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CZESC TEORETYCZNA

Chlorofile sa najbardziej rozpowszechnionymi zielonymi barw-
nikami ro$linnymi. Wystepuja w tkankach fotosyntetycznych.
Razem z karotenoidami biorg udzial w absorpcji energii $wietl-
nej i jej zamianie na energie chemiczng, wykorzystywana w en-
doergicznym procesie syntezy zwigzkéw organicznych z nieorga-
nicznych zwigzkéw niskoczgsteczkowych, takich jak CO, i H,0,
wedlug réwnania:

6 CO, + 6 H,0 + $wiatlo - C.H,0, + 6 O,

W budowie chlorofilu mozna wyrézni¢ dwie zasadnicze cze-
Sci: ,glowe”, bedaca pochodna tetrapirolu (chlorofilina), stano-
wiaca uklad porfirynowy, w ktérego centrum znajduje sie atom
magnezu, zwigzany koordynacyjnie z atomami azotu pierScieni
pirolowych, oraz ,,ogon”, ktory jest utworzony przez 20-weglowy
alkohol fitol polaczony wigzaniem estrowym z magnezoporfiry-
na. Obecno$c w chlorofilinie ukladu wiazan sprzezonych spra-
wia, ze chlorofil jest efektywnym fotoreceptorem, i nadaje mu
charakterystyczna zielong barwe. Silnie hydrofobowy fitol zako-
twicza chlorofil w blonach tylakoidéw, zapewniajac jednocze$nie
jego odpowiednie ulozenie.

Znanych jest kilka rodzajéw chlorofilu, jednak u roslin wy-
stepuje glownie chlorofil a oraz chlorofil b. Wszystkie foto-
syntetyzujgce organizmy zawierajg chlorofil a (C,;H,,O.N Mg)
o niebiesko-zielonym zabarwieniu, ktory absorbuje §wiatlo nie-
biesko-fioletowe o dtugosci fali 430 nm oraz czerwone o dtugosci
662 nm. Chlorofil b wykazujacy z6lto-zielona barwe najinten-
sywniej absorbuje $wiatto niebieskie w zakresie 455 nm i czer-
wone o dtugoéci fali 642 nm. Réznica w budowie miedzy chlo-
rofilem a i chlorofilem b polega na obecnosci grupy metylowej
przy drugim pierScieniu pirolowym chlorofiliny w przypadku
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chlorofilu a, podczas gdy chlorofil b zawiera w tym miejscu gru-
pe formylowa. Chlorofile s3 uwazane za najmniej trwale barwniki
ro$linne. Charakterystyczna zielong barwe zachowuja tylko w zy-
wych, nieuszkodzonych tkankach. Do czynnikéw przyspieszajacych
przemiany chlorofili zalicza sie: wysoka temperature, kwasowe §ro-
dowisko oraz tlen i $wiatlo. Kierunki przemian i barwa powstaja-
cych produktow zaleza w duzej mierze od pH Srodowiska.

Druga grupe barwnikéw asymilacyjnych stanowig karote-
noidy, bedace tetraterpenami zbudowanymi z oSmiu reszt izo-
prenowych (40 atomow wegla w czasteczce). W czasteczkach tych
zwiazkow znajduja sie najczesciej dwa pierscienie jononu polaczo-
ne fancuchem weglowodorowym, w ktérym — podobnie jak w cza-
steczce chlorofilu — wigzania miedzy atomami wegla wystepuja
w ukladzie sprzezonym. Karotenoidy absorbuja Swiatto w niebie-
sko-fioletowym zakresie Swiatta widzialnego. Do karotenoidow za-
licza sie dwie grupy zwiazkow: karoteny o barwie czerwono-po-
maranczowej — nienasycone weglowodory niezawierajace atomow
tlenu; zotte ksantofile — weglowodory charakteryzujace sie obec-
no$cig atoméw tlenu. Obecno$é atomu (atomoéw) tlenu w czastecz-
kach ksantofili zwieksza ich polarnoé¢ wzgledem karotenow.

