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Tato diplomova prdce navazuje a zaroven rozviji dfive zpracovanou bakalarskou praci,
ktera se vénovala jednoduchym reakcim lupenovych derivati a chromatografii na tenké

vrstve.

Konkrétné se tato prdce zabyva plandrni chromatografii a jeji aplikaci do vyuky chemie.
Ukazuje na konkrétnich prikladech praci s betulinem, jeho ziskavanim a jeho naslednym
zpracovanim pomoci planarni chromatografie. Betulin patfi mezi triterpeny, které spadaji

do pfirodnich latek zvanych terpeny.

V rdmci vyuky organické chemie a laboratornich cvicenich z organické chemie probiha
na katedfe chemie Fakulty pedagogické ZCU v Plzni izolovani pfirodnich latek. Sem pati jiz
vySe zminovany betulin, ktery je mozné ziskat z klry btizy bélokoré. Ziskavani betulinu (viz
kap. 1.2.1) je popsano podrobné ve skriptech (). Triterpeniim obecné je vénovano velké
mnozstvi ¢lanku, které je mozné najit prevainé v ¢asopise Collection of Czechoslovak

Chemical Communications, konkrétné jejich identifikaci, pfipravou sloucenin a popisem

struktur. Vice o déleni, systému a pfehledu je moZné najit v literature .
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1 TEORETICKA CAST

1.1 ISOPRENOIDY

Prirodni latky, které jsou odvozeny od isoprenu, se nazyvaji isoprenoidy. Zakladni
stavebni jednotka je jiz zminény isopren (systematicky: 2-methylbuta-1,3-dien) (obr. 1).
Isoprenoidy jsou plvodu jak rostlinného, tak Zivoc¢iSného a délime je do dvou skupin —

steroidy a terpenoidy.

CHs
_LCH,
H,C
Obrazek 1: isopren (2-methylbuta-1,3-dien)

1.1.1 TERPENOIDY

Terpenoidy jsou jak zakladni uhlovodiky, tak jejich derivaty. MGzeme je klasifikovat
podle poctu isoprenovych jednotek: monoterpeny — sloZeny ze 2 isoprenovych jednotek
s celkovym poctem uhliku 10, seskviterpeny — slozeny ze 3 isoprenovych jednotek
s celkovym poctem uhlik(l 15, diterpeny — sloZeny ze 4 isoprenovych jednotek s celkovym
poctem uhlik( 20, triterpeny — slozeny ze 6 isoprenovych jednotek s celkovym poctem
uhlikd 30, tetratepreny — sloZzeny z 8 isoprenovych jednotek s celkovym poctem uhlikd 40
a polyterpeny, které se skladaji z n isoprenovych jednotek a celkem obsahuji 5n atomu

uhliku (kde n je velké kladné Cislo).
1.1.1.1 Triterpeny

Triterpeny jsou sloZeny z 6 isoprenovych jednotek, tedy ze 30 atomu uhliku.
Nejcastéji se jedna o latky pevné, objevujici se v pfirodé bud' volné ¢i jako vazané ve formé
glykosidd nebo estertl ®). Nejzndméjsi triterpeny maji &tyfi nebo pét kruhll — jsou

tetracyklické nebo pentacyklické a bylo prokazano, Ze vznikaji z acyklického skvalenu ),
1.1.1.1.1 Betulin

Betulin (obr. 2) je pentacyklickym triterpenem, ktery je derivdtem triterpenu
lupeolu. Betulin je hojné obsazen v brezové kire, ale Ize jej nalézt i jinde v pfirodé. Mezi

jeho zajimavé vlastnosti patii antimykotické a antibakterialni plsobeni. Diky tomu bfezova
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klra neplesnivi, nehnije a je dobte hoflava. Betulin také prop(jcuje bfezové kure jeji typicky

bilou barvu ). Betulin a jeho derivaty maji svoji funkci také v Iékafstvi, konkrétné bylo

prokazano, Ze pUsobi protivirové (napt. proti-HIV) a mé i protizanétlivé a&inky ).

¥

Obrazek 2:betulin

1.2 SEPARACNi METODY

Separacni metody jsou vyuzZivany, kdyZz je potieba rozdélit viceslozkové vzorky

na jednotlivé ¢asti podle slozeni. Kdyz se jedna o idealni pripad, dojde k tomu, Ze kazda ¢ast

obsahuje pravé jednu slozku. Pfi separaci je mozné provadét operace déleni od dvou sloZzek

(napf. extrakce) aZ po nékolik desitek slozek (napf. plynova chromatografie) (©.

Separacéni metody je mozné délit podle rozdil(i v rovnovainé distribuci slozek mezi dvé

faze, viz tabulka 1),

Tabulka 1: Metody zaloZené na rozdilech v rovnovazné distribuci slozek mezi dvé faze (6.

Plyn — kapalina

plyn —tuha faze

kapalina — kapalina

kapalina — tuha faze

plynova rozdélovaci

chromatografie (GLC)
destilace

plynové déleni

plynova adsorpcni

chromatografie (GSC)
sublimace

molekulova sita

extrakce

kapalinova rozdélovaci

chromatografie (LLC)

gelova permeacni

chromatografie (GPC)

kapalinova adsorpéni

chromatografie (LSC)
iontové vymeénna
chromatografie (IEC)
molekulova sita

srazeni

zonalni taveni

frakéni krystalizace
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1.2.1 EXTRAKCE

Pro izolaci latek mUzZzeme jako jednu z metod vyuZit extrakci. Princip extrakce je
migrace jedné slozky mezi dvéma kapalinami. Tyto dvé kapaliny spolu nejsou misitelné.
Dali moZnosti extrakce je pfechod mezi pevnou fazi a kapalinou ) . Extrakci je mozno
provadét jak za studena, tak i za horka a je mozno ji provddét pro mald i vétsi mnozstvi
latek 7). Soxhletllv aparat je jednim zvelmi G&innych extraktor(. PouZivd se pro
extrahovani pevné latky do latky kapalné. Jeho velka ucinnost je zplisobena tim, Ze pracuje

kontinudIné ®(7), Schéma a princip Soxhletova extraktoru je zndzornén na obrazku 3 (cit.(®).

chladic
extrakcni patrona
/ ‘/picpnd
n |
VZOrek -] {

kS

| ¥

vamna banka L
s extrakénim v
rozpoustédiem

Obrazek 3:Soxhletlv extraktor (pievzato z (¢)

Diky zahfivani varné bariky a jejiho obsahu, dochazi k vyparovani rozpoustédla. To ve
formé par postupuje vzhlru trubici do chladi¢e, kde dochazi ke kondenzaci par
rozpoustédla. Zkapalnéné pary odkapavaji do téla extraktoru, na jehoz dné se nachazi
extrakéni patrona, v niz je umistén extrahovany materidl. Patrona je vyrobena z porézniho
materidlu, nejéastéji z papiru. Zde dochazi k extrakci. V momenté, kdy dosahne mnozstvi
extraktu k bodu prepadu (vrcholu U-trubice), dostdva se extrakt zpét do varné bariky,
odkud se opét diky zahfivani proces opakuje. Jakmile je ukoncena extrakce, je mozné

provést destilaci a oddélit tak extrakéni ¢inidlo od extrahované latky ¢ (7),
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1.2.2 DESTILACE

Destilace také patfi mezi separacni metody. Jednd se o zplisob oddélovani
kapalnych latek podle rozdilné teploty varu. Je pouZivana v primyslu (zpracovani ropy) i
potravinarstvi (vyroba destilatd). Existuje nékolik druhl destilace, napfriklad frakéni
destilace, rektifikace, prosta destilace, destilace za snizeného tlaku nebo destilace vodni

parou ®),

Obecné Ize destilaci popsat jako postup oddélovani dvou nebo vice kapalin na
zakladé tékavosti. Pti zahrati smési zacne do plynné faze prechazet nejprve latka tékavé;jsi
(s nizsi teplotou varu), plynna faze postupuje z varné banky do chladice, skrz ktery protéka
studend voda, a diky tomu dochdzi ke kondenzaci plynné faze a zisku destilatu. Ve varné
bance zUstava latka ¢i smés latek, které jsou méné tékavé (maji vyssi teplotu varu). Prosta

destilace je zobrazena také na obrdazku 4 nize.

It
1 @

Obrazek 4: destilace (pievzato z(9)

1.2.3 CHROMATOGRAFIE

Jedna z nejvyznamnéjsich separacnich metod je chromatografie. Kromé poutziti
v chemické laboratofi ji mizeme najit i v uéebnicich chemie pro ZS i SS. Historie vzniku
chromatografie je datovana od zacatku 20. stoletii M. S. Cvét roku 1903 pouzil
chromatografii pro oddéleni slozek smési barviv. Od pokusu se odviji i nazev
chromatografie — pochazi z fe€tiny a znamena chroma — barva a grafo — pisi. S barevnosti
m3a ale tato metoda malo spole¢ného. Principem chromatografie je pohybovani slozek
smési v systému, ktery je slozen ze dvou fazi. Stacionarni faze, tedy nepohybliva, mize byt

tvorena kapalinou, zachycenou v pevném nosici, nebo pevnou latkou. Mobilni faze, tedy
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pohybliva, mize byt tvofena plynem (v pfipadé plynné chromatografie) nebo kapalinou

(v pFipadé kapalinové chromatografie) (¢) (10),

Lze vyuzit déleni dle experimentalniho provedeni — bud’ chromatografie plosn3,
nebo chromatografie sloupcova. Do prvni fadime papirovou a tenkovrstvou chromatografii

a do druhé plynovou ¢&i kapalinovou sloupcovou chromatografii (1),

Chromatografii miZzeme délit také podle Ucelu — na preparativni chromatografii, kdy
je ucelem zisk vétSiho mnozstvi Cistych latek, a analytickou chromatografii, kdy je ucelem

identifikace latky a urceni jeji koncentrace ve smési.
1.2.3.1 Preparativni chromatografie

Jak jiz bylo zminéno vyse v kapitole 1.2.3, preparativni chromatografie je vyuzivana
pro ziskavani vétsiho mnozstvi Cisté latky k dalSimu pouziti. Od analytické chromatografie
se lisi zejména ve velikosti chromatografickych desek. U preparativni chromatografie jsou
vyuzivany desky vétsi, v rozmérech 20 x 20 cm, a vétsi (naptiklad 20 x 50 cm). Rozdilna je
i tloustka tenké vrstvy, kdy u preparativni chromatografie je az 3 mm. Zaroven je vzorek,
ktery je uréeny ke chromatografii, nandsen v souvislé linii, Siroké asi 2 az 3 mm. Je mozné
vzorek nanaset po kapkach nebo ze sklenéného baldnku ¢i z injekéni stfikacky. Pro nanaseni
z balénku je potfeba zruénost a zkusenost laboranta, protoze na dodrzeni linearity prouzku
a dodrzeni Sitky zavisi Uspésnost a uc€innost provadéné chromatografie. Je tedy vhodné si

nanaseni nejprve vyzkouset a procvicit nanetisto (19,

Podrobné je preparativni chromatografie popsana v kapitole 2.4 v experimentalni
Casti prace.
1.2.3.2 Analyticka chromatografie

Analyticka chromatografie, jak bylo také zminéno v kapitole 1.2.3, je vyuZivana pro
ucely zjisténi slozeni a koncentrace latek. Oproti preparativni chromatografii je vyuzivdno
mensich rozmér( chromatografickych desek (napf. 5 x 5 cm), stejné tak je vyuzivano desek
stenci vrstvou. Rozdilem je i zpUsob nandseni vzorku na start desky. U analytické
chromatografie jsou pouzivany vrypy, do kterych je nanasen vzorek v izolovanych bodech,

viz kapitola 2.3.3 v experimentalni ¢asti prace.
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1.2.3.3 Sloupcova a planarni chromatografie

Chromatografie mlze byt podle usporadani stacionarni faze bud’ sloupcova, tedy
kolonova, nebo plosna, tedy plandrni. V prlibéhu sloupcové chromatografie prochazi latky
skrz sloupec v podobé zén. Zaroven je rozdil mezi analytickou a preparativni variantou
sloupcové chromatografie. Vice se lze dotist v literatufe (V). Planarni chromatografie
spocCivd vtom, Ze latky putuji na chromatogramu v podobé rdzné Sirokych pruh(
(preparativni chromatografie) nebo v podobé skvrn (analytickd chromatografie). V pfipadé
kruhové chromatografie latky putuji ve tvaru mezikruzi, i v ptipadé rozdéleni kruznice ve
tvaru vyseCe mezikruzi. Velikost/intenzita skvrny/pruhu odpovidd mnoiZstvi latky
a poloha/pozice odpovidd identité jednotlivé slozky smési (1. Planarni (plo3nou)
chromatografii je mozno jeSté znovu rozdélit na tenkovrstvou chromatografii (kapitola

1.2.3.3.1) a papirovou chromatografii (kapitola 1.2.3.3.2) (19),
1.2.3.3.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie neboli chromatografie na tenké vrstvé (TLC) je jednim
z nékolika typl chromatografie. Jedna se o jednoduchou, levnou a rychlou metodu. Diky
témto vlastnostem je mozné ji vyuZzit také jako didaktickou pomucku pfi vyuce. Nejcastéji
je vyuzivana adsorpéni chromatografie, kdy je sorbent bud’ fixovan pojivem nebo volné
umistény vtenké vrstvé na podkladové desce. Oproti papirové chromatografii (kap.
1.2.3.3.2) ma vyhodu v pfipadé analytické chromatografie v mensi velikosti a zaroven je
rychlejsi. V pfipadé preparativni chromatografie umoznuje oproti papirové chromatografii

praci s vétsim mnozstvim smési diky tloustce tenké vrstvy az 3 mm.

Pro zdarny pribéh TLC je nejprve potifeba mit vhodny podklad. Na hlinikovou,
sklenénou nebo plastovou desticku raznych velikosti (viz kap. 1.2.3.1 a kap. 1.2.3.2) je
nanasena stacionarni faze. Pokud je pouZita forma sypaného sorbentu, je vrstva
upravovana pomoci sklenéné tycinky sgumovymi konci, které urcuji tloustku
a rovnomérnost rozlozeni sypané vrstvy. Na takto pripravenou chromatografickou desku je
nanasen vzorek. Chromatograficka deska je pak vloZzena do chromatografické komory pod

nizkym sklonem, aby se stacionarni faze nesesypala do mobilni faze (obr. 5).

