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OBJETIVOS:
1. Separar los pigmentos sobre la base a sus propiedades físicas y químicas

Ensayo experimental No. 1: Propiedades físico-químicas de los pigmentos

Introducción: 
La fotosíntesis como proceso biológico solamente se puede efectuar en orgánulos especializados (plastidios) presentes en las células de las plantas y algunas bacterias fotosintetizadoras. Se han descubierto hasta la fecha varios tipos de clorofilas, pero en las plantas superiores sólo se encuentran la clorofila “a” y la clorofila “b”. Cuando de una muestra de hojas se extraen las clorofilas, junto con ellas se obtienen el caroteno y la xantofila. Estos pigmentos pueden separarse de la mezcla sobre la base de sus propiedades físicas y químicas.

Objetivo: Separar los pigmentos sobre la base a sus propiedades físicas y químicas

Materiales necesarios:
1. Hojas frescas indicadas por el profesor
1. Tubos de ensayo y gradilla
1. Mortero
1. Etanol 10 %, bencina, balanza técnica
1. Pipetas 
1. Acetato de cobre, HCl 10 %, NaOH (perlas)
1. Baño de María
1. Papel de filtro y embudos
1. Agua destilada

Procedimiento:
1. Obtención de un extracto crudo con todos los pigmentos
En la balanza se pesan 5 g de hojas frescas, se cortan en pequeños pedazos y se trituran en un mortero con 2-3 ml de etanol 10 %; luego se agregan 10- 15 ml más y el extracto de color verde se filtra utilizando un embudo y papel de filtro. Este extracto alcohólico de color verde oscuro contiene todos los pigmentos de las hojas; para poder separarlos se aprovecharán sus diferentes solubilidades en etanol y bencina.

1. Separación de la xantofila
Del extracto se toman 5 ml y se agregan 5 ml de bencina; se agita la mezcla durante 1-2 minutos y se observará la aparición de 2 capas: una capa superior verde de bencina que contiene las clorofilas y los carotenos y una capa inferior amarilla de etanol que contiene las xantofilas (Figura1). Si al agitar, las capas no se separan bien, se agregan 2-3 gotas de agua para diluir el etanol y disminuir la solubilidad de la bencina; si se agrega mucha agua y la capa inferior se pone turbia, se añade más etanol.
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 Figura 1. Separación de las clorofilas y los carotenos (capa superior verde) de las xantofilas (capa inferior amarilla)

1. Saponificación de la clorofila
La saponificación se realiza en el mismo tubo en el que se efectuó la separación anterior en dos capas. Al añadir NaOH, la molécula de clorofila se saponifica, con lo cual se separa el fitol (esterificación a nivel de la cola). Esto hace que la clorofila varíe sus propiedades físicas (no así las químicas) por lo que se observará una inversión de las capas; es decir, las clorofilas que eran más solubles en bencina al ser saponificadas cambian su solubilidad y ahora se hacen más solubles en etanol, quedando encima los carotenos (que antes no se veían) y debajo las clorofilas (Figura 2).
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Figura 2. Saponificación de las clorofilas (obsérvese la inversión de las capas)
  
1. Obtención de feofitina
Del extracto alcohólico crudo inicial se toman 5 ml, se agregan 2-3 gotas de HCl 10 % y se agita la mezcla durante 4-5 minutos. La mezcla toma ahora un color pardo-rojizo debido a la sustitución del átomo central de magnesio del núcleo de la clorofila por uno de hidrógeno. Así se obtiene la feofitina, pigmento característico de las algas pardas (Figura 3).
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Figura 3. Obtención de feofitina a partir del extracto crudo inicial

1. Obtención de leucitina
Al tubo en el que se obtuvo la feofitina, se agrega una pizca de acetato de cobre y se coloca en el baño de María durante 5-10 min, como resultado de lo cual se obtiene una porfirina de cobre de color verde-azul llamada leucitina, característica de las algas verde-azules. El átomo de hidrógeno de la feofitina fue sustituido por uno de cobre. Estos resultados demuestran que el color de las sustancias porfirínicas depende en primer lugar del tipo de elemento químico existente en el núcleo central de la molécula (Figura 4). 
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Figura 3. Obtención de leucitina a partir de la feofitina

Conclusiones:
El estudiante expondrá sus valoraciones sobre las propiedades físicas y químicas de los pigmentos fotosintéticos y la relación de estas propiedades con la absorción de la luz en las distintas regiones del espectro.
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