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1. BEVEZETES

1.1. A fotoszintézisről általában

A fotoszintézis a bioszintetikus reakcióláncnak

azon tipusa, amelyben a szintézishez szükséges energi

át a fotokémiai reakciókban stabilizált fényenergia biz

tosit ja. A fotoszintézisnek a szerves eredetű energia- 

hordozók létrehozásán túl az ad rendkívüli jelentősé

get, hogy az élővilág számára biztosítja az élethez 

szükséges szerves anyagokat és az oxigént. A magasabb- 

rendü növényeknél és algáknál az általános reakció

egyenlet a következő /1,2/:

fotoszintetikus (CH20)*02 * 112 kcal/mól C02C02 * H20
apparátus

napfény (hV)

A szerves anyag és az oxigén termelése a növé

nyi sejtek zöld szintestjeiben a kloroplasztiszokban 

történik. A fotoszintetikus folyamatokhoz szükséges 

energiát a sztróma és gránum tilakoidokba beágyazott 

festékmolekulák által elnyelt fényenergia szolgáltatja 

/lásd 1. és 2. ábrákat/.



Hullámhossz (пт )

1. ábra, A három legfontosabb fotoszintetikus pigment ab
szorpciós szinképe éterben, Clayton nyomán / 3 /.

Hullámhossz Inm)

ábra. Három különböző tipusu fotoszintetizáló organiz
mus in vivő és az 1 cm-es vizréteg abszorpciós 
szinképe. Clayton nyomán /3/.

2,
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A festékmolekulák a membránokban un. fotoszinte

tikus egységeket alkotnak, amelyek mintegy 300 kl-a- 

ból és járulékos pigmentmolekulákbél állnak /4,5/.

Minden egyes fotoszintetikus egységhez egy un. reak

ciócentrum tartozik, a többi pigmentmolekula pedig a 

reakciócentrumok antennarendszerét alkotja. Az antenna- 

rendszerben elnyelt fényenergia energiaátadási folyama

tok révén jut a reakció centrumokba /6-г8/. A gerjesz

tett reakciócentrumokban fotokémiai reakció játszódik 

le, amely során elsődleges töltésszétválasztódás jön 

létre /9-Ю/. Ezen reakciót redox folyamatok követik.

Az un. elektronszállitó lánc mentén /11-12/ és a kiala

kult protongrádiens energiáját felhasználva /13-14/ kép

ződnek azok a magas energiatartalmú vegyületek /NADPHg 

ill. АТР/, amelyek a széndioxid szerves anyaggá való 

redukciójának energia szükségletét biztosítják. A ter

melt oxigén a viz fotoliziséből származik /15-17/. A 

fotoszintézis elsődleges folyamatait az un. "Z-séma" 

szemlélteti /lásd 3» ábrát/ /12,18/. A séma alapján

jól látható, hogy a két fotokémiai rendszer jól egybe

hangolt működése biztosítja az 0 az ATP és a NADPHg 

képződését, és ezen két utóbbi molekula segítségével
2’

a széndioxid redukcióját /19,20/.
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3. ábra. A zöld növények fotoszintézisének két 

fényreakciója és az elektron-transz- 

port-rendszer, az un. "Z-séma". 
farkas Gábor után /21/.

1.2. A gerjesztési energia vándorlása

A fotoszintézis hatásfokát döntően meghatározó 

tényező a reakciócentrumok energiával való ellátott

sága /22-25/. Elméleti megfontolások alapján Förs

ter - féle induktiv rezonanciás energia átadást félté-
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telezve /26-28/ kimutatták, hogy az elnyelt fényener

gia továbbításának hatásfoka jobb, ha az antennarend

szer pigmentösszetétel és molekuláris elrendeződés

h v hv
FSZ I. FSZ II.\ /

KAROTINOIDOK XANTOFIL LÓK

KI b
KI bGerjesztési

energia
KIg 66 0 I I I

■Ki g 66 0Klg 670

Klg 670{KJa 673/ kicserélődése
\ > \ N

KI a 685.
\Klg69ol

\Kla 6781

70S
720, >85i

P 700 P 68 0

PC- ‘X Z a

4. ábra. A két fotoszisztéma pigmentrendszere 

Govindjee alapján /33/.

szempontjából heterogén /29-32/. A különböző klorofill

formák létezését modellrendszerek /34-39/ és kloroplaszt- 

szuszpenziók abszorpciós /40-45/, emissziós /44-50/, 

infravörös /51-53/ és Raman /54,55/ spektrumainak vizs

gálatai alapján kísérletileg is bebizonyították, bár a 

formák száma, természetük és fiziológiai szerepük még 

ma is vitatott. A két fotoszisztéma pigmentrendszerét 

a 4. ábrán láthatjuk.
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A két fotoszisztéma antennája pigmentösszetételé

ben is különbözik. A leglényegesebb különbség az, hogy 

az I fotoszisztémában 690 nm-nél hosszabb hullámhosszú 

fény is hasznosul /19,56/, klorofill-b pedig elsősorban 

a II fotoszisztémához tartozik /20/.

A különböző klorofillformák közötti energiaáta

dás hatékonysága erősen függ ezen formák dipóljainak 

egymáshoz viszonyitott orientációjától /3, 57-59/» 

Förster - féle induktiv rezonanciás energiaátadással 

számolva /27,60/ az energiaátadás gyakorisága /az 1 sec 

alatti átadási események száma/:

9 / In 10 / c4 k2
OO

( fn /v/е/v/ dV
i.nt =

1281T5 n4 n’ Te R6 V 40

- a donor fluoreszcenciájának csillapodá

si ideje az akceptor távollétében

n’ - 6,02 1020 

c - 3 10

n - a közeg törésmutatója

R - az oszcillátorok távolsága

к - az oszcillátorok kölcsönös orientáció-

ahol:

10 -1cm sec

jától függő un. orientációs faktor
-1a frekvencia sec



7

-1 -1<5 / V / - az abszorpciós szinkép mól

fn /V / - a normált fluoreszcencia szinkép, a 

normálási feltétel

cm

: J fQ / V / dV = 1
о

Vegyük most ezeket sorra:

a molekula-vagy kompiextipusra jellemző állandó.

N és c adott állandók, 

n a közeg által adott mennyiség.

R a koncentráció által adott mennyiség.

Az i. - ben szereplő integrál az un. átfedési integrál 

értékét a donor fluoreszcencia és az akceptor abszorp

ciós spektruma közötti átfedés mértéke szabja meg. Az 

5. ábrán szemléltetjük a donor fluoreszcencia sávja és 

az-akceptor abszorpciós sávja közötti átfedést heterogén 

/a. ábra/ és homogén /Ъ. ábra/ rendszer esetében. Az 

5. ábrán az integrál értékét az 1 - re normált emisszi

ós és abszorpciós sávok /heterogén esetben és A 

homogén esetben A és Е/ által közösen burkolt terület 

mértéke adja /bevonalkázott terület/. Az ábrán jól lát

ható, hogy az átfedés mértéke heterogén rendszer esetén 

jóval nagyobb lehet mint a homogén rendszernél. Az i.-ben 

szereplő integrál értékére fennáll a következő:

A’

bo

. £ 10 - ii.

&

'V.
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°E

°A I aa///
I
I
I////✓ 2s

a. j

b. ,

5. ábra. Az átfedés! integrál szemléltetése / be
vonalkázott terület / a., heterogén és 

b., homogén rendszer esetében.
Da és Dg a donor abszorpciós és e- 

missziós sávját, az Ад pedig az akcep- 

tor abszorpciós sávját jelöli, 

b., A és E ugyanannak az anyagnak az 

abszorpciós és emissziós sávját jelö
li.

a.,

к az un. orientációs faktor, amely az oszcillátorok 

kölcsönös orientációjától függ / lásd 6. ábra / :

cos 0к = 3 cos 0D cos 0A iii.DA

értéke : 0ék2£4
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rendezetlen esetre :
к2 = 2/3

% -j*

D I ' A
/

/
/

/
/

/
i

к = cos 9qA - 3 cos Qgcos вАА
/

/
А/

Z7 И

= Qq = 90° akkor k=0ha BDa

6. ábra. Az oszcillátorok kölcsönös orientációjának 

szemléltetése. A © ^ és az egyes osz
cillátoroknak a két oszcillátort összekötő

pedig a két
oszcillátor egymáshoz viszonyított szöge.
egyenessel bezárt szöge, © DA

Az orientációs faktornak , mint az az i. és iii.-ből 

is látszott, rendkívül fontos szabályozó / reguláló / 

szerep jutott. Ugyanis iii.-ből kitűnik, hogy van o- 

lyan egymáshozviszonyitott orientációja az oszcillá-

i
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toroknak / lásd 6. ábra, ahol к = 0 /, amely még a 

legideálisabb átfedés esetén is megakadályozhatja az 

energiaátadást, kedvező orientáció esetében viszont 

az energiaátadás gyakoriságát / n^ / a rendezetlen 

esethez képest többszörösére növelheti, valamint adott 

irányba /pl. több egymással különböző szögeket bezá

ró oszcillátorok esetén a reakciócentrum irányába/ 

vezetheti a gerjesztési energiát.