10
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Obrazek 5: schéma sypané TLC v chromatografické komofte s mobilni fazi (prevzato z: (1))

Pokud je pouZita fixni forma sorbentu, je tekutd smés nalita na pfipravenou
desticku. Litd vrstva je nasledné rozprostiena, aby byla tenkd a rovhomérna. Poté je tfeba
nechat tekutou smés zaschnout. Na takto ptipravenou desku se opét nanasi vzorek a vklada
se do chromatografické komory. Zde je moziné vkladat desku i pod vétSim sklonem nez

u sypané vrstvy, protoze nehrozi sesuti do mobilni faze (obr. 6).

Obrazek 6: schéma lité TLC v chromatografické komote s mobilni fazi (prevzato z: (10))

Nejcastéji je pouzivan jako stacionarni faze silikagel Ci oxid hlinity a jako pojivo sadra
nebo Skrob. Kromé téchto dvou nejcastéjsich staciondarnich fazi je mozné pouzit také napft.
celulézu, acetylceluldzu &i polyamid (1Y), Konkrétni postup liti chromatografické desky je
popsan v literatufe (19, Pro zjednodu3eni prace je mozné chromatografické lité desky
zakoupit jiz hotové, takZe je uSetfen Cas s jejich vyrobou. Zaroven pouZitim komercéné
vyrabénych chromatografickych desek je zajisténa lepsi a stejnomérné;jsi kvalita.

Mobilni faze je zjiStovana nejcastéji experimentdlné, nejc¢astéji za pouZiti
eluotropické rady (viz kap. 1.5). Soucasné ale volba mobilni faze vychazi z polarity

a rozpustnosti chromatografovanych latek a také podle pozadavk( na déleni.
1.2.3.3.2 Papirova chromatografie

Principem papirové chromatografie je prlichod rozpoustédla (mobilni faze) papirem

kde dochézi k separaci latek (*1). Pro poufZiti papirové chromatografie je potifeba specialni

11
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chromatograficky papir. Pokud se ale nejednd o ndaro¢nou praci ¢i pokud jde
o demonstracni pokus, je moiné chromatograficky papir nahradit filtracnim papirem.
Rozdil mezi témito papiry je vtom, Ze filtracni papir nema presné definované vlastnosti,

mezi které patfi napfiklad mechanickd pevnost ¢&i pfitomnost stopovych neistot (19 (11),

U papirové chromatografie nese staciondrni fazi papir. Tou je obvykle voda
obsaZzend v papiru (mnoZstvi vody v papiru je vrovnovaze s vihkosti vzduchu). Pokud je
papir pred pouZitim naimpregnovan, mohou byt pouZita i jind rozpoustédla. Ndsledné je

potfeba vhodné zvolit také mobilni fazi (1),

Pro samotnou chromatografii je nejprve potfeba oddélit vhodné velky kus
chromatografického papiru. Na tento papir vyznacime start a mista pro naneseni vzork(.
Dle literatury M je minimalni vzdéalenost pfi provadéni papirové chromatografie mezi
startem a ¢elem 10 cm. Vzdalenost uréeni startu a nanaseni vzorkl na start se lisi dle toho,
jestli se jednd o vzestupnou (3 — 5 cm od okraje) nebo sestupnou (10 cm od okraje)
chromatografii. Mista pro nandseni vzork( na start je vhodné volit alespon 2 cm od bocnich
krajl papiru a rozestupy by mély také Cinit alespon 1,5 — 2 cm. K popisu chromatogramu je
dobré pouzivat obycejnou tuzku, kterd nema ostry hrot, aby nedoslo k poniceni

chromatografického papiru (1%,
1.2.3.4 Retardacni faktor

Kazda latka ma v pfedem danych podminkach svou charakteristickou rychlost
migrace. Tato rychlost migrace urluje jeji polohu na chromatogramu (). Jedna se o pomér
vzddlenosti stfedu slozky od startu (mista naneseni vzorku) ke vzdalenosti cela a startu
(misto, kam dovzlinala mobilni faze). Retardacni faktor nabyva hodnoty v intervalu <0;1>.

IdedIni hodnota retardacniho faktoru je asi mezi 0,2 a 0,8. Jedna se o bezrozmérnou veli¢inu

(6)

1.2.3.4.1 Vypocet retarda¢niho faktoru

Pokud zname vzdalenost, kterou urazi slozka od startu (znaceno a), a vzdalenost

startu od cela rozpoustédla (znaceno b) (obr. 7), mizeme vypocitat hodnotu retardacniho

a
faktoru ze vzorce Rp = b

12
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¢elo rozpoustédel

stfed skvrny @

start

Obrazek 7: vypocet Rr (prevzato z: (10))

Vypocet Rr je ale velmi zavisly na nékolika faktorech (chyby laboranta, teplota
mistnosti, starnuti stacionarni faze, druh papiru, vlhkost, dostate¢né utésnéni komory...),
proto se mize stat, Ze hodnoty Rr kolisaji. | tak je ale vyuzivani vypoctu Re vhodné. Napfiklad
pfi jednorazové analyze — k dokumentaci o pfiblizném chovani latky za danych parametrd,
nebo pokud jde o vypracovavadni novych metod — uréeni, zda je soustava vhodna

a G¢inna (19,
1.2.3.5 Pouziti TLC a papirové chromatografie

Pouziti TLC a papirové chromatografie je rliznorodé. Je mozné je vyuZit napt. pfi
kvalitativni analyze. At uz jde o zkougku ¢istoty latky nebo o analyzu zndmé smési. U¢innost
chromatografie je zvlasté u analyzy smési velmi ucéinnda. Dal$i moZnosti vyuZiti TLC
a papirové chromatografie je identifikace analyzované latky, kdy analyzovanou latku
porovndvame se zndamou latkou. Mezi vyuZiti patfi také chromatografie derivatd,
systematickd analyza, urCovani struktury organickych sloucenin, preparativni déleni nebo
kvantitativni analyza V). Zaroveni je moiné vyuZivat oba typy chromatografie ve vyuce

chemie na zakladnich, stfednich i vysokych Skolach.
1.3 STANOVENI TEPLOTY TANI

Mezi jednu z fyzikalnich vlastnosti vSech latek fadime teplotu tani. Teplota tani neni
jedna konkrétni teplota, ale interval teplot, ktery je stanovovan experimentalni cestou.
Spodni hodnota odpovida teploté, kdy dojde k prvnimu nataveni krystalka latky a horni

hodnota odpovidd teploté, kdy vzorek zcela roztaje (12,

Tuto metodu Ize vyuzit také k uréeni nezndmé latky, pfipadné ke zjisténi, jestli je latka
znecisténa (jelikoz znecisténé latky maji nizsi bod tani, nez Cisté latky a interval teplot tani

je u cCistych latek Uzky oproti znecisténym latkdm s vétsSim rozsahem teplot tani).

13
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Urceni teploty tani je mozné provadét nékolika zplsoby — s pomoci tenké kapilary
propojené s teplomérem ve vodni lazni, nebo pomoci bodotdvku. Bodotavek je obecné
néjaky kovovy blok, ktery je mozné zahrat na konkrétni teploty. Na néj se poklada vzorek.
Jednim z typU bodotavku je napt. Kofler(iv blok (obr. 8), ktery je vhodny pro praci s velmi

malymi mnozstvimi latek (ma vzhled mikroskopu, ke kterému je pfipojen reostat).

Obrazek 8: Kofleriv blok: 1-mikroskop, 2-kovovy blok, 3-reostat, 4-klicka pro regulaci teploty, 5-
vypinac ohfevu, 6-teplomér, 7-osvétleni teploméru, 8-trafo k napajeni zarovek, 9-okular, 10-ostieni
mikroskopu, 11-ostieni stupnice teploméru, 12-nastaveni sledovani stupnice teploméru (prevzato
z: (12))

Tato prace se ale podrobnéji stanovovanim teploty tani nezabyva.

1.4 ACETYLACE VZORKU BETULINU A PREMENA BETULINU-DIACETATU NA BETULIN-

MONOACETAT

1.4.1 ACETYLACE

Acetylace je typem chemické reakce, pti niz dochazi k obohaceni organické
slouceniny o acetylovou funkéni skupinu. Acetylova funkéni skupina (CH3CO) nahrazuje
v organické slouceniné aktivni vodikovy atom, kdy dojde ke vzniku esteru organické

slouceniny, tedy acetatu.

Prikladem acetylace je napt. acetylace kyseliny salicylové a vzniku acylpyrinu i

acetylace celuldzy a vznik acetylceluldzy.

Deacetylace je odstranéni acetylové funkéni skupiny (CHs3CO). Jedna se o opak

acetylace.

14
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Postup pfemény betulinu-diacetatu na betulin-monoacetat je detailnéji popsdn

v experimentalni ¢asti prace v kapitole 2.3.2.
1.5 CHEMIKALIE — ROZPOUSTEDLA

Aby byla chromatografie Uspésnd, je potfeba zvolit vhodné rozpoustédlo. Volba
rozpoustédla muze byt provedena experimentalné, a to dle zkuSenosti experimentatora. Je
ale vhodné cCerpat a vychdzet ztakzvané eluotropické fady V). Eluotropickd fada je

usporadana podle klesajici relativni permitivity v tomto poradi:

1. Voda 6. Aceton 11. Benzen

2. Methanol 7. Pyridin 12. Toluen

3. Kyselina octova 8. Ethyl-acetat 13. Chlorid uhlicity
4. Ethanol 9. Diethylester 14. Cyklohexan

5. Popan-1-ol 10. Chloroform 15. Hexan

Rozpoustédla, kterd jsou uvedena na prvnich prickach rady (voda, methanol, kyselina
octova, ethanol,...) je moZno pouZit pro eluci slozek ve smési svysokou polaritou.
Rozpoustédla uvedend na poslednich prickach rady (..., chlorid uhlicity, cyklohexan, hexan)
jsou vhodna pro vymyvani méné polarnich slozek ze smési. Jsou také vhodnou volbou pro
jemné&jsi déleni smési (19),

Mezi zasady, které je pfi volbé vhodného rozpoustédla dodrzovat, patfi: délend smés
latek musi byt v rozpoustédle rozpustnd, délena smés a jeji slozky by mély byt poutany
k vybranému adsorbentu tak akorat — ani pfili§ malo (smés by se nerozdélila a postupovala
by v Cele rozpoustédla), ani pfilis pevné (smés by zlstala na startu). Pokud jsou tedy slozky
smési vazany tak akorat, je moziné nasledné uplatnit rozdily v jejich retardacnich

faktorech (10),

Dle autora (3 publikace plati pou&ka, Ze podobné se rozpousti v podobném. Tedy, 7e

polarita rozpoustédla se musi podobat polarité rozpousténych latek.

V této prdaci bylo pouzito nékolik rozpoustédel jakozto mobilni faze. Ve vétsiné
pripadl byla pouZita smés n-hexanu a ethyl-acetdtu, a to v poméru 10:3. U chromatografie

na velké desce (viz kap. 2.4) 100 ml n-hexanu a 30 ml ethyl-acetatu a u chromatografie na
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malé chromatografické desce (viz kap. 2.3.3) 1 ml n-hexanu a 0,3 ml ethyl-acetatu. Tato
mnozstvi byla zvolena podle velikosti chromatografickych desek a chromatografickych

kyvet.

DalSimi rozpoustédly byl ethanol a ddle voda. Tato rozpoustédla byla pouZita

u pokust, které se vyskytovaly v uéebnicich pro ZS a SS (viz kap. 2.5).

Jako rozpoustédlo pfi nasavani vzorku a prenosu na chromatografické desky byl
pouzit chloroform, nachazejici se témér uprostred eluotropické fady. Chloroformu bylo
pouzivano vzdy velmi malé mnoZstvi. U malé chromatografické desky se jednalo pfiblizné
o jednu kapku z pipety pro rozpusténi malého mnoiZstvi vzorku a prenos sklenénou
kapildrou na desku. U velké chromatografické desky bylo pouzito mnozZstvi asi 1-2 ml pfi
rozpousténi 80 mg vzorku acetylace (viz kap. 2.4) a nasledné za poutiti sklenéného balénku
nanaseno na chromatografickou desku. Po naneseni vzork(i na chromatografické desky

bylo vidy vyuZito ¢asového odstupu, aby se chloroform jakoZto rozpoustédlo stihl odpafrit.

U navrhované laboratorni prace byl jako rozpoustédlo pro extrakci pouzit aceton.

Jako rozpoustédlo pouzité coby mobilni faze byl zvolen diethylether (viz kap. 2.6).
1.6 CHROMATOGRAFIE V KURIKULARNICH DOKUMENTECH

1.6.1 RAMCOVY VZDELAVACI PROGRAM (RVP)

RVP udava a vymezuje povinny rozsah, obsah a podminky vzdélavani. RVP jsou
zadvaznymi dokumenty pro tvorbu $kolnich vzdélavacich programd (SVP) a stanovuji

konkrétni cile a formy vzdéldvani 14,

Chemie jako vzdélavaci obor patfi do vzdélavaci oblasti Clovék a pfiroda. Téma
chromatografie, jakozto separacni metody neboli metody oddélovani slozek smési, spada
do vzdélavaciho obsahu Obecné chemie. O¢ekavanym vystupem v RVP k udivu Soustavy
ldtek a jejich sloZeni je: ,,Zak vyuZiva odbornou terminologii pfi popisu latek a vysvétlovani

chemickych dé&ja.” (obr. 9) (cit.1?)).
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5.3.2 Chemie
Vzdélavaci obsah

OBECNA CHEMIE
Ocekavané vystupy

wyuFiva odbornou terminologii pri popisu Latek a wsvétlovani chemickych d&jn
provadf chemické vypocty a uplatiiuje je pri fesent praktickych probléma
predvidd viastnosti prvka ajefich chovaniv chemickych procesech na zakladé poznatkd o periodicke
soustavé prvki

wyuFivd znalost o Edsticové struktufe Litek a chemickyichvazbach k predvidant nekterych fyzikalng-
chemickych viastnostf latek a jefich chovani v chemickych reakcich

Uéivo
soustavy Litek a jefich sloZeni
veliéiny avypocty vchemti
stavba atomu

Obrazek 9: RVP chemie - obecna chemie - soustavy latek a jejich sloZeni (prevzato z: (13))

1.6.2 SKOLNi VZDELAVACi PROGRAM (SVP)

Skolni vzdélavaci program (SVP) je vytvafen pro kaidou $kolu zvldst, je tvoren
na zakladé a v souladu s RVP. Je jiz pak na konkrétnich $kolach, jak si SVP utvori, jak bude
podrobny, jestli bude ¢lenény do predmétd & do moduld. SVP musi vychdazet
ze vzdélavacich zamérl a zohlednovat potfeby a moZnosti Zakd, redlné podminky

a moznosti $koly, postaveni v regionu a socialni prostiedi 4,

Jako ptiklad byl zvolen SVP 4letého gymnazia v Plzni na Mikulddském namésti
(obr. 10). Jak je moZné vidét, SVP vychazi z RVP (moZnost porovnani s obr. 9). Tematickym
celkem jsou soustavy latek a jejich sloZzeni —z tohoto tematického celku vychdzi o¢ekdvané
vystupy zak@. Sipkou je zvyraznény oéekavany vystup, ktery je Uzce spojen s chromatografii,
konkrétné: ,Zdk navrhne déleni slozek smési sedimentaci, filtraci, krystalizaci, sublimaci
a destilaci.” 1), Pravé zde by mohla byt uvedena jako jedna ze separatnich metod

chromatografie.

