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POVZETEK

Lepo se v notranjosti skriva. To je misel, ki velja tudi pri raziskovanju barvil
v zelenih listih. Barvila, ki se skrivajo pod klorofili, se pokazejo v jesenskem
¢asu, ko drevesa zazarijo v jesenskih barvah.

V tej raziskovalni nalogi smo Zelele spoznati laboratorijske metode, s
pomoc jo katerih lahko pois¢emo barvila v zelenih listih. Ugotavljale smo,
katera topila najbolj ustrezajo posameznim listnim barvilom. Primerjati smo
Zelele kromatograme barvil najpogostejsih listavcev nasih gozdov.
nameravale smo ugotoviti, kako se v jeseni spreminja prisotnost barvil v
listih.

Spoznale smo, da lahko loéevanje barvil iz zelenih listov temelji na metodah
ekstrakcije in papirne kromatografije. V obeh postopkih je pomembna
pravilna izbira topil. Spoznale smo tudi, da so klorofili dobro topni v malo
polarnih topilih, ksantofili in karoteni pa bolj v nepolarnih topilih. Rdeca
barvila, ki v jeseni nastajajo iz sladkorjev v listih, so bolje topna v polarnih
topilih. Pri primerjavi kromatogramov barvil jesenskih listov bukve, hrasta,
javorja, pravega kostanja, gabra in divje CeSnje v mesecu septembru,
oktobru in novembru smo ugotovile postopen padec klorofilov. Manj
obstojen je klorofil b, ki se razgradi Ze v oktobru, v mesecu novembru pa
mu sledi Se klorofil a. Izguba klorofilov ni enaka pri vseh listavcih. Nasi
poskusi so pokazali, da je klorofil a najdlje obstojen v listih javorja in
pravega kostanja.



1 UVOD

V jeseni je pot v Solo zelo barvita. S fem ne mislimo na pisana oblaila ali
nove avtomobile, temved na pljuca planeta, nasa drevesa. Iglavci se v tem
¢asu ne spremenijo veliko, listavci pa. Ze sam pogled na te tople barve nam
izboljSa razpoloZenje in poCutje. Nekaterim je vsel |jubeznivo rdefa barva
¢ednje, medtem ko je drugim |jubSa vesela rumena barva javorja. Zelena
barva poletja izginja, saj se dnevi krajsajo in no¢i daljSajo. Dnevi postajajo
mrzli in megleni, zato smo nagnjeni k slabi volji. Ozremo se na listavce v
njihovih ¢udovitih barvnih oblekah in dan je lepsi. Zanimivo bi bilo raziskati,
kaj je v ozadju barvnih sprememb jesenskih listov. To je lep zaletek
Solskega leta.

Slika 1: Barvitost jesenskih listov

1.1 NAMEN NALOGE

Kot pri vsakem delu smo si fudi me zastavile cilje in izdelale naért izvedbe
naloge:

e Spoznati smo Zelele metodo lo¢evanja barvil iz listov, ki se imenuje
papirna kromatografija.

e Papirno kromatografijo smo sprva Zelele primerjati s tankoplastno
kromatografijo, vendar se je zataknilo pri pripomockih in topilu.
Topilo za tankoplastno kromatografijo je namrec kloroform, ki je
strupen in neprimeren za delo v osnovni Soli.



e Ugotoviti smo Zelele, katera topila so primerna za ekstrakcijo barvil
iz jesenskih listov in katera barvila so lolljiva s papirno
kromatografijo.

e Primerjati smo Zelele kromatograme jesenskih listov v treh razli¢nih
mesecih, septembru, oktobru in novembru. S tem smo Zelele
ugotoviti, kako se spreminja koli¢ina posameznih barvil jeseni.

1.2 HIPOTEZE

Glede na cilje in izsledke v literaturi smo si zastavile naslednje hipoteze:

e Domnevamo, da so nepolarna topila primernejsa za ekstrakcijo barvil
iz jesenskih listov kot polarna topila.

e Predpostavljamo, da koli¢ina klorofila v listih v jeseni postopno upada,
koli¢ina drugih barvil pa naraséa.

e S pomoc jo papirne kromatografije lahko iz jesenskih listov razli¢nih
listavcev lo¢imo vsaj 4 barvila.

e Predpostavljamo, da je obstojnost klorofila v jeseni pri razli¢nih
listavcih razli¢na.

1.3 METODE DELA

V nadi raziskovalni nalogi je prevladovala eksperimentalna metoda. Za
uspesno delo smo se morale seznaniti s teoreti¢nimi osnovami, ki smo jih
pridobile s preuevanjem razlicne literature in spletnih strani. Svoja
opazanja smo vnasale v opazovalni list in jih dokumentirale s
fotografiranjem. Sledila je analiza ugotovitev. Na koncu smo nova spoznanja
strnile v porocilo.



2 TEORETICNE OSNOVE

Zacele smo z u€beniki naravoslovja za osnovno Solo, pogledale pa smo v tudi
v kaksen srednjesolski delovni zvezek. Preostale podatke smo nasle na
internetu, saj je tam danes zelo veliko informacij, slik, shem in celo
animacij.

Najprej smo ponovile zgradbo lista in rastlinske celice. Zelo nas je zanimalo
delovanje plastidov, kjer se ponavadi nahajajo barvila. Podrobneje smo
spoznale, kaksna je njihova vloga, in zakaj so listi zeleni. Za izvedbo
eksperimentalnega dela smo natanineje preucile metodi ekstrakcije in
papirne kromatografije.

2.1 ZGRADBA LISTA

List je zgrajen iz ve¢ delov, ki jih lahko opazimo tudi s pomoc jo svetlobnega
mikroskopa. Ti deli so:

1 listna povrhnjica (zgornja in spodnja)
2 listne reze

3 stebricasto tkivo

4 gobasto tkivo

Slika 2: Zgradba lista (Vir: http://www.educa.fmf.uni-
lj.si/izodel/sola/2002/di/zorman/SN/list_sredica.htm, 12. 12. 2008)




2.2 ZGRADBA RASTLINSKE CELICE

Rastlinska celica je osnovna enota vseh rastlin. Sestavni deli celice, ki jih
lahko vidimo s svetlobnim mikroskopom, so jedro, celicna membrana in
citoplazma. Za razliko od Zivalske celice pa imajo rastlinske celice 3e
kloroplaste, vakuole ter celulozno celi€no steno. Z elektronskim
mikroskopom lahko pri celici opazimo Se manjSe celi¢ne organele, kot so
ribosomi, mitohondrij, endoplazmatski retikulum, kromosomi ter Golgijev
aparat.

