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Prirodn6 farbiv6. III. Chlorofyly

ALEXANDER PRIBELA-MANTN TNTACSOVA

Sirhrn. Prezentuji sa poznatky o chemicklich, fyzikdlnochemickych a technologic-
kfch vlastnostiach chlorofylov a ich deriv6tov . Zmeny prim6rnych pigmentov sir ovplyvnen6
r6znymi podmienkami, najmd vysokou teplotou, pH prostredim a pritomnostbu kovovych
zloZiek potravin. V procese technologick6ho spracovania sa m6Zu vytv6rad z chlorolylov
feofytiny, chlorofylidy a feoforbidy, ktor6 menia farbu vlisledn6ho odtieia vlrobku. Na
sledovanie chlorofylov sa pouiivajir najmii spektro[otometrick6 metody. zriedkavejSie fluori-
metrick6 met6dy. Rozdelenie jednotlivych zelenych pigmentov sa urobi chromatografickymi
technikami.

Chlorofyl predstavuje vyznamnu farebnt zloLku niektorfch druhov spract-
van6ho ovocia a zeleniny. Vzhladom na to, Ze zelend farba tjrchto produktov sa

m6 do najviac zachovaf podas spracovania a skladovania, musi sa technologic-
klfm operiici6m venovaf potrebn6 pozornost'. Tento probl6m sa st6va aktuel-
nym najm6 v srivislosti so spracovanim niektorlich zelenlfch, nedozretfch plo-
dov pri mechanizovanom zbere tychto plodin (rajdiny, paprika). Ak sa m6 rieSit'
probl6m bezstratov6ho zberu, potom sa hladajri cesty optim6lneho zuZitkova-
nia tlichto nezrelich plodov. Pozornosf treba venovat'i spracovaniu 5pen6tu,
kedZe jeho farba pri zmrazeni je ukazovatelom trovne vyroby.

Technologick6 oper6cie vdd5inou vplyvaju na obsah chloryfylu tym, Ze v d6-
sledku tepelnfch z6sahov, vplyvom aktivity enzymu chlorofyl6zy, ako aj v d6-
sledku irpravy pH prostredia doch6dza k zmen6m tychto zdkladnych pigmen-
tov. Na objektivne hodnotenie farby surovych, pripadne spracirvanych konzer-
v6rskych surovin sa vyuZivajt najme najmii spektr6lne met6dy, ktorymi moZno
postdit' vplyvy technologickych oper6cii a skladovania na farbu fin6lnych
produktov.

ProL lng. Alexander Pribela, DrSc., Ing.
a konzerv6cie potravin, Chemickotechnologick6

M6ria Tak6csov6, CSc., Katedra sacharidov
lakulta STU, Radlinskeho 9,81237 Bratislava.

97



l-yzik6lnochemick6 vlastnosti chlorofylovfch pigmentov

Farebnost' plodov sposobuje pritomnost mnohych pigmentov, z nich v1,-
znamn6 postavenie maju zelene pigmenty, najmd chlorofyly, vyskytujuce sa
v chloroplastoch. Funkcia chlorofylov ako katalyzatora asimilacie Co, je pre-
dovSetkym v premene svetelnej energie na chemickir, pridom sa z jednoduchych
zloziek syntetizujir zloZitejSie chemicke l6tky. z potravin6rskeho hLadiska pova-
zujeme aj chlorofyly a ich deriv6ty za vyznamnir senzorickri zlozku, pretoze
dod6va vyrobkom urditri charakteristickfi farbu.

