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1.  Uvod

Kyselina betulinova je velice zajimava latka, kterd se v posledni dobé dostala do
popfedi zajmu mnoha studii zabyvajicich se 1é¢bou viru HIV a protinadorovych
onemocnéni. Jedna se o dostupnou ptirodni latku odvozenou od lupanu. Spolu s ni je
také studovana Siroka Skala jejich derivatl, pro svou vyssi stabilitu a dalsi vlastnost.
Vzhledem k faktu, ze zajem o vlastnosti a vyuziti kyseliny betulinové stale nepolevuje,
bylo by dobré ji izolovat, ziskat v pokud mozno nejCistsi podob¢ a pokusit o ziskani
jejich derivata.

Protoze tada derivati organickych sloucenin je dobfe dostupnd pieménou
karbonylovych sloucenin, nabizi se krom¢ jiného vyuzit pfitomnost dvojné vazby
isopropenylové skupiny. Tato skupina je soucasti fady dalSich triterpenti, napt. betulinu,
ktery po acetylaci poskytuje betulindiacetat. Tato sloucenina ozonolyzou poskytuje
norketon. Nabizi se tedy moZnost obdobnych pfemén kyseliny betulinové. S témito
pfeménami souvisi i testovani a nasledné vyuziti ozonizatoru.

Jelikoz pro jednotlivé pfemény posta¢i malé mnozstvi sloucenin, je soucasti

prace i semimikrotechnika.



2. Teoreticka c¢ast

2.1 Kyselina betulinova

2.1.1 Vyskyt

Kyselina betulinova (Obr.1) systematickym nazvem kyselina 3B-hydroxolup-
20(29)-en-28-ova je ¢lenem v piirod¢ ¢etné se vyskytujicich pentacyklickychtriterpent.
V pifirod¢ ji mizeme nalézt naptiklad v kure Bfizy bélokoré ( Betulapubescens ),
vrostling Konitrudu Iékaiském (  Gratiolaofficinalis ), Jujubé ¢&inské (
Ziziphusmauritania ), Cernohlavku obecném (Prunellavulgaris), tropické masozravé
rostliny Triphyophyllumpeltatum a Ancistrocladusheyneanus. Dale také v rostlinach
Tetraceraboiviniana, Jambul (Syzygiumformosanum), Vv Rozmarynu lékaiském
((Rosmarinusofficinalis), v Platanu javorolistém ( Platanushispanica ) nebo v rostliné
Koniklec obecny ( Pulsatillachinensis ). Pro tuto praci byl zvolen jako zdroj kyseliny

betulinové Platan javorolisty, z jehoZ kiry byl ziskan extrakt.!
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Obr. 1 - kyselina betulinova
2.1.2 Vlastnosti kyseliny betulinové

Kyselina betulinova je bila krystalicka latka s teplotou tani 295-298 °C. (2)

Vzhledem k mutacim viru HIV v reakci na vétSinu chemoterapeutik, existuje
neustala potieba vyvijet nové slouceniny proti tomuto viru a to s ohledem na naklady a
minimalni toxicitu. Nejveétsi prekazkou vyvoje anti-HIV potencialu kyseliny betulinové
je jeji velmi $patné rozpustnost ve vodnych roztocich a také v mensi mire i nékterych

b&znych organickych rozpoustédlech. Piiklady jsou v tabulce 1.34



Tabulka 1 — Rozpustnost kyseliny betulinové(pievzato z literatury 3)

rozpoustédlo teplota rozpustnost
voda 22°C 0,02pug/ml
ethanol 25°C 1% (W/V)
DMS023 25°C 5% (wW/V)

Z dtivodl popsanych vyse se zkoumaji dalsi derivaty kyseliny betulinové, které
by mohly mit lep$i rozpustnost. Zatim jsou zkoumdny iontové derivaty kyseliny
betulinové. Zajimavé postaveni mezi derivaity ma kyselinabetulinova spolu s
aminokyselinami v poloze karboxylové kyseliny C-28.Bylo dokazano, Ze tyto derivaty
vykazuji zlepSenou rozpustnost ve vod¢ a toxicitu proti lidskému melanomu (MEL-2)
bunék linie 26. V uvedené literatufe nejprve piipravuji z glycinyl konjugat kyseliny
betulinové(obr.2) pro naslednou tpravu, protoze tato forma ukazala nejvyssi
rozpustnost ve vod¢ a cytotoxicitu pro rakovinné¢ bunky mezi aminokyselinovymi
derivaty kyseliny betulinové.>*

CH,
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Obr. 2 — glycinyl konjugat Kyseliny betulinové
2.1.3 Mechanismus piisobeni kyseliny betulinové

V poslednich letech je mnoho studii zaméfeno na objasnéni molekulérnich
mechanismu protinadorovych ucinkt zprosttedkovanych kyselinou betulinovou. Jednim
z charakteristickych rysii cytotoxicity kyseliny betulinové je schopnost vyvolat
mitochondrialni cestou apoptézu v rakovinovych buiikéach.?

Apoptdza je programovana bunécna smrt, kterd na rozdil od nekrozy
vede k Setrnému odstranéni zbytkd bunky a nikoli k zanétu. Pii apoptdze se vyznamné
uplatiuji kaspdzy (cysteinproteazy), mitochondrie a uvolilovani cytochromu c
(elektronovy prenased bun&éného dychani pfitomny v mitochondriich).>®
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Cesta vedouci k apoptdze mize byt zahajena na Grovni mitochondrii uvolnénim
apoptogenetickych faktort jako je cytochrom c a dal$i z mitochondridlniho prostoru do
cytosolu. Mitochondridlni (vnitini) cesta vedouci k apoptéze je spusténa plisobenim
chemoterapeutickych ¢inidel nebo radioterapii v dusledku poskozené DNA nebo
membrany. V prubéhu tohoto procesu jsou jak vnéjsi, tak i vnitini mitochondridlni
membrany permeabilizovany, coz v dasledku vede pravé k uvolilovani rozpustnych
proteint z mitochondridlniho meziprostoru do cytosolu. Existuje velky seznam faktort,
které piizniv€é i nepfiznivé ovliviiuji permeabilizaci. Kyselina betulinova je jednim
z t¢innych cytotoxickych latek, pravé pro svou schopnost indukovat permeabilitu na
membrandch a to prostfednictvim hlaSenych pfimych mitochondridlnich poruch. Po
pfidani kyseliny betulinové do izolovanych mitochondriii v bezbunéénych systémech
bylo prokazano, Ze kyselina betulinova inhibuje celou fadu antiapoptickych proteini.
Porucha mitochondrialni funkce, vyvolana kyselinou betulinovou, pfedstavuje ustiedni
koordinacni uddlost, kterd vede k indukované apoptdze a fragmentaci DNA. Problémem
pfechodu cytochromu c, je Sté€peni kapsaz 3 a nikoli kapsaz 8. Kyselina betulinova je
vtomto ohledu popisovana jako zprostiedkovatel piechodu cytochromu c, ktery
aktivuje kapsdzy 3 (které se ucastni posledni faze apoptdzy) a také jako aktivuje
kapsazu 8 pii pozdé€jsi indukci. DalSimi studii bylo zjiSténo, Ze tvorba kyslikovych
radikéld, zde popsanych jako ,, generace reaktivnich forem kysliku (reaktive oxygen
species — ROS)“ se také podili na oné propustnosti mitochondrialnich membran.
Naznacuje to tedy, Ze 1 ROS jsou zapojeny do kontrolované bunééné smrti. 3

