι 

συµπληρωµένη. 

 

Αποκλίσεις από την τιµή του ge  οφείλονται στην σύζευξη σπιν – 

τροχιακής στροφορµής. Στις περισσότερες ρίζες δεν υπάρχει τέτοια 

σύζευξη επειδή το ασύζευκτο ηλεκτρόνιο είναι σε τροχιακό αποµακρυσµένο 

από τις ενεργειακές στάθµες. Όταν όµως, οι διεγερµένες στάθµες 

αναµιγνύονται µε την θεµελιώδη υπάρχει σύζευξη σπιν – τροχιακής 

στροφορµής. Σε αυτή την περίπτωση αν η υποστοιβάδα είναι λιγότερο από 

µισογεµάτη και η σταθερά σύζευξης σπιν – τροχιακής στροφορµής λ > 0, 

τότε g < ge, αν η υποστοιβάδα είναι περισσότερο από µισογεµάτη και λ < 0, 

τότε g > ge [εικόνα 4]. Οπότε, το g εκφράζει το µέγεθος της απόκλισης 

µεταξύ των δύο ενεργειακών σταθµών του σπιν. 
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 Το g, γενικά, εµφανίζει ανισοτροπία και έχει τρεις τιµές (gxx, gyy, gzz) 

κατά µήκος τριών ορθογωνίων αξόνων (είναι τανυστής δεύτερης τάξης). 

Ισχύει gxx = hν / βΒx κοκ. Αν το σύστηµα είναι ισοτροπικό: gxx = gyy = gzz. 

Αν το σύστηµα έχει αξονική συµµετρία: gxx = gyy = g⊥   και gzz = g //. 

 
 
 

3.6 Ενώσεις που δίνουν σήµα EPR 

 

Η φασµατοσκοπία EPR χρησιµοποιείται για να ανιχνευθούν ενώσεις 

µε ασύζευκτα ηλεκτρόνια σε ένα δείγµα. Τέτοιες ενώσεις που δίνουν σήµα 

EPR είναι: 

1. ελεύθερες ρίζες, δηλαδή µόρια µε ένα ασύζευκτο ηλεκτρόνιο 

2. διπλές ρίζες, µόρια µε δύο ασύζευκτα ηλεκτρόνια αποµακρυσµένα το ένα 

από το άλλο, ώστε οι µεταξύ τους αλληλεπιδράσεις είναι ασθενείς. Επίσης, 

υπάρχουν και ρίζες µε περισσότερα από δύο ασύζευκτα ηλεκτρόνια. 

3. στοιχεία µετάπτωσης. Τα στοιχεία µετάπτωσης µπορεί να έχουν 

περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια. 

4. τριπλά εκφυλισµένες καταστάσεις. Τα µόρια αυτά έχουν δύο ασύζευκτα 

ηλεκτρόνια, που αλληλεπιδρούν ισχυρά. Συνήθως, οι τριπλές καταστάσεις 

είναι ασταθείς και χρειάζονται οπτική ή θερµική διέγερση για να 

σχηµατιστούν, αλλά σε κάποιες περιπτώσεις είναι η θεµελιώδης 

κατάσταση. 

5. σηµειακές πλεγµατικές ατέλειες σε στερεά. Ένα ή περισσότερα 

ηλεκτρόνια µπορεί να παγιδευτούν σε τέτοιες ατέλειες και να σχηµατίσουν 

ενώσεις µε ασύζευκτα ηλεκτρόνια. 

6. συστήµατα µε αγώγιµα ηλεκτρόνια, όπως ηµιαγωγοί και µέταλλα. 
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3.7 ∆ιαπλάτυνση των γραµµών απορρόφησης 

 

Με βάση την εξίσωση συντονισµού, θα περιµέναµε το φάσµα να 

είναι µια γραµµή, δεν συµβαίνει όµως αυτό επειδή οι ενεργειακές 

καταστάσεις είναι διαπλατυσµένες και εποµένως συντονισµός συµβαίνει σε 

ένα εύρος τιµών µαγνητικού πεδίου. Υπάρχουν δύο αιτίες διαπλάτυνσης 

των φασµάτων. 

Ο χρόνος ζωής µιας κατάστασης σπιν, ∆t, συνδέεται µε το εύρος 

αυτής της κατάστασης, ∆Ε, µε την εξίσωση της αρχής της απροσδιοριστίας 

του Heisenberg: 

π2

h
tE ≈∆∆  

ή 
π

ν
2

1
≈∆∆ t    (επειδή ∆Ε = h ∆ν) 

όµως, B
h

g
∆=∆

β
ν           

οπότε:         
gB

h
tB ≈∆∆  

 

Από την εξίσωση αυτή φαίνεται ότι όσο µειώνεται o χρόνος αποδιέγερσης, 

το φάσµα διαπλατύνεται. Η διαπλάτυνση είναι οµογενής. 

 Η δεύτερη αιτία διαπλάτυνσης των φασµάτων είναι τα τοπικά 

µαγνητικά πεδία που επιδρούν στα ασύζευκτα ηλεκτρόνια. Αυτά τα τοπικά 

πεδία µπορεί να αλλάζουν µε το χρόνο ή στο χώρο. Τα πεδία που 

αλλάζουν µε το χρόνο δίνουν οµογενή διαπλάτυνση ενώ τα πεδία που 

αλλάζουν στο χώρο µη οµογενή διαπλάτυνση.  

Τα φάσµατα µε οµογενή διαπλάτυνση έχουν λορεντζιανή µορφή, 

ενώ τα φάσµατα µε µη οµογενή διαπλάτυνση γκαουσιανή µορφή [εικόνα 

3.5]. 
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Εικόνα 3.5: Μορφές της γραµµής απορρόφησης: λορεντζιανή και 

γκαουσιανή. Η πρώτη είναι στενότερη στο κέντρο και εκτείνεται στις άκρες, 

ενώ η δεύτερη είναι φαρδύτερη στο κέντρο και δεν εκτείνεται πολύ στις 

άκρες. 

 

 

3.8 ∆υναµική του σπιν 

 

 Όταν συµβαίνει συντονισµός, µπορούν να γίνουν µεταβάσεις είτε 

από την χαµηλότερη ενεργειακή στάθµη προς την ανώτερη (απορρόφηση 

ακτινοβολίας), είτε το αντίθετο (εκποµπή). Για να δηµιουργηθεί σήµα EPR, 

πρέπει να γίνεται καθαρή απορρόφηση και εποµένως να είναι µεγαλύτερος 

ο πληθυσµός των ηλεκτρονίων που βρίσκονται στην χαµηλότερη 

ενεργειακή στάθµη. Η ένταση του σήµατος EPR αυξάνεται µε την αύξηση 

της πληθυσµιακής διαφοράς µεταξύ των ενεργειακών καταστάσεων. 

Τα ηλεκτρόνια κατανέµονται στα δύο ενεργειακά επίπεδα σύµφωνα 

µε την κατανοµή Boltzmann: 

kT

Bg

kT

E

ee
N

N 0β
−

∆
−

−

+

==  

N+ και Ν-: ηλεκτρόνια που βρίσκονται στο υψηλότερο και χαµηλότερο 

ενεργειακό επίπεδο αντίστοιχα, 

k: σταθερά Boltzmann, 

Τ: απόλυτη θερµοκρασία. 
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 Από την παραπάνω εξίσωση βλέπουµε ότι όσο αυξάνεται η 

θερµοκρασία, µειώνεται η πληθυσµιακή διαφορά µεταξύ των καταστάσεων 

Zeeman και εποµένως µειώνεται και η ένταση του σήµατος EPR.  

 Για ν ~ 1010 Hz, Τ = 300 Κ ο λόγος Ν+/Ν- = 0,9984 που σηµαίνει ότι 

πολύ λίγα κέντρα συµβάλλουν στην απορρόφηση. 

 

 

3.9 Ροή ενέργειας και χρόνοι αποδιέγερσης  

 

 Ένα διεγερµένο σπιν αποδιεγείρεται αποδίδοντας την ενέργεια στο 

περιβάλλον (πλέγµα) υπό µορφή θερµότητας. Η σύζευξη σπιν-πλέγµατος 

χαρακτηρίζεται από τον χρόνο αποκατάστασης σπιν-πλέγµατος, Τ1, ενώ η 

σύζευξη µεταξύ δύο σπιν χαρακτηρίζεται από τον χρόνο αποδιέγερσης Τ2. 

Ο Τ1 σχετίζεται µε την σύζευξη σπιν – τροχιακής στροφορµής. 

 Για την περίπτωση της αλληλεπίδρασης σπιν – πλέγµατος, ο ρυθµός 

µεταφοράς ενέργειας από το σύστηµα σπιν προς το πλέγµα και ο χρόνος 

Τ1 συνδέονται από τις παρακάτω σχέσεις: 

( )LS TTkk
dt

dE
−= 1  

dΕ/dt: ρυθµός µεταφοράς ενέργειας από το σύστηµα σπιν προς το πλέγµα, 

ΤS: απόλυτη θερµοκρασία συστήµατος σπιν, 

TL: απόλυτη θερµοκρασία πλέγµατος, 

k: σταθερά Boltzmann, 

k1: σταθερά (sec-1), 
1

1

1

T
k =  

Ο ρυθµός µε τον οποίο προσφέρεται ενέργεια από την ακτινοβολία 

χαρακτηρίζεται από την σταθερά k2, που είναι ανάλογη της µικροκυµατικής 

ισχύος Ρ0. Αν η µικροκυµατική ισχύς είναι µεγάλη, γίνονται µεταβάσεις από 

την κατώτερη στην ανώτερη στάθµη Zeeman σε µεγάλο ποσοστό κέντρων 

και εποµένως, η πληθυσµιακή διαφορά µεταξύ των καταστάσεων 
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µειώνεται. Αν ο χρόνος αποδιέγερσης (T1) είναι µικρός, όπως συµβαίνει 

συνήθως στις περιπτώσεις µαγνητικών αλληλεπιδράσεων, η πληθυσµιακή 

διαφορά παραµένει σταθερή. Αν, αντίθετα, ο T1 είναι µεγάλος η 

πληθυσµιακή διαφορά µικραίνει και εποµένως η ένταση EPR µειώνεται. 

Αυτό το φαινόµενο ονοµάζεται κορεσµός του σήµατος EPR. Για να γίνει 

δυνατή η παρατήρηση τέτοιων σηµάτων πρέπει να χρησιµοποιηθεί χαµηλή 

ισχύς µικροκυµάτων. 

 

 

    

Εικόνα 3.6: Ροή ενέργειας ανάµεσα στην µικροκυµατική ακτινοβολία, το 

σύστηµα σπιν και το πλέγµα. 

 Ο Τ1 εξαρτάται και από την θερµοκρασία, µικραίνει καθώς η 

θερµοκρασία αυξάνεται. Ακόµα, µικραίνει όταν η σύζευξη σπιν – τροχιακής 

στροφορµής είναι πολύ ισχυρή (π.χ. στα στοιχεία µετάπτωσης). Όταν ο Τ1 

είναι πολύ µικρός, το φάσµα διαπλατύνεται και δεν φαίνεται. 

