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1 UVOD

Izolaci girodnich latek, konkrétntriterpeni, se katedra chemie Pedagogické
fakulty ZCU v Plzni zabyva jiz po deldi dobu. Na toto téméagké zpracovana tato
bakal&ska prace. Hlavnim cilem je zjistit, jaky typ reakiby byl nejvhod&si pro
oxidaci allobetulinu na allobetulon. Vychazeno jebetulinu ziskaného extrakci
z biezové kiry, ktery se jiz dofe znadmym zfisobem nechéaipvést na allobetulin. Poté
je zpracovano &kolik oxidatnich reakci allobetulinu, pomoctiznych oxid&nich
¢inidel a za iznych podminek.

DalSim cilem je pro#it, zda je mozZno allobetulin zoxidovat na allobetul
pomoci elektrochemickych reakci. Tato moznost vytlzéoho, Ze na katésl chemie
jiz byly studovany elektrochemické&emeny betulinu, jako nejdostupjsiho triterpenu.
Proto je také &novana pozornostipmené betulinu na allobetulin. V souvislosti s tim
jsou popisovany i zakladni techniky izolacé&men a identifikace.

Jako izolgni techniky jsou zde pouzivany extrakce, krystakzaa
chromatografie na tenké vrgt\K identifikaci slouzi tenkovrstva chromatografid.C)

a stanoveni teploty tani (t. t.).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Triterpeny

Terpeny se vyskytuji vifrodk jako uhlovodiky nebo jako jejich derivaty.
Mohou byt jak rostlinnéhotwodu, nap. betulin (I) obsazeny vibzové ke, z kterého
je vtéto praci vychazeno, tak ztisného @vodu jako je nap ambrein, ktery je
sousasti pravé ambry vytiované vorvasm®.

Betulin (1) sefadi mezi triterpeny a obsahuje Sest isoprenovyaojek.

2.2 1zolace betulinu z fezové Kiry

Betulin (1) je pentacyklicky triterpenicky alkohoV prirodé je zastoupen hofn
piedevsim v tezové kie. Diky této bilé krystalické latce méekova kira bilou barvu
a rekolik specifickych vlastnosti, ke kterym piajeji odolnost vici plisni a hnilok.
Betulin (1) mé totiZ protiplisové a antibakterialnidinky?.

Betulin (1) byl z lfezové Kiry izolovan iz v roce 1788 Lowitzem sublimag$té
chemické substante

Dnes se betulin (I) zibzove kry ziskava extrakci ethanolem. Extrakce se
provadi v Soxhletay pristroji a trva gkolik hodin. Po ukoteni extrakce je betulin (1)
koncentrovan v ethanolu spolu s dalSimi jeho déyiva

Na katede chemie FPE QU vPlzni je extrakce iezové Kry a
chromatograficky rozbor ziskaného extraktu jednguaci zéazenych do laboratornich
cviceni z organické chemie

Betulin () je pro dalSi pouziti velndasto varem s kyselinou mravgmievadn
na formiat 11, ktery v ethanolickém roztoku hydrdkipiechazi na allobetulin (Ill), jako
vychozi latku pro fechod z lupanové do oleanandegély triterpeii. V sowtasné dob
je tento klasicky postup modifikovan nahradou kiyselmraveri kyselinou p-

toluensulfonovou (IV).



2.3 Allobetulin jako vychozi latka

Allobetulin (Ill) je vychozi slodeninou pro oxidéni a elektrooxidéni reakce,
pii kterych chceme ziskat allobetulon (V). Allobetu(illl) se gipravuje z betulinu (1)
podle jiz dive vypracované metody.

Betulin (I) se ziskava zibzové Kry. Extrakci Wezové Kiry vznika sngs
nékolika latek, ktera vedle betulinu (1) obsahtigu dalsich derivat. Je tedy nutné
betulin () izolovat. To se provadi opakovanou kajigaci, kdy prvni krystalicky podil
je na betulin (I) nejbohatSi. Analytickysty betulin (I) se ziskava chromatografickymi

metodami.

2.3.1 Riprava allobetulinu z betulinu pires allobetulin-formiat

Premena betulinu (1) na allobetulin (lll) sgéva v gresmyku gti¢lenného kruhu
na Sestilenny, kdy nejprve v kyselém prostli vznika allobetulin-formiat (Il) a jeho

naslednou hydrolyzou séipravi allobetulin (I1). Tato reakce byla studowjiv dive’.

KOH
Et-OH

var
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2.3.2 Fiprava allobetulinu p¥imo z betulinu

Allobetulin (II) Ize rovréz pripravit z betulinu (I) pimo pomoci kyseliny p-

toluensulfonoveé (IV).

CH;

SO:H
\Y

Hydréat kyseliny p-toluensulfonové (IV) se rozpustthloroformovém roztoku
betulinu (I). Poté je jfidana voda a tato sf® se zativd pod zgtnym chladtem asi
jednu hodinu. Sis je nasledd zchlazena, promyta 5 % roztokem hydrogerditalu
sodného a vysuSena siranem sodnym. Po odfiltrozamsuSeni jsou ziskany jemnée

krystalky allobetulinu (1) (cit. 5).

kvs. p-toluensulfonova
voda

B ——

CH20H var CH,

HO

[1I

2.3.3 Oxida&ni ¢inidla

Pri oxidacich triterpenoidnich sléanin je mozné pouzitadu oxid&nich

éinidel.
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Pri oxidaci allobetulinu (111) na allobetulon (V) s&sto pouziva oxid chromovy,
ktery slouzi jako velmi dobré oxidai ¢inidlo. Po prokhlé oxidaci se jeho nadbytek
rusi nap. pridanim methanolu. Stejn dok¥e probihd oxidace allobetulinu (II)
dichromanem sodnym v kysetioctoveé.

Dale je mozné pouzit Jonesovimidlo, coZ je oxid chromovy rozpusty ve
ziedné kyselig sirové. Totocinidlo je pongrné ¢asto pouzivano. ProtoZze se jedna o
systém obsahujici vodu, je jeho vyuZiti v terpenbdidd s ohledem na nerozpustnost
triterperi ve vod problematické (viz. 3.6.3, 3.6.4).

