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Studija o kloroiilu III. 

Kromatografska istraiivanja klorofila 

T . VRBAsKI 

Ovaj Tad preclistavlja; nastav.ruk raid.ova na ~straizivainj.u klorofwla. U QViim je rado
-vlima pokaza!l1IO, da neki aromatski spoj-ev.i d:uSika mogu rstvarati po 1svoj prilici sa. 
klorofHom laoove molekularne spojeve, koj:i posjeduju veLilkiu fotostaibiJnost. Kromato~, 
graifska dispitiva111ja pokazala su, da klorofi'l u pr~sutn01Sti p-nitrozodimetilanilina poka
zuje 1izraziitu staJnost prema .sviijetl'tl! .j u aidsorrhiiranom stainjru. U odsutnosti ove tva.ri 
doil.l.z.i ruaproti'v do v-rlo brzog izbljed•ivanja rua st1l!pcu saharoze. Dokazanio je, da se 
ovdje ne 1md~ o dje1ovanju dodartkai karo unutra.snjeg fiJltra. Nadeno Je, da se fluo
rescencija kLo.rofila u odsutnostii1 i pri:srutnosti dodatka u aidsorhir-a.nom stanju poklaip~
kva1itetiv:no s f1uorescenaijom ru al1koho-lno-j otopfai. Naidailj e je utv.rdeno, da veu 
~zmedu klorofdila odno1sno nitrozoklmof~Lnog kompleksai s neutralLnirm a.dsorbensom 
lima svojistVI() pro:vog adsorpcioll1og, a me pola1mog .spoja. 

Ovi rez.ultatiii istraiHvanja klorofHa potvrduju, ~aiko sa.mo kvailitttrtitvno, osnovnu 
pretpo.stavku, <la kloroli~l mO•Ze stvaraihl molekrulairne rspo.j.eve sa airoma.tsldim ni{r-0~0-
i nitrospojevirma. 

Nastavljajuci radove na istrazivanju klorofila1) izveo sam taJkoder i 
kromatografska istrazivanja klorofila, koja s ovim radovima cine jednu 
cjelinu. U ovim radovima pokazao sam, da stanoviti aromatski nitrozo
i nitrospojevi na pr. p-nitrozodimetilanilin, nitrozobenzen, N-nitrozo-p
nitrozofenilpiperazin i nitrobenzen stvaraju po svoj rprilici sa klorofilom 
labave molekularne iii kompleksne spojeve, koji su u velikoj mjeri iii 
eak potpuno stabilni prema fotokemijskoj i termickoj oksidaciji. 

Rezultati istrazivanja gasenja fluorescencije otopine kloro.fila pomoctr 
ovih dodataka takoder potvrduju u stanovitoj mjeri egzistendju ovakovog: 
molekularnog iii kompleksnog spoja. 

Teoretsko tumacenje pojave kromatografake adsorpcije ispraV'!lo je
vec postavio M. Tswett2

). Ova pojava maze se smatrati kao selekciona 
adsorpcija smjese organskih i anorganskih spojeva raznog adsorpcionog: 
afiniteta na istom adsorbensu. Pojedine komponente smjese adsorbiraju. 
se na stupcu adsorbensa prema njihovom opadajucem adsor;pcionom afini
tetu, stvarajuci kod toga uze ili Sire zone. Kod jednako izv·edenih pokusa 
vaian je samo redoslijed, kojim dolaze pojedine komponente adsorbirane
na stupcu adsorbensa, docim sirina same zone nije mjerodavna za ocjenu 
kolicine adsorbirane tvari. 

Biljno zelenilo spada medu {lrve organske tvari, koj~ je M.. Tswetl 
kromatografski isp.itao. Stoga se moze ustvrditi sa sigurnosti, da Citav 
razvoj novootkrivene kromatografske metode rarda poOiva na kromato
grafskim studijama biljnog zelenila. Ch. Dhere prvi je uveo :kromaitograf
sku metodu rada u laboratorijsku praksu. Sam adsorberis maze prilikom 

1) 'r. Vrbasikii, ArMv kem., 22 (1950) 101 ~ 23 (1951) 6. 
2) M. T ·s wet t, Die Chromo,p.hyrHe ~n der Pflainzen. u. '.Dierwelt, Wairsa:va 1910. 
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adsorpcije utjecati na klorofil i izazvati alomerizaciju istog3). Takovi 
adsorbensi jesu kalcijev karbonat, aluminijev oksid, natrijev sulfat i dr. 
Cista saharoza u prahu pokazala se prikladnom kao adsorbens, a posto
janost dobivenih klorofilnih komponenta je dovoljna za daljnju preradu. 

