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UVOD

Uvod

Organickd chemie se muze chlubit svou nesmirnou rozmanitosti oproti jinym (ne
vSak méné dilezitym) odvétvim chemie a dovoluje zkoumat nejen strukturu, ale
i chemickou podstatu prirodnich latek, a vysvétluje sled chemickych reakei a samotny
chemismus premén organickych latek.

Tato prace se zabyva predevsim dvéma organickymi latkami, jez rfadime me-
zi terpenoidy, konkrétné triterpenoidy, a sice betulinem a z néj vznikajicim ~-
apoallobetulinem. Betulin je prirodni latka znama jiz od konce 18. stoleti, jejiz
biologické ucinky a uc¢inky jejich derivatl na lidsky organismus jsou znamé a jsou stale
predmétem zkoumani. Vyznamnou latkou je nenasycena sloucenina vy-apoallobetulin,
ktera umoznuje radu reakci. Jeji nevyhodou je, ze dosud je ziskavana nékolikas-
tupnovymi preménami betulinu. Ma prace je smérovana na zpusob pripravy --
apoallobetulinu jednostupnovou preménou betulinu zahtivanim s hydrogensiranem
draselnym, ktery vytvari pro preménu vyznamné kyselé prostredi.

Stat mé bakalarské prace je koncipovana do hlavnich dvou celkii — na teoretickou
a na experimentalni ¢ast. V teoretické casti strucné charakterizuji terpenoidy a po-
pisuji vyuziti v-apoallobetulinu pti dalsich chemickych reakcich. Také se ¢astecné
zabyvam tenkovrstvou chromatografii. Experimentalni ¢ast popisuje izolaci betulinu
z extraktu brezové kury a ziskdvani y-apoallobetulinu.

Celd prace muze slouzit jako navod pri zpracovavani jiz zminénych latek, ale také
latek jim podobnym a jejich derivatii. Urc¢ité by se dalo uvazovat i o didaktickém

uplatnéni jak na vysoké, tak stfedni skole.



1 Teoreticka cast

1.1 Terpenoidy

Terpenoidy (obecné; pokud jsou terpenoidy pouze uhlovodiky, oznacujeme je
terpeny) jsou piirodni latky po chemické strance ze vSech kategorii, proto neexistuji
jednotné fyzikalni a chemické vlastnosti, jsou navic strukturné velmi variabilni
a je zndmo vice nez 22 000 rozmanitych terpenoidal; jedno vsak maji vSechny

terpenoidy spole¢né, a sice chemicky ptivod. Jejich pribuznosti nasvédéuje jednoduché
pétiuhlikata jednotka — isopren (2-methylbuta-1,3-dien) (I).
CH;s

|
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meraci isoprenovych jednotek podle tzv. isoprenového pravidla v poradi hlava—pata,
pfi¢emz hlavou isoprenu oznacujeme atom uhliku C1 a patou atom uhliku C4M,

Terpeny tedy muzeme klasifikovat (tabulka 1.1) podle poctu isoprenovych jednotek.

Tab. 1.1: Klasifikace terpenti.

Pocet atomti uhliku Pocet isoprenovych jednotek Oznaceni
10 2 monoterpeny
15 3 seskviterpeny
20 4 diterpeny
25 5 sesterterpeny
30 6 triterpeny
35 7 seskvarterpeny
40 8 tetraterpeny

Odvozeni terpenoidi od isoprenu je pouze formalni. V pfirodé béhem jejich
biosyntézy muzeme jmenovat dilezité prekursory, jejichz struktura je vyhradné

acyklickd a které tvori jejich zakladni stavebni jednotku, a sice geraniol, od néhoz
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jsou odvozeny monoterpeny (Cig), farnesol, jenz je vychozim bodem pro seskviterpeny

(Cy5), a kone¢né skvalen (II), prekursor triterpent (Csp).

1.1.1 Triterpenoidy

Zéakladnim stavebnim kamenem triterpenoidu je tticetiuhlikaty skvalen (II),
jehoz struktura je vhodna pro uzavirani do kruhti. Cyklizaci skvalenu lze dosdhnout
t11 skeletu zakladnich pentacyklickych terpent, a sice oleananu (III), ursanu (IV)

a lupanu (V); je také prekursorem v biosyntéze lanosterolu, a tedy i steroidi "2,

)WWY\W\W\Y

I1I IV

Terpenoidy lupanového typu vznikaji ze skvalenu s tzv. dammaranovym skele-
tem [?. Typickymi zdstupci téchto terpenoidi jsou lupeol (VI) a jeho 28-hydroxylovana
forma — betulin (VII).
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R
VI CH;
VII | CH,OH
VIII | COOH

1.1.2 Betulin a jeho derivaty

Betulin ziskal své pojmenovani roku 1831; nazev odvodil Mason z latinského slova
oznacujici biizu (betula). Jiz v roce 1788 se Lowitzovi, ktery jako prvni pozoroval
sublimaci betulinu p¥i zahffvani biezové kiiry, povedla izolace této slouceniny 4.

U brezové kiiry muzeme rozlisit dvé vrstvy, které se lisi svym vzhledem i slozenim,
a sice na vnéjsi a vnitini. Vnéjsi ¢ast je vyznamné bohata na extrakéni latky — obsah
dosahuje 40 % — piedev§im pak na betulin (obsah 10 % az 35 %), ktery dava kife

typickou bilou barvu.

1.1.2.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Betulin a jeho derivaty jsou pentacyklické triterpenoidy lupanového ¢i oleana-
nového skeletu. Po chemické strance jsou to latky velmi rtiznorodé, konkrétné vsak
betulin (VII) je diol, kyselina betulinova (VIII) hydroxykarboxylova kyselina, allobe-
tulin (IX) epoxyalkohol a dehydratované forma allobetulinu — y-apoallobetulin (X) —
epoxyalken.

U vysSe zminénych zastupct jsou uvedené molarni hmotnosti a body tani v ta-
bulce 1.2. Derivaty betulinu jsou krystalické latky, dobfe rozpustné v organickych
rozpoustédlech (napf. ethanol, methanol, butanol, chloroform, ethyl-acetat, hexan),

pridemz krystalizace z roztokili riiznych rozpoustédel ovlivituje i bod tani'. Dalsimi

IRfizné zdroje uvadi odlisné body tani. Nejvice patrné je to u allobetulinu, jehoz bod tani je

podle lit.[1%] 275 — 277 °C, zatimco podle lit.[12 256 — 262 °C.
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vlivy na bod tani miize byt i polymorfie té které latky; u orthorhombického betulinu

byla stanovena teplota tani na 245 °Clcit. 5].

Tab. 1.2: Molarni hmotnosti a body tani vybranych zastupci betulinu

a jeho derivatu.

betulin allobetulin ~-apoallobetulin
Molarni hmotnost | 442 728|cit. 6] 442, 728]cit. 7] 424,713[cit. 8]
(g mol ™)
Bod tani (°C) 256 — 257cit. 9] | 275 — 277[cit. 10] | 242 — 243[cit. 11]

1.1.2.2 Biologicka aktivita

Biologické ucinky lupanovych derivath jsou lidem znédmy jiz od 19. stoleti. Pri-
rodovédci té doby si vSimli antiseptickych vlastnosti betulinu, ktery se pak zacal
pouzivat k sterilizaci ran, a dokonce se mu prisuzovaly vlastnosti antirachitické (coz
bylo publikovdno v roce 1926)1.

V soucasné dobé se na betulin a jeho derivaty (predevsim pak kyselinu betu-
linovou (VIII) a jeji derivaty) pohlizi jako na vyznamné vychozi latky pii vyrobé
ucinnych léc¢iv inhibujicich replikaci HIV-1. Tyto derivaty maji také inhibujici acinky
na HSV-1 a t¥eba allobetulin (IX) ma mirné inhibujici ti¢inky na vir chiipky typu B,
Kyselina betulinova a jeji derivaty maji také prokazatelny protirakovinny ucéinek in

vitro, nebot selektivné inhibuje angiogenesi indukovanou ristovym faktorem 3.

20dkazovans molarni hmotnost je pfifazena strukturnimu izomeru a-apoallobetulinu, tudiz

odpovida i y-apoallobetulinu.
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1.1.2.3 Priprava ~v-apoallobetulinu a jeho vybrané reakce

Ptiprava ~y-apoallobetulinu (X) mize probihat nékolika zptusoby. Jednim z nich
je tfikrokova preména betulinu (VII). V prvnim kroku se betulin vari v kyseliné
mravenci (coz zpusobi izomeraci lupanového skeletu na skelet oleananovy) za vzniku
allobetulinformidtu (XII), ktery se nasledné izoluje. Druhym krokem je preména
allobetulinformiatu na allobetulin (IX), ¢ehoz se dosdhne zavedenim alkélie tieba
hydroxidu sodného v ethanolovém prostiedi. Poslednim krokem je tosylace v su-
chém pyridinu tosylchloridem (TsCl) a naslednym zahfivanim, ¢imz vnikne kyzeny
~v-apoallobetulin (X). Tato pfiprava je vSak velice neprijemnd, zvlasté pak kvili
manipulaci s TsCl v pyridinu. Bylo vsak zjisténo, ze tato ptiprava lze nahradit
jednodussi reakei, kterd vede od betulinu (VII) ke v-apoallobetulinu (X) ptimo, a sice
tavenim betulinu s hydrogensiranem draselnym ¥ (viz schéma 1.2). Tato reakce byla
provedena v mikroméritku na bodotavku s mikroskopem, jiz jsem také ovéril a kterou
samostatné rozebiram v kap. 2.3.

