Farmakognosie II, Cviceni 11 — alkaloidy I1

1.1.1.STANOVENI ALKALOIDU

Kvantitativni hodnoceni alkaloidi v drogach se vétSinou omezuje na stanoveni celkového
mnozstvi alkaloidli v droze pfitomnych nebo na stanoveni hlavniho alkaloidu.

Jednotlivé metody jsou propracovany na zakladé chemického charakteru stanovovanych latek.
Je bran ohled na rozpustnost, schopnost tvofit soli o rizném stupni hydrolyzovatelnosti, na
disocia¢ni konstantu bazi, schopnost tvorby krystalti, podle nichz, resp. podle jejich vahového
mnozstvi, by se dalo provést kvantitativni stanoveni, je vyuzivana schopnost n¢kterych
alkaloidii poskytovat s zkoumadly stald zabarveni vhodna pro kolorimetrii a podobng.

Vysledky stanoveni jsou srovnatelné jen tehdy, je-1i stanoveni konano za stejnych podminek.

Postup kvantitativniho stanoveni alkaloidii v drogach je mozno rozd€lit na tii Casti: 1)
priprava drogy a extrakce alkaloidl, 2) ¢isténi vyluhu a 3) vlastni kvantitativni stanoveni

alkaloida.

1.1.1.1. Priprava drogy a extrakce alkaloidii

Alkaloidy se vyskytuji prakticky ve vSech Castech alkaloidnich rostlin. Rostlinné organy
pouzivané k extrakci jsou jimi obvykle bohaté. Nelze fici pausalné, ktery organ je na
alkaloidy nejbohats$i. N¢kdy je to koten (Veratri, Scopoliae, Ipecacuanhae, Hydrastidis
radix), jindy je to list (Belladonnae, Hyoscyami, Stramonii, Theae folium), nat (Lobeliae
herba) nebo kiira (Cinchonae, Granati cortex), plod (Capsici, Conii fructus) nebo semeno

(Colae, Strychni semen).

Podle lokalizace maximalniho mnoZstvi alkaloidl v tom kterém orgénu je zfejmé, Ze napt. z
listl, které jsou tvofeny snadno rozdrtitelnym mékkym pletivem, budou se alkaloidy
extrahovat lépe nez z tvrdého pletiva klry. Pro extrakci se proto pouzivaji vzdy drogy
rozdrobnéné, aby extrakce alkaloidli z nich byla co nejdokonalej$i. Rozdrobnéni se provadi

obvykle tésné pred stanovenim. Drogu je nutno piesat pozadovanym sitem (obvykle od 180
do 1000).

Alkaloidni drogy tvotené semeny (Strychni semen, Colchici semen) je nutno pied stanovenim
odtucnit v petroletheru. V bilku a délohach je zna¢né mnoZzstvi olejli a tukd, které by znacné

ztizily, ne-1i znemoznily zamyslené stanoveni alkaloida.

Vazeni drogy pro kvantitativni stanoveni se provadi s pifesnosti uvedenou v piisluSném
I¢kopisném ¢lanku, u neoficinalnich drog s piesnosti nejméné na setiny gramu, pokud neni

uvedeno jinak.
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Extrakce drogy se provadi maceraci, perkolaci nebo nepfetrzitou extrakci nejcastéji v
Soxhletové piistroji. Uplné vylouzeni alkaloidii se zkousi Mayerovym zkoumadlem, které se
pfida k nékolika kapkam posledniho zfiltrovaného vyluhu nebo perkolatu (vyjimku tvofi
kolchicin a purinové baze, které reaguji s Mayerovym zkoumadlem pouze ve znacnych
koncentracich). Zkouska se obvykle provadi tak, ze se odparek vyluhu drogy rozpusti v
nepatrném mnozstvi zfedéné kyseliny chlorovodikové a pfida se kapka Mayerova zkoumadla.

Pti stanoveni kolchicinu nebo purinovych bazi se ptidava kapka Lugolova zkoumadla.

Extrakce alkaloidii se provadi nejcastéji organickymi rozpoustédly (diethylether, chloroform,
petrolether, benzen, pentan, dichlorethan) za souc¢asného zalkalizovani smési, ¢imZ se uvolni
baze alkaloidi z vazby s organickymi kyselinami. Alkalizovani se provadi nejCastéji
roztokem amoniaku, ktery ma pted alkalickymi hydroxidy tu vyhodu, ze nezmydeliuje v
droze pfitomné tuky. Né&které metody pouzivaji k zalkalizovani uhli¢itan sodny, ktery Iépe
pronikéd tvrdym pletivem endospermu (napi. Strychni semen). Vyjimku, dalo by se fici ze
vSeobecného postupu alkalizace — uvolnéni baze alkaloidi — vytfepani do organického
rozpoustédla, ¢ini Cinchonae cortex. Zde jsou totiz alkaloidy vazany na tfisloviny. Tuto vazbu
lze rozstépit plisobenim chlorovodiku, nikoliv zasady. Na Cinchonae cortex se tedy nejprve
pusobi roztokem kyseliny chlorovodikové, alkaloidy se uvolni z vazby s tfislovinou a
vytvareji hydrochloridy + kyselinu tfislovou. Pfidanim hydroxidu sodného do extraktu se
vytvoii ¢asteCné opét soli alkaloidu s taninem, ty vSak nejsou stalé a nadbytkem alkalii se opét

rozkladaji.

