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1. Uvod

Tato prace navazuje na fadu praci, které byly jiz v minulosti na katedie chemie
FPE ZCU v Plzni feSeny. Vétsina predchozich praci se zabyvala izolaci a pfeménami
betulinu ziskaného z biezové kury. Izolace betulinu je soucasti naplné laboratornich
cvi¢eni z organické chemie. Betulin je delsi dobu sledovan, hlavné pro své biologické
ucinky. V souvislosti stim je casto zminovana vysoka biologicka aktivita jeho
kyslikatych derivati. Vedle kyseliny betulinové, kterd je obsazena, kromé jiného,
v kiife platanu, je znam obsah 23-hydroxybetulinu v kife jefabu obecného (Sorbus
aucuparia). Izolaci tohoto terpenoidu se jiz néktefi autofi obdobnych praci zabyvali.
Piedlozend prace pojednava o moznostech ziskani 23-hydroxybetulinu na zakladé

jeho zndmych vlastnosti, s cilem minimalizovat naroky na ¢as a material.

NejcastéjSimi uzitymi metodami v této praci jsou: extrakce, krystalizace,

tenkovrstva chromatografie a preparativni tenkovrstva chromatografie.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Terpeny

Terpeny, téZ nazyvany terpenoidy, jsou organické latky, které maji cyklicky ¢i
acyklicky charakter. Nejcastéjsim zdrojem téchto latek jsou prevazné Casti rostlinnych tél

(napt. ktira). Nalezneme je viak i v pachovych zlazach Zivogicha, tzv. feromonech hmyzu?.

Pojem terpeny“ oznacuje pievazné uhlovodiky, pii¢emz obecnéjsi pojem

,terpenoid* zahrnuje i jejich derivaty?.

Terpenoidy délime dle poétu izoprenovych jednotek tak, jak je uvedeno v tabulce ¢.
1. Jedna se o latky, jejichz fyzikalni vlastnosti jsou v konecné fazi ovlivnény substituci
jednotlivych uhlikd. S poétem atomi uhliku stoupd moznost tvorby izoprenovych
sloucenin. Velikou skupinu sloucenin tvoii monoterpeny a seskviterpeny, Kkteré jsou
vyznamné svou tekavosti. Zminéné latky jsou zndmé jako vonné slouceniny rostlin. V
rdmci jejich izolace je vyhodné vyuzit destilaci vodni parou. Z pfirodnich materiala tak

obvykle vynika smés vonnych silicl.

Tabulka 1: Déleni terpenii podle poctu izoprenovych jednotek ve skeletu sloucenin®

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




2.1.1. 23 -hydroxybetulin

23-hydroxybetulin (I) je pentacyklicka latka triterpenoidniho charakteru, jez se od
betulinu (II) li§i prevazné obsahem hydroxylové skupiny na 23. uhliku skeletu. Tato latka
se nachazi prevazné v kufe jefabu obecného z Celedi ruzovitych, ktery se obvykle nachazi

na lesnich pasekach ¢i rumistich.

23-hydroxybetulin (I) Ize také extrahovat z kofene ¢inské 1é¢ivé rostliny Pulsatilla
chinensis. Tato latka se osvédcila jako prevence pied nakazou virem HIV a udajné ma
slouzit takeé jako ochrana pied nadorovymi onemocnénimi. Tato slouCenina vykazuje

podobné biologickeé aktivity jako betulin®.

HO-H:C CHs

2.1.2. Betulin

Betulin (IT) je latka obsazena ptevazné v kiife biiz (Betulas p.), odkud pochézi také
jeho nazev. Jedna se o pfirodni, pentacyklicky, trirepenicky alkohol, ktery se ziskéava

napiiklad extrakci svrchni biezové kiiry s ethanolem®,
Mezi jeho UCinky patii antibakteridlni a antifungicidni vlastnosti, diky nimz
nepodléha rozkladu. Stejné jako 23-hydroxybetulin ma protivirové a anti-HIV u¢inky.

Poprvé byl pipraven védcem Lowitzem roku 1788%.




2.2. Pouzité laboratorni metody

2.2.1. Extrakce

23-hydroxybetulin lze ziskat pomoci Soxhletova piistroje extrakci methanolem. Tato
operace trva nékolik hodin a provadi se opakované pro vétsi koncentraci latky obsazené

Vv roztoku. Nasledné¢ je latka koncentrovana v rozpoustédle, spolu s dalsimi jeho derivaty.

Vyhodou Soxhletova pfistroje je kontinudlni extrakce stale Cerstvym rozpoustédlem.
Pary rozpoustédla stoupaji Sirokou trubici (c) do chladi¢e (d), kde kondenzuji. Vznikla
kapalina, kterd nasledné kape do patrony. V patroné dochazi k extrakci, pti¢emz vznikly
extrakt prolind sténou patrony a hromadi se v téle extraktoru (b). V pfipadé, ze hladina
extraktu dosahne vrcholu U-trubice (f), veskery extrakt pietece zpét do barky (a) a cely

proces se zopakuje (viz obr. ¢. 1). Jedna se 0 vieobecné vyuzivanou metodu®.

Obréazek 1: Soxhletiv extraktor®




2.2.2. Destilace

vvvvvvvvvv

Destilace  kapalin je jedna znejdilezitéjSich  anejnaroénéjSich  metod
semimikrotechniky, kterou miZzeme provadét v rozliénych aparaturach. Délici efekt
destilace je pifimo umérny rozdilu teplot varu destilovanych kapalin. Tato metoda je
zaloZena na ruzné té€kavosti kapalnych ¢i zkapalnénych latek s rozdilnou teplotou varu,

diky ¢emuz jsou touto metodou délitelné®.

Pary vzniklé varem smési kapalin kondenzuji v chladi¢i a jsou jimany do jimaci

bariky®.

2.2.3. Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

V semimikrotechnice vyuZzijeme metodu znadmou jako tenkovrstvou chromatografii
(TLC), ktera slouzi pro analytické ucely ke sledovani Cistoty zkoumané organické latky.
Tato metoda je nejvhodnéjsi pro zpracovani barevnych slouc¢enin, avSak da se pouzit i pro
latky bezbarvé. Nésledné je nutné vyuzit riiznych detekénich ¢inidel, jako naptiklad jodu ¢i

kyseliny sirové®.

Chromatografii 23-hydroxybetulinu se zabyval americky biochemik Lawrie, ktery z
kary blahoviéniku kralovského (Eucalyptus regens), odtu¢nénim vzorku pomoci
petroletheru a svétla, vyextrahoval etherem 14 g nezmydelnéného materialu. Proces trval
celych 24 hodin. Tento nezmydelnény material obsahoval 23-hydroxybetulin (7-3g).
Vzorek nasledné chromatografoval v poméru 99:1 smési ether:methanol na oxidu hlinitém.

Eluce téchto smési nasledné poskytla frakce, které se spojily a vykrystalizovaly®.

