IV—- ANTOCYJANY, GARBNIKI student: ..o

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

2. Analiza organoleptyczna substancji roslinnych:

Crataegi fructus, Myrtilli fructus siccus, Rosae pseudo-fructus, Sambuci fructus, Cyani flos, Hibisci flos, Malvae
arboreae flos, Malvae sylvestris flos, Papaveris rhoeados flos, Bistortae rhizoma, Tormentillae rhizoma, Quercus
cortex, Juglandis folium, Salviae folium

3. Analiza mikroskopowa proszkéw roslinnych:

Preparaty mikroskopowe nalezy wykona¢ na gorgco w odczynniku przeswietlajgcym. Korzystajac z rycin,
rozrézniac cechy grupowe i charakterystyczne poszczegdlnych proszkéw (rysowac tylko charakterystyczne).
Koriczac prace z preparatem, wykonac reakcje ogdlng na obecnos¢ fenoli (z roztworem FeCls) oraz (w
uzasadnionych przypadkach) na obecno$¢ antocyjandw (z roztworem KOH, odwracalng dodatkiem roztworu HCI),
a obserwacje zanotowad.

.......................................................................................... — kwiat ketmii szczawiowej (FP XII)

roslina (tac./pl.):

rodzina (tac./pl.):

Myrtilli fructus —
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

rosliny (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):
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JUGIANTIS ... -
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

.......................................................................................... — lis¢ herbaty (FP XIl)
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

.......................................................................................... — kora debu (FP XII)
rosliny (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

4. Sporzadzenie wyciggu (¢wiczenie indywidualne):

Przy sporzgdzaniu wyciggdw garbnikowych uwzglednié: Galla (ewentualnie gotowa Gallae tinctura), Quercus
cortex, Tormentillae rhizoma, Bistortae rhizoma, Theae folium, Crataegi fructus, Myrtilli fructus, Salviae folium.

Do TLC

Okoto 0,5 g rozdrobnionej substancji garbnikowej lub proszku roslinnego zala¢ w probdéwce ok. 2 mL 70% MeOH.
Podpisane probéwki wstawi¢ do ptuczki ultradzwiekowej (pok. A002) na 15 min.
Na ptytke/ptytki do TLC nanosi¢ pasmowo ok. 2 kapilary klarownego wyciggu (25-50 pociggniec¢ kapilarg).

Do wykonywania reakcji mikrochemicznych
Okoto 0,5 g rozdrobnionej substancji garbnikowej lub proszku roslinnego zala¢ w probéwce ok. 2-3 mL wrzatku
z wody destylowanej. Podpisane probéwki wstawi¢ do tazni wodnej (90°C, pod dygestorium) na 15 min.
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5. Analiza chromatograficzna zwigzkéw garbnikowych i ich skladowych w wyciagach z substancji
roslinnych metoda TLC:

Nanies¢ wyciagi i wzorce (kwas galusowy, tanina, katechina) na ptytke do TLC. Wysuszy¢.

Rozwing¢ chromatogram w komorze pionowej.

Faza stata: zel krzemionkowy Si 60, Faza ruchoma: (CH,Cl, / CH3COOEt / HCOOH = 6 / 10 / 1). Czas rozwiniecia
chromatogramu: ok. 15 min.

Odwiac resztki fazy ruchomej suszarkg pod dygestorium. Chromatogram wysuszy¢ w 100-105°C, spryskaé
roztworem FeCls. Analizowa¢ w Swietle widzialnym (poréwnanie R¢ rozktadu plam i ich barw).

Ponownie wysuszy¢ w suszarce powietrznej i spryskac kolejno:

1) roztworem 1% waniliny (w MeOH) ; 2) stezonym roztworem HCI (36%).

W razie potrzeby ogrza¢ w suszarce do TLC.

Ponownie analizowac¢ w $wietle widzialnym (poréwnanie R¢ rozktadu plam i zmian ich barw). Zapisa¢ wnioski.

