Extrakce a spektrofotometrické stanoveni

fotosyntetickych pigmentu

Pomiicky a potreby:

Cerstvé listy rostliny, tfenka, pipety 2, 5 a 10 ml, odmérné banky (25 nebo 50 ml),
sklenéna tycinka, filtra¢ni papir, filtratni nalevky, stojan s filtraCnimi
kruhy, laboratorni vahy, spektrofotometr, motsky pisek, 100% aceton, MgCOs.

Postup:

l.

2.

Odvazime piiblizné€ 0,25 nebo 0,5 g Cerstvych listli, zapiSeme si piesnou
hmotnost

Listy rozstfihdme do tfenky na mensi kousky a pfiddme malé mnozstvi
moftského pisku a uhli¢itanu hotecnatého.

. Obsah tfenky ditkladné rozetfeme a poté promyjeme 5 ml acetonu. Nechame

chvili ustat a poté extrakt pres sklenénou tyCinku filtrujeme ptes filtracni
papir pfedem zvlhceny acetonem do odmérné banky (25 nebo 50ml).

. Bod €. 2 opakujeme nékolikrat za sebou, az do uplného odbarveni obsahu

ttenky.

. Acetonem promyjeme rovnéz filtracni papir - kvantitativné preneseme do

roztoku veskery chlorofyl.

Acetonovy extrakt chlorofylu v odmérné baiice doplnime po znacku.

Oproti blanku (aceton) zmétime pomoci spektrofotometru absorbanci vzorku
pi1 A=663 nm, A=646 nm a A=470 nm.

. Koncentraci fotosyntetickych pigmentl v extraktu vypocteme dle

nasledujicich rovnic (Wellburn A.R. (1994) J. Plant Physiol. 144: 307-313):
C(chla)= 12.21xAge3 - 2,81%Agss [mg.l"]

C(chl b) = 20,13% Agug - 5,03%Age3 [mg.I"]

C(c+x) = (1000x A7 - 3,27xC(chl a) - 104xC(chl ))/198 [mg.I"]

kde A jsou absorbance pfti ptislusné vinoveé délce a Sitce kyvety 1 cm.

Vysledky ptepocteme na mnozZstvi pigmentll na jednotku hmotnosti (1 g)