Dalsi studie popisuje jiné tfi mechanismy, podle nichz postupuje kyselina
betulinova spolu se svymi derivaty (dihydrobetulinova kyselina (obr.3), 3-alkylamido-
3-deoxybetulinova kyselina a 3-O-(3",3"-dimethylsukcinyl) betulinova kyselina. Prvni
mechanismus zahrnuje inhibici a zrani viru HIV, coz v koneéném disledku diky
kapsaze 2 zpusobuje odkladani tvorby virovych jader a tim minimalizuje tvorbu infekce
HIV. Druhy mechanismus je velice slozity, je dominantou hlavné dusikatych derivatt
kyseliny betulinové a je podrobné popsan v literatuie®. T¥eti mechanismus anti-HIV
aktivity pentacyklickychtriterpenije zalozen na inhibi¢ni aktivité proti HIV-1 reverzni
transkripce. Vzhledem k tomu je zapotfebi reverzni transkriptazy pro vcasnou
provirovou DNA syntézu a inhibice reverzni transkriptazy katalyzované polymerace
DNA z virové RNA inhibujici virovou replikaci. Reverzni transkriptazy mohou byt

. , NPT . v v , 1, g 4
specifické pro kazdy virus a jsou povazovany za zivotaschopné chemoterapeutické cile.
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Obr.3 — kyselina dihydrobetulinova

2.1.4 Vyzkum Kkyseliny betulinové

Prvni zminka souvisejici s Kyselinou betulinovoua jeji zkoumanou cytotoxicitou
nalezneme v publikaci zroku 1976 ( Trumbull a spol)!, kde je popisovéana
cytotoxikologicka aktivita chloroformového extraktu z rostliny Vanqueliniecorymbosa
vuci lymfocytarni leukemické linii. V té dob€ byla kyselina betulinovd extrahovéna
spole¢né s dalSimi triterpenoidy a to uvaolem (obr.4) a ursolovou kyselinou. Na pocatku
zkoumani protinadorové aktivity kyseliny betulinové se jednalo o jeji smési
extrahované spoleéné s daldimi latkami napiiklad betulinem (obr.3).°

SHa CHs
Hsc_//,,, HiCL

HO

HO 7
HsC CHs H,C  CHj

Obr.3 betulin Obr.4 - uvaol

Prvni zminka o cytotoxicité¢ kyselinybetulinové jako takové se objevuje az na
pocatku 90. let minulého stoleti Vv praci, ve které se mimo jiné zkoumala
kyselinubetulinova jako inhibitor tvorby nadoru kize mysi ve druhém stupni

karcinogeneze. Roku 1995 byl popsan uz i cytotoxicky ucinek kyseliny betulinové na



bunééné linie lidského melanomu a prave touto praci odstartoval $irsi zdjem o kyselinu

betulinovou a jeji derivaty.°
2.1.5 U¢inky Kyseliny betulinové

Utinky kyseliny betulinové, po¢inaje vy$e uvedenou praci, jsou zkoumény
zpocatku v zéavislosti na jeji davkovani a zaroven dé&ji DNA s indukei apoptozy.
V pribéhu dalSich praci vykazuji testy pozitivni efekt také na linie neuroblastomu,
ovarialniho karcinomu, karcinomu délozniho kréku nebo linie malobunééného plicniho
karcinomu a dalSich. Mimo jiné se také zkouma ucinek kyseliny betulinové na
nenadorové lidské bunky. Vyraznym kladem v tomto ohledu je fakt, Ze toxicita pro tyto
bunky je vyrazné niz$i. Dalsi derivaty kyseliny betulinové lze také pfipravit nikoliv
chemickou cestou, ale i biotransformaci za pomoci bakterii. Pravé pfiprava touto cestou
nam pomaha porozumét metabolizaci kyseliny betulinové i jejich derivati v organismu
savcl. Nejnovéjsi studie poukazuji na mechanismus aktivace apoptozy kyselinou
betulinovou, ktery je umoznén uvolnénim permeability membrany mitochondrii a
naslednymi procesy. Pojednéva se zde také o dilezitosti tvorby kyslikovych radikalt
vV tvorbé apoptdzy diky kyselin€¢ betulinové. Dal§imi zajimavymi skutecnostmi o
vlastnostech kyseliny betulinové je naptiklad vyssi Gi¢innost v prostredi s nizsi pH < 6,8
nebo schopnost ménit koncentraci vapenatych iontd, kterd je nezanedbatelnym signalem
apop‘[(')zy.6

Kyselina betulinova byla testovana i1 pfi riznych modelech rezistence na léky,
napf.. primarni détskou akutni leukémii, kterd je odolnd vu¢i standardnim
chemoterapeutickym ¢inidliim. Dale se podili spole¢né s dalsimi cytotoxickymi podnéty
(chemoterapeutika, ionizujici zafeni) na potlacovani nadorového ristu. Tato skutecnost
poukazuje na moznost pouzivani kyseliny betulinové jako senzibilatoru pro zvySeni
ucinnosti protinddorové terapie. Také je kyselina betulinova pro své antikarcinoganni
vlastnosti zatazena do skupiny latek, které by mohly byt vyuzity i v prevenci proti
rakovin€. Pred deseti lety za timto ucelem bylo prokazano, ze kyselina betulinova je
schopna inhibovat tvorbu nadorti u mysi (karcinogeneze klize). V soucasné dobé¢ jsou
data o ucincich predeslé studie kys. betulinové vyhodnocovana jako topické Cinidlo ve
fazi I/11 klinické studie pro 1é€bu dysplastickych matetskych znamének s potencidlem se

transformovat v melanom.®



2.2 Vybrané reakce kyseliny betulinové
e Kyselina betulinova je v kyselém prostiedi velmi nestdla a presmykuje se

na 28-oxoallobetulin®
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e Pfipravit kyselinu betulinovou lze i z betulinu pomoci oxidu chromového®
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e Vytvoreni chranéné skupiny COOH’
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2.3 Pouzité laboratorni metody

