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Λ .ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1 . Φ ι: τ ο π λ α γ κ τ ύ ν

Τη π λα\κ fó ν 'Ι,Τ·’,Γ·: ·̂Γ (ται από τ ο  φυτοπλαγκτό και το  

ζωο πλ αγ κΓ ο  , το ,,|,·"1|·1 επιπλέει στη θάλασσα -ή στο γλυκό

νερό και κ 1 ν γ. από τον όνε μο ή τα θαλάσσια
ρε ύματα.

Το φυτοπλαγκτό είναι 

αποτελούν τους πρωτογενείς 
στα υδάτινα οικοσυστήμαΤα 

ενέργειας στα οικοσυστήματα

μικροσκοπικά φυτά 

παράγοντες οργανι 
και εισφέρουν

2.Χλωροπλάστες
0 ι χλ.ωροπλάστ - ο ε (να ι σημαντ ι κο ί γ ι α την

τα οποία 
κής ύλης 
στη ροή

σναγνώριση
των φυτοπλαγκτόνι κών οργανισμών Τα τρία βασικά
χαρσ,κτηρ ι στ ι κά είναι το χρώμα π,ου εκφράζει την 

παρουσία των χρ;< ̂ τ ι κών ουσιών , το σχήμα και αριθμός

οργανιδίων με τα οποία ο οργανισμός παρουσιάζει μια 
επιφάνεια , έτσι ώστε να απορροφά το φως και να

φωτοαυνθέτει.

0 χλωροπλάστης στο φυτοπλαγκτά , είναι αυτός που 
παγιδεύει και χρησιμοποιεί την ηλιακή ενέργεια για να 

μετατρέψει το Γ02 (διοξείδιο του άνθρακα) σε οργανική 
ύλη .

Οι χλωροπλάστΓ βρίσκονται βυθισμένοι μέσα στο
υτταρόπλασμσ και περ ι βάλλ,οντσ ι από ιδιαίτερη μεμβράνη



ξανθοφύλλη · Οι παραπάνω χρωστικές είναι αδιάλυτες στο 
νερό αλλά διαλύονται στο οινόπνευμα , αιθέρα , βενζόλη , 
ακετόνη κ.λ.π. σχηματίζοντας πραγματικά διαλύματα . 
Επίσης διαλύονται στα λίπη . Η ποσότητα στα πράσινα 
όργανα των φυτών της περιεχόμενης χλωροφύλλης είναι 
πολύ μικρά , περίπου 0,5-1?.; της ξηρός αυτών ουσίας .

3.Χρωστικές ουσίες - Χλωροφύλλες
II εξελικτικά αντίδραση των περισσότερων · ομάδων των

θαλάσσιων φυτών οδηγέ 1 στην συμπλήρωση της δυνατότητας
απορρόφησης τ ο υ φωτός μέσω της χλωροφύλλης με
βοπθητικές χρωστ11,;" £ Γ· (αχ.1) Αυτές οι χρωστικές
απορροφούν φωτεινά ενέργεια σε μήκη κύματος ευρείας 
περιοχής και μετά μεταφέρουν την ενέργεια στο κέντρο 
αντίδρασης της χλωροφύλλης ' για να χρησιμοποιηθεί αυτή
στη φωτοσύνθεση . Οι χρωστικές αυτές απορροφούν το φως 
από περιοχές του φάσματος όπου η χλωροφύλλη δεν 
μπορεί . Το σχήμα 1 απεικονίζει την συμπληρωματική 
δράση της χλωροφύλλης α και των βοηθητικών χρωστικών 
όπως η φουκοξάνθίνη , που βρίσκεται στα καφέ άλγη και 
στα δ ι άτομα . II (φουκοξάνθίνη απορροφά το φως βασικά 
από την μπλε-πράσινη περιοχή του φάσματος , την περιοχή 
από όπου η ■ χλωροφύλλη απορροφά το φως ελάχιστα . Σε 
συνδιασμό , η χλωροφύλλη και η φουκοξάνθίνη είναι
ικανές να απορροφήσουν ενέργεια από το μεγαλύτερο 
μέρος του φάσματος του ορατού φωτός . Μια άλλη ομάδα



βοηθητικών χρωστικών , ot φυκομπιλίνες , βρίσκονται στα 
κόκκινα άλγη και στα κυανοβακτήρια . Λυτές οι χρωστικές 
παρουσιάζουν απορρόφηση του φάσματος που- μοιάζει πολύ 
με αυτή της φουκοξανθίνης .

Τα φωτοσυνθετικά άλγη έχουν χλωροφύλλη στους 
χλωροπλάστες τους . Η χλωροφύλλη αποτελείται από το 
δακτύλιο του πορφυρίου (porphyrin-ring system) που 
μοιάζει με αυτό της αιμογλοβίνης , μόνο που έχει ένα 
άτομο μαγνησίου αντί για ένα άτομο σιδήρου (σχ.2) . 
Τα Άλγη έχουν τέσσερεις τύπους χλωροφύλλης , a , b , c
(cl και c2 ) και d . Η χλωροφύλλη θ είναι η βασική
φωτοσυνθετική χρωστική ( ο δέκτης του φωτός στο
φωτοσύστημα I της αντίδρασης του φωτός) σε όλα τα
φωτ ο σ υ ν 9 έ τ ο ντ α άλγη και κ υ μα ί νεται από 0.3-3% του ξηρού
βάρους αυτών II χλωροφύλλη a είναι αδιάλυτη στο νερό
και στον πετρελαϊκό· αιθέρα αλλά ε ί να ι διαλυτή στην
αλκοόλη , στο διαιθυλαι9έρα στη βενζ1νη και στην
ακετόνη. Η χρωστική εμφανίζει δύο κύρια μήκη κύματος
απορρόφησης in vitro , το ένα μήκος κύματος στην
περιοχή του κόκκινου φωτός στα 663 nm και το άλλο
στα 435 ηηι . .

Αν και η χλωροφύλλη θ βρίσκεται σε όλα τα 
φωτοσυνθέτοντα άλγη , οι άλλες χλωροφύλλες των αλγών 
έχουν’ περιορισμένη εξάπλωση και λειτουργούν σαν
βοηθητικές στη φωτοσύνθεση . Η χλωροφύλλη b βρίσκεται 
στα ευγλενόφυτσ και στα Χλωρόφυτα (σχ.2) . χλωροφύλλη



b λειτουργεί στη φωτοσυνθετική 5 ιαδικασία σαν χρωστική 
που εσοδεύει το φως μεταφέροντας Tr>v ενέργεια του 
απορροφημένου φωτός στην χλωροφύλλη a - Η αναλογία της
χλωροφύλλης θ προς την χλωροφύλλη b ποικίλει από 
2:1--3 : 1 . Τα χαρακτηριστικά της διαλυτότητας της 
χλωροφύλλης a είναι όμοια με αυτά ττίζ χλωροφύλλης b 
και in vitro η χλωροφύλλη b εμφανίζει δύο κύρια 
μέγιστα απορρόφησης στην ακετόνη ή στΤ| μεθανόλη , ένα 
στα 645 nm και το άλλο στα 435 nm (σχ·3) · Η χλωροφύλλη 
c (σχ.2) βρίσκεται στα Δινόφυτα , στα Κρυπτόφυτα
Ραφιδόφυτα στα Χρυσόφυτα , στα Φαιόφυτα . Η χλωροφύλλη c
παρουσιάζει φασματικά δύο διαφορετικά συστατικά : την 
χλωροφύλλη cl και την c2 . Η χλωροφύλλη c2 είναι
πάντοτε παρούσα αλλά η χλωροφύλλη cl απουσιάζει . στα
Δινόφυτα και στα Κρυπτόφυτα . Η αναλογία της
χλωροφύλλης θ προς την χλωροφύλλη c κυμαίνεται από
1.2:2 έως 5.5:1 . Η χλωροφύλλη c πιθανώς λειτουργεί σαν
βοηθητική χρωστική στο φωτοσύστημα II . Η  χρωστική είναι 
διαλυτή στον αιθέρα , στην ακετόνη , στην μεθανόλη και
στην αιθυλακετάοη .. αλλά δεν διαλύεται στο νερό και
στον·, πετρελαϊκό αιθέρα . Η αποσταγμένη χλωροφύλλη cl
έχει · κύρια μέγιστα απορρόφησης στα 634 , 583 και 452nm 
στην μεθανόλη , ενώ η χλωροφύλλη c2 έχει μέγιστα στα
635 , 586 και 452 nm .

Οπως αναφέραμε παραπάνω η χλωροφύλλη a είναι μια 
σύνθετη ένωση , με χημική δομή ανάλογη της αιμογλοβίνης,



δηλαδή το μοριακό της θεμέλιο είναι ένας δακτύλιος 
πορφυρίνης , για την ακρίβεια μαγνησιοπορφυρίνης . Το 
κεντρικό ώτομο Mg (μαγνήσιο) , ενώνεται σχηματίζοντας 
σύμπλοκα με τέσσερα άτομα Ν , τα οποία αντιπροσωπεύουν 
ετεροάτομα τεσσάρων πυρρολικών δακτυλίων, που συνδέονται 
μεταξύ τους με μεθυλικές γέφυρες (--CH—) . Ανάμεσα στον
τρίτο (III) πυρρολικό δακτύλιο και τον άνθρακα της γ 
μεθυλινικής ομάδας σχηματίζεται δακτύλιος
κυκλοπεντσνόνης . ο οποίος έχει την καρβοξυλική ομάδα 
εστεροποιημόνη με μεθανόλη . Η υποκατάσταση πυρρολικών 
υδρογόνων ' με μη πολικές ομάδες δημιουργεί τις 
ακόλουθες πλευρικέ-ς αλυσίδες : 4 μεθυλικές , 1 αιθυλική,
1 βινυλική και 1 καρβοξυλική . Η τελευταία είναι 
εστεροποιημένη με το μόριο της μεγαλομοριακής αλκοόλης 
φυτόλης ( C20H390H ) 0 μοριακός τύπος της χλωροφύλλης
a είναι C55H7205N4Mg .

Η χλωροφύλλη b προκύπτει από την s με την 
αντικατάσταση της μιεθυλικής ομάδας του II πυρρολικού 
δακτυλίου από μια αλδευδική ομό/δα . Δε περιέχεται σε
όλα τα φωτοαυτότροφα φυτά αλλά απουσιάζει από τα(
δ ι άτομα , τα φαιοφύκη και τα ροδοφύκη τα οποία
περιέχουν αντίστοιχα χλωροφύλλη ο και d Στα
προκαρυωτικά φωτοσυνθετοντα βακτήρια υπάρχουν ανάλογες , 
αλλά, διαφορετικές χρωστικές με κυριότερο αντιπρόσωπό 
τους την βακτηριοχλωροφυλλεία που προκύπτει από την
χλωροφύλλη θ με προσθήκη υδρογόνων στις θέσεις C3 και



και με υποκατάσταση της βινυλικάς ομάδας από
υδροξυαι 8υλ ι κά ομάδα .

Οπως αναφέραμε και παραπάνω ο μοριακός τύπος της 
χλωροφύλλης θ είναι C55H7205N4Mg και της χλωροφύλλης b 

C55H70O6N4Mg . Λυτές είναι διεστέρες των χλωροφυλλινών 
δικαρβονικών οξέων όταν το εν-COOH εστεροποιηθεί με την 
φυτόλη C20H390H και το δεύτερο με μεθυλικά αλκοόλη 
CH30H . Το πράσινο χρώμα εξαρτάται από την πορφυρινικΥι 
ρίζα του μορίου της χλωροφύλλης με το άτομό του Mg .

Η χλωροφύλλη a αποτελεί ' τα 72% περίπου των 
χρωστικών της χλωροφύλλης η δε χλωροφύλλη b τα 28% . 
H ανίχνευση των δύο χλωροφυλλών ( a , b ) επιτυγχάνεται 
και φασματοσκοπικά , παρουσιάζοντας χαρακτηριστικό φάσμα 
απορρόφησης που διαφέρει από το φάσμα το οποίο δίνει 
το δια εκχυλίσεως εκ των χρωματοφώρων λαμβανόμενο μίγμα 
των 2 άλλων χρωστικών καροτίνη και ξσνθοφύλλη .

Η πρωταρχικά χρωστικά ουσία , που παίρνει μέρος στην 
φωτοσύνθεση είναι η χλωροφύλλη a και βρίσκεται σε όλα 
τα κύτταρα . Η χλωροφύλλη a μετατρέπει την
απορροφούμενη ακτινοβολία σε χημικά ενέργεια . Οι άλλες 
χρωστικές λε.ιτουργούν , σαν βοηθητικές με το να 
απορροφούν ενέργεια από συγκεκριμένα μάκη κύματος και 
να τη μεταφέρουν στην χλωροφύλλη 's .Οι χρωστικές των 
χλωροπλαστών μπορούν να παραληφΟούν με οργανικούς 
διαλύτες και να διαχωριστούν με χρωματογραφία λεπτού 
χαρτιού ά χρωματογραφία λεπτάς στοιβάδας ( T L C )  .



Η διάταξη των χρωστικών είναι ίσης αξίας με άλλες 
ιδιότητες του κυττάρου , όσον αφορά την τοποθέτηση σε 
κατηγορίες νεοαναληφθέντων οργανισμών ,

Η προέλευση του χρωματισμού του κυττάρου , είναι 
χρήσιμη στις βιοχημικές μετρήσεις , βιομάζας , ολικού 
φυτοπλαγκτού και στον καθορισμό της τάξης που 
εκπροσωπεί ο οργανισμός . Οταν υπάρχουν σημαντικές 
ποσότητες από φυτοπλαγκτονικούς οργανισμούς σε ένα 
φυτικό μέσο , τα κύτταρα μπορούν να φιλτραριστούν , να 
αποχωριστούν οι χρωστικές και τα χρωματισμένα υγρά να 
αναλυθούν με τη βοήθεια φασματοφωτομέτρων για να 
καταταχθούν ανάλογα .

0 προσδιορισμός των φυτικών χρωστικών μας δίνει 
πληροφορίες για τον φυτοπλαγκτόνικό πληθυσμό ενός
θαλάσσιου οικοσυστήματος
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as shown in structure 
11-3 - CHO 
I -2 -  CHO
IV-7 = CH =  CHCOOH; double bond at 1\ -7 8 
I\ -7 = CH =  CHCOOH; double bond at I\ -7 8 
11-4 = CH=:CH:
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Β.ΜΕΘΟΔΟΙ ΠΟΣΟΤΙΚΟΥ ΚΑΙ ΠΟΙΟΤΙΚΟΥ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ

1 . Γενικά για τις μεθόδους και τις χλωροφύλλες

Α ) Χλωροφύλλες
Οι χλωροφύλλες , όπως αναφέραμε και στην εισαγωγή , 

αποτέλ.ουν τις Βασικές φυτικές χρωστικές , οι οποίες 
παίζουν σημαντικό ρόλο στη διαδικασία της φωτοσύνθεσης 
και άρα είναι σημαντικές για τα θαλάσσια
οικοσυστήματα .

0 προσδιορισμός των χλωροφύλλων μας 
για τον φυτοπλαγκτονικό πληθυσμό
οικοσυστήματος .

Η αναλογία των χρωστικών εξαρτάται 
του φυτοπλαγκτού στην περιοχή μέτρησης 

0 προσδ ι ορ ισμόις των χλωροφύλλων 
ποσοτική παραλαβή τους από τους 
οργανισμούς , οι

δίνει πληροφορίες 
ενός θαλάσσιου

' από το είδος

γίνεται με την 
φυτοπλαγκτόνικούς

οπο ί οι συγκροτούνται μαζί με το



σωματιδιακό υλικό κατά τη διήθηση του δείγματος . Μετά 
χρησιμοποιούμε διάφορες τεχνικές για τον προσδιορισμό
τους .

Με τις φθορισμομετρικές μεθόδους ανάλυσης
προσδιορίζουμε τις χλωροφύλλες απευθείας στο θαλασσινό 
νερό σε συγκεντρώσεις' μέχρι O.lpgMt . Το κύριο Πρόβλημα
είναι ότι ο in sitou φθορισμός εξαρτάται από
παράγοντες όπως η μορφολογία και π φυσιολογία των
φυτοπλαγκτονικών κυττάρων , την αναλογία των ειδών , το 
εξωτερικό φως κ.λ.π.

Η πιο συνηθισμένη μέθοδος είναι η χρωματική μέθοδος 
η οποία χρησιμοποιεί φασμστοφωτόμετρο .

Φθορισμομετρικά γίνεται με χρήση ακτινοβολίας
διέγερσης μήκους κύματος 450 nm και μέτρηση της
εκπομπής στην περιοχή των 660 nm . Η φθορισμομετρική
μέθοδος είναι πιο ευαίσθητη από την τριχωματική και
χρησιμοποιείται για ολιγότροφες περιοχές , όπου η
συγκέντρωση των χρωστικών είναι μικρή . Μειονέκτημα της 
φθορισμομετρικής μεθόδου είναι ότι χρειάζεται
βαθμονόμηση με πρότυπα διαλύματα τα. οποία είναι δύσκολα 
να παρασκευασθούν .