  

 

3.10 Υπέρλεπτες αλληλεπιδράσεις  

 

 Πολλοί πυρήνες έχουν πυρηνικό σπιν (Ι ≠ 0). Η συνιστώσα του 

πυρηνικού σπιν στον άξονα z χαρακτηρίζεται από τον κβαντικό αριθµό mI, 
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που παίρνει τιµές (−Ι, −Ι+1, …, Ι−1, Ι). Εποµένως, για σπιν Ι 

δηµιουργούνται 2Ι+1 ενεργειακές στάθµες.  

Λόγω του πυρηνικού σπιν οι πυρήνες αυτοί έχουν διπολική ροπή και 

δηµιουργούν γύρω τους µαγνητικό πεδίο (Βlocal), το οποίο προστίθεται στο 

εξωτερικό µαγνητικό πεδίο (Bext): 

localexteff BBB +=  

Εφόσον, υπάρχουν 2Ι+1 πιθανές τιµές για το mI τόσες είναι και οι τιµές που 

µπορεί να πάρει το Βlocal.  

Ηλεκτρόνιο που βρίσκεται κοντά σε πυρήνα που έχει µαγνητική 

ροπή αλληλεπιδρά µε αυτόν. Η αλληλεπίδραση αυτή ονοµάζεται 

υπέρλεπτη αλληλεπίδραση και εξαιτίας της δηµιουργούνται επιπλέον 

ενεργειακές στάθµες, εκτός από αυτές που οφείλονται στο φαινόµενο 

Zeeman,  ο αριθµός των οποίων εξαρτάται από την τιµή του Ι. 

 

Εικόνα 3.7: ∆ιάγραµµα ενεργειακών επιπέδων σε ένα σύστηµα µε S = I = ½. 

Με διακεκοµµένες γραµµές φαίνονται οι ενεργειακές στάθµες και η ∆Ε για S 

= ½,  I = 0. Από κάτω φαίνεται το αντίστοιχο φάσµα EPR. Με διακεκοµµένη 

γραµµή φαίνεται το φάσµα για S = ½, I = 0, δηλ. χωρίς υπέρλεπτη 

αλληλεπίδραση. 
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 Έτσι, η συνθήκη συντονισµού ικανοποιείται για 2Ι+1 τιµές 

µαγνητικού πεδίου που δίνονται από τον τύπο: 

Ihyperfine amBB −= 0  

α: ένταση του τοπικού µαγνητικού πεδίου. 

 

 Οι µεταβάσεις επιτρέπονται µόνο µεταξύ ενεργειακών επιπέδων για 

τα οποία ισχύει: |∆mS| = 1 και ∆mΙ = 0, επειδή το πυρηνικό σπιν δεν 

αλλάζει κατά τις µεταβάσεις EPR. 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

4.1 Αποµόνωση και επεξεργασία δειγµάτων φωτοσυστήµατος II 

 

 Για την παρασκευή δειγµάτων ΦΣ II χρησιµοποιήθηκαν µεµβράνες 

θυλακοειδών από χλωροπλάστες σπανακιού. Η αποµόνωση έγινε µε την 

µέθοδο των Berthold, Babcok και Yokum (Berthold et al. 1981) (µεµβράνες 

BBY) µε κάποιες τροποποιήσεις (Ford & Evans 1983).  

 

4.1.1 Σύσταση ∆ιαλυµάτων 

Ρυθµιστικό διάλυµα εκχύλισης 

400 mM σουκρόζη 

15 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

2% αλβουµίνη ορού βοός 

5 mM EDTA 

50 mM HEPES (pH = 7.5) 

 

Ρυθµιστικό διάλυµα επαναιώρησης και έκπλυσης 

400 mM σουκρόζη 

15 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

40 mM MES (pH = 6.5)  

 

∆ιάλυµα TRITON 

Ρυθµιστικό διάλυµα εκπλύσεως 

20% κ.ο. Triton X-100 
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4.1.2 Πρωτόκολλο αποµόνωσης µεµβρανών BBY 

 

1. Φύλλα σπανακιού οµογενοποιούνται σε blender µε ρυθµιστικό 

διάλυµα εκχύλισης και στη συνέχεια διηθούνται µε πανί τυριού. 

2. Το διήθηµα φυγοκεντρείται για 10 min σε 10000 g στους 4 οC. Το 

ίζηµα επαναιωρείται σε ρυθµιστικό διάλυµα έκπλυσης και φυγοκεντρείται 

για 10 min σε 10000 g στους 4 οC. Μετά τη φυγοκέντρηση το ίζηµα περιέχει 

θυλακοειδή µε όλα τα φωτοσυνθετικά σύµπλοκα. (Η φυγοκέντρηση 

επαναλαµβάνεται 3 φορές).  

3. Το ίζηµα αραιώνεται µε ρυθµιστικό διάλυµα επαναιώρησης σε 2.7 

mg chl/mL και αφήνεται για 1.5 h στους 0 οC για καλύτερη στοίβαξη των 

µεµβρανών και διαχωρισµό του ΦΣ ΙΙ από το ΦΣ Ι. 

4. Στο αιώρηµα προστίθεται διάλυµα Triton ώστε οι τελικές 

συγκεντρώσεις της χλωροφύλλης και του απορρυπαντικού να είναι 2 

mg/mL και 5% v/v αντίστοιχα και ακολουθεί επώαση για 30 min στο 

σκοτάδι. Με αυτό τον τρόπο διαλυτοποιούνται τα θυλακοειδή στρώµατος 

και οι µεµβράνες των grana που είναι σε επαφή µε το στρώµα, δηλαδή οι 

θέσεις όπου υπάρχει κυρίως ΦΣ Ι [εικόνα 1.1β]. 

5. Το αιώρηµα φυγοκεντρείται σε 10000 g στους 3 οC για 5 min. Το 

ίζηµα περιέχει άµυλο, πρωτεΐνες και DNA. 

6. Το υπερκείµενο φυγοκεντρείται για 30 min στους 2 οC σε 20000 

g.  

7. Το ίζηµα επαναιωρείται σε ρυθµιστικό διάλυµα επαναιώρησης και 

η φυγοκέντρηση επαναλαµβάνεται όσες φορές χρειαστεί, ώστε να υπάρχει 

µόνο ίζηµα, δηλαδή µεµβράνες BBY.  

8. Στη συνέχεια αραιώνονται µε ρυθµιστικό διάλυµα έκπλυσης σε 

συγκέντρωση 4-6 mg chl/mL και φυλάσσονται σε υγρό άζωτο µέχρι να 

χρησιµοποιηθούν. 
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4.1.3 Προσδιορισµός της συγκέντρωσης της χλωροφύλλης 

 

 Για να προσδιοριστεί η συγκέντρωση της χλωροφύλλης: 

1. Το αιώρηµα των µεµβρανών εκχυλίζεται σε διάλυµα µε 80% 

ακετόνη και 20% νερό. 

2. Φυγοκεντρείται σε χαµηλές στροφές. 

3. Μετράται η απορρόφηση του υπερκειµένου στα 663 nm και 645 

nm (µέγιστα απορρόφησης των chlα και β αντίστοιχα). 

 

Η ολική συγκέντρωση χλωροφύλλης δίνεται από τη σχέση: 

c (µg chl/ml) = [ 20,2 · A645 + 8,02 · A663 ] · αραίωση 

όπου A645 και A663 είναι η απορρόφηση στα 645 και 663 nm, αντίστοιχα. 

 

 

4.1.4 Φωτισµός δειγµάτων  

 

 Για τον συνεχή φωτισµό των δειγµάτων χρησιµοποιείται λυχνία 

ισχύος 360 W, αφού µπροστά της τοποθετηθεί φίλτρο για το IR. Ο 

φωτισµός των δειγµάτων έξω από την κοιλότητα γίνεται σε γυάλινο 

θερµοµονωτικό δοχείο µε ακετόνη, η θερµοκρασία της οποίας ρυθµίζεται µε 

υγρό άζωτο. 

 Για το φωτισµό των δειγµάτων µε παλµό χρησιµοποιήθηκε 

λαµπτήρας ισχύος 1200 W και διάρκειας παλµού 2 ms. Για τον φωτισµό 

του δείγµατος µέσα στην κοιλότητα τοποθετείται οπτική ίνα µπροστά στον 

λαµπτήρα. 
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4.1.5 Προσθήκη γλυκερόλης στα δείγµατα  

 

 1. Το δείγµα φυγοκεντρείται σε 20.000 g σε θερµοκρασία 4ο C µε 

ρυθµιστικό διάλυµα που περιέχει 50% γλυκερόλη v/v, 15 mM NaCl, 5 mM 

MgCl2 και 40 mM MES (pH = 6.5). Η φυγοκέντρηση επαναλαµβάνεται άλλη 

µια φορά. 

 2. Το ίζηµα αραιώνεται µε το παραπάνω ρυθµιστικό ώστε η 

συγκέντρωση να είναι 4-6 mg chl/mL. 

 

 

4.2 Φασµατόµετρο EPR 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε φασµατόµετρο EPR τύπου 

Bruker ER 200D-SRC, το οποίο αναβαθµίστηκε εκτεταµένα στο 

εργαστήριο.  Για τις µετρήσεις χαµηλών θερµοκρασιών χρησιµοποιήθηκε 

κρυοστάτης τύπου ESR-900 της εταιρίας OXFORD INSTRUMENTS. 

 

Εικόνα 43.1: Σχηµατική απεικόνιση ενός απλού φασµατοµέτρου EPR και µιας 

κοιλότητας συντονισµού. 
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Στην εικόνα 4.1 φαίνεται ένα απλοποιηµένο διάγραµµα του 

φασµατοµέτρου EPR. Το δείγµα τοποθετείται στην κοιλότητα συντονισµού, 

η οποία βρίσκεται ανάµεσα στους πόλους του ηλεκτροµαγνήτη. Τα 

µικροκύµατα παράγονται στην γέφυρα µικροκυµάτων και κατευθύνονται 

στην κοιλότητα µέσω ενός κυµατοδηγού. Το ρεύµα του ηλεκτροµαγνήτη 

µεταβάλλεται και σε τιµές µαγνητικού πεδίου στις οποίες ικανοποιείται η 

συνθήκη συντονισµού παρατηρούµε απορρόφηση. Τα µικροκύµατα που 

ανακλώνται από την κοιλότητα  ανιχνεύονται από µια δίοδο. 

