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Badanie fotosyntezy

Immobilizacja komérek glonéw w celu badania fotosyntezy

Cel

Wprowadzenie do ilosciowego badania procesu fotosyntezy, ktére
inspiruje i pozwala na dalsze samodzielne rozwijanie prowadzonych
doswiadczen.

Wstep

Zwykle badania fotosyntezy w szkotach opieraja sie na badaniu
wydzielania tlenu przez moczarke kanadyjska (Elodea canadensis)
lub na wykrywaniu skrobi w odbarwionych lisciach fasoli. W obu
metodach trudno o dane iloSciowe, a drugie doSwiadczenie czesto
wprowadza uczniéw w btad.

Niniejsze doswiadczenie prowadzone na unieruchomionych w
alginianie wapnia glonach, ktérym dostarczamy okreslong ilosé
substratéw fotosyntetycznych, pozwala na p6t ilosSciowe badanie
intensywnosci fotosyntezy. Wykonuje sie je przez obserwacje zmiany
barwy wskaznika wykrywajacego wodoroweglan w roztworze.
Intensywnos¢ fotosyntezy mierzy sie stopniowym zuzyciem dwutlenku
wegla przez zimmobilizowane komoérki glonéw. Pomiar wykonujemy
kolorymetrem lub po prostu poréwnujemy z przygotowang wczesniej
skala. Metoda ta mozna badaé wptyw dtugosci fali Swietlnej, wptyw
temperatury czy gestosci hodowli komérek na fotosynteze. Testowaé
mozna takze inne gatunki glonéw lub sinic.

Scenedesmus quadricauda, glon,
ktéry tworzy czterokomdrkowe
kolonie, idealnie nadaje sie do
tego doswadczenia.
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Immobilizowane glony

Sprzet i materiaty
Dla kazdej osoby lub zespotu

Sprzet

Plastikowa strzykawka o pojemnosci 10 ml (bez igty)
2 mate zlewki lub kubeczki plastikowe

Cylinder miarowy o pojemnosci 100 ml

Mate sitko

Szklana bagietka lub plastikowe mieszadetko

8 zakrecanych matych, przezroczystych buteleczek
0 pojemnosci 5 - 7 ml

Lampa stotowa

Linijka

Dostep do kolorymetru lub wzorcowy zestaw
roztworéw wskaznika (patrz nizej)

OPCJONALNIE: kolorowe filtry w przypadku badania
wptywu dtugosci fali Swietlnej (patrz dostawcy)

Materiaty

3% roztwor alginianu sodu, 3 ml

2% roztwor chlorku wapnia, 100 ml

Zawiesina glonéw np. Scenedesmus quadricauda,
50 ml (zageszczona do objetosci 3 ml)

Roztwor wskaznika wodoroweglanéw, ok. 45 ml

Dla catej klasy

Wskaznik obecnosci wodoroweglanéw
Przygotowanie 1 litra roztworu stezonego 10x

Barwnik Cresol red 0,1 g

Barwnik Thymol blue, 0,2 g

Wodoroweglan sodu NaHCO3 0,85 g

Etanol 20 ml

Swiezo zagotowana woda destylowana ok.1 litr

Rozpusé 0,1 g barwnika Cresol red i 0,2 g barwnika Tyhmol blue w

20 ml etanolu.

Rozpusc 0,85 g wodoroweglan sodu w ok. 200 ml Swiezo

zagotowanej (a zatem pozbawionej CO,) wodzie destylowane;. Uwaga

Zmieszaj oba roztwory i dopetnij do objetosci 1 litra Swiezo

zagotowang wodga destylowana.

Przed uzyciem rozcieficz mieszanine dziesieciokrotnie (dodaj
jedna czeS¢ mieszaniny i dziewiec czesci Swiezo zagotowanej

wody destylowanej) i ustaw pH do wartosci 7,4.

Wskaznik wodoroweglanéw
jest bardzo wrazliwy na zmiany
pH, dlatego niezmiernie istotne
jest przemywanie na wstepnie
wszystkich naczyr odrobing
roztworu wskaznika.
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Przygotowanie roztworéw wzorcowych )
Roztwor

boraksu, ml 7

Jesli nie masz dostepu do kolorymetru, nalezy przygotowaé wzorcowe
roztwory wskaznika, aby méc przeprowadzi¢ pét-ilosciowe badanie

zuzycia dwutlenku wegla poprzez poréwnanie ze znang skalg koloréw
wskaznika. Aby zaprezentowa¢ zmiennos¢ wskaznika w zakresie 1.55 7.8
pH 7,6 - 9,2 nalezy przygotowac roztwory w buforze boranowo -

1.00 7.6

boraksowym o odpowiednich wartosciach pH. 245 8.0
3.60 8.2
e 9 zakrecanych przezroczystych probéwek o pojemnosci 10 ml 5.70 8.4

e Kwas borowy 12,4 g
 Uwodniony czteroboran sodowy (Boraks - Na,B40; x 10H,0) 19,5 g 8.70 8.6
e Stezony 10x roztwér wskaznika wodoroweglanéw, 9 ml

15.00 8.8
1 Przygotuj roztwory kwasu borowego oraz boraksu rozpuszczajac 29.50 9.0
kazda z odwazonych porcji w litrze wodzy destylowanej lub 57.50 9.2

dejonizowanej.

