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Tato prace se zabyvd jednoduchymi reakcemi lupanovych derivatd. Lupanové
derivaty patfi do skupiny triterpen(. Terpeny, které jsou pfirodnimi latkami, jsou velmi
obsahlé téma, a proto se tato prace vénuje pouze jedné jeji malé ¢asti, a to lupanovym

derivatlm. Jinych kapitol tohoto tématu se dotkne pouze okrajové.

Soucdsti laboratornich cviceni z organické chemie na katedie chemie Fakulty
pedagogické Zapadoceské univerzity v Plzni je izolace ptirodnich latek. Jednou z téchto
pfirodnich latek je mimo jiné betulin, ktery je ziskdvany z kliry bfizy bélokoré (latinsky
betula pendula). Extrakce bfizy bélokoré je popsana ve skriptech [, stru¢né také v kapitole
1.2.1. niZe. Pro tuto praci jsou pouzity extrakty ziskané pravé touto metodou.

Pomoci tenkovrstvé chromatografie je vtéto praci zjistovana Ccistota vzorku,
respektive zastoupeni betulinu v jednotlivych extraktech. Z pfedem ziskanych informaci
v literatufe 12, diplomové prace ! a zku$enosti z laboratornich cvieni z organické chemie
je patrné, Ze se v téchto extraktech nachazi i jiné latky - nejvice jiz zmifovany betulin, ale
také lupeol, kyselina betulinova a kyselina oleanolova (obr. 1).

H,C

HsC CHj

R =CH,0H betulin

kyselina oleanolova

R=CH, lupeol
R =COOH kyselina betulinova

Obrazek 1:betulin, lupeol, kyselina betulinova, kyselina oleanolova, (podle [2)
Casopis Collection of Czechoslovak Chemical Communications, ktery byl zaloZen
roku 1929, obsahuje mimo jiného rozsdhlou praci na sérii ¢lankl od tymu z katedry
organické chemie prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy a dalSich spolupracovniki

z jinych pracovist. Tyto ¢lanky, které postupné vychazely od roku 1959, mély spole¢né téma
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—Triterpeny. VSechny se zabyvaji identifikaci, popisem struktur a pfipravou sloucenin, které
maji jako zaklad néktery triterpen, nejéasté&ji oleanan, ursan &i lupan.!

Jak uvadi literatura 3], do roku 1994 bylo pfipraveno téméf 1300 sloudenin a pravé
tato literatura je zamérena na vytvoreni systematického prehledu, kde jsou slouceniny
fazeny dle vybranych predem stanovenych hledisek.

NiZe jsou zobrazeny vzorce trech nejcastéji pouZivanych zakladnich skelet(
triterpentd — lupan (obr. 2), oleanan (obr. 3) a ursan (obr. 4). Ve skeletech jsou oznaceny

jednotlivé kruhy (pismena A az E) a také uhliky v nich (&isla 1 aZ 30), dle literatury 3.

Obrazek 3: oleanan (vlastni zpracovani podle [31)
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HC CHs_.
Obrazek 4: ursan (vlastni zpracovani podle 1)

Vzhledem ke komplikovanosti a vysokému poctu sloucenin se autor rozhodl k jejich
rozdéleni do mensich skupin, které by mély snazsi manipulaci, a také by to vedlo k lepsi
orientaci.

Prvni z déleni bylo uz vySe uvedeno — dle zdkladniho skeletu — na lupany, oleanany a
ursany. DalSim krokem bylo uréeni dlleZitosti navazanych funkénich skupin. Nejvétsi dlraz
byl kladen na hydroxylovou skupinu a skupiny od ni odvozené, nasledovala oxoskupina a
skupiny od ni odvozené, a poté alkylové skupiny s jejich derivaty.

Jako nejvyznamnéjsi byl u sloucenin uréen kruh A. Tyto slouceniny byly nasledné
déleny na uzaviené — ty se nachazi na prvnim misté — a oteviené (rozstépené). Slouceniny
s uzavienymi kruhy A se pak dale déli na péti¢lenné, Sesti¢lenné a viceclenné. Sloucenin
s otevienymi kruhy A bylo men3i mnoiZstvi, a proto je bylo snazsi sefadit.!!

Néasledovalo déleni slouéenin dle samotného uzavieného, Sesticlenného kruhu A. Na
ty, které na tomto kruhu A nemély navazany zadny vyznamny substituent, na ty, které mély
jeden vyznamny substituent a na ty, které mély dva vyznamné substituenty. Slouceniny
s navazanymi vyznamnymi substituenty se dale délily dle umisténi vyznamného
substituentu. V pfipadé, Ze na tomto kruhu A byly navazany néjaké substituenty, které ale
nebyly mezi vyznamnymi (napfiklad halogeny), byly tyto slouceniny fazeny do skupiny

s 74dnym vyznamnym substituentem. Literatura B! se zabyva daldim podrobnym délenim.
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1.1 [ISOPRENOIDY

Isoprenoidy jsou ptirodni latky, které patfi mezi latky lipoidni. Mohou byt plvodu
zivocisSného i rostlinného. Isoprenoidy jsou odvozené od isoprenu (systematickym nazvem
2-methylbuta-1,3-dien)(obr. 5), ktery je zdkladnim stavebnim kamenem téchto latek.
Délime je do dvou skupin —terpenoidy a steroidy. Mnozstvi jednotlivych sloucenin je velké,

jen terpenoidtl bylo separovano vice nez 35 000 [,
CH-
H-.C

/

CH-
Obrazek 5: 2-methylbuta-1,3-dien
1.1.1 STEROIDY
Jako steroidy jsou oznacovany skupiny sloucenin, které jsou odvozené od steranu
(cyklopentanoperhydrofenanthrenu), v jehoz polohach 10 a 13 se nachazi methylova
skupina a v poloze 17 se nachazi zbytek az s 10 uhliky ¢i skupina charakteristickd tim, ze
obsahuje kyslik. Steroidy jsou krystalické, bezbarvé slouceniny, které Ize dobre rozpoustét

v organickych rozpoustédlech!,

1.1.2 TERPENOIDY

Terpenoidy, véetné terpent (zdkladnich uhlovodiki), jsou klasifikovany dle poctu
isoprenovych jednotek na monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny, triterpeny, tetraterpeny
a polyterpeny — viz Tabulka 1. Spojovani isoprenovych jednotek probiha dle pravidla
y,hlava® a ,pata“, jsou tedy 3 kombinace, které mohou nastat: hlava — pata, hlava — hlava a
pata — pata. Terpenoidy mohou byt uhlovodiky, ale také alkoholy, karboxylovymi

kyselinami, ketony nebo aldehydy.
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Tabulka 1: Prehled jednotlivych typt terpenti(

Nazev Pocet isoprenovych jednotek | Celkovy pocet atomU uhliku
Monoterpeny 2 10
Seskviterpeny 3 15

Diterpeny 4 20
Triterpeny 6 30
Tetraterpeny 8 40
Polyterpeny n 5n"

- Kde n je velké kladné cislo

1.1.2.1 Monoterpeny

Monoterpeny obsahuji 2 isoprenové jednotky, tj. 10 atomU uhliku. Jedna se o latky
kapalné a pfijemné vonici. Jsou to tékavé slozky rostlinnych silic, které se ziskdvaji
destilaci®™®. Mezi nejrozdifenéjsi a nejvyznamnéj$i monoterpeny patfi a-pinen (obr. 6),
ziskavany z borové silice — terpentynu, ktery se pouZziva jako rozpoustédlo a pfi vyrobé
natérovych hmotP!. a-pinen je uhlovodik, systematickym ndzvem 2,6,6-trimethylbicyklo-

[3,1,1]-heptan.

CH; CH;
T
CH4
HaC ]
HaC CH,
Obrazek 6: a-pinen Obrazek 7: limonen

Dalsim zajimavym monoterpenem je limonen (obr. 7), ktery se nachazi v citronové
a pomerancové silici ziskdvany z téchto plodd. Limonen je uhlovodik, systematickym

nazvem 1-methyl-4-(prop-1-en-2-yl)cyklohexan.
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Mezi dal$i monoterpeny patfi i menthol (obr. 8), nachdzejici se v matové silici,
obsazené v maté. Menthol je alkohol, systematickym ndzvem 5-methyl-2-(propan-2-

yl)cyklohexanol.

CH

oH
Hil CHs
Obrazek 8: menthol
1.1.2.2 Seskviterpeny
Seskviterpeny jsou slozeny z 3 isoprenovych jednotek, dohromady obsahujicich 15
atom@ uhliku. Stejné jako monoterpeny, jsou seskviterpeny obsaZzené v silicich, ackoli

v mensim zastoupeni. Jsou to latky kapalné a pfijemné voni. Jednim ze znamych

seskviterpenl je humulen (obr. 9) — zodpovédny za horkou chut v chmelu.

CHy
/ CH,

HsC /‘
N

CH5

Obrazek 9: humulen
Dalsim seskviterpenem je napfiklad kyselina abscisova (obr. 10), kterd ma sice
sloZitéjsi strukturu, ale je velmi dlleZitd — je obsaZena v rostlinach, kde je zodpovédna za

starnuti a opadavani list((>!.

P E
OH oH
] CH5

Obrazek 10: kyselina abscisova
1.1.2.3 Diterpeny
Diterpeny se skladaji ze 4 isoprenovych jednotek, jejich fetézec je tvoreny 20 atomy

uhliku. Mezi dilezité diterpeny se radi fytol (obr. 11), ktery je obsazeny v chlorofylu, kde je
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dllezitou slozkou. Fytol je acyklicky, nenasyceny alkohol, ktery je v chlorofylu vazan

esterovéll.

CHs
CHa "“ML
OH
K/LL’:H3
HiC™ TCH,

Obrazek 11: fytol
Dalsim, neméné dulezitym, je vitamin A (obr. 12), neboli retinol. Vitamin A je stejné
jako ostatni vitaminy esencialni latkou pro ¢lovéka, coz znamena3, Ze si ho télo nedokaze
samo vytvaret, a proto ho musi pfijimat v potravé. Zaroven je jednim ze 4 vitamin(, které
jsou rozpustné v tucich — spoleé¢né s nim jesté vitamin D, E a K. Jednd se o nenasyceny

alkohol.

