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CWICZENIE 11

Barwniki

Barwniki stanowia niejednorodna grupe pod wzgledem budowy chemicznej
i w zaleznosci od struktury barwniki naturalne mozna je podzieli¢ na:

porfirynowe — chlorofile;
izoprenoidowe — karotenoidy;
flawonoidowe — antocyjany;
betalainowe — betainy i betaksantyny;
chinoidowe — koszenila;

oraz inne np. ryboflawina, kurkumina.

Rosliny zielone zawieraja chlorofil a i b. Chlorofile odgrywaja istotnag funkcje
w procesie fotosyntezy. Wystepuja przewaznie w dwdch formach: niebieskozielony
chlorofil a oraz zéttozielony chlorofil b.

Chlorofile sa porfirynami zawierajacymi podstawowy uklad tetrapirolowy. Cztery
pierscienie pirolowe sa polaczone z jonem Mg?. W czwartym pierscieniu podstawnik
jest zestryfikowany hydrofobowym alkoholem diterpenowym - fitolem. Chlorofil
a rozni si¢ od chlorofilu b jednym z podstawnikéw przy drugim pierscieniu
pirolowym: chlorofil a zawiera grupe metylowa (-CHs), chlorofil b zawiera grupe
aldehydowa (-CHO).

R = CHj; chlorofil a
R = CHO chlorofil b

|
fitol

Budowa chlorofilu



Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Rozwoju Spotecznego - Polska Unie Europejska

Antocjany to barwniki roslinne o kolorze czerwonym, niebieskim lub fioletowym.
Nalezg one do szerszej grupy zwiazkéw zwanej flawonoidami. Maja charakter
glikozydoéw, czyli w ich sktad wchodza czesci cukrowe pochodzace najczesciej od
glukozy. Karotenoidy to grupa okoto 100 barwnikow roslinnych (czerwony,
pomaranczowy i zotty). To wilasnie karotenoidy odpowiadaja za kolor marchewki,
dyni czy pomidorow. Maja dziatanie antyoksydacyjne, przez co petnig bardzo wazna
role w organizmie.

Chromatografia jest technika analityczna, ktéra wykorzystuje roznice w zachowaniu
sie¢ sktadnikéw mieszanin w ukladzie dwoch faz. Jedna z faz nie zmienia swego
polozenia (faza nieruchoma, stacjonarna), druga porusza si¢ wzgledem pierwszej
w okreslonym kierunku (faza ruchoma, roztwdr rozwijajacy) prowadzaca do
rozdzielenia mieszanin substancji na poszczegolne sktadniki, badz ich grupy (frakcje).

1. Rozdzial barwnikow chloroplastow metoda chromatografii cienkowarstwowej

W odlegtosci 2,5 cm od dolnej krawedzi plytki nanie$¢ wyciag eterowy
chlorofilu w postaci plamy o srednicy 3-4 mm. Gdy plama wyschnie powtarzaé
nanoszenie az do uzyskania plamy o wyraznym ciemnozielonym zabarwieniu
(okoto 15 kropli). Po wysuszeniu plamy plytke umiesci¢ w komorze
chromatograficznej zawierajacej uklad rozwijajacy (eter naftowy —benzen — alkohol
metylowy w stosunku 40:15:3 ). Dno komory powinno by¢ pokryte 1,5-2 cm
warstwq uktadu rozwijajacego. Rozwijanie chromatogramu prowadzi¢ technika
wstepujaca okoto 1 godziny, az czolo rozpuszczalnika bedzie si¢ znajdowato w
odlegtosci 2-3 cm od gornej krawedzi ptytki. Po tym czasie wyja¢ chromatogram,
zaznaczy¢ czolo ukladu rozwijajacego i wysuszy¢ w temperaturze pokojowej.

Narysowac obraz chromatogramu i opisa¢ uzyskane plamy.
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2. Wplyw pH na barwe antocyjanow

a) Do dwoch proboéwek pobra¢ po 2 ml wyciaggdw antocyjanowych czerwonej
kapusty. Do pierwszej probowki dodac¢ 2-3 krople 2 M HCI (fiotkowy antocyjan
zabarwia si¢ na czerwono); do drugiej probéwki doda¢ kroplami 2 N NaOH.
Cwiczenie wykona¢ analogicznie z wyciagiem antocyjanowym buraka.

b) Dwa paski bibuly nasycone roztworami wyciggami antocyjanowymi kapusty i
buraka umiesci¢ u wylotu probéwki zawierajacej kilka mlamoniaku. Probowke
lekko podgrzac w fazni wodne;j.

