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1. Uvod

Rozvoj soucasné spolecnosti je siln€ ovliviiovan fadu novych objevll ve véde i
technice. Tohoto vlivu nemlze byt uSetfena ani vyuka chemie jako piirodovédného
oboru. Vyuka chemie musi sledovat jak vyvoj v oblasti teorie, tak nové moznosti
v oblasti experimentu. Zakladnim trendem je racionalizace provadénych experimentu,
coz kromé jiného piedstavuje sledovani vice jevii soucasné, pokud mozno Setrné
pusobeni na zivotni prostiedi a moznost upeviiovani mezipfedmétovych vztaht.
K takovym experimentim sméfuje 1 tato diplomova prace, jejiz vysledky by mohly
ovlivnit pfipravu budoucich ucitelti chemie, ale i chemicky experiment na stfednich
Skolach.

Tato diplomova prace je rozdélena na praktickou, teoretickou cast a didaktickou
cast. V teoretické Casti jsou uvedena zakladni fakta k postuplim uZzivanych pfi praci
Vv laboratofi. Praktickd cast prace se zabyva predev§im piipravou a izolaci y-
apoallobetulinu. V didaktické ¢asti je rozpracovan postup prace, ktery je mozno zaradit

do experimentalni vyuky budoucich uéitelti chemie.



2. Teoreticka cast

2.1 Mikrovinna chemie

Mikrovinna chemie je pomémé mladou chemickou disciplinou, jejiz pocatky
sahaji do 80. let 20. stoleti. Prvni publikované prace, které popisovaly vyuziti mikrovin
v organické syntéze, vysly vroce 1986 vuznavaném &asopise Tetrahedron®. Hlavni

rozvoj mikrovinné chemie vSak nastal az v 90. letech a trva do soucasnosti.

2.1.1 Mikrovlnné zareni

Mikrovilny spadaji do oblasti elektromagnetického spektra, jednd se o
elektromagnetické zafeni s dlouhou vinovou délkou o nizké energii. VIinova délka
mikrovinného zafeni se pohybuje vrozmezi 1 mm az 1 m. Jednd se o zafeni, které
v malych davkach nevykazuje $kodlivé u¢inky na Zivé organismy?.

Mikrovinné zafeni ma, stejné jako jiné druhy zafeni, schopnost interagovat
S riznymi materialy. Materidly v zavislosti na typu interakci s mikrovinnym zafenim lze
rozdé€lit do tii skupin. Prvni moznosti je, ze latka s mikrovinami nereaguje a mikroviny
latkou volné prochézeji, napt. sklo, nepolarni latky. Druhou moznosti je odraz mikrovin
od dané latky. Tento jev se vyskytuje u kovovych latek a je ho UspéSné vyuzivano
k zabranéni Uniku mikrovin z mikrovinnych trub, jejichz hlavnim konstrukénim
materidlem jsou pravé kovy. Posledni moZnosti je absorpce mikrovin latkou.
S mikrovlnnym polem reaguji pouze latky s polarnimi molekulami, napf. voda, polarni
rozpoustédla. Pti absorpci mikrovinného zéafeni dochdzi v souladu se zdkonem o
zachovani energie k pfeméné mikrovlnné energie na tepelnou. Pti vyuZziti mikrovlnného

zéateni dochazi k rovnomérnému ohtevu latky.

2.1.2 Historie

Steorii o existenci elektromagnetického zéfeni pfiSel jiz v roce 1873 James
Clerk Maxwell. K objevu mikrovin vsak doslo az ve 40. letech 20. stoleti ve Velké
Britanii, kde sir John Randal a dr. H. A. H. Boo vynalezli zdroj mikrovinného zafeni —
magnetron®. Vyraznéj$i vyzkum v mikrovinné oblasti elektromagnetického spektra ve
40. letech souvisel s vyvojem radarové techniky, ktera vyuziva pravé mikrovin. Velky
vyznam hrala radarova technika za 2. svétové valky pfi sledovani neptatelskych letadel.

Od pouzivani mikrovin Vv souvislosti s vojenskymi ucely byl kupodivu jiz jen kousek
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k vyvoji zafizeni, které by pro ohiev latek vyuzivalo pravé mikrovinné zafeni. Pii
provadéni experimentl sradary objevil ndhodné¢ zaméstnanec firmy Raytheon
Corporatio Percy Lebaron Spencer, ze mikroviny dokazi rozehtat cokoladu, kterou mél
pii praci v kapse. V roce 1952 byl firmé vydan prvni patent na mikrovinnou troubu a
roku 1961 byla vyrobena prvni mikrovinna trouba®.

Prvni mikrovinna trouba svou velikosti pfipominala spisSe skiiil, nez kuchynsky
spotfebiC tak, jak jej zname V soucasnosti. Vyraznéjsi komercni vyuziti mikrovinné
trouby spada az do 70. let 20. stoleti. Od té doby toto odvétvi zazilo velky rozmach.
Béhem 80. let 20. stoleti zacaly probihat také prvni pokusy v chemickych laboratofich,

které zkoumaly moznosti vyuziti mikrovin v chemii.

2.1.3 Soucasné moznosti vyuziti mikrovinného zareni

Kdyz se tekne mikroviny ¢i mikrovinné zareni, kazdého okamzité napadne
mikrovlnna trouba a ohfivani potravin. Mélokdo si uvédomi, ze mikrovlny prostupuji
mnoha odvétvimi lidské ¢innosti, a ze ¢lovéka provazeji témét na kazdém jeho kroku.

Velmi dilezitou oblasti, kterd vyuzivd mikrovinné zateni je jiz v historickém
uvodu zminéna radarova technika. Na principu mikrovin vSak nefunguji pouze radary,
ale také vétSina telekomunikacnich systémt, od mobilnich siti, pfes televizni a satelitni
vysilani az po v soucasnosti téméf v§udypritomné Wi-Fi routery.

Mikrovlny také pronikly do odvétvi, u nichz by to méalokdo oc¢ekaval. Akademie
véd Ceské Republiky provadéla vyzkum vyuziti mikrovin ve sklaistvi a nova metoda
mikrovlnného taveni, kterd byla v rdmci vyzkumu objevena, byla pfihlaSena k patentové
ochran&. V ramci vyzkumu byla zkonstruovana mikrovlnna tavici pec, ktera efektivné
fungovala.

Mikrovlny jsou UspéSné vyuZivany k suSeni rozliénych materiald — papiru,
archivalii, knih, dieva, keramickych vyrobki ¢i farmaceutickych produkt. Uplatnéni
naSly také v primyslu polymerd, ptfedehievu plasti a pryze ptfed zpracovanim.
Mikroviny lze také pouzit pii sterilizaci pidy a osiv. Zndmé je téz pouziti mikrovin

k rozkladu polychlorovanych bifenyli®.

2.1.4 Mikrovlnna zarizeni

Jak jiZ bylo fec¢eno v podkapitole zabyvajici se mikrovinnym zafenim obecné,

s mikrovinnym polem reaguji pouze latky s polarnimi molekulami. Bez plisobeni



mikrovinného pole jsou poldrni molekuly rizné orientovany v prostoru. Pfi vlozeni
mikrovinného pole se molekuly snazi orientovat ve sméru vkladaného elektrického
pole, tj. molekula se snazi dosdhnout energeticky nejvyhodnéjsiho stavu.
V mikrovlnném zafizeni osciluje pole velmi rychle, méni sviij smér 2,45x10° za
sekundu. Molekuly polarni latky se témto zméndm snazi pfizplsobit, tedy rychle ménit
svou orientaci podle zmény pusobeni elektrického pole. Pti vysoké rychlosti oscilace se
vsak molekuly nedokdzi zcela piizplsobit zménam a dochazi k jejich vibraci az rotaci
ve sméru elektrického pole. Vysledkem pohybu a tfeni molekul pfi zméné vzajemné
orientace dip6lii ve vysokofrekvenénim poli je preména mikrovinné energie na teplo®°®.

Kuchyiiské mikrovinné trouby nejéastéji pracuji v oblasti vinové délky 12,2 cm,
coz odpovida frekvenci 2450 MHz’. Tato frekvence je souhlasna s frekvenci kmitani
dipo6lt molekul vody. VétSina potravin obsahuje velké mnozstvi vody. A pravé na tyto
molekuly vody je plisobeno v mikrovinné troubé pii ohfevu potravin®.

Hlavni funkéni ¢asti mikrovinné trouby tvoii vysokofrekvenéni zdroj,
magnetron, vlnovod, rozptylova¢ mikrovin a samotny varny prostor. Mikrovlny jsou
generovany magnetronem a poté se vedou vlnovodem do prostoru trouby. Tam se
mikroviny rozptyli, odrazeji se od stén a vytvareji mikrovinné pole. Mikrovin se
Spotfebovavaji pohlcenim v absorpénich materidlech za vzniku tepla. Pokud se
vV mikrovlnném poli vyskytuje material s nizkou nebo Zadnou absorpcni schopnosti,
mikrovlny se nemaji kde pohltit, dochazi k jejich zpétnému odrazu do magnetronu, coz
snizuje jeho Zivotnost, p¥ipadné hrozi jeho zni¢eni?.

Intenzita mikrovinného zafeni neni ve vSech mistech varného prostoru stejna.
Uvniti mikrovinné trouby se vytvaii mikrovinné pole. Uspofadani mikrovinného pole
zavisi na mnoha faktorech a kazdy typ mikrovinné trouby, ¢i dokonce kazda mikrovinna
trouba mé své vlastni rozloZeni mikrovinného pole. Z tohoto diivodu je pro rovhomérné
ohfivani potravin dilezity oto¢ny talif. Bez néj by se casti potravin spalily a casti
zustaly tém¢eft studené.

Béznou kuchyniskou mikrovinnou troubu Ize vyuzit také v laboratofi k provadéni
pokusti. Jednou moznosti je vyuzit mikrovinnou troubu v bézném provedeni, ve kterém
se prodava v obchodech. Vyuziti mikrovinné trouby bez zvlastnich tiprav ma vSak sva
omezeni pii provadéni pokust. Neni mozné pribézné sledovat teplotu reagujici smeési.
Nelze provadet pokusy vyzadujici chlazeni za pomoci chladice. Béhem zahtivani neni
mozné reakéni smes michat. Podminky reakce lze korigovat pouze na zakladni urovni,

bud® upravou doby reakce prostiednictvim casovace mikrovinné trouby, nebo
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nastavenim intenzity vykonu mikrovinné trouby. U nékterych pokust, zvlasté na tirovni
vyuky ve Skolach, nehraji tato omezeni zdsadni roli. OvSem ve vyzkumu vyuzivani
mikrovin v chemii je tieba znat piesné podminky prabéhu reakce a bézna kuchynska
mikrovlnna trouba je nedostacujici.

Druhou moznosti pfi provadéni pokusti s mikrovinnym zéafenim je vyuziti
mikrovinné trouby, u niz byly provedeny tGpravy pro chemické pokusy, viz. obrazek 1.
Tyto upravy spocivaji v moznosti pfipojeni chladiCe, magnetického michadla a
teploméru. Upravy muze provadét pouze odborna firma a nasledné je nutné zatizeni

odborné piezkouset, zda nedochazi k iniku zafeni®.

l|_|'_
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Obr. 1 Upravena kuchyiiska trouba pro chemické pokusy, 1 kavita; 2 magnetron; 3
magnetické michadlo; 4 hlinikové dno; 5 magneticka michacka; 6 IC teplomér; 7

vypina¢; 8 vodni chladi¢ (pfevzato z literatury?)

Predev§im ve vyzkumu se dnes pouzivaji specialni mikrovinné reaktory. Jedna
se o zafizeni firem Milestone, CEM Corp, Prolabo a Plasmatronika. Vyhodou u téchto
zafizeni je vys$§i homogenita pole, moZnost plynulé regulace vykonu, pritbéZzna regulace

a kontrola teploty, michani a pfipojeni chladice®.

2.1.5 Vyuziti mikrovinného zafeni v chemii

Pii pouziti mikrovinného zafeni dochdzi k rovnomérnému ohievu v celém
objemu latky, tedy latka se zahfiva zevniti k povrchu. Pti klasickém ohfevu (napf.
natopném hnizd€, na vafi¢i) dochdzi k ohfevu latky prostfednictvi kontaktu se

zahfivanou nadobou, tedy ohfev postupuje z povrchu latky dovnitf. To mize zptsobit



napf. lokdlni spéleni vzorku, nerovnomérné prohtati reakéni smési, ¢i dalsi nezadouci
jevy, které miizou ovlivnit zddouci pribéh reakce a zreagovani vychozich latek. Hlavni
vyhodou mikrovinného ohtevu oproti klasickym metoddm je vyrazné urychleni ohievu,
které je dusledkem toho, ze k zahtivani latky dochazi zevniti k povrchu. Mikrovinny
ohfev lze vyuzit také pro rychly ohiev materidli s nizkou tepelnou vodivosti v celém
jejich objemu. Tento teplotni jev se oznaduje pojmem objemovy ohiev?.

Ohledné mechanismu, ktery se jako hlavni podili na urychleni prabéhu
chemickych reakei, pii vyuziti mikrovinného zareni, se vedou védecké spory a dosud
nebyl mechanismus piisobeni mikrovinného zafeni na reagujici latky zcela objasnén®.
Jednim ze zasadnich faktorti je vySe uvedeny objemovy ohfev, ktery urychluje fazi
reakce, kdy je nutno smés zahtat, aby reagovala. Zarovenn umoznuje vznik dal§iho
tepelného efektu specifického pro mikrovinny ohiev tzv. superheating effect. Pfi
rychlém ohtati kapalin v mikrovinném poli je konvekce k povrchu kapaliny
nedostate¢na a dochazi k ptehrati kapaliny, coz se projevi zvySenim teploty varu
U poléarnich rozpoustédel o 10 — 30°C aniz by dochézelo k pfechodu z kapalné faze do
plynné>®. Kromé vlivu vlastnich tepelnych efekti na urychleni chemickych reakci se
uvazuje také vliv mikrovinného zateni na vhodnou orientaci molekul tak, aby mohlo
dochdzet k u¢innym srazkam. Neteplotni vlivy mikrovinného zateni by také mohly
ovliviiovat napft. velikost aktivacni entalpie. Vliv neteplotnich efektti nebyl védecky
prokazéan a vedou se o néj spory.

Mikrovinny ohtev tedy urychluje priibéh reakcei, ¢imz dochazi k tispote energie a
¢asu. Mikrovlnny ohfev umoziuje zahtivat kapaliny nad jejich bod varu za normalniho
tlaku, umoznuje zvyseni selektivity chemickych reakci a zvySeni vytézku reakei. Pti
vyuziti mikrovinného ohfevu odpada nutnost stavét aparatury?®.

Skutecnost, ze mikrovinné zareni reaguje pouze s polarnimi latkami, se podili na
zlepSeni energetické efektivnosti reakci. Pti klasickém ohtevu se Cast tepla spotfebuje
na ohfev nadoby, vniZ se nachdzi reakéni smés. Tim dochazi ke zbyte¢nym
energetickym ztratdm. Oproti tomu mikroviny prochézeji st€énami naddob a pisobi pouze
na reaktanty a rozpoustédlo.

Velké pozornosti se t€si problematika tzv. solvent-free reactions, tedy reakci bez
pouziti rozpoustédel. Velky zajem o takovéto reakce v poslednich letech souvisi s jejich
niz§i finan¢ni narocnosti. Pfi vyuZiti mikrovinného zafeni na ovlivnéni dané reakce

odpadd nutnost pouzivat rozpoustédla, coz Setfi zivotni prostfedi. Mikrovinné zateni



navic zna¢né urychluje pribéh chemickych reakci, ¢imz snizuje energetické naklady na
provedeni reakce, tedy v konecném disledku také Setii Zivotni prostiedi.

Jak jiz bylo vysvétleno v piedchazejicich castech této préace, s mikrovinnym
zafenim interaguji pouze polarni molekuly. Mikrovinné zafeni vsak lze vyuzit i pro
urychleni reakci probihajicich v nepolarnich rozpoustédlech. K nepolarni kapaliné se
pfidd malé mnozstvi polarniho rozpoustédla, které reaguje na oscilujici pole
Vv mikrovinném zafizeni a dochazi k jeho ohfevu. Polarni rozpoustédlo nasledné piredava
teplo nepolarni ¢asti smési, ktera se velmi rychle ohiiva’.

Moznosti vyuziti mikrovinného zafeni z pohledu typu reakci, které jsou
mikroviny schopny ovlivnit je Siroké. Pusobeni mikrovinného zafeni je Uspésné
potvrzeno u mnoha kondenzaénich reakci, cykloadi¢nich reakci, oxidaci, alkylaci,
heterocyklickych reakci atd. Vycet prozkoumanych reakei, u kterych je k ovlivnéni
priibéhu vyuzivano mikrovinné zéafeni, je uveden v literatufe’. Dal§i podrobné popsané
postupy a pribéhy reakci vyuzivajici mikrovin jsou v literatuie®1%+12, Zdroje
literatury>131415 se zabyvaji vyuzitim mikrovinného zafeni pro dal§i fadu reakci,
jakymi jsou napf. intramolekuldrni cykliza¢ni reakce, syntéza N-alkylbenzamidd, reakce

karboxylovych kyselin s aminy.

2.1.6 Mikrovlny ve vyuce chemie

Na budouci ucitele chemie je cilena publikace Mikroviny v laboratornich
cvidenich z organické chemie od J. Sauliové a J. Ryndové®. V této publikaci jsou
V uvodu popséana zékladni fakta o mikrovinném zéfeni, jeho vlivu na chemické reakce a
také bezpe€nost prace. StéZzejni Cast skript tvofi konkrétni pokusy, které je mozno
zatadit do budouci ptipravy uciteli.

