184 ARHIV ZA KEMIJU 23 (1951)

Studija o klorofilu IIIL
Kromatografska istraZivanja klorofila

T. VRBASKI

Ovaj rad predstavlja nastavak radove na istrazivanju klorofila. U ovim je rado-
vima pokazano, da neki aromatski spojevi dusika mogu stvarati po svoj prilici sa
klorofilom labave molekularne spojeve, koji posjeduju veliku fotostabilnost. Kromato--
grafska dspitivanja pokazala su, da klorofil u prisutnosti p-nitrozodimetilanilina poka~
zuje izrazitu stalnost prema svijetlu i u adsorbiranom stanju. U odsutnosti ove tvari
dolazi naprotiv do vrlo brzog izbljedivanja na stupcu saharoze, Dokazano je, da se
ovdje ne radi o djelovanju dodatka kao unutrasnjeg filtra. Nadeno je, da se fluo-
rescencija klorofila u odsutnosti i prisutnosti dodatka u adsorbiranom stanju poklapa
kvalitativno s fluorescencijom u alkoholnoj otopini, Nadalje je utvrdeno, da veza
izmedu klorofila odnosno nitrozoklorofilnog kompleksa s neutralnim adsorbensoms
Ima svojstvo pravog adsorpcionog, a me polamog spoja.

Ovi rezultati istraZivanja klorofila potvrduju, iako samo kvalitativno, osnovnw
pretpostavku, da klorofil moZe stvarati molekularne spojeve sa aromatskim nitrozo-
i nitrospojevima,

Nastavljajuéi radove na istrazivanju klorofila!) izveo sam takoder i
kromatografska istraZivanja klorofila, koja s ovim radovima &ine 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 prilici sa klorofilom
labave molekularne ili kompleksne spojeve, koji su u velikoj mjeri ili
¢ak potpuno stabilni prema fotokemijskoj i termitkoj oksidaciji.

Rezultati istrazivanja gagenja fluorescencije otopine klorofila pomoéu
ovih dodataka takoder potvrduju u stanovitoj mjeri egzistenciju ovakovog
molekularnog ili kompleksnog spoja.

Teoretsko tumacenje pojave kromatografske adsorpcije ispravno je
veé postavio M. Tswett?). Ova pojava moZe 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 opadajuéem adsorpcionom afini-
tetu, stvarajuéi kod toga uZe ili ire zone. Kod jednako izvedenih pokusa
vaZan je samo redoslijed, kojim dolaze pojedine komponente adsorbirane
na stupcu adsorbensa, do&im $irina same zone nije mjerodavna za ocjenu
kolig¢ine adsorbirane tvari. )

Biljno zelenilo spada medu prve organske tvari, koje je M. Tswett
kromatografski ispitao. Stoga se moze ustvrditi sa sigurnosti, da &itav
razvoj novootkrivene kromatografske metode rada podiva na kromato-
grafskim studijama biljnog zelenila. Ch. Dhéré prvi je uveo kromatograf-
sku metodu rada u laboratorijsku praksu. Sam adsorbens moze prilikom.

) T, Vrbagkd, Arhiv kem., 22 (1950) 101 & 23 (1951) 6.
) M. Tswett, Die Chromophylle in der Pflanzen- u. Tierwelt, Wardava 1910.
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adsorpcije utjecati na klorofil i izazvati alomerizaciju istog®). 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 dovolina za daljnju preradu.

Kromatografska istrazivanja klorofila, koja sam izveo, a koja éu ovdje
opisati, imala su za cilj da se utvrdi, da li klorofil mijenja u prisutnosti
dodatka p-nitrozodimetilanilina svoj adsorpcioni afinitet prema istom
adsorbensu, &istoj saharozi u prahu, zatim stabilnost dobivenih kromato-
grama prema djelovanju svijetla, kao i promjene fluorescencije, barem
kvalitativno, kromatograma klorofila u otsutnosti i prisutnosti ovog do-
datka, Na osnovu ovih podataka moéi ¢e se zakljugiti da 1i klorofil
stvara molekulski ili kompleksni spoj s dodatkom p-nitrozodimetilanili-
na i u suhom stanju adsorbiran na neutralnom adsorbensu. Ujedno ée
se mo¢i zakljuéiti o karakteru vezivanja klorofila s neutralnim adsorben-
som, ¢istom saharozom u prahu, t. j. da li ova veza ima karakter pravog
adsorpcionog spoja, ili ona predstavlja polarni spoj. Potrebno je spome-
nuti, da ¢&ista saharoza predstavlja tvar, koja se pokazala prikladnom
za stvaranje pravih adsorpcionih spojeva.