Slika 3: Rastlinska celica s kloroplasti (Vir: http://sl.wikipedia.org/wiki/Plastid, 12. 12.
2008)

Slika 4: Zgradba rastlinske celice (Vir:
http://naravoslovje.slohosting.com/rastlinska_celica.htm, 12. 12. 2008)




2.3 BARVILA V ZELENIH LISTIH

Zelene rastline so »tovarne« hrane in kisika. Proces nastajanja teh za
Zivljenje pomembnih snovi se odvija v zelenih listih. V njihovih celicah so
posebni celi¢ni organeli, imenovani kloroplasti ali klorofilna zrnca, v katerih
se nahaja zeleno listno barvilo klorofil. Proces nastajanja hrane se imenuje
fotosinteza in poteka le na svetlobi in ob primerni toploti. Iz anorganskih
snovi, kot sta ogljikov dioksid in voda, nastajata sladkor in kisik. Zaradi tega
procesa imamo vsa ziva bitja na Zemlji hrano, v katero je vezana kemijska
energija. Poleg klorofila se v plastidih nahajajo Se druga pomozna
asimilacijska barvila. To so predvsem ksantofili in karoteni.

Klorofil je zelene barve in se pojavlja v dveh oblikah, kot klorofil a in
klorofil b. Klorofil a je modro zelene barve, medtem ko je klorofil b svetlo
zelene barve. Razlikujeta se tudi v kemijski zgradbi. V osnovi sta si povsem
podobna, razlikujeta se le v metilni in aldehidni skupini na porfinskem
obrocu. Klorofil je barvilo, ki dobro vpija modri in rde¢i del barvnega
spektra. List vidimo zelen zato, ker se od njegove povrsine odbija zeleni del
barvnega spektra.

Slika 6: Klorofil b Slika 5: Klorofil a



Karoteni so oranzno rumena barvila, ki jih spomladi in poleti ne vidimo, saj
jih prekriva klorofil. Vidni postanejo Sele v jeseni, ko se klorofil razgradi.
Enako je s ksantofili, le da so ti rumene barve. Ksantofil je alkohol, zato je
nekoliko manj topen v nepolarnih topilih. Karoten je Cisti ogljikovodik, zato
je zelo topen v njih.

Slika 7: Karoteni

Slika 8: Ksantofili

Ay

HO

Pri nekaterih rastlinskih vrstah pa listi jeseni postanejo celo rdei. V teh
listih se sprozi nastanek rdecih barvil antocianov, ki se kopicijo v vakuolah v
celicah listne sredice. Antociani so torej barvila, ki nastanejo Sele v jeseni,
medtem ko so druga v listu celo leto. Nastanejo iz sladkorjev.

2.4 KAKO RAZISCEMO PRISOTNOST BARVIL V ZELENIH LISTIH?

2.4.1 EKSTRAKCIJA BARVIL IZ ZELENIH LISTOV

Ekstrakcija je postopek loéevanja snovi iz zmesi, pri ¢emer uporabimo
ustrezno topilo, s pomoCjo katerega izvleCemo Zelene snovi. Pogosto jo
uporabljamo v vsakdanjem Zivljenju, in sicer kot kuhanje. Tako na primer s
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pomoc jo ekstrakcije izvleCemo dolocene ucinkovine, ko kuhamo ¢aj ali kavo.
V tem primeru je ekstrakcijsko topilo polarna voda.

Pri ekstrakciji barvil iz zelenih listov polarna topila niso najprimernejsa, saj
imajo barvila bolj nepolarne lastnosti. Da laZje izvleCemo barvila iz
jesenskih listov, je najbolje uporabiti topilo, sestavljeno iz molekul, ki imajo
polaren in nepolaren del. Taksni topili sta lahko etanol in aceton. Za
ucinkovitejSo ekstrakcijo barvil je potrebno jesenske liste drobno
nasekljati oz. narezati in jih treti v terilnici. S trenjem poskodujemo celi¢ne
stene, zato se barvila lazje izlo¢ajo. Ker so v jeseni celi¢ne stene zelo
debele in trdne, je priporocljivo pri trenju uporabljati kremencev pesek.
Pomembno priporocilo je, da je pri trenju v terilnici bolje uporabiti manjso
koli¢ino listov. Strene liste stehtamo. Na 5 gramov listov nato nalijemo 15
ml acetona in jih Se naprej tremo v fterilnici. Zeleno gos€o, ki pri tem
nastane, prelijemo v erlenmajerico. Dolijemo Se 15 ml acetona ter zmes
nekaj minut mocno stresamo. Ker je fopilo hlapno, je priporoéljivo
erlenmajerico zapreti z zamaskom, vendar moramo obclasno visek hlapov
spustiti iz posode. Po 10 minutah je potrebno dodati 15 ml vode in ponovno
stresati vsebino. Po 5 minutah dodamo Se 15 ml nepolarnega topila
petroletra. Vsebino previdno stresemo in pazimo na izpust hlapov. Po
dodatku zadnjega topila lahko opazimo, da se velina barvil prestavi v
petroleter, ki plava nad acetonom. S pomoéjo pipete je potrebno zgornjo
fazo odpipetirati in jo shraniti v zaprto posodo. To je lahko epruveta z
zamaskom ali bu¢ka z ravnim dnom. Ekstrakt barvil v petroletru je obarvan
glede na prevladujoéa barvila. Pripravljen je za nanasanje na kromatografski

papir.

