8. BARWNIKI FOTOSYNTETYCZNE ROSLIN

8.1. 0gobine wtasciwosci barwnikow

Organizmy fotosyntetyczne zawieraja szereg barwnikow absorbujacych promienio-
wanie widzialne, ktérych wzbudzenie inicjuje reakcje fotochemiczne fotosyntezy.
Mozna wyréznié trzy grupy barwnik6w wystepujacych w organizmach fotosyntetycz-
nych: chlorofile, karotenoidy oraz fikobiliny (tylko u sinic i krasnorostéw). W prze-
ciwienistwie do fikobilin, chlorofile i karotenoidy sa nierozpuszczalne w wodzie. Fi-
kobiliny oraz karotenoidy nazywane sa barwnikami pomocniczymi, poniewaz ich
gléowna funkcja jest przekazywanie zaabsorbowanego $wiatla na chlorofil.

Ba ik Maksima atbsorpcjl
w acetonie (nm)
Chlorofil a 430, 662
Chlorofil b 456, 645
B-karoten 453, 479
Luteina 447,475
Wiolaksantyna 419, 443, 471

Za charakterystyczng, zielong barwe roslin odpowiedzialne s3 chlorofile. Stanowia
one okolo 4% suchej masy chloroplastow. Chlorofil a ma barwe niebieskozielona,
natomiast chlorofil b zéltozielong i stanowi okolo 1/3 ilosci chlorofilu a. Chlorofile
wykazujg dwa pasma absorpcji w zakresie widzialnym: w zakresie §wiatla niebiesko-
fioletowego (pasmo Soreta) i czerwonego (pasmo Qy). Chlorofile zbudowane sg z po-
larnego, tetrapirolowego pierscienia porfirynowego z centralnie zwigzanym atomem
magnezu oraz hydrofobowego, 20-weglowego laficucha bocznego, fitolu.

Karotenoidy to grupa z6ltych lub pomaranczowych barwnikéw roslinnych. Ich
barwa w liSciach jest maskowana w lecie przez chlorofil. Staja sie natomiast dobrze
widoczne jesienig, kiedy chlorofil ulega degradacji. Karotenoidy to 40-weglowe po-
chodne tetraterpenéw zbudowane z 8 reszt izoprenoidowych, zawierajace uklad
sprzezonych wigzan podwdjnych, zakoficzony dwoma pierscieniami jononu. Karote-
noidy dzielimy na: karoteny (weglowodory np. a- i B-karoten) oraz ksantofile (po-
chodne tlenowe karotenéw, np. luteina czy wioloksantyna). Widmo absorpcji karo-
tenoidow przypada na zakres 400-550 nm. W blonach tylakoidowych barwniki te
znajduja sie w sasiedztwie chlorofilu i przekazuja zaabsorbowana energie czastecz-
kom chlorofilu a. Dzialajga na zasadzie anteny, stad okre§la si¢ je czasem mianem
barwnikow antenowych. Barwniki fotosyntetyczne nie s3 rozmieszczone réwnomier-
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nie w blonach tylakoidéw, lecz wystepuja w postaci komplekséw bialkowo-barwni-
kowych o réznym skladzie i funkcji.

chlorofila —»[R] -CH3
chlorofil b —[R] -CHO

CH3

H3 H3 3 H3
chlorofil

luteina

Dezintegracja blon tylakoidéw za pomocg detergentéw pozwolila na wyodrebnienie
dwoch gtéwnych typéw kompleksow:
I. kompleksy zawierajace centrum reakcji fotosystemu I (PSI) oraz fotosys-
temu II (PSII)
II. kompleksy stanowigce uklady antenowe.
W sklad centrum reakgcji obu fotosysteméw wchodzi chlorofil a oraz -karoten, na-
tomiast uklady antenowe zawieraja oba chlorofile oraz ksantofile.
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ZAGADNIENIA DO OPRACOWANIA:

Budowa i funkcja barwnik6w fotosyntetycznych.
Chromatografia adsorpcyjna.

Spektroskopia absorpcyjna.

Budowa chloroplastéw.

Zasady wszystkich wykonywanych na ¢wiczeniach oznaczen.

LITERATURA UZUPELNIAJACA
¢ Fizjologia roslin. Kopcewicz J., Lewak S. (red.), PWN, Warszawa 2005.
e Fotosynteza. Hall D. O., Rao K. K., Wydawnictwo Naukowo-Techniczne, War-
szawa 1999.

