Uloha 11 — Biologické Fetézce prenosu elektronii.
Princip ulohy

jména:

obor: datum provedeni:

prilohy protokolu: fotografie desticky ¢. 1 a desti¢ky €. 2 se suspenzemi chloroplastd

OKRUHY K PRIPRAVE

Fotosyntéza. Svételna faze fotosyntézy. Fotosyntetické pigmenty. Hillova reakce. Inhibice Hillovy reakce.
Lambertiv-Beertiv zakon. Chemické vypocty.

PRINCIP ULOHY
A. Fotosyntéza (Hillova reakce).

Fotosyntéza (téz fotosynteticka asimilace) je slozity biochemicky proces, pii kterém se méni piijata energie
svételného zareni na energii chemickych vazeb. Dochézi k vyuziti svételného (zejména slunecniho) zateni
k syntéze energeticky bohatych cukrl z jednoduchych anorganickych latek, jako je CO, a H,O.

Mezi organismy majici schopnost provadét fotosyntézu patii vyssi rostliny, zelené a hnédé ftasy,
jednobunécéné sinice ¢i zelené a purpurové bakterie. Reakce probihajici béhem fotosyntézy se daji rozdélit
do dvou zakladnich d&ji: primarni déj (svételna faze — pienos elektronii a protoni) a sekundarni déj
(temnostni faze — fixace uhliku, napft. ptes Calvinav cyklus).

Cely proces fotosyntézy je u eukaryotnich organismi lokalizovan v chloroplastech, uvniti kterych se
nachazeji diskovité membranové vacky zvané thylakoidy. Primarni d¢j fotosyntézy probiha predevsim
na thylakoidni membrané, zatimco ten sekundarni se odehrava v chloroplastovém stroma (,,vypliiova“
hmota chloroplastit).

Béhem svételné¢ faze fotosyntézy (primarni d€j) dochazi k zachyceni svételného kvanta (fotonu)
rostlinnymi pigmenty, pficemz dochazi k excitaci molekuly pigmentu. Excitovana molekula vymrsti
elektron, ktery putuje pies dal§i molekuly fungujici jako elektronové prenasece, dokud nepiejde na enzym
zvany  NADP-reduktasa, kde dochazi k redukci koenzymu NADP"™ na NADPH
(nikotinamidadenindinukleotidfosfat) podle nasledujici rovnice:

NADP*+ H" +2 ¢ — NADPH

Molekuly, které po excitaci ztratily elektron, se regeneruji ziskanim elektronu piivodem z vody. Dvé
molekuly vody se béhem fotosyntézy S$tépi na molekularni kyslik, Ctyfi elektrony a cCtyfi protony
prostfednictvim molekularniho komplexu, tzv. kyslik vyvijejiciho komplexu (OEC z angl. ,,oxygen-
evolving complex*).

2H,0 - 0;+4H t4¢

Voda zde plni tlohu donoru elektronii a vodikovych kationtl (protoni). Vyse uvedené rovnice lze proto
slou¢it do souhrnné rovnice vypadajici takto:

2 NADP"+2 H;O - 2 NADPH+2H" + O,

Vznikajici protony (H") se shromazduji v dutiné thylakoidu, kde jejich pocet znaéné prevysSuje pocet
protontt v chloroplastovém stroma. To vede k transmembranovému rozdilu v elektrickém
potencialu a k rostoucimu protonovému gradientu — koncentrace protonti mezi stroma a thylakoidni
dutinou se snazi vyrovnat, a tak protony prochazi ptes ATP-synthasu, ¢imz funguji jako pohonny motor
(tzv. protonmotivni sila) pro syntézu ATP (adenosintrifosfat). Tento vznik ATP uc¢inkem slune¢niho zateni
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se nazyva fotofosforylace. ATP je molekula s makroergni vazbou, ve které je ulozena energie vyuzivana
pro vétsinu bunécnych pochodu, jako je napt. vnitrobunéény transport ¢i anabolické procesy.

