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1 UVOD

Chemie terpenoidnich sloucenin tvoii vysoce specializovanou rozsédhlou oblast
organické chemie. Triterpeny jsou v pfirodé zastoupené fadou velmi rozsifenych
sloucenin, ale i slou¢eninami méné obvyklymi. K t€m nejrozsifenéjsim patii naptiklad
betulin, izolovany z biezové kiry. ProtoZze v minulém obdobi na katedie organické
chemie Ptirodovédecké fakulty UK v Praze bylo triterpenoidnim latkdm vénovano
mnoho Gsili* stala se izolace betulinu soudasti laboratornich cviceni v zakladnim
praktiku z organické chemie. Na katedfe chemie FPE ZCU v Plzni je tomu obdobné.

Téma této prace je velmi Siroké. Jak je patrné z obsahu, prace se vénuje fad¢

souvisejicich 1 okrajovych problémi, které mohou byt vyuzity i v nasledujici etap€.



2 TEORETICKA CAST

2.1. Terpeny

Terpeny patii spole¢né se steroidy do skupiny isoprenoidii. Jsou to latky
lipidového charakteru s velmi rozmanitou strukturou. Mezi terpeny fadime uhlovodiky,
ale i jejich derivaty jako alkoholy, aldehydy, ketony, karboxylové kyseliny.

Dosud zname vice nez 30 000 terpenoidﬁ.2 Tyto vyznamné prirodni latky mohou
byt rostlinného i zivocisného ptivodu.

Zakladnim stavebnim kamenem terpent je isopren (2-methyl-but-1,3-dien).
Isoprenové jednotky se skladaji podle jednoduchého isoprenového pravidla
formulovaného Leopoldem Ruzickou v poradi hlava-pata.3 Jako hlava byvéa oznacen
prvni atom uhliku a naopak jako pata ¢tvrty atom uhliku. Podle poctu isoprenovych

jednotek klasifikujeme terpeny do jednotlivych podskupin.

Tabulka 1 Klasifikace terpeni *

Nazev Pocet Celkovy pocet atomi
isoprenovych jednotek
Monoterpeny 2 10
Seskviterpeny 3 15
Diterpeny 4 20
Triterpeny 6 30
Tetraterpeny 8 40
Polyterpeny n 4n

Nizkomolekularni terpeny jsou obvykle vonné latky, tzv. etherické oleje,
které jsou ziskavany destilaci rostlinnych tél vodni parou. Zajimavou silici je naptiklad
a- pinen (I). Tento monoterpen je soucasti terpentynového oleje (borovicova silice).
Nemén¢ znamym monoterpen je myrcen (Il), vyskytujici se ve vaviinové silici
limonen (I11), obsazeny v citrusovych plodech. Mezi seskviterpeny obsahujici tii
isoprenové jednotky patii kyselina abscisova (IV), odpovédna za starnuti a opadavani

listl. Znamym diterpenem je fytol (V), acyklicky alkohol, ktery je soucasti chlorofylu.



Niz$i terpeny, obsahujici méné isoprenovych jednotek, tvoii podstatnou slozku

esencialnich oleji a pryskyfic. Vyssi terpeny jako triterpeny a tetraterpeny maji formu

tuhych latek.
CH,
CH,
/
H,C CHj
! [
CHg
HeC  CHy  §Hs coon
S
C. OH
7/ A\ /
HsC CH, o CH,
11 v
CH,
CHy [ O
CH.,OH
CHjy
CH
/A
HsC CHy
\/

2.1.1. Triterpeny

Triterpeny hraji v zivych organismech velmi dilezitou roli. Jsou tvofeny z tficeti
vazanych atomd uhliku. Mohou mit alifatickou, tricyklickou, tetracyklickou

a pentacyklickou strukturu. Triterpeny mohou byt rostlinného, ale i zivo¢isného ptavodu.
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Biologickou  aktivitou triterpen  ziskavaji  rostliny  specialni  vlastnosti
napt. antimikrobidlni, protizanétlivé a dalsi. Nékteré jsou vyuzitelné i pro c¢loveéka.
Piikladem jsou derivaty kyseliny betulinové s anti-HIV a protivirovymi l'léinky.2

Velmi zajimavym triterpenem zivo¢isného ptivodu je zajisté ambrein. Ambrein
je soucasti pravé ambry vylu¢ované vorvaném a je velmi cenénym v parfumerii. DalSim
triterpenem zivocisného ptvodu je skvalen (VI), vyskytujici se ve znacném mnozstvi

v zralo€ich jatrech, ale i v mensim mnozstvi v organech jinych zivocichu.

2.1.1.1. Vybrané typy triterpeni

30
CHy

w )
H,C——20
3 /,"

19—21
H CHs Y,
NN
1 %3 sla éﬁHs !4 16
T/ \i‘)/é\%/%\“/
NN
H

HaC' CHz
23 24
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2 H :

CHy
27

3\4 /:\6 e
H3C\\‘~ CHy
23 2
Oleanan
30
Hag
H3C 20
\19/ \21
i 18 HS(Z:S 22
\!3/‘ \‘17/
H

26
CHz

/1\1::3/2\! :;4\15/16
]
NN

HaC CH;
23 24

CHjy
27

Ursan

2.2. Oximy a jejich reakce

2.2.1. Oximy

Oximy jsou slou¢eniny s obecnym vzorcem R-CH=NOH a RR'"C=NOH. Podle
umisténi funkéni skupiny se déli na aldoximy a ketoximy. Funkéni skupinovy nazev
oximu lze jednoduse vytvofit pfipojenim skupinového nazvu oxim k nazvu aldehydu
RCHO nebo ketonu RR'C=0. Substitu¢ni nazev se ziskd pifidanim piedpony
hydroxyimino- k nazvu zékladniho hydridu.’



