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Tato diplomova prace se zabyva studiem betulinu, ktery je obsazen v kire bfizy
bélokoré a zaroven na ni parazitujici houbé rezavce Sikmého. Betulin je farmakologicky a
biologicky aktivni latka, ktera zacina byt pro tento prlmysl ¢im dal vice zajimavéjsi. 1zolace
této latky a nasledné provedeni jednoduchych TLC je zafazeno do laboratorniho cviceni

z organické chemie. Tato triterpenicka latka je na katedfe FPE ZCU zkoumana dlouhodobé.

Tato prace ma na zakladé prostudované literatury a ziskanych zkusenosti z pfedchozi
bakalafské prace, zavedenim zakladnich laboratornich operaci, ovéfit prfitomnost betulinu
v parazitujicich houbach. Ukolem je pomoci TLC ovéfFit, zda parazitujici houby na bfezové
kQre obsahuji jako jednu z mnoha svych obsahovych latek betulin a ndsledné se pokusit o

jeho izolaci.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 BETULIN

Betulin (lup-20(29)-en-3B,28-diol) patfi mezi pentacyklické triterpenoidy a lze jej
povaZovat za prvni biologicky aktivni latku, ktera byla extrahovana z rostlinného zdroje
v primyslovém meéfritku. Jednd se o bily krystalicky prasek bez zdpachu. Je zcela
nerozpustny ve vodé, odolny vUci kysliku a slune¢nimu zareni. Betulin se vyznacuje nizkou
rozpustnosti v nepolarnich rozpoustédlech. Relativné dobrou rozpustnost ma ve vroucich

alkoholech, etheru nebo chloroformu.

Betulin se nejcastéji vyskytuje ve vnéjsi kdre mnoha druhl bfiz napfiklad: bfiza
bélokora (Betula pendula), bfiza pytita (Betula pubescens). Obsah betulinu ve vnéjsi kire
se znacné lisi v zavislosti na druhu bfizy, stafi stromu, ro¢nim obdobi ¢i misté ristu. Autofi

tohoto ¢lanku uvadéji, Ze se jeho obsah pohybuje v 10 - 40% rozmezim?.

NejcastéjsSimi metodami na ziskani betulinu je extrakce organickymi rozpoustédly.
Vysledny produkt obsahuje kromé betulinu i lupeol a jiné jejich vyznamné derivaty. Proto

je potieba zavadét dalsi ¢isténi k jeho izolaci?.

Ve strukture betulinu Ize naleznout tfi aktivni pozice. Sekunddarni hydroxylova skupina
na C-3, primarni hydroxylova skupina na C-28 a dvojna vazba C=C na C-20. Je zde mozné
provadét chemické premény za ucelem ziskani rliznych typ( derivati. Naptiklad oxidaci
hydroxylové skupiny C-28 muze byt betulin pfreménén na aktivnéjsi derivat kyselinu
betulinovou (kyselina 3B-hydroxy-lup-20(29)-en-28-ova)*.

Betulin spole¢né s kyselinou betulinovou maji Siroké spektrum biologickych a

.....

antineoplastické, antimykotické a antimikrobidlni G¢inky3.
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Obrazek 1: Strukturni vzorec betulinu (prevzato z 2)

1.1.1 BETULIN V BREZOVE KURE

Bfiza je velmi zndma svymi |éCivymi vlastnostmi. Napriklad olej vyrabény z bfezové
klry se vyuzival na lé¢bu koZznich onemocnéni jako je napfiklad ekzém ¢i lupénka. Nebo
k pfipraveé cajl z biezové kary jiz za domorodych Ameri¢an(, ktefi tim IécCili infekce traviciho
traktu®.

Nékolik vyzkumU odhalilo, Ze podstatnou ¢ast kary a listl tvoti triterpenoidy, kterych
existuje velkd fada. Jednou znich je lupeolovd fada, kterd patfi mezi farmalogicky

vyznamné latky. Soucéasti této Fady je betulin a kyselina betulinova3.

Dehelean a kolektiv* se ve své praci pokusili maximalizovat vytéZzek betulinu z klry
bfizy bélokoré (Betula pendula). Vyuzili vSech dostupnych informaci o extrakci brezové klry

a podafilo se jim extrahovat pres 90 % této ucinné latky.

Vnéjsi ¢ast brezové klry tvofi betulin, ktery ji poskytuje bilou barvu. Rostliny syntetizuji
tento triterpen z divodu ochrany pred vnéjsim okolim a hromadi si jej vyhradné na vnéjsi

&asti. Ochrana je predevsim proti bakteriim a plisnim, ale i proti hmyzu ¢ houbam?.

1.2 REZAVEC SIKMY (INONOTUS OBLIQUUS)

Rezavec Sikmy (/nonotus obliquus) je parazitickd stopkovytrusnd houba z celedi
Hymenochetaceae (kozovkovité). Nejcastéji napadd dreviny z listnatych stromd zrodu
Betula (btiza). V mensi mife napada dreviny z rodu Quercus (dub), Populus (topol) nebo

Alnus (olse). M4 Sikmé péry, podle kterych pochazi i jeho druhové jméno Sikmy (obliquus).
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Persoon v roce 1801 poprvé popsal a identifikoval rezavce Sikmého a dal mu ndzev Boletus

obliquus. Soucasné pojmenovani Inonotus Obliquus mu dal v roce 1942 Pilat>.

Tento druh houby je popisovan prozatim pouze na severni polokouli. Nej¢asté;si
vyskyt je zejména v Kanadé, na Ukrajiné, na Sibiti, v Ciné a také v Evropé, a to prevainé

severni a vychodni ¢asti kontinentu®.

Vytazky z rezavce Sikmého se nejcastéji pouzivaji v ¢inské a ruské mediciné. Maji
priznivé ucinky na metabolismus lipid( a srdecni ¢innost. Zaroven je hojné vyuzivan pro své
antibakteridlni, protizanétlivé, antioxida¢ni a antitumoralni u¢inky>.

o7 ee

acinky. Patfi sem polysacharidy, triterpeny a polyfenoly. Podle Nikitina® bylo z rezavce
Sikmého izolovano asi 40 triterpenoidnich sloucenin lanostanové fady. Mezi vyznamnéjsi
patfi lanosterol a jeho derivat inotodiol, ktery ma antiprolifera¢ni vlastnosti. Ddle
lupenon. A v neposledni fadé ve stopovém mnoZstvi steroidni slouceniny, mezi které

naptiklad patfi ergosterol a cholesterol®.

1.2.1 BETULIN V REZAVCI SIKMEM

Podle kanadské studie’ je nejidealnéjsim obdobim pro sbér rezavce $ikmého podzim.
Tato studie zkoumala 3 vybrané stromy po cely rok a nasledné provedla sérii nékolika
extrakci. Extrakce vodou za laboratornich podminek a za teploty 70 °C. A extrakce
ethanolem za laboratornich podminek a za teploty 50 °C. Tyto teploty byly zvoleny
zamérné, aby se predeslo pripadnému prehiati béhem extrakci, a tim mozné degradaci
nékterych obsahovych sloZzek. Pro vSechny extrakce bylo odvazeno 1 g jemné rozemletého
rezavce Sikmého, ktery byl smichan s 10 ml ptislusného rozpoustédla a byl michan po dobu
24 hodin. Vodné extrakty byly lyofilizovany a ethanolové extrakty byly odpafeny proudem
vzduchu a poté vysuseny ve vakuu do konstantni hmotnosti. Betulin byl stanovovan pomoci
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. A byl detekovan pti m/z 443,5

(cit.”).
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Pro vodné extrakty byl betulin obsazen pouze v podzimovém sbéru a pouze pfi

extrakci za teploty 70 °C. Jeho koncentrace byla pouhych 0,6 ng/ml (cit.”).

Pro ethanolové extrakty byl betulin obsazen ve vSech sbérech. Nejvice byl obsazen
v zimnim sbéru a v podzimovém sbéru. Nejvétsi koncentrace dosahovala 90,49 ng/ml

v zimnim sbéru pFi extrakci za laboratornich podminek’.

Podle této studie bylo usouzeno vyuZit téchto dvou rozpoustédel pro extrakci
zkoumaného materidlu, tedy voda a ethanol. Dale bylo vyuZito poznatku o jemném

rozemleti rezavce sikmého.

1.3 TROUDNATEC KOPYTOVITY (FOMES FOMENTARIUS)

Troudnatec kopytovity (Fomes fomentarius) je dfevokazna houba pattici do celedi
Polyporaceae (chorosovité). Podle svého tvaru pripominajiciho kopyto, dostala svdj
druhovy nazev kopitovity. Jednd se o velmi lehkou a dlouholetou houbu, kterd mize
dorulstat aZz do Sirky 50 cm. Nejcastéji se v Evropé vyskytuje na listnatych drevinach z rodu

Betula (bfiza) a Fagus (buk)2.

Podle Bal® méa troudnatec kopytovity znaéné |1é¢ivé vlastnosti. V rliznych studiich se
pouzivaji rozdilna rozpoustédla a stanovuji se rizné farmakologické ucinky. Nej¢astéjsimi

rozpoustédly jsou voda a ethanol.

U ethanolovych extraktl byly zjistény antimikrobidlni, protiplisnové a antioxidacni
ucinky. U vodnych extraktl byly zjistény antioxidacni, antimikrobidlni, antibakteridlni a
protizanétlivé ucinky?®.