Για το διαχωρισμό και τον προσδιορισμό των 
χλωροφύλλων χρησιμοποιούνται χρωματογραφικές τεχνικές .

Η πιο συνηθισμένη είναι η χρωματογραφία λεπτής
στιβάδος (. Τ L C ) όπου οι χρωστικές διαχωρίζονται σε
πλάκες Silica-gel με τη βοήθεια μίγματος οργανικών



διαλυτών . Οι χρωστικές αναγνωρίζονται από την τιμή του
Rf τους . Οι κηλίδες αποκόπτονται , οι χρωστικές
εκλούονται και προσδιορίζονται φασματοφωτομετρικά . Η 
ποσότητα των χρωστικών μπορεί να μετρηθεί και πάνω
στην πλάκα με χρήση φθορισμομέτρου και μετά . από
ψεκασμό με κατάλληλο αντιδραστήριο .

Επίσης έχουν δοκιμαστεί στην ' ανάλυση των χλωροψύλλων 
και η αέρια χρωματογραφία (G.C) και η υγρή 
χρωματογραφία υψηλής πίεσης ( HPLC ) . Και οι δύο
δίνουν πολύ καλά αποτελέσματα αλλά απαιτούν πολύ
ακριβά όργανα .
Β)Προσδιορισμός πρωτογενούς παραγωγής(Primary Production)
Η. φωτοσυνθετ ι κή (δραστηριότητα σε μια θαλάσσια μάζα

μπορεί να' προσδιοριστεί από τη μέτρηση της κατανάλωσης
του περιεχόμενου σε αυτή C02 , με βάση' τη γενική
αντίδραση της φωτοσύνθεσης :

C02 + Η20 + (h.v)----XCH20) + 02
Για το σκοπό αυτό , μια γνωστή ποσότητα C1402

προστίθεται σε ένα θαλάσσιο δείγμα που έχουμε πάρει με
μια από τις δειγμστολειπτικές μεθόδους .

Το δείγμα τοποθετείται σε γυάλινη διαφανή φιάλη και 
ξαναβυθίζεται στο σημείο δειγματοληψίας για ορισμένο
χρονικό διάστημα , για να εξελιχθεί η διαδικασία της 
φωτ οσύνθεσης στ. φυσικές συνθήκες .

Μετά σνασύρεται και διηθείται . To C1402 που έχει
περάσει στα φυτοπλαγκτονι κά. κύτταρα μετριέται σε



μετρητή Geige^" . Άπό τη μέτρηση αυτή υπολογίζεται ο 
ρυθμός φωτοσύνθεσης στο δείγμα .

Μειονεκτήματα της μεθόδου αυτής είναι : 
α) Ποσότητα του προσληφθέντος 014 , απελευθερώνεται πάλι 
στο διάλυμα με τις εκκρίσεις των οργανισμών . 
β) Άλλη ποσότητα 014 ελευθερώνεται με την αναπνοή, 
γ) 0 ρυθμός πρόσληψής του 014 από τους οργανισμούς
είναι ελαφρά διαφορετικός από το ρυθμό πρόσληψης του 
012 . Για αυτό το λόγο απαιτείται ειδική διόρθωση στις 
μετρήσεις .

Για τη διόρθωση των αποτελεσμάτων μπορούν να
χρησιμοποιηθούν σκοτεινόχρωμες φιάλες , όπου δεν γίνεται
η φωτοσύνθεση ·

Γ) Προσδιορισμός χλωροφύλλων
Η τριχρωματική μέθοδος είναι γρήγορη και απλή για 

την εκτίμηση της φυτικής ζωής σε μια θαλάσσια
περιοχή . Στηρίζεται στην εκχύλισή των ■ χρωστικών με
διάλυμα ακετόνης 90% και στη μέτρηση της απορρόφησης 
τους σε ειδικά επιλεγμένα μήκη κύματος . Οι διάφορες
κατηγορίες χρωστικών προσδιορίζονται με χρήση εμπειρικών 
εξισώσεων .

Τα σφάλματα της μεθόδου οφείλονται στους παρακάτω
παράγοντες :
α)Η ποσότητα των χρωστικών και η αναλογία των διαφόρων 
τύπων εξαρτάται από τα είδη του φυτοπλαγκτού και το



στάδιο ανάπτυξής του .
β) Προσδιορίζονται μαζί και χρωστικές που προέρχονται 
από χερσαία είδη και μεταφέρθηκαν στη θάλασσα από τον 
άνεμο ή τα ποτάμια .
γ) Μπορεί μια ποσότητα χρωστικών να έχει αποδομηθεί .
5) Μπορεί να μη γίνει πλήρης εκχύλιση και παραλαβή των 
χρωστικών με την ακετόνη .

Η τριχρωματική μέθοδος δίνει παραπλήσια αποτελέσματα 
με τις χρωματογρο,φ ι κές μεθόδους και χρησιμοποιείται 
εξαιτίας ·της απλότητάς της στην ωκεανογραφική έρευνα.

Δ. Δειγματοληψία
Για τη συλλογή του φυτοπλαγκτού απαιτείται διή'θηση 

ποσότητας θαλασσινού νερού 0.5-5 It ανάλογα με την
παραγωγικότητα της περιοχής · Στις εύτροφες περιοχές
χρήσιμο είναι. να γίνει πρώτη διήθηση από nylon δίχτυ 
για την απομάκρυνση του ζωοπλαγκτόν .

Το δείγμα μπορεί να διατηρηθεί για 8 ώρες σε
σκοτεινό ή ψυχρό μέρος , αν προστεθούν 0.2ml αιωρήματος

Q , / MaC03 ) . το οποίο δημιουργείανθρακικού μαγνησίου ι  ̂ ^
, τ η ν  παρεμπόδιση της αποσύνθεσης κατάλληλες συνθήκες Υ ια Ί κ

του ς^υτοπλαγκτού .
„ , λ λ ) ται 0,10 lgn MgC03 σε 100ml Η20Το αιώρημα αποτελείιαι

ι , , - καλά πριν χρησιμοποιηθεί .το οποίο ανακινείτσί κσΛ Λ·' ’
^ e f <ρ ,-τηέπει νσ καταψυχθεί για να μηΤο δείγμα δεν πρετυ--1 r λ.



διαρραγούν τα 
οργανισμών .

κυτταρικά τοιχώματα των φυτοπλαγκτόνικών

Ε. Διήθηση
Πρέπει να γίνεται αμέσως μετά τπ συλλογή του .

Μπορούν να χρησιμοποιηθούν διάφοροι τύποι ηθμών , κυρίως 
ηθμοί ινών υάλου (ΟΕ\Ε) (και ηθμοί χάρτου) . Κατά τη 
δεΐαρκεια της διήθησης καλό είναι να προστεθεί στον
ηθμό μια μικρή ποσότητα αιωρήματος MgC03 ώστε ν,α
μ. ι κρύνουν ποροι και να συγκρατηθεI καλύτερα το
φυτοπλαγκτόν . Καλύτερη είναι η" χρήση ηθμών κελουλόζης 
ή άλλων πολυμερών . Πλεονέκτημά τους είναι η καλύτερη 
συγκράτηση του φυτοπλαγκτού και η διάλυση αυτών στην 
ακετόνη , διευκολύνοντας έτσι τη διαδικασία εκχύλισης .

Η διήθηση πρέπει να γίνεται σε χαμηλή πίεση , έστω 
και αν έτσι επιβραδύνεται η διαδικασία , για να μην 
σπάσουν τα τοιχώματα των φυτοπλαγκτονικών κυττάρων και 
καταστραφούν οι χρωστικές .

ΣΤ . 2! υντήρηση
Αν τα δείγματα του φυτοπλαγκτου πρόκειται να

φυλαχθούν στους ηθμούς , τότε απαιτείται προσθήκη 
αιωρήματος MgC03 στον ηθμό προς το τέλος της
διήθησης , ώστε το περιβάλλον στον ηθμό να είναι
αλκαλικό και να επιβραδύνουν έτσι οι διεργασίες
αποσύνθεσής . Οι ηθμοί πρέπει να τοποθετηθούν στο ψυγείο



σε θερμοκρασία (Τ) -20 C .

Ζ.Εκχύλιση
Το δείγμα με τον ηθμό φέρεται σε δοκιμαστικό σωλήνα 

με 10ml διαλύματος 90% ακετόνης . Ο σωλήνας πωματίζεται 
ώστε να διαλυθεί ο ηθμός και να παραληφθούν ο\
χρωστικές . 0 ειδικός αναδευτής ( Ultrasonic Vibrator )
μπορεί να χρησιμοποιηθεί για καλύτερη παραλαβή των
χλωροφυλλών .

Μετά το δείγμα φυγοκεντρείται για να απομακρυνθούν
τα στερεό: υπολείμματα και είναι έτσι έτοιμο για
φωτομέτρηση .

Η όλη διαδικασία πρέπει να γίνεται μακριά από το 
ηλιακό φως και πρέπει να δοθεί ιδιαίτερη προσοχή στην 
αποφυγή της εξάτμισης της ακετόνης , μια και η
πτητικότητά της είναι μεγάλη .

Η,Μετρήσεις
Οι μετρήσεις στο φασματοφωτόμετρο πρέπει να γίνονται 

αμέσως μετά τη φυγοκέντρηση .
Το μέγεθος της κυψελίδας που θα χρησιμοποιηθεί 

εξαρτάται ' από την απορρόφηση του διαλύματος και την 
ακρίβεια του οργάνου . Σε ολιγότροφες περιοχές μπορεί 
να χρειαστεί και κυψελίδα μήκους 10cm .

Για το τυφλό προσδιορισμό , σε φασματοφωτόμετρο διπλής 
δέσμης , χρησιμοποιείται διάλυμα ακετόνης 90% . Οι



κυψελίδες κατά τη διάρκεια της μέτρησης πρέπει να 
μένουν σκεπασμένες για να μην εξατμίζεται η ακετόνη . 

Τα μήκη κύμματος , όπου γίνονται οι μετρήσεις είναι:
750-665-663—645-630-510-480 ηΐϊΐ

Ζ.Διορθώσεις Μετρήσεων 
α) Διόρθωση τυφλού :
1. Προσδιορίζεται η απορρόφηση του τυφλού σε όλα τα 
μήκη με ακέτονη 90% και στις δύο κυψελίδες
2. Προσδιορίζεται ο απορρόφηση που οφείλεται στη 
θαλερότητα του δείγματος από την απορρόφηση στα 750 ηπι
3. Μετριέται η απορρόφηση του δείγματος στα 750 ηιη ,
_ „ προς το τυφλό και η τιμή πουδιορθώνεται ως κ
προκύπτει (Ε8)

λλαπλασιάζεται με1 ένα συντελεστή Ρ , η

τιμή του ,τβ διάφορα μήκηοποίου κύματος είναι:

λ :665 , 645 , 630 , 510 , 480 ηπι

Ρ : 1 , 1 , 1 , 2 , 3

Η τελική τι μ1*1 της απορρόφησης για κάθε μήκος

κύματος ε 1 να ι :

Ελ = Αλ - Τλ - (ρλ * Εβ) όπου
Λλ : Η ένδειξη του φωτομέτρου
Τλ Η ένδειξη για το τυφλό στο
αντίστοιχο μήκος κύματος

, .)<Γ κυψελίδας3) Διόρθωση μη'0-’
γίνει με κυψελίδεςΑν η μέτρηααΐ διαφορετικού μήκους



η απορρόφησηχρειάζεται η ανάλογη διόρθωση , Αν 
μετρηθεί με κυψελίδα μήκους lcm , τότε η ένδειξη
πρέπει να πολλαπλασ ι άστε ί επί 10 . Γενικά η απορρόφησή
πολλσπλασιάζεται με το συντελεστή ΙΟ/Ί,κυψ 
όπου Γκυψ το μήκος της κυψελίδας που χρησιμοποιήθηκε 
(σε cm) .

γ) Διόρθωση όγκου εκχυλιστικού :
Αν η εκχύλιση δεν έγινε με 10ml ακετόνης τότε η

απορρόφηση πολλαπλασιάζεται με ένα συντελεστή , ο οποίος 
δίνεται από τη σχέση : 

νεκψ./10
όπου νεκφ ο όγκος τος ακετόνης που χρησιμοποιήθηκε . 
Π . X αν η εκχύλιση έγινε με 15 ml ακετόνης τότε η
τίμη της απορρόφησης πρέπει να πολλαπλασιάστεί επί 
15\10 = 1.5 .

ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΙ

1.Richards : Χλωροφύλλη 

Χλωροφύλλη

Χλωροφύλλη c : C - 109Ε630 -12.5Ε665 -28.7Ε645

α : C -15.6Ε665 - 2.0Ε645 ~ 0.8Ε630 

b : C = 25.4EG45 -4.4Ε665 - 10.3Ε630

Καροτενοειδή : C =7.6 * (Ε480 1.49Ε510)



2.ΡθΓ3οηΞ - δήΓΐαΕΙηηά :

Χλωροφύλλη α : 0 - 11.6Ε665 - 1.31Ε645 -0.14Ε630

Χλωροφύλλη ]ο : 0 = 20.7Ε645 - 4.34Ε665 - 4.42Ε630

Χλωροφύλλη 0 : 0 -  55Ε645 - 4.64Ε665 - 16.3Ε645

Καροτενοε ι 5 ή ·. 0 - 10.0Ε480

3.ΟΜΑΔΑΣ 3ο ογ / υπβοαο

Χλωροφύλλη α : 0 - 11.64Ε663 - 2.16Ε645 + 0.10Ε630

Χλωροφύλλη Ιο : 0 - 20.97Ε630 - 3.94Ε663 - 3.66Ε630

Χλωροφύλλη ο : 0 - 54.22Ε630 - 14.81Ε645 - 5.53Ε663

Η συγκέντρωση των χρωστικών στο δείγμα είναι :

Οδειγ. - 0 / V παςτ / πι

όπου V ο όγκος του νερού που διηθήθηκε (σε 1Ί )



Προσδιορισμός φαιοφυτινών
Οι φαιοφυτίνες είναι προϊόντα αποσύνθεσης των
χλωροφυλλών και η παρουσία τους παρεμποδίζει περισσότερο 
τον προσδιορισμό της χλωροφύλλης α .

Σε χαμηλό PIT οι χρωστικές χάνουν το Mg που
περιέχουν και μετστρέπονται .στις αντίστοιχες φαιοφυτίνες 
Το γεγονός αυτό συνοδεύεται από ελάττωση της 
απορρόφησης στα 665 nm , κατά 40% περίπου . Η ιδιότητα 
αυτή χρησιμοποιείται στο διαχωρισμό χλωροφύλλων 
φαιοφυτινών .

Για τη μέτρηση προστίθεται στην κυψελίδα δύο 
σταγόνες HCL 6Ν , το δείγμα αναδεύεται και η απορρόφηση 
μετριέται στα 665 και 750 nm . Η χλωροφύλλη α και οι
φαιοφυτίνες δίνονται από τις σχέσεις :

Χλωροφύλλη α (mgr / m ) * .26.7 (Ε - Ε) ν / (V * 1 )

Φαιοφυτίνες (mgr / m ) =^26.7 ( 1 . 7 Ε - Ε  ) ν. / (V * 1 ) 

όπου ■ :

1 : μήκος της κυψελίδας σε cm 

ν : ο όγκος της ακετόνης σε ml

V : ο όγκος του δείγματος του νερού σε ,lt



Ε : Ε6 65 -·· Ε750 πριν την οξίνηαη

Ε : Ε665 — Ε750 μετά την οζίνηση

Οι απορρόφησης πρέπει προηγουμένως να διωρθόνονται
προς το τυφλό



Φασματοφωτομετρική ανάλυση χλωροφύλλης

Οι χρωστικές είναι υπεύθυνες για το μετασχηματισμό 
της ηλιακής ενέργειας σε χημική σε όλους τους ■ 
φωτοσυνθέτοντες οργανισμούς . Παρ όλο ότι τα 
φωτοσυνθέτοντα άλγη και τα ' χερσαία φυτά διαθέτουν μια 
συμπληρωματική ομάδων διαφορετικών χρωστικών , όλα 
διαθέτουν μια κοινή χρωστική , τη χλωροφύλλη θ'. Αυτή η 
χλωροφύλλη είναι η μόνη χλωροφύλλη που βρέθηκε στο 
φωτοσυνθετικό κέντρο αντίδρασης και είναι η πραγματικά 
υπεύθυνη χρωστική για την μεταφορά ηλεκτρονίων από το 
νερό προς το φωτοσυνθετικό κέντρο . Η χλωροφύλλη θ
απορροφάει φως καταρχήν στο κόκκινο και μπλε μήκος κύματος 
της ορατής περιοχής φωτός . Αυξάνοντας την ικανότητα των 
φυτών να χρησιμοποιήσουν μια ευρεία περιοχή φωτός για τη 
φωτοσύνθεση ,τα, φυτά έχουν αναπτύξει και άλλες 
χρωστικές , ονομαζόμενες βοηθητικές χρωστικές , οι οποίε,ς 
απορροφούν φωτεινή ακτινοβολία σε ορατά κάι μη μήκη 
φωτός , τόσο σε κίτρινο και πορτοκαλί . Οί βοηθητικές 

;ι χρωστικές περνούν την ενέργεια που . απορροφούν στο 
κέντρο αντίδρασης της χλωροφύλλης 3 για ' χρήση για τη
διαδικασία της φωτοσύνθεσης . Η κάθε ομάδα αλγών έχει 

' τό δικό του συμπλήρωμα βοηθητικών χρωστικών :
Τα φυτικά κύτταρα είναι ικανά να . συνθέτουν

περισσότερες ή λιγότερες χρωστικές κάθε τύπου'· ί:.
όχι υποχρεωτικά σε σταθερή αναλογία , εξαρτώμένη αυτή 
από |,την . διαθεσιμότητα σε φως και θρεπτικά ;} συστατικά .