Priklady ndzvoslovi:

@CH:N—OH

benzaldehyd-oxim
/=\ ,CHs
HO—N:<Z><1
;2 COOH

4-(hydroxyimino)-1-methylcyklohexa-2,5,-dien-1-karboxylova kyselina

ll\ll—OH
5 4 3 2 1

pentan-3-on-oxim

2.2.2. Zakladni vymezeni oximi v oblasti dusikatych derivata

Dusikaté derivaty tvoti velmi rozsahly a uceleny systém sloucenin, které jsou
spolu vzajemné propojeny. (Obr. 1)

Premény dusikatych derivati vychazi z jednoduchych sloucenin. Oxidaci
alkoholi ¢i ozonolyzou alken jsou ziskany karbonylové slouceniny, které jsou
dale ptevedeny na dusikaté derivaty. V nésledujicim ptehledu uvadim zakladni vztahy
mezi dusikatymi slou¢eninami ¢lenénych do jednotlivych podkapitol 2.2.2.1., 2.2.2.2.,
2.2.23.,2224.,2225.,22.26.
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Obr. 1 Schéma vztaht dusikatych slou¢enin

2.2.2.1. Priprava karbonylovych slou¢enin

1a Oxidace alkoholi 3*°

V zavislosti na struktufe alkoholu a na pouZitém cinidle jsou alkoholy oxidovany
na aldehydy, ketony ¢i karboxylové kyseliny.

Oxidace je uskutecnitelna fadou rozmanitych ¢inidel jako napt. dichromanem
sodnym, manganistanem draselnym ¢i oxidem chromovym. Primarni alkoholy
se oxiduji na aldehydy, sekundarni na ketony a terciarni alkoholy jsou vuci oxidaci
za normalnich podminek stélé.

Oxidaci primarnich alkoholii vznikaji aldehydy, které se Casto oxiduji aZ na

karboxylové kyseliny.

oxidace oxidace
R—CH,OH —_— = R—CH—O — = R—COOH

K pfipravé aldehydd se casto wuziva pyridinium-chlorochromat (PCC).
Piipravuje se pfidanim pyridinu  k roztoku oxidu chromového ve zfedéné

chlorovodikové kyseling. Oxidace se provadi obvykle v rozpoustédle dichlormethanu.®
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Sekundarni alkoholy jsou oxidovany na ketony, které jsou viici dals$i oxidaci

pomérné odolné.

R

\ Na,Cr,0, R\
_CH—OH c—0
R H,0, CH,COOH 7

1b Ozonolyza *®”

Nejpouzivangj§im cinidlem pfi Sté€peni dvojné vazby je ozon. Adici ozonu
na alken vznika meziprodukt molozonid, ktery se ihned piesmykuje na ozonid. Ozonidy
s nizkou molekulovou hmotnosti jsou vybusné, a proto nejsou obvykle izolovany.

Hydrolyzou ¢i hydrogenaci jsou ozonidy pfevedeny na karbonylové slouceniny.

0
9 3
R—CH=—CH—R’ + O3 —> R—CH—CH-R’ —> R—C——C—FR’
0
+H*
> R—CHO + R'™—CHO + H,0O
+H,0
| R—CHO + R—CHO + H,0

1c Syntéza z nitrila ’

Aldehydy 1lze ptipravit z nitrild kyselin psobenim chloridu cinatého

a bezvodého chlorovodiku v prostiedi suchého diethyletheru.

/NH
CN c=”
Hel N sncl,
gl —
—_—
HCI
CH=NH CHO

H,O

—_—

. g



1d Reakce nitrili s Grignardovym &inidlem’

DalSi moznosti piipravy keton je reakce nitrild s Grignardovym cinidlem.

R
R H,O
R——C——=N + R'MgX —— C=NMgX —_— /C—NH

N
—_— C—O0 + NH,
R’

1le Hydrolyza oxima ®’

Zahfivanim oximu se zfedénou mineralni kyselinou je oxim preveden

na aldehyd ¢i keton.

2.2.2.2. Piiprava acylhalogenidi >°®

Acylhalogenidy jsou reaktivni slou¢eniny ¢asto vyuzivané jako acyla¢ni ¢inidla.
Lze je pfipravit zahfivanim kyselin s pfisluSnymi anorganickymi halogenidy
jako napt. PCls PCl3 SOCI..

RCOOH + Ppcly; ——> R—C + POCl; +  Hcl

2.2.2.3. P¥iprava amidi 3*°7"8

Acylchloridy reaguji s amoniakem a aminy velmi rychle. K reakci lze pouzit

primarni a sekundarni aminy, ale nikoliv aminy terciarni.

0 0
4 %
R—C\ + 2NHy —> R—C\ + NH,CI
cl NH,
0
% ) P
R—C{ *+ 2RNH, —> R—C( + R'NH,Cl
cl NHR’



R—C\ + 2R ,NH —> R—C\ + R",NH,CI

2.2.2.4. Priprava aminu

4a Redukee amidi kyselin >%°

Pusobenim silnych hydridovych ¢inidel jako LiAlH4, B;Hs, AlH3 dochazi

k redukci amidt na aminy.

H
O LiAIH,, ether AN H
/ 4 ~
R—C” — <
\ H,O" H NH
NH, 2

. . 10367
4h Hoffmannovo odbouravani amida >%

Hoffmannovym odbouravanim primarnich amidt alkalickymi roztoky chlornanu

(bromnanu) je vytvotren amin s uhlikatym fetézcem krat$im o jeden atom uhliku.

NaOH, Br,, H,O0| 1 OH (?- A H.0 T P

c H A Br /Oy B R—N=—C=0 R—N-C’
2N AN R\,N \
R N R N 1 e}
) ! H isokyanat & :
H H H

karbamova kyselina

4c Redukce nitroskupiny *°

Uplnou redukei nitroskupiny je ziskana aminoskupina. Pfeména miize probihat
postupné. Nejprve pies nitrosoderivaty, které dale redukci poskytuji hydroxylamin.