Jeho prace také zahrnovala zkoumani riznych derivatd této latky. Naptiklad 23-
hydroxyallobetulin, ziskany pétihodinovym vafenim 23-hydroxybetulinu pod zpétnym
chladicem ve smési ethanolu a koncentrované kyseliny chlorovodikové. Produkt dale
izoloval etherem, coz vedlo ke vzniku latky 23-hydroxyallobetulin. Druhym zptsobem
vhodnym k ziské&ni stejné latky byl var 23-hydroxybetulinu pod zpétnym chladi¢em

s koncentrovanou kyselinou mravenéi, jez poskytl latku 23-formyloxyallobetulin®.

Posléze Lawrie vyuzil reakci piestavby 23-hydroxyallobetulinu na allobetulin tim, ze
zahtival tuto latku spoleéné s diethylglykolem a hydratem hydrazinu pod zpétnym
chladi¢em po dobu jedné hodiny. Nésledné do roztoku ptidal 13 g hydroxidu draselného ve

20 ml destilované vody. Dalsim krokem bylo ptlhodinové zahtivani kapaliny pod zpétnym
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chladi¢em a navazujici destilace do bodu, kdy teplota pary dosahla 220 °C. Posledni krok
obnasel var smési pod zpétnym chladi¢em, ochlazeni smési, okyseleni kyselinou
chlorovodikovou a extrakci etherem. Vysledkem byl tmav¢ ¢erveny olejovity roztok, ktery
byl chromatografovan na oxidu hlinitém, a poté eluovan etherem. Finalni krystalizaci

vznikla latka allobetulin®.

» 1 LC*

Metoda TLC spociva v naneseni zkoumaného vzorku ¢i vzorkl na pfedem oznacené
misto ¢i mista na startu desti¢ky. Startem desticky se mysli oblast cca 1 cm od spodniho
okraje. Nejcastéji se jednd o hlinikovou desticku pokrytou sorbentem (smés silikagelu a
oxidu hlinitého), ktera je tzv. stacionarni fazi. Mobilni fazi se mysli smés rozpoustédel

umisténych do vyvijeci soustavy.

Soustavu rozpoustédel reprezentujicich mobilni fazi je doporuéeno piedem vyzkouset.
Z toho duvodu byly otestovany rizné poméry dvojice latek n-hexanu a ethyl-acetatu, jez se

pro pokus jevily jako nejvhodnéjsi.

Jednotlivé poméry latek n-hexan a ethyl-acetat byly testovany v tomto potadi: 10:3,
1:1, 3:10, 1:0 a 0:1. Nejvhodnéjsim pomérem se na zaklade testi prokazal pomér 10:3, a to

konkrétné 1 ml Hexanu ku 0,3 ml ethyl-acetéatu.

Pii pokusech s ostatnimi poméry rozpoustédel doslo k nedostate¢nému vzlinani smési,

&i k nezastaveni smési v pozadovaném rozmezi mezi éelem a startem®.

Po vlozeni chromatografické desticky do vyvijeci soustavy svhodnym pomérem
rozpoustédel dojde k okamzitému vzlinani rozpoustédla silikagelem smérem vzhiru.
Jakmile se rozpoustédla dostanou k mistim obsahujici organickou latku, dojde k jejimu

déleni stejnym zplisobem, jakym se déli barva fixu na papife politém vodou.

Je mozno zvolit jakéhokoliv poméru rozpoustédel (jinou vyvijeci soustavu). V piipadé
vyuzivani rozdilnych vyvijecich soustav zpozorujeme, Ze se identicka latka déli v ruznych
vzdalenostech mezi startem a c¢elem. Tento jev vyjadiuje veli¢ina znama jako retencni

faktor (Rf).



Obrézek 2: TLC latky v riiznych soustavdch rozpoustédel (n-hexan:ethyl-acetat zleva:
10:3, 1:1, 3:10, 1:0, 0:1)

Pozice 1 - vzorek louhovany v methanolu
Pozice 2 - vzorek louhovany v ethanolu
Pozice 3 - vzorek louhovany v chloroformu

Pozice 4 - vzorek louhovany v acetonu

Pozice 5 - vzorek louhovany v dioxamu




2.2.4. Reten¢ni faktor

Reten¢ni faktor se vypocita jako podil vzdalenosti stiedu stopy analyzované latky po

vzlinani (a) a vzdalenosti startu a &ela vzlinaného rozpoustédla (b)’.

R_a
f_b

Diky reten¢nimu faktoru si mizeme piepocitat rozmezi jednotlivych zén obsahujici
specifické oddélené latky z malych TLC desticek na velké sklenéné desky (20x20 cm)
ptrevrstvené silikagelem. Sklenénych desek vyuziva metoda, zndma jako preparativni

tenkovrstva chromatografie (viz dalsi pododstavec)’.

Obréazek 3: Hlinikova desticka a sorbent

o - Celo rozpoustédia

- stied stopy

_.9 Start rozpoustédla




2.2.5. Preparativni tenkovrstva chromatografie

Metoda preparativni TLC, puvodné uréend pro analytickou chemii, je skvéle
vyuzitelnd pro preparativni ucely. Tato metoda spocivd ve vhodné detekcei
chromatografickych zon jednotlivych latek stoupajicich silikagelem, sejmutim ptislu$né
Casti vrstvy do chromatografické trubice a eluci vhodnym (obvykle polarnim)

rozpoustédlem do predem zvazené baiiky s varnym kaminkem®.

Frakce vzniklé eluci rozpoustédla v kolonach jsou nasledné vyjmuty, oddestilovany ve

vhodné destila¢ni aparatute a dale dosuSeny v susarn¢ pii cca 120 °C.

Po tadném vysuSeni vzorku se bailka zvazi, naCez se vypocita vytézek odeCtenim
hmotnosti prazdné banky obsahujici varny kaminek a stejné banky s kaminkem

uchovavajici vzorek.

Finalnim krokem této metody je zakapnuti jednotlivych vysusenych frakci 2 ml
chloroformu a nésledné naneseni vzorka kapilarou na chromatografické desticky, které
pozdé&ji vyuzijeme pro metodu tenkovrstvé chromatografie. Diky tomuto postupu zjistime,

jaka rozpoustédla jsou vice ¢i méné vhodna pro extrakci dané latky.

Obrazek 4: Znazorneéni aparatury sloupcové chromatografie

Oblast liti rozpoustédla _0

Silikagel se vzorkem

Tenky prouzek vaty

Frakece vymyta rozpouitédiem s




2.3. Metodika extrakce 23-hydroxybetulinu

Z divodu prumérné vybavenosti univerzitni laboratofe byl zvolen praxi provéfeny
Soxhletav pfistroj, jez je vhodny k extrakci organickych latek z piirodnich kur a jinych
materiald.

Pro korektni postup extrakce 23-hydroxybetulinu bylo zprvu nezbytné zvolit spravnou

metodiku prace.

