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PRZEDMOWA

dr Andrzej Parzonko

Warunkiem skutecznej farmakoterapii jest odpowiednia jako$¢ leku. Substancje roslinne
oraz leki je zawierajace rowniez podlegaja badaniom, majagcym na celu okresli¢ ich
przydatnos¢. Jednakze, ze wzgledu na swoja specyfike, przede wszystkim skomplikowany
sktad 1 trudng matrycg, badania substancji i lekow roslinnych réznig si¢ od badan lekéw
syntetycznych. Substancje roslinne podlegaja badaniom mikroskopowym, majacym na celu
potwierdzenie ich tozsamos$ci, ale takze badaniom fitochemicznym, majacym na celu
potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnej, wykrycie badz potwierdzenie obecnosci
okreslonych zwigzkow pochodzenia naturalnego (cze¢sto odpowiadajacych za dzialanie danej
substancji) a takze okreslenie ich zawarto$ci. Zaje¢cia na pracowni fitochemicznej maja na celu
wprowadzenie studentow w metodyke pracy z substancjami i lekami roslinnymi. W ramach
zaj¢¢ studenci poznaja chemiczne metody oceny substancji i lekow roslinnych: metody
przygotowywania wyciagow (sposoby ekstrakcji oraz oczyszczania); metody oceny
jakosciowej, czyli wykrywania zwigzkoéw czynnych (metody chemiczne, i instrumentalne
m.in. TLC, GC, HPLC) oraz metody oceny ilosciowej (spektrofotometria, GC, HPLC).
Niniejszy skrypt ma w tym pomoc. W skrypcie zawarte sg opisy poszczegdlnych ¢wiczen
wraz z teoretycznym wprowadzeniem do ¢wiczenia, opisy metod analitycznych wykorzystanych
w ¢wiczeniu, znajduje si¢ w nim takze miejsce na opracowanie wynikow i sprawozdanie
z wykonanego ¢wiczenia. Mamy nadzieje, ze utatwi on studentom zrozumienie i przyswojenie

zagadnien zwigzanych z analizg substancji 1 lekéw roslinnych.






ALKALOIDY

Opracowanie rozdzialu: dr inz. Aleksandra Kruk, prof. Anna Kiss

Cel ¢wiczenia:

e Przypomnienie ogdlnych wiadomosci na temat zwiazkow z grupy alkaloidow oraz metod
ich badania.

e Oznaczanie zawarto$ci alkaloidow tropanowych (atropiny) w substancji roslinnej,
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

e Poznanie wiasciwosci farmakologicznych 1 wykorzystanie w terapii zwigzkéw oraz

poszczegolnych substancji roslinnych.

Substancje roslinne:

Belladonnae folium (FPXII) Guaranae semen (FPXII)

Boldi folium (FPXII) Hydrastidis rhizoma (FPXII)

Capsici fructus (FPXII) Ipecacuanhae radix (FPXII)

Chelidonii herba (FPXII) Magnoliae officinalis cortex (FPXII)

Cinchonae cortex (FPXII) Passiflorae herba (FPXII)

Colae semen (FPXII) Stephaniae tetrandrae radix (FPXII)

Ephedrae herba (FPXII) Stramonii folium (FPXII)

Fumariae herba (FPXII) Uncariae rhynchophyllae ramulus cum uncis (FPXII)
1.  Wstep:

Alkaloidy to grupa organicznych substancji roslinnych o charakterze zasadowym,
zawierajacych azot zwigzany heterocyklicznie (z nielicznymi wyjatkami: poch. fenyloalkilo
aminy czy kolchicyna). Biogeneza alkaloidow w ro$linach jest skomplikowanym procesem
metabolicznym, ktory obejmuje wiele etapéw 1 szlakow biochemicznych. Najczesciej
prekursorami w tym procesie sg aminokwasy (wyjatkiem sa tzw. pseudoalkaloidy wywodzace
si¢ biogenetycznie z aktywnego izoprenu), ktore, w zaleznosci od rodzaju alkaloidu, sa
przeksztalcane poprzez specyficzne szlaki metaboliczne (np. terpenowe alkaloidy indolowe
rodzin Rubiaceae i Apocynaceae, zawierajace czasteczke sekologaniny w swojej strukturze)
oraz przechodza dodatkowe modyfikacje, warunkujace ich funkcje i wiasciwosci. I tak
alkaloidy wywodzace si¢ z aminokwasow (w tym z kwasu nikotynowego i antranilowego)

1 zawierajace azot zwigzany heterocyklicznie zaliczamy to alkaloidow wlasciwych.
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Zwiazki, nie zawierajace azotu heterocyklicznego (poch. fenyloalkiloaminy czy
indoloalkoloaminy) zaliczamy do protoalkaleidéw. Zwigzki zawierajace w swojej czasteczce
azot heterocykliczny, ale cala struktura wywodzi si¢ z aktywnego izoprenu, nazywane sg
pseudoalkaloidami.

Alkaloidy w ro$linach rzadko wystgpuja w postaci wolnych zasad, czg¢$ciej tworza
sole z kwasami organicznymi, takimi jak kwas winowy, cytrynowy czy szczawiowy.
Funkcja alkaloidéw w ro$linach nie jest calkowicie poznana, ale wedlug jednej z gtéwnych
hipotez pelnig one rol¢ ochronng przed szkodnikami, stad czgs$¢ alkaloidow jest silnymi
inhibitorami cholinoesteraz (np. galantamina, fizostygmina) czy ma dzialanie cholinergiczne
(np. atropina). Sa to zwiazki optycznie czynne, czg¢sto lewoskretne i charakteryzujace si¢
znaczng lipofilnos$cia, co umozliwia im tatwe przenikanie przez btony $luzowe oraz bariere
krew-moézg, wplywajac na o$rodkowy uktad nerwowy (OUN) m.in. przez obecno$¢ czasteczki
azotu w ich strukturze.

Alkaloidy mogg dziata¢ na OUN depresyjnie (np. morfina, skopolamina) lub pobudzajaco
(np. strychnina, kofeina, efedryna). Dzialaja réwniez na autonomiczny uklad nerwowy:
efedryna ma dzialanie sympatykomimetyczne, rezerpina i niektore alkaloidy sporyszowe —
sympatykolityczne, pilokarpina — parasympatykomimetyczne, a atropina — parasympatykolityczne.
Niektore, takie jak winblastyna czy taksol, majg zastosowanie w terapii przeciwnowotworowe;j
lub staty si¢ podstawa do opracowania pétsyntetycznych pochodnych.

Obecnie alkaloidy i zawierajace je surowce nadal majg wazne znaczenie w lecznictwie.
Wyciagi i1 substancje roslinne z Atropa belladonna, Fumaria officinalis, Chelidonium majus
1 Peumus boldus sa stosowane w terapii r6znych schorzen, gtéwnie ze wzglgdu na dzialanie
rozkurczajace (spazmolityczne). Ponadto, warto zaznaczy¢, ze wiele surowcow azjatyckich
zawierajacych alkaloidy, posiada swoje monografie w Farmakopei Polskiej (np. Uncariae
rhynchophyllae ramulus cum uncis, Magnoliae officinalis cortex, Stephaniae tetrandrae radix)
1 moze by¢ dostepnych na europejskim rynku farmaceutycznym.

Alkaloidy izolowane z materiatu ro$linnego lub pozyskiwane na drodze syntezy lub
potsyntezy z prekursorOw naturalnych sa nadal stosowane w lecznictwie. Typowym
przyktadem jest morfina pozyskiwana z opium (legalne uprawy maku lekarskiego w Turcji) lub
stomy makowej, winblastyna z barwinka ré6zowego i chinina z kory chinowej, stosowane
odpowiednio w leczeniu bdlu, chemioterapii oraz malarii. Wspotczesna farmakologia korzysta
réwniez z syntetycznie otrzymywanych alkaloidow pochodzenia naturalnego, takich jak
teofilina, galantamina czy papaweryna. Nalezy jednak pamigta¢ o toksycznosci alkaloidow,

ktoéra moze prowadzi¢ do zatru¢ (np. pomylenie liSci zimowita jesiennego zawierajacego silnie
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toksyczng kolchicyng¢ z lis¢émi czosnku niedzwiedziego) i/lub uzaleznien (np. bielun, pokrzyk
wilcza jagoda czy liscie azjatyckiej rosliny Mitragyna speciosa zawierajace alkaloid
mitragyning — antagonist¢ receptora opioidowego). Warto tez wspomnie¢ o tym, ze wiele
gatunkow ros$lin zawierajacych alkaloidy o znaczeniu toksykologicznym jest powszechnie
uprawiana w ogrodach jako rosliny ozdobne np.: tojad mocny (Aconitum firmum), ktérego
glowny zwigzek czynny — akonityna zyskala miano, ze wzgledu na ryzyko zatrucia
$miertelnego — “arszeniku roslinnego”.
Ze wzgledu na biosyntez¢ 1 budowe alkaloidy mozna sklasyfikowac nastepujaco:
e powstale z ornityny i lizyny — tropanowe, pirolizydynowe, chinolizydynowe
piperydynowe
e powstate z kwasu nikotynowego — pirydynowe
e powstale z fenyloalaniny i tyrozyny — izochinolinowe oraz pochodne fenyloetyloaminy,
e powstale z tryptofanu — indolowe, pochodne indoloalkiloaminy, niektore alkaloidy
chinolinowe
e powstale z histydyny — imidazolowe i purynowe
e powstate z kwasu antranilowego — furochinolinowe

e pseudoalkaloidy — wywodzace si¢ biogenetycznie z izoprenu.

Jedng z kluczowych grup alkaloidow sa alkaloidy tropanowe. Jest to grupa okoto
200 zwigzkow chemicznych, ktore wystgpuja gltownie w rodzinach Solanaceae,
Erythroxylaceae i Convolvulaceae. Maja one struktur¢ oparta na bicyklicznym szkielecie
tropanu, ktory sktada si¢ z sze$ciocztonowego pierscienia pirolidynowego i pigciocztonowego
pierscienia piperydynowego. Zwigzki te sg estrami alkoholu tropanowego (3a-hydroksytropanu
— atropina lub 3B-hydroksytropanu — kokaina) z réznymi kwasami alifatycznymi
lub organicznymi.

Wsrod alkaloidéw tropanowych, hioscyjamina, atropina, skopolamina i kokaina maja
kluczowe znaczenie farmakologiczne. Hioscyjamina w swojej strukturze zawiera wegiel
asymetryczny. W roslinie powstaje tylko forma lewoskretna (-), ktéra w czasie suszenia rosliny
przechodzi w racemat — (£) atroping, ktora wykazuje stabsze dziatanie od formy (-). Forma
prawoskretna (+) jest praktycznie pozbawiona aktywnosci farmakologicznej. Hioscyjamina
1 atropina dzialaja glownie jako parasympatykolityki, sa kompetytywnymi antagonistami
(inhibitorami) wszystkich podtypow receptoréw muskarynowych (M1-MS5). Silne powinowactwo
wykazujg zwlaszcza do podtypow M1 1 M2. Efektem jest dzialanie rozkurczajace na migsnie

gladkie: przewodu pokarmowego, drog zotciowych i drég moczowych oraz rozszerzenie
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zrenic. Powyzsze dzialania sg wykorzystywane w lecznictwie (preparaty galenowe, krople
do oczu itp.). Efektem niepozadanym, dziatania tych zwiazkéw, zwigzanym z wplywem
na receptory M jest zmniejszenie wydzielania gruczotéw (np. sucho$¢ w ustach). Atropina,
wykazuje takze dziatanie blokujace nerw bledny, powodujac przyspieszenie akcji serca, bez
znaczacego wpltywu na cisnienie krwi. W wyzszych dawkach moze powodowac¢ skurcz naczyn,
zaczerwienienie twarzy i hipertensj¢. W toksycznych dawkach alkaloidy tropanowe moga
wywola¢ pobudzenie, halucynacje, delirium, a nawet $pigczke. Zatrucie atroping objawia si¢
rozszerzeniem zrenic, porazeniem gruczotéw potowych i pobudzeniem psychomotorycznym.
Skopolamina, podobnie jak atropina, dziata obwodowo, ale silniej wptywa na OUN, dziatajac
uspokajajaco i narkotycznie oraz potggujac dzialanie morfiny. Butylobromek skopolaminy
(preparat Skopolan) stosowany jest w leczeniu stanéw skurczowych migéni gtadkich. Kokaina,
pozyskiwana z liSci krasnodrzewu pospolitego (Erythroxylum coca Lam.), dziala jako
miejscowy anestetyk (nie stosowany obecnie w lecznictwie w Polsce) i sympatykomimetyk,
zwigkszajac poziom noradrenaliny i dopaminy, co prowadzi do wzrostu ci$nienia, euforii oraz
silnego uzaleznienia psychicznego.

Glownymi roslinnymi zrddltami alkaloidow tropanowych sa: Atropa belladonna L.
(atropina z korzeni i lisci), Datura stramonium L. (atropina i skopolamina z lisci) oraz
Hyoscyamus niger L. (niewielkie ilo$ci hioscyjaminy, skopolaminy i atropiny w lisciach,
~0,05%). Popularne preparaty, wykorzystujace dziatanie rozkurczowe wyciagu z pokrzyku
wilczej jagody, wynikajace z obecnosci atropiny, to Cholitol, Spasticol, Hemorol 1 Kapsiplast.

Do oznaczania alkaloidow w surowcach ros§linnych wykorzystywane sg r6zne metody
analityczne. Testy chemiczne (reakcje Marquisa, Vitaliego lub reakcja mureksydowa, znane
z zaje¢ z Chemii Lekéw) stuzg do wstepnej identyfikacji 1 jako$ciowej analizy alkaloidow,
umozliwiajac tanie, szybkie i tatwe ocenienie ich obecnosci w roslinach. W niektorych
przypadkach stosowana jest chromatografia gazowa, jednak jest ograniczona jedynie
do lotnych alkaloidéw lub wymaga wcze$niejszego ich przeksztalcenia w lotne pochodne.
Najczgsciej stosowang metoda jest wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC),
ktéra umozliwia ich rozdzielenie, identyfikacj¢ 1 oznaczanie w probkach roslinnych.
Metoda ta korzysta z ro6znych detektorow, takich jak UV-VIS (wykorzystuje charakterystyczne
pasma absorpcyjne alkaloidow w zakresie UV-VIS), fluorescencyjny (wykorzystuje
wlasciwosci fluorescencyjne niektorych alkaloidow) oraz masowy (pozwala na okreslanie
mas czasteczkowych alkaloidow), co zwicksza doktadno$¢ i1 czuto$¢ analizy. Ponadto,
w analizie alkaloidow metoda HPLC, dodatek soli chaotropowych (np. NaPFs) poprawia

rozdziat i zapobiega ogonowaniu pikow w czasie separacji tej grupy zwiazkow. Istotnym
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elementem w analizie surowcow alkaloidowych jest wyodrebnienie zespotu alkaloidow
z materiatu roslinnego.

Alkaloidy tropanowe sa zwigzkami nietrwalymi. W $rodowisku kwasnym
1 podwyzszonej temperaturze fatwo ulegaja rozktadowi. Z tego wzgledu ekstrakcj¢ (uwolnienie
z polaczen z innymi zwigzkami) prowadzimy w temperaturze pokojowej poprzez wytrzasanie
stosujac stabo zakwaszony alkohol (0,05 mol/l kwasu winowego w 20% metanolu). Otrzymany
ekstrakt nalezy oczy$ci¢ rozpuszczalnikiem organicznym (dichlorometan) usuwajac tym
samym wickszo$¢ zwigzkéw niebedacych alkaloidami. Po alkalizacji srodowiska, ekstrakcje
alkaloidow tropanowych prowadzimy réwniez dichlorometanem, wykorzystujagc tym razem

wiasciwosci zasadowe badanych zwiazkow, co wigze si¢ z ich elucjg do warstwy organiczne;.
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Oznaczanie zawartosci atropiny w surowcach metoda HPLC

Material do badan (prosze¢ zaznaczy¢ badany surowiec):

[ Belladonnae radix [ Hyoscyami folium
[ Belladonnae folium (FP XII) [ Stramonii folium (FP XII)

1.  Opis ¢wiczenia:

Przygotowanie wyciagu do badan:

Doktadnie okoto 0,6 g surowca przenie$¢ do kolby stozkowej ze szlifem o pojemnos$ci
100 ml, doda¢ 20 ml 0,05 mol/l kwasu winowego w 20% metanolu, wytrzasaé w wytrzasarce
mechanicznej przez 15 minut, przesaczy¢ przez saczek bibutowy do rozdzielacza o pojemnosci
100 ml. Ekstrakcje powtorzy¢. Potaczone wyciagi kwasne oczys$ci¢ przez dwukrotne
wytrzasanie z dichlorometanem w rozdzielaczu, uzywajac kazdorazowo po 20 ml
rozpuszczalnika. Frakcje dichlorometanowe odrzuci¢. Kwasny wycigg wodno-metanolowy
zalkalizowa¢ uzywajac okoto 1 ml 25% amoniaku, a nast¢pnie czterokrotnie ekstrahowac
alkaloidy dichlorometanem uzywajac kazdorazowo 20 ml dichlorometanu. Potagczone wyciagi
osuszy¢ poprzez wsypanie bezwodnego siarczanu sodowego do kolby, zbrylony siarczan
sodowy odsaczy¢ przez saczek bibutowy, a przesacz oddestylowaé do sucha na wyparce

prozniowe;.

Oznaczenie zawartosci metodqg HPLC:

Po ostudzeniu kolby, sucha pozostatos¢ rozpusci¢ w 5 ml fazy ruchomej stosowanej
w metodzie HPLC. Nastgpnie ok. 2 ml roztworu przesaczy¢ przez saczek strzykawkowy
(9 0,45 um) do kolbki stozkowej o pojemnosci 25 ml. Pobra¢ za pomocg strzykawki typu
Hamilton okoto 100 pl analizy i nastrzyknag¢ na kolumne chromatograficzng poprzez

wprowadzenie probki do petli nastrzykowej (petla 20 pl).

Warunki oznaczenia:

Aparatura: chromatograf cieczowy firmy Shimadzu (LC-10AT)

Kolumna: RP-18 firmy Machery-Nagel (250 x 4 mm; @ 4 mm; d, 5 pm)
Detektor: UV-VIS firmy Shimadzu (SPD-6AV)

Faza ruchoma: acetonitryl — woda — kwas octowy (40:60:0,5, v:v:v) + 10 mM NaPFg
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Przeptyw: 1,0 ml/minute
Dhugos¢ fali: 230 nm
[lo$¢ analitu: 20 ul

(wprowadzonego na kolumng)

Warunki analizy HPLC dotycza tzw. uktadu faz odwroconych tzn. faza stacjonarna jest
mniej polarna od fazy ruchome;j, na ktorg sktada si¢ mieszanina rozpuszczalnikow o charakterze
polarnym. Ponadto, dodatek NaPFs jeszcze bardziej zwigksza polarno$¢ uktadu tak aby zwigzki

o charakterze niepolarnych stabych zasad miaty mozliwo$¢ zatrzymania si¢ na kolumnie.

2. Obliczenia:

Zawarto$¢ atropiny w surowcu prosze obliczy¢ ze wzoru:

P XV

X = X m % 1853030

[%]

X — zawartos¢ atropiny [%]

V — objetos¢ probki badanej [ml]

v — objetos¢ probki wprowadzonej na kolumne [ml]
m — nawazka surowca [mg]

P — pole powierzchni pod pikiem

3. Whioski:
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Karta wzorow

L. Alkaloidy powstale z ornityny i lizyny

HQN/_>\COOH
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H
HoN COO

Ornityna

Lizyna

1)  Alkaloidy tropanowe
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—N —N
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—N —N N
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(-)-Hioscyjamina

(-)-Hioscyna
(-)-Skopolamina
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o DA
E 0 0
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2)  Alkaloidy pirolizydynowe

7 1
6 2
N
5 3
Pirolizydyna
HO HO
/\go o OH /\g o 0 OH
0 H 0 H
[\ [\
N N
Echimidyna Senecjonina Symfytyna

3)  Alkaloidy chinolizydynowe

Chinolizydyna

ZT

NH, .

Hupercyna A Matryna

Oksymatryna Sparteina

4)  Alkaloidy piperydynowe

OH O
O N

N

H

Piperydyna Lobelina

15 ALKALOIDY



II.  Alkaloidy powstate z kwasu nikotynowego

COOH
B
/
N

Kwas nikotynowy

1)  Alkaloidy pirydynowe

| N
~
N
Pirydyna
O/
\ O \ \\“@
DR
T N
Arekolina Nikotyna

II.  Alkaloidy powstate z fenyloalaniny i tyrozyny

COOH

COOH
HO

Fenyloalanina

Tyrozyna

1)  Pochodne fenyloetyloaminy

OH (0]
(S) H NH
2
(R) ™~ H
Efedryna (-) 1S, 2R Efedryna (+) 1R, 2S Katynon
OH OH HO H
- NH,
H
HN\
Pseudoefedryna (-) 1R, 2R Pseudoefedryna (+) 1S, 2R Nor (+) pseudoefedryna
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H3CO NH,
H3CO:©/\/

OCH3;

Meskalina

2)  Alkaloidy izochinolinowe

N
N NH

Izochinolina Tetrahydroizochinolina

e grupa benzyloizochinoliny

Papaweryna

e grupa bis-benzyloizochinoliny

)@E
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/
N+

AN

Tubokuraryna Tetrandryna
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e grupa aporfiny (apomorfiny)

N+
/\

Magnofloryna

Nucyferyna

e grupa protoberberyny

Berberyna

Hydrastyna

¢ pochodne benzofenantrydyny

OH | o~ o
O O O O
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‘ ~ o< o<
N OH
H H OH ITI H OH
H
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o

\_o
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.
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e pochodne protopiny

Protopina

e grupa morfinianu

e g (> %
o 0 o
N N N
N O | O
~N
HO HO (6]
Morfina Kodeina Tebaina

e grupa emetyny (alkaloidy izochinolino-monoterpenowe)

- O
N
o
o
HN O ~
o

Emetyna

o alkaloidy Amaryllidaceae

Galantamina
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e alkaloidy Colchicum

-

b
0
Ny
0
0

Kolchicyna

IV. Alkaloidy powstate z tryptofanu

0
OH
NH,
\
N
H

Tryptofan

1)  Pochodne indoloalkiloaminy

i ; i 2 NH,
N
H
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OH OPO3H,
HO
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~ \ ~ N ~
\ N \ \
H l N N
H H
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2)  Alkaloidy indolowe

e pochodne harmanu

. N
\ N o \ N 0 \ N
N N
N N N
Harman Harmina Harmalina

e pochodne eseryny

Fizostygmina

¢ alkaloidy sporyszowe

COOCOH
-
HN HN
— —
l‘\l N
Ergolina Kwas D-lizergowy

e proste amidy kwasu D-lizergowego

H
OH

Iz

Ergometryna
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e alkaloidy peptydowe

OH OHe
w | o ., o O
O~ __N N o N N B
N N R=
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| R Ergokrystyna
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3)  Monoterpenowe alkaloidy indolowe
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ALKALOIDY




e Alkaloidy strychnos

Strychnina

¢ Dimeryczne alkaloidy indolowe

Winblastyna Windezyna Winkrystyna

4)  Alkaloidy chinolinowe

~N
~
N

Chinolina

Chinina Chinidyna Kamptotecyna
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V. Alkaloidy powstate z histydyny

1)  Alkaloidy imidazolowe
] |
N N>
/
\ / \
N
e
Imidazol Pilokarpina
2)  Alkaloidy furochinolinowe
0 OH
o
sy | OO
N \ N\ N o
~ = fo) ‘
NH; N~ 0 © N
Kwas antralinowy Dyktamina Koskusaginina Rutakrydon
3)  Alkaloidy purynowe
Nazwa zwiazku Wzér strukturalny R: R: R;
Kofeina Rs CHs CH; CH;
Ry /
\N N
Teofilina %\ ) H CH: CH:
o) r‘u N
Teobromina R, CH; CHs H
VI. Alkaloidy wywodzace si¢ biogenetycznie z izoprenu (pseudoalkaloidy)
1)  Alkaloidy diterpenowe

Iz

Akonityna

Taksol
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10-dezacetylobakatyna Docetaksel

Alkaloidy steroidowe

W\

P
”
-
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\
4\\\

HO

!