1953,28-epoxy-18a-olean-2-en, coz je podle IUPAC semisystematicky nazev pro
~-apoallobetulin (X), mize jako vychozi latka poskytovat mnoho dalsich produkti
a meziproduktii. Jelikoz se jedné o alken, béhem vybranych reakcich se plisobi prede-
vSim na dvojnou vazbu mezi uhliky C2 a C3, podléhé tedy napiiklad epoxidaci['®!
(schéma 1.1), ¢imz lze pripravit 2a,3c;195,28-diepoxy-18a-oleanan (XI). Ziskany epo-
xid mize byt dalsi klicovou vychozi latkou pro jiné organické reakce; za zminku stoji

redukce tetrahydridohlinitanem lithnym['® nebo reakce s Grignardovym ¢inidlem 16,

@ COOOH

CHCl; / 0 °C

Schéma 1.1: a,a epoxidace y-apoallobetulinu.
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VII

KHSO4

NaOH | EtOH

TsCl
pyridin

Schéma 1.2: Priprava y-apoallobetulinu z betulinu.
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Déle mize y-apoallobetulin (X) vystupovat v Prinsové reakci s formaldehydem

(schéma 1.3), pfi niz vznikd 2-hydroxymethyl-194,28-epoxy-18a-olean-2-en (XIII)

a v mensi mife i 2-hydroxymethyl-3-hydroxy-19/3,28-epoxy-18a-oleanan (XIV)I7.

HCHO, H,0
H,S0,

XIII

Schéma 1.3: Transformace v-apoallobetulinu Prinsovou reakci.

v-apoallobetulin (X) je také vhodnym reaktantem pri ozonolyze (vznika 2-oxo-
2,3-seco-allobetulon (XV), schéma 1.4), jejiz obecny princip je popsan v lit.!!) nebo

také pii riznych adicnich déjich, jako je hydrogenace nebo halogenace!'®!.

Schéma 1.4: Ozonolyza y-apoallobetulinu.

10
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1.2 Separacni metody

Separacni metody jsou zaloZeny na rozdélovani viceslozkového systému do nékolika
frakci, které se lisi slozenim. K separac¢nim metodam lze pristupovat z riznych
hledisek ') t¥eba metody zohlediujici rozdily v rovnovazné distribuci mezi dvéma

fazemi jsou uvedeny v tabulce 1.3.

Tab. 1.3: Metody zaloZzené na rozdilech v rovnovazné distribuci slozek

mezi dvé faze. Prevzato z lit. 19,

kapalina- kapalina-tuha
plyn-kapalina plyn-tuha faze

kapalina faze
GLC GSC extrakce LSC
destilace sublimace LLC IEC

plynové déleni molekulova sita GPC molekulova sita

srazeni
zonalni taveni
frakéni krystalizace

1.2.1 Extrakce

Jako extrakci oznacujeme separacni metodu, ktera umoznuje selektivni prechod
slozky mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami nebo kapalinou a pevnou fazi s cilem
danou slozku izolovat 9],

Abychom extrahovali zadanou slozku z pevného materialu, pouziva se bud vhodna
kapalina, nebo tekutina v nadkritickém stavul®, pficemz dilezitym hlediskem je
rozpustnost té které latky ve zvoleném rozpoustédle. Zatizeni, ve kterych probihaji
extrakéni pochody, se nazyvaji extraktory, jichz je nékolik rozliénych typt; priklady
kontinualné pracujicich jsou Soxhletiv nebo Graeftiv extraktor.

Princip Soxhletova extraktoru je zfejmy z obrazku 1.1. Z varné banky se destiluje
¢isté rozpoustédlo, jehoz pary stoupaji sirokou trubici a kondenzuji v chladi¢i. Kon-

denzat potom skapava do extrakéni patrony, ktera je zhotovena z porézniho materidlu,

se surovym materidlem a postupné vypliuje prostor téla extraktoru. Jakmile dosahne

11
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chladic¢

extrakcni patrona

pfepad

«

vzorek

varna banka
s extrakénim
rozpoustédiem

Obr. 1.1: Soxhlettuv extraktor s vyznacenym tokem par ¢istého rozpousté-
dla (vzhtru) a rozpoustédla obohaceného o extrahovanou latku

(dol#). Pievzato z lit.[19).

vyska hladiny kapalné faze prepadu extraktoru (vrcholu U-trubice), vsechna kapalné
faze s extraktem se prevede zpét do varné banky a extrakéni proces se opakuje.
Soxhletiv extraktor je velmi ic¢inny pro extrakei jak mensich, tak i vétsich mnozstvi.

Po ukondeni extrakce lze extrakeni ¢inidlo oddestilovat [19:29,

1.2.2 Destilace

Destilace je obecné separac¢ni metoda zalozena na oddélovani smési kapalin na-
vzajem lisicich se teplotou varu. Mame-li tedy viceslozkovy kapalny systém, vnikajici
plynna faze se lisi od kapalné slozenim a néasledny destilat je bohatsi na tékaveéjsi
slozku smeési. Chceme-li v jednoduché destila¢ni aparature dokonale rozdélit smés
dvou kapalin jedinou prostou destilaci, udava se, ze jejich body varu se musi lisit
alespoti 0 50 °C a destilované latky nesméji tvoiit azeotropickou smés?!.

Destila¢nich metod je vice typt, pricemz kazda z nich ma jiné provedeni. Prosta
destilace, jejiz aparatura je znazornéna na obrazku 1.2, obvykle slouzi k oddeéle-
ni rozpoustédla od netékavé latky, prip. oddéleni dvou latek s vyrazné rozdilnou

teplotou varu. Frakéni destilace oddéluje smés kapalin blizkych teplot varu, ¢asto

12
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se vyuziva tzv. destilacnich kolon (potom jde o rektifikaci), nicméné tato metoda
je naroc¢néjsi a pracnéjsi. Dalsi destilacni metodou je destilace za snizeného tlaku
(vakuova destilace), jez se pouziva u latek, které podléhaji za standardniho tlaku pri
teploté varu nezadouci chemické zméné. A konecné destilace s vodni parou umoznuje
destilovat mélo tékavé latky, které se s vodou nemisi, nebo jsou v ni rozpustné jen

nepatrné, pricemz je nenf nutné zahifvat k varu[??.

| —teplomér

varna barika
s destilovanym
roztokem

jimadlo s destilatem

Obr. 1.2: Prosta destilacni aparatura s vyznacenym tokem chladiva.

1.2.3 Chromatografie

Chromatografie je jednou z nejvyznamnéjsich separac¢nich metod vibec, jejiz
historie se odkazuje na rok 1903, kdy byl tento termin poprvé pouzit ruskym biologem
M. S. Cvétem. Ackoliv nazev této separacni metody napovida spojitost s barevnosti
latek® (Yecky ypwpa — barva, ypapw — pisi), jeji princip je zcela nezavisly na tom, jak
barevné se latka jevi, a je zalozen na rozdilné migraci slozek délené smési v systému
dvou fazi — mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) 23,

Mobilni fazi mize byt plyn, pak jde o plynovou chromatografii, nebo kapalina,

potom se jedna o kapalinovou chromatografii. Stacionarni faze mize byt pevna nebo

3Cvét pozoroval separaci pii postupu petroletherového extraktu rostlinnych barviv sklenénou

kolonou naplnénou pragkovym uhli¢itanem vapenatym [19:23],

13
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kapalna (kapalina je vSak zachycena v pevném poréznim materialu — nosici) .
Déleni chromatografickych technik podle skupenstvi stacionarni a mobilni faze je

uvedeno v tabulce 1.4.

Tab. 1.4: Déleni chromatografickych technik podle skupenstvi mobilni

a stacionarni faze. Prevzato z lit.[19],

Chromatografie
Mobilni faze Stacionarni faze
(zkratka)
plyn tuha latka GSC
plyn kapalina na nosici GLC
kapalina tuha latka LSC

kapalina (polymer)
kapalina LLC

védzana na nosici

kapalina v pérech

kapalina GPC
sorbentu
kapalina tuha latka IEC
tekutina kapalina (polymer)
SFC
v nadkritickém stavu vazana na nosici

K rozdéleni chromatografickych metod lze pristupovat také podle usporadani
stacionarni faze, kdy rozlisujeme chromatografii sloupcovou a plosnou (plandrni),
kterd je zastoupena chromatografif papirovou a tenkovrstvou (TLC)[?¥. Materialy,
které tvori stacionarni fazi nebo nosice kapalnych stacionarnich fazi, jsou vysoce
porézni, mezi néz patii silikagel (hydratovany SiOj), alumina (Al,O3) nebo florisil
(MgO-SiO,) 1,

Rozdilnd migrace jednotlivych slozek délené smési vyvolana tokem mobilni faze,
jez je dana jejich rozdilnou interakei se stacionarni fazi (jsou na ni adsorbovany nebo
v ni rozpoustény), je hlavnim mechanismem separace. Vzdjemné interakce té které

slozky a stacionarni faze jsou zptusobeny slabymi intermolekularnimi silami, uplatnuji
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1.2. SEPARACNI METODY

se tedy van der Waalsovy interakce, vodikové vazby nebo 7t-7t interakce aromatickych
systém 19,

Zaznam o priubéhu chromatografie se nazyva chromatogram. Je-li chromatografie
provedena instrumentéalné, pristroj pro chromatografickou separaci oznacujeme jako

chromatograf[*!.

