Laboratorijas darbs Nr. 9. Augu funkcijas                                                       

Laboratorijas darbi augu fizioloģijā

Slāpekļa, fosfora, kālija, magnija savienojumu neorganisko formu noteikšana augos

Analizējot augu sulu, iespējams kontrolēt augu barošanās apstākļus un orientējoši noteikt papildmēslojumu normas. Iespējams ātri un precīzi noteikt slāpekļa, fosfora, kālija un magnija neorganisko savienojumu daudzumu.

Darbu veicot, no attiecīgo augu daļām izspiež sulu, kurai pievieno atbilstošus reaktīvus. Šķīdumu un nogulšņu krāsu salīdzina ar standartskalu. Analīzes rezultātus izsaka ballēs.

Kā objektus izmanto augu orgānu makroskopiskus šķērsgriezumus, kurus:

● nitrātu noteikšanai novieto uz priekšmetstikliņiem;

● fosfora, kālija un magnija – uz filtrpapīra, kurš novietots uz priekšmetstikliņa.

Nitrātu noteikšana
Kā reaģentu izmanto difenilamīnu, kurš nitrātu klātbūtnē veido zilu krāsojumu. Pēc krāsojuma intensitātes var spriest par nitrātu daudzumu pētāmajos objektos.

Darba gaita. Pētāmo augu orgānu makroskopiskus griezumus novieto uz priekšmetstikliņiem, zem kuriem palikts balts papīrs. Audu griezumiem uzpilina pa vienam pilienam 1% difenilamīna šķīdumu sērskābē. Seko krāsas maiņai. Krāsas intensitāti salīdzina ar standartskalu. Rezultātus ieraksta 10.1. tabulā.

Fosfātu noteikšana
Fosfātu noteikšanai izmanto amonija molibdāta šķīdumu.

Darba gaita. Filtrpapīru sagriež apmēram 2 cm2 lielos kvadrātiņos. Filtrpapīra kvadrātiņus novieto uz priekšmetstikliņiem. Kvadrātiņu centrā uzpilina pa pilienam amonija molibdāta šķīduma. Uz reaģentu pilieniem uzliek audu šķērsgriezumus. Ar stikla nūjiņu, kurai paplašināts gals, saspiež griezumus. Audu cietās daļas nobīda blakus sulas plankumam. Uz sulas plankumiem un audiem uzpilina pa 1 pilienam 5% benzidīna un piesātināta etiķskābā nātrija šķīduma. Fosfātu klātbūtnē parāds zils krāsojums. Krāsojuma intensitāti salīdzina ar standartskalu.

Kālija noteikšana
Kā reaģentu izmanto amonija dipikrilamīna šķīdumu.

Darba gaita. Pētāmo objektu makroskopiskus griezumus uzliek uz filtrpapīra un saspiež ar stikla nūjiņu. Uz sulas plankuma uzpilina pa pilienam amonija dipikrilamīna un sālsskābes šķīdumus. Sālsskābe izšķīdina reaktīva pārākumu, veidojot citrondzeltenu krāsojumu. Citrondzeltenā krāsa liecina par kālija trūkumu audos, bet oranžsarkanā – par tā klātbūtni. Kālija daudzumu attiecīgo augu orgānos izsaka ballēs, salīdzinot augu sulas krāsojuma intensitāti ar standartskalu.

Magnija noteikšana
Magniju nosaka ar titāndzeltenā un nātrija sārma 10% šķīdumiem.

Darba gaita. Augu sulas pilienam pievieno 3 pilienus destilēta ūdens, 1 pilienu titāndzeltenā un 1 pilienu nātrija sārma šķīdumu. Ja krāsa izmainās neievērojami, analīzi atkārto, pievienojot pirms nātrija sārma piliena svaigi pagatavota 1% cietes šķīduma pilienu. Iegūto krāsu salīdzina ar standartskalu.

Izdara secinājumus par attiecīgo makroelementu daudzumu pētāmajos augu orgānos un minerālelementu reutilizāciju.

1. tabula

Makroelementu noteikšana augos

	Augs
	Auga orgāns
	Elements
	Elementu daudzums (balles)

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


Secinājumi:

Fotosintēzes pigmenti

Zaļo augu pigmenti saista gaismas enerģiju, kuru izmanto fotosintēzē. Fotosintēzes fotoķīmiskajās reakcijās piedalās hlorofila aktīvās molekulas, kuras saņem arī karotinoīdu, fikobilīnu u. c. pigmentu saistīto enerģiju. 

