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Zdentk Sestak:

Kvantitativni stanoveni chlorofylu v fasach a sinicich
Ustav pro fysiologii rostlin University Karlovy

Sbirka kultur autotrofnich organitma CSAV

Mnozstvi pigment v fasidch a sinicich je tidajem pro hydrobiologii dosti
vyznamnym. Pomoci ného se néktefi autori snazili uréit celkové mnozstvi
fytoplanktonu (2, 5, 7, 8, 9, 12, 17, 23) a tim i velikost biomasy v studovaném
vodstvu, byl sledovan vztah mnozstvi chlorofylu k intensité fotosynthesy
planktonu (13 a j.), k velikosti planktonnich bunék (22 a 23), k intensité svétla,
ve kterém fasy rostly (24, 25) a podobné.

Metod k stanoveni pigmenth v fasach a sinicich byla jiz popsana cela
fada (viz 20, s. 27—43); nejsou vSak vétsSinou dostatedné kvantitativni.
Ukolem této prace bylo je kriticky zhodnotit a pokusit se o vypracovani jedno-
duché presnéjsi metody.

Metody a diskuse

Zakladnim piedpokladem pro stanoveni pigmentt v drobnych vodnich
organismech je spravny odbér vzorku vody a jeho zahusténi (viz na p¥. 11, 18).
K analyse nesmime uzit t. zv. sifového planktonu, protoZe i husté sitky ne-
zachyti vSechen nannoplankton, nejdalezitéjsi podil fytoplanktonu (3, 5).
Vzorek je také tieba odebrat vhodnym sbéracem. ) i

Odebrany vzorek musime zkonecentrovat, zbavit ho pokud mozno veskeré vody. Uéinnost
organickych rozpoustédel, kterymi pigmenty z organismt extrahujeme, zdvisi totiZ na tom,
kolik obsahuji vody. Tak na pi. uZ podle pokusdt Willstdttera a Stolla [v (19),
8. 162; v (4) 8. 85] je pro extrakei suchych vzork nejudinnéjdi aceton, zredény vodou na 85 9,
ethanol 90 % nebo methanol takifka bezvody; daldim ziedovanim se extrakce zhoriuje. Nemuuzeme
tedy extrahovat barviva piimo ve vzorcich vody, které obsahuji jen malé mnozstvi planktonnich
organismii.

Podle vétsiny hydrobiologickych metod (2, 9, 17; viz té% 19, str. 185; 20, tab. 5) se vzorek
vody zfiltruje kvantitativnim filtraénim papirem nebo sklenénym sintrem, na zachycené rasy
se nalije rozpoustédlo a necha se stat 90 min. a% 48 hod. JiZ v literatuie najdeme kritické hlasy:
z ndkterych druht Fas se pigmenty toti% extrahuji 1épe nez z druhych, co% pii prédci se smési fas
nutné vede k chybam (9 a j.). Podle Osipovové (15) zavisi rychlost extrakce znaéné na
typu bilkovin, na které je chlorofyl v plastidu nebo chromatoplasmé vézan (tikolem extrakce je
totiZz rozbit vazebni komplex pigment-bilkovina denaturaci bilkoviny a prevést lipofilni pig-
menty do pravého roztoku). Zilezi tedy nejen na druhu rasy, ale i na stéii, fysiologickém stavu
bunék a do zna¢né miry jisté i na jejich permeabilité a osmotickych vlastnostech (4).

V pokusech, které jsem délal s ¢istymi kulturami zelenych fas a Euglen,
se ukazalo, ze na pi. pomérné snadno se extrahuji tasy rodu Euglena (a ziejmé
bidikovei vitbec). Pod mikroskopem zjistime, Ze se pusobenim rozpoustédla
roztrhly nebo se alespoii porusila jejich blana bunééna. Jiné druhy (na pt.
Ankistrodesmus falcatus nebo Scenedesmus obliquus) se extrahuji velmi tézko —
i po deldim stani s rozpoustédlem buiiky zustanou celé a jen se do urdité miry
odbarvi; o néco lépe se extrahovala Chlorella viridis. Vysledek extrakce ovsem
neni ptimo zévisly na fylogenetickych vztazich mezi druhy: extrahovatelnost
pigmentt z blizce pfibuznych druht se dasto velmi lisf.

