5. Izolacja i analiza spektroskopowa chlorofilu

Chlorofil jest zielonym barwnikiem wygbujacym u organizméw zdolnych do przeprowadzenia
procesu fotosyntezy np. doy wyzsze, glony, cyjanobakterie. Chlorofil, w procesi¢osyntezy,
bierze udziat w zamianie energivietlnej w energi chemiczia, gdzie z dwutlenku wegla i wody
powstaje glukoza i tlen uwalniany do atmosfery:

6CQ,+ 6H,0 —~ CH, O, + 60,
Chlorofil zawiera cztery patzone ze sabpiercienie pirolowe, ktéreaczy centralnie uloony
atom magnezu. W ukiladzie porfirynowym wyslja naprzemienne wkania pojedyncze i
podwojne, ktore tworzuktad rezonansowy.

Istnieje kilka rodzajow chlorofilu: chlorofid, b, ¢, d i e. Wszystkie fotosyntetyzage organizmy
posiadaj chlorofil a, ktory absorbujgwiatio czerwone o ditugai fali okoto 680 nm iswiatto

fioletowe o dtugéci fali 440 nm. Chlorofilb najintensywniej absorbuj@wviatto pomaraczowo-

czerwone kwiatto niebieskie.

Intensywny zielony kolor chlorofilu powodujez iwykorzystywany jest on jako pigment w
przemyle np. chlorofila uzywany jest do barwienia mydta, oliwy, woskow, tkamikosmetykow.
Komercyjnie dosipne pigmenty o strukturze chemicznej podobnej dorofilu wytwarzane s w
szerokiej gamie barw np. poprzez zpgtnie atomu magnezu atomem miedzi uzyskuwjegiment

0 barwie jasno niebieskie,;.

Odczynniki i sprzt:

Swieze zielone Kcie

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 NacCl

CaCQ

Bezwodny NaSQ; (lubMgSQs)

Szkto laboratoryjne: malzierz, rozdzielacz o pojemésm 100 m., lejek zwykly, kolby
stazkowe i okagtodenne, zlewki, probowki, pipety miarowe, cyliganiarowe
9. Zestaw do chromatografii kolumnowej

10. Bibuta filtracyjna

11.Wyparka rotacyjna priowa

N~ WNE

Wykonanie déwiadczenia:

A. Ekstrakcja barwnikow zsti

W mazdzierzu utrzé 5 g rozdrobnionycKwiezych lisci w 20 m. mieszaniny aceton : eter naftowy
(22 : 3; viv). W trakcie rozcierania dadaiewielky ilos¢ CaCQ (petna topatka dentystyczna).
Mieszaniry przegaczy¢ do rozdzielacza przezczek z bibuty. Do ekstraktu dogdd®20 m. eteru
naftowego i 20 m 10% roztworu NaCl. Wytesa 2-3 min. Po rozdzieleniu giwarstw, usuac
dolna warstwe wodm, a goérn warstwe organiczm przemy woda destylowan (3x5 mL). Przemyty
ekstrakt wysuszy w kolbie ptaskodennej za pompdezwodnego N&O, (lub MgSQy). Po
wysuszeniu, roztwoér przeszy¢ do kolbki okgngtodennej i zagicic do 20-30% pocgkowej
objetosci.

B. Przygotowanie kolumny
Kolumre chromatograficzs umiesci¢ pionowo w statywie, zamk jej wylot zaciskaczem i
wypetnic ja okoto 10 m mieszaniny eter naftowy : aceton (7 : 3; v/v). i§asie przy pomocy



bagietki umigci¢ na dnie kolumny tamponik z waty szklanej uajac, aby nie powstaty
pecherzyki powietrza. Ostimie wlat (po bagietce) do kolumny zamieszawnprzednio zawiesin
zelu krzemionkowego Silica Gel 60 (Merck). Zawiesimalewce powinna kyprzygotowana tak,
aby 2/3 jej ohjtosci stanowi zel, a 1/3 mieszanina eter naftowy : aceton (7 v/@). Nastpnie
odczekd, az na dnie kolumny uformuje giwarstwazelu 3-5 cm, po czym ostinie otworzy
zacisk kolumny. Roztwor powinien wyptywa szybkdcig 1 kropli/sek. Wysok& uformowanego
zelu powinna wynosi 20 cm. Nasipnie na szczycie kolumny ostrde umigcié¢ krazek z bibuty
filtracyjnej i zamkn¢ wylot kolumny, pozostawiwszy nad powierzchobnajmniej 2 cm roztworu.

C. Roéwnowzenie kolumny

Kolumrg z uformowanynmzelem krzemionkowym gaczy¢ ze zbiornikiem zawieragym 500 m
mieszaniny eter naftowy : aceton (7 : 3; v/v), ayd zacisk u dtu kolumny i przepfci¢ przez
nia okoto 60 m roztworu. Szybk& przeptywu powinna wyno&iokoto 1 m/min. Szybkd&c¢ te
reguluje st poprzez zmiagpotazenia zbiornika w stosunku do kolumny.

D. Chromatografia barwnikéw gdinnych

2 mL zakzonego ekstraktu barwnikéw dllmnych nanié¢ na czoto kolumny. Po wghnieciu w zel
ostraznie doda 4-5 m. eluentu i podiczy¢ rezerwuar z eluentem. Otwolzywylot na dole
kolumny i rozpoczé elucg barwnikéw. Eluat zbieta do probéwek, do kalej po 3 m.
Zaobserwowa pojawianie s roznokolorowych stref w trakcie rozdziatu. Eluent zewapcy
chlorofil i feofityng¢ wykazuje czerwonaav fluoresceng. Zanotow& kolejnas¢ elucii
poszczegolnych barwnikdw. Na podstawie barwy, #soencji i widma UV (maksimum absorpcji
dla chlorofilu znajduje si przy dtugdciach fal 420-440 i 680 nm) zidentyfikowgrobdéwki z
chlorofilem. W tabeli poriej przedstawiono kolory dla poszczegdlnych barwwikaéslinnych.

barwnik kolor

karoten zloty

feofityna oliwkowozielony
chlorofil a niebiesko-zielony
chlorofil b z0Mo-zielony
luteina 70ty

ksantofile 70hty

Zakres materiatu:
Zasada rozdziatu w chromatografii cieczowej, sstaosci barwnikéw rglinnych.