chlorolyly sa povazujri za zeleny asimiladny pigment. In vivo su chlorofyly,
viazane na zloiity lipoproteinovli komplex s priemernou molekulovou hmot-
nost'ou okolo 200 000. Lipoproteinovy komplex chlorofylov obsahuje priemerne
20,2oh rozpustnych a 48,7 7o nerozpustnych bielkovin. Z 30 % lipidov rozpus-
tnych v eteri je l0oh zmydelnitelnych a 20"/o nezmydelnitelnych. Roztoky
chlorofylov v organicklfch rozpir5t'adldch sa vyznadujri brilantnou dervenou
fluorescenciou, kto16 sa dasto vyuLiva na ich charakteriz6ciu. Lipoproteinovy
komplex je pomerne labilnf a uz pri extrakcii organickfmi rozpust'adlami sa
rozru5uje. T6to zmena komplexu sa prejavuje potom i v zmene spektra. Maxi-
mum v dervenej dasti oblasti spektra sa posuva ku kratsim alebo dlhsim vlno-
vvm diZkam podla pouZit6ho rozpir5t'adla. easte diferencie zistene pri merani
absorpdnych maxim pigmentov su este st6le predmetom diskusie, kedze velmi
dasto ide o komplikovan6,, navzajom sa ovplyvfiujuce vzt'ahy.

V etiolovanlch rastlin6ch vznik6 ako prekurzor chlorofylu protochlorofylid,
ktoryf m6 maximum absorpcie v oblasti 635-650 nm. Po osvetleni takyichto
rastlin dochadza v priebehu niekolkfch milisekund aZ sekrind (0,005-30 s)
k lotoreprodukcii protochlorofylidu na chlorofylid. Tuto zmenu (pozorovanu
napr. na etiolovanfch listoch fazule) sprev6dza v pomerne dobrej dasovej zhode
premena parakryStalickej prolamel6rnej Struktury chloroplastu na volne rozlo-
Zenu tvorbu vezikul [].

Absorpdne maximum okolo 650 nm reprezenutuje proteinovy komplex pro-
tochlorofylidu (holochrom). Po osvetleni sa protochlorolylid redukuje na chlo-
rof ylid.

Premena protochlorofylidu na chiorofylid sa vyvol6va p6sobenim svetelnej
energie na dvojitu vdzbu pyroloveho jadra v polohe 7,8, dim sa dvojit6 vazba
nasyti.

Vzniknuty chlorofylid sa d'alej esterifikuje fytolom zavznikt molekuly chlo-
rofylu. Rychlost' reakcie esterifik6cie zSvisi od osvetlenia, av5ak prebieha
i v tme.

Chlorofyly patria do skupiny biologicklich pigmentov charakterizovanych
pyrolovymi jadrami. Z chemickeho hladiska sri to zludeniny indiferentnej pova-
hy. V suchom stave je to tmavozeleny pr6Sok s kovovym leskom, jeho etanolor'1'
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roztok je modrozeleny. Chlorofyl je uloZeny v chloroplastoch, viazany na

bielkovinu. V porfyrinovom jadre obsahuje chel6tovo viazany dvojmocny hor-
dik. Hordik je v molekule viazany kovalentnymi i koordinadne kovalentnymi,
pomerne labilnymi vdzbami. Jeho vdzba nem6 i6novf charakter. V molekule
chlorofylu sri tri karboxylove skupiny, z nich dve sir esterifikovan6 (fytolom
a metanolom) a tretia je viazanh na lakt6novy kruh. Pritomnost Styroch dusiko-
vych atomov, z nich dva su viazanl na hordik, je pridinou hydrofiln6ho charak-
teru porfyrinoveho jadra.

Nepatrnym rozdielom v usporiadani at6mov na druhom pyrolovom kruhu
sa molekuly od seba li5ia a oznadujeme ich ako chlorofyl a a chlorofyl b. Struk-
tirrny vzorec chlorofylu a m6 v polohe 3c druh6ho pyrolov6ho jadra metylovri
skupinu, chlorofyl b m6 namiesto metylovej skupiny adlehydickir skupinu.

0cH3

chlorofyl a, R-CH, (modrozeleny)
chlorolyl b, R-COH (iltozelen!)
chlorophytl a, R-CH, (blue-green)

chlorophyll r, R-COH (yellow-green)
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V chloroplastoch rastlin sa okrem chlorofylu c a chloro[ lu h naSli eSte

formy, oznaden6 ako chlorofyl c a chlorofyl d. Chlorof-r'l a sa r'lskytuje vo
v5etkfch zelenych rastlin6ch. zatial do ostatn6 formy chlorofl'lu su zastupene
len sporadicky. Uv6dza sa, Ze pomer chlorofylu a k chlorofylu b je okolo 2 :4
12).