SVP mohou byt vice obsahlé (jako napf. uvedeny SVP Mikula$ského gymnazia)
Cirelativné stru¢né — jen mirné rozviji RVP a podrobnéjsi rozpracovani je pak

na jednotlivych vyuéujicich v rdmci tvorby tematického planu a pfiprav na vyuku.
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MEZIPREDMETOVE VZTAHY,

1.6.3 TEMATICKY PLAN

¢istou latkou

& vymezi pojem chemicky prvek a
chemicka slouéemina

* vymezi pojem atom, molekula a ion
® rozpoznd v redlné situaci rizné typy
soustay.

» posoudi a odlidi v redlné situaci
chemicka individua a smési latek

® navrhne déleni slozek smési
sedimentaci, filtraci, krystahzaci,
sublimaci a destilaci

* pojmenuje zikladni chemické nadobi a
pomiicky a sestavi jednoduchou
aparaturu

Rozdil mezi smési a chemicky &istou litkou.

Prvek a chemicki sloudenina
Atom, molekula, ion.

ROC TEMA 3 VYSTUP ucvo PRUREZOVA TEMATA,
- Fak: POZNAMKY
1. 1.1. Soustavy litek * popise soustavu a uréi jeji typ Soustava a jeji typ. F, Bi
a jejich sloZeni o rozlisi smés h i a hef Smés homogenni a heterogenni. osy
 uréi vlastnosti riznych druhi smési Vlastnosti rizmych druhii smési EnV
® vysvétli rozdil mezi smési a chemicky Roztoky. MYV

Obrazek 10: SVP chemie - prvni roénik 4letého gymnazia Plzeti (pievzato z: (16))

Tematicky plan byva vytvafen uciteli a vychazi z SVP. Tematické plany jsou

upravovany a zpracovavany pro kazdy predmét, idedlné pro kazdou tfidu zvla

st. Slouzi jako

osnova/voditko pro vyucujiciho v pribéhu roku, na zakladé tematického planu je ucitel

schopen odhadnout, jestli stihd vyloZit planované ucivo.

Tematické plany mohou byt malo podrobné nebo také velmi obsahlé — zélezi

na konkrétnich vyucujicich. Jako pfiklad je uveden tematicky plan gymnazia Nachod. Jedna

se o tematicky plan pro kvintu/1. roénik (obr. 11)(cit. 7).

Obrazek 11: tematicky plan - ggmnazium Nachod - chemie pro kvintu/1. ro¢nik (prevzato z: (17))

1. Zikladni chemické pojmy

-rozdéleni
-charak
Wsmés, latka cher

Ar, Mr, at. hm. j

15h / za¥i - Fijen

ka latek

notka)

-latkové mnoZstvi
-vypodty z chem. vzorcl

2. SloZeni a struktura litek

zékladnich chem. litek, nazvoslovi, vzorce slouéenin

14, prvek, sloucenina, atom, molekula,

27h / listopad - birezen

-stavba atomu

z ni vyplyvajici

~stavba molekul
(chem. vazba, vaznost, koval.vazba, slabé vaz. interakce,
vlastnosti latek jako disledek struktury a povahy vazeb)

3. Chemické reakee
- pojem a rozdéleni reakci

-chemicka kuuuk.i
~chemicka rovn
-zikladni typy real

ktivita, nluk!mnow obal, zikladni a excit.stav,
ita, elektronegativita )

24h /biezen-Cerven

ji ovliviiovini
ich cha

akteristika, vyznam a pouZiti

(reakce acidobazické, redoxni, srazeci a komplexotvorné).
- zaklady termochemie

Laboratorni cviceni
N-’mln 15 jednohodinovych laboratornich cviceni:
Seznameni s chemickou laboratofi, laboratomi Fad, bezpednost price v chem. laboratofi (vyznam a el

préice v chem. Idbulaluh préce s plyncm a el. proudem, chemikal

chemické sklo apod.).
I néadobl, kovové pomiicky).

aveni ick ké sklo, p
i metody (fyzikdlni — chemicky dgj).

Délici metody (filtrace, krystalizace, sublimace, destilace).

Roztoky
Roztoky

sméSovaci rovnice, priklady vypotti,

Priprava roztoki.
Roztoky- molémi koncentrace, piiklady vypodti.
Sledovéni zvislosti rychlosti chem. reakce na koncentraci roztoku.

. Acidobazické real
Redoxni déje

rovnic

. Srdzeci reakce

pojem roztok, sloZeni roztokii (hmotnostni a objemova koncentrace, piiklady vypotti)

hlosti chem. reakce na teploté.
- kvalitativni a kvantitativni vyznam chem. rovnice.
h rovnic — piiklady vypotti.
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V tematickém pldnu jsou zvyraznéna témata tykajici se chromatografie. Jedna se
o téma smési v Uvodu Skolniho roku — patti do tematického celku zakladni chemické pojmy
a je probirdno v zati —fijnu v pribéhu 15 vyucovacich hodin. Dale je téma mozno zaradit ke

4. laboratorni praci, kterd se tyka délicich metod (filtrace, krystalizace, sublimace, destilace)

a7,

Tento tematicky plan neni Uplné obsahly, ale je moZné si udélat pfedstavu o ¢asovych

moznostech a dotacich jednotlivych témat.

BohuZel nebyl nalezen SVP ani tematicky plan, ktery by obsahoval explicitné
zminénou chromatografii. To znaci také to, Ze tato separac¢ni metoda neni zcela rozsifena

ve vyuce a neni ¢asto pouZzivana ¢i ji neni davan takovy duaraz.
1.7 CHROMATOGRAFIE V UCEBNICICH CHEMIE

1.7.1 UCEBNICE CHEMIE PRO Z$

Chromatografie jako jedna ze separacnich metod se objevuje také v jednotlivych
ucebnicich chemie pro zdkladni skoly. Ve vétsiné ucebnic, které byly pro potiebu této prace
pouzity, je chromatografie zafazovdna v ucebnicich pro 8. ro¢nik zdkladni Skoly. Chemie
jako vyucovaci predmét je dle RVP zarazovan do ucebnich pland pravé od 8. rocniku

zakladni Skoly.

V pouzitych ucebnicich se téma chromatografie zarazuje do podkapitoly oddélovani
smési. Téma smési je probirdno v ramci kapitoly viastnosti latek. Kapitola vlastnosti latek je
zarazovana v ucebnicich chemie hned ze zacatku. Nejéastéji se v ucebnicich vyskytuje ¢ast
Proc se ucit chemii, ktera patfi do kapitoly Uvod a hned na ni navazuje kapitola Vlastnosti

latek.

Nize v nasledujicich kapitolach budou detailnéji probrany jednotlivé ucebnice chemie

pro zakladni Skoly s uvedenymi priklady vyuziti chromatografie ve vyuce.
1.7.1.1 Chemie 8 - pro zakladni Skoly a viceleta gymnazia (Fraus (19))

Tato ucebnice od nakladatelstvi Fraus (rok vydani 2018), je tvofena stejné, jako je

popsano vyse v kapitole 1.7.1. Jedna se o aktualizovanou verzi uéebnice, ktera vysla v roce
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2006 (obr. 12). Informace o chromatografii jsou zde ale az na grafické zpracovani identické,

proto je zde pouZita pro rozbor pouze novéjsi verze zmifiované uéebnice (18,

Chi

smési

£ ‘ Do malé kadinky nebo Petriho misky nalijte ethanol do vy3e 1-1,5 cm. Postavte kfidu

ii‘g—\i S

Rozdélen banviva hnédého fixu pomoci chromatografie

romatografie j¢ moderni metoda oddélovéni slozek ze stejnorodych plynnych a kapalnych

Shronuti

N kifdu namalujte hnédym fixem asi 2 cm pod jejim okrajem kolem dokola prouzek.

do kadinky nebo Petriho misky s ethanolem. Prouzek nesmi byt v ethanolu ponofen!
7a chvili pozorujte.
§ Ze kierych barev je sloZeno barvivo hnédého fixu? B

Chromatografie se pouZiva
napr. pri vyrobé lék,

k oddélovini litek
obsazenych v rostlinich

a pii zjistovani obsahu
jedovatych plynd v ovzdusi.

Obrazek 12: chromatografie — ucebnice chemie 8 (prevzato z: (18))

Kapitola Vlastnosti Idtek za¢ina na strané 6 a pokracuje az do strany 17, na které se

nachazi ¢ast pravé

dodist na stranach

o chromatografii. Informace o oddélovani slozek smési se zaci mohou

16 a 17. K chromatografii je v této podkapitole kratky odstavec, kde je

popisovdno, o jakou metodu se jedna a na jakém principu dochazi k oddélovani

jednotlivych slozek smési. Kromé kratkého popisu je v uéebnici uveden i priklad pokusu

(obr. 13)(cit. (18)).

vody a pro&? Ktera energie se

Chromatografie je moderni metoda oddélovéni
slozek ze stejnorodych plynnych a kapalnych smési.
Jednotlivé slozky smési se oddeluji podle toho,

jak dlouho prochazeji kolonou. Chromatografické
kolony jsou tvofeny z riznych poréznich latek

a hodi se tak vzdy pro ur¢ity typ smési.

poudivi k ohfevu mofské vody pfi
odsolovani?

Krystalizace se pouziva i k cisténi
pevnych latek, napf. pfi vyrobé

Krystal modré skalice  cukru. Vite, které zemédélské

i zivaji k vjrobé cukru?

Na kfidu namalujte hn&dym fixem asi 2cm pod jejim okrajem podypaliliicvprobse
kolem dokola prouzek. Do malé kidinky nebo Petriho misky nalijte

ethanol do vy3e 1-1,5cm. Postavte kfidu do kadinky nebo Petriho misky

s ethanolem. Prouzek nesmi byt v ethanolu ponofen! Za chvili pozorujte.

# Ze kterych barev je slozeno barvivo hnédého fixu?
Rozdéleni barviva

hnédého fixu pomoci
chromatografie

Chromatografii je mozné pouzit
ik délenf rostlinnych barviv.
Jaky vyznam pro rostlinu ma
barvivo chlorofyl?

Usazovan, filtrace, destilace, krystalizace a chroma-
ografie patif mezi metody oddélovani slozek smésf.
yto metody se pouzivaji rovné: k Eisténi latek

== amaji rozsahlé poutiti i v domacnosti. V]

Chromatografie se pouziva napf. pii
vyrobé 1éki, k oddélovani latek obsazenych
vrostlinach a pfi zjistovani obsahu jedovatych
plyni v ovzdusi.

17

Obrazek 13: chromatografie - u¢ebnice chemie 8 (prevzato z: (18))
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Uvedeny pokus pro demonstraci chromatografie je jednoduchy na provedeni, tudiz si
ho mohou vyzkouset i Zaci, jelikoZ neni nikterak nebezpecny. Principem pokusu je pouZiti
Skolni kridy, na kterou je nanesena barva z hnédého fixu ve vySce asi 2 cm od spodniho
okraje, a to ve formé prouzku kolem dokola celé kfidy. Nasledné je kfida ponofena do
ethanolu, ktery je nalit do Petriho misky (ve vrstvé asi 1 az 1,5 cm). Nakresleny prouzek
fixou se ale nesmi hladiny ethanolu dotykat. Poté je tfeba chvili vyckat a pozorovat, co se
bude dit. V ucebnici je uvedeno i nékolik fotografii z pribéhu pokusu, takze si svij vysledek

mohou Zaci s u€ebnici porovnat (18),

Nakonec je v u€ebnici uvedeno i nékolik pfikladu, k cemu se da chromatografie pouzit
i mimo Skolni prostfedi (vyroba léciv, déleni rostlinnych barviv nebo zjistovani mnozstvi

jedovatych plyn( v atmosfére) (18),

V posledni ¢asti uebnice se také nachazi osm navodu k laboratornim pracim, které je
mozné vyuzit ve vyuce. Hned prvni laboratorni praci na strané 126 je téma smési, jejiz prvni
alternativa se tykd chromatografie (obr. 13). Kromé varianty uvedené v ucebnici na strané
17 jsou zde také dva dalsi priklady provedeni pokusu chromatografie. Jednim z nich je
pouziti kruhového filtra¢niho papiru, do kterého je vytvoren ve stfedu otvor. Kolem otvoru
je pomoci kruzitka vykreslena kruznice o priiméru 4 cm. Tato kruZnice je rozdélena na
nékolik vyseci podle poctu vzorku. Vzorky jsou naneseny na vysece kruznice. Do otvoru ve
stfedu je vloZzen knot, ktery je zhotoven z filtraéniho papiru. Takto ptipraveny filtracni papir
je poloZen na Petriho misku, ve které je pfipraven ethanol. Toto celé je nasledné prekryto
kadinkou nebo jinou miskou. Pokus je ukonéen v momenté, kdy rozpoustédlo dosdhne
okraje filtra¢niho papiru. Nakonec nasleduje pozorovani vzniklého vysledku barevné skaly.
Dalsi variantou je pouziti prouzku filtraéniho papiru, na ktery je také nanesen vzorek
barviva, ktery je pak vloZzen do zkumavky s ethanolem. Vzorek se ale nesmi dotykat hladiny

ethanolu (18),

21



1TEORETICKA CAS

T

@S LABORATORNI PRACE

Laboratorni prace ¢. 1
SMESI

1, alternativa

[[IGM Pomoci chromatografie od sebe oddélte smés barviv.

ethanol, pisek, dervend paprika, fervend fepa, cervené zeli,

listy kopfiv, 8ipky apod.

