VIII - DITERPENY, TRITERPENY, SAPONINY student: ...occoeiiiiii e,

grupa:

1. Pierwsze kolokwium pisemne — reaktywacje i Il termin.
2. Sprawdzenie wiedzy i przygotowania do ¢wiczen przez prowadzacych.

3. Analiza organoleptyczna substancji roslinnych:

Agni casti fructus, Hederae folium, Rusci rhizoma, Herniariae herba, Liquiritiae radix, Saponariae radix, Calendulae
flos, Hippocastani flos.

4. 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, na preparatach z korzeni wykona¢ reakcje na obecno$é/nieobecnosé skrobi. Wyniki zanotowac.

— korzen zen-szenia (FP XIl)
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

Liquiritiae radix —
rosliny (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

Saponariae radix —
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):
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Primulae flos —
rosliny (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

Calendulae flos —
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

Hippocastani semen —
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

5. Sporzadzenie wyciggu do TLC (2 zadania na grupe):

Okoto 0,5 g rozdrobnionej substancji lub proszku roslinnego zala¢ w probdéwce ok. 2 mL 70% MeOH.
Podpisane probdowki wstawi¢ do ptuczki ultradzwiekowej (pok. A002) na 15 min.

6. Analiza chromatograficzna: rozdzielanie saponin metoda 2D-TLC:

Na kwadratowg ptytke do TLC nanosi¢ PUNKTOWO ok. 2 kapilary klarownego wyciggu, suszac intensywnie - tak
aby powstajgca plama byta jak najmniejszych rozmiaréw). Poprosic¢ prowadzacego o szczegdétowe wyjasnienia.

Wysuszyc.

Rozwing¢ chromatogram w komorze pionowej w pierwszym kierunku (zaznaczy¢ pierwszy kierunek):
Faza stata 1: zel krzemionkowy Si 60,

Faza ruchoma 1: (CH3COOEt / CH3COOH / H,0) =5/ 1/ 1). Ok. 25 min.

Odwia¢ DOKEADNIE resztki fazy ruchomej suszarkg pod dygestorium. Analizowaé w swietle UV 366 nm.
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Ponownie rozwing¢ chromatogram w drugim kierunku w drugiej komorze pionowej (zaznaczy¢ drugi kierunek):
Faza stata 2: zel krzemionkowy Si 60,

Faza ruchoma 2: (CHCl; / CH3COOH / MeOH / H,0=60/32 /12 / 8). Ok. 25 min.

Odwiac resztki fazy ruchomej suszarkg. Chromatogram wysuszy¢ w 115-120°C, spryskac delikatnie woda.
Zanotowac obserwowane zmiany, zaznaczy¢ otdwkiem na chromatogramie plamy zmniejszajgce napiecie
powierzchniowe. Ponownie wysuszy¢ w suszarce powietrznej i spryska¢ 10% H,SO4 w MeOH.

Suszy¢ w suszarce powietrznej w 115-120°C az do uzyskania zabarwienia.

Analizowac¢ w $wietle widzialnym i UV 366 nm (poréwnanie R¢ rozktadu plam i ich barw). Zapisa¢ wnioski.

ANAliZOWANA SUDSTANCIA: .ueiiiiiiieeciiie ettt et e et e e e e e ee e e st e e e snte e e s sateeeesssteeesnnsaeesnseeeeansseeeassnesssnsnnennn
(0] 33T oV [l [P UUPRRROt

7. Oznaczanie wskaZnika pienienia wg monografii 07/2019:20824 (1 zadanie na grupe):

Wskaznik pienienia okresla sie mierzac wysokos$¢ stupa piany wytworzonej, w opisany w monografii sposoéb, przez
odpowiednig ilo$¢ przetworu roslinnego bedaca réwnowaznikiem jednego grama substancji roslinnej.

Przygotowanie zestawow (x3, w oparciu o rysunek)
E Ostroznie zamontowac pipete jednomiarowa (petna) B, tak aby jej koricowka
/ znalazta sie na wysokosci 45 cm od podstawy cylindra miarowego C.
Cylinder C, o objetosci 250 mL ustawié tak, aby koricowka pipety B trafiata
doktadnie w Srodek otworu cylindra C. Za pomocg naciggarki tréjdroznej A
napetni¢ pipete wodg i sprawdzi¢ celno$é). Oznaczy¢ potozenie cylindra na
blacie stotu (np. gesig skorka). Osuszy¢ cylinder i pipete (swobodny wyptyw).

