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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  

Τα διάτομα είναι μονοκύτταροι φωτοσυνθετικοί οργανισμοί υπεύθυνοι για το 20% της 

φωτοσύνθεσης που πραγματοποιείται στον πλανήτη. Για τη συλλογή φωτός 

επιστρατεύουν τα σύμπλοκα συλλογής φωτός FCPs  (Fucoxanthin Chlorophyll 

Proteins) που αποτελούνται από τις χλωροφύλλες α και c καθώς και τα καροτενοειδή 

φουκοξανθίνη και διαδινοξανθίνη. Οι οργανισμοί αυτοί αξιοποιούν μηχανισμούς 

προστασίας έτσι ώστε να είναι εφικτή η επιβίωση τους σε μεταβαλλόμενα 

περιβάλλοντα όπως είναι οι αυξομειώσεις στην ένταση της ηλιακής ακτινοβολίας κατά 

τη διάρκεια της ημέρας. 

Στην παρούσα διατριβή αξιοποιούνται οι φασματοσκοπικές τεχνικές απορρόφησης 

ορατού – υπεριώδους, φθορισμού και Raman καθώς και η αναλυτική τεχνική της υγρής 

χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης για να μελετηθεί η απόκριση των κυττάρων δύο 

ειδών διατόμων κάτω από διαφορετικές συνθήκες ανάπτυξης. Από την κατηγορία των 

πτεροειδών διατόμων έχει επιλεγεί το είδος Phaeodactylum Tricornutum και από την 

κατηγορία των κεντρικών διατόμων το είδος Thalassiosira Pseudonana. Με την αλλαγή 

των συνθηκών ανάπτυξης παρατηρήθηκαν μεταβολές στη συγκέντρωση των 

παραγόμενων χρωμοφόρων μορίων καθώς και σημαντικές διαφορές στις ιδιότητες και 

τις αλληλεπιδράσεις που αυτά εμφανίζουν. Οι μεταβολές αυτές φαίνεται πως έχουν 

εξάρτηση τόσο από την ένταση όσο και από το μήκος κύματος της ακτινοβολίας που 

χρησιμοποιείται για την ανάπτυξη των διατόμων. 

Επίσης έχει πραγματοποιηθεί απομόνωση και μελέτη των ιδιοτήτων των FCPs των 

συγκεκριμένων οργανισμών καθώς και ανάπτυξη του διατόμου Phaeodactylum 

Tricornutum με αντικατάσταση του 14Ν με το ισότοπο 15Ν  με σκοπό τον χαρακτηρισμό 

των παρατηρούμενων N-ευαίσθητων δονήσεων με χρήση της φασματοσκοπίας Raman. 

 

Λέξεις κλειδιά: διάτομα, φωτοσύνθεση, καροτενοειδή, φασματοσκοπία Raman 
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ABSTRACT  

Diatoms are unicellular photosynthetic organisms responsible for 20% of the 

photosynthesis that takes place on the planet. The FCPs (Fucoxanthin Chlorophyll 

Proteins) complexes consist of chlorophylls a/c and the carotenoids fucoxanthin and 

diadinoxanthin which are responsible for light harvesting. These organisms utilize 

photoprotection mechanisms to ensure their survival under intense and variable light 

conditions. 

In this thesis, a combination of Uv-vis, resonance Raman and Fluorescence 

spectroscopy as well as the analytical technique of high-performance liquid 

chromatography are used to investigate the response of two diatom species under 

different growth conditions. The species Phaeodactylum Tricornutum has been selected 

from the group of pennate diatoms and Thalassiosira Pseudonana from centric diatoms. 

By altering the growth conditions, changes were observed in the concentration of the 

produced pigments in addition to significant differences in the properties and 

interactions they display. These changes seem to depend on both the intensity and the 

wavelength of the light source used for the growth of the diatoms. 

In addition, isolation and study of the FCPs properties from both organisms has been 

carried out. Finally, by replacing 14N with the 15N isotope on the diatom Phaeodactylum 

Tricornutum, the observed N-sensitive vibrations using Raman spectroscopy were 

characterized. 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: diatoms, photosynthesis, carotenoids, Raman spectroscopy 
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1 Τα διάτομα ως φωτοσυνθετικοί οργανισμοί  

 

1.1 Εισαγωγή 

Το θέμα της παρούσας διατριβής είναι η μελέτη των διατόμων τα οποία αναπτύσσονται σε 

περιβάλλοντα με διαφορετικές συνθήκες φωτισμού τόσο ως προς την ένταση όσο και ως 

προς το μήκος κύματος. Η μελέτη πραγματοποιείται με χρήση τεχνικών φασματοσκοπίας 

όπως είναι η φασματοσκοπία ορατού – υπεριώδους, η φασματοσκοπία φθορισμού και η 

φασματοσκοπία Raman.  

Σε αυτό το κεφάλαιο θα γίνει μια εισαγωγή σχετικά με την κατηγορία των φωτοσυνθετικών 

μικροοργανισμών που ονομάζονται διάτομα. Αρχικά θα αναφερθούν κάποιες γενικές 

πληροφορίες για τους συγκεκριμένους οργανισμούς και στη συνέχεια μια αναλυτική 

περιγραφή των δύο ειδών που μελετώνται σε αυτή την εργασία, των διατόμων 

Phaeodactylum Tricornutum και Thalassiosira Pseudonana. Ακολούθως θα γίνει περιγραφή 

του μηχανισμού με τον οποίο πραγματοποιείται η συλλογή φωτός με σκοπό την παραγωγή 

ενέργειας μέσω της φωτοσύνθεσης καθώς και μια εκτενής αναφορά στα χρωμοφόρα μόρια 

τα οποία έχουν κύριο ρόλο σε αυτές τις διεργασίες. Στη συνέχεια θα γίνει περιγραφή του 

μηχανισμού της μη-φωτοχημικής απόσβεσης (Non photochemical quenching) ο οποίος είναι 

υπεύθυνος για την προστασία των οργανισμών αυτών σε περιβάλλοντα όπου η διαθέσιμη 

προς απορρόφηση ακτινοβολία μπορεί να προκαλέσει βλάβες στα κύτταρα των διατόμων. 

Τέλος, θα γίνει ανασκόπηση της υπάρχουσας βιβλιογραφίας σχετικά με τη μελέτη των 

διατόμων τα οποία αναπτύσσονται σε διαφορετικές συνθήκες φωτισμού. 

Τα διάτομα είναι μονοκύτταροι ευκαρυωτικοί μικροοργανισμοί μεγέθους 1-500μm που 

ανήκουν στην κατηγορία μικρο-άλγη , της οποίας είναι το σημαντικότερο μέλος με βάση 

τους πληθυσμούς της συγκεκριμένης ομοταξίας. Υπολογίζεται πως υπάρχουν περισσότερα 

από εκατό χιλιάδες διαφορετικά είδη τα οποία εντοπίζονται σε ολόκληρο τον πλανήτη 

ανεξαρτήτως γεωγραφικής περιοχής. Αυτό οφείλεται στην εκπληκτική προσαρμοστικότητα 

που παρουσιάζουν σε μεταβαλλόμενα περιβάλλοντα καθώς και στους μηχανισμούς 

προστασίας που έχουν αναπτύξει. Τα διάτομα είναι υπεύθυνα για το 20% της ετήσιας 

δέσμευσης άνθρακα το οποίο είναι εξαιρετικά εντυπωσιακό ποσοστό λαμβάνοντας υπόψιν 

πως σε μάζα αποτελούν λιγότερο από 1% της βιομάζας της γης(1,2).  



22 

 

Τα διάτομα διαθέτουν ένα περίβλημα που είναι κατασκευασμένο από άμορφο πυρίτιο 

(frustule) και διαχωρίζονται κυρίως με βάση το σχήμα τους. Υπάρχουν δύο τάξεις στις οποίες 

διαχωρίζονται τα διάτομα, τα κεντρικά διάτομα τα οποία έχουν ακτινωτή συμμετρία και τα 

πτεροειδή διάτομα τα οποία έχουν κυρίως αμφίπλευρη συμμετρία. Κάποιες συνήθεις δομές 

του περιβλήματος πυριτίου φαίνονται στην εικόνα 1. 

 

 

Εικόνα 1 : Χαρακτηριστικές δομές του περιβλήματος πυριτίου των διατόμων (3).  

 

Στην εικόνα 1Α εμφανίζεται η χαρακτηριστική δομή του περιβλήματος των κεντρικών 

διατόμων ενώ στην εικόνα 1Β των πτεροειδών. Οι μικροοργανισμοί αυτοί αναπτύσσονται 

κυρίως σε θαλάσσια περιβάλλοντα όπου συναντώνται είτε ως μεμονωμένα κύτταρα είτε ως 

αλυσίδες κυττάρων όπως φαίνεται στις εικόνες 1G και 1H. Κατά κύριο λόγω αναπτύσσονται 

σε περιορισμένο βάθος (μέχρι 200m) από την επιφάνεια της θάλασσας. Αυτό οφείλεται στο 

γεγονός ότι είναι αυτότροφοι μικροοργανισμοί, επομένως χρειάζονται φως από τον ήλιο έτσι 
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ώστε να αξιοποιήσουν τη φωτοσύνθεση για παραγωγή ενέργειας. Παρόλα αυτά έχουν 

καταγραφεί κάποια είδη διατόμων τα οποία έχουν την ικανότητα να αναπτύσσονται και 

ετερότροφα, δηλαδή λαμβάνοντας τις ουσίες που χρειάζονται για την ανάπτυξη τους από 

οργανικές πηγές στο περιβάλλον τους, ακόμα και παρασιτικά εις βάρος άλλων 

οργανισμών(3). 

 

1.2 Χλωροφύλλες και Καροτενοειδή  

Τα διάτομα έχουν την ικανότητα σύνθεσης ενός μεγάλου αριθμού χρωμοφόρων μορίων που 

χρησιμοποιούνται τόσο στη συλλογή φωτός για την πραγματοποίηση της φωτοσύνθεσης όσο 

και στη φωτο-προστασία από την ηλιακή ακτινοβολία και τις επιπτώσεις της. Συγκεκριμένα, 

είναι γνωστό πως τα διάτομα παράγουν τις χλωροφύλλες a και c καθώς και καροτενοειδή 

όπως το β-καροτένιο από την κατηγορία των καροτενίων και φουκοξανθίνη , διατοξανθίνη, 

διαδινοξανθίνη, βιολαξανθίνη, ανθεραξανθίνη και ζεαξανθίνη από την κατηγορία των 

ξανθοφύλλων, οι οποίες είναι χρωστικές που συνεισφέρουν τόσο στη φωτο-προστασία όσο 

και στη συλλογή φωτός και δουλεύουν συνεργατικά με τις χλωροφύλλες για τις ανάγκες της 

φωτοσύνθεσης(4). 

Οι χλωροφύλλες χωρίζονται σε 6 βασικές κατηγορίες, τις χλωροφύλλες a,b,c,d και τις 

σπανιότερες e και f, οι οποίες έχουν διαφορές στη δομή τους και συναντώνται σε 

διαφορετικούς οργανισμούς. Τo σημαντικότερο είδος είναι η χλωροφύλλη a, η οποία 

βρίσκεται σε όλους τους φωτοσυνθετικούς οργανισμούς και λειτουργεί ως η κύρια 

φωτοσυνθετική χρωστική. Οι υπόλοιπες χλωροφύλλες έχουν συμπληρωματικό ρόλο μιας και 

απορροφούν φως σε διαφορετικά μήκη κύματος, μεγαλώνοντας έτσι το εύρος του 

ηλεκτρομαγνητικού φάσματος από το οποίο μπορεί να γίνει απορρόφηση ενέργειας. Στην 

περίπτωση των διατόμων, οι χλωροφύλλες που παράγονται είναι οι a και c, των οποίων η 

δομή τους φαίνεται στο πιο κάτω σχήμα. Η χλωροφύλλη c διαχωρίζεται περαιτέρω στις 

υποκατηγορίες c1 και c2 (4). 
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Εικόνα 2 : Χημική δομή των χλωροφύλλων a(αριστερά) και c(δεξιά). (4) 

 

Η δομή της χλωροφύλλης a αποτελείται από τα τέσσερα άτομα αζώτου των πυρρολικών 

δακτυλίων τα οποία συνδέονται με ένα άτομο μαγνησίου που βρίσκεται στο κέντρο του 

μορίου. Μεταξύ τρίτου και τέταρτου πυρρολίου δημιουργείται ένας δακτύλιος 

κυκλοπεντανόνης, ενώ στον τέταρτο πυρρολικό δακτύλιο συνδέεται με εστερικό δεσμό η 

φυτόλη η οποία αποτελείται από τέσσερις μονάδες ισοπρενίου. Η παρουσία διαφορετικών 

λειτουργικών ομάδων στους πυρρολικούς δακτυλίους είναι εκείνη που διαχωρίζει τα διάφορα 

είδη χλωροφύλλης. Οι χλωροφύλλες απορροφούν φως στο ορατό μέρος του 

ηλεκτρομαγνητικού φάσματος και παρουσιάζουν δύο ζώνες απορρόφησης, όπως φαίνεται 

στο πιο κάτω σχήμα το οποίο περιέχει τα φάσματα απορρόφησης των χλωροφυλλών a και c 

σε μεθανόλη και προέρχονται από τα κύτταρα του διατόμου P.Tricornutum. Συνδυαστικά 

φαίνεται πως οι δύο ουσίες έχουν την ικανότητα απορρόφησης φωτός από ένα πολύ μεγάλο 

μέρος του ορατού τμήματος του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος. Εξαίρεση αποτελεί μια 

μικρή περιοχή μεταξύ 480 – 550 nm.  
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Εικόνα 3: Φάσμα απορρόφησης των χλωροφυλλών a και c σε μεθανόλη.  

 

Αξίζει να σημειωθεί πως τα μήκη κύματος στα οποία απορροφούν φως οι χρωστικές ουσίες  

εξαρτώνται από το χημικό περιβάλλον στο οποίο βρίσκονται. Κατά τη διάρκεια της 

φωτοσύνθεσης εντός των κυττάρων (in vivo) οι χλωροφύλλες, όπως και τα καροτενοειδή, 

βρίσκονται σε σύμπλοκα συλλογής φωτός (Light Harvesting Complexes, LHCs)  μαζί με 

πρωτεΐνες και κατά συνέπεια έχουν ελαφρώς μετατοπισμένες ζώνες απορρόφησης προς 

μεγαλύτερα μήκη κύματος σε σχέση με την περίπτωση που βρίσκονται διαλυμένες σε κάποιο 

οργανικό διαλύτη(in vitro) (4). 

Τα καροτενοειδή είναι οργανικές χρωστικές ουσίες οι οποίες συνήθως έχουν κίτρινο, 

πορτοκαλί ή κόκκινο χρώμα και παράγονται κυρίως από φυτά, βακτήρια και άλγη. Μέχρι 

σήμερα είναι γνωστά περισσότερα από 1000 διαφορετικά καροτενοειδή, κάνοντας τα τη πιο 

διαδεδομένη φυσική χρωστική ουσία που υπάρχει στον πλανήτη. Η χημική τους δομή 

στηρίζεται σε μια αλυσίδα ατόμων άνθρακα και μπορούν να διαχωριστούν σε δύο 

κατηγορίες, τα καροτένια, τα οποία είναι αμιγώς υδρογονάνθρακες και δεν περιέχουν 

οξυγόνο και τις ξανθοφύλλες οι οποίες περιέχουν οξυγόνο στη δομή τους. Στο πιο κάτω 
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σχήμα φαίνεται η δομή των τριών σημαντικότερων καροτενοειδών που παράγονται από τα 

διάτομα, Φουκοξανθίνη , Διαδινοξανθίνη και Διατοξανθίνη. 

 

Εικόνα 4 : Χημική δομή των καροτενοειδών Φουκοξανθίνη , Διαδινοξανθίνη και Διατοξανθίνη. 

 

Τα καροτενοειδή έχουν πολύ σημαντικό ρόλο στη διαδικασία της φωτοσύνθεσης. Με την 

παρουσία τους στα LHCs συμμετέχουν στη συλλογή φωτός σε μήκη κύματος διαφορετικά 

από αυτά των χλωροφυλλών και έτσι μεταφέρουν τη συλλεγόμενη ακτινοβολία στις 

χλωροφύλλες. Στην πιο κάτω εικόνα φαίνεται το φάσμα απορρόφησης της εικόνας 3 στο 

οποίο έχει προστεθεί και το φάσμα από το καροτενοειδές φουκοξανθίνη το οποίο εμφανίζει 

απορρόφηση στην περιοχή 350-550nm. 
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Εικόνα 5 : Φάσμα απορρόφησης των χλωροφυλλών a/c και φουκοξανθίνης σε μεθανόλη. 

 

Από την εικόνα 5 γίνεται αντιληπτό πως συνδυαστικά η κύρια φωτοσυνθετική χρωστική που 

είναι η χλωροφύλλη α μαζί με τις συμπληρωματικές χλωροφύλλη c και φουκοξανθίνη, έχουν 

την ικανότητα εκμετάλλευσης ολόκληρου του ορατού μέρους του ηλεκτρομαγνητικού 

φάσματος και κατά συνέπεια τα σύμπλοκα που συνθέτουν να είναι σε θέση να 

πραγματοποιήσουν φωτοσύνθεση σε ποικίλες συνθήκες. Στη φύση, είτε λόγω της παρουσίας 

άλλων οργανισμών που απορροφούν μέρος της ακτινοβολίας από τον ήλιο είτε λόγω του 

μεγάλου βάθους από την επιφάνεια της θάλασσας δεν υπάρχει πάντα η ίδια διαθέσιμη 

ακτινοβολία για απορρόφηση, ούτε ως προς την ένταση, ούτε ως προς το μήκος κύματος. 

Επομένως, ένας φωτοσυνθετικός οργανισμός, για να μπορεί να προσαρμοστεί σε ένα μεγάλο 

εύρος περιοχών αλλά και σε μεταβαλλόμενα περιβάλλοντα πρέπει να εμφανίζει ως 

προϋπόθεση την ικανότητα συλλογής φωτός από ένα μεγάλο μέρος του ηλεκτρομαγνητικού 

φάσματος (1,4). Στην εικόνα 6 εμφανίζεται το φάσμα απορρόφησης του καροτενοειδούς 

φουκοξανθίνη σε μεθανόλη.  
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Εικόνα 6 : Φάσμα απορρόφησης του καροτενοειδούς φουκοξανθίνη σε μεθανόλη.  

 

Γενικά, τα καροτενοειδή απορροφούν φως σε μήκη κύματος κυρίως μεταξύ 400-550nm, 

δηλαδή στο ορατό μέρος του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος, αλλά και σε μικρότερο βαθμό 

στο υπεριώδες. Στο φάσμα απορρόφησης των καροτενοειδών εμφανίζονται τρεις διακριτές 

κορυφές απορρόφησης που αντιστοιχούν στις μεταβάσεις από τη θεμελιώδη ηλεκτρονιακή 

κατάσταση (S0) στη δεύτερη διεγερμένη ηλεκτρονιακή κατάσταση (S2). Η θεμελιώδης 

ηλεκτρονιακή κατάσταση και η πρώτη διεγερμένη ηλεκτρονιακή κατάσταση (S1) εμφανίζουν 

την ίδια συμμετρία επομένως η μετάβαση S0 → S1  είναι απαγορευμένη (5,6). Έτσι ο μόνος 

τρόπος μεταφοράς ηλεκτρονίων σε αυτή την κατάσταση είναι μέσω της αποδιέγερσης από 

την S2. Οι τρεις χαρακτηριστικές κορυφές που φαίνονται στο φάσμα της εικόνας 6 

αντιπροσωπεύουν τη μετάβαση από την S0 στην S2 μεταξύ των δονητικών επιπέδων 0-0, 0-1 

και 0-2. 

Όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, τα διάφορα χρωμοφόρα μόρια που παράγονται από τα 

διάτομα εμφανίζουν διαφορετικές ιδιότητες ανάλογα με το χημικό περιβάλλον στο οποίο 

βρίσκονται. Είναι γνωστό πως και τα καροτενοειδή όταν αλληλοεπιδρούν με πρωτεΐνες εντός 
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των συμπλόκων συλλογής φωτός των διαφόρων οργανισμών υφίστανται σημαντικές 

ενεργειακές μεταβολές οι οποίες μεταβάλουν τις οπτικές τους ιδιότητες. Ειδικά για την 

περίπτωση της φουκοξανθίνης, έχουν βρεθεί τρεις διαφορετικές καταστάσεις στις οποίες 

εμφανίζεται εντός των συμπλόκων του διατόμου Cyclotella meneghiniana με τις ονομασίες 

blue-Fx για μόρια που εμφανίζουν απορρόφηση μετατοπισμένη προς το ιώδες, red-Fx για 

μόρια που εμφανίζουν μετατόπιση προς το ερυθρό και green-Fx για ενδιάμεσες καταστάσεις 

(7,8). Οι τρεις αυτές κατηγορίες αποτελούν ένα γενικό χαρακτηρισμό των ιδιοτήτων των 

καροτενοειδών, παρόλα αυτά στην πραγματικότητα ίσως εμφανίζονται πολύ περισσότερες με 

μικρότερες διαφορές μεταξύ τους. Για αυτό το λόγο σε πολλές μελέτες γίνεται αναφορά μόνο 

σε δύο γενικές υποκατηγορίες, red-Fx και blue-Fx οι οποίες είναι γνωστό πως εκτός από τις 

διαφορές στα φάσματα απορρόφησης εμφανίζουν και σημαντικά διαφορετική λειτουργία ως 

προς την απόδοση και το χρόνο μεταφοράς ενέργειας προς τη χλωροφύλλη α (9) , όπως 

αποτυπώνεται και στην πιο κάτω εικόνα 7 που προέρχεται από την αντίστοιχη μελέτη.  

 

Εικόνα7: Σχηματική αναπαράσταση της μεταφοράς ενέργειας από δύο καταστάσεις του 

καροτενοειδούς φουκοξανθίνη προς τη χλωροφύλλη α (9).  
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1.3 Σύμπλοκα συλλογής φωτός των διατόμων 

Όλοι οι φωτοσυνθετικοί οργανισμοί διαθέτουν μηχανισμούς συλλογής φωτός από το 

περιβάλλον με σκοπό την παραγωγή ενέργειας μέσω συγκεκριμένων αντιδράσεων. Για την 

απορρόφηση ενέργειας σε μορφή φωτονίων χρησιμοποιούνται χρωμοφόρα μόρια 

δεσμευμένα στα φωτοσυστήματα Ι και ΙΙ καθώς και σε περιφερειακά σύμπλοκα συλλογής 

φωτός με σκοπό τη μεταφορά ενέργειας σε συγκεκριμένα μόρια χλωροφύλλης α εντός των 

φωτοσυστημάτων τα οποία ονομάζονται κέντρα αντίδρασης (reaction centers) όπου γίνεται 

διαχωρισμός φορτίου και ξεκινάνε οι αντιδράσεις που οδηγούν στην παραγωγή χημικής 

ενέργειας. Μια σχηματική αναπαράσταση της θυλακοειδούς μεμβράνης στην οποία 

βρίσκονται τα φωτοσυστήματα στην περίπτωση των διατόμων φαίνεται στην εικόνα 8 (11). 

 

Εικόνα 8: Σχηματική αναπαράσταση της θυλακοειδούς μεμβράνης των διατόμων(11). 

 

Στα διάτομα τα LHCs ονομάζονται FCPs (Fucoxanthin-Chlorophyll proteins) και 

αποτελούνται από χλωροφύλλες α και c , φουκοξανθίνη καθώς και διαδινοξανθίνη σε 
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μερικές υποκατηγορίες. Ένας από τους σημαντικότερους παράγοντες που καθιστούν τα 

συγκεκριμένα σύμπλοκα εξαιρετικά επιτυχημένα στη συλλογή και μεταφορά ενέργειας είναι 

η προσαρμοστικότητα που εμφανίζουν σε μεταβαλλόμενες περιβαλλοντικές συνθήκες όπως 

η ένταση του φωτός και το μήκος κύματος της διαθέσιμης ακτινοβολίας.. Τα μόρια 

χλωροφύλλης και καροτενοειδών είναι δεσμευμένα με μη-ομοιοπολικούς δεσμούς στα FCPs 

, κάτι που έχει σαν αποτέλεσμα τα ενεργειακά τους επίπεδα να έχουν εξάρτηση από το 

πρωτεϊνικό περιβάλλον στο οποίο βρίσκονται. Έτσι, καροτενοειδή όπως η φουκοξανθίνη  

παρουσιάζουν ένα ασυνήθιστα μεγάλο εύρος απορρόφησης και οι ιδιότητες των συμπλοκών 

μεταβάλλονται σημαντικά ανάλογα με τις πρωτεΐνες που συμμετέχουν σε αυτά (10) .  

Εκτός από τις ουσίες που είναι υπεύθυνες για τη συλλογή φωτός, εξαιρετικά σημαντικό ρόλο 

στα συγκεκριμένα σύμπλοκα παίζουν και οι πρωτεΐνες οι οποίες τα αποτελούν. Το γονιδίωμα 

των διατόμων περιέχει τα γονίδια Lhc, των οποίων οι μεταφρασμένες πρωτεΐνες 

συμμετέχουν στα σύμπλοκα συλλογής φωτός και μπορούν να διαχωριστούν σε τρεις βασικές 

κατηγορίες. Οι ομάδες των πρωτεϊνών που έχουν σημαντικό ρόλο στη συλλογή φωτός 

ονομάζονται Lhcf και Lhcr ενώ η ομάδα Lhcx πιστεύεται πως συμμετέχει κυρίως στη 

φωτοπροστασία του διατόμου. Επίσης, υπάρχουν κάποιες μικρότερες κατηγορίες που δεν 

έχουν απομονωθεί μέχρι σήμερα και ονομάζονται Lhcz και Lhcy των οποίων ο ρόλος 

παραμένει αμφιλεγόμενος . Οι πρωτεΐνες αυτές οργανώνονται σε σύμπλοκα μαζί με 

χρωμοφόρα μόρια και συνδυαστικά δημιουργούν τα FCPs. Αξίζει να σημειωθεί πως στη 

βιβλιογραφία, για ιστορικούς λόγους, τα σύμπλοκα μεταξύ μιας πρωτεΐνης και χρωμοφόρων 

μορίων έχει επικρατήσει να αναφέρονται επίσης ως FCPs, αν και ο όρος τυπικά αφορά 

ομάδες αρκετών πρωτεϊνών που αλληλοεπιδρούν μεταξύ τους για τη δημιουργία ενός 

μεγαλύτερου συμπλόκου. 

Η αναλογία μεταξύ των χρωμοφόρων μορίων εντός των FCPs έχει αναφερθεί σε διάφορες 

μελέτες πως κυμαίνεται μεταξύ 6-8 μόρια χλωροφύλλης α και 2-3 μόρια χλωροφύλλης c σε 

συνδυασμό με 6-8 μόρια φουκοξανθίνης και πιθανώς 1 μόριο διαδινοξανθίνης (12,13,14,15). 

Τα πιο πάνω μεταβάλλονται ανάλογα με το είδος του διατόμου, τις συνθήκες ανάπτυξης, τη 

μέθοδο απομόνωσης καθώς και το είδος των FCPs, δηλαδή αν πρόκειται για περιφερειακά 

σύμπλοκα ή σύμπλοκα που αλληλοεπιδρούν κατευθείαν με κάποιο φωτοσύστημα (11).  Η 

μεταφορά ενέργειας μεταξύ των χρωμοφόρων εμφανίζει σημαντική εξάρτηση από την 

απόσταση μεταξύ των μορίων εντός του συμπλόκου, τις διαμοριακές αλληλεπιδράσεις 

μεταξύ τους και τη διαμόρφωση που εμφανίζουν εντός του συμπλόκου(11,16).  
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1.4 Φωτοπροστασία  

Τα διάτομα είναι οργανισμοί οι οποίοι εξαρτώνται από την ηλιακή ακτινοβολία για την 

παραγωγή ενέργειας και την επιβίωση τους. Όπως έχει αναφερθεί, είναι ένα είδος το οποίο 

συναντάται σε ποικίλα περιβάλλοντα ολόκληρου του πλανήτη, έτσι γίνεται εύκολα 

αντιληπτό πως οι οργανισμοί αυτοί έρχονται πολλές φορές αντιμέτωποι με συνθήκες οι 

οποίες μπορεί να είναι επιβλαβείς για την ανάπτυξη τους. Μια τέτοια περίπτωση είναι η 

υψηλή ένταση της ηλιακής ακτινοβολίας , η οποία είναι υπεύθυνη για τη δημιουργία ROS 

(Reactive Oxygen Species) εντός των φωτοσυστημάτων όλων των φωτοσυνθετικών 

οργανισμών και μπορούν να οδηγήσουν σε βιολογικές βλάβες που καταλήγουν στο θάνατο 

του οργανισμού(11). Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα όλοι οι οργανισμοί που πραγματοποιούν 

φωτοσύνθεση να έχουν αναπτύξει κάποιους μηχανισμούς προστασίας οι οποίοι 

ενεργοποιούνται σε περιβάλλοντα υψηλής έντασης φωτός. Οι μηχανισμοί αυτοί εμφανίζουν 

μεγάλη ποικιλομορφία μεταξύ των διαφόρων οργανισμών και εμπεριέχουν διαφορετικές 

στρατηγικές όπως είναι η παραγωγή συγκεκριμένων καροτενοειδών, η έκφραση πρωτεϊνών 

εντός των συμπλόκων συλλογής φωτός που τροποποιούν τη διάταξη και τις ιδιότητες τους 

κ.α. (17) 

Ο σκοπός των φωτο-προτατευτικών μηχανισμών είναι η αποβολή ,ως θερμότητα , της 

επιπλέον ενέργειας που έχει απορροφήσει ο οργανισμός από φωτόνια του περιβάλλοντος και 

η πρόληψη ή μείωση της οξειδωτικής βλάβης που αυτή μπορεί να προκαλέσει. Η πιο πάνω 

διαδικασία επιτυγχάνεται μέσω της μη-φωτοχημικής απόσβεσης (Non-photochemical 

quenching, NPQ) του φθορισμού της χλωροφύλλης α αποβάλλοντας σε μορφή θερμότητας 

την πλεονάζουσα ενέργεια η οποία δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί μέσω της φωτοχημικής 

απόσβεσης , δηλαδή χρήση της ως πηγή ενέργειας για τις διεργασίες της φωτοσύνθεσης. 

Σημαντικότερο ρόλο στην NPQ έχουν τα καροτενοειδή διαδινοξανθίνη και διατοξανθίνη. 

Είναι γνωστό πως όταν τα διάτομα αναπτύσσονται σε συνθήκες υψηλού φωτισμού, 

αυξάνεται ραγδαία η παρουσία διαδινοξανθίνης στα κύτταρα τους(11,19). Μέσω μιας 

βαθμίδας ΔpH , η οποία δημιουργείται κατά τη διάρκεια της έκθεσης στο φως κατά μήκος 

της θυλακοειδούς μεμβράνης, ενεργοποιείται ο κύκλος της διαδινοξανθίνης (DD cycle) και 

πραγματοποιείται η μετατροπή διαδινοξανθίνης σε διατοξανθίνη μέσω του ενζύμου Ddx de-

epoxidase (DDE). Η διαδικασία μπορεί να αντιστραφεί μέσω του ενζύμου Dtx epoxidase 

(DEP) κάτω από συνθήκες παρατεταμένου σκοταδιού όπου δεν υπάρχει πλέον παρουσία 

ΔpH. Μέσω της διατοξανθίνης δεν είναι δυνατή η μεταφορά ενέργειας διέγερσης προς τη 
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χλωροφύλλη α, έτσι η απορρόφηση ακτινοβολίας από αυτά τα μόρια ακολουθείται από την 

αποδιέγερση τους με εκπομπή θερμότητας(11,17,18). Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα τη μείωση 

της παρουσίας χλωροφύλλης που βρίσκεται στην τριπλή διεγερμένη κατάσταση (3Chl) και η 

οποία είναι υπεύθυνη για τη δημιουργία του (δι)οξυγόνου μονής κατάστασης που αποτελεί 

την κύρια αιτία οξειδωτικής βλάβης στα κύτταρα των φωτοσυνθετικών οργανισμών. Παρόλα 

αυτά, ο ακριβής μηχανισμός λειτουργίας αυτών των διεργασιών και ο ρόλος της 

διατοξανθίνης εντός των συμπλόκων συλλογής φωτός δεν έχει αποσαφηνιστεί 

πλήρως(17,22). Ταυτόχρονα, τα καροτενοειδή έχουν την ιδιότητα απόσβεσης της 3Chl μέσω 

της λήψης ενέργειας διέγερσης από αυτή την κατάσταση και αφού διεγερθούν στην τριπλή 

τους κατάσταση η οποία δεν έχει αρκετή ενέργεια για τη δημιουργία (δι)οξυγόνου μονής 

κατάστασης να αποδιεγερθούν με εκπομπή θερμότητας (20,21).  