HC  CH, CHy CHy  OH

Obrazek 12: vitamin A

1.1.2.4 Triterpeny

Triterpeny se skladaji z 6 isoprenovych jednotek, to znamena z 30 atomd uhliku.
Obvykle se jedna o pevné latky, které jsou v prirodé zastoupeny bud’ volné, nebo jako
vdzané ve formé glykosidd nebo esterdl. Nejzndméjsi triterpeny jsou nejéastdji
tetracyklické nebo pentacyklické a byl u nich prokdzan vznik z acyklického skvalenul®
(obr. 13). Skvalen je zafazen mezi linedrni triterpeny a je potfebny k dilezitym funkcim
lidského organismu. Ma silné antioxidac¢ni ucinky, podporuje ¢innost ledvin a jater, a také
se pouziva jako latka zabrarfujici vedlej$im u&inkiim pfi chemoterapiil®. Zarover je obsazen
ve velké mnoZstvi v jatrech Zralokd, v mendim mnozZstvi v rostlinnych olejich® ¢&i olivach

nebo obilnych klickach!®l,
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| CHj
HaC =
CHy |CHz| CHj
,_f,-r"

HaC |
’;_,-

HaC
CH,

Obrazek 13: Skvalen
Kyselina oleanolova (obr. 14), vznikajici zacyklenim skvalenu, je ve velkém mnoZstvi

obsaZena v cukrové fepg>llo],

H5C CHs

HSC CHS

Obrazek 14: kyselina oleanolova
Pentacyklickym triterpenem je betulin (obr. 15), ktery je velmi vyrazné obsaZzeny
v brezové klre, ale i jinde v pfirodé. Mezi zajimavé vlastnosti betulinu patfi jeho
antibakteridlni a antimykotické plsobeni. Diky tomu pravé brezova kara nikdy neplesnivi
ani nehnije!”). DaleZitou roli hraje betulin a jeho derivaty i v 1ékafstvi, protoze byl prokazan

jeho anti-HIV a protivirovy ¢&i protizanétlivy Gcinek®!.

CH,

.|

Obrazek 15: betulin

10
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1.1.2.5 Tetraterpeny

Tetraterpeny jsou sloZeny z 8 isoprenovych jednotek, tj. 40 atomu uhliku.
Z tetraterpen jsou nejdileZitéjsi karotenoidy, mezi které patfi karoteny, které nemaiji
kyslikové skupiny na koncovych kruzich, a xanthofyly, které kyslikové skupiny na koncovych
kruzich maji®®. Nejzndméjsim karotenoidem je B-karoten (obr. 16). B-karoten je polyenové
barvivo, obsazené nejvice ve Spenatu, mrkvi a jiném ovoci a zeleniné nebo vaje¢ném

Zloutku. Je to provitamin vitaminu A. Také je antioxidantem.

Obrazek 16: B-karoten

1.1.2.6 Polyterpeny
Polyterpeny jsou makromolekularnimi latkami, tvofi je velké mnozstvi isoprenovych
jednotek. Napriklad gutaperéa (obr. 17) nebo kaucuk (obr. 18). Kaucuk je zndm jako

surovina, ze které se vyrabi pryz takzvanou vulkanizaci. Na rozdil od gutaperci je kaucuk

elasticky®l.
CH
H WC Hs H4C CH,
CH; HC 1
Obrazek 17: gutaperca Obrazek 18: kaucuk

1.2 SEPARACNI METODY

Separacni metody jsou vyuzivany k rozdéleni viceslozkového vzorku na nékolik ¢asti
s rliznym sloZenim. V idealnim pfipadé je v platnosti to, Ze kazda ¢ast obsahuje pravé jednu
slozku. Separovat mGzeme pfi jedné operaci od dvou (prikladem je extrakce) az po nékolik

desitek (pFikladem je plynova chromatografie) slozek!°l.

Déleni separacnich metod dle rozdil( v rovnovaziné distribuci slozek mezi dvé faze je

uvedeno v tabulce 2 (cit. [19).
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Tabulka 2: Metody zaloZené na rozdilech v rovnovazné distribuci slozek mezi dvé fazel10]

Plyn —kapalina

Plyn —tuha faze

Kapalina — kapalina

Kapalina — tuha faze

Plynova rozdélovaci
chromatografie

(GLC)
Destilace

Plynové déleni

Plynovd adsorpcni
chromatografie

(GSC)
Sublimace

Molekulova sita

Extrakce

Kapalinova rozdélovaci

chromatografie (LLC)

Gelova permeacni

chromatografie (GPC)

Kapalinova  adsorpéni

chromatografie (LSC)
lontové vymeénna
chromatografie (IEC)
Molekulova sita

SraZeni

Zondlni taveni

Frakéni krystalizace

1.2.1 EXTRAKCE

Jednou z metod, vyuzivanych k izolaci latek, je extrakce. Principem extrakce je prechod

jedné slozky mezi dvéma kapalinami, které spolu nejsou misitelné nebo mezi pevnou fazi a

kapalinoul!, Extrakci je moZné provadét jak za horka, tak i za studena a je moZné

extrahovat mald i vétsi mnozZstvi latek™. Jednim z velmi G&innych extraktorl je Soxhletlv

aparat. Ten se pouZiva pro extrakci pevné latky do kapalné a pracuje kontinudlng[0l (11,

Princip Soxhletova extraktoru je zndzornén na obrazku 19 (cit. [19).

vzorek -~}

chladi¢

extrakini patrona

pfepad

vamna barnka
s extrakénim
rozpoustédiem

Obrazek 19: Soxhletlv extraktor (prevzato z [10])
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V obrazku 19 je naznaceny smér toku par — smérem vzhiru stoupaji pary Cistého

rozpoustédla.

Zahrivanim obsahu varné bariky dochazi k vyparu rozpoustédla, které ve formé par
jde Sirokou trubici az do chladice, kde pary kondenzuji. Zkondenzované pary nasledné
kapou do téla extraktoru, kde se na uzavieném dné nachadzi extrakéni patrona, ve které je
extrahovany materidl. Patrona je vyrobena z materialu, ktery je porézni, obvykle z papiru.
Pravé zde dochazi k extrakci. Jakmile se dostane mnozZstvi extraktu do vrcholu U-trubice
(pfepad extraktoru), odchdzi postupné extrakt zpét do varné bariky, odkud se proces
opakuje znovu. Nasledné je po ukonceni extrakce mozné oddestilovat extrakéni Cinidlo a

ziskat tak extrahovanou latku 201 (111,

1.2.2 DESTILACE

Dalsi ze separacnich metod je destilace. Ta se pouZiva k oddélovani riznych ¢asti smési
na zdkladé rozdilného bodu varu. Jedna se o ¢asto vyuzivanou separaéni metodu pravé
v organické chemiil’?. Destilaci je nékolik druhl, pro pfiklad: prostd destilace, frakéni

destilace, destilace vodni parou ¢i destilace za snizeného tlaku.

Prosta destilace (obr. 20) se pouZiva v pfipadech, kdy od sebe oddélujeme dvé latky,
které maji vyrazné odliSnou teplotu varu. Pfi frakéni destilaci naopak oddélujeme Iatky,
které maji teplotu varu malo odliSnou. Zde je moZné také pouziti destilaénich kolon.
Destilace vodni parou se pouziva u latek, které jsou malo tékavé a jsou malo nebo viibec
rozpustné ve vodé. Jako posledni uvedenad destilace je destilace za snizeného tlaku. Ta se
pouziva v pfipadé, Ze destilujeme latky, které pfi standardnim tlaku a pfi varu podstupuji

néjakou nezadouci chemickou zménul*?l,

13
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1. destila¢ni frakéni barka

2. teplomér

3. Liebiguv protiproudovy chladié¢
4. alonz

5. pfedloha (Erlenmayerova barka)
6. Zihaci kruh s keramickou sitkou
7. plynovy kahan

8.,9. laboratorni stojany

Obrazek 20: Prosta destilace. (prevzato z[171)

1.2.3 CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je jednou z ¢asto vyuZivanych separacnich metod. Byla objevena roku
1903, kdy rusky botanik M. S. Cvét tuto metodu vyuZil pfi zkoumani absorpce barviv. Pivod
nazvu chromatografie je v fectiné a napovida, Ze by se méla zabyvat barevnosti latek, ale
neni tomu vzdy takl?. U chromatografie nezéleZi ani tak na tom, jakou barvu latka ma, ale
principem je pohyb sloZek smési v systému. Systém se skladd ze dvou fazi. Zfaze
stacionarni, tedy nepohyblivé, kterd mlzZe byt tvorfena pevnym nebo kapalnym materidlem,
a faze mobilni, tedy pohyblivé, kterd muze byt tvorena kapalinou (v tom pfipadé se jedna
o chromatografii kapalinovou) nebo mizZe byt tvorena plynem (v tom pfipadé se jedna o

chromatografii plynovou).*%

1.2.3.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Jednim z typl chromatografii je tenkovrstva chromatografie nebo také chromatografie
na tenké vrstvé. Jedna se o metodu, ktera je diky své rychlosti, nizké cené a celkem
jednoduchému postupu pouZzivana i jako didakticka pomtcka k ndazorné ukazce principu

chromatografie napriklad na stfednich ¢i vysokych skolach pfi laboratornich cviéenich.

Pro provedeni tenkovrstvé chromatografie je potieba si nejprve pfipravit vhodny
podklad. Nejéastéji je pouzivana desticka zhotovena z hliniku, skla ¢i plastové folie. Tato
desticka mlze mit rGzné rozméry. V analytické chemii jsou pouzivany desticky o mensich
velikostech, napfiklad o rozméru 5 x5 cm az 20 x 20 cm. V preparativnim provedeni mohou

byt desti¢ky vétsi, naptiklad 20 x 50 cm.!% Na tuto desti¢ku se poté nanasi stacionarni faze,
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kterd mUze byt bud' v sypké, nebo fixni formé. V pfipadé pouziti sypké formy, je sorbent
sypany na desticku a pak sklenénou ty¢inkou s gumovymi konci rovhomérné rozvrstven do
tenké vrstvy, kterd pokryva celou desticku. Na néj se pak nandsi vzorky a spodek desticky,
asi 1 cm, se ponofi pod nizkym sklonem tak, aby se stacionarni faze nesesypala do faze
mobilni. V pfipadé poutziti fixni formy sorbentu (jako pojivo se pouzivad napriklad sadra i
Skrob), se na desticku nalije tekutd smés, opét se opatrné rozprostie do tenké vrstvy a
necha se na desticce zaschnout. Nej¢astéji pouzivanou staciondrni fazi byva silikagel nebo
oxid hlinity. Konkrétni postup je popsan v experimentdlni ¢asti prace v kapitole 2.1 nize.
Vhodna mobilni faze je zjisStovana experimentdlné, soucasné je pro zjisténi vhodné mobilni
faze pouzit vypocet retardacniho faktoru (viz kapitola 1.2.3.2). Zaroven je také mozné pro
zjednoduseni a urychleni postupu pti chromatografii staciondrni fazi, tedy desticky pokryté

stacionarni fazi, zakoupit jiz hotové a tudiz nam odpadne postup jeji tvorby.

