Farmakognézia (2) — praktické cvicenia — 3. rocnik

Letny semester akad. r. 2024/2025

Sacharidy.

ULOHY:

DROGY:

Al-2) Skusky totoZnosti

e Oryzae amylum (ryZovy Skrob)
Oryza sativa L.(ryZa siata)
Poaceae

A3) Skusky totoZnosti

e Taraxaci officinalis radix (koren pupavy lekarskej)
Taraxacum officinale F. H. Wigg. (pupava lekarska)
Asteraceae
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ad Al-2) Skusky totoZnosti

PosTuP:
Navazok
Droga [mi]
Oryzae amylum, solutio gelata
. , 50
(tzv. skrobovy maz)

ad A1) K 5 ml 8krobového mazu* a sa prida 5 kvapiek jodu (0,02 mol.dm™3). Roztok sa farbi
tmavomodro — dékaz pritomnosti Skrobu farebnou reakciou.

ad A2) K 5 ml skrobového mazu* a sa prida 0,5 ml 11 % kyseliny chlorovodikovej a zahrieva
sa 30 mintt vo vodnom kupeli. Potom sa zalkalizuje 20 % roztokom hydroxidu sodného na pH
10. Po pridani 5 ml Fehlingovho skimadla *a zahriati na vodnom kupeli vyliéi sa oxid med’ny
ako Cervena zrazenina. — dokaz pritomnosti redukujucich sacharidov zraZacou reakciou
po hydrolyze Skrobu v kyslom prostredi.

ad A3) Skusky totoZnosti

PosTuP:
Navazok
Droga
° [o]
Taraxaci officinalis radix g.s.

Praskovana droga sa prevlh¢i kvapkou 20 % alkoholického roztoku a-naftolu a1 kvapkou
koncentrovanej kyseliny sirovej. Roztok sa farbi fialovo — dokaz pritomnosti inulinu
Molischovou reakcciou.

Priprava skroboveho mazu*: 0,5 g Oryzae amylum (ryzovy skrob) sa povari s 25 ml vody, maz sa necha
vychladnut. (p. p. uchovdva sa ako zdsobny roztok na studenom a tmavom mieste.)

# Fehlingovo skiumadlo:

Fehling I. 7 g siranu mednatého sa rozpusti vo vode a doplni do 100 ml.

Fehling II: 35 g vinanu sodno-draselného a 10 g hydroxydu draselného sa rozpustd vo vode a doplni do 100 ml.
Pred pouzitim sa zmieSaju rovnaké objemy obidvoch roztokov.
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Slizy.
ULOHY:
DROGY:
B)  Stanovenie ¢isla napuciavania slizov

Althaeae folium (list ibisa)
Althaea officinalis L. (ibi$ lekarsky)
Malvaceae

Althaeae radix (koren ibisa)
Althaea officinalis L. (ibi$ lekarsky)
Malvaceae

Lichen islandicus (lisajnik islandsky)
Cetraria islandica (L.) Acharius s. I. (pl'uzgierka islandska /lisajnik islandsky)
Parmeliaceae

Lini semen (semeno I'anu)
Linum usitatissimum L. ('an siaty)
Linaceae

Malvae sylvestris flos (kvet slezu lesného)
Malva sylvestris L. (slez lesny)
Malvaceae

Plantaginis ovatae seminis tegumentum (osemenie skorocelu vajcovitého)
Plantago ovata Forssk., syn. P. ispaghula Roxb. (skorocel vajcovity)
Plantaginaceae

Tiliae flos (kvet lipy)

Tilia cordata Miller (lipa malolista)
T. platyphyllos Scop. (lipa velkolista)
T. x europea L. (lipa oby¢ajnd)
Malvaceae

Verbasci flos (kvet divozela)

Verbascum thapsus L. (divozel malokvety)

V. densiflorum Bertol. (V. thapsiforme Schrad.) (divozel velkokvety)
V. phlomoides L. (divozel sapovity)

Scrophulariaceae
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ad B) Stanovenie ¢isla napuciavania slizov

PosTuP:

UPOZORNENIE: Robia sa tri paralelné stanovenial

Navasok Etanol 96 % na

Droga ‘ navlhcenie

[9] [mi]
Althaeae folium 0,2 1,0
Althaeae radix 1,0 1,0
Lichen islandicus 1,0 1,0
Lini semen 1,0 1,0
Malvae sylvestris flos 0,2 0,5
Plantaginis ovatae seminis tegumentum <0,1 1,0
Tiliae flos 0,2 0,5
Verbasci flos 1,0 2,0

Do 25-ml odmerného valca sa odvazi predpisané mnozstvo praskovanej drogy (250) (pozri
vyssie). Droga sa navlh¢i predpisanym mnoZstvom 96 % etanolu a prida sa 25 ml destilovanej
vody. Pocas jednej hodiny sa pretrepava vzdy po 10 min. Dalsie 3 hodiny sa necha stat. Po
uplynuti 90 miniit od zadiatku skasky je uz vicsina kvapaliny viazana na drogu. Castice, ktoré
zostali na hladine sa odstrdnia miernym kruzivym pohybom valca. Po uplynuti uvedeného casu
sa odcita objem, ktory zabera droga spolu s prilipnutym slizom. Vysledna hodnota je priemerom
troch paralelnych stanoveni.
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Saponiny.

ULOHY:

DROGY:

B)

Stanovenie ¢isla penivosti

Herniariae herba (vnat prietrznika)
Herniaria glabra L. (prietrznik holy)
H. hirsuta L. (prietrznik chlpaty)
[H. incana Lam. (prietrznik sivy)
— Monografia EU uvadza aj ako mozna matersku rastlinu]
Caryophyllaceae

Primulae radix (koren prvosienky)
Primula veris L. (prvosienka jarnd)

P. elatior (L.) Hill (prvosienka vyssia)
Primulaceae

Quillajae cortex (kora kvilaje)
Quillaja saponaria Molinas. I. (kvilaja mydlova)
Quillajaceae

Solidaginis herba (vnat’ zlatobyle)
Solidago gigantea Ait. (zlatobyl’ obrovska)
S. canadensis L. (zlatobyl’ kanadska)
Asteraceae
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ad B) Stanovenie Cisla penivosti

PosTuP:

Navazok
Droga [9]
Herniariae herba 0,2
Primulae radix 0,2
Quillajae cortex 0,1
Solidaginis herba 0,1

K predpisanému mnozstvu praskovanej drogy (250) sa prida 100 ml vody a vari sa v 200-ml
Erlenmayerovej banke pocas 15 minat. Odvar sa prefiltruje a filtrat sa zneutralizuje
1 % roztokom uhli¢itanu sodného pridavaného po kvapkéch. Po neutralizacii sa doplni vodou
do 100 ml. Tento vyluh sa znova prefiltruje a z filtratu sa postupne odpipetuje 1 az 10 ml do
10 skimaviek o priemere 16 mm. Vyluhy v jednotlivych skimavkach sa doplnia destilovanou
vodou do 10 ml a obsah kazdej skimavky sa 15 seklind intenzivne pretrepava. Skimavky sa po
pretrepani postavia do stojanu a po 15 minttach sa zisti, v ktorej skimavke s najmenSim
mnozstvom vyluhu sa eSte vytvoril prstenec peny vysoky 1 cm.

Priklad: Ak sa prstenec peny vysky 1 cm vytvoril v 8. skimavke, ktora obsahuje 8 ml vyluhu,
potom je v 8 ml 0,1 % vyluhu pritomnych 0,008 g drogy a pomer riedenia sa vypocita z tmery:
0,008:10=1:x => x=1250.V tomto pripade ¢islo penivosti je 1 250.
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Hor¢iny.

ULOHY:

DROGY:

B)

Stanovenie Cisla horkosti

Absinthii herba (vnat’ paliny pravej)
Artemisia absinthium L. (palina prava)
Asteraceae

Centaurii herba (viat' zemezICe)

Centaurium erythraea Rafn s. I. (syn. Centaurium umbellatum Gilib.; Erythraea
centaurium Pers.) (zemezI¢ lekarska)

Gentianaceae

Condurango cortex (kora marsdénie / kondurangova kora)

Ruehssia cundurango (Triana) Liede et H. A. Keller (syn. Marsdenia cundurango
Rchb. fil.) (marsdénia horka / kondurango)

Apocynaceae

Gentianae radix (koren horca)
Gentiana lutea L. (horec ZIty)
Gentianaceae

Menyanthidis trifoliatae folium (list vachty trojlistkovej)
Menyanthes trifoliata L. (vachta trojlistkova)
Menyanthaceae
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ad B) Stanovenie ¢isla horkosti

PosTuP:

UPOZORNENIE: Pri stanoveni ¢isla horkosti pracujte len s cistym a suchym laboratornym sklom
a_s Cerstvo prevarenou destilovanou vodou!

Navazok
Droga [g]z
Absinthii herba 1,0
Centaurii herba 1,0
Condurango cortex 1,0
Gentianae radix 1,0
Menyanthidis trifoliatae folium 1,0

1. Urcéenie korekéného faktora

Zasobny roztok. 0,1 g chininiumchloridu sa rozpusti v destilovanej vode a zriedi sa na 100,0 ml.
1,0 ml tohto roztoku sa zriedi destilovanou vodou na 100,0 ml.

Referencné roztoky. Pripravia sa série riedeni zasobného roztoku. Do prvej skimavky sa
pipetou prida 3,6 ml zasobného roztoku a do d’alSej skimavky vzdy o 0,2 ml viac zdsobného
roztoku, aZ po objem 5,8 ml. Objem skumaviek sa doplni vodou do 10,0 ml. Ur¢i sa riedenie
roztoku s najnizSou koncentraciou, ktoré ma este horka chut’. 10,0 ml najzriedenejSieho roztoku
sa 30 sektind necha v ustach pohybovat’ z jednej strany na druhti na koreni jazyka. Ak sa roztok
nevnima ako horky, vypluje sa a pockd sa 1 minutu. Potom sa usta vyplachnu vodou. Po 10
minutach sa obdobne skusa najblizsie riedenie s vy$Sou koncentraciou.

Korekény faktor K sa vypocita podl'a vzorca

N
5,00

kde n = pocet mililitrov zasobného roztoku v riedeni s najnizSou koncentraciou, ktora sa este
vnima ako horka.
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2. Priprava vzorky

K 1,0 g praskovanej drogy (250) sa prida 100,0 ml prevarenej destilovanej vody a zmes sa
zahrieva 30 minut za staleho miesania. Ochladi sa a doplni vodou do 100,0 ml. Po premiesani

sa prefiltruje, pricom sa prvé 2 ml filtratu odstrania. Filtrat sa oznaci C-1 a ma faktor zriedenia
(FZ) 100.

3. Urcenie Cisla horkosti

Skusané roztoky

10,0 ml C-1 sa zriedi vodou na 100 ml: C-2 (FZ = 1 000)
10,0 ml C-2 sa zriedi vodou na 100 ml: C-3 (FZ = 10 000)
20,0 ml C-3 sa zriedi vodou na 100 ml: C-3A (FZ = 50 000)

10,0 ml C-3 sa zriedi vodou na 100 ml: C-4 (FZ = 100 000)

v v

hork chut’. Tento roztok sa oznac¢i D. FZ roztoku sa oznac¢i Y.

Zacinajuc roztokom D sa pripravi tato postupnost’ riedeni:

RoztokD |4 5 | 151501306080
[mI]
Voda  1gglas|go|70]40]20
[mI]

Ur¢i sa pocet mililitrov roztoku D, ktory mé po zriedeni na 10,0 ml eSte horka chut’ a oznaci
sa X.

Cislo horkosti sa vypo&ita podl'a vzorca
x k

x0,1

¢. horkosti = Y
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Flavonoidy.

