Ekstrakcja i rozdzial barwnikow roslinnych-pomiar i analiza widm absorpcji UV-Vis
Cel ¢wiczenia: Zapoznanie sie z metoda analizy jakoSciowej oraz wiasnosciami fizykochemicznymi barwnikow

fotosyntetycznych (ocena wiasciwosci chlorofili w zaleznos$ci od srodowiska (czynnikow stresowych)).

1. Wprowadzenie
Barwniki fotosyntetyczne (asymilacyjne) to barwne zwiagzki chemiczne odgrywajace kluczowa role w procesie

fotosyntezy i nadajace barwe lisciom. Wszystkie organizmy fotosyntezujace posiadaja barwniki odpowiedzialne za

absorpcje §wiatla. R6znia si¢ one budowa, zakresami §wiatta widzialnego, ktére moga pochtaniaé, wtasciwos$ciami

i petnionymi funkcjami. Wspoélng ich cechg, pozwalajaca na absorpcj¢ promieniowania jest obecno$¢ w budowie

uktadu wigzan sprzezonych. Sktad oraz zawarto$¢ barwnikow zmienia si¢ wraz z rozwojem ros$liny oraz zalezy od

natgzenia i widma $§wiatla oraz dostgpnosci skladnikow mineralnych. Wyrdznia si¢ trzy grupy barwnikow:
chlorofile, karotenoidy i fikobiliny. U ro$lin wyzszych wystepuja dwa, rézniagce si¢ nieznacznie budowsg
chlorofile, niebieskozielony chlorofil a i zoéttozielony chlorofil b, przy czym ilos¢ chlorofilu b jest 2-3 krotnie
mniejsza niz chlorofilu a. Inne, jak chlorofile ¢ i d wystepuja jednie u czesci glonow. Karotenoidy

(z6ttopomaranczowe barwniki pomocnicze) wystepuja w ilosciach 2-6 razy mniejszych niz chlorofile. W sktad

karotenoidow wchodzg gtownie ksantofile (m.in. luteina, wiolaksantyna, neoksantyna) oraz karoteny (w tym

—karoten). Kazdy organizm fotosyntezujacy ma charakterystyczny zestaw barwnikow, przy czym u wszystkich

obecny jest chlorofil a. Fikobiliny (fikoerytryna, fikocyjanina i allofikocyjanina) to dominujace barwniki

pomocnicze u krasnorostow i sinic.

e Chlorofile - naleza do barwnikow porfirynowych. Zawieraja cztery potgczone ze sobg pierScienie pirolowe, ktore
taczy centralnie utozony atom Mg. Podstawowy uktad jest podstawiony grupami metylowymi, etylowymi,
etylenowymi lub resztami kwasu propionowego. Ponadto, chlorofile zawierajg W pozycji 7, zwigzany estrowo,
fitol (alkohol), bedacy pochodna, izo-pentanolu. Ma on charakter hydrofobowy, dzigki czemu chlorofile tatwo
rozpuszczaja sie¢ w thuszczach i rozpuszczalnikach thuszczowych, za$ stabo - w wodzie. Chlorofile absorbuja
swiatto o dlugosci fali ponizej 480 nm i pomiedzy 550-700 nm, stad w widmie chlorofili, zardbwno a i b, obecne
sg dwa maksyma absorpcji (Rys. 1). Maksima te, w zalezno$ci od uzytego rozpuszczalnika, mogg si¢ przesuwaé
w kierunku fal dtuzszych lub krotszych. Niebieskozielony chlorofil a, absorbuje gtownie $wiatlo fioletowe
i czerwone, zétozielony chlorofil b, absorbuje glownie §wiatto niebieskie i pomaranczowe. Swiatto o dtugosci
fali pomigdzy 480 a 550 nm (zielone) jest odbijane, stad obserwujemy zielong barwe roslin.
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Rys.1. Widmo absorpcyjne chlorofili.