Stejné jako je tomu pii ziskdvani a transformaci jinych ptirodnich sloucenin 1 pfi
ziskavani a preménach kyseliny betulinové je tieba zvladdat principy a metodiku

zékladnich laboratornich postupti jak je uvedeno dale.
2.3.1 Destilace

Destilace je proces, pii kterém odd€lujeme kapalné nebo zkapalnéné smési zahfatim

a naslednym pievedenim na pary, které se odvadeji na vhodné misto, kde opét



zkondenzuji. RozliSujeme n¢kolik druhi destilaci, které se 1isi sestavou aparatury nebo

pouzitim :

- Prosta destilace — k oddéleni kapalinové Casti smési od tuhé netékavé piimesi
nebo na oddéleni tekutych slozek o rozdilnych teplotach varu s rozdilem mezi
150-200°C.

- Fraké¢ni destilace — pro oddé€leni dvou nebo vice kapalnych slozek, které maji
teploty varu blize u sebe nez v predchozim ptipade. Obvykle se jedna o kapaliny
s rozdilem teplot varu > 10°C.

- Destilace vodni parou — je piikladem azeotropni destilace, kde je azeotropni

slozkou voda

Destilace za snizen¢ho tlaku a mnohé dalsi destilace s riznymi parametry
uvedené v literatufe.’

Dalsimi piiklady destilace, které jsou zafizeny na stejnych principech, ale s jinou
aparaturou. Tato aparatura byva Casto pfizpusobovana mnozstvi destilované kapaliny.
V podstaté se jednd o shodné postupy piipravy aparatur, ale jednotlivé komponenty jsou
nahrazovany alternativnimi zmensSeninami nebo jinymi malymi ¢astmi. Zménu
komponentti aparatury lze volit takto: Destila¢ni bafniku lze nahradit 1ékovkou, varny
kaminek zatavenou kapildrou, pro odsati piebytecného rozpoustédla pouzijeme

sklenény balonek ( vyfouknuty ze zatavené sklenéné trubicky ), na jehoZ konec mizeme

pridat vaticku, aby se kapilara balonku nezanasela a neucpavala malymi krystaly.lo
2.3.2 Extrakce

Pevné 1 kapalné latky miiZeme extrahovat dvéma zpiisoby: Kontinudlni extrakci
(nepferuSované) nebo diskontinudlni extrakci (pferusSované) a lze provadét jak za tepla,
tak 1 za studena. Objevuje se zde i nékolik faktord, které ovliviuji u¢innost extrakce:
Rychlost ptechodu z pevné latky do kapaliny a rozpustnost latky v rozpoustédle. Je zde
také nckolik zasad, které umozni, aby se s extraktem dale dobie pracovalo. Vlivem
rozpoustédla se extrahovana latka nesmi ménit a také je vhodné zvolit rozpoustédlo tak,

aby bylo mozné jej z extraktu odstranit. Nékteré druhy extrakei:

- Macerace — extrahuje se pevna latka opétovnym piidavanim rozpoustédla

- Digesce — stejny postup jako u macerace, ale provadéno za tepla



- Perforace — extrakce kapalin probihajici kontinualné s jinymi nemisitelnymi
rozpoustédly
- Perkolace — zvlastni zpusob macerace, tuha latka je rozpoustédlem extrahovana

protiproudné

Pro potfeby perkolace je zapotiebi docilit styku rozpoustédla s latkou a to
V dlouhém ¢asovém intervalu. Proto se nejcastéji pouzivaji tzv. kontinudlni extraktory.
Jednim z nejznaméjsich zastupct téchto perforatorti je Soxhletv extraktor (obr.5), ktery
je navrzen tak, aby pary rozpoustédla stoupaly boc¢ni trubici do zpétného chladice, kde
zkondenzuji a zkapou zpét do patrony. Pfepadova trubicka pak zajistuje na principu
spojenych nadob pritok extraktu zp&t do baiiky a cely proces se opakuje’.

Pfi pouziti tohoto extraktoru je nutné vhodné zvolit zdroj tepla. Volbu

o ’ vr r Vv 10
uzpusobime pouzivanému rozpoustédlu™.

Obr. 5 — Soxhleuv extraktor ( pouzit lit. 9)

A — Extraktor

B — Trubice na vedeni pary

C — Piepadova trubice

D - Extrakéni patrona (filtracni papir nebo fnta)
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2.3.3 Chromatografie

Chromatografie patii k vyznamnym separac¢nim technikam nejen v chemickych
laboratofich. Samotny vznik chromatografie je zéasluha ruského botanika Michaila S.
Cvéta, ktery jiz vroce 1901 zkoumal absorpci barviv. O dva roky pozdé¢ji vznika
samostatnd chromatografie jako védni obor. Nazev chromatografie se skladd ze dvou
feckych slov : chroma — barva a grafé — piSi. Prestoze znazvu vyplyva, ze se
chromatografie pouziva hlavné k identifikacibarevnych latek, opak je prawdou.11

Vyuzivani chromatografickych metod je zalozeno na dvou fazich : mobilni
(pohyblivé), kde je faze tvofena plynem nebo kapalinou (odtud plynové a kapalinova
chromatografie), a stacionarni (nepohyblivou), kterou tvoii kapalna nebo pevna latka.*?

Na déleni chromatografickych metod se podileji mnoha kritéria. Jednim z nich
jej jiz zminéné skupenstvi mobilni faze, dal§im naptiklad uspofadani stacionarni faze
(plosna a sloupcova chromatografie) nebo podstata procesu pii déleni a to na
rozd€lovaci, adsorpcni, iontové vyménnou nebo gelovou. Nékteré z dalSich rozdéleni

Ize nalézt v literatute®.

2.3.3.1 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Podstatou tenkovrstvych chromatografii je rozdélovani jednotlivych ¢asti smési
a to zavisle na jejich interakci se sorbentem, jenz je na pevné podloZce nanesen v tenké
vrstvé. Je dllezZité dobfe zvolit polaritu rozpoustédla, vhodny sorbent a dalSi parametry
uvedené v literature™.