Jako cinidlo se také necha vyuZzit &eny prasek, ktery po homogenizaci
s allobetulinem (l11), téZ poskytne vysoky obsalolatulonu (V) (viz. 3.6.5).

oxidace

CHz  (dehvdrogenace) CH-

2.4 Chromatografie na tenké vrsté

Tenkovrstvou chromatografii (TLC) sledujentistotu latek a proeh reakce.
V piipac, Ze pracujeme zargsré definovanych podminek, to znamené pouZziti
definované vyvijeci soustavy i chromatografickéhatenialu, macasto pro odliSeni
nebo charakterizaci sledované sleminy, nebo zkoumané reakce vyznanteof
retard&niho faktoru (R.

12



¢elo rozpousidla

sted stopy

start

Obr. 1Retardaéni faktor

Retardani faktor utité sloweniny se vypoitéa jako podil vzdalenostiistdu
stopy této sl@eniny a vzdalenostiela rozpou&del od startu.

R. = stied stopy
¢elo — start

R je tvareno bezrozrérnym ¢islem v rozmezi 0 (pro latky, kteréstavaji na
startu) az 1 (pro latky, které postupujicelem na tenké vrstv vzlinajiciho
rozpoustdla).

K tenkovrstvé chromatografii se vyuZzivajiizné adsorbenty k tomu ¢élu
dodavané specializovanymi firmami, které se nahasepodlozni skéka. Vyuzivaji se
i hotoveé vrstvy, které mivaji velmi dobré chromatdfiggké vlastnosti, ale jsou podstatn
drazsi. K nejastji uzivanym adsorbefiin pati Silikagel a oxid hlinity.

V praci je vyuzivana analytickd tenkovrstvd chroogaafie, pouzivana
predevSim k ufovani cistoty latek, pofipact jejich druhu. Dale je tenkovrstva
chromatografie vyuzivana kizolaci &@steni malych mnozstvi latek (preparativni

tenkovrstva chromatografie).
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2.4.1 Analytick& tenkovrstva chromatografie

Ktomuto ®&elu se pouzivaji skika, ktera se je8t mokra naskladaji na
sklerenou podlozkudsre vedle sebe, aby se k podloZzddgpila a nepohybovala séip
nanaseni adsorbentu. Na 8k# se adsorbent naléva veésins vodou. Suspenze &si
se umicha v hae a vylije na skika. Poté se adsorbent rovnéme rozproste po
sklickach pomoci sklemé tyinky, kterd je na obou krajich opaba pryZzovou
hadickou vymezujici tloug&ku vrstvy. Tyinka se vyrabi konkrétnna velikostrady
sklicek.

Analyticka tenkovrstva chromatografie se provéaai zpisobem, Ze se na suché
sklicko se Silikagelem na start nanese vzorek latkyngkleu kapilarou v podabstopy
a desitka se poté necha vyvijet vrozpaighe. V naSem fpact bylo u kazdé
chromatografie pouzito stejné rozpaulv a to n-hexan a ethyl-acetat v pgm10 : 3.
Desticka musi byt vloZzena do vyvijeci nadoby s rozpédléin tak, aby start byBsrg
nad hladinou rozpouidla. V gipad, Ze by doSlo kifimému sméeni nanesené latky,
chromatografie by nepréhla, nebd by se nanesena latka vyluhovala do rozpmligt

Poté se vrstva detekuje pidlstm 10 % kyseliny sirové a vypéalenim. Nasledkem
vypaleni se objevi l&dé stopy, které charakterizuji zuhebtati organickou latku.

2.4.2 Tenkovrstva preparativni chromatografie

Princip vyuziti tenkovrstvé chromatografie pro megiivni &ely sp@iva ve
vhodné detekci, sejmutifiglusné casti vrstvy do chromatografické trubice k eluci
vhodnym, obvykle polarnim rozposgtent.

Preparativni provedeni tenkovrstvé chromatografée od analytického [iSi
piedevsim v rozirech chromatografickych desek. Obvykle se pouZidgsky o
velikosti 20 x 20 cm, ale mohou byt étgi, gricemz tlougka vrstvy byva maximath3
mm. Vrstva byv&asto lita, kdy paebné mnoZstvi adsorbentu veésirs vodou vlijeme
na desku. Po hrubém rozpr@sti napiklad hrdlem sklegné baiky, ve které byla
suspenze promichana, dosahneme vgtviosouvislé hladké vrstvy mirnym poklepem
prsty na spodnfast desky § jejim sowasném naklémi ve viech sirectf.

Dalsi rozdil od analytického provedeni &p@ v tom, Ze koncentrovany roztok

latky urgené k chromatografii nanaSime na start v souvigigmozku gimo z balonku,
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tak aby vznikl 2 az 3 mm Siroky tento prouzek. Dfeai Stky a linearity prouzku je
nutné pro zachovaniciinnosti chromatografie. MnoZstvi nanasené latkpyéno utit
experimentals, je zavislé na slozengkkné snisi® (viz. kap. 3.7.5 a 3.7.7).

Po Uplném odgeni rozpou&idla ze stopy na startuiigptoupime k vyvijeni
chromatogramu. Jako chromatografickd nddoba nejéséouzi akvarium vhodnych
rozmeéra, zakryté tak, aby nemohlo dochazet k ddpani rozpousdla. Zakryti
muzeme provést ndjklad alobalem fevrstvenym slabym molitanem a na molitan
polozit skleknou desku, kterou je vhodné jeiatizit. Na &snosti zéizeni zavisi
uspch celé chromatografie, nebge nutné, abycelo rozpousdidla postupovalo
rovnomerné v celé Sice desky.

Soustavu rozpouidel uzitych k chromatografii je vhodn&egem vyzkouSet
nagiklad na analytickém skiku se stejnym adsorbentmV této praci se nejlépe
oswdcil n-hexan a ethyl-acetat v pém 10 : 3. V kapitole 3.7.7 byla mozZnost zvolit
jiny pomeér rozpoustdel nap. 2 : 1, jelikoZ stopy latek vystoupaly pouze kduse
startu a bylo tedy vhodné pouZit vice polarni raztallo. Ale jako vyhodgjsi postup
se jiz dive ukazalo, nechat preparativni desku vzlingtohkrat. Fred ogtovném
vloZeni desky do akvéria srozpaottiem musi byt rozpouddla po pedchozi
chromatografii zcela odpana. Timto zfisobem se jednotlivé stopy paepchozi
chromatografii stavaji startem pro chromatogradisiednou.

