Uloha ¢. 4

Navod na praktikum z fyziologie rostlin

Spekrofotometrické stanoveni obsahu chlorofylu a karotenoidti v listech

Uvod

Veskeré fotosyntetické organismy obsahuji pigmenty, které zachycuji svételnou energii
nezbytnou pro fotosyntézu. U vyssich rostlin a zelenych fas tuto funkci zastavaji chlorofyl a,
chlorofyl b (dale CHI a a b) a karotenoidy (dale Car). Jejich obsah i sloZeni je dllezitym
ukazatelem stavu fotosyntetického apardtu, zavisi na druhu rostliny, stafi asimilacnich
organl (listd), mineralni vyZivé ¢i podminkach rdstu (rostliny slunné, stinné). Obsah
chlorofylu se casto také pouziva jako mira, na kterou se vztahuji jiné fotosyntetické i
nefotosyntetické charakteristiky (aktivita fotosystémd, enzymatickych reakci, obsah

protein(, apod.).

Nejjednodussi formou stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentl je stanoveni
spektrofotometrické, tj. mérenim absorbance smési pigmentl pfi rdznych vinovych délkach,
vétsinou volenych tak, aby odpovidaly absorpénim maximim spekter jednotlivych sloZek.
PouZiti této metody pro smési pigmentu je oviem omezeno na pigmenty, které se spektralné
vyrazné lisSi. NemUlzZeme napfiklad urcit obsahy jednotlivych sloZzek ve smési Chl a jeho
defytylované formy-chlorofylidu, nebo obsahy jednotlivych Car v jejich smési, protoZe jejich
spektra se zvelké casti prekryvaji (viz. obr. 2). Bézné se vSak tato metoda pouzivd pro

stanoveni obsahu Chl a a Chl b a celkového obsahu Car.

Pigmenty se extrahuji z fotosyntetickych tkani organickymi rozpoustédly, jako jsou aceton,
metanol, etanol, dimetylsulfoxid (DMSO), dimetylformamid (DMFQO) a dalsi. Obsah
fotosyntetickych pigmentl se vztahuje na susinu, ¢erstvou hmotu, nebo plochu listu. V této
Uloze budete uréovat obsah Chl a a b v 80% acetonovém extraktu z listd dvou rozdilnych
rostlin a rozdilného stari. Obsah pigment( budete vztahovat na cerstvou hmotu a plochu

listd.



Pracovni postup

Pracujte pfi tlumeném svétle, je tim zpomalena fotodegradace chlorofylu. Vzorky uchovavejte uzaviené na

ledu, aby nedochazelo k vyparu rozpoustédla. P¥i praci pouZivejte ochranné rukavice!

1) Na dvou druzich rostlin vyberte z kazdé dva listy rozdilného stafi (napf. korunni a spodni
¢ast rostliny) a odeberte pFiblizné dva gramy rostlinné hmoty pro kazdou variantu. Casti list(
rozkrajejte kruhovymi vykrajovacimi nozi o definovaném priméru a vykrojky zvazte. Do

protokolu uvedte celkovou plochu [cm?] a vahu [g] u kazdého vzorku.

2) Do treci misky ptipravte na ,Spicku Spachtle” korundového prasku, oxidu horecnatého

(MgO) a vlozte vykrojky listd. Pridejte 5 ml 80% acetonu a smés dikladné rozetrete.
Pozn.: MgO neutralizuje kyseliny a tim brani preméné Chl na feofytin. Feofytin je Chl bez centrainiho atomu.

3) Homogenat zcentrifugujte v uzavienych polyethylenovych flakonach, 3 min pfi 3 000xg a

4°C.

4) Ziskany extrakt prelijte do odmérné banky a doplite na definovany objem 80% acetonem

a promichejte. Objem extraktu uvedte v protokolu.
5) Odpipetujte 2 ml extraktu do zkumavky ,eppendorf” a centrifugujte 1 min pfi 13 400 rpm.

