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Barwniki syntetyczne i naturalne

Zagadnienia teoretyczne do przygotowania:

e podstawowe pojecia: teoria barwnosci, substancja barwna, barwnik, pigment, chromofor,
auksochrom

e podzial barwnikow wedtug roznych kryteriow

e barwniki syntetyczne

e barwniki asymilacyjne

e metody izolacji barwnikow z materiatu roslinnego
e metody chromatograficzne

e metody spektrofotometryczne, widmo absorpcyjne

e reakcje diazowania i sprzegania, wplyw warunkéw na przebieg reakcji; zwigzki azowe,
diazoniowe, dwuazowe

Cel:
e Cwiczenie 7: Zapoznanie sic z metodologia otrzymywania wybranych barwnikow
chemicznych i poznanie ich wlasciwosci fizykochemicznych
e Cwiczenie 8: Ekstrakcja barwnikoéw roslinnych (chlorofil a, chlorofil b, karoten, ksantofile)
z liSci, chromatograficzny rozdzial mieszaniny barwnikéw za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej TLC i oznaczanie metodg spektrofotometryczng. Ocena wiasciwosci

chlorofili w zaleznos$ci od srodowiska (czynnikow stresowych).
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1. WSTEP
Barwniki organiczne znane byly juz w czasach starozytnych. Nalezaty do nich m.in.: bi¢kitne
indygo, zototopomaranczowy szafran czy czerwony karmin rzymski. Pierwszy syntetyczny barwnik
zostal otrzymany w 1856 roku przez Perkina i zostal nazwany moweing, ze wzgledu na kolor podobny
do kwiatu malwy.

Swiatlo widzialne dla oka ludzkiego obejmuje waski zakres w widmie fal
elektromagnetycznych o dlugosci fali A =370-780 nm (Rys.1). Po rozszczepieniu daje ono catg game
barw z trzema podstawowymi kolorami: zéltym, niebieskim i czerwonym. Promieniowanie
o mniejszej dtugosci fali to ultrafiolet, o wigkszej — podczerwien. Oko ludzkie odbiera $wiatto
o r6znych dlugosciach fal jako wrazenie réznych barw:

o fiolet (380 nm - 436 nm)

e niebieski (436 nm - 495 nm)
e zielony (495 nm - 566 nm)
e 70lty (566 nm - 589 nm)
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Rysunek 1. Widmo $wiatta widzialnego

e pomaranczowy (589 nm - 627 nm)

e czerwony (627 nm - 780 nm)
Zwiazek barwny absorbuje wybiodrczo tylko pewne dlugosci fal §wietlnych. Barwa, ktora rejestruje
ludzkie oko jest barwa dopetniajaca do pochlonigtej. Gdy materiat catkowicie pochtania padajaca na
niego wigzke promieniowania $wiatta widzialnego, przedmiot wydaje si¢ czarny, gdy catkowicie
odbija — bialy. W przypadku zwigzkow barwnych czgsto$¢ pochtanianego promieniowania
odpowiada réznicy poziomoéw energetycznych elektronu bioragcego udzial w przejSciu ze stanu

podstawowego (E1) do stanu wzbudzonego o wyzszej energii (E2).

E,-E; c h — stata Plancka
V= I = " ¢ — predkosc¢ $wiatta (3x108 m/s)
A — dhugos¢ fali

Zgodnie z ,.teorig barwnikow organicznych” opublikowang w 1876 roku przez Witt’a kazdy zwigzek
barwny winien zawiera¢ ugrupowania o wigzaniach nienasyconych. Grupy te nazwano
chromoforami, a substancje zawierajace chromofory okresla si¢ jako chromogeny. Do
najwazniejszych i najczestszych chromoforéw naleza: -NOz2, -N=0, -N=N-, >C=0, >C=S§, >C=N-,
>C=Cx, aryl, grupa chinonowa itp.

Obecnos¢ jednego ugrupowania chromoforowego zazwyczaj nie wystarcza do wywolania barwy,

zwigkszenie liczby chromoforéw powoduje poglebienie barwy (Rys. 2).
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Rysunek 2. Wptyw liczby chromoforéw na barwe

Obecnos$¢ ugrupowan chromoforowych nadaje barwg substancji ale nie staje si¢ ona jeszcze
barwnikiem, tj. zwigzkiem, za pomoca ktorego mozna w trwaty sposdb zabarwi¢ widkna czy material
pochodzenia naturalnego lub syntetycznego.

Zwiazek barwny staje si¢ barwnikiem, to znaczy, ze moze nadawac¢ barwe innym materialom
dopiero po wprowadzeniu do jego czasteczki ugrupowania atomow, zwanych auksochromem.
Grupy, zawierajace wolne pary elektronowe, wprowadzone do czasteczki okreslonego zwigzku
organicznego, tzw. chromogenu, powoduja nasilenie jego barwy i jednoczes$nie nadaja mu cechy
barwnika uzytkowego o powinowactwie do barwionej materii. Do najwazniejszych auksochroméw
naleza: -OH, -OCHs, -OCOCHS3, -NH2, -NHR, -NR2, -NHCOCHs3 lub -ClI, -Br.