Samotny postup pfi tenkovrstvé chromatografii je snadny. Pro zahajeni chromatografie
je potieba na desticku se stacionarni fazi udélat tenkou ryhu, napfiklad za pouziti malé
Spachtle nebo noze, ve vzdalenosti asi 0,5 az 1 cm od okraje. Tato ryha znadi start a pravé
sem se budou za pomoci predem pripravené sklenéné kapilary nanadset malda mnozstvi
vzorkd a standardd. Mezi jednotlivymi vzorky je tfeba délat mezery, aby se nam vzorky
nespojily dohromady, protoze by pak doslo ke zkresleni vysledkd. Rozmezi je vhodné
pfiblizné 5 mm. Poté, co jsou naneseny vzorky na start stacionarni faze, si pfipravime smés
mobilni faze. Tu pfipravujeme do nadoby (chromatografické kyvety), kterou je mozno po
vloZeni desti¢ky se staciondrni fazi a vzorky uzavrit, aby nedochazelo k uniku par mobilni
faze, ktera je tékava. Jakmile mame pfipravenou mobilni fazi, mdzeme vlozit desticku se
vzorky do chromatografické komory. Desti¢ku ponotime tak, aby byla ryha, do které jsme
nanesli vzorky, nad hladinou. lhned po vloZeni desticky nadobu uzavieme, aby mohla
mobilni faze vzlinat rovnomérné po celé Sifce faze stacionarni. V. momenté, kdy mobilni
faze dosahne témér horniho okraje destic¢ky (cca 0,5 cm pod hranou desticky), vyjmeme
desticku a oznacime celo rozpoustédla. Desticku nechdme uschnout a poté mlzeme
detekovat jednotlivé slozky. Pokud jsou slozky zabarvené, je detekce jednoduchd —
probéhne vizualné. Pokud jsou slozky bezbarvé, je potreba pouzit Cinidlo, které zbarveni
vyvola (napriklad 10% H,SOs i |2 jakozto Cinidla neselektivni nebo Cinidla selektivni, jako je

ninhydrin pro aminy) 1% Po post¥ikani desti¢ky 10% kyselinou sirovou desti¢ku nechdme
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lehce zaschnout a pak ji polozime na elektricky vari¢, ktery nasledné zapneme. Stopy
jednotlivych vzork(l se vybarvi tak, Zze organické Iatky zuhelnati (zhnédnou). Pokud mame
moznost pouZziti vhodného zdroje UV zafeni, je moZné pouziti stacionarni faze, ktera
obsahuje pfimés fluorescencniho indikatoru. Vzorky pak pod UV lampou bud zméni barvu

fluorescence, anebo ji zhasnou. Toto viak vyZaduje moznost zatemnéni mistnosti.

1.2.3.2  Retardacni faktor
Pro vypocet hodnoty retardacniho faktoru je potfeba znat vzdalenost, kterou slozka
urazi od startu (znacime a) a vzdalenost ¢ela rozpoustédla od startu (znac¢ime b). Potom je

moZné pouziti vzorce pro vypocet Rg.[10

R _a
F=p

Hodnota retardacniho faktoru se pohybuje v intervalu < 0;1 > a jde o bezrozmérnou
veli¢inu. IdedIni hodnota R je ptiblizné mezi 0,2 a 0,8.[1% Pokud je hodnota R¢ rovna 0, je

potieba zvolit mobilni fazi, kterd bude vice polarni, a naopak.[?

1.3 STANOVENI TEPLOTY TANI

Teplota tani je jednou ze zakladnich fyzikalnich vlastnosti latky. Kazda latka ma svoiji
experimentalné zjisténou hodnotu teploty tani. Ta se udava jako interval, jeho spodni mez
znaci teplotu, pti které zacnou tat prvni krystalky latky, a horni mez znadi teplotu, pfi které
dojde k Gplnému roztaveni vzorku3!, Diky tomu lze také stanoveni teploty tani vyuZit jako
jednu z variant uréeni neznamé latky. Dalsi z uziteénych funkci stanoveni teploty tani je
zjisténi, zda je latka Cistd nebo znecisténa, protoze znecisténé latky maji bod tani nizsi, nez
latka Cista. Také Cisté latky maji interval teploty tani velmi uzky, oproti nim latky znecisténé

maji rozsah teplot tani vétsi.

Kuréeni bodu tani latky je mozné vyuzit nékolika postupll. Jednou z prvnich
moznosti, kterd byla objevena, je varianta s pouzitim tenké kapilary, ktera je naplnénd
vzorkem a propojena s teplomérem. Ta se vloZi do vhodné lazné, kterd dobre vede teplo.
Dalsi mozZnosti je vyuZiti pristroje, ktery se nazyva bodotavek. Téch existuje vicero druhd,
napriklad Thieleho blok. Obecné tyto bodotavky funguji na principu kovového bloku, ktery

je zahfivan a na néj se poklada vzorek. Pro potfeby mikroméfitka tuto funkci dobre plni
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KoflerGv blok (obr. 21). Jde vlastné o mikroskop, ktery ma stolek napojeny na reostat,
kterym se ovlada teplota. Na tento stolek je vloZen krystal vzorku na podloZnim skle pfikryty
krycim sklem. Na pfikryty vzorek se jesté polozi kryci sklenéna poklicka, ktera zabranuje
Uniku tepla. Zaroven pfi pohledu do okularu mikroskopu je vidét na preparat a zaroven na
rtutovy teplomér zobrazujici teplotu, kterou ma vyhfivany stolek. Poté je moiné na
reostatu postupné pomalu pfidavat teplotu. Celou dobu je potfeba postupovat pomalu a
opatrné, protozZe teplota se zvySuje s urcitou setrvacnosti, takze bychom mohli teplotu tani
rychle presdhnout a méreni by bylo nepfesné. Jak uz bylo popsano vyse, je tfeba si zapsat
hodnotu na teploméru, jakmile se zaCnou hroutit prvni krystaly, a pak teplotu, kdy roztaje

cely vzorek.

. 2.

et

Obrazek 21: Bodotavek s mikroskopem - 1. mikroskop, 2. elektricky vyhtivany kovovy blok, 3. reostat,
4. klicka pro regulaci teploty, 5. vypinac¢ vyhrivani kovového bloku, 6. teplomér, 7. osvétleni teploméru,
8. trafo k napajeni osvétlovacich zarovek, 9. okular, 10. Sroub k zaostfeni mikroskopu, 11. zaostieni
zobrazeni stupnice teploméru, 12. nastaveni sledovani ¢asti stupnice teploméru (prevzato z [131)
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1.4 DEHYDRATACE ALKOHOLU

Obecné dehydratace patfi mezi eliminacni reakce, také mezi kondenzacni reakce a
znamena zbaveni se Ci snizeni obsahu vody. Zaroven timto procesem vznikda mezi atomy
uhliku nasobna vazba. Dehydratacni reakce se také da definovat jako chemickd reakce,
probihajici mezi dvéma slouceninami, kdy je jednim z produktl voda. Opakem dehydratace

je pak hydratace — reakce s vodou.

K dehydrataci muze dojit bud' fyzikalné — suSenim, anebo chemicky — napftiklad
koncentrovanou kyselinou sirovou, koncentrovanou kyselinou fosfore€nou nebo oxidem
hlinitym.

Alkoholy dehydratuji na ethery (2 R-OH = ROR + H,0) nebo na alkeny (R-CH2-CHOH-
R >R-CH=CH-R + H20). Alkeny vznikaji z alkohol( nejcastéji zahfatim na vyssi teplotu a
pusobenim silnych kyselin. Tato eliminacni reakce probihd dle Zajcevova pravidla
(Zajcevovo pravidlo Fika, Ze pfi reakci se odStépuje vodik z atomu uhliku, ktery jich ma méné
a vznikd termodynamicky nejstalejsi alken). Zarover mize mit dva mechanismy prabéhu —
E1 a E2, a to v zavislosti na tom, o jaky typ alkoholu se jedna. Tercidrni alkoholy dehydratuji
dle mechanismu E1 (napfiklad terc-butylalkohol, jakoZto predstavitel tohoto typu).
Mechanismus E1 ma tfi kroky. Prvnim krokem je protonace hydroxylové skupiny, druhym
krokem je odstépeni molekuly vody a vznik karbokationtu a poslednim krokem je odstépeni
protonu ze sousediciho atomu uhliku. U mechanismu E2 dochdzi ke slouceni druhého a
tfetiho kroku, ¢imZz se predejde vzniku celkem nestalého primarniho karbokationtu.
Snadnost dehydratace je klesajici vtomto potadi: terciarni — sekundarni — primarni.
Dehydratace alkoholl tedy zacinaji u mechanismu E1 i u mechanismu E2 protonaci

hydroxylové skupiny (to znamen3, Ze se alkoholy chovaiji jako baze). [®l

Prikladem dehydratace alkohold muze byt tvorba ethenu zethanolu (obr. 22),

acetaldehydu z ethylenglykolu (obr. 23) nebo akroleinu z glycerolu (obr. 24).

Obrazek 22:Dehydratace ethanolu na ethen
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U dehydratace ethanolu dochazi k odstépeni jedné molekuly vody za plsobeni
KHSO4 jako katalyzatoru a zaroven za pUsobeni zvySené teploty, kdy z ethanolu rovnou
vznika ethen. Ethen je hoflavy plyn bez barvy s nasladlou vini. Ethen je moZné polymerovat

a také poutzit k vyrobé napftiklad styrenu.

HO C
Obrazek 23: dehydratace ethylenglykolu na acetaldehyd
Dehydrataci ethylenglykolu dochdzi za pisobeni KHSO4 jako katalyzatoru a zaroven
plsobenim zvySené teploty k odstépeni jedné molekuly vody, ¢imZz vznika acetaldehyd.
Acetaldehyd, jinak také nazyvany aldehyd kyseliny octové nebo ethanal, je latka kapaln3,

bez barvy, tékava a ma Stiplavy zapach.

Obrazek 24: Dehydratace glycerolu na akrolein
U dehydratace glycerolu dochazi k odstépeni dvou molekul vody za plsobeni KHSO4
jako katalyzatoru a zdroven za plsobeni zvySené teploty. Na rozdil od vySe zminéného
ethanolu a ethylenglykolu ale k preméné nedochazi pfimo. Pfi pfreméné glycerolu na
akrolein dochdzi k tvorbé dvou meziproduktl. Nasledné se pak tvofi akrolein, cozZ je
bezbarva az nazloutla kapalina, kterd ma Stiplavy zapach. Je velmi hoflavy a je mozné ho

polymerovat.
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1.5 [ZOMERACE KRUHU E A DEHYDRATACE KRUHU A MOLEKULY BETULINU

1.5.1 [ZOMERACE KRUHU E MOLEKULY BETULINU
Pti zahtivani betulinu za niZsi teploty v kyselém prostfedi dochazi k izomeraci kruhu
E. Probihd zména slouéeniny lupeolového typu na sloué¢eninu oleananového typu. V tomto

pfipadé betulin izomeruje na allobetulin (obr. 25).