Zavérem téchto vysledku lze Fici, Ze troudnatec kopytovity ma |écebny potencial.
Studie 1° se mimo jiné zabyvala obsahovymi latkami. Bylo zjisténo, Ze dominantni slozkou
troudnatce kopytovitého jsou polysacharidy ndsledovany proteiny, a v neposledni radé i

lipidy. Nejvice obsazenou latkou mezi polysacharidy byl B-glukan a mannan.
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1.4 LABORATORNI METODY

1.4.1 EXTRAKCE

Extrakce vyuZiva déleni latek prechodem do kapalné faze, které byly plivodné v

pevné fazi nebo v jiné kapalné fazi.!!

V této diplomové praci bylo vyuZito pouze extrakce pevné faze do kapalné. A pouze

dvou typl extrakce: macerace a kontinualni extrakce v Soxhletové extraktoru.

Ucinnost extrakce pevné latky kapalinou je déna rozpustnosti a rychlosti ptechodu
latky z jedné faze do druhé. Rozpustnost Ize ovlivnit vybérem rozpoustédla. Rozpoustédlo
vybirdme tak, aby do roztoku prechazela prevainé Zadana sloucenina a ostatni latky
zUstavaly v pevné fazi. Rychlost prechodu latky z pevné faze do kapalné faze je dana
prevazneé rychlosti, kterou kapalina pronika do pevné faze a rychlosti odstranovani latky ze
sty¢né plochy. Heterogenni rovnovahy na rozhrani pevné a kapalné faze lze dosahnout
obtizné. K rovnovdinému stavu lze dopomoci zvétSenim povrchu pevné faze, Upravou
vzorku mletim, pfrivadénim stale Cerstvého rozpoustédla na sty¢nou plochu, které muze
probihat pouhym michanim nebo pfi kontinudlnich extrakci neustalé cerstvym

regenerovanym rozpoustédlem?:,

Macerace patfi mezi nejjednodussi typy extrakce. Pevnd fdze se smichd
s rozpoustédlem a zfiltruje se. Stupen extrakce se zvysi namletim pevné latky, prebytkem
rozpoustédla nebo michanim. Opakovand macerace mensimi davkami rozpoustédla
poskytuje vétsi vytéZzek nez macerace provedenda celym mnozstvim rozpoustédla. Pokud by

se tento postup provadél za zvy$ené teploty, nazyva se digesce!?.

Kontinudlni extraktory byly zkonstruovany zdlvodu casté potreby, aby
rozpoustédlo bylo ve styku s materidlem po dobu nékolika hodin. Pracuji periodicky a
automaticky s relativné malym mnozZstvim rozpoustédla. Velkym prinosem je, zZe

kontinudlni extraktory mohou pracovat bez soustavného dohledu®!.

Extraktor podle Soxhleta se sklada z varné bariky, extrakéni nadoby a chladice, které
jsou vzajemné spojené zabrusovym spojem, které zajistuji vétsi bezpecnost. Korkovy spoj
je méné vhodny z dldvodu uniku rozpoustédla. Kaucukovy spoj je zcela nepfipustny

z dGvodu napadani organickymi rozpoustédly a ndslednym znecisténim produktall.
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Material k extrakci se umisti do extrakéniho prostoru budto ve specialni papirové
patroné, nebo pfimo do extrakéniho prostoru, kde je potfeba zamezit iniku materialu do
varné barky. Rozpoustédlo z varné banky destiluje Sirokou spojovaci trubici. Ve zpétném
chladici dochazi ke zkondenzovani par. Rozpoustédlo nasledné kape na materidl umistény
v extrakénim prostoru. Po naplnéni extrakéniho prostoru do vySe ohybu prepadové

trubicky extrakt pfetede zpét do varné bariky a cely pochod se opakuje!?.

== zpétny chladi¢

- extrakéni nadoba

piepadova trubice

para

rozpoustédlo

-~ varna barika

Obrazek 2: Schéma Soxhletova extraktoru (pievzato z 12)

1.4.2 DESTILACE

Destilace je délici pochod, ktery se zaklada na rozdilu sloZeni kapaliny a pary, ktera
je z ni vytvorena. Nejcastéji se vyuziva k Cisténi kapalnych latek neboli k oddéleni kapaliny
od méné tékavych primési. Ddle se destilace vyuziva k déleni smési kapalnych latek o
rizném bodu varu. Prostou destilaci se prevede kapalina dodanim tepla v paru, ktera je
kondenzovéna v oddélené ¢asti pristroje. Uplné oddéleni nastava jen tehdy, je-li pfimés
netékava nebo je-li rozdil bodl varu primérené velky (150 °C). Prosté destilace je vhodné

vyuzit k oddestilovani rozpoustédla od zcela netékavého zbytku?!?.
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Pti destilovani Cisté latky je bod varu konstantni a nedochazi k déleni, nebot sloZzeni

kapalné i parni faze je totéz'!

Nejjednodussi zafizeni se sklada z destilacni barky, nejcastéji kulovitého tvaru,
chladice a jimadla. Jako nejvhodnéjsi chladic Ize pouzit Liebiglv chladic. Jiné typy chladici
(kulickovy, spirdlovy aj.) se zpravidla nevyuzivaji, jelikoz zadrzuji velké mnoZstvi destilatu.
Nejvyhodnéjsi a nejpohodInéjsi je prace s celosklenénymi aparaturami, které jsou opatreny
normalizovanymi zabrusy. Diky tomu lze zamezit ztrdtam, znecisténi a opotrebeni

kauéukovych &i korkovych materiala*!

Provedeni destilace je jednoduché. Barika se pini kapalinou maximalné do dvou
tretin. K zamezeni prehfivani destilované kapaliny se do bariky vklada varny kaminek, t;j.
kousek porézniho materidlu (napf. porceldn). Varné kaminky jsou zdrojem bublinek
vzduchu, které podporuji klidny a pravidelny var. Bouchani kapaliny pfi utajeném varu
mUzZe byt velmi nebezpecné. MliZe dochazet ke vzkypéni kapaliny, které maze u hotlavych

ldtek zpGsobit pozart.

V této diplomové praci bylo vyuzivano destilace k zahusténi ethanolovych extraktd

Obrazek 3: Schéma destila¢ni aparatury

10
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1.4.3 TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE

Chromatografie patfi mezi separalni metody, které se pouZivaji k analytickym i
preparativnim Gceldm. Smés se déli na zdkladé odliSné migrace sloZek v systému
stacionarni (nepohyblivé) faze a mobilni (pohyblivé) faze. Mobilni faze je tvorena kapalinou,
potom se jednd o kapalinovou chromatografii, nebo plynem pro plynovou chromatografii.
Staciondrni faze je pak tvorena bud pevnou latkou nebo kapalinou, kterd je zachycena na

pevném poréznim materialu®3,

Tenkovrstva chromatografie pattfi mezi plandrni (plosné) chromatografie. Jako
stacionarni faze je vyuZivdn jemnozrnny sorbent. NejcastéjSi realizace tenkovrstvé
chromatografie je jako adsorb¢ni chromatografie, sorbent je fixovany vhodnym pojivem

v tenké vrstvi¢ce na podkladovou desku®3.

Ke chromatografii Ize pfistoupit pouze, pokud je stacionarni faze dokonale sucha.
Zkoumana latka se prevede na roztok, ktery se nandsi kapildrou na pfedem oznaceny start.
Tercik vytvoreny dotykem kapilary by mél byt co nejmensi. Po odpareni rozpoustédla se
deska vklada do chromatografické komory, ve které nesmi byt uroven mobilni faze vyssi,
neZ je Uroven startu chromatografické desky. Aby nedochdzelo k nezadoucim jeviim, musi
byt komora po dobu vzlinani mobilni faze uzaviena. Chromatografie se ukonci vyjmutim
desky, kdyz c¢elo mobilni faze dospéje k nékolika milimetrim od okraje. Metod pro detekci
existuje celd rada. Pro nebarevné organické latky a pfi pouziti silikagelu jako stacionarni
faze lze vyuzit vypaleni na elektrickém vafrici. Posttik desky 10 % kyselinou sirovou tento
proces zrychli a zvyrazni. Kyselina sirova zpUsobi dehydrataci (zuhelnaténi) organickych

latek?3.

UraZena vzdalenost skvrn zavisi na polarité samotné latky a polarité mobilni faze.
Latky, které jsou polarnéjsi se vice zadrzuji polarnimi skupinami stacionarni faze. Pti pouziti
mobilni faze s vysokou polaritou urazi latka vetsi vzdalenost a zdroven se vice rozmyva.

Vzdalenost se vyjadfuje pomoci veliiny Re (retardaéni faktor) viz podkapitola 1.4.3.1 (cit.3).

Preparativni tenkovrstvd chromatografie se od analytické lisi v rozmérech, kdy
nejCastéjsi rozmér desky je 20 x 20 cm. Dalsim rozdilem je zpUsob naneseni roztoku vzorku,
ktery se nanasi jako souvisly prouzek o Sifce cca 3 mm. Nejcastéji se na chromatografickou

desku nanasi baldnkem nebo injekéni stfikackou. Metod pro detekci je velkd rfada stejné
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jako u analytického provedeni. Pro nebarevné organické latky lze vyuzZit elektricky
Zzhaveného odporového dratu. Dotyk se provadi kolmo na naneseny souvisly prouzZek.
Mista, kde se nachazi délené smési, v disledku zuhelnaténi organické latky, zhnédnou. Tato
mista je nutné si oznacit, jelikoZz pred sejmutim adsorbentu je nutné z desky odstranit
zuhelnaténou ¢3st. Pro izolaci jednotlivych délenych latek se vyuzije chromatografickych

trubic k extrakci, kam se vsype rozmélnény oznadeny pruh adsorbentu®3.