Kromatografska istrazivanja 1klorofila, koja sam izveo, a koja cu ovdje 
opisati, imala su za cilj da se utvrdi, da Ii kloro.fil mijenja u prisutnosti 
dodatka p-nitrozodimetilanilina svoj adsorpcioni afinitet prema istom 
adsorbensu, cistoj saharozi u prahu, zatim stabilnost dobivenih kromato
grama prema ·dielovaaiju svijetla, kao i promjene fluoirescencije, harem 
kvalitativno, kromatograma klorofila u otsutnosti i prisutnosti ovog· do
datka. Na osnovu ovih podataka: moei ce se zakljuciti da H klo\l"oif~I 
stvara molekulski iii kompleksni spoj s dodatkom p-nitrozodimetilanili
nia i u . siuhom stan.ju adsoribk.ain na neutralnom a,dso11bensu•. Ujedno ce 
se moci zakljUJciti. o karakteru v·e~ivanja kloro.firla s neutralnim adsorben
som, cistom saharozom u prahu, t. .j. da Ii ova veza ima ka:rakter pravog 
ClJdsorpcionog spoja, iii ona predsfavlja polarni spoj. Potre"bnq· je spome
nuti, -da cista saharoza predstavlja tvar, koja se pokazala prikladn·'.Jm 
za stvairanje pravih ardsorpcionih spojeva. 

Otopinu klorofila za kroimatografske pokuse prirediro sarm metordom 
brze .ekstrakdje braSina od koprniVe Urtica dioica pomoeu smjese otapala 
ben:zen-he~ i metanola4

). Prema tome, otopina lkloro.fila, koju sam: upo
trebljavao za ova ispitivanja nije predstavljala c.isti kernijski preparat, 
V'eC smjesu k1orofila a i b, karrotina, ksantofila i vfolaksantrina. Ovi dodaci 
ne •smeta ju kod kromatog.raf skih ;pokusa Morofila, te se o'Va otopina moze 
upotrebljavaH. 

Staklene cijevi za kroma:tog.rafske polmse hHe su slijedeCih dimenzija: 
2r = 1 cm, visfoa cijevi v = 16 cm, a viisina stupca adsorhensa V1 = 10 cm. 
Oijevi za !l«romato·&rame punjene su .sa Cistom saharozom u prahu5

), koja 
je prethodno samlj.evena ·i sUJs•ena 2 sata ikod 45°C. 

EKiSPERIMENT ALNI .rno 
Otopinu klorofila rza kromatograf·sike pokuse pri\l"le,dio sam pre'j.na L. 

Zechmeister ~ L. v. Cholnoky-u4) na slijedeci nacin. 
0,5 g suhog hraisna od koprive p.relije se s 54 ml :smjese henzen-be:n

zina (1 :9) uz dodatak od 18 ml metanQlla. Upotrehljeni rbenzin treba da 
ima vreliste 70°C. Nakorn 10 min. mijefainja sa staklenim !stapicem, oto
pina se rproHJtrira u staklenru fafo od 200 ml. Brafoo od koprive, koje je 
zaostalo na filtru ispirao sam .s dalnjih 54 ml. smjese benrzen-henzina 
(1 :9), a dobiveni filtrat prelio sam u Hjevaik z.a odjelj;ivanje i iiSprao bla
gim polkretanjem bez muckainja tri puta, svakri put s 100 ml destilh-ane 
vode. Ovim ispiran.jem destiliranom vodom odstranjen je prisutni metanol, 

a) H. F j. ·s c he 1r 11.11. A. S t e r n, Die Chemd·e des Pyr.wls, II, 2, Leiipzi.g 1940, 
str. 24; R. W ~ 11 s t ii t t er u. A. Stoll, U11te11suchungen iiber Ch1orophyll, Metho
den U111Jd Ergehnisse, Beirlin 1913. 

