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SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENIE CHLOROFYLU 4
A CHLOROFYLU B VEDLA SEBA

J. RACIK, V. MEGO
Chemické laboratérium Slachtitelskej stanice v Buéanoch

Stanovenie sumarneho chlorofylu, jeho 4 i B komponentov a ich vzadjomného
pomeru ziskava stile viac na vyzname. Intenzita sfarbenia alebo farebné
odtiene listov nadobudaja doélezZitost v stvislosti s rozliénymi kvalitativnymi
ukazovatelmi kultirnych rastlin, pravda, vidy v stidasnej konfrontacii s ana-
tomickymi a cytologickymi faktormi. Mnozstvo celkového chlorofylu v jed-
notlivych rastlinnych druhoch sa uz viackrat stanovilo a v literatire sa moZno
stretnut s hojnostou predmetnych ddajov [1, 2]. Pomer jednotlivych zloZiek
chlorofylu zostaval zanedbanejsi a literatira udava velmi Siroké medze jeho
premenlivosti. Pomer zloZiek koliSe od 3:1 az ku 7,9:1 a pri vegetécii v slabom
svetle dokonca 16,7:1, ba az 20:1.

Sumarny chlorofyl sa beine stanovuje kolorimetricky. Na stanovenie
jednotlivych zloZiek s najzauzivanejSie chromatografické metddy, ktoré st
dost naroéné a malo vhodné pre sériové a rychle prace. Ovela vyhodnejsie je
na kvantitativne stanovenie obidvoch zloziek vedla seba pouZit rozdiely
v optickych vlastnostiach obidvoch chlorofylov.

Pre sledovanie obsahu chlorofylu v listoch kultirnych rastlin upravili sme
u nas menej znamu metédu Comar-Zscheileho [3], ktora je zaloZend na
principe spektrofotometrickej analyzy dvojzlozkovej ststavy.

Spektralne krivky chlorofylu 4 a chlorofylu B sa podstatne liSia (pozri
tab. 1). Najvadsie rozdiely absorpénych koeficientov st pri vinovych dlzkach

Tabulka 1
Specifické absorpéné koeficienty chlorofylu 4 a B
Vinoug dlika Chlorofyl 4 Chlorofyl B
6600 102,0 4,5
6425 16,3 57,6
6130 15,6 8,05
6000 9,95 9,95
5890 5,9 10,3
5810 8,05 8,056
5680 7,11 7,11

660 my. a 642,5 mu. Preto obsah chlorofylu 4, chlorofylu B a celkovy chlorofyl

potitame z priepustnosti, resp. extinkeii extraktu pri tychto dvoch vinovych
dizkach.



