OZNACZANIE ZAWARTOSCI CHLOROFILU

Zielona barwa organizmow fotosyntetyzujacych jest zwiazana z obecnoscia czasteczek
chlorofilu w chloroplastach. Rosliny syntetyzuja 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 sktadaja si¢ z pochodnej porfiryny (feoporfiryny), ktorej cztery pierscienie
pirolowe potaczone sa z atomem Mg. W czasteczce porfiryny wystepuja naprzemiennie
wiazania pojedyncze i podwojne, ktore tworza uklad rezonansowy. Wiazania sprzgzone
powoduja, ze chlorofile sa efektywnymi fotoreceptorami, ktorych charakterystyczna cecha
jest bardzo silna absorpcja w zakresie $wiatla widzialnego wyrazona poprzez wysokie
molowe wspodtczynniki absorpcji. W zwiazku z tym zawarto$¢ chlorofilu w tkankach
roslinnych mozna o0znacza¢ metoda spektrofotometryczng. Zielony Kkolor czasteczek
chlorofilu  jest =zwiazany =z wysoka zdolnoscia do pochlaniania  czerwonej

i niebieskiej czesci spektrum $wiatta, a niska zielonej czesci spektrum Swiatla.

Charakter hydrofobowy czasteczek chlorofilu jest zwiazany z obecnoscia fitolu
(C20H390OH), ktory taczy sig estrowo z feoporfiryna. Zatem chlorofile dobrze rozpuszczaja si¢
w rozpuszczalnikach organicznych takich jak aceton, alkohol czy benzen. Wysoka zawarto$¢
chlorofilu w roslinie warunkuje wydajniejszy proces fotosyntezy.

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

zwiazki neutralizujace dziatanie kwasow.

Cel ¢wiczenia: celem ¢wiczenia jest porownanie zawartosci chlorofilu a i chlorofilu b w
roznych tkankach ro§linnych oraz poréwnanie stosunku chlorofilu a do chlorofilu b w
badanych prébach.

Potrzebny sprzet: mozdzierze, probowki wirnikowe, pipety laboratoryjne z wymiennymi
koncowkami, wirowka, kuwety spektrofotometryczne, spektrofotometr.

Potrzebne odczynniki: 96 % alkohol etylowy, weglan wapnia (CaCOs3).

Material roslinny (0,2 g): liscie lub inne organy réznych gatunkéw roslin np. cienio- i
Swiattolubnych lub zielonych i pstrolistnych.



Wykonanie:

Liscie doktadnie rozetrze¢ w mozdzierzu, do ktérego uprzednio wlano 3 ml alkoholu
etylowego, dodano szczypte piasku i szczypte CaCOs. Roztwodr przelaé¢ ilosciowo do
odpowiednio oznakowanych proboéwek wirnikowych. Mozdzierz, i tluczek przeptukaé
kolejnymi 2 ml alkoholu i zla¢ do tych samych probdéwek wirnikowych. Do momentu
wirowania probowki z roztworem alkoholowym chlorofilu powinny by¢ zakorkowane i
znajdowac si¢ w ciemnym miejscu. Proby wirowa¢ w temperaturze pokojowej 9 000 rpm 10
min. Po tym czasie nadsacz przenies¢ ilosciowo do nowych, oznakowanych probowek
wirnikowych. Do kuwet spektrofotometrycznych wla¢ 1,9 ml alkoholu etylowego i 0,5 ml
badanej proby. Wymieszac i oznaczy¢ zawarto$¢ chlorofilu za pomoca spektrofotometru przy
odpowiednich dtugo$ciach fal: 645 nm, 649 nm, 654 nm i 665 nm. Aparat wyzerowac przy
konkretnej dlugosci fali na 2 ml etanolu.

Obliczenia:

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

Chlorofil a = [(13,7xA665-5,76xA649) x (V: (1000 x W))] x 4 [mg g $wiezej masy]
Chlorofil b =[(25,8xA645-7,6xA665) x (V: (1000 x W))] x 4 [mg g™* $wiezej masy]
Chlorofil (a + b) = [(25,1 xA654) x (V: (1000 x W))] x 4 [mg g™ $wiezej masy]

gdzie:

A 645-665 - wartos¢ absorbancji mierzonej przy dtugosci fali 649 - 665 nm,

V — catkowita objgtos¢ ekstraktu (ml)

W — masa probki (g).

Obliczy¢ stosunek chlorofili a/b:

Uzyskane wyniki zinterpretowac.



