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

odrobnéjsi rozbor cila

+ Zvladnout extrakci smési rostlinnych barviv z listd.
+ Seznamit se s tenkovrstevnou chromatografii (TLC)
jako metodou tG¢inné separace latek.
+ Opétovna extrakce barviv z chromatografické desky.
+ Promeéreni absorpc¢nich spekter jednotlivych extraktd.
« Identifikace obsaZenych barviv na zdkladé srovnani
s referen¢nimi spektry.

Zadani ulohy

Z donesenych listi extrahujte smés barviv. Barviva
nésledné oddélte s vyuzitim TLC (chromatografie
na tenké vrstve). Jednotlivé prouzky (skvrny) vy-
stithnéte a oddélena barviva znovu extrahujte. S vy-
uzitim spektrofotometru zjistéte, jaka barviva ziska-
né extrakty obsahuji.

Technicka uskali, tipy a triky

Provedenti celé tlohy je ¢asové pomérné naro¢né. Pokud
nemate dostatek ¢asu, je mozné tlohu ukon¢it po vlastnim
chromatografickém oddéleni barviv, které jasné prokazuje
pritomnost nékolika raznych barviv v listech. V takovém
pripadé neni potfebny spektrofotometr a celd tloha je pro-
veditelna jen se zakladnim laboratornim vybavenim.

Pro identifikaci barviv v ziskanych extraktech je tfeba
spektrofotometr schopny zméfit absorpéni spektrum
v urc¢itém rozsahu vlinovych délek (idedlné i v UV oblas-
ti). Pouzity spektrofotometr PASCO Amadeus umoziu-
je ziskat absorp¢ni spektrum zhruba od 350 do 800 nm.
V oblasti kratsich vinovych délek, tj. pod 450 nm, je pri
standardnim nastaveni vinou pouzitého svételného zdroje
jiz zna¢ny Sum. Pokud chceme Sum tspésné eliminovat, je
velice kritické nastaveni spektrofotometru pfed vlastnim
méfenim.

arazeni do vyuky

Experiment je vhodné zaradit pfedevs$im v ramci uciva

o fotosyntéze. Uloha najde své uplatnéni také v oblasti
analytické chemie (tenkovrstevnd rozdélovaci chroma-
tografie) ¢i organické chemie (polarita latek a jejich roz-
pustnost v rtiznych rozpoustédlech). Uloha je pouzZitelna
také jako motiva¢ni v rdmci témat se vztahem k principu
barevnosti latek a problematiky organickych barviv.

Z.S: demonstrace; SS: lab. cvi¢eni, demonstrace

asova narocnost

Dvé vyucovaci hodiny (2 x 45 min).

avaznost experimentt

Z hlediska pouzité metody — spektrofotometrie — je
vhodné predem absolvovat nékterou ze zdkladnich
spektrofotometrickych tloh, napt. dlohu ¢. 14 (Kolik
Zeleza spolykame).

Vhodné je také predem zaradit cvi¢eni (demonstraci)

¢. 15 (Barevnost latek kolem nds a jeji zmény v prabéhu
chemické reakce).

ezipfedmétové vztahy

biologie (metabolizmus rostlin a fotosyntéza, rostlinnd
morfologie)

Pomiicky

spektrofotometr Amadeus (PASCO SE-7183) s prislusen-
stvim, pocita¢ se SW Quantum, popt. datalogger PASCO
SPARK ¢i Xplorer GLX (s instalovanym klicem pro pou-
ziti s PASCO Amadeus), odmérny valec 25 ml, odmérny
vélec 50ml, kddinka 50 ml, kddinka 400 ml, 6 zkumavek
(stojanek na zkumavky), filtraéni nélevka, stojan a filtraéni
kruh, smotek vaty, mikropipeta 200 pl, navazovaci lodicka,
véhy, tfeci miska s tlouckem, lab. 1zi¢ka, stficka s destilo-
vanou vodou, jemny pisek (mlety oxid kiemidity), niz-
ky, Silufol, alobal, chemikélie (dest. voda, CaCOs, aceton,
benzin, propan-2-ol), biologicky materidl — listy brectanu,
popisovac (lihovy fix), pracovni ndvod, pracovni list
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Obr. 2: Absorp¢ni spektrum rostlinného
barviva lykopenu

Teoreticky uvod

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 riznoroda — davaji zbarveni listim, kvé-
tam, plodtum, zce souvisi také s fotosyntézou, funguji jako antioxidanty,
lakaji opylovace, apod.