LA tieci miska s tlouckem, jedna kadinka, jedna Petriho miska,
jedna zkumavka, kruhovy filtra¢ni papir, pipeta (sklenéna trubicka),
prouzek filtraéniho papiru (1 x 12 ¢cm), bila skolni kiida

[ POSTUP: |

2.

Malé mnoZstvi rostlinného materialu rozetfete ve tfeci misce s jemnym piskem

a smichejte s 5 cm3 ethanolu.

Na kruhovy filtraén{ papir nakreslete st¥ed a kruzitkem opiste kruznici

s polomérem 2cm. V misté stfedu udélejte tuzkou otvor a filtraéni papir rozdélte na
dvé az tii vysede podle poctu pouzitych barviv.

. Vznikly roztok barviv naneste pipetou na kruznici do jedné z vysedi. TotéZ provedte

s dal$im druhem barviva.

. Po zaschnuti barviva zasuiite do stfedu papiru knot, ktery zhotovite smotanim kousku

filtra¢niho papiru. Takto pfipraveny filtraéni papir polozte na Petriho misku, do které
jste predem nalili ethanol.

. Petriho misku piekryjte kadinkou nebo miskou o vétsim priméru.
. Pokus ukonéete v dobé, kdy rozpoustédlo dosahne okraje papiru.

Pozorujte vzniklou barevnou skéalu.
Chromatografii provedte na prouzku filtraéniho papiru ve zkumavce a také na kridé
v kddince nebo Petriho misce (viz pokus v uéebnici str. 17).

Obrazek 14: laboratorni prace - chromatografie - ucebnice chemie 8 (prevzato z: (18))

1.7.1.2 Chemie 8 - ivod do obecné a anorganické chemie (Nova Skola (19)

7

Tato ucebnice, vydana nakladatelstvim Nova Skola (rok vydani 2017), odpovida témér

presné tomu, jako bylo popsano v kapitole1.7.1. Kapitola SloZeni a tridéni smési za¢ina na

strané 12, podkapitola Oddélovdni smési se objevuje od strany 16 a kon¢i stranou 21, kde

se také nachazi informace ohledné chromatografie. Nejprve je uvedeno, co chromatografie

je a na jakém principu funguje. Dale je zde uvedeno vyuziti. Kromé zakladnich informaci

jsou zde uvedeny i zajimavosti a propojeni mezi predméty — chemii a pfirodopisem.

Ndsledné je uveden pokus i s postupem (obr. 15)(cit. 1?). V u€ebnici od nakladatelstvi Nova

Skola je uveden jiny pokus, nez je tomu v ucebnici od nakladatelstvi Fraus, ktery je popsany

vysSe v kapitole 1.7.1.1.

22



1TEORETICKA CAST

CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je oddélovani sloZzek smési na zikladé Jjejich rozdilné

schopnosti vizat se ke dvéma litkam, s nimiZ jsou ve styku. Jedna litka

byva pevnd (napf. kiida), druhou je rozpoustédlo (napf. voda).

Vyuziti: Napf. pfi ziskavéani barviv z rostlinnych smési nebo k zjistovani
chemickych latek pfidavanych do potravin (tzv. E-kodi).

@ Mezi barviva obsazena v rostlinach pani napr. chlorofvl a karoten. L s
Vysledek chromatografické-
ho déleni rostlinnych barviv

— Jaky vyznam ma zelené listové barvivo (chlorofyl) pro rostliny?
(chromatogram)

F ODDELOVANI POTRAVINARSKYCH BARVIV ZE SMESI CHROMATOGRAFIi NA KRIDE

Do misky s vodou namodte a zamichejte cokoladové lentilky. Dfive, nez se lentilky celé rozpusti, prefiltrujte smés barv iv
pies sitko. Filtrat nalijte do misky a do jejiho stfedu upevnéte bilou 3kolni kfidu tak, aby spodni ¢dst zasahovala do roz-
toku, a ponechejte po dobu asi 15 minut. Pokus ukontete, dosihne-li vzlinajici voda hranice asi 1 em od horniho okraje
kiidy. Kfidu nechejte uschnout a pokus (oddélovani barviv) vyhodnot'te.

.........‘..Q...........6...;‘.

Pozorovini a zavér: ) A ) s [
Vétgina barviv je namichana z riznych slozek, které maji riznou velikost Castic. Ty jsou unadeny rozpoustédiem riznou

rychlosti. Tim dojde v kiid€ k jejich oddélent Vznika chr am.

@ | Uvedeny pokus Ize provadét také se ,.savym papirem .

Obrazek 15: chromatografie - u¢ebnice chemie 8 (prevzato z: (19)

V této ucebnici je uveden pokus, ktery je provddén také na kfidé, ale barvivo je
ziskavano z namocenych lentilek. Tento pokus je jednoduchy na pfipravu, je k nému
potieba pouze Skolni kfida, Petriho miska, sitko a malé mnozZstvi lentilek. Kromé pokusu je
tu uvedeno i vyhodnoceni. Pokud by Zaci provadéli tento pokus samostatné, mohou si své

vysledky porovnat se svou ucebnici.

V ucebnici je také zobrazen vysledek chromatografie (chromatogram) déleni
rostlinnych barviv, o kterém je v ucebnici od nakladatelstvi Fraus pouze pisemnda zminka,

nikoliv obrazové vyjadreni.
1.7.1.3 Chemie I - pro 8. ro¢nik ZS a viceletd gymnazia (Prodos (29)

Tato ucebnice, vydand nakladatelstvi Prodos (rok vydani 2001), ma mirné odlisné
Fazeni kapitol, nez je zmifiovano v kapitole 1.7.1. Prvni kapitolou je shodné kapitola Uvod,
druha kapitola se ale lisi — zde je vloZzena kapitola Zkumavkou to zacind a az poté nasleduje
kapitola Smési. Kapitola Smési zacind na strané 10 a konci na strané 20. Téma

chromatografie je zminéno v uéebnici jen kratce, na strané 17 (obr. 16)(cit. ?9).
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Jod Je Sedofernd leskid pevnd litka drdZdivého zdpachu
Podrobagjl se o ném 2minime pozddji. Jod ph zahfivan
_wrechdva” kapalnou 182, netafe, ale hned se odpafuje. subli-
muje. PAry Jedu sou syté fialové. Jejich ndslednym ochlazenim,
stald ve styku § chiadnym pfedmétem, se opét vyluCuji jehsitky
tstéhe jodu. Byl-ll jod zneéidtén nkjakymi plimésmi, sublimaci a

hlazenim |sme |ef pfelistill. Sublimujicich ldtek e
e, napfiklad mentol, led a ji dfive zkoumany

néslednym

co | bujdnovd kostka? ArgentinSti chovaleté cobytia
fi T. A Edisona, aby im poradil, jakym
zim masem, Edison s vynalézavost
jafit a odpafenim vody vznikly

swiho Gasu poZadk
zpusobem nalodit s he
viastni poradil hovézi maso v
Joncentrdt (smés rozpustnych bilkovin) dt na trh. Také pi
tai, kivy a-jiajch primysiove daledi dlek je podstatou
matody déleni smési,  to extrakee (vyluhovani)

Pfi wizkumu malych mnoZstvi smési pfedeviim rostlinného
pivodu |e zajimavd velmi cifivd metoda zvand chromatografie

Velmi efektni ve Skolnich podminkdch je
chromatografie na kicg. Potfebujeme k tor
mu celou kifdu, Petriho misku, 4 rdzné ba-
ravié ve voo¥ razpustné fixy, vodu. Asi
1 ¢m od jednoho kancs kiidy na 4 sténdch
uddidme fixy asi 1 cm dlouné Eary koime
na bokni hrany a postavime do Petriho
misky. Naiijeme asi 0,5 cm ode dna vodu
Voda vzling kfidou a po dosazeni ,startu”
2ane razpoudtét barvivo z fixd. VEtSina
barev je .namichina" z riznych sloZek,
Kterd majl riznd veliio? Cdstice a tim | riz-
nou rychlost undseni. Na sténdch kfidy
vanikali chromatogramy. Pokus ukonZime,
dosahne-Ii vzlinajici voda hranice asi 1 cm
od hornho okraje. Kiidu nechame u-
schnout a pokus (sloZeni barev) vyhodno-
time. Lze udt | filtralnd papir v rizném
pravedeni

17

(foc. chromos - barva). Umo2fiuje odddlit z kapainé nebo plynné
<misi I41ek Jel/ jednathvé sloZky na zakladé rizné rychiosti pohybu
tastic slodek v riznych prostiedich

Shrnuti:
Primyslové se smési déif na jednotiivé slozky podie Jejich riznych fyzikdlnich viastnosti. Suspenze délime

usazovanim nebo filtraci, smési misitelnych kapainych litek oddéfujeme destilact.

1. Ktery druh smési Ize rozloZit na jednotlivé sloZky filtraci?
2. Jak nazyvime metadu délenf smési zaloZenou na rozdfinych teplotdch varu?

3. Co je principem usazovani?

Obrazek 16: chromatografie - ucebnice chemie I (prrevzato z: (20)
Zde je uvedeno podobné mnozstvi informaci jako v pfedchozich zminénych ucebnicich.
Je tady popsan také pokus na Skolni kfidé s pomoci barevnych fix(i a vody. Rozdilem mezi
touto a dfive zminénymi ucebnicemi neni jen v fazeni kapitol, ale také v mnoZstvi
obrazového materialu, dopliujicich otdzek ¢i zajimavosti. Je moiné, Ze je to ovlivnéno

rokem vydani, uebnice od sebe déli asi 17 let.

Pokus se Skolni kfidou a barevnymi fixy je i s modifikaci na filtracnim papife uveden

také na konci u¢ebnice mezi laboratornimi pracemi. Konkrétné tato laboratorni prace €. 2

je na strané 84 (obr. 17).
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2. laboratorni prace

téma

kol

potfeby

postup

zdver

Oddélovan( sloek smasi
Provedte chromatografii na skolnf kfidé (nebo na f Itratnim papiru)
1 ks (neporudend) bilé Skolni ki

rozpustnych popisovaci rizny
kahanu)

a s vodou, Petriho miska @ B0, sada voday
rev (filtrani papir — 1 dm?, kruZitko, 2 cm knoty o

2. Postavte takto pfipraveny hranolek kfidy do Petrino misky a stfickou napusfte vodu as)

dna

velikosti Castic b

4. Pokus ukontete, aZ vzlinajfcl vc

5. Kfidu nechejte vyschnout

Varlanta

1. Vystiihnéte z filtracniho papiru kruh s pramérem o 2 cm vetsim neZ je prumér Petriho
misky.

2. Naneste barvy na kruznici

3. Stiedem protdhnéte knot tak, aby dolni konec dosahoval ke dnu misky. Do Petriho
misky nalijte vodu asi 0,5 cm ode dna a pipraveny fitratni papir na misku poloZte.

4. Knot nasava vodu na papir, po dosaZen! startu” unasi ¢4stice barviva roznou rychiosti
podie velikosti &stic barviva, plvodni barva se rozlozi.

5. Pokus ukondete, aZ voda dosahne obvodu Petriho misky.

6. Papir s chromatogramem vysuste a viepte jako pffiohu do protokolu o préci,

2 rozlo?

Zapiste, z kterych pivodnich barev se kaZda barevnd napli skiddd

Obréazek 17: laboratorni prace - chromatografie - u¢ebnice chemie I (pfevzato z: 29)

1.7.1.4 Zaklady praktické chemie 1 pro 8. roé¢nik ZS (Fortuna (21)

Ucebnice Zaklady praktické chemie 1 od nakladatelstvi Fortuna (rok vydani 1999),

je Fazena stejné jako je psano v kapitole 1.7.1. Nejprve je kapitola Uvod do chemie a dalsi

podkapitoly. Poté nasleduje kapitola Ldtky a smési kolem nds, kde je podkapitola Jak

oddélujeme slozky smési. Zde je zminéna i chromatografie. Podkapitola Jak oddélujeme

sloZky smési, se nachazi na stranach 16 a 17, chromatografie na strané 17 (obr. 18)(cit. ?%).
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Oddélent slozek smési potravindiskych

barviv papirovou chromatografit
Do sttedu kruhového filtracntho papiru vlo-
Ztme bavinény knot a malé mnozstvf rozto-
ku se smést potravindfskych barviv, Paptr
poloZime pies misku s 50% ethanolem tak,
aby spodni édst knotu zasahovala do rozto-
ku. Pozorujeme chromatografické oddélovd-
nf slozek. Smés je rozpoustédlem pozvolna
undSena po vrstvé paptru nebo jiného mate-
ridlu. Jednotlivé slozky smési se na papife ¢i
jiném materidlu vdZou riizné pevné, a jsou
proto undseny riiznou rychlostt. Ttm se jed-
notlivé slozky smési od sebe vzdalujt, do-
chdzi k jejich oddélovdni (obr. 21).

Obr. 21  Vyuziti papirové chromatografie
k oddélovanf barviv ze smési

a — Petriho misky, b — knot, ¢ —filtratnf
papir, d = 50% ethanol

Obrazek 18: chromatografie — ucebnice zaklady praktické chemie (prevzato z: (21)

V této ucebnici je chromatografie zminéna jen okrajové a to konkrétnim prikladem
pokusu. Chybi tady obecny popis chromatografie jako separacni metody. Nejprve je
v u€ebnici popsano, Ze je potfeba pfipravit kruhovy filtracni papir a bavinény knot.
Z chemikalii je potteba pripravit ethanol (50% koncentrace) a roztok smési potravinarskych
barviv. Toto je podobné, jako v ucebnici od nakladatelstvi Nova Skola (kap. 1.7.1.2) pfi
pokusu s lentilkami. Z mého pohledu je ale pokus s lentilkami pro Zaky zajimavéjsi, protoze
se s nimi prece jen mohou spiSe setkat v kazdodennim Zivoté, neZ s potravinovymi barvivy.