4) L. Z e chm e is t e :r u L. v. C h o I n <> k y, Die chromaito,~r.aiphiSche Adsoiflb
tilonsmetlhoden, l1l, Auifl. W~ein 1938, str. 90. 

5) Isto 1kao ~ pod 4) str. 68. 
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koji nepovoljno utjece na pravilan tok lkromatografiranja, a 'dodaje se 
smjesi otapala radi bolje ekistrakdje. Preostalu otopinu lkJorofila u ben
zen-ibenzinu profiltrirao sam kroz suhi filterp:apiir u bocu od smede~ 
stakla. . 

5 ml. otopine klorofiJa kromato,grafira se u p·rir-edenom stupcu saha
iroze. U nah~ornjem sloju stupca adsorbirao se crvenkasto zeleni klorofil b, 
a u sloju nize modro zeleni klornfil a. U najdoinjem srloju nafa:zl se izrazito 
iuta zona. violaksantina s nesto ksanfofrHa. Najveci d:io ksantofila i karo
tina ne adsorbira se na stupcu saha·roze, :vee prolazi s'kroz i sakuplja se 
u :boci. Za kroma:tografiranje ksantofala •i karotiina pOltrebni su <lrr-ugi adsor• 
hens] na pr. kalcijev kaxbcmat odnosno aluminij ·ev oksid. 

Uz iste uvjefo kromatogra:fira se 5 ml otcptiine klowHla, rkojoj se rpret
hodno ·doda jedan kristalic p-nitrozodimetilanilina. Redoslijed J podjela 
zona kloroHla a i b i v:iolaksantina ostali su: potpuno ~sti. Sam dodatak 
p-nitrozodimetiilanilin ne adsorbira se na stupcu adso[lbensa, : vec pro
lazi u cij.elosti kroz slt11p.ac saharoze. Ova se takoder moze ilarko utvrditi 
na rposebnom lkromatog-ramu bez klorofila. 

Tako priredeni kromatogrami klorn:EiJla u odsutnosti dodatka p-nitrozo
dimetilanirl1na pokazaH su se v.rlo fotoaiktivnirm, t. j. oni vrlo lako izbli
j.ede na svij·etlu, .docim rkromatoigrami klocofila priredeni u prisutnosti 
dodatka p-nitrowdimetilanilina rpokazali su izrazitu otpornost prema dje
lovaliju svijetla. To upueuje na cinjenioo ·da se kforo.fil na[azi u prisut
nostri dodat:ka adsorbiran na ad•sorbensu, cistoj saharozl, u obliku nitrozo
klorofilnog kompleiksa, koji posjeduje iizrazita fotostabilna s.vofstva i u 
a.Lkoholnrorj otopini, a otp0:ran i·e ri prema termirckoj oksi·dadjii, kao sto je 
polka·zarno u rprija·snjfon ,radovirrna. 

lKromatogrami klorofila priredeni u odsutnos;ti dodatka p-nitrozo
dimetilaniHna poka'ZUju nada:lje ziivu crven.u fluorescenciju u ultralju:biea
stom svijetlu. U prisutnosti ·dodatika ona ~e znatno slarbi ja [r prelazi u 
slrubu sivkasto crvenu niansu. FJuorescencija klor·ofila u odsutnosti i pri
sutnosti do·datka u a:dsorbi.ranom stanju poiklapa se pr<eirna tome kvaH
tativno s Huorescenc;ijom u arlikoholnoj otopiini. 

Buduci ,da je iredosrlij.ed zona rkloriofi!la a i b di viola:k:sant1na ostao isti, 
moze se zakljuoiti, da s·e stvaranj·em nitrozorklorofilnog komplerksa ne mi,.. 
jenja bitno adsorpcioni afinitet klorofHa prema neutralnom adsorhensu. 

S drUige strane moze s·e zalkljuii)iti, ·da veza izrmedru klo1rofila odnosno 
nitrozokloroifilnog kompleksa s neutrarlnim adsolihensom ima svojstvo pra
vog adsoa:-pdonog, a ne polarnog spOlja. U slufaju polamog vezivanja morao 
bi adsorrpaion.i afinitet n!itrozoklorofilnog kompleksa znatno oslahiti, jer su 
vee zaposjednute· raspoloZive valencije kloro.fiil.a, ikoje sti potrebn.e za 
stvaranje polarme veze sa saharozom. Da kod toga nije do·slo do istiislci
vanja dodatka p-nitr·odirmetilanilina iz klorofiilnog komP'leksa i do naknad
nog v·ezivanja rkloroifila s a·dSorb~som, pokazuju poikusi izblje<livanja 
dobivenih kromatograma kloro.fi.la i nirt:rozoklorofilnog kompleksa. 