B— Przygotowanie roztworu badanego T (x1)
Przepisang ilo$¢ m sproszkowanej substancji roslinnej (sito 355um)

lub przetworu opisanego w monografii umiesci¢ w zlewce o objetosci 500 mL
Jezeli monografia nie stanowi inaczej: do 3,5g surowca lub wyciggu ostroznie
doda¢ (unikajgc wytworzenia piany) 175 mL wody destylowanej i pozostawic¢ na

! 30 minut, mieszajac w tym czasie 3-5x bagietka (unikajac wytworzenia piany).
Sptukac ostroznie bagietke i wewnetrzne $ciany zlewki kolejnymi 175 mL wody
asenl C— destylowanej, tak aby maksymalna ilos¢ substancji roslinnej znalazta sie w
[ wyciggu. Wycigg pozostawi¢ w spokoju na kolejne 30 minut.
Po tym czasie delikatnie zamieszac i przefiltrowac wyciag przez sgczek z bibuty
| filtracyjnej do drugiej zlewki o objetosci 500 mL, unikajgc wytworzenia piany.
: [ Do badania wykorzystac filtrat (roztwér T; DSR 1:100).

—

Oznaczenie

Wykonac¢ w trzech powtdrzeniach. Do kazdego cylindra wprowadzi¢ 50,0 mL roztworu T, starajac sie nie
wytworzy¢ przy tym piany. Zamontowac pipety w statywach i unoszac napetnione cylindry, ostroznie nabrac z nich
do pipet po 50,0 mL roztworu T.

Wypozycjonowac cylinder. Otworzy¢ zawér E naciggarki (wskazany strzatkg) tak, aby roztwér swobodnie wptynat
do przygotowanego ponizej cylindra z pozostata czescig roztworu T. Przygotowac linijke.

Zanotowac¢ maksymalng wysoko$¢ piany H [cm], zanim zacznie ona opadac.

Obliczy¢ wskaznik pienienia wg ponizszego wzoru, jako $rednig z trzech powtdrzen:

Ir=H [cm] / m [g] e (1) = oo £ (2) = oo e (3) = v T
Badana substancja roSlinNa / PreParat: ....c..c.cceeieeieeiieere et et eeteeereeeteeireeresteesteesteenseeseeneesreeereenseenreens
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8. Analiza otrzymanego proszku (¢wiczenie indywidualne):

W przypadku otrzymania proszku roslinnego, analizowa¢ go zgodnie z instrukcjami z klucza do oznaczania
sproszkowanych substancji roslinnych i wtasnymi notatkami.
Zanotowac wyniki reakcji grupowych (np. z roztworami I,, FeCls).

Préba pienienia:

Szczypte substancji pozostawi¢ na chwile w probéwce napetnionej do potowy wodg do specznienia, po czym
energicznie wytrzasac przez 1 min. w probéwce z woda. W przypadku obecnosci saponin w substancji powstaje
trwata (min. 5-10 min.) warstwa piany. Nietrwatg piane mogg dawac rowniez garbniki.

Obserwacja mikroskopowa (rysunek z opisem):

WV N0SEK: eeireiiiei ittt et e e e e e et b e e e e e e e e bbbaeeeeeeeeabbabaaeeeeeeabbabeaeeeeeeaaaabereeeeeaantrrbeaeeeeeeanrrrres

9. Reakcje mikrochemiczne (éwiczenie indywidualne):

Reakcja Liebermana-Burcharda (na obecnos¢ uktadéw: 3-OH steranowego lub 3-OH
triterpenowego):

Szczypte substancji (frakcja triterpenowa, cholesterol) lub kilka kropel badanego wyciggu rozpusci¢ w 1 mL CHCl;
lub CH,Cl,. Doda¢ kilka kropel bezwodnika octowego i ostroznie podwarstwic¢ 1 mL stezonego H,S0,4. Zanotowad
zmiane barwy na granicy warstw.

Wynik préby Liebermana-Burcharda wykonanej na wyciggu z badanej substancji:

W NH0SEK: i

Reakcja Salkowskiego (na obecnos¢ uktadéw: steranowego lub triterpenowego):
Szczypte substancji (frakcja triterpenowa, cholesterol) lub kilka kropel badanego wyciggu rozpusci¢ w 1 mL CHCl3
lub CH,Cl,. Doda¢ 1 mL stezonego H,SO4. Zanotowac zmiane barwy.

Wynik préby Salkowskiego wykonanej na wyciggu z badanej substancji:

W NH0SEK: i

Reakcja Czugajewa (odrdzniajaca triterpeny od steroli):

Szczypte substancji (frakcja triterpenowa, cholesterol) lub kilkanascie kropel badanego wyciggu rozpusci¢ w 1 mL
90% roztworu CCI3COOH. Ogrzewac poczatkowo na tazni wodnej, a nastepnie (w przypadku braku zmian po ok. 5-
10 min.) — ostroznie — w ptomieniu palnika spirytusowego.

Pojawienie sie rézowej barwy juz w ok. 60-70°C wskazuje na obecnos¢ steroli, a dopiero w 110-120°C — na
obecnos¢ triterpendw.

Wynik préoby Czugajewa wykonanej na wyciggu z badanej substancji:

Va1 Y=L OOt
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