Jako vyluhovadla alkaloidii 1ze pouzit kromé vySe jmenovanych organickych rozpoustédel
také zfedéného ethanolu, ktery se pouziva pii extrakci alkaloidii obsazenych v rostlinach z

celedi Solanaceae, dale se jako vyluhovadla pouziva roztok hydroxidu vapenatého (extrakce
opia).
Z téch drog, které obsahuji prchavé baze alkaloidii, ziskavaji se alkaloidy destilaci s vodni

parou (Conii fructus, Nicotianae folium).

1.1.1.2. Cisténi vyluhu

Extrakt z drogy se musi dale Cistit, protoZe obsahuje znacné mnozstvi znecisténin, které jsou
tvofeny vedlejSimi a balastnimi obsahovymi latkami. Vyskytuji se zde zejména rizné
sacharidy, polysacharidy, tuky, vosky, pryskyfice, saponiny, barviva, u nadzemnich casti
rostlin chlorofyl. Ci§téni se musi provadét zvlasté peclivé, stanovuje-li se obsah alkaloidd

gravimetricky.
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Schematicky lze popsat proces cisténi vyluhu nasledovné: roztok alkaloidi \%
organickém rozpoustédle se né€kolikrat vytiepe okyselenou vodou, ¢imz alkaloidy piejdou ve
form¢ soli do vodného vyluhu a vétSina balastnich lipofilnich latek zlstane v organickém
rozpoustédle. Oddéleny kysely vodny vyluh se zalkalizuje a vytfepe asi polovi¢nim objemem
vhodného organického rozpoustédla, ¢imz alkaloidy znovu piejdou jako baze do organického
rozpoustédla. Opétovnym okyselenim roztoku, zalkalizovanim a vytfepanim do organického
rozpoustédla se alkaloidy vy¢isti. Tento zptisob ¢isténi je vhodny pfedev§im proto, ze je
casové nenaroCny. LepSich vysledkii v cisténi Ize dosahnout pomoci sloupcové

chromatografie, ktera je vSak zdlouhavéa a nakladna.

Obsahuje-li vyluh jemné suspendované latky nebo latky snizujici povrchové napéti (mydla,
saponiny), nastava Spatné oddéleni organického rozpoustédla od vodni vrstvy, nebot’ se pfi
ttepani vytvaii emulse. Proto se doporucuje piidat do vyluhu praskovany tragant, ktery po
protiepani strhne na sebe vSechny necistoty, takze potom dojde k snadnéjSimu rozdéleni dvou

vzajemné nemisitelnych rozpoustédel.

Vyluh uzivany ke stanoveni musi byt vzdy c¢iry, jinak neni zarucen spravny vysledek
stanoveni. Pfi titratnich a kolorimetrickych stanovenich plisobi rusivé chlorofyl. Jeho
odstranéni se provadi vysrdzenim 10% roztokem kyseliny citronové, jimz se upravi pH
vyluhu na hodnotu 3. Kyselina citronova se pfidava k zahusténému ethanolovému extraktu z
drogy. Vysrazeny chlorofyl se odfiltruje jemnym sintrem. Filtrat se zalkalizuje uhli¢itanem
sodnym a hydroxidem sodnym na pH 9 a vytfepe se do chloroformu, kam ptejdou baze

alkaloidq.

1.1.1.3. Vlastni kvantitativni stanoveni alkaloidi

Alkaloidy se vétSinou stanovuji titracné. Acidimetricky se stanovi alkaloidy v Cinchonae
cortex, Granati cortex, alkaloidy rostlin z celedi Solanaceae, dale Ipecacuanhae radix,
Strychni semen, Aconiti tuber a dalsi. V ptipad¢ acidimetrického stanoveni alkaloidl se jedna
o titraci slabé zasady silnou kyselinou, ekvivalentniho bodu se dosahuje v rozmezi pH
obvykle mezi hodnotami 3 aZ 6. Z tohoto divodu se jako indikatory hodi pro titrace alkaloida

methylCerven, methyloranZ a podle druhu baze i jiné kyselé indikatory, jako napt. erythrosin.

