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Prirodné farbiva. I11. Chlorofyly

ALEXANDER PRIBELA—MARIA TAKACSOVA

Suhrn. Prezentujii sa poznatky o chemickych, fyzikalnochemickych a technologic-
kych vlastnostiach chlorofylov a ich derivatov. Zmeny primarnych pigmentov st ovplyvnené
roznymi podmienkami, najmé vysokou teplotou, pH prostredim a pritomnostou kovovych
zloziek potravin. V procese technologického spracovania sa mozu vytvarat z chlorofylov
feofytiny, chlorofylidy a feoforbidy, ktoré menia farbu vysledného odtiena vyrobku. Na
sledovanie chlorofylov sa pouzivaji najmé spektrofotometrické metody, zriedkavejsie fluori-
metrické metody. Rozdelenie jednotlivych zelenych pigmentov sa urobi chromatografickymi
technikami.

Chlorofyl predstavuje vyznamnu farebni zlozku niektorych druhov spracu-
vaného ovocia a zeleniny. Vzhladom na to, Ze zelena farba tychto produktov sa
ma ¢o najviac zachovat pocas spracovania a skladovania, musi sa technologic-
kym operaciam venovat potrebna pozornost. Tento problém sa stava aktual-
nym najmd v suvislosti so spracovanim niektorych zelenych, nedozretych plo-
dov pri mechanizovanom zbere tychto plodin (raj¢iny, paprika). Ak sa ma riesit
problém bezstratového zberu, potom sa hladaji cesty optimalneho zuzitkova-
nia tychto nezrelych plodov. Pozornost treba venovat i spracovaniu $penatu,
kedZe jeho farba pri zmrazeni je ukazovatelom urovne vyroby.

Technologické operacie vacsinou vplyvaju na obsah chloryfylu tym, ze v do-
sledku tepelnych zasahov, vplyvom aktivity enzymu chlorofylazy, ako aj v do-
sledku Gpravy pH prostredia dochadza k zmenam tychto zakladnych pigmen-
tov. Na objektivne hodnotenie farby surovych, pripadne spracivanych konzer-
varskych surovin sa vyuzivaji najmd najmé spektralne metody, ktorymi mozno
posudit vplyvy technologickych operacii a skladovania na farbu finalnych
produktov.

Prof. Ing. Alexander Pribela, DrSc., Ing. Maria Takacsova, CSc., Katedra sacharidov
a konzervacie potravin, Chemickotechnologicka fakulta STU, Radlinského 9, 812 37 Bratislava.
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Fyzikalnochemické vlastnosti chlorofylovych pigmentoy

Farebnost plodov spdsobuje pritomnost mnohych pigmentov, z nich vy-
znamne postavenie majli zelené pigmenty, najmi chlorofyly, vyskytujice sa
v chloroplastoch. Funkcia chlorofylov ako katalyzatora asimilacie CO, je pre-
dovSetkym v premene svetelnej energie na chemick, pri¢om sa z jednoduchych
zloziek syntetizuju zloZitejSie chemicke latky. Z potravinarskeho hladiska pova-
Zujeme aj chlorofyly a ich derivaty za vyznamnu senzorickl zlozku, pretoze
dodava vyrobkom urciti charakteristickt farbu.

Chlorofyly sa povazuju za zeleny asimilaény pigment. In vivo s chlorofyly
viazaneé na zlozity lipoproteinovy komplex s priemernou molekulovou hmot-
nostou okolo 200 000. Lipoproteinovy komplex chlorofylov obsahuje priemerne
20,2 % rozpustnych a 48,7 % nerozpustnych bielkovin. Z 30 % lipidov rozpus-
tnych v éteri je 10 % zmydelnitelnych a 20 % nezmydelnitelnych. Roztoky
chlorofylov v organickych rozpustadlach sa vyznadujii brilantnou ervenou
fluorescenciou, ktora sa Casto vyuziva na ich charakteriziciu. Lipoproteinovy
komplex je pomerne labilny a uz pri extrakcii organickymi rozpustadlami sa
rozruSuje. Tato zmena komplexu sa prejavuje potom i v zmene spektra. Maxi-
mum v Cervenej Casti oblasti spektra sa postiva ku krats§im alebo dlhsim vlno-
vym dizkam podla pouzitého rozpustadla. Casté diferencie zistené pri merani
absorpénych maxim pigmentov si este stale predmetom diskusie, kedZe velmi
casto ide o komplikované, navzajom sa ovplyviujuce vztahy.