Pokustim vyuzivajicim mikrovinné zareni je také vénovéana Cast prostoru na
Portalu PfF UK na podporu vyuky chemie na ZS a SS, kde je mozno stahnout material
vénujici se mimo jiné pokustim provadénym za pomoci mikrovinné trouby'®. Jsou zde
uvedeny ndvody na mnohé pokusy, které 1ze tispé€$né aplikovat ve vyuce na skolach.

Demonstraci ucinkd mikrovinného zafeni se vénuje diplomova prace J.
Kohouta®. V této praci jsou popsany mnohé pokusy provadéné v mikrovinné troubé
véetné jejich fyzikalniho vysvétleni. Mnohé z téchto pokusii jsou pouzitelné téz ve

vyuce chemie at’ uz na stfednich $kolach, nebo v ramci pfipravy budoucich uciteld.



Otazka vyuziti mikrovinného zéafeni neni zalezitosti pouze Ceského prostredi.
Casopis Journal of Chemical Education také Gasto uvadi &lanky tykajici se vyuziti
mikrovinného zafeni predevSim ve vysokoskolské vyuce studenti chemickych a
pedagogickych oborg®!0112,

Pfinosy vyuziti mikrovinné trouby ve vyuce na stiednich i vysokych Skolach
uzce souvisi s vyhodami vyuziti mikrovinného zéfeni, které jsou uvedeny vyse v této
praci. Hlavnim pozitivem pro vyuku je moZnost provadéni reakce bez pouziti
agresivnich ¢i zdravi Skodlivych rozpoustédel, se kterymi zaci a studenti nesméji pii
laboratornich cvi¢enich manipulovat. Dalsi nespornou vyhodou je urychleni pritbéhu
reakce. Mnohé pokusy nejsou v ramci vyuky na stfednich Skolach vyuzitelné z divodu
nizké hodinové dotace laboratornich cvi€eni. Diky urychleni priibéhu reakce je mozno
stihnout 1 vice pokust za jednu vyucovaci hodinu. Zkraceni reakéni doby také zvysi
atraktivnost pokusu pro studenty, nebot’ tim odpada nezajimava doba, kdy je nutné
reakéni smés pribézné kontrolovat, aniz by byly patrné zajimavé zmény. Vyhodou je
nendroc¢nost celé fady pokusii na vybaveni. Neni nutné stavét slozité aparatury, coz snizi
casovou narocnost pokusu a zarovenl jako vedlejsi efekt zvysi zajimavost pokust pro
studenty, ktefi neradi sestavuji slozité¢ aparatury. Vyucujici nesmi zapomenout pied
vlastnim provadénim pokusi seznamit studenty se zasadami bezpecCnosti prace
s mikrovinnym zafizenim (viz literatura®®) a také varovat pied provadénim pokusi

V domacim prostiedi.

2.2 Stanoveni teploty tani

Bod tani je teplota, pfi niZ jsou tuha a kapalnad faze latky v rovnovaze. Jako
teplota tani se uvadi cely teplotni interval od zhrouceni prvnich krystalkli do uplného
roztaveni vzorkul’. Teplota tani je diilezitou fyzikalni charakteristikou kazdé latky,
proto lze jeji stanoveni vyuzit jako jednu z charakteristik pii identifikaci nezndmé latky.
Urceni bodu tani je vyuZivano také pro zjisténi Cistoty latek, nebot’ Cista latka taje ve
velmi Gzkém teplotnim rozsahu, ptipadné obsaZené piimési zvétsuji teplotni rozsah tani.
Smési latek navic vykazuji nizsi bod tani nez Cista latky.

Bod tani lze stanovovat nékolika postupy. Zakladni a nejstar§i moznosti je
umisténi teploméru spojeného se zatavenou tenkou kapilarou, ktera obsahuje vzorek, do
lazné dobie vodici teplo (kapalina, kovovy blok)!®. Pi dosaZeni bodu tani zaéne pevna

latka tat v kapalinu a na teploméru se odeCte dosazena teplota. Kromé tohoto postupu



lze pro stanoveni bodu tani vyuzit pfistroje ur€ené ke stanovovani bodu tani sklenéné
bodotavky ¢i Thieleho bloky.

Pro praci v mikroméfitku se vyuzivaji bodotavky, které jsou v podstaté upravené
mikroskopy s elektricky vyhiivanym stolkem, ktery je opatfen teplomérem. Ve spojeni
s tenkovrstvou chromatografii, pfipadné jinymi metodami, mize dobfe poslouzit kromé
jiz uvedenych moznosti pfi navrhovani reakénich podminek nové zavadénych reakci'’

Popis bodotavku viz. obrazek 2. Prace s bodotdvkem je podrobné popsana
v literatute!’. V Kkapitole 3.4.1 praktické &asti této prace je popsano provadéni pokusi

S vyuzitim bodotavku.
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Obr. 2 Bodotavek s mikroskopem, 1 mikroskop; 2 elektricky vyhtivany kovovy blok;
3 reostat; 4 regulacni klicka reostatu; 5 vypina¢ vyhtivani kovového bloku; 6 teplomér;
7 osvétleni teploméru; 8 trafo k napajeni osvétlovacich zarovek; 9 okular; 10
zaostfovaci Sroub mikroskopu; 11 nastaveni ostrosti zobrazeni stupnice teploméru; 12

nastaveni sledovani &asti stupnice teploméru; (pfevzato z literatury®’)

2.3 Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC)

Prvni zminky o DSC spadaji do roku 1962, vétSi rozvoj vSak metoda
zaznamenala az v poloviné 90. let. V soucasnosti se jednd o jednu z nejpouzivanéjSich

metod termické analyzy. Pojem termickd analyza oznacuje skupinu metod, které



analyzuji zmény slozeni a vlastnosti latek a jejich smési plisobenim definovanych
teplotnich zmén, a jejichz vysledky jsou zaznamenavany spoleéné s teplotou®.

Teplota dosazena v pribéhu méreni miize vést k nasledujicim zménam vzorku,
fazova preména (latka zméni stavajici strukturu na jinou, ktera je pii dané teploté
stabilngjsi), sublimace, tini a tepelny rozklad'®. Tyto zmény vzorku se projevi na
vysledné kiivce. Pokud se méfeni pomoci DSC vyuziva ke sledovani smési latek, mtize
dochazet k jejich vzajemnym reakcim, které se také projevi zménou na vysledné¢ DSC
kiivce. Teplotni rozsah, ve kterém je DSC schopna méfit, se pohybuje od -150°C do
+1500°C%,

Vlastnosti latek sledované pomoci DSC jsou entalpie a tepelny tok. Vysledky
jsou zaznamenavany prostiednictvim specidlniho programu, ktery je doddvan spole¢né
se zafizenim. Vystupem metody je DSC kiivka, tj. termicka kiivka zavislosti teploty a
dodavané energie. Na vysledné kiivce jsou patrné exotermni a endotermni piky nebo
zlomy, které jsou zdznamem exotermnich nebo endotermnich zmén probéhnuvsich
vV méfeném vzorku pii dosazeni urcitych teplot. Zaznamy DSC kiivek jsou uvedeny
v kapitole 3.6 praktické ¢asti této prace.

Pied vlastnim méfenim v diferencialnim skenovacim kalorimetru (obrazek 3) se
mnozstvi zkoumané latky navazi do kovové panvicky, kterd se uzavie vickem.
Mnozstvi potfebné pro analyzu pomoci DSC se pohybuje v rozmezi 3 az 10 mg%.
Navazka latky, upfesnénd na Sest desetinnych mist, se pfed spusténim méteni zadava do
pocitacového programu, prostfednictvim kterého se zadavaji parametry méteni. Vlastni
méfeni je automatizované a fizené pocitaCovym programem. Mefeni se nejéastéji

provadi v inertni atmosféfe dusiku.

Obr. 3 Diferencialni skenovaci kalorimetr, DSC Q200 od firmy TA Instruments
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Principem metody je porovnavani méfené¢ho vzorku s referenénim vzorkem
(prazdna panvicka), které jsou v kalorimetru pozvolna zahfivany v teplotnim rozsahu,
ktery je zadan pied zaCatkem méfeni. Existuji dvé moznosti uspoiadani kalorimetru: a)
DSC s kompenzaci piikonu, kde jsou referenéni a meéfeny vzorek umistény do
oddélenych teplotnich cel, b) DSC s tepelnym tokem, kdy jsou ob€ panvicky umistény
ve stejné teplotni cele kazda na vlastnim senzoru. Béhem vlastntho méfeni jsou
pristrojem neustale sledovany teploty referencniho i1 méfeného vzorku a navzijem
porovnavany. Pokud zkoumand latka reaguje jednou z vySe uvedenych moznosti na
dosazenou teplotu, projevi se to zmeénou tepla v méfeném vzorku, tedy vzorek
Vv zévislosti na probéhnuvsi endotermické nebo exotermické zméné odebird od
tepelného zdroje pfistroje mensi nebo vEétsi mnozstvi tepla. Oproti tomu v referencni
panvicce k zadnym zméndm nedochédzi. Pfistroj zaregistruje zménu v mnoZzstvi
dodavané energie nebo tepla mezi vzorky a zaznamend, ze pii dané teploté doslo ke
zmeéng. Na DSC kiivce se tato zména projevi jako energeticky pik pti dané teploté.

Po ziskdni zdznamu nésleduje interpretace vysledkli, pro kterou je zasadni
znalost co nejvétstho mnozstvi informaci o sledované latce. Casto se vysledky
porovnavaji s vystupy dalsich metod jako napi. IC spektroskopie, hmotnostni
spektrometrie.

Diferencidlni skenovaci kalorimetrii jsou studovany tepelné vlastnosti latek a
materiali. Metoda je vyuzivana pii vyrobé polymert, plastl, potravin, farmaceutik,

skla, keramiky apod®®.

2.4 Chromatografie

Za objevem chromatografie stoji rusky botanik a chemik M. S. Cvét, ktery
vroce 1903 jako prvni provedl dé€leni rostlinnych barviv na sloupci adsorbentu.
ulohu hréala jak historicky, tak také v soucasnosti ma svou vyznamnou ulohu ve
zkoumani a identifikaci latek. Béhem vice jak 100 let své existence prosla
chromatografie velkym vyvojem. Pivodni metody jednoduché na provedeni a
nenaro¢né na vybaveni postupné nahradily moderni, poc¢itacem ovladané piistroje.

Rozdé&leni slozek smési pfi chromatografii probihd mezi stacionarni (pevnou) a

mobilni (pohyblivou) fazi. Mobilni faze protéka skrze stacionarni a rtiznou rychlosti
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unasi slozky délené smési pravé stacionarni fazi. Rychlost s jakou se latka pohybuje
V systému obou fazi, zavisi na jeji rozdilné afinité ke stacionarni a mobilni fazi.

Stacionarni fazi mtze byt pevna latka nebo kapalina. Mobilni fazi mize byt
kapalina nebo plyn. Uspofadani mobilni a stacionarni faze pak mize byt kapalina-
kapalina, kapalina-plyn, pevna latka-plyn, pevna latka-kapalina. Volba konkrétni
stacionarni a mobilni faze zadvisi na charakteru latek, které jsou prostfednictvim
chromatografie zpracovavany.

Podstata déliciho procesu zavisi na tom, o jaky typ chromatografie se jedna.
Chromatografické déleni mize probihat na zakladé adsorpce, extrakce ¢i rozpousténi,
vymeény iontl, efektu molekulového sita, specifické vazebné interakce mezi konkrétni
stacionarni fazi a ur¢itym druhem latek?'??. Podstata déliciho procesu je jednim
z mnohych kritérii, podle kterych se chromatografické metody mohou délit. Dal$im ze
zakladnich kritérii déleni je uspotfadani stacionarni faze, pak mluvime o chromatografii
plosné nebo sloupcové. Vyznamné je rozdéleni chromatografickych metod dle

skupenstvi pohyblivé faze na chromatografii kapalinovou a plynovou.

2.4.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

K chromatografickému déleni dochazi pii pritoku mobilni faze tenkou vrstvou
jemnozrnného sorbentu nebo nosice zakotvené faze, ktery je rozprostien a bud’ volné
nasypan, nebo fixovan na vhodné podlozce®’. Tenké vrstvy se pfipravuji v laboratofi
nebo je mozno ptipravené desky zakoupit (napt. DC-Alufolien Kieselgel 60 Fosa).
Princip déleni latek je u tenkovrstvé chromatografie nejCastéji zaloZzen na rozdilné
adsorpci délenych latek na povrch adsorbentu?’. Kromé& adsorpéniho principu se
tenkovrstva chromatografie provadi na zékladé rozd€lovani ¢i vymény iontt.

Pokud se tenkovrstva chromatografie vyuziva k identifikaci latek, sledovani
pribcéhu reakci ¢i ovéfovani Cistoty latek, hovofime o analytickém provedeni TLC.
Druhou moznosti provedeni je preparativni TLC, kterd slouzi k rozdéleni smési latek.
Usporadani preparativniho a analytického provedeni se lisi. Pfi analytickém provedeni
se nanasi stopy sledovanych latek ve formé& bodi na mikroskopicka sklicka s vrstvou
sorbentu, ¢i na chromatografické folie o obdobné velikosti. Pro preparativni ucely se
vyuzivaji chromatografické desky o rozmérech 20 x 20 cm, pfipadné véEtsi. Vrstva
adsorbentu mize byt sypand nebo litd. Vychozim bodem chromatografického déleni je

tenky souvisly prouzek koncentrovaného roztoku latek urcenych k dé€leni, ktery je
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nanesen ve vzdalenosti asi 1 cm od spodniho okraje desky. Cilem preparativni TLC je
zisk latek, proto se po probé¢hnutém déleni k detekci latek pouzivaji nedestruktivni
metody. V pfipad¢ vyuziti metody, ktera zpusobuje zmény rozdélenych latek, se tato
metoda pouzije pouze na uzky pruh chromatografické desky. Takto znehodnocena cast
se pred dalsim zpracovanim latek odstrani. Pokud TLC slouzi pouze k identifikaci latek,
lze na analytickou desku pouzivat metody detekce, pii nichz dochédzi k znehodnoceni
latky.

Vyhody tenkovrstvé chromatografie v preparativnim i analytickém provedeni
jsou minimalni spotieba latek, mala spotieba rozpoustédel, jednoduchost provedeni a
minimalni naroky na experimentalni zatizeni.

V této kapitole jsou uvedeny pouze zdkladni charakteristiky chromatografie
obecné a tenkovrstvé chromatografie, jako dilezit¢é metody uplatitujici se v praktické
Casti této prace. Podrobnéjsi vhled do chromatografickych metod je zpracovan
v literatufe?®. Podrobné informace k chromatografickym metodam a jejich konkrétni

uziti 1ze najit v literatufe®21:2224,

2.5 Triterpeny

V praktické cCasti této prace jsou vyuzivany betulin, allobetulin a 1y-
apoallobetulin vzorce viz. obrazky 4, 5 a 6. VSechny ti'i organické latky patii do skupiny

triterpenoidnich latek. Charakteristika téchto latek a jejich vznik jiz byly zpracovany?.

Obr. 5 Vzorec allobetulinu
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Obr. 6 Vzorec y-apoallobetulinu
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3. Prakticka ¢ast

Pti zpracovani praktické casti této prace byly vyuzivany postupy analytické a
preparativni tenkovrstvé chromatografie. Pfesné navody piipravy, provedeni a
zpracovani TLC jsou podrobn& popsany jiz v literatufe®®, proto v této praci nejsou
obsirnéji uvadény. Analytické tenkovrstvé chromatografie byly provadény na
chromatografické folii DC-Alufolien Kieselgel 60 Fzs4. Pro preparativni usporadani
TLC byl pouzivan silikagel Merck Kieselgel 60 G.

Pii préaci v laboratofi byla pouzivana mikrovlnna trouba Gallet FMOM 420,
vykon 700 W. Pro zkouméni aktivniho mista v mikrovinné troubé byl pouzivan
voskovany papir pro registraci IC spektra piistrojem UR-20. Bodotavek pouZivany

Vv laboratofi je uveden na obrazku 2 v kapitole 2.2 teoretické ¢asti prace.

3.1 Reakce anilinu a kyseliny octové

Podle bodu 3. zisad pro vypracovani diplomové prace byla pro ovéfeni jiz
popsaného experimentu provadéného v mikrovinné troubé bez zvlastnich tiprav zvolena
reakce anilinu s kyselinou octovou. Reakce anilinu s kyselinou octovou je jednou ze
zkoumanych reakci v literatuie’®. Kone&nym produktem této reakce je acetanilid.

Do taviciho kelimku byl po kapkach navaZen anilin a nésledné kyselina octova.
Kelimek sreakéni smési, prekryty malym hodinovym sklickem, byl vloZzen do
mikrovinné trouby na stfed oto¢ného talife. Byl nastaven vykon mikrovinné trouby a
¢as. Poté byla mikrovinna trouba zapnuta, po ukonceni zahtivani byl kelimek pfenesen
na 5 minut do chladnicky. Z reakéni smési byl odebran vzorek pro analytickou TLC.
Detekce chromatogramu byla provadéna pomoci UV lampy.