V nasi praci se zamérime na barviva obsazena v zelenych listech. Vétsina
téchto barviv néjakym zptisobem souvisi s fotosyntézou. Celou radu bar-
viv najdeme v tzv. anténnich systémech, které zachycuji svételnou energii.
Nasledujici obrazek (obr. 1) zndzornuje prave takovyto anténni systém.
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Obr. 1: Fotosynteticky antenni systém se schematickym zndzornénim zastoupenych
barviv — chlorofyl b, lutein, zeaxanthin, beta karoten, chlorofyl a

fotolyza vody

Pokud budeme sledovat, které vinové délky urcité barvivo absorbuje, zis-
kame jeho tzv. absorp¢ni spektrum. Toto spektrum vykazuje jistd ma-
xima (tzv. piky), kterd jsou typicka pro danou latku. Idedlni je sledovani
abs. spektra v UV-VIZ oblasti. Nase zaftizeni, spektrofotometr Amadeus,
umoznuje rozumnym zptsobem sledovat absorpcni spektrum v rozsahu
zhruba od 350 nm do 800 nm (VIZ). I to je ale dostatecné pro identifikaci
nékolika barviv obsazenych v listech. Ukdzka absorp¢niho spektra barviva
lykopenu, které znate napt. z rajcat, je na obrazku ¢. 2.

K oddéleni barviv vyuzijeme tenkovrstevnou chromatografii — TLC (z an-
glického Thin Layer Chromatography — chromatografie na tenké vrstveé).
Jedna se o chromatografickou metodu, kde stacionarni fazi tvori fdlie (Cas-
to hlinikovd) s nanesenou latkou — sorbentem (silikagel, oxid hlinity, aj.).
Mobilni faze unasi extrahované latky postupné sorbentem, kde dochazi
ke vzdjemnym interakcim mezi molekulami barviv, rozpoustédla, sorben-
tu. 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.

Abychom mohli vysledky v ramci jednotlivych skupin porovnat, je tfeba né-
jakym jednoznacnym zpisobem definovat pozice jednotlivych skvrn. Pro-
toze délka félie maze byt rizna, budeme jednotlivé skvrny definovat tzv. re-
tardacnim faktorem. Ten vypocitame pro kazdou skvrnu podle vzorce ¢. 1.
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Obr. 3: Princip chromatografického déleni dvou barviv s odlisnou polaritou

b
Ro=

, (1)

kde a je vzdalenost Cela od startu a b je vzdalenost té které konkrétni skvr-
ny od startu (jak je schamaticky znazornéno na obr. 3). Hodnota retardac-
niho faktoru je pro urcitou latku, pfi pouziti stejného systému mobilni
a staciondrni faze, typicka. Tim padem miizeme nase vysledky s ostatnimi
snadno porovnat.

Motivace

Na tivod mtizeme provést jednoduchy ,fyzikalni“ experiment. Pfipravime si
malé kolecko z tvrdého papiru (cca 5cm v praméru) a rozdélime ho na Ctvr-
tiny. Potom nechame zaky vybarvit jednotlivé ¢tvrtiny rznymi barvami
(nejlépe fixkami — zelend, zlutd, modra, cervend). Potom propichnene stre-
dem kolecka tuzku a zeptame se zakd, co se stane, kdyz kolecko roztoci-
me. Poté experiment provedeme. Pohyb vede ke slozeni ptavodnich barev
do barvy nové. Nyni za¢ina nase detektivni patrani... Zeptame se, z kolika
a z jakych barev je asi slozena listova zelen. Nebo je to skute¢né jen jedna
zelena barva? Navrhy jednotlivych pracovnich skupin mtizeme zazname-
nat a na zaveér cviceni vyhodnotit.

