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1. Uvod

Jiz pi1 sepisovani bakalaiské prace jsem dospél k rozhodnuti vénovat se tématu
triterpenoidnich slou€enin pfi zpracovani prace diplomové. Zjistil jsem totiz, zZe toto
téma umoziuje fadu vyukovych aplikaci, pfedev§im vzhledem k provedeni rtiznych
laboratornich technik, pfipadné jejich modifikaci. Jde také o to, Ze se otevird moznost
riznych piistupi k teoretickému studiu z urcitého pohledu okrajovych oblasti chemie,
kterymi triterpenoidni slouceniny jsou. Az na malé vyjimky dosud byla na katedre
chemie vénovana pozornost betulinu a jeho pfeméndm. 23 — hydroxy betulin obsazeny
v klife jetabu obecného (Sorbus aucuparia) ma diky pfitomnosti dal§i hydroxylové
skupiny ponékud odlisné vlastnosti, kterymi je ptfedevSim rozdilna rozpustnost Vv

polarnich a méné polarnich rozpoustédlech.

Pti feSeni diplomové prace jsem vyuzil metod pouzitych pti praci bakalarské. Jedna
se predevsim o zakladni techniky, kterymi jsou extrakce, destilace a krystalizace. Vedle
téchto metod je nejdalezitéj§i tenkovrstvd chromatografie V analytickém a
preparativnim provedeni. Tenkovrstva chromatografie triterpenoidnich slou¢enin mize
byt uzitecna 1 ve Skolské praxi, kde muze rozsifit spektrum chromatografovanych

barevnych smési o latky bezbarvé, které je nutno na zavér procesu detekovat.



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Terpenoidni latky

Terpenoidni latky, které mizeme jednoslovné nazvat terpeny jsou organické latky
prevazné rostlinného ptivodu, jenz se skladaji ze dvou ¢i nékolika iSoprenovych jednotek.
Tyto latky jsou fazeny do skupiny latek obecné nazvanych jako isoprenoidy, jejichz
chemicka struktura je odvozena od 2 — methyl - 1,3 - butadienu (isoprenu). Mezi isoprenoidy
se fadi prchavé aromatické kapaliny znamé jako rostlinné silice. Produkce téchto silic
vyuziva rozli¢énych metod izolace, které produkuji pryskyfice vznikajici oxidaci zminénych

rostlinnych silic?.

Hlavnim rozdilem mezi pojmy ,terpen“ a ,terpenoid“ tkvi v tom, Ze terpen oznacuje

primarné uhlovodiky a terpenoid i jejich ¢etné derivaty?.

Tabulka ¢. 1 predstavuje déleni terpent dle pocétu izoprenovych jednotek. Podle
mnozstvi funkénich skupin mizeme tyto latky délit do nékolika skupin. Mezi nejdulezitéjsi
skupiny terpent fadime hemiterpeny®, mezi néz patii napiiklad isopren, ktery se sam volné
Vv ptirodé nevyskytuje a je zakladnim stavebnim kamenem terpenoidnich slou¢enin. Dalsimi
vyznamnymi Skupinami isoprenoidii jsou monoterpenoidy a seskviterpenoidy. Jedna se o
t€kavé slouCeniny obsahujici 10-15 uhlikovych atomti a jsou obsazeny v télech vysSich
rostlin. Mezi nejzndmé&j$i monoterpenoidy se fadi limonen obsazeny v pomerancové kuie,

kafr z kafrovniku a menthol obsaZeny v maté peprné?.

Tabulka 1 : Pfehled terpenoidnich slougenin dle poétu isoprenovych jednotek®.

Mnoist_vi isoprenovych MnozZstvi atomi uhliku S|yt (e
jednotek v molekule

2 10 Monoterpeny
3 15 Seskviterpeny
4 20 Diterpeny
6 30 Triterpeny
8 40 Tetraterpeny

n > 1000 5n Polyterpeny




2.1.1. 23 —hydroxy betulin

23 - hydroxy betulin (1) je sloufenina vyznacujici se pentacyklickou strukturou
s triterpenoidnim charakterem. Jak ndzev napovida jedna se o derivat latky nesouci nazev
betulin (2). Od betulinu se 1i$i navazanou hydroxylovou skupinou na 23. uhliku. Tuto
slouteninu miizeme nalézt v kife jefdbu obecného, se kterym se v Ceské republice

setkavame V blizkosti cest, silnic a na okrajich poli a les.

Dle védeckého ¢lanku Synthesis and cytotoxic activity of 17 - carboxylic acid modified
23 - hydroxy betulinic acid ester derivatives* Ize 23 — hydroxy betulin Gisp&$né extrahovat
téz z kofene Cinské 1é¢ivé byliny Pulsatilla chinensis, jenz je hojné vyuzivana v tradi¢ni
¢inské medicing jako piirodni 1€k na malarii. Zminény terpenoid ma téz prokazatelné ucinky
pfi potlacovani vzniku nadorovych onemocnéni a prevenci pred ndkazou virem HIV. Dle
dostupnych informaci vykazuje velice podobné biologické ucinky jako diive zminéna

isoprenoidni latka betulin (2) (cit*).

Obrdazek 1: Molekula 23 - hydroxy betulinu.

HO-H:C  CHs



2.1.2. Betulin

Betulin (2) je sloucenina hojné obsazena v piirod¢ nachazejici se pievazné v kiife btiz
(Betula sp.) odkud pochazi také nazev zminéné slouceniny. Betulin byl jednou z prvnich
triterpenoidnich latek, které byly objeveny némeckym chemikem Lowitzem roku 1788

sublimaci z biezové kiiry®.

Tento terpen poskytuje kiife biiz zajimavé vlastnosti. Fungicidni a antibakterialni
ucinky latky zptisobuji zvySenou odolnost bfezové kiry vaci bakteriim a houbam, které
zapticinuji proces tleni a Sifeni plisni. Pravdépodobné se jedna o piirozenou ochranu stromu

proti poZeru a napadeni ze strany zvéfe a mikroorganisma®,

Obrazek 2: Molekula betulinu.

2.1.3. Terpenoidy v u¢ebnicich

Z hlediska didaktického zaméteni této prace je vhodna zminka o zastoupeni
terpenoidnich latek v u€ebnicich stiednich Skol a gymnazii orientovanych na chemii.
Pro tyto Gcely byla vybrana stiedoskolska ué¢ebnice Odmaturuj z chemie (2014, s. 177-
178).

V ucebnici je skupina isoprenoidnich (terpenoidnich) latek shrnuta relativné struéné
v rozsahu 2 klasickych stran. Je zde uvedena obecna charakteristika skupiny, graficka
podoba isoprenové funkéni skupiny a zakladni déleni dle poctu iSoprenovych jednotek

vvvvvv

terpenoidnich slouéenin, jejich obecné vlastnosti, véetné nejvyznamnéjsich zastupc.



Obrdzek 3: Ukdzka z ucebnice Odmaturuj z chemie (véetné ev. nedostatkii) s. 177 (cit®).

Poznamky

33. lzoprenoidy

Charakieristika

e velmi pestra skupina latek
e piirodni latky vznikajici v rostlinnych a zivocisnych organismech
e jejich zakladni stavebni jednotkou je IZOPREN (2-methylbut-1,3-dien)
* jednotky izoprenu se mohou spojovat
do riizné dlouhych fetézci izopren
e rozlisujeme dvé zakladni skupiny: CH,= C' —-CH=CH,
* TERPENY CH,
* STEROIDY

Terpeny

Charakieristika

e prirodni slouc¢eniny obsazené hlavné v rostlinach
° patfi mezi sekundarni metabolity tvorici se v organismu odbouravanim né-
kterych latek
o skladaji se z riizného poctu izoprenovych jednotek:
* MONOTERPENY (2 jednotky, 10 uhlikovych atomi)
* SESKVITERPENY (3 jednotky, 15 uhlikovych atomit)
* DITERPENY (4 jednotky, 20 uhlikovych atomi)
 TRITERPENY (6 jednotek, 30 uhlikovych atomii)
* TETRATERPENY (8 jednotek, 40 uhlikovych atomil) ST Afstyi
* POLYTERPENY (velky pocet jednotek) Prys| ai

Vlastnosti

° maji lipofilni charakter (rozpustné v tucich, nerozpustné ve vodé)

o z chemického hlediska jde o uhlovodiky nebo jejich dusikaté derivaty (alko-
holy, ketony, aldehydy, karboxylové kyseliny), mohou byt acyklické i cyklic-
ké (s jednim i vice kruhy)

Lastupci

Monoterpeny
o tékave, vonné latky obsazené v silicich, pro svou pfijemnou viini vyuzivané

k vyrobé parfémi
° MENTHOL je soucasti silice maty peprné
° MYRCEN je obsaZen ve vaviinové silici

menthol
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Obrizek 4: Ukdazka z ucebnice Odmaturuj z chemie (véetné ev. nedostatkii) s. 178 (cit®).

Pozndmky

o GERANIOL byl izolovan z riizového oleje

o CITRAL je soucasti citronové silice

e LIMONEN je obsazen v citronové a pomerancové silici

o KAFR je obsazZen ve dfevé kafrovniku, ma typickou viini, uplatije se v lékai-
stvi a pfi vyrobé umélych hmot (celuloid)

e PINEN je jednim z nejvyznamnéjSich a nejrozsifenéjsich terpeni, jeho hlav-
nim zdrojem je borovicova silice (terpentyn)

Seskviterpeny

° jsou soucasti éterickych olejl, nachazeji se v fadé rostlin

o FARNESOL je rozsifeny, obsaZeny v riznych silicich

o HUMULEN je soucasti chmelové silice

o KYSELINA ABSCISOVA je pfitomna v rostlinnych tkanich a zpiisobuje starnuti
a opadavani listl

Diterpeny

o FYTOL je ve formé esteru souéasti molekuly chlorofylu
o VITAMIN A

Triterpeny

o SKVALEN 3 LANOSTEROL jsou meziprodukty metabolismu steroidii

Tetraterpeny
° nejvyznamnéjsi jsou pfirodni barviva KAROTENOIDY (Zluté, oranZové az Cer-
vené), napf. P-karoten, provitamin vitaminu A, nebo lykopen (ervené bar-
vivo rajcat)

Polyterpeny
e nejvyznamnéjsi je elasticky prirodni KAUCUK, pouZiva se v gumarenském
pramyslu
 izomerem kauéuku je GUTAPERCA, neni elasticka, ziskava se z tropickych
stromll, pouZiva se v elektrotechnice jako izolator
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2.1.4. Ukotveni tématu isoprenoidi v kurikularnich dokumentech

RVP pro gymnazia (2007, s. 30)
Vzdélavaci obor: Chemie
Vzdélavaci obsah: Organicka chemie
Ocekavany vystup z RVP:

e Zak charakterizuje zdkladni skupiny organickych sloucenin a jejich vyznamné
zastupce, zhodnoti jejich surovinové zdroje, vyuziti v praxi a vliv na zivotni
prostiedi.

Ucdivo:

e Derivaty uhlovodik a jejich klasifikace

Obrdzek 5: Ukotveni isoprenoidii v RVP (pirevzato z°).

