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спектрофотометрического определения пигментов фототрофных

зеленых серобактерий
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Определены коэффициенты экстинкции бактериохлорофиллов d и e в нескольких органических раство-

рителях и проведено их сравнение с коэффициентами родственных соединений — хлорофиллов a и b.
В некоторых растворителях (этаноле, изопропаноле, ацетон-этаноле (7 : 2) и ацетон-метаноле (7 : 2) — для

бактериохлорофилла d, в изопропаноле и ацетон-этаноле (7 : 2) — для бактериохлорофилла e) коэффициенты
экстинкции определены впервые. Приведены спектрофотометрические формулы для количественного измере-

ния бактериохлорофиллов d и e в разных растворителях. Методом динамического светорассеяния выявлено

отсутствие заметной агрегации молекул бактериохлорофиллов в ацетоне и этаноле до концентрации 0.14 g/l.

Полученные данные расширят возможности спектрофотометрического метода количественной оценки

пигментов фототрофных бактерий.
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Введение

Благодаря таким преимуществам, как быстрота, эф-

фективность и возможность анализа сразу большого

количества материла, оптические методы определения

фотосинтетических пигментов микроорганизмов широко

применяются в решении ряда практических задач, в

том числе при изучении водных экосистем. В основ-

ном эти исследования посвящены определению кон-

центрации хлорофилла (Хл), содержащегося в клетках

водорослей или цианобактерий [1–5]. Однако в неко-

торых случаях, помимо хлорофилла, исследователей

интересуют фотосинтетические пигменты фототрофных

бактерий, бактериохлорофиллы (Бхл). Молекулы Бхл

являются тетрапиррольными пигментами аноксигенных

фототрофных бактерий, осуществляющими фотосинтез

без выделения кислорода. Существуют разные типы

молекул Бхл. Бактериохлорофилл a является преобла-

дающим хлориновым пигментом в реакционных центрах

большинства фототрофных протеобактерий, у всех зе-

леных серобактерий (Сhlorobiaceae) и нитчатых анок-

сигенных фототрофов (Chloroflexiа). У немногих фото-

трофных протеобактерий Бхл a полностью замещается

на Бхл b. Бактериохлорофилл g обнаружен только у

одной небольшой по количеству видов и распростра-

нению группы бактерий, гелиобактерий. Так называе-

мые хлоросомные Бхл (Бхл c , d, e, f ) присутствуют

исключительно в особых фотосинтетических антенных

комплексах, хлоросомах, имеющихся у всех зеленых

серных бактерий (Chlorobiales), некоторых нитчатых

аноксигенных фототрофов (Chloroflexia), а также у

недавно обнаруженной фотогетеротрофной ацидобакте-

рии Chloracidobacterium thermophilum [6–8].

Известны работы по изучению оптических свойств

Бхл b [9–11] и одного из хлоросомных Бхл,

Бхл c [12–16]. Однако спектральные свойства других Бхл

исследованы крайне ограниченно. Молекулы Бхл c , d
и e, как и Хл, имеют хлориновое макроциклическое

кольцо, обладающее боковыми заместителями, присут-

ствие которых определяет характерные спектральные

особенности данных соединений [17]. Вопреки своему

названию хлоросомные Бхл (Бхл c , d и e) по своей

химической структуре ближе к Хл a и b, чем к другим

Бхл (Бхл a , b и e). Хлоросомные Бхл и Хл a и b
относятся к одной химической группе металлопорфи-

ринов, а именно к Mg-хлоринам, Бхл a , b и e — к

Mg-бактериохлоринам [11]. В отличие от всех осталь-

ных Хл и Бхл у Бхл c , d и e отсутствует заместитель
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−COOCH3 и присутствует заместитель −CHOH−СH3,

что позволяет молекулам агрегировать в определенные

макромолекулярные структуры и обеспечивает плотную

упаковку молекул Бхл в хлоросомах [18].
Спектры поглощения Бхл как в пробах природной

