Farmakognosie II, Cviceni 12 — hor¢iny, kumariny a thioglykosidy a kyanogenni glykosidy

1.1.HORCINY

Hoi¢iny neboli amara tvoii strukturné 1 biogeneticky pestrou skupinu piirodnich latek, jejichz
spolecnou vlastnosti je hotkd chut. Pasobi na chutové receptory v ustech, ¢imz stimuluji
zvyseni sekrece zaludecnich §tav. Nemaji jiny vyrazngjsi terapeuticky ucinek.
Podle struktury, biosyntézy a vyskytu Ize hot¢iny rozdélit do skupin:
1. hoiciny terpenoidni, odvozené od kyseliny mevalonové:
a) iridoidové a sekoiridoidové hoi¢iny, vyskytujici se volné nebo glykosidicky vazané,
napf. aukubin, loganin, gentianin, gentiopikrin, amarogentin (hoiciny Gentianaceae);
b) hot¢iny terpenoidni povahy (nékteré hoi€iny Asteraceae), seskviterpeny (absinthin),
diterpeny (pikrosalvin), triterpeny (quassiin, kukurbitaciny), steroidni (konduranginy).

2. hof¢iny neterpenoidni: (neohesperidin, naringin, humulon, lupulon).

1.1.1.KVALITATIVNi DUKAZ HORCIN
Pro kvalitativni dikaz hoi¢in v drogach se v soucasnosti nejvice vyuziva tenkovrstva

chromatografie.

1.1.2.KVANTITATIVNi STANOVENI HORCIN
Obsah hofi¢in v drogach nebo v piipravcich z nich se hodnoti chutovou zkouskou, stanoveni

Cisla horkosti.

1.1.2.1. Stanoveni ¢isla hoikosti (CL 2009)
Cislo hoikosti je definovano jako reciproka hodnota zfedéni slou¢eniny, tekutiny nebo
extraktu, které¢ chutnd jeSté hofce. Stanovi se porovnanim s chinin-hydrochloridem, jehoZz

¢islo hotkosti je 200 000.

Postup stanoveni:

a) Stanoveni korekéniho faktoru

Je vhodné, aby zkouSku provadéla skupina nejméné Sesti osob. Pied ochutnavanim si musi

vyplachnout tsta vodou.

Je tfeba stanovit korekéni faktor pro kazdého ¢lena skupiny tak, aby byly odstranény
individualni rozdily vnimani hotké chuti.

Zakladni roztok: 0,100g chinin-hydrochloridu se rozpusti ve vod¢ a zfedi se ji na 100,0 ml.
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1,0 ml tohoto roztoku se ziedi vodou na 100,0 ml.

Porovnavaci roztoky: Ptipravi se fada porovnavacich roztoku tak, ze v prvni zkumavce je 3,6
ml zdkladniho roztoku a v kazdé nasledujici zkumavce se objem tohoto roztoku zvysuje o 0,2
ml az do kone¢ného objemu 5,8 ml. Objem kazdé zkumavky se zfedi pitnou vodou na 10,0

ml.

fv v

prevaluje v ustech 30 sekund tak, aby roztok ptiSel do styku s kofenem jazyka; jestlize roztok
nechutna hoice vyplivne se a po 1 minuté se sta vypladchnou vodou. Po 10 minutach se

zkousi stejnym zptuisobem roztok nasledujici vyssi koncentrace.

Korekeni faktor & se vypocita pro kazdého ¢lena skupiny podle vzorce:

v némzZ znaci:
n — pocet mililitri zdkladniho roztoku o nejnizsi koncentraci, ktery chutnal jesté hotce.

Osoba, které porovnavaci roztok pfipraveny z 5,8 ml zdkladniho nechutnd hotce, je ze

zkousSeni vyloucena.

b) Priprava vzorku

Je-1i tfeba, zkouSena droga se upraskuje. K 1,00 g se ptidd 100 ml vrouci vody a za
nepietrZitétho michani se zahtiva 30 minut na vodni 1azni. Po ochlazeni se zfedi vodou na 100
ml. Dikladné se promiché a pak se zfiltruje, prvni 2 ml filtratu se odstrani. Filtrat se oznaci C-

1 a jeho zied’'ovaci faktor (DF) je 100.