W postaci glikozydow: miejsce taczenia
2-4 cz. cukru; np. a-solanina

Solanidyna Solasodyna

25 ALKALOIDY




VII. Inne metabolity wtdrne zawierajace w swojej czasteczce atom azotu

1)  Pochodne wanililoaminy

l (@]
o —
@AHM
HO

Kapsaicyna
2)  Koniina
N | </ iy N
H H
(1)- koniina

3)  Zasady guanidynowe

H
N NH,
Y\/ \H/
NH

Galegina
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Notatki:
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ANTRAZWIAZKI

Opracowanie rozdziatu: dr Malgorzata Koltun-Jasion

Cel ¢wiczenia:

e Poznanie budowy i wlasciwosci chemicznych zwiazkow z grupy antranoidow.

e Badanie preparatow rynkowych zawierajacych antrazwigzki metoda chromatografii
cienkowarstwowej (TLC).

e Charakterystyka wlasciwosci farmakologicznych i wykorzystanie w terapii zwigzkow oraz

poszczegdlnych substancji roslinnych.

Substancje roslinne:

Aloé Rhei radix (FPXII)
Frangulae cortex (FPXII) Sennae foliolum (FPXII)
Hyperici herba (FPXII) Sennae fructus (FPXII)

Rhamni purshianae cortex (FPXII)

1.  Wstep:

Antrazwigzki to grupa trojcyklicznych pochodnych 1,8-dihydroksyantracenu, znanych ze
swojego dziatania tagodnie (laxantia) lub silnie (purgantia) przeczyszczajacego.
Charakterystycznym elementem struktury chemicznej tej grupy zwigzkow jest obecnosé
podstawnikéw hydroksylowych w pozycji C; 1 Cg oraz podstawnika w pozycji Cs pier§cienia
1,8-dihydroksyantracenu (Ryc. ). Antrazwiazki wystepuja w roslinach zar6wno w formach
wolnych (jako aglikony), jak réwniez w postaci glikozydoéw (najczesciej O- 1 C- glikozydy),

ktérych czg$¢ cukrowa stanowi zazwyczaj p-glukoza, L-ramnoza, rzadziej apioza.

R = -CH3; -CH,OH; -COOH

Rycina 1: Wzor strukturalny 1,8-dihydroksy-3-R-antrachinonu.
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Elementem struktury warunkujagcym aktywno$¢ antrazwigzkéw sa wolne aglikony
uwolnione z ich form glikozydowych w jelicie grubym, w wyniku hydrolizy enzymatyczne;j
pod wptywem mikrobioty jelitowej (aktywno$¢ enzymu f-glukozydazy). Wolne aglikony
pochodnych antracenu moga wystegpowaé w postaci utlenionej (antrachinonony), oraz
produktow o nizszym stopniu utlenienia (antranoli i antrondéw), a takze w postaci zwigzkow
dimerycznych (diantrondw). Rozrézniamy diantrony o budowie symetrycznej (izodiantrony;
ztozone z 2 jednakowych antrondéw) np. sennidyny A, B lub heterodiantrony (zbudowane

z 2 r6znych antron6w) np. sennidyny C, D, palmidyny, reidyny.

Antrazwiagzki s3 substancjami statymi, barwy czerwonej, pomaranczowej lub zottej
(antrachinony). Formy glikozydowe (w przeciwienstwie do aglikonow) dobrze rozpuszczaja
si¢ w wodzie i etanolu, natomiast stabo w rozpuszczalnikach organicznych np.: w chloroformie.
W ro$linach przewaza obecno$¢ form glikozydowych, gtéwnie pochodnych antronow,
antranoli, a takze form dimerycznych. Podczas suszenia surowca ulegaja utlenieniu
do pochodnych antrachinonu a czg$ciowo takze hydrolizie enzymatycznej do aglikondw.
Forma najaktywniejsza sa antrony, powstajace w wyniku procesow rozpadu form

dimerycznych, a takze na drodze proceséw oksydoredukcyjnych (Ryc. 2).

(o] (o] OH
utl.
‘ - —
(@]

antrachinon antron antranol
¢ dimeryzacja

o

o

diantron

Rycina 2: Przemiany zachodzqce w obrebie grupy antrazwigzkow.
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Charakterystyczng reakcja warunkujaca detekcje pochodnych
1,8-dihydroksyantrachinonu jest reakcja Borntrigera, stosowana takze w mikroskopowe;j
identyfikacji  antrazwigzkow w  ro$linnych  surowcach leczniczych. Pochodne
1,8-dihydroksyantrachinonu, uwolnione z form glikozydowych tworza =z alkaliami
(np. zasadowym roztworem KOH) rozpuszczalne w wodzie fenolany, o charakterystycznym,
intensywnym, czerwonym zabarwieniu. Pochodne antrondéw i antranoli inicjuja z kolei
powstawanie zottego zabarwienia, przechodzacego poczatkowo w pomaranczowe, a potem
w czerwone na skutek postgpujacego procesu ich utlenienia.

Powszechnie stosowang metoda identyfikacji antrazwigzkow (rozdzialu aglikondw)
w surowcu ro$linnym jest chromatografia cienkowarstwowa (zwykle z uzyciem zelu
krzemionkowego jako fazy stacjonarnej), poprzedzona ekstrakcja surowca metanolem lub
etanolem, mieszaning alkohol/woda, ewentualnie sama woda. W celu otrzymania wolnych form
monomerycznych w postaci antrachinonéw, dimery poddaje si¢ dzialaniu kwasu azotowego
1 ogrzewa w temperaturze 120°C, co poprzedza reakcje z roztworem wodorotlenku potasu
(rozpad form dimerycznych do monomeréw i utlenienie form zredukowanych). Jako fazy
ruchome stosuje si¢ najczgsciej mieszaniny rozpuszczalnikow o réznym stopniu polarnosci,
m.in.: metanol, octan etylu, kwas mrowkowy, dichlorometan, woda w roéznych stosunkach
objetosciowych. Po odparowaniu fazy ruchomej, na rozwinigtych chromatogramach (przed
wywolaniem) w $wietle UV widoczne sg pasma o zottej, pomaranczowej lub roézowej
fluorescencji, ktéore po wywotaniu chromatogramu roztworem wodorotlenku potasu,
przybieraja intensywne czerwone zabarwienie. Identyfikacja zwigzkow odbywa si¢ poprzez
poréwnanie wartosci wspotczynnikéw Ry oraz barwy plam z roztworami substancji

wzorcowych, analizowanych w takich samych warunkach.

Do najpopularniejszych surowcow pochodzenia naturalnego stosowanych w codziennej
praktyce aptecznej, w ktorych sktadzie zidentyfikowano obecno$¢ antrazwiazkow naleza:

e Owoc 1 listek senesu Senna alexandrina Mill. (syn. Cassia acutifolia Delile 1 Cassia
angustifolia Vahl.), w ktorych zidentyfikowano gléwnie obecno$¢ sennozydow A, B, C, D
(diantrony), zwiagzkow Sluzowych oraz flawonoidow. Preparaty: Senefol, Xenna (saszetki
do zaparzania), Xenna Extra Comfort (tabl).

e Korzen rzewienia dloniastego (Rheum palmatum L.) lub rzewienia lekarskiego (Rheum
officinale Baill.), zawierajacych mono i diglikozydy reiny, chryzofanolu, aloeemodyny,

emodyny, fiscjonu oraz wolne aglikony gtéwnie reing, a takze garbniki i szczawian wapnia.
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W $wiezo zebranym korzeniu rzewienia (Rhei radix) wystepuja m.in. heterodiantrony:

reidyny i palmidyny. Preparaty: Digest-Tonic, Radirex.

e Kora kruszyny pospolitej (Rhamnus frangula L.), bogata w glukofranguliny A 1 B,
franguliny A 1 B, a takze garbniki, saponiny i alkaloidy peptydowe. Preparaty: Alax,
Normosan.

e Stezaly sok z liSci aloesu zwany along (4loe barbadensis Mill.; Aloe ferox Mill.), ktory
zawiera aloin¢ A 1 B, aloeemodyne, chryzofanol, aloinozydy A i B (alona przyladkowa),
7-hydroksyaloing (alona barbadoska). Preparaty: Alax, Boldaloin.

o Kora szaklaku amerykanskiego (Rhamnus purshiana L.), w ktorej zidentyfikowano
obecno$¢ kaskarozydow A, B, C, D, aloiny, deoksyaloiny. Preparaty: dostepna jedynie
w postaci suplementow diety.

Antrazwigzki wywieraja draznigcy wpltyw na receptory btony §luzowej jelita grubego,
skracajgc tym samym czas pasazu treSci jelitowej. Mechanizmem dziatania pochodnych
antrachinonu na poziomie komorkowym jest hamowanie ATP-azowej pompy sodowo-
potasowej, wpltywajac na ograniczenie resorpcji zwrotnej wody i elektrolitow. W efekcie
dochodzi do uwodnienia mas katowych, zwigkszenia ich objetosci, co przyczynia si¢ do utatwienia
wyproznienia. Dwutorowy mechanizm dziatania antrazwigzkow, jest odpowiedzialny za wysoka
efektywnos$¢ i silny efekt przeczyszczajacy uzyskany po 8-14 godzinach od momentu przyjecia
preparatu zawierajacego te grupe zwigzkow (alona szybciej — efekt obserwowany po okoto
4 godzinach).

W zwigzku z mechanizmem dziatania zwigzanym z aktywnoscig ATP-azowej pompy
sodowo-potasowe] surowce zawierajace antrazwigzki moga wchodzi¢ w interakcje
z glikozydami nasercowymi, lekami steroidowymi oraz tiazydowymi lekami moczopgdnymi.

Istotnym ograniczeniem stosowania preparatdow zawierajacych antrazwigzki sg stany
zapalne przewodu pokarmowego, w szczego6lnosci wrzodziejace zapalenie jelita grubego,
choroba Crohna, owrzodzenia czy czynne krwawienia z przewodu pokarmowego. Przy
dlugotrwalym stosowaniu preparatdow zawierajacych surowce bogate w pochodne
1,8-dihydroksyantrachinonu moze doj$§¢ do rozwinigcia zespotu leniwego/nadwrazliwego
jelita, uszkodzenia watroby 1 nerek a takze niebezpiecznego ubytku witamin i soli mineralnych
(zwlaszcza potasu). Preparaty zawierajace antrazwigzki nie powinny by¢ stosowane
u kobiet w ciazy oraz dzieci ponizej 12 roku zycia. U osob dorostych, bez wyraznych

przeciwskazan zdrowotnych nie powinny by¢ stosowane dtuzej niz 7 dni.
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Do surowcéw roslinnych zawierajacych antrazwiazki o innych kierunkach dzialania,
zaliczamy ziele dziurawca (Hyperici herba). Surowiec zawiera m.in naftodiantrony
(hiperycyna, pseudohiperycyna), a takze pochodne floroglucynoli (hiperforyn¢), oraz rzadkie
biflawonoidy (biapigenina, amentoflawon). Preparaty zawierajace wyciagi etanolowe z ziela
dziurawca znajduja zastosowanie w tagodzeniu epizodow depresyjnych o lagodnym
i umiarkowanym nasileniu (Preparat: Deprim, Nervomix, Sedomix, Intractum Hyperici).

Uwaga: hiperycyna dziata fotouczulajagco (moze wywotaé stany zapalne i poparzenia skory).
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Badanie chromatograficzne preparatow rynkowych
zawierajacych antrazwiazki

ALAX/ BOLDALOIN

1.  Przygotowanie wyciagow do badan chromatograficznych (prosz¢ zaznaczyc¢

badany preparat):
[ ALAX 1 tabletka, 10 ml metanolu
[0 BOLDALOIN 1 tabletka, 5 ml metanolu

Preparat: badany preparat rozdrobni¢ w mozdzierzu i umiesci¢ w kolbie stozkowej poj. 50 ml,
doda¢ odpowiednig ilo$¢ rozpuszczalnika. W kolbie umiesci¢ lejek, aby ograniczy¢ parowanie
rozpuszczalnika i ogrza¢ do wrzenia. Ostudzony wyciag przesaczy¢ przez saczek bibutowy

do kolby stozkowej poj. 25 ml.

Substancja roslinna (Alo€): odwazy¢ dokladnie okoto 0,25 g sproszkowanej substancji
ro$linnej, umiesci¢ w kolbie stozkowej poj. 50 ml, doda¢ 20 ml metanolu. W kolbie umiesci¢
lejek, aby ograniczy¢ parowanie rozpuszczalnika i ogrza¢ do wrzenia. Ostudzony wyciag

przesaczy¢ przez saczek bibutowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

2. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy
Faza ruchoma: octan etylu — metanol — woda (100:17:13, v:v:v)
Wzorce: roztwor aloiny w metanolu

roztwor aloeemodyny w metanolu
Nanoszenie: 10 ul wyciagu badanego preparatu
10 ul wyciagu substancji roslinnej
po 5 ul roztwordw wzorcow
Rozwijanie: komora pozioma, droga rozwijania 9 cm
Wywotanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, obejrze¢ w §wietle UV2s4,

nastegpnie spryska¢ 5% metanolowym roztworem KOH
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3.  Obserwacje:

4. Whioski:
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Badanie chromatograficzne preparatow rynkowych

1.  Przygotowanie
badany preparat):

O FIGURA 1
] SENES FIX

[ SENEFOL
[0 XENNA

zawierajacych antrazwigzki

FIGURA 1/ SENEFOL/ SENES FIX/ XENNA

wyciagow do badan chromatograficznych (prosze zaznaczyc¢

1 g, 7 ml etanolu 50%
0,5 g, 7 ml etanolu 50%

1 tabletka, 5 ml etanolu 50%
1 tabletka, 5 ml etanolu 50%

Preparat: badany preparat rozdrobni¢ w mozdzierzu i umiesci¢ w kolbie stozkowej poj. 50 ml,

doda¢ odpowiednig ilo$¢ rozpuszczalnika. W kolbie umiesci¢ lejek, aby ograniczy¢ parowanie

rozpuszczalnika i ogrza¢ do wrzenia. Ostudzony wyciag przesaczy¢ przez saczek bibutowy

do kolby stozkowej poj

Substancja ro$linna

.25 ml.

(Sennae folium): Odwazy¢ doktadnie okoto 0,5 g sproszkowanej

substancji roslinnej, umiesci¢ w kolbie stozkowej poj. 50 ml, doda¢ 7 ml 50% roztworu etanolu.

W kolbie umiesci¢ lejek, aby ograniczy¢ parowanie rozpuszczalnika i ogrza¢ do wrzenia.

Ostudzony wyciag przesaczy¢ przez saczek bibutowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

2. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna:
Faza ruchoma:

Wzorce:

Nanoszenie:

Rozwijanie:

Wywotanie:

zel krzemionkowy

kwas octowy — woda — octan etylu — n-propanol (1:30:40:40, v:v:v:v)
roztwor sennozydu A w metanolu

roztwor sennozydu B w metanolu

roztwor reiny w metanolu

10 pl wyciggu badanego preparatu

10 pl wyciagu substancji roslinne;j

po 5 ul roztwordw wzorcow

komora pozioma, droga rozwijania 9 cm

chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, spryska¢ 20% roztworem
kwasu azotowego i ogrzewac 10 minut w temp. 120°C. Pozostawi¢ do

ochtodzenia, nastgpnie spryskac¢ 5% metanolowym roztworem KOH
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3. Obserwacje:

4. Whioski:
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Badanie chromatograficzne preparatow rynkowych
zawierajacych antrazwigzki

NORMOLAX/ NORMOSAN/ PLANTAGOLAX/ PURTAGEN/ REGULSON/

SPECIES REDUCENTES/ TABLETKI PRZECIW NIESTRAWNOSCI/
ZIOLA PRZECZYSZCZAJACE

1.  Przygotowanie wyciagow do badan chromatograficznych (prosze¢ zaznaczyc¢

badany preparat):
1 NORMOSAN 0,7 g, 5 ml metanolu
1 PLANTAGOLAX 1,0 g, 5 ml metanolu
[] SPECIES REDUCENTES 5,0 g, 15 ml metanolu
[0 NORMOLAX 1 tabletka, 5 ml metanolu
[0 TABLETKI PRZECIW NIESTRAWNOSCI 1 tabletka, 5 ml metanolu
[] PURTAGEN 1 saszetka, 10 ml metanolu
1] REGULSON 1 saszetka, 10 ml metanolu
[J ZIOLA PRZECZYSZCZAJACE 1 saszetka, 10 ml metanolu

Preparat: badany preparat rozdrobni¢ w mozdzierzu i umiesci¢ w kolbie stozkowej poj. 50 ml,
doda¢ odpowiednig ilo$¢ rozpuszczalnika. W kolbie umiesci¢ lejek, aby ograniczy¢ parowanie
rozpuszczalnika i ogrza¢ do wrzenia. Ostudzony wyciag przesaczy¢ przez saczek bibutowy

do kolby stozkowej poj. 25 ml.

Substancja ro$linna (Frangulae cortex): odwazy¢ dokladnie okoto 0,25 g sproszkowanej
substancji roslinnej, umiesci¢ w kolbie stozkowej poj. 50 ml, doda¢ 5 ml metanolu. W kolbie
umiesci¢ lejek, aby ograniczy¢ parowanie rozpuszczalnika i ogrza¢ do wrzenia. Ostudzony

wyciag przesaczyC¢ przez saczek bibulowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

2. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy
Faza ruchoma: octan etylu — metanol — woda (100:17:13, v:v:v)
Wzorce: roztwor frangulin w metanolu

roztwor franguloemodyny w metanolu
Nanoszenie: 20 ul wyciggu badanego preparatu
10 pl wyciagu substancji roslinne;j

po 5 ul roztwordw wzorcow
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Rozwijanie: komora pozioma, droga rozwijania 9 cm
Wywotanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, obejrze¢ w §wietle UV2s4,

nastepnie spryskac¢ 5% metanolowym roztworem KOH

3. Obserwacje:

4. Whioski:
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Badanie chromatograficzne preparatow rynkowych

zawierajacych antrazwigzki

RADIX RHEI tabletki
1.  Przygotowanie wyciagow do badan chromatograficznych:
] RADIX RHEI tabl. 1 tabletka, 5 ml metanolu

Preparat: badany preparat rozdrobni¢ w mozdzierzu i umiesci¢ w kolbie stozkowej poj. 50 ml,
doda¢ odpowiednig ilo$¢ rozpuszczalnika. W kolbie umiesci¢ lejek, aby ograniczy¢ parowanie
rozpuszczalnika i ogrza¢ do wrzenia. Ostudzony wyciag przesaczy¢ przez saczek bibutowy

do kolby stozkowej poj. 25 ml.

Substancja roslinna (Rhei radix): odwazy¢ doktadnie okoto 0,25 g sproszkowanej substancji
ro$linnej, umiesci¢ w kolbie stozkowej poj. 50 ml, doda¢ 5 ml metanolu. W kolbie umiescic¢
lejek, aby ograniczy¢ parowanie rozpuszczalnika i ogrza¢ do wrzenia. Ostudzony wyciag

przesaczy¢ przez saczek bibutowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

2. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy
Faza ruchoma: kwas mrowkowy — octan etylu — eter naftowy (1:25:75, v:v:v)
Wzorce: roztwor reiny w metanolu

roztwor aloeemodyny w metanolu
Nanoszenie: 10 ul wyciagu badanego preparatu
10 ul wyciagu substancji roslinnej
po 5 ul roztwordw wzorcow
Rozwijanie: komora pionowa, droga rozwijania 9 cm
Wywotanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, obejrze¢ w §wietle UV2s4,

nastegpnie spryska¢ 5% metanolowym roztworem KOH
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3. Obserwacje:

4. Whioski:
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Karta wzorow

1) Pochodne 1,8-dihydroksyantrachinonu

Nazwa zwiazku Wzér strukturalny R: R:
Reina COOH H
OH o} OH
Aloeemodyna CH-OH
Chryzofanol O‘O CHs H
Franguloemodyna Ro R CH3 OH
o}
Fiscjon CH; OCHs
Aloina
2) Homodiantrony
Nazwa zwiazku Wzér strukturalny Ri R: R R4
Dialoeemodynodiantron OH o OH CH:OH H CH>0H H
Dichryzofanolodiantron O‘O CH; H CHs H
Diemodynodiantron Re R CH3 OH CHs OH
3
Difiscjonodiantron O‘O CHs OCH3 CHs; | OCHs
Sennidyny A, B OH o OH COOH | H | COOH| H
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3) Heterodiantrony

Nazwa zwiazku Wzér strukturalny R: R: R R4
Palmidyna A CH; OH CH-0H H
Palmidyna B CHs H CH-0H H

OH o} OH
Palmidyna C CHs H CHs OH
Palmidyna D R O‘O CHs H CHs OCHs3
2
R4
Reidyna A O‘O CH; OH | COOH | H
Reidyna B CH;3 H COOH H
OH (0] OH
Reidyna C CHs OCH; | COOH H
Sennidyna C, D CH>OH H COOH H

4) Antrazwiazki o innych (niz przeczyszczajace) kierunkach dziatania

Nazwa zwiazku Wzér strukturalny
OH (0] OH
. HO I I I CHs
Hiperycyna HO CHy
OH (6] OH
o} OH
OH
Alizaryna O‘O
o
o} OH
CH3
Rubiadyna O‘O
OH
o
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Notatki:
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FLAWONOIDY

Opracowanie rozdzialu: dr Weronika Skowronska

Cel ¢wiczenia:

e  Poznanie budowy i wlasciwosci fizyko-chemicznych zwigzkoéw z grupy flawonoidow.

e  Oznaczenie zawartosci zwigzkow z grupy flawonoidow metodg kolorymetryczng (FP XII).

e Poznanie wiasciwosci farmakologicznych i wykorzystanie w terapii zwigzkow oraz
poszczegdlnych substancji roslinnych.

e Potwierdzenie tozsamosci flawonoidowych substancji roslinnych metoda chromatografii

cienkowarstwowej (TLC).

Substancje roslinne:

Betulae folium (FPXII) Sambuci flos (FPXII)

Crataegi folium cum flore (FPXII) Solidaginis herba (FPXII)

Crataegi fructus (FPXII) Solidaginis virgaureae herba (FPXII)
Equiseti herba (FPXII) Sylibi mariani fructus (FPXII)
Ginkgonis folium (FPXII) Tiliae flos (FPXII)

Helichrysi inflorescentia Violae herba cum flore (FPXII)

Polygoni avicularis herba (FPXII)

1.  Wstep:

Flawonoidy naleza do zwigzkow polifenolowych i stanowia jedng z najliczniejszych
1 najbardziej rozpowszechnionych grup zwiazkéw chemicznych wystepujacych w roslinach

wyzszych. Strukturalnie s3 uwazane jako pochodne benzo-y-pironu, czyli chromonu (Ryc. 3).

O

Rycina 3: Struktura chemiczna benzo-y-pironu.

Najwazniejsza rolag flawonoidow w roslinach jest ich ochrona przed

promieniowaniem UV. Ponadto, ze wzgledu na swoje zabarwienie — najczesciej w odcieniach
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od zo6ttego do pomaranczowego, nadaja kwiatom kolor zwabiajagc m.in. owady. Dodatkowo,
niektore flawonoidy charakteryzuja si¢ aktywnoscia hamujaca wzrost organizmow
powodujacych choroby, jak grzyb pasozytniczy Fusarium oxysporum, chronigc ro$ling
przed zakazeniem.

Biosynteza flawonoidow wywodzi si¢ ze szlaku metabolicznego fenylopropanoidow,
w ktorym to aminokwas fenyloalanina jest wykorzystywany do wytworzenia 4-kumaroilo-
koenzymu A (CoA). Nastepnie, w wyniku przylaczenia 3 czasteczek malonylo-CoA, powstaje
produkt posredni z grupy chalkondéw zawierajacy dwa pierscienie fenolowe. Na drodze reakcji
sprzggania dochodzi do wytworzenia trzeciego pierScienia i tym samym powstania
podstawowego uktadu flawonoidow (Ryc. 4). Czasteczka ta moze ulega¢ kolejnym

modyfikacjom metabolicznym, ktére prowadza do powstania kolejnych grup pochodnych.

O

3x 'O)i
o CoAS™ ~O OH
OH » COAS.__~_
NH,

(@)

Fenyloalanina 4-kumaroilo-CoA

Naryngenina 4,2’ 4’ 6’-tetrahydroksychalkon

Rycina 4: Uproszczony schemat biosyntezy flawonoidow.

Ze wzgledu na budowe chemiczng flawonoidy rdznig si¢ migdzy sobg przede wszystkim
obecnos$cig lub brakiem podwojnego wigzania w uktadzie pironu, liczba i miejscowieniem grup
hydroksylowych oraz ich metylacja. Ponadto ro6znia si¢ potaczeniami glikozydowymi

z cukrami, kwasami uronowymi, organicznymi i fenolowymi. Mozemy wyrdzni¢ réwniez
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rézne typy polaczen glikozydowych (np. O-glikozydy, C-glikozydy), a takze rdzng liczbe

przytaczonych czasteczek (zwykle od 1 do 5).