Pro prvni pokus byl dle vypracovanych experimentli zvolen pomér kyseliny
octové a anilinu 120 mg : 90 mg. Kapalny anilin se obtizné¢ vazil a podafilo se ho
navazit 111 mg, podle tohoto mnozstvi bylo upraveno i mnozstvi kyseliny octové na
150 mg tak, aby ztistal zachovan pomér reagujicich latek. Smés byla zahtivana 5 minut
pfi poloviénim vykonu mikrovinné trouby. Timto postupem byl ziskan vzorek Ai. Byla
provedena analyticka TLC, pfi niz byl vzorek A1 porovnan s anilinem a acetanilidem.
TLC byla provedena v ethylacetatu. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze
v reakéni smési zistalo pomémé velké mnoZstvi nezreagovaného anilinu. Vysledny

chromatogram je zaznamenan na obrazku 7.
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Obr. 7 Analyticka TLC: 1. anilin, 2. Ay, 3. acetanilid

Déle byl pfipraven vzorek A, u kterého byl oproti vzorku A: zvySen obsah
kyseliny octové, pomér anilinu a kyseliny octové 90 mg : 140 mg. Konkrétné¢ bylo
navazeno 115,5 mg anilinu a 181,4 mg kyseliny octové. Mikrovinna trouba byla
nastavena na poloviéni vykon a smés byla zahfivdna 5 minut. Byla provedena
analyticka TLC, pti niz byl vzorek Az porovnan se vzorkem Aj, anilinem a
acetanilidem. TLC byla provedena v ethylacetatu. Z vysledného chromatogramu bylo
patrno, ze ani zvySeni obsahu kyseliny octové nevedlo k zreagovani veskerého anilinu.

Vysledny chromatogram je zaznamendn na obrazku 8.

1 2 3 4

Obr. 8 Analyticka TLC: 1. anilin, 2. Ay, 3. A2, 4. acetanilid

Byl pfipraven vzorek As, u kterého byl zachovan pomér anilinu a kyseliny
octové jako u vzorku Az, ale reakéni doba byla prodlouZena na 6 minut pfi polovicnim
vykonu mikrovinné trouby. Konkrétné¢ bylo navdzeno 100,6 mg anilinu a 175 mg
kyseliny octové. Byla provedena analyticka TLC vzorku Az spole¢né se vzorkem Aj,
vzorkem A, anilinem a acetanilidem. TLC byla provedena v ethylacetatu. Z vysledného
chromatogramu bylo patrno, Ze vSechny tfi vzorky obsahovaly nezreagovany anilin.
Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 9.
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Obr. 9 Analyticka TLC: 1. anilin, 2. A1, 3. A2, 4. Az, 5. acetanilid

Byl ptipraven vzorek A4. Pomér anilin a kyselina octova byl zvySen na 90 mg :
160 mg. Konkrétné¢ bylo navdzeno 102,1 mg anilinu a 199 mg kyseliny octové.
MikrovInna trouba byla zapnuta 7 minut na polovi¢ni vykon. Byla provedena analyticka
TLC vzorku As spolecné se vzorkem As, anilinem a acetanilidem. TLC byla provedena
Vv ethylacetatu. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze U vzorku As bylo dosazeno

uplného zreagovani anilinu. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 10.

%
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Obr. 10 Analyticka TLC: 1. anilin, 2. As, 3. A4, 4. acetanilid

Byl pfipraven vzorek As. Pomér anilin a kyselina octova byl zachovan stejny
jako u vzorku As, konkrétné bylo navazeno 92,8 mg anilinu a 182,2 mg kyseliny
octové. Mikrovinna trouba byla tentokrate nastavena na nejvyssi vykon a zapnuta na 3
minuty. Nésledné byla provedena analytickd TLC vzorku As spolecné se vzorkem Ag,
anilinem a acetanilidem. TLC byla provedena vV ethylacetaitu. Z vysledného
chromatogramu bylo patrno, Ze ani vzorek A4 ani As neobsahovaly nezreagovany anilin.

Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 11.
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Obr. 11 Analyticka TLC: 1. anilin, 2. A4, 3. As, 4. acetanilid

Pro kontrolu byly pfipraveny vzorky As a A7. Vzorek As byl proveden za
stejnych podminek jako vzorek A4, konkrétné bylo navazeno 98 mg anilinu a 205,7 mg
kyseliny octové. Vzorek A7 byl proveden za stejnych podminek jako As, konkrétné bylo
navdzeno 90,3 mg anilinu a 172 mg kyseliny octové. Nésledn¢ byla provedena
analytickda TLC, pii které byly vzorky As a A7 porovnany se vzorky As a As a
sanilinem a acetanilidem. TLC byla provedena vV cthylacetaitu. Na vysledném
chromatogramu byly ve vzorku As znatelné nepatrné stopy nezreagovaného anilinu.
Vzorek A7 obsahoval nezreagovany anilin ve vétsi mife nez vzorek Ae. Vysledny

chromatogram je zaznamenan na obrazku 12.

& %% 5 &
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Obr. 12 Analyticka TLC: 1. anilin, 2. A4, 3. As, 4. As, 5. A7, 6. acetanilid

Byl pfipraven vzorek Asg. Pro tento vzorek byla navdzena gramovd mnoZstvi
reagujicich latek, konkrétné 1, 0158 g anilinu a 1,8054 g kyseliny octové. Mikrovlnna

trouba byla nastavena na polovi¢ni vykon. Pfedpokladana doba reakce byla 7 minut, ale
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po 1 minuté muselo byt zahiivani ukonceno, protoze se z reakéni smesi zacalo silné
koutit. Nasledné byla provedena analyticka TLC vzorku As spole¢né s anilinem a
acetanilidem. TLC byla provedena v ethylacetatu. Z vysledného chromatogramu bylo
patrno, ze ve vzorku Ag zistal nezreagovany anilin. Vysledny chromatogram je
zaznamenan na obrazku 13. Gramova mnozstvi reagujici smési byla vyhodnocena jako

nevhodna pro zahtivani v mikrovinné troubg.

L
LI
1 2 3

Obr. 13 Analyticka TLC: 1. anilin, 2. Asg, 3. acetanilid

Podle vypracovanych postupti byl jako optimélni vyhodnocen pomér reaktanti
2:1 (kyselina octova: anilin)'®. Pokusy provadéné p¥i zpracovani této prace vykazovaly
nejlepsi vysledky pfi poméru kyseliny octové a anilinu v poméru 90 mg: 160 mg, tedy
pomeér 1,7: 1. Zemanova uvadi jako optimalni dobu ohfevu 5 minut pfi sttednim vykonu
mikrovinné trouby®®. Dle vysledkti pokusii uvedenych v této praci se jako nejvyhodn&jsi
jevila doba 7 minut pfi polovi¢nim vykonu mikrovinné trouby. Zemanova také uvadi, ze
pii zd&dném z pokusii nebylo dosazeno Uplného zreagovani anilinu na acetanilid. Vzorky
A4 a As vSak pfi analyze pomoci TLC nevykazovaly pfitomnost nezreagovaného
anilinu. Ale pfi opakovani pokusl byl jiZ ve vzorcich As a A7 ve stopach nezreagovany
anilin pfitomny.

Vysledky pokust provadénych podle jiz vypracovaného postupu nebyly zcela
shodné s vysledky uvedenymi dané literatufe. MoZznym diivodem neshody miiZze byt
vyuzivani jiné mikrovinné trouby, diky ¢emuz nemohlo byt dosaZeno naprosto stejnych
podminek, jako pfi pavodnich pokusech. Postup zpracovany v literatuie®® poslouzil

k nacviku prace s mikrovinnou troubu v laboratornich podminkach.
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3.2 Hledani aktivniho mista v mikrovinné troubé

Béhem provadéni pokustt s mikrovinnou troubou bylo zjisténo, Ze intenzita
mikrovinného pole neni ve vSech mistech mikrovinné trouby stejna. Tomu odpovidaji
také informace uvedené V kapitole 2.1.4 této prace. Pii pouziti oto¢ného talife se
nedoséahlo idedlniho piisobeni mikrovin na vkladany vzorek. Proto bylo pfistoupeno ke
hledani mista, do n¢hoz se soustied’uji mikroviny pti vyjmuti otocného talife.

Na keramickou dlazdici (rozméry 20 x 25 cm) byl pfilepen voskovany papir
(registracni papir k spektrofotometru UR-20). Takto pokryta dlazdice byla nasledné
umistovana v riizné vysce do prostoru mikrovinné trouby. V mistech, kam smétovaly
mikrovlny, dochazelo Kk roztati vosku, ktery byl na papiru nanesen.

Z mikrovinné trouby byl vynat oto¢ny talif a na dno mikrovinné trouby byly
rovnomérné rozlozeny tfi petriho misky, které vymezily polohu keramické dlazdice do
vyse vyjmutého otocného talife. Na n¢ byla polozena keramickd dlazdice potazena
voskovanym papirem. Na dvé minuty byla mikrovinna trouba zapnuta na plny vykon.
Po vyjmuti keramické dlazdice z mikrovinné trouby nebyla na voskovaném papiru
zaznamenana zadna zmena.

Nasledné byly petriho misky vyménény za tfi 50 ml kadinky, na které byla
polozena keramicka dlazdice potazena voskovanym papirem. V tomto piipadé byl
povrch dlazdice ve vysce 6 cm. Mikrovinna trouba byla zapnuta na dv€ minuty na plny
vykon. Po vyjmuti keramické dlaZzdice bylo na voskovaném papiru zaznamenano
nékolik skvrn, viz obrazek 14. Skvrny, které znacily smétovani mikrovin, byly
lokalizovany na okrajich keramické dlazdice. Pro nasledné vyuziti by toto umisténi

nebylo vhodné.

- e

|

Obr. 14 Hledani aktivniho mista, vySka 6 cm
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Misto malych kadinek byly do mikrovinné trouby rozmistény tfi keramické
kelimky. Vlozend keramicka dlazdice byla tentokrat umisténa ve vysce 3,8 cm.
Mikrovinna trouba byla nastavena na maximalni vykon na dvé minuty. Po vyjmuti
keramické dlazdice z mikrovinné trouby bylo na voskovaném papiru patrno nékolik
skvrn, viz obrazek 15. Nejvyraznéjsi skvrna byla umisténa ve stfedu keramické dlazdice

pfimo nad mistem, kde by se nachézel stied otocného talite.

Obr. 15 Hledani aktivniho mista, vy$ka 3,8 cm

Po tomto pokusu byly keramické kelimky vyménény za niz$i. Vlozena
keramicka dlazdice byla umisténa ve vySce 3 cm. Mikrovlnna trouba byla zapnuta na
dv¢é minuty na plny vykon. Na vyjmuté keramické dlazdici bylo nékolik roztavenych

skvrn, viz obrazek 16.

Obr. 16 Hledani aktivniho mista, vy§ka 3 cm

Po vyhodnoceni se jako nejvyhodnéjsi jevilo umisténi keramické dlazdice do
vysky 3,8 cm. Pfi tomto umisténi byly mikroviny soustiedény ve stfedu dlazdice ptfimo

nad sttedem mikrovinné trouby.
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Pfi umisténi ve vysce 3,8 cm byla keramicka dlazdice jesté jednou umisténa do
mikrovinné trouby. Tentokrate keramicka dlazdice pfiléhala k zadni stén¢ mikrovinné
trouby, po obou stranach bylo ponechano piiblizn¢ stejné¢ velké volné misto.
Mikrovinna trouba byla zapnuta na dvé minuty na plny vykon. Po otevieni dvifek byla
zméfena vzdalenost nejvyraznéjsi skvrny od stén mikrovinné trouby. Zjisténé hodnoty
soustfedéni mikrovin byly 12 cm od pravé stény mikrovinné trouby, 14,5 cm od levé
stény a 17 cm od zadni stény (viz obrazek 17). Po sejmuti voskovaného papiru byla na
keramické dlazdici vyznaCena vymeéiend oblast a takto oznaCend dlazdice byla

pouzivana pti dalsich pokusech.

Obr. 17 Soustredéni mikrovin

Pro zkoumani byla vyzkouSena také mensi keramicka dlazdice (rozméry 10 x 10
cm), ale ta se ukazala jako nevyhodna. Pii zapnuti mikrovinné trouby dochazelo ke
zhaveni jednoho z keramickych kelimkd, které byly pouzity k podlozeni keramickeé
dlazdice. Tento efekt byl eliminovan, kdyz doSlo k uplnému zakryti dna mikrovinné
trouby. Zjistény efekt zhaveni keramického kelimku byl ziejmé zplsoben silnym
soustfedénim mikrovin do toho mista.

6,16

V literatufe®™ jsou popsany obdobné postupy, které vSak pro zjiStovani

mikrovinného pole vyuzivaji faxovy papir.

3.3 Reakce betulinu s médénym praskem

Molekula betulinu (obrazek 4) obsahuje hydroxylové skupiny, u kterych se da
predpokladat dehydrogenace. Médény prasek byl zvolen jako ¢inidlo, jehoz ¢inkem by

mohlo byt dosazeno piremény alkoholové skupiny na ketoskupinu. Nasledné byly
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provedeny reakce pro potvrzeni nebo vyvraceni ptredpokladaného nasledku reakce
betulinu a médéného prasku.
Bylo navazeno 200 mg betulinu a 200 mg médéného prasku, obe latky byly

spolecné¢ protfepany v 1ékovce tak, aby vznikla homogenni smés.

3.3.1 Reakce betulinu a médéného prasku na bodotavku

Z ptipravené smesi bylo odebrano malé mnozstvi na zjisténi bodu tani smési.
Smés betulinu a médéného prasku byla dana mezi dvé kryci sklicka a vlozena na
bodotavek. Teplota zahfivani byla zvolna zvySovédna a béhem celé¢ doby byly sledovany
zmeény zahfivané smési. Pri teplot¢ 247°C dosSlo k roztati betulinu (teplota tani
samotného betulinu byla zmétena 256°C, betulin ve smési vykazoval nizsi teplotu tani).
Smés byla dale zahiivana az k teploté 270°C. Pti této teploté byla smés udrzovana 10
minut. Timto postupem byl ziskan vzorek Bi.

Po ukonceni zahiivani byl vzorek B: porovnan prostiednictvim analytické TLC
s vychozim betulinem, ktery byl pouzit k ptipravé smési. TLC byla provedena ve smési

n-hexanu a ethylacetatu v poméru 5:3. Po detekci bylo zjisténo, Ze k reakci nedoslo.

3.3.2 Zah¥ivani smési betulinu a médéného prasku v mikrovinné troubé

Z pripravené smesi betulinu a médéného prasku bylo do Samotové misky
odvazeno 20 mg. Samotovd miska byla umisténa do mikrovinné trouby na stied
oto¢ného talife. Mikrovlnna trouba byla nastavena na polovi¢ni vykon a spusténa na 30
sekund. Po této dob& nebyly na smési patrny Zadné zmény, proto bylo pokracovano
v zahfivani. Po minutovych intervalech byla smés zahfivana celkem 4,5 minuty pfi
poloviénim vykonu mikrovlnné trouby, aniz by doslo k néjakym zmé&nam. Mikrovinna
trouba tedy byla nastavena na plny vykon a sm¢s byla opét po minutovych intervalech
zahtivéana dalSich 10 minut, aniZ by doSlo k patrnym zménam.

Smés byla ze Samotové misky vysypédna na petriho misku, kterd byla umisténa
na stfedu oto¢ného talife do vétsi vysSky. Nasledné byla mikrovinna trouba nastavena na
polovi¢éni vykon a zapnuta na 1 minutu, zahfivanim byl ziskdn vzorek B2. Po vyjmuti
petriho misky z mikrovinné trouby bylo zjisténo, ze ¢ast smési zlstala bez viditelnych
zmén (B21) a Cast smési reagovala (B2, doslo k z€ernani smési). Reagujici a
nezreagovana Cast byly opatrné¢ oddéleny a nasledné porovnany pomoci analytické

TLC. Na chromatografickou folii byly stfidavé naneseny vzorky B2i a B2z TLC byla
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provedena ve smési n-hexanu a ethylacetitu vpoméru 5:3. Zvysledného

je betulin. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 18.

* &
e & & 3
1 2 3 4

Obr. 18 Analyticka TLC: 1. B2z, 2. B2, 3. B2, 4. Bant

Vzorky Bz a B2z byly nasledné pomoci analytické TLC porovnany s vychozi
nezahiivanou smési. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru
5:3. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze vzorek By ziistal stejny jako vychozi
smés betulinu a médéného prasku. Oproti tomu ve vzorku Bz, dosSlo pfi zahtfivani ke
zreagovani Casti betulinu, na vysledném chromatogramu byly patrné stopy

v

pohyblivéjsich latek nez je betulin. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku
19.

Obr. 19 Analyticka TLC: 1. Bz, 2. Ba1, 3. smés betulinu a médéného prasku

Vzhledem k pozorovanému jevu, kdy doslo k reakci pouze v Casti zahtivané
smési, bylo pfistoupeno ke zkoumani mikrovinného pole mikrovinné trouby, postup je
popsan v kapitole 3.2. Po nalezeni idedlniho mista se soustfedénim mikrovin bylo

pokracovéano v pokusech se smési betulinu a médéného prasku.
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Do Samotové misky bylo navazeno 100 mg smési betulinu a médéného prasku.
Miska byla vlozena do mikrovinné trouby tak, aby polovina misky byla v misté
soustfedéni mikrovin a druhd polovina v mistech, kam mikrovlny nedopadaji.
MikrovInna trouba byla nastavena na plny vykon. Po 30 sekundach zahtivani nedoslo
k zadnym zménam reakéni smési, proto bylo pokracovano v zahfivani. Po dalsich 30
sekundach zacaly ze smési vylétavat jiskry a mikrovinna trouba byla vypnuta. Po
vyjmuti z mikrovlnné trouby byla ¢ast smési, ktera byla v misté soustfedéni mikrovin,

zreagovana (Bsj1), druhda polovina smési byla beze zmén (Bzy2), viz obrazek 20.

Obr. 20 Smés betulinu a médéného prasku po zahiivani v mikrovinné troubé

Nasledné byla provedena analytickd TLC, pfi niZ byly navzdjem porovnany
vzorky Bz a Bap. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru 5:3.
Z vysledného chromatogramu bylo patrno, ze u vzorku Bz doslo ke zreagovani Casti
chromatogramu byla patrna pouze stopa betulinu. Vysledny chromatogram je

zaznamenan na obrazku 21.