VétSinou Ize 1 dvojsytné alkaloidy titrovat jako jednosytné baze, nebot’ jejich druhé disociaéni
konstanta byva zpravidla velmi mala (napt. chinin, brucin, strychnin aj.). To vSe plati o

vodnych roztocich.
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Vétsina alkaloidnich bazi je ve vod€ nerozpustna, rozpousti se vSak dobie v 50% ethanolu.
Ethanol v takové koncentraci méni jiz patrnou mérou jejich disocia¢ni konstanty, coz ma za
nasledek, ze n¢kdy neni barevny piechod methylcervené na konci titrace dost jasny. V

takovych piipadech kona dobré sluzby bromthymolova modf.

V bézné analytické praxi jde zpravidla o stanoveni alkaloidii a jim podobnych bazi ve
vycisténych extraktech ziskanych z drog nebo z rozliénych galenickych ptipravkl vytiepanim
ze zasaditého prostiedi diethyletherem, chloroformem a pod. Takto izolované organické baze
potom rozpoustime bud’ v lihu a titrujeme pfimo na methyl¢ervenn nebo bromthymolovou
modf jako indikator, nebo postupujeme také tak, ze ziskanou bazi rozpustime v nadbytku
odmérného roztoku kyseliny chlorovodikové nebo sirové a stanovujeme zpétnou titraci

nespotiebovanou kyselinu odmérnym roztokem hydroxidu sodného na methylcerven.

Pfi gravimetrickém stanoveni je tfeba vyluh s alkaloidy diikkladné procistit. Alkaloidy se pak
stanovi pfimo suSenim odparku vyluhu drogy do konstantni hmotnosti, nebo se stanovi
hmotnost srazeniny vzniklé ptidanim vhodného zkoumadla (napft. kyseliny fosfowolframové,

pikrové, fosfomolybdenové) k vycisténému vyluhu.

Z fyzikaln€é chemickych metod se ke stanoveni alkaloid v drogach pouziva nejcastéji

kolorimetrie a nefelometrie.

Kolorimetricky Ize stanovit zejména takové alkaloidy, které davaji s vhodnymi zkoumadly
specifickou barevnou slou¢eninu (napf. ergotamin s p-dimethylamino- benzaldehydem v
prostfedi kyseliny sirové modré zbarveni). Intenzita zabarveni se pak srovnava s intenzitou

barvy roztoku o zndmé koncentraci.

Pfi nefelometrickém stanoveni obsahu alkaloidi v drogdch méfime zakal, ktery zptisobuje v
tekutiné nerozpustnd latka (napf. zakal vznikly ve velmi zfedénych roztocich alkaloidi po
pfidani vhodnych sraZecich zkoumadel) a srovnava se se suspenzi o zndmém mnoZstvi
suspendovanych latek. K srdZeni vyluhu alkaloidi se pouzivd nékterych zkoumadel
pouzivanych rovnéz k jejich ditkkazu, napt. Mayerova zkoumadla, kyseliny fosfowolframove,

kyseliny pikrové aj.

Poslednich 10-15 let zasdhla podstatné 1 do kvantitativniho stanoveni alkaloida
chromatografie, spojena s né€kterou fyzikaln¢ chemickou metodou detekce, nejcastéji s UV
spektrofotometrii. Tento zplsob je vhodny pfedevsim proto, Ze umoziiuje stanoveni jednoho

nebo vice (chromatografii oddélenych) alkaloidl soucasné.
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1.1.2.DROGY S OBSAHEM PURINOVYCH BAZI
Methylderivaty xanthinu kofein, theofylin a theobromin se vyskytuji v drogach semeno
kavovniku — Coffeae semen, list Cajovniku — Theae folium, kolové semeno — Colae semen,

kakaové semeno — Cacao semen, list Maté — Maté folium a Guarana — Guarana, ze kterych se

ziskavaji.
0 R3 Xanthin R1=R2=R3=H
RIS N Kofein R1=R2=R3=CH,
Py | ) Theofyln R1=R2=CH, R3=H
O~ "N N Theobromin R1=H, R2=R3 = CH,
R2
1.1.2.1. Colae semen — Kolové semeno (CL 2009)

Je to celé nebo lamané ususené semeno (semenny klicek) druhtt Cola nitida (Vent.) Schott et
Endl., kola leskla (C. vera K. Schum, kola pravd) a jeho odriid nebo druhu C. acuminata (P.
Beauv.) Schott et Endl., kola hrotitd, (Sterculia acuminata P. Beauv.), Malvaceae (dfive
Sterculiaceae), zbavené osemeni.