Obserwacje: Dla wzorcéw zaobserwowano nastepujace parametry (po wywotaniu / upochodnieniu)
kwas galusowy (Rf: ......... , barwa po upochodnieniu FeCls (VIS): .......c.cu....... , barwa po upochodnieniu waniling w
HCI(VIS): v , wzgl. intensywnosc: ...............), tanina (Re: .ocoeee = e , barwa po upochodnieniu FeCls (VIS):
seeeneenens, DArwa po upochodnieniu waniling w HCI (VIS): .................., wzgl. intensywnos¢: ............... ), katechina
(R , barwa po upochodnieniu FeCls (VIS): .....cc.cu....... , barwa po upochodnieniu waniling w HCI (VIS):
reereeeens, WZELL intensywnosé: .............. ).

W WYCIGEU Z vttt st essen e e eennenen oo POtWIErdzono obecnos¢ nastepujgcych sktadnikow:
1. (Rf: ........., barwa po upochodnieniu FeCls (VIS): .................., barwa po upochodnieniu waniling w HCI (VIS):

), 2. (Ret e , barwa po upochodnieniu FeCls (VIS): .................., barwa po

weeeeeey, WZELL intensywnosc: ..

upochodnieniu waniling w HCI (VIS): .................., wzgl. intensywnosc: ............... ), 3. (Rf: ........., barwa po
upochodnieniu FeClz (VIS): ....cooevrvennene , barwa po upochodnieniu waniling w HCI (VIS): .................., wzgl.

LY AT Ty = PO PPt

6. Analiza chromatograficzna zwigzkéw antocyjanowych w wyciggach z substancji roslinnych metoda
TLC oraz przesiewowe badanie ich aktywnosci przeciwwolnorodnikowej:

Nanies¢ wyciagi na ptytke do TLC. Wysuszy¢. Rozwing¢ chromatogram w komorze pionowe;j.

Faza stata: zel krzemionkowy Si 60, Faza ruchoma: (CH3COOEt / CH3COOH / HCOOH / H,0=100/11/ 11/ 26).
Czas rozwiniecia chromatogramu: ok. 30 min.

Odwiac resztki fazy ruchomej suszarka. Analizowa¢ w $wietle widzialnym (poréwnanie R¢ rozktadu plam i ich

barw). Zaznaczy¢ plamy o barwach typowych dla antocyjanéw (czerwone, fioletowe itp.).
Nastepnie spryskac 0,05-0,1% roztworem stabilnego wolnego rodnika (DPPH’) w MeOH (kazdorazowo nalezy
przygotowac swiezy roztwor !). Ponownie analizowaé w swietle widzialnym (zmiany barw niektérych plam).

ODbSErwacie: W WYCIGEU Z .veveereeeeeeeeeereeresceseesesiss e se s sessnessssssenssssnes zaobserwowano obecno$¢ zwigzkow
barwnych (np. antocyjanéw) o nastepujacych parametrach: 1. (R¢: ......... , barwa (VIS): .................., wzgl.
intensywnosc: ...............), 2. (Re: ........., barwa (VIS): ...oevevevevnnee , wzgl. intensywnosc: ............... R T , barwa
(VIS): oo, WzglL intenSywnosC: ....uunnnnne ), 4. (Re: e , barwa (VIS): ......ccce.e..., Wzgl. intensywnos¢:
weevrveereneenr)y Be (RE: e, barwa (VIS): e , wzgl. intensywnosc: ............... ), 6. (R: ... , barwa (VIS):

reereeeens, WZELL intensywnosé: .............. ), 7. (Re: e , barwa (VIS): .................., wzgl. intensywnosc: ...............).

W warunkach doswiadczenia, wysoka aktywnos¢ przeciwwolnorodnikowg wykazaty zwigzki: 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, inne
(wybierz, mozna wskazac kilka).