Pokud je latka bezbarva jako v naSefipgt mame gkolik riznych moznosti
detekce. Mame-li k dispozici vhodny zdroj UVieai, mizeme vyuZzZit fi pouZziti
vhodného UV indikétoru, ktery je sédsti tenké vrstvy neboastji jeho roztokem
vrstvu ged ozéenim postkneme. Pokud vhodnou UV lampu k dispozici nemame,
muzeme preparativni desku ve &on od startu Kelu rozdlit na ftadu stejnych dilk a
Spachtli postuphodebereme vzorky adsorbentu na vhodnou podloZiuk. (hlinikovou
folii). Ke vzorku adsorbentuifkapneme rozpoudtlo a nasajeme do skkamé kapilary,
dale pak postupujeme jakoiipbézné analytické tenkovrstvé chromatografii.
Z analytické chromatografie potomigeme ziskat dobryiphled o sloZeni jednotlivych
prouzki vrstvy a pistoupit k extrakci v chromatografické trubici. Rgsne prouzky
adsorbentu sejmeme a rodnime na prédSek n&pv prelozeném archu ildového
papiru. Adsorbent vsypeme do chromatografické ¢teiliad smotek vaty a trubici
poklepeme o desku stolu, aby se prasek co nejkiepa. Trubici naslednprolijeme

nadrmérnym mnoZstvim polarniho rozposgta® (naf. n-hexan a ethyl-acetat 1 : 1).
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V naSem fipadt se k detekci latek osucila metoda elektricky Zhaveného
odporového dréatu, kdy se preparativni deskouikigal na tech mistech ve s#ru start
— celo dotkneme elektricky Zhavenym odporovym dratevhmistech, kde jsou
obsazeny slozkydkené sndsi, dochazi ke zhinuti v disledku zuheln&hi organické
latky. Tato mista si ozi#éme a ped sejmutim jednotlivychiasti adsorbentu z desky do
trubice keluci musime zuhelgiu drdhu po Zhavém dratu odstranit ihap
sesSkrabnutim Spachtli, aby nedoSlo k znehodnoceoloviané latky rozkladnymi
produkty. Ozn&ené pruhy potom sejmeme z preparativni desky & wogypeme do
oznaenych chromatografickych trubic nad kousek vatydijpme rozpougdlen?.

Obr. 2Preparativni tenka vrstva po detekci Zhavenym odpasvym dratem
1 —celo
2 — pruhy, ve kterych doSlo ke karbaniza které budou po seSkrabnuti
zuhelné&iych casti odebrany k eluci
3 — drahy vzniklé po vypaleni Zhavym odporovym elnat
4 — start
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2.5 Elektrooxidace organickych latek

VeSkeré elektrochemické reakce, tedy i elektrodblegnpremeny organickych
slowenin seridi Faradayovymi zakony, ve kterych se ufolge prosly chemicky naboj
Q, ktery Ize vyjatit jako sowin proudu | a doby t, po kterou proud roztokem pexd,
tedy Q = I.t.

Vlastnosti roztolk organickych slotenin ve vodnych i organickych
rozpoustdlech jsoucasto podobné s vlastnostmi vodnych roatakiorganickych soli.
Jejich vodivost je vSak obvykle nizSi a proto sesimouzivat vhodny elektrolyt. Nebo
priachod elektrického proudu je zavisly na vodivostitkda na fitomnosti latek iontové
povahy.

2.6 Elektrooxidace allobetulinu na allobetulon

Literaturd se zabyva elektrooxidaci tetrahydrofuranu (VI)toTaeakce byla
vyuZita i Kotuhod pri vyvijeni vhodného elektrolyzéru a &evani jehocinnosti
v laboratdi KCH FPE Z°U v Plzni. ProtoZe se ukazalo, Ze v litetatuvaany prabsh
reakci (viz. kap. 2.6.1) je realizovatelny a v niosti byla provedena reakce
s betulinem (I), nabizi se ro¥Sii reakci i na jiné terpenoidni staminy.

Ze vzorce allobetulinu (11l) jeiejmé, Ze vedle hydroxylové skupiny v poloze 3
muze z elektrochemického hlediska byt zajimavytiglenny E kruh, ktery je mozno
vnimat jako substituovany tetrahydrofuran (VI),gételektrooxidace vede k produki
VII, VIl a IX.

2.6.1 Elektrooxidace tetrahydrofuranu
Tato bezbarva kapalina se pouziva hégjako rozpousidlo v organické chemii.

Pii elektrochemické oxidatitetrahydrofuranu (VI) vzniké-hydroxytetrahydrofuran

(VII) neboy-butyrolakton (VIII), pogipact kyselina jantarova (1X).

17



OH

D‘“x
oxidace VII
0 9]
oxidace N’“%
E— WIII

VI

oxidace
= HQC(CH,)COH IX

2.6.2 Elektrochemicka reakce allobetulinu

Podle tohoto tedy ipdpokladame, za ¢itych podminek, oxidaci
hydroxyskupiny allobetulinu (1ll) na ketoskupindadetulonu (V).
Déle Ize pedpokladat, Ze vnikly produkt nebude podisty allobetulon (V), ale

Ze v rem bude ®kolik piimési. Coz se nakonec potvrdilo (viz. 3.7).
2.7 Pouzity typ elektrolyzéru

Kotuhd se ve své praci zabyval vyvojem vhodnéheizemi pro provéehi
elektroreakci. Postuprse dopracoval az k elektrolyzéru, ktery&Zmych podminkach
umoziuje obecwjSi vyuziti, a proto byl pouzit i pro reakce pro¥ad s allobetulinem
(). Elektrolyzér se sklada ze skkame nadoby o objemu 750 ml, nerezové katody a
platinové anody.

