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Barwniki fotosyntetyczne

Rozdziat chromatograficzny i identyfikacja barwnikow fotosyntetycznych lisci

Wstep

W trakcie fotosyntezy energia Swietlna wytapywana
jest przez chlorofile - barwniki ktére absorbuja Swiatto
o dtugosci fali ponizej 480 nm i pomiedzy 550 i 700
nm. Swiatto o dtugosci fali pomiedzy 480 a 550 nm
(czyli zielone) nie jest absorbowane przez chlorofile,
lecz odbijane, dlatego wtasnie liscie sg zielone. U roslin
wyzszych wystepuja dwa chlorofile réznigce sie nie-
znacznie budowa, nazywane a i b. Chlorofil a znajduje
sie w centrach reakcji fotosystemu pierwszego i dru-
giego, natomiast chlorofil b jest gtéwnym sktadnikiem
komplekséw zbierajgcych energie Swietlng. U roslin
stosunek ilosciowy chlorofilu a do b wynosi okoto
3 : 1. Chlorofile zostaty odkryte na poczgtku XX wieku
przez Richarda Willstattera i jego wspotpracownikdw,
a w1915 r. za to odkrycie przyznano im Nagrode Nobla
z chemii.

Oproécz chlorofili u roslin wystepuja inne barwniki
— karotenoidy, rowniez zaangazowane w proces fo-
tosyntezy, ktére zwigzane sg z biatkami zbierajgcymi
energie. Do karotenoidéw zaliczamy ksantofile (w tym
np. luteine) i karoteny (w tym B-karoten). Karotenoidy
absorbuja energie Swietlng w takim zakresie, w jakim
nie moga robic tego chlorofile, a takze chronig chloro-
plasty przed nadmiarem energii, rozpraszajac ja.
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Barwniki fotosyntetyczne, zaréwno chlorofile jak
i karotenoidy, sg zwigzkami niepolarnymi, a wiec Zle
rozpuszczaja sie w wodzie, natomiast bardzo dobrze
w rozpuszczalnikach takich, jak aceton, etanol czy
chloroform. Dlatego do ekstrakcji barwnikéw z lisci
w doswiadczeniu uzyjemy mieszaniny etanol-ace-
ton. Wyizolowane barwniki fotosyntetyczne mozna
rozdzieli¢ metoda chromatografii cienkowarstwowej
adsorpcyjnej (TLC — ang. Thin Layer Chromatography).
Ptytki do chromatografii pokryte sg tlenkiem krzemu,
ktéry moze wigzac (adsorbowac) rézne czasteczki. Im
zwiazek jest bardziej polarny, tym lepiej bedzie przy-
wigzany do ptytki. Mato polarne zwiazki stabo wigza
sie z ptytka i ,wedrujg” wraz z rozpuszczalnikiem,
ktéry uzywany jest do rozdziatu chromatograficznego.
Jako rozpuszczalnik stosowany bedzie odpowiednio
przygotowany, silnie niepolarny, uktad benzyna-ace-
ton (10:1), dlatego barwniki fotosyntetyczne, ktére sa
najbardziej niepolarne, beda przemieszczac sie wraz
z rozpuszczalnikiem, a te bardziej polarne bedg lepiej
Strzymac sie” ptytki i nie przesung sie znaczaco od
miejsca, w ktérym zostaty natozone. Po rozwinieciu
chromatogramu bedzie mozliwa identyfikacja chloro-
filu a oraz b i karotenoid6w.
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Materiaty i sprzet
Dla ucznia lub zespotu

Etanol 95% do izolacji barwnikéw, 5 ml

Aceton, 5 ml

Benzyna ekstrakcyjna, 30 ml (benzyne jako
rozciefczalnik mozna kupi¢ w sklepach z farbami)

Pusta probéwka o pojemnosci 15 ml lub cylinder miarowy
1 pusta probéwka o pojemnosci 50 ml

Saczek z bibuty

Ptytka do chromatografii cienkowarstwowej TLC

2 konhcoéwki kapilarne do naktadania roztworu barwnikéw na ptytke
Pipetka pasteurowska o pojemnosci 3 ml

