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CZYNNIKI WPLYWAJACE NA STAB}LNOSC
ZIELONYCH BARWNIKOW ROSLIN

Chlorofile, zielone barwnmiki roslinne, charvakteryzujq sie duzq wrazliwosciq na czynniki
Srodowiskowe, wywolujqce przemiany struktury magnezo-porfirynowej i zwiqzanq z nimi zmiang
barwy. Metodq spektrofotometryczng okreslono zawartos¢ chlorofilu w acetonowych ekstraktach
ze Swiezych lisci pokrzywy (240 mg/dm’), melisy (210 mg/dm’) oraz miety (150 mg/dm’).
Proporcje wystepowania chlorofilu a i b ksztaltowaly sie na poziomie 3:1 dla pokrzywy i melisy
oraz 1:1 dla miety. Badano wplyw Swiatla, temperatury, rodzaju rozpuszczalnika oraz
obecnosci utrwalacza (0,1% CuSO.,) na stabilnos¢ ekstraktow chlorofilowych. Badane ekstrakty
zachowywaly peinq aktywnosé¢ wylgcznie podczas przechowywania w temperaturze 4°C bez
dostepu swiatla.

Stowa kluczowe: chlorofil, stabilnos¢, czynniki srodowiskowe

1. WSTEP

Chlorofile sa najbardziej rozpowszechnionymi barwnikami ro$linnymi. Wystepuja
w lisciach iinnych eksponowanych na $wiatlo, zielonych czgséciach roslin. Chlorofil jest
zlokalizowany w chloroplastach, gdzie wystgpuje, obok karotenoidéw, w postaci
kompleksu ze specyficznym bialkiem - chloroplastyna. Liscie zawieraja srednio okoto
0,25% barwnikéw chlorofilowych, 0,03% ksantofili i 0,015% karotendw [3].

Chlorofile odgrywaja bardzo wazna rol¢ w procesach biosyntezy zachodzacych
w zielonych czesciach roslin. Razem z karotenoidami biorg udzial w procesie absorpcji
energii $wietlnej i jej zamianie na energi¢ chemiczna, wykorzystywana w endoergicznym
procesie syntezy zwigzkéw organicznych z substancji prostych: CO, i H,O

Chlorofile sa magnezoporfirynami. Do porfiryn zaliczane sa zwiazki, ktérych
podstawowy szkielet stanowi cykliczny uktad czterech pierscieni pirolowych potaczonych
poprzez grupy metinowe (Rys. 1). Jest to uktad podobny do struktury zelazoporfirynowej
wystepujacej w hemoglobinie, cytochromie 1 katalazie. W centrum pierscienia
porfirynowego wbudowany jest dwuwartosciowy jon magnezu, potaczony z atomami azotu
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pierscieni pirolowych. Dla chlorofilu charakterystyczne jest wystgpowanie przy skrajnych
atomach wegla pierscieni pirolowych nastgpujacych podstawnikow: reszty kwasu
propionowego zestryfikowanej 20-weglowym alkoholem terpenowym — fitolem oraz grupy
karboksylowej zestryfikowanej metanolem [5].

U roslin wyzszych wystepuje chlorofil a (niebieskozielony) i b (zielonozotty), przy czym
odmiana a (z grupa —CH; przy C-3) jest glownym fotoreceptorem i jej zawartosc¢
w chloroplastach jest 2-4 razy wyzsza niz chlorofilu b (z grupa —CHO przy C-3). Chlorofil a
rozni si¢ od chlorofilu b wylacznie podstawnikiem przy trzecim atomie wegla (Rys. 1).
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Rys. 1. Wzor strukturalny chlorofilu [1]
Fig. 1. Construction of the chlorophyll’s molecule [1]

Chlorofile sa uwazane za najmniej trwate barwniki roslinne. Charakterystyczna zielong
barwg zachowuja tylko w zywych nieuszkodzonych tkankach. W chloroplastach sa one
powiazane ze specyficznymi biatkami, fosfolipidami i sulfolipidami oraz z innymi
sktadnikami i w tej formie sa stabilne. Naruszenie tych natywnych struktur przez
ogrzewanie, odwadnianie lub dziatanie rozpuszczalnikami, przyspiesza przemiany
chlorofili i powoduje zmiany barwy [5]. W czasie sktadowania i przetwarzania produktow
ro$linnych zachodza zmiany zabarwienia, ktérych szybkos$¢ i charakter zaleza od
warunkow prowadzenia procesu. Do czynnikoéw przyspieszajacych przemiany chlorofili
zalicza si¢: wysoka temperature¢, kwasne srodowisko, enzymy (chlorofilazg, lipooksygenaze
i lipazg) oraz tlen i $wiatto. Kierunki przemian ibarwa powstajacych produktéw zaleza
w duzej mierze od pH srodowiska [2,6].