Metodika autort ¢lanku Chemical Society ¢. 4303 z roku 1960

Skupina americkych védcti pod vedenim J. W. Lawricho odtu¢nila vzorek kury
blahovi¢niku kralovského pomoci petroletheru (Eucalyptus regens) a nasledné etherem
vyextrahovala 14 g nezmydelnéného materialu, ktery na zdkladé chromatografii ve smési

99:1 ether:methanol na oxidu hlinitém obsahoval 3-7 g 23-hydroxybetulinu®.

Metodika Doc. Mgr. Vaclava Richtra, CSc.

Cesky védec extrahoval 180 g kiiry jefabu obecného (sorbus aucuparia), vysuseného
do konstantni hmotnosti pii 105 stupnich celsia Vv Soxlethové extraktoru pomoci
petroletheru. Naslednym oddestilovanim rozpoustédla ziskal procentualni vytézek 0,9 %,
ktery dle TLC 23-hydroxybetulin prakticky neobsahoval. V petrolétherickém extraktu se

nachazely jiné, méné polarni slozky?®.

Posléze tuto kuru extrahoval etherem (50 hod.) a po usuSeni pii 105 stupnich celsia
ziskal procentudini obsah latky 3,2%. TLC metoda prokazala, Ze ethericky vzorek

obsahoval 23-hydroxybetulin ve velkém mnozstvi®,

Treti extrakce v potadi, provedena methanolem, trvala 50 hodin a po oddestilovani
rozpoustédla Richtr navazil 19,4 g extraktu, coz je jednozna¢né nejvyssi mnozstvi. Tato
hmotnost odpovida procentudlnimu vytézku 10,8 % nezmydelnéné latky. Vyslednd latka
po analyze metodou TLC obsahovala velké mnozstvi polarnéjSich slozek na ukor 23-

hydroxybetulinu®,

Nésledovala reakce zmydelnovani vzorku pomoci alkoholického roztoku hydroxidu

draselného, pti¢emz se uvoliiovalo mnoho amoniaku.
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Ani ve zmydelnéném methanolickém roztoku nebyla prokdzéna ptitomnost zadané
latky. Cisty 23-hydroxybetulin byl detekovan aZ chromatografii na sloupci oxidu hlinitého

a krystalizaci ze smési methanolu a benzenu®,

Pfi zpracovani vétSsiho mnozstvi etherického extraktu je vhodné vyuzit opakované

krystalizace ve smési methanolu a benzenu?®.

2.3.1. Vyvozeni postupu extrakce

Pii extrakci 23-hydroxybetulinu methanolem je nutné vysledny extrakt zmydelnit
ethanolickym roztokem NaOH, nasledné jej chromatografovat na sloupci oxidu hlinitého a

poté opakovang krystalizovat ve smési methanolu a benzenu.

Béhem této prace byla otestovana metoda extrakce vzorku piimo v methanolu,
nasledovana jeho zmydelnénim ethanolickym roztokem NaOH. Vysledny produkt byl
podroben preparativni TLC, jejiz frakce poskytla vzorek 23-hydroxybetulinu o relativni

éistote.

24. Chromatograficka rozpoustédla

Chromatografickd rozpoustédla se li§i pfedevS§im svou schopnosti rozpustit danou

latku, coz zavisi na jejich polarité a selektivite®.

Polarita je fizena pouckou ,podobné se rozpousti v podobném®, ztoho vypliva

zavislost podobnosti polarit rozpoustédla a rozpousténé latky®.

Nebude-li mit mobilni a stacionarni faze podobnou polaritu, pak se nemusi se
chromatografie zdafit. V piipadé rozdilné podobnosti zlistane stacionarni (pevna) faze na
startu chromatografické desticky a metoda se nepovede, nebot mobilni faze nebude
schopna se vzorkem vzlinat vzhiru. Druhd moznost udava nezastaveni mobilni faze a

vzlinani fze stacionarni pres vhodné chromatografické rozmezi®.

Hodnota Rf rozpoustédla nesmi byt pichnané vysoka ale ani ptili§ nizka, nebot’ vybér

rozpoustédla ma piimy vliv na hodnotu Rf latek, které jsou od sebe oddélovany®.

Z diivodu vlivu riiznych rozpoustédel na Rf je tiidime do tzv. eluotropnich fad®.
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2.4.1. Eluotropni rada

V eluotropnich fadach jsou rozpoustédla zatazena podle klesajici relativni permitivity
v nasledujicim potadi (viz tab. ¢&. 2)°.

Rozpoustédla, kterd se v této fad¢ nachazeji nejvyse, jsou vhodnd i pro vymyti slozek

cw w7

predevsim pro jemngj$i déleni smési'®.

Tabulka 2: Eluotropni fada rozpoustédel vhodnych pro tenkovrstvou chromatografii

Rozpoustédlo: Poradi:

Voda 1
Methanol 2
Ethanol 3
Propan-1-ol 4
Aceton 5
Ethyl-acetat 6
Diethylester 7
Chloroform 8
Benzen 9
Toluen 10
Chlorid uhlicity 11
Cyklohexan 12
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2.4.2. Zasady pro vybér vhodného rozpoustédla

rozpoust&ji'e.

Dle druhé zasady je vhodné vybrat takové rozpoustédlo, aby délené latky nebyly na
zvoleném absorbentu poutany piili§ malo ale ani piili§ pevné. Budou-li latky na absorbentu
poutany piili§ pevné, dojde k zastaveni smési jiz na startu. V druhém piipad¢ se smés latek

V postupu nezastavi. Nejvyhodné&jsi je tedy poutat délené latky na absorbentu stfedné

pevné, pii¢emz se uplatni rozdily v jejich retenénim faktoru'®.

2.5. Pomicky

2.5.1. Balonek

Velmi u¢inny nastroj pro manipulaci s kapalinami je bezesporu baldnek. Baldnek
muzeme zhotovit pfevazné ze sklenénych trubic o vhodném priméru. B€hem nékolikaleté
praxe na nasi fakulté bylo zjisténo, ze nejlepsi primér sklenénych trubic ¢ini 8 — 12 mm,
coz umoziuje snadnou vyrobu tohoto jednoduchého néstroje. Vhodné je zvolit trubici se
silngjsi sténou, coz eliminuje jeho prehnanou kiehkost a zamezi prasknuti.