Extrahujeme-li pigmenty pouhym pfelévanim fas rozpoustédlem, mize
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znatné zalezet na druhu a koncentraci rozpoustédla a jeho pouziti. Proto jsem
podle soukromého sdéleni J. Hrb a ¢ ka pileléval sintry s Fasami malymi
davkami acetonu (ne]drlve bezvodym, pak nékolikrate 859, nakonec opét
bezvodym). Extrakce timto zptsobem neni vSak dosti kvantitativni (viz
tab. 2). Jen do jisté miry pomohlo vysuSeni sintra v exsikdtoru (které zase
ponékud podporuje rozklad barviv) nebo zvlhéeni Fas po prvni davee roz-
poustédla. U nékterych vzorkt nestadil ani 6 x opakovany extrakéni postup.
Neuspésna byla i fada pokust se vzorky na filtraénim papiie (viz tab. 2; téz
20, s. 147—149), ktery na rozdil od dokonalé filtrace sintry G 4 je pro kon-
centrovani zcela nevyhovujici; i nejhustdi kvantitativni papiry propoustéji
mnoho fas. Jak ukazaly pokusy, prodluzovanim a opakovanim extrakei jen
ponékud zlepsime, zato vSak se zvySuje rozklad pigmenti. Pigmenty patii
totiz k nejlabilnéj$im rostlinnym latkam. Pasobenim kyselin, louht, nékterych
dalsich chemickych sloudenin, tepla, svétla a kysliku z nich vznikd mnoho
oxydaénich a redukénich produkti. Jejich roztoky maji vice ¢ méné odlisna
absorpéni spektra (1, 16). Pritomnost téchto rozkladnych produkti znadéné
ovliviiuje vysledky, ziskané pii fotometrickych métenich.

Vysledky metod, pii kterych se vzorek pouze necha stat s organickym
rozpoustédlem, jsou neuspokojivé, vedou ke zkresleni. Je treba fasy rozrusit
tak, aby pigmenty mohly byt rozpoustédlem rychle vyluhovany.

Jedinou téinnou metodou ]'o mechanické rozetieni fas, pii kterém se doko-
nale rozrusi struktura buiiky, aniz by se poskodily pigmenty. PTipraci s vy$&§imi
rostlinami se listy obvykle roztiraji s piskem. Zjistil jsem, Ze tento zpisob
homogenisace je vyhodny i pro vzorky planktonu, vyzaduje v8ak zvlastniho
zplisobu koncentrace. Vyhodné by bylo fasy zcentrifugovat, v naich tustavech
je viak jen velmi malo vyhovujicich centrifug pro vét$i mnozstvi vody. Misto
nich se nyni hojné zavadéji membranové filtry (3): pro nase téely by se viak
hodily jen takové, od kterych lze fasy vhodné oddélit [na pi. rozpusténim
filtru v acetonu — viz (2)] — a ty nejsou u nas dosud bézné dostupné. Zkousel
jsem také koncentrovat fasy tim, Ze se strhnou do sraZeniny hydroxydu
zinenatého. Ve vzorku vody pfipravime pridanim 509, roztokt zinecénaté
soli a louhu voluminosni srazeninu, do které se ma plankton nachytat. Pokusy
ukézaly, Ze srazenina nezaohyti fasy kvantitativné; musime srazet dosti
znacnym mnozstvim reagencii, které zptasobuji rozklad plgmentu (louh a ko-
vovy ion !). Abychom mohli barviva extrahovat, musime jesté srazeninu oddélit
od vody a ususit [hygroskopicky Zn(OH), schne v exsikitoru §patné]. Ne-
rozpustna srazenina také tvoii Spatné propustnou hrdz pro rozpoustédlo;
ziskané hodnoty jsou nizké a nepravidelné kolisaji. Odpaieni vody barviva
silné narudi.

