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Studije o klorofilu. Il 

Gasenje fluorescencije klorofila 

T. VRBASKI 

NastavljajuCi radove1
} o fizikalno kemijskim osebinama klorofila istra 

z10 sam wtjecaij nekih stranih tvari na ga.Senje fluorescencije alkoholne 
otopine ave biljne boje. To su aromatski nitrozo- i nitrospojevi na pr. 
p-nitrozodimetilanilin, nitrozobenzol, N-nitrozo-p-nitrozofenilpiperazin, 
nitrnbenzol, o:-nitronaftalin i dr. U prija8njem radu p.okazao sam, da te 
tvari mogu u velikoj mjeri ili eak i potpuno stabilizirati alkoholnu otopi111u 
klorofila prema termickoj i fotokemijskoj oksidaciii. Zanimljivo je, da ovi 
spojevi mogu u stanovifoj mjeri gasiti fluorescenc~ju alkoholne ofopine klo
rofila. Ovim pojavama ga.s·enja fluorescendje klorofila dj·elovanjem ta:kovih 
tvari pripada prema tome odredena vaznost kod tumacenja mehanizma 
djelovanja istih kod fotokemi jske i termicke oksidacije alkoholne otopine 
klorofila. Moze se takoder ocekivati, da ce istrazivanja gasenja fluorescen
cije klorofila pomo6u tih tvari da·ti stanoviti uvi<l u fizikalno kemijski odno·s 
te biljne boje prema ovim tvarima, jer ga8enje fluorescencije moZe cesto 
dati stanoviti putokaz u stvaranju labilnih kemijs:kih vezova kao sto su 
molekulam i spojevi, polimerizirane molekule i dr. Ove fine kemijs:ke pro
mjene klorofila mogle bi imati i neko biokemijsko znacenje ko<l odvijanja 
procesa asimilacije. 

Gasenje fluorescencije, bilo to koncentraciono gasenje iii gasenje po
moeu stranih dodataka svodi se, prema teoriiii udaraca drugog reda2

} na 
dezaktiviranje podrazenih molekula fluorescirajuce rtvari pomocu molekula 
dndatka, odnosno nepodrafanih molekula iiSte tvari. Pod udarcima drugog 
reda treba razumjeti pretvorbu podrafoe energije putem sudara dviju 
molekula u kinetfcku energiju druge molekule3

). Kod toga treba pretpo
stavi.ti, da se kod sudara podrazenih molekula tvari, koja mofo da fluo
rescira sa molekulama otapala ne prevodi podrafoa energija u kinef·cku 
energiju druge molekule, doeim svi sudari s nepodrazenim molekulama, 
bilo to molekule, koje mngu fluorescirati ili pak dodatka, uzrokuje pre· 
tvorbu podrafoe energije, koja postoji u obliku kineticfoe energije molekule, 
u kineticku energiju druge molekule,t. j. u rtoplinu. To se vidl.jivo oeituje 
u gasenju fluorescencije. 

Tumacenje gasenja fluores.cencije pomocu teorije medureakcija pret-
stavlja neku vrstu pro·siren,ja tumacenja pomocu teorije udaraca drugog 

1) T. Vrbas k i, Arhiv za kem~ju , 22, (1'950). 1'01. 
2) J. M. Frank u- S. J. W a w i I ow, Z. Phys :1k, 69, (1931) 100, 
3) C. Klein u, S. Roseland, Z. Physdk, 4, (1921) 46. 
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reda. Ova teorija obja.Snjava zapravo mehanizam sudara t. j. nacin, kojim 
se pretvara podrazna energija u toplinu kod sudara dviju molekula i kemi,j
ske reakcije, koje su sa ovom promjenom povezane. Teoriia medureakcija 
pretpostavlja udarce drugog re·da, ali ne predvida direktnu pr·etvorbu po
drafoe energije u toplinu, vec smatra, da se i&ta odvija putem odredenih 
kem~jskih medureakcija. 

Buduci da ·su nosiod poiave fluorescencije podrazene molekule, ra
zumljivo je, da se nastojalo sv·esti u ufo vezu pojavu gasenja fluorescencije 
pomo·cu inhibitora s djelovandem inhibitora na fotokemijske oksidativne 
prncese. U oba slueaj svodi se uzrok na dezaktiviranj·e podrazenih mole
kula. Radovi G. Triimpler-,a4

), W. West-a, R. H. Miille.r-a, E. Jette-a5
) 

i K. Weber-a6
) potvrduju principijelnu indentiienost ovih na oiko raznih 

pojava. 

