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Zielona barwa organizméw fotosyntetyzujacych jest zwigzana z obecnoscia czasteczek
chlorofilu w chloroplastach. Rosliny syntetyzujg Kilka rodzajow chlorofilu, przy czym do
najbardziej  rozpowszechnionych ~ w  przyrodzie  zalicza  si¢  chlorofil  a
I chlorofil b. Chlorofile sa barwnikami asymilacyjnymi o charakterze hydrofobowym.
Zwiazki te skladaja si¢ z pochodnej porfiryny (feoporfiryny), ktdrej cztery pierScienie
pirolowe potaczone sg z atomem Mg. W czasteczce porfiryny wystepuja naprzemiennie
wigzania pojedyncze i podwojne, ktore tworza uklad rezonansowy. Wigzania sprzezone
powoduja, ze chlorofile sa efektywnymi fotoreceptorami, ktorych charakterystyczna cecha
jest bardzo silna absorpcja w zakresie $wiatla widzialnego wyrazona poprzez wysokie
molowe wspodtczynniki absorpcji. W zwigzku z tym zawarto$¢ chlorofilu w tkankach
roslinnych mozna oznacza¢ metoda spektrofotometryczng. Zielony Kkolor czasteczek
chlorofilu  jest =zwigzany =z wysoka zdolnoscia do pochlaniania  czerwonej

i niebieskiej czesci spektrum $wiatta, a niskg zielonej czesci spektrum $wiatta.

Charakter hydrofobowy czasteczek chlorofilu jest zwigzany z obecno$cig fitolu
(C20H390H), ktory taczy sie estrowo z feoporfiryng. Zatem chlorofile dobrze rozpuszczajg si¢
w rozpuszczalnikach organicznych takich jak aceton, alkohol czy benzen. Wysoka zawarto$¢
chlorofilu w roslinie warunkuje wydajniejszy proces fotosyntezy.

Czasteczki chlorofilu sa dosy¢ nietrwale, a ich rozpad wynikajacy z ekstrakcji
przyspiesza dziatanie $wiatla 1 tlenu. Nalezy zatem pamigta¢ aby podczas ekstrakcji
minimalnie naraza¢ badane proby na dziatanie $wiatta. Ponadto czynnikiem wplywajacym
negatywnie na uzyskane wyniki pomiaru zawarto$ci chlorofilu jest zmiana pH (zakwaszanie)
ekstraktu, ktora moze nastapi¢ w wyniku homogenizacji tkanki. W tym celu trzeba stosowac

zwigzki neutralizujace dziatanie kwasow.

Cel

Celem ¢wiczenia jest porownanie zawartosci chlorofilu a i chlorofilu b w réznych
tkankach roslinnych oraz poréwnanie stosunku chlorofilu a do chlorofilu b w badanych
probach.

Sprzet: mozdzierze, probéwki wirnikowe, pipety laboratoryjne z wymiennymi koncowkami,
wirdwka, kuwety spektrofotometryczne, spektrofotometr.



Potrzebne odczynniki: 96 % alkohol etylowy, weglan wapnia (CaCO3).

Material roslinny (0,2 g Swiezej masy): liscie lub inne organy réznych gatunkow roslin np.
cieniozno$nych i $wiattolubnych lub zielonych i pstrolistnych.

Wykonanie:

Zamrozone lub $wieze probki lisci lub ogonkow lisciowych doktadnie rozetrze¢ w
mozdzierzu, do ktérego uprzednio wlano 3 cm?® alkoholu etylowego, dodano szczypte
piasku (utatwia rozcieranie tkanki) i szczypte CaCOs (zobojetnia kwasy zapobiega
reakcji chlorofilu z kwasami organicznymi, uwolnionymi z wakuoli komorek przy
rozcieraniu tkanek). Zachowac opis probki.

Homogenat przela¢ ilosciowo do odpowiednio oznakowanych probowek
wirnikowych. Mozdzierz i thuczek przepluka¢ kolejnymi 2 cm? alkoholu i zla¢ do tych
samych probowek wirnikowych. Do momentu wirowania proboéwki z roztworem
alkoholowym chlorofilu powinny by¢ zakorkowane i znajdowaé si¢ w ciemnym
miejJscu.

Proby wirowaé w temperaturze pokojowej 9 000 rpm 10 min. Po tym czasie nadsacz
przenies¢ ilosciowo do nowych, oznakowanych probéwek wirnikowych.

Oznaczy¢ zawarto$¢ chlorofilu za pomoca spektrofotometru, po rozcienczeniu
nadsaczu. Do kuwet spektrofotometrycznych wla¢ 1,5 cm?® alkoholu etylowego i 0,5
cm?® badanej proby, doktadnie wymiesza¢. Do kuwety z proba zerowa wlaé 2 cm®
etanolu. Warto$¢ absorbancji odczytywaé przy odpowiednich dtugosciach fal: 645 nm,
649 nm, 654 nm i 665 nm. Aparat zerowac przy kazdej zmianie dlugosci fali na
rozpuszcalniku. Zapisa¢ wyniki odczytow i wykonac obliczenia.

Obliczenia:

Obliczy¢ zawartos¢ chlorofilu a i b korzystajac ze wzorow:

Chlorofil a = [(13,7%A665) - (5,76xA649) ] x [V:(1000 x W)] x 4 [mg Cla g §wiezej masy]
Chlorofil b = [(25,8%A645) - (7,6xA665) ] x [V:(1000 x W)] x 4 [mg Clb g* $wiezej masy]
Chlorofil (a + b) =(6,1xA665 + 20,04xA649) x [V:(1000 x W)] x 4 [mg Cla+b g? $wiezej

masy]
lub

Chl (a + b) = (25,1 x AB54) x [V: (1000 x W)] x 4 [mgCl a+b g ! §wiezej masy]

gdzie:

A 645 lub 649 lub 654 lub 665 - warto$¢ absorbancji mierzona przy danej dtugosci fali

V — catkowita objetos¢ ekstraktu (cmd).

W — masa probki (g).

Obliczy¢ stosunek chlorofili a/b.

Wzory pochodzg z klasycznej techniki Arnon’a, ktora zostata opisana w publikacji:



Arnon DI, 1949. Copper enzymes in isolated chloroplasts. Polyphenoloxidase in Beta
vulgaris. Plant Physiology 24:1-15.
e Uzyskane wyniki zapisa¢ w formie tabeli, przeanalizowa¢ i zinterpretowac.

e Uporzadkowac¢ stanowisko pracy.