ULOHY:

DROGY:

Al)

A2)

A3)

B)

Skusky totoZnosti

Crataegi folium cum flore (list hlohu s kvetom)
Crataegus monogyna Jacq. (Lindm.) (hloh jednosemenny)
C. laevigata (Poir.) DC. (hloh oby¢ajny)

C. pentagyna Waldst. et Kit. ex Willd. (hloh pat'semenny)
C. nigra Waldst. et Kit. (hloh ¢ierny)

C. azarolus L. (hloh stredomorsky)

Rosaceae

Sambuci flos (kvet bazy)
Sambucus nigra L. (baza ¢ierna)
Viburnaceae

Skusky totoZnosti

Aurantii amari epicarpium et mesocarpium (oplodie citronovnika horkého)
Citrus aurantium L. ssp. aurantium (syn. C. aurantium L. ssp. amara Engl.)
(citronovnik horky)

Rutaceae

Hodnotenie flavonoidov tenkovrstvovou chromatografiou (TLC)

Rutae herba (viat ruty)
Ruta graveolens L. (ruta vonava)
Rutaceae

Tiliae flos (kvet lipy)

Tilia cordata Miller (lipa malolista)
T. platyphyllos Scop. (lipa velkolista)
T. x europea L. (lipa oby€ajna)
Malvaceae

Verbasci flos (kvet divozela)

Verbascum thapsus L. (divozel malokvety)

V. densiflorum Bertol. (V. thapsiforme Schrad.) (divozel vel'kokvety)
V. phlomoides L. (divozel sapovity)

Scrophulariaceae

Stanovenie flavonoidov spektrofotometricky

Betulae folium (list brezy)

Betula pendula Roth (breza previsnuta)
B. pubescens Ehrh. (breza paperista)
Betulaceae
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Equiseti herba (vinat praslicky)
Equisetum arvense L. (prasli¢ka rol'nd)
Equisetaceae

Euphrasiae herba (viat ocianky)
Euphrasia L. (o¢ianka)
Orobanchaceae

Fagopyri herba (viiat’ pohanky)
Fagopyrum esculentum Moench (pohanka jedla)
Polygonaceae

Ginkgonis folium (list ginka)
Ginkgo biloba L (ginko dvojlalo¢né)
Ginkgoaceae

Polygoni avicularis herba (viat stavikrva vtacieho)
Polygonum aviculare L. s. I. (stavikrv vtaci)
Polygonaceae

Sambuci flos (kvet bazy)
Sambucus nigra L. (baza ¢ierna)
Viburnaceae

Solidaginis herba (viat’ zlatobyle)
Solidago gigantea Ait. (zlatobyl’ obrovska)
S. canadensis L. (zlatobyl’ kanadska)
Asteraceae
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ad Al) Skusky totoZnosti

PosTuP:

UPOZORNENIE: Pozor! Pri manipulacii s dietyléterom Sa_vyZaduje zvySend opatrnost!
Ide 0 horlavinu 1. triedy. Teplota samovznietenia je 170 °C (dietyléter sa méze samovolne
vznietit' napr. aj kontaktom s horiicim povrchom bez plamenia ¢i iskry), teplotu varu md 32 <C.
Hrozi riziko vzniku poZiaru a vybuchu pri nedodrzani zasad BOZP!

Navazok
Droga
: [o]
Crataegi folium cum flore 0,2
Sambuci flos 0,2

0,2 g praSkovanej drogy sa vari 2 mintty v skimavke s 5 ml metanolu. Po vychladnuti sa zmes
prefiltruje a filtrat sa odpari na porcelanovej miske (na vodnom kupeli) do sucha. K odparku na
miske sa pridaji 3 ml 3 % roztoku kyseliny boritej a 1 ml 10 % roztoku kyseliny $tavel'ovej a
zmes sa opat’ odpari do sucha a necha sa asi 5 minat na vodnom kupeli. K odparku sa po
vychladnuti prida dietyléter, prip. etanol 96 %. Dietyléterovy roztok fluoreskuje Zltozeleno
(pod UF lampou, A = 366 nm) — dokaz pritomnosti flavonoidov.

ad A2) Skusky totoZnosti

PosTuP:
NavaZok
Droga
: [o]
Aurantii amari epicarpium et mesocarpium g.s.

Niekol'’ko kuskov drogy sa da do sktimavky a pretrepe sa s5 ml 6,5 % roztoku hydroxidu
draselného. Roztok sa farbi sytozlto — dékaz hesperidinu.
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ad A3) Hodnotenie flavonoidov tenkovrstvovou chromatografiou (TLC)

PosTuP:
Ndvazok
Droga
. []
Rutae herba 0,3
Tiliae flos 0,3
Verbasci flos 0,3

Priprava extraktov (vzoriek). 0,3 g praskovanej drogy a 5 ml metanolu sa povari v skimavke 5
minut na vodnom kupeli. Extrakt sa prefiltruje a odpari sa na minimalny objem. Tento roztok
sa pouzije na tenkovrstvovu chromatografiu.

TLC chromatografia

Nosic¢ Silufol® UV254

Sposob vyvijania jednorozmernd vzostupna chromatografia, 1x
Vyvijacia sustava etylacetat : kyselina mravéia:voda=8:1:1
Detekcia a) 5 % roztok kyseliny trihydrogénborite;

a 2 % roztok kyseliny $tavel'ovej v pomere 1 : 2
b) pod UF lampou (A = 366 nm)

Standardy kvercetin (Q),
rutin (R)
Vzorky metanolovy extrakt Rutae herba (RH),

metanolovy extrakt Tiliae flos (TF),
metanolovy extrakt Verbasci flos (VF).

Na start chromatografickej platnicky sa nanesie cca. 5 pl vzorky, teda metanolového
extraktu drog (pozri vyssie) spolu s uvedenymi Standardmi. Do vyvijacej komory sa naleje
40 ml Cerstvo pripravenej sustavy a komora sa necha sytit. Chromatogram sa necha vyvijat’
v uvedenej sustave do vySky 1 cm od jeho horného okraja. Po vyvinuti sa chromatogram vysusi
v digestoriu az do vymiznutia zdpachu. Po vysuSeni sa deteguje detekénym skamadlom. Skvrny
latok sa pozoruju pred aj po detekcii pod UF lampou. Chromatogram sa vyhodnoti vypocitanim
porovnanim extraktov drog so Standardami, vypocitaji sa Rr hodnoty.
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ad B) Stanovenie flavonoidov spektrofotometricky

POSTUP:

Droga Ndrg]szk
Betulae folium 0,1000
Equiseti herba 0,4000
Euphrasiae herba 0,1500
Fagopyri herba 0,1500
Ginkgonis folium 0,2000
Polygoni avicularis herba 0,2000
Sambuci flos 0,3000
Solidaginis herba 0,1000

Zakladny roztok. K predpisanému mnozstvu praskovanej drogy (800) v 100-ml varnej banke sa
prida 0,5 ml roztoku metenaminu (hexametyléntetraaminu) (5 g/1), 15 ml acetéonu a 1 ml 25 %
kyseliny chlorovodikovej. Zmes sa 30 mintt zahrieva na vodnom kupeli pri teplote varu pod
spatnym chladicom. Po ochladeni sa zmes prefiltruje cez vatu do 50-ml odmernej banky.
Extrahovana droga i vata sa zahrievaju v tej istej banke tym istym spdsobom este 2x s 10 ml
acetonu po 10 minuatach.

Jednotlivé vyluhy sa po ochladeni prefiltruju do tej istej odmernej banky. Banka a filter
sa premyju acetonom a objem sa doplni acetonom na 50 ml. 10,0 ml tohto roztoku sa prenesie
do deliaceho lievika, prida sa 10 ml vody a zmes sa pretrepava 1x s 10 ml a potom 3x s 5 ml
etylacetatu. Etylacetatové podiely sa spoja v d’alsom deliacom lieviku a pretrepavaji sa 2x s 25
ml vody. Nasledne sa prefiltruju cez 2 g bezvodého siranu sodného do 25-ml odmernej banky.
Objem sa zriedi etylacetdtom na 25,0 ml za stic¢asného premytia filtracného lievika a siranu
sodného.

Skusany roztok. K 4,0 ml zakladného roztoku sa prida 0,4 ml 2 % roztoku chloridu hlinitého
v zmesi metanolu a koncentrovanej kyseliny octovej (95 : 5) a zriedi sa zmesou metanolu
a koncentrovanej kyseliny octovej (95 : 5) na 10,0 ml.

Porovnavaci roztok. 4,0 ml zakladného roztoku sa zriedia zmesou metanolu a koncentrovanej
kyseliny octovej (95 : 5) na 10,0 ml.

Po 30 minttach sa meria absorbancia skuSané¢ho roztoku pri A =425 nm oproti
porovnavaciemu roztoku.

Vypocet obsahu flavonoidov.

Percentudlny obsah flavonoidov sa vypocita podl'a vzorca:

_ Ax0,625 A = absorbancia
m

%
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m = navazok drogy v gramoch

za predpokladu, ze Specificka absorbancia hyperozidu resp. izokvercitrozidu pri
A =425 nm je 500.

Obsah flavonoidov sa vyjadri:
ako hyperozid — drogy Betulae folium, Polygoni avicularis herba a Solidaginis herba,
ako izokvercitrozid — drogy Equiseti herba, Euphrasiae herba, Fagopyri herba a Sambuci flos.
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Silice.
Derivaty kyseliny hydroxyskoricove;j.

RASTLINY CECADE LAMIACEAE, PODCECADE NEPETOIDEAE SU
TYPICKE OBSAHOM SILICE S PREVAHOU MONOTERPENOV (l.)
A OBSAHOM FENOLOVYCH LATOK — DERIVATOV KYSELINY
HYDROXYSKORICOVEJ (11.).

ULOHY:

DROGY:

l. Silice.

B1) Stanovenie obsahu silice v Menthae piperitae folium
B2) Izolacia silice z Menthae piperitae folium

A) Do6kaz mentolu v silici (Menthae piperitae aetheroleum)
tenkovrstvovou chromatografiou (TLC)

e Menthae piperitae folium (list méty piepornej)
Mentha x piperita L. (méta pieporna)
Lamiaceae

I1. Derivaty kyseliny hydroxyskoricovej.

B) Stanovenie celkového obsahu derivatov kyseliny hydroxyskoricovej vyjadrenych
ako kyselina rozmarinova v drogach rastlin ¢el’ade Lamiaceae

e Melissae folium (list medovky)
Melissa officinalis L. (medovka lekarska)
Lamiaceae

e Menthae piperitae folium (list méity piepornej)
[Menthae piperitae herba (viiat’ mity piepornej) — SFK obsahuje monografiu]
Mentha x piperita L. (méta piepornd)
Lamiaceae

e Rosmarini folium (list rozmarinu)
Salvia rosmarinus Spenn. (syn. Rosmarinus officinalis L.) (rozmarin lekarsky)
Lamiaceae

e Salviae officinalis folium (list Salvie lekarskej)
Salvia officinalis L. (Salvia lekarska)
Lamiaceae
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l. Silice.

PosTuP:

ad B1,2) Stanovenie obsahu silice a jej izolacia z Menthae piperitae folium

Navazok
Droga
’ [a]
Menthae piperitae folium 10,0

1. Stanovenie obsahu silice v Menthae piperitae folium

10,0 g rezanej drogy, 200 ml destilovanej vody a niekol’ko varnych kamienkov sa vpravi
do 1000-ml varnej banky, ktora sa potom spoji s aparatirou na destilaciu silice. Do aparatury
sa postrannou trubicou prida destilovana voda tak, aby hladina v kalibrovanej trubici dosiahla
vysku ohybu v bo¢nom ramene. Postrannou trubicou sa prida 0,50 ml xylénu a postranna
trubica sa zatvori chumacikom vaty.

Obsah v banke sa zahreje na vari¢i do varu a destiluje sa 2 hodiny. Po uplynuti najmene;j
10 minut od skoncenia destilacie sa v kalibrovanej trubici od¢ita objem destilatu, od ktorého sa
odc¢ita objem xylénu. Rozdiel tychto hodnét vyjadruje mnozstvo silice ziskanej destilaciou
odvazené¢ho mnozstva drogy.

Vysledok sa prepocita na ml/1000 g drogy, resp. na objemovo-hmotnostné percenta
[% (V/m)].

2. Izolacia silice (Menthae piperitae aetheroleum)

Vydestilovana silica rozpustena v xyléne sa vypusti zkalibrovanej stupnice,
(po otvoreni kohutika a opatrnom vypusteni vody) do skiimavky.
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ad A) Dokaz mentolu v silici tenkovrstvovou chromatografiou (TLC)

3. Dokaz mentolu v silici (Menthae piperitae aetheroleum) tenkovrstvovou chromatografiou

UPOZORNENIE:
V detekcnom skumadle sa nachddza koncentrovana kyselina sirova (Zieravina)!