1.4.3.1 Retardacni faktor

Retardacni faktor se znaci Rr a jedna se o bezrozmérnou veli¢inu, kterd nabyva hodnot
od 0 do 1, kde latky zlstavajici na startu maji hodnotu 0 a latky postupujici s ¢elem

rozpous$tédla maji hodnotu 1 (cit.3).

Re-hodnota latky je pomérem vzddlenosti, kterou urazi skvrna od startu za urcity
Casovy interval a vzdalenosti, kterou urazi od startu ¢elo rozpoustédla za stejny casovy

intervalll.

vzdalenost stredu skvrny od startu a

Je dén vztahem Ry = ==
F vzdalenost Cela rozpoustédla od startu b

Obrazek 4: Vyhodnoceni chromatogramu Rr (prevzato z 14)
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1.4.3.2 Adsorbenty

Adsorbenty jsou latky, které lze wyuzZit pfi chromatografii jako stacionarni
(nepohyblivé) faze. Vhodny adsorbent musi spliovat znacnou fadu poZadavkd. Mezi
nejdulezitéjSi poZadavek patfi co nejvétsi kapacita neboli musi mit co nejvétsi aktivni
povrch. Velky aktivni povrch je ddn znacnou podrovitosti, coz napriklad plati pro nejvice
vyuZivany silikagel, nebo vysokou disperzi neboli nepatrnou velikosti ¢astic. DalSim
pozadavkem je stejnomérnost zrnéni, které zplsobuje lepsi prichodnost a zdroven lepsi
déleni latek. Pokud by adsorbent mél rlzné velikosti zrn, dochazelo by ke zvySenému

odporu, jelikoZz mensi zrna by vyplriovala mezery mezi vétsimi zrny**.

Velmi dllezitym pozZadavkem je inertnost adsorbentu. Nesmi se v pouzitém
rozpoustédle rozpoustét nebo snim dokonce reagovat. Zaroven nesmi reagovat

s kteroukoliv ze zkoumanych sloZek, &i plsobit na nékterou ze sloZek jako katalyzator?!®.

Posledni pozadavek je na selektivnost adsorbentu, kterd ma zplsobit co nejvétsi
rozdily v adsorptivité jednotlivych latek. Pokud by byl material pfilis aktivni, poutal by
pevné veskeré latky a tim se neprojevi rozdily mezi latkami. A naopak, pokud by byl

adsorbent mélo aktivni, nedochazelo by k Zadnému déleni®*.

Adsorbent( je velka rada a Ize je rozdélit do dvou skupin podle jejich vlastnosti: polarni
(hydrofilni) a nepoldrni (hydrofobni). Polarni adsorbenty, jak je z ndazvu patrné, maji
znacnou afinitu kvodé a polarnim rozpoustédlim. Jsou tvoreny prevainou vétsinou
adsorbentl (napfiklad oxidy, hydroxidy aj.). Nepoldrni adsorbenty maji znacnou afinitu

k nepolarnim rozpoustédliim a patfi mezi né rizné druhy aktivniho uhli*!.

Pfi této diplomové praci byl vyuZivan pouze silikagel, ktery patfi mezi polarni
adsorbenty s vysokou adsorbcni schopnosti a zaroven patfi mezi nejbéinéji vyuZivany

adsorbent.

1.4.3.3 Rozpoustédla

Rozpoustédla jsou latky, které lze vyuzit pfi chromatografii jako mobilni (pohyblivé)
faze. Rozpoustédla jsou téz zachycovana adsorbentem, proto zna¢nou mirou ovliviuji

pevnost adsorpce délenych latek. Plati: ¢im vice je rozpoustédlo polarni, tim pevnéji je
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zachycovano v polarnim adsorbentu. Pro nepolarni latky funguje tato zdkonitost opacné.

Molekuly adsorbované latky a rozpoustédla mezi sebou soutéZi v adsorpci na aktivnim

povrchu. Cim vice je adsorpéni latka polarn&jsi nei pouZité rozpoustédlo, tim pevnéji je

poutana. Proto byla roku 1940 sestavena tzv. eluotropicka fada, o jejiz sestaveni ma

nejvétsi zdsluhu Trappe. Tato fada je sestavena z béinych rozpoustédel podle klesajici

adsorptivity na poldrnich adsorbentech viz tabulka ¢. 1 (cit.'1).

Tabulka 1: Eluotropicka rada podle Trappeho (prevzato z 11)

Rozpoustédlo

Rozpustnost vody

Povrchové napéti

Dielektricka

v rozpoustédle voda - rozpoustédlo | konstanta

(g ve 100 g) (dyn/cm)
Voda oo - 81,0
Methanol oo - 31,2
Ethanol oo - 25,8
Propanol oo - 22,2
Aceton oo - 21,5
Ethyl-acetat 3,0 6,3 6,1
Ethylether 1,3 9,7 4,4
Chloroform 0,1 27,7 5,2
Methylenchlorid - - -
Benzen 0,06 32,6 2,3
Toluen 0,04 36,0 2,3
Trichlorethylen 0,02 - -
Tetrachlormethan 0,01 43,4 2,2
Cyklohexan 0,01 - 2,0
N-hexan 0,007 50,4 1,88
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NejvySe postavena rozpoustédla v eluotropické fadé jsou nejvyhodnéjsimi eluenty.

A nejnize postavena rozpoustédla jsou vhodna pro jemné;jsi chromatografické déleni’.

Jako u adsorbentl plati pro rozpoustédla nékolik pozadavk(. Prvnim zdsadnim
pozadavkem je, aby délené latky byly vdaném rozpoustédle rozpustné. Druhym
pozadavkem je, aby délené latky na adsorbentu nebyly poutany pfilis malo, ani pfiliS pevné.
V prvnim pripadé by veskeré latky vzlinaly s ¢elem rozpoustédel. Naopak v druhém pfipadé

by veskeré latky zUstaly na startu®?.

Pokud je potfeba rozdily mezi jednotlivymi ¢leny eluotropické fady zmensit, pouZiva
se smés dvou rozpoustédel. Pfidavky polarnéjsiho rozpoustédla k méné polarnimu je nutné

stupfiovat velice pomalu. Smés se rychle bliZi k vlastnostem poldrnéjsiho rozpoustédla®l.

Je nutné, aby pfi chromatografii bylo vyuZivano pouze rozpoustédel v maximalni Cistoté!.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentdlni ¢ast bude vénovdna predevsim vzorku rezavce Sikmého (/nonotus
obliquus), ktery byl jiz vyuZivan v pfedchozi bakaldrské praci'®. Veskeré snahy o nalezeni
dalsiho vzorku, ktery by se nachazel v jiné lokalité byly nedspésné. Lze tedy fici, Ze rezavec
Sikmy (/nonotus obliquus) je na Uzemi Karlovarského kraje, specifi¢téji v lokalité okoli
Becova nad Teplou, velmi raritni. Snaha o nalezeni dalSiho vzorku trvala cca 1,5 roku. Po
nastudovani odbornych ¢lankd bylo zjisténo, Ze nejcastéjsSim vyskytem rezavce Sikmého
(Inonotus obliquus) je vychodni a severni &ast Evropy. V &lanku ° je popisovan vyskyt na
Uzemi Francie. Podle ¢lanku 16 je vyskyt této parazitujici houby v Ceské republice situovan

prevazné v horskych oblastech s chladnéjsim a vih¢im podnebim.

2.1 CajCaca

V ndvaznosti na predchozi bakaldfskou praci bylo usouzeno, Zze by bylo vhodné
prozkoumat zakoupeny ¢&aj ,Caga fytocaj“, ktery je sloien zdrcené plodnice rezavce
Sikmého (Inonotus obliquus). Zemé puvodu tohoto ¢aje je Rusko. Uvadény postup pfipravy
vyrobcem: 1,5 — 2 g drcenych plodnic zalit cca 200 ml vrouci vody a opatrné vafrit po dobu

15 - 20 minut.

7

Pro extrakci ¢aje bylo vyuZito poznatku ze ¢lanku /, Ze betulin do vody témér

neprechazi. Proto bylo rozhodnuto, Ze vodny extrakt nebude v tomto pfipadé studovan.

Byly naplnény tfi lékovky malym mnoistvim zminéného caje. Do jednotlivych

oznacenych lékovek bylo pfidano 10 ml rdznych rozpoustédel (viz tabulka €. 2).
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Tabulka 2: Obsahy jednotlivych lékovek

Cislo vzorku | Hmotnost Hmotnost Navazka caje Rozpoustédlo —
prazdné naplnéné Caga (g) 10 ml
lIékovky (g) lIékovky (g)

1 16,5214 16,5214 0,9998 Chloroform

2 16,2175 17,2177 1,0002 Methanol

3 16,3008 17,3006 0,9998 Ethanol

Caj umistény v lékovkidch byl louhovan v jednotlivych rozpoustédlech 14 dni

s obc¢asnym protiepanim. Po extrakci bylo pfistoupeno k metodé TLC, aby bylo prokazano,

jestli ¢aj Caga obsahuje zkoumany betulin ¢&i nikoliv. Pfi metodé TLC bylo vyuZito poznatk(

z pfedchazejici bakalafské prace®®, a proto bylo vyuzZito hlinikové félie ,Silikagel 60 F254“ s

tloustkou vrstvy 0,2 mm. A jako mobilni faze pro vyvijeni soustavy obsahujici betulin se

v pfedchozi bakalarské praci'® osvédéila soustava n-hexan:ethyl-acetat (10:3).

Na chromatografické desti¢ce se nenachazela stopa ve stejné Urovni jako stopa

betulinu (viz obr. ¢. 5).