Funkce balonku je dana predev§im zménou tlaku plynu obsaZzeného uvniti v zavislosti
dochazi k nasavani. Naopak pii zvySeni teploty dojde ke zvyseni tlaku, coz vede k jeho

vyprazdihovani. Balonek miize zaroveni slouzit k uchovavani kapalin v semimikrotechnice®.
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2.5.2. Kapilary

Zména vysky hladiny v kapilarach je spojena pievazné s kapildrnim tlakem, ktery
vznika diky zakfiveni povrchu. Pod rovnym povrchem je vnitini tlak mensi nez tésné pod
rovinnym povrchem kapaliny v okoli kapilary, a to o kapilarni tlak. Kapalina tedy klesne

piesné o takovou vysku, aby byl kapilarni tlak kompenzovan®?.,

Pro volny povrch kapaliny kulového tvaru je kapilarni tlak px dan vztahem

2T
B =—
r

kde r je polomér kapilary a ¢ povrchové napéti kapaliny. V ptipadé kapilarni elevace
vystoupi kapalina do takové vysky h, aby hydrostaticky tlak odpovidajici sloupci kapaliny
vysky h byl stejny jako kapilarni tlak. Ma-li kapalina hustotu p, pak uvedenou podminku

zapiSeme ve tvaru

¥

Odtud vyska pfti kapilarni elevaci
B 2o
reg

Pii daném poloméru kapilary je vySka htim vétsi, ¢im vétsi je povrchové napéti
kapaliny. Obdobné uvahy plati i pro kapildrni depresi. Vztah pro vypocet vysky pii
kapilarni elevaci umoziiuje experimentidlné uréit povrchové napéti kapaliny pomoci

kapilary.

Kapilarni elevace je stav, kdy je kapilara zanofena do takové kapaliny, ve které jsou
molekulové interakce mezi buikami stény kapilary silnéj$i, nez interakce mezi molekulami
kapaliny. Vysledkem tohoto jevu je silové pusobeni, které vede ke vzlindni kapaliny
kapilarou. Opakem toho jevu, kdy dochazi k sestupu kapaliny kapilarou nize, nez je
hladina tekutiny v okoli kapilary, se nazyva kapilarni deprese!?.
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Obrazek 5: Kapilarni elevace a deprese!!

¢ Kapilarni elevace (Hz20)

Kapilarni deprgse (Hg) $ |
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3. Experimentalni ¢ast
V prubéhu experimentalni ¢asti bylo vyuzito dostupného vybaveni Skolni laboratofe.
Pod pojmem ,voda“ je myslena voda destilovana a bylo uzivano chemikalii o b&zné
Cistote.
3.1. Pomiicky

Nezbytnou fazi prace byla piiprava dumyslnych pomiicek, jeZ nam praci znaéné

usnadnily. Jedna se o nastroje vhodné k pfemist'ovani kapalin, a sice kapilary a balonky.

Druhd c¢éast zahrnovala piipravu sklenénych chromatografickych desek wuzitych

v preparativni tenkovrstvé chromatografii.

3.1.1. Zhotoveni kapilary

Obrazek 6: Tvar kapilary a balénku

Kapilara $ Balonek $
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Mezi pomiicky nutné k pfipraveé kapilary patii vhodna sklenéna trubice o pruméru (8 —

12 mm), niz na sklo a kahan.

Postup pro vyrobu kapilary je jednoduchy. Utizneme si dostatecné velky kus sklenéné
trubice (pfiblizn¢ 20 cm). Trubice se feze zplusobem lehkého nafiznuti stény skla
specialnim nozem a naslednym pohybem vzhiru, kdy dojde k rovnomérnému lomu
smérem k bodu nafiznuti. Po ufiznuti trubici chytneme na koncich, pti¢emz ji rovnomérné
zahiivame plamenem kahanu. Ve chvili kdy jsme si jisti dostateCnym zahiatim materialu,
prejdeme k mirnému potahu od sebe. V prubéhu této operace vyjmeme trubici z plamene a
opatrnym potahem roztdhneme sklo do vhodnych rozmért. V této fazi prace muze dojit
K pietrhnuti trubice, proto je nutnd opatrnost a peclivost. V pfipad¢ tspésného pokusu

vznikne uprostied skla tenoucka kapilara, kterou nasledné vylomime (viz obr. ¢. 7)°.

Obrézek 7: Vyroba kapilary béznym zpiisobem

tenka sklenéna trubice roztahovani horkého skla RoztaZena kapilara a body zlomu

\ b
— = [T ]

<: kahan
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3.1.2. Zhotoveni balénku

Nejidealnéjsim zptisobem zhotoveni balonku je oddéleni vhodné dlouhé sklenéné
trubice (cca 20 cm) a jeji nasledné vytazeni do kapilary, kterou ihned zatavime. Je dilezité
prohiat trubici v blizkosti kapilarniho vytaZeni na teplotu méknuti skla. Z tohoto diivodu je
tieba drzet sklo Sikmo k desce stolu a ve vhodné vysce s polotovarem rovnomérné otacet
nad plamenem. Po dostatecném prohiati skla jej ihned vyjmeme ze zaru, chytneme jej za
studenou ¢ast a tahem vytvofime tenkou kapilaru. Kapilaru na jedné strané utavime,
pfi¢emz ¢ast zuzujici se trubice do tvaru kapilary znovu nahiejeme. Doséhne-li polotovar
meékkého stavu, vyjmeme jej a foukneme do studeného konce sklenéné trubice, coz ma za
nasledek vytvofeni duté vyboulené casti. Dalsim krokem je vytvofeni zizeného
kapilarniho mista nad vypouklou dutinou. Toho docilime zahiatim mista styku trubice
s vypouklou c¢asti a naslednym vyjmutim balonku z plamene. Tahem vytvofime tvar
balonku, na¢eZ protahlou ¢ast ve vhodné vysce odlomime. Postup je shrnut na nésledujicim

obrazku &. 8°.

Obrazek 8: Postup vyroby balonku®
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3.1.3. Priprava desek pro preparativni tenkovrstvou chromatografii

Pro metodu preparativni tenkovrstvé chromatografie bylo pouzito sklenénych desek o
rozm&rech 20x20 cm, které byly oc€istény ethanolem. Po jejich vyschnuti byl ptipraven

silikagel pro pokryti deskového povrchu.

Zakladni surovinou pro piipravu povrchu bylo zvoleno 20 g praskového silikagelu a
45 ml destilované vody. Prvnim krokem bylo navazeni silikagelu, k ¢emuz se vyuzila
elektronickd vaha. Na této vaze byla umisténa Erlenmeyerova banka slouZzici pro miseni
této smési. Nespornou vyhodou elektronické véhy je mozZnost vytdrovani naddoby, do niz
odsypavame vazenou latku. Baika byla tedy vytarovana do hmotnosti 0 g a naplnéna 20 g
silikagelu. Po naplnéni banky ptesné¢ 20 g této latky doslo k opatrnému pfiliti 45 ml
destilované vody pomoci odmérného vélce a néslednému homogenizovani smési
michanim. Po homogenizaci byl obsah vylit na sklenénou desku a rovnomérné rozprostfen
na jejim povrchu. Pii nedostatecném rozprostieni silikagelu bylo zvoleno metody
poklepani zespodu desky a rozetieni smési pomoci hrdla Erlenmeyerovi bariky, ve které se

obsah nachazel.

