ZAPADOCESKA UNIVERZITA V PLZNI
FAKULTA PEDAGOGICKA

STUDIUM OBSAHOVYCH LATEK REZAVCE SIKMEHO
BAKALARSKA PRACE

Matéj Zemlicka

Prirodovédnda studia obor Chemie se zamérenim na vzdélavani

Vedouci prace: doc. Mgr. Vaclav Richtr, CSc.
Plzen, 2022



Prohlasuji, Ze jsem bakalarskou praci vypracoval samostatné
s pouzitim uvedené literatury a zdrojt informaci.

VPlzni, ............ 2022

vlastnoruc¢ni podpis



Podékovani:

Réd bych podekoval panu doc. Mgr. Véclavu Richtrovi, CSc. za odborné vedeni prace a
cenné rady, které mi pomohly pii zpracovani této bakaldiské prace. Dale bych rad
podékoval v§em, kteti mi pomohli s ptekladem nebo gramatickou korekci.



OBSAH

OBSAH
L UVOD ettt ettt ettt ettt a e s et ettt e et et et et ettt ettt ettt a e e aean e an s e s st s 2
2. TEORETICKA CAST orteeeeiiiieiiiiteteeeseseeitutteeeeeeesestareeeeeesesasassataeeeeasseaasssssaaeeseesasssssssnneesssesansssnnneeeeesannns 3
2.1 REZAVEC SIKMY (INONOTUS OBLIQUUS) .....uvvveeietieeeeeitteeeeeittaeeeeiteeessissesesassseesssssssessassssessnssasessanes 3
2.2 TERPENOIDY .uvtteeeiutteeeesteeeesataeeesaasseeesaassseesassssesasssssssasssssessnssssesssssssesansssssssnssssessnssssessnssnsessnses 3
N R - T U ] o PO U UPPURROt 4
2.3 POUZITE LABORATORNI METODY ..uvtvireeeeeeesiiurrreeeeeeesesassssssesesessessssssssssesssssssssssssssssesssssssssssessssannns 5
e T R G {1 ol IR UPSURROt 5
2.3.2 Chromatografie na tenké VrstVe (TLC)......cccveeiieeecieeeiee e eceeesee e e eveeeseee e 6
e T T 0 11 ] = T TR UPSURROt 7
2.3.4 RetardaCni faktor.....co.eci i e e e e naeeeean 8
2.4 CHROMATOGRAFICKA ROZPOUSTEDLA......ceicuutrrreeeeeeeesiusenneeseessssinssseeeesssssssssssnnsessssssssnsssnneesssennns 9
D S N Y (0T} o] o o - o F= U 9
2.4.2 Zasady vybéru vhodného rozpousSteédla ........ccccueeeiiiiieiiciiiee e 10
2.5 POMUCKY ... itveeeeeetreeeeeetteeeeeeteeeeeeetbeeeeeetaeeeeeetseeeeeatsaeeeeassaesesassseeesasssesesasssesesasssesesassseeesansseeenns 11
0 T R - 71 oY = U UPSPRRNE 11
DT A -1 o 11 = o PSP 12
3. EXPERIMENTALNT CAST iiiiieieeeeeeiiiitteeeeeeeeeeitareeeeeeeeestabasaeeseeessstsbasaeeeeeesaasssasaeaeeesssnnsssseseeeeanans 14
T A =0 1LY ¥ ol 2P 14
I 0 R d Vo (o NV o T T o 11 - PR 14
3.1.2  Zhotoveni DalONKU.......coocceiiiecee e e e e et e e e areeas 15
3.2 VYBER VHODNEHO ROZPOUSTEDLA PRO EXTRAKCI .eeeeecuervirreeeeeeesiurrnnreeeessesansssneeesssssssnsesnesesssennns 16
3.2.1 Tenkovrstva chromatografie jednotlivych vzorkl ..........cccveeeeieiiiiiiiiiceeceee, 18
3.2.2 Destilace jednothivych VZOIrKU ........cccuveiiiiiiiieeciiee et 21
3.2.3 Zhodnoceni vysledkl a koneény vybér rozpoustédla.......c.ccecveevreeecieeeiiee e, 23
3.3 EXTRAKCE LATEK ceutteeuteeruteeeuteesiteesteeesuteesteeesuseesubeeessseesuseesasaeesaseesnseesnssessseesnsseesnseesnsseesaseens 24
3.3.1 Extrakce v Soxhletoveé extraktoru........cccocuueiiiiiieieiiiie e 24
3.3.2 Destilace eXtraktl.....c.ueieeciieeeceiiee et et e et e e et e e et e e e e e e e e e enreeas 25
3.3.3  ZMYAEINENT VZOIKU ...uvviieiiiieeetiee ettt e e ttee e et e e e e aae e e e e nraeaeennreeas 26
3.4 TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE JEDNOTLIVYCH PRODUKTU ...eeeeeerieeeeiuiieeeeireeeeesireeeeesnreeeesnananeenns 28
3.4.1 TLC exXtraktu — N-NeXaAN ......uoiiieiiieeecieee ettt e et e e e ae e e s e ara e e e enraeas 28
3.4.2 TLC extraktu — €thanol.........coiiiiiiiiiecce e e 30
3.4.3 TLC extraktu - Methanol ..o e e 31
3.4.4 Zhodnoceni jednotlivyCh TLC.......cooiiiiiieiiieeecceee et 31
ZAVER .eee ittt e eettee e ettt e e ettt e e e ettt e e et et e e et — et e e e aa—tee e e htaee e e —tateeahtteeeaaatteeeaataeeeeantaeeeeantaeeeeatreeeeanreeeans 33
RESUIMIE ..ttt ettt ettt sttt ettt ettt ettt e st e sttt e st e e s bt e e bt e e s abeeeabeesabeesabbeesabeeeabbeessbaesabaeesabeesasaesnbeesasaeennres 34
SEZNAM LITERATURY ...uttiieeiieeeeeetteeeeeitseeeeaasseesesassseeeaasssseeaassassasasssssesassssessasssssesasssssesassssesassssessnssseennn 35
SEZNAM OBRAZKU .eveeeeeeieeeeeeteeeeeeitteeeeeetteeeeeeuteeeesttaeeeesssaeeeeassasaesassssaesasssesesasssssasanssssesansaesesansseaanns 36
SEZNAM TABULEK veeeeutteeeeeiteeeeeeitseeesaisseeeeasssseseaasssesasassssesaassassasassssaesasssssesasssssssassssesssssssesanssssessnssesennn 37



