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Teoreticko-prakticka ¢ast — Prakticka uloha €. 1

Téma: Rastlinné pigmenty a fotosyntéza

Farbiva su pre rastliny délezité pri mnohych procesoch. Asi najznamejSim a najvyznamnejSim
z nich je sytozeleny chlorofyl a — pigment nevyhnutny pre priebeh fotosyntézy. Na fotosyntéze
sa vSak podielaju aj iné pigmenty, ako je napriklad chlorofyl b &i rézne karotenoidy. Tie su
sucCastou svetlozbernych komplexov a liSia sa od chlorofylu a aj svojim absorpénym spektrom.
Energiu foténov ktoré by samotny chlorofyl a nemohli excitovat, tak méze zachytit iny pigment,
ktory potom preda energiu reakénému centru s chlorofylom a.

Mnohé pigmenty sa zase uplatiuju pri ochrane rastlin pred Skodlivym UV Ziarenim, pri lakani
opelovacov €i prenasacov semien. Okrem uz spominanych zltych az Cervenych karotenoidov
su to najma rézne flavonoidy, medzi ktoré patria aj zname antokyany. Tie su polarne, vo vode
rozpustné farbivd a m6zu mat réznu farbu (najCastejSie fialovu), Casto v zavislosti na pH
prostredia. Prave nim vdaci za svoje sfarbenie napriklad aj Cervena cibula &i CuCoriedky.

Na sledovanie jednotlivych pigmentov je Standardne potrebné ich oddelit. Na to sa vyuZiva aj
chromatografia - separatna metéda zaloZzend na deleni latok v zavislosti na ich afinite
k mobilnej a stacionarnej faze. Mobilna fadza moze byt fubovolné rozpustadlo, napr. voda,
etanol alebo benzin. Ako stacionarna faza moéze zase sluzit obycajny filtraény papier. Filtracny
papier na ktory sa naniesla vzorka sa s¢€asti ponori do mobilnej fazy. Ta postupne vzlina nahor
a latky s vySSou afinitou k nej su unasané, kym latky s vySSou afinitou k stacionarnej faze
zostavaju na spodnej Casti papiera. Po istom €ase je potom mozné pozorovat, ako sa od seba
pigmenty oddelia. VaSou dneSnou ulohou bude separovat rastlinné pigmenty pomocou
papierovej chromatografie za pouZitia dvoch ré6znych mobilnych faz — vody a etanolu. Budete
pritom porovnavat listy bre¢tanu dlhodobo vystavené priamemu sinku a zatienené listy.

Pomécky:

Listy bre¢tanu popinavého (Hedera helix) A - vystavené priamemu sinku, B — rastuce v tieni,
25 ml 96 % etanolu, 20 ml vody, 2 kadicky, Pasteurova pipeta (staCi do dvojice), filtracny papier
(polovica A4), 2 Sparadla, ceruzka, pravitko, vrchnak/pokryvka na kadi¢ku (Petriho miska,
alobal a pod.), noznice (stai do dvojice)) 2 nadoby na drvenie listov
(skumavky/kyvety/pripadne vie€ka z flfase dostatocne nizke aby sa dalo dosiahnut Sparadlom
na dno), nastroj na podrvenie listov (pinzeta, Spajdla a pod.)

Postup:

1. Na zagiatku pripravte papier na chromatografiu. Z filtraéného papiera vystrihnite 2 obdizniky
Siroké 5 cm a dlhé tak, aby sa pri vlozeni do kadi¢ky dala ich vrchna ¢ast (asi 1 cm) ohnut
o okraj kadi¢ky a tak stabilizovat. Na spodnej asti oboch obdiznikov, vo vzdialenosti 1,5 cm
od okraja vyznacte ceruzkou Startovaciu liniu (obr. 1.).



2. Na Startovacej linii si na kazdom papieri naznacte 2 body (A a B), ktoré budu od blizSieho
okraja vzdialené asi 1,5 cm.

3. Listy A aj B nastrihajte na ¢o najmenSie kusky (asporn 0,5 x 0,5 cm) a nasypte ich do
prislusnej skumavky. Pasreurovou pipetou pridajte priblizne 0,5 - 1 ml 96 % etanolu. V pripade
Ze mate vacsie mnozstvo rastlinného materialu, mézete pouzit' viac etanolu, je vSak lepSie
ziskat’ €o najkoncentrovanejsi extrakt. Nasledne kusky listov pomie&ajte a podrvte pinzetou i
Spajdlou, aby sa z nich uvolnili pigmenty.

4. Pomocou 3paradla naneste roztok s pigmentami z va8ich vzoriek na vyznacené body na
Startovacej linii na oboch chromatografickych papieroch. Vzorky nanasajte postupne,
priebezne ich osusujte fukanim, aby sa prili5 nerozpili a vznikla dostato€ne koncentrovana
Skvrna. Optimalne je nanasat vzorky A a B striedavo, aby druha vzorka stihla zaschnut.
Naneste vzdy dostato€né mnozstvo vzorky (priblizne 15x opakujte prenasanie Sparadlom).
Vyvarujte sa prenasaniu zvyskov listov. Po skon¢eni nanasania nechaijte filtracny papier asi 5
minut Uplne uschnut.