HaC' CHs

Obrazek 25: [zomerace betulinu na allobetulin
Ve schématu nize (obr. 26) je znazornén tento detailni postup izomerace: Reakci
zahajuje proton, ktery atakuje atom uhliku se zvySenou hustotou elektron( (a), poté
nasleduje tvorba kationtu (b), ktery izomeruje na kation (c). Ten se stabilizuje tim, Ze vytvofi
vazbu s atomem kysliku hydroxylové skupiny vazané na uhlik Cys (d) a naslednym

ods$tépenim protonu, kdy vznikd 198,28 epoxyderivat (e).[*4

e
5/
"CH
o) s H,C  CH
@ 3 3
LN ) H,C H
) — — 5
D | ~CH,-O-H CH,-O-H c|:H2
—— N —r! st
() (b) (c)
H,C CH, H,C CH,
. _20 Y H®
. 9\ S — %0
CH, CH,
28
(e) (d)

Obrazek 26: Vysvétleni izomerace kruhu E u molekuly betulinu. (Nezkreslenad, pti reakci neménici se,
¢ast molekuly betulinu je zobrazena sloZenou zavorkou) (pievzato z [14])
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1.5.2 DEHYDRATACE KRUHU A MOLEKULY BETULINU
PFi zahtivani betulinu na vyssi teplotu v kyselém prostredi dochdzi také k dehydrataci
kruhu A, jejimZz produktem je nenasycend sloucenina — y-apoallobetulin. Na obr. 27 je

zobrazen prechod uz z allobetulinu.

HaCe  CHg

HO 4
HaC' CHg HiC  CHg

Obrazek 27: dehydratace allobetulinu - vznik y-apoallobetulinu
V tomto prostifedi tedy probiha dehydratace allobetulinu na y-apoallobetulin takto
(obr. 28): Protonizaci hydroxylové skupiny, kterd je vdzdna na uhlik Cs, vznika kation (a),
ktery po odstépeni vody a vodiku vdzaného na uhlik C, ve formé protonu prechazi na 2,3

nenasyceny systém (b).[24]

H

o } H®
H—@ \
H® R }

(b)

Obrazek 28: Dehydrogenace kruhu A u molekuly allobetulinu. (Nezkreslen3, pti reakci neménici se,
¢ast molekuly allobetulinu je zobrazena sloZzenou zavorkou) (pievzato z [14])

Jako vhodné reakéni Cinidlo byl uzit hydrogensiran draselny, jelikoz se jedna o latku
s kyselymi a zdroven dehydrataénimi vlastnostmi. Soucasné je jeho teplota tani jen o malo
nizsi nez teplota tani Cistého betulinu, tudiz lze predpokladat, Ze se uplatni i jako

rozpoustédlo. (t. t. KHSO4 je 210°C). (14
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K zahtivani a prlbéhu reakce — izomerace a dehydratace — byl pouzit bodotdvek
Boetius s mikroskopem. Jeho pouZivani a popis je v kapitole 1.3 vySe. Samoziejmé je dle
moznosti je moziné pouZiti jiného bodotavku. Bylo wvyuzivdno komercnich
chromatografickych desek (dale pouZivdn hovorovy vyraz plastinky) pro provedeni
tenkovrstvé chromatografie typu DC-Alufolien Kiesselgel 60254 od firmy Merck, a také
vyrobenych pfimo v laboratofi litim — viz kapitola 1.2.3.1 vySe nebo také kapitola 2.1 nize.
K samotné eluci vzork(l na plastinkdch byl pouzivdn n-hexan ve smési s ethyl-acetatem
v rizném pomeéru. Pro detekci pak byla pouzita 10% kyselina sirova a nasledné byla

plastinka zahtivana na elektrické plotynce.

Autorka diplomové prace 15 Snaiberkova ve své praci provadéla experiment
s reakcemi betulinu s KHSO4. Smyslem experiment( bylo urcit vhodné reakéni podminky
(konkrétné teplota, pomér a ¢as zahfivani) pro izomeraci a dehydrataci molekuly betulinu

v kyselém prostfedi za vzniku y-apoallobetulinu.

Pravé zkouseni a procvi¢ovani téchto metod a postupll je obsahem experimentalni

Casti této prdce (viz kapitola 2).

1.6 POPIS POSTUPU A VYSLEDKU DIPLOMOVE PRACE SNAIBERKOVE[!S]

V prvnim experimentu byl pouzit betulin a hydrogensiran draselny v poméru 1:1. Tato
smés byla zkoumana na bodotdvku, ve kterém pfi teploté 230 — 240°C doslo k uplnému
roztati tohoto vzorku. lhned po roztati vzorku byl bodotavek vypnut a smés nechana
vychladnout. Vzorek byl oznacen pismenem Ki. Nasledovala analytickd TLC, smés n-hexanu
a ethyl-acetatu byla pouzita v poméru 5:3. Z chromatogramu, na kterém byl porovnavan
vzorek s betulinem a allobetulinem, bylo patrné, Ze vzorek obsahuje jak betulin, tak

allobetulin a zaroven dalsi vice pohyblivé latky. (14} 1]

Druhy experiment pracoval opét se smési betulinu a KHSO4 v poméru 1:1. Smés byla
na bodotdvku zahfivana na 210°C, kdy doslo k roztati hydrogensiranu draselného a poté i
rozpusténi betulinu v roztatém KHSOs. Nasledné byla tato smés po dobu 15 minut
udrzovdna pfi teploté 210 — 215°C. Vzorek byl oznaden pismenem K. Ndsledovala
analyticka TLC, kde byl opét betulin, allobetulin, vzorek Ki a vzorek K,. Smés n-hexanu a

ethyl-acetatu byla pouzita v poméru 5:3. Z chromatogramu bylo ziejmé, Ze ve vzorku K3 je
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obsaZen jak betulin, tak allobetulin, ale v mensim mnoiZstvi, nez v chromatografii prvni.

Také se znovu ukazalo, Ze zde byly obsaZeny dal3i, vice pohyblivé Iatky. (141 [15]

Ve tretim experimentu byly podminky obdobné jako v experimentu druhém, jen
s rozdilem, Ze byla teplota na bodotavku udrzovana po dobu nikoli 15, ale 25 minut. Vzorek
byl oznacen pismenem Ks. Analytickd TLC byla provedena ve smési n-hexanu a ethyl-
acetatu vpoméru 5:3. Zvysledku bylo zifejmé, Ze ve vzorku Ks je obsaZzen betulin,

allobetulin a v nejvétdim mnozstvi také vice pohyblivé latky. (14 15]

Nasledoval pokus Cislo 4, kdy ke smeési betulinu a hydrogensiranu draselného
pouzivaného ve tfech experimentech vyse (pomér 1:1), bylo pfidano stejné mnozstvi KHSO4
(tedy pomér 1:2). Tato smés byla opét zahfivana na bodotavku, tentokrat na teplotu 240°C
a nasledné nechana k vychladnuti. Vzorek byl ozna¢en pismenem Ka. Pak byla provedena
analyticka TLC ve smési n-hexanu a ethyl-acetatu v poméru 5:3. Z vysledku bylo patrné, ze

vzorek K4 obsahoval uz pouze latky vice pohyblivé ne? je betulin a allobetulin. 14 [15]

V patém experimentu byl porovnavan na analytické TLC, kde byla smés n-hexanu a
ethyl-acetatu v poméru 10:3, vzorek K1, betulin, allobetulin a vzorek Ks. Z chromatografie
bylo zfejmé, ze se vysledky témér nelisily, kdyz byl pomér n-hexanu a ethyl-acetatu 5:3.
Tedy, ve vzorku K; byl obsaZen betulin, allobetulin a dalsi vice pohybliva latka a ve vzorku

Ka byly obsazeny pouze vice pohyblivé latky, jen ve vétSim mnozstvi, nez pfi poméru 5:3.

[14], [15]

Nasledné byl vzorek K4 porovnan s y-apoallobetulinem. Pfi TLC byla pouZita smés n-
hexanu a ethyl-acetatu v poméru 10:3. Z vysledku bylo zjevné, Ze vzorek K4 obsahuje y-

apoallobetulin a dalsi pohyblivéjsi latky — tudiz Ze viechen obsaZeny betulin zreagoval. 4}

[15]

Také pfi srovnani vzorku K1 a vzorku Ka bylo vidét, Ze u vzorku Ks4 doslo diky navysSeni

mnozstvi KHSO4 ve smési k vy33imu zreagovani betulinu a vzniku jeho produkt. 14} 1151

Dale byla provedena TLC vzorku K; a y-apoallobetulinu, pfi poméru n-hexanu a ethyl-
acetdtu 10:3, kdy bylo zjisténo, Ze se y-apoallobetulin vyskytuje také v tomto vzorku jako

jedna z pohyblivéjsich latek. (141 [15]

Nakonec byly na TLC porovnany vzorky Ks a K4 spolu sy-apoallobetulinem a to

v poméru n-hexanu a ethyl-acetatu 5:1. Vysledkem bylo zjiSténi, Ze v obou vzorcich se
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nachdzel y-apoallobetulin, pouze v jiném mnozstvi, a také dalSi vice pohyblivé [atky.

Zaroveri ve vzorku K3 byl kromé toho obsaZen je§té betulin a allobetulin. (141 [13]

Vysledkem téchto experiment(l bylo zjiSténi, Ze na reakci betulinu v kyselém prostiedi

za vyssi teploty ma vliv vice faktora:

Mnozstvi KHSO4 — v experimentech, kde byl vy$si obsah KHSO4 (pomérl:2), bylo

dosazeno lepsich vysledk(, nez tomu bylo u poméru 1:1.

Cas reakce — bylo zji§téno, Ze s deldim ¢asem doslo k obéma reakcim — izomeraci i

dehydrataci betulinu pfi reakci na bodotavku.

Teplota pfi reakci — také bylo zjisténo, Ze je zde vliv teploty na zreagovani betulinu
v KHSO4. V pfipadé vyssi teploty dochazelo obéma reakcim — izomeraci i dehydrataci

betulinu.

Pomér n-hexanu a ethyl-acetatu — vyssi vytéznost produktd pfi preméné betulinu.

