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Stadium absorpénych spektier rastlinnych pigmentov

Teoreticka cast

Najdolezitejsim predpokladom pre spravny priebeh zivotnych funkcii organizmov je pre-
mena chemickej resp. slnecnej energie na energiu organizmu vlastnd. Vacsina rastlin a nie-
ktoré baktérie maju fotosynteticky systém, pomocou ktorého st schopné prijimat a premie-
nat energiu zo slnecného Ziarenia. Fotosynteticky systém musi zahftiat molekuly schopné
absorbovat svetelné kvanté, prenasat energiu na iné molekuly a vediet sa navratit do za-
kladného stavu tak, aby molekuly boli znovu schopné absorpcie. Pri zelenych rastlinidch
plni tato funkciu chlorofyl. Chlorofyl sa vyskytuje v piatich mierne odlisnjch forméach.
Jedna rastlina najcastejsie obsahuje niekolko jeho foriem [1]. Farbiva absorbujice viditelné
spektrum su dolezité aj pre spravnu funkcionalitu zraku zivocichov.

Rastlinné farbiva su latky obsiahnuté v rastlindch, ktoré maji schopnost absorbovat
elektromagnetické spektrum z ultrafialovej a viditelnej oblasti. Podla typu rozpustadla
delime rastlinné farbiva na hydrochrémy a lipochrémy. Hydrochrémy st pigmenty bunkove;j
stavy a vyznacuju sa rozpustnostou vo vode alebo v polarnych rozpustadlach. Lipochrémy
st pigmenty plastidov, preto s rozpustné len v tukoch [2].

Hydrochréomy su lokalizované vo vakuolach rastlinnych buniek. Nachadzaju sa v plo-
doch, listoch a kvetoch. Jedna sa o chalkény, flavény, aeurény a antokyany, ktoré spésobuji
ich ¢ervené, modré alebo fialové zafarbenie. Farbu urcuje pH prostredia, v ktorom sa na-
chadzajua [2].

Do skupiny lipochrémov zaradujeme chlorofyly, fykobyliny a karotenoidy. Chlorofyly
sa nachadzaja v chloroplastoch rastlin a st to horc¢ikové derivaty porfyrinu. Hraja délezitu
ulohu vo fotosyntéze. Fykobyliny sa vyskytuja pri nizsich vyvojovych stadiach rastlin napr.
machy a liSajniky. Karotenoidy st nenasytené uhlovodiky, ktoré obsahuji chromoplasty.
Do tejto skupiny patria karotény, pre ktoré je typicka oranzova farba a xantofyly s typickou
zltou farbou. Na obrazku obr. 7.1 st chemické vzorce chlorofylu, karotenoidu a antokyanu
[2].

Molekula chlorofylu (obr. 7.1) pozostéava zo 4 pyrolovych jadier, umiestnenych okolo
centralneho atému kovu horcika. Takato sStruktira mé podobu molekuly hemoglobinu.
Hor¢ik mozeme z vizby uvolnit opatrne hydrolyzou napriklad kyselinou oxélovou a vznikne
feofytin. Styri pyrolové jadra maji konjugovany m-elektrénovy systém vdaka striedajtcim
sa jednoduchym a dvojitym vizbam. Prave tento systém je mozné vzbudif pomerne nizkymi
davkami energie. Z tohto dovodu mé chlorofyl schopnost absorbovat kvanté dlhovinného
Ziarenia viditelného svetla a na das t ~ 5.107*s tieto kvant4d akumulovat. Ak by nedoslo
k zadrzaniu energie, uvolnila by sa vo forme Ziarenia alebo tepla. V pripade fotosyntézy
by to bolo nevyhodné, lebo nahromadené energia sa vyuziva ako hnacia sila chemickych
procesov syntézy (napr. syntéza ATP) [2].

Karotenoidy (obr. 7.2) zohravaju tlohu vo fotosyntéze ako zachytévace energie. Pomo-
cou fotosystému II ju odovzdavaja chlorofylu, kde sa vyuzije v primarnej faze fotosyntézy.
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Obr. 7.1: Chlorofyl [3].

Obr. 7.2: Karotenoid [4].
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Obr. 7.3: Antokyan [5].

Karotenoidy okrem ochrany buniek pred nadmernym oziarenim zvysuju aj spektrum vl-
novych dlZok, pri ktorych je systém schopny fotosyntetizovat, maju fotosyntetick funkciu
[1].

Antokyan (obr. 7.3) je vo vode rozpustny pigment. Patri k flavonoidom a vyskytuje
sa vo forme glykozidov. Ich farba sa meni v zavislosti od pH prostredia, v ktorom sa
nachadzaju. Kyslé roztoky maji cervenu farbu, v neutradlnom prostredi su sfarbené na
fialovo a v zasaditom prostredi sa vyfarbuji na modro. Tieto zltceniny sa mozu pouzif na
identifikaciu zakladnych typov pH. Toto farbivo sa vyskytuje v listoch c¢ervenej kapusty
a v plodoch ¢&iernych ribezli [1].
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Absorpciou svetelného Ziarenia sa molekula dostéava do vzbudeného stavu. Kazdému
vzbudenému stavu zodpoveda diskrétna energeticka hladina, pricom suma energetickych
hladin jednej molekuly tvori tzv. energetickil Struktiru molekuly (obr. 7.4).