1.3« A pigmentek orientációja

A klorofillok in vivo orientációs tulajdonsá

gai polarizációs spektroszkópia segítségével tanul

mányozhatók célszerűen /57,61,62/. Kezdetben pola

rizációs fénymikroszkóp segítségével vizsgálták a 

kloroplasztiszok kettőstörését és dikroizmusát /63- 

-65/. Később a különböző pigmentformák orientáció

ját orientált minták lineáris dikrоizmusának /66- 

-74/ és polarizált fluoreszcenciájának mérésével /75- 

-80/, valamint fotoszelekciós vizsgálatokkal /81-83/ 

próbálták meghatározni. A kloroplasztiszok orientá

lására többféle módszer ismeretes: úsztatással /71/, 

áramoltatással /84/, szárítással /70,71/, viszkózus 

szuszpenzió mechanikus felkenésével un. fésüléssel 

/85/, ülepitéssel /69/, elektromos /66,86/ és mágne-
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ses térrel /87,39/» Az orientált minták lineáris dikro- 

izmusának mérésével megállapították, hogy a klorofill

formák nagy részének vörös abszorpciós dipólja / Q /У
30° körüli szöget zár be a fotoszintetikus membrán sík

jával oly módon, hogy a szög a hosszabb hullámhosszak 

felé csökken /61,90/. A klorofillformák közötti nagy 

abszorpciós átfedések miatt /44,91/ azonban a lineáris 

dikroizmus spektrumok az egyes formák orientációjára 

nem nyújtanak közvetlen információt.

A mélyhőmérsékletü fluoreszcencia spektrumokban az 

egyes sávok jobban elkülönülnek egymástól /44,48,92,93/» 

A magasabb energianivók igen gyors belső relaxációja 

/< 10"“'^ s / miatt /94,96/ csak a vörös abszorpciós di

pólnak feleltethető meg fluoreszcencia /7. ábra/. Az 

orientált kloroplasztiszok által mélyhőmérsékleten

emittált fluoreszcencia polarizációja igy a különböző 

emittáló klorofillformák Q átmeneteinek egymáshoz ill. 

a fotoszintetikus membrán sikjához viszonyitott elren

deződéséről nyújt információt. Bár igy csak a klorofill-a 

formák tanulmányozhatók, de az emisszió mint belső szon

da érzékenyen mutatja a klorofill-antenna szerkezetében 

jelentkező finom megváltozásokat /97,98/.

У

Ez a megfontolás képezte alapját azon vizsgálatok

nak, amelyekben Garab és Breton 1975 - ben mágneses tér

ben orientált spenót kloroplasztiszok alacsonyhőmérsékle-
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I
I(A) (D)(C)

P2*«5 «4 ----,----
I-----1------

ZZJtiZU

к
«»

IMagasabb

gerjesztett
állapotok

I
sI I

§
§
§ e.§I QxIi

—I—
§Alsó

gerjesztett
állapot

í I
II I-1 °У 'H, _i_ C(,II1 ii r~ is

§1 ' x X

11t iI 1§ I Кhb’íHhi'i§ bv,'v i\ v
IAlap

állapot
I1I \н/ ___________

FLUORESZCENCIA FLUORESZCENCIA
INTENZITÁS

Co -*■

ABSZORPCIÓ OPTIKAI SŰRŰSÉG

ábra. A klorofillok abszorpciója és emissziója. 

Az ábra szemlélteti az összefüggést- az 

energia szintek, az abszorpciós spektrum 

valamint a fluoreszcencia spektrum, között. 

Sauer alapján /10/.

7
I •

tü fluoreszcencia spektrumok polarizációját tanulmányoz

va öt különböző klorofillformát különített el /80/. így 

lehetőség nyílt arra, rogy az egyes emissziós dipólok 

membránsikkal bezárt szögét, és kölcsönös orientációju

kat meghatározzuk.

Az abszorpciós és emissziós dipólok membránsikkal 

bezárt szögeinek meghatározásalor azonban az eddigi viza-
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gálatoknál idealizált - egymással párhuzamos, sik - memb

ránrendszert, és a kloroplasztiszok tökéletes orientáló

dását tételezték fel. Ismeretes, hogy a kloroplasztiszok- 

ban a fotoszintetikus membránok nagy része szférikusán 

kihajlik a sikból, a felületek szélei pedig teljesen gör

bültek /lásd 8. ábra/,

E tényezők miatt a mér^ lineáris dikroizmus és flu

oreszcencia polarizációs eredmények a valódi szögeloszlá

sokat eltorzítva tükrözik /100,101/. Figyelembe kell ven

nünk azt is, hogy a szuszpenziókban a kloroplasztiszoknak 

csak egy bizonyos hányada orientálódik. Ezért a mért és 

az in situ polarizációs hányadosok lényegesen különbözhet

nek egymástól.
í?* 4

¥pm■)

Л
„V'J

sw

■ л?-

r' -- ix

г
kiáss" h < '

^ VrV

' *
R-j

Г:V c

.. -j

tv 9* -rí
r,г Л я

ifi L* .-i £ « t :

*5 <r>V5 Д"1'

rWn £;

8. ábra. a./ Kukorica mezofill kloroplasztiszának
elektronmikroszkópos képe /2000С x na
gyítás/.



- 14 -

ábra. b./ Kukorica mezofill kloroplasztiszaiból 
izolált gránumok pásztázó elektronmik
roszkópos felvétele /150000 x nagyí
tás/ /109/.

8.

1.4. Célkitűzés

Vizsgálataink célja az volt, hogy a klorofill-a 

in vivo emissziós dipóljainak egymáshoz és a membrán 

normálisához viszonyított orientációjára az eddigiek

nél pontosabb becslést adjunk.



- 15

Kukorica mezofill kloroplasztiszainak mélyhőmérsék- 

letü fluoreszcencia polarizációs hányados spektrumai alap

ján figyelembe véve a kloroplasztiszok elektronmikrosz

kópos szerkezetét, és a szuszpenzió orientálódásának mér

tékét hat különböző klorofill-a emissziós átmeneti vek

tor orientációjára adtunk megközelitő értéket. Megálla

pítottuk, hogy az emissziós dipólok az irodalomban kö

zölt értékeknél jobban besimulnak a membrán sikjába és 

nagyobb szögintervallumban helyezkednek el. Az általunk 

megbecsült szögelrendeződést figyelembe véve az orientá

ciós faktor értéke is növekszik, és ezáltal növekszik az 

energiaátadás számított hatásfoka is.
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2. ANYA G ÉS MÓDSZER

2.1. A mérendő anyag; előkészítése

A kísérletekhez 10 napos üvegházi kukorica /Zea mays 

MV 861/ csiranövények első leveleiből izolált kloroplasz- 

tiszokat használtunk.

Az izoláláshoz Björkman /102 / ill. Woo és mts.-i 

/ЮЗ / által használt, laboratóriumunkban módosított mód

szerét használtuk. Az izolálást 0,3 M szacharózt és 0,01 M 

KCl-ot tartalmazó 0,05 M-os foszfátpufi erben /pH 7,2/ vé

geztük /104 /. A mezofill sejteket Vir-Tis "45" /Тур. Super 

30/ késes homogenizátorral mechanikusan választottuk el. A 

szürletben lévő sejttörmeléket 3000 x g-vel 2-3 sec alatt 

leülepitettük. A felüluszóban lévő plasztiszokat 20 percig 

3ООО x g-vel ülepítettük. A plasztiszokat az izoláló közeg

ben felszuszpendálva úgy higitottuk, hogy glicerinnel 1:2 

arányban való elegyítés után a mérendő anyag 12-15 nmol/ml 

klorofillt tartalmazzon.