Nakonec je hydrogenolyzou hydroxylové skupiny vytvofen amin.
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2e, 2H" 2¢, 2H" 2e’, 2H" R CHL— NH
RCH,—NO, —— R—CH,-N—=0 —> R—CH,—NHOH —*> 2 2

L -H,0 -H0
/OH 2e, 2H* /e_’ 2H
RCH:N\ e RCH>—N—=0H
o -H,0

Redukce nitroskupiny probiha katalytickou hydrogenaci RaNi, Pd/C, LiAIH, na aminy.

4d Redukce nitrilt 3

LiAIH H /H
IAIH, \
R—C==N <

R NH,

4e Redukce oximi °

Oximy jsou redukovany na primarni aminy. Redukce Ize uskute¢nit katalytickou

hydrogenaci ¢i pomoci hydridovych ¢inidel.

O —= O

Ptiklady n&kterych podminek reakce:®

H., RaNi, 0,1-0,3 MPa, EtOH, 25 °C 90 %
N2H4Y Hzo, RaNi, 25°C 65 %
LiAlH,, Et,0, reflux 71 %

2.2.2.5. Priprava nitrila

5a Dehydratace primarnich amidi kyselin 3689

Dehydrataci amidli kyselin jsou ziskany nitrily v dobrych vytéZcich.
K dehydrataci jsou vhodna dehydrata¢ni ¢inidla jako napt. SOCI,, PCls, POCl3, COClI,

a dalsi.

11



O OH P,0s
R’ R—c” ——= R—C=N
\ N 200 °C

NH, NH

5b Dehydratace aldoximi °

Také aldoximy podléhaji dehydrataci na nitrily. NejbéznéjSim dehydratacnim

¢inidlem je anhydrid kyseliny octové.

/ Ac,0O

2.2.2.6. Priprava nitrosloucenin

. <o 7
6a Oxidace aminu

Primarni aminy bez a-vodiku poskytuji oxidaci nitroalkany.

KMnO,

6b Oxidace oximii ®

Reakce probiha za pfitomnosti silnych oxidaénich ¢inidel. Jako ¢inidlo je Casto

vyuzivana kyselina trifluorperoxyoctova.

R’ R’
\ F,CCOOCH \
N /

12



2.2.3. Reakce oximu

2.2.3.1. Beckmanniiv piesmyk I. Fadu

Beckmannovym piesmykem se zabyva fada autort. 710

Pisobenim silnych bezvodych mineralnich kyselin a nékterych kysele
reagujicich ¢inidel jako napi. HCI, H,SO4, PCls na oximy ketoni dochazi k presmyku

oximu na substituované amidy kyselin.

Obecna reakce:

R V 2N OH HO

\ / .
( /C:N — C:N\ — R—CO—NH—R
R@\\\ﬂ/j, R R

Pribéh presmyku je ovlivnén zvolenymi podminkami. V protickém prostiedi
dochazi nejprve k protonizaci oximu. Protonizace probiha na dusiku. Vznikly kation
se dale izomeruje na kation s protonem na kysliku. Diky silné polarizaci vazby N-O je
kation nestabilni a ztrdci molekulu vody. Soucasné s odSt€épenim vody dojde
k pfesmyku jednoho ze substituenti spolecné s vazebnymi elektrony na kladné nabity

dusikaty atom. Reakce je ukoncena adici vody za vzniku pfislusného amidu kyseliny.

R _OH
N
R OH > C=—N
\ / +H R H
/C:N - =
* R OH,
R H \ 2
C—N
R
N
+H,0 HZO\ +
— R— C=N—R —> C—N—R’ R—CO-NH-R" + H
R

Beckmanniv piesmyk probiha prostorové. Oximy se vyskytuji ve dvou

geometrickych formach jako konfiguraéni izomery syn a anti.
H OH H
/ \
C—N C—N
/ / \

R syn anti

13



Presouva se vzdy ten substituent, ktery je v poloze anti k hydroxylové skuping.

R OH HO
N/ AN //O
C=N — C=N e R—C
N, AN
R R R NH—R
R R R 0]
C=N — \C:N/ — R'—C%
7 Doy / N
R HO NH—R

To plati pouze tehdy, pokud je mozné jednotlivé geometrické izomery oximul
samostatné izolovat a pokud se vzajemné neizomeruji béhem samotné reakce. Tam,
kde je izomerace syn-formy a anti-formy vzajemna, je vysledkem pifesmyku smés dvou

izomernich amidu.
BECKMANNUV PRESMYK ALDEHYDU

Beckmannovym  pfesmykem  aldoximi je  ziskan alkylformamid
(ze syn- aldoximt) nebo amid kyseliny (z anti-aldoximt). Tvorba N-alkylformamida
neni pfili§ Castd. Za mirnych podminek dochazi vétSinou k tvorbé€ nitrilli nebo amidii

kyselin.

U aromatickych aldehyda se ziskavaji Casto ptisluSné substituované benzamidy

nebo benzonitrily.
BECKMANNUV PRESMYK KETONU

Vliv izomerie syn- a anti- se projevuje také i u nesymetrickych keton.
Ptesouva se vzdy alkylovy zbytek s del§im fetézcem.
R’ oH R’
\ / -
C—N - C—N
/ % N\
R R OH
Beckmanntv presmyk oximi cyklickych ketont je dilezity K vyrobé laktamii co-
aminokyselin. Z primyslového hlediska ma znaény vyznam presmyk oximu
cyklohexanonu, pfi némzZz vznika kaprolaktam. Kaprolaktam je zdkladni surovinou

k vyrobé Nylonu 6. Tato reakce probiha s vybornymi vytézky.
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N—OH o}
/ H,SO, 74

NH

2.2.3.2. Beckmanniv presmyk Il. Fadu
Velmi odlisné je veden Beckmannliv pfesmyk u oximi ketont, které maji
Vv blizkosti karbonylové skupiny substituenty, jez se lehce odstépuji jako kationty. Tato

reakce se nazyva Beckmanniv pfesmyk druhého fadu nebo také Beckmannovo $tépeni.