Dalsi zminky o chromatografii se v této uéebnici nevyskytuiji.
1.7.2 UCEBNICE CHEMIE PRO SS

1.7.2.1 Chemie pro stredni Skoly 1a (Scientia (22))

Jedinou dostupnou uéebnici chemie pro stfedni skoly v knihovné fakulty Pedagogické
v Plzni, ve které se nachdazi zminka o chromatografii, je Chemie pro stfedni Skoly 1a od
nakladatelstvi Scientia (rok ptekladu a vydani v CR 1996). Razeni kapitol v této uéebnici je
mirné odlisSné od ucebnic pro zadkladni skoly. V této ucebnici je misto uvodu predmluva
k ceskému vydani ucebnice, hned na to ndasleduje kapitola Ldtky a jejich vliastnosti, ktera je

rozdélena do 14 podkapitol. Podkapitola 1.11 snazvem Déleni smési zminku
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o chromatografii neobsahuje, protoze je tu jesté podkapitola 1.12 Dalsi zplisoby déleni
smési. Zde jsou uvedeny méné casté metody oddélovani smési, mezi kterymi je

i chromatografie, konkrétné papirova chromatografie (obr. 19)(cit. (22).

Obr. 28.1 Déleni dvou kapalin -~ Obr. 28.2 OdstFedovini

v ddlicf nileve urychluje proces usazovni Pii sextrakelS(vylobzen() s vyuZivi rizn r“‘!’u“,m[’:
= sloekve-smési, Timio zpisobem je mozné vylouZit (CXIr K
—- — o hovat) vodou kuchyfiskou siil ze soli kamenné, prave tal

[ 28.1 Phipravie v kiidince smés pisku jako rostlinny tuk ze semen vhodnym rozpoustédiem
:Ig:uacwﬂ:tmvﬁt < £ Chromatograficky (lens smési spoivé v zachyeeni.jed-

L (e 3 dotivyeh sloZeknanosici) Ize rychle a Setrné m/dﬂ;‘ _"'»'"Fi

Sl il it malé.ddvky smési, Nakreslime-Ti fixem (tuzkou s plstovym

IEIZBJ pejte v M‘I P hrotem) prouZek kolem otvoru uprostfed kruhového filtru
(zabarveny jodem) s vodou a opét je rozdélte,

§  anechdme-li vsakovat rozpoustédlo ze stfedu filtru vznikajf

Pozoruj 2 ‘GI;H' ':i— riiznobarevné z6ny (obr. 28.3, P 28.3). Barva fixu je tvofena
Emﬁ“u. m,: mm a hm smésf 1dtek s barvicfmi G¢inky. Princip cvhnlwm:xl ;\Iickéhn'
o presvédite se, ﬂljdﬂo.‘ SRR dileni lufl;« spodivd v tom, Ze se j(‘dltlﬂ!ll\'c .\h‘y ) zachyp
Jako rozpoustédio pouZijte mmmm.@ md\\z.'huulurm' \:Iilkflc(ll papiru u?s.le]ne pe\‘nie )Rar\‘i.lr;flj.
dily), butanolu (2 dily) & octa (1 dil), NapiSte mené pevné zachycend je ruszvuslcd\n{xn d?prqu nejdle
protokol. ; § od stredu filtru. Vzhledem k tomu, Ze déleni probihd na

papiru, hovofime o papirové chromatografii

Obr. 28.3 Papirovd chromatografie. Cemé barvivo fixu je
rozdéleno na jednotlivé slozky rizné barvy

Tab. 284 Nekteré dileité postupy deleni smési a jejich pousitf

e
Ruzné vlastnosti
slozek

z
Délicf postup  Piiklad pouziti

|
sedimentace  &ilténi odpadnich vod

r hustota
odstfedovani  odd&leni smetany

hustota

od miéka
filtrace Cisténi vody velikost &dstic
odpafenf vypadévin( soli bod.varu
destilace odsolovéni vody bod varu

destilace kofaku

vytavenf ziskdvénf siry bod tanf
extrakce 1 Lllxk.\\um' tuku rOZpusinost
l;:}.;z:‘\;mh tHidéni odpadu magnetizace
chromatografie délenf barviy

=R adsorpce
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Obrazek 19: chromatografie - ucebnice chemie pro stredni skoly 1a (prevzato z: (22))

V této ucebnici je uveden stejny pokus, jako v ucebnicich od nakladatelstvi Prodos
(kap. 1.7.1.3) a Fortuna (kap. 1.7.1.4), jen s mirnou modifikaci pfi pouziti barviva. Kromé
principu, popisu a obrazku papirové chromatografie je v u¢ebnici i ndvod k pokusu — pouziti
jinych inkoustl a fix( ke zjisténi, zda se jedna o Cisté latky ¢i smési, véetné druhu

rozpoustédla — bud' ¢istad voda ¢i smés vody, butanolu a octa v poméru 2:2:1.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 PRACE SE SKLEM

Pro provadéni chromatografie a uchovavani vzorka, je potreba si zhotovit sklenéné
pomlcky, mezi které patfi zhotoveni tenkych sklenénych kapildr pro nanaseni vzorku na
chromatografickou desku ¢i zhotoveni sklenénych balénkl pro uchovavani nebo prenaseni

malého mnozstvi kapaliny.
2.1.1 ZHOTOVENI KAPILAR

Pro zhotoveni tenké sklenéné kapilary je potieba sklenéna trubice (misto sklenéné
trubice lze také vyuzit zkumavku) a plynovy kahan. Vzhledem k malé naro¢nosti zhotoveni

sklenénych kapilar Ize tento postup provadét také pfi laboratornich cvicenich se studenty.

Samotné zhotoveni sklenéné kapildary probihd pfi zahtivani sklenéné trubice
v nesvitivé casti plamene nad plynovym kahanem. Trubici je potfeba opatrné pomalu
otacet, aby dochdzelo k rovnomérnému prohfivani celé trubice a ne jen jeji ¢asti. Toto je
zasadni pro kvalitni vytazeni sklenéné kapilary. V momenté, kdy sklo zacind méknout
a trubice ma jakoby svitivy povrch, je moziné vytdhnout sklenénou trubici z plamene
a vytahnout kapilaru. Kapilara by méla byt rovnomérna. Je tedy potieba v mistech, kde se

kapilara zadind rozsifovat, trubici nafiznout nozikem a kraje odlomit (1),
2.1.2 ZHOTOVENI BALONKU

Zhotoveni sklenéného balénku je zobrazeno na fotografiich (obr. 20, 21). Nejprve je
potfeba vytahnout tenkou kapildru, jako je popsano v kapitole 2.1.1. Dalsim krokem je
opatrné vyfouknuti balénku. U tohoto kroku je nutné ddvat pozor a mit zkusenost, aby
nedoslo k prefouknuti balénku, jelikoz by pak nemél dostate¢nou pevnost a byl by moc
kfehky. Nasledné je na radé vytazeni druhé kapilary na opaéné strané baldnku. Nakonec se
nozikem nafizne kapilara a odlomi se zbytek trubice. Takto je baldnek pfipraven k prenaseni
malého mnozZstvi kapaliny. V pfipadé uchovavani kapaliny dojde k zataveni konct kapilar.
Pevnost balénku je ozkousena po vyfouknuti poklepanim baléonkem o desku pracovniho

stolu (),
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Obrazek 20: 1 - vytazeni kapilary, 2 - vyfouknuti balonku, 4 - odriznuti zbytku trubice

Obrazek 21: 3 - vytazeni druhé kapilary

2.2 CISTENI BETULINU PO ZiSKAVANI Z BREZOVE KORY

Pro zisk betulinu pro tuto prdci byl pouZit postup, ktery je popsdn v kapitole 1.2.1,
tedy s pomoci Soxhletova extraktoru. Nasledné probihalo d¢isténi ziskaného vzorku
betulinu, a to podle schématu priloZzeného nize (obr. 22). Nejprve byla provedena
krystalizace, ze které byly ziskdny krystaly a matecny louh. Poté nasledovalo opétovné
rozpusténi krystalll a opétovna krystalizace, opét se ziskem krystalli a matecného louhu.
Tento postup byl jesté jednou zopakovan. Ziskané matecné louhy byly spojeny a byla
provedena preparativni TLC, diky které bylo zjisténo, Ze matecné louhy obsahovaly lupeol.
Lupeol ale neni soucasti této prace. Ziskané krystaly byly pouZity pro provedeni TLC, aby
bylo zjisténo, jestli jsou krystaly Cisté. (Zde je mozné pozorovat jednu z moznosti vyuZiti TLC
— ovérovani Cistoty latek.) Po provedeni TLC bylo zjisténo, Ze krystaly jsou Cisté, takze

nasledovalo taveni s KHSO4 na bodotavku za zisku allobetulinu a y-apoallobetulinu.
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extrakce bfezowé kiry

lizace

krystg

rozpusténi + krystalizace

ﬁi + preparativai TLC

rozpusténi + krystalizace

oviteni Eistaty pomaci TLC
;— KHS504, 1— f KHSU4t;

Obrazek 22: schéma cisténi extraktu birezové klry pti zisku betulinu
2.3 ACETYLACE VZORKU A A VZORKU B, PREMENA BETULIN-DIACETATU NA BETULIN-

MONOACETAT

2.3.1 ACETYLACE VZORKU A A VZORKU B

Postup pfemény betulinu (obr. 23) na betulin-diacetat (obr. 24): 150 ml betulinu (1)
bylo v predem odvazené lékovce rozpusténo v 0,5 ml suchého pyridinu. Ke vzniklému
roztoku bylo z pipety pfikapano 0,5 ml acetanhydridu. Pfechodné se zacala vyludovat
krystalickd srazenina, kterd se po chvili stani rozpustila. Asi po dvou hodinach stani
vzniklého roztoku pfi laboratorni teploté se zacaly vylucovat krystaly betulin-diacetatu lll,
které velmi rychle vyplnily cely prostor Iékovky. Po 24 hodinach byla reakce ukoncena
a matecny louh byl odsat sklenénym balonkem (odsati matec¢ného louhu lze provést téz
napr. injekéni strikackou s ndlezité dlouhou jehlou nebo pipetou opatfenou gumovym
balonkem). Zbylé krystaly byly opakované promyty postupnym pfidanim a naslednym
odsatim 0,5; 0,5 a 1 ml destilované vody. Po vysuseni pfi 110 °C bylo ziskano 158 mg

produktu, jehoz identita byla prokazana TLC (viz obr. 30 v kap.2.3.3).
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Obrazek 23: betulin (23) Obrazek 24: betulin-diacetat (24

2.3.2 PREMENA BETULIN-DIACETATU NA BETULIN-MONOACETAT

Pfeména betulin-diacetdtu (obr. 26) na betulin-monoacetat (obr. 27): 110 mg
betulin-diacetatu bylo rozpusténo v 0,6 ml ethylalkoholu. Ke vzniklému roztoku byly
pridany 2 ml roztoku hydroxidu draselného pfipraveného rozpusténim 117 mg hydroxidu
draselného ve 20 ml ethylalkoholu. V hodinovych intervalech byly kapildrou odebirany
vzorky reakéni smési na analytickou desti¢ku silikagelu pro srovnani s vychozim betulin-
diacetdtem. Po rddném odpareni rozpoustédel byla desticka vnofena do smési hexanu
a ethylacetatu (10:3) a po vystoupeni ¢ela rozpoustédel témér k okraji desticky detekovana
postfikem 10% H,SO4 a vypalenim. Vznik monoacetatu byl patrny jiz po prvni hodiné. Po

Ctyfech hodindch se sloZeni reakéni smési jiz prakticky neméni (viz obr. 25).

Obrazek 25: 1 - TLC reak¢ni smési po 1 hoding, 2 - TLC reakcni smési po 2 hodinach, 3 - TLC reak¢ni
smeési po 4 hodinach, 4 - TLC reak¢ni smési po 7 hodinach, 5 - betulin-diacetat, reakéni smés, betulin,
6 - filtrat, betulin, filtrat, 7 - filtrat, betulin, krystaly, betulin-monoacetat

Obrazek 26: betulin-diacetat (24) Obrazek 27: betulin-monoacetat (25)
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2.3.3 OVEROVACI TLC VZORKU A A VZORKU B

Nejprve byla odstfizena ¢ast z velkého platu chromatografické desky. Nasledné
naneseno malé mnozstvi vzorku A, vzorku B a standardu Cistého betulinu na druhou stranu
pouzité chromatografické desky. Na odstfizenou ¢ast chromatografické desky byla do
spodni ¢asti asi pul centimetru od okraje udélana tenka ryha, do které byly v podobnych

rozestupech udélany tfi vrypy. (obr. 28)

Obrazek 28: chromatograficka deska s ryhou a vrypy

S pomoci pipety bylo na jednotlivé vzorky postupné naneseno rozpoustédlo. Jako
rozpoustédlo byl pouzit chloroform. Poté za pouziti kapilar, vyrobenych dle postupu
popsaného v kapitole 2.1.1, byla postupné po zakdpnuti vzorku rozpoustédlem nasdta smés
do kapilary. Takto nasatd smés byla nanesena na pfipravenou chromatografickou desku.
Vzorek A na prvni pozici, vzorek B na druhou pozici a standard cCistého betulinu na treti
pozici. Do vyvojové komory byla s pomoci pipet pfipravena smés rozpoustédel n-hexanu
a ethylacetatu v poméru 10:3 (v mililitrech). Do vyvojové komory se smési rozpoustédel
byla vloZzena chromatografickd deska s nanesenymi vzorky a standardem a komora byla

pfiklopena preparaénim sklem (obr. 29).

Obrazek 29: vyvojova komora s chromatografickou deskou a nanesenymi vzorky a standardem.

32



2EXPERIMENTALN{ CAST

Poté, co mobilni faze vyvzlinala az témér k hornimu okraji chromatografické desky,
byla chromatografickd deska vyjmuta a vdigestofi s pomoci balonku rovnomérné
postfikana roztokem kyseliny sirové. Nasledné byla chromatograficka deska poloZena na
elektricky vafic, ktery byl zapnut. Jakmile se na chromatografické desce zacaly objevovat

stopy vzorkU a standardu a vafic¢ byl vypnut.

Dle provedené tenkovrstvé chromatografie bylo zjisténo, Ze acetylace u obou

vzorku byla Uspésna, viz obr. 30.