2.2. A pigmenttartalom meghatározása

A klorofilltartalmat a plasztiszszuszpenziókból ace- 

tonnal kioldott etiléterbe átmosott pigmentoldat abszorp

ciójának mérésével határoztuk meg French /105 / többhul-
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lámhossz módszerével az alábbi képletek alapján: 

kl-a nmol/ml = 0,96 /11,92 OD 

kl-b nmol/ml = 2,90 / 6,21 OD

/OD662 644
/OD644 “ 662

kar nmol/ml = 0,24 /35,63 0D^g0 - OD 

ahol az OD
/644

és OD rendre 662, 644 és 480 nm-662’ OD644 480
nél mért optikai sűrűséget jelentik. A nullázás 700 rím

nél történt. Az abszorpció méréseket Unicam SP 1800 В UV- 

VTS spektrofotométerrel végeztük.

2.3* Elektronmikroszkópos preparátumok készitése

A 30% és 60%-os glicerint tartalmazó és glicerin 

mentes szuszpenziókat 0,2% -os glutáraldehidben fixáltuk 

/106 /. fixálás után 10 percig 3000 x g -vei ülepítettük.

A fixálót 18 órán keresztül 0,2 M -os foszfát pufferrel 

/ pH 7,2 / kimostuk. Az utófixálást Miiionig /107 / sze

rint puffer.ezett 1% -os ozmiumtetroxid oldatban 1 óra 

hosszat végeztük. Majd egy felszálló alkoholsorozatban 

víztelenítettük, amely során a mintákat 70% -os alkoholban 

20 percig telitett uranilacetát oldattal kontrasztositot- 

tuk. Aralditba ágyazva kapszuláztuk. A metszeteket Tesla 

BS 478 ultramikrotommal készítettük majd "400 mesh" 

rézrostélyra vittük és Reynolds /108 / nyomán ólomcitrát- 

tal kontrasztositottuk. Ezután egy Zeiss / НВА-1/ tipusu 

vákuumgőzölőben szénhártyával fedtük be. A metszeteket 

JEOL 100B tipusu elektronmikroszkóppal vizsgáltuk.

-es
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2.4« Orientáció mágneses térrel

A négyoldalú mintatartóra a mintahelyre felcsep

pentett glicerines plasztiszszuszpenziót mikroszkóp 

fedőlemezzel lefedtük és az elektromágnes / Phylatex 

1316 Wdg / pólusai közé helyeztük / lásd 9. ábra / 

/80 / • Az alkalmazott térerősség 14 kGauss volt.

к\ — F

Orientáció Fluoreszcenciameres

---- F
\/

ábra. A mágneses orientáció és az orientált minta 

fluoreszcenciájának mérési sémája. Az ábrán 

látható kis párhuzamos vonalak az orientált 

membránokat szemléltetik.

9.

A plasztiszokat 2-2,5 percig orientáltuk a mágne

ses térben, majd a tér kikapcsolása nélkül cseppfolyós 

nitrogén segítségével fokozatosan lehütöttük és befa

gyasztottuk a rendszert - 12o °C hőmérsékleten / 80 ,

89 /. Ezután a mintatartót egy ugyancsak - 12o °C

előhűtött üveg-dewarba helyeztük. A cseppfolyós nitro

gén gőzfázisában lévő minta hőmérsékletét a dewar alján 

lévő folyékony nitrogén forralásával stabilizáltuk. A 

hőmérsékletet a mintatartóba illesztett réz-konstantán

-ra
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termeelemmel és a hozzákapcsolt digitális volmérővel 

/ TR - I652 - 2 / határoztuk meg.

1 <

fény

H
lo. ábra. A mágneses orientáció fénymikroszkópos meg

figyelése.Az ábrán a függöcseppben lévő kis 

párhuzamos vonalak /a nyil mutatja / az o- 

riéntált plasztiszokat szemléltetik.

2.5. Az orientálódás mértékének meghatározása

A plasztiszok orientálódásának mértékét az elek

tromágnes pólusai közé beépitett fénymikroszkóppal

/ lásd lo. ábra / függőcseppen immerziós objektivvel
iff SA'f i

l у; 4** I /
%
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15oo x - os nagyításnál 14 kGauss térerősségnél vizs

gáltuk. fényképfelvételeket készítettünk a plaszti- 

szokrol a tér bekapcsolása előtt, közben, a bekapcso

lás után és a kikapcsolás után is.

2.6. Orientáció fésüléssel

A leülepitett plasztiszokat 25% - os polivinil- 

alkoholban mechanikusan mókusszőrecsettel üveglemezre 

vittük fel, és fésüléssel orientáltuk / 85 /.

Az igy orientált mintákat felragasztottuk a mintatartó

ra és a fluoreszcencia polarizációját - 12o °C -on 

vizsgáltuk.

2.7. A mélyhőmérsékletü polarizált fluoreszcencia

mérése

A polarizált fluoreszcencia mérését egy házilag 

összeállított spektrofluoriméteren végeztük, amelynek 

a blokksémája a 11. ábrán látható. A gerjesztésre HBO 

5oo у/ ~ os Hg lámpa 436 nm-es vonalát használtuk 

/ FSZ: folydékszürő o,5 M CuSO^ 3 cm ; 

rő Hg 436 067 /. A polarizálatlan gerjesztő fényt /Ag/ 

az lencsén keresztül a tükrök segítségével

a - 12o°C -га 1ehütött D üveg-dewarban lévő négyol

dalú réz MT mintatartón, kialakított mintahelyre képez-

SZ-, : üvegszü-1
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tűk. A fluoreszcencia mérést elsőlapos megfigyelés

sel végeztük. Az lencse segítségével leképezett 

fluoreszcencia fényt / Á^/ a Pn , P2 polarizátorok-

TE

Sz2 *2

FES

M

)

I /„
4

R

Hg 500 W

11. ábra. A mélyhőmérsékletü polarizált fluoreszcen
cia spektrumok meghatározására használt be
rendezés blokksémája / jelmagyarázat a szö
vegben / .

kai analizáltuk úgy , hogy a polaroid- szűrők közül 

e P2 az analizátor, amelynek a polarizációs sikja egy
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vertikális és egy horizontális pozíciót vehet fel, a 

P-^ polaroid polarizációs sikja a Pg-vel 45°-os szöget 

zár be, ami biztosítja, hogy a monokromátorba mindig 

azonos polarizációju fény kerüljön. A fluoreszcencia 

fény az SZ^ /OG 2, 1 mm/ keresztező üvegszürőn át jut 

az SPM-2 rácsos monokromátor /f = 400 mm, 650 vonal/mm, 

570 nm/ belépő résére. A monokromátorból a fény a PES 

fotoelektronsokszorozóra /RCA 31034 - a/ kerül, amely

nek jelét az R /G1 - В1/ vonalirón regisztráltuk. A 

PES negativ nagyfeszültségét /1450-1550 V/ a TE stabili

zált nagyfeszültségű tápegység /Gamma system: KFKI FB- 

-101/ szolgáltatta.

A fluoreszcencia spektrumokat a rendszer spektrá- 

lis átviteli görbéjére korrigáltuk.

Megmértük a fluoreszcencia vertikális I és hori

zontális 1^ intenzitását és meghatároztuk az intenzitá

sok arányát /РР = 1у/1^/ és különbségét /FD = 1у-1^/. Az 

orientált kloroplasztiszoknál, amikor a megfigyelés irá

nya a membrán sikjával párhuzamos, I 

így a szokásos terminológia szerint a fluoreszcencia po

larizációs hányadosa:

és Ih = !x-= I„

I«PP = T
Ix

különbsége:

PD = I„ - 1^
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2.8. A polarizált fluoreszcencia mérése szobahőmérsékleten

A méréseket egy házilag összeállított berendezésen 

végeztük, melynek a blokksémáját a 12. ábra szemlélteti.

A plasztiszszuszpenziót az elektromágnes pólusai kö

zé helyezett MT mintatartóba illesztett lmm-es küvettába 

helyeztük. Gerjesztésre DRS 250 W-os Hg lámpa 436 nm-es

FSz Hg250W
Sz оf; TE\ vO

Ág о
О

I« мт8 fes
/-------- ------^ L

f P2 l5z
\n

L
R

12. ábra. A szobahőmérsékletű polarizált fluoreszcencia 

méréséhez használt berendezés blokksémája. 
/Jelmagyarázat a szövegben./

/Ад/ vonalát használtuk /FSz: folyadékszürő:

3 cm, Sz: üvegszürő: Hg 436 067/, amelyet az L 

vei а К küvettára képeztünk le. Elülsőlapos megfigyelést 

alkalmaztunk.