воды с микроорганизмами, так и в экстрактах исполь-

зуют для оценки концентрации Бхл в водоемах [19–24].
В клетках зеленых серных бактерий Бхл в хлоро-

сомах находятся в высокоагрегированном состоянии в

отличие от растворов, что обусловливает различие их

спектральных свойств и выражается в большом красном

смещении длинноволновой полосы поглощения Бхл при

агрегации [25]. При экстракции Бхл из клеток бакте-

рий возникает необходимость работы с органическими

растворителями, которая является неотъемлемой частью

любых спектральных и хроматографических исследова-

ний. Для количественного определения концентрации

пигментов необходимо знание коэффициентов экстинк-

ции данного пигмента в определенном растворителе,

применяемом для его экстрагирования из клеток фото-

трофных организмов.

Коэффициент экстинкции Бхл — это физическая

величина, которая характеризует поглощение света

веществом на данной длине волны и зависит от

типа Бхл и растворителя. В соответствии с зако-

ном Бугера−Ламберта−Бера монохроматический свет

с определенной длиной волны при прохождении через

оптически тонкий слой вещества ослабляется пропорци-

онально толщине слоя и концентрации поглощающего

свет вещества. В слое конечной толщины ослабление

будет проходить по экспоненциальному закону. В насто-

ящее время известны коэффициенты экстинкции Бхл d
в растворах ацетона и метанола, а также коэффициенты

экстинкции Бхл e в растворах ацетона, метанола, этано-

ла и ацетон-метанола в пропорции 7 к 2, определенные в

работах [26,27]. Если вместо коэффициента экстинкции

Бхл e используется значение этой величины для Бхл d в

том же растворителе, то погрешность определения кон-

центрации пигмента спектрофотометрическим способом

может достигать 50% [28]. Отсутствие полных сведений

об абсорбционных характеристиках хлоросомных Бхл

(Бхл d и e) в таких растворителях, как например смесь

ацетона и метанола (7 : 2), широко использующегося для

хроматографического выделения пигментов [27,29–32],
делает задачу нахождения коэффициентов экстинкции

Бхл важной и актуальной.

Эффективность экстракции липофильных пигментов,

к которым относится Бхл, зависит сразу от нескольких

факторов: полярности растворителя [33], видовой при-

надлежности организмов, расположения и ориентации

внутриклеточного пигмента, взаимодействия раствори-

теля с мембраной [34]. Это привело к тому, что в на-

стоящее время не удается выбрать какой-либо один рас-

творитель, полностью подходящий для экстрагирования

фотосинтетических пигментов клеток микроорганизмов.

Зависимость спектральных свойств Бхл от чистых или

смешанных растворителей предполагает различие его

коэффициентов экстинкции в них и делает необходимым

знание коэффициентов экстинкции для правильной ин-

терпретации спектрофотометрических данных.

Полученные в работе данные позволят усовершен-

ствовать спектрофотометрические методы определения

фотосинтетических пигментов аноксигенных фототроф-

ных бактерий. Данное направление исследований крайне

актуально для мониторинга стратифицированных водое-

мов с сульфидной аноксией, включая реликтовые водое-

мы Арктики, которая может возникать естественным пу-

тем или под влиянием антропогенных факторов [35–37].

1. Объекты и методы исследования

Объектом исследования были пробы воды с двумя

разновидностями зеленых серных бактерий Chlorobium

phaeovibrioides, Chlorobiaceae (ЗСБ). Зеленые серные

бактерии являются фототрофными микроорганизмами,

в клетках которых протекает процесс аноксигенного

фотосинтеза, использующего сероводород в качестве

донора электронов. Зеленые серные бактерии встреча-

ются в анаэробной зоне акваторий, в которую про-

никает солнечный свет с поверхности и содержатся

восстановленные соединения серы. Такие условия, на-

пример, формируются в зоне хемоклина в водоемах,

отделяющихся от Белого моря за счет постепенного

поднятия береговой линии [35,36]. Были изучены две

разновидности ЗСБ с разной пигментацией — зеле-

ноокрашенные ЗСБ (в клетках которых содержится

Бхл d и каротиноид хлоробактин) и коричневоокрашен-

ные ЗСБ (содержащие в качестве фотосинтетических

пигментов Бхл e и каротиноид изорениератин). Образцы
природной воды отобраны погружным насосом из хемо-