1.2.3.1 Tenkovrstva chromatografie

Ackoliv se tenkovrstva chromatografie (TLC) pouzivala zprvu pouze k analytic-
kym uceltim, nasla vedle sloupcové chromatografie své uplatnéni i v preparativnich
metodach. Velkou vyhodou TLC je nejen rychlost, ale také fakt, ze jde o levnou

1920 (tudiz lze tento typ chromatografie pouzivat

formu kapalinové chromatografie!
i jako didaktickou pomtcku pro demonstraci jejich principi, a lze ji dokonce zatradit
mezi laboratorni prace na vysokych nebo strednich skoldch). Separace slozek délené
smesi tenkovrstvou chromatografii je zalozena na odlisné interakci té které slozky se
sorbentem (stacionarni fazi), ktery je nanaSen na podlozku v tenké vrstvé. Mobilni
fazi pak tvori rozpoustédla vhodné polarity, jejichz vybér a spravny pomér vyzaduje
zkuSenosti a trpélivost 23

Je-li TLC v analytickém provedeni, byva stacionarni fize nanasena v tenké vrstvé
okolo 250 um na desku (sklenénou, hlinikovou, plastovou) o rozmérech 5 x 5 az
20 x 20 cm, preparativni provedeni se potom lisi v rozmérech, které jsou aspon
20 x 20 cm, ale mohou byt i vyrazné vétsi, a tloustka vrstvy nabyva az 3 mm. Tenké
vrstva stacionarni faze je tvorena bud volné sypanym sorbentem, nebo je fixovana
pojivem (Skrobem, siadrou), které vsak méni délici vlastnosti vrstvy a schopnost
detekce chromatogramu. Nejjednodussi pripad TLC je papirova chromatografie, kdy
staciondrni fazi tvori papir[19:20:23],

Samotné provedeni tenkovrstvé chromatografie je velmi jednoduché. Je-li pripra-
vena chromatograficka deska s tenkou vrstvou, je potfeba si vyznacit od okraje desky
start, tedy ¢aru (tfeba jemnym vrypem Spachtli), na niz se predem ptipravenou
sklenénou kapilarou budou nanaset stopy standardt a vzorkid urcenych k analyze asi
5 az 10 mm od sebe, nebo vzorku ur¢eného k preparaci slozek v souvislém prouzku

tlustém cca 5 mm. Dale je pak vhodné naproti startu oznacit ¢arou misto, tzv.

celo, kam vzlinanim dospélo rozpoustédlo. Jsou-li naneseny zkoumané vzorky nebo
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1.2. SEPARACNI METODY

standardy, posecka se, az se rozpoustédla napomahajici pfenosu na start odpari; poté
je mozné desku se vzorky vlozit do chromatografické komory, pricemz se okraj desky
ponoti do mobilni faze tak, aby nanesené vzorky zustaly nad hladinou. Chromato-
grafickou komoru zpravidla hermeticky uzavirdme, aby nedochazelo kvili odpatovani
rozpoustédel ke zménam slozeni mobilni faze. Vlivem kapilarnich jevi zacne mobilni
faze vzlinat, pricemz s sebou unasi slozky vzorku rychlosti zavislou na interakcich té
které slozky s adsorbentem stacionarni faze a na rozpustnosti v mobilni fazi. Jakmile
mobilni faze dosahne témeér k hornimu okraji desky, chromatografickd deska se vyjme
z komory a oznaci se Celo rozpoustédel.

Bylo-li cilem separovat latky, které absorbuji elektromagnetické zareni ve viditelné
oblasti spektra, jejich detekce je zfejma hned — jsou vidét oddélené barevné stopy na
chromatogramu. Paklize bylo cilem separovat latky, které absorbuji elektromagnetické
zafeni mimo oblast viditelného spektra, k jejich detekci lze uzit bud destruktivni,
nebo nedestruktivni metody. Jednou z destruktivnich metod, ktera napomaha k vy-
barveni stopy separované slozky, je vypaleni tfeba na elektrickém varici, coz zapricini
karbonizaci (zhnédnuti) organické netékavé latky (je vsak t¥eba dbat na to, aby byla
deska suchd, organicka rozpoustédla odparend, jinak by mohlo dojit ke vzniceni,
a tim i k znehodnoceni celé preparativni desky). Tento proces muzeme urychlit
a zvyraznit postiikem chromatogramu 10% kyselinou sirovou (ne vsak, pokud bylo
pouzito organického pojiva napt. skrobu) 3. K detekei vybarvenim stopy lze vyuzit
¢inidla neselektivni (HySOy, Ip) i selektivni (napt. nynhydrin pro aminy) ™. Pokud
je vSak potfeba pouzit nedestruktivni metody (tfeba pro preparativni TLC), lze
jednotlivé stopy separovanych slozek detekovat UV zarenim za pouziti adsorbentu
s fluorescenénim indikatorem 914,

Chceme-li jednotlivé stopy chromatogramu charakterizovat matematicky, mizeme
vypocitat podil vzdalenosti sttedu stopy od startu a a vzdalenosti cela a startu b

(viz obr. 1.3), potom podil (1.1) definuje veli¢inu retardacni faktor Ry

a
Rp = 3 (1.1)

ktery je zavisly na volbé stacionarni i mobilni faze.

4Takto upravené sorbenty jsou zpravidla znaceny ¢islem 254, coz znadi, ze sorbent fluoreskuje ve

svétle rtutové lampy 9.
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1.2. SEPARACNI METODY

Obr. 1.3: Vyhodnoceni chromatogramu retardac¢nim faktorem Rp.

Pti vybéru stacionarni faze je nutné hledét na vlastnosti jak adsorbentu, tak
chromatografované latky. Zakladni rozdil mezi aluminou (AlyO3) a silikagelem (SiOo)
je odlisna koordinac¢ni schopnost hliniku, resp. kfemiku. Alumina jako stacionarni
faze reaguje s chromatografovanymi latkami predevsim elektrostatickymi silami, je
vhodnéjsi pro stredné polarni latky a ma také mirné bazicky charakter (dochézi
k retenci kyselych slozek). Silikagel, ktery je silné polarni a jehoz silanolové skupiny
na povrchu interaguji s latkami tvorbou vodikovych vazeb, vykazuje kysely charakter
(dochézi k silné retenci bazickych slozek) 23],

Mobilni faze je tvorena zpravidla smési riizné polarnich rozpoustédel. Pii vhodném
vybéru se orientujeme samoziejmé podle vlastnosti chromatografované latky, ale také
dle tzv. elucni sily, coz oznacuje schopnost vytésnéni slozky adsorbované na povrchu
stacionarni faze. Pokles elucni sily je udavan eluotropickou radou: voda, methanol,

ethanol, propan-1-ol, aceton, ethyl-acetat, diethylether, chloroform, benzen, toluen,

tetrachlormethan, cyklohexan, hexan 1923,
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2 Experimentalni cast

2.1 Provedeni tenkovrstvé chromatografie

2.1.1 Priprava litych desek pro analytické provedeni TLC

Na ¢istou sklenénou desku jsem vyskladal a k sobé zarovnal 36 podloznich skli¢ek
o rozmérech 26 x 75 mm. Do banky jsem si pripravil 40 g silikagelu Merck (Kieselgel
60 G), ktery jsem dikladné rozmichal v 100 cm?® destilované vody. Vzniklou suspenzi
jsem opatrné nalil na srovnana mikroskopicka sklicka a sklenénou tyc¢inkou na obou
koncich opatfenou prstenci z pryze rovnomeérné rozetiel po celé plose sklicek. Takto
upravend sklenéna tycinka zajisti na vsech mikroskopickych sklickdch vymezenou
tloustku tenké vrstvy. Po iplném zaschnuti tenké vrstvy se jednotliva sklicka odlamuji

od ostatnich a slouzi pro analytické ucely.

2.1.2 Priprava litych desek pro preparativni provedeni TLC

Pripravil jsem si sklenénou desku o rozmérech 20 x 20 cm a dikladné ji omyl vo-
dou, destilovanou vodou, ethanolem a znovu destilovanou vodou a nechal ji oschnout.
Déle jsem si do bariky odvazil 20 g silikagelu Merck (Kieselgel 60 G) obsahujici sdédru
jako pojivovy materidl, z odmérného valce prilil 50 cm?® destilované vody a v baice
dikladné protiepal, ¢imz vznikla suspenze vhodné konzistence.

Na desku zbavenou vsech necistot (anorganickych i organickych), kterou jsem
jednou rukou zespoda drzel, jsem druhou rukou naléval pfipravenou suspenzi nejprve
krouzivymi pohyby od stfedu ke stranam desky, potom meandrovité od jedné strany
k protilehlé. Hrdlem banky jsem dale roztiral suspenzi po celé plose a s urcitou
mirou opatrnosti a zruc¢nosti jsem vyrovnal nanesenou tenkou vrstvu poklepavanim
brisky prst na spodni stranu desky. O spravnosti vyrovnani nalitého sorbentu jsem
se presvédcil boénim pohledem na desku v protisvétle. Nakonec jsem nechal desku
s tenkou vrstvou volné schnout na vzduchu.

Timto zptsobem jsem si pripravil i dalsi desky potifebné k mé praci.
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2.1. PROVEDENI TENKOVRSTVE CHROMATOGRAFIE

2.1.3 Provedeni TLC a detekce

2.1.3.1 Analytické provedeni

Témeér vyhradné jsem pro analytické ucely vyuzival chromatografickou félii DC-
Alufolien Kieselgel 60 Fas4 od firmy Merck, kterd byla rozméri 20 x 20 cm. Jelikoz
jsem analyzoval nanejvys 6 vzorki pti jedné chromatografii, z félie ptivodnich rozméra
jsem si vzdy vystiihoval mensi, odpovidajici velikosti.

Jesté pred provedenim samotné chromatografie jsem si pripravil ze sklenénych
trubic kapilary. Déle jsem odnal mald mnozstvi analyzovanych materialt a rozpustil
je v kapce chloroformu. Rozpusténé vzorky jsem nasal do kapildr, jimiz jsem nanasel
roztoky vzorkl asi 5 mm od sebe na start mensi chromatografické folie, ktery jsem si
naznacil jemnym vrypem spachtli. Po odpareni rozpoustédla ze startu jsem si do mensi
chromatografické komory pripravil tu kterou smés rozpoustédel, tvorici mobilni
fazi, a vlozil do ni chromatografickou folii a hermeticky uzaviel. Az rozpoustédla
vzlinanim dosahla asi 1 cm pod okraj félie, vyjmul jsem folii z chromatografické
komory a naznacil si celo.

K detekei stop na chromatogramu jsem postiikal f6lii 10% roztokem kyseliny

sirové a vypalil na elektrickém varici.

2.1.3.2 Preparativni provedeni

Pro preparativni TLC jsem pouzival pripravené lité desky o rozmérech 20 x 20 cm.
Na start, ktery byl asi 25 mm od hrany desky, jsem rovnomérné v jednom souvislém
prouzku Sirokém asi 5 mm nanesl roztok té které latky uréené k TLC (ne vsak pres
cely start, nechal jsem nékolik milimetri od obou koncii, aby nanasena latka nestekla
z desky). K nanédSeni chromatografované latky mi slouzil sklenény balének, ktery
jsem si vyfoukl ze sklenéné trubice (podrobny postup pri zhotovovani sklenéného
balénku a manipulaci s nim pii prenaseni kapalin je popsan v lit.[2).