Uvop

1. Uvop

Tato bakalarska prace se zaméruje na studium obsahovych latek rezavce Sikmého
(Inonotus obliquus), predevsim na provedeni orientacnich tenkovrstvych chromatografii
ve srovnani s betulinem. Rezavec Sikmy je stopkovytrusna dievokaznd houba s vysokym
obsahem biologicky aktivnich Iatek. Podle informaci z dostupnych zdroju by soucasti
téchto latek mél byt téZ betulin. Touto triterpenickou latkou se katedra chemie FPE ZCU
zabyva dlouhodobé. Izolace betulinu je zarazena do zakladnich laboratornich cviceni
z organické chemie. Nabizi se tedy zavedeni zdkladnich operaci, které by mohly

pfitomnost tohoto triterpenu prokazat.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 REZAVECSIKMY (INONOTUS OBLIQUUS)

Rezavec Sikmy patfi mezi stopkovytrusné dievokazné houby z ¢eledi koZovkovitych
(Hymenochaetaceae). Vyskytuje se na listnatych stromech, prevainé na bfize bélokoré.
Rezavec se jiz po nékolik staleti pouziva v tradicni mediciné na |éCbu nadorovych
onemocnéni, tuberkuldzy, kardiovaskularnich a jaternich onemocnéni a dalSich infekénich
chorob. Z plodnic rezavce bylo izolovano vice nez 200 biologicky aktivnich latek. Mezi
nejdulezitéjsi, z hlediska farmakologie, patfi polysacharidy, triterpenoidy a polyfenolické

latky?.

V &lanku 2 autofi uvadi, Ze plodnice se vytvafi pod kirou béhem rozmnoZovaci
faze, kterd nastdva umrtim stromu (nejcastéji bfizy bélokoré). Nejcastéji ji Ize pozorovat

jako houbovitou hmotu, kterd se vyskytuje jako cerny vyrlstek na exteriéru stromu.

V poslednich letech je o zkoumani obsahovych latek a o |é¢ebné uUclinky rezavce
Sikmého velky zdjem. A také se vyzkumy zabyvaji podobnosti obsahovych latek, a tim i o

ucéinky pfibuznych druhd rezavce Sikmého?.

2.2 TERPENOIDY

Terpenoidy jsou organické slouceniny, které jsou nejcastéji ziskdvany z rostlinnych
materiall pomoci destilace svodni parou. Vonné kapalné smési se nazyvaji silice
(esencidlni oleje). Jednd se o malé organické molekuly svelmi vysokou strukturni
rozmanitosti. V dnesni dobé je znamo na 35000 rlznych terpenoidu. Terpenoidy mizeme
délit podle struktury na cyklické ¢i alifatické uhlovodiky. Uhlovodikové terpenoidy, které

jsou zndmé jako terpeny, jsou charakteristické tim, Ze obsahuji vidy dvojné vazby3.

VSechny terpenoidy jsou strukturné pribuzné i presto, Ze maji patrné strukturni
rozdily. Terpeny vznikly spojovanim isoprenu (2-methylbuta-1,3-dienu) jako pétiuhlikaté
strukturni jednotky podle isoprenového pravidla. Atom uhliku C1 nazyvame zacatkem

jednotky (,,hlava“) a atom uhliku C4 nazyvdme koncem jednotky (,pata“)3.
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Terpeny (a terpenoidy), které tvofi molekulu, se déli podle poctu isoprenovych
jednotek (viz tab. €. 1). Monoterpeny a seskviterpeny jsou obsaZeny predevsim
v rostlinach. Vyssi terpeny jsou obsaZzeny vrostlindach i vZivociSich a vétSina ma
vyznamnou biologickou roli. Napfiklad lanosterol (triterpen) je prekurzorem (sloucenina

Ucastnici se chemické reakce za vzniku jiné slou¢eniny) vdech steroidnich hormonu?3.

Tabulka 1: Déleni terpent podle poctu isoprenovych jednotek (prevzato z %)

Pocet izoprenovych Pocet atomu uhliku v Terpen
jednotek molekule
2 10 Monoterpen
3 15 Seskviterpen
4 20 Diterpen
6 30 Triterpen
8 40 Tetraterpen
n > 1000 5n Polyterpen

2.2.1 BETULIN

Betulin (lup-20(29)-en-3pB,28-diol) je pfrirodni triterpenicky dvojsytny alkohol.
Jednd se o latku, kterd je obsazend prevainé v kire btizy bélokoré (Betula pendula),
odtud je odvozeny jeho nazev. Ziskava se napriklad extrakci brezové kliry s chloroformem

za varu®.

Bfezova klGira ma diky betulinu specifické vlastnosti, nikdy neshnije ani neplesnivi,
coz je zplisobeno pravé protiplisnovymi a antibakteridlnimi vliastnostmi betulinu. Betulin a

jeho derivaty disponuji zajimavymi biologickymi ucinky, napf. protizanétlivymi,

protivirovymi, anti-HIV4.

W

Obrazek 1: Strukturni vzorec Betulinu (Wikipedie)
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2.3 POUZITE LABORATORNI METODY

2.3.1 EXTRAKCE

Extrakce se radi mezi separacni metody. PFi extrakci prechazi slozka ze smési latek
v kapalné ¢i tuhé fazi do jiné kapalné faze. Jedna se o velmi vyhodnou metodu pro
stabilizaci tepelné nestalych latek, tedy extrahovat mlZeme i za laboratorni teploty Ci
chladu. Obecné plati, Ze opakovana extrakce nékolika mensimi davkami rozpoustédla je

Géinnéjsi neZ jedina extrakce celym mnoZstvim rozpoustédla.
PFi této praci bylo vyuZito pouze extrakce pevné faze do kapalné faze.

Nejjednodussi extrakce, pfi niz se tuha faze rozmichd s rozpoustédlem a poté se
zfiltruje, se nazyva macerace. Latka je dokonale vyloucena tehdy, kdyz nékolik kapek
posledniho podilu extrakéni kapaliny po odpareni na hodinovém skle nezanechava zbytek.
Pokud se musi latka extrahovat vicekrat, tedy je omezené rozpustnd v daném

rozpoustédle, tak vyuZzivdme kontinudlni extrakci v Soxhletové extraktoru>.