ORGANICKA CHEMIE

Ocekdvané vystupy

zak

> zhodnotivlastnosti atomu uhliku vznamné pro strukturu organickych sloucenin

B aplikuje pravidla systematického ndzvoslovi organické chemie pfi popisu sloucenin s moZnosti vyuZitt
trividlnich ndzva

[ 2 charakterizuje zakladnt skupiny organickych sloucenin a jejich vyznamné zdstupce, zhodnotfjejich
surovinové zdroje, vyuZiti v praxi a vliv na Zivotni prostfedi

> aplikuje znalosti o prabéhu organickych reaket na konkrétnich prikladech

-3 vyuZivd znalosti zaklada kvalitativna kvantitativnianalyzy k pochopentjejich praktického vyznamu
v organické chemii

Ucivo

uhlovodiky ajejich klasifikace

derivaty uhlovodiki a jejich klasifikace
heterocyklické slouceniny

syntetické makromolekularni latky
léciva, pesticidy, barviva a detergenty



SVP Biskupské gymnazium Brno
Ucivo:

e Heterocykly, alkaloidy, isoprenoidy
Skolni vystupy

e 74k prohloubi a systematizuje dosud ziskané znalosti v uvedenych celcich.

e 74k rozsiii své znalosti v partiich uciva, které byly probrany v chemii v omezené
formé.

e Zak aplikuje ziskané védomosti v dalsich oblastech chemie.

e Zak popise zdroj a u¢inek b&znych alkaloidi na organismy.

MezipiFedmétové vztahy
e Biologie

Téma isoprenoidnich latek je probirdno pouze na chemicky zamétenych seminétich
nekterych gymndazii, mezi néz patii i vySe jmenované Biskupské gymnéazium v Brné.
Seminaf na této konkrétni Skole disponuje dvouhodinovou ¢asovou dotaci kazdy tyden,
pfi¢emz pro téma isoprenoidnich latek je vy¢lenéna jedna vyucovaci hodina o ¢tyficeti péti
minutové ¢asové dotaci.



Obrdzek 6: Ukotveni isoprenoidii v SVP Biskupského gymndzia Brno (pirevzato z').

5.19.23 Seminaf z chemie

Casové, obsahové a organizatni vymezeni

Charakteristika pfedmétu

Seminaf z chemie je ur¢en pro zaky posledniho ro¢niku, ktefi maji zajem o dalsi vysokoskolské
studium s pfirodovédnym zaméfenim.

V seminafi si zaci kompletuji a rozsifuji chemické znalosti a dovednosti tak, aby byli pfipraveni
a schopni zvladnout maturitni zkousku, pfijimaci zkousky a tvod vysokoskolského studia.
Vychovné a vzdélavaci strategie

Vychovné a vzdélavaci strategie v seminaii z chemie jsou stejné jako v b&éznych hodinach
chemie. Studenti jsou vedeni k efektivni systematické ¢innosti a samostatnosti.

Piehled uciva a vystupi zakd

Biochemie * Prohloubi a systematizuje
dosud ziskané znalosti Vitamin
s Vi ;, enzymy, | PT 6.2.2
« Roz3ifi své znalosti o Barviva a l&iva PT64.1
v partiich u¢iva, kieré byly | o Aminokyseliny, peptidy, | PT 6.4.2
probrany v chemii proteiny,  metabolismus
v omezené formé protemnd PT643
* Aplikuje ziskané * Nukleové kyseliny, | BI
védomosti v dalsich proteosyntéza
oblastech chemie ¢ Sacharidy,  metabolismus
* Chéape a dokéze popsat "‘" .""“
biochemické procesy eLipidy,  metabolismus
probihajici na i 1o
biologickgch membréndch * Energetika biochemickych




2.1.5. Priklad vyudovaci hodiny zamérené na téma isoprenoidi

Didakticka transformace

Téma vyukové jednotky: Isoprenoidy
Typ vyucovaci hodiny: Seminat z chemie
Typ Skoly: Gymnézium

Cilova skupina: 3. roénik (SS)

Priblizny pocet Zaka: 25

Hlavni cile vyukové hodiny:

e 7k vyjmenuje zékladni zastupce isoprenoidii a popise jejich vyuziti, véetnd
obecnych vlastnosti.

Dalsi cile vyukové hodiny:

e 74k rozdéli isoprenoidy dle po&tu obsazenych isoprenovych jednotek.

e 74k popise vyskyt isoprenoidi v Zivych organismech.

e 7ak prokaze znalost vyznamu isoprenoidnich latek v souvislosti s jejich
biologickou aktivitou.

e 74k se orientuje v nazvoslovi zakladnich isoprenoidnich latek a dokaze tvofit
pfislusné chemické vzorce.

e 74k vyjmenuje nejvyznamnéji rostlinné alkaloidy.

Vyukové metody:

e Rizena diskuse

e Vyklad

e Vyuka podporovana pocitacem (tabletem)
e Kooperativni vyuka

Organizacni formy vyuky:

e Frontalni
e Skupinova
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Klic¢ové kompetence:

e Kompetence k feseni problému
o Z&k za pomoci seditu vyjmenuje nejvyznamnéjsi rostlinné alkaloidy v ramci
opakovani tématu piedchozi hodiny.
e Kompetence k u¢eni
o Zéak uvede zakladni vlastnosti iSoprenoidi.
o Zak vypise piirodni zdroje isoprenoidnich sloudenin.
e Kompetence komunikativni
o Zak odpovida na otazky kladené vyudujicim.
o Zak v pribshu opakovani komunikuje se svym spoluzakem.
e Kompetence socialni
o Zak rozlisi jednotlivé zastupce isoprenoidi za pomoci fizené kooperace se
spoluzakem.
o Kompetence digitalni
o Zak pracuje s modernimi technologiemi typu interaktivni tabule a tablet.
o Zak si opakuje ugivo za pomoci elektronickych kvizi.

Pomiicky:

Ucebnice (Odmaturuj! z chemie 2, 2014)
Interaktivni tabule

Tablety (pi: Apple IPad)

Kvizové aplikace Kahoot a Wordwall

Formy hodnoceni:

o Uplna zpétna vazba
e Kiratka netplna zpétna vazba
e Slovni hodnoceni

Kritéria hodnoceni:

e Stupen komunikace mezi spoluzaky
e Stupen zvladnuti kooperac¢niho kvizu se spoluzakem

11



Casovy a obsahovy harmonogram vyukové hodiny

Vyukova jednotka zabyvajici se tématem iSoprenoidi vyzaduje Casovou dotaci o délce 45
minut ¢ili jednu vyucovaci hodinu zakladniho typu.

Ptedchozi hodinu bylo probrano téma alkaloidii a v nasledujici vyucovaci jednotce se
studenti seznami s tématem vitamin.

Uvodni ¢ast vyu¢ovaci hodiny je vénovana opakovani latky hodiny prechozi. K tomuto
ucelu mohou byt vyuzity tablety a kvizova aplikace Wordwall, ve které si vyucujici vytvori
kvizy dle svych preferenci. Opakovani mize probihat taktéz formou dotazovani na piedem
pfipravené otazky, na néz zaci reaguji a snazi se o jejich korektni zodpovézeni. V

idealnim piipadé, kdy skola disponuje sadou tableti mizeme vyuzit prvni moznosti,
pfi¢emz zaci v prubéhu této aktivity kooperuji ve dvojicich.

Prostfedni ¢ast hodiny obsahuje samotny vyklad, ktery vyuziva Powerpoint prezentaci
komentovanou vyucujicim. V pribéhu této aktivity je tfeba dbat na poutavost vykladu a
nazornou obrazkovou podporu. Pro optimalizaci pozornosti studentli, mizeme do stfedu
Powerpoint prezentace vlozit video (souvisejici s tématem) z internetovych video kanalt
typu YouTube.

Predposledni ¢ast vyukové jednotky nalezi opakovani, pro které mohou byt znovu vyuzity
tablety a aplikace Kahoot. Aplikace Kahoot je kompetitivni kvizovy program, do kterého
se zaci ptihlasi pod svymi jmény a nasledné za pomoci tableti, ¢i svych mobilnich telefonu
poskytuji zpétnou vazbu a odpovidaji na otdzky promitané na dataprojektoru, ¢i
interaktivni tabuli. Za kazdou spravnou odpovéd’ obdrzi mnozstvi bodu, které se v pribéhu
hry s¢ita a na konci kvizu dochazi k setazeni zakt na stupné vitéza dle ziskaného skore.
Program tedy poskytuje ¢aste¢nou zpétnou vazbu studentiim, kteti po dokonceni kvizu
zjisti svou uspésnost v ¢innosti.

Na konci hodiny je vhodno s zéky prodiskutovat poplatnost ziskanych informaci v redlném
zivoté. V jaké oblasti védéni by se jim nabyté informace mohly hodit s pfihlédnutim na
budouci typ zvolené vysoke Skoly.

Tabulka 2: Casovy a obsahovy harmonogram vyukové jednotky.

Cas Obsah Cil Vyukova Hodnoceni | Pomicky Zadani
metoda
5 Uvod a X X X Online X
min seznameni tiidnice
S naplni
hodiny.
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7 Opakovani | Zak vyjmenuje Rizena Kratka Tablet | Na zaklad¢
min. tématu nejvyznamneéjsi diskuse neuplna napoveédy
pfedchozi | rostlinné alkaloidy. | podporovand | zpétna vazba, vypis, o
hodiny tabletem slovni jaky
hodnoceni alkaloid se
jedna.
20 | Isoprenoidy — 74k rozdgli Vyklad Uplna zpétna PP{ F};é_;tel pror?ité
. r - prezentace, prezentacl,
min. h oli(etcn_at_k terpenovldy dle Va’Zba’, projektor/int kterou
charaxteristika poctu neuplna eraktivni komentuje a
: Vé’uz.ltl’ isoprenovych kratkd zpétna |  tabule dopll;l(llljz svym
zdroje ; vykladem.
. Jedn,?tek.’ vazba V priibéhu
Zak popise vyskyt vikladu se Zici
isoprenoida v ptaji na
sivoch problémoveé
ZleC otazky.
organismech.
Zak prokaze
znalost vyznamu
isoprenoidnich
latek v souvislosti
s jejich
biologickou
aktivitou.
10 | Soutézni kviz | Zak vyjmenuje | Didakticka hra, Netplna Tablet, Zaci pomoci
min. Kahoot. zakladni zastupce vyuka zp&tna vazba | mobilni svych
Opakovani isoprenoidi odporovana telefon mobilnich
p . pw R p Iv) 9 telefont, Ci
znalosti popise Jejlch pocitacem zapiijéenych
ziskanych vyuziti a (tabletem) tabletti
Vv prub¢hu vlastnosti. vypliuji kviz,
vykladu pfi¢emz za
spravné
odpovedi
ziskéavaji
body. Na
konci kvizu
dochazi
k vyhlaseni
vitéza, kteti
jsou odménéni
motivaéni
znamkou.
3 Diskuze o Z&k kriticky | Rizena diskuze | Slovni, Giplna X Jak uplatnite
- - ¥ rn17 v, o Znalos
min. poplatnrostl prem}{sl_l a zpétna vazba isoprenoidnich
nabytych obhajuje latek v ramci
informaci v poplatnost Vaseho
4Iné informaci budouciho
reainem 1nformac povolani?
Zivote nabytych v
pribéhu vyukové
jednotky.
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Reflexe hodiny

Reflexe ¢innosti Zzaka

74k vyjmenuje zakladni skupiny a zastupce isoprenoidnich latek. Zak vyjmenuje zakladni
zastupce a vyuziti alkaloidi. Zak spolupracuje se svymi spoluzaky pfi zpracovavani
pripravenych kvizt.

