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(54) Spdésob delenia asimiladngen farbiv

Vynélez sa tyka spdsobu izoldcie a idenvifikdcie asimiladnych farbiv izolovangch
z rastlinného materidlu. 4

Doteraj&ie spbeoby izoldeie a delenia asimiladngch pigmentov, ako sd chlorofyly a ke-
rotenoidové farbivd, boli zalo%ené na ich extrakecii acetodnom. Po pridani dietyléteru
a vody nastane rozdelenie fédz, prifom karotenoidy prejdi do etyléteru a chlorofyly osta-
nd vo féze acetonu a vody.

Bal¥ie delenie chlorofylov sa vykond delenim stipcovou chromatografiou, pridom sko
adsorpdng materidl sa najdaste%i®ie pouZiva celuldza, Skrob a sachardza.

Larotenoidné farbivé sa taktieZ najdastejfie delia stipcovou chromatografiou, pridom
ako adsorpny materidl sa pouZiva £krob, sachardza, uhliditan vépenat§, oxid horednaty,
oxid vipenat: = iné. Po naneseni vzorky karotenoidov na stipec koldny sa koldna vyvija
pclérnejiim rozpiétadlom tak dlho, pokial neddjde k oddeleniu zon jednotlivych karotenoi-
dov. Potom sa stipec sorbentu vynerie z koldny, rozdeli podla zon a jednotlivé zény far-
biv sa eluujld poldrnym rozpiftadlom a dalej identifikujud.

Nedestathom dcoterajéich postupov na delenie rastlinnych asimiladnych farbiv je to, Ze
na delcnie chlorofylov a karotinoidaych farbiv bolo potrebné volit samostatné postupy de~

lenia a na delenie karotinoiddv sa pouZivali nad sebou dva a¥ tri adsorpdné materidly.
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Predlodend metoda riedi tento problém, podstatne zjednodufuje rozdelenie agirilalnyjeh
farbiv za pouZitia jedne] koldny naplnenej nolyamidov; m prdSkom vhodnej zrnitostl a za po-
ufitia jednéno vyvijacieho postupu.

Prikiad: Rastlinngmaterifl napr. datelina v mnolstve pribliZne 2 g ga extrahujie postunne
do 20 ml bezvodého acetonu do dplného vyextranovania farbiv. Po pridani n~hexdénul v mnoz-
stve 5 a# 10 ml a nasytendho roztoku kuchynskej soli v mnoZstve 5 a% 10 ml sa prevedd far-
bivéd do n-hexdnu. Zvyiky acetdnu sa z n-hexdnove] fézy vymyju agétilovanou vodou, V pri-
pade, %e v n-hexdnovej fdze zostand stopy vo forme emulzie, tieto sa odstrénia odstredo-
vanim,

Na pripravu etipcove] koldny sa pousije polyamidovy prd¥ok, napriklad typu "Miramid",
z ktorého sa odstrénia Siastolky men¥iehc priemeru nez 0,08 mm. Z takto upraveného poly-
amidového préfku bez predchédzajlicej aktivicie sa pripravi suspenzia v n-hexéne alebo
petroléteri, ktord sa naleje do trubice o priemcre 1 cm 2% vrstve polyamidového pré&ku
v koldne dosshuje ca 10 cm. Ha takto pripravent koldnu sa nanesie 2 ml extraktu asimilad~
nych pigmentov, prifom je vIhodnd koncentricia extraktu ca 0,5 mg chlorofylcv v 1 ml ex-
traktu.

Polyamidovy préok mé ti vihodu, Ze je interny vodi delen’m materifilom a v stipcovom
prevedeni chromatografie sa zabrahuje oxiddcii oxilabilnych lédtok vzduinim kyslikom,

Po vsiaknuti vzorky extraktu do polyamiéového stipea pridévame na stipec také mnoZstvo
n~hexdnu, 3o obylajne predstavuje ca 2 ml, aby sa medzi zénouﬂ?» karotinu, oddelovanou
ako prvou a ostatnymi ﬁaslednymi farbivami, ostdvajicimi na Ztarte kolony, vytvorila me=
dzifdza, Napokon J- karctin vytésnime zo stipca petroléterom.

Xantofyly sa oddeluji zo Startu koldny zmesou petroléteru a benzénu v rdznych pomeroch
so etdle vzrastajicim obsahom benzénu, naprislad 4:1, 3:2 a 1:1. Posledné zbytky xanto-
fylov sa vyteenuji zmesou petroléteru a benzénu v pomere l:l,

Pri pomere petroléter - benzén 1:1 sa zalina eluovat uz aj chlorofyl a , kforﬁ sa dale]
oddeluje a eluuje priddvanim benzénu.

Balsi pou¥ity rozpistadlovy systdém benzén-chloroform v pomere 1:1l vytesni zmes & a 2'
a zbytok chlorofylu b sa vymyje metanolom.

Tymto spbsobom delenia sa dostane chlorofyl & chemicky disty, frakecia chlorofylu b ob-
sahuje stopy chlorofylu a.

Na urgchlenie delenia,podnic stupﬁom druhym, tj. po vyeluovani/ - karotinu, moZno
pouZit za vfelom urychlenia delenia tlakovy baldnik, ktor§y sa nasadzuje na hrdlo sklene-
nej trubidky. Cas delenia jednotlivych frakcii farbiv sa tymto skrdti na tretinu a uSetri
sa aj spotreba rozpistadiel.

V uvedenej tabulke uvédzame experimentdlny ziznam delenia asimiladnych farbiv, sled

pou¥itych rozpudtadiel, ich mnoZstvo a trvanie delenia s pouZitim balonika a bez neho,
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Stupen v spotreba rozpi¥tadla
delenig farbivo rozpiétadlo 2 cas’trvan}a -
s_balonikom bez balonika
ml | min mi fmin
1 b karotin nexén 2 3 7 10
2 petroléter 5 15
3 lutein,violaxantin petroléter-benzén 4:1 10 20
violaxantin,neoxantin - 3:2 10 7 25 25
reoxantin,chlorofyl a - 1:1 10 20
4 chlorefyl @ benzén 10 3 15 10
5 chlorofyl a + b benzén - chlaroform
1:1 5 3 5 5
6 chlorofyl b _imetanol 10 4 15 10
buma rozpiftadiel v ml 62 - 122 -
Fas trvania v minutach - 20 - 60

PREDNMNET VYNLELEZU

Spbsob delenia asimiladnych. farbiv vyznadujici sa tym, Ze sa rastlinny materidl extra-
huje n~hexénom, extrakt sa dell st{pcovou chromatografiou na polyamidovom prafku zbave-
nom mensej frakcle neZ je priemer 0,08 mm za pouZitia eluadného 3inidla petroléteru,
prifom na rozdelenie xantofylov sa pouzije po sebe zmes. petroléteru a benzénu v pomeroch
4:1, 3:2 8 1:1 a v dalfom na vytesnenie chlorofylov g a b sa pouZije zmes benzénu a chlo-

roformu v pomere 1l:1 a na konci zbytok chlorofylu b sa zo stipeca vymyje metanolom.
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