Bezpecnost prace

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim ndvodem. Vétsina chemikalii
v tomto praktickém cviceni je vysoce hotlava. Dbejte zvy$ené opatrnosti
a s chemikaliemi zachdzejte vzdy v souladu s instrukcemi na obalu. Nikdy
nepipetujte Gsty. V laboratofi pouzivejte ochranné bryle, plast a pripadné
dalsi pomtcky v souladu se spravnou laboratorni praxi.

aceton (E, 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)

Diodové pole?

Spektrofotometr Amadeus disponuje
detektorem typu diodového pole (diode
array). Tim je umoznéno soucasné
sledovani absorbance v rozsahu vlno-
vych délek zhruba od 350 do 800 nm.
Princip tohoto detektoru je na nésledu-
jicim obrazku.

miizka

I optickd

«n —

kyveta

zdrojsvétla o~ o

diodové pole

Videonavod

K této tloze je na adrese www.expoz.cz
dostupny videonavod.

Vysoce hoflavé latky

Pozor! V tloze se pracuje s organic-
kymi rozpoustédly, kterd jsou klasifi-
kovéna jako vysoce hoflava (F+).

Experimentem k poznani
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Pozor na svétlovodice

Pri pouziti svétlovodného kabelu je
tieba dbat na ochranu jeho koncovych
Casti i Sroubovacich mist pro napojeni
na spektrofotometru a na méfici cele
(k ochrané slouzi gumové ¢epicky).

Obr. 4: Pripravené pomicky

Uskali homogenizace

Néktera barviva se vyrazné rychleji
rozkladaji v kyselém prostredi. Protoze
chceme tento rozklad minimalizovat,
pridavame jiz v pribéhu homogeniza-
ce a extrakce uhlic¢itan vdpenaty.

Stabilita extraktu

Pokud nebudeme extrakt ihned pou-
zivat, je vhodné obalit nddobku s nim
alobalem, a tak zabranit pristupu svét-
la. Pokud mame v laboratofi lednici,
je dobré do ni extrakt docasné ulozit.
Zpomalime tak nechtény rozklad
extrahovanych barviv.

Priprava ulohy

Pro provedeni tohoto experimentu je tfeba zajistit dostatek biologického
materidlu. Je vhodné, aby alespon jedna skupina zakt donesla 10 brecta-
novych listd. Takové mnozstvi materialu postaci pro nékolik pracovnich
skupin. Pokud mé postup homogenizace a extrakce absolvovat kazda sku-
pina, je vhodné mnozstvi zpracovavanych listQ, a tim padem i extrakénich
¢inidel, podélit mezi jednotlivé skupiny. V nasem postupu je uvedeno ty-
pické celkové zpracovavané mnozstvi pro pét pracovnich skupin.
Spektrofotometr je citlivé zarizeni vyzadujici odpovidajici zachazeni. Je
nezbytné chovat se k nému Setrné — vyvarovat se zbytec¢nych otrest, pri-
lisného ohybéni svétlovodicu (nebezpeci zlomeni svétlovodného vldkna),
znecisténi mérici cely (vyteklym roztokem, krystalky latky, atd.).

Uloha umoznuje pracovat paralelné na nékolika ¢astech. Idealni jsou tfi-
¢lenné pracovni skupiny. Prvni zak pracuje na bodu ¢. 1 — Priprava vyvijeci
soustavy a navaze bodem ¢. 3 — Priprava TLC desky. Druhy zak zpraco-
vava listy — bod ¢. 2 — Extrakce rostlinnych barviv ze zelenych listi a po-
kracuje bodem ¢. 4 — Naneseni vzorku a vlastni chromatografické déleni.
Treti zak se vénuje problematice zapojeni HW a nastaveni SW souvisejici-
ho se spektrofotometrem PASCO Amadeus.