Soxhletlv extraktor se fadi mezi nejcastéji pouzivané pristroje pro extrakci
pevnych latek tékavymi rozpoustédly. Na extrahovany materidl, ktery se nachazi
v patroné nebo muZe byt vloZen pfimo do ,téla“ extraktoru tak, aby bylo zabrdanéno uniku
drobnych soucdsti do varné barnky, stéka kondenzat ze zpétného chladi¢e. Do zpétného
chladi¢e odchazi pary rozpoustédla z varné banky boénim ramenem extraktoru. Extrakce
v Soxhletové extraktoru se periodicky opakuje, kdyz hladina v extrakénim prostoru
dosahne vysky ohybu nédsosky, extrakt samovolné pfetece zpét do varné bariky® (viz obr.

¢. 2).

Soxhletové extraktoru miZzeme malym objemem rozpoustédla extrahovat velké
mnozstvi tuhé latky. Pfi této metodé se rozpoustédlo neustale recykluje, tedy stdle

extrahujeme Cistym rozpoustédlem>.
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Obrazek 2: Soxhletlv extraktor

2.3.2 CHROMATOGRAFIE NA TENKE VRSTVE (TLC)

Chromatografie patfi mezi jednu z nejvyznamnéjSich fyzikalné-chemickych

separacnich metod v chemické laboratofi. Ze slova chroma miiZzeme hledat spojitost
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metody s barevnosti latek, ale podstata metody s barevnosti nema nic spolecného.

Chromatografie se pfevainé vyuziva k rozdéleni bezbarvych latek’.

Chromatografie se pouziva kanalytickym i preparativnim uceldm. K rozdéleni
smeési dochazi na zakladé rozdilné migrace slozek v systému dvou fazi, nepohyblivé
(stacionarni) a pohyblivé (mobilni). Stacionarni fazi mdze tvofit pevna latka nebo kapalina
zachycena v pevném poréznim materialu (nosici). Mobilni fazi tvofi kapalina (kapalinova

chromatografie), nebo plyn (plynovd chromatografie)’.

TLC predstavuje velmi Ucinnou a jednoduchou chromatografickou metodu. Jeji
podstatou je rozdéleni jednotlivych slozek smési na zadkladé jejich odlisné interakce se
sorbentem, ktery je nanesen v tenké vrstvé na pevnou podlozku. Pohyblivou fazi je v
tomto pfipadé organické rozpoustédlo o vhodné polarité. Volba nejvhodnéjsiho sorbentu
(staciondrni faze), detekéniho ¢Cinidla a zejména pak rozpoustédla nebo smési
rozpoustédel za ucelem co nejlepsiho rozdéleni jednotlivych sloZzek reakéni smési,
vyZaduje zpravidla znacnou davku trpélivosti a zkuSenosti. Pomoci metody TLC sledujeme

pribéh reakce a Cistotu produkt(’.

Tenka vrstva staciondrni faze je tvorena bud volné sypanym sorbentem nebo
pfipravena jako fixovand s pouzitim vhodného pojiva (Skrob, sadra), které vSak nejen

ovliviiuje délici schopnosti zhotovené vrstvy, ale i moZnosti detekce chromatogramu’.

2.3.3 DESTILACE

Destilace kapalin patfi mezi zakladni Cistici operace. Latka nebo smés latek se
pomoci ohfevu prevedou na plynou fazi, kterd se nasledné ochladi v chladi¢i a zpatky

zkapalni. Takto zkapalnénad latka se shromaZzduje v jimaci barice®.

Destilaci Ize provadét v nékolika rliznych aparaturach, jako jsou napftiklad destilace

za snizeného tlaku, vodni parou, jednoducha destilace.

Rozdil teplot varu destilovanych kapalin se nazyva délici efekt destilace, ktery je
pfimo umérny. Tato metoda vyuzivad rGzné tékavosti kapalnych &i zkapalnénych latek,
které maji rozdilnou teplotu varu. Pokud se jedna o takovéto latky, mohou byt touto

metodou délitelné?.
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2.3.4 RETARDACNIi FAKTOR

Retardacni faktor je bezrozmérna veli¢ina, kterd nabyvad hodnot 0 az 1. Latkam,
které z(stdvaji na startu prifadime hodnotu Rr = 0 a latkdm, které postupuji s Celem
rozpoustédla prifadime hodnotu Rr = 1. Skvrna pfi analyze na tenké vrstvé urazi urcitou

vzdalenost, ta zavisi jak na polarité latky, tak i na polarité rozpoustédla’.

Polarnimi skupinami silikagelu ¢i jiné stacionarni faze jsou poldrnéjsi latky vice
zadrzovany. Oproti tomu pfi pouzZiti rozpoustédla o vyssi polarité urazi latka o dané
polarité vétsi vzdalenost a dochazi taka k jejimu rozmyvani. Rozpustnost latky v mobilni

fazi maze ovlivnit tvar a vzdalenost skvrny’.

Retardacnim faktorem rozumime urazenou vzdalenost latky na dané desti¢ce a

v daném rozpoustédle, kterd je nepfimo Umérna jeji polarité. Znac¢ime Rf a definujeme

rovnici®:
a
RF = E
Celo rozpoustédel ;
stred skvrny —@ b
a
start . \

Obrazek 3: Vyhodnoceni chromatogramu Rr (ptrevzato z 7)
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2.4 CHROMATOGRAFICKA ROZPOUSTEDLA

Pro chromatografickd rozpoustédla plati, Ze jsou zdavisla na své polarité. Tedy ¢im
je rozpoustédlo polarnéjsi, tim se pevnéji vaze na sorbent. Dochdzi k tzv. konkurencni

adsorpci rozpoustédla a latek, ktera se maji délit®.

Pokud by bylo pouZito rozpoustédlo o vysoké polarité vzhledem k polarité
délenych latek, latka by nemohla ,soutézZit” s rozpoustédlem v adsorpci, a tim by byla
unasena s Celem rozpoustédla. Naopak pfi mnohem mensi polarité rozpoustédla proti

délenym latkam, z(istava latka na startu chromatografické desti¢ky (v pfipadé TLC)°.

Meéfitko pro polaritu je dipélovy moment, respektive elektrickd permitivita, proto
podle téchto konstant jsou chromatograficka rozpoustédla sefazena do tzv. eluotropnich

fad®.

Pfi chromatografii se ¢ast&ji vyuzivaji smési dvou a vice rozpoustédel. Zadany
stupen polarity pak vznika rliznym pomérem miseni. Avsak plati zdsada, Ze vznikld smés

by neméla obsahovat vice nez 30 % polarnéjsi slozky®.