TLC chromatografia

Nosi¢ Silufol® 254/366

Sposob vyvijania jednorozmernd vzostupna chromatografia, 1x
Vyvijacia sustava chloroform : benzén =3 : 1

Detekcia roztok vanilinu v kyseline sirovej #

Standard mentol (M)

Vzorka izolovana silica méty piepornej

(Menthae piperitae aetheroleum) (Vz)

Na Start chromatografickej platni¢ky sa nanesie ziskana silica a roztok mentolu
(Standard). Do vyvijacej komory sa naleje 40 ml Cerstvo pripravenej sistavy a komora sa necha
sytit’. Chromatogram sa necha vyvijat' v uvedenej ststave. Vyvinuty chromatogram sa vysusi
v digestore a deteguje sa detekénym skimadlom. Potom sa vlozi asi na 10 sekand do suSiarne
vyhriatej na 105 °C. Po vychladnuti sa pozoruji Skvrny latok pri dennom svetle (VIS).
Pritomnost’” mentolu sa zisti porovnavanim so Standardom, vypocitaji sa Rr hodnoty. —
Pomocou TLC sa dokazal mentol a d’alSie monoterpény Vv lickopisnom pripravku Menthae
piperitae aetheroleum.

# Roztok vanilinu v kyseline sirovej: 3 g vanilinu sa rozpusti v 100 ml etanolu (96 %) apridd sa 3 ml

koncentrovanej kyseliny sirove;j.
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I1. Derivaty kyseliny hydroxysSkoricovej.

ad B) Stanovenie obsahu celkového derivatov kyseliny hydroxyskoricovej vyjadrenych
ako kyselina rozmarinova v drogach rastlin ¢elade Lamiaceae

PosTuUP:
Navazok
Droga [g]z
Melissae folium 0,0500
Menthae piperitae folium 0,1000
Salviae officinalis folium 0,2000
Rosmarini folium 0,2000

Zadkladny roztok:. K predpisanému mnozstvu praskovanej drogy (800) sa prida 80 ml 50 %
etanolu a vari sa 30 minat pod spatnym chladi¢om na vodnom kupeli. Ochladi sa a prefiltruje
sa do 100-ml odmernej banky a filter sa premyje 10 ml 50 % etanolu. Obsah sa doplni
50 % etanolom na 100 ml.

Skusany roztok: Odoberie sa 1,0 ml zékladného roztoku do 10-ml odmernej banky, pridaja sa 2
ml roztoku 0,5 mol/l kyseliny chlorovodikovej, 2 ml Arnowovho skiimadla #. Potom sa pridaju
2 ml zriedeného roztoku hydroxidu sodného (8,5 g/100 ml), doplni sa vodou na 10,0 ml a
premieSa sa. Thned” sa meria absorbancia skuSaného roztoku pri A =505 nm oproti
porovnavaciemu roztoku.

Porovnavaci roztok. 1,0 ml zakladného roztoku sa zriedi do 10,0 ml destilovanou vodou.

Celkovy percentudlny obsah hydroxyskoricovych derivatov, vyjadrenych ako kyselina
rozmarinova, sa vypocita podla vzorca

A = absorbancia skiisaného roztoku pri A =505 nm
% — Ax2,5 m = navazok drogy v gramoch
m
za predpokladu, ze Specificka absorbancia kyseliny rozmarinovej pri A =505 nm je 400.

# Arnowovo skimadlo sa pripravi rozpustenim 10 g dusitanu sodného a 10 g molybdénanu sodného v 100 ml vody
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Triesloviny.

ULOHY:

DROGY:

A)

B)

Skusky totoZnosti

Agrimoniae herba (vnat repika)
Agrimonia eupatoria L. (repik lekarsky)
Rosaceae

Bistortae rhizoma (podzemok hadovnika)
Persicaria bistorta (L.) Samp. (syn. Polygonum bistorta L.) (hadovnik vacsi)
Polygonaceae

Hamamelidis folium (list hamamelu)
Hamamelis virginiana L. (hamamel virginsky)
Hamamelidaceae

Stanovenie trieslovin spektrofotometricky

Agrimoniae herba (vnat repika)
Agrimonia eupatoria L. (repik lekarsky)
Rosaceae

Bistortae rhizoma (podzemok hadovnika)
Persicaria bistorta (L.) Samp. (syn. Polygonum bistorta L.) (hadovnik vacsi)
Polygonaceae

Hamamelidis folium (list hamamelu)
Hamamelis virginiana L. (hamamel virginsky)
Hamamelidaceae

Quercus cortex (kora duba)

Quercus robur L. (dub letny)

Q. petraea (Matt.) Liebl (dub zimny)
Q. pubescens Willd. (dub paperisty)
Fagaceae

Tormentillae rhizoma (podzemok natrznika)
Potentilla erecta (L.) Raeusch. (syn. P. tormentilla Stockes) (natrznik vzpriameny)
Rosaceae
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ad A) Skusky totoZnosti

PosTuP:
Navazok
Droga
: [a]
Agrimoniae herba 1,0
Bistortae radix 1,0
Hamamelidis folium 1,0

Pripravi sa asi 50 ml 2 % odvaru z drogy povarenim 5 minut s vodou. Prefiltruje sa cez vatu.

Filtrat sa rozdeli do skimaviek po 5 ml a nasledne sa po kvapkach pridavaji skamadla:

1. 10 % roztoku chloridu zelezitého,
2.5 % roztok dichromanu draselného,
3. 4 % roztok siranu med’natého,

4. 3 % roztok octanu olovnatého,

5. 0,5 % roztok zelatiny.

Vysledky reakcii sa
reakciami.

zaznamenaju a porovnajui — dokaz pritomnosti trieslovin zraZacimi




Farmakognézia (2) — praktické cvicenia — 3. rocnik

Letny semester akad. r. 2024/2025

ad B) Stanovenie trieslovin
V droge ur¢enej na stanovenie trieslovin sa paralelne stanovi aj strata suSenim.

ad B1) Stanovenie straty su$enim

PosTuUP:
Navazok

Droga [g]z
Agrimoniae herba 1,0000
Bistortae radix 1,0000
Hamamelidis folium 1,0000
Quercus cortex 1,0000
Tormentillae radix 1,0000

1,0000 g praskovanej drogy (180) (urenej na stanovenie obsahu trieslovin) sa v predvazenej
navazovacke susi 2 hodiny v suSiarni pri teplote 100 az 105 °C. NavaZovacka sa necha
vychladnat’ v exsikétore a odvazi sa. Z rozdielu hmotnosti sa vypocita strata suSenim a vyjadri
sa Vv percentach.

Zistena hodnota straty suSenim sa pouZzije pri vypocte obsahu trieslovin pri prepocitani
obsahu na vysusSenu drogu.

ad B2) Stanovenie trieslovin spektrofotometricky

POSTUP:
Navazok
Droga [g]z
Agrimoniae herba 1,0000
Bistortae radix 0,2000
Hamamelidis folium 0,7000
Quercus cortex 0,7000
Tormentillae radix 0,5000
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1. Stanovenie trieslovin spektrofotometricky

UPOZORNENIE: Na stanovenie sa pouzije destilovand voda bez oxidu uhlicitého (prevarend)!

K predpisanému mnozstvu praskovanej drogy (180) vo varnej banke sa prida 150 ml
vody. Zahreje sa do varu a vari sa 30 mintt pod spiatnym chladicom. Ochladi sa pod te¢ucou
vodou, prenesie sa do 250-ml odmernej banky, varna banka sa 3x vyplachne 10 ml vody,
a doplni sa vodou po znacku. Potom sa vyluh prefiltruje cez skladany filter, prvych 50 ml
filtratu sa odstrani.

Celkovy obsah polyfenolov. 5,0 ml filtratu sa zriedi vodou na 25,0 ml. 2,0 ml tohto roztoku sa
zmie$a s 1,0 ml fosfomolybdénano-volframanového skimadla # a s 10,0 ml vody. Zmes sa
doplni 29 % roztokom uhli¢itanu sodného na 25,0 ml. Po 30 minutach sa meria absorbancia pri
A =760 nm (A1) oproti vode ako porovnavaciemu roztoku.

Polyfenoly neadsorbované koznym praskom. K 10,0 ml filtratu sa pridd 0,10 g kozného prasku
CRS a 60 minut sa silne pretrepava. Roztok sa prefiltruje. 5,0 ml tohto roztoku sa zriedi vodou
na 25,0 ml. 2,0 ml tohto roztoku sa zmieSa s 1,0 ml fosfomolybdénano-volframanového
skumadla #a s 10,0 ml vody. Zmes sa doplni 29 % roztokom uhli¢itanu sodného na 25,0 ml. Po
30 minatach sa meria absorbancia pri A =760 nm (A2) oproti vode ako porovnavaciemu
roztoku.

Referencna skuska. 50,0 mg pyrogalolu sa rozpusti vo vode a zriedi sa tym istym rozpust'adlom
na 100,0 ml. 5,0 ml roztoku sa zriedi vodou na 100,0 ml. 2,0 ml tohto roztoku sa zmie$a s 1,0
ml fosfomolybdénano-volframanového sktimadla #* a 10,0 ml vody. Zmes sa doplni 29 %
roztokom uhli¢itanu sodného na 25,0 ml. Po 30 minatach sa meria absorbancia pri A = 760 nm
(As) oproti vode ako porovnavaciemu roztoku. (As = 0,350)

2. Obsah trieslovin pocitany na vysuSenu drogu

. Percentualny obsah trieslovin sa vypocita podl'a vzorca
o 625%(A=A)xm,
Ayxmy

A1 = absorbancia vzorky pri stanoveni celkového obsahu polyfenolov
A = absorbancia vzorky pri stanoveni polyfenolov
neadsorbovanych koznym praSkom
Az = absorbancia pyrogalolu v referen¢nej skaske (As = 0,350)
my = navazok drogy v gramoch
m2 = navazok pyrogalolu v gramoch (m2 = 0,0502 g)

. Stanoveny obsah trieslovin sa prepocita na vysuSenu drogu. Na vypocet sa pouZzije
zistena hodnota straty suSenim.

# Skimadlo fosfomolybdénano-volframanové:

100 g volframanu sodného a 25 g molybdénanu sodného sa rozpusti v 700 ml vody. Prida sa 100 ml koncentrovanej
kyseliny chlorovodikovej a 50 ml koncentrovanej kyseliny fosfore¢nej. Zmes sa zahrieva 10 hodin v sklenengj
aparature pod spatnym chladi¢om. Prida sa 150 g siranu litneho, 50 ml vody a niekol’ko kvapiek bromu. Zmes sa
zahrieva pri teplote varu do odstranenia prebytku bromu (15 minut), ochladi sa, zriedi sa vodou na 1000 ml a
prefiltruje sa. Skimadlo ma byt’ zIté. Ak je zafarbené do zelenkasta, nesmie sa pouzit. Mdze sa opét’ regenerovat’

4
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zahrievanim pri teplote varu s niekol’kymi kvapkami brému a prebytok brému sa takto odstrani. Uchovava sa pri
teplote 2 °C az 8 °C.

Skimadlo fosfomolybdénano-volfraimanové, zriedené:
1 diel fosfomolybdénano-volframanového skiimadla sa zmiesa s 2 dielmi vody.
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Alkaloidy — Chininové alkaloidy.

ULOHY:

DROGY:

A1-4) Skisky totoZnosti®

e + Cinchonae cortex (kora chininovnika)
Cinchona pubescens Vahl (syn. Cinchona succirubra Pav. (chininovnik péperisty)
Cinchona calisaya Wedd. (chininovnik juzny)
Cinchona ledgeriana Moens ex Trimen (chininovnik Ledgerov)
Rubiaceae

B)  Stanovenie obsahu alkaloidov titraénou metédou

e 1 Cinchonae cortex (kora chininovnika)
Cinchona pubescens Vahl (syn. Cinchona succirubra Pav. (chininovnik paperisty)
Cinchona calisaya Wedd. (chininovnik juzny)
Cinchona ledgeriana Moens ex Trimen (chininovnik Ledgerov)
Rubiaceae
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ad Al-3) Skusky totoznosti

POSTUP:
Navazok
Droga [q]
+ Cinchonae cortex 0,2

0,2 g praskovanej drogy Cinchonae cortex sa 1 minatu pretrepava s 10 ml 15 % roztoku
kyseliny sirovej a prefiltruje sa.

Al) K1 ml filtratu sa prida nickol’ko kvapiek Mayerovho skumadla * Vznika
Zltobiela zrazenina — dokaz pritomnosti alkaloidov.

A2) K1 ml filtratu sa prida niekol’ko kvapiek Dragendorffovho sktimadla * Vznika
oranZovocervené zafarbenie — dokaz pritomnosti alkaloidov.