Hlavnim vyuzitim tenkovrstvé chromatografie je sledovani pribéhu reakci a také
je testem Cistoty latky. RozliSujeme dvé formy stacionarni faze, které mizZeme vyuzit
pii TLC. Prvni z nich je staciondrni faze pfipravena jako sorbent, ktery je volné€ sypany
(jeho vlastnosti vyZaduji opatrn¢j$i manipulaci a mensSi naklon pifi vzlindni
rozpoustédla) a druhym je stacionarni faze tvorena fixné€ za pouziti nékterého z pojiv
(Skrob,sadra). V soucasnosti se nejcastéji pouzivaji fixované tuhé vrstvy, které vynika;ji
dobrou manipulaci a dostatecné detekovatelnymi vysledky. Dalsi varianty fixovanych
tenkych vrstev jsou napft.: celulosové, silikagelové nebo vrstvy pfipravené z oxidu
hlinitého. Jednou z dalSich nevyhod sypanych vrstev je fakt, Ze v porovnani

, . . P 11
s fixovanymi vrstvami, maji horsi délici schopnost.
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Pti vyhodnocovani vysledkt, které nam maji pomoci pii vybéru vhodného
rozpoustédla (a nejen tehdy), je dilezity tzv. retardacni faktor tvofeny pomérem mezi
vzdalenosti skvrny od startu (a) a vzdalenosti vyvzlinané vrstvy rozpoustédla od startu
(b). Jedna se o bezrozmérnou veli¢inu, ktera nabyva hodnot v intervalu < 0,1 >. Pokud
je retardacni faktor roven 0 je vhodné zvolit vice polarngjsi mobilni fazi a naopak,
protoze zpravidla polarngjsi latky jsou zachycovany polarnimi skupinami nepohyblivé
faze a obracen¢, pfi pouziti polarnéjsiho rozpoustédla pro pohyblivou c¢ast latka o dané
polarité urazi vétsi vzdalenost nez-li v rozpoustédle s mensi polaritou. DalSim dalezitym
faktorem je rozpustnost latky v pohyblivé fazi. Ta miZze ovliviiovat jak vzdalenost

skvrny od startu, tak i tvar skvry.™*

a
Rf = -
r=5
Vzorec pro vypodet retardaéniho faktoru™
A
stied skvrny
A
b a
start
Py v
v

Obr.6: Ukazka chromatogramu

Pfi chromatografii organickych latek mizeme sledovat zavislost adsorpce na
polarité¢ rozpoustédla. Pfikladem sestupné tady adsortivity na polarnim adsorbentu je
tato fada :R-SO3H, R-COOH, R-CONH;, ROH, R-NH;, R-COOCHj3;, Ri-NH-R;, R-
NO,, R-OCH;, R-Cl a R-H.' Mimo jiné se na adsorpcni pevnosti podili také vliv
rozpoustédla, protoze na povrch absorbentu se vazi i jejich molekuly. Oba druhy
molekul se kompetitivné snazi vazat na absorbent, pokud je v§ak molekula rozpoustédla
polarngjsi nez chromatografovana latka, dochéazi k jejimu vytésnovani z mist adsorpce.
Podle miry polarity jsou rozpoustédla sefazena do tzv. eluotropické rady , kde jsou

sefazeny sestupné dle relativni permitivity : voda, methanol, ethanol, propan-1-ol,
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aceton, ethyl-acetat, diethylether, chloroform, benzen, toluen, chlorid uhlidity,
cyklohexan, hexan.™

Ne vzdy vSak vlastnosti jednotlivych rozpoustédel vyhovuji individudlnim
potfebam dané chromatografie. Proto se vytvaieji z rozpoustédel smeési latek, které
vétSinou ve vySe uvedené tadé spolu sousedi. K méné poldrnimu rozpoustédlu
priddvame polarngjsi. Podily polarniho rozpoustédla pomalu zvySujeme, nejprve
v fadech procent az na konecnych 50%ni smés. V nékterych piipadech eluotropickych
fad se muzeme setkat s jejich zkracovanim nebo s vyménou nékterych latek jako je

uvedeno V literatute.***?

2.4 Laboratorni ozonizator

Pro analytické i syntetické i¢ely je vyuzivan ozon ziskdvany z riiznych zafizeni
(ozonizétoril) obvykle pracujicich na principu tichého vyboje v atmosféie kysliku.
Hlavnimi sou¢astmi ozonizatord jsou ozonizacni trubice, zdroj vysokého napéti, vhodny

pratokomér a absorp¢i nadobka.
2.4.1 Zdroj vysokého napéti

Pfi ozonizacich, které jsou vymezeny laboratornimi podminkami, je moZno
pouzivat napt. Ruhmkorfiiv induktor napajeny autobaterii, ptipadné baterii Ni-Fe ¢lank

nebo jiny zdroj vysokého napétil?”“.

2.4.2 Ozonizaé¢ni trubice

Ozoniza¢ni trubice je nejdileZitéjsi Casti ozonizatoru. Probiha zde tzv. tichy
vyboj, ktery je vysledkem vysokého napéti mezi elektrodami, pficemz jedna elektroda
predstavuje kovovou ty¢ prochazejici sttedem sklenéného valce a druha je na povrchu.
V prostoru mezi elektrodami protéka kyslik. Pro potieby této prace byly zvoleny tyto
parametry ozonizacni trubice: Samotnd trubice predstavuje sklenénou trubku (Sial)
sdélkou 50 cm, vnitinim prafezem 4,3 mm , vnéjSim primérem 6,3 mm. Dalsi

parametry jsou uvedeny na obrazku 6. **
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Obr. 6 — Ozonizaéni trubice’ — 1- sklendna trubice (Sial), 2 — T-trubice vngjiiho
priméru 6,5 mm, 3 — polyethylenova spojovaci hadicka, 4 — masivni spojovaci lanko
spojené vysokonapétovym kabelem (5), zalitym epoxidovou pryskyfici (6),

7 — nékolikavrstvy alobalovy polep v délce 45 cm s vlozenym vysokonapétovym
kabelem (8) a krytym izola¢ni paskou, 9 — ocelova tyCovina (hlazenka) priméru 4 mm,

délky 44 cm, vlastni vahou dosedajici na ptivod vysokého napéti.**
Pro tuto praci byly takto vytvotené tii trubice zapojeny do série.
2.4.3 Priutokoméry

Nezbytnou soucésti pro testovani ozonizatorli jsou pritokomeéry, které meéfi
objem plynu, ktery za dany okamzik protekl. Pro tuto praci byly k dispozici dva
prutokoméry: padackovy (rotametr), ktery byl pfedfadnym pratokomérem (je umistén

pted ozonizacéni trubice) a bublinkovy, ktery je zapojen za absorpcni nadobku.*?
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Obr.7 — Padac¢kovy priitokomér ( a — stupnice, b — rotametr (padacek) )

Padackovy pratokomér je tvofen sklenénou trubici, do niz je vlozen kovovy
padacek. Na sklenéné trubici je dale umisténa stupnice od 0 do 15 (obr.7). Uvedené
jednotky jsou bez rozmérné, a aby mély vypovidajici hodnoty, musi se nejdiive
prutokomér nekalibrovat.

