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ZADANIE 1C
BETULINA

Celem ¢wiczenia jest wyizolowanie z kory brzozy brodawkowatej (Betula pendula) triterpenoidu

zwanego betuling. Zwigzek ten wywodzi si¢ od weglowodoru zwanego lupanem i razem z innymi jego
pochodnymi (np. lupeolem) wchodzi w sklad zewnetrznej (bialej) warstwy kory brzozy. Zawartosé
betuliny w tej warstwie kory jest znaczaco duza i moze dochodzi¢ do 30%. Struktura terpenoidow
zawierajacych szkielet lupanu bardzo przypomina grupe
zwigzkoOw zwang steroidami, ktore wystepuja powszechnie
w komorkach roslin, zwierzat i grzybow, peligc bardzo
zréznicowane funkcje biologiczne. Rola jaka pehi betulina
w korze brzozy nie jest jednak znana. Brzoza jest cenionym
drzewem nie tylko ze wzgledow estetycznych. Stosowanie
brzozy w medycynie ludowej ma bardzo diluga tradycje
(np. w chorobach skory oraz drog moczowych). Jako
surowiec leczniczy wykorzystuje sie kore, liScie oraz sok.
Betulina jest stosowana w leczeniu tradziku a badania
kliniczne wskazuja, ze zwiazek ten oraz inne pochodne
lupanu (np. lupeol, kwas betulinowy) wykazuja u ludzi

znaczng aktywnos$¢ przeciwnowotworowa wobec réznych

typdw nowotworow. LA R
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lupan lupeol betulina kwas betulinowy

Rys. 1 Lupan i wywodzace si¢ od niego terpenoidy zawarte w korze brzozy brodawkowatej
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Odczynniki:

wysuszona kora brzozy bialej s 10g

chloroform” ok. 200 cm’

etanol® do krystalizacji

odczynnik cerowo-molibdenowyS do TLC

chloroform i aceton do chromatografii kolumnowej

5. dostepne w szdfie; b, dostepne pod dygestorium
4 mozliwos¢ przerwania

Suchg kore¢ brzozy nalezy pociag¢ na bardzo mate kawatki i umiesci¢ jej dokladnie odwazong ilos¢
w komorze aparatu Soxhleta (o poj. 100 cm’, mozna nie uzywaé gilzy - zabezpieczy¢ jedynie odplyw
syfonu). Aparat Soxhleta wraz z chlodnica zamocowaé w szyjce kolby o poj. 250 cm’, zawierajacej ok.
150 cm® chloroformu. Ekstrakcje nalezy prowadzi¢ przez 1 godzine.4 W czasie trwania ekstrakcji nalezy
przygotowac¢ zestaw do przeprowadzenia tzw. chromatografii flash. Sposoéb jej wykonania nalezy
skonsultowaé z prowadzacym zajgcia. Proponowany sposdb przygotowania zestawu jest nastgpujacy: W
szyjce kolby stozkowej z tubusem bocznym (o pojemnosci wickszej niz objetos¢é ekstraktu) umiescic
waski, cylindryczny lejek ze spiekiem szklanym (lejek Shotta). Lejek wypehié¢ zelem krzemionkowym
(ok. 15 g zelu) a na wierzch potozy¢ krazek bibuly filtracyjne;.

Po zakonczeniu ekstrakcji jeszcze cieply roztwor chloroformowy przesaczy¢ grawitacyjnie przez
przygotowany zel krzemionkowy. Jesli obserwuje si¢ wytracanie krysztalow z ekstraktu, nalezy ogrzewac
saczony roztwor na plaszczu grzejnym. Nastepnie przemy¢ zel niewielka iloScia czystego, cieplego
chloroformu. Po przemyciu, podci$nieniowo usuna¢ rozpuszczalnik z zelu.s Otrzymany roztwor

przeniesé do uprzednio zwazonej kolby kulistej i odparowaé catkowicie na wyparce rotacyjne;. '

UWAGA: Odbieralnik wyparki musi byc¢ czysty i suchy! Oddestylowany rozpuszczalnik nalezy
umiesci¢ w pojemniku podpisanym "Zlewki chloroformu”! W przypadku braku pojemnika nalezy
poinformowac prowadzgcego. Nie wylewac do odpadow!

