Il - FLAWONOIDY , KUMARYNY , FURANOCHROMONY student: ..ooeeeiiieeees

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

2. Analiza organoleptyczna substancji roslinnych:

Betulae folium, Arnicae flos, Crataegi folium cum flore, Helichrysi flos, Sambuci flos, Tiliae flos, Equiseti herba,
Hyperici herba, Polygoni avicularis herba, Violae herba cum flore, Ononidis radix, Meliloti herba

Analiza organoleptyczna stuzy ocenie (wybierz) substancji roslinnych.

3. Analiza mikroskopowa proszkéw roslinnych:

Preparaty mikroskopowe nalezy wykona¢ na gorgco w odczynniku przeswietlajgcym. Korzystajgc z rycin,
rozrézniac cechy grupowe i charakterystyczne poszczegdlnych proszkdéw (rysowac tylko charakterystyczne).
Konczac prace z preparatem, wykonac reakcje ogdlng na obecnosc fenoli (z r-em FeCls), a obserwacje zanotowac.

Analiza mikroskopowa stuzy ocenie (wybierz) substancji roslinnych.

....................................................................... — kwiat arniki/kupalnika (FP XII)
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

Helichrysi inflorescentia —
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

Sambuci flos —
rosliny (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):
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Equiseti herba —
roslina (tac./pl.): Equisetum arvense —
rodzina (tac./pl.):

Hyperici herba —
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

............................................................ — ziele rdestu ptasiego (FP XII)
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

............................................................ — ziele nostrzyka (FP XII)
rosliny (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):
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grupa:

4. Oznaczanie zawartosci flawonoidoéw w Betulae folium, Equiseti herba, Polygoni avicularis herba, Sambuci flos,
Solidaginis herba, Solidaginis virgaureae herba wg zmodyfikowanej metody FPXII

Sporzadzenie ekstraktu. Umiesci¢ zalecang nawazke* sproszkowanej substancji roslinnej w zakrecanej probdwce,
doda¢ 15,0 ml 70% MeOH i wymiesza¢ za pomocg wytrzasarki. Ekstrahowac 15 min w ptuczce ultradZzwiekowej.
Ponownie wymieszaé i odwirowac (3 min) czes¢ roztworu w probéwce typu Eppendorf.

Odnosnik. W kuwecie plastikowej umiesci¢ 100 uL supernatantu pobranego znad osadu za pomocy pipety
automatycznej, a nastepnie doda¢ pipetg szklang 2,0 mL roztworu lodowatego kwasu octowego (5% V/V) w
metanolu.

Roztwoér badany. W kuwecie plastikowej umiesci¢ 100 uL supernatantu pobranego znad osadu za pomocg pipety
automatycznej, a nastepnie dodac pipetg szklang 2,0 mL 2% roztworu chlorku glinu w roztworze lodowatego kwasu
octowego (5% V/V) w metanolu.

Oznaczenie. Po okoto 30 min. zmierzy¢ absorbancje roztworu badanego przy 425 nm wobec odnosnika. Sprawdzic¢
jak zmienia sie absorbancja prébki mierzona po kilku minutach od pierwszego pomiaru

Obliczy¢ procentowg zawartos¢ O-glikozyddw flawonoidowych w przeliczeniu na hiperozyd, wg ponizszego wzoru:

Ax1,26
m

przyjmujac absorbancje witasciwa dla hiperozydu réwng 500.
A — absorbancja roztworu badanego przy 425 nm,
m — masa badanej substancji roslinnej, w gramach.

* Zalecane nawazki (odwazy¢ z doktadnoscia 0,005 g): Betulae folium — 0,100 g, Equiseti herba — 0,400 g,
Polygoni avicularis herba — 0,400 g, Sambuci flos — 0,300 g, Solidaginis herba i S. virgaureae herba — 0,100 g

Zawartos¢ minimalna wg. FPXII: Betulae folium — min. 1,5%, Equiseti herba — min. 0,3%, Polygoni avicularis herba
—min. 0,3%, Sambuci flos — min. 0,8%, Solidaginis herba — min. 2,5%, S. virgaureae herba — w zakresie 0,5-1,5%

W celu oznaczenia obecnosci/zawartosci (wybierz) markera analitycznego/czynnego/obie odpowiedzi
sg prawidtowe (wybierz) w ¢wiczeniu postuZono Sie METOAG ....eevveeierierierieriere et
Wykonana analiza jest zaliczana do grupy badan jakosciowych/ilosciowych (wybierz).

5. Sporzadzenie wyciggu (¢wiczenie indywidualne - flawonoidy, kumaryny):

Okoto 0,5 g rozdrobnionej substancji lub proszku roslinnego zalaé¢ w probéwce ok. 2 mL 70% MeOH.
Podpisane probowki wstawi¢ do ptuczki ultradzwiekowej (pok. A002) na 15 min. W miedzyczasie przygotowac
zapas kapilar i wykonac analize mikroskopowa (pkt. 9, w przypadku otrzymania proszku roslinnego).

Na ptytke/ptytki do TLC nanosi¢ pasmowo ok. 2 kapilary klarownego wyciggu (25-50 pociggniec¢ kapilarg).
Reakcje mikrochemiczne (z roztworem FeCls) wykonywac na pozostatej czesci wyciggu, rozciericzonej woda do
wzglednej przezroczystosci, lub bezposrednio na zwilzonej MeOH substancji roslinnej.

6. Odroznianie owocow aminka wiekszego i aminka egipskiego:

Kilka owocéw (Ammi majoris fructus, Ammi visnagae fructus) zala¢ w probdéwce ok. 1 mL nasyconego roztworu
KOH i pozostawié¢ na okoto 15 minut. Zaobserwowane zmiany zanotowac.