I



Με αυτό το τρόπο τα φυτά αυξάνουν στο μέγιστο την
εσοδεία του φωτός << άιχμαλωτίζόντας>> αυτό σε όσο
δυνατό ευρύτερη περιοχή του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος
του φωτός .

Σε αυτό το πείραμα παίρνουμε έναν γνωστό αριθμό
από φυτοπλαγκτόνικά κύτταρα ,και καταστρέφουμε τα 
κύτταρα και τις χλωροπλσστικές ελικοειδείς μεμβράνες 
( όπου οι χρωστικές ουσίες είναι τοποθετημένες ) σε
διαλύτη . Η ένταση του χρώματος του λαμβανόμενου 
εκχυλίσματος των χρωστικών Θα μετρηθεί μετά με τη
βοήθεια φασματοφωτομέτρου . Το' φασμστοφωτόμετρο μετράει, 
την ποσότητα του φωτός που οι χρωστικές απορροφούν στην 
περιοχή των μήκων κύματος του ορατού φωτός . Κάθε
χρωστική έχει χαρακτηριστικό μήκος κύματος στο οποίο ο
συντελεστής απορρόφησης αυτής γίνεται μέγιστος και από 
τη θέση της κορυφής αναγνωρίζεται η κάθε μία . Από το 
ύψος της κορυφής και τη τιμή του συντελεστή 
απορρόφησης υπολογίζεται η ποσότητα της κάθε χρωστικής 
που εκχυλίστηκε από τα κύτταρα . Επειδή θα γνωρίζουμε
την ποσότητα των κυττάρων θα είμαστε σε θέση να
υπολογίσουμε την ποσότητα της κάθε χρωστικής ανά
κύτταρο . Αυτού του είδους οι μετρήσεις είναι 
σημαντικές για τον υπολογισμό της βιομάζας όπως και 
για τον προσδιορισμό των φυσιολογικών συνθηκών των 
κυττάρων , όπως η adapta t. ion προσαρμοστικότητα αυτών σε 
χαμηλής ή υψηλής έντασης φωτός και τη γενική ηλικία



του πληθυσμού . Αν
5ε ί γμα πεδ ί ου θα
είδη πλακτού που
κυττάρων . Σε ο:υτΥ
όγκο θαλασσινού 
εκχυλίζουμε τις 
αποτελέσματά μας 
δείγματος παρά με

γίνουν αυτές οι μετρήσεις σε ένα 
βρεθεί ότι υπάρχουν πολλά διαφορετικά 
παρουσιάζονται για ένα ακριβή αριθμό 
την περίπτωση φιλτράρουμε ένα γνωστό
νερού μέσω - ενός φίλτρου κα ι
χρωστικές από το φ(λτρο . Τα
θα δοθούν με βάση τον όγκο του

βάση των αριθμό των κυττάρων .



Δισδικασt α
1 . Για καλλιέργειες , μετράμε κύτταρα και υπολογίζουμε 
τον αριθμό των κυττάρων ανώ πιΐ και σημειώνουμε τον 
αριθμό αυτό .
2 . Φυγοκεντρούμε 40 ιηΐ αραιωμένης καλλιέργειας σε 
φυγοκεντρικό σωλήνα όγκου 50 γπ 1 ή 10 πιί πυκνής 
καλλιέργειας σε φυγοκεντρικό σωλήνα όγκου 15 γπΙ . Μετά 
γίνεται η εξακρίβωση της πυκνότητας της καλλιέργειας . 
Οι επόμενες φυγοκεντρικές ταχύτητες αντιστοιχούν σε 
επιτραπέζιο φυγόκεντρο και θα δώσουν καλύτερα 
αποτελέσματα .

Dinof1 age 11ates ταχύτ. 5 ηο λεπτά
Diatoms ταχυτ. 3 3--6 λεπτά
Green algae ταχυτ. 3 5--10 λεπτά

Οταν τα ' κύτταρα κατακαθίσουν και το υπερκείμενο
τελικά καθαρίσει προχωρούμε στο βήμα 3 . Άν τα κύτταρα
είναι πολύ μικρά δεν θα κατακρημνιστούν έύκολα . Σε
αυτή την περίπτωση θα χρειαστεί να σωθεί ένα δείγμα 
από τα κύτταρα που παραμένουν στο υπερκείμενο μετά τη 
φυγοκέντρηση . Μετράμε αυτά τα κύτταρα και αφαιρούμε τον 
αριθμό τους από τον αρχικό αριθμό κυττάρων για να 
βρούμε τον αριθμό των κυττάρων που χρησιμοποιήθηκαν 
στην εκχύλιση .
3 · Προσεκτικά πιπέτα παίρνουμε το μεγαλύτερο μέρος



του υπερκείμενου να. διαταράξουμε τη στερεά φάση . 
Χύνουμε το υπερκείμενο εκτός αν χρειάζεται να 
μετρήσουμε τα κύτταρα που έχουν παραμείνει όπως 
περί γράψαμε στο · βήμα. 2 .
4 . Χρησιμοποιώντας μια μικρού βάρους σπάτουλα , 
πρόσθέτουμε μια J.Jι ιορ-ή ποσότητα MgC03 και 1 ml 90 % ή 
100 Sfc - ακετόνη (εξαρχάται από τον τύπο του οργανισμού 
στη στερεά φάση (Pellet.) ) . Χρησιμοποιούμε μια πιπέτα 
Pasteur για να επανσιωρήσουμε τη μάζα των κυττάρων 
και MgC03 στην ακετόνη .
5 . Χαμηλώνω τα φώτα (σχεδόν σκοτάδι ) στο εργαστήριο . 
Χρησιμοποιούμε την ίδια πιπέτα Pasteur για να 
μεταφέρουμε χο παραπάνω δείγμα σε παγωμένο λεπτό 
ομογενοποιητή και τρίβω το αιώρημα χρησιμοποιώντας 
τουλάχιστον 15 χτυπήματα . Γράφουμε τον αριθμό των 
χτυπημάτων που χρησιμοποιούμε και χρησιμοποιούμε τον 
ίδιο αριθμό κάθε φορά που τρίβουμε το αιώρημα 
( εκχύλισμα ) .
Προσοχή : Οι ομογενοποιητές είναι εύθραστοι . Πολύ δύναμη 
μπορεί να τους καταστρέφει .
6 . Χρησι μοπο ιούμε τη πιπέτα ΡθΒήβυι·' για να μεταφέρουμε 
το ομογενοποιημένο δείγμα σε ένα καθαρό 15 ιηΐ σωλήνα, 
φυγοκέντρησης με την ετικέτα <<δουλεμένο εκχύλισμα >> . 
Αντίκαθιστάται ο λεπτός ομογενοποιηΤής με τυλιγμένο με 
αλουμινόχαρτο γυάλινο δοχείο των 500 ιηΐ στο πάγο
Καλύπτουμε το γυάλινο δοχείο με καπάκι αλουμινίου .



7 . Φυγοκεντρούμε το ομογενοποιημένο μίγμα σε ταχύτητα 5
για 30 δευτερόλεπτα ή μέχρι ς ότου το υπερκείμενο
γίνει διαυγές . Λυτό το υπερκείμενο είναι το εκχύλισμα 
χρωστικής ουσίας , Προσοχή : Να μην χαθεί ούτε σταγόνα !
8 . Χρησιμοποιούμε μια καθαρή πιπέτα για να μεταφέρουμε
το εκχύλισμα. της χρωστικής- ουσίας σε τυλιγμένο με 
αλουμινόχαρτο φυγοκεντρικό σωλήνα , που είναι
μαρκσρισμένος με 0.1 πιΐ βαθμολόγηση και σημειωμένος σαν 
<< τελικό εκχύλισμα >> . Κρατάμε όλα τα εκχυλίσματα των 
χρωστικών ουσιών παγωμένα και στο σκοτάδι . Το φως
λευκαίνει τις διαλυμένες , εκχυλισμένες χρωστικές .
9 . Η μάζα του 1^003 περιέχει σπασμένα κύτταρα ,
συμπεριλαμβανομένων 8ρυματισμένων μεμβρανών χλωροπλαστών
που περιέχουν ακόμη χρωστικές . Ανάλογα από την 
πυκνότητα και την ηλικία της καλλιέργειας τα βήματα 
5 ως 8 8α επαναληφθούν 4 - 1 0  φορές για μια- πλήρη
εκχύλιση . Ακολουθώντας κάθε ομογενοποίρση και
φυγοκέντρηση , προσθέτουμε το νέο καθαρισμένο ,υπερκείμενο 
στο εκχύλισμα της χρωστικής , το οποίο πρέπει πάντα να 
κρατιέται παγωμένο και στο σκοτάδι . Κρατάμε τον όγκο 
της ακετόνης όσο μικρότερο γίνεται . Οταν το
υπερκείμενο διάλυμά της ακετόνης είναι άχρωμο
επαναλαμβάνουμε τα βήματα 5 - 8  μία τελική φορά .
10 . Οταν έχουν εκχυλιστεί οι χρωστικές ο δοκιμαστικός
σωλήνας του τεστ πρέπει να περιέχει κατά προσέγγιση 
10 γπ 1 εκχυλίσματος χρωστικής . Ξετυλίγουμε το δοκιμαστικό



σωλήνα του τεστ, φυγοκεντρούμε το εκχύλισμα χρωστικών 
για να απομακρύνουμε κάθε υπόλειμα 1^003 . Καταγράφουμε 
τον όγκο του εκχυλίσματος αφαιρώντας τον όγκο του 
Μπ003 . Ηανατυλ1γουμε και παγώνουμε το εκχύλισμα των
χρωστικών .
11 . Χρησιμοποιούμε το φασματοφωτόμετρο για τον 
προσδιορισμό της οπτικής πυκνότητας του εκχυλίσματος 
των χρωστικών . Χρησιμοποιούμε τα μήκη κύματος των 
παρακάτω εξισώσεων που αντιστοιχούν στον δικό μας 
τύπων αλγών .Κατόπιν , χρησιμοποιούμε τους υπολογισμούς 
για να μετατρέψουμε τις τιμές της οπτικής πυκνότητας 
σε συγκεντρώσεις χλωροφύλλης .
12 . Αν χρησιμοποιούμε επίσης μετρητή φθορισμού- για .τον 
προσδιορισμό της συγκέντρωσης της χλωροφύλλης , 8α 
χρειαστεί να φυλάξουμε τουλάχιστον 6 ιηΐ εκχυλίσματος 
χρωστικής , έτσι ώστε να μπορούν να γίνουν μια σειρά 
αραιώσεων , Κρατάμε όλα τα διαλύματα στο σκοτάδι και 
παγωμένα .
13 . Αν δουλεύουμε με ένα πληθυσμό πεδίου , θα 
χρειαστεί να προετοιμάσουμε διαφορετικά το δείγμα των 
κυττάρων . Πρώτα 3α χρειαστεί να φιλτράρουμε μερικά 
λίτρα θαλασσινού νερού σε φίλτρο . ινών υάλου . 
Φιλτράρουμε αρκετή ποσότητα νερού ώστε το ¡φίλτρο να 
φαίνεται χρωματισμένο - όλα τα κύτταρα. να έχουν 
συλλέγει πάνω στο φίλτρο . Καταγράφουμε τον. όγκο του 
φιλτραρισμένου νερού . Τοποθετούμε το φίλτρο|, σε ένα



Υπολογ ι σμο ί
Υπολογίζουμε την ποσότητα της χλωροφύλλης θ 

( κι.) τ . Λ-1) και χλωροφύλλης b ( κ.υτ.*-1 ) χρησιμοποιώντας 
τους υπολογισμούς που ακολουθούν . Πρώτα υπολογίζεται σε 
Ι-'ίΙ χλωροφύλλης πίΙΠ-Ι για κάθε χλωροφύλλη στο εκχύλισμα 
Χρησιμοποιώντας το κατάλληλο σετ εξισώσεων ( 1-4 ) . Οι
τελικές εξισώσεις δίνουν τη συγκέντρωση των χλωροφυλλών 
<τε μιηοΐοθΐ 1 Λ~1 και μςοβ11',·--1 .
1· Ανώτερα φυτά και πράσινα άλγη περιέχουν χλωρ . 3 

και b ( διαλύτης 90 % ακετόνης ) .

Χλωροφύλλη θ ~ 11.93 Α664 - Ά647



των 15 nil τυλιγμένο μεφυγοκεντρικό σωλήνσ 
αλουμινόχαρτο και προσθέτουμε Mg"C03 και 10 ml ακετόνης . 
Βεβαιωνόμαστε ότι το φίλτρο είναι τελείως βυθισμένο 
στην ακετόνη . Καλύπτουμε με para film και στροβιλίζουμε
τον δοκιμαστικό σωλήνα του τεστ γ ι α να ανακατευτεί το
MgC03 . Τοποθετούμε τον δοκι μαστικό σωλήνα του τεστ στο
ψυγε ί ο ή σε καλυμένο με πάγο κουβά για τουλάχιστον
μια ώρα . Μετά μια ώρα σφραγίζουμε το δοκιμαστικό 
σωλήνα του τεστ με τον αντίχειρα και ανατρέπουμε τον 
σωλήνα του τεστ για να ανακατέψουμε . Φυγοκεντρούμε το 
εκχύλισμα των χρωστικών και διαβάζουμε. στο
φασματοφωτόμετρο όπως στα, βήματα 11 και 12 
Χρησιμοποιούμε τους κατάλληλους υπολογισμούς από τους 
παρακάτω .



2 . Διάτομα , χρυσομονάδες και καφέ άλγη περιέχουν
χλωροφύλλες θ , οΐ και ο2 σε ίσες αναλογίες ( διαλύτης' 
90 ?ό ακετόνη )
3 . Δ ι νομαστ ι γωτά και κρυπτομονάδε ς περιέχουν χλωρο<ρύλ.λη
ο και. ο2 ( διαλύτης 100 % ακετόνη ) .
4 . Μίγματα φυτοπλακτονι καΥν πληθυσμών περιέχουν όλα τα
παραπάνω ( διαλύτης 90 % ) .
Υπολογισμοί για μμ χλωρ.κυτ'-Ι του φυτοπλακτού :

χλωροφύλλη ό =■ 20.36 Ά647 - 5.50 Α664

μς χλωρ. σε εκχύλισμα = ( όγκος εκχυλ.,ιηΐ ) ( μg χλωρ-ΓηΚ-Ι )

μ9 χλωρ. εκχυλίσματος
μπιοί χλωρ. σε. εκχύλισμα -------------------------------- —----

μοριακό βάρος χλωροφύλλης

χλωρ.θ = 894 
χλωρ.5 = 908 
χλωρ.ο = 610

Μοριακά βάρη



μτηοΐ χλωρ. εκχυλίσματος
Mmol χλωρ . ce 1 1 "-1 ----------;--------------------- — ----

συνολικά κύτταρα στο δείγμα

Αν θέλουμε να κάνουμε το πείραμα πάνω από την
καμπύλη αύξησης ( growth curve ) ενός πληθυσμού ,
σχεδιάζουμε τα ακόλουθα : Συγκέντρωση χλωρ. a κυτΛ-ί
χλωρ. b κυτ'-1 , χλωρ. c κυτΛ-1 συναρτήσει του χρόνου 
και ο λόγος χλωρ. a κυτΑ-1 σε χλωρ. b κυτ''-l ή χλωρ. 
c κυτ.Λ-1 συναρτήσει του χρόνου .

