Il - GLIKOZYDY FENOLOWE , IZOSIARKOCYJANIANOWE student: ..ooeeeeiieeees

SIARCZKI ALLILOWE grupa:

1. Sprawdzenie wiedzy i przygotowania do ¢wiczen przez prowadzacych.

2. Analiza organoleptyczna substancji roslinnych:

Sinapis nigrae semen, Sinapis albae semen, Uvae ursi folium, Vitis idaeae folium, Salicis cortex, Filipendulae
ulmariae herba

3. Analiza mikroskopowa proszkéw roslinnych — badanie tozsamosci:

Preparaty mikroskopowe nalezy wykona¢ na gorgco w odczynniku przeswietlajgcym. Korzystajac z rycin,
rozrézniac cechy grupowe i charakterystyczne poszczegdlnych proszkéw (rysowac tylko charakterystyczne).
Konczgc prace z preparatem, wykonac reakcje ogdlng na obecnos¢ fenoli (jak w pkt. 4), a obserwacje zanotowac.
Okresli¢ czy substancja roslinna jest wymieniona w Farmakopei Polskiej XII (FP XII), posiada monografie narodowa
(FP XI1-PL) czy jest substancjg niefarmakopealna ().

............................................................ —li$¢ macznicy (.........)
roslina (tac./pl.):
rodzina (fac./pl.):
............................................................ —lis¢ brusznicy (.........)
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):
SAlICIS COtEX — aueeererieteeeee et e et eraeaens (cereeeee )

rosliny (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):
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SIARCZKI ALLILOWE grupa:

Filipendulae ulmariae herba — ...............cueceeeeeeeeveceeeieerieeee e (ennn)
rodzina (fac./pl.):
roslina (tac./pl.):

CUrcUM@e rRIZOMQA — .......oooveeeviere et et saeeens (e.oonr)
roslina (tac./pl.):
rodzina (fac./pl.):

4. Reakcja ogdlna fenoli:

Z roztworem FeCl; zwigzki fenolowe dajg kompleksy o réznym zabarwieniu (zielone, fioletowe, granatowe,
czarne). Reakcje mozna wykonaé na wyciggu lub bezposrednio na analizowanym preparacie mikroskopowym.

5. Analiza otrzymanego proszku (éwiczenie indywidualne):

Analizowac¢ otrzymany proszek zgodnie z instrukcjami z klucza do oznaczania sproszkowanych substancji
roslinnych i wtasnymi notatkami.

Obserwacja mikroskopowa (rysunek z opisem):

Wynik reakcji z roztworem FeCls (jesli UZasadniona): .......ceecuiieiiiiieiciiee ettt ette e et e e e eve e e e tre e e s tae e e eaveeesnteeeenraeeeas
Wynik reakcji z roztworem jodu (jesli UZasadniona): ......cccueeeecuerieiiinieiieneeieseeie sttt sttt sttt s a e

Whiosek: Analizowana substancja roélinna to, zgodnie z obrazem mikroskOPOWYM, .........ccevvvrevirreerienreeenesreesnenes
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SIARCZKI ALLILOWE grupa:

6. Sporzadzenie wyciggu (¢wiczenie indywidualne):

Osoby, ktére otrzymaty ten sam surowiec (salicylowy lub arbutynowy) postepuja w nastepujacy sposob: jedna z
nich prowadzi ekstrakcje w sposéb zachowawczy (a), zas druga przeprowadza ekstrakcje potgczong z hydroliza
alkaliczng sktadnikow wyciggu (b). Pozostate osoby postepujg wg przepisu (a).

Okoto 0,25 g rozdrobnionej substancji lub proszku roslinnego zala¢ w probéwce ok. 2 mL (a) 70% MeOH lub

(b) roztworu NaOH o stezeniu 4,2 g/L (ok. 0,1 M) w 70% MeOH.

Podpisane probowki wstawi¢ zatkane zwitkiem waty do tazni ultradzwiekowej (pok. AO02, metoda a) na ok. 15
minut lub do tazni wodnej (ok. 60°C, metoda b) na ok. 30 minut. W miedzyczasie przygotowac zapas kapilar.

W metodzie (a) po dekantacji / przesaczeniu / odwirowaniu / odpipetowaniu wyciggu znad materiatu roslinnego
(wybrac najwygodniejszy sposob), wyciag jest gotowy do natozenia. Probka (b) wymaga zobojetnienia przez
dodanie 0,1 mL roztworu HCl o stezeniu 103,0 g/L (ok. 2,8 M) w wodzie na kazde 2 mL ekstrahenta.