Otopinu klorofila za kromatografske pokuse priredio sam metodom
brze ekstrakcije brasna od koprive Urtica dioica pomoéu smjese otapala
benzen-benzin i metanola?). Prema tome, otopina klorofila, koju sam upo-
trebljavao za ova ispitivanja nije predstavljala ¢&isti kemijski preparat,
veé smjesu klorofila a i b, karotina, ksantofila i violaksantina. Ovi dodaci
ne smetaju kod kromatografskih pokusa klorofila, te se ova otopina moze
upotrebljavati.

Staklene cijevi za kromatografske pokuse bile su slijedeé¢ih dimenzija:
2r = 1 cm, visina cijevi v = 16 cm, a visina stupca adsorbensa v, = 10 cm.
Cijevi za kromatograme punjene su sa &istom saharozom u prahu®), koja
je prethodno samljevena i sufena 2 sata kod 45°C.

EKSPERIMENTALNI DIO

Otopinu klorofila za kromatografske pokuse priredio sam prema L.
Zechmeister i L. v. Cholnoky-u*) ma slijedeéi naéin, B

0,5 g suhog brasna od koprive prelije se s 54 ml smjese benzen-ben-
zina (1:9) uz dodatak od 18 ml metanola. Upotrebljeni benzin treba da
ima vreliste 70°C. Nakon 10 min. mijeSanja sa staklenim S$tapiéem, oto-
pina se profiltrira u staklenu &a%u od 200 ml. Brasno od koprive, koje je
zaostalo na filtru isprao sam s dalnjih 54 ml. smjese benzen-benzina
(1:9), a dobiveni filtrat prelio sam u lijevak za odjeljivanje i isprao bla-
gim pckretanjem bez muékanja tri puta, svaki put s 100 ml destilirane
vode. Ovim ispiranjem destiliranom vodom odstranjen je prisutni metanol,

3) H. Fischer u. A. Sterm, Die Chemie des Pyrrols, II, 2, Leipzig 1940,
str. 24; R, Willstdtter u. A, Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll, Metho-
den und Ergebnisse, Berlin 1913.

9L Zechmeister u L. v. Cholnoky, Die chromatographische Adsorb-
tionsmethoden, II, Aufl. Wien 1938, str. 90.

%) Isto kao i pod 4 str. 68.
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koji nepovoljno utjede mna pravilan tok kromatografiranja, a dodaje se
smjesi otapala radi bolje ekstrakcije. Preostalu otopinu klorofila u ben-
z‘enl-{\lfenzimu profiltriraoc sam kroz suhi filterpapir u bocu od smedeg
stakla,

5 ml. otopine klorofila kromatografira se u priredenom stupcu saha-
roze. U najgornjem sloju stupca adsorbirao se crvenkasto zeleni klorofil b,
a u sloju niZe modro zeleni klorofil a. U najdonjem sloju nalazi se izrazito
Zzuta zona violaksantina s nesto ksantefila. Najveéi dio ksantofila i karo-
tina ne adsorbira se na stupcu saharoze, veé prolazi skroz i sakuplja se
u boci. Za kromatografiranje ksantofila i karotina potrebni su drugi adsor-
bensi na pr. kalcijev karbonat odnosno aluminijev oksid.

Uz iste uvjete kromatografira se 5 ml otcpine klorofila, kojoj se pret-
hodno doda jedan kristali¢ p-nitrozodimetilanilina. Redoslijed i podjela
zona klorofila @ i b i violaksantina ostali su potpuno isti. Sam dodatak
p-nitrozodimetilanilin ne adsorbira se na stupcu adsorbensa, veé pro-
lazi u cijelosti kroz stupac saharoze. Ovo se takoder moZe lako utvrditi
na posebnom kromatogramu bez klorofila.

