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Chemie — tiloha ¢. 19 0”%1

Autor: Tomas Feltl

Studium rostlinnych barviv

Cile

Rozdéleni a identifikace rostlinnych barviv s vyuZzitim tenkovrstvé chromatografie a spektrofotometrie.

Zadani nilohy

Z donesenych listi extrahujte smés barviv. Barviva ndsledné oddélte s vyuzitim TLC (chromatografie
na tenké vrstvé). Jednotlivé prouzky (skvrny) vystfihnéte a oddélend barviva znovu extrahuijte.
S vyuzitim spektrofotometru zjistéte, jaka barviva ziskané extrakty obsahuiji.

Pomiicky

spektrofotometr Amadeus (PASCO SE-7183) s prislusenstvim, pocita¢ se SW Quantum, popf. datalogger
PASCO SPARK ¢i Xplorer GLX (s instalovanym klicem pro pouziti s PASCO Amadeus), odmérny valec
25ml, odmérny valec 50 ml, kadinka 50 ml, kadinka 400 ml, 6 zkumavek (stojanek na zkumavky),
filtra¢ni ndlevka, stojan a filtra¢ni kruh, smotek vaty, mikropipeta 200 ul, navazovaci lodicka, vahy, tfeci
miska s tlouckem, lab. 1Zicka, stficka s destilovanou vodou, jemny pisek (mlety oxid kfemicity), ntizky,
Silufol, alobal, chemikalie (dest. voda, CaCQO,, aceton, benzin, propan-2-ol), biologicky material — listy
biectanu, popisovac (lihovy fix), pracovni ndvod, pracovni list

Teoreticky ivod
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Obr. 1: Fotosynteticky antenni systém se schematickym znazornénim zastoupenych
barviv — chlorofyl b, lutein, zeaxanthin, beta karoten, chlorofyl a
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Rostliny obsahuji celou fadu zajimavych chemickych sloucenin. Jednou ze skupin téchto latek jsou
rostlinna barviva. Jedna se o organické latky, jejichZ struktura i fukce je velmi rtiznoroda — davaji
zbarveni listlim, kvétiim, ploddim, tizce souvisi také s fotosyntézou, funguji jako antioxidanty, lakaji
opylovace, apod.

V nasi praci se zaméfime na barviva obsazend v zelenych listech. M
Vétsina téchto barviv néjakym zptisobem souvisi s fotosyntézou. Celou 472
fadu barviv najdeme v tzv. anténnich systémech, které zachycuji
svételnou energii. Nasledujici obrazek (obr. 1) zndzornuje pravé
takovyto anténni systém.

Pokud budeme sledovat, které vinové délky urcité barvivo absorbuje,
ziskame jeho tzv. absorpéni spektrum. Toto spektrum vykazuje

jista maxima (tzv. piky), ktera jsou typicka pro danou latku.

Idealni je sledovani abs. spektra v UV-VIZ oblasti. Nase zafizeni, 328
spektrofotometr Amadeus, umoziiuje rozumnym zpusobem sledovat
absorp¢ni spektrum v rozsahu zhruba od 350 nm do 800 nm (VIZ).I to 350 400 450 500 550 600

je ale dostatecné pro identifikaci nékolika barviv obsazenych v listech. Anm]
Ukazka absorpéniho spektra barviva lykopenu, které znate napf. Obr. 2: Absorpéni spektrum

z rajcat, je na obrazku ¢. 2. rostlinného barviva lykopenu

K oddéleni barviv vyuZijeme tenkovrstevnou chromatografii —

TLC (z anglického Thin Layer Chromatography — chromatografie na tenké vrstvé). Jedna se

o chromatografickou metodu, kde stacionarni fazi tvoti folie (¢asto hlinikovd) s nanesenou latkou

— sorbentem (silikagel, oxid hlinity, aj.). Mobilni faze unasi extrahované latky postupné sorbentem,
kde dochazi ke vzajemnym interakcim mezi molekulami barviv, rozpoustédla, sorbentu. V naSem
usporadani bude dochazet k oddéleni extrahovanych barviv na zakladé jejich polarity. Nepolarni latky
se budou pohybovat rychleji nez latky polarni, ¢imz dojde k jejich oddéleni.

Princip chromatografického déleni v naSem experimentu je znazornény na obrazku ¢. 3.
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Obr. 3: Princip chromatografického déleni dvou barviv s odlisnou polaritou

Abychom mohli vysledky v ramci jednotlivych skupin porovnat, je tfeba né¢jakym jednoznacnym
zpusobem definovat pozice jednotlivych skvrn. Protoze délka folie mtiZze byt riiznd, budeme jednotlivé
skvrny definovat tzv. retardacnim faktorem. Ten vypocitame pro kazdou skvrnu podle vzorce ¢. 1.
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RF:_/ (1)

kde a je vzdalenost Cela od startu a b je vzdalenost té které konkrétni skvrny od startu (jak je schamaticky
znazornéno na obr. 3). Hodnota retarda¢niho faktoru je pro urcitou latku, pfi pouziti stejného systému
mobilni a stacionarni faze, typickd. Tim padem miizeme nase vysledky s ostatnimi snadno porovnat.