Barwniki chlorofilowe tatwo ulegaja rozpadowi pod wplywem kwasow i zasad, ale struktura
i wlasciwosci powstajacych produktow sa w obydwu przypadkach rézne. W srodowisku
kwasnym dochodzi do wymiany jonu magnezu na dwa jony wodorowe, a w zaleznosci od
stezenia kwasu powstaje rozpuszczalna w thuszczach, oliwkowozielona feofityna (pH<7) lub
rozpuszczalny w wodzie, pozbawiony dodatkowo fitolu brunatny feoforbid (pH<<7).
W obecnosci zasad zachodzi hydroliza obydwu wiazan estrowych bez usunigcia magnezu —
powstajace w tych warunkach chlorofiliny zachowuja charakterystyczna dla chlorofilu zielong
barwe, a ich sole potasowe 1 sodowe sa dobrze rozpuszczalne w wodzie lub w wyniku dziatania
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chlorofilazy tworza si¢ rozpuszczalne w wodzie chlorofilidy wolne od fitolu, ale zawierajace
jeszeze grupe metoksylowa [6].

Charakterystyczna wlasciwoscia chlorofili jest mozliwo$é latwej wymiany jonow Mg”*
na jony innych metali dwuwartosciowych. Efektem tych reakcji jest najczesciej zmiana
barwy, np. wprowadzenie jonéw Fe’'daje pochodne chlorofilu o barwie szarobrunatnej
a wprowadzenie do czasteczki chlorofilu jonéw Cu*" lub Zn** powoduje zwigkszenie
stabilnosci naturalnej zielonej barwy. Chlorofile miedziowane charakteryzuja si¢ stabilng
zielona barwa, a miedz wbudowana w pierscien nie jest uwalniana w przewodzie
pokarmowym, nie jest wigc szkodliwa dla zdrowia [4].

Barwniki chlorofilowe stosuje si¢ w przemysle zywnos$ciowym, farmaceutycznym
i kosmetycznym, ale ich niska trwato$¢ jest czynnikiem ograniczajacym ich stosowanie.
Obecnie produkuje si¢ nastgpujace preparaty barwnikow chlorofilowych:

- Chlorofil rozpuszczalny w tluszczach, miedziowany iniemiedziowany, w postaci
koncentratéw olejowych, etanolowych lub sypkich preparatow;

- Chlorofilina miedziowana, rozpuszczalna w wodzie, w postaci sypkich preparatow soli
sodowych lub potasowych.

Poza duza sila barwiaca chlorofile majg takze pewne wiasciwosci biologiczne: wykazuja
dziatanie bakteriostatyczne oraz utatwiajg regeneracje uszkodzonych tkanek [8].

Celem pracy byla ocena wplywu wybranych czynnikéw na trwatos¢ chlorofilow
ekstrahowanych z lisci roslin i zaprezentowanie modyfikacji stosowanej metody do
warunkow szkolnych.