 

 

Παρακάτω περιγράφονται αναλυτικότερα τα µέρη του φασµατοµέτρου: 

 

 

4.2.1 Γέφυρα µικροκυµάτων 

 

 Τα µικροκύµατα δηµιουργούνται σε µια λυχνία-κλύστρον και 

κατευθύνονται στην κοιλότητα συντονισµού, όπου βρίσκεται το δείγµα, 

µέσω ενός κυµατοδηγού. Η ισχύς της ακτινοβολίας ρυθµίζεται από έναν 

εξασθενητή. Ο κυκλοφορητής δεν επιτρέπει στην ακτινοβολία, που 

ανακλάται από την κοιλότητα, να επιστρέψει στη λυχνία και την οδηγεί 

προς τη δίοδο ανίχνευσης, όπου η µικροκυµατική ισχύς µετατρέπεται σε 

ηλεκτρικό ρεύµα.  

Η δίοδος λειτουργεί σωστά όταν το ρεύµα στην έξοδό της είναι 

ανάλογο της τετραγωνικής ρίζας της ισχύος των µικροκυµάτων και αυτό 

συµβαίνει σε τιµές ρεύµατος περίπου 200 µA. Γι’ αυτό υπάρχει ένας 

βραχίονας αναφοράς που δίνει επιπλέον ισχύ στην δίοδο. Ο βραχίονας 

αναφοράς έχει έναν ρυθµιστή φάσης ώστε τα µικροκύµατα που στέλνει στη 

δίοδο να βρίσκονται σε φάση µε τα µικροκύµατα που έρχονται από την 

κοιλότητα.  

Η συχνότητα των µικροκυµάτων είναι 9.408 GHz (X-band) και η 

συχνότητα διαµόρφωσης 100 ΚHz. 
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Εικόνα 43.2: Σχηµατική απεικόνιση της γέφυρας µικροκυµάτων. 

 

 

4.2.2 Κοιλότητα συντονισµού 

 

 Το δείγµα τοποθετείται στην κοιλότητα συντονισµού, η οποία έχει 

σχήµα ορθογώνιου παραλληλεπιπέδου µε τις κατάλληλες διαστάσεις να 

ισούνται µε πολλαπλάσιο του µισού του µήκους κύµατος των 

µικροκυµάτων. Μ’ αυτό τον τρόπο δηµιουργούνται στάσιµα κύµατα και η 

πυκνότητα της ενέργειας είναι χιλιάδες φορές υψηλότερη µέσα στην 

κοιλότητα από ό,τι στον κυµατοδηγό. Το µαγνητικό πεδίο της ακτινοβολίας 

ταλαντώνεται κάθετα στο εξωτερικό µαγνητικό πεδίο. 

 

4.2.3 Μαγνήτης 

 

 Το µαγνητικό πεδίο στο χώρο του δείγµατος δηµιουργείται από 

ηλεκτροµαγνήτη και µπορεί να φτάσει µέχρι και 1.3 Τ. Η ένταση του 
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µαγνητικού πεδίου µετράται µε NMR µαγνητόµετρο τις Bruker. Στους 

πόλους του µαγνήτη είναι τοποθετηµένα δύο ζεύγη πηνίων Helmholtz. 

 Το πρώτο αυξάνει το λόγο σήµατος/θόρυβο δηµιουργώντας ένα 

χρονοµεταβαλλόµενο µαγνητικό πεδίο της µορφής:  

Β/  = Βm · cos(2πvmt) 

 

 Το πεδίο αυτό είναι παράλληλο µε το εξωτερικό και προστίθεται σε 

αυτό διαµορφώνοντάς το κατά πλάτος. Η συχνότητα διαµόρφωσης είναι 

100 KHz και το πλάτος της διαµόρφωσης (Βm) το επιλέγουµε έτσι ώστε να 

είναι αρκετά µικρότερο από το εύρος της γραµµής απορρόφησης. Μ’ αυτό 

τον τρόπο, τελικά, καταγράφουµε την πρώτη παράγωγο της 

απορροφούµενης µικροκυµατικής ισχύος συναρτήσει του µαγνητικού 

πεδίου. 

 Το δεύτερο ζεύγος πηνίων έχει τη δυνατότητα επαναλαµβανόµενης 

και γρήγορης σάρωσης µικρού εύρους πεδίου (Rapid Scanning EPR) και 

ρυθµίζεται από τη µονάδα χρόνου, που είναι ενσωµατωµένη στον 

υπολογιστή. 

 

4.2.4 Ανιχνευτής ‘Lock in’ 

 

 Ο ανιχνευτής ‘Lock in’ λαµβάνει το σήµα από τη γέφυρα ενισχυµένο 

και διαµορφωµένο, διαµορφώνει το µαγνητικό πεδίο και τα στέλνει στον 

υπολογιστή. 

 

4.2.5 Ηλεκτρονικός υπολογιστής 

 

 Τα φάσµατα που έρχονται από τον ανιχνευτή ‘Lock in’ 

καταγράφονται στον υπολογιστή µέσω του προγράµµατος Labview, στο 

οποίο είναι ενσωµατωµένος ο ρυθµιστής πεδίου και η µονάδα χρόνου. 
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 Από τον ρυθµιστή πεδίου γίνεται η επιλογή του πλάτους 

διαµόρφωσης (Βm), του εύρους και των τιµών µαγνητικού πεδίου. Η 

µονάδα χρόνου συγχρονίζει τη λήψη δεδοµένων µε την µεταβολή του 

µαγνητικού πεδίου και επίσης, από εκεί επιλέγεται ο χρόνος σάρωσης των 

φασµάτων. 

 Στα πειράµατα µε γρήγορη σάρωση (Rapid Scanning EPR), η 

µονάδα χρόνου συνδέεται µε το δεύτερο ζεύγος πηνίων Helmholtz. Τα 

δεδοµένα καταγράφονται στην κάρτα ΝΙ 6251 pci, η οποία µετατρέπει το 

σήµα από αναλογικό σε ψηφιακό και είναι συνδεδεµένη µε το πρόγραµµα 

Labview. 

 

 

4.3 Κρυοστάτης 

 

Ο χώρος του δείγµατος ψύχεται µε ροή υγρού ηλίου ή αζώτου που 

περνάει µέσα από κρυοστάτη τύπου ESR-900 της εταιρίας OXFORD 

INSTRUMENTS. Η ελάχιστη θερµοκρασία που επιτυγχάνεται είναι 2.5 Κ, 

ενώ η µέγιστη 300 Κ. Η θερµοκρασία ρυθµίζεται µέσω της ροής του 

ηλίου/αζώτου και µέσω ηλεκτρικής αντίστασης. 



 59 

 

Εικόνα 4.3: Σχηµατική απεικόνιση του κρυοστάτη. (1) κυρίως σώµα κρυοστάτη 

(WILMAD). Αποτελείται από χαλαζία υψηλής καθαρότητας, για να µη δίνει σήµα 

EPR. Έχει διπλά τοιχώµατα και φέρει άνοιγµα απ’ όπου γίνεται άντληση για τη 

δηµιουργία κενού (10-5 Torr), (2) σωλήνας από χαλαζία που φέρει κατάλληλη 

στένωση, ώστε να συγκρατεί το δείγµα πάνω από την έξοδο του υγρού 

ηλίου/αζώτου, (3) θερµοζεύγος (Au +0.03% Fe/Chromel) και αντίσταση (100 Ω) για 

µέτρηση και ρύθµιση της θερµοκρασίας αντίστοιχα, (4) είσοδος υγρού 

ηλίου/αζώτου µέσω γραµµής µεταφοράς από το δοχείο αποθήκευσής του. Η 

γραµµή µεταφοράς είναι τύπου GFS-300, OXFORD INSTRUMENTS, (5) γραµµή 

εισόδου υγρού ηλίου/αζώτου, (6) γραµµή εξόδου αέριου ηλίου/αζώτου (7) βαλβίδα 

σύνδεσης αντλίας κενού, (8) σύνδεση θερµοστοιχείου και αντίστασης µε τα όργανα 

ανάγνωσης και ελέγχου της θερµοκρασίας αντίστοιχα, (9) θέσεις µηχανικής 

σύνδεσης του κρυοστάτη πάνω στην κοιλότητα συντονισµού, (10) είσοδος 

δείγµατος και διάταξη στεγανοποίησης εισόδου, (11) δείγµα. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ – ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Τα αποτελέσµατα είναι χωρισµένα σε δύο υποκεφάλαια. Το πρώτο 

αναφέρεται στην παγίδευση της βραχύβιας µεταβατικής κατάστασης S2YZ˙ 

σε θερµοκρασίες 10 Κ – 150 Κ, ενώ το δεύτερο στην µελέτη των 

µεταβολών, πού πραγµατοποιούνται στο σύµπλοκο διάσπασης του νερού  

κατά τη διάρκεια της µετάβασης S2 → S3. 

 

 

5.1 Οι δύο διαµορφώσεις της µεταβατικής κατάστασης S2YZ˙ 

 

 

5.1.2 Το φάσµα της S2YZ˙ στους 10 Κ µετά από φωτισµό στους 150 Κ σε 

δείγµατα χωρίς και µε γλυκερόλη 

 

Η S2YZ˙ δεν µπορεί να δηµιουργηθεί µε φωτισµό στους 10 Κ, λόγω 

θερµικών περιορισµών, που οφείλονται στο θετικό φορτίο του συµπλόκου 

του Mn στην S2 (βλέπε υποκεφάλαιο 2.4.5). Μπορεί, όµως, να παγιδευτεί 

µε φωτισµό σε θερµοκρασίες 77 Κ – 190 Κ και γρήγορο πάγωµα στους 10 

Κ (Ioannidis et al. 2006), όπου και επανασυνδέεται µε χρόνο ηµιζωής της 

τάξης µερικών min. 

Το φάσµα του συστήµατος µετάλλου-ρίζας µε πιο προσεκτική 

µελέτη, φάνηκε ότι αποτελείται από δύο συνιστώσες: µία φαρδιά και µία 

στενή. Σε χαµηλότερες θερµοκρασίες (~ 77 Κ – 150 Κ) φωτισµού επικρατεί 

η φαρδιά συνιστώσα, ενώ σε ψηλότερες (~180 Κ – 230 Κ) η στενή. Με 

φωτισµό στους 10 Κ, αφού πέσει το σήµα, που παγιδεύτηκε σε ψηλή 

θερµοκρασία, δηµιουργείται µόνο η στενή συνιστώσα. 
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160G
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Εικόνα 5.1: Οι δύο διαµορφώσεις της S2YZ˙ σε δείγµα µε DCBQ. α. διαφορά του 

φάσµατος που µετρήθηκε 4 περίπου min µετά τον φωτισµό στους 150 Κ  µείον το 

αρχικό σκοτάδι, β. διαφορά του φάσµατος αµέσως µετά το φωτισµό στους 10 Κ 

µείον το αρχικό σκοτάδι. Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 100 mW, σταθερά 

χρόνου: 300 s, χρόνος σάρωσης: 50 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 Gpp. 

Θερµοκρασία: 10 Κ. 

