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1 Uvod do problematiky

Farmaka spolo¢ne s pesticidmi su navrhované tak, aby cielene posobili na konkrétne bunkové
funkcie. V niektorych pripadoch sa ich terCe poOsobenia prekryvaju, pretoze farmaka
a pesticidy ovplyviiuju totozné molekularne procesy. AvSak dosledky inhibicie urcitych
molekularnych cielov mézu byt u rastlin a zvierat tplne odlisné. Uginok viac ako polovice
komercne dostupnych herbicidov, a tym aj inhibicia fotosyntézy, je sprostredkovany
reverzibilnou vdzbou na fotosystém II (PS II), proteinovy komplex v membranach tylakoidov,

ktory katalyzuje oxidaciu vody a redukciu plastochinénu.

1.1 Chloroplasty

Chloroplasty su bunkové organely, ktoré obsahuju farbivo chlorofyl. Iba tieto organely
st v rastlinnych bunkach fotosynteticky aktivne. Maju schopnost’ v procese fotosyntézy
premenit energiu vo forme slneéného ziarenia na energiu chemicka. Fotosynteticky
vyznamné pigmenty, chlorofyly a karotenoidy, su vd’aka svojej Strukture so systémom
konjugovanych dvojitych vizieb schopné absorbovat’ viditelné svetlo. Podla vinovej dizky,
v ktorej prebieha absorpcia svetelného ziarenia, rozlisujeme 2 typy chlorofylu a: P 700

a P 680, a podla nich rozlisujeme dva fotosystémy (vid’ sekcia 1.3).

Verkost, pocet a tvar chloroplastov su ovplyvnené druhom rastliny, jej
ontogenetickym stadiom a prostredim. VO vSeobecnosti ma tento druh plastidov vyssich
rastlin tvar $o3ovky, dizku 4-8 um a sirku 2-5 um. Chloroplasty ohrani¢uje od cytoplazmy
dvojita membrana — vonkajsia a vnitorna — ktoré sa od seba lisia zlozenim a priepustnost'ou.
Medzi nimi sa nachadza periplastidovy priestor. Vonkaj$ia membrana je charakteristicka

silnou priepustnost’'ou, pricom vnutorna membrana sa povazuje za takmer nepriepustn.

Vnutro chloroplastu tvori zakladna hmota nazyvana stroma s tzv. membranovym
systémom chloroplastov, v ktorom sa nachadzaju asimilacné farbiva. Zakladnou struktarnou
jednotkou chloroplastu je tylakoid zlozeny z membrany a jeho vnutorného priestoru,
nazyvaného lamen. Tieto membranové struktary sa v strome chloroplastu ulozené ako
tylakoidy gran tesne vo vrstvach alebo ako tylakoidy stromy, ked’ maja podlhovasty tvar a
spajaju dva a viac gran medzi sebou. V strome sa dalej vyskytuje aj plastidova DNA,
plastidové ribozomy, skrobové zrna, plastoglobuly vznikajiuce rozpadom membran tylakoidov

a tiez systém enzymov potrebnych pre metabolizmus a fotosyntézu.
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1.2 Chlorofyl

Chlorofyl je fotosynteticky aktivny pigment nachadzajuci sa v nadzemnych Castiach
vyssich rastlin, saniciach a riasach. Je zelenej farby, lebo absorbuje modra a cervent cast’
svetelného spektra a ostatné odraza. V chloroplastoch sa nachadza viazany na protein

na membranach tylakoidov spolu s d’alsimi fotosynteticky aktivnymi pigmentami.

Chlorofyly st organické farbiva tetrapyrolového charakteru s komplexne viazanym
hore¢natym kationom Mg?*, kde su 4 pyrolové jadra navzajom prepojené metylénovymi
mostikmi (-CH=). Na takuto porfyrinova struktaru je naviazany dlhy uhlovodikovy retazec —
fytol (vid obrazok 1). VO vSeobecnosti pozname viacero typov chlorofylov,
ale z chloroplastov vyssich rastlin mézeme vyclenit’ chlorofyl a a chlorofyl b. Rozdiel v ich
Struktare je iba v substituentu na 3. uhlikovom atome. V chlorofyle a je na tom mieste

naviazana metylova skupina, v chlorofyle b aldehydova skupina.

