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Studije o klorofilu. II

Gasenje fluorescencije klorofila

T. VRBASKI

Nastavljajuéi radove') o fizikalno kemijskim osebinama klorofila istra
Zio sam utjecaj nekih stranih tvari na gasenje fluorescencije alkoholne
otopine ove biljne boje. To su aromatski nitrozo- i nitrospojevi na pr.
p-nitrozodimetilanilin, nitrozobenzol, ~N-nitrozo-p-nitrozofenilpiperazin,
nitrobenzol, e-nitronaftalin i dr. U prijasnjem radu pokazao sam, da te
tvari mogu u velikoj mjeri ili ¢ak i potpuno stabilizirati alkoholnu otopinu
klorofila prema termickoj i fotokemijskoj oksidaciji. Zanimljivo je, da ovi
spojevi mogu u stanovitoj mjeri gasiti fluorescenciju alkoholne otopine klo-
rofila. Ovim pojavama gasenja fluorescencije klorofila djelovanjem takovih
tvari pripada prema tome odredena vaZnost kod tumadenja mehanizma
djelovanja istih kod fotokemijske i termi¢ke oksidacije alkoholne otopine
klorofila, MoZe se takoder ogekivati, da ée istrazivanja gaSenja fluorescen-
cije klorofila pomoc¢u tih tvari dati stanoviti uvid u fizikalno kemijski odnos
te biline beoje prema ovim tvarima, jer gaenje fluorescencije mo¥e &esto
dati stanoviti putokaz u stvaranju labilnih kemijskih vezova kao $to su
molekularni spojevi, polimerizirane molekule i dr. Ove fine kemijske pro-
mjene klorofila mogle bi imati i neko biokemijsko znagenje kod odvijanja
procesa asimilacije,

Gasenje fluorescencije, bilo to koncentraciono gasenje ili gasenje po-
mocu stranih dodataka svodi se, prema teoriji udaraca drugog reda?) na
dezaktiviranje podraZenih molekula fluorescirajuée tvari pomcéu molekula
dodatka, odnosno nepodraZenih molekula iste tvari. Pod udarcima drugog
reda treba razumjeti pretvorbu podraZne energije putem sudara dviju
molekula u kineti¢ku energiju druge molekule?). Kod toga treba pretpo-
staviti, da se kod sudara podraZenih molekula tvari, koja moZe da fluo-
rescira sa molekulama otapala ne prevodi podraZna energija u kinet'¢ku
energiju druge molekule, dod¢im svi sudari s nepodraZenim molekulama,
bilo to molekule, koje mogu fluorescirati ili pak dodatka, uzrokuje pre-
tvorbu podraZne energije, koja postoji u obliku kineticke energije molekule,
u kineticku energiju druge molekule,t. j. u toplinu. To se vidljivo o¢ituje
u gasenju fluorescencije.

Tumacenje gaSenja fluorescencije pomoéu teorije medureakcija pret-
stavlja neku vrstu proSirenja tumadenja pomoéu teorije udaraca drugog

1y T. Vrbaski, Arhiv za kemiju, 22, (1950). 101,

) J.M. Frank u S. J. Wawilow, Z. Physk, 69, (1931) 100,
% C.Kleinu, S, Roseland, Z. Physik, 4, (1921) 46.
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Sto se racunski postizava lako, ako su poznate neke eksperimentalne veli-
¢ine fluorescirajuée tvari i dodatka.

Za ukupnu apsorpciju svijetla (A) takovog sistema, koji sadrzi dvije
komponente, vrijedi kod odredene duZine vala, u ovom sluéaju 366 my,
jednadzba:

A=I(1—10-acw-e20) . . . . ()

I, oznatuje u toj jednadzbj intenzitet svijetla prije apsorpcije, &, i €.
su konstante apsorpcije, ¢, i ¢, su koncentracije prve i druge komponente
t- j. klorofila i nitrozo- ili nitrospoja, a p je debljina sloja. Apsorpcija i
intenzitet svijetla izraZava se cbiéno u postocima, koncentracija takoder u
postocima ili u mol/l,. a debljina sloja p u centimetrima. Za parcijalnu
apsorpciju (A,) jedne komponente t. j. klorofila u smjesi vrijedi jednadzba®)