Ponadto, powinowactwo do wielu materialdow oraz zwickszenie rozpuszczalnosci barwnikow
w wodzie warunkuja grupy: -SOsH, -COOH, -NH..
Zgodnie ze wspoOlczesng teorig barwnosci auksochromy sa elektrodonorami, ugrupowaniami
sprzyjajacymi polaryzacji czasteczki. Wprowadzone do czasteczki moga powodowaé zmiany
w obserwowanym pasmie absorpcji danego zwigzku. Dostrzec mozna cztery typy zmian:
e przesunigcie batochromowe — przesunigcie pasma absorpcyjnego w kierunku fal dtuzszych
e przesunigcie hipsochromowe — przesunigcie pasma absorpcyjnego w kierunku fal krotszych
o efekt hiperchromowy — podwyzszenie natezenia pasma absorpcji

o efekt hipochromowy - obnizenie natgzenia pasma absorpcji

Barwniki organiczne warunkuja miedzy innymi barwe organizmoéw roslinnych 1 zwierzecych
oraz stosowane sg w przemysle spozywczym, kosmetycznym i farmaceutycznym. Wykorzystywane
sg do barwienia roznego rodzaju wiokien naturalnych i syntetycznych, tworzyw sztucznych, skory,
papieru i zywnosci. W obszarze wiokienniczym zastosowanie praktyczne majg jedynie barwniki
odznaczajace si¢ trwatoscig otrzymanych wybarwien, tzn. ich odporno$cia na dziatanie $wiatla, potu,
chloru, tarcia w stanie suchym i wilgotnym oraz prania w cieptym roztworze mydta, prasowania, oraz
te barwniki, ktore nie dziatajg szkodliwie na organizm cztowieka i nie wywotuja odczynow

alergicznych.
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2. PODZIAL BARWNIKOW

Barwniki klasyfikuje si¢ wedlug roznych kryteriow takich jak pochodzenie, budowa
chemiczna, rozpuszczalno$¢, barwa czy mozliwosci aplikacyjne. Uwzgledniajac pochodzenie
wyrdznia si¢ barwniki naturalne organiczne i nieorganiczne, roslinne i barwniki syntetyczne
identyczne z naturalnymi oraz barwniki syntetyczne nie majace odpowiednika w naturze, a takze
barwniki pochodzace z okreslonego zrodia np. z lisci, pomidora, buraka, marchwi itp.

Ze wzgledu na budowe chemiczng zwigzki barwne dzieli si¢ najogolniej na barwniki
karbocykliczne i heterocykliczne. Z uwagi na rodzaj wystepujacego w barwniku chromoforu wsrod
barwnikow karbocyklicznych rozréznia si¢ m.in. barwniki azowe, nitrowe, nitrozowe,
triarylometanowe, benzochinonowe, naftochinonowe, antrachinonowe, chinoiminowe, wsrod
heterocyklicznych — barwniki indygoidowe, tioindygowe, ksantenowe, oksazynowe, akrydynowe,

azynowe, tiazynowe, ftalocyjaninowe, cyjaninowe i inne.

Przyklady grup barwnikéw uwzgledniajacych budowe chemiczna:
e barwniki azowe (—N=N-, oranz metylowy (heliantyna), zotty 4-hydroksyazobenzen),
e barwniki chinonowe (O=Cg¢H4=0, alizaryna, chinizaryna, lawson, juglon),
e barwniki difenylometanowe (Ar.C=N, oranz akrydynowy),
e barwniki iminochinoidowe (N=CsH4=0 lub N=CsHs=N, bi¢kit indofenolowy),
e Dbarwniki indofenolowe (2,6-dichlorofenoloindofenol)
e Dbarwniki indygoidowe (indygotyna, indygo),
e barwniki nitrowe (—NO., kwas pikrynowy),
e barwniki polienowe ((—C=C—)n, karoteny),
e barwniki tiazynowe (blgkit metylenowy),

e barwniki trifenylometanowe (zielen malachitowa).
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3. BARWNIKI SYNTETYCZNE

Barwniki otrzymane na drodze syntezy chemicznej charakteryzujace si¢ réznorodnoscia
strukturalng, np.: mono-, di- i triazowe, triarylometanowe, ksantenowe, chinolinowe czy
indygoidowe. Formy tych zwigzkow rozpuszczalne w wodzie najczgsciej otrzymuje si¢ przez
wprowadzenie do czasteczki barwnika grup sulfonowych lub karboksylowych. Stracenie tych
barwnikéw w postaci soli, najczesciej glinowych, umozliwia otrzymywanie barwnych pigmentoéw,
nierozpuszczalnych w wodzie tzw. lakéw. Zaleta barwnikéw syntetycznych w poréwnaniu
z barwnikami naturalnymi jest to, ze majg one standardowg moc barwienia, charakteryzujg si¢
wigkszg czysto$cia, trwatos$cig oraz odporno$cig na warunki srodowiska, a ich formy handlowe
(proszki, pasty, roztwory) utatwiajg stosowanie. Nie bez znaczenia jest fakt, ze sa one tansze od

naturalnych.

3.1.  Barwniki kwasowe

Zwiazki z tej grupy posiadaja budowe anionowa i wykorzystywane sa w barwieniu
proteinowych witokien naturalnych (np. jedwab, welna) i1 syntetycznych (np. wtokna poliamidowe).
Zwiazki te wykorzystywane sg takze w barwieniu skory, drewna, wyrobow kosmetycznych. Do grupy
tej naleza gléwnie pochodne azowe.

Przyktadem tego typu zwigzkéw jest czerwien kwasowa trwata E6B (Rys. 3). Ten monoazowy
zwigzek wykorzystywany jest w barwieniu welny i1 produktow spozywczych. Obecno$¢ grupy
acetylowej w strukturze podnosi odpornos¢ wybarwionych produktéw na dziatanie §wiatta.