Reakce probiha u oximu a-amino-, o-hydroxy-, a-imino- a a-karboxyketonu

za vzniku nitrild.

/C:N - R+ + R'™—C=——=CH

Beckmannovo $tépeni se objevuje také u oximil a-alkylketonli a a-arylketond,

obzvlast nemaji-li C(y) zadny vodik:

R R
\ N\
/T_ﬁ_R CH=CH—R” + R"——CN
R’ CH, NOH R
R

Béhem Stépeni oximt bicyklickych ketonti dochazi k otevieni kruhu:

H

SO — OD
N
AN

OH
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2.2.4. Priprava oximi

2.2.4.1. Adice hydroxylaminu na aldehyd a keton ®’
Reakci karbonylovych slou¢enin s hydroxylaminem vznikaji oximy, z aldehydu

aldoximy, z ketonu ketoximy.

obecné aldoximy

OH

RCH=O + NH,OH —= R-HC_ — > R—CH:=NOH + H,0
NHOH

obecné ketoximy

R R

\ \

C=0 + NH,OH — LC=NOH + H,0

R R

Pii reakci hydroxylaminu s aldehydy nebo ketony miize byt katalyzatorem
reakce zasada i kyselina. Oximy jsou pfipraveny zahfivanim alkoholického roztoku
karbonylové slouceniny a soli hydroxylaminu v ptitomnosti stejného mnozstvi zasady
potiebné k uvolnéni hydroxylaminu. Jako zasada je vyuzivan napf. alkalicky hydroxid,

uhli¢itan sodny, octan sodny, pyridin.

Slozit€ji probiha reakce hydroxylaminu S o,B-nenasycenymi karbonylovymi
slouceninami. Z a,B-nenasycenych aldehydd a o,f-nenasycenych ketond Vv kyselém

prostiedi Jsou ziskany oximy, v zasaditém prostfedi vznikaji izomerni isoxazoliny.

NHOHC/ @ H=—CH— C—@

H OH
NaOH
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2.2.4.2. Oxidace alifatickych amini ®’

Oxidaci primarnich alifatickych amini peroxidem vodiku je ziskdna smés

produktt:

RCH,NH, —» RCH,NHOH —» RCH=——NOH ——» RCONHOH

Reakce probiha specifi¢téji pisobenim nékterych katalyzatort (oxidy nebo soli

W, Mo, U). Ze sekundarnich amini 1ze ziskat ketoximy ve velmi dobrych vytézcich.

R

R,CHNH,  + H,0, Na,WO, \CH:N
- N\

OH
2.2.4.3. Nitroso-oxim tautomerie *

Oximy jsou izomerni s nitrososlou¢eninami. OdliSuji se pouze podle umisténi

dvojné vazby a polohy vodiku. Rovnovéha se ptiklani spise k oximtim.
R—CH=—/=N—OH = R—CH,—N=0
2.2.4.4. Nitrosace ®"*

Radikalova nitrosace alkani se uskuteciuje V priimyslové vyrobé pusobenim

chloridu nitrosylu za pfitomnosti ultrafialového zareni.

O NOCI qNOH

Pii elektrofilni nitrosaci silnych C-kyselin typu RCH,Z nebo ZCH,Z piechazi
nitroskupina pisobenim kyseliny dusité do a-polohy. Skupina Z Ize nahradit: COR,
COOR, CN, SO;R. Intermedialni C-nitrososloucenina je stala pouze tehdy, nenese-li

atom uhliku soucasn€ jeden atom vodiku. Jinak dochdzi k samovolnému presmyku

na staly oxim.®

NO
NO* | H
R—C—CH,-R R—C=CH—R" ——= HC—C—CHR" —> R—C—C—FR’
Il

o OH o’ O NOH
OH
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Aldehydy a ketony takto reaguji na oximy a-diketond. Podle struktury vychozi

karbonylové slou¢eniny probiha reakce jak v kyselém tak bazickém prostiedi.

C,H,ONO, HCI
45-55 °C NOH

C.H,,0ONO
COCH, —— COCHNOH
EtONa, EtOH

2.2.4.5. Redukce nitronovych kyselin ’

Nitronové kyseliny jsou pievedeny plsobenim rozmanitych ¢inidel (HI, H»S,

NH,OH, NaHg) na oximy ve velmi dobrém vytézku.

HI

2.2.4.6. Nitrosace nitroslou¢enin ’

Reakci primarnich nitroslouc¢enin s kyselinou dusitou vznikaji nitrolové

kyseliny.

NO, NO,
HNO,

RCH,NO, —> RCH RCH
“H,0 N\ \

NO NOH

2.2.4.7. Redukce alifatickych nitroslou¢enin na oximy 6

Primarni a sekundarni nitroslouc¢eniny obsahujici na a-uhliku atomy vodiku
se po redukci do stadia nitrosoderivati mohou piesmykovat na oximy. Redukcénim

¢inidlem je napft. chlorid chromnaty nebo zinek v kyselin€ octové.

R
Zn \
R—CH, - > CH=N
AcOH AN
NO, OH
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2.2.4.8. Rozklad dusikatych esterii ’

Estery nitronovych kyselin jsou v zasaditém prostfedi nestabilni a Stépi

se na aldehyd a oxim.

