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TAIMEDE BIOKEEMIA JA HISTOKEEMIA
T8 1
Vaakuum-infiltratsioonimeetod

Et uurida mineraalelementide v5i mdnede ainete m3ju
teimeorganismis, on vaja taimekudedesse sisestada neid ele-
mente vii aineid. Seda tehakse vaakuum~infiltratsioonimeeto-
diga. Infiltreerimisel tungivad uuritavad ained taime raku-
vahelisse ruumi, kust nad adsorbtsiooni teel satuvad rakku-
desse., Selle meetodiga méédras A, L. Kursanov elavas organis-
mis ka fermente,

Vaakuum-infiltratsioonimeetodi kasutamisel peab kdige-
pealt arvestama jédrgmisi asjaolusid.

1. Taimse materjali uurimise iiheaegsus. Vdetakse iihe-
aegselt mitu proovi. Osa proove infiltreeritakse lahusega ja
neid v8rreldskse infiltreerimata v8i vees infiltreeritutega.
Enne katseid tuleb kontrollida, kas vdetud materjalid on kea~
lult vdrdsed; seega proove kaalutakse, midratakse vee- ja
slisivesikute sisalduas. Proovideks v3etakse terved lehed vdi
pool lehte,

2., Vaskuwum~-infiltratsiooni kestus. Tédieliku infiltratsi-
ooni moment saavutatakse, kui raku vaheruumid on lahusega
tditunud. Eri taimedel saavutatakse see erineva aja jooksul.
Mdnel taimel, nditeks pdldoal,saabub vaskuumil 25-35 mm taie-
lik infiltratsioon 8-15 minuti jooksul, paevalillelehtedel
aga samades tingimustes 50-60 minuti jooksul,

3. Infiltreeritava lahuse pH ja kontsentratsioon. Lahuse
kontsentratsiooni médramisel peab arvestama taimekudede raku-
mahla osmootset rdhku. Hiipotoonilised lahused pole sobivad,
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sest nendega siseneb kudedesse véhe uuritavat ainet, Viga
kbrged, hiipertoonilised lahused vdivad vidljae kutsuda koguni
plasmoliiisi. Néiteks &lpikannikese 1lehe infiltreerimisel ka-
sutatakse 0,1 ¥ sahharoosilahust, aga 0,2 M glilkkoosilahust,
Péevalillelehtedesse KCl- ja NaCl-lahuste infiltreerimisel
kasutati vastavalt 0,08 N - 0,12 N lahuseid.,

Enne katseid on vaja miédrata uuritava materjali iiksikute
kudede v8i viljapressitud taimemahla osmootne réhk (osmootse
r3hu mddramine. kudedes plasmoliilisimeetodil).

4, Uuritave aine sisestamine lehtedesse. Vaakuum-infilt-
ratsiooniga taimekudedesse sisestatud uuritava aine hulk s8l-
tub sellest, kui palju lahust v8ib mahtuda lehe raku-vaheruumi-
desse, Lahuse hulk oleneb koe anatoomilisest ehitusest, seega
raku-vahernumide suurusest.

Bisestatud lahuse hulga {ile otsustatakse uuritava proovi
kaalu suurenemise jérgi. Infiltreeritud lehe kaalu vdrreldakse
lehe kaaluga enne infiltreerimist. Nditeks pSldoalehte sises-
tati lahust 110-120% lehe esialgsest toorkaalust; pédevalille-
lehte ainult 35-40% Jne.

Arvestades, et lehte infiltreeritakse lahus, mille kont-
sentratsioon on v8rdne rakumashla kontsentratsiooniga, v8ib
pérast infiltreerimist kaalu suurenemise jérgi vilja arvutada
lehte sisestatud lahuse hulga.

P55 ki)

Taimedelt 1l3igatud lehed pannakse 1-2 tunniks vette, et
lehekoed sasvutaksid {ihtlase veesisalduse. Parem on sel ajal
lehti hoida klaaskupli all valguses, et BhulBhed oleksid ava-
tud. Selliselt ettevalmistatud lehti kasutatekse katsetes,
Olenevalt t86 iilesandest v8ib neid infiltreerida tervetena
vti ainult teatud osi lehest,

Materjali iihtsusest ja vSetud keskmisest proovist oleneb
t66 tédpsus eri variantidel.

Kul katse koosneb kahest variandist, siis on otstarbe-~
kohane v8tta nendest kaks proovi, nii et kumbagi proovi jédks
mBlemast lehepoolest osa. Nelja variandi korral v3ib keskmise
proovi vdtta selliselt, nagu joonisel ndidatud.
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Ettevalmistuse ajal hoida lehe proovid vaskuum-eksikaatoris.
klaasis vastava lahuss sees, Selleks et lehed ei ujuks vede-
liku pinnal, asetatakse nende peale mdni klaaspulgake v8i véike
lehter,

~ Infiltreerimisel eraldub libi Shuldhede ja vigastatud
kudsde 8hku., Uhk eraldub seni, kuni on niéha veel mullikesi,
Siis sulgeda veskuum-eksikaatori kraan ja ettevaatlikult,
aeglasel” (1-2 minuti jooksul) avada vaakuumpumbaga iihenduses
olnud kraan, Leshuses teastub normaalne r3hk ning ténu selle-
le tungib lahus 1ldbi 3uulBhede ja 18igatud kudede raku-vahe-
rounidesse, tdites need, Infiltreeritud osad eraldatakse nen-
de tumedams virvuse Jérgi. Algul ilmnevad iiksikud tumeroheli-
sed laigud, mis edssi iihinevad tervikuks, Pédrast seda, kui
r3hk vaskuun-cksiksatoris on v3rdne atmosfédéri rShuga, Jédetak-
se lehed lahusesse veel 3-5 minutiks, Sel ajal tungib vedelik
veel raku-vaheruumidesse. Siis vBetakse lehed lahusest, lopu-
tatekse kaks korda destilleeritud vees ja kuivatatakse kergelt
filtexrpsberiga.

'~ Eui on vaja teada taimematerjalisse tunginud lahuse hul-
ka, siis kohe pirast kuivatamist lehed kaalutakse., Seejédrel
asetatakse nad filterpaberile valgusse alumise kiiljega iiles-
poole., Vesi eraldub lehtedest tédnu transpiratsioonile. 1,5=2
tunni pérast kaotavad lehed tumeda virvuse Jja saavutavad nor-
maalse oleku, reku-vaheruumid téituvad Shuga,

Sooja Bhuvoolu (26-28 °C) pealejuhtimisel aurub vesi
lehtedelt kiiremini.

Erinevuse Jérgi uuritava materjali kaalus katse alguses
ja 18pus otsustatakse infiltreeritavate ainete mSjul toimunud
muutuste tle. :

Nende kastsvte kontrolliks on tavaliselt lehed, mis in-
filtreeriti vees jo asuvad katselehtedega samades tingimustes.
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Fermentide midéramine kudedes vaakuum-infilt-
ratsioonimeetodiga

Fermentide aktiivsuse mééramine pdhineb sellel, et taime-
kudedesse sisestatakse mingisuguse aine lahus, mille muutumi-
se pdhjal otsustatakse vastavate fermentide aktiivsuse iile,
See meetod vBimaldab fermentide asktiivsust kindlaks teha elu-
sates kudedes.

Naiteks lehte sisestatud gliikoosist tekkinud sahharoosi
pdhjal otsustatakse sahharoosi slinteesivate fermentide aktiiv-
suse lile ja,vastupidi, lehte sisestatud sahharoosist tekkinud
gliikkoosi pdhjal jédreldatakse hiidroliilisivate fermentide olemas-
olu. Silinteesivate ja hiidroliilisivate fermentide aktiivsuse iile
otsustatakse monosahhariidi ja disahhariidi hulga jérgi kont-
roll- ja katsevariandis,

Katse tulemuste registreerimise néide

; ]
Joodilahuse virvus katseklaasides a & §
tse~ 0
ingi- Katseklaasid gd ] e~ =
mused £ e} g
12l 3341 516 471 8519110 = g i
Toa- f
tempe-
ratuur
55 °¢
Vahendid

Nisuidandid 2-3 lehe faasis, k&adrid, tehnilised kaalud,
katseklaasid, 100-ml-sed md33tesilindrid, Komovski pump, filter-
paber, kristallissatorid kaanega, termostaat, 150-200-ml-sed
koonilised kolvid, 0,2 M gliikoosilahus, 0,71 M sahharoosila-
hus, klaaslehtrid, paberfilter ja toluool.

766 kéik

Vdetakse 3 kaalutist (igaiihes 2-4 g) nisulehti ja aseta-
takse need laiadesse katseklaasidesse, kuhu valatakse jargmi-
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sl vedelikke (igaiihte 60 ml):
1) destilleeritud vesi - kontroll,
2) 0,2 M gliikoosilshus,
3) 0,1 M sahharoosilahus.

Ratseklaasid suletakse korkidega, millest on ldbi pandud
klsastoru, ja iihendatakse pumbaga., Ohu véljapumpamine toimub
seni, kuni lehtedest ei eraldu enam Shumulle. Pérast seda
lastakse jérk-jérgult.1-2 minuti Jooksul katseklaasi dhku,
ndrgendades kolmiku juures kraani, Lahuse v3i vee r3hu suure-
nemise m3jul tungid reku-vaheruumidesse Shuldhede ja lehe 18ike-
kohtade kaudu infiltreeriv vedelik. Seda on kerge ndha tume-
roheliste laikude ilmumisest, mis kiiresti levivad kogu lehe
pinnal iihtseks tervikuks, Oigel infiltreerimisel ei tohi jhé-
da lehtedele heledaid mitteinfiltreeritud kohti (kui neid on,
tuleb infiltreerimist korrata), Pdrast rdhu vdrdsustamist jée-
takse lehed 2-3 minutiks lahusesse, sest lahus tungibdb veel
raku-veheruumidesse. Seejdrel loputatakse lehed kiiresti kolm
korda veega (kaks korda tavalise, iiks kord destilleeritud vee-
ga), et k8rvaldada lehused lehepinnalt, ja seejérel kuivatatakse
filterpaberiga. Edasi on vaja k3rvaldada vesi raku-vaheruumi-
dest. Selleks laotatakse lehed klaasalusele ja soojendatakse
elektripirniga kuni 26-28 °C-ni (10-12 minuti jooksul). Vee
eraldumist tuntakse sellest, et lehed kaotavad oma tumeda vdr-
vuse ja muutuvad normealseks, Lehti kuivatatakse teatud kaalu-
ni. Pédrast kuivatamist jddvad nad sisestatud lahuste arvel
tavaliselt 1/3 vdrra algkaalust raskemaks., Pédrast kuivatamist
pannakse lehed kolbl ja edasi kristaliisaatorisse, mille sei-
nad ettevaatlikult kaetakse tihedalt niiske filterpaberiga.
Kristallisaator asetatakse kolmeks tunniks termostaati 23~
25 °c temperatuuri. s

Selle aje mdddumisel vdetakse kolvid lehtedega termos-
taadist vdlja ja pannakse keevale veevannile, kus neid hoitak-
se 5 minutit fermentide insktiveerimiseks., Seejdrel purusta-
takse lehed uhmris. Enne lisatakse neile 0,2 g kriiti hapete
neutraliseerimiseks, Purustatud massile valatakse 10-15 ml
destilleeritud vett ja kantakse iile samasse kolbi ning ase-
tatakse jdlle 30 minutiks keevale veevannile suhkrute ekstra-
heerimiseks. Aeg-ajalt kolbi loksutatakse., Peale selle lisa-
takse 2 ml pliiatsetaati valkude ja vidrvainete sadestamiseks.
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Kolvid sulgeda korgiga ja loksutada. Neil lastakse natuke
aega (5 minutit) seista ja filtreeritakse ldbi kuiva filtri
100-ml-sse m88tekolbi, seejérel lisatakse tilkadena naatriume-
sulfaadilahust Pb iilejéégi eraldamiseks, mis segab suhkrute
mééramist. Naatriumsulfaati lisatakse seni, kuni P'bSO4 sadet
enam ei teki. Pédrast seda lisada kolbi destilleeritud vett
médrgini, sulgeda korgiga, loksutada, lasta sademel settida
ja filtreerida 1dbi kuiva filtri. Igast kolmest filtraadist
médratakse taandatud suhkrud ja sahharoos,

Taandatud suhkrute mééramiseks ou vaja vdtta vahetult
filtraadist proov ja méérate suhkrud Bertrandi jérgi (vt.
t66 18). Sahharoosi médramiseks hiidroliilisitakse k#ik kolm
filtraati. Selleks vdtta 50-ml-sse md8tekolbi 25 ml filtraati,
lisada 2,5 ml kaupa 20%-1list HCl, et luua selles lahuses um-
bes 2,5%~-1line kontsentratsioon. Seejédrel panna veevannile
ja kuumutada 70-75 °c-n1.Samaaegselt asetatakse veevannile
ka kontrollkolb 25 ml veega ja sama hulga 20%-lise HCl-ga,
milles on termomeeter., Hiidroliilis toimub 70 % temperatuuril
5 minutit. Siis kolb jahutatakse ja vedelik neutraliseeritakse
10%-1ise NaOH-lahusega indikaatori (metiililpunase) jérgi kuni
roosa vidrvuse kadumiseni ja lisatakse destilleeritud vett
mérgini. Lahus segatakse ja médratakse sellest Bertrandi jar-
gl iildine gsuhkrute hulk pérast hiidroliilisi (vt. t68 19).

Fermentide aktiivsuse arvutamise ndide

Esimene katse: infiltreeriti veega, mis sisaldas 32,8 mg
monosahhariide ja 18,4 mg sahharoosi, s. o, iildse 51,2 mg
suhkruid.

‘Teine katse: infiltreeriti 0,2 M glikoosiga, mis sisaldas
125 mg monosahhariide, 35,6 mg sahharoosi, s. o. kokku 160,6 mg
suhkruid.

Kolmas katse: infiltreeriti 0,1 M sahharoosiga, mis si-
saldas 67,2 mg monosahhariide ja 97,2 mg sahharoosi,s. 0.
kokku 164,4 mg suhkruid. Siit jédreldub, et teises katses si-
sestati 109,4 mg gliikoosi (160,6 - 51,2), aga kolmandas kat-
ses 113,2 mg sahharoosi (164,4 - 51,2).

Kolme tunni kestel siinteesiti lehtedes 35,6 ~ 18,4 =

= 17,2 ng



sahharoosi, s. o. 15,7% sisestatud suhkrust.
Uhe tunni jooksul siinteesiti 5,7 mg sahharoosi, aga’
hiidroliilisiti 11,5 mg monosahhariidide kaalutise kohta.

Katse tulemused

Subkrusisal- Silinteesitud [Lagundatud
dus (mﬁ glii- sahharoos sahharoos
koosi g o
tooraines) g
Varian- E - =
aid < .3~ B B
sl [33F| |E%|. |2%].|2
d E 0 0 w ) @ o o |~
3 So4] 8|34 |$ [54]213
E 7 3 i @ b [ g
o & @ 5 @ i3
Gl B n o o |
331" 127 { 3
= ]
218 HE
Vesi
(kontroll)
Gliikoos
Sahharoos
208 3

Téarklise hiidroliilisi skaala saamine diastaasi
toimel

Vahendid

Linnased, 2%--line térklisekliister, katseklaasid, kolvid,
veevann, termomeeter, filterpaber, I + KI lahus. (1 g I +
+ 2 g KI + 300 ml destilleeritud vett), gliitseriin ja Feh-
lingi lashused I, II (vt. t66 16).

T66 kdik :

V8etakse kaks katseklaasi, kumbagi valatakse 5 ml 2%—
list térklisekliistrit ja 1 ml linnaseekstrakti. Uks katse-
klaas jdetakse seisma toatemperatuuril, teine asetatakse
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veevannile 40 °C temperatuuri.

Térklise suhkrustamise astme médramiseks vBetakse ndrk
Joodilahus (10 ml vett + 3 tilka tavalist I + KI lahust) ja
jaotatakse vdrdsetes hulkades mitmesse katseklaasi., Pipetiga
vBetakse veevanni asetatud katseklaasist iga 3 minuti jérel
proovid. Toatemperatuuril seisvast katseklaasist vBetakse
proovid iga 10 minuti jérel. Iga kord v3etakse v&rdne arv
tilku (3-4).