Zwazy¢ kolbe ponownie, w celu okreslenia ilosci uzyskanego surowego produktu.7 Nastepnie
podda¢ produkt krystalizacji z etanolu. Ilo§¢ etanolu do krystalizacji nalezy dobraé tak, by pierwsze
krysztaty pojawily si¢ po dos$¢ dhlugim czasie (po co najmniej kilku minutach). Wydzielony produkt
odsaczy¢ na lejku Hirsha, wysuszy¢ i zwazy¢.?
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Uzyskany produkt jest mieszaning kilku substancji z przewaga betuliny. W dalszej czgsci
doswiadczenia nalezy dokonaé¢ proby rozdziatu tych substancji metoda chromatografii kolumnowe;.
Przed przystgpieniem do wykonania chromatografii kolumnowej nalezy wykonaé¢ chromatogram dla
uzyskanego preparatu metoda TLC i skonsultowa¢ z prowadzacym ¢wiczenie decyzje o podjeciu (lub nie)

proéby jego rozdziatu tg metoda.

Chromatografia TLC

Chromatogram wykona¢ na plytce pokrytej zelem krzemionkowym. Jako eluentu uzy¢ mieszaniny
chloroform-aceton 10:1. Chromatogram wywota¢ za pomoca odczynnika cerowo-molibdenowego (nalezy

skonsultowac z prowadzgcym éwiczenie sposob wykonania tej czynnosci).

Chromatografia kolumnowa

Przed wykonaniem chromatografii kolumnowej nalezy skonsultowac z prowadzgcym céwiczenie rozmiar
kolumny i ilos¢ probki, ktora bedzie poddawana rozdziatowi. Wszelkie dalsze czynnosci (przygotowanie kolumny,
nanoszenie probki, zbieranie frakcji, wycinanie plytek do TLC w celu monitorowania zawartosci eluatu) nalezy
wykonywa¢ pod nadzorem prowadzqgcego ¢wiczenie i konsultowaé w razie jakichkolwiek watpliwosci.

Przygotowa¢ kolumng (SiO,/CHCl;). Prébke rozpuscic w chloroformie. Jako eluentu uzy¢
mieszaniny chloroform-aceton 20:1. Zawarto$¢ eluatu monitorowa¢ za pomoca TLC, korzystajac z
odczynnika cerowo-molibdenowego do wizualizacji chromatogramu. Przy wymywaniu ostatniej z
widocznych na chromatogramie substanciji zwigkszy¢ polarnoé¢ eluentu (chloroform-aceton 10:1).*

Dokona¢ pomiaru skrgcalnosci optycznej i temperatury topnienia dla wyizolowanych produktow,

wykona¢ widma IR.

Zadania:

1. Wizualizacja chromatograméw TLC substancji organicznych bardzo czesto wykonywana jest z
zastosowaniem $wiatla ultrafioletowego. W tym do$wiadczeniu nie jest to mozliwe, stad uzycie

odczynnika cerowo-molibdenowego. Wyjasnij dlaczego.

2. Podaj przyklady terpendéw innych niz wymienione w tej instrukcji i wstepie teoretycznym, nalezacych
do grupy mono-, seskwi-, tri- i tetraterpendw oraz zrodla naturalne ich wystepowania. Wyjasnij

terminologi¢ terpendw zawarta w tym pytaniu.
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3. Dokonaj petnej interpretacji widm IR i NMR zarejestrowanych dla wyodrebnionych produktow. Co

mozna powiedzie¢ na ich podstawie o czystosci tych zwigzkow?

4. Aparat Soxhleta stosowany jest nie tylko w preparatyce, ale rowniez w analizie chemicznej. Opisz

krétko jedno z mozliwych analitycznych zastosowan tego ekstraktora.

UWAGI | ZAGOSPODAROWANIE ODPADOW

! Chloroform po ekstrakcji nalezy zebrac do czystego odbieralnika wyparki i umiesci¢ w pojemniku
oznakowanym "Zlewki chloroformu"! Kore nalezy wysuszy¢ i wyrzuci¢ do kosza. W przypadku
stosowania gilzy nalezy jg wysuszy¢ i zwrdci¢ do przygotowalni

2 Roztwoér po odsgczeniu umiesci¢ w pojemniku na odpady O

3 Zuzyty eluent umiesci¢ w pojemniku na odpady F
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