Trzecia grupg barwnikow asymilacyjnych sa fikobiliny, wy-
stepujace u sinic i krasnorostow. W przeciwienstwie do chlorofili
i karotenoidow sa rozpuszczalne w wodzie.

CZESC PRAKTYCZNA

Doswiadczenie |
Rozdziat barwnikéw fotosyntetycznych metodq chromatografii
cienkowarstwowej (ang. thin layer chromatography, TLC)

Cel ¢wiczenia
Identyfikacja barwnikéw asymilacyjnych lisci.

Zasada metody

Metoda chromatografii cienkowarstwowej polega na rozdzieleniu
skladnikéw mieszaniny na podstawie réznic w predkosci prze-
mieszczania sie poszczegblnych sktadnikow w danym ukladzie
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rozwijajacym. Predko$¢ ta jest zalezna od oddzialywan mie-
dzyczasteczkowych miedzy zwigzkami chemicznymi obecnymi
w analizowanej probce a faza rozdzielcza i eluentem (uklad roz-
wijajacy). Im zwiazek jest bardziej polarny, tym lepiej bedzie ad-
sorbowany przez zel krzemionkowy (stanowi faze stacjonarna).
Malo polarne zwiazki stabo wigza sie z plytka pokryta zelem krze-
mionkowym i przemieszczajg sie wraz z eluentem. Zwiazki bar-
dziej polarne sa lepiej wigzane przez plytke i nie przemieszczaja
sie znaczgco od miejsca, w ktorym zostaly nalozone.

Materiat

liscie ogorka, pomidora lub fasoli

Odczynniki

chloroform, CaCO,, mieszanina benzen—eter naftowy—aceton
(10:2,5:1,5; v/v/v), 96% C,H_OH, plytka chromatograficzna po-
kryta zelem krzemionkowym ze znacznikiem fluorescencyjnym
(Merck 60 F

254)

Sprzet laboratoryjny

mozdzierz porcelanowy, lejek szklany, saczki z bibuty, probow-
ki wirownicze typu Eppendorf, pipety (1-5 cm?®), pipety kapilar-
ne, komora chromatograficzna, mikrowiréwka, spektrofotometr,
kuwety do spektrofotometru, oléwki, linijki, waga laboratoryjna,
skalpel

UWAGA: Wszystkie czynnosci wykonac pod pracujgcym dygestorium.

I.LA. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU Z LISCI

Rozdrobnione liscie (2 g) rozetrze¢ w mozdzierzu porcelano-
wym. Doda¢ 3 cm?® chloroformu oraz niewielkg ilo§¢ CaCO,
w celu zneutralizowania kwas6w organicznych i ochrony cza-
steczek chlorofilu przed usunieciem magnezu z uktadu porfiry-
nowego. Homogenat przesaczy¢ przez bibule filtracyjna do su-
chej probowki typu Eppendorf. Przesacz, bedgcy ekstraktem
barwnikéw fotosyntetycznych, uzy¢ do wykonania rozdzialu
chromatograficznego.
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I.B. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA
Wykonanie doswiadczenia

Na plytkach chromatograficznych pokrytych zelem krzemionko-
wym zaznaczy¢ oldwkiem punkty startowe w odlegtosci 2 cm od
dolnej krawedzi plytki. Punkty powinny znajdowacé sie w odleglosci
2 cm od siebie. Za pomoca pipety kapilarnej nanie$¢ kroplami eks-
trakt barwnikow fotosyntetycznych na zaznaczone punkty startowe.
Kolejne krople ekstraktu powinny by¢ nanoszone (jedna na drugg)
dopiero po wyschnieciu poprzedniej kropli. W kazdym punkcie star-
towym powinno znajdowac sie 12—15 kropli ekstraktu.