Obrazek 30: chromatograficka deska s nanesenymi standardem a vzorky - A: vzorek A, B: vzorek B, 1:
Cisty betulin

2.4 PREPARATIVNI TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE VZORKU A A VZORKU B,

VYPOCET RF

Pro provedeni preparativni tenkovrstvé chromatografie byla nejprve pfipravena
chromatograficka deska. Pro sklenénou desku o velikosti asi 20 x 20 cm bylo pouZito 20 g
silikagelu a 48 g destilované vody. Nandseni kaSovité smési je podrobnéji popsano
v bakalaiské praci ?® a ve ¢lanku 7). Po zaschnuti byla takto zhotovend chromatograficka

deska ptipravena k poutziti (obr. 31).

—

il

Obrazek 31: preparativni chromatograficka deska (20 x 20 cm)

33



2EXPERIMENTALN{ CAST

Takto pripravenou chromatografickou desku je pred nanesenim vzorku vhodné
poloZit na okraj stolu tak, aby laborant mél poznacené misto, kam ma pfiblizné nanaset
vzorek z balénku. V tomto pripadé se jedna o ¢ernou linku, ktera tvofi hranici mezi dlazdici

a Sedou listou na kraji pracovniho stolu.

Vzhledem k tomu, Ze bylo zjisténo, Ze acetylace obou vzork( betulinu byla Gspésn3,
bylo moZné vzorky pro preparativni chromatografii spojit. (Vzorku B bylo jen malé
mnoZstvi, takZe bylo doplnéno vzorkem A). Do lékovky s oznacenim vzorku B bylo na
analytickych vahach navazeno 80 mg vzorku acetylace betulinu (obr. 32). Takto pfipraveny

vzorek byl rozpustén asi v 1 ml chloroformu.

Obrazek 32: 80 mg vzorku acetylace betulinu
Nasledné bylo potifeba dostat smés do predem pfipraveného sklenéného balénku (viz
kap. 2.1.22.1.2). Pro tento uUkon bylo pouZito topné hnizdo, ve kterém doslo k nahrati
balénku. Diky nahtati balénku se |épe nasala smés z |ékovky. Postup nahfivani bylo tfeba
nékolikrat zopakovat. V momenté, kdy byl vzorek z Iékovky pfesunut do baldnku, byla
Iékovka jesté vyplachnuta malym mnoZstvim chloroformu. Tento zbytek byl také prfesunut

do baldnku.

V dalsim kroku byla smés nandsena pomoci balénku v 2-3 mm Siroké souvislé linii na
chromatografickou desku. Diky regulaci teploty baldonku rukou byla smés nanesena na

chromatografickou desku (obr. 33).

e —

Obrazek 33: nanaSeni smési pomoci balénku na chromatografickou desku
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Takto nanesenda smés byla ponechdna na desce k zaschnuti. Jak bylo zminéno
v kapitole 1.2.3, je nutné, aby se rozpoustédlo pred vloZzenim do vyvijeci chromatografické

komory zcela odpafilo.

Mezitim, co dochdzelo k odpareni chloroformu z nanesené smési, byla pfipravena
chromatograficka komora. Do dostatecné velké sklenéné komory bylo pfipraveno
pfiméfené mnoiZstvi smési rozpoustédel slouZicich jako mobilni faze. Jednalo se o smés
n-hexanu a ethyl-acetatu v poméru 10:3, jak bylo zminéno v kapitole 1.5, v mnozstvi 100 ml

n-hexanu a 30 ml ethyl-acetatu.

Do takto pfipravené chromatografické komory byla vioZzena chromatograficka deska
s nanesenym vzorkem tak, aby linie, kam byl nanesen vzorek, nebyla ponotfena do smési
rozpoustédel. Pro tento ucel byla do chromatografické komory vloZzena barnka, o kterou
byla pod sklonem opfena chromatografickd deska. Chromatografickd komora byla
uzaviena pomoci molitanu v igelitu a zatiZzena sklenénou deskou, aby byla dostate¢né

utésnéna (obr. 34).

Obrazek 34: chromatograficka deska v chromatografické komote se smési rozpoustédel

Takto byla aparatura ponechana a vyvijeni bylo ukonceno, az kdyz ¢elo rozpoustédel

bylo asi pal cm od horniho okraje desky.

Mezitim byla provedena kontrolni analyticka chromatografie v mensim rozméru. Ta
byla provadéna na stejném podkladu (sklenéna desticka) s témér stejnou staciondrni fazi
jako preparativni chromatografie v této kapitole vyse. Nejprve byly tedy provedeny dva
vrypy, do kterych bylo sklenénou kapildarou naneseno malé mnozZstvi vzorku acetylace

betulinu rozpusténé v chloroformu. V dobé, kdy se odparoval chloroform, byla pfipravena
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chromatografickd komora, do které byla pfipravena smés rozpoustédel 1 ml n-hexanu
a 0,3 ml ethyl-acetdatu. Poté, co se chloroform vypafil, byla vloZzena chromatografickd deska
do chromatografické komory k vyvijeni a zakryta sklenénou destickou. Jakmile se celo
rozpoustédel dostalo asi pal cm pod horni okraj desky, byla deska vyjmuta a bylo
poznaéeno misto, kam celo rozpoustédel doslo. Pak byla deska s pomoci baldnku

postfikana slabou vrstvou 10% kyseliny sirové a vypdlena na elektrickém vafici (obr. 35).

celo

betulin
diacetat

s

Obrazek 35: analyticka TLC pro vypocet Rr
Na obrazku 35 je zaroven vyznaceno cCelo, start a betulin-diacetat. Tyto Udaje je
mozné vyuzit pro vypocet retardacniho faktoru (Rf, viz kap. 1.2.3.4). Ten je vypocitan dle
vzorce a postupu v kapitole 1.2.3.4. Vzddlenost mezi startem a betulin-diacetatem cinila
pfesné 5 cm (neznama a), vzddlenost mezi startem a celem CcCinila presné 6,5 cm

(neznélné b) Rr bY| vypoéten nasledovné:
F= = , = '7 2

V mezicase, co byla provadéna kontrolni analyticka TLC, probéhl vyvoj preparativni
TLC a bylo pfistoupeno k vyjmuti chromatografické desky z chromatografické komory.

Nasledné bylo poznaceno ¢elo rozpoustédel (obr. 36).
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Obréazek 36: preparativni TLC po vyjmuti z chromatografické komory (oznaceno Celo a start)
Diky tomu, Ze byl vypocten retardacni faktor, bylo mozné odhadnout, jaka bude
vzddlenost, kterou urazil betulin-diacetdt na preparativni TLC. Vzdalenost mezi startem

a Celem byla presné 15,5 cm, Rr byl vypocten na 0,76923, bylo postupovano ndsledovné:

x
0,76923 = —
15,5

x =0,76923 x155=1192cm

Odhadovand vzdalenost, kterou teoreticky urazil betulin-diacetdt na

chromatografické desce byla 11,92 cm.

Po vyznaceni Cela rozpoustédel na preparativni TLC bylo pfistoupeno k vypaleni
nazhavenym ocelovym dratem, aby bylo zjisténo presné umisténi betulin-diacetatu (obr.

37, 38).

Obrazek 37: ocelovy drat ve sklenéné trubici k vypaleni chromatografie
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\

Obrazek 38: prilozeny nazhaveny ocelovy drat na preparativni TLC
Po vypdleni ocelovym dratem byla zméfena vzdalenost mezi startem a betulin-

diacetatem pro ovéreni Rr (obr. 39).

Obrazek 39: vypalena preparativni TLC - zuhelnatéla skvrna betulin-diacetatu

Hodnota Rr ale vysla mirné odlisna (redlnd vzdalenost od startu do stfedu skvrny byla
11,5 cm), coZ bylo zplsobeno s nejvétsi pravdépodobnosti tim, Ze chromatografické desky
nebyly nality ve stejnou dobu. SloZeni lité smési bylo stejné, ale pred provedenim
chromatografie byly obé desky jinak staré, a tudiz byl pravdépodobné i obsah vlhkosti
mirné odlisSny. Aby bylo méreni co nejpresnéjsi, bylo by potieba obé desky vlozit na urcity
¢as a urcitou teplotu do susarny, coz nebylo takto provedeno, a proto byl tedy vysledek R
mirné odlisny. Ale vzhledem k tomu, Ze identifikace vzorku byla provedena jiz dfive, nebyl

tento rozdil moc dilezity.
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Po zméreni vzdalenosti a ovéreni vypoctu Rr bylo pristoupeno k sejmuti zény, kde se
nachdzel betulin-diacetat. Tento postup probiha tak, Ze se nad a pod mistem, kde doslo
k zuhelnaténi organické latky (betulin-diacetdtu) po pfiloZzeni nazhaveného ocelového
dratu, vyznacila zéna vyskytu vzorku. Nejprve byl tedy odSkrabnuty pruh tenké vrstvy nad
zonou, kde se nachazel vzorek. Pak bylo odstranéno vse zuhelnatélé, které se nachazelo
v zoné vzorku. Nasledovalo odskrabnuti samotné zény se vzorkem na pfedem pfipraveny
Cisty papir.

Poté byla na radé extrakce vzorku ze seSkrdbnuté smési. Pro toto byla vzata trubice,

do které byl vloZzen maly smotek vaty, a na tento smotek vaty byla vsypana smés (obr. 40).

Obrazek 40: trubice s vatou a smési z preparativni chromatografie betulin-diacetatu
S takto pripravenou trubici s vatou a vsypanou smési bylo potfeba opatrné poklepat
na mékkou podlozku, aby se nevyskytovaly vzduchové mezery ve smési a nedochdzelo
k obtékani rozpoustédla kolem smési. Kdyz byla trubice se smési pfipravena, byla upevnéna
do stojanu. Vzhledem ktomu, Ze se jednalo o kvantitativni zhodnoceni, bylo také
pristoupeno ke zvazeni bariky, do které vytékala smés rozpoustédel z trubice. Barika byla
vazena rovnou jiz s varnym kaminkem pouzivanym pfi nasledné destilaci smési. Hmotnost

Cisté banky s varnym kaminkem byla 132, 7248 g.

Pak byla pfipravena smés rozpoustédel. Tato smés byla zvolena na zakladé zkusenosti
laboranta. Bylo smichdano 30 ml ethylacetdtu a 30 ml chloroformu, jelikoz se jedna
o dostatecné polarni rozpoustédla. Tato smés rozpoustédel byla nalita do trubice se

vzorkem. Jakmile probéhla extrakce rozpoustédly, mohlo byt pfistoupeno k destilaci.
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Byla sestavena destilacni aparatura (obr. 41). Jako zdroj tepla bylo pouzito topné
hnizdo, do kterého dobfe pasovala barka s extraktem. Misto alonZe byla pouZita kadinka

s vlozenou nalevkou.

Obrazek 41: destila¢ni aparatura (destilace extraktu betulin-diacetatu)

Nasledné byla provedena destilace. Destilace neprobéhla zcela do sucha, aby se
vzorek betulin-diacetatu nepfipalil. K dosuseni byl vzorek v barnce pfenesen do susarny.
Pozdéji byl vysuSeny vzorek v bance zvazen a vypocitdna hmotnost Cistého betulin-
diacetdtu. Hmotnost bariky s vysusenym vzorkem byla 132, 7724 g. Po odecteni hmotnosti
prazdné Cisté banky (132, 7248 g) vysel vysledek Cisté hmotnosti ziskaného betulin-
diacetatu 47, 6 g. Tato hmotnost se lisi od navazeného mnozstvi vzorku acetylace betulinu
na betulin-diacetat. Dlvodu pro tento rozdil je vice — vzorek obsahoval dalsi primési, které
se chromatografii oddélily, pfi nanaseni smési vzorku a rozpoustédla mohlo dojit ke
ztratam, pfi seSkrabavani zony s betulin-diacetatem mohlo dojit k seskrabnuti uzsi zény,
nez bylo potrebné, doslo ke zuhelnaténi v misté pfiloZeni nazhaveného dratu pro zjisténi
a lokalizaci betulin-diacetatu a tato zuhelnatéld ¢ast byla pred dalSim zpracovanim

odstranéna.
2.5 POKUSY POUZITE V UCEBNICICH CHEMIE PRO ZS A SS

V teoretické ¢asti této prace (kap. 1.7) jsou zminény nékteré dostupné ucebnice pro
zakladni a stredni Skoly, ve kterych se objevuje chromatografie. V téchto ucebnicich je také

zminéno nékolik rGznych pokusa.
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Nékteré opakujici se pokusy byly vyzkouSeny a otestovany. Nasleduje jejich

dokumentace a zhodnoceni.
2.5.1 POKUS Z UCEBNICE FRAUS (KAP. 1.7.1.1)

Jako prvni byl proveden pokus, ktery je uveden v ucebnici nakladatelstvi Fraus

(kap. 1.7.1.1). Pro tento pokus byla zapotiebi kfida, ethanol, hnédy fix a Petriho miska.

Pti pripravé pokusu nebyl zaznamenan zadny velky problém. Jen je dlleZité si pred

postavenim kfidy do ethanolu v misce zkontrolovat, Ze kfida dobre stoji.

Nejprve tedy byla pfipravena Petriho miska, do které byl nalit ethanol, mirné pod
okraj, celkem asi 0,5 cm. Nasledné byla na kfidu ze vSech 4 stran hnédym fixem nakreslena
linka (obr. 42) asi ve vysce 1 cm od spodniho okraje. Poté byla kfida vlozena do Petriho

misky s ethanolem tak, aby tam dobfe stala a aby se linka nedotkla hladiny ethanolu. Pak

bylo potfeba jiz jen vyckat, aZ probéhne chromatografie.