Kalibrace probiha za pouziti odmérného vélce, ktery je otoceny v nadobé s
vodou. Plyn je poté pfivadén skrz vodni hladinu do vodou naplnéného valce a vytlacuje
znéj vodni sloupec. Tehdy lze zaznamenat, jaky objem plynu protéka za urcitou
casovou jednotku. Postupné se k Cislicim na rotametru pfifazuje dany prutok.
S bublinkovym pritokomérem (obr.8) se takovato kalibrace provadét nemusi.
Pratokomér je pfipojen za absorpéni nddobku a je tvofen sklenénou trubici, ktera je
nekalibrovana jako odmérny valec (v tomto pfipadé 20 ml) a na spodnim konci trubice
je umisténa odnimatelnd gumova nadrzka malych rozmér. Tato nadrzka se naplni
pfipravenym saponatem. Jakmile nasazenou nadrzku stiskneme, hladina saponatu se
dostane do toku plynu, ktery je pfivadén ze spodu trubice, vytvoii bublinu, ktera pak je
unasena proudem plynu vzhlru stupnici. Na zacatku méteni je vhodné smocit vnitini
stény trubice sapondtem, aby bubliny nepraskaly diive, nez se dostanou na konec

trubice.
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Obr.8 Bublinkovy priitokomér

Je urcité¢ nutné dodat, Ze bublinovy pritokomér neni zcela vhodny na velké
pratoky a to predevsim vhledem k tomu, Ze se zvySujicim se pratokem, vzrista chyba
méteni ¢asu. Chyba méteni vznika hlavné pii sledovani bubliny pii priichodu stupnici a
stopovani ¢asu ¢lovékem. Vysoké prutoky plynu soustavou narazeji i na dal$i omezeni,
kterym je absorpcni nadobka. Pfi vysSich priitocich zavadéni plynu do nddobky zpiisobi

unik kapaliny do hadicek za absorpéni nadobkou.
2.4.4 Princip testovani ozonizatoru

Vykon ozonizatoru je zavisly na nékolika podstatnych parametrech. Pro nalezeni
idealni konfigurace parametri je zapotiebi testovat produkci ozonu. V tomto piipade
byl pouzivan roztok jodidu draselného (KI), jehoz urCity objem se nalil do absorp¢ni
nadobky. Poté se do nadobky zavede zozonizovany kyslik. Tak se déje po piesné
vymezeny ¢as. Nasledné se vypne zdroj vysokého napéti, ale kyslik se nechava i nadale
proudit. D¢&je se tak, aby vSechen zozonizovany kyslik pteSel do roztoku jodidu a

zreagoval takto:
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Roztok se kvantitativné pievedl do titratni banky a okyselil koncentrovanou
kyselinou sirovou. Titrace se provadi thiosiranem sodnym. Jako indikator byl pouzit

skrobovy maz. Titrace probih4 dle reakce' :

2.4.5 Princip ozonolyzy

Ozonolyza je ptikladem dulezit¢ chemoselektivni metody, ktera Stépi dvojné
vazby. Reakce Ize popsat jako 1-3 dipolarnicykloadici. Primarni ozonid se rozpadne na

dva komponenty, které dale reaguji az na sekundarni ozonid.

0
( D -
DL ::-C‘c:- — >'2()Ei<

primairni sekundarni
ozomd ozonid

Obr.9 Princip ozonolyzy (pievzato z literatury 15)

Reakce probiha v rozpoustédlech jako jsou napiiklad: methanol, dichlormethan,
ethylacetat' a za nizkych teplot. ,,Surovy produkt ma peroxidovou strukturu, je nestaly,
vybusny a proto se ihned déle zpracovava St€penim redukénim nebo oxidaénim.***
Pokud budeme produkt hydrolyzovat uvolni se vedle karboxylové slou¢eniny 1 peroxid
vodiku, jenz by mohl dale zplisobovat vedlejsi premény produkti. Pro redukci se
pouziva zinek v kyselin€ octové, ktery je dnes nahrazovan pii redukci dimethysulfidem
nebo trialkyl fosfity. LiAIH, a NaBH,jakozto silna redukéni ¢inidla ozonid redukuji na

alkoholy. Pokud ozonid vystavime méné oxidacni reakci (napt. prebytku peroxidu

vodiku) povede reakce na tvorbu karboxylove skupiny.15

NG HO

1.0,-78°C
—

2.NaBH,, EtOH, H,0O

H4C HsC

Obr.10: Ozonolyza s naslednou silnou redukci
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Obr.11: Priklady ozonolyzy s riiznymi reakénimi podminkami
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3. Prakticka cast

V pribéhu prace byly uzity, neni-li uvedeno jinak, chemikélie v €istoté p.a.. Pod
pojmem voda se rozumi voda destilovana. Pfi chromatografiich byl uzit material TLC
Silikagel 60 Fj54, dodavany firmou MERCK. K pfipravé ozonu byl pouzit ozonizator

zkonstruovany na katede chemie FPE ZCU v Plzni, popsany v pfispévku”.

3.1 Provedeni analytické TLC a jeji detekce

Na provedeni analytické TLC byla pouzita chromatograficka folie DC-
AlufolienKieselgel 60 F,s4. Detekce byla provadéna postiikem 10%ni kyseliny sirové a
vypalenim na elektrickém vafici.