1.7 CHEMIKALIE - ROZPOUSTEDLA

Pro spravné provedenou chromatografii je potfeba zvolit vhodné rozpoustédlo.
Rozpoustédlo je voleno bud experimentalni cestou, k tomu jsou ale potieba zkusenosti
laboranta, anebo je mozné pouZit takzvanou eluotropickou Fadu.l2! Rozpoustédla jsou
v této radé usporadana dle klesajici relativni permitivity, a to v tomto poradi uvedeném

v tabulce 3: 12

Rozpoustédlo Voda | Methanol | Ethanol Propan-1-ol | Aceton | Ethyl-acetat

poradi 1 2 3 4 5 6

Diethylester | Chloroform | Benzen | Toluen | Chlorid uhli¢ity | cyklohexan | Hexan

7 8 9 10 11 12 13

Tabulka 3: eluotropicka rada rozpoustédel
NejvySe uvedena rozpoustédla (voda, methanol,..) jsou pouzivany k vymyvani téch
slozek smési, které maji vysokou polaritu. Obracené rozpoustédla uvedend nejnize (hexan,
cyklohexan,..) jsou pouzivany k vymyvani méné poldrnich slozek smési a jsou tedy vhodné

k jemnéjsimu déleni smési [2],
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Rozpoustédla se déli na ta, ktera rozpousti polarni latky, a na ta, ktera rozpousti
nepolarni latky. PouZiti rozpoustédla je zavislé také na selektivitd[®l, Autor ¢! také uvadi
poucku: Podobné se rozpousti v podobném. Znamena to tedy, Ze se polarity rozpousténych
latek musi podobat polarité rozpoustédla. Pokud by byla podobnost velmi mala, hrozi, Ze

se chromatografie nepovede dle predpoklad(, protoze faze nebude se vzorkem vzlinat.

Vliv na dobry pribéh chromatografie ma taktéz vyse (kapitola 1.2.3.2) zmifovany

retardacni faktor Rel16l,

Vhodnym rozpoustédlem je tedy takové rozpoustédlo, ve kterém je smés, kterou
chceme délit, rozpustna. Zaroven je ale pottreba, aby byl vhodné zvolen také absorbent,
protoze je nutné, aby na tento absorbent nebyly slozky smési vazany pfilis silné, ale ani
pfilis malo. V ptipadé pfilis silného vazani slozek smési by nedochdzelo ke vzlinani a slozky
smési by zUstaly na startu. Naopak v pripadé pfilis malého vazani by nedoslo k déleni a smés
sloZzek by prostupovala v ¢ele rozpoustédel. Nejprospésnéjsi je tedy pfipad, kdy jsou slozky

smési vazany stfedné pevné a mohou se tak vhodné uplatnit rozdily v jejich Re. 2

V této praci je pouZita jako rozpoustédlo smés n-hexanu s ethyl-acetatem v poméru
10:3, tedy 1 ml n-hexanu a 0,3 ml ethyl-acetdtu. Toto mnozstvi bylo zvoleno na zakladé

velikosti chromatografické kyvety a velikosti plastinek.
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z vz

2 EXPERIMENTALNI CAST

V experimentalni ¢asti této prace je popsan postup pfipravy plastinek, postup pfi praci
s bodotavkem, postup pri chromatografii a vysledky chromatografii produkt( taveni vzorku
o rizném slozZeni a Cistoté (vzorky obsahuji nejcastéji betulin, allobetulin a y-apoallobetulin)

a jejich interpretace.

Experimentalni ¢ast této prace slouZila predevsim k procvi¢ovani a osvojeni si postupl
semimikrotechniky pfi prdci v laboratofi a seznameni se s reakcemi a postupy pfi praci s

lupanovymi derivaty.

2.1 PRIPRAVA PLASTINEK PRO TLC

Jako prvni bylo nutné si pfipravit plastinky, které jsou nezbytné pro provedeni
tenkovrstvé chromatografie. Abych si vSe vyzkousela, nalila jsem nejprve smés pfipravenou
z 20 g silikagelu a asi 48 g destilované vody na velkou sklenénou desku o velikosti 20 x 20
cm. Po naliti kasovité smési, které probihalo od stfedu krouzivymi pohyby az ke krajiim a
do rohu, bylo tfeba smés rozprostfit po celé plose desky. To se nejjednoduseji provadi
hrdlem bariky, kterou jsem pouzila na rozmichani silikagelu ve vodé a jeho naliti na desku.
Po tomto rozprostieni jsem na desku lehce zespodu poklepala bfisky prstl, aby bylo
rozprostfeni rovnomérné, odlozila jsem desku na rovnou plochu (stll v laboratofi) a

nechala schnout do druhého dne. Nalitd smés na sklenéné desce je zobrazena na obrazku

29.

Obrazek 29: plastinka 20 x 20 cm Obrazek 30: vyrovnana sklicka pro naliti smési
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Obrazek 31: plastinky 7,6 x 2,6 cm s nalitou vrstvou silikagelu)

Pro potreby analytické chromatografie je vhodné zvolit jako stacionarni fazi silikagel
se sadrou rozmichany v destilované vodé rovhomérné rozprostifeny na malych sklenénych
destickach o rozmérech 76 x 26 mm v tenké vrstvé. Nejprve jsem si tedy ptipravila desku
skla, na kterou jsem tésné vedle sebe vysklddala sklenéna sklicka omytd destilovanou
vodou (obr. 30). Smés jsem nasledné jako pfi postupu vyse rozmichala s vodou v barice. Pro
20 téchto sklenénych desticek naskladanych tésné vedle sebe bylo potfeba stejné mnozstvi
silikagelu, tedy 20 g, jako pro desku 20 x 20 cm. Nasledné jsem smés opatrné nalila na
pripravena sklicka. Poté jsem vrstvu upravila rozprostienim sklenénou tycinkou s gumovou
hadi¢kou na obou koncich, tim jsem docilila rovnomérného rozprostieni smési na sklickach
(obr. 31). Dalsi postupy pfipravy staciondrni faze TLC jsou popsany vyse v kapitole 1.2.3.1.

nebo v literature 2.

ProtoZe tato kaSovita smés silikagelu s vodou, i ptes to, Ze je v tenké vrstvé, néjakou
dobu schne (v fadu hodin), nechala jsem nalité plastinky poloZené na stole v laboratofti na

vzduchu schnout do druhého dne.

Vyhodou vlastni pfipravy plastinek je jejich nizka cena, ktera je zajisténa také tim, ze
po pouZiti je mozné litou vrstvu se vzorky ze sklicka nebo sklenéné desky smyt vodou a

pfipravit si plastinky nové a tento postup opakovat dle potieby.

Ja jsem ale provadéla pokusy v malém poctu a v malém opakovani, proto pro moje
potfeby byly dostacujici hlinikové desky pokryté silikagelem se skrobem od firmy Merck,
konkrétné typ DC-Alufolien Kieselgel 60 F2s4 0 rozmérech 20 x 20 cm, ze kterych jsem si

mohla odstfihnout nlizkami libovolné velké ¢asti podle potreby.
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2.2 TVORBA KAPILAR

Pro provedeni tenkovrstvé chromatografie je potieba si vytvofit tenké kapilary ze
sklenéné trubice. Prace se sklem je jednou z laboratornich praci pti pfedmétu chemické
laboratorni metody na katedfe chemie fakulty pedagogické v Plzni. ProtoZe zhotoveni

kapildr neni obtizné, je mozné jejich pfipravu provadét se studenty v laboratofi.

Pti vyrobé sklenéné kapilary je potfeba pouze plynovy kahan a Sirsi sklenéna trubice
(Ize také vyuZzit misto sklenéné trubice zkumavku). Sklenénou trubici zahtfivdme v nesvitivé
¢asti plamene kahanu a zdroven s trubici opatrné pozvolna otacime, aby se prohfivalo sklo
trubice rovhomérné. Rovnomeérné vyhtati trubice je dllezité pro spravné a funkcni vytazeni
kapilary. Jakmile za¢ne sklo méknout a povrch sklenéné trubice je svitivy, vytdhneme trubici
z plamene a provedeme rovnomérné roztazeni v kapilaru. Mista, kde se kapildra rozsifuje,
nafizneme nozikem a odlomime. Takto vytvorené kapilary lze pouzivat napfiklad k nanaseni

vzork( pFi tenkovrstvé chromatografii. (1

Obdobnym zplsobem Ize také vytvofit sklenény baldnek, ktery je vhodny k prendseni
malého mnoistvi kapalin nebo kuchovdvani malého mnoistvi kapalin. V pfipadé
uchovavani je potfeba oba konce baldnku zatavit. Pro tvorbu sklenéného balénku uz je ale
potieba vétsi zrucnosti laboranta. Je dilezité odhadnout, jak moc sklo vyfouknout, aby
stény nebyly moc tenké a baldnek moc kfehky. Pevnost balénku je mozné vyzkouset

poklepem o desku stolu. Pokud je balének dobfe vytvofeny, nepraskne a nerozbije se 1.

2.3 PROCVICOVANI PROVEDEN{ TENKOVRSTVE CHROMATOGRAFIE

Pfed chromatografii samotnych vzork( jsem si pro osvojeni a procviceni vyzkousela
chromatografii standard(i betulin diacetatu, Cistého vy-apoallobetulinu, Ccistého
allobetulinu, surového betulinu a Cistého betulinu (obr. 32). Tuto chromatografii jsem
provedla nékolikrat, abych si postup vyzkousela, ale hlavné proto, abych védéla, jak ktera
latka postupuje rychle ¢i pomalu. To mi nasledné ulehcilo identifikaci latek obsaZzenych ve
vzorcich 1-5 po taveni na bodotavku a po provedeni TLC vzorkd. Na obrazku 29 je uvedena
ona pokusna chromatografie vyse popsanych latek. Po provedeni této chromatografie jsem
zjistila, Ze vzorek oznaceny jako betulin diacetat obsahuje zaroven dalsi, vice pohyblivou
latku, pravdépodobné lupeol acetat. Cisty y-apoallobetulin obsahoval pouze tuto latku.
Vzorek allobetulinu byl také zcela Cisty. Naopak ve vzorku surového betulinu ziskaného

extrakci kary brizy bélokoré ethanolem v Soxhletové extraktoru, u kterého byl predpoklad,
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v

Ze je znecistény, se objevily stopy latky pohyblivéjsi, nez samotny betulin, pravdépodobné

lupeolu a zaroven latek velmi malo pohyblivych. Posledni vzorek obsahujici betulin byl isty.

gama - apoallobetulin (1)

lupeol acetat (2)

betulin diacetat (3)

lupeol (4)

allobetulin (5)

betulin (6)

Obrazek 32: vzorek A: lupeol acetat a betulin diacetat, vzorek B: y-apoallobetulin, vzorek C: allobetulin,
vzorek D: surovy extrakt brezové kiiry, vzorek E: betulin

2.4 JEDNOTLIVE TAVENI VZORKU NA BODOTAVKU

Cilem tohoto taveni je zjistit, pfi jakych teplotach a ¢asech taveni dochazi k izomeraci
kruhu E molekuly betulinu v kyselém prostredi, pfi jakych teplotach a ¢asech dochazi
zaroven také k dehydrataci kruhu A molekuly betulinu v kyselém prostredi a za jakych

podminek pfipadné nedochazi k reakci molekuly betulinu v kyselém prostredi.

