3.4. Изучение работы электронтранспортных цепей хлоропластов высших растений

Введение. Вся свободная энергия, потребляемая биологическими системами, возникает из солнечной энергии, которая улавливается в процессе фотосинтеза.

Основное уравнение фотосинтеза
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У зеленых растений фотосинтез протекает в хлоропластах. Первый этап фотосинтеза – это поглощение света молекулой хлорофилла. Хлорофилл представляет собой магний – порфирин. Существует 2 вида хлорофиллов: a и b – поглощают видимый свет в различных областях спектра и взаимно дополняют друг друга. Ганс Гаффрон предположил, что свет поглощается сотнями  молекул хлорофилла, которые затем переносят свою энергию возбуждения и тому месту, где протекают химические реакции. Это место называют реакционным центром, где локализована только малая доля хлорофиллов, участвующих в преобразовании света в химическую энергию. Реакционный центр состоит из 2 – х фотосистем: I и II. Фотосистема I, которая может быть возбуждена светом с длиной волны менее 700 нм, генерирует сильный восстановитель, приводящий к образованию NАДФН. В противоположность ей фотосистема I, требующая присутствия света с длиной волны менее 680 нм, образует сильный окислитель, приводящий к образованию О2. Кроме того, фотосистема I продуцирует слабый восстановитель. Результатом действия этих систем является образование АТФ. Это компонент процесса фотосинтеза называется фотофосфорилированием.

Реакционный центр фотосистемы I – это молекула хлорофилла a, находящееся в специфическом окружении. Его максимум поглощения сдвинут с 680 к 700 нм, исходя из чего он получил название Р700 (где Р – пигмент).

Многие молекулы хлорофилла поглощают свет и переносят возбужденную энергию на Р700. Возбужденный Р700 переносит электрон к связанному ферредоксину (Р430). Связанный с мембраной ферредоксин далее переносит свой электрон на растворимую форму ферредоксина. Атом железа в активном центре ферредоксина попеременно окисляется и восстанавливается. Восстановленный ферредоксин переносит свой электрон на NaДФ+ с образованием НАДН            

2ферредоксин+Н++NaДФ+
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2ферредоксин + NaДФН
О реакционном центре (Р680) и первичном акцепторе электрона фотосистемы II известно относительно немного.

Под действием света возникает очень сильный окислитель  Z+ (окислительная форма реакционного центра или ее производное) и слабый восстановитель Q-, локализованный в этом центре.

Z+ извлекает электроны из Н2О с образованием О2. Существенную роль в этом процессе играет марганец.

4 Z+ + 2Н2О→4 Z + 4Н+ + О2
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EMBED Equation.3[image: image4.wmf]Фотосистемы I и II связанны между собой  рядом электронных переносчиков, которые играют двойную роль.

1. Через это связывающее звено электроны переходят от фотосистемы II к фотосистеме I
2. Эти электроны необходимы для регенерирования восстановленной формы Р700 реакционного центра фотосистемы I 

При переносе электронов через данное связующее звено создается протонный градиент через мембрану тилакоидов хлоропластов. В возникновении этого градиента вносят вклад такие протоны, образующиеся при выделении О2. Реакция среды в полости тилакоидов становится более кислой. Возникающий протонный градиент запускает синтез АТФ.

Из фотоактивированного реакционного центра фотосистемы II электрон переносится на Q, прочно связанного молекулу пластохинона. От Q электрон переносится потом к подвижным пластохиноном, а затем к цитохрому Р559, следующий член цепи переноса электронов – цитохром С552 (ранее называвшиеся цитохромом f). Конечным переносчиком электрона от фотосистемы I является пластоциании. Благодаря переносу электрона с восстановленного пластоцианина на окисленную форму, Р700 реакционной цепи может снова служить донором электронов, образующие NaДФН при освещении.

Суммарная реакция, протекающая при фотоактивации фотосистем I и II, выглядит следующим образом:

2Н2О+2NaДФ+
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О2+2NaДФН+2Н+
Т.о. свет вызывает перенос электронов от Н2О к NaДФН

Электронный транспорт между фотоситемами можно заингибировать с помощью моно- и диурона. При использовании искусственного донора электронов (например, восстановленного аскорбатом ДХФИФ), донирующего электроны после места ингибирования диуронов, можно восстановить транспорт электронов через фотосистему I в присутствии подходящего акцептора (например, метилрота) и оценить, используя активность фотосистемы I.

Окисленный ДХФНФ восстанавливается преимущественно фотосистемой II и может быть использован для грубой оценки ее активности.

