Stanovenie chlorofylu v surovindach a vyrobkoch
potravindrskeho priemyslu

M. GRODOVSKY, M. HRBALLOVA

Termin ,,nutriénd hodnota® stdva sa heslom niuky o vyzZive. Davno su prec
doby, kedy sa hodnota potraviny merala rovnakym meradlom ako vyhrevnost
uhlia. Zistili sme a zistujeme jednak na vlastnej skode, jednak zasluhou vy-
skumu o vyzive, Ze samotné kalérie nas neuzivia. Ku cti prisli mimo zaklad-
nych zloZiek potravin a vitaminov i vlastnosti akcesorické ako su farba, chuft,
vbéna a uprava potraviny.

Jednou z ddlezitych pridatnych vlastnosti surovin a vyrobkov rastlinného
povodu je ich farba, konkrétne u zelenych vyrobkov obsah a forma pritomného
dhlorofylu. Mnozstvo zachovaného chlorofylu prezradza ndm totiZ genézu vy-
robku, jeho osudy od zberu z pola aZ po sterilizaciu v plechovke.

Chlorofyl vo vy$sich rastlindch je zelené farbivo velmi podobné svojou
zédkladnou kostrou krvnému farbivu — hemoglobinu, od ktorého sa 1i§i najma
komplexne viazanym horélkom. Samotny chlorofyl je pritomny v rastlinach
vo dvoch forméach oznatovanych a a b, liSiacich sa poboénym refazcom na
pravem hornom kruhu.

Uc¢inkom enzymu chlorofylazy pritomnom v niektorych rastlinach ako aj
u¢inkom silnych kyselin odstiepuje sa pobodny retazec fytol za vzniku chloro-
fylidov. Na spektrum vo viditeInej oblasti vS8ak tato strata pobo¢ného retazca
nema vplyv (1, 2).

Omncho zavaznejsia je vSak zmena prebiehajuca uz v slabo kyslom prostredi,
napr. pri pH 4—5, spojena s viditelnou zmenou farby a charakteristickym po-
sunom maximalnej absorpcie. Tato zmena najviac zamestnavala a zamestnava
mysle potravinarskych chemikov a technolégov, lebo vyrazne ovplyviiuje
vzhlad a tym i kvalitu zeleninovych vyrobkov.

Pri¢inou zmeny je reakcia, ktord méZzeme suméarne vyjadrif rovnicou:

R—Mg +2H RH, + Mgt+

Podla tejto sumarnej rovnice meni sa zeleny chlorofyl na Sedivy feofytin.
Studiu reakcie venovalo svoj um uZ vela chemikov. Bude i naSou snahou
prispiet k problematike, najméd venovat sa kinetike konverzie chlorofylu na
prislusny feofytin v zavislosti od vonkajsich ¢éinitelov ako su teplota a kon-
centracia vodikovych iénov. V prvej casti tejto prace venujeme sa popisu me-
todiky a stanoveniu stupna konverzie u niektorych surovin konzervarenského
priemyslu.

23

BULLETIN V/2 - 1966




R = —CH;4 pre chlorofyl a
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R = —-C pre chlorofyl b
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H Obr. 1.
Metodika

Priprava chlorofylu a¢ a b

Cisty preparat chlorofylu a resp. b nie je bezne na trhu, pripravili sme si
preto potrebné mnoZstva z rastlinného materialu v hlavnych rysoch podla
metddy popisanej] Smithom a Benitezom (3).

50 g mrazeného Spenatu sa v mixéri rozseka a sucasne extrahuje zmesou
200 ml aceténu a petroléteru v pomere 1:1. Riedka kaSa sa odsaje na nuéi S-3,
na ktorom je vrstva piesku kvoli lepsej filtracii, zvySok na filtri sa premyje
aceténom, aby sa vyluzil vsetok chlorofyl.

Roztok sa zbavi aceténu premyvanim v deliacom lieviku, kde sa prida dal-
§ich 100 ml petroléteru. Premyva sa nasytenym vodnym roztokom uhlicitanu
hore¢natého, najlepsie len kruzivym pohybom, aby sa predislo tvorbe emulzie.
Xantofyly sa zvi¢Sa odstrania premytim petroléterového extraktu 70 %4 me-
tanolom, 3 davkami po 70 ml Metanol sa odstrani opdtovnym premytim
nasytenym roztokom uhli¢itanu hore¢natého.