Na ptytke/ptytki do TLC nanosi¢ pasmowo ok. 2 kapilary klarownego wyciggu (ok. 25-50 pociggnie¢ kapilarg).
Reakcje mikrochemiczne (pkt. 4) wykonywac na pozostatej czesci wyciggu, rozcienniczonej wodg do wzgledne;j

przezroczystosci.
Zastosowanie ptuczki ultradZzwiekowej w procesie ekstrakcji pozwala na .....oeveevenenee. tkanek
roslinnych, Co ...cccoevveevericrcnnnee. penetracje substancji roslinnej przez rozpuszczalnik, a w rezultacie

.............................. czas potrzebny do ekstrakcji (w stosunku do maceracji). Zastosowanie alkoholowego
roztworu mocnego wodorotlenku i jednoczesne ogrzanie pozwala na ekstrakcje i jednoczesng hydrolize
Wigzan typu .eceeeeeceeeeeeeene e w zwigzkach wyekstrahowanych z materiatu roslinnego.

7. Analiza chromatograficzna: wykrywanie pochodnych hydrochinonu i salicyny metoda TLC:

Nanie$¢ wyciagi i wzorce (arbutyna, hydrochinon, kwas salicylowy, salicyna) na ptytke do TLC. Wysuszy¢.
Rozwing¢ chromatogram w komorze pionowe;j.

Faza stata: zel krzemionkowy Si 60,

Faza ruchoma: (CH3COOEt / MeOH / H,0 = ..... / ..... / .....). Ok. 20 min.

Odwiac¢ resztki fazy ruchomej suszarka pod dygestorium. Chromatogram wysuszy¢ w 100-105°C.
Analizowa¢ w Swietle UV 254 nm, 366 nm (poréwnanie Rs, rozktadu plam i barw ich fluorescenciji).
Wywota¢ roztworem waniliny w H,SO4. Ponownie ogrzewac¢ w 100-105°C do uzyskania barwnych plam.
Obserwowacé ponownie w UV 254 nm i w $wietle widzialnym (poréwnanie Rg, rozktadu plam i ich barw).

Obserwacje:

Dla wzorcéw zaobserwowano nastepujgce parametry (przed i - po wywotaniu / upochodnieniu)

arbutyna (Re: ......... , barwa (VIS): v ™ e, DArWa (UVige): covvvevceiceen™ e , wzgl.

intensywnosc: ...............), hydrochinon (Re: ........., barwa (VIS): ....ccovevannne D e , barwa (UVsge): ovevverieceena™

revereeeneeenes, W2ZEL intensywnosc: .............. ), k. salicylowy (R¢: ........., barwa (VIS): ccocooveeeceec™ e, , barwa

((VAVETT) R D e , wzgl. intensywnosc: ............... ), salicyna (R¢: ......... , barwa (VIS): ..o
ceevereeene, DArWA (UV366) 0 ceiiiicecceeee™ e, , wzgl. intensywnosc: ............... ).

W wyciggu hydrolizowanym/niehydroliZOWanym (WYBIEIZ) Z .......uueeeevecerieeseineereereesssseessessesssesesesssssssnnes
potwierdzono obecnos¢ nastepujgcych sktadnikéw:

L [(RTT—— ,barwa (VIS): v ™ s, DArwa (UVsgg): e ™ e , wzgl.
INteNSYWNOSE: ..cvvvcvennn), 24 cvverveneserinesseesnenns (RED veenee , barwa (VIS): covvvcvcvvece™ v, barwa (UVsge):
weeee ™D s , wzgl. intensywnosc: ............... ) 3t e (R: o..e..e., barwa (VIS): e -
ceevereenene, DAFWA (UV366) 0 v ™ e, , wzgl. intensywnosc: ............... ).

Ponadto, w wyciggu badanym zaohSerwOWaN0: ......c..oiiiiiiiiiieiie ettt st sare e

Whniosek:

Analizowana substancja roSliNNa (c......cccceeieeeee ettt et e r e e )
spetnia/nie spetnia (wybierz) wymagania farmakopealne w zakresie tozsamosci.