Bezpecnost prace

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim ndvodem. Vétsina chemikalii v tomto praktickém cviceni je
vysoce hotlava. Dbejte zvySené opatrnosti a s chemikaliemi zachazejte vZdy v souladu s instrukcemi
na obalu. Nikdy nepipetujte tsty. V laboratofi pouZzivejte ochranné bryle, plast a pripadné dalsi
pomticky v souladu se spravnou laboratorni praxi.

aceton (F, Xi, R 11-36-66-67, S 9-16-26)

benzin (F, Xn, N, R 11-38-50/53-65-67, S 9-16-29-33-60-61-62)

propan-2-ol (F, Xi, R 11-36-67, S 7-16-24-25-26)

Ptiprava iilohy

Spektrofotometr je citlivé zafizeni vyzadujici odpovidajici zachdzeni. Je nezbytné chovat se k nému
Setrné — vyvarovat se zbytec¢nych otfest, priliSného ohybani svétlovodica (nebezpeci zlomeni
svétlovodného vldkna), znecisténi méfici cely (vyteklym roztokem, krystalky latky, atd.).

Uloha umoztiuje pracovat paralelné na nékolika ¢astech. Idedlni jsou tfi¢lenné pracovni skupiny. Prvni
zak pracuje na bodu ¢. 1 - Pfiprava vyvijeci soustavy a navaze bodem ¢. 3 — Pfiprava TLC desky.
Druhy zak zpracovava listy — bod ¢. 2 — Extrakce rostlinnych barviv ze zelenych listt a pokracuje
bodem ¢. 4 — Naneseni vzorku a vlastni chromatografické déleni. Treti Zak se vénuje problematice
zapojeni HW a nastaveni SW souvisejiciho se spektrofotometrem PASCO Amadeus.

Postup prace

MERC
3

Obr. 4: Pripravené pracovni misto pro homogenizaci, extrakci a filtraci
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Ulohu mtizeme rozdélit do nékolika krok:
1) Piiprava vyvijeci soustavy (vyvijeci komory, mobilni faze, ...)

a) Ve vyssi 400 ml kddince postupné smichejte 50 ml benzinu, 5 ml propan-2-olu a 200 pl
vody. Takto vzniklou smés promichejte nékolika krouzivymi pohyby kadinkou.

b) Kadinku uzaviete alobalovou folii a ponechte stat stranou.

2) Extrakce rostlinnych barviv ze zelenych listi (souhrnny postup pro pét pracovnich skupin)

a) Asi deset bfectanovych listii jemné nastfihejte do tfeci misky — ¢im mensi kousky, tim
lépe se vam bude homogenizovat.

b) Piimo do misky pfidejte malé mnoZzstvi (polovinu malé laboratorni 1zicky) CaCO,,
ktery zabrani nezadoucimu snizovani pH v pribéhu homogenizace.

c) Extrakénim médiem bude aceton. Pfed zapocetim homogenizace pfidejte 5 ml acetonu
a nékolik minut intenzivné roztirejte v tfeci misce. Jakmile z listti vznikne jemnd kase,
pridejte jesté dalsich 10-15 ml acetonu a znovu, tentokrate jiZ jemné, trete.

d) Takto vznikly homogenat pfefiltrujte pfes maly smotek vaty. Ziskate tim temné zeleny
acetonovy extrakt latek z vasich listti.

3) Piiprava TLC desky (folie)

a) Jako chromatografickou desku pouzijte Silufol. Je to tenka hlinikova félie potazena
silikagelem. Silikagel je stéZejni ¢asti, tzv. stacionarni fazi, na niz bude dochazet k déleni
barviv vaseho extraktu. Bilou silikagelovou vrstvu nesmite poskodit!

b) Z vétsi desky odstfihnéte pruh, ktery jde volné vlozit do vasi kddinky — chromatografické
vyvijeci komory. Nesmi pfitom pfesahovat horni okraj kadinky. Desticka by méla koncit
asi 1 cm pod okrajem kadinky. Pfi méfeni velikosti zbytecné jiz pfipravenou komoru
neotvirejte.

¢) Asi2cm od dolniho okraje si opatrné nakreslete obycejnou tuzkou ¢aru — START.
Nesmite pfitom ale porusit silikagelovou vrstvu.

d) Na kazdé strané udé€lejte ve vzdalenosti alespon ptil centimetru od svislych okrajti dva
vrypy az na hlinikovou félii. Tim zmensite nepravidelnosti pfi déleni, které jsou vyrazné
predevsim na krajich desky.