Autodiagnostika ucitele
Byla ¢asova dotace na zvolené téma dostatecna? Byly naplnény vSechny stanovené cile?
Kli¢ové misto vyukové hodiny

Jako kli¢ové misto vyucovaci jednotky miize byt oznacena finalni diskuse nad poplatnosti
informaci ziskanych v pribéhu vyucovani. Pokladanim otdzek nutime zaky kriticky
premyslet, pficemz podporujeme rozvoj klicovych kompetenci studentd.

Kritické misto vyukové hodiny

Kritickym bodem vyuky muze byt samotny vyklad pomoci Powerpoint prezentace. Tato
&ast vyuky se mize jevit nudné a nemotivaéné. Zaci nemusi udrZet svou pozornost po
dostate¢né dlouhou dobu, coz vede k nekazni a Spatnému uchopeni uciva.

Alterace kritického mista vyuky

Abychom ptedesli negativnim jeviim popsanym v pfedchozim odstavci, je nutno
prezentaci podpofit poutavymi obradzky. Mezi obrdzky by se méla fadit jak schémata
pramyslovych vyrob, tak fotky vzniklych produktt. V ptipadé isoprenoidnich latek by
mohla prezentace obsahovat fotky, ¢i obrazky rostlin, ze kterych byly tyto latky izolovany.
V piipadé¢ 23 — hydroxy betulinu by mohla byt v prezentaci zobrazena fotka jetabu
obecného, vcetné jeho prirozeného stanoviste.

Harmonogram vykladu (PPT prezentace)

1) Obecné charakteristika

e Slajd 1: Déleni isoprenoidil na terpeny a steroidy

e Slajd 2: Odvozeni sloucenin od isoprenu a charakteristické funkéni skupiny
2) Terpeny

e Slajd 3: Rozd¢leni terpent na 6 dil¢ich skupin

e Slajd 4: Obecné informace o skupiné terpend

e Slajd 5: Surovinova zakladna terpent

e Slajd 6: Vyuziti terpenti

e Slajd 7: Monoterpeny (menthol, limonen, kafr)

e Slajd 8: Seskviterpeny (humulen)

e Slajd 9: Diterpeny (retinol, fytol)

e Slajd 10: Triterpeny (betulin = 23 - hydroxy betulin)
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o Slajd 11: Tetraterpeny (p — karoten, lykopen) a polyterpeny (kaucuk,
gutaperca)
3) Steroidy
e Slajd 12: Obecné informace + rozdéleni steroidnich latek
e Slajd 13: Fytosteroly (ergosterol)
e Slajd 14: Zoosteroly (cholesterol)
e Slajd 15: Steroidni hormony (testosteron, progesteron a estrogen)
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2.2. Uzité laboratorni metody

2.2.1. Extrakce (vyluhovani)

V priubéhu experimentalni ¢asti bakalatské prace i prace diplomové se vyuzivalo k zisku 23
— hydroxy betulinu z kary jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia) Soxhletova extraktoru.
Extrakce v tomto pfistroji je naro¢na na Cas a je tfeba ji provadét opakované K zisku nejvice
koncentrovaného vyluhu s obsahem pozadované terpenoidni slouceniny. Po extrakci byla

latka zkoncentrovana v destilacni aparatuie.

Soxhletova pfistroje bylo vyuzito z divodu snadné obsluznosti a moznosti kontinudlni

extrakce Cerstvym rozpoustédlem, ktera je v tomto piipadé velice zadouci.

Ptistroj ma nékolik ¢asti, pti¢emz se do stiedni ¢asti piistroje vklada patrona, ktera je piredem
naplnéna drobnymi vy¢isténymi a vysuSenymi tlomky klry jetdbu ptaciho. K zébrusu ve
spodu piistroje je ptfipojena varna banika naplnéna rozpoustédlem a z vrchni ¢asti je na
sttedni Cast pfistroje nasunut zpétny chladi¢, slouzici ke kondenzaci par vznikajicich

v pritbéhu varu rozpoustédla®,

Obrizek T Schéma a popis Soxhletova extraktoru (prevzato z8).

Soxhletdv extraktor:

a8 = banka o rozpoultidlez

b = téle extraktoru

¢ = Biroki trubleo pro
odvod par do chlodi-
de d

d = chledid

¢ - pasrona (popirovd
kEyveta) o extrahovanym
materidle=

f - pPepadové trublee tva=
ru U (Jeden konec Gati
do baoky (a) a druhy
ke dou {Ela extrakto=
ru (b)

Z hlediska didaktiky chemie jsou pokusy vyuzivajici metody extrakce velice atraktivni.
Zakam mize byt zdtivodnéno, Ze tohoto principu miize byt vyuzito nejen v laboratotich pti
ziskavani dalSich latek dale vyuzivanych naptiklad v l€kafstvi, kosmetice ale 1

v primyslovém méfitku, kde je extrahovan material za Gi€elem zisku produktii vyuzitelnych
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V potravinafstvi. Jako piiklad poslouzi extrakce rostlinného materidlu (nejcastéji semen) za

ucelem ziskani rostlinnych oleji (slunecnicovy, fepkovy atd.).

V piipadé chemickych pokust je nutno dodrzovat bezpecnych postupli a zédky duasledné
proskolit 0 bezpecnosti prace v chemické laboratofi. Je dulezité tyto postupy dodrzovat a
vyzadovat jejich diisledné plnéni v kazdodenni laboratorni Cinnosti. V pfipadé extrakce
pracujeme s t€kavymi rozpoustédly a zarem topného télesa, tudiz je nutno vyuzivat ochranné

pomiicky zabratiujici poskozeni lidského zdravi a ijmé na majetku®.

2.2.2. Destilace

Destilace je vhodny zpisob oddé€leni dvou a vice kapalin na zakladé rozdilnych teplot
varu. Tato metoda se uplatiiuje jak v laboratofich, tak v riznych odvétvich primyslu jako je

vyroba lihu, ¢i zpracovani ropnych frakci.

Tato metoda je t€Z nutna pii ptipraveé extraktl v laboratofich i primyslu. Chemické
laboratote vyuzivaji destilaci v nejznaméjsich provedenich i pti zpracovani malych mnozstvi

kapalin.

Jedna se o jednu z nejnaro¢néjsich metod semimikrotechniky, nebot’ klade diiraz na

peclivost a kvalitni sestaveni aparatury rozli¢nych tvart a velikosti.

V piipad¢ zahiivani kapaliny umisténé ve varné baiice dochéazi k jejimu varu a pfi
prichodu par aparaturou ptes chladi¢ k nasledné kondenzaci, pficemz vznikly kondenzat se

kulminuje v jimaci bance®.

Obrizek 8: Destilacni aparatura (prevzato z*°).

1\

ﬂ

17



Destilace je vhodna metoda, kterou ucitel mize zafadit do vyuky chemie predevsim jako
demonstraéni prostiedek. Zak v priibéhu metody pochopi diileZitost fyzikalnich vlastnosti
latek, mezi néz pati napiiklad teplota varu. V dnesni dob¢ je mozno zakim promitnout
video prostfednictvim internetovych portalit (YouTube atd.), avSak redlna demonstrace ve
Skolnich prostorach je zajisté nejefektivngjsim a nejvice motivaénim faktorem pii vyuce
chemie. V prubéhu experimentu je téZ nutno dbat na slovni popis pokusu, ktery zaktim
ujasnuje, k ¢emu v prub&hu experimentu dochazi. V ptipadé dokonalého propojeni slovniho
popisu a samotného provedeni experimentu dochazi k nejproduktivnéjsimu vzdélavacimu

efektull.

V prubéhu vyucovaci jednotky je nutno celou destilatni aparaturu detailné popsat,
upozornit na fyzikdlni odliSnosti destilovanych kapalin a téZ na bezpecné provedeni celé

operace (vhodny zdroj tepla, umisténi vstupu a vystupu chladici kapaliny).

2.2.3. Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Pro potieby zisku 23 — hydroxy betulinu bylo vyuzito efektivni metody analytické

chemie znamé jako ,,tenkovrstva chromatografie®.

Principem této metody je rozdélovani jednotlivych latek obsazenych v soustavé pomoci
dvou fazi. Prvni je faze mobilni, kterou pfedstavuje vhodné rozpoustédlo. Druha faze se

nazyva stacionarni.

Stacionarni faze je v principu tvofena hlinikovou desti¢kou pievrstvenou sorbentem,
jenz je nejcastéji tvoren silikagelem, ¢i oxidem hlinitym. Mobilni fazi jsou prevézné
organicka rozpoustédla vybrana tak, aby vzorek vymyla do analyzované plochy, nikoliv

mimo sorbent.

Tenkovrstva chromatografie slouzi ke sledovani Cistoty ndmi analyzované organické
latky a je vhodna pro zpracovani barevnych sloucenin, avSak je moZno ji pouZzit i pro analyzu

slou€enin bezbarvych.

Po naneseni vzorku na stacionarni fazi a jeho naslednému vlozeni do soustavy s mobilni
fazi je tfeba vyuzit detek¢nich €inidel, ktera zobrazi drahu analyzovaného vzorku na povrchu
sorbentu. Mezi vhodné detekéni metody patii naptiklad postiikani plochy roztokem
desetiprocentni kyseliny sirové a naslednym zahfatim vzorku, pficemz dojde ke zuhelnaténi

analyzované organické latky?®.
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Chromatografii 23 — hydroxy betulinu se zabyval americky chemik Lawrie, jenz
vyuzival ktry blahovi¢niku kralovského (Eucalyptus regens) k extrakci triterpenoidnich
sloucenin s diirazem na 23 — hydroxy betulin. Naslednym procesem bylo odtu¢néni vzorku
petroletherem a svétlem, pfiCemZz pomoci etheru vyextrahoval nezmydelnény material.
Proces byl velice Casoveé naro¢ny a trval cely jeden den. Bylo zji§téno, ze vyextrahovany

material obsahoval mnozstvi 23 — hydroxy betulinu®2,

Lawrie se nezabyval pouze 23 — hydroxy betulinem, ale zkoumal i jeho derivaty, mezi
néz patii 23 — hydroxy allobetulin ziskany varem 23 — hydroxy betulinu ve smési ethanolu a
kyseliny chlorovodikové pod zpétnym chladi¢em, kdy nasledné doslo k izolaci etherem. Na
konci postupu ziskal &isty vzorek 23 — hydroxy allobetulinu2,

Tenkovrstvou chromatografii 1ze vyuzit i pfi vyuce chemie, nebot’ se jedna o velice
efektni experiment, ktery muize byt proveden za vyuziti jednoduchych pomicek
(riznobarevné fixy, kiida, voda a plastové kapatko). Rtiznobarevnymi fixy nakreslime po
obvodu kiid ¢ary a nasledné kiidy postavime do misek s vodou. Kiida s ¢arami poslouzi jako
stacionarni faze a voda jako faze mobilni. Po provedeni tikonu dojde k rozpusténi barev,
pficemz se jednotlivé barvy dostanou do ruznych vzdalenosti dle pevnosti vazby
jednotlivych barev k podkladu. Podobné pokusy mohou zaci provadét i v domacim prostiedi
pfi konani distan¢ni vyuky, ¢i jako dopln€k vyucovani. V pribéhu experimentovani si Zaci

zopakuji pojmy jako je rozpoustédlo, rozpousténa latka, chromatografie atd.®.

Obrdazek 9: Chromatografie barvy fixu (prevzato z*3).
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Déleni chromatografickych metod

Chromatografické metody muzeme délit nékolika zpusoby, a to dle principu déleni, podle

uzité mobilni faze, ¢i tvaru (uspotfadéni) stacionarni faze.

a) Dle principu déleni

Rozdélovaci chromatografie

Na rozvoji této metody se podileli védci Archer Martin a Richard Laurence
Millington Synge vV pribéhu 40. let 20. stoleti. V prubéhu rozdélovaci
chromatografie dochazi k separaci slouceniny mezi dvéma kapalinami, pfi¢emz
ve slouceniné dochazi k interakci s dvojici navzajem nemisitelnych kapalnych
fazi za vzniku rovnovahy“.

