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Abstrakt:

Nejoblibenéjsi &asti predmétu chemie na SS byla, je a vzdy bude prace
v laboratofi, kde Zaci provadi nejrizné€jsi experimenty. Pomoci chemickych pokust
s bézn€¢ dostupnymi materidly, které Zaci znaji z bézného Zivota, jako jsou tablety
Spiruliny a Chlorelly, je ofekavan u zakl vzrGst zajmu o pfedmét chemie. V této
bakalarské praci jsou navrzeny experimenty, které pracuji se Spirulinou a Chlorellou,
které se prodavaji jako doplnky stravy a jsou v dneSni dobé povazovany za
superpotraviny diky vysokému obsahu proteinu.

Hlavnim tématem bakalafské prace jsou vSak pigmenty, které Spirulina a
Chlorella obsahuji a které jsou jednim ztémat v Organické chemii zminované
v zékladnim dokumentu RVP G (resp. téma Barviva). Nejprve byly provedeny
experimenty stémito pigmenty, a to jejich extrakce rliznymi rozpoustédly a
chromatografie. Nésledn¢ pak pomoci HPLC a UV-Vis spektroskopie bylo popsano,
které pigmenty jsou extrahovany kterym rozpoustédlem. Na zaklad¢ téchto vysledkl pak
byly vytvofeny materialy vhodné do vyuky chemie na SS, a to predev§im na téma
separacnich metod a polarity latek. Byly navrzeny 2 laboratorni prace vhodné pro
vyukovou metodu IBSE, déle pak pracovni list na téma polarity latek a powerpointova

prezentace pro ucitele.
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Abstract:

The most enjoyable part of Chemistry as a subject in High school was, is, and
always will be working in a laboratory, where all experiments are performed by the
pupils. Chemical experiments with an easily accessible raw material such as pills of
Spirulina and Chlorella are expected to increase the interest of students. For this
Bachelor's work, experiments were designed and the task was performed utilizing
commercial sources of Spirulina and Chlorella, which are sold as food supplements and
considered to be superfoods nowadays due to their high protein content. In this Bachelor's
work attention is paid to the pigments that Spirulina and Chlorella contain.

The main topic of this work are pigments, which are mentioned in the context of
Organic Chemistry lessons in the RVP G documents. First, experiments with these
pigments were performed, namely their extraction with various solvents and
chromatography. Subsequently, it was determined by HPLC and UV-Vis spectroscopy
which pigments are extracted with which solvent. Based on these results, materials
suitable for teaching chemistry at secondary schools were created, especially on the topic
of separation methods and polarity of substances. Two laboratory works suitable for the

IBSE teaching method were proposed, as well as a worksheet.
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Experiments, pigments, polarity, separation, HPLC, Spirulina, Chlorella, IBSE.
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1 Uvod

Nedilnou soucasti vyuky chemie, predevsim na stfednich Skolach, jsou chemické
experimenty, bez kterych by byla chemie jen o ptfedstavivosti. Chemické experimenty
¢ini chemii pro zaky mnohem atraktivnéj$i a délaji tak chemii na rozdil od jinych
predméti jedinecnou. Experimenty mohou zaky motivovat k samostudiu a vzbudit v nich
zajem o studium chemie na vysokych Skolach.

Kdyz navic v experimentech vyuzijeme latky, které mohou Zéaci znat z bézného
zivota, tak je pro né experiment mnohem zajimavéjsi. V této praci se vénuji predevSim
dvéma organismiim, Spiruliné a Chlorelle, coz je sinice a fasa. Obsahuji ohromné
mnozstvi dilezitych latek, vyznacuji se vysokym obsahem proteintl, ale pro chemii, resp.
chemické experimenty jsou zajimavé a vyuzitelné diky barviviim, kterd obsahuji. Pfi
experimentech, které jsem navrhl, dochdzi k zajimavym az piekvapivym barevnym
zménam, coz muze upoutat pozornost zakll a vyvolat v nich z4jem o danou problematiku.

Samostatné téma barviva je zafazeno na sttednich Skolach do vzdélavaciho obsahu
organické chemie dle RVP G, a proto by ucitelé mohli vytvoiené experimenty vyuzit do
vyucovacich laboratornich hodin a dané téma i1 hodinu tak ozvlastnit.

Velkou motivaci k vybéru tématu bakalarské prace byla osobni pozitivni

zkuSenosti s experimenty na SS.



1.1 Cile bakalarské prace

Cile bakalaiské prace jsou:
e literarni reSerSe o Spiruliné a Chlorelle, pigmentech a separa¢nich metodach
vyuzité pii experimentech
e Navrzeni vhodnych experimentii pro vyuku chemie na SS
e Experimentalni ovéfeni danych experimentt

e Vytvoreni vyukovych materidli pro SS véetné autorského feSeni
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2 Teoreticka c¢ast

V teoretické ¢asti mé bakalarské prace budu hovotit pfedevsim o dvou dilezitych
organismech, které pouzivam v experimentalni ¢asti bakalaiské prace. Tyto organismy,
tasa Chlorella (Vulgaris) a sinice Spirulina (4rthospira), jsou bohaté na dulezité latky,
pfedevsim se vyznacuji vysokym obsahem bilkovin, diky ¢emuz se fadi mezi tzv.
superpotraviny. Ve své praci jsem se vSak zaméfil na pfirodni pigmenty, kterd Spirulina

a Chlorella obsahuji.
2.1 Spirulina

Spirulina (Arthrospira platensis) je planktonicka zelena sinice (Obr. 1), ktera tvofi
vldkna sloZzena z cylindrickych bun¢k do trichomt, z nichz se tvoii biomasa. Vldkna
Spiruliny se staci v levoto¢ivou Sroubovici (Obr. 2). Vyskytuje se predevsim v tropickych
a subtropickych sladkych vodach, které maji vysoké pH (az 11) a vyssi teplotu, obsahuje
velké mnozstvi uhli¢itanii a hydrogenuhli¢itand, které dodavaji Spiruliné bazické vnitini
prostfedi (Vonshak et al., 2002)

Arthospira je jeji latinské oznaceni a patii do rodu Oscillatoriales. Tento nazev
odkazuje k jejimu zatoceni (Obr. 2). Existuje n¢kolik druhti Arthospira jako naptiklad —
Arthrospira platentis a Artherospira maxima. Zatimco platentis se vyskytuje spise

v Africe, Asii a jizni Americe, maxima si hovi v oblastech stitedni Ameriky (Botanic n.d.).

Obr. 1 — Arthospira platensis Obr. 2 — Vlakna Spiruliny

Spirulina obsahuje velké mnozstvi dllezitych aktivnich latek jako jsou vitaminy

B1, B2, B3, Bs, Bo a B12, dale vitamin C, D, A, E. Nasli bychom i stopové prvky (Zelezo a
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mangan) a minerdly, bunéné soli, rostlinné Ziviny a enzymy, vysoké mnoZzstvi
chlorofylu, fykocyaninu a dalSich prospéSnych pigmentti, o které se budeme zajimat.
Nejdulezitéjsi je obsah bilkovin (51-71 %) a diky tomu patii mezi potraviny s nejvyssim
zastoupenim bilkovin na trhu (Wikipedia, 2021).

Jejim nejvEétsim ucinkem v organismu je stimulace imunitniho systému pomoci
antioxidantl, které zvétSuji pocet bilych krvinek, zvySeni mozkové €innosti a snizeni
projevu alergické reakce (Botanic n.d.).

Spirulina se prodavéa jako doplnék stravy napt. ve formé tablet, které jsou vyuzity

pfi pokusech popsanych v této bakalaiské praci (Obr. 3, Obr. 4).

Obr. 3 — Baleni Spiruliny v tabletdach Obr. 4 — Spirulina v tabletach

2.2 Chlorella

Chlorella je jednobunécna tasa, vyskytujici se ve sladké vode (Obr. 5). Nazev
Chlorella je odvozen od teckého slova "chloros" = zeleny a latinské ptipony "ella" =
mala.

Jeji bunéfna sténa (Obr. 6) je tvofena z celuldzy, kterou lidsky organismus
nedokédze narusit, proto se musi tato fasa rozemlit (proces dezintegrace), na rozdil
od Spiruliny, kterd ma bunécnou sténu z polysacharidi, které lidské t€lo bez problémi

stravi (ForActiv, 2016).
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Obr. 5 — Biomasa Chlorelly Obr. 6 — Chlorella

Chlorella obsahuje nejvice chlorofylu ze v§ech dosud znamych rostlin. Chlorofyl je
latka, ktera se témét shoduje s lidskym krevnim barvivem hemoglobinem (lisi se obsahem
centralniho kationtu kovu), a kterd je zodpoveédna za syté zelenou barvu. Je také bohata
na Zelezo, esencidlni aminokyseliny, ristovy faktor CGF (Chlorella Growth Factor), tento
faktor pomaha pii rychlejsi opravé nervovych tkani naseho organismu a napoméhé vzniku
novych bun¢k. Déle obsahuje vysoky podil beta karotenu, kyseliny DNA/RNA a vice nez
20 vitaminl a mineralll. Za zminku stoji napf. vapnik, draslik ¢i hoi¢ik (Energy n.d.).

Chlorella se pouziva na problémy se zazivacim traktem a jeho mikroflorou. Velmi
ucinné detoxikuje télo od toxini, véetné¢ tézkych kovl a zvySuje pfirozenou imunitu
(Krmivahulin n.d.).

Chlorella se prodava jako doplnék stravy napt. ve formé tablet, které jsou vyuzity

pfi pokusech popsanych v této bakalaiské praci Obr. 7, Obr. 8).

Obr. 7 — Baleni Chlorelly v tabletach Obr. 8 - Chlorella v tabletach
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2.3 Rostlinné pigmenty

2.3.1 Obecny uvod

Rostlinné pigmenty, jsou organické latky a pro rostlinu maji nezbytny vyznam.
Lipochromy, pigmenty rozpustné v tucich, jsou ukryta v plastidech a fadime mezi né
chlorofyly, xantofyly a karoteny. Hydrochromy, pigmenty rozpustna ve vod¢, jsou ukryta
ve vakuolach a sem patfi antokyany. Chlorofyly (zelené pigmenty) jsou dilezité pro
biochemicky déj zvany fotosyntéza, xantofyly a karoteny tvoii Zlutou, oranzovou az
cervenou barvu plodi, kvéti a listl. Antokyany zpisobuji modré, fialové, cervené az
cerné zbarveni, které je citlivé na zménu pH ve vakuolach (Kincl et al., 2008).

Na SS se pouziva misto terminu pigment barvivo, a proto se v &asti bakalatské

préace, kde se vénuji tvorbé& pracovnich listii pro SS, piklanim k tomuto ozna&eni.
2.3.2 Chlorofyly

Je to pigment zelené barvy, ktery zajiStuje fotosyntézu. Vyskytuje se
v prokaryotnich (sinice) a eukaryotnich (fasy a vys$$i rostliny) organismech.
Rozeznavame chlorofyl a, b a c, pfitom za pfeménu svételného zafeni na chemickou
energii vdé¢ime pouze chlorofylu a. Chlorofyl b a ¢ pouze sbira fotony a odvadi je
k chlorofylu a (Obr. 9). Molekula je tvotfena porfyrinovym zakladem, ktery je slozen ze
Ctyt pyrrolovych kruhli s centrdlnim hofe¢natym kationtem. Tato struktura je velice
podobna struktufe hemoglobinu. Chlorofyl b (Obr. 10) se od chlorofylu a li§i ndhradou
methylové skupiny za formylovou skupinu. Absorbuji zafeni v modrofialové a cervené

Casti spektra a odrazi v zelené oblasti spektra, proto se pigment jevi zelené (Garrett et al.,
2013).
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2.3.3 Fykocyanin

Je to modry piirodni pigment, ktery patii spolu s fykoerythrinem a
allofykocyaninem mezi fykobiliny, coz jsou pigmenty, ktera tvofi anténové struktury na
povrchu thylakoidi a pfenaseji svételnou energii ke chlorofylu a. Fykocyanin tvoii
linearni tetrapyrrolovou strukturu (Obr. 11). Tento pigment najdeme u skrytének, ruduch

a hlavné sinic (Wikipedia 2016).