V souhrnu lze fici, Ze pii primarnich dé€jich neboli svételné fazi fotosyntézy dochazi k ptemeéné svételné
energie (fotond) na chemickou energii ve formé NADPH a ATP. Jako vedlejsi produkt vznika kyslik.
Molekuly NADPH a ATP poté slouzi k dodani energie pro biochemické procesy v temnostni fazi ¢i
sekundarnich dé¢jich fotosyntézy (neprobihaji nutn€ za tmy, ale jsou to reakce nezavislé na svétle) vedouci
k fixaci CO; do sacharidi.

Hillova reakce:

Roku 1937 britsky biochemik Robert Hill zjistil, Ze izolované chloroplasty bez ptistupu CO; ale s umélym
akceptorem elektronii mohou po osvétleni tento akceptor redukovat za soucasného uvolnéni kysliku. Tato
tzv. Hillova reakce dokazuje, Ze CO; se bezprostiedné netcastni reakce uvoliujici O,. Toto pozorovani
umoznilo Hillovi dojit k zavéru, Ze kyslik se uvoliiuje béhem krokd fotosyntézy zavislych na svétle,
a zaroven je Hillova reakce dikazem, ze svételna faze fotosyntézy a fixace CO» probihaji na riznych
mistech v buiice.

V této uloze dojde kizolaci chloroplastti zlistii Spenatu. Jako umély akceptor elektronii (misto
ptirozeného akceptoru NADP*) bude slouzit DCIP (2,6-dichlorfenolindofenol). Oxidovana forma DCIP je
modra s maximalni absorpci pti 600 nm, zatimco redukovany DCIP je bezbarvy.

Oxidaci vody probihajici béhem fotosyntézy lze inhibovat. Na tomto principu funguji n¢které herbicidy
pouzivané k hubeni rostlin. Pfikladem je herbicid diuron, jehoz vliv na pribéh svételné faze fotosyntézy
budete sledovat i v tomto cviceni.

B. Kvantitativni stanoveni fotosyntetickych pigmentu.

Fotosyntetické pigmenty jsou organickd barviva, kterd jsou vyuzivana fotosyntetizujicimi organismy
k zachyceni slune¢ni energie (fotond) pti fotosyntéze. Jejich molekuly maji mnoho konjugovanych
dvojnych vazeb, diky ¢emuz silné pohlcuji viditelné svétlo. Hlavni rostlinny pigment je chlorofyl
lokalizovany v chloroplastech. Chlorofyly lze fadit mezi cyklické tetrapyrroly (porfyriny) s komplexné
navazanym hofecnatym iontem. Kromé chlorofylii obsahuji rostliny ijiné pigmenty, napf. karoteny
a xanthofyly souhrnné oznaCované jako karotenoidy, které slouzi jako doprovodné fotosyntetické
pigmenty a jsou lokalizované v jinych ¢astech bunky.

Obsah fotosyntetickych pigmenti lze stanovit spektrofotometricky, tedy méfenim absorbance smeési
pigmentil pii riznych vinovych délkach, které jsou voleny tak, aby odpovidaly absorpénim maximim
jednotlivych slozek. Tento zpisob stanoveni je v§ak omezen pouze na pigmenty, které se spektralné vyrazné
1isi. Proto se tato metoda bézné€ pouziva pro stanoveni obsahu chlorofylu a, chlorofylu b a celkového obsahu
karotenoidi.

Poznamka:

VInové délky viditelného svétla maji hodnoty v intervalu 380—760 nm. Fotosyntéza zelenych rostlin vyuziva svétlo
v rozsahu pouze 400-750 nm. Tomuto svétlu se fikad fotosynteticky aktivni zafeni (FAR). Rtizna barviva absorbuji
ruznou Cast svételného spektra — napt. chlorofyly absorbuji nejvice svétlo v modrofialové a Cervené Casti spektra
(zelena cast spektra se tolik neabsorbuje, a proto jsou chloroplasty zelené).
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PRAKTICKA CAST A. Fotosyntéza (Hillova reakce).