3200 3400 3600

γ. α - βx0,2

β. φωτισµός 
στους 10 Κ   

α. φωτισµός
στους 150 Κ

µαγνητικό πεδίο (Gauss)

  124G

170K

 

Εικόνα 5.2: Οι δύο διαµορφώσεις της S2YZ˙ σε δείγµα µε 50% γλυκερόλη v/v και 

DCBQ. α. διαφορά του φάσµατος που µετρήθηκε 4 περίπου min µετά τον φωτισµό 

στους 150 Κ  µείον το τελικό σκοτάδι, β. διαφορά του φάσµατος αµέσως µετά το 

φωτισµό στους 10 Κ µείον το τελικό σκοτάδι. Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 
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100 mW, σταθερά χρόνου: 300 s, χρόνος σάρωσης: 50 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 

Gpp. Θερµοκρασία: 10 Κ. 

 

Στις εικόνες 5.1 και 5.2 παρουσιάζεται το σήµα που παγιδεύεται µε 

φωτισµό στους 150 Κ σε δείγµατα χωρίς και µε γλυκερόλη αντίστοιχα. Με 

µπλε είναι σχεδιασµένο το σήµα που παγιδεύεται στους 150 Κ και περιέχει 

και τις δύο συνιστώσες. Στο απλό δείγµα υπάρχει µεγάλο ποσοστό της 

στενής συνιστώσας, ενώ στο δείγµα µε γλυκερόλη µικρό. Με κόκκινο 

φαίνεται το σήµα που δηµιουργείται µε φωτισµό στους 10 Κ, αφού πέσει  το 

σήµα των 150 Κ, και αποτελείται από τη στενή συνιστώσα µόνο. Έχει 

εύρος 120 G στα απλά δείγµατα και 124 G στο δείγµα µε γλυκερόλη. Με 

αφαίρεση κατάλληλου ποσοστού του σήµατος των 10 Κ από το σήµα των 

150 Κ παίρνουµε το φάσµα της φαρδιάς συνιστώσας που έχει εύρος 160 G 

στο απλό δείγµα και 170 G στο δείγµα µε γλυκερόλη.  

 

5.1.2 ∆ιαφορές µεταξύ των δειγµάτων χωρίς και µε γλυκερόλη 

 

Το ποσοστό της φαρδιάς και της στενής συνιστώσας που 

παγιδεύεται σε διάφορες θερµοκρασίες διαφέρει στα απλά δείγµατα και στα 

δείγµατα µε 50% γλυκερόλη. Στα δείγµατα µε γλυκερόλη η στενή 

συνιστώσα παγιδεύεται σε πιο ψηλές θερµοκρασίες (190 Κ) σε σχέση µε τα 

απλά δείγµατα, που παγιδεύεται από τις 130 Κ. Επίσης, το ποσοστό της 

στενής συνιστώσας που παγιδεύεται σε δείγµατα µε γλυκερόλη σε σχέση 

µε το σήµα που παίρνουµε µε φωτισµό στους 10 Κ είναι πιο µικρό από τα 

απλά δείγµατα. Φαίνεται, λοιπόν, ότι στα δείγµατα µε γλυκερόλη η στενή 

συνιστώσα πέφτει πιο γρήγορα από ό,τι στα απλά δείγµατα και δεν την 

προλαβαίνουµε. 

Σε δείγµατα µε γλυκερόλη απ’ ευθείας φωτισµός στους 10 Κ στην S2 

επάγει ασθενές σήµα µε εύρος 140 G (εικόνα 5.3). Πιθανόν το σήµα 

προέρχεται από µειονότητα κέντρων, στα οποία το περιβάλλον του 

συµπλόκου Mn είναι λιγότερο ηλεκτροθετικό λόγω µερικής 

αποπρωτονίωσης.   
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Εικόνα 5.3: Το σήµα που δηµιουργείται µε φωτισµό στους 10 Κ στην S2 σε δείγµα 

µε 50% γλυκερόλη και DCBQ. Το φάσµα είναι η διαφορά του φάσµατος αµέσως 

µετά το φωτισµό µείον το τελικό σκοτάδι. Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 100 

mW, σταθερά χρόνου: 300 s, χρόνος σάρωσης: 50 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 

Gpp. Θερµοκρασία: 10 Κ.   

 

 

5.1.3 Οι δύο συνιστώσες δεν οφείλονται σε ανοµοιογένεια της S2 

 

 Είναι γνωστή η ανοµοιογένεια της κατάστασης S2, η οποία 

εκφράζεται µε δύο διαφορετικά φάσµατα EPR, το πολυγραµµικό και το g = 

4.1. Η ανοµοιογένεια εξαλείφεται παρουσία γλυκερόλης (υπάρχει µόνο το 

πολυγραµµικό σήµα). Το γεγονός, ότι τόσο η φαρδιά όσο και η στενή 

συνιστώσα εµφανίζονται και στα δύο είδη δειγµάτων (εικόνες 5.1 και 5.2) 

συνηγορεί εναντίον της υπόθεσης ότι τα δύο σήµατα S2YZ˙ οφείλονται σε 

ανοµοιογένεια της S2. Έγινε και το πιο κάτω πείραµα:      

Στην εικόνα 5.4 φαίνεται ένα πείραµα που έγινε για να φανεί αν οι 

δύο διαφορετικές συνιστώσες της S2YZ˙ οφείλονται στις δύο διαφορετικές 

διαµορφώσεις του συµπλόκου του Mn στην S2 (πολυγραµµµικό και g = 

4.1). Με µαύρο είναι σχεδιασµένο το φάσµα της S2, όπου φαίνονται τα δύο 
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διαφορετικά σήµατα. Στη συνέχεια το δείγµα φωτίστηκε στους 150 Κ για 1 

min και µετρήθηκε στους 10 Κ και στη συνέχεια φωτίστηκε στους 150 Κ για 

6 min µε υπέρυθρο και κατόπιν για 1 min µε λευκό φως. Με τον υπέρυθρο 

φωτισµό αυξάνεται η g = 4.1 περίπου στο διπλάσιο µε µείωση του 

πολυγραµµικού σήµατος. Εάν λοιπόν οι δύο διαφορετικές διαµορφώσεις 

της S2YZ˙ οφείλονται στο g = 4.1 και το πολυγραµµµικό θα περιµέναµε να 

δούµε διαφορές στη µορφή ή/και το µέγεθος των δύο συνιστωσών της 

S2YZ˙. Κάτι τέτοιο δεν παρατηρήθηκε. Στην εικόνα 5.5 φαίνονται τα σήµατα 

µετά τον φωτισµό µε το λευκό φως (µπλε) και µετά τον υπέρυθρο φωτισµό 

(πράσινο), τα επάνω φάσµατα είναι αυτά που µετρήθηκαν αµέσως µετά το 

πάγωµα, ενώ τα κάτω µετά από φωτισµό στους 10 Κ.  Οι διαφορές είναι 

ασήµαντες. 

0 2000 4000

δ. 6 min IR, 
1 min ορατό 
(150 Κ)

γ. 6 min IR, 
1 min ορατό 
(150 Κ)

β. 1 min ορατό 
(150 Κ)

µαγνητικό πεδίο (Gauss)

86%

89%

100%

105%

100%

115%

191%

212%

α. S
2

g = 4.1 πολυγραµµικό

 

Εικόνα 5.4: α. S2: 30 min φωτισµός τις 77 Κ για να οξειδωθεί το cyt b 559, 35 s 

σκοτάδι τις -8 οC, 4 min φωτισµός τις -80 οC, 30 sec σκοτάδι τις -6 οC. Το δείγµα έχει 

DCBQ ως εξωτερική κινόνη. Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 50 mW, σταθερά 

χρόνου: 300 ms, χρόνος σάρωσης: 200 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 Gpp. 

Θερµοκρασία: 10 Κ. 
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Εικόνα 5.5: Τα αντίστοιχα φάσµατα της µικρής περιοχής της εικόνας 5.4. Τα επάνω 

φάσµατα είναι ο φωτισµός στους 150 Κ µείον το αρχικό σκοτάδι, ενώ τα κάτω ο 

φωτισµός στους 10 Κ µείον το αρχικό σκοτάδι. Οι ενδείξεις β, γ, δ αντιστοιχούν στα 

φάσµατα της προηγούµενης εικόνας. Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 100 mW, 

σταθερά χρόνου: 300 s, χρόνος σάρωσης: 50 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 Gpp. 

Θερµοκρασία: 10 Κ. 

 

 

5.1.4 Κινητική επανασύνδεσης της S2YZ˙ µε την QA
- στους 10 Κ 

 

Στην εικόνα 5.6 φαίνεται η κινητική επανασύνδεσης της S2YZ˙ µε την 

QA
- στους 10 Κ σε δείγµα µε γλυκερόλη και PPBQ. Η  PPBQ επιβραδύνει 

την επανασύνδεση, λόγω του ότι οξειδώνει τον σίδηρο, ο οποίος λειτουργεί 

σαν αποδέκτης του ηλεκτρονίου της QA
-. Με µπλε είναι σχεδιασµένο το 

φάσµα της S2YZ˙ που παγιδεύεται µε φωτισµό στους 150 Κ. Η φαρδιά 

συνιστώσα πέφτει πιο γρήγορα και µετά από 36 min έχει πέσει εντελώς, 

ενώ ένα µικρό ποσοστό της στενής παραµένει. Με κόκκινο είναι 

σχεδιασµένο το φάσµα µετά τον φωτισµό στους 10 Κ. 
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Εικόνα 5.6: Κινητική µείωσης της S2YZ˙, που δηµιουργείται στους 150 Κ, στους 10 Κ 

σε δείγµα µε γλυκερόλη και PPBQ. α-ζ: φάσµατα, που µετρήθηκαν στους χρόνους 

που αναγράφονται µετά τον φωτισµό στους 150 Κ, µείον το αρχικό σκοτάδι, η: 

φωτισµός στους 10 Κ µείον το τελικό σκοτάδι. Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 

100 mW, σταθερά χρόνου: 300 s, χρόνος σάρωσης: 50 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 

Gpp. Θερµοκρασία: 10 Κ. 

 

 

5.1.5 Φάσµα υψηλής ευκρίνειας της S2YZ˙ σε δείγµατα µε 50% γλυκερόλη 

 

 Έχει δειχθεί, ότι σε θερµοκρασίες πάνω από τους 77 Κ η µαγνητική 

αλληλεπίδραση µεταξύ της TyrZ και του συµπλόκου Mn µηδενίζεται κατά 

µέσον όρο λόγω θερµικής αύξησης του ρυθµού χαλάρωσης του σπιν του 

Mn (Zachariou et al. 2007). Αναδεικνύεται έτσι το φάσµα της TyrZ 

αδιατάρακτο απ’ το Mn.  
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Στην εικόνα 5.7 φαίνεται το φάσµα υψηλής ευκρίνειας της TyrZ 

χρησιµοποιώντας γρήγορη σάρωση µετά από ένα παλµό σε θερµοκρασία 

150 Κ. Με µπλε είναι σχεδιασµένο το φάσµα του απλού δείγµατος 

(Ioannidis et al. 2008) και µε πράσινο του δείγµατος µε γλυκερόλη. Τα δύο 

φάσµατα είναι ίδια και λίγο φαρδύτερα από της τυροσίνης D. Αυτό δείχνει 

ότι δεν υπάρχει σε αυτή τη θερµοκρασία κάποια διαφορά στο φάσµα της 

τυροσίνης λόγω των δύο διαφορετικών διαµορφώσεων (αφού τα δύο είδη 

δειγµάτων έχουν διαφορετικό ποσοστό της κάθε συνιστώσας). 