Jakmile se rozpoustédla z chromatografické desky odpatila, pripravil jsem si
rozmérnéjsi chromatografickou komoru. Jako chromatografickd komora mi poslouzilo
sklenéné akvarium, do néjz jsem si pripravil rozpoustédla ve vhodném pomeéru a vlozil
s opatrnosti chromatografickou desku tak, aby nanesena latka byla nad hladinou

rozpoustédel. Zaroven jsem akvarium mirné naklonil a podlozil, chromatografickou
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2.2. 1ZOLACE BETULINU Z EXTRAKTU BREZOVE KURY

desku zaprel o vlozenou kddinku (ktera meéla prosty ucel jako opéradlo) a nakonec

akvarium utésnil, abych zamezil iniku rozpoustédel (viz obr. 2.1).

Obr. 2.1: Preparativni litad deska v chromatografické komore.

Jakmile vzlinanim rozpoustédla dosahla asi 15 mm pod okraj desky, vyjmul jsem
chromatografickou desku a naznacil celo. Teprve az chromatogram zcela vyschnul
(odpafila se rozpoustédla), bylo mozné prejit k detekei vypéalenim odporovym dratem.
V misté netékavé organické latky doslo ke karbonizaci, a tudiz k zviditelnéni stop.
Pro zpracovani takového chromatogramu bylo dale zapotiebi oznaceni zon, v nichz
se separované slozky chromatografované latky nachazely, odstranéni (tfeba Spachtli)
rozkladnych produktil vzniklych karbonizaci po detekci a oddéleni téch kterych zom,

které jsem zpracovaval oddélené.

2.2 Izolace betulinu z extraktu brezové kury

Extrakci z brezové kury lze provadét nékolika zptisoby. V béznych skolnich
laboratornich podminkach se extrakt z brezové kury ziskdva nékolikahodinovym
promyvanim ethanolem tieba v Soxhletové extraktoru, jak je popséano v lit.[.

Svou praci jsem zapocal zpracovavanim surového extraktu brezové kiry, ktery jsem
nejprve pomoci preparativni TLC cistil od nezadoucich primési. Na litou analytickou

desku, pripravenou jiz popsanym zpusobem v kap. 2.1.1, jsem nanesl chloroformovy
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roztok vzorku extraktu brezové kiry a standard cistého betulinu pro porovnani a po
vyvinuti chromatogramu smési rozpoustédel n-hexan : ethyl-acetat v poméru 10 : 3
vypocital retardacni faktor stopy betulinu (Rp = 0,377). Posléze jsem pristoupil
k preparaci betulinu tenkovrstvou chromatografii (viz kap. 2.1.3.2), ptic¢emz mobilni
fazi tvorila smés rozpoustédel n-hexan : ethyl-acetat v poméru 10 : 3. Abych vsSak
predesel destruktivni detekci vypalenim odporovym dratem, provadél jsem sondovani
odebiranim malych vzorka v mistech s retarda¢nim faktorem okolo 0,377 (podle
vypoctu z analytického provedeni TLC) a jejich nédslednou analyzou TLC v porovnani
se standardem betulinu. Nicméné toto sondovani nedokazalo prokazat pritomnost
betulinu (avSak ani zZadné jiné organické latky). Z tohoto duvodu jsem se uchylil
k destruktivni detekci odporovym dratem a zjistil jsem, Ze organické stopy — véetné

betulinu — ztstaly velmi blizko startu!.

2.2.1 Zpracovani chromatogramu separovaného extraktu bre-
zové kuary

Na chromatogramu vyvinutém vypalenim odporovym dratem jsem vyznacil ¢tyti
zony (zony se sestavaly ze CtyT pasu rovnobéznych s hranou desky), které jsem potom
zpracovaval oddélené. Cislo 1 jsem pfitadil zoné nejdéle startu a ¢islo 4 nejblize startu.
Nésledné jsem si ptipravil ¢tyti chromatografické trubice (jichz lze uzit i u sloupcové
chromatografie), které jsem zbavil necistot vyplachnutim vodou, destilovanou vodou,
chloroformem, potom znovu destilovanou vodou a nechal je vyschnout. Do suchych
chromatografickych trubic jsem potom vlozil maly smotek vaty, ktery jsem upéchoval
u usti trubice (vata slouzi jako ndhrada za jinak vbudovanou fritu). Dale jsem si
pripravil a obdobnym zptsobem jako u trubic zbavil necistot ¢tyri stomililitrové
varné banky s tizkym hrdlem, nechal je vyschnout, vlozil do nich varny kaminek a
i s kaminkem je zvazil. Nakonec jsem si oznacil trubice i varné banky od Bl do B4
a zkompletoval je.

Nasledné jsem se vratil k chromatogramu, z néhoz jsem Spachtli odstranil zahneéd-

1é ¢asti tenké vrstvy po vypaleni odporovym dratem, abych se zbavil rozkladnych

1Vzhledem k tomuto faktu usuzuji, ze litd preparativni chromatograficka deska nebyla dostate¢né

vyschla pred pouzitim.
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produktu (ty by byly pti dalsim zpracovavani nezddouci). Potom jsem ¢istym suchym
plastovym triceticentimetrovym pravitkem odstranil prebytecny sorbent, jenz nevy-
kazoval pritomnost zkoumaného betulinu, a nasledné snimal a oddéloval jednotlivé
pasy sorbentu ve vyznacenych zonach chromatogramu. Po kazdé sejmuté zoné jsem
sorbent na hladkém papiie rozmélnil a naplnil jim postupné chromatografické trubice;
sorbentem ze zény 1 jsem naplnil trubici oznacenou B1, sorbentem ze zény 2 trubici
oznacenou B2 atp. Jakmile byla trubice naplnéna prislusnym sorbentem, jemnym
poklepavanim ve vertikdlni poloze o dfevénou podlozku jsem docilil upéchovani
materidlu, ¢imz jsem pred extrakei zna¢né homogenizoval sloupec sorbentu (zmizely
vzduchové kapsy). Déle jsem chromatografickou trubici upevnil do drzaku a pod jeji
usti umistil prislusnou varnou banku. A konecéné jsem se mohl uchylit k extrakci
adsorbované latky na silikagelu; dikladné jsem promyl kazdy sloupec sorbentu asi
50 cm? ethyl-acetatu a eludt jimal do varnych banék piipravenych pod trubici. Dale
jsem ze ziskanych frakénich eluat k suchu oddestiloval rozpoustédlo, a po vychladnu-
ti tak mohl pfistoupit k vazeni a analyze jednotlivych frakei (hmotnosti krystalickych

podila frakei jsou zaznamenény v tab. 2.1).

2.2.2 Analyza frakci TLC a méreni bodu tani

12 3 45

Obr. 2.2: TLC frakci extraktu brezové kuary. Mobilni faze n-hexan : ethyl-
acetat (10 : 3): 1. betulin (standard), 2. frakce B1, 3. B3, 4. B4.

Provedl jsem analyzu TLC vzorkt z frakei B1, B2, B3 a B4 na desce DC-Alufolien
Kieselgel 60 Fas4 (Merck) jiz v kap. 2.1.3.1 popsanym zpusobem. Mobilni fazi tvorila
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smés rozpoustédel n-hexan : ethyl-acetat v poméru 10 : 3. Vysledky, prezentované na

obr. 2.2, doklddaly skutecnost, ze frakce B1 obsahovala velké mnozstvi jiné organické

latky nez betulinu (ziejmé lupeolu?).

Abych se presvédcil o cistoté ziskaného betulinu, zméfil jsem na bodotavku

s mikroskopem (viz obr. 2.3) teploty téni ziskanych betulinovych frakei (viz tab. 2.1).

Obr. 2.3: Bodotavek s mikroskopem: 1. mikroskop, 2. elektricky vyhrivany ko-

vovy blok, 3. reostat, 4. regulacni klicka reostatu, 5. vypinac¢ vyhtivaného

kovového bloku, 6. teplomér, 7. osvétleni teploméru, 8. trafo k napajeni

osvetlovacich zarovek, 9. okuldr, 10. zaostfovaci sroub mikroskopu, 11. na-

staveni ostrosti zobrazeni stupnice teploméru, 12. nastaveni sledovani

Casti stupnice teploméru. Prevzato z lit. [14,

Tab. 2.1: Hmotnosti a teploty tani krystalickych podila frakci B2 az B4.

Frakce | Hmotnost | Teplota tani
B2 10,0 mg 210 — 213 °C
B3 8,6 mg 228 °C
B4 8,0 mg 229 — 230 °C
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2.2.3 Spojovani frakci a rekrystalizace

Jelikoz se body tani vSech tii betulinovych frakei znacné lisily od tabelované
hodnoty (viz tab. 1.2), rozhodl jsem se pro ¢isténi rekrystalizaci betulinu. Protoze
blizké body tani byly u frakei B3 a B4, spojil jsem je v jednu, kterou jsem oznacil
B34.

Ke spojovani frakci jsem nejprve potieboval suchou cistou sklenénou Iékovku,
kterou jsem predem zvazil, a vyrobil jsem si novy balonek ze sklenéné trubice (postup
zhotoveni je popséan v lit.[?%) pro prendseni kapalin. Krystaly obsazené v batikich
B3 a B4 jsem rozpustil v chloroformu a baléonkem jsem prevedl roztoky do 1ékovky
B34. Abych docilil kvalitativniho pfevedeni, vyplachl jsem jesté malym mnozstvim
¢istého chloroformu banky B3 a B4 a znovu sklenénym baléonkem prevedl do lékovky
B34. Nésledné jsem si pripravil regulovatelny elektricky vari¢, na néjz jsem umistil
azbestovou sitku, a zhotovil jsem si sklenénou varnou kapilaru (na obou koncich
zatavenou kapilaru nahrazujici varny kaminek) delsi nez télo 1ékovky, jiz jsem ponoril
do chloroformového roztoku betulinu B34. Lékovku s varnou kapilarou jsem umistil
na azbestovou sitku a mirnym zahtivanim jsem ptivedl roztok k varu. Po odpafeni
chloroformu priblizné na pétinovy objem jsem vypnul varic a jesté za horka do lékovky
prikapaval ¢isty methanol?. Postupné se zac¢al nahrazovat chloroform methanolem,
v némz je betulin méné rozpustny nez v chloroformu, ¢imz se vyloucily ¢istsi krystaly
betulinu. Mateény louh jsem z lékovky odsal c¢istym sklenénym baléonkem, jehoz
kapilaru jsem potom zatavil k uchovani kapaliny pro pripadné dalsi zpracovavani
(zataveny balének jsem oznacil BKF1). Vyloucené krystaly v 1ékovce B34 jsem vysusil
a zvazil.