Adsorp¢ni chromatografie

Princip této metody spociva v oddé€leni latek rozpusténych v roztoku od sebe.
V pribéhu chromatografického procesu dochéazi k ukladani mobilni faze na
povrch faze pevné neboli stacionarni faze. Za adsorpci mobilni faze mohou
s nejvétsi pravdépodobnosti slabé nevazebné Van der Waalsovy sily.

Iontové vyménna (Ionexova) chromatografie

Tato metoda spociva v odtrzeni iontu véazaného v tuhé nemisitelné fazi,
naslednym pfevodem do roztoku a jeho nahrada jinym iontem, ktery je obsazen
V roztoku. Vymeéna iontl zavisi predevSim na sile, kterd poutd iont v ménici
iontli, vlastnostech vyménovanych iontii a v nemisitelnosti ménice iontli a
kapalné faze'®.

Gelova chromatografie

V ptipadé¢ gelové chromatografie je stacionarni fazi synteticky neionizovany gel,
ktery je umistény ve svislé kolon¢€ a jsou v ném vytvoreny malé pory. Tento gel
nasledné funguje jako molekulové sito. Molekuly vétsi, nez pory gelu jim
nemohou pronikat a prochéazeji ptes kolonu rychlosti mobilni faze. Latky se zde

rozdéluji dle zmensujicich se rozméri molekul®®.

b) Dle mobilni faze

Plynova chromatografie
Vzorek je ddvkovan do proudu plynu, ktery jej nasledné unasi kolonou. Mobilni
faze je nazvana jako nosny plyn. Pro spravny transport vzorku je nutné jeho

okamzité zplynovani po vstupu do zatizeni. V chromatografické kolon¢ dochazi
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k selekci slozek na zakladé rozdilné schopnosti poutat se k stacionarni fazi.
Pomoci plynové chromatografie muizeme urcovat napiiklad zastoupeni

methanolu, &i ethanolu v destilatech'’.

Kapalinova chromatografie

Soucasti HPLC aparatury je vysokotlaké Cerpadlo, které umozituje proteceni
mobilni faze kolonou o mens$ich rozmérech. V niz je stacionarni faze vazana na
velice malé ¢astice métici pouze neékolik mikrometrii. Vyhodou této metody je
bezesporu jeji vyssi ucinnost a mensi doba analyzy nez v ptipadé vyuziti klasické

sloupcové chromatografie!®,

c) Dle uspoiadani

Sloupcova chromatografie

Délici médium je umisténo ve sklenénych, ¢i kovovych vertikaln€ uspotfadanych
trubicich, pfi¢emz jsou naplnény stacionarni fazi casto ve formé pevného
silikagelu se vzorkem. Mobilni faze je protékajici organické rozpoustédlo.
Chromatografie v ploSném uspoiadani

Patti sem jiz popsané metody chromatografie jako PC (papirova), ¢i TLC

(tenkovrstva).
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2.2.4. Retencni faktor

Hodnota Rf (reten¢niho faktoru) piedstavuje zaostani skvrny analyzované latky za
¢elem rozpoustédla a je zavisla na konkrétni vyvijeci soustavé. Vztah pro vypocet
retenéniho faktoru je definovan jako podil vzdalenosti stiedu skvrny od startu (Vm) a

vzdalenosti ela rozpoustédla od startu (Vr)™.

R_Vm
f_Vr

Diky reten¢nimu faktoru jsme schopni pfepocitat rozmezi jednotlivych
chromatografickych zon z malych chromatografickych desticek (6x3 cm) na velké sklenéné
chromatografické desky prevrstvené silikagelem (20x20 cm). Vétsi desky s vétSim
mnozstvim analyzované latky vyuZijeme v metodé¢ znamé jako preparativni tenkovrstva

chromatografie?®.

Obrazek 10: Hlinikova desticka s nanesenym sorbentem a stopou analyzovaného
vzorku.

celo

stfed stopy

. start
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2.2.5. Preparativni tenkovrstva chromatografie

Rozdil mezi preparativni tenkovrstvou chromatografii a klasickou TLC je piedevsim ve
velikosti chromatografickych desek, které v ptipadé prvné zminéné metody dosahuji vysky
a Sitky 20 cm (20x20), pficemz tloustka vrstvy byva az 3 mm. Povrch chromatografické
desky je nutno opatiit dostate¢nou vrstvou sorbentu. V naSem piipadé bylo vyuzito
Erlenmeyerovy banky, ve které byla pfipravena suspenze 20 g praskového silikagelu ve 45
ml destilované vody®. Tato suspenze byla nasledné rovnomérné nanesena na povrch

sklenéné desky. Po zaschnuti sorbentu bylo pfistoupeno k naneseni vzorku pomoci balonku.

Po naneseni vzorku na chromatografickou desku doslo K jejimu vlozeni do vyvijeci
soustavy s dostatecnym mnozstvim pifedem vybrané smési rozpoustédel. Nasledné bylo
piistoupeno K sejmuti piislusnych chromatografickych zon, jejichz poloha byla zjisténa
pomoci vypocti retenéniho faktoru. Dal§im krokem bylo naplnéni sklenénych kolon
sejmutymi zonami, jez tvotil silikagel s analyzovanym vzorkem. Nasledné byl vzorek

promyvan vhodnym rozpoustédlem.

Po eluci rozpoustédla v kolonach byly frakce vyjmuty, destilovany a nasledné dosuseny

Vv laboratorni susarné pii 120 °C.

Poslednim krokem bylo zvazeni jednotlivych vzorkd (bez pfitomnosti varného

kaminku) a zapis hodnot k pozdéjsimu zpracovani.

Obrazek 11: Aparatura pro zpracovani vzorkii preparativni
chromatografie.

Y — | iti rozpoustédla

Silikagel se
vzorkem

Prouzek vaty

Frakce
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Pro zjisténi informace o0 nejvhodnéjsim rozpoustédle k extrakci ktiry jefabu ptaciho bylo
nutno zakapnout vysuSené frakce preparativni chromatografie nékolika kapkami
chloroformu a vzorky nasledné nanést a chromatografovat (TLC) na malych aluminiovych
destickach. Touto metodou bylo analyzovano nejvhodnéj$i rozpoustédlo vhodné pro

nasledujici kroky prace.

2.3. Volba vhodné metody extrakce 23 — hydroxy betulinu

Z divodu vétstho mnozstvi zpracovavaného materidlu byla zvolena metoda extrakce
pomovi Soxhletova extraktoru, ktery je na nasi fakulté dostupny a velice vhodny k dosazeni
tizeného vysledku. Tento pfistroj je vhodny pro extrakci organickych latek z rostlinnych

materialt, tedy i z kiry jefabu ptaciho bohaté na terpenoidni latky.

Pted zapocetim prace v laboratoii bylo dilezité zvolit spravnou metodu postupu, ktera

by vyhovovala povaze experimentalni ¢asti prace.

2.3.1. Drive popsané metody extrakce

Extrakci 23 — hydroxy betulinu se zabyval americky védec J. W. Lawrie (cit*?), ktery
zpracovaval vzorek kury blahoviéniku kralovského (Eucalyptus regens). Na pocatku jeho
experimentu doslo k odtuénéni vzorku pomoci petroletheru a nasledné extrakci za pomoci
etheru. Na konci postupu byl ziskan nezmydelnény material, ve kterém byla na zakladé

chromatografie zjisténa piitomnost 23 — hydroxy betulinu®?,

Extrakce uvedena v praci?’ vychézi z postupné extrakce 180 g vysusené jefabové kiiry
(Sorbus aucuparia). Kextrakci byl vyuzit Soxhletiv piistroj, ptfiCemz byla kura
vylouhovana pomoci petroletheru. Dale bylo nutno oddestilovat rozpoustédlo, coz poskytlo
zisk latky, ktera 23 — hydroxy betulin prakticky neobsahovala. V tomto extraktu se nachazelo

vétsi mnoZzstvi méné polarnich slozek.

Nasledovala extrakce diethyletherem. Tento postup trval pfiblizn€ 50 hodin a poskytl
3,2 % obsah latky. Pomoci tenkovrstvé chromatografie byla prokazéna ptitomnost 23 —

hydroxy betulinu ve velkém mnozstvi.
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Tretim rozpoustédlem pro louhovani kiry byl zvolen methanol. Postup, jenz trval
obdobné dlouhou dobu jako pii extrakcei etherem poskytl 19,4 grama vyextrahované latky,
ktera odpovidala procentualnimu vytézku 10,8 procenta nezmydelnéné latky. Po provedeni
TLC bylo zjisténo, Ze tento vzorek 23 — hydroxy betulinu obsahoval vétsi mnozstvi
polarnéjsich slozek.

Poté se pfistoupilo k chemické reakci, kterd nese ndzev zmydelnéni. Zmydelnéni vzorku
Vv tomto piipadé predstavovalo piidani alkoholického roztoku NaOH, v prubéhu cehoz

vznikal jako odpadni produkt amoniak.

Ve zmydelnéném vzorku nebyla standartnimi metodami dokézéna ptitomnost 23 —
hydroxy betulinu, tudiz se pfistoupilo k metodé sloupcové chromatografie na sloupci oxidu
hlinittho a naslednou krystalizaci ve smési benzenu a methanolu. Sloupcovou
chromatografii byl ziskan 23 — hydroxy betulin. V prub¢hu této metody je vhodné

opakované vyuzit krystalizace ve smési benzenu a methanolu.

2.3.2. Zvolena metoda postupu pro extrakci 23 — hydroxy betulinu

Po volbé vhodného rozpoustédla a vyextrahovani vzorku z klry jetdbu obecného
pomoci Soxhlethova extraktoru je vhodné vysledny produkt zmydelnit pomoci
ethanolického roztoku hydroxidu sodného, poté vyuzit metodu chromatografie na sloupci

oxidu hlinitého a nasledné vzorek opakované krystalizovat ve smési benzenu a methanolu.

V pribcéhu této prace dosSlo k otestovani metody, kdy se vzorek extrahoval pfimo
methanolem a nasledné byl zmydelnén ethanolickym roztokem hydroxidu sodného. Ziskana
latka byla analyzovana metodou preparativni tenkovrstvé chromatografie a vysledna frakce

poskytla relativné Cisty vzorek 23 — hydroxy betulinu.

24, Chromatograficka rozpoustédla

Na trhu existuje velké mnozstvi organickych rozpoustédel vhodnych pro extrakci
terpenoidl z rostlinného materialu a vzdy je vyhodné urcit, pomoci kterého rozpoustédla
ziskdme nejvice latky v pozadované Cistoté. Mezi chromatografickymi rozpoustédly je

mnozstvi rozdilt, pticemz se lisi pfedev§im schopnosti rozpusténi dané latky. Tento fakt
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latky.

Pro polarni molekuly je charakteristicka piitomnost polarnich vazeb. Ty maji vyznamny
vliv na rozpustnost latek a je pravdépodobné, ze se takova latka bude ochotné rozpoustét

V polarnim rozpoustédle. | zde plati znama poucka, podobné se rozpousti v podobném.