Chromatograficka kolonka rozmerov 25X 300 mm sa naplni asi do vysky
25 cm zmesou praskového cukru a skrobu v pomere 100:3, cukoir sa predtym
vysusi pri 80—100 °C po dobu 3—4 hodin. Navrch sa nasype asi 2 cm vysoka
vrstva bezvodého siranu sodného. Uspech delenia zdleZ{ na spravnej priprave
kolonky, aby neostali vzduchové bublinky, ktoré by mohli daf vzniknut ka-
nalikom a tak znehodnotit stipec. Kolonky mozno plnit aj za mokra, u uZiich
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priemerov rurok (pod 30 mm) vSak je rychlejdie nasypanie a utlacenie z=z
sucha. V letnych svetlych mesiacoch treba pracovat v chladnej a tmavsej
miestnosti, pripadne kolonku chranit tmavym obalom voé¢i svetlu. Cez ko-
lonku necha sa pretekat petroléter, ktorého hladina sa musi udrziavat asi
3—5 mm nad stipcom a pipetou rovnomerne nanesie analyzovany roztok, za-
nusteny vo vakuu, na kolonku spomenutych rozmerov v mnoZstve 0,5—1,0 ml.
Stipec cukru po rozdeleni zon olivovozeleného chlorofylu b od modrozeleného
chlorofylu a sa vytla¢i, zény opatrne od seba mechanicky oddelia a eluuju
acetéonom. Acetéonovy roztok sa podrobi opdf celému postupu (vymytie, pre-
vedenie do petroléteru atd.) aspon dva razy, ktorym postupom sa ziskaji na-
koniec roztoky ¢istych zloZiek chlorofylu a a b.

Cistota preparatov sa najrychlejsie zisti pomocou registraéného spektrofoto-
metra. Odchylka od absorpénej krivky ziskanej pomocou Standardného pri-
pravku nadm ju potvrdi alebo prezradi pritomnost artefaktu. Zscheile a Co-
m ar (4) sudili na kontaminaciu chlorofylu prislusnym feofytinom podla pome-
ru R, resp Ryp. Je to pomer Specifického absorpéného koeficientu chlorofylu
v maxime ¢ervenej oblasti spektra k &pecifickému absorpénému koeficientu
pri 505 (pre chlorofyl a), resp. 320 nm (pre chlorofyl b). kde maju jedno z ab-
sorpénych maxim prisluéne feofytiny. Pomery nimi uvéddzané su 52,4 pre Ry,
12,9 pre Ry . Specificky absorpény koeficient je definovany zlomkom
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Cbr. 2. Absorpéné spektrum chlorofylu a (plna ¢iara) a feofytinu a (preruSovana
¢iara. — a — Specificky abs. koeficient, nm — vlnova dizka v nanometroch (10— m).
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Cbr. 3. Absorpéné spektrum chlorofylu b (plna ¢iara) a feofytinu b (prerusovana
¢lara). — a — S$pecificky absorpény koeficient, nm -- vlnova dl?ka v nanometroch
(10— m).

Stanovenie chlorofylov

Cisté preparaty chlorofylov sa pouZili na stanovenie absorptnych kriviek,
ktoré suhlasili polohou maxim i tvarom s absorpénymi krivkami uvadzanymi
v lit. (3, 5). Maly rozdiel vo vlnovych dlzkach je zapri¢ineny nepresnosfou pri-
stroja, resp. odchylkou tabulovanych hodnét od skutoénych. Absorpéné
krivky pre nedostatok prislusného registracného spektrofotometra sa ziskali
na spektrofometri VSU-1 fy Carl Zeiss za pouzitia skleného hranola ako mono-
chromatického zdroja a volframovej Ziarovky.

Po prevedeni chlorofylu na prislusny feofytin pdsobenim niekolkych krystal-
kov kyseliny stavelovej premerali sa absonpéné krivky prislusného feofytinu.
Tym sme zistili prislu$né absorpéné maxim4 chlorofylu a prislusného feofytinu,
aby sme mohli pouzit rovnice odvodené Vernonom (5) na vypocet chlorofylu
a a b a prisluénych feofytinov.