0,5 M CuSO,,4
lencsé-1
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és Ix fluoreszcencia intenzitásokat a 2.7«-ben 

leírtakhoz hasonlóan határoztuk meg az emissziós maximum 

közelében /ISz : interferenciaszürő, Oriel 680,5 nm, félsáv

szélesség: 10 nm/.

Az I„
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3. EREDMÉNYEK

3.1. A fluoreszcencia polarizációs hányados és különbsé

gi spektrumok

A 12./a ábrán a kloroplasztiszok jellegzetes mélyhő- 

mérsékletü fluoreszcencia spektrumát láthatjuk, amelyet 

úgy vettünk fel, hogy az orientált minta fluoreszcenciá

ját polarizátorok segítségével felbontottuk egy, az orien

tált fotoszintetikus membránokkal párhuzamos /I,,/ és egy 

arra merőleges/l^/lineárisan poláros összetevőre, és eze

ket rajzoltuk fel a hullámhossz függvényében. A 12./с. áb

rán a két szinkép hányadosa a fluoreszcencia polarizációs 

hányados /ЕР = Хп/\/ spektruma látható. A 12./b. ábrán 

pedig az ED = 1„-1х mennyiség hullámhossztól való függését 

figyelhetjük meg.

Az EP spektrum jól megegyezik a spenót kloroplaszti- 

szokra közölt irodalmi adatokkal /80/. A kukorica mezofill 

plasztiszai is jól tükrözik a mélyhőmérsékletü fluoresz

cencia sávok összetett jellegét - legalább öt különböző

képpen orientált fluoreszkáló klorofillforma jelenlétéről 

tanúskodnak. Itt is megfigyelhető, hogy az EP értéke az 

E 675-re a legalacsonyabb és az E 735-re a legmagasabb, 

jól látható az E 685-nél található kis plató, az E 720-nak 

tulajdonított váll és az E 695-nek betudható völgy.
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12. ábra. Mágneses térben orientált kloroplasztiszok 

mélyhőmérsékletü /-120°C/ polarizált fluor
eszcencia /а/, a fluoreszcencia polarizáci
ós különbségei /Ъ/ és fluoreszcencia polari
zációs hányados /с/ spektruma.

Érdemes megfigyelni azt is, hogy a polarizációs kü

lönbségi spektrumban /12./b. ábra/ 702 nm körül egy jól 

kivehető váll látható, ezzel összhangban az PP spektrum

ban is /12./с. ábra/ egy enyhe törés 702 nm körül. Mind

ez azt valószinüsiti, hogy feltételezhetünk irodalmi ada

tokkal egybehangzóan egy olyan kicsi fluoreszcencia sávot, 

amelynek a maximumhelye 702 nm körül van /44,48,49,113/.

Az PP spektrumot tanulmányozva észrevehetjük még azt is, 

hogy 75О nm után az PP értéke fokozatosan csökken. Ez a 

spektrum ezen tartományában már intenziven jelentkező vib

rációs nivókból eredő fluoreszcencia zavaró hatásának tu

lajdonítható.

Breton és mts.-i különböző módszerekkel orientált 

kloroplasztiszok LD spektrumait összevetve megállapítot

ták, hogy a mágneses tér nem befolyásolja a pigmentek re

lativ orientációját /61,77,114/» Ugyanezt tudtuk demonst

rálni a mágneses térrel orientált /12./с. ábra/ és a fésü

léssel orientált kloroplasztiszok /13» ábra/ mélyhőmérsék

letü /-120°C/ PP spektrumainak hasonlósága alapján. Látha

tó, hogy az PP értékek nagysága különböző ugyan, de a spekt- 

rális menetük megegyezik, ami azt jelenti, hogy az orientá-
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1.3

•~-n
\

5:

Ч.

650 700 75 0 800

И и 11 á mhossz [пт]

13» ábra. A fésüléssel orientált kloroplasztiszok mély- 

hó'mérsékletü /-120°C/ fluoreszcencia polari
zációs hányados spektruma.

ciós eljárás csak a kloroplasztiszokat és ezáltal a foto

szintetikus membránokat rendezi, de a klorofillformák re

lativ orientációját /szögeloszlását/ nem befolyásolja. Az 

FP értékek nagyságának az eltérése arra utal, hogy a fésü- 

léses orientációs eljárással kevesebb kloroplasztiszt tud

tunk egyirányba rendezni mint mágneses térben*

Elméleti meggondolások az "ideális" sik membrán esetére3.2.

A 14. ábrán egy tökéletesen orientált, ideálisan sik 

membránrendszert figyelhetünk meg. A vizsgálandó egységnyi
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hosszúságú emissziós dipólvektort jelöljük s’-el. Tekint

sünk egy x,y,z Descartes-féle koordinátarendszert a 14* 

ábrának megfelelően. A gerjesztést és a polarizált fluor

eszcencia intenzitások megfigyelését végezzük az x tengely 

irányából.

z

a

тг Y

z
z

* 7 *4

14. ábra. A számításokhoz használt ’’ideálisan" sik foto
szintetikus membrán vázlata. /Jelmagyarázat a 

szövegben./

Jelölje az s-nek a sik normálisával bezárt szögét,

© pedig az s’ xy sikra való merőleges vetületének az у 

tengellyel bezárt szögét, u,v,n-nel pedig az egyes koordi

nátát engelyek irányába mutató egységvektorokat jelöljük.



- зо -

ёГ-t x,y,z-ben sx Sy,sz összetevőkre bontva:

' + s + s’
X J ' Z / 1 /S = S

és u,v,n segítségével:

+ s__ + s’ = sin 9 cos © u + sin 'f sin 0v + cosín / 2 / У z
Felhasználva, hogy a kibocsátott fluoreszcencia intenzitás 

az alábbi skalárszorzat négyzetének átlagával arányos - ará

nyossági tényezőjét egységnyinek véve:

= / sz / = / sn /

s = sx

I,/
/ 3 /

/ 2 /-t felhasználva:

I„ = sin^¥cos^0 = 1/2 sin^f
' 2"= cos f

így az FP definíciójának megfelelően:

/ 4 /

1 sin 9 / 5 /FP= 24 2 cos

Ha a membránok nem orientálódnak vagy ha az emissziós di

pólok a membrán normálisához viszonyítva rendezetlenek, 

akkor:
2 ^ sin f = —

3
/ 6 /

3
és igy:

/ 7 /FP = 1
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Pontos megjegyezni, hogy az PP = 1 és hasonlóan az 

LD = 0 nemcsak az orientálatlan esetben áll fenn, hanem 

az orientációs mérések un. "mágikus szöge" esetén is az

az ip = esetén, ahol Q-t / 5 /-bői PP = 1-et behelyet

tesítve kapjuk:

f0 = 54°34>

Tehát PP = 1 és LD = 0 esetén nem dönthető el, hogy a

normálisával / n / 54°34dipólok a membránsik 

get zárnak-e be vagy teljesen rendezetlenek.

-es szö-

3» 3» Elméleti meggondolások az un. "reális" membránok

esetére

In situ és izolált kloroplasztiszok szerkezetének elek

tronmikroszkópos vizsgálata alapján nyilvánvaló, hogy a fo

toszintetikus membránoknak csak egy része párhuzamos egy

mással ill. a kloroplasztisz "egyenlítői" sikjával / 99, 

101/, amely mágneses orientáció esetén pontosan merőleges 

a mágneses tér irányára /90 /. A 15. ábrán látható elek

tronmikroszkópos felvételekből is kiderül, hogy a membrá

nok túlnyomó többsége gömbhéj szerű, amelyek különböző mér

tékben domborodnak ki az egyenlítői síkból. A gránumok dön

tő többsége is a sztrómalamellák által vezetett gömbhéjak

nak megfelelően helyezkedik el, és ennek megfelelően a grá

numok "forgástengelyei" is különböző szögeket zárnak be .a^
f/г ^
-'v>

'í ■

5
* /

/Г,-/
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15. ábra. Kukorica mezofillumából izolált kloroplasztiszok 

elektronmikroszkópos felvétele /20000 x-es na
gyítás/.

kloroplasztisz egyenlítői sikjának normálisával« A kloro- 

plasztisz elhelyezkedését a mágneses térben, valamint a 

sztróma lamellák és a gránumok nagy részének gömbhéj szerű 

elrendeződését a 16. ábra szemlélteti* Az előzőekben fel

sorolt tulajdonságok figyelembevételéhez tekintsük a kö

vetkező un, "szférikus membrán-modellt" /17« ábra/.