1 2 3 4

Obr. 21 Analyticka TLC: 1. Baj1, 2. Bap, 3. B3y, 4. B3
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Samotova miska, na niz bylo navazeno 20 mg smési betulinu a médéného
prasku, byla vlozena do mikrovinné trouby do mista soustiedéni mikrovin. Mikrovinna
trouba byla nastavena na poloviéni vykon. Smés byla po minutovych intervalech
zahiivana celkem 9 minut, timto postupem byl ziskan vzorek Bs. Nasledné byla
provedena analyticka TLC, pfi niz byl vzorek Bs porovnan se vzorkem Bz;1. TLC byla
provedena ve smési n-hexanu a ethylacetitu vpoméru 5:3. Z vysledného
chromatogramu bylo patrno, Z7e u vzorku Bs nedoSlo k zddnym zménam, na
chromatogramu byla patrna pouze stopa betulinu. Vysledny chromatogram je

zaznamenan na obrazku 22.
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Obr. 22 Analyticka TLC: 1. Bz, 2. Bs, 3. B3j1, 4. Bs

Do Samotové misky bylo navazeno 20 mg smési betulinu a médéného prasku.
Miska byla dana do mikrovlnné trouby, kterd byla nastavena na plny vykon. Casovac
mikrovinné trouby byl nastaven na 2 minuty, ale po pil minuté muselo byt zahtivani
ukonceno, protoZe ze smési zacaly 1état jiskry.

Vysledky provedenych pokust ukdzaly, Ze zahtivani betulinu s médénym
praskem v mikrovinné troubé nelze provadét. Pii vysSim nastaveni mikrovinné trouby
dochéazelo k tvorbé jisker a nemohlo byt pokracovano v zahfivani. Pfi polovi¢nim
vykonu mikrovinné trouby bylo zahtivani smési ¢asové ptili§ nadro¢né s zadnymi nebo

nepatrnymi vytézky reakce. Reakce na bodotavku také neposkytovaly dobré vysledky.

3.4 Reakce betulinu s KHSO,4

Pro ptipravu allobetulinu z betulinu se pouziva dlouhodoba reakce s kyselinou
mraven¢i za varu a naslednd preména vzniklého allobetulinformiatu reakci a
alkoholickym roztokem hydroxidu sodného za varu. Protoze zdkladem pfemény je

reakce lupenového skeletu v kyselém prosttedi, byly provadény experimenty, pfii
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kterych byl zahtivan betulin s hydrogensiranem draselnym na teplotu tani. Pro upravu
pokusu byly vyuzity dvé metody. V prvni byla k zahfati vzorku vyuzivana mikrovinna
trouba a ve druhé lazen KHSOs. Prvotni pokusy byly provadény na bodotavku kvili
zjisténi chovani smeési betulinu a KHSOs V zévislosti na teplotnich podminkéach

pusobicich béhem reakce téchto dvou latek.

3.4.1 Zahrivani smési betulinu a KHSO4 na bodotavku

Nejprve byla pfipravena smés betulinu s KHSO4 v poméru 1:1. Vzorek této
smési byl vyuzit ke zpracovani na bodotdvku. Smés byla vlozena mezi dvé kryci
sklicka. Poté byla smés zahiivana na bodotavku. Pti 205°C zacala smés tat, v rozmezi
230 az 240°C doslo kroztati celého vzorku. Smés byla na bodotavku ponechédna
K vychladnuti — vzorek Ki. Po sejmuti z bodotavku byla provedena analytickda TLC
vzorku Ki. Vzorek Ki byl porovnan s ¢istym betulinem a allobetulinem. TLC byla
provedena ve smési n-hexanu a ethylacetitu vpoméru 5:3. Z vysledného
chromatogramu bylo patrno, Ze vzorek K1 obsahoval jak betulin tak allobetulin. Navic

se na chromatogramu objevily stopy dvou pohyblivéjsich latek nez je betulin a

allobetulin. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 23.

Obr. 23 Analyticka TLC: 1. betulin, 2. Ky, 3. allobetulin

Smés betulinu a KHSO4 byla zahiata na bodotavku na 210°C. Betulin se
rozpustil v roztattm KHSOs. Rozpu$téna smés byla nasledné 15 minut udrzovana
v rozmezi 210°C az 215°C — vzorek Ka. Po sejmuti z bodotavku a vychladnuti byla
provedena analytickda TLC vzorku Kz. Vzorek Kz byl porovnan s Cistym betulinem,
allobetulinem a vzorkem K1. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu
Vv poméru 5:3. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze vzorek K> obsahuje betulin

a allobetulin. Také se ukazalo, ze se pii del§im zahtivani podafilo vytéZznost mirné
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posunout smérem k vice pohyblivym latkam, nez jak tomu bylo u vzorku Ki. Vysledny

chromatogram je zaznamenan na obrazku 24.

Obr. 24 Analyticka TLC: 1. betulin, 2. Ky, 3. K2, 4. allobetulin

Smés betulinu a KHSO4 byla zahtata na bodotavku na 210°C a tato teplota byla
nadale udrzovana 25 minut — vzorek Ks. Po sejmuti z bodotavku a vychladnuti byla
provedena analytickd TLC. Vzorek K3 byl porovnan s ¢istym betulinem, allobetulinem
a vzorky Ki a K. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru 5:3.
z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze vzorek K3 obsahuje v malém mife betulin,
stopy allobetulinu a dal§i pohyblivéjsi latky. V ramci srovnani se vzorky K1 a Kz bylo
patrno, Zze vSechny tii vzorky obsahuji jak betulin a allobetulin, tak také dalsi
pohybliv§jsi latky. Prodluzovani reakéni doby zahtivani betulinu s KHSO4 vedlo v malé
mife k posunu vytézkli smérem k pohybliv€jsim latkdm nez je betulin. Vysledny

chromatogram je zaznamenan na obrazku 25.
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Obr. 25 Analyticka TLC: 1. betulin, 2. Ky, 3. Kz, 4. K3, 5. allobetulin

Ke smési betulinu a KHSOs4 v poméru 1:1 bylo pfidano stejné objemové

mnozstvi KHSOs. Takto pfipravena smés se zvySenym obsahem KHSO4 byla zahiata na
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bodotavku na 240°C a poté byla smés ponechana na bodotavku do vychladnuti — vzorek

Ks. Nasledné byly provedeny tfi analytické TLC.
Nejprve byl vzorek K4 porovnan s betulinem, allobetulinem a se vzorkem Kj,
ktery byl proveden za stejnych teplotnich podminek. TLC byla provedena ve smési n-

hexanu a ethylacetdtu v poméru 5:3. Vysledny chromatogram je zaznamenan na

obrazku 26.
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Obr. 26 Analyticka TLC: 1. betulin, 2. K1, 3. Kg, 4. allobetulin

Dale byl vzorek K4 opét porovnan s betulinem, allobetulinem a vzorkem Ky, ale

TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetaitu v poméru 10:3. Vysledny

chromatogram je zaznamenan na obrazku 27.
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Obr. 27 Analyticka TLC: 1. betulin, 2. Ky, 3. K4, 4. allobetulin

Vzorek Ks byl v zavislosti na vysledcich pfedchozich dvou analytickych TLC
porovnan jesté s y-apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a

ethylacetatu v poméru 10:3. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 28.
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Obr. 28 Analyticka TLC: 1. y-apoallobetulin, 2. K4, 3. y-apoallobetulin, 4. K4

Z vyslednych chromatogrami bylo patrno, Ze u vzorku K4 doslo ke zreagovani
veskerého betulinu za vzniku y-apoallobetulinu. Pfi porovnani vzorkl Ki a Ks bylo
zjisténo, ze zvysenim podilu KHSO4 ve vychozi smési vedlo u vzorku Ks K lepsimu
zreagovani betulinu na jeho produkty.

Byla provedena jest¢ kontrolni analyticka TLC vzorku K> spole¢né s y-
apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru

10:3. Z vysledného chromatogramu bylo urceno, Ze jedna z pohyblivéjsSich latek ve

vzorku Kz byl y-apoallobetulin. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 29.
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Obr. 29 Analyticka TLC: 1. betulin, 2. K2, 3. y-apoallobetulin

Vzorky Kz a Ks byly spole¢né porovnany s y-apoallobetulinem. Analyticka TLC
byla provedena ve smeési n-hexanu a ethylacetitu v poméru 5:1. Z vysledného
chromatogramu bylo patrno, ze oba vzorky obsahovaly y-apoallobetulin. Ale vzorek Ky
obsahoval y-apoallobetulin znecistény pouze malym mnozstvim vice pohyblivé latky,
kdezto ve vzorku K3 byly obsazeny v pomérné velkém podilu jesté betulin a allobetulin.

Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 30.
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Obr. 30 Analyticka TLC: 1. y-apoallobetulin, 2. K3, 3. Ka, 4. y-apoallobetulin

Smés se zvysenym obsahem KHSOs poskytovala lepsi vysledky nez smés
v poméru 1:1. Lepsi vysledky byly také ziskdny pti dosazeni dostate¢né vysoké teploty

a pti dostate¢né dlouhé dobé, pti niz latky reagovaly.

3.4.2 Zahrivani smési betulinu a KHSQO4 v mikrovinné troubé

Podle vysledkl ziskanych ze zahtivani smési betulinu a KHSO4 na bodotavku
byly stanoveny podminky pro provedeni reakce v mikrovinné troubé. Pro pokusy byla
vybrana smés betulinu a KHSO4 se zvySenym obsahem KHSOs4, u niz dochazelo
K lepSimu zreagovani obou latek, neZz pii reakci smési v poméru 1:1. Byla pfipravena
smeés obsahujici 57,5 mg betulinu a 307,5 mg KHSOa.

Do taviciho kelimku bylo odebrano 40 mg smési se zvySenym obsahem KHSO4.
Kelimek byl vloZzen do mikrovinné trouby na misto s maximalnim soustfedénim
mikrovin dle zkoumani provedenych v kapitole 3.2 této prace. Mikrovinna trouba byla
nastavena na polovi¢ni vykon a zapnuta na 3 minuty. Po uplynuti 1 minuty zacala smé&s
Vv kelimku jiskfit a mikrovlnnd trouba musela byt vypnuta. Po vyjmuti kelimku
z mikrovlnné trouby bylo zjisténo, zZe doSlo ke spaleni vlozené smési.

Pii dalSim pokusu bylo do taviciho kelimku odebrano 62,3 mg smési se
zvySenym obsahem KHSOs4. Tavici kelimek byl umistén do mikrovinné trouby
celkové 9 minut bez zjevnych zmén smési. Proto byl vykon mikrovinné trouby zvysen
na M.LOW a déle opét v n€kolika krocich pokracovalo zahtivani 5 minut. Ani po této
dobé nedoslo ke kyZzenym zménadm vzorku. Bylo dosaZeno pouze mirného spaleni

zahiivané smési, viz obrazek 31.
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Obr. 31 Smés betulinu a KHSO4 po zah¥ivani v mikrovinné troubé

Na zakladné provedenych pokust bylo vyuziti mikrovinné trouby pro provadéni
reakce betulinu s KHSOs vyhodnoceno jako nevhodné. Mikrovinnou troubu nelze

V ramci tohoto pokusu pouzit.

3.4.3 Zahrivani smési betulinu a KHSOs v lazni KHSO4

Po netspéSnych pokusech s mikrovinnou troubou byla pro provadéni
nasledujicich pokusti zvolena lazein KHSO4 zahiivana nad elektrickym vaticem. Byla
sestavena aparatura podle obrazku 32. Vétsi zkumavka byla zc¢asti naplnéna
krystalickym KHSO4. Ten pfi zahtati nad teplotu kolem 190°C zacal tat a nasledné
zahtival a udrzoval teplotu ve zkumavce obsahujici reakéni smés betulinu a KHSO4. Do
zkumavky se smeési betulinu a KHSO4 byl vlozen teplomér, pomoci n¢hoz byla
sledovéana teplota reakce. Teplota byla regulovdna prostfednictvim ptidavani a ubirani
teploty na elektrickém vafi¢i. Zkumavka se zreagovanou smési betulinu a KHSO4
musela byt z lazn¢ vyjmuta ihned po ukonceni zahfivani. Pti chladnuti KHSO4 dochézi

k jeho tuhnuti a vznika jednolita pevna hmota.
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Obr. 32 Aparatura pro zahiivani v taveniné KHSOq4, 1 zkumavka s KHSOyg; 2
elektricky vafti¢; 3 drzak na zkumavky; 4 stojan; 5 teplomér ve zkumavce se smési

betulinu a KHSO4

3.4.3.1 Priprava vzorki Ks a Ks

Byla pfipravena smeés betulinu a KHSO4 v poméru 1:1, konkrétné 110 mg a 110
mg. Tato smés byla dana do malé zkumavky a vlozena do lazn¢ z KHSO4. Smés byla
nasledné zahtivana, teplota nejprve vystoupala na 230°C a poté byla 25 minut
udrzovana v rozmezi 190°C a 210°C. Timto postupem byl ziskan vzorek Ks. Vzorek byl
pomoci analytické TLC porovnan se vzorky y-apoallobetulinu a allobetulinu. TLC byla
provedena ve smési n-hexanu a ethylacetaitu v poméru 5:1. Z vysledného
chromatogramu bylo patrno, ze pii reakci doslo k pfeméné prevazné Césti betulinu na
allobetulin, y-apoallobetulin a na dalsi pohyblivéjsi latku, nez je y-apoallobetulin.
Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 33. Pfeména betulinu na jeho

derivaty nebyla Gplna, proto bylo pfistoupeno k dalSimu zkoumani se zménou reakénich

podminek.
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Obr. 33 Analyticka TLC: 1. y-apoallobetulin, 2. Ks, 3. allobetulin

Byla pfipravena smés betulinu a KHSO4 vV poméru 1:1, konkrétné 100 mg a 100
mg. K ni bylo pfidano stejné objemové mnozstvi KHSO4 jako byl objem smési (smés se
zvySenym obsahem KHSOg4). Tato smés byla ddna do malé zkumavky a vloZena do
lazn¢ z KHSO4. Smés byla ve zkumavce nasledné zahtivana. Teplota vystoupala na
240°C a poté byla 5 minut udrZzovéana na 230°C. Po ukonceni zahtivani byla zkumavka
se smési vyjmuta z lazné KHSOa4. Timto zptisobem byl ziskan vzorek Ke. Vzorek Ke byl
porovnan pomoci analytické TLC se vzorkem Ks, allobetulinem a y-apoallobetulinem.
TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetitu v poméru 5:1. Z vysledného

chromatogramu bylo patrno, Ze u vzorku Ke doSlo k lepSimu zreagovani vychoziho
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betulinu na y-apoallobetulin, témét beze stop allobetulinu. Oproti tomu ve vzorku Ks
byly jasné patrny stopy jak y-apoallobetulinu tak allobetulinu. Vysledny chromatogram

je zaznamenan na obrazku 34.
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Obr. 34 Analyticka TLC: 1. y-apoallobetulin, 2. Ks, 3. Ke, 4. allobetulin

Lepsi vysledky byly dosazeny u vzorku Ke u néjz byla jako vychozi vyuzita

smés se zvySenym obsahem KHSO4.

3.4.3.2 Priprava vzorki K7 a Ks pro preparativni TLC

Byla ptipravena smés betulinu a KHSO4 v poméru 1:1, konkrétné 100 mg a 100
mg. Tato smés byla dana do malé zkumavky, ktera byla vlozena do 1azn¢ z KHSOa.
Smés reagovala za stejnych teplotnich podminek, jaké byly nastaveny u vzorku Ks, tedy
190°C az 210°C po dobu 25 minut. K opakovani pokusu bylo pfistoupeno, aby byly
znamy vychozi podminky — vychozi hmotnost reagujiciho betulinu a vychozi mnozstvi
reagujiciho KHSOs. Tyto udaje byly diilezité pro dalsi zpracovani vzorku Kz.

Byla pfipravena smés betulinu a KHSO4 vV poméru 1:1, konkrétné 100,7 mg a
100,7 mg. K této smési bylo pfidano stejné objemové mnozstvi KHSO4 jako byl objem
pripravené smési (smes se zvySenym obsahem KHSO4). Tato smés byla dana do malé
zkumavky, v niz byla vloZena do lazné¢ z KHSO4. Smés byla vyhtata na 235°C a poté
vyjmuta z 1azné¢ KHSOa. timto postupem byl ziskan vzorek K.

Ze vzorkll K7 a Kg bylo odebrano malé mnoZzstvi na analytickou TLC. Vzorky
byly porovnany s betulinem, allobetulinem a y-apoallobetulinem. TLC byla provedena
ve smesi n-hexanu a ethylacetatu v poméru 10:3. Z vysledného chromatogramu bylo
patrno, ze pfi dosaZeni vyssi teploty a pfi zvySeni obsahu KHSO4 V reakéni smési u
vzorku Ksg bylo dosazeno vyraznéjsiho zreagovani na y-apoallobetulin nez na
allobetulin. Také bylo patrno, Ze oba vzorky obsahuji stejné latky. Vysledny

chromatogram je zaznamenan na obrazek 35.
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Obr. 35 Analyticka TLC: 1. K7, 2. betulin, 3. allobetulin, 4. y-apoallobetulin, 5. Kg

3.4.3.3 Zpracovani produktii taveni vzorku K7 a Ks pomoci preparativni TLC

Vzorek K7 ve formé taveniny, ktera vznikla zahfivanim betulinu s KHSOg4, byl
znovu roztaven a vylit a na keramickou dlazdici pokrytou alobalem. Tavenina rychle
tuhla a bylo nutné zahtivani nckolikrat opakovat, nez se podafilo vylit zna¢nou cast
taveniny. Tavenina byla z alobalu pfendana do tfeci misky a rozetfena. Poté byl prasek
nasypan zpét do ptivodni zkumavky se zbyvajici taveninou. Do zkumavky byly pfility
asi 2 ml chloroformu, v némz se rozpustila organicka ¢ast taveniny vzorku. V roztoku
zlstala nerozpouSténa anorganickd cast vzorku, tedy KHSOs. Na kapilarni konec
balonku byl nato¢en maly kousek vaty, ten slouzil jako filtr pfi nésledujicim nasavani
roztoku do balonku. Balonek byl mirné nahiaty nad elektrickym vaficem a poté byl
kapilarni konec obaleny vatou vloZen do roztoku organickych latek. Doslo k nasati
roztoku do balonku. Poté byla vata z balonku odstranéna a roztok byl z balonku
vypustén do zvazené zkumavky. Puvodni zkumavka se zbylym KHSOs4 byla
vyplachnuta dal§im 1 ml chloroformu, ktery byl poté také nasat do balonku a vypustén
do zvéaZené zkumavky. Chloroform byl ze zkumavky oddestilovan a po vychladnuti
byla zkumavka se vzorkem K7 opét zvazena. Stejny postup byl zvolen pro taveninu
vzorku K.

