Cwiczenie nr 2
(Maja Welna)

Ekstrakcyjno — spektrofotometryczna metoda oznaczania chlorofilu w roslinach

Wstep

Chlorofile wystepujg w chloroplastach roslin petnigc (wraz z karotenami) rolg syntezatorow wytwarzajacych materig
organiczng na drodze fotosyntezy. Chlorofil jest zielonym barwnikiem wystepujacym w organizmach zdolnych do
przeprowadzenia procesu fotosyntezy, m.in. w roslinach wyzszych, glonach, cyjanobakteriach. Znaczna zawartos¢ chlorofili
w organizmach fotosyntezujacych jest odpowiedzialna za ich zielong barwe.

Czasteczka chlorofilu zbudowana jest z pochodnej porfiryny — feoporofiryny (pigciopierscieniowej porfiryny z r6znymi
podstawnikami). Zawiera on cztery polaczone ze sobag pierScienie pirolowe, ktore taczy centralnie utozony atom Mg
(Rys. 1). W uktadzie porfirynowym (Rys. 2) wystepuja naprzemienne wigzania pojedyncze i podwojne, ktore tworza uktad
rezonansowy.
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Rys. 1. Wz6r strukturalny chlorofilu a Rys. 2. Uktad porfirynowy

Dzigki zdolno$ci feoporofiryny do taczenia si¢ poprzez wigzanie estrowe z alkoholem o 20 atomach wegla — fitolem
(C20H390H), chlorofile dobrze rozpuszczaja si¢ w lipidach, rozpuszczalnikach lipidowych, acetonie, alkoholach i sa prawie
nierozpuszczalne w wodzie.

Istnieje kilka rodzajow chlorofilu, przy czym najbardziej rozpowszechnione w przyrodzie to chlorofil a
i chlorofil b, wystepujace u wszystkich organizméw fotosyntezujacych. Inne, jak chlorofile ¢ i d wystepuja jedynie u czesci
glonow. Czym wiecej chlorofilu w roslinie, tym wydajniejszy jest proces fotosyntezy i lepsza jest jakos¢ rosliny.

Charakterystyka chlorofili a i b:

Chlorofil a (CssH720sN4Mg) — ciemnoniebieska substancja krystaliczna, topi si¢ w 150-153 °C, nie rozpuszcza si¢ wodzie,
rozpuszcza si¢ w alkoholu, roztwér ma barwe niebieskozielona;

Chlorofil b (CssH700sN4Mg) — jest ciemnozielony, topi sie w temperaturze 183 °C, nie rozpuszcza si¢ w wodzie, rozpuszcza
si¢ w alkoholu, roztwér ma barwe zo6ttozielona.

Podobng strukture chemiczng i istotng role dla organizméw zywych ma dobrze rozpuszczalny w wodzie hem,
tj. niebialkowa grupa barwnika krwi hemoglobiny i mioglobiny, bedaca pochodng pirolu (porfiryny), zbudowanego
z czterech pierdcieni pirolowych potgczonych z atomem Fe. Na rysunku 3 przedstawiono struktury chemiczne hemu oraz
chlorofilu a:
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Rys. 3. Struktury chemiczne hemu i chlorofilu a



Chlorofil a dominuje w roslinie i jest zawsze w pewnym stosunku do chlorofilu b. Wiedza o wzajemnej relacji pomiedzy
chlorofilem a i b (stosunek chl(a)/chl(b)) jest cenna, gdyz informuje o zachowaniu rosliny wobec $wiatla:
5 : 1 - silne nastonecznienie
3% : 1 -dobre rosliny §wiattolubne: stosunek korzystniejszy dla chlorofilu a
2% : 1 - umiarkowane rosliny cieniolubne: wigcej jest chlorofilu b, ale dalej chlorofil a jest w przewadze
2 : 1 (i mnigj) - stabe