Nakonec jsem zjistoval ¢istotu krystalii betulinu B34 métenim teploty tani na
bodotavku s mikroskopem. Krystaly betulinu se pod mikroskopem jevily jako malé
jehlice (viz obr. 2.4), které se kolem 210 °C zacaly vétvit do stran. Tento jev muze
byt prisouzen sublimaci a nasledné desublimaci na svrchni kryci sklicko. Tyto malé
jehlicky vsak zacaly pti teploté 220 °C tat, coz se v mikroskopu jevilo jako malé

kapénky (které mohly znamenat stéle pfitomnost necistot v betulinu). A kone¢né pri

2Methanol by $el téZ nahradit n-hexanem, v némz je betulin také méné rozpustny nez v chloro-

formu.
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teploté 244 °C zacaly dlouhé jehlicovité krystaly betulinu tat; konec intervalu tani
byl pri teploté 245 °C. I nadale byl bod tani betulinu nizsi nez tabelovana hodnota
(viz tab. 2.2), nicméné jsem v dalsi krystalizaci nepokracoval. P¥ipadné precisténi
by bylo spocivalo v opétovné rekrystalizaci betulinu, coz by ve bylo vedlo k dalsim
znacnym ztratdm. 7 tab. 2.2 je také vidét, ze rekrystalizace spojenych frakci B3 a B4

vedla k 47,6% ztratam.

Obr. 2.4: Krystaly betulinu pod mikroskopem na bodotavku.

Obrazek 2.4 jsem ziskal ze dvou fotografii porizenych automatickym digitalnim
fotoaparatem vbudovanym do mobilniho telefonu, které bylo potieba na pocitaci
v grafickém editoru upravit a spojit. Tato grafickd operace byla nutna, nebot pri
automatickém ostieni fotoaparatu sel zachytit v okularu pravé obraz z objektivu

mikroskopu, nebo z kamery snimajici teplomér.

Tab. 2.2: Hmotnosti a teploty tani krystalickych podili betulinovych frak-

ci B3, B4 a B34 v porovnani se standardizovanymi hodnotami.

Hmotnost Teplota tani
B3 8,6 mg 228 °C
B4 8,0 mg 229 — 230 °C
B34 8,7 mg 244 — 245 °C
betulin
- 256 — 257 °Cleit. 9]
(standard)
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2.3. REAKCE BETULINU S HYDROGENSIRANEM DRASELNYM

2.3 Reakce betulinu s hydrogensiranem draselnym

Jak jiz bylo zminéno v kap. 1.1.2.3, betulin (VII) v pfimé reakei s hydrogensiranem
draselnym za zvysené teploty poskytuje y-apoallobetulin (X). Tuto reakei si pripo-
menme schématem 2.1. Principem této reakce je v kyselém prostiedi hydrogensiranu
draselného izomerace kruhu E lupanového skeletu betulinu (VII) ve skelet oleananovy,
¢imz vzniké allobetulin (IX); zvySena teplota potom zarucuje dehydrataci, kterd
znamena odstépeni molekuly HyO a vznik dvojné vazby mezi C2 a C3, a tudiz i vznik

v-apoallobetulinu (X).

CH,OH KHSO4
AT

VII X

Schéma 2.1: Reakce betulinu s hydrogensiranem draselnym.

2.3.1 Reakce v mikroméritku na bodotavku

Pred ovérenim reakce, reprezentované schématem 2.1, jsem si pripravil smeés
betulinu a hydrogensiranu draselného v poméru 1 : 2, konkrétné 10 mg betulinu
a 20 mg KHSO,4. Smés jsem diikladné homogenizoval tfenim v achatové misticce
tlouckem a premistil se do pracovniho prostoru s bodotavkem.

Pripravil jsem si jedno mirkoskopiské sklicko, na néjz jsem Spachtli nanesl vzorek
pripravené smési, prekryl krycim sklickem a vlozil na blok bodotavku. Po zaostieni
mikroskopu jsem smés zahtival. Jakmile jsem dosahl teploty 210 °C, roztavil se
hydrogensiran draselny, v némz se rozpustil betulin, coz bylo doprovazeno barevnou
zménou z ¢iré na hnédnou. Pokracoval jsem dal v zahtivani az do teploty 247 °C,
nasledné jsem vypinanim a zapinanim ohrevu bodotavku po dobu 5 minut udrzoval

teplotu v intervalu 245 az 250 °C. Po téchto péti minutach jsem vypnul ohfev,
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poseckal, az teplota klesne na 220 °C, snal sklicka na pripravenou latkovou podlozku
a odebral svrchni kryci sklicko, aby mi roztavend smés po ztuhnuti neslepila sklicka
k sobé.

Po vychladnuti jsem produkty taveni analyzoval TLC na desce DC-Alufolien
Kieselgel 60 Fas4 (Merck) zptisobem jiz popsanym v kap. 2.1.3.1. Mobilni fazi tvofila
smeés rozpoustédel n-hexan : ethyl-acetat v poméru 10 : 3. Vzorky produktt byly
porovnavany se standardy betulinu, allobetulinu a y-apoallobetulinu. Chromatogram

je uvedeny na obr. 2.5.

12345

Obr. 2.5: TLC produkti taveni betulinu s KHSQO,. Mobilni faze n-
hexan : ethyl-acetat (10 : 3): 1. betulin (standard), 2. produkt ta-
veni, 3. allobetulin (standard), 4. produkt ve vyssi koncentraci, 5. 7-

apoallobetulin (standard).

Na zakladé potvrzeni reakce betulinu s KHSO4 k ptipravé y-apoallobetulinu jsem
se rozhodl zjistit, zda lze pripravit vétsi mnozstvi této latky preparativni tenkovrstvou

chromatografii a za jakych rtiznych podminek je reakce realizovatelna.

2.3.2 Reakce v semimikroméritku

Prvni otédzkou bylo, v ¢em bude vhodné zahtivat smés betulinu a hydrogensiranu
draselného. Jako reaktor, ktery dokazal udrzet teplotu v tizkém teplotnim intervalu,
poslouzila elektricka picka s regulovatelnym vykonem opatfena teplomérem, posléze

regulovatelna elektrickd susarna. Byla provedena série Sesti reakci betulinu s KHSO,
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pri Sesti riznych teplotnich rezimech.

2.3.2.1 Priprava reakcéni smési

Ke kazdé zkoumané reakci byla pripravena smés betulinu a hydrogensiranu
draselného v poméru 2 : 5, konkrétné 100 mg betulinu a 250 mg KHSOy. Slozky
smési jsem vazil na profesionalnich analytickych vahach, potom je smichal dohromady
a smés homogenizoval dikladnym tfenim v achatové misticce tlouckem.

Nakonec jsem pripravenou homogenizovanou smés kvantitativné prevedl do malého
porcelanového kelimku, ktery jsem nasledné ulozil do vétsiho porcelanového kelimku
a prikryl poklickou vystrizenou z hlinikového plisku z pouzité chromatografické félie

(viz obr. 2.6).

Obr. 2.6: Usporadani kelimki pro reakéni smés.

2.3.2.2 Série reakci

Prvni reakéni smeés jsem prevedl do kelimku I, ten jsem nasledné ulozil do
elektrické picky predem vyhraté na 238 °C. Otevienim dvirek picky, vlozenim kelimku
a zavienim dvitek picky vsak poklesla teplota na 200 °C. Néasledné jsem nechal teplotu
vystoupat na 232 °C, coz trvalo 25 minut, a dale udrzoval tuto teplotu po dobu
5 minut. Poté jsem pec vypnul a po dalsich 5 minutach (kdyZ teplota klesla na 200 °C)
jsem otevrel jeji dvirka. Po vychladnuti jsem kelimek s reak¢énimi produkty vyjmul
a provedl jejich analyzu TLC na desce DC-Alufolien Kieselgel 60 Fas4 (Merck)
zpusobem jiz popsanym v kap. 2.1.3.1. Mobilni fazi tvorila smés rozpoustédel n-
hexan : ethyl-acetat v poméru 10 : 3. Vzorky produktd P; byly porovnavany se
standardy betulinu, allobetulinu a y-apoallobetulinu. Chromatogram je uvedeny na

obr. 2.7.
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Obr. 2.7: TLC produkta P; reakce betulinu s KHSO,. Mobilni faze n-
hexan : ethyl-acetdt (10 : 3): 1. betulin (standard), 2. Py, 3. allobetulin
(standard), 4. Py, 5. y-apoallobetulin (standard).

Druhou reakéni smés jsem prevedl do kelimku II, ten jsem nasledné ulozil do elek-
trické picky, kterou jsem posléze zapnul. Po 2 hodinach a 25 minutach, kdy teplota
v picce dosahla 210 °C, jsem vypnul zahtivani, avSak neotviral dvirka. Teprve po
vychladnuti prostoru pece na laboratorni teplotu jsem kelimek s reakénimi produk-
ty vyjmul a provedl jejich analyzu TLC na desce DC-Alufolien Kieselgel 60 Fosy
(Merck) zptsobem jiz popsanym v kap. 2.1.3.1. Mobilni fazi tvofila smés rozpoustédel
n-hexan : ethyl-acetdt v poméru 10 : 3. Vzorky produktii Py byly porovnavany

se standardem betulinu a vzorky produkti P;. Chromatogram je uvedeny na obr. 2.8.
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Obr. 2.8: TLC produkti P;; reakce betulinu s KHSO,4. Mobilni faze n-
hexan : ethyl-acetat (10 : 3): 1. betulin (standard); 2.,4. Py; 3.,5. Pyy.
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Tteti reakéni smés jsem prevedl do kelimku III, ten jsem nésledné ulozil do elek-
trické picky, kterou jsem posléze zapnul. Po 1 hodiné, kdy teplota v picce dosahla
195 °C, jsem vypnul zahfivani a otevrel dvitka. Po vychladnuti jsem kelimek s reakc-
nimi produkty vyjmul a provedl jejich analyzu TLC na desce DC-Alufolien Kieselgel
60 Fa54 (Merck) zptisobem jiz popsanym v kap. 2.1.3.1. Mobilni fazi tvofila smés
rozpoustédel n-hexan : ethyl-acetat v poméru 10 : 3. Vzorek produkti Py byl po-
rovnavan se standardem betulinu a vzorky produktd P; a Pp. Chromatogram je

uvedeny na obr. 2.9.
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Obr. 2.9: TLC produktt Py reakce betulinu s KHSO,4. Mobilni faze n-
hexan : ethyl-acetat (10 : 3): 1. betulin (standard), 2. Py, 3. Py, 4. Py