¢) Stanoveni Cisla horkosti:

ZkouSené roztoky:

10,0 ml roztoku C-1 se ziedi vodou na 100 ml: C-2 (DF =1000)
10,0 ml roztoku C-2 se ziedi vodou na 100 ml: C-3 (DF =10 000)
20,0 ml roztoku C-3 se ziedi vodou na 100 ml: C-3A  (DF =50 000)
10,0 ml roztoku C-3A se ziedi vodou na 100 ml: C-4  (DF =100 000)

Kazdy zkousejici hodnoti nejprve roztok C-4 a pokracuje tak dlouho, dokud néktery z roztok

neshleda hotky. Tento roztok se oznaci D. Zied'ovaci faktor (DF) roztoku D se oznaci jako Y.

Za pouziti roztoku D se pfipravi fada roztokl s nasledujicim postupnym ziedénim:

Roztok D (ml) |1,2(1,5{2,0|3,0(6,0|8,0
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Voda (ml) 8,818,5(8,0[7,0[4,0[2,0

Ur¢i se objem roztoku D v mililitrech, ktery po zfedéni vodou na 10,0 ml chutna jesté hoice
X).
Vypocita se ¢islo hotkosti pro kazdou ze zkousejicich osob podle vzorce:

Yxk
X x0,1

Cislo hotkosti zkouSené latky se vyjadii jako primérna hodnota zjisténd vSemi zkousSejicimi

osobami.

1.1.3.DROGY S OBSAHEM HORCIN

1.1.3.1. Absinthii herba - Pelyiikova nat’ (CL 2009)

Jsou to ususené celé nebo fezané prizemni listy nebo kvetouci malo olisténé vrcholky druhu
Artemisia absinthium L., pelyn¢k pravy, Asteraceae.

Obsah: neprchavé seskviterpenické hoiké laktony absinthin a artabsin a dale silice, nejmén¢ 2

ml/kg vysuSené drogy. Silice obsahuje thujon, thujylalkohol, felandren, kadinen aj.

absinthin artabsin

Zkousky totoZnosti:

1. Asi 0,3 g praskované drogy se v baiice se zdbrusem protfepava 5 minut s 15,0 ml
chloroformu a ziskany vyluh se zfiltruje malym chomackem vaty. Filtrat se odpaii na
vodni 14zni na objem asi 1,0 ml, pfida se 5,0 ml roztoku dimethylaminobenzaldehydu v
kyseliné octové a fosforecné a zahiivd se 5 minut na vodni l4zni. Roztok se zbarvi
modrozelen¢ az tmavé zelené (artabsin).

2. Tenkovrstva chromatografie
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Zkouseny roztok: 2 g praSkované drogy se smichaji s 50 ml vrouci vody a nechaji se stat 5
minut za obCasného protiepavani. Po ochlazeni se ptida 5 ml roztoku octanu olovnatého (100
g/l), promichd se a zfiltruje. Banka a zbytek na filtru se promyji 20 ml vody. Filtrat se
protiepe s 50 ml dichlormethanu, organicka vrstva se odd€li a vysusi se nad siranem sodnym
bezvodym, zfiltruje se a filtrat se odpaii na vodni lazni do sucha. Zbytek se rozpusti v 0,5 ml
ethanolu 96%.

Porovnavaci roztok: 2 mg Cervené methylové a 2 mg resorcinolu se rozpusti v 10 ml
methanolu.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni fdaze: Smés objemovych dild acetonu, kyseliny octové ledové, toluenu a
dichlormethanu (10 : 10 : 30 : 50).

Nandseni: 10 pl do prouzku.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce A: Postiika se acetanhydridem v kyseling sirové a pozoruje se v dennim svétle.
Hodnoceni A: Na chromatogramu zkouSeného roztoku je modra skvrna (artabsin) v poloze
odpovidajici poloze tésné nad Cervenou skvrnou (Cervenn methylovd) na chromatogramu
porovnavaciho roztoku.

Detekce B: Vrstva se zahtiva 5 minut pii 100 °C az 105 °C a pozoruje se v dennim svétle.
Hodnoceni B: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stfedni tieting Cervend skvrna
(Cervenn methylovd) a pod ni svétle rizova skvrna (resorcinol). Na chromatogramu
zkouSeného roztoku je intenzivni ¢ervend nebo hnédocCervend skvrna (absinthin) s hodnotou
Rr odpovidajici skvrné€ resorcinolu na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Na
chromatogramu zkousSeného roztoku jsou dalsi skvrny, které jsou méné¢ intenzivni nez skvrna

absinthinu.

Stanoveni obsahu:

Cislo hoikosti: Nejméné 10 000.