Obr. 11 — Fykocyanin

2.3.4 Karotenoidy

Mezi dalsi fotosyntetické pigmenty fadime karotenoidy, coz jsou lipofilni
organické latky, sloZzené z osmi izoprenovych jednotek, kterym fikdme tetraterpeny.

Karotenoidy délime na karoteny a xanthofyly.

2.3.4.1 Karoteny

Karoteny jsou pigmenty, kterd chrani buiikku pfed jejim poSkozenim vlivem
nadmérného slune¢niho zéateni. Patii mezi lipochromy, coz znamend, Ze se rozpoustéji
v tucich, Najdeme je v bunééné membrané. Jedna se o polynenasycené uhlovodiky, které
dodavaji cCerveny zbarveni. Cyklizaci acyklického karotenu lykopenu (Obr. 12),
dostaneme cyklicky B-karoten (Obr. 13), coz je prekurzor vitaminu A. V lidském téle

B karoten funguje jako antioxidant (Voet a Voetova, 1995).
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Obr. 13 — p-karoten

2.3.5 Xanthofyly

Mezi dalsi karotenoidy patii xanthofyly, coz je skupina lipofilnich organickych
latek, které obsahuji hydroxylovou ¢i karbonylovou funkéni skupinu. Jsou to derivaty
karotenli, diky kterym maji organismy zluty zbarveni. V organismu se vyskytuji
v chromoplastech, coz jsou organely, ve kterych neprobiha fotosyntéza, také chrani
fotosynteticky aparat pfed poSkozenim na membrané thylakoidi (Velisek a Hajslova,
2009).

Lutein (Obr. 14) vznikd izomeraci zeaxanthinu (Obr. 15), Lisi se od sebe pouze
ve vnitini struktufe, jinak sumarni vzorec maji identicky. Oxidaci B-karotenu mizeme
vytvofit dali pigmenty echinenon (Obr. 16) & cryptoxanthin (Obr. 17) (Setlik et al.,
2004).

Obr. 15 - Zeaxanthin
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Obr. 17 — Cryptoxanthin

2.4 Experimentalni techniky

V této kapitole si popiSeme laboratorni metody, které jsou pouzivany
v experimentélni ¢asti bakalaiské prace. Jedna se predevsim o filtraci, spektrofotometrii
a chromatografii (tenkovrstvd chromatografii (TLC) a vysokoucinna kapalinova

chromatografie (HPLC).
2.4.1 Filtrace

Jednéd se o separacni metodu, kdy se oddéluji dvé faze od sebe. NejCasteji se
oddéluje kapalna faze od faze pevné. Jako filtracni material ndm bude slouzit filtracni
papir, u kterého muze velikosti poru ovlivnit rychlost filtracniho procesu. Dal$imi faktory
ovliviiyjici déj mohou byt teplota, viskozita filtrovaného roztoku ¢i druh filtrované latky.

Hnaci silou pro jednoduchou filtraci, kde se nepouziva odsavani (filtrace
za snizeného tlaku), je hydrostaticky tlak roztoku nad filtrem.

Aparatura (Obr, 18) pro tento tkon se sklada z nalevky, filtru, jimadla (kéddinky),
filtra¢niho kruhu, svorky a stojanu (Pfihoda et al, 2012).
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Obr. 18 — Filtracni aparatura

2.4.2 Spektrofotometrie

Latky pohlcuji elektromagnetické zateni ve viditelné, ultrafialové a infracervené
Casti spektra. Jaké ma absorpcni spektrum dand latka, zavisi na struktuie slouceniny a
jaké mnozstvi svétla nepropusti, zavisi na koncentraci latky. Tato metoda méfeni patii
mezi nejpouzivanéjsi v biochemii.

Pro méteni absorbance (kolik svétla bylo pohlceno méfenym vzorkem) a
transmitance (mnozstvi svétla urCité vlnové délky, které proslo vzorkem) se pouzivaji
spektrofotometry. Tento piistroj méti bud’ pii jedné nebo nékolika presn¢ definovanych
vinovych délkach.

Uspotadani dil¢ich jednotek (Obr. 19.) ve spektrofotometru je nasledovné:

zdroj svétla --> monochromdtor --> vzorek --> detektor
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zdroj svétla

Stérbina

23

opticka
mrizka kyveta

Obr. 19 — Schéma spektrofotometru

Jako zdroj svétla se vyuziva Zarovka nebo vybojka. Pro méfeni ve viditelné a
infraCervené oblasti se pouziva Zarovka nebo halogenova Zzarovka. Jako zdroj
ultrafialového zéteni se pouziva vodikova nebo deuteriova vybojka.

Monochromatorem je optickd miizka, pomoci které miZeme naklanénim
libovoln€ ménit vinovou délku

Vzorek se nachdzi ve standardni kyveté¢ umisténé v piesné definovaném miste.
RozliSujeme kyvetu z optického skla, ktera se hodi pro méteni ve viditelném spektru a
kyvetu z kiemenného skla, ktera méti 1 v UV oblasti.

Svétlo, které proslo ptes vzorek, dopada na detektor, coz mize byt fotodioda nebo

jiny fotoelektricky prvek (Vacik, 2017).

2.4.3 Chromatografie

Chromatografické separani metody se pouzivaji na ¢isténi latek od necistot,
na oddéleni dvou ¢i vice latek z roztoku nebo na separaci roztoku na dil¢i Cisté slozky.
Chromatografické metody miiZzeme pouzit na praci s malym mnozstvim latky, na kterou
nelze pouzit destilaci ¢i krystalizaci. Vyhoda chromatografie je, Ze déleni latek probiha
za laboratorni teploty, takze mizeme délit 1 latky, které maji vysokou teplotu varu nebo

jsou termicky nestabilni (Ptihoda et al, 2012).

19



2.4.3.1 Tenkovrstvi chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie (Obr. 20) se pouziva pro urCeni sloZeni smési,
ovéteni identity a Cistoty latky. TLC je zaloZena na déleni smési roztoku mezi pohyblivou
(mobilni) a nepohyblivou (stacionarni) fazi, které se nemisi. Jednotlivé slozky roztoku
putuji mezi staciondrni a mobilni fazi rGznou rychlosti pomoci rozdilné afinity slozek.
Tuto metodu lze provést na desticce o vySce 8 cm a Sifce odpovidajici poctu nanesenych
vzorkil. TLC metoda je velice uzivanou metodou, nejen kvili nizké cenég, ale 1 kvali

jednoduchosti, dostupnosti a rychlosti déleni.

Obr. 20 — TLC chromatografie

Stacionarni faze TLC jsou chromatografické tenké desky, které jsou slozeny
z podlozni desky (sklo, hlinik nebo plast), na kterou je nanesend tenka vrstva sorbentu
(oxid kfemicity, oxid hlinity nebo celuldza) a pojiva (sadra nebo Skrob),

Mobilni faze jsou vétSinou organickd rozpoustédla nebo jejich smési, které
pro optimalni déleni musime zjistit experimentdlné. Urychleni pomalu unaSené latky
dosahneme piiddnim polarniho rozpoustédla a naopak.

Schopnost adsorpce organickych latek roste v tomto potadi:

nasycené uhlovodiky a jejich halogenderivaty <nenasycené uhlovodiky a jejich
halogen derivaty <aromatické uhlovodiky a jejich halogenderivaty <uhlovodiky s vice
atomy halogenii <ethery <estery <aldehydy a ketony <alkoholy a fenoly <kyseliny a

aminy
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Barevné skvrny mlizeme detekovat piimo po provedeni TLC, ale bezbarvé latky
je tieba nejprve vizualizovat. K vizualizaci miZeme pouzit pary jodu, naimpregnovani
destic¢ky (vanilin, manganistan draselny ¢i chlorid Zelezity) nebo vystaveni TLC desticky
ultrafialovému zafeni o vhodné vinové délce, k vybuzeni fluorescence mnoha latek.

Oznacime pozice skvrn (Obr. 21) tuzkou a pro jednotlivé latky vypocitime
hodnotu reten¢niho faktoru Rr (pomér vzdalenosti sttedu skvrny od startu a vzdalenosti
¢ela mobilni faze od startu). Hodnota Rf se musi pohybovat v intervalu <0,1>.

Hodnoty R¢ jsou zavislé na teploté, mobilni a stacionarni fazi a povaze latky.
Pro identifikaci latek pomoci Rt je tieba mit k dispozici standardy latek, které mohou byt

v analyzovaném vzorku (Ptihoda et al, 2012).

L telo mobilni faze

| —latka A

latka B

start
--------- sessfseasibousud e

Obr. 21 — Vyhodnoceni TLC desticky
2.4.3.2 Kapalinovd chromatografie

Kapalinovou chromatografii rozd¢lujeme z hlediska mobilni a staciondrni faze na
chromatografii s normalni ¢i reverzni fazi. Chromatografie s normdlni fazi pracuje
s rozpoustédly lipofilni povahy jako mobilni fazi (hexan, heptan) a sorbenty
s hydrofilnim povrchem (silikagel, alumina) jako stacionarni fazi. Chromatografie
s reverzni fazi funguje na kombinaci hydrofilni (¢asto obsahuje vodu a methanol nebo
ethanol) mobilni f4zi a nepoldrni lipofilni stacionarni fazi (nepolarni — oktadecyl silikagel,
oktyl silikagel). Principem separace latek je migrace systémem (Obr. 22) rtiznou rychlosti
ve sméru toku mobilni faze od stacionarni faze.

U vysoce u¢inné kapalinové chromatografie HPLC méfenou latku vstiikneme do
proudu mobilni faze pomoci Sesticestného kohoutu (Obr. 23) s davkovaci smyckou.
Nejdiive smycku naplnime a poté otoc¢ime kohoutem, tim pfepneme proud mobilni faze

do smycky se vzorkem.
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Detekce latek vychdzejici z kolony mtize probihat bud’ na zaklad¢ optickych nebo

elektrochemickych metod (Ptihoda et al, 2012).

nasttik

vZorku
mobilni faze @ - | kolona }—-‘ detektor \

sbérat
frakei

Obr. 22 — Schéma kapalinového chromatografu

&

Obr. 23 — Sesticestny kohout
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3 Prakticka cast

V této casti bakalaiské prace je provedeno nékolik experimentl s tabletami
Spiruliny a Chlorelly, které se zabyvaji extrakci pigmentt z této sinice a fasy, jejich déleni
a identifikaci. Tyto vysledky pak slouzi jako zéklad pro navrh pracovnich listii ¢i ndvrhy

experimentii vhodnych do vyuky chemie na SS.
3.1 Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace jsou popsany postupy tii experimentt,
které byly provedeny v laboratofi KUDCh PfF UK. K provedeni pokusti bylo vyuzito
zakladniho chemického vybaveni laboratofe (laboratorni sklo, keramické nadobi, drzaky,
pinzety a jiné) a pokrocilejSich ptistroji, které nejsou tak bézné (UV-Vis spektrofotometr
Helios Gamma — vyrobce: Thermo Spectronic a kapalinovy chromatograf HPLC —

vyrobce: ECOM spol. s. 1. 0.).

3.1.1 Extrakce barviv riznymi rozpousStédly

Postup prdce

V této kapitole je popsan postup experimentu, kde byly pozorovany barvy extraktl ze

Spiruliny ¢i Chlorelly vzniklé extrakcei riznymi rozpoustédly.