Oranz metylowy (heliantyna) (Rys. 3), bedacy pochodng azobenzenu, stosowany jest gtownie
jako indykator. W srodowisku silnie kwasowym (<3,2) przyjmuje barwg czerwong, a w srodowisku
o wyzszym pH (>4,4) przyjmuje zabarwienie z6tte. Z kolei oranz -naftolowy (Rys. 3) jest pochodna
kwasu sulfanilowego o intensywnej barwie czerwono-pomaranczowej, ktora kiedy$ stosowana byta
jako barwnik spozywczy. Zwigzek ten z powodu duzej toksyczno$ci zostat wycofany z uzycia

w produkcji zywnosci.
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Rysunek 3. Struktury wybranych barwnikoéw kwasowych
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3.2.  Barwniki kadziowe

Grupa ta nie jest jednorodna pod wzgledem chemicznym, ale zwigzki zaliczane do tej grupy
charakteryzuja si¢ tym samym sposobem aplikacji: poniewaz zazwyczaj zwiazki z tej grupy nie sg
rozpuszczalne w wodzie, to przed barwieniem nalezy przeprowadzi¢ je w forme¢ rozpuszczalng.
Otrzymywanie formy rozpuszczalnej (leukozwigzku) zachodzi w wyniku redukcji (kadziowania)
barwnika. Podczas barwienia dochodzi do utleniania leukozwigzku, co prowadzi do odtworzenia
barwnika na wtoknie w postaci wyjsciowe;.

Do tej grupy zwigzkow nalezy indygo (Rys. 4), pozyskiwany poczatkowo z surowcow
ro$linnych. Obecnie najprostsza metoda jego syntezy jest wykorzystanie reakcji Baeyera-Drewsa

z uzyciem aldehydu 2-nitrobezoesowego i acetonu.

/O H ? H

N N

N N SO3Na
o] o]

indygo indygokarmin

Rysunek 4. Struktury wybranych barwnikéw kadziowych

3.3.  Pigmenty

Do grupy tej zaliczmy zwigzki nierozpuszczalne w wodzie i rozpuszczalnikach organicznych,
ktore stosowane sa w formie nierozpuszczalnej. Jakkolwiek pod wzglgdem struktury chemicznej sa
to gtownie zwiazki azowe, to wiele popularnych pigmentéw charakteryzuje si¢ inng budowa
chemiczna.
Gtowng grupg pigmentdéw sg czerwienie lakowe (R, RB, RC) (Rys. 5), okreslane rowniez mianem
lakow 1 tonerow. Otrzymywane sg one przez wytracanie barwnikoéw kwasowych lub zasadowych
w postaci nierozpuszczalnych soli. Zwiazki te, ze wzgledu na prostote syntezy, sg szeroko stosowane
w przemysle spozywczym, farbiarskim i kosmetycznym. Przyktadami pigmentdéw zasadowych moga
by¢ rodamina B (stosowana jako barwnik fluorescencyjny), zielen malachitowa (wykorzystywany

w akwarystyce), brunat zasadowy R czy B (stosowane w przemysle farbiarskim).
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Rysunek 5. Struktury wybranych pigmentow

3.4.  Barwniki azowe

Przewazajaca ilo$¢ produkowanych przemyslowo barwnikéw nalezy do grupy zwigzkéw
azowych (okolo 55%). Najczestsza metodologia syntezy zakltada wykorzystanie dwoch
nastgpujacych po sobie reakcji chemicznych: diazowania i sprzegania.

Sole diazoniowe otrzymuje si¢ w wyniku reakcji dwuazowania I-rzedowych amin aromatycznych

z kwasem azotowym (I1I) w obecnosci kwaséw mineralnych:

NaNO,/HCI
0-5°C

chlorek benzenodiazoniowy

Sole diazoniowe sa zwigzkami mato trwalymi i istnie¢ moga jedynie w kwasowych roztworach
wodnych w temperaturze okoto 0 °C. W wyzszej temperaturze ulegaja rozktadowi, a w stanie suchym
wykazujg wtasciwosci wybuchowe. Ze wzgledu na reaktywnos$¢ i1 niestabilnos¢ szeregu zwigzkow
diazoniowych, reakcje diazowania, a nastepnie sprz¢gania, nalezy prowadzi¢ w niskich
temperaturach, zazwyczaj 0-5 °C. Najczestszym sposobem przeprowadzenia diazowania jest
stopniowe dodawanie wodnego roztworu azotanu (I11) sodu do kwasowego roztworu lub zawiesiny

diazowanej aminy. Szybko$¢ dodawania azotanu (III) sodu jest regulowana w taki sposob, aby w
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mieszaninie reakcyjnej stale utrzymywat si¢ nadmiar kwasu azotowego (I1I). Stwierdza si¢ to poprzez
nanoszenie kropli mieszaniny reakcyjnej na papierek jodoskrobiowy (powinno pojawic si¢ niebieskie
zabarwienie). Papierek jodoskrobiowy nasgczony jest roztworem jodkow oraz skrobi. Pod wptywem
utleniaczy jony jodkowe I utleniajg si¢ do formy czgsteczkowej jodu — Iz, ktory tworzy z nadmiarem
jonow jodkowych jon I, Ten ostatni, z amyloza lub amylopektyng, zawartymi w skrobi, tworzy
barwne kompleksy.

Sole diazoniowe sg zwigzkami bardzo reaktywnymi. Obecng w nich grup¢ diazoniowa mozna
wymieni¢ na inne grupy lub atomy, takie jak: OH, OR, F, CI, Br, J, H, CN.

Reakcje wymiany grupy diazoniowej na grupe fenolowa (-OH), alkoksylowa (-OR) lub grupe -Cl
przebiegaja wedhug dwuetapowego mechanizmu substytucji nukleofilowej jednoczasteczkowej Sni.

Pierwsza z nich to tak zwana reakcja zagotowania:

@

N=—N

C)
Cl H,0, T
—_— + N, +HCI

fenol

Jezeli w roztworze znajdujg si¢ aniony chlorkowe (CI'), wowczas obok fenolu powstaje takze
chlorobenzen.
Wymiana grupy diazoniowej na alkoksylowa -OR, np. etoksylowa -OCzHs zachodzi podczas

ogrzewania soli diazoniowej w roztworze etanolowym:

N=N OCH,CHj

€]
Cl GHacHoH, T
AL SR + N, +Hcl

eter etylowo-fenylowy

Jonowej reakcji zastgpienia grupy diazoniowej grupg alkoksylowa towarzyszy proces oksydacyjno-
redukcyjny o przebiegu prawdopodobnie rodnikowym, w ktérym nast¢puje wymiana grupy
diazoniowej na atom wodoru prowadzac do benzenu, natomiast alkohol utlenia si¢ do aldehydu.