2.4.1 ELUOTROPNi RADA

Nejvhodnéjsi rozpoustédlovy systém pro danou smés latek je vétsinou zjistovan
experimentdlné na zakladé zkusSenosti a je zaznamendvan jako soucast pracovniho
protokolu. Pti volbé rozpoustédel se vychazi z tzv. eluotropické rady. V této fadé jsou

rozpoustédla fazena podle klesajici relativni permitivity v pofadi (viz tabulka €. 2).

Rozpoustédla stojici v eluotropické rfadé nejvySe jsou vhodnda pro vymyti slozek
smési s vysokou polaritou. Mezi né patfi téz pyridin a kyselina octova. Jejich ucinnost je
zpUsobena tim, Ze pyridin uvolfiuje i chemicky vazané baze a soucasné je dobre rozpousti;
podobné kyselina octova rusi chemisorpci fenolll a organickych kyselin. Nejnizsi ¢leny
eluotropické rady nebo jejich smési jsou naopak rozpoustédly vhodnymi k jemnéjSimu

déleni smési’.
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Tabulka 2: Eluotropni fada rozpoustédel pro TLC (ptevzato z 7)

Rozpoustédio: Poradi:
Voda 1
Methanol 2
Ethanol 3
Propan-1-ol 4
Aceton 5
Ethyl-acetat 6
Diethylether 7
Chloroform 8
Benzen 9
Toluen 10
Chlorid uhlicity 11
Cyklohexan 12
Hexan 13

2.4.2 ZASADY VYBERU VHODNEHO ROZPOUSTEDLA
Pro volbu nejidedlnéjsiho chromatografického rozpoustédla plati dvé zasady.

Prvnim pozadavkem je, aby v pouZitém rozpoustédle byla délenda smés latek
rozpustna, zpravidla je nejvyhodnéjsi to rozpoustédlo, v némz se vSechny slozky smési
jesté rozpoustéji’.

Druhym pozadavkem je, aby délené latky nebyly na zvoleném adsorbentu poutany
ani prilis pevné, ani pfilis malo. V prvnim pfipadé smés zlstava na startu, v druhém
pripadé smés latek bez rozdéleni postupuje v Cele rozpoustédel. Obé mezni moznosti
ukazuji, Ze nejvyhodnéjsi je prfipad déleni smési za podminek, kdy jsou jeji slozky

adsorbovany stfedné pevné a mohou se uplatnit rozdily v jejich retenénim faktoru’.

10
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2.5 Pomucky

2.5.1 BALONEK
Tvar balénku vyhotoveny ze sklenéné trubicky (viz obr. €. 4).

Pro manipulaci s kapalinami je baldének velice ucinnd pomdicka. Baldnek je
zhotovovan ze sklenéné trubice o vhodném prlméru. Za nejidealnéjsi primér sklenéné
trubice se povazuje 6-8 mm, tento primér umoznuje jednoduché zhotoveni baldnku.
Tento pramér byl zjistén béhem nékolikaleté praxe na nasi fakulté. Sklenénou trubici je
vhodnéjsi volit se silnéjsSi sténou, diky tomu zamezime ptipadnému prasknuti nebo

eliminujeme pfehnanou kiehkost materialu®.

Baldnek lze vyuZit v semimikrotechnice k uchovavani kapalin. Funkce balénku je
ddna zménou tlaku plynu, ktery je obsazen uvnitf. Tato zména zdavisi na vnitini i vnéjsi
teploté. Knasdvani kapaliny do baldnku dochazi pfi snizovani teploty, tedy dochazi
k snizeni tlaku uvnitt balénku. Naopak k vyprazdnéni nasaté kapaliny z baldonku dochazi

pFi zvySovani teploty, tedy dochazi ke zvyseni tlaku uvnitf balonku®.

Obrazek 4: Tvar kapilary a balonku

11
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2.5.2 KAPILARY

Velmi tenka sklenénda trubicka (fadové desetiny mm). Vyska hladiny kapaliny
v kapilare je zplUsobena kapilarnim tlakem, ktery vznikd zakfivenim povrchu. Tésné pod
dutym povrchem kapildry je vnitfni tlak mensi nez tésné pod rovinnym povrchem kapaliny
v okoli kapildry. Proto kapalina vystoupi v kapilare do takové vysky, aby hydrostaticky tlak
odpovidajici tomuto sloupci kapaliny vyrovnal rozdil vnitfnich tlak(. U kapilarni deprese je

tomu opacéné?®,

O kapilarni elevaci hovotfime, pokud jsou oba konce kapilary oteviené a jeden
konec kapilary je ponorfen do kapaliny, ve které jsou molekulové interakce mezi
molekulami stény kapilary mnohem silnéjsi nez molekulové interakce mezi molekulami
samostatné kapaliny. Potom kapalina vzlind kapilarou. Tedy hladina kapaliny v kapilare je

vy$3i neZ hladina kapaliny kolem kapilary!?.

O kapilarni depresi hovotime, pokud jsou oba konce kapilary oteviené a jeden
konec kapilary je ponoren do kapaliny, ve které jsou molekulové interakce mezi
molekulami stény mnohem slabsi nez mezi molekulami kapaliny. Potom hladina v kapilare

klesne pod uroven hladiny okolo kapilary®.
Oba tyto jevy miZeme souhrnné nazvat jako kapilarital.
Zvyseni hladiny, respektive snizeni, mizeme vyjadfit vzorcem

B = 20cos (a)

pgr
pficem? p (vkg/m3) je hustota kapaliny, r (v m) je polomér kapilary, o (v N/m) je
povrchové napéti, a je stykovy Uhel a g (m/s?) je tihové zrychleni. Tento Uhel je natolik

maly, Ze ho miZeme zanedbat. A tudiZ vychazime ze vztahu'?

20

h=——

pgr
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2TEORETICKA CAST

Obrazek 5: Kapilarni elevace (vlevo) a deprese (prevzato z 10)

13
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3. EXPERIMENTALNI CAST

V prabéhu experimentdlni ¢asti této bakalarské prace bylo vyuzZivdno pouze
dostupného vybaveni Skolni laboratofe. Bylo vidy vyuZivdno chemikdlii a pom(cek o

bézné Cistoté.