® : o !
e i = ST S e

Obrazek 5: TLC extraktii ¢aje "Caga fyto¢aj" n-hexan:ethyl-acetat (10:3) (zleva chloroform, methanol,
betulin, ethanol)
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Proto bylo usouzeno, Ze ddle bude zkoumadn pouze ethanolicky extrakt, ktery bude
porovnan s betulinem a sethanolovym extraktem zpfedchozi bakalarské prace®®.
Nasledné TLC bylo provadéno tak, Ze vzorky byly naneseny kapilarou na chromatografickou
desticku, dale byly vzorky ponechany k samovolnému odpareni po nékolik minut. Dale byla
desti¢ka vloZzena do vyvijeci soustavy a nechalo se vyvijet do urcité vysky. Po vyjmuti
desticky z vyvijeci soustavy byla desticka ponechdna nékolik minut k samovolnému
odpareni veskeré mobilni faze. Po odpareni se tento postup zopakoval jesté dvakrat. Tedy
vysledna chromatografickd desticka byla vyvijena tfikrat za sebou a ndsledné byla
postfikana 10% kyselinou sirovou a dale byla vloZzena na topnou spiralu, aby se vypalila

stopa vzlinani jednotlivych vzorka.

Nejdfive tento postup byl vyuzZit pro vyvijeci soustavu n-hexan:ethyl-acetat (10:3)

(viz obr. €. 6). Potom pro soustavu n-hexan:ethyl-acetat (10:1) (viz obr. ¢. 7).

Obrazek 6: TLC ethanolového extraktu ¢aje n-hexan:ethyl-acetat (10:3) (C- ¢aj, B- betulin, R- rezavec
Sikmy)
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Obrazek 7: TLC ethanolového extraktu ¢aje n-hexan:ethyl-acetat (10:1) (C- ¢aj, B- betulin, R- rezavec
$ikmy)

Kvali tfem stopam betulinu vzniklo podezfeni na jeho Cistotu. Proto bylo usouzeno,
Ze by bylo vhodné tento pouzivany betulin jako chemicky Cistou latku prezkoumat a zjistit,
zda je doopravdy Cisty a neobsahuje i jiné latky, které by mohly znehodnotit veskeré
zkoumani, zda jednotlivé vzorky obsahuji betulin. Této problematice bude vénovéana

podkapitola 2.1.1.

Zavérem lze fici, Ze prokazatelnd stopa, kterd by byla v Urovni s betulinem, nebyla
nalezena. Podle ziskanych teoretickych znalosti by se dalo uvaZovat, Ze betulin je bud
vazany a bylo by nutné tyto extrakty zhydrolizovat. Nebo metoda TLC neni dostatecnd
k prokazani betulinu, ktery by se podle ¢lanku 7 mél nachéazet v Fadech nanogram na jeden

mililitr ethanolového extraktu rezavce sikmého.

2.1.1 PRECISTENI BETULINU JAKO SROVNAVACIHO STANDARDU

Pro precisténi vyuZivaného betulinu jako srovnavaciho standardu bylo vyuZito

metody preparativni TLC. U vzorku vyuzivaného pro srovndvani a zaroven pfi laboratornim
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cviceni z organické chemie na katedfe chemie FPE ZCU se predpoklada, Ze se jedna o 100%

Cisty betulin.

Na pfipravenou suchou chromatografickou desku bylo balénkem rovnomérné
naneseno 19,9 mg betulinu v1 ml chloroformu. Takto pfipravena deska se vloZila do
»akvaria“, ve kterém byla mobilni faze pro vyvijeni desky. Jako vyvijeci soustava byla vyuzita
soustava n-hexan:ethyl-acetat (10:3). Bylo odméfeno 100 ml n-hexanu a 30 ml ethyl-
acetatu. Chromatograficka deska byla vyvijena dohromady tfikrat, vidy mezi jednotlivymi
vyvijenimi byla ponechdna k samovolnému odparfeni. Po trfetim vyvijeni byla deska
ponechana k dokonalému vyschnuti zhruba 24 hodin. Nasledné byla zhruba uprostred a
kolmo na naneseny vzorek vypalena ¢ara rozzhavenou tyci. Kolem vypalené ¢ary bylo
vybrano malé mnoizstvi vzork(, které byly naneseny kapildarou pomoci chloroformu na
chromatografickou desticku (viz obr. ¢. 8 a 9). Desticka byla posttikdna 10% kyselinou
sirovou a nasledné vypalena na topné spirale. Prokazatelnou stopu poskytly vzorky pouze

z mist 3 a 4 (viz obr. €. 9).

Obrazek 8: Preparativni TLC betulinu
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Obrazek 9: Sledovani obsahu latek v jednotlivych odbérech
Dale byly zkoumany jen vzorky z mista 3 a 4, jestli se jedna o stejnou latku ¢i nikoliv.
Bylo provedeno analytické TLC a podle proloZzené vodorovné Cary lze fici, Ze oba dva vzorky

se nachazi ve stejné vysce, jednad se tedy o stejnou latku (viz obr. €. 10).

Obrazek 10: Porovnani obsahovych latek z vybranych odbért

Vypaleny prouzek vznikly Zhavenou ty¢i byl odebrdn a vyhozen, jelikoZ by
znehodnotil vymyvani adsorbovanych latek. Nasledné bylo odebrano Siroké pasmo, kde
vznikla stopa. Tento materidl byl rozmélnén ve tfeci misce a nasledné byl nasypan do
chromatografické trubice s predem vloZzenym smotkem vaty. Mirnymi poklepy byl ze
sloupce nasypaného materidlu vypuzen vzduch. Do chromatografické trubice bylo dale
nalito 40 ml n-hexanu a ethyl-acetatu a bylo ponechdano k vymyti obsahové Ilatky v
materidlu do predem zvdiené Erlenmayerovy barky s varnym kaminkem (viz obr. ¢. 11).

Extrakt byl nasledné destilaci zahustén a byl ponechdn v susarné k dosuseni do konstantni
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hmotnosti. Nasledné bylo zvazeno 19,1 mg betulinu. Chybéjici rozdil mohl zlstat v balonku

Ci v sypkém materialu v chromatografické trubici.

Obrazek 11: Vymyti adsorbovanych latek

Takto ziskany betulin se bude pouzivat jako srovndvaci standard a bude vniman jako

Cisty.

2.1.1.1 Pfiprava desky pro preparativni chromatografii

K pfipravé chromatografické desky pro preparativni chromatografii bylo potreba
sklenéné desky o rozmérech 20 cm x 20 cm. Je dUlezZité, aby deska byla Cistd a predevsim
sucha. Nasledné bylo odvazeno 20 g silikagelu 60 G dodavaného spolecnosti MERCK, ktery
byl rozpustény v cca 45 ml destilované vody. Sklenéna deska byla poloZena na dlan ruky a

byla na ni nalita pfipravena suspenze. Pfi nalévani je dllezZité nalévat smés opatrné po celé
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délce a Sitce sklenéné desky. Poté byla pohybem ruky smés rozlita do mist, ktera z(stala
suchd. Po pokryti celé desky smési bylo nékolikrat poklepano zespoda desky, aby byl

veskery silikagel se sadrou rozprostfen rovhomeérné po celé desce.

Takto pripravend deska na preparativni chromatografii byla ponechana minimalné 24
hodin schnout. Po dobu schnuti se nesmi's deskou manipulovat, aby nanesena smés z(istala

naddle rovhomérné rozprostiena.

2.2 REZAVEC SIKMY

Po prostudovdani zahrani¢nich c¢lank(, které byly vénovdny obsahovym latkam

v rezavci Sikmém, byla usouzena extrakce ethanolem a vodou.

Pro vodny extrakt bylo vyuZito vysuseného materialu, ktery byl pouZivan v pfedchozi
bakalé¥ské praci®®. Jednalo se o vzorek &islo 2, ktery byl sbirdn a uréen Mgr. Janem Kotuhou.

Sbér probéhl 5.1.2021 v lokalité Svétce u Tachova.

Pro extrakci ethanolem bylo vyuzito nového materialu ze stejného vzorku cislo 2.

2.2.1 VODNY EXTRAKT REZAVCE SIKMEHO

65 g nahrubo drceného materidlu bylo v 500 ml kadince zalito 350 ml destilované
vody a za obcasného michani a doplhovani vyvarené vody hodinu udrZovano ve varu.
Kadinka s materialem byla ponechana k vychladnuti na laboratorni teplotu. Nasledné byl
extrakt prefiltrovan do Cisté pfedem zvazené Erlenmayerovy banky s varnym kaminkem,

béZnou samovolnou filtraci pres filtracni papir (viz obr. ¢. 12).
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ut

Obrazek 12: Filtrace vodného extraktu rezavce Sikmého
Prefiltrovany extrakt byl dale pfiveden k varu, aby byla odparena vétsSina vody.
Odparek byl nasledné ponechan v susarné pfi teploté 105 °C, aby byl vysusen do konstantni
hmotnosti. Banka byla po vychladnuti zvazena. Celkové po odecteni prazdné barky s
varnym kaminkem o hmotnosti 132,458 g od hmotnosti bariky po extrakci, kterd Cinni
136,994 g, bylo vypocteno, Zze vodou bylo extrahovano 4,536 g obsahovych latek z rezavce

Sikmého. Vytézek této extrakce je 6,98 %.

2.2.2 ETHANOLOVY EXTRAKT REZAVCE SIKMEHO

Podle ¢lanku 7 bylo usouzeno, e by bylo vhodné novy extrakt co nejvice rozmélnit.
Proto byl materidl nejdfive nadrcen na mensi kousky a dale byl rozmélnén pomoci ru¢niho

kavového mlynku na jemné mleti, coz by mélo odpovidat hrubosti mensi nez 1 mm.