Pomiicky:
Kadinky, stojany, svorky, filtra¢ni krouzky, filtracni papir, nalevky, tfeci misky
s tlouckem, tablety Spiruliny, tablety Chlorelly

Chemikalie:

Destilovana voda, benzin, aceton, ethanol, ohfata voda

Postup:

Tti tablety Spiruliny byly rozmélnény v tfeci misce. Jemny prasek, ktery vznikl procesem
dezintegrace, byl vysypan do kadinky, ke kterému bylo ptidano 100 ml rozpoustédla —
voda, horkd voda, ethanol, benzin a aceton. Vzniklo celkem 5 suspenzi, které byly
ptefiltrovany pies filtracni papir. Byly pozorovany a zaznamenany barvy vzniklych

extraktll. Stejny postup byl proveden s tabletami Chlorelly.
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Pozorovani:
Jednotlivé extrakty Spiruliny a Chlorelly se li$i svou barvou, resp. odstinem barvy (Obr.

24-29, viz tab. ¢. 1 a 2). Kompletni piehled barev suspenzi a extraktli v ptiloze €. 1.

Obr. 24 — Vodny extrakt z tablet Obr. 25 — Vodny extrakt z tablet
Spiruliny Chlorelly

Obr. 26 — Benzinovy extrakt z tablet Obr. 27 — Benzinovy extrakt z tablet

Spiruliny Chlorelly

Obr. 28 — Ethanolovy extrakt z tablet Obr. 29 — Ethanolovy extrakt z tablet
Spiruliny Chlorelly

24



Tabulka ¢. 1 — Piehled barev suspenzi prasku Spiruliny a pfefiltrovanych extrakt

v riznych rozpoustédlech

Destilovana Ohrata
Rozpoustédlo Benzin Aceton Ethanol
voda voda
Barva Tmavé Tmavé Tmavé Tmavé Tmavé
suspenze zelend zelena zelena zelena zelena
Barva Svétle . Tmavé
. Modra Zlutd Syté zelena
extrakti zelena zelena

Tabulka ¢. 2 — Piehled barev suspenzi praSku Chlorelly a jejich prefiltrovanych extraktt

v riznych rozpoustédlech

Destilovana Ohftata )
Rozpoustédlo Benzin Aceton Ethanol
voda voda
Barva Tmaveée Tmave Tmave Tmave Tmaveé
suspenze zelend zelena zelena zelena zelena
Barva Slabé Slabé Tmaveé
. Syté zelena | Syté zelena
extraktu zelena zelena zelena

Poznatky: Barvy suspenzi v obou piipadech jsou temné zelené a neni v nich pfili$ patrny
zadny velky rozdil. Po filtraci jsou jiz ziskané extrakty barevné mnohem zajimavéjsi, a
to pfedev$im u Spiruliny. V ptipad¢ Chlorelly maji oba vodné extrakty slabé zelenou
barvu diky pfitomnému chlorofylu a. Vodny extrakt Chlorelly nema modrou barvu,
protoze modry pigment neobsahuje. Ostatni extrakty jsou tmavé zelené, protoze v nich
pfevazuje smés chlorofyli. Vodny extrakt ze Spiruliny md modrou barvu diky
pfevazujicimu obsahu fykocyaninu. Do horké vody se jiz extrahuji i chlorofyly a extrakt
ma vyslednou zelenou barvu. Benzinovy extrakt ma svétle Zlutou barvu, coz indikuje
pfitomnost karotenoidi. Ethanolovy a acetonovy extrakt maji zelenou barvu diky

chlorofylu.

Zavér: Dle poznatki lze fict, Ze se v rliznych rozpoustédlech rozpousti riizny pigmenty,
ktera davaji vyslednou barvu extrakttiim. Polarni latky se extrahuji polarnimi rozpoustédly
a naopak. Spirulina a Chlorella obsahuji nékteré stejné pigmenty, ale vyrazné se 1isi

v obsahu fykocyaninu, ktery je obsazen pouze ve Spiruling.
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3.1.2 Chromatografické rozdéleni pigmenti z extraktit Spiruliny a Chlorelly

Postup prdce

V této kapitole je popsan postup experimentu, ktery navazuje na piedchozi experiment

Extrakce barviv riiznymi rozpoustédly.

Pomiicky:
kadinky, kapilary, TLC desticky (silikagel Kieselgel 60), obycejna tuzka, Petriho miska,

horkovzdusna pistole

Chemikalie: destilovana voda, benzin, izopropanol, ethanol

Postup: Tii tablety Spiruliny byly rozmélnény v tfeci misce. Jemny préasek, ktery vznikl
procesem dezintegrace, byl vysypan do kadinky, ke kterému bylo ptfiddno 100 ml
rozpoustédla — voda, horkd voda, ethanol, benzin a aceton. Vzniklo celkem 5 suspenzi,
které byly prefiltrovany ptes filtracni papir. Stejny byl postup s Chlorellou. Byla
vystfihnuta silufolovd TLC desticka o rozmérech 3,5 x 7 cm. Dolni okraje byly
sestfihnuty pro zajisténi rovné drahy délené¢ho extraktu. Startovni ¢ara byla nakreslena 1
cm od dolniho okraje, kam byly naneseny sledované vzorky pomoci kapilary dostatecné
daleko od sebe. Pro urychleni nandSeni vzorkti byla pouzita horkovzdu$na pistole
k vysouseni vzorklli. Vyhotovenda desticka s nanesenymi koncentrovanymi vzorky byla
vlozena do kadinky, kde byla nalita mobilni faze benzin-izopropanol-voda v poméru
100:10:0,25, ethanol, benzin a benzin-ethanol v poméru 3:1 do vysky hladiny 0,5 cm.
Kadinka byla pfikryta Petriho miskou. Chromatografie byla ukoncena, kdyz celo
rozpoustédla bylo cca 1 cm od horniho okraje TLC destic¢ky. Stejny postup byl pouzit pro

chromatografii na filtracnim papife.

Pozorovani:
Jednotlivé pigmenty ze Spiruliny a Chlorelly se unasely v riiznych mobilni fazich riznou

rychlosti. Kompletni ptehled vysledki TLC separaci je uveden v piiloze €. 2.
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Extrakty z tablet Spiruliny v benzinu, destilované vod¢é a ethanolu v mobilni fazi

benzin-izopropanol-voda v poméru 100:10:0,25 (Obr. 30, Obr. 31).

@ o |
Obr. 30 — TLC extraktu Spiruliny na Obr. 31 — TLC extraktu Spiruliny na
filtracnim papire desticce

Extrakty ztablet Chlorelly v benzinu, destilované vod¢ a ethanolu v mobilni fazi

benzin-izopropanol-voda v poméru 100:10:0,25 (Obr. 32 a Obr. 33).

A L
Obr. 32 - TLC extraktu Chlorelly na Obr. 33 — TLC extraktii Chlorelly na
. . desticce
filtracnim papire

Na Obr. €. 30 a 31 se polarni modry pigment s nepolarni mobilni fazi neposunulo, zistalo
na startu, zatimco zeleny a zluty pigment doSel az k ¢elu mobilni faze. Stejny trend
pozorujeme u Chlorelly ve stejné mobilni fazi. Na Obr. 32 a 33 je v polovin¢ cela Zluty
pigment, coz by odpovidalo luteinu. Vodny extrakt Chlorelly obsahuje jen malou
koncentraci chlorofylu a, ktery neni na TLC desti¢ce témét vidét. Ve vodném extraktu

také chybi vyrazné modry pigment fykocyanin.
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Poznatky: Na pouzitych TLC silufolovych destickach a pti zvolenych mobilnich fazich
jsou pigmenty déleny na zaklad¢ rozdilné polarity latek. Mobilni fazi jsou nejrychleji

undSeny pigmenty nejméné polarni a nejmensi Rrma nejpolarnéjsi pigment.

Zavér: Pomoci spravného slozeni mobilni faze, mizeme docilit separace jednotlivych

pigmentl, a tak dokdazat jejich pfitomnost v extraktu nebo jejich pfitomnost vyvratit.

3.1.3 Separace pigmentii Spiruliny a Chlorelly pomoci HPLC chromatografu

Postup prdce

V této kapitole je popsan postup experimentu, ktery navazuje na piedchozi experiment
Extrakce barviv ruznymi rozpoustédly s cilem zjistit, jaké pigmenty jsou obsazeny

v jednotlivych extraktech.
Pomiicky: analytické vahy, tfeci miska s tlou¢kem, kadinky, eppendorf zkumavky,
buni¢ina, automatickd pipeta se Spickami, Hamilton stfikacka, vysokotlaky

chromatogram, UV-Vis spektrofotometr a kiemenné kyvety

Chemikalie: methanol, vzorky extraktli Spiruliny a Chlorelly (vodny, ethanolovy,

benzinovy a acetonovy extrakt)

Postup: Byly pfipraveny vzorky k méfeni pomoci pfesného navazeni, rozmélnéni,

extrakci do rozpoustédla a naslednou filtraci (viz tabulka €. 3).
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Tabulka €. 3 — Slozeni jednotlivych vzorkl

Vzorek Hmotnost [g] Objem rozpoustédla [ml]

1. Spirulina v acetonu 1,02312 10
2. Spirulina v benzinu 1,01647 10
3. Spirulina ve vodé 1,01686 10
4. Spirulina v ethanolu 1,00932 10
5. Chlorella v acetonu 1,04522 10
6. Chlorella v benzinu 1,04361 10
7. Chlorella ve vodé 1,04340 10
8. Chlorella v ethanolu 1,04191 10

Ptistroj HPLC byl nejdiive promyt mobilni fazi (methanolem) a nasledné byly nastaveny
dillezité parametry (prutokova rychlost 1 ml/min, tlak 1 atmosféra, teplota 25 °C). Poté
byl vstiiknut vzorek pomoci mikrostiikacky do déavkovaci smycky (paka v poloze
LOAD). Piebytek vzorku, ktery vytekl ze smycky byl zachycen bunic¢inou. Nasledné byla
otocena paka do polohy INJECT, ¢imz byl vzorek uvolnén do kolony. S pfilozenym
navodem u HPLC pfistroje byl nastavena metoda v softwaru ECOMAC pro sbér dat.
Pomoci ptikazu NEW METHOD byly nastaveny parametry méfeni. Béhem pohybu
vzorku kolonou a néslednou detekci, byly jednotlivé frakce, kter¢é meély vysokou

koncentraci, z vypousténé kolony sbirdny do eppendorfek.

Po ziskdni veSkerych frakei jednotlivych vzorkid byly frakce pomoci UV-Vis
spektrofotometru Helios Gama prométeny v rozmezi vinovych délek 250 nm az 700 nm.
Vzorek byl pomoci automatické pipety pfeveden do kiemenné kyvety a doplnén
methanolem na nutny objem, resp. vice koncentrované vzorky bylo nutné methanolem

natedit. Takto byly ziskany absorp¢ni spektra jednotlivych danych extraktt.

Pozorovani: Ziskana data jednotlivych vzorkli ztablet Spiruliny a Chlorelly jsou
uvedena v nasledujicich podkapitolach. Ke kazdému extraktu tablet Spiruliny a Chlorelly
bylo vyhotoveno absorp¢ni spektrum viz. Ptiloha ¢. 3. Podle tabulky v pfiloze €. 4, ktera
obsahuje standardni absorpcni maxima sledovanych pigmentd v methanolu, byly

nasledné identifikovany pigmenty v jednotlivych vzorcich.
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3.1.3.1 Vzorek . 1 (Acetonovy extrakt z tablet Spiruliny)

V Grafu €. 1 je znazornéna chromatograficka kiivka acetonového extraktu z tablet

Spiruliny. Jako mobilni faze byl pouzit methanol. Tabulka ¢. 4 shrnuje absorpéni maxima

vybranych frakei, pomoci kterych jsem latky identifikoval. Spektra frakci jsou

znazornéna na Obr. 34.