Kubek plastikowy lub zlewka

Drewniana bagietka

Maty stoik z zakretka

Liscie roslin hodowanych na Swietle i w ciemnosci

taznia wodna z goraca woda (np. miska)

Przygotowania wstepne

1

Okoto 4 tygodnie przed przeprowadzeniem dosSwiadczenia wysie]
fasole. Nasiona najlepiej wysadzi¢ do normalnej ziemi ogrodowe;j.
Wczesdniej moga kietkowaé na talerzyku z mokra ligning przykryte
spodeczkiem lub folig aluminiowa, aby nie wyschty. Naczynia z
nasionami ustaw na parapecie. Kiedy fasola wykietkuje siewki wy-
sadz do doniczek z ziemig. Potowe doniczek z siewkami przenies
do zaciemnionego pomieszczenia (lub np. do szczelnie zamykane;j
szafki). Trzymane w ciemnosci (etiolowane) rosliny postuza jako
kontrola negatywna. Pozostate siewki powinny byé hodowane ze
swobodnym dostepem Swiatta. Nalezy pamietac o podlewaniu roslin
co najmniej trzy razy w tygodniu.

Bezposrednio przed zajeciami z izolacji barwnikéw przygotuj miesza-
nine do chromatografii benzyna-aceton w proporcji 10:1. Odmierz 30
ml benzyny ekstrakcyjnej i dodaj za pomoca pipetki 3 ml acetonu.
Tak przygotowana mieszanine rozlej do matych zakrecanych stoikow
(dla kazdego zespotu jeden stoik). Warstwa rozpuszczalnikéw na
dnie stoika nie powinna mie¢ wiecej niz 5 mm.

Przed rozpoczeciem doswiadczenia przygotuj taznie wodnga: do miski
nalej goracej wody. Woda powinna by¢ caty czas goraca, moze okazaé
sie konieczne dolewanie wrzatku w czasie dodwiadczenia. Jesli miska
jest duza, moze jej uzy¢ kilka zespotéw jednoczesnie.
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Procedura

1.  Przeprowadz ekstrakcje barwnikéw z lisci.

Lis¢ umies¢ w stoiku.

o

b. Zalej lis¢ cienkg warstwa etanolu

c.  Umiesc¢ stoik w goracej tazni wodnej. Mieszaj zawartos¢ stoika de-
likatnie nim kotyszac. Uwazaj, aby woda nie dostata sie do srodka
stoika. UWAGA: Staraj sie nie wdychac opardéw ze stoika! Praca po-
winna by¢ prowadzona pod wyciqgiem lub w dobrze wentylowanym
pomieszczeniu.

d. W ciggu okoto 15 minut liscie powinny sie odbarwi¢, a barwniki
fotosyntetyczne przejs¢ do etanolu. Zielonego ekstraktu uzyj do
dalszej czesci chromatografii. Odbarwiony lis¢ moze postuzy¢ do
dosSwiadczenia wykrywajacego skrobie jako substancje zapasowa
u roslin.
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Alternatywnie, ekstrakt barwnikéw z liSci mozna otrzymac bez gotowania

w etanolu, lecz ta metoda jest mniej wydajna:

a. Drobno posiekaj liscie. W przypadku fasoli beda to 4 licie, w przy-
padku innych roslin potrzeba okoto 2 — 3 graméw lisci. Rozdrobniony
materiat umie$¢ w pustej probédwece o objetosci 15 ml. UWAGA: Jezeli
w pracowni szkolnej znajduje sie moZdzierz, rozdrobnione liscie nalezy
zala¢ etanolem (5 ml) i utrze¢ na jednolitg mase. Do rozdrobnionych
lisci mozna dodac szczypte piasku, aby utatwié rozcieranie w moZdzie-
rzu. Jezeli uzywate$ mozdzierza przejdz do punktu c.

b. Uzywajac pipetki pasteurowskiej zalej materiat 5 ml etanolu

c. Zakrec probéwke i intensywnie wytrzasaj jej zawartos¢ przez kilka
minut. Uzyj drewnianej bagietki aby jeszcze lepiej rozdrobni¢ materiat
w proboéwce. UWAGA: Aby zwiekszy¢ wydajnosé ekstrakcji barwnikéw,
na tym etapie doswiadczenie mozna przerwacé i odstawi¢ probéwke w
ciemne i chtodne miejsce na kilka dni.

d. Krazek z bibuty zagnij tak, zeby utworzy¢ z niej lejek. Ekstrakt bar-
wnikéw przesacz przez saczek. Przesacz powinien miec intensywnie
zielong barwe.