Hlorofili pēc ķīmiskās uzbūves ir salikti dikarbonskābes (hlorofilinskābes) un spirtu (fitola un metanola) esteri. Hlorofils b satur vienu skābekļa atomu vairāk un divus ūdeņraža atomus mazāk nekā hlorofils a. Hlorofila molekulā ir 4 pirola gredzeni, kas savstarpēji saistīti ar metina tiltiņiem, veidojot porfirīnu ar Mg atomu centrā. Hlorofila molekulā ir 9 divkāršās saites, kas ir konjugētas. Ir 18 delokalizēti ( elektroni.
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	1. attēls. Hlorofila struktūrformula.


Hlorofili absorbē redzamās gaismas spektra sarkano un zili violeto daļu. Vājākas un mazāk izteiktas absorbcijas līnijas šiem pigmentiem ir arī citās spektra daļās. Tās saskatāmas tikai tad, ja hlorofila koncentrācija šķīdumā ir liela, vai arī tad, ja gaisma iet cauri biezam hlorofila šķīduma slānim. Hlorofilam a un hlorofilam b ir atšķirīgi gaismas staru absorbcijas maksimumi: hlorofilam a sarkanajā spektra daļā absorbcijas maksimums ir 660 nm viļņu garumā, turpretim hlorofilam b – 640 nm. Zili violetajā spektra daļā hlorofilam a absorbcijas maksimums atrodas 440 nm viļņu garuma rajonā, bet hlorofilam b – 460 nm. Pie tam hlorofils a intensīvāk saista sarkanos starus nekā hlorofils b, bet zili violetos – otrādi. Tātad hlorofilam a absorbcijas līnijas it kā nobīdītas uz spektra galiem, bet hlorofilam b – uz centru. Tāpēc augi spēj pilnīgāk uztvert mainīgo apgaismojumu. 

Karotinoīdi pieder nepiesātinātiem ogļūdeņražiem. Tie ir pigmenti ar dzeltenu, oranžu, sarkanu krāsu, kas ir atkarīga no vienkāršo un divkāršo saišu kārtības oglekļa ķēdē. Karotinoīdus iedala 2 grupās – karotīnos (sastāv no oglekļa un ūdeņraža atomiem) un ksantofilos (bez oglekļa un ūdeņraža satur arī skābekli hidroksilgrupās). Hidroksilgrupu klātbūtne palielina ksantofilu šķīdību spirtos. Tas savukārt palīdz atdalīt ksantofilus no karotinoīdu šķīdumiem.

No karotinoīdiem augos visizplatītākie ir (-karotīns un (-karotīns. Pēc ķīmiskā sastāva tie ir vienādi, bet atšķiras pēc struktūras.
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	2. attēls. (-karotīns


Karotinoīdiem ir gaismas absorbcijas joslas zilajā un zili violetajā spektra daļā.

Fikobilīni pieder īpašai pigmentu grupai. Tie sastopami kopā ar hlorofilu galvenokārt sārtajās un zilzaļajās aļģēs. Šo pigmentu molekulas pamatā ir 4 pirola gredzeni, kas nav saistīti ciklā, bet izvērsti vaļējā ķēdē. Pirola gredzeni savienoti ar metina un metilēna tiltiņiem.
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	3. attēls. Fikocianobilīns


Absorbcijas maksimumi fikobilīniem ir zaļajā un dzeltenajā spektra daļā.

Bez minētajiem plastīdu pigmentiem augos ir sastopami arī antociāni. Tie atrodas šūnsulā. Tāpēc to absorbētā gaismas enerģija fotosintēzē netiek izmantota, bet pārvēršas siltuma enerģijā. Pēc ķīmiskā sastāva un uzbūves antociāni ir glikozīdi.

Pigmentu izvilkuma iegūšana
Pigmentu ekstrakcijai izmanto polārus šķīdinātājus (etilspirtu, acetonu), kas sarauj hlorofilu un karotinoidu saistību ar plastīdu lipoproteiniem. Nepolāri šķīdnātāji (petrolēteris, benzīns u. c.) nesarauj pigmentu saistību ar olbaltumvielām.

Darba gaita. Zaļo augu materiālu (10-20 mg) ievieto piestiņā un pievieno nedaudz kvarca smiltis, dažus kristāliņus CaCO3 (vides neitralizācijai) kā arī 1-2 ml 96% etilspirta un saberž. Pakāpeniski pievienojot etilspirtu, beršanu turpina līdz masa ir homogēna. Iegūto izvilkumu kvantitatīvi pārnes mērkolbā vai graduētā mēģenē un uzpilda ar etilspirtu līdz zīmei (10 ml). Iegūto izvilkumu centrifugē vai filtrē caur stikla filtru.