3.1 Pomucky

Pfed zaCatkem samostatné experimentdlni casti této prace bylo nezbytné si
pfipravit pomucky, které préci velice usnadni. Pfedevsim se jednd o kapilary a baldnky,

které jsou vhodné k premistovani kapalin.

3.1.1 ZHOTOVENi KAPILARY

Ke zhotoveni kapilary bylo potfeba vyuziti kahanu, noze na sklo a vhodné sklenéné

trubice.

Nejdfive byl ufiznut noZem na sklo dostate¢né velky kus sklenéné trubice
(pFiblizné se jedna o 20 cm). Utiznuti trubice bylo provedeno lehkym natiznutim stény skla
specialnim noZzem na sklo, a poté se trubice opatrné odlomila smérem vzhiru (fez skla
sméfuje nahoru). DoSlo k rovnomérnému lomu v misté nafiznuti sklenéné trubice.
Ufiznutou trubici bylo nutné uchopit na obou koncich a rovnomérné otacivymi pohyby
zahtivat nad plamenem kahanu. V momenté, kdy sklenéna trubice byla dostatecné
zahtata (sklo bylo lehce tvarovatelné a mékké), mirné se zacal tahat material od sebe. Ve
stejny moment musela byt sklenéna trubice vyjmuta z plamene a sklo bylo vytazeno do
potiebnych rozmér(. Pti této praci mlze dojit k roztrhnuti trubice, a proto se v této fazi
muselo dbat velké opatrnosti a peclivosti. Pokud se roztazeni povede, vznikne tenoucka

sklenéna kapildra, kterou lze snadno vylomit (viz obr. €. 6).
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Orézek 6: Zhotoveni kapilary

3.1.2 ZHOTOVENI BALONKU

Vvevs

krokem byla oddélena vhodné dlouhd sklenéna trubice (cca 20 cm) a ndsledné trubice
byla vytazena do kapilary, jak jiz bylo popsano v podkapitole 3.1.1. Jeden z koncu byl
odlomen a bylo velice dllezité, aby byl konec kapildry zataven. Ddle se se sklenénou
trubici otdcelo nad kahanem rovnomérné, aby se materidl dostatecné prohral po celém
svém obvodu v misté, kde se trubice zuZzuje do kapilary. Byla zahfivana tak dlouho, nez
vdaném misté bylo sklo dostatecné mékké. Trubice byla vyjmuta z plamene a bylo
fouknuto do studeného konce sklenéné trubice. Vznikla dutad vyboulena ¢ast v trubici.
Nasledné bylo potfeba vytvoreni kapilarniho mista nad vyboulenou dutinou. Misto, kde se
méni trubice na vyboulenou dutinu, se zacalo nahfivat. Nad plamenem bylo otaceno
rovnomérné do zméknuti skla. Nasledné byl baldnek vyjmuty z plamene a tahem byla
vytvorena kapilara. Protdhla ¢ast byla odlomena ve vhodné vysce, podle potfeby. Tento

postup je shrnut v nasledujicim obrazku (viz obr. €. 6).
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Obrazek 7: Zhotoveni balénku

3.2 VYBER VHODNEHO ROZPOUSTEDLA PRO EXTRAKCI

Pred zacatkem préce bylo zapotiebi vybrat vhodné rozpoustédlo pro extrakci latek
z Inonotus obliquus. Jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo je mysleno takové, které ze vzorku

vymyva nejvétsi procentualni vytézek extrahovanych latek.
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Bylo naplnéno sedm lékovek malym mnozZstvim Inonotus obliquus, ktery byl

pfedem nadrcen a ddle rozmélnén v tfeci misce. VSe bylo navaZeno na analytickych

vahdch a néasledné bylo pfidano 10 ml rznych rozpoustédel (viz tab. ¢. 3 a obr. €. 8)

Tabulka 3: Obsahy jednotlivych 1ékovek

Cislo vzorku

Hmotnost lékovka

Navazka Inonotus

Rozpoustédlo

(vg) obliquus (v g)
1 16,2897 1,0003 toluen
2 15,7858 1,0002 chloroform
3 16,4147 1,0000 aceton
4 16,5716 0,9997 methanol
5 16,3140 1,0002 ethanol
6 16,3401 1,0000 diethyether
7 16,3791 1,0000 n-hexan

Obrazek 8: Fotografie jednotlivych 1ékovek s rozpoustédly
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Lékovky s Inonotus obliquus se ponechaly louhovat v jednotlivych rozpoustédlech
nékolik dni, pficemzZ kazdy den byly nékolikrat protfepany. Aby bylo zjiSténo, ve kterém
rozpoustédle dochazi k nejvétSimu vymyvani extrahovanych latek, bylo pfistoupeno

k metodé tenkovrstvé chromatografie neboli TLC.

PFi metodé TLC bylo vyuzZito hlinikové fdlie ,Silikagel 60 F2s4“ s tloustkou vrstvy 0,2
mm. Jako mobilni faze byla vyuZita soustava 10:3 n-hexan:ethyl-acetat. Tento pomér a
vybér rozpoustédel je nejvyhodnéjsi pro vynaseni latek, pfedevsim betulinu a lupeolové
frakce, které byly zkoumany. Tento vybér bylo potfeba experimentalné vyzkouset. Pfi
poméru 10:3 byla stopa betulinu a lupeolové frakce zhruba uprostifed chromatografické

desti¢ky. Naopak pfi poméru 1:1 byla stopa tésné pred ¢elem rozpoustédel.

3.2.1 TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE JEDNOTLIVYCH VZORKU

Pred zacatkem samostatné TLC vzorkd bylo potfeba nastfihat nékolik hlinikovych
folii ,,Silikagel 60 F254“ o vhodném rozméru, poté pfipravit uzavienou vyvijeci soustavu,

topnou spiralu na vypaleni stop vzorkd a naplnéni postfiku roztokem 10% kyseliny sirové.

Prvnim krokem bylo vyznadeni startu na desticce, na strané pokryté silikagelem
cca 0,5 cm od spodni strany desticky. Dale vyznaceni nékolika bod{ pro naneseni vzorkd.
Tyto body musi mit optimalni odstupy, aby nedochdazelo k pfekryvani drah, které vznikaji

pfi vzlinani. Pokud by doslo k prekryti drah, bylo by nutné zopakovat cely postup.

