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Zastosowanie chromatografii bibulowej
do analizy barwnikéw chloroplastow

The use of paper chromatography for the separation of chloroplast
pigments

R. W. SCHRAMM 1 ST. ORGANISCIAK-MATUSZAK

W pracy niniejszej zajeliSmy sie zagadnieniem przydatnosci metody
chromatografii bibulowej do badania zmian jakoSciowych i iloSciowych
barwnikow chloroplastow.

Znalezienie odpowiedniej, dokladnej i szybkiej metody réwnoczesnej
analizy w materiale roslinnym wszystkich barwnikéw chloroplastéw
(barwnikow chlorofilowych i karotenoidowych) napotyka na duze trud-
nosci. Nie jest od nich wolna réwniez metoda chromatografii bibulowej;
mozna nawet zaryzykowaé¢ twierdzenie, ze trudnosci tej metody sa spe-
cjalnie liczne i roznoredne i wymagaja wielkiej uwagi (Schramm 1957),
jednakze jej prostota i szybko$¢ sprawiaja, Ze pomimo nie zawsze zada-
walajacych wynikow ciagle pojawiaja sie proby jej zastosowania. W na-
szych badaniach zalezalo nam na znalezieniu metody szybkiej, reproduk-
tywnej, dajacej sie stosowaé¢ przy uzyciu niewielu prostych odezynnikéw
i normalnej bibuly chromatograficznej oraz matych iloéci materiatu
wyjéciowego. Ze wzgledu na stosowanie bezposredniej analizy poréwnaw-
czej chromatograméw waznym zagadnieniem stata sie odpowiednia pre-
paratyka i konserwacja barwnikow.

MATERIAL I METODY

Material roslinny (liscie) zbierany byl w godzinach rannych (6—38) z te-
renu parku Debina w Poznaniu oraz sasiednich ogrodéw. Probke 1 g ma-
terialu (Swiezej masy) oczyszczonego z kurzu rozcierano w mozdzierzu
z szezypta piasku kwarcowego i 1 ml rozpuszezalnika, po czym zalewano
ja 10 ml rozpuszczalnika na /2 godziny. Jako rozpuszczalnika ekstrahu-
jacego uzywano wybranej po wielu prébach mieszaniny acetonu z etano-
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lem 2:1 (obj.), ktéra dawala stosunkowo najpelniejsza ekstrakcje wszyst-
kich barwnikéw plastydowych. Ekstrahowany roztwor saczono, przemy-
wano ok. 3 ml rozpuszczalnika i suszono na parowniczce w eksykatorze
pod zmniejszonym ci$nieniem (ok. 10 godz.). Wysuszone barwniki podej-
mowano nastepnie 1 ml rozpuszczalnika konserwujacego.
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Ryc. 1. Chromatogramy barwnikéw chloroplastow Verbascum thapsifor-
me, ekstrahowanych mieszanina acetonu z etanolem (2:1), konserwo-
wanych w chlorobenzenie.

Chromatografia wstepujaca: bibula Whatman 1, rozwijacz benzyna: eter naftowy:

aceton (10:25:1,5). A — wg Bauera (1952) dwuklerunkowy;, B — wg Bauera

(1952) jednokierunkowy, rozwijacz I; ¢ — wg Bauera (1952) jednokierunkowy

rozwijacz II; D — wg Leforta { Signola (1955);, E — wiasny;, 1 — ka-

roten; 2 — feofityna a; 3 — feofityna b; 4 — luteol; 5 — wiolaksantol;, 6 — n,;
7 — na; 8 — chlorofil b

W celu wybrania najodpowiedniejszej metody rozdzialu chromatogra-
ficznego sprawdziliémy praktycznie kilka z podstawowych cytowanych
w literaturze metod i modyfikacji (Bauer 1952, Hager 1957, Le-
fort, Signol 1955, Lind, Lane, Gleason 1953, Sapozni-
kow, Bronsztein, Krasowskaja 1955, Strain 1953). Jako
materialu do tych préob uzywalismy wyciagu z lisci Verbascum thapsifor-
me. Metody dwukierunkowe rozbijaliSmy réwniez na jednokierunkowe,
rozwijajac kazdy kierunek oddzielnie.