Tako priredeni kromatogrami klorofila u odsutnosti dodatka p-nitrozo-
dimetilanilina pokazali su se vrlo fotoaktivnim, t. j. oni vrlo lako izbli-
jede ma svijetlu, do¢im kromatogrami klorofila priredeni u prisutnosti
dodatka p-nitrozodimetilanilina pokazali su izrazitu otpornost prema dje-
lovanju svijetla. To upuéuje na &injenicu da se klorofil nalazi u prisut-
nosti dodatka adsorbiran na adsorbensu, &istoj saharozi, u obliku nitrozo-
klorofilnog kompleksa, koji posjeduje izrazita fotostabilna svojstva i u
alkoholnoj otopini, a otporan je i prema termickoj oksidaciji, kao Sto je
pokazano u prijasnjim radovima,

Kromatogrami klorofila priredeni u odsutnosti dodatka p-nitrozo-
dimetilanilina pokazuju nadalje Zivu crvenu fluorescenciju u ultraljubica-
stom svijetlu. U prisutnosti dodatka ona je znatno slabija i prelazi u
slabu sivkasto crvenu niansu. Fluorescencija klorofila u odsutnosti i pri-
sutnosti dodatka u adsorbiranom stanju poklapa se prema tome kvali-
tativno s fluorescencijom u alkoholnoj otopini, ,

Budu¢i da je redoslijed zona klorofila a i b i violaksantina ostao isti,
moze se zaklju¢iti, da se stvaranjem mitrozoklorofilnog kompleksa ne mi-
jenja bitno adsorpcioni afinitet klorofila prema neutralnom adsorbensu.

S druge strane moZe se zakljuditi, da veza izmedu klorofila odnosno
nitrozoklorofilnog kompleksa s neutralnim adsorbensom ima svojstvo pra-
vog adsorpcionog, a ne polarnog spoja. U slu¢aju polarnog vezivanja morao
bi adsorpcioni afinitet nitrozoklorofilnog kompleksa znatno oslabiti, jer su
veé zaposjednute raspoloZive valencije klorofila, koje su potrebne za
stvaranje polarne veze sa saharozom. Da kod toga nije doslo do istiski-
vanja dodatka p-nitrodimetilanilina iz klorofilnog kompleksa i do naknad-
nog vezivanja klorofila s adsorbensom, pokazuju pokusi izbljedivanja
dobivenih kromatograma klorofila i nitrozoklorofilnog kompleksa.

Ovi rezultati kromatografskog istrazivanja klorofila u prisutnosti i
odsutnosti dodatka p-nitrozodimetilanilina stoje u skladu s dosadasnjim
istrazivanjima na tom podrudju!), te pretstavljaju dalnju potvrdu, iako
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samo kvalitativnu, osnovnoj pretpostavci stvaranja kompleksnog spoja iz-
medu klorofila i aromatskih nitrozo- i nitrospojeva.
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ABSTRACT
Studies on Chlorophyl]l IIL
Chromatographic Investigations on Chiorophyll

T. VRBASKI

Continuing the previous investigations on physico-chemical properties of chloro-
Ehyll end on the extinction of the fluorescence of chlorophyll in a methanol solution
y means of certain substances e. g. p-nitrosodimethylaniline, nitrobenzene and
o-nitronaphthalene, the influence of these substances was examined upon the chro-
matographic adsorption of chlorophyll on a neutral adsorbens e, g. pure powdered
saccharose. ‘

The chromatographic investigation has shown that chlorophyll is in presence
of p-nitrosodimethylaniline quite fast to light, even m an adsorbed state. The absence
of this substance causes on the contrary @ very rapid bleaching of the chlorophyll
adsorbed om the saccharose column,

The added substance when chromatographed alone passes the saccharose column
unadsorbed. These facts demonstrate that the chlorophyll is adsorbed on the saccha-
rose in the presence of the later compound in form cof a nitrosochlorophyll complex
with iight-fast properties, :

It was found further that the chlorophyll chromatograms prepared in the absence
of p-nitrosodimethylaniline show a pronounced red fluorescence din the wultraviolet
light. In the presence of the later compound the fluorescence of the chlorophyll ds
extinguished to a high degree and tumns to a grey redish shade. These experiments
show clearly that the fluorescence of the chlorophyll in the presence and absence
of the added substance in the adsorbed state coincides perfectly with the results
obtained by measuning the extinction of fluorescence of chlorophyll in a methanol
solution,

On the other hand it was stated that the union of the chlorophyll and njtroso-
chlorophyll compound respectively with the neutral adsorbens has a character of a
true adsorption compound. These results of chromatographic investigation of the
chiorophyil are in accordance with previous investigations carried out in this field
and present a further proof, although only qualitative, to the supposition of the
existence of a complex compound between the chlorophyll and the aromatic nitro-
socompound.
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