Graf ¢. 1 — Chromatogram acetonového extraktu z tablet Spiruliny (¢isla nad piky

udavaji

retencni objem v ml)

Chromatogram acetonového extraktu ze Spiruliny
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Tabulka €. 4 — Acetonovy extrakt z tablet Spiruliny

Vr (ml) | Maxima absorbance pii vinové délce A (nm) Pigment
L9 292 Smés polarnich latek
280 470 nelze urcit
2,5
; 320 450 | 475 lutein
35 310 | 429 | 450 | 480 zeaxanthin
45 300 425 665 chlorofyl b
6 390 | 420 | 435 616 666 chlorofyl
. 306 | 390 | 425 | 438 | 610 669 chlorofyl a
19 405 | 450 669 nelze urcit
410 | 540 | 610 669 feofytin a
20,5
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Obr. 34 — Zavislost absorbance frakci Spiruliny v acetonu na vinové délce
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3.1.3.2 Vzorek . 2 (Benzinovy extrakt z tablet Spiruliny)

V grafu €. 2 je zndzornéna chromatograficka kiivka benzinového extraktu z tablet
Spiruliny. Jako mobilni faze byl pouzit methanol. Tabulka €. 5 shrnuje absorpéni maxima
vybranych frakei, pomoci kterych jsem latky identifikoval. Spektra frakci jsou
znazornéna na Obr. 35.

Graf ¢. 2 — Chromatogram benzinového extraktu z tablet Spiruliny (¢isla nad piky

udavaji retencni objem v ml)

Chromatogram benzinového extraktu ze Spiruliny

27

22

[
~

-
N

~

A.U. pri420 nm

012 3 3 456 7 8 9 91011121314141516 17 18 19 2020 21 22 23 24 25 26 26 27 28 29 30
-3

Retencni objem v ml

Tabulka €. 5 - Benzinovy extrakt z tablet Spiruliny

Vr(ml) | Maxima absorbance pii vinové délce 4 (nm) Pigment
| 308 nelze urcit
5 308 470 nelze urcit
19 308 420 452 482 B-karoten
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Obr. 35 — Zavislost absorbance frakci Spiruliny v benzinu na vinové délce

3.1.3.3 Vzorek . 3 (Vodny extrakt z tablet Spiruliny)

V grafu ¢.3 je zndzornéna chromatograficka kiivka vodného extraktu z tablet
Spiruliny. Jako mobilni faze byl pouzit methanol. Tabulka ¢. 6 shrnuje absorpéni maxima
vybranych frakei, pomoci kterych jsem latky identifikoval. Spektra frakci jsou

znazornéna na Obr. 36.

Graf ¢. 3 — Chromatogram benzinového extraktu z tablet Spiruliny (¢isla nad piky

udévaji retencni objem v ml)

Chromatogram vodného extraktu ze Spiruliny
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Tabulka €. 6 - Vodny extrakt z tablet Spiruliny

Vr (ml) | Maxima absorbance pfi vinové délce A (nm) Pigment
258 350 590 smés polarnich latek
1,9 a fykocyaninu
258 360 549 nelze urcit
2,5
445 605 667 chlorofyl a
3,5
306 nelze uréit
6
Spirulina ve vodé, V= 1,9 ml Spirulina ve vodé, Vg = 2,5 ml
0,05 0,03
8 004 8 0,02
o c
0 0,03 o
o 2 o0
O 0,02 o
v w
2 £ o
< o0l <
[1] -0,01
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Obr. 36 — Zavislost absorbance frakci Spiruliny ve vodé na vinové délce

3.1.3.4 Vzorek . 4 (Ethanolovy extrakt z tablet Spiruliny)

V grafu €. 4 je znazornéna chromatograficka kiivka ethanolového extraktu z tablet

Spiruliny. Jako mobilni faze byl pouzit methanol. Tabulka ¢. 7 shrnuje absorpéni maxima

vybranych frakei, pomoci kterych jsem latky identifikoval. Spektra frakci jsou

znazornéna na Obr. 37.
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Graf ¢. 4 — Chromatogram benzinového extraktu z tablet Spiruliny (¢isla nad piky

udavaji retencni objem v ml)
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Tabulka €. 7 - Ethanolovy extrakt z tablet Spiruliny

Vr (ml) | Maxima absorbance pfi vinové délce A (nm) Pigment
5 423 451 481 smeés polarnich latek
5 s 305 | 420 450 475 | 508 lutein
; 280 | 425 450 483 zeaxanthin
423 660 chlorofyl b
4,5
6 340 | 386 436 619 | 668 chlorofyl
. 390 436 620 | 669 chlorofyl a
425 450 480 B-karoten
19,5
515 413 507 540 | 605 | 669 feofytin a
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Obr. 37 — Zavislost absorbance frakci Spiruliny v ethanolu na vinoveé délce
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3.1.3.5 Vzorek . 5 (Acetonovy extrakt z tablet Chlorelly)

V grafu €. 5 je zndzornéna chromatograficka kiivka acetonového extraktu z tablet
Chlorelly. Jako mobilni fdze byl pouzit methanol. Tabulka €. 8 shrnuje absorpéni maxima
vybranych frakei, pomoci kterych jsem latky identifikoval. Spektra frakci jsou
znazornéna na Obr. 38.

Graf ¢. 5 — Chromatogram acetonového extraktu z tablet Chlorelly (¢isla nad piky
udavaji retencni objem v ml)

Chromatogram acetonového extraktu z Chllorely
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Tabulka €. 8 - Acetonovy extrakt z tablet Chlorelly

Vr Maxima absorbance pii vinové délce A (nm) Pigment
(ml)
5 282 smés polarnich latek
; 325 | 418 445 474 lutein
472 655 chlorofyl
3,7
A 424 475 657 chlorofyl b
57 339 | 395 436 617 668 chlorofyl
. 341 390 435 617 665 chlorofyl a
3 411 445 660 nelze urcit
20 326 | 412 509 538 608 668 feofytin a
’ 410 512 538 608 668 nelze urcit
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Obr. 38 — Zavislost absorbance frakci Chlorelly v acetonu na vinove délce
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3.1.3.6 Vzorek . 6 (Benzinovy extrakt z tablet Chlorelly)

V grafu €. 6 je zndzornéna chromatograficka kiivka benzinového extraktu z tablet
Chlorelly. Jako mobilni faze byl pouzit methanol. Tabulka €. 9 shrnuje absorpcni maxima
vybranych frakei, pomoci kterych jsem latky identifikoval. Spektra frakci jsou
znazornéna na Obr. 39.

Graf ¢. 6 — Chromatogram benzinového extraktu z tablet Chlorelly (¢isla nad piky

udavaji retencni objem v ml)

Chromatogram benzinového extraktu z Chllorely
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Tabulka €. 9 - Benzinovy extrakt z tablet Chlorelly

VR (ml) Maxima absorbance pii vinové délce A (nm) Pigment
21 418 442 473 667 lutein
5.5 415 430 605 667 chlorofyl a
20 413 505 524 605 667 feofytin a
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Obrazek ¢. 39 — Zavislost absorbance frakci Chlorelly v benzinu na vinove délce

3.1.3.7 Vzorek ¢. 7 (Vodny extrakt z tablet Chlorelly)

V grafu €. 7 je zndzornéna chromatograficka kiivka vodného extraktu z tablet
Chlorelly. Jako mobilni faze byl pouzit methanol. Tabulka ¢. 10 shrnuje absorpcni
maxima vybranych frakci, pomoci kterych jsem latky identifikoval. Spektra frakci jsou

znazornéna na Obr. 40.

Graf ¢. 7 — Chromatogram vodného extraktu z tablet Chlorelly (¢isla nad piky

udévaji retencni objem v ml)

Chromatogram vodného extraktu z Chllorely
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Tabulka €. 10 - Vodny extrakt z tablet Chlorelly

VR (ml) Maxima absorbance pii vinové délce A (nm) Pigment
270 nelze urcit
2,3
252 nelze urcit
3,3
427 610 665 chlorofyl a
5
Chlorella ve vodé, V, = 2,3 mi Chlorella ve vodé, Vg = 3,3 ml
- 0,02 i
W [+7]
g 0,02 g -
T 2
-E 0,01 so_
2 g
< <
-0,01 -0,01 J
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Obr. 40 — Zavislost absorbance frakci Chlorelly ve vode na vinové délce

41



3.1.3.8 Vzorek . 8 (Ethanolovy extrakt z tablet Chlorelly)

V grafu €. 8 je zndzornéna chromatograficka kiivka vodného extraktu z tablet

Chlorelly. Jako mobilni faze byl pouzit methanol. Tabulka ¢. 11 shrnuje absorpcni

maxima vybranych frakci, pomoci kterych jsem latky identifikoval. Spektra frakci jsou

znazornéna na Obr. 41.

Graf ¢. 8 — Chromatogram ethanolového extraktu z tablet Chlorelly (¢isla nad piky

udavaji retencni objem v ml)
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Tabulka €. 11 - Ethanolovy extrakt z tablet Chlorelly

20
i 24

012334567 89 9101112131414151617 1819 20 20 21 22 23 24 25 26 26 27 28

Vr (ml) | Maxima absorbance pii vinové délce A (nm) Pigment

5 270 smeés polarnich latek
; 325 | 420 | 440 | 474 lutein

38 473 652 chlorofyl
A 422 | 470 650 chlorofyl b

5.7 340 | 390 | 435 618 668 chlorofyl
. 386 | 430 620 668 chlorofyl a

20 408 | 502 | 523 | 610 668 feofytin a

y 339 | 420 | 443 668 nelze urcit
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Obr. 41 — Zavislost absorbance frakci Chlorelly v ethanolu na vinové délce
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3.1.3.9 Vyhodnoceni a zdavér vzorkii Spiruliny a Chlorelly

Tabulka ¢. 12 obsahuje prehled pigmentd obsazenych v jednotlivych extraktech

Spiruliny a Chlorelly a jejich okomentované findlni zbarveni plynouci ze vSech

realizovanych experimentu.

Tabulka €. 12 — Pfehled pigmentii v extraktech Spiruliny a Chlorelly

_ Rozpoustédlo

barvu - svétle zelena.

ktery dodava extraktu
barvu tmavé zelenou.

extraktu tmavé zelenou
barvu.

Voda Ethanol Aceton Benzin
lutein, zeaxanthin, lutein, zeaxanthin,
. . chlorofyl, chlorofyl b, chlorofyl, chlorofyl b,
P ki hl 1 -karot
ISty fykogypuin, thioeofyl chlorofyl a, p-karoten, chlorofyl a, feofytin a, p- firkcmoten
feofytin a karoten
T dny trakt ahuj
Spirulina Vodry 2 ’obs, u{e Ethanolovy extrakt | Acetonovy extrakt obsahuje
chlorofyl a, ktery ma svétle : ; Sont it S o
5 i . obsahuje velké mnoZstvi | mensi mnoZstvi chlorofyli L, }
Vysledna barva Sedozelenou barvu, ale . , " B Benzinovy extrakt je
: ; chlorofyli, ktery nez ethanolovy extrakt, e
extraktu fykocyaninu obsahuje = el A | i svétle Zluty.
. . zpiisobuji vyslednou a proto je jeho vysledna
mnohem vice, a proto je - - .
i X < barvu tmave zelenou. barva svétle zelena.
vysledna barva modra.
lutein, chlorofyl, . .
. lutein, chlorofyl, chlorofyl lutein, chlorofyl a,
Pigmenty chlorofyl a chlorofyl b, chlorofyl a, ] ;
Bofyinn b, chlorofyl a, feofytin a feofytin a
Chlorella T D Elhanol.ovy'f extra.k’t Acetonovy e)’(trakt vaS?’lhujB Benzinovy lex.trakt 5 .ktCI')'(
, i i » obsahuje obrovské obrovské mnozstvi neobsajuje velké
Vysledna barva piedevsim chlorofyl a, s i " S G
i . — mnozstvi chlorofylu, chlorofylu, ktery dodava |mnoZzstvi karotenoidf, ma
extraktu ktery zptisobuje finalni

finalni barvu tmavé
zelenou.

