Приложение 2
2. «Пигменты листа»

	Цель занятия:


	- освоение методов выделения и разделения хлорофилла и каротиноидов;

- визуальное сравнение хлорофилла и каротиноидов;

- знакомство с разнообразием хлорофиллов и каротиноидов.

	Оборудование:
	- лабораторные материалы и оборудование: свежие листья растений, плоды красного перца или моркови; две фарфоровые ступки с пестиками, две пробирки с воронками, бумажные фильтры; хроматографическая колонка, заполненная адсорбентом, спирт (ацетон) и бензин;

- гербарные образцы различно окрашенных листьев листопадных деревьев, собранные в разное время года.


Краски осени.
Листопадные деревья в течение года несколько раз меняют свой внешний вид: густой зеленый наряд сменяется осенью желтым, красным, красно-коричневым. Эта перемена вызвана нарушением соотношения пигментов, содержащихся в листьях. Летом зеленый цвет хлорофилла заглушает цвета других, содержащихся в листьях, пигментов: оранжевых, желтых, красных каротиноидов, пурпурных и синих антоцианов. С приближением осени, с укорочением светового дня и уменьшением потока света лист начинает отмирать. Находящиеся внутри листа сахара начинают распадаться и последовательность химических реакций изменяет равновесное соотношение пигментов. Зеленый хлорофилл разрушается, а красные, желтые, оранжевые и розовато-лиловые цвета других пигментов проявляются во всем великолепии.
Хлорофилл (гр. хлорос – зеленый + гр. филлон - лист) – зеленый пигмент растений, содержащийся в хлоропластах. Это «зеленая фабрика» для фотосинтеза. В процессе фотосинтеза хлорофилл поглощает световую энергию и превращает ее в энергию химических связей органических соединений. В природе встречается много разнообразных представителей группы хлорофилла.

Хлорофилл «а»  (сине-зеленый) – наиболее распространенный пигмент высших растений и водорослей – С55Н72О5N4Mg. Он является единственным представителем хлорофиллов у сине-зеленых и красных водорослей, а у остальных групп растений кроме хлорофилла «а» содержатся другие хлорофиллы. Хлорофилл «а» является наиболее «древним» с эволюционной точки зрения.
Хлорофилл «b»  (желто-зеленый) – дополнительный пигмент высших растений и водорослей – С55Н70О6N4Mg. Соотношение хлорофилла «а» к хлорофиллу «в» обычно составляет 3:1 соответственно.

Хлорофилл «с»  – пигмент бурых и диатомовых водорослей, где он играет роль дополнительного пигмента к хлорофиллу «а».

Хлорофилл «d» обнаружен в красных водорослях вместе с хлорофиллом «а».
Каротиноид(ы) (лат. карота – морковь + гр. ейдос - вид) – около 60 пигментов красного, желтого и оранжевого цвета, синтезируемых, главным образом, бактериями, грибами и высшими растениями. Каротиноиды обязательные спутники хлорофилла. Основная часть молекул – восемь соединенных остатков изопрена (СН2 = С (СН3) – СН = СН2). Каротиноиды сосредоточены в пыльце, пыльниках, пластидах, околоцветниках, корнеплодах моркови, перце, зернах кукурузы. К каротиноидам относятся широко распространенные каротины (ненасыщенные углеводороды), ксантофиллы (окисленные производные ненасыщенных углеводородов) и другие растворимые в жирах пигменты.
Каротины (лат. карота – морковь) – оранжево-желтые пигменты из группы каротиноидов (ненасыщенный углеводород С40Н56), синтезируемые растениями и некоторыми микроорганизмами. Ими богаты зеленые листья (особенно шпината), клевер, крапива, борщевик, люцерна, перец, плоды рябины, облепихи, смородины. В корнеплодах моркови встречаются почти в чистом виде. Каротин может существовать в нескольких формах. Наиболее часто встречаются каротины α, β, γ. Важное значение в питании животных и человека имеет β-каротин (провитамин витамина А).
Ликопин (С40Н56) – это основное красящее вещество плодов красных томатов. Содержится в бактериях, плодах шиповника, мякоти арбуза, абрикосов, в желто-красных цветках ноготков, в плодах грейпфрута, паслена, хурмы восточной. По красящей способности превосходит каротин.
Ксантофиллы (гр. ксантос – желтый + гр. филлон - лист) – это окисленные каротины, группа желтых красящих пигментов. Известно более 50 различных ксантофиллов с разными функциональными группами (спирты, кетоны, альдегиды, окисленные простые и сложные эфиры). Содержатся в листьях, цветках, плодах и почках высших растений, а также во многих водорослях и микроорганизмах. Встречаются у растений сем. Амариллисовых, Лилейных, в рыльцах шафрана, хламидомонаде. Создают осеннюю окраску листьев. Используются в пищевой и фармацевтической промышленности.
	С40Н56О - рубиксантин
	С40Н56О3 - флавоксантин
	С40Н56О6 - фукоксантин

	С40Н56О2 - лютеин
	С40Н56О4 - виолаксантин
	


Коски и Смитом был изучен белый мутант кукурузы, который совершенно был лишен каротиноидов. Образующийся хлорофилл у этого мутанта быстро разрушался в присутствии атмосферного кислорода и на свету. В темноте разрушение хлорофилла не происходило. Это исследование иллюстрирует роль каротиноидов в защите зеленых пигментов от фотоокисления.

Методы выделения и разделения пигментов.

Методы выделения пигментов основаны на их способности растворяться в полярных (спирт, ацетон) и неполярных (бензин) растворителях. На основе химической природы растворителей используются методы разделения пигментов. Так же для разделения пигментов применяется метод хроматографической адсорбции, основанный на различной проницаемости пигментов через адсорбент.

Лабораторная работа

«Разделение пигментов по методу Крауса»

Свежие листья какого-нибудь растения мелко нарезать ножницами и растереть в фарфоровой ступке в зеленую массу. Для лучшего растирания прибавить немного кварцевого песку и этилового спирта (можно использовать ацетон). К растертой массе прилить чистого этилового спирта (или ацетона) и осторожно продолжать растирать, пока спирт не окрасится в интенсивно зеленый цвет. Полученную вытяжку отфильтровать через сухой фильтр.

Налить в пробирку 4-5 мл спиртовой вытяжки, прилить к ней 6-8 мл бензина и несколько капель воды, закрыть большим пальцем и взболтать ее в течение 2-3 минут, затем дать отстояться. Жидкость в пробирке разделится на два слоя. Спиртовой нижний слой будет окрашен в желтый цвет от присутствия в нем каротина и ксантофилла, а верхний бензиновый слой будет зеленый от хлорофилла.

Лабораторная работа

«Разделение каротиноидов»

Заполнить колонку для хроматографии. Для этого в месте сужения колонки ввести стеклянной палочкой кусочек ваты толщиной около 1 см. Затем мелкими порциями всыпать около 7 г углекислого кальция, утрамбовать его стеклянной палочкой.

В колонку влить 5-7 мл бензина. Нужно, чтобы бензин равномерно пропитал весь адсорбент.

Растереть в ступке около 1 г сухого красного перца или плодов шиповника, или корнеплодов моркови с 10 мл бензина. При этом каротиноиды переходят в бензиновую вытяжку. Полученную вытяжку отфильтровать в стаканчик через сухой фильтр. Прилить в колонку 2-3 мл каротиноидного экстракта.

Вверху колонки задерживаются ксантофиллы, затем идут полосы ликопина, γ-каротина, β-каротина, α-каротина.
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