Katedra i Zaktad Farmakognozji i Leku Roslinnego, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu —2021/2022 -3z4-



Il - GLIKOZYDY FENOLOWE , IZOSIARKOCYJANIANOWE student: ..ooeeeeiieeees

SIARCZKI ALLILOWE grupa:

8. Analiza chromatograficzna: odréznianie chromatograficzne Curcumae longae rhizoma i Curcumae
zantorrhizae rhizoma:

Nanies¢ wyciagi i wzorzec ztozony (kurkumina + demetoskykurkumina + bisdemetoksykurkumina) na ptytke do
TLC. Wysuszyé. Rozwing¢ chromatogram:

Faza stata: zel krzemionkowy Si 60,

Faza ruchoma: (CHCl; / toluen / MeOH = ..... / ..... / .....). Ok. 20 min.

Odwia¢ doktadnie resztki fazy ruchomej suszarka pod dygestorium. Chromatogram wysuszy¢ w 100-105°C.
Analizowac¢ w $wietle UV 254 nm, 366 nm (poréwnanie Ry, rozktadu plam i barw ich fluorescencji).

Wywotac¢ roztworem waniliny w H,SO4. Ponownie ogrzewac¢ w 100-105°C do uzyskania barwnych plam.
Obserwowacé ponownie w UV 254 nm i w $wietle widzialnym (poréwnanie Rs, rozktadu plam i ich barw). Zapisa¢
whnioski. Curcumae zantorrhizae rhizoma charakteryzuje brak bisdemetoksykurkuminy (= plansza).

Obserwacje:

Dla wzorcow zaobserwowano nastepujace parametry (przed i & po wywotaniu / upochodnieniu): kurkumina (Rg:

......... , barwa (VIS): wivevviveeee™ v, barwa (UVsge): ... e e, WZELL intensywnos$é:

demetoksykurkumina (R¢: ......... , barwa (VIS): veeccecceie ™ e, barwa (UVsee): eeeeceeeeceee ™ e, )

wzgl. intensywnosc: ...............), bisdemetoksykurkumina (Rg: ......... ,barwa (VIS): v ™ i,

barwa (UV3ge): oveveevverernns D e , wzgl. intensywnosc: ............... ).

W WYCIGEU Z ottt srsne s s e sneenene e POtWIErdzono obecnosé nastepujgcych sktadnikow:

Lo (RE: veerneee , barwa (VIS): covvvcvvvcece™ e, DArwa (UVage): cevvvencicecn™ e , wzgl.

INteNSYWNOSE: ....c.cceeveen), 24 ceevvnneeerireneeesneens (RED e , barwa (VIS): cccvvvvvvvce™ i, barwa (UVsge):

reeer ™D e , wzgl. intensywnos¢: ............... ) Bt e (Rf: vveeen, barwa (VIS): >

revverereeny DATWA (UV366): oo™ et , wzgl. intensywnosc: ............... ).

Ponadto, w wyciggu badanym ZaohSErWOWAN0: ......cc.ciiiiiiirieiet ettt sttt se bbbt e st eaesae b

Whiosek:

Analizowana substancja ro$linNa to .......ccccccveieieecececieeeeee et
i spetnia / nie spetnia ona (wybierz) wymagania farmakopealne w zakresie tozsamosci.

9. Analiza chromatograficzna: podsumowanie obserwacji ogéinych.

W analizie TLC zastosowano uktad normalny / odwrdcony (wybierz), poniewaz faza stacjonarna byta
bardziej / mniej (wybierz) polarna niz faza ruchoma.

Wedtug farmakopei, chromatografia cienkowarstwowa jest jedng z metod uzywanych do
[ ToY ATV T=Y o =T YT SR substancji roslinnej.

Wymien dwie inne metody uzywane do tego celu w wiekszosci monografii farmakopealnych:
L e e e 2 et e b e b e et e e ab e e ba e te e beereenreeareeaes

Wykonana analiza TLC postuzyta do potwierdzenia obecnosci / obliczenia zawartosci (wybierz)
danego markera analitycznego w substancji roslinne;j.

Dla otrzymanej substancji roslinnej, zgodnie z jej monografig farmakopealng (nr ........c.c......... Y ),
markerem/markerami jej tozsamosci jest / sg: arbutyna / hydrochinon / kwas salicylowy / salicyna /
kurkuminoidy / inne niz dostepne na ¢wiczeniu / otrzymano substancje niefarmakopealng (wybierz).

Dla potwierdzenia obecnosci kluczowych sktadnikdw roztworu badanego, rozdzielonych metoda TLC,
poréwnuje sie ich nastepujgce parametry z roztworem poréwnawczym:

L ————————— pasm na rozwinietym chromatogramie,
2 e pasm na rozwinietym chromatogramie (przed i po upochodnieniu),
B pasm na rozwinietym chromatogramie.
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