клина двух отделяющихся озер Кандалакшского залива

Белого моря в ходе экспедиций 2021 и 2022 годов.

Вода с зеленоокрашенными ЗСБ отобрана из озера

Трехцветное с глубины 2.2m, с коричневоокрашенными

ЗСБ — из Лагуны на Зеленом мысе с глубины 5.3m.

Выбор глубины определялся расположением зоны с

максимальной концентрацией микроорганизмов в вод-

ной толще. В хемоклине каждого из этих водоемов

присутствовала только одна разновидность ЗСБ, что

подтвердило секвенирование генома бактерий [38,39],
и это позволило использовать пробы воды из них в

качестве источника определенного Бхл. Проверка чисто-

ты пигмента, содержащегося в пробах природной воды,

проводилась по спектрам испускания флуоресценции,

которые имеют различные параметры (длину волны

максимума и ширину полосы флуоресценции) в зави-

симости от присутствия того или иного типа Бхл [40].
Микроорганизмы из озер были сконцентрированы на

стекловолоконных фильтрах с размером пор 2 µm с

помощью вакуумной фильтрационной установки. После

высыхания из полученных образцов готовили концен-

трированные экстракты пигментов в ацетоне.
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1.1. Приготовление экстрактов

Для приготовления растворов Бхл для спектраль-

ных измерений в работе использовали четыре орга-

нических растворителя (ацетон, метанол, изопропанол

и этанол) и две приготовленные смеси — раствор

ацетон-этанола (7 : 2) и раствор ацетон-метанола (7 : 2).
С целью устранения влияния растворителя на выход

пигмента из клеток бактерий в раствор предварительно

были приготовлены два концентрированных экстракта

Бхл d и e в ацетоне, которые впоследствии разбавляли

в 50 раз каждым из вышеупомянутых растворителей.

Полученные в результате такого разбавления растворы

будем называть
”
базовыми“. Таким образом, удалось

обеспечить одинаковое содержание Бхл d или e в моно-

мерной форме в каждом
”
базовом“ экстракте. Для при-

готовления экстрактов с различной концентрацией каж-

дый из двенадцати
”
базовых“ экстрактов был разбавлен

соответствующим растворителем таким образом, чтобы

в итоге получались 50%, 25% и 15% растворы Бхл d
или e относительно

”
базового“ раствора. В дальнейшем

для каждого растворителя проводили проверку про-

порциональности оптической плотности разбавленного

раствора концентрации пигмента в растворе.

1.2. Спектральные измерения

Спектры оптической плотности экстрактов с различ-

ной концентрацией Бхл d или e измеряли с помощью

спектрофотометра Solar PB2201 в спектральном диапа-

зоне от 300 до 800 nm с шагом 1 nm по отношению

к чистому растворителю. Для измерений использовали

стандартные кварцевые кюветы с длиной оптического

пути 1 cm. Перед измерениями с целью осаждения взве-

шенных частиц в растворах и устранения избыточного

рассеяния в спектрах проводили центрифугирование

экстрактов с помощью центрифуги Elmi CM-50 на

скорости 13000 rpm в течение 10min. Математическую

обработку спектров (сглаживание или нормировку) не

проводили.