Z uwagi na obecno$¢ podwodjnych wigzan sprzezonych chlorofile sa efektywnymi fotoreceptorami. Charakterystyczna
cechg takich zwigzkow jest bardzo silna absorpcja w zakresie §wiatta widzialnego (Vis) wyrazona poprzez wysokie molowe
wspotczynniki absorpcji (€), jedne z najwyzszych, jakie znane sg dla zwigzkéw organicznych. Obecnos¢ Mg w strukturze
wplywa na zdolnos$¢ agregacji czasteczek chlorofilu, co utatwia przekazywanie energii wzbudzenia pomiedzy czasteczkami.
Ma to funkcje w organizmach fotosyntezujacych, zwiazang z wychwytywaniem kwantow $wiatta i przekazywaniem energii
wzbudzenia do centrum reakcji fotouktadu, skad wybijane sg elektrony, spozytkowane nastepnie w dalszych etapach
fotosyntezy. Chlorofile w roztworach wykazuja silng fluorescencje (Rys. 4), tj. emitowanie $wiatla przez substancjg
wzbudzong przez pochlonigcie $wiatla lub innego promieniowania elektromagnetycznego, wykorzystywang do pomiarow
parametréw wydajnosci fotosyntezy.

Rys. 4. Od lewej: chlorofil w $wietle Vis i w §wietle UV

Zielony kolor chlorofilu spowodowany jest wysokg absorpcja w czerwonej i niebieskiej czesci spektrum swiatta, a niskg
absorpcjg w zielonej czgsci spektrum, przy dtugosci fali 500-600 nm (Rys. 5).
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Rys. 5. Widmo absorpcyjne chlorofili

Chlorofile sa dosy¢ nietrwale. W zywych tkankach wystepuja w formie zwigzanej np. z biatkami, fosfolipidami, co
powoduje stabilno$¢ zielonej barwy. Z kolei zniszczenie zywej tkanki roslinnej oraz struktury chlorofili poprzez np.
ogrzewanie, odwadnianie, kontakt z rozpuszczalnikami, enzymami, prowadzi do przemian chlorofili i zmiany barwy.
Rozpad chlorofilu przyspiesza rowniez dzialanie $wiatta i tlenu.

W srodowisku kwasnym nastgpuje przemiana chlorofilu, zwigzana
z zastgpieniem jonu magnezu poprzez dwa jony wodoru i powstanie
oliwkowozielonej feofityny (Rys. 6) lub przy nizszym pH, rowniez
odszczepienie fitolu i powstanie feoforbidyny (brunatna barwa). Srodowisko
zasadowe prowadzi do hydrolizy wigzan estrowych, z zachowaniem jonu
magnezu w strukturze chlorofilu, a produktami reakcji sa chlorofiliny (zielona
barwa), ktore pod wptywem enzymu chlorofilazy tracg fitol i przeksztatcaja
sie w chlorofilidy. Chlorofile z tatwos$ciag ulegaja tez reakcji wymiany jonow
magnezu na jony metali dwuwarto$ciowych, takich jak zelazo (barwa
szarobrunatna), miedz, cynk (zielona barwa). Rys. 6. Od lewej: chlorofil i feofityna

Barwniki chlorofilowe, jak réwniez ich pochodne, znajdujg zastosowanie w przemysle spozywczym, kosmetycznym
i farmaceutycznym (Rys. 7) (chlorofil stuzy do barwienia past do zgboéw, ptynow do ust, niektorych mydet i kreméw; ma
wiasciwosci dezynfekcyjne oraz przyspiesza regeneracj¢ naskorka 1 gojenie drobnych podraznien skory, stad



wykorzystywany jest w kosmetykach do pielggnacji cery przettuszczajacej sig, szarej 1 zmeczonej; poprawia ukrwienie
skory, wplywajac na lepsze jej dotlenienie i odzywienie).
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Rys. 7. Praktyczne zastosowanie chlorofilu

Z uwagi na wysokie molowe wspodtczynniki absorpcji zawarto$¢ chlorofilu oznacza si¢ metoda spektrofotometryczna,
zwigzang z pomiarem absorbancji (A) roztworu probki przy okreslonej dtugosci fali. Znajac warto$¢ € mozna wyliczy¢
stezenie analitu (C) bezposrednio ze wzoru:

A =g x| x C (I - dlugos¢ drogi optycznej /grubosé¢ kuwety, standardowo 1 cm/)
W przypadku spektrofotometrycznego oznaczenia chlorofilu wykorzystuje si¢ glownie zalezno$ci opracowane przez
MacKinney’a, umozliwiajace oznaczenie catkowitej zawartosci chlorofilu, jak i osobno st¢zenie chlorofilu a i b, mierzac
absorbancje roztworu probki przy okreslonych dlugosciach fali (663 i1 645 nm):
Calkowita zawartos$ci chlorofilu (a+b):

Cchl(a)+ch|(b) = 8,02 x A(663) +20,2 x A(645)
Chlorofil ai b:

Cenia) = 12,7 % Aee3) — 2,69 X Aeas)

Cehip) = 22,9 x Aeas) — 4,68 < A(s63)

Pomiar zawartoéci chlorofilu lub ,,zielono$ci” roslin mozna tez wykona¢ za pomoca miernika chlorofilu (Rys. 8).
Miernik umozliwia natychmiastowe badanie stanu zdrowia roslin w miejscu uprawy, nie wymaga pobierania probek oraz ich
niszczenia (metoda niedestrukcyjna (1)).
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Rys. 8. Miernik chlorofilu SPAD-502Plus (Konica Minolta)

Wartosci SPAD sg warto$ciami
zdefiniowanymi przez firme
MINOLTA, wskazuja one wzgledna
ilo$¢ chlorofilu znajdujacego si¢
w lisciach roslin

Celem ¢wiczenia jest spektrofotometryczne oznaczenie catkowitej zawartosci chlorofilu (a+b), chlorofili a i b oraz

produktu degradacji chlorofilu (feofityny) w roslinie zielonej.

Wykonanie oznaczenia
1. Ekstrakcja chlorofilu

Probke (np. liScie) pocia¢ nozyczkami na mate
kawaleczki. Odwazy¢ 0,3-0,4 g, przenie$s¢ do suchego
mozdzierza porcelanowego i doda¢ ok. 2 cm® metanolu.
Rozciera¢ ostroznie thuczkiem az do uzyskania zielonej
pasty. Doda¢ kolejne ok. 2 cm® alkoholu i ponownie
rozciera¢ do uzyskania zawiesiny.




Przenies¢ ilosciowo zawiesing (poprzez lejek) do
cylindra miarowego (z korkiem). Kolejnymi porcjami
metanolu my¢ mozdzierz i tluczek, przenoszac
poptuczyny do cylindra. Doda¢ do cylindra tyle
metanolu by suma roztworu w nim zawarta wynosita
15,0-20,0 cm®. Zamkng¢ cylinder korkiem i doktadnie
wymieszac.

Nastepnie przesaczy¢ ekstrakt przez migkki saczek do
czystej i suchej probowki.

2. Spektrofotometryczne oznaczenie chlorofilu
- oznaczenie chlorofilu a
Zawarto$¢ probowki z ekstraktem przela¢ do kuwety
i zmierzy¢é warto$¢ absorbancji (A) przy dhugosci fali
A=665 nm stosujac jako odnosnik ($lepa proba) roztwor
czystego metanolu. Uwaga: Wykonujgc odpowiednie
rozcienczenie ekstraktu metanolem, nalezy dobraé tak
stgzenie roztworu, by mierzona absorbancja miescita si¢
w zakresie A=0,30-0,80. Rozcienczenie wykonac
w trzech (n=3) powtorzeniach.

- 0znaczenie produktu degradacji chlorofilu a
Doda¢ do kuwety krople stezonego kwasu azotowego, wymiesza¢ i ponownie zmierzy¢ warto§¢ absorbancji przy dtugosci
fali A=665 nm. Zanotowa¢ barwy roztworéw przed dodatkiem oraz po dodatku HNOs.

- oznaczenie chlorofilu a i chlorofilu b

Dla rozcienczonych probek z ekstraktem zmierzy¢ warto$ci absorbancji przy trzech réznych dtugosciach fali: A=665 nm,
A=663 nm i 645 nm.