Druhym krokem bylo nanaseni jednotlivych vzorkd tenkou kapilarou. Kapilara byla
vloZena do lékovky se vzorkem a rozpoustédlem. Nasata kapalina byla nanesena na
desticku do vyznaceného mista (nasati kapaliny do kapildry viz kap. 2.4.2.). Nasledné byla
odlomena ¢&ast kapilary, kde se nachazela kapalina a zbytek byl pouzit na dalsi nasati a
naneseni jiného vzorku. Vzorky byly naneseny do vSech pozic kromé pozice prostiedni.
Tato pozice slouZila pro naneseni vzorku betulinu nebo lupeolové frakce, aby bylo mozné

porovnavat.

Nanesené vzorky na desti¢ce se nechaly vyschnout nékolik minut. Dale byla
naplnéna vyvijeci soustava n-hexanem a ethyl-acetdtem v jiz zminéném poméru 10:3.

JelikoZ pro TLC bylo potfeba mensi mnozZstvi tohoto poméru, pipetovalo se 1 ml n-hexanu
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a 0,3 ml ethyl-acetatu. Bylo zachovano absolutni Cistoty, tedy pro kazidou latku bylo

vyuzito jiné pipety.

Po naplnéni vyvijeci soustavy mobilni fazi do ni byla vloZzena chromatograficka
desticka pomoci pinzety tak, aby start byl vespod vyvijeci soustavy. Aby bylo zamezeno
uniku par obou rozpoustédel, byla soustava prekryta krycim sklickem (viz obr. €. 9). Bylo
ponechano, aby rozpoustédla vystoupala do vysky cca 1 cm od vrchniho okraje.
Chromatograficka desticka byla vyjmuta pinzetou a ndasledné postfikdna roztokem 10%
kyseliny sirové. Dale byla vloZena na topnou spirdlu, aby se vypdlila stopa vzlinani

jednotlivych vzorka.

Roztok kyseliny sirové se zde pouzil jako univerzalni detekéni metoda. P¥i postfiku

a nasledném zahrati na vari¢i dochazelo ke karbonizaci organickych latek.

Obrazek 9: Uzaviend vyvijeci soustava
Bylo provedeno nékolik TLC s rlznym poradim nanesenych vzork( a s rlznym
nanesenym mnozstvim (mysleno pocet dotyk( kapilary s chromatografickou destickou)

(viz soubor obrazku €. 10)
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Obrazek 10: Vysledky z TLC L = lupeolova frakce, B = betulin, ¢ = pocet dotykt kapilary s destickou
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3.2.2 DESTILACE JEDNOTLIVYCH VZORKU

Pfed zacatkem destilace bylo zapotrebi sestavit destilacni aparaturu (viz obr. €. 11)

Obrazek 11: Destila¢ni aparatura

Do 25ml ocislovanych Erlenmeyerovych banék byl vloZzen varny kaminek, aby se
zamezilo vyskytu utajeného varu. Takto pfipravené barnky byly zvdzeny na analytickych
vahéach. Po zvazZeni bylo odpipetovano 5 ml vzorku podle tabulky ¢. 4. Nasledné se kazdy
obsah v barice destiloval. Bylo zapotiebi ohlidat, aby zlstalo malé mnoZstvi vzorku
v bance. Kdyby byl vzorek destilovan do sucha, mohl by se vzorek spdlit, a tim by byl
znehodnocen. Ddle byly vzorky v Erlenmeyerovych bankach vlozeny do laboratorni

susarny, kde pfi cca 110 °C byly dosuseny do konstantni hmotnosti.

Po vysuseni a vychladnuti banék na laboratorni teplotu byly banky zvazeny. Dale

byly namérené hodnoty od sebe odecteny (viz tab. €. 4).
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Tabulka 4: Jednotlivé namérené hmotnosti vzorki

Hmotnost Hmotnost
Erlenmeyerovy | Erlenmeyerovy
. barky barky Odpipetovano | Hmotnost
Cislo | Rozpoustédio
s varnym s varnym vzorku (v ml) vzorku
vzorku
kaminkem kaminkem a (vg)
(vg) vzorkem (v g)
1 toluen 17,5522 17,5559 5 0,0037
2 chloroform 18,2388 18,2479 4,6 0,0091
3 aceton 17,0019 17,0060 5 0,0041
4 methanol 16,3382 16,3556 5 0,0174
5 ethanol 17,5784 17,5849 5 0,0065
6 diethylether 17,7806 17,7884 4,4 0,0078
7 n-hexan 18,0399 18,0437 4,5 0,0038
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3.2.3 ZHODNOCENI VYSLEDKU A KONECNY VYBER ROZPOUSTEDLA

Tabulka 5: Procentudlni vytézky

% vytézek
Cislo Hmotnost Odpipetovano | Hmotnost (pFepocteno
Rozpoustédio
vzorku navazky (vg) | vzorku (v ml) vzorku na 10 ml
(ve) pipetovaného

vzorku)

1 toluen 1,0003 5 0,0037 0,74 %

2 chloroform 1,0002 4,6 0,0091 1,97 %
3 aceton 1,0000 5 0,0041 0,82 %
4 methanol 0,9997 5 0,0174 3,48%
5 ethanol 1,0002 5 0,0065 1,30 %

6 diethylether 1,0000 4,4 0,0078 1,77 %

7 n-hexan 1,0000 4,5 0,0038 0,84 %

Nékteré z téchto vzorkl byly znecistény malymi ¢astecky rozmélnéného preparatu

Inonotus obliquus, ktery se i pfes nasavani pipetou skrz vatu dostaval do pipety. Nejvice

znecistény byl vzorek s rozpoustédlem €. 2 a méné znecistén byl i vzorek s rozpoustédlem

¢. 4.

Zavére¢ny vybér vhodného rozpoustédla byl usuzovan podle ziskanych dat

z jednotlivych extrakci s rGznymi rozpoustédly (viz tab. ¢. 5). A dale podle jednotlivych

tenkovrstvych chromatografii. Jako nejlepsi rozpoustédlo pro extrakci

byl vybran

methanol. Dale byl vybran n-hexan kodstranéni lipofilnich slozek a postupné byla

zvySovana polarita pres ethanol k methanolu.
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3.3 EXTRAKCE LATEK

Po vyzkouSeni sedmi rlznych rozpoustédel bylo pristoupeno kdalsi casti.

Samostatna extrakce latek probihala v Soxhletové extraktoru.

3.3.1 EXTRAKCE V SOXHLETOVE EXTRAKTORU

Pro extrakci v Soxhletové extraktoru bylo postupné vyuZito vSech vybranych

rozpoustédel. Prvnim rozpoustédlem byl n-hexan, druhym ethanol a tfetim methanol.