Az s vektor, hasonlóan az előző fejezethez / 1 / és

/ 2 /-bői:
—у -t> —s = sin 'f cos 0 u + sin (f sin @ V + cos'fn 

ahol 7 és & a 14. ábrának megfelelően a már tárgyalt "ide

ális" sik membrán eseténél definiáltnak megfelelően itt is 

az s helyzetét adják meg и,^,п, által kifeszitett koordi-

/ 8 /
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-4

Ж 7 <- — ■4ГШи
/

A. jzi^jAL Ф

A
ТГ

16. álra. A kloroplasztisz elhelyezkedése a mágneses tér
ben /keresztmetszeti vázlat/.

náta rendszerben /17. ábra/. A pedig az n 

normális helyzetét adják meg az x,y,z koordinátarendszer

ben, cft Ц0,

megfigyelés az előző esethez hasonlóan itt is az x irányá

ból történik.

a szféricitás paramétere. A gerjesztés és a
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Az x,y,z rendszerben nézve az u,v, n 

gitségével a következő alakot ölti:

а Л és/« se-

abra. A számitásokhoz használt un.
vázlata. /Jelmagyarázat a szövegben./

"szférikus membrán"

-sin Л sinju cos X

n siny* sin > / 9 /

cos ул

-COSyu cos A 

-COS/М sin X j 

sin/л

-=>cos A ;u V

0
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most nézzük s-nek у és z irányú komponensét / 8 / és / 9 /-

-bői:

s = cos Л sin if cos 0 - cos /л. sin 2 sin^f> sinő + sin и. sin > cos1/’
tJ

+ COSy*COS f
/10/

inyU sin V sin &s + sz

>-ra és 0 -ra átlagolva
? 1 ps = 1,| = - sin^y> 
J 4

1 2 2 ^ 2" 2— cos /л. sin f + — sin A cos ^ 
4 2 x

1 ' p" 2 "p" 2— sin fix sin f + COS /Л. cos ^

+

/11/

2jelöljük cos y*= t 

így:

/12/

^ / 1+t / sin2f + ^/ 1-t / COS^V 

t COS2f + ГГ / 1-t / sin2^
/13/pp =

Tekintsük a t = 1 esetet ekkor а сГ=0. Tehát a t = 1 eset

ben a "szférikus" membrán átmegy az "ideális" sik membrán

ba:

-pp _ 1 sin2 fPP _ 2 -----2—
cos <f

/14/

t értékét az alábbiak szerint számithatjuk:

<T ^2cos2 Г df .-í~ys- sinyjL dy.cos
2/л= 0t = cos = 1г

í sin fij dу*.
cos /

d?5
1

1- COS^ cT1
“ 3 cos сГ
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t = ^ / 1 + COS cT"

cT= I ( t = 3 \
miatt - zárt gömbfelületet alkotnak, kitüntetett irány

Т/ / 15 /+ COSazaz

esetén a membránok - szimmetriaokok

hiányában orientálhatatlanok és 'f bármely értékére FP=1. 

Olyan membránokra, amelyeknél cT = 60° 7
13 " 12

a fluoreszcencia polarizáció hányados y> -tői való függé-
I

sére a következő kifejezést kaphatjuk:

íjpsin^ 'f + 5 cos^y
/ 16 /FP =

14 cos^p + 5 sin^p

Legyen pl. PP = 1,5 ha iT = 0 akkor 'f = 60°

ha <T = ^ akkor f = 70°15’
/ 17 /

Tehát amint az az utóbbi példából is kitűnik, egyálta

lán nem elhanyagolható, sőt nagyon is lényeges a különb

ség а ¥ szögre kapott értékek között attól függően, hogy 

"ideális” sik membránnal vagy különböző "szféricitásu" 

membránokkal számolunk.

Az eddigi számításoknál a membránokat hajlitott la

pokként kezeltük. Nem vettük figyelembe azonban a membrá

nok un. marginális részén található pigmentmolekulákból
I

eredő fluoreszcencia polarizációs hányadosát. Ez utóbbi 

esetet szemlélteti a 18. ábra és 19* ábra.
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18. álra. Kukorica mezofill kloroplasztiszailól 
izolált gránumok pásztázóelektronmik- 

roszkópos felvétele /150000 x nagyí
tás/ /109/.

Hasonlóan, mint /2/ és/ 8/:

s = sin Y cos 0 u + sin sin 0v + cos f íT

Most x,y,z koordináta rendszerien fejezzük ki u,v,n-t 

és segítségével /19. álra/:

-sin у cos ^

y -sin у sin n

cos

/ 18 /

-sin > cos у cos Л

cos Y sin A / 19 /

sin \

COS Л ;U )
0 X
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/ 18 / és / 19 /-bői az s у és z komponense:

s^r = cos A sin f cos & - sin y sin A cin f sin 0 + cos Y sin A cos У

/20/
COS Y Sin ^ sin @ + sin Y COSsz = f

4
z

T

ábra. A számításokhoz használt marginális membrán 

vázlata. /Jelmagyarázat a szövegben./
19.

-ra és 0-ra átlagolva

2 = I„= 1/4 sin2ij) + 1/4 sin2 ^ sin2f + 1/2 cos?^ cos2f

/21/
У

2 = Ij_= 1/2 cos^i sin2t|) + sin2 2
sz COS tf>к



- 39

mivel:
sin2^ = cos2Í = 1/2 /22/

i£y:
1 + 1/2 sin2f /23/PP =
1 + cos2 ^

Vegyük pl. azt az esetet, amikor a membránok 25%-a te

kinthető marginálisnak, és hasonlítsuk össze azzal az 

esettel, amikor az összes membránt siknak tekintjük. 

Tegyük fel, hogy PP =1,5 értéket mértünk. Ha úgy-vész- 

szűk, hogy a rendszerünk ideális sik membránokból áll, 

akkor /5/-ből:

sin2 60° ha PP =1,5PP = 1/2 Y =2cos

Ha feltételezzük, hogy a membránok 25%-a marginális,

akkor:
marginális sik+ Ъ I„a I„

/24/PP = marginális sik+ b Ij_а I1

a + b =1, azaz jelen esetben a=0,25, b=0,75 

így /4/ és /21/ segítségével:

ahol

/ 1 + 1/2 3±n2f/ 0,25 + / 1/2 sin2^/ 0,75
/ 1 + cos2f/ 0,25 + / cos2^/ 0,75

PP =1,5 esetén if = 64°20 -t és nem 60°-t mint amit a sik 

membrán esetére kaptunk.

PP =
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Mos'C nézzük meg a másik oldalról ugyanezt az esetet. 

Vegyük a f = 60°-ot és nézzük, hogyan változik az PP ér

téke, ha a membránok 25%-át marginálisnak vesszük. Helyet

tesítsük be /27/-be = 60°-ot, ekkor az PP = 1,25, mig a 

sik membrán esetére láttuk, hogy ^ = 60°-ra PP = 1,5.

Rendkivül érdekes az az eset, amikor a ^ = 90° azaz

a dipólvektor belesimul a sikba. Ekkor az "ideális” sik 

membránra /5/-bői: 

ha —> 90°

Viszont, ha feltételezzük, hogy a membránok 1%-a marginá

lis, akkor /25/-be a = 0,01 és b = 0,99-et beirva: 

f = 90°

ha pedig a membránok 25%-át veszem marginálisnak:

esetén

EPakkor + oo

esetén PP = 51

ip = 90° PP = 3

Azaz, ha a számításoknál figyelembe vesszük, hogy a memb

ránok széle görbült, akkor az PP értéke a membránsikba si

muló dipólvektor esetén már korántsem ©o , hanem egy véges 

és elegendően kicsiny pozitiv szám. Megjegyezzük, hogy nö

vekvő szféricitás mellett is rohamosan csökken az PP maxi

málisan mérhető értéke:

ha S' = 10°, akkor 

ha cT = 60°, akkor

PP = 49,5 

PP = 1,67
У = 90° esetén,
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3.4. A mágneses orientáció mértékének meghatározása

A mintából érkező fluoreszcencia intenzitás egy ré

sze polarizálatlan, azaz V értékétől függetlenül a belő

le eredő FP értéke 1,0-t ad. Az ilyen emisszió az eddig 

emlitett eseteken kivül eredhet:

a. / Plasztisztörmelékekből, amelyek nem képesek ori

entálódni.

b. / Valamilyen okból nem orientálódott ép plaszti-

szokból.