Pii hledani vhodné metody koncentrovani planktonu se mi nejlépe osvéd-
¢ilo filtrovat fasy pres pisek. K témuz zavéru dosli neddvno téz Dietrich
a Steinecke (3), ktefi na zakladé séitani bunék porovnavali dokonalost
filtrace planktonu sitkou, piseénym filtrem podle Sedgwick-Raftera
a membrénovym filtrem. Pro nage tcely je pisek zvlasté vhodny, protoze
piimo s nim zachycené fasy rozetieme. Navrhuji pouzivat tohoto postupu,
ktery ]sem dostateéné prozkousel: do Buchnerovy nalevky (uzival jsem na-
levky praméru 4,5 cm) se na filtraéni papir nasype 1 aZ 1,5 cm vrstva vhodné
rozetieného promytého sklaiského pisku (se zrny mensimi nez 100 y o primérné
velikosti 12-—25 y — vyzkousime pro dané vzorky planktonu. Sedgwick -
Rafterav filtr pouzivd pisku s daleko vétsimi zrny — od 90 do 400 u,
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ktery je pro zachyceni dasto 3 u velkych forem nannoplanktonu asi p¥ili§ hrubo-
zrnny). Nalevka se umisti na odssavacku a za podtlaku promyje vodou. Pies
pisek prosajeme vzorek, pisek vyklopime do trenky a zkontrolujeme, zda se
az na filtra¢ni papir nedostaly zadné tasy. Vzorek pak s piskem roztirame
asi 3 min. Lépe se osvédcilo tiit vzorek bez piidani acetonu. Pii zpracovani
fas neni zapotiebi pouzivat MgCO, k neutralisaci kyselin, kterych je v Fasach
pomérné malo. Tieni ukonc¢ime tehdy, kdyz uz se v pisku netvoii barevné
pruhy a viechen je stejnomérné nazelenaly. Pisek pieneseme znovu na Biichne-
rovu nalevku na odssavacce a teprve ted extrahujeme: zrusime podtlak, na
pisek pridame vidy 4 az 6 ml acetonu, nechame 0,5 az 1 min. extrahovat,
odssajeme do $iroké zkumavky, umisténé v odssavadee, na pisek piilijeme dalsi
aceton a postup opakujeme. Osvédcila se extrakee do celkového objemu 20 ml,
jeji kvantitativnost vyzkousime prolitim dalsiho rozpoustédla a kontrolnim
métenim. Za nejvyhodnéjsi povazuji extrakei nejprve bezvodym acetonem,
pak nékolikrate 859, posledni promyti opét bezvodym acetonem. Omezime
tak moznost tvorby koloidnich roztokt, extrakece je kvantitativnéj$i. Extrakt
prefiltrujeme pies jensky sintr 1 G4, doplnime ad 20 ml (nebo jiny vhodny
objem) a méiime.

Pri tomto postupu pracujeme s cerstvym vzorkem. Jsou tedy vyloudeny
ztraty pigmenti, které mohou nastat pri sudeni, uschové a pod. Rasy nemu-
sime bezprostiedné extrahovat: mizeme je jen zachytit na pisek a uschovat,
tteba v Petriho misce, ve tmé po fadu hodin (vyzkouseno 19 hod.), aniz by
doslo k prikaznym zménam. Shodné vysledky pro paralelni pokusy ukazaly,
ze rozetieni s piskem plné vyhovuje. Pfednosti metody je spojeni koncentrace
s extrakei. Nepocitaje v to filtraci, zpracujeme 1 vzorek nejdéle za 15 min.
Vysledky jsou srovnatelné pro rtzné koncentrace, jak na pi. ukazuje tab. 1;
k vétsim chybam dojde pii praci s nepatrnymi kvanty fas.

Nevyhodné je, ze filtrace vétsiho mnozstvi vody (1 az 2 1) trva piilis dlouho
(pFes 1/, hod.). Bylo by zapotiebi upravit nalevku tak, aby filtrace probihala

Tabulka 1

Zhodnoceni ptesnosti metody ,,piskového filtru® pfi analyse rtzné velkého vzorku éisté kultury

Huglena gracilis Klebs. 10 ml acetonové extrakty méreny na Pulfrichové fotometru ve

filtru S61 pii délee kyvety 5 em, extinkce nasobena 10°. Pramér (z 2-—4 méfeni) je srovnavan

T-testem s teoretickym prumérem, vypoctenym podle extinkce nejvétsiho vzorku. Rozdily mezi
teoretickym a skuteénym prumérem méteni jsou neprukazné