24



EXPERIMENTALNI CAST

S takto pripravenym materidlem byly naplnény 2 patrony pro naslednou extrakci
v Soxhletové extraktoru (viz tabulka €. 3). Prvni patrona byla promyvana ethanolem po
dobu 24 hodin. Po vyschnuti prvni patrony byla vloZzena do extraktoru druhd patrona, ktera

byla promyvana stejnou naplni z predeslé extrakce po dobu dalSich 24 hodin.

Tabulka 3: Navazky patron pro extrakci

Cislo patrony

Hmotnost patrony

Hmotnost plné

Navazka rezavce

s vatou (g) patrony (g) Sikmého (g)
1 5,471 18,709 13,238
2 4,695 17,955 13,260

Obsah bariky po extrakci byl destilovdan a ndsledné dosusen v susarné pfi teploté
105 °C do konstantni hmotnosti. Barika byla po vychladnuti zvdZena. Celkové po odecteni
prazdné banky s varnym kaminkem o hmotnosti 194,404 g od hmotnosti bariky po extrakci,
ktera ¢inni 195,798 g, bylo ethanolem extrahovdno 1,394 g obsahovych latek z rezavce

Sikmého. Vytézek této extrakce je 5,26 %.

2.2.3 TLCEXTRAKTU REZAVCE SIKMEHO

Pri metodé TLC bylo vyuZito veskerych poznatkd, které byly jiz popsany v kapitole

2.1. Byla tedy vyuzita vyvijeci soustava n-hexan:ethyl-acetat (10:3).

Na chromatografickou desticku pomoci chloroformu bylo kapildarou naneseno zleva:
ethanolovy extrakt z pfedchdzejici bakaldfské pracel®; nové vyhotoveny ethanolovy
extrakt; betulin; vodny extrakt (viz obr. ¢. 13). Poté byla desti¢cka vloZzena do vyvijeci

soustavy.
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Obrazek 13: TLC extraktii rezavce Sikmého n-hexan:ethyl-acetat (10:3) (S- v bakalarské praci?s, N-
nové vyhotoveny, B- betulin, V- vodny)

¥,
e

Podle obrazku neposkytl vodni extrakt zadnou detekovatelnou stopu, proto byl
nadale vynechan a nebude se s nim ddle pokracovat. Ethanolovy extrakt poskytl slabou
stopu, kterd se nachdzi ve stejné Urovni jako stopa poskytnutd betulinem. Respektive
koncentrace této latky, ktera se nachazi ve stejné Urovni jako betulin, je slabsi nez

koncentrace latky tésné nad ni.

Nelze se 100% jistotou fici, jestli by se u detekované stopy mohlo jednat pfimo o
betulin. Proto bylo dale pfistoupeno k preparativni chromatografii ethanolového extraktu.

Nejdrive bylo zapotfebi vyhotovit novou preparativni desku viz podkapitola 2.1.1.1.

Na preparativni chromatografii bylo do lékovky odvazeno 70 mg ethanolového
extraktu. Dale bylo pfidano 2 ml chloroformu. Lékovka byla po dobu 5 minut protfepavana,

aby se rozpustilo co nejvétsi mnozstvi extraktu.

Na suchou preparativni desku bylo balénkem rovnomérné naneseno veskeré
mnozstvi z |ékovky. Deska byla dale vloZzena do ,,akvaria“, ve kterém byla mobilni faze pro
vyvijeni desky. Jako vyvijeci soustava byla vyuZita soustava n-hexan:ethyl-acetat (10:3).

Bylo odméreno 50 ml n-hexanu a 15 ml ethyl-acetatu. Chromatografickd deska byla
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ponechdna k vyvijeni. Po ukonceni chromatografie byla deska vyjmuta a ponechana
k samovolnému odpareni. Po vyschnuti desky byla zhruba uprostfed a kolmo na naneseny

vzorek vypdlena ¢ara zhavenym dratem.

Byly detekovany 2 vétsi stopy, proto bylo vyuZito vypoctu retardacniho koeficientu
z predchozi TLC. Pomoci vypoctu byla velkd spodni stopa rozdélena na 3 ¢asti (viz obr.

¢. 14).

Priklad vypoctu Rf pro skvrnu poskytnutou betulinem na obr. €. 14. Pomoci pravitka
byla zmérena vzdalenost stfedu skvrny od startu, ktera méfila 1,2 cm. Dale byla zmérena
vzddlenost Cela rozpoustédla od startu, kterd méfila 4 cm. Po dosazeni do vzorce byla
vypoctena hodnota Rr=0,3. Nasledné byla vypoctena pfibliznd vzddlenost pro preparativni
desku. Zmérena vzdalenost Cela rozpoustédla od startu Cinila 15 cm. Pomoci vzorce bylo

dopocteno, Ze by se vodorovny pas betulinu mél nachazet ve vzdalenosti 4,5 cm od startu.

Obrazek 14: Preparativni TLC ethanolového extraktu rezavce Sikmého
Vypaleny prouzek vznikly Zhavenym dratem byl odebran a vyhozen, jelikoz by
znehodnotil vymyvani adsorbovanych Iatek. Nasledné byla odebrdna 4 pasma, kde vznikly
stopy. NejdllezZitéjSim pasem pro nasledné zkoumani byl pas €. 1, ve kterém by se podle

retardacniho faktoru mél nachdazet betulin. Kazdy pas byl rozmélnén a ndsledné byl
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nasypan do oznacenych chromatografickych trubic s pfredem vloZzenym smotkem vaty.
Mirnymi poklepy byl ze sloupce nasypaného materialu vypuzen vzduch. Chromatografické
trubice byly naplnény pfedestilovanym ethanolem. Ethanol vymyval obsahové latky v
materidlu do pfedem zvazenych Erlenmayerovych banék s varnym kaminkem (viz tabulka
¢.4). Nasledné po vymyti byly jednotlivé extrakty zahustény destilaci a déle byly ponechany
k dosuseni v susarné pfi teploté 105 °C do konstantni hmotnosti. Po vysuseni byly banky

zvazeny a bylo vypocteno, kolik miligram( bylo extrahovano (viz tabulka €. 4).

Tabulka 4: 1zolace obsahovych latek

Cislo bariky Hmotnost Pridané Hmotnost Hmotnost
banky s varnym | mnozstvi banky s varnym | obsahovych
kaminkem (g) ethanolu (ml) kaminkem po latek (mg)

vysuseni (g)

1 71,577 47 71,580 3
2 77,226 23 77,229 3
3 75,051 26 75,052 1
4 74,792 30 74,793 1

Ze 70 mg ethanolového extraktu bylo pomoci preparativni TLC izolovano 8 mg

obsahovych latek. Vétsina extraktu se pomoci chloroformu nerozpustila.

Po preparativni chromatografii bylo pfistoupeno ke kontrolnimu TLC. Pfedmétem
zkoumani bylo, zda latka, vypoctena podle retardacniho faktoru, je betulin. Veskeré
oCislované vzorky byly nanaseny pomoci chloroformu a pro veskeré TLC byla vyuzita

soustava n-hexan:ethyl-acetat (10:3).

V prvni kontrolni TLC byly naneseny vzorky v poradi viz obr. ¢. 15. Prava strana je
znacné zdeformovdana nejspiSe okrajovym jevem, ktery mohl byt zplisoben poni¢enim TLC
desti¢ky na pravé strané. Avsak na levé strané desticky, kde byly naneseny vzorky z 1. a 2.

banky, je vysledny chromatogram nezdeformovany. Lze si zde povSimnout, Ze stopa vznikla
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u vzorku z 1. banky je prokazatelné ve stejné Urovni jako stopa poskytnuta cistym

betulinem.

Jelikoz prvni kontrolni TLC bylo zprava zdeformované, bylo provedeno 2. TLC, na
které byly naneseny vzorky v poradi viz obr. €. 15. Byl zdmérné vynechdan vzorek €. 4, ktery
poskytoval stopy pfili§ daleko od startu a nemohl obsahovat stopu shodnou se stopou

betulinu. 2. kontrolni TLC je jiz bez deformaci a Ize si zde povSimnout stopy u vzorku z banky

¢. 1, kterd je ve stejné urovni jako stopa poskytnuta betulinem.

!
f
i
|
f
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:
:

Obrazek 15: Kontrolni TLC n-hexan:ethyl-acetat (10:3) rezavce Sikmého

2.3 TROUDNATEC KOPYTOVITY

Nejcastéji nachazenou parazitujici houbou na stromech btizy bélokoré byl troudnatec

kopytovity. Sbér probéhl 28. 11. 2023 v lokalité Becov nad Teplou. Tento material byl sbiran

Bc. Matéjem Zemli¢kou a uréen byl Mgr. Jifim Koutem, Ph.D.
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2.3.1 EXTRAKCE OBSAHOVYCH LATEK TROUDNATCE KOPYTOVITEHO

Material troudnatce kopytovitého byl nejprve nadrcen na mensi kousky v rozmérech
cca 2-3 mm. S takto pfipravenym materidlem byla naplnéna patrona, ktera byla uzaviena
vatou. Celkova navazka materiadlu cinila 11,025 g. Pro extrahovani obsahovych latek
troudnatce kopytovitého bylo pfistoupeno k extrakci v Soxhletové extraktoru. Jako
rozpoustédlo k vymyvani obsahovych latek byl zvolen ethanol. Z predeslych zkusenosti a jiz
zminovanych odbornych ¢lankl je ethanol nejvhodnéjsim rozpoustédlem pro extrahovani
betulinu ze vSech ptirodnin, které ho obsahuji. Patrona byla promyvana ethanolem po dobu

24 hodin.

