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ФОТООБРАЗОВАНИЕ ВОДОРОДА В РАСТВОРАХ ХЛОРОФИЛЛА, 
НАД-Н И ХЛОРОПЛАСТАХ

В нашей лаборатории найдены фотобиохимические системы, в которых 
наблюдалось прямое и фотосенсибилизированное восстановление метилвио- 
логена. К числу таких систем относятся: фотосенсибилизированное вос­
становление метилвиологена хлорофиллом и его аналогами в органических 
растворителях (1_4), в водных растворах детергентов (5, 6), хлоропласта­
ми при нарушении их структуры растворителями (4), а также фотовос­
становление метилвиологена (*) и ферредоксина (7) возбужденными све­
том молекулами НАД-Н и НАДФ-Н.

В изученных реакциях за счет энергии света, поглощенного фоторецеп­
тором, достигалось повышение окислительно-восстановительного потен­
циала (Еа ) до величины потенциала водородного электрода. Поэтому в 
таких системах следовало ожидать выделения молекулярного водорода, 
при введении катализатора, способствующего реакции 2е+2Н+ -> Н2.

В согласии с этим целью настоящей работы было изучение фотовыде- 
ленпя водорода некоторыми из описанных систем с введением в них пре­
паратов фермента гидрогеназы.

Гидрогеназа была выделена из фототрофных пурпурных бактерий 
Thiocapsa rescopersicina, штамм BBS. Бактерии выращивались на среде 
Пфеннига (8), содержащей 0,2% ацетата, 0,1% тиосульфата и 0,1% хло­
ристого аммония. Выращивание культуры и выделение гидрогеназы про­
ведено по методу (э). Для опытов использовали препарат гидрогеназы 
с удельной активностью 9,0 мкл IL на 1 мл (из раствора восстановленного 
метилвиологена).

Измерение выделения водорода осуществлялось на газохроматографи­
ческой установке, описанной ранее Водный раствор исследуемой си­
стемы (1 мл) продували аргоном до полного удаления кислорода, после 
чего к нему добавляли 0,1 мл водного раствора гидрогеназы (0,62 мг в 
расчете на белок). Опыты проводили при комнатной температуре (20+2°). 
Кювету освещали видимым светом лампы накаливания или ультрафиоле­
товым светом в максимуме поглощения НАД-Н (линиями ртути 365 нм). 
Хлоропласты выделяли из листьев гороха по методу (“); эти опыты ста­
вили в среде выделения: фосфатный буфер 0,05 М pH 6,5; сахароза 0,5 М\ 
NaCl 0,035 М, MgCh 0,002 М. Источники действующего света - осветители 
ОИ-24, ОИ-28, ртутная лампа ДРШ-250. Линию 365 нм выделяли свето­
фильтрами УФС-1 и C3C-23.

Фотосенсибилизированное выделение водорода в 
водных растворах детергентов. В растворе тритона Х-100 
(0,5%) хлорофилл а+Ь (оптическая плотность при 670 нм 2,5) при осве­

щении видимым светом сенсибилизирует выделение водорода при исполь­
зовании доноров электрона, обладающих разной величиной окислитель­
но-восстановительного потенциала: НАД-Н (Еа' —0,32 в), цистеина 
(Е/ —0,22 в) и аскорбата (Ео' +0,05 в). Без освещения реакция не идет.

Как видно из табл. 1, НАД-Н является наиболее эффективным донором 
электрона в реакции выделения водорода. Добавление метилвиологена 
приводит к значительному увеличению выделения водорода в опытах с ци­
стеином и НАД-Н. Аскорбат натрия оказался малоэффективным.
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Фотовыделение водорода, сенсибилизированное хлорофиллом в водных растворах 
тритона Х-100 (0,5%) в присутствии гидрогеназы и разных доноров электрона 

(1,4-10“3 М) с метилвиологеном (1,4-10“3 М) при освещении белым светом 
(400—750 нм) 1-106 эрг/см2-сек и красным светом (600-750 нм) 7-Ю5 эрг/см2-сек

Таблица 1

Системы

Водород, мкл/мин

Системы

Водород, мкл/мин

красный 
свет белый свет красный

свет белый свет

НАД-Н 0,070 0.100 1 Цистеин + МВ2+ 0,125 0,200
НАД-Н+МВ2+ 0,150 0.260- Аскорбат натрия — * 0,001
Цистеин 0,006 0,010 | Аскорбат натрия + МВ2+ _ * 0,001

* Не удалось зарегистрировать в пределах чувствительности метода.