U nékterych extraktli, bychom mohli o¢ekavat dle obsahu pigmenti jiné vysledné

zbarveni, ale dulezita je také koncentrace jednotlivych pigmentd. Napt. benzinovy extrakt

Chlorelly (Graf ¢. 6) mél pik odpovidajici luteinu vysoky, ale v porovnanim doby

zachytavani frakce, tedy objemem, jeho obsah byl maly na rozdil od chlorofylu a

feofytinu a. Reten¢ni objem jednoho pigmentu by mél odpovidat reten¢nimu objemu

stejného pigmentu ve vSech frakcich, ale tato skutecnost mohla byt ovlivnéna zménou

teploty nebo tlaku v kolon¢. Dilezité pigmenty byly identifikovany, nékdy i pfes nizkou

koncentraci jednotlivych frakci.
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3.2 Materialy pro vyuku chemie na SS

Tato kapitola obsahuje vytvoiené 2 navrhy laboratornich praci, 1 pracovni list pro
zaky na téma barviv a jejich vlastnosti a také powerpointovou prezentaci pro ucitele.
Barviva jsou jednim ztémat vyuky chemie na SS v Organické chemii zmifiované
v zékladnim dokumentu RVP G, a proto se v pracovnich listech nepouzivd oznaceni
pigmenty ale barviva. Dal§imi tématy jsou jejich rozpustnost, polarita a separace
jednotlivych barviv. Zadani laboratornich praci a pracovni list spolu s autorskym feSenim
jsou pfiloZeny v piilohach €. 5, 6 a 7. Powerpointova prezentace pro ucitele je pak
v priloze €. 8. Metodické pokyny pro pedagogy, postup prace, dopliujici otazky k ulohdm
a mald ukadzka zvytvofenych vyukovych materiali jsou uvedeny v nésledujicich
podkapitolach.

Zatazeni do vyuky chemie — ro¢nik, téma, vyukové cile a ocekdvané vystupy
k jednotlivym vyukovym materidlim byly navrzeny dle SVP Gymnazia Boti¢ska

(http://www.gybot.cz/data/h/Z/X/08-Chemie.pdf) a RVP G (http://www.nuv.cz/file/159).

3.2.1 Metodické pokyny pro badatelsky orientovanou vyuku — IBSE

Jedna se o moderni pojeti vyuky, kde hlavnim aktérem je zdk, ktery pracuje
samostatné a pedagog pouze piihlizi, popfipadé zdka nabada a sméruje k vyslovovani
hypotéz, jejich ovéfovani a hledani feSeni stanoveného problému.

Prvni a druhy experiment miZeme vyuzit k této metod¢ vyuky. Pred zacatkem
prace v laboratofi dostanou zici studijni materidly, vytvofené pedagogem z teoretické
casti této bakalaiské prace, ze kterych si sami vyberou pouze dulezité informace. Tyto
informace budou nasledné uplatiiovat v laboratofi. Pedagog rozd4d zaklim tablety
Spiruliny a nékterym tablety Chlorelly, pokud se jedna o pracovni list 2. Zaci sami musi
navrhnout postup prace, jak dostat z tablet barvivo. Pfi ispéSném provedeni filtrace a
zjisténi vSech pigmentt tfida, kterd méla pouze Spirulinu dojde k jednotnému vysledku.
Pokud pracujeme s pracovnim listem 2, dostaneme ve tfidé dvé skupiny s rozdilnymi
vysledky. Zaci poté mohou debatovat, pro¢ ma nékdo modré barvivo a dle toho uréit, zda
se jednd o Spirulinu ¢i Chlorellu. Pedagog by po debaté, kterou koriguje, mél potvrdit

spravnou hypotézu a obsah obou extraktu.
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3.2.2 Laboratorni prace 1: Extrakce fykocyaninu z tablet Spiruliny

Extrakce fykocyaninu z tablet Spiruliny

T¥ida/roénik: 1. ro¢nik (dle SVP Gymnazia Boti¢sk4)
Téma: Rozdé€leni smési, oddélovani slozek smési
Téma hodiny: Extrakce — laboratorni prace
Vyukova metoda IBSE
Casova naroénost 45 minut
Z&k

e Na zdklad€ experimentu vysvétli princip extrakce

Vyukovy cil/e a , . p. y y P P NSV
. o, e o Chape a aplikuje separacni metodu filtrace véetné
ofekavany/é vystup/y , L,
sestaveni filtracni aparatury

o Definuje a kategorizuje vlastnosti a typy smési

Typ uéebny laboratot

Mezipredmétové vztahy,
priifezova témata a
klicové kompetence

Biologie — sinice
Kompetence k u€eni — ucitel vede zaky
k samostatnému a kritickému mysleni, ke hledani
a formulovani otazek
Kompetence k feSeni problémii — Ucitel vede v
laboratornich cvi¢enich zéky k formulovanim
hypotéz, jejich naslednému praktickému ovéteni,
k zékladnim principim védecké prace

- Ucitel umoznuje studentim na zékladé

navodl samostatné provadét experimenty

Kompetence komunikativni — ucitel umoziuje
zaktim zdokonalovat verbalni vyjadiovani
Kompetence socialni a personalni
- Ucitel vyuziva skupinové prace zakl pfi
laboratornich 1ulohach, a tim rozviji jejich
schopnosti spoluprace a rozdélovani Cinnosti v
pracovnim tymu a vede je k odpovédnosti za
splnéni spole¢ného tkolu.
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- U¢itel vyzaduje od zaka dodrzovani zdsad BOZP
pfi praci s chemikdliemi, a tim formuje jejich
zodpovédny vztah k vlastnimu zdravi.

. i . o Filtrace, prace s laboratornim nadobim a sklem,
Potrebné znalosti,

védomosti a pojmy
vztahujici se k tématu

dodrzovani BOZP, faktory ovliviiujici
rozpousténi latek — teplota, velikost povrchu,
michani, sestaveni filtracni aparatury

Pojmy nové vytvarené o Extrakce

Pomtcky: tablety Spiruliny, laboratorni stojany, filtra¢ni

Materialné didaktické .
! ! ! kruhy, nalevky, filtra¢ni papir, sklenéné ty¢inky,

rostiedk ) .
P y kadinky, tfeci misky s tlou¢kem

Metodické pokyny:

Na zacatku laboratorni prace ucitel rozdé€li zéky do 3-4 ¢lennych skupin, poptipadé do
dvojic. Kazdé skupiné rozda tabletu Spiruliny a jeden pracovni list, ktery nuti zaky ke
spolupréci a posiluje tak komunikaci mezi nimi. V ivodu hodiny pedagog motivuje zaky
hlavickou pracovniho listu (obr. €. 42). S tim, Ze maji separovat modré barvivo, které je
v ptirod¢ velice vzacné a které se pouziva v potravinafstvi, napt. k barveni modrych
lentilek firmy Nestlé. Samotny postup si voli Zaci sami ve skupinkdch na zakladé
vlastnich zkuSenosti z bézného Zivota s vlastnostmi modrého pigmentu z modré lentilky
(rozpustnost ve vodném prostiedi). Zaci vytvaii hypotézy, navrhuji piislusny postup
extrakce barviva a diskutuji své ndvrhy feSeni tkolu s pedagogem. Po odsouhlaseni
ucitelem zaci postup realizuji a sami vyhodnocuji zavéry. Poté nasleduje spolec¢né shrnuti

postupu a vyfesSeni Glohy a ucitel dava zakiim zpétnou vazbu k jejich préci.

Co lIze o¢ekavat a jak Zaky pripadné smérovat:

vodou, na zéklad¢ znalosti o faktorech rozpustnosti latek, bohuzel se ale nic zasadniho
nestane. Nakonec nékteré studenty napadne tabletu rozmélnit v tfeci misce a teprve poté
ji dat do kadinky s vodou, kdy se ziska tmavé zelena suspenze. K faktu, Ze se jednd o
suspenzi, je piipadné dotazy zaky navést. Na zdkladé ptredchozi teoretické hodiny o
separa¢nich metodach resp. znalostech ze ZS dojdou Zaci k pouziti metody filtrace a

dostanou vysledny modry filtrat.
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Doplitujici otazky:

Jak sestavime filtrani aparaturu?

Co vite o vlastnostech barviva na lentilce?

Pro¢ se suspenze a filtrat li$i barvou?

Proc¢ se fykocyanin rozpousti ve vodé resp. extrahuje do vody?

Fykocyanin je modré barvivo, které se vyskytuje u skrytének, ruduch a sinic. Je hlavni
slozkou sinice Spiruliny, ktera se péstuje v Japonsku na vyrobu vitaminovych tablet.

Fykocyanin ze Spiruliny se opét zaCal pouzivat jako potravinaiské barvivo na barveni
vyrobkt ,,.Smarties” od vyrobce Nestlé.

Ukol: Ziskejte modré barvivo z tablety Spiruliny. Navrhnéte postup experimentu a

zapiste cely protokol.

Obr. 42 —Zadani vkolu v pracovnim listu ¢. 1

3.2.3 Laboratoni prace 2: Spirulina x Chlorella — extrakce fykocyaninu z tablety

Spiruliny
Spirulina x Chlorella
extrakce fykocyaninu z tablety Spiruliny
T¥ida/roénik: 1. ro¢nik (dle SVP Gymnazia Boti¢sk4)
Téma: Rozd¢leni smési, oddélovani slozek smési
Téma hodiny: Extrakce — laboratorni prace
Vyukova metoda IBSE
Casova naro¢nost 45 minut
74k

Vyukovy cil/e a
ocekavany/é vystup/y

e Na zdkladé experimentu vysvétli princip extrakce

o Chape a aplikuje separacni metodu filtrace véetné
sestaveni filtracni aparatury

o Definuje a kategorizuje vlastnosti a typy smési

Typ uéebny

laboratof
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o Biologie — sinice, fasy

o Kompetence k uceni — ucitel vede zaky
k samostatnému a kritickému mysleni, ke hledani
a formulovani otazek

o Kompetence k FeSeni problémii — Ucitel vede v
laboratornich cvi¢enich zéky k formulovanim
hypotéz, jejich naslednému praktickému ovéteni,
k zékladnim principim védecké prace

- Ucitel umoziuje studentim na zékladé

Mezipredmétové vztahy, navodl samostatné provadét experimenty
prifezova témata a e Kompetence komunikativni — ucitel umoziuje
kli¢ové kompetence zaktim zdokonalovat verbalni vyjadiovani

e Kompetence socialni a personalni

- Ucitel vyuziva skupinové prace zakl pfi
laboratornich ulohach, a tim rozviji jejich
schopnosti spoluprace a rozdélovani Cinnosti v
pracovnim tymu a vede je k odpovédnosti za
splnéni spolec¢ného tkolu.

- U¢itel vyzaduje od zaka dodrzovani zdsad BOZP
pfi praci s chemikdliemi, a tim formuje jejich
zodpovédny vztah k vlastnimu zdravi.

o Filtrace, prace s laboratornim nadobim a sklem,
dodrzovani BOZP, faktory ovliviiujici
rozpousténi latek — teplota, velikost povrchu,
michani, sestaveni filtracni aparatury

Potiebné znalosti,
védomosti a pojmy
vztahujici se k tématu

Pojmy nové vytvarené o Extrakce

Pomtcky: tablety Spiruliny a Chlorelly, laboratorni
stojany, filtracni kruhy, nalevky, filtra¢ni papir, sklenéné
ty¢inky, kadinky, tfeci misky s tlou¢kem

Materialné didaktické
prostiredky

Metodické pokyny:

Na zacatku laboratorni prace ucitel rozdé€li zéky do 3-4 ¢lennych skupin, poptipadé do
dvojic. Kazdé skupiné rozda jeden pracovni list, ktery nuti zaky ke spolupréci a posiluje
tak komunikaci mezi nimi. Poloviné skupin pedagog rozda nékolik tablet Spiruliny a
druhé poloving rozda n€kolik tablet Chlorelly (Zaci nevi, zda dostali fasu Chlorellu nebo
sinici Spirulinu). V Givodu hodiny pedagog motivuje zéky hlavickou pracovniho listu
(obr. €. 43). S tim, Ze maji separovat modré barvivo, které je v ptirodé velice vzacné a
které se pouziva v potravinafstvi, napt. k barveni modrych lentilek firmy Nestlé¢. Samotny
postup si voli zaci sami ve skupinkdch na zdkladé vlastnich zkuSenosti s vlastnostmi
modrého barviva (rozpustnost ve vodném prostiedi). Studenti vytvaii hypotézy, navrhuji

ptislusny postup extrakce barviva a diskutuji ho s pedagogem. Po odsouhlaseni postup
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realizuji a sami vyhodnocuji zavéry. Nékterym skupindm se nepodafi extrahovat modré
barvivo. Zde je zapotiebi, na zavér prace v laboratofi, vést diskusi s celou tfidou o
vysledcich a dobrat se k zavéru, ze ve tfidé neméli vSichni stejnou tabletu, kterd by
obsahovala fykocyanin. Modré barvivo se do vody extrahuje. Svétle zelenou barvu ve
vodném extraktu Chlorelly zptsobuje chlorofyl a, ktery je obsazen v malém mnozstvi i

ve Spiruling.