141 =1 Io (]_10’-910113 "6302p) (2)
€161 T+ &Cp
Ako druga komponenta t. j. dodatak djeluje samo-kao unutra$nji filter,
postojat ée proporcionalitet izmedu intenziteta fluorescencije @, i vrijedno-
sti parcijalne apsorpcije (A,) tvari, koja moZe fluorescirati t. j. klorofila.

b, =K. A, (3)

Faktor proporcionaliteta K znaéi iskoristenje fluorescencije, a bit ée u
najpovoljnijem slucaju jednak jedinici. Nemoguée je, da se emitira vise
energije u obliku sekundarnog svijetla, nego 3to se prima apsorpcijom., Emi-
sija je manja, jer se jedan dio apsorbirane energije pretvori putem sekun-
darnog procesa u toplinu,

Ako medutim druga komponenta djeluje jos i kao inhibitor, bit ée in-
tenzitet fluorescencije manji, nego u sludaju same parcijalne apsorpcije
(A,).

Budué¢i da inhibitori gase fluorescenciju prema eksponencijalnoj
jednadzbi F. Perrin-a'), koja uzima u obzir u kvantitativnom pogledu
ovisnost inhibitorskog djelovanja o koncentraciji upotrebljenog inhibitora,
moZe se jednadZba (3) modificirati dodatkom prvog ¢lana geometrijskog
niza Perrin-ove eksponencijalne jednadzbe:

1 =
1+ be,

u kojoj ¢, oznadava koncentraciju inhibitora, a b inhibitorsku konstantu.
Ako se vrijednosti za A, izraze kod svih mjerenja u postocima od ukupne
apsorpcije A, a intenzitet fluorescencije @ u prisutnosti inhibitora koncen-
tracije ¢, u postocima od intenziteta fluorescencije otopine bez inhibitora
®,, dobit ¢e se u smislu jednad?be (4) uvijek manje vrijednosti za @ nego
li za A,. Tek u slutaju kada nema pravog inhibitorskog djelovanija, t. j.
¢; = 0 postaju vrijednosti za ove veli¢ine jednake.

(4)

=%

") K. Weber, Z. Elektrochem., 36, (1930) 26; Z. physik. Chem., (B), 19,
(1932) 33. K. WeberiJ Hojman, Arhiv kem. 21, (1949) 37. v
1) F, Perrin, Compt. rend.,, 178, (1914) 1978
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Iz do sada iznesenog proizlazi, da problematika gasenja fluorescencije
alkoholne otopine klorofila pomoéu aromatskih. nitrozo- i nitrospojeva lezi
u tome, da se ustanovi, da li te tvari djeluju na gaSenje fluorescencije
klorofila samo kao unutrasnji filtar ili pak dezaktiviraju podraZene mole-
kule klorofila, te da li mozda kod tog gaSenja nastupaju neki izvanredni
odnosi, iz kojih bi se moglo zakljugiti, da ovi spojevi kemijski reagiraju sa
klorofilom., '

EKSPERIMENTALNI DIO

Kvantitativna mjerenja fluorescencije klorofilnih otopina u metanolu
kao i mjerenja apsorpcije klorofilnih otopina i otopina dodatka u wultra-
ljubi¢astom svijetlu duZine vala cke 366 my mjerio sam fotoelektridnim
fluorometrom. Kao izvor svijetla sluzila mi je »Philips Philora« sijalica od
500 W. Apsorpciju i fluorescenciju mjerio sam osjetljivim »Multiflex« gal-
vanometrom po B. Lange-u, &ija osjetljivost iznosi 2,6 X 10 amp. Toénost
o¢itanja iznosila je kod mjerenja apsorpcije cko * 1%, a kod mjerenja
fluorescencije oko *+2 do * 7%, Izmedu otopine i selenove fotostanice na-
lazio se kod mijerenja fluorescencije sistem optickih filtrata BG,, i GGy, a
kod mjerenja apsorpcije samo filtar GG,,. Sistem filtra BG,, i GG, imao
je zada¢u, da apsorbira &itavo primarno svijetlo, te da dozvoli pristup
u selenovu fotostanicu samo sekundarnom svijetlu, Opticki filtar GGy,
propusta samo svijetlo uskeg spekiralnog podruéja, koje odgovara linijskom
spektru Zive duZine vala 366 my. :

