5. Izolacja i analiza spektroskopowa chlorofilu

Chlorofil jest zielonym barwnikiem wyst¢pujacym u organizmoéw zdolnych do przeprowadzenia
procesu fotosyntezy np. rosliny wyzsze, glony, cyjanobakterie. Chlorofil, w procesie fotosyntezy,
bierze udzial w zamianie energii $wietlnej w energi¢ chemiczng, gdzie z dwutlenku wegla 1 wody
powstaje glukoza i tlen uwalniany do atmosfery:
6CO,+ 6H,0 — C,H,,0,+ 60,1

Chlorofil zawiera cztery polaczone ze sobg pierScienie pirolowe, ktore gczy centralnie utozony
atom magnezu. W ukladzie porfirynowym wystepuja naprzemienne wigzania pojedyncze i
podwdjne, ktore tworzg uktad rezonansowy.

Istnieje kilka rodzajow chlorofilu: chlorofil a, b, c, d i e. Wszystkie fotosyntetyzujace organizmy
posiadaja chlorofil a, ktory absorbuje $wiatto czerwone o dtugosci fali okoto 680 nm i §wiatto
fioletowe o dlugosci fali 440 nm. Chlorofil b najintensywniej absorbuje $wiatto pomaranczowo-
czerwone 1 $wiatlo niebieskie.

Intensywny zielony kolor chlorofilu powoduje, iz wykorzystywany jest on jako pigment w
przemysle np. chlorofil a uzywany jest do barwienia mydta, oliwy, woskow, tkanin i kosmetykow.
Komercyjnie dostgpne pigmenty o strukturze chemicznej podobnej do chlorofilu wytwarzane sg w
szerokiej gamie barw np. poprzez zastgpienie atomu magnezu atomem miedzi uzyskuje si¢ pigment
0 barwie jasno niebieskiej.

Odczynniki 1 sprzet:

Swieze zielone liscie

Zel krzemionkowy Silica Gel 60 (Merck)

Mieszanina aceton : eter naftowy (22 : 3; v/v)

Mieszanina eter naftowy : aceton (7 : 3; v/v)

10% wodny roztwor NaCl

CaCOs

Bezwodny NazSO4 (lub MgSQOs)

Szkto laboratoryjne: mozdzierz, rozdzielacz o pojemnosci 100 mL, lejek zwykty, kolby
stozkowe 1 okragtodenne, zlewki, probowki, pipety miarowe, cylindry miarowe
9. Zestaw do chromatografii kolumnowej

10. Bibuta filtracyjna

11. Wyparka rotacyjna prézniowa
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Wykonanie doswiadczenia:

A. Ekstrakcja barwnikow z lisci

W mozdzierzu utrze¢ 1 g rozdrobnionych $wiezych lisci w 20 mL mieszaniny aceton : eter naftowy
(22 : 3; v/v). W trakcie rozcierania doda¢ niewielka ilos¢ CaCOz (petna topatka dentystyczna).
Mieszaning przesgczy¢ do rozdzielacza przez saczek z bibuty. Do ekstraktu doda¢ 20 mL eteru
naftowego i 20 mL 10% roztworu NaCl. Wytrzasa¢ 2-3 min. Po rozdzieleniu si¢ warstw, usungé¢
dolng warstwe wodng, a gorng warstwe organiczng przemy¢ woda destylowang (3x5 mL). Przemyty
ekstrakt wysuszy¢ w kolbie ptaskodennej za pomocg bezwodnego Na>SOs (lub MgSQOa). Po
Wysuszeniu, roztwor przesaczy¢ do kolbki okragtodennej i zagesci¢ do 20-30% poczatkowej
objetosci.

B. Przygotowanie kolumny
Kolumne chromatograficzng umiesci¢ pionowo w statywie, zamknac¢ jej wylot zaciskaczem i
wypei¢ ja okoto 10 mL mieszaniny eter naftowy : aceton (7 : 3; v/v). Nast¢pnie przy pomocy



bagietki umiesci¢ na dnie kolumny tamponik z waty szklanej uwazajac, aby nie powstaty
pecherzyki powietrza. Ostroznie wla¢ (po bagietce) do kolumny zamieszang uprzednio zawiesing
zelu krzemionkowego Silica Gel 60 (Merck). Zawiesina w zlewce powinna by¢ przygotowana tak,
aby 2/3 jej objetosci stanowit zel, a 1/3 mieszanina eter naftowy : aceton (7 : 3; v/v). Nastepnie
odczeka¢, az na dnie kolumny uformuje si¢ warstwa zelu 3-5 cm, po czym ostroznie otworzyé
zacisk kolumny. Roztwor powinien wyptywac z szybkoscia 1 kropli/sek. Wysokos¢ uformowanego
zelu powinna wynosi¢ 20 cm. Nastepnie na szczycie kolumny ostroznie umiesci¢ krazek z bibuty
filtracyjnej i zamkna¢ wylot kolumny, pozostawiwszy nad powierzchnig co najmniej 2 cm
roztworu.

C. Réownowazenie kolumny

Kolumne z uformowanym zelem krzemionkowym potaczy¢ ze zbiornikiem zawierajacym 500 mL
mieszaniny eter naftowy : aceton (7 : 3; v/v), otworzy¢ zacisk u dotu kolumny i przepusci¢ przez
nig okoto 60 mL roztworu. Szybkos¢ przeptywu powinna wynosi¢ okoto 1 mL/min. Szybkos¢ te
reguluje sie poprzez zmiang potozenia zbiornika w stosunku do kolumny.

D. Chromatografia barwnikow roslinnych

2 mL zatezonego ekstraktu barwnikéw roslinnych nanies¢ na czoto kolumny. Po wsigknieciu w Zel
ostroznie doda¢ 4-5 mL eluentu i podlaczy¢ rezerwuar z eluentem. Otworzy¢ wylot na dole
kolumny i rozpocza¢ elucje barwnikow. Eluat zbiera¢ do probowek, do kazdej po 3 mL.
Zaobserwowa¢ pojawianie si¢ roznokolorowych stref w trakcie rozdziatu. Eluent zawierajacy
chlorofil 1 feofityne wykazuje czerwonawa fluorescencje. Zanotowac¢ kolejnos¢ elucji
poszczegodlnych barwnikéw. Na podstawie barwy, fluorescencji i widma UV (maksimum absorpcji
dla chlorofilu znajduje si¢ przy dtugosciach fal 420-440 i 680 nm) zidentyfikowac probowki z
chlorofilem. (poprzez obserwacj¢ zabarwienia zawartoSci zebranych frakcji pod lampg UV). W
tabeli ponizej przedstawiono kolory dla poszczegdlnych barwnikow roslinnych.

barwnik kolor

karoten zloty

feofityna oliwkowozielony
chlorofil a niebiesko-zielony
chlorofil b z6tto-zielony
luteina 76ty

ksantofile 76ty

Zakres materiatu:

Zasada rozdzialu w chromatografii cieczowej, whasciwosci barwnikow roslinnych i ich funkcja
biologiczna, antocyjany, flawonoidy, karotenoidy; budowa chlorofilu (rdzen porfirynowy, chlorofil
a i b), postrzeganie barw, fotosynteza.