' Tdrklise suhkruks muutumisel on vaheproduktideks mitme-
sugused dekstriinid. S3ltuvalt hiidroliilisi astmest saadakse
joodiga erinevad varvused., Hidroliiiisi algstaadiumid annavad
sinivioletse, violetse ja kirsspunase virvuse, vahepealsed
staadiumid punase, roosa ja kollase vidrvuse ning 1l8puks vér-
vust ei saada, sS. 0. joodi vérvus Jédb samaks, mis tal oli
(helekollane). Péarast seda tehakse mSlemas katseklaasis resktsi-
oon suhkrutele (maltoosile), mis avastatekse Fehlingi reaktii-
videga. 3

Teises katseklaasis, mis on toatemperatuuris, toimub -
térklise hiidroliilis viga aeglaselt, Kui seal ajapuuduse t8ttu
ei saa hiidroliilisi 1¥pule viia, siis protsessi kiiruse v8rdle-
miseks erinevates tempcratuurides vdib v8tta liksk8ik millise
staadiumi, nditeks punase, dekstriinide staadiumi (joodiga
annab punase varvuse), ja vdrrelda aega, mis kulus selle staa-
diumini jdudmiseks temperatuuril 40 “C ja toatemperatuuril.

756 =4
Diastaasi tekkimine térkliserikaste seemnete
idanemisel

Vahendid

Tdanenud herned, Petri tass, kartulitérklis, zelatiin,
I + KI ndrk lahus ja pintsetid.

T66 kaik

2%-line tarklisekliister ja 10%-line Zclatiinilahus va-
latakse kokku, kuumutatakse mdni minut, et térklis muutuks
kliistriks, ja valatakse iihtlase kihina Petri tassi. Selli-
sele Zelatiinikihile laotatakse pooleks 13igatud idanenud her-
ned (18ikepind niisutada veega). 30-40 minuti pérast vBetakse
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pintsetiga ettevaatlikult herned &ra ja kogu plaat valatakse
lile ndrga I + KI lahusega (10 ml vee kohta vBetakse 10 tilka
I + KI alglahust). Valgeks jasvad need kohad, kus o0lid herned.
See nditab tédrklise suhkruks muutumist neis kohtades ferment
diastaasi toimel,

Sama katset v3ib demonstreerida jérgmiselt: samasugusele
zelatiinikihile viiakse pehme harjaga linnaseekstrakti ja
Jjoonistatakse mitmesuguseid figuure. Kuivamise vdltimiseks
kaetekse plaat klaasiga. 1,5 tunni pdrast valatakse plaat iile
ndrga I + KI lahusega. Vdljaspool linnaseekstrakti figuure vér-
vub zelatiinikiht I + KI mdjul siniseks, muu osa jéib virvuse-
tuks. Ssadakse sama tulemus kui hernestega.

To66 5 e
Invertaasi méédramine pédrmiseentes ja selle
md ju sahharoosile

Vahendid

Pérm, 1%-line sahharoosilahus, keeduklaasid, veevann,
termomeeter, piirituslamp, Fehlingi lahused 1 ja II; G%-line
CuSOu-lahus, 10%-1ine NaOH-lahus ja 1%-line HCl-lahus.

T65_kaik

10 g presspdrmile lisatakse klaasipuru Jja mdneminutilise
h8drumise jérel 5 ml vett ning jétkatakse uhmerdamist. See-
jérel lisatakse 20 ml 40°-ni soojendatud vett ja hddrutakse
veel 30 minutit. Filtreeritakse. Esimesed tilgad hidgust filt-
raati valatakse uuesti filtrile.

Saadud filtraat sisaldab invertaasi,. mis lagundab suhk-
ru heksooside seguks jﬁrgﬁise vorrandi jérgi:

Cqoting04q + B0 = Cgl s 0g + CgHeo06e
sahharoos gliikoos fruktoos

Et uurida invertaasi toimet sahharcosile, vBetakse
1%-1ist sahharoosilahust ja valatakse kolme katseklaasi,
igasse 10 ml. Uks proov jdédb kontrolliks, teisele lisatakse
2 ml invertaasiianust, kolmandasse samuti 2 ml invertaasi,
mis on eelnevalt ldbi keedetud. Kdik kolm proovi asetatakse

4 A, Saar, III osa 11



veevannile 40 °C temperatuuri,

20 minuti pérast tehakse k8igi kolme prooviga Fehlingi
vdi Trommeri reaktsioon (vt. t656 16),

Paralleelselt v3ib teha sahharoosi inversiooni sooclhap-
pega. 5 ml sahharoosilahusele lisatakse 5 ml 1%-list HCl ja
kuunutatakse veevannil, Pidrast jahtumist tehakse Trommeri
reaktsioon.

5666
Temperatuuri ja keskkonnareaktsiooni mdju

invertaasi aktiivsusele

Vahendid
Pédrm, 20%-line sahharoosilahus, katseklaasid, veevann,
gaasipdleti, 1,5%-line &&dikhape, 0,1 N KOH, Fehlingi lahu-
sed I ja II.
T65_kaik
Ekstraheeritakse invertaas parmist (vt. t66 5). Jérgne=-
valt valmistatakse kuude katseklaasi jérgmised segud:
Katseklaas nr. 1 ja 2: 5 ml sahharoosilahust, 2 ml vett ja
2 ml invertaasilahust.
Katseklaas nr, 3: Sama, kuid invertaas inaktiveeritakse eel--
nevalt keetmisega. ¢
Katseklaas nr, 4: 5 ml sahharoosilahust, 1,5 ml vett, 0,5 ml
1,5%-1ist dddikahpet, 0,5.ml invertaa-
silahust (ndrk happeline keskkond).
Katseklaas nr. 5: 5 ml sahharoosilahust, 2 ml &ddikhapet,
0,5 ml invertaasilahust (tugev happeli-
ne keskkond).
Katseklaas nr, 6: 5 ml sahharoosi, 2 ml 0,1 N KOH; 0,5 ml
invertaasilahust (aluseline keskkond).
Katseklaas nr. 1 jdetakse toatemperatuuri, kdik teised
asetatakse veevannile 40° C temperatuuri. Tunni aja pérast
vdetakse katseklaasid valja jJa pannakse kiilma vette, et pea-
tada edasist inversiooniprotsessi.
Uuritakse ferment invertaasi ektiivsust erinevates kat-
seklaasides. Selleks valatakse kuude tiihja keeduklaasl iga-
iihte 4 ml Fehlingi lahust (2 ml Fehling I ja 2 ml Fehling II),

Pt



Lisatakse niisama palju vett, kuumutatakse keemiseni ja tilk-
haaval lisatakse sellele uuritavat invertaasilahust. Tilgad
on vaja tédpselt lugeda., Lahuse sinise védrvuse kadumisega
tehakse kindlaks tilkade hulk, mida on vaja Cu(OH)2 tédieli-
kuks taandamiseks Fehlingi lahuses,

Tehakse jédreldused temperatuuri ja keskkonnareaktsiooni
suhtelisest mdjust invertaasi aktiivsusele,

. Tilkade arv, mis kulus Fehlingi lahuse
Kats:];laasi +° pH sinise vdrvuse kadumiseks

5 Katse kordused

1 2 3

1. 201 6,5 15 15 15

2. 40} 6,5 13 12 12

3. 40 | 7,5 valastumist ei olnud

4, 40| 5,0 9 10 9

Se 40 4,5 6 8 5

6. 40 | 7,5 valastumist ei olnud

Katsest selgub, et happelises keskkonnas ferment inver-
taas aktiviseerub, kuid tugev alus pidurdab tema aktiivsust.
Toatemperatuurist k8rgem (40 %¢) temperatuur mdjub fermendi
aktiivsusele soodsalt.

o,
Oksiidaasi m@dramine taimedes

Vahendid

Kartulimugulad, 1°-1ine kvajakvaigu alkohollshus, katse-
klaasid ja filterpaber.

T66 kdik

Kartulimugul purustatekse uhmris, kuhu on lisatud natuke
destilleeritud vett. Saadud segu filtreeritakse. Kahte katse-
klaasi pannakse 4-5 ml filtraati. Uhe katseklaasi sisaldist
keedetakse 1 minuti jooksul, teine jédetakse keetmata. Niiiid
lisatakse kummassegi katseklaasi mdni tilk 1°-1ist kvajekvaigu
alkohollahust ning jélgitakse virvust. Aktiivse oksilidaasi
olemasolu korral muutub lahus siniseks.
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o8 -8
Katalaasi kvalitatiivne mééramine

Vahendid

Elodea canadensisg, 3%-line H,0,, keeduklaas, mikroskoop,
alus- ja katteklaasid.

T66 kéik

Igale alusklaasile pannakse tilk H'ZO2 ja igasse tilka
asetatakse iliks eri vanusega vesikatkuleht. Preparaat kaetakse
" katteklaasiga ja vaadeldakse mikroskoobis.

! Vesinikiilihapend tungib lehe rakkudesse ning lagundatakse
siis katalaasi toimel veeks ja vabaks hapnikuks, Viimane eral-
dub mullikestera raku-vaheruumidesse, Jédlgitakse protsessi
kiirust noortel ja vanadel lehtedel,

Teisele aluskleasile pannakse tilk vesinikiilihapendit,
millesse asetatakse eelnevalt 1 minuti jooksul keedetud le-
hed ja vaadeldakse mikroskoobis.

Hapnikumullikesi ei eraldu, sest ferment inaktiveerus
lehe kuumutamisel. : ;

g 30 R :
Katalaasi aktiivsuse méddramine
(A. N, Bachi ja A. I. Oparini jargi)

Ferment katalggs lagundab vesinikiilihapendi veeks ja

hapnikuks jargmiselt:
katalaas
2H202 —_— 2320 + 02

Vesinikiilihapendi kBrged kontsentratsioonid taimerakku-
des kahjustavad raku ainevahetust.

Katalaasi kvantitatiivne mé@&ramine pdhineb vesinikiili-
hapendi hulga kindlakstegemisel kaaliumpermanganaadiga tiitri-
mise teel. Reaktsioon toimub jirgmiselt:

2KMnO4 + 5H202 + 4H2304 —— ZKHSO4 + ZMnSO4 + 8H20 + 502.

Vesinikiilibapendi hulk, mida ferment lagundab, méd&dratakse
sel teel, et leitakse vahe, mitu ml 0,1 N KMnoq-lahust kulus
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kontroll- ja katselahuse tiitrimiseks,

Vahendid

1%-1ine H20 -lahus, 0,1 N NaOH-lahus, toluool, 0,1 N
KHnO vesilahus, 10%-1ine 32804-1ahus, taimelehed, elektri-
pliit, filterpaber,

T86 kdik

Uuritav materjal (1 g) kaalutakse analiilitilistel kaalu-
del. Peenestatakse tdielikult uhmris, lisades véhesel hulgal
destilleeritud vett. Segu valatakse 1labi lehtri (klaaspulga
abil) 100-ml-sse kolbi. Kolb tdidetakse veega mérgini ja
loksutatakse segu hésti segamini, IL&puks lisatakse 2-3 tilka
toluooli ja jdetakse toatemperatuuril 2 tunniks seisma,

* Seejdrel filtreeritakse segu lébi kuiva filtri v8i tsent-
rifuugitakse. Saadud filtraadist médrataksegi katalaas,.

Vdetakse neli proovi, igaiihes 20 ml filtraati: kaks
katse- Jja kaks kontrollproovi. Viimaseid keedetakse 5 minu-
tit elektripliidil, et fermente inaktiveerida. :

Igale katse-~ ja kontrollproovile lisatakse 20 ml destil=-
leeritud vett ja 3 ml 1%-list H202 ning jédetakse 30 minutiks
toatemperatuuril seisma., Pdrast seismist lisatakse igale proo-
vile 5 ml 10%-1list 32304 vesilahust fermendi tegevuse katkes-
tamiseks. Ulejdénud vesinikiilihepend tiitritakse 0,1 N
KMnO, -lahusega. Katalaaei sktilvsuse iile otsustatakse vesinik-
iilihapendi hulga jérgi, mida ferment 30 minuti jooksul ei
13hustanud. Kui vesinikiilihapendit jéi kudedesse vdhe, siis
oli ferment viga aktiivne. Vesinikiilihapendi hulk médratakse
tiitrimisel kaaliumpermanganaadiga.

Katalaasi aktiivsust m#dratakse jérgmiselt:

Ak (a - bz & 1,2

kus a - 0,1 N KMnO,~lahuse hulk ml-s, mis kulus kontroll-
lahuse tiitrimisel;

b - 0,1 N EMnO, ~lahuse hulk ml-s, mis kulus katselshuse .
tiitrimisel (1 ml 0,1 N KMnO,~lahust on ekvivalentne 1,7 mg

02

n - uuritava materjali kaal g-des.
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Arvutamise néide.

Materjali kaal on 2,1675 g. Kontroll-lahuse tiitrimiseks
kulus 12,51 ml KMnO, -lahust, katsele - 9,86 ml. Tiitrimiseks
vBetud filtraat oli 20 ml Jja sellele vastavalt materjali

EEEe 228 < 05 s

Saadud arvud asetame valemisse:

Ak = (12151 = 9'86) . 1:7 = 10’4.
0,4335

2-6.06 10

Katalaasi aktiivsuse méddramine taimses
’ materjalis

Vahendid :

Kartulimugulad, taimelehd jne., uhmer, pestud liiv, -
kriidipulber, 5%-line H202, S-ml-line pipett, 25-ml-line
m33tesilinder, katalaasi aktiivsuse mid&dramise aparaat (joon. 1),
stopper. :

T66 kaik

Uhmris purustatakse liivaga 1 g taimset materjali, mil-
lele lisatakse natuke kriiti aluselise reaktsiooni saamiseks
(pH 7,7 on antud fermendile optimaalne).

Purustamise ajal lisada vdikeste kogustena vett, iild-
mahuga 20 ml. Saadud segu viia harulise klaasi iihte torru
(joon., 1). Teise poole torru viia 5 ml 3%-list H202. Aparaat
iihendatakse kummist voolikuga (mitte lasta vedelikel segunedsa).

Seejdrel avada kraan ja lehtri asendi muutmisega seada
vee nivoo biliretis nullile, Sulgeda kraan ja kiirelt harulise
klaasi (joon. 1) asendi muutmisega segada vedelikud m3lemas
torus, Seejdrel kogu aja sparaati loksutades mérkida vee ni-
voo languse jdrgi biiretis 3 minuti jooksul eraldunud hapniku-
hulk milliliitrites.

Veehulga arvestamisel lehtris ja biliretis peab vesi olema
iihel tasemel,

16



Joon. 1.
Katalaasi maidramise seade.

260 19
Peroksilidaasi aktiivsuse médramine

. Peroksiidaas on taimedes laialt levinud. Ta etendab téht-
sat osa hapendusprotsessides. Peroksiidaas hapendab paljusid
fencole ja m¥ningaid aromaatseid amiine, Nende iihendite hapen-
damine peroksiidaasi osavdtul toimub vesinikiilihapendi abil.
Peroksiidaas moodustab vesinikiilihapendiga kompleksse iihendi,
mille tulemusel aktiveeritakse ililihapend ja see toimib kui
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vesiniku aktseptor (vastuvttja). Hapendumine toimub Jjérgmi-
selt:

/CH\ //CH N
M R
+ +
HC COH 272 HC  C=0 e
i o

Peroksiidaas nagu poliifencoloksiidaasgki vdib kataliilisida hinga-
miskromogeenide hapendumist hingamispigmentideks.
Laboratoorses praktikass on laialt levinud peroksiidaasi
aktiivsuse mé&ramine, mis pS8hineb plirogallooli hapendumisel
vesinikiilihdpendi manulusel kuni purpurgalliini tekkimiseni.
Pupurgalliin sadestub vees lahustumatu pruuni sademena.