V etiolovanych rastlinach vznika ako prekurzor chlorofylu protochlorofylid,
ktory ma maximum absorpcie v oblasti 635—650 nm. Po osvetleni takychto
rastlin dochadza v priebehu niekolkych milisekiind az sekind (0,005—30 s)
k fotoreprodukcii protochlorofylidu na chlorofylid. Tito zmenu (pozorovanu
napr. na etiolovanych listoch fazule) sprevadza v pomerne dobrej ¢asovej zhode
premena parakryStalickej prolamelarnej §truktury chloroplastu na volne rozlo-
zenu tvorbu vezikul [1].

Absorpéneé maximum okolo 650 nm reprezenutuje proteinovy komplex pro-
tochlorofylidu (holochrom). Po osvetleni sa protochlorofylid redukuje na chlo-
rofylid.

Premena protochlorofylidu na chlorofylid sa vyvolava posobenim svetelne;
energie na dvojitll vdzbu pyrolového jadra v polohe 7,8, ¢im sa dvojita vizba
nasyti.

Vzniknuty chlorofylid sa dalej esterifikuje fytolom za vzniku molekuly chlo-
rofylu. Rychlost reakcie esterifikicie zavisi od osvetlenia, avSak prebieha
1V tme.

Chlorofyly patria do skupiny biologickych pigmentov charakterizovanych
pyrolovymi jadrami. Z chemického hladiska s to zluceniny indiferentnej pova-
hy. V suchom stave je to tmavozeleny prasok s kovovym leskom, jeho etanolovy
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HOOCHZCH2C mOCH2CH2C H
protochlorofylid chlorofylid
protochlorophyllide chlorophyllide

roztok je modrozeleny. Chlorofyl je ulozeny v chloroplastoch, viazany na
bielkovinu. V porfyrinovom jadre obsahuje chelatovo viazany dvojmocny hor-
¢ik. Horcik je v molekule viazany kovalentnymi i koordina¢ne kovalentnymi,
pomerne labilnymi vdzbami. Jeho vdzba nema idnovy charakter. V molekule
chlorofylu su tri karboxylové skupiny, z nich dve st esterifikované (fytolom
a metanolom) a tretia je viazana na laktonovy kruh. Pritomnost Styroch dusiko-
vych atdbmov, z nich dva st viazané na horcik, je pri¢inou hydrofilného charak-
teru porfyrinového jadra.

Nepatrnym rozdielom v usporiadani atomov na druhom pyrolovom kruhu
sa molekuly od seba lisia a ozna¢ujeme ich ako chlorofyl a a chlorofyl b. Struk-
turny vzorec chlorofylu @ ma v polohe 3¢ druhého pyrolového jadra metylova
skupinu, chlorofyl » m4 namiesto metylovej skupiny adlehydicku skupinu.

chlorofyl a, R—CH; (modrozeleny)
chlorofyl b, R—COH (Zltozeleny)
chlorophyll a, R—CH; (blue-green)
chlorophyll b, R—COH (yellow-green)
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V chloroplastoch rastlin sa okrem chlorofylu a a chlorofvlu A nasli este
formy, oznacené ako chlorofyl ¢ a chlorofyl d. Chlorofyl a sa vyskytuje vo
vsetkych zelenych rastlinach, zatial ¢o ostatné formy chlorofylu su zastipené
len sporadicky. Uvadza sa, ze pomer chlorofylu a k chlorofylu 4 je okolo 2 :4
[2].