Chlorofyla X: CH=CH, Y:CH,

Chlorofylb X: CH=CH, Y:CHO

CHj3 CHj CHs

H4C 0Ny OCHj

Obrazok 1: Chemicka struktura chlorofylu a a chlorofylu b.

Chlorofyly absorbujt svetlo v modrej (400 — 500 nm) a cervenej (600 — 700 nm)
oblasti svetelného spektra. Funkciou chlorofylu b je prenos svetelnej energie na hlavny
fotosynteticky pigment — chlorofyl a. Iba chlorofyl a sa priamo podiel’a na premene svetelnej

energie na energiu chemickych vizieb, a aj to len v pripade, ak sa nachadza priamo
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v reak¢énom centre fotosyntézy. V pripade, Ze sa vyskytuje mimo tychto centier, je sucastou

svetlozberného systému spolu s chlorofylom b a karotenoidmi.

1.3 Fotosytémy
Asimilacné pigmenty spolu s bielkovinami, na ktoré st naviazané, a redoxnymi
systémami prenasajucimi elektrony vytvaraju zakladna struktarnu a funkénu jednotku,

nazyvanu fotosystém.

Ako bolo spomenuté vysiie, podla vinovej dizky, v ktorej prebieha absorpcia svetelného
Ziarenia, rozliSujeme 2 typy chlorofylu a P 700 a P 680, a podla nich rozlisujeme dva
fotosystémy. Fotosystém PS 1 obsahuje ako zaklad pigmentového systému chlorofyl a P 700,
fotosystém PS 2 chlorofyl a P 680. Tieto dva systémy st aj priestorovo oddelené: PS 1 sa
nachiddza na membrane stromy, PS 2 na membranach gran. Fotosystémy s navzajom
prepojené, ale ich funkcie vo fotosyntéze st odlisné. PS Il stiepi vodu a je spojeny SO

syntézou ATP, zatial’ ¢o len PS | prenasa elektrony na kone¢ny akceptor elektronov NADP?,

1.4 Elektronovy transport ako sucast svetelnej fazy fotosyntézy

Zdrojom energie pre svetelnu ¢ast’ fotosyntézy je v prirode slne¢né ziarenie. Pigmenty,
ktoré sa jej zacastiuju, su schopné absorbovat’ svetelné Ziarenie v rozmedzi 400 — 700 nm, a
tak sa dostavaji do vzbudeného — excitovaného stavu. Tento usek svetelného spektra sa
nazyva aj fotosynteticky aktivna radiacia. Molekuly chlorofylu st v normalnych podmienkach
v stave, ktory nazyvame singlet. Po oziareni, teda absorpcii svetelného ziarenia, sa dostanti do
stavu excitacie, z ktorého sa do povodného stavu vedia dostat vyzarovanim svetla,
vyzarovanim tepla alebo vnutornou konverziou. Absorbovana svetelna energia sa vyuzije Vo
fotosyntéze len v pripade, ked’ exitované molekuly chlorofylu vstupia do chemickej reakcie,
ato tak, ze v jeho blizkosti sa nachadza elektronakceptor, ktorému molekula chlorofylu
odovzda elektron, a namiesto tohto odovzdaného elektronu prijme elektron, ktory mu

poskytne elektrondonor, tiez nachadzajuci sa v jeho blizkosti.

Tato reakcia prebieha v reakénych centrach, fotosyntetické pigmenty nachadzajuce sa
v ich okoli su sucastou svetlozberného systému. Tieto molekuly po absorpcii ziarenia a
prechode do ich excitovaného stavu nepremenia energiu na fotochemicka reakciu, ale
odovzdavaji ju molekulam v nizsom energetickom stave nachadzajucim sa v ich blizkosti.
Takto sa dostanu spat’ do povodného stavu a vedrlajsie molekuly sa po prijati takejto energie

excituju. Takto prebieha tzv. transfer energie, ktory sa uskutoc¢nuje ako medzi molekulami
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rovnakého pigmentu, tak aj v pripade rozdielnych typov pigmentu. Tato energia sa nakoniec

dostava k fotosenzibilnému chlorofylu v reakénom centre.