Postup prace

Ulohu miizeme rozdélit do nékolika kroki:
1) Priprava vyvijeci soustavy (vyvijeci komory, mobilni faze, ...)

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

b) Kéadinku uzaviete alobalovou félif a ponechte stét stranou.

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

a) Asideset brec¢tanovych listt jemné nastiihejte do treci misky — ¢im
mensi kousky, tim lépe se vim bude homogenizovat.

b) Primo do misky pridejte malé mnozstvi (polovinu malé laborator-
nilzicky) CaCOj, ktery zabrani nezadoucimu snizovani pH v pra-
béhu homogenizace.

¢) Extrak¢nim médiem bude aceton. Pred zapocetim homogenizace
pridejte 5ml acetonu a nékolik minut intenzivné roztirejte v tie-
ci misce. Jakmile z listt vznikne jemnad kase, pridejte jesté dalsich
10—-15ml acetonu a znovu, tentokrate jiz jemné, trete.

d) Takto vznikly homogenat prefiltrujte pres maly smotek vaty. Ziska-
te tim temné zeleny acetonovy extrakt latek z vasich lista.

3) Priprava TLC desky (félie)

a) Jako chromatografickou desku pouzijte Silufol. Je to tenka hliniko-
va félie potazena silikagelem. Silikagel je stézejni ¢ésti, tzv. stacio-
narni fazi, na niz bude dochédzet k déleni barviv vaseho extraktu.
Bilou silikagelovou vrstvu nesmite poskodit!

b) Z vétsi desky odstrihnéte pruh, ktery jde volné vlozit do vasi kadin-
ky — chromatografické vyvijeci komory. Nesmi pritom presahovat
horni okraj kadinky. Desticka by méla kon¢it asi 1 cm pod okrajem
kadinky. Pri méreni velikosti zbytec¢né jiz pripravenou komoru ne-
otvirejte.

¢) Asi2cm od dolniho okraje si opatrné nakreslete obycejnou tuzkou
¢aru — START. Nesmite pritom ale porusit silikagelovou vrstvu.
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d) Na kazdé strané udélejte ve vzdalenosti alespon ptl centimetru
od svislych okraja dva vrypy az na hlinikovou félii. Tim zmensite
nepravidelnosti pri déleni, které jsou vyrazné predevsim na krajich
desky.

4) Naneseni vzorku a vlastni chromatografické déleni
a) Na vasi startovni ¢aru — START — naneste pripraveny extrakt. Na-

néaseni provedte postupné nékolikrit. Po kazdém naneseni vyckejte
zaschnuti. (K nandseni je vhodné pouzit napr. kapildru. Vzhledem
k tomu, Ze takovéto nandseni je casové ndrocné, miiZete cely pro-
ces urychlit napr. nandsenim kapdtkem nebo béznou mikropipetou,
kdy nanesete alespor 4x po sobé 100 ul extraktu. Pozor, extrakt md
tendenci se ,rozpijet do silikagelu® Prouzek by nemél po dokonceni
nandseni zasahovat od startu ddle jak 3 mm nahoru/dolii. Nandse-
ni provddeéjte dostatecné pomalu!)

b) Po naneseni vzorku rychle vlozte desku do vyvijeci komory. Komo-
ru peclivé uzavrete.

¢) Jakmile se horni linie vzlinajici mobilni faze, tzv. Celo, priblizi asi
1 cm od horniho okraje desky, vyjméte desku z komory a tim ukon-
Cete déleni.

d) Nachromatogramu byste méli jasné rozlisit nékolik barevnych skvrn
(prouzka). Zakreslete si je, zméite vzdélenosti a, b a vypocitejte re-
tardacni faktory (viz Teoreticky tvod, obr. ¢. 3, vzorec 1). Zjisténé
udaje, vcetné barevnosti, zaneste do pripravené tabulky.