Obrézek 9: Sklenénda desku urcend pro preparativni tenkovrstvou chromatografii
pokryta silikagelem
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3.2. Vybér rozpoustédla pro extrakci

Na pocatku prace bylo nutno zvolit nejvhodnéjsi rozpoustédlo pro extrakci 23-
hydroxybetulinu z ktiry jefabu obecného, to znamena zvoleni takového rozpoustédla, které

ze vzorku vymyva nejvétsi procentualni vytézky extrahované latky

Z toho divodu bylo pfistoupeno k metodé naplnéni péti 1ékovek malymi, pfedem

zvazenymi podily kury a naslednému piiliti riznych rozpoustédel (viz tab. ¢. 3).

Tabulka 3: Obsah jednotlivych lékovek

Cislo vzorku Rozpoustédio Hmotnost kiiry v
gramech
1 methanol 0,9981
2 Etanol 1,0023
3 aceton 1,0026
4 dioxan 1,0069

Po nékolikadennim louhovani kiry v raznych rozpoustédlech bylo pftistoupeno
k metodé tenkovrstvé chromatografie z divodu zjisténi, ve kterém rozpoustédle dojde

K nejvétsimu vymyvani extrahované latky.

Byla vyuzita soustava 10:3 hexan:ethyl-acetat, nebot’ pomér téchto rozpoustédel

vynasi latky na chromatografické desce v rozumném rozmezi mezi startem a ¢elem.

Tyto poméry byly Vv pribéhu experimentu testovany (viz kapitola 3.2.1.).
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3.2.1. TLC vzorku

Prvnim krokem metody TLC bylo ustfizeni pliSku chromatografické folie DC-
AlufolienKieselgel 60 F254 pokrytého silikagelem o vhodném rozméru pasujicim do
vyvijeci soustavy. Nasledné doslo k vyznaceni startu (na strané pokryté silikagelem cca 1
cm od spodku plisku). Po vyznaceni startu nasledovalo vyryti péti bodt pro naneseni
jednotlivych vzorkt s optimalnimi odstupy (prevence piekryti drah vzlinni). V pfipadé

prekryti drah by bylo nutno cely postup opakovat.

Dalsim krokem bylo nanaSeni vzorku tenkou kapilarou. Kapilara byla namocena do
lékovky se vzorkem a nasatd tekutina byla nanesena na vyznaceny bod v silikagelu.
Kontaminovana ¢ast kapilary byla odlomena a zbytek byl pouzit na naneseni dal$iho
vzorku. Tento postup byl opakovan u vsech nasledujicich Iékovek. Posledni pozice na
chromatografické desti¢ce byla ptevrstvena vzorkem betulinu, ktery slouzil Kk ucelu

porovnani.

Po naneseni vS8ech vzorkd doSlo K naplnéni vyvijeci soustavy, pfiCemz nanesené
vzorky vysychaly. Vyvijeci soustava byla plnéna hexanem a ethyl-acetatem v poméru
10:3, coz znamena 1 ml hexanu a 0,3 ml ethyl-acetatu. Pro zachovani Cistoty a piesnosti

chromatografie neni moudré vyuzivat pouze jedné pipety pro pienos vsech latek.

Po naplnéni vyvijeci soustavy zapocalo vyvijeni vzorku. Chromatograficky plisek
s nanesenymi vzorky byl vlozen pomoci pinzety dospod vyvijeci soustavy a nasledné byla

soustava prekryta krycim sklickem, jeZ zabranuje Uiniku par rozpoustédel.

Posléze bylo pozorovano vzlinani rozpoustédel skrz silikagelovou vrstvu

chromatografické desticky.

Po vystoupani rozpoustédel cca 2 cm od vrchniho okraje, byl plisek vyjmut a postiikan
roztokem 10% kyseliny sirové. H>SO4 je vhodné detekéni ¢inidlo, pro vypaleni stopy

vzlinani vzorku na topné spirale.

Na zakladé¢ souboru obrazka ¢ 10 bylo usouzeno, ze nejvhodnéjsi pomér

rozpoustédel vyvijeci soustavy je 10:3 n-hexan:ethyl-acetat.
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Soubor obrdzkii 10: Riizny pomér rozpoustédel hexan:ethyl-acetat v poméru a)10:3, b) 1:1, ¢)
3:10,d) 1:0 ae) 0:1, pozice jednotlivych rozpoustédel viz obr. ¢. 2

d) e)
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Zahus$téni a vvtéZky vzorku

Po provedeni vSech chromatografii bylo pfistoupeno k vysuseni jednotlivych vzorki
na topné spirale za opatrného michani a vloZeni zatavené kapilary. Zatavené kapilary bylo
pouzito pro zamezeni vyskytu utajeného varu. Jeji nesporna vyhoda spoc¢iva ve snadném
vyjmuti po zahu$téni vzorku, pfi¢emz nemusi byt vyuzito varného kaminku, ktery by

zkresloval hmotnostni data.

Pro dosazeni optimalni hustoty vzorku bylo tieba jisté opatrnosti, nebot’ by mohlo
dojit k jeho spéleni. Z divodu nebezpeci pfipaleni nebyl vzorek destilovan do sucha. Po
optimalnim zahusténi byl vzorek vlozen do laboratorni susarny, kde pii 120 °C doschnul

do konstantni hmotnosti.

Po vyschnuti byla Iékovka s vysuSenym extraktem zvazena. Nasledné byly ziskané
hodnoty hmotnosti Iékovky prazdné a Iékovky se vzorkem navzajem odecteny. Hmotnosti

a procentudlni obsahy jednotlivych vzorku prezentuji tabulky ¢islo 4 a 5.

Tabulka 4: Jednotlivé hmotnosti extraktit extrahované v prislusnych rozpoustédlech

Cislo Pouzité m prazdné m Iékovky se m
vzorku rozpoustédlo lékovky vzorkem vzorku
1 methanol 14,561 g 14,700 ¢ 0,139¢g
2 ethanol 14,885 g 14,885 ¢ 0,102 g
3 chloroform 14,807 g 14,8709 0,063 g
4 Aceton 14,678 g 14,773 ¢ 0,095¢g
5 dioxam 14,801 g 14,977 ¢ 0,176 g

Tabulka 5: Procentudlni vytezky jednotlivych extraktii v 1€kovkach

Vzorek Rozpoustédlo m kury m extraktu % vytézek
1 methanol 0,9981 g 0,139¢ 13,92 %
2 ethanol 1,0023 g 0,102 g 10,17 %
3 chloroform 1,0026 g 0,063 g 6,28 %
4 aceton 0,9971¢g 0,095¢g 9,52 %
5 dioxam 0,9971¢g 0,176 g 17,65 %
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Dle tabulky ¢islo 5 bylo usouzeno, ze nejvétsiho procentualniho vytézku extrakce

Vv Soxlethove pfistroji bude dosazeno pouzitim methanolu ¢i dioxamu. Methanol je vSak

21

rozpoustédlo (viz soubor obrazku ¢islo 10, desticka a)).