V pripade vyssich rastlin rozliSujeme dva fotosystémy — PS 1 a PS 2 s rozdielnym
typom chlorofylu a v zaklade reakéného centra. K reakénym centram fotosyntetickych
systémov Sa pripaja elektrontransportny retazec. V tomto komplexe prebieha séria
oxidoredukénych reakcii. Po excitacii molekuly chlorofylu a nastava v centrach prerozdelenie
nabojov. Primarny akceptor elektronu sa redukuje a chlorofyl je oxidovany. Redukcia tejto
oxidovanej molekuly pigmentu nastane po prijati elektronu od elektrondonora. Cez sucasti

elektrontransportného ret'azca sa elektrony pohybujti v smere redoxného potencialu.

Vo fotosystéme PS 2 sa po oziareni a prerozdeleni naboja elektron dostava na feofytin
— primarny akceptor — a postupne cez dalsie akceptory az na plastochinon Qa. Ten je
prepojeny S cytochromom be/f, ktory prenasa elektron z PS 2 na PS 1. Dochadza k rozkladu
molekuly H20 za uvolnenia molekuly O2 a elektronu, ktorym sa redukuje oxidovana
molekula chlorofylu a P 680; teda voda je donorom elektronu. Na vytvorenie jednej molekuly
02 sa spotrebujii dve molekuly H20, z nich sa ziskaju 4 elektrony, ktoré sa presuvaji cez

plastochinon acytochrom a takto tvoria protonovy gradient vyuzivany v tvorbe ATP.

Fotosystém PS 1 je vyznamny pre cyklicky aj pre necyklicky transport elektronov.
Cyklicky transport elektronov, inak nazyvany aj cyklicka fosforylacia, prebieha len v PS1.
Po oziareni a separacii naboja v molekule chlorofylu a 700 sa elektrony z exitovanej
molekuly dostavaju na ferredoxin a cez plastochinén a cytochrom spét’ do reakéného centra,

¢im sa tvori protonovy gradient.

Necyklicky transport elektronov, alebo necyklicka fosforylacia, zahfna transport
elektronov z rozkladu molekuly vody cez PS 2 a PS 1, ktoré sa dostavaju az na molekulu
koenzymu NADP?, pricom jeho redukciou vznika NADPH+H" a ATP.

Posobenim svetelného Zziarenia na fotosynteticky aktivne pigmenty v rastlinach
sa svetelna energia premiena na energiu chemickych vézieb. Z elektrondonora, ktorym su
2 molekuly H>0, ziskame molekulu Oz, redukovanu formu koenzgmu NADPH+H" a ATP,

ktoré rastliny vyuzivaju k fotosyntetickej redukcii CO2 poc¢as tmavej fazy fotosyntézy.
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2 lzolacia chloroplastov

2.1 Pouzité chemikalie:

e 2-amino-2-hydroxymetyl-propan-1,3-diol (TRIS)
e chlorid sodny

o hexahydrat chloridu hore¢natého

e sacharéza

o aceton

o kyselina chlorovodikova, 36%

e destilovana voda

2.2 Priprava izolaéného média — TRIS pufor

Pred izolaciou chloroplastov je treba pripravit' izola¢né médium, tzv. TRIS tlmivy
roztok s pH 7,2. V 1litry destilovanej vody rozpustite 2,42 g 2-amino-2-hydroxymetyl-
propan-1,3-diolu, 4,1 g hexahydratu chloridu hore¢natého, 0,87 g chloridu sodného a 68,45 g
sacharozy. Pomocou pH metra upravte hodnotu pH na 7,2 pridanim 36 % HCI. Pufor je

nasledne potrebné skladovat’ v chladnicke.

Tabulka 1. TRIS tImivy roztok.

Zlozka pufra MnoZstvo

H20 1l

TRIS Tris(hydroxymetyl)aminoetan 2,429

MgCl, . 6H,0 4,19

NaCl 0,879

CsH1206 (Sacharoza) 136,99
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2.3 Spracovanie listov Spenatu

Na izolaciu chloroplastov pouzite listy Spenatu siateho (Spinacia oleracea L.). Z
cerstvych listov Spenatu oddel'te stredovu stonku a pokrajajte ich na mensie Casti. K takto
pripravenym 80g listom pridajte 200 ml TRIS pufru a mixujte 2x30 sekand v mixéri. Pocas
mixovania je mozné mixér dodato¢ne chladit’ pomocou mikroténovych vrecasok s 'adom.
Zmes je nutné v kazdom kroku chladit’, pretoze pri vyssich teplotach by mohli chloroplasty
stratit’ funkciu. Vzniknuta zmes prefiltrujte za zniZzeného tlaku. Aparatira sa sklada z
Biichnerovho lievika s pridanou filtraénou prepazkou z vrstiev nylonovej tkaniny pokrytych
rovnomerne navlhéenou vrstvou vaty, odsavacej banky, do ktorej je vlozena mala kadicka ako
zberna nadoba na chloroplastovy filtrat. Priestor medzi stenami odsavacej banky a kadicky

vyplite 'adovou drvinou (vid’ obrazok 2).

