Extrakce a spektrofotometricke
stanoveni chlorofyli a + b

Trocha teorie;

Témet vSechny zivé organismy na Zemi (vyjimku tvofi napt. chemolithotrofni bakterie)
vyuzivaji ve svych metabolickych procesech chemickou energii, ktera byla piivodné
pieménéna z energie svételného zaieni zelenymi rostlinami v procesu fotosyntézy. Z hlediska
zivota na Zemi jsou tedy chlorofyly jednou z kli¢ovych molekul.

Chlorofyly se vyskytuji v rostlinach v chloroplastech ve form¢ chlorofyl-proteinovych
komplexii. Chlorofyl sam je sloZzen ze dvou komponent: substituovanym porfyrinovym
kruhem s centralné navazanym kationtem Mg?" a dlouhym uhlovodikovym fetézcem -
fytolem. Chlorofyl b se od chlorofylu a lisi pouze substituci metylové skupiny za skupinu
aldehydovou na 3. atomu uhliku. Tyto dvé formy chlorofyll se v ptirod¢ vyskytuji v poméru
3:1 (chl a:chl b). Ac¢koli porfyrin ma hydrofilni charakter, nepolarni charakter fytolu je pro
molekuly chlorofyli vyznamngjsi a ty jsou proto dobie rozpustné v nepolarnich
rozpoustédlech (ethanol, aceton, benzen...).

Chlorofyl a

* CH3

CssH72MgN4Os, relativni molekulova
hmotnost 893,49

maximalni absorpce: A=430 nm a A=662
nm

Chlorofyl b

* CHO

CssH70MgNa4Oes, relativni molekulova
hmotnost 906,51

maximalni absorpce: A=453 nm a A=642
nm

Pomlucky a potreby:
Cerstvé listy kukufice (Zea mays), tfenka, pipety 2, 5 a 10 ml, odmérné batiky 50 ml,

sklenéna tycinka, filtra¢ni papir, filtraéni nalevky, stojan s filtraénimi kruhy, laboratorni
vahy, spektrofotometr, motsky pisek, 100% aceton, MgCOs.

Postup:


http://www.chemicalland21.com/arokorhi/specialtychem/perchem/PHYTOL.htm

1. Odvazime 0,25 g Cerstvych listl, rozstfihdme je do tienky na mensi kousky a pridame
malé mnozstvi motského pisku a uhli¢itanu hotfecnatého.

2. Obsah tfenky dikladné rozetfeme a poté promyjeme 5 ml acetonu. Nechame chvili

ustat a poté extrakt pies sklenénou tyCinku filtrujeme pies filtracni papir predem

zvlh¢eny acetonem do 25ml odmérné barky.

Bod ¢. 2 opakujeme nékolikrat za sebou, az do uplného odbarveni obsahu trenky.

4. Acetonem promyjeme rovnéz filtraéni papir - kvantitativné preneseme do roztoku

veskery chlorofyl.

Acetonovy extrakt chlorofylu v odmérné baiice doplnime po znacku.

Oproti blanku (aceton) zmétime absorbanci pfi A=470nm, A=646 nm a A=663 nm.

7. Koncentraci chlorofylii a karotenoidii v extraktu vypocteme dle nasledujicich rovnic
[Wellburn A.R., J. Plant Physiol. 144: 307-313 (1994)]:
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Chla= 12,21xAes3 —2,81%As46 [ug.ml?
Chl'b=20,13xAs46 — 5,03x Asge3 [ug.ml?]
Cx+c = (1000xA470— 3,27xChl a — 104xChl b) / 198 [ug.ml?]

kde A jsou absorbance pfi ptislusné vinové délce a Siice kyvety 1 cm.

8. Vysledky prepocteme na mnozstvi chlorofylli na jednotku hmotnosti (1 g) Cerstvych
listt.

Prezentace a diskuze ziskanych dat

1. Jak se li§i obsah chlorofylii a karotenoidd u vami testovanych rostlin kukufice?
2. Jaky je pomér chlorofylu a: chlorofylu b a odpovida tento pomér teoreticky udavanym
hodnotam?