Zo Struktirneho vzorca vidno, ze ide o diester kyseliny dikarboxylovej
a dvoch alkoholov, metanolu a vysokomolekularneho nenasyteného alkoholu
— fytolu. Prave pritomnost fytolu dava chlorofylom lipoidné vlastnosti, preja-
vujice sa v rozpustnosti chlorofylov v lipofilnych rozpustadlach. Estericku
vdzbu medzi karboxylovou skupinou chlorofylovej molekuly a alkoholickou
skupinou (fytolu) rozrusuje enzym chlorofylaza za vzniku chlorofylidov. Chlo-
rofylaza sa lisi od ostatnych enzymov tym, Ze posobi aj v koncentrovanych
alkoholovych roztokoch. Chlorofyly svojou $trukturou pripominaji niektoré
dolezité enzymy (napr. peroxidazu, katalazu) a zivoc¢isne farbivo hem.

bCH3
COOH

chlorofylid a, R—CH,
chlorofylid b, R—COH
chlorophyllide

Zmeny chlorofylov pocas skladovania surovin

Stiidium zmien chlorofylu a jeho derivatov vieobecne je velmi rozsirené.
Velka pozornost sa tomuto problému venuje z hladiska produkcie hmoty, ktora
sa potom roznym sposobom vyuziva v polnohospodarskom alebo v potravinar-
skom priemysle. Ovela menej konkrétnych udajov sme nasli o zmenach chloro-
fylov pocas skladovania konzervarskych surovin, ¢i uz ide o kratkodobé sklado-
vanie pred spracovanim, alebo dlhodobé skladovanie trvanlivych druhov ovo-
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cia a zeleniny. Vieobecne plati, Ze pri zreni plodov a pri skladovani dochadza
k odburavaniu chlorofylov. Aby vSak tento proces nastal, je potrebna urcita
minimalna teplota. Ak teplota mikroklimy neprekroci 10 °C, tak napr. rajciny
ostavaju zelené a zmeny chlorofylov su zanedbatelné.

Vplyv Ziarenia pri roznych vinovych dizkach na rozpad chlorofylu v rajéi-
nach studoval Jen [3] (obr. 1). Na rajciny sa posobilo svetlom s rovnakou
vyzarovanou energiou pri 650, 570, 500 nm. Najvyssi rozpad chlorofylu sa
dosiahol pri ¢ervenom svetle, konkrétne pri vinovej dizke 650 nm. V porovnani
s neoziarenymi raj¢inami bol rozpad vyraznejsi v oziarenych vzorkach. Vcelku
sa nepozorovala zmena pomeru mnozstva chlorofylu a k chlorofylu 5.

A A N

2 4 6 dni

Obr. 1. Degradacia chlorofylu v zelenych raj¢inach oziarenych réznymi druhmi svetla [3].
1 — tmavé, 2 — zelené, 3 — biele, 4 — modré, 5 — dervené.
Fig. 1. Chlorophyll degradation in green tomatoes irradiated by the sources with various wave-
length characterstics. x-axis — days, y-axis — chlorophyll concentration. 1 — dark, 2 — green,
3 — white, 4 — blue, 5 — red.

Stucasne so svetelnou degradaciou chlorofylov vzrastal obsah karotenoidov,
ako to vyplyva z obr. 2. Z priebehu tvorby karotenoidov v zavislosti od casu
ozlarenia vidno, ze najrychlejsie sa tvorili karotenoidy po oziareni rajéin Cerve-
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nym a modrym svetlom, zatial ¢o biele, zelené a tmavé svetlo sa prejavilo
pomalSou tvorbou karotenoidov.