3.2.2. Preparativni TLC vzorka

Jednotlivé 1ékovky obsahujici vysusené vzorky byly rozpustény ve 2 ml methanolu a

nasledné balonkem piemistény na chromatografické desky prevrstvené vrstvou silikagelu.

Vzorky byly na desky naneseny v cca 3 cm vrstvé nad spodnim okrajem. Obsah
balonku byl opatrné nanesen ve formé souvislé ¢ary 2 cm od laterarnich okraju

chromatografické desky (viz obrazek ¢islo 11).

Obrazek 11: Naneseny vzorek na chromatograficke desce
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Posléze byly desky obsahujici vzorky umistény do akvéria s pfedem otestovanou
soustavou rozpoustédel (10:3 hexan:ethyl-acetat). Po uzavieni a zatizeni stropu akvaria

zacaly pary rozpoustédel vzlinat a vytlacovat stacionarni fazi vzhtiru.

3.2.3. Vyuziti RF pri experimentu

Po vyjmuti a vysuSeni preparativnich desek bylo nutno spocitat vzdalenosti

jednotlivych zén vymytych latek od startu (¢ara naneseného vzorku).

Pomoci Rf je mozné piepocitat vzdalenost jednotlivych z6én pomoci analogické

vzdalenosti na malych preparativnich destickach pouzitych v TLC.

Postupujeme dle vzorce

Vm
Vr
Vm = vzdalenost skvrny od startu
Vr = vzdalenost ¢ela od startu

Rf = retenéni faktor

- Mala chromatograficka desti¢ka stejné chromatografované latky.

a) Vm=0.5 cm (vzdalenost prvni skvrny od startu)
b) Vm=2 cm (vzdélenost druhé skvrny od startu)

Vr =4,55cm

a) Rf =72 =0.10989

b) Rrf = ﬁ = 0,4395
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- Velka chromatograficka deska, stejné chromatografované latky

Vr=23,5 cm (vzdalenost ¢ela od startu)

Vm = RF xVr

a) Rf =0,10984 23,5 =2,6 cm
b) Rf =0,4395 23,5=10,3cm

Timto zpiisobem je mozné presné urcit vzdalenost jednotlivych zon vymyté latky od startu.

3.2.4. Vyuziti sloupcové chromatografie

Detekci jednotlivych zén na preparativnich deskach nasledovalo jejich oznaceni
Spachtli a sejmuti do pfislusnych, pfedem popsanych kolon. Kolony oznaené ,,vrch®,
,stied a ,,spodek byly zality 50 ml ethanolu, ktery z nich vymyl jednotlivé frakce do
pfedem zvazenych a oznafenych Erlenmeyerovych banék, obsahujicich varny kaminek.

Tato metoda byla opakovéna u vSech vzorkt 1,2,3,4 a 5.

Po dvoudennim vymyvani kolon nasledovalo vysuseni jednotlivych frakci v destilaéni
aparatufe. Jednotlivé frakce byly zahustény a dosuseny v suSarné¢ na konstantni hmotnost

pfi 120 stupnich celsia.

Poslednim krokem této metody bylo zvazeni vysusenych vzorkt (viz tabulka ¢islo 6).
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Tabulka 6: Hmotnosti a procentudlni vytézek jednotlivych frakci.

m prazdné m baiiky se
Vzorek baiiky s V. vzorkemsv. m vzorku % vytézek
kaminkem kaminkem
1A 51,584 g 51,599 ¢ 0,015¢g 1,5%
1B 52,450 g 52,467 g 0,017 g 1,7 %
1C 50,795 ¢ 50,888 g 0,093 ¢g 9,3%
2A 51,874 ¢ 51,882 ¢ 0,008 g 0,8%
2B 51,166 g 51,190 g 0,024 ¢ 2,4 %
2C 50,807 g 50,855 g 0,048 ¢ 4,8 %
3A 129,5338 g 129,549 ¢ 0,0152 g 1,5 %
3B 103,65 g 103,668 g 0,018¢ 1,8 %
3C 152,927 g 152,9530 ¢ 0,026 g 2,6 %
4 A 51,5359 51,6119 0,076 g 7,6 %
4B 51,418¢ 51,437¢g 0,019¢ 1,9 %
4C 51,535¢ 51,599 ¢ 0,064 g 6,4 %
5A 130,254 ¢ 130,302 ¢ 0,048 ¢ 4,8 %
5B 125,799 g upadla upadla Upadla
5C 123,202 g 123,291 ¢ 0,088 g 8,8%

Z tabulky ¢islo 6 vyplyva, Ze nejvice extrahované latky bylo obsazeno ve frakcich C,
coz jsou frakce zon nejblize startu. Procentualni i hmotnostni vytézek frakce 1 C v tabulce
potvrdil uziti methanolu pro extrakci latky v Soxlethové piistroji. Posléze byly jednotlivé
skupiny vzorkd spojeny (pi.. C1+C2+C3), oddestilovany, vysuSeny v susarné do

konstantni hmotnosti a chromatografovany (viz kapitola 3.4.).
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3.2.5. Zhodnoceni a vybér vhodného rozpoustédla

Ze ziskanych dat bylo usouzeno, Ze nejlepSimi rozpoustédly pro extrakci 23-
hydroxybetulinu z kiry jefabu obecného jsou chemikélie ¢. 1 a 5. Extrakce latky

v methanolu a dioxamu poskytla nejvyssi procentualni vytézky daného produktu (viz

tabulka ¢. 5 a 6).

Z téchto latek byl pro extrakci 23-hydroxybetulinu vybran methanol, nebot’ dle TLC z
kiry vymyva znacné CistSi produkt, nez rozpoustédlo dioxam (viz soubor obr. ¢. 10,

desticka a)).

3.3. Extrakce 23-hydroxybetulinu
3.3.1. Soxlethuv pFistroj

Po zkousce jednotlivych rozpoustédel v pribéhu piedchoziho experimentu bylo pro
extrakci vybrano rozpoustédlo methanol, nebot’ spliiuje naSe pozadavky pro spravné
vymyvani 23 - hydroxybetulinu.

Prvnim krokem bylo nafezani kury jetabu obecného (Sorbus aucuparia) a jeho

vysuseni do konstantni hmotnosti.

Nasledné bylo nutno vysuSeny vzorek nalamat na malé kousky vhodné pro plnéni do

patrony Soxhletova extraktoru.

Po naldaméni byl vzorek v papirové krabici zvazen z divodu urCeni hmotnosti
jednotlivych davek vlozenych do patrony extraktoru a ziskani piehledu o poméru navazené

kiry a vysledného vytézku.