Nerezova katoda byla umésta na da krystaliza&ni misky. Na tuto katodu byla
poloZzena skletna frita, pod kterou vznikl prostor pro pohyb midéka
elektromagnetické mickily. Vytvoreny katodovy prostor byl poZd napinén
elektrolytem bez fddavku triterpenu. Na fritu byla vloZzena platincadoda, ktera byla
jes€ podlozena &kolika sklergnymi trubickami kuili vyuZiti celé jeji plochy. Prostor
anody byl michan stojanovou mic¢kau. Jako zdroj nagi byl pouzit zdroj
stabilizovaného napi typu HY3003D. Tento zdroj fize poskytnout nagi od 0 do 30
V, proud aZ 3 A a to stpsnosti na 0,01 V a 0,0°A
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Po zapojeni elektrolyzéruripnapsti 29 V se proud postuprsnizoval a nahle
opét zvysil. Tento jev je zavisly na aktivni ploSe d@y i anody. B prachodu proudu
dochazi totiz k rozkladu vody za vzniku bublineteré se diky nedokonalému michani
usazuji na elektrodach, tim zmenSuji jejich aktigldichu a proud se tak sniZzuje. Po
spojeni a uvoléni se rkolika bublinek se aktivni plocha elektrodési a proud oft
vzroste.

Obr. 3Pouzity elektrolyzér

1 — stojanova mickia

2 — michadlo stojanové mitkg

3 — sklena frita (dno sklegné frity je vypouklé, diky tomu pod nimirpe byt
michadélko od elektromagnetickéhaiky a katodovy prostor tak e byt
michan)

4 — platinova anoda ungisd na skleénych trubtkach

5 — nerezova katoda na #nystaliza&ni misky

6 — elektromagneticka mi¢ka
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Obr. 4Detail pouzitych elektrod

a — nerezova katoda

b — platinov4 anoda
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Pri praci bylo vyuzivano &né vybaveni laborate. Pouzité chemikalie byly,
neni-li uvedeno jinak, vdinych ¢istotach (p. a. nebdgisté). Pod pojmem voda je

minéna voda destilovana. Body tani byly stanoveny réobavku s mikroskopem.

3.1 Zhotoveni a funkce balonku

V experimentalnicasti prace jsou uvedeny pracovni postupy, ve ktekydy
uplatreny, ale nejsou Z/odnovany zasady prace v organické labafiatpiedevsim
pak v semimikronditku. Velmi ¢asto byva vyuzivana balonkova technika, ktera je
zaloZzena na zémé tlaku plynu v prostoru balonku v zavislosti naltéf SnizZeni
teploty zmisobuje sniZzeni tlaku a umife sani, zatimco zvySeni teplotyuspbi
zvySeni tlaku a pokud byla do balonku fegchozi fazi kapalina nasata, nyni je
z balonku vytlgovana. V pipad, Ze se oteena kapilara balonku ogfatvatou, ve fazi
sani balonek {sobi jako filtr&ni za&izeni. Kapalina (filtrat) vstupuje do balonku,
zatimco pevny podiltstava v nddobce, napbaice ¢i Iékovce. Toto se da velmi dib
vyuzit i pri opakovanych krystalizacich, kdy se postumusavaji filtraty a v hece
zastdva krystalizacicisttna latka. Balonek umdbje také uchovavani kapalin,
piemig’'ovani kapalin z meén piistupnych ¢asti aparatur a odtbvani vzajems
nemisitelnych kapalin. Vyznamnou roli ma balonéknanaseni chromatografovanych

smesi na start preparativnich tuhych vrstev.
3.1.1 FenaSeni, oddlovani a uchovavani kapalin

K odcElovani a penaseni kapalin izeme pouzitizné pipetky a kapatka vlastni
vyroby. Praktické kapatko snadno zhotovime ze skiéntrubtky na jedné stran
vytazené do 3pky a sklergné tyinky takového piméru, aby se mohlassre, ale bez
odporu pohybovat uvrittéto trubéky. Po spojeni obou sklénych difi gumovou
haditkou tyinka uvnif trubicky pIni funkci pistd.
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Obr. 5Kapatko
1 — skleina trubtka
2 — tyinka

3 —dsnici krouzek zhotoveny z pryZzové hagi

Velmi Géelnym zaizenim pro manipulaci s kapalinami jsou skteé balonky,
které zhotovujeme z trubic vhodnéhauméru (nefasgji 8 — 12 mm). Volime ragi
trubice se sil§Si s€énou, aby zhotoveny balonek nebyili§ tenkostnny. Nefastji
doporwovany postup vyroby balonku sfiga ve vytaZeni trubice (viz. obr. 6 a) do
kapilar paiimeéru kolem 2 mm (b). Potom nasleduje zataveni jech@ld&ry a prokati
stredni do kapilary nevytazer@sti. Nakonec mirnym fouknutim do otemé kapilary

za sodasného mirného tahu dosahneme vydigidsii casti do mirg protahlého tvaru

().
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Obr. 6Klasicky zpisob zhotoveni balonku s udanim rozgria v cm

a — pouzita trubice
b — trubice vytazené do kapilar
¢ — hotovy balonek

Balonek niizeme zhotovit i jinym postupéimktery nevyZaduje tak citlivé
zachazeni, nelvose trubice nezd&fva mezi déma kapilarami, ale pracuje se t&ndo
konce s mechanicky pevnou trubici, do které se fak&a @i zhotovovani barky
balonku. Po od#leni vhodné trubice (viz. obr. 7 a) vytAhneme mingestran trubici do
kapilary, kterou hned zatavime (b). Pro &8@ zhotoveni balonku jeul@zité
rovnomerné prolftati trubice v blizkosti kapilarniho vytazeni azteplotu néknuti skla.

Z toho divodu musime trubici drzet Sikmo k desce stolu a@aomnmtrného otéeni
nasadit plamen ve vyzé@ném mist (c). Hned po vyjmuti trubice z plamene uchopime
trubici za studenowdast a pi pridrzovani druhou rukou za zatavenou kapilaiu p
mirném tahu rukou od sebe vyfoukneme rafsrotahly tvar (d).
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Obr. 7Jiny postup zhotoveni balonku