Obrazek 42, 43, 44, 45: chromatografie hnédého fixu na kiidé v ethanolu

Jak je mozné vidét na obrdzcich vyse (obr. 42, 43, 44, 45), chromatografie hnédého
fixu se podafrila podle o¢ekdvani (obr. 12, 13 v kap. 1.7.1.1). Pfiprava nebyla ¢asové narocna
a rozdéleni barev na kridé je pékné vidét. Slozeni hnédého fixu (zn. lkea) je dobre viditelné
na obr. 44 a 45 — oranZova, Cervena, fialovd, modra. Je také dobfe vidét, Ze bylo vhodné
zvoleno rozpoustédlo, tedy Ze doslo ke kompletnimu rozdéleni barev a latky nezistaly na
startu, ani nebyly unaseny vsechny najednou rychle. Tento pokus byl proveden v poradku
hned napoprvé, a jak jiz bylo zminéno vyse, bez problému. Proto je mozné tento pokus
doporudit i do vyuky. Jedna se o praci s relativné bezpecnymi latkami (kfida, ethanol, fix)
a v malych mnozstvich. Je tedy mozZné tento pokus provést jako demonstracni, ale také jako

zakovsky pokus.
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Obrazek 46: chromatografie hnédého fixu na kiidé v ethanolu

2.5.2 POKUS Z UCEBNICE NOVA SKOLA (KAP. 1.7.1.2)

Jako druhy pokus byl provddén pokus z ucebnice nakladatelstvi Nova Skola

(kap. 1.7.1.2). Pomlcky pro tento pokus byly lentilky, kfida, Petriho miska a voda.

JiZ pfi ptipravé pokusu nastaly komplikace. V ndvodu (® neni uvedeno, jaké lentilky
je vhodné pouzit. Proto byly pro tento pokus zakoupeny obycejné lentilky, dostupné ve
vSech obchodech s potravinami — zn. Orion. Pfi otevieni krabicky s lentilkami bylo zjisténo,
Ze jsou lentilky dost svétlé. Na obalu krabicky bylo psano, Ze jsou barveny pouze pfirodnimi

barvivy. V tom byl tedy asi problém. Nicméné i tak bylo pfistoupeno k provedeni pokusu.

Nejprve byly vloZzeny lentilky do malého mnoiZstvi vody. Lentilky ve vodé byly
michany, dokud se nerozpustila svrchni barevna c¢ast. Poté byly zbytky lentilek z roztoku
vyjmuty. Takto pfipraveny roztok byl nalit do Petriho misky a nasledné byla do stfedu misky

postavena bila krida. Poté bylo potfeba jen pockat, nez probéhne chromatografie (obr. 47,

48, 49, 50).

Obrazek 47, 48, 49, 50: chromatografie lentilek na bilé kridé ve vodé
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Jak je pozorovatelné na obrdazcich vyse (obr. 47, 48, 49, 50), chromatografie
neprobéhla vibec podle planu a podle pocatecnich predstav. Po ukonéeni chromatografie
bylo na kfidé mozné pozorovat pouze to, Ze byla mokrd od vzlinajici vody. Problém tedy
nebyl vtom, Ze by chromatografie nefungovala, ale v pouZitém druhu lentilek. Vzhledem
k tomu, jak Spatné chromatografie dopadla, i pres to, ze bylo nakonec pouzito Uplné celé

baleni lentilek, by bylo vhodné pouZit jiného zdroje potravinaiského barviva.

Je pochopitelné, Ze autofi ® méli snahu vyuzit k pokusu chromatografie n&jakou
surovinu, se kterou se obvykle Zaci setkavaji, ale vtomto pfipadé to bylo na Skodu
arozhodné by bylo vhodnéjsi vyuZiti pokusu s barevnym fixem, jako tomu bylo

v pfedchozim pokusu (kap. 2.5.1).

ProtoZe pokus dopadl takto Spatné, bylo ozkouseno jesté ponoreni filtracniho papiru
do chromatografické smési. BohuZel i tato varianta pokusu méla obdobny vysledek — doslo

pouze k namoceni a pokrouceni filtra¢niho papiru.

Z téchto ddvodl neni moiné pokus do vyuky doporucit a zdroven je na misté
navrhnout alternativni pokus na téma chromatografie, ktery bude mit jistéjsi, a hlavné

nazornéjsi vysledek (viz kap. 2.5.1).
2.5.3 POKUS Z UCEBNICE PRODOS (KAP. 1.7.1.3)

Pokus v této ucebnici chemie od nakladatelstvi Prodos je v podstaté identicky
s pokusem v ucebnici od nakladatelstvi Fraus (kap. 1.7.1.1), proto nebyl samostatné
zkousen. Rozdilem mezi témito pokusy je v pouZitém mnoiZstvi barevnych fix( (zde 4,
v pokusu ucebnice Fraus 1) a v pouZitém rozpoustédle (zde voda, v pokusu ucebnice Fraus
ethanol). Pfi pouziti vody jako polarnéjsiho rozpoustédla by mohl byt problém v tom, Ze by

byly undseny slozky barviv moc rychle. Pouziti ethanolu je jistéjsi.
2.5.4 POKUS Z UCEBNICE FORTUNA (KAP. 1.7.1.4)

Tretim provdadénym pokusem byl pokus z uéebnice od nakladatelstvi Fortuna
(kap. 1.7.1.4). PomUcky potiebné k provedeni tohoto pokusu byly Petriho miska, filtracni

papir, ethanol, potravinarska barviva a knot.

Pfi pripravé pokusu se nenaskytl Zadny problém. Byly provedeny dvé mensi

modifikace plvodniho zadani z dlvodu nedostatku materialu. Misto bavinéného knotu byl
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pouzit smotany filtracni papir, ktery ale poslouzil stejné vhodné. Misto potravinarskych
barviv na vareni byla pouZita barviva na barveni vajicek, tato barviva ale poskytla stejny

efekt, jako obycejnd potravinarska barviva.

NejdFive byla vytvofena smés barviv. V ndvodu v uéebnici 2! nebylo udané barevné
sloZeni, proto byly vytvofeny 3 varianty. Prvni varianta byla smés modrého, zlutého,
zeleného, ¢erveného a fialového barviva (obr. 51). Druha varianta byla smés modrého,
zeleného a fialového barviva (obr. 52). Treti varianta byla smés zeleného, Zlutého
a Cerveného barviva (obr. 53). Tyto smési byly rozpustény v malych mnoZstvich vody.
Nasledné byly pouzity tfi kruhové filtracni papiry, do kterych byly v jejich stfedech
vytvoreny malé diry. Pak byly z pruh filtracniho papiru, ktery byl smotan, vytvoreny tfi
knoty. Tyto knoty byly protazeny malymi dérami ve filtracnich papirech. Poté byla v Petriho
miskach pripravena rozpoustédla. Jednalo se o smés vody a Cistého ethanolu. Nato byla
nanesena mald mnoiZstvi smési barviv do stfed( filtracnich papir(. Takto pfipravené
filtracni papiry sknoty a vzorky smési byly polozeny na Petriho misky naplnéné
rozpoustédly. Filtraéni papir se nesmél dotykat hladiny rozpoustédla. To bylo vzlinanim skrz
knot dopravovano na filtracni papir se vzorky. Takto byla ponechdna papirova

chromatografie k vyvijeni.

Obrazek 51: chromatografie smési barviv na papire v 50% ethanolu
Jak je patrné z obrazku prvni papirové chromatografie (obr. 51), doslo k rozdéleni
barviv. Nejrychleji undsené bylo modré barvivo, nasledovalo Zluté barvivo a poté cervené
barvivo. Je také mozné porovnat s plivodni smési, kde se kromé téchto tfi barev nachazela
jesté zelena a fialova, které se ale nevyskytuji na chromatogramu. To je zplsobeno tim, Ze

zelené barvivo je sloZeno z modrého a Zlutého a fialové z modrého a ¢erveného barviva.

44



2EXPERIMENTALN{ CAST

Obrazek 52: chromatografie smési barviv na papire v 50% ethanolu
Obrazek druhé papirové chromatografie (obr. 52) také dokazuje, Ze doslo k rozdéleni
barviv. Opét je nejrychleji unaSeno modré barvivo, nasledné zluté a nakonec Cervené.
Stejné jako u prvni chromatografie jsou pozorovatelné tyto tfi barvy i pres to, Ze v pivodni
smési byly smichany barvy modra, zelend a fialova.

[ |

Obrazek 53: chromatografie smési barviv na papiie v 50% ethanolu
Posledni, tfeti papirova chromatografie (obr. 53) zndzoriuje také rozdéleni
jednotlivych barviv. PUvodni smési byla smés barev zeleného, zlutého a ¢erveného barviva.
Zde je pozorovatelnd nejrychleji unasend modrd, pomaleji unasena zlutd a nejpomaleji

unasenad Cervena. Zde se opét zelené barvivo rozdélilo na modrou a Zlutou.

Jak je moZné pozorovat na obrazcich vyse (obr. 51, 52, 53), chromatografie smési
barviv byla Uspé$na. Ani priprava téchto pokusli nebyla naro¢nda a nebyl problém
v improvizaci pfi absenci nékterych potrebnych pomicek a chemikalii. Tento pokus je
dobrou demonstraci skladani barev. Pro provedeni ve vyuce by bylo vhodné zakim dat
rovnou namichanou smés barviv s tim, Ze by se po provedeni chromatografie méli snazit

odhadnout pavodni sloZeni barviv. V pfipadé pouziti potravinarskych barviv by mohl byt
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pokus jesté zajimavéjsi, pokud by byla pouZita barviva obsahujici napf. kyselinu

karminovou, azorubin ¢i koSenilova ¢ervenl A —rizné odstiny ¢ervené a dalsi.
2.5.5 POKUS Z UCEBNICE SCIENTIA (KAP. 1.7.2.1)

Pokusem v jediné z mné& dostupnych ucebnic pro SS (obsahujici pokus a informace
o chromatografii) od nakladatelstvi Scientia (kap. 1.7.2.1) byl alteraci na kombinaci pokust
jiz vyzkousenych (kap. 2.5.1 a kap. 2.5.4). Proto tento pokus nebyl samostatné zkousen.
Obecné Ize ale Fici, Ze, i jak uvadi Jordanova 8 ve své diplomové praci, je vhodné jako
rozpoustédlo pouZit misto vody bud Cisty ethanol ¢i (mnou nevyzkouSenou) smés
rozpoustédel (voda, butanol, ocet, v poméru 2:2:1) uvedenou v uéebnici (22, kde se popis

pokusu nachazi.
2.6 NAVRH LABORATORNI PRACE ZA POUZITI TLC VE VYUCE NA SS

Vzhledem k tomu, Ze je TLC jednoduchou, rychlou a levnou metodou, nemél by byt
problém ji vyuzivat ve vyuce chemie jako demonstracni pokus ¢i na stfedni sSkole jako
soucast laboratornich cviceni. Vzhledem ke slabému zastoupeni pokusli chromatografie
v uéebnicich pro SS (kap. 1.7.2) by bylo vhodné zvolit pokus, ktery nebude pro studenty tak
abstraktni, jako je napfiklad prace s betulinem. Zaroven by ale bylo vhodné zvolit pokus
ponékud sloZit&jsi, ne jsou ukazky uvedeny v uéebnicich pro ZS (kap. 1.7.1). Proto jsem
zvolila pokus, ktery caste¢né kombinuje préci s TLC a zaroven praci s latkou, kterd je
barevna — jehlidi.

2.6.1 LABORATORNI PRACE: SEPARACE A TLC BARVIV JEHLICI SMRKU ( (29))

N&vrh modifikace laboratorni prace, pfevzaté z literatury (2%, separace a TLC barviv
jehlici:

Ukol: Nejprve provedte extrakci jehli¢i, poté provedte separaci jednotlivych slozek
extraktu na komercni TLC desce.

Chemikalie: pisek, jehli¢i, aceton, diethylether

Pomucky: vaha, treci miska, n0z, odmérny valec, stojan, nalevka, filtracni papir,
sklenéna tycinka, kadinka, chromatograficka komora, TLC deska, sklenéna kapilara/injekéni

stfikacka, kryci sklo, pipety
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Postup:
1. Nejprve navaite 2 g jehlici, to poté nakrdjejte nozem na malé kousky.

2. Vsechno nakrdjené jehlici presunite do tfeci misky, do které pfidejte malé mnozstvi
pisku a 12 ml acetonu. Tuto smés nasledné trete, dokud jehli¢i ¢astecné neztrati

svou zelenou barvu.
3. Sestavte filtracni aparaturu a smés prefiltrujte.

4. Na komercni TLC desku naneste 2-3 mm Sirokou souvislou linii filtratu a nechte

uschnout.

5. Pripravte chromatografickou komoru, do které dejte pfimérené mnozstvi
diethyletheru a vlozte chromatografickou desku s nanesenym vzorkem. Prikryjte

chromatografickou komoru a nechte vyvijet.

6. Jakmile dosdhne mobilnifaze asi 0,5 cm od horniho okraje TLC desky, vyjméte desku

z komory.

7. Pozorujte a popiste vysledek TLC. (Pfiklady otazek: Jaky je pocet skvrn?, Vypoctéte

Re., Jakou maji skvrny barvu?, Jakym latkdm by mohly odpovidat?,..)
2.6.1.1 Ovéreni navrZené laboratorni prace

Pro ujisténi, Ze je navriena laboratorni prace funkéni, bylo provedeno ovéreni tak,

Ze byla laboratorni prace vyzkousena dle navodu uvedeného v kap. 2.6.1.

Pomlcky a chemikdlie viz kap. 2.6.1. Z dlivodu nedostatku pisku byla pouzita skelnd
drt, ktera byla vytvorena rozdrcenim zbytkd sklenénych trubic ve tfeci misce. Tento krok je
ale pro poutiti ve vyuce velmi nevhodny, vzhledem k tomu, Ze pfi drceni sklenénych trubic
vznikaji velmi malé a velmi ostré kousky skla. Zaroven je pfi pripravé skelné drti nutné mit
nasazeny ochranny Stit, protoze pfi drceni mohou malé kousky skla odlétavat mimo treci
misku. Ani jiz hotova skelna drt neni vhodna pro poufZiti pfi vyuce. Jeji funkci mizZe dobfe
nahradit pravé v ndvodu zminény pisek. Pro potieby ovéreni funkénosti ndvodu laboratorni

prace ale skelna drt postacila.

Nejprve bylo tedy nasbirano jehli¢i. Bylo pouzito jehli¢i ze smrku stfibrného. Cerstvé

jehli¢i bylo nastfihdno nGzkami na malé kousky. Poté bylo navdZeno na vahach 2g
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nastfihaného jehli¢i. Nastfihané jehli¢i bylo pfesunuto do treci misky, ve které byla na
zaCatku pripravena skelna drt. Nasledné byl do tfeci misky se skelnou drti a nastfihanym
jehli¢im pipetou vpraven aceton o objemu 12 ml. Jiz pti pfidani acetonu se zacalo z jehliéi
uvolfiovat zelené barvivo. Tato smés byla tfena v tfeci misce, dokud jehli¢i ¢aste¢né
neztratilo svou zelenou barvu. Pak byla sestavena jednoducha filtraéni aparatura a smés ze

tfeci misky byla prefiltrovana (obr. 54).