Obsah: Nejméné 1,5 % kofeinu, pocitano na vysuSenou drogu. Dale theobromin a katechinové

tiisloviny.
Zkousky totoznosti:

1. 0,5 g praSkované drogy se zahieje k varu s 5,0 ml roztoku kyseliny sirové ziedéné (98 g/l
H>SO4). Smés se jesté za horka zfiltruje. K filtratu se ptfidd 5 ml roztoku amoniaku
ziedéného (100 g/l NH3) a 10 ml chloroformu. Po diikladném protiepani se chloroformova
vrstva piefiltruje pfes vatu do porcelanové misky a odpafi do sucha. Odparek se rozpusti v
nckolika kapkéach ziedéné kyseliny chlorovodikové, ptfidd se malé mnozstvi (1 ml)
koncentrovaného peroxidu vodiku a smés se odpaii na vodni lazni do sucha. V
pritomnosti purinovych alkaloidii vznika odparek rizoveé zabarveny. Tato barva prechazi
po pokéapnuti n€kolika kapkami roztoku amoniaku do fialova — murexidovéa reakce.
Utinkem silnych oxidagnich ¢inidel (kromé peroxidu vodiku lze pouzit chlore¢nany,

chlorovou vodu aj.) v kyselém prostiedi se odbourava imidazolovy kruh a vznika
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methylderivat alloxanu a methylderivat uramilu. Tyto vytvareji kondensaci methylderivat
oxybarbituryluramilu, ktery ptfechdzi odpafenim z vody v methylderivat kyseliny
purpurové. Po pfidani amoniaku prechdzi Cervené zbarvena kyselina purpurovd na

murexid, ktery je zbarveny fialové.

2. Mikrosublimace. Droga poskytuje bezbarvy sublimat, skladajici se z dlouhych jehlic

(kofein), které davaji pozitivni murexidovou reakci.

(0]
(0]
H,C—N
(o} /CH3 O%J\ N
‘ H, c
H3C\ N N / c H3 ~N N/CH
)\ ‘ /> Dimethylalloxan O H
T N [N 0
CH, N
Kofein H3C;\N)t Hz/ Tetramethyl-oxybarbituryl-uramil
NS
o l‘\l (0]
CH,

Dimethyluramil

OHO

N oH
Kyselina tetramethylpurpurova 4
(enolforma, Cervena) Tetramethylmurexid (fialovy)

3. Tenkovrstva chromatografie:

ZkouSeny roztok: 1,0 g praskované drogy (355) se smicha s 5 ml ethanolu 60% (V/V),
protiepava se 30 minut pii 40 °C a zfiltruje se. Lze pouZit i sublimat ziskany zkouskou 2 a
rozpu$tény v malém mnozstvi chloroformu.

Porovnavaci roztok (a). 25 mg kofeinu se rozpusti v 10 ml ethanolu 60%.

Porovnavaci roztok (b). 50 mg theobrominu se rozpusti v 10 ml mobilni faze a zfiltruje se.
Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu F»s4 pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili vody, methanolu a ethyl-acetatu (10 : 13 : 77)

Nanaseni: 20 pl, do prouzk.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

SusSeni: 5 minut na vzduchu.

Detekce A: Pozoruje se v ultrafialovém svétle pti 254 nm.

Hodnoceni A: Na chromatogramu zkousSeného roztoku jsou dvé hlavni skvrny zhaSejici
fluorescenci, které odpovidaji polohou skvrndm na chromatogramech porovnéavacich roztoki
(a) a (b).

Detekce B: Vrstva se postiika smési stejnych objemovych dili ethanolu 96% a kyseliny
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chlorovodikové a potom roztokem pfipravenym tésné pied pouzitim rozpusténim 1 g jodu a 1
g jodidu draselného ve 100 ml ethanolu 96%.
Hodnoceni B: Na chromatogramu zkouSeného roztoku odpovida cervenohnéda hlavni skvrna

polohou a zbarvenim skvrn¢ na chromatogramu porovnavaciho roztoku (a).

Stanoveni obsahu:

1. Stanoveni purini vazkovou metodou:

5,0 g praskované drogy se 10 minut protiepava se 40 ml chloroformu, pfidd se 1 ml
koncentrovaného amoniaku a smés se nechd za obcasného protfepavani 1 h stat. 18 ml filtratu
se nalije do chromatografické kolony naplnéné 4 g oxidu hlinitého s pridavkem 0,1 g
aktivniho uhli. Po prokapani filtratu se sorbent v koloné promyje dvakrat vzdy 15 ml
chloroformu. Spojené chloroformové vyluhy se na vodni 14zni odpaii na objem 3 ml a ptida
se 25 ml horké vody. Vyluh se pak zahtiva na vodni l4zni, az se zbytek chloroformu odpafi.
Horky vyluh se ihned pfefiltruje do odvéazené odparovaci misky, ptivodni nddoba se
vyplachne a vyvari dvakrat vzdy s 10 ml vody a roztoky se potom stejnym filtrem piefiltruje
do uz zminéné pfedem zvazené odparovaci misky. Spojené vodné vyluhy se odpaii, zbytek se
vysusi pifi teplot¢ 100 °C a po vychladnuti v exsikdtoru se zvazi. Hmotnost zbytku

vynasobena koeficientem 33,3 udava obsah kofeinu v %.