 

3300 3325 3350 3375 3400

Signal II

       50% 
γλυκερόλη

  

µαγνητικό πεδίο (Gauss)

απλό δείγµα

 

Εικόνα 5.7: Το φάσµα της S2YZ˙ στους 150 Κ σε δείγµα χωρίς καµία τροποποίηση 

(Ioannidis et al. 2008 ) και σε δείγµα µε 50% v/v γλυκερόλη, σε σύγκριση µε το 

φάσµα της YD˙. Το φάσµα της γλυκερόλης είναι η διαφορά του πρώτου ή δεύτερου 

φάσµατος αµέσως µετά από παλµό φωτός µείον το τελικό σκοτάδι, µέσος όρος 5 

πειραµάτων. Συνθήκες EPR: (γρήγορη σάρωση) πλάτος διαµόρφωσης: 4 Gpp, 

ισχύς µικροκυµάτων: 100 mW (Y Z˙) και 0.013 mW (YD˙), συχνότητα µικροκυµάτων: 

9.41 GHz, συχνότητα διαµόρφωσης: 100 KHz, εύρος σάρωσης: 100 G, χρόνος 

σάρωσης: 500 ms, σταθερά χρόνου: 3 ms. 

 

Σε αυτή τη θερµοκρασία η κινητική επανασύνδεσης της TyrZ έχει δύο 

φάσεις, µια αργή και µια γρήγορη. Στους 135 Κ σε δείγµατα µε γλυκερόλη 
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οι χρόνοι ηµιζωής της κάθε φάσης είναι 18 s στο 40% των κέντρων και 1.3 

s στο  60% των κέντρων (Ioannidis et al. 2008). Για να δούµε αν υπάρχει 

διαφορά στο φάσµα της κάθε φάσης της κινητικής συγκρίναµε το φάσµα 

της εικόνας 5.7 µε το φάσµα της αργής φάσης της κινητικής και είναι ίδια 

(εικόνα 5.8). Οπότε, ή και οι δύο διαµορφώσεις έχουν την ίδια κινητική σε 

αυτή τη θερµοκρασία (µάλλον απίθανο) ή το φάσµα τους είναι το ίδιο. 
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αµέσως µετά τον παλµό
22 sec µετά τον παλµό
32 sec µετά τον παλµό

 

Εικόνα 5.8: Σύγκριση του φάσµατος της εικόνας 5.7 (αµέσως µετά τον παλµό, µπλε) 

µε τα φάσµατα της αργής συνιστώσας της κινητικής (22 sec (πράσινο) και 32 sec 

(κόκκινο)). Τα φάσµατα είναι κανονικοποιηµένα. Συνθήκες EPR: (γρήγορη σάρωση) 

πλάτος διαµόρφωσης: 4 Gpp, ισχύς µικροκυµάτων: 100 mW, συχνότητα 

µικροκυµάτων: 9.41 GHz, συχνότητα διαµόρφωσης: 100 KHz, εύρος σάρωσης: 100 

G, χρόνος σάρωσης: 500 ms, σταθερά χρόνου: 3 ms. Θερµοκρασία: 150 Κ. 

 

 

5.1.6 Συζήτηση  

 

 Το φάσµα της µεταβατικής κατάστασης S2YZ˙ που δηµιουργείται µε 

φωτισµό στους 77 Κ – 190 Κ αποτελείται από δύο συνιστώσες: µία φαρδιά 

(εύρος 160 G στα κανονικά δείγµατα και 170 G στα δείγµατα µε 

γλυκερόλη), η οποία επικρατεί σε χαµηλές θερµοκρασίες φωτισµού (~ 77 Κ 
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– 150 Κ) και µια στενή (εύρος 120 G στα κανονικά δείγµατα και 124 G στα 

δείγµατα µε γλυκερόλη) που επικρατεί σε ψηλότερες θερµοκρασίες (~180 Κ 

– 230 Κ). Οι δύο συνιστώσες δεν οφείλονται στην ανοµοιογένεια της S2 

(πολυγραµµµικό και g = 4.1). Προέρχονται και οι δύο από κέντρα που 

χαρακτηρίζονται από πολυγραµµµικό, εφόσον παρατηρούνται και σε 

δείγµατα µε γλυκερόλη. 

 Οι δύο διαφορετικές συνιστώσες φαίνεται να οφείλονται σε 

διαφορετικές διαµορφώσεις της µεταβατικής κατάστασης S2YZ˙ και 

παρουσιάζουν θερµικούς φραγµούς. Η µεταφορά Η+ εξαρτάται από την 

θερµοκρασία (σταµατούν σε χαµηλές θερµοκρασίες) και οι δύο 

διαφορετικές διαµορφώσεις φαίνεται να σχετίζονται µε αυτές. Η φαρδιά 

συνιστώσα που δηµιουργείται µε φωτισµό σε πιο χαµηλές θερµοκρασίες 

οφείλεται σε πιο περιορισµένη µεταφορά Η+, ενώ σε πιο ψηλές 

θερµοκρασίες, που δηµιουργείται η στενή, γίνονται πιο εκτεταµένες 

µεταφορές Η+. 

 Στην εικόνα 5.9 φαίνεται ένα µοριακό µοντέλο, που εξηγεί τις δύο 

διαµορφώσεις τις S2YZ˙. Η TyrΖ συνδέεται µε δεσµό υδρογόνου µε την 

His190 και αυτή µε τη σειρά της µε την Asn298. Το µήκος των δύο αυτών 

δεσµών στην S1 (σ’ αυτή την κατάσταση έχει ληφθεί η δοµή) είναι 2.5 και 

2.6 Å, αντίστοιχα (Umena et al. 2011). Όταν η TyrZ
  οξειδώνεται, το Η+ 

µεταφέρεται προς την His190  και το Η+ της His190 προς την Asn298 

(Ioannidis et al. 2008). Η φαρδιά συνιστώσα προέρχεται από κέντρα στα 

οποία το Η+ πηγαίνει µέχρι την His190, ενώ σε κέντρα που δίνουν την στενή 

συνιστώσα µεταφέρεται και το Η+ της His190 προς την Asn298. Όταν η TyrZ 

επανασυνδέεται σε θερµοκρασίες υγρού ηλίου, τα κέντρα τα οποία 

εµφανίζουν την φαρδιά συνιστώσα µεταπίπτουν στην κανονική S2, ενώ τα 

κέντρα τα οποία εµφανίζουν την στενή µεταπίπτουν στην S2
t. Η S2

t είναι µια 

διαµόρφωση της S2, στην οποία το Η+ της His190 έχει παγιδευτεί στην 

Asn298. Το pK της His190 είναι κατά συνέπεια αυξηµένο και ο δεσµός 

υδρογόνου µε την TyrZ ισχυροποιηµένος και η ιστιδίνη δρα συνεπώς σαν 

καλός αποδέκτης του πρωτονίου κατά την οξείδωση της TyrZ. Φωτισµός 

στους 10 Κ επάγει ως εκ τούτου µόνο την στενή συνιστώσα του σήµατος 

S2YZ˙.  
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Σύµφωνα µε το µοντέλο της εικόνας 5.9, η φαρδιά συνιστώσα είναι 

µεταβατική κατάσταση πριν δηµιουργηθεί η στενή που είναι πιο σταθερή. 

Κάτι παρόµοιο έχει περιγραφεί και για την τυροσίνη D (Faller et al. 2003). 

Με φωτισµό στους 1.8 Κ, το περιβάλλον της TyrD˙ που δηµιουργείται είναι 

πολύ ηλεκτροθετικό, λόγω του Η+ του δεσµού TyrD – His που βρίσκεται 

προς τη µεριά της ιστιδίνης. Με επώαση στους 77 Κ χαλαρώνει το θετικό 

φορτίο είτε µε κίνηση της ιστιδίνης είτε µε αποµάκρυνση του άλλου Η+ της. 

Μια τροποποιηµένη S2YZ˙, η S2΄΄YZ˙, έχει παρατηρηθεί στο σκοτάδι 

στην S3 σε υψηλό pH στους 5 Κ (Geijer et al. 2001, Sjoholm et al. 2010). 

Σε υψηλό pH µειώνεται το δυναµικό της TyrZ και δίνει ηλεκτρόνιο στο 

σύµπλοκο του Mn, το οποίο ανάγεται σε µια τροποποιηµένη S2΄΄ που της 

λείπει ένα Η+. Το σήµα αυτό έχει εύρος 125 G που ταιριάζει µε το εύρος της 

στενής συνιστώσας. 

Η φαρδιά συνιστώσα πέφτει πιο γρήγορα τις 10 Κ, ενώ ένα ποσοστό 

τις στενής παραµένει. Στους 10 Κ η S2YZ˙ µειώνεται µε επανασύνδεση µε 

την QA
-. Η φαρδιά συνιστώσα µειώνεται πιο γρήγορα ενώ η στενή πιο 

αργά. Αυτό πιθανόν συµβαίνει επειδή στην περίπτωση της φαρδιάς 

συνιστώσας το οξειδοαναγωγικό ζεύγος είναι το TyrZ˙/ TyrZΗ, ενώ για την 

στενή είναι το TyrZ˙/ TyrZ
-, το οποίο έχει χαµηλότερο δυναµικό.  

Στα δείγµατα µε γλυκερόλη παγιδεύεται µικρότερο ποσοστό της 

στενής συνιστώσας και σε ψηλότερες θερµοκρασίες. Ακόµη, µε φωτισµό 

στους 10 Κ δηµιουργείται σήµα µε εύρος 140 G, το οποίο προέρχεται 

πιθανόν από κέντρα στα οποία το περιβάλλον του συµπλόκου Mn είναι 

λιγότερο ηλεκτροθετικό λόγω µερικής αποπρωτονίωσης. Οι διαφορές αυτές 

οφείλονται στο ότι η γλυκερόλη τροποποιεί το πρωτεϊνικό περιβάλλον της 

τυροσίνης Ζ και του συµπλόκου του Mn. 

Το φάσµα της TyrΖ αδιατάρακτο από το Mn, στους 150 Κ, είναι το 

ίδιο στα δείγµατα µε γλυκερόλη και στα απλά δείγµατα. Εποµένως, είναι το 

ίδιο και για τις δύο διαµορφώσεις εφόσον τα δείγµατα µε γλυκερόλη και τα 

απλά δείγµατα έχουν διαφορετικό ποσοστό της κάθε συνιστώσας. 
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Εικόνα 5.9: Μοριακό µοντέλο που ερµηνεύει τις δύο συνιστώσες της S2YZ˙. 