Skladovanim Styroch druhov zeleniny (sladka paprika, petrzlen, mrkva, por)
pri teplote miestnosti a pri zniZenej teplote pocas deviatich dni sa zistilo, Ze pri
niz3ej teplote sa farba sladkej papriky a mrkvy podstatne nezmenila. Podobna
situacia bola s paprikou skladovanou pri 20°C. Vyrazny tbytok chlorofylu
nastal v petrzlene skladovanom pri nizkej a izbovej teplote [4]. Aj nespravnym
skladovanim mrazenej zelenej fazulky sa podstatne zvysili straty chlorofylu
oproti spravne skladovanym [5].

-1
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Obr. 2. Syntéza karotenoidov v zelenych rajéinach po osvetleni roznymi druhmi svetla [3].
1 — tmavé, 2 — zelené, 3 — biele, 4 — modre, 5 — Cervené.
Fig. 2. Carotenoids synthesis in green tomatoes after irradiation by the sources with various
wavelength characteristics. x-axis — days, y-axix — carotenoids content. For 1—5 see explanta-
tion in Fig. 1.
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Vplyv technologickych operacii na obsah chlorofylovych farbiv

Obsah chlorofylovych farbiv sa sleduje najéastejsie v konzervarenskom prie-
mysle pri tepelnom spracovani zeleniny obsahujucej chlorofyly. Chlorofyly su
velmi citlivé na teplotu predovsetkym v kyslom prostredi, ked sa pri zahreve
z jeho molekuly velmi rychlo uvolni horcik, ktory sa nahradi vodikom, pricom
vznikne feofytin [6]. Vyrobky s vy$§im obsahom feofytinov stracaji typicku
tmavozelenu farbu Cerstvej zeleniny. Zmeny chlorofylu st zrejmé z obr. 3.
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Obr. 3. Schéma zmien chlorofylu vplyvom kyselin, zdhrevu a chlorofylazy.
Fig. 3. Chlorophyll changes diagram due to the presence of acids, heating and chlorophyllase.
'Chlorophyll, *Pheophorbide, *Pheophytine, “Chlorophyllide, *Phytol, ‘Acid medium Strongly
acid medium, *Heating, *Chlorophyllase.

Okrem teploty a pH prostredia je dolezitou podmienkou pre tvorbu feofyti-
nov dizka zahrievania produktu. Stidiom rychlosti feofytinizacie sa dospelo
k zaveru, Ze ide o reakciu prvého poriadku. Pre zachovanie zelenej farby plodov
sa preto odporuca pouzit vysokl teplotu posobiacu kratky ¢as, a pokial to
technologické podmienky dovolujl, zvysit pH na hodnotu 6 az 7 [7, 8].

Na zlepSenie chlorofylovej stalosti v zelenej fazulke sa odportc¢a pH prostre-
dia upravit zmesou MgCO, a (CH;COO),Ca na 6,1. Takto sa stabilita chlorofy-
lov zvysila az o 20 % oproti pokusu, kde pH nebolo upravené uvedenymi
latkami. Bez pridania MgCO; a (CH;COO),Ca sa zachovalo iba 46 % z povod-
ného obsahu chlorofylov [9]. .

Vplyv teploty na zmenu chlorofylov v Spenate sledovali Tan a Francis [10],
ktori zistili, Ze pri zvySenej teplote sa rychlejsie rozklada chlorofyl a ako chloro-
fyl b. S rovnakym vysledkom sa tieto otazky Studovali v praci [7]. Sterilizaciou
uhoriek a jej vplyvom na obsah chlorofylov sa zaobera praca [11]. Zistilo sa, ze
pri teplote 80 °C pocas 20 min sa obsah chlorofylov v sterilizovanych uhorkach
v plastickych obaloch znizil o 33 %.
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MAMASoE g

feofytin a, R-—CH,
feofytin b, R—COH
pheophytine

Vplyv roznych sposobov sterilizacie na obsah chlorofylov v hrasku sa ukazal
zaujimavy v tom, Ze pri blansirovani pri 96°C 5 min klesol pévodny obsah
chlorofylov na 91 %, pri teplote 100°C za 15 min na 77 % a pri prediZeni ¢asu
na 45 min na 57 %. Pri sterilizacii pri 121 °C bol pokles obsahu chlorofylov este
vys§i, a to pri stacionarnej sterilizacii 59 % a pri rotacnej sterilizacii 64 % [12].
Nezistili sa podstatnejSie rozdiely medzi stratami chlorofylu a a chlorofylu b.