Kod klorofila naprotiv vladaju ·sasvim d:rugi odnosi. Svi ttipicni organ
ski inhibitori: hidrokinon, pirogalol i dr. ne gase fluorescenciju klorofila. 
Od anorganskih inhi,bitora gasi fluorescenciju klorofila u jafoj mjeri samo 
kalijev jodid. E. L. Smith1

) nafao je, da otopina kloro.filno1g proteida u digi
toninu pokazuje u oiprecnositi prema intenzivnoj fluore·scendji alkoholne 
otopine klorofila samo vrlo slabu, skoro neznatnu crvenka.stu fluorescen
ciiu. Kvalitativnim pokusima ustanovio sam, da alkoholne otopine kloro
fila u prisutnosti aromaitskih nitrozo- i nitrospojeva, pokazuju znatno sla
biju, skoro neznatnu crvenkastu fluorescenciju. Izgleda, da kod klorofila 
ne postoji neka ufa veza u mehanizmu inhibitors·kog djelovanja kod 
fotokem~ske oksidacije8

). Tome u prilog govo·ri i neobicno mala vri
j1ednost iskoristenja fluorescencije, koja iznosi 0,069 kod obasjavanja 
3,75 X 10-s 0/o-tne otopine klorofila u metanoilu ulfraljubicastim svijetlom 
duzine vala oko 366 mµ., sto daje »Philips Phiilora« sijalica u prisutnosti 
optickih filtera BG10 i GG10 • To znaci, da klof'ofil isijava samo oko 7°/o 
apsorbiranog svijetla u obliku sekundamog svijetla. 

Buduci da nitrozo- i nitrospojevi vrlo intenzivno apsorhiraju u ultra
ljubieastom dijelu vidljivog spektra, izmedu 300 do 400 mµ., u kojem spek
tralnom podrucju apsorbira i kloro.fil, umanjuje ·se nijegovom prisutnosti 
ona kolicina svijetla (broj fofona) , koja se apso!"bira u ,jedinici vremena 
u molekulama klorofila. Uslijed toga smanjuje se intenzitet fluorescencij e, 
jer se intenzitet sekundamog svijetla usporedno mi,jencr a sa promjenom ko
licine apso·rbirane energije u jedinici vremena. Dodatak u tom slueaju 
djeluje kao unutrasnji filtar. Neovisno od tog djelovanja moze se odvijati 
paralelno i gasenje fluorescencije, ko~e ne ide1J11ticno onom gasenju pomocu 
inhibitora, koji sami ne apsorbixaju iprimamo svij·e-tlo, a kako se pret
postavlja djeluju oduzimanjem podrafoe e111ergije molekula tvari, koje mogu 
fluo1."escirati. Oba opisana procesa ga.senja fluorescenciije treba razlikovati, 

4) G. T r ii m p I e T, Z. physilk. Chem., 90, (11915) 413!0. 
5) W. West, R. H. M ii l .J er u. E. Jette; Proc. Roy. Soc. (London), A. 121. 

(19!218) 294. 
6) K. We ·b er, Z. physik. Chem., 15, (19311) 18. 
7) E. L. Sm i th, Science, 91, (194-0) 189. 
8) H. Ke. u t sky, Ber., 68, (1%5) 1:52 
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sto Se racunski postizava fa.ko, ako SU poznate neke e1k1spell"ime:ntalne veli-
Cfa1e fluorescirajuce tvari i dodatka. -

Za ukupnu apsmpc~iu svijetla (A) ta:kovog sistema, ko1ji •sadrzi dvije 
kompoltlente, vTijedi kod odredene duiine vaila, u ovom slu.faju 366 mµ, 
jedna·dzba: 

. . (1) 

lo oznacuje u toj jednadzbi intenzitet svijetla prije apsott"pdje, e1_ i e~ 
su konstante apwrpcije, c1 i c2 su koncentracije prve i druge komponente 
t. j. klo1:0fila i nitrozo.- iH nitrospoja, a p je debljina sloja. Apsorpci:ja i 
intenzitet svijetla izrafava se oibicno u pos.tocima, koncen.f.racija taikoder u 
postocima iH u mol/l,. a dehljin.a sloja p u centimetrima. Za parcijalnu 
apsorpciju ( A 1 ) jedllle komponente t. j. klorofila u smjes.i vrijedi jedna.dzha9

) 

S1C1 - -A = 1 r1-10-,,c,p -G2C2PJ 1 1• - Q 

_ C'1C1 + S2C2 

(2) 

Ako druga komponenta t. j. dodatak -djeluje samo·kao unutrasnji f.ilter , 
postojat ce proporcionalitet izme.du intenziteta fluor-escenciije <Po i vrijedno· 
sti ·parcijalne apsoo:pcije (A1) tvari, koja mofo fluorescirati t. j. klorofila .. 