Tabulka 7: Celkova hmotnost kiiry po vysuSeni a hmotnost susiny pro jednotliva plnéni patrony
extraktoru

Celkova hmotnost
vysuSené kiiry 1. Plnéni 2. plnéni 3. plnéni
pouzité k extrakci

120,805 ¢ 37,505 ¢ 40,19 43,2 g
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Po vlozeni kiry do extraktoru byla rozpoustédlem naplnéna varna baiika opatiena
nékolika varnymi kaminky pro ptipadnou eliminaci utajeného varu a vlozena do topného
hnizda. Smés se ptivedla k varu a zapocala samotna extrakce, jez probihala desitky hodin
(jedna cca 24 hodin). Reflux byl proveden 3 x, nasledovan opétovnou vyménou jiz pouzité
kury.

Po dokonceni procesu byla varna baika vynata z hnizda a produkt v ni obsazen byl
destilovan v destila¢ni aparatute. Extrakt byl poté vysusen do konstantni hmotnosti pti 120
°C v susarn¢.

Vysuseny extrakt byl nasledné zvazen a vyslednd hodnota hmotnosti ¢inila 20,6552 g.

Posléze bylo nutné vypoditat procentni vytézek nezmydelnéného produktu (viz tabulka ¢.

8).

Tabulka 8: Procentualni vytezek extrakce.

m pouZité kiry m vyextrahované latky Vytéiek %

120,805 g 20,6552 g 17,09 %

Na zakladé tabulky ¢. 8 bylo extrakei 120,805 g kiiry jefabu obecného vyextrahovano

20,6552 g nezmydelnéného materialu, ktery byl dale zpracovan.
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Obrézek 12: Znazornéni 20,6552 g nezmydelnéného materialu vzniklého po extrakci
kiiry a nasledné destilaci roztoku.

3.3.2. Zmydelnéni vzorku

Pro proces zmydelnéni se odebralo 5 g nesaponifikovaného vyextrahovaného

materialu.

Mezi chemikalie potfebné k tomuto procesu patii prevazné ethanolicky roztok NaOH.
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3.3.3. Vypocet mnozstvi ethanolického roztoku NaOH pro zmydelnéni

Pro spravny metodicky postup bylo zapotiebi vypocitat mnozstvi rozpoustédla
nutného k procesu saponifikace vzorku. Bylo vyuzito informaci z prace® a naslednym
vypoctem byl zjistén nutny objem ethanolu potiebny k piipravé ethanolického roztoku
NaOH.

Lawrie vyextrahoval 80 g vzorku, kterou nasledné zmydelnil 1,5 litry methanolického

roztoku hydroxidu draselnéha®.

Postup vypoctu objemu Et-OH za vyuziti pfimé améry

a)
80 g eXtraktl...ccuueuurenenneenenneneenerenenernnennn 1,51 Met-OHO KOH
21 @ eXtraktl .ueeueeennennienneeneenneeneeeneennnennn x ml Et-OH © NaOH

X=15%22_ 400mi
= *—:
2380 m

Tato rovnice zndzornuje piepocet mnozstvi etanolu potiebného k pripravé ethanolického roztoku

NaOH pro 21 g extraktu pomoci vidajii obsazenych v praci®.

b)
80 g eXtraKtl.ueueeueueneneneenenenenrnraceeenenrnennns 1,51 Met-OHOKOH
5@ extraktul coueeiiiiieieieiernininineninenecenecncans x ml Et-OH © NaOH

5
X—1,5*%—93,75ml

Tato rovnice zndzornuje prepocet mnozstvi etanolu k priprave ethanolického roztoku NaOH pro 5¢g

nezmydelnéného vzorku pomoci tidajii obsazenych v praci®.
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3.3.4. Proces zmydelnéni vzorku

Pocatkem procesu byla piiprava ecthanolického roztoku NaOH, jenz byl ziskan
rozpusténim 5 g pevného hydroxidu sodného v 93,75 ml ethanolu. Smés bylo nutno

dikladn€ michat do uplného rozpusténi pevného podilu hydroxidu.

5 g nezmydelnéného vzorku bylo vlozeno do varné banky se zpétnym chladicem

umisténé v topném hnizd€. Vzorek byl nasledné zalit 100 ml ethanolického roztoku NaOH.

Néslednym vafenim této smési po dobu 3 hodin dochazelo k cyklickému déji
zndmému jako ,reflux (kondenzace par a jejich navraceni do smési diky zpétnému
chladi¢i). Posléze byla smés nafedéna vodou a 3 krat extrahovana v délici nadobce
diethyletherem (3x50ml). Poté byl diethylethericky podil promyt destilovanou vodou,
vysuSen siranem sodnym a znovu oddé¢len do pifedem zvazené banky. Na konec doslo ke

zredukovani smeési destilaci a dosuSeni v susarné do konstantni hmotnosti.

Tabulka 9: Hmotnost zmydelnéného materidalu a jeji % vytézek z 5 g nezmydelneného

materialu
Hmotnost % vytézek Hmotnost 3& tevek
Hmotnost batiky se Hmotnost vztazeny vz. k celk. vg K celk
prazdné banky y vzorku k odebranému hmotnosti ' .
vzorkem o hmotnosti
vzorku kiry o
kiiry
103,2157 g 104,2414 g 1,0257 g 20,51 % 4,2379 3,5%
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Obrazek 13: Zndzornéni 1,0257 g zmydelnéného vzorku

3.3.5. Preparativni tenkovrstva chromatografie zmydelnéného materiilu

Pro ziskani informace o Cistot¢ a piitomnosti 23-hydroxybetulinu obsazené¢ho ve

vzorku bylo nutno vyuzit metody preparativni tenkovrstvé chromatografie.

Tato metoda zapocala odebranim malého mnozstvi zmydelnéného materidlu do

Iékovky.

78 mg zmydelnéné latky bylo rozpusténo ve 2 ml diethyletheru a naneseno na desku

prevrstvenou silikagelem (postup viz kapitola 3.2.2.).

Preparativni deska se vzorkem byla vlozena do akvaria obsahujiciho vyvolavaci
soustavu hexan:ethyl-acetat 1:1. Tato soustava vynesla stacionarni fazi do rtiznych zén
desky. Na =zakladé chromatografické, silikagelem pievrstvené destiCky s nanesenym
vzorkem byla pomoci Rf vypocitdna vzdalenost jednotlivych zén (pfevazné zona
obsahujici 23-hydroxybetulin). Z6na sobsahem 23-hydroxybetulinu byla na zakladé

vypoctl nalezena v rozmezi 350 — 650 mm od startu.
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Obréazek 14: Chromatograficka desticka vyuZita k vypoctu vzdalenosti zony obsahujici
23-hydroxybetulin od startu.