Obrazok 1: Filtracna aparatura

Chloroplasty obsiahnuté vo filtrate d’alej oddel'te v centriftige.
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2.4 Centrifugdcia filtratu

Napliite centrifugaéné kyvety filtratom s chloroplastami a vyvazte ich na rovnaka

hmotnost’. Na tpravu hmotnosti moézete pouzit’ zvysny TRIS pufor.
Féza centrifugacie:

1. 5 minat, 50 RCF, s naslednym oddelenim sedimentu s hrubymi necistotami od

supernatantu s chloroplastami;

2. 20 minat, 5000 RCF, s naslednym odliatim supernatantu a oddelenim

sedimentovanych chloroplastov.

Po druhej centrifugacii k sedimentu obsahujucemu chloroplasty pridajte minimalne
mnozstvo TRIS pufra do konzistencie vhodnej na mieSanie a naberanie mikropipetou.

Centrifugaciou ziskané chloroplasty uchovavajte v lickovkach v hlbokomraziacom boxe.
2.5 Stanovenie mnozstva chlorofylu

50 pl pripravenej suspenzie s chloroplastami pipetou preneste do 10 ml odmernej
banky a doplite 80 % roztokom acetonu. Takto pripraventi zmes prefiltrujte cez filtracny
papier a pri vinovej dizke 625 nm pomocou UV/Vis spektrofotometra zmerajte absorbanciu

(Ases2) proti slepej vzorke — 80 % roztoku acetonu.
Mnozstvo chlorofylu zistite z nasledovného vztahu:
n=5,8 x Ag52 [mg/l]

Zistené mnozstvo chlorofylu pouzite na vypocet objemu izolovanych chloroplastov
potrebného na pripravu zakladnej suspenzie chloroplastov v izolaénom médiu TRIS (d’alej len
zakladna suspenzia), ktora sa pouziva pri priprave roztokov v d’alsich spektrofotometrickych
meraniach. Na vypocet objemu chloroplastov primiesanych do 10 ml izola¢ného média TRIS

pouzite vztah:

300
1,6 Xn

V =

ul/10ml
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3 Stanovenie inhibicie elektronového transportu v chloroplastoch

3.1 Stanovenie aktivity chloroplastov

Aktivita chloroplastov bez pridanej zliCeniny, ktora spdsobuje inhibiciu
fotosyntetického elektronového transportu (PET), je potrebna pre zistenie inhibicnej
koncentracie 1Csq jednotlivych zla¢enin. Tato koncentracia zluceniny spdsobi pokles aktivity

chloroplastov o polovicu a je mierou ich herbicidnej aktivity.

Ako elektronakceptor pouzite roztok farbiva 2,6-dichlorfenolindofenolu (DCPIP)
s koncentraciou 40 umol/l, ktorého pokles absorbancie je mierou elektronového transportu.
Vyhodnotenie vykonajte spektrofotometricky pri vinovej dizke 600 nm s nasledovnym

zlozenim roztokov (tabul’ka 2).

Tabulka 2: Zlozenie roztokov pre spektrofotometricke stanovenie aktivity chloroplastov.

vzorka s farbivom slepa vzorka (blank)
1800 pl zékladna suspenzia 1800 pl zékladna suspenzia
100 pl DCPIP 200 pl TRIS pufor

100 pl TRIS pufor

Obrdzok 2: Roztok chloroplastov a roztok DCPIP.
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Po zmerani absorbancie vzorku oziarte svetlom z halogénovej ziarovky (250 W)
z 10 cm vzdialenosti a so 4cm vrstvou vodného filtra ako ochrannou bariérou proti zahriatiu
vzorky (vid’ obrazok 4). Nasledovne opat’ zmerajte absorbanciu vzorky. Pokles tejto hodnoty je

mierou aktivity Cistych chloroplastov, t.j. bez pridanej zlt¢eniny sposobujucej inhibiciu PET.