Na podstawie struktury chemicznej flawonoidy mozemy podzieli¢ na nastgpujace

grupy (Zab. 1):

Flawony (np. apigenina, luteolina);
Flawonole (np. kemferol, kwercetyna);
Flawanony (np. naryngenina, hesperetyna);
Flawanonole (np. dihydrokemferol, taksyfolina);
Flawanole, wérdd ktorych wyrdzniamy:
o Flawan-3-ole (np. epikatechina, katechina);
o Flawan-4-ole (np. apiforol, luteoforol);
o Flawan-3,4-diole (leukoantocyjanidyny, np. leukocyjanidyna, leukopeonidyna);
o Proantocyjanidyny (gldwnie oligomery katechiny i epikatechiny oraz ich estry
z kwasem galusowym) - nazywane rowniez garbnikami skondensowanymi;
Izoflawonoidy (np. genisteina, daidzeina);
Antocyjanidyny (np. cyjanidyna, delfinidyna);
Chalkony (np. izolikwirtygenina);
Aurony (np. hispidol);
Biflawonoidy (np. bilobetyna, ginkgetyna);
Neoflawonoidy (np. dalbergina).

Do pochodnych flawonoidéw zaliczamy flawonolignany, ktore sa zbudowane z jednostki

flawonoidowej 1 jednostki fenylopropanoidowej (alkohol koniferylowy). Do najwazniejszych

substancji chemicznych z tej grupy zaliczamy m.in. sylibining A i1 B, izosylibing A i B,

sylidianing czy sylikrystyne. Zwiazki te, wraz z flawonoidem — taksyfoling, tworza kompleks

o nazwie sylimaryna, obecny w owocach ostropestu plamistego.

Tabela 1: Struktury glownych grup chemicznych flawonoidow.

Flawonole Flawanony Flawanonole

OH

HOO Holo O

OH
OH O OH O OH O OH O
Luteolina Kwercetyna Naryngenina Taksyfolina
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Flawanole
Flawan-3-ole Flawan-4-ole Flawan-3,4-diole
OH
©:OH OH OH
HO O OH HO O © g OH HO O
OH
OH
OH OH OH OH OH
Katechina Luteoforol Leukocyjanidyna
Antocyjanidyny Izoflawonoidy Chalkony
OH
O OH O OH
A oH HO OH
OH
Delfinidyna Genisteina Izolikwirtygenina Hispidol
Biflawonoidy Neoflawonoidy
Ginkgetyna Dalbergina

Flawonoidy sa niejednorodna grupa zwiazkéw chemicznych, w zwigzku z czym
charakteryzuja si¢ wielokierunkowa aktywnos$cia biologiczng. Dziatanie farmakologiczne
wielu zwigzkéw chemicznych i substancji roslinnych flawonoidowych zostato potwierdzone
w badaniach, réwniez klinicznych. Gtowne kierunki dziatania flawonoidéw i ich zastosowania
w lecznictwie obejmujg wzmacnianie i uszczelnianie $cian naczyn krwionosnych (np. rutyna,
diosmina), zwigkszanie diurezy (np. pochodne kwercetyny, kemferolu i mirycetyny),
aktywno$¢ przeciwzapalng i przeciwutleniajaca (np. apigenina, luteolina i ich pochodne),
wplyw na uklad krazenia poprzez zwigkszanie przeplywu wiencowego, dziatanie
wazodylatacyjne 1 hipotensyjne (np. witeksyna), spazmolityczne na migsnie przewodu
pokarmowego, drogi zolciowe (np. izosalipurpozyd) i drogi oddechowe (np. kirsilineol),
ochronne i regeneracyjne na komoérki watroby (np. sylimaryna), aktywno$¢ przeciwwrzodowa
(np. likwirtyna) 1 przeciwgrzybicza (np. pinobaksyna, pinocembryna). Ponadto izoflawony
wykazujg dziatanie estrogenne (np. genisteina).

Najczgsciej flawonoidy sa zottymi lub bezbarwnymi substancjami stalymi, cho¢
np. antocyjanidyny 1 ich glikozydy, antocyjany, posiadajg zabarwienie od czerwonego

do fioletowego. Aglikony flawonoidow na ogdét sa rozpuszczalne w rozpuszczalnikach
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organicznych, a nierozpuszczalne w wodzie. Natomiast w postaci glikozydéw sa dobrze
rozpuszczalnie w goracej wodzie lub nizszych alkoholach. Flawonoidy wykazuja
charakterystyczng fluorescencj¢ w $wietle UV, intensyfikujaca si¢ pod wplywem alkaliow.
Wykrywanie flawonoidéw opiera si¢ na ich zdolno$ci tworzenia barwnych kompleksow
z jonami metali (z6tta fluorescencja).

Jedng z cze$ciej stosowanych metod oznaczania kolorymetrycznego zawartosci
aglikonow flawonoidow w substancjach roslinnych jest metoda Christa-Millera. Opiera si¢ ona
na tworzeniu potgczen chelatowych z jonami glinu (Ryc. 5). W pierwszym etapie reakcji
konieczne jest przeprowadzenie hydrolizy glikozyddw, aby otrzymac¢ aglikony flawonoidow.
W tym celu podczas ekstrakcji substancji roslinnej stosujemy dodatek kwasu solnego
(hydroliza kwasna). Uwolnione aglikony, nierozpuszczalne w wodzie, s3 nast¢pnie
ekstrahowane octanem etylu. Aby reakcja barwna kompleksowania jonow glinu przebiegata
ilosciowo, niezbedne jest zachowanie warunkéw bezwodnych. Dlatego tez frakeje octanowa
nalezy osuszy¢, saczac przez wate (bez wyciskania!) do kolby miarowej. Pomiary absorbancji
powstatych kompleksow prowadzi si¢ w mieszaninie octanu etylu, metanolu i kwasu octowego,
poniewaz w ich srodowisku maksima absorbancji kwercetyny i kemferolu maja najbardziej

zblizone wartosci.

Rycina 5: Kompleksy aglikonow flawonoidow z jonami metali (M").

Metoda Christa-Millera nie moze by¢ wykorzystywana do oznaczania zawartosci
flawonoidéow w substancjach roslinnych zawierajacych C-glikozydy flawonoidowe (zwigzki
takie jak witeksyna czy orientyna wystepujace w np. Crataegi folium cum flore czy Violae
herba cum flore), poniewaz w zastosowanych warunkach nie zachodzi catkowita hydroliza tych
zwigzkow. Dlatego tez, do oznaczania zawarto$ci flawonoidow w substancjach roslinnych
zawierajacych C-glikozydy flawonoidoéw stosuje si¢ metod¢ oznaczania z kwasem borowym.

Metoda ta polega na tworzeniu barwnych kompleksoéw glikozydu flawonoidowego z kwasem
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borowym w obecno$ci kwasu szczawiowego, ktorych intensywnos$¢ zabarwienia jest
proporcjonalna do stezenia badanych zwigzkoéw. Reakcja ta zachodzi wytacznie w warunkach
bezwodnych — w $rodowisku bezwodnego kwasu mrowkowego i bezwodnego kwasu
octowego. (Ryc. 6). Reakcja jest specyficzna dla flawonoidow posiadajacych wigzanie

podwojne miedzy drugim i trzecim atomem wegla.

Kwas borowy

Kwas szczawiowy

“cukier

Rycina 6: Kompleksy aglikonow flawonoidow z jonami boru.

Wykrywanie flawonoidow w  surowcach ro§linnych jest réwniez mozliwe
z wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej. Umozliwia to ich charakterystyczna
fluorescencja w $wietle UV, np. flawonole wykazuja z6tta fluorescencj¢. Ponadto, mozemy
wywota¢ zabarwienie, od barwy jasnozielonej do pomaraficzowej, stosujac odczynniki takie

jak roztwor chlorku glinu lub estru aminoetylowego kwasu difenyloborowego.
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Oznaczanie zawartoSci flawonoidow metoda Christa-Millera

1.  Wykonanie oznaczenia:

Odwazke sproszkowanej substancji roslinnej przenies¢ do kolby okraglodennej
ze szlifem o poj. 100 ml, doda¢ 20 ml acetonu, 2 ml 25% roztworu kwasu solnego i 1 ml
roztworu metenaminy (urotropiny). Nastepnie zawartos¢ kolby ogrzewac na tazni wodnej pod
chtodnica zwrotng przez 30 minut od rozpoczgcia wrzenia. Dodatek metenaminy zapobiega
btedom oznaczenia spowodowanym przez barwne zwiazki kompleksowe, jakie moga dawac
z chlorkiem glinu leukoantocyjany wystgpujace w surowcu. Otrzymany hydrolizat przesaczy¢
przez wat¢ do kolby miarowej poj. 100 ml, po czym osad wraz z watg umiesci¢ w tej samej
kolbie okraglodennej, doda¢ 20 ml acetonu i gotowa¢ ponownie przez 10 minut. Wytrawianie
w ten sam sposob powtorzy¢, a otrzymane wyciagi przesaczy¢ do kolby miarowej i uzupetnié¢
acetonem do 100 ml. Nastgpnie, doktadnie 20 ml zhydrolizowanego wyciagu przenies$¢
do rozdzielacza, doda¢ 20 ml wody i ekstrahowa¢ 15 ml octanu etylu. Ekstrakcje aglikonow
z fazy nieorganicznej (wodnej) wykonac jeszcze trzy razy, stosujac kazdorazowo 10 ml octanu
etylu. Potaczone fazy organiczne przemy¢ dwukrotnie 40 ml wody, przesaczy¢ przez wate
(zachowujac srodowisko bezwodne) do kolby miarowej i dopetni¢ octanem etylu do 50 ml.
Do trzech kolb miarowych poj. 25 ml odmierzy¢ po 10 ml tego roztworu. Do dwéch kolb doda¢
po 2 ml roztworu chlorku glinu i uzupehli¢ wszystkie kolby do 25 ml mieszaning kwasu
octowego z metanolem. Po 45 minutach zmierzy¢ absorbancj¢ roztworu z chlorkiem glinu

wobec roztworu poréwnawczego, w kuwetach 1-centymetrowych przy dlugosci fali 425 nm.

2. Obliczenia:

Zawarto$¢ flawonoidow w przeliczeniu na hiperozyd, izokwercytrozyd lub kwercetyne,

zgodnie z wymaganiami monografii substancji roslinnej, prosze obliczy¢ wg wzoru:

X =

m

A — absorbancja roztworu badanego
k — przelicznik: dla hiperozydu oraz izokwercytrozydu k=1,25; dla kwercetyny k=0,875

m — odwazka substancji roslinnej [g]
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Zawarto$¢ flawonoidow prosze przeliczy¢ na (zaznaczy¢ badany surowiec):

Hiperozyd:

[ Betulae folium (nie mniej niz 1,5%)

[ Calendulae flos (nie mniej niz 0,4%)

[ Polygoni avic. herba (nie mniej niz 0,3%)

[ Solidaginis virgaureae herba (nie mniej niz 0,5% i nie wigcej niz 1,5%)

Izokwercytrozyd:
[0 Equiseti herba (nie mniej niz 0,3%)
[ Sambuci flos (nie mniej niz 0,8%)

Kwercetyne:
[ Helichrysi flos (nie mniej niz 0,5%)

3. Whioski:
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Oznaczanie zawartosci flawonoidow z kwasem borowym

Crataegi folium cum flore
1.  Wykonanie oznaczenia:

Odwazke sproszkowanej substancji roslinnej przenies¢ do kolby okraglodennej
ze szlifem o poj. 250 ml, doda¢ 40 ml 60% etanolu. Nastgpnie zawarto$s¢ kolby ogrzewac
na fazni wodnej pod chiodnicg zwrotng przez 10 minut (od momentu osiggni¢cia wymagane;j
temperatury) w temp. 60°C. Otrzymany wyciag ostudzi¢ i przesaczy¢ przez wate do kolby
miarowej poj. 100 ml, po czym osad wraz z watg umiesci¢ w kolbie okragtodennej, doda¢ 40 ml
60% metanolu i ogrzewaé¢ ponownie przez 10 minut w temp. 60°C. Po ostudzeniu wyciag
przesaczy¢ do tej samej kolby miarowej i potaczone wyciagi uzupeli¢ 60% metanolem
do 100 ml. Nastepnie do trzech kolb okraglodennych o poj. 100 ml odpipetowaé po 5 ml
wyciggu 1 odparowa¢ do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem. Suchg pozostalo$¢ rozpuscic¢
w 8 ml mieszaniny metanolu i lodowatego kwasu octowego (10:100, v:v) i przenies¢ ilo§ciowo
do kolb miarowych o poj. 25 ml. Kolby przemy¢ 3 ml mieszaniny metanolu i lodowatego
kwasu octowego (10:100, v:v) i przenie$¢ ilosciowo do tych samych kolb miarowych
0 poj. 25 ml. Do dwéch kolb (proby badane) doda¢ 10 ml roztworu kwasu borowego i kwasu
szczawiowego w bezwodnym kwasie mrowkowym i uzupehi¢ bezwodnym kwasem octowym.
Do trzeciej kolby (odno$nik) doda¢ 10 ml bezwodnego kwasu mréwkowego 1 uzupehnic
bezwodnym kwasem octowym. Po 30 minutach zmierzy¢ absorbancje roztworu z kwasem
borowym wobec roztworu poréwnawczego, w kuwetach 1-centymetrowych przy diugosci

fali 410 nm.

2. Obliczenia:

Zawarto$¢ flawonoidow w przeliczeniu na hiperozyd, zgodnie z wymaganiami

monografii substancji roslinnej, prosz¢ obliczy¢ wg wzoru:

A — absorbancja roztworu badanego
k — przelicznik: dla hiperozydu k=1,235

m — odwazka substancji roslinnej [g]
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Zawarto$¢ flawonoidow prosze przeliczy¢ na:
Hiperozyd:
Crataegi folium cum flore (nie mniej niz 1,5%)

3.  Wyniki i wnioski:
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Oznaczanie zawartosci flawonoidow z kwasem borowym
Violae herba cum flore

1.  Wykonanie oznaczenia:

Odwazke sproszkowanej substancji roslinnej przenies¢ do kolby okraglodennej
ze szlifem o poj. 250 ml, doda¢ 40 ml 60% etanolu. Nastepnie zawarto$¢ kolby ogrzewac
na fazni wodnej pod chiodnicg zwrotng przez 10 minut (od momentu osiggni¢cia wymagane;j
temperatury) w temp. 60°C. Otrzymany wyciag ostudzi¢ i przesaczy¢ przez wate do kolby
miarowej poj. 100 ml, po czym osad wraz z watg umiesci¢ w kolbie okragtodennej, doda¢ 40 ml
60% metanolu i ogrzewa¢ ponownie przez 10 minut w temp. 60°C. Po ostudzeniu wyciag
przesaczy¢ do tej samej kolby miarowej i potaczone wyciagi uzupeli¢ 60% metanolem
do 100 ml. Nastepnie do trzech kolb okragtodennych o poj. 100 ml odpipetowaé po 5 ml
wyciagu 1 odparowa¢ do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem. Suchg pozostato$¢ rozpusci¢
w 8 ml mieszaniny metanolu i lodowatego kwasu octowego (10:100, v:v) 1 przenies¢
ilosciowo do kolb miarowych o poj. 25 ml. Kolby przemy¢ 3 ml mieszaniny metanolu
i lodowatego kwasu octowego (10:100, v:v) i przenies¢ ilosciowo do tych samych kolb
miarowych o poj. 25 ml. Do dwoch kolb (proby badane) doda¢ 10 ml roztworu kwasu
borowego i kwasu szczawiowego w bezwodnym kwasie mrowkowym i uzupehi¢ bezwodnym
kwasem octowym. Do trzeciej kolby (odno$nik) doda¢ 10 ml bezwodnego kwasu mréwkowego
1 uzupeli¢ bezwodnym kwasem octowym. Po 30 minutach zmierzy¢ absorbancj¢ roztworu
z kwasem borowym wobec roztworu poréwnawczego, w kuwetach 1-centymetrowych przy

dhugosci fali 405 nm.

2. Obliczenia:

Zawarto$¢ flawonoidow w przeliczeniu na wiolantyne, zgodnie z wymaganiami

monografii substancji roslinnej, prosz¢ obliczy¢ wg wzoru:

A — absorbancja roztworu badanego
k — przelicznik: dla wiolantyny k=1,25

m — odwazka substancji roslinnej [g]
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Zawarto$¢ flawonoidow prosze przeliczy¢ na:

Wiolantyne (Ryc. 7):
Violae herba cum flore (nie mniej niz 1,5%)

Rycina 7: Wzor strukturalny wiolantyny.

3.  Wyniki i wnioski:
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg
chromatografii cienkowarstwowej

Betulae folium
1.  Opis ¢wiczenia:

Przygotowanie wyciagu: 0,5 g sproszkowanej substancji ro$linnej umiesci¢ w kolbie
stozkowej poj. 50 ml, doda¢ 5 ml metanolu i umiesci¢ w tazni ultradzwickowej na 10 minut.

Wyciag przesaczy¢ przez saczek bibutlowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy

Faza ruchoma: kwas mrowkowy — woda — metyloetyloketon — octan etylu
(10:10:30:50, v:v:vev)

Wzorce: roztwor kwercytryny w metanolu
roztwor hiperozydu w metanolu

Nanoszenie: 10 ul badanego wyciagu
po 5 pl roztworé6w wzorcow

Rozwijanie: chromatogram rozwija¢ na dystansie 10 cm

Wywolanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. 100-105°C, a nast¢pnie goraca plytke
spryska¢ metanolowym roztworem estru aminoetylowego kwasu

difenyloborowego (1% metanolowy roztwor Naturstoffreagenz A).

2.  Obserwacje:

3. Whioski:
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg
chromatografii cienkowarstwowej

Calendulae flos
1.  Opis ¢wiczenia:

Przygotowanie wyciagu: 1,0 g sproszkowanej substancji ro$linnej umie$ci¢ w kolbie
stozkowej poj. S0 ml, doda¢ 10 ml metanolu i utrzymywa¢ we wrzeniu 10 minut. Kolbg
przykry¢ szklanym lejkiem, aby zapobiec nadmiernemu parowaniu rozpuszczalnika. Wyciag

przesaczy¢ przez saczek bibutowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy
Faza ruchoma: kwas mrowkowy — woda — octan etylu (10:10:80, v:v:v)
Wzorce: roztwor kwasu kawowego w metanolu

roztwor kwasu chlorogenowego w metanolu
roztwor rutozydu w metanolu
Nanoszenie: 20 pl badanego wyciagu
po 5 pl roztworéw wzorcow
Rozwijanie: chromatogram rozwija¢ na dystansie 10 cm
Wywolanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. 100-105°C, a nast¢pnie goraca plytke
spryska¢ metanolowym roztworem estru aminoetylowego kwasu

difenyloborowego (1% metanolowy roztwor Naturstoffreagenz A).

2.  Obserwacje:

3. Whioski:
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg
chromatografii cienkowarstwowej

Crataegi folium cum flore
1.  Opis ¢wiczenia:

Przygotowanie wyciagu: 1,0 g sproszkowanej substancji ro$linnej umie$ci¢ w kolbie
stozkowej poj. 50 ml, doda¢ 10 ml metanolu i ogrzewaé na tazni wodnej 65°C przez 5 minut.

Wyciag przesaczy¢ przez saczek bibutlowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy

Faza ruchoma: kwas mrowkowy — woda — metyloetyloketon — octan etylu
(10:10:30:50, v:v:ovey)

Wzorce: roztwor kwasu chlorogenowego w metanolu
roztwor hiperozydu w metanolu

Nanoszenie: 20 pl badanego wyciagu
po 5 pl roztworé6w wzorcow

Rozwijanie: chromatogram rozwija¢ na dystansie 10 cm

Wywolanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. 100-105°C, a nast¢pnie goraca plytke
spryska¢ metanolowym roztworem estru aminoetylowego kwasu

difenyloborowego (1% metanolowy roztwor Naturstoffreagenz A).

2.  Obserwacje:

3. Whioski:
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg
chromatografii cienkowarstwowej

Equiseti herba
1.  Opis ¢wiczenia:

Przygotowanie wyciagu: 1,0 g sproszkowanej substancji ros$linnej umie$ci¢ w kolbie
stozkowej poj. 50 ml, doda¢ 10 ml metanolu 1 utrzymywaé we wrzeniu 10 minut.
Kolbe przykry¢ szklanym lejkiem, aby zapobiec nadmiernemu parowaniu rozpuszczalnika.

Wyciag przesaczy¢ przez saczek bibutlowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

Warunki oznaczenia:
Faza stacjonarna: zel krzemionkowy
Faza ruchoma: kwas mrowkowy — kwas octowy — woda — octan etylu
(7,5:7,5:18:67, v:v:v:v)
Wzorce: roztwor kwasu kawowego w metanolu
roztwor hiperozydu w metanolu
roztwor rutozydu w metanolu
Nanoszenie: 10 ul badanego wyciagu
po 5 pl roztwor6w wzorcow
Rozwijanie: chromatogram rozwija¢ na dystansie 10 cm
Wywolanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. 100-105°C, a naste¢pnie goraca plytke
spryska¢ metanolowym roztworem estru aminoetylowego kwasu

difenyloborowego (1% metanolowy roztwor Naturstoffreagenz A).

2.  Obserwacje:

3. Whioski:

61 FLAWONOIDY



Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg
chromatografii cienkowarstwowej

Helichrysi flos
1.  Opis ¢wiczenia:

Przygotowanie wyciagu: 1,0 g sproszkowanej substancji ro$linnej umie$ci¢ w kolbie
stozkowej poj. 50 ml, doda¢ 10 ml metanolu i ogrzewac¢ na tazni wodnej 65°C przez 5 minut.

Wyciag przesaczy¢ przez saczek bibutlowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

Warunki oznaczenia:
Faza stacjonarna: zel krzemionkowy
Faza ruchoma: kwas mrowkowy — kwas octowy — woda — octan etylu
(11:11:27:100, v:v:v:v)
Wzorce: roztwor kwasu chlorogenowego w metanolu
Nanoszenie: 20 pl badanego wyciagu
5 ul roztworu wzorca
Rozwijanie: chromatogram rozwija¢ na dystansie 10 cm
Wywotanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, obejrze¢ w §wietle UV 3¢5,

a nastgpnie spryskac¢ roztworem AICl3

2.  Obserwacje:

3. Whioski:
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg
chromatografii cienkowarstwowej

Polygoni avicularis herba
1.  Opis ¢wiczenia:

Przygotowanie wyciagu: 1,0 g sproszkowanej substancji ro$linnej umie$ci¢ w kolbie
stozkowej poj. S0 ml, doda¢ 10 ml metanolu i utrzymywa¢ we wrzeniu 10 minut. Kolbg
przykry¢ szklanym lejkiem, aby zapobiec nadmiernemu parowaniu rozpuszczalnika. Wyciag

przesaczy¢ przez saczek bibutowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

Warunki oznaczenia:
Faza stacjonarna: zel krzemionkowy
Faza ruchoma: kwas mrowkowy — kwas octowy — woda — octan etylu
(7:7:14:72, v:v:v:iv)
Wzorce: roztwor kwasu kawowego w metanolu
roztwor kwasu chlorogenowego w metanolu
roztwor hiperozydu w metanolu
Nanoszenie: 20 pl badanego wyciagu
po 5 pl roztwor6w wzorcow
Rozwijanie: chromatogram rozwija¢ na dystansie 10 cm
Wywolanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. 100-105°C, a naste¢pnie goraca plytke
spryska¢ metanolowym roztworem estru aminoetylowego kwasu

difenyloborowego (1% metanolowy roztwor Naturstoffreagenz A).

2.  Obserwacje:

3. Whioski:

63 FLAWONOIDY



Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg

1.  Opis ¢wiczenia:

chromatografii cienkowarstwowej

Sambuci flos

Przygotowanie wyciagu: 0,5 g sproszkowanej substancji ro$linnej umiesci¢ w kolbie

stozkowej poj. 50 ml, doda¢ 5 ml metanolu i umiesci¢ w tazni ultradzwickowej na 10 minut.

Wyciag przesaczy¢ przez saczek bibutlowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna:

Faza ruchoma:

Wzorce:

Nanoszenie:

Rozwijanie:

Wywotanie:

2.  Obserwacje:

3. Whioski:

zel krzemionkowy

kwas mrowkowy — woda — metyloetyloketon — octan etylu
(10:10:30:50, v:v:ovey)

roztwor kwasu kawowego w metanolu

roztwor kwasu chlorogenowego w metanolu

roztwor hiperozydu w metanolu

roztwor rutozydu w metanolu

10 ul badanego wyciagu

po 5 pl roztworéw wzorcow

chromatogram rozwija¢ na dystansie 10 cm

chromatogram wysuszy¢ w temp. 100-105°C, a nastepnie goraca ptytke
spryska¢ metanolowym roztworem estru aminoetylowego kwasu

difenyloborowego (1% metanolowy roztwor Naturstoffreagenz A).