2. Ekstrakt barwnikéw naktadaj przy pomocy koncowki kapilarnej na
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Rys. 4
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chropowata strone ptytki do chromatografii, w odlegtosci 1 cm od
jej dolnej krawedzi. Uwazaj, aby nie pobrudzi¢ i nie uszkodzi¢ ztoza,
ktérym pokryta jest ptytka, dotykaj palcami tylko krawedzi ptytki.
Po natozeniu kazdej kropli odczekaj 10 sekund, dop6ki kropla nie
wyschnie, po czym doktadnie w to samo miejsce naktadaj kolejna
krople. Naktadaj kolejne objetosci kapilary tak, aby tworzacy sie na
ptytce slad miat Srednice nie wieksza niz 5 mm. Natéz przynajmniej
7 objetosci kapilary. Naniesiony na ptytke materiat powinien miec
intensywnie zielony kolor.

3. Na ptytke mozesz natozy¢ dotaczony do zestawu wzorzec barwnikéw
jako kontrole pozytywna.

4. Pozostaw ptytke do wyschniecia na okoto 5 minut.

5.  Wysuszong ptytke wstaw pionowo do komory chromatograficzne;j.
Mieszanina rozpuszczalnikbw powinna siega ponizej poziomu
naniesionych ekstraktéw barwnikéw. Zamknij stoik.

6. ProwadZ chromatografie do momentu, gdy czoto rozpuszczalnika
znajdzie sie 1 cm przed gorng krawedziag ptytki. Nastepnie ptytke
wyjmij i wysusz. Ptytki mozna przechowywaé w ciemnosci przez
kilka tygodni.

Rys. 7 Rys. 8

www.sfn.edu.pl/volvox
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Oczekiwane wyniki

Barwniki z ekstraktu z lisci fasoli rozdzielaja sie na 4 pasma. Najszybciej,
niemal z czotem rozpuszczalnika, migruja karoteny, nastepnie ksantofile,
ciemnozielony chlorofil a i jasnozielony chlorofil b.

W ciemnoczerwonych lisciach réwniez jest chlorofil, chociaz jego
obecnos¢ maskowana jest przez duza ilos¢ antocjandéw.

W lisciach starzejacych sie chlorofil jest rozktadany wczesniej niz ka-
rotenoidy, dlatego jest go znaczniej mniej, niz w roslinach kontrolnych.

W korzeniach, w ktérych nie zachodza procesy fotosyntezy, a tak-
ze w lisciach roslin etiolowanych obecne sg karotenoidy, ale nie ma
chlorofilu.

Rozwigzywanie probleméw:

Pasma rozdzielonych barwnikéw sa niewyrazne i rozmyte:

Ptytka do TLC mogta by¢ niedoktadnie wysuszona lub natozono niewy-
starczajaca ilos¢ materiatu. Komora nie byta dobrze wysycona oparami
rozpuszczalnikéw. Na dnie komory byto zbyt duzo rozpuszczalnika.

Barwniki z lisci nie rozdzielity sie na 4 pasma, tak jak na rysunku:

Ekstrakcja byta zbyt mato wydajna (zbyt stabo rozdrobnione tkanki
roslinne), lub preparat byt zbyt dtugo wystawiony na dziatanie wysokiej
temperatury i promieni stonecznych. Sprébuj natozyé na ptytke ekstrakt
barwnikéw otrzymany wedtug procedury opisanej w doswiadczeniu
»Skrobia jako substancja zapasowa u roslin” (ekstrakcja mieszaning
etanol-aceton na goraco). Jako rozpuszczalnika do chromatografii mozesz
uzy¢ samej benzyny, bez acetonu. W tak niepolarnym rozpuszczalniku
lepiej rozdzielg sie karotenoidy, chlorofile jako bardziej polarne beda
gorzej rozdzielone.