Pfed samotnym tavenim vzorku na bodotavku bylo potieba pfipravit si smés betulinu
a KHSOa. Tato smés byla pfipravovdna v poméru 1:2, tedy jeden dil betulinu a dva dily
hydrogensiranu draselného. KHSO4 byl pouZit na zakladé experimentdiniho postupu

provedeného jiz diive 141,

Na analytickych vahach jsem tedy navazila 50 mg betulinu a 100 mg hydrogensiranu
draselného. ProtoZe tato smés nebyla homogenni, bylo potfeba ji rozetfit. Tfeci misku jsem

pouzila achatovou. Po rozetfeni jsem smés presypala do sklenéné Iékovky, ktera byla dobre
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uzaviratelnd, protoze toto mnozstvi smeési nebylo spotfebovano vsechno pro tuto praci, ale
Cast byla pfipravena také pro studenty, ktefi se Ucastnili laboratorniho cviceni z organické
chemie, jehoZ jednim z Ukoll je pravé taveni betulinu s KHSO4.Takto pfipravenou smés bylo
tedy mozno pouZit k nasledujicimu zpracovdni na bodotavku. Obrazek 33 zobrazuje jiz

vzorky po taveni.

2.4.1 VZorek1
Pro vzorek Cislo 1 byly stanoveny podminky taveni na bodotdvku na 220°C a pfi

dosazeni této teploty byl bodotavek vypnut.

Na malé mikroskopické kryci sklicko byl nanesen Spi¢kou Spachtlicky predem
pfipraveny vzorek smési, viz vySe (2.4). Tato smés byla prekryta druhym sklickem a vloZena
na vyhrivany stolek mikroskopu. Poté byla nastavena teplota na reostatu na 250°C, pfricemz
byl vzorek kontrolovan mikroskopem, spole¢né s rlistem teploty. Jakmile teplota dosahla
hodnoty 200°C, na reostatu byla sniZzena teplota na pozadovanych 220°C a po dosazeni
pozadované teploty byl reostat vypnut. Vzorek 1 byl ponechdn na bodotavku a chladl,

dokud teplota neklesla na 180°C a poté byl sejmut a oznacen.

2.4.2 VZOREK 2
Pro vzorek cCislo 2 byly stanoveny podminky taveni na bodotdvku na 250°C a pfi

dosazeni této teploty byl bodotavek vypnut.

Na malé mikroskopické kryci sklicko byl nanesen sSpi¢kou Spachtlicky predem
pfipraveny vzorek smési, viz vySe (2.4). Tato smés byla prekryta druhym sklickem a vlozena
na vyhfivany stolek mikroskopu. Poté byla nastavena teplota na reostatu na 280°C, pricemz
byl vzorek kontrolovdan mikroskopem, spolecné s rlistem teploty. Jakmile teplota dosdahla
hodnoty 230°C, na reostatu byla snizena teplota na pozadovanych 250°C a po dosazeni
pozadované teploty byl reostat vypnut. Vzorek 2 byl ponechan na bodotavku a chladl,

dokud teplota neklesla na 180°C a poté byl sejmut a oznacen.

2.4.3 VZOREK3
Pro vzorek cislo 3 byly stanoveny podminky taveni na bodotdvku na 280°C a pfi

dosazeni této teploty byl bodotavek vypnut.

Na malé mikroskopické kryci sklicko byl nanesen sSpi¢kou Spachtlicky predem

pfipraveny vzorek smési, viz vySe (2.4). Tato smés byla prekryta druhym sklickem a vlozena
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na vyhtivany stolek mikroskopu. Poté byla nastavena teplota na reostatu na 310°C, pficemz
byl vzorek kontrolovan mikroskopem, spolecné s rlistem teploty. Jakmile teplota dosdahla
hodnoty 260°C, na reostatu byla sniZzena teplota na pozadovanych 280°C a po dosazeni
pozadované teploty byl reostat vypnut. Vzorek 3 byl ponechdn na bodotavku a chladl,

dokud teplota neklesla na 180°C a poté byl sejmut a oznacen.

2.4.4 VZIOREK4
Pro vzorek Cislo 4 byly stanoveny podminky taveni na bodotavku na 190°C a teplota
byla udrZzovdna v intervalu 188°C — 192°C po dobu 5 minut. Po dosazeni této doby taveni

v tomto teplotnim intervalu byl bodotavek vypnut.

Na malé mikroskopické kryci sklicko byl nanesen Spi¢kou Spachtlicky predem
pfipraveny vzorek smési, viz vySe (2.4). Tato smés byla prekryta druhym sklickem a vlozena
na vyhtivany stolek mikroskopu. Poté byla nastavena teplota na reostatu na 200°C, pficemz
byl vzorek kontrolovan mikroskopem, spolecné s rlistem teploty. Jakmile teplota dosahla
hodnoty 170°C, na reostatu byla sniZena teplota na pozadovanych 190°C a po dosaZeni
pozadované teploty byl reostat stfidavé vypindn a zapinan po dobu 5 minut a teplota byla
udrzovana v teplotnim intervalu od 188°C do 192°C. Vzorek 4 byl ponechan na bodotavku

a chladl, dokud teplota neklesla na 180°C a poté byl sejmut a oznacen.

2.4.5 VZOREK5
Pro vzorek Cislo 5 byly stanoveny podminky taveni na bodotdvku na 210°C a teplota
byla udrZzovéna v intervalu 208°C — 212°C po dobu 5 minut. Po dosazeni této doby taveni

v tomto teplotnim intervalu byl bodotavek vypnut.

Na malé mikroskopické kryci sklicko byl nanesen sSpi¢kou Spachtlicky predem
pfipraveny vzorek smési, viz vySe (2.4). Tato smés byla prekryta druhym sklickem a vlozena
na vyhfivany stolek mikroskopu. Poté byla nastavena teplota na reostatu na 220°C, pricemz
byl vzorek kontrolovan mikroskopem, spolecné s rlistem teploty. Jakmile teplota dosahla
hodnoty 190°C, na reostatu byla sniZena teplota na poZadovanych 210°C a po dosazeni
pozadované teploty byl reostat stfidavé vypindn a zapinan po dobu 5 minut a teplota byla
udrzovdna v teplotnim intervalu od 208°C do 212°C. Vzorek 5 byl ponechan na bodotavku

a chladl, dokud teplota neklesla na 180°C a poté byl sejmut a oznacen.
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Obrazek 33: Sklicka s tavenymi vzorky 1-5 po sejmuti z bodotavku

2.5 TLCVZORKU

K provedeni TLC je pfeden nutné si pfipravit kyvetu o vhodné velikosti. Pro potieby
této prace byla vyuZita kyveta o velikosti cca 10 x 5 x 3 cm a jako vicko bylo pouZito

mikroskopické sklo o rozméru 7,6 x 2,6 cm.

Také je potfeba pfripravy dostate¢ného mnoizstvi kapildr, viz kapitola 2.2 vyse.
Kapildry se po pouziti nevyhazuji celé, ale zalomi se kus nad vystoupanim hladiny vzorku
v kapilare. Po zalomeni je mozné kapildru znovu pouzivat, je ale nutné si dat pozor na
rovnost zalomeni, protoze kdyz by kraj kapilary byl pfilis nerovny, nemuselo by se nasati a

naneseni vzorku podafrit.

Dale je dulezité mit vhodna rozpoustédla. Pro tuto praci bylo experimentdlné zvoleno
jako vhodné rozpoustédlo vzorkd pro prenos kapildarou chloroform a jako elucni
rozpoustédla byl zvolen n-hexan a ethyl-acetat v poméru 10:3, tedy 1 ml n-hexanu a 0,3 ml

ethyl-acetatu. Vice viz kapitola 1.8 vyse.

ProtozZe se jedna o chromatografii bezbarvych latek, je nezbytné si pfipravit také 10%
roztok kyseliny sirové, kterou je pomoci rozprasovace postiikdna chromatograficka
plastinka, aby se nasledné pfi vypaleni na elektrickém vaftici zobrazily diky zuhelnaténi
stopy organickych latek. Je tedy potieba mit také elektricky vari¢, na kterém je po eluci a

postrikani plastinky mozné vzorek vypalit.

2.5.1 POKUSNATLC

Pfed provedenim chromatografie se ziskanymi vzorky jsem si nejprve vyzkousela
chromatografii na vzorku Cistého betulin diacetatu, Cistého y-apoallobetulinu, Cistého
allobetulinu, surového betulinu a Cistého betulinu, abych si nacvicila potfebnou techniku a

pokud mozZno nezkazila chromatografii vzork( po taveni. Vice v kapitole 2.3 vyse.
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2.5.2 TLCVZORKU 1-5
Po zkousce TLC se vzorky standardd bylo moZné pristoupit k samotné

chromatografii mych vzorkd, které jsem ziskala postupem, ktery je popsan v kapitole 2.4.

Kdyz jsem oddélila skli¢cka, mezi kterymi byly vzorky taveny v bodotavku, tak jsem si
je seradila vedle sebe ocislované na papir (obr. 30). Vybrala jsem vZdy to sklicko ze dvou,
na kterém bylo roztaveného vzorku vice, aby byla chromatografie Uspésna, a z toho jsem

pak odebirala vzorek pro chromatografii.

Kdyz jsem méla takto pfipravena sklicka se vzorky, ustfihla jsem si z velké desky
pozadovanou velikost plastinky tak, aby se vesla do kyvety a kyvetu bylo moziné pfrikryt
mikroskopickym sklem. Plastinky byly tedy o velikosti pfiblizné 3,5 x 6,5 cm. Takto
ustfizenou plastinku jsem pomoci hrotu na Spachtli pfipravila pro nanaseni vzork(. Ostrym
hrotem jsem ve vzdalenosti asi 0,5 cm od okraje udélala ryhu, kterd oviem nebyla
protiznuta aZ na hlinikovou fdlii, ale pouze mirné zariznuta do silikagelu. Na této ryze jsem

vytvofila pfiblizné stejné daleko od sebe vrypy dle poctu vzorku, tedy 5 (obr 34).