5) Rozstrihani folie a extrakce rozdélenych barviv
a) Rozstrihejte desku na prouzky tak, abyste jednotlivé barevné skvr-

ny pokud mozno zcela oddélili.

b) Prouzky vlozte do pripravenych zkumavek a pridejte do kazdé 2ml
acetonu.

¢) Zkumavky zazatkujte a protrepejte.

6) Proméreni absorpcnich spekter ziskanych vzorki je podrobné po-
psano v nésledujicich kapitolach Priprava méreni a Vlastni méfeni a z4a-
znam dat. (Této ¢asti predchdzi Nastaveni HW a SW.)

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

Nastaveni HW a SW

1) Kvasemu pocitaci (netbooku) pripojte USB kabel (konektor A) do-
dévany se spektrofotometrem Amadeus. Druhy konec kabelu pripojte
ke spektrofotometru (konektor B).

2) Déle propojte svétlovodicem analyzator se zdrojem s mérici celou.
Dbejte na to, abyste propojovaci mista neznecistili.

3) Pomoci prilozeného adaptéru pripojte zdroj elektrického napéti k me-
rici cele se svételnym zdrojem. Pokud je v$e v poradku, je $achtou me-
Fici cely vidét rozsvicené svétlo.

Vyse popsané tkony ilustruje obrazek ¢. 5.

Priprava méreni

1) Na pocitaci spustte program Quantum.

2) Kliknéte na tlacitko s pismenem A, budete mérit absorp¢ni spektrum.
3) Automaticky se spusti privodce nastavenim méreni.

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.

Pékny chromatogram

Pokud chcete docilit péknych pravi-
delnych prouzkd, nenf vhodné nanaset
extrakt az do krajt desky. Pomoci si
také muzete filtra¢nim papirem, ktery
postavite ke sténé naproti vasi budouci
Silufolové desce ihned v zavéru kro-
ku ¢. 1. Komora tak bude 1épe nasyce-
na parami vyvijeci smési a délenf bude
pravidelnéjsi.

Prabéh TLC ve vyvijeci komofre

pohyb cela » A

START »

mobilni iz [I{l]

kadinka s vlozenym Silufolem
s délicim se nanesenym extraktem

Obr. 5: Zapojeny spektrofotometr

Nastaveni spektrofotometru

Vys$si hodnota Average Scans ma
vyznam predevsim pro sniZeni ne-
zadouciho $umu v oblasti vinovych
délek mezi 350—450 nm. A zrovna tuto
oblast pfi studiu nasich rozdélenych
rostlinnych barviv potfebujeme nejvice.

Experimentem k poznani
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Nezhasinejte Zarovku

Neni vhodné odpojovat elektricky
zdroj. Nejen ze tim snizujete Zivotnost
zarovky, ale po zapnuti vzdy néjakou
dobu trv4, nez se vykon zarovky ustali.

Ukladani spekter

Pokud si chcete jednotliva spektra za-
chovat pro pozdéjsi analyzu, pouzijte
tlacitko s disketou. Uklad4 se vzdy jen
aktualni spektrum zachycené posled-
nim stiskem tlacitka s fotoaparitem.
Alternativnim zpisobem pfimého ex-
portu dat je vyuziti tlac¢itka se dvéma
sloupci (prvni zprava), kterym data
zkopirujete do schranky a nésledné je
musite vlozit do tabulkového kalkula-
toru (napf. MS Excelu).

Hodnoceni vysledki

Popsanym postupem je mozné na béz-
ném Silikagelu ziskat nad linif startu

6 az 7 prouzkd. Identifikace nemusi
byt vidy zcela jednoznacni, a to pre-
devs$im v ,.zelené” oblasti, kde najdeme
nejenom feofytin, chlorofyl a a chlo-
rofyl b, ale v zavislosti na postupu

i nékteré rozkladné produkty. V pripa-
dé violaxantinu a neoxantinu je mozné
demonstrovat jejich odliseni na zdkla-
dé zmény barvy po vystaveni pardam
HCIL. Prvni jmenovany zmodrd, druhy
pak zezelend — principem je reakce
epoxidicky vazaného kysliku (viz vzor-
ce v pracovnim listu).