Zo Strukturneho vzorca vidno, Ze ide o diester kyseliny dikarboxylovej
a dvoch alkoholov, metanolu a vysokomolekul6rneho nenasyteneho alkoholu

- fytolu. Pr6ve pritomnost fytolu d6va chlorofylom lipoidn6 vlastnosti. preja-
vujirce sa v rozpustnosti chlorofylov v lipofilnfch rozpri5dadl6ch. Esterickri
vdzbu medzi karboxylovou skupinou chlorofylovej molekuly a alkoholickou
skupinou (fytolu) rozru5uje enzym chlorofyl6za zavzniku chlorofylidov. Chlo-
rofyl|za sa liSi od ostatnfch enzfmov tym, Le p6sobi aj v koncentrovanych
alkoholovych roztokoch. Chlorofyly svojou Struktirrou pripominajir niektor6
ddleZit6 enzymy (napr. peroxid6zu, katalAzu) a Zivodi5ne farbivo hem,

c00H

chlorofylid a, R-CH,
chlorofylid r. R -COH
chlorophyllide

Zmeny chlorofylov poias skladovania surovin

Stridium zmien chlorofylu a jeho deriv6tov v5eobecne je vel'mi roz5iren6.
VeIk6 pozornost' sa tomuto probl6mu venuje z hladiska produkcie hmoty, ktord
sa potom roznym sposobom vytLiva v polnohospod6rskom alebo v potravin6r-
skom priemysle. Oveia menej konkr6tnych udajov sme na5li o zmen6ch chloro-
fylov podas skladovania konzerv6rskych surovin, di uZ ide o kr6tkodobe sklado-
vanie pred spracovanim, alebo dlhodob6 skladovanie trvanlivych druhov ovo-
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cia a zeleniny. V3eobecne plati, Ze pri zreni plodov a pri skladovani dochirdza
k odbriravaniu chlorofylov. Aby v5ak tento proces nastal, je potrebn6 urditd
minim6lna teplota. Ak teplota mikroklimy neprekrodi 10"C, tak napr. rajdiny
ost6vajir zelenb a zmeny chlorofylov sri zanedbateln6.

Vplyv iiarenia pri r6znych vlnovfch diZkach na rozpad chlorofylu v rajdi-
n6ch Studoval Jen [3] (obr. l). Na rajdiny sa p6sobilo svetlom s rovnakou
vyZarovanou energiou pri 650, 570, 500 nm. Najvy55i rozpad chlorofylu sa

dosiahol pri dervenom svetle, konkr6tne pri vlnovej aiZte OSO nm. V porovnani
s neoZiarenfmi rajdinami bol rozpad vfraznej5i v oZiaren;ich vzork6ch. Vcelku
sa nepozorovala zmena pomeru mnoZstva chlorofylu a k chlorofylu b.

-l
tn9.k9

Obr. 1. Degrad6cia chlorofylu v zelenych rajdindch oiiarenyich r6znymi druhmi svetla [3].
I - tmav6, 2 - zelen6, 3 - biele, 4 - modr6, 5 - derven6.

Fig. l. Chlorophyll degradation in green tomatoes irradiated by the sources with various wave-
rength characterstics. x-axis - days, y-axis - chlorophyll concentration. I - dark, 2 - green,

3 - white, 4 - blue, 5 - red.

Sudasne so svetelnou degrad6ciou chlorofylov vzrastal obsah karotenoidov,
ako to vyplfva z obr. 2. Z pfiebehu tvorby karotenoidov v z6vislosti od dasu
o2iarenia vidno, Ze najrfchlej5ie sa tvorili karotenoidy po oZiareni rajdin derve-
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nym a modrjrm svetlom, zatial Eo biele, zelen6 a tmav6 svetlo sa prejavilo
pomalSou tvorbou karotenoidov.