4) Naneseni vzorku a vlastni chromatografické déleni

a) Na vasi startovni ¢aru — START — naneste pfipraveny extrakt. Nanaseni provedte
postupné nékolikrat. Po kazdém naneseni vyckejte zaschnuti. (K nandseni je vhodné
pouzit napf. kapildru. Vzhledem k tomu, Ze takovéto nandseni je casové ndroéné, miiZete cely
proces urychlit napt. nandsenim kapdtkem nebo béznou mikropipetou, kdy nanesete alespori 4x
po sobé 100 ul extraktu. Pozor, extrakt md tendenci se , rozpijet do silikagelu”. Prouzek by nemél
po dokonceni nandseni zasahovat od startu dale jak 3 mm nahoru/dolii. Nandseni provddéjte
dostatecné pomalu!)

b) Po naneseni vzorku rychle vlozte desku do vyvijeci komory. Komoru peclivé uzavtete.

¢) Jakmile se horni linie vzlinajici mobilni faze, tzv. celo, pfibliZi asi 1 cm od horniho okraje
desky, vyjméte desku z komory a tim ukoncete déleni.

d) Na chromatogramu byste méli jasné rozlisit nékolik barevnych skvrn (prouzkt). Zakreslete
si je, zméfte vzdalenosti a, b a vypocitejte retardacni faktory (viz Teoreticky tivod, obr. ¢.
3, vzorec 1). Zjisténé udaje, vcetné barevnosti, zaneste do pfipravené tabulky.

5) Rozsttihani fdlie a extrakce rozdélenych barviv

a) Rozsttihejte desku na prouzky tak, abyste jednotlivé barevné skvrny pokud moZno zcela
oddélili.

b) Prouzky vlozte do pfipravenych zkumavek a pfidejte do kazdé 2 ml acetonu.

¢) Zkumavky zazatkujte a protfepejte.

6) Proméfeni absorpcnich spekter ziskanych vzork je podrobné popsano v nasledujicich
kapitolach Priprava méfeni a Vlastni méfeni a zdznam dat. (Této casti predchazi Nastaveni HW

a SW.)
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7) Identifikace rozdélenych barviv
(Tato cast je popsana v nasledujici kapitole Analyza naméfenych dat.)

Nastaveni HW a SW

1) Kvasemu pocitaci (netbooku) piipojte USB kabel (konektor A) dodavany se spektrofotometrem
Amadeus. Druhy konec kabelu pfipojte ke spektrofotometru (konektor B).

2) Déle propojte svétlovodi¢em analyzator se zdrojem s méfici celou. Dbejte na to, abyste
propojovaci mista neznecistili.

3) Pomoci prilozeného adaptéru ptipojte zdroj elektrického napéti k méfici cele se svételnym
zdrojem. Pokud je vSe v poradku, je Sachtou méfici cely vidét rozsvicené svétlo.

Vyse popsané ukony ilustruje obrazek ¢. 5.

Obr. 5: Zapojeny spektrofotometr

Ptiprava méfeni

1) Na pocitaci spustte program Quantum.

2) Kliknéte na tlacitko s pismenem A, budete méfit absorpéni spektrum.

3) Automaticky se spusti priivodce nastavenim méfeni.

4) V dialogu Integration time kliknéte na tlacitko Set Automatically.

5) Hodnotu Pixel Smoothing nastavte na 3, hodnotu Average Scans na 30.

6) Kliknéte na tlacitko Next.

7) Pro zakladni nastaveni spektrofotometru potfebujete nyni ,zhasnout”. To udé€late vlozenim
¢erného hranolku, ktery je soucasti prislusenstvi, do méfici cely.

8) V nasledujicim dialogu kliknéte na tlacitko se symbolem zhasnuté Zdrovky. Tim si uloZite tzv.
,temné spektrum”.

9) Kliknéte na tlacitko Next.

10) Nyni ¢erny hranolek z méfici cely vyjméte a kliknéte na tlacitko se symbolem rozsvicené Zdrovky.
Tim jste si ulozili referen¢ni spektrum vaseho svételného zdroje.

11) Kliknéte na tlacitko Finish.
12) Nyni muizete zacit proméfovat spektra extrahovanych barviv.
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Vlastni méreni a zaznam dat

1) Do spektrofotometrické kyvety napipetujte vzdy kolem 1 ml extraktu.

2) Vlozte kyvetu do méfici cely a proméfte absorpcni spektrum.

3) Jakmile se zobrazené spektrum ustali, kliknéte na tlacitko s fotoaparatem. Tim si ,zmrazite”
zméfené absorpcni spektrum.

4) Na jednotlivé vrcholy (piky) postupné kliknéte mysi — tim umistite ,zdmérny kiiz” a v pravém
dolnim rohu odectéte hodnotu vinové délky a absorbance. Tyto hodnoty zapiste do tabulky
v pracovnim listu.

5) Promyjte kyvetu malym mnozstvim acetonu a postup opakujte s dalsSim vzorkem.

Analyza naméfenych dat

Ziskana absorpcni maxima vasich extrakt(i porovnejte s referenénimi spektry znamych barviv, ktera
najdete v ramci svého pracovniho listu. Na zakladé srovnani téchto hodnot dopliite do tabulky, jaké
barvivo bylo v tom kterém prouzku pravdépodobné obsazeno.

Informacni zdroje
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