2 Do 25 ml roztworu kwasu borowego dodawaj kolejne objetosci
roztworu boraksu zgodnie z tabelg obok i rozcieficz do koficowe;j
objetosci 100 ml woda destylowang lub dejonizowana.

Nalej po 9 ml tak przygotowanych roztworéw do amputek.

4 Tuz przed doSwiadczeniem dodaj do kazdej z nich 1 ml stezonego
10x wskaznika wodoroweglandéw. Uczniowie powinni poréwnaé
kolory roztworéw w poszczegélnych amputkach.

Hodowla glonéw

e Dwulitrowa butelka plastikowa (moze byé¢ po napoju lub wodzie)
e Napowietrzacz akwariowy

e Wata lub lignina

o Zarébwka energooszczedna np. 18 W (odpowiednik 100W)

e Pozywka do hodowania glonéw, 1,5 g

e Startowa hodowla glonéw Scenedesmus quadricauda

1 Do butelki plastikowej dodaj 1,5 g pozywki do hodowli glonéw
i 1 litr wody, zamieszaj do rozpuszczenia. Z niektorych pozywek
wytrgca sie naturalny osad, ktéry powinien byc¢ takze zuzyty przez
glony.

2 Dodaj glony do butelki z pozywka.

3 Zainstaluj w butelce napowietrzacz, ktéry doprowadzaé bedzie
dodatkowy, rozpuszczajacy sie w wodzie, dwutlenek wegla
i zapewni staty wzrost hodowli glonéw.

4 Zatkaj butelke watg. Stale oswietlaj hodowle jasnym Swiattem.
Prowadz hodowle az do osiggniecia ciemnego zielonego
zabarwienia — moze to zajac do 2 tygodni czasu. Dobre rezultaty
dajq zarowki energooszczedne, najlepiej aby w miejscu prowadzonej
hodowli nie byto dodatkowych Zrédet Swiatta.

UWAGA! Nie uzywaj lamp ze zwyktymi, rozgrzewajacymi sie
zaréwkami blisko hodowli.
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Przebieg doSwiadczenia

1  Przygotuj gesta zawiesine glonéw. Mozna to zrobi¢ na dwa
sposoby:
Pozostaw na noc 50 ml ciemnej zawiesiny glonéw aby opadta na
dno i ostroznie wylej roztw6r znad glonéw pozostawiajac ok. 3 ml
zawiesiny.
Lub
Zwiruj 50 ml ciemnej zawiesiny glonéw przez 5 minut przy niskich
obrotach, zlej ptyn znad osadu pozostawiajac ok. 3 ml zawiesiny.

2 Wlej okoto 3 ml zageszczonej zawiesiny glonéw do matej zlewki
i dodaj te samga objetos¢ roztworu alginianu sodu. Zamieszaj
delikatnie do uzyskania jednolitego roztworu.

3 Napetnij strzykawke mieszaning glonéw i alginianu.

Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3

4 Trzymaj strzykawke nad zlewka z roztworem chlorku wapnia i
dodawaj po kropli mieszanine ze strzykawki. Od czasu do czasu
delikatnie mieszaj roztwér chlorku wapnia. Kazda ze spadajacych
kropli utworzy kulke unieruchamiajac komérki glonéw w
alginianie sodu.

5  Pozostaw kulki zimmobilizowanych w alginianie glonéw do
stwardnienia w roztworze chlorku wapnia przez 5 - 10 minut.
Czgsteczki alginianu zostang zwigzane przez jony wapnia z
roztworu tworzqc gestq siatke.

6  Oddziel kulki od roztworu filtrujgc przez sitko. Przemyj
je kilkakrotnie zimng wodga z kranu, ostatni raz przemy;j
woda destylowana. Oswietlone i nawilzane kulki mogq by¢
przechowywane przez kilka tygodni lub, jesli trzymane w
destylowanej wodzie w lodéwce, mogq przetrwaé nawet kilka
miesiecy. Kulki trzymane w lodéwece, przed doswiadczeniem
powinny zostac ogrzane do temperatury pokojowej, zajmuje to ok.
30 minut.
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7  Przemyj wszystkie przezroczyste zakrecane mate buteleczki, w
ktérych bedzie prowadzona hodowla, niewielkg iloscig roztworu
wskaznika wykrywajacego wodoroweglany.