Przeglad poréwnawczy wymienionych metod wykazal, ze najlepszy
rozdzial daje dwukierunkowa mefoda Bauera (1952). Eksperymen-
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tujac ze stosowanymi przez B a u e r a rozpuszczalnikami zastosowalismy
w koncu jako rozwijacz mieszanine: benzyna apteczna (t. wrz. 60,2°) + eter
naftowy (t. wrz. 48°) + aceton w stosunku 10:2,5:1,5 (obj.). Mieszanina
ta, nieznacznie réznigca sie od mieszaniny I Bauera, dawala przy rozwija-
niu jednokierunkowym zdecydowanie najlepszy rozdzial barwnikéw, nie
ustepujacy wynikom dwukierunkowego rozwijania metoda Bauera (ryc. 1).

Wartoéé przesuniecia barwnika na chromatogramie okreSialiSmy przez
R’f, tj. oznaczajac przesuniecie czola plamy, a nie jak zwykle jej srodka,
w stosunku do czola rozpuszczalnika (Rf), podobnie jak to zastosowali
Evans i wsp. (1949) dla fenoli. Na naszych chromatogramach czolo
plamy zaznaczalo sie wyraznie odcinajaca sie od tta ostra linig, podczas
gdy dolna cze$é czesto byla rozmyta, co w polaczeniu z réznym, niejedno-
krotnie lukowatym ksztaltem plam bardzo utrudnialo wyznaczanie ich
$rodka.

Ekstrakty przygotowane do analizy przechowywaliSmy w ciemnoS$ci
w temperaturze pokojowej (chromatogramy roztworéw przechowywanych
w t. 0° i 18°C nie wykazywaly zadnych réznic).

Chromatogramy rozwijaliémy na bibule Whatman 1 (paski 22 X 3 cm
krojone wzdluz arkusza z zaznaczona przestrzenia 18 cm do rozwijania
chromatogramu) metoda wstepujaca w cylindrycznych stojach szklanych,
bez uprzedniego kondycjonowania bibuly, rozwijaczem: benzyna -+ eter
naftowy -+ aceton (10 :2,5:1,5). Do kazdej analizy braliSmy 6 wl wyciagu
barwnikow (I g $wiezej masy /1 ml) nanoszac na bibule mikropipeta
w trzech porcjach po 2 ul. Czas rozwijania chromatogramu w temperatu-
rze pokojowej wynosil érednio 45 minut.

KONSERWACJA BARWNIKOW 1 JEJ WPLYW NA OBRAZ
CHROMATOGRAFICZNY

Ze wzgledu na konieczno$¢ bezposredniej analizy poréwnawczej eks-
traktow sporzadzanych w réznym czasie, przeprowadziliémy doswiadcze-
na nad wplywem réznego rodzaju rozpuszcezalnikéw na obraz chromato-
gramu barwnikow chloroplastow. Jako materiatu uzyliémy ekstraktu
z Pinus strobus wysuszonego i rozpuszczonego nastepnie w 1 ml nastepu-
jacych rozpuszczalnikéw: aceton, etanol, aceton + etanol (2 : 1), eter naf-
towy, benzyna, chloroform i chlorobenzen. Otrzymane chromatogramy
wykazaly wyrazng zalezno$§¢ rozdzialu barwnikéw od zastosowanego
rozpuszczalnika konserwujgcego (ryc. 2).

W S$wietle analizy chromatograficznej stosowane przez nas rozpusz-
czalniki konserwujace mozna podzieli¢ na trzy grupy. Pierwsza, dajaca
bardzo podobne chromatogramy, tworza eter naftowy, chloroform i chlo-
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robenzen. Chromatogramy barwnikoéw Pinus strobus rozwiniete z ekstrak-
téw przechowywanych w tych rozpuszezalnikach charakteryzuja sie sto-
sunkowo malymi i dobrze rozdzielonymi plamami (dobry rozdzial luteolu
i wiolaksantolu), brokiem jakiejkolwiek pozostalosci na miejscu nalozenia
materialu i brakiem plam chlorofilow, ktoére w calosci przeksztalcaja sie
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Ryc. 2. Wplyw rozpuszczalnika konserwujgcego na cbraz
chromatograficzny barwnikéw chloroplastéw. Barwniki
chloroplastéw Pinus strobus ekstrahowane mieszaning
acetonu z etanolem (2 :1).
Rozpuszczalnik konserwujacy: 4 — aceton; B — etanol; C — ace-
ton z etanolem (2 :1); D — bhenzyna; E — eter naftowy, F —
chloroform; G — chlorobenzen. Chromatografia wstepujaca, bi-
buta Whatman 1, rozwijacz benzyna + eter naftowy + aceton
(10 :2,5:1,5), 1 — karoten; 2 — feofityna; 3 — Iluteol; 4 —
wiolaksantol; 5 — chlorofil b; 6 — chlorofil a; 7 — plama chlo-
rofilidow na miejscu naloZzenia materiaiu