2. Kapalinova chromatografie:

ZkouSeny roztok: 1,00 g praSkované drogy (355) se smicha s 50 ml methanolu, zahtiva se 30
minut na vodni 14zni pod zpétnym chladi¢em, necha se ochladit a zfiltruje se. Filtr se promyje
10 ml methanolu, zbytek se smicha s 50 ml methanolu a pfedchozi postup se opakuje. Spojené
filtraty a promyvaci tekutiny se v 200ml odmérné baince zfedi methanolem na 200,0 ml. 20,0
ml tohoto roztoku se v bance s kulatym dnem odpaii za snizeného tlaku do sucha. Zbytek po
odpateni se rozpusti v mobilni fazi, ptevede se do 50ml odmérné banky a zifedi se stejnym
rozpoustédlem na 50,0 ml.

Porovnavaci roztok: 30,0 mg kofeinu a 15,0 mg theobrominu se ve 100ml odmérné barce
rozpusti v mobilni fazi a ztedi se ji na 100,0 ml. 10,0 ml tohoto roztoku se pievede do 100ml
odmérné banky a ziedi se mobilni f4zi na 100,0 ml.

Kolona: délka 0,25 m, vnitini primér 4,6 mm.

Stacionarni faze: silikagel pro chromatografii oktadecylsilylovany (5 um).

Mobilni faze: Smés objemovych dili methanolu a vody (25 : 75)
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Prutokova rychlost: 1 ml/minutu.

Detekce: Spektrofotometricky detektor, 272 nm.

Nastrik: Vhodny objem kazdého roztoku, injektorovou smyckou.

Test zpuisobilosti, porovnavaci roztok: RozliSeni nejméné 2,5 mezi pikem kofeinu a pikem
teobrominu; je-li tfeba, upravi se objem vody v mobilni fazi.

Obsah kofeinu se vypocita podle vzorce:

m, x A, x50
m, XA,

v némz znaci:
Al — plochu piku kofeinu na chromatogramu zkouseného roztoku;
As — plochu piku kofeinu na chromatogramu porovnavaciho roztoku;
m — hmotnost zkouSené drogy v gramech;
my — hmotnost kofeinu v porovnavacim roztoku v gramech.
1.1.2.2. Theae folium — Cajovnikovy list

Ususené, fermentované nebo nefermentované listy Camellia sinensis (L.) O. Kuntze, kamélie
¢inska, (syn. Thea sinensis L., ¢ajovnik ¢insky), Theaceae.
Obsah: purinové baze, hlavné kofein (vice v Cerném c¢aji), stopy theofylinu a theobrominu,

katechinové¢ tfisloviny, flavonoidy, silice.

1.1.2.3. Coffeae semen — Semeno kavovniku

Semena druhti rodu Coffea, zvlast¢ Coffea arabica L. kavovnik arabsky, C. liberica Bull. ex
Hiern, kavovnik liberijsky, C. canephora Pierre ex Froehner, kdvovnik statny (syn. kdvovnik
robusta), Rubiaceae. Zelend semena musi obsahovat nejméné 1 % kofeinu.

Drogu tvofi semena zbavend oplodi a osemeni a praZena pii 200-250 °C.

Obsah: kofein do 2,5 %, stopy theobrominu a theofylinu, kyselina chlorogenova, tuk,

ttisloviny a latky vznikajici praZzenim.

1.1.2.4. Maté folium — List cesminy paraguyajské (Yerba maté)
Jsou to usuSené, lamané svétlezelené koZovité, leskle listy stromu /lex paraguariensis St.-Hil.,
cesmina paraguajska, Aquifoliaceae.

Obsah: az 1,5 % kofeinu, 0,3 % theobrominu, cca 12 % kyseliny chlorogenové, silice,
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ttisloviny.

1.1.3.ALKALOIDY OPIA A SOUVISEJICIi DROGY

1.1.3.1. Opium crudum — Opium surové (CL 2009)

Surové opium je uréeno vyhradné jako vychozi surovina pro ptipravu galenickych piipravk.
Samostatné¢ se nesmi vydat. Je to na vzduchu usuSend mlécéna §tdva ziskanad nafiznutim
nezralych plodt druhu Papaver somniferum L., mak sety, Papaveraceae.

Obsah, pocitano na vysusenou drogu:

- morfin nejméné 10 %;

- kodein nejméné 2 %.

Droga se pouziva k ptipravé:

Opii extractum siccum normatum — Opiovy extrakt suchy standardizovany (CL 2009)
Je to standardizovany suchy extrakt vyrobeny ze surového opia (Opium crudum).

Obsah:

- morfin 19,6-20,4 %;

- kodein neymén¢ 2,0 %.

Opii pulvis normatus — Opium praskované standardizované (CL 2009)
Je to surové opium praskované a vysuSené pii teploté nepievysujici 70 °C.
Obsah (droga susend 4 h pii 100 °C az 105 °C):

- morfin 9,8 — 10,2 %;

- kodein nejméné 1 %.