Ctvrtou reakéni smés jsem pievedl do kelimku IV, ten jsem nasledné ulozil
do elektrické picky, kterou jsem posléze zapnul. Po 35 minutach, kdy teplota v picce
dosédhla 140 °C, jsem vypnul zahtivani, avsak dvirka jsem neoteviel. Setrvacnosti jesté
teplota vystoupala na 148 °C, pak uz jen klesala. Po 25 minutach od vypnuti pece,
kdy teplota poklesla na 122 °C, jsem otevrel dvirka a kelimek vyjmul. Po vychladnuti
kelimeku s reakénimi produkty jsem provedl jejich analyzu TLC na desce DC-Alufolien
Kieselgel 60 Fas4 (Merck) zptisobem jiz popsanym v kap. 2.1.3.1. Mobilni fazi tvorila
smes rozpoustédel n-hexan : ethyl-acetat v poméru 10 : 3. Vzorek produktt Py byl
porovnavan se standardem betulinu a vzorky produktt P, Py a Prp. Chromatogram

je uvedeny na obr. 2.10.
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Obr. 2.10: TLC produkti Py reakce betulinu s KHSO,4. Mobilni faze n-
hexan : ethylacetat (10 : 3): 1. Py, 2. Py, 3. betulin (standard), 4. Py,
5. Prv.

Daéle byla provedena analyza produkti Pry TLC na desce DC-Alufolien Kieselgel
60 Fas4 (Merck) zptuisobem jiz popsanym v kap. 2.1.3.1 ve srovnéni se standardy
betulinu, allobetulinu a y-apoallobetulinu. Mobilni fazi tvotila smés rozpoustédel

n-hexan : ethyl-acetat v poméru 10 : 3. Chromatogram je uvedeny na obr. 2.11.
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Obr. 2.11: TLC produktiu Py reakce betulinu s KHSO,. Mobilni faze n-
hexan : ethylacetat (10 : 3): 1. betulin (standard); 2.,4 Pry; 3. allobetulin

(standard); 5. y-apoallobetulin (standard).

Posledni patou a sestou reakéni smés jsem prevedl do kelimku V., resp. do kelim-
ku VI a oba je vlozil do elektrické susarny predehiaté na 120 °C (susarna udrzovala

tuto teplotu po celou dobu). Kelimek V jsem ze susarny vyjmul po 2 hodindch a 30 mi-
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nutach, kelimek VI az po 6 hodinach a 30 minutach. Po vychladnuti obou kelimk
jsem provedl analyzu TLC produktti Py a Pyy na desce DC-Alufolien Kieselgel 60 Fos,
(Merck) zptisobem jiz popsanym v kap. 2.1.3.1 ve srovnani s produkty Pry. Mobilni
fazi tvorila smés rozpoustédel n-hexan : ethyl-acetat v poméru 10 : 3. Chromatogram

je uvedeny na obr. 2.12.
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Obr. 2.12: TLC produktiu Py reakce betulinu s KHSO,. Mobilni faze n-
hexan : ethyl-acetat (10 : 3): 1.,4 Pry; 2.,5 Py; 3.,6. Pyr.

2.3.2.3 Zhodnoceni pribéhu experimenti

Kazda reakce ze série se vyznacovala riznymi podminkami, které ovliviiovaly jej

rychlost. Souhrn podminek k dosazeni produkti P; az Py; je dan tabulkou 2.3.

Tab. 2.3: Souhrn reakcénich podminek k dosazeni produktiu P; az Py;.

Nejvyssi dosazena Teplotni interval, v némz | Celkova doba

teplota béhem reakce reakce probihala zahtivani
Py 232 °C 200 — 232 °C 42 min
Pn 210 °C 25 — 210 °C 2 h 25 min
P 195 °C 25 - 195 °C 1h
Prv 248 °C 25 — 248 °C 1h
Py 120 °C 120 °C 2 h 30 min
Pv1 120 °C 120 °C 6 h 30 min
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Ke zhodnoceni byla provedena TLC vsech produkti ze série reakei na desce
DC-Alufolien Kieselgel 60 Fas4 (Merck) zptisobem jiz popsanym v kap. 2.1.3.1 ve
vzajemném srovnani. Mobilni fazi tvorila smés rozpoustédel n-hexan : ethyl-acetat

v poméru 10 : 3. Chromatogram je uvedeny na obr. 2.13.
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Obr. 2.13: TLC vsech produktti ze série reakci betulinu s KHSO,. Mobilni
faze n-hexan : ethyl-acetat (10 : 3): 1. Py, 2. Py, 3. Py, 4. Pry, 5. Py,
6. Pyr.

7 uvedeného chromatogramu na obr. 2.13 lze vycist, ze u stop 1 a 2 produktt Py
a P nebyla prokazatelna pritomnost nezreagovaného betulinu jako u ostatnich
stop 3, 4, 5, 6. Zaroven pak produkty P; a Py obsahovaly mensi mnozstvi allobe-
tulinu. Zajimavé je, ze vsechny produkty série reakci vykazovaly pritomnost dosud
neidentifikovanych latek, a predevsim latky vyznacujici se na chromatogramu vétsi
pohyblivosti nez y-apoallobetulin, drzici se v ¢ele rozpoustédel, jiz jsem se pokusil
separovat ddle v preparativnim provedeni TLC (coz rozvadim v kap. 2.4), ale také
latky méné pohyblivé nez vy-apoallobetulin, drzici se v jeho tésné blizkosti. Tento
fakt je o to prekvapivéjsi, ze béhem taveni betulinu s KHSO, nevznikaly neidentifi-
kovatelné produkty, nebo nebyly TLC odhaleny (kap. 2.3.1, obr. 2.5).

Nez jsem se uchylil k separaci v-apoallobetulinu, provedl jsem TLC ti{ produkti,
které se vyrazné liSily pomérem piitomnych slozek, a sice Py, Py a Py na desce DC-
Alufolien Kieselgel 60 Fas4 (Merck) zptisobem jiz popsanym v kap. 2.1.3.1 ve srovnani
se standardy betulinu, allobetulinu a y-apoallobetulinu. Mobilni fazi tvorila smés

rozpoustédel n-hexan : ethyl-acetat v poméru 10 : 3. Chromatogram je uvedeny
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na obr. 2.14.
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Obr. 2.14: TLC produktta P;, Py a Py ze série reakci betulinu s KHSO,.
Mobilni faze n-hexan : ethylacetdt (10 : 3): 1. betulin (standard), 2. Py,
3. allobetulin (standard), 4. Py, 5. v-apoallobetulin (standard), 6. Pyy.

2.4 Separace y-apoallobetulinu

Pro separaci y-apoallobetulinu jsem zvolil kelimek ze série reakei betulinu s KHSO,4

podle TLC s vysokym podilem tohoto olefinu, a sice kelimek I.

2.4.1 0Oddéleni organické slozky od anorganické

Stézejnim tkolem pro dalsi zpracovavani bylo oddéleni organickych produktii Py
od prebyteéného hydrogensiranu draselného. Rozhodl jsem se prevést organickou
¢ast do roztoku rozpusténim v chloroformu (KHSO, je v chloroformu prakticky
nerozpustny) a roztok nasledné odsat. K prendseni kapalin mi poslouzil sklenény
balének, zhotoveny ze sklenéné trubice (podrobny pracovni postup lze najit v lit. %),
jemuz jsem kapilaru na konci dostatecné zuizil.

Také jsem si pripravil t¥i malé porcelanové kelimky, jez jsem oznacil I1, 12 a 13
a které jsem zvazil (hmotnosti jsou uvedeny v tab. 2.4). Do kelimku I, obsahujiciho
produkty Py, jsem pipetou pfidal 1 cm? chloroformu a vylouzil jsem tak prvni frakei
organickych latek. Jelikoz se pti reakei vedouci k produktim P; dostala teplota nad
bod tani KHSO, a vysledny produkt mél po vychladnuti sklovity charakter, bylo

potieba obsah kelimku I jemnou manipulaci Spachtle opatrné rozbijet, aby se spec¢ené
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kousky oddélily. Nasledné jsem roztok odsél pripravenym sklenénym balénkem a pre-
vedl roztok do kelimku I1. Balének s tenkou kapildrou zamezil nasani nerozpusténé
anorganické latky, manipulace vSak byla trochu problematicka, nebof se nékdy usti
kapilary balénku ucpalo krystalkem KHSO,, ktery musel byt odstranén, aby filtrace
mohla zdarné pokracovat.

Déle jsem znovu do kelimku I piidal 1 cm?® chloroformu, do néhoz piesla neroz-
pusténa cast organickych latek a analogickym zptisobem jsem odsal roztok balonkem
a prevedl jej do kelimku I2. Nakonec jsem vymyl organickou slozku jesté jednou
pfiddnim 1 cm? chloroformu do kelimku I a naslednym pievedenim roztoku do ke-
limku I3. Toto trojité vymyti kelimku vedlo ke kvantitativnimu prevedeni produkti
P z kelimku I. Déle jsem nechal volné odpatit rozpoustédlo z kelimki a odparky

spoleéné s prislusnymi kelimky zvazil (viz tab. 2.4).

Tab. 2.4: Vazeni odparka produkta P; po rozdéleni do frakci.