Tak przygotowana plytke umiescié krawedzia startowa do
dotu w komorze chromatograficznej zawierajacej 100 cm® miesza-
niny rozpuszczalnikow o skladzie: benzen—eter naftowy—aceton
(10:2,5:1,5; v/v/v). Plytka chromatograficzna powinna by¢ zanu-
rzona na kilka milimetréow w eluencie tak, aby unikna¢ kontaktu
naniesionych substancji z rozpuszczalnikiem. Komore chroma-
tograficzng szczelnie przykry¢ wieczkiem, a chromatogram roz-
wijac¢ przez 15—30 minut. W tym czasie eluent stopniowo prze-
mieszcza sie w kierunku gornej krawedzi plytki i dzieki zjawisku
kapilarnemu powoduje rozdzial substancji. Rozdzial chromato-
graficzny prowadzi¢ do calkowitego rozdzielenia sie barwnikéw
asymilacyjnych.

Po uzyskaniu wyraznego rozdzialu barwnikéw wyjac plytke
z komory chromatograficznej, zaznaczy¢ otléwkiem czoto rozpusz-
czalnika i pozostawié do wyschniecia.

Opracowanie wynikéw

Suchg plytke obejrzeé¢ w promieniach lampy UV (365 nm), obser-
wujac fluorescencje barwnikow. Dla kazdego barwnika (identyfi-
kacji poszczegolnych barwnikow dokonaé na podstawie charakte-
rystycznej dla nich barwy) wyznaczy¢ wspdlczynnik przesuniecia
(ang. retention factor, R,) , bedacy ilorazem odleglosci przebytej
przez substancje rozdzielana przez odleglo$é przebyta przez czo-
lo eluentu:

przesuniecie badanej substancji od linii startu

R, = . .
przesuniecie czota eluentu od linii startu
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Po przeprowadzeniu obserwacji i obliczenn wykonac rysunek
chromatogramu z zaznaczeniem barwy, nazwy barwnika i wspol-
czynnika R, dla kazdej plamy (por. rozdzial XXI, rysunek 21.1).

I.C. WYZNACZANIE MAKSIMUM ABSORPCJI SWIATEA
DLA BARWNIKOW FOTOSYNTETYCZNYCH

Wykonanie doswiadczenia

Barwniki fotosyntetyczne rozdzielone metoda chromatografii
cienkowarstwowej zdrapac¢ z plytki razem ze ztozem, po czym od-
zyskac je przez ekstrakcje 96% C,H,OH. Za pomocg skalpela zdra-
pac zel krzemionkowy z kilku plam tego samego barwnika i prze-
nie$¢ do probowki typu Eppendorf, a nastepnie dodac¢ 1,5 cm?®
C,H,OH. Probowke silnie wytrzasac przez 15 sekund, a nastepnie
5 minut wirowa¢ w mikrowiréwce przy dzialaniu silty odérodko-
wej 6000 x g. Uzyskany supernatant przenie$¢ do kuwety spek-
trofotometrycznej, a nastepnie oznaczy¢ wartoSci absorbancji dla
poszczeg6lnych barwnikow w zakresie dtugosci fal 400-700 nm
co 10 nm. Oznaczenia wykona¢ wobec C,H,OH stanowigcego pro-
be odnoénikowa.

Opracowanie wynikéow

Zapisa¢ wyniki pomiaréw i narysowa¢ widmo absorpcji dla po-
szczegblnych barwnikoéw, zaznaczajac na osi odcietych (x) dhu-
gos¢ fali $wietlnej [nml], a na osi rzednych (y) otrzymane wartosci
absorbancji.

Doswiadczenie Il
Rozdziat barwnikéw metodq Krausa i okreslenie ich wtasciwosci
fizykochemicznych

Cel ¢wiczenia
Zbadanie wtasciwosci fizycznych i chemicznych barwnikéw fotosyntetycznych.