Skladovanim Styroch druhov zeleniny (sladk6 paprika, petrZlen, mrkva, p6r)
pri teplote miestnosti a pri zniilenej teplote podas deviatich dni sa zistilo, Ze pri
niziej teplote sa farba sladkej papriky a mrkvy podstatne nezmenila. podobnd
situicia bola s paprikou skladovanou pri 20 oc . Yyrazny trbytok chlorofylu
nastal v petrZlene skladovanom pri nizkej a izbovej teplote t4l. Aj nesprdvnym
skladovanim mrazenej zelenej fazulky sa podstatne zvli5ili straty chlorofylu
oproti spr6vne skladovanlfm [5].

-l
ng.kg

Obr. 2. Synt6za karotenoidov v zelenych rajdinrlch po osvetleni r6znymi druhmi svetla [3].
I - tmav6, 2 - zelent,, 3 - biele, 4 - modr6, 5 - derven6.

Fig. 2. Carotenoids synthesis in green tomatoes after irradiation by the sources with various
wavelength characteristics. x-axis - days, y-axix - carotenoids content. For l-5 see explanta-

tion in Fig. l.
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Vplyv technologickfch opericii na obsah chlorofylovfch farbiv

Obsah chlorofylovych farbiv sa sleduje najdastejSie v konzervarenskom prie-
mysle pri tepelnom spracovani zeleniny obsahujucej chlorofyly. Chlorofyly su
velmi citliv6 na teplotu predovietkym v kyslom prostredi, ked sa pri z6hreve
z jeho molekuly velmi r;ichlo uvolni hordik, ktorf sa nahradi vodikom, pridom
vznikne leofytin [6]. Vlirobky s vySSim obsahom feofytinov strScajri typicku
tmavozelenu farbu derstvej zeleniny. Zmeny chlorofylu st zrejme z obr.3.
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Obr. 3. Sch6ma zmien chlorolylu vplyvom kyselin, z6hrevu a chlorofyldzy.
Fig. 3. Chlorophyll changes diagram due to the presence ol acids, heating and chlorophyllase.
rChlorophyll, :Pheophorbide, 3Pheophytine, 4Chlorophyllide, 5Phytol, 6Acid medium TStrongly

acid medium, 8Heating, eChlorophyllase.

Okrem teploty a pH prostredia je d6leZitou podmienkou pre tvorbu feofyti-
nov diZka zahrievania produktu. Stridiom rychlosti feofytiniz6cie sa dospelo
k zaveru, Ze ide o reakciu prv6ho poriadku. Pre zachovanie zelenej farby plodov
sa preto odponida pouZit' vysokir teplotu p6sobiacu kr6tky das, a pokial to
technologick6 podmienky dovotujri, zvy5it' pH na hodnotu 6 ai.7 [7, 8].

Na zlepienie chlorofylovej st6losti v zelenej fazulke sa odporrida pH prostre-
dia upravit' zmesou MgCO, a (CHTCOO)'Ca na 6,1. Takto sa stabilita chlorofy-
lov zvlf Sila ai. o 20 oh oproti pokusu, kde pH nebolo upraven6 uvedenymi
l6tkami. Bez pridania MgCO, a (CHTCOO),Ca sa zachovalo iba 46o/o zp6vod-
n6ho obsahu chlorofylov [9].

Vplyv teploty na zmenu chlorofylov v Spen6te sledovali Tan a Francis [0],
ktori zistili, Le pri zvylenej teplote sa rlichlejSie rozklad6 chlorofyl a ako chloro-
lyl b. S rovnakym vfsledkom sa tieto otinky Studovali v pr6ci [7]. Steriliz6ciou
uhoriek a jej vplyvom na obsah chlorofylov sa zaobera pr6ca [ 1]. Zistilo sa, Ze

pri teplote 80 oC podas 20 min sa obsah chlorofylov v sterilizovanych uhork6ch
v plastickfch obaloch zniLtl o 33o/o.
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Vplyv r6znych sp6sobov steriliz6cie na obsah chlorofylov v hr65ku sa uk6zal

zaujimavy v tom, Le pri blan5irovani pri 96oC 5min klesol p6vodnf obsah
chlorofylov nagloh, pri teplote l00oC za l5 min na77 o/o a pri prediZeni dasu
na 45 min na 57 oh . Pri steriliz6cii pri I 2l "C bol pokles obsahu chlorofylov e5te

vy55i, a to pri stacion6rnej steriliz6cii 59o/o a pri rotadnej steriliz6cii 64%ll2l.
Nezistili sa podstatnej5ie rozdiely medzi stratami chlorofylu a a chlorofylu b.