Wymiana grupy diazoniowej na atom fluoru znana jest jako reakcja Schiemann’a. W reakcji tej

zdwuazowang amin¢ aromatyczng zadaje si¢ kwasem fluoroborowym lub jego sola. Wytraca si¢
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fluoroboran benzenodiazoniowy, ktéry po odsaczeniu i wysuszeniu ogrzewa si¢ uzyskujac

fluorobenzen:

_— + N, +BF;

We wszystkich przedstawionych wyzej reakcjach substytucji grupy diazoniowej sol diazoniowa
rozpada si¢ w pierwszym etapie do karbokationu. W etapie drugim nastepuje nukleofilowy atak
odpowiednio czasteczki wody, etanolu wzglednie anionu BF4", w nastepstwie ktorego karbokation
przeksztalca si¢ odpowiednio w fenol, eter wzglednie fluorobenzen.

Natomiast wymiana grupy diazoniowej na grupe -Cl, -Br lub -CN, katalizowana przez sole miedzi(l)

znana jest jako reakcja Sandmeyera.

Br

©) KBr, Cu,Br,
N==N ;, + N, +HCI
| o
| \ — CN
P
KCN, Cuy(CN), + N, +HCI
-

Reakcje sprzegania, czyli reakcje soli diazoniowych z aminami aromatycznymi i fenolami prowadza

do zwigzkow azowych:

©]
CH3 CHg
o / /
N=N| ClI + N —_— N=N N
-HCl
\ \
CH3 CHg

N,N-dimetyloanilina p-dimetyloaminoazobenzen
@
S
fenol p-hydroksyazobenzen

Czynnikiem elektrofilowym w powyzszych reakcjach jest jon diazoniowy, ktory jest hybryda

sze$ciu granicznych struktur mezomerycznych przedstawionych ponize;j:
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v v Vi

O elektrofilowym charakterze jonu diazoniowego w reakcji sprzggania decyduje deficyt elektronow
przy skrajnym atomie azotu. Poréwnujac struktury mezomeryczne jonu diazoniowego, mozna tatwo
zauwazy¢, ze tylko w jednej, to jest VI wystepuje niedobor elektronow przy wspomnianym atomie
azotu. Struktura ta nie ma duzego udzialu w rzeczywistej budowie kationu. Z tego powodu jony
diazoniowe sg stabymi czynnikami elektofilowymi 1 moga skutecznie atakowa¢ tylko takie uktady
aromatyczne, w ktorych na skutek silnego efektu mezomerycznego nastepuje zageszczenie
elektronow przy niektorych atomach wegla pier§cienia. Takie efekty mezomeryczne wywotuja grupy
aminowe 1 hydroksylowe i dlatego reakcje sprzegania soli diazoniowych ograniczone sg praktycznie
do amin i fenoli.

Efekt mezomeryczny, wywotany obecno$cig w pierscieniu grupy dimetyloaminowej, powoduje

zageszczenie elektronow w potozeniach orto i para:

| AC
r—w CHs CHg CH3 CHs
Ol OO O

CHs \CH3 (" = CHs 4 CHg
Podobne zaggszczenie elektronéw w pozycjach orto i para istnieje w przypadku fenolu. Kation
diazoniowy przytacza si¢ do pier§cienia w miejscu najwigkszego zageszczenia elektrondow, tworzac

w pierwszym etapie nietrwaly produkt przejsciowy, z ktorego po odszczepieniu si¢ protonu w etapie

drugim powstaje p-dimetyloaminoazobenzen:

CHs N CHs
et O — O3
\ AN\
CHs 5\' CHs
N=N NI/CH3
\CH3

p-N,N-dimetyloaminoazobenzen
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Dzigki stabym wtasciwosciom elektrofilowym kationy diazoniowe dziataja bardzo selektywnie.
Obok niewielkich ilosci izomerdw orto tworza si¢ prawie wylacznie para podstawione pochodne
azobenzenu. W przypadkach, gdy polozenie para jest zajete, reakcja sprzegania przebiega réwniez
tatwo w potozeniu orto.

Reakcje sprzggania nalezy przeprowadzi¢ przy optymalnych wartosciach pH. Reakcje sprzegania
z aminami przebiegaja najlatwiej w Srodowisku slabo kwasowym, natomiast z fenolami
w Srodowisku stabo zasadowym. Stanie si¢ to zrozumiate po rozpatrzeniu wplywu zmian pH na
budowe amin, jonéw diazoniowych i fenoli. W przypadku amin wzrost st¢zenia jonow wodorowych
powoduje powstanie jondw amoniowych, niezdolnych do reakcji z jonami diazoniowymi z powodu
dezaktywacji pierscienia przez grupe amoniowg (podstawnik drugiego rodzaju).

Konieczno$¢ stosowania Srodowiska stabo zasadowego w reakcji sprze¢gania z fenolami wynika
z faktu, ze jony diazoniowe wchodza w reakcje nie z fenolami, lecz z anionami fenolanowymi,
bardziej od fenoli reaktywnymi. Przebieg reakcji sprzegania soli diazoniowej z fenolem jest podobny
do opisanego w przypadku dimetyloaniliny i prowadzi do p-hydroksyazobenzenu.