II. MATERIAL 1 METODY

Material stanowity swieze liscie pokrzywy (Urtica dioica L.), melisy (Melissa officinalis L.)
i migty (Mentha arvensis L.). W celu wyekstrahowania barwnikéw, 2 g lisci rozcierano
w porcelanowym mozdzierzu z rozdrobnionym pumeksem i tugowano kilkakrotnie porcjami
rozpuszczalnika o tacznej objetosci 50 ml (stosowano 80% aceton i 96% goracy etanol).
Zawarto$¢ chlorofilu ¢ i b w uzyskanych ekstraktach oznaczano metoda
spektrofotometryczna [1]. Kazdorazowo wyznaczono widmo absorpcyjne chlorofilu przy
pomocy spektrofotometru Specol-11, mierzac absorbancj¢ przy zmiennej dtugosci fali (co
5 nm) w zakresie 350-750 nm, zerujac aparat po kazdej zmianie dlugosci fali wzgledem
rozpuszczalnika. Z widma odczytywano wartosci absorbancji przy dtugosci fali 645 i 663
nm (Agss 1 Ages). Zawartos¢ chlorofilu ogdlnego (C) oraz formy a (C,) i b (Cy) obliczano
z zaleznos$ci podanych przez z MacKinney’a:
C=20.2XA645 +8.02 XA663
Co=12.7%Ags3— 2.69% Agss
Cp=22.9% Agss— 4.68%Agq3
Stabilnos¢ ekstraktéw acetonowych i metanolowych badano przechowujac je w szczelnie
zamknigtych butelkach z ciemnego szkfa:
- na oknie (ekspozycja na $wiatto stoneczne, zmienna temperatura 20-25°C)
- w lodéwce (w ciemnosci, stata temperatura 4°C).
Zawartos¢ chlorofilow badano w ekstraktach §wiezych i przechowywanych j.w. przez 30,
60,901 135 dni.
Wplyw jonéw miedzi na stabilno$¢ barwnikéw chlorofilowych szacowano dla ekstraktow
utrwalonych dodatkiem 0,1 1 0,5% CuSO; 1 przechowywanych na oknie i w lodéwce przez 30 dni.
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III. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Ekstrakcja barwnikow chlorofilowych z lisci badanych roslin 80% acetonem prowadzita do
catkowitego wylugowania barwnikow, na 2g lisci zuzywano 50 ml rozpuszczalnika. W oparciu
o wartos¢ absorpcji 10-ciokrotnie rozcienczonych wyciagdw przy dtugosci fali 645 1 663 nm,
wyznaczong z widma absorpcyjnego chlorofilow (Rys. 2), mozna postugujac si¢ zaleznoscia
MacKinney’a obliczy¢ zawarto$¢ chlorofilu ogétem oraz form a i b w uzyskanych ekstraktach
acetonowych.

Najwigksza zawartos¢ chlorofilu stwierdzono w ekstrakcie z pokrzywy (240 mg/dm’),
ekstrakty z melisy i miety zawieraly odpowiednio: 210 i 150 mg/dm® (Rys. 3). Proporcje
wystepowania chlorofilu @ i b w liciach badanych roslin ksztaltowaly si¢ na poziomie
2,6:1 dla pokrzywy, 2,5:1 i dla melisy i 1,2:1 dla migty. Przyjmuje si¢, ze chlorofile
wystepuja w roslinach w proporcji 3:1 [5]. Uzyskane wyniki wskazuja na nizsza zawartos¢
chlorofilu a w lisciach migty.
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Rys. 2. Widmo absorpcyjne chlorofilow ekstrahowanych 80% acetonem
Fig.2. Absorption spectrum of chlorophylls extract in 80% acetone

Mimo zastosowania szczelnych butelek z ciemnego szkta (ograniczajacych dziatanie
$wiatla stonecznego) wszystkie ekstrakty chlorofilowe tracity zielong barwe po 30 dniach
przechowywania ,,na oknie” (Rys. 4). Ekstrakty przechowywane w lodowce byty bardziej
stabilne. W temp. 4°C i bez dostepu $wiatla nawet po 90 dniach przechowywania,
zawarto$¢ chlorofilu utrzymywata si¢ na wysokim poziomie, niemal 100% dla pokrzywy
i migty, natomiast dla melisy obserwowano spadek okoto 50%.
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Stezenie / Concentration
[mg/dm3]

pokrzywa / nettle  melisa / melissa mieta / mint

B chlorofil ogotem / total chlorophyll B chlorofil a / chlorohyll a
O chlorofil b / chlorophyll b

Rys. 3. Zawartos¢ chlorofiléw w acetonowych ekstraktach z lisci badanych roslin
Fig. 3. Chlorophylls content in acetone extracts from leaves of examined plants

Stezenie / Concentration
mg/dm3]

pokrzywa / nettle  melisa / melissa mieta / mint

B $wiezy / fresh BL-90 O 0-30

Rys. 4. Stabilno$¢ acetonowych ekstraktow chlorofilowych przechowywanych w lodowce przez 90
dni (L-90) i na oknie przez 30 dni (O-30)

Fig.4. Stability of acetone extracts of chlorophylls stored 90 days in the refrigerator (L-90) and 30
days on the window (O-30)