Opii tinctura normata — Opiova tinktura standardizovana (CL 2009)
Je to standardizovana tinktura vyrobena ze surového opia.

Obsah:

- morfin 0,95 — 1,05 %;

- kodein nejméné 0,1 %.

Vyroba: Pfipravuje se z drogy a stejnych objemovych dili ethanolu 70% (V/V) a vody
vhodnym postupem.

Vzhled: ¢ervenohnéda tekutina.
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1.1.3.2. Opiové alkaloidy uvedené v CL 2009

Codeini hydrochloridum dihydricum — Kodein-hydrochlorid dihydrat

Codeini phosphas hemihydricus — Kodein-fosfat hemihydrat

Codeini phosphas sesquihydricus — Kodein-fosfat seskvihydrat

Codeinum monohydricum — Kodein monohydrat

Morphini hydrochloridum trihydricum — Morfin-hydrochlorid trihydrat
Morphini sulfas pentahydricus — Morfin-sulfat pentahydrat

Noscapini hydrochloridum monohydricum — Noskapin-hydrochlorid monohydrat
Noscapinum — Noskapin

Papaverini hydrochloridum — Papaverin-hydrochlorid

1.1.3.3. Papaveris fructus maturus — Zraly plod maku
Papaver somniferum L., mak sety, Papaveraceae.

Obsahové¢ latky: morfinanové alkaloidy morfin, kodein, thebain ve formé soli s kyselinou
mekonovou a jiné typy alkaloidi (papaverin, noskapin, berberin aj.), organické kyseliny

(mekonova, mlécna, fumarova) a cukry.

Zkousky totoznosti:

1. 1,0 g praSkované drogy (355) se protfepava 5 minut s 5 ml vody a pak se zfiltruje. K

filtratu se pfida 0,25 ml roztoku chloridu zelezitého (13 g/1); vznikd Cervené zbarveni,

10z 18



Farmakognosie II, Cviceni 11 — alkaloidy I1

které se po ptidani 0,5 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné (73 g/l HCl) neméni.

2. Tenkovrstva chromatografie na silikagelu:

Zkouseny roztok: 5 g vysusené praskované drogy (355) Papaveris fructus maturus se vari 30
minut s 30 ml hydroxidu vépenatého 5% (m/V) pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni na
laboratorni teplotu se zmé&ii pH a pfida se Al,O3; az na pH 6-7 (piiblizné¢ 10 g). Suspenze se
odstiedi na centrifuze 3 minuty pfi 3000 ot/minutu. Supernatant se slije do bailky, zbytek
v centrifugacnich zkumavkach se promyje chloroformem, znovu odstiedi a ptida se k vodné
fazi v bance. Po protfepani v délici nalevce se organicka faze odd€li a vodna faze se jeste
dvakrat extrahuje vzdy 15 ml chloroformu. Spojené chloroformové extrakty se vysusi
bezvodym siranem sodnym a po filtraci se odpafi na rotaéni vakuové odparce na objem cca 1
ml. Zahustény chloroformovy extrakt se nanese na tenkou vrstvu a zbytek se ponechd na
stanoveni obsahu.

Porovnadvaci roztok: chloroformovy roztok noskapinu, papaverinu, morfinu a kodeinu (5
mg/ml).

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smé&s objemovych dild toluenu, ethylacetatu, diethylaminu (10 : 10 : 2); pouZije
se Cerstve pfipravend smes.

Nandaseni: 10 pl zkoumaného a porovnavaciho roztoku do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 12 cm.

Detekce:

a) Po vysuSeni se pozoruje pod UV pfi 254 nm. Na chromatogramu porovnavaciho roztoku
jsou dobife patrné tmavé hnédé skvrny noskapinu a kodeinu a mezi nimi Zlutomodie
fluoreskujici skvrna papaverinu. Na chromatogramu vzorku je dobie patrnd nad startem
tmavomodre fluoreskujici skvrna morfinu, dale méné¢ vyrazné skvrny kodeinu, papaverinu a
narkotinu, na chromatogramu mohou byt patrné i dalsi slabéji viditelné skvrny.

b) Postfikd se jodobismutitanem draselnym (zkoumadlo Dragendorffovo). Na svétle-
oranzovém pozadi jsou patrné riZové skvrny alkaloidi. Na chromatogramu porovnavaciho
roztoku je v dolni ¢asti oranzovocervena skvrna (morfin), nad ni podobné zbarvena skvrna
(kodein), v horni ¢asti oranZovocervend skvrna (papaverin) a nad ni podobn¢ zbarvena skvrna
(noskapin). Na chromatogramu zkousené¢ho roztoku jsou skvrny odpovidajici polohou a
zabarvenim skvrndm na chromatogramu porovnavaciho roztoku; v poloze odpovidajici poloze

mezi skvrnami kodeinu a papaverinu mize byt tmavocervend skvrna (thebain).
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Stanoveni obsahu:
Chloroformovy extrakt ze zkousky 2) nafedime 10 ml chloroformu, kvantitativné pfevedeme
do odmérné bariky na 25 ml a doplnime chloroformem po znacku. Zmétime absorbanci pii

420 nm oproti ¢istému chloroformu a obsah morfinu vypoc¢teme z kalibracni kiivky.