Dobor wiasciwego pH ma rowniez istotne znaczenie w przypadku reakcji soli diazoniowej z aminami
aromatycznymi |- i ll-rzgdowymi. Reakcj¢ sprzggania chlorku benzenodiazoniowego z aniling
(aming aromatyczng I-rz.) nalezy przeprowadzi¢ w kwasie mrowkowym (zamiast w kwasie
octowym), a wigc w Srodowisku nieco mocniej kwasowym niz w przypadku N,N-dimetyloaniliny.
Tylko przy takim pH zachodzi reakcja sprzggania i powstaje oczekiwany zwiazek azowy czyli

p-aminoazobenzen:

@
) HCOOH
N=N| CI + NH, ——> N=—=N NH,

p-aminoazobenzen

Ta sama reakcja, przeprowadzona w kwasie octowym lub w $rodowisku obojetnym, prowadzi do
zwigzku diazoaminowego (diazoaminobenzenu), tworzacego si¢ w wyniku ataku jonu

benzenodiazoniowego na grupg aminowa:

- ® H\|N - ﬁ:ﬁ—E’B
N=N]| H/
L
= L))

diazoaminobenzen
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Podobnie przebiega w $rodowisku obojetnym reakcja soli diazoniowych z aminami drugorzedowymi, na
przyklad z N-metyloaniling. W miejsce zwiazku azowego powstaje potaczenie diazoaminowe, a mianowicie

N-metylodiazoaminobenzen:

HsC, CH3
ﬁ:%) ¥ \|N —_— ﬁ:ﬁ—ll\l
| / 1o N
H

N-metylodiazoaminobenzen
Powyzsze reakcje sa odwracalne w odroznieniu od reakcji sprzggania. W Srodowisku kwasnym nastepuje

rozszczepienie zwigzku diazoaminowego do soli diazoniowej i aminy oraz kolejne sprzeganie do zwigzku

azowego, to jest p-aminoazobenzenu:

OO+ 0=-0
l

p-aminoazobenzen
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4. BARWNIKI ROSLINNE

Barwniki fotosyntetyczne (asymilacyjne) to barwne zwigzki chemiczne odgrywajace
kluczowa role w procesie fotosyntezy i nadajace barwe lisciom. Wszystkie organizmy
fotosyntezujace posiadajg barwniki odpowiedzialne za absorpcje §wiatla. Roznig si¢ one budowa,
zakresem $wiatta widzialnego, ktore mogg pochtania¢, wtasciwosciami i pelnionymi funkcjami.
Wspdlng ich cecha, pozwalajaca na absorpcje promieniowania jest obecno$¢ w budowie uktadu
wigzan sprz¢zonych. Sktad oraz zawarto$§¢ barwnikow zmienia si¢ wraz z rozwojem ros$liny oraz
zalezy od nat¢zenia 1 widma $wiatta oraz dostepnosci sktadnikow mineralnych. Wyroznia si¢ trzy

grupy barwnikow fotosyntetycznych: chlorofile, karotenoidy i fikobiliny.

4.1. Chlorofile

U ro$lin wyzszych wystepuja dwa, roznigce si¢ nieznacznie budowa chlorofile,
niebieskozielony chlorofil a i zottozielony chlorofil b, przy czym ilo§¢ chlorofilu b jest 2-3 krotnie
mniejsza niz chlorofilu a (Rys. 6). Inne chlorofile - ¢ i d wystepuja jedynie u czgsci glonow. Kazdy
organizm fotosyntezujacy ma charakterystyczny zestaw barwnikow, przy czym u wszystkich obecny
jest chlorofil a. Nalezg do barwnikéw porfirynowych. Zawierajg cztery potaczone ze sobg
pierscienie pirolowe (uktad tetrapirolowy), ktore taczy centralnie utozony atom magnezu. Absorbuja
swiatlo o dlugosci fali ponizej 480 nm 1 pomigdzy 550-700 nm, stad w widmie chlorofili, zar6wno
a ib, obecne s3 dwa maksyma absorpcji. Maksyma te, w zaleznos$ci od uzytego rozpuszczalnika,
moga si¢ przesuwac w kierunku fal dtuzszych lub krotszych. Niebieskozielony chlorofil a, absorbuje
glownie $wiatto fioletowe i czerwone, z6ttozielony chlorofil b, absorbuje gtownie swiatlo niebieskie
i pomaranczowe. Swiatlo o dlugosci fali pomiedzy 480 a 550 nm (zielone) jest odbijane, stad
obserwujemy zielong barwe roslin.
Chlorofile sa nietrwate. Zniszczenie zywej tkanki roslinnej oraz struktury chlorofili (np. w wyniku
ogrzewania, dzialania §wiatla, kontaktu z rozpuszczalnikami) prowadzi do przemian chlorofili
i zmiany barwy.
W $rodowisku kwasowym nastepuje zastgpienie jonu magnezu przez dwa jony wodoru, w wyniku
czego powstaje feofityna (brunatna, oliwkowa barwa). Podczas ekstrakcji barwnikow tworzy si¢ ona
pod wplywem endogennych kwaséw organicznych, czemu zapobiega si¢ dodajac substancje
neutralizujace. Niewielkie ilosci feofityny wystepuja zawsze w ekstraktach barwnikow roslinnych

oraz w nieuszkodzonych komoérkach roslinnych zdolnych do fotosyntezy tlenowe;j. Jej 1lo$¢ rosnie
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z wiekiem organizmu. St¢zenie feofityny moze by¢ takze wskaznikiem stopnia uszkodzenia ro$lin

zielonych przez czynniki srodowiskowe ($wiatto, temperatura, zanieczyszczenia).