10 ml vzorku 5 ml vzorku 2 ml 1 ml
1 jednotlivi | 00 410 445 410|225 215 230 220 90 95 50 40
méreni )
& pramcr 428 1 3.95 222 | 3.3,22 92,5 |+ 3.2 45 1 3.5
méreni
S, \eorebioky = 214 1 3.48 85,6 4 3.1,9 | 428 1 3.1
pramér
4 testovini d =8 d =69 d =22
e t(g) = 1,38 t(4) = 2,19 t(q) = 0,43
pru ’a,znos 1 oo P o 0,2 P < 0,1 s — 0,7
rozdilu 5 ; N £ . f
neprukazné nepritkazné neprikazné
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co nejrychleji a nebylo nutno vzorek ptilévat. Da se to fedit pripojenim vilce
k nalevce, spojenim s nadobou se vzorkem (podobné jako u Sedgwick -
Rafterova filtru), lepsi konstrukei nialevky a pod. S vyhodou lze uzit
vzorki vody, predbézné zkoncentrované centrifugaci (na pt. z 2 1 na 100 az
250 ml).

Ptednosti doporu¢ované metody, uzivajici filtrace pies pisek, nejlépe vy-
niknou pii srovnani t¥i riznych postupu, které je uvedeno v tabulee 2.

Tabulka 2

Srovnani ti¢innosti raznych metod pii stanoveni chlorofylu v ¢isté kulture Chlorella vulgaris
var. viridis Chodat. 5 ml kultury (11,000 000 bunék v 1 ml) je raznd zkoncentrovino a ex-
trahovano:

1. Filtrovano pres sintr G4. 5 x (I.—V.) opakovéan extrakéni postup (pii kazdém postupu
se nechd protéeci: 2 ml absolutniho acetonu -— 0,5 ml H,O dest. — 3 x 2 ml 859, acetonu —
2 ml absolutniho acetonu). Mezi jednotlivymi extrakénimi postupy byly sintry suseny 1, 1, 2
a 91/, dne v exsikdtoru ve tmé.

2. 3 dny na vzduchu su$ené fasy na filtraénim papife extrahovany 50 hod. 859, aceto-
nem (a); zbytek na filtru rozetfen s piskem, extrakty spojeny, zahustény a znovu zméieno (b).
Pramér ze 4 vzorka.

3. Filtrace pres piskovy filtr — v textu popsany zputsob.

Uvedeny hodnoty extinkee, nasobené 10%, pro méfeni extraktu o objemu 10 ml v kyvet®
délky 5 em na Pulfrichové fotometru s filtrem S 61.

1. Vzorky na sintrech — extrakce 2. Filtr. papir
R T b 3. Pisek
- Celkem a) =
L 11. III. Iv. V. V. 50 . ‘)I(()"l;“
85 75 35 0 40 235 430
A 66 143
70 120 30 0 15 235 460

Jako rozpoustédlo se ve vétsiné piipada nejlépe osvéddil aceton, i kdyz
pro nékolik vzorka byly lepsi vysledky pii extrakei methanolem. Celkovy
vysledek stanoveni zalezi znacéné na ¢istoté rozpoustédel. V mélo &istych roz-
poustédlech, jako na pt. v acetonu v originalnim baleni Spolku pro chemickou
a hutni vyrobu, n. p., Praha, znateném ,,purum® (rok vyroby asi 1954), se
pigmenty velmi rychle rozkladaly, zvlasté v prvnich hodiniach po extrakei.
Nelze tedy uzivat ,,commercial acetone of tech. grade”, jak se obdas (14)
doporucuje. Stadi viak aceton jednou predestilovat: v takovém preparitu se
po tydenni tischové ve tmé snizila extinkce roztoku pigmenti jen o asi 5 a7
10 9. V literatuie ¢asto doporucované pievedeni barviv z polarnich do ne-
polarnich rozpoustédel, coz mé zabranit rozkladu pigmenti a odstranit hydro-
chromy, je pro béznou praci (pokud nechceme barviva délit nebo piesné mérit
spektra) zbyteéné. Manipulace s etherem je neptijemnd a prevadime-li barviva
do benzinu nebo petroletheru, vznikne pfi seriové praci snadno emulse, jejiz
extinkei nemizeme spravné odecist. Kromé toho musime uzit pecliveé vycisté-
ného petroletheru, protoze olefiny a daldi latky zpuasobuji prudky rozklad
barviv. Hydrochromy vadi pfi stanoveni jen mdlokdy (nejsou rozpustné
v acetonu).
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Je sa,mozre]me %e pii praci s pigmenty co nejvice omezime vliv svétla,
které je silné narusuje, Potiebujeme-li acetonové extrakty uschovat, dame je
do tmy v co nejmensich zkumavkach, opatfenych parafinovanou korkovou
zatkou.