Jednotlivé zony byly sejmuty do chromatografickych kolon a promyty 50 ml ethanolu,
coz poskytlo 3 frakce jimané do piredem zvéazenych banék. Frakce byly zredukovény
destilaci a dosuseny do konstantni hmotnosti. Ve frakci ¢islo 2 byl na zakladé TLC
prokézan obsah 23-hydroxybetulinu o neznamé cistoté. Hmotnost a procentualni vytézek

jednotlivych frakci znazoriuje tabulka cislo 10.
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Tabulka 10: Hmotnost jednotlivych vysuSenych frakci a procentudlni vytézek z piivodnich 78 mg

zorek ¢&. bariiky s kem m vzorku Z odebraného vz. K celkové | K celkové m
kaminkem vzor (78 mg) m kiiry Kiiry
1 52,2154 g 52,2555 g 0,0401 ¢ 51,41 % 2,239 1,84 %
2 51,8484 g 51,8724 g 0,0240 g 30,77% 1,309 1,07 %
3 50,9310 g 50,9416 g 0,0106 g 13,59 % 0,58 g 0,47 %

Na zakladé vypoctu bylo zjisténo, ze ze 78 mg puvodni zmydelnéné latky bylo vymyto

74,7 mg materialu, coz ¢ini 95,7% vytéznost.

Z tabulky ¢islo 10 vyplyva, ze béhem prace bylo pfipraveno 1,3 g vzorku

obsahujici pfevazné mirné zneCistény 23-hydroxybetulin. Tato hodnota je vztaZena

K piivodni hmotnosti kiry uzité k extrakei. Procentualni vytézek ¢ini 1,07 %.
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3.4.Porovnani TLC meziprodukti a produktu

Obréazek 15: TLC zmydelnéného, nezmydelnéného vzorku a betulinu v soustaveé 1:1/
hexan:ethyl-acetéat

Obrazek 16: TLC zmydelnéného, nezmydelnéného vzorku a betulinu v soustavé 10:3 /
hexan:ethyl-acetat




Z obrazku cislo 15 a 16 je patrné, Ze saponifikovany vzorek je vymyvan ochotnéji, nez
vzorek nezmydelnény. Soustava 1:1 byla béhem této chromatografie vhodnéjsi, nebot’

latky vymyva ve vétsim a 1épe detekovatelném rozmezi.

Obrézek 17: Spojené frakce (viz kapitola 3.2.4.) A, B a C - nezmydelnény extrakt a betulin

Obrazek 18: Chromatografie betulinu se vzorky ¢. 3, 2 a 1. Vzorek ¢. 2 obsahuje 23-hydroxy
betulin. (vzorky ¢.1,2 a 3 jsou popsané v kapitole ¢. 3.3.5.)
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Z obrazku ¢islo 17 vyplyva, Ze spojené frakce C obsahuji nejvétsi podil vymytych
latek. Chromatografika desticka dale zobrazuje spojené vzorky B (stfedni ¢ast preparativni

desky), A (svrchni Cast), extrakt kiry pied zmydelnénim a betulin pro porovnani.

Obrazek cislo 18 zobrazuje porovnani jednotlivych frakci 78 mg saponifikované latky

a betulinu. Vzorek ¢. 2 obsahuje lehce znecistény 23-hydroxybetulin (viz kapitola 3.3.5).

3.5. Porovnani vytézkii s predchozimi pracemi

Pro zhodnoceni optimalizace extrakce dané latky je nutné shrnout data autori

zabyvajicich se touto problematikou.

Tabulka 11: Porovndni hmotnosti vyextrahovaného materidlu jednotlivych autorii

Autor | MOt | m nesmydetnené ity po v Vf;fi;‘;geezx';‘g’;g‘é“é % h(ﬁ vy’téiek 2|3-
7.0 ; vdelnény tuli
vstupni kury extrakci v Sox. extraktoru methanolem zmy vez .ﬂeﬂy ydroxybetulinu
Lawrie® 1814 g 80 g 4,41 %
Richtr8 180 g 53¢ 10,8 % 2,9%
Konopa | 120,805 g 20,6552 g 17,09 % 3,5 % 1%

Z tabulky ¢islo 11 vyplyva, ze v prub&hu tohoto experimentu nedoslo k optimalizaci %

mnozstvi vytézku oproti ostatnim autorim. Avsak je nutno fici, Ze metoda uzita v préci je
méné Casov€ 1 materidlové narocnd, a presto poskytuje relativné cCisty vytézek 23-
hydroxybetulinu. V této praci byla vyuzita piima extrakce vzorku vhodnym
rozpoustédlem, nasledovana jeho zmydelnénim a provedenim preparativni TLC. Metoda
preparativni TLC poskytla 3 frakce, pfiCemz frakce ¢. 2 obsahovala prevazné mirné
znecistény 23-hydroxybetulin. Proskrtnuta mista v tabulce znazoriuji nedostatek informaci

8

¢i uziti jinych metod. Prace® vychéazela z prace®, ktera nebyla tthrnné hmotnostné

vyhodnocena.
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4. Zavér

Pocatkem této prace byl vybér vhodného extrakéniho ¢inidla nezmydelnéného
materidlu obsahujiciho 23-hydroxybetulin (1). Z vybranych péti rozpoustédel byl na
zakladé TLC zvyhodnén methanol.

Prace® vychézela z prace®, ktera nebyla thrnné hmotnostné vyhodnocena. V praci®
byla kiira postupné extrahovana 50 hodin petroletherem. Byl ziskan extrakt (0,9%), ktery
podle TLC obsahoval 23-hydroxybetulin. Nasledovala 50 hodinova extrakce etherem, jez

pfinesla zisk 3,2% extraktu pifevazné obsahujiciho 23-hydroxybetulin.

V této préci, vniz byla kura jefabu obecného (Sorbus acuparia) extrahovana
methanolem a ziskany extrakt byl nasledné saponifikovan, bylo ziskano 3,5% materialu,
ktery podle TLC (viz obr. ¢. 16) vykazuje vysoky obsah 23-hydroxybetulinu. Postup
extrakce puvodni kiry methanolem a nésledného zpracovani methanolického extraktu
poukazuje na vhodnost vyuziti navrzeného postupu k ziskani 23-hydroxybetulinu
v semimikrotechnice. Pro zpracovani vétSich hmotnosti vSak bude tfeba postup doplnit

dal$imi kroky.
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5. Resumé

The beginning of this work was the selection of a suitable extraction agent for non-
saponified material containing 23-hydroxybetulin (I). Of the five selected solvents,

methanol was preferred by TLC.

Work® was based on work®, which was not weighted overall. At work® the bark was
gradually extracted with petroleum ether for 50 hours. An extract (0.9%) was obtained,
which by TLC contained 23-hydroxybetulin. This was followed by a 50 hour ether
extraction which yielded 3.2% of the extract predominantly containing 23-

hydroxybetulin.

In this work, in which the bark of the cranium (Sorbus acuparia) was extracted with
methanol and the extract obtained was subsequently saponified, 3.5% of the material was
obtained which, according to TLC (see pic. 16), had a high content of 23-hydroxybetulin.
The process of extracting the original bark with methanol and then treating theme than
olic extract points to the desirability of using the procedure to obtain 23-hydroxybetulin
in semimicrotechnics. However, additional steps will be required to process larger

weights.
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