2. gyakorlat
A FOTOSZINTEZIS SORAN KELETKEZO KEMENYITO KIMUTATASA
A fotoszintézis soran a kloroplasztiszokban képzddd redukalt szerves vegyiiletek keményitd
forméajaban raktarozdédnak. Ez jodreakcioval lathatova valik, amennyiben a zold
szinagyagokat a levélbdl kivonjuk. Ezen a moddon bizonyithatd, hogy a keményitd

keletkezéséhez a zold levelekben fény sziikséges.

A Kkisérlet végrehajtasa

Elénk anyagcseréjli, fiatal muskatlit 12-24 orara sotétbe helyeziink. A levelek
keményitdtartalma ezalatt lebomlik, felhasznalodik, vagy elvandorol mas részekbe.

Ezutén a novényrdl eltavolitjuk a leveleket — levélnyéllel egyiitt, gyenge, szort fényben
— majd mindkét feliiletére egymassal szemben borotvapengét szoritunk, kapoccsal rogzitjiik.
A pengék jol simulnak a levél feliiletéhez, azt fénytdl teljesen elzarjak.

A leveleket petri-csészébe, vizzel atnedvesitett szlirGpapirra,
fényforras ald helyezziik.

Tobb oras megvilagitas utan a pengéket eltavolitjuk, a leveleket 96%-0s alkoholban
fozziik. Az alkoholt id6kozben cserélve a fézést addig folytatjuk, mig a levelek teljesen
kifehérednek.

Az alkoholt ledntjiikk a levelekrdl, azokra kalium-jodidos jodoldatot ontiink, majd az
oldattal egyiitt egy petri-csészébe helyezziik. Ha a fényérte levélrész megkekiil, a levelet

szlrOpapir kozzé tessziik és lepréseljik.
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Klorofillok: - a kloroplasztiszbdl acetonnal vonhatok ki
- kromatografiaval két frakciora valaszthatok (a és b)
- fehérjékkel komplexet alkotnak

Szerkezet:
4 pirrolgydrd, melyek porfirinvazat alkotnak, kozépen Mg-atom +
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Fikobilinek:
- szintén 4 pirrolgy(rl, de nem rendezd6dik porfirinvazba
- abszorpcios maximuma az 550 nm - 700 nm-es savban van
- fikobiliproteinekhez kétédik



2. gyakorlat

A KLOROPLASZTISZ SZINAGYAGAINAK RESZLEGES SZETVALASZTASA
MEGOSZLASI PAPIRKROMATOGRAFIAVAL

A kromatografias sziirépapirt alkotd cellulozrostok vizet képesek megkdtni és ez a
cellulozhoz kotott viz képzi — esetiinkben — a megoszlasi kromatografia allo fazisat. A
szlirdpapirba beszivodod benzol alkotja a mozgo6 olddszerfazist. Amikor eléri az elvalasztando
anyagkeverék felcseppentésének helyét (startvonal), az anyagkeverék feloldodik, megoszlas
jon 1étre a papirhoz kotott vizes fazis és a benzolos fazis kozott. Mire a benzol a papircsik
hosszaban végigvandorol, nagy szdmi megoszlas jatszodik le az allo és mozgo fazis kozott. A
benzolos fazisban jol oldodé xantofill nagyobb utat tesz meg, mint a klorofillok. Az erésen
apolaris jellegii karotin az olddszer frontjaval egyiitt mozog, mivel az allo fazisban
gyakorlatilag nem oldodik.

A kloroplasztisz szinanyagainak kromatografidjakor tigyelni kell arra, hogy a kivonat
eldallitasat és az egész analizist a lehetd leggyorsabban, gyenge szort fényben végezziik,

mivel a szinanyagok fotooxidaciéra hajlamosak.

A Kisérlet végrehajtasa:

Sziikséges a kromatografalé edény, amely esetiinkben egy kb. 6 cm atmérdjii, 30 cm
magassagu iiveghenger. Tetejét lagy PVC lemezzel fedjiik, amelyen atszurunk egy 10 cm
hosszusagl drétot, melynek végét horog alakura képezziik. Scheicher-Schiill 2043 b (vagy
Whatman No. 1) sz{ir6papirbol 4 cm-es csikot vagunk, olyan hossziira méretezziik, hogy az a
drotra akasztva ne érje el az liveghengerbe el6zdleg toltott benzolt.

Ezutan elkészitjik a szinanyagkivonatot. Muskatli leveleket kvarchomokkal
Osszetoriink (kvarchomok, kalcium-karbonat, vizmentes natrium-szulfat jelenlétében). Az
osszetort levelekhez kevés etanolt/acetont adunk, tovabb dorzsoljiik, majd a homogenatumot
szlrjik.

A nyers Kklorofill-kivonatot pipetta segitségével visszik fel a startvonalra. Az
elkészitett papirt jol zar6dod edénybe fiiggesztjiik, amelynek légterét telitettiik a futtatoszer
gbzeivel (annyi futtatoszert kell az edénybe tolteni, hogy a kromatografias papir also széle 4-5

mm-re beleérjen). A kromatogramm Kkifejlédése soran a szétvalasztandd anyagok eltérd



oldékonysaguk alapjan a start-é¢s frontvonal kozott maés-méas helyen maradnak le.
Futtatoszerként benzin:aceton:etanol = 30:1:0,03 aranyu elegyét hasznaljuk.
1-2 orés futtatas utan a szinanyagok jol elkiiloniilnek:
- sargaszold — b-klorofill
- kékeszold — a-klorofill
- citromsarga — xantofill
- narancssarga — karotin (ez a benzol frontjaval egyiitt vandorol).

40-50 perces kromatografalas utan értékeljiik a latottakat! Jegyzokonyvben rogzitjiik!



2. gyakorlat
A FOTOSZINTEZIS INTENZITASANAK MEGHATAROZASA
BUBOREKSZAMLALASSAL

A Hill-reakcié egyik terméke az oxigén. Termelésének intenzitasa aranyos a fotoszintézis
fényreakcidjanak intenzitasaval, normal koriilmények kozott a nettd fotoszintézissel. A
kisérlet alapja, hogy a vizi novények fotolizisekor keletkezd oxigén buborék formaban hagyja
el a vagasfeliiletet.

A kisérlet menete:

Két vastagfalu ilivegedény egyikét megtoltjik kiforralt csapvizzel, a masikat 0,1 %-0s
NaHCO3; oldattal.

Az ép csuccesal rendelkezd vizindvény darabot Gigy helyezziik az iivegedénybe, hogy csucsa
lefelé, a vagasfeliilet felfelé nézzen, kb. 2-3 cm magas folyadékkal boritva. A ndévény
iivegbottal rogzitjik. A két iivegedényt azonos fényintenzitasra helyezziik, 4 perces
inkubacios id6t hagyva 3 x 5 percig szamoljuk a vagasfeliiletet elhagyd buborékok szamat. A
kapott eredményeket atlagoljuk. A kisérletet kiértékeljiik, magyarazatot adva a két kezelésnél

tapasztalt eltéré eredményre.