A3) 1 ml filtratu sa zriedi vodou na 10 ml. Tento roztok v ultrafialovom ziareni intenzivne
modro fluoreskuje. Pridanim niekol’kych kvapiek 25 % kyseliny chlorovodikove;j
fluorescencia hned’ zmizne — dékaz pritomnosti chininovych alkaloidov.

ad A4) Skusky totoZnosti

PoOsTUP:
NavaZok
Droga
: [o]
+ Cinchonae cortex 0,2

0,2 g drogy Cinchonae cortex sa zahrieva vo vodorovne polozenej suchej skimavke — vyvijaju
sa fialové pary, ktoré kondenzuju na chladnejSich miestach skiimavky na tmavofialovy decht.
Etanolovy (96 %) roztok dechtu fluoreskuje v ultrafialovom Ziareni (A =366 nm)
svetlomodro — dékaz pritomnosti chininovych alkaloidov.
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ad B) Stanovenie alkaloidov titra¢nou metodou

PosTuP:

UPOZORNENIE: Pozor! Pri manipulacii s dietyléterom sa vyzaduje zvySend opatrnost!
Ide 0 horlavinu 1. triedy. Teplota samovznietenia je 170 °C (dietyléter sa méze samovolne
vznietit napr. aj kontaktom s horucim povrchom bez plamena ¢i iskry), teplota varu je 32 <.
Hrozi riziko vzniku poZiaru a vybuchu pri nedodrzani zasad BOZP!

NavaZok
Droga
[9]
+ Cinchonae cortex 1,25

1,25 g praskovanej drogy (250) sa vo varnej banke so zatkou alebo v liekovke (200 ml) so
zatkou zmie$a s 2 ml koncentrovanej kyseliny mravcej a 15 ml vody a zahrieva sa 30 mintt na
vodnom kupeli. Po vychladnuti sa prida 15 ml chloroformu a 60 ml dietyléteru a pretrepe sa.
Po pretrepani sa prida este 3,5 ml nasyten¢ho roztoku hydroxidu sodného. Zmes sa 10 minut
intenzivne pretrepava a potom sa za Castého pretrepavania necha stat’ d’alsich 30 minat. Po
tomto Case sa pridaji 2 g praskovaného tragantu alebo agaru a pretrepava sa do vyjasnenia.
Nasledne sa horna vrstva opatrne oddeli, napr. dekantovanim.

48,0 g ¢ireho, priesvitného roztoku (zodpoveda 1,0 g drogy) sa odvazi do titra¢nej banky
a rozpustadlo sa odpari na vodnom kupeli. Odparok v titracnej banke sa rozpusti v 10 ml 96 %
etanolu s pripadnym miernym zahriatim, prida sa 10 ml vody a niekol’ko kvapiek roztoku
metyloranze (acidobazicky indikator). Nasledne sa titruje odmernym roztokom kyseliny
chlorovodikovej (¢ = 0,1 mol.dm=) do zacinajiicej zmeny zafarbenia (prechod: oranzova —
Cervena). Potom sa prida d’alsich 50 ml vody a dotitruje sa do ¢erveného zafarbenia.

Predpokladana spotreba odmerného roztoku kyseliny chlorovodikovej
(c =0,1 mol.dm™®) sa vypocita za predpokladu, ze Cinchonae cortex obsahuje min. 6,5 %
(Ph. Eur.) alkaloidov pocitanych ako chinin a cinchonin.

Percentudlny obsah alkaloidov pocitanych ako chinin a cinchonin sa vypocita podl'a
vzorca:

o = VX fxm,x100

m

V = spotreba pouzitého odmerného roztoku v ml

f = faktor odmerného roztoku kyseliny chlorovodikovej (¢ = 0,1 mol.dm™)

my = mnozstvo stanovenych alkaloidov po¢itanych ako chinin a cinchonin v gramoch
zodpovedajice 1 ml odmerného roztoku (myv = 0,03094 g)

m = mnozstvo drogy v gramoch (1,0 g), ktoré zodpoveda 48,0 g filtratu
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Alkaloidy — Tropanové alkaloidy.

ULOHY:

DROGY:

A1l,2) Skiisky totoZnosti®

e 7 Belladonnae folium (list 'ul’kovca)
Atropa bella-donna L. (T'ul’kovec zlomocny)
Solanaceae

B)  Stanovenie obsahu alkaloidov titraénou metodou

e 1 Belladonnae folium (list 'ul’kovca)
Atropa bella-donna L. ('ul’kovec zlomocny)
Solanaceae
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ad Al,2) Skusky totoZnosti

PosTuP:
Navazok
Droga
[a]
+ Belladonnae folium 1,0

1,0 g praskovanej drogy sa 3 minuty pretrepava s 5,0 ml 11 % kyseliny chlorovodikove;j
a 5,0 ml vody, potom sa prefiltruje.

Al) K1 ml filtratu sa prida nickol’ko kvapiek Mayerovho skumadla * Vznika
Zltobiela zrazenina — dokaz pritomnosti alkaloidov.

A2) K1 ml filtratu sa pridd niekol’ko kvapiek Dragendorffovho sktmadla * Vznika
oranZovocervené zafarbenie— dokaz pritomnosti alkaloidov.
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ad B) Stanovenie alkaloidov titraénou metédou

PosTuP:

UPOZORNENIE: Pozor! Pri manipulacii s dietyléterom sa vyzaduje zvySend opatrnost!
Ide 0 horlavinu 1. triedy. Teplota samovznietenia je 170 °C (dietyléter sa méze samovolne
vznietit napr. aj kontaktom s horucim povrchom bez plamena ci iskry), teplota varu je 32 <C.
Hrozi riziko vzniku poZiaru a vybuchu pri nedodrzani zasad BOZP!

Navazok
Droga
[9]
+ Belladonnae folium 2,0

2,0 g praskovanej drogy (125) sa v 250-ml varnej banke so zatkou alebo v lickovke so zdbrusom
(200 ml) zmiesa s 50 ml dietyléteru. Po 5 minutach sa pridaju 4 ml 10 % roztoku amoniaku
a 16 ml vody a 30 mintt sa silno pretrepava. Nasledne sa zmes necha 5 minut stat’ a potom sa
horna dietyléterova vrstva rychlo oddeli a pripadne prefiltruje cez vatu.

30 g filtratu (zodpoveda 1,2 g drogy) sa odvazi do titracnej banky a odpari sa do sucha.
K odparku sa nasledne prida 1,0 ml 96 % etanolu, znovu sa odpari a odparok sa susi 2 hodiny
pri teplote 105 °C. Potom sa rozpusti v 1,0 ml chloroformu, prida sa 5,0 ml roztoku kyseliny
sirovej (¢ = 0,01 mol.dm™) a zahrieva sa na vodnom kuipeli do odparenia chloroformu. Potom
sa prida 5,0 ml vody, niekol’ko kvapiek zmesného indikatora * a titruje sa roztokom hydroxidu
sodného (¢ = 0,02 mol.dm™) (prechod: fialovd — zelena). Najdena spotreba sa od¢ita od
spotreby slepého pokusu (spdtnd titrdacia).

Slepy pokus: K 5,0 ml vody sa prida 5,0 ml roztoku kyseliny sirovej (c = 0,01 mol.dm"
%), premiesa sa a ku kyslému vodnému roztoku sa prida niekol’ko kvapiek zmesného indikéatora
# a titruje sa roztokom hydroxidu sodného (¢ = 0,02 mol.dm™®) (prechod: fialova — zelena).

Predpokladana spotreba odmerného roztoku hydroxidu sodného (¢ = 0,02 mol.dm
%) sa vypocita za predpokladu, Zze Belladonnae folium obsahuje min. 0,3 % alkaloidov
pocitanych ako hyoscyamin (Ph. Eur.).

Percentualny obsah alkaloidov pocitanych ako hyoscyamin sa vypocita podla vzorca:

_ (Vs X fuzsoa — Vvz X fnaon) X my, X 100
m

%

# Zmesny indikator = zasobny roztok : 96 % etanol :voda (1:1: 2 V/V)

Zasobny roztok = 200 ml 0,1 % roztoku metyl¢ervene v 96 % etanole + 50 ml roztoku metylénovej modre;j.
Nastavi sa 0,01 mol/l odmernym roztokom NaOH (bez CO;) az do vymiznutia poslednej stopy Cervene;j farby,
roztok zostane zeleny.

Farebny prechod = fialova — zelena.

# Zmesny indikator = zasobny roztok : 96 % etanol :voda (1:1: 2 V/V)

Zasobny roztok = 200 ml 0,1 % roztoku metyl¢ervene v 96 % etanole + 50 ml roztoku metylénovej modre;j.
Nastavi sa 0,01 mol/l odmernym roztokom NaOH (bez CO?) az do vymiznutia poslednej stopy Cervenej farby,
roztok zostane zeleny.

Farebny prechod = fialova — zelena.
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Vs = spotreba pouzitého odmerného roztoku v ml pri slepom pokuse

Vv: = spotreba pouzitého odmerného roztoku v ml pri vzorke

Fhasoa = faktor odmerného roztoku kyseliny sirovej (¢ = 0,01 mol.dm-)

Fnaon = faktor odmerného roztoku hydroxidu sodného (¢ = 0,02 mol.dm)

my = mnozstvo stanovenych alkaloidov po¢itanych ako hyoscyamin v gramoch odpovedajice
1 ml odmerného roztoku (my = 0,005788 g)

m = mnozstvo drogy v gramoch (1,2 g), ktoré zodpoveda 30,0 g filtratu
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Alkaloidy — Namelové alkaloidy.

ULOHY:

DROGY:

Al,2) Skusky totoZnosti

e 7 Secale cornutum (namel / razna hubka)
Claviceps purpurea (Fr.) Tul. (kyjani¢ka purpurova)
Clavicipitaceae
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ad Al,2) Skusky totoZnosti

PosTuP:

UPOZORNENIE: Pozor! Pri manipulacii s dietyléterom sa vyzaduje zvySend opatrnost!
Ide 0 horlavinu 1. triedy. Teplota samovznietenia je 170 °C (dietyléter sa méze samovolne
vznietit napr. aj kontaktom s horucim povrchom bez plamena ci iskry), teplota varu je 32 <C.
Hrozi riziko vzniku poZiaru a vybuchu pri nedodrzani zasad BOZP!

NavaZok
Droga
: [o]
+ Secalis cornuti extractum siccum 0,1

0,1 g suchého extraktu drogy sa pretrepava 3 minuty s 8 ml dietyléteru a 5 kvapkami
15% amoniaku. Vyluh sa prefiltruje a filtrat sa vytrepe s3 ml 0,1 mol/l kyseliny
chlorovodikovej. Po oddeleni vrstiev sa zo spodnej vodnej vrstvy pipetou odmeraji 2 ml
a rozdelia sa na 2 diely:

Al) k1 ml sa prida 5 kvapiek Mayerovho skiimadla # vznika Zltobiela zrazenina —
dokaz pritomnosti alkaloidov.

A2) na 1 ml sa v skimavke opatrne navrstvia 2 ml roztoku p-dimetylaminobenzaldehydu (van
Urkovho sktimadla) # Na styku obidvoch tekutin sa vytvori modry prstenec — dokaz
pritomnosti namelovych alkaloidov.

5

5#yan Urkovo skumadlo (p-dimetylaminobenzaldehyd): 0,125 g p-dimetylaminobenzaldehydu sa rozpusti v 50
ml 65 % roztoku kyseliny sirovej, prida sa 0,1 ml 5 % roztoku chloridu Zelezitého a doplni sa 65 %roztokom
kyseliny sirovej do 100 ml. Pouzite'nost’ — najskor o 3 dni, najneskér — 3 mesiace.
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Alkaloidy — Opiové alkaloidy.

ULOHY:

DROGY:

Al) Skusky totoZnosti — dokaz alkaloidov

e Papaveris fructus maturus (zrely plod maku)
Papaver somniferum L. (mak siaty)
Papaveraceae

A2) 1. Skusky totoZnosti — dokaz kyseliny mekonovej

e Papaveris fructus maturus (zrely plod maku)
Papaver somniferum L. (mak siaty)
Papaveraceae

A3) Dokaz 6piovych alkaloidov tenkovrstvovou chromatografiou

Tinctura opii methanolica (tinktra 6pia v metanole)
e+ Opium crudum (surové 6pium)

Papaver somniferum L. (mak siaty)

Papaveraceae

B) Stanovenie obsahu morfinu v makovine

e Papaveris fructus maturus (zrely plod maku)
Papaver somniferum L. (mak siaty)
Papaveraceae
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Opiové alkaloidy.

ad Al) Skusky totoZnosti — dokaz alkaloidov

PosTuP:
Navazok
Droga
° [o]
Papaveris fructus maturus 0,2

0,2 g praskovanej drogy Papaveris fructus maturus sa 1 minttu pretrepava s 10 ml 15 % roztoku
kyseliny sirovej a prefiltruje sa.