Ovi vezultati kiromatografskog istraZivanja iklorofila u · prisutnosti i 
odsutno•sti dodatka p-nitrozodimetilanilina stoj.e u sklaidu s dosadafojim 
istrazivanjrima na tom podrucju1), te pretstavljaju dalnju potwdu, iako 
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samo kvalitativnu, o.snovnoj pretpostavci stvaranja kompleiksnog spoja iz
medu kloirofila i aromatsikih nitrozo- i nitros.pojeva. 
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Studjes on Chlorophyll III. 

Priimljeno 15. srpnjai 1951. 

Chromatographic Investigations on Chlorophyll 

T. VRBAsKI 

Continuing the previQIJIS investigetlions on physico-chemica1l properties of chforo
phyll end on the ex~ction of the fluo:roocen;e of c~lorophyl! _in a ~ethanol soiu1bon 
by meaoo oif cert&n &Ulbstances e. g. p-n~trosodiimethylamLine, n1itrohenzene Si!ld 
a-ruiitronia1pMh:a!lene, the 1nf:l~ence of these substainces waJS examined upon the chro
matograipmc 111Jdso<npoon of chlorophyll oo ai neutral aidsoll"'bens e. g • • p<1.1ire powdered 
saiech.airose. · 

The chrome>tographic >iinves1li1ga!tWon hrus shown tha1t chlorophyll ·is in presence 
of p-IIllitirosodiJmethy'lanli!1iine quite fast to Hi,1ht, even '1111 an adsoobed staite. The aibsence 
of this •substance caiuses on the co~tirairy a very rapdidl bJea.chlng oif ithe chloroiphyU 
adsorbed on the isa1cch6irose colru:mn.. 

The a1dided &UJbS>tence when .chr011natQgraphed adone passes the saccharose column 
1.1111!ildso1I'bed1. These facts .demonstiraite tha:t 'the chlo1roiphy1l [ls aidsorbed vn the seccha
rose iin tlhe ;presenc.e of the llater compviund dn form -01f a1 nd-trosochlorophyll complex 
with ~ii~ht-ifaist p111qperties. 

lit: was fown:d <fur.their tiha.1: the ch'10tro.phyll ahirom.<i·tiQg1raims pireipairod dn the a1bsenree 
of p-ndtr01Sodi1methyleiniilii.ne show a pro[lJ()IUnced red fliuoll'escence dn the Uiltiraviolet 
bight. In the p;r,eseince of the laite,r CO\rnp-Owtd the fliui0.rescence oif the chl0i00iphyll dis 
exitliD<g•wished tJO a. lhiiigih deg.ree aind tlil'IIIB to ia g•rey redish shade. Thew experiments 
show cleairly that the filUJOre&cence of itihe chforophylil [111 tlhe pll"esence a111d a1bsence 
of · the adde.d SU1bsitairuce in the adsorbed staite oofincides .peirfectJ!y with the re&ulits 
obtatned 1by meaLS1U1niirug the eX'1iimctJiQill oif fJuoresc.ence en chloroipihy<l:l i1111 a1 me,thanol 
soliution. 

On -the dther ha,rud it was srtarted thait the UllJJion of the chlocophyll and nu,tJroso
chlorophylJI compound >respectively with the neu.tra1! adSOlribens h"1is a chall"ac-ter of a 
true ,a,dscll"'!ption compound. These results Olf choomait-Oigl'aiphiic investigiaition of the 
chbroiphyill a1re run acoo1rda.nce wJ.th prevlioll.lll iinvestfrgaitions carried out in this f,iieJd 
aind present ai f1wrther proof, aHhO<UJgh on1ly qualditaitiive, 1Jo the supposatlion of the 
ex;istence of a complex aompcl!l1<11JCl between the chlorophyll and the aJl'Ollrul,'tic mtro~ 
SOCOmpOIUlllJd. . 
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