2.3. Priprava vychozich sloucenin

V této kapitole je uveden zakladni postup izolace betulinu z bfezové kury a jeho

nasledné pfevedeni na dusikaty derivat allobetulonoxim.
2.3.1. Ziskani betulinu

Betulin je pfirodni pentacyklicky alkohol (lup-20(29)-en-3$,28-diol) obsazeny
v hojném mnozstvi v bfezové kuite. Byl jednim z prvnich triterpenoidi, které se podaiilo
izolovat. Bild barva bfizové kiiry je zplisobena ptitomnosti betulinu. Ten propujcuje
biize jedine¢né vlastnosti, diky kterym biezova kira nikdy neshnije a nezplesnivi.?
Mimo betulin se v bfezové kiife nachazi i dalsi triterpeny, napt. lupeol (VI1I), kyselina
oleanolova (VI11), kyselina betulinova (1X).*> Betulin se ziskavé extrakei biezové kiiry
ethanolem.

Soxhlettiv extraktor se naplni pfedem zvazenou, na malé kousky nastiihanou
bfezovou klrou a nasledné se ptipoji K bance s ethanolem, umisténé na vodni lazni.
Extrakce probiha nékolik hodin.

Cast extraktu pietrvava i za varu stale nerozpuiténa, avsak ochlazenim (obvykle
ptes noc) vykrystalizuje vétSina betulinu. Vykrystalizovany podil se odsaje a promyje

ethanolem. %3
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VIl ~ VIl

2.3.2. Piiprava allobetulinu

Pieména betulinu (X) na allobetulin (XII) probiha ptes meziprodukt allobetulin-
formiat (XI). Béhem piemény betulinu na allobetulin-formiat dochézi k presmyku
triterpenoidni struktury lupanového typu na triterpenoidni strukturu oleananového typu.
Ze vzniklého allobetulin-formiatu je destilaci pod zpétnym chladi¢em a za ptitomnosti

hydroxidu rozputéného v ethanolu izolovén allobetulin.*

CH,OH
HCOOH

var

HOCO
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KOH
Et-OH

var

2.3.3. Piiprava allobetulonu

Oxida¢ni reakci allobetulinu (XII) na allobetulon (XIII) je mozno zrealizovat
pusobenim velkého mnozstvi oxida¢nich ¢inidel. V této praci byla provedena oxidace
allobetulinu dichromanem sodnym rozpu§ténym v kyseling octové.” Jinou moznosti
piipravy je oxidace allobetulinu oxidem chromovym.*® Tato reakce ma fadu modifikaci.
Jednou znich je pouziti Jonesova ¢inidla (oxid chromovy rozpustény ve ziedéné

kyseling sirové).

oxidace

2.3.4. Piiprava oximu allobetulonu

Adici hydroxylaminu na karbonylovou skupinou allobetulonu (XI11) v prostiedi
vysuseného pyridinu je piipraven oxim allobetulonu (XIV). Tato reakce je podrobné

popsana v této odborn¢ literature. 1
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NH,OH . HCI
—
Py

2.4. Metody prace

2.4.1. Extrakce

Béhem experimentalni ¢innosti jsem se mohla setkat sjednoduchou extrakci
pevné latky rozpoustédlem. Metoda extrakce je podrobné popséana v fadé praci. 1819202

Extrakce probiha za rGznorodych podminek za studena ¢i za horka, kontinudlné
i diskontinualné. Zafizeni uskuteénujici extrakci nazyvame extraktor.

Nejznamé&j$im a velmi u¢innym extraktorem je Soxhletiv extraktor. Uginnost
extraktoru spo¢iva v tom, Ze pracuje za horka a kontinualné. Soxhletiv extraktor
se sklada zvarné bainky, vlastniho télesa extraktoru a chladi¢e. Jednotlivé dily
extraktoru jsou propojeny zabrusovymi spoji.

Nejprve je Soxhletiv extraktor naplnén zvazenou, drobné nastiihanou kirou.
Do varné banky je nalito vhodné rozpoustédlo. Nasledné je varnd banka
s rozpousStédlem zahtivana az k varu. Pary rozpoustédla se §ifi postrannim tubusem
az do chladice. V chladi¢i pary kondenzuji a stékaji na patronu, kde dochazi k extrakci
vzorku. Extrakt se hromadi v téle extraktoru az do doby nez dosahne ohybu piepadové
trubice. Poté pteteCe zpét do extrakeni bariky a cely pochod se znovu opakuje.

Extrakce se provadi podle potieby nékolik hodin az nékolik dni. Zalezi
na rozpustnosti extrahované latky v daném rozpoustédle.

Dtlezité je pouZzit dodate¢né mnozstvi rozpoustédla, aby po naplnéni extraktoru

rozpoustédlem zlstala ¢ast rozpoustédla ve varné baiice a latka se nepfipalovala.
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A - Extraktor

B — Trubice na vedeni pary

C — Piepadova trubice

D— Extrakéni patrona (filtraéni papir nebo frita)

Obr. 2 Soxhletiiv extraktor 2

2.4.2. Krystalizace

Velmi efektivni metodou pouzivanou k Cisténi pevnych latek je krystalizace.
Podrobné informace o krystalizaci jsou K nalezeni Vv této odborné literature. 2207

Jedna se o pochod vylucovani pevné faze z roztoku nebo taveniny. Krystalizaci
se daji Cistit latky 1 ve velmi malych mnoZstvich.

Postup pii krystalizaci je nésledujici. Nejprve je latka rozpusténa ve vhodném
rozpoustédle. Dale je roztok zahustén oddestilovanim rozpoustédla. Roztok, ze kterého
latka krystalizuje, musi byt pfesycen. AvSak zahu§tovani je provadéno velmi opatrné.
Ochlazenim roztok vykrystalizuje. Obecné latka vykrystalizuje Cistsi.