Etilspirta izvilkumā kvantitatīvā pārākumā ir sekojoši pigmenti: 

Hlorofils a
Mg N4OH30C32 (COOCH3) (COOC20H39)

Hlorofils b
Mg N4O2H28C32(COOCH3) (COOC20H39)

Karotīns

C40H56
Ksantofils
C40H56O2
Hlorofila fluorescence
Hlorofila molekulas, absorbējot gaismas enerģiju, pāriet ierosinātā stāvoklī, t.i., izveidojas singletais vai tripletais elektronu izvietojums. Ierosināto elektronu enerģija var tik izlietota ķīmisko reakciju veikšanai, tā var migrēt no vienas molekulas uz otru, pārvērsties siltuma enerģijā vai izstarota fluorescencē.

Fluorescencē pigmenti izstaro citas krāsas gaismu (ar lielāku viļņu garumu) nekā absorbētā.

Fluorescencē izstarotie kvanti pēc lieluma vienmēr ir mazāki nekā absorbētie, jo netiek izstarota visa absorbētā kvantu enerģija. Tāpēc, salīdzinot ar absorbcijas spektru, fluorescences spektrs novirzīts uz gaismas garāko viļņu daļu.

Atšķirībā no pārējo augu pigmentiem, hlorofila fluorescenci var novērot ar neapbruņotu aci. Hlorofilam, neatkarīgi no absorbētās gaismas enerģijas, raksturīga tikai sarkanā fluorescence (660-678 nm).

Darba gaita. Mēģenē ielej dažus ml pigmentu izvilkuma. Novēro krāsu caurejošā gaismā (mēģeni novieto starp novērotāju un gaismas avotu) un atstarotā gaismā (uz mēģeni skatās no gaismas avota puses).

Caurejošā gaismā šķīdums izskatās zaļš, atstarotā – asinssarkans. Krāsas izmaiņas atstarotā gaismā norāda uz hlorofila fluorescenci. 
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	4. attēls. Pigmentu ekstrakts caurejošā gaismā
	5. attēls. Pigmentu izvilkums atstarotā gaismā


Fluorescenci var novērot ne tikai pigmentu izvilkumos, bet arī intaktos augos. Šim nolūkam kā objektus ieteicams izmantot ūdensaugus (Fontinalis, Elodea densa).
Pētāmo objektu novieto uz priekšmetstikliņa un apgaismo ar zili violetu gaismu. Šim nolūkam starp gaismas avotu un mikroskopa spogulīti novieto zilu stiklu. Mikroskopā novēro hlorofila fluorescenci. 

Pigmentu izvilkuma absorbcijas spektrs
Pigmentu absorbcijas spektra noteikšanai izmanto rokas spektroskopu. Gaisma, izejot caur spektroskopa prizmām, sadalās. Redzamajai gaismai, izejot caur pigmentu izvilkumu, zināma garuma gaismas viļņi absorbējas un spektroskopā to vietā redzamas tumšas absorbcijas līnijas:

	
	

	[image: image6.jpg]400

500

600

700






	
	
	

	6. attēls. Pigmentu izvilkuma absorbcijas spektrs


Darba gaita. Mēģenē ielej dažus ml pigmentu izvilkuma un ar rokas spektroskopu novēro zaļo plastīdu pigmentu absorbcijas spektru. Ja pigmentu koncentrācija ir ļoti liela, izvilkumu atšķaida. Spektrā iezīmē absorbcijas līnijas.

Pigmentu atdalīšana pēc Krausa metodes
Pigmentu atdalīšana pamatojas uz pigmentu dažādu šķīdību spirtā un acetonā. Ksantofils pēc ķīmiskā sastāva ir divvērtīgs spirts (molekulā ir divas polāras OH grupas) un gandrīz nemaz nešķīst benzīnā (nepolārs šķīdinātājs), bet labi šķīst spirtā un acetonā (polāri šķīdinātāji). Karotīns (molekulā nav polāru grupu) labi šķīst benzīnā. Arī hlorofils labi šķīst benzīnā, jo tā molekulā ir fitola hidrofobā grupa.

Darba gaita. Mēģenē ielej apmēram 2 ml pigmentu izvilkuma, pielej tikpat daudz vai mazliet vairāk benzīna un 2-4 pilienus ūdens. Mēģeni saskalo. Pēc 3-4 minūtēm novēro šķīduma noslāņošanos: augšējā benzīna slānī pāriet abi hlorofili un karotīns, apakšējā spirta slānī – ksantofils. Uzzīmē novēroto:
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Ja benzīna un spirta slāņi neatdalās pilnīgi, uzmanīgi pa pilienam piepilina ūdeni. Pēc katra ūdens piliena pievienošanas mēģeni sakrata. Ja ūdens pievienots par daudz, tad apakšējais slānis kļūst duļķains. Duļķojumu var novērst, pievienojot spirtu.

