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ROZDZIAL. BARWNIKOW Z LISCI SZPINAKU I PIETRUSZKI
ZA POMOCA CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ

CHLOROPLASTY

Typowa komodrka ro§linna zawiera od 50 do 200 chloroplastow o owalnym ksztalcie
i $rednicy 5-10 um. Chloroplasty wystepuja przede wszystkim w migkiszu asymilacyjnym li§ci oraz w
todydze. Chloroplast zawiera trzy odrgbne blony: btone zewnetrzna, btone wewnetrzng (zawierajaca
biatka transportujace) oraz blone tylakoidu. Tylakoidy sa to struktury membranowe, zawierajace
barwniki fotosyntetyczne (chlorofil a i b) oraz barwniki pomocnicze (karoten i ksantofil). Pojedyncze
tylakoidy sg ze soba potaczone i wykazujg tendencje do zespalania si¢, a tym samym do tworzenia gran.
Przestrzen w chloroplascie wypetnia stroma, ktéra zawiera enzymy biorace udziat w fotosyntezie (fazie
ciemne;j), czasteczki kolistego DNA (zawiera kompletny genom chloroplastu) oraz rybosomy.

BARWNIKI FOTOSYNTETYCZNE

Najbardziej rozpowszechnionymi barwnikami ro§linnymi sa chlorofile. Wystepuja one w
lisciach i zielonych czg$ciach roslin. Czasteczka chlorofilu zbudowana jest z 4-pierscieniowej
pochodnej porfiryny, zwanej feoporfiryna, oraz reszty 20-weglowego alkoholu, dotaczonej wigzaniem
estrowym do reszty kwasu propionowego, ktéra jest jednym z podstawnikow IV pier§cienia pirolowego
feoporfiryny. Fragmenty czterech potaczonych pierscieni pirolowych tworza uklad naprzemiennie
utozonych wigzan pojedynczych i podwojnych. Uktad taki nosi nazwe uktadu wigzan sprzezonych.
Magnez jest potaczony koordynacyjnie z atomami azotu pierscieni pirolowych. Hydrofobowy tancuch
fitolu nie uczestniczy w absorpcji $wiatta, a jego funkcja polega na zakotwiczeniu i zapewnieniu
odpowiedniej orientacji czasteczki chlorofilu w btonie tylakoidow.

Wszystkie fotosyntetyzujace organizmy posiadaja chlorofil a, ktory absorbuje §wiatto czerwone
o dtugosci fali 680 nm i $wiatlo fioletowe o dtugosci fali 440 nm. Chlorofil b najintensywniej absorbuje
$wiatlo pomaranczowoczerwone i §wiatto niebieskie.

Barwa chlorofilu a jest szaroniebieskawa, a chlorofilu b — niebieskozielona (natomiast
chloroformowy oliwkowozielony ekstrakt lisci, w $wietle UV fluoryzuje wisniowo!). Zielony kolor lisci
powstaje z natozenia pozostalych barwnikdéw: karotenoidéw (na chromatogramie sg to plamy o
najwickszej wartosci Ry) 1 ksantofilu, a czasem dodatkowo antocyjanéw. Malownicze zmiany barwy lisci
jesienig powodowane sg przez stopniowy zanik poszczego6lnych barwnikow (pierwszy zanika chlorofil).
Rozowa fluorescencja chlorofilu daje si¢ obserwowaé dopiero po ekstrakcji lub innym uszkodzeniu
komorek. Wykorzystywane jest to do lokalizacji obszarow Ziemi, na ktérych szata roslinna jest
uszkodzona mechanicznie lub biologicznie. Na zdjeciach satelitarnych takich miejsc wyraznie widoczna
jest fluorescencja chlorofilu.

W chloroplastach, obok chlorofilow wystepuja rowniez karotenoidy. Karotenoidy sa
pochodnymi izoprenu i dzielg si¢ na:

e pomaranczowo-czerwone karoteny, zbudowane wytacznie z wegla i wodoru,
e 70Mle 1 zOMo-pomaranczowe ksantofile, zawierajace takze tlen (najczeséciej sg to grupy
wodorotlenowe).
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W wickszosci karotenoidow wystepuja dwa pierScienie polaczone dlugim *lancuchem
weglowodorowym, w ktdérym na przemian wystepuja wigzania pojedyncze i podwdjne, tworzace uktad
wigzan sprzezonych. Podobnie jak w czasteczce chlorofilu, uktad ten umozliwia absorpcje $wiatla.
Dzigki innej budowie chemicznej karotenoidy absorbuja swiatto w nieco odmiennym zakresie niz
chlorofil. Ta wiasciwo$¢ karotenoidow ma istotne znaczenie dla ich funkcji. Moga one absorbowaé
$wiatlo w zakresie dlugosci fali nie absorbowanym przez chlorofil i nastgpnie przekazywac energie
stanu wzbudzonego na czgsteczkg chlorofilu. Drugg istotng funkcjg jest ich rola ochronna przed
procesami fotooksydacji, na ktére narazone sa gltéwnie nienasycone kwasy tluszczowe lipidow
chloroplastowych.

CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA

Fizykochemiczna metoda rozdzialu, w ktorej rozdzielane sktadniki mieszaniny ulegaja
podziatowi iloSciowemu pomiedzy dwie fazy (ruchoma i nieruchoma). Czasteczki migruja w
odpowiednio dobranym uktadzie chromatograficznym, ktory sktada si¢ z trzech elementow:

1. fazy ruchomej (eluent),

2. fazy stacjonarnej (adsorbent),

3. chromatografowana substancja (analit) zawierajaca jedng lub wiele zwigzkoéw
chemicznych.

Proces chromatografii to rozdziat poprzez zetknigcie dwoch faz bedacych we wzglednym ruchu,
przy maksymalnie rozwinigtej powierzchni kontaktu. Efekt zréznicowania czasu migracji sktadnika
mieszaniny w chromatografii zwigzany jest z r6znica powinowactwa fizykochemicznego substancji do
fazy nieruchomej 1 ruchomej. Jezeli substancja wykazuje duzy stopien powinowactwa do
rozpuszczalnika — porusza si¢ szybko, jezeli za§ do fazy stacjonarnej — wolno. Substancja spedza
bowiem wigcej czasu w tej fazie, z ktdrg pozostaje w wickszym kontakcie. Stezenie substancji w danej
fazie zalezy od tego powinowactwa.

Stosujac polarne adsorbenty (np. zel krzemionkowy), jako fazy ruchome wykorzystuje sig
rozpuszczalniki niepolarne lub stabo polarne takie jak np. heksan, heptan, izooktan, chloroform. Ponizej
przedstawiony jest schematyczny chromatogram TLC.
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Podstawowa wielkoscia, jaka wyznacza si¢ z chromatografu TLC jest wspotczynnik retencji
(op6znienia, zatrzymania,) Rf (ang. retardation factor), definiowany jest jako stosunek drogi migracji
substancji chromatografowanej od linii startu do srodka plamki (B, C), do drogi przebytej przez czoto
fazy ruchomej (A):

_B(O)
oA

Warto$¢ wspotczynnika opdznienia, Rf, charakteryzuje zachowanie si¢ substancji
chromatografowanej w danym uktadzie chromatograficznym i zalezy od molekularnej struktury
substancji chromatografowanej. W zalezno$ci od uktadu chromatograficznego wartos¢ Rf substancji
moze przyjmowac warto$¢ z przedzialu 0< Rf <1:

- substancja bardzo silnie adsorbujaca si¢ w danym ukltadzie, zostajac na linii startu, osigga

warto$¢ Rf =0,

- substancja bardzo stabo absorbujaca si¢ w danym uktadzie (minimalna adsorpcja), wedrujac z
czotem fazy ruchomej, osigga wartos¢ Rf = 1.
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ROZDZIAL. BARWNIKOW LISCI SZPINAKU I PIETRUSZKI ZA POMOCA
CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ

WYKONANIE:
1. Pobra¢ nieduza ilo§¢ mrozonych lisci szpinaku i pietruszki.
2. Umiesci¢ je w mozdzierzu i doda¢ nieduzg ilo$¢ chloroformu.
3. Probki uciera¢ w mozdzierzu do uzyskania chloroformowego ekstraktu lisci.
4. Na plytce chromatograficznej zaznaczy¢ otéwkiem linig¢ startu w odlegtosci 2 cm od brzegu. Na

niej w rownych odstgpach nanies¢ po 20 pl ekstraktu z lisci szpinaku i pietruszki (punkty
startowe powinny znajdowac¢ si¢ w odlegtosci, co najmniej 1 cm od siebie).

Ptytke chromatograficzng z naniesionymi probami umiesci¢ w komorze chromatograficznej.
Dochodzi do kontaktu rozpuszczalnika z brzegiem warstwy adsorbentu.

Komore przykry¢ plytka, ktora zapobiega parowaniu rozpuszczalnika na zewnatrz. Rozwijanie
chromatogramu zakonczy¢, gdy front rozpuszczalnika dochodzi do przeciwleglego brzegu
ptytki. Barwniki od linii startu b¢da utozone w nastepujacy sposob: ksantofile, chlorofil b,
chlorofil a, B-karoten.

Przeanalizowa¢ otrzymany chromatogram.

SPRAWOZDANIE
W sprawozdaniu powinny znalez¢ si¢:

1.

ok~ w

Strona tytulowa - tytut ¢wiczenia, data, nr grupy, osoby wykonujace ¢wiczenie;
Wstep teoretyczny (maksymalnie 1 strona);

Wykonanie ¢wiczenia,

Wyniki — zdjecie ptytki, obliczenie wspotczynnika retencji;

Whioski — oméwi¢ uzyskane wyniki.

Sprawozdanie nalezy przysta¢ w formacie *pdf. Temat maila oraz nazwa pliku powinny

brzmie¢: L1 zespol 2 sprawozdanie Biologia komérki (TLC) (wpisa¢ odpowiednie numery grup).

ODCZYNNIKI

- mrozone liscie szpinaku, §wieze liscie pietruszki

- uktad rozwijajacy: cykloheksan + aceton (w stosunku 4 : 1,5)
- chloroform (ekstrahent)

- plytka chromatograficzna (Silica Gel 60 firmy Merck)

- tlenek glinu

APARATURA I SPRZET

- mozdzierz

- komora chromatograficzna
- probowki typu Eppendorf
- pipety automatyczne

- pipety pasterowskie
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