Pti ochlazovani vznikaji v roztoku krystalizacni centra, na kterych postupné
zaCinaji rast samotné krystaly. Vznik krystaliza¢nich center ovliviiuje intenzita chlazeni,
teplota, vlastnosti latky, ale samoziejmé& necistoty obsaZené v roztoku. Pfi prudkém
ochlazeni vznika vice krystalizacnich center neZ pii pozvolném chladnuti. MnoZstvi
vzniklych krystalizacnich center se promitne ve vzhledu krystald. Pii velkém poctu
krystalizanich  center (prudkém ochlazeni) jsou ziskdny malé krystaly,
naopak pii malém mnozstvi krystalizaénich center (pozvolné ochlazeni) se vytvori
krystaly vétsi. Zvlastni pozornost je nutné vénovat volbé spravného rozpoustédla. Casto
se pii krystalizaci pouZzivaji smési dvou rozpoustédel. V jednom rozpoustédle je ¢iSténa
latka dobfe rozpustna, v druhém nikoliv. Postup je provadén tak, Ze je pomalu

oddestilovano rozpoustédlo, vnémz je cistd latka rozpustnd a ziarovenl pomalu
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ptikapavéno rozpoustédlo, kde je latka nerozpustnd. Pfi mirném zakaleni roztoku je
ukon&eno zahiivani a piikipnuto jen n&kolik kapek. V literatuie® lze najit nékteré

kombinace rozpoustédel

benzen — petrolether ethanol — aceton
benzen — ligroin aceton — voda
ethylacetat — petrolether ethanol — chloroform
ethanol — voda methanol — chloroform
ethanol — benzen aceton — voda

Znacné opatrnost je nutna pii krystalizaci latek S nizkym bodem tani, které se
Casto vylucuji z roztoku v olejovité form&. V takovych ptipadech je roztok ochlazen
velmi pomalu, obvykle v temperované 1azni.

Nékteré latky krystalizuji zroztokli velmi Spatn€. Za téchto podminek
je vyvolana krystalizace michanim, ale také tzv. naoCkovanim roztoku malym
mnozstvim krystala.

Vylou€ené krystaly jsou odsaty a dikladné promyty. Promytim krystald je
odstranén mate¢ny louh. V mateéném louhu zbyvaji rozpusSténé necistoty, které se
pii Krystalizaci oddélily od ¢isté latky. K promyvani krystalti se vyuziva obvykle stejné

rozpoustédlo jako pfi krystalizaci.

2.4.3. Chromatografie

Chromatografie 8202124

patiti k velmi vyuZivanym separaCnim metodam.
Princip je zaloZeny na postupném a mnohonasobném ustavovani rovnovahy vzorku
mezi dvéma fazemi, mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou). Mobilni fazi
byva kapalina ¢i plyn, stacionarni fazi je obvykle pevna latka nebo kapalina. D¢leni
vzorku probihd na zdkladé odliSné interakce stacionarni faze na jednotlivé slozky
vzorku.

Prvni praci zabyvajici se chromatografii uvefejnil jiz devadesatych letech
19. stoleti rusky botanik M. Cvét. Vyuzil sklenénou kolonu, obsahujici uhli¢itan
vapenaty, k déleni a ziskani rostlinnych barviv. Metoda chromatografie byla brzo

zapomenuta. Znovu piipomenuta byla az v roce 1941 Martinem a Syngem. Ti podrobné

zpracovali a popsali své poznatky z oblasti chromatografie.”*
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2.4.3.1. Tenkovrstva chromatografie /TLC/

Tenkovrstva chromatografie je velmi jednoducha, rychla a levna analyticka
metoda. Je vhodna kpfibliznému zjisténi sloZzeni reak¢éni smeési, ale také
K preparativnimu rozd¢leni malého mnozstvi latek. Tato metoda vyuziva bézné postupy
adsorp¢éni kapalinové chromatografie.

Chromatografie na tenké vrstvé je provedena na vhodném podkladu. Podkladem
byva sklenéna, hlinikova desticka ¢i plastova folie.

Na desticku je nanesena tenka vrstva staciondrni faze. Staciondrni fazi byva
silikagel nebo Al,Os.

Stacionarni faze byva sypana nebo litd s pojivem nebo bez pojiva. Sypanou
vrstvu pfipravime rovnomérnym nasypanim vrstvy suchého adsorbentu na desticku.
Jako sypana vrstva byva vétSinou AlbOs. Je to silny adsorbent, silngj$i nez silikagel,
ktery je vhodny pro chromatografii relativné nepolarnich latek.

Vrstva sypané faze je nanesena pomoci sklenéné tyCinky, kterd ma na obou
koncich nasunutou pryzovou nebo plastovou hadicku. Sklenéné tycinka je pfiblizné
2 az 3 cm delsi nez je délka destiCky. Vyhoda sypané stacionarni faze je jednoduchost
nanaseni, nevyhoda je v§ak mala mechanicka odolnost desticky.

Jako vhodna litd stacionarni faze se uziva silikagel. Stacionarni faze obsahuje
také nékolik procent pojiva 5 % sadry nebo Skrobu, ktera drzi fazi na podkladu.
Silikagel, pojivo a voda je smichana a vytvoii se smés o vhodné hustoté, kterou 1ze nalit
na desticku. Desticka je ponechana volné vyschnout a poté je vlozena do susarny.

Vzorek je rozpoustén ve vhodném rozpoustédle a nanesen vV malém mnozstvi
na oznacenou linii startu, kterd se nachazi né€kolik cm od okraje. NanaSeni je provedeno
pomoci specialnich komer¢nich mikropipet nebo slabé sklenéné kapilary zhotovené
ze sklenéné trubice. Pii nanasSeni vzorku je tfeba délat skvrny velmi malé, aby latka byla
co nejlépe rozdélena. Skvrny maji primér ptiblizné okolo 2 az 3 mm.

Po naneseni skvrn je desti¢ka vlozena do vyvijejici komory s vhodnou mobilni
fazi. V této praci byly pouzity rozpoustédla n-hexan a ethyl-acetat v poméru 10:3.
Vyvijeni je provedeno v uzaviené nadobce, kterd obsahuje nasycené pary mobilni faze.
Teésné zakryti vyvijeci komory je velmi dilezité proto, aby rozpoustédlo vzlinalo
destickou rovnomérné.