w toku preparatyki w feofityny. Druga grupe stanowiag aceton, etanol oraz
mieszanina acetonu z etanolem 2:1. Chromatogramy rozwiniete z tych
rozpuszezalnikéw charakteryzuja sie rozmytymi, wydiuzonymi plamami,
ztym rozdziatem ksantofili i wystepowaniem, obok chlorofilu, silnej plamy
produktéw rozkladu na miejscu nalozenia materiatu. Trzeci, posredni typ
rozpuszczalnika reprezentuje benzyna, dajgca obraz podobny do rozpusz-
czalnikow typu drugiego, jednak bez $ladoéw produktéw rozkladu na
miejscu nalozenia.
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Do dalszych prac wybraliémy jako rozpuszczalnik konserwujacy chlo-
robenzen. Jak wykazaly do§wiadczenia z ekstraktami z Pinus strobus,
czas przechowywania barwnikéw w chlorobenzenie nie wplywa na zmia-
ne ich obrazu chromatograficznego. Eter nattowy i chloroform bardzo po-
dobnie zachowujace sie jako rozpuszczalniki konserwujgce nadaja sig go-
rzej do badan poréwnawczych z powodu znacznie wieksze]j lotnosci, gdyz
parujac silnie w czasie pobierania prébek z roztworu zmieniaja szybko
jego stezenie. ROwniez benzyna z tego powodu jest rozpuszezalnikiem
nieodpowiednim.

Rozpuszezalniki grupy drugiej, jak wykazaly dokladne badania spek-
trofotometryczne Johnstona i Watsona (1956), powoduja z cza-
sem znaczne zmiany chlorofilu. W acetonie nastepuja jedynie zmiany
ilosciowe chlorofilu wskutek powolnego jego rozktadu; w alkoholach wy-
stepuje zaréwno degradacja jak i allomeryzacja wskutek autooksydacji.
Zmiany te w pewnej mierze sa uchwytne rowniez chromatograficznie
(z uplywem czasu przechowywania slabnie natezenie plam chlorofilow).
Réwnoczeénie etanol w minimalnym tylko stopniu rozpuszcza feofityny,
znajdujgce sie od poczagtku w materiale roslinnym lub powstajace w cza-
sie ekstrakceji i suszenia barwnikow, ktore wytracaja sie z roztworu w po-
staci nieuzytecznej w analizie chromatograficznej.

OBRAZ CHROMATOGRAFICZNY BARWNIKOW CHLOROPLASTOW
SWIEZEJ TKANKI

W celu zbadania zmian zachodzacych w barwnikach w toku prepara-
tyki przeprowadziliSmy réwnolegle rozdzial chromato-
graficzny barwnikéw ekstrahowanych i konserwowa-
nych w chlorobenzenie oraz ze $wiezej tkanki. W tym
celu uzywaliSmy krazkéw o Srednicy 4 mm wycietych
z lisci, ktoére rozgniataliSmy wprost na bibule (do kazde]
analizy dwa krazki); rozwijajac nastepnie chromato-
gram w identyczny sposob jak w przypadku barwni-
kéw ekstrahowanych otrzymaliSmy nastepujacy roz-
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Ryc. 3. Poréwnanie chromatograméw barwnikéw chloroplastow
Verbascum thapsiforme konserwowanych i $§wiezych (,surowego
chlorofilu‘)

A — chromatogram barwnikéw ekstrahowanych acetonem 2z etanolem

(2 :1) 1 konserwowanych w chlorobenzenie; B — chromatogram barwni-
k6w ,surowego chlorofilu'. Chromatografia wstepujaca, bibuta What-

[0k @hl man 1, rozwijacz benzyna: eter naftowy + aceton (10:25:15); 1 —
karoten; 2 — feofityna a; 3 — feofityna b; 4 — luteol; 5 — wiolaksantol;
6 — n,; 7 — ny; 8 — chlorofil b; 9 — chlorofil a; 10 — plama chlorofili-

A 8 déw na miejscu nalozenia materialu
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dzial: karoten, luteol, wiolaksantol, chlorofil b, chlorofil a, plama produk-
téw rozkladu (chlorofilidow) ma miejscu nalozenia materiatu (ryec. 3).