Obsah bariky po extrakci byl ndsledné zahustén pomoci destilace a dosusen v susarné
pfi teploté 105 °C do konstantni hmotnosti. Barika byla po vychladnuti zvaZena. Celkové po
odecteni prazdné bariky s varnym kaminkem o hmotnosti 171,984 g od hmotnosti banky
po extrakci, ktera Cinila 173,477 g, bylo ethanolem extrahovano 1,493 g obsahovych latek

z troudnatce kopytovitého. Vytézek této extrakce je 13,54 %.

2.3.2 TLCEXTRAKTU TROUDNATCE KOPYTOVITEHO
Pro metodu TLC bylo vyuZito veskerych poznatkd, které byly jiz popsany v kapitole 2.1.
Jako mobilni faze byla pouzita smés n-hexan:ethyl-acetat (10:3).

Na pfipravenou chromatografickou desticku bylo kapilarou naneseno zleva:
ethanolovy extrakt troudnatce kopytovitého; betulin; ethanolovy extrakt rezavce Sikmého.
Veskeré vzorky byly nandseny pomoci chloroformu. Nasledné byla desticka vloZzena do
vyvijeci aparatury s mobilni fazi. Po vystoupani mobilni faze nékolik milimetrd od horniho
okraje, byla chromatografickd desticka vyjmuta zvyvijeci nddobky. Nasledné byla

postfikana 10% kyselinou sirovou a vypalena na elektrickém vafrici.

Podle obrazku ¢. 16 Ize jednoznacné fici, Ze poskytnuta stopa u vzorku troudnatce
kopytovitého neni ve stejné Urovni jako stopa poskytnuta Cistym betulinem. Zaroven
deformovana prava strana vlivem okrajového jevu nema zadny vliv na celkovy zaveér, jelikoz
vzorek ethanolového extraktu rezavce Sikmého byl volen pouze za Ucelem mozného

srovnani, které neni nikterak zasadni.
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Obrazek 16: TLC troudnatce kopytovitého n-hexan:ethyl-acetat (10:3) (T- troudnatec kopytovity, B-
betulin, R- rezavec Sikmy)

Vysledek TLC vySel podle ocekavani, jelikoz nebylo nalezeno informace, ze by
troudnatec kopytovity mél obsahovat betulin jako jednu ze svych obsahovych latek. Podle
obrazku ¢. 16 lze sjistotou potvrdit, Ze bylo ethanolem extrahovano nékolik latek, kde

2adna z nich neni betulin.

2.4 7ZAVERY JEDNOTLIVYCH TLC

Pro ¢aj ,, Caga fytocaj“ nebylo pomoci TLC prokdzéno, Ze by se néjakd stopa obsahovych
latek nachazela ve stejné Urovni jako stopa poskytnuta Cistym betulinem. Zaroven vyrobce
neudavd, ve kterém rocnim obdobi probéhl sbér rezavce Sikmého (Inonotus obliquus).
Podle ¢lanku 7 bylo zjisténo, Ze roéni obdobi sbéru ma veliky vliv na obsah betulinu v rezavci
Sikmém. Pro presnéjsi uréeni, zda tento caj obsahuje betulin ¢i nikoliv, by bylo vhodné
provést extrakci v Soxhletové extraktoru s vétSim mnozstvim materidlu a nasledné provést

TLC jesté jednou. Vyrobce na obalu neudava jakékoliv informace o obsahovych latkach.

Pro rezavce Sikmého (Inonotus obliquus) bylo pomoci TLC prokazano, Ze stopa jedné

z obsahovych latek se nachdazi ve stejné Urovni jako stopa poskytnuta Cistym betulinem.
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Proto bylo ptistoupeno k preparativni TCL, aby se odizolovala pouze ¢ast, kde se tato
obsahova latka vyskytuje. Po nasledném prezkoumani pomoci analytického provedeni TLC
se ovéfrilo, Ze rezavec Sikmy (Inonotus obliquus) obsahuje stopu, ktera je ve stejné tUrovni
jako betulin. Se znacnou pravdépodobnosti Ize fici, Ze tato houba obsahuje betulin jako
jednu z mnoha svych biologicky a farmakologicky aktivnich latek. Tato metoda ovéreni je
pro védecké vyzkumy slaba, bylo by nutné zavést napftiklad kapalinové chromatografie s
hmotnostni spektrometrii, kterou bohuZel katedra chemie FPE ZCU nedisponuje.
Poskytované stopy v urovni Cistého betulinu byly u vSech TLC oproti jinym stopam
obsahovych latek velice slabé, Ize tedy usuzovat, Ze je betulin v rezavci Sikmém obsazen ve

velmi malém mnozstvi.

Pro ethanolovy extrakt troudnatce kopytovitého (Fomes fomentarius) nebyl pomoci
TLC prokazan obsah betulinu jako jedné z jeho obsahovych latek. Nebyla nalezena stopa ve
stejné Urovni jako stopa poskytnuta Cistym betulinem. Na rozdil od pfedchozich TLC byl
tento neuspéch ocekdvany, jelikoZz neexistuje Zadnd zminka o tom, Ze by tato houba

obsahovala betulin jako jednu ze svych biologicky aktivnich latek.
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3 DIDAKTICKA CAST

Didakticka ¢ast bude vénovana predevsim k zavedeni jednoduchych chromatografii
pro laboratorni cviceni z chemie na zakladnich a stfednich Skolach. Zavér této casti bude

vénovan k vyhodnoceni dotaznikd o vyuce chromatografie probihajici na stfednich Skolach.

3.1 CHROMATOGRAFIE NA ZAKLADNICH SKOLACH

Podle RVP ZV patfi oddélovani slozek smési mezi ofekdvané vystupy zakd na
zakladnich skolach. Rozpis uciva v RVP ZV avsak pfimo nezminfuje chromatografii. Je zde
zminéno pouze usazovani, filtrace, destilace, krystalizace, sublimace. V doporucené
minimalni Urovni vystup( pro Zaka se specidlnimi vzdéldvacimi potfebami je toto téma o

oddélovani sloZek vynechano?’.

Z pohledu dvou ucebnic vyuzivanych na zakladnich Skolach si Ize povSimnout, Ze

chromatografie patfi do vyuky chemie v 8. ro¢niku zakladni Skoly.

Podle ucebnice Nova Skola je chromatografie metoda k oddélovani slozek smési
zalozena na rozdilné schopnosti se vazat ke dvéma latkam, se kterymi jsou ve styku. Jedna
latka je pevnd a druhd rozpoustédlo. Zarovern tato ucebnice uvadi demonstraéni
,oddélovani potravinarskych barviv ze smési chromatografii na kfidé“, ktery je doprovazen

nékolika obrazky?.

V ucebnici Zaklady praktické chemie 1 pro 8. rocnik je pro chromatografii vyélenén
pouze demonstraéni pokus ,oddéleni slozek smési potravinarskych barviv papirovou
chromatografii“. Bohuzel tato ucebnice neuvadi Zadnou definici, ale pouze vysvétleni

pokusu®®.
Navrh chemického experimentu k demonstraci chromatografie (inspirovano z 2°):

Zakladem chemického experimentu k demonstraci chromatografie je kfida, ktera je
zde vyuzita jako stacionarni faze a ethanol slouzici jako mobilni faze. Pro tento pokus je
potieba pouze jakakoliv priihledna nadoba, napriklad kddinka. Na kfidu se nanese prouzek
barevné ¢i ¢erné fixy cca 1 cm od kraje. Nasledné se do nadoby naleje malé mnozZstvi

ethanolu, zhruba 0,5 cm od dna nadoby. Kfida se postavi do nadoby a ponecha se vyvijet
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do urcité vysky. Pokud byla barva fixy tvorfena rlznymi barvami, jednotlivé barvy se oddéli.
Ze zkuSenosti je vhodné pouZit ¢ernou, hnédou nebo zelenou barvu. Tento experiment je
vhodny pro déti zakladnich Skol, avsak je tfeba dbat zvySené opatrnosti, jelikoz ethanol je

hoflavina a zaroven je potfeba dohlédnout, aby jej Zaci nechtéli pit.

Obrazek 17: Chromatografie cerného fixu na kridé (ethanol)

Chromatografie by na zakladnich skoldch neméla byt opomijena. Lze wvyuZit
jednoduchého demonstra¢niho pokusu k motivaci Zaka. A zaroven lze tento pokus zavést
do vyuky, aby si zaci sami vyzkouseli, jak funguje chromatografie. Z téchto dvou bézné
dostupnych ucebnic je patrné, Ze popis chromatografie jako jednu z metod oddélovani
sloZzek ze smési je velmi zakladni. AvSak pro pochopeni této problematiky lze fici, Ze je

dostacujici.

3.2 CHROMATOGRAFIE NA STREDNICH SKOLACH

V RVP G* oddélovani slozek smési v ocekdvanych vystupech neni uvedeno. Ve
vymezeném ucivu soustavy latek a jejich sloZzeni by se na teoretické bazi dalo uvazZovat, ze

Ize zavést ke slozeni i oddélovani slozek ze smési??.
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Po prostudovani SVP dvou rlznych gymnazii bylo zjiténo, 7e se téma

chromatografie, respektive oddélovani sloZzek smési, vyskytuje pouze u jednoho.

Prvni ¢eské gymndazium v Karlovych Varech tento ocekavany vystup ve svém SVP
neuvadi. Jednd se o vSeobecné gymnazium, kde je Casova dotace povinné vyuky chemie 7
klasickych vyucovacich hodin, 2 hodiny laboratorni vyuky a 1 pulend hodina pro

procvicovani ve ¢tyfech roénicich??.