  

 

 

5.2 Αλλαγές στο σύµπλοκο Mn κατά τη µετάβαση S2 → S3 και η 

παγίδευση της S2YZ˙ 

 

5.2.1 Εισαγωγικά 

 

Όπως προαναφέραµε η κατάσταση S2 χαρακτηρίζεται από δύο 

εναλλακτικά σήµατα EPR που αντιστοιχούν στη θεµελιώδη κατάσταση του 

συµπλόκου του Mn: ένα πολυγραµµικό (multiline) µε g = 2, το οποίο 

προέρχεται από κέντρα µε S = ½ και µία απλή παράγωγο µε g = 4.1 που 

προέρχεται από κέντρα µε S = 5/2. Και οι δύο µορφές αντιστοιχούν σε 

αριθµούς οξείδωσης Mn(III) Mn(IV)3, αλλά το πολυγραµµικό σήµα 

αποδίδεται σε κατανοµή σθένους 1Mn(III)-2Mn(IV)-3,4Mn(IV), ενώ το g = 4.1 
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σε 1Mn(IV)-2Mn(III)-3,4Mn(IV) (Boussac et al. 1996, Ioannidis et al. 2006). 

Με EXAFS έχει φανεί ότι η απόσταση µεταξύ δύο δι-µ-οξο-γεφυρωµένων 

ιόντων Mn του συµπλόκου είναι µεγαλύτερη στο g = 4.1 σε σχέση µε το 

πολυγραµµµικό (2,85 Å και 2,72 Å αντίστοιχα) (Liang et al. 1994). Ακόµη, 

έχει προταθεί ότι οι αλληλεπιδράσεις ανταλλαγής µεταξύ των 3Mn-4Mn 

καθορίζουν το σπιν της θεµελιώδους κατάστασης, και εποµένως µικρές 

δοµικές αλλαγές µπορεί να οδηγήσουν σε αλλαγή του σπιν του συµπλόκου 

(Pantazis et al. 2009).  

Στα κυανοβακτήρια δεν παρατηρείται η µορφή g = 4.1 (McDermott et 

al. 1988). Αλλά και στα φυτά όταν χρησιµοποιείται γλυκερόλη ως 

κρυοπροστατευτικό, αντί για σουκρόζη, ή και σε δείγµατα µε σουκρόζη στα 

οποία όµως έχει προστεθεί µεθανόλη, όλα τα κέντρα χαρακτηρίζονται από 

το πολυγραµµικό σήµα. 

Η ετερογένεια της S2 φαίνεται να υπάρχει ήδη από την S1. Στην S1 

έχουν παρατηρηθεί δύο µορφές της S1ΥΖ˙ µε φωτισµό στους 10 Κ, η µία µε 

g = 2.035 που δίνει το πολυγραµµµικό όταν προχωρήσει στην S2 και η 

δεύτερη µε εύρος 26 G, η οποία δηµιουργεί το g = 4.1 (Sioros et al. 2007). 

 To πολυγραµµµικό µπορεί να µετατραπεί σε g = 4.1 µε υπέρυθρο 

φωτισµό σε θερµοκρασία 150 Κ – 200 Κ και επανέρχεται στην αρχική 

κατάσταση σε λίγα λεπτά στους 200 Κ. Η µετατροπή αποδίδεται σε 

µεταφορά ηλεκτρονίου από το MnIII προς ένα MnIV ή σε µετατροπή του 

σπιν του MnIII  ή σε µετάπτωση d-d του MnIII (Boussac et al. 1996). 

Οι δύο µορφές της S2 ταλαντώνονται µε τον ίδιο τρόπο όταν δίνουµε 

διαδοχικούς παλµούς φωτός (Zimmermann & Rutherford 1986), δηλαδή 

φαίνεται και οι δύο να προχωρούν στην S3. Η S3 δεν παρουσιάζει 

ετερογένεια. Έχει βρεθεί το πλήρες φάσµα της που µε προσοµοίωση 

φάνηκε ότι αντιστοιχεί σε S = 3 (Boussac et al. 2009, Spanakis et al. 2007). 

Το πιο ευδιάκριτο σηµείο του φάσµατος της S3 βρίσκεται σε g = 10 και είναι 

το ίδιο στα κυανοβακτήρια, που εµφανίζουν µόνο πολυγραµµικό, και τα 

φυτά, που εµφανίζουν και τις δύο µορφές της S2. Φαίνεται, το σήµα της S3 

λοιπόν να προέρχεται από το πολυγραµµικό σήµα. Έτσι λοιπόν, το 
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ερώτηµα που προκύπτει είναι τι συµβαίνει µε τα κέντρα στην διαµόρφωση 

g = 4.1 κατά τη µετάβαση S2 → S3. 

Η θερµοκρασία ηµιαναστολής της µετάβασης S2 → S3 είναι 230 Κ  

(Styring & Rutherford 1988). Στην χαµηλή αυτή θερµοκρασία, η µετάβαση 

πραγµατοποιείται βραδύτερα. Με φωτισµό κοντά σε αυτή τη θερµοκρασία 

και γρήγορο πάγωµα µπορούν πιθανόν να παγιδευτούν βραχύβια 

ενδιάµεσα  µεταξύ της S2 (g = 4.1) και της S3. 

 

 

5.2.2 Το g = 4.1 µετατρέπεται σε πολυγραµµικό µε φωτισµό στους -50 οC 

 

Στην εικόνα 5.10, παρουσιάζεται πείραµα, όπου το δείγµα φωτίστηκε 

σε θερµοκρασία -50 οC, κοντά δηλαδή στη θερµοκρασία ηµιαναστολής της 

µετάβασης S2 → S3. Παρατηρούµε τα εξής: Με το φωτισµό µειώνεται η 

ένταση του σήµατος g = 4.1 και αυξάνεται η ένταση του πολυγραµµικού 

σήµατος. Φαίνεται λοιπόν ότι κέντρα που χαρακτηρίζονται από g = 4.1, 

µετατρέπονται σε κέντρα που χαρακτηρίζονται από το πολυγραµµικό σήµα. 

Στη συνέχεια το δείγµα επωάστηκε  σε θερµοκρασία -80 οC, -50 οC και 

τέλος -30 οC. Οι δύο µορφές της S2 επανέρχονται στην αρχική αναλογία 

στους -30 οC. Με νέο παλµό στους -50 οC παρατηρείται και πάλι µετατροπή 

του g = 4.1 σε πολυγραµµικό. 

Στην εικόνα 5.11, φαίνονται τα ποσοστά g = 4.1 και πολυγραµµικό 

σε κάθε φάση του πειράµατος σε σχέση µε την αρχική S2. Η εικόνα 

επιβεβαιώνει ποσοτικά την ποιοτική εκτίµηση της εικόνας 5.10. Με τον 

παλµό στους -50 οC µειώνεται η ένταση του g = 4.1 και αυξάνεται το 

πολυγραµµµικό, ενώ  µε επώαση στο σκοτάδι στους -30 οC το δείγµα 

επιστρέφει στην αρχική αναλογία g = 4.1 και πολυγραµµικό. Θα πρέπει να 

αναφερθεί ότι δεν είναι επακριβώς γνωστά τα ποσοστά των κέντρων, τα 

οποία βρίσκονται στις δύο εναλλακτικές διαµορφώσεις, πολυγραµµικό και 

4.1. Οι σχετικές αυξοµειώσεις στην εικόνα 5.11 υποδεικνύουν ότι στην 

συγκεκριµένη παρασκευή τα «πολυγραµµικά» κέντρα είναι περίπου 

διπλάσια των «4.1», διότι µείωση του σήµατος 4.1 κατά 40% προκαλεί 
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αύξηση του πολυγραµµικού σήµατος κατά περίπου 20%. Η αντιστοιχία 

αυτή επιβεβαιώνεται προσεγγιστικά και από ανεξάρτητα πειράµατα µελέτης 

του ποσοστού µετατροπής του πολυγραµµικού σήµατος σε g = 4.1 κατά 

τον φωτισµό µε εγγύς υπέρυθρο στους 50 Κ. 

 

0 2000 4000

µαγνητικό πεδίο (Gauss)

β - δ

ζ. παλµός 
στους -50oC
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στους -50oC
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2

 

 

Εικόνα 5.10: Μετατροπή του g = 4.1 σε πολυγραµµικό µε φωτισµό στους -50 oC. α: 

∆ηµιουργία της S2 µε έναν παλµό στους -30 οC και 2 min σκοτάδι στην ίδια 

θερµοκρασία. β, ζ: παλµός στους -50 oC και γρήγορο πάγωµα. γ-ε: επώαση στο 

σκοτάδι στη θερµοκρασία που αναγράφεται στην εικόνα. Το δείγµα έχει DCBQ ως 

εξωτερική κινόνη. Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 50 mW, σταθερά χρόνου: 

300 ms, χρόνος σάρωσης: 200 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 Gpp. Θερµοκρασία: 10 

Κ. 
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Εικόνα 5.11: Ποσοστό πολυγραµµικού σήµατος και g = 4.1 σε κάθε βήµα του 

πειράµατος της εικόνας 5.10. Ως 100% έχει οριστεί το πολυγραµµικό και η g = 4.1 της 

αρχικής S2. 
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Εικόνα 5.12: Το τροποποιηµένο πολυγραµµικό σήµα, που έχει προέλθει από την 

µετατροπή g = 4.1 σε πολυγραµµικό, σε σύγκριση µε το κανονικό. Οι ενδείξεις της 

εικόνας αντιστοιχούν στα φάσµατα της εικόνας 5.10.  

 

Στην εικόνα 5.12 φαίνονται οι διαφορές των φασµάτων που έχουν το 

επιπλέον πολυγραµµικό που έχει προέλθει από την g = 4.1, µείον το 
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φάσµα της S2 ή του τελικού σκοταδιού όπου έχει επανέλθει η ισορροπία g 

= 4.1 – πολυγραµµικού. Το πολυγραµµικό αυτό, που έχει προέλθει από την 

g = 4.1 διαφέρει από το αρχικό της S2. Οι ακριανές κορυφές του είναι πιο 

έντονες.  