5. Do kadic¢ky 1 nalejte 96 % etanol a do kadi¢ky 2 €istu vodu. Pouzite také mnozZstvo mobilnej
fazy, aby bola hladina vo vyske asi 0,5 - 0,8 cm. Nasledne ich prikryte alobalom alebo Petriho
miskou, aby nedochadzalo k odparovaniu. Po vyschnuti nanesenych vzoriek opatrne polozte
jeden papier zvislo do kazdej kadi¢ky tak, aby Startovacia linia nebola ponorena v rozpustadle
a precnievajuci vrchol papiera ohnite cez okraj nadoby (obr.1). KadiCku opat prikryte a
nechajte vyvijat asi 5 - 10 minut dovtedy, kym rozpustadlo nevystupi asponn 4 cm nad
Startovaciu liniu. Potom papier vytiahnite a nechajte vysusit.

6. Chromatogramy podpiste, oznadte Cislom kadi¢ky a na konci odovzdajte vedicemu ulohy.

— Kryt (Petriho miska, alobal a pod.)

Nanesené vzorky

Startovacia linia
. Rozpustadlo (mobilna faza — voda alebo etanol)

Obr.1



Vysledky:

1. Aku farbu maju dve najvyraznejSie Skvrny pri kazdej vzorky na jednotlivych
chromatogramoch? Uvedte ich v poradi v akom sa nachadzaju od Startovacej linie. Pokuste
sa identifikovat aké farbivo je dominantnou zlozkou jednotlivych Skvin. Vyberajte pritom
Z nasledujucich pigmentov: fykobilin, chlorofyl, karotén, melanin, antokyan, xantofyl.

Kadi¢ka 1 — mobilna faza etanol
Vzorka A farba pigment

Skvrna 6.1

Skvrna &.2

Vzorka B farba pigment
Skvrna 6.1

Skvrna &.2

Kadi¢ka 2 — mobilna faza voda

Vzorka A farba pigment
Skvrna 6.1

Skvrna .2

Vzorka B farba pigment
Skvrna 6.1

Skvrna ¢.2

2. Privzorkach A a B by sa mala vyrazne liSit intenzita farby niektorych skvfn, ¢o je spOsobené
rozdielom v obsahu jedného z pigmentov. O aké farbivo sa jedna? Vysvetlite, Co je za to
pravdepodobne zodpovedné.

3. Jednotlivé pigmenty sa separuju na zaklade ich rozdielnej afinity k mobilnej resp.
stacionarnej faze. To pritom do velkej miery zavisi aj na ich polarite.

I. Urcite ktory z pigmentov, ktoré na chromatogramoch vidite je polarnejsi a vysvetlite, podla
¢oho tak usudzujete.

Il. Zorad'te nasledujuce pigmenty na zaklade ich polarity od najmenej polarneho. Vyberte ktory
Strukturny vzorec by mohol patrit pigmentu z otazky 3.1. (pod&iarknite ho).
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Dopliiujuce otazky:

1. O tom aku ma pigment funkciu ndm €asto méze vela napovedat’ aj jeho absorbancia pri
réznych vinovych dizkach, t.j. absorpéné spektrum. Na obrazku nizSie vidite absorp&né
spektrum troch réznych pigmentov. Priradte k nim ich hlavnua funkciu v rastlinnych bunkach.
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2. Vzhladom na rozdielnu funkciu sa od seba jednotlivé pigmenty €asto liSia aj lokalizaciou
v bunke.

I. Prirad'te k nasledujucim pigmentom ¢ast bunky, kde sa vyskytuje v najva¢som mnozstve.
Chlorofyl a
Chlorofyl b
Antokyany

a) cytoplazma

b) jadro

¢) endoplazmatické retikulum

d) vakuola

e) strdma chloroplastu

f) mitochondria

g) tylakoidna membrana chloroplastu

h) cytoplazmaticka membrana

II. Ktory z pigmentov sa nachadza v reakénom centre:



a) fotosystému |
b) fotosystému Il

3. Fotosyntéza je komplexny sled viacerych reakcii. Okrem pigmentov sa jej vSak zucastfiuju
aj mnohé iné latky. Jednym z jej najvyznamnejSich limitujucich faktorov je pri su¢asnom
zloZeni atmosféry fotorespiracia. Obzvlast zavaznym problémom je v teplych oblastiach, kde
maju rastliny v listoch velmi nizku relativhu koncentraciu CO..

I. Ktory enzym je zodpovedny za fotorespiraciu a k Comu pri nej vlastne dochadza?

Il. V ktorych organelach dochadza pri fotorespiracii k spracovaniu vzniknutého
medziproduktu?

Ill. Ako sa rastliny dokazu vysporiadat’ s tymto problémom?

a) Niektoré tropické travy CO. fixuju priamo pomocou SpecifickejSieho enzymu (PEC-
karboxylaza). Ta uz N2 na ribuldéza-1,5-bisfosfat nenaviaze takmer vébec a takéto rastliny
tak maju vyrazne znizenu mieru fotorespiracie.

b) Niektoré rastliny najskor fixuju CO, pomocou enzymu bez oxygenazovej aktivity. Nasledne
oxid uhli€ity uvolnia v Specializovanych bunkach izolovanych od okolia, kde je potom velmi
nizka relativna koncentracia kyslika a pévodna karboxylaza tu méze CO, naviazat bez
problémov.

¢) Mnohé sukulenty maju prieduchy otvorené iba cez noc, kedy nedochadza k tak velkym
stratam vody transpiraciou. Specifickej§i enzym bez oxygenazovej aktivity vtedy zabuduje CO,
z okolia. Ten je potom v bunkach tychto rastlin uvolneny cez den, kedy ho finalne zafixuje
povodna karboxylaza.

d) Vodné rastliny ziskavaju CO, oxidaciou metanu vznikajuceho v anoxickom bahne, kde
zasahuju ich korene. Zvysia si tak koncentraciu CO; v stonkach, kde potom méze dochadzat
k fotosyntéze aj bez pristupu kysliku.
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