Tabulka 2
Tabulka pre vypodet celkového chlorofylu a chlorofylu 4

Celkovy chlorofyl [mg/l] = Cz + Cy

Chlorofyl A [mg/l1] = A, — 4,

T A = 660 mu A = 642,5 mp. T A = 660 mp A = 642,5 mp. T A = 660 mu. A = 642,5 mp
% Bl . Cy | 4y % C: | 4« &y Ay % B A 8y Ay
15 5,86 8,18 — — 32 3,53 4,92 8,31 0,384 49 2,21 3,08 5,21 0,241
16 5,66 7,90 —_ — 33 3,43 4,78 8,10 0,374 50 2,14 2,99 5,05 0,234
17 5,49 7,65 = — 34 3,34 4,66 7,88 0,364 51 2,08 2,90 4,91 0,227
18 5,31 7,40 — — 35 3,25 4,53 7,65 0,354 52 2,02 2,82 4,717 0,221
19 5,14 7,16 —_ —_ 36 3,13 4,37 7,45 0,342 53 1,97 ’ 2,74 4,64 0,214 -
20 4,97 6,95 —_ — 37 3,08 4,29 7,25 0.336 54 1,91 2,66 4,51 0,208 |
21 4,83 6,74 — - 38 2,99 4,17 7,05 | 0,326 55 1,85 2,58 4,37 0,202
22 4,68 6,54 —_— —_ 39 2,91 4,07 6,87 0,318 56 1,80 2,50 4,23 0,196 .
23 4,55 6,35 — s 40 2,82 3,94 6,68 0,308 57 1,74 2,42 4,10 0,189
24 4,41 6,15 — — 41 2,73 3,81 6,50 0,298 58 1,69 2,36 3,98 0,184 |
25 4,28 5,98 ‘ — — 42 2,68 3,74 6,33 0,293 59 1,63 2,28 3,85 0,178
26 4,17 5,81 — —_ 43 2,61 3,64 6,15 0,285 60 1,58 2,21 3,73 0,172 |
27 4,05" 5,65 — — 44 2,54 3,54 6,00 0,277 61 — o 3,62 0,167
28 3,93 5,48 — — 45 2,47 3,44 5,83 ‘ 0,269 62 — — 3,50 0,162
29 3,84 5,35 == — 46 2,40 3,34 5,65 0,262 63 — —_ 3,38 0,156
30 3,73 5,20 8,80 | 0,407 47 2,34 3,26 5,61 0,255 64 — — 3,26 0,151 -
31 3,62 5,06 8,55 0,396 48 . 2,27 3,17 5,35 0,248 65 = == 3,14 0,144 :
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Ak hodnoty, vztahované na tieto vinové dizky, oznagime z, y (x pre vinovi
dizku 660 my. a y pre 642,5 my.), za predpokladu aditivity extinkeif plati:
kone. chlorofylu A = Kol — KoyEy
kone. chlorofylu B = KpEy — Ky, By
kone. celkového chlorofylu = K E, + Ky E,
pri¢om
Ko = Kog — Kir: Koy = Kpy — Kay

Jednotlivé koeficienty, vypoéitané raz pre vidy pre dany pripad, uddvaji sa
v citovane]j praci [3] pre étericky roztok a 10 mm kyvety hodnotami (mg/l):

Kup = 9,93 Koy = 0,777
Ky = 2,81 Ky, = 17,6
Ker = 7,12 K, = 16,8

Pretoze vypolet extinkecii z nameranych priepustnosti a dalie prepoéita-
vanie na koncentriciu je zdlhavé, nahradili sme tento vypodet tabulkou 2,
v ktorej st k nameranym priepustnostiam 7' %, uvedené stéiny tychto koe-
ficientov s prisluSnymi extinkciami pre vypodet koncentracie chlorofylu 4
a celkového chlorofylu. Tymto spésobom sa vypocet obmedzi na rozdiel, resp.
stiéet dvoch hodnét:

chlorofyl A [mg/1] A, — A4y
celkovy chlorofyl [mg/l] = C; + C,

Priklad:

Pri vinovej dlzke 660 mp sa namerala priepustnost 29 %, pri 642,5 my
priepustnost 54 %,. Celkovy chlorofyl je stétom hodnét C, + C, = 3,84 -
+ 4,51 = 8,35 mg/l; chlorofyl 4 je rozdielom hodnét 4, — A4, = 5,35 —
— 0,208 = 5,14 mg/l.

Ako sme uz spomenuli, meranie sa robi v éterickom roztoku. Postup, ktorym
autori [3] ziskavaji tento roztok, podarilo sa ndm urychlit tym, Ze namiesto
zdlhavého rozotierania materidlu v trecej miske drvime materidl v turmixe
za pridavku vodného aceténu. Na extrakciu éterom z tohto roztoku pouzivame
KlimeSovu premyvacku [4].