Vahendid

1%-line vesinikiilihapendilshus, 2,5%~line piirogallooli-
lahus, 5%-line HESO ~lahus, 0,1 N KMnO,-lahus, 0,1 N nastrium-
oksalaadilahus, kontsentreeritud H.?SO,'_ (tihedus 1,84), eeter,
lehtrid, m8dtekolvid (200 ml), tsentrifuug,

T56 kiik

Kaalutakse 2-4 g taimset materjali, mis peenestatakse
rauavaba liiva v8i klaasipuruga. Peenestamisel lisatakse aeg-
ajalt destilleeritud vett. Kogu mass valatakse 1l#bi lehtri
200-ml-sse m83tekolbi Ja tédidetakse veega kuni mérgini, loksu-
tatakse hédsti ldbi ja jdetakse 2 tunniks seisma., Seejérel segu
filtreeritakse. Filtraadis miédrataksegi percksiidaasi aktiiv-
sus. (Fermendi aktiivsust saab mddrata kohe ka pudrutaolisest
massist. ) \

Peroksiidaasi aktiivsuse md@dramisel tuleb silmas pidada -
lahuste lisamise kindlat jdrjekorda, sellist, nagu jérgnevalt
ndidatud, ]

V3etakse kaks 100-ml-st Erlenmeyeri kolbi, millesse va-
latakse 5 ml 2,5%-list pilirogalloolilahust, 2 ml 1%~list ve-
sinikiilihapendit ja 18 ml vett. Seejédrel lisatakse kumbagi
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kolbi pipetiga 25 ml filtraati. Kolmandasse, kontrollkolbi
valatakse 25 ml filtraati ja soojendatskse 10 minutit pliidil
(kolb iihendsda tagasivoolujahutiga). Pérast jahtumist lisa-
takse kontrollkolbi samad lahused mis katsekolbidessegi. Kol-
vid suletakse korgiga ja Jédetakse 20 tunniks termostaati
: 25 Oc-sse. Vérreldavate tulemuste saamiseks pannskse katsekol-
vid je kontrollkolb tidpselt samadesse tingimustesse. Selsmi-
sc ajal sadestub katselahusest palju tugevam pruun sade-kui
kontroll-lahusest, Katselahusel on seetdttu palju intensiiv-
sem vérvus kul kontroll-lahusel.

Pédrast 20-tunnilist scojendamist lisatakse fermendi te-
gevuse katkestamiseks 1 ml 5%-list H2804-1ahuat. Kolvid jahu-
' tatakse enne filtreerimist, kuna purpurgalliini sade on hdsti
Jahustuv, Kolbidest kantekse sade tsentrifuugi klaasidesse ja
tesentrifuugitakse. Sadet pestakse kiilma destilleeritud veega
korauvalt (3-4 korda) ja iga kord tsentrifuugitakse. Purpur-
galliini sade kantakse iile klaasfiltrile nr. 1 v80i 2 ja sadet
post@o kiiima destilleeritud veega.

Pestud sade lahustatakse 5-10 ml-s kontsentreeritud véi-
velhappes (kolorimetreerimisel aga eetris). Védvelhapet on
soovitav eelnevalt soojendada 50-60 °C temperatuurini.

S8ade lahustub paremini, kui seda filtril klaaspulgaga
segada. Filtrit loputatakse 3 korda (2-3 ml) kontsentreeritud
stoa—ga ja 18puks veega., Vee hulk ei tohl iiletada 1/3-1/2
happe mahust, vastasel juhul sadestub purpurgalliin uuesti.
Kuli sade langes vilja, siis valatakse kolbi uuesti kontsent-
reeritud H,80,, kuni sade lahustub. Saadud lahusele (see vBid
fermendi kSrge aktiivsuse korral olla pruunikaspunane) vala-
takse kindel hulk (n#iteks 5 ml) 0,1 N KH.an-lahust ja tiitri-
takse nastriuvmoksslasdilshusega. Enne tiitrimise ldpetamist
labust socojendatakse.

Lahuseid (katselahus purpurpunane, kontroll-lehus pruu-
z;im) v3ib tiitrida ka otseselt 0,1 N Kﬂnou-lahusega. Kllnoq_-
ga tiitrimisel muutub purpurpunsne lahus algul tumepruuniks,
giis kollaseks ja 1l8puks heleroheliseks. Kolbi soojendatakse
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tiitrimise l3petamisel, et reaktsioon kulgeks l18puni kiiresti.

Tiitrimine l8petatakse, kui ks tilk KMn0, vérvidb lahuse
roosaks ja see virvus piisib 0,5 minutit,

Peroksiidsasi sktiivsust véljendatakse 0,1 N HMn0, ~lahuse
milliliitrite bulga jérgli ning arvutatakse 1 g kuivaine kohta.
: Arvutuse nédide.

Oletame, et katselahuse tiitrimiseks kulus 41,7 ml
0,1 N KMnO,-lahust (vGetakse kahe katse keskmine), aga kont-
rolliks 0,9 ml, Analiilisiks vBeti 25 ml filtraati. Uuritava
materjali kaal oli 4,00 g. Seega uuriti katses ja kontrollis

20 2. 056
200
Peroksiidaasi aktiivsus arvutatakse jérgmiselt

33,7 = 0.2) - g1,6.
0,5

Purpurgalliini v8ib méérata ka kolorimetreerimisel. Sel juhul
lahustatakse pestud sade kindlas hulgas eetris (nditeks 25 ml).
Paralleelselt valmistataekse purpurgalliini puhtast preparas-
dist standardlehus (5 mg purpurgalliini 50 ml eetris). Stan-
dardlahuste lahjendustest valmistatakse kolorimetreerimisel
vastav graafik, mille jérgi saab uuritavates lahustes kind-
laks teha peroksiidaasi aktiivsust.

Td6 12
Peroksiidaasi mdéramine kartulimugulates

Vahendid

Kartulimugulad, skalpell, riiv, marli, lehter, kolb, kat-
seklaasid, pipetid, 1%-line hiidrokinoonilahus ja 3%-line 3202.

T66 kaik

Riivida m8ni kartulimugul ja saadud massist pigistada
14bi marli mahl vélja., Votta kolm katseklaasi ja valada neis-
se ;)iirgmised lahused kindlas jérjekorras:

1) 5 ml 1%-list hildrokinoonilahust, 1 ml 3%-list H,0,
ja 1 ml kartulimahla,

2) 5 ml 1%-list hiidrokinoonilahust, 1 ml 3%-list H,0,,

3) 5 ml 1%-list hiidrokinoonilahust, 1 ml kartulimahla.
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Katseklaase Jédlgides ndeme, et esimeses hakkavad eral-
duma gaasimullikesed. Toimub hiidrokinooni hapendumine perdksii-
daasi mdjul.

Peroksiidsas on redoksferment, Ta _aktiveerib 3202 hapnik-
ku, mis vftab substraadili vesiniku &dra. Seega substraat ha-
pendub. Peroksiidass v8ib hapendada poliifenocoli kinooniks.

X:f’ . Katsetingimused Tulemused Mérkused
Kartulimahl 3202 Hiidrokinoon
e & < + +
24 + +
3. + +
o8 -3

Poliifenooloksiidaasi aktiivsuse midramine

Poliifencoloksiidzasi mééramine pShineb tema omadusel as-
korbiinhapet hapendada. :

Poliifenccloksiidaasi aktiivsust wiiratakse esimese 2 mi-
nuti jooksul.

Vehendid

100 mg askorbiinhapet lahustatakse 100 ml vees., 0,02 M
piirokatehhiinilahus (2,2 g 1 1 vees), 10%-line fosforhappe-
lahus (mete- v8i orto-), 0,01 N I-lahus, 1%-line téarklisela-
hus, md&tekolvid (100 ml), uhmer, filterpaber, keeduklassid.

T66 kdik

Analiiiitilistel kaaludel ksalutakse 1 g ta:l.naet materjali,
mis hoolikalt peenestatakse uhmris 5 ml destilleeritud vees.
Purustatud mass pannakse liébi lehtri 100-ml-sse md&tekolbi.
Uhmrit loputatakse mitmel korral veega ja kSik see lisgtakse
kolbi. Kolb t#idetakse veega médrgini. Hoolikalt loksutatakse
ja jdetakse toatemperatuuril 3-4 tunniks seisma. Pédrast seis-
mist segu filtreeri®uakse ja filtraadist middrataekse poliife-
nooloksiidaas. '

Kahte kolbi v8i keeduklaasi md8detakse kumbagi 1 ml f£ilt-
raati, millele lisatakse 3 ml vett, 2 ml askorbiinhapet ja
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1 ml 0,02 ¥ piirokatehhiinilahust. Kahte kontrollkolbi lisa-
takse kumbagi 1 ml eelnevalt 5 minutit keedetud filtraati ja
kBikl teisi lahuseid samas jérjekorras kui katsete korral, Li-
satud lahuste temperatuur peab olema 18-20 °C Kolbe loksuta-
takse @ihtlaselt 2 minutit. Seejédrel lisatakse 1 ml 10%-list
fosforhappelahust ja tiitritakse joodiga térklise manulusel,
FPermendi aktiivsus viéiljendudb 0,01 N joodilahuse milliliitrite
‘arvus 1 ml filtraadi kohta, mille poliifencoloksiidaasi aktiiv-
sust uuriti.

To66 4

Dehiidrogenaasi aktiivsuse mé&ramine

Dehiidrogenaaside méddramiseks kasutatakse Thunbergi katsu-
tit (vt. joon. 2), milles on vBimalik sdilitada vaakuumi mit-
me tunni jooksul,

T86 printsiip pShineb
sellel, et ferment dehiidro~
genaas taandab metiiléensi-
nise haprnikuta keskkonnas
leukoiihendiks. Et parkained
inektiveerivad dehiidrogenaa-
se, tuleb seemnete dehiidroge-
naaside miframisel neilt kes-
tad eemaldads,

Vahendid

Metiileensinine 1:10000
v8i 1:20000 (lashus sdilita-
takse pimedas), 0,87%-line

@ —_—

sz’oq-lahus, Thunbergi kat-
sut, uhmer, termostaat, vaa-
pore Joon. 2. Thunbergi katsut.,

T66 kiik

Kaalutakse 5 g taimset
materjali, mis purustatakse uhmris liivaga. Purustamise ajal
lisatekse vihe (5 ml) 0,87%-list K2HP04-1ahust. Purustatud
mass pannakse 50-100-ml-sse m38tekolbi, mis taidetakse
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K2HPO4—lahusega kriipsuni. Segu loksutatakse hédsti segemini
Ja Jjéetakse 30 minutiks toatemperatuuril seisma. Pudrutaolist
massi segatakse mitmel korral ja seejérel tsentrifuugitakse
v3i filtreeritakse,

Thunbergi katsuti alumisse ossa valatakse 3 ml fermentl
" sisaldavat filtrasti, lilemisse ossa 1 ml metiileensinist., Kat-
sut suletakse korgiga ja éravoolutoru iihendatakse T4 StSenko
loputusnduga ning elavhSbemanomeetriga.

- Ohk pumbatakse Thunbergi katsutist vdlja, kuni r3hk lan-
geb 10-12 mm elavhdbedasambale, Kui vedelik vahutab, siis
eemaldatakse 3hk seglasemalt, Beejédrel pddratakse kraani 90°,
aparaat eraldatakse vaskuumpumbast ja asetatakse termostaati
37 °C temperatuuri. Aparaadi sisaldis loksutatakse histi sega-
mini ja mérgitakse metiileensinise valastumiseks kuluv aeg mi-
nutites. See aeg néitab dehlidrogenaasi aktiivsust.

Mé#rata dehiidrogenaaside aktiivsus taime eri organitel
Ja kirjutada vihikusse kokkuvGte tehtud t66st.

28015
Dehiidrogenaasi mdéramine

Vahendid

Metiileensinine (50 mg/l), Elodea leht, presspérm, 0,5%-
line sahharoosilahus, kestadeta herned, lehter, filterpaber,
katseklaasid, 3%-line 11202, mikroskoobid, Fehlingi lahused
I ja I, 2%ne o -naftoolalkohollahus, O,87%-line K, HPO,,
termoregulaatoriga veevann,

Redoksfermentide hulka kuuluvad mitmesugused fermendid,
millest téhtsamad on dehlidrogenasasid. Dehiidrogenaasid akti-
veerivad substraadi vesiniku. Hapnikupuudusel v6ib vesinik
iihineds ka teiste akhseptoritega. Seetdttu saab neid fermente
avastada metiileensinisega., Dehiidrogenaasi olemasolu korral
iihineb aktiveeritud u* metiileensinisega, muutes selle varvu-
setuks leukoiihendiks,

T68 kdik

1. Katseobjektiks vdib olla vesikatku leht, mille rakku-
del on k3rge taanduspotentsiaal.
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Rohkete lehtedega vesikatku oksake asetatakse pooleks
tunniks metiileensinise lahusesse (50 mg/l). Pdrast seda pes~
takse vesikatku oks vérvilahusest, temalt vSetakse mitmesugu-—
8e vanusega lehti, asetatakse alusklaasile veetilka, kaetakse
katteklaasiga ning vaadeldakse nBrga suurendusega. Ndeme, et
noored lehed ei vdrvu, vanad vdrvuvad hédsti, vahepealsetel
lehtedel vdrvuvad tipud. Lehe alus, tema noorem osa, jd&éb ka
neil varvusetuks.

2. Dehiidrogenaasiderikkad on pérmseened. Katseklaasi
valatakse 5 ml 0,5%-1list sahharoosilahust, millele on lisatud
1 ml metiileensinise virvilahust. Sellesse lahusesse asetatak-
se péarmitiikike, Katseklaas suletakse korgiga. Pédrmis olevad
fermendid taandavad metiileensinise ja lahus muutub umbes tun-
ni aja pédrast vdrvusetuks. Ohu kdes muutub lahus uuesti sini-
seks. :

3. Pdrmi v8ib asendada kestast vabastatud hernestega,
mis on eelnevalt vidrvitud metiileensinisega. (Kestades olevad
parkained pidurdavad fermentide tegevust.) Kui tédita katse=
klaas siniseks vérvitud hernestega ja sulgeda korgiga, s£iis
muutuvad herned mdne tunni pérast vdrvusetuks. Ohuga kokku
puutes aga muutuvad nad uuesti siniseks, ;

4, Taimekudede dehiidrogenaaside aktiivsus on mddratav
ka kvantitatiivselt. Selleks purustatakse 1-2 g taimset ma-~
terjali ja lisatakse 5 ml 0,87%-list KZHP04-1ahust. Katse-
klaas paigutatakse termoregulaatoriga veevanni 37 °C’tempera-
tuuri. 15 minuti pérast lisatakse katseklaasi 1-1,5 ml metii-
leensinise lahust (1:20 000) ja segatakse, Hapniku juurdepéi-
su takistamiseks valatakse vedeliku pinnale vaseliindli. Aeg,
mis kulub vedeliku vérvuse kadumiseks, néitab dehiidrogenaasi-
de aktiivsust,

T 6:6 16
Monosahhariidide, disahhariidide, poliisahhariidide la-
huste saamine ja nende omaduste uurimine

Vahendid
Porgand, kartulimugul, linnased, katseklaasid, kolvid,
filterpaber, I + KI (1 g I + 2 g KI + 300 ml destilleeritud
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vett), Fehlingi lahused I ja II, 10%-line NaOH-lahus, 6%~
line CuSO4-1ahu5, kontsentreeritud sto4 ja kontsentreeritud
HC1,

166 liiik
1. Glikkoosilahuse saamiseks riivitakse porgand, vdetakse

5 g riivitud wmassi ja asetatakse kolbi, lisatakse 20 ml vett,
kuumutatekse ja filtreeritakse, Ssadud filtraadiga tehakse
Trommeri Jax Wolisehi reaktsioon,

Trommeri reaktsioon.

5 ml filtreadile lisatakse 1 ml 10%-list NaOH- ja 1 ml’
6%~1ist CuSO4-lahuat. Tekkinud Cu(OH)2 algul lahustub ja la-
hus vdrvub siniseks. CuS0, lisatakse seni, kuni tekib véhe
lahustumata Cu(OH)z. Seejédrel kuumutatakse lahust keemiseni.

Suhkur, vdttes Cu(pH)z—lt dra hapniku, hapendub gliikoon-
happeks, vaskoksiid taandub alahapendiks, mis sadestub. See .
nditab gliikoosi ja teiste redutseerunud iihendite olemasolu
lehuses.

CusS0, + 2NaOH = Na,SO, + Cu(OH)2

'0631206 * ZCu(OH)2 = CHeoﬁ-(CHOH)4-COOH + 320 + 3920
. v

Molischi . resktsioon:

0,5 ml uuritavale lahusele lisatakse 1 tilk 10%-st
& -naftoolalkohollshust ja siis 1 ml kontsentreeritud H,S0,
(védvelhapet tuleb valada ettevaatlikult, et lahused ei segu-
neks), Lahuste piirile ilmub punakasvioletne kiht. Loksutami-
sel viarvub kogu lahus punakasvioletseks,

2. Sahharoosilahust saadakse subkrupeedist. 10 g riivi-
tud peedile lisatakse 30 ml vett ja segatakse. 20 minuti pé-
rast segu filtreeritekse ja filtraadist vBetakse kaks 10-ml-st.
proovi, Uhe prooviga tehakse otsekohe Fehlingi reaktsioon,
teisele proovile lisatakse 2-3 tilka kontsentreeritud sto4
ja keedetakse 20 minuti jooksul veevennil (disahhariid lagu-
neb monosahhariidiks). Seejidrel neutraliseeritakse lahus soo~
daga ja tehakse Fehlingi reaktsioon.