Rysunek 6. Struktury chlorofiluaib

Srodowisko zasadowe prowadzi do hydrolizy wigzan estrowych, z zachowaniem jonu magnezu
w strukturze chlorofilu, a produktami reakcji sg chlorofiliny (zielona barwa), ktére pod wptywem
enzymu chlorofilazy tracg fragment fitolu. Chlorofile z tatwos$cia ulegaja reakcji wymiany jonéw
magnezu na jony metali dwuwartosciowych, takich jak zelazo (barwa szarobrunatna), miedz, cynk

czy kadm (barwa zielona).

4.2. Karotenoidy
Karotenoidy (zottopomaranczowe barwniki pomocnicze) wystgpuja w ilosciach 2-6 razy
mniejszych niz chlorofile. W sktad karotenoidow wchodzg glownie ksantofile (Rys. 8), m.in. luteina,
wiolaksantyna, neoksantyna) oraz karoteny, w tym p-karoten (Rys. 7). Nalezg do grupy
tetraterpendéw. Zbudowane sg z o$miu jednostek izoprenowych (40 atoméw wegla). Absorbuja
energi¢ $wietlng w zakresie, w jakim nie moga tego robi¢ chlorofile. Karotenoidy wystepuja

w lisciach, lecz ich zotto-pomaranczowa barwa jest zwykle maskowana przez intensywnie zielony
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kolor chlorofilu. Wsrod tej grupy zwiazkow P-karoten stanowi ok. 75-80% ogoétu karotenow

ro§linnych.

Rysunek 7. Struktura -karotenu

Pochodne o charakterze alkoholi, epoksydow oraz zawierajace grupy aldehydowe lub

karboksylowe umieszczone symetrycznie nazywane sg ksantofilami.

Rysunek 8. Struktura luteiny (ksantofil)

Charakterystyczne widma absorpcji chlorofilu a i b oraz karotenoidow przedstawiono na rysunku

ponizej.
| |
N chlo(c.!-l b —3
Rysunek 9. Widmo absorpcyjne chlorofili i karotenéw
4.3. Fikobiliny

Fikobiliny (fikoerytryna, fikocyjanina i allofikocyjanina) to dominujace barwniki pomocnicze
u krasnorostow i sinic. Wydajnie absorbuja §wiatto czerwone, pomaranczowe, zotte i zielone, czyli
w zakresie dtugosci fali czg$ciowo nieabsorbowanym przez chlorofile. Organizmy zyjace w wodach

ptytkich posiadajg zazwyczaj fikobiliny absorbujace $wiatto zotte 1 czerwone, natomiast zyjace
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w wodach glgbszych — $wiatlo zielone. Fikobiliny wykazuja fluorescencje i s3 czgsto
wykorzystywane w technikach immunofluorescencyjnych, jako znaczniki fluorescencyjne
przylaczane do przeciwciat. Roznice w strukturze (inne potozenie jednego z wigzan podwodjnych)

zaznaczono kolorem zielonym (Rys. 10).

COOH COOH COOH COCH
CH,
CH CH, CH CHa
IL A b\ IL I& h IL
¢
fikocyjanobilina fikoerytrobilina
(chromofor niebieski) (chromofor czerwony)

Rysunek 10. Przyktadowe fikobiliny

Barwniki asymilacyjne zle rozpuszczaja si¢ w wodzie, stad do ich ekstrakcji stosuje sie
rozpuszczalniki organiczne (np. etanol, etery, aceton). Ze wzgledu na charakter budowy 1 dlugosé
tancuchéw weglowych w czasteczce roéznig si¢ one w znaczny sposob polarnoscia, dzieki czemu
mozliwe jest rozdzielenie ich z w ukladzie r6znigcych si¢ polarnoscig rozpuszczalnikow za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Im zwigzek jest bardziej polarny, tym lepiej bedzie
adsorbowany na plytce. Mniej polarne zwigzki eluowane sg wraz z rozpuszczalnikiem (eluentem)
stosowanym do rozdziatu chromatograficznego. Po rozwinigciu chromatografu mozliwa jest
jakosciowa identyfikacja poszczegdlnych barwnikow. Na plytce chromatograficznej barwniki te
eluuja w nastepujacej kolejnosci:

1. karoteny (intensywnie zo6tty kolor) — najmniej polarne

2. feofityna a (intensywnie szary)

3. feofityna b (szary, moze by¢ niewidoczny)

4. chlorofil a (niebieskozielony, bardziej intensywny niz chlorofil b)

5. chlorofil b (zielony)

6. ksantofile (zotty) — najbardziej polarne
Z kolei, do iloSciowego oznaczenia, z uwagi na wysokie molowe wspotczynniki absorpcji chlorofili
1 karotenoidéw, wykorzystuje si¢ metody spektrofotometryczne. Przykladowe widmo barwnikoéw

wyekstrahowanych z lisci lipy przedstawiono na Rys. 11.
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Rysunek 11. Widmo absorpcyjne chlorofili i karotenu w ekstrakcie etanolowym z lisci lipy (po rozdziale)
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Cwiczenie 7 - Barwniki syntetyczne — otrzymywanie

WYKONANIE CWICZENIA

Synteza oranzu metylowego (heliantyny)

Odczynniki:

Na.CO3-0,9g

kwas sulfanilowy - 3,2 g
NaNOz-1,2 g
dimetyloanilina - 2,1 ml
HCl ¢z - 4,7 ml

NaOH -2,3¢g
NaCl-6,7g

Cl e
NaO5S Na0;S . NaO38
O NaNO, O X 3 N
—_— - P
NH, HCI AR NaOH N7 \©\

2 _CHj
h

CH;