a./ Az általunk használt izolálási módszer maga után von

ja azt, hogy a homogenizáláskor a plasztiszok egy része 

összetörik, és ezen törmelékek egy hányada az ülepités 

és a felszuszpendálás után is benne marad a szuszpenzió

ban. Annak eldöntésére, hogy a kloroplasztisztörmelékek 

orientálódnak-e vagy sem a már kész szuszpenziót újra ho

mogenizáltuk mindaddig, amig a plasztiszokat tökéletesen 

össze nem törtük. Az összetöröttség mértékének ellenőrzé

sét az újra és újra homogenizált szuszpenziókból vett min

ták fénymikroszkópos megfigyelésével /immerziós lencse, 

1500 x-os nagyitás/ végeztük. A már összetörtnek Ítélt 

plasztiszokból álló szuszpenzióknak pedig a 2.8.-ban le

irt berendezéssel szobahőmérsékleten, 680 nm-es hullám

hossznál megmértük a fluoreszcencia polarizációs hánya

dosát és összehasonlítottuk az összetörés előtt mért PP 

értékekkel. Az ép kloroplasztiszok polarizációs hányado-
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sa 1,39-0,01, a törmelékkel mért PP értéke 1,03-0,01 volt, 

Megállapiható tehát, hogy a kloroplasztisz-törrnelékek az 

általunk használt mágneses térerősségben /14 kGauss/ nem 

orientálódnak. A mélyhőmérsékletü PP mérésekhez használt 

plasztiszszuszpenziókban jelenlévő plasztisztörmelékek szá

zalékos arányát megbecsültük a törmelékek számlálásával 

fénymikroszkóp, Bürker-kamra és fényképfelvételek segítsé

gével /immerziós lencse, 1500 x-os nagyítás/. Megállapí

tottuk, hogy az PP mérésekhez használt szuszpenziókban a 

törmelék plasztiszok hányada 15-7%-nak vehető.

20. ábra. Kukorica mezofill kloroplasztszuszpenzió fény
mikroszkópos felvételei /immerziós lencse,
1500 x-os nagyitás/ a.: H = 0, b.: H = 14 kGauss
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b./ Az ép plasztiszok orientálódásának százalékos arányát 

a mágneses térben készült fénymikroszkópos felvételek se

gítségével határoztuk meg /lásd, 2.5/. A 20. ábra jól szem

lélteti a plasztiszok térbeli elhelyezkedését a mágneses 

tér bekapcsolása nélkül és a térben. A felvételeken jól 

megfigyelhető, hogy az orientálatlan plasztiszok nagy ré

sze "felülnézetben" látható, és az élükkel felénk forduló 

plasztiszoknál sincs kitüntetett irány /20.a. ábra/. A mág

neses térben ugyanezek a plasztiszok élükkel felénk for

dulnak, és jól meghatározott irányba - a mágneses tér irá

nyára merőlegesen - rendeződnek /20.b. ábra/, ami jó egye

zésben van az irodalomban a vizuálisan /110/, valamint a 

röntgen /111/ és neutronszórással /112/ kapott eredmények

kel.

Az orientálódás mértékének statisztikus kiértékelésé

hez hisztоgrammot készitettünk /21. ábra/. A kloroplaszti- 

szok maximális átmérőjét a fényképfelvételekről a mágneses 

tér irányába mértük, s ezt ábrázoltuk a hisztogramon. Az 

ábrázolt értékeket a kinagyított felvételeken mm-ben mér

tük.

Megfigyeltük, hogy az ép plasztiszok egy része sem 

tud orientálódni a mágneses térben. Vizsgálataink szerint 

ennek a tökéletlen orientálódásnak az oka is az izoiálási

módszerben keresendő. A 22. ábrán jól látható, hogy a plasz

tiszok egy csoportját egy citoplazma darab tartja össze, 

ezért nem képesek orientálódni. ;ч

у к’
■ '

fi'j- w
4'/J
у
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Amint azt a törmelék plasztiszok vizsgálata és a nem 

orientálódé egész plasztiszokra vonatkozó megfigyeléseink 

is bizonyítják az izolálási módszer lényegesen befolyásol

ja a megfelelő vizsgálati anyag előállítását.

A

4 0

30

-Q
ТЭ
c
a
6

Й 20 b - 8,62 * 2,06
О
N
И
-С ИN
to 7/a

MULm
lifc

10

A ->
3 К 5 6 7 8 13

Plasztiszok mérete a mágneses tér irányában, relativ egységekben

21. ábra, Hisztogram, a plasztiszok mágneses tér irá
nyába eső maximális átmérőjének eloszlása,
H = О /а/ és H = 14 kGauss /Ъ/ térerős
ség mellett.

Mindez - orientációs vizsgálatoknál különösen - szük

ségessé teszi az izolálási folyamat nagyon precíz és elő-
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22. ábra. Mágneses térrel orientált kukorica mezofill 
kloroplasztiszok fénymikroszkópos felvétele 

/immerziós lencse, 1500 x-os nagyítás/. A 

felvételen a citoplazmához tapadt plasztisz- 

csoportot a körrel határolt részben találjuk,

vigyázatos végrehajtását, A nem orientálódott ép plaszti- 

szok százalékos arányát az izoláló módszer finomításával 

/leülepités előtt 2-szeri "lecsapatás"/ 10^5%-па tudtuk 

beállítani. Ez utóbbi eredményt 45 különböző orientált min

táról készített fényképfelvétel kiértékelése alapján be

csültük meg, és az PP mérésekhez ilyen szuszpenziókat hasz

náltunk.
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3.5. A "szféricitás" paraméterének meghatározása

Vegyük a hisztogramon szereplő két maximum értéket a 

nekik megfelelő félértékszélességgel, és tekintsük ezeket

a
b'2ß

S'-2ß

23. ábra. Vázlat a "szféricitás" paraméterének meghatá
rozásához a hisztogrambol kapott értékek alapján.

úgy mint a lencse alakú kloroplasztisz keresztmetszeté

nek két főtengelymérete /23o ábra/, igy egy közelitő ér-

a "szféricitás" paraméterére.téket kaphatunk <T -ra, 

Az ábrából:
a

/25/ß- arc tg ----
b

Í (oa
o= 2ß= 2 arc tg —

b
a /26/
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ebből 21. és 23. ábra valamint /26/ segítségével kapjuk,

hogy:

cTgo0 - 15°

A hisztogramból kapott eredmény jó egyezésben van az izo

lált kloroplasztiszok elektronmikroszkópos vizsgálata 

alapján kapott eredményekkel /24« ábra/.

24. ábra. Kukorica kloroplasztiszok elektronmikroszkó
pos felvételei. A ß értékét a kihúzott vona
lak által bezárt szög adja.

3«6. Az KP koncentráció függése

Annak eldöntésére, hogy milyen koncentrációjú plasz- 

tiszszuszpenzié felel meg legjobban az PP méréseknek, meg

határoztuk az PP koncentráció függését 680 nm-nél szobahő

mérsékleten /25. ábra/.
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Optikai sűrűség

25. ábra. Az PP-nek a plasztiszkoncentrációtól való 

függése. /Az optikai sűrűséget 1 ram-es 

rétegvastagságnál mértük./

A méréseknél 66% glicerint tartalmazó szuszpenzió

kat használtunk. Az ábrán nagyon jól látszik, hogy a kon

centráció növekedésével az PP értéke csökken. Az PP érté

kének csökkenését a koncentráció növekedésével a reabszorp- 

ciónak és a fényszórásnak tulajdoníthatjuk.

Pluoreszcencia polarizáció mérésekhez a kloroplasz- 

tisz szuszpenzió optikai sűrűségét a vörös abszorpciós 

maximumon 0,05 körüli értékre állítottuk.
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Зо 7« A glicerin hatása

Megvizsgáltuk, hogy a mélyhőmérsékletü PP mérések

hez használt szuszpenziókban lévő 66%-os glicerin vala

milyen módon változtat-e az PP értékén a glicerint nem 

tartalmazóhoz viszonyítva, A méréseket a 2.8.-ban leirt 

berendezéssel végeztük szobahőmérsékleten 680 nm-nél 66% 

glicerint tartalmazó és glicerin-mentes szuszpenziókkal 

/a két szuszpenzió klorofilltartalma megegyezett/, A mért 

PP értékekből /1,38±0,01 ill. 1,31^0,01/ kitűnik, hogy a 

glicerin az PP értékét számottevően csökkenti.

Az PP értékére kapott eredmények azt valószinüsitik, 

hogy a glicerinnek van valami olyan hatása a plasztiszok 

membránrendszerére, ami például a membránok kilazulását, 

szétzilálódását eredményezi, s ezáltal az orientálatlan 

hányad valamint a szféricitás növekedése okozhatja az PP 

értékek csökkenését, A feltevésünk igazolására elektron

mikroszkópos vizsgálatokat végeztünk a 66%-os glicerint 

és a glicerint nem tartalmazó plasztiszszuszpenziókkal.