Фотовыделение водорода в водных растворах НАД-Н. 
Освещение водных растворов восстановленных пиридиннуклеотпдов и их 
синтетического аналога бензилникотинамида (БНА-Н) ультрафиолетовым 
светом (365 нм) в присутствии гидрогеназы приводило к выделению водо­
рода. Добавление метилвиологена во всех случаях активировало реакцию..

Выделение водорода при освещении водных растворов НАД-Н и НАДФ-Н 
и БНА-Н (1,4-10“3 М) в присутствии гидрогеназы и метилвиологена 

(1,4-10“3 М). Свет (365 нм) 2-105 эрг/см2-сек

Таблица 2

Системы Водород, мкл/мин Системы Водород, мкл/мин

НАД-Н 0,12 НАДФ-Н + МВ2+ 0,62
НАД-Н + МВ2+ 0,40 БНА-Н 0.10
НАДФ-Н 0,07 БНА-Н + МВ2+ 0,27

Фотовыделение водорода хлоропластами. В опытах 
американских исследователей (i2) описано выделение водорода в суспен­
зии хлоропластов в присутствии гидрогеназы и кислородпотребляющей 
системы.

В наших опытах при освещении хлоропластов наблюдалось фотовыде­
ление водорода в присутствии экзогенных доноров водорода НАД-Н или 
НАДФ-Н и гидрогеназы. Результаты этих опытов согласуются с наблюде­
ниями (13) о световом выделении водорода бесклеточными препаратами 
зеленых водорослей Chlamydomonas eugametos и цианобактерий Anabaena 
variabilis при использовании в качестве донора водорода НАД-Н-генери- 
рующей системы. Введение диурона (до L0-5 М) не подавляло выделение 
водорода, что указывает на пеактивность II фотосистемы в этом процессе.

Итак, эффективность фотовыделеиия водорода оказалась близкой в 
водных растворах детергентов и в суспензиях хлоропластов. Предвари­
тельные измерения указывают па величину квантового выхода, достигаю­
щего 0.1 %.

Описанные наблюдения дают возможность высказать предположение 
о механизме фотовыделения водорода клетками фотосинтезирующих орга­
низмов. Результаты опытов по фотосенсибплизированному хлорофиллом 
восстановлению метилвиологена с использованием НАД-Н как донора 
электрона ('. ') дали возможность предположить наличие такой реакции 
при фотовыделенпи водорода водорослями (14).
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Установленное в настоящей работе фотовыделение водорода в присут­
ствии НАД-Н и НАДФ-Н в растворах хлорофилла и суспензиях хлоропла­
стов подтверждает это предположение. Так, при катаболизме (цикл Креб­
са) углеводов и других продуктов фотосинтеза происходит образование 
НАД-Н или НАДФ-Н, которые, поступая в I фотосистему, могут быть

Таблица 3
Выделение водорода на красном (600-750 им) 

п на белом (400-700 нм) свету хлоропластами, 
содержащими 0,05 мг/мл хлорофилла в присутствии 

НАД-Н (10_3 М) и метилвиологена (10~3 М). 
Интенсивность света дана в табл. 1

Системы
Водород, мкл/мин

красный свет белый свет

Без НАД-Н 0,000 0,000
НАД-П 0,007 0,015
НАД-Н + МВ 2+ 0,072 0,152

донорами водорода при реакции выделения молекулярного водорода с по­
мощью гидрогеназы, находящейся в клетках водорослей. Этот метаболиче­
ский путь не исключает возможность переноса электрона за счет фотофос­
форилирования.
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