Pii chromatografickych metodach je nutno vybirat vhodna rozpoustédla tak, aby
zvolend metoda byla G¢inna a nedochéazelo ke zbyte¢nym chybam pii analyze. Prikladem
vybéru nekompatibilnich rozpoustédel miize byt neschopnost vzlinani slozek vzorku pomoci
mobilni faze (Rf = 0), ¢i ptili§ velka vzdalenost vyneseni vzorku na desti¢ce od startu (Rf =

ptilis vysoka hodnota).

To znamend, ze kazdé rozpoustédlo ma pifimy vliv na hodnotu Rf latek, které
odd¢lujeme. Je-1i na daném nosici (staciondrni fazi) Rf chromatografované latky blizko nuly,
muze pomoci vyuziti polarnéjsiho rozpoustédla. Pokud latka postupuje piili§ rychle (Rf je
vysoké) s celem rozpoustédel, mize pomoci snizeni polarity rozpoustédla. V obou
pfipadech je nutnou podminkou alespon castecnd rozpustnost chromatografované latky
V pouzitém rozpoustédle. Z tohoto divodu tfidime organicka rozpoustédla do eluotropnich

fad?,
2.4.1. Eluotropni rada
Pokud rozpoustédla sefadime dle jejich polarity, vytvotime tzv. eluotropni fadu, kterou
predstavuje tabulka ¢.3. V této tabulce jsou rozpoustédla fazena dle jejich klesajici relativni

permitivity a ta, ktera jsou umisténa ve své blizkosti budou pravdépodobné dobie misitelna

mezi sebou. Rozpoustédla, ktera se nachazeji na protilehlych koncich spolu misit nelze?!.
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Tabulka 3: Eluotropni fada organickych rozpoustédel (prevzato z°).

ELUOTROPNI RADA ROZPOUSTEDEL

Rozpoustédlo Rel;.:it.iv.ni Rozpustnost ve
permitivita & vodé (g/l)
Pentan 1,84 0,04
Hexan 1,90 0,14
Cyklohexan 2,00 0.10
Tetrachlormethan 2,20 0.80
Sirouhlik 2,60 2,20
Toluen 2,40 047
Benzen 2,30 1.80
Diethylether 4,30 74,2
Chloroform 4,80 10,0
Aceton 20,7 misitelny
Dioxan 221 misitelny
1-Pentanol 13.9 21,9
Tetrahydrofuran 7,60 misitelny
Ethylacetat 6,00 86,0
Diethylamin 3,58 misitelny
Acetonitrl 3.5 misitelny
1-Butanol 17,1 79.0
Pynidin 12,4 misitelny
Isopropylalkohol 19,9 misitelny
Ethanol 24.3 misitelny
Methanol 32,6 misitelny
Ethylenglykol 3.7 misitelny
Kyselina octova 6,15 misitelny
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2.4.2. Vybér vhodného rozpoustédla

vSechny slozky chemické smési rozpoustéji.

Je tfeba vybrat takové rozpoustédlo, pii kterém dana latka na pouzitém nosici
(staciondrni faze) vykazuje hodnotu Rf kolem 0,3. V ptfipad¢ silného poutani latek
rozpoustédlem dojde k jejich zastaveni na startu vyvijeciho procesu, pficemz v opa¢ném
piipadé analyzované latky piekonaji pfedem stanovené rozmezi a analyza bude zatizena

chybou??.

2.5. Pomiicky vyuZivané v priubéhu experimentu

2.5.1. Sklenény balonek

Pro préci s malymi kvanty kapalin bylo tfeba pfipravit nékolik sklenénych balonki.
K jejich zhotoventi je tfeba plynovy kahan, nliz na sklo a trubice vhodného primeéru (8-12
mm) z mekkého skla. Pfi vyrobé balonku ze sklenénych trubic o jiném praméru a tvrdosti
vysledného produktu. Spravnou teplotu taveni skla pozname podle toho, Ze pii zahiivani
sklenéné trubice se plamen kahanu barvi do ZlutooranZova. Pfi pouZiti trubice ze skla
tvrdého (Sial nebo Simax) je teplota laboratorniho plynového kahanu nedostate¢na a je

potieba vyuZit specidlniho sklarského kahanu (s pfidavkem kysliku).

V ptipadé¢ zasunuti sklenéné¢ho balonku do kapaliny (pouzivanych rozpoustédel),
dochazi pomoci efektu roztaznosti plyni v zavislosti na okolni teploté k nasavani kapaliny
z prislusné nadoby. K tomuto efektu by nedoslo v pfipad¢, Ze by balonek nebyl piedem
zahiivan v dlani. Funkce tohoto jevu je zavisld na zméné tlaku plynu obsazeného uvnitt
balonku a tento tlak je pfimo zavisly na vnitini a vng&jsi teploté. V pifipadé zahtati a
nasledného ochlazovéni balonku pomoci okolniho vzduchu dochdzi ke snizeni tlaku uvnitf
balonku a rychlejSimu nasavani transportované kapaliny. Pti zahtati balonku obsahujiciho
kapalinu dochazi naopak ke zvySeni tlaku plyn uvnitf a k naslednému vyprazdinovani

obsahu balonku®.
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Ptiprava chemickych pomicek, a to predevsim prace se sklem by méla byt pii vyuce
studenti chemickych obort brana velice vazné, nebot’ se pii chemickych experimentech

nejednou setkavame s potiebou upravy chemickych aparatur.

2.5.2. Kapilary

Kapilary jsou hojn¢ vyuzivanou pomiickou v pribéhu chemickych experimentti, nebot’
umoziuji snadny transport malého mnozstvi kapalin v prubéhu prace at’ uz v mikro, ¢i
semimikrotechnice. Funkce kapilar je pfimo zavisla na kapilarnim tlaku, ktery vznika
zakiivenim povrchu kapaliny v kapilafe. Kapilarni tlak je sméfovan do stfedu kiivosti
povrchu kapaliny. Tento jev nepiisobi na kapaliny, které maji sviij povrch zcela rovny. Jsou
znamy dva povrchy, a to povrch vypoukly a duty. V piipadé vypouklého povrchu piisobi
kapilarni tlak do kapaliny. Duty povrch je zpisoben kapilarnim tlakem puisobicim smérem

ven z kapaliny?.

V ptipad€ volného povrchu kapaliny kulovitého tvaru oznacujeme kapilarni tlak jako

Pk a vyjadiuje jej vypocet:

I ve vypoctu piedstavuje polomér kapilary a sigma O povrchové napéti kapaliny

V ptipadé vlozeni kapilary do kapaliny dochazi ke dvéma jeviim. Prvnim z nich je
kapilarni elevace, pti které dochazi ke stoupani hladiny kapaliny v kapilafe nad uroven
kapaliny v nadobé. Kapilarni deprese predstavuje pokles hladiny v kapilaie oproti hladiné
kapaliny v nadobé. Pii vypoctu vysky hladiny kapaliny v kapilate pro ptipad kapilarni

elevace volime vztah?3.
20
pgR
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Ke kapilarni elevaci dochdzi u kapalin s nizsi hustotou jako je na ptiklad voda a ke
kapilarni depresi u kapalin s hustotou vysokou napiiklad rtut'.

Obrazek 12: Zndzorneni kapilarni elevace a kapildarni deprese.

Kapilarni elevace H20 Kapilarni deprese Hg
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3. Experimentalni ¢ast
V priibéhu prace bylo vyuzito dostupné vybaveni Skolnich laboratoti. Pod pojmem
voda je myslena voda destilovana ¢ili zbavena nezadoucich ionti destilaénim piistrojem.

Vo w

Béhem prace byly uzivany chemikélie o bézné dostupné Eistoté.

3.1. Pomiicky

Na pocatku prace bylo tfeba ptipravit nezbytné pomuicky pro pfemistovani kapalnych
latek. Témito pomickami jsou mySleny pfevazné sklenéné balonky a kapilary, které byly
vytvofeny ze sklenénych trubic o priméru 8-12 mm. Tyto nastroje zna¢n¢ usnadnily

manipulaci s tekutinami a jejich nasledné uchovavani.

V priibéhu prace bylo nutno zhotovit chromatografické desky vyuzité predevsim v
preparativni chromatografii. Chromatografické desky se skladaji ze sklenénych desek

(2020 cm) s vrstvou naneseného sorbentu. V tomto piipadé se jedna o silikagel.

3.1.1. Zhotoveni kapilary

Obrazek 13: Rozdil mezi tvarem kapilary a balonku.

balonky kapilara
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Pti zhotoveni tenké kapilary je potfeba dodrzet né¢kolik zdsad, pomoci nichZz docilime
kvalitniho vysledku. Pomicky nutné k ptipravé kapilary jsou trubice vhodnych rozméri
(primér 8-12 mm), niiZ na sklo a kahan s rovnomérnym plamenem. Trubice by méla byt
z m¢ékkého skla, které se snaze tvaruje pii teplotach plamene laboratorniho kahanu.
V ptipadé pouziti trubic z tvrdého skla (Simax) je nutno vyuzit specidlni sklatsky kahan,

jehoz plamen je sycen kyslikem a dosahuje vyssich teplot.

Prvnim krokem ptipravy kapilary je ufiznuti vhodného kusu sklenéné trubice, ktery méti
piiblizn€ 20 cm. Trubici feZeme specialnim noZem na sklo, kterym na povrch skla vyryjeme
malou S$térbinu, ve které poté dojde k lomu. Nésledné vznikly kus skla uchopime obéma
rukama, pficemz jeho stfed vlozime do plamene kahanu, tak aby byl v zoné s nejvetSim
zarem. V bodé€ styku skla a plamene kahanu za¢ne sklo m&knout a pomalu pfechazet do
mirn¢é zkapalnéného stavu. V pfipad¢ dosazeni bodu optiméalni mékkosti skla tdhneme
pomalu ruce od sebe, pficemz se tahem vytvoii tenka trubicka neboli kapilara. Vzniklou

kapilaru nasledn& vylomime od tlusté trubice na stranach a poté je pfipravena k pouziti®.

Obrazek 14: Soubor obrazki znazoriujici meziprodukty zhotoveni sklenéné kapilary.
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3.1.2. Zhotoveni balonku

Prvnim krokem je zahtati sklenéné trubice o délce 20 cm a jeji vytazeni do tvaru tenké
kapiléary, kterou po dokonceni zatavime. Nésledné je nutno kapilaru oddélit od jedné
periferni Casti sklenéné trubice a zacatek kapilary u druhé rovnomérné zahtivat az do bodu
meknuti skla. Po zméknuti skla foukneme do sklenéné trubice, pficemz se vytvoii vypoukla
¢ast sklenéného balonku. Poslednim krokem je zahtati oblasti styku zbylé sklenéné trubice
s balonkem a vytazeni této ¢asti do druhé kapilary, kterou nasledné v dostate¢né vzdalenosti
pfelomime. Timto zpusobem zhotovime balonek pfipraveny k transportu a uchovavani

kapalin®.

Obrazek 15: Meziprodukty a vysledny balonek.

tenka kapildra vytvoreni vypouklé ¢3sti vytaZeni druhé casti trubice

vysledny balonek
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3.1.3. Priprava sklenénych desek pro metodu preparativni chromatografie

Prvnim krokem bylo ocisténi né€kolika sklenénych desek o rozmérech 20x20 cm
ethanolem, ktery zajistil vysokou Cistotu a odmasténi skla pouzitého v pritbéhu analyzy. Poté
byl pfipraven sorbent ve form¢ praskového silikagelu (20 g), ktery byl suspendovan ve 45

mililitrech destilované vody.