Z vyse uvedené folie byl odstfizen velikostné vhodny obdélnik. Poté na jeho
konci byla kapilarou vyryta startovaci ¢ara a také startovaci body, do kterych se
kapilarou nanasi vzorky. K vzorkim latek, které se umistily ve vhodné vzdalenosti od
sebe na skli¢ko, se postupné piikapava chloroform. Nasledné se jednotlivé za pomoci
kapilar nanesou vzorky rozpusténé ve chloroformu na startovaci body a desticka se
umisti do chromatografické komory s ethyl-acetatem (folie musi byt v rozpoustédle
ponofena tak, aby se startovaci ¢ara nachazela nad hladinou). Jakmile rozpoustédlo
vyvzlina pod okraj desti¢ky, vyndame ji z chromatografické komory za okraj, kde neni
rozpousStédlo a ihned ji postiikdme 10%ni kyselinou sirovou a poté chromatogram
umistime na elektricky vati€. Je vhodné, kdyZ elektricky vafi¢ neni pfedem zahtaty,
protoze nedochdzi k rychlému zc¢ernani celého chromatogramu. Jakmile se na desticce

objevi zuhelnatélé stopy organickych latek, desticku sejmeme z vaftice.

3.2 Izolace kyseliny betulinové

3.2.1 Extrakce kyseliny betulinové

Kura Platanu javorolistého ( Platanus hispanica ) nalezenou v bezprostiedni
blizkosti tohoto stromu byla nadrcena na malé kousky a ponechdna dva tydny vhodné
rozlozena, aby se vysuSila. Takto vysusena kura byla napéchovana do Soxhletova
extraktoru o objemu 250 ml a dale byl pfipojen na 500 ml varnou bariku a tato souprava
byla umisténa na topné hnizdo. Extrakce methanolem probihala 24 hodin. Extrakt se

zbarvil do tmavé zelené barvy a byl jiz Casteéné zakalen zkrystalizovanou kyselinou
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betulinovou. K extrakci bylo pouzito 61,3 graml kiry Platanu javorolistého. Extrakci
kury bylo ziskano 117,46 gramti methanolického extraktu kyseliny betulinové.

Nasledné¢ bylo provadéno postupné cisténi kyseliny betulinové pomoci
rekrystalizace. Z prvotniho extraktu bylo oddestilovano ¢aste¢né mnozstvi methanolu a
tento podil krystald byl zfiltrovan (v grafu podil oznacen jako 1A). Od zbylého
mate¢n¢ho roztoku se dale oddestiloval dalSi podil methanolu a odfiltrovany dalsi
krystaly (2A). Posledni zbyly do hnéda zbarveny matecny roztok byl ponechan
krystalovat do sucha pii teplot¢ 100 °C (2B). Podil krystali 1A byl poté dale Cistén
rozpu$ténim v methanolu a dalS$imi tfemi krystalizacemi. Oba mate¢né roztoky z ¢isténi
byly poté spojeny a nechany voln¢ krystalovat (1C). Dalsi podily 1B a 1D jsou produkty
Cisticich krystalizaci.

Podil krystali oznafen jako 1E byl pfipraven rozpuSténim c¢asti podilu 1D
v 1ékovce a semimikroskopicky piecistén tj. misto banky byla pouzita 1ékovka, misto
varného kaminku zatavena kapildra a na odsavani byl pouzit balonek (vyrobeni ze
sklenéné trubicky) a vaticka. VSechny hmotnosti jednotlivych podild krystali a jejich

teploty tani jsou uvedeny na obrazku 13.

.
[ | ¢
— .

1 2 3 4

Obr.12 : Chromatografie podili : 1 - 1B— vyvijeno v n-hexan ethylacetat 1:1
2 —1Ba — vyvijeno v n-hexan ethylacetat 1:1
3 — 1B — vyvijeno v ethylacetatu
4 — 1Ba — vyvijeno v ethylacetatu

Vsechny nésledujici chromatogramy byly vyvijeny v ethylacetatu.
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Vvchozi extrakt

\

1A Mate¢ny roztok
Mmaa = 2,0824g

t.t. 283-285°C

Obr.13 -Postup pfri ¢iSténi kyseliny betulinové
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Obr.13: Chromatografie podila : 1 — betulin

2-1A
3-2A
4-2B
5 — betulin
6-1C
7-1D

Pfi vyvijeni prvnich chromatogramti se ukazalo, ze kyselina betulinova neni
snadno rozpustna ve chloroformu. Proto bylo ptikroceno K varianté, kdy se kyselina
rozpusti v methanolu, a poté se k ni pfida chloroform a zahteje se. Cela ptiprava byla
provadéna v Iékovce pouze na zkousku, zda bude tato varianta lepsi, nez klasické

rozpousténi pevného krystalu chloroformovou kapkou.

3.3 Acetylace kyseliny betulinové

340 mg kyseliny betulinové bylo rozpusténo v 1 ml pyridinu (bezvodého) a poté
k nému byly pfidany 2 ml acetanhydridu. Smés byla ponechana 72 hodin pfi laboratorni
teploté. Po této dobé mélo byt piipravenym sklenénym balonkem odsato prebytecné
rozpoustédlo, ale nepodafilo se to. Diky manipulaci s kapilarou balonku se roztoku
zacaly vyluCovat dal§i krystaly, proto byl ponechdn po dobu dal$iho dne jesté

krystalovat. Nasledné byl roztok zfiltrovan a ponechan v suSarné pii 100 °C.
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Obr.14: Reakéni schéma acetylace kyseliny betulinové
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Obr.15: Chromatogram 1 —podil 1E

2 — kyselina 3 - acetylbetulinova

Z chromatogramu na obrdzku 15 vyplyva, Ze acetylace neprobéhla v celém
objemu. Tato chromatografie byla provadéna ptfed naslednou krystalizaci roztoku. Na
obrazku v kapitole 3.5 je chromatogram, kde je k porovnani vice zreagovany roztok

s ozonidem.

3.4 Optimalizace ozonizatoru

3.4.1 Kalibrace padackového pritokoméru

Vzhledem Kk problému svyS$§imi pratoky popsaném v teoretické ¢Casti
(kap.:2.3.4) je nutno nakalibrovatpadackovy prutokomér. Testovani probihalo pro
kazdou z ¢islic na stupnici pravé ctyfikrat. Odmérny valec (500 ml) naplnény vodou se
Vv nadobé (plastové vanicce) otoCil dnem vzhliru. Do tohoto systému byl piiveden
trubickou kyslik, ktery vytlacuje vodu zvalce a jelikoz je jeho objem stanoven

objemem valce je sledovan pouze Cas, za ktery vytlac¢i kyslik vodu az po nulovou rysku.
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Namétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 2a zavislost zanesena do grafu 1 .
Vzhledem K potfebam této prace se kalibrace omezila na malé priatoky s maximem na
Cislici 5.