Otopina klorofila u metanolu dobivena je metodom brze ekstrakcije
brasna od koprive »Urtica dioica«, Metoda je detaljno opisana u prethod-
nom radu. Koncentracija klorofila u metanolu iznosila je kod svih mje-
renja 1,13 X 107® g% odnosno 1,26 X 10~ mol/l, Debljina sloja p fluoresci-
rajue otopine bila je 1,2 cm. Rezultati mjerenja izraZeni su u postocima
intenziteta fluorescencije @ u prisutnosti dodatka koncentracije ¢, obzirom
na intenzitet fluorescencije @, otopine bez dodatka. Funkcionalna poveza-
nost tih veli¢ina (®,, @ i c,) daje kvantitativnu sliku gasenja fluorescencije
djelovanjem upotrebljenog dodatka.

Kvantitativne pokuse gasenja fluorescencije otopine klorofila izveo sam
pomocu p-nitrozodimetilanilina, nitrobenzola i «-nitronaftalina. Da bi se
moglo obraditi rafunski gasenje fluorescencije prema jednadzbi (2) djelo-
vanjem ovih tvari i ustanoviti, da li postoje osim efekta unutradnjeg filtra
jos 1 drugi utjecaji, bilo je potrebno odrediti brojéane vrijednosti ekstinkcio-
nih koeficijenata za klorofil (s;) kao i za p-nitrozodimetilanilin (e,) od-
nosno nitrobenzol i a-nitronaftalin i to za duZinu vala od 366 my, kod kojeg
su radeni svi pokusi gaSenja fluorescencije. Za &isti metanol nisam po-
sebno odredio vrijednost ekstinkcionog koeficijenta kod te duZine vala,
buduéi da je isti vrlo malj i iznosi u ovom spektralnom podruéju ca 0,001,
te se moZe zanemariti''), Odredivanje ekstinkcionih koeficijenata izveo sam
takoder fluorometrijski., Dobiveni rezultati uneseni su u tabelama 1, 2, 31 4.

1) V, Henri, Etudes. de Photochimie, Paris 1919; vidi i LandoldtBérn-

dtein, Physikalisch-chemische Tabellen, II, 901, Abb, 26,
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Tabela 1 Tabela 2
Ekstinkcioni koeficijenti €1 za klorofil Ekstinkcioni koeficijenti e za p-nitro-
u metanoiu zod.metilanilin u metanolu
c1 u g% €2 cz u g% &1
1,00 X 10-3 939
2,27 X 1078 2122 ’
1,70 X 10 206,3 g'gf’ oSl 1079
1,13 X 108 173,7 3 S A0 100
a0 2,50 X 1074 865
0,57 X 19 127,0
Srednja 1,25 X 107 756
vrijednost 179,8 5,00 X 10- 804
Srednja
I vrijednost 908,7
Tabela 3 Tabela 4
Ekstinkcioni koeficijenti es za nitro- Ekstinkcioni koeficjenti €2 za o-nitro-
benzol u metanolu naftalin u metanolu
c2 u g% €2 cz u g% €2
2,00 X 102 50,9 1)00 X 103 1085
1,00 X 10~ 58,2 5,00 X 10 1371%)
5,00 X 107 59,4 1,00 X 10-¢ 1041
2,00 X 10-8 63,2 1,00 X 10 1009
1,00 X 10-2 718 Srednja
Srednja vrijednost 1045
vrijednost 60,7

Iz tabela se razabire, da ekstinkcioni koeficijenti ni u jednom sluaju
ne ostaju konstantni sa promjenom koncentracije c. To zna&i, da kod ovih
sistema prema tome ne vrijedi toéno Beer-ov zakon,*) te stoga i jednadzba
(2) moZe dati samo priblizne vrijednosti za ¢, § e, koje su medutim do-
voljne za kvalitativno razmatranje mehanizma gasenja fluorescencije kloro-
fila. Iz tako dobivenih vrijednosti za ekstinkcione koeficijente ¢, i &, 1
iz poznatih koncentracija ¢; i ¢, izradunate su pomoéu jednadzbe (1) vri-
jednosti za ukupnu apsorpciju svijetla (A) otopine klorofila i gasila, a
pomocu jednadzbe (2) vrijednosti za parcijalnu apsorpciju klorofila (A,)
u smjesi, Izradunate vrijednosti prikazane su u tabelama 5, 6 i 7. e,

*) G. Schelbe, Ber., 59 (1926) 2617; Landoldt-Bérnstein, Physikalisch-
chemische Tabellen, II. Erginzungsb. II, Teil, S. 695, Ekst'nkcioni koeficijent Xs
za mnitrobenzol u metanolu kod duzine vala od 366 mu iznosi 263,10.