Wynik reakcji wyciggu z roztworem KOH:
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grupa:

7. Analiza chromatograficzna: wykrywanie glikozydow flawonoidowych w wyciagach z substancji
metoda TLC:

Nanies¢ wyciagi i wzorce (kwercetyna, rutyna, hiperozyd) na ptytke do TLC. Wysuszy¢.

Rozwing¢ chromatogram w komorze pionowe;j.

Faza stata: zel krzemionkowy Si 60,

Faza ruchoma: (CH3COOEt / CH3COOH / HCOOH / H,0= .../ .../ .../ ...). Ok. 30 min.

Odwiac resztki fazy ruchomej suszarkg pod dygestorium. Chromatogram wysuszy¢ w 100-105°C.

Analizowa¢ w $wietle UV 254 nm, 366 nm (poréwnanie Ry, rozktadu plam i barw ich fluorescencji).

Wywotaé 2% roztworem AICl3 w metanolu. Analizowa¢ ponownie w swietle widzialnym i UV 366 nm (poréwnanie
R¢ rozktadu plam i ich barw). Zapisa¢ wnioski.

Obserwacje:

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

kwercetyna (Rg: ......... , barwa (VIS): e , barwa (UVsgg): wvevevennenee. D e, WZELL

intensywnosc: ...............), hiperozyd (R¢: ......... , barwa (VIS): .vovevree ..., barwa (UVigg): vvvvvevenna >
reeeneeenens, WZELL intensywno$é: .............. ), rutyna (R¢: ........., barwa (VIS): ...coevvenene D e , barwa (UV3gs):

SRR TR , wzgl. intensywnosc: ............... ).

W WYCIGEU Z vttt sree s ssssn e e nnnneneneone. POtWI€rdzono obecnosé nastepujgcych sktadnikow:

i (Re: v , barwa (VIS): e e , barwa (UV3gg): coceennnee e SRV , wzgl.

intensywnosE: .......ceeii.), 2 evieeceveceveeeeeeeeenes (RED e , barwa (VIS): oo™ e, barwa (UVseg):

crereee ™D et , wzgl. intensywnosc: ............... )s Be e (RE: wereens, baArwa (VIS): o>

revereeen, DArWa (UVsge): i, e SR , wzgl. intensywnosc: ............... ).

Ponadto, w wycCiggu badanym ZaOhSEIrWOWANO: .........uiiiiuiiiiiiiiecciiee et e et e st e e esateeestbee e sbeeesbteeessseeesabaeessteaesnsneas

Whniosek:

Analizowana substancja roSliNNa (c.....ccceieeiee e et st s e r e e )
spetnia/nie spetnia (wybierz) wymagania farmakopealne w zakresie tozsamosci.

8. Reakcje mikrochemiczne (éwiczenie indywidualne - flawonoidy):

Reakcja Shinody:

Do 0,5 mL zestawu $wiezych roztwordw wzorcow (luteoliny, kwercetyny, naryngeniny i chalkonu - jeden zestaw
na grupe) dodac niewielka (!) ilo$¢ opitkéw magnezu. Dodac kilka kropel stezonego roztworu HCl (pod
dygestorium) i obserwowac powstajgce z czasem zabarwienie. Uktad fenylochromonowy jest redukowany do
antocyjanidyn posiadajgcych charakterystyczne barwy. Chalkony i aurony nie dajg barwnych zwigzkdow.

Schematyczny przebieg reakcji (wskaz barwny produkt):

Wynik reakcji Shinody przeprowadzonej na wzorcach:
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grupa:

Reakcja z AlCls:

Na bibute nakropi¢ kapilarg do TLC po dwie plamy z wtasnego wyciggu i z wzorcow (j.w.). Po wysuszeniu, jedng
plame z kazdej pary zwilzy¢ kilkoma kroplami 2% roztworu AlCl; w metanolu. Po wysuszeniu obserwowacé
powstate zabarwienie w $wietle dziennym i UV 366 nm w poréwnaniu do odnosnika.

Wiekszos¢ flawonoiddéw daje w tej reakcji zabarwienie zétte wykazujace brunatng, z6ttg lub zétto-zielong
fluorescencje w UV (barwa zalezy od budowy czgsteczki).

Chalkony tworzg kompleksy barwy pomaranczowo-czerwone;j.

Schematyczny przebieg reakcji (wskaz barwny i fluoryzujqcy produkt):

Wynik reakcji z roztworem AICl; przeprowadzonej na wzorcach i badanym wyciagu:

Reakcja z FeCls:

Do 0,5 mL wtasnego wyciggu dodac kilka kropel roztworu FeCls. Reakcje mozna wykonac réwniez na bibule (jw.)
lub bezposrednio na preparacie mikroskopowym. Obserwowac powstate zabarwienie w Swietle dziennym.

W razie potrzeby rozcieiczy¢ wtasciwym rozpuszczalnikiem.

Flawonoidy tworzg z FeCls kompleksy barwy zielonej, brgzowej lub brunatno-czerwonej.

Z FeCl; reaguje wiele zwigzkow fenolowych.

Wynik reakcji z roztworem FeCl; przeprowadzonej na badanym wyciaggu:

9. Analiza otrzymanego proszku (éwiczenie indywidualne):

W przypadku otrzymania proszku roslinnego, analizowac¢ go zgodnie z instrukcjami z klucza do oznaczania
sproszkowanych substancji roslinnych i wtasnymi notatkami. W przeciwnym razie - poming¢ ten akapit.

Obserwacja mikroskopowa (rysunek z opisem):

0SS EK: i

(jezeli dotyczy) Wedtug FP Xl otrzymang substancje roslinng standaryzuje sie na zawartosc ...................
.......................... za POMOCg MELOAY/MELOT ...ooueeeieieieierieeeeeee e eeee s
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