Pfed naplnénim extraktoru bylo potfeba vysuSeny vzorek Inonotus obliquus
nalamat na mensi kousky. Takto naldmany vzorek byl zvdien a poté bylo zvazenym

vzorkem naplnéno télo Soxhletova extraktoru (viz obr. ¢. 12).
Celkova hmotnost vysuseného vzorku pro naplnéni byla: 65,126 g.

Nasledné byla prvnim rozpoustédlem, tedy n-hexanem, naplnéna varna barka
svarnym kaminkem, ktera byla vloZena do topného hnizda. Samostatnd extrakce
probihala cca 24 hodin. Po dokonceni extrakce prvnim rozpoustédlem, byl tento proces
opakovan i pro zbyla dvé rozpoustédla, tedy ethanol a methanol. Pfed zahajenim extrakce
dalSim rozpoustédlem byl extrahovany materidl dokonale zbaven rozpoustédla

predchoziho (n-hexanu pred extrakci ethanolem, ethanolu pred extrakci methanolu).
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Sl

Obrazek 12: Naplnéné télo Soxhletova extraktoru vzorkem Inonotus obliquus (vata ve spodni casti
extraktoru branf dniku jemnych ¢aste¢ek materialu do baiiky s rozpoustédlem).

3.3.2 DESTILACE EXTRAKTU

Po dokonceni procesu pro vsechna tfi rozpoustédla byl obsah varnych banék prelit
do tfi predem zvazenych 250ml banék s varnym kaminkem (viz tab. ¢. 6). Pri prelévani byl
obsah banék nékolikrat promyty stejnym rozpoustédlem, kterym byl vzorek extrahovan,

aby bylo v co nejvétsi mife zamezeno ztratam.

Nasledné byl obsah v barikach destilovan. Odparek byl vysuSen do konstantni
hmotnosti pri teploté 110 °C v susarné (vysusené barnky s extraktem viz obr. ¢. 13). Po
vychladnuti na laboratorni teplotu byly bariky zvazeny. Vysledky byly ndsledné od sebe

odecteny pro ziskani jednotlivych hmotnosti vzork( (viz tab. ¢. 6).
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Tabulka 6: Namérené hodnoty extrakce

Rozpoustédlo

Hmotnost varné

banky

Celkova

hmotnost po

Hmotnost

extrahovaného

s kaminkem (v vzorku (v g) % vytézek
vysuseni (v g)
g)
n-hexan 96,045 96,234 0,189 0,29 %
ethanol 106,447 108,693 2,246 3,45 %
methanol 125,998 127,689 1,691 2,60 %

Obrazek 13: Extrakt Inonotus obliquus v riznych rozpoustédlech

3.3.3 ZMYDELNENI VZORKU

Pfed zacatkem samostatného zmydelnéni ¢dasti vzorku bylo potfeba pfipravit

ethanolicky roztok hydroxidu draselného.

Pfi pripravé roztoku KOH v ethanolu bylo pfihlédnuto k analogickému zmydelnéni

extraktu jerabové klry, provedeném jiz dfive (viz tab. €. 7) (Richtr — osobni sdéleni). A

potfebné mnozstvi bylo vypocteno pfimou Umérnosti. Pro kazdy nezmydelnény vzorek byl

pfipraven co nejvice podobny ethanolicky roztok hydroxidu draselného (viz tab. ¢. 7).
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Postup vypoctu ethanolického roztoku hydroxidu draselného:

a) Prepocet potfebného mnoistvi KOH
110 mg extraktu .....ccooveveveirieriricrecneenee 117 mg KOH

150 mg extraktu ....cccoeevecececeeeceeeen x mg KOH

150
x=117 X 110 - 159,55 mg

b) Prepocet potfebného mnoistvi ethanolu

110 Mg extraktu .....ccooeeeueiveieieieiriierieeene 20 ml ethanolu

150 mg extraktu ....ccccoveveceeceeeeeeee e x ml ethanolu

x=20 % 2222727 ml
110

Tabulka 7: Mnozstvi latek pro zmydelnéni

Mnoistvi
Autor Mnozstvi hydroxidu Mnoistvi
vzorku (v mg) draselného (v ethanolu (v ml)
mg)
Richtr 110 117 20
Zemlicka (n- 150 160 27
hexan)
Zemlicka 150 162 27
(ethanol)
Zemlicka 150 160 27
(methanol)

Do jednotlivych varnych banék svarnym kaminkem bylo navazeno 150 mg

nezmydelnénych vzork(, které byly ndsledné zality 27 ml ethanolického roztoku KOH.
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Pro kazdy extrakt byla provedena zpétna destilace, pfi niz dochazi k tzv. ,refluxu” (latka se
zaCne vyparovat a jeji pary kondenzuji ve zpétném chladici, a tim se vraci zpét do varné
banky). Tento déj probihal u kazdého vzorku 5 hodin. Nasledné byly bariky odstaveny a

zazatkovany.
3.4 TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE JEDNOTLIVYCH PRODUKTU

Pred samotnym zacatkem bylo potieba pfipravit nezbytné pomiucky a chemikalie,
jak bylo zminéno v podkapitole 3.2.1. Jako mobilni fdze byla pouZita soustava
n-hexan:ethylacetat (10:3). Navic bylo pouZito chloroformu k nanaseni extrahovanych

krystalll v kapalné fazi na chromatografickou desticku.

Dale byla provedena orientacni tenkovrstva chromatografie nezmydelnénych produktd

(viz obr. ¢. 14).

Obrazek 14: TLC nezmydelnénych extraktl (zleva n-hexan, ethanol, methanol, betulin)

3.4.1 TLCEXTRAKTU - N-HEXAN

Prvnim produktem, ktery byl zkouman byl extrakt n-hexanovy.
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Ptfi prvnim TLC bylo kapildrou naneseno malé mnoizstvi (mysleno jeden dotyk
kapilary s chromatografickou destickou) zmydelnéného extraktu, nezmydelnéného
extraktu a Cisty betulin. Takto pfipravena chromatograficka desticka neposkytla Zadnou
informaci o latkach obsaZenych ve zmydelnéném extraktu a poskytla velmi slabou

necitelnou stopu v nezmydelnéném extraktu.