Hmotnost prazdného Hmotnost kelimku
Frakce Hmotnost frakce
kelimku se vzorkem
I1 4,0107 g 4,0892 g 0,0785 g
12 4,0026 g 40124 g 0,0098 g
I3 39145 g 3,9167 g 0,0022 g
Celkova hmotnost vymytych organickych latek 0,0905 g

2.4.2 Prvni preparativni TLC

Pred separaci preparativni TLC v-apoallobetulinu jsem si pripravil litou chro-
matografickou desku postupem, ktery jsem jiz popsal v kap. 2.1.2, a nasledné spojil
sklenénym balénkem frakce I1, 12, I3 produktii Py tak, ze jsem do kelimku I3 s od-
parkem pfidal 1 cm? chloroformu a vznikly roztok prevedl balénkem do kelimku 12,
¢imz se obsah v tomto kelimku rozpustil a roztok zkoncentroval. Tento postup jsem
zopakoval jesté jednou; prevedl jsem roztok pomoci balonku z kelimku 12 do kelim-
ku I1. Spojené frakce v kelimku I1 jsem odsal balénkem a nanesl na start pripravené
preparativni chromatografické desky. Abych kvantitativné na preparativni desku

nanesl produkty Py, vymyl jsem kelimek I3 1 cm?® ¢istého chloroformu a balénkem
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prevedl roztok do kelimku I2 a nasledné do I1, z néhoz jsem potom vymyvaci roztok
nanesl na preparativni chromatografickou desku. Jakmile se odparilo rozpoustédlo
ze startu, algoritmus vymyvani, nanaSeni a ¢ekani na odpareni rozpoustédla jsem
opakoval jesté trikrat.

Abych zjistil, jaké mnozstvi latek jsem pfesné nanesl na preparativni chroma-
tografickou desku, znovu jsem zvazil kelimky I1, 12 a I3 a na zdkladé diference
hmotnosti kelimku s prislusnou frakci a nyni suchého kelimku po naneseni latek

urcenych k separaci jsem toto mnozstvi vypocital (viz tab. 2.5).

Tab. 2.5: Hmotnosti nanesenych frakci produktt P; na preparativni chro-

matografickou desku.

Hmotnost s frakei Hmotnost nanesené
Kelimek Hmotnost po naneseni
pred nanesenim frakce
I1 4,0892 g 40113 g 0,0779 g
12 4,0124 g 4,0031 g 0,0093 g
I3 3,9167 g 3,9154 g 0,0013 g
Celkova hmotnost organickych latek nanesenych
0,0885 g
na chromatografickou desku

Na zakladé vysledku analytické TLC byla provedena preparativni TLC zptsobem
popsanym v kap. 2.1.3.2. Mobilni fazi tvorila smés rozpoustédel n-hexanu a ethyl-
acetatu v poméru 10 : 3, detekce byla provedena vypalenim odporovym dratem.
Vysledny chromatogram je uveden na obr. 2.15, na némz je zndzornéna zona 7/,
obsahujici organické netékavé latky, predevsim pak y-apoallobetulin.

K dalsimu zpracovavani chromatogramu jsem si pripravil ¢isté chromatografické
trubice, jejichz tsti jsem uzaviel smotkem vaty. Jakmile jsem z chromatogramu
odstranil karbonizované césti, celou zénu 71/1 jsem pomoci cistého suchého triceti-
centimetrového pravitka seskrabl na hladky kridovy papir, na kterém jsem adsorbent
rozmélnil. Snadno presypatelnym sorbentem snatym z chromatogramu jsem naplnil
chromatografickou trubici a opatrnym poklepavanim trubice ve vertikdlni poloze
o drevénou podlozku jsem zpevnil sloupec sorbentu (pficemz unikly uvéznéné vzdu-

chové kapsy). Trubici jsem upevnil do drzaku a pod jeji tsti jsem umistil predem
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| : Yi/1

Obr. 2.15: Chromatogram v preparativnim provedeni TLC k separaci -
apoallobetulinu. 7/, znaci zonu, kterou jsem z chromatografu sral

a dale zpracovaval.

zvazenou Cistou suchou stomililitrovou banku s varnym kaminkem.

Nyni jsem mohl provést extrakci organickych latek z adsorbentu; nad sloupec jsem
opatrné naléval asi 50 cm?® eluentu — ethyl-acetdtu — a vyckal, nez se trubice promyla.
Jakmile do banky neprokapavalo zadné rozpoustédlo, z jimaného eluatu jsem od-
destiloval prebytecny ethyl-acetat témeér k suchu. Ponévadz v eluatu nebylo chemické
individuum, nybrz stale smés organickych latek, nedoslo ani po vyschnuti k vylouceni
krystal. Nicméné ziskany vytézek organickych latek jsem zvazil. Hmotnost odparku

&inila 0,0707 g.

2.4.2.1 Analyza latek ziskanych ze zény 7/,

Pred analyzou latek ze zony 71/ jsem s védomim, Ze smés bude obsahovat i latku
na TLC pohyblivéjsi nez y-apoallobetulin, provedl analyzu TLC produkti ze série
reakci betulinu s hydrogensiranem draselnym Pyy zpiisobem jiz popsanym v kap. 2.1.3.1
ve srovnani se standardy betulinu a y-apoallobetulinu. Mobilni fazi tvorila smés
rozpoustédel n-hexanu a ethyl-acetatu, ale tentokrat za ticelem snizeni pohyblivosti

slozek reakéni smési v poméru 10 : 1. Vysledny chromatogram je na obr. 2.16.
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Obr. 2.16: TLC produkti P;; reakce betulinu s KHSO,. Mobilni faze: n-
hexan : ehtylacetat (10 : 1): 1. betulin (standard), 2. Py, 3. y-apoallo-

betulin (standard).

Jiny pomér rozpoustédel tvorici mobilni fazi zptsobil oddéleni pohyblivejsi latky
nez y-apoallobetulin, nicméné latka méné pohybliva byla stale v tésné blizkosti.
Proto jsem zkusil provést jesté jednu TLC produktt Py zcela obdobnym zpusobem.
Ke srovnéni jsem pouzil standardy betulinu, y-apoallobetulinu a allobetulinu, mobilni
fazi tvorila smés rozpoustédel n-hexanu a ethyl-acetatu tentokrat v poméru 20 : 1.

Vysledny chromatogram je na obr. 2.17.

o o
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Obr. 2.17: TLC produkti Pj; reakce betulinu s KHSO,. Mobilni faze: n-
hexan : ethyl-acetat (20 : 1): 1. betulin (standard), 2. Py, 3. y-apoallo-
betulin (standard), 4. allobetulin (standard).
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7 chromatogramu na obr. 2.17 je dobfe vidét, ze stopa betulinu a allobetulinu
zustavaji ve vybrané soustavé rozpoustédel na startu, resp. velmi blizko startu. Velmi
pohyblivé ldtka se od stopy y-apoallobetulinu zcela oddélila (drzi se v ¢ele), nicméné
latka méné pohybliva nez y-apoallobetulin je stale velmi blizko.

Konecné jsem se mohl odebrat k samotné analyze ldtek eluovanych ze zény /1.
Vzal jsem si jednu pfipravenou litou desku pro analytické provedeni TLC (viz
kap. 2.1.1), odebral jsem maly vzorek eluentu 71, ktery jsem rozpustil v kapce
chloroformu a nasal do kapildry. Na vyznaceny start jsem nanesl vzorek 7/, spolu
se vzorky standardi betulinu, allobetulinu a «y-apoallobetulinu zptisobem popsanym
v kap. 2.1.3.1. K vyvinuti chromatogramu byla pouzita mobilni faze o slozeni n-
hexan : ethyl-acetdt v poméru 15 : 1. Chromatogram byl detekovan postiikem 10%

roztokem kyseliny sirové a vypalenim na elektrickém varici, zdznam je na obr. 2.18.

Ay

1234

Obr. 2.18: TLC latek ze zény ;1. Mobilni fize n-hexan : ethyl-acetat (15 : 1):
L. betulin (standard), 2. 411, 3. y-apoallobetulin (standard), 4. allobetu-
lin (standard).

2.4.3 Druha preparativni TLC

JelikoZ se na chromatogramu separovanych latek ze zény /1 (obr. 2.18) zdala
byt pritomna v malém mnozstvi latka pohyblivéjsi nez y-apoallobetulin drzici se
v Cele a jelikoz se pti prvni preparaci TLC do oddélené zény dostala i organicka
barviva, rozhodl jsem se pro znovuseparovani v-apoallobetulinu preparativni TLC.

Pripravil jsem si chromatografickou desku zptisobem popsanym v kap. 2.1.2
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a latky ze z6ny 71,1 obsazené v bafice jsem rozpustil asi 1 cm?® chloroformu. Nové
vytvofenym sklenénym balénkem (zhotoveni balénku a manipulace s nim viz lit.[2))
jsem nanesl roztok latek 41/, na start preparativni chromatografické desky. Zptisob
nanaseni na desku a vyvinuti chromatogramu jsem jiz popsal v kap. 2.1.3.2. Mobilni
fazi tvorila smés rozpoustédel n-hexanu a ethyl-acetatu v poméru 15 : 1, konkrétné
75 cm?® hexanu a 5 cm? ethyl-acetdtu. Jakmile doséhla vzlindnim rozpoustédla asi
15 mm pod horni okraj, vyjmul jsem desku z chromatografické komory, naznacil
¢elo a nechal ji vyschnout®. Detekei jsem provedl vypalenim odporovym dratem —
v misté vyskytu organické latky doslo ke karbonizaci. Vysledny chromatogram je

na obr. 2.19.

Y1/2/3

Y1/2/2
Y/2/1

M- o |
a o G : S PP

gy :

Obr. 2.19: Druhy chromatogram v preparativnim provedeni TLC k sepa-
raci y-apoallobetulinu. /51, V1/2/2 @ Y1/2/3 znaci zony, které jsem

z chromatografu snal a dale zpracovaval.

7 druhého chromatogramu pro separaci y-apoallobetulinu jsem odstranil karbo-
nizované c¢asti. Pripravil jsem si tii ¢isté chromatografické trubice opatiené u usti
smotkem vaty a tii ¢isté suché stomililitrové varné banky, které jsem zvazil spoleéné
s varnymi kaminky. Nasledné jsem z chromatogramu postupné snal adsorbent z vyzna-

¢ené zony vi/2/3, ten rozmélnil na hladkém kifdovém papife a naplnil jim piislusnou

3Po vyvinuti chromatogramu v chromatografické komoie zbylo 40 cm?® smési rozpoustédel

tvoricich mobilnf fizi. Spotiebovalo se tedy k TLC 50 % smési.
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chromatografickou trubici. Analogicky jsem postupoval u zén y1/2/2 a y1/2/1.
Opatrnym poklepavanim chromatografickych trubic ve vertikdlni poloze o die-
vénou podlozku jsem upéchoval velmi jemny sorbent, ¢imz jsem pripravil trubice
k eluci. Upevnil jsem chromatografické trubice do drzaku, pod jejich tsti umistil
prislusné predem zvazené varné banky i s varnymi kaminky a nad sloupec sorbentu

nalil asi 50 cm? ¢istého ethyl-acetétu (viz obr. 2.20).