Dulezitou ¢asti stanoveni je jeho vyhodnoceni. Stojime pted otdzkou:
mame stanovit vSechny pigmenty nebo jen chlorofyly ? Vzhledem k tomu,
ze podle znamych vyzkumu se karotenoidy a fykobiliny tdéastni fotosynthesy
tim, Ze absorbuji svételnou energii a pfedavaji ji chlorofylu a, je otazkou dis-
kuse, zda mame stanovit vSechny pigmenty a hodnoty prevést na néjaky
spoleény jmenovatel ,,souboru pigmenti nebo stanovit pouze chlorofyly,
¢ehoz se zhusta uzivd. U Yas a sinic je problém komplikovén tim, Ze rizné
systematlcke skupiny Fas se zna¢né lisi kvantitativnim i kvalitativnim za-
stoupenim pigmentu.

Moznost stanovit mnozstvi ]ednothvych pigmentd, aniz bychom museli
smes rozchromatografovat coz Gini postup v hydrobiologické praxi nepouzi-
vatelnym, nam dava pouze dobry objektivni spektrofotometr (17, 19). V nagich
hydroblologlckych tstavech jsou v8ak pouze filtrové fobometry a kolorimetry.
Haskinav pokus (10) stanovit v8echny pigmenty méienim ve 4 filtrech
Pulfrichova fotometru by bylo zapotiebi pedlivé vyzkouset a odstranit
nékteré jeho chyby. Dosud se pfi bézné praci stanovuje chlorofyl (a - b).
Pro praci jsou méné vyhodné fotometry s filtry, které déli viditelné spektrum
pouze na 3 oblasti. Uzival jsem vyhodnéjitho Pulfrichova fotometru,
jehoz filtry maji pomérné tzky rozsah propustnosti (do 50 mu). Méteni s fil-
trem S 66, propoustéjicim svétlo vinovych délek okolo 660 my, dava vysledky
neumérné koncentraci pigmenti a tloustce kyvety. Je to asi zptisobeno velkym
rozdilem mezi tvarem absorpéniho maxima chlorofylu ¢ a propustnosti S 66;
filtr také §patné zachycuje absorpei chlorofylu &. Lepéi jsou filtry S 64 a S 61.
S 61 ma stfed propustnosti 610 my, dostaneme s nim vysledky tmérné kon-
centraci i pfi vyS§im obsahu pigmenti v roztoku. Zachycuje hlavné prvni
¢ervené maximum chlorofylu ¢ a minimum mezi 1. a 2. éervenym maximem
chlorofylu b. P¥i stanoveni pigmenti ze sinic by mohl vadit modry fykocyamn
jehoz absorpéni maximum je u 615 mu. Fykocyanin viak patii mezi hydrofilni
barviva, a jak ukézaly pokusy, extrahuje se organickymi rozpoustédly s niz-
kym obsahem vody jenom ve stopiach. Vyhodnéjdi nez stanovit chlorofyl
(@ + b) méfenim v jednom filtru by bylo odeéist extinkei extraktu v S 61
a v S 64 a z téchto hodnot vypoéitat obsah chlorofylu @ i 6. Pii prepoétech
extinkei na vahova mnozstvi barviv se viak setkdvame s rﬁzn)’rmi nesnazemi.
Piepodéteni je v podstaté jednoduché: nakalibrujeme umvany méfici piistroj
podle &istych roztokt jednotlivych pigmenth, které jsme piedem zméiili na
spektrofotometru Podle molarnich extinkénich koeficientt [viz (19), str. 147
az 149; (16)] pak vypoditAme mnoZstvi barviv a sestrojime kalibraéni kiivky.
Obtiz je v tom, ze kalibrovat musime roztokem dokonale é&istého chlorofylu.
Nelze uzit prodejnych preparati, coz jsou vesmés smési derivattt chlorofylu,
lisici se spektrem i na pt. chromatografickymi vlastnostmi. Jedinym zdrojem ne-
porudenych barviv mohou byt extrakty z rostlin. Protoze roztrepa’wam jed-
nothvych pigmenttt mezi nemisitelnymi rozpoustédly je nedokonalé, je k pii-
pravé standardd tfeba uzit chromatografie. Jak ukaaaly dosud nepubhkovane
pokusy S. Cerného sesloupcovym délenim a naSe spoleénd prace s rozdé-
lovanim na papife (21), je chromatografie Iostlmnyoh barviv (pres mnozstvi
praci v literatufe) metodou dosud pomérné nespolehlivou, jejiz uspésné
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seriové provadéni zalezi na mnoha faktorech. Pro chromatografické oddéleni
a vydisténi standardi barviv by bylo tfeba navrhnout piesné pracujici norma-
lisovanou metodu. — Piepoéitavaci hodnoty, platné pro jeden pristroj, ne-
mohou platit pro jiny pristroj, majici filtry odlisnych rozsahi. Nemuzeme
proto uzit i peclivé vypodtenych tabulek, které navrhuje Godnev (6, s. 141
az 146, 149 az 151). — Pouzivani umélych barevnych standardi a visudlni
porovnavani roztoktt ve zkumavkach je velmi nepiesné. Typické barevné
kiivky nahrazkovych roztok, na pf. Harveyova (,Harvey Unit”“ —
9, 23), se znatné lisi od prubéhu extinkce roztoku pigmentu a lze jich uzit
nejvyse pii praci s uréitym druhem, piipadné skupinou ias. — Pro srovnavaci
hodnoceni vzorkt z raznych lokalit, které hodnotime na stejném ptistroji,
sta¢i oviem porovnavat hodnoty extinkce roztoki pro tyz filtr a stejnou
délku kyvety. Nejlépe se mi osvédéilo srovnavat vysledky pro objem extraktu
10 ml v kyveté délky 5 cm (pro béznd méfeni lze s vyhodou uzit dzkych
kyvet, ve kterych muzeme méfit uz 3 ml extraktu).