Φθορισμομετρική ανάλυση
0 μετρητής φθορισμού είναι ένα άλλο όργανο .για τη

μέτρηση της συγκέντρωσης της χλωροφύλλης . Αυτή θ
μέθοδος εμφανίζει έναν αριθμό πλεονεκτημάτων σε σχέση 

με τις φασματοφωτομετρικές τεχνικές , όπως η μεγαλύτερη 
ευαισθησία ,, η απαίτηση λιγότερο συμπηκνωμένων δειγμάτων, 
η ταχύτητα '.και η αμεσότητα . 0 μετρητής φθορίσμού είναι 
μικρός , φορητός και ' απλός στη χρήση . Το κύριο
μειονέκτημα του μετρητή φθορισμού είναι ότι μετράει
μόνο τη χλωροφύλλη a και. όχι τις συμπληρωματικές
χρωστικές . Η φθορισμομέτρηση της χλωροφύλλης λειτουργεί, 
σύμφωνα με την ακόλουθη αρχή : ο φθορισμομετρητής 
εκπέμπει φως μικρού μήκους κύματος το οποίο



απορροφάται σηό τα μόρια της χλωροφύλλης και 
ξαναεκπέμπεται σε μεγαλύτερο μήκος κύματος . Η ένταση 
του φθορισμού μετριέται από το φ8ορισμομετρητή . Από την 
ένδειξη του φθορισμομετρητή μπορούμε να υπολογίσουμε 
την συγκέντρωση της χρωστικής. Το φως που απορροφάται 
από το σύνολο των κυττάρων της χλωροφύλλης 
χρησιμοποιείται κατά τρεις τρόπους . Κυρίως 
χρησιμοποιείτσι για την διαδικασία της φωτοσύνθεσης , 
μερικώς για εκπέμπεται σαν φθορισμός και το υπόλοιπο 
εκπέμπεται σαν θερμότητα .Το σύνολο των κυττάρων μπορεί 
να αναγκαστεί να επανεκπέμιρε ι υπό μορφή φθορισμού όλη 
την απορροφούμενη φο,ιτεινή ενέργεια με την προσθήκη του 
Π.Ο.Μ.υ . Το 0.0.Μ.υ είναι ένας φωτοσυνθετικός 
παρεμποδιστής που σπάζει τη σύνδεσή μεταξύ του 
φωτοσυστήματος II και του φωτοσυστήματος I . Ολη η 
φωτεινή ενέργεια που απορροφάται από το φωτοσύστημα· II 
επανεκπέμπετσι .κυρίως με το φαινόμενο του φθορισμού 
παρά μετατρέπεται σε χημική ενέργεια . Με το Ό.Ο.Μ.υ 
μπορεί να. προσδιοριστεί ένας λόγος φθορισμού από το 
σύνολο των κυττάρων με << ανοικτούς >> φωτοσυνθετικούς 
δρόμους ( Γ ) προς τον φθορισμό από το σύνολο των 
κυττάρων με φωτοσυνθετικούς δρόμους που παρεμποδίζονται 
από την παρουσία του ϋ.Ο.Μ.υ . Αυτός ό λόγος δείχνει 
την αναλογία του φωτός που απορροφάται από κανονικά 
κύτταρα τα όοποΐα φθορίζουν φυσικά , μία άλλη 
διάγνωστικη για τον προσδιορισμό της συνολικής



φυσιολογίας των κυττάρων .
Οταν οι χρωστικές της χλωροφύλλης έχουν εκχυλιστεί

από τους χλωροπλάστες των ελικοειδών μεμβρανών , όλο το
απορροφημένο φως φθορζει καθώς δεν υπάρχει πλέον σε
λειτουργία ένα: σύστημα μεταφοράς ηλεκτρο'νί ων
Εκχυλισμένη χλωροφύλλη θ απορροφά ςιως στα 663 πγπ και 
φθορζει στα 670 ηιη . Χλωροφύλλη 3 σε σύστημα μεταφοράς 
ηλεκτρονίων ή ολόκληρα φυτικά κύτταρα απορροφούν φως 
κοντά στα 673 ηηι και 683 ηιη και φθορίζουν φως στα 685 
ηπι .

Διαδικασία για εκχυλισμένη χλωροφύλλη

Διαδοχικές αραιώσεις
Επειδή ο φθορισμομετμητής είναι περισσότερο

ευαίσθητος από το φασματοφωτόμετρο , τα δείγματα 
που προετοιμάζονται για φασμοτοφωτομετρία , πρέπει συχνά 
να αραιώνονται για μετρήσεις με φθορισμομετρία .
Για αυτό ' το πείραμα 3α πρέπει πρώτα Ί.να γίνουν
διαδοχικές αραιώσεις της χλωροφύλλης που προετοιμάστηκε
για φασματοφωτομετρική ανάλυση .
1 . Τυλίγουμε σε αλουμινόχαρτο και μετράμε πέντε
δοκιμαστικούς σωλήνες των 10 γπΙ με Ψ1 κάνοντας την 
αρχική αρσίωση και έτσι το πιο συμπηκνωμένο δείγμα
2 . Πάντα πρέπει να κρατάμε τα δείγματα του 
εκχυλίσματος της χλωροφύλλης παγωμένα και στο σκοτάδι .



μέσα σε δοκιμαστικό σωλήνα # 1  και καταγράφουμε .τον 
όγκο .
3 . Παίρνουμε 10 λ', του όγκου από τον δοκιμαστικό σωλήνα
# 1 και τον βάζουμε μέσα σε δοκιμαστικό σωλήνα # 2 . 
Προσθέτουμε αρκετό 90 % ή 100 % διάλυμα ακετόνης
( εξαρτάται από τον τύπο του άλγους ) για να έρθει ο
όγκος στον αρχικό όγκο του δοκιμαστικού σωλήνα #1
Ανακατεύουμε . Τώρα έχουμε 10 % διάλυμα .
4 . Παίρνουμε 10 ?ί> από τον όγκο του δοκιμαστικού σωλήνα
# 2 και ' το τοποθετούμε σε δοκιμαστικό σωλήνα # 3 .
Προσθέτουμε ακετόνη στο # 3  για να το φέρουμε στον
αρχικό όγκο του δοκιμαστικού σωλήνα # 1 . Αυτό οδηγεί
στην δημιουργέ ία ενός διαλύματος 1 % στο δοκιμαστικό 
σωλήνα #3 .
5 . Συνεχίζεται αυτή η διαδικασία για να φτιαχτεί 0.1% 
και 0.01 %> διαλύματα σε δοκιμαστικούς σωλήνες # 4 και
# 5 αντίστοιχα .

Μέτρηση φθορισμού ( Φθορισμομετρία - Fluorometry )
1 . , Πρώτα από όλα πρέπει να γίνει η ρύθμιση του
οργάνου για τις οπτικές ιδιότητες της γυάλινης 
κυψελλίδας και της ακετόνης - Με ένα μαρκαδόρο 
σημειώνουμε μια γραμμή 5 mm μακριά από το χείλος της
κυψελλίδας . Κάθε φορά που βάζουμε την κυψελλίδα 
μέσα στο μετρητή φθορισμού , πρέπει να βεβαιωνόμαστε

Προσεκτικά μετράμε τουλάχιστον 6 ml του εκχυλίσματος



ότι η κυψελλίδα είναι πάντοτε με τον Ιδιο 
προσανατολισμό που χρησιμοποιείται το σημάδι της 
αναφοράς ( μας ) . Γεμίζουμε τη κυψελλίδα με 90 % ή
100 % ακετόνη και μετράμε το φθορισμό . Σημειώνουμε τον 
αριθμό αυτό και τον <<door factoi">> που χρησι μοποιήσαμε . 
Οι διαφορετικές << πόρτες >> αλλάζουν τα χαρακτηριστικά 
του φωτός που παράγεται από τον μετρητέ) φθορισμού . Ο 
<< door factor >> είναι σημαντικός στον υπολογισμό της 
συγκέντρωσής της χλωροφύλλης του δείγματός μας . Ο
φΟορισμός της ακετόνης είναι ένας άλλος διορθωτικός
παράγοντας για τους υπολογισμούς μας . Είναι πολύ 
σημαντικό ότι μετράμε μια νέα τιμή << ακετόνης>> κάθε
φορά που αλλάζουμε τον <<door factor >> και γράφουμε 
και τα δύο , δηλαδή την τιμή της ακετόνης και τον
<<door factor >> .
2 . Αποχύνουμε την ακετόνη και μετράμε τα εκχυλίσματα
των χρωστικών ουσιών . Βάζουμε με πιπέτα περισσότερο
αραιό διάλυμα χρωστικής ουσίας ( 0.01 % ) μέσα στη
κυφελλίδα και μετράμε το φΟορισμό του . Σημειώνουμε την
τιμή του φ9ορισμου και την αραίωση . Οι τιμές του
φ9ορισμού πάνω από 50 είναι σημαντικές. Αν αυτή η
συγκέντρωση είναι π,ολύ αραιωμένη ( π.χ μετρήσεις κάτω 
από 50 ) το χύνουμε πίσω στον δοκιμαστικό του σωλήνα
και μετράμε το δείγμα το οποίο ε.Ιναι 10 φορές πιο
συμπηκνωμένο (0.1) . Μετράμε αυξάνοντας τις συγκεντώσεις
μέχρι να π άρ ο υμε μια σημαντική μέτρηση φθορισμού .



Διαδικασία για 
των κυττάρων

τη μέτρηση του φθορισμού του συνόλου

1 . Αριθμίζουμε 4 δονίιμαστικο ύς σωλήνε ς των 10 mi .
7ui . Τοποθετούμε 9 ιηΐ καλά αναμιγμένης κσλλιέργειας μέσα
σε κάθε δοκ. ι μαστ ι κό σωλήνα . Παρατηρούμε προσεκτικά πότε
η καλλιέργεια μας θα είναι αρκετά πυκνή για τα
κύτταρα που χρειάζονται αραίωση ■ Στις πυκνές 
καλλιέργειες , τα κύτταρα << σκι όζουν >> το ένα το άλλο 
και παρεμποδίζουν την ικανότητα του φθορισμομέτρου να 
ανιχνεύει το φως του φθορισμού . Αν είναι αναγκαίο- , 
αραιώνουμε τα. κύτταρα με φιλτραρισμένο γλυκό νερό ή 
θαλασσινό νερό.
Σπμειώνο υ μ ε το ποσοστό 
3 . Τοποθετούμε στους
σκοτάδι για 15 λεπτά
στο σκοτάδι .

της αραίωσης -
4 δοκ ι μαστ ι κούς σο)λήνε ς στο 

για να προσαρμοστούν τα κύτταρα

4 . Οσο τα' _ κύτταρα προσαρμόζονται στο σκοτάδι 
βαθμολογούμε το μετρητή φθορισμού και τη κυψελλίδα 
Επειδή τα κύτταρα βρίσκονται σε μέσο μετράμε το 
φθορισμό της κυψελλίδας γεμισμένη με το μέσο αντί της 
ακετόνης . Γράφουμε τη τιμή φθορισμού .
5 . Μετά τα 15 λεπτά προσαρμογής στο σκοτάδι , 
προσθέτουμε 50 μΓ από ϋ.Ο.Μ.υ σε 2 από τους 
δοκιμαστικούς σωλήνες .
Προειδοποίηση : Το 0.0.Μ.II είναι δηλητήριο για αυτό



πρέπει τα χέρια να πλυθούν αμέσως
Γράφουμε τους αριθμούς των δοκιμαστικών σωλήνων που 
χρησιμοποιήσαμε , καλύπτουμε με parafalm , ανατρέπουμε 
τους σωλήνες για να. αναμιχθούν και τους ξαναβάζουμε 
στο σκοτάδι .. Το D.C.M.U απαιτεί για να δράσει . κατά 
προσσέγγιση 5 λεπτά . Στο μεταξύ , μετράμε το φθορισμό 
των κυττάρων στους άλλους 2 δοκιμαστικούς σωλήνες .
6 . Θα -παρατηρήσουμε το δείκτη του μετρητή φθορισμού 
να μετακινείται πάνω -- κάτω για τα πρώτα 45 
δευτερόλεπτα μετά την τοποθέτηση του δείγματος . 
Αυτή η μεταβολή οφείλεται στο φθορισμό μεταβλητών 
χαρακτηριστικών του συνόλου των κυττάρων . Για το πρώτο 
δείγμα που μετράμε , σημειώνουμε το χρόνο από την 
στιγμή που κλείσαμε την <<πόρτα>> , μέχρι την στιγμή 
της σταθεροποίησης του φθορισμομετρητή και σημειώνουμε τη 
τιμή του φθορισμού . Πρέπει να είμαστε σταθεροί στην 
ποσότητα του χρόνου που περιμένουμε για να διαβάσουμε 
τα επόμενα δείγματα .
7 . Χρησιμοποιούμε τους παρακάτω υπολογισμούς για να
προσδιορίσουμε την συγκέντρωση χλωροφύλλης , του
διαλύματος εκχύλισης του συνόλου των κυττάρων και του
συνόλου των κυττάρων με D . Μ . C . U .

γ . Υπολογισμοί
Οι τελικές εξισώσεις δίνουν τις συγκεντρώσεις της

χλωροφύλλης a cell'-l και pg χλωρ. a cell’'-Ι ( κύτταρα^
cell)



1 ■ Πολλαπλασιάζουμε την τιμή του φθορισμού της 
χλωροφύλλης με τον αντίστοιχο συντελεστή αραίωσης που 
χρησιμοποιούμε .
2 . pg χλωρ. 3 LA-1

( Τιμή φθορισμού χρωστικής ουσίας ~ Τιμή φθορισμού

λευκού) * << door faktor >>

pg χλωρ. a 1 X, 1ml αρχ.δειγ
3 . pg χλωρ . a κυτ.Λ~-1 - -------■---- * ---------  * -----------

L 1.000 ml # κυτ.ΓηΙ

pg χλωρ.a κυτΛ-1
4 . pmol χλωρ.a κυτ'-Ι -■-----------------------------------

μοριακό Βάρος της χλωρ.a ,894



Χλωροφύλλη

Τα χαρακτηριστικά των χρωστικών ουσιών των άλγων
ε ί να ι οι χλωροφύλλη , η ξανθοφύλλη κα ι η καροτίνη . Οι
τρε ι ς χλωροφύλλες που βρίσκονται κατά κανόνα στα
πλακτονικά είδη είναι οι χλωροφύλλες a , b κ α ι  c . Η

χλωροφύλλη a αποτελεί κατά προσσέγγιση 1 -2 % του
ξηρού βάρους του οργανικού υλ. ικού σε όλα τα 
πλακτονικά άλγη και είναι ο προτιμόμενος δείκτης για 
τις εκτιμήσεις της βιομάζας των άλγων . Το περιεχόμενο 
σε χλωροφύλλη των κυττάρων μεταβάλλεται από είδος σε 
είδος ή από ταξινομική ομάδα σε άλλη και εξαρτάται 
από την ηλικία των ρυθμών ανάπτυξης , το φως και τις 
θρεπτικές συνθήκες .

Δύο μέθοδοι για τ'ον προσδιορισμό χλωροφύλλης a στο 
φυτοπλακτό είναι διαθέσιμοι : ο φασματοφωτομετρικός 
(τριχρωματρική μέθοδος ) και ο φθορισμομετρικός . 0
δεύτερος είναι πιο ευαίσθητος , απαιτεί λιγότερο δείγμα 
και προσαρμόζεται γιο in vivo μετρήσεις .

Η φάιοφυτίνη a , ένα συνηθισμένο προϊόν διάσπασης 
της χλωροφύλλης a ' Μπορεί να παρεμποδίσει τον 
προσδιορισμό της χλωροφύλλης a γιατί απορροφά φως και 
φθορίζει στην ίδια περιοχή του φάσματος όπως η
χλωροφύλλη, a και μπορεί να προκσλέσει σφάλματα στις
τιμές της χλωροφύλλης a . Οταν γίνεται μέτρηση της

ιχλωροφύλλης a- μετράμε επίσης την συγκέντρωση της



φαιοφυτίνη a είναι ένας καλός δείκτης των
φυσιολογικών συνθηκών του φυτοπλ.ακτού . Ενας άλλος 
χρήσιμος δείκτης τής ποιότητας νερού είναι ο λόγος
της βιομάζας προς την χλωροφύλλη a (Αυτοτροφικός 
δείκτης - Autotrophic Index ) . Σε μη ρυπασμένα νερά ο
πλυδησμός του πλακτό είναι. πολύ πλούσιος σε αυτότροφα 
χλωροφυλλικά άλγη . Καθώς τα νερά εμπλουτίζονται 
οργανικά , η αναλογία. των ετερότροφων ( καταναλωτές ) μη 
χλωρόφυλλων οργανισμών όπως (filamentous ) βακτήρια και
τα πρωτόζωα με στέλεχος , αυξάνεται .

0 Αυτοτροφικός δείκτης (Ά.Ι) αποτελεί μια ένδειξη
των σχετικών αλ.λαγών στη σύνθεση των ειδών του
πλαγκτού από αλλαγές στην ποιότητα του νερού '.
Υπολογίζεται ως εξής :

Βιομάζα (ελεύθερη από οργανική ύλη ) σε mg/m.3 ·Α.Ι --------- — -------- ------------------------------ :--
χλωροφύλλη a , rag / m3

Φυσιολογικές τιμές Α.Ι από 50 μέχρι 200 .
Μεγαλύτερες τιμές Ά.Ι πάνω από 200 δηλώνει καί<ή

φαιοφυτίνης a . ο λόγος της χλωροφύλλης a προς τη

ποιότητα νερού .