LY AT Ty = OO PPPRRRRRRPROt
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7. Reakcje mikrochemiczne (éwiczenie indywidualne):

Reakcja grupowa antocyjanéw:

Do pieciu probowek odmierzy¢ po ok. 1 mL kazdego z roztworéw buforowych. Pasteuréwkg dodac do kazdego z
nich po ok. 5 kropel badanego wyciggu antocyjanowego (do uzyskania wyraznego zabarwienia). Wymieszac.
Zanotowac w tabeli zmiany barw.

Przygotowac¢ dwie dodatkowe serie, dodajgc do kazdej probdwki jako ostatniego sktadnika kilka kropel (np. 2)
roztworu AlCl3 w jednej z nich i kilka kropel roztworu FeCl; w kolejnej. Zanotowaé w tabeli zmiany barw.
Pierwszg serie (bez dodatkéw) pozostawi¢ do korica ¢wiczenia.

wyciag z: pH=1 pH=4 pH=7 pH=10 pH=13

Stabilnos¢ antocyjanéw w Srodowisku o silnym odczynie zasadowym lub kwasnym:

Przed koricem ¢wiczenia przygotowac ponownie roztwor badanego wyciggu w buforach o pH =1i pH =13.
Poréwnac barwy swiezej i starej serii.

Nastepnie zakwasi¢ roztwory w buforze alkalicznym, a zalkalizowad roztwory w buforze kwasnym odpowiednimi
ilosciami roztwordw HCl i KOH. Zanotowa¢ w tabeli zmiany barw.

wyciag z: pH=1 pH=1 pH=13 pH=13
(wyciag Swiezy) (wyciag stary) (wyciag Swiezy) (wyciag stary)
+ HCI
+ KOH
WWNIOSEK 25 ittt ettt ettt e e e s et e e sttt e e s abe e e s e ubaeesaabbeeesabbeeesabeeesaabeeeeenbbaeesasbaeesaabbeeeebteeennn

Schematyczny przebieg reakcji manifestujgcej sie zmiang roztwordw barwy antocyjanéw podczas
zmiany $rodowiska z kwasnego do zasadowe:
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Ponizsze reakcje wykonano Na WyCig8u WOANYM Z: .........oceeververuereierinenie et sss s srsssesssssssssnes
Zanotowac w tabeli zmiany barw i inne obserwacje.

Reakcja grupowa polifenoli z FeCl;

Do ok. 0,5 mL wyciggu z badanej substancji garbnikowej dodac kilka kropel 2% roztworu FeCls. W razie potrzeby
rozcienczy¢ woda do wzglednej przezroczystosci.

Zabarwienie niebieskie, granatowe, niebieskozielone lub brunatne wskazuje obecnos¢ polifenoli.

Reakcja grupowa garbnikéw z biatkiem:
Do ok. 0,5 mL wyciggu z badanej substancji garbnikowej doda¢ kilka kropel 1% roztworu zelatyny.
Powstanie osadu wskazuje potencjalng obecnos¢ garbnikow.

Reakcja grupowa garbnikéw z odczynnikiem Mitchella:

Do ok. 0,5 mL wyciggu z badanej substancji garbnikowej dodac¢ ok. 0,5 mL odczynnika Mitchella (wodny roztwoér
Fe»(S04); i winianu sodowo-potasowego). Zagotowac w ptomieniu palnika i ochtodzi¢. W razie potrzeby
rozcienczy¢ woda do wzglednej przezroczystosci.

W obecnosci garbnikéw powstaje czerwony, fioletowy lub czarny osad nierozpuszczalny w goracej wodzie.

Reakcja grupowa garbnikéw katechinowych (skondensowanych) i floroglucydéw:

Do 0,5 mL wyciggu z badanej substancji doda¢ kilka kropel 1% roztworu waniliny i kilka kropel stezonego roztworu
HCI. Intensywnie czerwone zabarwienie wskazuje na obecnos¢ zwigzkdw zawierajgcych w swojej strukturze
pierscien floroglucyny.