Jak widaé, chromatogramy barwnikéw wycisnietych bezposrednio
z tkanki na bibule (tzw. ,surowego chlorofilu) réznia sie¢ znacznie od
chromatograméw ekstraktow. Nie wystepujg tu (lub wystepuja w mini-
malnych tylko ilo$ciach) produkty rozktadu chlorofiléw pozbawione atomu
Mg, przede wszystkim feofityny, w ktére w toku ekstrakcji przechodzi
przewazajaca masa chlorofiléw (zwlaszeza chlorofilu a), natomiast wyste-
powanie na miejscu rozgniatania krazkéw plamy chlorofilidow $wiadezy
o innego typu rozkladzie chlorofiléw mianowicie z odszczepieniem fitolu,
co laczy sie z utratg wilasnosci lipofilnych, a za tym i mozliwosci przesu-
wania sie tych barwnikéw na chromatogramie.

WYNIKI POROWNAWCZE

Stosujac podanag wyzej metode badalismy sklad barwnikéw chloropla-
stéw nastepujacych roslin: Acer campestre, Acer platanoides, Beta vulga-
ris, Chelidonium maius, Corylus avellana, Cucurbita pepo, Datura stra-
monium, Dauvcus carota, Euphorbia helioscopia, Fraxinus excelsior, Cheli-
donium maius, Hyoscyamus niger, Pinus strobus, Picea excelsa, Populus
nigra, Robinia pseudoacacia, Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum,
Syringa vulgaris, Tilia parvifolia, Verbascum thapsiforme.

Poréwnywaliémy barwniki ze zdrowych, zielonych lisci, ekstrahowane
mieszaninag acetonu z etanolem 2:1 i konserwowane w chlorobenzenie
(1 g Swiezej masy/1 ml rozpuszczalnika konserwujacego). Ze wzgledu na
niemozno$é dokladnego oznaczenia iloSciowego poszczegélnych barwnikow
stezenie ich okre$laliémy poréwnaweczo przez stopniowanie wielkoéei i na-
tezenia barwy plamy bezposrednio po rozwinieciu chromatograméw, dla
kazdej serii pomiaréw oddzielnie. Tak np. je$li seria obejmowala chroma-
togramy 4 rodzajéw roslin, oznaczaliSmy najwieksze stezenie barwnika
przez ++ + -+, najmniejsze przez +; jesli 8 — najwieksze ::__:i_ii
najmniejsze +. Oczywiscie uniemozliwia to (szczegélnie jesli chodzi
o natezenie barwy) poréwnania bezposrednie chromatograméw nie na-
lezacych do tej samej serii; jednakze wskutek wyraznych, a u niekto-
rych barwnikéw szybkich zmian w natezeniu barwy plam, a nawet kolo-
rze, po rozwinieciu i wysuszeniu chromatogramu, nie ma mozliwo$ci bez-
posredniego poréwnywania chromatograméw nie rozwijanych réwno-
czesnie.

W podobny sposoéb staraliémy sie poréwnaé natezenie barwnikéw
w lidciach z réznych pieter tej samej rodliny.



grafia wstepujgca.

Zastosowanie chromatografii bibutowej

Tabela 1

Stezenie (c) i warto$ci R'f plam barwnikéw chloroplastéw réznych roslin. Chromato-
Bibuta Whatman 1, rozwijacz benzyna -+ eter naftowy - aceton
(10:2,5:2,5 obj.). Barwniki ekstrahowane mieszaning aceton -+ etanol (2:1), konser-
wowane w chlorobenzenie.