Najdolezitejsi vplyv sa javi pocas zahrievania, pretoze jeho predlzovanim sa

COOH :
0

feoforbid a, R—CHj,
feoforbid b, R—COH
pheophorbide
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straty chlorofylov zvySuju exponencialne. Dlhodobym pdsobenim tepla a kyslé-
ho prostredia dochadza k odStiepeniu fytylovej skupiny za vzniku feoforbidov.
Feoforbidy na rozdiel od feofytinov maju tmavsie zelené sfarbenie.

Farba chlorofylu sa stabilizuje v pritomnosti mednatych ionov, ked docha-
dza k vymene horcika za mednaty kation. Tymto sposobom sa v minulosti
vyfarbovali plody ringlot. Dnes je farbenie medou zakazané, vzhladom na
negativne vlastnosti medi ako katalyzatora oxidacie najma kyseliny askorbove;j.
Pokial je med viazana do komplexu, celkove sa neprejavuje v zazivacom trakte
negativne. Skodlivo sa prejavuje med volna, ktora sa pri spracovani neodstrani-
la vypieranim. Posledna operacia moze (okrem oxida¢nych zmien) negativne
vplyvat na obsah vyzivovych zloziek tym, Ze sa latky rozpustné vo vode zo
suroviny vyplavuju. Dnes povazujeme zmenu chlorofylov za menej znehodno-
cujuci znak akosti ako $kody, ktoré by vznikli exogénnym zvySovanim medna-
tych io6nov.

Z vyzivoveho hladiska je ovela menej Skodlivy hlinik, ktory ma podobné
ucinky ako med ¢o do stability zelenej farby, pritom vsak nie je zdaleka tak
reaktivny ako med. Je znamy cely rad komplexov chlorofylov s kovovymi
ionmi, ktoré podrobne Studovali White a Jones [13] a Urunov [14]. V pritom-
nosti i6nov zZeleza prechadza zelena farba chlorofylov do Spinavosivého odtiena,
v pritomnosti i6onov cinu a hlinika do hnedého odtiena.

Inak st chlorofyly relativne stale a ich straty pri spracovani a skladovani
potravinarskych produktov su relativne malé.

Prehlad metod stanovenia chlorofylov

Najfrekventovanejsie st fotomerické metody zaloZzené na merani absorban-
cie v maximach [15]. Ovela sporadickejsie st metody zaloZené na titracii horc¢ika
komplexonom [16] alebo merani fluorescencie chlorofylov [17].

Problematike sledovania obsahu celkovych chlorofylov a ich derivatov sa
venovala velka pozornost. Problémom pri fotometrickom stanoveni chlorofy-
lov je pomerné zastupenie jednotlivych chlorofylov, ich Stiepnych produktov,
ako aj niektorych interferujucich latok, ktoré mozu ré6znym spésobom ovplyv-
nit absorbanciu v maximach. Menej m6zu vyslednit hodnotu ovplyvniti jednot-
livé analytické operacie pri stanoveni chlorofylov, ako aj sposob pripravy
vzorky, inaktivacia enzymu chlorofylazy, pouzitie organickych rozpustadiel,
spravna volba absorpcného maxima.

Pred vlastnou extrakciou sa odporuca inaktivovat chlorofylazy bud tepel-
nym zasahom, napr. ponorenim vzorky do 90°C teplej vody na 5 min, bud
povarenim vzorky 2 min, az potom sa odporuca vzorky homogenizovat a extra-
hovat. Niektori autori sa vSiak domnievaju, Zze pouzitim vhodnych organickych
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rozpustadiel (acetonu, pripadne zmesi acetonu a metanolu) dochadza k inkati-
vacii enzymov denaturaciou apofermentu [2].