 

 

 

5.2.3 Εύρος θερµοκρασιών στις οποίες γίνεται η µετατροπή 

 

 

Στις εικόνες 5.13 και 5.14 φαίνονται πειράµατα, στα οποία έχει γίνει 

φωτισµός της S2 σε θερµοκρασίες -80 οC - -30 οC για να διευκρινιστεί σε τι 

εύρος θερµοκρασιών µπορούµε να παγιδεύσουµε τη µετατροπή. Στους -80 

οC παρατηρείται αύξηση του g = 4.1, εις βάρος του πολυγραµµικού, 

φαινόµενο που οφείλεται, όπως περιγράψαµε πιο πάνω, στο υπέρυθρο 

φως. Παρατηρείται επίσης συνολική αύξηση του πληθυσµού της S2 εξαιτίας 

κάποιων κέντρων που είχαν παραµείνει στην S1. Στους -60 οC 

αποκαθίσταται η ισορροπία g = 4.1 – πολυγραµµικού, καθώς δεν υπάρχει 

φαινόµενο υπερύθρου. Στους -40 οC µειώνεται η g = 4.1, αλλά δεν 

παρατηρείται αύξηση του πολυγραµµικού, αλλά αντίθετα µείωση επειδή σε 

αυτή τη θερµοκρασία κάποια κέντρα προχωρούν στην S3 (g = 10). Το ίδιο 

παρατηρείται και στους -30 οC (εικόνα 5.14). Εποµένως, η καλύτερη 

θερµοκρασία για να φανεί η µετατροπή g = 4.1 σε πολυγραµµικό είναι αυτή 

των -50 οC. 
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Εικόνα 5.13: Σύγκριση της µετατροπής του g = 4.1 σε πολυγραµµικό µε φωτισµό σε 

θερµοκρασίες -80 oC , -60 oC και -40 oC. S2 µε 2 κύκλους φωτισµού στους -80 οC και 

µετά επώασης για 30 sec στους -5 οC.  Το δείγµα έχει DCBQ ως εξωτερική κινόνη. 

Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 50 mW, σταθερά χρόνου: 300 ms, χρόνος 

σάρωσης: 200 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 Gpp. Θερµοκρασία: 10 Κ. 
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Εικόνα 5.14: Μετατροπή του g = 4.1 σε πολυγραµµικό µε φωτισµό στους -30o C. Η 

S2 δηµιουργήθηκε µε φωτισµό στους -75 οC για 4 min και επώαση για 30 sec στο 

σκοτάδι. Το δείγµα έχει DCBQ ως εξωτερική κινόνη. Συνθήκες EPR: ισχύς 
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µικροκυµάτων: 50 mW, σταθερά χρόνου: 300 ms, χρόνος σάρωσης: 200 s, πλάτος 

διαµόρφωσης: 25 Gpp. Θερµοκρασία: 10 Κ. 

 
 
 

5.2.4 Η µετατροπή µπορεί να γίνει και µε φωτισµό σε χαµηλότερη 

θερµοκρασία και στη συνέχεια µεταφορά του δείγµατος στους -50 οC 

 

Εάν φωτίσουµε στους -80 οC, όπου όπως φάνηκε δεν µετατρέπεται η 

g = 4.1 σε πολυγραµµικό, και µεταφέρουµε αµέσως το δείγµα σε σκοτάδι 

σε θερµοκρασία -50 οC, γίνεται η µετατροπή (εικόνα 5.15). Στην εικόνα 5.16 

φαίνεται να γίνεται η µετατροπή στους -50 οC µετά από φωτισµό στους -80 
οC και επώαση 3 min στην ίδια θερµοκρασία. Στην διαφορά β-γ φαίνεται το 

τροποποιηµένο πολυγραµµικό. 
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Εικόνα 5.15: Μετατροπή του g = 4.1 σε πολυγραµµµικό µε φωτισµό στους -80 οC και 

γρήγορη µεταφορά του δείγµατος στους -50 οC. Η S2 σχηµατίστηκε µε έναν παλµό 

στους -30 οC και 2 min σκοτάδι στην ίδια θερµοκρασία. Το δείγµα έχει DCBQ ως 

εξωτερική κινόνη. Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 50 mW, σταθερά χρόνου: 

300 ms, χρόνος σάρωσης: 200 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 Gpp. Θερµοκρασία: 10 

Κ. 
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Εικόνα 5.16: Μετατροπή του g = 4.1 σε πολυγραµµµικό µε φωτισµό στους -80 οC και 

επώαση για 3 min στην ίδια θερµοκρασία και στη συνέχεια µεταφορά του δείγµατος 

στους -50 οC. Η S2 σχηµατίστηκε µε έναν παλµό στους -30 οC και 2 min σκοτάδι 

στην ίδια θερµοκρασία. Το δείγµα έχει DCBQ ως εξωτερική κινόνη. Συνθήκες EPR: 

ισχύς µικροκυµάτων: 50 mW, σταθερά χρόνου: 300 ms, χρόνος σάρωσης: 200 s, 

πλάτος διαµόρφωσης: 25 Gpp. Θερµοκρασία: 10 Κ. 

 

 

5.2.5 Παγίδευση της  S2YZ˙ µε φωτισµό στους -50 οC και γρήγορο πάγωµα 

 

Συγχρόνως µε την µετατροπή του g = 4.1 σε πολυγραµµικό 

παρατηρείται και η δηµιουργία ρίζας (διαφορά β-δ, εικόνα 5.10), η οποία 

µειώνεται µε επώαση στους -50 οC. Μπορούµε να την δούµε σε φάσµα 

µεγαλύτερης ευκρίνειας στην εικόνα 5.17, όπου συγκρίνεται µε την S2YZ˙ 

που δηµιουργείται µε φωτισµό στους 180 K (Ioannidis et al. 2006). Το 

εύρος του σήµατος είναι 117 G. Στην εικόνα 5.18 φαίνεται το φάσµα της µε 
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ισχύ 31 mW και 100 mW. ∆εν παρουσιάζει κορεσµό και αυτό ενισχύει τον 

χαρακτηρισµό της ως S2YZ˙. Το σήµα στην περιοχή g = 2 οφείλεται στην 

TyrD˙ και σε chl+ και car+, τα οποία, όπως φαίνεται και στην εικόνα, 

κορέννυνται σε µεγάλη ισχύ. Η TyrZ˙ έχει µικρό χρόνο χαλάρωσης 

(relaxation) λόγω της αλληλεπίδρασης µε το σύµπλοκο του Mn και για αυτό 

δεν κορέννυται σε µεγάλη ισχύ. 

Η ρίζα είναι σταθερή στους 10 Κ. Αυτό οφείλεται πιθανόν στη 

µεταφορά του ηλεκτρονίου από την QA
- προς την εξωγενή κινόνη. Το 

ζεύγος TyrZ˙ QA
- µπορεί να επανασυνδεθεί στους 10 Κ. Όταν η ρίζα 

δηµιουργείται σε θερµοκρασίες 77 Κ – 190 Κ (Ioannidis et al. 2006) πέφτει 

λόγω επανασύνδεσης σε 5 – 10 min στους 10 Κ. Στους ~–50 οC, όµως, 

γίνεται η µεταφορά ηλεκτρονίου QA
- → QΒ/QΒ

-  σε κάποια κέντρα (Fufezan 

et al. 2005) και αυτό σταθεροποιεί τον διαχωρισµό φορτίου και µας δίνει τη 

δυνατότητα να παγιδεύσουµε τη ρίζα.  

3300 3400

µαγνητικό πεδίο (Gauss)

 

 

 117 G

 

Εικόνα 5.17: Η ρίζα της εικόνας 5.10 (διαφορά β-δ) (µαύρο) σε σύγκριση µε την 

S2YZ˙ που δηµιουργείται µε φωτισµό στους 180 Κ (µπλε) (Ioannidis et al. 2006 ). 

Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 100 mW, σταθερά χρόνου: 300 s, χρόνος 

σάρωσης: 50 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 Gpp. Θερµοκρασία: 10 Κ.  
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3200 3400 3600

  

 

µαγνητικό πεδίο (Gauss)
 

Εικόνα 5.18: Σύγκριση του φάσµατος της S2YZ˙ µε ισχύ µικροκυµάτων 100 mW 

(µαύρο) και 31 mW (µπλε). Τα φάσµατα είναι η διαφορά του φάσµατος µετά τον 

παλµό στους -50 οC και γρήγορο πάγωµα µείον την S2. Τα φάσµατα είναι 

κανονικοποιηµένα. Το δείγµα περιέχει PPBQ. Συνθήκες EPR: σταθερά χρόνου: 300 

s, χρόνος σάρωσης: 50 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 Gpp. Θερµοκρασία: 10 Κ.  

 

 

Σε δείγµα µε PPBQ ως εξωτερική κινόνη παγιδεύτηκε µεγαλύτερη 

ρίζα λόγω δηµιουργίας της κατάστασης S2…QAFe3+ (Petrouleas & Diner 

1987), που κάνει πιο αργή την επανασύνδεση της TyrΖ µε την QA
- (εικόνα 

5.19). Σε g = 8 φαίνεται το σήµα του οξειδωµένου σιδήρου και σε g = 10 το 

σήµα της S3. Ακόµη, παρατηρούµε ότι η µετατροπή g = 4.1 σε 

πολυγραµµµικό δεν αντιστρέφεται ακόµη κι αν αφήσουµε το δείγµα για 10 

min στους -50 οC, αντιστρέφεται όµως µε επώαση για πολύ λιγότερο χρόνο 

σε ψηλότερη θερµοκρασία. 

Η S2YZ˙ παγιδεύεται και σε δείγµατα µε γλυκερόλη µε φωτισµό σε 

θερµοκρασία ~-50 οC (εικόνες 5.20, 5.21). Η ρίζα είναι σταθερή σε 

θερµοκρασία υγρού ηλίου, όπως και στα κανονικά δείγµατα και το εύρος 

της είναι 117 G. 
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Εικόνα 5.19: Η µετατροπή g = 4.1 σε πολυγραµµµικό και η παγίδευση της S2YZ˙ σε 

δείγµα µε PPBQ ως εξωτερική κινόνη, το σήµα του οξειδωµένου σιδήρου φαίνεται 

στο φάσµα της S2 σε g = 8. Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 50 mW, σταθερά 

χρόνου: 300 ms, χρόνος σάρωσης: 200 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 Gpp. 

Θερµοκρασία: 10 Κ. 

0 2000 4000

 µαγνητικό πεδίο (Gauss)

γ. β-α
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Εικόνα 5.20: Η S2YZ˙ που παγιδεύεται µε φωτισµό στους -55 οC και γρήγορο 

πάγωµα, σε δείγµα µε 50% γλυκερόλη v/v και DCBQ. Συνθήκες EPR: ισχύς 
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µικροκυµάτων: 50 mW, σταθερά χρόνου: 300 ms, χρόνος σάρωσης: 200 s, πλάτος 

διαµόρφωσης: 25 Gpp. Θερµοκρασία: 10 Κ.  

3200 3400 3600
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Εικόνα 5.21: Η S2YZ˙ της προηγούµενης εικόνας, 6 min µετά τον φωτισµό µείον την 

S2. Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 100 mW, σταθερά χρόνου: 300 ms, χρόνος 

σάρωσης: 50 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 Gpp. Θερµοκρασία: 10 Κ. 