1.1.34. Chelidonii herba — Vlastovi¢nikova nat’ (CL 2009)
Je to ususend celd nebo fezana kvetouci nat’ druhu Chelidonium majus L., vlastovicnik vetsi,

Papaveraceae.

Obsah: Nejméné 0,6 % celkovych alkaloidd, vyjadieno jako chelidonin, pocitano na

vysuSenou drogu.

Jsou pfitomny alkaloidy berberinové (berberin), protopinové (protopin, allokryptopin) a
benzofenanthridinové (chelidonin, chelerythrin, sanguinarin, makarpin aj.), vézané na

organické kyseliny (chelidonova, mlécnd, fumarova).

1) Berberinovy typ 2) Protopinovy typ 3) Benzofenanthridinovy typ

Chelerythrin

Zkousky totoZnosti

1. 1 g praskované drogy (355) se zvlh¢i 1 ml roztoku amoniaku a 5 minut se protfepava s 5
ml chloroformu. Vyluh se zfiltruje a filtrat se vytfepe 3 ml kyseliny chlorovodikové

ziedéné. Kysely podil se oddéli a rozdé€li na dve casti:

a) k1 ml se pfidd 5 kapek roztoku tetrajodortutnatanu draselného (Mayerovo

zkoumadlo). Vznikne Seda sraZenina.

b) k1 ml se pfida 5 kapek roztoku tetrajodobismutitanu draselného (Dragendorffovo

zkoumadlo). Vznikne oranzova srazenina.

2. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,4 g praSkované drogy (710) se vaii 30 minut s 50 ml kyseliny octové
ziedéné (115 g/1) ve vodni 14zni pod zpétnym chladi€em. Po ochlazeni se zfiltruje. K filtratu
se pfidd amoniak 26% do siln¢ zasadité¢ reakce a protiepava se 30 ml dichlormethanu.
Organickd vrstva se vysusi siranem sodnym bezvodym, zfiltruje se a ve vakuu se odpaii do

sucha. Zbytek po odpaieni se rozpusti v 1,0 ml methanolu.

12z 18



Farmakognosie II, Cviceni 11 — alkaloidy I1

Porovnavaci roztok: 2 mg papaverin-hydrochloridu a 2 mg cervené¢ methylové se rozpusti
v 10 ml ethanolu 96%.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dila kyseliny mravenc¢i bezvodé, vody a propan-2-olu (1:9 :
90).

Nandaseni: 10 pl, do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Detekce: A) Po vysuSeni se pozoruje pod ultrafialovou lampou pii 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu zkouseného vzorku je dobie patrna fada zluté, modre a zelené
fluoreskujicich skvrn. Ve spodni ¢asti chromatogramu jsou patrné zluté¢ fluoreskujici skvrny
(koptisin, berberin, chelerythrin), ve vrchni ¢asti chromatogramu je slabé zluta skvrna

(chelidonin) a dals$i modrofialové skvrny.

Detekce: B) Vrstva se postiikd jodobismutitanem draselnym (zkoumadlo Dragendorffovo),
ususi se na vzduchu, postiika se dusitanem sodnym Cerstvé ptipravenym (100 g/1) a znovu se
susi na vzduchu; pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnéavaciho roztoku je pfiblizné uprostied Sedohnéda
skvrna (papaverin) a nad ni cervend skvrna (Cervei methylovd). Na chromatogramu
zkouSeného roztoku jsou v sestupném uspotradani dvé hnédé skvrny, Sedohnédd skvrna na
urovni papaverinu a pod ni dal§i dvé hnédé skvrny. Na chromatogramu zkouseného roztoku

mohou byt dal$i méné vyrazné skvrny.
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1.1.4.DALSI TESTOVANE ALKALOIDNI DROGY

1.1.4.1. Capsici fructus — Paprikovy plod
Je to ususeny, cely nebo fezany plod (bobule) rostliny Capsicum annuum L., paprika seta,
Solanaceae.

Hlavni obsahové latky: protoalkaloid kapsaicin, karotenoidy, silice.

O
MeO 7
N
H
HO
kapsaicin

Zkousky totoznosti

1. 0,2 g praskované drogy se 3 minuty protfepavaji se 3 ml vody okyselené¢ 3 kapkami
kyseliny chlorovodikové zifedéné a zfiltruje se. Po pfidani 5 kapek roztoku
tetrajodortutnatanu draselného (Mayerovo zkoumadlo) k filtratu se tvofi srazenina

alkaloida.