Struéné zavéry

Sledoval jsem ruzné zpusoby koncentrovani planktonu a extrakee pigmenti. Zjistil jsem,
#e vSechny metody, pfi kterych nerozrusime buriky mechanickym zpisobem, neddvaji kvanti-
tativni vysledky. Navrhl jsem metodu, ve které se fasy koncentruji filtraci pres pisek, s nim# se
rozetfou; extrahuji se acetonem. Pigmenty je moZno uchovéavat a kolorimetricky mérit v 1 x
destilovaném prodejném acetonu.

Zéveérem dékuji svym uditeltum, akademiku 8. Pratovia DrI. Setlikovi, a ddle
doc. DrJ. Hrbéc¢kovi a viem dalsim za cenné rady a pomoc pii zpracovini této prace.

Adresa autora: Z. Sestdak, Praha XI, Zerotinova 61. — Doslo 15. VIII. 1957.
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3nener IllecTar:
KoanueeTrenmnoe onpejerenue XI0poQuiia B BOJOPOCIAX

BaKIHOYeHNE

ABTOp YCTAHOBMII, UTO BCE METONLI ONpe/eseHHs XJIOpoPUINA B INIAHKTOHE, TMPH
KOTOPHIX  MEXAHHYECKH He pPa3pyMIaloTCs KIETKH BOJOPOCIEil, HeyROBIETBOPUTEILHEL.
ITooromy mnpepmaraerca CIegyoINnii mpueM: B Malylo BOpoHKy DBrioxuepa, yxpenmenHymio
B Koa6e DByusena (ronba mia ¢uapTpanuu rmop pasperkeHueM), Hacsmaerea Ha GuibTpo-
BallbHyw0 Oymary 1—1,5 cM CJ0if pacTepToro CTeKOIbHOT0 IIeCKA ¢ MAJeHbKIMU 3epHAMK
(mpubauanTenbHbll  puamerp 12-—25 p), TPU TOHWKEHHOM IaBJIEHUN (BOAOCTPYIiHBIH
HACOC) TEeCOK IpPOMBIBAETCA BOMON ¥ TPOMNTHIBAETCS aHAIMsmpyemoit mpoGoi. [lecow
C INIAHKTOHOM BHICHIIAETCA B CTYIIKY, pacTupaercsa NpudiIusute pHO 3 MUHYTHL (MOKA OH
He npuoOpereT pPaBHOMEPHYIO 3eJICHOBATYI0 OKPACKY), IepechIIaeTcss CHOBA B BOPOHKY
U DKCTPArupyercsa aneToHoM: NpuOaBIA0T BCerga OT 4 0o 6 MJI pacTBOPUTENA U OCTABJIAIOT
B Teuenne 0,5—1 MUHYTH HKCTPArMpPOBATH: HKCTPAKT OTCACHLIBAIOT B ININPOKYI0 NPOGHPKY,
nmoMenieHnyo B Konbe bymnsema, 3aTeM NpHIINBAIOT CIIEAYIONYI0 HOPIMIO AIETOHA M DTOT
IPHEM MOBTOPHIOT /{0 TEX 0P, MoKa obumit o6neM sxcTpakra He pocruruer 20 mir. CHavaiza
