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Metodicky material pre ucitel’a

Téma: UrCovanie rastlinnych farbiv — chromatografia
Roénik: 2. roénik SS
Casova dotacia: 135 minat (3 vyucovacie hodiny)
Projekt: INTERREG — Digitalna banka CZ-SK pokusov

Ciele hodiny

Vediet’: vysvetlit’ princip chromatografie, TLC a papierovej chromatografie, pomenovat’ hlavné
rastlinné pigmenty.

Rozumiet’: vyznamu pigmentov pri fotosyntéze a adaptacii rastlin.

Aplikovat’: samostatne vykonat’ chromatografiu na papieri a TLC platnicke, interpretovat’
chromatogram.

Pomocky

Interaktivna prezentacia (PPTX)

Pracovné listy pre Ziakov

TLC platnicky, filtracny papier, kadicka, pipeta, aceton:hexan (3:7), extrakty rastlin (Spenat,
zihl'ava, pipava)

Obrazky chromatogramov a schémy fotosyntézy

Priebeh hodiny

Uvod
Problémova uloha: ,,List je na pohlad zeleny, ale je v nom iba jedna farba? Ako to mézeme
dokazat*

Vyklad

Princip chromatografie (staciondrna a mobilna faza).

Pigmenty v rastlinach (chlorofyly, karotenoidy, xantofyly, antokyany).
Rozdiel medzi chromatografiou na TLC platnicke a filtratnom papieri

Aktivita 1
Teoreticka Cast’: Diskusia + dopliiovacky.
Otéazka: ,,Preco rastliny potrebuju viac druhov pigmentov, ked aj tak su najmd zelené?*
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Aktivita 2
Pokus: Ziaci vykonaju dve metody chromatografie: Papierova chromatografia, TLC
chromatografia (Priloha ¢.1)

Aktivita 3
Pracovny list: Teoretické otazky (princip, pigmenty, fazy), Glohy na doplnenie, otazky k
pozorovaniu chromatogramu. (Priloha ¢.2)

Zaver
List obsahuje viaceré pigmenty, nie iba chlorofyl.
Kazdy pigment ma vyznam — fotosyntéza, ochrana pred UV ziarenim, jesenné sfarbenie listov.

Metodické poznamky

Zdoraznite rozdiel medzi chlorofylmi a karotenoidmi.

PoukaZzte na to, Ze chromatografia je univerzalna analytickd metdda, vyuzivand aj v
potravinarstve a farmacii.

Podporte aktivitu ziakov: nech navrhnu, ako by sa chromatografia dala pouzit’ v beznom Zzivote.

Diskusné otazky

1. Preco listy na jeseit menia farbu?

2. Ako pomaha diverzita pigmentov rastlinam pri fotosyntéze?
3. Kde vSade veda a priemysel vyuzivaji chromatografiu?

4. Ako by vyzeral rastlinny svet bez chlorofylu?

Prilohy
Priloha €.1: Pracovny postup — papierova chromatografia, TLC chromatografia
Priloha €.2: Pracovny list pre Ziaka
Priloha ¢.3: Pracovny list — verzia pre ucitel'a
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Priloha €.1: Pracovny postup

Pracovny postup
Téma: UrCovanie rastlinnych farbiv — chromatografia

Princip

Rastlinné farbiva

Rastlinné farbiva su sekundarne metabolity, ktoré sa v rastlinach syntetizuju v r6znych

organoch, ako st listy, korene, plody ¢i kvety. Ich primarnou funkciou je ochrana rastlin pred
biotickymi a abiotickymi stresormi, no zaroven zohravaju kI"acovu tlohu v interakcii s

prostredim, napriklad pri prildkani opel'ovacov alebo rozsirovani semien.

Hlavné skupiny rastlinnvch farbiv

1.

Chlorofyly

Chemicky ide o tetrapyrrolové zlu€eniny s magnéziom v centre porfyrinového kruhu.
Chlorofyly umoznuju fotosyntézu absorbovanim svetelnej energie v modro-Cervenej
oblasti spektra, ¢o je zakladny proces pre premenu svetelnej energie na chemickd. Medzi
hlavné typy patria chlorofyl aa b.