Na extrakciu chlorofylov sa najcastejSie pouziva aceton v roznych koncentra-
ciach, pripadne zmes acetonu a metanolu, dalej zmes metanolu a petroléteru
(2 :1). Ziskané extrakty sa odporucaju precistit preextrahovanim do dietyléteru
[18], 1 ked ini nepovazuju tiito operaciu za potrebnu [19]. Na vlastné premeranie
absorbancie nie st jednotné nazory, najmi pokial ide o vlnové dizky a spésoby
vypoctu celkovych chlorofylov a ich zloziek [2]. Obsah chlorofylov sa predpo-
klada aj z rozdielu odrazivosti (remisie) pri vinovych dizkach 710 a 780 nm [21].
Ukazalo sa, Ze korelacny koeficient miedzi remisiou a obsahom chlorofylov je
velmi vysoky (r = 0,98). Vzorka zhomogenizovana na pretlak (kasu) sa rozpres-
trie do vrstvy a meria sa reflexné spektrum, ktoré sa vyhodnoti. Okrem toho sa
na stanovenie chlorofylov v poslednom c¢ase vyuzivania NIR (reflektancia
v blizkej infracervenej oblasti), ktora je vhodna na sériové analyzy [28].

ZriedkavejSie sa na stanovenie chlorofylov vyuziva Cervena fluorescencia,
ktora sa spravidla meria pri 650 a 670 nm, pri¢om fluoreskujuce ziarenie sa budi
pri vinovej dizke 365 nm. Fluorescenéné metddy si mimoriadne citlivé, aviak
nie dost Specifické (obr. 4).

600 650 700 nm 750

Obr. 4. Fluorescen¢né spektra chlorofylov v éteri [6]. 1 — chlorofyl a, 2 — chlorofyl b.
Fig. 4. Fluorescence spectra of chlorophylls in ethylether. 1 — chlorophyll a, 2 — chlorophyll 5.

Na sledovanie jednotlivych zloziek pigmentov zvy¢ajne treba pouzit vhodné
rozdelovacie techniky; tym a dosiahne oddelenie interferujicich latok a jednot-
live zlozky mozno presnejsie stanovif. Separacné stanovenia su vSak pracne
a reprodukovatelnost stanovenia je spravidla horsia.

Na rozdelenie rastlinnych pigmentov sa spravidla pouzivaju vsetky druhy
chromatografii, najma vsak stipcové, tenkovrstvova, papierova a v poslednom
¢ae bola rozpracovana vysokoucinna kvapalinova chromatografia [18, 19, 22,
23]
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Stipcovd chromatografia

Okrem klasickych adsorbentov sa pri stipcovej chromatografii pouziva i cely
rad netradi¢nych a najmé menej polarnych latok ako je Skrob, celuldza, sacha-
roza, ale tiez Mg,0;, a niektoré Specialne naplne, ako napr. Bio-glas a pod. Pri
pouziti Skrobu ako adsorbenta na rozdelenie chlorofylov sa pouziva zmes
benzinu (b.v. 100—400 °C), benzénu, chloroformu, aceténu a izopropylalko-
holu v pomere 60 :35:1,25:0,55:0,06. Ako rozpustadlo sa pri rozdelovani
chlorofylov na celuldze pouziva petroléter a potom zmes petroléteru s 1%
izopropylalkoholu. V tejto sustave sa dobre oddeli chlorofyl a od chlorofylu
b. Sacharodza je Castym adsorpénym materialom pri rozdelovani chlorofylov za
pouzitia zmesi 0,5 % n-propanolu v petroléteri, alebo zmesi acetonu (5 az 25 %)
a petroléteru. Na rozdelenie chlorofylov od feofytinov sa pouzila zmes adsor-
bentov, napr. 70 % sachardzy a 30 % kukuri¢ného skrobu [10]. Dobry vysledok
s rozdelenim chlorofylovych farbiv sa dosiahol i pri pouziti praskového polyety-
lenu [15, 22, 24, 25].

