ОПРЕДЕЛЕНИЕ КАЧЕСТВЕННОГО СОСТАВА ПИГМЕНТОВ У РАЗЛИЧНЫХ ФОТОТРОФОВ МЕТОДОМ ТОНКОСЛОЙНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

Пигментный аппарат фотосинтезирующих организмов может быть качественно охарактеризован с использованием метода хроматографии. Разделение смеси пигментов на отдельные компоненты проводится с помощью хроматографии на различных носителях-адсорбентах (бумага, сахароза, силикагель, силуфол и др.). Чтобы пигменты разделились на сорбентах, используют систему неполярных растворителей с примесью определённого количества полярного растворителя. Пигменты, обладая неодинаковой растворимостью в данном растворителе и разной способностью к адсорбции, передвигаются по мере движения растворителя с различной скоростью и располагаются на адсорбенте отдельными зонами. Чем больше растворимость пигмента в растворителе и чем хуже он адсорбируется данным адсорбентом, тем быстрее этот пигмент будет передвигаться, и тем дальше от старта будет располагаться зона этого пигмента.

Цель работы: Разделить смесь пигментов с помощью тонкослойной хроматографии, идентифицировать выявленные пигменты и сравнить качественный состав пигментов у разных групп фототрофов.

Объект: листья высших растений и суспензионные культуры различных водорослей.

Ход работы:

1. Получение вытяжки пигментов. Для получения вытяжки пигментов из высших растений навеску листьев mсыр. = 0,5 г тщательно растирают в сухой фарфоровой ступке с небольшим количеством (на кончике шпателя) CaCO3 или MgCO3 (для предотвращения феофитинизации) и 1–2 г Na2SО4 (для обезвоживания) до сухого зелёного порошка. Порошок переносят на стеклянный фильтр №3 (закрытый кружком фильтровальной бумаги!), вставленный в колбу Бунзена с подвешенной на нитке мерной пробиркой для сбора фильтрата. Измельчённый растительный материал (порошок) сначала настаивают на фильтре с 3–5 мл растворителя (ацетон : этанол = 3 : 1), а затем небольшими порциями растворителя вымывают пигменты из порошка в пробирку, подвешенную в колбе Бунзена. Для окончательной экстракции пигмента порошок промывают небольшим количеством этилового эфира и общий объём экстракта в пробирке доводят до 10 мл. Экстракт содержит сумму зелёных и жёлтых пигментов. (При ограниченном небольшом количестве растительного материала экстракцию проводят как можно меньшим количеством растворителя, при необходимости полученный экстракт упаривают для повышения концентрации пигментов в нём.)
Для экстракции пигментов из цианобактерий клетки предварительно осаждают центрифугированием при 4000 об/мин в течение 5 мин. Затем их переносят в фарфоровую ступку и несколько раз замораживают жидким азотом и оттаивают. Из приготовленных таким образом клеток производят экстракцию пигментов описанным выше способом. 

2. Хроматографическое разделение пигментов. Разделение пигментов проводят на пластинках силуфола размером 5 х 15 см. Силуфол — это пластинка для тонкослойной хроматографии, представляющая собой нанесённый на алюминиевую фольгу сорбент — силикагель, связывающим веществом является крахмал. Для предотвращения окисления хлорофилла в процессе разгонки пигментов пластинку предварительно обрабатывают 0,01 М раствором аскорбиновой кислоты, нейтрализованной Na2CO3 до pH 7 (рН контролируется по лакмусовой бумажке). 

На пластинку силуфола с помощью капилляра наносят вытяжку пигментов (0,05–0,15 мл) полосой 1,0–1,5 см (линию старта аккуратно отметить карандашом) допустимая ширина — 0,5 см, расстояние от полосы до боковых краёв пластинки — 1 см, до нижнего края — 2 см. В процессе нанесения вытяжки пластинку подсушивают струёй холодного воздуха. После нанесения нужного объёма вытяжки пластинку подсушивают до полного испарения растворителя и помещают в хроматографическую камеру, предварительно насыщенную смесью растворителей следующего состава: бензин : ацетон : петролейный эфир : гексан = 10 : 10 : 3 : 10. Вытяжки из разных объектов наносят рядом на одну пластинку.