Tabulka 2: Zavislost pritoku na poloze rotametru

Poloha rotametru Pratok (ml/min)
1 181,75
2 317,66
3 472,20
4 623,69
5 847,15

Graf 1: Zavislost pratoku na poloze padacku

zavislost prutoku na poloze padacku
Pratok (ml/min)

900
800
700
600 *
500
400 /‘
300 P

200 o
100

O T T T T 1

y =163,6x - 2,559
*

Poloha padacku

3.4.2 Méreni produkce ozonu

Princip méfeni ozonu je popsan v kapitole 2.4.4. Proto zbyva pouze doplnit dil¢i
udaje. Do absorpcni nadobky bylo nalito 12 ml 2% roztoku jodidu draselné¢ho (KI),
nastaveni prutoku bylo zvoleno dle pozadavki a spolecné se stopkami byl spustén zdroj.
Samotnd ozonizace trvala 5 minut. Vzhledem k tomu, Ze kolisal tlak v kyslikové
bomb¢, byl do soustavy pfipojen regulator tlaku. Ten podstatné redukoval kolisani.
Také diky nému bylo mozné zvysit pratok kysliku po ozonizaci, aby rychleji ,,vy¢€istil*
ozonizator od zbylého ozonu a zaroveil se vratit pomoci stupnice na regulatoru

k ptivodnimu priatoku. Pfi navratu k ptiivodnimu pritoku byl pro kontrolu vzdy pouzivan
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bublinkovy pritokomér, na kterém byly hodnoty smensi odchylkou. Cisténi
ozonizatoru kyslikem probihalo dalSich 5 minut. B€hem této doby ptrechazel stale jeste
pfitomny ozon do absorp¢ni nadobky. Poté byl roztok kvantitativné pieveden do titracni
banky a okyselil 1,2 ml koncentrovanou kyselinou sirovou. Titrovano roztokem
thiosiranu sodného o koncentracich (¢~0,05 mol/l) v tabulkach a grafech je vzdy
uvedena ptesna koncentrace. Jako indikator byl pouzit Skrobovy maz.

V nasledujicich tabulkach a grafech jsou uvedeny pouze nékteré hodnoty a to z

divodu velké obsahlosti vychozich tabulek.

Tab. 3: Naméfené hodnoty pri danych parametrech

f=37,6 Hz n(Na;5,05) mol hmotnost | hmotnost
titr ¢ = 0,049 Vivess.0 mi 0, 0; W
prétok v ml/min e —
2,76 0,1209 3,70 19,756 2,901 0,147
4,69 0,1486 1,95 33,545 3,565 0,106
7,19 0,2205 3,00 51,372 5,292 0,103
11,45 0,2065 7,80 81,839 4,955 0,061
14,76 0,2744 5,80 105,461 6,586 0,062
16,88 0,2842 8,50 120,582 6,821 0,057
24,10 0,3528 8,10 172,203 8,467 0,049
24,94 0,3479 8,20 178,161 8,350 0,047
32,17 0,3969 10,15 229,866 9,526 0,041
34,20 0,4165 13,13 244,343 9,996 0,041
40,55 0,4214 13,85 289,760 10,114 0,035
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Graf 2 : Zavislost hmotnosti ozonu na priitoku

Hmotnosto,[mg]  ZaVislost hmotnosti O; na pratoku
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Graf 3: Zavislost hmotnostniho zlomku ozonu na pritoku

Zavislost hmotnostniho zlomku ozonu
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Do grafii byly zvoleny zavislosti méfené pii malych pritocich, protoZe prave pii

podobnych pritocich probiha ozonizace acetatu kyseliny betulinové.
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3.4.3 Nastaveni optimalni frekvence

Nastaveni frekvence zavisi na zdroji vysokého napéti. Druhy zdroji jsou
uvedeny v literatufe™. Pro oba se optimalni frekvence liS§i. V oscilatnim obvod
piipojeném do systému, 1ze ménit kondenzatory a na zakladé toho, Ze se béhem méfeni
nemeéni odpory, 1ze zkoumat zavislost vytézku ozonu na frekvenci.

Pfi tomto méfeni je dulezité zachovavat konstantni pritok (20 ml/min) kysliku
soustavou. Proto se nezvySuje pratok pii CiSténi ozonizatoru a ponechava se stejny
pratok, ktery je pfed kazdym méfenim jest¢ dodatecné kontrolovan na bublinkovém
pritokoméru.

Pro kazdy kondenzator se méfeni provadélo tiikrat a vysledky jsou praméry
téchto méteni.

Tabulka 4: Oznaceni kondenzatori a vypoctena frekvence zdroje

kondenzatory | frekvence (Hz)
683 349,7
104 239,6
224 148,5
334 68,8
474 53,14
684 41,45
104+684 35,22

U posledni zkoumané frekvence uvedené v této tabulce bylo vyuZito paralelniho

1 1 1
jeni k atort. Pro které plati h: —=—-71".
zapojeni kondenzatora. Pro které plati vzta 1 c2 C3

Dalsim dulezitym krokem bylo zjistit skute¢nou frekvenci zdroje, protoze
vypoctené hodnoty se mohou s t€émi skute¢né namétenymi liSit v zavislosti na pfesnych

parametrech oscilaéniho obvodu a zdroje samotného.
3.4.4 Méreni optimalni stridy

Dal$im parametrem, kterym lze ovlivilovat produkeci ozonu, je tzv. stfida. Je to

pomeér mezi ¢asy, kdy je civka nebo Ruhmkorffiiv induktor pod napéti a kdy je odpojen.

Tento pomér lze také vyjadiit jako pomér odpord :  Stiida =
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Tabulka 5 : Oznaéeni kondenzatoru a skuteéné frekvence

Graf 4: Zavislost vytézku O3 na frekvenci zdroje p¥i zvolenych parametrech

kondenzatory frekvence [Hz]
683 315,5
104 216,2
224 136,3
334 62,1
474 48,2
684 37,6
104+684 32

14

6,50
6,00
5,50
5,00
4,50
4,00
3,50

3,00

Pocitacovy zdroj + Ruhmkorfflv induktor + stfida
91,4% -A; prttok 20ml/min

ytézek O, [%]

y =-3E-09x* + 2E-06x3 - 0,000x? + 0,082x + 3,016
R*=0,978

‘ ~

100 200 300 400
frekvence [Hz]