a — sklegnd trubice vhodnych rozm
b, c, d, e, f — postup zhotoveni balonku
g — balonek napiny kapalinou a ozrigny praporkem s napisem
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Zda-li se nam, Ze zhotoveny balonek neni dokontdyké stny, nevhodné
rozmery), mizeme tvar (d) opaténzaltivat za rovnorrného otéeni trubici v Sikkmém
postaveni trubice k desce stolu tak dlouho, az ldusée zpt tvaru (c). V tomto
piipadt z horni ¢asti trubice steklaast skloviny do mista budouciho balonku ia p
opakovaném vyfouknuti jiz ziskame b&ni se silgjSimi s€nami. Ri dokorteni
balonku nasadime plamen hned za tersim (e) a po pratti na teplotu rknuti skla
vytahneme kapilaru. Odteni zbytku skla provedeme v miisi nebo 2 (f) podle
zamysSleného vyuziti balonku. ProtoZe manipulaci s balonkem mohou uvnitalonku
vznikat zn&né rozdily tlak, je vyhodné se o pevnostiést preswdeit mirnym
poklepem balonku o rdwnou desku stolu. Manipulace s balonky je zalozema n
principu tepelné roztaznosti plyra jejich kontrakci ochlazenim. Vsuneme-Ili atwvou
kapilaru zakatého balonku pod hladinu kapaliny, dochaiijgho ochlazeni k nasati
kapaliny. Pro zvySenidinku je vyhodné po vpraveriasti kapaliny do balonku tuto
zahratim odpéit. Tim dojde k vypuzeni &Si ¢asti vzduchu parami rozpoddta. Ri
ochlazeni balonku pary rozpoédia kondenzuji a saci efekt balonku se vyéazwysi.
Podle pouzivaného rozpoedla mizeme k okevu uzit dla ruky (v pipad etheru)
nebo jiny zdroj tepla. # plnéni balonku &kavymi kapalinami saci efekt zvySime
piilozenim smotku vaty nantené v etheru k jeho povrchuii Bdpaovani etheru z vaty
se balonek vyraznochladi. Chceme-li kapalinu v balonku uchovatazahe ote¥enou
kapilaru a balonek opame praporkem s napisem (g). Takto aamy balonek
ukladame do kadinky nebo jiného vhodného obaluyt®dou nizeme také ozriany
balonek zapichnout do polystyrenového bloku.

3.2 Tenkovrstva chromatografie

V této préci byl jak pro analytickou, tak prepamat TLC pouzivan silikagel
s pimési sadry firmy MERCK (Kieselgel 60 G). Pro analyzyly uzivany také hotove
vrstvy firmy MERCK (Kieselgel 60 f.).

3.2.1 Analytick& tenkovrstva chromatografie

Pred vlastnim zahajenim TLC bylyipraveny lité desky silikagelu MERCK,
ktery byl v mnoZstvi 36 g suspendovan v 83 ml voMgznikla suspenze byla
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rozprostena na 36 podloZznich mikroskopickych &k&éich rozmdri 75 x 26 mm
narovnanych na sklénou podloZku. Suspenze byla raeeta a urovnana k tomuelu

zvla¥ upravenou tinkou (viz. kap. 2.4.1).

3.2.2 Tenkovrstva preparativni chromatografie

25 g silikagelu Kieselgel 60 G bylo rozmichandsa vody. Vznikla suspenze
byla nalita na sklemou desku rozgra 20 x 20 cm, hrdlem ki&ky rozprostena po celé
ploSe a poklepem prsty urovnana do souvislé ploBtoyjejim Uplném vysuSeni byla
pouzita (viz. kap. 3.7.5 a 3.7.7).

3.3 Extrakce brezové kry

11,30 g bezové Kry bylo extrahovano ethanolem po dobu osmi hodin
v Soxhleto¢ pristroji. Ziskany extrakt (150 ml) byl zah#&st ke krystalizaci
oddestilovanim 100 ml ethanolu a zchlazen pod tekoadou. Krystalicky podil byl
odsat a vysuSen. Hmotnost suchého produktu byid4,g (t. t. 247 — 252 °C).

Filtrat byl znovu zahush oddestilovanim 25 ml a zchlazen. Krystalicky podi
byl odsat a vysusen. Jeho hmotnoisiia 0,4801 g (t.t. 247 — 251 °C).

Zbyly filtrat byl oddestilovan do sucha. Hmotnastiparku ¢inila 1,5519 g.
Podle tepoty tani (215 — 220 °C) i TLC byl tentduti@ () velmi zn&istén dalSimi
latkami.

Celkem bylo ziskano 3,1664 g produktu | (28 % ¥etedo na hmotnost

extrahované iry).

26



1234

Obr. 8TLC frakci krystalizace extraktu b rezové Kiry ve srovnani s¢istym
betulinem
Icisty betulin
2 odparek suroveho extraktu
3 prvni krystalicky podil
4 odparek filtratu po 1. a 2. destilaci

Jako vyvolavaci st byl v tomto i ve vSech ostatnickigmdech pouzit bezvody

roztok n-hexanu a ethyl-acetatu v panio : 3.

3.4 Hiprava allobetulin-formiatu

2,50 g betulinu (1) bylo zafvano s 35 ml 85% kyseliny mravgrpod zgtnym
chladtem Sest hodin. Druhy den po vykrystalovani byl gepodil odsat a promyt
ethanolem. Potom byl tento podil ptea s 30 ml ethanolu po dobu jedné hodiny.
Pevny podil byl odsat, promyt ethanolem a vysuSen.

Bylo ziskano 1,15 g produktu Il (43,2 %, t. t. 30802 °C).

3.5 Allobetulin

1,15 g allobetulin-formiatu (1) bylo rozpu$to ve 25 ml benzenu. Ke gsi byl
piidan roztok 2 g KOH v 15 ml ethanolu. Tato &arbyla zakvana poctyti a pil
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hodiny pod zptnym chladéem. Dale byl glit roztok 0,2 g KOH ve 20 ml ethanolu.
Roztok byl zahugh ke krystalizaci oddestilovanim 40 ml rozpad$h a ponechangp
hodin v klidu. Krystalicky podil lll byl odfiltrova a vysuSen. Jeho hmotndatila 0,4
g (t. t. 262 — 263 °C).

K filtrdtu bylo milito 40 ml ethanolu a tato sfa byla ponechana znovu
krystalizovat. Krystalky byly odséaty a vysuSeny. étmost tohoto krystalického podilu
Il &inila 0,1 g (t. t. 275 — 277 °C)

Odfiltrovany roztok byl zahush asi na 1/3. Vykrystaloval dalSi podil Il o
hmotnosti 0,45 g (t. t. 261 - 264 °C).