Pii pienaSeni vzorkll balonkem z pivodni zkumavky doSlo k mirnym ztratdm
vzorku. Nepatrnd ¢ast roztoku zlistala nasdknuté ve vaté, kterd byla na kapilarnim konci
balonku. Cést organickych latek ziistala v taveniné KHSO4 a nepodatilo se ji rozpustit
v chloroformu.

Tabulka 1 Hmotnost vzorku K7 a Ks

Hmotnost Hmotnost Hmotnost vzorku
zkumavky zkumavky se
vzorkem
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Vzorek K 5,3117¢ 95,3947 ¢ 0,0830 g

Vzorek Kg 6,0417 g 6,1106 g 0,0689 g

Nasledné byl vzorek K7 rozpusStén piiblizné v 1 ml chloroformu. Roztok byl
nasaty do balonku, ze kterého byl nanesen na preparativni TLC desku. TLC byla
provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru 10:3 tiikrat za sebou. Jednotliva
vyvijeni byla mezi sebou oddélena dostate¢nymi intervaly, béhem nichz doslo
k odpaieni rozpoustédel z preparativni TLC desky. Pro kazdé vyvijeni byla pfipravena
nova smes rozpoustédel, aby se zajistilo jejich stalé slozeni.

Také vzorek Ksg byl rozpustén v 1 ml chloroformu a za pomoci balonku byl
nanesen na preparativni TLC desku. TLC byla vyvijena ve smési n-hexanu a
ethylacetatu v poméru 10:3 tiikrat za sebou.

Po odpateni rozpoustédel pouzitych k vyvijeni byla u obou desek provedena
detekce organickych latek. Na levé i pravé stran¢ byl na TLC desku pfilozen elektricky
zhaveny odporovy drat, diky kterému dosSlo k vypaleni stop v misté pritomnosti
organickych latek. Podle vypalenych stop byly TLC desky rozdéleny kazda na Sest
¢asti. Zony nejdale od startu byly oznaceny K76 @ Kge. Zony s latkami zlstavajicimi na
startu byly oznaceny K71 a Kg/1. Silikagel z desek byl postupné, podle oddélenych ¢asti,
ze sklenéné desky sejmut a peclivé rozmélnén. Kazda ¢ast byla nasypana do sklenéné
trubice, ktera byla na spodnim konci utésnéna kouskem vaty. Silikagel byl do trubic
pfidavan po cCastech, po kazdém piidani podilu bylo trubici nékolikrat poklepano o
podlozku, aby doslo k utésnéni silikagelu.

Naplnéné trubice byly upevnény pomoci drzakti na zkumavky ke stojanim. Pod
kazdou trubici byla ddna zvdZend banka S varnym kaminkem. Poté bylo do kazdé
trubice nalito 25 az 30 ml smési rozpoustédel n-hexanu a ethylacetatu v poméru 1:1.
Rozpoustédla protekla sloupcem silikagelu byla zachycena do zvdzenych banck. Byly
ziskany frakce K71 az K6 a frakce Kgi1 az Kgre. Banky s roztoky frakci vzorki K7 a Ks
byly postupné zahiivany v topném hnizdé a byla znich oddestilovdna smés
rozpous§tédel. Barnky byly ponechany dva dny na vzduchu, aby latky v nich zcela
vyschly, a poté byly banky opét zvazeny.

Tabulka 2 Preparativni TLC vzorku K7

Frakce Hmotnost prazdné Hmotnost banky se Hmotnost frakce
banky vzorkem
K 45,2388 g 45,2547 g 0,0159 g
K72 57,4278 ¢ 57,4402 g 0,0124 g
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K 59,8198 ¢ 59,8286 ¢ 0,0088 g
K74 56,8149 ¢ 55,8346 ¢ 0,0197 ¢
Kss 56,0640 g 56,0673 ¢ 0,0033 g
Kie 58,0916 ¢ 58,0991 g 0,0075¢g

Celkovéa hmotnost vymytych organickych latek 0,0676 g

Tabulka 3 Preparativni TLC vzorku Ks
Frakce Hmotnost prazdné Hmotnost banky se Hmotnost frakce
banky vzorkem

K 42,3982 ¢ 42,9621g 0,0090 g
Ks/2 42,8686 ¢ 43,2118 ¢ 0,0101¢g
Ksrs 57,6818 ¢ 58,0639 ¢ 0,0258 g
Ks/a 55,7771 ¢ 55,9406 ¢ 0,0075¢g
Ks/s 57,7816 ¢ 58,2875 ¢ 0,0048 g
Kse 55,0265 g 55,2092 g 0,0042 g

Celkova hmotnost vymytych organickych latek 0,0614 g

Byla provedena analyticka TLC ziskanych frakei K71 az Kze. TLC byla

provedena ve smési n-hexanu a ethylacetitu v poméru

10:2.  Z vysledného

chromatogramu bylo patrno, ze vzorky K7/, K75 a K76 obsahovaly pohyblivéjsi latky.

Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 36.

......

Obr. 36 Analyticka TLC: 1. K71, 2. K72, 3. K713, 4. K714, 5. K755, 6. K76

Byla provedena analyticka TLC frakci K7, K75 a K76, pfi niz byly frakce

porovnany s y-apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu

v poméru 10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze vSechny tfi frakce

obsahovaly y-apoallobetulin. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 37.
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Obr. 37 Analyticka TLC: 1. K74, 2. K755, 3. Kz, 4. y-apoallobetulin

Byla provedena analytickd TLC frakci Kr7n, K7z a Kz, pfi niz byly frakce
porovnany s betulinem, allobetulinem a y-apoallobetulinem. TLC byla provedena ve
smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru 10:2. Z vysledného chromatogramu bylo
patrno, ze ani jedna z frakci neobsahovala y-apoallobetulin. Frakce K71 obsahovala
betulin a frakce K72 a K3 obsahovaly jak betulin tak allobetulin. Vysledny

chromatogram je zaznamenan na obrazku 38.

Obr. 38 Analyticka TLC: 1. betulin, 2. K71, 3. allobetulin, 4. K72, 5. y-apoallobetulin,
6. Kiss

Byla provedena analyticki TLC frakci Ke1 az Kgs spolecné s 1v-
apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru
10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze frakce Ksg3 az Kgs obsahovaly y-

apoallobetulin. Frakce Kgis a Kgie Obsahovaly jesté dal$i pohybliveéjsi latku, nez je vy-

apoallobetulin. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 39.
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Obr. 39 Analyticka TLC: 1. Kg/1, 2. Kgp, 3. Kazs, 4. Kgia, 5. Kgrs, 6. Kess, 7. -

apoallobetulin

Byla provedena analytickd TLC frakci Kgi1 a Ksyz, pfi niz byly frakce porovnany
S betulinem a allobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu
v poméru 10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, ze obé frakce obsahovaly jak

betulin tak allobetulin. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 40.
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Obr. 40 Analyticka TLC: 1. Kgp1, 2. Kgp2, 3. betulin, 4. allobetulin

Podle vysledkli analytickych TLC bylo pfistoupeno ke spojeni vSech frakei,
které obsahovaly y-apoallobetulin. Frakce K7 az K7p a frakce Kgz az Kgs byly
rozpustény v chloroformu a slity do spolecné predem zvazené banky. Jejich spojenim
vznikl vzorek Kyi. Z bariky byl oddestilovan chloroform a banka byla po vychladnuti a
vyschnuti znovu zvaZena. Zbyvajici frakce K71 aZ K73 a Kgn1 a Kg2 byly stejnym
postupem také spojeny a vznikl vzorek Kpet, alo.

Tabulka 4 Hmotnost vzorki Ky1 a Kboetalo

Hmotnost Hmotnost Hmotnost
Vzorek
prazdné banky baiiky se vzorkem vzorku
Ky1 57,8970 g 57,9616 g 0,0728 g
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Kbet,alo 57,4369 ¢ 57,4935¢ 0,0566 g

K zahiivani v taveniné KHSO4 bylo celkem z obou vzorkt K7 a Kg vzato 200,7
mg organickych latek. Na preparativni TLC desky bylo naneseno dohromady 151,9 mg
organickych latek. Z provedené preparativni TLC bylo ziskano 129 mg organickych
latek, z toho bylo 72,8 mg ve frakcich obsahujicich y-apoallobetulin. Vytézek postupu

vzhledem Kk ziskanym frakcim s y-apoallobetulinem byl 37,3%.

3.4.3.3.1 Preparativni TLC vzorku Ky:

Vzorek Kyi byl rozpustén v 1 ml chloroformu a nasat do balonku. Pomoci
balonku byl vzorek nanesen na preparativni TLC desku. TLC byla vyvijena ve smési n-
hexanu a ethylacetatu v poméru 10:2. Po vyschnuti rozpoustédel byla provedena
detekce organickych latek pomoci elektricky zhaveného odporového dratu. Poté byla
deska rozdélena na devét Casti. Oblast s pfedpokladanym vyskytem y-apoallobetulinu
byla zdmérné rozd€lena na nékolik mensich ¢asti. Zdmérem bylo ziskat vzorek ¢istého
y-apoallobetulinu. Zoéna nejblize startu byla oznacena Ky a zdéna nejblize cCelu
rozpoustédel byla oznac¢ena Ky/.

Kazda c¢ast silikagelu byla sejmuta z desky, rozmélnéna a po Castech nasypéana
do sklenéné trubice, ktera byla na spodnim konci utésnéna kouskem vaty. Trubice byly
nasledné pomoci drzakd na zkumavky upevnény se stojanim. Pod kazdou trubici byla
umisténa predem zvazena banka s varnym kaminkem. Silikagel v trubicich byl promyt
smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru 1:1. Rozpoustédla zachycena ve zvazenych
baiikach byla nésledné oddestilovana a byly tak ziskany frakce Kyin az Kypo.

Tabulka 5 Preparativni TLC vzorku Ky:

Hmotnost prazdné | Hmotnost banky se

Frakce y Hmotnost frakce
banky vzorkem
Kyin 58,1498 g 58,1567 g 0,0068 g
Ky 60,2278 g 60,2326 g 0,0048 g
Kyiz 57,6681 g 57,6768 g 0,0087 g
Ky1/4 56,1357 g 56,1487 g 0,0131 g
Kyiss 55,2786 g 55,2858 g 0,0072 g
Ky 55,7222 g 55,7296 g 0,0074 ¢
Kyi7 56,2043 g 56,2102 g 0,0059 g
Kyiss 42,6504 ¢ 42,6555 g 0,0051 g
Ky19 43,3404 g 43,3457 ¢ 0,0053 g
Celkova hmotnost vymytych organickych latek 0,0644 g
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Byla provedena analytickdi TLC frakci Kyin az Kywys spolecné s v-
apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetitu v poméru
10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze frakce Ky1/1 obsahovala pohyblivéjsi
latku nez je y-apoallobetulin. Frakce Kyi/2 a Ky1/3 obsahovaly hledany y-apoallobetulin,
frakce Kyi» obsahovala cisty y-apoallobetulin. Frakce Kyis také obsahovala y-
apoallobetulin, ale v této frakci byly obsazeny i méné pohyblivé latky. Vysledny

chromatogram je zaznamenan na obrazku 41.

Obr. 41 Analyticka TLC: 1. y-apoallobetulin 2. Ky1/1, 3. Ky12, 4. Ky, 5. Kyua, 6. v-
apoallobetulin

Pro kontrolu byla provedena analytickd TLC frakci Ky, Kyys, Kyusa s -
apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smé&si n-hexanu a ethylacetatu v poméru
10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, ze frakce Ky obsahuje pouze Cisty y-
apoallobetulin. Frakce Kyiz jiz byla nepatrné zneciSténa dalsi latkou. Frakce Kryin
obsahovala kromé vy-apoallobetulinu dal§i latky. Vysledny chromatogram je

zaznamenan na obrazku 42.

Obr. 42 Analyticka TLC: 1. Ky, 2. y-apoallobetulin, 3. Ky13, 4. y-apoallobetulin, 5.
Kyua
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Byla provedena analytickd TLC frakci Kyys az Kywg spolecné s y-
apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetitu v poméru
10:2. Z vyslednho chromatogramu bylo patrno, Ze pouze frakce Kyys obsahovala stopy
y-apoallobetulinu. Zbyvajici frakce Kyis az Kyys hledany y-apoallobetulin
neobsahovaly. Frakce Kyie obsahovala pouze latky, které zlstaly na startu béhem

provedené preparativni TLC vzorku Kyi. Vysledny chromatogram je zaznamenan na

obrazku 43.
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Obr. 43 Analyticka TLC: 1. Kyus, 2. y-apoallobetulin, 3. Kyus, 4. Ky1/7, 5. Kyws, 6.
Kyug

Byla provedena analytickd TLC frakci Kyye az Kyuys spolecné s betulinem a
allobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru 10:2.
Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze frakce Kyi7 obsahovala predevSim
allobetulin a z malé ¢asti také betulin. Frakce Kyis obsahovala nezreagovany betulin a
allobetulin. Podle provedenych TLC obsahovala frakce Ky latky meéné pohyblivé nez

je y-apoallobetulin a zaroven pohyblivéjsi nez je allobetulin. Vysledny chromatogram je

zaznamenan na obrazku 44.
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Obr. 44 Analyticka TLC: 1. Kyus, 2. allobetulin, 3. betulin 4. Ky1/7, 5. Kyus
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Na preparativni TLC desku bylo naneseno 72,8 mg organickych latek. Z desky
se podafilo ziskat 64,4 mg organickych latek. Frakce Kyiz obsahovala pouze Cisty y-
apoallobetulin, tedy bylo ziskano 4,8 mg &istého y-apoallobetulinu. Uéinnost déleni

vzhledem k ¢istému y-apoallobetulinu byla 6,6%.

3.4.3.4 Preparativni TLC vzorka Kio a K11

Na bodotavku bylo provedeno zahtivani smési betulinu a KHSO4 se zvySenym
obsahem KHSOj4. Tato smés byla zahtata na 264°C (teplota kolem bodu tani betulinu) a
tato teplota byla udrzovdna 10 minut. Timto postupem byl ziskan vzorek Kg. Po 10
minutach byl vzorek sundin z bodotivku a po jeho vychladnuti bylo pfistoupeno
k provedeni analytickych TLC zkousek.

Byla provedena analytickh TLC vzorku Ko spolecné s y-apoallobetulinem,
allobetulinem a betulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu
Vv poméru 10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze vzorek Ko obsahoval y-
apoallobetulin jen mirné¢ znecCiStény dalSimi latkami. Vysledny chromatogram je

zaznamenan na obrazek 45.
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Obr. 45 Analyticka TLC: 1. y-apoallobetulin, 2. Ko/, 3. allobetulin, 4. Ko, 5. betulin

Byla provedena analytickd TLC vzorku Ko, pfi niZ byl vzorek Kg porovnan se
vzorkem Kj. Oba vzorky vychazely ze stejné smési vychozich latek (smés betulinu a
KHSOs se zvysenym obsahem KHSOg4), ale byly u nich pfi reakci na bodotavku
zvoleny jiné teplotni podminky. Vzorek K4 byl zahiivan na teplotu 230°C a nésledné
pomalu chladl na bodotavku. Vzorek Ko byl zahtaty na teplotu 264°C a pfi této teploté
udrZzovan 10 minut. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru
10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Zze vzorek Kg zreagoval lépe nez

vzorek Ka. Vzorek Kg neobsahoval velmi pohyblivou latku, ktera se nachazela az v ¢ele
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rozpoustédel jako tomu bylo u vzorku Ks4. Vysledny chromatogram je zaznamenan na

obrazek 46.
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Obr. 46 Analyticka TLC: 1. K4, 2. Ko, 3. K4, 4. Kg

Byla ptipravena smés betulinu a KHSO4 v poméru 1:1, konkrétné 100 mg a 100
mg. K ni bylo pfidano stejné objemové mnozstvi KHSO4 (smés se zvySenym obsahem
KHSOQO4). Tato smés byla nasypana do malé zkumavky, kterd byla vlozena do 50 ml
kadinky z poloviny naplnéné KHSOa. Byla sestavena aparatura podle obrazku 47. Smés
ve zkumavce byla zahtata na 260°C a pfi této teploté byla udrzovana 10 minut. Teplotni

podminky byly zvoleny podle vysledki ziskanych ze vzorku K.

Obr. 47 Aparatura pro zahiivani v taveniné KHSOq, 1 elektricky vafic; 2 kadinka
s KHSO4; 3 zkumavka se smési betulinu a KHSO4; 4 teplomér; 5 stojan; 6 drzak na
chladi¢

Ihned po ukonceni zahfivani byla tavenina ze zkumavky vylita na alobal.
Tavenina velice rychle tuhla, proto bylo nutné nékolikrat smés nahtat, neZ se podafilo

ze zkumavky vylit podstatnou ¢ast taveniny. Vychladla tavenina byla v tfeci misce
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rozetfena na prasek a vsypana do zkumavky se zbyvajici taveninou, kterou se
nepodafilo ze zkumavky vylit. Timto postupem byl ziskan vzorek Kio.