Naopak Gymndzium, Plzen, Mikuldasské ndmésti 23 tento ocekdvany vystup ve svém
SVP uvadi jak pro vieobecné zaméfeni, tak i pro obor matematika a pFirodni védy. Aviak
chromatografie neni uvedena v o¢ekdvaném vystup jako forma oddélovani slozek smési.
Casovd dotace vyuky chemie je pro vieobecné zaméreni 6 klasickych vyucovacich hodin a
2 hodiny laboratorni vyuky ve tfech rocnicich a pro obor matematika a pfirodni védy 8

klasickych vyu€ovacich hodin a 2 hodiny laboratorniho cviéeni ve étyfech roénicich?3 24,

Z pohledu ucebnic vyuzivanych na gymnaziich si lze povSimnout, Ze chromatografie
patfi do vyuky prvniho rocniku gymndzia. Podle ucebnice Odmaturuj! z chemie je
chromatografie metoda k oddélovani sloZzek smési na rozdilu jejich vlastnosti vzhledem ke
dvéma nemisitelnym fazim. K oddélovani slozek dochdazi pfi pohybu mobilni faze

(rozpoustédlo) podél staciondrni faze (porovity material)?>.

Podle u€ebnice Prehled stfedoskolské chemie je chromatografie metoda selektivniho
déleni slozek smési, ktera je zaloZzena na odliSnych vlastnostech (rozpustnost, adsorpce,
chemické afinité aj.) jednotlivych slozek ke dvéma nemisitelnym fazim, se kterymi je smés
ve styku. Nepohyblivd faze — stacionarni (pdérovity nebo praskovity adsorpéni material,
ionexy, gely, kapalina zakotvena na podrovitém nosici). Pohybliva faze — mobilni
(rozpoustédlo, nosny plyn). Tato ucebnice navic rozdéluje chromatografii podle déliciho
principu na rozdélovaci, adsorpéni, afinitni — ionexova, gelova. A dale z hlediska provedeni

na sloupcovou, kapildrni, papirovou, tenkovrstvou, plynovou, kapalinovou?.

V RVP SOV pro obory H a M, specialné mysleno veskera lycea a chemické obory, je
oddélovani slozek smési uvedeno v ocekdvanych vystupech. Nejsou zde blize specifikované

metody?” %8,
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Z pohledu u¢ebnice Chemie pro studijni obory SOS a SOU nechemického zaméreni si
lze povSimnout, Ze je zahrnuto do vyuky téma oddélovani sloZzek smési. AvsSak

chromatografie zde neni uvedena?’.
Navrh laboratorniho cviceni:
1. Ukol: SloZeni barvy fixu (inspirovano z 29)

Tento chemicky pokus je Uplné stejny jako pokus popisovany v kapitole 3.1. Rozdil je
v pouzitych rozpoustédlech pro mobilni fazi. V 1. ptipadé se provede chromatografie
fixd za pomoci ethanolu a v druhém pfipadé za pomoci vody. Idealné za poufZiti jak
lihovych fixd, tak i standartnich fix(l. Zak ma za Ukol pomoci dostupnych informacnich
zdroju vysvétlit, pro¢ se barva lihového fixu neunasi vodou. Lihové fixy jsou tvoreny
inkoustem na bazi ethanolu. Ethanol je proti vodé méné polarni, proto je vice zadrZzovan

u startu a barva tedy neni undsena celem rozpoustédla.

Je tfeba dbat zvysené opatrnosti, jelikoZ ethanol je hoflavina a Zaci by jej mohli chtit

ochutnavat.

Obrazek 18: Chromatografie cerného fixu na kridé (vlevo - voda; vpravo - ethanol)
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2. Ukol: Slozeni potravinafského barviva (inspirovéno z 39)

Zakladem tohoto experimentu je chromatograficky papir vyrabény z celulézy. A jako
mobilni faze je zde vyuzito 5% roztoku NaCl. Postup je velmi jednoduchy. Na
chromatograficky papir asi 1 cm od okraje se pomoci kapatka nanese vodorovna ¢ara
potravinarského barviva. Primér skvrn by nemél byt vétsi nez cca 3 mm. Je velice
dllezité, aby veskeré skvrny uschnuly pred vloZzenim do vyvijeci aparatury. Vyvijeci
aparatura je sloZzena z vétsi kadinky a hodinového sklicka, kterym se tato kadinka
uzavre. Po vyschnuti skvrn se chromatograficky papir vloZzi do predem pfipravené
vyvijeci aparatury s roztokem NaCl, hladina roztoku nesmi byt vyssi nez ¢ara barviva.

Velmi uc¢inné je vyuziti zeleného a fialového barviva.

Obrazek 19: Chromatografie zeleného potravinaiského barviva (chromatograficky papir)

3. Ukol: TLC barviv listi (inspirovano z 31)

Zakladem tohoto experimentu je jakdkoliv dostupna TLC desticka a diethylether jako
mobilni faze. Postup je oproti predchozim ukolim vice naroény, avsak pro zaky stale
zvladnutelny. Ve tfeci misce se natrhané listi smicha spolecné s piskem a malym
mnoZstvim acetonu. Tato smés se nékolik minut tfe. Nasledné se smés Zfiltruje.

Vzniklym prefiltrovanym roztokem se napfiklad pomoci kapatka asi 1 cm od okraje
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nanese na chromatografickou desti¢ku cca 3 mm vodorovny prouzek. Poté se desticka
vloZi do prfedem ptipravené vyvijeci aparatury s pfiméfenym mnozstvim diethyletheru
(cca 0,5 cm od dna). Prikladem jednoduché vyvijeci aparatury je dostatecné velkd
kadinka uzaviena hodinovym sklickem. Nékolik milimetr(i prfed hornim okrajem se
desticka vynda a vyhodnoti. Lze vyhodnocovat ihned, jelikoz vznikd barevny

chromatogram.

Je treba dbat zvySené opatrnosti, aceton a diethylether jsou tékavé a horlavé latky.

Obrazek 20: TLC barviv listi (silufol)

3.2.1 VYZKUM VYUKY CHROMATOGRAFIE NA STREDNiCH SKOLACH

Pro vyzkum, zda se na stfednich Skolach vyucuje chromatografie, bylo zvoleno
metody dotazniku. Vyzkum probihal pouze na Uzemi Karlovarského kraje a bylo osloveno 5
raznych stfenich skol.

Nejvétsi pocet respondentll byl ze 3. rocnik a druhymi nejcastéjsimi respondenty

byly Zaci 4. ro¢niku stfednich skol viz graf €. 1.
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@ 1. rocniku
® 2. rocniku
@ 3. roéniku
@® 4. roéniku

48,5%

Graf 1: Zastoupeni jednotlivych roéniki SS
Jedina oslovend stfedni odborna Skola se tohoto dotazniku nezucastnila, proto

100 % dotazovanych je z gymnazii.

Pomoci dotazniku bylo zjisténo, Ze ve vSech Skolach probihd laboratorni vyuka.
Zaroven bylo zjisténo, Ze 66,7 % dotazovanych by uvitalo vétsi mnozstvi laboratorni vyuky.
Z téchto vysledkl je patrné, Ze Zaci v dnesni dobé jevi zdjem o praktickou formu vyucovani
chemie. Dalo by se fici, Ze diky laboratorni vyuce si Zaci vice upevni naucené teoretické

poznatky.

Dalsi otazkou bylo zjisStovano, zda Zaci umi zaradit chromatografii podle fyzikalné-
chemickych metod. Zaci méli na vybér ze tfech moznosti: optickd metoda; elektrochemickd
metoda; separacni metoda. Odpovédi viech respondent(l jsou uvedeny v grafu €. 2. 66,7 %

zaku zvolilo odpovéd separacni metoda, kterd je zaroven i spravnou odpovédi.

@ Opticka metoda
@ Elektrochemicka metoda
@ Separaéni metoda

Graf 2: Zarazeni chromatografie podle fyzikalné-chemickych metod
Dalsi otazkou bylo, aby Z4ci vlastnimi slovy popsali, na jakém principu je zaloZena
chromatografie. 30,3 % respondentll odpovédélo ,nevim“. 21,2 % respondentu

odpovédélo, Ze principem je rozdélovani barev. Tento miskoncept vznikl nejspise tim, Ze
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zaci mohli vidét demonstracni pokus, ktery byl jiz popsan v kapitole 3.1 nebo 3.2, a upevnili
si pouze poznatek, Ze se jedna barva rozdélila na vice rliznych barev. Velmi ¢astou odpovédi
bylo, Ze princip chromatografie je zaloZen na rlizné afinité slozek smési k jednotlivym fazim.
Obcasné bylo i zdiraznéno, Ze se jedna o mobilni (pohyblivou) a stacionarni (pevnou) fazi.

Tyto odpovédi byly nejvice o¢ekavané.

Posledni dvé odpovédi, které nejlépe vystihly princip chromatografie, byly velice
prekvapivé. Lze fici, Ze tito dva Zaci nejspiSe jevi o chemii vyssi zdjem. Prvni odpoved: ,2
faze (nepohyblivd a pohybliva), slozky, které maji vétsi afinitu v mobilni fazi jdou vice
dopredu, ty, které v nepohyblivé se zdrzuji“. Druha odpovéd: , Kombinace pohyblivé a
staciondarni faze. Kazdda latka ma jinou afinitu k danym fazim. Urazi jinou vzdalenost od

startu”.