Najd6leZitejSi vplyv sa javi podas zahrievania, pretoie jeho predlZovanim sa

c00H :

0Clt3

feoforbid a, R-CH,
feoforbid r, R-COH
pheophorbide
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straty chlorofylov zvy5ujf exponenciiilne. Dlhodobfm pdsobenim tepla a kysle-
ho prostredia dochddza k od5tiepeniu fytylovej skupiny zavznrk! feoforbidov.
Feoforbidy na rozdiel od feofytinov maju tmav5ie zelene sfarbenie.

Farba chlorofylu sa stabilizuje v pritomnosti medhatych ionov, ked doch6-
dza k vymene hordika za medhaty kation. Tlmto sp6sobom sa v minulosti
vyfarbovali plody ringl6t. Dnes je farbenie medbu zakazanl" vzhladom na
negativne vlastnosti medi ako katalyzatora oxidiicie najmd kyseliny askorbovej.
PokiaL je med viazana do komplexu, celkove sa neprejavuje v zaLivacom trakte
negativne. Skodlivo sa prejavuje med voln6, ktor6 sa pri spracovani neodstrdni-
la vypieranim. Poslednd operdcia moZe (okrem oxidadnfch zmien) negativne
vplyvat' na obsah vyZivovfch zloiiek tym, i.e sa l6tky rozpustn6 vo vode zo
suroviny vyplavujir. Dnes povaZujeme zmenu chlorofylov za menej znehodno-
cujrici znak akosti ako 5kody, ktor6 by vznikli exogennym zvy5ovanim medha-
tych ionov.

Z vyiivovtho hladiska je ovela menej Skodlivf hlinik, ktorf m6 podobn6
udinky ako med do do stability zelenej farby, pritom v5ak nie je zdaleka tak
reaktivny ako med. Je znitmy celf rad komplexov chlorofylov s kovovymi
i6nmi, ktor6 podrobne Studovali White a Jones [3] a Urunov [4]. V pritom-
nosti i6nov Lelezaprechddzazelena farba chlorolylov do Spinavosiv6ho odtieia,
v pritomnosti i6nov cinu a hlinika do hnedeho odtiefia.

Inak sri chlorofyly relativne st6le a ich straty pri spracovani a skladovani
potravinSrskych produktov sri relativne mal6.

Prehlad met6d stanovenia chlorofylov

Najfrekventovanejiie si fotomerick6 metody zaloLen4', na merani absorban-
cie v maximSch [15]. Ovela sporadickejiie su met6dy zalolenl na titr6cii hordika
komplex6nom [16] alebo merani fluorescencie chlorofylov [7].

Problematike sledovania obsahu celkovych chlorofylov a ich derivdtov sa

venovala velk6 pozornost. Probl6mom pri fotometrickom stanoveni chlorofy-
lov je pomern6 zastirpenie jednotlivych chlorofylov, ich Stiepnych produktov,
ako aj niektorfch interferujircich l6tok, ktore m6Zu r6znym spdsobom ovplyv-
nif absorbanciu v maxim6ch. Menej m6Zu vfslednir hodnotu ovplyvnif i jednot-
liv6 analytick6 oper6cie pri stanoveni chlorofylov, ako aj sp6sob pripravy
vzorky, inaktiv6cia enzymu chlorofyl6zy, pouZitie organickfch rozpir5t'adiel,
spr6vna volba absorpdn6ho maxima.