FLAWONOIDY

64



Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych
metodg chromatografii cienkowarstwowej

Solidaginis virgaureae herba
1.  Opis ¢wiczenia:

Przygotowanie wyciagu: 0,75 g sproszkowanej substancji roslinnej umiesci¢ w kolbie
stozkowej poj. 50 ml, doda¢ 5 ml metanolu i utrzymywac we wrzeniu 10 minut. Kolbe przykry¢
szklanym lejkiem, aby zapobiec nadmiernemu parowaniu rozpuszczalnika. Wyciag przesaczy¢

przez saczek bibutlowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

Warunki oznaczenia:
Faza stacjonarna: zel krzemionkowy
Faza ruchoma: kwas mrowkowy — woda — metyloetyloketon — octan etylu
(6:6:18:30, v:vov:iv)
Wzorce: roztwor kwasu chlorogenowego w metanolu
roztwor kwercytryny w metanolu
roztwor rutozydu w metanolu
Nanoszenie: 20 pl badanego wyciagu
po 5 pl roztwor6w wzorcow
Rozwijanie: chromatogram rozwija¢ na dystansie 10 cm
Wywolanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. 100-105°C, a nast¢pnie goraca plytke
spryska¢ metanolowym roztworem estru aminoetylowego kwasu

difenyloborowego (1% metanolowy roztwor Naturstoffreagenz A).

2.  Obserwacje:

3. Whioski:
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych
metodg chromatografii cienkowarstwowej

Violae herba cum flore
1.  Opis ¢wiczenia:

Przygotowanie wyciagu: 2,0 g sproszkowanej substancji ro$linnej umie$ci¢ w kolbie
stozkowej poj. 50 ml, doda¢ 10 ml etanolu 70% i ogrzewac na tazni wodnej 65°C przez 5 minut.

Wyciag przesaczy¢ przez saczek bibutlowy do kolby stozkowej poj. 25 ml.

Warunki oznaczenia:
Faza stacjonarna: zel krzemionkowy
Faza ruchoma: kwas mrowkowy — kwas octowy — woda — octan etylu
(11:11:27:100, v:v:v:y)
Wzorce: roztwor kwasu kawowego w metanolu
roztwor hiperozydu w metanolu
roztwor rutozydu w metanolu
Nanoszenie: 10 ul badanego wyciagu
po 5 ul roztworé6w wzorcow
Rozwijanie: chromatogram rozwija¢ na dystansie 10 cm
Wywolanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. 100-105°C, a nast¢pnie goraca plytke
spryska¢ metanolowym roztworem estru aminoetylowego kwasu

difenyloborowego (1% metanolowy roztwor Naturstoffreagenz A).

2. Obliczenia:

3.  Obserwacje i wnioski:
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Karta wzorow

FLAWONY
lev?;yl:‘u R | R | Re | R | Rs | Rg
Apigenina OH - OH - - OH
Bajkaleina OH OH OH - - -
Chryzyna OH - OH - - -
Diosmetyna OH - OH - OH | OCHs;
Luteolina OH - OH - OH OH
Nobiletyna OCHs3 | OCHs | OCHs | OCHs | OCHs | OCHs
Wogonina OH - OH OCH;3 - -
C- glikozydy FLAWONOW
leviil;;vkau R: R: R; R4
Izoorientyna Glc H H OH
Izoszaftozyd Ara H Glc H
Izowiteksyna Glc H H H
Orientyna H H Glc OH
Saponaryna Glc Glc H H
Szaftozyd Glc H Ara H
Wicenina-2 Glc H Glc H
Witeksyna H H Glc H

Ara — arabinoza; Glc — glukoza

Przyklad C-glikozydow:

HO

OH O

Orientyna (8-C-glukozyd luteoliny)
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Przyklad O-glikozydow:

OH o9
o}
o
OH
OH OH OH
OH
OH

Diosmina (7-O-rutynozyd diosmetyny)

FLAWONOLE
Nazwa R R: R; R Rs
zwiazku
Izoramnetyna OH OH OCH3 OH -
Kemferol OH OH - OH -
Kwercetyna OH OH OH OH -
Mirycetyna OH OH OH OH OH
O- glikozydy KWERCETYNY
Nazwa zwiazku R: R:
Awikularyna 3-0- arabinozyd kwercetyny Ara H
Hiperozyd 3-0- galaktozyd kwercetyny Gal H
Izokwercytryna 3-0- glukozyd kwercetyny Glc H
Kwercytryna 3-0- ramnozyd kwercetyny Rha H
3-0- rutynozyd kwercetyny Glc,
Rutozyd (diglikozyd) Rha | 1
Spireozyd 4’-0- glukozyd kwercetyny H Glc

Ara — arabinoza; Gal — galaktoza; Gle — glukoza; Rha — ramnoza

Przyklad:

OH OH
OH OH OH

Rutozyd (3-O-ramnoglukozyd kwercetyny; 3-rutynozyd kwercetyny)

OH

FLAWONOIDY
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GLIKOZYDOESTRY FLAWONOLI

OH

OH OH
oH
O 0 o)
M—@ OH HO — OH

0 o
fo) on o OH
OH
OH o] OH (o}
OH OH
OH OH

HO

3-0-(6”-p-kumaroilo)-glukozyd kemferolu

3-0-(6-galoilo)-galaktozyd kwercetyny

(Tylirozyd)
FLAWANONY
Nazwa zwiazku Rs R1 R2 Rs3 R4
Eriodykcjol Ra OH OH OH OH
Hesperetyna . o O H OH OH OCHs
Litwirytygenina ’ O H OH - OH
Naryngenina OH OH - OH
Pinocembryna Ry o OH OH - H
FLAWANOLOLE

OH
OH O
OH O
Pinobaksyna Taksyfolina
BIFLAWONOIDY
Nazwa zwiazku Ri1 R:
Armentoflawon H H
Bilobetyna H CHs;
Ginkgetyna CH3 CHs;
Nazwa zwiazku R R: R3
Formononetyna OH H OCH;3
Genisteina OH OH OH
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CHALKONY

Izosalipurpozyd

Ksantohumnol

AURONY
OH HO OH
HO E O HO I '
Hispidol Sulfuretyna
FLAWONOLIGNANY
(6] O
~Son
‘\\ OCH3 OCH3
OH
Sylibina A Sylibina B

FLAWONOIDY
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Notatki:
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GLIKOZYDY FENOLOWE

Opracowanie rozdziatu: dr inZ. Aleksandra Kruk, prof. Jakub Piwowarski

Cel ¢wiczenia:

e  Poznanie budowy i wlasciwosci chemicznych zwiazkow z grupy glikozydéw fenolowych.

e Oznaczenie zawartosci arbutyny w badanym surowcu z wykorzystaniem metody
kolorymetrycznej (FP VI) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
(FP XII).

e Porownanie oznaczenia iloSciowego metoda kolorymetryczng i metoda wykorzystujaca
HPLC.

e  Charakterystyka wiasciwos$ci farmakologicznych i wykorzystanie w terapii poszczeg6dlnych

substancji roslinnych.

Substancje roslinne:

Filipendulae ulmariae flos Uvae ursi folium (FPXII)
Salicis cortex (FPXII) Vitis idaeae folium
1.  Wstep:

Glikozydy to zwiazki chemiczne sktadajace si¢ z czeSci cukrowej (glikonu)
i niecukrowej (aglikonu). Powstaja w procesie glikozydacji przy udziale enzymow
glikozylotransferaz, w ktorych cukry tworza wigzanie hemiacetalowe z aglikonem, zazwyczaj
w konfiguracji B. Sg to krystaliczne, optycznie czynne zwigzki, dobrze rozpuszczalne
w rozpuszczalnikach polarnych. Hydrolizuja do cukru i aglikonu na drodze hydrolizy kwasnej
lub enzymatyczne;j.

Ze wzgledu na atom taczacy czgs¢ cukrowa z aglikonem, glikozydy dzielimy na:
C-glikozydy, O-glikozydy, S-glikozydy i N-glikozydy. W zaleznosci od rodzaju grupy
cukrowej, mozemy wyrdzni¢ glukozydy (pochodne glukozy), galaktozydy (pochodne
galaktozy), rybozydy (pochodne rybozy), fruktozydy (pochodne fruktozy). Natomiast,
ze wzgledu na budowe aglikonu, glikozydy klasyfikowane sa na: fenolowe, nasercowe
(kardenolidy, bufadienolidy), saponinowe (saponozydy), kumarynowe, flawonoidowe,
antraglikozydy, antocyjanowe (antocyjanozydy), irydoidowe i wiele innych. Biodostgpno$é¢

glikozydéw czesto zalezy od proceséw zachodzacych w jelicie cienkim i grubym, gdzie ulegaja
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hydrolizie pod wptywem enzymoéw jelitowych i/lub mikrobioty. W roslinach petnig funkcje
obronne, transportowe, magazynujace oraz stabilizujace nietrwate zwigzki przed rozktadem.

Glikozydy fenolowe sg grupa, w ktorych to struktura aglikonu jest oparta na fenolu lub
jego pochodnych, takich jak fenylopropan lub fenyloetan. Wsrdd nich, mozna wyr6znié
pochodne hydrochinonu oraz pochodne aldehydu/alkoholu salicylowego (saligeniny).

Hydrochinon wykazuje dziatanie bakteriostatyczne poprzez destabilizacj¢ $ciany
komorkowej bakterii, co zwigksza hydrofobowos$¢ $cian bakterii Gram-ujemnych oraz ich
agregacj¢, co w konsekwencji zapobiega adhezji bakterii do komoérek gospodarza. Ponadto,
hydrochinon wptywa na syntez¢ melaniny poprzez kompetencyjng inhibicj¢ tyrozynazy
(enzymu przeksztalcajacego tyrozyne w melaning). Ze wzgledu na potencjalne dzialanie
hepatotoksyczne hydrochinonu, zaleca si¢, aby preparaty zawierajace hydrochinon lub jego
pochodne byly stosowane tylko doraznie. Do wazniejszych glikozydoéw fenolowych bedacych
pochodnymi hydrochinonu naleza: arbutyna, metyloarbutyna i pirozyd.

Arbutyna jest zbudowana z hydrochinonu oraz glukozy. Po podaniu doustnym surowca
zawierajacego arbutyng, jest ona wchlaniana w jelicie cienkim, a takze w jelicie grubym.
W jelicie cienkim arbutyna jest czg$ciowo wchlaniana w formie niezmienionej przez
transportery glukozy, natomiast pozostata arbutyna jest hydrolizowana w jelicie grubym
do hydrochinonu pod wplywem dziatania enzymow wydzielanych przez mikrobiote jelitowa.
W wyniku hydrolizy powstaje hydrochinon, ktory trafia do krwioobiegu, a nast¢pnie
do watroby. W watrobie hydrochinon ulega detoksykacji poprzez glukuronidacj¢ (potaczenie
z kwasem glukuronowym przy udziale UDP-glukuronylotransferaz) lub siarczanowanie
(przytaczenie grupy siarczanowej) co zwigksza jego rozpuszczalno$¢ i utatwia eliminacje wraz
z moczem. Usuwany glukuronid hydrochinonu trafia wraz z krwig do moczu, gdzie moze by¢
nastepnie rozktadany przez p-glukuronidazy w tym réwniez wydzielane przez bakterie
Escherichia coli (bedace patogenem najczesciej odpowiedzialnym za zakazenia drog
moczowych), co prowadzi do uwolnienia wolnego hydrochinonu (niezwigzanego z kwasem
glukuronowym lub grupa siarczanowa). W moczu hydrochinon wykazuje dzialanie
antyseptyczne, co jest powodem, dla ktérego surowce zawierajace arbutyng¢ sa stosowane
w leczeniu infekcji drog moczowych. Surowcami roslinnymi bogatymi w arbutyne sa gtéwnie
Uvae ursi folium (preparaty: Uversan, Urofort, Nefrosept), Vitis idaeae folium (preparaty:
Diuronis, Urosan, Urosept, Nefrobonisan), a takze o mniejszym znaczeniu farmaceutycznym
Pyri folium, Bergeniae folium oraz Callunae herba.

Wsrod glikozydow bedacych pochodnymi aldehydu salicylowego waznym zwigzkiem

jest salicyna. Jest ona wchtaniana w jelicie cienkim przez transportery glukozy, lecz réwniez
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moze ulegac rozktadowi w jelicie grubym przez mikrobiotg jelitowa i by¢ nastgpnie wchtaniana
w formie aglikonu- aldehydu salicylowego, saligeniny. W obydwu przypadkach powstaje
saligenina, ktora wraz z krwig jest transportowana do watroby. Nast¢pnie w watrobie enzymy
fazy 1 (cytochrom P450) utleniaja ja do kwasu salicylowego, ktéry wykazuje whasciwosci
przeciwzapalne, przeciwbolowe i przeciwgoraczkowe poprzez zahamowanie enzymow z grupy
cyklooksygenaz (COX-1 i COX-2). Surowcami ro$linnymi bedacymi zrodiem salicyny
sa Salicis cortex (preparaty: Enterosol, Salicortex, Rutinosal C, Salisal, Infektoten, Pyrosal,
Pyrosan, Reumacor, Reumosol, Termasil), Filipendulae ulmariae herba (preparaty: Infektoten,
Reumabherb), a takze w mniejszym stopniu Populi gemmae folium, cortex.

Wiekszos$¢ glikozydoéw fenolowych tatwo rozpuszcza si¢ w wodzie, dlatego do analiz
jakosciowych i ilosciowych przygotowuje si¢ wyciagi wodne z surowcow roslinnych i/lub
produktow leczniczych zawierajacych badane zwiazki. Glikozydy zawierajace wolng grupe
fenolowa (np. arbutyna) oznacza si¢ metoda Emersona (metoda kolorymetryczna),
wykorzystujac fakt, ze w srodowisku zasadowym, w obecnosci heksacyjanozelazianu potasu
(srodek utleniajacy), fenole tworza z 4-aminofenazonem czerwone produkty kondensacji
o strukturze chinoidowej (Ryc. &). Powstaly barwnik jest trwaly w rozpuszczalnikach
organicznych np. dichlorometanie, a nat¢zenie barwy powstatego roztworu (absorbancja przy
dhugosci fali 455 nm) wprost proporcjonalne do ilo$ci badanego zwiazku.

Nalezy pamigtaé, ze proste 1 szybkie metody kolorymetryczne majg pewne ograniczenia:
sa niespecyficzne i1 moga dawacé falszywie dodatnie wyniki. Z tego wzgledu obecnie do
rozdzielania, identyfikacji 1 precyzyjnego oznaczania iloSciowego konkretnych zwigzkow
najczesciej  stosuje  si¢  wysokosprawng  chromatografi¢ = cieczowa  (HPLC),

w potaczeniu z roznymi detektorami np.: UV-VIS i/lub spektrometrem mas.

HoN CH
OH 2 3 o CHs
- \ N p—

OH 0=\~ ~CHq OH N

+ -4H o N~ CHs
_—
HO o HO
HO ot HO 0
OH

arbutyna 4-aminofenazon barwny produkt -

Rycina 8: Schemat reakcji Emmersona z arbutyng.
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Oznaczanie zawarto$ci arbutyny metoda kolorymetryczna (FP VI)

1.  Opis ¢wiczenia:

Do kolby okraglodennej ze szlifem przenie$¢ dokladnie:

e  Surowiec — doktadnie okoto 0,4 g surowca

e Tabletka — 1 roztarta w mozdzierzu tabletka

e  Mieszanka — doktadnie okoto 0,8 g mieszanki,
a nastepnie doda¢ 50 ml wody destylowanej i ogrzewac pod chtodnica zwrotng na tazni wodne;j
przez 30 minut. Wyciag po ochtodzeniu przesaczy¢ przez wate do kolby miarowej na 250 ml
1 uzupehi¢ woda do kreski. Uzyskany wyciag w ilo$ci 5 ml przenie$¢ do rozdzielacza, doda¢
45 ml wody, 1 ml 2% roztworu 4-aminofenazonu, 0,5 ml 3,5% roztworu amoniaku i 1 ml
8% heksacyjanozelazianu potasu, stosujac podang w przepisie kolejnos¢. Po dodaniu kazdego
odczynnika roztwor doktadnie zmiesza¢. Calo$¢ pozostawi¢ na 5 minut, a nastgpnie
ekstrahowa¢ trzykrotnie dichlorometanem, stosujac kazdorazowo 25 ml rozpuszczalnika.
Warstwy dichlorometanu potaczy¢ i przesaczy¢ przez watg (w celu usunigcia pozostatosci

wody) do kolby miarowej na 100 ml. Kolbe uzupetni¢ dichlorometanem.

Absorbancj¢ roztworu prosz¢ zmierzy¢ za pomocg spektrofotometru przy dtugosci fali

A =455 nm, stosujac jako odnosnik czysty dichlorometan.

Surowiec Tub PreParat: ..ot e e
Masa nawazKi/PreParatuls ............ccccooiiiiiiiiiiiieee e e e

ADSOTDANCIAL ...ooiiiiiiiiiiieee ettt e ettt e et e e st e s e et e e abeeeareas

2. Obliczenia:

Zawarto$¢ procentowa pochodnych hydrochinonu w przeliczeniu na arbutyne prosze

obliczy¢ ze wzoru:
7,716 X A
x=""""
m

A — absorbancja proby

m — masa surowca [g]
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3.  Wyniki i wnioski:

Zawarto$¢ procentowa pochodnych hydrochinonu w przeliczeniu na arbutyng w badanej probie

WVYTIOSE wvtentteenteeeuteentteseteeteesateesseesaseeaseeesseanseassseensaeasseanseessseenseeesbeenseaanseeaseeenseenbeeenbeenseeenteenneennnas
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Oznaczanie zawarto$ci arbutyny metoda HPLC (FP XII)

1.  Opis ¢wiczenia:

Do kolby okraglodennej ze szlifem przenie$¢ dokladnie:

e  Surowiec — doktadnie okoto 0,8 g surowca

e Tabletka — doktadnie okoto 0,8 g roztartej w mozdzierzu tabletki Urosept

e  Mieszanka — doktadnie okoto 0,8 g mieszanki,
a nastepnie doda¢ 20 ml wody dejonizowanej i ogrzewa¢ na tazni wodnej pod chtodnica
zwrotng przez 10 minut. Wyciag po ochtodzeniu przesaczy¢ przez wat¢ do kolby miarowej na
50 ml, po czym osad wraz z watg umie$ci¢ ponownie w kolbie okragtodennej, doda¢ kolejne
20 ml wody 1ogrzewaé przez kolejne 10 minut. Wyciag ostudzi¢, przesaczy¢ do kolby
miarowej 1 uzupeti¢ do 50 ml. Wyciag przesaczy¢ przez saczek do kolby odrzucajac pierwsze

2 ml przesaczu.

Przygotowanie roztworu wzorcowego arbutyny: rozpusci¢ doktadnie okoto 10 mg arbutyny

w fazie ruchome;j i uzupeti¢ do 10 ml.

Warunki oznaczenia:

Aparatura: chromatograf cieczowy firmy Shimadzu (LC-10AT)
Kolumna: RP-18 firmy Machery-Nagel (250 x 4 mm; @ 4 mm; d, 5 pm)
Detektor: UV-VIS firmy Shimadzu (SPD-6AV)

Faza ruchoma: metanol — woda (10:90, v/v)

Przeptyw: 1,2 ml/minute

Detekcja: 280 nm

Zastosowane warunki analizy HPLC to tzw. uklad faz odwrdéconych, czyli faza
stacjonarna jest mniej polarna od fazy ruchomej, na ktérag sklada si¢ mieszanina

rozpuszczalnikdw o charakterze polarnym.
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2. Obliczenia:

Zawartos¢ procentowg arbutyny obliczy¢ ze wzoru:

_Fp Xmy x 100 X 5
B F, X my

F1 — pole powierzchni piku arbutyny roztworu badanego
F> — pole powierzchni piku arbutyny roztworu wzorcowego
m; — nawazka surowca w gramach

m; — nawazka wzorcowej arbutyny w gramach

3.  Wyniki i wnioski:

Procentowa zawarto$¢ arbutyny w badanej probie Wynosi: ........c.ceccueeeveeriieeiiieniesiieenieeieeinans

4. Podsumowanie:

WZOIrCOWY TOZEWOT QIDULYIY: ..oouviiiiiiiiieeiieiie ettt ettt ettt e st eenaeeaeeenseensaans
IMASA NAWAZKI: ..eiiuiiiiiieiieeiie ettt ettt et et e et e e tee et e eseesabeensaeenbeenseesnseensaesnseenseesnseenseans
CZAS TREEIICTI: 1.vvieueieeiieeeiieeteestteete et e e teestteebeestteesseenaeeenseessseenseensseansaensseenseensseensaesnseanseanssesnseens

Pole POWIETZCNNT (F2): 1.nviiiiiiiieiie ettt ettt ettt e siae e b e easeenseens

SULOWIEC/PIEPATAL: ....eovvieiiiieiieeiii ettt ettt et et e et e et e e teesabeebeesaaeesseessbeenseessseenseessseenseennseenns
MASA NAWAZKI: ...ttt sttt st e b e et sb et at e b e b et sae e b e
CZAS TREEIICTI: 1.vvieueieeiieeeieeeteeetteeteeette ettt estteebeestteesbeesaeeenseesaaeesseessseensaensseanseassseensaennseanseensseenseens

Pole pOWIETZCRNT (F1): .oiiiiiiiiiie ettt ettt e ettt esaaeeaeesnseenseens
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Tabela 2: Ocena zawartosci arbutyny w badanych preparatach

Surowiec/preparat

Zawarto$¢ arbutyny
oznaczona metoda
kolorymetryczna

Zawarto$¢ arbutyny
oznaczona metoda
HPLC

Norma zawartoSci
arbutyny
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OH

OH

Hydrochinon

Karta wzorow

Nazwa zwiazku Wzér R: R:
CH,OR
Arbutyna itk H H
0
Metyloarbutyna RO @ e} OH CH; H
OH
Pirozyd H C(0)-CHs
y OH )
Nazwa zwiazku Wzér Ri
Salicyna CHZOR; H
CH,OH O
Populina o OH C(0)-CsHs
OH
Fragilina OH C(0)-CHs
o H _Gle
CH,OH 0] ]
OH o
H
OH 0] o
Aldehyd salicylowy Saligenina Salikortyna
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Notatki:
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IRYDOIDY

Opracowanie rozdziatu: dr Malgorzata Koltun-Jasion, dr Agnieszka Filipek

Cel ¢wiczenia:

e Poznanie budowy oraz wtasciwosci fizyko-chemicznych zwigzkéw z grupy irydoidow.

e Oznaczanie zawartosci zwigzkéw irydoidowych metoda kolorymetryczng (FP VI) oraz
potwierdzenie tozsamosci irydoidowych substancji roslinnych metoda chromatografii
cienkowarstwowej (TLC).

e Poznanie wlasciwosci farmakologicznych 1 wykorzystanie w terapii zwigzkow

1 substancji roslinnych.

Substancje roslinne:

Centaurii herba (FPXII) Oleae folium (FPXII)

Euphrasiae herba Plantaginis lanceolate folium (FPXII)
Gentianae radix (FPXII) Valerianae radix (FPXII)
Harpagophyti radix (FPXII) Verbasci flos (FPXII)

Menyanthidis trifoliatae folium (FPXII) Verbenae herba (FPXII)

1.  Wstep:

Irydoidy to zwiagzki pochodzenia naturalnego, o charakterze monoterpenow
cyklopentanowych, ktérych podstawowym szkieletem jest uklad pierscieni cyklopentanu
1 a-piranu. Irydoidy sg zwiazkami ciektymi lub krystalicznymi, czesto o smaku gorzkim.
Glikozydy irydoidéw ulegaja hydrolizie pod wplywem kwaséw lub enzymu B-glukozydazy.
Produktem ich rozpadu jest glukoza oraz aglikon, ktory w wyniku polimeryzacji daje
przejsciowe produkty o charakterystycznym zielonym, niebieskim lub fioletowym
zabarwieniu, az do produktu koncowego o barwie brunatnej/czarne;.