Feobhlangi reaktsioon tehakse jargmi-
selt, Katseklaasi vdetakse 5 ml Fehlingi reaktiivi (2,5 ml
Fehliing I ja 2,5 ml Fehling II), lisatekse 2 ml uuritavat
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lahust ja keedetakse, Taandavate suhkrute manulusel langeb
védlja punane sade (Cuao). Sademe hulka vBrreldakse esimeses
Ja teises proovis,
Fehlingi I reaktiivi koostis: 1 liitris destilleeritud
vees lahustatud
80 g CuSO4 . 5320.
Fehlingi II reaktiivi koostis: 1 liitris destilleeritud
vees lahustatud
400 g KNac4H406 . 4320 ja 300 g NaOH,
Lahuste segus tekkiv cu(OH)z, reageerides Seignette'i
soolaga, annab selle vaskalkoholaadi:

—COONa

CHOH' COONa 0— :
—Coog * 2H0

CHOH-COoK *+ Cu(OH), =
Seignette'i sool

/\
n:—c:-o-u:

Seignette'i soola vaskalkoholaat

3. Maltoosi saadakse linnastest, 20 g linnastele lisatak-
se 50 ml 30°-ni soojendatud vett, segatakse hoolikalt ja 20
minuti pérast filtreeritakse. Filtresadist vBetakse proov Jja
tehakse Fehlingi reaktsioon., Maltoosil on vaba poolatsetaali
riihm Jja ta v8ib seepédrast taandada Fehlingi lashust.

4, Térklise saamiseks vBetakse 1-2 puhastatud kartulimugu-
lat ja riivitakse. Ssadud massile lisatakse vett, kurnatakse
1dbi marli klaasi Ja lastakse seista. EKul kogu térklis on p3hja
langenud, valatakse vesi pealt édra. Seda korratakse seni, ku-
ni p8hja jddb puhas tédrklis. Sec kulvatatakse aeglaselt ja
tehakse jédrgmised proovid: a) 50 ml-le keemiseni kuumutatud
veele lisatakse 1 g tédrklist, mis on eelnevalt segatud 10 ml
veega, liigutatakse klaaspulgaga ja kuumutatakse. Lshus muutub
kliistriks. b) Kiilmale tédrklisekliistrile lisatakse I + KI
lahust. Kliister muutub siniseks. Kuumutamisel sinine vérvus
kaob, jahtumisel ilmub aga uuesti. c¢) Térklise keetmisel kont-
sentreeritud HCl-s toimub tema hiidroliilitiline lagunemine, kus-
Juures 13pp-produktiks on gliikocs. Viimast v8ib kontrollida
Trommeri v3i Fehlingi reaktsiooniga. /
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05 9
Varuva nende omaduste uurimine

Valgud jaotatakse lihtvalkudeks (proteiinid) ja liit-
valkudeks (proteiidid). Varuvalgud on kBik lihtvalgud, mis
koosnevad ainult aminohapete jédkidest. Varuvalgud jaotatak-
se nelja rihma:

1. Albumiinid - lahustuvad ainult vees.

2., Globuliinid - lahustuvad neutraalsoolade ndrkades

lahustes.

3. Prolamiinid - lahustuvad 70%°-ses alkoholis.

4, Gluteliinid - lahustuvad ndrkades leelistes.

Albumiine on taimedes viga viéhe. Peamisteks varuvalku-
deks taimedes on globuliinid, mida esineb eriti palju liblik-
dieliste taimede seemnetes.

Vahendid

Nisujahu, 70°-ne alkohol, 0,2%-line NaOH ja kontsent-
reeritud HIOB.

766 kidik

25 g nisujehu segatakse 12 ml veega. Saadud taignat pes-
takse seni, kuni vesi el muutu enam higuseks ega anna joodi-
reaktsiooni. See nditab, et tiérklis on eemaldunud, Jérele
Jjésb pihkaine, mis sisaldadb kshesuguseid valke: gliadiini
(prolamiinide grupist) ja gluteliini,

Pihkaine jaotatakse kahte ossa. Uks osa lahustatakse
70°-ses alkoholis, teine osa 0,2%-lises NaOH-s.

M3lemate proovidega tehakse valkudele kvalitatiivsed
reaktsioonid. .

Biureedireaktsioon, VWetakse 2-3 ml
uuritava valgu lahust, millele lisatakse 1 ml 20%-list NaOH
ja tilkhaaval 1%-list vaskvitriolilahust. Tekkiv Cu(OH), sa-
de lahustub valgu manulusel ja vdrvib lahuse violetseks. Sel-
le reaktsivoni annavad iihendid, mis sisaldavad ~Co-NH, gzuppi,
seege kBik valgud.

Ksantoproteiinireaktsioon. Val-
gulahusele lisatakse kontsentreeritud HNOB, valk kalgestub.
Sade ja labus varvuvad kollaseks (kuumutamisel muutuvad hele-
damaks). Kui pdrast jahtumist lisada ammonisagi vesilahust,
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muutub kollane vérvus oranfiks, See reaktsioon nditab valgu-
molekulis feniiiilaniini, tiirosiini vBi triiptofaani olemasolu.

il e

Taandavate subkrute kvantitatiivne miééramine

(Bertrand'i jérgi)

Antud t66 pShimdte seisneb selles, et taandatud suhkrute
manulusel tekib vask(II)oksiidi (CuO) keetmisel vask(I)oksii-
ai (Cuao) sade, mille hulk vastab uuritavale suhkruhulgale
lahi:l.ses.

Vaskoksildi sade pestakse ja lahustatakse raudsulfaadi-
lahuses. Seejuures taandub kolmevalentne raud kahevalentseks
seks,

Taandatud raua kogus leitakse tiitrimisel Klnou-lahusasa.
KHnO4 tiiter omakorda leitakse oblikhappega v8i ammooniumoksa-
laadiga tiitrimisel, :

Ammooniumoksalaadi molekulkaal on 142,1 ja see vastab ka-
hele raua ja jédrelikult kahele vase molekulile, Valemist

poo a2 2 0,8951 :
- ]
35
kus T on vase hulk milligrammjdes, mis vastab 1 ml xun04-

le (8. 0. 3,63 mg Cu),

0,8951 - koefitsient, mis saadakse §2:§2°12’
4 ?

63,6 on vase aatomkaal :

ja iihele amooniumoksalaadi molekulile, mille molekul-
kaal on 142,1, vastab kake vase molekuli.

35 - kaaliumpermanganaadi tiiter.

Kaaliumpermanganaadi tiitri médramine

V8etakse 0,25 g ammooniumoksalaati vdikesel uuriklaasil,
asetatakse kaalutis koos klaasiga portselankaussi, lisatakse
. sinna veel 50 ml vett ja 1 ml kontsentreeritud stou. Segu
soojendatakse veevannil 60-80 °C-ni ja tiitritakse permanga-
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nasdigea kuni mittekaduva roosa viérvuseni, (Selleks kulub .
35ml 0,1 N Kln04.)

Vahendid ‘

Taimne materjal (taimelehed, suhkrupeet), KMnO, tiitri-
mislahus (5 g KMnO, lshustada 1 1 vees), raudsulfaat, Feh-
-lingi lahused I ja II (vt. t66 16), 100~-200-ml-sed koonilised
kolvid, klaasfiltrid, Bunseni kolb, Komovski pump, elektri-
pliit, liivakell, pipetid.,

(Raudsulfaadilahuse valmistamine: 50 g raudsulfaati la--
hustatakse 1 1 destilleeritud vees, kuhu lisatakse eelnevalt
200 g védvelhapet erikaaluga 1,84. Seega on lahuse iildmsht
1 liiter).

Médramine.

100-150-m1l-gse koonilisse kolbi viiakse pipetiga 20 ml
uuritavet neutraalset subkrulshust, mis sisaldab 50-80 mg
subkrut, Kui ndutav suhkrukogus esineb vdiksemas hulgas lahu-
ses, sils vletakse suhkiulahust vdhem ja lahjendatakse veegae
20 ml-ni, Suhkrulshusele lisatakee 40 ml vérskelt valmistatud
Fehlingi lshust (enne lisada suhkrulahusele md8tesilindriga
20 ll_CuSO4-1ahuat Ja selle jédrel 20 ml aluselise Seignette'i
soola lahuetx Lahused segatakse ja socojendatakse kiiresti
kuni keemiseni, Esimeste mullide tekkimisest alates keedetak-
se lahust kolvis tdpselt 3 minutit, kusjuures hoiduda liiga
tormilisest keetmisest. (Aega loetakse 3 minutit liivakella
Jirgi.)

Pédrast keemist peab Jlahus olema sinine, mi8 nditab, et
CuSO4 on liias. Sinise virvuse puudumine t&hendab, et oli
voetud 100 mg-st rohkem suhkrut ja midrata tuleb sel juhul
véiksema subkrulahuse hulgaga. Lahust lahjendatakse veel.

Pérast keemise l¥ppemist eemaldatakse kolb tulelt ja
lastakse tekkinud Cuzo sademel pdhja vajuda, Seejdrel vala-
takse vedelik pttevaatlikult klaaspulga abil Bunseni kolvile
asetatud filtrile. Valada lahust alati iihest kolviservast.
V8imaluse korral piilitakse Cu20 sadet mitte filtrile valada,
sest Cu20 moodustab filtril tiheda kihi, mis lahustub halvas-
ti. Pédrast seda, kui sinine vedelik on <filtreeritud, pes-
takse kolbi jéddnud sade sooja destilleeritua veega, mis samuti
valatakse filtrile. Vett mitte 'kdike kolvist &ra valada, sest
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Bhuga kokku puutudes Cu,0 sade hapendub. Ka filtrile sattunud
Cu20 sadet mitte kuivaks jatta!

Veega pesemist korratakse, kuni pesuvesi ei anna lakmu-
sega aluselist reaktsiooni, kusjuures hoolikalt peatakse filt-
ri ja kolvi seinu., Pérast seda eemaldatakse imikolvilt filter
Jja viiakse teisele puhtale imikolvile. Kolvis olevale Cu20
sademele lisatakse selle lahustamiseks 5-10 ml raudsulfaadi
F62(304)3 lahust, kusjuures loputatakse hoolikalt kolvi sei-
nad ja 13puks valatakse roheline lahus filtrile. Kolbi lopu-
tatakse veel 5-10 ml raudsulfaadilahusega ja valatakse see
jélle filtrile, Filtril olev vedelik imetakse imikolbi. Tuleb
jélgida, et Cu20 sade tdielikult lahustuks,

Kui kolb ja filtri seinad on loputatud lahusega, pestak-
se kolbi ja filtrit hoolikalt keedetud kiilma veega (loputada
enne kolbi ja seejérel filtrit), kuni pesuvesi ei anna lakmu-
sega happelist reaktsiooni. Kui kogu lahustunud Cu20 on kogu-
tud imikolbi, tiitritakse tekkinud raudoksiid permanganaa-
diga, kuni vedeliku roheline vdrvus ldheb iile piisivaks roosaks
varvuseks. Kogu méddramine vdib kesta 15-20 minutit.

Tiitrimiseks kulunud permanganaadi milliliitrite thJal
arvutatakse vdlja talle vastav Cu hulk milligrammides ja ta-
beli jérgi otsitakse v8etud proovis leiduva auhkru hulk mil-
ligrammides (tabel on t66 13pus).

Néide. Tiitrimiseks kulus 7,35 ml Kllno4 lshust, Sellele
lahuse hulgale vastab 7,35 * 3,63%5 26,6 mg Cu.

Tabelist leiame, et

26,3 mg Cu-le vastab 13 mg gliikoosi
28,3 mg Cu-le vastab 14 mg gliikoosi

2,0 mg Cu~le vastab 1 mg gliikoosi
0,3 mg Cu-le vastab x mg gliikoosi

X = 3_;5£h2 = 0,15 mg gliikoosi

13 + 0,15 = 13,15 mg gliikoosi

Arvestuses saadud Cu milligrammide arv erineb tabelis
esinevast ldhemast véiksemast arvust 26,6 - 26,3 = 0,3 vdrra.
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Mono- ja disahhariidide mééramine taimelehtedes

Analiiitilistel kaaludel kaalutakse kaalukausis 3-5 g
8hukuiva (1ébi O,5-mm-ste avadega sdela lastud) taimset ma-
terjali.

Samal ajal kaslutakse materjalis esineva niiskuse mééra-
miseks teine 2-3-grammine proov ja asetatakse lahtise kaalu-
kausiga 100-105 °C temperatuuriga termostaati (vt. niiskuse
méédramine, t66 24).

Suhkrute médramiseks kaalutud kogus viiakse ettevaatli-
kult lehtri abil 100-ml-sse m88tekolbi. Lisatakse kuni mérgi-
ni 40-kraadist destilleeritud vett. Suhkrute védljutamiseks
asetatakse md38tekolb 50-60 minutiks 40-45 o3 veevannile (v3i
termostaati).

Seejérel filtreeritakse vedelik 1dbi kurdfiltri puhtas-
se keeduklaasi. Vdetakse 70 ml filtraati ja viiakse uude
100 m1 m33tekolbi, Lisatakse soojale filtraadile tilkhaaval
Juurde 10%-1list neutraalset v3i aluselist pliiatsetaadila-.
hust, kuni ei teki sadet (pliiatsetaati ei kulu tavaliselt
ile 3-5 ml).

Vedelikku lastakse veidi aega seista ja vBetakse valku-
de jt. mddramist segavate ainete téieliku eraldumise kontrol-
limiseks proov uuriklaasile (2-3 tilke vedelikku). Proovile
lisatakse juurde 1 tilk pliiatsetaati ja jédlgitakse selle
héguseks muutumist.

Sadestumise téielikkust v8ib ka kontrollida, kui lastak-
se ettevaatlikult modda kolvi seina alla voolata 1 tilk plii-
atsetaadilahust. Kul sademe peal asuv vedelikukiht ei muutu
héguseks, siis v8ib lugeda sadestumine ldppenuks, Vastasel
Juhul tuleb veel lisada plilatsetaati.

Seejédrel tdidetakse md8tekolb destilleeritud veega kriip-
suni ja filtreeritakse labi kuiva filtri. VSetakse 70 ml filt-
raati teise 100-ml-sse md3&tekolbi ja eemaldatakse Pb liig
10%~1ise Na2804 abil (lisada tilkhaaval),

(CHBCOO)ZPb + Na2804 = PbSO, + ZCHBCOONa

sade
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T66 Jjuures markida liles kulutatud pliiatsetaat ja Na2804
milliliitrite arv.

Pérast seda lisada vett kriipsuni ja filtreerida 1&abi
kuiva filtri.

Filtreadist médratakse monosahhariidid (gliikoos, fruk-
~toos) ja disahhariididest sahharoos.

Sahharoos hiidroliilisub happes ja tekib invertsuhkur,
s. 0. monosahhariidide segu. :

A, Glikoosi méddramine

20 ml filtraati pannskse 150 ml Erlenmeyerl kolbi. Sin-
na lisatakse 20 ml CuSQ,-lahust (Fehlingi labus I) ja 20 ml
Seignette'i soola lahust (Fehlingi lahus II) ja mé#édratakse
taandavad suhkrud Bertrand'i jérgi.

Sellisel méédramisel leitakse vahenditult taendavate
suhkrute hulk (a).

B. Sahharoosi mééramine

Disahhariidid k3igepealt Hiidroliiiisitakse.

20 ml filtraati asetatakse 50-ml-sse md8tekolbi, lisa-
takse 2,2 ml 20%-list HC1l ja kuumutatakse veevannil 70 5
temperatuuril 5 minutit (aega hakatakse lugema sellest momen-
dist, kui kolvis oleva lahuse temperatuur on tSusnud 70°-ni).

Pérast hiidroliilisi neutraliseeritakse lahus kolvis
NaacOB-ga (soodat lisada védikeste portsjonitena, et kihisev
vedelik kolvist vdlja ei viskuks), Seejdrel lisatakse vett
margini, loksutatakse hédsti ja vSetakse 20 ml lahust nmédra-
miseks (Bertrand'i jargi).