Bylo tedy uvaZeno, Ze vysledny produkt bude muset byt nanesen ve vétsi
koncentraci, pficemz koncentrace Cistého betulinu zlstala stejnd. Na dalsi
chromatografickou desticku bylo naneseno vétsi mnoiZstvi (5 dotykd kapilary)
zmydelnéného extraktu. U nezmydelnéného 3 dotyky kapildrou. Takto pfipravena
chromatografickd desticka po vypdleni jiz poskytla citelnou informaci o obsazenych

latkach (viz obr. €. 15).

Obrazek 15: TLC n-hexanového extraktu (Z- zmydelnény, N- nezmydelnény, B- betulin)
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3.4.2 TLCEXTRAKTU - ETHANOL
Dalsim zkoumanym produktem byl extrakt, jenz byl extrahovan ethanolem.

Pfi nanaseni jednotlivych extraktll na chromatografickou desti¢ku bylo vyuZito
ziskané informace z predeslého TLC n-hexanového extraktu. Proto jiz pro prvni TLC bylo
naneseno stejné mnoizstvi jednotlivych extraktll jako u n-hexanového extraktu. Pfi
vypaleni chromatografické desticky byla zndma pouze informace o cistém betulinu a
nezmydelnéném vzorku, informace o zmydelnéném vzorku chybéla. Proto pro dalsi TLC
bylo naneseno dvojndsobné mnozstvi (10 dotyk( kapilarou). Takto pfipravena
chromatograficka desticka po vypaleni poskytla Citelnou informaci o obsaZzenych latkach

(viz obr. €. 16)

Obrazek 16: TLC ethanolového extraktu (B- betulin, N- nezmydelnény, Z- zmydelnény)
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3.4.3 TLCEXTRAKTU - METHANOL
Poslednim zkoumanym produktem byl extrakt, jenz byl extrahovan methanolem.

Pfi nanaseni jednotlivych vzork(i na chromatografickou desticku bylo vyuZito
informace z TLC ethanolovych produktl. Bylo tedy naneseno stejné mnozstvi. Po vypaleni
prvni chromatografické desticky byla poskytnuta Citelnd informace o obsaZzenych latkach

v jednotlivych vzorcich (viz obr. ¢. 17).

Obrazek 17: TLC methanolového extraktu (N- nezmydelnény, Z- zmydelnény, B- betulin)

3.4.4 ZHODNOCENiJEDNOTLIVYCH TLC

Pro n-hexanovy vzorek bylo zjisténo, Ze po zmydelnéni zmizely nékteré obsahové

latky, také bylo potfeba nanést vétsi mnoistvi, aby byly stopy Citelné.
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Ve srovnani s betulinem je vSak n-hexanovy extrakt neprikazny, jelikoz neexistuje zadna

stopa v urovni stopy, kterou zanechal extrakt Cistého betulinu.

Pro ethanolovy vzorek bylo zjisténo, Ze bylo potfeba nanést dvojnasobné mnozstvi
zmydelnéného vzorku oproti n-hexanovému vzorku. Také po zmydelnéni vymizely nékteré
obsahové latky. Ddle ve srovndni s betulinem je ethanolovy extrakt taktéZz neprlikazny

jako u n-hexanového extraktu.

Pro methanolovy vzorek bylo zjiSténo, Ze je potfeba nanést stejného mnozstvi
zmydelnéného mnozstvi jako tomu bylo u ethanolového vzorku. Po zmydelnéni vymizely
nékteré obsahové latky. Ve srovnani s betulinem je vSak zmydelnény vzorek oproti
predchozim vzorklm prikazny. Ve zmydelnéném vzorku existuje stopa, ktera je na Urovni
stopy, kterou zanechal extrakt ¢istého betulinu. Tedy lze fici, Ze zmydelnény methanolovy

extrakt by mohl obsahovat jako jednu ze svych obsahovych Ilatek betulin.
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ZAVER

ZAVER
Tato bakalarska prace vychazela ze vzorku rezavce Sikmého (Inonotus obliquus) ¢.

2 (imperfektni stadium), datum sbéru probéhl 5.1.2021 v lokalité Svétce u Tachova.

Vzorek byl susen pfi 45 °C.

Pocatkem této bakalarské prace byl vybér tfi rozpoustédel pro extrakci
obsahovych latek rezavce Sikmého (/nonotus obliquus). Na zakladé vytézkd a TLC byl

zvyhodnén n-hexan, ethanol a methanol.

Vzorek ¢. 2 byl postupné extrahovan 24 hodin n-hexanem, ethanolem a
methanolem. Nasledné byly extrakty zahustény destilaci a vysuSeny do konstantni
hmotnosti s vytéZzkem pro n-hexanovy extrakt 0,29 %, pro ethanolovy extrakt 3,45 % a pro
methanolovy extrakt 2,60 %. Nasledné byly jednotlivé extrakty saponifikovany. Bylo
provedeno TLC se srovndnim s Cistym extraktem betulinu. Jedinym vzorkem, kde byla
pomoci TLC prokdzana stopa shodna se stopou Cistého betulinu byl zmydelnény
methanolicky extrakt. To, zda se jedna skutecné o betulin je nutné prokdzat v souvislosti
s detailnéjSim rozborem, ktery bude smérovat k izolacim nékterych latek a pokusem o
jejich identifikaci. Predpokladam, Ze tento detailnéjsi rozbor bude resen v prlibéhu mé

diplomové prace.
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RESUME

RESUME

This bachelor's thesis was based on a sample of Chaga mushroom (Inonotus
obliquus) No. 2 (imperfect stage), the collection took place on 5.1.2021 in the locality of

Svétce u Tachova. The sample was dried at 45 ° C.

The beginning of this bachelor thesis was the selection of three solvents for the
extraction of constituents of Inonotus obliquus. Based on yields and TLC, n-hexane,

ethanol and methanol were preferred.

Sample No. 2 was extracted successively for 24 hours with n-hexane, ethanol and
methanol. Subsequently, the extracts were concentrated by distillation and dried to
constant weight in a yield of 0.29% for the n-hexane extract, 3.45% for the ethanol
extract and 2.60% for the methanol extract. Subsequently, the individual extracts were
saponified. TLC was performed by comparison with pure betulin extract. The only sample
where a trace identical to that of pure betulin was detected by TLC was a saponified
methanolic extract. Whether it is really betulin must be proven in connection with a more
detailed analysis, which will lead to the isolation of some substances and attempts to

identify them. | assume that this will be resolved during my diploma thesis.
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