(3) 

Faktor proporcilonaliteta K znaei ~sko\t'istenje fluorescencije, a bit ce u 
najpovoljnijem slueaju jednak jedinici. Nemoguce i·e, da se emitira vi:Se 
energije u -obliku sekundarnog svijetla, nego sto se prima apsorpdjom. Emi
sija je manja, jer se jedan dio apsorbirane energ1ije pretvoTi putem sekun
darnog procesa u toplinu. 

Ako medutim druga komponenta djeluje jos i kao inhihifor, hit ce in
tenzitet fluorescencije manji1; nego u slueaju same parcijalne apsorpdje 
(Ai]. 

Buduoi ·cla inMbitori gase fluores<0enciju prema eksponencijalnoj 
jednadzbi F. Perrin-a10

), koja uzima u oibzir u kvantitativnom pogle.du 
ovisnost inhibitorslkog djelovanja o koncentradji upotrebljenog inhi.bitora, 
moze se jednadzba (3) modific.frati dodatkom prvog clana geometrijskog 
niza Perrin-ove ek~pooencijalne jednadzibe : 

1 
<P=<Po (4) 

1 + bc2 

u kojoj c2 oznaeava koncentraciju inhibHora, a b inhibitorsku konstantu. 
Ako se vrijednosti za A 1 izraze kod svih mjerenj·a u postocima o<l ukupne 
apsorpcije A, a intenzitet fluorescencije <P u prisutnosti inhibitora koncen
tracije c2 u postocima od 1intenziteta fluor-escencije ofopine bez inhibitora 
<P0 , dobit ce se u smiislu jednadzbe (4) uvijek manje vrijednosti za <P nego 
li za A1 • Tek u slueaju kada nema pravog inhibitorskog djelovanja, f. j. 
c~ = 0 pos·taju vrije·dltlosti za ave· velicine jednake. 

9) K. Weber, Z. EleUrochem., 36, (' 1•9'3'0~ ;216; Z . ;physi.k. Chem., (B), 19, 
(193Q) 33. K. W -e be r i J. Ho j1m ia:n, Arhiv kem. 21, (IfM.19) 317. 

10) F. Per I' i n, Compt. .rend., 178, ',(11914) 19178 
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Iz do sada iznese'nog proizlazi, da proiblematika gasenj'a Huorescenoije 
alikoholne ofopine kloro.fila pomocu aromatskih nitrozo- i ni!brospojeva lezi 
u fome, da se ustanovi, da 11 te tvari .djeluju na .ga·senje· fluorescencije 
kloroflla s•amo kao unutrasnji filtar ilri pak dezaktiviraju podrafone mole
kule klorofila, te da li mozda kod tog· gasenja nastupaju neki i•zvanredni 
odnosi, iz kojih bi se mo.glo zakljuciti, da ovi spoj.evi kemijski reagiraju sa 
klorofilom. 

EKSPERIMENT ALNI DIO 

Kvantiitativna mjerenj<.i. flumescencije klorofilnih otopina u metanolu 
k·ao i mjerenja apsorpcije klorofcilnih otopina i otopina dodatka u ultra
lju:bieastom sviietlu duiine vala oko 366 mIJ. mjeri.o sam fotoel.ektricnim 
fluOTometrom. Kao izvor svijetla sluiHa mi je »Philips Philora« sijalica od 
500 W. Apsorpciju i fluorescendju mjerio sam osj·etljivim »Multiflex« gal
vanometrom po B. Lange-u, cija osjetljivost iznosi 2,6 X 10-0 amp. Toenost 
oc~tanja iznosiila je kod mjerenja apsorpcije oko ± 1°/o, a kO.d mjerenja 
flu-orescencije oko ± 2 <lo ± 7°/o. Izmedu otopine i s.elenove fotos.tanice na
laziio se kod mierenja fluorescenc1ije sistem optickih filtrata BG10 ~ GG10 , a 
kod mjerenja apsorpcije samo filtar GG10 • Si.stem filtra BG10 i GG10 imao 
je zadacu, da ·apsmbira citavo primarno svijetlo, te da dozvoH pristup 
u selenovu fotostani.cu samo sekundarnrnn svijetlu. Opti·aki filtar GG10 

propusta samo svijetlo uskog spek1tralno·g podrucja, koje odgovara linijskom 
spektru zive duZine vala 366 mµ. 