Chlorofile charakteryzuja si¢ duza wrazliwoscia na wysoka temperatur¢ (nagrzewanie

przez stofice) i dziatanie $wiatta. Ulegaja rozkladowi do pochodnych o brunatno zielonej
barwie. W temperaturze 4°C i bez dostepu Swiatta zachowuja pelng aktywnos¢.
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Ekstrakcja barwnikéw zielonych etanolem jest mato efektywna. W celu otrzymania
wyciagu etanolowego o intensywnie zielonej barwie stosuje si¢ nastgpujace metody:
e Ekstrakcj¢ wrzacym 96% etanolem,
e Otrzymanie statego chlorofilu w procesic wielostopniowej eckstrakcji mieszaning
aceton:eter (1:1), nastgpnie oczyszczanie otrzymanego wyciagu przez ekstrakcje woda
(usuwanie acetonu) i 80% metanolem (usuwanie ksantofili) a nastgpnie wydzielanie statego
chlorofilu przez odparowanie rozpuszczalnikow [1].
Do ekstrakcji chlorofilu z lisci pokrzywy zastosowano 96% wrzacy etanol. Czes$¢ tak
otrzymanego wyciagu rozcienczono woda do stezenia etanolu 40% 1 obydwa
przechowywano przez 30 dni w loddwce i na oknie (Tab. 1). W $rodowisku 96% etanolu
ekstrakt zachowywat swoja barwe po 30 dniach przechowywania w temperaturze 4°C, ale
narazony na dziatanie §wiatla i wyzszej temperatury tracit okoto 50% zawartosci chlorofilu.
W srodowisku 40% etanolu trwalos¢ barwnika byta jeszcze mniejsza, spadek poziomu
chlorofilu (o 60%) wystgpowal nawet podczas przechowywania ekstraktu w lodowece.

Dodatek CuSOy, (0,1% w/v) do ekstraktu z liScia pokrzywy w 96% etanolu zwigkszat
intensywnos¢ zielonej barwy wyciagu oraz jego stabilno$¢. Po 30 dniach przechowywania
ekstraktu na oknie nie stwierdzono zmian w zawartosci chlorofiléw. Natomiast utrwalanie
siarczanem (VI) miedzi (II) nie bylo skuteczne w przypadku ekstraktu rozcieficzonego do
40% etanolu (Tab. 1). Utratg barwy stwierdzono nawet przy zwigkszeniu stgzenia
utrwalacza do 0,5%.

Tabela 1 - Tablel
Stabilizacja etanolowych ekstraktow z liSci pokrzywy
Stabilization of ethanol extracts of nettle’s leaves

Zawarto$¢ chlorofilu [% aktywnosci wyjsciowe;j]
Rodzaj ekstraktu Content of chlorophyll [% of total contents]
Kind of extract Swiezy / Fresh Przechowywany 30 dni
Kept 30 days
w lodowce na oknie
in refrigerator on the window
96% etanol 100% 105% 50%
96% etanol+ 0.1% CuSO, 120% 118% 130%
40% etanol 100% 40% 5%
40% etanol+0.1% CuSO, 105% 50% 10%
40% etanol+0.5% CuSO, 110% 45% 11%%

Stosowana metoda badania stabilnosci barwnikow chlorofilowych polegata na iloSciowym

pomiarze zawartosci barwnikow w ekstraktach poddawanych dziataniu réznych czynnikéw.
Utrata aktywnosci biologicznej tych barwnikéw na skutek zmian struktury magnezo-
porfirynowej, zwiazana jest z utrata charakterystycznej zielonej barwy. W warunkach szkolnych
istnieje mozliwo$¢ badania wptywu réznych czynnikéw na aktywnos¢ chlorofilu w oparciu
o wizualng ocen¢ zmiany zabarwienia ekstraktow roSlinnych. np. w celu oceny wptywu
kwasnych opadow (o réznym pH) na poziom barwnikéow odpowiedzialnych za procesy
fotosyntezy [7].
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FACTORS INFLUENCING ON THE STABILITY OF GREEN DYES FROM PLANTS

Summary

Chlorophylls, green vegetable dyes, are characterized by a high sensitivity to
environmental factors, bounded with modifications of molecule’s structure and
chromatotropism connected with them. The content of chlorophyll was determined using
spectrofotometric method in acetone extracts of fresh leaves of nettle (240 mg/dm’), melissa
(210 mg/dm’) and mints (150 mg/dm’). The proportions of occurence of chlorophyll a and
b form were on the level 3:1 for the nettle and melissa as well as 1:1 for the mint. An
influence of the light, the temperature, the kind of solvent and presence of fixative (0.1%
CuSO,) was being examined to the stability of chlorophyll extracts. Tested essencess kept
full activity when kept in 4°C without the light only.

Key words: chlorophyll, stability, environmental factors
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