2.4.2 PAPIRNA KROMATOGRAFIJA

Papirna kromatografija spada med tekoCinske kromatografije. Stacionarna
faza je kromatografski papir, mobilna pa topilo z vzorcem. Kromatografski
papir lahko postavimo v navpi¢no lego. Na spodnji rob kanemo kapljico
vzorca ali pa vzorec pomesamo s topilom, v obeh primerih pa mora biti
kromatografski papir v stiku topilom. Zaradi kapilarnega ucinka se po njem
dviguje topilo z vzorcem. Vsaka sestavina vzorca potuje s svojo znacilno
hitrostjo, ki je vedno manjsa od hitrosti topila, in se tako polasi lo¢i od
zmesi. Na kromatografskem papirju nastanejo proge ali madezi, do kamor je
prispela dolo¢ena komponenta. Tako nastane kromatogram - zapis sestave
zmesi. Razmerje med potjo posamezne komponente in potjo topila
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imenujemo retencijski faktor. Z njim opredelimo poloZaj barvnih prog na
kromatografskem papirju, to je zapis sestave zmesi. Najboljsi rezultat
dobimo takrat, ko je kromatografski papir v nasi¢eno vlaznem prostoru, kar
ugodno vpliva na dvigovanje spojin po papirju.

Druga moznost je papirna kromatografija na krogu. Deluje na enak nacin, le
izvedba je nekoliko druga¢na. Potrebujemo petrijevko, ki je laboratorijska
posoda iz dveh delov. V manjsi del petrijevke nalijemo ustrezno topilo in jo
pokrijemo s pokrovom. V majhni posodici hitro nastane nasi¢eno vlazno
okolje. Nato vzamemo okrogel filtrirni papir (¢rni trak) in na njem s
svin¢nikom narahlo oznaimo sredis¢e kroga. S pomoc jo kapilare v sredis¢e
kroga nanasamo ekstrakt barvil toliko ¢asa, da nastane temno zelen madez.
Nanasamo ga vedno na isto tocko. Kapilaro drzimo pravokotno na papir. Pred
vsakim novim nanosom barvila s pihanjem posusimo prejsnjega. Ker so topila
zelo hlapna, se v nekaj trenutkih nanos posusi. Za uspesen kromatogram je
bilo treba nanesti ekstrakt vsaj petnajstkrat. Nato naredimo s Sestilom v
sredis¢e kroga majhno luknjico, v katero vtaknemo stenj iz filtrirnega
papirja. Stenj mora segati v topilo na dnu petrijevke. Filtrirni papir z
nanosom barvnega ekstrakta iz jesenskih listov vstavimo v petrijevko in
hitro zapremo pokrov. Topilo zaradi kapilarnosti potuje navzgor in se
koncentri¢no Siri po papirju. Barvila, ki so v topilu dobro topna, potujejo s
frontalnim delom. Ostala topila se razporedijo po papirju glede na topnost.
Topilo za izvedbo papirne kromatografije je zmes razli¢nih topil. Glede na
dostopnost smo uporabile zmes acetona in petroletra. Zmes topil je
vsebovala 92 % petroletra in 8 % acetona.

2.5 IZBOR DREVESNIH VRST

Raziskovale smo barvila v listih dolocenih dreves. Ta drevesa so bila: javor,
bukev, hrast, gaber, kostanj in Cednja. Sledijo kratki opisi nastetih
listavcev.

BUKEV

Je najbolj razsirjeno drevo v Sloveniji, ki doseze visino do 40 metrov.
Najbolje raste na visinah okoli 900 metrov nadmorske visine. Docaka
starost do 150 let in ima svetlo sivo lubje. Njeni listi so dolgi od 6 do 8 cm,
ovalni in rahlo valoviti. Plod bukve se imenuje Zir in je dolg od 1 do 2 cm,
rjave barve in pokrit z bodicami. Kar nas zanima na tem drevesu, so barve
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listov. Te so nekje med svetlo zelenim in femno zelenim odtenkom, jeseni
postanejo vec¢inoma rumeno rdece.

GABER

Zraste do visine 30 metrov. Listni rob je nazobé&an, oblika lista enostavna,
Zile pa moéno izstopajo. Plod je v obliki padalca in je rumene ali oranzne
barve. Spomladi in poleti so gabrovi listi nekje med svetlo zeleno in modro
zeleno barvo, jeseni pa oranzno rjave barve.

JAVOR

Javor zraste do viSine 45 metrov. Ima velike dlanasto deljene liste na dolgih
pecljih. Spomladi in poleti so listi svetlo zeleni, jeseni pa se njegove barve
prelivajo od rumene k rdedi.

CESNJA

DoseZe viSino do 32 metrov. Listi so preprosto ovalni in dolgi od 7 do 14 cm
z izstopajoo glavno Zilo. Cveti zgodaj spomladi, plodovi pa dozorijo v
sredini poletja. Cenje navadno visijo v dvojicah, dozorele so Zivo rdele ali
pa temno rdece barve. Listi so svetlikajoCe, temno zelene barve, jeseni pa
oranzni ali rdedi.

HRAST

DoseZe visino 37 metrov in je najbolj prepoznavno drevo pri nas. Listi so
dolgi od 6 do 15 cm, so krpati in imajo listni rob v obliki krivulje. Plod je
Zelod, ki je rjave valjaste oblike. Listi so temno zeleni in so videti povos¢eni.
Jeseni postanejo rumene in kasneje rjave barve.

KOSTANJ

Kostanj je najbolj znan po svojih plodovih. V jeZici je shranjen rjavi
oresCek. Drevo zraste do viSine 27 metrov. Listi, dolgi do 23 cm, so
enostavni in imajo nazob&an listni rob. Spomladi in poleti so temno zelene
barve, jeseni pa so oranzno rumeni.
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3 OPIS RAZISKOVALNEGA DELA

TeoretiCnemu spoznavanju svojega raziskovalnega problema smo se
posvetile v mesecu septembru, ¢as pa je priganjal, saj smo konec istega
meseca morale pri¢eti s prakti¢nim eksperimentalnim delom. Za izvedbo
celotnega, od ekstrakcije barvil iz jesenskih listov do izvedbe papirne
kromatografije in beleZzenja rezultatov, smo potrebovale vec ur.
Eksperimentalni del raziskovalne naloge je moral zato potekati v
popoldanskem Casu, ko nas niso pestile druge obveznosti. Z metodo papirne
kromatografije smo Zelele raziskati, kako se v jeseni spreminja koli¢ina
barvil v listih.