Az eredményt a 26. ábrán szemléltetjük.

Érdemes megfigyelni, hogy a hüvelyparenchima kloro- 

plasztiszok membránjai glicerinben teljesen kigömbölyöd- 

nek, ezért szinte egyáltalán nem orientálódnak /26,c«,ábra/.
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3*8. Az PP értékek korrekciójának elmélete a reális memb

ránstruktúra ás a nem tökéletes orientáció figyelem-

bevételével

Vezessük be a következő jelöléseket: 

a: a nem orientált ép plasztiszok és a törmelék együttes 

hányada,

b: a marginális részek hányada,

ccT)
о /a különböző cT szféricitásu membránok hányada,
• l ahol a cQ-hoz а сГо = 0 tartozik, azaz a sik membránok
• I
• 1 hányada#
ck к

a + Ъ + 5-”1 
±=0

Legyen még: /27/= 1ci

Az PP definíciójából:

Iöx II
szfTno

1 II Img + Isх II + х II+
/28/PP =

1° Tmg Tszf
xi. T

noI +JL

Iöahol: : az összes,

: az orientá_latlan kloroplasztiszokból /és a 

törmelékből/, 

a marginális részekből,

Isz^: a különböző szféricitásu membránokból eredő 

fluoreszcencia intenzitás.

рПО

Img :
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Az /5/, /11/, /21/ és /22/ összefüggések figyelem- 

bevételével, átrendezés után :

7k о к V-iScJ
4 i=0 1 4 i=0 1

2 ?(|b +Il( = sin +

к
i=0

\\ 1 - \ S +1a + rrb+ 2

/29/és

2= sin YI +

kí1 Ib + 534 i=0
c. t.
í í+ +3

1 2h)( 1 + cosj^ + cosahol: ti " 3

Vezessük be a következő jelöléseket:

к к
X <ЧЬ -1 ízi=0 11 4 i=0

h> + 2 /30/A = 8 ci4

к к1 - I XI c±t
4 i=0 1 1 'i4 i=0 1

1 /31/в ■ö-a + тЪ" 3 4

G “ ~ ?Ъ " 2 citi
к

\ SX с 4 1=0
/32/+ i

г?/*****
Иv>

%
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1 k
2Ъ + citl=u

1 /33/D = -^a +

így:

1° = A sin2f + В 

- C sin2 'f
/34/

X = D

Ezeket /28/-ba beirva:

pA sin f + В
/35/PP =

D - sin2 <p

Amelyből:

PP D - В
/36/= arc sin

A + PP C

Itt PP a fluoreszcencia polarizációs hányados mért érté

két Jelenti, A,B,C,D, pedig kiszámithatók az általunk meg

adott paraméterekből*

A 27* ábrán azt szemléltetjük, hogy milyen módon be

folyásolják az PP és a f értékét a korrekciós számitásnál 

használt a, b,

tengelyen az PP logaritmusát ábrázoltuk f és cf függvényé

ben* A lg PP, sikon /<f=0, a=0, Ъ=0/ az 1-gyel Jelölt 

görbe mutatja az PP és a f közötti összefüggést ideális 

sik membrán esetén /lásd /5/ egyenlet/.

Г paraméterek. Az ábrán a függőlegesci’ i
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тт

т т
40 -

7

/5

10

1'
В

27# ábra. lg РР értékének У-tői és <Г-tél való függése.
/Jelmagyarázat a szövegben./ Az 1,A,1,A, és 

a 2,B,2,B felületek hasábban való elhelyez
kedését külön nem jelzett szakaszokkal szem
léltetjük.



- 55

Ekkor У 6 [о°90°Л esetén EP££<5, ©о] 

nél / <f = f0= 54°34 / EP értéke 1,0. 

ciét feltételezve /а=0/ és eltekintve a marginális ré

szekből eredő fluoreszcenciától /Ъ=0/, olyan kloroplasz- 

tiszokkal, amelyekben <T =90°-os membránokat is találunk, 

EP értéke 0,22 és 3,2 között változik, ha 'f é [o°90°] /1 - 

-vei jelzett görbe/.fAmikor cT^tO, a számításoknál feltéte-

és a mágikus szög- 

Tökéletes orientá-

leztük, hogy a kloroplasztisz membránjainak szféricitása 

0 és сГ között változik. A számítások egyszerüsitése vé-

^ azonos súlyozásokkal vettük figye- 

: /10xk/°= cTszféricitásu membránok-

gett c0= o1= 

lembe a 0°; 10°; 

bél eredő fluoreszcenciát.]

A ill. A görbék különböző értékekre a mérhető EP 

nagyságát adják meg f =0° ill. f = 90° esetére.

= c• « •

* • • 4

görbék által határolt felület az EP=1,0Az 1,A,1,A

sikot a ? = fо egyenesben metszi. Ha tehát a dipólok a memb-

szöget zárnak be, EP értékére arán normálisával f1 о
szféricitástól függetlenül - ugyanúgy, mint az "ideális"

sik membránoknál - 1,0 értéket kapunk.

A 27. ábra 2 ill. 2 görbéi az EP f-től való függését 

mutatják a=b=0,2 esetén, azaz ha a nem orientálódó plasz-

tiszokból és a törmelékből valamint az orientált membrá-

B és В*nokból 20-20%-os járulékot veszünk figyelembe, 

görbék - a és b ugyanezen értékeivel - a különböző szfé

ricitásu membránoknál mérhető EP maximális /f=90°/ és mi

nimálisan /f=0°/ értékét adják meg.
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Az а,Ъ^ О-hoz tartozó felületek is a mágikus szög

egyenesében metszik az FP=1 sikot. A mágikus szög

S'. paraméterek értékétől független.értéke tehát az a,b,ci’ 1
»A 27. ábra azt is szemlélteti, hogy orientált kloro-

plasztiszok polarizáció hányados méréseinél kapott érté

kek viszonylag szűk intervallumban mozoghatnak. Másrészt 

a kapott FP /és általában a polarizáció hányados/ értékek 

ugyanazon f mellett is erősen függenek a kloroplasztisz 

membránszerkezetétől és az orientálódás mértékétől.

3.9. A különböző emissziós dipólokhoz tartozó FP értékek

becslése a fluoreszcencia sávok különválasztása se

gítségével

Az PP spektrumokból általában olyan emissziós dipó

lok membránsikkal bezárt szögét becsülhetjük meg jó köze

lítéssel, amelyekhez tartozó sávok viszonylag "tiszták".

Az emissziós sávok átfedése esetén a mért PP értékek a 

résztvevő sávok PP értékeinek intenzitásaik arányában 

súlyozott átlaga.

Kloroplasztiszok mélyhőmérsékletü spektrumaiban a 685 

és a 735 nm-nél jelentkező sávok igen erősek az emisszió

ban résztvevő többi sávhoz képest. Ennek megfelelően a 

680 és 690 nm ill. a 730 és 750 nm között mért PP értéke 

konstans és jó közelitéssel az P 685-höz ill az P 735-höz 

tartozó emissziós dipólok orientációjára ad felvilágosí

tást /80/.
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660 és 680 ran ill. 690 és 730 ran között a mért PP 

értékekből közvetlenül csak arra következtethetünk, hogy 

az itt emittáló dipólok a membrán normálisával kisebb szö

get zárnak be, mint az őket erősen átfedő domináló sávok

hoz tartozó dipólok.

A jelenlévő kisebb sávok dipóljai orientációjának 

pontosabb becslésére közelitő számításokat kell elvégezni.

Közelítsük az emissziós sávokat hullámhossz szerinti 

normális eloszlással. A Gauss-féle görbét a következő függ

vénnyel adhatjuk meg:

(*-*.)*•

г <э ь1
f /А/ = /37/

Ennek a függvénynek a természetes alapú logaritmusát Л 

szerint differenciálva és átrendezve:

d In f /Л/ ihA i /38/+ О Д<52 0d Л

Ez utóbbi egy olyan egyenesnek az egyenlete, amely a 

hullámhossztengelyt a Gauss gö-rbe maximumhelyénél /^ /
pmetszi, az egyenes iránytangense pedig a 6 reciproka 

/28. ábra/» Ezen meggondolások alapján a mélyhőmérsékle- 

tü /-120°G/ polarizált fluoreszcencia spektrumok rövidebb 

hullámhosszú részéből lebontottuk az P 685-nek megfelel

tethető Gauss-féle görbét. Ezen meggondolás alapját az 

képezte, hogy az P 685-ös forma a maximum hely közelében
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csaknem tisztán átfedések nélkül van jelen, s a spektrum

ban lévő sávok tisztaságát ebben a tartományban még a vib

rációs átmenetek sem zavarják.

dlnf(\) A
d\

\

28. ábra. Egy Gauss-eloszlásu fluoreszcencia sáv 

Gauss-egyenese.