1.3. Исследование агрегации
бактериохлорофиллов в органических
растворителях

Для каждой серии разбавленных растворов и в
”
ба-

зовом“ экстракте исследовали возможности образования

агрегатов — проверяли пропорциональность оптической

плотности раствора концентрации пигмента в растворе и

сохранение формы спектра поглощения при разбавлении

раствора. Процессы агрегации обнаружены не были,

форма спектров после нормировки на поглощение в

максимуме сохранялась.

Для растворов наибольшей концентрации в ацетоне

и этаноле (0.14 g/l для Бхл d и 0.09 g/l для Бхл e)
проводили измерение размеров частиц методом динами-

ческого светорассеяния с помощью лазерного анализа-

тора размеров частиц Photocor. Для концентрированных

растворов в ацетоне или этаноле не были обнаружены

частицы, которые могли быть приняты за агрегаты

молекул Бхл. Спектры поглощения концентрированных

растворов Бхл d и e в ацетоне и этаноле, измеренные

в тонких кюветах (0.5 cm), по форме не отличались от

спектров поглощения более разбавленных растворов в

тех же растворителях. Поэтому мы считаем, что во

всем изученном диапазоне концентраций (до 0.14 g/l)
агрегация молекул Бхл d и e отсутствует.

1.4. Спектрофотометрический метод
определения концентрации
бактериохлорофиллов в экстрактах

Согласно закону Бугера−Ламберта, оптическая плот-

ность D, которая определяется как десятичный лога-

рифм отношения интенсивности света, падающего на

образец, к интенсивности света, выходящего из образца,

пропорциональна концентрации поглощающих молекул.

Для экстракта Бхл концентрации C [mol/l] и длины

оптического пути l [cm]

D = ε10Cl, (1)

где ε10 — коэффициент пропорциональности, назы-

ваемый десятичным молярным коэффициентом экс-

тинкции [l/(mol·cm)]. Десятичный молярный коэффи-

циент экстинкции связан с молярным соотношением

ε10 ≈ 0.4343εмол . В зависимости от размерности кон-

центрации C (выраженной в g/l или mol/l) выделяют

удельный ε и молярный εмол коэффициенты экстинкции,

связанные между собой соотношением

εM = εмол, (2)

где M — молярная масса пигмента (Бхл) [41].
При переходе к удельному коэффициенту экстинк-

ции ε и концентрации с размерностью [g/l] получаем

окончательную формулу расчета концентрации Бхл d
или e в ацетоне, которая была использована в работе:

C = D/0.4343εl, (3)

где D — оптическая плотность экстракта на длине

волны 655 nm, l — длина оптического пути 1 cm, ε —

коэффициент экстинкции в ацетоне, равный 98 l/g·cm для

Бхл d [26] и 58.6 l/g·cm для Бхл e [27].
Известные в настоящее время коэффициенты экстинк-

ции Бхл d и e с указанием органического растворителя

и длиной волны λmax, на которой оптическая плотность

максимальна, приведены в табл. 1. Кроме того, в таб-

лице приведены коэффициенты экстинкции родственных

соединений — Хл a и b. Недостающие значения мо-

лярных или удельных коэффициентов экстинкции были

пересчитаны через известные молярные массы пигмен-

тов по формуле (2), в качестве последних использова-

лись следующие значения: M (Бхл d)= 806.6 g/mol [42],
M (Бхл e)= 834.5 g/mol [27], M (Хл a)= 893.5 g/mol и

M (Хл b)= 907.5 g/mol [41].
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Таблица 1. Коэффициенты экстинкции Бхл d и e, Хл a и b (определенные на указанных длинах волн), жирным шрифтом

выделены значения, пересчитанные по формуле (2)

Пигмент Растворитель
λmax, ε, εмол,

Источник
nm l·g−1

·cm−1 l·mmol−1
·cm−1

Бхл d
Ацетон 654 98.0 79.0 (654 nm) [26]
Метанол 659 82.3 66.4 (659 nm) [26]

Бхл e
Ацетон 649 58.6 48.9 (649 nm) [27]

