Kinetika degradacie chlorofy!u

M. GRODOVSKY, M. HRBATL.OVA

Sucasfcu chlorofylovej molekuly je komplexne viazany horéik. Molekula chlo-
rofylu je velmi podobnd molekule hemoglobinu, obe su stavané zo &Styroch
pyrolovych komponent viazanych navzajom a s ustrednym kovovym atémom.
7da sa, ze aj ich funkcie su dost podobné. Ako je hemoglobin s centrilne via-
zanym zelezom zodpovedny za transport kyslika a dychanie Zivodisnych tkani.
tak chlerofyl zaobstardava viazanie kysliénika uhli¢itého a fotosyntézu zelenych
rastlin. Venuje sa preto velka pozornost tak otdzkam fyziologickym, so zamera-
nim na funkciu chlorofylu pri fotosyntéze, ako tomu nasvedéuje aj nedavny
uspes$ny pokus o totadlnu syntézu chlorofylu, ako aj otdzkam stanovenia jed-
notlivych foriem chlorofylu a otdzkam kinetiky jeho chemickych premien.

Medzi najdélezitejsie premeny patri vymena horéika za dva vodiky, ktora
prebieha najmi vplyvom vodikovych idénov, lebo ma za nésledok népadnu
zinenu farby, a to v zmysle jej zoslabenia, pripadne zhorsenia. Otdzka vymeny
hort¢ika za vodikové iény ma svoj prakticky aj teoreticky aspekt. Prvy je
uréovany najméa vyrobcami zeleninovych vyrobkov, ktori pouzivaju kysly na-
lev do vyrobkov, ako su nakladané uhorky, pripadne sterilizovany hrasok. Zo
skusencsti vieme, ze modro-zelend farba uhoriek sa v kyslom naleve meni na
svetlozelenu, pripadne v horsich pripadoch aZz na slamovozltu. Podobne je to
aj u sterilizovaného hragku a ostatnej zeleniny.

Z teoretického hladiska zaujima potravinarskych chemikov kinetika preme-
ny — degradacie, pripadne — v drastickejsich podmienkach — destrukcie
chlorolylu na prislusny feofytin, alebo este niz3i degradacén? stupen. Sleduje
sa pritom najméi vplyv prostredia, ako je pH, teplota, pritomnost kyslika alebo
inych katalyzatorov, které tuto premenu urychluju. Venuje sa pozornost otdz-
ke, ktoré faktory by sa dali vyuzit na jej spomalenie alebo zastavenie. Zauji-
mave je pritom i stancvenie poriadku kinetickej reakcie, ako tomu nasvedcéuju
prace Joslyna, Mackiney-a (1) a v poslednom c¢ase Schanderla a i, (2).

V tejlo praci chceme vencvat pozornost kinetike zmien chlorofylu v zavis-
tosti od pH a teploty.

Experimentalna ¢ast

Chlorofyl potrebny pre modelové pokusy ziskal sa extrakciou listov &pendtu
aceténom podla metddy Smith-Beniteza (3). Extrahované rastlinné farbivo sa
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prenieslo do petroléteru, aceton sa dokladne vymyl a petroléterovy extrakt sa
po zahusteni delil na stipci praskove] sachardzy s 3 0/ pridavkom gkrobu.

Chromatogram sa vyvinul premyvanim s petroléterom (b. v. do 60°C) s ma-
lym pridavkom polarnejsieho rozpustidla (1—3 % aceténu, alebo izopropyl-
alkoholu). Oddelené zoény sa znovu extrahovali a opidtovne ¢&istili chromato-
grafickym delenim, kym sa neziskali éisté komponenty — chlorofyl a a b.
Zahustovanie a chromatografia sa robili v rozptylenom svetle, chromatogra-
fické kolonky sa chranili pred svetlom obalom z ¢lerneho papiera.

Cistota preparatov sa overovala premeranim spektra v rozmedzi 400—700 nm.