3.1 IZBOR JESENSKIH LISTOV

v

Ze v mesecu septembru smo v gozdu izbrale nekaj najlepsih listov dreves, v
katerih nas je zanimala vrsta razli¢nih barvil. Izbrale smo najbolj dostopna
in tudi najpogostejSa drevesa v nasih gozdovih. To so bila kostanj, gaber,
javor, hrast, ¢esnja in bukev. Dan pred laboratorijskim delom smo liste
dreves nabrale v gozdu in jih zaprle v neprodusne vrecke, da bi ¢im manj
oveneli.

Slika 9: Listi dreves
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3.2 PRIPRAVA OPAZOVALNEGA LISTA

Delo je potekalo zelo naértno. V ta namen smo si pripravile opazovalni list, ki
nas je vodil pri laboratorijskem delu in poenotil opazovanje. Vanj smo
zapisale datum laboratorijskega dela, kratek opis naSega dela, izracun
retencijskih faktorjev in Sirino pasu posameznega barvila.

OPAZOVALNI LIST - barvila v jesenskih listih
Datum laboratorijskega dela:

Kratek opis dela:

Tabela 1: Sirina pasu posameznega barvila v milimetrih

Listi Hrast Bukev ||| Kostanj || Cesnja Gaber Javor

Klorofil b

Klorofil a

Ksantofili

Karoteni

Tabela 2: Retencijski faktori

Listi Hrast Bukev ||| Kostanj ||| Ce3nja Gaber Javor

Klorofil b

Klorofil a

Ksantofili

Karoteni

15




3.3 IZBIRA USTREZNIH TOPIL

Navodila za preucevanje in locevanje barvil v zelenih listih smo nasle na
spletnih straneh ali v razli¢nih delovnih zvezkih za osnovno ali srednjo Solo.
Za loCevanje barvil v jesenskih listih smo izbrale navodilo iz delovnega
zvezka za biologijo v srednji Soli z naslovom Navodila za laboratorijsko delo
(str. 27). Navodilo nam je bilo vie¢, ker je bilo razumljivo, in ker so bili pri
postopku uporabljeni reagenti, ki jih imamo v Soli na voljo. Kot topila za
ekstrakcijo so bila navedena aceton, petroleter in voda. Izbrana topila
sodijo v tri skupine:

- polarno topilo, ki ga predstavlja voda,

- nepolarno topilo, ki ga predstavljata heksan in petroleter,

- malo polarno topilo, ki ga predstavlja aceton.

Zanimalo nas je, katera barvila iz jesenskih listov raztapljajo posamezna
topila. Sklepale smo, da glede na zgradbo nepolarna topila raztapljajo
karotene in ksantofile. Klorofil se najverjetneje najbolje raztaplja v
acetonu. Katera barvila so fopna v vodi, pa nismo znale napovedati. Zato je
sledil naslednji eksperiment, katerega natancnejSe navodilo smo nasle v
delovnem zvezku Barvila in naravna barvila.

Potrebovale smo: tehtnico, Skarje, terilnice s pestili, flomaster, kremencev
pesek, 3 merilne valje, 3 Case, 3 erlenmajerice, 3 lijake, 3 steklene palcke,
filtrirni papir, kapilare, kadi¢ko s pokrovom.

Od reagentov smo uporabile: heksan, aceton, destilirano vodo in petroleter.

Za ekstrakcijo samo izbrale liste divje cesnje, ker so bili od vseh izbranih
listov najbolj barviti. Ze na pogled so bili zelenkasti, rde¢kasti in rahlo
rumenkasti. S pomocjo Skarij smo liste divje Cesnje narezale na drobne
kosCke. Za ekstrakcijo smo narezale 15 gramov listov, za vsako topilo po 5
gramov.

Pripravile smo 3 terilnice. Na zunanji rob terilnice smo napisale vrsto topila,
s pomocCjo katerega bo potekala ekstrakcija. Topila za ekstrakcijo so bila
destilirana voda (polarno topilo), heksan (nepolarno topilo in manj hlapno od
petroletra) in aceton (malo polarno topilo).

Narezane liste divje ¢ednje smo razporedile v tri terilnice. V vsako terilnico

smo dale malo Zlicko kremencevega peska. Nato smo s pestilom mocno
udarjale po listih in jih trle. Po nekajminutnem trenju smo dodale prvih 15
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ml topila. Topila so se vpila v liste in omoCila zmes. Trenje listov se je
nadaljevalo in topila so se znacilno obarvala. Nato smo ekstrakt previdno
odlile v ¢aSo. Liste smo pustile v terilnici in jim prilile novih 15 ml topila.
Zmesi smo ponovno mocno trle s pestilom, dokler se niso topila znacilno
obarvala. Obarvana topila smo previdno prelile k ustreznim ekstraktom v
¢asi. Ker so bili ekstrakti razli¢nih topil motni zaradi kremencevega peska,
smo jih filtrirale. Pripravile smo tri erlenmajerice, v katere smo namestile
lijake s filtrirnim papirjem. Ekstrakte smo ob stekleni palCki filtrirale.
Filtrati so postali bistri in znacilno obarvani glede na vrsto topila.

Aceton se je obarval zelenkasto, heksan rumeno in voda rjavo.

Slika 10: Ekstrakcija z razli¢nimi topili

Sledila je priprava kromatografske kadic¢ke in kromatografskega topila. Po
navodilu iz delovnega zvezka bi moralo biti taksno topilo sestavljeno iz 60
ml petroletra, 20 ml acetona in 20 ml kloroforma. Kloroforma zaradi
strupenosti ne uporabljamo ve in ga v omari za kemikalije nimamo. Zato
smo kot kromatografsko topilo uporabile zmes 92 ml petroletra in 8 ml
acetona, kot je navedeno v Navodilih za laboratorijsko delo (str. 27).

Nato smo iz filtrirnega papirja oblikovale tri trakce, dolZine 10 cm. Dva cm
od spodnjega roba smo s svinénikom potegnile rahlo ¢rto. Nato smo na ¢rto
nanasale ekstrakte posameznih topil:

- vodni ekstrakt barvil iz lista divje ¢esnje,

- ekstrakt v nepolarnem heksanu,

- ekstrakt v malo polarnem acetonu.