Επιπλέον υπάρχει αύξηση στην παρουσία της οικογένειας πρωτεϊνών Lhcx οι οποίες όπως 

έχει αναφερθεί προηγουμένως σχετίζονται με την φωτο-προστασία και πιστεύεται πως 

επιτελούν αλλαγές στις αλληλεπιδράσεις εντός των συμπλόκων συλλογής φωτός οι οποίες 

ενισχύουν την απόδοση της NPQ(17,18,19). Οι πιο πάνω μεταβολές που πραγματοποιούνται 

κατά τη διάρκεια της φωτο-προστασίας των διατόμων μπορούν να παρατηρηθούν με χρήση 

φασματοσκοπικών τεχνικών, τόσο κατά τη διάρκεια της ενεργού φωτοπροστασίας όπου 

πραγματοποιείται NPQ λόγω του ρόλου της διατοξανθίνης, όσο και κατά την ανάπτυξη του 

οργανισμού σε ακραίες συνθήκες φωτισμού με την παρατήρηση της αύξησης στην παραγωγή 

διαδινοξανθίνης από τα κύτταρα καθώς και τις πιθανές αλλαγές στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

των χρωμοφόρων και τις συνέπειες των μεταβολών στη σύνθεση πρωτεϊνών και κατά 

συνέπεια στις ιδιότητες των συμπλόκων συλλογής φωτός.  
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1.5 Phaeodactylum Tricornutum 

Το είδος Phaedactylym Tricornutum (P.Tricornutum) θεωρείται το πιο εκτενώς μελετημένο 

είδος διατόμου μέχρι σήμερα (23,24). Είναι πρότυπο είδος για τη μελέτη πτεροειδών 

διατόμων μιας και έχει επιλεγεί ως το πρώτο διάτομο αυτής της κατηγορίας στο οποίο έγινε 

αλληλούχιση του γονιδιώματος του(25). Επίσης από το συγκεκριμένο είδος προέρχεται και η 

πρώτη κρυσταλλική δομή απομονωμένου συμπλόκου συλλογής φωτός σε υψηλή ανάλυση 

(26). Στην εικόνα 9 φαίνονται οι διαφορετικές μορφές που εμφανίζει το συγκεκριμένο είδος 

στο περιβάλλον (27). 

 

Εικόνα 9 : Διαφορετικές μορφές της ανατομίας του διατόμου P.Tricornutum που εμφανίζονται 

στο περιβάλλον (27). 



35 

 

Σχετικά με την απόκριση του διατόμου κάτω από συνθήκες υψηλής έντασης φωτισμού 

υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός μελετών διαθέσιμες στη βιβλιογραφία. Το συμπέρασμα που 

υπάρχει σε όλες τις μελέτες αφορά την αύξηση στη σύνθεση των καροτενοειδών 

διαδινοξανθίνη και διατοξανθίνη (28,29,30,31,32,33). Ειδικότερα οι B.Lepetit et al. (30) 

αναφέρουν την παρουσία των συγκεκριμένων καροτενοειδών σε διαφορετικά μέρη της 

φωτοσυνθετικής μεμβράνης, τόσο δεσμευμένα με πρωτεΐνες εντός των συμπλόκων συλλογής 

φωτός όσο και εντός λιπιδίων τα οποία βρίσκονται σε εξωτερικά τμήματα της μεμβράνης, 

οδηγώντας στο συμπέρασμα πως εξυπηρετούν διαφορετικούς ρόλους σχετικά με τη συλλογή 

φωτός και τη φωτοπροστασία σε κάθε περίπτωση. Επίσης οι M.Nymark et al (31) 

παρατήρησαν πως τα διάτομα P.Tricornutum έχουν την ικανότητα να διατηρήσουν την 

παραγωγή ενέργειας μέσω φωτοσύνθεσης με μεγάλη απόδοση ακόμη και σε συνθήκες 

έκθεσης σε υψηλή ένταση φωτισμού (500 μmol photons m-2 s-1). Η ικανότητα αυτή 

αποδόθηκε σε αλλαγές στη σύνθεση καροτενοειδών και την έκφραση των αντίστοιχων 

πρωτεϊνών που οδηγούν στην προσαρμογή κάτω από τέτοιες συνθήκες. Από μελέτη των 

κυττάρων και των απομονωμένων συμπλόκων FCP του διατόμου P.Tricornutum από τους 

R.Nagao et al. (32,33) μετά από έκθεση σε υψηλής έντασης φωτισμό για 24 ώρες προέκυψε 

το συμπέρασμα πως προκαλούνται δομικές αλλαγές στα σύμπλοκα συλλογής φωτός οι 

οποίες τροποποιούν τους μηχανισμούς μεταφοράς ενέργειας διέγερσης μεταξύ των 

χρωμοφόρων μορίων και επιπρόσθετα η απόσβεση της πλεονάζουσας ενέργειας 

παρατηρήθηκε πως συμβαίνει σε μικρότερο χρόνο.  

Σχετικά με τα FCPs του συγκεκριμένου διατόμου, έχουν απομονωθεί και μελετηθεί εκτενώς, 

κυρίως μέσω της φασματοσκοπίας φθορισμού και βιοχημικών μεθόδων ανάλυσης πρωτεϊνών 

(34,35,36,37,38) . Οι πιο πάνω μελέτες έχουν οδηγήσει σε συμπεράσματα σχετικά με τις 

ιδιότητες συγκεκριμένων συμπλόκων του οργανισμού ως προς τη μεταφορά ενέργειας 

μεταξύ των χρωμοφόρων μορίων καθώς και τη σύσταση τους. Παρόλα αυτά, η 

σημαντικότερη μελέτη σχετικά με τα σύμπλοκα συλλογής φωτός του διατόμου 

P.Tricornutum είναι από τους Wang et al. (26) στην οποία παρουσιάζεται η κρυσταλλική 

δομή ενός διμερούς FCP με ανάλυση 1,8 Å (εικόνα 10). Το κάθε μονομερές αποτελείται από 

7 μόρια χλωροφύλλης α, 2 μόρια χλωροφύλλης c , 7 μόρια φουκοξανθίνης και 1 μόριο 

διαδινοξανθίνης.  
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Εικόνα 10 : Η δομή ενός διμερούς FCP από το διάτομο P.Tricornutum σε ανάλυση 1,8 Å. Τα 

μόρια Chl-a απεικονίζονται με πράσινο χρώμα, Chl-c με μωβ, Fx με πορτοκαλί και Dd με μπλε. 

Με γκρι και γαλάζιο χρώμα εμφανίζονται οι πρωτεϊνικές δομές. (26) 

 

Οι αποστάσεις μεταξύ των μορίων χλωροφύλλης α και χλωροφύλλης c στις πιο πάνω δομές 

έχει βρεθεί πως είναι 5,6 και 6,1 Å για τα ζευγάρια Chls c403-a402 και c408-a407 

αντίστοιχα, εξηγώντας έτσι τις μετρήσεις που έχουν δείξει πως η μεταφορά ενέργειας μεταξύ 

τους πραγματοποιείται σε χρόνο 60-100fs με απόδοση 100% (15,38). Αντίστοιχα μεταξύ των 

μορίων φουκοξανθίνης και χλωροφύλλης οι αποστάσεις είναι στις περισσότερες περιπτώσεις 

περίπου 4 Å, κάτι που μεταφράζεται σε πολύ γρήγορη (~75fs) και αποδοτική (~90%) 

μεταφορά ενέργειας (15,38).  

Ειδική αναφορά γίνεται για 2 από τα 7 μόρια φουκοξανθίνης (Fx306 , 307) τα οποία λόγω 

του περιβάλλοντος στο οποίο βρίσκονται αναφέρονται ως red-Fx και θεωρείται πως είναι 

υπεύθυνα για την παρατηρούμενη απορρόφηση στην περιοχή μεταξύ 500-550 nm που 

παρουσιάζουν τα διάτομα και έχει αναφερθεί προηγουμένως. Στην εικόνα 11 που ακολουθεί 
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εμφανίζεται η περιοχή όπου βρίσκονται τα συγκεκριμένα μόρια σε πολύ κοντινή απόσταση 

με τα 2 μόρια χλωροφύλλης c του μονομερούς.  

 

Εικόνα 11 : Το χημικό και πρωτεϊνικό περιβάλλον των 2 μορίων χλωροφύλλης c στο μονομερές 

του συμπλόκου FCP.  

Η ιδιαίτερα μικρή απόσταση μεταξύ των μορίων Chl-c και red-Fx, καθιστά πιθανή την 

αλληλεπίδραση μεταξύ τους παρόλο που μέχρι σήμερα δεν υπάρχει πειραματική 

επιβεβαίωση. Εικάζεται πως η αιτία είναι ο πολύ μικρός χρόνος στη μεταφορά ενέργειας 

μεταξύ των δύο μορίων που καθιστά ιδιαίτερα δύσκολη της παρατήρηση της (26). Οι πιο 

πάνω παρατηρήσεις προσφέρουν μια γενική εικόνα για τη δομή και την οργάνωση των 

συμπλόκων συλλογής φωτός στα διάτομα. Παρόλα αυτά πρέπει να τονιστεί πως διαφορετικά 

σύμπλοκα συλλογής φωτός μπορούν να εμφανίσουν διαφορετική δομή και ιδιότητες που 

εξαρτώνται από το διάτομο που προέρχονται, τις συνθήκες ανάπτυξης και απομόνωσης και 

τις πρωτεΐνες που συμμετέχουν σε αυτό. 

Ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό του διατόμου P.Tricornutum αποτελεί η ικανότητα σύνθεσης 

ενός συμπλόκου FCP το οποίο εμφανίζει μια χαρακτηριστική εκπομπή φθορισμού στα 710 

nm όταν αναπτύσσεται κάτω από κόκκινο φως ή κάτω από λευκό φως πολύ χαμηλής έντασης 

και για μικρή χρονική διάρκεια (39,40). Η ιδιότητα αυτή έχει αποδοθεί στην παρουσία της 

πρωτεΐνης Lhcf15 και θεωρείται ως ένα χαρακτηριστικό εξελικτικής προσαρμογής του 

διατόμου σε συνθήκες όπου δεν υπάρχει διαθέσιμη ακτινοβολία σε υψηλή ένταση και σε 

μεγάλο εύρος μηκών κύματος (41). Ο ακριβής μηχανισμός μέσω του οποίου εκφράζεται το 
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πιο πάνω φαινόμενο δεν έχει εντοπιστεί μέχρι σήμερα σε επίπεδο διαμοριακών 

αλληλεπιδράσεων που προκαλούν τις παρατηρούμενες μεταβολές στα μόρια χλωροφύλλης α.  

1.6 Thalassiosira pseudonana   

Το είδος Thalassiosira Pseudonana (T.Pseudonana) ανήκει στην κατηγορία των διατόμων με 

κεντρική συμμετρία. Έχει επιλεγεί ως το πρώτο είδος ευκαριωτικού θαλάσσιου 

μικροοργανισμού για αλληλούχιση ολόκληρου του γονιδιώματος από την κατηγορία του 

φυτοπλαγκτόν (42). Αυτό συνέβη λόγω της παρουσίας του μικροοργανισμού στους 

ωκεανούς ολόκληρου του πλανήτη καθώς και του σχετικά μικρού μεγέθους του 

γονιδιώματος του συγκριτικά με άλλους οργανισμούς της ομοταξίας. Παράλληλα, έχει 

καθιερωθεί ως ένα πρότυπο είδος διατόμου για τη μελέτη των οργανισμών, κυρίως στην 

κατηγορία των κεντρικών διατόμων (23). Στην εικόνα 12 φαίνεται η δομή του περιβλήματος 

του διατόμου T.Pseudonana (43). 

 

 

 Εικόνα 12 : Εικόνα από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης (SEM) του περιβλήματος του 

διατόμου T.Pseudonana (43) . 
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Σχετικά με την απόκριση του συγκεκριμένου διατόμου σε έκθεση υψηλής έντασης φωτός, 

όπως και στην περίπτωση του διατόμου P.Tricornutum , γίνεται αναφορά σε πολλές μελέτες 

σχετικά με την αύξηση στη σύνθεση διαδινοξανθίνης καθώς και τη μετατροπή της σε 

διατοξανθίνη κατά τη διάρκεια του φωτισμού (44,45,46,47,48). Εκτός από τις μεταβολές των 

καροτενοειδών, έχει παρατηρηθεί και αύξηση στην παρουσία συγκεκριμένων πρωτεϊνών στα 

σύμπλοκα συλλογής φωτός του οργανισμού κάτω από αυτές τις συνθήκες. Πρόκειται για 

πρωτεΐνες της οικογένειας Lhcx και συγκεκριμένα τις Lhcx1 , Lhcx4 και Lhcx6 (47). 

Ιδιαίτερα η τελευταία εμφανίζει πολύ σημαντική αύξηση στη συγκέντρωση της με την 

έκθεση σε υψηλότερης έντασης φωτισμό και παρουσιάζει συσχέτιση με την παρουσία 

διατοξανθίνης στα δείγματα, οδηγώντας στο συμπέρασμα πως έχει ενεργό ρόλο στη 

λειτουργία του καροτενοειδούς ως προς τη φωτοπροστασία των διατόμων (47,48).  

Τα FCPs του συγκεκριμένου διατόμου έχουν απομονωθεί και μελετηθεί σε αρκετές 

περιπτώσεις (49,50,51,52) επιβεβαιώνοντας από τα συμπεράσματα που προέκυψαν πως 

υπάρχει ένα μεγάλο εύρος στις ιδιότητες που εμφανίζουν τα διαφορετικά σύμπλοκα κάθε 

οργανισμού τόσο ως προς τη σύσταση όσο και ως προς την λειτουργία. Χαρακτηριστικό 

παράδειγμα αποτελεί μια πρόσφατη μελέτη με χρήση cryo-electron tomography που 

καθόρισε πως τα FCPs του διατόμου T.Pseudonana είναι τριμερή με την αναλογία Chlc:Chla 

να είναι 3:7 σε αντίθεση με την αντίστοιχη περίπτωση του P.Tricornutum όπου βρέθηκαν 

διμερή με αναλογία 2:7 (52).  

Όλες οι μελέτες που έχουν αναφερθεί για τα δύο είδη διατόμων έχουν ιδιαίτερα σημαντική 

συνεισφορά στην κατανόηση της λειτουργείας αυτών των οργανισμών. Παρόλα αυτά πρέπει 

να τονιστεί πως υπάρχουν πολλά αναπάντητα ερωτήματα μιας και πρόκειται για εξαιρετικά 

περίπλοκες διεργασίες που αφορούν έμβια συστήματα. Τα σημαντικότερα ερωτήματα ως 

προς τη φωτοπροστασία του οργανισμού αφορούν τον ακριβή ρόλο των καροτενοειδών 

διαδινοξανθίνη και διατοξανθίνη καθώς και τη συμμετοχή των υπόλοιπων καροτενοειδών 

όπως είναι η φουκοξανθίνη στη φωτοπροστασία των διατόμων. Ταυτόχρονα θα πρέπει να 

εξεταστεί σε μεγαλύτερο βαθμό και η μακροχρόνια έκθεση σε τέτοιες συνθήκες μιας και στις 

περισσότερες μελέτες γίνεται έκθεση για πολύ σύντομο χρονικό διάστημα ή/και με χρήση 

σχετικά χαμηλής έντασης φωτός που δεν υπερβαίνει τα 300 μmol photons m-2 s-1. Επίσης, οι 

πειραματικές τεχνικές που έχουν χρησιμοποιηθεί στις περισσότερες περιπτώσεις αφορούν 

βιοχημικές αναλύσεις και τη φασματοσκοπία φθορισμού, περιορίζοντας έτσι τις πληροφορίες 

που μπορούν να εξαχθούν. Όπως έχει αναφερθεί προηγουμένως, είναι γνωστό πως κατά την 
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έκθεση σε υψηλή ένταση φωτός γίνεται αναπροσαρμογή στη διάταξη και λειτουργία των 

FCPs μέσω κυρίως της έκφρασης διαφορετικών πρωτεϊνών. Αυτές οι μεταβολές θα πρέπει να 

μελετηθούν με φασματοσκοπικές μεθόδους όπως είναι η φασματοσκοπία Raman η οποία 

μπορεί να δώσει πληροφορίες σχετικά με την αλληλεπίδραση των χρωμοφόρων μορίων 

μεταξύ τους αλλά και με το πρωτεϊνικό περιβάλλον στο οποίο βρίσκονται.  
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2 Πειραματικές τεχνικές και μεθοδολογία 

Σε αυτή την ενότητα θα γίνει περιγραφή των πειραματικών τεχνικών και μεθοδολογιών που 

χρησιμοποιήθηκαν στα πλαίσια της διατριβής. Συγκεκριμένα θα γίνει αναφορά στη 

μεθοδολογία ανάπτυξης των διατόμων και στις συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν πριν τις 

πειραματικές μετρήσεις καθώς και αναφορά στο θεωρητικό υπόβαθρο των πειραματικών 

τεχνικών. 

2.1 Ανάπτυξη διατόμων 

Οι καλλιέργειες των διατόμων P.Tricornutum (CCAP 1052/1A) και T.Pseudonana (CCAP 

1085/12) έχουν παραληφθεί από το κέντρο CCAP (Culture Collection of Algae and Protozoa) 

και διατηρήθηκαν με συνεχής ανακαλλιέργειες στο βιομέσο f/2+Si (Guillard’s medium) (1). 

Αρχικά γίνεται η ετοιμασία 5 διαλυμάτων τα οποία περιέχουν απαραίτητες ουσίες για την 

ανάπτυξη των διατόμων όπως φαίνεται πιο κάτω. 

 

1) NaNO3     75g/L 

2) NaH2PO4.2H2O     5.65g/L 

3) Trace elements 

Na2EDTA               4,15g/L 

FeCl3.6H2O            3.15g/L 

CuSO4.5H2O          0.01g/L 

ZnSO4.7H2O           0.02g/L 

CoCl2.6 H2O           0.01g/L 

MnCl2.4 H2O          0.18g/L 

Na2MoO4.2 H2O     6 mg/L 

4) Vitamins 

Cyanocobalamin (Vitamin B12)    0.5mg/L 

Biotin                                             0.5mg/L 

Thiamine HCL (Vitamin B1)        0.1g/L 

5) Na2SiO3.9 H2O       30g/L 
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Για την ανάπτυξη διατόμων παρουσία 15Ν αντί 14Ν έγινε αντικατάσταση του Na14NO3 

(διάλυμα 1) με NH4
15NO3 διατηρώντας την ίδια συγκέντρωση και χωρίς οποιαδήποτε άλλη 

αλλαγή στα συστατικά του βιομέσου. Ακολούθως για την ετοιμασία του βιομέσου γίνεται 

προσθήκη 1ml από κάθε διάλυμα σε 1L θαλασσινού νερού και ρύθμιση του pH στο 8 με 

χρήση 1M NaOH ή 1M HCl . To βιομέσο όπως και τα δοχεία στα οποία θα γίνει ανάπτυξη 

των διατόμων αποστειρώνονται με χρήση autoclave (15min/1200C). Όλες οι καλλιεργείς 

πραγματοποιούνται σε αποστειρωμένο περιβάλλον για αποφυγή ανάπτυξης άλλων 

μικροοργανισμών εντός των δοχείων.  

Οι καλλιέργειες των διατόμων αναπτύσσονται σε γυάλινα δοχεία και ο όγκος τους μπορεί να 

μεταβληθεί ανάλογα με τις ανάγκες της εκάστοτε πειραματικής διαδικασίας. Οι καλλιέργειες 

που χρησιμοποιήθηκαν για τα πειράματα της παρούσας διατριβής είχαν όγκο 30-500 ml. Η 

καλλιέργεια των διατόμων πραγματοποιείται με μεταφορά σε δοχείο που περιέχει 

αποστειρωμένο βιομέσο μιας ποσότητας από μια υπάρχουσα ενεργή καλλιέργεια με σκοπό 

τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Ο όγκος της ενεργής καλλιέργειας αποτελεί συνήθως το 

10% του τελικού όγκου της νέας καλλιέργειας. Ως πηγή φωτός σε όλες τις περιπτώσεις 

χρησιμοποιήθηκαν λάμπες LED (Light Emitting Diode) οι οποίες λειτουργούσαν για 12 ώρες 

την ημέρα προσφέροντας στις καλλιέργειες κύκλους 12ωρών φωτισμού και 12 ωρών 

σκοταδιού. Το φάσμα εκπομπής από τις λάμπες που χρησιμοποιήθηκαν (λευκό και κόκκινο 

φως) παρουσιάζεται στην εικόνα 13.  

 

Εικόνα 13 : Φάσμα εκπομπής των πηγών φωτισμού LED (A) λευκού φωτός (Β) κόκκινου 

φωτός. 
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Η ένταση του φωτός στην καλλιέργεια για τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν είχε τιμές 

15, 150 και 350 μmol photons m-2 s-1 .Η μέτρηση της έντασης έγινε με χρήση του LightMeter 

LX-1118 , οι τιμές που αναφέρονται μετρήθηκαν στην απόσταση από την πηγή φωτός που 

τοποθετήθηκαν οι καλλιέργειες. Η θερμοκρασία ανάπτυξης των διατόμων σε όλες τις 

περιπτώσεις ήταν 200C. 

Ο έλεγχος του ρυθμού ανάπτυξης των οργανισμών έγινε με παρακολούθηση της οπτικής 

πυκνότητας (Optical Density, O.D.) στα 750nm, η οποία αποτελεί δείκτη του 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων και αυξάνεται ανάλογα με το πλήθος των διατόμων που 

υπάρχει στο δείγμα (2). Μια χαρακτηριστική καμπύλη ανάπτυξης του διατόμου 

T.Pseudonana παρουσιάζεται στην εικόνα 14. 

 

 

Εικόνα 14 : Καμπύλη ανάπτυξης διατόμου T.Pseudonana. 
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Αρχικά η καλλιέργεια βρίσκεται σε ένα στάδιο προσαρμογής που συνήθως διαρκεί 1-2 

ημέρες, όπου δεν παρατηρείται αύξηση στον πληθυσμό των διατόμων, ακολούθως 

παρατηρείται εκθετική αύξηση των κυττάρων που διαρκεί 7-10 ημέρες και καταλήγει στη 

φάση στασιμότητας όπου δεν υπάρχει πλέον περαιτέρω αύξηση του πληθυσμού κυρίως λόγω 

εξάντλησης των απαραίτητων συστατικών από το βιομέσο. Στις περισσότερες περιπτώσεις τα 

πειράματα πραγματοποιούνται με κύτταρα που βρίσκονται στην εκθετική φάση έτσι ώστε να 

υπάρχει η αναγκαία συγκέντρωση στα δείγματα που απαιτείται για τις τεχνικές 

φασματοσκοπίας αλλά και να περιοριστεί η παρουσία νεκρών κυττάρων των οποίων ο 

αριθμός αυξάνεται σημαντικά μετά το τέλος της εκθετικής φάσης.  
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2.2 Αλληλεπίδραση ύλης με ακτινοβολία  

Με τον όρο φασματοσκοπία αναφερόμαστε στη χρήση ηλεκτρομαγνητικών κυμάτων τα 

οποία μπορεί να έχουν διαφορετικά χαρακτηριστικά (μήκος κύματος, ένταση κ.α.) και 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να μεταφέρουν πληροφορίες για τη σύσταση, τις φυσικές 

και τις χημικές ιδιότητες ενός δείγματος. Το ηλεκτρομαγνητικό φάσμα συνήθως 

κατηγοριοποιείται με βάση το μήκος κύματος της ακτινοβολίας, όπως φαίνεται στο πιο κάτω 

σχήμα. 

 

Εικόνα 15 : Οι περιοχές του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος (3). 

 

Το ορατό μέρος του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος , με το οποίο είμαστε εξοικειωμένοι από 

την καθημερινότητα μας , αποτελεί μόνο ένα πολύ μικρό μέρος του συνολικού εύρους μηκών 

κύματος. Όπως είναι γνωστό, η ενέργεια κάθε φωτονίου συγκεκριμένου μήκους κύματος 

δίνεται από τη σχέση : 

𝜠 =
𝒉𝒄

𝝀
= 𝒉𝒗 (1) 

Όπου Ε είναι η ενέργεια του φωτονίου, c η ταχύτητα του φωτός , λ το μήκος κύματος, ν η 

συχνότητα και h η σταθερά του Planck (h = 6.62607015×10−34 Js), επομένως, όσο αυξάνεται το 

μήκος κύματος (και μειώνεται η συχνότητα) της ακτινοβολίας έχουμε μείωση της ενέργειας η 

οποία μεταφέρεται από κάθε φωτόνιο όταν η συγκεκριμένη ακτινοβολία προσπίπτει σε ένα 

σώμα.  

Κάθε μέρος του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος μπορεί να προκαλέσει διαφορετικές 

ενεργειακές μεταβολές στις καταστάσεις των διαφόρων μορίων και έτσι μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί σε διαφορετικές τεχνικές φασματοσκοπίας. Ειδικότερα, η ακτινοβολία που 

βρίσκεται στην περιοχή του υπεριώδους και του ορατού μέρους του ηλεκτρομαγνητικού 
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φάσματος μπορεί να διεγείρει τα ηλεκτρόνια σθένους προκαλώντας ηλεκτρονικές μεταβάσεις 

οι οποίες οδηγούν σε μεταβολή της ηλεκτρονικής δομής και της διπολικής ροπής του μορίου. 

Αντίστοιχα , με φωτόνια από την περιοχή του υπέρυθρου μπορούν να παρατηρηθούν 

φαινόμενο σχετικά με τις δονήσεις των μορίων. 

2.3 Φασματοσκοπία απορρόφησης 

Η φασματοσκοπία απορρόφησης ορατού υπεριώδους (uv/visible) χρησιμοποιεί συνήθως 

ακτινοβολία μήκους κύματος 190-800nm. Η περιοχή αυτή διαχωρίζεται σε ένα κομμάτι του 

υπεριώδους μέρους του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος, μεταξύ 190-400nm και στο ορατό 

μέρος, δηλαδή μεταξύ 400-800nm. Η τεχνική αυτή στηρίζεται στην καταγραφή της 

απορρόφησης μέρους της ακτινοβολίας που προσπίπτει στο δείγμα, όταν η ενέργεια της 

ταυτίζεται με την ενέργεια που απαιτείται έτσι ώστε να πραγματοποιηθεί μια κβαντισμένη 

ενεργειακή μεταβολή στο δείγμα. Η ενέργεια κάθε φωτονίου η οποία πρέπει να ισούται με 

την ενεργειακή διαφορά δύο ενεργειακών καταστάσεων του δείγματος έτσι ώστε να 

πραγματοποιηθεί η απορρόφηση. Στην περίπτωση του ορατού-υπεριώδους, οι ενέργειες 

αυτές αντιστοιχούν σε ηλεκτρονιακές, δονητικές και περιστροφικές  μεταβολές. Λόγω όμως 

της πολύ μικρής ενεργειακής διαφοράς μεταξύ των δονητικών και περιστροφικών 

καταστάσεων, το αποτέλεσμα που λαμβάνουμε μπορεί να αποδοθεί σε συγκεκριμένες 

ηλεκτρονιακές μεταβολές χωρίς όμως να μπορούν να διαχωριστούν οι διάφορες δονητικές 

και περιστροφικές, οι οποίες συμβάλλουν στο εύρος της εμφανιζόμενης κορυφής 

απορρόφησης.  Στο πιο κάτω σχήμα φαίνεται μια αναπαράσταση της τυπικής πειραματικής 

διάταξης για αυτή την τεχνική. 

 

 

Εικόνα 16 : Σχηματική αναπαράσταση της φασματοσκοπίας ορατού – υπεριώδους 
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Η ακτινοβολία ξεκινάει από μια φωτεινή πηγή και διαχωρίζεται στα διάφορα μήκη κύματος 

μέσω του μονοχρωμάτορα. Στη συνέχεια προσπίπτει στο δείγμα με ένταση Ι0, ένα μέρος της 

απορροφάται και στη συνέχεια εξέρχεται με ένταση Ιt με κατεύθυνση προς τον ανιχνευτή όπου 

καταγράφεται και εμφανίζεται στον ψηφιακό μετρητή. Η ανάλυση των μετρήσεων γίνεται με 

τη χρήση του νόμου των Beer-Lambert (3) : 

   It = I0 e
-αCl      (2) 

Όπου C η συγκέντρωση του διαλύματος, l η απόσταση που διασχίζει η ακτινοβολία στο 

εσωτερικό του δείγματος και α ο συντελεστής απορρόφησης, ο οποίος εξαρτάται από το μόριο 

ή ιόν που απορροφά σε ορισμένο διαλύτη  και από τη συχνότητα της ακτινοβολίας.  

Η σχέση (2) μπορεί να πάρει την εξής λογαριθμική μορφή: 

   Log Ι/Ι0  = -ε C l    (3) 

Όπου το ε είναι ο μοριακός συντελεστής απορρόφησης και συνδέεται με το συντελεστή 

απορρόφησης α με τη σχέση: 

   ε =  α/2,303     (4) 

Το γινόμενο ε C l ονομάζεται απορρόφηση (Α) και ο λόγος Ιt/Ι0 ονομάζεται διαπερατότητα 

(Τ). Επομένως προκύπτει η σχέση : 

   Α = - logΤ     (5) 
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2.4 Φασματοσκοπία φθορισμού  

Μετά από την απορρόφηση ακτινοβολίας από ένα μόριο, αυτό οδηγείται σε μια διεγερμένη 

ηλεκτρονιακή και δονητική κατάσταση. Ακολούθως το μόριο αποβάλλει ενέργεια χωρίς την 

εκπομπή ακτινοβολίας και οδηγείται στο χαμηλότερο δονητικό επίπεδο της διεγερμένης 

ηλεκτρονιακής κατάστασης στην οποία βρίσκεται. Από εκείνο το σημείο το μόριο μπορεί να 

αποδιεγερθεί στη θεμελιώδη ηλεκτρονιακή του κατάσταση με την εκπομπή ακτινοβολίας. Το 

πιο πάνω φαινόμενο λέγεται φθορισμός. Ένα άλλο φαινόμενο παρόμοιας προέλευσης είναι ο 

φωσφορισμός όπου η εκπομπή ακτινοβολίας προέρχεται από το μόριο αφού πρώτα 

μεταφερθεί από μια μονή διεγερμένη κατάσταση σε κάποια τριπλή κατάσταση μέσω 

εσωτερικής μεταπήδησης (intersystem crossing) (3). Οι δύο αυτοί μηχανισμοί 

αποτυπώνονται στα πιο κάτω διαγράμματα. 

 

 

Εικόνα 17 : Σχηματική αναπαράσταση των φαινομένων του φθορισμού και του 

φωσφορισμού(3).  

Όσα αναφέρθηκαν πιο πάνω μπορούν να εξηγήσουν την αιτία που ένα φάσμα εκπομπής 

φθορισμού εμφανίζει μετατόπιση σε μεγαλύτερη μήκη κύματος (μικρότερη ενέργεια) με το 

αντίστοιχο φάσμα απορρόφησης ενός μορίου. Αυτό αποτυπώνεται στην πιο κάτω εικόνα 
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όπου εμφανίζονται τα φάσματα απορρόφησης και φθορισμού από τη χλωροφύλλη α που 

προέρχεται από κύτταρα του διατόμου P.Tricornutum. 

 

Εικόνα 18 : Φάσματα απορρόφησης και φθορισμού με διέγερση στα 440 nm από τη 

χλωροφύλλη α. 

 

Η μελέτη της χλωροφύλλης και γενικά του φαινομένου της φωτοσύνθεσης με τη χρήση της 

φασματοσκοπίας φθορισμού είναι ιδιαίτερα συνηθισμένη πρακτική, τόσο στα φυτά όσα και 

σε άλλες κατηγορίες φωτοσυνθετικών οργανισμών όπως είναι τα άλγη(4,5,6). 