8.2. Izolacja barwnikéw

ZASADA:

Barwniki fotosyntetyczne mozna ekstrahowac z tkanki roslinnej za pomocg rozpusz-
czalnikéw organicznych, takich jak: chloroform, metanol, aceton czy eter dietylowy.
Mieszanine barwnikow z ekstraktu rozdziela sie najczesciej z wykorzystaniem meto-
dy chromatografii adsorpcyjnej (chromatografii w ukladzie ciecz-cialo state), w kto-
rej faza stacjonarna jest fazg stala, a rozdzial substancji zachodzi dzieki zjawiskom
adsorpcji. Jako adsorbenty stosuje si¢ substancje nieorganiczne lub organiczne (np.
Al,0;, MgO, skrobia, celuloza, sacharoza), ktore oddzialuja swoja powierzchnig
z czasteczkami rozdzielanych zwigzkow. Powinowactwo adsorpcyjne rozdzielanych
zwigzkéw do adsorbenta jest uzaleznione od ich budowy — gléwnie od obecnosci
i polozenia grup funkeyjnych (polarnosci). Poniewaz rozpuszczalnik jest takze adsor-
bowany, dla kazdej substancji wytwarza sie specyficzna rownowaga miedzy trzema
sktadnikami ukladu: adsorbent — badany zwigzek — rozpuszczalnik. Przy przemy-
waniu rozpuszczalnikiem nastepuje selektywna desorpcja skladnikéw mieszaniny.
Jako$é rozdzialu i szybko$é wymywania danego zwigzku beda zalezaly nie tylko od
jego powinowactwa do absorbenta, ale takze od jego rozpuszczalnosci w solwencie
i sktadu badanej mieszaniny. Efektywno$¢ rozdzialu mozna zwiekszy¢ poprzez umie-
jetny dobér solwentu do chromatografii.

8.2.1. Ekstrakcja barwnikdw z lisci

8.2.1.1. Ekstrakcja barwnikéw do rozdzialu chromatograficznego
na bibule

WYKONANIE:

Na wadze odwazy¢ okolo 2 g Swiezych lisci. LiScie utrze¢ w mozdzierzu z piaskiem (lub
tluczonym szklem). Dodaé 10 ml mieszaniny chloroform:metanol 1:2 (o/0). Calos¢
ucierac jeszcze przez okolo 2 min, nastepnie odczeka¢, az fragmenty tkanki opadng na
dno mozdzierza. Zebra¢ nadsacz pipeta, przesaczyé przez saczek z bibuly do krotkiej
probdéwki szklanej i podzieli¢ na 2 czesci. Do jednej dodaé ostroznie 20-50 pl stezone-
go HCl i wymieszaé. Oba ekstrakty nanies¢ na bibule chromatograficzna.
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8.2.1.2. Ekstrakcja barwnikow do rozdzialu chromatograficznego na
kolumnie

WYKONANIE:

Utrze¢ w mozdzierzu okolo 1 g liSci z dodatkiem 10 ml metanolu. Nastepnie odcze-
kaé, az fragmenty tkanki opadna na dno mozdzierza. Zebra¢ nadsacz pipeta, przesa-
czy¢ przez saczek z bibuly do probowki. Dodaé 5 ml benzyny (lub heksanu), 5 ml wo-
dy, zatka¢ szczelnie korkiem i wymiesza¢ kilkukrotnie obracajgc probowke dnem do
gory (nie wytrzepywac!). Po rozdzieleniu sie faz, gérng, ciemnozielong faze nanie$¢
na kolumne.

8.3. Rozdziat barwnikow

8.3.1. Rozdziat barwnikow na bibule

WYKONANIE:

Na bibule chromatograficznej o wymiarach 20 x 15 cm narysowa¢ oléwkiem linig
startu w odleglosci 1,5 cm od dluzszej krawedzi. Na jedng polowe linii startu naniesé
kilkakrotnie pipeta Pasteura ekstrakt otrzymany w punkcie 8.2.1.1. poprzedniego
éwiczenia do uzyskania ciemnozielonego prazka, a na druga taka samg ilo$¢ ekstrak-
tu potraktowanego HCl. Miejsce nakladania ekstraktu suszy¢ zimnym strumieniem
powietrza z suszarki. Bibule spigé w walec spinaczami i umiesci¢ w zlewce zawieraja-
cej na dnie warstwe okolo 1 cm mieszaniny o skladzie benzyna:aceton 125:15 (0/0).
Rozdzial prowadzi¢ do momentu osiagniecia przez czolo rozpuszczalnika goérnej
krawedzi bibuly. Wyjaé chromatogram ze zlewki i pozostawi¢ pod dygestorium do
wysuszenia.