Syntéza a zavér

Na zdvér je vhodné zakam shrnout:

+ Co je to extrakce a jak souvisi

s rozpustnosti latek (polarita latek

a polarita rozpoustédla).

Princip tenkovrstevné rozdélovaci

chromatografie (TLC).

Zjistili jsme, Ze zelené listy obsahuji

celou fadu raznych barviv. Tato

barviva jsou nejen zelen4, ale také
napriklad zZluta a oranzova. Sloze-
nim vSech barev dohromady vznikd
typické zelend barva listdi bfectanu.

o Jak souvisi barevnost ldtky s jejim
absorpcnim spektrem.

+ Na zékladé porovndni absorp¢nich
spekter bylo mozné identifikovat kon-
krétni barviva ve vSech, nebo alespon
ve vétsiné, ziskanych prouzcich.

3

3

7) Pro zdkladni nastaveni spektrofotometru potiebujete nyni ,,zhasnout".
To udélate vlozenim cerného hranolku, ktery je soucasti prislusenstvi,
do meéfrici cely.

8) V nasledujicim dialogu kliknéte na tlacitko se symbolem zhasnuté zZd-
rovky. Tim si ulozite tzv. ,temné spektrum®

9) Kliknéte na tladitko Next.

10) Nyni ¢erny hranolek z mérici cely vyjmeéte a kliknéte na tlacitko se sym-
bolem rozsvicené zZdrovky. Tim jste si ulozili referen¢ni spektrum va-
$eho svételného zdroje.

11) Kliknéte na tlacitko Finish.

12) Nyni mutzete zacit promérfovat spektra extrahovanych barviv.

Vlastni méreni a zaznam dat

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

2) Vlozte kyvetu do mérici cely a proméite absorp¢ni spektrum.

3) Jakmile se zobrazené spektrum ustali, kliknéte na tlacitko s fotoapara-
tem. Tim si ,,zmrazite zmérené absorp¢ni spektrum.

4) Na jednotlivé vrcholy (piky) postupné kliknéte mysi — tim umistite
»zamérny kfiz“ a v pravém dolnim rohu odectéte hodnotu vinové dél-
ky a absorbance. Tyto hodnoty zapiste do tabulky v pracovnim listu.

5) Promyjte kyvetu malym mnozstvim acetonu a postup opakujte s dal-
$im vzorkem.

Analyza namérenych dat

Ziskana absorp¢ni maxima vasich extrakt porovnejte s referen¢nimi spek-
try zndmych barviv, ktera najdete v ramci svého pracovniho listu. Na zékla-
dé srovnani téchto hodnot doplnte do tabulky, jaké barvivo bylo v tom
kterém prouzku pravdépodobné obsazeno.

Hodnoceni prace zaka

¢ Nastudovali si z4ci teorii predem?

o Sestavili a pouzili zaci délici a méfici aparaturu spravné?
¢ Postupovali zaci korektné podle pracovniho ndvodu?

¢ Vypracovali zaci spravné své pracovni listy?

¢ Ziskali zaci predpokldadané vysledky?

¢ Interpretovali Zaci vysledky spravné?

¢ Shrnuli zaci nové poznatky v zavéru?

Informacni zdroje

o http://cs.wikipedia.org/wiki/Spektrofotometrie
¢ http://cs.wikipedia.org/wiki/TLC

¢ Lichtenthaler H.K.: Chlorophylls and Carotenoids: Pigments

of Photosynthetic Biomembranes. Methods in Enzymology, 148,
350-382 (1987)

¢ Rodriguez-Amaya, Della B.: A guide to carotenoid. Washington, D.C.:
ILSI Press, 2001. ISBN 15-788-1072-8

o http://en.wikipedia.org/wiki/Photosynthetic_Pigments
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