Otopina klornfila u metanolu ·doibivena je metodom br:ze ekstrakcije 
bra5na od koprive »Urtk:a di1oioo«, Metoda je detaljno op~sana u pretho.d
nom radu. KoncentraC<ija klorofila u me.tanolu .iznos:ila je kod svih inje
renja 1,13 X 10-a g0/o odnosno 1,26 X 10-• mol/l. Debljina .sloja p fluoresci
rajuce otopine bila je 1,2 cm. Rezu1tati mjerenja izrazenii su u postodma 
intenziteta fluorescencije <P u prist11tnosti dodatka koncentracije c2 obzirom 
na intenz:itet fluorescencije <1>0 otopine bez .dodatka. ·Funkcionalna poveza
nost tih velieina (<1>0 , <P i c2J dale kvantitativnu sliku gasenja fluoresc•encije 
djelovanjem upotrebljenog ·dodatka. 

Kvantitativne pokuse ga.senja fluorescenci:je otopine klorofila izveo sam 
pomocu p-nitrozod·imetilaniLina, nitriobenzola i a-nitronaftalina. Da bi se 
rnoglo obraditi racunski gasenje fluorescencije prema jednadzbi (2) dj·elo
vanjem ovih tvari i ustanoviti, da 1i postoje osim efe'kta unutra.5njeg filtra 
jos i drugi utjecaj;i, hilo je potrebno odreditii brojfane vrijednosti ekstinkcio
n~h koeficijemiata za klorofil ( ei) kao i za p-nitroizodimetilia.niHn ( e2) o<l
nosno nitrobenzol i a-nitronaftalin ,j to za duiinu vala od 366 mtJ., k9d koje•g 
su radeni svii pokus.i gasenja fluorescencije. Za ·cisti metanol nisam po•
s·ebno odredio vrijednost ekstinkcionog koeficijenta 1lmd te duzine vala, 
buduei da je isti vrlo rnali i iznosi u oviom spektralnom po·drucju ea 0,001, 
te se rnoze z•anemariti11

). Odredivanje ekstinkoionih koeficijenata izveo sa:m 
takoder fluorometr:iijski. Dobiveni rezultati uneseni su u tahelama 1, 2, 3 :i! 4. 

.. 11) V. Hen.r.i, :f:tiuides. de Photoohimi'e, Paris 1%9; viidli: i La.ndoldt-Bori1 -
·~ t •e ~ rn, Phyisikali1Sc;h-ohemische ·Tahellen, II, 901, Abb, Ql6, 
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Tabela 1 
Elki&tilnlkcilO'ThL koefi.cij.entii £1 z:aJ k!-Oiro:fill 

u metano:u 

C1 U gO/o I £2· 

2,27 x 10r3 212,2 
1,710 x llr-3 206,3 
MJ, x m-3 173,7 
(),pi/ x 11()3- .1J7,0 
Srednja 
vr·ijedn-0st 179,8 

Tahela 3 
Eksitl:'nkcioni koe,f!icij1entfr E2 ·zia nitr-0 · 

ben.zol u metanolu 

C2 U gO/o E2 

2,00x110r2 50,9 
11, 01() x llQ-2 58,2 
5,{)10 x 110-3 59,4 
2,1010 x m-s 63,2 
1,00 X 110-3 71,8 
Srednja 
v;ri jedn-0st 60,7 

I 

Tabela 2 
EkSlli.J!ikc'.onrii koef.idj.enti e1 z;a p-nitro

zod:meti.:anilin u metan-0lu 

C2 U gO/o £1 

1,1()10 x i:o--3 939 
5,()() x 10-' ·1079 
3,75 x 10-' woo 
2;5IO X l!Q-4 865 
1,25 x 110-4 756 
5;00 x 10-5 8041 
Srednja 
vrijedn-0st 908,7 