Pri nanasanju smo upostevale naslednje kriterije:
- ekstrakt smo nanasale vedno na isto tocko;
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- pazile smo, da so bile lise majhne;

- pazile smo, da smo se s kapilaro pravokotno dotaknile filtrirnega
papirja;

- vsak nanos smo posusile, aceton in heksan s pihanjem, vodni nanos s
fenom;

- Stevilo nanosov je bilo enako - 20 nanosov na vsak filtrirni papir.

Filtrirni frak z nanosom posameznih ekstraktov smo vstavile v
kromatografsko kadi¢ko in opazovale, kako je kromatografsko topilo
pronicalo po papirju navzgor in lo¢evalo posamezna barvila. Ko je topilo
pripotovalo 1 cm pod zgornji rob, smo kromatograme vzele iz kadicke.

Slika 11: Papirna kromatografija na traku

Ogledale smo si rezultate in ugotovile:

- kromatogram, kjer je bilo ekstrakcijsko topilo aceton, je vseboval
loena rdela, rjava in zelena barvila;

- kromatogram, kjer je bilo ekstrakcijsko topilo nepolarni heksan, je
vseboval rumenooranzna barvila;

- kromatogram, kjer je bila ekstrakcijsko topilo polarna voda, se je le
malo razvil, vseboval je rjava barvila in drobcen madez rumenega
barvila.
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Tabela 1: Retencijski faktorji barvil, ekstrahiranih z razli¢nimi topili

Fronta topila 6,6 cm 6,7 cm 6,7 cm
Rdece barvilo 0,25
Rjavo barvilo 01 0,48
Zelena barvila 0,91
Rumena barvila 09 09 0

Slika 12: Kromatogrami z razli¢nimi topili

Iz prvega eksperimenta smo se naucile, zakaj za ekstrakcijo uporabljamo
razli¢na topila in v katerih topilih se posamezna barvila jesenskih listov
najbolje topijo.

3.4 EKSTRAKCIJA BARVIL IN PAPIRNA KROMATOGRAFIJA V
ZGODNJT JESENI

Poletje se kon¢a 21. septembra. Sledijo e dokaj poletno obarvani jesenski
dnevi, ki Se bistveno ne vplivajo na spremembe v listih gozdnih listavcev. Zdi
se, da so procesi fotosinteze $e zelo Zivahni, kar omogoCa bogata zaloga
asimilacijskih barvil. Prve liste za lo¢evanje barvil smo nabrale 28.
septembra. Naslednji dan smo jih, zaprte v polietilenskih vreckah, prinesle
v Solo, kjer smo v popoldanskem Casu opravile prvo eksperimentalno delo.
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Liste smo loCile med seboj glede na drevesno vrsto, ki ji pripadajo. To so
bili listi najpogostejsih listavcev nasih gozdov: hrasta, bukve, kostanja, divje
¢esnje, gorskega javorja in gabra.

Navodila za laboratorijsko delo Barvila v zelenih listih (str. 27) smo nekoliko
prilagodile nasim potrebam in ciljem.

Pri delu smo uporabile: Skarje, terilnice s pestili, merilne valje, alkoholni
flomaster, 6 epruvet, 6 pipet, pipetirno Zogico, 6 erlenmajeric, 6 petrijevk
in kapilare.

Od reagentov smo uporabljale: aceton, destilirano vodo in petroleter.
Kromatografsko topilo je bilo iz acetona in petroletra (8 % acetona, 92 %
petroletra). Izbrani reagenti so hlapne in vnetljive tekoline (razen vode),
zato smo skrbele za zralenje prostora.

KAKO JE POTEKALA EKSTRAKCIJA BARVIL?

Drobno smo zrezale 5 gramov doloéene vrste jesenskih listov. Dale smo jih
v terilnico in dodale malo kremencéevega peska. Mo¢no smo jih trle. Ker smo
imele premajhne terilnice, smo jih laZje trle v manjsih koli¢inah.

Slika 13: Trenje listov v terilnici

Nato smo strene liste premestile v erlenmajerice. Erlenmajerico smo
izbrale namesto epruvete (navodila), saj ima laboratorijska posoda oZje grlo
in moznost uporabe zamaska. Sledilo je postopno dodajanje ekstrakcijskih
topil:

20



- Najprej smo dodale 30 ml acetona in mocno stresale. Stresanje in
obc&asno spuscanje odvelnih hlapov je trajalo 10 minut.

- Nato smo dodale 10 ml vode in ponovno mocno stresale vsebino
erlenmajerice.

- Po 5 minutah stresanja smo dodale Se zadnje topilo (15 ml
nepolarnega petroletra) in ponovno stresale vsebino.

Slika 14: Ekstrakti barvil iz razliénih listov

Nato smo pustile erlenmajerice stati na mirnem mestu, da se je zgornja
plast topil &im bolj mo¢no obarvala. Ta proces je potekal pol ure. Zgornja
plast je bila nepolarni petroleter, spodnja plast pa voda in aceton.

S pomoc jo pipete in pipetirne Zogice smo zgornjo plast odpipetirale in jo
spravile v oznalene epruvete. Epruvet smo uporabile toliko, kolikor je bilo
vrst listov, torej 6. Na vsako epruveto smo z alkoholnim flomastrom
napisale, za katero vrsto ekstrakta jesenskih listov gre.

UGOTOVITEV
Vsi ekstrakti jesenskih listov so bili v mesecu septembru v mo¢no zelenih
odtenkih.

Slika 15: Ekstrakti so v septembru Se izrazito zeleni.
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PAPIRNA KROMATOGRAFIJA NA KROGU

Sledil je postopek papirne kromatografije na okroglem filtrirnem papirju v
petrijevkah. Pripravile smo Sest petrijevk, na katere smo napisale ime
drevesa, ki mu pripada listni ekstrakt barvil. Vanje smo nalile
kromatografsko topilo in petrijevke skrbno zaprle.

Nato je sledilo nanasanje ekstrakta barvil v sredis¢e kroga filtrirnega
papirja. Dogovorile smo se za 15 nanosov. Po 15 nanosih je bilo sredis¢e
kroga temno zeleno obarvano.