https://pl.wikipedia.org/wiki/Plik:Chlorophyll_ab_spectra2.PNG

Chlorofile sg nietrwale - Uwazane sg za najmniej trwate barwniki roslinne. Zniszczenie zywej tkanki roslinnej
oraz struktury chlorofili (np. w wyniku ogrzewania, dzialania $wiatta, tlenu, pH, kontaktu z rozpuszczalnikami,
enzymami (np. chlorofilaza)) prowadzi do przemian chlorofili i zmiany barwy, przy czym produkty degradacji sa
rozne. Przebieg przemian chlorofilu zalezy w duzej mierze od pH $rodowiska. W s$rodowisku kwasnym
(rozcienczone kwasy) nastepuje zastgpienie jonu Mg przez dwa jony wodoru, w wyniku czego powstaje feofityna
(brunatna/oliwkowozielona barwa). W silnie kwasnym $rodowisku dochodzi do usunigcia jonu Mg oraz fitolu,
w wyniku czego powstaje brunatny feoforbid. Feofityna tworzy si¢ podczas ekstrakcji barwnikéw pod wptywem
endogennych kwasdéw organicznych, czemu zapobiega si¢ dodajac substancje neutralizujace. Niewielkie iloSci
feofityny wystepuja zawsze w ekstraktach barwnikow roslinnych oraz w nieuszkodzonych komdrkach roslinnych
zdolnych do fotosyntezy tlenowej. Jej ilo§¢ rosnie z wiekiem organizmu. St¢zenie feofityny moze by¢ takze
wskaznikiem stopnia uszkodzenia roslin zielonych przez czynniki $rodowiskowe ($wiatlo, temperatura,
zanieczyszczenia). W srodowisku zasadowym nastepuje hydroliza wigzan estrowych powodujgc powstanie
chlorofilin (barwa zielona); wzrasta rowniez aktywno$¢ chlorofilazy w wyniku czego powstaja chlorofilidy (barwa
zielona). Chlorofile wykazujg tez zdolno$¢ do wymiany jonéw Mg na jony metali dwuwarto$ciowych.
Przyktadowo, obecnos¢ Cu(ll) czy Zn(ll) zwigksza stabilno$¢ zielonej barwy, z uwagi na tworzenie si¢ trwatych
kompleksow chlorofili z jonami Cu i Zn.

e Karotenoidy — nalezg do grupy tetraterpendéw. Zbudowane sa z o$miu jednostek izoprenowych (40 atomow
wegla). Absorbuja energie swietlng w zakresie, w jakim nie moga tego robi¢ chlorofile. Karotenoidy wystepuja

w lisciach, lecz ich zo6tto-pomaranczowa jest zwykle maskowana przez intensywna zielong barwe chlorofilu.

Widmo absorpcji chlorofilu a i b oraz karotenowcoéw przedstawiono na Rys. 2.
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Rys.2. Widmo absorpcyjne chlorofili i karotenowcow.
W poréwnaniu do chlorofili, barwniki te sg dos¢ trwate (stabilne).

e Fikobiliny - wydajnie absorbujg $wiatto czerwone, pomaranczowe, zotte i zielone, czyli w zakresie dtugosci fali

czesciowo nieabsorbowanym przez chlorofile.

Barwniki asymilacyjne zle rozpuszczaja si¢ w wodzie, stad do ekstrakcji ich stosuje si¢ rozpuszczalniki
organiczne (np. etanol, etery, aceton). Ze wzgledu na charakter budowy i dlugos¢ tancuchéw weglowych w
czasteczce rdznig si¢ ONe w znaczny sposob polarnoseig, dzigki czemu mozliwe jest rozdzielenie ich z w uktadzie
réznigcych si¢ polarnoscia rozpuszczalnikow za pomoca chromatografii cienkowarstwowej, badz selektywnej
ekstrakcji. Z kolei, z uwagi na wysokie molowe wspdtczynniki absorpcji chlorofili i karotenowcow, do ilosciowego
ich oznaczenia wykorzystuje si¢ metody spektrofotometryczne. Przykltadowe widmo barwnikow

wyekstrahowanych z lisci lipy przedstawiono na Rys. 3.
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Rys.3. Widmo po rozdziale chromatograficznym chlorofili i karotenu w ekstrakcie etanolowym otrzymanym z lisci lipy.

2. Wykonanie ¢wiczenia
Uwaga!l: Ze wzgledu na prace z rozpuszczalnikami organicznymi podczas wykonywania ¢wiczen nalezy
zachowac szczego6lng ostroznosé.

Materiat roslinny (liscie) pocigé¢ na mate fragmenty. Odwazy¢ okoto 0,25 g przenies¢ do suchego mozdzierza
porcelanowego i doda¢ 2-3 cm® eteru naftowego. Rozciera¢ energicznie thuczkiem. Eterowy ekstrakt przela¢ do
czystej zlewki (zostawi¢ do dalszej analizy). Doda¢ kolejng porcje eteru i dalej rozciera¢. Czynno$¢é powtorzyé
kilkukrotnie (do zaniku zottego zabarwienia ekstraktu). Do pozostalosci w mozdzierzu dodawaé po 2-3 cmd
etanolu, rozciera¢ thuczkiem i zawiesing alkoholowa przesaczy¢ (migkki saczek) do pojemniczka polietylowego.
Porcjg 2-3 ¢cm? etanolu przemy¢ mozdzierz i thuczek, przenoszac poptuczyny do pojemniczka. Na koniec, doda¢
tyle etanolu by suma roztworu zawarta w pojemniczku wynosita 15 cm®. Pojemniczek zakreci¢ i Wymieszaé
zawarto$¢. Otrzymany ekstrakt chlorofilowy rozdzieli¢ réwnomiernie (2 ¢cm®) do szes$ciu ponumerowanych
probowek (0-5). Do pierwszej (0) doda¢ 2 cmd etanolu (probka odniesienia). Do pozostatych pieciu dodaé¢ (2 cm?)
nieznanych roztworow z pojemniczkéw (1-5). Porownaé barwy roztworéw w poszczegolnych probowkach
z barwg pierwotnego ekstraktu (probka odniesienia). Zarejestrowa¢ widma absorpcji (400-700 nm) ekstraktow
z probowek. Wyznaczy¢ polozenia maksiméw absorpcji. Zinterpretowaé wynik i na tej podstawie oraz
wiedzac, Zze dodawanymi roztworami s3: woda, mocna zasada, mocny kwas oraz dwie rézne sole cynku
przypisaé¢ je pod konkretne numery (1-5). Wyciagnaé wnioski (wplyw Srodowiska na trwalos¢ chlorofili).

Dodatkowo zarejestrowac i zinterpretowa¢ widmo ekstraktu z wyizolowanymi na etapie ekstrakcji karotenoidami.

3. Sprawozdanie
Sprawozdanie powinno zawierac:
- cel ¢wiczenia 1 bardzo krotki opis stosowanej metody oznaczenia oraz opis przygotowania probki do pomiaru
- identyfikacje wyizolowanych z materiatu ros$linnego barwnikow asymilacyjnych
- analize widm absorpcyjnych, tj. opisane pasma absorpcji charakterystyczne dla barwnikoéw ro$linnych wraz z
interpretacja

- oceng wlasciwosci chlorofili (wptyw czynnikéw stresowych na ich trwato$c)

Zagadnienia do kartkowki:

- barwniki asymilacyjne, wlasciwosci fizyko-chemiczne; izolacja barwnikow z materiatu roslinnego
- zasada oznaczen spektrofotometrycznych

- widmo absorpcyjne, interpretacja widm
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OPRACOWANIE WYNIKOW (propozycja rozwiazania)

Wtasciwosci chlorofili

_ Barwa ) B
Nr probowki Maksima absorpcji Dodany roztwor
(ekstrakt+ r-r)
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ZALACZNIK

Tabela 1 Maksima absorpcji w acetonie podstawowych barwnikow

Mak=ima absorpeji [nom]

Baremik - AyAs
Ay By
chlorefil a 430 662 1.22
chlorofil b 456 645 281
feofityna a 418 653 425
f-karoten 450 477 —
Iateina 447 475 —

wiolaksantyna 442 473 —