Irydoidy wystepuja gléwnie w roslinach dwuliSciennych, m.in w rodzinach:
Gentianaceae, Menyanthaceae, Scrophulariaceae, Valerianaceae, Lamiaceae, Verbenaceae,
Oleaceae. Grupa irydoidow obejmuje substancje o budowie prostej (nieglikozydowej), a takze
zwigzki o charakterze glikozydowym, do ktorych naleza struktury zlozone z 9 atomow wegla
(typ aukubiny), 10 atoméw wegla (typ asperulozydu) oraz sekoirydoidy majace otwarty

pierscien cyklopentanowy. Czg$¢ cukrowa stanowi najczesciej glukoza, potaczona z aglikonem
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przez wegiel w pozycji Ci. Cecha charakterystyczng dla wszystkich irydoidow jest takze
wystgpowanie wigzania podwojnego migdzy atomami wegla Cs 1 Ca.

Ogdlny schemat budowy irydoidéw zaprezentowano na ponizszej rycinie (Ryc. 9).

10 O-R

Rycina 9: Struktura chemiczna cyklopentano-a-piranu.

Odrebna grupe stanowig irydoidy estrowe, do ktérych nalezg irydoidy typu Valeriana
(walepotriaty). Pod wzgledem budowy chemicznej s3 to potaczenia pomigdzy trdjestrem
polihydroksycyklopentanopiranu z odpowiednim kwasem np. izowalerianowym. Walepotriaty
sa zwigzkami niestabilnymi. tatwo ulegaja rozkladowi w wyzszej temperaturze oraz
w obecno$ci kwasow i zasad, dajac produkty rozpadu tj. baldrynal i waltroksal.

Podziat zwigzkow z grupy irydoidow na podstawie ich budowy chemicznej oraz surowce
ros$linne (gatunki lub rodziny) zawierajace poszczegdlne struktury chemiczne zostata

podsumowana na ponizszym schemacie (Ryc. 10).

| Nieglikozydowe __ Nepetalakton

Harpagozyd
roste; i
(p ) (Nepeta cataria) (Harpagophyti radi)
Typ aukubiny Aukubina
(9 atoméw wegla) (Plantaginis lanceolate folium, Euphrasiae herba, Verbasci flos)
Katalpol
(Plantaginis lanceolate folium, Euphrasiae herba, Verbasci flos)
Loganina
(Menyanthidis trifoliatae folium)
| Glikozydowe | Typ asperulozydu Genipozyd
(zlozone) (10 atoméw wegla) (Gardenia, Cornus)
R Werbenalina
IRYDOIDY (Verbenae herba)
Gencjopikryna
(Centaurii herba, Gentianaceae)
- Proste 1 1
Sekologanina
(Catharanthus roseus)
- Sekoirydoidy Z czgsteczka Mentafolina
terpenu (Menyanthidis trifoliatae folium)
Waltrat, izowaltrat "
. ? Glikozyd:
Typ Valeriana —  acewaltrat 1 sekoilry?i?idzwe .
(Valerianae radix) Oleuropeina
L Estrowe (Oleae folium)
Pl Z czysteczka 1
. umerycyna fenolu T
Typ Plumeria —  (Plumeria - Amarogentyna
Apocynaceae)

(Gentianaceae)

Rycina 10: Podziat zwigzkow z grupie irydoidow na podstawie ich budowy chemicznej.
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Do wykrywania glikozydéw irydoidowych stosuje si¢ rézne odczynniki, ktérych
wspolnym mianownikiem jest obecno$¢ kwasu w ich sktadzie. Najczgsciej wykorzystywanym
jest odczynnik Ehrlicha, zawierajacy aldehyd p-dimetyloaminobenzoesowy w roztworze kwasu
solnego, ktory po ogrzaniu z glikozydami irydoidowymi prowadzi do pojawienia si¢
charakterystycznego niebieskiego (lub zielonkawego) zabarwienia. W ekstrakcji glikozydoéw
irydoidowych z substancji ros§linnych stosuje si¢ wrzaca wode, aby inaktywowac enzym
B-glukozydaze i zminimalizowa¢ rozpad glikozydow. Ponadto, w tym samym celu stosuje si¢
réwniez dodatek weglanu wapnia, aby zobojetni¢ kwasy organiczny, ktore wystgpuja
w surowcach. Natomiast otrzymane wyciagi nalezy odpowiednio oczysci¢ np. poprzez saczenie
na kolumnie wypehionej tlenkiem glinu, co pozwala na zwigzanie zwiazkoéw polifenolowych
(flawonoidy, garbniki, kwasy fenolowe) ze ztozem w formie nierozpuszczalnych potaczen.
Obecnos¢ irydoidow mozna wykry¢ za pomoca chromatografii cienkowarstwowej na ptytkach
pokrytych zelem krzemionkowym, a takze oceni¢ ich zawarto$¢ stosujagc metody
spektrofotometryczne.

Zwiagzki chemiczne nalezace do grupy irydoidow charakteryzuja si¢ duzym
zréznicowaniem wlasciwosci biologicznych obserwowanych w obrebie grupy. Ponizej
przedstawiono najwazniejsze z nich:

e *goryczowe np. gencjopikryna, mentafolina, amarogentyna

e przeciwdrobnoustrojowe —  bakteriostatyczne,  grzybobojcze,  przeciwwirusowe,
np. nepetalakton, aukubina

e przeciwblOlowe/przeciwzapalne np. harpagozyd, aukubina, loganina, genipozyd,
oleuropeina

e uspokajajace np. walepotriany

e kardioprotekcyjne/hipotensyjne np. oleoeuropeina

e spazmolityczne i moczopgdne np. katalpol.

*7 grupa substancji goryczowych zwigzane jest pojecie wskaznika goryczy, bedacego
warto$cia liczbowa najwigkszego rozcienczenia preparatu lub wyciagu z 1g surowca, ktora
wykazuje jeszcze smak gorzki. Jako roztworu wzorcowego (w celu okreSlenia réznic
osobniczych) uzywa si¢ chlorowodorku chininy. Wskaznik goryczy jest przypisywany
do trzech substancji roslinnych goryczowych: Gentianae radix, Centaurii herba i Menyanthidis
folium.

Do najczesciej wykorzystywanych w  terapii surowcOw pochodzenia ro$linnego,

zawierajacych zwiazki z grupy irydoidow nalezy niewatpliwie korzen kozika lekarskiego
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(Valerianae radix; Valeriana officinalis), bedacy skladnikiem preparatéw tagodnie
uspokajajacych oraz utatwiajacych zasypianie np. Valused, Persen forte. Ponadto, surowce
zawierajagce sekoirydoidy o wybitnie gorzkim smaku (remedia amara) sa cenionymi
sktadnikami preparatow pobudzajacych taknienie. Przyktadowo, korzen goryczki oraz lis¢
bobrka wchodza w sktad surowca farmaceutycznego oraz tradycyjnego produktu leczniczego
—nalewki gorzkiej (Tinctura amara), stosowanej pomocniczo w zaburzeniach dyspeptycznych,
a takze okresowej utracie apetytu. Korzen goryczki wchodzi takze w sktad ziot poprawiajacych
trawienie (species digestivae) (FP XII). Li$¢ babki lancetowatej (Plantaginis folium,; Plantago
lanceolata) jest skladnikiem monopreparatow np. Sirupus plantaginis, stosowanych
w niezytach goérnych drég oddechowych, a takze preparatow zlozonych o dziataniu
wykrztusnym, przeciwzapalnym czy immunomodulujacym np. ziola przeciwkaszlowe (species

antibechicae) (FP XII), Echinasal Pectobonisol czy Plantifort.
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Oznaczanie zawartosci zwiazkow irydoidowych
metodg kolorymetryczna (FP VI)

1.  Opis ¢wiczenia:

Material do badan (prosze¢ zaznaczy¢ badany surowiec):

0 Plantaginis lanceolatae folium 0,5 g surowca; 0,3 g weglanu wapnia
[0 Plantaginis majoris folium 1,0 g surowca; 0,6 g weglanu wapnia
0 Euphrasiae herba 0,5 g surowca; 0,3 g weglanu wapnia
[ Verbasci flos 1,0 g surowca; 0,6 g weglanu wapnia

Przygotowanie wyciagu i wykonanie oznaczenia:

Odwazke (naczynko wagowe!) sproszkowanej substancji roslinnej przenie$s¢ do kolby
okragtodennej ze szlifem o poj. 250 ml, doda¢ odpowiednig nawazke weglanu wapnia i 100 ml
wody. Nastepnie zawarto$¢ kolby ogrzewaé na tazni wodnej pod chtodnicag zwrotng przez
30 minut, czgsto mieszajac. W tym czasie przygotowac kolumne z tlenkiem glinu. Otrzymany
wyciagg ostudzi¢ i1 przesaczy¢ przez kolumng do zlewki, pierwsze 5 ml przesaczu odrzucié.
Nastepnie do 3 proboéwek odmierzy¢ doktadnie:

e 0,5 ml przesaczu,
e 1 ml metanolu,
e 2 ml roztworu 4-dimetyloaminobenzaldehydu z dodatkiem kwasu solnego

¢ 1,5 ml wody destylowane;.

Zawarto$¢ probowek ogrzewac 3 minuty we wrzacej tazni wodnej, szybko schtodzi¢,
przenie$¢ ilosciowo do kolb miarowych o poj. 10 ml i uzupeli¢ woda. Po 15 minutach
zmierzy¢ absorbancj¢ niebiesko zabarwionych roztworéw przy dlugosci fali 590 nm, stosujac

wode jako odnosnik.

Przygotowanie kolumny z tlenkiem glinu:

Kolumne szklang o $rednicy 1 cm 1 wysoko$ci ok. 30 cm uszczelni¢ w dolnej czesci

malym zwitkiem waty i wsypac okoto 1,2 g tlenku glinu.
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2. Obliczenia:

Zawarto$¢ irydoidow w badanym surowcu roslinnym, w przeliczeniu na aukubing prosz¢

obliczy¢ wg wzoru:

1,968 x A
X=—"""
m

[%]

A — absorbancja roztworu badanego
m — odwazka substancji roslinnej [g]

3. Whioski:

Zawarto$¢ irydoidéw w badanej nawazce, w przeliczeniu na aukubing wynosi.....................
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg
chromatografii cienkowarstwowej

1.  Opis ¢wiczenia:

Przygotowanie wyciggu:

Odwazke sproszkowanej substancji ro§linnej (jak w oznaczeniu ilo§ciowym) przenies$¢
do kolby okragtodennej ze szlifem o poj. 100 ml, doda¢ 5 ml metanolu (Verbasci flos — 7 ml),
ogrza¢ do wrzenia, pozostawi¢ 1 minute (zdja¢ wczesniej, jezeli rozpuszczalnik zbyt szybko

odparowuje) i ochtodzony wyciag przesaczy¢ przez saczek bibutowy.

Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy

Faza ruchoma: n-propanol — toluen — kwas octowy — woda (5:4:2:2, v/v/v/v)
Wzorzec: roztwor aukubiny w metanolu

Nanoszenie: 10 pl wyciagu substancji roslinne;j

5 pl roztworu wzorca

Rozwijanie: komora pionowa, droga rozwijania 9 cm

Wywolanie: chromatogram wysuszy¢ strumieniem cieplego powietrza, spryskaé
mieszaning etanolowego roztworu 4-dimetyloaminobenzaldehydu

z kwasem solnym i ogrzewa¢ 5 minut w temp. 90°C

2.  Obserwacje:

3. Whioski:
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Karta wzorow

1)  Irydoidy nieglikozydowe (proste)

Nepetalakton

2)  Glikozydy irydoidowe (zawierajace 9 atomoéw wegla — typ aukubiny)

HO HO o HO 0~__0O
HO
N o ﬁ;@ N
AN
(¢} )
wo o< 0 "o 0
Glc
HO o) o) HO
~
\G|C HO Glc O\
Glc
Aukubina Harpagozyd Katalpol Lamalbid
3)  Glikozydy irydoidowe (zawierajace 10 atomow wegla — typ asperulozydu)
| o | |
OH o)
N h N AN
0 HO
(6] o O
HO
HO 0 RN 0 0
~
ailc Gio e Gle
Genipozyd Eufrozyd Loganina Werbenalina
4)  Sekoirydoidy proste
Gencjopikryna Sekologanina
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5)  Glikozydy sekoirydoidowe z przytaczong czasteczka terpenu
_
OH
‘ o
O

Mentafolina

6)  Glikozydy sekoirydoidowe z przytaczong czasteczka fenolu
[¢] O
N
X 0
[¢] (6]
OH
bee
OH
[¢]
2 .
HO O

Amarogentyna Oleuropeina

7)  Irydoidy estrowe (typ Valeriana)

Waltrat
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Notatki:
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OLEJKI ETERYCZNE

Opracowanie rozdzialu: dr hab. Agnieszka Bazylko

Cel ¢wiczenia:

Podsumowanie ogdlnych wiadomosci na temat substancji roslinnych olejkowych, olejkow
eterycznych i ich sktadnikow oraz metod ich badania.

Ocena wartosci badanej olejkowej substancji roslinnej metoda FP XII (monografia substancji
roslinnej, zawarto$¢).

Potwierdzenie tozsamo$ci olejkowej substancji roslinnej metoda chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) wg FP XII (monografia substancji roslinnej, tozsamos¢ pkt. C).
Badanie tozsamosci oraz jakosci olejku migtowego metoda chromatografii gazowe;.
Poznanie wlasciwosci farmakologicznych, wykorzystanie w terapii zwigzkow, olejkéw

1 substancji roslinnych.

Substancje roslinne:

Absinthii herba (FPXII) Lavandulae flos (FPXII)

Anisi fructus (FPXII) Levistici radix (FPXII)

Auranti amari epicarpium et mesocarpium (FPXII) Lupuli flos (FPXII)

Carvi fructus (FPXII) Matricariae flos (FPXII)
Caryophylli flos (FPXII) Melissae folium (FPXII)
Coriandri fructus (FPXII) Menthae piperitae folium (FPXII)
Eucalypti folium (FPXII) Salviae officinalis folium (FPXII)
Foeniculi amari fructus (FPXII) Thymi herba (FPXII)

Foeniculi dulcis fructus (FPXII) Zingiberis rhizoma (FPXII)

Juniperi galbulus (FPXII)

1.

Wstep:

Olejkowe substancje roslinne, olejki eteryczne oraz substancje chemiczne otrzymywane

z olejkoéw sa teraz jedna z najczesciej stosowanych w lecznictwie grup substancji i przetworow

pochodzenia naturalnego.

W

Olejki eteryczne wytwarzane sa tylko przez rosliny wyzsze. Gromadza si¢ one

specjalnych strukturach wydzielniczych, wsréd ktéorych wyrdozniamy struktury
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zewnatrztkankowe (wtoski wydzielnicze) oraz wewnatrztkankowe (zbiorniki, przewody
i komoérki wydzielnicze). Pelnig gldwnie rolg¢ w rozmnazaniu roslin jako atraktanty, a takze
istotne jest dla ro$lin ich dziatanie zwalczajace patogeny.

Olejki eteryczne to mieszaniny substancji lotnych charakteryzujacych si¢ silnym,
przewaznie przyjemnym zapachem. Definiujg je ich cechy fizykochemiczne oraz technologia
otrzymywania. Wsrdd cech fizykochemicznych olejkéw eterycznych wymienia si¢ ptynny stan
skupienia, lotno$¢ z parg wodna, lipofilno$¢, czynno$¢ optyczna, charakterystyczny zapach,
czasem kolor oraz gestos¢ przewaznie mniejszg od gestosci wody. Najstarszg i do tej pory
najczesciej wykorzystywang metoda otrzymywania olejkéw jest destylacja z parg wodna.
Jest ona roéwniez jedng z podstawowych farmakopealnych metod otrzymywania olejkow, druga
metoda farmakopealng jest wyciskanie, wykorzystywane jedynie do otrzymywania olejkow
eterycznych z owocni owocow cytrusowych.

Zwiazki chemiczne obecne w olejkach eterycznych mozna podzieli¢ na 3 grupy. Pierwsza
to terpeny, przede wszystkim monoterpeny oraz seskwiterpeny, druga to pochodne fenyloetanu.
Natomiast trzecia to inne drobnoczasteczkowe zwigzki lotne, migdzy innymi niektére zwigzki
siarki, azotu, produkty rozpadu kwasow tluszczowych czy zwiazkow terpenowych, kumaryny,
ftalidy oraz kwasy organiczne. Najliczniejsza grupa zwigzkdw obecna w olejkach to zwiazki
monoterpenowe, niektdre z nich, takie jak tymol, mentol czy kamfora, sg szeroko stosowane w
lecznictwie jako izolowane pojedyncze substancje chemiczne. Zwigzkiem chemicznym
stosowanym w lecznictwie jako izolowana substancja
z grupy pochodnych fenyloetanu jest eugenol, ktorego silne dzialanie dezynfekujace jest
wykorzystywane w stomatologii.

Olejkowe substancje roslinne, olejki eteryczne oraz izolowane substancje chemiczne
wykazuja wiele kierunkow dziatah. Wérdd nich wymienia si¢ dziatanie silnie drazniace,
rozgrzewajace, powodujace przekrwienie tkanek, ktoére wykorzystywane sg w bolach
reumatycznych czy neuralgicznych (olejki eteryczne z rodziny Pinaceae), dzialanie
bakteriobdjcze i grzybobdjcze (olejki pozyskiwane z roslin z rodzaju Melaleuca), wykrztusne
(ziele tymianku), dziatanie moczopedne (olejek jatowcowy), uspokajajace (korzen arcydziegla
litworu), zwigkszajagce wydzielanie sokéw trawiennych (ziele piotunu), zotciopgdne
1 zotciotworcze (olejek migtowy), przeciwzapalne (kwiat rumianku), rozkurczajace (owoce
z rodziny Apiaceae) i przeciwpasozytnicze (ziele piotunu). Sg réwniez wykorzystywane
ze wzgledu na wiasciwosci poprawiajagce smak i zapach lekow (olejek cynamonowy).

W dawnych czasach wykorzystywano rowniez je jako $rodki poronne (owoc jatowca).
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Wbrew powszechnemu mniemaniu szczeg6lnie olejki eteryczne oraz izolowane
substancje chemiczne charakteryzuja si¢ silnym dziataniem mogacym prowadzi¢
do wystgpienia dziatan niepozadanych. Najczgsciej obserwowane dzialania niepozadane
to draznienie skory i bton §luzowych, reakcje alergiczne oraz skurcze krtani i/lub oskrzeli.

Niektore substancje chemiczne, skladniki olejkéw eterycznych moga uszkadzaé
osrodkowy uktad nerwowy (tujon), czy dziata¢ halucynogennie (mirystycyna). Jest to zwigzane
z faktem, Ze sa to mate, lipofilne czasteczki, tatwo wchtaniajace si¢ z przewodu pokarmowego
oraz przenikajace barier¢ krew-mozg.

Nalezy pami¢taé, ze dziatanie olejkowej substancji roslinnej nie musi by¢ takie samo jak
olejku z niej pozyskiwanego. Zalezy to od zawarto$ci olejku w substancji roslinnej oraz
obecno$ci w niej zwigzkdéw z innych grup chemicznych,

Ze wzgledu na ich lotno$¢ preparaty zawierajace olejki eteryczne lub substancje
chemiczne izolowane z olejkow mozna stosowaé w postaci inhalacji.

Tok badan wedlug farmakopei sprawdzajacy warto$¢ olejkowych substancji roslinnych
jest oczywiscie inny od toku badan olejkdéw eterycznych, ktore sg przetworami roslinnymi.

Olejkowe substancje ro$linne, tak jak wszystkie substancje roslinne, w monografii
farmakopealnej posiadaja swoja definicje¢, czyli opis jaka to jest czes$¢ rosliny, z jakiego gatunku
lub gatunkoéw pozyskiwana, a nastgpnie opisane sg badania potwierdzajace ich tozsamos$¢, inne
badania (jak oznaczenie zawarto$ci popiotu czy zanieczyszczen) oraz oznaczenie zawartosci
olejku metoda objetosciowa.

Monografia olejkdw eterycznych réwniez rozpoczyna si¢ od definicji, czyli opisu
z jakiej czes$ci rosliny, z jakiego gatunku czy gatunkoéw powinien by¢ on otrzymany. W drugiej
czesci znajduje si¢ opis wiasciwosci organoleptycznych olejku oraz jego rozpuszczalnosci,
a nastgpnie znajduje si¢ opis badan potwierdzajacych jego tozsamo$¢ metoda chromatografii
cienkowarstwowej. W cze$ci badania podane sg wartos$ci statych fizykochemicznych oraz liczb,
w jakich powinien mieéci¢ si¢ badany olejek, aby byl uznany za spetniajacy wymagania
farmakopealne. Sposrod statych fizykochemicznych bada si¢ gestos¢ wzgledna olejku,
wspotczynnik zatamania $wiatla oraz skrecalno$¢ optyczng. W zalezno$ci od sktadu
chemicznego wyznacza si¢ liczb¢ kwasowa, liczbe estrowa, liczbe estrowa po acetylacji i/lub
liczbe nadtlenkowa.

Liczba kwasowa to ilos¢ mg wodorotlenku potasu potrzebna do zoboj¢tnienia wolnych
kwasow zawartych w 1 g badanego olejku.
Liczba estrowa to ilo§¢ mg wodorotlenku potasu potrzebna do zmydlenia estrow zawartych

w | g badanego olejku.
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Liczba estrowa po acetylacji to ilo§¢ mg wodorotlenku potasu potrzebna do zmydlenia estrow

zawartych w 1 g badanego olejku, uprzednio poddanego acetylacji kwasem octowym.
Roznica liczby estrowej po acetylacji oraz liczby estrowej mowi o ilo$ci wolnych alkoholi

w badanym olejku.

Liczba nadtlenkowa jest to liczba wyrazajaca w miliekwiwalentach aktywnego tlenu ilo$¢

nadtlenkow zawartych w 1000 g badanego olejku.

Jezeli warto$ci tych parametréow nie mieszcza si¢ w wartosciach podawanych
w farmakopei moze to $wiadczy¢ o nieodpowiednim otrzymaniu olejku, zbyt dlugim
przechowywaniu lub przechowywaniu w ztych warunkach. W badaniach ocenia si¢ rowniez
mi¢dzy innymi mozliwe zanieczyszczenie olejku olejami lub produktami zzywiczenia. Ostatnig
cz¢$cig badan jest wyznaczenie profilu chromatograficznego metoda chromatografii gazowe;.
Profil taki pokazuje zarowno sktad jakosciowy badanego olejku, rowniez potwierdzajac jego

tozsamo$¢ oraz zawarto$¢ poszczeg6lnych sktadnikéw w nim obecnych.
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Oznaczenie zawartosci olejku w substancji roslinnej metoda wg FP XII

1. Warunki oznaczenia:

Oznaczenie zawarto$ci olejku wg FP XII oraz PhEu wykonuje si¢ metoda objgtosciowa
po destylacji z parg wodng w aparacie Clevengera. Dawniej wedlug Farmakopei Polskiej

stosowany byl aparat Derynga.

Warunki destylacji: nawazke substancji roslinnej, stopien jej rozdrobnienia, objetos¢ wody
potrzebna do destylacji oraz czas destylacji okreslaja monografie farmakopealne. Informacje te
zostaly zebrane w ponizszej tabeli (7ab. 3). Substancje roslinng umiesci¢ w kolbie, doda¢ wode
(stopniowo, porcjami, aby doktadnie zwilzy¢ cata substancj¢ roslinng w kolbie). Nastgpnie
kolbg zamontowaé w aparacie. Przed rozpoczeciem destylacji do odbieralnika wypelnionego
woda doda¢ 0,5 ml ksylenu. W przypadku destylacji olejku z ziela tymianku proces prowadzi
si¢ bez dodatku ksylenu. Mieszaning ogrzewa¢ do wrzenia i utrzymywac¢ we wrzeniu przez
okreslony w monografii farmakopealnej czas mierzony od pojawienia si¢ pierwszej kropli
olejku w odbieralniku. Po zakonczeniu destylacji i ostygnigciu aparatu (przez 30 minut)
otrzymany roztwér olejku w ksylenie przy pomocy kranu trojdzielnego umiescié
w kalibrowanej rurce aparatu i odczyta¢ jego objetos¢. Od odczytanej objetosci nalezy odjac
objetos¢ dodanego ksylenu. Uzyskany wynik prosze (objetos¢ olejku) przeliczy¢ na 1 kg

substancji roslinnej i pordwnac z wymaganiami Farmakopei.

Tabela 3: Warunki destylacji olejkow wg. FP XII.