Uzzīmē mēģeni ar pigmentu joslām. Ar rokas spektroskopu nosaka ksantofila absorbcijas spektru:

	
	
	


Hlorofila pārziepošana un karotīna atdalīšana
Hlorofilam reaģējot ar sārmu notiek estera grupu pārziepošana, t.i., atdalās metilspirts un fitols. Hlorofila pārziepošanas produkti, tāpat kā ksantofils, nešķīst benzīnā, bet labi šķīst spirtā.

Darba gaita. Mēģenē, kurā ksantofils atdalīts no pārējiem pigmentiem, pievieno nelielu sārma (KOH vai NaOH) gabaliņu, kas pārziepo hlorofilu. Mēģeni krata tik ilgi, kamēr sārms izšķīdis. Mēģenes saturam ļauj noslāņoties. Augšējā benzīna slānī atrodas karotīns, bet apakšējā spirta slānī – ksantofils un hlorofila pārziepošanas produkti. Uzzīmē mēģeni ar pigmentu slāņiem:
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Ar rokas spektroskopu nosaka karotīna absorbcijas spektru:

	
	
	


Feofitīna iegūšana
Ja hlorofila porfirina cikla centrā esošo Mg aizstāj ar ūdeņradi, rodas brūnas krāsas savienojums – feofitīns, kas tāpat kā hlorofils var būt a un b. Atšķirībā no hlorofila, feofitīnam nav fluorescences un gaismas absorbcijas īpašību. Ja uz feofītīnu iedarbojas ar Cu, Zn vai Hg sāļiem, tad H vietā stājas attiecīgais metāls vai Mg un reakcijas produkti iegūst zaļu krāsu.

Darba gaita. 2-3 ml pigmentu izvilkuma pievieno 1-2 pilienus 10% sālsskābes. Mēģeni sakrata. Parādās brūns krāsojums.

Mēģenes saturam pievieno dažus kristāliņus etiķskābā cinka vai vara un mēģeni uzmanīgi silda, kamēr novēro zaļas krāsas atjaunošanos. Uzzīmē mēģenes un izskaidro pigmentu ekstrakta krāsas izmaiņas:
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	7. attēls.


Secinājumi:

Pigmentu hromatogrāfiska atdalīšana
Pigmenti, atkarībā no to šķīdības attiecīgajā šķīdinātājā un absorbcijas spējām, pārvietojas uz absorbenta (papīra) ar atšķirīgu ātrumu un līdz ar to absorbējas dažādās vietās. Jo lielāka attiecīgo pigmentu šķīdība, jo ātrāk tie pārvietojas un to absorbcijas zona ir tālāka.

Darba gaita. Pagatavo pigmentu izvilkumu acetonā. To gatavo tāpat kā pigmentu izvilkumu etilspirtā, ņemot iesvaru 2-3 g.

Pigmentu izvilkumu ielej kristalizatorā. Hromatogrāfijas papīra galu iegremdē pigmentu izvilkumā. (Papīra izmēri atbilstoši hromatogrāfijas cilindra izmēriem). Pēc dažām sekundēm, kad pigmentu izvilkums uzsūcies pa papīru 1-1.5 cm augstumā, to izžāvē gaisa plūsmā. Hromatogrāfijas papīru atkal iegremdē pigmentu izvilkumā tikpat dziļi kā iepriekš un izžāvē. Iegremdēšanu atkārto 5-7 reizes, kamēr uz papīra apakšējās malas izveidojas tumši zaļa josla. Citā kristalizatorā ielej nedaudz acetona, kurā vertikāli iegremdē izžāvēto papīru (nedaudz patur, lai izvilkuma josla pavirzītos apmēram par 0.5 cm uz augšu). Hromatogrāfijas papīru izžāvē.

Hromatogrāfijas cilindrā ielej nedaudz petrolētera vai benzīna (slāņa augstums zemāks par pigmentu joslas augstumu), kurā vertikāli iegremdē izžāvēto hromatogrāfijas papīru tā, lai šķīdinātājs nesniegtos līdz pigmentu joslai. Cilindru hermētiski noslēdz.

Pēc 10-15 minūtēm pigmentu izvilkums ir sadalījies pa atsevišķiem komponentiem joslu veidā šādā secībā (virzienā no augšas uz leju):

Karotīns (oranži dzeltens)

Ksantofils (dzeltens)

Hlorofils a (zilganzaļš)

Hlorofils b (dzeltenzaļš)

Tā kā augstākajos augos hlorofila a ir aptuveni 2.5-3.5 reizes vairāk nekā hlorofila b, tad arī uz pigmentu hromatogrammas hlorofila a josla ir platāka un intensīvāk krāsota. 

Hromatogrāfijas papīru ar pigmentu joslām pievieno darba protokolam.