K1 ml filtratu sa pridd niekol’ko kvapiek Dragendorffovho skiimadla. Vznika
oranZovocervené zafarbenie — dékaz pritomnosti alkaloidov.

ad A2) Skusky totoznosti — dokaz kyseliny mekonovej

PoSTuUP:
NavaZok
Droga
: [o]
Papaveris fructus maturus 0,1

0,1 g praskovanej drogy sa zahreje s 5 ml vody a prefiltruje. K filtratu sa prida 1 kvapka
10 % roztoku chloridu zelezitého. Vznika hnedocervené zafarbenie — dékaz pritomnosti
kyseliny mekonove;j.
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ad A3) Dokaz opiovych alkaloidov tenkovrstvovou chromatografiou (TLC)

TLC chromatografia

Nosic Silufol® UV254
Sposob vyvijania jednorozmernd vzostupna chromatografia, 1x
Vyvijacia sustava toluén : aceton : 25 % amoniak : 99 % etanol =
45:45:3:7
Detekcia a) pod UF lampou (A = 366 nm)
b) Dragendorffovo skumadlo
Standardy morfin (M),
kodein (K),
tebain (T),

papaverin (P),
noskapin (syn. narkotin) (N).
(UPOZORNENIE:
Standardy treba naniest v uvedenom poradi)
Vzorka Tinctura opii methanolica (Ti).

Na Start chromatografickej platnicky sa nanesie Tinctura opii methanolica— metanolovy
extrakt 6pia spolu so Standardmi. Do vyvijacej komory sa naleje 40 ml Cerstvo pripravenej
sustavy a komora sa necha sytit. Chromatogram sa necha vyvijat’ v uvedenej sustave do vysky
1 cm od horného okraja. Po vyvinuti sa chromatogram vysusi v digestore az do vymiznutia
zapachu (30 minut). Alkaloidy pozorujeme najskér pod UF lampou a nasledne pri dennom
svetle po detekcii s Dragendorffovym skumadlom, kedy sa alkaloidy prejavia oranZovymi
Skvrnami. Nakoniec sa vypocitaji Rs hodnoty prislusnych skvin. V Tinctura opii methanolica
sa pomocou metody TLC dokézali opiové alkaloidy.
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ad B) Stanovenie morfinu v makovine

PosTuP:
NavaZok
Droga
. [a]
Papaveris fructus maturus 0,2500

Zaikladny roztok. 0,2500 g ususenej rozomletej makoviny (800) sa 20 minut homogenizuje
v roztieracke s 3 g kyslého oxidu hlinitého. Zmes sa kvantitativne prenesie do banky so
zabrusom a pridd sa 40 ml destilovanej vody a pretrepava sa 20 minit. Vodny extrakt sa
prefiltruje cez filter do Erlenmayerovej banky a prida sa 0,2 g chloridu aménneho. Tento roztok
sa zalkalizuje 10 % roztokom amoniaku na pH 8,5 az 9,5. Po tprave pH sa roztok prenesie do
deliaceho lievika a trojnasobne sa vytrepava v zmesi chloroform : propan-2-ol = 3 : 1 (vytrepava
sa2xs20mla 1xs 10 ml, vzdy po dobu 5 mintt). Spojené chloroformové podiely sa odparia
v destilacnej banke na vakuovej rotacnej odparovacke do sucha. Po vychladnuti sa odparok
rozpusti v 5 ml chloroformu a vytrepava sa do 15 ml 0,1 mol/l kyseliny chlorovodikovej. Po
vypusteni chloroformovej vrstvy sa odpipetuje 5,0 ml kyslého zakladného roztoku do
skiamavky (skasany roztok), d’al§ich 5,0 ml sa pouZije na pripravu porovnavacieho roztoku.

Skusany roztok. K 5,0 ml kyslého zakladného roztoku v skimavke sa pridaju 2,0 ml ¢erstvo
pripraveného 1 % roztoku dusitanu sodného a ihned sa 20 sekund silne pretrepava. Po
15 minutach sa pridaja 3,0 ml 10 % roztoku amoniaku a pretrepe sa. Nakoniec sa prida este
2,5 ml destilovanej vody. Po d’alSich 5 minttach, v priebehu ktorych sa pripravi porovnavaci
roztok, sa meria absorbancia skimaného roztoku pri A =420 nm oproti porovnavaciemu
roztoku.

Porovnavaci roztok. 5 ml kyslého zakladného roztoku sa zmieSa v skiimavke s 3 ml
10 % roztoku amoniaku a 4,5 ml destilovanej vody. Zmes sa zahrieva na vodnom kupeli
5 mint a po ochladeni sa prenesie do kyvety.

Vypocet obsahu morfinu.

Mnozstvo morfinu vo vzorke (ma) sa od¢ita z kalibraénej krivky. Percentualny obsah morfinu
v makovine sa vypocita podl'a vzorca:

m, x0,0003

m

% =

Ma = mnozstvo morfinu vo vzorke od¢itané z kalibra¢nej krivky (v pg)

m = navazok drogy v gramoch
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Metylxantinové derivaty.

ULOHY:

DROGY:

Al) Skusky totoZnosti

e Camelliae sinensis folium non fermentatum (nefermentovany list ¢ajovnika
¢inskeho)
Camellia sinensis (L.) Kuntze (¢ajovnik ¢insky)
Theaceae

e Camelliae folium fermentatum (fermentovany list ¢ajovnika ¢inskeho)
Camellia sinensis (L.) Kuntze (¢ajovnik ¢insky)
Theaceae

A2) Dokaz metylxantinovych derivatov
tenkovrstvovou chromatografiou (TLC)

e Camelliae sinensis folium non fermentatum (nefermentovany list ¢ajovnika
¢inskeho)
Camellia sinensis (L.) Kuntze (¢ajovnik ¢insky)
Theaceae

e Camelliae folium fermentatum (fermentovany list ¢ajovnika ¢inskeho)
Camellia sinensis (L.) Kuntze (¢ajovnik ¢insky)
Theaceae

e Coffeae semen (semeno kavovnika)
Coffea L. spp. (r6zne druhy rodu kavovnik)
Rubiaceae

e Mate folium (list cezminy / maté)
Ilex paraguariensis A. St.-Hil. (cezmina paraguajska)
Aquifoliaceae

B) Stanovenie metylxantinovych derivatov gravimetrickou metodou

e Camelliae sinensis folium non fermentatum (nefermentovany list cajovnika
Cinskeho)
Camellia sinensis (L.) Kuntze (¢ajovnik ¢insky)
Theaceae

e Camelliae folium fermentatum (fermentovany list ¢ajovnika ¢inskeho)
Camellia sinensis (L.) Kuntze (¢ajovnik ¢insky)
Theaceae

e Coffeae semen (semeno kavovnika)
Coffea L. spp. (rozne druhy rodu kavovnik)
Rubiaceae
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ad Al) Skusky totoZnosti

PosTuP:
NavaZok
Droga
§ [l
Camelliae folium non fermentatum
(seu) q. s.
Camelliae folium fermentatum

Na malé mnozstvo drogy Camelliae folium non-fermentatum / Camelliae folium fermentatum
sa pouzije proces mikrosublimacie, tak ze sa pomaly zahrieva na hodinovom skli¢ku, ktoré je
prikryté druhym hodinovym sklickom. Horné skli¢ko sa zaroven ochladzuje chumacikom vaty,
navlhéenym studenou vodou. Na hornom hodinovom sklicku kondenzuje bezfarebny
krystalicky sublimat v podobe dlhych ihlic (kofein). Krystaly sa pozoruju vol'nym okom alebo
pod mikroskopom — ddkaz kofeinu.

(Tento sublimat mozno tiez pouZit’ aj na murexidovu reakciu.)
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ad A2) Dokaz metylxantinovych derivatov tenkovrstvovou chromatografiou

(TLC)
PosTuP:
Navazok

Droga

. [a]
Coffeae semen 1,0
Camelliae folium non fermentatum
(seu) 1,0
Camelliae folium fermentatum

Priprava vzorky. 1,0 g praskovanej drogy sa v 100-ml liekovke preleje 1 ml koncentrovaného
amoniaku, prida sa 10 ml chloroformu a 30 minut sa pretrepava na trepacke. Potom sa extrakt
prefiltruje a odpari sa na vodnom kupeli na objem cca 2 ml. Extrakt sa pouZzije na tenkovrstvovi
chromatografiu.

TLC chromatografia

Nosic Silufol® UV254
Sposob vyvijania jednorozmernd vzostupna chromatografia, 1x
Vyvijacia sustava chloroform : metanol =95 : 5
Detekcia pod UF lampou (A = 254 nm)
Standardy kofein (K),
teobromin (Tb),
teofylin (Tf).

(UPOZORNENIE:
Standardy treba naniest v uvedenom poradi!)
Vzorky extrakt z Coffeae semen (CS),
extrakt z Camelliae folium non-fermentatum /
Camelliae folium fermentatum (CF).

Na Start chromatografickej platnicky sa nanesu extrakty drog spolu so Standardmi.
Do vyvijace; komory sa naleje 40 ml Cerstvo pripravenej sustavy a komora sa necha sytit.
Chromatogram sa necha vyvijat' v uvedenej sustave do vysky 1 cm od horného okraja.
Po vyvinuti sa chromatogram vysusi v digestore az do vymiznutia zapachu. Metylxantinové
derivaty pozorujeme pod UF lampou. Nakoniec sa vypocitaju R hodnoty prislusnych skvin.
V extraktoch Coffeae semen a Camelliae folium non-fermentatum / Camelliae folium
fermentatum sa pomocou metdédy TLC dokazala pritomnost’ metylxantinovych derivatov.
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ad B) Stanovenie metylxantinovych derivatov gravimetrickou metédou

PosTuP:

Navazok
Droga ]
Coffeae semen 3,0
Camelliae folium non fermentatum
(seu) 4,0
Camelliae folium fermentatum
Mate folium 4,0

Priprava extraktu. K praskovanej droge (800) v 100-ml liekovke sa prida 30 ml chloroformu
a 3 ml 29% roztoku uhli¢itanu sodného a 30 mintt sa silno pretrepava na trepacke. Potom sa
prida 7 ml vody, silno sa pretrepe a cez suchy filter sa prefiltruje do 250-ml deliaceho lievika.

Izolacia metylxantinovych derivatov. Filtrat chloroformového vyluhu (dolna faza) sa
v deliacom lieviku pretrepe najprv s 20,0 ml a potom 3% s 15,0 ml zmesi zriedenej kyseliny
chlorovodikovej a vody (1 : 9 obj.).

Spojené kyslé vodné (horné) podiely sa v d’alSom deliacom lieviku zalkalizuju 10 %
roztokom amoniaku a tento alkalicky roztok sa vytrepava s 20,0 ml a potom eSte 3% s 15,0 ml
chloroformu.

Gravimetrické stanovenie. Spojené chloroformové (doIné) podiely sa prefiltruja cez suchy
filter do suchej vopred odvazenej (analytické vahy) 250-ml destilaénej banky, filter sa premyje
s 2 az 3 ml chloroformu a zmes sa na vakuovej rota¢nej odparovacke odpari do sucha. Odparok
Vv banke sa susi 30 mintit v susiarni pri 105 °C. Po vychladnuti v exsikatore sa banka s odparkom
odvazi. Obsah metylxantinovych derivatov v droge sa vyjadri v percentach.

ad A2) Kvalitativny dokaz metylxantinovych derivatov v odparku. Vysuseny odparok sa (po
odvazeni banky) rozpusti v niekol’kych kvapkach 6 mol/l kyseliny chlorovodikovej pomocou
sonikacie a roztok sa preleje na odparovaciu misku. K roztoku na odparovacej miske sa prida
asi 0,5 ml koncentrovaného peroxidu vodika a na vodnom kupeli sa odpari do sucha (dostatocne
dlho). V pritomnosti metylxantinovych derivatov vznikne ruzovocerveno zafarbeny odparok,
po pokvapkani niekol’kymi kvapkami 6 mol/l amoniaku sa farba zmeni na fialovii (murexidova
reakcia).
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Antraglykozidy

ULOHY:

DROGY:

A)

B)

Skusky totoZnosti

Frangulae cortex (kora krusiny)
Rhamnus frangula L. (syn. Frangula alnus Miller) (krusina jelSova)
Rhamnaceae

Rhei radix (koren rebarbory)

Rheum palmatum L. (rebarbora okrasna, syn. rebarbora dlanita)
Rheum officinale Baillon (rebarbora lekarska)

Polygonaceae

Rumicis radix (koren Stiavca)
Rumex sp. (r6zne druhy rodu Stiav)
Polygonaceae

Sennae foliolum (listok senny)

Senna alexandrina Mill. (syn. Cassia acutifolia Delile a Cassia angustifolia Vahl)
(senna alexandrijskd)

Fabaceae

Delenie a identifikacia antraglykozidov stipcovou
a tenkovrstvovou chromatografiou

Frangulae cortex (kora krusiny)
Rhamnus frangula L. (syn. Frangula alnus Miller) (krusina jelSova)
Rhamnaceae

Rhei radix (koref rebarbory)

Rheum palmatum L. (rebarbora okrasna, syn. rebarbora dlanitd)
Rheum officinale Baillon (rebarbora lekarska)

Polygonaceae
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ad A) Skusky totoZnosti

PosSTuP:

Navazok
Droga [g]z
Frangulae cortex 0,5
Rhei radix 0,5
Rumicis radix 0,5
Sennae foliolum 0,5

Na drogu kvapneme 1 kvapku 6,5 % roztoku hydroxidu draselného. Vznika tmavocervené
zafarbenie — dokaz pritomnosti antrachinonov.
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ad B) Delenie a identifikacia antraglykozidov stipcovou
a tenkovrstvovou chromatografiou

PosTuP:

UPOZORNENIE: Pozor! Pri manipuldcii s dietyléterom sa vyzaduje zvySend opatrnost!
Ide 0 horlavinu 1. triedy. Teplota samovznietenia je 170 °C (dietyléter sa moze samovolne vznietit
napr. aj kontaktom s horucim povrchom bez plamena ci iskry), teplota varu je 32 C. Hrozi riziko
vzniku poZiaru a vvbuchu pri nedodrzani zasad BOZP!