Sahharoosi hulga leidmiseks lahutatakse saadud suhkrute
hulgast (b) hulk (a) ja vahe korrutatakse koefitsiendiga 0,95.

sahharoos = (b -~ a) « 0,95, sest
S12822011 _ 42 _ 4 o5,
Cglq20¢ 390
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T806 20
Paberelektroforeesikamber

Eambrit kasutatakse valkude ja teiste liitiihendite elekt~
roforeetiliseks eraldsmiseks paberil. Viimasel ajal on NSV Idii-
du uurimisasutustes tunnustuseosaliseks sesanud Tartu Riikli-
kus Ulikoolis konstrueeritud paberelektroforeesikambor (Joon,
3.

Joon, 3., Elektroforeesiaparaat,

Selle kambri pShiliseks osaks on nel jakandiline kast
m33tmetega 410 x 310 x 85 mm., Kamber valmistatakse viniplasti-
lehest. Selle servades paiknevad siivendid puhverlahuste vanni-
de jaoks, Puhverlahuste vannid on kastist eraldi. Need pannak-
se kasti vastaskiilgede siivendeisse paarikaupa.

Et puhverlahuste vannide siivendid asuvad piki kasti kdiki
kiilgi, on vd8imalik t60ks kasutada kahesuguse pikkusega paber-
linte: kasti pikkuses 280 mm v8i kasti laiuses 180 mm pikkusi
linte. Elektroforeetiline paber asub vastaval raamil, millega
koos see vBetakse ka kambrist vdlja, Paberiribade komplekt
koosneb neljast raamist, 2 pikuti ja 2 p8iki t66tamiseks.

Elektroodina kasutatakse kambris plastinatraati (4 0,3
mm), Kamber on suletav 5 mm paksusest klaasist kaanega. Et
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véltida kondenseeruva vee tilkade langemist paberlintidele,
asub kaas kaldu 6%-se nurga all., Aparaadiga t66tamisel kasu-
tatakse 220-voldist vahelduvvoolu.

Aﬁinohapgte médramine elektroforeesil

Elektroforees kiirendab aminohapete adsorbeerumist spetsi-
aalsel filterpaberil (kromatograafilisel peberil). Meetod p8-
hineb aminohapete liikumisel pilisivvoolu elektrivédljas, S81ltu-
valt aminohapete ja teiste lémmastikainete laengust liiguvad
nad anoodile v3i katoodile. Anioonid, mis on negatiivse laen-
guga (nditeks dikarboksiililhapped), liiguvad positiivsele
elektroodile. Katioonid, mis on positiivse laenguga (alussli-
sed ja neutraalsed aminohapped), liiguvad negatiivsele elekt~
roodile. Elektrivdlja m8jul kiireneb elektroliiitide liikumine
kromatograafilisele paberile,

Vahendid 7

8 N soolhappelahus, atsetaatpuhver (pH 3,8):1760 ml 0,5 N
dédikhapet ja 240 ml 0,5 N &#dikhappensatriumi, puhvri pH
kontrollitakse potentsiomeetriga, 0,1%-line ninhﬁdriiniahua
(lahustiks butiiiilalkohol, etiililalkohol, filterpaber (kromato-
graafiline paber), elektroforeesikamber.

T65 kéik

Elektroforeetilisel mééramisel kasutatakse kahte ndu,
mille vahele pannskse kahe klaaskaanega kamber pikkusega
230 mm. Puhverlahuse nivoo n8udes tehakse kindlaks sifooni
abil. Filterpaberi riba asetatakse kahe klaaskaane vahele,
mille siligavus on umbes 2-3 mm. Paber asetseb nii, et see ei
puuduta keambri seinu. Paberi dédred vajutatakse kinni kaane
servadele ja tema ots lastakse 15-20 mm siigavuselt pubverlahu=-
sesse. Ndusse lastakse 2 sdeelektroodi - katood ja anood.
Elektroforeesiks vajalik vool on 270-300 volti.

Kaalutakse 3 kaalutist, igaiiks 25 g, ja asetatakse need
300-ml-sse Erlenmeyeri kolbi. Igasse kolbi valatakse 100 g
8 N HCl-lshust ja segatakse. Kolb koos sisuga kaalutakse, su-
letakse korgiga, millel on tagasivoolujabuti, ja pannakse 8
tunniks veevannile keema. Pérast hiidroliiisi jahutatakse kolvi
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sisu voolavas vees ja kolbi lisatakse destilleeritud vett endi-
se kaaluni. Hiidroliisaat filtreeritakse 1&bi klaasfiltri, et
eraldada humiinaine sade. Filtraati kasutatakse elektroforee-
simisel,

Selleks vBetakse filterpaberi riba(?O x 320 m@, mis jaota-
takse tavalise pliiatsijoonega pikuti kaheks osaks. P3iki pa-
berit tommatakse samuti joon, mis on 140 mm anoodist ja 180
mm katoodist kaugel. Sellele joonele kantakse filtraadi kaks
proovi 7,5-10 ml/1 kaupa kahe siimmeetrilise triibuna pikuti
Jaotatud lehe mdlemale poolele. Pédrast proovi kandmist paberi-
le see kuivatatakse Bhus, jdetakse 00ks laboratooriumi laua-
le (soolhape aurub); seejdrel niisutatakse paberi mSlemad ot-
sad puhverlahusega pH 3,8. Kuivaks jédetakse ainult proovi koht,
" edaspidi see mdrgub lahusega tdnu paberi kapillaarsusele.

Paber pannakse elektroforeesiaparaadi kambrisse nii, et
tema #ddr pikuti ei ulatu lile kambri &ére, kuid on vajutatud
klaaside vahele. Paberi otsad on 15-20 mm puhverlahuses.

Elektroforees kestab 2 tundi. Aminohapped paberil liigu-
vad jédrgmises jadrjekorras: dikarboksiililhapped liiguvad anoo-
dile (asparagiinhappe edasiliikumine on kiirem kui glutamiin-
happel), neutraalsed ja aluselised (monoaminokarboksiiiil- ja
diaminokarboksiililnapped) - katoodile.

Elektroforeesi 1l8pus kuivatatakse elektroforegramm ter-
mostaadis (90~100 °C). Kuivatamine toimub kiiresti (5 minuti
jooksul), Paber peab olema veidi niiske, vasuasel juhul ei ole
laigud kiillalt kontrastsed. Ulekuivatamisel muutub paber kol=-
laseks Ja véarvilised laigud on ndrgad.

Elektroforegramm kuivatatakse ettevaatlikult, pritsitakse
pulverisaatorist O,1%-lise ninhiidriinilahusega. Elektrofore-
gramm hoitskse termostaadis violetsete laikude ilmumiseni,
Ulekuivamisel muutuvad laigud vérvituks,

Laigud lUmbritsetakse hariliku pliiatsi joonega ja 13iga-
takse vdlja. Nad pannakse 10-ml-sse mddtekolbi. Seejérel 1i-
satakse 3 ml 0,1%~1list ninhiidriini ja keedetakse veevannil,

10 minutit. Lahus jahutatakse, lisatakse'10 ml etiililalkoholi
ja kolorimetreeritakse. Paralleelselt tehakse kontrollkatse

ilma aminohappeta.
Lahuse virvuse intensiivsuse jérgi médratakse aminohape
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peid, néiteks glutamiinhappesisaldust:
g = 0,24 D,

kus g - glutamiinhappe hulk mg-des,
D - védrvilahuse optiline tihedus butanoolis vdi atse-
toonis (kiivett 20 mm) rohelisel valgusel.
Glutamiinhappe hulk (mg#%) méératakse jérgmiselt:

G = Q224D ° 100 122’ e
V25
V - hiidroliisaadi hulk pml/l, mis kanti elektroforegrammile,
125 -~ hiidroliisaadi hulk g-des,
25 - materjali kaal g-des.

T8 6 21
Askorbiinhappe (C~vitamiini) m&&ramine

Vahendid

Portselanuhmer, klaaspulk, lehter, 100-ml-ne m3&tekolb,
50-ml-sed kolvid, pipetid, bilirett, 1%-line HCl, 2%-line meta-
fosforhape, 0,001 N 2,6-dikloorfenocolindofencol.

T66 _kaik

Uuritava materjali kaalutis (5-10 g) valatakse ubmris
iile 20 ml 1%-lise soolhappega ja peenestatakse kuni homogeen-
se massini,- :

Mass valatakse uhmrist klaaspulga ja -lehtri abil 100~
ml-sse m83tekolbi. Uhmer loputatakse mdned korrad 2%-lise
metafosforhappega, mis valatakse samasse m38tekolbi. Kolb
tdidetakse médrgini 2%-lise metafosforhappega, suletakse korgi-
ga, loksutatakse tugevasti ja lastakse 5 minutit seista. Siis
osa (umbes 50 ml) kolvi sisust filtreeritakse kuiva kolbi.

Saadud filtraadist vdtame pipetiga kaks 10-ml-st proovi
ja tiitrime neid 0,001 N varvilahusega (2,6-dikloorfenoolindo-
fenool) mikrobiiretist, kuni ilmub roosa virvus, mis ei kao
0,5-1 minuti jooksul,

Arvutamine

Askorbiinhappe hulk vdljendatakse milligrammides 100 g
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uuritava materjali kohta (mg %). Arvutatakse jédrgmise valemi
abil:

. 100 : a TV
bos

kus a on virvilahuse ml-te arv,
T - vérvilahuse mg-tiiter askorbiinhappe kohta,
V -~ kogu ekstrakti hulk,
b - tiitrimiseks vBetud ekstrekti hulk ml-tes,
g - uuritava materjali kaal g-des.

Tiitri (T) médramiseks kaalutakse analiilitilistel kaalu-
del 0,107 g askorbiinhapet ja lahustatakse 100-ml-ses mddte-
kolvis destilleeritud vees.

Jéargnevalt vietakse pipetiga 10 ml sellest lahusest,
pannakse teise 100-ml-sse md&tekolbi ja lisatekse juurde 2%-
list metafosforhapet médrgini, Tiitrimiseks vOetakse siit 10 ml
lahust. Tiitritakse 2,6-dikloorfenocolindofencoliga roosa véir-
vuse tekkimiseni., Kuna on teada, et 100 ml vees on 0,107 g
askorbiinhapet, siis 10 ml vees on 0,0107 g askorbiinhapet.
Tiitrimiseks v8etud hulgas on askorhiinhapet veel 10 korda
véhem, 8. o. 0,00107 g ehk 1,07 ng. i

Nédide:

1,07 mg askorbiinhappele vastab 10 ml vérvilahust
x e 1 ml

X & 1;9361_1 = 0,107 mg,

x ng %,

8. 0. 1 ml vdrvilahusele vastab 0,107 mg askorbiinhapet.

C-vitamiini m#&remise meetod pdhineb C-vitamiini redut-
seerivatel omadustel: 0,001 N indikaatori (2,6~dikloorfenocol-
indofenool) sinine vdrvus taandatakse askorbiinhapet sisalda-
vate taimeekstraktide mdjul virvusetuks (Tillmansi reaktsi-
oon).

P56 22
Téarklise médéramine polarimeetriliselt

Vahendid
Térklis, 1%-line soolhape, veevann, 10%-line fosforvolf-
ramhape, filterpaber, aktiivsiisi, polarimeeter.
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Valgust, mis lainetab lihes tasapinnas, nimetatakse po-
lariseerituks. Polariseeritud valguse tasapinda nimetatakse
polarisatsioonitasapinnaks. MSningatel ainetel on v8ime pPoo-
rata polarisatsioonitasapinda, Niisuguseid aineid nimetatakse
optiliselt aktiivseteks. Polarisatsioonitasapindade p6&rdumi-
ne v8ib olla paremale v3i vasakule.

: Optiliste ainete aktiivsus méérataekse polarimeetriga,
mille p8hilisteks osadeks on kaks islandi paost spetsiaalselt
t66deldud prismat. Uks prismadest on polarisaatoriks, teine
analiisaatoriks. Kui polarisaatori ja analiisasatori 18ikepinnad
iihtivad, siis polarimeetri vaatevéli on valgustatud polarisee-~
ritud valgusega.

Kui polarisasatori ja analiispatori vahele asetads optili-
selt aktiivse aine kiht, siis pdorab see polarisatsioonitasa-
pinda ja vaatevdli muutub tumedaks, Et endist seisu taastada,
on vaja analiisaatorit pédrata sellesama nurga vdrra, mille
v8rra lahus tasapinna kdrvale pédras. See pddrdenurk loetakse
- skaalalt. See on uuritava lahuse polarisatsioonitasapinna pdor-
denurk, mis oleneb lahuse kontsentratsioonist.

Aine tihedus avaldab poordenurgale mdju, seepdrast vil-
jendatakse pdoramisvdimet pddrdumisnurga suhtega aine tihedusw
se, Seda suhet nimetatakse eripdoranguks ja tédhistatakse mar-
giga &« . Teatud katsetingimustes on eripddrang tédiesti kons-/
tantne antud optilise aine jaoks, Optiline aktiivsus suhkru-
tel on pShjustatud asimmeetrilistest slisinikuaatomitest.

Polarisatsioonitasapinna pdédrdenurk s8ltub valguslaine
pikkusest ja temperatuurist.

Enne aine polarisatsiooni médramist on vaja mddrata null-
punkt, Selleks valatakse polarimeetri torusse destilleeritud
.vett, Polarimeeter pannakse pimedasse ruumi ja nullpunkt méé-
ratakse harilikul toatemperatuuril. Pdorates analiisaatorit
vasakule v3i paremale otsitakse koht, kus vaatevdli on v3ima-
likult ilihtlaselt valgustatud. Margitakse ililes seis, Selliseid
médramisi tehakse 5 korda ja arvutatakse aritmeetiline kesk-
mine. Kasutada nooniust! Siis vBetakse polarisatsioonitoru
tihest otsast seib, tdidetakse toru uuritava lahusega kuni &#&-
reni nii, et klaasid toru otstes oleksid puhtad ja labipaist-
vad,. Niilid pannakse toru polarimeetrisse ja tehakse kindlaks
uuritava lahuse pddrdenurk.
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Téarklise polarimeetrilise mddramise pShimdte seisneb
tarklise hiidroliilisis soolhappega ja lshuse podrdenurga kind-
laksmédremises polarimeetriga. Térklise hildroliiiisiproduktide
eripddrang s8ltub hiidroliilisi tingimustest. Tinglikult téhis-
tatakse eripssrangut [ ] %O ja see on eri kultuuridel eri-

589,3
nev., Nisul on see 182,7, kartulil 195,4, odral 181,5 jne.

T66 kédik

Vsetakse 5 g tédrklist ja pennakse kolbi (100-ml-ne m38te-
kolb). Valatakse peale 25 ml 1%-list soolhapet ja segatakse
hdsti. Pédrast seda lisatakse veel 25 ml sama hapet, pestakse
seintelt prooviosakesed #ra je asetatakse veevannile 15 minu-
tiks keema, Vesi peab veevannil &dgedalt keema, 3-5 minuti
jooksul segatakse pidevalt. Alguses ekstrakt kliisterdub., Pé-
rast keetmist valatakse peale 30 ml vett ja lastakse jahtuda.
Seejérel lisatakse 5 ml 10%-1list fosforvolframhapet ja vett
kuni mérgini. Vdhe aja pérast filtreeritakse ekstrakt 1l&bi
kuiva kurdfiltri kuiva kolbi. Kui lahus on vérviline (harili-
kult kartuli puhul), siis tuleb uuesti filtreerida 1&bi ak-
tiivsde. Lébipaistev védrvitu filtraat valatakse polarisatsi-
oonitorusse ja midratakse pddrdenurk. '

Tulemused arvutatakse jérgmise valemi kohaselt:

Tarklise % =M ’
] LK
kus a = pddrdenurk,
[6i]= antud kultuuri eripddrang,
L = polarisaatori toru pikkus dm-tes,
K = proovi suurus g-des.

Toie. 23
Taimse materjali tuhastamine ja mikrokeemiline

analiilis

Taimede tuhasisalduse mdidramine pShineb taimse materjali
pdletamisel vaba Bhu juurdepddsul. Pdlemisel lenduvad siisi-
nik, vesinik, lémmastik ja osaliselt ka hapnik. Jédédvad ainult
mineraalained hapendite kujul.
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P5lemise kiirendamiseks lisatakse taimsele materjalile
mdnda hapendajat, nditeks ammooniumnitraati (NH4N03), lém—,
mastikhapet (HNO,) v3i vesinikiilihapendit (H;0,).