 

 

5.2.6 Πειράµατα για να ελεγχθεί το πού οφείλεται η µετατροπή g = 4.1 σε 

πολυγραµµικό 

 

Για να δούµε αν η µετατροπή του g = 4.1 σε πολυγραµµικό οφείλεται 

σε διαχωρισµό φορτίου και στην S2YZ˙ που δηµιουργείται ή σε επίδραση 

του λευκού φωτός στο κέντρο Mn4Ca, επαναλάβαµε τα πειράµατα µε 

προσθήκη ατραζίνης στα δείγµατα, ή έχοντας δηµιουργήσει την κατάσταση 

S2QA
- µε φωτισµό στους -80 οC. Η ατραζίνη προσδένεται στη θέση της QB 

και µε αυτό τον τρόπο εµποδίζει το ΦΣ ΙΙ να προχωρήσει πέρα από την 

S2QA
-.  

Τα αποτελέσµατα είναι ασαφή. Με φωτισµό στους -50 οC και 

γρήγορο πάγωµα σε τέτοια δείγµατα µειώνεται το g = 4.1, και αρχικά 
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αυξάνεται το πολυγραµµικό. Θα µπορούσαµε λοιπόν να υποθέσουµε ότι η 

µετατροπή οφείλεται στο λευκό φως. Όµως, λόγω της QA
- γίνεται 

επανασύνδεση και το δείγµα πέφτει στην S1. H g = 4.1 πέφτει πιο γρήγορα 

από το πολυγραµµικό στο σκοτάδι. Όµως στις διαφορές φαίνεται το 

χαρακτηριστικό πολυγραµµικό σήµα των κέντρων που από την g = 4.1 

πηγαίνουν σε πολυγραµµικό. 

 

2000 4000

µε ατραζίνη

100% 100%

µαγνητικό πεδίο (Gauss)

 

β. 2 παλµοί στους -50 οC
120%86%
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Εικόνα 5.22: Φωτισµός στους -50 οC σε δείγµα µε ατραζίνη. H S2 δηµιουργήθηκε µε 

δύο παλµούς στους -30 οC. Συνθήκες EPR: ισχύς µικροκυµάτων: 50 mW, σταθερά 

χρόνου: 300 ms, χρόνος σάρωσης: 200 s, πλάτος διαµόρφωσης: 25 Gpp. 

Θερµοκρασία: 10 Κ. 

 

 

5.2.7 Συζήτηση 

 

 Κατά τη µετάβαση S2 → S3 το g = 4.1 µετατρέπεται σε 

πολυγραµµικό. Αυτό δείχνει ότι η ετερογένεια που υπάρχει στην S1 και την 

S2 δεν παραµένει στην S3, και εποµένως κατά το σχηµατισµό του Ο2 όλα τα 

κέντρα είναι οµοιογενή. Ακόµη, φαίνεται ότι για τη διάσπαση του νερού 

απαιτείται η διαµόρφωση του συµπλόκου µε S = ½. Ταυτόχρονα µε την 

µετατροπή αυτή σχηµατίζεται και η S2YZ˙. 
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Το πολυγραµµικό που προέρχεται από το g = 4.1 έχει πιο έντονες τις 

ακριανές κορυφές. Έχει αναφερθεί ότι η µορφή αυτή του πολυγραµµικού 

αποτελεί συνιστώσα του κανονικού πολυγραµµικού και είναι αυτή η 

συνιστώσα, που µετατρέπεται σε  g = 4.1 µε φωτισµό µε IR (Boussac 

1997). Στην παρούσα περίπτωση συµβαίνει η αντίστροφη µετατροπή: 

Φωτισµός µε ορατό µετατρέπει την 4.1 στο τροποποιηµένο αυτό 

πολυγραµµικό σήµα. Το ερώτηµα που δηµιουργείται είναι αν η µετατροπή 

οφείλεται σε απ’ ευθείας επίδραση του φωτός στο σύµπλοκο του Mn ή είναι 

αποτέλεσµα του διαχωρισµού φορτίου.  

Στα πειράµατα µε ατραζίνη φαίνεται να αυξάνεται το πολυγραµµµικό 

εις βάρος του g = 4.1 και να δηµιουργείται το τροποποιηµένο 

πολυγραµµµικό. Η µετατροπή αυτή όµως δεν συνεχίζεται µετά από 

πολλούς παλµούς (θα περιµέναµε όλο το g = 4.1 να γίνει πολυγραµµµικό). 

Η αύξηση του πολυγραµµµικού µπορεί να οφείλεται σε κέντρα που έχουν 

µείνει στην S1, ενώ το g = 4.1 δεν αυξάνεται, αντίθετα µειώνεται επειδή 

επανασυνδέεται πιο γρήγορα µε την QA
- σε σχέση µε το πολυγραµµµικό 

(Zimmermann & Rutherford 1986).  

Το γεγονός ότι η µετατροπή γίνεται σε θερµοκρασίες κοντά στην 

µετάβαση S2 → S3 (-50 - -30 οC) υποδεικνύει ότι ο διαχωρισµός φορτίου 

και η δηµιουργία της S2YZ˙ οδηγεί τη µετατροπή. Αυτό πιθανόν γίνεται µε 

µεταφορά Η+ µέσω δεσµών υδρογόνου που συνδέουν την TyrΖ µε το 

σύµπλοκο του Mn. Στην εικόνα 5.23 φαίνεται µε ποιο τρόπο γίνεται 

πιθανώς η µετατροπή. 

 Η µετατροπή µπορεί να γίνει και µε φωτισµό στους -80 οC και στη 

συνέχεια µεταφορά στους -50 οC ή φωτισµό στους -80 οC, επώαση για 3 

min στην ίδια θερµοκρασία και µεταφορά στους -50 οC. Η S2YZ˙, που 

δηµιουργείται µε το φωτισµό στους -80 οC παραµένει, και στους -50 οC 

µπορεί να επάγει τη µετατροπή. Μετά από 3 min στους -80 οC, η τυροσίνη 

έχει πέσει, αλλά πιθανόν έχει γίνει µια αναδιάταξη στο σύµπλοκο του Mn 

που δεν επανέρχεται στην αρχική κατάσταση όταν πέσει η ρίζα και στους -

50 οC δίνει το πολυγραµµµικό. Αυτό ενισχύει την υπόθεση ότι η S2YZ˙ µέσω 

µετακινήσεων Η+ οδηγεί τη µετατροπή. 
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 Μια ανάλογη µετατροπή g = 4,1 σε  πολυγραµµµικό έχει 

παρατηρηθεί παρουσία CH3COO-. Σε δείγµατα µε CH3COO- όλα τα κέντρα 

παρουσιάζουν g = 4,1. Με φωτισµό δηµιουργείται η S2YZ˙ και ταυτόχρονα 

το g = 4,1 µετατρέπεται σε πολυγραµµµικό (MacLachlan & Nugent 1993). 

Και σε αυτή την περίπτωση συµβαίνει αυτό που περιγράφεται στην εικόνα 

5.23, αλλά µέχρι την κατάσταση S2(ml)YZ˙. 

 

 

 

Εικόνα 5.23: Μετατροπή του g = 4.1 σε πολυγραµµµικό κατά τη µετάβαση S2 → S3. 

Η µετατροπή οδηγείται από την Tyr Z˙. Το ενδιάµεσο S2 (g = 4.1) YZ˙ δεν έχει 

παγιδευτεί. 

 

 

 

5.3 Συµπεράσµατα 

 

Αντικείµενο της ∆ιπλωµατικής εργασίας υπήρξε η κατανόηση των 

µεταβολών, που πραγµατοποιούνται στο σύµπλοκο διάσπασης του νερού 

κατά την µετάβαση S2 προς S3. Στο πρώτο τµήµα παρατηρήσαµε ότι η 

µεταβατική κατάσταση S2YZ˙ εµφανίζει στα φάσµατα EPR δύο διαφορετικές 

συνιστώσες, µία φαρδιά και µία στενή. Οι δύο συνιστώσες 

αντιπροσωπεύουν δύο διαδοχικές µεταφορές Η+ κατά την οξείδωση της 

TyrZ. Η κατάσταση που δίνει τη φαρδιά συνιστώσα είναι µεταβατική πριν 

σχηµατιστεί αυτή που δίνει τη στενή. Στα κέντρα που δίνουν τη φαρδιά 

συνιστώσα, το Η+ της TyrZ˙ έχει µετακινηθεί προς την His190, ενώ στα 

κέντρα που δίνουν την στενή έχει επιπλέον µετακινηθεί το άλλο Η+ της 

ιστιδίνης προς την Asn298.  

Στο δεύτερο µέρος εξετάσαµε την κατάληξη των δύο ανοµοιογενών 

διαµορφώσεων της S2 κατά τη µετάβαση στην S3. Η ανοµοιογένεια αυτή 
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έχει απασχολήσει τις ερευνητικές οµάδες στο παρελθόν. Οφείλεται σε 

διαφορετική κατανοµή των σθενών των ιόντων. ∆ιαπιστώσαµε ότι όλα τα 

κέντρα µετατρέπονται στη διαµόρφωση µε συνολικό σπιν του συµπλόκου 

του Mn S = ½,  πριν τη µετάβαση, ώστε στις ανώτερες S καταστάσεις, κατά 

τις οποίες γίνεται και η απελευθέρωση του Ο2, όλα τα κέντρα είναι 

οµοιογενή. Η κατάσταση χαµηλού σπιν του συµπλόκου του Mn είναι αυτή 

που µπορεί να καταλύσει τη διάσπαση του νερού. 
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5. ΠΙΝΑΚΑΣ ΟΡΟΛΟΓΙΑΣ 
 
 
Ξενόγλωσσος όρος Ελληνικός Όρος 
lumen αυλός 
low barrier hydrogen bond δεσµός υδρογόνου χαµηλού 

φράγµατος 
hydrogen-abstraction model µοντέλο απόσπασης Η 
proton-rocking model µοντέλο παλινδρόµησης Η+ 

multiline πολυγραµµικό σήµα 
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6. ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ – ΑΡΚΤΙΚΟΛΕΞΑ – ΑΚΡΩΝΥΜΙΑ 

 

ΦΣ ΙΙ Φωτοσύστηµα ΙΙ 

Σ∆Ν Σύµπλοκο διάσπασης του νερού 

Ρ680 Ειδικό ζεύγος χλωροφυλλών, όπου γίνεται ο πρωτογενής 
διαχωρισµός φορτίου 

TyrZ, YZ Τυροσίνη 161 της D1 υποµονάδας 

TyrD, YD Τυροσίνη 160 της D2 υποµονάδας 

chl χλωροφύλλη 

car καροτενοειδές 

pheo φαιοφυτίνη 

cyt κυτόχρωµα 

EXAFS Extended X-Ray Absorption Fine Structure 

EPR Ηλεκτρονικός παραµαγνητικός συντονισµός 

ΒΒΥ Μεµβράνες θυλακοειδών που περιέχουν ΦΣ ΙΙ 

EDTA Αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ 

HEPES 4-(2-υδροξυαιθυλ)-1-πιπεραζινοαιθανοσουλφονικό οξύ 

MES 2-µορφολιναιθανοσουλφονικό οξύ 

DCBQ δι-χλωρο-p-βενζοκινόνη 

PPBQ φαινυλ-p-βενζοκινόνη 
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