Navazok
Droga
: [o]
Frangulae cortex 0,2
Rhei radix 0,2

1. Priprava extraktu

Predpisané mnozstvo praskovanej drogy (800) sa za varu hydrolyzuje s 10 ml 0,5 % kyseliny
chlorovodikovej pod spiatnym chladi¢om po dobu 10 minut. Po vychladnuti sa k zmesi prida 20 ml
chloroformu a extrahuje sa za varu 15 minut. Po ochladeni sa extrakt prefiltruje cez vatu do deliaceho
lievika. Po oddeleni vodnej fazy sa chloroformovy roztok prefiltruje do porcelanovej misky a odpari
sa do sucha. Odparok sa rozpusti v 2 ml chloroformu a adsorbuje sa na malé mnozstvo silikagélu
Vv porcelanovej miske.

2. Delenie derivitov antrachinénu na stlpci silikagélu

Priprava stlpca silikagélu. 7 g silikagélu sa suspenduje v 30 ml cyklohexanu v malej suchej kadicke.
Suspenzia sa dobre rozmiesa ty¢inkou a naleje sa do chromatografickej kolony, v ktorej je na dne
kusok vaty. Po usadeni silikagélu sa steny chromatografickej kolony oplachnu este asi 5 ml
cyklohexanu. Na stipec sa opatrne nanesie (nasype) adsorbovany extrakt z drogy. Po jeho usadeni a
vsiaknuti cyklohexanu sa steny chromatografickej kolony oplachnu 1 az 2 ml cyklohexanu, ktory sa
opat’ necha vsiaknut’. Thned’ sa za¢ne premyvat’ eluénou sustavou, lebo povrch adsorbentu nesmie
vyschnut’.

Delenie ldatok na stlpci silikagélu. Chromatograficka koléna sa premyva najprv &istym cyklohexanom
tak dlho, az sa prva zIta zona posunie smerom dolu tak, aby za fiou vznikol asi 3 cm Siroky pas Cistého

odfarbeného adsorbentu. Potom sa polarita elucnej zmesi postupne zvysuje pridanim 10, 20, 30, 40
a 50 % dietyléteru k cyklohexanu (vzdy 5 ml zmesi), ¢im sa vytvoria d’alSie zony polarnejSich

derivatov.

Frakcie sa odoberaju po 5 ml do skimaviek (prva zona sa odoberie naraz ako jedna frakcia,
t. j. asi 25 ml). Frakcie sa opatrne odparia na vodnom kupeli v digestoriu, odparok sa vzdy rozpusti
v 1 ml chloroformu a pouzije sa na identifikaciu na tenkej vrstve.
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3. Identifikdcia derivatov antrachinénu pomocou metody tenkovrstvovej chromatografie (TLC)

TLC chromatografia

Nosic Silufol® UV366
Sposob vyvijania jednorozmernd vzostupna chromatografia, 2 — 3x
Vyvijacia sustava cyklohexan : dietyléter =3 : 1
Detekcné skumadlo 10 % etanolovy roztok hydroxidu draselného
Standardy chryzofanol (CH),

fyscion (F),

frangula-emodin (FE),
aloe-emodin (AE).
(UPOZORNENIE:
Standardy treba naniest' Vv uvedenom poradil)
Vzorky jednotlivé frakcie z kolony (1, 2, 3...).

Jednotlivé frakcie z kolony sa nanesti vZdy novou kapilarou na chromatograficka platnicku
spolu so standardami. Do komory sa naleje 40 ml Cerstvo pripravenej sustavy a komora sa necha
sytit. Po vyvinuti sa chromatogram vysusi v digestore a opakovane sa vyvinie Vv tej istej sustave.
Po vysuseni sa deteguje detekénym skiimadlom a vyhodnoti sa.
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Rastlinné farbiva

ULOHY:

DROGY:

Al) Skusky totoZnosti

e Malvae sylvestris flos (kvet slezu lesného)
Malva sylvestris L. (slez lesny)
Malvaceae

e Paeoniae flos (kvet pivonky)
Paonia officinalis L. (pivonka lekarks)
Paeoniaceae

e Sambuci fructus (kvet bazy)
Sambucus nigra L. (baza ¢ierna)
Viburnaceae

A2) Dokaz antokyaninov tenkovrstvovou chromatografiou (TLC)

e Malvae sylvestris flos (kvet slezu lesného)
Malva sylvestris L. (slez lesny)
Malvaceae

e Paeoniae flos (kvet pivonky)
Paonia officinalis L. (pivonka lekarks)
Paeoniaceae

e Sambuci fructus (kvet bazy)
Sambucus nigra L. (baza ¢ierna)
Viburnaceae

e Papaveris rhoados flos (kvet maku vi¢ieho)
Papaver rhoeas L. (mak vI¢i)
Papaveraceae

B1) Stanovenie antokyaninov spektrofotometricky

e Malvae sylvestris flos (kvet slezu lesného)
Malva sylvestris L. (slez lesny)
Malvaceae

e Paeoniae flos (kvet pivonky)
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Paonia officinalis L. (pivonka lekarks)
Paeoniaceae

e Sambuci fructus (kvet bazy)
Sambucus nigra L. (baza ¢ierna)
Viburnaceae

B2) Stanovenie betalainov spektrofotometricky

e Betae radix (koren cvikly)
Beta vulgaris subsp. vulgaris convar. crassa provar. conditiva (Alef.) Helm
(repa obycajna prava kimna cviklova — cvikla)
Chenopodiaceae

B3) Stanovenie celkovych karotenoidov spektrofotometricky

e Aurantii amari epicarpium et mesocarpium (oplodie citronovnika horkého)
Citrus aurantium L. ssp. aurantium (syn. C. aurantium L. ssp. amara Engl.)
(citronovnik horky)

Rutaceae

e Capsici fructus (plod papriky)
Capsicum annuum L. var. minimum (Miller) Heiser (paprika ro¢na drobnoploda
a maloplodé variety)
C. frutescens L. (paprika krickovita)
Solanaceae

e Calendulae flos sine calyce (kvet nechtika)
Calendula officinalis L. (nechtik lekarsky)
Asteraceae

e Rosae pseudo-fructus (nepravy plod ruze)
Rosa canina L. (ruza Sipova)
R. pendulina L. (ruza ovisnuta)
Rosaceae
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ad A1) Skusky totoZnosti

PosTuP:
NavaZok
Droga
[9]
Malvae sylvestris flos 0,3
Paeoniae flos 0,3
Sambuci flos 0,3

Predpisané mnozstvo praSkovanej drogy sa na vodnom kupeli povari s 5 ml roztoku kyseliny sirovej
(0,5 mol/l). Po ochladeni sa extrakt prefiltruje a po kvapkach sa prida roztok amoniaku (6 mol/l). Pri
pritomnosti antokyédnov je extrakt z drogy €erveno sfarbeny. Po pridani alkalii dochadza k zmene
farby na modri alebo zelent, ktoré nie su stale.
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ad A2) Dokaz antokyaninov tenkovrstvovou chromatografiou (TLC)

PosTuP:
NavazZok
Droga
¢ []
Malvae sylvestris flos 0,3
Paeoniae flos 0,3
Sambuci flos 0,1

Priprava extraktov (vzoriek). Predpisané mnozstvo praskovanej drogy sa povari s 5 ml metanolu
a 0,5 ml koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej. Po ochladeni sa zmes prefiltruje a tento extrakt sa
sa pouzije na tenkovrstvovl chromatografiu.

TLC chromatografia

Nosic Silufol® UV366

Sposob vyvijania jednorozmernd vzostupna chromatografia, 1x
Vyvijacia sustava etylacetat : propan-2-ol : voda =65:25: 10
Detekcia VIS

Standardy bez Standardov (porovnavnie s literaturou)
Vzorky metanolovy extrakt Malvae sylvestris flos (MSF),

metanolovy extrakt Paeoniae flos (PF),
metanolovy extrakt Sambuci flos (SF).

Na start chromatografickej platni¢ky sa nanesie cca. 5 pl vzorky, teda metanolového extraktu
drog (pozri vyssie). Do vyvijacej komory sa naleje 40 ml Cerstvo pripravenej sustavy a komora sa
necha sytit. Chromatogram sa nechéd vyvijat’ v uvedenej stustave do vySky 1 cm od jeho horného
okraja. Po vyvinuti sa chromatogram vysusi v digestoriu az do vymiznutia zapachu. Po vysuseni sa
Skvrny latok sa pozoruji pri dennom svetle (VIS), ako cerveno sfarbené oxoOniové soli.
Chromatogram sa vyhodnoti vypocitanim porovnanim extraktov drog so Standardami, vypocitaju sa
Rr hodnoty.
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ad B1) Stanovenie antokyaninov spektrofotometricky

PosTuP:
NavazZok
Droga
¢ [a]
Malvae sylvestris flos 0,2500
Paeoniae flos 0,2500
Sambuci flos 0,2500

Skusany roztok. K predpisanému mnozstvu praskovanej drogy (800) v 100-ml varnej banke so
zabrusom sa prida 20 ml metanolu a pretrepava sa na trepacke 30 min. Prefiltruje sa do 25-ml
odmernej banky, banka a filter sa premyji malym mnozstvom metanolu a objem sa doplni metanolom
na 25 ml. 0,5 ml tohto roztoku sa v odmernej banke zriedi 0,1% roztokom kyseliny chlorovodikove;
v metanole na 25,0 ml.

Porovnavaci roztok. 0,1% roztok kyseliny chlorovodikovej v metanole.

Absorbancia sktisaného roztoku sa meria okamzite pri A = 528 nm oproti porovnavaciemu
roztoku.

Vypocet obsahu antokyaninov.

Percentudlny obsah antokyaninov sa vypocita podl'a vzorca:

_ Ax1250 A = absorbancia

0,
%= 718xm m = navazok drogy v gramoch

za predpokladu, Specificka absorbancia cyanidin-3-glukozid chloridu pri A =528 nm je 718.

Obsah antokyanov sa vyjadri ako cyanidin-3-glukozid chlorid.
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ad B2) Stanovenie betalainov spektrofotometricky

PosTuP:
NavazZok
Droga
. [a]
Betae radix 1,0

Skusany roztok. Z predpisaného mnozstva Betae radix (mrazené vzorky korena cvikly) sa pripravi
etanolovy extrakt v pomere 1 : 10, teda zo vzorky sa odoberie 1 g, rozdrobni sa, a doplni do 10 ml
60 % etanolom, potom sa pomocou sonikacie (5 minut) pripravi extrakt, ktory sa prefiltruje najprv
cez bunicitu vatu a nasledne cez filtra¢ny papier (vzorky musia byt Cire).

[Extrakty sa pred analyzou obvykle uchovavaja v chladnic¢ke (2 — 8 °C) a chrania sa pred slne¢nym
svetlom — Extractum betae radicis ethanolicum. Niektoré vzorky je potrebné upravit, napr.
riedenim extraktu (60 % etanolom)].