Pred vlastnou extrakciou sa odporuda inaktivovaf chlorofyl|zy bud tepel-
nym z6sahom, napr. ponorenim vzorky do 90"C teplej vody na 5min, bud
povarenim vzorky 2 min, aZ potom sa odporirda vzorky homogenizovat' a extra-
hovat'. Niektori autori sa viak domnievajir, Ze pouZitim vhodnfch organickych
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rozpu5t'adiel (acet6nu, pripadne zmesi acet6nu a metanolu) doch6dza k inkati-
vdcii enzymov denatur6ciou apofermentu [2].

Na extrakciu chlorofylov sa najdastejSie pouZiva acet6n v rdznych koncentr6-
ci6ch, pripadne zmes acet6nu a metanolu, d'alej zmes metanolu a petrol6teru
(2:l). Ziskane extrakty sa odporudaju predistit' preextrahovanim do dietyleteru

[ 8], i ked ini nepovaZujri trito oper6ciu za potrebnri [ 9]. Na vlastn6 premeranie
absorbancie nie sir jednotn6, nazory, najmd pokial ide o vlnov6 diZky a sp6soby
vypodtu celkovych chlorofylov a ich zloZiek [2]. Obsah chlorofylov sa predpo-
klada aj zrozdiefuodrazivosti (remisie) pri vlnovych diZkach 710 a"780 nm [21].
Ukdzalo sa, Ze koreladny koeficient miedzi remisiou a obsahom chlorofylov je
velmi vysoki,Q :0,98). Vzorka zhomogenizovana na pretlak (ka.u) sa rozpres-
trie do vrstvy a meria sa reflexn6 spektrum, ktore sa vyhodnoti. Okrem toho sa

na stanovenie chlorofylov v poslednom dase vyuZivania NIR (reflektancia
v blizkej infradervenej oblasti), ktor6 je vhodn6 na s6riove analyzy [28].

Zriedkavej5ie sa na stanovenie chlorofylov vyuLiva derven6 fluorescencia,
ktor6 sa spravidla meria pri 650 a 670 nm, pridom fluoreskujirce Ziarenie sa budi
pri vlnovej AiZte gOS nm. Fluorescendn6 met6dy su mimoriadne citlive, av5ak
nie dosf 5pecifick6 (obr. 4).

650 700 nm 750

Obr. 4. Fluorescendn6 spektr6 chlorofylov v 6teri [6]. I - chlorolyl a, 2 chlorolyl D.

Fig. 4. Fluorescence spectra ol chlorophylls in ethylether. I -- chlorophyll a,2 -- chlorophyll D.

Na sledovanie jednotlivych zloZiek pigmentov zvytajne treba pouZit' vhodne
rozdelovacie techniky; tym a dosiahne oddelenie interferujucich liitok a jednot-
liv| zloLky moZno presnej5ie stanovit'. Separadne stanovenia su v5ak pr6cne
a reprodukovatelnosf stanovenia je spravidla horiia.

Na rozdelenie rastlinnych pigmentov sa spravidla pouZivajri vSetky druhy
chromatografii, najmd v5ak stipcov6, tenkovrstvova, papierova a v poslednom
dae bola rozpracovan6 vysokoudinn6 kvapalinov6 chromatografia f78, 19.22,
23).
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S t ip c ov a c hr omat ogr afi a

Okrem klasickfch adsorbentov sa pri stipcovej chromatografii pouZiva i cely
rad netradidnlfch a najmii menej pol6rnych l6tok ako je Skrob, celul6za, sacha-
roza,ale tieZ MgrOr, a niektord Speci6lne n6.plne, ako napr. Bio-glas a pod. Pri
pouZiti Skrobu ako adsorbenta na rozdelenie chlorofylov sa pouZiva zmes
benzinu (b.v. 100 -400"C), benz6nu, chloroformu, acet6nu a izopropylalko-
holu v pomere 60 :35 :1.25:0,55 :0,06. Ako rozpt5tadlo sa pri rozdelovani
chlorofylov na celul6ze pouZiva petrol6ter a potom zmes petrol6teru s I 7o

izopropylalkoholu. V tejto sustave sa dobre oddeli chlorofyl a od chlorofylu
b. Sachar6za je dastym adsorpdnym materi6lom pri rozdelovani chlorofylov za
pouZitia zmesi 0,5 oh n-propanolu v petrol6teri, alebo zmesi acet6nu (5 aZ 25 %)
a petrol6teru. Na rozdelenie chlorofylov od feofytinov sa pouZila zmes adsor-
bentov, napr. 70 oh sachar6zy a 30 7o kukuridn6ho Skrobu [0]. Dobrf vysledok
s rozdelenim chlorofylovych farbiv sa dosiahol i pri pouZiti pr65kov6ho polyety-
l6nu [5, 22,24,25].