W zlewce o pojemnos$ci 250 ml rozpuszcza si¢ 0,9 g NaxCOsz w 17 ml wody, dodaje 3,2 ¢
kwasu sulfanilowego 1 ogrzewa zawartos¢ zlewki w celu rozpuszczenia kwasu. Jezeli uzyskany
roztwor ma odczyn kwasowy, zobojetnia si¢ go kilkoma kroplami 5%-owego roztworu Na,COs.
Roztwér ozigbia si¢ do temperatury pokojowej i mieszajac wkrapla powoli roztwor 1,2 g NaNO2
w 67 ml wody. Nastepnie dodaje si¢ 8 g lodu i wkrapla w temperaturze 3-5 °C, ciggle mieszajac,
roztwor 3 ml stgzonego HCI w 6,7 ml wody. Do tak otrzymanego kwasu diazobenzenosulfonowego
wprowadza si¢, mieszajac, roztwor 2,1 ml dimetyloaniliny w 3,3 ml rozcienczonego HCI (1:1)
1 pozostawia 10 minut czesto mieszajac. Nastepnie wlewa si¢ do mieszaniny poreakcyjnej
w odstepach 5-min. 4,7 i 2 ml roztworu, sporzadzonego z 2,3 g NaOH w 6,7 ml wody. Powoduje to
zmiang¢ barwy produktu reakcji z czerwonego na pomaranczowozotta. Po pot godzinie wysala si¢ sol
sodowa heliantyny przez dodanie 6,7 g soli kuchennej 1 miesza do catkowitego jej rozpuszczenia.
Odsaczony osad krystalizuje si¢ z wrzacej wody z dodatkiem wegla aktywowanego. Otrzymuje si¢
okoto 5 g (90% wyd. teoret.) soli sodowej heliantyny w postaci krystalicznych, pomaranczowych

ptatkow.
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Synteza oranzu p—naftolowego

Odczynniki:

Na>COs bezwodny - 4,4 g
kwas sulfanilowy - 2,6 g
NaNO2-1,1¢g

B-naftol - 2,2 g

15,0 g NaCl

0,7 g NaOH

OH

‘ N3035\© HO
NaOsS ’ _N
T Qe s T
_N*CI
NH, HCl N Na;COs O

W zlewce o pojemnosci 100 ml rozpuszcza si¢ 0,9 g bezwodnego Na.COz w 25 ml wody,
dodaje 2,6 g kwasu sulfanilowego i ogrzewa do rozpuszczenia kwasu. Do ostudzonego roztworu
dodaje si¢ powoli, mieszajac 10 ml rozcienczonego HCI (1:1) i chlodzi z zewnatrz lodem do
temperatury ok. 5 °C. Wytraca si¢ drobnokrystaliczna zawiesina kwasu sulfanilowego, do ktorej
wkrapla si¢ powoli, mieszajac, ozigbiony lodem roztwor 1,1 g NaNO2> w 5 ml wody, utrzymujac
temperature w granicach 0-5 °C. Pod koniec reakcji dwuazowania sprawdza si¢ obecno$¢ nadmiaru
HNO:2 za pomoca papierka jodoskrobiowego. Otrzymany kwas diazobenzenosulfonowy, tworzacy
krystaliczng zawiesing, wlewa si¢ wolno, mieszajac, do ochtodzonego (0-5 °C) roztworu, uzyskanego
przez rozpuszczenie 2,2 g B-naftolu w 5 ml 13%-owego roztworu NaOH i dodanie 3,5 g bezwodnego
Na;COs w 30 ml wody. Podczas reakcji sprz¢gania temperatura nie powinna przekroczy¢ 5 °C. Po
uptywie 1 h ogrzewa si¢ zawarto$¢ zlewki w celu rozpuszczenia osadu, saczy na gorgco, dodaje do
przesaczu okoto 15 g NaCl i1 ogrzewa ponownie w celu rozpuszczenia soli kuchennej. Nastepnie
pozostawia si¢ tak otrzymany roztwor do krystalizacji w temperaturze pokojowej. Uzyskany osad
odsacza sie na lejku Biichnera i suszy na powietrzu. Otrzymuje si¢ 3,8g-4,8g (70-90% wyd. teoret.)

oranzu B-naftolowego w postaci czerwonopomaranczowego osadu.
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Synteza indygo

Odczynniki:

aldehyd o-nitrobenzoesowy - 1,5 ¢
aceton - 4,5 ml

wodorotlenek sodu — 1M r-r
etanol

eter dietylowy

™Moo
H
C (0] CH C
“H I , \C)J\CHQ, ScH,
T He” cH Hz
NO, 3 3 NO, NO,
0 e
o
N N N
N H

W zlewce rozpuszcza si¢ 1,5 g aldehydu o-nitrobenzoesowego w 4,5 ml acetonu i dodaje
4 ml wody. Do klarownego roztworu, mieszajac mieszadlem magnetycznym, dodaje si¢ kroplami
roztwor 1N wodorotlenku sodu, do alkalicznego odczynu. Mieszanina rozgrzewa si¢ i staje si¢
ciemnobragzowa. Po ochtodzeniu odsacza si¢ na lejku Buchnera wykrystalizowany barwnik,
przemywa etanolem i eterem. Otrzymuje si¢ 0,65 g (70% wyd. teoret.). Bardzo czysty preparat ma

pigkny czerwono-fioletowy potysk.
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Sposob przedstawiania wynikow (protokot)

Elementy sprawozdania (Cwiczenie 7 — Barwniki syntetyczne):

Data

Tytut ¢wiczenia/nazwa barwnika

Schemat reakcji

Opis w punktach kolejnych etapow éwiczenia/syntezy
Masa otrzymanego zwigzku

Wydajnos¢ teoretyczna i praktyczna

© N o g w e

Charakterystyka fizykochemiczna produktu
10.  Wiasciwos$ci chemiczne produktu (2-3 reakcje)

11.  Uwagi, komentarz
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Cwiczenie 8 - Barwniki roslinne — ekstrakcja, rozdzial, wlasciwosci
oraz analiza widm absorpcji UV-Vis