*) Ova vrijednost za e nije mogla biti reproducirana. MoZe se smatrati, da
nije sasvim tofna i stoga nije uzeta u obzir kod izracunavanja srednje vrijednosti
za gz za o-nitromaftalin.

**) Za ove i slitne pojave kod drugih sistema tesko je naéi pravo teoretsko
tumacenje.,
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je intenzitet fluorescencije dobiven ragunom iz tih podataka pomoéu
jednadzbe: g
_ A, X 100

(praa, ( 5)

Peisp, je intenzitet fluorescencije, koji je dobiven direktnim mjeresjem
na fluorometru,

Tabela 5
Klorofil 1,13 X 108 g%; p = 1,2 cm, dodatak p-nitrozodimentilanilin
m-!;;tl;fzgos/goi 4 4, Drag. ‘peksp.
1,00 X 10-3 95,8 14,8 15,5 18
5,00 X 104 87,0 23,3 26,8 31
3,75 X 104 79,4 27,5 34,6 38
250 X 10-¢ 68,0 325 478 54
1,25 X 104 554 375 67,7 74
5,00 X 10~ 48,1 40,0 83,1 91
Tabela 6
Klorofil 1,13 X103 g; p =12 cm, dodatak je nitrobenzol
nitrobenzol A A & &
c2 u go/o . 1 ra&. eksp.
2,00 X 10°2 9.5 154 159 z
1,00 X 102 88,4 224 253 41
5,00 X 10-8 74,5 29,7 39,9 59
200X 108 59,1 36,1 61,0 82
1,00 X 108 52,4 38,4 73,3 91
Tabela 7
Klorofil 1,13 X 102 g%; p =12 cm, dodatak je a-nitronaftalin
a-ni;r(:lnagf%t ks A Al ‘praé. ‘ﬁeksp.
1,00 X 10-8 97,1 14,9 15,4 27
5,00 X 10¢ 91,3 20,4 224 45
1,00 X 104 56,5 37,0 65,4 82
5,00 X 108 49,6 39,5 79,6 91
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Iz dobivenih vrijednosti za intenzitete ‘fluorescencije: @roz, i Bexsp. vidi
se, da se one ne poklapaju, te da su u svim sludajevima vrijednosti za ®raz.
znatno manje od stvarno izmjerenih intenziteta ®exsp.. Razlike iznose u ne-
kim slugajevima 40%. To znadi, da kod stvarnog gaSenja fluorescencije
otopina klorofila emitira viSe svijetla, nego §to to proizlazi iz jednadzbe
(2i5), t. j. kada bi dodaci djelovali samo kao unutrasnji filtri. Jasno je.
da kod toga nema niti govora o nekom inhibitorskom djelovanju dodanih
tvari, o '

Za obrazloZenje ove interesantne pojave postoji vise razli¢itih tuma-
enja. lzgleda, da se ovdje ne radi' e pojavi senzibilizirane fluorescencije,
a i neke tautomerne odnosno mezomerne promjene molekularnog oblika
klorofila jedva dolaze u cbzir. Pojave senzibilizirane fluorescencije doka-
zane su Cesto u plinskim smjesama, medutim u otopinama do sada nije
uspjelo prona¢i sasvim sigurno ovakove procese'®). Osim toga nema osnova
pretpostaviti, da se ukupno apsorbirano svijetlo u sistemu razdijeljuje na
komponente po nekoj drugoj zakonitosti, nego sto je odreduje jednadzba
(2), buduéi da je ista potvrdena .u nacelu na svim sistemima, koji su u tom
pogledu ispitani, Ova pojava pojadanog intenziteta fluorescencije klorofila
u prisutnosti aromatskih nitrozo- i nitrospojeva moZe se tumagiti pretpo-
stavkom, da klorofil kemijski reagira sa dodanom tvari, Uslijed takove
reakcije nastupaju sasvim novi odnosi, tako. da se eksperimentalni podaci
razumljivo ne mogu poklapati sa vrijednostima dobivenim radunom. Ovim