Material a vybaveni:

listy Spenatu

fosfatovy pufr (50 mmol.I''; pH = 6,5)

0,5 mmol.I"! DCIP ve fosfatovém pufru (50 mmol.I''; pH = 6,5)

dimethylsulfoxid (DMSO)

10 mmol.I"! diuron v DMSO

Treci miska, tloucek, gaza, sklenéné zkumavky, drzak na sklenéné zkumavky, plastové mikrozkumavky, stojanek na
plastové mikrozkumavky, automatické pipety, sklenéné pipety, fotometr, fotometrické kyvety, odmérné valce, odmerna
barnka, kadinky, centrifuga, centrifugacni zkumavky, 96jamkova desticka, ledova ldzer.

Postup:
Izolace chloroplastii:

Navazte 5 g listll Spenatu, které nasledné natrhejte na mensi kousky a rozettete ve tfeci misce s 50 ml
vychlazeného 50 mmol.I"! fosfatového pufru o pH = 6,5 (pro prakti¢t&jsi provedeni nejprve listy rozetiete
v mensim objemu fosfatového pufru a nasledné dopliite do objemu 50 ml). Ziskanou suspenzi zfiltrujte pres
dvé vrstvy gazy do kadinky (muiZete si pomoci vymackanim), a poté pipetujte 10 ml filtratu do plastové
centrifugacni zkumavky. Zkumavka s filtratem se nasledné nechd centrifugovat po dobu 5 minut pfi
6 000 otackach/minutu. Po centrifugaci odlijte supernatant — zbyly pelet jsou izolované chloroplasty.

Priprava vhodné koncentrace chloroplastii:

Pro dobie viditelny barevny piechod pti Hillové reakci je nutné chloroplasty natfedit na optimalni
koncentraci. Z toho dtivodu k peletu pfidejte 1 ml 50 mmol.I"! fosfatového pufru (pH = 6,5), pomoci pipety
homogenizujte suspenzi a zmé&fte jeji absorbanci proti slepému vzorku (50 mmol.I"! fosfatovy pufr,
pH = 6,5) pii vinové délce 652 nm. Pokud absorbance vyrazné ptesahuje hodnotu 0,8 (zavislost absorbance
na koncentraci pfestava byt linedrni), odeberte Cast suspenze chloroplasti a definovanym zptsobem ji
nafed’te 50 mmol.I"! fosfatovym pufrem (pH = 6,5), dokud neziskate hodnotu absorbance niz$i nez 0,8
(slepy vzorek se fedit nemusi).

Pomoci naméiené absorbance (Ass2) a znamého faktoru fedéni (f) vypocitejte koncentraci chloroplast
v nefedéné suspenzi podle nasledujiciho vztahu:

€ =Ags2.f.2898 = v (;—ﬁ)
Ass2 Faktor fedéni (f) ¢ nefedénych

chloroplastti (ug.ml™")

Na zaklad¢ ziskané koncentrace nefedéné suspenze chloroplastli pfipravte z této (nefedéné) suspenze
libovolny objem chloroplastové suspenze o koncentraci piiblizné 100 pg.ml? (objem si zvolte tak, aby se
Vam dobfte pocitalo pfi fedéni, dbejte ale na to, aby byl tento objem alespon 400 pl). Pro fedéni pouZijte
50 mmol.I"! fosfatovy pufr (pH = 6,5).