Για τη λήψη ενός φάσματος φθορισμού ως πηγές διέγερσης χρησιμοποιούνται συνήθως 

λάμπες δευτερίου για το υπεριώδες μέρος του φάσματος και λυχνίες ξένου για το ορατό. Ως 

ανιχνευτές χρησιμοποιούνται φωτοπολλαπλασιαστικοί σωλήνες (Phtomultiplier tubes 

detectors) για την ενίσχυση και συλλογή του σήματος το οποίο στη συνέχεια μπορεί να 

υποστεί επεξεργασία μέσω του κατάλληλου λογισμικού. Τα αποτελέσματα συνήθως 

παρουσιάζονται είτε στη μορφή φασμάτων εκπομπής φθορισμού, όπως αυτό που φαίνεται 

στην εικόνα 18, είτε ως φάσματα φθορισμού διέγερσης όπου γίνεται παρακολούθηση της 
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έντασης της εκπομπής φθορισμού σε ένα συγκεκριμένο μήκος κύματος όταν το δείγμα 

διεγείρεται με ένα εύρος μηκών κύματος μεγαλύτερης ενέργειας(7).  

2.5 Φασματοσκοπία Raman 

2.5.1 Το φαινόμενο Raman 

Η φασματοσκοπία Raman πήρε το όνομα της από τον Ινδό φυσικό C.V. Raman ο οποίος 

παρατήρησε το φαινόμενο για πρώτη φορά το 1928. Με τη μέθοδο αυτή γίνεται μελέτη της 

σκεδαζόμενης ακτινοβολίας από ένα στερεό, υγρό ή αέριο δείγμα. Όπως είναι γνωστό, όταν 

ένα φωτόνιο αλληλοεπιδρά με ένα μόριο αλλά η ενέργεια του δεν είναι ικανή να προκαλέσει 

ηλεκτρονιακή μετάβαση τότε μπορεί να σκεδαστεί με τρεις διαφορετικούς τρόπους : (α) 

ελαστικά, δηλαδή διατηρώντας την αρχική του ενέργεια, (β) ανελαστικά με μείωση της 

ενέργειας του και (γ) ανελαστικά με αύξηση της ενέργειας του. Στην πρώτη περίπτωση το 

αποτέλεσμα είναι η σκεδαζόμενη ακτινοβολία να έχει ίδια συχνότητα με την προσπίπτουσα 

και ονομάζεται σκέδαση Rayleigh, ενώ στις άλλες περιπτώσεις πραγματοποιείται σκέδαση 

Raman Stokes και Anti-Stokes αντίστοιχα(3).  

 

Εικόνα 19 : Σχηματική αναπαράσταση του φαινομένου Raman. 
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Η διαφορά μεταξύ της συχνότητας της προσπίπτουσας και της σκεδαζόμενης ακτινοβολίας 

ονομάζεται μετατόπιση Raman (Raman shift) και το σύνολο των διαφορετικών συχνοτήτων 

σκεδαζόμενης ακτινοβολίας αποτελούν το φάσμα Raman. 

Η μετατόπιση Raman συνήθως εκφράζεται σε κυματαριθμούς 𝜈 (cm-1) αλλά ταυτόχρονα 

αναφέρεται ως συχνότητα λόγω της αναλογίας των δύο μεγεθών που συνδέονται από τη 

σχέση : 

𝜈 =
𝜈

𝑐
=

1

𝜆
  (6) 

Όπου ν είναι η συχνότητα, c η ταχύτητα του φωτός και λ το μήκος κύματος. Αντίστοιχα η 

μετατόπιση Raman εξαρτάται από το μήκος κύματος της προσπίπτουσας (λ0) και της 

σκεδαζόμενης (λi) ακτινοβολίας ως εξής : 

𝑅𝑎𝑚𝑎𝑛 𝑠ℎ𝑖𝑓𝑡(𝑐𝑚−1) =  
107

𝜆0(𝑛𝑚)
−

107

𝜆𝜄(𝑛𝑚)
     (7) 

2.5.2 Κλασική περιγραφή 

Η κλασική περιγραφή του φαινομένου (3,9,10) δε μπορεί να εξηγήσει πλήρως όλες τις 

παρατηρήσεις που μπορούν να γίνουν πειραματικά, προσφέρει όμως μια αρκετά καλή 

προσέγγιση χρησιμοποιώντας τις βασικές αρχές του ηλεκτρομαγνητισμού.  

Όταν ένα δείγμα βρίσκεται υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου Ε , αναπτύσσεται σε αυτό μια 

επαγόμενη πόλωση (Ρ) η οποία είναι ανάλογη του εφαρμοζόμενου πεδίου. 

Ρ=αΕ (8) 

Όπου α είναι η πολωσιμότητα, ένα μέγεθος που δείχνει πόσο εύκολα παραμορφώνονται τα 

μοριακά τροχιακά στην παρουσία ενός ηλεκτρικού πεδίου. 

Αξίζει να σημειωθεί πως η σχέση 8 είναι η γραμμική προσέγγιση του φαινομένου. Στην 

πραγματικότητα η πολωσιμότητα είναι ένας τανυστής μιας και η ιδιότητα αυτή αλλάζει 

ανάλογα με τη διεύθυνση του ηλεκτρικού πεδίου ως προς τη γεωμετρία του υλικού.  

Έστω ότι η ακτινοβολία διέγερσης περιγράφεται από τη σχέση : 
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Ε(t)=Ε0sin(ωit) (9) 

 

Συνδυάζοντας τις σχέσεις (8) και (9) προκύπτει η σχέση : 

 

Ρ(t) = αΕ0sin(ωit) (10) 

 

Η οποία έχει ως αποτέλεσμα τη σκέδαση της ακτινοβολίας με συχνότητα ίση με εκείνη του 

προσπίπτοντος κύματος (ωi). Η σκέδαση αυτή ονομάζεται σκέδαση Rayleigh (ελαστική 

σκέδαση). Στην πιο πάνω ανάλυση δεν έχουμε λάβει υπόψιν το ενδεχόμενο το σύστημα να 

έχει κάποιο κανονικό τρόπο δόνησης ο οποίος θα μεταβάλει την πολωσιμότητα του ως εξής: 

 

α(Q1) = α0 +( 
𝜃𝛼

𝜃𝑄1
 )0 Q1  + …… (11) 

 

 Όπου Q1 είναι μια δονητική συντεταγμένη που περιγράφει τη συγκεκριμένη δόνηση και α0 η 

πολωσιμότητα στη θέση ισορροπίας . Η    σχέση 11 είναι ένα ανάπτυγμα Taylor και οι όροι 

υψηλότερης τάξης μπορούν να θεωρηθούν αμελητέοι. Η μερική παράγωγος της 

πολωσιμότητας προς τη συντεταγμένη Q1 δίνει τη μεταβολή της πολωσιμότητας σε σχέση με 

αυτή τη μεταβλητή. Αν θεωρήσουμε πως το μόριο δονείται με συχνότητα ω1 τότε μπορούμε 

να γράψουμε : 

 

Q1 = Q10cos(ω1t) (12) 

 

Έτσι από τις εξισώσεις (10),(11) και (12) προκύπτει : 

 

𝑃(𝑡) = [ 𝑎0 + (
𝜃𝛼

𝜃𝑄1
) 0𝑄1 cos(𝜔1𝑡) 𝐸0 cos(2𝜔0t)] = 𝛼0𝛦0 cos(2𝜔0t) +

1

2
(

𝜃𝛼

𝜃𝑄𝑖
) 0𝐸0𝑄10 cos[(𝜔0 − 𝜔1) 𝑡] +

1

2
(

𝜃𝛼

𝜃𝑄𝑖
) 0𝐸0𝑄10 cos[(𝜔0 + 𝜔1) 𝑡     (13) 
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Η πιο πάνω σχέση αποτελείται από τρία μέρη. Το πρώτο μέρος αντιστοιχεί σε ένα μόριο το 

οποίο σκεδάζει την προσπίπτουσα ακτινοβολία με την ίδια συχνότητα (ελαστική σκέδαση, 

Rayleigh). Το δεύτερο μέρος αντιστοιχεί στη μη ελαστική σκέδαση Raman – Stokes όπου η 

σκεδαζόμενη ακτινοβολία έχει μικρότερη συχνότητα από την προσπίπτουσα ενώ το τρίτο 

μέρος τη μη ελαστική σκέδαση Raman – Antistokes όπου η σκεδαζόμενη ακτινοβολία έχει 

μεγαλύτερη συχνότητα από την προσπίπτουσα.  

Το σημαντικότερο συμπέρασμα που προκύπτει από τη σχέση 13 είναι πως λόγω του 

παράγοντα 
𝜃𝛼

𝜃𝑄1
 που υπάρχει στο δεύτερο και τρίτο μέρος της σχέσης, αν η πολωσιμότητα δε 

μεταβαλλεται κατά τη διάρκεια της δόνησης τότε η πιο πάνω μερική παράγωγος μηδενίζεται 

και κατά συνέπεια δεν υπάρχει σκέδαση Raman από το δείγμα. Επομένως, για να είναι 

ενεργή μια δόνηση για τη φασματοσκοπία Raman, θα πρέπει η πολωσιμότητα του μορίου να 

μεταβάλλεται κατά τη διάρκεια της δόνησης. 

Ένα σημαντικό ερώτημα που δεν μπορεί να απαντηθεί με την πιο πάνω περιγραφή είναι γιατί 

η ένταση των κορυφών είναι μεγαλύτερη όταν προέρχονται από σκέδαση Raman Stokes σε 

σχέση με τις αντίστοιχες Anti-Stokes. Για να απαντηθεί αυτό το ερώτημα χρειάζεται η 

κβαντική προσέγγιση η οποία θα αναφερθεί περιληπτικά στην επόμενη ενότητα.  

2.5.3 Κβαντική περιγραφή  

Σε αυτή την ενότητα θα γίνει μια αναφορά στις βασικές αρχές της κβαντικής περιγραφής του 

φαινομένου Raman (3,9,10). Σύμφωνα με την κβαντική μηχανική, τα μόρια διαθέτουν 

κάποιες ενεργειακές καταστάσεις (δονητικές, περιστροφικές, ηλεκτρονιακές) οι οποίες 

βρίσκονται σε καθορισμένα ενεργειακά επίπεδα. Για να απορροφηθεί η ηλεκτρομαγνητική 

ακτινοβολία που προσπίπτει σε ένα μόριο θα πρέπει να ικανοποιείται η σχέση : 

ΔΕ = hv (14) 

Όπου ΔΕ είναι η διαφορά μεταξύ δύο ενεργειακών επιπέδων, h η σταθερά του Planck και v η 

συχνότητα της προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Το γινόμενο hv είναι η ενέργεια που διαθέτει το 

κάθε φωτόνιο που αποτελεί την προσπίπτουσα ακτινοβολία και σε περίπτωση που δεν 

ικανοποιεί την πιο πάνω συνθήκη δεν απορροφάται από το μόριο και σκεδάζεται. 
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Εικόνα 20 : Σχηματική αναπαράσταση της μεταβολής στην ενεργειακή κατάσταση των μορίων 

κατά τη διάρκεια της φασματοσκοπίας Raman.(10) 

 

Όπως φαίνεται στο πιο πάνω σχήμα, όταν σε ένα μόριο προσπίπτει ηλεκτρομαγνητική 

ακτινοβολία η οποία δεν αντιστοιχεί σε κάποια μετάβαση τότε θεωρούμε πως διεγείρεται σε 

μια βραχύβια «εικονική» ενεργειακή κατάσταση η οποία είναι ίση με την ενέργεια διέγερσης 

και στη συνέχεια αποδιεγείρεται. Στην περίπτωση της ελαστικής σκέδασης (Rayleigh) το 

μόριο ξεκινάει και καταλήγει στη θεμελιώδη του κατάσταση. Αντίθετα, όταν κατά την 

αποδιέγερση το μόριο καταλήξει σε μια διεγερμένη δονητική κατάσταση έχουμε τη σκέδαση 

Raman – Stokes ενώ όταν το μόριο προέρχεται από μια διεγερμένη κατάσταση και καταλήξει 

στη θεμελιώδη έχουμε τη σκέδαση Raman – Antistokes. Στην πρώτη περίπτωση η 

σκεδαζόμενη ακτινοβολία έχει μικρότερη ενέργεια από την ακτινοβολία διέγερσης ενώ στη 

δεύτερη περίπτωση μεγαλύτερη. Αυτές οι διαφορές μπορούν να ανιχνευθούν και να δώσουν 

πληροφορίες για το εξεταζόμενο δείγμα. 

Η σκέδαση Raman είναι μια ασθενής διεργασία μιας και μόλις ένα ανά 106-108 φωτόνια 

σκεδάζεται με αυτό τον τρόπο, αυτός είναι και ο λόγος που απαιτείται η χρήση laser για τη 

διέγερση των δειγμάτων.  Σε θερμοκρασία δωματίου, σχεδόν όλα τα μόρια βρίσκονται στη 

θεμελιώδη τους κατάσταση και ο πληθυσμός των κατειλημμένων δονητικών καταστάσεων 

είναι πολύ μικρός. Έτσι η σκέδαση Anti-Stokes είναι ασθενέστερη από τη σκέδαση Stokes σε 

αυτές τις συνθήκες.  
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2.5.4 Φασματοσκοπία συντονισμού Raman 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως , η σκέδαση Raman είναι μια ασθενής διεργασία και έτσι 

πολλές φορές η ένταση του σήματος που οφείλεται σε ορισμένες δονήσεις δεν είναι αρκετή 

για να επιτρέψει την παρατήρηση του. Σε αυτό συμβάλουν και φαινόμενα όπως ο φθορισμός.  

Παρόλα αυτά έχει παρατηρηθεί πως εάν το μήκος κύματος που εκπέμπει το laser ταυτίζεται ή 

είναι αρκετά κοντά στην ενέργεια που απαιτεί κάποιο μόριο για να πραγματοποιηθεί κάποια 

ηλεκτρονιακή μετάβαση σε αυτό, τότε η ένταση της σκεδαζόμενης ακτινοβολίας Raman 

ενισχύεται από 10 έως 100000 φορές. Η ενίσχυση αυτή είναι πιο έντονη σε χρωμοφόρα 

μόρια λόγω της μεγαλύτερης απορρόφησης της ακτινοβολίας από αυτά. Το φαινόμενο 

οφείλεται κυρίως στη ραγδαία αύξηση της πολωσιμότητας κατά τη διάρκεια της 

απορρόφησης της ακτινοβολίας(9). 

2.5.5 Δονήσεις μορίων 

Στην απλούστερη περίπτωση διατομικών μορίων με τη χρήση της προσέγγισης του 

αρμονικού ταλαντωτή η χαρακτηριστική συχνότητα ταλάντωσης ενός δεσμού (ν0) δίνεται 

από τη σχέση : 

𝜈0 =
1

2𝜋
√

𝑘

𝜇
     (15) 

Όπου k η σταθερά δύναμης του δεσμού και μ είναι η ανηγμένη μάζα των δύο ατόμων Α και 

Β που συμμετέχουν στο δεσμό και υπολογίζεται από τη σχέση : 

 

𝜇 =
𝑚𝐴𝑚𝐵

𝑚𝐴 + 𝑚𝐵
     (16) 

Στην προσέγγιση του αρμονικού ταλαντωτή (3) γίνεται η απλούστευση πως η καμπύλη 

δυναμικής ενέργειας του μορίου παρουσιάζει αρμονικότητα , δηλαδή πως έχει σχήμα 

παραβολής. Η σταθερά k αναπαριστά την καμπυλότητα που εμφανίζει η παραβολή, όσο 

ισχυρότερος είναι ο δεσμός, τόσο μεγαλύτερη τιμή έχει η σταθερά και τόσο πιο απότομη 

είναι η καμπύλη δυναμικής ενέργειας του μορίου.  

Έτσι, η δυναμική ενέργεια (V) μπορεί να γραφεί ως : 
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𝑉(𝑥) =
1

2
𝑘𝑥2     (17) 

Όπου x είναι η αύξηση της απόστασης μεταξύ των δύο πυρήνων ως προς τη θέση 

ισορροπίας. Η εξίσωση Schrodinger για αυτή την περίπτωση είναι : 

 

−
ℏ

2𝜇

𝑑2𝜓

𝑑𝑥2
+

1

2
𝑘𝑥2𝜓 = 𝛦𝜓      (18) 

 

Από τη λύση της εξίσωσης προκύπτουν οι ενέργειες των δονητικών επιπέδων ενός 

διατομικού μορίου : 

𝐸𝑛 = (𝑛 +
1

2
) ℎ𝜈0     n=0,1,2….     (19) 

 

Το πιο πάνω αποτέλεσμα αποτελεί μόνο μια προσέγγιση στο απλούστερο διατομικό μόριο. 

Για μεγαλύτερης ακρίβειας υπολογισμούς πρέπει να ληφθεί υπόψιν και ο παράγοντας 

αναρμονικότητας που εμφανίζει η καμπύλη δυναμικής ενέργειας του μορίου, όπως φαίνεται 

στο σχήμα που ακολουθεί. 
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Εικόνα 21 : Αναπαράσταση καμπύλης δυναμικής ενέργειας διατομικού μορίου στην περίπτωση 

του αρμονικού και αναρμονικού ταλαντωτή. (3) 

 

Η καμπύλη που εμφανίζεται με μπλε χρώμα ονομάζεται καμπύλη δυναμικής ενέργειας Morse 

και συμπεριλαμβάνει τον παράγοντα της αναρμονικότητας ο οποίος φαίνεται πως γίνεται 

ιδιαίτερα σημαντικός στα υψηλότερα ενεργειακά επίπεδα όπου χάνεται η αρμονική 

συμμετρία της καμπύλης(8). Οι λύσεις των αντίστοιχων εξισώσεων σε αυτή την περίπτωση 

δίνουν τις εξής τιμές για την ενέργεια των επιπέδων: 

 

𝐸𝑛 = ℎ𝜈0 [(𝑛 +
1

2
) − 𝑋𝑒 (𝑛 +

1

2
)

2

]        (20) 

 

Όπου Χε είναι ο συντελεστής αναρμονικότητας ο οποίος εξαρτάται από το «βάθος» του 

πηγαδιού δυναμικού και τη συχνότητα της ταλάντωσης του μορίου(3).  
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2.5.6 Φάσματα χρωμοφόρων μορίων  

Λόγω του φαινομένου του συντονισμού που αναφέρθηκε προηγουμένως, τα χρωμοφόρα 

μόρια είναι ιδανικά για μελέτη με τη φασματοσκοπία Raman. Τα καροτενοειδή και οι 

χλωροφύλλες είναι δύο κατηγορίες χρωμοφόρων μορίων τα οποία έχουν μελετηθεί εκτενώς 

με τη συγκεκριμένη τεχνική. Στην εικόνα 22 εμφανίζεται ένα χαρακτηριστικό φάσμα Raman 

των κυττάρων του διατόμου P.Tricornutum όπου φαίνεται η προέλευση των σημαντικότερων 

δονήσεων ανάμεσα σε καροτενοειδή (car) και χλωροφύλλες (chl). 

 

 

Εικόνα 22 : Φάσμα Raman των κυττάρων του διατόμου P.Tricornutum. 

 

Το φάσμα των καροτενοειδών χαρακτηρίζεται από τέσσερις ομάδες δονήσεων (ν1-ν4) οι 

οποίες έχουν τη μεγαλύτερη ένταση. Η ν1 εμφανίζεται περίπου στους 1520 cm-1 και 

αποδίδεται σε δονήσεις τάσεως των διπλών δεσμών C=C (12,13). Η θέση εμφάνισης της 

μπορεί να συσχετισθεί με το μήκος συζυγίας της αλυσίδας του πολυμερούς. Στην εικόνα 23 

φαίνεται η συσχέτιση σε κάποια είδη καροτενοειδών του μήκους συζυγίας των πολυμερικών 

τους αλυσίδων και της θέσης εμφάνισης της δόνησης ν1 στο φάσμα Raman.  
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Εικόνα 23 : Συσχέτιση μεταξύ του μήκους συζυγίας της πολυμερικής αλυσίδας των 

καροτενοειδών και της συχνότητας εμφάνισης της δόνησης ν1 στο φάσμα Raman(11). 

 

Παρόλα αυτά, η θέση εμφάνισης μπορεί να επηρεαστεί και από άλλους παράγοντες όπως η 

θερμοκρασία και το χημικό περιβάλλον στο οποίο βρίσκεται το πολυμερές, επομένως δεν 

μπορεί να γίνει ταυτοποίηση και διαχωρισμός των διάφορων καροτενοειδών μόνο με αυτή 

την πληροφορία(11). Το πλάτος στο μέσο του ύψους(Full Width at Half Maximum) της 

κορυφής που αντιστοιχεί στη συγκεκριμένη δόνηση μπορεί να δώσει πληροφορίες σχετικά με 

το πλήθος των διαφορετικών καροτενοειδών που βρίσκονται σε ένα κύτταρο. Όταν το δείγμα 

αποτελείται από ένα μόνο είδος, το αναμενόμενο πλάτος είναι περίπου 12 cm-1 , όταν το 

πλάτος είναι μεγαλύτερο συνήθως οφείλεται στην αλληλοεπικάλυψη κορυφών προερχόμενες 

από δονήσεις περισσότερων καροτενοειδών.(12) 

Η ν2 εμφανίζεται περίπου στους 1160cm-1 και οφείλεται στις δονήσεις τάσεως των απλών 

δεσμών C-C. Γύρω από την κύρια δόνηση εμφανίζονται δορυφορικές δονήσεις οι οποίες 

μπορούν να συσχετιστούν με τη διάταξη των καροτενοιειδών. (11,13) 

Η ν3 οφείλεται στις δονήσεις αιώρησης εντός επιπέδου των μεθυλομάδων που βρίσκονται 

προσκολλημένες στην αλυσίδα του πολυμερούς σε συνδυασμό με τις δονήσεις κάμψης εντός 
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επιπέδου C-H και εμφανίζεται περίπου στους 1005cm-1. Η περιοχή αυτή δίνει πληροφορίες 

για τη δομή και τον προσανατολισμό των άκρων της αλυσίδας του πολυμερούς. 

Η ν4 εμφανίζεται περίπου στους 960cm-1 και οφείλεται στις εκτός επιπέδου δονήσεις σείσης 

C-H σε συνδυασμό με τις δονήσεις στρέψης  C=C. Όταν η «δομή» του καροτενοειδούς είναι 

επίπεδη, αυτές οι δονήσεις δεν είναι ορατές λόγω μη σύζευξης των τροχιακών με 

ηλεκτρονιακές μεταβάσεις. Αυτό έχει το αποτέλεσμα οι συγκεκριμένες δονήσεις να μην 

ενισχύονται από το φαινόμενο συντονισμού και έτσι να μην είναι ορατές στο φάσμα που 

λαμβάνεται. (12,13) 

Σχετικά με τις δονήσεις που προέρχονται από τα μόρια χλωροφύλλης, οι σημαντικότερες 

μπορούν να χωριστούν σε 3 περιοχές. Η πρώτη βρίσκεται μεταξύ 200-600 cm-1 και αφορά 

δονήσεις που έχουν άμεση συσχέτιση με το κεντρικό άτομο μαγνησίου της δομής τους. Η 

δεύτερη περιοχή είναι μεταξύ 900-1600 cm-1 όπου εμφανίζονται δονήσεις ευαίσθητες στη 

γεωμετρική διαμόρφωση των μορίων, όπως είναι οι δονήσεις C-N και τέλος η περιοχή 1600-

1710 cm-1 όπου υπάρχουν οι δονήσεις τάσεως των συζευγμένων ομάδων βινυλίου και 

καρβονυλίου. Αυτές οι δονήσεις προσφέρουν πληροφορίες σχετικά με τον αριθμό 

συναρμογής του κεντρικού ατόμου μαγνησίου καθώς και γενικότερα για τις 

αλληλοεπιδράσεις των μορίων με το περιβάλλον στο οποίο βρίσκονται (12).  

2.5.7 Πειραματική διάταξη 

 

Εικόνα 24 : Τυπική πειραματική διάταξη της φασματοσκοπίας Raman. 
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Στην πιο πάνω εικόνα εμφανίζεται μια τυπική πειραματική διάταξη της φασματοσκοπίας 

Raman. Περιληπτικά, η ακτινοβολία διέγερσης προέρχεται από πηγή laser και κατευθύνεται 

με χρήση κατόπτρων προς το δείγμα όπου με χρήση κατάλληλου φακού η δέσμη εστιάζεται 

στο δείγμα. Ακολούθως, το σκεδαζόμενο φως κατευθύνεται προς τον ανιχνευτή όπου με 

χρήση κατάλληλου οπτικού φίλτρου αποκόπτεται η ακτινοβολία από τη σκέδαση Rayleigh 

και στη συνέχεια εισέρχεται στο μονοχρωμάτορα όπου με χρήση κατόπτρων και φραγμάτων 

περίθλασης πραγματοποιείται η ανάλυση της σκεδαζόμενης ακτινοβολίας διαχωρίζοντας την 

σε παράλληλες δέσμες ανάλογα με την ενέργεια τους. Αφού αναλυθεί το φως συλλέγεται από 

τον ανιχνευτή CCD (Charge Coupled Device) και μεταφέρεται στον υπολογιστή όπου με 

κατάλληλο λογισμικό μπορεί να πραγματοποιηθεί η επεξεργασία του σήματος.  
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2.6 Υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης 

Η τεχνική της υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) χρησιμοποιείται για προσδιορισμό και ποσοτικοποίηση των 

συστατικών ενός δείγματος. Η λειτουργία της στηρίζεται στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ του 

δείγματος και του πληρωτικού υλικού που βρίσκεται εντός ειδικής στήλης που 

χρησιμοποιείται στη χρωματογραφία και οδηγεί στο διαχωρισμό των συστατικών. Μια 

αναπαράσταση της λειτουργίας της τεχνικής φαίνεται στην εικόνα που ακολουθεί. 

 

 

Εικόνα 25 : Σχηματική αναπαράσταση της τεχνικής υγρής χρωματογραφίας.  

 

Μέσω της αντλίας το κατάλληλο διάλυμα ή μίγμα διαλυμάτων που χρησιμοποιείται σαν 

κινητή φάση εισέρχεται στο σύστημα. Ακολούθως, γίνεται εισαγωγή του δείγματος το οποίο 

οδηγείται στην επιλεγμένη στήλη χρωματογραφίας η οποία έχει το κατάλληλο πληρωτικό 

υλικό. Οι αλληλεπιδράσεις του δείγματος με το πληρωτικό υλικό της στήλης σε συνδυασμό 

με το είδος του μίγματος της κινητής φάσης οδηγούν σε διαχωρισμό των συστατικών του 

δείγματος μέσω του διαφορετικού χρόνου συγκράτησης κάθε συστατικού και κατά συνέπεια 

διαφορετικού χρόνου έκλουσης. Όταν οι παράμετροι που καθορίζουν τα χαρακτηριστικά της 

κινητής φάσης , όπως είναι η σύσταση, το pH , η ροή και η θερμοκρασία, παραμένουν 

σταθερά τότε η έκλουση λέγεται ισοκρατική ενώ όταν μεταβάλλονται λέγεται βαθμωτή. Στη 

συνέχεια τα συστατικά του δείγματος οδηγούνται στον ανιχνευτή μέσω του οποίου μπορεί να 

γίνει ταυτοποίηση ανάλογα με το είδος του. Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής έχουν 

χρησιμοποιηθεί δύο είδη ανιχνευτών, ο πρώτος είναι ανιχνευτής ορατού – υπεριώδους, ο 

οποίος μπορεί να εντοπίσει την παρουσία κάποιας ουσίας που εμφανίζει απορρόφηση σε 
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κάποιο συγκεκριμένο μήκος κύματος ενώ ο δεύτερος είναι ανιχνευτής παράταξης 

φωτοδιόδων (Photodiode Array Detector, PDA) ο οποίος μπορεί να ανιχνεύσει την 

απορρόφηση του δείγματος σε ένα μεγάλων εύρος μηκών κύματος στην περιοχή του ορατού 

και του υπεριώδους προσφέροντας ουσιαστικά το φάσμα απορρόφησης κάθε συστατικού του 

δείγματος. Μετά από τον ανιχνευτή υπάρχει η επιλογή απόρριψης ή συλλογής του δείγματος 

ανάλογα με τις δυνατότητες του συστήματος. 

Υπάρχουν αρκετές παραλλαγές λειτουργίας της υγρής χρωματογραφίας, θα γίνει αναφορά σε 

δύο βασικές που χρησιμοποιήθηκαν στα πλαίσια της διατριβής. Η χρωματογραφία 

αντίστροφης φάσης χρησιμοποιεί την πολικότητα των δειγμάτων ως μέσο διαχωρισμού. Το 

πληρωτικό υλικό είναι μη πολικό σε αυτή τη μέθοδο ενώ χρησιμοποιούνται πολικοί διαλύτες 

στην κινητή φάση με πιο συνηθισμένους τη μεθανόλη και το ακετονιτρίλιο. Μια δεύτερη 

κατηγορία υγρής χρωματογραφίας είναι αυτή της ιοανταλλαγής η οποία χρησιμοποιεί ως 

μέσο διαχωρισμού ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις του δείγματος με το πληρωτικό υλικό. 

Αυτή η μέθοδος χρησιμοποιείται ιδιαίτερα για το διαχωρισμό πρωτεϊνών(13).  

Σχετικά με την ανάλυση φωτοσυνθετικών χρωστικών έχουν αναπτυχθεί δεκάδες 

διαφορετικές μεθοδολογίες οι οποίες οδηγούν στο διαχωρισμό των ουσιών και επιτρέπουν 

την ποσοτικοποίηση τους εντός των οργανισμών αλλά και τη μελέτη των ιδιοτήτων τους 

εκτός του βιολογικού συστήματος από το οποίο προέρχονται(14,15).  
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3 Φασματοσκοπική μελέτη του διατόμου Phaeodactylum Tricornutum  

3.1 Εισαγωγή  

Σε αυτό το κεφάλαιο θα παρουσιαστούν τα αποτελέσματα της φασματοσκοπικής μελέτης του 

διατόμου Phaeodactylum Tricornutum (P.Tricornutum) και της απόκρισης του σε 

διαφορετικές συνθήκες ανάπτυξης. Μεγαλύτερη έμφαση θα δοθεί στις χρωστικές ουσίες που 

παράγει ο οργανισμός και τις ιδιότητες τους στις διάφορες συνθήκες.  Η επιλογή του 

συγκεκριμένου οργανισμού έγινε επειδή αποτελεί ένα από τα πιο διαδεδομένα είδη στον 

πλανήτη, θεωρείτε πρότυπο είδος για τη μελέτη των πτεροειδών διατόμων (1,2,3) και 

πρόσφατα έχει δημοσιευθεί η κρυσταλλική δομή των συμπλόκων συλλογής φωτός (Light 

Harvesting Complexes, LHCs) που διαθέτει (4) . Για τα διάτομα τα σύμπλοκα αυτά έχουν 

την ονομασία FCPs (Fucoxanthin-Chlorophyll Proteins) μιας και οι κύριες χρωστικές που τα 

απαρτίζουν είναι οι χλωροφύλλες α και c (Chlorophyll, Chl-a/c) και τα καροτενοειδή 

φουκοξανθίνη (Fucoxanthin, Fx) και διαδινοξανθίνη (Diadinoxanthin, Dd) (2,5).  

 

Εικόνα 26 : Χημική δομή των καροτενοειδών Φουκοξανθίνη, Διαδινοξανθίνη και Διατοξανθίνη 

και των χλωροφύλλων α και c. 
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Ανάλογα με τις πρωτείνες και τη σύσταση των χρωστικών ουσιών σε κάθε σύμπλοκο 

επιτελείται διαφορετικός ρόλος ο οποίος συνδυαστικά ρυθμίζει τη λειτουργία του 

οργανισμού (6,7). 