8.3.2. Przygotowanie kolumny i rozdziat barwnikow na kolumnie
chromatograficznej

WYKONANIE:

W statywie zamocowaé pustg suchg kolumne chromatograficzna. Do zlewki wsypaé
skrobie w ilo$ci rownej w przyblizeniu objetosci kolumny, a nastepnie wla¢ benzyne
ekstrakcyjng (lub heksan) i mieszaé bagietkg do uzyskania gestej, homogennej za-
wiesiny. Zawiesine przela¢ przez lejek do kolumny, az do ustalenia sie gornego po-
ziomu skrobi na wysokosci 5-10 cm od gornej krawedzi kolumny. Solwent dolewaé
do momentu, az stup przestanie si¢ obnizac. Nalezy zwroci¢ uwage na to, aby nad
warstwa adsorbentu (skrobi) znajdowal sie zawsze slup cieczy.

W celu naniesienia barwnikéw na kolumne obnizyé poziom benzyny nad skrobig
do okoto 0,5 cm. Pobra¢ ekstrakt barwnikéw przygotowany w sposéb opisany powy-
zej i wprowadzié go porcjami (po 1 ml) na kolumne tak, aby nie zaburzy¢ powierzch-
ni skrobi. Po wniknieciu barwnikéw do absorbenta przemywaé kolumne solwentem,
az do uzyskania rozdzialu barwnych pasm barwnikéw.
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8.3.3. Analiza spektralna barwnikow

WYKONANIE:

Z otrzymanego bibulowego chromatogramu wycia¢ pasma odpowiadajace poszcze-
golnym barwnikom (B-karoten, chlorofile i luteina), pocigé na kawalki, umiescic
w malych zlewkach i wyekstrahowaé niewielkg iloScig acetonu. Wykresli¢ widma ab-
sorpcyjne poszczegdlnych barwnikow na spektrofotometrze w zakresie 350—715 nm
i wyznaczy¢ maksima absorpcji.

OPRACOWANIE WYNIKOW (éw. 8.3.1i 8.3.2)

Zidentyfikowaé poszczegblne pasma barwnikéw na bibule i kolumnie. Wytlumaczyé
kolejno$¢ wedrowki barwnikéw na podstawie ich budowy. Okresli¢ wplyw kwasnego
$rodowiska na sklad barwnikowy liScia. Poréwnaé uzyskane maksima absorpcji
barwnikéw z danymi literaturowymi (patrz tabela) i na podstawie tych poréwnan
ocenic czysto$¢ uzyskanych barwnikow.

ODCZYNNIKI:
Aceton, chloroform, metanol, stezony kwas solny, eter naftowy, benzyna, skrobia.

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:

Zielone liscie (pszenica, pietruszka, szpinak), mozdzierz, thuczek, piasek, saczki, bi-
bula chromatograficzna, kolumna ze spiekiem szklanym, probéwki i cylindry miaro-
we z korkiem, zlewki, probowki Eppendorfa, statyw, lapy do statywu, pompka wod-
na, szpatulki, bagietki, pipety automatyczne, pipety Pasteura, suszarka, kuwety,
laznia wodna, spinacze biurowe, folia aluminiowa, waga techniczna, wiréwka, spek-
trofotometr.

8.4. Oznaczanie zawartosci barwnikéw fotosyntetycznych
w lisciach

ZASADA:
Chlorofile (Chl) i karotenoidy s3 zwiazkami o charakterze hydrofobowym. Mozna je
wyekstrahowaé z tkanki ro$linnej rozpuszczalnikami organicznymi np. acetonem. Ilo-
$ciowe oznaczenie Chl a i Chl b oraz wszystkich karotenoidow sumarycznie mozna wy-
kona¢ na podstawie pomiaréw absorbancji acetonowego ekstraktu barwnikéow z li§ci
bez koniecznosci ich rozdzialu. Chlorofile a i b absorbuja §wiatlo w dwoch zakresach:
w pasmie §wiatla niebieskiego (pasmo Soreta ~440 nm) i $wiatla czerwonego (pasmo
Q, ~650 nm). Karotenoidy absorbuja swiatlo widzialne w zakresie 420-490 nm i ich
widmo absorpcji czeSciowo pokrywa sie z pasmem Soreta dla chlorofili.