Byla provedena analyticka TLC vzorku Kio. Z vzorku bylo odebrano nepatrné
mnozstvi, které bylo rozpusténo v chloroformu a naneseno na analytickou TLC folii.
Vzorek byl pomoci TLC porovnan s y-apoallobetulinem, allobetulinem a betulinem.
TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetdtu v poméru 10:2. Z vysledného
chromatogramu bylo patrno, Ze z pfevazné ¢asti obsahoval vzorek Kig y-apoallobetulin,
ale ve vzorku byly také pfitomny stopy nezreagovaného betulinu a stopy allobetulinu.
Vzorek Kio navic obsahoval velice pohyblivou latku, ktera se drzela v Cele

rozpoustédel. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 48.
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Obr. 48 Analyticka TLC: 1. y-apoallobetulin, 2. K1, 3. allobetulin, 4. Kio, 5. betulin

Byla pfipravena smé&s betulinu a KHSO4 v poméru 1:1, konkrétné 100 mg a 100
mg. K této smési bylo pfidano stejné objemové mnozstvi KHSO4 (smés se zvySenym
obsahem KHSO4). Smés byla nasypana do malé zkumavky a vlozena do 50 ml kadinky
z poloviny naplnéné KHSO4. Poté byla sestavena aparatura podle obrazku 46. Smés
byla ve zkumavce zahtata na 260°C a pii této teploté¢ byla udrzovana 20 minut. Po
ukonceni zahfivani byla tavenina vylita na alobal. Tavenina byla nékolikrat znovu
zahfivana, nez se podatilo vylit pfevaznou ¢ast na alobal. Vychladla tavenina byla ve
tieci misce rozetfena na prasek, ktery byl vysypan do zkumavky se zbylou taveninou.
Timto postupem byl pfipraven vzorek Kii.

Byla provedena analyticka TLC, pfi niZ byl vzorek Ki1 porovnan se vzorkem
Kio, betulinem, allobetulinem a y-apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-
hexanu a ethylacetatu v poméru 10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze oba
vzorky Kio i Ki1 obsahovaly y-apoallobetulin. Oba vzorky také obsahovaly velmi
pohyblivou latku, kterd se drzela v Cele rozpoustédel. Vysledny chromatogram je

zaznamenan na obrazku 49.
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Obr. 49 Analyticka TLC: 1. betulin, 2. allobetulin, 3. Ko, 4. y-apoallobetulin, 5. K11

Byla provedena analyticka TLC vzorku Kii, pfi niz byl porovnan betulinem,
allobetulinem a y-apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a
ethylacetatu v poméru 10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze vzorek Kii
obsahoval pouze stopy nezreagovaného betulinu a témét zadny allobetulin. Pfevazna
¢ast vzorku byla tvofena y-apoallobetulinem a velmi pohyblivou latkou, kterd se drzela
Vv Cele rozpoustédel. Z chromatogramu bylo také patrno, Ze v tésné blizkosti stopy y-
apoallobetulinu se drzela méné pohyblivd latka, nez je y-apoallobetulin. Vysledny

chromatogram je zaznamenan na obrazku 50.
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Obr. 50 Analyticka TLC: 1. betulin, 2. K1z, 3. allobetulin, 4. K11, 5. y-apoallobetulin

3.4.3.5 Zpracovani produkti taveni vzorku Kio a Ki1 pomoci preparativni TLC

Do zkumavky obsahujici taveninu vzorku Kio byly pfidany asi 2 ml
chloroformu. Organické ¢ast vzorku se v pfidaném chloroformu pozvolna rozpustila. Ve
zkumavce byly jasné patrny dvé odd€lené ¢asti, tekuty roztok organickych latek
Vv chloroformu a pevné anorganickd ¢ast KHSO4 usazeného na dn¢€ zkumavky. Roztok
byl pomoci balonku pfenesen do pfedem zvazené 25 ml banky. Poté byly do zkumavky

se zbytkem taveniny vzorku Kio ptidany dal$i 2 ml chloroformu, v nichZ se rozpustily
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zbytky organickych latek, které jesté v taveniné ziistaly. Roztok byl pomoci balonku
ptenesen K prvnim podilu roztoku do zvazené banky. Chloroform byl nasledné z banky
oddestilovan. Po vychladnuti fadném vyschnuti byla barika se vzorkem Kig zvazena.

Stejny postup byl zvolen také pro taveninu vzorku Kaii, ktery byl také prenesen
do pfedem zvéazené banky.

Tabulka 6 Hmotnost vzorki Kio a K11

Vzorek Hmotnost prazdné baiky Hmotnost barnky se Hmotnost vzorku
vzorkem
Kio 21,6875¢ 21,7550 g 0,0675¢g
K11 22,7465 g 22,8428 g 0,0963 g

Pozn: Béhem zpracovani vzorku Kio doslo k vyliti ¢asti roztoku, tim doslo u

vzorku Kip k hmotnostnim ztratam.

Vzorek Kio ani vzorek Kii neobsahovaly cisty y-apoallobetulin, proto bylo
ptistoupeno k jejich zpracovani pomoci preparativni TLC.

Do zkumavky obsahujici vzorek Kio byl odpipetovan 1 ml chloroformu, vznikly
roztok byl nasat do balonku. Pomoci balonku byl roztok nanesen na preparativni TLC
desku. Poté bylo do zkumavky odpipetovano 0,5 ml chloroformu, také tento roztok byl
pomoci balonku nanesen na preparativni TLC desku.

Stejny postup byl zvolen také pro taveninu vzorku Kii, ktery byl nanesen na
vlastni preparativni TLC desku. Ob¢ preparativni TLC desky byly nasledné vyvijeny ve
smési n-hexanu a ethylacetditu v poméru 5:1. Po vyschnuti rozpoustédel bylo
pfistoupeno k detekci organickych latek roznesenych na TLC deskach vypalenim
elektricky zhavenym odporovym dratem.

Po detekci bylo rozhodnuto spojit odpovidajici si ¢asti z obou TLC desek.
Silikagel z obou TLC desek byl sejmut a nasypan do sklenénych trubic. Desky byly
rozdéleny na devét Casti. Latky drzici se v Cele rozpoustédel byly oznaceny jako frakce
Kio-111. Latky, které zistaly na startu, byly oznaceny Kio-11/0. Organické latky byly ze
silikagelu vymyty smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru 1:1. Rozpoustédla byla
zachycena do pfedem zvazenych banék.

Tabulka 7 Preparativni TLC vzorku Kio-11

Frakce Hmotnost prazdné Hmotnost banky se Hmotnost vzorku
banky vzorkem

Kio-111 44,9154 ¢ 44,9340 ¢ 0,0186 g

Kio-11/2 57,9224 g 57,9385 g 0,0161 g

Kio-11/3 57,6246 ¢ 57,6550 ¢ 0,0304 g
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K1o-11/4 55,9936 g 56,0194 g 0,0258 g
Kio-11/5 55,1388 g 55,1600 g 0,0212 g
K1o-11/6 55,5711 ¢ 55,5784 g 0,0073 g
Kio-11/7 56,0785 g 56,0867 g 0,0082 g
K1o-11/8 42,4463 g 42,4538 g 0,0075 g
Ki1o-11/9 42,9056 g 429118 g 0,0062 g

Celkova hmotnost vymytych organickych latek 0,1413 g

Byla provedena analytickd TLC frakci Kio-111, Kio-112 , Kio-11/3 spole¢né s -
apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru
10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, ze frakce Kio.11/1 Obsahovala pouze

v

pohyblivejsi latky nez je y-apoallobetulin. Frakce Kio112 @ Kio-113 obsahovaly y-

apoallobetulin zneéistény pohyblivEjsi latkou, ktera se drzela v Cele rozpoustédel.

Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 51.

. & » @

1 23 4 5

Obr. 51 Analyticka TLC: 1. Kio-11/1, 2. y-apoallobetulin, 3. Kio-11/2 , 4. y-apoallobetulin,
5. K1o-1113

Byla provedena analytickda TLC frakei Kio-11/2, K1o-11/3, K10-11/4, K10-11/5 @ K10-11/6
spolecné s y-apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu
Vv poméru 10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze frakce Kio-114 a Kio-11/5
latkami. Frakce Kio.11/6 obsahovala kromé y-apoallobetulinu jiz vétSi mnozstvi méné
pohyblivych latek. Chromatogram potvrdil, Ze frakce Kio-112 & Kio-11/3 obsahovaly y-
apoallobetulin znecistény pohyblivéjsi latkou. Vysledny chromatogram je zaznamenan

na obrazku 52.
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Obr. 52 Analyticka TLC: 1. Kio.1172, 2. K10-1113, 3. y-apoallobetulin, 4. Kio-11/4, 5. Kao-

1155, 6. K1o-11/6

Byla provedena analytickd TLC frakci Kio-11/6, K1o-11/7, K10-11/8 & K10-11/0 spolecné
s betulinem a allobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ecthylacetatu
v poméru 10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze frakce Kio-11/7 0Obsahovala
allobetulin a jednu pohyblivéjsi latku a malé stopy betulinu. Frakce Kio-11/8 Obsahovala
allobetulin a ¢éast nezreagované¢ho betulinu. Frakce Kio-110 obsahovala nezreagovany

betulin. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 53.

Obr. 53 Analyticka TLC: 1. Kio-116, 2. betulin, 3. Kio.11/7, 4. allobetulin, 5. K1o-11/8, 6.

K10-11/9

Podle vysledkl analytickych TLC zkousek byly dohromady spojeny frakce Kio-
116, K10-11/7, K1o-11/8 @ K1o-11/9. Frakce Kio-11/1 byla spojena se vzorkem Kyi1. Frakce Kio-
1172, K10-11/3, K10-11/4, K10-11/5 byly spojeny dohromady do vzorku Krya.

K reakci s KHSO4 bylo celkem odebrano 200 mg betulinu. Na preparativni TLC
desky bylo celkem naneseno 163, 8 mg organickych latek. Zpracovanim preparativnich
TLC desek bylo ziskano 141, 3 mg organickych latek. Frakce obsahujici hledany y-
apoallobetulin vazily dohromady 93,5 mg. Vytéznost vzhledem k frakcim obsahujicim

y-apoallobetulin byla 46,8%.
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3.4.3.5.1 Preparativni TLC vzorku Ky>

Vzorek Ky2 byl rozpustén v 1 ml chloroformu. Za pomoci balonku byl roztok
nanesen na preparativni TLC desku. Do bainky bylo odpipetovano jesté 0,5 ml
chloroformu, v némz se rozpustily zbytky vzorku Kya, které v baince mohly zistat. I
tento podil roztoku byl balonkem nanesen na desku. Preparativni TLC deska byla
nasledn¢ vyvijena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru 10:2. Po vyschnuti
rozpoustédel byla na TLC detekovana piitomnost organickych latek za pouziti
elektricky zhaveného odporového dratu. Dle stop, které zistaly na desce vypalené, bylo
rozhodnuto rozd¢lit desku na devét ¢asti. Oblast, kam doputovalo celo rozpoustédel,
byla oznacena Kyz/1. Oblast startu byla oznacena Kyzs. Silikagel byl po ¢astech z desky
sundan a rozmélnén. Nésledné byly jednotlivé podily nasypany do sklenénych trubic,
pod které byly dany zvazené sklenéné banky. Silikagel v trubicich byl promyt smési n-
hexanu a ethylacetatu v poméru 1:1. Proteklé roztoky byly zachyceny do zvazenych
banék. Z nich byla rozpoustédla oddestilovana a baiiky byly opét zvazeny. Timto
postupem byly ziskany frakce Kyz/1 az Kyz.

Tabulka 8 Preparativni TLC vzorku Ky2

Frakce Hmotnost banky Hmotnost bariky se Hmotnost frakce
vzorkem
Kyan 44,9606 g 44,9638 g 0,0032 g
Kyar 57,9367 ¢ 57,9388 ¢ 0,0021 g
Kyas3 57,6836 ¢ 57,6867 ¢ 0,0031¢g
Kry2/a 55,9168 ¢ 55,9244 ¢ 0,0076 g
Kyass 55,1719 ¢ 55,2006 g 0,0287 g
Kyase 55,5973 ¢ 55,6177 ¢ 0,0204 g
Kyarr 55,0387 ¢ 55,0433 ¢ 0,0046 g
Kyass 42,5389 g 42,5490 g 0,0101 ¢
Kyasg 42,9473 g 42,9580 ¢ 0,0107 g
Celkova hmotnost vymytych organickych latek 0,0905 ¢

Byla provedena analyticka TLC frakci Ky, Kyzr, Ky2z a Kyas spolu s y-
apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetitu v poméru

10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, ze frakce Kyz1 a Kyze obsahovaly
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velmi pohyblivou latku, kterd se drzela v ¢ele rozpoustédel. Frakce Kyzi1 byla Cistd, ale
ve frakci Kyz jiz byla ptimés y-apoallobetulinu. Frakce Kyz3 obsahovala Cisty y-
apoallobetulin. Z vysledného chromatogramu nebylo dostate¢né patrno, jestli frakce
Ky2/4 obsahovala pouze y-apoallobetulin. Vysledny chromatogram je zaznamenan na

obrazku 54.
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Obr. 54 Analyticka TLC: 1. Kyz/1, 2. Ky2p, 3. y-apoallobetulin, 4. Ky2s3, 5. Ky2/4

Byla provedena analytickd TLC frakei Kyzs, Ky2s, Kyzs a Kyae spoleéné s y-
apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru
10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, ze jedin€ frakce Ky2/4 obsahovala Cisty
v-apoallobetulin. Oproti pfechozi analytické TLC bylo u frakce Kyzs3 zjisténo, Ze kromé
y-apoallobetulinu obsahovala jest¢ malé mnozstvi pohyblivéjsi latky. Frakce Kyzs byla
nanesena Vv ptili§ velkém mnozstvi, proto nebylo z chromatogramu mozno jasné urcit,
zda je ve frakci pouze vy-apoallobetulin. Frakce Kryzs obsahovala kromé y-
apoallobetulinu mén& pohyblivou latku, kterd se drZzela tésn€ pod stopou v-

apoallobetulinu. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 55.
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Obr. 55 Analyticka TLC: 1. Kyzss, 2. Ky2s, 3. y-apoallobetulin, 4. Kyzss, 5. Ky2se

Byla provedena analytickd TLC frakei Kyzs, Kyas, Ky27 a Kyas spolecné s y-

apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetaitu v poméru
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10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, ze frakce Kyzs neobsahovala Cisty y-
apoallobetulin, v tésné blizkosti y-apoallobetulinu se drzela méné pohybliva latka.
Frakce Kyzs obsahovala také y-apoallobetulin a blizkou méné pohyblivou latku, navic
na chromatogramu byly patrné stopy dalSich méné pohyblivych latek. Frakce Kyz7 a
Ky2:8 neobsahovaly y-apoallobetulin. Vysledny chromatogram je zaznamenin na

obrazku 56.

Obr. 56 Analyticka TLC: 1. Kyzss, 2. y-apoallobetulin, 3. Ky, 4. Ky217, 5. Kyass

Byla provedena analyticka TLC frakci Kyams, Kyz7, Kyzs a Kyzo spolecné
S betulinem a allobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu
v poméru 10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, ze frakce Kyzs, Ky27 a Kyass
obsahovaly jak betuliun tak allobetulin. Frakce Kyz9 obsahovala betulin. Vysledny

chromatogram je zaznamenan na obrazku 57.

Obr. 57 Analyticka TLC: 1. Ky, 2. Ky277, 3. allobetulin, 4. Kyzs, 5. betulin, 6. Ky

Pro kontrolu byla jesté¢ provedena analytickd TLC frakci Kyzs, Kyzs a Kyass
spolecné s y-apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu
v poméru 10:2. Vysledny chromatogram potvrdil, ze pouze frakce Kyz4 obsahovala
Cisty y-apoallobetulin. Frakce Kyzs3 | Ky2s byly v nepatrném mnozstvi zne€istény jinymi

latkami. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 58.
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Obr. 58 Analyticka TLC: 1. Ky2s3, 2. y-apoallobetulin, 3. Ky24, 4. y-apoallobetulin, 5.
Kyass

Na preparativni TLC desku bylo naneseno 93,5 mg organickych latek. Z desky
se podarilo ziskat 90,5 mg organickych latek. Frakce Kyz4 obsahovala pouze Cisty vy-
apoallobetulin, tedy bylo ziskdno 7,6 mg &istého y-apoallobetulinu. Uéinnost déleni

vzhledem Kk ¢istému y-apoallobetulinu byla 8,1%.

3.5 Priprava chromatograficky cCistého betulinu

Byla provedena analytickd TLC zkouska vzorku betulinu. Na chromatografickou
folii byl nanesen vzorek betulinu v nadmérném mnozstvi. Poté byla TLC folie vyvijena
ve smési n-hexanu a ethylacetdtu v poméru 10:2. Z vysledného chromatogramu bylo
patrno, Ze vzorek betulinu neni chromatograficky zcela cisty. Pfi naneseni velkého
mnozstvi vzorku se na folii objevila jesté stopa pohyblivejsi latky, néz je betulin.
ProtoZe vzorek betulinu nebyl chromatograficky zcela jednotny, bylo piistoupeno k jeho
precisténi pomoci preparativni TLC.