Materiat
licie ogorka, pomidora lub fasoli
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Odczynniki

96% C,H_OH, CaCO,, cykloheksan, 20% HCI, octan miedzi (II),
20% alkoholowy roztwor NaOH, woda destylowana

Sprzet laboratoryjny

mozdzierz porcelanowy, saczki z bibuly, lejek szklany, 3 probowki
szklane z korkiem i podzialtka, 5 proboéwek szklanych, drewniane
uchwyty do probowek, pipety (1-5 cm?), palnik, lampa UV, waga
laboratoryjna

Il.LA. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTU Z LISCI

Swieze, rozdrobnione liécie (5 g) rozetrzeé w mozdzierzu porce-
lanowym. Do homogenizacji doda¢ niewielkg ilos¢ CaCO, oraz
3 cm?® 96% C,H,OH. Po ekstrakcji barwnikow do alkoholu mie-
szanine homogenizacyjna przesaczy¢ przez bibule filtracyjna do
suchej probowki z podziatka. Do tkanek pozostalych w mozdzie-
rzu dodaé nastepna porcje alkoholu (3 cm?®) i dalej homogenizo-
waé. Czynnosci te powtarzac, az do uzyskania 10 cm® klarownego
alkoholowego ekstraktu z lisci.

1.B. ROZDZIAL BARWNIKOW METODA KRAUSA

Zasada metody

Zawarte w liSciach barwniki asymilacyjne r6znia sie polarnoécia.
Podczas ekstrakeji barwniki niepolarne (chlorofile i karoteny)
przemieszczaja sie z warstwy alkoholowej do warstwy niepolar-
nej, natomiast barwniki polarne (ksantofile) pozostaja w war-
stwie alkoholowe;j.

Wykonanie doswiadczenia

Do suchej probowki z podzialka przenie$c¢ 3 cm?® ekstraktu al-
koholowego, a nastepnie doda¢ 4,5 cm? cykloheksanu i 2—3 kro-
ple wody destylowanej w celu zwiekszenia polarnosci frakeji
alkoholowej i lepszego rozdzielenia warstw. Zamknietg kor-
kiem probowke wytrzasaé 0,5 minuty, a nastepnie wstawic
do statywu w celu rozwarstwienia cieczy. Warstwa gorna (cy-
kloheksan) zabarwiona na zielono zawiera chlorofile oraz karo-
teny. Warstwa dolna (alkoholowa) zabarwiona na z6lto zawiera
ksantofile.
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Opracowanie wynikéw

Przedstawi¢ graficznie wyglad zawarto$ci probowek przed i po
ekstrakeji, zaznaczy¢ warstwy rozpuszczalnikow i zawarte w nich
barwniki. Wyjaéni¢ obserwowany proces fizyczny.

11.C. BADANIE FIZYKOCHEMICZNYCH WtASCIWOSCI
CHLOROFILU

1. Otrzymywanie feofityny

Zasada metody

W $rodowisku lekko kwasowym chlorofil traci atom magnezu,
w wyniku czego powstaje oliwkowo-brunatna feofityna, natomiast
w silnie kwasowym Srodowisku zostaje odszczepiony tancuch fito-
lu i powstaje feoforbid.

Wykonanie doswiadczenia

Do 3 cm?® alkoholowego ekstraktu barwnikéw dodawaé kroplami
20% HCI. Obserwowac zmiane zabarwienia.

Opracowanie wynikéw

Zanotowac obserwacje i poda¢ wnioski z przeprowadzonego
do$wiadczenia.

2. Odbudowa wigzania metaloorganicznego

Zasada metody

Charakterystyczna wlaéciwoscia chlorofili jest mozliwosc¢ la-
twej wymiany jonéw Mg?* na jony innych metali dwuwarto-
$ciowych. Efektem tych reakcji jest najczesciej zmiana barwy,
np. wprowadzenie jonéw Fe?* daje pochodne chlorofilu o bar-
wie szarobrunatnej, a wprowadzenie do czasteczki chlorofilu
jonow Cu?* lub Zn?* powoduje zwiekszenie stabilno$ci zielonej
barwy.