Vycistené pigmenty sa rozpustili v aceténe, pripadne v cyklohexanéne a
uchovavali v mraziacej ¢asti chladniciek pri cca 10—15 °C pod nulou. Alikvotné
¢asti sa pouzili pre modelové pokusy.

Modelové pokusy s ¢istym pigmentom sa konali v otvorenych skuimavkach
pri definovanej teplote a pH. Pre teploty do 50 °C pouZival sa 80 %, aceténovy
roztok spolu s 209 zriedenej kyseliny solnej, ktorej normalita bola 10-* N,
tak¥e pH roztoku sa pohybovalo blizko 4. Pre teploty nad 50 °C pouzil sa roz-
tok pigmentu v cyklohexandne, ckyselenom 10~ N kyselinou tavelovou. Cyk-
lohexanén sa pred pouzitim trepal 1 hodinu s praskovou potasou, aby sa od-
stranili kyslo reagujuce primesi (zvysky kyseliny adipovej?).

Pre zabezpecenie porovnatelnosti vysledkov premeralo sa absorpéné spektrum
chlorofylov a a b rozpustenych v cyklohexanéne v celom rozsahu wviditelného
spektra 400—700 nm na spektrofotometri VSU-1, nezistili sa vSak rozdiely voéi
spektru v aceténe* V rovnomernych ¢asovych usekoch odoberali sa vzorky,
v ktorych sa stanovila optickd hustota a vypocital sa podiel degradovaného
pigmentu. Na vypoclet sa pouzivali rovnice odvodené Vernonom (4).

Mimo toho vykonali sa pokusy s hraskom, vlastne s hrachovym pyré, pri-
pravenym zo zeleného hrasku odrody Lancet z JRD Kralova pri Senci. Pyré
sa pripravilo zmixovanim hrasku na Pragomixe, naplnilo v mnozstve 10 g do
sklenej skumavky, ktord sa po zataveni zohrievala v glycerinovom kupeli pri
teplotach 110—130 °C po rozli¢nu dobu.

Chlorofyl sa stanovoval v hraskovom pyré pred zohrievanim (zdkladnd hod-
nota) a po tepelnom zasahu spektrofotometricky v aceténovom eluate. Na vy-
pocet sa pouzili ako Vernonove rovnice, tak aj Dietrichove (6).

Vysledky a diskusia

Zavislosti, ktoré sa zistili v modelovych pokusoch s ¢istymi komponentami
a a b chlorofylu vyhovuju kinetike reakcii prvého poriadku. Hoci podla su-
marnej rovnice

Chl — Mg + 2 H — Chl Hy + Mg~

ide prinajmenej o bimolekularnu rovnicu, priebeh je podobne ako pri inverzii
sacharézy v kyslom prostredi, pseudomolekularny. Koncentracia H- idnov
v nasom pripade sa volila tak, aby prevysSovala koncentraciu pigmentu v roz-
toku najmenej 10 X. Tym sa dosiahlo, aby reakcia, ak je pripadne druhého
poriadku, degenerovala na reakciu prvého poriadku.

¥ Ziskané spektra sme uverejnili v prvej Casti tejto prace (5).
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Pri sledovani konverzie c¢istého pigmentu stacéi stanovovat opticku hustotu
len pri jednej vybranej vinovej dizke. My sme tak sledovali konverziu chloro-
ivlu a pri vinovej dlzke 432 nm a pre kontrolu aj pri 666 nm. Pre chlorofyl b
sme vybrali vinové dlzky 461 nm a 649 nm.

Koncové hodnoty sa odéitali po pridani praskovite] kyseliny stavelovej (asi
na $pic noza), ktord urychlila totalnu konverziu na prislusny feofytin.

Grafy prislusne]j zavislosti konverzie od ¢asu mozno vynasat aj priamo vy-
nesenim zavislosti optickej hustoty od Casu, my sme pouzili v grafe 1 a 2
{konverzia chlorofylu a a chlorofylu b) zavislost log (a—x) na case.
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Konverzia chlorofylu v hraskovom pyré pri 120°C.