Desticka je v kadince umisténa Sikmo (ve vzestupném usporadani). Pfi pouziti
sypané stacionarni faze je nutné maly thel sklonu desticky, kviili $patné stabilité sypané

vrstvy. Spodni okraj desticky je ponofen do mobilni faze. Je nutné dbat na to,
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aby nebyla ponofena také linie startu. Vyvijeni probihd, dokud celo rozpoustédla
nedosdhne vzdalenosti 1 az 2 cm od horniho okraje tenké vrstvy.

Rychlost migrace latek v separacnim prostoru popisuje retencni faktor Rg
(retardation factor). Reten¢ni faktor je urCen jako pomér vzdalenosti stfedu skvrny

od startu ke vzdalenosti ¢ela rozpoustédla. Nabyva hodnot 0-1.

Tenkd vrstva

/ nebo papir \\

Eelo mobilni fize ™ | 9c

0 L * R® =
b

Startovni linie ® s
A+B+C B
l Lo ---@-<] | | R T BT
P L ————————— 4
Pred vyvijenim Po vyvijeni

Obr. 3 Reten¢ni faktor %°

Detekce barevnych latek je jednoducha a jednotlivé skvrny lze rozlisit velmi
snadno. Obtizné&ji jsou detekovany bezbarvé latky. V naSem piipadé jsou zobrazeny
postiikem 10 % H»SO4 a vypalenim. Vypalenim vznikaji na plastince hnédé skvrny,

které charakterizuji zuhelnaténou organickou latku.

2.4.4. Zhotoveni balonku

Sklenény balonek je velmi praktické zatizeni vyuzivané pii praci s kapalinami.
Naléza uplatnéni pii jednoduché filtraci, pfi uchovavani roztokli ¢i oddélovani
vzajemné nemisitelnych kapalin.

Balonek se jednoduse vyrobi ze sklenéné trubice o priméru piiblizné 8-12 mm.
Pro zhotoveni balonku je vyhodnéjsi pouzit trubici se silnéjSi sténou, aby vznikly
balonek nebyl piilis tenkosténny. O pevnosti balonku se lze piesvédCit lehkym
poklepem o desku stolu. Béhem prace byl balonek zhotoven béznym postupem
uvedenym v této odborné literatuie.™®

Prace s balonkem je zalozena na principu roztaznosti plynti teplem a jejich
kontrakci ochlazenim.'® P¥i zahiivani balonku dochazi k vypuzovani kapaliny a naopak
pti ochlazovani k sani kapaliny dovniti balonku. Balonek je vybornym pomocnikem
pii filtraci menSich objemi kapalin. Konec kapilary se opatii vrstvickou vaty,
ptes kterou je jednodu$e nasata kapalina dovnitf balonku. Tato metoda se vyuziva také

pfi opakovanych krystalizacich.
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Balonek se vyuziva také jako prostor k uchovavani roztokt. Konec kapilary

balonku se zatavi a opatii Stitkem s nazvem skladovaného vzorku.

2.4.5. Stanoveni teploty tani

Bod tani je ustaleny pojem pro vyjadieni teplotniho intervalu, ve kterém latka
pii zahfivani pfechazi z pevného skupenstvi do skupenstvi kapalného.26 Vyuziva
se k charakterizaci nebo identifikaci latky a je i dulezitym ukazatelem jeji Cistoty.
Pti zneciSténi latky se zpravidla snizuje horni a dolni hranice teplotniho intervalu,
kdy latka taje.

Zatizeni vyuzivané pro stanoveni teploty tani se jmenuje bodotavek.
Nejbeéznéjsim bodotavkem se stal tzv. Koflertiv blok (Obr. 4). Jednd se o jednoduchy
elektricky vyhiivany stolek umistény pod mikroskopem. Elektricky ptikon
pro vyhiivani stolku je ovlddan reostatem a teplota stolu je méfena rtutovym
teplomérem. Krystalky zkoumané latky jsou rozetfeny a umistény mezi dvé kryci
sklicka na kovovém stolku pod mikroskopem. V zorném poli mikroskopu Ize pozorovat
krystalky a stupnici teploméru. Po zapnuti zahfivani pfistroje postupné roste teplota
na kovovém stolku. V oblasti bodu tani by se méla teplota zvySovat rychlosti ptiblizné
4 °C za minutu. Rychlejsi zvySovani teploty by mohlo vést k nepfesnym vysledktim.
Interval vymezeny teplotou, pii které tani zacind, a teplotou, pfi které vSechny krystaly

. ’ ;s 2
vymizi, je stanovenym bodem tani.?®
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Obr. 4 Kofleriuv blok

mikroskop
rtutovy teplomér
reostat

vyhtivany stolek se vzorkem

g B~ W N -

manipulace s teplomérem
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Tenkovrstva chromatografie

K zobrazeni vysledkii pfi chromatografii byly uzity plastinky firmy MERCK
Kieselgel 60 Fys4. Vyvijeni bylo provadéno ve smési rozpoustédel n-hexanu a ethyl -
acetatu v poméru 10:3. Vzorek byl rozpoustén v chloroformu. Nasledné byl zobrazen

postiikem plastinky 10 % H»SO4 a jejim néslednym vypalenim.

3.2. Extrakce biezové kiiry

Do Soxhletova extraktoru bylo vlozeno 29,2 g biezové kury. Extrakce probihala
po dobu osmi hodin. Vznikly extrakt byl oddestilovan do sucha. Na vyveéve byly odsaty
zbylé pary. Krystaly byly vysuseny a zvazeny. Hmotnost produktu ¢inila 5,50 g.

Vznikly produkt byl rozpustén ve 200 ml ethanolu a zahustén ke krystalizaci.
Nésledné byl roztok zchlazen pod tekouci vodou. Krystaly byly vysuSeny a odsaty.
Hmotnost prvniho krystalického podilu byla 1,995 g (t.t. 239-240 °C).