3. Obliczenie zawartoSci chlorofilu
- Zawarto$¢ chlorofilu a obliczy¢ korzystajac z ponizszej zaleznoSci:

Cenia) = 10,81 X Ay 1)
- Calkowitg zawarto$ci chlorofilu obliczy¢ korzystajac z ponizszej zaleznoS$ci:
C =8,02 x Agss) + 20,2 X Aeass) 2

- Zawarto$¢ chlorofilu a i chlorofilu b obliczy¢ korzystajac z ponizszej zaleznoSci:
Cehia) = 12,7 X Ass3) — 2,69 X Asas) 3)
Cehi) = 22,9 X Aeas) — 4,68 X Agsz)  (4)

gdzie stezenie C chlorofilu wyrazone jest w mg/dm?

Nastepnie obliczy¢ zawartos¢ chlorofilu (w mg/kg) w badanej probee (z uwzglednieniem rozcienczenia, petnej objetosci,
V (cm?®) ekstraktu alkoholowego i masy odwazki).

4. Sprawozdanie

Sprawozdanie powinno zawiera¢ bardzo krotki opis stosowanej metody oznaczenia, rodzaj analizowanej probki,
doktadny opis przygotowania probki do pomiaru oraz wyniki obliczen zawartosci catkowitej chlorofilu oraz chlorofilu a i b.
Wiyniki podac¢ jako $rednie arytmetyczne (X) wraz z wartosciami odchylen standardowych (SD). Obliczy¢ precyzj¢ oznaczen
(w postaci %RSD). Porowna¢ wyniki zawartosci chlorofilu a otrzymane z dwoéch réznych oznaczen. Poréwnaé wyniki
oznaczenia calkowitej zawartosci chlorofilu a i chlorofilu b (z zsumowanej zawartosci chl(a) i chl(b) wyliczonej z dwdch
niezaleznych oznaczen z catkowita zawartoscig wyliczong bezposrednio). Okresli¢ stosunek zawartosci chlorofilu a do
chlorofilu b (wnioski). Okresli¢ wptyw dodatku st¢zonego kwasu na zawartos¢ chlorofilu (wnioski).



ZESTAWIENIE WYNIKOW (propozycja):

Tabela 1
Roslina zielona (rodzaj, nazwa) Masa probki, g
Tabela 2
Stez kstrakt Rozcier ekstrakt ¢
_ ¢zony ekstra ozcienczony Stezenie chlorofilu, mg/dm® Zawartgsc
Barwnik —— (zaleznose) chlorofilu,
amnm | Ao 0tnose A mg/kg

rozcienczenia

Oznaczenie wg

rownania 1 665 Ceni(2=10,81% Aggs)
chlorofil a
A1, nm Ao Barwa ekstraktu
depggfsgl:ctji Bez dodatku Z dodatkiem
. % HN % HN
chlorofilu a 665 65% HNO, 65% HNO
Cenia) = 10,81X Aees)

Oznaczenie wg Ao N A s M As

rownan 2-4 ' '

Chlorofil a Cehia)=12,7X Ae63) — 2,69%X Aess)

Chlorofil b 663 645 Cch|(b):22,9><A(645)— 4,68XA(563)
> (chl(a),chl(b)) C=8,02XAs63) + 20,2X Aeas)
Tabela 3

Barwnik Zawartos¢ 0
(X £ SD), mg/kg RSD, % | Chl(a)/Chi(b)

Chl(a)
(oznaczenie wg rOwnania 1)
Chl(a)
(oznaczenie wg rOwnania 2)
Chl(b)
(oznaczenie wg rOwnania 3)
>(chl(a),chl(b))
(oznaczenie wg rOwnania 4)
Produkt degradacji chlorofilu a
(oznaczenie wg rownania 1)

Zagadnienia do kartkowki:

- wilasciwosci chlorofilu, rodzaje, budowa i reakcje

- sposoby ekstrakcji chlorofilu z roslin za pomoca réoznych mieszanin ekstrakcyjnych
- zasada oznaczen spektrofotometrycznych

- prawa absorpcji i przyczyny odchylen od tych praw

- przygotowanie probek roslinnych do oznaczen spektrofotometrycznych

- metoda spektrofotometryczna oznaczania zawarto$ci chlorofilu
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