Silikagel byl odvazen na laboratorni vaze a nasledné pieveden do suspenze
v Erlenmeyerové bance za pomoci destilované vody. Elektricka vaha ma nepopiratelnou
vyhodu v presnosti méfeni a v moznosti vytdrovani (vynulovani) nadob slouzicich
Kk rozpousténi a suspenzi latek. Erlenmeyerova baika byla vytarovana a nasledné do ni bylo
vsypano presné mnozstvi silikagelu, ke kterému bylo pfilito 45 ml destilované H0.
Nasledovalo pfevedeni sorbentu do suspenze a jeho vyliti z Erlenmeyerovy banky na
pfipravenou sklenénou desku. Homogenniho rozsifeni sorbentu bylo dosazeno
poklepavanim prsty na spodni stranu sklenéné plochy. Poslednim krokem bylo vyckani do

uplného zaschnuti silikagelu na chromatografickych deskach.

Obrazek 16: Chromatograficka deska (20x20cm) pokryta zaschlym
silikagelem?.
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3.2. Vybér rozpoustédla pro extrakci

Uvodem prace byl vybér vhodného organického rozpoustédla, které bylo uZito

k extrakci 23 — hydroxy betulinu z kiiry jefabu obecného. Bylo dulezité zvolit takové
rozpoustédlo, které ze vzorku vymyva nejvetsi mnozstvi extrahované latky.

Bylo pfistoupeno k porovnavaci metodé¢, kdy doslo k vyuziti péti Iékovek, do kterych

bylo vloZzeno malé mnozstvi piedem odvazené kury jetabu obecného. Do jednotlivych
lékovek byla nasledné¢ piilita rozpoustédla methanol, ethanol, aceton a dioxan.

Tabulka 4: Obsah jednotlivych lékovek®.

Vzorek Nazve Y Kiira v gramech
rozpoustédla

1 methanol 0,9981

2 ethanol 1,0023

3 aceton 1,0026

4 dioxan 1,0069

Kira v 1ékovkach byla louhovana deset dni. Nasledné byla provedena metoda TLC
(tenkovrstva chromatografie), kterd nam poskytla udaje o vymyvani extrahované latky

jednotlivymi rozpoustédly.

V priubéhu chromatografie bylo nutno urcit spravné slozeni mobilni faze. Nasledné byly

testovany rizné poméry vyvijeci soustavy rozpoustédel mobilni faze hexan — ethylacetat viz
obrazek ¢. 17.

Jako nejvhodnéjsi se prokézala soustava 10:3 hexan:ethylacetat.
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Obrazek 17: Tenkovrstva chromatografie latky v riiznych soustavach organickych
rozpoustedel n-hexan:ethyl-acetdt (pomery rozpoustédel z levé strany 10:3, 1:1, 3:10, 1:0,
0:1)%,

Stopa 1: kiira extrahovana v methanolu
Stopa 2: kiira k extrahovand v ethanolu
Stopa 3: kiira extrahovand v chloroformu
Stopa 4: kiira extrahovana v acetonu

Stopa 5: kiira extrahovana v dioxanu
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3.2.1. Tenkovrstva chromatografie jednotlivych vzorki

Na pocatku experimentu bylo tieba ustfihnuti pliski chromatografické folie o vhodném
rozméru (6 X 3 cm). Pro praci byl vyuzit chromatograficky plisek DC — AlufolienKieselgel
60 F254 se silikagelovou povrchovou tUpravou. Po vysttizeni pliski o vhodnych rozmérech
byl vyznacen start a na tento start bylo vyryto 5 bodi slouzicich pro naneseni jednotlivych
chromatografovanych vzorkl. Mezi vyrytymi body byly dodrzovany optimalni odstupy, aby
nedoslo k prekryti drah vzlinani (pfi priméru stopy cca 3 mm méfily rozestupy mezi stredy

stop piiblizn€¢ 6 mm).

Nanaseni vzorkli probihalo za pomoci piedem piipravenych sklenénych kapilar,
pricemz pomoci kapilary bylo vzdy nasato rozpoustédlo s vylouhovanym vzorkem a
presunuto na prislusny vyryty bod. Po naneseni vzorku byl kontaminovany konec kapilary
odlomen a pokracovalo se v nandseni vzorku nasledného. Posledni bod byl osazen vzorkem

betulinu pro nasledné porovnani vysledkt chromatografie.

Dalsim krokem byla piiprava mobilni faze (vyvijeci chromatografické soustavy). Pro
tyto ucely byla zvolena sklenénd vanicka, do které¢ se nasledné aplikovala rozpoustédla
hexan a ethyl-acetat v poméru 10:3. Tento pomé&r byl piedem testovan (obrazek ¢.18) a
uznan jako nejlepsi pomér pro optimdalni vzlinani organického vzorku chromatografickou

desti¢kou. Pro upfesnéni byla vyvijeci nadoba naplnéna 1 ml hexanu a 0,3 ml ethyl-acetatu.

Do piipravené vyvijeci soustavy byl posléze pomoci pinzety vloZen chromatograficky
pliSek s nanesenymi vzorky. Vyvijeci nddobu bylo tfeba v pribchu vlinani piekryt
sklenénou desticku z dlivodu zamezeni Uniku par rozpoustédel, které se podilely na

samotném vzlinani chromatografovaného vzorku.

Finalnim krokem byla detekce stopy vzlinani vzorku. Detekce byla provedena velice
jednoduchym zplisobem, a to vyjmutim pliSku z vyvijeci soustavy a jeho posttikanim 10%
roztokem kyseliny sirové. Po zaschnuti kyseliny byla stopa vzlinani vypélena na vafici s
piepinacem, nebot’ organické latky pii reakci s kyselinou sirovou uhelnati a tato stopa se

nasledné pfi vystaveni vysoké teploté zabarvi cerné.
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Obrizek 18: Testovani vhodného poméru rozpoustédel mobilni fize TLC?.

Hexan:ethylacetat = a)10:3, b) 1:1, c) 3:10,d) 1:0 a e) 0:1, pozice jednotlivych
rozpoustédel.

d) e)
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Vvtéznost testovacich vzorku

V piipadé dokonceni chromatografie vsech vzorkt bylo pfistoupeno k oddestilovani
rozpoustédel v jednotlivych Iékovkach za pomoci topné spirdly a zatavené kapilary
nahrazujici varny kaminek. Jednotlivé vzorky v Iékovkach byly poloZeny na sitku lezici na
vafi€i s prepina¢em a jejich obsah byl oddestilovan témét k suchu. Po témét kompletnim
odpaieni rozpoustédel byly vzorky presunuty do laboratorni susarny (120 °C) pro dosazeni
konstantni hmotnosti. Zatavena kapilara ma vyhodu v jejim jednoduchém vyjmuti v ptipade
ukonceni odpafovani rozpoustédla, piicemz neovliviiuje vysledné vazeni jako varny

kaminek.

V ptipad€ vysuSeni vzorku do konstantni hmotnosti v chemické suSarné nasledovalo
vazeni na laboratorni digitalni vaze. Nespornd vyhoda laboratorni digitalni vahy oproti jeji
analogové alternativé je moznost tarovani nadob, v nichz se zkoumany vzorek nachazi.
Lékovky byly jesté pred zapo¢nutim experimentu zvazeny a nasledné byly jejich hmotnosti

odecteny od hmotnosti vyslednych vzorka.

Tabulka 5: Hmotnosti vzorkii v prislusnych rozpoustédlech®

Cislo Pouzité m prazdné m lékovky se m
vzorku rozpoustédlo lékovky vzorkem vzorku
1 methanol 14,561 g 14,700 ¢ 0,139¢
2 ethanol 14,885 ¢ 14,885 ¢ 0,102 g
3 chloroform 14,807 g 14,870 ¢ 0,063 g
4 aceton 14,678 g 14,773 g 0,095 g
5 dioxan 14,801 g 14,977 ¢ 0,176 g

Tabulka 6: Procentudlni vytézky jednotlivych vzorkii v lékovkdch®.

Vzorek Rozpoustédlo m kiiry m extraktu % vytézek
1 methanol 0,9981 g 0,139¢ 13,92 %
2 ethanol 1,0023 g 0,102 g 10,17 %
3 chloroform 1,0026 g 0,063 g 6,28 %
4 aceton 0,9971¢g 0,095g 9,52 %
5 dioxan 0,9971¢g 0,176 g 17,65 %
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Na zdklad¢ porovnani pomoci TLC bylo rozhodnuto, Ze nejvhodnéjsimi rozpoustédly
pro zpracovani velkého mnozstvi kiiry v Soxhletové extraktoru jsou methanol a dioxan. Po
porovnani ceny, dostupnosti Vv laboratofi a Cistot¢ vysledného produktu doslo

Kk upfednostnéni methanolu nad druhym jmenovanym rozpoustédlem (viz obr. ¢. 18 desticka

a).

3.2.2. Preparativni TLC vzorku

Po vysuSeni a zvazeni vzorkd se pfistoupilo k vyuziti preparativni tenkovrstvé
chromatografie. Pocatkem této metody bylo rozpusténi vysusenych vzorkl ve 2 ml
methanolu. Rozpusténé vzorky byly nésledné pfemistény na ptredem piipravené

chromatografické desky prevrstvené silikagelem.

Obsah balonku byl nanesen na spodni ¢ast sklenéné desky ptiblizn€ 3 cm nad spodnim
okrajem. Kapalina v balonku vytvotila souvislou ¢aru zacinajici a konéici ptiblizn¢ 2

centimetry od okraji chromatografické desky (viz obr. ¢. 19).

Obrdzek 19: Chromatografickad deska s nanesenym vzorkem®.
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Naslednym krokem bylo vlozeni chromatografické desky do vyvijeci soustavy. Vyvijeci
soustavu v tomto makro meéfitku predstavovalo sklenéné akvarium, které bylo naplnéno
pomérnym mnozstvim 10:3 hexanu a ethylacetatu. Poté doslo k prekryti a zatizeni stropu
akvaria sklenénou deskou (zamezeni uniku par rozpoustédel) a naslednému pozorovani

vzlindni mobilni faze fazi stacionarni.

3.2.3. Reten¢ni faktor a jeho vyuziti v experimentu

Po vysuSeni sklenénych preparativnich desek bylo nutno vyméfit jednotlivé zony
vzorkd, které roznesla mobilni faze po sorbentu. Nasledné byly zméteny vzdalenosti zon od

startu (naneseny vzorek na preparativni desce, viz obr. ¢. 19).

Retenénim  faktorem jsme schopni  pfepocitat  vzdalenosti jednotlivych
chromatografovanych zon z malé chromatografické desticky (hlinikova desticka pokryta

silikagelem) na velkou preparativni sklenénou desku (20x20 cm) pokrytou sorbentem.
Pomoci tohoto postupu bylo zjisténo, ve kterych ¢astech sklenéné desky se nachazi nami

cilené latky. Vylevné zony vzorkl byly nasledné sejmuty $pachtli a naplnény do sklenénych

kolon opatienych vatovou Spickou, kterd zabranovala vysypdni, ¢i vymyti sorbentu se

vzorkem.

Vzorec pro vypocet retencniho faktoru

Vm piedstavuje vzdalenost chromatografované skvrny od startu
Vr predstavuje vzdalenost ¢ela preparativni desky od startu

Rf ptedstavuje retencni faktor
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Obrazek 20: Porovnani malé chromatografické desticky (6 x 3 cm) a velké
preparativni sklenéné desky (20 x 20 cm).

G .