305

k fa b 1 w n, | m, |chb |cha
e |tk gt alppdde]ppgr =l =] % | %
il ae s N o = o B SR
noides Rf| 100 93 |—| 82 79 | —|—|57]|53
e | ko | b b || p o [ bt [ =] =] & | =
B e AT A FH+ |
; stre R'f 100 95 7 70 — | — |49 | 43
© b, s
S . e | b4+t | ++t+ =+t Fttt =] =+ | +
2 Che}zdomum kil + o i sl
o | maius Rf| 100 89 |—| 67 59 | — | — |29 26
> e | bt | bbbt bRt | b = | — | =
g Datu:ra stra- 4+ o I e
g | monium R¥| 100 92 |75 72 B | — |8~
g bl ol
% | Cucurbita ¢ i+++ i+++ i+++ jrr+++ — =+ | =
& | pepo R | 100 89 |—| 69 59 |—|—|20|—
o] — S | g
3 R c |++++|++++|— i+++ i+++ — | =+ | =
Ll .
o | excelsior R'f| 100 89 |—| 67 57 ——
% - Rhlll Bonll
B | solamumigeo- | € | FHT |+ [=| FH+ | Hr+ ==+ |+
persicum R'f| 100 89 S 65 57 — | —]23]|13
e | +4+ | ++ |—| ++ e o | | = | ok
Beta vulgaris
Rf| 100 86 64 55 =] — |~ |18
——— ¢ ii++ ii++ . Ii++ ii++ + |+ ]+ =
w | folia Rf| 100 9% |—| 176 67 |50|44|36 | —
= L Seall ol
n
% | corylus c ii++ i+++ s i+++ RENANENE) I NUNE R
& | avellana Rf| 100 91 |—| 68 58 |44 [ 34|26 |20
iy L B
=] e
& | Robinia ¢ ii++ ++++ +4++ i+++ b | 4]+
g | pseudoacacia | Rif | 100 94 |—| m 61 |46 40|29 |21
B — ¢ |++++| +++ i+++ +4++| ==+ | =
é helioscopia | R'f | 100 9 |—| 61 BT == |81 |-
o | mpssgumna | © [THER] = #rr |t [=l=|+ |+
& | miger Rf| 100 87 |—| 61 57 | —|—1l25]20
[}
m — 1
A c ii++ ++ 4+ | +++ ||+ |+ |+
tuberosum R'f| 100 89 |—| 65 58 37|30 25|18




306 R. W. Schramm i St. OrganiSciak-Matuszak

Tabela 1 (c. d)
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k — karoten, fa — feofityna a, fb — feofityna b, 1 — luteol, w — wioloksantol, n,,
n, — niezidentyfikowane (feoforbidy?), chb — chlorofil b, cha chlorofil a.

Wyniki badan przeprowadzonych na Hyoscyamus niger, Solanum ly-
copersicum i Solanum tuberosum przedstawione sg w tabeli 2.

Proby poréwnywania ilosci barwnikéw u tej samej rosliny (Solanum
lycopersicum) na przestrzeni diuzszego okresu czasu nie daty zadowalaja-
cych rezultatéw. Wahania w stezeniu barwnikéow byly minimalne i nie-
regularne, a metoda zbyt malo do-Isladna do wyraznego uchwycenia
Zmian.

DYSKUSJA

Ogromna labilno$¢ barwnikéw plastydowych (Schramm 1957) stwa-
rza szczegOlnie duze trudnosci w badaniach poréwnawczych. Do seryjnych
analiz poréwnawczych konieczne jest stosowanie barwnikéw konserwo-
wanych, przy czym, jak wykazaly doSwiadczenia, obraz chromatograficz-
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Tabela 2

Stezenie (c¢) i wartos¢ R’f plam barwnikéw chloroplastow z lisci pochodzgcych
z roznych pieter rosliny. Warunki i oznaczenia jak w tabeli 1

Pietro k fa fb 1 w n, s chb | cha
A. Hyoscyamus niger. Materiat zebrany 27.9.1956.

, ¢ |F++[H++H] — [FFH|FHH]E — |+ { —
BER R'f 100 98 | == 76 68 56 | — 41 | —
Sraiiic ¢ g+ |FF — |++ |++ s = -+
srodiowe R'f 100 92 | — 68 60 — — 26 20
;T BENE e — |+ |+ — | = = |*

S R'f 100 88 | — 62 58 | — — 24 16

B. Solanum lycopersicum. Materiat zebrany 27.9.1956.

, ¢ |+++|+ — |+++ +++i ] = | o= | o
phi R'f 100 93 | — 72 66 | — — — ] —
trodk c | +4+4+ — |++ |F+F++]| — — — —
PR R'f 100 95 | — 71 62 | — — = —

e Tt bt — [t [FF — = — =
dolne
R'f 100 89 | — 70 60 | — — — —
C. Solanum tuberosum. Materiat zebrany 27.9.1956.