Αρχικά θα παρουσιαστούν τα αποτελέσματα που αφορούν την ανάπτυξη του διατόμου κάτω 

από φως διαφορετικής έντασης με σκοπό να μελετηθεί ο φωτο-προστατευτικός μηχανισμός 

που διαθέτει .Σε συνθήκες έκθεσης σε υψηλής έντασης φωτισμό είναι γνωστό πως 

παρατηρείται αυξημένη συγκέντρωση ROS (Reactive Oxygen Species) στα φωτοσυστήματα 

Ι και ΙΙ των κυττάρων των διατόμων, τα οποία είναι ισχυρά οξειδωτικά και αν δεν 

αντιμετωπιστούν θα οδηγήσουν στο θάνατο των κυττάρων (6). Έτσι, όλοι οι φωτοσυνθετικοί 

οργανισμοί διαθέτουν μηχανισμούς αντιμετώπισης της υψηλής έντασης φωτός, είτε με την 

προληπτική δράση που οδηγεί στην αποφυγή δημιουργίας ROS , είτε με μηχανισμούς που 

απαλείφουν το αποτέλεσμα των ROS αφού δημιουργηθούν και ακολούθως επιδιορθώνουν 

τις βιολογικές επιδράσεις που έχουν προκληθεί από την παρουσία τους. Η πρόληψη της 

δημιουργίας ROS επιτυγχάνεται με τη μη-φωτοχημική απαλοιφή (Non-photochemical 

quenching , NPQ) μέσω της οποίας γίνεται διάχυση σε μορφή θερμότητας της ενέργειας που 

έχει δεσμευθεί μέσω της απορρόφησης φωτονίων από το περιβάλλον και δεν είναι δυνατόν 

να μετατραπεί σε χημική ενέργεια μέσω της χημικής απόσβεσης που πραγματοποιείται κατά 

τη διάρκεια της φωτοσύνθεσης (6,7). Σημαντικό ρόλο στον φωτοπροστατευτικό μηχανισμό 

των διατόμων έχουν τα καροτενοειδή διαδινοξανθίνη (Diadinoxanthin, Dd) και διατοξανθίνη 

(Diatoxanthin, Dt) των οποίων η ποσότητα στα κύτταρα αυξάνεται σημαντικά σε συνθήκες 

παρατεταμένη έκθεση των διατόμων σε συνθήκες υψηλής έντασης φωτισμού (6,7,8). 

 

Σχετικά με τις επιπτώσεις και τις μεταβολές που προκαλεί η έντασης της προσπίπτουσας 

ακτινοβολίας στα κύτταρα των διατόμων υπάρχουν αρκετές δημοσιευμένες μελέτες τα 

τελευταία χρόνια (9,10,11), παρόλα αυτά μέχρι στιγμής δεν έχει μελετηθεί σε σημαντικό 

βαθμό η απόκριση των διατόμων που έχουν αναπτυχθεί με φως εντάσεως μεγαλύτερης των 

300 μmol photons m-2 s-1 με χρήση φασματοσκοπικών τεχνικών και κυρίως της 

φασματοσκοπίας Raman. Η χρήση της φασματοσκοπίας Raman σε δείγματα που περιέχουν 

χρωμοφόρα μόρια όπως τα καροτενοειδή και οι χλωροφύλλες, είναι από τις σημαντικότερες 

τεχνικές χαρακτηρισμού που μπορούν να χρησιμοποιηθούν και προσφέρει πληροφορίες 

σχετικά με τη δομή και τη διαμόρφωση των ουσιών αυτών εντός των συμπλόκων στα οποία 

συμμετέχουν(12,13).  
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Ακολούθως, γίνεται παρουσίαση των αποτελεσμάτων που αφορούν την ανάπτυξη του 

οργανισμού κάτω από κόκκινο φως. Σε αυτές τις συνθήκες έχει αναφερθεί πως εμφανίζονται 

μόρια χλωροφύλλης α τα οποία έχουν διαφορετικές ιδιότητες σε σχέση με τις κανονικές 

συνθήκες και συγκεκριμένα εμφανίζουν απορρόφηση μετατοπισμένη προς το ερυθρό καθώς 

και μια χαρακτηριστική εκπομπή φθορισμού στα 710 nm (14). Η προέλευση των μεταβολών 

αυτών στις ιδιότητες της χλωροφύλλης έχουν αποδοθεί στην παρουσία της πρωτεΐνης Lhcf15 

σε συγκεκριμένα σύμπλοκα συλλογής φωτός του διατόμου ως ένας μηχανισμός 

προσαρμογής του οργανισμού σε περιβάλλοντα όπου δεν είναι διαθέσιμα μικρότερα μήκη 

κύματος ακτινοβολίας για να αξιοποιηθούν στη φωτοσύνθεση(15,16,17). Στα αποτελέσματα 

αυτής της εργασίας εκτός από το χαρακτηρισμό κυττάρων του διατόμου ως προς τις 

ιδιότητες που εμφανίζουν τα συγκεκριμένα μόρια χλωροφύλλης, γίνεται προσπάθεια με 

χρήση της φασματοσκοπίας Raman να προσδιοριστεί η αιτία στην οποία οφείλονται οι 

μεταβολές μιας και δεν υπάρχει αντίστοιχη μελέτη στη βιβλιογραφία μέχρι σήμερα.   

Στη συνέχεια, θα παρουσιαστεί ο χαρακτηρισμός των απομονωμένων συμπλόκων συλλογής 

φωτός αυτού του διατόμου. Με τη μεθοδολογία που ακολουθήθηκε έγινε η απομόνωση επτά 

διαφορετικών συμπλόκων συλλογής φωτός τα οποία διαθέτουν ξεχωριστές ιδιότητες και ως 

σύνολο παρέχουν πληροφορίες για τη δομή και λειτουργία του οργανισμού(18).  

Τέλος, θα γίνει αναφορά στα αποτελέσματα που προέκυψαν από τη μελέτη με τη χρήση 

φασματοσκοπίας Raman κυττάρων του διατόμου τα οποία αναπτύχθηκαν με αντικατάσταση 

του 14Ν με το ισότοπο 15Ν στο βιομέσο του. Σκοπός είναι να παρατηρηθούν μετατοπίσεις 

στις δονήσεις των επηρεαζόμενων δεσμών των μορίων της χλωροφύλλης λόγω της 

παρουσίας του ισοτόπου έτσι ώστε να μπορεί να αποδοθεί η προέλευση τους με μεγαλύτερη 

ακρίβεια. Κάτι τέτοιο δεν έχει πραγματοποιηθεί ποτέ στο παρελθόν σε κύτταρα διατόμων. 

Με τη χρήση διαφορετικών ισοτόπων μπορεί να γίνει εφικτή η ανάθεση και μελέτη 

δονήσεων σε αυτού του είδους τα δείγματα, οι οποίες λόγω των πολλαπλών συνεισφορών 

από άλλες δονήσεις στη θέση εμφάνισης τους δεν μπορούν να διακριθούν με βεβαιότητα.  

Οι τεχνικές φασματοσκοπίας που έχουν χρησιμοποιηθεί σε όλα τα μέρη της εργασίας είναι η 

φασματοσκοπία απορρόφησης ορατού – υπεριώδους , η φασματοσκοπία φθορισμού και η 

φασματοσκοπία Raman. Επιπρόσθετα έχει χρησιμοποιηθεί η τεχνική της υγρής 

χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (High Performance Liquid Chromatography, HPLC). 
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3.2 Μεθοδολογία  

Ανάπτυξη κυττάρων του διατόμου P.Tricornutum 

Οι καλλιέργειες του διατόμου P.Tricornutum (CCAP 1052/1A) έχουν παραληφθεί από το 

κέντρο CCAP (Culture Collection of Algae and Protozoa) και διατηρήθηκαν με συνεχής 

ανακαλλιέργειες σε βιομέσο F/2-Si το οποίο περιγράφεται αναλυτικά στο προηγούμενο 

κεφάλαιο. Για τα πειράματα όπου χρησιμοποιήθηκε ισότοπο αζώτου έγινε αντικατάσταση 

του Na14NO3 με NH4
15NO3 . Η ανάπτυξη των οργανισμών γίνεται αυτότροφα σε κύκλους 12 

ωρών φωτισμού και 12 ωρών σκοταδιού χρησιμοποιώντας ως πηγή φωτός λάμπες LED 

(Floodlight, Sunlight) εντάσεως (μετρούμενη στην καλλιέργεια με χρήση του LightMeter 

LX-1118) 15,150 ή 350 μmol photons m-2 s-1. Για τα πειράματα επίδρασης της διαφορετικής 

έντασης φωτός χρησιμοποιήθηκε λευκό ψυχρό φως (6000Κ) ενώ για τα πειράματα μελέτης 

του οργανισμού σε ανάπτυξη κάτω από κόκκινο φως το μέγιστο της ακτινοβολίας ήταν στα 

624nm. Τα φάσματα εκπομπής των δύο πηγών φωτισμού που χρησιμοποιήθηκαν 

παρουσιάζονται στο προηγούμενο κεφάλαιο. Η θερμοκρασία ανάπτυξης των οργανισμών 

ήταν σε όλες τις περιπτώσεις 200C. 

Προετοιμασία δειγμάτων : Για τις μετρήσεις με χρήση της φασματοσκοπίας ορατού – 

υπεριώδους, φθορισμού και Raman έγινε λήψη των κυττάρων από καλλιέργειες που 

βρίσκονταν στην εκθετική φάση ανάπτυξης τους κατά τη διάρκεια του ημερήσιου κύκλου 

σκοταδιού. Μετά από φυγοκέντριση 1,5ml όγκου καλλιέργειας στις 4000 rpm για 3 λεπτά, 

έγινε αφαίρεση του υπερκείμενου βιομέσου και ακολούθως έγινε διασπορά των κυττάρων σε 

απιονισμένο νερό έτσι ώστε η απορρόφηση της Chl-a στα 675nm να είναι ίδια για όλα τα 

δείγματα. Για κάθε δείγμα ο τελικός όγκος ήταν 50μl.  

Απομόνωση FCPs 

Η συλλογή των κυττάρων του διατόμου P.Tricornutum έγινε από καλλιέργεια που βρισκόταν 

στο τέλος της εκθετικής φάσης ανάπτυξης με χρήση φυγοκέντρησης στις 8000 rpm για 30 

λεπτά στους 40C και ακολούθως τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris 

συγκέντρωσης 20mM αφού πρώτα αφαιρέθηκε το υπερκείμενο βιομέσο. Η διαδικασία που 

περιγράφεται στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε με χαμηλό φωτισμό για την αποφυγή 

αλλοίωσης των δειγμάτων. Μετά από ανάδευση το δείγμα τοποθετήθηκε για 20 λεπτά σε 

λουτρό υπερήχων , το οποίο διατηρήθηκε με χρήση πάγου σε χαμηλή θερμοκρασία και στη 

συνέχεια έγινε προσθήκη β -1,4-dodecyl maltoside (β-DDM) σε συγκέντρωση 4mM. Το 



77 

 

δείγμα αφέθηκε στο σκοτάδι υπό ανάδευση για 30 λεπτά και ακολούθως πραγματοποιήθηκε 

φυγοκέντρηση 4000rpm για 10 λεπτά στους 40C. Το υπερκείμενο τοποθετήθηκε σε κολώνα 

ιοντοανταλλαγής HiPrep Q HP 16/10 (20 mL) η οποία είχε εξισορροπηθεί με 25 mM Tris, 2 

mM KCl και 0.4mM β-DDM σε pΗ 7,4 (διάλυμα A) και τοποθετήθηκε σε σύστημα υγρής 

χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (Shimadzu LC 20AD, SPD-20A (detector)). Στη 

συνέχεια πραγματοποιήθηκε βαθμιδωτή έκλουση 0-750mM KCl μεταξύ του διαλύματος Α 

και του διαλύματος Β (25 mM Tris, 750 mM KCl και 0.4mM β-DDM σε pΗ 7,4) με ροή 

3ml/min όπως περιγράφεται αναλυτικά στον πίνακα 1. Ο διαχωρισμός των επιμέρους ζωνών 

έγινε με παρακολούθηση στα 440nm, τα δείγματα συλλέγηκαν και συγκεντρώθηκαν με 

χρήση φίλτρων Amicon (cutoff 10 kDa). Τα δείγματα στη συνέχεια αποθηκεύτηκαν σε 

θερμοκρασία -800C μέχρι τον φασματοσκοπικό χαρακτηρισμό τους.  

 

 ------- Solvents -------  

Time (min) A B Flow rate 

(ml/min) 

0 100 0 3 

2 85 15 3 

5.9 70 30 3 

12.7 60 40 3 

19.6 55 45 3 

26.5 45 55 3 

31.4 35 65 3 

37.2 100 0 3 

50 100 0 3 

 

Πίνακας 1 : Αναλυτική περιγραφή πρωτοκόλλου απομόνωσης FCPs. 
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Φασματοσκοπία ορατού – υπεριώδους 

Για τη λήψη των φασμάτων ορατού υπεριώδους χρησιμοποιήθηκε το όργανο Cary 60 Uv-vis 

(Agilent Technologies, USA) και οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν σε κυψελίδα χαλαζία. 

(Hellma fluorescence cuvettes, quartz, spectral range 200-2500 nm, pathlength 3x3 mm, 

chamber volume 45 μL) 

Φασματοσκοπία φθορισμού 

Για τη λήψη των φασμάτων φθορισμού χρησιμοποιήθηκε το όργανο Cary Eclipse 

Fluorescence Spectrophotometer (Agilent Technologies, USA) και οι σχισμές του 

μοναχρωμάτορα (slits) ήταν 5nm. Oι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν σε κυψελίδα χαλαζία. 

(Hellma fluorescence cuvettes, quartz, spectral range 200-2500 nm, pathlength 3x3 mm, 

chamber volume 45 μL). 

Φασματοσκοπία Raman 

Η λήψη των φασμάτων Raman έγινε με χρήση του συστήματος LabRam (Horiba, Jobin 

Yvon, Japan) το οποίο είναι εξοπλισμένο με ανιχνευτή CCD (1800grooves/mm grating). Η 

φασματική ανάλυση ήταν 5cm-1. Η ακτινοβολία για όλες τις μετρήσεις προήλθε από Laser 

KIMMON He-Cd με μήκος κύματος 442nm και η ισχύς της στο δείγμα ήταν 10mW. Για τα 

δείγματα τα οποία ήταν απαραίτητες οι μετρήσεις σε χαμηλή θερμοκρασία χρησιμοποιήθηκε 

κυψελίδα ρυθμιζόμενης θερμοκρασίας (Linkam) και έγινε ψύξη του δείγματος με χρήση 

υγρού αζώτου. Η διάρκεια των μετρήσεων αναφέρεται ξεχωριστά σε κάθε φάσμα που 

παρουσιάζεται στη συνέχεια.  

Ανάλυση χρωστικών ουσιών με χρήση HPLC 

Η συλλογή των κυττάρων έγινε σε όλες τις περιπτώσεις κατά την εκθετική φάση ανάπτυξης 

των οργανισμών. Η αρχική ποσότητα των κυττάρων που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 3ml τα 

οποία μετά από φυγοκέντρηση στις 5000rpm για 3 λεπτά συγκεντρώθηκαν και έγινε 

αφαίρεση του υπερκείμενου βιομέσου το οποίο αντικαταστάθηκε με 100 μL μεθανόλης. Τα 

επόμενα βήματα έχουν πραγματοποιηθεί σε χώρο με πολύ χαμηλό φωτισμό και ενδιάμεση 

τοποθέτηση του δείγματος σε πάγο έτσι ώστε να αποφευχθεί η πρόκληση μεταβολών στο 

δείγμα λόγω υψηλής θερμοκρασίας ή φωτισμού. Το δείγμα υποβλήθηκε σε ανάδευση για 30 

δευτερόλεπτα και ακολούθως τοποθετήθηκε σε λουτρό υπερήχων για το ίδιο χρονικό 

διάστημα. Αυτά τα βήματα επαναλήφθηκαν 5 φορές και ακολούθως πραγματοποιήθηκε 
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φυγοκέντρηση του δείγματος για 1 λεπτό στις 8000 rpm. Το υπερκείμενο το οποίο περιείχε 

τις χρωστικές ουσίες των κυττάρων του διατόμου συλλέγηκε και αποθηκεύτηκε σε 

θερμοκρασία -200C μέχρι την ανάλυση του. Η ανάλυση των χρωστικών πραγματοποιήθηκε 

με χρήση υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης με το σύστημα Shimadzu-Nexera 40 

εξοπλισμένο με ανιχνευτή SPD-M40 (Photodiode Array Detector). Η κολώνα που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν Zorbax SB-C18 reverse phase (Agilent). Τα διαλύματα που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής : Α) 0.5M Ammomium Acetate σε μεθανόλη/νερό (85:15 

ν/ν), (Β) Acetonitrile και νερό (90:10,ν/ν) και (C) 100% Ethyl Acetate. Ο διαχωρισμός έγινε 

με βαθμιδωτή έκλουση όπως φαίνεται στον πίνακα 2. 

 

 ----------- Solvents -------------  

Time 

(min) 
A B C Flow rate 

(ml/min) 

0 60 40 0 0.8 

2 0 100 0 0.8 

7 0 80 20 0.8 

17 0 50 50 0.8 

21 0 30 70 0.8 

28.5 0 30 70 0.8 

29.5 0 100 0 0.8 

30.5 60 40 0 0.8 

 

Πίνακας 2 : Αναλυτική περιγραφή πρωτοκόλλου διαχωρισμού χρωστικών. 

 

Η ταυτοποίηση των διαφόρων χρωστικών ουσιών έγινε με χρήση της βιβλιογραφίας (19) και 

του φάσματος απορρόφησης κάθε ουσίας. H εκτίμηση της στοιχειομετρίας κάθε δείγματος 

συγκριτικά με τη συγκέντρωση χλωροφύλλης α έγινε από το εμβαδόν κάθε κορυφής με 

χρήση των αντίστοιχων συντελεστών απορρόφησης (20).  
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3.3 Πειραματικά αποτελέσματα και συζήτηση  

 

3.3.1 Μελέτη της επίδρασης υψηλής έντασης λευκού φωτός 

Αρχικά θα παρουσιαστούν τα αποτελέσματα που αφορούν την ανάπτυξη του διατόμου κάτω 

από λευκό φως διαφορετικής έντασης. Οι εντάσεις φωτός που έχουν επιλεγεί είναι 150 μmol 

photons m-2 s-1  (intermediate light, IL) που αντιστοιχεί σε σχετικά ήπιες συνθήκες για τον 

οργανισμό και 350 μmol photons m-2 s-1 (high light, HL) που αντιστοιχεί σε σημαντικά 

υψηλότερη ένταση φωτός η επίδραση της οποίας σε αυτούς τους οργανισμούς δεν έχει 

μελετηθεί επαρκώς φασματοσκοπικά μέχρι σήμερα. Σκοπός των πειραμάτων αυτών ήταν η 

μελέτη της απόκρισης του διατόμου κάτω από συνθήκες όπου είναι απαραίτητη η παρουσία 

ενός φωτο-προστατευτικού μηχανισμού για τη λειτουργία του οργανισμού. Με αυτό τον 

τρόπο μπορούν να μελετηθούν οι διαφορετικοί μηχανισμοί που επιστρατεύει το 

συγκεκριμένο είδος έτσι ώστε να ανταπεξέλθει σε αυτές τις συνθήκες διατηρώντας την 

ικανότητα να διοχετεύει τη διαθέσιμη ενέργεια που λαμβάνει από το φως για την 

πραγματοποίηση φωτοσύνθεσης και κατ’ επέκταση την παραγωγή ενέργειας και επιβίωση 

του οργανισμού.  

Στην εικόνα 27 παρουσιάζονται τα φάσματα απορρόφησης ορατού υπεριώδους που αφορούν 

τα κύτταρα του διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από διαφορετικής 

έντασης λευκό φως. Όλα τα δείγματα κατά τη λήψη των φασμάτων είχαν ίδια απορρόφηση 

στα 675nm. Το φάσμα a, αφορά κύτταρα τα οποία αναπτύχθηκαν κάτω από 150 μmol 

photons m-2 s-1 . Οι κορυφές απορρόφησης μεταξύ 385 - 460nm προέρχονται από τις 

χλωροφύλλες α και c καθώς και από τη συνεισφορά των καροτενοειδών. Πιο αναλυτικά,  οι 

κορυφές 440 (Soret), 621 (Qx) και 675 (Qy) nm αποδίδονται στην χλωροφύλλη α (Chl-a) ενώ 

οι κορυφές 460 (Soret), 589 (Qx) και 636 (Qy) nm στην χλωροφύλλη c (Chl-c)(10,17,21). Η 

κορυφή στα 491 nm έχει σημαντικότερη συνεισφορά από τη διαδινοξανθίνη 

(Diadinoxanthin, Dd) και την «μπλε» φουκοξανθίνη (blue-Fx), ενώ η ευρεία περιοχή 

απορρόφησης μεταξύ 500-560 αποδίδεται στην «κόκκινη» φουκοξανθίνη(red-Fx). Η 

ορολογία «μπλε» και «κόκκινη» φουκοξανθίνη έχει επικρατήσει στη βιβλιογραφία για 

αναφορά του συγκεκριμένου καροτενοειδούς όταν η απορρόφηση του εμφανίζει μετατόπιση 

προς το ιώδες και το ερυθρό αντίστοιχα. Όπως αναφέρθηκε και σε προηγούμενη ενότητα, οι 
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μετατοπίσεις που παρατηρούνται στην απορρόφηση των καροτενοειδών έχουν εξάρτηση από 

το πρωτεϊνικό περιβάλλον που βρίσκονται τα σύμπλοκα στα οποία συμμετέχουν. Ειδικά για 

το καροτενοειδές Fx είναι γνωστό πως εμφανίζει ένα πολύ μεγάλο εύρος απορρόφησης 

μεταξύ 390 – 580 nm(21). 

 

Εικόνα 27 : Φάσματα απορρόφησης ορατού-υπεριώδους των κυττάρων του διατόμου 

P.Tricornutum τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από (a) 150 μmol photons m-2 s-1  (b) 350 μmol 

photons m-2 s-1  λευκού φωτός. 

 

Η κορυφή στα 491nm εμφανίζει μια σημαντική αύξηση και ταυτόχρονα παρατηρείται 

μείωση στην ευρεία απορρόφηση μεταξύ 500-560nm στα φάσμα b το οποίο αφορά κύτταρα 

που έχουν αναπτυχθεί με φως έντασης 350 μmol photons m-2 s-1. Η αύξηση στη 

συγκέντρωση του καροτενοειδούς Dd και η μείωση της συγκέντρωσης της μετατοπισμένης 
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προς το ερυθρό φουκοξανθίνης στα κύτταρα του διατόμου που παρατηρείται με την αύξηση 

της έντασης του φωτός ανάπτυξης αποτελεί ένδειξη της ενεργοποίησης του φωτο-

προστατευτικού μηχανισμού του οργανισμού κάτω από αυτές τις συνθήκες(6,7,21). Επίσης 

στο φάσμα b υπάρχει μια μικρή αύξηση στο πλάτος της κορυφής στα 675nm η οποία 

υποδηλώνει αλλαγές στα μόρια Chl-a οι οποίες οφείλονται στο διαφορετικό τρόπο 

ανάπτυξης σε σχέση με το δείγμα a. Μια άλλη διαφορά μεταξύ των δύο φασμάτων είναι η 

αναλογία των κορυφών στα 418 και 440nm η οποία μπορεί να οφείλεται σε αλλαγές στη 

συγκέντρωση των καροτενοειδών που εμφανίζουν απορρόφηση σε εκείνη την περιοχή, όπως 

είναι η μετατοπισμένη προς το ιώδες απορρόφηση της Fx.  

 

Εικόνα 28 : Χρωματογράφημα διαχωρισμού των χρωστικών ουσιών από τα κύτταρα του 

διατόμου P.Tricornutum σε μεθανόλη. Τα κύτταρα έχουν αναπτυχθεί κάτω από (Α)150 μmol 

photons m-2 s-1  (Β) 350 μmol photons m-2 s-1  λευκού φωτός. 
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Στην εικόνα 28 παρουσιάζεται το χρωματογράφημα το οποίο προέκυψε από την ανάλυση 

των χρωστικών ουσιών από τα κύτταρα του διατόμου P.Tricornutum με χρήση υγρής 

χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης για ανάπτυξη κάτω από (Α)150 μmol photons m-2 s-1  και 

(Β) 350 μmol photons m-2 s-1  λευκού φωτός. Η ταυτοποίηση των κορυφών έγινε με χρήση 

της υπάρχουσας βιβλιογραφίας και των φασμάτων απορρόφησης ορατού – υπεριώδους κάθε 

κορυφής που εμφανίζεται στο χρωματογράφημα (19). Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν 

είχαν ρυθμιστεί έτσι ώστε να έχουν παρόμοια απορρόφηση στα 675nm και κατ’ επέκταση 

συγκέντρωση Chl-a έτσι ώστε να είναι εφικτή η σύγκριση των υπόλοιπων ουσιών ως προς 

αυτή. Από το χρωματογράφημα φαίνεται μια ξεκάθαρη μείωση του καροτενοειδούς Fx και 

της Chl-c με την αύξηση της έντασης του φωτός ανάπτυξης και ταυτόχρονα η σημαντική 

αύξηση της παρουσίας Dd , διατοξανθίνης (Dt) και β-καροτενίου (βcar) στο δείγμα. Αξίζει 

να σημειωθεί πως παρά τη μείωση που εμφανίζεται στη συγκέντρωση της Fx σε σχέση με τη 

Chl-a, το καροτενοειδές παραμένει σε υψηλή συγκέντρωση στο δείγμα και κατά συνέπεια 

ενισχύει την ερμηνεία του φάσματος απορρόφησης της εικόνας 27 πως με την αύξηση της 

έντασης του φωτός ανάπτυξης επηρεάζεται μόνο ο πληθυσμός του καροτενοειδούς Fx που 

εμφανίζει απορρόφηση μετατοπισμένη προς το ερυθρό (red-Fx) και όχι τα υπόλοιπα μόρια 

που εμφανίζουν απορρόφηση σε μικρότερα μήκη κύματος (blue-Fx) . Με τη μέθοδο της 

υγρής χρωματογραφίας δεν είναι δυνατός ο διαχωρισμός των δύο κατηγοριών της Fx γιατί 

όπως έχει αναφερθεί και προηγουμένως, η περιοχή απορρόφησης της εξαρτάται από το 

πρωτεϊνικό περιβάλλον στο οποίο βρίσκεται το οποίο δεν υφίσταται με τη χρήση της 

μεθανόλης ως διαλύτη σε αυτή τη μέθοδο. Οι υπόλοιπες κορυφές που εμφανίζονται στην 

εικόνα 28 αφορούν συμπληρωματικά καροτενοειδή που παράγει ο οργανισμός σε μικρότερες 

συγκεντρώσεις (Violaxanthin, Zeaxanthin, Anteraxanthin) τα οποία δεν εμφανίζουν 

σημαντικές μεταβολές στις συνθήκες των συγκεκριμένων πειραμάτων. Η χαμηλή τους 

συγκέντρωση δεν επιτρέπει την περαιτέρω μελέτη τους με τις τεχνικές που παρουσιάζονται 

σε αυτό το κεφάλαιο και η παρουσία τους δε φαίνεται να επηρεάζει τα πειραματικά 

αποτελέσματα ή τα συμπεράσματα που προκύπτουν από αυτά. Ο πίνακας 3 περιέχει τα 

αποτελέσματα υπολογισμών σχετικά με την περιεκτικότητα των δειγμάτων σε διάφορες 

χρωστικές ουσίες εκφρασμένες σε mole ουσίας ανά mole Chl-a. 
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Culture Chl-c (mol/mol Chl a) Fx(mol/mol Chl a) Dd(mol/mol Chl a) 

IL 0.17 0.59 0.16 

HL 0.12 0.41 0.48 

 

Πίνακας 3 : Περιεκτικότητα δειγμάτων σε χλωροφύλλη c (Chl-c), φουκοξανθίνη (Fx) και 

διαδινοξανθίνη (Dd) ως προς τη χλωροφύλλη α (Chl-a) 

 

Τα φάσματα απορρόφησης  ορατού – υπεριώδους για κάθε κορυφή του χρωματογραφήματος 

παρουσιάζονται στην εικόνα 29. Στην εικόνα έχει προστεθεί και το άθροισμα των 

συνεισφορών κάθε φάσματος για τα δύο δείγματα (Sum). Οι κορυφές που εμφανίζονται είναι 

αισθητά μετατοπισμένες προς μικρότερα μήκη κύματος σε σχέση με εκείνες της εικόνας 27 

λόγω του χημικού περιβάλλοντος στο οποίο βρίσκονται οι χρωστικές. Από τη μορφή των 

φασμάτων που αποτελούν το άθροισμα των επιμέρους συνεισφορών φαίνεται πως προκύπτει  

το χαρακτηριστικό φάσμα απορρόφησης των κυττάρων των διατόμων. Επιπλέον με αυτό το 

τρόπο φαίνεται πως η ενίσχυση της κορυφής στα 491 nm (αντιστοιχεί στην κορυφή που 

εμφανίζεται στα 476 nm στην εικόνα 29) που παρατηρήθηκε στην εικόνα 27 οφείλεται στην 

αύξηση του καροτενοειδούς Dd στο δείγμα το οποίο προέρχεται από κύτταρα που έχουν 

αναπτυχθεί σε συνθήκες HL.  
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Εικόνα 29 : Φάσματα απορρόφησης ορατού – υπεριώδους των χρωστικών που προέκυψαν από 

το διαχωρισμό με τη μέθοδο υγρής χρωματογραφίας για τα κύτταρα του διατόμου 

P.Tricornutum τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από (Α)150 μmol photons m-2 s-1  (Β) 350 μmol 

photons m-2 s-1  λευκού φωτός. 

 

Οι πιο πάνω παρατηρήσεις, τόσο από τα φάσματα απορρόφησης στα κύτταρα του 

οργανισμού, όσο και από την ανάλυση με υγρή χρωματογραφία οδηγούν στο συμπέρασμα 
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πως με την αύξηση της έντασης της ακτινοβολίας κάτω από την οποία αναπτύσσεται ο 

οργανισμός πραγματοποιούνται δύο βασικές μεταβολές ως προς τις χρωστικές ουσίες που 

περιέχει. 

• Αυξάνεται η παραγωγή των Dd, Dt και βcar από τα κύτταρα του διατόμου, όπως 

αποτυπώνεται στα ανάλογα χρωματογραφήματα. 

• Μειώνεται η συγκέντρωση των Fx και Chl-c ως προς τη Chl-a. 

• Πραγματοποιούνται βιοχημικές μεταβολές οι οποίες με τη σειρά τους τροποποιούν τις 

ιδιότητες των χρωστικών ουσιών που παράγονται έτσι ώστε να εξασφαλιστεί η 

επιβίωση του οργανισμού, όπως προκύπτει από την πολύ μεγάλη μείωση στη 

συγκέντρωση red-Fx στο δείγμα που έχει αναπτυχθεί σε συνθήκες HL. 

 

Στην εικόνα 30Α παρουσιάζονται τα φάσματα φθορισμού διέγερσης στα 680 nm των 

κυττάρων του διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από (a) 150 μmol  

photons m-2 s-1 (b) 350 μmol photons m-2 s-1 σε θερμοκρασία δωματίου. Αυτό το μήκος 

κύματος (680 nm) έχει επιλεγεί γιατί αντιστοιχεί στη χαρακτηριστική εκπομπή φθορισμού 

από τα μόρια Chl-a που βρίσκονται στα κύτταρα των διατόμων(10).  Το φάσμα a έχει 

σημαντική ομοιότητα με το αντίστοιχο φάσμα απορρόφησης που παρουσιάζεται στην εικόνα 

27, το οποίο σημαίνει πως υπάρχει αποδοτική μεταφορά ενέργειας από τα καροτενοειδή και 

τη χλωροφύλλη c προς τη χλωροφύλλη a, σε συμφωνία με την υπάρχουσα βιβλιογραφία 

(10,17). Αντίθετα στο φάσμα b παρατηρείται απουσία των κορυφών στα 507,523 και 538nm 

, οι οποίες αποδίδονται σε φουκοξανθίνη που εμφανίζει απορρόφηση μετατοπισμένη προς το 

ερυθρό (red-Fx), καθώς και μείωση περίπου στο μισό της έντασης στα 455nm η οποία 

αποδίδεται στην chl-c(10,17,22). Αυτές οι παρατηρήσεις οδηγούν στο συμπέρασμα πως κάτω 

από συνθήκες ανάπτυξης HL , η μεταφορά ενέργειας προς τη χλωροφύλλη  a δεν 

περιλαμβάνει την «κόκκινη» φουκοξανθίνη και ταυτόχρονα περιορίζει τη συνεισφορά της 

χλωροφύλλης c. Επίσης στο φάσμα b υπάρχει μια μετατόπιση της παρατηρούμενης κορυφής 

από τα 439 nm (φάσμα a ) στα 437 nm καθώς και σημαντική διαφορά στο λόγο των 

εντάσεων των κορυφών 437/417 nm ο οποίος έχει αυξηθεί σε σχέση με το φάσμα b. Τέλος, 

δεν παρατηρείται κάποια κορυφή στην περιοχή απορρόφησης του καροτενοειδούς Dd στο 

φάσμα b που αντιστοιχεί σε κύτταρα με μεγάλη συγκέντρωση της ουσίας οδηγώντας στο 

συμπέρασμα πως ο ρόλος της περιορίζεται στη φωτοπροστασία και όχι, άμεσα τουλάχιστον, 



87 

 

στη συλλογή φωτός και μεταφορά ενέργειας προς τη Chl-a. 