DRI F IR AWk

chromatograficka desticka preparativni sklenéna deska

Vypocty:

1) Mala chromatograficka desticka

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

Vr = 4,55 cm (vzdalenost ¢ela od startu)

_Vm
C Vr

Rf

a) Rf = f—; =0.10989

b) Rf = 1555 =04395
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2) Velka sklenéna chromatograficka deska (20 x 20 cm)

Vr = 23,5 cm (vzdalenost ¢ela od startu)
Rf (a) = 0,10989

Rf (b) = 0,4395

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

Pomoct tohoto vypoctu urcime vzdalenost zon vymyté latky od startu.

Obrazek 21: Prepocet Rf a indikace stop ocelovym dratem.

a) Obrazek zndzornuje malou chromatografickou desticku a velkou preparativni desku s vylevnymi
zénami po prepoctu Rf.
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R 3
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o =
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Sejmuté plochy zdn .
N
O
?r
000 &— Start —> <
Mala desticka Velka deska
Vypoctené stredy zon
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b) Preparativni deska eluovand smési n-hexan a ethyl-acetdt (10:3) po vypdleni zahidatym
ocelovym dratem (primér 4 mm).

vysledna vypalena stopa
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3.2.4. Zpracovani vzorki ziskanych preparativni chromatografii

Prvnim krokem preparativni chromatografie bylo vyznaceni ptislusnych zén vymytych
latek na sklenénych preparativnich deskach. Tyto zony byly nasledné sejmuty za pomoci

Spachtle do sklenénych kolon vzdy po jedné zéné do jedné kolony.

Dosud vyuzivand metoda znaceni vyskytu jednotlivych latek elektricky zhavenym
ocelovym dratem (cit??) byla modifikovdna vyuzitim nad plynovym kahanem oht4tého
ocelového dratu. Jako vyvijeci nddoba pro sklenénou desku 20x20 cm bylo pouzito akvarium

piekryté molitanem vlozenym do polyethylenové folie a zatizené sklenénou deskou.

Kolony byly oznaceny symboly vrch, stied a spodek pro piehlednost prace a nasledné
zality 50 ml elu¢niho ¢inidla (ethanolu). Po né€kolika hodinach elu¢ni ¢inidlo vymylo ze
sejmutych zon jednotlivé frakce obsahujici cilené latky. Frakce byly jimany do pfedem
zvazenych Erlenmeyerovych ban€k obsahujicich varny kaminek pro zamezeni efektu

utajen¢ho varu. Tato metoda byla uZita pro zpracovani vSech vzork.

Druhym krokem bylo vysuseni vymytych vzorki pomoci destila¢ni aparatury. Po

destilaci byly vzorky vysuSeny v laboratorni susarné do konstantni hmotnosti pfi 120 °C.

Nasledovalo vazeni finalnich vzorkd, které vznikly po vysuseni vyslednych produkti do

konstantni hmotnosti. Vysledné hodnoty piedstavuje tabulka ¢. 7.

Tabulka 7: Hmotnosti a procentudlni vytézky jednotlivych frakci®>.

m prazdné m bariky se
Vzorek bainiky s v. vzorkemsv. m vzorku % vytézek
kaminkem kaminkem
1A 51,584 ¢ 51,599 ¢g 0,015¢ 1,5%
1B 52,450 g 52,467 g 0,017 g 1,7 %
1C 50,795 ¢ 50,888 ¢ 0,093 ¢ 9,3 %
2A 51,874 ¢ 51,882 ¢ 0,008 g 0,8 %
2B 51,166 g 51,1909 0,024 g 2,4 %
2C 50,807 ¢ 50,855 ¢ 0,048 g 4,8 %
3A 129,5338 ¢ 129,549 ¢ 0,0152 g 1,5%
3B 103,65 ¢ 103,668 g 0,018 ¢ 1,8 %
3C 152,927 g 152,9530 ¢ 0,026 g 2,6 %
4 A 51,5359 51,6119 0,076 g 7,6 %
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4B 51,4189 51,4379 0,019¢ 1,9%
4C 51,5359 51,599 ¢ 0,064 g 6,4 %
5A 130,254 g 130,302 g 0,048¢g 4,8 %
5B 125,799 g upadla upadla upadla
5C 123,202 g 123,291 g 0,088 g 8,8%

Z hodnot v tabulce ¢. 7 lze vypozorovat, Ze nejvétsiho mnozstvi 23 - hydroxy betulinu
dosdhneme uzitim rozpoustédla ¢. 1 a 5. Louhovani kiry v methanolu a dioxanu poskytlo
nejvetsi procentualni vytéznost nami chténé latky.

Dle obrazku €. 18 desticka A bylo vypozorovano, ze nej¢istsi produkt vymyva rozpoustélo

methanol. Jednd se tedy o piimi dikaz pro upiednostnéni tohoto rozpoustédla ptred

dioxanem.

3.2.5. Vybér optimalniho rozpoustédla

Z dostupnych experimentalnich dat bylo mozno vyvodit druh rozpoustédla, které se jevi
jako nejvhodnéjsi k extrakci 23 — hydroxy betulinu z bfezové kiry. Jednoznacné nejvyssiho
véci bylo dosazeno pii pouziti rozpoustédla methanol, ktery byl vyuzit k extrakci velkého

mnozstvi kiiry, coZ je proces popsany V nasledujicim odstavci.

3.3. Extrakce 23 - hydroxy betulinu

3.3.1. Extrahovani 23 - hydroxy betulinu

Pted vyuzitim samotné extrakce S pouzitim Soxhlethova extraktoru bylo nutno kiru
jetabu obecného (Sorbus aucuparia) vycistit pod tekouci vodou, vysusit do konstantni
hmotnosti a nasledn¢ nalamat na malé fragmenty, které bylo mozno vlozit do extrakénich
patron Soxhletova ptistroje. Samotna ktira byla pfedem zvazena, abychom mohli v pozdé&jsi

fazi prace zhodnotit u¢innost popsané metody (viz tabulka ¢. 8).
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Tabulka 8: Celkova hmotnost kiiry po vysuseni a hmotnost susiny pro jednotliva plneni
patrony extraktoru?®.

Celkova hmotnost kiiry 1.  plnéni patrony 2. plnéni patrony 3. plnéni patrony
120,805 g 37,505 g 40,1g 43,2 g

Samotna extrakce pocala naplnénim patrony kirou a jejim ndslednym vlozenim do
Soxhletova extraktoru, ktery obsahoval ve varné barice objem methanolu (250 ml extraktor,
500 ml destila¢ni barka). Methanol byl zahfivan pomoci topného hnizda a do varné barnky
bylo pfidano nékolik varnych kaminkl zabranujicich vzniku efektu utajeného varu. Patrony
byly v pribéhu extrakce tfikrat vyménény a samotny proces trval piiblizné¢ 24 hodin.
Cyklickému d¢&ji, v pribéhu, kterého se rozpoustédlo odpafuje a nasledné jeho pary

kondenzuji ve zpétném chladici se prezdiva reflux.

Druhym krokem bylo oddestilovani rozpoustédla a nasledné vysuseni extraktu. Pro tyto
ucely byla vyuzita destilaéni aparatura, v niz doslo k oddestilovani pifebyteéného
rozpoustédla. Vznikly produkt byl vysusen do konstantni hmotnosti pti 120 °C v laboratorni
susarné.

Produkt byl nazvan produktem nezmydelnénym, nebot' v prib&hu experimentu
nasledné doslo k jeho zmydelnéni za pomoci ethanolického roztoku hydroxidu sodného.
Posledni ¢ast této faze prace zahrnovala vaZzeni vysuSeného vzorku a nasledny vypocet %

vytézku vztazeného k celkové hmotnosti plnéné kuiry jefabu obecného do extraktoru.

Tabulka 9: Vytézek extrakce v Soxhletové extraktoru®.

Hmotnost pouzité kiiry Hmotnost vyextrahované litky Vytézek %

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

Dle tabulky ¢. 9 bylo extrakei vzorku methanolem ziskano 20,6552 g latky, coz po
vztazeni k celkové hmotnosti louhované kury poskytlo 17,09 % vytéznost nezmydelnéné

latky.
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Obrazek 22: Nezmydelnény vzorek vznikly po extrakci kiiry jerabu obecného
methanolem®.

3.3.2. Zmydelnéni vzorku

Nezbytnym krokem pro izolaci 23 — hydroxy betulinu o relativni &istoté bylo
zmydelnéni vzorku vzniklého extrakci popsanou v minulém odstavci. Pro tyto ucely bylo
odebrano 5 g nezmydelnéného vzorku, ktery byl posléze zpracovan pomoci ethanolického

roztoku hydroxidu sodného.
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3.3.3. Vypocet mnozstvi ethanolického roztoku NaOH pro zmydelnéni
vzorku

V neposledni tadé¢ bylo nutno vysledny nezmydelnény vzorek saponifikovat
(zmydelnit). Za timto tc¢elem bylo odebrano 5 g nezmydelnéného vzorku (viz ptredchozi

kapitola), ktery byl nasledn¢ vystaven ethanolickému roztoku hydroxidu sodného.

Pro dodrzeni korektniho postupu bylo pfistoupeno k vypoctu mnozstvi rozpoustédla
potifebného k probéhnuti této reakce. Samotné mnozstvi rozpoustédla bylo vztazeno k praci
Lawrieho?, kterému se podafilo vyextrahovat 80 gramu vzorku, jenZ nasledné zmydelnil 1,5

litry methanolického roztoku hydroxidu sodného.

V naSem piipadé vyuzijeme roztoku ethanolického, ktery by mél poskytnou velice

podobné vysledky experimentu.

Vypocet byl proveden pomoci pfimé imery, kterd ndm poskytla objem ethanolického

roztoku NaOH potiebného k saponifikaci vzorku.

Vypocet objemu ethanolického roztoku NaOH potiebného ke zmvdelnéni vzorku

80 g eXtraktl.....ceuverneennennrenneneeneeeneennnnnn 1,51 Et-OH O NaOH
21 g eXtraKtu ouueeenneennrernerenneenneeenneeennnennns x ml Et-OH © NaOH

X=15 21 400 ml
=1, ¥ — = m
80
Prepocet mnozstvi etanolu potiebného k priprave ethanolického roztoku hydroxidu sodného pro 21

g extraktu pomoci udajii obsazenych v praci*.

80 g eXtraKtl.e.eueeueureneneenrneenrnnenreeennnennnns 151 Et-OH © NaOH
58 exXtraktll cooviveiinniiineininaiersncersacesascennns x ml Et-OH © NaOH

5
X—1,5*%—93,75ml

Prepocet mnozstvi etanolu k pripravé ethanolického roztoku hydroxidu sodného (m(NaOH) = 59)

pro 5g nezmydelnéného vzorku pomoct tidajii obsazenych v praci*?.
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3.3.4. Proces zmydelnéni vzorku

Prvnim krokem byla piiprava ethanolického roztoku hydroxidu sodného, ktery byl

zhotoven rozpusténim péti graml hydroxidu sodného ve 93,75 mililitrech ethanolu. Diraz

byl kladen na dokonalé rozpusténi pevného hydroxidu sodného.

5g nezmydelnéného materidlu bylo ve 250 ml baiice smiseno se 100 ml ethanolického

roztoku NaOH a po nasazeni zpé&tného chladice zahtivano k varu po dobu 3 hodin. Pot¢ byla

smés ziedéna vodou a extrahovana vytfepavanim 3 x 50 ml diethyletherem v délici nélevce.

Smés byla nasledné vysusena siranem sodnym a znovu odd¢lena do pfedem zvazené

banikky. Nakonec bylo oddestilovano rozpoustédlo a vzorek byl vysuSen do konstantni

hmotnosti v laboratorni sugarné?°.