Desitkova redici Fada diuronu:

Nachystejte si sadu ¢tyf plastovych mikrozkumavek a do vSech pipetujte 90 ul DMSO. Poté do prvni
zkumavKky pipetujte 10 ul 10 mmol.I"" diuronu a promichejte na vortexu. Po diikladném promichani
odeberte z prvni mikrozkumavky 10 ul a pfidejte tento objem do druhé zkumavky. Opét promichejte na
vortexu. Odeberte z druhé zkumavky 10 pl a pfidejte do tieti zkumavky. Po promichani stejnym zpiisobem
pridate z treti zkumavky 10 pl do posledni ¢tvrté zkumavky. Takto vzniknou ve zkumavkachod¢. 1 do ¢. 4
roztoky diuronu o koncentracich 103, 10, 10 a 10° mol.I"'.
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Hillova reakce a inhibi¢ni piisobeni diuronu:

Nachystejte si pomticky pro méfeni (pfednastavené automatické pipety, Spicky, chemikalie a mikrotitra¢ni
desticky), protoze cely proces ptipravy vzorkli by mél probihat bez vétsiho ¢asového prodleni!

Do dvou mikrotitracnich desticek nasledné pipetujte presné mnozstvi jednotlivych chemikalii podle
rozpisu v tabulkach niZe, a to do jamek podle obrazku nize. Chloroplastovou suspenzi (100 pg.ml™")
pted pipetovanim homogenizujte na vortexu, aby se netvofily usazeniny, a pipetujte ji do vSech jamek az
uplné nakonec!

Po ptidéani chloroplastové suspenze obsah jamek jemné zamichejte Spickou pipety (pozdéji uz nemichejte).
Desticku €. 2 obalte hlinikovou f6lii a desticku ¢. 1 polozte pod zdroj svétla.

DESTICKA C. 1
50 mM Roztok 1
Vzorek fosfatovy | 0,5 mM DMSO diuronu lgl?s;isi
& Jamka pufr (pH = DCIP (] o ruznych il i
6,5) [ud] koncentracich
m v DMSO (]
1 A 168 - 2 - 30
2 B - 168 2 - 30
3 C - 168 - 2 ul (10 M) 30
4 D - 168 - 2 ul (105 M) 30
5 E - 168 - 2 ul (104 M) 30
6 F - 168 - 2 ul (103 M) 30
7 G - 168 - 2 ul (102 M) 30
DESTICKA C. 2
5’0 m}VI 0.5 mM 100 pg.ml™!
Vzorek fosfatovy pufr DMSO suspenze
. Jamka DCIP .
¢, (pH = 6,5) (] 1] chloroplasti
[nd] [ml]
1 A 168 - 2 30
2 B 168 - 2 30
3 C - 168 2 30
4 D - 168 2 30

Obrazek: Schéma orientace desticky a pipetovani chemikalii do konkrétnich jamek (modré barva).
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Vyhodnoceni:

Sledujte pribéh redukce DCIP v jednotlivych vzorcich. Srovnejte je i se vzorkem ¢. 3 a ¢. 4 na druhé
desticce, kterd byla zakryta hlinikovou folii. Zaznamenejte pozorovani a vysledky. Odhadnéte, jaké
vysledné minimalni koncentrace diuronu je zapotiebi k tiplné inhibici Hillovy reakce:

Zaznamenejte pozorovadni (barvu):

DESTICKA C. 1
Vzorek ¢.
Vzorek ¢.
Vzorek ¢.
Vzorek ¢.
Vzorek ¢.
Vzorek ¢.
Vzorek ¢.

Vysvétlete vysledky:

1:

AN A A

DESTICKA C. 2
Vzorek ¢. 1:
Vzorek ¢. 2:
Vzorek ¢. 3:
Vzorek ¢. 4:

Napiste, v jakych vzorcich v ramci obou desticek probihala ¢i neprobihala oxidace vody a proc:
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PRAKTICKA CAST B.
Kvantitativni stanoveni fotosyntetickych pigmentt.

Material a vybaveni:

listy Spenatu

50% aceton

Treci miska, tloucek, gdza, sklenéné zkumavky, drzak na sklenéné zkumavky, automatické pipety, sklenéné pipety,
fotometr, fotometricke kyvety, odmérné vdlce, odmérna barka, kadinky, ledova lazer.