Slika 16: Nanos ekstrakta na filtrirni papir

Ko se je naneseni ekstrakt barvil v sredis¢u kroga filtrirnega papirja dobro
posusil, smo si pripravile tanek svitek iz filtrirnega papirja in ga potisnile
pravokotno v sredis€e kroga. Kromatografski papir smo poloZile v petrijevko
tako, da je bil svitek, ki je deloval kot stenj, pomocen v kromatografsko
topilo. Petrijevko smo skrbno pokrile in ¢akale, da je topilo priSlo do roba
petrijevke. Nato smo kromatografski papir vzele iz petrijevke in ga posusile
na zraku. Postopek papirne kromatografije na krogu smo z vsakim
ekstraktom dvakrat ponovile.

Slika 17: Kromatogram barvil iz hrastovih listov
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Zatem smo izmerile Sirino posameznih barvnih pasov in izraCunale
retencijske faktorje. Z Rf vrednostjo izrazimo hitrost, s katero se giblje
posamezno barvilo po kromatografskem papirju v primerjavi s hitrostjo
topila. Izrac¢unamo ga po naslednji formuli:

razdalja, ki. jo. preide.barvilo

Retencijski.. faktor (Rf ) = — - -
razdalja, ki. jo. preide.topilo

UGOTOVITVE

1. Jesenski listi gozdnih listavcev so septembra vsebovali zelena,
rumena in oranzna barvila, nekateri pa tudi rjava barvila. To so bili
klorofil b, klorofil a, ksantofili in karoteni, ki so potovali skoraj s
fronto topila.

2. Sirino posameznih pasov barvil na kromatogramu pri posameznih
vrstah listov smo izmerile v milimetrih. Konec septembra so bili
pasovi klorofila b in klorofila a pri vseh listavcih Se zelo Siroki.
Kromatogrami barvil jesenskih listov bukve, hrasta in gabra so
vsebovali Se rdee rjava barvila, ki so ostala na mestu nanosa barvil in
niso potovala s kromatografskim topilom.

Slika 18: Kromatogrami v mesecu septembru

Tabela 2: Sirina pasov posameznih barvil v septembru

Klorofil b 6 5 7 5 4 6
Klorofil a 7 6 8 7 5 7
Ksantofili 3 4 7 6 4 8
Karoteni 1 1 1 1 1 1
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3. Izracun retencijskih faktorjev

Tabela 3: Retencijski faktorji barvil jesenskih listov v septembru

Klorofil b 0,3 0,3 04 0,3 0,3 04
Klorofil a 05 05 0,6 05 05 05
Ksantofili 0,6 0,7 0,8 0,7 0,6 0,7
Karoteni 1 1 1 1 1 1

3.5 EKSTRAKCIJA BARVIL IN PAPIRNA KROMATOGRAFIJA V
MESECU OKTOBRU

Tudi v mesecu oktobru so bili postopki ekstrakcije barvil iz zelenih listov in
postopki papirne kromatografije povsem enaki kot v mesecu septembru. Le
rezultati so bili nekoliko drugacni.

UGOTOVITEV PO EKSTRAKCIJI
4. Ekstrakti jesenskih listov v mesecu oktobru so bili zeleno rumeni.

UGOTOVITVE PO PAPIRNI KROMATOGRAFIJI
1. Koli¢ina klorofila a in klorofila b se je zelo zmanjSala v primerjavi z
mesecem septembrom. Zato so se pri ekstrakciji bolje izloCala
rumena barvila, katerih pasovi so se v kromatogramu rahlo povecali. V
kromatogramih kostanja, ¢esnje, bukve in gabra smo opazile tudi
rdeCe rjava barvila, ki so ostajala na sredini kroga po papirni
kromatografiji.

2. Najvel klorofila a in klorofila b je bilo v listih hrasta, nekoliko manj
pa v listih ¢esnje in kostanja. Izrazito veliko karotenov je bilo v listih
javorja in kostanja. Opazile smo, da se v kromatogramih, ki jih
hranimo dalj ¢asa, rumena in oranzna barvila ohranjajo bolje kot
zelena barvila.
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Slika 19: Kromatogrami barvil listov v oktobru

Tabela 4: Sirina pasov posameznih barvil v mm v listih v oktobru

Klorofil b 3 0 2 2 3 2
Klorofil a 6 4 4 3 4 4
Ksantofili 8 7 8 13 7 14
Karoteni 1 2 2 1 2 2

Tabela 5: Retencijski faktorji barvil jesenskih listov v oktobru

Klorofil b 0,3 0 0,3 0,2 0 0,3
Klorofil a 05 0,3 0,6 0,3 0,4 0,5
Ksantofili 0,7 0,6 0,8 0,6 0,6 0,7
Karoteni 1 1 1 1 1 1
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3.6 EKSTRAKCIJA BARVIL IN PAPIRNA KROMATOGRAFIJA V
MESECU NOVEMBRU

V mesecu novembru je jesen Ze pokazala zobe. Dnevi so se mo¢no skrajsali
in dnevne temperature znizale. Spremembe so se v naravi Ze mocno
odraZale in mesec november po pravici zasluzi ime listopad. Poskuse smo
opravljale 10. novembra v popoldanskem ¢asu. Zal nismo mogle nabrati listov
vseh izbranih dreves, saj je bukev liste Ze odvrgla. Zato smo bile prisiljene
izvesti ekstrakcijo in papirno kromatografijo le s petimi vrstami jesenskih
listov.

UGOTOVITVE PO EKSTRAKCIJI

Ceprav so bili postopki povsem enaki kot pri poskusih v mesecu septembru in
oktobru, je bila barva ekstrakta iz listov izrazito rumenkasta, razen pri
¢esnji, kostanju in javorju.

Slika 20: Ekstrakti barvil listov v hovembru

UGOTOVITVE PRI PAPIRNI KROMATOGRAFIJI
1. Jesenski listi so bili skoraj brez zelenih barvil. V njih so prevladovali
rumeni, rjavi in rde¢kasti odtenki.