6) StoCeny supernatant zmérte ve sklenéné kyveté (oznacena zelenymi ¢tverecky=pouzitelna
pro aceton) pfi vinovych délkdch uvedenych niZze (zvolené vinové délky porovnejte

s absorpénimi spektry-priloha ndvodu str. 5):
750,0 nm-reference

663,2 nm-,Cervené” maximum Chl a

646,8 nm- ,,Cervené” maximum Chl b

470,0 nm- Car

V pfipadé, Ze hodnoty absorbance v ¢ervené oblasti pfesahnou interval 0,2-0,8; upravte
fedéni, abyste se do intervalu vesli a fedéni uvedte v protokolu. Zmérena hodnota pfi 750
nm (viz. obr. pfilohy) odpovida absorbanci pozadi a odecitd se od zbyvajicich tfech hodnot

pred zprdmeérovanim.



7) Pro kazdy vzorek opakujte méreni trikrat. Pro vypocet koncentrace jednotlivych pigment
pouZijte primér z namérenych hodnot absorbanci pro danou vinovou délku po odectu
referencnich hodnot. Koncentrace Chl a Car ve sklenéné kyveté vypocltéte podle

nasledujicich vzorcl (v jednotkach pg/ml):

Ca = 1225 A553.2 - 279 A646.8
Cb =21.50 A646.8 -5.10 A663,2
Ca+b =7.15 A663.2 +18.71 A646.8

Cx+c= (1000 Ag70- 1.82 C, - 85.02 C,) / 198

8) Ze zjisténych koncentraci vypoctéte celkova mnozstvi vyizolovanych pigment( v extraktu a

tyto hodnoty vztahnéte na Cerstvou hmotu [mg/g] a plochu listu [pg/cm?].

Dale vypoctéte poméry mezi Chla a Chlb (Chla/b) a mezi celkovym Chl(a+b) a Car

(Chl(a+b)/Car), obé veliciny uvedte ve vysledcich a diskutujte v zavéru protokolu.

Kontrolni otazky

1) Pomoci obrazku v priloze vysvétlete volbu vinovych délek pouzitych pfi méreni (470;
646; 663; a 750nm).

2) Jakou roli hraje MgO pfi extrakci pigmentl organickymi rozpoustédly a proc se
extrakce provadi pfi tlumeném svétle?

3) Uvedte alespon tfi organickd rozpoustédla pouZivanad pti extrakci pigmentu.

4) Proc listy na podzim Zloutnou/Cervenaji?

5) Jak naredite vzorek, byla-li jeho absorbance v ¢erveném maximu Chla rovna 2,35 a

jak byla-li 0,15; aby splfioval podminky pro méreni dle navodu?



Pokyny pro zpracovani protokolu

Textova Cast:

e vasSe jméno a datum experimentu

e ndazev Ulohy

e cil prace

e materidl a metodika

e tabulky namérenych hodnot a vysledki

e z4avér, porovnani a zhodnoceni vyslednych dat
Tabulky:

e nazev vzorku

e vychozi navazka [g], plocha listu [cm?]

e objem nefedéného extraktu [ml]

e fedénill

e namérené absorbance (u vSech vinovych délek) + priméry (po odectu kontrolni
absorbance u 710 nm)

e vypoctené koncentrace chlorofyll (a + b) a karotenoidl v [pug/ml ]

e celkova mnozstvi pigmentl [mg]

e celkovd mnoZstvi pigmenttl vztazend na 1g Cerstvé hmoty [mg/g ] a 1 cm? plochy
listu [mg/cmz]

e pomeéry Chl a/b a Chl(a+b)/ Car

Protokol zaslete na e-mailovou adresu: wiesnerova@umbr.cas.cz

(do predmétu zpravy uvedte “kebr protokol 4”).


mailto:wiesnerova@umbr.cas.cz

Priloha: Absorpcni spektra chlorofyll a karotenoidu
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Absorpcni spektra: chlorofyld a a b (obr.1) a karotenoid( (neoxanthin, violaxanthin, lutein a
R-karoten) izolovanych ze zelenych listh vysSich rostlin a rozpusténych v éteru (obr.2).

Current protocols in Food Analytical Chemistry (2001) F4.3.1.-F.4.3.8.