Vzhledem k této diplomové praci, ve které byla provddéna chromatografie pouze
pro bezbarvé latky, které se musely nasledné postrikat kyselinou a vypalit na topné spirdle,
aby byly zviditelnény, dalsi otazka zjistovala, jestli Ize pouzit metodu chromatografie i pro
bezbarvé latky. Zéci se jiz od zakladni $koly setkdvaji s chromatografii pouze tak, ze déli
razné barvy, at uz na zminéné kridé ¢i filtraénim papite. 60, 6 % respondent( odpovédélo,
Ze chromatografii Ize pouzit i na bezbarvé latky. Bylo by vhodné, aby vsichni ucitelé chemie,
pokud se rozhodnou zaradit chromatografii do vyuky, pfi demonstraénim pokusu i pouze
vykladu alespon zminili, Ze Ize pouzit i bezbarvé latky, které se musi nasledné detekovat

jinou metodou.

Pfedposledni otazka zjistovala, jestli se Zaci setkali s chromatografii pfi laboratorni
vyuce chemie. 48,5 % zakl odpovédélo, Ze ano. Na tuto otdzku navazovala posledni otdzka,

aby z4ci, ktefi se jiz setkali s chromatografii, popsali, o co se jednalo.
Vybrané odpovédi zak:

,Na kfidu se na kazdy bok namaloval fixem prouzek rozdilnych barev. Poté se kfida
postavila do mélké vody. Po chvili jsme mohli pozorovat z jakych odliSnych barev je kazd3

pGvodni barva tvorena.”

,Pokus s kfidou/papirek a tecky nakreslené fixou+ lih, popsani témata, postupu -> ukazka

Ill

u ucitelského stolu -> studenti si to sami ve dvojicich vyzkouse
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»Na filtracni papir jsme po jeho obvodu nanesli nékolik puntiku ¢ernym fixem a zakapli jsme
tekutinou (myslim, Ze to byl lih) a pak jsme pozorovali, jak se Cerny fix rozpiji na rlzny

barvy.”

,Ve Skole jsme si ukazovali chromatografii na kfidé, na niz byl namalovany barevnou fixou
prouzek, nasledné jsme kfidu polozili do ethanolu (mobilni faze) a sledovali, jak se napfiklad

hnéda barva, déli na jeji zakladni barvy, na zakladé rozdilné pfilnavosti k fazim.“

Z téchto odpovédi Ize jednoznacné fici, Ze nejcastéjsSim provedenim chromatografie
je pokus, ktery pouziva kfidu jako staciondrni fazi a ethanol ¢i vodu jako mobilni fazi. Tento

postup byl jiz popsan v kapitolach 3.1 a 3.2.

Zavérem lze fici, Ze zaci maji ve velké mirfe alespon zdkladni povédomi o
chromatografii. Zaroven je chromatografie zahrnuta do vyukovych témat stfednich skol

gymnazialniho typu v Karlovarském kraji, i kdyZz neni uvedena v RVP G*.
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Tato diplomova prace vychazela ze tfi vzorkd parazitujicich hub na btize bélokoré.
Prvnim vzorkem byl zakoupeny rezavec Sikmy (Inonotus obliquus) ve formé caje, ktery je
prodavan pod nazvem ,Caga fytocaj“. Druhym vzorkem byl rezavec $ikmy (/nonotus
obliquus), ktery byl sbiran 5.1.2021 v lokalité Svétce u Tachova, jednalo se o vzorek

s oznacenim €. 2. Tretim vzorkem byl troudnatec kopytovity (Fomes fomentarius), ktery byl

shirdn 28. 11. 2023 v lokalité Becov nad Teplou.

Na pocatku této prace byla prostudovana odborna literatura o téchto parazitujicich
houbach, prevainé se jednalo o zahrani¢ni studie. Na zdkladé ziskanych informacich bylo
usouzeno, Ze veSkeré vzorky budou co nejvice rozmélnény a extrahovany prevainé

ethanolem.

Malé mnozstvi vzorku ¢&aje ,Caga fytocaj“ bylo extrahovdno ethanolem,
methanolem a chloroformem. Nasledné bylo provedeno srovnavaci TLC s Cistym extraktem
betulinu. Pfi této metodé neposkytl Zadny extrakt stopu, kterd by se nachdazela ve stejné
urovni jako stopa betulinu. Pro tento vzorek by bylo vhodné zavést kontinudlni extrakci

vétSiho mnozstvi v Soxhletové extraktoru a provést srovnavaci TLC jesté jednou.

Podle studie 7 byl druhy vzorek rezavce $ikmého (Inonotus obliquus) extrahovéan 24
hodin ethanolem a dalsi ¢ast byla extrahovana vodou varfenim tohoto vzorku po dobu jedné
hodiny. Nasledné byl ethanolovy extrakt zahustén destilaci a vysusen do konstantni
hmotnosti s vytézkem 5,26 % a vodny extrakt byl zahuStén odparenim a vysuSen do
konstantni hmotnosti s vytézkem 6,98 %. A nasledné bylo provedeno srovnavaci TLC
s ¢istym betulinem. Vodny extrakt neposkytl Zadnou stopu, proto mu jiz nebylo vénovano
vice pozornosti. Ethanolovy extrakt poskytl stopu ve stejné Urovni jako byla poskytnuta
stopa Cistym betulinem. Proto bylo provedeno preparativni TLC, aby byly jednotlivé [atky
izolovany. Pomoci vypoctu Re bylo odebrano Siroké pasmo, kde by se mél vyskytnout Cisty
betulin. Nasledné bylo provedeno dalsi srovndvaci TLC, které potvrdilo, Ze ethanolovy
extrakt poskytuje stopu ve stejné uUrovni jako stopa betulinu. Lze fici, Ze metodou TLC bylo
prokazano, ze rezavec Sikmy (/nonotus obliquus) obsahuje betulin jako jednu z mnoha svych

biologicky a farmakologicky aktivnich latek.
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Treti vzorek troudnatce kopytovitého (Fomes fomentarius) byl extrahovan
ethanolem po dobu 24 hodin. Nasledné byl extrakt zahustén pomoci destilace a vysusen
do konstantni hmotnosti s vytézkem 13,54 %. Bylo provedeno srovnavaci TLC s Cistym
extraktem betulinu. Nebyla poskytnuta Zadna stopa, kterd by se nachazela ve stejné Urovni
jako stopa cistého betulinu. Lze fici, Ze pomoci metody TLC bylo zjisténo, Ze troudnatec
kopytovity (Fomes fomentarius) neobsahuje betulin jako svoji obsahovou latku, coz

koresponduje s prostudovanou literaturou.

Zavér této diplomové price se vénuje vyuce chromatografie na zakladnich a
stfednich Skolach a jeji obsazZeni v ucebnicich. Ddle bylo navrhnuto nékolik chemickych
experimentl na téma chromatografie, které Ize zavést do laboratorni vyuky, nebo jen jako
demonstracni pokus pro Zaky. V posledni fadé probéhl vyzkum pomoci dotazniku na
stfednich Skolach Karlovarského kraje, kde bylo zjisténo, Ze ve vSech zucastnénych Skolach
probihd laboratorni vyuka chemie. 66,7 % Z3akd spravné zaradilo chromatografii mezi
separacni metody. 51,5 % zakl odpovédélo, Ze ,netusi” co chromatografie znamena, nebo
maji pouze ukotveny miskoncept, Ze chromatografie je metoda rozdéleni barev. 60,6 %
zakl odpovédélo, Ze pomoci chromatografie lze délit i bezbarvé latky. Na zavér bylo

vybrano nékolik pokusu, které Zaci provadéli na svych hodinach chemie.

43



RESUME

RESUME

Tato diplomova prdace je rozdélena do tfech ¢asti — teoretické, experimentalni a

didaktické.

Teoretickd ¢ast této prace obsahuje popis dvou parazitujicich hub na bfize bélokoré
— rezavec Sikmy (/nonotus obliquus) a troudnatec kopytovity (Fomes fomentarius). Dale se
zabyva popisem betulinu a jeho obsaZeni v brfezové kire a rezavci Sikmém (/nonotus

obliquus). V teoretické ¢asti jsou ddle popisovany i pouzité laboratorni metody.

Experimentalni ¢ast se zabyva extrakci obsahovych latek ze tti zkoumanych vzork(
— &aj zrezavce Sikmého ,Caga fytocaj“; rezavec $ikmy; troudnatec kopytovity. Déle
provedenim srovnavaci TLC s Cistym extraktem betulinu. Pro vzorek rezavce Sikmého

nasledné izolace obsahovych latek pomoci preparativni chromatografie.

Didakticka ¢ast se zabyva zakotvenim chromatografie v pfislusnych RVP a jeji
vyukou na zdakladnich a stfednich skolach. Dale je v této praci navrzeno nékolik moznosti
provedeni chromatografie jako chemicky experiment ve vyuce chemie. Na zavér této ¢asti

je proveden vyzkum o chromatografii a jeji vyuce na stfednich Skolach.

This thesis is divided into three parts - theoretical, experimental and didactic.

The theoretical part of this thesis contains a description of two parasitic fungi on
white birch — rezavec Sikmy (/nonotus obliquus) and troudnatec kopytovity (Fomes
fomentarius). Furthermore, it deals with the description of betulin and its content in birch
bark and /nonotus obliquus. The theoretical part also describes the laboratory methods

used.

The experimental part deals with the extraction of the contents of three samples —
tea ,Caga fytocaj“; Inonotus obliquus; Fomes fomentarius. Further by performing
comparative TLC with pure betulin extract. Subsequently, the isolation of the contents was

performed by preparative chromatography for the Inonotus obliquus sample.

The didactic part deals with the embedding of chromatography in the relevant RVP

and its teaching in primary and secondary schools. Furthermore, several possibilities of
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performing chromatography as a chemical experiment in chemistry education are
proposed in this work. Finally, this section concludes with research on chromatography and

its teaching in secondary schools.
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