2. Iz kromatogramov smo ugotovile, da je klorofil b povsem izginil, klorofil a
pa je ostal je le v tankem pasu. Dobro so bila vidna rumena in oranzna
barvila. Klorofil a smo opazile le pri kostanju, ¢esnji in javorju. V raziskavo
je bilo zajetih le pet vrst listov, saj je bukev liste Ze odvrgla.
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Slika 21: Kromatogrami barvil listov v novembru

Tabela 6: Sirina pasov posameznih barvil v mm v listih v novembru

Klorofil b 0 0 0 0 0 0
Klorofil a 0 0 3 6 0 4
Ksantofili 8 0 8 12 7 10
Karoteni 1 0 3 2 2 2

Tabela 7: Retencijski faktorji barvil jesenskih listov v hovembru

Klorofil b 0 0 0 0 0 0
Klorofil a 0 0 0,4 0,4 0 05
Ksantofili 0,7 0 0,7 0,6 07 0,7
Karoteni 1 0 1 1 1 1
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3.7 ANALIZA REZULTATOV RAZISKOVALNEGA DELA

HRAST

Tabela 8: Koli¢ina barvil v listih hrasta v posameznih mesecih

1

September 6 7 3
Oktober 3 6 8
November 0 0 8

6raf 1: Spreminjanje barvil v jesenskih listih hrasta

EPp——

o Klorofil b
m Klorofil a

O Ksantofili

Karoteni O Karoteni

Ksantofili

Klorofil a

Klorofil b
September
Oktober

November

V' mesecu septembru smo iz kromatogramov barvil hrastovih listov
ugotovile, da je v tem &asu najve¢ klorofila a in b, lepo so se lo€ili tudi
ksantofili in karoteni. Od septembra do novembra se je koli¢ina klorofila a
in b mo¢no zmanjsala, zato so prisli bolj do izraza ksantofili in karoteni. To
je posledica dejstva, da so se rumena in oranzna barvila lazje ekstrahirala s
pomoc jo topil, saj je bilo zelenih barvil v listih hrasta manj. V mesecu
novembru listi hrasta klorofilov niso ve¢ vsebovali.
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BUKEV

Tabela 9: Koli¢ina barvil v listih bukve v posameznih mesecih

September 5 6 4 1
Oktober
November 0 0 0 0

o
N
~
N

6raf 2: Spreminjanje barviL v jesenskih listih bukve

= Klorofil b
m Klorofil a
O Ksantofili

O Karoteni

Karoteni
Ksantofili

Klorofil a
Klorofil b

September
Oktober
November

V listih bukve smo prisotnost barvil ugotavljale le v septembru in oktobru.
Koli¢ina klorofila b je moéno upadla Ze v mesecu oktobru. Tanek pas
klorofila a smo opazile na kromatogramu tudi pri drugi ekstrakciji v mesecu
oktobru, vendar so previadovala rumena in oranzna barvila. V vseh
kromatogramih listov bukve, tako v septembru in oktobru, smo opazile rjava
barvila, ki s kromatografskim topilom niso potovala, temve so ostajala na
mestu nanosa v sredis¢u kromatograma.
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KOSTANJ

Tabela 10: Koli¢ina barvil v listih kostanja v posameznih mesecih

September 7 8 7 1
Oktober
November 0

N
N
oo
N

w
oo
w

6raf 3: Spreminjanje barvil v jesenskih listih kostanja.

. / M
7,
6,
5,
mm 44 @ Klorofil b
m Klorofil a
37 0O Ksantofili
2 0 Karoteni
L ~ Karoteni
7 Ksantofili
0 Klorofil a
Klorofil b

September
Oktober
November

Kostanjevi listi so bili v mesecu septembru Se zelo zeleni. Iz njih smo
ekstrahirale opazne koli¢ine zelenih in rumenih barvil, ki so se jasno locila v
kromatogramih. V ostalih jesenskih mesecih se je koli¢ina zelenih barvil
opazno znizala. Ugotovile smo, da je klorofil a bolj obstojen kot klorofil b.
Se bolj obstojna barvila pa so ksantofili in karoteni.
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CESNJA

Tabela 11: Koli¢ina barvil v listih ¢esnje v posameznih mesecih

1

September 5 7 6
Oktober 2 3 13
November 0 6 12 2

Graf 4: Spreminjanje barvil v jesenskih listih cesnje

14

12

10

o Klorofil b
| Klorofil a

0O Ksantofili
Karoteni 0O Karoteni
Ksantofili

Klorofil a

Klorofil b

September
Oktober
November

Septembra so bila barvila v zelenih listih ¢esnje enakomerno zastopana. Ker
nismo jemale listov vedno z istega drevesa, so se pri meritvah v ostalih
jesenskih mesecih pokazali nekoliko odstopajoli rezultati v primerjavi z
ostalimi jesenskimi listi. Klorofila a je bilo v oktobru manj kot v novembru.
Ce drevo uspeva v kakéni zatisni legi, kjer je dovolj svetlobe, liste dalj ¢asa
zadrzZi in najbrz tudi dalj ¢asa v njih ohranja zelena barvila.

Pri esnji smo naredile Se eno napako. Listi Cesnje v mesecu septembru in
oktobru so bili z drevesa divje ¢esnje. Ker divja ¢esnja Ze zelo zgodaj
odvrze liste, smo v mesecu novembru za poskus vzele liste domace Cesnje,
zato rezultati poskusov niso primerljivi.
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GABER

Tabela 12: Koli¢ine barvil v listih gabra v posameznih mesecih

September 4 5 4 1
Oktober 3 4 7 2
November 0 0 7 2

6raf 5: Spreminjanje barvil v jesenskih listih gabra

@ Klorofil b
m Klorofil a

o Ksantofili

Karoteni O Karoteni
Ksantofili
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Tudi v listih gabra je postopoma padala koli¢ina zelenih barvil in navidezno
rasla koli¢ina rumenih in oranznih barvil. V. mesecu novembru so listi povsem
spremenili barvo v rumeno rjave odtenke, v postopku papirne
kromatografije so se zato v kromatogramu pojavili le ksantofili in karoteni.
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JAVOR

Tabela 13: Koli¢ina barvil v listih javorja v posameznih mesecih

September 6 7 8 1
Oktober 2 4 14 2
November 0 4 10 2

Graf 6: Spreminjanje barvil v jesenskih listih javorja

14
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Tudi javor je imel septembra Se lepo zeleno obarvane liste, zato je
kromatogram vseboval klorofil a, klorofil b, ksantofile in karotene. V mesecu
oktobru je moéno upadla koli¢ina zelenih barvil, zato so se pri ekstrakciji
uspesneje izlo¢ala rumena barvila, ki na oktobrskem kromatogramu
predstavljajo poudarjen pas. Klorofil a se je v listih javora ohranil celo do
novembra.