Extrakty chlorofylov zo $penatu sa oddelovali na chromatografickom stipci
so Specialnou naplnou Bio-glas. Touto technikou sa ziskali relativne Cisté chlo-
rofyly. Na rozdelenie sa pouzila zmes petroleja, cyklohexanu, dimetylformami-
du a vody (30:30:20:1) [26].

Chromatografia na tenkych vrstvach

Pri rozdelovani chlorofylov na tenkych vrstvach sa spravidla vyuzivaju
adsorp¢né materialy, ktoré si zhodné s materialmi pri stipcovej chromatografii.

Niekedy sa vyuziva okrem adsorpcnej chromatografie aj rozdelovacia tenko-
vrstvova chromatografia, ked sa napr. kremelina impregnuje rastlinnym olejom
a vyvija zmesou metanolu, acetonu a vody v pomere 20 :4:3. Velmi Castym
adsorbentom pri rozdelovani chlorofylov je silikagél, bud sam, bud v réznych
zmesiach, napr. silikagél a CaCO, sadra a $krob v roznych pomeroch. V litera-
tare sa uvadzaji aj dvojrozmerné techniky chromatografického oddelovania na
silikagéli, napr. v prvom smere sa pouZije sistava petroléter, aceton, metanol
v pomere 10:2.5:0,25 a v druhom smere zmes petroléter, aceton, n-propanol
(8:2:0,5). Vhodna kombinacia je tiez silikagél za pouzitia sustavy benzén,
izopropylalkohol, voda v pomere 100 :10:0,5) [15, 27]

Chromatografia na papieri

Papierova chromatografia vyuziva rozdelenie chlorofylovych pigmentov
v sustave petrolér—benzén—aceton v pomere 4 :1:0,5. Urcitou nevyhodou
tejto techniky rozdelenia je, Ze oddelené Skvrny nemaju symetricky tvar, ale su
pretiahnuté, ¢o zhorsuje identifikaciu jednotlivych zloziek. Na potlacenie asy-
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metrie Skvfn sa vyuziva impregnécia chromatografického papiera s nepolarny-
mi latkami, napr. parafinovy olej a pod., alebo sa papier impregnuje CaCO,
a vyvija zmesou petroléter, 5 % a 1 % n-butanol. Na vyhodnotenie oddelenych
Skvrn z tenkovrstvovych alebo papierovych chromatogramov sa vyuziva okrem
spektrofotometrickej metody aj denzitometrické vyhodnotenie.

Z fotometrickych metod sa ndm na stanovenie zelenych pigmentov osved¢ila
metoda, ked sa vzorka homogenizovala 3 az 5 min pri frekvencii 5000 min~'. 10
az 20 g homogenatu sa prenesie do trecej misky, prida sa 0,1 g CaCO; a 3 g
premytého morského piesku. Postupne sa vzorka extrahuje malymi davkami
(asi po 5 ml) zmesi aceton a voda (85 : 15), opakovane rozotieranim s pieskom,
kym nezostane aceton bezfarebny. Extrakty sa zlievaji do 50 ml odmerne;
banky, ktora sa potom doplni po znacku acetonom. Extrakt sa prefiltruje cez
husty filtraény papier. Dalsi podiel filtratu, ktory musi byt ¢iry, sa pouzije na
zmeranie absorbancie.