1.1.3.2. Centaurii herba — Zemé&Zlu¢ova nat’ (CL 2009)
Je to celd nebo fezana usuSena kvetouci nat’ druhu Centaurium erythraea Rafn. sensu lato,
veetn¢ druhtt Centaurium majus (H. et L.) Zeltner a Centaurium suffruticosum Ronn. (syn.

Erythraea centaurium Persoon); Centaurium umbellatum Gilibert; Centaurium minus Gars.,
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zemézluc¢ okolikata, z. mensi, Gentianaceae.

Obsah: hoi¢iny swertiamarin, swerosid, gentiopikrosid, amarogentin, flavonoidy.

0}
0" o} 0" o}
Glc\o\\v N G|C\O\\\'
OH
A A
gentiopikrosid swertiamarin

Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy se smichd s 25 ml methanolu a po 15 minutich
protiepavani se zfiltruje. Filtrat se odpafi za sniZeného tlaku pfi teploté neptesahujici 50 °C do
sucha. Zbytek se rozpusti v malém mnozstvi methanolu tak, aby vysledny objem roztoku byl
5 ml, roztok muze obsahovat sediment.

Porovnavaci roztok: 1 mg rutosidu a 1 mg swertiamarinu se rozpusti v methanolu a ztedi se
jimna 1 mlL

Stacionarni faze: Vrstva s deskou silikagelu Fas4 pro TLC.

Mobilni faze: smés objemovych dilii vody, kyseliny mravenci bezvodé a ethyl-formiatu (4 : 8
: 88).

Nandaseni: 10 pl do prouzk.

Vyvijeni: V nenasycené komote, po draze 12 cm.

Suseni: Na vzduchu.

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

Hodnoceni A: Porovnavaci roztok poskytuje dvé skvrny, zhaSejici fluorescenci. V horni Casti
je to swertiamarin a v dolni ¢asti rutosid. ZkouSeny roztok vykazuje skvrnu swertiamarinu,
intenzivné zhasi fluorescenci.

Detekce B: Postiika se anisaldehydem a zahtiva se 5 minut az 10 minut pii 100 °C az 105 °C;
pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni B: Porovnavaci roztok poskytuje v horni ¢asti chromatogramu hnédou skvrnu
swertiamarinu, niZze zlutou skvrnu rutosidu. Na chromatogramu zkouseného roztoku je hnéda
skvrna swertiamarinu, nad ni maze byt patrna slabé Zlutohnéda skvrna gentiopikrosidu. Ve

spodni Casti chromatogramu jsou patrné dalsi hnédosedé, zluté a Sed¢ skvrny.

Stanoveni obsahu:

Cislo hotkosti: Nejméné 2 000.
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1.1.3.3. Gentianae radix — Hoi'covy koien (CL 2009)

Jsou to usuSené¢ ulomky kofenti a oddenkd druhu Gentiana Ilutea L., hofec Zluty,
Gentianaceae.

Droga ma charakteristicky pach a ptetrvavajici vyrazné horkou chut’.

Obsahov¢ latky: sekoiridoidové hoi¢iny gentiopikrosid, amarogentin, zluté xanthony gentisin,

gentiosid a cukry — trisacharid gentianosa, disacharid gentiobiosa.

Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy se smicha s 25 ml methanolu a po 15 minutich
protiepavani se zfiltruje. Filtrat se odpafi za snizeného tlaku pfi teploté neptesahujici 50 °C do
sucha. Odparek se rozpusti v malém mnozstvi methanolu tak, aby vysledny objem roztoku byl
5 ml, roztok muize obsahovat sediment.

Porovnavaci roztok: 5 mg fenazonu a 5 mg hyperosidu se rozpusti v 10 ml methanolu.
Staciondarni faze: Vrstva s deskou silikagelu F2s4 pro TLC.

Mobilni faze: smés objemovych dilii vody, kyseliny mravenci bezvodé a ethyl-formiatu (4 : 8
: 88).

Nandaseni: 20 pl do prouzk.

Vyvijeni: V nenasycené komote, po draze 8 cm.

Suseni: Na vzduchu.

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

Hodnoceni A: Porovnavaci roztok poskytuje dvé skvrny, zhésejici fluorescenci, v horni ¢asti
fenazon a v dolni Casti hyperosid. ZkouSeny roztok vykazuje nejvySe (nad fenazonem
porovnavaciho roztoku) vyraznou zhaSejici skvrnu, nize je slaba zhaSejici skvrna
(amarogentin) a na urovni skvrny hyperosidu porovnavaciho vzorku je u zkouSeného vzorku
vyrazn¢ zhasejici skvrna (gentiopikrosid).