Méfeni zavislosti vytézku ozonu na stfidé bylo provedeno na ozonizatorech,
které jsou napajeny modifikovanym zdrojem™ s Ruhmkorffovym induktorem a se
stejnym zdrojem s autocivkou. V tabulce 6 a grafu 5 jsou uvedeny hodnoty jak
vypoctené stiidy, jejiz odpor je dan hodnotou uvedenou vyrobcem, tak i skute¢né
hodnoty stiidy, které byly naméfeny. V tabulce 7 a grafu 6 jsou uz uvedeny pouze

hodnoty, které odpovidaji pouze skutecnym pomérim odporti. Pratoky, pii kterych bylo

méfeni provadeéno, jsou uvedeny u grafii a tabulek.
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Tabulka 6: Zdroj** s Ruhmkorffovym induktorem s natavenou frekvenci 37,6 Hz

Vypoctené hodnoty Skuteénéhodnoty
stFidy stridy
proud v W pri proud v W pri
% pratoku % pratoku
20ml / min 20ml / min

8,5 0,4193 9,9 0,4193

25 1,7879 21,9 1,7879

50 3,6538 52,3 3,6538

75 5,0953 80,9 5,0953

91,5 5,3472 91,4 5,3472
Graf 5 : Zavislost vytéZku ozonu na stifidé
Vytézek 0,[%]
6,0000
5,0000 s =
4,0000 y =-0,000x2 + 0,103x - 0,453
/ R2=0,996
3,0000 * vypoctené hodnoty stfidy v %
/ proudu
2,0000 / = skute¢né honoty stiidy v %
1,0000 proudu
/ y =-0,000x% + 0,107x - 0,525
0,0000 T T T T ) R?=0,997
0 20 40 60 80 100
Stiida [% napéti]

Nasledujici data jsou namétena pii pratoku 48 ml/min a frekvenci také 37,6 Hz.

Tabulka 7: Naméiené hodnoty pro zdroj**

s autocivkou

roud v | hmotnost | hmotnost V=

i % 02 o3 na2s203 n=nazs203 w
21,5 347,971 4,955 41 0,2065 0,0142
50 343,510 8,521 7,05 0,3550 0,0248
78,5 344,061 9,730 8,05 0,4054 0,0283
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Béhem téchto experimentt se stiidou bylo zjisténo, ze civka se pii stiidach
vys$Sich nez 21,5 % zahtiva. Na zaklad¢ tohoto faktu 1ze pro dlouhodobéjsi pouzivani,

které je pfi ozonizaci organickych sloucenin potfeba, doporucit pravé tuto stiidu.

Graf 6: Zavislost vytéZku ozonu na stfidé

Zavislost vytézku ozonu na stridé
Vytézek O, [%]
y= -0,001x2 + 0,126x - 0,798
3,50 o1
3,00
2,50 /./_\-
2,00
1,50 /
1,00
0,50
0,00 T T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Stfida [% napéti]

3.5 Ozonizace acetylované kyseliny betulinové

Ve smési, kterd je tvotena 1,8 ml chloroformu a 4,2 ml ethylacetatu, rozpustime
100 mg acetylované kyseliny betulinové (obr.16). Roztok prelijeme do absorpéni
nadobky a tu vlozime do ethanolové lazn&. Lazen je chlazena chladici spirdlou na
teplotu -36 °C. Po dobu ozonizace zlstavala teplota v intervalu +- 2 °C. Do roztoku byl
veden ozonizovany kyslik po dobu tii a ptl hodiny s prutokem 40 ml/minutu (to
odpovidd produkci 10,11 mg ozonu). Ozonizitor byl nastaven takto: sada tii
0zonizacnich trubic (popsanych kap.: 2.4), Ruhmkorffiiv induktor, frekvence 62,1 Hz a
sttidou 91,5% proudu. Vzorek byl v pribéhu ozonizace odebiran ze smési a nandSen na
silikagel. Chromatogram byl vyvijen v ¢istém ethylacetatu a ve smési ethylacetatu s n-
hexanem vpoméru 1:1. Po tvaze byl dale pouzivan ethylacetat, jelikoz smés
ethylacetatu s n-hexanem byla malo polarni pro potieby chromatografie. Vyvinuty
chromatogram byl postiikan 10%-ni kyselinou sirovou a vypdlen na elektrickém vafici.

Takto se postup opakoval kazdou ptl hodinu. Stopa piivodni smési postupné slabla a
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kousek nad startem se zacala objevovat nové skvrna. Po ukonceni ozonolyzy stale
zustavaly na chromatogramu dvé skvrny (obr.18). Bylo by proto vhodné pfisti
ozonolyzu provadét delsi dobu.

Bohuzel vzorek zustal i nadale jako smés (latky na obr.18), nasledujici izolace

by mohla byt namétem pro dalsi praci.

CH,
HyC—4

"CH,

Obr.16: Reakce 3- acetylbetulinové kyseliny s 0ozonem, produktem je ozonid

redukce
—_— CH,

HeC CHs ! o,

Obr.17: Redukce ozonidu 3- acetylbetulinové kyseliny na norketon

s "
[
1 2
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Obr.18: Chromatogram vysledné smési 1 — kyselina 3- acetylbetulinova

2 — smés ozonidu a kys. 3-acetylbetulinové
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4. Zavér

V praci jsou shrnuty zékladni informace o kyselin¢ betulinové z oblasti vyskytu
a vlastnosti s dirazem na jeji vlastnosti fyziologické. Vzhledem k tomu, Ze se
V literatufe uvadi nutnost jeji chemické modifikace, byly u¢inény i prvni kroky v tomto
sméru. Zakladni uvaha sméfuje k vyuziti dvojné vazby isopropenylové skupiny
pfeménou na skupinu karbonylovou podobné jak tomu bylo jiz dfive u betulindiacetatu.
ProtoZe tato pfeména je mozna napiiklad ozonolyzou a katedra chemie FPE ZCU
Vv Plzni disponuje nékolika variantami ozonizatoru, bylo pfikroc¢eno k vybéru vhodného
ozonizatoru a kvalitativnimu ovéfeni moznosti ozonizace kyseliny betulinové.

V pribéhu testovani ozonizatord byla realizovana fada experimentt, které byly
zapracovany do piehledného &lanku pro Chemické listy™®. Vlastni ozonizace kyseliny

betulinové naznacuje, Ze je vyuZitelna pro dalsi praci.
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6. Resumé

This thesis is dividend into theorethical and practical part. In the theoretical part
are described features and applications of betulinic acid and some laboratory methods
like distillation, extraction and thin-layer chromatografy. In a same part is also
described construction of ozoniser. In practical part is a description of simple

transformation of betulinic acid, its ozonolysis and testing of ozoniser.
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