 

 

Εικόνα 30 : Α) Φάσματα φθορισμού διέγερσης στα 680 nm των κυττάρων του διατόμου 

P.Tricornutum  τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από : (a)150 μmol photons m-2 s-1 και (b) 350 

μmol photons m-2 s-1. Β) Κανονικοποιημένα φάσματα φθορισμού εκπομπής με διέγερση στα  418 

nm και (Γ) στα 460 nm . 
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Στις εικόνες 30Β και 30C παρουσιάζονται τα κανονικοποιημένα φάσματα φθορισμού 

εκπομπής με διέγερση στα  418 nm και 460 nm αντίστοιχα. Τα συγκεκριμένα μήκη κύματος 

μπορούν να απορροφηθούν από τις χλωροφύλλες α (418nm) και c(460nm) καθώς και από τα 

καροτενοειδή που υπάρχουν στο δείγμα και εμφανίζουν απορρόφηση στη συγκεκριμένη 

περιοχή. Παρατηρούμε μια κορυφή μεγάλης έντασης στα 680 nm (φάσμα α) και 682nm 

(φάσμα b) η οποία προέρχεται από την Chl-a και μια ευρεία κορυφή στα 730nm η οποία 

οφείλεται σε δονητικά επίπεδα της Chl-a(22). Επίσης παρατηρείται μια μικρή αύξηση του 

πλάτους της κορυφής στα 682nm για το δείγμα b η οποία δείχνει πως υπάρχει κάποια 

διαφοροποίηση στα ενεργειακά επίπεδα της Chl-a που προκύπτει από την αλλαγή στις 

συνθήκες ανάπτυξης του οργανισμού. Η κορυφή στα 640nm η οποία εμφανίζεται στο δείγμα 

b προέρχεται από την Chl-c και μπορεί να ερμηνευτεί ως μείωση της απόδοσης μεταφοράς 

ενέργειας της Chl-c προς τη Chl-a κάτω από αυτές τις συνθήκες ή ως παρουσία Chl-c στο 

δείγμα που δε συμμετέχει ενεργά σε σύμπλοκα συλλογής φωτός και έτσι δεν πραγματοποιεί 

μεταφορά ενέργειας προς τη Chl-a.  Οι πιο πάνω παρατηρήσεις ενισχύουν τα συμπεράσματα 

που προέκυψαν από τα φάσματα ορατού – υπεριώδους και την ανάλυση με υγρή 

χρωματογραφία σχετικά με την ποσότητα και τις ιδιότητες των διαφόρων χρωστικών ουσιών 

που υπάρχουν στα κύτταρα του διατόμου όταν αυτό αναπτύσσεται στις συγκεκριμένες 

συνθήκες φωτισμού.  

 



89 

 

 

Εικόνα 31 : Φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν 

αναπτυχθεί κάτω από λευκό φως εντάσεως : (a)150 μmol photons m-2 s-1  (b) 350 μmol photons 

m-2 s-1  . Κάθε φάσμα προκύπτει από το μέσο όρο 40 λήψεων διάρκειας 1 λεπτού η κάθε μία και 

η ακτινοβολία διέγερσης ήταν 442nm. 

Στην εικόνα 31 παρουσιάζονται τα φάσματα Raman που προέρχονται από τα κύτταρα του 

διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από λευκό φως εντάσεως : (a)150 

μmol photons m-2 s-1  (b) 350 μmol photons m-2 s-1 . Οι διαφορετικές περιοχές Α-Ε έχουν 

χωριστεί με αυτό τον τρόπο για καλύτερη ευκρίνεια των αποτελεσμάτων. Οι μετρήσεις 

πραγματοποιήθηκαν σε θερμοκρασία δωματίου σε ζωντανά κύτταρα του οργανισμού έτσι 

ώστε οι συνθήκες να προσεγγίζουν αυτές της φυσιολογικής του λειτουργίας. Για τη λήψη 

των φασμάτων χρησιμοποιήθηκαν περίπου 15 διαφορετικά δείγματα προερχόμενα από την 

ίδια καλλιέργεια για την αποφυγή της αλλοίωσης των κυττάρων λόγω της ακτινοβολίας 

διέγερσης. Το αποτέλεσμα των μετρήσεων είναι ο μέσος όρος 40-50 λήψεων διάρκειας 1 

λεπτού η κάθε μία. 

Τα φάσματα απαρτίζονται από κορυφές οι οποίες οφείλονται σε δονήσεις προερχόμενες τόσο 

από τα καροτενοειδή που υπάρχουν στο δείγμα, όσο και από τα δύο είδη χλωροφύλλης. Σε 

αρκετές περιπτώσεις υπάρχει αλληλοεπικάλυψη των συνεισφορών από διαφορετικής 

προελεύσεως κορυφές. Παρόλα αυτά η τεχνική αυτή αποτελεί σημαντικό εργαλείο τόσο για 
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το χαρακτηρισμό των δειγμάτων ως προς τη σύσταση τους, όσο και ως προς τις 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των μορίων που τα απαρτίζουν. Όπως έχει αναφερθεί και στο 

κεφάλαιο 2, τα καροτενοειδή εμφανίζουν τέσσερις ομάδες δονήσεων οι οποίες έχουν τη 

μεγαλύτερη ένταση. Η ν1 εμφανίζεται περίπου στους 1520-1530 cm-1 και αποδίδεται σε 

δονήσεις τάσεως των διπλών δεσμών C=C στα καροτενοειδή. Η θέση εμφάνισης τους 

εξαρτάται από το μήκος συζυγίας της αλυσίδας του πολυμερούς.. Το πλάτος στο μέσο του 

ύψους της κορυφής που αντιστοιχεί στη συγκεκριμένη δόνηση μπορεί να δώσει πληροφορίες 

σχετικά με το πλήθος των διαφορετικών καροτενοειδών που βρίσκονται σε ένα κύτταρο 

(23,24). Η ν2 εμφανίζεται περίπου στους 1160 cm-1 και οφείλεται στις δονήσεις τάσεως των 

απλών δεσμών C-C. Γύρω από την κύρια δόνηση εμφανίζονται δορυφορικές δονήσεις οι 

οποίες μπορούν να συσχετιστούν με τη διάταξη των καροτενοιειδών(12,23,24). Η ν3 

οφείλεται στις δονήσεις κάμψης εντός επιπέδου των μεθυλομάδων που βρίσκονται 

προσκολλημένες στην αλυσίδα του πολυμερούς σε συνδυασμό με τις δονήσεις κάμψης εντός 

επιπέδου C-H και εμφανίζεται περίπου στους 1005 cm-1. Η ν4 εμφανίζεται περίπου στους 

960cm-1 και οφείλεται στις εκτός επιπέδου παλλόμενες δονήσεις (wagging) C-H σε 

συνδυασμό με τις δονήσεις στρέψης  C=C (12,23,24). 

Στην εικόνα 31Α παρουσιάζονται οι δονήσεις στην περιοχή 870-1080 cm-1. Οι κορυφές 

στους 953 και 963 cm-1 αποδίδεται στην ν4 των Fx/Dd ενώ στους 986 cm-1 στην ν4 της Dd. Οι 

κορυφές στους 1004/1014 cm-1 οφείλονται στην ν3 της Dd/Dt και Fx. Οι κορυφές στους 

918,953 και 1048 cm-1 προέρχονται από την Chl-a και έχουν παρόμοιες εντάσεις για όλα τα 

φάσματα που παρουσιάζονται(9). Επίσης παρατηρείται μια μικρή διαφοροποίηση στην 

ένταση της δόνησης στους 963 cm-1 όμως οι σημαντικότερες διαφοροποιήσεις εμφανίζονται 

στην περιοχή των δονήσεων στους 1004/1014 cm-1. Στην περίπτωση του δείγματος που έχει 

αναπτυχθεί σε συνθήκες HL εμφανίζεται μια ευρεία δόνηση με κέντρο στους 1011 cm-1 

(φάσμα b) η οποία αποδίδεται στην αύξηση της συγκέντρωσης των καροτενοειδών Dd και Dt 

στο δείγμα. Αυτό είναι αναμενόμενο μιας και πρόκειται για τις χρωστικές ουσίες οι οποίες 

συμμετέχουν στον βασικό φωτο-προστατευτικό μηχανισμό του οργανισμού ο οποίος είναι 

ενεργός στις συνθήκες κάτω από τις οποίες πραγματοποιούνται τα πειράματα.  

 

Στην εικόνα 31Β παρουσιάζεται η περιοχή όπου βρίσκονται οι ομάδες δονήσεων της v2 των 

καροτενοειδών. Οι δονήσεις στους 1159,1183,1211,1230 cm-1 αποδίδονται στην Fx ενώ οι 

δονήσεις στους 1190 και 1211 cm-1 στις Dd/Dt το οποίο μπορεί να εξηγήσει την 
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παρατηρούμενη αύξηση της έντασης τους στο φάσμα b. Τέλος, οι δονήσεις στους 1135 και 

1144 cm-1 οφείλονται στις χλωροφύλλες a και c(9-10,25-26). Μεταξύ 1300-1400 cm-1 

εμφανίζονται οι δονήσεις τάσεως ν(CaN) οι οποίες παρουσιάζονται στην εικόνα 31C. Οι 

δονήσεις στους 1329,1342 και 1377 cm-1 αποδίδονται στην παρουσία Chl-a και είναι 

χαρακτηριστικές τους μορίου αυτού όταν παρουσιάζει αριθμό συναρμογής 5 και 6. Οι 

δονήσεις τάσεως C-N στους 1355 και 1361 cm-1 αποδίδονται αποκλειστικά στην Chl-c και 

απουσιάζουν από τη Chl-a λόγω του κορεσμένου δεσμού στη θέση C17-C18(10,27). Στην 

περίπτωση των δονήσεων που προέρχονται από την Chl-a δεν παρατηρούνται διαφορές 

μεταξύ των δύο δειγμάτων, αντίθετα στις δονήσεις που προέρχονται από την Chl-c 

παρατηρείται αύξηση της δόνησης στους 1355 cm-1 και ταυτόχρονη μείωση της δόνησης 

στους 1361 cm-1 όταν το δείγμα αναπτύσσεται κάτω από HL. Αυτή η παρατήρηση 

αποδίδεται σε μια διαφορετική διαμόρφωση (conformation) της Chl-c το οποίο οδηγεί στις 

παρατηρούμενες αλλαγές(13). Η ύπαρξη της Chl-c σε δύο διαμορφώσεις στα κύτταρα 

κάποιων διατόμων είναι γνωστή, για πρώτη φορά όμως γίνεται σύνδεση τους με την 

απόκριση του οργανισμού ανάλογα με την ένταση του φωτισμού ανάπτυξης. 

 

Στην εικόνα 31D παρατηρείται μια κορυφή στους 1528 cm-1 η οποία αποδίδεται σε δονήσεις 

τάσεως των διπλών δεσμών C=C στα καροτενοειδή. Σε όλες τις περιπτώσεις η κορυφή αυτή 

έχει F.W.H.M. περίπου 20 cm-1 κάτι το οποίο υποδεικνύει πως αποτελεί την υπέρθεση 

περισσότερων από μια κορυφών και έτσι επιβεβαιώνεται η παρουσία περισσότερων του ενός 

καροτενοειδών στο δείγμα(12). Στην περίπτωση του φάσματος b υπάρχει μια ενίσχυση του 

σήματος καθώς και μια πολύ μικρή μετατόπιση προς υψηλότερες συχνότητες η οποία 

αποδίδεται στην παρουσία των καροτενοειδών Dd/Dt. Η κορυφή στους 1555 cm-1 και ο ώμος 

που εμφανίζεται στους 1550 cm-1  προέρχονται από τις δονήσεις ν(CaCb) των χλωροφύλλων 

α και c(9,10,25). 

 

Στην εικόνα 31Ε, η κορυφή στους 1607 cm-1 προέρχεται από τις δονήσεις τάσεως ν(CaCm) 

(methine bridge) των χλωροφύλλων a και c και η συχνότητα στην οποία εμφανίζεται 

εξαρτάται από τη συναρμογή του κεντρικού ιόντος μαγνησίου της χλωροφύλλης(10,25). Η 

δόνηση στους 1629 cm-1 οφείλεται στις δονήσεις τάσεως της συζευγμένης ομάδας βινυλίου 

(R−CH=CH2) στη θέση C2. Γενικά, οι δονήσεις ν(CaCm) εμφανίζονται περίπου στους 1600 

cm-1 όταν το ιόν Mg2+ έχει αριθμό συναρμογής 6 και εμφανίζει μικρή παραμόρφωση λόγω 

του πρωτεϊνικού του περιβάλλοντος ενώ μετατοπίζεται προς τους 1612-1615 cm-1 όταν ο 
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αριθμός συναρμογής γίνει 5(26). Έτσι, η δόνηση στους 1607 cm-1 μπορεί να προέρχεται είτε 

από Mg2+ με αριθμό συναρμογής 5 το οποίο βρίσκεται σε ασυνήθιστα επίπεδο συζευγμένο 

σύστημα , είτε από Mg2+ με αριθμό συναρμογής 6 που παρουσιάζει παραμόρφωση λόγω του 

πρωτεϊνικού περιβάλλοντος. Όταν το Mg2+ αλληλοεπιδρά με κατάλοιπο ιστιδίνης οι δονήσεις 

αυτές μετατοπίζονται προς τους 1612-1615 cm-1 (10,26), επομένως η εμφάνιση της εν λόγω 

δόνησης στους 1607 cm-1 οδηγεί στο συμπέρασμα πως τα μόρια Chl-a/c δεν είναι ιδιαίτερα 

πιθανό να αλληλεπιδρούν με ένα τόσο ισχυρό υποκαταστάτη. Από όλες τις πληροφορίες που 

προσφέρουν τα φάσματα Raman προκύπτει πως το Mg2+ στα περισσότερα ή σε όλα τα μόρια 

Chl-a/c έχουν αριθμό συναρμογής 5 ή υπάρχουν και μερικά μόρια με αριθμό συναρμογής 6 

τα οποία όμως έχουν ασθενείς αξονικούς υποκαταστάτες. 

Οι δονήσεις τάσεως των καρβονυλίων (C=O) που εμφανίζονται στους 1659 cm-1 οφείλονται 

στην Fx, ενώ στην περιοχή 1670-1700 cm-1 στις δονήσεις ν(C13=O) των Chl-a/c(10). Γενικά, 

οι συγκεκριμένες δονήσεις σε μη-πολικό περιβάλλον εμφανίζονται στους 1700 cm-1 χωρίς 

την παρουσία δεσμών υδρογόνου και μετατοπίζονται μέχρι και 45 cm-1 προς τα κάτω όσο 

ισχυρότερος είναι ο δεσμός υδρογόνου με τον οποίο αλληλοεπιδρούν. Στην περίπτωση 

πολικού περιβάλλοντος προκαλούνται μικρότερες μετατοπίσεις της τάξεως των 10 cm-1 

(10,25,26). Η ευρεία κορυφή που παρατηρείται στους 1682 cm-1  υποδηλώνει την παρουσία 

πολλών διαφορετικών αλληλεπιδράσεων με το χημικό περιβάλλον των Chl-a/c. Η μείωση 

της έντασης στο φάσμα b σε συνδυασμό με τις παρατηρήσεις σχετικά με τις αλλαγές που 

παρατηρήθηκαν στις δονήσεις ν(CaN) της Chl-c, οδηγούν στο συμπέρασμα πως κάτω από 

συνθήκες HL ένα μέρος του πληθυσμού των Chl-c υπόκειται σε διαμοριακές 

αλληλεπιδράσεις στο χημικό τους περιβάλλον οι οποίες είναι πολύ διαφορετικές σε σχέση με 

την περίπτωση που αναπτύσσεται σε συνθήκες IL. Σε συνδυασμό με την αύξηση των 

καροτενοειδών Dd και Dt στο δείγμα καθώς και τη δραματική μείωση στην παρουσία red-

Fx, αποτελούν συνολικά την απόκριση του οργανισμού σε αυτές τις συνθήκες. Ιδιαίτερα 

ενδιαφέρον είναι το γεγονός πως σύμφωνα με την πρώτη δημοσιευμένη κρυσταλλική δομή 

συμπλόκου συλλογής φωτός από το διάτομο P.Tricornutum (4), τα μόρια red-Fx βρίσκονται 

σε ιδιαίτερα κοντινή απόσταση με τα μόρια Chl-c ( 3.5Å) και αλληλοεπιδρούν με δεσμούς 

υδρογόνου με αυτά, κάνοντας πιθανό τα δύο αυτά αποτελέσματα που παρατηρήθηκαν να 

οφείλονται σε κάποιο κοινό μηχανισμό.  
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3.3.2 Ανάπτυξη του διατόμου P.Tricornutum κάτω από κόκκινο φως 

 Όπως είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία, κάποια είδη πτεροειδών διατόμων, όπως το είδος 

P.Tricornutum, κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες φωτισμού εμφανίζει ένα ποσοστό μορίων 

Chl-a το οποίο παρουσιάζει μετατόπιση στην απορρόφηση προς το ερυθρό (14). Οι συνθήκες 

αυτές είναι η ανάπτυξη κάτω από κόκκινο φως ή κάτω από μικρής διάρκειας και έντασης 

λευκό φως(14,28). Η ιδιότητα αυτή έχει εντοπιστεί πως οφείλεται στη σύνθεση 

συγκεκριμένων πρωτεϊνών οι οποίες έχουν ταυτοποιηθεί(15,16). Παρόλα αυτά μέχρι σήμερα 

δεν έχει πραγματοποιηθεί κάποια φασματοσκοπική μελέτη στα κύτταρα αυτών των 

οργανισμών έτσι ώστε να εξακριβωθεί ο μηχανισμός με τον οποίο πραγματοποιείται η 

τροποποίηση των ιδιοτήτων της Chl-a που οδηγεί στην απορρόφηση φωτός μικρότερης 

ενέργειας από αυτά τα μόρια. Στη συνέχεια θα γίνει σύγκριση των φασμάτων κυττάρων του 

διατόμου P.Tricornutum που έχουν αναπτυχθεί κάτω από λευκό και κόκκινο φως καθώς και 

διερεύνηση της επίδρασης του κόκκινου φωτός για διαφορετικό χρονικό διάστημα.  

 

Εικόνα 32 : Φάσματα απορρόφησης ορατού-υπεριώδους των κυττάρων του διατόμου 

P.Tricornutum τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από 15 μmol photons m-2 s-1 (α) λευκού φωτός  

(b) κόκκινου φωτός. 
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Στην εικόνα 32 παρουσιάζεται το φάσμα απορρόφησης ορατού - υπεριώδους των κυττάρων 

του διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από 15 μmol photons m-2 s-1  

(Low Light, LL) λευκού (φάσμα a) και κόκκινου φωτός (φάσμα b). Η μεγάλη διαφορά που 

εμφανίζουν τα δύο φάσματα εντοπίζεται στη θέση της απορρόφηση της Qy που οφείλεται 

στην Chl-a. Παρατηρείται μια μετατόπιση από τα 675 nm για τα κύτταρα που αναπτύχθηκαν 

σε λευκό φως στα 680 nm για τα κύτταρα που αναπτύχθηκαν με κόκκινο φως καθώς και 

αύξηση του πλάτους της κορυφής κατά 9 nm προς το ερυθρό. Οι πιο πάνω διαφορές μπορούν 

να αποδοθούν σε κάποια μόρια Chl-a τα οποία , λόγω του πρωτεϊνικού περιβάλλοντος στο 

οποίο βρίσκονται, εμφανίζουν μεταβολή στα ενεργειακά τους επίπεδα. Τα μόρια Chl-a με 

αυτά τα χαρακτηριστικά συμμετέχουν σε ξεχωριστά σύμπλοκα συλλογής φωτός τα οποία 

διαθέτουν μια χαρακτηριστική εκπομπή στο φάσμα φθορισμού στα 710 nm που στη 

βιβλιογραφία αναφέρεται ως F710(15,16). Η μείωση στην απορρόφηση που παρατηρείται 

στην περιοχή 380-580 nm στο φάσμα b οφείλεται στη μείωση της συγκέντρωσης των 

καροτενοειδών και της Chl-c σε σχέση με την Chl-a στο δείγμα, όπως φαίνεται και από τα 

αποτελέσματα της ανάλυσης με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης που παρουσιάζονται 

στην εικόνα 33. 

Ο πίνακας 4 περιέχει τα αποτελέσματα υπολογισμών σχετικά με την περιεκτικότητα των 

δειγμάτων σε διάφορες χρωστικές ουσίες εκφρασμένες σε mole ουσίας ανά mole Chl-a. 

Από τους υπολογισμούς που παρουσιάζονται στον πίνακα 4 φαίνεται πως υπάρχει μείωση 

στη συγκέντρωση του καροτενοειδούς Fx και της Chl-c στο δείγμα που αναπτύχθηκε κάτω 

από κόκκινο φως. Τα αποτελέσματα αυτά είναι σε συμφωνία με αντίστοιχη μελέτη στη 

βιβλιογραφία (15).  
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Εικόνα 33 : Χρωματογράφημα διαχωρισμού των χρωστικών ουσιών από τα κύτταρα του 

διατόμου P.Tricornutum σε μεθανόλη. Τα κύτταρα έχουν αναπτυχθεί κάτω από (Α) λευκό  (Β) 

κόκκινο φως. 

 

 

Culture Chl-c (mol/mol Chl a) Fx(mol/mol Chl a) Dd(mol/mol Chl a) 

White 0.15 0.62 0.08 

Red 0.12 0.55 0.08 

 

Πίνακας 4 : Περιεκτικότητα δειγμάτων σε χλωροφύλλη c (Chl-c), φουκοξανθίνη (Fx) και 

διαδινοξανθίνη (Dd) ως προς τη χλωροφύλλη α (Chl-a). 
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Εικόνα 34 : Κανονικοποιημένα φάσματα φθορισμού εκπομπής με διέγερση στα  440 nm για τα 

κύτταρα του διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν αναπτυχθεί με χρήση λευκού φωτός 

(μαύρη γραμμή) και κόκκινου φωτός (κόκκινη γραμμή). 

 

 Στην εικόνα 34 παρουσιάζονται τα φάσματα φθορισμού εκπομπής με διέγερση στα  440 nm. 

Για τα κύτταρα του διατόμου τα οποία αναπτύχθηκαν κάτω από λευκό φως εμφανίζεται μια 

κορυφή στα 680 nm ενώ για τα κύτταρα που αναπτύχθηκαν κάτω από κόκκινο φως η κύρια 

κορυφή εμφανίζεται στα 710 nm . Όλες οι κορυφές οφείλονται σε εκπομπή προερχόμενη από 

την Chl-a (14-16,28) και οι παρατηρούμενες μετατοπίσεις οφείλονται στις ενεργειακές 

μεταβολές που αναφέρθηκαν προηγουμένως. Η σχετική ένταση της εκπομπής στα 680 nm 

και 710 nm για τα δύο δείγματα παρουσιάζεται στα κανονικοποιημένα φάσματα φθορισμού 

διέγερσης της εικόνας 35. Οι εντάσεις έχουν κανονικοποιηθεί στην κορυφή στα 439 nm.  
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Εικόνα 35 : Κανονικοποιημένα φάσματα φθορισμού διέγερσης (Α) στα 680 nm και (Β) στα 710 

nm των κυττάρων του διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν αναπτυχθεί με φως (α) λευκό και 

(b) κόκκινο, εντάσεως 15 μmol photons m-2 s-1. 

 

Στην εικόνα 35Α όπου παρουσιάζεται το φάσμα φθορισμού διέγερσης στα 680 nm δεν 

παρατηρείται κάποια διαφορά μεταξύ των δύο δειγμάτων. Αντίθετα στο φάσμα φθορισμού 

διέγερσης στα 710 nm της εικόνας 35Β φαίνεται αύξηση των κορυφών στην περιοχή 450-

550 nm στην περίπτωση των κυττάρων που έχουν αναπτυχθεί με κόκκινο φως. Η 

παρατήρηση αυτή οδηγεί στο συμπέρασμα πως τα σύμπλοκα που περιέχουν τα μόρια Chl-a 
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χαμηλότερης ενέργειας εμφανίζουν διαφορετικές ιδιότητες ως προς τη μεταφορά ενέργειας 

σε σχέση με τα υπόλοιπα σύμπλοκα που υπάρχουν στα κύτταρα (28). 

 

Εικόνα 36 : Φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν 

αναπτυχθεί κάτω από 15 μmol photons m-2 s-1 (α) λευκού φωτός  (b) κόκκινου φωτός. Η λήψη 

των φασμάτων έγινε σε θερμοκρασία -700C. 

 

Στην εικόνα 36 παρουσιάζονται τα αντίστοιχα φάσματα Raman για τα δύο δείγματα. Η λήψη 

των φασμάτων πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία -70οC , η διάρκεια λήψης του κάθε 

φάσματος ήταν 20 λεπτά και το μήκος κύματος της ακτινοβολίας διέγερσης 442 nm . Οι 

δονήσεις που αντιστοιχούν στα καροτενοειδή και έχουν αναφερθεί αναλυτικά στην 

προηγούμενη ενότητα ενισχύουν τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τη φασματοσκοπία 

απορρόφησης και την ανάλυση με υγρή χρωματογραφία πως δεν υπάρχουν σημαντικές 

διαφορές μεταξύ των δύο δειγμάτων ως προς τη σύσταση των καροτενοειδών. Αντίθετα τόσο 

στην περιοχή μεταξύ 1300-1400 cm-1 όσο και στην περιοχή 1640-1700 cm-1 εμφανίζονται 
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σημαντικές διαφορές ανάμεσα στα δύο δείγματα. Στην εικόνα 37 που ακολουθεί 

εμφανίζονται οι συγκεκριμένες περιοχές σε μεγέθυνση.  

 

Εικόνα 37 : Φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν 

αναπτυχθεί με φως (α) λευκό και (b) κόκκινο, εντάσεως 15 μmol photons m-2 s-1.  

Στην εικόνα 37Α παρουσιάζεται η περιοχή εμφάνισης των χαρακτηριστικών δονήσεων C-N 

που αποδίδονται στα μόρια Chl-a/c. Παρατηρείται μια σημαντική μείωση στη σχετική 

ένταση της κορυφής στους 1361 cm-1 στο δείγμα το οποίο έχει αναπτυχθεί κάτω από κόκκινο 

φως. Όπως έχει αναφερθεί στην προηγούμενη ενότητα οι δονήσεις στους 1355 και 1361 cm-1 

προέρχονται αποκλειστικά από μόρια Chl-c και αντιστοιχούν σε διαφορετικές διαμορφώσεις 

που εμφανίζουν. Η διαφορά που παρατηρείται μπορεί να αποτελεί ένδειξη διαφορετικών 

συμπλόκων συλλογής φωτός σε κάθε δείγμα και κατά συνέπεια μεταβολών στη διαμόρφωση 

των μορίων Chl-c σε αυτά. Στην εικόνα 37Β παρουσιάζονται τα φάσματα Raman στην 

περιοχή 1640-1700 cm-1 όπου εμφανίζονται οι δονήσεις τάσεως των καρβονυλίων (C=O). 

Είναι εμφανές πως στο φάσμα b που αφορά τα κύτταρα που αναπτύχθηκαν κάτω από 
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κόκκινο φως παρατηρείται μείωση της έντασης της κορυφής που εμφανίζεται στους 1682 

cm-1 η οποία οφείλεται σε μετατόπιση των επί μέρους συνεισφορών που απαρτίζουν την 

κορυφή προς χαμηλότερες συχνότητες. Αυτό μπορεί να εξηγηθεί αν θεωρήσουμε πως ένας 

αριθμός μορίων χλωροφύλλης εμφανίζει πιο ισχυρούς δεσμούς υδρογόνου με το περιβάλλον 

στο οποίο βρίσκεται κάτω από αυτές τις συνθήκες σε σχέση με την ανάπτυξη σε λευκό φως. 

Πιο συγκεκριμένα, είναι γνωστό πως η παρουσία δεσμών υδρογόνου στη θέση C13 της Chl-a 

μπορεί να επηρεάσει τις ιδιότητες απορρόφησης της ουσίας οδηγώντας σε παρατηρούμενες 

μετατοπίσεις τόσο στις Soret όσο και στις Q bands του μορίου(29,30). Γενικά, ελεύθερα 

καρβονύλια εμφανίζουν κορυφή στα φάσματα Raman περίπου στους 1700 cm-1 , όταν όμως 

δημιουργηθεί δεσμός υδρογόνου μεταξύ του οξυγόνου και κάποιου μορίου στο περιβάλλον 

του, όπως για παράδειγμα νερό, κάποιο κατάλοιπο αμινοξέως ή ακόμη και με το κεντρικό 

άτομο μαγνησίου άλλου μορίου χλωροφύλλης, παρατηρείται μείωση στη θέση εμφάνισης 

της κορυφής μέχρι και 45 cm-1  ανάλογα με την ισχύ του δεσμού(10,29). Εκτός από τους 

δεσμούς υδρογόνου, παρόμοιο αποτέλεσμα αναμένεται να έχουν και οι παραμορφώσεις του 

μορίου οι οποίες όμως εάν υπήρχαν θα εμφανίζονταν αλλαγές μεταξύ των φασμάτων στην 

περιοχή 1500-1615 cm-1 η οποία περιέχει δονήσεις ευαίσθητες σε τέτοιου είδους 

μεταβολές(28), όπως είχε αναφερθεί αναλυτικά και σε προηγούμενη ενότητα του κεφαλαίου. 

Τέτοιες διαφορές δεν εμφανίζονται στα φάσματα της εικόνας 37 επομένως η παρατηρούμενη 

μετατόπιση στην απορρόφηση ενός ποσοστού των μορίων της Chl-a στο δείγμα μπορεί να 

αποδοθεί σε ισχυρότερους δεσμούς υδρογόνου που δημιουργούνται όταν ο οργανισμός 

αναπτύσσεται κάτω από κόκκινο φως σε σχέση με την περίπτωση που αναπτύσσεται κάτω 

από λευκό φως.  

 

Για την περαιτέρω διερεύνηση της πιο πάνω υπόθεσης, έγινε λήψη των φασμάτων 

φθορισμού εκπομπής και Raman μετά από διαφορετικό χρόνο ανάπτυξης των διατόμων σε 

κόκκινο φως, συγκεκριμένα μετά από 2,5,7 και 9 μέρες . Σκοπός ήταν να αυξηθεί ο 

πληθυσμός των επηρεαζόμενων μορίων Chl-a έτσι ώστε τα αποτελέσματα να μπορούν να 

συσχετιστούν με τις παρατηρούμενες αλλαγές στα φάσματα Raman. Τα αντίστοιχα φάσματα 

παρουσιάζονται στην εικόνα 38. Για τα φάσματα φθορισμού εκπομπής έχει γίνει 

κανονικοποίηση ως προς την υψηλότερη κορυφή για καλύτερη σύγκριση των 

αποτελεσμάτων.  
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Εικόνα 38 : (Α) Φάσματα φθορισμού εκπομπής και (Β) φάσματα Raman των κυττάρων του 

διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν αναπτυχθεί με κόκκινο φως εντάσεως 15 μmol photons 

m-2 s-1 για χρονική διάρκεια (α) 2 (β) 5 (γ) 7 (δ) 9 ημερών.  

 

 Όπως φαίνεται στην εικόνα 38, με την πάροδο του χρόνου ανάπτυξης κάτω από κόκκινο 

φως, η ένταση της κορυφής εκπομπής στα 710 nm αυξάνεται υποδηλώνοντας πως  στο 

δείγμα υπάρχει μεγαλύτερος πληθυσμός Chl-a που προκαλούν τη συγκεκριμένη εκπομπή. 