Substancja roslinna Nawazka [g] vg)l:ij}?t[(:if] ks(;ll:, J;:;ltlo[ifll] (T d[;s]tylacji
Anisi fructus 10 100 0,5 2
Carvi fructus 10 200 0,5 1,5

Caryophylli flos 2 100 0,5 2
Coriandyri fructus 30 200 0,5 2
Foeniculi fructus 10 200 0,5 2

Lavandulae flos 20 500 0,5 2

Matricariae flos 30 500 0,5 4
Menthae'piperitae 20 200 0.5 >

folium
Thymi herba 30 400 - 2
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2. Obliczenia:

3. Whioski:
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Potwierdzenie tosamosci substancji roslinnych metoda

chromatografii cienkowarstwowej

Anisi oleum

1. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna:
Faza ruchoma:

Wzorce:

Nanoszenie:

Wywotanie:

2.  Obserwacje:

3. Whioski:

zel krzemionkowy Fas4

toluen — octan etylu (93:7, v/v)

roztwor anetolu w toluenie (10 pl/ml) roztwor aldehydu anyzowego
w toluenie (2 pl/ml) roztwor linalolu w toluenie (1 pl/ml)

10 pl mieszaniny: 50 pl zebranego w czasie destylacji roztworu olejku
w ksylenie plus 450 pl metanolu cz.d.a.

po 5 pl roztworéw wzorcow

chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, obejrze¢ w §wietle UV2s4,

spryskac roztworem 4-acetylobenzoesanu metylu
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg
chromatografii cienkowarstwowej

Caryophylli floris aetheroleum

1. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy Fas4

Faza ruchoma: toluen

Wzorce: roztwor eugenolu w toluenie (7,5 pl/ml)

Nanoszenie: 10 pl mieszaniny: 10 pl zebranego w czasie destylacji roztworu olejku

w ksylenie + 390 ul metanolu cz.d.a.
5 ul roztworu wzorca

Wywotanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, obejrze¢ w §wietle UV2s4,
spryska¢ roztworem aldehydu anyzowego i ogrzewa¢ kilka minut

w temp. 100°C - 105°C.

2.  Obserwacje:

3. Whioski:
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg

chromatografii cienkowarstwowej

Carvi oleum

1. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna:
Faza ruchoma:

Wzorce:

Nanoszenie:

Wywotanie:

2.  Obserwacje:

3. Whioski:

zel krzemionkowy Fas4

toluen — octan etylu (95:5, v/v)

roztwor karweolu w ksylenie (5 pl/ml)

roztwor karwonu w ksylenie (10 pl/ml)

10 pl mieszaniny: 50 pl zebranego w czasie destylacji roztworu olejku
w ksylenie + 450 pl metanolu cz.d.a.

po 5 pul roztworéw wzorcow

chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, obejrze¢ w §wietle UV2s4,
spryska¢ roztworem aldehydu anyzowego i ogrzewa¢ kilka minut

w temp. 100°C — 105°C.
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg
chromatografii cienkowarstwowej

Coriandri oleum

1. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy
Faza ruchoma: toluen — octan etylu (95:5, v/v)
Wzorce: roztwor octanu geranylu w toluenie (5 mg/ml)

roztwor linalolu w toluenie (3 pl/ml)

Nanoszenie: 10 pl mieszaniny: 50 pl zebranego w czasie destylacji roztworu olejku
w ksylenie + 450 pl metanolu cz.d.a.
po 5 ul roztworéw wzorcow

Wywolanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, spryskaé roztworem

aldehydu anyzowego i1 ogrzewac¢ kilka minut w temp. 100°C — 105°C.

2.  Obserwacje:

3. Whioski:
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg

chromatografii cienkowarstwowej

Foeniculi oleum

1. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna:
Faza ruchoma:

Wzorce:

Nanoszenie:

Wywotanie:

2.  Obserwacje:

3. Whioski:

zel krzemionkowy

toluen — octan etylu (93:7, v/v)

roztwor fenchonu w toluenie (2 pl/ml)

roztwor anetolu w toluenie (16 pl/ml)

10 pl mieszaniny: 50 pl zebranego w czasie destylacji roztworu olejku
w ksylenie + 450 ul metanolu cz.d.a.

po 5 pul roztworéw wzorcow

chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej i spryskaé roztworem
kwasu fosforomolibdenowego i ogrzewa¢ kilka minut w temp.

100°C — 105°C.
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg
chromatografii cienkowarstwowej

Lavandulae oleum

1. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy
Faza ruchoma: toluen — octan etylu (95:5, v/v)
Wzorce: roztwor cyneolu w toluenie (10 pl/ml)

roztwor octanu linalilu w toluenie (5 pl/ml)
roztwor linalolu w toluenie (5 pl/ml)
Nanoszenie: 10 ul mieszaniny: 100 pl zebranego w czasie destylacji roztworu olejku
w ksylenie + 300 pl metanolu cz.d.a.
po 5 pl roztworéw wzorcow
Wywolanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, spryska¢ roztworem

aldehydu anyzowego i1 ogrzewac¢ kilka minut w temp. 100°C — 105°C.

2.  Obserwacje:

3. Whioski:
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metodg

chromatografii cienkowarstwowej

Matricariae oleum

1. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna:

Faza ruchoma:

Wzorce:

Nanoszenie:

Wywotanie:

2.  Obserwacje:

3. Whioski:

zel krzemionkowy

toluen — octan etylu (95:5, v/v)

roztwor gwajazulenu w toluenie (0,1 mg/ml)

roztwor bisabololu w toluenie (1 pl/ml)

roztwor octanu bornylu w toluenie (2 mg/ml)

10 pl zebranego w czasie destylacji roztworu olejku w ksylenie

po 10 pl roztworéw wzorcéw

chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, spryskaé roztworem

aldehydu anyzowego i1 ogrzewac¢ kilka minut w temp. 100°C — 105°C.
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metoda
chromatografii cienkowarstwowej

Menthae piperitae oleum

1. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy Fas4
Faza ruchoma: toluen — octan etylu (95:5, v/v)
Wzorce: roztwdr mentolu w toluenie (5 mg/ml)

roztwor tymolu w toluenie (1 mg/ml)
roztwor cyneolu w toluenie (2 pl/ml)
roztwor octanu mentylu w toluenie (1 pl/ml)

Nanoszenie: 10 pl mieszaniny: 100 pl zebranego w czasie destylacji roztworu olejku
w ksylenie + 300 pl metanolu cz.d.a.
po 5 pl roztworéw wzorcow

Wywotanie: chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, obejrze¢ w $wietle
UVas4, spryska¢ roztworem aldehydu anyzowego i1 ogrzewac kilka

minut w temp. 100°C — 105°C.

2.  Obserwacje:

3. Whioski:
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Potwierdzenie tozsamosci substancji roslinnych metoda

chromatografii cienkowarstwowej

Thymi oleum

1. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna:
Faza ruchoma:

Wzorce:

Nanoszenie:

Wywotanie:

2.  Obserwacje:

3. Whioski:

zel krzemionkowy

chlorek metylenu

roztwor tymolu w chlorku metylenu (0,2 mg/ml)

roztwor karwakrolu w chlorku metylenu (1 pl/ml)

10 pl mieszaniny: 50 pl zebranego w czasie destylacji roztworu olejku
w ksylenie + 450 ul metanolu cz.d.a.

po 5 pl roztworéw wzorcow

chromatogram wysuszy¢ w temp. pokojowej, spryskaé roztworem

aldehydu anyzowego i1 ogrzewac kilka minut w temp. 100°C — 105°C.
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Badanie jakosciowe i ilosciowe olejku mi¢towego metoda
chromatografii gazowej

1.  Opis ¢wiczenia:

Aparatura: Chromatograf gazowy firmy Shimadzu (GC-17A)

Kolumna: Zebron ZB-Wax (100% glikol polietylenowy)
Kolumna kapilarna, dtugos¢ 30 m, 0,53 mm

Gaz nosny: Argon

Detektor: Plomieniowo-jonizacyjny (FID)

Warunki analizy: Temperatura dozownika: 230°C

Temperatura detektora: 250°C

Zakres temperatury analizy: 50°C — 100°C — 180°C
Przyrost temperatury: 10°C/minutg; 5°C/minutg
Przeptyw gazu no$nego: 8 ml/minutg

Podziat: 1:10

Oznaczenie jakoSciowe:

Roztwory do analizy:
e 0,5% roztwor olejku migtowego w metanolu

e Roztwodr mentolu wzorcowego w metanolu (3,0 mg/ml)

Do analizy prosze¢ pobiera¢ po 1 pl roztworow.

Oznaczenie iloSciowe:

Roztwory do analizy:

e  0,5% roztwor olejku migtowego w metanolu z dodatkiem anetolu wzorcowego (1,5 mg/ml)

e Roztwor anetolu wzorcowego w metanolu (3,0 mg/ml)

Do analizy prosze¢ pobiera¢ po 1 pl roztworow.

OLEJKI ETERYCZNE
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2. Obliczenia:

Zawarto$¢ mentolu w olejku prosze¢ obliczy¢ ze wzoru:

_m X Pm x f x 10
B v X Pa X ¢

[%]

X — zawarto$¢ mentolu [%]

Pm — pole powierzchni piku mentolu

v — objetos¢ probki wprowadzonej na kolumng [pl]
Pa — pole powierzchni piku anetolu

m — masa anetolu dodanego do probki [pg]

C — stezenie roztworu olejku

f — wspodtczynnik korekcyjny (rowny 0,87)

Obliczenie zawartosci mentolu w badanym olejku mi¢towym:

3. Whioski:

3.1. Whioski z oznaczenia jakosciowego. Czy mozna potwierdzi¢ tozsamos$¢ olejku
mi¢towego?

3.2. Wnhnioski z oznaczenia iloSciowego. Czy badany olejek spelnia wymagania FP XII?
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Skladniki olejkow eterycznych:

1)  Monoterpeny (CioHis)

a) acykliczne (tfancuchowe) i ich tlenowe pochodne

Karta wzorow

H CHO CH,OH
N ~N
CHO H >~ H
| | o OH
Cytral A= Cytral A= .
e () Neral (cis) Cytronelal Cytronelol Geraniol
OH
H
N -
| | CHom |
Linalol Mircen Nerol Ocymen
b) Monoterpeny monocykliczne (jednopierscieniowe) i ich tlenowe pochodne
O OH
&) o
Askarydol Lol Felandren (o/B) Karwon Karwakrol
(1,8-cyneol)
HO
OH
OH 0] OH
Limonen Mentol Menton (a/B) Terpineol Tymol

o2

aYa

Pulegon

p-cymen
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¢) Monoterpeny dicykliczne i ich pochodne

O @]
""OH
Borneol Fenchon Kamfora a-Pinen f3-Pinen
OH </Vr°
! ; o
PN
Tujol (0/B) Tujon
2)  Seskwiterpeny (CisHaa)

a) acykliczne

~ N N

~ s N OH
OH

Farnezol Farnezen Nerolidol Zingiberen

b) monocykliczne
NN
N
NN
-
|
a-Bisabobol Bisabolen o-Kariofilen = a-Humulen
c) dicykliczne
o OH

o)

Akoron Chamazulen o-Kadinen Kadinol B-Kariofilen
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d) tricykliczne — laktony seskwiterpenowe

OCOCHS
(6] oH O%/
© o}
(@] 0 HO
o
OH o
Alantolakton Artabsyna Matrycyna Nobilina
3)  Pochodne fenylopropenu (C6-C3)
a) aldehydy
CHO
<> WCHO
OCHjs
Aldehyd anyzowy Aldehyd cynamonowy
a) fenole
OCH3; O/\ OH
OCHs 0 OCH;s
OCHjs
~ s =
Anetol Apiol Eugenol
0} H3;CO
H3;CO O(
— HO CHO
Estragol - metylochawikol Safrol Wanilina
b) etery fenolowe
H
HsCO SCOE g —\ HsCO /
HCO  OCH H,CO  OCH, HCO  OCH;
a-Azaron (trans) B-Azaron (cis) Kalamol
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Notatki:
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ESKULINA

Opracowanie rozdziatu: prof. Sebastian Granica

Cel ¢wiczenia:
e Izolacja eskuliny z kory kasztanowca (Hippocastani cortex).
e Przeprowadzenie procesu separacji eskuliny od fraksyny.

e  Weryfikacja tozsamosci i czystosci wyizolowanego zwigzku.

Substancje roslinne:

Hippocastani cortex

1.  Wstep:

Kora kasztanowca stosowana jest w lecznictwie obok nasienia kasztanowca. Surowiec
ten zawiera glownie kumaryny proste w tym eskuling i towarzyszaca jej fraksyne (Ryc .11).
Wyciag z kory lub wyizolowana eskulina wchodza w sklad preparatow dziatajacych
uszczelniajgco i wzmacniajaco na naczynia wlosowate (np. Venacorn, Venescin).

Oba te zwiazki przyczyniaja si¢ do szerokiego spektrum biologicznej aktywnos$ci

kasztanowca, a takze majg swoje specyficzne zastosowania terapeutyczne.

Ry
0]
~N
HO 0] 0
R2
. Masa molowa
R: R: Zwiazek (g/mol)

-O-glukoza -H Eskulina 340,3
-OCHs -O-glukoza Fraksyna 370,3

Rycina 11: Wzory strukturalne eskuliny i fraksyny.
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Eskulina

Eskulina jest glikozydem kumarynowym, ktory wystepuje w korze kasztanowca
(kasztanowiec zwyczajny, kasztanowiec kalifornijski) oraz w zielonej wydzielinie (dafnina)
wawrzynka wilczetyko. Jest to zwiazek, ktory wykazuje szereg wlasciwosci biologicznych,
z ktorych najwazniejsze to dzialanie przeciwzapalne, przeciwwirusowe i antyoksydacyjne.
Eskulina jest szczegdlnie znana ze swojej zdolnosci do absorpcji promieniowania
ultrafioletowego (UV), co sprawia, ze jest uzywana w niektorych preparatach kosmetycznych
jako $rodek chronigcy przed szkodliwym dzialaniem UV.

W medycynie eskulina jest ceniona za jej wlasciwo$ci wzmacniajgce naczynia
krwionosne. Dziata ona uszczelniajaco na $ciany naczyn, co pomaga w redukcji
przepuszczalno$ci naczyn krwiono$nych, a tym samym zmniejsza ryzyko powstawania
obrzekow. Z tego powodu eskulina jest jednym z waznych sktadnikow w leczeniu przewlektej
niewydolnosci zylnej oraz innych schorzen zwigzanych z zaburzeniami krazenia.

Eskulina ma takze silne dziatanie przeciwzapalne, ktore opiera si¢ gtbwnie na hamowaniu
$ciezki sygnalowej NF-kB, co prowadzi do zmniejszenia produkcji cytokin prozapalnych,
takich jak IL-1B, IL-6 i TNF-a. Dzialanie to zostalo potwierdzone w modelach takich jak
zapalenie jelita grubego, artretyzm czy ostre uszkodzenie ptuc Ponadto, eskulina charakteryzuje
si¢ silnymi wlasciwo$ciami przeciwutleniajacymi, co jest kluczowe dla ochrony komorek przed
stresem oksydacyjnym. Dziata poprzez wychwytywanie wolnych rodnikéw oraz modulowanie
aktywnosci enzymoOw zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, takich jak superoksydaza
dysmutaza (SOD) i glutation (GSH). Dzigki temu eskulina moze przeciwdziata¢ uszkodzeniom
komoérek wywolanym przez stres oksydacyjny. Wlasciwosci przeciwbakteryjne eskuliny
obejmujg hamowanie wzrostu zaréwno bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, a takze
niektorych grzybow. Dodatkowo, wykazuje dzialanie przeciwwirusowe, co sugeruje jej

potencjalne zastosowanie w terapii zakazefn wirusowych.

Fraksyna

Fraksyna, podobnie jak eskulina, jest kumaryng wyst¢pujaca w korze kasztanowca. Jest
ona glikozydem fraksydolu, ktéory ma wilasciwosci przeciwzapalne, przeciwbakteryjne
i antyoksydacyjne. Fraksyna, dzigki swoim wlasciwosciom przeciwzapalnym, znajduje

zastosowanie w leczeniu stanow zapalnych, takich jak zapalenie zyt czy hemoroidy.
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Podobnie jak eskulina, fraksyna wykazuje zdolno§¢ do wzmocnienia naczyn
krwionosnych i zmniejszenia ich przepuszczalnosci. To dziatanie jest szczegodlnie korzystne
w terapii obrzekow pochodzenia zylnego oraz innych zaburzen mikrokrazenia. Dzigki swoim
wlasciwosciom antyoksydacyjnym, fraksyna pomaga réwniez w ochronie komorek przed
stresem oksydacyjnym, co moze przyczyniac si¢ do ogdlnej poprawy zdrowia uktadu sercowo-
naczyniowego.

Eskulina i fraksyna, jako aktywne sktadniki kory kasztanowca, odgrywaja kluczowa rolg
w jego dzialaniu terapeutycznym. Oba te zwigzki wspieraja leczenie zaburzen krazenia,
wzmacniajac naczynia krwionosne i zmniejszajac ich przepuszczalnos¢, co jest niezwykle
istotne w terapii przewlektej niewydolnosci zylnej, obrzekéw oraz hemoroidéw. Dodatkowo,
ich wlasciwosci przeciwzapalne, przeciwbakteryjne i antyoksydacyjne sprawiaja, ze s3 one
cennymi sktadnikami nie tylko w medycynie, ale takze w kosmetologii. W pofaczeniu z innymi
aktywnymi zwigzkami obecnymi w korze kasztanowca, takimi jak saponiny triterpenoidowe,
eskulina 1 fraksyna tworzg silny kompleks substancji biologicznie czynnych, ktére wspieraja

zdrowie i1 dobre samopoczucie.
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Izolacja eskuliny z Hippocastani cortex

1.  Opis ¢wiczenia:

Rozdrobniong kore¢ kasztanowca (10 g) umiesci¢ w kolbie okraglodennej o poj. 250 ml
i doda¢ 100 ml metanolu. Kolbe ogrzewa¢ pod chtodnica zwrotng przez 30 minut
w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Wyciag przesaczy¢ przez wat¢ do kolby stozkowej
o0 poj. 250 ml. Nastepnie powtorzy¢ ekstrakcje. Potaczone wyciagi (~200 ml) odparowac
do sucha w wyparce prozniowe;.

Suchg pozostato$¢ rozpusci¢ w 25 ml wody destylowanej 1 przesaczy¢ przez kolumne
wypetniong tlenkiem glinu. Po przesaczeniu wyciagu, kolumn¢ przemy¢ 40 ml wody,
a potaczone przesacze przenie$¢ do kolby okragltodennej o pojemnosci 250 ml i odparowac do
sucha w wyparce prozniowej. Sucha pozostalo$¢ rozpusci¢ na ciepto w 5 ml wody, przenies¢
do kolby stozkowej o pojemnosci 50 ml i pozostawi¢ do krystalizacji w lodowce.

Wykrystalizowany osad odsaczy¢ na lejku Biichnera i przemy¢ niewielka iloscig
metanolu. Osad pozostawi¢ do osuszenia na 10 minut, a nast¢pnie zwazy¢. 0,2 g uzyskanego
osadu rozpusci¢ w 10 ml metanolu. Na ptytke chromatograficzng nanie$¢ rozpuszczony
krystalizat w postaci dwoch, 4-centymetrowych pasm (2 x 0,04 ml). Plytki rozwijac
do wysoko$ci 8 cm, dokladnie wysuszy¢ i1 oglada¢ w $wietle UV. Pasmo odpowiadajace
wzorcowej eskulinie zaznaczy¢ otdwkiem.

Pasmo odpowiadajace eskulinie zeskroba¢ na lejek Schotta i eluowaé zwiazek z zelu
trzykrotnie 5 ml metanolu (za kazdym razem). Metanol odparowaé¢ do sucha w wyparce

prézniowej. Tozsamosc¢ 1 czystos¢ uzyskanego zwigzku bada¢ metoda HPLC-DAD.

Formowanie kolumny z tlenku glinu

Kolumne szklang 2 x 30 cm umie$ci¢ w kolbie ssawkowej. Po uszczelnieniu dolnej czesci
kolumny matym zwitkiem waty, napeli¢ ja do okoto 2 wysoko$ci zawiesing tlenku glinu w
50% metanolu. Nastegpnie otworzy¢ kran i wlaczy¢ niewielkie podci$nienie az do opadnigcia
warstwy tlenku glinu do poziomu 7 — 10 cm jednocze$nie nie dopuszczajac do wysuszenia
kolumny. Uformowang kolumne przemy¢ 50 ml wody destylowanej, stosujac niewielkie

podcisnienie. Po przemyciu kolumny, kran zamkna¢ i1 odtaczy¢ proznie.
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2. Warunki oznaczenia:

Adsorbent: zel krzemionkowy (10 x 10 cm)

Faza ruchoma: octan etylu — kwas octowy — woda (15:5:4, v:v:v)
Nanoszenie: 2 % 0,04 ml krystalizatu

Wzorce: roztwor eskuliny w metanolu (1 mg/ml)
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Potwierdzenie tozsamosci i czystosci wyizolowanej eskuliny

1. Warunki oznaczenia:

Aparat:

Kolumna:

Faza ruchoma:
Szybkos¢ przeptywu:
Dhugosc¢ fali:

Wzorce:

metoda HPLC-DAD

LC-20, Shimadzu, Detektor SPD-10, Shimadzu

RP-18, 150 % 4,6 mm, 3.5 um, Synergy Fusion Phenomenex

1% kwas octowy — metanol (70:30, v/v)

1 ml/minute

280 nm

roztwory eskuliny i fraksyny w metanolu (1 mg/ml)

Odparowang do sucha frakcje wyizolowanej eskuliny oraz 10 mg pierwotnego

krystalizatu rozpusci¢ w 10 ml mieszaniny 1% kwas octowy - metanol (1:1). Na kolumne

chromatograficzng nastrzykna¢ roztwory wzorcowe oraz probke pierwotnego krystalizatu

i wyizolowanej eskuliny. Tozsamos$¢ wyizolowanej eskuliny proszg porownywac z czasem

retencji substancji wzorcowej (7ab. 4).

2. Omowienie wynikow:

Tabela 4: Charakterystyka widma UV eskuliny, fraksyny oraz badanych izolatow.

Badany roztwor

Czas retencji R¢ [minuty]

Uwagi

Eskulina

Fraksyna

Krystalizat

Wyizolowana eskulina

3. Whioski:
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Potwierdzenie tozsamosci i czystosci wyizolowanej eskuliny

1. Warunki oznaczenia:

Aparat:

Kolumna:

Faza ruchoma:

Gradient:

Szybkos$¢ przeptywu:
Detekcja:

Analiza MS:

Wzorce:

metoda HPLC-DAD-MS/MS

Dionex Ultimate 3000, detektor DAD, spektrometr mas typu

pulapka jonowa (AmazonSL, Bruker)

RP-18; 50 x 2,1 mm; 1,9 um, HypersilGOLD

A — woda — acetonitryl — kwas mréwkowy (95:5:0,1; v/v/v)

B — acetonitryl — kwas mrowkowy (99,9:0,1; v/v)

0-13 minut, 1% — 40% B
0,2 ml/minute
280 nm, 230 nm

dodatnia i ujemna polaryzacja, detekcja neural loss 162 amu

mieszanina eskuliny i fraksyny w metanolu (1 mg/ml)

Na kolumng¢ chromatograficzng prosze¢ nastrzyknac kolejno 2 pl surowego wyciagu, 2 pl

mieszaniny wzorcow oraz 2 pul wyizolowanej eskuliny. Tozsamo$¢ wyizolowanej eskuliny

prosze poréwnaé¢ z czasem retencji, widmem UV-Vis oraz widmem masowym substancji

wzorcowej (Tabl. 5 i 6).

2. Omowienie wynikow:

Tabela 5: Charakterystyka widm UV eskuliny, fraksyny oraz badanych izolatow.

Badany roztwoér

Czas retencji R¢ [minuty]

Maxima UV [nm]

Eskulina

Fraksyna

Krystalizat

Wyizolowana eskulina
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Tabela 6: Charakterystyka widm masowych eskuliny, fraksyny oraz badanych izolatow.

Badany roztwor

MS*

MSz+

MS-

MS*

Eskulina

Fraksyna

Krystalizat

Wyizolowana eskulina

3. Whioski:
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Notatki:
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KWAS ROZMARYNOWY

Opracowanie rozdzialu: dr hab. Agnieszka Bazylko

Cel ¢wiczenia:

e Zapoznanie si¢ z wykorzystaniem metody densytometrycznej po rozdziale TLC
do ilosciowego oznaczania kwasu rozmarynowego w preparatach w skladzie, ktérych

wystepuja substancje roslinne pozyskane z ro$lin z rodziny Lamiaceae.