8 Do kazdej butelki dodaj réwng ilos¢ kulek zimmobilizowanych
glondéw, nastepnie do kazdej dodaj odmierzong objetos¢ roztworu
wskaznika. Zakrec butelki. Okoto 12 - 15 kulek i 3 ml wskaznika
wystarczy na kazdg butelke.

9  Postaw buteleczki z hodowla w r6znej odlegtosci od Zrodta
Swiatta. Pozostaw je przez ok. 1 - 2 godziny do momentu, gdy
wskaznik w niektérych buteleczkach zmieni kolor.

Fig. 7 Fig. 8 Fig. 9
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10 Odczytaj poziom zuzycia dwutlenku wegla. Mozna to zrobié na
dwa sposoby:
Poréwnaj kolor wskaznika w badanych hodowlach z
przygotowanymi roztworami wzorcowymi;

Lub

Uzyj kolorymetru w celu pomiaru absorbancji roztworéw, w
ktorych prowadzona jest hodowla przy dtugosci fali 550 nm (jest
to filtr zielony).

11 Narysuj wykres przedstawiajgcy zaleznos¢ wartosci absorbancji
lub pH od intensywnosci oswietlania w czasie hodowli.

Fig. 10a Fig. 10b Fig. 11

Bezpieczenhstwo

Hodowla glonéw

Wydzielajacy sie gaz w szklanych pojemnikach, w ktérych prowadzona
jest hodowla glonéw, moze stanowié zagrozenie. Upewnij sie, ze
pojemnik ma odpowiednie odpowietrzenie.

Uwazaj, aby urzadzenia elektryczne - silnik pompy napowietrzajacej,
lampa - nie miaty kontaktu z ptynem, ktéry moze wycieka¢ z hodowli.
W tym celu warto ustawi¢ pojemnik, w ktérym prowadzona jest
hodowla, w odpowiednio gtebokiej kuwecie, a urzadzenia elektryczne
poza nia.

Odczynniki
Zaden ze stosowanych odczynnikéw nie jest szkodliwy dla cztowieka.

Zrodta $wiatta

Uzywajac zaréwek do oswietlania hodowli glonéw nalezy zwrécié
nalezyta uwage, aby ciepto zaréwek nie rozgrzewato za bardzo butli
z hodowlg, ani zadnych przedmiotéw tatwopalnych. Urzadzenia
elektryczne nalezy odizolowaé od wody ze wzgledu na mozliwosci
iskrzenia lub porazenia pradem.
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Czas oraz wstepne przygotowania

Hodowla glonéw

Hodowla powinna by¢ nastawiona okoto 2 tygodnie przed
doswiadczeniem. Minimum 2 godziny przed doSwiadczeniem nalezy ja
pozostawi¢ do opadniecia komérek na dno pojemnika, warto odstawic
je na noc przed planowanym doswiadczeniem.

Roztwér alginianu sodu

Rozpuszczenie alginianu sodu jest czasochtonne, roztwér najlepiej
przygotowac dzien przed planowanym doswiadczeniem. Najlepiej
zostawi¢ na noc na mieszadle magnetycznym lub w cieptym miejscu
do rozpuszczenia. W celu przechowywania roztworu przez dtuzszy
czas, radzimy roztwér wysterylizowaé w autoklawie. Przed sterylizacja
nalezy nieco zalkalizowa¢ pH roztworu do wartosci 7 - 8, aby zapobiec
depolimeryzacji alginianu w wysokiej temperaturze.

Przeprowadzenie doswiadczenia

Immobilizacja komérek glonéw zajmuje uczniom okoto 15 - 20 minut,
ustawienie eksperymentu okoto 20 - 30 minut. Zmiane zabarwienia
wskaznika obserwowaé mozemy po uptywie 1 - 2 godzin.

Rozwigzywanie probleméw

Przy prowadzeniu dodatkowych doswiadczeh z uzyciem innych
buforéw, w ktérych prowadzona jest fotosynteza, nalezy unikaé
roztworéw zawierajacych fosforany, cytryniany i EDTA, poniewaz
spowodujg rozpuszczenie sie kulek alginianu. Aby odzyskaé¢ komorki
glonéw ze ztoza alginianu, nalezy zala¢ kulki 50 mM roztworem
cytrynianu sodowego lub buforem fosforanowym o pH 7. W tych
warunkach kulki alginianu wapnia rozpuszczg sie.