Filtrat byl znovu zahustén ke krystalizaci. Zahustény filtrat byl zchlazen
a vzniklé krystaly byly odsaty a vysuSeny. Hmotnost druhého krystalického podilu byla
0,045 g (t.t. 243-245 °C).

Zbyly filtrat byl oddestilovan do sucha. Hmotnost treti krystalického podilu byla
0,484 g (t.t. 224-228 °C). Celkem bylo ziskano 2,524 g produktu. Vytézek extrakce
vztazeny na hmotnost kiry byl 8,6 %
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Obr. 5 TLC extraktu z biezové kiiry pri opakované krystalizaci
1 prvni krystalicky podil

2 druhy krystalicky podil

3 treti krystalicky podil

3.3. Priprava allobetulin-formiatu

Zahtivanim 1,829 g betulinu s 25,6 ml 99,8 % kyselinou mravenc¢i pod zpétnym
chladi¢em po dobu Sesti hodin byl pteveden betulin na allobetulin-formiat. Vzniklé
krystaly byly odsaty a promyty ethanolem. Dale byly povateny s 25,6 ml ethanolu
po dobu jedné hodiny.

Vykrystalizovany podil byl odsat, promyt ethanolem a vysusen. Hmotnost
produktu byla 1,207 g (t.t. 294-300 °C). Vytézek této reakce byl ptiblizné 66 %.

3.4. Priprava allobetulinu

Ve 25 ml benzenu bylo rozpusténo 1,2 g allobetulin-formiatu. K této smési byl
ptilit roztok ptipraveny rozpusténim 2 g KOH v 15 ml ethanolu. Smés byla zahfivana
po dobu ¢tyfi a pul hodiny pod zpétnym chladicem. Nasledné byl pfilit dalsi roztok,
pfipraveny rozpusténim 0,2 g KOH v 20 ml ethanolu. Z divodu sSpatného rozpusténi
hydroxidu v ethanolu roztok nevykrystalizoval. Tento problém byl vyfesen odstranénim

nerozpusténého hydroxidu extrakci v délici nélevce.
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V délici nalevce byl nekrystalizujici roztok promyt destilovanou vodou. Horni
benzenova vrstva byla oddélena a spodni vodna vrstva byla vracena do délici nalevky
aznovu promyta benzenem. Nakonec byly benzenové podily spojeny a vysuSeny
bezvodym siranem sodnym. Takto upraveny roztok byl zahustén ke Kkrystalizaci.
Vznikl¢é krystaly allobetulinu byly odsaty a vysuseny. Hmotnost pevného podilu ¢inila
0,516 g (t.t. 260-262 °C). Vytézek reakce byl 43 %.

3.5. Priprava allobetulonu

Roztok byl pfipraven smichanim 0,4 g allobetulinu a 0,32 g octanu sodného
v 120 ml kyseliny octové. Ktomuto roztoku byl pfilit roztok 0,8 g dihydratu
dichromanu sodného v 40 ml kyseliny octové. Takto ptipraveny roztok byl ponechén
v klidu. Nasledujici den byla reakéni smés ziedéna destilovanou vodou a extrahovana
15 ml chloroformem. Chloroformové podily byly spojeny a tiikrat promyty
destilovanou vodou. Pfidanim bezvodého siranu sodného byl roztok vysusen. Nasledné
byl roztok zahustén destilaci ke krystalizaci. Krystalizace byla urychlena pfikapnutim

methanolu. Hmotnost ziskaného produktu ¢inila 0,1206 g. Vytézek reakce byl 30 %
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Obr. 6 TLC srovnani krystalizace allobetulinu a krystalizace allobetulonu
1 prvni krystalicky podil allobetulinu

2 druhy krystalicky podil allobetulinu

3 prvni krystalicky podil allobetulonu

4 druhy krystalicky podil allobetulonu

Obr. 7 TLC srovnani betulinu, allobetulinu, allobetulonu
1 prvni Krystalicky podil betulinu
2 prvni krystalicky podil allobetulinu

3 prvni krystalicky podil allobetulonu
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3.6. Priprava oximu allobetulonu

0,12 g allobetulonu bylo rozpusténo v 5 ml vysuseného pyridinu. K roztoku byl
ptilit roztok 0,12 g hydroxylamin hydrochloridu v 1,5 ml pyridinu. Takto pfipraveny
roztok byl zahiivan po dobu 1 hodiny pod zpétnym chladicem. Po odsati byly krystaly
promyty 5 % HCI, destilovanou vodou a nakonec methanolem. Po vysu$eni pii 110 °C
bylo ziskano 0,0432 g (t.t. 260-267 °C). Vytézek reakce byl 36 %.
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4 ZAVER

vvvvvv

Jako modelova dusikatd sloucenina byl zvolen oxim allobetulonu, ktery, jak vyplyva
Z kapitoly 2.2.2., je kli¢ovou slouceninou pro premény na dal§i derivaty. Protoze se
jedna o sled navazujicich reakci, je nutno predpokladat, ze budou vyuzivany metody
semimikrotechniky. N¢&kolik experimenti provedenych v zavéru prace ukazuje,
ze pii opakovani uvedenych pokust by bylo vhodné vychdzet z vétsiho mnozstvi
betulinu. Jen tak bude ziskén allobetulonoxim v mnozstvi, umoznujicim ve sledu reakci
pokracovat. Této problematice bych se chtéla vénovat v navazujicim studiu ve své

diplomové praci.
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6 RESUME

This bachelor thesis is focused on the basic relations between nitrogen
derivatives, especially an oxime. In the theoretical part some possibilities
of preparations and reactions of oxime are mentioned. The aim of the practical part was
the preparation of the allobetulonoxime, which was selected to be a model compound
for this thesis. The betuline contained in the upper layer of a birch bark was used as an
initial compound for the preparation of the allubetulonoxime.

The thesis describes simple laboratory methods like extraction, crystallization,

and thin-layer chromatography.
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