Taimede keemilise koostise selgitamiseks tuleb midrata
iildine tuha hulk ja iiksikud elemendid.

Ohukuiva materjali tuhastamiseks tuleb see peenestada
(mitte véga peeneks) ja kaaluda analiiiitilistel kaaludel port-
selankausis v8i tiiglis.

Kaalutud materjal asetatakse tiigliga muhvelahju, kus-
Juures ahju uks jéetakse lahti. Hoitakse ahjus 25-30 minutit,
kuni ei tule enam suitsu ning materjal on sdestunud., Pérast
seda vdetakse tiigel ahjust védlja ja lastakse 8hu kdes jahtu-
d“

Pérast jahtumist viiakse tiiglisse 5-8 tilka kontsent-
reeritud ldmmastikhapet, vesinikiilihapendit v8i 10%-list am-
mooniumnitraati.

Tiiglid asetatakse uuesti muhvelahju, mis on kuumutatud
80-100°C, Ahju kuumutatakse edasi niikaua, kuni ta hakkab hdd-
guma. Hd¥guvas ahjus hoitakse materjali 25-30 minutit. Kui
tuhastamine pole 1l8puni JjSudnud, lisatakse parast jahtumist
veel kord hapendajat ja tiigel asetatakse uuesti muhvelahju.

Lehtede, varte ja iildse rohtse materjali tuhastamisel -
lisatakse kaalutisele 5 ml alkoholi, mis siilidatakse pdlema,
Kul leek on kustunud, asetatakse tiigel muhvelahju ja tuhas-
tatakse nii, nagu eespool kirjeldatud., Saadud tuhast v8ib méd-
rata iikeikuid elemente.

Vahendid

Taimetuhk, mikroskoop, alusklaasid, peenikesed klaas-
kapillaarid, katseklaasid, véiksed lehtrid, klaaspulgad, fil-
terpaber, lakmuspaber, destilleeritud vesi ja reaktiivid (mis
on kbik 1%-lised): PtCl,, H,SO,, Na HPO,, (NH,),MoO, (lahus-
tatud 15%~lises HNOB-B), Sr(NOB)z, K2Fe(CN)6, T1,50, voi
AgNOB, 10%~1line HC1.,

T66 kdik

Antud meetodiga v8ib tuha analiiiisi teha vidga védhese tuha-
ga.

Katseklaasidesse valmistatakse 2 tuhalahust:

1) vees, 2) 10%-lises soolhappes.
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2 ml lahusti kohta vBetakse 1/4 sm° tuhka, ssadud lahu-
sed filtreeritakse. K8ik reaktsioonid tehakse alusklaasil.
Peenikese klaaspulga abil viiakse alugklaasile vdikesed til-
gad uuritavat lahust je reaktiivi, 5 mm kaugusele teinetei-
sest, Puhta klaaskapillaari abil iihendatakse tilgad omavahel
kaarekujulise kanalikesega. Uhinemise kohal toimub reaktsi-
oon, kanalikese &&drtel age reaktsiooniproduktide kiire kris-
tallisatsioon. Kristallilist sadet vaadeldakse mikroskoobis,

Tuha vesilahuses saab mddrata vees lahustuvaid kloriide.
Reaktiiviks kloriididele on talliumsulfaat. Reasktsioon toimub
Jjérgmiselt:

5 2KCl + TlESO4 = 271C1 + K2504.

Talliumkloriid sadeneb m&dga- vdi ristikujuliste kris-
tallidena, mis on vidrvuselt mustad (see on tingitud kiirte
tugevast murdumisest) (joon. 4).

Joon, 4, Talliumkloriidi Joon, 5. Kaaliumkloor-
kristallid. platinaadi kristallid.

Tuha soolhappelises lahuses méédratakse kaalium, kaltsium,
magneesium, fosfor, vdédvel ja raud.
Kaalium médratakse PtCl, abil:

2KC1 + PtCl, = K2Pt016.
Saadud kaaliumkloorplatinaat kristalliseerub vdlja kol-

lakasroheliste ja teiste korrapdraste siisteemide kombinatsi-
_oonide ndol (joon. 5).



Kaltsium mé&ratakse 1%-lise viédvelhappega:
CaCl2 + 52804 = 03504 + 2HC1.

Sadenevad nSelakujulised kipsikristallide kimbud (joon.6).

Joon., 6. Kipsikristallid.

Magneesiumi médramiseks tuleb tilk uuritavat lahust
neutraliseerida ammooniumiga. Reaktiiviks on 1%-line naatrium-
fosfaat.

MgCl2 - N32HP04 + NH3 = N34M5P04 + 2NaCl.

Tekivad kastikeste~ v8i téhekestekujulised kristallid
(joon. 7).

Fosfori médramiseks kasutatakse ammooniummoliibdaati.
Saadakse rohekaskollane kristalliline sade (joon. 8), mis muu-
tub jédrjest rohelisemaks., Reaktsioon toimub jérgmiselt:

H3P04 + 12(NH4)2l004 + 2‘IHN03 = (N54)3P04 + 12 u003 + 21NH4N034

+ 12H20.

Véavlit vaadeldakse 1%-lise strontsiumnitraadi lissmisel.
Moodustuvad peenikesed iimardunud kristallid:

Na2804 + Sr(N03)2 = SISO4 + 2NaN03.

Raua avastamiseks kasutatakse vérvilist reaktsiooni 1%-
lise kollase veresoola lahusega. Moodustub berliini sinine
jédrgmise reaktsiooni jargi:

4FeCl3 X 3K4Fe(CN)6 = Fe, [Fe(CN)6 3 * 12KC1.
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Joon, 7, Magneesiumi sisal- Joon, 8. Fosforit sisal=-
davad kristallid. davad kristallid.

Reaktsiooni jélgitakse portselanplaadil -ilma mikros—
koobita.

T.o:0 -2k
Niiskuse mi#ramine taimses materjalis

Analiiitilistel kaaludel kaalutakse kaanega varustatud
kaaluklaasis 2-3 g (toore materjali puhul on kaalutis suurem)
8hukuiva taimset materjali. Proov asetatakse avatud kaaluklaa-
siga 3-4 tunniks 100-105 8 temperatuuriga termostaati, Pirast
selle aja moddumist suletakse termostaadist véljavietud kaalu-
klaas kaanega, lastakse 20-30 minutit eksikaatoris jahtuda ja
kaalutakse 0,2 mg tépsusega. Kaalu konstantsust kontrollitak-
se 45-minutilise kuumutamise jérel endisel temperatuuril, jah-
tumisega ja kaalumisega,

Kaal loetakse konstantseks, kui kahe viimase kasalumise
vahe ei iileta 0,5-1 mg.

Niiskuseprotsent arvutatakse jédrgmise valemi jérgi:

100 (a = b

a ?

X =

kus x on niiskuseprotsent,

a - kaalutise kaal enne kuivatamist,

b ~ kaalutise kaal pérast kuivatamist.
Kuivaine % = 100 - niiskuse %.
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T 606 25
Valgu histokeemiline analiiiis lchtedes

Vahendid
Taimelehed, alkohol, 10%-line NaOH, 5%-line CuS0Q,, koat-

sentreeritud HNO3 Jja kontsentreeritud NHQOH.

T68 kaik

Lehed pannakse 1-3 minutiks keevasse vette. Edasi ase-
tatakse nad kolbi ja valatakse peale 96°-st alkoholi. Kolb
varustatakse tagasivoolujahutiga ja pannakse klorofiilli eks-
traheerimiseks keevasse veevanni. Poole v&i iihe tunni jooksul
muutuved lehed vérvusetuks. Lehtedest ekstraheeruvad peale
klorofiilli vélja veel kristalliseerunud subkrud, vabad amino-
happed ja albumiinid. Lehti leotatekse viheses destilleeritud
vees ja laotatakse Petri tassidesse. Pérast seda tehakse reakt-—
sioonid valkudele.

: 1. Biureedireakvsioon, Lehed pannakse
1 tunniks 5%-lisse CuS0, ~lahusesse ja hiljem pestakse destil-
leeritud veega ning valatakse peale 10%-list NaOH. Lehed muu-
tuvad mustjaslillaks. See osutab valkude ja teiste peptiid- :
sidemetega iihendite olemasolule lehtedes.
2eKksantoproteiinireaktsioovn,
Lehtedele valatakse kontsentreeritud HNO,. 15-30 minuti jook-
sul vérvuvad lehed kollaseks. Selle reaktsiooni annavad k3ik
valgud peale prolamiinide. NH4OH lisamisel léheb kollane vér-
vus iile roosaks, Pérast seda valatekse NH,OH &ra. Katse teos-
tada t@mbekapis!

Fo M3 1 G- nt % reaktsioon., Lehti hoitak-
se Millon'i reaktiivis 0,5-1 tund. (V8ib ka keeta paar minu-
tit.) Lehed vdrvuvad lihapunaseks, mis n#itab tilirosiini sisal-
davate valkude olemasolu lehtedes.

Saadud varvuste intensiivsust v8ib médrate 5-pallilise
skaala jirgi. See vdimaldab meetodit kasutada fiisioloogilis-
tes uwurimustes.

M3 1 10n'% reaktiiv, Lahustatakse liks kaalu-
osa Hg iihes kaaluosas kontsentreeritud HNO,-s (teisiti: 1 cm3
Hg 9 cm3—s kontsentreeritud HNOB-s). Segu soojendatakse Hg
tédieliku kadumiseni. Siis lisatakse kaks mahuosa vett.
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T686 26
Valkude médramine.hernestes

Vahendid

Hernejahu, kolvid, filterpaber, lehtrid, katseklaasid,
pipetid, 10%-line (NH4)2'SO4 vesilahus, n6rk NaCl vesilahus,
ammooniumsulfest | (NH4)2304] , kontsentreeritud HNO,, HOL ja
H2804.

T66 kéik

3~4 grammile hernejashule lisatakse 20-30 ml 10%-list
(Nng)aso“. Kolb suletakse korgiga, loksutatekse 3-5 minutit
Jja jéetakse seisma. Hernes sisalduv valk lashustub 30 minuti
pérast. Labus filtreeritakse ldbi kurdfiltri, mis on eelne-
valt niisutatud sama soola lshusega. Kui filtraat on algul
bagune, valatakse ta filtrile tagasi. Valgulahusele tehakse
jérgmised resktsioonid. 3

1. Globuliinid ei lahustu vees. Selle t¥estamiseks vala-
takse katseklaasi 1 ml valgulahust ja lisatakse paar milli-
liitrit vett. Lahus muutub higuseks, sest globuliinid sadestu-
vad vdlja. Ndrga (NH4)ZSO4- v8i NaCl-lahuse lisamisel sade
kaob ja leahus muutub uuesti selgeks. K

2. Tugeva kontsentratsiooniga neutraalscolade lahustes
sadestuvad valgud vdlja. :

Katsekleasi valatakse 2-3 ml valgulahust ja lisatakse
(qu)asou kontsentreeritud lahust v6i kuiva soola. Kui lahu-
se kontsentratsioon on iile 50%, siis hakkab globuliin sadestu-
ma., Kui lahusele /lisatakse vett, siis kontsentratsioon véhe-
neb, globuliinid lahustuvad je sade kaob.

3., Keetmisel v8i kontsentreeritud hepete (HN03, HC1,
52804) mdjul toimub valkude denatureerimine.
Katseklaasi valatakse 2-3 ml valgulshust ja kuumutatakse kee-
miseni. Tekib sade, mis ei lahustu neutraalsoolade ndrkades
lahustes. Kui valgulahusele lisatakse kontsentreeritud hapet,
tekib sade (ilma keetmata), mis samuti on ndrkades soolade
vesilahustes lahustumatu.

4, Globuliinilahusele tehakse biureedi~ ja ksantoprote-
iinireaktsioon (vt. t66 25).
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Varuainete histokeemiline analiiiis

Vabhendid

K8rreliste terised, liblikdieliste, riitsinuse-, kanepi-,
lina~-, pédevalilleseemned, kartulimugulad, maapirnid, sibulad,
porgandid, pirnid, viinamarjad, katte~ ja alusklaesid, mik-
roskoop, piirituslamp, tikud, I + KI, alkohol, Fehlingi lahu-
sed I, II, alkanna alkohollahus, 0,25-1%-line osmiumhape,
Millon'i - reaktiiv ja gliitseriin,

T66 kidik

Gliikoosi ja fruktoosi médramiseks v3etakse mitmesuguste
taimede seemneid, vilju, juurikaid jt. Tdrklise m#dramiseks
vdivad olla kdrreliste terised, liblikdieliste seemned, kar-
tulimugulad, rasvade mdaramiseks riitsinuse-, kanepi-, lina-
Ja pidevalilleseemned, valkude mééramiseks lupiini- jt.
1iblikBieliste seemned ning riitsinuseseemned (pérast rasvade
ekstraheerimist eetriga). T

Reaktsioonid tehakse 13ikudega alusklaasil. Igaks reakt-
siooniks vBetakse vidrsked 13igud.

1. Tarklisele on reaktiiviks Lugoli lahus. N@iteks kar-
tulimugula 1%igule viiakse tilk seda lahust, Tarklisesisal-
duse korral varvub 18ik siniseks.

2. Gliikkoosi ja fruktoosi médramiseks kasutatakse Feh- 3
lingi lahuseid. Idigud tuleb vBtta mitte véga Shukesed (3-4-
rekukihilised). Pédrast ldikude valmistamist loputatakse neid
vees, seejérel pannakse alusklaasile Fehlingi lahuse tilka
ja kuumutatakse ettevaatlikult. Taandavate suhkrute olemas—
olu korral tekidb punane Cu20 sade.

3. Rasvu v8ib avastada kahe reaktiiviga:

a) alkanna alkohollahusega,
b) osmiumhappega.

Alkannaga virvimine toimub jargmiselt: 18igud asetatak-
se lahusetilgasse, kaetakse katteklaasiga ja vaadeliakse mik-
roskoobis. Rakkudest vdljatungivad rasvatilgad vérvuvad puna-
seks.

Osmiumhape muudab rasva mustaks, likroskoobis on rasva-
tilgad ndha ka ldikivate tilgakeste nédol.

4, Valkudele tehtavad reaktsioonid vt. todst 25.
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T66 28

Piliginreparaatide valmistamine
1. Materjali fikseerimine

Fikseerimise all mdistetakse histotehnikas k3iki neid
menetlusi, mille abil piilitakse kinnistada kudede js rakkude
koostist ja nende struktuuri vBinalikult sellises seisundis,
mis n2il on elusana. Selleks kasutatavaid vedelikke nimeta-
takse fiksaatoriteks.

Fiksaator surmab rakud, hoides seege #dra postmortaalse
roiskumise ja autoliiiitilised protsessid. Fiksaatori toime
avaldub iildiselt orgaaniliste ainete, eeskitt valkude muutu-
mises lahustumatuteks. Fikseeritud materjal vdib sdilida aas-
teid ja sellest vBib kergesti saada Bhukesi (mbne H paksusi)
15ike, Fikseerimine toob selgemini viélja rakkuda ja kudede
peene struktuuri,

Fikseerimiseks vdetud materjal ei tohi olla nartsinnd ega
riknenud, ta peab olema tédiesti virske, normaalselt funktsio-
neerivate kudedega.

Fikseerimiseks vSetakse kbetﬁkid, mille suurus ei iileta
0;5 sm3. 1 sm’--1ised ja suuremad taimetiikid tavaliselt ei fik-
seeru iihtlaselt. Materjal tiikkeldatakse Ziletiga vBi terava
habemenoaga nii, et kudesid ei muljutaks. Scovitatav on, et
fikseeritaval tikil oleks mitu 18ikepinda., Fiksaator tungib
kudedesse kiiremini 18bi 1l8ikepindade kui tervete kattekude-~
de kaudu.

Materjal tuleb tiikoldada je fiksaatorisse panna kiiresti,
et rakkude struktuuris ei toimuks siigavaid biokeemilisi muu-
tusi. ;

Infiltreerimine. Kdige olulisem materjali fikseerimiseks
ettevalmistamisel on tema infiltreerimine, s. t. raku-vahe-
ruumidest 8hu eemaldamine, Raku-vaheruumides olev Shk ta-
kistab fiksaatori tungimist rakkudesse. Vaakuumpumbage infilt-
reerimisel dhk eemaldub kudedest ja fiksaator tungidb asemele. .
Eriti vajalik on infiltreerimine taimekudede fikseerimisel.