Graf 2. Prvy stipdek — chlorofyl a, druhy stipéek — chlorofyl b, treti stipdek —
celikovy chlorofyl, stvrty stipéek — celkovy chlorofyl podla Dietricha.

7 grafov vidno napadne rychlejsi rozpad chlorofylu a, priblizne 6 X rychlej-
§i ako u chlorofylu b, ¢o je v dobrej zhode aj s pozorovaniami Schanderla
a spol. (2).

Pokusy so zahrievanim hraskcvého pyré nedopadli tak jednoznacne. Na gra-
fe 2 su vynesené hodnoty ziskané pri sledovani konverzie chlorofylu (celkové-
ho) v zocmletom zelenom hrasku zohrievanom v zatavenej trubicke pri 120 °C
v glycerinovom kupeli.

Obsah chlerofylu a a b, ako aj celkovy obsah chlorofylu (prvy az treti stiptek
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na grafe) vypocital sa podla rovnic Vernona (4), a to pre chlorofyl a ako prie-
mer vysledku podla rovnice 1 a 4, pre chlorofyl b priemer rovnice 2 a 5 a pre
celkovy chlorofyl z rovnice 3 a 6. Stvrty stipéek je vypoéitany podla rovnice
uverejnene] Dietrichom. Ako vidno, obsah chlorofylu v &iestej a 10 minute
je skoro totoZny, jedine hodnota vypoditana podla Dietricha (6) je polovi¢na.
Zda sa, Ze sa konverzia chlorofylu po uréitej dobe zastavila, v tomto pripade
asi pri hodnotach okolo 409, pévodného mnozstva. MoZe to byt zapri¢inené
vizbou chlorofylu, o ktorom vieme, Ze je éastou velkého bielkovinového kom-
plexu, tzv. chloroplastu. Tato vizba akoby pésobila ako ochrana, pripadne na-
stdva rekombindcia chlorofylove] molekuly. Otazka si vyzaduje dalsie préace
na objasnenie. Mo6ze tu spolupodsobif aj fakt, Ze sa zohrievanie konalo v uza-
vretom priestore bez pridavku kyseliny. Podobné vysledky ako s hragkovym
pyré sa ziskali aj pri zohrievani §penatu na teploty 110—130 °C.

Zaver

Sledovala sa konverzia chlorofylu a a b v modelovych pokusoch v zavislosti
od pH a teploty (30—90 °C). Pri nadbytku H" iénov reakcia prebieha podla
prvého poriadku. Pri zohrievani biologického materialu (hragkové pyré, Spenat)
v zatavene] ampulke pri teplotach 110—130°C sa zda, akoby sa reakcia po
urcitom Case zastavila.
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- Kunerura gerpaganun xjaopofuiia
Brisonl

ABTODHI HCCIeJ0BAIY KOHBEPCHIO XA0POPIIIA @ 11 § B MOAEJILHBIX OTBITAX B 3aBHCUMOCTI
or pH m remmeparypst (30 — 90 °C). llpu HagdsiTRe H- IOATOB pCARIUA TOTUMHASCTH
peanrnam 1 — ro mopsayra. ITpu nogorpene GI10I0TITECKOT0 MaTePHAIA (II0pe U3 COPOINKA,
MMIHAT) B 3aryHopeloll awmyTe npr Temmeparype 110 — 130 °C, wamercsd, nar Obl
pearLiA TIOCIe OTIpeTeIellHoro BPeMeHI NPerRPpaTILIaACh.

Kinetics of the Chlorophyll Degradation
Summary

There has been studied how dependent on pH and the temperature (30—90°C)
is the conversion of the chlorophyll @ and b in the model experiments, At the surplus
of H*ions the reaction runs along the first order. By heating the biological material
(pea purée, spinach) in the sealed vial at the temperatures of 110 to 130 °C it seems
that the reaction discontinued after a definite time.
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