, c |++ [++ | — |++ [++ |+ ’ — ‘+ -
RemRe R'f 100 85 | — 61 53 35 | — | 22 17
srodlc ¢c |+++|+++| — |F+F++|F++FH|+ | = [+ +
$rodkowe ‘

¢ Rf | 100 89| — 66 | 60| 39 1 - 32| 21

R N - |epdE |42 — — -
dolne
R'f 100 78 — 60 52 | — — 21 13

ny zalezy nie tylko od rozpuszczalnika ekstrahujgcego, ale rowniez i kon-
serwujacego. Obraz chromatograficzny tzw. ,,surowego chlorofilu® (barw-
nikéw wycisnietych wprost z tkanki lisciowej) rozni sie dosyé znacznie od
obrazu barwnikow konserwowanych; jest rzecza oczywistg, ze w toku
preparatyki barwnikéw pod wplywem czynnikéw zewnetrznych zachodza
w nich dosyé¢ daleko idace zmiany (przede wszystkim rozkilad chlorofi-
l6w), a unikniecie ich jest tak klopotliwe (Hager 1957, Schramm
1957), ze praktycznie uniemozliwia réwnoczesne prowadzenie wiekszej
ilosci prob. Co wiecej — zmiany te w wielu rozpuszczalnikach zachodza
stopniowo przez diuzszy czas (Johnston, Watson 1956). Skutkiem
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tego nalezy w badaniach poréwnawczych barwnikéw chloroplastow meto-
da chromatograficzng pogodzi¢ sie z trudnosciami unikniecia zachodza-
cych zmian, natomiast gléwny nacisk nalezy polozyé¢ na stalo$é warunkow
preparatyki i pomiaréw, tak aby i zmiany zachodzace w tych warunkach
w réznych preparatach byly réwniez mniej wiecej takie same. Zasadnicza
sprawa jest tu dobér odpowiedrtiego rozpuszczalnika konserwujacego,
w ktérym nie nastepowalyby juz dalsze zmiany barwnikéw. Warunkowi
temu nie odpowiadaja zupelnie rozpuszezalniki stosowane zwykle do eks-
trakeji barwnikéw (aceton, nizsze alkohole), w ktérych zachodzag szcze-
goblnie diugo zmiany chlorofilow (Johnston, Watson 1956). Wediug
naszych obserwacji stosunkowo najlepszym do konserwacji barwnikoéw
okazal sie chlorobenzen.

W toku maszych doswiadczen nie obserwowaliSmy ujemnego wplywu
$wiatla i tlenu powietrza na sam proces rozwijania chromatogramu. Swia-
tto bez watpienia dziala w pewnym — zresztg réznym stopniu na barwni-
ki plastydowe, jednak uchwytnosé tych zmian w krétkim czasie trwania
rozwijania chromatogramu lezy poza zasiegiem dokladnosci stosowanych
dotychezas metod. Podobnie nie udalo nam sie zaobserwowaé¢ uchwytnego
wplywu tlenu powietrza na obraz chromatograficzny w toku jego powsta-
wania w wilgotnej atmosferze par rozwijacza w kamerze. Bez watpienia
najwiekszy i trudny do unikniecia wplyw wywiera tlen juz w czasie
ekstrakeji barwnikéw; zupelnie wyrazne i szybkie jest réwniez dzialanie
tlenu na rozdzielone barwniki po wysuszeniu chromatogramu, szczeg6lnie
na luteol i chlorofil a. W tym $wietle wydaje sie nam, ze zalecane przez
wielu badaczy chronienie barwnikéw przed $wiatlem w toku preparatyki
i rozwijania chromatogramu oraz wykluczenie tlenu (bardzo zreszta klo-
potliwe i nielatwe) nie jest konieczne w prostych badaniach poréwnaw-
czych, zwlaszeza wobec cigglego braku odpowiednich metod ilosciowych.
Nie obserwowaliémy réwniez wplywu suszenia bibuly na obraz chroma-
togramu.