(mepBasg MOpLUA) AJA DKCTPAKIMK IPUMEHAETCA aleroH GesBojHbLA, 3aTeM 85%,, HaKOHEI]
cHOBa 0e3BORHDIL. OKCTPAKT (UIBTPYETCA 4epes CTeKISHHBIN mopuersii @uibTp N 4,
3aTeM JOIOJHHAETCH 0 oObeMa 20 MI U ONpefessieTcs ero, BKCTHHKIMA, Hamp. Ha goro-
merpe Ilyapppuxa ¢ Puaprpom S 61 (mamHa Bosmubl 590—630 my).

Tabu. 1: Onenka TOYHOCTH MeTofa «mecoynoro guuprpay. Ilposenen aganusa npod ¢ pasHbIM
KOJINYeCTBOM 4HCTOi KyabTypsl Huglena gracilis K lebs (l-off croxber
Tabaunel — npoba ¢ 10 M KyJIpTypHl; 2-0it cTosbern; — ¢ 5 mi; 3-uit crombery —
¢ 2 M 4-0it croaGer; — ¢ 1 mut). DKCTHHKIMH (YMHOMKeHHEIe HA 1000) aeToHOBBIX
DHKCTpPAKTOB B oObeme 10 mul ompepesiensl HA foromerpe Ilynedpuxa ¢ dpuasrpom
Ne S 61, muuHa Kiosersl 5 oM (1-ag ropus. rpada radaunsl). CpegHas BeJHIMHA
n3 2 wiu 4 omnpepenenuii (2-ad ropus. rpada) GuomMerpuyecKNM CpPaBHUBAIACH
¢ TeopeTmuecKoit cpefHeli, BLMucIeHHOR 10 10 Mi-oif npoGe (3-4 ropus. rpada).
Pasnnuns mey cpejHUMI T€OPeTUYECKIMI I CPeHUMHI (PAKTHUECKUMHU HEeJ0CTO-
BepHHI (4-as ropus. rpada).
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Ta6u. 2: IIposepra »sddexTuBHOCTH pasiandHeix  Meropor. Ompejesenne  Xjaopoduiiaa
B mpobe ¢ 5 M uncroil KyusTypsl Bogopocaeit Chlorella vulgaris var. wiridis
Chodat (11,000.000 wieroxk B 1 Mia 1npoGwl). Bepakeno B DKCTHHKIMAX
(ymuaOMennbpIx Ha 1000) 10 MI AreTOHOBOIO YKCTPAKTA, M3MEPEHHOIO B KIOBETe
mmuoit B 5 cm Ha doromerpe Ilyasdpnxa ¢ dunstpom N S 61.

Metomer:

1. Ouaprpanns CTEXIAHHBIM HOPHCTHIM PuasTpoM G 45 breTparium Oblin
MPOBE/EHHL ¢ 5-KpaTHOil moBTopHocTh0 (I—V) (npu kammom npueme uepesd QuiIbTp
TMpOTeKaeT IocTenenno: 2 ma OesBojHOro auerona, sarem 0,5 MJI JecT. BOJH —
3areM 3 pasa mo 2 miu 859, anerona, makoHerr 2 M GespojHoro amerona). Memuy
OT/IETILHBIMY  DKCTPAKIMAMM CTEKJISHHBIE (UIBTPH CYMININCH, B HKCHKATOpe
B Temuore (1, 1, 2 1 9 cyToK).