Wykonanie doswiadczenia

Do 2 cm? feofityny otrzymanej w poprzednim zadaniu doda¢ kilka
krysztalkdw octanu miedzi i ostroznie ogrzewac w plomieniu pal-
nika. Brunatna barwa feofityny zmienia si¢ na zielong. Powstaje
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wowcezas porfiryna miedziowa. Kwas octowy jest katalizatorem
reakcji. Poréwna¢ barwe roztworu otrzymanej porfiryny mie-
dziowej z barwa alkoholowego ekstraktu barwnikow.

Opracowanie wynikow

Zanotowac obserwacje i podac¢ wnioski z przeprowadzonego
do$wiadczenia.

3. ZmydIanie chlorofilu

Zasada metody

W érodowisku zasadowym nastepuje hydroliza — tzw. zmydlanie
chlorofilu. Pod wplywem NaOH nastepuje odszczepienie od cza-
steczki chlorofilu alkoholu metylowego i fitolu — powstaje szereg
r6znych chlorofilin. Poniewaz chlorofiliny zawieraja w centrum
ukladu porfirynowego atom magnezu, zachowuja charaktery-
styczna dla chlorofilu zielona barwe, a ich sole potasowe i sodo-
we s3 dobrze rozpuszczalne w wodzie.

Wykonanie doswiadczenia

Do szklanej probowki z podziatka zawierajacej 2 cm?® alkoholo-
wego ekstraktu barwnikow dodawaé kroplami 20% alkoholowy
roztwor NaOH i dobrze wymieszaé. Do roztworu zawierajace-
go sktadniki powstale po zmydleniu chlorofilu doda¢ 2 cm? cy-
kloheksanu i dokladnie wymiesza¢. Gérna warstwa (cykloheksan)
zabarwiona na z6to zawiera karoteny oraz powstaly po zmydle-
niu fitol. Dolna warstwa (alkoholowa) ma zielone zabarwienie,
poniewaz zawiera polarne chlorofiliny.

Opracowanie wynikéw

Zanotowaé obserwacje i poré6wna¢ otrzymany wynik doswiad-
czenia z do$wiadczeniem dotyczacym rozdzialu barwnikéw me-
toda Krausa.

4. Wytrgcanie chlorofilu z roztworu

Zasada metody

Hydrofobowy charakter fitolu umozliwia lokalizacje cza-
steczek chlorofilu w lipidowych warstwach blon tylakoidow
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i powoduje, ze barwnik ten rozpuszcza sie tylko w rozpuszczal-
nikach niepolarnych.

Wykonanie doswiadczenia

Do alkoholowego ekstraktu barwnikow dodawa¢ kroplami H,O
i obserwowac wytracanie sie chlorofilu.

Opracowanie wynikow

Zanotowac obserwacje i poda¢ wnioski z przeprowadzonego
doswiadczenia.

Doswiadczenie Il
Fluorescencja barwnikow

Zasada metody

Swiatlo o okreélonej dlugoéci fali absorbowane przez chloro-
fil powoduje jego wzbudzenie. Powrotowi wzbudzonej czastecz-
ki do stanu podstawowego towarzyszy emisja promieniowania,
czyli fluorescencja. Swiatlo fluorescencji charakteryzuje sie dhuz-
sza fala w poréwnaniu ze $wiattem, ktore fluorescencje wywola-
to. Czasteczki chlorofilu po zaabsorbowaniu §wiatla UV (wysoka
energia promieniowania) wykazuja czerwona fluorescencje (ni-
ska energia promieniowania).

Wykonanie doswiadczenia

Alkoholowy ekstrakt z liSci (por. II.A) obejrze¢ w promieniach
Swiatla ultrafioletowego (UV). Obserwuje sie czerwona fluore-
scencje. Opisac i wyjaéni¢ zaobserwowane zjawisko. Sprawdzic¢
zdolnos¢ do fluorescencji takze dla feofityny, porfiryny miedzio-
wej oraz zmydlonego i wytrgconego z roztworu chlorofilu.

Opracowanie wynikéow

Zanotowac obserwacje dotyczace wszystkich badanych barwni-
kéw i podaé wnioski z przeprowadzonego do$wiadczenia.
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