WYKONANIE CWICZENIA

1. Ekstrakcja barwnikéw z surowca naturalnego, rozdzial chromatograficzny barwnikow

z wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej TLC i analiza skladu jako$ciowego

Otrzymywanie (ekstrakcja) barwnikow asymilacyjnych

Material roslinny (szpinak, na¢ pietruszki itp.) rozdrobni¢ na mate kawaleczki. Odwazy¢
okoto 1 g surowca, przenies¢ do suchego mozdzierza porcelanowego, doda¢ 3 ml alkoholu etylowego
i 3 ml acetonu, a nastepnie rozciera¢ energicznie pistlem (w razie potrzeby dodac rozpuszczalnikow).
Zawiesing przefiltrowa¢ do duzej probowki. Porcja 2 ml etanolu przemy¢ mozdzierz i pistel,

a nastgpnie przenies¢ roztwor do probowki.

Chromatograficzny rozdzial barwnikow

Przygotowac ptytke chromatograficzng TLC o szerokosci okoto 3 cm i dlugosci 7 cm.
W odlegtosci okoto 0,5 cm od dolu zaznaczy¢ lini¢ startu, na ktdrg nanie$¢ przy pomocy kapilary
ekstrakt barwnikow. Po nalozeniu calej szerokosci odczekaé chwilg az rozpuszczalnik odparuje, po
czym nalozy¢ w to samo miejsce kolejng porcje barwnika. Czynno$¢ powtérzyC kilka razy.
Pozostawi¢ ptytke do odparowania rozpuszczalnika na okoto 5 minut.

Wysuszong ptytke wstawi¢ pionowo do komory chromatograficznej wypetnionej eluentem
(heksan:etanol:toluen 40:4,5:15). Tlo§¢ eluentu powinna sigga¢ ponizej poziomu naniesionego
ekstraktu barwnikow (<0,5 cm). Przykry¢ naczynie. Rozdzial chromatograficzny prowadzi¢ az do
momentu, gdy czoto rozpuszczalnika znajdzie si¢ 0,5 cm przed gorng krawedzig plytki.
Chromatogram (ptytke) wyjac i pozostawi¢ do wysuszenia.

Opisa¢ otrzymany chromatogram i przeprowadzi¢ interpretacj¢: zanotowaé kolejnos¢ elucji
poszczegolnych barwnikow; obliczy¢ wspotezynniki retencji poszczegodlnych barwnikoéw (Ry),
okresli¢ ilo$¢ rozdzielonych pasm; na podstawie informacji o budowie okresli¢ rodzaj; barwnika
asymilacyjnego wyizolowanego z badanego materiatlu roslinnego w danym ukladzie rozwijajacym).
Uwaga: ptytke nalezy trzymac tylko za jej krawedzie. Naktada¢ kolejne objetosci kapilary tak, by

tworzacy si¢ na ptytce slad miat Srednice nie wigkszg niz 5 mm.
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Uwaga: tylko koncowka ptytki pod linig startu ma by¢ zanurzona w eluencie, naniesiony barwnik nie

moze zanurza¢ si¢ w eluencie.

2. Ocena wlasciwo$ci chlorofili w zalezno$ci od §rodowiska (czynnikéw stresowych)
Po 0,5 ml ekstraktu otrzymanego w poprzednim ¢wiczeniu umiesSci¢ w czterech czystych

probowkach:

e probowka nr 1 —dodaé 1 cm® H.0

e probowka nr 2 - doda¢ 0,5 ml H2O i 0,5 ml 2M r-ru HCI

e probowka nr 3 — doda¢ 0,5 ml H,O i 0,5 ml 2M r-ru NaOH

e probowka nr 4 — doda¢ 1 ml roztworu soli metalu ll-warto$ciowego, np. octanu kadmu,

azotanu (V) miedzi (1)

Po 10 min. poréwnaé¢ barwy roztworOw w poszczegdlnych probowkach. Zarejestrowa¢ widma
absorpcji z wykorzystaniem spektrofotometru UV-Vis (A = 300-800 nm) roztwordéw z probowek nr

1-4. Wyznaczy¢ potozenia maksimoéw absorpcji. Zinterpretowac wyniki.

Do pomiaréw widm absorpcyjnych uzyskanych barwnikow wykorzystuje si¢ spektrofotometr
UV-Vis firmy LLG-uniSPEC oraz szklane kuwety pomiarowe (Rys.12).

\

Rysunek 12. Jednowigzkowy spektrofotometr UV-Vis firmy LLG-uniSPEC oraz kuweta pomiarowa
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Cwiczenie 7 i 8 - Barwniki syntetyczne i naturalne

Sposdb przedstawiania wynikow (protokot)

Elementy sprawozdania (Cwiczenie 8 — Barwniki ro$linne):

Data

o ~ w0 N E

Tytul ¢wiczenia

Opis w punktach kolejnych etapéw ¢wiczenia
Odwzorowana ptlytka chromatograficzna TLC i opis

Wyniki rozdzialu chromatograficznego i analizy widm UV-Vis

Barwnik

Kolor Wspotczynnik retencji (Rs)

6. Wilasciwosci chlorofili

Roztwor Barwa roztworu | Maksima absorpcji [nm]
Probowka 1 | ekstakt + woda
Probowka 2 | ekstrakt + kwas
Probowka 3 | ekstrakt + zasada
Probowka 4 | ekstrakt + s6l metalu

7. Whnioski i komentarz

ZALACZNIK

Tabela 1. Maksima absorpcji podstawowych barwnikéw roslinnych

Barwnik Maksima absorpcji [nm]

M A2
Chlorofil a 430 662
Chlorofil b 456 645
Feofityna a 418 653
B-karoten 450 477
Luteina 447 475
Wiolaksantyna 442 473
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