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Laboratorní cvičení č. 5
Téma: Rostlinné pigmenty
Cíl: Seznámit se s  různými typy rostlinných pigmentů, s metodami jejich extrakce a s využitím antokyanů jako přirozených chemických indikátorů.
Stručný teoretický úvod:
Zelené autotrofní rostliny získávají energii ze slunečního záření pomocí procesu fotosyntézy. První fází fotosyntézy jsou světelné pochody, spočívající v zachycování světelných kvant pomocí světlosběrných pigmentů. Nejvýznamnějším pigmentem u zelených rostlin jsou zelené pigmenty chlorofyl a a chlorofyl b, podpůrnými pigmenty pak červené (či oranžové) karoteny a žluté xantofyly. Při žloutnutí listů na podzim se množství chlorofylů v listech snižuje a tím se dostávají do popředí ostatní pigmenty.
Karotenoidy samy o sobě fotosyntézu na rozdíl od chlorofylů indukovat nemohou, ale zvyšují účinnost absorbované energie. Fotosyntéza je složitý biochemický proces, jehož celková účinnost je sice nízká, ovšem přesto jde o jediný známý přírodní proces syntézy organických látek ze dvou všeobecně rozšířených anorganických látek - vody a oxidu uhličitého.
Barviva lze extrahovat pomocí vhodných rozpouštědel. Jednotlivé barevné složky mají v těchto rozpouštědlech různou rozpustnost, a proto je vhodnou kombinací nemísitelných rozpouštědel lze od sebe oddělit. Druhou metodou je využití různé afinity barviv k substrátu (např. adsorpce k filtračnímu papíru) - dělení pomocí chromatografie (v tomto případě papírové).
V rostlině se nachází i barviva, která s fotosyntézou nesouvisejí. Příkladem jsou antokyany – tmavě červená barviva, která najdeme ve vakuolách některých plodů a květů, včetně červeného zelí. Tato barviva jsou zajímavá tím, že mění své zbarvení v závislosti na kyselosti prostředí, lze je tedy použít jako přirozené indikátory.
Pomůcky: 
nůžky, nůž, prkénko, lžička, třecí miska, zkumavky, nálevka, filtrační papír, kahan, vodní lázeň, pHmetr
ethanol, CaCO3, technický benzín, 8 % kyselina octová (ocet)
čerstvé zelené listy libovolné rostliny (tedy ne již žloutnoucí!), výluh z červeného zelí
Postup:
1) Nůžkami rozstříhejte na malé kousky zelené listy jakékoliv rostliny. Asi 3-4 g rozstříhaného materiálu dejte do třecí misky, přelejte malým množstvím vody, přidejte špičku lžičky CaCO3 pro zneutralizování listových kyselin a rozetřete. Potom rostlinný materiál přesypte do malé kádinky a přelejte asi 15-20 ml ethanolu (stačí přibližné odměření kádinkou). Zahřívejte ve vodní lázni, dokud nebude tekutina temně zelená. Poté roztok přefiltrujte (chraňte před přímým slunečním světlem!)
2) Do zkumavky nalejte 4 ml (přibližně) zeleného alkoholového výluhu, přidejte 2 ml technického benzínu a 2 až 5 kapek vody. Vodu je potřeba přidávat pomalu a po jednotlivých kapkách, aby se výluh nezakalil a došlo k oddělení složek, poté krátce lehce protřepeme (v žádném případě ne intenzivně). Nahoře zůstane benzín, dole alkohol. Pozorujte různé zbarvení obou částí.
3) Odstřihněte 20 cm dlouhý a 3 cm široký pruh filtračního papíru. Ponořte jej jedním koncem do nádoby s alkoholovým extraktem pigmentů. Pruh papíru je potřeba připevnit do stojanu tak, aby visel přesně svisle a nedotýkal se ani dna, ani stěn nádoby. Tekutina kapilárně vzlíná a přitom jednotlivé složky vzlínají různě rychle - pozorujeme barevné rozdíly. Výsledek zakreslete.
4) Následující dva body provádějte v určených větších skupinách (s ohledem na nutnost užití pHmetru): Tence nakrájejte plnou hrst červeného zelí a dejte ho do velké kádinky (400 až 600 ml). Zalejte vroucí vodou tak, aby bylo akorát potopeno. Po zchladnutí přefiltrujte. Vytvořte si 3 kádinky: do kádinky č. 1 nalijte cca 20 ml vody a přijdete lžičku octa. Do kádinky č. 2 nalijte cca 20 – 25 ml vody. Do kádinky č. 3 nalijte mýdlovou vodu (tj. vodu s rozpuštěným mýdlem). Změřte a zapište pH v kádinkách. Do každé kádinky přidejte několik ml přefiltrovaného výluhu ze zelí a srovnávejte vzniklé barvy.
5) Do kádinky č. 3 (tedy s mýdlovou vodou a výluhem) přidávejte kapátkem plynule ocet. Průběžně roztok míchejte, měřte pH a zapisujte barvu. Pokus ukončete, až se pH sníží na hodnotu okolo 4. Nemusíte vyplnit všechny řádky tabulky, je však potřeba přidávat kapky opatrně (vždy několik kapek a chvíli míchat bez dalšího přidávání), abyste zachytili co nejlépe okamžiky barevných změn (a jim odpovídající pH).
6) Důkladně umyjte všechny používané pomůcky, aby na nich nezůstaly skvrny od barviv (zejména třecí misky a kádinky, v nichž jste uchovávali barviva).
Nezapomeňte, že návod je jen obecným rámcovým předpisem k práci, tedy pomůcky a postup v protokolu je potřeba případně upravit (tj. změnit, doplnit či naopak vymazat) dle skutečnosti, pokud jste používali jiné pomůcky či při práci postupovali jiným způsobem
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