Για τα ίδια δείγματα πραγματοποιήθηκε η λήψη των φασμάτων Raman όπου φαίνεται πως 

υπάρχει η τάση μείωσης της έντασης της ευρείας κορυφής στους 1682 cm-1 και η εμφάνιση 

συνεισφορών σε χαμηλότερες συχνότητες, κάτι το οποίο ενισχύει την υπόθεση πως κάτω από 

τις συγκεκριμένες συνθήκες, οι αλληλεπιδράσεις ενός ποσοστού των μορίων της Chl-a με το 

περιβάλλον στο οποίο βρίσκεται οδηγούν στη δημιουργία ισχυρότερων δεσμών υδρογόνου οι 

οποίοι έχουν ως συνέπεια την μεταβολή των ιδιοτήτων απορρόφησης της ουσίας. Αυτή η 

μεταβολή φαίνεται πως ευνοεί την ανάπτυξη του οργανισμού σε συνθήκες όπου το φως το 

οποίο φτάνει σε αυτό έχει κατά κύριο λόγω μήκη κύματος στην περιοχή του ερυθρού μιας 
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και τα μόρια Chl-a μπορούν να απορροφήσουν αυτά τα φωτόνια κατευθείαν και να τα 

αξιοποιήσουν για παραγωγή ενέργειας στο κύτταρο μέσω της φωτοσύνθεσης.  

 

Εικόνα 39 : (Α) Φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν 

αναπτυχθεί με κόκκινο φως εντάσεως 15 μmol photons m-2 s-1 για χρονική διάρκεια (α) 2 (β) 5 

(γ) 7 (δ) 9 ημερών.  

Σχετικά με την παρουσία διαφορετικών διαμορφώσεων των μορίων Chl-c στα δείγματα, από 

την εικόνα 39 φαίνεται πως η παρατηρούμενη μείωση στη σχετική ένταση της κορυφής 

στους 1361 cm-1 γίνεται μεγαλύτερη με την αύξηση του χρονικού διαστήματος ανάπτυξης 

του διατόμου κάτω από κόκκινο φως και κατά συνέπεια μπορεί να αποδοθεί στις συνθήκες 

αυτές. Συνοψίζοντας τις παρατηρήσεις αυτής της ενότητας, όταν τα κύτταρα του διατόμου 

P.Tricornutum αναπτύσσονται κάτω από κόκκινο φως εμφανίζονται μόρια Chl-a που έχουν 

την ιδιότητα να απορροφούν φως μικρότερης ενέργειας από τα αντίστοιχα μόρια Chl-a που 
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παράγονται από τα κύτταρα όταν αυτά αναπτύσσονται με λευκό φως. Η προέλευση τους 

αποδίδεται στη συμμετοχή των μορίων σε σύμπλοκα συλλογής φωτός και συγκεκριμένα σε 

δεσμούς υδρογόνου που αναπτύσσονται εντός του συμπλόκου με τα μόρια Chl-a. 

Ταυτόχρονα παρατηρήθηκε μια μεταβολή στην αναλογία δύο χαρακτηριστικών κορυφών 

που αντιστοιχούν σε διαφορετικές διαμορφώσεις των μορίων Chl-c στα δείγματα, 

ενισχύοντας έτσι περισσότερο την άποψη πως οι παρατηρούμενες αλλαγές στις ιδιότητες των 

μορίων Chl-a οφείλονται σε νέα σύμπλοκα συλλογής φωτός τα οποία αναπτύσσονται μόνο 

όταν χρησιμοποιείται κόκκινο φως για την ανάπτυξη του οργανισμού. 
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3.3.3 Απομόνωση και χαρακτηρισμός των συμπλόκων συλλογής φωτός του 

διατόμου P.Tricornutum 

 

 Όπως έχει αναφερθεί και στην εισαγωγή, τα διάτομα διαθέτουν σύμπλοκα χρωστικών 

ουσιών και πρωτεϊνών (FCPs) τα οποία είναι υπεύθυνα για τη συλλογή και μεταφορά 

ενέργειας από το διαθέσιμο φως στο περιβάλλον στο οποίο αναπτύσσονται προς τα 

φωτοσυνθετικά κέντρα. Η φασματοσκοπική μελέτη της λειτουργίας των διατόμων με χρήση 

των κυττάρων τους έχει πλεονεκτήματα όπως της συνέπειας των πειραματικών 

αποτελεσμάτων μεταξύ διαφορετικών ερευνητικών κέντρων, τη δυνατότητα μελέτης 

ολόκληρου του οργανισμού σε συνθήκες που προσεγγίζουν τη φυσιολογική του λειτουργία 

και τον σχετικά μικρό χρόνο προετοιμασίας των δειγμάτων. Το μειονέκτημα που 

παρουσιάζει η πρακτική αυτή είναι η αδυναμία μελέτης των ιδιοτήτων κάθε συμπλόκου 

ξεχωριστά με σκοπό την κατανόηση του ρόλου του κατά τη διάρκεια της συλλογής και 

μεταφοράς ενέργειας. 

 Για το σκοπό αυτό έγινε απομόνωση αυτών των συμπλόκων με χρήση της χρωματογραφίας 

ιοντοανταλλαγής, όπως περιγράφεται αναλυτικά στην ενότητα της μεθοδολογίας. Το 

αποτέλεσμα ήταν ο διαχωρισμός του δείγματος σε 7 μέρη τα οποία ακολούθως 

χαρακτηρίστηκαν με τη χρήση των τεχνικών φασματοσκοπίας απορρόφησης ορατού – 

υπεριώδους, φθορισμού και Raman.  
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Εικόνα 40 : Χρωματογράφημα υγρής χρωματογραφίας το οποίο απεικονίζει τα διαφορετικά 

σύμπλοκα συλλογής φωτός τα οποία προέρχονται από το διάτομο P.Tricornutum σε σχέση με το 

χρόνο διαχωρισμού τους. Το μήκος κύματος ανίχνευσης ήταν τα 440nm. 

 

Στην εικόνα 40 παρουσιάζεται το χρωματογράφημα που προέκυψε από τον διαχωρισμό των 

FCPs με τη χρήση χρωματογραφίας ιοντοανταλλαγής. Τα φάσματα απορρόφησης των μερών 

αυτών απεικονίζονται στην εικόνα 41. Όλα τα φάσματα είναι κανονικοποιημένα προς την 

απορρόφησης της Chl-a στα 673nm. Στο αριστερό μέρος της εικόνας φαίνεται η υπεριώδης 

περιοχή απορρόφησης των αμινοξέων , τα οποία αποτελούν τους δομικούς λίθους των 

πρωτεϊνών. Όπως γίνεται εύκολα αντιληπτό, τα διαφορετικά μέρη που απομονώθηκαν 

αποτελούνται από διαφορετικά αμινοξέα τα οποία προσδίδουν με τη σειρά τους διαφορετικές 

ιδιότητες σε κάθε σύμπλοκο. Αυτή η παρατήρηση αποτελεί μια πρώτη ένδειξη για τον 

επιτυχή διαχωρισμό των συμπλόκων σε διαφορετικά μέρη με τη μέθοδο που 

χρησιμοποιήθηκε. Η αναλυτική περιγραφή της σύνθεσης των αμινοξέων κάθε μέρους 

ξεφεύγει από τους στόχους της συγκεκριμένης εργασίας. 
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Εικόνα 41 : Φάσματα απορρόφησης ορατού – υπεριώδους των συμπλόκων συλλόγής φωτός του 

διατόμου P.Tricornutum όπως αυτά έχουν διαχωριστεί . 

Στα δεξιά της εικόνας 41 παρουσιάζεται η απορρόφηση κυρίως στο ορατό μέρος του 

φάσματος στο οποίο απορροφούν οι χρωστικές ουσίες που περιέχουν τα σύμπλοκα. Με 

εξαίρεση το φάσμα 1, η δομή που εμφανίζουν τα υπόλοιπα φάσματα προσεγγίζει σημαντικά 

εκείνη των κυττάρων του διατόμου που παρουσιάστηκε στην εικόνα 27. Στο φάσμα 1 

φαίνεται πως κυριαρχεί η παρουσία της Dd με την εμφάνιση της κορυφής στα 485nm αλλά 

και έντονη απορρόφηση που παρουσιάζει το δείγμα μεταξύ 350-550nm σε σχέση με την 

απορρόφηση στα 673nm της Chl-a υποδηλώνει πως το δείγμα αποτελείται σε μεγάλο βαθμό 

από καροτενοειδή . Η παρουσία της red-Fx είναι ορατή μόνο στα δείγματα 3,4 και 7 όπως 

φαίνεται από την ευρεία περιοχή απορρόφησης μεταξύ 500-560nm. Επίσης η Chl-c η οποία 

χαρακτηρίζεται από την παρουσία του ώμου στα 460 nm και των κορυφών στα 589 και 636 
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nm φαίνεται πως είναι εντονότερη στα δείγματα 3 και 7 ενώ απουσιάζει εντελώς στο 1. Οι 

πιο πάνω παρατηρήσεις οδηγούν στο συμπέρασμα πως τα μέρη που έχουν απομονωθεί δρουν 

συνεργατικά για απορρόφηση ακτινοβολίας από διαφορετικά μέρη του ηλεκτρομαγνητικού 

φάσματος ή/και έχουν εντελώς διαφορετικούς ρόλους να διαδραματίσουν στη λειτουργία της 

φωτοσύνθεσης όπως είναι η παροχή φωτο-προταστασίας.  

 

Στην εικόνα 42 παρουσιάζονται τα φάσματα φθορισμού εκπομπής με διέγερση στα  440 nm 

των συμπλόκων συλλογής φωτός του διατόμου P.Tricornutum όπως αυτά έχουν διαχωριστεί. 

Η επιλογή της ακτινοβολίας διέγερσης στα 440nm έγινε λόγω της απορρόφησης τόσο των 

Chl-a/c όσο και καροτενοειδών σε αυτό το μήκος κύματος έτσι ώστε το φάσμα που 

προκύπτει να είναι αντιπροσωπευτικό της συνολικής λειτουργίας του συμπλόκου.  

Παρατηρείται εκπομπή κυρίως στα 677 nm η οποία εμφανίζει διακυμάνσεις μεταξύ των 

δειγμάτων, τόσο της θέσης όσο και του πλάτους κάθε κορυφής, με πιο χαρακτηριστικό 

παράδειγμα το φάσμα 2 στο οποίο η εκπομπή έχει μετατοπιστεί στα 681nm. Αυτές οι 

διαφορές υποδηλώνουν τις διαφορετικές ιδιότητες της χλωροφύλλης σε σχέση με το 

διαφορετικό πρωτεϊνικό περιβάλλον στο οποίο βρίσκεται το σύμπλοκο. Επίσης παρατηρείται 

η κορυφή στα 645nm η οποία προέρχεται από την Chl-c και υποδηλώνει αποτυχία 

μεταφοράς ενός ποσοστού ενέργειας από την Chl-c προς την Chl-a. Η κορυφή αυτή 

απουσιάζει από το δείγμα 1 μιας και όπως έχει αναφερθεί και προηγουμένως σε αυτό το 

δείγμα δεν εντοπίζεται παρουσία Chl-c.  

 



108 

 

 

Εικόνα 42 : Φάσματα φθορισμού εκπομπής με διέγερση στα  440 nm των συμπλόκων συλλόγής 

φωτός του διατόμου P.Tricornutum όπως αυτά έχουν διαχωριστεί . 

 

Στην εικόνα 43 που ακολουθεί παρουσιάζονται τα φάσματα φθορισμού διέγερσης στα 677 

nm των συμπλόκων στα οποία αποτυπώνεται η ένταση της εκπομπής στο συγκεκριμένο 

μήκος κύματος όταν το δείγμα διεγείρεται με ακτινοβολία μικρότερης ενέργειας έτσι ώστε να 

γίνει εμφανής η προέλευση της. Η συμμετοχή των red-Fx είναι εμφανής μόνο για τα 

δείγματα 3,4 και 7 με τις χαρακτηριστικές κορυφές στα 507,523 και 538 nm. Το ίδιο ισχύει 

και για την Chl-c μιας και οι κορυφές στα 459 και 635 nm απουσιάζουν ή έχουν πολύ μικρή 

ένταση στα δείγματα 1,2,5 και 6. Σημαντικό χαρακτηριστικό των φασμάτων αποτελεί και η 

αλλαγή στην ένταση μεταξύ των κορυφών στα 417 και 436nm οι οποίες έχουν 
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σημαντικότερη συνεισφορά από την παρουσία Chl-a. Για τα δείγματα 1,2,5 και 6 η κορυφή 

στα 417 nm έχει μεγαλύτερη ένταση από την αντίστοιχη στα 436 nm ενώ το αντίθετο 

συμβαίνει για τα δείγματα 3,4 και7. Η παρατήρηση αυτή μπορεί να εξηγηθεί από το 

διαφορετικό πρωτεινικό περιβάλλον στο οποίο βρίσκεται η Fx σε κάθε δείγμα, το οποίο όπως 

έχει αναφερθεί και προηγουμένως μπορεί να μεταβάλει πολύ σημαντικά τα ενεργειακά 

επίπεδα της χρωστικής. Έτσι, σε κάθε δείγμα η συνεισφορά των κορυφών που οφείλονται 

στην Fx στην περιοχή 400-460nm μεταβάλλει το σχήμα του φάσματος που τελικά 

παρατηρείται και οφείλεται στην αθροιστική συνεισφορά όλων των χρωστικών που 

συμμετέχουν στο σύμπλοκο.  

 

Εικόνα 43 : Φάσματα φθορισμού διέγερσης στα 677 nm των συμπλόκων συλλόγής φωτός του 

διατόμου P.Tricornutum όπως αυτά έχουν διαχωριστεί . 
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Εικόνα 44 : Φάσματα Raman των συμπλόκων συλλόγής φωτός του διατόμου P.Tricornutum 

όπως αυτά έχουν διαχωριστεί . Η λήψη των φασμάτων έγινε σε θερμοκρασία -700C , η διάρκεια 

λήψης του κάθε φάσματος ήταν 20 λεπτά και το μήκος κύματος της ακτινοβολίας διέγερσης 

442. 

Στην εικόνα 44 παρουσιάζονται τα αντίστοιχα φάσματα Raman για δείγματα 1,2,3,4 και 7. 

Στα δείγματα 5 και 6 δεν ήταν δυνατή η λήψη φασμάτων λόγω πολύ χαμηλής συγκέντρωσης 

των χρωστικών ουσιών σε αυτά. Λόγω της ευαισθησίας που εμφανίζουν τα δείγματα τόσο 

στη θερμοκρασία όσο και στον έντονο φωτισμό, οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν σε 
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θερμοκρασία -70ΟC. Παρόλα αυτά, όπως φαίνεται και στα πιο πάνω φάσματα, για τα 

δείγματα 1 και 2 οι δονήσεις που προέρχονται από τα μόρια Chl-a/c δεν υπάρχουν. Αυτό 

αποδίδεται σε ευαισθησία των συγκεκριμένων συμπλόκων λόγω της ενέργειας της 

ακτινοβολίας διέγερσης που χρησιμοποιήθηκε. Το ίδιο αποτέλεσμα υπήρξε και σε 

αντίστοιχες μετρήσεις που πραγματοποιήθηκαν σε θερμοκρασία -120ΟC (δεν 

παρουσιάζονται σε αυτή την εργασία) και έτσι δεν μπόρεσε να γίνει αναλυτικός 

χαρακτηρισμός αυτών των συμπλόκων με τη φασματοσκοπία Raman. Παρόλα αυτά, τα 

φάσματα συμπεριλαμβάνονται στην εικόνα 44 λόγω των χαρακτηριστικών δονήσεων που 

προέρχονται από τα καροτενοειδή των δειγμάτων. Όλα τα φάσματα έχουν κανονικοποιηθεί 

ως προς τη δόνηση ν1 των καροτενοειδών.  

Στην εικόνα 44Α , στην περιοχή 1000-1030 cm-1  εμφανίζονται οι δονήσεις ν3 των 

καροτενοειδών και έχουν αποδοθεί αναλυτικά σε προηγούμενη ενότητα. Στα δείγματα 1 και 

2 διακρίνονται δύο κορυφές στους 1008 και 1014 cm-1  που σε συνδυασμό με τα φάσματα 

απορρόφησης της εικόνας 41 μπορούν να αποδοθούν στα καροτενοειδή Dd και Dt. Αυτό 

υποστηρίζεται και από την ένταση της κορυφής στους 986 cm-1  που επίσης έχει αποδοθεί 

στα συγκεκριμένα καροτενοειδή. Οι κορυφές στους 1004 και 1017 cm-1  που διακρίνονται 

στα δείγματα 3,4 και 7 μπορούν να αποδοθούν κυρίως στην παρουσία Fx. Στην εικόνα 44Β 

εμφανίζονται οι αντίστοιχες κορυφές που οφείλονται στις δονήσεις ν2 των καροτενοειδών, το 

κέντρο των κορυφών βρίσκεται μεταξύ 1159-1162 cm-1 .Επίσης για τα δείγματα 3,4 και 7 

παρατηρείται σημαντικά μεγαλύτερο πλάτος στην κορυφή κάτι το οποίο ενισχύει την 

υπόθεση πως στα δείγματα 1 και 2 αποτελούνται κυρίως από τα καροτενοειδή Dd και Dt, 

ενώ στα υπόλοιπα υπάρχει μεγαλύτερη συγκέντρωση και από Fx. Αυτό το συμπέρασμα 

υποστηρίζεται και από τα φάσματα της εικόνας 44D όπου φαίνεται η ν1 των καροτενοειδών. 

Η θέση της συγκεκριμένης δόνησης επηρεάζεται από το μήκος συζυγίας της πολυμερικής 

αλυσίδας των καροτενοειδών το οποίο όσο μεγαλύτερο είναι τόσο μειώνεται η θέση της 

αντίστοιχης δόνησης. Έτσι η κορυφή που εμφανίζεται στους 1531 cm-1  αποδίδεται κυρίως 

στη παρουσία Fx ενώ στους 1528 cm-1  στις DD/Dt. Πρέπει να αναφερθεί πως ο διαχωρισμός 

πολλών από τις κορυφές που αναφέρονται σε αυτή την ενότητα δεν ήταν ορατός στα 

αντίστοιχα φάσματα Raman από κύτταρα διατόμων που εμφανίστηκαν προηγουμένως. Αυτό 

οφείλεται τόσο στη φύση των δειγμάτων όσο και στη θερμοκρασία κάτω από την οποία 

πραγματοποιήθηκε η λήψη τους.  
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Σχετικά με τις δονήσεις που οφείλονται στα μόρια Chl-a/c ιδιαίτερο ενδιαφέρον εμφανίζει η 

περιοχή των δονήσεων C-N στην εικόνα 44C. Μεταξύ των δειγμάτων 3,4 και 7 υπάρχει 

σημαντική διαφορά στην αναλογία των εντάσεων μεταξύ των κορυφών στους 1355 και 1361 

cm-1  οι οποίες έχουν αποδοθεί σε διαφορετικές διαμορφώσεις του μορίου Chl-c εντός των 

συμπλόκων. Αντίστοιχα στην εικόνα 44E όπου υπάρχουν οι δονήσεις C=O παρατηρείται η 

εμφάνιση τεσσάρων κορυφών στους 1656, 1676,1681 και 1691 cm-1  , η πρώτη έχει αποδοθεί 

στα μόρια Fx ενώ οι υπόλοιπες τρεις στις Chl-a/c. Η διαφορετική θέση των δονήσεων αυτών 

υποδηλώνει την παρουσία ισχυρών (1676 cm-1  ) και ασθενέστερων (1691 cm-1  ) δεσμών 

υδρογόνου με το περιβάλλον τους.  

Συνολικά, από τις πιο πάνω παρατηρήσεις προκύπτει το συμπέρασμα πως μεταξύ των 

συμπλόκων που έχουν απομονωθεί υπάρχει διαφορετική στοιχειομετρία, διαφορετικό 

πρωτεϊνικό περιβάλλον αλλά και διαφορετικές διαμορφώσεις και αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

των χρωμοφόρων μορίων που τα απαρτίζουν. Όλα τα πιο πάνω συνηγορούν πως τα 

διαφορετικά σύμπλοκα εξυπηρετούν διαφορετικές λειτουργίας κατά τη διάρκεια συλλογής 

και μεταφοράς ενέργειας και συνεργατικά είναι υπεύθυνα για την αποδοτική λειτουργία και 

τη φωτοπροστασία του οργανισμού.  
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3.3.4 Ανάπτυξη του διατόμου P.Tricornutum με ισότοπο αζώτου 15Ν  

 Σε αυτή την ενότητα θα γίνει παρουσίαση των φασμάτων Raman των κυττάρων του 

διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν αναπτυχθεί σε βιομέσο που περιέχει ως πηγή 

αζώτου 15Ν, όπως περιγράφεται αναλυτικά στο κεφάλαιο της μεθοδολογίας.  

 Όπως έγινε αντιληπτό και από τα φάσματα που παρουσιάστηκαν προηγουμένως, σε 

δείγματα που περιέχουν χρωστικές οι οποίες απορροφούν σε παρόμοια μήκη κύματος και οι 

δονήσεις που εμφανίζουν παρουσιάζουν μια σημαντική αλληλοεπικάλυψη, είναι αρκετά 

δύσκολο να γίνει σαφής διαχωρισμός των παρατηρούμενων κορυφών στις επιμέρους 

δονήσεις που τις προκαλούν. Για το σκοπό αυτό γίνεται χρήση του ισοτόπου 15Ν με σκοπό 

να αντικαταστήσει το 14Ν στη σύνθεση των Chl-a/c στο δείγμα με αποτέλεσμα να 

παρατηρηθούν μετατοπίσεις στα φάσματα Raman των δονήσεων C-N ενώ να μείνουν 

αμετάβλητες οι υπόλοιπες δονήσεις που εμφανίζονται . Οι μετατοπίσεις οφείλονται στην 

αύξηση της μάζας του ατόμου αζώτου που συμμετέχει στις παρατηρούμενες δονήσεις. Όπως 

έχει αναφερθεί αναλυτικά σε προηγούμενο κεφάλαιο, στην κλασική περιγραφή του 

φαινομένου με την προσέγγιση του αρμονικού ταλαντωτή , η χαρακτηριστική συχνότητα 

ταλάντωσης ενός δεσμού (ν0) δίνεται από τη σχέση : 

𝜈0 =
1

2𝜋
√

𝑘

𝜇
 

Όπου μ είναι η ανηγμένη μάζα των δύο ατόμων Α και Β που συμμετέχουν στο δεσμό και 

υπολογίζεται από τη σχέση : 

𝜇 =
𝑚𝐴𝑚𝐵

𝑚𝐴 + 𝑚𝐵
 

Επομένως με αύξηση της μάζας ενός από τα δύο άτομα προκύπτει μείωση της ανηγμένης 

μάζας και κατά συνέπεια μείωση της χαρακτηριστικής συχνότητας δόνησης του δεσμού. 

Η χρήση ισοτόπων για τον προσδιορισμό της προέλευσης δονήσεων από διάφορα βιολογικά 

δείγματα είναι συνηθισμένη πρακτική στη φασματοσκοπία Raman(31). Παρόλα αυτά δεν 

υπάρχει στη βιβλιογραφία οποιαδήποτε αναφορά σε αντίστοιχη μελέτη μέχρι σήμερα που να 

αφορά κύτταρα διατόμων τα οποία έχουν αναπτύξει χλωροφύλλες με χρήση ισοτόπου 

κατευθείαν από το βιομέσο που χρησιμοποιείται για την ανάπτυξη τους. Η επιτυχία αυτής 

της μεθόδου δίνει την ευκαιρία πλήρους χαρακτηρισμού και διαχωρισμού όλων των 
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εμφανιζόμενων δονήσεων με χρήση διαφορετικών ισοτόπων. Σε αυτή την εργασία γίνεται 

παρουσίαση των φασμάτων που προέκυψαν με αντικατάσταση αποκλειστικά του 14Ν με 15Ν 

επιβεβαιώνοντας την επιτυχία της μεθόδου. 

Στη συνέχεια παρουσιάζονται τα φάσματα Raman για τα κύτταρα του διατόμου 

P.Tricornutum τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από από λευκό φως εντάσεως 150 μmol 

photons m-2 s-1 (Εικόνα 45)  και 350 μmol photons m-2 s-1 (Εικόνα 46) όπου σαν πηγή αζώτου 

χρησιμοποιήθηκε (a)14N (b) 15N. 

 

 

Εικόνα 45 : Φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν 

αναπτυχθεί κάτω από φως έντασης 150 μmol photons m-2 s-1 όπου σαν πηγή αζώτου 

χρησιμοποιήθηκε (a)14N (b) 15N. 
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Εικόνα 46 : Φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου P.Tricornutum τα οποία έχουν 

αναπτυχθεί κάτω από φως έντασης 350 μmol photons m-2 s-1 όπου σαν πηγή αζώτου 

χρησιμοποιήθηκε (a)14N (b) 15N. 

 

Στα φάσματα Raman που παρουσιάζονται στις εικόνες 45 και 46 εμφανίζονται μετατοπίσεις 

στη θέση εμφάνισης των κορυφών μεταξύ των δειγμάτων a και b που αφορούν τα διάτομα 

που αναπτύχθηκαν με χρήση 14N και 15N αντίστοιχα. Οι  σημαντικότερες δονήσεις που 

εμφάνισαν αξιόλογη μετατόπιση και η προέλευση τους αναφέρονται στον πίνακα 5. 
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14N 15N Difference 
(cm-1) 

Assignment 

918 913 -5  δ(CaCmN) Chl-a 

1115 1103 -12 v(CaN) Chl-a/c 

1144 1133 -11 v(CaN) Chl-a 

1136 1124 -12 v(CaN)+δ(CaNCa) Chl-a/c 

1182 1178 -4 v(CaN) Chl-a 

1288 1282 -6 v(CaN) Chl-a 

1346 1341 -5 v(CaN) Chl-a 

1355 1347 -8 v(CaN) Chl-c 

1361 1358 -3 v(CaN) Chl-c 

1377 1371 -6 v(CaN) Chl-a 

 

Πίνακας 5 : Θέση και προέλευση των δονήσεων που εμφανίζουν τη μεγαλύτερη μετατόπιση στα 

φάσματα Raman μεταξύ των δειγμάτων που αναπτύχθηκαν με 14N και 15N. (24,25,26) 

Οι δείκτες που χρησιμοποιούνται στα μόρια άνθρακα αντιστοιχούν στην εικόνα 26. (δ=in-plane 

deformation, v = stretch.) 

 

Όπως γίνεται εύκολα αντιληπτό από τα φάσματα αυτά, υπάρχουν συγκεκριμένες δονήσεις 

που χωρίς τη χρήση του ισοτόπου δεν είναι ορατές λόγω της αλληλοεπικάλυψης που υπάρχει 

με άλλες δονήσεις μεγαλύτερης έντασης. Αυτό έχει σας αποτέλεσμα είτε να είναι αδύνατη η 

εξαγωγή συμπερασμάτων από αυτές τις δονήσεις είτε να προκύψει κάποια εσφαλμένη 

ερμηνεία σε αντίστοιχα φάσματα λόγω διαφορών που οφείλονται σε δονήσεις οι οποίες δεν 

είναι άμεσα ορατές. Κάποια χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν οι δονήσεις στους 

1144 και 1137 cm-1 οι οποίες εμφανίζονται αμυδρά στο φάσμα a λόγω της πολύ κοντινής 

θέσης που έχουν με τη δόνηση των καροτενοειδών στους 1159 cm-1 η οποία έχει σημαντικά 

μεγαλύτερη ένταση από εκείνες. Λόγω της σημαντικής μετατόπισης που προέκυψε από τη 

χρήση του ισοτόπου 15Ν, στο φάσμα b τα χαρακτηριστικά τους είναι εμφανή.Ένα άλλο 

χαρακτηριστικό παράδειγμα της χρησιμότητας αυτής της εφαρμογής είναι η δόνηση στους 

1182 cm-1 που βρίσκεται σε μια περιοχή όπου κυριαρχούν δονήσεις που προέρχονται από τα 

καροτενοειδή του δείγματος και μπορεί εύκολα να προκαλέσει παρερμηνεία των φασμάτων 

εάν δεν εντοπιστεί ακριβώς η συνεισφορά που έχει στο συνολικό φάσμα που προκύπτει από 

τα κύτταρα των διατόμων.  

Από τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν σε αυτή την ενότητα φαίνεται πως η 

συγκεκριμένη μεθοδολογία είναι αποδοτική και μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε καλλιέργειες 
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διατόμων για την ακριβή απόδοση της προέλευσης των κορυφών που εμφανίζονται σε 

φάσματα Raman. 

 

3.4 Συμπεράσματα Κεφαλαίου 

Σε αυτό το κεφάλαιο παρουσιάστηκε η φασματοσκοπική μελέτη του διατόμου 

P.Tricornutum η οποία οδήγησε στα πιο κάτω συμπεράσματα.  

Αρχικά, σχετικά με την ανάπτυξη του διατόμου κάτω από διαφορετικής εντάσεως λευκό φως 

παρατηρήθηκε σημαντικά διαφορετική συγκέντρωση καροτενοειδών μεταξύ των δειγμάτων 

που αναπτύχθηκαν κάτω από 150 και 350 μmol photons m-2 s-1. Με την αύξηση της έντασης 

του φωτός ανάπτυξης των διατόμων αυξήθηκε η συγκέντρωση των καροτενοειδών 

διαδινοξανθίνη, διατοξανθίνη και β-καροτένιο ενώ μειώθηκε η συγκέντρωση της 

φουκοξανθίνης ως προς τη χλωροφύλλη α. Σχετικά με τον πληθυσμό μορίων φουκοξανθίνης 

που παρουσιάζει μετατόπιση της απορρόφησης του προς το ερυθρό εντός των κυττάρων των 

διατόμων, παρατηρήθηκε τόσο με χρήση της φασματοσκοπίας απορρόφησης ορατού – 

υπεριώδους, όσο και με τη φασματοσκοπία φθορισμού πως δεν εντοπίζονται στα κύτταρα 

που αναπτύχθηκαν με 350 μmol photons m-2 s-1. Με τη βοήθεια της φασματοσκοπίας Raman 

επιβεβαιώθηκαν τα συμπεράσματα σχετικά με τη συγκέντρωση των καροτενοειδών στο 

δείγμα με τον εντοπισμό των χαρακτηριστικών δονήσεων κάθε ουσίας στα φάσματα. Επίσης, 

εντοπίστηκε η παρουσία δύο διαμορφώσεων των μορίων χλωροφύλλης c σε όλα τα κύτταρα 

που μελετήθηκαν με τις χαρακτηριστικές δονήσεις στους 1355 και 1361 cm-1. Οι εντάσεις 

των δύο χαρακτηριστικών κορυφών και κατ΄επέκταση ο πληθυσμός μορίων χλωροφύλλης c 

που εμφανίζει την κάθε διαμόρφωση έχει εξάρτιση από την ένταση του φωτός ανάπτυξης του 

οργανισμού. Συνολικά, με την αύξηση του φωτός ανάπτυξης στο διάτομο P.Tricornutum 

πραγματοποιείται αύξηση της παραγωγής των καροτενοειδών που έχουν συσχετισθεί με τη 

φωτο-προστασία σε αυτούς τους οργανισμούς και ταυτόχρονα εξαλείφεται η παρουσία των 

μορίων φουκοξανθίνης που εμφανίζει απορρόφηση σε μεγαλύτερα μήκη κύματος λόγω του 

περιβάλλοντος στο οποίο βρίσκεται. Παράλληλα υπάρχει μείωση στη συγκέντρωση της 

χλωροφύλλης c και αλλαγή της διαμόρφωσης των μορίων της εντός των κυττάρων. Όλα τα 

πιο πάνω συνηγορούν πως ανάλογα με τις συνθήκες έντασης φωτισμού συμβαίνουν αλλαγές 

τόσο ως προς τη σύνθεση χρωστικών ουσιών όσο και ως προς την αλληλεπίδραση μεταξύ 
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των μορίων αλλά και με το πρωτεϊνικό περιβάλλον στο οποίο βρίσκονται έτσι ώστε να 

διασφαλιστεί η λειτουργία του οργανισμού και η προσαρμογή του σε αυτές τις συνθήκες.  

Όσον αφορά την ανάπτυξη του διατόμου κάτω από κόκκινο φως, παρατηρήθηκε σημαντική 

μεταβολή στις ιδιότητες ενός ποσοστού των μορίων χλωροφύλλης α στο δείγμα το οποίο 

εμφάνισε μετατόπιση της απορρόφησης του προς το ερυθρό. Το ποσοστό αυτό των μορίων 

αυξάνεται με την αύξηση του χρόνου έκθεσης της καλλιέργειας σε κόκκινο φως και φαίνεται 

πως οφείλεται στην παρουσία ισχυρότερων δεσμών υδρογόνου στην ομάδα καρβονυλίου της 

θέσης C13 του μορίου της χλωροφύλλης, σε σχέση με τα αντίστοιχα μόρια που εντοπίζονται 

σε διάτομα που έχουν αναπτυχθεί κάτω από λευκό φως. Ταυτόχρονα παρατηρήθηκε πως η 

αναλογία των δύο διαμορφώσεων των μορίων της χλωροφύλλης c επηρεάζεται και από το 

μήκος κύματος του φωτός ανάπτυξης εκτός από την ένταση του.  