Tabela 4 
EikSlt!iln&!aroni ko·eifi.c jientn E2 z'l a-ni•tlro

ruiftallin u metanolu 

C2 U gO/o £2 l 1)00 x 10-3 11085 
5,010 x 11!-4 1'371 *) I 
11100 x m-4 1041 
·LOO X 110-5 1'009 
Srednja 
vrijedn-0st 1045 

Iz ta.beta se razahire, da ekstinkcioni koeficijenti ci u jednom slueaju 
ne ostaju konstantni sa promjenom kcmcentracije c. To z.naci, ·da kod ovih 
sistema prema tome ne vrijedi tocno Beer-ov zakon,**) te stoga i jednadzba 
(2) mo•:Ze dati samo priblifoe vrijednosti za e1 i e2, koje su medutim do
voljne za kvalitativno ra.zmatranje mehanizma ga·senja fluorescencije kloro
fiila. Iz tako dobivenih vrijednosti za ekstinkcione koeficijente e1 i e2, i 
iz poznatih konoentracija c1 i c2 izracunate su pomocu jednadzbe (1) vri
jednosti za ukupnu apsorpciju svijetla (A) otopine klorofila i ·gasila, a 
pomocu jedn.adzbe (2) vrijednosti za parcijalnu apsorpciju klorofila ( A 1) 

u smjesi, Izraeunate vrijednostii prikazane su u tabelama -5, 6 i 7. <Prall. 

12) G. Sc he I be, Ber., 59 (19216) ~17; Land o·I d t- Bornstein, Phys~kalisch
chemi~che TabeUen, II. ErgrunzungSJb. II. Teil, S. 695. Ekst'nkc'oni koeficijent l::z 
za ll'ittobenz01l u metanolu kod dllZine vala od 366 mµ i,zn-0si 2'63,1-0. 

*) Ove. vrijednost za e2 nije mogle. biti retPro<luci•raina. Mo,ze se smat.rati, da 
niJe sasv~m tnfoa i stoga nije uzeta u obzLr kod j.zraeuruivanja srednje vrijednos<t:i 
za e2 za a~nrl·trona:f.taCin.. . 

**) Za ove i sJ.i.Cne poje.~ kod drugih siste-m~ tesko je naei ipravo teoretsko 
twm<!lleenje. 
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je intenzitet fluorescencije dobiven raeunom iz tih .podataka: pomo~u 
jednadibe: 

</Jra~. = A1 X JOO {S) 
A 

<l>eksp, je intenzitet fluorescencije, koji je dobiven direktnim mjerenjem 
na fluorometru. 

Tabela 5 
Klorofil 1,13 X 10-3 g%; p = 1,2 cm, dodatak p-nitrozodimentilariilin 

ip-nitrozospoj 

I A I Ai I <l>raf. I '1>eksp. C2 U gO/o 

.1,00 X 10-a 95,8 14,8 15,5 18 
5,00x10-4 87,0 23,3 26,8 3( 
3,75 x 10-4 79,4 27,5 34,6 38 
2 50 x 10-• 68,0 32.5 47,8 54 
1,25 x 10-4 55,4 37,5 67,7 74 
5,00 X 10-5 48,1 40,0 83,1 91 

Tabela 6 
Klorof:l 1,13 X 10-3 gO/o; p = 1,2 cm, dodatak je nitrobenzo[ 

nitrobenzol 

I A I Ai I '1>raf. I '1>eksp. C2 U gO/o 

• 
2,00 X 10-2 96,5 15,4 15,9 27 
l,00 x 10-f 88,4 22,4 25,3 41 
5,00 X 10-3 74,5 29,7 39,9 59 
2.00 X 10-3 59,1 36,1 61,0 82 
1,00 X 10-3 52,4 38,4 73,3 91 

Tabela 7 
Klorofil 1,13 X 10-a g% ; p = 1,2 cm, dodatak je a-nitronaftalin 

a-nitronaftalin 

I A I Ai I <l>rae . I '1>eksp. C2 U g% 

1,00 X 10-8 97,1 14,9 · 15,4 27 
5,00 x 10-4 91,3 20,4 22,4 45 
1,00 x 10-4 56,5 37,0 65,4 82 
5,00 X 10-s 49,6 39,5 79,6 91 