Tabela 8 Tabela 9.
b-vrijednosti p-nitrozodimetilanilina b-vrijednosti za nitrobenzol
Cc2u g'% b c2u g% i b
5,00 X 105 | 2020 1,00 X 10 101,0
1,25 X 10 -2810 ' 2,00 X 10-3 110,0
2,50 X 104 3347 . 5,00()( 1073 - 138,4
3,75 X 104 4355 1,00 X 10-2 145,5
5,00 X 104 T 4450 [ 2,00 X 102 ' 133,25
1,00 X 103 - 4510 SRR
Tabela 10
b-vrijednosti za w-nitronaftalin
csugh " b
5,00 X 1075 2020
100X 10+ | 2230
5,00 X 104 . .2406
| 1,00 X 10-3 T 2662

.. %) G Cario w J, Framnk, Z. Physik, 11, (1922) 161;. 17, (1923) 202, Vidi i |
I'h. Férster, Z. Elektrochem., 53, (1949) 93, ‘
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tumadenjem nije isklju¢ena moguénost, da visak dodane tvari djeluje &isto
fizikalno kao unutradniji filtar na gaSenje fluorescencije novonastalog spoja.
Ovo tumacgenje stoji takoder u skladu sa ‘dosadainjim istraZivanjem na tom
podru¢ju'), te donekle potvrduje osnovnu pretpostavku stvaranja kom-
pleksnog spoja izmedu klorofila i aromatskih nitrozo- i nitrospojeva. Da se
takav proces zaista i zbiva trebalo bi jo§ egzakino dokazati kemijskim
putem,

U tabelama 8, 9 i 10 prikazane su vrijednosti za inhibitorsku kon-
stantu b, koja je izratunata pomocu jednadzbe (4) iz eksperimentalnih po-
dataka, Ova konstanta b oznadava se i sa 8 ili k, a pretstavlja konstantu
gasenja fluorescencije, Razabire se da vrijednosti za konstante b ne ostaju
za vrijeme gaSenja fluorescencije konstantne, veé¢ polagano rastu sa rastu-
¢om koncentracijom dodatka. To je i za o&ekivati obzirom da je veé¢ doka-
zano, da se kod gaSenja fluorescencije klorofila pomoéu aromatskih nitrozo-
i nitrospojeva ne radi o inhibitorskom djelovanju, veé po svoj prilici o stva-
ranju novog kompleksnog spoja, kod Eega ne moze vise da vrijedi inhibitor-
ska jednadzba (4). :

ABSTRACT
Studies of Chlorophyl. II

The Extinction of the Fluorescence of Chlorophyll
by
T. VRBASKI

In continuation of the investigations on the physico-chemical properties of chloro-
phyll, the influence of the addition of certain substances on the extinction of the
fluorescence of chlorophyll in methanol solution has been examined. In particular the
inzflger:ice of p-nitrosodimethylaniline, nitrobenzene and a-nitronaphtalene has been
studied. .

The measurements of the extnction of fluorescence of chlorophy!l in the presence
of added substances as well as of the absorption of the chlorophyll solution and
of the solutions with added substances were carried out with a photoelectric fiuoro-
meter in the ultraviolet at about 366, m p.

It was found that added substances extinguish the fluorescence of chlorophyll to
a much smaller degree than it should be expected from the action of these
substances as an .internal light-filter. The measured intensity of fluorescence
in the presence of those substances d ffers in some cases up to 40% from the computed
value, It is evident that we cannot speak here of a true inh’bitory influence of the added
substances because the observed effect is quite different from a real inhibitory action;

It is certain that the effect cbserved represents meither an anomalous absorption
phenomenon nor a sensibilized {luorescence phenomencn, This effect can be explained
by assuming that the chlorophyll reacts chemically with the added substance forming
2 new complex compound, In such a case the experimental data for the intensity of
fluorescence ‘canmot, however, agree with the computed values. Thils explanation
does not exclude the possibility that the added substance acts aliso physicaly as an
internal light filter in the extinction of the fluorescemce of thenew compound, This
explandtion agrees "also with other investigations made in this feld thus far. It is
necessary, however, to prove the real existence of such a complex compound between
the chlorophyil and the used arcmatic nitroso and nitroccmpounds by further investi-
gations, s
[Received, December 8, 1950}