Ацетон-метанол (7 : 2) 651 49.6 41.4 (651 nm) [27]
Этанол 654 49.0 40.9 (654 nm) [27]
Метанол 660 42.5 35.5 (660 nm) [27]

Хл a
Ацетон 662 88.2 78.8 (662 nm) [43]

Этанол (96%) 665 83.4 74.5 (665 nm) [44]
Метанол 665 79.9 71.4 (665 nm) [45]

Хл b
Ацетон 646 51.3 46.6 (646 nm) [43]

Этанол (96%) 650 44.2 40.1 (650 nm) [44]
Метанол 652 42.5 38.6 (652 nm) [45]

1.5. Расчет коэффициентов экстинкции Бхл d
и e в различных растворителях

относительным способом

Если имеются два различных раствора с одинаковой

концентрацией пигмента, спектры поглощения которых

регистрируются в одинаковых кюветах (то есть длина

оптического пути совпадает), то значения их оптических

плотностей, согласно закону Бугера−Ламберта−Бера,

будут определяться только значениями коэффициентов

экстинкции пигмента в используемых растворителях.

Пусть коэффициент экстинкции и угловой коэффициент

наклона зависимости максимумов оптической плотности

от концентрации в растворителе 1 равны ε1 и k1 соот-

ветственно, а в растворителе 2 — ε2 и k2. Вследствие

равенства концентраций пигментов и длин оптических

путей можно записать

k1

ε1
=

k2

ε2
.

Или

ε1 = ε2
k1

k2

.

Таким образом, зная коэффициент экстинкции для пиг-

мента в растворителе 1 и угловые коэффициенты в

графиках зависимостей максимумов оптических плотно-

стей от концентраций в растворителях 1 и 2, можно

определить коэффициент экстинкции для этого пигмента

в растворителе 2.

Погрешности для угловых коэффициентов были

рассчитаны с помощью метода наименьших квадра-

тов (МНК), а погрешности для коэффициента экстинк-

ции были определены по формуле стандартного откло-

нения:

σ(ε1) =

√

( ∂ε1

∂k1

)2

S2
k1

+
( ∂ε2

∂k2

)2

S2
k2

=

√

( ε2

k2

)2

S2
k1

+
(

−
ε2k1

k2
2

)2

S2
k2
,

где Sk1
и Sk2

— погрешности коэффициентов наклона k1

и k2 соответственно.

2. Экспериментальные результаты

2.1. Спектры поглощения экстрактов Бхл d и e
в различных растворителях

Все спектры экстрактов Бхл имеют две ярко вы-

раженные полосы поглощения в коротковолновой и

длинноволновой областях спектра (рис. 1). Коротковол-
новая полоса зеленоокрашенной формы ЗСБ (с главным

фотосинтетическим пигментом Бхл d) состоит из двух

перекрывающихся полос с максимальными значениями

оптической плотности в районе 412−415 и 430−433 nm

(в зависимости от растворителя), что соответствует

поглощению света Бхл d и каротиноидами, основным из

которых является хлоробактин [46]. В длинноволновой

области спектра присутствует ярко выраженная поло-

са поглощения с максимальным значением оптической

плотности, приходящимся на 655−661 nm (длина волны

зависит от растворителя), рядом с менее заметной —

на длине волны 613−622 nm, соответствующей погло-

щению только Бхл d [26, 47, 48].

Коричневоокрашенная форма ЗСБ отличается от зе-

леноокрашенной более интенсивным поглощением в

сине-зеленой области длин волн видимого спектра [49].
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Рис. 1. Спектры поглощения экстрактов Бхл d в растворах ацетона (a) и метанола (b). Зависимости оптической плотности в

максимуме длинноволновой полосы поглощения Бхл d от концентрации в ацетоне (c) и метанолe (d).

