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Teoreticko — prakticka ¢ast

Prakticka uloha ¢. 1

Téma: Fyziolégia rastlin - Rozdelenie fotosyntetickych pigmentov pomocou papierovej
chromatografie

Fotosyntéza je metabolicky proces, ktory umozriuje existenciu zivota na Zemi. Jej priebeh je
zavisly na funkcii fotosyntetickych pigmentov, ktoré réznym spdsobom interaguju so svetelnym
Ziarenim. Tieto pigmenty mdzZeme rozdelit' do viacerych tried, ktoré sa liSia chemickou Strukturou a
aj ulohou, ktoru plnia v procese fotosyntézy. Na zaklade ich chemickej povahy mdzeme
fotosyntetické pigmenty separovat zo zmesi okrem iného aj metédou papierovej chromatografie.
Chromatografia je metdéda, ktord umoznuje separovat latky na zaklade ich rbéznej afinity k
pohyblivej (mobilnej) a nepohyblivej (stacionarnej) faze.

V papierovej chromatografii je stacionarnou fazou papier a mobilnou fazou rozpustadio.
Pigmenty sa budu r6znou mierou rozpustat v pouzitom rozpustadle a nasledne réznou mierou
viazat' na papierovy nosi¢, na zaklade ¢oho ich mézeme separovat a rozliSit. Vasou ulohou bude
pripravit podla postupu aparatiru na papierovud chromatografiu, uskuto¢nit separaciu a na zaklade
toho vyhodnotit pritomnost pigmentov v skimanej rastlinnej vzorke. Pozor! Pouzité rozpustadlo je
horfavé, preto s nim nemanipulujte v blizkosti plamera. Zarover ide o prchavu latku, vyvarujte sa
inhalacii par.

Laboratérna uloha: Papierova chromatografia

Pomécky: rastlinny material (listy mrkvy), rozpustadlo (zmes petroléter : aceton : voda v pomere
3:1:1), etanol, stricka s destilovanou vodou, piesok, maziar, 250 ml kaditka, pipeta s balénikom,
Sparadla, potravinova fdlia, filtracny papier, noZnice, pravitko, spinkova¢, oby€ajna ceruzka

Postup:

1. Z filtraéného papiera vystrihnite obdiZnik takych rozmerov, aby sa po zvinuti do valca vnutri
kadiCky nedotykal stien a siahal asi 1 cm pod horny okraj kadicky (obr.1A).

2. Na vystrihnutom obdiZniku filtraéného papiera si asi vo vyske 1.5 cm od spodnej asti papiera
(ktora bude ponorena v rozpustadle) narysujte ceruzkou vodorovnu Ciaru po celej Sirke papiera.
Rovnaku ¢iaru nakreslite zhruba 0.5 cm od vrchnej Easti papiera.

3. Dva asi 5 cm dIhé listy mrkvy (vnat) natrhajte na kusky a dékladne rozotrite v maziari spolu s
trochou piesku a asi 1 ml etanolu a 1 ml vody.

4. Pomocou SirSieho konca Sparadla naneste listovy extrakt z maziara na filtracny papier (obr.1).
Extrakt nanasajte na liniu, ktora je nakreslena 1.5 cm od spodného okraja tak, aby Vam vznikla ¢o
najkoncentrovanejSia Skvrna maximalne 0,5cm v priemere, na jedno miesto preto nanasajte
viackrat (aspon 3). Tento postup zopakujte edte trikrat, priom zakazdym naneste novu Skvrnu
00,5 cm dalej ako predoslu. Vysledkom by mali byt 4 Skvrny vzdialené navzajom asi 0.5 cm,
nanesené na spodnej linii, o najdalej od okrajov filtraéného papiera (obr.1B).

5. Extrakt na papieri nechajte vyschnut. Pred umiestnenim do aparatury musi byt filtracny papier
uplne suchy.

6. Obdiznik filtradného papiera zvifite do valca a okraje upevnite spinkovacéom. Do 250 ml kadigky
nalejte rozpustadlo zhruba do vySky 0.7 cm (asi 15 ml rozpustadla). Umiestnite valec filtracného
papiera s nanesenou vzorkou do kadi¢ky s rozpuStadlom. Linia so vzorkou nesmie byt
ponorena v rozpustadle. Kadicku prikryte féliou a nechajte bezat chromatogram. Félia musi
uplne priliehat k stenam kadi¢ky, inak by chromatogram mohol vyschnut. Cas ukonéenia
chromatografie vyuzite na vypracovanie dalSich uloh.