Substancje roslinne:

Melissae folium (FP XII) Salviae officinalis folium (FP XII)
Menthae piperitae folium (FP XII) Thymi herba (FP XII)
Rosmarini folium (FP XII)

1.  Wstep:

Kwas rozmarynowy (RA) (Ryc. 12) to zwiazek, ktory mozna znalez¢ w réznych
ro$linach. Pierwotnie wyizolowany i nazwany na cze$¢ rozmarynu lekarskiego (Rosmarinus
officinalis, Lamiaceae), RA wystepuje rowniez w wielu innych roslinach klasyfikowanych
w podrodzinie Nepetoideae, rodzinie Lamiaceae, takich jak szatwia, migta, tymianek, melisa
lekarska, bazylia, oregano i inne. Obecno$¢ RA mozna znalez¢ takze w innych roslinach, przede
wszystkim u przedstawicieli rodziny Boraginaceae, ale takze w wielu innych (np. Apiaceae,
Araliaceae, Cucurbitaceae, Rubiaceae, Plantaginaceae, Polygonaceae, oraz w niektorych
rogatkach, paprociach i trawach morskich). W $wiecie roslin kwas rozmarynowy wystgpuje
w formie wolnej, zestryfikowanej, glikozydowej oraz w formie polaczen o charakterze
oligomerow. Kwas rozmarynowy chemicznie to ester kwasu kawowego 1 kwasu

a-hydroksydihydrokawowego.

HO 0] OH

HO

HO

Rycina 12: Wzor strukturalny kwasu rozmarynowego.
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Zawarto$¢ RA moze by¢ wykorzystana jako parametr do oszacowania jako$ci substancji
ro$linnej (np. liscie melisy lekarskiej [Melissa officinalis, Lamiaceae] i liScie rozmarynu
wg FP XII powinny zawiera¢ odpowiednio >4% 1 >3% catkowitej zawartosci kwasow
hydroksycynamonowych w przeliczeniu na RA).

Zwiazek ten mozna stosowa¢ miejscowo, doptucnie, donosowo i poprzez wlew dozylny.
Jednak gléwng droga podania jest podanie doustne. W badaniach in vivo wykazano,
ze po doustnym podaniu wchiania si¢ okoto 1% zastosowanej dawki RA, a wchtanianie
zwigzku nastepuje za posrednictwem enterocytow poprzez transport parakomorkowy.

Badanie ex vivo przeprowadzone na nieuszkodzonej skorze ludzkiej wykazato,
ze po podaniu zewnetrznym RA gromadzi si¢ w naskoérku, podczas gdy penetracja
do hydrofilowej warstwy skory wlasciwej moze by¢ znikoma.

RA jest dystrybuowany z albuminami osocza. Miejscowe zastosowanie RA u szczurow
spowodowato dystrybucje do krwi, skéry, kosci 1 migsni; po podaniu dozylnym zwigzek
wykryto rowniez w tkankach migkkich narzadéw wewnetrznych, takich jak §ledziona, watroba,
ptuca i serce. Podobnie, po podaniu dootrzewnowym u myszy, najwiekszg ilos¢ RA znaleziono
w nerkach, a nastgpnie w ptucach, $ledzionie i watrobie. Interesujagcym aspektem dystrybucji
RA jest stgzenie osiggane w mozgu. Bariera krew-mozg skutecznie zapobiega penetracji RA do
osrodkowego ukladu nerwowego. Sugerowane jest natomiast, ze ukierunkowane podanie
(donosowe) z wykorzystaniem okreslonej formulacji moze skutkowacé przejSciem przez bariere
krew-moézg 1 osiggnieciem wyzszych stezen w mozgu, ale takze zmniejszeniem ilo§ci RA, ktora
jest dystrybuowana w celu metabolizowania.

Wysoko kwasne srodowisko zotadka moze prowadzi¢ do > 50% redukcji stezenia RA.
Obecno$¢ mikroorganizméw powoduje degradacje RA do prostszych zwigzkow fenolowych,
ktére zostaja wchtonigte w przewodzie pokarmowym. Wewnatrz organizmu czasteczka kwasu
rozmarynowego ulega zmianom strukturalnym, a takze reakcjom koniugacji. Mozna wykry¢
rézne metabolity RA, zwykle szybko po jego zastosowaniu (0,5-2h). Metabolity
sa najprawdopodobniej wynikiem reakcji enzymatycznych zar6wno enzymow wydzielanych
przez mikroorganizmy, jak i enzymow watrobowych oraz jelitowych. Wydalanie przez nerki
stanowi gtowng $ciezke jego eliminacji.

Przeprowadzono liczne badania in vitro w celu wykazania korzystnego dzialania RA.
Niektore z potwierdzonych aktywnosci obejmuja dzialanie przeciwutleniajace, przeciwbakteryjne
(przeciwko bakteriom Gram-dodatnim 1 Gram-ujemnym), przeciwwirusowe, $ciggajace,
przeciwbolowe, przeciwzapalne (poprzez hamowanie lipooksygenazy, cyklooksygenazy,

hamowanie wydzielania mediatorow prozapalnych oraz ukladu dopekniacza),
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przeciwhiperglikemiczne (poprzez hamowanie aktywnosci amylazy trzustkowej i glukozydaz
oraz uwrazliwianie transporterow glukozy), hepatoprotekcyjne (poprzez hamowanie
wioknienia, i wymiatanie reaktywnych form tlenu), immunomodulujace (poprzez stymulacje
komorek uktadu odpornosciowego), przeciwnowotworowe (przeciwko ré6znym typom raka,
w tym raka jelita grubego, trzustki, piersi, ptuc, jajnikéw, czerniaka i kilku innych),
kardioprotekcyjne, a takze neuroprotekcyjne. Oprocz badan in vitro, badania kliniczne
wskazujg korzysci z zastosowania RA w zaburzeniach dermatologicznych, alergicznych
i zwyrodnieniowych stawow, a takze w poprawie sprawnosci poznawczej 1 leczeniu
zespotu metabolicznego.

Badania potwierdzajace skuteczno$¢ i korzysci zdrowotne wyciagdw zawierajagcych RA
wykazaly takze brak powaznych dziatah niepozadanych po podaniu doustnym. Natomiast
badanie, w ktérym testowano 2-miesi¢czne stosowanie kremu zawierajacego RA, nie wykazato
zadnych miejscowych dziatan niepozadanych na skore dotknigtg atopowym zapaleniem skory.

Chromatografia cienkowarstwowa nalezy do jednych z najczg$ciej wykorzystywanych
metod w badaniach jako§ciowych substancji i przetwordw roslinnych, a takze wyciagdw z nich
otrzymanych. W badaniach tozsamo$ciowych wedlug Farmakopei Polski XII jest podstawowa
metoda chromatograficzng. Jest takze stosowana do analizy jako$ciowej nieznanego materiatu,
screeningu procesu izolacji zwigzkéw z materiatu roslinnego, a takze do tworzenia profili
chromatograficznych (fingerprint’6w). Profile chromatograficzne moga by¢ wykorzystywane
do identyfikacji substancji ro$linnej, pokazania roéznic mig¢dzy gatunkami, odmianami
czy materialem zebranym z réznych miejsc, ale takze do poréwnania probek handlowych
w celu wykrycia zafatlszowan czy zanieczyszczen.

Nowoczesna chromatografia cienkowarstwowa to szeroka dostepnos¢ gotowych ptytek
z roéznorodnymi adsorbentami stosowanymi jako fazy stacjonarne, coraz wigkszy stopien
automatyzacji procesu chromatografowania (aplikatory, komory do automatycznego
rozwijania, aparaty to wywotywania chromatogramow), a takze wykorzystanie programow
komputerowych do nadzorowania procesu chromatografowania.

Coraz czgéciej tradycyjng chromatografi¢ cienkowarstwowa (TLC — thin layer
chromatography) zastgpuje wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa (HPTLC — high
performance thin-layer chromatography). Roznica pomi¢dzy tymi dwiema metodami to rodzaj
zastosowanej ptytki chromatograficznej, a dokladniej zastosowanie ptytek o innej $rednicy
ziaren adsorbentu. W chromatografii cienkowarstwowej stosowane sg plytki z absorbentem

o $rednicy ziarna od 10 do 100 mikrometrow, natomiast w HPTLC $rednica ziaren adsorbentu
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na plytce to 3 do 7 mikrometréw. Zastosowanie absorbentu o mniejszej $rednicy ziarna
zwigksza specyficznos¢, powtarzalnos¢ 1 doktadno$¢ metody.

W potaczeniu z densytometrig chromatografi¢ cienkowarstwowa mozna wykorzystac
réwniez do oznaczen ilo$ciowych. Densytometry dokonuja pomiaru §wiatta odbitego lub
$wiatla, ktore przechodzi przez materiat ptytki chromatograficznej, przeksztalcajac widoczne
na plytce plamy/pasma na piki, ktérych pole powierzchni mozna wykorzysta¢ do obliczenia

zawarto$ci substancji chemicznych.
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Oznaczanie zawartosci kwasu rozmarynowego w preparatach
metoda densytometryczng po rozdziale TLC

1.  Opis ¢wiczenia:

Do kolby stozkowej ze szlifem o pojemnosci 100 ml odwazy¢ doktadnie okoto 1,5 g
preparatu i zala¢ 15 ml 60% metanolu. Zawarto$§¢ kolby umie$ci¢ na 10 minut w tazni
ultradzwigkowej. Nastepnie otrzymany wyciag przesaczy¢ przez wate do kolby miarowej
o pojemnos$ci 25 ml. Proces powtorzy¢, calos¢ uzupetni¢ metanolem do kreski. Do kolby

stozkowej o pojemnos$ci 25 ml przesaczy¢ przez saczek okoto 2 ml otrzymanego uprzednio

wyciagu.

2.  Przygotowanie roztworu substancji wzorcowej do krzywej wzorcowej:

Odwazy¢ doktadnie 1 mg kwasu rozmarynowego i rozpusci¢ w 1 ml metanolu (cz.d.a.).
Pobra¢ odpowiednio 20 ul, 100 pl 1 180 pl roztworu, co odpowiada 20 pg, 100 ug i 180 pg

kwasu rozmarynowego. Uzupehi¢ do 1 ml metanolem.

3. Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy
Faza ruchoma: toluen — mrowczan etylu — kwas mrowkowy (7:4:1, v/v/v)
Komora chromatograficzna: pionowa (kazda ptytka rozwijana w oddzielnej komorze)

Droga rozwijania: 9cm

Na ptytk¢ chromatograficzng nanie$¢, za pomoca aplikatora Linomat 5 (CAMAG),
po 5 ul:
e kazdego z rozcienczen do krzywej wzorcowej (po 1 powtorzeniu)

e badang probke (po 4 powtodrzenia).

Predko$¢ nanoszenia probek nalezy okresli¢ jako 50 nl/s. Chromatogram rozwina¢,
a nastepnie suszy¢ do zaniku zapachu kwasu (okoto 30 minut) pod wyciagiem, w temperaturze
pokojowej. Odczytu absorbancji nalezy dokona¢ przy uzyciu densytometru CAMAG TLC
Scanner 4, przy dtugosci fali 330 nm.
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Sklady badanych preparatéw (prosz¢ zaznaczy¢ badany preparat):

[] Flatuvit

Menthae pip. folium
Carvi fructus
Chamomillae anthodium
Thymi herba

Foeniculi fructus

[ Nervosan

Valerianae radix
Millefolii herba
Menthae pip. folium
Melissae folium
Chamomillae anthodium

[] Septosan
1 saszetka 2 g zawiera:

Thymi herba
Salviae folium
Menthae pip. folium

[ Ziotla do plukania gardia

Quercus cortex
Chamomillae anthodium
Millefolii herba

Salviae folium

Thymi herba

[ Ziola przeciwkaszlowe

Althaeae radix

Plantaginis lanceolatae folium
Malvae folium

Foeniculi fructus

Thymi herba

350¢g
20,0 g
200 g
150¢g
10,0 g

40%
20%
15%
15%
10%

10g
0,5¢g
0,5¢g

25%
25%
20%
15%
15%

30%
25%
20%
15%
10%
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4. Obserwacje i obliczenia:

5. Woyniki i wnioski:

Zawarto$¢ kwasu rozmarynowego w badanym preparacie Wynosi ..........cceeeeveerveerveeneeennnennn.
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Notatki:
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KOFEINA

Opracowanie rozdziatu: dr Malgorzata Koltun-Jasion

Cel ¢wiczenia:

e Izolacja kofeiny z liSci herbaty (Theae folium).
e Ocena tozsamosci i jednorodno$ci wyizolowanego zwigzku metoda chromatografii
cinkowarstwowej (TLC).

e  Oznaczanie temperatury topnienia wyizolowanego zwigzku.

Substancje roslinne:

Coffeae semen Mate folium (FP XII)

Colae semen (FP XII) Theae folium (Camelliae sinensis non
Guaranae semen (FP XII) fermentata folia (FP XII))

1.  Wstep:

Kofeina (3,7-dihydro-1,3,7-trimetylo-1H-puryno-2,6-dion; 1,3,7-trimetyloksantyna),
obok teofiliny i teobrominy nalezy do alkaloidéw purynowych, zaliczanych do grupy
pochodnych histydyny (Ryc. 13). W stanie czystym wystepuje w postaci bialych, delikatnych,
igietkowatych krysztalow o jedwabistym polysku i gorzkim smaku. Pomimo obecnosci
czterech atomow azotu w czasteczce, kofeina ma charakter stabej zasady. W celu poprawy
efektywnosci ekstrakcji kofeiny z roztworow wodnych lub innych matryc, a takze jej
stabilno$ci jednym z etapéw analizy jest alkalizacja roztworu. Kofeina stabo rozpuszcza si¢
w zimnej wodzie (1 czes$¢ kofeiny rozpuszcza si¢ w 80 czgsciach wody w 15°C), bardzo dobrze
w wodzie goracej a takze rozpuszczalnikach organicznych np. etanolu, chloroformie i benzenie.

Temperatura topnienia bezwodnej kofeiny wynosi 234-237°C.

Najpopularniejszym zrdédlem kofeiny sg nasiona kawy arabskiej (Coffea arabica L.) oraz
kawy liberyjskiej (Coffea liberica), w ktorych zawarto$¢ kofeiny szacowana jest
na 0,3-2,5%, a takze liscie herbaty (Theae folium; Camelia sinensis L.), w ktorych zawartos¢
kofeiny sigga do 4,5%. Dobrym zrédlem kofeiny sa takze zarodki kola (Colae semen)

zawierajace do 2,5% kofeiny, nasiona guarany (Guaranae semen; do 5%) oraz liScie
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ostrokrzewu paragwajskiego (Mate folium) zawierajace do 2% tego zwiazku. Kofeina moze
by¢ izolowana z surowcow naturalnych oraz pozyskiwana na drodze syntezy.

Po podaniu doustnym kofeina jest szybko i catkowicie (tj. 99%) wchtaniana z przewodu
pokarmowego, gltéwnie z jelita cienkiego. Kofeina, w przeciwienstwie do jej metabolitow
ksantynowych fatwo przenika do ptynow ustrojowych ($liny, mleka, zolci), a takze z uwagi

na hydrofobowy charakter czasteczki przekracza barierg krew-mozg i barierg tozyskowa.

o) Rs
R1 - N/
N
ALY
o) T N

Ro
. Masa molowa
R R: Z k
1 2 R3 wigze (/mol)
-CHs -CH;3 -CH;3 Kofeina 194,2
-H -CH;3 -CH;3 Teobromina 180,2
-CHs -CH;3 -H Teofilina 180,2

Rycina 13: Wzory strukturalne alkaloidow purynowych.

Kofeina jest naturalnie wystepujacym psychostymulantem dzialajacym jako antagonista
receptorow adenozynowych (Al, A2A, A2B, A3), co w gléwnej mierze odpowiada za jej
dzialanie pobudzajace osrodkowy uklad nerwowy (analeptyk), stymulujac aktywnos¢
o$rodkow rdzeniowych, naczynioruchowych i1 oddechowych. Ponadto kofeina promuje
wydzielanie neuroprzekaznikow takich jak: dopamina, adrenalina, noradrenalina, serotonina
1 acetylocholina, co skutkuje zniesieniem objawow zmegczenia, zwigkszeniem wydolnos$ci
fizycznej organizmu oraz poprawa funkcji kognitywnych. Dzialanie rozkurczajace na migsnie
gladkie, takie jak mieg$nie oskrzeli i naczyn krwionosnych kofeiny wynika z jej
nieselektywnego, kompetycyjnego hamowania fosfodiesterazy (PDE) i wzrostu poziomu
cAMP. Ponadto, kofeina pobudza wydzielanie soku zotadkowego oraz wykazuje dziatanie
moczopednie.

Kofeina wystepuje jako skladnik monopreparatéw, surowcoéOw farmaceutycznych

(Coffeinum, Coffeinum Natrium benzoicum), a takze preparatow zlozonych, dostgpnych
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zarowno bez recepty lekarskiej (kategoria dostgpnosci OTC), jak rowniez w lekach
wydawanych z przepisu lekarza. Kofeina wchodzi w sktad preparatow zlozonych, nasilajac
przeciwbolowe dziatanie innych lekow np. paracetamolu (np. Efferalgan codeine, Apap forte;
Panadol Extra, Solpadeine, Cefalgin), kwasu acetylosalicylowego (np. Etopiryna),
propyfenazonu (np. Saridon), metanozolu sodowego (np. Vemonis Femi), a takze niektoérych
preparatow zawierajagcych pochodne ergotaminy, stosowanych w przebiegu napadow
migrenowych oraz fagodzeniu bolu pochodzenia naczyniowego (np. Coffecorn mite; Coffecorn
forte). Ponadto kofeina wchodzi w sktad licznych suplementow diety i wyrobéw medycznych
stosowanych jako preparaty wspomagajace utrat¢ wagi oraz wspierajacych organizm w stanach
zmeczenia i znuzenia. Wedtug danych Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci
(EFSA) dzienne spozycie kofeiny nie powinno przekracza¢ 400-450 mg/dzienh u osoby
dorostej, natomiast u dzieci — nie wigcej niz 2,5 mg na kilogram masy ciata. Dawka $miertelna

kofeiny wynosi natomiast 10-12 g.
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Izolacja kofeiny z lisci herbaty (Theae folium) — potwierdzenie tozsamosci
izolowanego zwigzku

1.  Opis ¢wiczenia:

Odwazke herbaty liSciastej (10 g) umiesci¢ w zlewce o poj. 250 ml, doda¢ 5 g weglanu
wapnia (alkalizacja) oraz 100 ml wrzacej wody. Zlewke przykry¢ szkietkiem zegarkowym
1 ogrzewac¢ na ptycie grzejnej przez 30 minut od chwili zawrzenia, utrzymujac w tagodnym
wrzeniu. Ekstrakcje surowca powtorzy¢ stosujac analogiczne warunki przez 10 minut. Wyciag
wodny przesaczy¢ przez wate, ochtodzi¢ pod biezaca woda, przenies¢ do rozdzielacza o poj.
250 ml i ekstrahowa¢ kofeing dichlorometanem. Ekstrakcje prowadzi¢ trzykrotnie uzywajac
za kazdym razem 50 ml rozpuszczalnika (uwaga: wytrzasa¢ tagodnie, gdyz moze powstac
emulsja). Zebrane warstwy dichlorometanowe przesaczy¢ przez wate, a nastgpnie odparowac
do sucha. Suchg pozostalo$¢ rozpuszcza¢ metanolem (2 x 5 ml metanolu), przenies¢ do kolby
stozkowej o pojemnosci 25 ml i wstawi¢ do lodowki na 15-30 minut, az do wykrystalizowania
kofeiny. Krystaliczng kofeing odsaczy¢ na lejku Biichnera i przemy¢ zimnym metanolem

(do zaniku niebieskiej barwy). Odsaczong kofeine nalezy wysuszy¢, a nastepnie zwazyc.
Tozsamo$¢ 1 czysto$¢ zwigzku nalezy oceni¢ metoda TLC oraz oznaczajac jego
temperatur¢ topnienia. Wartosci Ry i temperatury topnienia nalezy poréwnaé z wzorcowa

kofeing (Tab. 7).

Ocena tozsamosci i jednorodnosci zwiazku metoda TLC

Adsorbent: zel krzemionkowy Fas4
Faza ruchoma: aceton — chloroform — n-butanol — 25% amoniak (3:3:4:1, viv/v/v)
Wzorce: kofeina w mieszaninie metanol:aceton (1:1) (1 mg/ml)

teofilina w mieszaninie metanol:aceton (1:1) (1 mg/ml)
teobromina w 10% HCI (1 mg/ml)
Nanoszenie: 5 ul wyizolowanego zwigzku
10 pl przesaczu po odsaczonym osadzie
po 5 ul roztwordw wzorcow
Rozwijanie: droga rozwijania § cm

Detekcja: chromatogram doktadnie wysuszy¢, obejrze¢ w §wietle UV2sa.
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2.

3.

Obserwacje (z uwzglednieniem kopii chromatogramu):

Whyniki i wnioski:
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Oznaczanie temperatury topnienia wyizolowanego zwiazku

1.  Wyniki:

Tabela 7: Charakterystyka wyizolowanej kofeiny

Badana substancja

Wspélezynnik
Rf [mm]

Temperatura
topnienia [°C]

Masa uzyskanej
substancji [g]

Wydajno$é
izolacji [%o]

Wyizolowana kofeina

Wzorzec kofeiny

2. Whioski:
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Notatki:
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OCENA SKEADU PREPARATOW ZAWIERAJACYCH
WYCIAGI Z ECHINACEA SP.

Opracowanie rozdzialu: dr Weronika Skowronska

Cel ¢wiczenia:

e Badanie jakosciowe i ilosciowe preparatow zawierajacych wyciagi z Echinacea sp. metoda
chromatografii ~ cienkowarstwowej (TLC) oraz  chromatografii  cieczowej

(HPLC-MS) (FP IX).

Substancje roslinne:

Echinaceae angustifoliae radix (FP XII) Echinaceae purpureae herba (FP XII)
Echinaceae pallidae radix (FP XII) Echinaceae purpureae radix (FP XII)
1.  Wstep:

Jezowka (Echinacea) to rodzaj ro$lin z rodziny astrowatych (Asteraceae).
Farmakopealnymi substancjami roslinnymi s3: korzen jezowki waskolistnej (Echinaceae
angustifoliae radix), korzen jezéwki bladej (Echinaceae pallidae radix), ziele jezéwki
purpurowej (Echinaceae purpureae herba), a takze korzen jezéwki purpurowej (Echinaceae
purpureae radix).

Wedtug Europejskiej Agencji Lekow korzen jezowki bladej i korzen jezowki waskolistnej
to tradycyjne produkty lecznicze roslinne wykorzystywane w leczeniu objawow przezigbienia.
Natomiast korzen 1 ziele jezowki purpurowej jako tradycyjnie byly stosowane
w leczeniu niewielkich ran powierzchniowych, jednak posiadaja one réwniez dobrze
udokumentowane zastosowanie (well-established use) w krotkotrwalym zapobieganiu i leczeniu
przezigbienia. W wielu badaniach wykazano immunomodulujaca aktywno$¢ tych substancji
ro§linnych zar6wno na modelach komoérkowych, jak i w badaniach prowadzonych
na zwierzgtach i na ludziach. Ponadto wykazano ich aktywno$¢ przeciwwirusows,
m.in. hamowanie namnazania wirusOw grypy 1 opryszczki, a takze dzialanie
przeciwbakteryjne. Na rynku dostgpne sa preparaty zawierajace wszystkie farmakopealne
substancje roslinne z rodzaju Echinacea. Dominuja produkty zawierajace ziele jezowki
purpurowej, np. tabletki ,,Echinerba” (Labofarm) lub ,,Succus Echinaceae” (Phytopharm),

wskazane do stosowania jako wspomagajace odpornos¢. Najczesciej sa wskazane
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do stosowania w leczeniu infekcji gornych drog oddechowych. Ponadto, moga wystgpowac
w preparatach stosowanych zewngtrznie, w leczeniu ran, stanow zapalnych skory czy wrzodow.
Ze wzgledu na dziatanie immunomodulujace substancji roslinnych nie powinny by¢ one

stosowane u 0sob cierpigcych na choroby autoimmunologiczne, AIDS czy gruzlicg.
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Rycina 14: Wzor strukturalny echinakozydu.