Celkovy vygZek allobetulinu (IlI)Xinil 0,86 g (74,8 %).
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Obr. 9TLC pripraveného allobetulinu v porovnani stistym allobetulinem
1 ¢isty allobetulin
2 prvni krystalicky podil
3 druhy krystalicky podil
4 teti krystalicky podil
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3.6 Oxidace allobetulinu na allobetulon

3.6.1 Oxidace oxidem chromovym

0,5 g allobetulinu (II) bylo rozpu&ho za varu v 7,5 ml kyseliny octové. Potom
byl roztok za stalého michani ochlazen pod vodowodge vzniklé suspenzi byl za
intenzivniho michani na elektromagnetické méckeagikapavan Bhem jedné a {
hodiny roztok 0,0880 g CrOv 0,1 ml vody a 2 ml kyseliny octot® Sms byla
ponechana v kliduiplaboratorni teplat po 24 hodin. Dale bylijdavan methanol (asi 2
ml) dokud snis jednoznén¢ nezezelenala. Potom byl roztokedn 10 ml vody.
Vznikla srazenina byla odséata, promyta vodou a $gsa. Bylo ziskdno 0,4717 g
surového allobetulonu (V).

Srazenina byla rozpu$ta za varu ve 2,5 ml 99 % kyseliny octové. Po amnia
vykrystaloval pevny podil. Filtrat byl odsat bal@mk a krystalky vysuSeny. Bylo
ziskano 0,4696 g (94,4 %) allobetulonu (V) (t.252- 228 °C).

3.6.2 Oxidace dichromanem sodnym

K 53,4 mg allobetulinu (lll) bylo fidano 38,7 mg octanu sodného v 10,7 ml
kyseliny octové. Za staleho michani byilip roztok 96,9 mg dihydratu dichromanu
sodného ve 3,9 ml kyseliny octdvéSmis byla ponechana 24 hodin v kliddi p
laboratorni tepla@t Poté byla #'edéna 25 ml vody a extrahovana #lidi nalevce ttikrat
5 ml chloroformu. Spojené chloroformové podily bgyakrat vymyty 20 ml vody, 20
ml nasyceného vodného roztoku NaHC@ vysuSeny IZkou bezvodého siranu
sodného. Chloroformovy podil byl opatrnslit do @ipravené zvazené bhy.
Oddestilovanim chloroformu do sucha bylo ziskand 469 (86,7 %) pevného podilu
V podle TLC jednotného sloZeni a identického s pkbeim reakce 3.6.1, (t. t. 198 —
205 °C).
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3.6.3 Oxidace Jonesovyriinidlem za varu

Priprava Jonesovaiinidla: 2,672 g CrQ bylo rozpu&no ve 2,3 ml 96%
kyseliny sirové a nasledmoplréno vodou do 10 ml v odénné baice.

500 mg allobetulinu (Il) bylo rozpu&to ve 28,9 ml kyseliny octové. Za stalého
michani na elektromagnetické mi¢ba bylo Ehem dvou minut fkapano 4,8 ml
Jonesov&inidla. Po dalSichifech minutach michani byfigan 1 ml methanolu a 19 ml
vody. Tato smss byla ti hodiny zaliivana k varu a je8tza varu bylo p@&astech filito
48 ml vody tak, aby se var nigpuSil. Roztok byl ponechan v klidu krystalizovatad
tydny. Krystalky byly odsaty, promyty vodou a vyseny. Bylo ziskano 302,4 mg
produktd?.

Surovy produkt byl dvakratipkrystalizovan. Nejprve byl za horka rozpumst
v 5,5 ml kyseliny octové. Déle byl roztokgfiltrovan balonkem, zahugt a ponechan
krystalizovat. Filtrat byl odsat balonkem a pevrogi byl vysuSen. Hmotnost produktu
¢inila 198,3 mg (39,8 %) (t. t. 258 — 263 °C). PodleC i teploty tani se jednalo

piedevsim o nezreagovany allobetulin (III).

3.6.4 Oxidace Jonesovyntinidlem za studena

500 mg allobetulinu (Il) bylo rozpusto ve 28,9 ml kyseliny octové. Za stalého
michani na elektromagnetické mi¢ba bylo Ehem dvou minut fkapano 4,8 ml
Jonesova&inidla. Po dalSichiech minutach michani bykidan 1 ml methanolu a 19 ml
vody. Potom bylo filito jesSte 48 ml vody. Roztok byl ponechan krystalizovat 24lin.
Pevny podil byl odsat, promyt vodou a vysuSen. Hhostt surového produktéinila
291,7 mg>

Surovy produkt byl oft dvakrat pekrystalizovan. Bylo ziskano 173,1 mg (34,8
%) pevného podilu (t. t. 256 — 258 °C). Vznikly gust obsahoval podle teploty tani i
podle tenkovrstvé chromatografie stejako v gedesSlém postupuigvazrig allobetulin

(111 a jen minimalni podil allobetulonu (V) — vy&eni viz. kap. 2.3.3.
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1 2 3 4

Obr. 10TLC vzork i z oxidaci Jonesovynéinidlem v porovnani séistym
allobetulinem a allobetulonem vniklynoxidaci pomoci oxidu
chromového
1 ¢isty allobetulin

2 allobetulon vznikly oxidaci oxiderthromovym

3 pekrystalovany produkt vznikly oxidaci Jonesov§mdlem za varu

4 ekrystalovany produkt vznikly oxidaci Jonesov§imidlem za studena

3.6.5 Dehydrogenace #dénym praskem

10 mg allobetulinu (Ill) a 10 mg prasSkové&adn bylo zhomogenizovano véeci
misce. Malé mnozstvi této €81 bylo vilozeno mezi kryci skika a nasledhzattivano
na Kofflerow bloku. Teplota bodotavku byla udrzovana mezi 2805 °C po dobud
hodiny. Poté byl vzorek ponechan v klidu ke zchladrOdebranim vzorku na TLC byl
vedle nezreagovaného allobetulinu (Ill) Zjisporerne vysoky obsah allobetulonu (V).
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Obr. 11TLC allobetulonu vzniklého dehydrogenaci allobetulnu Cu-praSkem
1 produkt vznikly dehydrogenaci atoldinu Cu-praskem
2 allobetulin pouzity do reakce
3 allobetulon vznikly oxidaci pomaxiidu chromového

3.7 Elektrooxidace allobetulinu na allobetulon

3.7.1 Riprava vhodného rozpoustdla

10 mg allobetulinu (111) bylo rozpu&to ve 2 ml koncentrované kyseliny octove.
Protoze se vSe rozpustilo, byltigano jest jednou 10 mg allobetulinu (lll). Tentokrat
se vSechen nerozpustil. Kyselina octova byla odsal@nkem, zbytek allobetulinu (I11)
byl vysuSen a zvazen. Tak bylo zisb, ze ve 2 ml kyseliny octové se rozpustilo 19,4
mg allobetulinu (l11).