Karotenoidy

St to tetraterpény, zlozené z 40 uhlikovych atomov, ktoré delime na karotény (len uhlik a
vodik) a xantofyly (obsahuju kyslik). Karotenoidy poskytuju zlIté az cervené zafarbenie a
funguju ako antioxidanty, prispievajui k fotoprotekcii a stabilizacii chlorofylu.

Flavonoidy

Patria do skupiny polyfenolickych zlucenin. Medzi flavonoidy patri viacero podskupin,
napriklad flavony, flavonoly, izoflavony a antokyany. St vyznamné svojimi
fotoprotektivnymi a antioxida¢nymi vlastnostami. Flavonoidy sa vyskytuju vo vodnom
roztoku v bunkovych vakuoléach, kde mézu ovplyviiovat pH, ¢o vedie k zmene farby
najmé u antokyanov.

Antokyany

Ide o vodou rozpustné pigmenty z triedy flavonoidov s charakteristickou farbou od
cervenej cez fialovu aZ po modru. Ich farebné spektrum zavisi od pH, komplexacie s
kovmi a pritomnosti kofaktorov. Antokyany slizia na prilakanie opelovaov a maju
antioxida¢ny ucinok.
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Biologicka a ekologicka funkcia farbiv

Rastlinné farbiva st nevyhnutné pre adaptaciu rastlin na vonkajSie podmienky. Chrania bunkové
komponenty pred skodlivym UV ziarenim, zabezpecuji ochranu membran a enzymov pred
oxida¢nym stresom, a zaroven prispievaju k obrane proti patogénom a bylinozravcom. Okrem
toho zafarbenie plodov a kvetov stimuluje vzt'ahy s zivo¢ichmi, ¢o zvysuje ispesnost’
reprodukcie.

Aplikacie rastlinnych farbiv

Vdaka ekologickej a zdravotnej nezavadnosti rastlinné farbiva nachadzaji vyuZitie v
potravinarstve ako prirodné farbiva (napr. betaniny z repy), farmaceutickom priemysle pre svoje
antioxidacné a protizapalové ucinky, v kozmetike a tiez v textilnej vyrobe ako udrzatel'na
alternativa k syntetickym farbivam. Vyskum sa zameriava i na ich stabilitu, extrakéné metddy a
modifikécie pre Specifické priemyselné pouzitie.

Rastlinné farbiva st komplexné chemické latky s vyznamnou biologickou funkciou a Sirokym
spektrom praktickych vyuziti, ktoré predstavuju dolezity predmet $tidia v oblasti biologie,
chémie a aplikovanych vied.

Chromatografia oddel'uje zloZky zmesi na zéklade rozdielnej afinity k staciondrnej faze (papier
alebo TLC platnicka) a rozpustnosti v mobilnej faze (rozpust'adlo). Menej polarne pigmenty
putuju s rozpustadlom rychlejsie, polarnejSie sa zadrziavaju blizsie k Startu.

Ciel’

Oddelit’ a vizualne identifikovat’ hlavné rastlinné pigmenty v listoch (chlorofyly, xantofyly,
karotenoidy, pripadne antokydny), porovnat’ ich migraciu na filtracnom papieri a TLC.

Pomocky

kadicky (2-3 ks)

filtracny papier — pruhy cca 2 x 10 cm;

TLC platnicky (silika na hlinikovom podklade)
ceruzka, pravitko, noznice

kapilara/Spajla alebo mikropipeta, maziar

Chemikalie
Cerstvé listy (Spenat, Zihl'ava, pupava)

zmes aceton +hexan (3:7)

Bezpec¢nostné pokyny
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Pracuj v dobre vetranom priestore; organické rozpustadla si horl'avé — drz mimo otvorené¢ho
ohna.

Pouzivaj okuliare a rukavice; zabran kontaktu rozpustadiel s pokozkou a ocami.

Zvysky rozpustadiel a extraktov nevylievaj do umyvadla; odovzdaj do zberu chemického
odpadu.

A) Chromatografia na TLC platnicke

1. Rozdrvte Cerstvé listy (napr. Spenat, zihl'ava) v maziariku s dostatoénym mnozstvom acetéonu a
pripravte koncentrovany extrakt (nechajte par minut odstat’).