- .•. ~ 
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. Iz - ddbiv:en~h · vrijednos.ti za fotenzirt:ete 'Huorescencije · <Pra c, i <Pelisp . vidi 
se, <la 1se one ne poklapaju, te da su u sv.im slueajevima vrijednos:ti za '1>rac. 
znatno manje od stvarno izmjerenih intenziteta <Peksp .. Razlike iznose u ne
kim slu:eajevima 400/o. To znaCi, da tko;d "stvarnog ·gasenja fluorescencije 
otopina kloro.fila entilf:ka vis.e svijetla, nego ·sto to proiizlazi iz j·ednadzbe 
(2 i5), t . . j. tkada bi dodaci djelov.ali .samo kao unutra8nji filtri. Jasno je, 
da kod toga ri·ema niti govora o nekom inhilb1torskom djelovanju dodanih 
tvari. ·- · 

Za obrazlozenje ove inte·resantne po•ja;ve postoji vise razlicitih tuma
cenja. !zigleda, da se ovdj e ne rndf o pojavi senzibiliziirane fluorescencije. 
a i neke. tautomerne odn-osno mezomern,e prounje.ne .rnolekularnog oblika 
klorofila j~dva dola:ze ti roibzir. Pojav:e senzibilizirane ·fluorescencije doka
zane SU cesto U plinskim smjesama , medutiJtn tl otopinama ,do Sada nije 
uspjelo pronac1 sasvim sigumo ovakove proces·e13

). Osim toga. rtema osnova 
pretpostaviti, da se ukupno apisol"birano svijetlo u sistemu razdijeljuje na 
komponente po nekoj drugoj zakon~tosti, nego sto je odreduje jednadzba 
(2) , buduei .da je ista potvrdena u nacelu na svim sistemima, koji su u tom 
pogledu ispHani. Ova po·iava pojafano.1 intenziteta flu9rescenci je klorofila 
u prisutnosti aromatskih nitrozo- i nitrospojeva moze .se tumaciti pretpo
stavikom, Cla klorofil kemijski reagira sa doidanom tvar.i.' . Uslijed takove 
reakoije nasfopaju sasvirrn novi odnosi, tako. da se eiksperimentalni podaci 
razumljivo ne mogu poklapati 1sa vrijednostima dobivenhn racun~. Ov~m 

Tabela 8 
b-vil'liijed'!lJo.stm p-nllltroz<J1dlilmeti·Lan.ii!inra 

C2 ll g% b 

5,00 x 10-5 2020 
1,25 x 10-4 ··2810 
2,50 x 10-4 3347 
3,75 x 10-4 4355 
5,00 x 10-4 

I 
4450 

1,00 x 10-3 4510 

Tabela 9. 
b-vrijednosti za nitrohenzol 

C2 ll g% 

1,00 x 10-3 

2,00 X 10-3 

5,00 X 10-3 

1,oo·x 10-2 

2,00 x 10-2 

101 ,0 
HO,O 
138,4 
145,5 
133,25 

Tab e 1 a 10 
b-vrijednosti . za CJ..,nftronaftalin 

c2 u g% 

.'i,00 x 10-6 

1,00 x 10-4 

5,00 x .10~4 
1,00 x 1():-3 

b 

2020 
2230 

.2406 
.'2662 

13) G. Cado ,u, J. Firra11nik, Z . . Physiilk, 11, ~1922) 11161·;<1-7l (WOO) 2iOO. Vi1ch i 
Th. F,6 ~ s t .er, Z. El~ktrophern., _}3, (1949) 93. 
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tumaeenjem ni'je i,skljucena mogucnost, da vi!fak dodane tvari djeluje cisto 
fizikalno kao unt11trasnji fi.ltar na gasenje fluorescencije novonastalog spoja. 
Ovo tumacenje stoj.i takoder u skladu sa ·dosa<lasnjim dstraz1ivanjem na tom 
podrucju1

), te donekle potvrduje osnovnu pretpostavku stvaranja kom
pleksnog spoja izm€du klorroHla i aromatskih nitrozo- ~ nitrospoj eva. Da se 
takav .proces z.ai.sta i zhiva trebalo hi jos e·gzaiktno dokazati kemijskim 
putem. 