Podobnym zfisobem bylo dokdzano, ze ve 2 ml dioxanu se roz@)3timg
allobetulinu (lll). V kyselig octové byl allobetulin (lll) rozpus#si. Kyselina je tedy

Rozpustnost allobetulinu (111) byla tedy jestyzkouSena seredénou kyselinou
octovou. 20 mg allobetulinu (lll) bylo rozpégdb ve 2 ml koncentrované kyseliny
octové a poté bylo fito 0,5 ml vody. Po fidani vody secast allobetulinu (lll)
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vyloucila. Zredéna kyselina byla odsata balonkem, krystalky bylgudeny a zvazeny.
Ve zZedné kyselig se rozpustilo 9,1 g allobetulinu (111).

3.7.2 Elektrooxidace s pidavkem octanu sodného

160 mg allobetulinu (Ill) bylo rozpu&tio ve 160 ml kyseliny octové. K roztoku
bylo piidano 3,6 g octanu sodného ve 40 ml vody. Potonpbgtaven stejny roztok,
ale jiz bez allobetulinu (lII).

Roztok obsahujici allobetulin (1) byl nalit dorgstoru platinové anody,
elektrolyt bez allobetulinu do prostoru nerezovéolg. Po spughi elektrolyzéru bylo
napsti nastaveno na 30 V a elektricky proud byl 130 rRA. rekolika minutach proud
klesl a v ptibehu elektrolyzy se pohyboval mezi 30 a 90 mA. Regkobihala celkoy
25 hodin.

3.7.3 Zkouska na zreagovany allobetulin

Po 3 hodinach a 30 minutach elektrolyzy bylo odabr5 ml roztoku jako
vzorek pro zkousku fb¢hu reakce.

Ke vzorku bylo pidano 20 ml vody a ten se zakalil. Takf@ppaveny vzorek byl
3x vytrepan 25 ml chloroformu. VSechnyi tchloroformoveé ¢asti byly spojeny a
promyty 20 ml vody. Potom byla chloroformovast zneutralizovana 20 ml vody se
IZickou hydrogenuhditanu sodného a @&p oddlena od vodn&dasti. Nakonec byly
piidany 2 IZgéky siranu sodného k vysuSeni. Roztok byl opapielit do gipravené
baiky a siran byl jegt3x promyt trochou chloroformu, aby nevznikly zyraSnes byla
oddestilovana k suchu.

Podle tenkovrstvé chromatografie byl patrny zafiouze naznak zreagovani
allobetulinu (111).

Po 16 hodinach byla zkouSka zopakovana stejnyfisaljem. Tentokrat bylo

zreagovani latky jiz ddke viditelnée.
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Obr. 12TLC vzork u elektrooxidace allobetulinu po 3 h 30 min a po 16
1, 3, 5, &isty allobetulin
2,4,6 vzorek po 3 h a 30 migké&blyzy
7 vzorek po 16 h elekjmyl

3.7.4 Zpracovani latky po dokorené elektrolyze

K roztoku z prostoru platinové anody bylélipo 300 ml vody. Snis byla 5x
prottepana 25 ml chloroformu. Chloroformovasti byly spojeny aigfiltrovany ges
vatu. Roztok byl nejprve promyt 50 ml vody, potomeatralizovan 50 ml vody se
IZickou sody a nakonec vysuSenédv Izicky siranu sodného. Tento roztok byl
oddestilovan do sucha a zvazen.

S odebranymi vzorkyinila hmotnost zreagované latky 150,4 mg (tj. 94 %)

Podobr byl zpracovan vzorek odebrany z prostoru nerezkatddy. Timto
zpisobem bylo zji&no, Ze se do tohoto prostoru dostalo pouze minimaimozZstvi
allobetulinu (111). Proto mohl byt roztok pouzitgpopakovani pokusu.
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Obr. 13TLC latky po dokonéené elektrolyze a srovnani sifedchozimi vzorky
1cisty allobetulin
2 vzorek po 3h a 30 min elektrolyzy
3 vzorek po 16 h elektrolyzy
4 latka po dokoené elektrolyze
5 vzorek odebrany z prostoru nere@atédy
&isty allobetulin

3.7.5 Preparativni TLC chromatografie produktu elekrolyzy

Zreagovany produkt (150 mg) byl rozptrsve 4 ml chloroformu. Qhjiz diive
pripravené preparativni TLC desky (viz. kap. 3.2.@ylpolozeny vedle sebe a na jejich
start byl rovnym dilem v souvislém pruhu vypusbbsah balonku. Do balonku byly
nasaty je& 2 ml chloroformu, ktery byl po vyplachnuti balonkypustn na dive
vytvoreny start obou desek. Tim bylo zajif rovnonérné rozdleni
chromatografované sfsi na ols desky (75 mg na kazdé).

Desky byly jednotli¢ vyvijeny ve snisi n-hexanu a ethyl-acetatu (10 : 3). Podle
stredi stop analytické TLC (viz. obr. 1) byly stanovergtard&ni faktory, které byly
vyuzity k rozdleni preparativni TLC na jednotlivé pruhy (viz. tda 1). Tyto pruhy
tenké vrstvy byly postugnodebrany, vsypany do chromatografickych trubic nad
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smotek vaty a ility nadnérnym mnoZzstvim rozpouidla (ethyl-acetat a n-hexan, 1 :
1). Rozpous&tdlo se nechalo prokapat déepem zvazenych bak

Jednotlivé vzorky byly oddestilovany k suchu a éatosuSeny v susarn
Nakonec byly zvazeny.

Jelikoz celkové mnozstvi latek bylo pouze 38,1 rfjig54,4 %), nechalo se
rozpoustdlo do odpovidajicich b&k prokapat je$t jednou. Poté bylo ziskano
dohromady 46 mg latky (tj. 65,7 %).