В 1939 г. Роберт Хилл обнаружил, что изолировнные хлоропласты при их обучении в  присутствии соответствующего акцептора электронов, например, феррицианида, выделяют кислород. Одновременно происходит восстановление феррицианида в ферроцианид
                                       2Н2О+4Fe3+
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                                   О2+4Н++4Fe2+

Реакция Хилла раскрыла сущность фотосинтеза показав, что выделение кислорода может протекать без восстановления СО2. СО2  может быть заменен искусственными акцепторами электронов, такими как феррицианид. Она подтвердила, что выделившийся кислород происходит из воды, а  не из СО2 , поскольку  СО2  в системе не было.

Она открыла, что первичным событием в фотосинтезе является активированный светом перенос электрона от одного вещества к другому против градиента химического потенциала. Восстановление ферри - иона в ферро – ион под действием света представляет собой превращения света в химическую энергию. 
Работа №1. Метод выделения хлоропластов второго класса

Необходимые реактивы: NaCL – 0.35 М; Трис (гидроксиметиламинометан) – рН=7.8; 0.05 М; ацетон 85%; НСL 1N
Необходимое оборудование: ступка и пестик, кювета со льдом, полиэтиленовая пленка, стаканы на 50 – 100 мл, пробирки со штативами, воронки на 50 мл, ткань для фильтрования, стеклянные палочки, весы аналитические, центрифуга рефрижераторская, центрифужные пробирки, центрифужные весы, пипетки на 2.5; 10 мл, микропипетки.

Реактивы: NaCL – 0.35 М; Трис (гидроксиметиламинометан) – рН=7.8; 0.05 М; ацетон 85%; НСL 1N
Приготовление растворов:

1. Для приготовления трис НСL буфера рН=8, 0.05 М на весах отвешивают навеску 605 мг, растворяют в 100 мл воды, добавляют несколько мл 1 НСL до рН=8, руководствуясь показаниями рН- метра.

2. Приготовление среды выделения: смешивают 80 мл 0.35 М СL и 32 мл трис НСL буфера, рН=7.8

3. риготовление 85% - ного ацетона: для приготовления грубого 85% - ного ацетона его смешивают с водой в соотношении 85:15

Ход работы

25-30 растений гороха выдерживают на льду 30-40 мин. Одновременно охлаждают центрифужные пробирки, ступку, пестик, среду выделения. Измельченные ножницами листья растирают в фарфоровой ступке с 40 мл среды выделения. Растертую массу отжимают через слой полотна в центрифужную пробирку. Для удаления не растертых целых клеток, клеточных стенок и других крупных частиц жидкость центрифугируют 1 мин при 200g (1000 об/мин) на центрифуге ЦЛН-2. Хлоропласты осаждают центрифугированием супернатанта в течение 7 мин при 1000 g (3000 об/мин) на рефрижираторной  центрифуге ЦВР-1 или ЦЛР-1 и промывают средой выделения и повторно центрифугируют при 1000 g 7 мин. Полученный осадок суспендируют  в 2-3 мл среды выделения при помощи стеклянной палочки с ватой или кисточкой и выдерживают на холоде (в кювете со льдом) и при затемнении во время всех последующих экспериментов.
Работа №2. Определение содержания хлорофиллов  а + в по Арнону

Метод определения хлорофилла по Арнону позволяет быстро определить суммарное содержание хлорофиллов а и  в  в суспензии хлоропластов, необходимое для расчета фотохимической активности 0.1 мл суспензии хлоропластов смешивают с 10 мл 85%-ного ацетона  встряхивают и фильтруют через бумажный фильтр  (желательно все операции проводить при затемнении). Измеряют плотность профильтрованного ацетонового раствора при 652 нм на спектрофотометре Spectromom –360. Количество хлорофилла в мг/мл рассчитывают по формуле:






[image: image7.wmf]А

В

D

в

а

С

×

×

=

+

5

.

34

)

(

652

   , где

С(а+в) – суммарная концентрация хлорофиллов (мг/мл), D652 – оптическая плотность раствора пигментов при 
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=652нм, А – количество суспензии, взятой для определения в мл, В – конечный объем вытяжки пигментов в мл, 34.5 – коэффициент.
Работа №3. Определение реакции Хилла с феррицианидом калия

Необходимое оборудование: стаканы на 50 - 100 мл, пробирки со штативами, воронки со штативами, воронки на 50 мл, фильтры бумажные, пипетки на 2.5, 10 мл, микропипетки на 0.1-0.2 мл, спектрофотометр, кюветы для спектрофотометра, секундомер, осветительная установка.