2. Na spodok TLC platnicky ceruzkou nakreslite Startovaciu ¢iaru priblizne 1 cm od okraja.

3. Mikropipetou naneste izku &iaru extraktu pozdiz tartovacej &iary.

4. Nalejte do kadicky zmes acetonu a hexanu (3 : 7) do vysky asi 0,5 cm.

5. Vlozte platnicku do kadicky tak, aby Startovacia ¢iara nebola ponorena.

6. Nechajte vyvijat, kym front rozptistadla dosiahne priblizne dve tretiny vysky platnicky.

7. Vyberte platnicku a pozorujte.



Spolufinancovany
Eurépskou Uniou Sﬁ

interreg

Slovensko - Cesko

STREDNA ODB,ORNA SKOLA
NOVAKY
O

SPSCH

AKADEMIKA HEYROVSKEHO

Priloha €.2: Pracovny list pre Ziaka

Pracovny list pre Ziaka
Téma: UrCovanie rastlinnych farbiv — chromatografia

Meno: Datum:

+ 1. Teoretické otazky

a) Vysvetli princip chromatografie a uved’, preco sa vyuziva pri urovani rastlinnych farbiv.

b) Aky je rozdiel medzi stacionarnou a mobilnou fazou v papierovej chromatografii?

c) Preco sa jednotlivé pigmenty z listu na chromatograme oddelia do viacerych farebnych
pasov?

d) Vysvetli, preco listy na jeseil menia farbu zo zelenej na zItu, oranzovl alebo Cervent.

2. Dopli spravne odpovede:
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a) Hlavnym zelenym farbivom v listoch je
b) ZlIté farbiva v listoch sa nazyvaji

c) Oranzové farbiva patria medzi

d) Cervené a fialové farbiva sa nazyvaju

& 3.0tazky k experimentu

a) Preco je potrebné pouzit’ ako rozpustadlo lieh alebo acetén a nie vodu?

b) Preco musi byt’ miesto, kde nanesieme rastlinny extrakt, nad hladinou rozptstadla?

c) Ktory pigment bol najviac zastapeny? Ako to vies zistit™?

d) Co sposobuje, Ze niektoré pigmenty sa pohybuju rychlejie a iné pomalgie?

8 4. Vyhodnotenie a vysvetlenie

a) Vysvetli tlohu chlorofylov A a B vo fotosyntéze a porovnaj ich vyznam s
pomocnymi pigmentmi.

b) Ako chromatografia dokazuje, ze list obsahuje viacero pigmentov, a ¢o to vypoveda o
zlozitosti fotosyntetického aparatu rastlin?
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c) Preco rastlina potrebuje aj zIté a oranzové pigmenty (karotenoidy, xantofyly), ked’
dominantnou farbou listu je zelena?

e) Aky vyznam ma diverzita rastlinnych pigmentov z hl'adiska prispdsobenia rastlin na
rozne svetelné podmienky?

k4 5. Zakreslenie vysledku

(Nakresli chromatogram alebo prilep obrazok z experimentu.)

@, 6. Porovnanie metéd
Papierova chromatografia

e Vyhody:

e Nevyhody:

TLC chromatografia
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e Vyhody:

e Nevyhody:

¢ 7. Diskusné otazky

a) Ako pomdha diverzita pigmentov rastlindm pri fotosyntéze?
b) Ako by vyzeral rastlinny svet bez chlorofylu?
c) V ¢om by mohla chromatografia pomdct’ v potravinarstve alebo vo vyskume?

Priloha €.3: Pracovny list pre ucitel’a

Pracovny list — verzia pre ucitel’a
Téma: UrCovanie rastlinnych farbiv — chromatografia

+ 1. Teoretické otazky
- Vysvetli princip chromatografie a uved’, preco sa vyuZiva pri ur¢ovani rastlinnych farbiv.

- Chromatografia oddel'uje zmes latok podl'a rozdielnej afinity k stacionarnej faze a
rozpustnosti v mobilnej faze. Umoznuje vizualne oddelit’ chlorofyly, xantofyly, karotenoidy a
antokyany.

- Aky je rozdiel medzi stacionarnou a mobilnou fazou v papierovej chromatografii?

-~ Stacionarna faza je filtracny papier (celuldza), mobilna faza je rozpusStadlo (etanol/aceton).