. . reakcja .
reakcja reakcja L reakcja
2 FeCl 2 biatkiem z odezynnikiem 2 waniling w HCI
wyciag z: 3 Mitchella 3
WV 0SEK: eeireiiiee ettt e e ettt e e e e e e ettt aeeeeeeeeeeaaaaeaeeeeeaatbabaaeaeeeaassabaaeeeeeaasnrbeaeeeeeeaatnrrareaaeeaannrres

Katedra i Zaktad Farmakognozji i Leku Roslinnego, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu —2021/2022 -526-



IV—- ANTOCYJANY, GARBNIKI student: ..o

8. Analiza mieszanki rozdrobnionych substancji roslinnych i proszku roslinnego
(zakres ¢éwiczen I-1V, préba).
1. SUBSTANCIA (FAC./DL. ) ettt ettt sttt e s e et e e st e e bae e tbe e aee e tbeeeseeesbaeeseeenbaeenseeensseenseeenes
BAtUNEK / GALUNKI (FAC./DL.) «ooveeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt e e et e be e e te e e be e ebeeeabeeeabeesabeesareenanes
FOUZING (FUC./PL) oottt ettt ettt et e e e et e s ta e s be e beeteeabeeaeesaeesbeeseenteeabeeasesaaesseereas

W o1 =T o oy = I (o Toly ] SO
8AtUNEK / BALUNKI (FAC./DL.) oottt ettt ettt e e st e et e s be e s be e e baesabeesabeesareesaseenars
FOAZING (FAC./DL.) ettt ettt e e e et e et e e et e e be e ebaeebesebeeeabessataeeabesenteeenbeseteeentesesaesarenan

3L SUBSTANCIA (TAC./PL.) oottt e et e e e ae et e e s tve e te e e s tb e e et e e sabeeeabeesabeeeaseesaressareenares
BALUNEK / BATUNKI (TAC./DL.) ceeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt s es et et esaestestesaeeneeneensensens
FOAZING (FAC./PL.) oottt ettt et et e et e s ba e e be e s baeebesebaeeabeesbaesabesenseeeabessnbaesatessnsaesasenan

B, SUBSTANCIA (TAC./DL) ettt ettt et ettt e et e et e e ebe e e be e e be e e baeebeesbaesabeesabaesabessabaesabeesnseenars
AtUNEK / GALUNKI (FAC./DL.) «ooveeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e e et eete e e te e eabe e ebeeeabesenbeesaressareesares
FOUZING (FUC./DL) oottt et ettt et et et e et e et e e taesbe e teeteeaseeaeeeaeeebeeebeenbeeabeeaseeasesteenteas

5. SUBSTANCIA (TAC./PL) oottt ettt et s e st s e st e e st e e s ab e e saseesabeesabeesabeesabeesateesnseenares
BAtUNEK / BALUNKI (FAC./DL.) wooveeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e e et e e ebe e s be e sabe e e baesabeesabaesabeesareenars
FOAZING (FAC./DL.) oottt ettt e et e et e e ebe e e ebaeeebesebeeeabeseataeebeseteeenbeseteeentesesaesnresan

Obserwacja mikroskopowa sproszkowanej substancji roslinnej (rysunek z opisem):

Przeprowadzone reakcje mikrochemiczne i interpretacja ich WynikOW: ..........ccooceiiiiiiiiiiiiniieieeeeee

Identyfikacja sproszkowanej substancji roslinnej:

SUBSTANCIA (TAC./PL.)eteerie ettt ettt ettt ettt e e e s tb e e e abe e s tbeeeaaeeetbeesaseesabeesabeesabeesabeenareesaseennres
AtUNEK / GAtUNKI (TAC./PL) ittt ettt ettt e e et e e be e e be e eabe e ebeeeabesenbeesabessareesanes
FOUZING (FAC./PL) ettt et ettt e et e e ta e s te e s be e beebeeasesaeeeaeeeseesbeenbeeabeeasesssensaeseas
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