Taimekoe tikid pannéksa katseklaasi fiksaatorisse. Katse-
klaas asetatakse Shukindlalt suletud Bunseni kolbi. Kolvi
kraan on kummivooliku abil tihedalt iihendatud vaskuumpumbaga,
mille kaudu imetaksegi Shk kolvist viélja. Vaakuumpumba tiirude
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arvu jédrgi on raske infiltreerimise kestust méd#rata. Tavali-
selt imetakse 8hk 4~5 minuti Jooksui katseklaasist ning seo~
ses sellega ndeme Shumullide eemaldumist koetiiki 13ikepindade
kaudu fiksaatorisse. Fiksaator muutub rohke 8hu ja pikaajali-
se seismise t8ttu kdlbmatuks, Pérast infiltreerimist pannakse
koetiikid uude, védrskelt valmistatud fiksaatorisse.

: Korralikult infiltreeritud koetiikid vajuvad fiksaatoris—
se, koed fikseeruvad ilihtlaselt ja sisestuvad hasti. Infiltree-
rimata v6i halvasti infiltreeritud taimekoed ujuvad fiksaato-
ri pinnal, nad fikseeruvad ebaiihtlaselt ja me ei saa edasi-
seks t00tlemiseks sobivat materjali.

Fiksaatoritena kasutatakse nditeks fofmaliini, kroomhapet,
alkoholi, osmiumhapet, Zédikhapet, pikriinhapet jt. Nimetatud
vedelikke kasutatakse lihtfiksaatoritena harva, sest libhtfik-
saatorid pShjustavad materjali kortsumist, pundumist ja mitme-
suguseid muid defekte. Et neid puudusi vdltida, kasutatakse
histotehnikas liitfiksaatoreid, mis koosnevad mitmest fiksee-
rimisvedelikust.

Botaanilises histotehnikas on kasutatavamad Navagin'i
(1kx. 57), Carnoy’(lk. 57). Bouin'i (1lk. 58) jt. liitfiksaato-
rid. :

Iiitfiksaatorite valmistamisel kasutatakse pipette ja
blirette. Mensuure kasutads pole soovitatav. Fiksaator valmis-
tatakse otse enne fikseerimist, Uldine nBue on, et fikseeri-
misvedelik peab 50-100-kordselt liletama fikseeritavate osade
mahu. :

Fikseerimise kestus oleneb tiikeldatud materjali suuru-
sest, selle ehitusest, kudede diferentseerumisastmest, toit-
ainete sisaldusest, fiksaatori koostisest jne. Meristeemsed
ja embriionaslsed koed fikseeruvad kiiremini kui tédiesti di-
ferentseerunud koed. Tavaliselt hoitakse materjali fiksaato-
ris 24 tundi. Ornad, dhukeste rakuseintega objektid vajavad
aga 8-10 tundi v8i veel véhem.

Uuuritavate koetiikikestega koos pannakse fiksaatorisse
ka fikseerimise jdrjekorra number, Jidrjekorranumber kirjuta-
takse tavalise pliiatsiga paberitiikikesele ja see kéib koos
objektidega k¥igist vedelikest ldbi kuni materjali tédieliku
sisestamiseni. Selle numbri all on vihikus médrgitud vastavad
andmed:
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Milline taime-~| Fikseeritud

Jrk.| Kuu- osa on fik- tiki iseloo-

nr.| péev, Fi:g;a- seeritud nustus ¥Srkused
kella~
aeg

2. Pesemine ja veetustamine

Enamik fiksaatoreid (ndit. kroomhapet sisaldavad) nBuab
preparaatide edasiseks valmistamiseks fiksaatori védljapesemist
vees. Nii toimitakse ka NavaSini fiksaato?i kasutamisel,

Pérast NavaSini seguga fikseerimist pestakse materjal
kraanivees vdi ndus, milles tihti vahetatakse vett. Jooksvas
vees pesemisel fikseerltud tikikesed pannakse védikestesse-
klaasndudesse, néiteks kaalukaussidesse. N3ud seotakse pealt
marliga kinni ja asetatakse valamusse 1,5-2 tunniks n3rgalt
jooksva vdi tilkuva vee alla. ;

Pirast pesemist materjal veetustatakse, s. t. vabastatak-
se veest, Selleks pannakse fikseeritud ja pestud tiikid pudeli-
tesse (sobivad on penitsilliinipudelid). Veetustamisel on vaja
t8usva kontsentratsiooniga alkohollahuste rida, et ei esineks
lahuste jadrske lleminekuid, mis v8ivad esile kutsuda rakkude
rebestusi. Objektid pannakse 10°, 30°, 70°, 96°, 100° I ja
IT alkohollahustesse. Véga Ornade objektide veetustamisel ka-
sutatakse 10°, 20°, 30°, 40°, 50°. 60°, 70°, 80°, 96°, 100°
I ja II alkohollahust. Kahes esimeses lahuses hoitakse objekte
20-30 minutit, teistes 1 tund. Kui aga 100°-st (absoluutset
alkoholi) ei kasutata, siis peavad objektid olema 90°-ses I-8
24 tundi ja 96%-ses II-s 1 tund. Vajaduse korral vdime mater-
jali jatta 70°%-sesse alkoholisse kauemaks ajaks. Veetustami- ’
‘seks valmistatud alkohollahuseid kasutatakse korduvalt, Lahuste
vahetamine pudelites toimub 1l&dbi marli, et objektid koos lahu~
sega ei laheks teise pudelisse. Materjali t8stmine pintseti-
ga ithest lahusest teise pole soovitatav, sest see v8ib kude-

sid vigastada. '
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Veetustamisel on tingimata vaja objektid jirk-jérgult
iihest lahusest teise viia. Vedeliku graduaalsuse jdlgimine °*
valdib tugevaid difusioonivoole ning neist pdhjustatud koe-
rebestusi.

Miiigil olev alkohol on 96°-ne, kuid mikrotehnikas on
meil vaja absoluutset alkoholi. Seda on lihtne ise valmista-
da.

Absoluutse alkoholi valmistamine. Enam-véhem (100°) ab-
soluutset alkoholi saadakse k3ige lihtsamini vaskvitrioliga.,
Miiligil olev vaskvitriolipulber on veesisalduse t&ttu sinise
varvusega. Kuumutamisel vesi aurub ja jé&b valge vaskvitrioli-
pulber. Pulber asetatakse filterpaberist kotikesse ja pannakse
96°—sae alkoholi., Sama vaskvitrioli v3ib korduvalt kuumuta-
da ja kasutada. Vaskvitriol iihineb alkoholis oleva veega, mil-
le tulemusena saadakse absoluutne alkohol. Absoluutset alko-
holi kasutatakse ka sisestamise-eelsete vahelahuste, nn. in-
termeediumide valmistamisel,-

Intermeediumidega eemaldatakse enne sisestamist materja-
list alkohol, mis parafiiniga ei iihine ja takistab kudede si-
sestamist., Vaatamata fiksaatorile kasutatakse alati iihiseid
intermeediume, Siit algab ettevalmistus sisestamiseks., Sises-
tatav materjal peab olema vee- ja alkoholivaba.

Sisestamise-eelsete intermeediumide koostis on jérgmine:
1. lahus: 3/4 mahuosa 100%-st alkoholi ja 1/4 mahuosa ben-

sooli,
2. lahus: % mahuosa 100°-st alkoholi ja % mahuosa bensooli,

3, lahus: 1/4 mahuosa 100°-st alkoholi ja 3/4 mahuosa ben-
. sooli,

4, lahus: puhas bensool I ja II,

_ 5. lahus: bensool-parafiin,

Kogu sisestamise kdigus vdivad bensooli asendada ksiilool,
metiililbensoaat, kloroform jt. vedelikud., Koetiikid hoitakse
bensool I-8 Jja benscolparafiinis iiks O00pdev, kdikides teistes
lahustes 1 tund.
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3. Sisestamine

Selleks et materjali mikrotoomiga 13igata, on vaja objek=-
tid sisestada parafiini. Parafiin tungib kudedesse, kui ta on
lahustunud ksiiloolis, bensoolis, toluoolis, kloroformis v&i
mdnes teises vedelikus. Lahustunud parafiin tungib hésti vaid
nendesse kudedesse, mis on tdielikult veetustatud.

Parafiini sisestamine toimub termostaadis 56-58 °C, tempe—
ratuuril, Sisestamisel peab temperatuur vastama kasutatava
parafiini sulamistépile. Liiga k3rge temperatuur (iile 60 °C)
muudab taimekoe rabedaks.

Materjalile, millest eemaldati bensool II, valatakse pea-
le té@iesti puhas bensool ning ettevaatlikult pudeli seina méo-
da vedelat filtreeritud parafiini., Parafiin on sobiv valami-
seks, kui tema pinnale on tekkinud 8rn kile. Bensooli ja para-
fiini vahekord peab olema 1:3. Pudel kaetakse pealt korgiga,
et bensool vdga kiiresti ei auruks., Bensoolis lahustunud para-
fiin tungib kudedesse.

Suletud pudelid objektidega hoitakse tavaliselt 1 odpaev
termostaadis., Jérgmisel pédeval panngkse objektid parafiini-
bensooli segust kas puhtasse parafiini v6i valatakse kogu pu-
deli sisu tiiglisse ja jdetakse 24 tunniks termostaati, kus
toimub bensooli kiire aurumine, 24 tunni jooksul on materjal
parafiini sisestunud, mille jérel parafiin koos materjaliga
valatakse vastavasse paberist vormi v8i tiiglisse. Parafiini
jahtumist v8ib kiirendada tiigli panekuga kiilma vette. Jahtu-
nud materjal s#@ilitatakse karpides vB8i klaaskupli all. Korra-
likult sisestatud ja fikseerimisnumbriga varustatud materjal
vBib sdilida aastaid.

4, Preparsatide valmistamine

Sisestatud materjalist valmistatakse 18igud mikrotoomiga.

Mikrotoomi ehitus vdimaldab saada 13ikude iihtlast ja soovi-
kohaselt reguleeritavat paksust ning l¥ikude liitumist 1lindi-
kujuliseks seeriaks., Oluliseks mikrotoomi osaks on nuga, sest
korralikult teritatud ning vajalikult kinnitatud noata el saa-
da rebenemata ja siledapinnalisi 18ike.
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Ldikude paksus oleneb taimerakkude suurusest. Objekti
anatoomilisel uurimisel loetakse sobivaks paksuseks seda, kul
preparaadi 13ikudel on néha iiks terve rakukiht. Seepdrast on

 suurte rakkudega kudedel paksemad 18igud kui vﬁikesté rakku-
dega kudedel. Anatoomiliseks uurimiseks mddratud 13ikude tava-
line paksus k&igub 10-15 /b piirides, tsiitoloogiliseks uurimi-
seks valmistatava 18igu paksus on 8—10/u,. Mikrotoomiga tocta-
misel peab 13igud vdtma noalt ettevaatlikult pintseti voi
pintsliga, et mitte puutuda noa tera.

Parafiinplokkide valmistamine., Mikrotoomiga 13ikude tege-
miseks valmistatakse sisestatud materjalist parafiinplokid.
K&igepealt sulatatakse sisestatud tikid ettevaatlikult sooja
lantsetiga parafiinist védlja. Samaaegselt vdetakse 2-2,5 sm
suurune puuplokk, mille iihte otsa tilgutatakse parafiini kdrge
tilgana, Vedelasse parafiinitilka pannakse varem védljasulata-
tud tiikkike, millele lisatakse veel mdni tilk parafiini. N&r-
galt sooja lantseti otsagﬁ paigutatakse objekt parafiinis soo-
vitud asendisse.

” Teine ploki valmistamisviis on lihtsam. Sisestatud ob-
Jjekt 1ldigatakse vdlja koos umbritseva parafiiniga. Uuritavat
tiikkikest sisaldav korrapéraselt kandiliseks l8igatud parafiin-
plokk kinnitatakse sulaparafiiniga puitalusele., Puitalus kee-
ratakse kruviga k&vasti mikrotoomi kiilge kinni.

I8igud kleebitakse tédiesti puhastele alusklaasidele.
Alusklaaside korralik puhastamine on véga tédhtis, sest pese-
mata alusklaasidelt 1l¥igud eemalduvad véarvimisel.

Alusklaaside puhastamine. Alusklaasid pennakse algul
kiilma vette, kuhu on lisatud tugevaid aluseid (KOH v&i NaOH)
ja keedetakse 10-15 minutit. Siis pestakse neid soolhapet si-
saldava veega. Pdrast seda loputatakse alusklaase mitmel kor-

"ral puhta kraaniveega ja 13puks destilleeritud veega. Alus-
klaasid kuivatatakse rdtikuga ja pannakse alkoholi. Kui kasu-
tatakse tarvitatud preparaadiklaase, siis tuleb nad enne vees
keetmist kanada palsamist puhastada. Selleks pannakse prepa-
raadid ksiilooli, toluooli v3i bensooli, milles nad seisavad
mdni G66pdev. Alusklaasid loputatakse alkoholiga, keedetakse,
ja toimitakse edasi nii, nagu eespool kirjeldatud.

Likude kleepimine. Et 18ike vérvida ja pilisipreparaate

e 55



valmistada, kleebitakse 13igud alusklaasile. Kleepimisel ka-
sutatakse valkgliitseriini, Aluskleasi pind kaetakse higuselt
valkgliitseriiniga (valkglﬁtsériini segu valmistatakse jérgmi-
selt: teatud hulgale filtreeritud kanamunavalgele lisatakse
vBrdne kogus gliitseriini). Valkgliitseriini ei tohi alusklaasi-
le palju panna, see takistab 1l8ikude kuivamist ja varvimisel
18igud eemalduvad. Ndrgalt valkgliitseriiniga médritud alus-
klaasile lisatakse destilleeritud vett, millesse pannakse 13i-
kude lint vastavalt katteklaasi suurusele (joon. 9).

Lsja valmistatud preperaadid hoitakse elektripliidi ko-
hal iihtlases soojuses, et 13igud korralikult sirguksid. See-
Jarel kdrvaldatakse liigne vesi alusklaasi kallutamisel ja
#érte kuivatamisel filterpaberiga. Igale preparaadile kirjuta-
takse tusiga jérjekorra- ja fikseerimisnumber. Sellised num-
merdatud preparaadid jédetakse vidhemalt 24 tunniks sooja kohta
kuivama, et neid hiljem vérvida.

Joon. 9. L8ikude kleepimine alusklaasile., 7 - fiksee-
rimise” jérjekorra number, 13 - preparaadi jédrjekorra
number, 1, 2, 3, 4... 18igud alusklaasil.

5, Preparaatide vérvimine ja sulundamine

Varvimine, Vdrvimist tuleb kooskdlastada fiksaatoritega,
sest virv toob esile iiksnes neid struktuure, mis pole hévinud
fikseerimisel v8i mille vdrvimist fiksaator ei takista. Nii
ei dnnestuks meil mitokondrite vdrvimine piirituses fikseeri-
tud preparaadis, sest mitokondrid lahustuvad alkoholis, Car-
noy' fiksaatoriga fikseerimisel v8ime kasutada k3iki vérve.
Formaliinisisaldus fikssatoris intensiivistadb tuumade véryu-
mist hematoksiiliiniga, aga takistab mdnevSrra vérvimist kar-
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miiniga. Botaanilises histotehnikas kasutatakse preparaatide
vérvimisel k3ige sagedamini raud-hematoksiiliini e. Heidenhai-
ni hematoksiiliini. Ta vdrvib tuumas oleva kromatiinaine mus-
taks, raku protoplasma ja kesta halliks.

Deparafineerimine, Enamik histotehnikas kasutatavaid
varvilahuseid on vesi- v6i alkohollahused, mistdttu enne vér-
vimist tuleb 18ikudest parafiin kdrvaldada. Selleks tehakse
l8bi parafiini sisestamisele vastupidine tee.

Deparafineerimisel asetatakse preparaadid 10-30 minutilks
nditeks toluooli vdi ksiilooli, mis lahustab kudedes parafii-
ni ja see eemaldub, Nii saame parafiinivabad 13igud.