Коротковолновая полоса коричневоокрашенной фор-

мы ЗСБ, для которой главным фотосинтетическим пиг-

ментом служит Бхл e, состоит из трех перекрывающих-

ся полос с максимумами при 412−415 и 430−434 nm (в
зависимости от растворителя), соответствующих погло-

щению Бхл e и каротиноидов, а также выраженной по-

лосы с максимумом на 466−479 nm (рис. 1, b), основной
вклад в которую вносит специфический каротиноид —

изорениератин [48]. В длинноволновой области спектра

Бхл e, как и у Бхл d, присутствует ярко выраженная

полоса поглощения с максимальным значением оптиче-

ской плотности, приходящимся на 655−661 nm (длина
волны зависит от растворителя), соответствующая по-

глощению только Бхл e [27,48], и полоса с меньшей

оптической плотностью, максимум которой приходится

на длину волны 612−618 nm (рис. 2).

2.2. Расчет коэффициентов экстинкции
Бхл d и e

Значения концентраций Бхл в
”
базовых“ экстрактах

были рассчитаны исходя из значений оптической плот-

ности в максимумах длинноволновых полос поглощения

Бхл d и e в ацетоне по формуле (3). Для Бхл d исполь-

зована оптическая плотность на длине волны 655 nm

(равная 0.67), для Бхл e — 654 nm (0.36). Выбор

ацетона в качестве растворителя был сделан из-за того,

что коэффициенты экстинкции Бхл d и e в ацетоне

известны [26,27]. Полученные значения концентрации

Бхл d и e равнялись 0.016 g/l (или 16mg/l) и 0.014 g/l

(или 14mg/l) соответственно. Концентрации разбавлен-

ных 50%, 25% и 15% растворов Бхл d принимали

равными 8mg/l, 4mg/l, 2.4mg/l, а разбавленных 50%,

25% и 15% растворов Бхл e — 7mg/l, 3.5mg/l и 2.1mg/l.

Для
”
базовых“ экстрактов и трех их разведений были

построены зависимости оптической плотности в мак-

симуме длинноволновой полосы поглощения, соответ-

ствующей поглощению Бхл d или e в экстрактах, от

рассчитанной концентрации Бхл (рис. 1 и 2). Полу-

ченные зависимости оказались линейными и позволили

рассчитать угловые коэффициенты наклона прямых, ап-

проксимирующих экспериментальные данные (табл. 2).
С помощью углового коэффициента наклона Бхл d или e
в ацетоне, табличных коэффициентов экстинкции Бхл d
или e в ацетоне и рассчитанных коэффициентов наклона
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Рис. 2. Спектры поглощения экстрактов Бхл e в растворах ацетона (a) и метанола (b). Зависимости оптической плотности в

максимуме длинноволновой полосы поглощения Бхл e от концентрации в ацетоне (c) и метанолe (d).

в остальных растворителях были найдены неизвестные

коэффициенты экстинкции согласно разд. 1.5. Получен-

ные значения представлены в табл. 2.

3. Спектрофотометрические формулы
для количественного измерения Бхл
в разных растворителях

Общая для всех растворителей формула для расчета

концентрации Бхл (при наличии только одного типа Бхл

в растворе) выглядит следующим образом:

C = AD/l, (5)

где D — оптическая плотность в максимуме полосы по-

глощения для слоя толщины l (cm), а эмпирический ко-

эффициент пропорциональности A = 1
0.4343ε

, рассчитан-

ный через соответствующий коэффициент экстинкции

для индивидуального Бхл и конкретного растворителя,

приведен в табл. 3. Полученная по данной формуле

концентрация Бхл будет выражаться в mg/l растворите-

ля. Погрешность коэффициента пропорциональности A
рассчитывали по формуле SA = Sε

0.4343ε2
.