Разгонку проводят в сосудах, плотно закрытых крышкой и затемнённых чёрной бумагой. После того, как фронт растворителя поднимется вверх (не доходя 1–2 см до верхнего края пластинки), хроматограмму вынимают, отмечают карандашом линию фронта растворителя, просушивают под струёй воздуха, обводят полученные полосы пигментов, идентифицируют зоны пигментов, подписывают их названия.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ОСНОВНЫХ ПИГМЕНТОВ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКОГО АППАРАТА В ЛИСТЬЯХ ВЫСШИХ РАСТЕНИЙ

Качественный и количественный состав пигментов является (в физиологическом смысле) показателем приспособленности растения к условиям окружающей среды. 
Так количество хлорофилла и каротиноидов, приходящееся на единицу веса, различно 
у растений, адаптированных к разным условиям освещения: наибольшее общее содержание хлорофилла и каротиноидов наблюдается у теневыносливых растений. Соотношение хлорофиллов a и b (Chl a/Chl b) также является показателем хроматической адаптации и меняется в ряду растений теневыносливые → светолюбивые → альпийские: 2,5 → 3,5-3,9 → до 5,5. 

Часто содержание хлорофилла в исследуемом образце необходимо знать, чтобы рассчитать удельную интенсивность какой-либо фотосинтетической реакции.

Цель работы: Спектрофотометрически определить содержание и соотношение основных пигментов (хлорофиллов a и b и каротиноидов) в исследуемом материале.

Объект: листья высших растений.

Ход работы:
1. Получение вытяжки пигментов.
(ВНИМАНИЕ! Во время работы необходимо помнить, что работа количественная — нельзя потерять ни капли вытяжки!)

Навеску растительного материала 100 мг (записать точно массу навески) измельчить ножницами и тщательно растереть в ступке с  небольшим количеством CaCO3 или MgCO3, кварцевого песка (на кончике шпателя) и 80% ацетона (2–3 мл), настаивать 2–3 мин. Полученный гомогенат слить по палочке на стеклянный фильтр №3 (закрытый кружком фильтровальной бумаги!) и фильтровать в стеклянную пробирку, подвешенную на нитке в колбе Бунзена, подсоединённой к водоструйному насосу. Ступку и пестик ополоснуть небольшим количеством растворителя, слить на фильтр. Экстракцию пигментов из гомогената на фильтре небольшими порциями чистого растворителя повторять до тех пор, пока стекающий фильтрат не станет бесцветным. Экстракт из пробирки количественно перенести в мерную колбу на 25 мл, довести до метки чистым растворителем. Полученная вытяжка содержит сумму зелёных и жёлтых пигментов.

2. Определение количества пигментов.

Для расчёта концентрации хлорофиллов a и b и каротиноидов в вытяжке пигментов определить оптическую плотность вытяжки на спектрофотометре при длинах волн, соответствующих максимумам поглощения определяемых пигментов в данном растворителе: λ = 663, 646 и 470 нм. Контроль – чистый растворитель (80% ацетон), lкюв. = 1 см. 

Концентрацию пигментов в вытяжке рассчитывают по следующей формуле (формула Lichtenthaler, 1987 для определения хлорофиллов и каротиноидов в 80% ацетоне):

С Chl а [мг/л] = 12,21 · D663 – 2,81 · D646
С Chl b [мг/л] =  20,13 · D646 – 5,03 · D663

C car [мг/л] = (1000 · D470 – 3,27 · C Хл а – 100 · С Хл b)/229,
где

D470, D646и D663 — оптическая плотность вытяжки при 470, 646 и 663 нм соответственно;

С — концентрация пигмента в вытяжке, [мг/л].

Установив концентрацию пигмента в вытяжке, определяют его содержание в исследуемой ткани с учётом объёма вытяжки и массы пробы:

F [мг/г сыр.массы] = (V · C) / P
где

F — содержание пигмента в растительном материале, [мг/г сыр.массы];

V — объём вытяжки, [л];

С — концентрация пигмента, [мг/л];

Р — навеска растительного материала, [г].
Рассчитывают соотношение пигментов Chl a/Chl b и (Chl a+b)/car.
Количество пигментов выражают в миллиграммах на единицу сырой или сухой массы, на единицу площади листа и в % от сухой (сырой) массы.

Обычно в нормальных зелёных листьях содержание хлорофилла составляет 0,5–3,0 мг/ г сыр.массы при отношении Chl a/Chl b = 2,5–3,0. Содержание каротиноидов — 0,1–0,5 мг/г сыр.массы. Отношение (Chl a+b)/car = 3–8, отношение ксантофиллов к каротину 3–5.
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