Xl — ALKALOIDY - czesc Il student: .ooovcveeiiie e,

grupa:

Kolokwium pisemne (zakres tematow VI-XI).
Kolokwium praktyczne (zakres tematéw V-X; dwie tury - po potowie kazdej grupy).

Przygotowanie wyciggéw (¢éwiczenie indywidualne):

10 mL napoju zawierajacego alkaloidy purynowe rozcieniczy¢ do ok. 30 mL wodg i wytrzgsac z 30 mL CHCl3 lub
CH,Cl,. Warstwe organiczna przesaczy¢ przez wate lub bibute (wg potrzeb), w razie potrzeby osuszy¢ bezwodnym
Na,S04. Odparowac na wyparce prézniowej (student pod opiekg prowadzacego/technika).

Pozostatosé rozpusci¢ w ok. 0,5 mL MeOH i wydoby¢ pasteurdwka z kolby kulistej np. na szkietko zegarkowe

W przypadku otrzymania leku gotowego (tabletka, drazetka, ew. proszek) — sproszkowac, zala¢ w probéwce
nieznaczng iloscig 70% MeOH z dodatkiem kilku kropel 5% HCl i wstawi¢ na 10 min. do ptuczki ultradzwiekowe;.

Na ptytke do TLC nanosi¢ pasmowo ok. 2 kapilary wyciggu (25-50 pociggnie¢ kapilarg).
Reakcje mikrochemiczne wykonywac na pozostatej czesci wyciggu.

Analiza chromatograficzna: wykrywanie alkaloidéw purynowych metoda TLC:

Nanies¢ wyciagi i wzorce (kofeina, teobromina, teofilina) na ptytke do TLC. Wysuszy¢. Rozwing¢ chromatogram:
Faza stata: zel krzemionkowy Si 60 F;s4,

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

Odwiac resztki fazy ruchomej suszarkg. Chromatogram wysuszy¢ w 100-105°C. Analizowaé w swietle UV (254 nm).
Spryskac kolejno odczynnikami (1) roztwér Lugola w MeOH, (2) 5% HCl w MeOH. Analizowa¢ w $wietle widzialnym
(poréwnanie R¢ rozktadu plam i ich barw). Zapisa¢ wnioski.

Dla wzorcéw zaobserwowano nastepujgce parametry:

barwa barwa
Rr (UV2s4, przed (VIS, po
upochodnieniem) upochodnieniu)
kofeina
teobromina
teofilina
W analizowanym napoju: .....cccecceeevcieeeenieeecniiee e, zaobserwowano obecno$é nastepujgcych sktadnikéw:
barwa barwa whniosek
Rr (UV2s4, przed (VIS, po intensywnos¢ 0 tozsamosci
upochodnieniem) upochodnieniu) na podstawie TLC
substancja 1
substancja 2
substancja 3
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Reakcja mureksydowa na obecnos¢ alkaloidéow purynowych:

Zageszczony wyciag z napoju (wysuszy¢ w parowniczce pozostatosé z pkt. 3) zwilzy¢ kilkoma kroplami
stezonego roztworu HCl, dodac szczypte sproszkowanego KCIO3 i odparowac do zaniku draznigcego zapachu
(pod dygestorium !). Do pozostatosci dodaé nieco roztworu stezonego NHs. W razie potrzeby ogrzac i dodac
kolejng porcje roztworu stezonego NHs.

Zaobserwowane zmiany zanotowac.
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ANaliZOWaNY NAPO]/SUDSTANCIA: .vviiiveeictiiiitieecrie et cetee ettt e et e et e e eteeete s e eteeebeeebeeeabeeenbeeeabessnseesaressaseesanes
Schematyczny przebieg reakcji (wskaz barwny produkt):

Wynik reakcji mureksydowej wykonanej na wyciggu z badanej substancji: .

Whniosek: ....

6. Mikrosublimacja kofeiny z substancji:

Mikrosublimacje wykonuje sie ze skrawka folii aluminiowej (trzymanej np. w drewnianej tapie) na szkietko
podstawowe trzymane tuz nad folig. Mikrosublimacje przeprowadza sie na wysokosci ok. 10 cm nad ptomieniem
palnika spirytusowego. Wykona¢ mikrosublimacje dla wybranej sposréd nastepujgcych substancji: Coffeae semen,
Cacao semen, Theae folium.

Powstate na szkietkach naloty obejrze¢ pod mikroskopem; w razie potrzeby odczeka¢, az odparuje woda.

Na sublimaty z substancji dodac¢ kropelke odczynnika wywotujgcego puryny (I, z KI w HCl). Zaobserwowane
zmiany zanotowac.

ANAlIZOWANE SUDSTANCIA: .vviiiiiiieieiiic et ettt ere e e e ee e e st e e e s nte e e ssaseeeesasteeeansaeesnseeeeansseeesssneesnnsanennn
(0] 33T oV [l [P UUPRROt

7. Analiza mikroskopowa proszku roslinnego:
Preparat mikroskopowy nalezy wykona¢ na gorgco w odczynniku przeswietlajacym.
— ziele konopi

roslina (tac./pl.):
rodzina (tac./pl.):
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grupa:
8. Analiza chromatograficzna: oznaczanie zawartosci alkaloidéw purynowych metoda HPLC-DAD:

W przypadku wyboru kakao do tego celu korzystac¢ wytgcznie z kakao odttuszczonego.