W doswiadczeniach naszych zaobserwowali$émy dosyé wyrazng zalez-
nos$é wielkosci przesuniecia sie poszezegélnych barwnikéw (Rf) od ich
stezenia. Odnosi sie to przede wszystkim do feofityn i ksantofili; karoteny
niezaleznie od stezenia wedrowaly zawsze z frontem rozpuszczalnika, na-
tomiast chlorofile, ktére wskutek zaszlych w toku preparatyki zmian wy-
stepowaly zawsze w matych ilosciach, wykazywaly bardzo duza i wyrazna

zalezno$é wlasnego R’f od stezenia innych barwnikéw w roztworze: im
wieksze bylo sumaryczne stezenie barwnikéw w roztworze, tym wyzej
przesuwaly sie plamy chlorofili. Zaleznos¢ wartosci Rf chlorofili i ich po-
chodnych od stezenia byla juz obserwowana przez réznych badaczy
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(Asami 1952, Chiba, Noguchi 1954, Lefort, Signol 1955),
ktérzy wyciagali stad wnioski o adsorpcyjnym charakterze chromatogra-
ficznego rozdzialu tych barwnikéw; o ile chodzi o karotenoidy, jedyny
badajacy dokladniej to zagadnienie Asami (1952) nie znalazt tej za-
lezno$ci.

W $wietle naszych obserwacji i zgodnie z do§wiadczeniem innych auto-
row (Lefort, Signol 1955) wydaje sie, ze dla otrzymania dobrego
rozdzialu chromatograficznego i reproduktywnych wynikéw powinno sie
stosowa¢ nieduze stezenia barwnikéow (rzedu kilku ug). Przyblizone wnio-
ski iloéciowe mozna wyciagnaé z wartoSci Rf oraz wielkosSci i natezenia
barwy plam.

STRESZCZENIE

Przeprowadzono proby zastosowania jednokierunkowej chromatogra-
fii bibulowej do oznaczania barwnikéw chloroplastow i zmian zachodza-
cych w nich u 21 gatunkéw roslin.

Opracowano i przedyskutowano zagadnienie ekstrakeji i konserwacji
barwnikéw do badan poréwnawczych. Przedyskutowano niektére zagad-
nienia metodyczne dotyczace preparatyki oraz chromatografii barwnikéw
chloroplastéw (wplyw $wiatla, tlenu, stezenia roztworu).

Zaklad Fizjologii Ro§lin (Wplyneto dn. 10.XI.1957 r.)
Uniwersytetu im. A. Mickiewicza
w Poznaniu

SUMMARY

Trials have been made to determine the applicability of paper
chromatography to the separation of chloroplast pigments of several
species of plants and to a study of the changes in these pigments.

Chloroplast pigments were extracted from Verbascum thapsiforme in
a solution of acetone + ethanol (2:1 vol.) and then separated by
a variety of chromatographic techniques with a view to selecting the best
available method. As a result a modification of Bauer's solvent
containing benzine + petrol ether + acetone (100 : 25 : 15 vol.) was used
with one dimensional ascending paper chromatography in subsequent
investigations. Using Whatman No. 1 paper the following pigments were
separated (given in order from the solvent front): carotenes, pheophytin «,
pheophytin b, luteol, violaxanthol, two unidentified (pheophorbides), and
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chlorophylls b and a. The location of the pigment on the chromatogram
was defined by its Rf (i. e. measured to the leading edge of the spot
rather than to its ,,centre of gravity*).

Because of the necessity of immediate comparative analysis of pigment
extracts prepared at differents times, the behaviour of chloroplast
pigments in the different preserving solvents was examined and
chlorobenzene was selected as the best.

As a check on the changes which the pigments might have undergone
in the above preparation, chromatographic separations of fresh leaf tissue
pigments (,,crude chlorophyll“) were carried out. Compared with the
chromatograms of the extracted pigments the crude chlorophyll had
strong spots of chlorophylls, no spots of pheophytins and pheophorbides
and a strong spot of chlorophyllides at the origin; there were also certain
differences in the position of the xanthophyll spots.

Investigations were made into the preparation of the pigment solutions
and development of the chromatogram (e. g. the influence of light and
oxygen and the preparation of the paper). The chromatographic separa-
tion of pigments is closely related to the concentration of the pigments:
the Rf value increases with the increase in concentration and therefore
care must be taken when using this value to identify pigments. On the
other hand the Rf value will serve as an approximate quantitative
measure of the pigment in addition to the area and colour intensity of the
spots.

Using the above method the chloroplast pigments of 21 plant species
were examined qualitatively and semiquantitatively. The same pigments
were detected in all the plants but they were present in very different (and
sometimes quite small) amounts. The leaves borne on the lower nodes of
the plants (Hyoscyamus and Solanum sp.) were found to contain the
smallest amounts of the pigments. Some differences were observed in the
quantitative relations between particular pigments in the different nodes.

Comparative semiquantitative determination of the pigments in several
intervals of the time did not give satisfactory results.
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