Обсуждение результатов

Полученные в ходе эксперимента зависимости опти-

ческой плотности от концентрации пигмента оказались

линейными с коэффициентом корреляции R2, принима-

ющим значения от 0.98 до 1, что подтверждает выполне-

ние закона Бугера−Ламберта−Бера для растворов Бхл в

использованных органических растворителях. Признаки

агрегации молекул Бхл d и e отсутствуют вплоть до

концентрации 0.14 g/l. Таким образом, применение отно-

сительного способа расчета коэффициентов экстинкции

Бхл d и e, описанного в разд. 1.5, является корректным

для имеющихся растворов.

Найденные коэффициенты экстинкции Бхл были сопо-

ставлены с литературными данными (табл. 2). Для Бхл d
в метаноле и Бхл e в этаноле значения коэффициентов

экстинкции в максимумах поглощения равны 81.5± 0.8

и 47.3± 0.9 l/g·cm соответственно и практически сов-

падают с данными из литературы (различие не боль-

ше 3.5%). В растворе ацетон-метанола (7 : 2) и чистом

метаноле коэффициенты экстинкции Бхл e превышали

литературные данные на 11 и 13% соответственно. Такое
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Таблица 2. Экспериментально полученные коэффициенты экстинкции Бхл εexp (на указанной длине волны), соответствующие им

угловые коэффициенты наклона k i зависимости максимумов оптической плотности от концентрации в растворителе и табличные

коэффициенты экстинкции εtab из литературных источников

Бхл Растворитель k i , l/g εexp, l/g·cm εtab, l/g·cm

Бхл d

Ацетон 41.3± 0.3 98 (655 nm) 98 (654 nm) [26]
Ацетон-этанол (7 : 2) 34.7± 0.3 82.5± 0.8 (657 nm) −

Ацетон-метанол (7 : 2) 32.5± 0.3 77.3± 0.8 (657 nm) −

Изопропанол 35.2± 0.3 83.6± 0.9 (659 nm) −

Этанол 34.2± 0.3 81.3± 0.8 (660 nm) −

Метанол 34.3± 0.3 81.5± 0.8 (661 nm) 82.3 (659 nm) [26]

Бхл e

Ацетон 25.8± 0.3 58.6 (655 nm) 58.6 (649 nm) [27]
Ацетон-этанол (7 : 2) 23.8± 0.3 54.0± 1.1 (656 nm) −

Ацетон-метанол (7 : 2) 24.6± 0.3 55.9± 1.1 (657 nm) 49.6 (651 nm) [27]
Изопропанол 24.8± 0.3 56.2± 1.1 (657 nm) −

Этанол 20.8± 0.3 47.3± 0.9 (659 nm) 49 (654 nm) [27]
Метанол 21.4± 0.3 48.6± 0.9 (661 nm) 42.5 (660 nm) [27]

Таблица 3. Коэффициент A для расчета концентрации Бхл d и e в органических растворителях спектрофотометрическим методом

Растворитель
Коэффициент A Коэффициент A

для Бхл d, (mg·сm)/l для Бхл e, (mg·сm)/l

Ацетон 23.50± 0.22 39.3± 0.7

Ацетон-этанол (7 : 2) 27.9± 0.3 42.7± 0.9

Ацетон-метанол (7 : 2) 29.8± 0.3 41.2± 0.8

Изопропанол 27.5± 0.3 41.0± 0.8

Этанол 28.3± 0.3 48.7± 0.9

Метанол 28.2± 0.3 47.4± 0.9

расхождение результатов может быть объяснено тем,

что коэффициенты экстинкции в цитированных работах

определялись на других длинах волн. Близость экспе-

риментальных данных с литературными, полученными

с использованием хроматографических методов [26,27],
свидетельствует о корректности полученных значений

и возможности использования длинноволновых полос

поглощения экстрактов клеток бактерий для расчетов

концентрации Бхл.