Extrakty chlorofylov zo 5pen6tu sa oddelovali na chromatografickom stipci
so Speci6lnou n6pliou Bio-glas. Touto technikou sa ziskali relativne dist6 chlo-
rofyly. Na rozdelenie sa pouZila zmes petroleja, cyklohexinu, dimetylformami-
du a vody (30 :30 :20 : l) [26].

C hromatografia na tenkltch vrstvach

Pri rozdelovani chlorofylov na tenkych vrstv6ch sa spravidla vyuZivaju
adsorpdn6 materi6ly, ktore sri zhodne s materidlmi pri stipcovej chromatografii.

Niekedy sa vyuZiva okrem adsorpdnej chromatografie aj rozdelovacia tenko-
vrstvov6 chromatografia, ked sa napr. kremelina impregnuje rastlinnym olejom
a vyvija zmesou metanolu, acet6nu a vody v pomere 20:4:3. Velmi dastym

adsorbentom pri rozdelovani chlorofylov je silikag6l, bud s6m, bud v r6znych
zmesiach, napr. silikagel a CaCO, sadra a Skrob v r6znych pomeroch. V litera-
tirre sa uv6rdzaju aj dvojrozmern6 techniky chromatografick6ho oddelovania na

silikag6li, napr. v prvom smere sa pouZije sistava petrol6ter, acet6n, metanol
v pomere 10:2.5 :0,25 a v druhom smere zmes petrol6ter, aceton, n-propanol
(8 :2 :0,5). Vhodn6 kombin6cia je tieL silikag6l za pouLitia sitstavy benz6n,

izopropylalkohol, voda v pomere 100 :10 :0,5) [15, 27]

Chromat ografia na papieri

Papierovd chromatografia vyuliva rozdelenie chlorofylovfch pigmentov
v sustave petrol6r-benz6n-acet6n v pomere 4 : I :0,5. Urditou nevyhodou
tejto techniky rozdelenia je, Ze oddelen6 Skvrny nemaju symetricky tvar, ale su
pretiahnute, io zhoriuje identifik6ciu jednotlivfch zloZiek. Na potladenie asy-

-: _ .-hlorofyl 6.r-..,: _chlorophyll 
D.

i:it: t.ruZif vhodn6
Llt..: -;iok a jednot_

=:- jj rSak pr6cne

:_.-.:_ _ ', setky druhy
fs-'.:; i pOSlednOm
ir-i::t3 [lg. 19,22.
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metrie Skvfn sa vyluliva impregnfcia chromatografickeho papiera s nepol6rny-
mi l6tkami, napr. parafinovf olej a pod., alebo sa papier impregnuje CaCO,
a vyvija zmesou petrol6ter, 5 oh a I o/o n-butanol. Na vyhodnotenie oddelenych
Skvfn z tenkovrstvovych alebo papierovych chromatogramov sa vytLiva okrem
spektrofotometrickej met6dy aj denzitometrick6 vyhodnotenie.

Z fotometrickyich metod sa n6m na stanovenie zelenfch pigmentov osveddila
metoda, ked sa vzorka homogenizovala3 ai.5 min pri frekvencii 5000 min-r . 10

aL20g homogen6tu sa prenesie do trecej misky, prid6 sa 0,1 g CaCOr a 3 g
premyt6ho morsk6ho piesku. Postupne sa vzorka extrahuje mallfmi divkami
(asi po 5 ml) zmesi acet6n a voda (85 : 15), opakovane rozotieranim s pieskom,
kfm nezostane acet6n bezfarebny. Extrakty sa zlievajir do 50 ml odmernej
banky, ktor6 sa potom doplni po znadku acet6nom. Extrakt sa prefiltruje cez
hustli filtradnf papier. Dal5i podiel filtrdtu, ktory musi byt' diry, sa pouZije na
zmeranie absorbancie.