276 kJ . mol™ .
2. singlet
) T~10"s
A
172 k). mol™ )
g = _s 1. singlet
o =A== T~107°s
o™
— ~ E >
2| L c | & 130 kJ . mol ™ .
= o p E;= 1. triplet
© ® ks ='=—F—— 1>10"%s
o ~ C © I @©
o > (] [J) — 1 <
< ~ O o 1V
< = 1< | 8 $9 IE
[C) “© = O o
z e | "|8S e
| O O . ;
— ¥V V=V singletovy
zakladny stav

Obr. 7.4: Energeticka pasova struktiara molekuly chlorofylu a znazornujica energiu a prie-
mernu dobu zivota najdolezitejsich vzbudenych stavov (priame Sipky reprezentuju ziarivé
procesy, vlnovky neziarivé procesy) [1].

V tejto Struktire sa udéava energia kazdého vzbudeného stavu a stredna doba jeho
zivota. Informécie o vlnovjch dizkach kvanta absorbovaného danym typom molekil mozno
ziskat $tidiom absorpéného spektra [2].

Vo vSeobecnosti plati, ze elektromagnetické vlnenie, ktoré prechiddza urcitym objek-
tom sa zoslabuje absorpciou a rozptylom. Ak svetlo prechddza homogénnym prostredim,
rozptyl je prakticky zanedbatelny a zoslabenie svetla je sposobené iba absorpciou. Podla
Lambertovho-Beerovho zakona je pri homogénnom zlozeni média zoslabenie svetla dané
hrubkou preziarenej vrstvy ¢, koncentraciou absorbujicich molekil ¢ a prislusnymi kon-
Stantami Gmernosti a, a b, pre tieto dva prispevky. Konstanty slizia na charakterizaciu
velkosti svetelnej absorpcie pri uréitej vinovej dizke. Matematicky je mozné vzfahy vyjadrit
rovnicami:

—dI = Iyaxd¢ (7.1)
—dl = Ighydl (7.2)

kde I je intenzita dopadajiceho monochromatického svetla, dI je zmena intenzity mono-
chromatického svetla, ktoré preslo cez homogénnu absorbujtcu vrstvu. Separaciou premen-
nych a integraciou oboch diferencidlnych rovnic v hraniciach od 0 do ¢ pre hrubku vrstvy
a v hraniciach od 0 do ¢ pre koncentraciu dostaneme:

I I
In 70 —ayl, In 70 = bye (7.3)
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Zltcenim rovnic do jednej zavedenim konstanty imernosti € je matematickym vyjadrenim
Lambert-Beerovho zakona.

I = Ipe— (7.4)

Konstanta timernosti €, ktord sa nazyva molarny extinkény koeficient (molarna absorpti-

vita, alebo extinkény koeficient), je pre kazdy druh molekil charakteristickd a zavisi od

struktiry molekuly, od fyzikdlno-chemickych podmienok okolia a od vlnovej dlzky Ziarenia.
Dekadicky logaritmus pomeru intenzit sa oznacuje ako absorbancia:

I
A=log 70 = —logT = ecl (7.5)

Lambertov-Beerov zakon plati iba pre monochromatické svetlo a velmi zriedené roztoky,
v ktorych nie si1 absorbujtice molekuly ovplyvnené medzimolekularnymi interakciami napr.
tvorbou komplexov.

Pomer /1, sa oznacuje tiez ako priepustnost, transparentnost alebo transmitancia T.

Experimentalna cast
Ulohy

1. Zaznamenajte absorp¢né spektra chlorofylu a karoténu.

2. Analyzou ziskanych absorpénych spektier uréte koncentracie extrahovaného farbiva
z jednotlivych latok.

Pristroje a pomocky

Transmisny spektrofotometer, maziar, ti¢ik, filtraény papier, noz, kremenné kyvety na me-
ranie transmsie v UV-VIS oblasti, pipety, spicky, kadicky.

Chemikalie

Mrkva, zelené listy rastlin, chloroform (acetén), etanol, destilovana voda.

Opis zariadenia a metéda merania

Na meranie intenzity absorbovaného svetla v roztokoch sa pouziva spektralny fotometer,
ktory pracuje vo viditelnej oblasti. V spektrofotometri je Ziarenie vhodného svetelného
zdroja rozlozené hranolom alebo difrakénou mriezkou. Dalej sa vedie cez skiimanti vzorku
az do detektora Ziarenia. Nato¢enim hranola alebo mriezky sa d& nastavit poZzadovana
vlnova dlzka svetla. Na zaznam Ziarenia sa pouziva fotodetektor. Vychadzajici fotoprad
je mierou vystupnej intenzity svetla.
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Postup merania a vyhodnotenie

1.

2.

Material (mrkvu, listy) pripravime a rozdrvime v maziari. Rozdrvené zmesi zalejeme
roztokom chloroformu (aceténu) s objemom 10 ml.

Extrakt prefiltrujeme cez filtraény papier. V roztoku sa nachadzaji rézne molekularne
formy chlorofylu.

Extrahované farbivo zriedime na minimalnu hodnotu tak, aby roztok bol slabo za-
farbeny.

V spektrofotometri najskor zmeriame signal prechadzajuci kyvetou, ktora obsahuje
Cisté rozpustadlo. Odéitanim tohto spektra od hodnot nameranych pre roztok farbiva
ziskame absorpc¢né spektrum rozpusteného materiadlu v roztoku. Ziskané vysledky
zaznamename do grafu. Z hodn6t maxima absorbancie urc¢ime koncentraciu farbiv
v roztokoch pouzitim Lambert-Beerovho zakona. Hodnoty absorpénych koeficientov
pre dané molekuly pre jednotlivé vinové dlzky sa daji najst v tabulkach. Pre chlorofyl
a je to okolo £4, = 111700cm?/mol pre maximum absorbancie pri vinovej dlzke
A = 430 nm. Pre karotén je &, = 139500 cm? /mol pre maximum v okoli A = 450 nm.
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