Postup:

Extrakce pigmentii:

Navazte 5 g listi Spenatu, které nasledné natrhejte na mensi kousky a rozetiete ve tfeci misce s 10 ml
vychlazeného 50% acetonu. Ziskany extrakt filtrujte pies ¢tyFi vrstvy gazy do kadinky. Na zbylé kousky
§penatu zachycené v gaze pipetujte dalSich 10 ml vychlazeného 50% acetonu a filtrujte (mazete si pomoci
vymackanim). Ziskany acetonovy extrakt pigmentd prelejte do 25 ml odmérné banky a dopliite po rysku
50% acetonem.

Stanoveni koncentrace pigmentii:

Z odmérné bariky odeberte 1 ml extraktu pigmentl a oproti slepému vzorku (50% aceton) zméite jeho
absorbanci pfi vinové délce 470 nm. Pokud absorbance ptesahne hodnotu 0,8, je nutné vzorek definovanym
zpusobem natedit 50% acetonem (slepy vzorek se fedit nemusi).

Jakmile naméfite hodnotu absorbance pod 0,8, zapiste si faktor fedéni a pomoci tohoto faktoru si
z nefedéného extraktu pigmentl nafed’te do sklenénych zkumavek tfi paralelni vzorky extraktu pomoci
50% acetonu.

Vsechny vzorky postupné méfte pti vinovych délkdch 470 nm, 646 nm a 663 nm (nejdiive zméite vSechny
tfi vzorky pfi prvni vinové délce, poté vSechny pii druhé vinové délce atd.). Pro kazdou vinovou délku se
musi znovu nulovat na slepy vzorek!

Cislo méteni Au70 Agas Ass3 faktor fedéni pro
fotometrii

1
2
3
Primérna
absorbance

Vyhodnoceni:
Do tabulky vyse zapiste ziskané absorbance a z jednotlivych trojic mefeni vypocitejte primérné absorbance
pro kazdou vinovou délku.

Vypoctéte koncentraci chlorofylu a, chlorofylu b a karotenoidii ve ztedéném extraktu dle nasledujicich
rovnic (za absorbance dosad’te jejich primérné hodnoty):

Cehla= 12,21 - Agez — 2,81 - Agas [ug.ml]
Cechl.b=20,13 - Ass6 — 5,03 - Ase3 [pg.ml]
C kar. = (1000 - A470 — 3,27 - Ccht.a— 104 - C chip) / 198 [pg.ml!]
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Dopliite tabulku niZe: vypocitané koncentrace pigmentli vynasobte faktorem fedéni pro fotometrii, ¢imz
ziskate koncentrace pigmenti ve 25 ml extraktu. Ze ziskanych hodnot postupné vypoctéte mnozstvi
pigmenti na 1 g Spenatovych listi (neboli koncentraci pigmentt ve Spenatovych listech).

Vypocitané Koncentrace Mnozstvi pigmenti [pg] Mnozstvi
) koncentrace pigmenti ve 25 ml extraktu pigmenti [pg] na
Pigmenty pigmenti ve 25 ml extraktu | odpovidajici 5 g Spenatu 1 g Spenatovych
[pg.ml'] [pg.ml'] listd
Chlorofyl A
Chlorofyl B
Karotenoidy
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KONTROLNI LIST

jména:

obor:

ULOHA 11A — absorbance

Asso

Faktor fedéni (f)

¢ nefedénych chloroplastt (ug.ml ™)

podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 11A — zbarveni

DESTICKA C. 1

Vzorek €.

Vzorek €.

Vzorek €.

Vzorek €.

Vzorek €.

Vzorek €.

B A el el ol ey

Vzorek €.

podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 11B

DESTICKA C. 2
Vzorek €. 1:
Vzorek €. 2:
Vzorek €. 3:
Vzorek €. 4:

Cislo méfeni

A0

Aess Age faktor fedéni pro
fotometrii

1

3

podpis vedouciho cviceni:



