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12. Identyfikacja barwnikow naturalnych w lisciach szpinaku

1. CZESC TEORETYCZNA

1.1. Barwniki roslinne

Chlorofile sa barwnikami niezb¢ednymi w procesie fotosyntezy. W chloroplastach roslinnych
wystepuja przewaznie w dwoch formach: jako niebieskozielony chlorofil a oraz zoéltozielony
chlorofil 4 (struktury na Rysunku 1). Chlorofile zawieraja rdzen porfirynowy, w ktéorym znajduje
si¢ atom magnezu laczacy si¢ z atomami azotu kazdego z pier§cieni rdzenia porfirynowego.
Chlorofil b rozni si¢ od chlorofilu a obecno$cia grupy aldehydowej w bocznym pierscieniu
pirolowym zamiast grupy metylowej. Budowa strukturalna feofityny a i b jest podobna do budowy
chlorofilu a 1 b, z tym, ze w miejscu jednego atomu magnezu w czasteczce feofityny wystepuja dwa
atomy wodoru. Feofityng mozna uzyska¢ poprzez dziatanie kwasem na chlorofil. Oprdocz chlorofili
w chloroplastach wystgpuja takze karoteny, m.in. zotty B-karoten, czyli prowitamina A, oraz
ksantofile. Zielony kolor chlorofili jest efektem tego, ze zwiazki te silnie absorbujg $wiatlo w
czerwonej 1 niebieskiej cze$ci widma promieniowania widzialnego, natomiast stabo w czeg$ci
zielonej. Jesienig zabarwienie li§ci zmienia si¢ na zottawe ze wzgledu na rozktad chlorofilu, dzieki
czemu ujawnia si¢ barwa obecnych w lisciach zottych barwnikow.

W zalezno$ci od stanu probki szpinaku oraz warunkow eksperymentu moga wystapi¢ pewne
réznice w obserwowanych barwnikach. Moga powsta¢ nowe zwiazki w wyniku reakcji utleniania,
hydrolizy lub innych reakcji zachodzacych pod wptywem $wiatta, tlenu i innych czynnikéw. Probki

szpinaku 1 wyizolowane barwniki nalezy przechowywaé¢ w ciemnosci, jesli jest to mozliwe.
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Rysunek 1. Wzory strukturalne chlorofilu a, chlorofilu b oraz -karotenu
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1.2. Chromatografia adsorpcyjna

Technike chromatografii adsorpcyjnej stosuje si¢ do rozdzielania szczego6lnie ztozonych mieszanin
réznorodnych zwigzkow chemicznych wystepujacych w réznych typach probek jak np. zywnosci,
ale takze i srodowiskowych. Znajduje szczegodlne zastosowanie zwlaszcza gdy chodzi o zwiazki
wysokowrzace 1 wrazliwe na dziatanie temperatury, dla ktorych rozdzielenie za pomoca
krystalizacji czy destylacji jest praktycznie nieosiagalne.

W technice tej rozdzial nastgpuje w wyniku wielokrotnych, selektywnych proceséw adsorpcji
zachodzacych na aktywnych powierzchniach sorbentow. W chromatografii cieczowej wystepuja
konkurencyjne oddzialywania miedzy probka (analit i matryca) a faza stacjonarng (adsorbent),
migdzy probka a faza ruchomg (rozpuszczalnik wymywajacy probke z adsorbentu) i miedzy faza
ruchoma a stacjonarng. Mechanizm adsorpcyjny polega na zatrzymywaniu czasteczek substancji na
powierzchni adsorbentu (zwykle porowatego).

W procesie tym biorg udziat nastepujace oddziatywania miedzyczasteczkowe:

a) sity wynikajace z oddzialywan miedzy czasteczkami majacymi trwatly moment dipolowy
(oddzialywania dipol-dipol),

b) sity wynikajace z oddziatywan miedzy czasteczkami majacymi dipol i1 czasteczkami, w ktorych
dipol jest indukowany przez sasiadujace czasteczki (oddzialywanie dipol-dipol indukowany),

¢) oddzialywania zwigzane z tworzeniem wigzanh wodorowych, specjalny rodzaj oddzialywania
dipol-dipol migdzy atomem wodoru a atomem pierwiastka elektroujemnego, np. O, N, F.
Oddziatywania miedzyczasteczkowe powoduja, ze rozdzielane substancje w niejednakowym
stopniu zatrzymuja si¢ na adsorbencie. Im wigksze powinowactwo analitu do fazy stacjonarnej, tym
analit jest silniej przez nig zatrzymywany. Analit z adsorbentu wymywany jest fazag ruchoma. Im
silniej zatrzymywany analit, tym p.Zniej opuszcza kolumng¢ (wigksza retencja czyli opdznienie w
stosunku do przeplywu fazy ruchomej). Objetos¢ fazy ruchomej potrzebna do jego wymycia
nazywa si¢ objgtoscia retencji, a czas, w jakim analit zostaje wymyty z kolumny - czasem retencji.
Objetos¢ retencji 1 czas retencji analitu okresla si¢ precyzyjnie, liczac od momentu naniesienia na

kolumne do momentu opuszczenia kolumny maksimum jego stezenia.

1.2.1. Fazy stacjonarne w chromatografii adsorpcyjnej

W chromatografii cieczowej uzywa si¢ adsorbentéw porowatych o powierzchniach od setek do
tysiaca m*/g. Adsorbenty dzieli si¢ na polarne i niepolarne. Do niepolarnych naleza wegiel
aktywny, weglowodory nasycone, polimery; do polarnych — zel krzemionkowy, krzemian magnezu,

tlenek glinu. Zel krzemionkowy o ogdlnym wzorze SiO: x nH:0 jest najczesciej stosowanym
3
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adsorbentem. O jego szerokim zastosowaniu decyduje tatwos$¢ otrzymywania, jak roéwniez
mozliwos¢ tatwej modyfikacji jego wiasciwosci powierzchniowych, takich jak struktura
geometryczna pordw czy modyfikacja chemiczna. Na powierzchni Zelu krzemionkowego wystepuja
grupy -OH (silanolowe) o réznych wtasciwos$ciach. Aktywno$¢ zelu krzemionkowego jak i innych
adsorbent w nieorganicznych jest wigksza, gdy usunie si¢ z nich zaadsorbowang wodg¢. Usuwanie
wody przez ogrzewanie w temperaturze 120-150 °C nazywa si¢ aktywacjg adsorbentu. Wyzsza
temperatura, w przypadku zelu krzemionkowego moze powodowaé usuwanie grup
wodorotlenowych z jego powierzchni. Sita adsorpcji zwigzkéw organicznych na zelu
krzemionkowym jest wigksza im wigksza jest ich polarno$¢ i ro$nie w szeregu: weglowodory <
halogenki alkilowe, arylowe < etery (ROR)< aldehydy (RCHO)< ketony (R2CO)< estry (RCOOR)<
alkohole (ROH) < fenole (ArOH) < kwasy karboksylowe.

1.2.2. Fazy ruchome w chromatografii adsorpcyjnej

Zdolno$¢ rozpuszczalnika do wymywania substancji z adsorbentu zalezy od jego sily
oddziatywania z powierzchnig adsorbentu i zwana jest moca elucyjng rozpuszczalnika (eluentu).
Mechanizm tego oddzialywania jest taki sam jak przedstawiony wyzej dla substancji i adsorbentu.
Silniejsza adsorpcja rozpuszczalnika na fazie stacjonarnej zmniejsza adsorpcj¢ analitu.
Rozpuszczalniki klasyfikuje si¢ zgodnie ze wzrastajaca zdolnoscig wymywania zaadsorbowanych
substancji z adsorbentu (czyli zgodnie ze wzrastajaca ich moca elucyjng), zestawiajac je w tzw.
szereg eluotropowy. W chromatografii z faza stacjonarng polarng, np. z zelem krzemionkowym, o
sile elucji decyduje polarnos¢ eluentu, wigc szereg eluotropowy rozpuszczalnikdéw jest jednoczesnie
szeregiem o wzrastajacej ich polarnosci. Wybdr odpowiedniego rozpuszczalnika do rozdziatu
wybranej mieszaniny zwigzkoéw nie jest tatwy. Zwykle stosuje si¢ zestaw kilku rozpuszczalnikow,
rozpoczynajac od tego o najnizszej mocy elucyjnej (polarnosci) i stopniowo t¢ moc zwigkszajac.
Mozna miesza¢é dwa lub wigcej rozpuszczalnikow dla uzyskania odpowiedniej sity elucji i
selektywnos$ci rozdziatu. Szereg eluotropowy rozpuszczalnikéw wg wzrastajacej mocy elucyjne;,

dla adsorbentoéw polarnych przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Rozpuszczalniki uszeregowane zgodnie ze wzrastajacg mocg elucyjng w chromatografii

adsorpcyjnej na zelu krzemionkowym

L.p. | Rozpuszczalnik L.p. = Rozpuszczalnik L.p | Rozpuszezalnik

1 n-Pentan 7 Eter dietylowy 13 Acetonitryl

2 Eter naftowy 8. | Chloroform 14 Pirydyna

3 n-Heksan 9. | Dichlorometan 15 Etanol

4. | Cykloheksan 10. | Tetrahydrofuran 16 Metanol

5. | Tetrachlorek wegla | 11. | Aceton . 17 | Woda (b. duza sila elucji)

6. | Toluen 12. | Octan etylu 18 Kwas octowy (b. duza sila elucji)

1.2.3. Kolumnowa chromatografia adsorpcyjna (LC)

W adsorpcyjnej chromatografii kolumnowej analizowane substancje w postaci roztworu sa
nanoszone na adsorbent wypekniajacy kolumne. Wybor rozpuszczalnika zalezy przede wszystkim
od rozpuszczalno$ci substancji rozdzielanych. Nastepnie, przemywajac zloze (adsorbent w
kolumnie) rozpuszczalnikiem, rozwijany jest chromatogram, czyli analizowana mieszanina
rozdzielana jest na grupy zwigzkéw lub poszczegoélne zwigzki chemiczne 1 w dalszej kolejnosci
wymywana (eluowana) z kolumny i moze by¢ zbierana w poszczegoélne frakcje. Wymywanie
mozna prowadzi¢ jednym rozpuszczalnikiem Iub mieszaning o stalym skladzie (elucja
izokratyczna) lub kilkoma kolejno, albo mieszaning rozpuszczalnikow o wzrastajacej polarnosci
(elucja gradientowa). Eluowane z kolumny frakcje zbierane sa oddzielnie. W ten sposéb uzyskuje
si¢ rozdzial badanej mieszaniny na sktadniki nieadsorbowane i adsorbowane coraz silniej przez
adsorbent. Poszczegodlne frakcje moga by¢ w dalszej kolejnosci zatezone i poddane dodatkowym
analizom z wykorzystaniem innych metod/technik.

Zasadnicza cze$cig kazdego zestawu do chromatografii kolumnowej (Rysunek 2) jest kolumna ze
szkla obojetnego, ktorej wymiary s3a dostosowane do skali przeprowadzanego rozdziatu.
Najczesciej mieszczg one od 10 do 100 g adsorbentu, co wystarcza do adsorpcji od 0,1 do kilku
gramOw substancji. Dla przyspieszenia elucji stosuje si¢ slabe ssanie (pompka wodna) lub
ttoczenie. Napelnianie kolumny adsorbentem zwykle przeprowadza si¢ metoda na mokro,
polegajaca na wprowadzaniu do kolumny zawiesiny adsorbentu w rozpuszczalniku uzytym do
rozpuszczania substancji. Napehianie nalezy wykona¢ tak, by zloze adsorbentu bylo jednorodne,
pozbawione pecherzykdéw powietrza 1 nie zmienialo objgtosci w czasie rozdzialu. Powierzchnia
adsorbentu powinna by¢ stale pokryta plynem od chwili wprowadzenia pierwszych porcji
rozpuszczalnika do zakonczenia procesu. W przeciwnym razie ztoze na kolumnie moze latwo

wyschnaé, co uniemozliwia prowadzenie poprawnej adsorpcji.



12. Identyfikacja barwnikow naturalnych w lisciach szpinaku

J

Rysunek 2. Zestaw do chromatografii kolumnowej z zastosowaniem ttoczenia

1.2.4. Chromatografia adsorpcyjna barwnikow roslinnych

Jak juz wspomniano, w kolumnowej chromatografii adsorpcyjnej kolejnos¢ elucji zwigzkow
chemicznych z kolumny zalezy od ich polarnosci. W przypadku zastosowania zelu
krzemionkowego jako adsorbenta (polarnego) zwiazki o niskiej polarno$ci s3 wymywane jako
pierwsze, nast¢pnie eluujg zwigzki o wigkszej polarnosci. Barwniki, izolowane z lisci szpinaku,
r6znig si¢ polarnoscia, co powoduje, ze beda eluowaly w nastepujacym porzadku zgodnym z ich
wzrastajaca polarnoscig (w nawiasach podane sg kolory zwigzkow):

1. karoteny (intensywnie z6ity kolor),

2. feofityna a (intensywnie szary),

3. feofityna b (szary, moze by¢ niewidoczny),

4. chlorofil a (niebieskozielony, bardziej intensywny niz chlorofil b),

5. chlorofil b (zielony),

6. ksantofile (zotty).

2. CZESC EKSPERYMENTALNA

2.1. Cel ¢éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z metodami rozdzielenia i wstgpnej identyfikacji barwnych

zwigzkow obecnych w liSciach szpinaku.
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2.2 Wykonanie ¢wiczenia

Analizowane produkty spoiywcze

- Szpinak mrozony

Odczynniki chemiczne
- bezwodny siarczan magnezu
- bezwodny siarczan sodu
- aceton V=250 ml
- eter naftowy V =250 ml
- mieszanina eter naftowy:aceton (9:1, v/v) V=200 ml
- mieszanina eter naftowy:aceton (7:3, v/v) V=200 ml

- - zel krzemionkowy LC60A 60-200 MICRON firmy DAVISIL

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria
- - plytka + n6z do krojenia
- -zlewka V=100 ml
- -zlewka V=50 ml
- -zlewkaV=25ml
- -tyzka metalowa
- - tluczek porcelanowy
- -cylinder miarowy V =25 ml
- -kolbka do odparowywacza V = 100 ml
- - reduktor do odparowywacza
- - lejek $redni + pasujace saczki
- -pipeta V=5ml
- - pompka do pipet
- - kolumna szklana o wymiarach 1 A~ 15 cm
- - lejek pasujacy do kolumny
- -3 cylindry miarowe V =25 ml
- -3 cylindry miarowe V = 10 ml
- - bagietka szklana

faZnia ultradzwigkowa, waga analityczna, rotator

SPOSOB WYKONANIA
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2.2.1 Ekstrakcja

Odwazy¢ okoto 1-1,4 g mrozonego szpinaku (okoto 1/10 czgséci brykietu szpinaku) za pomoca
wagi precyzyjnej] w zlewce o V = 100 ml. Poczeka¢, az szpinak si¢ rozmrozi, doda¢ 1-1,4 g
bezwodnego siarczanu magnezu. Wymieszaé i rozetrze¢. Ekstrahowaé probke acetonem (20 ml) w
tazni ultradzwigkowej w czasie 15 min. Doda¢ do probki 8 g bezwodnego siarczanu sodu,
wymiesza¢ 1 pozostawi¢ na 5-10 min. Zdekantowac 1 przesaczy¢ ekstrakt do kolby. Pozostaty osad
przemy¢ acetonem (10 ml), zdekantowaé, przesaczy¢ i potaczy¢ ekstrakty w kolbce. Odparowaé
aceton na odparowywaczu obrotowym w temp. okoto 30 °C. Jezeli w kolbce pozostata woda,
rozpusci¢ ekstrakt w okoto 5 ml heksanu, pobra¢ tylko warstwe organiczna i ponownie wysuszy¢ ja

bezwodnym siarczanem sodu. Ekstrakt zatezy¢ do objetosci 0,5 ml.