W przypadku ekstrakcji 100% acetonem, nalezy dokonaé pomiaru absorbancji
Przy 470, 645 i 662 nm i obliczy¢ stezenie barwnikéw w ug/ml wg wzoréw:

CChla =11,75 % Acgsa - 2,35 x Agss
CCth = 18,61 X A645 - 3,96 X A662
Ckar = (1000 x A470 -2,27 x CChln -814x CChl b)/227
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WYKONANIE:
Nieuszkodzone, $wieze liScie pietruszki zwazy¢ (nalezy odwazy¢ okolo 1 g lisci),
drobno posiekaé i umiesci¢ w mozdzierzu. Dodaé niewielka ilo§¢ CaCO, i kilka ml
acetonu. Dokladnie utrzeé liScie, zebraé pipeta ekstrakt i przesaczy¢ do cylindra mia-
rowego (50 ml). Dodaé kolejng porcje acetonu i ponownie ekstrahowaé barwniki
z tkanek w mozdzierzu, a nastepnie zebra¢ ekstrakt. Procedure ekstrakcji powtarzaé
do calkowitego odbarwienia materialu w mozdzierzu. Przeptuka¢ acetonem moz-
dzierz, saczek, koncowke pipety itd.

Uzupelni¢ ekstrakt acetonem do pelnych 10-tek ml. Pobra¢ po 1,5 ml ekstraktu do
2 probéwek Eppendorfa i odwirowa¢ przez 2 min przy 10 000 obr./min. Ekstrakty
przelac¢ do kuwety i zmierzy¢ absorbancje dla A = 470, 645 i 662 nm, wzgledem ace-
tonu. W przypadku duzych wartosci absorbancji, ekstrakt rozcieficzyé.

Obliczy¢ zawartos$é barwnikéw w 1 g $wiezej masy lisci pietruszki.

ODCZYNNIKI:
Aceton, CaCO,.

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:
LiScie, mozdzierz, lejek, saczki, cylinder miarowy (50 ml), probéwki Eppendorfa,
kuwety, spektrofotometr.

8.5. Ochronna rola karotenoidow

ZASADA:

Chlorofile w rozpuszczalnikach organicznych w obecnosci §wiatla i tlenu ulegaja fo-
tooksydacji. Dodanie karotenoidéw do tych roztworéw powoduje zahamowanie pro-
cesu rozkladu chlorofilu. Zmiany stezenia chlorofilu w probce mozna oznaczyé na
podstawie zmian absorbancji dlugofalowego pasma absorpcji Chl (Qy), z maksimum
przy 662 nm.

WYKONANIE:

1. Przeprowadzi¢ ekstrakcje barwnikow z lisci pietruszki acetonem.

2. Rozdzieli¢ barwniki metoda chromatografii bibulowej (eluent: benzyna:aceton
125:15 (o/0).

3. Wyekstrahowa¢ z bibuly Chl a, oraz -karoten (acetonem).

Nalezy przygotowaé acetonowe roztwory barwnikéw o stezeniach odpowia-
dajacych:

A40=10+0,1 dlaChla

A0 = 1,0 £ 0,1 dla 10-krotnie rozcieficzonego -karotenu.

4. Przygotowaé 2 kuwety, zawierajace:

I — 2 ml przygotowanego roztworu Chl a + 250 pl przygotowanego roztworu
f-karotenu
II — 2 ml przygotowanego roztworu Chl a + 250 pl acetonu.

5. Wykresli¢ widmo absorpcji w zakresie 500—715 nm, oznaczyé absorbancje
kazdej prébki dla A = 662 nm. Zaznaczy¢ pisakiem poziom cieczy w kuwe-
tach, umiescié je w chlodzonym statywie i o§wietla¢ obie prébki przez okre-
Slony czas (np. 15 min) lampa o duzej mocy (500 W) z odleglosci 15 cm. Ku-
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wet nie nalezy zatykaé przykrywka, aby umozliwié penetracje tlenu z powie-
trza do roztworu.

6. Po zakonczonym naswietlaniu uzupelnié¢ acetonem poziom cieczy w kuwe-
tach i wykresli¢ ponownie widma absorpcji i oznaczy¢ absorbancje kazdej
probki dla A = 662 nm.

OPRACOWANIE WYNIKOW:
Obliczy¢ zmiane stezenia Chl w kazdym z roztworéw, przyjmujac, ze wspdlczynnik
absorbancji 1% roztworu Chl a w acetonie mierzony przy 662 nm w kuwecie 1 cm
(A 1%, 1cm) wynosi 840.

Poréwnaé iloéé rozlozonego Chl a w obu probéwkach i wytlumaczyé obserwacje.

ODCZYNNIKI:
Aceton, benzyna.

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:

LiScie, moZdzierz, bibula chromatograficzna, kuwety, spektrofotometr, lampa
500 W,
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