Obrazek 34: vrypy na ryze v plastince k chromatografii
Nasledné jsem si oteviela ldhev s chloroformem a pfipravila jsem si do ni oznacenou
délenou pipetu o objemu 1 ml. Z té jsem nechala jednou rukou vykapat témér vSechen
chloroform tak, aby se mi dobfe nandsela pouze mald kapka na sklicko prvniho vzorku.
V momenté, kdy jsem na sklicko kapla kapku chloroformu, jsem pfipravenou kapilarou
v druhé ruce nasala rozpustény vzorek v rozpoustédle. Takto nasaty vzorek jsem prenesla
na plastinku do prvni ryhy a nanesla obsah kapilary. Stejné jsem postupovala také se

zbylymi 4 vzorky.

Poté jsem si do kyvety pripravila smés rozpoustédel. Opét jsem si do zasobnich lahvi
vloZila oznacené délené pipety, do n-hexanu 2 ml pipetu a do ethyl-acetatu 1 ml pipetu.

Témito pipetami jsem prenesla do kyvety rozpoustédla, 1 ml n-hexanu a 0,3 ml ethyl-
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acetatu. Do této smési jsem po promichani ihned vlozZila plastinku s nanesenymi vzorky a

prikryla jsem kyvetu mikroskopickym sklem (obr. 35).

Obrazek 35: kyveta s plastinkou a eluce rozpoustédla

Jakmile bylo ¢elo rozpoustédla asi 0,5 cm pod okrajem plastinky, vyjmula jsem ji a
ihned jsem ji pfenesla do digestore, kde jsem ji rovhomérné postfikala 10% kyselinou
sirovou. Je dulezité, aby byla plastinka pokryta dakladné celd roztokem kyseliny, ale je
potieba odhadnout pfimérené mnozstvi. V pripadé velkého mnozstvi kyseliny nasledné pfi
vypalovani mize dojit k popraskani silikagelu. Po rovhomérném postrikani plastinky jsem ji
prenesla pomoci pinzety na elektricky vafric, ktery byl studeny, a zapnula jsem vyhfivani. Za
malou chvili se zacaly objevovat stopy jednotlivych vzorkl (obr. 36). Zde je také potieba
v€as sejmout plastinku z varice, jinak mlze dojit k jejimu zEerndni a chromatografie by byla

necitelnd a tim pddem neulspésna.

Obrazek 36: chromatografie vzorkd 1-5
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Chromatografii jednotlivych vzorkd jsem provedla 3x, protoZe prvni pokus, ktery se
nachdzi uprostfed obrazku 36, se mi zdal malo citelny. U druhého pokusu (vpravo na
obrazku 36) uz jsem byla vice spokojena a pro jistotu jsem provedIa jesté treti pokus (vlevo
na obrdzku 36), ktery se mi zdal nejlépe Citelny a proto byl pouZit ve srovnavani v kapitole

2.5.3 nize.

Z téchto chromatografii mych péti vzork( je patrno, Ze ve vSech pfipadech jsou
nejvice zastoupeny vice pohyblivé latky. Ze ziskanych znalosti'¥ jsem olekévala, Ze jde o y-
apoallobetulin. Dale je ve vzorku 4 mozné zaznamenat obsah tfi méné pohyblivych latek.
Dle ziskanych znalostil*!l je pravdépodobné, 7e se jednad o betulin, allobetulin a dalsi

pohyblivéjsi latku. Také ve vzorku 1 a 2 je lehce patrna stopa méné pohyblivych latek.

Pro zjisténi o jaké latky se jedna, byl pouZit vzorek Cislo 4, protoze v ném je dobte
patrno, Ze obsahuje vice razné pohyblivych latek. Proto byla v kapitole 2.5.3 niZe provedena

chromatografie vzorku 4 spolecné se standardy betulinu, allobetulinu a y-apoallobetulinu.

2.5.3 TLCVZORKU 4 SE STANDARDY BETULINU, ALLOBETULINU A I'~APOALLOBETULINU
Po provedeni chromatografii vSech péti ziskanych vzork(i a po vybéru vzorku, na
kterém je hezky viditelnd stopa vice r0zné pohyblivych latek, jsem pfistoupila

k chromatografii se standardy latek betulinu, allobetulinu a y-apoallobetulinu.

Podrobny postup ptipravy kyvety srozpoustédly, pfipravy vrypl na plastince a
postup nanaseni vzork(i pomoci kapilar je popsan v kapitole 2.5.2 vysSe. Tento postup jsem

pouzila také u TLC vzorku 4 spole¢né se standardy.

Nejprve jsem si nanesla na prvni misto na plastince vzorek 4, dalsi byl standard
betulinu, poté standard allobetulinu, pak jsem nanesla opét vzorek 4, aby se dal Iépe

porovnavat se standardy, a nakonec standard y-apoallobetulinu.

Takto pfripravenou plastinku jsem opét presunula do pfripravené kyvety
s rozpoustédly, prikryla jsem kyvetu mikroskopickym sklem a nechala vyvijet. Jakmile bylo
¢elo rozpoustédla asi 0,5 cm pod okrajem plasténky, vyjmula jsem ji a hned jsem ji pomoci
pinzety prenesla do digestore k postfikani 10% kyselinou sirovou. Po postfikani kyselinou
jsem plastinku prenesla na elektricky vafic¢ a vypalila jsem ji. Organické latky zuhelnatély, a

tak byly jejich stopy viditelné.
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Obréazek 37: TLC 1- vzorek 4, 2 - standard betulinu, 3 - standard allobetulinu, 4 - vzorek 4, 5 -
standard y-apoallobetulinu

Z obrazku 37 je vidét, ze pti prvnim pokusu (vlevo) o provedeni TLC vzorkd doslo
k nerovhomérnému vzlindni rozpoustédla a vzorky se jakoby svezly k jedné strané. Tento
pokus byl zaroven $patné proveden z toho dlvodu, Ze bylo naneseno moc velké mnozstvi
standardnich latek, takZe doslo k jejich zuhelnaténi pfi vypalovani velmi brzy a vzorek 4
nestihl dostatec¢né ztmavnout. | pfes tyto chyby je ale na prvni plastince vlevo vidét, Ze ve
vzorku 4 je obsaZzen betulin (standard betulinu se nachdazi na 2. misté), allobetulin (standard
allobetulinu se nachazi na 3. misté) y-apoallobetulin (standard y-apoallobetulinu se nachazi
na 5. misté) a také latka, kterd je na 3. misté spolu s allobetulinem, ale je vice pohybliva.
(Tato latka se nachazi také ve vzorku 4.) Také je vidét, Ze se ve vzorku nachazi latky, které
jsou velmi malo pohyblivé a zlstaly na startu (pravdépodobné jde o kyselinu betulinovou a
kyselinu oleanolovou). Pti druhém pokusu (uprostfed) uz byl vysledek lepsi — nanesené
standardy jsou v nizsi koncentraci, tudiz uhelnatély latky na plastince podobnym tempem.
| pres to jsou zde ale chyby - plastinka byla ponechana na vafici déle, a tak zacala na spodu
cernat. Zaroven jsou na plastince drobné tecky zpUsobené ziejmé Spatnym pokrytim
roztokem kyseliny sirové. Byl tedy proveden jesté treti pokus (vpravo), ktery vysel nejlépe,
a proto byl pouzit v porovnani a zhodnoceni v kapitole 2.6 nize. Jsou zde dobte vidét stopy
vzorku 4, a také jsou naneseny standardy ve vhodné koncentraci, takze vsechny vzorky

uhelnatély podobnym tempem.
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2.6 ZHODNOCENI VYSLEDKU TLC JEDNOTLIVYCH VZORKU
Dle vysledkl tenkovrstvé chromatografie je mozné zhodnotit, pfi jakych podminkach

dochazi k izomeraci kruhu E a kdy dochazi zarovern i dehydrataci kruhu A.

V pfipadé prvniho vzorku, ktery byl taven pfi 220°C, a poté byl bodotavek hned
vypnut, doslo u vétsiny vzorku kizomeraci kruhu E a zdroven k dehydrataci kruhu A
molekuly betulinu, tedy, Ze se pfreménil betulin na y-apoallobetulin. Zaroven ale vzorek 1
obsahuje maly podil allobetulinu, to znamena, Ze doslo pouze k izomeraci kruhu E. Také se
zde objevuje latka pohyblivéjsi nez allobetulin, pravdépodobné lupeol. Betulin, ktery byl
obsaZen ve vzorku pred zac¢atkem taveni, se ve vzorku 1 dle chromatografie nevyskytuje

vlbec.

U vzorku 2, ktery byl taven pfi 250°C, a poté byl bodotavek hned vypnut, nastaly
zmény velmi podobné, jako u vzorku 1. Rozdilem bylo pouze to, Ze allobetulin a lupeol byly

zastoupeny ve vzorku 2 méné, nez tomu bylo u vzorku 1 a betulin se zde opét nevyskytoval.

Vzorek 3 byl taven pfi teploté 280°C a poté byl bodotavek hned vypnut. Zde uz byla
teplota tak vysoka, Ze i pres to, Ze byl vzorek zahfivan kratce, doslo jak k izomeraci kruhu E,
tak k dehydrataci kruhu A dle chromatografie vSeho obsazeného betulinu ve vzorku na y-

apoallobetulin.

Vzorek 4 byl pro tuto praci nejzajimavéjsi, protoZze se v ném vyskytovaly dobre
viditelné vSechny zkoumané latky. Tento vzorek byl zahfivan na teplotu 190°C, ale tato
teplota byla udrZovana vintervalu od 188°C do 192°C po dobu 5 minut. Jak je vidét
z chromatografie, doslo zde jak kizomeraci kruhu E, tak k dehydrataci kruhu A, tudiz
k vzniku y-apoallobetulinu, ovsem ne z celého vzorku. Je tu tedy obsazen allobetulin, ktery
vznikd pouze izomeraci kruhu E, lupeol a také betulin, ktery byl obsazen v poc¢atecni smési

jako vychozi latka.

U vzorku ¢islo 5 byla teplota stanovena na 210°C a tato teplota, stejné jako u vzorku
4, byla udrzovana také po dobu 5 minut v intervalu od 208°C do 212°C. Z chromatografie
Ize vidét, Ze u vzorku 5 doslo k izomeraci kruhu E a k dehydrataci kruhu A u celého vzorku,

tedy, Ze se vSechen betulin, jakoZto vychozi latka, preménil na y-apoallobetulin.
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Obrazek 38: Plastinka vpravo: 1 - vzorek 1, 2 - vzorek 2, 3 - vzorek 3, 4 - vzorek 4, 5 - vzorek 5;
plastinka vlevo: 4 - vzorek 4, A - standard betulinu, B - standard allobetulinu, 4 - vzorek 4, C -
standard y-apoallobetulinu

Na obrazku 38 jsou vedle sebe zobrazeny dvé plastinky. Na plastince vlevo jsou
chromatografie jednotlivych vzorkl 1 - 5, které jsem tavila spolu s KHSO4 na bodotdvku. Na
plastince vpravo jsou zleva: 4 — vzorek 4, ktery byl dle mého Usudku nejzajimavé;jsi, protoze
obsahoval vice rlzné pohyblivych latek, didle A — standard betulinu, B — standard

allobetulinu, opét 4, pro lepsi ¢itelnost — vzorek 4 a C — standard y-apoallobetulinu.