Absorbancia sa meria na spektrofotometri, ktory predtym preverime na
spravnost nastavenia vinovych dizok napr. ortufovou vybojkou. Odportacame
premerat absorbanciu acetonovych extraktov pri vinovej dizke 665 nm (zodpo-
ved4a maximu chlorofylu a) a pri vinovej dizke 649 nm (zodpoveda maximu
chlorofilu ). Ako slepy pokus sa pouzije 85 % vodny roztok acetonu. Namera-
né hodnoty absorbancie pri vinovej dizke 665 nm maji byt v rozmedzi 0,3 az
0,7, pri vlnovej dizke 649 nm sa hodnoty spravidla nizsie (obr. 5).

1 L

600 650 nm 700

Obr. 5. Cast spektier pigmentov extraktu erstvych a sterilizovanych uhoriek. 1 — &erstva suro-
vina, 2 — sterilizovany vyrobok.
Fig. 5. Spectra of extracted pigments from fresh and sterilized cucumbers. 1 — fresh primary
material, 2 — sterilized product.
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Obsah celkového chlorofylu (CH,), chlorofylu @ (CH,) a chlorofylu b (CH,)

sa pocita z nameranych hodnot podla vztahov:

(6454, + 17,12 4)

CH, =
nl

CH, = (11,63 4, — 2,39 4,) r’
nl

CH, = (20,11 4, —15,18 A) r’
n

kde 4, je absorbancia pri 665 nm, A, — absorbancia pri 649 nm, n — navazok
vzorky v g, | — dizka kyvety v cm, r — objem extraktu v ml.

1

Udaje vyjadruju obsah chlorofylu v mg. kg™,
Cas trvania analyzy aj s pripravou vzorky na jedno stanovenie sa pocita asi

1 h. Pri sériovych stanoveniach za 8 h mozno urobit asi 10 stanoveni. Metoda
je pomerne rychla a presna. Miera presnosti pri spektrofotometrickom stanove-
ni celkového chlorofylu vyjadrena ako relativna smerodajna odchylka sa pohy-
buje vacsinou od 1,8 do +10 %.

LB

15.

16.
17.
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Do redakcie doslo 5. 2. 1992

Natural colours. III. Chlorophylis
Summary

Information on chemical, physicochemical and technological properties of chlorophylls and
their derivatives is presented. The changes in primary pigments are influenced by various conditions,
mainly by high temperature, pH value and metal components present in foods. In the course of
technological processing, chlorophylls can be converted into pheophytins, chlorophyllides and
pheophorbides, which alter the final colour tone of the product. To investigate chlorophylls,
primarily spectrophotometric and infrequently fluorimetric methods can be used. Separation of
single green pigments is carried out by chromatographic techniques.

Harypasbnble kpacaresm. [11. Xnopoduis
PesromMme

[TpuBOOATCA 3HAHHA O XMMHYECKHX, OH3MKOXHMHYECKMX M TEXHOJIOTHYECKMX CBOWCTBax
xjopoduel ¥ X MPOU3BOAHBIX. Ha H3MeHeHUs NMepBHYHBIX ITHIMEHTOB CHJIBHO BJIUSIOT Pa3HbIe
YCIIOBHS TJIaBHBIM 00pa3oM BbICOKast TemmepaTtypa, pH cpenbl, H MpHCYTCTBYIOLIME METAJIIHYEC-
KHE KOMIIOHEHTH! MHLIENPONYKTOB. B mpouecce TexHonoruueckoit o6paboTKH MOTyTCs H3
xjaopobuiei obpazoBate dpeoduTHHBI, XT0podUIHAb H beodopOHabI, KOTOPbIE MEHSIOT LBET
pe3yIbTHPYIOLIEr0 OTTEHKA MpoAykKTa. [1s uccienoBaHus XJI0pOoGhHIIeH IPHMEHSIOTCS TJIaBHBIM
06pa3oM criekTpopoTOMETPHYECKHE METOIBI, pexe GIyopoMeTpHYeCKHe MeTOIbl. Pacnpenesenue
OTZEJIbHBIX 3€JIEHHBIX MIUTMEHTOB NPOBOJUTCS XPOMATOrpadHYECKHMH METOIaMH.
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