Mintegy 25 db spektrum vizsgálata alapján az F 685-ös 

forma maximumhelye 684 nm-nek adódott az egyenes irány- 

tangenséből a sávok félértékszélességére 12 nm-t kaptunk. 

Ezen sávot lebontva a fluoreszcencia spektrumokból, a ma

radékban nagyon jól megfigyelhetövé vált az emisszió rö- 

videbb hullámhosszú tartományának összetettsége. Észreve

hetővé vált az E 675 és a maradékban erős sávként jelent-
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29. ábra. Mágneses térben orientált kloroplasztiszok
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hőmérsékletű /-120°С/ fluoreszcenciájának; memb- 

ránsikkal párhuzamos /Ij,/ és arra merőleges /Ij_/ 

összetevőinek, valamint a kettő különbségének 

/Ia -IjJ spektruma és sávszerkezete 660-710 nm 

között.

T T T T T
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30, ábra. Kukorica mezofill kloroplasztiszok mélyhő- 

mérsékletü /-120°C/ fluoreszcencia polari
zációs hányados spektruma. Az egyenes sza
kaszok az egyes lebontott sávokhoz tartozó 

PP értékek.

kezett az P 695# A maradék spektrumokra alkalmazva a 

fentebb említett eljárást az P 675 maximumhelyére 676 nm, 

az P 695-re pedig 694 nm adódóit,

lességére ugyancsak 12 nm. Az P 695 lebontása után egy 

jól kivehető váll utalt az P 702 jelenlétére. A lebon-

s a sávok félértékszé-
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tött sáv maximumhelyére 702 run, félértékszélességére, az 

előbbiekhez hasonlóan, 12 nm adódott. A sávok intenzitá

sának értékét iterációval határoztuk meg. A spektrumok 

sávokra bontását elvégeztük a fluoreszcencia membránsik- 

kal párhuzamos /I,,/ és arra merőleges /Ij_/ összetevőjé

re és a fluoreszcencia polarizációs különbségi spektru

mokra is /29. ábra/. Az I„ és 1^ spektrumok sávijainak há

nyadosa közelitő értéket szolgáltat a megfelelő sáv fluor

eszcencia polarizációs hányadosára.

Megjegyzendő, hogy az ilyen tipusu bontással az 

emissziós spektrumban a hosszabb hullámhosszú tartomány

ban lévő formák mér nem választhatók külön, mert a vibrá

ciós nivók okozta bizonytalanság miatt az értékeket csak 

nagy hibával adhatnánk meg.
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4- MEGVITATÁS

Az LD vizsgálatok alapján Becker és mts-i /90/ vala

mint Breton és mts-i /85/ arra a következtetésre jutottak, 

hogy a klorofillok vörös abszorpciós dipóljai 30°körüli 

szöget zárnak be a fotoszintetikus membrán sikjával. A 

legrövidebb és a leghosszabb hullámhosszú klorofill for

mának megfelelő vörös abszorpciós dipólok szögeltérését 

5°-nál kisebbnek becsülték. Ezen vizsgálatokkal egyrészt 

az abszorpciós sávok nagy átfedése miatt több klorofill for

ma átlagos dipólszögét tudták csak megadni, másrészt szá

mításaiknál ideálisan sik membránrendszert és tökéletes 

orientációt tételeztek fel.

A Garab és Breton által kidolgozott /80/ mérőmódszer, 

a mélyhőmérsékletü PP spektrumok segítségével lehetőség 

nyilt arra, hogy az egyes fluoreszkáló klorofill-a formák

nak megfelelő emissziós dipólok membránsikkal bezárt szögét 

is megbecsüljük.

Ahhoz azonban, hogy a dipólok membránsikkal bezárt 

szögét pontosabban megadjuk, szükség volt arra, hogy ne az 

eddigi vizsgálatoknál használatos ideális membránszerkeze

tet, hanem a kloroplasztiszok reális membránstrukturáját 

vegyük figyelembe.

Az elvégzett számítások azt mutatják, hogy figyelembe 

véve a plasztiszszuszpenzió azon jellemzőit, amelyek a 

kloroplasztiszok orientálódásának mértékét határozzák meg
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valamint számításba véve a kloroplasztisz elektronmikrosz

kópos szerkezetéből adódó korrekciókat a valódi /belső/

FP értékek a mért PP értékektől lényegesen eltérnek /lásd 

27. ábra/.

Reális körülmények között-а kloroplasztisz szuszpen

zió 80-90%-os hatásfokú orientálódása mellett, átlagosan 

szférikus kloroplasztiszokat figyelembe véve /<Г~60°/ és 

20%-nyi marginális membránfelülettel - PP maximális érté

kére / f =90°/ 2 és 3 közötti értéket kapunk, szemben az 

ideális esetre kapott + 00 helyett. Ez arra utal, hogy az 

abszorpciós és emissziós dipólok lényegesen jobban besi

mulnak a membránsikba, mint azt az eddigiekben feltéte

lezték /85,90/.

P-700 méréseknél kapott 2,5 körüli polarizációs há

nyados érték /115, 116/ azt valószinüsiti, hogy a P-700 

megfelelő átmeneti dipólja jól besimul a membránba. /Ideá

lis sik membránnal számolva a membrán síkjához viszonyít

va 25° körüli értéket kapnánk./

Az PP és az PD spektrumok'analízise alapján /12. és 

ЗО. ábra/ hat különböző emissziós dipól jelenlétére követ

keztettünk. Ez jó egyezésben van az irodalomban található 

eredményekkel /80,117/. Közelitő számításokat végeztünk 

ezen sávok PP értékeinek meghatározására. Reális membrán 

struktúrát és orientációt figyelembe véve az egyes emisz- 

sziós dipólokra az "alábbi közelitő értékek adhatók:
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i bontásból korrekciók figyelembe

vételével a membrán sik-

Q7
számított

jával bezárt szögFP

32°F 676 1,10

24°F 684 1,35

29°F 694 1,25

22°F 702 1,38

20°F 720 1,45

18°F 735 1,-51

Látható tehát, hogy egyrészt a dipólok jobban belesi

mulnak a membrán sikjába, mint azt eddig feltételezték.

Másrészt pedig szélesebb szögintervallumot foglalnak el.

A 31» ábrán az orientációs faktor négyzetének (Эд-tól 

-tói való függését ábrázoltuk /v.ö. 6. ábra/.®s ö DA
Az ábra alapján megállapítható, hogy az eddig megadott ér

tékekhez viszonyítva az általunk megadott szögeloszlás 

esetén az energiaátadás hatásfoka kedvezőbb.
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5. ÖSSZEFOGLALÁS

Mágneses térben orientált izolált kloroplasztiszok 

fluoreszcencia polarizációját vizsgáltuk -120°C-on. Az 

irodalomban"ideális" sik membránokra kidolgozott számítá

si eljárást továbbfejlesztettük úgy, hogy azok a kloro- 

plaszt struktúra és az orientáció reális viszonyainak 

megfelélj enek.

A fluoreszcencia polarizációs hányados /РР/ és kü

lönbségi spektrumok analízise alapján hat emissziós sá

vot különítettünk el, és az egyes sávok EP értékeit köze

litő számításokkal meghatároztuk. Az egyes emissziós di

pólokra kapott PP értékeket a kloroplasztiszok elektron

mikroszkópos struktúráját valamint a szuszpenzió orientá

lódásának mértékét figyelembe véve megállapítottuk, hogy 

a különböző emissziós dipólok nagyobb szögintervallumot 

töltenek ki és beljebb simulnak a fotoszintetikus memb

ránba, mint azt az eddigi irodalmi adatok megadták. Az 

általunk megadott szögeloszlást figyelembe véve az ener

giaátadás számított hatásfokára magasabb értékeket kap

hatunk.
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E helyen fejezem ki köszönetemet Farkas Gábor igazga

tó urnák, hogy lehetővé tette számomra a disszertáció el
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nának technikai segítségéért.

Külön köszönettel tartozom fecskémétу István profesz- 

szor urnák, hogy az orientáció mérésekhez szükséges elek

tromágnest rendelkezésünkre bocsátotta.
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