Przygotowanie probki. Odwazy¢ doktadnie okoto 0,050 g (m) sproszkowanej substancji, przenies¢ do zakrecane;j
probowki typu falcon i dodaé 10,0 mL (V) wody pipetg jednomiarowg, a nastepnie ekstrahowa¢ w ptuczce
ultradzwiekowej przez 15 minut. Przefiltrowaé wyciag na lejku przez bibute filtracyjng, a nastepnie czes¢ ekstraktu
odwirowaé w probdwce typu Eppendorf przez 2-3 minuty. Supernatant ostroznie zdekantowac i przefiltrowac z
uzyciem filtru strzykawkowego o porach 0,22 um do zakrecanej fiolki do autosamplera. Fiolka powinna zawieraé
min. 0,5 mL klarownego roztworu bez widocznych zanieczyszczerh mechanicznych. W przypadku analizy gotowego
napoju, roztwor nalezy odgazowac (w ptuczce ultradzwiekowej badz przez podgrzanie) i przefiltrowac jak wyzej.

Analiza HPLC-DAD. Analizowa¢ za pomoca zestawu do wysokosprawnej chromatografii cieczowej z matryca
diodowa w nastepujgcych warunkach: faza stacionarna: kolumna Zorbax Eclipse (Agilent) — wypetnienie XDB-C18,
wym. 100 mm x 4,6 mm, $r. ziarna: 1,8 um; faza ruchoma A: 0,1% kw. mréwkowy w wodzie, B: 0,1% kw.
mréwkowy w acetonitrylu temperatura: 45 °C, przeptyw: 1,5 mL/min; program: 10% B przez 3 min., nastepnie
ptukanie i kondycjonowanie kolumny: wzrost do 90% B w 3,2 min., ptukanie przez 2 min., obnizenie do 10% B w
4,4 min. i ptukanie do 6 min.

Po analizie nalezy odczyta¢ zawarto$¢ oznaczonych sktadnikdw w wyciggu na podstawie krzywej (w programie)
i przeliczy¢ na gram wyjsciowej substancji, a takze zanotowac czasy retencji. Sprobowac wyjasni¢ zaleznos$¢ miedzy
strukturg a czasem retencji poszczegdlnych ksantyn.

teobromina teofilina kofeina

czas retencji (Rr, w min.)

gtéwne maksimum absorpcji (w nm)

dodatkowe maksimum absorpcji (w nm):
wierzchotkowe (W) lub grzbietowe (G)

dtugos¢ analityczna fali (w nm)

liczba punktéw do przygotowania krzywej wzorcowej

zakres stezen krzywej wzorcowej

wzér krzywej wzorcowej

W wyciggu z analizowane]j substancji roSlinNe] (......c..cooverenrennesenreseseressenens ) zidentyfikowano
obecnosc¢/zawartosc (wybierz) i oznaczono ilosciowo obecnosc/zawartosc (wybierz) nastepujgcych
alkaloidéw purynowych:

.............................. , Rt = ......... min,, stezenie ......... ...../mL;
.............................. , Rr=........ min,, stezenie ......... ...../mL;
.............................. , Rr=......... min., stezenie ......... ....../mL.

Obliczenie orientacyjnej zawartosci poszczegdlnych alkaloidéw purynowych w substancji roslinnej:
, zatem 1 mL wyciggu odpowiada ............... g substancji.

kofeina, przyblizona zawartosc ............... mg/g czyli ......... %;
teobromina, przyblizona zawartos¢ ............... mg/g czyli ......... %;
teofilina, przyblizona zawartosc ............... mg/g czyli ......... %.
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Ponadto na chromatogramie HPLC-DAD zaobserwowano obecnos$¢ nastepujgcych sktadnikow
(prosze wybraé maksymalnie trzy sygnaty/piki o najwiekszej intensywnosci):

dodatkowe maksimum
Rt gtéwne maksimum absorpcji (w nm):

(w min.) absorpcji (w nm) wierzchotkowe (W)

lub grzbietowe (G)

przypuszczenie
o tozsamosci
na podstawie widma UV

substancja 1

substancja 2

substancja 3

9. Analiza chromatograficzna: podsumowanie obserwacji ogélnych.

W farmakopei analiza HPLC stuzy do gtéwnie do stwierdzenia obecnosci/oznaczenia zawartosci (wybierz) danego
markera analitycznego w substancji roslinne;j.
Wymien dwie inne metody uzywane do tego celu, wg. farmakopei:

W przeprowadzonej analizie HPLC-DAD zastosowano uktad normalny/odwrécony (wybierz), poniewaz faza
stacjonarna byta bardziej/mniej (wybierz) polarna niz faza ruchoma. Podczas analizy zastosowano elucje
izokratyczna/gradientowa (wybierz).

W przeprowadzonej analizie HPLC-DAD tozsamo$¢ alkaloidéw purynowych zostata potwierdzona poprzez
poréwnanie nastepujgcych parametréw:

Dla okreslenia zawartosci kluczowych sktadnikéw roztworu badanego, rozdzielonych metodg HPLC, uzyto
poréwnania wysokosci/pol powierzchni (wybierz) sygnatéw/pikdéw chromatograficznych w analizowanym wyciggu
i na krzywej kalibracyjnej, przy okreslonej dtugosci fali Swiatta nadfioletowego.
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