7. Po priblizne 20 minutach by mala byt chromatografia ukonéena. Uvedeny ¢as je len odhad,
riadte sa tym, ze rozpustadlo musi dosiahnut’ hornt liniu nakreslent 0.5 cm pod okrajom
papiera. Ked rozpustadlo dosiahne tuto liniu, odokryte foliu a chromatogram vyberte. Pozor!
Pozorne sledujte, kedy rozpustadlo dosiahne hornu liniu (Celo), nenechajte chromatogram bezat
dihsie. Davajte pozor aj na to, aby Vam chromatogram pocas behu nevyschol. Podstatné je, aby
sa Vam odseparovali vSetky zlozky. Do protokolu zaznamenaijte :

vzdialenost medzi liniami (Start - éelo):

farbu Skvin (od najspodnejSej) a ich vzdialenost od Startu:
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dalSie Skvrny: /\
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Obr.1: Papierovy valec (A) s nanesenou vzorkou (B) umiestneny v kadi¢ke (C) s rozpustadiom (D)

Chromatogram ihned po zaznamenani hodnét odovzdajte veducemu praktickej ulohy.

Na zaklade chemickej povahy fotosyntetickych pigmentov, vzdialenosti Skvrny od Startu a farby
Skvin uréte, akym pigmentom zodpovedaju jednotlivé Skvrny. Svoje rozhodnutie zdévodnite.



1. uloha: Na procese fotosyntézy sa v rastlinnom organizme podielaju aj nezelené pigmenty.
Uvedte, aku ulohu plnia v rastlinnom organizme a v procese fotosyntézy. Preco ich pri pohlade na
zeleny list rastliny nevidno?

2. Gloha: Vypliite nasledujicu tabulku. V prvom stipci s uvedené konkrétne rastlinné hormény. Do
druhého stipca doplrite, do akej triedy rastlinnych horménov dana latka patri alebo u oznadenych
latok uvedte len pIny nazov. V tretom stipci priradte k triede horménov funkciu, ktord plni v
rastlinnom tele (pre kazdu triedu priradte jednu funkciu). Zoznam funkcii a tried hormonov, ktoré
treba priradit, je uvedeny pod tabulkou.

Latka Trieda horménov/cely Funkcia v rastlinnom

nazov latky organizme
IAA
CH; = CHy*
GAs
ABA*
Brassinolid

Zeatin

* u tychto latok uvedte namiesto triedy hormoénov iba plny nazov latky

Pomocky:

Funkcie: podpora dozrievania plodov; stimulacia delenia buniek a efekt spomaleného starnutia;
fototropizmus; zatvaranie prieduchov pri nedostatku vody; stimulacia klicenia semien pri dostatku
vody; podpora delenia a predlzovacieho rastu buniek stonky

Triedy horménov/nazov: gibereliny, auxiny, cytokininy, brassinosteroidy, kyselina abscisova,
etylén

3. uloha: Svetlo nepredstavuje pre rastliny iba zdroj energie, ale je aj vyznamnym faktorom
ovplyvriujucim procesy v rastlinnom organizme. Podobne ako pri fotosyntéze, aj na tychto
procesoch sa zuc€astfiuju r6zne pigmenty.

a) Jednou skupinou takychto pigmentov su kryptochrémy. Uvedte, na ktord Cast viditelného
svetelného spektra reaguju.



b) Popiste mechanizmus, ktorym ¢ervené a infracervené svetlo vplyva na klicenie semien, uvedte,
ktory pigment sa tohto procesu zucastfiuje a popiste jeho ulohu v tomto mechanizme.

c) S vplyvom svetla na vyvin rastliny suvisi aj proces, ktory sa nazyva etiolizacia. Vysvetlite tento
termin a uvedte najmenej pat znakov etiolovanych rastlin, ktorymi sa odliSuji od rastlin s
normalnym vyvinom.