Co lIze o¢ekavat a jak Zaky pripadné smérovat:

vodou, na zékladé znalosti o faktorech rozpustnosti latek, bohuzel se ale nic zdsadniho
nestane. Nakonec nékteré studenty napadne tabletu rozmélnit v tfeci misce a teprve poté
ji dat do kadinky s vodou, kdy se ziskd tmavé¢ zelend suspenze. K faktu, Ze se jedna o
suspenzi, je piipadn¢ dotazy navést. Na zdklad¢ piredchozi teoretické hodiny o
separa¢nich metodach resp. znalostech ze ZS dojdou Zaci k pouziti metody filtrace a
dostanou vysledny modry filtrat. Déle je tieba diskutovat pfitomnost chlorofylu a v obou

extraktech a pfitomnost fykocyaninu pouze ve filtratu z Chlorelly.

Dopliiujici otazky:
Jak sestavime filtracni aparaturu?
Pro¢ se suspenze a filtrat li$i barvou?

Jaky je rozdil barev obou filtrati a pro¢? Co myslite, ze obsahuji za barviva?

Obr. 43 — Ukazka grafické motivace k pracovnimu listu ¢. 2
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3.2.4 Pracovni list: Barviva a polarita latek

Barviva a polarita latek

T¥ida/roénik: 3. roénik (dle SVP Gymnazia Botigska)
Téma: Barviva a jejich polarita, rozd¢lovani slozek smési
Téma hodiny: Separa¢ni metody — extrakce, barviva, polarita latek
Vyukova metoda Demonstracni pokus, skupinova prace s pracovnim listem
Casova naroénost 45 minut
Z&k

e Na zdklad€ experimentu vysvétli princip extrakce
Vyukovy cil/e a e aplikuje znalosti o chemickych vazbach (polarita
ocekavany/é vystup/y vazeb)

e Umi rozdélit latky na zaklad€ struktury dle

polarity

Typ uéebny laboratoft resp. bézna ucebna (idedln¢ s digestoti)

e Biologie — sinice

o Kompetence k uceni — Uc¢itel umozni zakiim
praktické pozorovani, popis a interpretaci
vidéného na zakladné teoretickych poznatki

o Kompetence k FeSeni problémii — Ucitel vede
zaky k formulovanim hypotéz z demonstracniho
pokusu, analyzuje chybna feSeni a rozviji
metodiku spravného postupu

o Kompetence komunikativni — ucitel umoziuje
zaktim zdokonalovat verbalni vyjadiovani

o Kompetence socialni a personalni — Ucitel
vyuziva skupinové prace zaki, a tim rozviji jejich
schopnosti spoluprace a rozdélovani ¢innosti v
pracovnim tymu a vede je k odpovédnosti za
splnéni spolec¢ného tkolu.

Mezipredmétové vztahy,
priifezova témata a
klicové kompetence

Potiebné znalosti,
védomosti a pojmy
vztahujici se k tématu

» filtrace, extrakce, faktory ovliviiujici rozpousténi
latek — polarita chemickych vazeb

Pojmy nové vytvarené e barviva a jejich vlastnosti
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Pomtcky: tablety Spiruliny, laboratorni stojany, filtra¢ni
kruhy, nalevky, filtra¢ni papir, sklenéné ty€inky,
kadinky, tfeci misky s tlou¢kem,

Chemikalie: voda, ethanol, benzin

pracovni listy pro zaky

Materialné didaktické
prostiredky

Metodické pokyny:

Ucitel si pfipravi tii filtraCni aparatury, tablety Spiruliny, tfeci misku a tfi Erlenmayerovy
banky bez popisu s vodou, ethanolem a tfeti s benzinem. Na zacatku hodiny ucitel rozda
vSem zaklim pracovni listy, s kterymi pracuji po celou dobu vyucovaci hodiny. Ucitel
nechd zaky pracovat samostatné nebo ve skupinkach, poptipad¢ s celou tiidou kontroluje
a konzultuje spravné odpovédi. Ucitel ,,hlida* ¢as na feSeni uloh a piipadné odpovida
dotazy zakl a sméruje je navodnymi otazkami ke spravnym feSenim uloh. Kdyz ttida
dojde k 8. tkolu pracovniho listu, ucitel ud¢€la demonstracni experiment. Extrakci barviv
ze Spiruliny 3 riznymi rozpoustédly. Ucitel da do suchého filtraéniho papiru v nalevce
rozmélnénou tabletu Spiruliny, zalije rozpousStédlem a necha filtrovat. Ziska se benzinovy
zluty extrakt, modry vodny extrakt a zeleny ethanolovy extrakt. Zaci dokonéi pracovni
list, kde v zavéru navrhnou, v jakém rozpoustédle se nachdzi, které barvivo. V zavéru
hodiny pedagog shrne a zopakuje i pomoci ptilozené prezentace (pfiloha ¢. 8) feSeni

jednotlivych uloh.

Co lIze o¢ekavat a jak Zaky pripadné smérovat:
Muze se stat, Ze si néktefi Zaci nebudou védét rady s né€kterymi llohami. Tady se nabizi

fesit tyto ulohy spolec¢né jako ttida.

Doplitujici otazky

Jakou roli hraje elektronegativita v chemickych vazbach?

Muze byt latka nepolarni a zaroven mit polarni vazby v molekule?

Jak funguje metoda filtrace a extrakce a jakou ma/muze mit spojitost s polaritou latek a
rozpoustédla?

Jaké pigmenty obsahuji vzniklé filtraty?

Kde tyto pigmenty miZeme najit?
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Ukazka nékolika tloh z pracovniho listu

1. Sefad’te vazby podle vzriistajici polarity.
HiC—CH;  H3C—OH  H3C—NH,

2. Setad’te molekuly pode vzrastajici polarity

H, 9
. c H” H

HSC OH H3C, \CH3

HO—H  HsC—H

@ 0=C=0

Obr. 44 — Ukadzka vukolit v pracovnim listé — zadani 1. a 2. ukolu

6. Navrhnéte kritéria tfidéni barviv z alohy ¢. 1.

7. Najdéte rozdily ve vzorcich ¢islo:
(2)a(5):
(1), 3) a (6):

Obr. 45 — Ukadzka vukoli v pracovnim listé — zadani 6. a 7. ukolu

9. Zkus navrhnout, ktera barviva uéitel ziskal pomoci filtrace v riznych rozpoustédlech
(vybarvéte — nebo slovné zapiste — Erlenmeyerovy bariky dle odpovidajicich barev

extraktl a vypiste, které barvivo a rozpous§tédlo obsahuji).

Obr. 46 — Ukadzka ukolit v pracovnim listé — zadani 9. vkolu

3.2.5 Powerpointova prezentace Barviva

Byla vytvofena powerpointova prezentace (pfiloha ¢. 8) o 11 snimcich, jako

pomocny material pro ucitele pii kontrole spravnosti feseni ukolt z pracovniho listu.
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Metodické pokyny:

Ucitel si na zac¢atku nebo v pribéhu hodiny pfipravi prezentaci, aby mohl s Zaky rozebrat
spravna feSeni ukoll z pracovniho listu (ptiloha €. 7). 2. a 3. snimek prezentace obsahuje
ptehled jednotlivych barviv, které Spirulina obsahuje — nazvy a struktury. Na snimku ¢. 4
jsou pak uvedeny 4 zékladni typy chormofor — nazvy a struktury. Na snimku ¢. 5 a 6 je
zminéno déleni barviv ze Spirulinu, které jsou na snimich ¢. 2 a 3, dle chemické struktury.
Na snimku €. 9 je rozfazeni pfisluSnych barviv ze Spiruliny dle vzristajici polarity, na
snimku €.10 je pak totéz véetné pripomenuti struktur, aby ucitel mohl se zaky rozebrat
sefazeni barviv dle polarity na zakladé pfitomnosti funk¢énich skupin ve vzorcich barviv.
Na poslednim snimku je tabulka s vyslednymi barvami vSech extraktii a jejich obsahem,

také jsou pfiloZzeny fotografie, jak by mély vysledné extrakce vypadat.

54



4 Diskuse

V této casti bakalaiské prace jsou sepsdny komentite ke zjiSténym faktim,

zkuSenostem a problémlim, které se vyskytly v pritbéhu prace.
4.1 Diskuse Kk teoretické casti

Teoreticka ¢ast je souhrn fakti o Spiruliné a Chlorelle, pigmentech a laboratornich
technik, kterych je v praktické €asti vyuzito. Pedagog tyto informace miize vyuzit ke
tvorbé studijnich textl pro zaky, nez se vrhnou na samotné experimenty. Neni dulezité,
aby Zaci znali vSe, co je uvedeno, ale aby méli vSeobecny piehled o tom, co je Spirulina
a Chlorella a jejich dulezitosti v dneSnim modernim svéte jako bohaty zdroj bilkovin.

Také by méli védet, jaké druhy pigmentl existuji, jaka je jejich ptiblizna struktura

(dvojné vazby a funkéni skupiny) a jak se dané separacni metody provadi v laboratofi.
4.2 Diskuse k experimentalni ¢asti

Jak uz je vSeobecné¢ znamo, experiment je védeckd metoda, kterd ovétuje
hypotézu, ale kterd ne vzdy musi dopadnout podle naSich ptedstav. To byl ptipad mé
bakalatské prace, kde bylo dosazeno spoustu uspéchii ale i neuspéchii. Nekteré
experimenty byly zkouSeny nékolikrat, ale bylo dosazeno vzdy stejného vysledku.

U prvniho experimentu (Extrakce barviv riznymi rozpoustédly) ndm velice
zajimave vychazi Spirulina, kde vidime rizné barevné zmény a pro vyuku ve skole je tak
idedlnim vzorkem. Pozor pfi pofizovani tablet Spiruliny a Chlorelly, je nutno sledovat
etiketu obalu. Pokud pofidite smés Spiruliny a Chlorelly v jednom baleni, jak se stalo
v mém piipadé, filtrace a ocekdvané vysledky by nevychazely dle ocekévani. Chlorella
neni idealni barevnou ukdzkou, ale dé4 se vyuzit pii vyuce k vyvolani korigované diskuse
ohledn¢ vysledkii mezi zaky, pokud zakiim rozdame mix Spiruliny a Chlorelly pfi
laboratorni préci, jejich vysledky se budou liSit. Doporucuji pro filtraci pouzit pouze 1
tabletu, protoze obsahuje velké mnozstvi pigmentl a barva filtratu je dost intenzivni. Je
tieba pocitat s tim, Ze uplna filtrace trva delsi dobu a jemné Castice suspenze ucpavaji
filtra¢ni papir, nicméné to nastava az po cca 1/3 filtrované suspenze. Tedy vysledek je i

tak rychle patrny.
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Tento experiment, ke kterému jsem navrhnul zadani laboratorni prace 1 a 2, lze
provadét i doma, ¢ehoz se da vyuzit pfi distancni vyuce. Velice se mi libi, protoZe jsou
casové nendro¢né, jsou cenove dostupné, a hlavné pro oci velice zajimavé.