1 .Φασματοφωτομετρικός προσδιορισμός των χλωροφυλλών a

b και c

Οι χρωστικές εκχυλίζονται από το πλακτό με υδατικό 
διάλυμα ακετόνης και την οπτική πυκνότητα
(απορροφητικότητα ) του εκχυλ,ισματός προσδιορίζεται 
φασματοφωτομετρικά . Οταν η άμεση εκχύλιση των χρωστικών 
δεν είναι δυνατή (όπως περιγράφουμε παρακάτω ) τα 
δείγματα μπορούν να σποδηκευτούν παγωμένα για 30 μέρες 
αν κρατηθούν στο σκοτάδι . Η ευκολία με την οποία οι 
χλωροφύλλες απομακρύνονται από τα κύτταρα μεταβάλλεται 
αντίστοιχα στα διάφορα άλγη . Για να πετύχουμε 
συνολική εκχύλιση των χρωστικών , είναι αναγκαίο συνήθωσ 
να διαλύσουμε τα κύτταρα μηχανικά με έναν <<tissue
grinder >>
α . Εξοπλισμός - Αντιδραστήρια
1 . Φασματοφωτόμετρσ με στενή δέσμη (0.5 μέχρι 2.0 nm)
γιατί η κορυφή απορρόφησης της χλαιροφύλλης είναι
σχετικά στενή . Σε ένα φασματικό πλάτος δέσμης 20 nm η 
συγκέντρωση της χλωροφύλλης a μπορεί να υποεκτιμηθεί 
μέχρι και περισσότερο από 40 % .
2 . Κυψελλίδες με 1 cm. , 4 cm και 10 cm μήκος διαδρομής
3 . Κλινική φυγόκεντρος (Clinical Centrifuge )
4 . Tissue Grinder . Με επιτυχία διαλύει ίνες των
γυάλινων φίλτρων γιατί με το σωλήνα τριψίματος και
κωνικό γουδοχέρι 8α είναι δύσκολο . Προτιμάμε να
χρησιμοποιούμε σωλήνα' τριψίματος και γουδοχέρι (pestle )



με στρογγυλό πάτο .
5 . Σωλήνες φυγοκέντρου 15 ml, graduated ) , με
βιδωτόν κάλυμα .
6 . Εξοπλισμός διήθησης : φίλτρα , μεμβράνες (0.45 pm 
(porosity ) ,47 mm διάμετρος ) ή γυάλινη ίνα ( G F / ·ή 
G F / A ,4.5 cm διάμετρο) κενή τρόμπα .
7 . Αιώρημα ανθρακικού μαγνησίου ( MgC03 )
Προσθέτουμε 1-0 gr MgC03 (σε μορφή σκόνης ) σε 100 ml 
απεσταγμένο νερό .
8 . Διάλυμα ( υδατικά ) ακετόνης . Ανακατεύουμε 90 μέρη 
ακετόνης ( βαθμός αντιδραστηρίου BP 56C ) με 10 μέρη 
νερού ( ν / ν )

β .Διαδικασία:
1 . Συμπυκνώνουμε το δείγμα με φυγοκέντρηση ή διήθηση
(μεμβράνη ή φίλτρο γυάλινης ίνας ) .
Προσθέτουμε 0.2 ml MgC03 πριν τη φυγοκέντρηση ή κατά
την περίοδο της τελικής φάσης του φιλτραρίσματος . 
Φυλάμε συμπηκνωμένα ( concentrated ) δείγματα παγωμένα σε 
έναν αποξηραντή στο σκοτάδι αν η εκχύλιση πρόκειται
να γίνει αργότερα . Χρησιμοποιούμε γυάλινα σκεύη και
κυφελλ (δες τα οποία είναι. καθάρα και ελεύθερα από 
οξέα ..
2 . Τοποθετούμε το δείγμα σε ένα Tissue grinder
καλυμένο με 2 - 3 ml 90 % υδατικού διαλύματος ακετόνης
και θρυμματίζουμε . Χρησιμοποιούμε T.F.E / γυάλινο grinder 
για ενα φίλτρο ι.νών υάλου και γυάλ,ινο / γυάλινο



binder για φίλτρο μεμβράνης .
3 ■ Μεταφέρουμε το δείγμα στο φυγόκεντρο σωλήνα με το 
Βιδωμένο κώλλυμα , ξεπλένουμε τον grinder με λίγα
Ρι^·ιλ(τρα 98 υδατικού (διαλύματος ακετόνης και
πΡοσθέτουμε το έκπυμα στο αιώρημα της εκχύλισης
Ρ1)9μ(ζουμε τον συνολικό όγκο σε ένα σταθερό
επΙπε5ο 5 με 10 ηιΐ με 90 °<5 υδατικό διάλυμα ακετόνης .
Χρησιμοποιούμε με οικονομία τον διαλύτη και αποφεύγουμε 
την υπερβολική αρσίωση των χρωστικών .
Τοποθετούμε τα δείγματα κατά την διάρκεια της νύχτας
σε 4 οΟ στο σκοτάδι .
4 . Καθαρίζω το εκχύλισμα με φυγοκέντρηση σε κλειστούς
σωλήνες για 20 λεπτά στα 500 gr .Μεταφέρω το 
καθορισμένο εκχύλισμα μέσα σε ένα καθαρό βαθμονομημένο 
όγκου 15 γπΙ  σωλήνα φυγοκέντρησης με βιδωτό καπάκι
και μετρώ τον ολικό όγκο του1 εκχυλίσματος .
5 . Μεταφέρουμε το εκχύλισμα σε κυψελλίδα 1 οιη και 
μετράμε την οπτική πυκνότητα ( 0.0 ) σε 750 , 663 , 645, 
και 630 πιώ. . Επιλέγουμε εκείνο το μήκος κυψελλίδας , ή 
εκείνη την αραίωση για να εξασφαλίσουμε τιμές οπτικής 
πυκνότητας ( Ο,Ό ) στα 663 ηηι μεγαλύτερες από 0.2 και 
μικρότερες από 1.0

γ ..Υπολογισμό ί

Χρησιμοποιούμε τις αναγνώσεις της οπτικής πυκνότητας 
στα 663 , 645 και 630 ηιη για τον προσδιορισμό της
χλωροφύλλης 6 , !:> και ο .. Οι αναγνώσεις της Ο.ϋ



( οπτική πυκνότητα ) στα 750 ηΐΏ εξυπηρετεί σαν διόρθωση
για την θαλερότητα .
Άφαιρούμε αυτή την τιμή της 0.0 που διαβάσαμε από
κάθε τιμή 0.0 των άλλων μηκών κύμματος των χρωστικών
πριν χρησιμοποιήσουμε αυτός στις παρακάτω εξισώσεις 
Επειδή π 0.0 ·ιου εκχυλΙσματος στα 750 ηπι είναι πολύ
ευαίσθητο σε αλλαγής της αναλογίας ακετόνης - νερού
παραμένουμε αυστηρά στην αναλογία 90 μέρη ακετόνης :10
μέρη νερό ( ν /ν ) για την εκχύλιση χρωστικών

Για να αποφύγουμε την χρήση της ανάγνωσης στα 750
ηιη καθαρίζουμε το διάλυμα των χρωστικών φυγοκεντρώντας
για 20 λεπτά σε 1,000 g και χρησιμοποιούμε έναν δρόμο 
της φωτεινής δέσμης όχι μεγαλύτερο του 1 οιη . Οταν
όμως η δυνατότητα επσνεώρησης του ιζήματος υπάρχει ·, 
παίρνουμε τις αναγνώσεις στα 750 η;τι . Αυτό είναι ένα
συνήθες πρόβλημα όταν 'χρησιμοπολούμε φίλτρα ινών .υάλου 
και φυγόκεντρο με κεφαλή με κλίση .Για να 
περιορίσουμε αυτή την δυσκολία χρησιμοποιούμε μια 
φυγόκεντρο με ταλαντευόμενη κεφαλή και επιπλέον
ποσότητες £^003 που τα προσθέτουμε αμέσως πριν την
φυγοκέντρηση . . 1

1 . Υπολογισμός συγκεντρώσεων χλωρ.ο , 0 , ο από 
διορθωμένες οπτικές πυκνότητες .
α ) Οτ 1 β,π^/Ι. * 11.64(0.0663)- 2.16(0.0645)+ 0.10(0.0630)
β ) Οτ 1 Ο,η^/Ι. - 20.97 (0.0645) - 3.94 (0.0663)-3.66 (0.0630)
γ ) ΟτΙ ο,πψ/Ι, - 54.22(0.0630)-· 14.81(0.0645)- 5.53(0.0663)



όπου 0.D663 , 0.D643 και O.D630 είναι οι διορθωμένες 
οπτικές πυκνότητες (με lera φωτεινό path ) στα 
αντίστοιχα μεγέθη κύματος .
2 . Μετά τον προσδιορισμό της συγκένρωσης των χρωστικών 
στο εκχύλισμα , υπολογίζω την ποσότητα των χρωστικών 
σνά μονάδα όγκου όπως παρακάτω :

€1ί1 9 * ( ενωμένο όγκο σε I. )
Θ1\1 β , π:̂  / να" 3 ------------------------------- —

όγκο του δείγματος ηιΛ3
όπου οΐιΐ 3 είναι ε συγκέντρωση της χλωροφύλλης στο 
εκχύλισμα προσδιορισμένη από. την εξίσωση α παραπάνω

2 . Φθορισμομετρι κή μέθοδος για την χλωροφύλλη a

Η φθορ ι σμομετρ ι κέι μέθοδος για χλωροφύλλη a είναι 
περισσότερο ευαίσθητη από την φασματοφωτομετρική μέθοδο, 
απαιτεί μικρή πoc7óτητα δείγματος και δεν απαιτεί 
ανάλυση μήκους κύματος όπως η φασματοφωτομετρική 
μέθοδος . Η πιο ευνοϊκή ποσότητα ευαισθησίας για (in
vit.ro ) ■ μετρήσεις χλωρ. a πετυχαί νεται · με τη διέγερση
του μήκους κύματος σε 430 nm και σε εκπομπή μήκους 
κύματος ■ σε 663 nm . Μια μέθοδος για συνεχείς μετρήσεις 

της χλωρ .a ( in vivo ) είναι διαθέσιμη αλλά είναι
λιγότερο . Η φαιοφυτίνη θ μπορεί επίσης να
προσδιοριστεί φθορισμομετρικά .

α . Εξοπλισμός - Αντιδραστήρια 
1 . Φθορισμομετρητής εφοδιασμένος με μεγάλης έντασης



Γ4Τ.5 μπλε λάμπα . φωτοπολλαπλασιαστή Κ-136 ( κόκκινης
ευαισθησίας ) , ολισθητικό παράθυρο ανοίγματος 1 * , 3 * ,
10 * και 30 * και φίλτρο για φωτεινή εκπομπή ( 03-2-- 
64 ) και διέγερση με υψηλή πόρτα ευαισθησίας .

2 . Άλλα αντιδραστήρια και εξοπλισμός όπως η 
φασματοφωτομετρική μέθοδος .

β . Διαδικασ ί α

1 . Μετράμε φθορισμομετρικά μια διαλυμένη χλωροφύλλη 
γνωστής συγκέντρωσης όπως παρακάτω ακολουθεί : 
α ) Προετοιμάζουμε το εκχύλισμα της χλωροφύλλης και
αναλύουμε σπεκτροφωτομετρικά .
β ) Ετοιμάζουμε συνεχείς διαλύσεις του εκχυλίσματος για
την παροχή συγκεντρώσεων που προσεγγίζουν 2 ,6 ,20 και 
60 χλωρ. ο /1^ .

γ ) Διαβάζουμε για κάθε διάλυση σε κάθε ολισθητικό
παράθυρο ανοίγματος 1 * - 3 * , 10* και 30 * .
5 ) Χρησιμοποιώντας τις αξίες που Βρήκαμε πριν ,
παράγονται συντελεστές μετρήσεων μετατρέποντας τις 
φθωρισμομετρικές ενδεί ν“1·? σΓ- κάθε επίπεδο ευαισθησίας 
σε συγκεντρώσεις χλωροφύλλης ο , ως εξής ; 

θα
Γ3 - --------

όπου
Εξ ε1νσι ο συντελεσ^^^ μετρήσεων για ευαισθησία δ



Ps ε ί ναι Η ένδειξη από την φθορ ισ μ ο μέτρηση για 
ευαισθησία S
Ca είναι η συγκέντρωση της χλωροφύλλης a προσδιορισμένη
φασματοφωτομετρικά σε pg /It .

2 . Μετρώντας το δείγμα φθορισμού σε καθορισμένη 
ευαισθησία η οποίσ θα δείχνει μια ενδιάμεση ένδειξη.. 
Μετατρέπω τις ενδείξεις φθορισμού σε συγκεντρώσεις της 
χλωροφύλλης g πολλαπλασιάζοντας τις ενδείξεις με το 
κατάλληλο συντελεστή βαθμολόγησης .
3 . Αποφεύγουμε να χρησιμοποιούμε το 1 * (window ) 
εξαιτίας των απωλειών ενέργειας .

3 . Φασματοφωτομετρικός προσδιορισμός της χλωροφύλλης θ 
με την παρουσία της φαιοφυτίνης a .

■Η χλωροφύλλη θ μπορεί να υπερεκτιμηθεI όταν 
συμπεριλαμβάνονται φαιοχρωστικές που απορροφούν κοντά το 
ίδιο μήκος κύματος όπως η χλωροφύλλη 3 . Η χλωροφύλλη
θ οδινισμένπ με αραιό διάλυμα οξέος , μετατρέπεται σε 
φαιοφυτίνη θ > Ή οποία έχει μέγιστη απορρόφηση σε
μήκη κύματος από 410 και 665 ( 667 ) πγπ . Επιπρόσθετη 
οΕίνιση με πιο πυκνό διάλυμα οξέος οδηγεί σε παραπέρα
δ ιάσπαση σε ενώσε ι ς παρόμο ι ε ς Ρϊιέορϊιοι^ΐάθ .
Πρόσθήκη οξέος στη χλωροφύλλη ο οδηγεί σε απώλεια του 
ατόμου του μαγνησίου , μετστρέποντας την σε φαιοφυτίνη

Οταν ένα
μετατραπεί στ

διάλυμα καθαρής χλωροφύλλης
φαιοφυτίνη με οξ ίνιση η

έχε ι 
κορυφή



απορρόφησης ελλατώνεται κατά προσέγγιση σε 60 %
της πραγματικής τιμής και μετατοπίζεται από τα 663 ηπι
στα 665 ηπι .
Αυτό οδηγέ I σε ένα λόγο κορυφής απορρόφησης πρίν και 
μετά την οξ1νιση Ισο με 1.70 [ 0.0 663 /Ο.0 665 ” 1.70 ] 
κα ι χρησ ι μοπο ι ε I τα ι ·'·ντ Πν 5 ι όρθωση της Ψα 1 νόμενης
συγκέντρωσης της χλωροφύλλης α για φαιοφυτίνη ά . 
Δείγματα με ένο: λόγο 0.0 663 πρίν / Ο.Ό 665 μετά την
οξίνιση ίσο με 1.70 φαίνεται να περιέχουν λίγη ή
καθόλου φαιοφυτίνη α κσι να βρίσκονται σε εξαιρετική 
φυσιολογική κατάσταση ■ Διαλύματα καθαρής φαιοφυτίνης δεν 
εμφανίζουν μείωση της 0.0 665 μετά την οξίνιση και

έχουν λόγο 0.0 663 πρίν/ ο.Ο 665 μετά ” 1.0 . Έτσι ,
μείγματα χλωροφύλλης α κσι φαιοφυτίνης α έχουν λόγους 
κορυφής απορρόφησης που κυμαίνονται από' 1.0 έως 1.7 . 
Αυτοί οι λόγοι είναι Βασισμένοι στη χρήση 90 %
ακετόνης σαν διαλύτη · Χρησιμοποιώντας 100 % ακετόνη
σαν διαλυτικό οδηγούμαστε σε ένα λόγο Ο.ϋ 663 .πρίν /
Ο.Ό μετά με τιμή γύρω στο ο.Ο

α . Εξοπλισμός - αντιδραστήρια

1 ) Βλ. χλωροφύλλη
2 ) Υδροχλωρικό οξύ , 1Ν



B · Δια51 κασt α

1 . Εκχυλίζω τη χρωστική με 90 % ( ν / ν ) ακετόνη ,
καθαρίζω με φυγοκέντρηση και διαβάζουμε την O.D στα 
750 nrn και 663 nm .
2 . Οξινίζω το εκχύλισμα σε κυψελλ ίδα 1 cm με δύο
σταγόνες 1 Ν HC1 . Αν χρησιμοποιείται μια μεγαλύτερη 
κυψελλίδα προσθέτω έναν αντίστοιχα μεγαλύτερο όγκο 
οξέος . Ταράζω σιγά το οξινισμένο εκχύλισμα και 
διαβάζω την 0.D στα 750 nm και στα 665 nm ' όχι 
νωρίτερα από 1 λεπτό· ή αργότερα από 2 λεπτά μετά
την οξίνιση . Κάνω το ίδιο και για τα άλλα δείγματα .
3 . Αφαιρώ το 750 nm 0.D από τις αναγνώσεις πριν 
(0.D 663 nrn ) και μετά την οξίνιση (0.D 665 nm ) .