¢) 1 ml rozcieniczonego roztworu antocyjanéw czerwonej kapusty zada¢ 5 ml wody
destylowanej (pH ok. 5,0); a w druga probowke z roztworem antocyjandéw zadaé
woda wodociagowa (pH ok. 7,0).

3. Chemiczne reakcje betocyjanow.

a) 2 ml roztworéw antocyjanoéw buraka i kapusty zadac kropla octanu otowiu (II).

b) Do 5 ml roztwordéw antocyjanow kapusty i buraka dodac szczypte krystalicznego

chlorku glinu.

¢) Do 5 ml roztworéw antocyjanow dodac¢ po kropli 5% roztworu chlorku

zelazawego.

4.Hemoglobina

Hemoglobina (Hb) jest bialkiem znajdujacym sie¢ w krwinkach czerwonych
(erytrocytach). Nalezy do biatek ztozonych — metaloprotein. Bierze ona udziat
w transporcie tlenu z ptuc do tkanek i narzadéw. Hemoglobina jest hemoproteina,
zbudowang z czterech, parami jednakowych, podjednostek « i B. Kazda z
podjednostek zawiera czasteczke hemu z jonem Zelaza Fe?, zdolnym do wiazania
1 czasteczki tlenu. Zwiazanie tlenu (utlenowanie hemoglobiny) nie zmienia stopnia
utlenienia zelaza.
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Budowa hemoglobiny
Pochodne hemoglobiny to:
-Oksyhemoglobina HbO: (hemoglobina utlenowana) - wigze tlen i przenosi go do
tkanek, bez zmiany wartosciowosci Zelaza.
-Karbo- lub karbaminohemoglobina HbCO: (hemoglobina odtlenowana) -
przenosi dwutlenek wegla, ktory jest usuwany z krazenia
Karboksyhemoglobina HbCO (hemoglobina tlenkoweglowa) powstaje na skutek
potaczenia hemoglobiny z tlenkiem wegla CO (potocznie nazywanym czadem) -
bezwonnym, bezbarwnym i niedrazniacym gazem. Powinowactwo CO do Hb jest
okoto 200 razy wigksze niz O
Methemoglobina MetHb powstaje w wyniku utlenienia Fe* hemoglobiny (np.
zelazocyjankiem potasu) do Fe*. Nie nastepuje denaturacja biatka. Nie odgrywa
roli w oddychaniu, poniewaz nie faczy si¢ z tlenem.
Cyjanomethemoglobina Cyjan-Met-Hb jest ona pochodna methemoglobiny.
Powstaje w wyniku jej potaczenia z jonami cyjankowymi.
Sulfhemoglobina SHb jest pochodna Hb, powstajaca w wyniku reakcji
oksyhemoglobiny z siarkowodorem, siarczkami lub siarczanami.
Mioglobina jest barwnikiem oddechowym tkanki migéniowej. Jest monomerem,
dzigki czemu wiaze tlen znacznie mocniej niz hemoglobina, tworzac zwiazek
zwany oksymioglobing

a) Wykrywanie hemoglobiny
Wykonanie
Do probéwki nala¢ 2 ml wody destylowanej, krople krwi, doktadnie wymieszac
po czym dodac pare kropli roztworu pirogalolu oraz pare kropli 3% roztworu
nadtlenku wodoru.

b) Wykrywanie zelaza w hemoglobinie

Wykonanie
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Do kilku kropli krwi dodac¢ 2 ml stezonego kwasu siarkowego (VI) i 1 ml stezonego

kwasu azotowego (V). Po zmineralizowaniu proby pod wyciagiem i ostudzeniu, do

klarownego roztworu doda¢ wody destylowanej i kilka kropli 1,5 % roztworu

rodanku amonu.

c¢) Wplyw kwaséw i zasad na hemoglobine i jej pochodne

Wykonanie

A. Do 2 ml rozcieniczonej w stosunku 1:20 krwi dodac 2 krople 5 % NaOH.
Zamieszac i fagodnie ogrza¢. Zanotowac zmiang zabarwienia. Nastepnie dodac
kilka krysztatkow podsiarczanu sodu. Zanotowac¢ zmiane zabarwienia.

B. Do 2 ml rozcienczonej w stosunku 1:20 krwi doda¢ po kropli 0,2 N HCI .

C. Do 1 ml stezonego kwasu siarkowego (VI) dodac krople krwi i zamieszac.