Druhy experiment (Separace barviv pomoci TLC chromatografie) neprobihal
prilis idedlné. Po filtraci suspenzi se vzorky nanesly na TLC desti¢ku a vyvijely se pomoci
riznych mobilnich fazi. A€ se vzorky nandsely opakované na TLC desticku (pro zvySeni
koncentrace vzorku), nékteré pigmenty, jako tfeba lutein, se dal pozorovat pouze na vlhké
TLC desticce. Po vysuseni desticky nas pozorovany pigment témet zmizel. Pii pouZivani
horkovzdusné pistole je dobré mifit pistoli z vétsi vzdalenosti, protoze pii velkém
zahtivani vodného extraktu Spiruliny, dochazi k denaturaci modrého pigmentu a vzorek
az z€ernd. V tomto experimentu jsem zkouSel provadét chromatografii na filtranim
papife a TLC destic¢ce. Osobné doporucuji TLC desti¢ku, protoze filtra¢ni papir nema
velkou brzdnou silu jako TLC desti¢ka a vSechny pigmenty putovaly spolu s mobilni fazi
az k celu.

Posledni experiment (Separace pigment Spiruliny a Chlorelly pomoci HPLC
chromatografu) byl nejkomplikovang;jsi. Pfi samotné vyrob¢ extraktli se nenaskytla témét
zadna komplikace. Hlavni problém se vyskytl az pfi zachytavani jednotlivych frakci,
které vytékaly z kolony. Nékteré frakce vytékaly v malém mnozstvi (2-3 kapky), které
byly zachytavany do eppendorfky, tudiz po ptevedeni do kiemenné kyvety, musely byt
doplnény methanolem, abych mohl pouzit spektrofotometr, ale diky doplnéni byly zase
ptili§ zfedéné. Vysledna spektra potom zobrazuji vyslednou absorbanci vzorkt a jejich
malé vykyvy a a€ jsem proméefoval nékteré natfedéné frakce nékolikrat, vzdy se na kiivce
vyskytla stejna chyba. K vytvotfeni idedlnich kifivek by bylo zapotfebi vytvofit
koncentrovanéjsi frakce, coz znamena provést separaci pomoci HPLC nékolikrat a stejné
frakce spojit dohromady, které by se nasledné proméfily ve spektrofotometru. Bohuzel,
naprava tohoto zjisténi, uz nebyla v mych casovych moznostech.

Na vytvofenych chromatografech mizeme vidét, Ze pti zachytavani jednotlivych
frakei, jsem nezachytaval pouze Cisté slozky, coz ovlivnilo a celkem zkomplikovalo
samotnou identifikaci barviv. Pro lepsi separaci bych pfisté volil mensi pratokovou
rychlost kolonou.

Celkové mohu vSechny tfi experimenty hodnotit jako UspéSné i pies vSechny

komplikace, které se vyskytly v pribéhu jejich ovéfovani. Vysledky se ukézaly jako
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vhodné pro navrhy materiali do vyuky chemie na SS. Na zakladé vysledkii danych

experimentl jsem vytvoril pracovni listy pro zaky a jejich feSeni pro pedagogy.

4.3 Diskuse k vytvorenym materialiim pro vyuku

Jednim z hlavnich cilii bakalaiské prace je navrh novych experimentti, vhodnych
do experimentalni vyuky chemie stfednich Skol. K témto navrzenym pokustm bylo
vytvofeno zadani dvou laboratornich praci a jejich autorské feseni pro pedagogy, které
mohou byt vyuzity riznymi didaktickymi metodami. V dnes$ni dob¢ se pfedevsim nejvice
mluvi o IBSE, tedy o badatelsky orientované vyuce, kterou jsem vyuzil pro navrh
laboratornich praci 1 a 2.

IBSE ma za cil jediné, aby zak na postup prace a jeji zavér piiSel sam, idedlné bez
pomoci pedagoga. Ucitel pouze poskytne zZakiim potiebny studijni material, aby zak byl
schopen ptfedem postup experimentu sdm navrhnout. Na zdkladé studijnich textd a
vysledkll z experimentu, zak sdm stanovi zavér prace. Nasledné po experimentalni ¢asti
hodiny je prostor pro diskusi mezi zaky, kterou moderuje a koriguje sam uditel. Zaci sdili
vysledky a zavéry mezi sebou. Konec¢ny a vysledny zavéer potvrdi ucitel.

Navrzené laboratorni prace jsou pro svou jednoduchost vhodné i pro vyuziti ve
vyuce chemie niz§ich ro¢nikd gymnazii a zdkladnich Skol.

Vysledky experimentu Extrakce barviv riznymi rozpoustédly vedly k mySlence
vytvofit pracovni list na téma polarity latek. Zaci si zopakuji zdkladni informace o polarité
chemické vazby a polarité latek a poté tyto znalosti aplikuji na konkrétnich barvivech.

Powerpointova prezentace na téma barviva, ma slouZit jako pomocny material pro
ucitele k vysvétleni dané problematiky. Nalezneme v ni struktury barviv, jejich zatfazeni

do skupiny chromofort, vzestupné sefazeni dle polarity a vysledky experimentu.
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5 Zavér

Ptedem stanovené cile bakalarské prace byly splnény.

e Byla sepsdna literarni reSerSe o Spiruling€, Chlorelle, barvivech a separacnich
metodach.

e Byly provedeny 3 typy experimentl — extrakce barviv, separace barviv pomoci
TLC a HPLC a identifikace barviv dle UV-Vis spekter

e Byly vytvofeny celkem 4 vyukové materidly: 2 navrhy laboratornich praci, 1
pracovni list a pfislusna autorska feSeni a také powerpointova prezentace pro
ucitele

e Bylo navrzeno zafazeni téchto vyukovych materialti do vyuky chemie na SS.

Pevné vérim a doufam, Ze tato bakaldiské prace je ptinosem k vyuce chemie na
SS a pedagogové nebudou otalet a sdhnou po téchto experimentech a ve své vyuce vyuziji
1 vytvofeny vice teoreticky pracovni list. Experimenty jsou velice zajimavé, levné, asoveé

nenaro¢né a nazorné. Zaky mohou védomostné obohatit a motivovat ke studiu chemie.
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Priloha ¢. 1: Extrakce barviv Spiruliny a Chlorelly riznymi rozpoustédly

1!

| “Liéﬁ\l'
Obr. 47 — Rozmelnéné tablety Spiruliny

v destilované vodé

e >
| -

Ho

&

Obr. 49 — Rozmelnéné tablety Spiruliny
v ohraté vode

-

| Bemain

&

Obr. 51 — Rozmelnéné tablety Spiruliny

v benzinu

/ Aceton
Obr. 53 — Rozmelneéné tablety Spiruliny

Vv acetonu

Obr. 55 Rozmélnené tablety Spiruliny

v ethanolu

/B
Obr. 48 — Vodny extrakt z tablet
Spiruliny

J
|

d

Obr. 50 — Extrakt z tablet Spiruliny
v ohraté vode

Obr. 52 — Benzinovy extrakt z tablet

Spiruliny

Obr. 54 — Acetonovy extrakt z tablet

Spiruliny

&

Obr. 56 — Ethanolovy extrakt z tablet

Spiruliny
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Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Hoe,

57 — Rozmelnené tablety Chlorelly

v destilované vode

= wat—a

59 — Rozmelnené tablety Chlorelly

v ohraté vodé

| Benain

61 — Rozmélnéné tablety Chlorelly

v benzinu

63 — Rozmélnéné tablety Chlorelly

Vv acetonu

65 — Rozmélnéné tablety Chlorelly

v ethanolu

Obr. 58 — Vodny Extrakt z tablet
Chlorelly

A

Obr. 60 — Extrakt z tablet Chlorelly

v ohraté vodé

Obr. 62 — Benzinovy extrakt z tablet
Chlorelly

i

&

Obr. 64 — Acetonovy extrakt z tablet
Chlorelly

Obr. 66 — Ethanolovy extrakt z tablet
Chlorelly
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Priloha €. 2: TLC extraktu z tablet Spiruliny a Chlorelly v riiznych

mobilnich fazich

Extrakty z tablet Spiruliny v benzinu, destilované vodé a ethanolu v mobilni fazi

benzin-izopropanol-voda v poméru 100:10:0,25 (Obr. 67, Obr. 68).

. O
0
Obr. 67 — TLC extraktit Spiruliny na Obr. 68 — TLC extraktit Spiruliny na
filtracnim papire desticce

Extrakty z tablet Chlorelly v benzinu, destilované vod¢ a ethanolu v mobilni fazi

benzin-izopropanol-voda v poméru 100:10:0,25 (Obr. 69 a Obr. 70).

. .
Obr. 69— TLC extraktu Chlorelly na Obr. 70— TLC extraktu Chlorelly na
. . desticce
filtracnim papire
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Extrakty z tablet Spiruliny (vlevo) a Chlorelly (vpravo) v ethanolu v mobilni fazi
ethanol (Obr. 71 a Obr. 72).

Obr. 71— TLC extraktu Spiruliny a Obr. 72 — TLC extraktu Spiruliny a

Chlorelly na filtracnim papire Chiorelly na desticce

Extrakty z tabelet Spiruliny (vlevo) a Chlorelly (vpravo) v ethanolu v mobilni fazi
benzin (Obr. 73 a Obr. 74).

Obr. 73 — TLC extraktu Spiruliny a Obr. 74 — TLC extraktu Spiruliny a

Chlorelly na filtracnim papire Chiorelly na desticce
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Extrakty z tablet Spiruliny (vlevo) a Chlorelly (vpravo) v ethanolu v mobilni fazi
benzin-ethanol v poméru 3:1 (Obr. 75 a Obr. 76)

il

Obr. 75 — TLC extrakty Spiruliny a Obr. 76 — TLC extrakty Spiruliny a

Chlorelly na filtracnim papire Chlorelly na desticce
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Ptiloha ¢&. 3: Spektra jednotlivych extrakti Spiruliny a Chlorelly

Vodny extrakt Spiruliny Extrakt Spiruliny v ethanolu
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Obr. 77 — Absorpcni spektra jednotlivych extraktii z tablet Spiruliny
Vodny extrakt Chlorelly Extrakt Chlorelly v ethanolu
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Obr. 78 — Absorpcni spektra jednotlivy

ch extraktii z tablet Chlorelly
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Priloha ¢. 4: Standardni absorpéni maxima barviv v methanolu

B — karoten 341 429 449 475
zeaxanthin 275 341 429 448 473
a — karoten 335 422 442 471
lutein 330 422 443 470
cryptoxanthin 272 447 473
echinenon 460
chlorofyl a 417 431 618 666
chlorofyl b 460 640
feofytin a 408 504 534 608 666
fykocyanin 500
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Priloha ¢. 5: Zadani laboratorni prace ¢. 1 — Extrakce fykocyaninu

z tablety Spiruliny

Fykocyanin je modré barvivo, které se vyskytuje u skrytének, ruduch a sinic. Je hlavni
sloZzkou sinice Spiruliny, ktera se péstuje v Japonsku na vyrobu vitaminovych tablet.
Fykocyanin ze Spiruliny se opét zacal pouzivat jako potravinarské barvivo na barveni
vyrobki ,,Smarties* od vyrobce Nestlé.

Ukol: Ziskejte modré barvivo z tablety Spiruliny. Navrhnéte postup experimentu a
zapiste cely protokol.

Pouzité metody:
Extrakce je délici metoda slouzici k oddélovani slozek ze smési vhodnym rozpoustédlem.

Od nerozpusténych slozek se rozpusténa slozka oddéli filtraci. Je zaloZena na rozdilné
rozpustnosti jednotlivych slozek ze smési.

69



Autorské feSeni Laboratorni prace €. 1: Extrakce fykocyaninu
z tablety Spiruliny

Fykocyanin je modré barvivo, které se vyskytuje u skrytének, ruduch a sinic. Je hlavni
sloZzkou sinice Spiruliny, kterd se péstuje v Japonsku na vyrobu vitaminovych tablet.
Fykocyanin ze Spiruliny se opét zacal pouzivat jako potravinafské barvivo na barveni
vyrobki ,,Smarties* od vyrobce Nestlé.