Pytania kontrolne:

¢ Jaki barwnik odgrywa kluczowa role w procesie fotosyntezy?

¢ W jakich komérkach i jakich przedziatach komérkowych zlokalizowane
sg barwniki fotosyntetyczne?

¢ Jaka role petnig w roslinach karotenoidy?

¢ Jakie jest ewolucyjne pochodzenie chloroplastow?

¢ Jak rozdzielone s3 faza jasna i faza ciemna fotosyntezy u roslin C4 i
CAM. Z czym zwigzane s3 te przystosowania?

¢ Jaki jest ogblny wzér fotosyntezy?

Pomysty na dodatkowe doSwiadczenia
Ciekawym doswiadczeniem jest poréwnanie jakoSciowe zawartosci bar-

whnikéw fotosyntetycznych z réznych gatunkéw roslin oraz na przyktad
rodlin w r6znym stadium rozwoju - mtodych i starzejacych sie.

Czas wykonania doSwiadczenia

Wykonanie doSwiadczenia zabiera okoto 40 minut.

A Chlorofil a

Chilorofil b

-

migjsce, w kiorym
nakladana byta probka

Schemat ilustrujacy rozdzielone
barwniki fotosyntetyczne na
ptytce TLC
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Bezpieczenstwo i usuwanie odpadow

e Aceton, mieszanina etanol-aceton, benzyna - s3 tatwopalne.
Aceton, mieszanina etanol-aceton i benzyna sg truciznami — w
przypadku spozycia nalezy niezwtocznie skontaktowac sie z lekarzem.
Rozpuszczalniki nalezy przechowywaé w szczelnie zamknietych
naczyniach, ostoniete od Swiatta i Zrédet ciepta w temperaturze
pokojowej. Przy wszystkich czynnosciach nalezy zachowaé szczeg6lng
ostroznos¢. W przypadku kontaktu ze skéra zmyé ciepta woda z
mydtem. Wdychanie oparéw rozpuszczalnikéw moze by¢ szkodliwe
dla zdrowia, doSwiadczenia nalezy przeprowadzi¢ w dobrze
wentylowanym pomieszczeniu lub pod wyciggiem. Puste pojemniki
po rozpuszczalnikach oraz zlewki rozpuszczalnikéw nalezy wyrzucié
do przeznaczonych na tego typu odpady pojemnikéw (na przyktad
na stacji benzynowe;j).

» Saczki bibutowe po uzyciu mozna wyrzuci¢ do pojemnika na zwykte
Smieci. Mozna zastapic je filtrami do kawy.

o Koncéwki kapilarne — koricowek nie powinno sie uzywaéc wiecej niz
jeden raz. Zuzyte kofAcéwki mozna wyrzuci¢ do pojemnika na zwykte
Smieci.

e Probowke z wzorcem barwnikéw fotosyntetycznych nalezy
przechowywac w lodéwce, chroni¢ przed Swiattem.

Dostawcy

Mieszanine etanol-aceton mozna zastapi¢ 70% alkoholem etylowym
(moze byé odpowiednio rozcienczony spirytus rektyfikowany) z dodat-
kiem 2-3 % acetonu. Wszystkie te odczynniki dostene s3 w sklepach
chemicznych lub z farbami.

Benzyna ekstrakcyjna dostepna jest w sklepach z farbami jako roz-
cieficzalnik oraz w sklepach chemicznych.

Ptytki TLC mozna zakupi¢ w slepach z wyposazeniem laboratoriéw,
np. Linegal Chemicals, ul. Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa, tel. 48 22
631-72-81, www.linegal.com.pl.

W Szkole Festiwalu Nauki mozna kupic¢ zestaw edukacyjny ,,Tajemnice
fotosyntezy” umozliwiajacy przeprowadzenie niniejszego doswiadczenia
z 30 osobowa klasa.

Podziekowania

Protokét zostat opracowany w ramach projektu ,,Science of Modern
Biology — Exploratory Resources for Biology Teachers and Students”
finansowanego przez UNESCO.

llustracje wykonata Anna Lea Chojnacka.

Niniejszy protokét praktyczny zostat zaadaptowany do projektu Volvox
finansowanego z Széstego Programu Ramowego Unii Europejskiej.