Tabulka 10: Vytéznost zmydeliiovaciho procesu

0]
% vytézek hmotnost : tg;ek
m prazdné m barnky se m vzorku vztazeny vz. k celk. vak celk
baiiky vzorkem k odebranému hmotnosti h ’ :
o motnosti
vzorku kiiry ki
ury
103,2157 g 104,2414 g 1,0257 g 20,51 % 42379 3,5%

Obrazek 23: Zmydelnény vzorek®™.
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3.3.5. Preparativni tenkovrstva chromatografie zmydelnéného
materialu

K ziskani c¢ist¢ého 23 — hydroxy betulinu byla pouzita preparativni tenkovrstva
chromatografie. Metoda za¢ina pfenesenim malého mnozstvi saponifikovaného materialu
do lahvicky. 78 mg zmydelnéného materialu se rozpusti ve 2 ml diethyletheru a nanese se

na desku potazenou silikagelem.

Zmydelnény material (78 mg) byl rozpustén ve 2 ml diethyletheru a nanesen na
sklenénou preparativni desku rovnomérné prevrstvenou sorbentem. Nasledné byla deska
umisténa do akvaria obsahujici mobilni fazi (hexan:ethylacetat 1:1). Po uzavieni vika doslo
ke vzlinani eluentu po chromatografické desce smérem vzhlru, pfi¢emz vymyté latky

obsadily jednotlivé horizontalni oblasti (zony) na preparativni desce.

Vzdalenosti rtiznych oblasti (hlavné oblasti obsahujicich 23 - hydroxy betulin) byly
vypocteny pomoci Rf na zakladé chromatografickych desticek potazenych silikagelem s

nanesenymi vzorky (viz kapitola 3.2.3).

Obrizek 24: Chromatografickad desticka vyuzita k vypoctu Rf?°.

Z6na obsahujici lupeol

Zé6na obsahuijici betulin

Z6na obsahujici 23 -
hydroxy betulin

Naneseny zmydelnény vzorek
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Posléze byly horizontalni chromatografické zony obsahujici vymyté latky sejmuty za

pomoci Spachtle do pfedem pfipravenych kolon ve spod ucpanych pomoci vaty, aby

nedochazelo k tniku sejmutého sorbentu. Kolony se vzorky byly nédsledné promyty 50 ml

ethanolu, coz poskytlo 3 frakce, které byly jimany do pfedem zvazenych Erlenmeyerovych

banék.

Z jednotlivych frakci bylo nésledné oddestilovano rozpoustédlo, ¢ehoz bylo dosazeno

pomoci destilacni aparatury. Po ukonceni destilace byly vzorky dosuSeny v laboratorni

susarn¢ do konstantni hmotnosti a posléze chromatografovany metodou TLC.

Metodou TLC byla ziskana informace o obsahu 23 — hydroxy betulinu v jednotlivych

frakcich. Nejvice 23 — hydroxy betulinu obsahuje frakce ¢.2 (po ptihlédnuti k hmotnostem

vzorku). Procentualni vytéznost jednotlivych frakci je znazornéna v tabulce ¢. 11.

Tabulka 11: Hmotnost frakci preparativni chromatografie a zisk 23 - hydroxy betulinu
vztazeny k hmotnosti vstupni kiiry jerabu obecného®.

m prazdné % obsah mvzorku | % vytézek
v « P o m bariky se 2 VZ. vztazeny
zorek ¢. banky s . m vzorku Z odebraného vz. K celkové | K celkové m
kaminkem vzor (78 mg) T Yy
1 5221549 | 52,2555g | 0,0401g 51,41 % 2,239 | 1,84%
2 51,84849 | 51,8724g | 0,0240g 30,77% 1,30g | 1,07%
3 50,9310 g 50,9416 g 0,0106 g 13,59 % 0,58 ¢ 0,47 %

Bylo zjisténo, ze ze 78 mg pivodniho zmydelnéného materidlu bylo eluovano 74,7 mg

materialu a procentualni vytézek ¢inil 95,7 %. Tabulka ¢. 11 znazoriuje zisk 1,3 g vzorku,

ktery obsahoval téméf Cisty 23 - hydroxy betulin. Ziskany 23 — hydroxy betulin piedstavuje

1,07 % hmotnosti extrahované kiiry?.

52




3.4. Porovnani TLC meziproduktii a zmydelnéného vzorku

Obrazek 25: TLC zmydelneéného, nezmydelnéného vzorku a betulinu v soustave
1:1 / hexan:ethyl-acetdr®

Obrazek 26: TLC zmydelneéného, nezmydelnéného vzorku a betulinu v
soustavé 10:3 / hexan:ethyl-acetdat®.
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Jak znazoriuji obrazky ¢. 25 a 26, zmydelnéné vzorky vykazovaly vice
chromatografickych stop nez vzorky pfed zmydelnénim. Z obrazku ¢. 28 je patrné, ze
zmydelnény podil obsahuje polarngsi latky nez betulin. Systém 1:1 je pro tento typ
chromatografické analyzy vhodnéjsi, protoZze dokéaze eluovat latky ve vétSim a Iépe

detekovatelném rozsahu.

Obrdzek 27: Spojené frakce A, B a C — nezmydelnény extrakt a betulin®.

Obrdazek 28: Chromatografie vzorkii a jejich ndsledné porovnani s betulinem.




Nejvétsiho podilu vymyté latky dosahuji spojené frakce C, jak vyplyva z obrazku ¢. 27.
Na obrazku ¢. 28 muzeme pozorovat porovnani jednotlivych frakci zmydelnéné latky a
betulinu. Ze ziskanych informaci je patrné, ze prvni stopa obsahuje mnoZzstvi znecisténého

23 — hydroxy betulinu.

3.5. Porovnani diive provedenych izolaci s navrhovanym
postupem

Na zavér prace je nutno porovnat vytéznost navrhované metody extrakce a izolace 23 —
hydroxy betulinu s ostatnimi autory, ktefi se touto problematikou zabyvali. Toto porovnani

predstavuje tabulkac. 12.

Tabulka 12: Porovndni hmotnosti a procentuadlni vytéznosti predklidané metody s jinymi
autory?.

Hmotnost
Autor vstupni
kiry

m nezmydelnéné latky po
extrakci v Sox. extraktoru

%

vytéZek nezmydelnéné latky

%

zmydelnény vz.

% vytézek

23 - hydroxy betulinu

Lawrie!? 1814 g 80 g 4,41 %
Richtr? 180 g 53¢ 10,8 % 29%
Konopa | 120,805 g 20,6552 g 17,09 % 3,5 % 1%

Tabulka jednozna¢né dokazuje mensi hmotnostni 1 procentualni vytéZnost navrhované

metody zabyvajici se extrakci 23 — hydroxy betulinu. Z pribéhu experimentu je mozno fici,
Ze neni tfeba postupné extrakce jetabové klry riznymi rozpoustédly, ale i€¢inné a Casové
méné narocnd je pfimd extrakce methanolem s naslednym zmydelnénim a
chromatografickou izolaci 23 — hydroxy betulinu. Pifima extrakce vzorku methanolem je

tedy jednoznacné prakticky vyuzitelna metoda.
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Béhem této prace doslo k extrakci kury jetabu obecného pomoci rozpoustédla methanol.
Nasledn¢ byl vzorek zmydelnén za pomoci ethanolického roztoku hydroxidu sodného, coz
byl oproti ostatnim autorim pfedstavenym v praci nové uzity postup. Zmydelnény vzorek
byl nanesen na sklenéné preparativni desky, vyvijen ve vyvijeci soustavé, vlozen do
sklenénych kolon a poté eluovan ethanolem. Vzniklé frakce byly chromatografovany, coz
prokazalo pfitomnost 23 — hydroxy betululinu o relativni Cistoté. Vysledek procesu prokazal

funkcnost navrhované metody.

V tabulce se nachazeji proskrtnutd mista, ktera predstavuji nedostatek informaci, ¢i jiné
uzité metody v praci autor(l. Prace? vychazela z prace'?, ktera nebyla (thrnné hmotnostné

vyhodnocena.
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4. 7.avér

Tato diplomova prace, jez navazuje na bakalafskou praci autora zapocala vybérem
vhodného rozpoustédla pro extrakci 23 — hydroxy betulinu z kiry jetabu obecného (Sorbus
aucuparia). Po dukladném chromatografovani a analyzovani ruznych extrak¢nich ¢inidel
bylo vybrano na zakladé analytické metody tenkovrstvé chromatografie rozpoustédlo

methanol.

Piedlozena kvalifikaéni prace se opira o prace??°,

V pribéhu predlozené prace se podafilo ziskat 3,5 % materidlu, ktery na zdkladé
chromatografie TLC metodou vykazuje zna¢ny obsah 23 — hydroxy betulinu. Kira byla
nejdiive extrahovana methanolem v Soxhletové extraktoru a vznikly vzorek byl nasledné
zmydelnén, coz poskytlo jiz zminénych 3,5 % latky (vztazeno k ptivodni hmotnosti susené
jetabové kary).

Postup extrakce surové kiiry methanolem a nasledné zpracovani methanolického
extraktu prokazuje vhodnost pouziti navrzené¢ho postupu k ziskani 23 — hydroxy betulinu

semimikrotechnikou.

Pro dalsi praci ve Skolské praxi by bylo vhodné vyuzivat v makromé&titku pfipraveny
hydrolyzat (23 — hydroxy betulin). Zakladni vyuziti by mohlo spocivat v TLC extraktu a
jeho hydrolyzatu.

Prace je z divodu pedagogického zaméteni katedry doplnéna o didaktické poznatky
pojici se predevsim s laboratornimi metodami uzitymi v pribehu badani. V textu lze nalézt
vzorovou vyucovaci hodinu na téma isoprenoidnich latek, jez je obsahem chemickych
seminait vybranych gymnazii a je ukotveno v jejich kurikularnich dokumentech. Vyucovaci
jednotka byla doplnéna o vhodné didaktické metody, formy vyuky a naslednou reflexi

s vhodnou alteraci.
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5. Resumé

This diploma thesis, which builds on the author's bachelor thesis, began with the selection
of a suitable solvent for the extraction of 23 — hydroxy betulin from the bark of rowan
(Sorbus aucuparia). After thorough chromatography and analysis of the various extraction
agents, the solvent methanol was selected on the basis of the analytical method of thin-film
chromatography.

The submitted qualification thesis is based on works?2°,

In the course of the submitted work, 3.5% of the material was obtained, which, based on
TLC chromatography, shows a significant content of 23 — hydroxy betulin. The bark was
first extracted with methanol in a Soxhlet extractor and the resulting sample was
subsequently saponified, which provided the already mentioned 3.5% of the substance

(related to the original weight of the dried crane bark).

The procedure of extraction of the raw bark with methanol and subsequent processing of
the methanolic extract demonstrates the suitability of using the proposed procedure to
obtain 23 — hydroxy betulin by semi-microtechnics.

For further work in school practice, it would be appropriate to use a macro-scale
hydrolysate (23 — hydroxy betulin). The basic use could be in TLC extract and its
hydrolysate.

Due to the pedagogical focus of the department, the thesis is supplemented by didactic
knowledge related mainly to laboratory methods used in the course of research. In the text
we can find a sample lesson on the topic of terpenoid (isoprenoid substances), which is the
content of chemical seminars of selected grammar schools and is anchored in their
curricular documents. The teaching unit was supplemented by appropriate didactic

methods, forms of teaching and subsequent reflection with appropriate alteration.
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