Obrazek 54: filtrace smési barviv z jehli¢i v acetonu
Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o ovéreni funkcnosti laboratorni prace, nebylo
nutné délat chromatografii na velké desce. Proto byla odstfizena mala ¢ast z komercni
chromatografické desky o rozméru asi 3x7 cm. Na tuto malou chromatografickou desku byl
s pomoci sklenéné kapilary nanasen filtrat. Kapilara byla opét vyuzita z dlivodu testovani
laboratorni prace. Pfi samotné laboratorni praci lze vyuzit na vétsi desce kapatko ¢i injekéni
stfikacku. Filtrat byl nandsen vtenké souvislé linii asi 0,5cm od spodniho okraje

chromatografické desky (obr. 55).

Obrazek 55: nanaseni filtratu na chromatografickou desku
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Mezitim, co byl nanesen filtrdt na chromatografickou desku a odparovalo se
rozpoustédlo, byla pfipravena chromatografickd komora. Do této komory byl dle ndvodu
pipetou odméren diethylether. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o malou chromatografickou
komoru a malou chromatografickou desku, byly pouZzity asi 2 ml diethyletheru. Do takto
pfipravené chromatografické komory s rozpoustédlem byla vlozena chromatograficka
deska s nanesenym vzorkem barviv jehli¢i a chromatografickd komora byla prikryta

sklickem. Vyvoj a prabéh chromatografie byl pribézné sledovan (obr. 56).

Obrazek 56: chromatografie barviv jehli¢i v diethyletheru

Jakmile byla chromatografie hotova, byla chromatograficka deska vyjmuta z komory

a bylo poznaceno ¢elo rozpoustédla (obr. 57).

Obrazek 57: chromatografie barviv jehli¢i smrku stribrného
Vzddlenost Cela a startu Cinila presné 6 cm. Na chromatogramu (obr. 57) je
pozorovatelnych nékolik stop barviv. Nejrychleji unasena je Zlutooranzova, kterda ma
vzddlenost od startu 5,6 cm, nasledovana je zelenou se vzdalenosti 5,5 cm a Zlutozelenou

se vzddlenosti 5,4 cm. Pak je odstup a objevuje se stopa vyrazné Zluté, kterd ma vzdalenost
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od startu 4,5 cm. Velmi mélo patrné jsou jesté tfi dalsi stopy se vzdalenostmi od startu

3,3cm 1,7 cma 1l cm ajedna se o néjaké bezbarvé latky.

Pokud by byl pocitan Re (kap. 1.2.3.4), vychazel by pfiblizné takto: prvni stopa: 0,933,
druhd stopa 0,9, treti 0,883, ¢tvrta 0,75, patd 0,55, Sesta 0,283 a sedma 0,166. Tento ukon

muze slouzit studentlm k procvic¢eni vypoctu retardacniho faktoru.

Cilem této laboratorni prace neni uréeni konkrétnich sloZzek barviv jehlici, ale dlikaz

toho, Ze zdanlivé jednobarevna ptirodnina je sloZzena z nékolika riznych barviv.
2.6.2 LABORATORNI PRACE: SEPARACE A TLC BARVIV LISTi JAVORU

Pro zajimavost a porovnani byla provedena laboratorni prace také se zelenym listim
javoru. Postup byl naprosto identicky, az na separovany material — listi javoru. Na obrazku

nize (obr. 58) je moZné vidét rozetfenou smés 2 g listl z javoru, sklenéné drti a 12 ml

acetonu.

BN

N

\

Obrazek 58: rozetiena smés javorovych listli, skelné drti a acetonu

V postupu a pripravé pokusu nebyl rozdil mezi jehli¢im a listim. V ¢em ale rozdil byl,
je chromatografie. Jiz od za¢atku chromatografie byl patrny rozdil v barvach a také v sytosti

(obr. 59).
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Obrazek 59: chromatografie barviv listi v diethyletheru
Jakmile probéhla chromatografie barviv listi, byla chromatografickd deska vyjmuta

z komory, oznaceno ¢elo rozpoustédel a cely proces byl zdokumentovan.

F

celo_
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™

Obrazek 60: chromatografie barviv listi javoru

Vzddlenost cela a startu dcinila 4,5cm. Na chromatogramu (obr. 60) je
pozorovatelnych nékolik stop barviv. Nejrychleji unasend je Zlutooranzova, kterd ma
vzdalenost od startu 4 cm, nasledovand je tmavé zelenou se vzdalenosti 3,9 cm a svétle
zelenou se vzdalenosti 3,8 cm. Pak je patrny odstup a objevuje se stopa vyrazné Zluté, ktera
ma vzdalenost od startu 2,9 cm. Méné patrné jsou jesté dvé dalsi stopy se vzdalenostmi od

startu 1,8 cm a 1 cm, které maiji obé nazloutlou barvu.

Pokud by opét i zde probihal vypocet Rr (kap. 1.2.3.4), vychazel by pfiblizné takto:
prvni stopa 0,889, druhd stopa 0,867, treti 0,844, ¢tvrta 0,644, patd 0,4 a Sestd 0,222.

2.6.3 POROVNANi 0BOU TLC (JEHLICI A LISTi)

Vzhledem k tomu, Ze byly vyzkouseny obé varianty postup(, je mozné je porovnat

a zhodnotit (obr. 61).

51



2EXPERIMENTALN{ CAST

Obrazek 61: porovnani TLC jehlici a TLC listi (vlevo jehlici, vpravo listi)

Vyhodou jehliéi je to, Ze je mozné jej sehnat celorocné, tedy provedeni laboratorni
prace neni vazano na roc¢ni obdobi. Naopak u listi je problém v pozdnich podzimnich,
zimnich a brzkych jarnich mésicich s dostupnosti listi. Vyhodou listi je ale to, Ze napf. na
podzim je mozné provadét laboratorni praci s rlizné barevnymi listy, a tudiz dokazovat
rGzné slozeni barviv listl u stejného druhu listi. Pro provedeni laboratorni prace ale neni
nutné trvat na tom, Ze pljde o listi, je mozné pouZzit jakoukoli zelenou rostlinu. Tim padem

by tedy odpadl problém u roéniho obdobi.

Co se zpracovani tyce, lepSi manipulace a prace byla pozorovana pfti zpracovani listi.
Lépe dochazelo k rozmélnéni a lépe byla ziskdna barviva. Tomu také odpovida sytost
chromatografie, do filtratu se dostalo vétsi mnozstvi barviv nez z jehli¢i. Zaroven se u listi
vyskytuje vice barevnych stop, takZe i z didaktického hlediska se jevi listi jako lepSi varianta

poutziti pfi provadéni laboratorni prace.
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ZAVER
Tato prace je zamérena na pouziti plandrni chromatografie ve vyuce chemie, rozbor

ucebnic chemie obsahujicich chromatografii, testovani pokust uvedenych v ucebnicich

a ndavrh laboratorni prace na téma chromatografie.

V teoretické ¢asti prace je uveden zarazeni a popis betulinu, kterého se tykaji
postupy v experimentalni ¢asti prace. Nasledné jsou zde popisovany pouZité separacni
metody vyuZité v prabéhu provadéni experimentalni ¢asti prace. Podrobnéji je rozebrana
separacni metoda chromatografie, ktera je zde délena do nékolika kapitol. V rdmci tématu
chromatografie je v kapitole 1.2.3.4 rozebirdn retardacni faktor. V dalsi kapitole je ¢dast
vénovana stanoveni teploty tani, které se ale tato prace podrobnéji nevénuje, jelikoz toto
bylo tématem bakalafské prace (26). Poté teoretickd ¢ast obsahuje popis acetylace betulinu
a premény betulin-diacetdtu na betulin-monoacetat, kterd byla provddéna na vzorku
betulinu v souvislosti s experimentalni ¢asti (kap. 2.3.), a také pouzZivana rozpoustédla.
Vzhledem k tomu, Ze stéZejnim bodem této prace je chromatografie, nasleduje kapitola
(1.6) o jejim zafazeni v ramci kurikuldrnich dokument(. Zde bylo zjisténo, Ze se explicitné
chromatografie v kurikuldarnich dokumentech nevyskytuje ¢i se vyskytuje velmi okrajové.
To muZe znalit malé vyuZivani této metody béhem vyuky chemie. Vzhledem k malému
vyskytu tématu chromatografie v kurikuldrnich dokumentech je v nasledujici kapitole (1.7)
rozbor vybranych ucéebnic chemie, ve kterych se chromatografie vyskytuje. Jeji zastoupeni
v uCebnicich obecné opét neni nijak vyznamné ¢&i rozsahlé. Mnohem vice se vyskytuje
zminka o chromatografii v uéebnicich pro ZS, v u¢ebnicich pro SS se chromatografie
vyskytuje jen velmi malo. Zaroven se v u€ebnicich vyskytuji jednoduché zakladni pokusy,

které jsou zkouseny v experimentalni ¢asti prace (kap. 2.5).

Experimentalni ¢ast prace je vénovana nejprve praci se sklem, kde je popsano
zhotoveni sklenénych kapilar a sklenéného balonku, pouzivanych pfi nanaseni smési vzorki
latek pri chromatografii. Kapildry jsou pouZivany v pokusech tykajicich se analytické
chromatografie a sklenény balonek je pouzivan pfi chromatografii preparativni. Pro zisk
Cistého betulinu byla vyuZita extrakce s pomoci Soxhletova extraktoru. Nasledné je
popsdna acetylace vzorkl betulinu, kdy vznikd betulin-diacetdt. Po acetylaci byla také

provedena na ¢asti vzorku betulin-diacetatu jeho preména na betulin-monoacetat.
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Uspésnost acetylace byla ovéfena s pomoci analytické TLC. Nasledné byla zjistovéna
Cistota vzorku acetylace s pomoci preparativni TLC. Zaroven byl proveden vypocet
retardacniho faktoru, ktery byl porovnan s analytickou TLC. Vysledny Rr nesl malé rozdily,
které byly zplsobeny nékolika dlvody, uvedenymi v kapitole 2.4. V kapitole 2.5 jsou
testovany vybrané pokusy, nachazejici se v u¢ebnicich chemie. Je zde uvedeno také jejich
zhodnoceni. Prvni pokus z u€ebnice nakladatelstvi Fraus (8 byl proveden s Gsp&chem,
proto je mozné jej doporucit k vyuzivani ve vyuce. Je jednoduchy a ndzorny. OvSem pokus
uvedeny v uéebnici od nakladatelstvi Novd 3kola 1°0 se vibec nepodafil. Bylo to
pravdépodobné zplsobeno Spatnou volbou lentilek. BohuZel v ndvodu nebyla uvedena
vhodnd znacka, proto byly zakoupeny nejcastéji dostupné lentilky, se kterymi ale pokus
vlbec nevysel. Proto tento pokus nemUze byt doporucen. Je navrZzeno vyuZiti pfedchoziho
pokusu. Pokus uvedeny v ucebnici nakladatelstvi Fortuna byl proveden Uspésné. Rozdéleni
smési barviv by mélo vétsi efekt v momenté, kdy by Zaci dostali jiz namichanou smés
a nevédéli by, z jakych vSech barviv je sloZena. | to je uvedeno v navrhu modifikace tohoto

pokusu.

Posledni kapitola této diplomové prace je vénovana ndvrhu laboratorni prace, ktera
by byla vyuZitelna pfi vyuce na stfedni Skole. Vzhledem k dfive uvedenym pokusim, které
jsou rychlé a jsou vhodné napf. na zdkladni skolu, nebylo nalezeno dostatek pokusl
vhodnych k rozsiteni znalosti a také dovednosti v oblasti chromatografie. Proto byla
navrzena laboratorni prace ve dvou modifikacich tykajici se chromatografie rostlinnych
barviv obsazenych v jehlici a listech strom(l. Obé tyto verze byly vyzkouseny a dle vysledki

bylo zjiSténo, Ze lepsi vysledek byl dosazen pfi chromatografii list(i javoru.

Obecné se tato prace zabyvala chromatografii, rozSifovala informace a znalosti
uvedené v bakalarské praci ?®) a navrhovala aplikaci do vyuky chemie. Prace pro mé byla

pfinosem, protozZe budu moci tyto navrzené pokusy a laboratorni prace vyuzit ve své praxi.
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Tato prace je rozdélena do dvou ¢asti — do teoretické a experimentalni. Teoreticka
Cast prace obsahuje popis betulinu, patficiho do triterpend. Dale se zabyvd popisem
pouzivanych separac¢nich metod (extrakce, destilace, TLC). Kromé toho také obecnd
definice acetylace a hydrogenace. V teoretické ¢asti jsou také popisovana pouzivana
rozpoustédla, klasifikace chromatografie v kurikularnich dokumentech a chromatografie

vyskytujici se v u¢ebnicich chemie pro zdkladni i stfedni skoly.

Experimentalni ¢ast prace se zabyva vyrobou sklenénych kapildr a sklenéného
baldnku, provedenim extrakce betulinu, acetylaci a hydrogenaci vzorka extrakce betulinu
a naslednou preparativni chromatografii vzorku acetylace betulinu a vypoctu Rg. Pak se
v této Casti prace objevuji ovérovaci pokusy jiz zminénych postupl vyskytujicich se

v u€ebnicich chemie. A na zavér také navrh laboratorni prace do vyuky chemie na téma TLC.

This work is divided into two parts — theoretical and experimental. The theoretical
part of the work contains description of betulin, which belongs to triterpenes. It also deals
with the description of the used separation methods (extraction, distillation, TLC). Also
there is a definition of acetylation and hydrogenation. The theoretical part describes the
used solvents, the classification of chromatography in curricular documents and

chromatography occurring in chemistry textbooks for ZS and SS.

The experimental part of the work deals with the manufacturing of glass capillaries
and glass balloon, extraction of betulin, acetylation and hydrogenation of betulin. Next
there is preparative chromatography of the sample of acetylation of betulin and calculation
of Re. Then, in this part of the work, there is verification of experiments, which were already
mentioned in theoretical part and appear in chemistry textbooks. And finally, there is

a design for laboratory work for the topic of TLC.
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