Porovnavaci roztok. destilovana voda

Absorbancia sktisaného roztoku sa meria okamzite pri A = 530 nm oproti porovnavaciemu
roztoku.

Vypocet obsahu antokyaninov.

Percentualny obsah betalainov sa vypocita z kalibracnej krivky betaninu.

Obsah betalainov sa vyjadri ako betanin.
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ad B3) Stanovenie celkovych karotenoidov spektrofotometricky

POsTUP:

Droga Nérgf"k
Q:;ir;tai:pa;rl?;ri epicarpium et 0,5000
Capsici fructus 0,1000
Calendulae flos sine calyce 0,2000
Rosae pseudo-fructus 0,5000

Skusany roztok: Presne odvazené predpisané mnozstvo praskovanej drogy (800) sa v 100-ml
Erlenmayerovej banke so zdbrusom pretrepava na trepacke 20 minut s 20,0 ml aceténu. Acetonovy
extrakt sa prefiltruje do 50-ml odmernej banky tak, aby droga ostala v banke. K droge sa opit’ prida
20 ml acetonu a pretrepava sa eSte 20 minuat. Prefiltruje sa k prvému extraktu v odmernej banke
a objem sa doplni acetonom na 50,0 ml (acetonovy extrakt A).

20,0 ml aceténového extraktu A sa v deliacom lieviku pretrepe s 10 ml petroléteru, pricom
karotenoidy prechadzajii do petroléterového extraktu. Po pretrepani sa k zmesi v deliacom lieviku
prida 20 ml destilovanej vody, aby sa oddelili fazy. Spodna acetonovo-vodné faza sa eSte raz vytrepe
s 15 ml petroléteru. Spojené petroléterové vytrepky sa d’alej pretreptt 2x s 10 ml 10% roztoku KOH
v 50% etanole (odstranenie chlorofylu). Nakoniec sa petroléterovy extrakt premyva 3% s 20 ml
destilovanej vody, prefiltruje sa cez 2 g bezvodého siranu sodného do 25 ml odmernej banky. Filter
so siranom sodnym sa premyje malym mnoZstvom petroléteru a objem sa doplni petroléterom na
25,0 ml. Absorbancia sa meria po 5 minttach pri A = 450 nm oproti petroléteru.

Porovnavaci roztok: petroléter.

Obsah celkovych karotenoidov v meranej vzorke sa vyjadri ako B-karotén v jednotkach
[mg.100 g-1] a vypocita sa podl'a vzorca
A = absorbancia
[mg.lOO g’l]: Ax 41,667

m m = navazok drogy v gramoch
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Kardioglykozidy.

ULOHY:
DROGY:

Al-2) Skusky totoZnosti

e Digitalis lanatae folium (list naprstnika vInatého
Digitalis lanata Ehrh. (naprstnik vinaty)
Scrophulariaceae

e Digitalis purpureae folium (list naprstnika ¢erveného)
Digitalis purpurea L. (naprstnik ¢erveny)
Scrophulariaceae

e Convallariae herba (vnat” konvalinky)
Convallaria majalis L. (konvalinka vonava)
Liliaceae

B1) Stanovenie kardioglykozidov spektrofotometricky (Baljetova reakcia)

e Digitalis lanatae folium (list naprstnika vinatého
Digitalis lanata Ehrh. (naprstnik vinaty)
Plantaginaceae

B2) Stanovenie kardioglykozidov spektrofotometricky (Keddeho reakcia)

e Digitalis purpureae folium (list naprstnika c¢erveného)
Digitalis purpurea L. (naprstnik ¢erveny)
Plantaginaceae
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ad Al-2) Skusky totoznosti

PosTuUP:

UPOZORNENIE: Pozor! Pri manipulacii s dietyléterom sa vyzaduje zvySend opatrnost!
Ide 0 horlavinu 1. triedy. Teplota samovznietenia je 170 °C (dietyléter sa méze samovolne vznietit
napr. aj kontaktom s horucim povrchom bez plamena ci iskry), teplotu varu ma 32 °C. Hrozi riziko
vzniku poziaru a vvbuchu pri nedodrzani zasad BOZP!

NavaZok
Droga
J [q]
Digitalis lanatae folium 2
Digitalis purpureae folium 2
Convallariae herba 2

Priprava zdkladného roztoku. PredpiSsané mnozstvo praskovanej drogy (800) sa povari s 30 ml
destilovanej vody a po vychladnuti sa odvar prefiltruje cez buniéitu vatu a rozdeli na dve Casti:

ad Al) K 10 ml odvaru sa prida po kvapkach 10 % roztok octanu olovnavnatého az nevznika d’alsia
zrazenina a prefiltruje sa. K filtratu sa pridava 10 % roztok dihydrogénfosforecnanu sodného az
neznika zrazenina a prefiltruje sa. K tomuto filtratu sa prida rovnaky objem Cerstvo pripraveného
Baljetovho skimavka. Do 20 minit’ sa roztok zafarbi ¢ervenooranZovo. — dokaz pritomnosti
kardioglykozidov farebnou reakciou (Baljetova reakcia).

ad A2) K 10 ml odvaru sa prida 10 ml chloroformu, 2 ml dietyléteru a 2 ml 96 % etanolu a pretrepe
sa v deliacom lieviku. Nasledne spodna chloroformova vrstva sa v porcelanovej miske odpari do
sucha; suchy odparok sa rozpusti v 3 ml koncentrovanej kyseline octovej, prida sa 1 kvapka 0,1 %
roztok chloridu zelezitého a v skimavke opatrne sa podvrstvi 3 ml koncentrovanej kyseliny sirovej
— na styku dvoch vrstiev sa vytvori ¢ervenohnedy prstenec (aglykony = digitaligeniny) a vrstva
kyseiny octovej sa potom farbi modrozeleno (sacharidy = digitoxéza) — ddokaz pritomnosti
kardioglykozidov farebnou reakciou (Keller-Kilianiho reakcia).
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ad B1) Stanovenie kardioglykozidov spektrofotometricky (Baljetova reakcia)

PosTuP:
NavaZok
Droga
. [a]
Digitalis lanatae folium 4,00

Zakladny roztok. K predpisanému mnozstvu praSkovanej drogy (800) sa preleje vo vyvazenej
destilacnej banke s 50 ml 70 % horuceho etanolu a zahrieva sa 15 minit na vodnom kupeli pod
spatnym chladiCom k varu. Ponecha sa 15 minat na vodnom kupeli staz pri laboratérnej teplote a
potom sa tecticou vodou ochladi na 20 C. Ak je potrebné, doplni sa na pévodni hmotnost’ 70 %
etanolom, prida sa 110 ml destilovanej vody, premiesa, prefiltruje a nakoniec sa prida 50 ml 15 %
roztoku octanu olovnatého. Dobre sa opit’ premiesa, vznikajiica zrazenina sa po kratkom usadeni
odfiltruje cez skladany filter a k 160 ml ¢ireho filtratu (= 3,2 g drogy) sa prida 48 ml 10 % roztoku
hydrogénfosfore¢nanu sodného. Dobre sa premiesa a opét’ sa prefiltruje cez skladany filter.

165,5 ml filtratu (= 2,50 g drogy) sa preleje do deliaceho lievika, banka sa oplachne s cca 5 ml 70 %
etanolu. Postupne sa vytrepava (jemne) s 50, 40, 40, 40 ml chloroformu. Spojené spodné
chloroformové vytrepky (v destilatnej banke s gulatym dnom) sa odparia na vékuovej rotacnej
odparke do sucha. Zvysok sa rozpusti v zmesi chloroform : metanol (1 : 1) na objem 25 ml.

Skusany roztok. 2 ml tohto chlorofomovo-metanolového extraktu (= 200 mg drogy) sa odpari do
sucha. Odparok sa rozpusti v 35 ml metanolu. 5 ml metanolového roztoku sa zmiesa s5 ml
# Baljetovho sktimadla.

Porovnavajuci roztok. Zmes 5 ml metanolu a 5 ml # Baljetovho skumadla.

Po 30 minutach sa meria absorbancia farebného roztoku pri A = 494 nm proti porovnavaciemu
roztoku.

Vypocet obsahu kardioglykozidov.

Percentualny obsah kardioglykozidov sa vypocita podl'a vzorca:
% =A4 X 3,41 A = absorbancia

Obsah kardioglykozidov sa vyjadri ako lanatozid C.

# Skamadlo Baljetovo:
95 ml 1 % roztoku kyseliny pikrovej sa zmiesa s 5 ml 10 % roztoku hydroxidu sodného. Pred pouzitim sa riedi
s metanolom v pomere 1 : 1. Pripravuje sa vzdy Cerstvé skiimadlo.
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ad B2) Stanovenie kardioglykozidov spektrofotometricky (Keddeho reakcia)

PosSTuP:
Navazok
Droga
| [g]
Digitalis lanatae folium 0,2500
Digitalis purpureae folium 0,2500
Convallariae herba 0,2500

Zadkladny roztok. Asi 0,250 g praskovanej drogy (800) sa v lieckovke pretrepava 1 hodinu s 50,0 ml
destilovanej vody na trepacke. Prida sa 5,0 ml roztoku octanu olovnatého (150 g/l) a kratko sa
premiesa. Prida sa 7,5 ml roztoku hydrogénfosfore¢nanu dvojsodného (40 g/l) a prefiltruje sa cez
skladany filtra¢ny papier. K 50,0 ml filtratu sa prida 5 ml roztoku kyseliny chlorovodikovej (150 g/I)
a zahrieva sa 1 hodinu pod spdtnym chladicom. Roztok sa prenesie do deliaceho lievika a banka sa
2x oplachne, vzdy s 5 ml destilovanej vody. Pretrepava sa 3%, vzdy s 25 ml chloroformu. Spojené
chloroformové roztoky sa vysuSia 2 g bezvodého siranu sodného, prefiltruji sa a zriedia
chloroformom na 100 ml.

Skusany roztok. 40 ml chloroformového roztoku sa odpari na vakuovej rotacnej odparovacke do sucha
a zvySok sa rozpusti v 7 ml lichu 50 %; pridaju sa 2 ml roztoku kyseliny 3,5-dinitrobenzoovej (20g/1)
a 1 ml roztoku hydroxidu sodného (1 mol/l).

Porovnavaci roztok. Ako porovnavaci roztok sa pouZzije zmes 7 ml liechu 50 % (V/V), 2 ml kyseliny
3,5-dinitrobenzoovej a 1 ml hydroxidu sodného (1 mol/l).

V priebehu 12 minatach sa meria maximalna absorbancia skuSaného roztoku pri A = 540 nm
oproti porovnavaciemu roztoku.

Vypocet obsahu kardioglykozidov.
Percentualny obsah kardioglykozidov sa vypocita podl'a vzorca:

0 A X227,27 .
Yo = ~ A = absorbancia

m = ndvazok drogy v miligramoch

Obsah kardioglykozidov sa vyjadri ako digitoxin.
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Fenolové glykozidy.

ULOHY:
DROGY:

Al) Skusky totoZnosti

e Salicis cortex (kora viby)
S. purpurea L. (v/ba purpurovd), S. daphnoides Vill. (viba lykovcovita), S. fragilis L.
(vfba krehkad)
Salicaceae

A2-3) Skusky totoZnosti

e Uvae ursi folium (list medvedice)
Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng. (medvedica lekarska)
Ericaceae

A4) Dokaz hydrochinénu tenkovrstvovou chromatografiou (TLC)

e Uvae ursi folium (list medvedice)
Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng. (medvedica lekarska)
Ericaceae

A5) Dokaz arbutinu tenkovrstvovou chromatografiou (TLC)

e Uvae ursi folium (list medvedice)
Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng. (medvedica lekarska)
Ericaceae

B) Stanovenie obsahu arbutinu kolorimetricky
e Uvae ursi folium (list medvedice)

Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng. (medvedica lekarska)
Ericaceae
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ad A1) Skusky totoZnosti

PosTuP:
NavaZok
Droga
§ [g]
Salicis cortex g.s.

Predpisané mnozstvo drogy (v skiimavke) sa vlozi do koncentrovanej kyseliny sirovej, najprv
parechym sa farbi Cerveno (salicin), lykové vlakna najprv zeleno, neskor do cervena — dokaz
pritomnosti salicinu.

ad A2) Skusky totoZnosti

PosTuP:
NavaZok
Droga
. [a]
Uvae ursi folium 0,5

Predpisané mnozZstvo praskovanej drogy sa povari s 5 ml destilovanej vody a odvar sa po vychladnuti
prefiltruje. K filtratu sa prida 1 kvapka 10 % roztoku chloridu Zelezitého — vznika tmavomodra
zrazenina — dokaz pritomnosti fenolovych glykozidov.

ad A3) Skusky totoZnosti

PosTUP:
NavaZok
Droga
: [o]
Uvae ursi folium g.s.