Από την απομόνωση των συμπλόκων συλλογής φωτός του συγκεκριμένου διατόμου 

προέκυψαν 7 διαφορετικά σύμπλοκα τα οποία είχαν διαφορετικές συγκεντρώσεις των 

χρωστικών ουσιών καθώς και παρουσία διαφορετικών αμινοξέων. Όπως φάνηκε από τη 

μελέτη με τις φασματοσκοπίες φθορισμού και Raman , τα σύμπλοκα αυτά εμφανίζουν πολύ 

διαφορετικές ιδιότητες μεταξύ τους και συνδυαστικά επιτελούν τις απαραίτητες λειτουργίες 

συλλογής φωτός, μεταφοράς ενέργειας και φωτοπροστασίας που είναι απαραίτητες για την 

πραγματοποίηση της φωτοσύνθεσης σε αυτούς τους οργανισμούς.  

Τέλος, με την αντικατάσταση της πηγής αζώτου στο βιομέσο ανάπτυξης του διατόμου με το 

ισότοπο 15Ν, έγινε εφικτός ο προσδιορισμός των δονήσεων στα φάσματα Raman οι οποίες 

οφείλονται σε δεσμούς C-N. Μέσω αυτών των αποτελεσμάτων φαίνεται πως είναι εφικτή κ 

χρήση ισοτόπων στο βιομέσο των διατόμων με σκοπό την απόδοση κορυφών σε 

συγκεκριμένες δονήσεις με μεγαλύτερη ακρίβεια καθώς και τη μελέτη δονήσεων οι οποίες 

εμφανίζουν κορυφές στο φάσμα Raman σε συχνότητες όπου υπάρχει σημαντική 

αλληλοεπικάλυψη με άλλες κορυφές.  
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4 Φασματοσκοπική μελέτη του διατόμου Thalassiosira Pseudonana  

 

4.1 Εισαγωγή  

Το είδος Thalassiosira Pseudonana θεωρείται ένας από τους σημαντικότερους εκπροσώπους 

της κατηγορίας των κεντρικών διατόμων (1,2) και το πρώτο διάτομο του οποίου το 

γονιδίωμα δημοσιεύθηκε(3).  

Σε αυτό το κεφάλαιο θα γίνει η φασματοσκοπική μελέτη των κυττάρων του οργανισμού, 

αρχικά σε σχέση με την απόκριση του σε τρεις διαφορετικές εντάσεις λευκού φωτός αλλά 

και της ικανότητας του οργανισμού να προσαρμόζεται αντιστρεπτά στις εν λόγω συνθήκες. 

Ακολούθως, θα γίνει μελέτη των ιδιοτήτων των χρωστικών ουσιών που παράγει ο 

οργανισμός σε συνθήκες φωτισμού με κόκκινο φως και η σύγκριση τους με τα αντίστοιχα 

αποτελέσματα του διατόμου P.Tricornutum που παρουσιάστηκαν στο προηγούμενο 

κεφάλαιο , όπως και ο χαρακτηρισμός των συμπλόκων συλλογής φωτός που έχουν 

απομονωθεί από αυτόν τον οργανισμό.  

Οι ομοιότητες και οι διαφορές που παρουσιάζουν τα πτεροειδή και τα κεντρικά διάτομα στην 

απόκριση τους σε μεταβαλλόμενα περιβάλλοντα σχετικά με τις συνθήκες φωτισμού μπορούν 

να προσφέρουν σημαντικές πληροφορίες σχετικά με την κατανόηση της λειτουργίας των 

οργανισμών αυτών και των διεργασιών που πραγματοποιούν έτσι ώστε να προσαρμόζονται 

και να φωτοσυνθέτουν κάτω από διαφορετικές συνθήκες με μεγάλη επιτυχία. Αυτό είναι 

εξαιρετικά σημαντικό στη μελέτη των φωτοσυνθετικών οργανισμών, ιδιαίτερα αν λάβει 

κανείς υπόψιν του το πολύ μεγάλο πλήθος μηχανισμών φωτο-προστασίας και συλλογής 

φωτός που επιστρατεύουν τα διάφορα είδη (4,5). 
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4.2 Μεθοδολογία 

Οι καλλιέργειες του διατόμου T.Pseudonana (CCAP 1085/12) έχουν παραληφθεί από το 

κέντρο CCAP (Culture Collection of Algae and Protozoa) και διατηρήθηκαν με συνεχής 

ανακαλλιέργειες σε βιομέσο F/2-Si. Η μεθοδολογία προετοιμασίας των δειγμάτων και 

πραγματοποίησης των πειραμάτων είναι ίδια όπως περιγράφεται στην αντίστοιχη ενότητα για 

τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν με χρήση του διατόμου P.Tricornutum. Μοναδική 

εξαίρεση αποτελούν τα πειράματα της μελέτης αντιστρεπτότητας της απόκρισης του 

διατόμου σε συνθήκες μεταβαλλόμενης έντασης φωτός, τα οποία έχουν πραγματοποιηθεί 

μόνο για το διάτομο T.Pseudonana. Για τις εν λόγω μετρήσεις, τα κύτταρά του διατόμου 

αναπτύχθηκαν με χρήση λευκού φωτός εντάσεως 350 μmol photons m-2 s-1 για τέσσερις 

ημέρες και ακολούθως ο μισός όγκος της καλλιέργειας μεταφέρθηκε σε πηγή φωτός 

χαμηλότερης έντασης και συγκεκριμένα 15 μmol photons m-2 s-1 για ακόμη πέντε ημέρες. Το 

βιομέσο που χρησιμοποιήθηκε ήταν F/2-Si, οι κύκλοι φωτισμού και σκοταδιού ήταν 12 ώρες 

ενώ η θερμοκρασία ανάπτυξης ήταν 200C.  
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4.3 Πειραματικά αποτελέσματα και συζήτηση  

4.3.1 Μελέτη της επίδρασης υψηλής έντασης λευκού φωτός 

 Όπως αναφέρθηκε και στο προηγούμενο κεφάλαιο, ο σκοπός των συγκεκριμένων 

πειραμάτων είναι η μελέτη των μηχανισμών και στρατηγικών που επιστρατεύει ο 

συγκεκριμένος οργανισμός όταν έρχεται αντιμέτωπος με διαφορετικής έντασης φως έτσι 

ώστε να διατηρήσει τις λειτουργίες του. Όπως είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία(4,5), 

διαφορετικά είδη διατόμων χρησιμοποιούν διαφορετικούς μηχανισμούς για να επιτύχουν 

αυτό το σκοπό, έτσι με τα πειράματα που θα παρουσιαστούν στη συνέχεια θα διερευνηθεί η 

απόκριση ενός από τα πιο διαδεδομένα και αναλυτικά μελετημένα είδη κεντρικών διατόμων 

στον πλανήτη, του T.Pseudonana. Η διαφοροποίηση σχετικά με τα αντίστοιχα πειράματα 

που πραγματοποιήθηκαν στο διάτομα P.Tricornutum είναι η χρήση μιας ακόμη χαμηλότερης 

έντασης λευκού φωτός για την ανάπτυξη του οργανισμού ( 15 μmol photons m-2 s-1, Low 

Light, LL) καθώς και η διερεύνηση της αντιστρεπτότητας της απόκρισης που παρουσιάζει το 

συγκεκριμένο είδος όταν μεταφερθεί από συνθήκες υψηλής έντασης φωτισμού σε συνθήκες 

χαμηλού φωτισμού. Η ικανότητα ενός οργανισμού να μεταβάλει τις ιδιότητες που διαθέτουν 

τα σύμπλοκα συλλογής φωτός με άμεσο τρόπο ανάλογα με τις συνθήκες στις οποίες 

βρίσκεται εξασφαλίζει τόσο την επιβίωση του σε ένα μεγάλο εύρος περιβαλλοντικών 

συνθηκών όσο και την υψηλή απόδοση στην παραγωγή ενέργειας για την ανάπτυξη και 

διάδοση του.  

Στην εικόνα 47 παρουσιάζονται τα φάσματα απορρόφησης ορατού-υπεριώδους των 

κυττάρων του διατόμου T.Pseudonana τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από (a) 15 μmol 

photons m-2 s-1  (b) 150 μmol photons m-2 s-1  (b) 350 μmol photons m-2 s-1  λευκού φωτός. Σε 

όλα τα δείγματα η ένταση της κορυφής απορρόφησης στα 675 nm είναι ίδια. Η προέλευση 

των κορυφών που εμφανίζονται έχει αναφερθεί αναλυτικά στο προηγούμενο κεφάλαιο. 

Περιληπτικά, οι κορυφές προέρχονται από καροτενοειδή και χλωροφύλλες. Μεγαλύτερη 

συγκέντρωση εμφανίζουν τα καροτενοειδή φουκοξανθίνη (Fx) ,με απορρόφηση μεταξύ 390-

550nm ανάλογα με το πρωτεϊνικό περιβάλλον στο οποίο βρίσκεται και η διαδινοξανθίνη 

(Dd) που εμφανίζει απορρόφηση μεταξύ 450-520 nm. Οι χλωροφύλλες a/c (Chl-a/c) έχουν 

χαρακτηριστικές κορυφές απορρόφησης 440 , 621 675 nm (Chl-a) και 460, 589 και 636 nm 

(Chl-c) (6,7,8). 
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Τα φάσματα a και b έχουν παρόμοια μορφή και εμφανίζουν μικρές διαφορές στην περιοχή 

380-480nm που ίσως οφείλονται σε μικρές στοιχειομετρικές διαφορές μεταξύ των 

χρωστικών που περιέχουν καθώς και μια μικρή αύξηση στην κορυφή στα 491nm η οποία 

οφείλεται σε μεγαλύτερη συγκέντρωση του καροτενοειδούς Dd, το οποίο έχει σημαντικό 

ρόλο στη φωτο-προστασία του διατόμου. Στο φάσμα c που αφορά κύτταρα τα οποία έχουν 

αναπτυχθεί με φως εντάσεως 350 μmol photons m-2 s-1 εμφανίζονται τα χαρακτηριστικά που 

είχαν παρατηρηθεί και στα αντίστοιχα πειράματα με το διάτομο P.Tricornutum, σημαντική 

αύξηση της κορυφής στα 491nm, μείωση της απορρόφησης στην περιοχή 500-560nm που 

αποδίδεται σε φουκοξανθίνη που εμφανίζει απορρόφηση μετατοπισμένη προς το ερυθρό 

(red-Fx) και μείωση του ώμου στα 460nm που αποδίδεται σε συνεισφορές από την Chl-c και 

τα καροτενοειδή που απορροφούν σε αυτή την περιοχή. 

 

Εικόνα 47 : Φάσματα απορρόφησης ορατού-υπεριώδους των κυττάρων του διατόμου 

T.Pseudonana τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από (a) 15 μmol photons m-2 s-1  (b) 150 μmol 

photons m-2 s-1  (b) 350 μmol photons m-2 s-1  λευκού φωτός. 
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Γενικά από τις πληροφορίες που προκύπτουν από τα φάσματα απορρόφησης, η απόκριση του 

διατόμου σε συνθήκες υψηλού φωτισμού ακολουθεί το παράδειγμα του P.Tricornutum που 

παρουσιάστηκε προηγουμένως. Επιπρόσθετα, η συμπερίληψη της συνθήκης φωτισμού με 15 

μmol photons m-2 s-1 επιβεβαιώνει το συμπέρασμα πως υπάρχει εξάρτηση της συγκέντρωσης 

Dd στα κύτταρα του διατόμου από την ένταση του φωτισμού και ταυτόχρονα πως αλλαγές 

στην ένταση φωτισμού μεταξύ 15-150 μmol photons m-2 s-1  δεν προκαλούν ραγδαίες 

μεταβολές στη στοιχειομετρία χρωστικών στα κύτταρα του διατόμου T.Pseudonana όπως 

παρατηρήθηκε στην περίπτωση της ανάπτυξης με φως εντάσεως 350 μmol photons m-2 s-1.  

 

Εικόνα 48 : Α) Φάσματα φθορισμού διέγερσης στα 680 nm των κυττάρων του διατόμου 

T.Pseudonana  τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από : (a)15 μmol photons m-2 s-1, (b) 150 μmol 

photons m-2 s-1 και (c) 350 μmol photons m-2 s-1. Β) Κανονικοποιημένα φάσματα φθορισμού 

εκπομπής με διέγερση στα  418 nm και (Γ) στα 460 nm . 
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 Στην εικόνα 48Α παρουσιάζονται τα φάσματα φθορισμού διέγερσης στα 680 nm, όπου 

εμφανίζεται η χαρακτηριστική εκπομπή της Chl-a (9), των κυττάρων του διατόμου 

T.Pseudonana  τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από : (a)15 μmol photons m-2 s-1, (b) 150 

μmol photons m-2 s-1 και (c) 350 μmol photons m-2 s-1. Μεταξύ των φασμάτων a και b 

παρατηρείται μικρή μείωση της έντασης του φάσματος b μετά τα 425nm η οποία μπορεί να 

αποδοθεί σε μεταβολές κυρίως του καροτενοειδούς red-Fx και πιθανώς της Chl-c στο δείγμα 

τόσο ως προς τη στοιχειομετρία όσο και ως προς την απόδοση της συμμετοχή τους στη 

μεταφορά ενέργειας προς τη Chl-a. Στο φάσμα c παρατηρείται πολύ σημαντική μείωση στις 

περιοχές που αναφέρθηκαν προηγουμένως, ενισχύοντας την άποψη πως πρόκειται για 

αποτέλεσμα που οφείλεται στην ένταση του φωτός ανάπτυξης του οργανισμού. Επιπρόσθετα, 

υπάρχει μια μετατόπιση στη θέση εμφάνισης της κορυφής στα 435nm κατά 4nm σε σχέση με 

τα δύο άλλα δείγματα. Στις εικόνες 48Β και 48C παρουσιάζονται τα κανονικοποιημένα 

φάσματα φθορισμού εκπομπής με διέγερση στα  418 nm και 460 nm αντίστοιχα. Μεταξύ των 

φασμάτων α και b δεν παρατηρείται καμία διαφορά, αντίθετα στο φάσμα c υπάρχει 

μετατόπισης της εκπομπής που προέρχεται από την Chl-a από τα 680nm στα 683nm καθώς 

και εμφάνιση εκπομπής στα 640 nm που προέρχεται από την Chl-c και συνδέεται με μείωση 

της απόδοσης στη μεταφορά ενέργειας μεταξύ των δύο τύπων χλωροφύλλης. Συνολικά, παρά 

τις μικρές διαφορές που εμφανίζουν , η απόκριση των δύο οργανισμών σε συνθήκες υψηλής 

έντασης φωτός κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης τους ήταν παρόμοια.  



129 

 

 

Εικόνα 49 : Φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου T.Pseudonana τα οποία έχουν 

αναπτυχθεί κάτω από λευκό φως εντάσεως : (a)15 μmol photons m-2 s-1, (b) 150 μmol photons m-

2 s-1 και (c) 350 μmol photons m-2 s-1. Κάθε φάσμα προκύπτει από το μέσο όρο 40 λήψεων 

διάρκειας 1 λεπτού η κάθε μία και η ακτινοβολία διέγερσης ήταν 442nm. 

 

Στην εικόνα 49 παρουσιάζονται τα φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου 

T.Pseudonana τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από λευκό φως εντάσεως : (a)15 μmol 

photons m-2 s-1, (b) 150 μmol photons m-2 s-1 και (c) 350 μmol photons m-2 s-1. Τα φάσματα 

παρουσιάζονται σε 5 διαφορετικές περιοχές με διαφορετικές κλίμακες έντασης έτσι ώστε να 

είναι ευκολότερη η σύγκριση μεταξύ τους. Η προέλευση των κορυφών που εμφανίζονται έχει 

αναφερθεί αναλυτικά στο προηγούμενο κεφαλαίο (10,11). Όπως προκύπτει και από τα 

αποτελέσματα που έχουν ήδη παρουσιαστεί, τα δείγματα a και b δεν εμφανίζουν σημαντικές 

διαφορές μεταξύ τους. Εξαίρεση αποτελεί το φάσμα που εμφανίζεται στην εικόνα 49C στην 

περιοχή των δονήσεων C-N και συγκεκριμένα των μορίων Chl-c στους 1361 και 1355 cm-1 . 

Οι δύο αυτές κορυφές έχουν ήδη αποδοθεί στην παρουσία διαφορετικών διαμορφώσεων Chl-

c στο δείγμα και η αναλογία μεταξύ τους φαίνεται πως μεταβάλλεται στις παρούσες 

συνθήκες με μείωση της δόνησης στους 1361 cm-1 και τη συνεπακόλουθη αύξηση της 
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δόνησης στους 1355 cm-1 . Η αλλαγή στις εντάσεις των συγκεκριμένων κορυφών γίνεται 

σαφώς εντονότερη στο φάσμα c επιβεβαιώνοντας την υπόθεση που είχε εκφραστεί και στο 

προηγούμενο κεφάλαιο πως η παρουσία των συγκεκριμένων διαμορφώσεων εμφανίζει 

εξάρτηση από την ένταση του φωτός ανάπτυξης των οργανισμών. 

 

 Μεταξύ των φασμάτων b και c που αφορούν κύτταρα που έχουν αναπτυχθεί με τις ίδιες 

συνθήκες όπως και τα αντίστοιχα του διατόμου P.Tricornutum παρατηρείται η ίδια γενική 

συμπεριφορά .Στο φάσμα c αποτυπώνεται η αύξηση των καροτενοειδών Dd και Dt , κάτι 

αναμενόμενο μιας και είναι γνωστό πως έχουν σημαντικό ρόλο στον φωτο-προστατευτικό 

μηχανισμό των διατόμων (5) σε συνδυασμό με τη διαφοροποίηση στις δονήσεις C-N της 

Chl-c που αναφέρθηκε προηγουμένως. Συγκεκριμένα, στην εικόνα 49Α, υπάρχει αλλαγή στο 

λόγο των εντάσεων των κορυφών στους 1004 και 1014 cm-1 η οποία αποδίδεται στη 

σταδιακή αύξηση των καροτενοειδών Dd και Dt . Λόγω της σημαντικής αλληλοεπικάλυψης 

που παρατηρείται σε αυτή την περιοχή στις δονήσεις των διαφόρων καροτενοειδών , στο 

φάσμα c όπου η αύξηση στη συγκέντρωση των Dd και Dt είναι ακόμη μεγαλύτερη 

εμφανίζεται μια κορυφή με κέντρο τους 1011 cm-1 η οποία όπως έχει ήδη αναφερθεί 

αποδίδεται στην παρουσία των συγκεκριμένων καροτενοειδών. Επίσης, οι δονήσεις που 

αποδίδονται στα καροτενοειδή εμφανίζουν σημαντική ενίσχυση στην ένταση τους στο 

φάσμα c σε σχέση με τα φάσματα a και b η οποία αποδίδεται στην αύξηση της 

συγκέντρωσης των καροτενοειδών σε σχέση με τις χλωροφύλλες στο δείγμα, κυρίως λόγω 

της παρουσίας Dd. 

Σχετικά με τις ιδιότητες που εμφανίζουν οι χλωροφύλλες στο συγκεκριμένο είδος διατόμων, 

δεν παρατηρείται κάποια διαφοροποίηση ως προς τα συμπεράσματα από τα φάσματα Raman 

που αναλύθηκαν και στο προηγούμενο κεφάλαιο. Δηλαδή, τα κεντρικά άτομα Mg2+ στα 

περισσότερα ή σε όλα τα μόρια Chl-a/c έχουν αριθμό συναρμογής 5 χωρίς να μπορεί να 

αποκλεισθεί το ενδεχόμενο παρουσίας ενός πληθυσμού με αριθμό συναρμογής 6 και 

ασθενείς αξονικούς υποκαταστάτες.  

Για να διερευνηθεί περαιτέρω η προσαρμοστικότητα του συγκεκριμένου είδους διατόμων 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα στα οποία ενώ αρχικά η καλλιέργεια αναπτυσσόταν σε 

συνθήκες HL, ο μισός όγκος της μεταφέρθηκε σε συνθήκες LL. Σκοπός ήταν η απάντηση 

στο ερώτημα αν οι πιο πάνω παρατηρούμενες μεταβολές είναι αντιστρεπτές, δηλαδή αν ο 
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οργανισμός μπορεί να επανέλθει σε φυσιολογικές συνθήκες μετά από την έκθεση του σε 

υψηλής έντασης φωτισμό. 

 

Εικόνα 50 : Σχηματική αναπαράστασης της πειραματικής διαδικασίας για τη διερεύνηση της 

αντιστρεπτότητας των παρατηρούμενων μεταβολών στα κύτταρα του διατόμου T.Pseudonana 

οι οποίες οφείλονται στην ένταση του φωτισμού ανάπτυξης του οργανισμού. 

 

Στην εικόνα 50 παρουσιάζεται η σχηματική αναπαράσταση της πειραματικής διαδικασίας 

που ακολουθήθηκε σχετικά με την ανάπτυξη του οργανισμού. Συγκεκριμένα, αρχικά η 

καλλιέργεια αναπτύχθηκε σε φως εντάσεως 350 μmol photons m-2 s-1 για διάρκεια 4 ημερών 

και στη συνέχεια ο μισός όγκος της καλλιέργειας μεταφέρθηκε σε συνθήκες 15 μmol photons 

m-2 s-1 ενώ το υπόλοιπο παρέμεινε στις αρχικές συνθήκες. Δεν πραγματοποιήθηκε καμία 

άλλη μεταβολή σχετικά με την ανάπτυξη του οργανισμού.  Η λήψη των φασμάτων 

απορρόφησης ορατού – υπεριώδους και Raman πραγματοποιήθηκε αρχικά την τέταρτη 

ημέρα, πριν το διαχωρισμό της καλλιέργειας και ακολούθως την ένατη μέρα ανάπτυξης του 

οργανισμού, λαμβάνοντας δείγματα και από τις δύο καλλιέργειες που αναπτύσσονταν 

παράλληλα. 
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Εικόνα 51 : Φάσματα απορρόφησης ορατού-υπεριώδους των κυττάρων του διατόμου 

T.Pseudonana  τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από τις εξής συνθήκες : (a) 350 μmol photons 

m-2 s-1  για τέσσερις ημέρες (b) 350 μmol photons m-2 s-1  για εννέα ημέρες (c) 350 μmol photons 

m-2 s-1  για τέσσερις ημέρες και ακολούθως 15 μmol photons m-2 s-1  για πέντε ημέρες. 

 

Στην εικόνα 51 παρουσιάζονται τα φάσματα απορρόφησης ορατού-υπεριώδους των 

κυττάρων του διατόμου T.Pseudonana  τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από τις εξής 

συνθήκες : (a) 350 μmol photons m-2 s-1  για τέσσερις ημέρες (b) 350 μmol photons m-2 s-1  

για εννέα ημέρες (c) 350 μmol photons m-2 s-1 για τέσσερις ημέρες και ακολούθως 15 μmol 

photons m-2 s-1 για πέντε ημέρες. Το φάσμα α είναι όμοιο με το αντίστοιχο φάσμα c της 

εικόνας 47 μιας και αφορούν παρόμοιες συνθήκες ανάπτυξης. Στο φάσμα b, o οργανισμός 

έχει εκτεθεί σε συνθήκες υψηλού φωτισμού για περισσότερες ημέρες, έτσι όπως ήταν 
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αναμενόμενο παρατηρείται εξέλιξη των μεταβολών που έχουν αναφερθεί για αυτές τις 

συνθήκες και συγκεκριμένα περαιτέρω αύξηση της κορυφής στα 491 nm, μείωση της 

απορρόφησης μεταξύ 500-560 nm καθώς και μείωση του ώμου στα 460 nm. Αντίθετά, στο 

φάσμα c, εμφανίζονται οι αντίθετες μεταβολές στα φάσματα, λόγω της μείωσης στη 

συγκέντρωση του καροτενοειδούς Dd υπάρχει μείωση στη  κορυφή στα 491 nm, η αύξηση 

της απορρόφησης στην περιοχή 500-560 nm υποδηλώνει την εμφάνιση μορίων red-Fx ενώ 

υπάρχει και αύξηση στην απορρόφηση του ώμου στα 460 nm η οποία οφείλεται είτε στην 

παρουσία blue-Fx  ή/και στην αύξηση της Chl-c στο δείγμα. Όπως φαίνεται από τις πιο πάνω 

παρατηρήσεις όταν η καλλιέργεια μεταφέρθηκε σε συνθήκες χαμηλότερης έντασης 

φωτισμού πραγματοποιήθηκε προσαρμογή στις καινούριες συνθήκες ανάπτυξης και αλλαγή 

στη στοιχειομετρία και την αλληλεπίδραση των χρωστικών ουσιών. Οι αλλαγές αυτές 

προσομοιάζουν σε πολύ μεγάλο βαθμό την παρατηρούμενη απόκριση του οργανισμού όταν 

αναπτύχθηκε εξ αρχής σε αυτές τις συνθήκες, όπως παρουσιάστηκε στο φάσμα a της εικόνας 

47.  

Στην εικόνα 52 παρουσιάζονται τα αντίστοιχα φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου 

T.Pseudonana τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από λευκό φως εντάσεως (a) 350 μmol 

photons m-2 s-1  για τέσσερις ημέρες (b) 350 μmol photons m-2 s-1  για εννέα ημέρες (c) 350 

μmol photons m-2 s-1  για τέσσερις ημέρες και ακολούθως 15 μmol photons m-2 s-1  για πέντε 

ημέρες. Όπως και στα φάσματα απορρόφησης, μεταξύ των φασμάτων a και b, παρατηρείται 

ενίσχυση των χαρακτηριστικών που παρουσιάζει ο οργανισμός λόγω της έκθεσης του σε 

συνθήκες υψηλού φωτισμού. Η αύξηση της έντασης των κορυφών στους 986 και 1211 cm-1 

είναι χαρακτηριστική της αύξηση στη συγκέντρωση των καροτενοειδών Dd και Dt και η 

μείωση στην κορυφή στους 1361 cm-1 συνάδει με την αναμενόμενη μεταβολή της 

διαμόρφωσης στην Chl-c που έχει αναφερθεί σε προηγούμενη ενότητα. Στο φάσμα c που 

αντιστοιχεί στο δείγμα το οποίο προέρχεται από τον οργανισμό που μεταφέρθηκε από 

συνθήκες HL σε συνθήκες LL, στην περιοχή δονήσεων της ν3 των καροτενοειδών (εικόνα 

52Α), παρατηρείται η τάση εμφάνισης των δύο κορυφών στους 1004 και 1014 cm-1 που είναι 

χαρακτηριστικό της αύξησης της συγκέντρωσης του καροτενοειδούς Fx σε σχέση με την 

ευρεία κορυφή στους 1011 cm-1  που όπως έχει αναλυθεί και στο προηγούμενο κεφάλαιο 

αποτελεί ένδειξη αύξησης των Dd και Dt. Επίσης υπάρχει αύξηση στην κορυφή στους 1183 

cm-1  και μείωση στην κορυφή στους 1211 cm-1  που επιβεβαιώνουν το ίδιο συμπέρασμα. 

Στην περιοχή των δονήσεων ν(CaN) της Chl-c, παρατηρείται αύξηση της κορυφής στους 

1361 cm-1  που υποδηλώνει την αλλαγή της διαμόρφωσης σε μέρος των μορίων της Chl-c και 
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προσομοιάζει την αναλογία που εμφανίζεται στα κύτταρα των διατόμων που έχουν 

αναπτυχθεί σε συνθήκες LL.  

 

Εικόνα 52 : Φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου T.Pseudonana  τα οποία έχουν 

αναπτυχθεί κάτω από λευκό φως εντάσεως (a) 350 μmol photons m-2 s-1  για τέσσερις ημέρες (b) 

350 μmol photons m-2 s-1  για εννέα ημέρες (c) 350 μmol photons m-2 s-1  για τέσσεριςημέρες και 

ακολούθως 15μmol photons m-2 s-1  για πέντε ημέρες. 
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 Συνολικά, τα πιο πάνω αποτελέσματα καταδεικνύουν πως με την αλλαγή της έντασης του 

φωτισμού ανάπτυξης των διατόμων πραγματοποιούνται αλλαγές όχι μόνο ως προς τη 

συγκέντρωση των χρωστικών ουσιών που παράγονται αλλά και ως προς τις αλληλεπιδράσεις 

μεταξύ τους καθώς και την έκφραση πρωτεϊνών εντός των συμπλόκων συλλογής φωτός (12). 

Οι αλλαγές αυτές καθορίζουν τις ιδιότητες του οργανισμού ως προς τη συλλογή φωτός, τη 

μεταφορά ενέργειας και τη φωτο-προστασία και μπορούν να αντιστραφούν με τη μεταβολή 

της έντασης του φωτισμού ανάπτυξης.  

Αυτό το αποτέλεσμα αποτυπώνει την άμεση προσαρμογή των διατόμων σε μεταβαλλόμενες 

συνθήκες φωτισμού με χρήση πολλαπλών στρατηγικών και μηχανισμών οι οποίοι 

διασφαλίζουν την επιβίωση αλλά και την ανάπτυξη των οργανισμών αυτών σε τέτοιου είδους 

περιβάλλοντα.  
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4.3.2 Ανάπτυξη του διατόμου T.Pseudonana κάτω από κόκκινο φως 

Στο προηγούμενο κεφάλαιο έχουν παρουσιαστεί τα αποτελέσματα της μελέτης της 

ανάπτυξης του διατόμου P.Tricornutum με χρήση κόκκινου φωτός όπου διαπιστώθηκε η 

ύπαρξη της εκπομπής στα 710nm στο φάσμα φθορισμού προερχόμενη από σύμπλοκα 

συλλογής φωτός που περιέχουν μόρια Chl-a με σημαντικά διαφορετικές ιδιότητες από τα 

υπόλοιπα. Η συμπεριφορά αυτή περιγράφεται στη βιβλιογραφία σε κάποια είδη διατόμων 

όμως περιορίζεται σε μεγάλο βαθμό στα πτεροειδή διάτομα. Σε αυτή την ενότητα θα γίνει η 

αντίστοιχη μελέτη για το διάτομο T.Pseudonana που όπως έχει αναφερθεί είναι ένα πρότυπο 

διάτομο της κατηγορίας των κεντρικών διατόμων.  

 

 Εικόνα 53 : Φάσματα απορρόφησης ορατού – υπεριώδους των κυττάρων του διατόμου 

T.Pseudonana τα οποία έχουν αναπτυχθεί με φως (α) λευκό και (b) κόκκινο, εντάσεως 15 μmol 

photons m-2 s-1.  
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Στην εικόνα 53 παρουσιάζονται τα φάσματα απορρόφησης ορατού – υπεριώδους των 

κυττάρων του διατόμου T.Pseudonana τα οποία έχουν αναπτυχθεί με φως (α) λευκό και (b) 

κόκκινο, εντάσεως 15 μmol photons m-2 s-1. Η μοναδική διαφορά που υπάρχει μεταξύ των δύο 

φασμάτων εντοπίζεται στην κορυφή στα 675 nm (Qy, Chl-a) η οποία εμφανίζει αύξηση στο 

πλάτος της, επεκτείνοντας την απορρόφηση της προς μεγαλύτερα μήκη κύματος. Η κορυφή 

αυτή έχει πλάτος (FWHM) κατά 3nm μεγαλύτερο στο φάσμα b. Αυτή η συμπεριφορά είναι 

παρόμοια με το διάτομο P.Tricornutum όμως σε πολύ μικρότερο βαθμό. Όπως έχει αναφερθεί, 

η συμμετοχή της Chl-a σε σύμπλοκα πρωτεϊνών μπορεί να επηρεάσει τις ιδιότητες 

απορρόφησης που παρουσιάζει. Στην εικόνα 54 εμφανίζονται τα κανονικοποιημένα φάσματα 

φθορισμού εκπομπής με διέγερση στα  440 nm για τα κύτταρα του διατόμου T.Pseudonana τα 

οποία έχουν αναπτυχθεί με χρήση λευκού φωτός (μαύρη γραμμή) και κόκκινου φωτός 

(κόκκινη γραμμή). 