Pomysty na dodatkowe doSwiadczenia

Opisana powyzej procedura moze by¢ stosowana w réznorodnych
projektach badawczych, na przyktad:

1  Intensywnos¢ Swiatta
Poprzez zamiany odlegtosci Zrédta Swiatta od hodowli lub poprzez
zastosowanie réznych neutralnych, szarych filtrow.

2 Dtugosc fali Swietlnej
Uzyj r6znokolorowych filtrow Swiatta. Nalezy pamieta¢, ze rézne
Zrodta Swiatta dajg fale Swietlne r6znej dtugosci oraz uwzglednic
jaka fale przepuszczaja poszczegblne filtry.

3  Temperatura
Zastosuj taznie wodne o réznych temperaturach, wstawiajac do
nich butelki z eksperymentalng hodowla. Zrédto éwiatta najlepiej
zainstalowac od gory.

4  Stezenie CO,
Testuj rézne wyjsciowe stezenia CO.,.

5 Liczba komérek glonéw
Testowane moga by¢ rézne stezenia komérek glonéw w
alginianie.
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Dodatkowe zrodta informacji

Eldridge, D. (2004) A novel approach to photosynthesis practicals.
School Science Review 85 (312) 37-45.
Science and Plants for Schools (SAPS)

Oryginalny protok6t mozna znalezé na stronie:
www-saps.plantsci.cam.ac.uk/worksheets/ssheets/ssheet23.htm
Dodatkowe informacje na temat absorpcji swiatta i filtrow dostepne

sg na:
www-saps.plantsci.cam.ac.uk/articles/broad_light.htm

Dostawcy

Zestaw doswiadczalny do fotosyntezy

Zestaw materiatow i odczynnikéw do przeprowadzenia tego
doswiadczenia przez 30 uczniéw bedzie wkrétce dostepny w Szkole
Festiwalu Nauki, ul. Ks. Trojdena 4, 02-109 Warszawa, Polska, tel. 022
597 07 68 W: http://www.sfn.edu.pl

Alginian sodu

Jest odczynnikiem powszechnie uzywanym w przemysle spozywczym,
mozna go uzyska¢ w hurtowniach materiatow spozywczych. Odczynnik
dostepny takze w Szkole Festiwalu Nauki.

Kolorymetry

Proste kolorymetry firmy WPA typu CO7500Colorimeter do uzytku
szkolnego dostepne s3 w PANALYTICA, ul. Rydygiera 8, Warszawa o1-
793, tel: 022 832 26 41, faks: 022 669 3967, E-mail: mail@panalytica.pl

Filtry Sugerowane kolory filtrow
Dystrybutor LeeFilters: LTT Sp.z.0.0, ul. Kazimierzowska 22, 02-572 Kolor Przepuszczana
Warszawa, Tel: 00 48 22 845 0065, Fax: 00 45 22 845 0069, dtugosc fali
Email: [tt@ltt.com.pl, http://www.ltt.com.pl Czerwony 700 - 630 nm
Producentem réznorodnych filtréw jest Lee Filters, Central Way, Z6tty 590 - 570 hm
Walworth Industrial Estate, Andover SP10 5AN, UK. W: www.leefilters. Zielony 570 - 490 nm
com. Na stronie internetowej znajduja sie informacje o wtasciwosciach  Niebieski 490 - 470 nm
poszczegblnych filtrow. Uzywajac filtrow szarych mozna redukowaé Granatowy 470 - 450 nm

ilos¢ docierajacego Swiatta.

Glony Neutralne, szare filtry
Hodowle startowe Scenedesmus quadricauda dostepne sg w Szkole Kolor llosé
Festiwalu Nauki. Swiatta (%)
Hodowle startowe Scenedesmus quadricauda oraz innych gatunkéw 0.15 ND 71%
glondw, jak réwniez pozywki do hodowli dostepne sa w Sciento, 61 0.3 ND 50%
Bury Old Road, Whitefield, Manchester M45 6TB, UK 0.6 ND 25%

0.9 ND 12,5%

1.2 ND 6,3%
Podziekowania

Protokét ten zostat opracowany przez Debbie Eldridge z King Ecgbert
School w Sheffield dzieki nagrodzie od Schoolteacher Fellowship
ufundowanej przez Science and Plants for Schools (SAPS) i Robinson
“N5Yc College, Cambridge. SAPS jest finansowane przez Gatsby Charitable
& 5125

2Anll Foundation.

n Adaptacja protokotu zostata wykonana w ramach projektu VOLVOX,
:* *: finansowanego przez Komisje Europejska w 6. Programie Ramowym.
** . **
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