- Preco sa jednotlivé pigmenty z listu na chromatograme oddelia do viacerych farebnych pasov?
~ Pigmenty sa liSia polaritou a vel'’kost'ou molekul, preto maja rozdielne rychlosti pohybu (Rf
hodnoty).

- Vysvetli, preco listy na jeseii menia farbu zo zelenej na ZIt(, oranzovu alebo cervenu.

-~ Chlorofyly sa odbtiravaju, zostavaju karotenoidy a xantofyly, pripadne sa tvoria antokyany.

2. Doplii spravne odpovede
- Hlavnym zelenym farbivom v listoch je
-~ Chlorofyl
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- Z1té farbiva v listoch sa nazyvaji
~ Xantofyly

- Oranzové farbiva patria medzi

- Karotenoidy

- Cervené a fialové farbiva sa nazyvaju

- Antokyany

& 3. 0tazky k experimentu
- Preco je potrebné pouzit’ ako rozpustadlo lieh alebo acetdn a nie vodu?
~ Pigmenty su rozpustné v organickych rozpustadlach, nie vo vode.

- Prec¢o musi byt’ miesto, kde nanesieme rastlinny extrakt, nad hladinou rozpustadla?

~ Aby sa vzorka nevymyla, rozpustadlo ju ma niest’ iba vzlinanim.

- Ktory pigment bol najviac zastupeny? Ako to vies zistit'?

-----

- Co sposobuje, Ze niektoré pigmenty sa pohybuju rychlejie a iné pomalgie?
- Rozdielna polarita a interakcie s papierom/TLC platni¢kou.

# 4. Vyhodnotenie a vysvetlenie
- Vysvetli tllohu chlorofylov A a B vo fotosyntéze a porovnaj ich vyznam s pomocnymi
pigmentmi.

~ Chlorofyl a je hlavny fotosynteticky pigment, chlorofyl b rozsiruje absorp¢né spektrum.
Pomocné pigmenty zachytavaju iné vinové dizky a chrania pred poskodenim svetlom.

- Ako chromatografia dokazuje, ze list obsahuje viacero pigmentov, a ¢o to vypoveda o zlozitosti
fotosyntetického aparatu rastlin?

-~ Z jedného extraktu vznikaju viaceré farebné pasy, ¢o potvrdzuje, ze fotosystém je zlozeny z
viacerych pigmentov.

- Preco rastlina potrebuje aj zIté a oranzové pigmenty (karotenoidy, xantofyly), ked’ dominantnou
farbou listu je zelena?

-~ Zachytavaju iné Casti spektra a chrania chlorofyly pred fotooxidaciou.

- Aky vyznam ma diverzita rastlinnych pigmentov z hl'adiska prispdsobenia rastlin na r6zne
svetelné podmienky?

~ Rozne pigmenty umoziiuju rastlinam efektivne vyuZzivat svetlo v tieni aj na priamom slnku.
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le4 5. Zakreslenie vysledku
- Nakresli chromatogram alebo prilep obrazok z experimentu.

~ Vzor: zeleny pas = chlorofyl, ZIty = xantofyly, oranzovy = karotenoidy, cerveny/fialovy =
antokyany.

@, 6. Porovnanie metéd
- Papierova chromatografia — vyhody a nevyhody?
~ + Jednoduchd, lacna, bezpecna; — Menej presna, rozmazané pasy.

- TLC chromatografia — vyhody a nevyhody?
-~ + OstrejSie Skvrny, presnejsia, lepsie reprodukovatel’nd; — Vyzaduje Specialne materialy,
drahsia.

@ 7. Diskusné otazky
- Ako pomadha diverzita pigmentov rastlindm pri fotosyntéze?

~ Rozsiruje spektrum absorbovaného svetla, zvysuje u¢innost’ a chrani pred poskodenim.

- Ako by vyzeral rastlinny svet bez chlorofylu?
~ Fotosyntéza by neprebiehala, zivoCichy by nemali zdroj potravy ani kyslika.

- V ¢om by mohla chromatografia pomoct’ v potravinarstve alebo vo vyskume?
- Kontrola farbiv a aditiv, analyza prirodnych latok, overovanie Cistoty vzoriek.