Tabulka IHmotnosti jednotlivych €asti z prvni preparativni desky

Hmotnost . .
. Stred stopy] i Hmotnostcasti |. | Hmotnostcasti |l
Cast Rf prazdné biky
[em] [mg] [mg]
[9]

1 0,15 2,7 44,9982 9,0 9,0

2 0,26 4,2 42,4658 2,2 2,2

3 0,32 5,9 46,8533 3,0 4,7

4 0,42 7,7 36,6257 5,7 6,2

5 0,52 9,5 46,6416 10,3 12,6

6 0,61 11,3 47,2041 2,9 2,9

7 0,69 12,8 68,3390 1,0 2,1

8 0,79 14,5 61,3911 2,1 3,4

9 1,00 18,4 61,6610 1,9 2,9

Celkem 38,1 46,0

Druha preparativni deska byla zpracovana podobrapisobem. Jelikoz
v predeSlém fipact bylo poprvé pouzito malé mnoZstvi rozpad$d, tentokrat byla
hmotnost jednotlivycitasti zvazena az po dostatém proliti rozpougtllem. Zde bylo
ziskano dohromady 37,2 mg latky (tj. 53 %).
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Tabulka 2Hmotnosti jednotlivych ¢asti z druhé preparativni desky

Hmotnost .
. Stred stopy] ] Hmotnostcasti
Cast Rf prazdné biky
[cm] [mg]
[9]
10 0,15 2,7 78,4736 14,0
11 0,26 4,2 108,1356 4,9
12 0,32 59 69,7337 10,8
13 0,42 7,7 41,1452 1,6
14 0,52 9,5 72,9009 1,0
15 0,61 11,3 79,8158 11
16 0,69 12,8 42,8731 1,2
17 0,79 14,5 37,3110 1,3
18 1,00 18,4 140,6920 1,3
Celkem 37,2

Ze vSech osmnactiasti byla udldna tenkovrstvd chromatografie ke zjitt
jejich slozeni. Vzdy byly vedle sebe naneseny dapovidajicicasti z jedné a z druhé

desky ¢islovani dle tabulek).

110211 312413 5645

Obr. 14TLC vSech jednotlivych ¢asti z obou preparativnich desek
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Pokradéovaniobr. 14

Podle TLC (obr. 14) je patrné, Ze k rélhi produktu doSlo, ale wbkbni je na
z&kladt podobnosti skterych stopiteba pokraovat.

3.7.6 Krystalizace spojenych frakci 5 a 12

Pat4 a dvanacta slozka (29,8 mg), podle TLC dmmtiobné, byly rozpu&by
v chlorofomu a smichany dohromady dieglem zvazené lékovky. K tomuto roztoku
byl za horka fikapavan n-hexan, do zahajeni krystalizace. Poipmystalizaci vzniklo
13,7 mg vzorku (t. t. 215 — 25C), po druhé krystalizaci vzniklo 10,2 mg (t. t.422
250°C) a po teti krystalizaci vzniklo 2,1 mg, podle TLC i bodanf (t. t. 245 — 253C),

.....

Celkovy vygZekginil 26,0 mg (tj. 87 %).
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Obr. 15TLC postupné krystalizace latky
1 snes 5. a 12¢asti latky po elektrolyze
2 prvni krystalicky podil
3 druhy krystalicky podil
4teti krystalicky podil

3.7.7 Zpracovani spojenych slozek 1, 2, 10 a 12

Slozky 1, 2, 10 a 12 (29,9 mg) byly rozpunt v chloroformu a spojeny. Tento
roztok byl oddestilovan na minimalni mnoZzstvi ado&lem byl nanesen na preparativni
desku. Preparativni vrstva byla vyluhovana 3 kndtss n-hexan a ethyl-acetat (10 : 3).
Poté byla vypalena dratem.

Po vypaleni elektricky zhavenym odporovym drateyta ldeska rozélena na
sedm casti. Jednotlivécasti byly nasypany do trubic nad smotek vaty felify
nadbytkem rozpou&tlla ethyl-acetat a n-hexan (1 : 1). Pekapani rozpou&tla do
piedem zvazenych bék z nich bylo rozpoustllo oddestilovano k suchu a jednotlivé
vzorky byly dosuSeny v suSd@ra zvazeny.

Celkovy vy&Zekginil 20,3 mg (tj. 68 %).
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Tabulka 3Hmotnost jednotlivych ¢asti po dalSim déleni

Hmotnost )
5 Hmotnostéasti
Cast | prazdné biaky
[mg]
[a]

1 40,7110 6,1
2 46,5192 4,5
3 44,8631 4,7
4 78,4689 1,0
5 42,4066 2,0
6 56,8183 1,0
7 69,7361 1,0
Celkem 20,3

Ani timto zpisobem nebyla ziskana v dostai®@m mnozstvi krogh vychoziho
allobetulinu (Ill) Zadna slozka a proto budi&ha v budoucnu reakci a nasledné

zpracovani reati snesi opakovat.
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4 ZAVER

Patatkem této prace byl extrahovan betulin () fedmvé kry, ktery byl
preménén na allobetulin (lll) pes meziprodukt allobetulin-formiét (Il). Allobetali(lll)
byl poté oxidovan na allobetulon (V) pomoaikolika riznych ¢inidel a za #iznych
podminek. Zatim, co klasické metody oxidace s axidghromovym i dichromanem
sodnym vedly k Zzadanému cili, ostatni metody vyjadopracovani. Dehydrogenace
allobetulinu (11l) médénym prédSkem byla provedena pouze na bodotavku. dlikéae,
Ze allobetulon (V) vznika, ale reakce dal sledovaeayla. Elektroreakce, ktera se
nabizi z obecného hlediska jako zajimava, ma mmauweSenych uskali a bylo by
vhodné se v budoucnuémovat studiu elektrolytu, ktery byfipvysoké vodivosti
rozpoustl dostaténé mnozstvi allobetulinu (Ill) a sdm neposkytovalllebetulinem
(1) sekundarni produkty.
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Summary

This work began with the extraction of the betelitom a birch bark. The
betuline was converted to allobetulin using intedrate the allobetulin-formate. Then
the allobetuline was oxidized to the allobetuloséng with other agents under various
conditions. The classical methods of an oxidatiath whromium oxide and sodium
dichromate led to the desired goals. Other methodguire a completion.
Dehydrogenation the allobetuline with the coppewger was performed only on the
block of Koffler. The allobetulone originated baetreaction wasn’t monitored further.
Electrochemical reaction has many outstandingregghiThis issue will be discussed in
the future.
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