Potrebné mnozstvo praskovanej alebo rezanej sa vlozi do 0,1 % roztoku vanilinu v koncentrovanej
kyseline chlorovodikovej — droga sa zafarbi na cerveno — dokaz pritomnosti fenolovych
glykozidov. (Pozn.: Vaccinium myrtillus a Buxus sempervirens davaji negativnu reakciu, teda ide
0 vylucenie falSovanie drogy Uvae ursi folium)




Farmakognézia (2) — praktické cvicenia — 3. rocnik

Letny semester akad. r. 2024/2025

A4) Dokaz hydrochinénu tenkovrstvovou chromatografiou (TLC)

PosTuP:
NavaZok
Droga
. [g]
Uvae ursi folium 0,1

Priprava vzorky = sublimdtu. Predpisané mnozstvo praskovanej drogy sa pokvapka 6 mol.dm-3
roztokom kyseliny chlorovodikovej a pri teplote 160 °C sa sublimuje asi 15 minat. Vysublimovany
hydrochindn sa rozpusti v metanole. Tento roztok sa pouzije na tenkovrstvovi chromatografiu.

TLC chromatografia

Nosic¢ Silufol® UV254

Sposob vyvijania jednorozmernd vzostupna chromatografia, 1x
Vyvijacia sustava chloroform : metanol =9: 1

Detekcia Skumadlo fosfomolybdénano-volframanové, zriedené
Standard hydrochinén (H),

Vzorky metanolovy roztok sublimatu Uvae ursi folium (UUF).

Na start chromatografickej platnicky sa nanesie cca. 5 pl vzorky, teda metanolového roztoku
sublimatu Uvae ursi folium (pozri vyssie) spolu s uvedenym Standardom. Do vyvijacej komory sa
naleje 40 ml Cerstvo pripravenej sustavy a komora sa necha sytit. Chromatogram sa necha vyvijat’
Vv uvedenej sustave do vySky 1 cm od jeho horného okraja. Po vyvinuti sa chromatogram vysusi
v digestoriu az do vymiznutia zapachu. Po vysuseni sa deteguje detekénym skimadlom. Skvrny latok
(Cierne) sa pozoruju pri dennom svetle. Chromatogram sa vyhodnoti vypocitanim porovnanim
extraktov drog so Standardami, vypocitaji sa Rr hodnoty.

# Skiumadlo fosfomolybdénano-volframanové:

100 g volframanu sodného a 25 g molybdénanu sodného sa rozpusti v 700 ml vody. Prida sa 100 ml koncentrovane;j
kyseliny chlorovodikovej a 50 ml koncentrovanej kyseliny fosforenej. Zmes sa zahrieva 10 hodin v sklenenej aparatire
pod spitnym chladi¢om. Pridé sa 150 g siranu litneho, 50 ml vody a niekol'’ko kvapiek brému. Zmes sa zahrieva pri teplote
varu do odstranenia prebytku bromu (15 mintt), ochladi sa, zriedi sa vodou na 1000 ml a prefiltruje sa. Skimadlo ma byt’
zIté. Ak je zafarbené do zelenkasta, nesmie sa pouzit. Moze sa opét regenerovat zahrievanim pri teplote varu s
niekol’kymi kvapkami bromu a prebytok bromu sa takto odstrani. Uchovava sa pri teplote 2 °C az 8 °C.

# Skimadlo fosfomolybdénano-volframanové, zriedené:
1 diel fosfomolybdénano-volframanového skimadla sa zmie$a s 2 dielmi vody.
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Ab5) Dokaz arbutinu tenkovrstvovou chromatografiou (TLC)

PosTuP:
NavaZok
Droga
. [g]
Uvae ursi folium 0,1

Priprava vzorky. Predpisané mnozstvo praskovanej drogy sa 15 minat vari na vodnom kupeli
Vv destilacnej banke sa 5 ml metanolu a 5 ml destilovanej vody pod spdtnym chladi¢om. Zmes sa eSte
sa eSte za horuca prefiltruje, k filtratu sa po ochladeni prida 0,20 ml 10 % octanu olovnatého a opét
sa prefiltruje.  Tento roztok sa pouzije na tenkovrstvovi chromatografiu.

TLC chromatografia

Nosic Silufol® UV254

Sposob vyvijania jednorozmernd vzostupna chromatografia, 1x
Vyvijacia sustava chloroform : metanol =9:1

Detekcia a) 10 % roztok diazotovanej kyseliny sulfanilovej,

b) nasledne po 5 minutach sa postrieka este 2 mol.dm-3
roztokom hydroxidu sodného v etanole.

Standard arbutin (A),

Vzorky metanolovy extrakt Uvae ursi folium (UUF).

Na Start chromatografickej platni¢ky sa nanesie cca. 5 pl vzorky, teda metanolového roztoku
sublimatu Uvae ursi folium (pozri vyssie) spolu s uvedenym Standardom. Do vyvijacej komory sa
naleje 40 ml Cerstvo pripravenej sistavy a komora sa necha sytit. Chromatogram sa necha vyvijat’
v uvedenej ststave do vySky 1 cm od jeho horného okraja. Po vyvinuti sa chromatogram vysusi
v digestoriu az do vymiznutia zapachu. Po vysuseni sa deteguje detekénym skumadlom. Skvrny latok
(Cervené) sa pozoruju pri dennom svetle. Chromatogram sa vyhodnoti vypoéitanim porovnanim
extraktov drog so Standardami, vypocitaju sa R hodnoty.

# Skimadlo diazotovanej kyseliny sulfanilovej

1,0 g kyseliny sulfanilovej za mierneho zahriatia rozpustime v 900 ml destilovanej vody, priddme 10 ml dymavej kyseliny
chlorovodikovej, ochladime na teplotu 20 °C a doplnime destilovanou vodou na 1 000 ml. Roztok uchovavani v chlade
je dlhsi cas staly. Pred pouzitim k 100 ml roztoku pridame 1 g dusitanu sodného a premiesame.
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B) Stanovenie obsahu arbutinu kolorimetricky

NavaZok
Droga
. [a]
Uvae ursi folium 0,0500

Priprava extraktu. Predpisané mnozstvo praSkovanej drogy (800) sa vo varnej banke vari 30 min na
elektrickom vari¢i pod spatnym chladicom s 30 ml destilovanej vody a 0,10 g uhli¢itanu vapenatého.
Po ochladeni sa vyluh prefiltruje do odmernej banky na 100 ml tak, aby droga zostala v banke.
Ciastocky drogy pripadne uchytené na filtratnom papieri sa oplachnu 30 ml vody spét’ do banky a
zmes sa znovu vari 30 min. Po ochladeni sa vyluh prefiltruje tym istym filtrom do tej istej odmerne;j
banky a zbytky na filtri i v banke sa premyjt 3-razy s 10 ml vriacej destilovanej vody. K spojenym
filtratom sa pridaji 2,0 ml 10% roztoku octanu olovnatého a tekutina sa premieSa. Po vychladnuti sa
obsah banky doplni destilovanou vodou po znacku a prefiltruje sa suchym filtrom. K filtratu sa prida
0,20 g hydrogénfosfore¢nanu sodného a po dokladnom pretrepani sa opét’ prefiltruje suchym filtrom.

Skumany roztok. K 10,00 ml filtratu sa do odmernej banky na 50 ml pridd 10,0 ml zriedeného roztoku
amoniaku a za stdleho mieSania 5,0 ml roztoku diazotovanej kyseliny sulfanilovej tak, aby roztok
nestekal po stenach banky.

Porovnavaci roztok. Zmes 10,0 ml zriedeného roztoku amoniaku a 5,0 ml roztoku diazotovanej
kyseliny sulfanilovej.

Po 20 min sa zmeria absorbancia skasaného roztoku pri A = 530 nm oproti porovnavaciemu
roztoku.

Obsah arbutinu (C12H1607) sa vypocita z kalibracnej krivky.

# Skimadlo diazotovanej kyseliny sulfanilovej

1,0 g kyseliny sulfanilovej za mierneho zahriatia rozpustime v 900 ml destilovanej vody, priddme 10 ml dymavej kyseliny
chlorovodikovej, ochladime na teplotu 20 °C a doplnime destilovanou vodou na 1 000 ml. Roztok uchovavani v chlade
je dlhsi ¢as staly. Pred pouzitim k 100 ml roztoku priddme 1 g dusitanu sodného a premieSame.
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Kumariny.

ULOHY:
DROGY:

Al-2) Skusky totoZnosti

e Angelicae archangelicae radix (koren archangeliky lekarskej)
Angelica archangelica L. (archangelika lekarska)
Apiaceae

e Matricariae flos (kvet rumanceka)

Matricaria recutita L., syn. Chamomilla recutita (L.) Rauschert (rumancek kamilkovy)
Asteraceae

B1l) Stanovenie kumarinov spektrofotometricky

e Matricariae flos (kvet rumanceka)

Matricaria recutita L., syn. Chamomilla recutita (L.) Rauschert (rumanéek kamilkovy)
Asteraceae
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ad Al-2) Skusky totoznosti

PosTuP:
Navaiok
Droga
. ]
Angelicae archangelicae radix 0,1
Matricariae flos 0,1

Priprava zakladného roztoku. Predpisané mnozstvo drogy zahrievame 2 minuty so 4 ml 96 % etanolu
na vodnom kupeli. Extrakt rozdelime do dvoch skumaviek.

ad Al) Prvd (aj druha) skumavka. K zakladnému roztoku pridame 1 kvapku koncentrovaného
amoniaku a obsah premieSame — pozorujeme modriu fluorescenciu pod UV lampou pri A = 366
nm — dékaz pritomnosti kumarinov. (Vznik konjugovanych fenolatov po otvoreni laktonového
kruhu kumarinov po pridani alkalickych roztokov.)

ad A2) Druha skumavka. (zopakujeme rovnaky postup ako pri prvej skimavke vyssie, pozorujeme
modrt fluorescenciu pod UV lampou) — nasledne pridame do druhej skaimavky 3 az 5 kvapiek 11 %
kyseliny chlorovodikovej. — pozorujeme zniZenie fluorescencie na povodnu intenzitu.
(Uzatvorenie laktonového kruhu, zanik fenolatov po pridani silnej kyseliny.).

ad B1) Stanovenie kumarinov spektrofotometricky

PosTuP:
Navazok
Droga
. [a]
Matricariae flos 1,0000

Zakladny roztok. Predpisané mnozstvo drogy extrahujeme v Soxhletovom extrakénom pristroji
s 80 ml metanolu v 250 ml destilacnej banke, kym nie je vytekajtci extrakt bezfarebny. Metanolovy
extrakt prefiltrujeme cez vatu, odparime na vakuovej rotacnej odparovacke na objem asi 1 az 2 ml.
Potom pridame 3 ml 2 % roztoku KOH a zmes zahrievame za obcasného mieSania na vodnom kupeli
pri teplote 70 az 75 °C pocas 30 minut. Teply roztok zmieSame s 2 ml 10 % roztoku octanu olovnatého
a po 10 minatach vzniknutu zrazeninu odfiltrujeme cez papierovy skladany filter. ZvySok na filtri
premyjeme 3x 5 ml destilovanej vody. K zachytenému filtratu pridame 0,2 g bezvodého Na>COza po
jeho uplnom rozpusteni roztok opidt’ prefiltrujeme cez papierovy filter. Filtrat zachytdvame do
odmernej banky na 25 ml a papierovy filter premyvame hortucou destilovanou vodou tak dlho, az
kym je banka doplnend po znacku.

Skusany roztok. Po ochladeni banky a pripadnom doplneni po znacku odpipetujeme 5 ml roztoku (=
0,2000 g) do skamavky, priddme 1 ml 10 % roztoku KOH a zahrievame na vodnom kupeli (v drziaku
na skiimavky) pri teplote 70 az 75 °C pocas 5 minut. Potom pridame 0,5 ml 10 % roztoku persiranu
amonneho a po 10 minttach zmeriame absorbanciu pri A = 495 nm.

Porovnavajuci roztok. Destilovana voda.
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Po 10 minttach sa meria absorbancia farebného roztoku pri A = 495 nm proti porovnavaciemu
roztoku.

Vypocet obsahu kumarinov.

Obsah kumarinov v percentach vypocitame z kalibracnej krivky umbeliferénu v prepocte na
realny navazok.