Do malé baiiky bylo navazeno 85,1 mg betulinu, ktery byl nasledné rozpoustén v
Iml chloroformu. ProtoZe se veSkery betulin nepodafilo rozpustit, byl pfidan dalsi 1 ml
chloroformu a roztok byl mirné zahtfivan. Teprve poté se betulin podaiilo zcela
rozpustit. Vznikly roztok byl nasat do balonku a nanesen na preparativni TLC desku.
TLC byla nasledné¢ vyvijena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru 10:2. Po
vyschnuti rozpoustédel byla TLC deska ve spodni tfetiné na pohled leskld, horni dvé
tretiny byly beze zmény.

Na desce byla provedena detekce organickych latek pomoci -elektricky
zhaveného odporového dratu. Po detekci byla na desce jasné patrna oblast, v niZ se

nachazela prevazna Cast organickych latek. Tato oblast svym umisténim odpovidala

53



¢asti, na niz byly ptfed detekci znat optické zmény oproti zbylé ¢asti TLC desky. TLC
deska byla nasledné rozde¢lena na pét Casti. Oblast, nad hlavnim podilem organickych
latek, byla ozna¢ena BETs. Oblast, v niz byla roznesena hlavni ¢ast organickych latek,
byla rozd¢lena na tii ¢asti BET4 az BET2. Oblast startu byla ozna¢ena BET;. Silikagel
byl nésledné po ¢astech z desky sundan, rozmélnén a nasypan do sklenénych trubic. Pod
trubice byly dany pfedem zvazené banky. Silikagel byl promyt ethanolem. Poté byl
ethanol z ban¢k oddestilovan, ¢imz byly ziskany vzorky BET1 az BETs.

Tabulka 9 Preparativni TLC betulinu

Vzorek Hmotnost baiky Hmotnost barnky se Hmotnost vzorku
vzorkem

BET: 41,1991 ¢ 41,2363 g 0,0372¢g
BET: 38,3819 g 38,3937 ¢ 0,0118¢
BET3 57,8676 ¢ 57,8841 ¢ 0,0165¢
BET.4 31,9747 ¢ 31,9864 ¢ 0,0117¢g
BETs 33,7728 g 33,7774 g 0,0046 g

Celkova hmotnost vymytych organickych latek 0,0818 g

Byla provedena analytickd TLC vzorktu BET2, BET3, BET4 spole¢né s vychozim
vzorkem betulinu. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru
10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, ze vSechny tii vzorky ziskané

preparativni TLC obsahovaly kromé¢ betulinu také pohyblivéjsi latku. Vysledny

chromatogram je zaznamenan na obrazku 59.

5 % & B B

1 2 3 4 5

Obr. 59 Analyticka TLC: 1. Cisty betulin, 2. BET2, 3. BETg3, 4. BET4, 5. Cisty betulin

Byla provedena analyticka TLC vzorku BET: spoleéné s vychozim vzorkem

betulinu. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu v poméru 10:2.
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Z vysledného chromatogramu bylo patrno, ze vzorek BET: je chromatograficky zcela
jednotny. Oproti pivodnimu vzorku betulinu se na TLC folii, jiZ neobjevila stopa

pohybliv¢isi latky. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 60.

Obr. 60 Analyticka TLC: 1. BETy, 2. Cisty betulin, 3. BET:

Byla provedena analyticka TLC vzorki BET,, BET3, BETs4 spoleéné s y-
apoallobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetitu v poméru
10:2. Z vysledného chromatogramu nebylo dostate¢né patrno, zda pohyblivéjsi latka ve
vzorcich odpovidala y-apoallobetulinu. Chromatogram vSak prokazal, Zze vSechny tii

frakce obsahuji stejné latky. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 61.

1 2 3 4

Obr. 61 Analyticka TLC: 1. y-apoallobetulin, 2. BET>, 3. BET3, 4. BET4

Byla provedena analyticka TLC vzorku BET4 spolecné s y-apoallobetulinem,
kdy byly vzorky stfidavé naneseny vedle sebe. TLC byla provedena ve smési n-hexanu
a ethylacetatu v poméru 10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, ze stopa dalsi
latky ve vzorku BET4 odpovidé y-apoallobetulinu. Stejné tomu bylo u vzorka BET: a
BETs, protoze obsahovaly stejné latky jako vzorek BET4. Béhem oddestilovavani

ethanolu z ban¢k se vzorky BET2, BET3 a BET4 ziejmée doslo k prehiati vzorkd a cast
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betulinu zreagovala na y-apoallobetulin. Vysledny chromatogram je zaznamenan na

obrazku 62.

Obr. 62 Analyticka TLC: 1. y-apoallobetulin, 2. BETj4, 3. y-apoallobetulin, 4. BET4

Byla provedena analyticka TLC vzorku BETs spole¢né s y-apoallobetulinem,
betulinem a allobetulinem. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu
v poméru 10:2. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze vzorek Kgers neobsahoval
y-apoallobetulin. Vzorek BETs obsahoval betulin i allobetulin. Vysledny chromatogram

je zaznamenan na obrazku 63.

Obr. 63 Analyticka TLC: 1. betulin, 2. BETS, 3. allobetulin, 4. y-apoallobetulin

Vzorek BET:, ktery tvofil pouze chromatograficky Cisty betulin, byl vzat ke
krystalizaci. Cilem postupu bylo ziskat co nejvice koncentrovany roztok betulinu, ze
kterého by po ochlazeni vypadavaly krystalky betulinu. Slo tedy o zisk krystalického
betulinu.

Na preparativni TLC desku bylo naneseno 85,1 mg vzorku betulinu. Z TLC
desky se podafilo ziskat 81,8 mg organickych latek. Frakce BET: obsahovala
chromatograficky cisty betulin, bylo tedy ziskdno 37,2 mg chromatograficky cistého
betulinu. Vytéznost déleni vzhledem k ¢istému betulinu byla 43,7%.
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3.5.1 Krystalizace vzorku BET1

Do banky se vzorkem bylo nalito malé mnoZstvi ethanolu, tak aby za horka
vznikl nasyceny roztok. Banka se vzorkem byla vlozena na topné hnizdo. Po zapnuti
topného hnizda bylo baitkou pomalu ota¢eno. Rozpousténi bylo pec¢livé hlidano tak, aby
nedoslo k varu ethanolu. Po rozpusténi veSkerého betulinu v ethanolu bylo zah#ivani
ukonceno. Baiika byla sejmuta z topného hnizda a schlazena pod tekouci vodou. Roztok
byl ponechan v klidu odstat, az z néj zacaly vypadavat jemné krystalky betulinu. Kdyz
Vv roztoku zacaly byt jasn¢ patrné krystaly, byl roztok jeSté n€kolik minut ponechan
v klidu. Mezitim byl pfipraven sklenény balonek a do jeho kapilarniho konce byl
nacpan maly kousek vaty. Nasledné byl do balonku vysat mate¢ny louh z banky, v niz
zustaly jemné krystalky betulinu. Mate¢ny louh byl pfenesen do zvazené 1¢kovky, v niz
se z mate¢ného louhu vyloucil dalsi podil krystalického betulinu (vzorek BET1).

Do baiiky s prvnim podilem krystalii bylo jest¢ jednou ptfiddno malé mnoZzstvi
ethanolu a byl opét pfipraven nasyceny roztok betulinu za horka. Tentokrate po
rozpusténi veskerého podilu betulinu byl roztok ponechan volné vychladnout, aniz by se
barnika ochlazovala pod tekouci vodou. Vylouceni krystali z roztoku trvalo déle, nez
tomu bylo u prvni krystalizace, ale vzniklé krystaly byly hrubsi (vzorek BETux).
Mate¢ny louh z druhé krystalizace byl opét za pomoci balonku odsat a ptenesen do dalsi
predem zvéazené 1ékovky. Z tohoto matecného louhu byl ziskan tfeti podil krystalického
betulinu (vzorek BET13). Mateény louh, ktery ztistal v obou 1ékovkach, byl zahustén na
elektrickém vafici a zbyvajici roztok byl z obou 1ékovek nasat do balonku a ptenesen do
treti 1ékovky. V ni se vyloucil jesté ctvrty podil krystalického betulinu a bylo tak
zabranéno hmotnostnim ztratam (vzorek BETu4). Betulin vykrystalovany v bafice po
dvojim prekrystalovani byl nejCistsi. Mirn€ hor$i byly krystalky betulinu, které
vykrystalovaly v prvnich dvou 1ékovkach. Ve tieti Iékovce zlstal nejméné kvalitni podil
krystalického betulinu.

Tabulka 10 Krystalizace betulinu

Hmotnost 1ékovky | Hmotnost I€ékovky s | Hmotnost krystalického
betulinem betulinu
BET11 41,1991 ¢ 41,2112 g 0,0121 g
BET1.2 14,8245 ¢g 14,8289 ¢ 0,0044 g
BETuw3 14,4678 g 14,4716 ¢ 0,0040 g
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BET14 13,8808 g 13,8948 g 0,0140¢g

Celkova hmotnost ziskané¢ho krystalického betulinu 0,0345¢

Byla provedena kontrolni analytickd TLC ptekrystalovanych vzorkt. Vzorky
BETwy1, BET1y2 a BETys byly porovnany s pivodnim vzorkem betulinu. TLC byla
provedena ve smési n-hexanu a ethylacetdtu v poméru 10:2. Z vysledného
chromatogramu bylo patrno, ze vzorky BETy1, BET12 i BETy3 byly chromatograficky
jednotné. Nejucelenéjsi stopu vykazoval vzorek BET11, coz odpovida jeho nejvétsi

Cistoté. U stopy betulinu se opét v nepatrném mnozstvi objevila stopa pohyblivejsi

latky. Vysledny chromatogram je zaznamenan na obrazku 64.

Obr. 64 Analyticka TLC: 1. BETyz1, 2. BETy2, 3. BETus3, 4. Cisty betulin

Ze ziskanych podili betulinu byly odebrany vzorky pro zjiSténi bodu tani.
Teploty tani zmétené prostiednictvim bodotavku jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11 Teplota tani vzorkia po krystalizaci

Vzorek Teplota tani

BET11 258°C —260°C
BET12 261°C —263°C
BETu3 258°C —260°C

Zjisténé teploty tani jednotlivych vzorkli po krystalizaci potvrzuji tdaje o
Cistoté, které byly zjiStény prostfednictvim analytické TLC. VSechny tfi vzorky mély

bod tani v rozsahu teploty tani ¢istého betulinu, ktera je kolem 260°C.
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3.6 Zjistovani DSC k¥ivek

Pro ziskani DSC kiivek byl vyuzivan pfistroj DSC Q200 od firmy TA
Instruments. Méteni na diferencialnim skenovacim kalorimetru bylo provadéno u smési

betulinu a médéného prasku a u smesi betulinu a KHSO4.

3.6.1 Provedeni diferencialni skenovaci kalorimetrie

Do méfené panvicky byl navazen vzorek sledované latky ¢i smési latek.
Nasledné byla panvicka piekryta vickem, které bylo do panvicky zalisovano pomoci
malého mechanického lisu. S panvickou i vickem se muselo pracovat pomoci pinzety.
Panvicka uzaviena vickem byla vloZzena do autosampleru pfistroje, ktery po spusténi
méfeni vliozil métenou a referencni panvicku do teplotni cely kalorimetru. Pred vlastnim
méfenim  byly v pocitaCovém programu nastaveny parametry méfeni — teplotni

podminky méteni, hmotnost sledovaného vzorku a typ pouzitych panvicek.

3.6.2 Diferencialni skenovaci kalorimetrie smési betulinu a médéného prasku

Ptiprava vzorku pro méfeni byla provedena podle popisu v kapitole 3.6.1. Pro
meétfeni smési betulinu a médéného prasku byly zvoleny hlinikové panvicky. Teplotni
rozsah méfeni byl 30°C az 360°C, teplota byla zvySovana o 10°C za 1 minutu.
Hmotnost smési betulinu a médéného prasku byla 0,003 563 g.

Stejné teplotni podminky byly zvoleny i pro méfeni samotné¢ho betulinu.
Hmotnost betulinu byla 0,004 312 g.

Z obou provedenych méfeni byly ziskany DSC kiivky, jejich proloZeni je na
obrazku 65. Na kiivce betulinu je jasné patrny exotermni pik kolem teploty 260°C.
Tento pik odpovida teploté tani betulinu. Na kiivce betulinu se dal$i zména prabehu
objevuje pfi teplotach vyssich nez 310°C. Predpokladany diivod tohoto exotermického
jevu je degradace betulinu. Pro ovéteni tohoto piedpokladu bylo provedeno zahiivani

betulinu na bodotavku s naslednou analytickou TLC.
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Obr. 65 DSC krivka smési betulinu a médéného prasku

Betulin byl na bodotavku zahtivan aZ na teplotu 350°C. Béhem celého méfeni
byl vzorek pozorné sledovan. V teplotnim rozmezi 256°C az 260°C doslo k roztati
betulinu. Po sejmuti z bodotavku byl zahtivany betulin porovnan s vychozim betulinem
pomoci analytické TLC. TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethylacetatu
Vv poméru 5:3. Z vysledného chromatogramu bylo patrno, Ze doSlo ke spéleni betulinu,
vysledny produkt byl zcela zernaly. Vysledny chromatogram je zaznamendn na

obrazku 66.

Obr. 66 Analyticka TLC: 1. Cisty betulin, 2. vzorek z bodotavku

Teplota tani smési betulinu a médéného prasku byla uréena 247°C (viz. kapitola
3.3.1). Této teplote¢ odpovida exotermicky pik pii teploté piiblizné¢ 248°C na DSC

kiivce smési betulinu a médéného prasku.
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3.6.3 Diferencialni skenovaci kalorimetrie smési betulinu a KHSO4

Pfiprava vzorku pro méfeni byla provedena podle popisu v kapitole 3.6.1. Pro
méfeni smési betulinu a KHSO4 byly zvoleny aloxované panvicky. Teplotni rozsah
meéteni byl od 30°C do 300°C, teplota byla zvySovdna o 10°C za 1 minutu. Hmotnost
smé&si betulinu (BETy1) a KHSO4 byla 0,002 115 g.

Stejné teplotni podminky byly zvoleny 1 pro méieni Cistého betulinu (vzorek
BET12). Hmotnost betulinu byla 0,002 172 g.

Stejné teplotni podminky byly zvoleny i pro méfeni ¢istétho KHSO4. Hmotnost
KHSO4 byla 0,002 391 g.

Ze vsech tii provedenych méteni byly ziskany DSC kiivky, jejich proloZeni je na
obrazku 67.

Heat Flow (W/g)
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Obr. 67 DSC krivka smési betulinu a KHSO4

Na kfivce betulinu je vyrazny exotermicky pik pii teploté 262°C, tento pik
odpovida zjisténé teploté tani vzorku BET12 (viz. kapitola 3.5.1). Na kfivce samotného
KHSO;4 se kolem teploty 190°C objevil exotermicky pik, tento pik odpovida teploté tani
KHSO4. Na kiivee smési betulinu a KHSO4 se nachazi dva mensi exotermické piky
v rozmezi teplot 190°C az 210°C, tyto piky pravdépodobné odpovidaji reakci betulinu
s KHSO..
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4. Didakticka ¢ast

Dosud detailn€¢ popisované experimenty je mozno po fadném vyhodnoceni
vyuzit k roz§ifeni experimentdlni vyuky pii piipravé budoucich uciteli chemie,
ptipadné v omezené mife i na stfedni Skole v zdjmové ¢innosti studentd diky tomu, zZe je
1ze rozkrokovat na jednotlivé problémy, které je mozno realizovat jednotlivé jako
dopliujici pracovni navody k rozsifeni experimentalnich dovednosti studentt, piipadné
ve vzijemnych vazbach kfeSeni jakéhosi projektu. Diive popsany proces taveni
betulinu s KHSO4 a nasledné zpracovani reakéni smési je mozno vyuzit v téchto

laboratornich cvidenich.

4.1 Laboratorni cviceni ¢. 1

4.1.1 Piiprava preparativni TLC desky

Pomicky: sklenéna deska o rozmérech 20 x 20 cm, Erlenmeyerova barika,
laboratorni vahy, odmérny valec, stficka s destilovanou vodou

Chemikalie: silikagel Merck (Kieselgel 60 G)

Postup: sklenénou desku nejprve omyjte ethanolem a nasledné oplachnéte
destilovanou vodou. Do Erlenmeyerovy baiiky navazte 25 g silikagelu. K tomuto
mnozstvi silikagelu pfilijte 55 ml destilované vody, kterou jste odméfili pomoci
odmérného valce. Nasledné vodu se silikagelem promichejte dikladnym protfepanim
V uzaviené baiice. Smichanim silikagelu s vodou vznikne nepfili§ hustd suspenze. Tuto
suspenzi nalijte na navlhéenou sklenénou desku. Idealni je nalit suspenzi do stfedu
sklenéné desky a nésledné suspenzi hrdlem baiiky opatrné rovnomérné rozptylit po
celém povrchu desky az k jejim okrajim. Na zavér otocte levou ruku dlani vzhiru a
sklenénou desku si opatrné poloZte na bfiSka prsti. Druhou rukou zespodu lehce
poklepavejte na sklenénou desku, tim docilite rovhomérné vrstvy silikagelu po celém
povrchu desky. Jestli je suspenze nanesend v rovnomérné vrstveé, si muzete ovefit,
pokud se na desku podivate vodorovné proti svétlu.

Sklenénou desku s litou vrstvou silikagelu opatrné poloZte na rovnou podlozku a
nechte do pristich laboratornich cvi¢eni vyschnout. Desku ulozte na bezpecné misto tak,

aby nedoslo k poskozeni nalité vrstvy silikagelu.