Parast deparafineerimist hoitakse preparaadid 96°—ses
alkoholis umbes 5 minutit. Raskesti tdodeldavate, nditeks toit-
aineterikaste kudedega preparaadid, mille 1digud vdivad ker-
gesti alusklaasilt eemalduda, kastetakse pédrast 96°-ses al-
koholis hoidmist 0,5%-lisse tselloidiinlahusesse. Tselloidiin-
lahus katab 1l8igud kilena ega takista nende edasist tootle-
mist. o

Preparaadi varvimisel tuleb jédlgida, et 13igud iihest lahu-
sest teise t3stmisel vahepeal ei kuiveks, Sellepédrast paanak-
se preparaadid kiiresti iihest ndust teise, Parast tselloidiin-
lahust viiakse preparaadid 70°-sesse Jja 30°-aesqp alkohollahu-
sesse, mBlemas hoitakse 2-3 minutit, ja 18puks vette. Veest
pannakse preparaadid 2-12 tunniks 2,5%-lisse raudalaunilahu-
sesse, :

Preparaatide vdrvimise eelne peitsimine raudalauniga soo-
dustab raku ja tuuma vdrvumist, Raudalaunist loputatakse pre-
paraadid veega ja pannakse ‘i-4 tunniks (mdnikord 24 tunniks)
raudhematoksiiliinilahusesse. Diferentseerunud koed vdrvuvad
aeglasemalt kui meristeemkoed.

I8igud muutuvad vérvilahuses peaaegu mustaks. Pérast vee-
ga loputamist preparaadid diferentseeritakse (ilileliigne vérv
eemaldatakse) 0,5%-lise raudalaunilahusega. I8ikude diferent-
seerumist kontrollitakse mikroskoobiga. Mida kauem toimub di-
ferentseerimine, seda sagedamini tuleb 18ikusid kontrollida.,
Kui 18igud on vajaliku véarvumisintensiivsusega, siis pestakse
preparaate mitmel korral kraanivees.

Varvitud preparaadid veetustatakse 30%-se, 70%-se ja
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96°-se I ja II alkohollahusera. Igas lahuses hoitakse prepa-
raate 3-5 minutit, 3

Alkoholi kdrvaldamiseks 18ikudelt pannakse preparaadid
algul karboolksiilooli ja hiljem ksiilooli 3=5 minutiks,

Sulundamine. Ksiiloolist vdljavS8etuna peavad preparaadid
olema piimja emulsioonita, ldbipaistvad ja ilma varvisademeta.
Piimjes emulsioon viitab kudede puudulikule veetustamisele.
Korralikult virvunud preparaadid sulundatakse kanada palsa-
misse. ; _ ‘

Preparaatide sulundamisel pannakse 18ikudele 1 tilk ka-
nada palsamit Jja sellele katteklaas, nii et Bhumullid ei satuks
klaasi alla., Ohk katteklaasi all takistab preparaatide ana-
lilisimist ja rikub 18ikusid,

Pirast kanada palsami t@ielikku kuivamist (paari kuu pé-
rast) v8ib preparaadil katteklaasi servad lakiga kinni méérida,
see pikendab preparaatide iga. Hésti sulundatud preparaadid
v8ivad sdilida aastaid.

Sulundatud preparaadid hoitakse vastavates karpides;vbi
kappides.

6. Kasutatavamaid fiksaatoreid ja vérvi-
‘ lahuseid

Fiksaatorid. Keasaja botaanilises mikrotehnikas on iiks
kasutatavamaid fiksaatoreid NavaSini segu, mille koostis on
jérgmine: 3
10 sm3 1%~-1ist kroomhappe vesilahust,

4 sm’ 40%-list formaliini
1 sm3 jad-aadikhapet.

Fiksaator, kuhu pannakse infiltreeritud koetiikid, peab
olema vérvuselt punakaskollane. Seismisel muutub fiksaator
rohekaks.

Taimede embriionaalse materjali, samuti ka sammalde fik-
seerimisel kasutatakse viga sageli Carnoy fiksaatorit,

Carnoy fiksaatori koostis: :

6 sm” 100°-st  alkoholi,

3 smj kloroformi,

1 sm’ jh#-4ddikhapet.
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: Fiksaator tungib véga kiiresti kudedesse. 1-2 mm suvuru-
sed tikikesed fikseeruvad juba 1 tunniga, 3-~5 mm suurused >
3-5 tunniga. Mitte kunagi aga ei tohi materjali fikseerimine
kesta lile 12 tunni. Kui tiikikesed on kaua fiksaatoris, muutu-
vad nad viga kdvaks, :

Pérast fikseerimist pestakse tiikke 100°-se piiritusega
seni, kuni kaob &idikhappe 18hn. Edasi jargneb sisestamine
parafiinis vastavalt eespool késitletud meetodile {1k, 53).

Bouin'i fiksaator. Bouin'i fiksaatorit kasutatakse tuuma
peenstruktuuri ja kondriosoomide ehituse uurimisel. See on
spetsiaalne tuuma fiksaator.

Bouin'i fiksaatori koostis:
15 sm3 kiillastatud pikriinhappe vesilahust (ca 1 g kristalset
pikriinhapet 100 sm” veele),
5 sm3 formaliini (keemiliselt puhast),
1 sm’ jdh-d4dikhapet.

Fiksaator peab olema vdrske, ta valmistatakse kohe enne
materjali fikseerimist. Fiksaator tungib kudedesse 2-24 tunni
jooksul. Isegi mdnepédevane fikseerimiskestus ei mdju materja-
lile halvasti.

Pérast fikseerimist pestakse objektid 70°-80°%-ses  al-
kohollahuses. Alkohollahuseid vahetatakse 2-3 korda. Fikseeri-
tud objektid jddvadki esialgu ndrgalt kollaseks. Nende sises~-
tamine toimub cespool kdsitletud meetodi jérgi (lk. 53).

Vérvilahused. Preparaatide vidrvimisel tuleb paremini néh-
tavale rakkude ja tuumade ehitus. Sageli kasutatakse iihtede
preparaatide vidrvimisel mitut varvilahust, sest iiks lahus var-
vib hédsti kesti, teine tuumi, kolmas protoplasmat jne,

Heidenhaini hematoksiiliini védrvilahuse valmigtamine.

0,5  hematoksiiliini lahustatakse 10 sm’ 96°-ses  alko-
holis ja lisatakse 90 sm3 destilleeritud vett. Vdrvilahus jée~
takse avatud klaasndusse 4-5 nddalaks seisma. Igg kord enne
varvimist lahust fikseeritakse. Varvilahust kasutatakse kordu-
valt.

Raudhematoksiiliin vdrvib preparaate seda paremini, mida
kauem ta on seisnud. Heidenhaini hematoksiiliiniga virvimisel
peitsitakse preparaadid eelnevalt rauaalauniga (1lk. 56).

\
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Raudalaunilahuse valmistamine. 10 g helevioletse raud-
alauni kristalle lahustatakse 100 sm”’ destilleeritud vees.

See on alglahus, millest valmistatakse virvimisel vajalikke
2,5%-1isi ja 0,5%-1isi lahuseid.

Gentsiasanaviolett. Sagedasti védrvitakse 1%-lise gentsi-
aanavioleti vesilahusega raku puitunud kesti. See vdrvilahus
md jub véga intensiivselt, mdne minutiga on 18igud vdrvunud.
Teda kasutatakse sageli koos 0,5%-lise kongo punase vesilahuse-
ga. Pérast gentsiasanavioletiga védrvimist hoitakse preparaadid
1 minut kongo punases., Raku tuumad vérvuvad tumepunaseks.

Eosiin. Preparaadid vidrvitakse 1%-lise eosiini vesi- vdi
alkohollahusega., Alkohollahuse valmistamisel lahustatakse eo-
siin 70°-ses  alkohollahuses. Eosiini viirvilahuseid kasuta-
takse sageli koos metiileensinise vesilahusega.

Vérvimiseks asetatakse preparaadid 1 o0pdevaks 1-2%-lisse
metiileensinise vesilahusesse, Pérast virvimist 13igud loﬁuta-
takse hésti vees. Tédiendavaks védrvimiseks pannakse preparaadid
1-2 tunniks eosiini, sellest védljavBetult loputatakse nad
96°%-se  alkoholiga. Puitumata rakukestad on vdrvunud roo-
saks ja puitunud kestad helesiniseks.

Safraniin on iiks kasutatavamaid vérvaineid anatoomilises
mikrotehnikas. Safraniin vérvib eriti hdsti kudesid, mis on
fikseeritud alkoholi v3i kroomhapet sisaldava liitfiksaato-
riga. K8ige sagedamini kasutatakse 1-2%-list safraniini vesi-
lahust,

Rakkude tuumi vérvitakse safraniinilahusega, mis on val-
mistatud jédrgmiselt:

1 g viarvainet lahustatakse 100 ml absoluutses alkoholis.
Absoluutset alkoholi lahjendatakse destilleeritud veega kahe-
kordselt, et saada sobiva kontsentratsiooniga vérvilahust,

7. Liihike kokkuv8te t00 kaigust

Piisipreparaatide valmistamise pShietapid Navasini fik-
saatori kasutamise korral on jérgmised:
1. Materjali fikseerimine iceecececccececess 24 t.
2. Fiksaatori vdljapesemine ..ecesececeeces 1,5=2 ¢,
3. Materjali veetustamine
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a) tugevamate kudede korral
10°-ses alkohollahuses

30°-ses
70°- ges
96°- ses

”

100°-ses I alkoholis

100°-ges II

”

b) 3rnemate kudede korral
10°-8e8  alkohollahuses

20°-ses
30°-ses
40°-ses
50°~ ses
60°- ses
70°- ses
80°- ses
96°-ges

”

100°-ses I alkoholis
100°-ges II alkholis

4, Ettevalmistus sisestamiseks.

Intermeediumid.

20~30 min,

1
1
1
1
1

t.
t.
t.
t.
t.

(v8i enam)

20-30 min.
20-30

1

S N T S . SR, YRR S §

.
te
te
o
s
3
4%
tis

”n

(v3i enam)

I lahus - 100°-8t alkoholi 3/4 mshuosa ja 1/4 mshuosa

bensooli - 1 t.

II lahus - 100°-st alkoholi 3 mahuosa ja % mahuosa bensooli

-1
IITI lahus - 100°-8t  alkoholi 1/4 mahuosa ja 3/4 mahuosa

bensooli - 1 t.

bensool I-s8 = 24 t.
bensool II-s - 1 t.
. bensoolparafiinis - 24 t,

5. Sisestamine parafiini termostaadis 24-43 tundi.
6. Parafiinplokkide valmistamine.
7. L8ikude tegemine mikrotoomiga.

8, Ldikude kleepimine.

9. Preparaatide kuivateamine (vdhemalt 24 tundi).

10. Preparaatide deparafineerimine toluoolis v3i teistes pa-
rafiini lahustavates vedelikes.
11. Deparafineeritud preparaatide téotlemine (ettevalmistamine

vérvimiseks).
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96°-ses  alkohollahuses 5 minutit

70°-ses n 2-3 "

300_ ses " 2_3 "

vees Qe 70
2,5% raudalaunilahusega 2-12 tundi
destilleeritud vees 1-2 minutit

12. Preparaatide vérvimine raudhematoksiiliinis 1-4 tundi
(harva 24 tundi),
destilleeritud vees 1-2 minutit.

13. Preparaatide diferentseerimine 0,5%-lises raudalaunilahu-

ses,

kraanivees 1~2 wminutit.
14, Preparaatide veetustamine.

30°-ses  alkohollahuses 3-5 minutit

70°-ses " 3-5 o
96%-ges I f 3-5 &
96° 1I i e g
karboksiiloolis 3-5 -
ksiiloolis 3-5 3

15. Preparaatide sulundamine kanada palsamisse.

T 66 29

Nukleiinhapete histokeemiline méédramine

Nukleiinhapped on k3rgmolekulaarsed iihendid, mis nukleo-
proteiidide koostises sisalduvad k8igis elusates rakkudes.
Nukleiinhapete lokalisatsiooni kindlakstegemisel kasutatakse
histokeemilisi meetodeid.

Ribonukleiinhappe méddramine

Uuritavad taimeosad fikseeritakse. Fiksaatoriks on al-
koholkloroform (vahekord 3:1) vdi Carnoy segu (vt. t556 28).
Kroome sisaldavaid fiksaatoreid ei tohi kasutada, sest need
ndrgendavad metiileensinise adsorbtsiooni. Fikseerimise aeg
oleneb materjalist, tavaliselt on see ilihest kuni kolme tunni-

T
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Pérast fikseerimist materjal veetustatakse absoluutse
alkoholige,. Jédrgnevalt pannakse preparsadid ksiilooli-alkoholi
segusse, siis ksililooli ja 18puks parafiini. Parafiini sisesta-
mine ja 1l8ikude tegemine toimub tavaliselt eespool niéidatud
metoodika kohaselt (t58 28).

Deparafineeritud preparaadid hiidroliilisitakse 1 N HC1l
(20 °c temperatuuril) 5-12 minutit, olenevalt objektist, Dife~
rentseerunud kudede hiidroliiisimine kestab kauem kui embriio-
naalsetel kudedel, isegi 2 tundi. Pdrast hiidroliilisi loputatak-
se 18ikusid veega ja vérvitakse metilileenrohelise-piironiiniga.
(Vérvi valmistamine t66 18pus.) Varvitud preparaadid loputa-
takse veega, kuivetatakse filterpaberil, viiakse kiiresti lé-
bi absoluutse alkoholi., Alkoholist vabastamine toimub atse-
tooni-ksiilooli (1:1) seguga kahel korral (teisel korral on
atsetooni-ksiilooli segu vahekord 1:10). Ldpuks pannakse pre-
paraadid puhtasse ksililooli ja sulundatakse kanada palsamisse.

Vérvunud preparaadis on n&ha, et tsiitoplasma, mis sisal-
dab ribonukleiinhapet, on vdrvunud punaseks,

Vérvilahuse valmistamine Unni jérgi

Metiileenroheline (0,15 g), piironiin (0,25 g), absoluutne
alkohol (2,5 ml), glitseriin (20,0 ml), 0,5%-line karbolhape
(77,5 ml).

Treven'i ja Sharrock'i jérgi
5%-line piironiini vesilahus (17,6 ml), 2%-line metiiil-

rohelise vesilahus (10 ml), destilleeritud vesi (250 ml).
Enne kasutamist lisatakse segule 0,2 M atsetaatpuhvrit
(pH 4,8).

Desoksiiribonukleiinhappe midresmine

Uuritav materjal fikseeritakse alkoholi-kloroformi segus
(7:3) vbi Carnoy segus, pestakse absoluutse slkoholiga ja
viiakse ksiilooli. Ksiiloolist pannakse materjal ksiiloolpara-
fiini ning sisestatakse parafiinis.

18igud 18igatakse mikrotoomigea Jja kleebitakse alusklas—
sile (vt. t66 28). Enne virvimist deparafineeritakse prepa-
raadid ksiiloolis. Ksiiloolist pannakse preparaadid algul 96 -
sesse alkoholi, siis jédrk-jadrgult ndrgemasse kuni 13puks vette.
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: Veest vBetakse preparaadid ja hiidroliilisitakse kolm kor-
~ da, Esiteks hoitakse neid 1 N HCl vesilahuses 18 9¢ temperatuu~
ril kaks minutit, 60 °C temperatuuril 4 minutit ja 13puks jél-
le 18 °C temperatuuril, kuid ainult 1 minut. Pirast hiidroliiiisi
pannakse preparaadid kaheks tunniks Schiffi reaktiivi. Siis
pestakse neid kiillastatud véddvelhappeveega kolm korda, iga
kord 15 minutit. L8puks pestakse kraaniveega Jja veetustatakse
alkoholiga. Alkoholist léhevad preparaadid ksiilooli ja sulun-
datakse kanada palsamis. Desoksiiribonukleiinhape on lokali=-
seerunud tuumas ja tuumad vérvuvad punakasvioletseks. Proto-
plasma jddb viarvumata.
Schiffi reaktiivi koostis (Tomase jérgi): 1 g aluselist
fuksiini lashustada 200 sm” keevas vees. Loksutada 5 minutit
ja siis jahutada tépselt 50 °C-ni, Pérast filtreerimist lisa~
da filtraadile 20 sm’ 1 N HCl. Jahutatakse 25°-ni ja lisatek-
se 1 g Na-metabisulfaati (Nazszos) v8i kaalium-metabisulfaati).
Lahus jdetakse 14-24 tunniks pimedasse seisms. Siis lisa-
takse 2 g sktiivsiitt ja loksutatakse 1 minut, Filtreeritakse.
Lahus hoitakse alal pimedas O-4 °¢ temperatuuril.
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