γ . Υπολογισμοί

Χρησιμοποιώντας τις διορθωμένες τιμές υπολογίζουμε
την χλωρ.3 ( 0 ) και τη φαιοφυτίνη θ ( Ρ ) ανά κυβικό
μέτρο όπως παρακάτω :

26.73 (663b - 665α ) * VI
1 . 0 , / ·πΓ3 ...-.-.....:--------------- — ---ν2 * ί

mg / πΓ3 -
26.73 ( 1.7(665a) - 663b ) * VI 

V2 * L

όπου
VI ε ί να ι ο όγκος του εκχυλίσματος (σε L )
V2 είναι Ο ; όγκος του δείγματος (σε L)
L το μήκος του οπτικού δρόμου ή πλάτους της



κυψελλίδας ( ο Γη ) κα ι
66313 , 665β είναι οι οπτικές πυκνότητες της 90 %

ακετόνης εκχυλίσματος πριν και μετά την οξίνηση , 
αντίστοιχα .

Η τιμή 26.73 είναι η διόρθωση της απορρόφησης και 
ισοδύναμε!. με το γινόμενο Α * Κ όπου
Α είναι ο συντελεστής απορρόφησης για την χλωροφύλλη α 
στα 6 63 ητα -11.0 και
Κ είναι ο λόγος που εκφράζει την διόρθωση για την
οξ ίνιση .



(Standing Crop )Προσδιορισμός βιομάζας

Η βιομάζα του πλαγκτού μπορεί να εκφραστεί σαν οι 
αρι0μο( των οργανισμών σνά μονάδα όγκου . Ομως ,επειδή 
οι πλαγκτονικοί οργανισμοί ποικίλουν πολύ στην κατανομή 
του μεγέθους τους , οι αριθμοί μόνοι τους δεν δίνουν 
επαρκή εικόνα της δυναμικής των πληθυσμών ούτε και της 
ποικιλομορφίας και της δομής του οικοσυστήματος . 
Διαθέσιμοι μέθοδοι που περέχουν περισσότερες και πιο 
ακριβείς πληροφορίες για τη βιομάζα συμπεριλαμβάνουν
προσδιορισμό του ολικού άνθρακα , οξυγόνου , αζώτου , 
υδρογόνου , λιπιδίων , υδρογονανθράκων , φωσφόρου , πιριτίσυ 
(Βιάτομα ) , χιτίνης (ζωοπλαγκτό) και χλωροφύλλη ( άλγη ) .
Οι μόνοι πρακτικοί μέθοδοι για υπολογισμό της βιομάζας 
του ζωοπλακτού είναι οι υπολογισμοί όγκου και ξηρού
βάρους . Πρόσφατα , το περιεχόμενο σε A Τ Ρ (adenosine 
triphosphate ) και D M A  (deoxyribonucleic acid ) το 
πλαγκτόν έχουν εκτιμηθεί σαν υπολογισμός της βιόσιμης
βιομάζας . Υπολογισμοί της βιομάζας βασισμένοι στο Α Τ Ρ 
φαίνεται να είναι σε άριστη συμφωνία με υπολογισμούς 
που βασίζονται σε μετρήσεις όπως αυτές της χλωροφύλλης 
a και του όγκου ·ι.ων κυττάρων . 0 προσδιορισμός του 
D Ν A , όμως , δεν συστήνεται σαν ένας ακριβής δείκτης 
της βιομάζας εξαιτίσς της ύπαρξης μεγάλων ποσοτήτων
detrital D Ν Α στα επιφανειακά νερά , το οποίο μπορεί 
να προκαλέσει σφάλματα στους υπολογισμούς της βιομάζας.



1 . Χλωροφύλλη θ

Η χλωροφύλλη θ ζ.ίναι ένας δείκτης της βιομάζας των 
αλγών . Υποθέτοντας ότι η χλωροφύλλη θ αποτελεί κατά 
μέσο όρο . το 1.5 °6 του ξηρού βάρους της οργα νικές 

ύλης των αλγών , υπολογίζουμε τη βιομάζα των αλγών με 
πολλαπλασιασμό του περιεχομένου σε χλωροφύλλη θ επί 
τον παράγοντα 67 .

2 . Ογκος κυττάρων

Τα δεδομένα του ·πλαγκτού , που προκύπτουν στη βάση
του όγκου προς όγκο , συχνά είναι περισσότερο χρήσιμα από
αυτά που προκύπτουν σαν αριθμοί προς μιλιλίτρα . 
Προσδιορίζουμε τον όγκο των κυττάρων , χρησιμοποιώντας 
την απλούστερη γεωμετρική διαμόρφωση που ταιριάζει 
καλύτερα στη μορφή των κυττάρων που 8α μετρηθούν 
( όπως σφαίρα , κώνος , κύλινδρος ) . Τα μεγέθη των 
κυττάρων ενός οργανισμού μπορεί να διαφέρουν ουσιαστικά 
σε διαφορετικά νερό: και από τα ίδια · νερά σε
διαφορετικούς χρόνους κατά την διάρκεια του ¿τους .
.Συνεπώς , παίρνουμε το μέσο όρο των μετρήσεων 20 ατόμων 
κάθε είδους για κάθε περίοδο δειγματοληψίας . 
Υπολογίζουμε τον ολικό όγκο κυττάρων για κάθε είδος 
πολλαπλασιάζοντας το μέσο όρο του όγκου των κυττάρων 
σε κυβικά μικρόμετρα με τον αριθμό αυτών ανά
μιλιλίτρο .
Υπολογίζω τον συνολικό όγκο των υγ'ριον ' αλγών όπως



παρακάτω :

ηVt - Σ ( Ni * Vi ) 
i“l

άπου Vt είναι ο ολικός όγκος κυττάρων του πλαγκτού ,. 
mmA3 /L .
Ν i είναι ο αριθμός των οργανισμών των i ειδών / .L . 
V i είναι ο μέσος όρος του όγκου των κυττάρων των 
i ειδών , μΓίΐ'3 .

3 Εκταση της επιφάνειας των κυττάρων

Μια εκτίμηση για την έκταση της επιφάνειας των 
κυττάρων είναι πολύτιμη στην ανάλυση των αλληλεπιδράσεων 
μεταξύ του κυττάρου κάΐ του περιβάλλοντος . Υπολογίζω τον 
μέσο όρο της έκτασης της επιφάνειας σε τετραγωνικά 
μικρόμετρα και πολλαπλασιάζω με τον αριθμό ανά 
μιλιλίτρο των ειδών που εξετάζουμε

4 . Σταθμικοί μέθοδοι

Η βιομάζα- της κοινωνίας του πλαγκτού μπορεί να 
υπολογιστεί από σταθμικούς προσδιορισμούς , παρ’όλο που 
λάσπη και οργανικά τρ(ματα εμποδίζουν τον προσδιορισμό . 
Προσδιορίζουμε το ξηρό βάρος βάζοντας 100 mg υγρού 
συμπυκνομένου δείγματος σε ένα καθαρό , πυρωμένο και 
πορσελάνινο δοχείο τάξης και ξηραίνω στους 105 oC για 
24 ώρες . Εναλλακτικά , φιλτράρουμε ένα γνωστό όγκο



δείγματος μέσω μεμβράνης 0.45-μπι~ S ι άμετρο πόρων ή σε 
ένα στεγνό και προζυγισμένο φίλτρο ινών υάλου .
( Σημείωση : Το μικρό δείγμα που χρησιμοποιείται σε 
άμεσο φιλτράρισμα μπορεί να οδηγήσει σε σφάλμα αν δεν 
χειριστεί κατάλληλα ) .

Ψυχραίνουμε το δε(γμα σε αποξηραντή και ζυγίζουμε . 
Για να πάρουμε βάρος ελεύθερο από στάχτη ( ash - free
weight ) πυρώνουμε το ξηρό δείγμα στους 500 oC για
μία ώρα . Ψυχραίνουμε και ξαναυγραίνουμε τη στάχτη με
αποστσγμένο νερό και το φέρνω σε σταθερό βάρος στους
105 oC . Η στάχτη είναι ξαναυγραμένη γισ να επιστρέφει 
το νερό ενυδάτωσης των αργίλων · ( πηλός ) και των
άλλων ορυκτών . Λυτό μπορεί. να ανέρχεται στο 10 % του
χαμένου βάρους κατά διάρκεια της αποτέφρωσης . Το 
ελεύθερο από στάχτη βάρος προτιμάτε από το ξηρό βάρος
συγκρινόμενο με τις ανακατεμένες συναρΟοίσεις - Το 
περιεχόμενο της στάχτης μπορεί να αποτελεί ται από 50 %
ή περισσότερο οπό ξηρό βάρος σε φυτοπλαγκτό έχοντας 
ανόργανες δομές , όπως τα δ ι άτομα . Σε έιλλες μορφές η 
στάχτη αποτελ,εί μόνο το 5 % περίπου του ξηρού βάρους .

5 . Τριφωσφωρική Λδενοσίνη ( Λ.Τ.Ρ )

Μέθοδοι για την μέτρηση της τριφωσφωρικής αδενοσίνης 
( Λ.Τ.Ρ ) στο πλακτό , παρέχουν τους προσδιορισμούς τη£ 
ολικής βιώσιμης βιομάζας πλαγκτού . Το Λ.Τ.Ρ βρίσκεται 
σε όλα τα φυτά και ζώα , αλλά μόνο σε ζωντανά



κύτταρα . Δεν συσχετίζεται με νεκρά συγκεκριμένα υλικά . 
Ο λόγος του Ά.Τ.Ρ της βιομάζας ποικίλει από είδος σε 
είδος , αλλά εμφανίζεται αρκετά σταθερός για να 
επιτρέψει αξιόπιστους υπολογισμούς της βιομάζας από τις 
μετρήσεις του Ά.Τ.Ρ . Η μέθοδος είναι απλή και σχετικά 
φτηνή και τα: όργανα μέτρησης είναι σταθερά και 
αξιόπιστα . Η μέθοδος επίσης έχει πολλές πιθανές 
εφαρμογές στις β ιοεκτιμήσεις , ειδικά στις μελέτες 
θνησιμότητας πλαγκτού .

α . Εξοπλισμός -- Αντιδραστήρια

1 . Γυαλικά :
καθαρά , αποστειρωμένα , στεγνά γυάλινα φυαλίδια πυριτίου 

δοκιμαστικοί :σωλήνες μεγάλης διαμέτρου και πιπέτες .
2 . Φίλτρα : 47-ιηπν-<4ϊοιτι (διάμετρος ) , φίλτρα πορώδους 
μεμβράνης 0.45-πτη--ά 1 ειπ (διάμετρος ) .
3 . Εξοπλισμός διήθησης
4 . Καταψύκτης ( -20 οΟ )
5 . Βρασμένο νερό
6 . Ανιχνευτικά όργανα , σχεδιασμένα ειδικά για μετρήσεις 
Ά.Τ.Ρ .

7 . Μι κροσύρρ ι γγες : 10 25 , 50 , 100 , 250 μΕ
8 . Κυψελλίδες και φυαλίδια αντίδρασης
9 . ΤΓΐ3-ρυ9μιστικό ( 0.02Μ , ρΗ 7.75 ) : Διαλύουμε 7.5 gr
τρισυδροξυμεθυλαμινομεθάνη σε 3.000 ηαΐ, με 20 % Η01 .
Άυτόκλειστο 150 πιΕ στους 115 0 γιά 15 λεπτά .



b

I 10 . Λουσιφερίνη . Λουσιφεράση , προετοιμασία ενζύμων :
-αναενυδατώνω Τα κατεψυγμένα ( - 20 oC ) εκχυλίσματα 

I' που έχουν υποστε ί λυοφιλ ίωση of firefly lanterns με
το ti is-ρυθμιστικό σύμφωνα με τις οδηγίες του 
προμηθευτή . Το αφήνουμε σε θερμοκρασία δωματίου 2 ■

; Με 3 ώρες , μετά; φυγοκεντρουμε σε . 300 gr για 1 λεπτό 
και μεταφέρουμε το υπερκείμενο· μέσα σε καθαρό , στεγνό 
δοκιμαστικό σωλήνα και το αφήνουμε σε θερμοκρασία 
δωματίου για 1 ώρα

i
β , ΔιαδικασIα

| 1 ■ Βαθμονόμηση : Για να . προσδιορίσω τον παράγοντα ( F ),ί
| βαθμονόμησης , προετοιμάζω μια σειρά από αραιώσεις του 
: Α.Τ.Ρ στάνταρ , καταγράψω την εκπομπή του φωτός από 
I διάφορα τμήματα της κάθε συγκέντρωσης τών στάνταρ .
ί

; Διορθώνουμε την κύρια επιφάνεια των στάνταρ με
ί• αφαίρεση των αναγνώσεων των κορυφών ή της κύριας
| επιφάνειας των διαφόρων << λευκών >> χρησιμοποιώντας.
I 0.2 mL από tris-ρυθμιστικό .
| Μετράμε τον παράγοντα βαθμονόμησης Fs όπως :
Ί5'
r}. c
■\ Fs ------------
j As' &
iI όπου Fs είναι ο παράγοντας βαθμονόμησης για ευαισθησία

I s ·,*j As είναι η ένδειξη κορυφής ή ο προσδιορισμός πης
ΐ περιοχής - κάτω από την καμπύλη στάνταρ του Α.Τ.Ρ



δ ι ορθωμένε ς για <■' λ ο υκό > > .
0 είναι η συγκέντρωση του Α.Τ.Ρ σε στάνταρ διάλυση , 

/ ιηΐ .

2 . Ανάλυση δείγματος

Συλλέγουμε 1 με 2 I, δείγματος σε ένα καθαρό , 
αποστειρωμένο δε ι γ| ιοτολ ήπτη . Το πα ι ρ νάμε από δίχτυ με
μάτι 250 .μίε για να, α ιτο μσ κρ ύ νο υ μ ε μεγάλου μεγέθους
ςωοπλαγκτό και φ λτ ράρουμε χρησ ι μοπο ι ώντσς φίλτρο με
πορους 47ιητη 0.15.μπι κφαρμόζόντας κενό περίπου στα 30
ΚΡα .

Σημείωση : Α ι σκάπτουμε την αναρρόφηση πριν το 
τελευταίο στρώμα νερού περάσει μέσα από το φίλτρο .

Γρήγορα τοποθετούμε το φίλτρο σε ένα μικρό δοχείο .
Αμέσως καλύπτουμε Τ0 φατρ0 με 3 ηΐ, Βρασμένο
^  ̂  ρυ0μ> ,,τ ικυ ΧΡίιο ιμοποιώντας αυτόματη πιπέτα
Τοποθετούμε το . δοχρ(Λ

με ά 
αυτόματη

σε υδρόλουτρο για 5 λεπτά
και μεταφέρω το σ „ψ * ■ “λ1-λ ισμα σε καθαρά , στεγνό και

’ κό σωλήνα, με μια πιπέτα’ Pasteur.βαθμολογημένο· δον; ι μ
Ξ ε π λ έ νω τ ο φ ί λ τρο
tγ 1α-ρυθμιστικό , ε
όγκο , φέρνουμε τον

το κύπελλο με 2 ml. βρασμένο
1''-'''"ω τα εκχυλίσματα , καταγράψουμε τον

ρ υ θ μ ι στ \ κό . Κ.αλ ύ τντ ο ι ,,
°ΥΚ.ο πάνω στα 5L με tris—

"'i'1'- τους δοκιμαστικούς σωλήνες με
κα ι αν τ- :■ ί γματα δεν
α κατσί) Χο υ με στους — 25 C
να τα έ ν ,··~ ''•'■■'Ujjo για πολλούς



καταψύκτη . Προετοιμάζουμε τουλάχιστον τριπλά εκχυλίσματα
για κά8ε δείγμα .

Η αναλυτική διαδικασία εξαρτάται από τον εξοπλισμό
ανίχνευσης i'·:·'·' X¡ 1 ion ο ι ούμε . Αν χρησ 11 ιοπο ι c (τα ι
μετρητής σπ ι ν3ηρ νομού , προπαρασκ.ευάζουμε σε γυάλινο
φυαλίδιο 0. η λ ν*7 *,μο . Μετράμε την εκπομπή του φωτ
του προπσραcyxcv rtc>\ r;vc ένζυμου ( κενά ) γ ι α 2 με 3
λεπτά σε ε ι 1 γ* προσδοκόμενΠ γ ι α το δείγμα .
ΠροσΟέτουμε 0.2 ττιΤ. ;;κχύλ. ισμα δε ί γμστο ς στο γυάλινο
φυαλ ί δ ι ο . καταγράψου|.ιε την ώρα κα ι ο τ ρο β ι λ ί ζ o u μ ε το
n.ep ι εχόμενο του γυά,λ ι,νου φυάλιδι ί ο υ . Αρχίζουμε να
καταγράφουμε την ποραγωγή του φωτός 10 δ ε υ τ ε ρ ό λ ε π τ α
μετά την ένωση το■ υ Α.Τ.:Ρ εκχυλίσματος με εκείνου του
προπαρασκε ι,ισσμένου cνζύμου . Καταγράφουμε την παραγωγή
για 2 με 3 λεπτό; χρπσ ιμοποιώντας την ί δ ι Cϊ περίοδο
χρόνου για όλα τα δείγματα . Καθορίζουμε τον 
προσδιορισμό των π γ . φάνε ιών κάτω από τις αποκτούμενες 
καμπύλες και διορΡάνουμε αφαιρώντας τον προσδιορισμό 
των cni φάνε ιών. κάτω από τ ι. ς αποκτούμενες καμπύλες από 
τα <ο λευκά „>> ( προετοιμάζουμε << λευκά >> σύμφωνα με
Strid·: 1 ond και Ρούπι;np ) .