 

Εικόνα 54 : Κανονικοποιημένα φάσματα φθορισμού εκπομπής με διέγερση στα  440 nm για τα 

κύτταρα του διατόμου T.Pseudonana τα οποία έχουν αναπτυχθεί με χρήση λευκού φωτός 

(μαύρη γραμμή) και κόκκινου φωτός (κόκκινη γραμμή). Επιπλέον παρουσιάζεται στο ένθετο 

διάγραμμα το αποτέλεσμα της αφαίρεσης των δύο φασμάτων. 
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Στα φάσματα της εικόνας 54 παρατηρείται μετατόπιση στην κορυφή εκπομπής που προέρχεται 

από την Chl-a από τα 680 στα 687 nm μεταξύ των δειγμάτων που αναπτύχθηκαν σε λευκό και 

κόκκινο φως αντίστοιχα. Από την αφαίρεση των δύο φασμάτων, προκύπτουν δύο κορυφές στα 

675 και 691 nm από τις οποίες προκύπτει το συμπέρασμα πως στο δείγμα b κάποια σύμπλοκα 

περιέχουν μόρια Chl-a χαμηλότερης ενέργειας σε σχέση με το δείγμα a και ταυτόχρονα δεν 

εντοπίζεται σε αυτό η εκπομπή από σύμπλοκα που περιέχουν τα μόρια Chl-a υψηλότερης 

ενέργειας από τα οποία προέρχεται η εκπομπή στα 675 nm στο δείγμα a. Η εμφάνιση 

συμπλόκων συλλογής φωτός που περιλαμβάνουν μόρια Chl-a χαμηλότερης ενέργειας έχει ήδη 

αναφερθεί και στην περίπτωση του κεντρικού διατόμου Chaetoceros gracilis σε αντίστοιχες 

συνθήκες ανάπτυξης (13,14).  

 

Εικόνα 55 : Φάσματα φθορισμού διέγερσης στα 680 nm των κυττάρων του διατόμου 

T.Pseudonana τα οποία έχουν αναπτυχθεί κάτω από : (α) λευκό και (b) κόκκινο φως εντάσεως 

15 μmol photons m-2 s-1  
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 Όπως φαίνεται στην εικόνα 55 όπου εμφανίζονται τα αντίστοιχα φάσματα φθορισμού 

διέγερσης, δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ των δύο δειγμάτων. Αυτό ίσως 

οφείλεται στο γεγονός πως δεν υπάρχει σημαντική διαφορά στην απόδοση μεταφοράς 

ενέργειας μεταξύ των νέων συμπλόκων που δημιουργούνται με την ανάπτυξη κάτω από 

κόκκινο φως σε σχέση με την ανάπτυξη κάτω από λευκό φως ή λόγω του σχετικά μικρού 

πλήθους των συμπλόκων αυτών που έχει ως αποτέλεσμα τη μη αποτύπωση των ιδιοτήτων 

τους σε αυτό το φάσμα που αφορά ολόκληρα κύτταρα του διατόμου. Τα αντίστοιχα φάσματα 

Raman των δύο δειγμάτων παρουσιάζονται στην εικόνα 56.  

 

Εικόνα 56 : Φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου T.Pseudonana τα οποία έχουν 

αναπτυχθεί με φως (α) λευκό και (b) κόκκινο, εντάσεως 15 μmol photons m-2 s-1. Η λήψη των 

φασμάτων έγινε σε θερμοκρασία -700C , η διάρκεια λήψης του κάθε φάσματος ήταν 20 λεπτά 

και το μήκος κύματος της ακτινοβολίας διέγερσης 442 nm 

 

Οι χαρακτηριστικές δονήσεις που αντιστοιχούν στα καροτενοειδή των δειγμάτων δεν 

εμφανίζουν σημαντικές διαφορές επιβεβαιώνοντας τις παρατηρήσεις που έχουν αναφερθεί 

μέχρι στιγμής. Σχετικά με τις δονήσεις C-N στους 1355 και 1361 cm-1 που οφείλονται 
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αποκλειστικά στα μόρια Chl-c παρατηρείται μια μικρή διαφορά με την ένταση της κορυφής 

στους 1361 cm-1 να έχει μειωθεί στο δείγμα που αναπτύχθηκε κάτω από κόκκινο φως. Η 

μείωση είχε παρατηρηθεί σε μεγαλύτερο βαθμό και στα αντίστοιχα πειράματα με το διάτομο 

P.Tricornutum.  Μια επιπρόσθετη διαφορά που παρατηρείται μεταξύ των δύο φασμάτων 

είναι στην περιοχή των δονήσεων τάσης των καρβονυλίων όπου υπάρχει μια μικρή αύξηση 

στο πλάτος της δόνησης στους 1686 cm-1 στο δείγμα που αφορά τα κύτταρα που 

αναπτύχθηκαν κάτω από κόκκινο φως. Η περιοχή αυτή φαίνεται σε μεγέθυνση στην εικόνα 

57.  

 

Εικόνα 57 : Φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου T.Pseudonana τα οποία έχουν 

αναπτυχθεί με φως (α) λευκό και (b) κόκκινο, εντάσεως 15 μmol photons m-2 s-1. 
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 Όπως έχει αναφερθεί και στο προηγούμενο κεφάλαιο, αυτή η παρατήρηση μπορεί να 

οφείλεται στη δημιουργία ισχυρότερων δεσμών υδρογόνου μεταξύ των μορίων χλωροφύλλης 

και του περιβάλλοντος στο οποίο βρίσκονται, οι οποίοι στη συνέχεια μπορούν να 

προκαλέσουν τις παρατηρούμενες διαφορές στα φάσματα απορρόφησης.  

Είναι προφανές πως οι αλλαγές με όλες τις τεχνικές φασματοσκοπίας είναι πολύ 

περιορισμένες σε σχέση με τα αντίστοιχα πειράματα στο διάτομο P.Tricornutum, αυτό 

αποτελεί ακόμη μια ένδειξη πως τα διαφορετικά είδη διατόμων έχουν αναπτύξει 

διαφορετικές μεθόδους προσαρμογής τόσο σε περιβάλλοντα με διαφορετικής έντασης 

φωτισμό όσο και σε συνθήκες όπου το φως το οποίο φτάνει σε αυτά έχει περιορισμένο εύρος 

ως προς το μήκος κύματος και κατ’ επέκταση την ενέργεια που μεταφέρει. 

Παρόλα αυτά, τα πιο πάνω αποτελέσματα δείχνουν την παρουσία μορίων χλωροφύλλης α με 

διαφορετικές ιδιότητες όταν το διάτομο αναπτύσσεται κάτω από κόκκινο φως , κάτι που 

αποτελεί ένδειξη για την ύπαρξη συμπλόκων συλλογής φωτός που δημιουργούνται στο 

διάτομο μόνο κάτω από αυτές τις συνθήκες. 
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4.3.3 Απομόνωση και χαρακτηρισμός των συμπλόκων συλλογής φωτός του 

διατόμου T.Pseudonana 

 

Στη συνέχεια θα γίνει χαρακτηρισμός των συμπλόκων συλλογής φωτός που απομονώθηκαν 

από το διάτομο T.Pseudonana. Οι συνθήκες προετοιμασίας των δειγμάτων και η 

μεθοδολογία που ακολουθήθηκε είναι ίδια με τα αντίστοιχα στο προηγούμενο κεφάλαιο (15). 

Παρόλα αυτά, όπως φαίνεται και στην εικόνα 58 όπου παρουσιάζεται το χρωματογράφημα 

στο οποίο απεικονίζονται οι χρόνοι έκλουσης των συμπλόκων που απομονώθηκαν, υπάρχουν 

σημαντικές διαφορές ως προς το χρόνο και τη μορφή των κορυφών που απεικονίζονται σε 

σχέση με την περίπτωση του διατόμου P.Tricornutum.  

 

 

Εικόνα 58 : Χρωματογράφημα υγρής χρωματογραφίας το οποίο απεικονίζει τα διαφορετικά 

σύμπλοκα συλλογής φωτός τα οποία προέρχονται από το διάτομο T.Pseudonana σε σχέση με το 

χρόνο διαχωρισμού τους. Το μήκος κύματος ανίχνευσης ήταν τα 440nm. 



143 

 

Εικόνα 59 : Φάσματα απορρόφησης ορατού – υπεριώδους των συμπλόκων συλλογής φωτός του 

διατόμου T.Pseudonana όπως αυτά έχουν διαχωριστεί . 

 

Στην εικόνα 59 παρουσιάζονται τα φάσματα απορρόφησης ορατού – υπεριώδους των 

συμπλόκων συλλογής φωτός του διατόμου T.Pseudonana όπως αυτά έχουν διαχωριστεί. Όλα 

τα φάσματα έχουν κανονικοποιηθεί ως προς την κορυφή στα 673 nm που προέρχεται από την 

Chl-a. Στα αριστερά της εικόνας 59 εμφανίζεται σε μεγέθυνση η περιοχή όπου εμφανίζουν 

χαρακτηριστικές απορροφήσεις τα αμινοξέα. Είναι εμφανές από τις διαφορές μεταξύ των 

δειγμάτων πως υπάρχει διαφορετική σύσταση αμινοξέων και κατ’ επέκταση πρωτεϊνών σε 

κάθε δείγμα, έτσι είναι αναμενόμενες και οι διαφορετικές ιδιότητες των χρωστικών ουσιών 

που συμμετέχουν σε κάθε σύμπλοκο και θα παρουσιαστούν στη συνέχεια. Στα δεξιά της 

εικόνας 59 εμφανίζεται η περιοχή απορρόφησης των καροτενοειδών και των χλωροφυλλών 

των δειγμάτων. Το δείγμα 1 παρουσιάζει σημαντικές διαφορές σε σχέση με τα υπόλοιπα 

κυρίως λόγω της μεγάλης συγκέντρωσης στο καροτενοειδές Dd όπως φαίνεται από τη 
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μεγάλη ένταση της κορυφής στα 485 nm καθώς και τη χαμηλή συγκέντρωση σε Chl-c όπως 

φαίνεται από την κορυφή στα 636 nm. Στο δείγμα 2 , σε αντίθεση με τα υπόλοιπα, η ένταση 

των κορυφών στην περιοχή 350-500 nm είναι αντίστοιχη με την κορυφή στα 673 nm που 

υποδηλώνει μικρή συγκέντρωση καροτενοειδών σε σχέση με τις χλωροφύλλες. Η ύπαρξη 

red-Fx είναι ορατή κυρίως στα δείγματα 3,4 και 7 αλλά και με μικρότερη ένταση στα 

δείγματα 5 και 6 όπως αποτυπώνεται από την ευρεία απορρόφηση στην περιοχή 500-560 nm. 

Στην εικόνα 60 παρουσιάζονται τα φάσματα φθορισμού διέγερσης στα 677 nm. Οι 

χαρακτηριστικές κορυφές στην περιοχή 490-560 nm που οφείλονται στις red-Fx είναι ορατές 

σε όλα τα δείγματα εκτός από τα δείγματα 1 και 2 παρόλο που η ένταση τους είναι 

σημαντικά μεγαλύτερη στα δείγματα 3,4 και 7. Το χαρακτηριστικό αυτό είναι μια σημαντική 

διαφορά σε σχέση με τα αντίστοιχα φάσματα από το διάτομο P.Tricornutum όπου η 

παρουσία red-Fx ήταν εμφανής μόνο σε 3 από τα 7 δείγματα. Η κορυφή στα 635 nm η οποία 

προέρχεται από την Chl-c, παρουσιάζει σημαντικές διακυμάνσεις στην ένταση μεταξύ των 

δειγμάτων και παρουσιάζει μεγαλύτερη ένταση στα δείγματα 3,4 και 7 τα οποία πιθανώς να 

παρουσιάζουν αποδοτικότερη συμμετοχή στη μεταφορά ενέργειας από την Chl-c προς την 

Chl-a, κάτι που υποστηρίζεται και από την αύξηση της κορυφής στα 459nm που εμφανίζεται 

ως ώμος στα αντίστοιχα φάσματα. Η απουσία σήματος στην περιοχή 450-560 nm στα 

δείγματα 1 και 2 αλλά και η χαμηλότερη ένταση που εμφανίζουν τα δείγματα 5 και 6 

υποδηλώνει μειωμένη ή ανύπαρκτη συμμετοχή τόσο της Chl-c όσο και των καροτενοειδών 

στη μεταφορά ενέργειας προς την Chl-a. 
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Εικόνα 60 : Φάσματα φθορισμού διέγερσης στα 677 nm των συμπλόκων συλλόγής φωτός του 

διατόμου T.Pseudonana όπως αυτά έχουν διαχωριστεί . 

 

Εξαίρεση αποτελούν μόρια blue-Fx που λόγω της επικάλυψης τους με τις κορυφές που 

οφείλονται στην Chl-a δεν είναι εφικτό να αποκλειστεί η παρουσία τους. Αξίζει να σημειωθεί 

πως παρά τη μεγάλη παρουσία Dd πρωτίστως στο δείγμα 1 αλλά και στο δείγμα 2, από τα 

φάσματα στην εικόνα 60 δεν προκύπτει συμμετοχή αυτών των καροτενοειδών στην 

απευθείας μεταφορά ενέργειας προς τη Chl-a.  
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Εικόνα 61 : Φάσματα Raman των συμπλόκων συλλογής φωτός του διατόμου T.Pseudonana 

όπως αυτά έχουν διαχωριστεί . Η λήψη των φασμάτων έγινε σε θερμοκρασία -700C , η διάρκεια 

λήψης του κάθε φάσματος ήταν 20 λεπτά και το μήκος κύματος της ακτινοβολίας διέγερσης 442 

nm. 

Στην εικόνα 61 εμφανίζονται τα φάσματα Raman των συμπλόκων συλλογής φωτός του 

διατόμου T.Pseudonana όπως αυτά έχουν διαχωριστεί . Η λήψη των φασμάτων έγινε σε 

θερμοκρασία -700C , η διάρκεια λήψης του κάθε φάσματος ήταν 20 λεπτά και το μήκος 

κύματος της ακτινοβολίας διέγερσης 442 nm. Όπως είχε παρατηρηθεί και στην περίπτωση 

των συμπλόκων που προέρχονταν από το διάτομο P.Tricornutum, τα μόρια χλωροφύλλης  

στα πρώτα δύο σύμπλοκα που απομονώθηκαν εμφανίζουν ευαισθησία στην ακτινοβολία 

διέγερσης που χρησιμοποιείται με αποτέλεσμα να μην είναι ορατές οι αντίστοιχες δονήσεις 

στα φάσματα Raman. Στην περίπτωση του δείγματος 2, υπάρχει μια μικρή συνεισφορά από 
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τα μόρια χλωροφύλλης η οποία είναι ορατή στους 918 και 1377 cm-1. Παρόλα αυτά τα 

φάσματα έχουν συμπεριληφθεί στην εικόνα 61 λόγω των πληροφοριών που προσφέρουν οι 

δονήσεις που προέρχονται από τα καροτενοειδή που διαθέτουν. Τα δείγματα 5 και 6 δεν 

περιλαμβάνονται λόγω πολύ χαμηλής συγκέντρωσης που δεν επέτρεπε τη λήψη φασμάτων 

Raman. Στην εικόνα 61Α, οι δονήσεις στους 1008 και 1014 cm-1 προέρχονται από τα 

καροτενοειδή Dd και Dt τα οποία φαίνεται πως είναι έχουν τη μεγαλύτερη συγκέντρωση στο 

δείγμα σε σχέση με τα υπόλοιπα καροτενοειδή. Αντίθετα στα δείγματα 3,4 και 7 φαίνεται 

πως στα φάσματα 12Α και 12Β υπάρχει σημαντική παρουσία δονήσεων του καροτενοειδούς 

φουκοξανθίνη με την αύξηση της κορυφής στους 1017 cm-1 . Η διαφορετική αναλογία των 

εντάσεων των χαρακτηριστικών κορυφών που εμφανίζουν τα καροτενοειδή σε αυτά τα τρία 

δείγματα υποστηρίζει το συμπέρασμα πως τα διαφορετικά σύμπλοκα έχουν διαφορετικές 

συγκεντρώσεις των καροτενοειδών αυτών. Αυτό ενισχύεται και από τα φάσματα στην εικόνα 

61D της χαρακτηριστικής δόνησης v1 των καροτενοειδών η οποία προέρχεται από την 

υπέρθεση των κορυφών όλων των καροτενοειδών του δείγματος εμφανίζει διαφορές στη 

θέση και το πλάτος της. Όπως έχει αναφερθεί και στο προηγούμενο κεφάλαιο, η θέση της 

συγκεκριμένης κορυφής είναι ανάλογη με το μήκος συζυγίας της πολυμερικής αλυσίδας του 

καροτενοειδούς και το πλάτος της ενδεικτικό του πλήθους των καροτενοειδών που υπάρχουν 

στο δείγμα.  

Στην εικόνα 61C παρουσιάζεται η περιοχή των δονήσεων C-N των μορίων chl-a/c. Δεν 

παρατηρείται σημαντική διαφορά μεταξύ των δειγμάτων 3,4 και 7 με εξαίρεση μια μικρή 

αύξηση της έντασης στους 1355 cm-1 για τα δείγματα 4 και 7 σε σχέση με το δείγμα 3.Τέλος, 

στην εικόνα 61E, στην περιοχή των χαρακτηριστικών δονήσεων C=O  εμφανίζονται τρεις 

κορυφές στους 1656 , 1679 και 1690 cm-1 . Η πρώτη κορυφή οφείλεται στο καροτενοειδές Fx 

ενώ οι άλλες δύο προέρχονται από τις chl-a/c. Όπως αναφέρθηκε και στο προηγούμενο 

κεφάλαιο, η θέση των κορυφών αυτών υποδηλώνει την παρουσία ισχυρών (1679 cm-1) ή 

ασθενέστερων (1690 cm-1 ) δεσμών υδρογόνου με το περιβάλλον τους.  

Όλες οι πιο πάνω παρατηρήσεις, όπως και στην περίπτωση των συμπλόκων του διατόμου 

P.Tricornutum, συνηγορούν στο συμπέρασμα πως το κάθε σύμπλοκο έχει διαφορετικές 

ιδιότητες και επιτελεί διαφορετικές λειτουργίες που απαιτούνται για τη συλλογή ενέργειας 

και τη φωτο-προστασία του οργανισμού. Ιδιαίτερα σημαντικό είναι το γεγονός πως από τα 

αποτελέσματα της μελέτης των δύο ειδών διατόμων φαίνεται πως παρά τις ομοιότητες που 
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εμφανίζουν τα σύμπλοκα που έχουν απομονωθεί υπάρχουν και αρκετές διαφορές μεταξύ 

τους.  

4.4 Συμπεράσματα Κεφαλαίου 

Σε αυτό το κεφάλαιο παρουσιάστηκε η φασματοσκοπική μελέτη του διατόμου 

T.Pseudonana. 

Αρχικά, στα πειράματα όπου έγινε ανάπτυξη του διατόμου κάτω από τρεις διαφορετικές 

εντάσεις λευκού φωτός παρατηρήθηκε ανάλογη απόκριση όπως και στην περίπτωση του 

διατόμου P.Tricornutum. Συγκεκριμένα εντοπίστηκε αύξηση της συγκέντρωσης των 

καροτενοειδών διαδινοξαθίνη και διατοξανθίνη καθώς και δραματική μείωση στη 

συγκέντρωση των μορίων φουκοξανθίνης τα οποία εμφανίζουν μετατόπιση στην 

απορρόφηση τους προς το ερυθρό. Αντίστοιχη συμπεριφορά παρατηρήθηκε και ως προς τις 

διαμορφώσεις που εμφανίζουν τα μόρια χλωροφύλλης c σε σχέση με την ένταση του φωτός 

ανάπτυξης των διατόμων.  

Η συμπερίληψη μιας επιπλέον συνθήκης ανάπτυξης χαμηλότερης έντασης φωτισμού 

επιβεβαίωσε πως όλες οι πιο πάνω μεταβολές έχουν εξάρτηση από την ένταση του φωτός. 

Παρόλα αυτά, μεταξύ 15-150 μmol photons m-2 s-1 η επίδραση της αύξησης της έντασης του 

φωτός ανάπτυξης είχε πολύ μικρότερη επίδραση σε σχέση με τη χρήση 350 μmol photons m-

2 s-1. 

Τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν για τη μελέτη της αντιστρεπτότητας των πιο πάνω 

μεταβολών κατέδειξαν πως το είδος T.Pseudonana μπορεί αρκετά γρήγορα να προσαρμοστεί 

σε μεταβολές της εντάσεως του φωτός ανάπτυξης προσαρμόζοντας τις συγκεντρώσεις των 

χρωστικών ουσιών που παράγει και τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους. Αυτό έγινε εμφανές 

αρχικά από τα φάσματα απορρόφησης ορατού – υπεριώδους όπου μετά τη μεταφορά της 

καλλιέργειας των διατόμων από φωτισμό με ένταση 350 μmol photons m-2 s-1 σε φωτισμό με 

15 μmol photons m-2 s-1 μειώθηκε η κορυφή στα 491 nm που αποδίδεται στο καροτενοειδές 

διαδινοξανθίνη και ταυτόχρονα αυξήθηκε η απορρόφηση στην περιοχή 500-560 nm που 

αποδίδεται σε μόρια φουκοξανθίνης που λόγω του περιβάλλοντος που βρίσκονται 

εμφανίζουν μετατόπιση προς το ερυθρό. Παράλληλα με χρήση της φασματοσκοπίας Raman 

παρατηρήθηκε αλλαγή στις εντάσεις των κορυφών στους 1355 και 1361 cm-1 και επαναφορά 
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στην αναλογία που έχει εντοπιστεί πως εμφανίζεται σε αυτό το είδος διατόμου όταν 

αναπτύσσεται κάτω από 15 μmol photons m-2 s-1. 

Σχετικά με την ανάπτυξη του διατόμου κάτω από κόκκινο φως, η απόκριση του οργανισμού 

ήταν πολύ διαφορετική σε σχέση με τα αντίστοιχα αποτελέσματα στο διάτομο 

P.Tricornutum. Παρατηρήθηκε μια μικρή μεταβολή στα μόρια χλωροφύλλης α που επέκτεινε 

την απορρόφηση τους κατά ένα μικρό ποσοστό προς το ερυθρό η οποία δε φαίνεται πως 

επηρέασε σε μεγάλο βαθμό τη λειτουργία του οργανισμού ως προς τη συλλογή και μεταφορά 

ενέργειας.  

Από τη μελέτη των συμπλόκων συλλογής φωτός που απομονώθηκαν από το συγκεκριμένο 

οργανισμό προέκυψε το συμπέρασμα πως και σε αυτή την περίπτωση εντοπίζονται 

διαφορετικές ιδιότητες σε κάθε σύμπλοκο ανάλογα με τη στοιχειομετρία και το πρωτεϊνικό 

περιβάλλον που διαθέτει. 
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5 Συμπεράσματα – Μελλοντική έρευνα 

 

5.1 Συμπεράσματα 

Από τα πειραματικά αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στα προηγούμενα κεφάλαια 

προκύπτουν κάποια σημαντικά συμπεράσματα σχετικά με τη μελέτη της απόκρισης των 

διατόμων P.Tricornutum και T.Pseudonana κάτω από διαφορετικές συνθήκες ανάπτυξης. 

Τα κυριότερα συμπεράσματα που προέκυψαν από την ανάπτυξη και των δύο οργανισμών 

κάτω από λευκό φως υψηλής έντασης είναι τα εξής : 

• Με την αύξηση της έντασης του φωτός ανάπτυξης, αυξάνεται η παραγωγή των 

καροτενοειδών διαδινοξανθίνη και διατοξανθίνη 

• Για πολύ υψηλές τιμές της έντασης του φωτός παρατηρείται μείωση της 

συγκέντρωσης στην υποκατηγορία του καροτενοειδούς φουκοξανθίνη, «red-Fx» . 

• Υπάρχει σύνδεση μεταξύ της έντασης του φωτός ανάπτυξης και του πληθυσμού των 

μορίων χλωροφύλλης c οι οποίες εμφανίζουν συγκεκριμένες διαμορφώσεις εντός των 

FCPs. 

• Η συμμετοχή των μορίων φουκοξανθίνης και χλωροφύλλης c στη μεταφορά 

ενέργειας προς τη χλωροφύλλη α εμφανίζει εξάρτηση από την ένταση του φωτός 

ανάπτυξης. 

• Για το είδος T.Pseudonana αποδείχθηκε πως οι παρατηρούμενες μεταβολές είναι 

αντιστρεπτές όταν γίνεται μεταφορά της καλλιέργειας σε περιβάλλον χαμηλότερης 

έντασης φωτισμού.  

Τα πιο πάνω συμπεράσματα καταδεικνύουν τη στρατηγική που ακολουθούν τα διάτομα όταν 

αναπτύσσονται κάτω από διαφορετική ένταση φωτισμού, δηλαδή της μεταβολής τόσο της 

σύστασης όσο και της δομής των μερών που απαρτίζουν το φωτοσυνθετικό τους σύστημα με 

σκοπό την προσαρμογή τους και την αποδοτική συλλογή και εκμετάλλευση του φωτός. Η 

χρήση των συγκεκριμένων φασματοσκοπικών τεχνικών για τη μελέτη διατόμων που έχουν 

αναπτυχθεί κάτω από λευκό φως έντασης μεγαλύτερης των 300 μmol photons m-2 s-1 μπορεί 

να προσφέρει σημαντικές πληροφορίες για τους μηχανισμούς φωτοπροστασίας αυτών των 

οργανισμών.  
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Σχετικά με την ανάπτυξη των διατόμων κάτω από κόκκινο φως προέκυψαν οι πιο κάτω 

παρατηρήσεις : 

• Στο είδος P.Tricornutum παρατηρήθηκε ένας μεγάλος αριθμός μορίων χλωροφύλλης 

α τα οποία εμφάνιζαν μετατόπιση της απορρόφησης τους προς το ερυθρό. Το 

χαρακτηριστικό αυτής της κατάστασης ήταν η κορυφή στα 710nm στα φάσματα 

εκπομπής φθορισμού. 

• Εντοπίστηκαν χαρακτηριστικές δονήσεις στα φάσματα Raman που παραπέμπουν σε 

παρουσία ισχυρότερων δεσμών υδρογόνου στα μόρια χλωροφύλλης όταν τα δείγματα 

αναπτύσσονται κάτω από κόκκινο φως σε σύγκριση με χρήση λευκού φωτός. 

Παρατηρήθηκε συσχέτιση των συγκεκριμένων δονήσεων με το χρόνο ανάπτυξης 

κάτω από κόκκινο φως και τη συνεπακόλουθη αύξηση του πληθυσμού των 

επηρεαζόμενων μορίων χλωροφύλλης. 

• Για το είδος T.Pseudonana παρατηρήθηκαν κάποια αντίστοιχα αποτελέσματα σε 

πολύ μικρότερη κλίμακα. Η μεταβολές φαίνεται πως αφορούσαν μικρότερο 

πληθυσμό μορίων χλωροφύλλης α και η μετατόπιση στην απορρόφηση που 

παρατηρήθηκε ήταν σημαντικά περιορισμένη.  

Από αυτές τις παρατηρήσεις προκύπτει το συμπέρασμα πως το μήκος κύματος της 

ακτινοβολίας ανάπτυξης των διατόμων μπορεί να επηρεάσει τη λειτουργία του 

φωτοσυνθετικού μηχανισμού που διαθέτουν. Αυτό πιθανότατα συμβαίνει με σύνθεση FCPs 

τα οποία είτε υπάρχουν σε μικρότερους αριθμούς είτε δεν εμφανίζονται όταν τα διάτομα 

αναπτύσσονται κάτω από φυσιολογικές συνθήκες. Τα σύμπλοκα αυτά διαφέρουν σημαντικά 

μεταξύ διαφορετικών ειδών διατόμων.   

Από την απομόνωση και το χαρακτηρισμό των συμπλόκων FCPs και από τους δύο 

οργανισμούς εντοπίστηκαν σύμπλοκα που εμφάνιζαν διαφορές ως προς τη σύσταση και τις 

ιδιότητες τους. Χαρακτηριστικά παραδείγματα είναι η παρουσία σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις red-Fx και διαδινοξανθίνης σε κάποια σύμπλοκα, η μεταβολή της 

συγκέντρωσης και των διαμορφώσεων των μορίων χλωροφύλλης c καθώς και η παρουσία 

διαφορετικών δεσμών υδρογόνου ως προς την ισχύ του δεσμού των μορίων χλωροφύλλης 

στα διάφορα σύμπλοκα.  Συνολικά, προέκυψε το συμπέρασμα πως παρά τις ομοιότητες που 

εμφανίζουν υπάρχουν και σημαντικές διαφορές μεταξύ των δύο ειδών. 
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Η χρήση του ισοτόπου 15Ν για τη μελέτη των Ν-ευαίσθητων δονήσεων με τη 

φασματοσκοπία Raman πραγματοποιήθηκε για πρώτη φορά με τη μεθοδολογία που 

παρουσιάστηκε στο αντίστοιχα κεφάλαιο. Η επιτυχής ενσωμάτωσης ισοτόπου ενός στοιχείου 

στα παραγόμενα χρωμοφόρα μόρια με απλή αντικατάσταση μιας ουσίας στο βιομέσο 

ανάπτυξης των διατόμων οδήγησε στον εντοπισμό των αντίστοιχων δονήσεων και των 

συνεισφορών τους στα φάσματα Raman των κυττάρων του διατόμου.  

 

5.2 Μελλοντική Έρευνα 

Το γεγονός πως μεταξύ δύο ειδών διατόμων εντοπίστηκαν σημαντικές διαφορές ως προς την 

απόκριση τους σε μεταβολές των συνθηκών ανάπτυξης οδηγεί στην ανάγκη επέκτασης 

αντίστοιχων μελετών σε περισσότερα είδη διατόμων. Αυτό θα βοηθήσει τόσο στην 

κατανόηση των παρατηρούμενων μηχανισμών όσο και στην εύρεση συσχετισμών μεταξύ 

των διαφορετικών ειδών που οδηγούν στις διαφορές που εμφανίζουν. 

Η χρήση υψηλής έντασης φωτός για την ανάπτυξη των οργανισμών οδήγησε σε 

παρατηρήσεις που πραγματοποιούνται για πρώτη φορά σε αυτά τα είδη. Έτσι προκύπτει πως 

θα ήταν χρήσιμη μελέτη της απόκρισης των διατόμων σε ακόμη υψηλότερης έντασης φωτός 

ανάπτυξης καθώς και διαφορετικά μήκη κύματος τα οποία φαίνεται πως επηρεάζουν 

σημαντικά τις ιδιότητες του οργανισμού. 

Η χρήση της φασματοσκοπίας Raman για μελέτη του φωτοσυνθετικού μηχανισμού των 

διατόμων και ιδιαίτερα της δομής του μπορεί να προσφέρει πολύ σημαντικές πληροφορίες. Η 

χρήση περισσότερων ισοτόπων με τη μεθοδολογία που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα 

διατριβή θα οδηγήσει στο χαρακτηρισμό ενός μεγάλου αριθμού δονήσεων που εμφανίζονται 

στα φάσματα Raman και θα βοηθήσει στην εξαγωγή συμπερασμάτων αλλά και στο 

σχεδιασμό πειραμάτων για την περαιτέρω μελέτη των διατόμων. 
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Τέλος, η απομόνωση των FCPs προσφέρει την ευκαιρία μελέτης ενός μέρους του 

φωτοσυνθετικού μηχανισμού των διατόμων χωρίς την παρουσία άλλων δομών οι οποίες 

μπορεί να επηρεάσουν ή να περιορίσουν τις πληροφορίες που μπορούν να δώσουν οι μέθοδοι 

φασματοσκοπίας. Στόχος είναι η απομόνωση και ο χαρακτηρισμός τέτοιων συμπλόκων τα 

οποία να προέρχονται από διαφορετικά είδη διατόμων και από διαφορετικά περιβάλλοντα 

ανάπτυξης. Συγκεκριμένα, τα σύμπλοκα που αναπτύσσονται τόσο στα κεντρικά όσο και στα 

πτεροειδή διάτομα με ανάπτυξη κάτω από κόκκινο φως εμφανίζουν πολύ μεγάλο ενδιαφέρον 

ως προς τα χαρακτηριστικά και τις ιδιότητες τους. 

 

 

 