Absorbancia sa meria na spektrofotometri, ktorlf predtym preverime na
spr6vnost' nastavenia vlnovych diZok napr. ortut'ovou vfbojkou. Odporridame
premerat'absorbanciu acet6novych extraktov pri vlnovej diZke 665 nm (zodpo-
ved6 maximu chlorofylt a) a pri vlnovej aiZhe A+g nm (zodpoved6 maximu
chlorofilu 6). Ako slepf pokus sa pouZije 85 % vodnf roztok acet6nu. Namera-
n6 hodnoty absorbancie pri vlnovej OiZt<e OOS nm majir byt' v rozmedzi0,3 ai
0,7, pri vlnovej aiZUe Oqg nm st hodnoty spravidla niZiie (obr.5).

nm

Obr. 5. east'spektier pigmentov extraktu ierstvych a sterilizovanych uhoriek. I - derstvd suro-
vina, 2 - sterilizovan5i vyrobok.

Fig. 5. Spectra of extracted pigments lrom lresh and sterilized cucumbers. 1 - fresh primary
material, 2 sterilized product.
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Obsah celkoveho chlorofylu (CH.), chlorofylu a (CH") a chlorofylu b (CH6)
sa podita z nameranich hodn6t podLa vzt'ahov:

CH"
(6,45 At * 17,72 Ar) r

nl

f_u _ (11.63 A, - 2,39 A1) r
! I !d 

- 
,nl

^,, (20,1I A, - 5.18 A,) r
! r r, 

- nl
kde I, je absorbancia pri 665 nm, l, - absorbancia pi 649 nm, ,? - nav6i.ok
vzorky v g, I - dlZka kyvety v cm, r - objem extraktu v ml.

Udaje vyjadrujri obsah chlorofylu v mg.kg-r.
eas trvania analyzy aj s pripravou vzorky na jedno stanovenie sa poiita asi

I h. Pri s6riovlfch stanoveniach za 8 h moZno urobif asi l0 stanoveni. Metoda
je pomerne rlchla a presna. Miera presnosti pri spektrofotometrickom stanove-
ni celkov6ho chlorofylu vyjadrend ako relativna smerodajn6 odch;ilka sa pohy-
buje viid5inou od 1,8 do * l0%.
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Natural colours. III. Chlorophylls

S umma ry

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 ol
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 inlrequently fluorimetric methods can be used. Separation ol
single green pigments is carried out by chromatographic techniques.

Harypaannrre Kpacrremt. III. XlopoQumr

Pe:roue

flpunoarrcr 3HaHnfl o xHMr,rqecrux. $Nrnroxnvuqecxux r.i rexHoJrroruqecxlrx cnofrcrsax
xnopoQnnefi H Hx npox3Boasrrx. Ha r,r3MeHeHur rlepBuqHblx nHrMeHToB cuJrbHo BJrurlor pa3Hbre

yc,roBnc rJ'raBHbrM o6parou Bblcoltac reMneparypa! pH cpeau, H npHcyrcrBylourue Meralr,'rl,tqec-

KHe xoMnoHeHTbr [[ruenpo/IyKToB. B npouecce rexHoror[qecxoft o6pa6orKn Moryrcr H3

x;ropoSnrefi o6paronarr @eoSuruHur, x,ropoQfinnqrr n QeoQop6NAbr. Koropr,re MeHfllor uBer
p€3ynbrupylouero orreHKa npoJIyI(Ta. .[rr ucc;reaonauur x,ropo$lr,refi npaueHrrorcr r.lraBHbrM

o6parou cnerrpoQorouerpl{qecxHe Meroar,r, pexe $:ryoportrerpHqecxue Mero.qbr. Pacnpeae,reune
oTAe.nbHr,rx 3eJreHHbrx nr{rMeHToB npoBo.rIHTcr xporraarorpa$HqecKr.rMH veroIavH.
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