62



4.1.2 Zah¥ivani betulinu s KHSO4 v taveniné KHSO4

Pomtucky: stojan, elektricky vafic¢, drzak na chladi¢, mald zkumavka, kadinka
(50 ml), kiizova svorka, teplomér (teplotni rozsah alespon do 300°C), tfeci miska,
1ékovka, pipeta, alobal, laboratorni kleste

Chemikalie: KHSO4, betulin, chloroform

Postup: sestavte aparaturu podle obrazku 68. Kadinku upevnéte ke stojanu
pomoci drzaku na chladi¢, mezi kadinkou a elektrickym vati¢em ponechte asi 0,5 cm

volného mista.

Obr. 68 Aparatura zah¥ivani betulinu s KHSO4 v taveniné KHSO4, 1 elektricky
vafi¢; 2 kadinka s KHSO4; 3 zkumavka se smési betulinu a KHSO4; 4 teplomér; 5

stojan; 6 drzak na chladi¢

Do malé zkumavky navazte 100 mg betulinu a 100 mg KHSO4. Poté k navazené
smési pridejte stejné objemové mnozstvi KHSOs. Nésledné piipravenou smés ve
zkumavce fadné protiepejte tak, aby vznikla homogenni smés. Zkumavku s pfipravenou
smési vlozte do 50 ml kadinky, do niZ jste pfedem dali KHSOj4 asi do vysky 1 em. Do
kadinky vedle zkumavky vlozte teplomér a poté do kadinky ptidejte dalsi KHSO4 tak,
aby byly zkumavka 1 teplomér zakryty asi do vysky 1,5 cm. AZ budete mit zkumavku 1
teplomér fadné¢ upevnény, zapnéte elektricky vafi¢. Teplotu reakéni smési nechte
vystoupat na 260°C s pfi této teploté smés udrzujte 20 minut. Po ukonceni zahtivani
uchopte zkumavku opatrné do laboratornich klesti a rychle taveninu vylijte na
keramickou dlazdici pokrytou alobalem. Tavenina ve zkumavce velmi rychle tuhne,

proto zkumavku opétovné zahiivejte, dokud se vam nepodaii vylit podstatnou cast
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taveniny ze zkumavky. Taveninu z alobalu sejméte a rozetfete ve tfeci misce.
Rozetfenou taveninu poté presypte do Cisté lékovky. Tieci misku vymyjte malym
mnozstvim chloroformu. Chloroform z tieci misky vlijte do zkumavky se zbyvajici
taveninou. Tavenina se Vv chloroformu rozpusti. Nasledné kapalinu pielijte do 1ékovky
S rozetfenou taveninou. Zkumavku vymyjte dalSim podilem chloroformu a opét pfilijte
do lékovky. Lékovku tadné uzaviete a ponechte na bezpecném mist¢ do pfistich
laboratornich cviceni.

Poznamky: na stojan je vhodné upevnit jest¢ drzak na zkumavky tak, aby o néj
bylo mozno zapfit teplomér. Po roztiti KHSOs4 Vv kadince by mohl teplomér ze
zkumavky vypadnout a rozbit se.

Teplota se Spatn€¢ udrzuje prostiednictvim nastaveni elektrického vafice, ¢i jeho
vypinani a zapinani. Idedlni je nechat elektricky vafi¢ zapnuty na nejvyssi stupenl a
opatrné ho podle kolisani teploty na teploméru odendavat pry¢ a opét vsunovat pod

zahfivanou kadinku.

4.2. Laboratorni cviceni ¢. 2

4.2.1 Priprava balonku

S ptipravou balonku byly studenti sezndmeni pfi laboratornim cvi€eni Prace se
sklem, které je soucasti povinného predmétu Chemické laboratorni metody. Navod na
zhotoveni balonku lze také najit v literatui'e napi.%.

Postup: pokud si se zhotovenim balonku nevite rady, pozadejte o pomoc

vyucujiciho.

4.2.2 Preparativni TLC

Pomicky: pfipravena TLC deska, balonek pipeta, elektricky vafi¢, 1ékovka

Chemikalie: zreagovana smés betulinu a KHSOs, chloroform

Postup: vezmeéte si 1ékovku se zreagovanou smési betulinu a KHSO4, kterou jste
si ptipravili na pfedchozich laboratornich cvicenich. Pokud chloroform v Iékovce od
minule vyschnul, odpipetujte 1 ml chloroformu a pfilijte ke smési. Pracujte tak, abyste
ziskali pfiblizn€ 1 ml roztoku. Zreagované organické latky se v chloroformu rozpusti,
KHSOs ziistane nerozpustény. Otevienou kapilaru pfipraveného balonku uzaviete
malym smotkem vaty, kterd poslouzi jako filtracni vrstva. Balonek zahtejte nad

vafiCem, a pak do n¢j nasajte nepatrny podil roztoku ze zkumavky. Poté opét balonek
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zahtejte nad vafiCem, ¢imz se chloroform vypaii a jeho pary z balonku vytla¢i vétSinu
vzduchu. Nésledné zahtaty balonek ponofte kapilarnim koncem pod hladinu roztoku a
vyckejte, dokud nedojde k nasati veskerého roztoku do balonku. Pomoci naplnéného
balonku naneste asi 2 cm od spodniho okraje pfipravené preparativni TLC desky
souvisly prouzek roztoku (od levého i pravého okraje ponechte nékolik milimetri
volnych, aby roztok nestékal na hranu desky). Na chromatografickou desku naneste
rozhodujici mnozstvi roztoku, par kapek roztoku z balonku vykapnéte do Cisté 1ékovky
a ponechte pro dalsi praci. Po vypusténi celého obsahu balonku balonek jesté
vyplachnéte malym mnozstvim rozpoustédla a kapalinu naneste na vysuSenou stopu
diive naneseného vzorku. Pfi nanaSeni vzorku postupujte tak, aby bylo po celé Sitce lité
vrstvy naneseno rovnomérné mnozstvi vzorku a zdroven byl vznikajici prouzek co
nejuzsi. TLC desku s nanesenym vzorkem ponechte do pfistich laboratornich cviceni na

bezpecném misté, aby nedoslo k poskozeni vrstvy silikagelu.

4.3 Laboratorni cviceni ¢. 3

4.3.1 Zpracovani preparativni TLC desky

Pomicky: sklenéné akvarium, molitan zabaleny v polyethylenu, Erlenmeyerova
batika, odmérny vélec, sklenénd deska, knihy

Chemikalie: n-hexan, ethylacetat

Postup: pfipravte si smés n-hexanu a ethylacetatu v poméru 5:1. Smés
rozpoustédel vlijte do akvaria tak, aby vytvofila asi 0,5 cm vysokou vrstvu. Preparativni
TLC desku vloZte do akvaria se smé&si rozpoustédel tak, aby se stopa nanesenych latek
nesmacela a rozpoustédlo k ni muselo vzlinat. Akvarium uzaviete a utésnéte molitanem
zabalenym v polyethylenu, na néj polozte sklenénou desku a nékolik knih, aby molitan
dobie pfilnul k akvariu a dobfe tésnil. Az ¢elo rozpoustédel dosahne 1 cm pod horni
okraj desky, vyjméte chromatografickou desku z akvaria a nechte ji volné na vzduchu

do pfistich laboratornich cviceni.

4.3.2 Zahrivani betulinu a KHSO4 na bodotavku

Pomicky: bodotavek, pinzeta, kryci sklicka, Spachtle
Chemikalie: betulin, KHSO4
Postup: do 1ékovky navazte 20 mg betulinu a 20 mg KHSO4. Poté k navazené

smési piidejte stejné objemové mnozstvi KHSO4. Nasledné pfipravenou smés v 1ékovee
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fadné protiepejte, aby vznikla homogenni smés. Z pfipravené smési odeberte malé
mnozstvi na kryci sklicko, které¢ poté piekryjte druhym krycim sklickem. Pfipraveny
vzorek vlozte na bodotavek. Skli¢ka piekryjte ramecky s krycimi skly. Zaostiete na
krystaly vzorku a zapnéte zahtivani bodotavku. Teplotu nechte vystoupat na 260°C a
udrzujte ji po dobu 20 minut. Poté nechte bodotavek vychladnout a sejméte zreagovany

vzorek, ktery ulozte na bezpe¢né misto pro dalsi praci.

4.4 Laboratorni cvicCeni ¢. 4

4.4.1 Zpracovani preparativni TLC desky

Pomtcky: sklenéné trubice, Spachtle, stojany, drzaky na zkumavky, kiizové
svorky, sklenéné banky (25 nebo 50 ml), varné kaminky, dlouhé pravitko, 2 velké
ktidové papiry, odmérny vélec, nalevka, kddinka, sklenéna tycinka

Chemikalie: n-hexan, ethylacetat

Postup: za pomoci vyucujiciho vypalte na preparativni TLC desce elektricky
zhavenym odporovym dratem dva pruhy ve sméru start-Celo. V mistech, kde se nachazi
organické latky z rozdélené smési, dojde ke zcernani silikagelu. Jednotlivé oblasti, ve
kterych se objevily organické latky, na desce prehledné vyznaéte a poté zuhelnatélé
stopy z desky seskrabnéte Spachtli. Nasledné pfistupte k sejmuti silikagelu ze sklenéné
desky. Postupujte od oblasti, kterd je nejvice vzdalena od mista, kam jste pomoci
balonku nanaseli organické latky. Vzdy postupné snimejte silikagel tak, jak jste si na
desce vyznacili jednotlivé oblasti. Dlouhé pravitko zaryjte do vrstvy silikagelu v misté,
kde jste si oznacili prvni oblast s vyskytem organickych latek. Opatrnymi tahy ze strany
na stranu vrstvu silikagelu z desky stahnéte na list papiru. Sejmuty silikagel pomoci
pravitka rozetfete na jemny prasek.

U pfipravené sklenéné trubice utésnéte jeji spodni konec smotkem vaty.
Rozmélnény silikagel po ¢astech vyspavejte do sklenéné trubice. Vzdy po ptidani casti
silikagelu opatrné poklepejte dolnim koncem trubice o dfevénou desku, aby se silikagel
sklepal. Trubici po vsypani veSkerého silikagelu upevnéte ke stojanu. Pod trubici
umistéte pfedem zvazenou sklenénou banku. Stejné postupujte u zbyvajici casti TLC
desky. Nasledné si pfipravte smés n-hexanu a ethylacetitu v poméru 1:1. Smés
rozpoustédel nalijte opatrné do sklenénych trubic se silikagelem tak, aby byly trubice
zcela plné. Do piistich laboratornich cviéeni rozpoustédla protecou sloupcem silikagelu

do banék.
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Poznamka: vatu do spodniho konce sklenéné trubice dobie dostanete pomoci

dlouhé sklenéné tycinky.

4.5 Laboratorni cviCeni ¢. 5

4.5.1 Zpracovani ziskanych frakci z preparativni TLC

Pomucky: topné hnizdo (50 ml), chladi¢, stojan, drzdk na chladic,
chromatografickd komora, pinzeta, kahan, sklenénd trubice, sirky, nlzky,
chromatograficka folie (DC-Alufolien Kieselgel 60 F2s4), elektricky vafi¢, pipety,
sklenéna banka s uzavérem, odmérny valec, rozpraSovac

Chemikalie: n-hexan, ethylacetat, 10%ni H>SOs, vzorek C¢istého v-
apoallobetulinu

Postup: sestavte destilaéni aparaturu a nasledné¢ oddestilujte rozpoustédla
z ban€k po promyti trubic. Nedestilujte do sucha, az zlstane v bafice mal¢ mnozstvi
roztoku, odpojte chladi¢ a vyjméte baitkku z topného hnizda. Béhem doby, kdy bude
probihat destilace, si ze sklenéné trubice vytahnéte kapilary.

Pfipravte smés n-hexanu a ethylacetitu v poméru 10:2. Malé mnozstvi této
smési nalijte do chromatografické komory a uzaviete ji. Z chromatografické folie
ostfihnéte velikostné odpovidajici kousek a pomoci kapilar na folii bodové naneste
vzorky roztokl sledovanych latek. Body by od sebe mély byt vzdéleny asi 0,5 cm a
stejné tak od spodniho konce folie. Po odpafeni rozpoustédel postavte
chromatografickou folii pomoci pinzety spodnim koncem do rozpoustédel
v chromatografické komote (roztok by m¢l dosahovat n¢kolik milimetrii pod nanesené
vzorky). Folii ponechte v chromatografické komote, nez rozpoustédla vystoupaji par
milimetrit pod horni okraj folie. Poté pomoci pinzety vyjméte folii z chromatografické
komory. Thned po vyjmuti z komory postiikejte folii 10%ni HoSO4. Po postiiku polozte
folii na elektricky vafi¢. Vari¢ zapnéte a ponechte na ném folii, nez se na ni vypali
tmavé skvrny. Organické latky se na folii ukazi jako zuhelnatélé stopy. Pracujte tak,
abyste pii jedné chromatografii porovnavali maximaln¢ 5 vzorkli. Poté, co porovnate
jednotlivé vzorky =ziskané preparativni TLC, porovnejte vzorky také s -
apoallobetulinem. Na zavér vyhodnotte, které vzorky z vami délené smési obsahovaly
v-apoallobetulin. Banky se vzorky nechte vyschnout, zvazte je a udélejte latkovou
bilanci. Za vychozi hmotnost povazujte 100 mg betulinu, ktery byl pouzit do reakéni

smesi.

67



4.5.2 Porovnani reakce na bodotavku a v taveniné KHSO4

Pomiicky: chromatograficka komora, pinzeta, nizky, chromatograficka folie
(DC-Alufolien Kieselgel 60 F2s4), elektricky vafié, pipeta, rozprasovac

Chemikalie: smés n-hexanu a ethylacetatu v poméru 10:2, 10%ni H2SOg4, vzorek
Cistého y-apoallobetulinu, chloroform

Postup: do chromatografické komory nalijte malé mnozstvi smési n-hexanu a
ethylacetdtu v poméru 10:2, kterou jste piipravili v pfedchozim kroku, a komoru
uzaviete. Z chromatografické folie odstfihnéte velikostné€ odpovidajici kousek. Vezméte
si vzorek zreagované smési betulinu s KHSOg, ktery jste zahfivali v taveniné KHSO4
(vzorek jste odebrali na laboratornich cvicenich ¢. 2). K tomuto vzorku piiképnéte
z pipety trochu chloroformu a pomoci sklenéné kapilary naneste vzorek na
chromatografickou folii. Dale si vezméte sklicka se zreagovanou smési betulinu a
KHSOs z bodotavku. Sklicka od sebe oddélte a na jedno znich kapnéte kapku
chloroformu. Ze sklicka chloroform ihned nasajte do sklenéné kapilary a naneste
bodové stopu na chromatografickou folii. K obéma nanesenym vzorkiim pridejte jeste
stopu Cistého y-apoallobetulinu, chromatografickou folii vlozte do chromatografické

komory. Poté ji detekujte postiikem 10%ni H2SO4 a vypéalenim na elektrickém vaftici.

4.6 Shrnuti

Béhem laboratornich cvic¢eni popsanych v didaktické ¢asti této prace si studenti
procvi¢i manudlni zru€nost, prakticky se sezndmi s preparativnim 1 analytickym
provedenim TLC a praci s malymi kvanty latek. Studenti se také sezndmi s netradi¢nimi
postupy, které 1ze v organické chemii pouzit, tedy zahtivani v taveniné KHSOj4 a reakce
na bodotavku. Zaroven jim prace umozni porovnat rizné moznosti provedeni reakce
tychz latek.

Postupy preparativni a analytické TLC vychazeji z navodi prace popsanych

v literatuie®.
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5 Zavér

Na zaklad¢ ovéfeni nckterych experimentii popisovanych v literatufe bylo
ptikroceno k navrhovani a ovéfovani novych pokust. Protoze je na katedie chemie FPE
ZCU v Plzni historicky studovéna problematika triterpenoidnich slou¢enin, byl jako
vychozi slouCenina pro dalSi pfemény zvolen betulin, jehoZz izolace je soucasti
laboratornich cviceni z organické chemie.

Po neutspésnych pokusech o jeho dehydrogenaci médénym praskem
vV mikrovinné troubé, byly provadény experimenty sméfujici k izomeraci kruhu E
Vv kyselém prostiedi. Jako kyselé prostiedi byl zvolen hydrogensiran draselny pii teploté
tani. Ukézalo se, ze tato cesta vede ke smési allobetulinu a jeho dehydrogenaéniho
produktu y-apoallobetulinu. Radou experimenttl, pfi kterych se ménily reakéni
podminky, bylo dosazeno toho, ze hlavnim produktem reakce se stal pravé vy-
apoallobetulin, ktery je vychozi latkou pro dalsi reakce.

Touto preménou se oteviela cesta k nékterym experimentim vyuZzitelnym ve
vyuce (viz. kapitola 4). Zde je tfeba pfipomenout vazby na fadu teoretickych i
experimentalnich problémt z oblasti organické chemie (chemie triterpenoidnich
sloucenin, izomerace, dehydrogenace) 1 zaklady laboratorni techniky (izolacni postupy
vcetné chromatografickych metod).

Vyuziti bodotavku pii vyvoji postupu premény betulinu na y-apoallobetulin je
vyznamné pro pochopeni a nacvik zcela novych laboratornich technik s vyuzitim témét
nevazitelnych mnozstvi latek. Vysledkem je velkéa uspora ¢asu a predev§im materialu,

coz se promitne jak do ekonomické tak ekologické oblasti.
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7. Resumé

This diploma thesis is divided into a theorethical, practical and didactic part. In
the theorethical part there are described main characteristics of microwave chemistry, its
importance and use of microwave radiation in education. Next description method is
differential scannig calori-metry. In the practical part there are described laboratory
procedures — microwave heathing, method of differential scannig calori-metry and
warming on melting point apparatus. The main part creates procedures of preparation
and isolation y-apoallobetulin. In the didactic part is proposed procedure of laboratory

exercises of the preparation and isolation y-apoallobetulin.