Metodiku stanovenia cholorofylov ako aj stupna konverzie na feofytin sme
si overili na niektorych zelenych surovinidch, pripadne mraziarensky spracova-
nych vyrobkoch. Spracovanie vzoriek bolo obdobné ako pri priprave vzoriek
na pripravu d¢istych prepardtov chlorofylu, samozrejme len po ziskanie ace-
ténového extraktu, ktory sa upravil tak, aby obsahoval 80 %) aceténu. Najprv
sa urobili merania pri prisludnych vinovych dizkach na pévodnej vzorke, potom
pridanim pevnej kyseliny sfavelovej v prasku premenili sa chlorofyly na feo-
fytiny a vykonali sa opdf merania pri vybranych vinovych dizkach. Merania
sa pouZili na vypocet obsahu chlorofylu a a b, ako aj stupna konverzie. Vy-
sledky uvadza tabulka:
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’ ! Vezorka
|

Hrasok éerstvy Libichovicky

Hréasok ¢erstvy Edelperla

[ Hrasok mrazeny

Spenat mrazeny

Fazulka zelend madarska

Paprika Severka

= Kalinko

PCR

Dzulunska $ipka

! Ceska ranna

"

Hodoninska zelena

Moravskd ovocna

Tabulka 1

9, konverzie

chlorofylu i
Poznadmka

cel-
kovy

|
a b

14,91 27,86 19,42

2384 428 1884 |

10,47

34,78 30,0 33,19
20,31 26,86 22,56
24,29 45,36 34,31 |

5,66 57,69 31,42

8,61 9,86

tmavozelena

svetlejsia

12,5 9,09 11,11 | svetla zelend

15,95

6.08 38,20

pfeferon (paliva)

26,19 52,5 39,02 |

226 51,06 36,0

Chlorofyl Feofyvtin
. mg/100 g mg 100 ¢ ‘
cel- cel-
a 6] kovy i 5] kovy
I 97 44 141 1,7 1,7 3,4‘
10,8 47 155 34 02 36
L 94 43 137 1,1 04 15
|
= —— =
40,5 21,7 62,2 21,6 93 309
i 10,2 49 151 2.6 1.8 4,4
| 8.1 5,3 13,4 2.6 4.4 7,0
5,0 2,2 72| 03 3,0 3.3
1,4 1,0 241 0,2 0,1 0,3
156 81 237 | 1,01 34 45
|
31 1,9 50 ‘ L1 21 32
1,1 2,3 6,4 1,2 2,4 3,6
0,8 0,6 1,4 ‘ 0,6 1,4

42,85 70,0 58,82 ‘ rajéinova svetla |




Diskusia

Z tabulky vidno, Ze s vynimkou vzoriek ¢. § a 12 pomer cholorofylu a ku
chlorofylu b nemusi byt 3:1, ale moéze byt i nizsi, pripadne vys§i. Podobné
vysledky mali i Vernon (5) a z domacich autorov Sestak (8). Rozdielny
pomer pravdepodobne suvisi s vyvojovym $taddiom rastliny, pripadne i druhom.
Na rozdiel od Vernona nezistili sme prednostni premenu chlorofylu a na feo-
fytin, percento konverzie chlorofylu b zda sa nam vSak v niektorych pripadoch
privysoké. MoZzno je suvis so zjavom, kitory pozoroval i Vernon, ovSem
len v jednom pripade. Tomuto problému budeme venovat i nadalej pozornost.

Vysledky uvadzané v tabulke su priemerom z vypocétov podla rovnic 1 az 6
uvadzanych Vernonom.

Vyhedou tychto rovnic je, Ze umoziuju stanovit a sledovaf jednotlivé kom-
ponenty zeleného farbiva a jeho konvertovanej splodiny feofytinu, &o ma
vyznam najma pri sledovani kinetiky konverzie v modelovych roztokoch s izo-
lovanymi komponentami, i v rastlinnej tkani, ¢o bude tiez predmetom dalSej
naSej prace.

Suhrn

V dlanku je uvedeny postup stanovenia jednotlivych chlorofvlov (a a bj,
ako aj po konverzii vzniklych feofytinov. V tabulke su pripojené vysledky
stanovenia chlorofylov v niektorych surovinach.
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Onpegesenne xaopoduiia B CHIPLAX B NPOAYKTAX HNIIEBOi
HpOMBIH_UIE‘HHOCTH
Branoau
B crare mpuBegUTCA METORMKA OMPEIeTCHUH OTACILIBIX XJaopoduaios (a it b), u deodu-

TUHOB, BOBHUKIMUX Ilocae Kowsepenu. B rabmuie IpnBelCHBI pesysIbTATHL OIpeejIeHUA
XJTOPOPUIIOB B HEKOTOPEIX CHIPBSIX.

Bestimmung von Chlorophyll in Rohstoffen und den
Erzeugnissen der Lebensmittelindustrie
Zusammenfassung
Im Artikel wird die Verfahrenstechnik einiger Chlorophylle (a und b), sowie

auch nach der Konversion entstandener Pheophytine angefiihrt. In der Tabelle sind
die Ergebnisse mit einigen Rohstoffen angegeben.
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