Slika 22: List javorja

33



3.8 POTRDITEV HIPOTEZ

Po konanem eksperimentalnem delu in ureditvi podatkov smo preucile
veljavnost nasih hipotez.

Domnevale smo, da so nepolarna topila primernejsa za ekstrakcijo barvil iz
jesenskih listov kot polarna tfopila. Eksperiment je pokazal, da za
ekstrakcijo potrebujemo tako nepolarna kot tudi malo polarna topila. V
zelenih listih je vel razli¢nih barvil. Vsako barvila ima svojo znalilno
kemijsko strukturo. Karotenom in ksantofilom bolj ustrezajo nepolarna
topila, klorofilom pa malo polarna.

Predpostavljale smo, da koli¢ina klorofila v listih v jeseni postopno upada,
koli¢ina drugih barvil pa naras¢a. Tudi ta hipoteza ni povsem tolna.
Ugotovile smo, da koli¢ina klorofilov res upada v jesenskem Easu, vendar se
koli¢ina rumenih barvil zaradi tega ne vela, le bolje se ekstrahirajo, saj
ekstrakcije ne motijo zelena barvila. Edina barvila, ki v jeseni v listih na
novo nastajajo, so rdeca barvila, ki smo jih s pomoljo papirne
kromatografije le redko locevale.

Predvidevale smo, da lahko s pomoc jo papirne kromatografije iz jesenskih
listov razli¢nih listavcev lo¢imo vsaj 4 barvila. Hipotezo lahko v celoti
potrdimo, saj smo v kromatogramu najveckrat loCile klorofil a, klorofil b,
ksantofile in karotene. Le izjemoma so se na kromatogramih pojavila rjava in
rdeca barvila.

Predpostavljale smo, da poteka razkrajanje klorofila v jeseni pri razli¢nih
listavcih razliéno hitro. Analize meritev so pokazale, da imajo nekateri
listavci v jeseni liste dalj ¢asa zelene, drugi pa hitreje izgubijo klorofile.
Najdlje sta zeleno barvilo ohranila javor in kostanj. Rezultatov divje ¢esnje
pa zaradi napake pri izvedbi ne moremo upostevati. Poudariti moramo, da
lahko na daljso prisotnost klorofilov vpliva tudi lega drevesa, na primer e
raste v bolj zatisni legi, kjer ga vremenske nelagodnosti ne dosezejo tako
hitro.
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4 ZAKLJUCEK

Lepo se v notranjosti skriva. Tako na zunaj zeleni listi v svoji notranjosti
skrivajo bogato paleto barvil. Veéino leta vidimo le zelena barvila, Eeprav so
v notranjosti lista fudi druga, vidna le v jesenskem Casu. Prav zaradi tega
nas je ta raziskovalna tema mocno pritegnila, zato smo z navdusenjem
prihajale do novih spoznanj, ki so nas navdihovala za raziskovalno delo.

Pri tem ni $lo brez teZav. Postopki so bili zelo dolgotrajni in so zahtevali
natancnost v izvedbi in beleZenju rezultatov, kar iz samega pouka nismo
ravno vajene. VEasih smo morale del poskusov narediti pred poukom in
rezultate opisati ter zabeleZiti po pouku. Ker imamo Se druge obveznosti,
smo tezko uskladile ¢as. Dobra je bila odloéitev, da smo raziskovalno nalogo
izvajale kar tri Clanice. Tako sta si vsaj dve lahko vzeli ¢as za nujno
dokonéanje eksperimentalnega dela. Poudariti Zelimo, da je za raziskovalno
delo potrebno Zrtvovati veliko prostega ¢asa, kar zaradi nasega zanimanja
seveda ni tezko.

Tudi nekaj strokovnih napak, ki smo jih e omenjale, smo naredile. Zal smo
na njih postale pozorne Sele pri analizi rezultatov eksperimentalnega dela.
Natanéno bi se morale dogovoriti, kako nabirati liste dreves v gozdu. Glede
tega obstajata dve razlicici. Po prvi, ki smo se je tudi v glavnem drzale, bi
liste nabirale iz razlicnih dreves iste vrste. Tako bi se izognile vplivu
razli¢nih dejavnikov okolja, ki na rast enega drevesa ugodneje vpliva kot na
drugega. Po drugi razli¢ici pa bi poiskale v gozdu neko obmocje s ¢im vec
razli¢nimi vrstami dreves. Predpostavljale bi, da so dejavniki okolja na tem
mestu za vsa drevesa enaki. Nato bi izbrale posamezna drevesa, s katerih bi
nabirale liste od septembra do novembra. Le tako bi lahko dovolj natanéno
ugotovile, v katerih listih se posamezna barvila najdlje zadrzujejo. Nikakor
pa ne smemo med raziskovanjem zamenjati vrste drevesa. Z divje ¢esnje so
res v preteklosti vzgojili gojene vrste domalih Cedenj, drevesi sta res
dokaj podobni, e vedno pa sta to dve razli¢ni vrsti rastlin.

Zal nam je, ker nismo spoznale tankoplastne kromatografije, s pomoc jo
katere se barvila iz listov Se lepse loCijo. Iz strokovnih ¢lankov smo
razbrale, da se s o metodo lepse lo¢ijo tudi rdeca barvila v listih. Toda ni¢
Se ni zamujenega. Naravna barvila niso samo v listih, ampak so tudi v drugih
delih rastlin, na primer v cvetovih. Morda bi v prihodnje kazalo izbrati
kaksne posebej lepo obarvane cvetove in s pomoljo tankoplastne
kromatografije analizirati barvila v njih.
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