2. GunaprponanpHasg Oymara ¢ npoloif Bojgopocieil cymmiach 3 CYTOK Ha
BO3yXe, 3aTeM HKCTparupopayack 50 yacon 85 9, aneronom (crosber Tabauinl —a);
¢miapTpoBanbHad OyMara € OCTATKOM BOJOPOCIeil pacrepra ¢ IECKOM 1 CHOBA

DKCTPArupoOBaHO, HKCTPAKT COCAUHEH C OJKCTPAKTOM -— a, CMECh BKECTPAKTOB
crymeHna o o6vema 10 ma u usmepena (crosber; — B). Cpexgune u3 4-ex mpoo.

3. OuanTpanus uepe3 IECOYHBIT (QUIBLTP — METOX ONMUCAIL B PYCCKOM
BAKJIIOUEHNHN,

Zdendk Sest 4 k:
Quantitative determination of chlorophyll in the algae

It has been revealed by comparative tests that the chlorophyll extraction from the algae
constituting phytoplankton cannot be complete enough unless the cell walls are mechanically
destroyed. To reach this aim several methods were tried and the following finally adopted: In
a small Biichner funnel, of approximately 5 cm diameter, a layer of 1 to 1,5 em. quartz sand is
placed on filter paper. The diameter of the sand particles should not exceed 100 p; mean grain
size of 12 to 25 u was found quite convenient. Suction is then applied, the sand is washed with
distilled water at first and thereafter the sample is filtered through it. The sand is put into a mortar
and the material thoroughly grinded (for approximately 3 minutes). The extraction is performed
on a Biichner funnel too, by adding 4—6 ml. portions of dry acetone, 1 to 3 times 859, acetone-
water mixture and dry acetone successively. Each portion is allowed to penetrate the sand slowly
for about 1 minute and then it is sucked off. The parts of the extract are collected in a large test
tube, filtered through sintered glass filter (Schott, Jena, G 4), the volume of the filtrate adjusted
to 20 ml. with dry acetone and the optical density of the final solution is measured using Zeiss’
Pulfrich photometer with the filter S 61 (corresponds to wave length cca 590—630 mpu).

Table 1. Proof of accuracy of the “sand-filter method”. Different volumes (10 ml.—5 ml.
2 ml.—1 ml.) of a pure culture of Euglena gracilis Klebs were extracted with
acetone. Extracts of 10 ml. volume were measured using Pulfrich photometer with
the filter S 61 and a 5 em. cuvette. The extinction data obtained have been multiplied
by 1000. The average values (2nd line of the table) obtained from 2 to 4 measurements
(1st line of the table) have been compared with the theoretical average (3rd line of
the table), ruled out of the extinction obtained with the 10 ml. sample of the Euglena-
culture. The t-test has been applied to show that these differences were insignificant.

Table 2. Efficiency of various methods of chlorophyll determination in a pure culture of Chlor-
ella vulgaris var. viridis Chodat. A sample of 5 ml. volume (11 . 10% cells in 1 ml.)
was concentrated and extracted as follows:

1. Filtered through the sinter G 4. The extraction process (2 ml. absolute ace-
tone, 0,5 ml. H,O dest., 3 X 2 ml. 859, acetone, 2 ml. absolute acetone, were used
successively) was repeated five times (I.—V.) with the same sample. After each ex-
traction process performed the sinters were dried out in a dessiccator in darkness
(for 1, 1, 2 and 91/, days).

2. The algae on a filter paper after three days air-drying were extracted for
50 hours with 859, acetone (a); the rest on the filter was grinded with sand and ex-
tracted again. Both extracts were mixed together, concentrated and measured (b).
Average values of 4 samples measured are presented.

3. Filtration through the sand filter. The method has been described in the
English summary,

Extinction data multiplied by 1000 are presented. Extracts of 10 ml. volume
were measured using the Pulfrich photometer with the filter S 61 and a 5 cm. cuvette.
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