Experimentalna éast

Pracovny postup

2 g Gerstvého materidlu sa 3—5 minat rozsekdva v turmixe za pridavku 0,1 g CaCO,
a 50 ml 85 9, aceténu. Potom sa obsah nddoby kvantitativne spldchne na Biichnerov
lievik s dvojakym filtrom s modrou pédskou. Zvy$ok na filtri sa premyva aceténom, kym
filtrdt neodtekd bezfarby. Nato sa premyje minimélnym mnoZstvom éteru a objem
filtrétu sa na 100 ml doplni 85 9%, aceténom. K 50 ml tohto roztoku sa pridéd rovnaky
objem deperoxydovaného éteru, dékladne sa pretrepe a vpravi sa do Klimesovho pre-
myvacieho pristroja. Premyva sa 10—15 minat. Ziskany étericky extrakt sa doplni
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éterom na 100 ml a éast roztoku sa vysusi pridavkom bezvodého sfranu sodného p.a.
Vysueny roztok sa naplni do 10 mm kyvety a zmerd sa jeho priepustnost pri vinovych
dizkach 660 myu a 642,5 myu. Porovnévaciu kyvetu plnime suchym éterom.

Pretoze maximé absorpcii chlorofylu 4 a B su ostré, treba presne nastavit vinové
dizky, pri ktorych meriame. Ak neméme istotu, Ze pristroj, s ktorym pracujeme, je spravne
ciachovany, premeriame krétku oblast v okoli udanych vinovych dizok a pctom meriame
pri takom nastaveni pristroja, pri ktorom s priepustnosti minimélne. Priepustnost
pri A = 660 myu sa mé blizit hodnote 25 %; ak by sa podstatne li$ila od téjto hodnoty,
treba pozmenit mnozstvo materidlu vzaté do prace. )

Metodika sa preverila na listoch orgovédnu (Syringa vulgaris L.), z kultirnych rastlin
na pSenici a cukrovej repe. Pracovalo sa na spektrofotometri Koutsky K 56.

Sdhrn

Opisuje sa modifikovand metodika menej znamej Comar-Zscheileho
met6dy na spektrofotometrické stanovenie celkového chlorofylu a jeho zloziek
vedla seba. ZjednoduSeny pracovny postup je vhodny pre rychle a sériové
prace a mozno ho pouzit pri $tddiu sdvislosti medzi obsahom chlorofylu
a rozliénymi kvalitativnymi ukazovatelmi kultirnych rastlin.

CIIERTPOOOTOMETPNYECHOE OIIPENEJEHUNE
XJIOPOOUMJIJIA 4 N1 b
IITP1 COBMECTHOM IIPUCYTCTBIN

I0. PAINK, B. MET'O
XuMuueckas gadopaTopus ceJeKIHOHepCcKoil craHuuya B Byuanax

BriBojint

B nmpejaaraemoii pabore ONMCHBAIOT AaBTOPL MOAMPUIMPOBAHHYI0 METOjUKY MAaJo
usBecTHOro Meroda Homap-Ileitns juia cnekTpooTOMETPUHUECKOTO ONpejeNe Hns 00Imero
XJ0popuIia M ero KOMIIOHEHT IIPM COBMECTHOM NpPHCYTCTBHM. YIpPOIUEHHLI XOA paGoTur
ABJIAETCA BHOJHE UOAXOAIIMM Jiist GLICTPOIl M cepHeBoil paboOTHI U €r0 MOKHO NpPHMEHHUTH
HPH HM3YUCHMH 3aBUCHMOCTH MEMKIY COJCpKaHMeM XJIOpoduiuia M pasiMYHLIMH KOJIM-
YCCTBEIHLIMH TOKA3ATETAMH KYJILTYPHBIX pacTeHHIi.

Moctynuio B pejlakumio 6. 4. 1960 r.

SPEKTROPHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG
VON CHLOROPHYLL 4 UND B NEBENEINANDER

J. RACIK, V. MEGO

Chemisches Laboratorium der Pflanzenziichtungsstation in Bud¢any

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit beschreiben die Autoren eine modifizierte Methodik
der weniger bekannten Comar-Zscheileschen Methode der spektrophotometrischen
Bestimmung des Gesamtchlorophylls und dessen Komponenten nebeneinander. Dieses
vereinfachte Arbeitsverfahren eignet sich gut fiir rasche und serienmissige Arbeiten
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und es lésst sich beim Studium der Zusammenhénge zwischen dem Gehalt an Chlorophyll
un den verschiedenen quantitativen Merkmalen der Kulturpflanzen anwenden.

In die Redaktion eingelangt den 6. 4. 1960
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