Коэффициенты экстинкции хлоросомных Бхл d и

Бхл e сильно различаются между собой, однако схожи

с коэффициентами экстинкции родственных соедине-

ний — Хл a и Хл b. Согласно полученным нами дан-

ным, в максимуме длинноволновой полосы поглощения

коэффициент экстинкции Бхл d превышает коэффициент

экстинкции Бхл e в ацетоне в 1.67 раз, в метаноле —

в 1.69 раз, а в этаноле — в 1.72 раза. Соотношение

коэффициентов экстинкции Хл a к Хл b в ацетоне

составляет 1.72, а в этаноле и метаноле 1.88 (табл. 2).
Схожесть спектральных свойств фотосинтетических пиг-

ментов клеток бактерий и растений объясняется схо-

жестью их химических структур. Бактериохлорины d
и e относятся к группе фитохлоринов, так же как и

Хл a и b, и имеют одно восстановленное пиррольное

кольцо в химической структуре. У бактериохлоринов, к

которым относится, например, Бхл a , присутствуют два

восстановленных пиррольных кольца [45]. В растворе

спектры поглощения Бхл d очень похожи на спектры

поглощения Хл a , а спектры поглощения Бхл e очень

похожи на спектры поглощения Хл b [18]. Однако бла-

годаря некоторым структурным различиям, например,

наличию у Бхл e метильной группы (которая может

способствовать искажению плоскости порфиринового

кольца) и отсутствию винильной группы, которая есть

у Хл b, коэффициенты экстинкции у Бхл e и Хл b
различаются [27]. Согласно нашим расчетам, коэффици-

енты экстинкции Бхл e в ацетоне и метаноле превышают

табличные коэффициенты экстинкции Хл b в 1.14 раза.

В свою очередь, коэффициенты экстинкции Бхл d в аце-

тоне и метаноле превышают табличные коэффициенты

экстинкции Хл a в 1.11 и 1.02 раза соответственно.

Еще раз подчеркнем, что использовать значение ко-

эффициента экстинкции Бхл d для оценки Бхл ко-

ричневоокрашенной формы ЗСБ, содержащих Бхл e,
некорректно. Для экстрактов, приготовленных из пробы

воды со смесью клеток бактерий двух типов, необхо-

димо вначале разделить вклады двух Бхл (например,

способом, описанным авторами работы [31]) и затем

рассчитать раздельно концентрации Бхл d и Бхл e с
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использованием коэффициентов экстинкции, найденных

для конкретного растворителя.

Смесь ацетона и метанола в соотношении 7 к 2

была удачно использована в качестве растворителя в

экстрактах Бхл, и в работе [27] был определен коэффи-

циент экстинкции для Бхл e в ацетон : метаноле (7 : 2).
Однако ввиду токсичности и труднодоступности мета-

нола также был исследован растворитель, содержащий

вместо метанола этанол в той же пропорции. Поскольку

коэффициенты экстинкции для двух ацетоновых смесей

мало отличаются, то мы предлагаем при измерении

концентрации Бхл применять смесь ацетон : этанол (7 : 2)
для экстрагирования пигмента как менее токсичную.

Заключение

Впервые определены коэффициенты экстинкции в по-

лосе длинноволнового поглощения (655−661 nm) Бхл d
в таких растворителях, как этанол, изопропанол, ацетон-

этанол (7 : 2) и ацетон-метанол (7 : 2), а также коэф-

фициенты экстинкции Бхл e в изопропаноле и ацетон-

этаноле (7 : 2). Знание светопоглощающих способностей

пигментов клеток в данных растворителях позволит не

только работать с разными растворителями, используе-

мыми в биологических исследованиях и хроматографии,

но и перейти от широко применяемого раствора ацетон-

метанола к менее токсичному — ацетон-этанолу. По-

лученные коэффициенты экстинкции в длинноволновых

максимумах поглощения Бхл делают возможным расчет

концентрации Бхл в экстрактах, так как каротиноиды

в этой области свет не поглощают. Приведена общая

формула для расчета концентраций спектрофотомет-

рическим методом, а также определены необходимые

коэффициенты.
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