U 1:aibelama 8, 9 i 10 piiikazane su vrfjednosti za inhibitor.sku kon
stantu b, koja je i·zraeunata pomoeu jednadzbe (4) iz eksperimentalnih po
dataka. Ova konstanta b oznacava se i sa ~ Hi k, a pretstavljra koo.stantu 
gasenja fluorescencije. Razabire se da vrijednosti za konstante b ne ostaju 
za vrifeme gasenja fluorescencije kons.tantne, vec polagano rastu sa rastu
com koncentracijom doda·tka. To je I za ocekivati obziirom da je vec .doka~ 
zano, da se kod gasenja fluores·cencije iklorofila pomoeu ar()llla:tskih nitro:zo
i nitrospojeva ne radio i1nhibitorskom djelovanju, vec po svoj pridici o stva.
ranju novog kompleksnog spoja, kod cega ne moie vt·Se da vrljedi :inhibitor
ska j ednadzba ( 4 ). 

Studies of Chlomphyl. II 

The Extinction of the Fluorescence of Chlorophyll 

by 

T. VRBASKI 

In C()IJ1Jtiniu101tioDJ oif .tlhe. ilruv·e6tig1a1t i1on1s on tlhe p1hysi1co-ch1emkal piiop·eirtrliesr Olf chforo. 
phy1l, the in1Fluence oif the a·ddii.tion oif certa:1n sUJbstances on the extinction of the 
flu!O!re~cerice oif ch::ioroipihywl i n methanol s1o lutio[lj has been examrl111Jed .. In pairticuJa,r . the 
influen1ce of p-nrr tws()•dimethyilani.li0ne, nitrorhe11'zene anid cx-niltronapht~lene has bee·ti. 
£tud'.ed. 

The measurements of the ext''m,ct:on of lfl.uiorescence oif chloropihyH in the presence 
of ia1dded Slllibs!JaITTJces as we!l1 ais 01f tlhe albsorip1tli101n o tf tlhe ·c.h/!01r·orplhym so1ll\lltiorri, .1nd 
Olf the soLuUorus w:i!th iad:dJed sUJbis1tan.ce1s- were C'llrrllied 01ut wfotih a rpihotoelJ.ectnic fl'.iuoro-
rriete·r .in 1Jhe 1ullik 1ruvl'.klilet a1t aibo1Urt 3661 m µ. . 

Lt wa1s fol\llllJd tlha1t vaidfled Slllihistanc·es ·ex;ting1Utlsh ·the tfliuor.es.cence of chloiro[phyllib to 
:a mUJoh simal'l•e1r dle~l'ee tihaTu ~t sih10l\lJ:d 1 be expected' froim the act'io:n olf true/Se 
substances ais an .interoo['. 1i1ght-£1H1ter. The imeasu·md 'iintens.Dty 'Olf ifiluo·rescence 
m the p·resence of those substances d ffers in some cases urp to 40% from ·the computed 
vai~ue , I1t -ils ev;'1dlernt t!h.11t we: cannot srpeaik here oif ai tl"ue im1h'1Mto1ry irrfJuienice oif the added 
srnbsfances because the observed e1ffoct is quite dDfferein:t from a rea1l inh ibiirory action'. 

1t is ce.rta~n t:hat 1the e!ifeot ic1bserv,erd repres•e!Ilits :ndtiher .an anomaloius :aibso.rption 
phenomenon nor a 1sensilbLloi!ze<l Dluorescence pihenome:11on. This effect can be exp:;:a'ine·d 
by a1s1s·umi111jg that ·the chlnro:phy'H rea·ots chemi1caily with ,the .added substance forming 
a new comp.lex compoun:d. In such a case the expe·r~menta.t data ·for the 'i1ntensity of 
fliuo·'r·esce!IliCe ca1111n01t, · h<01We'Ver, a;g,!'ee w:itlh t!he computed val!iues. T h'ls eJGPiainaitlio.n 
does no•t exci'.lud.e the pos,stlbf.ility ·!Jha1t !Jhe addied s'Ulbsifall!lce ~ots ,aJ:iso pihY'SlilCaly .as an 
internal ~'·ghit fhlter in .the extilncho1J1 Qf t'he fh.1i0.r.es·ceJnice o.f tihe new coimpo1U.nd. Tlhis 
exp·~ariatikl·h aig'l'ees ·a[s,Q. w Hth other iinvestiJg11tilon1s m~icEe ~In tihiis fieM thus far. It is 
n ecesSirury, howeve·r , to prove ·the read exisfonce ·of sucih -a comip·Lex CIOmrpoum,d between 
the chl'.'Oropihyl'JI a1n d the u.s·ed a'l'oma•ti~c n '.,trns'O a,nid ni•tiroiccllll!Po1unds by ifiuritlhe·r ~nvest:i -
gail1roirus;,; - · 

[Rec~ived , .December 8, 195-0} 