2. 1 g praskované drogy se protfepe s 5 ml acetonu, zfiltruje se, okyseli se 4 kapkami
koncentrované kyseliny chlorovodikové, pfida se 0,1 g metavanadi€nanu amonného a

promisi se. Roztok se zbarvi zelen¢ (kapsaicin).

3. 0,1 g praskované drogy se na porcelanové misce nasype na koncentrovanou kyselinu

sirovou. Prasek se zbarvi modrozelené, pozdé€ji hnédozelené (kapsanthin).

1.1.4.2. Conii fructus — Bolehlavovy plod
Je to ususeny plod (dvojnazky) Conium maculatum L., bolehlav plamaty, Apiaceae.

Obsahuje alkaloid koniin, olej.

Zkousky totoZnosti:
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1. Po povlhceni praskované drogy kapkou roztoku hydroxidu draselného vznikd nepiijemny

zapach po mysing (koniin).

2. Rez drogy po povlhéeni kyselinou sirovou a kapkou Mandelinova zkoumadla se zbarvuje

cervenofialovée (koniin).

1.1.4.3. Veratri albi radix — Koren kychavice bilé
Je to ususeny oddenek s koteny druhu Veratrum album L., kychavice bila, Melanthiaceae.

Hlavni obsahov¢ latky: steroidni alkaloidy.

OH

protoveratrin A R=H
protoveratrin B R= OH

Zkousky totoznosti:

1. 0,5 g drogy se 3 minuty protfepava s 5 ml vody, okyselené 3 kapkami koncentrované
kyseliny chlorovodikové a vyluh se zfiltruje. K filtratu se pfida 5 kapek Mayerova

zkoumadla; vznikne Zlutobila sraZzenina (alkaloidy).

2. K fezu drogou se na podloznim sklicku ptfikédpne 1 kapka koncentrované kyseliny sirové;

fez se barvi zluté oranzové, pak oranzové az Cervené fialové (alkaloidy).

1.1.4.4. Aconiti tuber — Oméjovy koren

Je to usuSend hliza a oddenek druhu Aconitum callibotryon Reichenb. (syn. Aconitum
napellus 1L.), A. plicatum Koechler ex Reichenb., oméj Ssalamounek, Ranunculaceae.

Hlavni obsahové latky: 0,3-1,5 % smési diterpenovych esterovych alkaloid, hlavni je

akonitin.
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akonitin

Zkousky totoznosti:
0,2 g praskované drogy se povaii se smési 5 ml vody a 5 kapek roztoku ziedéné kyseliny

chlorovodikové a odvar se zfiltruje. Filtrat se rozd¢€li na dvé ¢asti:

1. K prvni ¢asti se piida 5 kapek roztoku tetrajodortutnatanu draselného (Mayerovo

zkoumadlo). Vznikne srazenina alkaloid.

2. Ke druhé casti se pfida roztok kyseliny fosfomolybdenové. Tvoii se jemna srazenina

(alkaloidy).

1.1.4.5. Nicotianae folium - Tabakovy list
Nicotiana tabacum, tabak virzinsky, Solanaceae

Obsahove latky: alkaloidy (0,6-3 % nikotinu, anabasin).

N
I

|\ X N
H

_ CH, _

N N

nikotin anabasin

Zkousky totoznosti:

1. Drogu navlh¢ime amoniakdlnim roztokem chloroformu, promisime a uvolnény tmavée
hnédy extrakt naneseme kapilarou na ctverecek filtraéniho papiru. Nadbytek chloroformu
vysuSime a papir detekujeme Dragendorffovym zkoumadlem. V pfitomnosti nikotinu se

objevi ¢ervend skvrna.
2. Tenkovrstva chromatografie

ZkouSeny roztok: 5 cigaret se navlhé¢i 3 ml 20% NaOH a extrahuje se 1 hodinu v
Soxhletovée aparatuie diethyletherem nebo petroletherem. Roztok alkaloidii v organickém
rozpoustédle se tfikrat protfepe 25 ml 11% HCL. Spojené kyselé vyluhy se zalkalizuji 20%
NaOH na pH 11 a filtrat se kvantitativné (tfikrat) vytiepe vzdy s 25 ml diethyletheru.
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Spojené diethyletherové extrakty se odpaii na vodni lazni a olejovity zbytek se vyhodnoti

na tenké vrstve.
Vyvijeci soustava: benzen : methanol (9:1, V/V).
Detekcni zkoumadlo: roztok jodobismutitanu draselného (zkoumadlo Dragendorffovo).

ZkousSeny roztok se nanese na vrstvu a nechd se vyvijet po draze 12 cm. Vrstva se vysusi,

postiika detekénim zkoumadlem a pozoruje na dennim svétle.
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