Ukol: Ziskejte modré barvivo z tablety Spiruliny. Navrhnéte postup experimentu a
zapiste cely protokol.

—
-

Rozmélnené tablety Spiruliny Vodny extrakt z tablet Spiruliny
v destilované vodeé (fvkocyanin)

PouZité metody: extrakce, filtrace
Extrakce je délici metoda slouzici k oddélovani slozek ze smési vhodnym rozpoustédlem.

Od nerozpusténych slozek se rozpusténa slozka oddéli filtraci. Je zaloZena na rozdilné
rozpustnosti jednotlivych slozek ze smési.
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Priloha ¢. 6: Zadani laboratorni prace ¢. 2 — Extrakce fykocyaninu

z tablety Spiruliny a Chlorelly

Spirulina (sinice) a Chlorella (fasa) jsou velice dulezité organismy, které se v dneSnim
modernim svété pouzivaji jako superpotraviny. Obsahuji mnoho dilezitych latek, jako
jsou vitaminy, bilkoviny, stopové prvky a pigmenty.

Jednou z hlavnich slozek Spiruliny je modré barvivo — fykocyanin. Toto barvivo se také
vyskytuje u skrytének a ruduch. Fykocyanin ze Spiruliny se opét zacal pouzivat jako
potravinaiské barvivo na barveni vyrobkil ,,Smarties” od vyrobce Nestlé. Chlorella
obsahuje nejvice chlorofylu ze vSech dosud znamych rostlin. Je bohatd na zelezo,
vitaminy a mineraly.

Ukol: Ziskejte modré barvivo z tablety. Navrhnéte postup experimentu a zapiste cely
protokol.

PouZité metody:

Extrakce je délici metoda slouzici k oddélovani slozek ze smési vhodnym
rozpoustédlem. Od nerozpusténych slozek se rozpusténa slozka oddéli filtraci. Je
zalozena na rozdilné rozpustnosti jednotlivych slozek ze smési.

71



Autorské feSeni laboratorni prace ¢. 2: Extrakce fykocyaninu z tablety
Spiruliny a Chlorelly

e ¥
>

@

b o

Spirulina (sinice) a Chlorella (fasa) jsou velice dulezité organismy, které se v dneSnim
modernim svété pouzivaji jako superpotraviny. Obsahuji mnoho dilezitych latek, jako
jsou vitaminy, bilkoviny, stopové prvky a barviva.

Jednou z hlavnich slozek Spiruliny je modré barvivo — fykocyanin. Toto barvivo se také
vyskytuje u skrytének a ruduch. Fykocyanin ze Spiruliny se opét zacal pouzivat jako
potravinaiské barvivo na barveni vyrobkil ,,Smarties” od vyrobce Nestlé. Chlorella
obsahuje nejvice chlorofylu ze vSech dosud znamych rostlin. Je bohatd na zelezo,
vitaminy a mineraly.

Ukol: Ziskejte modré barvivo z tablety. Navrhnéte postup experimentu a zapiste cely
protokol.

[ 18 St /8

. £

Rozmélnené tablety Spiruliny v destilované vodé | Vodny extrakt z tablet Spiruliny

HO ¢, o

Rozmélneéné tablety Chlorelly v destilované vode | Vodny Extrakt z tablet Chlorelly)
Vodny extrakt Spiruliny je modry, protoze obsahuje fykocyanin. Vodny extrakt
Chlorelly je zluty, protoze obsahuje chlorofyl a.

PouZité metody: extrakce, filtrace

Extrakce je délici metoda slouzici k oddélovani slozek ze smési vhodnym
rozpoustédlem. Od nerozpusténych slozek se rozpusténa slozka oddéli filtraci. Je
zalozena na rozdilné rozpustnosti jednotlivych slozek ze smési.
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Priloha €. 7 Pracovni list — Barviva a polarita latek

Rostlinna barviva jsou organické latky, které maji pro rostlinu zivotné dalezity vyznam.
V dnesni dobé se piirodni barviva pouzivaji v potravinafstvi, textilnim primyslu, jako
natérové hmoty, malifské potieby a jiné. Mezi nejzndmé;jsi barviva naptiklad patii:

CH CH3

HyC CH,-CHz

HsC CHs

/Cﬁz COOCH; 0

(e]0]]
(1) Lutein Fel
Hé‘ Hz Ha Hp Hp H, H>
~ _C C._H _C C._H_C C._H
R s ety pimngdHading pmagHie
H, [ Ha [ H, \
CHs CHs CHs

CH;

HaC

(2) Chlorofyl a

(3) B-karoten

(4) Fykocyanin

H,C.
CH CHO

HaC CH,-CHs

HsC CHj

H2C .

/C{,Q coocH; O
C

00
H;C/
HCI H, H, Hy Hy H, H,

N C._H_C C._H_C C._H

C/ \C/ \C/ \C/ \o/ et \C/

Hp | Ho | Ha |

C
CHj CHj CHs

CH3

HaC

(5) Echinenon (6) Chlorofyl b
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1. Sefad’te vazby podle vzristajici polarity.
H3C—CHs H;C—OH H3C—NH» HO—H H;C—H

2. Setad’te molekuly pode vzriistajici polarity

g i © 0=C=0
C C H H =L=
H,C~ ~OH HsC” "CHj, @

3. Zakrouzkujte polarni vazby ve vzorcich barviv v tloze €. 1.

\
/

4. Setad’te barviva dle rozboru struktury od nejméné polarni po nejpolarné;jsi.

Lutein Chlorofyl a p-karoten Fykocyanin ~ Chlorofyl b Echinenon

5. Setad’te dand rozpoustédla dle vzristajici polarity.
Benzin Voda Aceton Ethanol

6. Navrhnéte kritéria tfidéni barviv z tlohy ¢. 1.

7. Najdéte rozdily ve vzorcich &islo:

(2)a(5):

(1), (3) a (6):

8. Pozorné sledujte demonstra¢ni experiment, ktery ucitel provede.

9. Zkus navrhnout, ktera barviva ucitel ziskal pomoci filtrace v riznych rozpoustédlech

(vybarvéte — nebo slovné zapiSte — Erlenmeyerovy barky dle odpovidajicich barev
extraktli a vypiste, které barvivo a rozpoustédlo obsahuyji).
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Autorské feSeni pracovniho listu: Barviva a polarita latek

(1) Lutein é Hp  Hp  Hp  Hp  Hy Hy
HCH C. C. H_-C C. H_-C C._H _-CHs
Ser S NS NN SN
HiC Hz [ H; [ H |
CHy CH; CHa

(3) B-karoten

H;C

2
@ cooc
He

| W H: Hy H2  Hp  Hy

HC c c c c c c CH
N e S IR e e Y
HaC Hz | Hz | Ha |
CHy CHy CHy
(5) Echinenon (6) Chlorofyl b
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1. Sefad’te vazby podle vzristajici polarity.
H3C—CHs H;C—OH H3C—NH» HO—H H3C—H

2. Setad’te molekuly podle vzriistajici polarity

Ha o o
o L H” ™H 0=C=0
P /C\
HiC OH HsC™ “CH;3

3. Zakrouzkujte polarni vazby ve vzorcich barviv v uloze €. 1.
4. Setad’te barviva dle rozboru struktury od nejméné polarni po nejpolarné;jsi.

Lutein Chlorofyl a B-karoten Fykocyanin ~ Chlorofyl b Echinenon
5 3 1 6 4 2

5. Setad’te dand rozpoustédla dle vzristajici polarity.

Benzin Voda Aceton Ethanol
1 4 2 3

6. Navrhnéte kritéria tfidéni barviv z ulohy ¢. 1.

Nékolik kritérii tfidéni barviv (mtiZe jich byt daleko vice):
e struktura — polyeny, pyrolové cykly
e funkéni skupiny
e piitomnost dusiku ¢i hot¢iku v molekule
e heterocykly
e kyslikaté derivaty
e amnoh¢ dalsi...

7. Najdéte rozdily ve vzorcich:

(2) a (6): Chlorofyl b obsahuje ve své molekule aldehydovou skupinu, zatimco chlorofyl
a misto této funkcni skupiny obsahuje pouze methyl.

(1), (3) a (5): Tyto pigmenty se 1i8i substituenty na cyklickych koncich molekul. Lutein

obsahuje dv¢ alkoholové skupiny, f-karoten neobsahuje Zadny navazany kyslik a echinon
obsahuje pouze jeden kyslik navazany dvojnou vazbou, tedy karbonylovou skupinu.

76



8. Pozorné sledujte demonstracni experiment, ktery ucitel provede.
Timto experimentem vzniknou 3 extrakty zluté, zelené a modré barvy viz. metodické

pokyny.

9. Zkus navrhnout, kterd barviva ucitel ziskal pomoci filtrace v riznych rozpoustédlech
(vybarvéte — nebo slovné zapiste — erlenmeyerovy banky dle odpovidajicich barev
extraktl a vypiste, které barvivo a rozpoustédlo obsahuji).

Vsechny suspenze tablet Spiruliny v destilované vodé, ethanolu a benzinu jsou tmavée
zelené. Barevné jsou zajimavé filtraty, které se lisi barevné. Zaci dle znalosti o polarité a
z ptedchozich kapitol vyvodi, ze nepolarni rozpoustédlo — benzin, bude obsahovat
nepoléarni barvivo - f-karoten a Ze nejpolarnéjsi rozpoustédlo — voda, bude obsahovat
nejpolarnéjsi barvivo fykocyanin a chlorofyl a, ktery se ale na celkové barvé extraktu
nepodili. Nejvétsi obsah barviv mé ethanolovy extrakt, ktery obsahuje lutein, zeaxanthin,
chlorofyl, chlorofyl b, chlorofyl a, feofytin a.

|

Benzinovy extrakt z tablet | Ethanolovy extrakt z tablet Vodny extrakt z tablet
Spiruliny Spiruliny Spiruliny

polarita roste ve sméru Sipky
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Priloha €. 8: Powerpointova prezentace Barviva

Barviva

Vzorce barviv
Chlorofyl a Fykocyanin Chlorofyl b

Echinenon

CHy
HiG_ CHy GHs CHy rﬁj
e Sy, AM‘H—‘*”“‘V'}\‘T"“‘V ~
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"CHy
Zeaxanthin
Lutein - ” cu.\_ ~_OH
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HsC, Chs EHy CH, B mcxc"_‘f__ R P e B o e ok d
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| : o H H H;C CH
HO™ s CH; CHy HiC CHy HO™ ™~ ™ CHy CHy CHy MG
Cryptoxanthin
HC.
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Vzorce barviv

Chlorofyl a Fykocyanin Chlorofyl b
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Rozdéleni dle chemické struktury

’ azobarviva — methylorani ,‘ arylmethanova barviva — fuchsin
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Rozdéleni dle chemické struktury O

o
[ prrenovs barvia: fvoroiy O
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Vzorce barviv obsaZzené ve Spiruliné a Chlorelle
(polyeny)

Echinenon PB-karoten
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Vzorce barviv obsaZené ve Spiruliné a Chlorelle
(pyrrolova barviva)
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Chlorofyl a Zeaxanthin Fykocyanin

f-karoten
Echinenon Chlorofyl b Lutein
Polarita roste ve smé&ru Zipky
Chlorofyl a Lutein
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Barviva obsazena v extraktech Spiruliny a Chlorelly

I Rozpousttdlo Voda Ethanol Benzin
lutein, zeaxanthin,
: o chlorofyl, chlorofyl b,
Pigmenty fykocyanin, chlorofyl a chlorofyl s, p-karoken, [i-karoten
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Viodny extrakt z tablet Ethanalovy extrakt z tablet Benzinowy extrakt z tablet
Spiruliny Spiruliny Spiruliny
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