Obr. 2.20: Chromatografické trubice naplnéné sorbenty ze zén vi/2/1, 71/2/2,
M/2/3 PTi eluci obsaZenych latek do odvazenych banék ethyl-

acetatem.

Jakmile byla extrakce hotova, z jimanych eluati jsem oddestiloval prebytecny
ethyl-acetat témér k suchu. Po kompletnim vysuseni ziskanych frakeci jsem opét zvazil
varné banky, a tak zjistil hmotnosti jednotlivych frakei (viz tab. 2.6). Nésledné jsem
provedl analyzu vzorku frakel TLC na desce DC-Alufolien Kieselgel 60 Fas4 (Merck)
zpusobem popsanym v kap. 2.1.3.1 ve srovnéani se standardem ~y-apoallobetulinu.

Vysledny chromatogram je uveden na obr. 2.21.
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Tab. 2.6: Hmotnosti frakci vi/2/1, Y1/2/2, 71/2/3-

Hmotnost prazdné Hmotnost banky
Frakce Hmotnost frakce
banky se vzorkem
Y1/2/1 61,4006 g 61,4131 g 0,0125 g
M/2/2 56,6250 g 56,6478 g 0,0228 g
V/2/3 108,2536 g 108,2710 g 0,0174 g
Celkova hmotnost vymytych organickych latek 0,0527 g

12 34

Obr. 2.21: TLC latek ze zon 7121, V1/2/2, V1/2/3- Mobilni faze n-hexan : ethyl-
acetat (15 :1): 1. y1/9/1, 2. Y1/2/2, 3. 7-apoallobetulin (standard), 4. y1/2/3.

2.4.4 Treti preparativni TLC

Latky ziskané pri druhé TLC (52,7 mg) jsem po spojeni jejich frakci sklené-
nym balénkem nanesl na novou preparativni desku a eluci v soustavé n-hexanu
a ethylacetatu (15 : 1), stejnym zpusobem jako v pripadé popsaném v kap. 2.4.3,
jsem ziskal chormatogram. Rozlozeni organickych latek na chromatogramu jsem
vyhodnotil detekel zhavym odporovym dratem v kombinaci s analytickou TLC, a tak
byly ziskany tii zony silikagelu A, B a C, které chromatografickou desku délily na tii
priblizné stejné velké rovnobézné pasy. Jednotlivé zény jsem snal a rozmélnénymi
sorbenty z prislusnych zén jsem naplnil tii ¢isté chromatografické trubice, jejichz tsti

bylo uzavieno smotkem vaty.
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Nasledné jsem extrahoval latky adsorbované na silikagelu do prislusnych predem
zvazenych varnych banék eluci ethyl-acetatem. Do banky A jsem jimal nejpohyblivéjsi
latku ze zény A, do banék B a C eluaty s predpoklddanym obsahem v-apoallobetulinu
ze z6n B, resp. C. Po oddestilovani ethyl-acetatu jsem banky zvazil, a tak ziskal
hmotnosti produkti (viz tabulka 2.7), jejichz slozeni doklddaji chromatogramy na

obr. 2.22a a 2.22b provedenych TLC.

Tab. 2.7: Hmotnosti produktti ziskanych ze z6n A, B a C.

Hmotnost prazdné Hmotnost banky
Frakce Hmotnost frakce
banky se vzorkem
A 65,3415 g 65,3472 g 0,0057 g
B 112,2217 g 112,2309 g 0,0092 g
C 105,9299 g 105,9507 g 0,0208 g
Celkova hmotnost vymytych organickych latek 0,0357 g
=
- . ®

i él «

12 3 4
(a) Mobilni faze n-hexan : ethyl-acetat (b) Mobilni fiaze n-hexan : ethyl-acetat
(15 : 1) (10 : 3)
Obr. 2.22: TLC latek ze z6n po oddélovani treti preparativni TLC. Mobilni
faze n-hexan : ethyl-acetat (10 : 3): 1. pohyblivéjsi latky z banky A,
2. latky z banky B, 3. y-apoallobetulin (standard), 4. latky z banky C.
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2.4.5 Vysledky separace y-apoallobetulinu

Ze zavéreénych chromatogramu (obr. 2.22a nebo obr. 2.22b) je vidét, ze latka,
ktera se na vsech predeslych chromatogramech jevila zna¢né pohyblivéjsi nez ~-
apoallobetulin, byla pomoci tfeti preparativni tenkovrstvé chromatografie oddélena.
7 obr. 2.22a, 2.22b a tab. 2.8 je také zfejmé, ze bylo ziskano dostatecné mnozstvi
latky s vysokym obsahem v-apoallobetulinu. Cistota frakei B a C by jiz umoziiovala
vyuziti pro preparativni ucely, pro analytické ucely by vsak bylo vhodné ziskat
~v-apoallobetulin vyssi kvality. V mensim mnozstvi totiz y-apoallobetulin ve frakcich
B a C doprovazeji latky méné pohyblivé, které se treti preparativni tenkovrstvou
chromatografii oddélit nepodarilo.

Pro analytické ucely by bylo vhodné frakce B a C spojit a ziskanou latku ¢istit
dalsi preparativni TLC, pricemz u tohoto postupu lze predpokladat, ze bude izolovana
frakce s vyssim obsahem vy-apoallobetulinu ovsem za soucasnych ztrat, jak lze usuzovat
z materialové bilance uvedené v tabulce 2.8, nebo opakovanou krystalizaci pri kontrole

TLC.

Tab. 2.8: Ubytek hmotnosti organickych latek v pribéhu jejich zpracova-

ni a izolovani vy-apoallobetulinu.

Betulin vazeny k reakci s KHSO4 100,0 mg
Vymyté organické latky po reakci betulinu s KHSOy4 90,5 mg
Organické latky nanesené na chromatografickou desku 88,5 mg

Vytézek organickych latek po prvni preparativni TLC 70,7 mg
Vytézek organickych latek po druhé preparativni TLC 52,7 mg

Vytézek organickych latek po treti preparativni TLC 35,7 mg

7 tabulky 2.8 lze také vycist, kolik miligramti organickych latek se nepodarilo
béhem zpracovani preparativni tenkovrstvou chromatografii ziskat. Po prvni prepara-
tivni TLC ¢inily ztraty 17,8 mg, po druhé 18,0 mg a po tieti 17,0 mg. Pouzitim tedy
postupt separace preparativni TLC a extrakce z adsorbentu ethyl-acetatem doslo
prumérné ke ztraté 17,6 mg organickych latek. Tyto ztraty mohly byt zptisobeny

sorpci na vatu pri extrakei ze silikagelu.
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ZAVER

Zaver

Tuto praci jsem sméroval predevsim na vyuziti tenkovrstvé chromatografie k izo-
laci betulinu z extraktu brezové kiry a separace y-apoallobetulinu jako jednoho
z produkti reakce betulinu s hydrogensiranem draselnym.

V teoretické ¢asti této prace jsem zaradil betulin a jeho derivaty (véetné y-apo-
allobetulinu) mezi triterpenoidy, struéné je charakterizoval a nékolik vét jsem vénoval
i jejich zajisté velmi vyznamné biologické aktivité. Také jsem se teoreticky zabyval
moznosti vyuziti v-apoallobetulinu jako vychozi latky pii riznych reakcich danych
zvlasté pak pritomnosti dvojné vazby mezi uhliky C2 a C3.

Nemalou pozornost jsem také vénoval chromatografii, zvlasté pak chromatografii
tenkovrstvé, kterd je zcela stézejnim bodem celé experimentalni ¢asti prace. Diky
preparativnimu provedeni TLC jsem po rekrystalizaci ziskal z extraktu bfezové kiry
betulin, jehoz bod tani jsem stanovil na 244 — 245 °C. Na bodotavku se mi podarilo
overit preménu betulinu v kyselém prostiedi KHSO,4 na y-apoallobetulin. Na zakladé
tohoto zjisténi jsem si stanovil hypotézu, zda obdobnym zptsobem lze provést tuto
preménu v semimikromeéritku, pripadné ve vétsim mnozstvi. Hypotéza se potvrdila,
bylo vsak potteba najit vhodné podminky, pti nichz byla reakce vyhodna.

Potom jsem si stanovil za tikol separovat vznikly y-apoallobetulin pomoci pre-
parativni TLC. Opakovanim preparativni TLC frakei s obsahem v-apoallobetulinu
se podafilo ziskat latku vhodnou pro preparativni vyuziti. Z obr. 2.22a a 2.22b je
vsak zfejmé, ze k ziskani analytického vzorku je tfeba zvolit dalsi operace vedouci
ke zvyseni ¢istoty (viz kap. 2.4.5).

Jako ponékud ponékud problematické se jevilo, Zze stopu y-apoallobetulinu vzdy
doprovazela neidentifikovana latka v jeho témér bezprostredni blizkosti. Dale jako
dalsi produkt reakce vnikala latka, ktera se v chromatografii drzela vzdy u cela
mobilni faze. I tato latka nebyla identifikovana. Oba vedlejsi produkty by mohly byt
namétem pro dalsi zkoumdni, a tedy i pro mou (a nejen mou) budouci (diplomovou)

praci.
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RESUME

Resumé

This thesis is comprised of two parts — theoretical and experimental. The the-
oretical part deals with triterpenoids particularly with betulin and its derivatives,
and with chromatography, especially the thin-layer chromatography. Betulin and
its derivatives evince significant biological activity, which is also mentioned in the
theoretical part as well as the use of v-apoallobetulin in selected organic reactions.
The experimental part of the thesis is focused on an isolation of betulin from the birch
bark extract, and on a preparation of v-apoallobetulin from betulin at the potassium

hydrogen sulfate acidic solution and its separation using thin-layer chromatography.
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