2.7 PROTOKOLY STUDENTU VYTVORENE V RAMCI LABORATORNICH CVICENI Z

ORGANICKE CHEMIE

Jak jsem jiz uvedla, pfi laboratornich cvi¢enich z organické chemie se na katedre
chemie fakulty pedagogické vénuje jeden den cviéeni izolaci pfirodnich latek, tedy i
betulinu. Soucasti cviceni z dvodu procvic¢eni prace s bodotavkem a chromatografie na
tenké vrstvé je zarazena i reakce betulinu s hydrogensiranem draselnym vcetné

chromatografického zhodnoceni vysledkl experimentu.
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Diky tomu bylo moZné ziskat vypracované protokoly od studentl tohoto predmétu a

pouzit je v této praci jako dalsi vzorky ziskané postupy popsanymi vyse.

2.7.1 VZOREKA
Z protokolu prvni studentky jsem zjistila, Ze podminky zpracovani vzorku byly:
Zahtat betulin s KHSO4 v poméru 1:2 na teplotu 212°C a pfi dosaZzeni této teploty bodotavek

vypnout a pfi poklesu teploty na 200°C vzorek z bodotdvku sejmout.

Po provedeni téchto ukonl byla realizovana tenkovrstva chromatografie, jejiz
postup je popsan v kapitole 1.2.3 a 2.3 vySe. Jako chromatografické rozpoustédlo byla

pouzita smés n-hexanu a ethyl-acetatu v poméru 10:3.

Jakmile byla provedena chromatografie a plastinka byla postfikdna 10% kyselinou

sirovou a vypalena na elektrickém vafici, bylo mozné vycist jeji vysledek.

Dle vysledné chromatografie bylo zjisténo, Ze takto nastavené podminky taveni
betulinu s KHSO4 vedly k izomeraci kruhu E molekuly betulinu, ale také k dehydrataci kruhu
A molekuly betulinu. Tedy, Ze se ve vzorku A nachdzi nejvétsi mnozstvi y-apoallobetulinu,
ktery vznika pravé izomeraci a dehydrataci molekuly betulinu, ale zaroven jsou zde jesté
stopy allobetulinu, u kterého doslo pouze k izomeraci kruhu E, a také stopy betulinu, u

kterého nedoslo k zadné reakeci.

2.7.2 VZOREKB

Podminky nastavené v protokolu druhého studenta byly nasledujici: Zahrat betulin
s KHSO4 v poméru 1:2 na teplotu 245 — 250°C a tento teplotni interval udrzovat po dobu 5
minut. Po uplynuti tohoto ¢asu bodotavek vypnout a pfi poklesu teploty na 220°C vzorek

z bodotavku sejmout.

Poté byla chromatografie provddéna jako u vzorku A schromatografickym
rozpoustédlem o stejném pomeéru stejnych latek. Nasledné byla vypalena po postfikani 10%
kyselinou sirovou na elektrickém vafici.

Dle vysledné chromatografie bylo patrné, Ze tyto podminky taveni vedly k izomeraci

kruhu E a zaroven k dehydrataci kruhu A molekuly betulinu. Tedy, Ze se ve vzorku B nachazi

po taveni jiz jen y-apoallobetulin.
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2.7.3 VZOREKC
Treti studentka méla v protokolu podminky pro taveni betulinu s KHSO4 stanoveny
takto: Zahtivat tuto smésv poméru 1:2 na teplotu 195-200°C po dobu 15 minut. Po uplynuti

této doby bodotdvek vypnout a pfi poklesu teploty na 180°C vzorek z bodotavku sejmout.

Chromatografie byla provedena stejné jako u vzorku A a B s pouZitim stejnych
rozpoustédel ve stejném poméru. Nasledné byla plastinka opét postrikana 10% kyselinou

sirovou a vypalena na elektrickém vafici.

Z vysledku chromatografie bylo patrno, Ze tyto podminky taveni vedly opét,
obdobné jako u vzorku A, kizomeraci kruhu E i k dehydrataci kruhu A. Latky obsaZzené
vtomto vzorku — y-apoallobetulin, allobetulin a betulin byly obsazeny v podobném

pomeéru.

2.7.4 VZOREKD
Tato studentka méla ve svém protokolu reakéni podminky stejné, jako jsem méla ja
u vzorku 2, tedy: Zahtat betulin s KHSO4 v poméru 1:2 na teplotu 250°C a poté bodotavek

vypnout. Poté pfi poklesu teploty na 180°C vzorek z bodotdvku sejmout.
Chromatografie byla opét provedena stejné jako u vzork( vyse.

Vysledky této chromatografie byly shodné s vysledky chromatografie, kterou jsem
provadéla se vzorkem 2 v kapitole 2.4.2, tedy, Ze doslo ve vétsSiné vzorku k izomeraci kruhu
E i kdehydrataci kruhu A molekuly betulinu a vznikl y-apoallobetulin. Vtomto i v mém

vzorku se ale objevily slabé stopy méné pohyblivych latek, tedy betulinu a allobetulinu.

2.7.5 VZOReKE
V poslednim protokolu méla dalsi studentka podminky pro taveni betulinu s KHSO4
v poméru 1:2 tyto: Zahfivat tuto smés na teplotni interval 175 — 180°C po dobu 5 minut.

Nasledné bodotadvek vypnout a vzorek sejmout.
Chromatografie byla provedena stejnym zplsobem jako u vzorkd vyse.

Takto nastavené reakéni podminky vedly k vysledkim podobnym jako v pripadé
mého vzorku 4 v kapitole 2.4.4, protoze jsou tyto reakéni podminky témér stejné. Rozdilem

je to, Ze ja jsem smés zahfivala na teplotu o 10°C vyssi nez tomu bylo u vzorku E.
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Vysledkem této chromatografie bylo, Ze doSlo kizomeraci kruhu E a zaroven
k dehydrataci kruhu A molekuly betulinu, tedy vzniku y-apoallobetulinu a to v mnoZstvi
vétsim, nez dalSich méné pohyblivych latek, které byly v tomto vzorku také obsazeny —

allobetulinu a betulinu.
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ZAVER

Tato prace je tematicky zamérena na reakce pfirodnich latek patficich mezi
triterpeny. Konkrétné jsem se zabyvala tavenim betulinu, obsazeného v kare brizy
bélokoré, spolecné s hydrogensiranem draselnym.

V teoretické ¢asti jsem se zabyvala klasifikaci isoprenoidi a stru¢nym popisem jejich
vlastnosti a pouZziti. Zaroven je zde podrobnéjsi popis metod, které byly nasledné pouzivany
v Casti praktické. Také je zde popsana pfeména, ke které dochazi u molekuly betulinu pfi
taveni v kyselém prostfedi —izomerace kruhu E a dehydratace kruhu A. Teoreticka ¢ast také
obsahuje vysledky taveni z diplomové prace!™], kterad byla vytvofena na katedfe chemie
fakulty pedagogické Zapadoceské univerzity. Postup v této praci byl dle literatury provadén
také v této praci v praktické ¢asti (kapitola 2).

StéZzejnim bodem této prace je bezpochyby chromatografie. Tato metoda je
vyuzivana ke zjisténi obsahu latek v jednotlivych vzorcich. Vzhledem k tomu, Ze jde o
metodu, kterd je bezpecna, rychla a vcelku jednoduchd, je mozné ji provadét opakované a
také je mozné ji pouzit jako pokus pti vyucovani studentu.

V praktické ¢asti je popsan postup provedeni taveni vzork(l na bodotdvku a poté
jejich naslednd chromatografie. Popis a zhodnoceni chromatografie je v kapitole 2.5. Také
je v praktické c¢asti zahrnuto zhodnoceni protokoli ziskanych od studentl oboru chemie na
katedie chemie fakulty pedagogické Zapadoceské univerzity, pro doplnéni vysledka.

Jak z mych vysledkU zpracovani smési betulinu s KHSOg4, tak z vysledk( této reakce
ziskanych od studentl vyplyva, Ze za nizsi teploty je zachytitelny jak nezreagovany betulin,
tak izomeraci vznikly allobetulin. Ve vSech pfipadech je zjistovana i pfitomnost y-
apoallobetulinu, jehoz mnoZstvi stoupd se zvysujici se teplotou a prodluzovanim reakéni
doby. Patrné je to u vzorku &islo 2, kde teplota zahfivani zplsobuje prevainé vznik y-
apoallobetulinu.

V budoucnu by mohla byt zajimava Uprava reakce pro preparativni vyuziti.

Tato prace pro mé byla pfinosem, protoze pfi studiu pedagogické fakulty je pro mé
dllezité ziskavat inspiraci a védomosti, které pak budu schopna predavat srozumitelné dale
v mé budouci profesi. Vzhledem k tomu, Ze téma triterpenoidnich sloucenin je na katedre
chemie FPE ZCU historicky dlouhodobé studovano, je zde prostor pro dalii rozvijeni v mé

pfipadné diplomové praci.
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RESUME

Tato prdce je rozdélena na dvé c¢asti — Cast teoretickou a cast praktickou.
V teoretické ¢asti prace je stru¢né popsana klasifikace isoprenoidd. Dale se v této casti
prace nachazi popis pouzitych laboratornich metod, jako je destilace, extrakce, tenkovrstva
chromatografie ¢i stanoveni bodu tani a liti chromatografickych desek. Také je zde popis

izomerace kruhu E a dehydratace kruhu A molekuly betulinu.

V experimentalni ¢asti je popsdna vlastni prace s betulinem a jeho taveni s KHSO4
za poutziti laboratornich metod popsanych v teoretické ¢asti. Vysledky taveni jsou zde poté

hodnoceny dle vzniklych produktt — tedy allobetulinu a y-apoallobetulinu.

This thesis is divided into two parts. Theoretical part and experimental part. In
theoretical part is briefly described the classification of isoprenoids. This part contains used
laboratory methods, as distillaton, extraction, thin-layer chromatography, determinantion
of the melting point and pouring of chromatographic plates. Also there is description of

isomerization of ring E and dehydratation of ring A of the betulin molecule.

In experimental part is description of my own work with betulin and his melting with
KHSO4. Also there are used laboratory methods described in theoretical part. Melting
results are there evaluated according to the products — thus allobetulin and y-

apoallobetulin.
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