IX — GLIKOZYDY NASERCOWE, FITOSTEROLE student: ....cccooviiiiie

grupa:
1. Kolokwium wstepne.
2. Analiza organoleptyczna substancji roslinnych:

Adonidis vernalis herba, Convallariae herba, Scillae albae bulbus, Scillae rubrae bulbus — substancje z wykazu B,

Cucurbitae peponis semen

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).

— ziele mitka wiosennego (FPVI)
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

Convallariae herba —
rosliny (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

Digitalis purpureae folium —
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):
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grupa:

Digitalis lanatae folium —
rosliny (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

Scillae albae bulbus —
rosliny (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

Scillae rubrae bulbus —
roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):

4. Przygotowanie wyciggow (¢éwiczenie indywidualne):

Do ok. 0,1 g rozdrobnionej substancji* doda¢ 1,5 mL 10% roztworu (CH3COO),Pb w 70% MeOH (probéwka typu
Eppendorf). Podpisane probdwki wstawi¢ do ptuczki ultradzwiekowej (pok. A002) na 15 min.

Ekstrakty odwirowac (2 min), a supernatant uzy¢ do analizy chromatograficznej.

W przypadku otrzymania leku gotowego (tabletka, drazetka) — sproszkowac, zala¢ w probéwce minimalng iloscig
70% MeOH i wstawi¢ na 10 min. do ptuczki ultradzwiekowe;j.

Na ptytke do TLC nanosi¢ pasmowo ok. 2 kapilary wyciggu (25-50 pociaggnie¢ kapilarg).

* w przypadku otrzymania do analizy ziela konwalii nalezy uzy¢ min. 0,25g na 1 mL 10% roztworu (CH3;COO),Pb w
70% MeOH
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grupa:
5. Analiza chromatograficzna: wykrywanie glikozydéw nasercowych metodg TLC:

Wzdtuz dtuzszej krawedzi ptytki do TLC (20 x 10 cm) nanies¢ wyciagi i wzorce (lanatozydy A, B i C, digitoksyna,
digoksyna, konwalatoksyna, proscylarydyna, uabaina, Convallariae tinctura, Adonidis vernalis tinctura).
Wysuszy¢. Rozwing¢ chromatogram:

Faza stata: zel krzemionkowy Si 60,

Faza ruchoma: (CH3COOEt / MeOH / H,0 = 100 / 13,5 / 10). Ok. 20 min.

Odwiac resztki fazy ruchomej suszarka. Chromatogram wysuszy¢ w 100-105°C.

Wywotac¢ roztworem waniliny w H,SO4. Ponownie suszy¢ w 100-105°C do uzyskania barwnych plam.
Obserwowac w UV 254 nm i w $wietle widzialnym (poréwnanie Rt rozktadu plam i ich barw). Zapisa¢ wnioski.

(0] o 1=T AV 1ol [T PRSPt

6. 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. W przeciwnym razie - pomingc¢ ten punkt.

Obserwacja mikroskopowa (rysunek z opisem):

WV N0SEK: ettreiiiee ittt eer e e e e et et b b e e e e e e e e bbaaeeeeeeeaabbabaaeeeeeeabbabeaeeeeeaatatbereeeeeeaatrrrareeeeeeanrrtres

7. Reakcje mikrochemiczne (éwiczenie indywidualne):

Reakcja Keddego (na obecnos¢ pierscienia laktonowego):

Odrobine sproszkowanej tabletki zawierajacej glikozydy nasercowe (digoksyna, proscylarydyna) zmiesza¢ w
probowece z ok. 0,5 mL 1% alkoholowego roztworu kwasu 3,5-dinitrobenzoesowego (odczynnik Keddego A), a
nastepnie dodac ok. 0,5 mL 10% wodnego roztworu KOH (odczynnik Keddego B) i wymieszac.

Obserwowane zmiany zanotowac. Czerwone/rézowe zabarwienie (przechodzgce w pomaranczowe) $wiadczy o
obecnosci pierscienia laktonowego.

LAY 11 o] o] o)V (=T Lo =T= o PRSPPIt

Va1 Y=L OSSR OO OO RRRRRRRRRIOt
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grupa:

Reakcja Peseza (na obecnos¢ 2-deoksycukrow):

Odrobine sproszkowanej tabletki zawierajacej glikozydy nasercowe (digoksyna, proscylarydyna) zmiesza¢ w
probdéwece z ok. 0,5 mL odczynnika Peseza (Swiezy, 0,05% roztwor ksanthydrolu w kwasie octowym z dodatkiem
HCI). Ogrzewac na tazni wodnej, czesto kontrolujgc barwe. W razie braku zmiany barwy dodaé nieco ksanthydrolu.
Czerwone zabarwienie $wiadczy o obecnosci 2-deoksycukrow.

WYNIK PIrODY PESEZA: .....eeiiiiiieeeeiee ettt e e e sttt e e e e e e e e et e e e e stee e s nseeesansaeeeanstaeesassaeessnseeasasseneanes

8. Omodwienie zastosowania spektrometrii mas w analizie glikozydow nasercowych.
9. Interpretacja widma MS glikozydu nasercowego (éwiczenie indywidualne).

Obliczenie relatywnego btedu pomiaru doktadnej masy:
Z otrzymanej planszy odczyta¢ mase zmierzong (mey) i mase teoretyczng (m¢). Obliczy¢ btagd pomiaru w Da (réznica
masy zmierzonej i teoretycznej). Obliczy¢ relatywny btad pomiaru w ppm wg wzoru.

Mex = veereereereereereereereesreseeeresseereenes [Da]l  AmM = (Mex—Me)/Me ¥108 = Lo
MU S et eetre e eeaae e e eeave e e (DAl s
AM = e [Da] [ppm]
LT g 1T Y= PR URPROt

Ustalenie glikozydéw nasercowych potencjalnie odpowiadajacych zmierzonej masie jonu
pseudomolekularnego:

Na podstawie zmierzonej doktadnej masy odnalez¢ w tabeli bazy odpowiadajacy jej glikozyd
nasercowy (lub kilka).

LA 0 e TT PRSPPI

Interpretacja fragmentac;ji glikonu:

Przyporzadkowac straty oznaczone na masowym widmie fragmentacyjnym podanym w tabeli cukrom.
Zweryfikowaé, czy obserwowany sposob fragmentacji odpowiada zaproponowanemu wczesniej
glikozydowi.

(0] 1=T AV 1ol [T PRSPPIt
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