2.2.2. Chromatografia kolumnowa (LC)

W kolbie Erlenmeyera (V = 100 ml) odwazy¢ 4 g Zelu krzemionkowego, a nastgpnie doda¢ 30 ml
roztworu eter naftowy-aceton (9:1 v/v). Wymiesza¢ i pozostawi¢ na 5-10 min. Zamocowaé
kolumne¢ w statywie 1 zamkna¢ odplyw z kolumny. Umieséci¢ na dnie kolumny malg ilo$¢ zwinigtej
waty szklanej. Wprowadzi¢ 2 ml roztworu eter naftowy-aceton (9:1 v/v). Usuna¢ powietrze z waty
szklanej naciskajac bagietka, a nastepnie wprowadzi¢ krazek z bibulty. Uwaznie wprowadzi¢
zawiesing zelu krzemionkowego do kolumny, za pomoca pipety z szerokim otworem wyjsciowym
lub poprzez lejek, otwierajac jednoczesnie odptyw z kolumny. Zrobi¢ to w taki sposob, aby uzyskac
w miar¢ ptaskie dno oraz plaski wierzch fazy stacjonarnej. Od momentu wprowadzenia do kolumny
zelu krzemionkowego jego powierzchnia musi by¢ stale przykryta ciecza. Jezeli w kolumnie bgda
bable powietrza to proces rozpoczaé od poczatku. Roztwoér eter naftowy-aceton wyptywajacy z
kolumny zachowaé do zakonczenia eksperymentu — postuzy do umycia kolumny oraz pipety i
kolby zabrudzonej ekstraktem ze szpinaku.

UWAGA! NIE WOLNO DOPROWADZIC DO PRZESUSZENIA KOLUMNY!!!

Gdy wysokos¢ ztoza w kolumnie bgdzie stata, nalezy ja zmierzy¢ i zanotowac. Pozostawi¢ okoto 3
cm stupa cieczy nad ztozem. Wazne jest, aby wierzch fazy stacjonarnej byl idealnie ptaski. Nalezy
wczesniej przygotowac wszystkie roztwory potrzebne do elucji barwnikow:

- roztwor A: eter naftowy-aceton (9:1 v/v), V =20 ml,

- roztwor B: eter naftowy-aceton (7:3 v/v), V =20 ml,

- roztwor C: aceton, V =20 ml.

Wyréwnac¢ poziom fazy ruchomej w kolumnie do poziomu ok. 0,5 cm nad powierzchnig zloza fazy

stacjonarnej i zamkna¢ odptyw z kolumny. Ostroznie wprowadzi¢ do kolumny okoto 1/2 czg¢$ci
8
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ekstraktu ze szpinaku za pomoca pipety Pasteura i otworzy¢ odptyw z kolumny. Wprowadzi¢
probke do fazy stacjonarnej przemywajac 2-4 razy po 1 ml roztworu A az domomentu, gdy cata
probka znajdzie si¢ w fazie stacjonarnej (zaniknie zielone zabarwienie roztworu nad powierzchnia
fazy stacjonarnej). Ostroznie wprowadzi¢ do kolumny pozostata czg$¢ roztworu A, a nast¢pnie
roztwor B oraz roztwor C. Zbiera¢ kolejne frakcje fazy ruchomej zawierajace wydzielone barwniki
ro$linne do kolejnych 6 cylindrow miarowych. Nalezy zanotowac¢ objgtosci uzyskanych frakcji.
Frakcje:

1- bezbarwna, V = okoto 5 ml,

2 —z6Mta, V = okoto 5 ml,

3 — bezbarwna, V = okoto 14 ml,

4 —szara, V = okoto 5 ml,

5 — niebiesko-zielona, V = okoto 10 ml,

6 — zotto-zielona, V = okoto 10 ml.

Na podstawie barwy zebranych fakcji nalezy dokona¢ wstepnej identyfikacji grup barwnikéw

wystepujacych w badanym materiale ro§linnym (lisciach szpinaku).

3. OPRACOWANIE WYNIKOW

Sprawozdanie powinno zawiera¢ opis czg¢sci eksperymentalnej, zestawienie uzyskanych wynikow

wraz z dyskusja otrzymanych rezultatow.
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