γ . Υπολογισμοί

Υπο λ ο γ I ζ ο υ μ ε τ ι. ς σ υ γκε ντ ρ ώσ ε ι ς τ ο υ Α . Τ . Ρ :

Ac * Ve * Fs 
Ά.Τ.Ρ , ng / L ** ..... .... —

V 3
όπου Ac είναι ο προσδιορισμός 5 ιορθωμένων επιφανειών
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ΠΟΙΟΤΙΚΗ ΑΝΆΛΥΣΗ ΧΡΩΣΤΙΚΩΝ
Οι χλωροφύλλες και οι καροτίνες είναι οι 

απαραίτητες χρωστικές ουσίες για τ-ην φωτοσύνθεση , 
είναι υπεύθυνες για ΤΊΊν συλλογή ηλιακής ενέργειας 
επιπρόσθετα οι καροτίνες σε μερικές περιπτώσεις 
προστατεύουν από το έντονο φως
Οι χλωροφύλλες και οι καροτίνες στα άλγη είναι 
επίσης πολύ σημαντικές σαν κριτήριο ταξινόμησης για 
ιδιαίτερες τάξεις και κατανομές και σαν γενεολογικός 
δείκτης ■ Η σπουδαιότατα αυτής της ανάλυσης είναι 
εύκολα κατανοητή όταν θυμηθούμε ότι πολλές κατανομές 
( διαιρέσεις ) έχουν γίνει βάσει του χρώματος 
( π . χ κόκκινα άλγη ( ροδοφύκη ) ,· κιτρινοπράσινα άλγη
\ >_ Ο. V υ ■·ψ ·_· » ν < 1 ■) .. καφέ άλγη ί φαιοφύκη ) χρυσόκαφέ άλγη
( πυροφύκτι ) κ . τ . λ . ) Αναφερόμαστε σε ένα αρ ι θμό
άρθρων που αναφέρονται στην κατανομΐ"ι των χρωστικών
ουσιών .

Οι οπτικές παρατηρήσεις είναι ανεπαρκείς για να 
καθορίσουμε τους συγκεκριμένους συνδυασμούς των
χλωροφυλλών και των καροτινών και αυτό οφείλεται στο 
ότι με γυμνό μάτι αποκρύπτονται φασματικά
χαρακτηριστικά τα οποία είναι διαφορετικά στο φακό ,

π, ο σ’ο τ ι κές διαφορές και το γεγονός ότι σχεδόν



όλες οι καροτίνες είναι κίτρινο—πορτοκαλί και οι 
χλωροφύλλες είναι πράσινες .

Απλές , αποτελεσματικές τεχνικές για τον διαχωρισμό 
των χρωστικών ουσιών είναι σημαντικές . Τέτοιες
τεχνικές χρησιμοποιούνται για να καταδείχνουν και να 
διευκρινίζουν τις κυριώτερες' διαφορές των χλωροφυλλών- 
καροτινών ανάμεσα στις τάξεις . Στο πείραμα
απομονώνουμε και ξεχωρίζουμε τις πρωτεινικές χρωστικές 
τις φυκοχολινηπρωτείνες οι οποίες βρίσκονται
συμπληρωματικά σε τέσσερεις ομάδες : κυανοβακτήρια , 
ροδοφυτα , κρυπτόφοτα και γλαυκόφυτα . Αυτές οι
χρωστικές διαχωρίζονται με τεχνικές για υδατοδιαλυτά 
παρασκευάσματα υψηλού μοριακού βάρου ς όπως στην
ηλεκτροφορηση χρησιμοποιούνται · υδατικά ρυθμιστικά
διαλύματα . ηε αυτό
χρωματογραφίο
οτ
V ι

το πείραμα χρησιμοποιείται
προσρόφησης με οργανικούς διαλύτες ‘η 

1 νϋ·1 μια τυπική μέθοδος που χρησιμοποιείται 
!κ"~’'-'άσματα που διάλύονται σε οργανικούς
' απως οι χλωροφύλλες και οι καροτίνες . Η 

υ ,κ-κρ. μέθοδος που 3α χρησιμοποιηθεί είναι
τιολύ αποτελεσματική και εύκολαγρήγορη

επαναλαμβανόμεν.η



ΜΕΘΟΛΟΣ

Προφυλάξεις: Οι χλωροφύλλες και οι καροτίνες είναι 
ασταθή πσρασκε υάσματα . Αν δεν χειρίζονται με προσοχή 
9α αλλοιωθούν χτιμ ι κά , γεγονός που μπορεί να κάνει τους
διαχωρισμούς και τις αναγνωρίσεις περισσότερο δύσκολες . 
Είναι πολύ ευαίσΠητσ όταν εκτίθενται στο φως και στον 
αύρα , όταν υφίσταντσι ισομερισμό και οξείδωση αλλάζει
το χρωμ και η χη μική δομή το υ ς Οι φωτοχημικές
μεταβολές επι εόδονται όταν οι χρωστικές απορροφόνται
στ ι ς χρώμα τ ογρσφ ι κ ι' ς ε π ι φάνε ι Η παρουσία ακόμα και
ενός μικρού ποσού ορέος στα διαλυτικό μέσα 9ο
μετακινήσουν το Μς από τη χλωροφύλλη και 9α οδηγήσει
σε παραγωγή φα ι οφυτ ι νών και 9ο: προκαλέσει οάε-ΐτοησ
ισομερισμό των καροτινών . Λυνατά αλκάλια 9α διασπάαουν 
τη φυτόλη από τις χλωροφύλλες και 9α αποδόσουν
χλωροφυλλ(δες που μπορεί να προκαλέσουν χημικές 
μεταβολές σε βασικός καροτίνες ( π.χ. φουκοξανθίνη ,
περιντιν ί νη ) .

Οι χρίι'.στ ι κός ημέ ·ι : ι να χειρίζονται με προσοχή , με 
πολύ μικρή ' £π9όοη στο φως και στον α.έρα . Οπου είναι 
δυνατόν η αργαο ί :· 9α πρέπει να γίνεται στ. χαμηλό 
φως . διατηρώντας το διάλυμα μέσα σε: γυάλινο μπουκάλι 
καλυμένο με μαύρο ύφασμα ( ύ , αν είναι δυνατόν , να 
τοποθετηθεί σε κόκκινο γυάλινο μπουκάλι ) . Τα δοχεία
χρωματογραφίας 9α πρέπει να καλύπτονται με μαύρα



υφάσματα . · Λν τα διαλύματα ή τα εξατμισμένα δείγματα 
πρέπει να διατηρηθούν για χρόνο περισσότερο από μία
ώρα 8α πρέπει να γίνει απαέρωσπ αυτών με άζωτο και
να φυλαχθούν στο ψυγείο ή στην κατάψυξη . Αν 
χρειάζεται να κρατήσετε τα δείγματα των χρωστικών πάνω 
από μια μέρα τοποθετούνται με ατμούς αζώτου στην
κατάψυξη . Με προσοχή μπορούν να διατηρηθούν , με
ασήμαντες αλλαγές για τέσσερις εβδομάδες περίπου .
Οπότε είναι δυνατόν αυτή η δουλειά 8α πρέπει να
γίνεται με. κουκούλα στο κεφάλι . Η χρήση εκχυλισμάτων
και διαλυμάτων πρέπει να γίνεται με γάντια , αν είναι
δ υνστόν . Επί ση ς να γίνε ται χρ ήση καινο ύ ριων μπουκάλιών
για διαλύματα . Αυτό είναι ιδιαίτερα σημαντικό για τη
μεθανόλη , την αιθανόλη και την ακετόνη , οι οποίες 
απορροφούν εύκολα υγρασία από την ατμόσφαιρα.

Εκχυλίσματα και χρωματογραφIα

θα πρέπει οι καλλιέργειες των μονοκυττάριων οργανισμών 
και τα. δείγματα να είναι φρέσκα με μακροάλγη ( ή 
υλικά τα οποία 3α έχουν πρόσφατα συλλεχθεί και έχουν 
διατηρηθεί σε -20 oC )
1. Συλλέγουμε τους μονοκυττάριους οργανισμούς με 
φυγοκέντρηση και ξεπλένουμε δυο φορές τη φυγόκεντρο με 
απεσταγμένο νερό . Τα δείγματα . με. τα μακροάλγη 8ο: 
πρέπει να ξεπλυθούν γρήγορα με απεσταγμένο νερό και



στυπώντ. τοι Μ·-' π9μ· 
2. Τρίβουμε τη 
οργαν ι, ο"]..!ού ς ο τ .6

μ,',"ο των ύλγων και τους μονοκυττάρους
τις καλλιέργειες και εκχυλίζουμε με

1^003 σε ένα χειροκίνητο
θαλλούς των

ιιεθανόλη η.γγρ ιηο■ ·: ->.
ο μ ο γ ε ν ο π ο ι ώ  . Κ-Πευμε τους μακροσκοπικούς 

ολγών ( καφέ και πράσινα ) σε μικρά κομματάκια και. 

ε κ χ υ λ ίζουμε με μεθονόλη με 5-10ιησ Μ9003 σε ψυχρό

γουδί και γουδοχέρι Με άμμο ή αλεσμένο αλουμίνιο . Τα 

εκχυλ ίσματσ των μακροάλγων διευκολύνει να ψυχθούν
κοπούνπροηγουμένως και ν·;

Ν2 ( άζωτο 1
Η ποσότητα τ*,ς ]ΐε Πανόλης για κάθε

σε κομματάκια μέσα σε υγρό

εκχύλισμα 9α
Γτρέηε ι να ί. να ι '■νι'ιΠί,ις περί που Π 10 ιη 1 για τα μονό
κυττοί κσι 1δ·· 20 τ ' για μσκροάν
3 . $ υ γ ο κ ε ν τ ρ ο ύ μ ό · ία εκχυλΙσματα σε μ ι α κλινική
φυγοκεντρο στη μ έ γ 1 σ τ η τ α χ ύ τ η τ α γ ι. α 5-10 λεπτά.
Το υπερκε ί μενο το οποίο πρέπε ι να είναι καθαρό
ξαναε κχυ λ. ί ζ ε τα ι <ιν είναι έγχρωμο όπως στο δεύτερο
βήμα . Δύο 'ή τρ ί ο. γ ι ί χ υ λ. (σ μσ τα ε ί ν ο:ι συνήθως αρκετά για
να εκχυλ ιστέ ί. ο ό γ κ ο ς των χ ρ ο >σ τ ι κών ουσιών .
4 . Άνσμιγνύουμε τα υπερκείμενα περ 1 που 40-60 γπ 1 από
κάθε απόσταγμα κοι προσθέτουμε 350 ιη] σε
διαχειριστικό χωνί . Προσθέτουμε περίπου 30 γηΐ
τι θέρο σε ΐίάΓλ δ ι ■*(λ η| ία χρωσ γ ι κών κα ι με

ο να 
5ιαι9ύλ~ 
προοοχά

ανασ-ηκωνοι η !.ε το λ'1’·'’ ί
διάλυμα . 0α -.¿+Γχ\

για να πσραχθεί ένα ομογενέε 
ό  {ί·ω  ̂ νσ είναι αμυδρό και , αν



είναι δυνατόν , θα πρέπει να τυλίξετε το 5ιαχωριστικό 
χων ( με μαύρο ύφασμα , κατά τη διάρκεια αυτών των
εργασιών .
. Προσθέτουμε κρύο διάλυμα 5Τ ΝαθΙ. προσεκτικά στο
ι αχωρ ι στ ικά χιόνι Βί χνωντσς κάνω στη πλευρά
προσθί ί ου μ ο ινρ ί που δύο μέρη Να (Η[. μαζί μι ο: το διάλ.υμα

της |.ιε θσνάλ ης -δ ι. ο θυλ ■ α ι Πέρα ) . Το διάλυμα στο χωνί 9α
διαχωριστεί σε δύο στρώματα , ένα ανώτερο , ε ιτ ι φάση του
5 ι εθυλ.α:ι δέρα που περ ι έχετα ι στ ι ς περ ισσότερες χρωστ ι κές

και ένα κατώτερο υπόφαση το οποίο περί'έχει τη
με θανόλη-ΝαΟΙ, με , καμιά φορά , υπολο ι ματ ι κές χρωστικές .
Βγάζουμε το χωνί κσι με προσοχή το γέρνουμε μπροστά 
και π ίσοι αρκετές φορές . Κρατά με το χωνί ανάποδα και 
σνο ί γουμε το πώμα για να ελευθερωθεί η πίεση που
έχει δη μ ι ο: ιργηθε 1 . θα πρ.ίπε ι τ ο σ'τόμιο του χωνιο ύ να
Ρ ( να ι μακριά μ α ς . ( 0 διαιθυλ -α ι θ έ γ>ας βράζει στους 37
οΓ ) . Λν η υπόφαση είναι άχρωμη τη απομσκρύνουμε
οπό το διαχωριστικό χωνI και προχωράμε στο έβδομο

6. Λν η υπόφαση ·■" Ιναι χρωματισμένη , πρέπει να πλυθεί .
Στεγνώνουμε την υπόφαση και την ε π ί φάση ξεχωριστά από 
το χωνί προσθέτουμε την υπόφυση πίσω στο χωνί . 
Προσθέτουμε άλλα. 30 πί 1 5 ισ ι ε θυλ-α ι θέρα στο καθένα και
επαναλαμβάνουμε τη διαδικασ I α ανάμιξης - Απομσκρύνουμε 
την υπόφαση . η οποία τώρα θα πρέπει να είναι άχρωμη .
7. Συνδιόζουμε τα εκχυλίσματα του διαιεθυλ—αιθέρα μέσα



στο χωνί και πλένουμε τον 
νερό για να απομακρύνουμε τ, 
και ακολούθως απομακρύνουμε· 
Επαναλαμβάνουμε το πλύσιμο ι

διαιεθυλ-αιθέρα με κρύο 
υπόλειμμα της . μεθανόλης 
τη υδάτινη υπόφαση . 

κρύο νερό άλλη μια
φορά .

Σημείωση : α) 0 5 1 σ ι Ουλ,-αι Πέρας είναι λίγο διαλυτός στο
νερό , έτσι η ποσότητα θα. μειωθεί με το πλύσιμο . Αν
η ποσότητα του 5ιαι9υλ-αιθέρσ ελλατωθεί στο ελάχιστο , 
γο οποίο 8α ητου προσιτό για τη διαδικασία , απλά 
προσθέτουμε 5ιαι8υλ—αι8έρα . Για όσο χρόνο οι χρωστικές 
είναι μέσα σε αυτόν χρειάζεται προσοχή . Η ανατάραξη 
κ.λ.π συχνά προκαλουν γαλακτώματα . Αυτό μπορεί να
5 1ασπαστε ί προσθέτοντας αιθανόλη , μεθανόλη ή περισσότερο 
χλωριούχο νάτριο .
8. Ξαναπερνάμε το εκχύλισμα του διαιθυλ-αιθέρα από το 
χωνί και απομακρυνουμε την υγρασία του διαλύματος
περνώντας το αργά από 1 cm στρώμα κοκκόδους άνυδρου
θειικού νατρίου σε ένα μεσαίο φίλτρο υάλου
( μέγεθος 60 ) με πορώδη υφή , Χρησιμοποιούμε χωνί και 
εφαρμόζουμε μικρό κενό . Πλένουμε το θειικό νάτριο με
μερικά μίλι λίτρα διαιθυλ-αιθέρα για να απομακρύνουμε 
οποιαδήποτε προσροφούοα χρωστ ί κή . Εξατμίζεται ο
διαι9υλ~αιθέρας για να στεγνώσει σε ένα περιστρεφόμενο
εξατμιστΥι σε κενό . Αν αυτό δεν είναι εφικτό , μικρά
υποπολλαπλάσια ( π.χ. 15 ml ) μπορούν πολύ γρήγορα να