Gtowng grupa zwiazkéw chemicznych w wymienionych substancjach roslinnych
sa kwasy fenolowe — pochodne kwasu kawowego. Korzen jezowki waskolistnej i korzen
jezéwki bladej charakteryzuja si¢ obecno$cig echinakozydu (Ryc. 14), zwiazku z grupy
fenylopropanoidow (znanych réwniez pod nazwag fenyloetanoidéw) o silnym dziataniu
przeciwzapalnym. Wedtug FP XII Echinaceae angustifoliae radix powinien zawiera¢ nie mniej
niz 0,5%, a Echinaceae pallidae radix nie mniej niz 0,2% echinakozydu. Ponadto, w tych
substancjach roslinnych wystepuje kwas kawowy, kwas kaftarowy, kwas chlorogenowy,
cynaryna i kwas cykoriowy.

Natomiast w zielu i korzeniu jezéwki purpurowej echinakozyd nie wystepuje, lub
wystepuja jego sladowe ilosci. W tych substancjach roslinnych w badaniu zawartosci oznaczamy
sume kwasow kaftarowego (Ryc. 15) i cykoriowego (Ryc. 16), ktéra powinna wynosi¢ nie mniej

niz 0,1% dla Echinaceae purpureae herba i 0,5% dla Echinaceae purpureae radix.

HO OH

HO

Rycina 15: Wzor strukturalny kwasu kaftarowego.
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Rycina 16: Wzor strukturalny kwasu cykoriowego.

Badanie zawarto$ci odpowiednich zwiazkéw w substancjach ro$linnych z rodzaju

Echinacea prowadzimy z wykorzystaniem chromatografii cieczowe;.
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Badania jakoSciowe preparatow roslinnych zawierajacych wyciagi
z Echinacea sp. wedlug FP IX metoda TLC

Prosze¢ zaznaczy¢ badany preparat:

[ Preparat: Echinacea (suplement diety) 1 kapsutka

[] Surowiec roslinny: korzen jezowki purpurowe; 1 g sproszkowanego korzenia

*lub inny preparat handlowy zawierajacy korzen jezéwki purpurowej

1A. Potwierdzenie tozsamosci metoda TLC:

Przygotowanie wyciggu: odpowiednig ilo§¢ badanego preparatu/substancji roslinnej

przenie$¢ do szklanej probowki. Doda¢ 5 ml chlorku metylenu i ekstrahowaé¢ w lazni

ultradzwickowej przez 5 minut. Wyciag po ekstrakcji przesaczy¢ przez saczek bibutowy do

kolby stozkowe;j.

Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna:

Faza ruchoma:

zel krzemionkowy (ptytki 10 % 5 cm)
bezwodny kwas mrowkowy — cykloheksan — octan etylu — toluen

(0,9:3:6:24, v/iv/v/v)

Wzorzec: roztwor f-sitosterolu

Nanoszenie: 30 pl wyciagu badanego wyciagu
5 pl roztworu wzorcowego [-sitosterolu

Suszenie: 10 minut w strumieniu zimnego powietrza

Detekcja: pltytke spryska¢ roztworem aldehydu anyzowego i ogrzewa¢ 3 minuty
w temp 100°C. Chromatogramy obejrze¢ w §wietle widzialnym.

Wyniki: tozsamos$¢ potwierdzi¢ porownujac chromatogramy z monografig
farmakopealng (FP I1X) Echinaceae purpureae radix.
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Badania jakoSciowe preparatow roslinnych zawierajacych wyciagi
z Echinacea sp. wedlug FP IX metoda TLC

Prosze¢ zaznaczy¢ badany preparat:

[ Preparat: Succus Echinaceae 10 pl preparatu

[ Preparat: Echinerba 1 tabletka

[ Preparat: Echinacea ratiopharm MAX 1 tabletka

[ Preparat: Echinacea (Activiab Pharma) 2 kapsutki (odwazy¢ 0,5 g)

[ Preparat: Herbatka ziotowa jezowka ziele (Herbapol) 1 g sproszkowanego ziela

[] Surowiec ro$linny: ziele jezowki purpurowe;j 1 g sproszkowanego ziela

*lub inny preparat handlowy zawierajacy ziele jezowki purpurowej

1B. Potwierdzenie tozsamosci metoda TLC:

Przygotowanie wyciggu: odpowiednig ilo§¢ badanego preparatu/substancji roslinnej

(tabletki — po uprzedniej mikronizacji w mozdzierzu) przenies¢ do plastikowej probowki na 12

ml. Doda¢ 5 ml metanolu i ekstrahowa¢ w tazni ultradzwickowej przez 5 minut. Wyciag

po ekstrakeji przesaczy¢ przez saczek bibutowy do kolby stozkowe;.

UWAGA: preparat Succus Echinaceae nanosimy bezposrednio na zel krzemionkowy.

Warunki oznaczenia:

Faza stacjonarna:

Faza ruchoma:

Wzorzec:

Nanoszenie:

Suszenie:

Detekcja:

Wyniki:

zel krzemionkowy (ptytki 10 % 5 cm)

bezwodny kwas mrowkowy — woda — metyloetyloketon — octan etylu
(3:3:9:15, viv/v/v)

roztwor kwasu chlorogenowego

30 pl wyciggu badanego wyciagu

5 pl roztworu wzorcowego kwasu chlorogenowego

10 minut w strumieniu zimnego powietrza, nastgpnie 2 minuty
w temp. 100°C

ciepta plytke spryska¢ 1% roztworem estru aminoetylowego kwasu
difenyloborowego w metanolu. Chromatogramy obejrze¢ w swietle UV .
tozsamos$¢ potwierdzi¢ porownujac chromatogramy z monografig

farmakopealng (FP IX) Echinaceae purpureae herba.
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2.  Obserwacje:

3. Wnhioski (potwierdzenie tozsamosci):
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Badania ilosciowe preparatow roslinnych zawierajacych wyciagi
z Echinacea sp. wedlug FP IX metoda HPLC-MS

Prosze¢ zaznaczy¢ badany preparat:

[] Preparat: Echinacea (suplement diety) 2 kapsuiki (odwazy¢ 0,5 g)

[] Surowiec roslinny: korzen jezowki purpurowe; 0,5 g sproszkowanego korzenia

*lub inny preparat handlowy zawierajacy korzen jezéwki purpurowej

1A. Opis ¢wiczenia:

Przygotowanie wyciagu: odwazy¢ dokladnie 0,5 g badanego preparatu/surowca
ros$linnego i przenies$¢ ilosciowo do kolby miarowej o poj. 100 ml. Doda¢ 80 ml 70% etanolu i
ekstrahowa¢ w tazni ultradzwigkowej przez 15 minut. Po ekstrakcji uzupetni¢ 70% etanolem
do 100 ml i wymieszaé. Przesaczy¢ przez saczek bibutlowy do kolby stozkowej, pobra¢ 0,5 ml

przesaczu do fiolki, doda¢ 0,5 ml 0,1% kwasu mrowkowego 1 umiesci¢ w autosamplerze.

Warunki oznaczenia:

Aparat: LC-20, Shimadzu, Detektor SPD-10, Shimadzu
Kolumna: Luna C-18, 25 x 4,6 mm, 5 um

Temperatura: 35°C

Faza ruchoma: A: kwas mrowkowy, woda (1:999, v/v)

B: acetonitryl
Szybkos¢ przeptywu: 1,5 ml/minute
Detekcja: 330 nm
Objetos¢ nastrzyku: 10 pl
Gradient: 0 minut, 10% B
0-13 minut, 10 - 22% B

13-14 minut, 22 — 40% B
14-20 minut, 40% B

Przygotowanie roztworu porownawczego kwasu chlorogenowego: do kolby miarowe;j
przenies¢ ilosciowo 10 mg kwasu chlorogenowego i rozpusci¢ w 70% roztworze etanolu.
Poddawaé dziataniu ultradzwigkéw przez 15 minut. Uzupeti¢ 70% etanolem do 10 ml.
Przenies¢ 4 ml przygotowanego roztworu do kolby miarowej i uzupeli¢ 70% etanolem do

100 ml.
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Badania ilosciowe preparatow roslinnych zawierajacych wyciagi
z Echinacea sp. wedlug FP IX metoda HPLC-MS

Prosze¢ zaznaczy¢ badany preparat:

[1 Preparat: Succus Echinaceae 5ml

[ Preparat: Echinerba 1 tabletka

[ Preparat: Echinacea ratiopharm MAX 1 tabletka

[ Preparat: Echinacea (Activiab Pharma) 2 kapsutki (odwazy¢ 0,5 g)

[ Preparat: Herbatka ziotowa jezowka ziele (Herbapol) 0,5 g sproszkowanego ziela

[] Surowiec roslinny: ziele jezowki purpurowej 0,5 g sproszkowanego ziela

*lub inny preparat handlowy zawierajacy ziele jezowki purpurowej
1B. Opis ¢wiczenia:

Przygotowanie wyciggu: odpowiednig ilo$¢ badanego preparatu/surowca roslinnego
(tabletki po uprzedniej mikronizacji w mozdzierzu) przenies$¢ ilosciowo do kolby miarowej o
poj. 100 ml. Doda¢ 80 ml 70% etanolu i ekstrahowa¢ w tazni ultradzwigkowej przez 15 minut.
Po ekstrakcji uzupetni¢ 70% etanolem do 100 ml i wymieszaé. Przesaczy¢ przez saczek
bibutowy do kolby stozkowej, pobra¢ 0,5 ml przesaczu do fiolki, doda¢ 0,5 ml 0,1% kwasu
mrowkowego 1 umies$ci¢ w autosamplerze.

UWAGA: W przypadku Succus Echinaceae odpowiednig ilo§¢ preparatu przenie$¢ do kolby
miarowej o po. 100 ml i uzupehi¢ 70% etanolem do kreski. Przenies¢ 0,5 ml do fiolki, doda¢

0,5 ml 0,1% kwasu mroéwkowego 1 umiesci¢ w autosamplerze.

Warunki oznaczenia:

Aparat: LC-20, Shimadzu, Detektor SPD-10, Shimadzu
Kolumna: Luna C-18, 25 x 4,6 mm, 5 um

Temperatura: 35°C

Faza ruchoma: A: kwas mrowkowy, woda (1:999, v/v)

B: acetonitryl

Szybkos¢ przeptywu: 1,5 ml/minute

Detekcja: 330 nm

Objetos¢ nastrzyku: 10 pl

Gradient: 0 minut, 10% B 13-14 minut, 22 — 40% B
0-13 minut, 10 > 22% B 14-21 minut, 40% B
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Przygotowanie roztworu porownawczego kwasu chlorogenowego: do kolby miarowe;j
przenies¢ ilosciowo 10 mg kwasu chlorogenowego i rozpusci¢ w 70% roztworze etanolu.
Poddawaé dziataniu ultradzwigkéw przez 15 minut. Uzupetni¢ 70% etanolem do 10 ml.

Przenies¢ 4 ml przygotowanego roztworu do kolby miarowej i uzupeli¢ 70% etanolem do
100 ml.

Chromatogramy nalezy poréwna¢ z monografia farmakopealng (FP IX) Echinaceae
purpureae radix lub Echinaceae purpureae herba (w zalezno$ci od sktadu badanego preparatu),
a nastgpnie wyznaczy¢ powierzchni¢ pikéw i obliczy¢ zawarto$¢ kwasu kaftarowego i kwasu

cykoriowego zgodnie z ponizszymi wzorami.

2. Obliczenia:

a) Procentowa zawartos¢ kwasu kaftarowego:

X_Al x C2 x 100 x 0,881 y
- A2 x C1 %]

b)  Procentowa zawartos¢ kwasu cykoriowego:

X _ Az X C, x 100 x 0,695
- A, x C,

[%]

A1 — pole powierzchni piku kwasu kaftarowego na chromatogramie roztworu badanego

Az—  pole powierzchni piku kwasu chlorogenowego na chromatogramie roztworu porownawczego

A3z — pole powierzchni piku kwasu cykoriowego na chromatogramie roztworu badanego
Ci1— stezenie roztworu badanego, w mg/ml
C>— stezenie kwasu chlorogenowego w roztworze porownawczym, w mg/ml

0,695 — wspotczynnik korelacji piku wyznaczony na podstawie zaobserwowanej odpowiedzi
uktadu chromatograficznego

0,881 — wspolczynnik korelacji piku pomigdzy kwasem kaftarowym i kwasem chlorogenowym
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3. Whioski:

Zawarto$¢ kwasu kaftarowego w badanym preparacie Wynosi .........ccccceeeeereeerreenveenieennnenn.

Zawarto$¢ kwasu cykoriowego w badanym preparacie Wynosi ........cecceeeeeeveerieenveenieennennn.
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Notatki:
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Tabela 8: Systematyka roslinnych substancji leczniczych oraz zrodet ich pochodzenia.

Substancja ro$linna Rodzina
lacinska polska lacinska polska lacinska polska
Absinthii herba ziele piotunu Artemisia absinthium bylica piotun Asteraceae astrowate
aloes zwyczajn
Aloé alona jgi;::;x (b(.e)lf‘ts)ado}sllii.)J d Asphodelaceae | ztotoglowowate
aloes uzbrojony
Althaeae folium lis¢ prawoslazu Althaea officinalis prawoslaz lekarski Malvaceae Slazowate
Althaeae radix korzen prawoslazu Althaea officinalis prawoslaz lekarski Malvaceae $lazowate
Anisi fructus OWOC anyzu Pimpinella anisum biedrzeniec anyz Apiaceae selerowate
iﬁ’;‘;ﬁggﬁ%i epicarpium et 22:2?{?;? pomaraficzy Citrus x aurantium pomarancza gorzka Rutaceae rutowate
Belladonnae folium li§¢ pokrzyku Atropa belladonna pokrzyk wilcza jagoda | Solanaceae psiankowate
Betula pendula brzoza brodawkowata
Betulae folium li§¢ brzozy (syn. Betula verrucosa) (syn. brzoza zwista) Betulaceae brzozowate
Betula pubescens brzoza omszona
Boldi folium lis¢ boldo Peumus boldus boldoa aromatyczna Monimiaceae polencowate
Capsici fructus 0WOcC pieprzowca Capsicum annum papryka roczna Solanaceae psiankowate
Carvi fructus owoc kminku Carum carvi kminek pospolity Apiaceae selerowate
Caryophylli flos kwiat gozdzikowca Syzygium aromaticum gozdzikowiec wonny Myrtaceae mirtowate
Centaurii herba ziele tysigcznika Centaurium erythraea centuria pospolita Gentianaceae goryczkowate
Chelidonii herba ziele glistnika Chelidonium majus glistnik jaskolcze ziele | Papaveraceae makowate
Cinchonae cortex kora chinowca Cinchona succirubra chinowiec Rubiaceae marzanowate
soczystoczerwony
Coffeae semen nasienie kawy gzgiz ZZZZG ﬁzz ?irtfl:r;?:ka Rubiaceae marzanowate
Colae semen (embryo) zarodek kola Cola nitida kola btyszczaca Malvaceae Slazowate
Coriandri fructus owoc kolendry Coriandrum sativum kolendra siewna Apiaceae selerowate
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Substancja ro$linna Gatunek Rodzina
lacinska polska lacinska polska lacinska polska
o . Crataegus monogyna gltdg jednoszyjkowy .
Crataegi folium cum flore kwiatostan glogu Crataegus laevigata alog dwuszyjkowy Rosaceae rézowate
Crataegi fructus owoc glogu Crataegus monogyna glggjednoszyjkowy Rosaceae rézowate
Crataegus laevigata gldég dwuszyjkowy
Echinaceae angustifoliae radix korzeh J CZOWkl Echinacea angustifolia jezowka waskolistna Asteraceae astrowate
waskolistnej
Echinaceae pallidae radix korzen jezowki bladej | Echinacea pallida jezéwka blada Asteraceae astrowate
Echinaceae purpureae radix korzefl | eZQWkl Echinacea purpurea jezowka purpurowa Asteraceae astrowate
purpurowe;j
Echinaceae purpureae herba ziele j ezowkl Echinacea purpurea jezéwka purpurowa Asteraceae astrowate
purpurowe;j
Ephedrae herba ziele przesli Ephedra sinica przesl chinska Ephedraceae przeslowate
Equiseti herba ziele skrzypu Equisetum arvense skrzyp polny Equisetaceae skrzypowate
Eucalypti folium lis¢ eukaliptusa Eucalyptus globulus eukaliptus gatkowy Myrtaceae mirtowate
Euphrasia stricta swietlik wyprezony
Euphrasiae herba ziele $wietlika Euphrasia rostkoviana swietlik lakowy Orobanchaceae |zarazowate
Euphrasia officinalis swietlik lekarski
Filipendulae ulmariae flos kwiat wiazowki btotnej | Filipendula ulmaria wigzowka blotna Rosaceae rézowate
Foeniculi amari fructus owoc.kopru w10.slfleg0 Foeniculum vulgare ssp. vulgare koper. whoski Apiaceae selerowate
(odmiany gorzkiej) var. vulgare (odmiana gorzka)
owoc kopru wtoskiego | Foeniculum vulgare ssp. vulgare koper wioski
Foeniculi dulcis fructus _oP SKICE & P- VU (odmiana stodka) Apiaceae selerowate
(odmiany stodkiej) var. dulce
Frangulae cortex kora kruszyny Frangula alnus kruszyna pospolita Rhamnaceae szaklakowate
Fumariae herba ziele dymnicy Fumaria officinalis dymnica pospolita Papaveraceae makowate
Gentianae radix korzen goryczki Gentiana lutea goryczka zotta Gentianaceae goryczkowate
Ginkgonis folium li§¢ mitorzebu Ginkgo biloba mitorzab japonski Ginkgoaceae mitorzebowate
Guaranae semen nasienie guarany Paullinia cupana paulinia guarana Sapindaceae mydlencowate
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Substancja roslinna Gatunek Rodzina

lacinska polska lacinska polska lacinska polska
Harpagophyti radix korzen hakorosli Harpagophytum procumbens hakoros$l rozestana Pedaliaceae potapkowate
Helichrysi flos kwiat kocanek Helichrysum arenarium kocanki piaskowe Asteraceae astrowate
Hippocastani semen nasienie kasztanowca Aesculus hippocastanum kasztanowiec pospolity | Sapindaceae mydlencowate
Hydrastidis rhizoma Kigcze gor;kmka Hydrastis canadensis gorzknik kanadyjski Ranunculaceae |jaskrowate

kanadyjskiego
Hyperici herba ziele dziurawca Hypericum perforatum dziurawiec zwyczajny | Hypericaceae dziurawcowate
Ipecacuanhae radix korzen wymiotnicy Carapichea ipecacuanha wymiotnica prawdziwa | Rubiaceae marzanowate
Juniperi galbulus szyszkojagoda jatowca | Juniperus communis jatowiec pospolity Cupressaceae cyprysowate
. Lavandula angustifolia . . .
Lavandulae flos kwiat lawendy (syn. Lavandula officinalis) lawenda waskolistna Lamiaceae Jjasnotowate
Levistici radix korzen lubczyku Levisticum officinale lubczyk ogrodowy Apiaceae selerowate
Lupuli flos kwiat chmielu . . .
Lupuli strobilus szyszka chmiclu Humulus lupulus chmiel zwyczajny Cannabaceae konopiowate
Magnoliae officinalis cortex kora magnolii lekarskiej | Magnolia officinalis magnolia lekarska Magnoliaceae magnoliowate
Malvae folium lis¢ $lazu Malva sylvesiris §1az dZﬂ?I Malvaceae $lazowate
Malva neglecta $laz zaniedbany
. . _ Malva sylvestris $laz dziki .
Malvae sylvestris flos kwiat $lazu dzikiego Malva neglecta $laz zaniedbany Malvaceae $lazowate
; li$¢ ostrokrzewu Lo o -

Mate folium paragwajskicgo llex paraguariensis ostrokrzew paragwajski | Aquifoliaceae ostrokrzewowate
Matricariae flos (Chamomillae . . Matricaria recutita . .
flos/anthodium) kwiat rumianku (syn. Chamomilla recutita) rumianek lekarski Asteraceae astrowate
Melissae folium li§¢ melisy Melissa officinalis melisa lekarska Lamiaceae jasnotowate
Menthae piperitae folium lis¢ migty pieprzowe;j Mentha * piperita migta pieprzowa Lamiaceae jasnotowate
Menyanthidis trifoliatae folium lis¢ bobrka Menyanthes trifoliata bobrek trojlistkowy Menyanthaceae |bobrkowate
Millefolii herba ziele krwawnika Achillea milllefolium krwawnik pospolity Asteraceae astrowate
Oleae folium lis¢ oliwki Olea europaea oliwka europejska Oleaceae oliwkowate



https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:77126681-1
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:30000710-2
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Substancja roslinna Rodzina
lacinska polska lacinska polska lacinska polska

Quercus robur dab szyputkowy

Quercus cortex kora debu Quercus petraea dab bezszyputkowy Fagaceae bukowate
Quercus pubescens dab omszony

Passiflorae herba ziele mgezennicy Passiflora incarnata meczennica cielista Passifloraceae | megczennicowate

Plantaginis lanceolatae folium li§¢ babki lancetowatej | Plantago lanceolata babka lancetowata Plantaginaceae |babkowate

Polygoni avicularis herba ziele rdestu ptasiego Polygonum aviculare rdest ptasi Polygonaceae rdestowate

Rhamni purshianae cortex kora szak’iaklu Rhamnus purshiana szaktak amerykanski Rhamnaceae szaktakowate

amerykanskiego

Rhei radix korzen rzewienia Rheum palmatum rzewien palczasty Polygonaceae rdestowate

Rosmarini folium li$¢ rozmarynu Rosmarinus officinalis rozmaryn lekarski Lamiaceae jasnotowate
Salix purpurea wierzba purpurowa

Salicis cortex kora wierzby Salix daphnoides wierzba wawrzynkowa | Salicaceae wierzbowate
Salix fragilis wierzba krucha

Salviae officinalis folium lis¢ szatwii Salvia officinalis szalwia lekarska Lamiaceae jasnotowate

Sambuci flos kwiat bzu czarnego Sambucus nigra dziki bez czarny Viburnaceae kalinowate

. . l dri t i trolist

Sennae foliolum listek senesu Senna alexan rina SUQCzynicc oSWOUSINY | 7 p 1 ceqe bobowate

Senna angustifolia stragczyniec waskolistny
. . . li ] to¢ k jsk

Solidaginis herba ziele nawloci So z.dago cqnadenszs nawioe anadyp a Asteraceae astrowate
Solidago gigantea nawloc¢ olbrzymia

Solidaginis virgaureae herba ziele nawloci pospolitej |Solidago virguarea nawloc¢ pospolita Asteraceae astrowate

Stephaniae tetrandrae radix korzen stefanii Stephania tetrandra Stephania czworoboczna | Menispermaceae | miesigcznikowate

Stramonii folium li§¢ bielunia Datura stramonium bielun dzi¢dzierzawa Solanaceae psiankowate

Sylibi mariani fructus OWOc 08 ropestu Silybum marianum ostropest plamisty Asteraceae astrowate

plamistego
- o Tilia cordata lipa drobnolistna .
- . ) Mal | t
Tiliae flos kwiat lipy Tilia platyphyllos lipa szerokolistna alvaceae $lazowate
Theae folium li§¢ herbaty Camellia sinensis herbata chinska Theaceae herbatowate
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Substancja ro$linna Rodzina
lacinska polska lacinska polska lacinska polska

Camelliae SHensis non iS¢ niefermentowany Camellia sinensis herbata chinska Theaceae herbatowate
fermentata folia herbaty
Thymi herba ziele tymianku Thymus vulgaris tymianek pospolity Lamiaceae jasnotowate
Unacarlqe rhynchophyllae ramulus | todyga czepoty chifiskicj Unacaria rhynchophylla czepota chinska Rubiaceae marzanowate
cum uncis z kolcem
Uvae ursi folium li$¢ macznicy Arctostaphylos uva-ursi macznica lekarska Ericaceae wrzosowate
Valerianae radix korzen koztka Valeriana officinalis koztek lekarski Valerianaceae koztkowate

dziewanna
Verbascum thapsus drobnokwiatowa
Verbasci flos kwiat dziewanny Verbascum phlomoides dziewanna kutnerowata | Scrophulariaceae | trgdownikowate
Verbascum thapsiforme dziewanna
wielkokwiatowa

Verbenae herba ziele werbeny Verbena officinalis TZE;E:E: (witulka) Verbenaceae werbenowate

. i Viol, ] fiotek pol .
Violae herba cum flore Zl?.le fiotka fola aryensis Jolecpoiny Violaceae fiotkowate

trjbarwnego Viola tricolor fiotek trojbarwny

Vitis idaeae folium li$¢ brusznicy Vaccinium vitis-ideae borowka brusznica Ericaceae wrzosowate
Zingiberis rhizoma ktacze imbiru Zingiber officinale imbir lekarski Zingiberaceae imbirowate
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