Obrazok 3: Aparatura na ozarovanie kyvety so vzorkou (a = zdroj svetla, b = vodny filter,
¢ = stojan s kyvetou so vzorkou).

3.2 Stanovenie inhibicie elektrénového transportu v chloroplastoch

V ramci tohto stanovenia sa postupuje rovnakym spdsobom ako pri stanoveni aktivity
chloroplastov. Ako blank pri merani taktiez pouzite roztok s rovnakym zlozenim (1800 pl

zakladna suspenzia, 200 pl TRIS pufor).

Dalej pripravte zakladny roztok testovanej latky s koncentraciou 0,01 mol/l
rozpustenim v dimetylsulfoxide (DMSO), ktory v pouzitom mnozstve neovplyvni aktivitu
chloroplastov. Zluceninu vo forme takéhoto roztoku potom pridavajte do meranych vzoriek
podla tabulky ¢&. 3. Dalsie riedenie zlu¢eniny sa pouzije len v pripade, ked’ pre vysoku

aktivitu latky nie je uvedené riedenie dostatocné.

Laboratdérne cvicenia z optickych metéd chemickej analyzy -14-
Spektrofotometrické stanovenie miery inhibicie elektronového transportu v chloroplastoch vo fotosystéme 11




Optické metody chemickej analvzy
Katedra analytickej chémie
Prirodovedecka fakulta, Univerzity Komenského v Bratislave

Tabulka 3: Zlozenie roztokov s testovanou latkou pre spektrofotometricke stanovenie
inhibicie elektronoveho transportu v chloroplastech.

Riedenie ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zakladna

suspenzia [ul]

1800 | 1800 | 1800 | 1800 | 1800 | 1800 | 1800 | 1800 | 1800 | 1800

DCPIP roztok [ul] | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Roztok testovanej
latky [ul]

100 | 90 80 70 60 50 40 30 20 10

TRIS pufor [ul] 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Inhibicia PET testovanymi zli¢eninami sa prejavi ako pokles aktivity neinhibovanych
chloroplastov. Miera inhibi¢nej aktivity na elektronovy transport v chloroplastoch $penatu je
pre testované zluceniny vyjadrena ako ICsp, ¢o je koncentracia zluceniny, pri ktorej poklesne

aktivita chloroplastov na polovicu. Pre vypocet ICso postupujte nasledovne:
Aktivita ¢istych chloroplastov je dana vzt'ahom:
Xc=Ac1—Ac

kde Xc oznacuje aktivitu Ccistych chloroplastov, Acl absorbanciu vzorky Ccistych
chloroplastov pred oziarenim a Ac. absorbanciu vzorky ¢istych chloroplastov po oziareni.

Pre d’alSie vypocty sa stanovi hodnota Xci/2 ako polovica hodnoty Xc:

Xc
Xc12=1Cs0 = >

Aktivitu chloroplastov po pridani testovanej zluceniny zistite z0o vzt'ahu:
X=A1-A2

kde X oznacuje aktivitu chloroplastov po pridani testovanej latky, Al absorbanciu vzorky
s testovanou zluceninou pred oziarenim a A2 absorbanciu vzorky s testovanou zluceninou

PO oziareni.
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Na zaklade nameranych hodn6t X zistite koncentraciu, ktora prislucha hodnote

Xc12 = ICso.
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3.3 Vyhodnotenie vysledkov
1. Z nameranych hodnot Aci a Ac stanovte aktivitu neinhibovanych chloroplastov Xc.
Xc=Ac1—Ac

2. Zmerajte absorbanciu A; vzorky s testovanou zlt¢eninou pred oziarenim a absorbanciu A
vzorky s testovanou zla¢eninou po oziareni. Vysledky zapiSte do tabulky a vypocitajte

hodnotu X (aktivitu chloroplastov po pridani testovanej zluc¢eniny).

Riedenie ¢. | Az A X (A1-A2)

10

3. Zo ziskanych hodnét X vyberte td, ktord sa svojou hodnotou rovnd Xcip. V pripade,
ze @] pri riedeni ¢. 10 je hodnota X vySsia ako Xc1p, je nutné vzorku testovanej latky d’alej

riedit’.
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