Реактивы:  (исходные растворы) 1 - 0.2 М KCL, 2 – 0.01М MgCL2,3 -  0.05 М трис -  НCL буфер, 4 - 0.01 М К3 Fe(CN)6, 5 – 5%ТХУ,6 - 5·10-5 М монурон.

Ход работы

Количество восстановленного хлоропластами феррицианида измеряют по уменьшению оптической плотности при 
[image: image9.wmf]l

=420 нм после световой экспозиции по сравнению c темновым контролем. Конечная концентрация растворов в реакционной среде: 0.03 М KCl, 0.002 М MgCl, 0.01 M трис – HCl, pH=7.8 – 8, 0.002 M K3Fe(CN)6, 0.1 мл суспензии хлоропластов (с содержанием хлорофилла около 0.5 мг/мл).


Для приготовления реакционной среды в объеме 3 мл каждую пробу из исходных растворов берут пипеткой:
0.5мл КCL, 0. 5мл MgCL2 , 0.5мл трис - HCL буфера, 0.5мл K3Fe (CN)6, 0.9мл H2O, 0.1 мл суспензии хлоропластов. Опыт проводят в двух повторностях  для каждого варианта (2 световые пробирки и 2 темновые).


 Хлоропласты добавляют во все 4 пробирки одновременно, после того как в них приготовлена реакционная смесь.


Опытные пробирки помещают в осветительную установку, обеспечивающую равномерное освещение, включает свет, замечает время. Другие – (темновой контроль) помещают  в темноту и замечают время. Через 10-15 мин к опытным и темновым пробиркам добавляют  по 3 мл 5%ТХУ.

Содержимое пробирок фильтруют через бумажный фильтр. Измеряют  оптическую плотность образцов на СФ при  420 нм. Количество восстановленного К3Fe(CN)6 в мкмолях  на мг хлорофилла рассчитывают по формуле:
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Dок - оптическая плотность контрольного образца

Dвосст – оптическая плотность опытного образца

0.97-ммоль ּсм –2 – коэффициент молярной экстинции

6 – разведение


Если плотность образцов превышает единицу оптической плотности, фильтрат следует, разбавит вдвое и вновь измерить.
Работа № 4. Определение восстановления  ДХФИФ
Необходимое оборудование: стаканы на 50-100 мл, пробирки со штативами, бумажные фильтры, спектрофотометр, кюветы для спектрофотометра, осветительная установка, секундомер, пипетки на 2,5,10 мл, микропипетки на 0.1-0.2 мл.

Реактивы: 0.05 М трис НСL буфер, рН=8.001 М MgCL2, 0.0012 М ДХФИФ.

Для приготовления раствора красителя берут 22 мг ДХФИФ, растворяют в 50 мл Н2О. Раствор фильтруют и хранят в холодильнике. Раствор содержит 1.5 ммоль/мл.

О количестве восстановленной краски судят по уменьшению оптической плотности при 610 нм после освещения.

Реакционная среда для восстановления ДХФИФ объемом 3 мл содержит: М трис HCL буфер, рН=7.8-8, 0.002 МgCL2, 0.00006 М ДХФИФ, 0.15 мл суспензии хлоропластов (с содержанием хлорофилла 0.3-0.5 мг/мл).

Для этого из исходных растворов в пробирки сливают: МgCL2- 0.5 мл, ДХФИФ–0.15 мл, Н2О-1.7 мл, трис- 0.5 мл, х/п- 0.15 мл отдельно в каждую колбу). Данную реакционную среду готовят на 4 пробы: 2 световые пробирки и 2 темновые.

Доливают в первую пробирку 0.15 мл суспензии хлоропластов, быстро перемешивают, выливают в кювету спектрофотометра и измеряют оптическую плотность при 610 нм, результаты записывают. Переливают содержимое кюветы в пробирку, помещают ее в осветительную установку, освещают 2-3 мин, поскольку в этом интервале времени восстановление  красителя носит линейных характер. После освещения вновь переливают раствор в кювету спектрофотометра и измеряют оптическую плотность. Аналогично поступают с параллельными образцами. Темновой контроль промеряется так же, пробирки на равные промежутки времени помещают в темноту.

Количество восстановленного ДХФИФ (в мкмолях) рассчитывают по формуле:
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D1- оптическая плотность образца до световой экспозиции,

D2- оптическая плотность образца после световой экспозиции,

19.6 см2/мкмолей - коэффициент микромолярной экстинции.

Если в темноте также происходит обесцвечивание красителя, при расчетах значения, полученные для темнового контроля, вычитаются из опытных. 
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