εξατμιστούν και να στεγνώσουν κάτω από ροή Ν2 . Οι 
στεγνές χρωστικές 3α σχηματ'ί σουν μια γυαλιστερή 
επιφάνεια στη στρογγυλή βάση της φιάλης .
9. Χρωματογραφία : Από τη . στιγμή που οι διάφορες 
χλωροφύλλες και καροτίνες εμφανίζουν ένα πλατύ << 
τόξο >> χαρακτηριστικών πολικότητας και προσρόφησης 
κανένα χρωματογραφικό σύστημα δεν μπορεί να διαχωρίσει 
όλες τις χρωστικές . Σύμφωνα με αυτά 9α 
χρωματογραφίσουμε κάθε εκχύλισμα σε δυο συστήματα :
α)Κολοειδές gel διοξειδίου του πυριτίου με 25% ασετόν
σε πετρελαϊκό αιΒέρα
0)Κελουλόζη με 25% η-ηροπανόλη σε πετρελαϊκό αιθέρα ,
50 λεπτά πριν τ η χρ ήσ η ενισχύ ο υμε το χρωματογραφ ικό'
χώρο με η3μό ( Wh atinen ) κα ι προσθέτουμε 120 ml
διαλύτη για κάθε χώρο , ρίχνοντας τους διαλύτες κάτω 
στην πλευρά για να υγράνει τον ηθμό . Αυτό 8α 
εξασφαλίσει την διαπότιση · Σφραγίζουμε το καπάκι του 
χώρου σε κενό με ένα στρώμα λίπους . Διαλύουμε το 
εξατμισμένο απόσταγμα των χρωστικών σε μερικά 
μιλλιλίτρα ασετόν για να παραχθεί ένα συμπυκνωμένο 
διάλυμα και ' εφαρμόζουμε και τα δύο σε TLC τριβλία 
20 mvn από το πάτο όπως 15-20 mrn ταίνίες ( σχ. 1 ) . 
Πρόπε ι να συγκεντρώσουμε τρία ή τέσσερα διαφορετικά 
αποστάγματα σε κάθε διαφορετικό τριβλίο . Αν 
χρωματογραφιστέί μόνο ένα απόσταγμα για τα 
χρωματογραφικά παρασκευάσματα ( βλ. το κεφάλαιο που



ΟΚΟ λ οι; 9 ο ! τηνΥ'ο ο ο χρωματ ■ιγροιρ ι κά ττορασκε υάσματα ) 
τα ι νIο να οι'..’;;; 1 20 ιπιπ σε πλάτος .
1.0. Συγκοντρώνουμε τα αποο-τάγμιατσ των χρωστ ι κών με τη

Λ ι τ ο θ' ύ ρ ο υ μ ε περίπουΠο02ε ιΓτ- 71 ’ Γϊ Γ 7 ’.ι Ρ.;:·: ίταίΓ ( σχ . 2 )
0 . δ :τ!ΐ. με την πιπίτα με ε να ελο
γ λ γχεΤΟ 1 ! Ο λ ό Τ' Ρ1Ί αν ι·:Ινιτάμ·· με
πάνω μ ό ρ σ <;; τ ο ι1 '■ραμδιού άκρουη
τη προοροψητικύ ευ ι (ράνε ιει . Το ζ ι-
τ ο 5 ια χωρισμό· .
11. Όταν κατάλλ ηλα εκχυλ ίσμστσ
βυθί ζουμε το Ήα ; β λ ί ο ΟΤ μία
( 5ιτιπι βάθος ) σ;:■ ¿να ξι:: χ,ωρ ι ο χ  6 ί
σναπτυΧ8εί γιο •ιΡ ν.̂·ρ σ■ρί που ν ι ·■■
λ ττ-Γ όντ ον: τ.:; : ν·ί ο Λυτό μ
οι χ ρ ω σ τ ι κί ς ανν γγ τάχθηκαν ο α ν μ ι. ε
από τπν ί 5ια ο(:ϊ - / ] ' μ Α Ο -·ό γηΛ 1 1 ■ ) '̂· } 1 1ι κ σ ι ,τ
συγκρί σ·~ ι ς . Τ<ΥιΠ: τ α ι.'V ία 8 α
ο υ γκε ντρώ8ηκε . ! Τα. συγκε' τρωμέν·'
ε ί να ι καλλυμάνα με οκοτεινΤΐ

υο ι μο ανακατεύεται μι:

π ο σ ό τ ητα ακ ε τ όνη ς

ο ιαβεβαιώσε ι ,6τ ι

εξαπλωθε I όπως

κάρτα για να
προστατεύονται από το φως )
12. Παίρνουμε το τριβλ ίο α π ό την ακετόνη και το
αφήνουμε να στεγνώσει ( περίπου ¿να λεπτό ) . Σημαδεύουμε
το σημείο προέλευση: με ¿να ξύσιμο στην άκρη της
προσροφούσας επιφάνε ιας . Τοποθετούμε το τριβλίο στο 
χώρο του κατάλληλου διαλύματος κο.ι καλύπτουμε με ¿να 
μαύρο παν? . Αφύνουμπ το τριβλ ία να σναπτυχθούν περίπου



25 ι»ηι από την κορυφή ,
διάλυμα
διάφορες

... , πα ί ρ νο υ μ ε κα ι
στη πρόσοψη και φτιάχνουμε σε 
καροτίνες και χλωροφύλλες και

σημαδεύουμε το 
διάγραμμα τις. 
τις τιμές

τους .

Η απόσταση που μετακ ινήθηκε η χρωστική από τη
προέλευση της

1*1: ~---------------------------------------------------------Η απόστασο; που μετακινήθηκε το διάλυμα από τη προέλευση του

13. Αναγνώριση των χρωστικών : Αυτό μπορεί να γίνει με 
¿να καλό μέτρημα της σταθερότητας σημειώνοντας τις
συγγενείς θέσεις των χρωματογραφικών θέσεων
καταγράφοντας τα φάσματα απορρόφησης . Οι τιμές ίΐίζ
έχουν λ. ίγη σημασία από τη στιγμή που επηρεάζονται από 
τόσες πειραματικές , μεταβλητές .

Προπαρασκευαστική χρωματογραφία
1. Οι μικρές ταινίες χρωστικών περιέχουν ανεπαρκείς
χρωστικές για νσ εξασφαλίσουμε καλά φάσματα απορρόφησης 
Για να καταγράψουμε ένα σωστό φάσμα απορρόφησης 
προτείνεται ότι σε κάθε φύκος μια πλατιά ταινία από 
τα αποστάγματα μπορεί να δημιουργήσει ραβδώσεις πάνω
σε τριβλίο ζελέ του πυριτίου και χρωματογραφούμε όπως 
περιγράφουμε παραπάνω .
2. Ξύστε κάθε ξεχωριστή βασική χρωστική ζώνη ξεχωριστά
με μία ξυριστική λεπίδα ( προστατεύουμε τις άξυστες 
ζώνες από το φως ) και τρίβουμε την απορροφητική



χρωστική και το ζελέ του διοξειδίου του πυριτίου σε 
μια σκόνη με μια σπάτουλα σε ένα μικρό γυάλινο 
κύπελλο .
3, Προσθέτουμε τη σκόνη σε μια πιπέτα Pasteur η οποία 
έχει μπλοκαριστ;·· ί με ένα glass wool . Προσθέτουμε 2-3 ml, 
ακετόνη ( για χλωροφύλλες ) f| αι8ανόλη ( για καροτίνες ) 
και ανακτούμε τις ε«λουσμένες χρωστικές . Προσθέτουμε 
επαρκές διάλυμα μέχρι η σκόνη να γίνει άσπρη . 
Καταγράφουμε τα φάσματα απορρόφησης για τις χλωροφύλλες 
( 700 nm-400 nm ) και τις καροτίνες ( 600 nm-350 nm ) .

Σημείωση : Οι χλωροφύλλες εμφανίζουν πράσινο χρώμα στα
φύλλα , οι· καροτίνες κίτρινο η πορτοκαλί.



Η κατανομή των χρωστικών στα γκρουπ των άλγων,
•  « Κύρια χ ρ ω σ τ ική  του  γκρουπ , <# = χρω στική  που σ υμπερ ιλαμΒ άνετα ι . 
λ ιγότερο α π ό  μ ιο ό  α π ό  ο λ κ ό  περ ιεχόμενο  τω ν  χ ρ ω σ τ κ ώ ν  .
Ο *» παρουσιιόζεται σε μικρή ποσότητα .
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Τα ποσοστά επί της ΙΟΟ (%  ) της χλωροφύλλης και των 
καρστοειδων σε μερκά άλγη .

Chlorophyll

a b

Carotenoids '

λ  : c α ■ +  b 
x -f- c

a b Carotenes Xanthophylls

[Jlua lactuca ο ·33 o - i5 2 - 2 ο 6
 *—* CT
)

0 - 0 7 7 3 ' 1 2 - 6

Chlorella pyrenodosa 2 - 0 0 0-55 3-6 o -45 0 - 2 6 8 6 ·ο 7'9

Cucus serratus ο ·45 — — ο · ο ι6 0 - 0 6 7 4 - 2 5'4

Oictyota dichotoma

COö — — 0 - 0 2 8 0 - 1 6 3 5*8 4 - 6

forphyra lacinaia o -44 — — o-o2 g ο - 10 0 3*4 3*4



XpcootKit; tou cpUTonAcKTou .

LHCMILAL LUMt-UblllUN 4
TABUE 9. PlGMENTS OF WARINE PHYTOPLANKTON

Bacillario- Dino- Chryso- Chloro- Myxo- Xanlho- Crypto- Prasino- Hapto-
Pigment ■ phyceac phyceae phyceac phyceac phyocac phyceae phyceae phyceae phyceae

Chlorophyll a 4-4-4- ++-+ +-H- 4-4*4- "4-M- 4-M M4- 4-4—L· 4-M-
b 4-4- 4-4
c 4-4- ++ 4* (+) 4-4- 4-4-

Carotene Ct +++ 4
P 4-4-4- 4-M 4-+-?- -H -4 4-M 4-4-4 4—L4
y _l_

Xanthophylh
Fucoxanlhin 4-4-4- (+) +++ 4-M 4-4-4-
Ncofucoxanthin 4M- ++ 4-4-
Diadinoxanthin -H- +~l· -H- M 44
Diatoxanthin + + 4-

Dinoxanthin +
Peridinin 4-M
Neopcridinin +
Lutein +++ 4-4
Zcaxanthin . + 4
Flavoxanthin +
Violaxanthin 4- + ++
Neoxanthio +
Alloxanthin (1 + 2) +++
M o n od o xan thin +
Crocoxanthin ++
Myxoxanthin -H-
Myxoxanthophyil M
Anthraxanthin (+)
Siphonaxanthin -p +

Number of unidenti-
fled pigments 2 1 1 2 s 1

Phyeobilins M -H-



Σχπματκή παρουσίαση , πως η ηλιακή ενέργεια μετατρέπεται σε 
φωτσσυνθετκή δραστηριότητα , φθορισμό και θερμότητας , 
όπου π 3 -  ( 3 .4 -  διχλωποφατνύλα ) -  1 ,1 δμεθυλσυρέα ( 0θΜ υ ) 
ενεργεί για να διαλύσει τη φωτοσυνθετική ροή ηλεκτρονίων 
μεταξύ του φωτοσυστήματος 5 ( Ρ 680) και του 
φωτοσυστήματος I ( Ρ700 ) .

ΡΗΟΤΟΝδ^
Iςριυτώνία.

&

'ιαΗΤ ηςρι*>.5 φ*>γΐγ>υ



Το ίΗΟΡ 730 ητπ φάσμα διέγερσης φθορισμού πόλωσης κ α  η καλύτερη 
εφαρμογή δεδομένων μεταξύ 650  κ α  750 πγπ ( - )  βασισμένα στο μοντέλο 
των τεσσάρων συνστουσών με σχέση χλωρ. α γωνίας κ α  της χαμηλότερης 
ενέργειας συνιστοΰσας θέσης που παίρνετσι σαν ρυθμιστκός παράγοντας .



ΒΑΣΙΚΕΣ ΧΛΩΡΟΦΥΛΛΕΣ ΚΑΙ ΚΑΡΟΤΙΝΕΣ ΤΩΝ ΑΛΓΩΝ

ΚΥΑΝΟΒΑΚΤΗΡIΑ  

χλωροφ ύλλη  β

¡5-!·.■:αρατ ι νη, ζωοςο:ν·3 ι νπ;, μύξαςα:να α φ υΛΛπ. 
ΡΟΛΟΦΥΤ Α 
χλωροφύλλη &

Β — κ ο: ρ ο χ ι ν η ο : —κ α: ρα~ ; ν η,, ω :■■■: ρ ι :< η ξ ωαξα: ν θ ι ν η 
ΕΥΓΛ ,ΕΝϋΦΥ !<!■■■! 

χλωροφύλλη ά , 0
¡2 - κ ο: ρ ο τ ι ν η, ζ ω α ξ ο: ν ο ι ν η, δ 
ΛΙΝΟΦΥΚΗ
χλωροφύλλη <3, ο 2

ι ο:5 ι νοξανθ ι νη, νεοξα:νθ ι νη

Ε--κο:ροττ ι νη.·, δ ; ναςανα ι νη,, ιιερ ι δ ι ν ι νη 5 δ ι ο:δ ι ναξανθ ! νη,
πυραξανθινη» 
ΒΑΚΤΗΡΙΟΦΥΚΗ 
χλωροφύλλη 3, α 1, α2
β-καρατ ι νη, 5 ι οητοξσνθ ι νη, 
ΧΡΥΣΟΦΥΚΗ
χ λοί ρ α φ ΐϋ λλ γι 3,, ο 1,, α 2

δ ι α:δ ι νοξανθ ι νη? φαυκοξανο ι νη

Ε~κο:ρατ· ι νη, ζωοξο:νθ ι νη., νΞθξο:νθ ι νη, φουκοξανθινη
ΚΡΥΠΤΟΦΥΚΗ 
χλιωραφυλλη 3, α2
θ.-κο:ροτ ι νη ι κροκοξανθ ι νη, 
ΧΛΩΡΟΦΥΚΗ ■

<

μαναδαξανθ.ι νη, αλλοξανβ ι νη

χλωροφύλλη 3., Φ'α
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ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
1 . Ε Χ Ρ Ε Ρ ΙΜ Ε Ν Τ Α Ι _  ΡΗΥ)

2 .  Β ΙΠ Χ Η Μ ΙΑ

3. Γ Ε Ν Ι Κ Η  ΒΟΤΑΝ Ι  ΚΙ!

Ί . Β Ο Τ Α Ν ΙΚ Η

5 .  ΦΥΤΟΠΛΑΓΚΤΟΝ ΓΛΥ:-: 

( Π Τ Υ Χ I  ΑΓΗ Ε Γ Γ Α Τ ί

Ό Ι_Ο ΒΥ  by Ε ο Ε Κ β η  , ΟΚβρηηβη , ΚΓβπηεΓ

Τ . Γ . Γ Ε Ω Ρ Γ  ΑΡΑ ΤΕΟ Σ  (ΤΟΜΟΣ Α)

X . Α ΙΑΠΟΥΑΙ  ΙΣ

I . Τ Σ Ε Κ Ο Σ  - Ε . Κ Ο Υ Κ  (ΤΟΜΟΣ Α) 

.'ΟΝ ΝΕΡΩΝ ΜΑΝΙΚΑ  Μ. ΣΤΕΦΑΝΟΠΟ ΥΑΟΥ Α.



ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ

Α . Ε Ι Σ Α Γ Ω Γ Η

1. ΦΥΤΟΠΑΛΓΚΤΟΜ

2.  ΧΑΩΡΟΠΑΑΣΤΕΣ

3 .  Χ Ρ Ω Σ Τ Ι Κ Ε Σ  Ο Υ Σ Ι Ε Σ  - ΧΛΩΡΟΦΥΛΛΕΣ

Ρ .  ΜΕΘΟΔΟΙ Π ΟΣΟΤ ΙΚΟΥ  Κ Α Ι  Π Ο ΙΟ Τ ΙΚ Ο Υ  Π Ρ Ο Σ Ο IΟ Ρ IΣ Μ Ο Υ

1. Γ Ε Ν Ι Κ Α  Γ Ι Α  Τ Ι Σ  ΜΕΘΟΔΟΥΣ Κ Α I  Τ Ι Σ  ΧΛΩΡΟΦΥΛΛΕΣ  Τ Ρ Ι  ΧΡΩΜΑΤ ΙΚΗ  

ΜΕ9 0 ΛΟΣ

2.  ΦΑΣΜΑΤΟΦΩΤΟΜΕΤΡI  ΚΙ! ΑΝΑΛΥΣΗ ΧΛΩΡΟΦΥΛΛΗΣ - Μ ΙΑ  ΑΛΛΗ Π Ρ Ο Σ Ε Γ Γ Ι Σ Η  

3 . Φ Ο Ο Ρ ΙΣ  Μ Ο Μ Ε  Τ Ρ I Κ Η Λ!' IΑ Λ Υ Σ Η

4. Λ I Α Λ Ι Κ Α Σ I Α  Γ Ι Α  Τ Ι Σ  Μ Ε Τ Ρ Η Σ Ε ΙΣ  ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ

5.  ΦΑΣΜΑΤΟΦΩΤΟΜΕΤΡ ΙΚΟΣ Π Ρ Ο Σ Δ ΙΟ Ρ ΙΣ Μ Ο Σ  ΤΩΝ ΧΛΩΡΟΦΥΛΛΩΝ β , Ο , ο 

¿τ. Π Ρ Ο Σ Λ Ι  Ο Ρ ΙΣ Μ Ο Σ  Β ΙΟΜΑΖΑΣ

7 .  ΜΕΘΟΔΟΣ Π Ο ΙΟ Τ ΙΚ Η Σ  ΑΝΑΛΥΣΗΣ Χ ΡΩ Σ Τ ΙΚ Ω Ν

Γ. Ο Τ ΒΑ Τ ΟΓΡΑΦ Γ Α

Λ. Π Ε Ρ ΙΈ Χ Ο Μ Ε Ν Α