Detekce B: Posttika se roztokem hydroxidu draselného (100 g/l) a pak Cerstvé pfipravenym
roztokem modfi pravé B R (2 g/l) ve smési stejnych objemovych dilii ethanolu bezvodého a
vody a pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni B: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve spodni ¢asti patrna
hnédocervena skvrna hyperosidu. Na chromatogramu zkouSeného roztoku je v horni ¢asti
vyraznd tmavé fialovad skvrna, pod ni je fialovoCervena skvrna amarogentinu a na urovni

hyperosidu je slabd svétle hnéda skvrna gentiopikrosidu. Na chromatogramu zkousené¢ho
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roztoku mohou byt pfitomny dalsi skvrny.

Stanoveni obsahu

Cislo hotkosti: Nejméng 10 000.

Droga Gentinae radix — Hotcovy kofen (CL 2009) je surovinou pro piipravu Gentianae

tinctura — HoFcova tinktura (CL 2009).

1.1.3.4. Marrubii herba — Jable¢nikova nat’ (CL2009)

Je to usuSend celd kvetouci nat’ druhu Marrubium vulgare L., jablecnik obecny, Lamiaceae,
nebo jeji tlomky.

Obsah: Nejméné 0,7 % marrubiinu (diterpenova hoic¢ina), poc¢itano na vysusenou drogu.

0
e ) Q

marrubiin

Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:

ZkouSeny roztok (a): 1,0 g praSkované drogy se smicha se 2 ml kyseliny chlorovodikové
zfedéné a 8 ml methanolu a zahtiva se 30 minut na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em. Po
ochlazeni se roztok zfiltruje.

ZkousSeny roztok (b): 1,0 g praskované drogy se smicha s 10 ml methanolu a zahtiva se 30
minut pod zpétnym chladi¢em a po ochlazeni se zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 10 mg cholesterolu a 10 mg guajazulenu se rozpusti v 10 ml methanolu.
Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dilti methanolu a toluenu (5 : 95).

Nanaseni: 20 ul zkousenych roztoki (a) a (b) a 10 ul porovnavaciho roztoku do prouzki.
Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se roztokem vanilinu (5 g/l) ve smési objemovych dili ethanolu 96% a

kyseliny sirové (20 : 80); zahtiva se 5 az 10 minut pfi 130 °C a ithned se pozoruje v dennim
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svétle.

Hodnocent:

Na chromatogramu je u zkouSenych roztokd pfitomna v horni ¢asti modrofialova skvrna
odpovidajici svym retencnim faktorem guajazulenu z porovnavaciho roztoku. Ve stfedni casti
zkousSenych roztoki najdeme intenzivni modro az cCervenofialovou skvrnu marrubiinu,
retencni faktor odpovida cholesterolu z porovnavaciho roztoku. Skvrna marrubiinu je na
chromatogramu zkouSen¢ho roztoku a) intenzivnéj$i nez na chromatogramu zkouSeného
roztoku b). V prubéhu extrakce kyselinou chlorovodikovou a methanolem dochazi k preméné
premarrubiinu na marrubiin a ke zvySeni intenzity zbarveni. Pod skvrnou marrubiinu je

pfitomna fialovd skvrna premarrubiinu. Na chromatogramu mohou byt i dal§i, mén¢

intenzivni modrofialové skvrny.

Stanoveni obsahu marrubiinu:

Spektrofotometricky pomoci kapalinové chromatografie.

1.1.3.5. Trifolii fibrini folium — Vachtovy list (CL2009)

Podle Ph. Eur. 7 Menyanthidis trifoliate folium.

Je to cely usuSeny list druhu Menyanthes trifoliata L., vachta trojlistd, Menyanthaceae, nebo
jeho ulomky. Droga ma velmi hotkou chut’, ktera dlouho ptetrvava.

Obsah: sekoiridoidové glykosidni hof¢iny, napt. foliamenthin, menthiafolin, dale iridoidovy

glykosid loganin, flavonoidy.

CH,
S
OH
_Glc
| He O
H,C o
o HO
=
H,C.
O 0o
foliamenthin loganin

Zkousky totoznosti:
Tenkovrstva chromatografie:
Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy se smicha s 10 ml methanolu a zahtiva se 5 minut

pii 60 °C ve vodni lazni za michani. Necha se ochladit a zfiltruje se. Filtrat se odpafi za

8z17



Farmakognosie II, Cviceni 12 — hor¢iny, kumariny a thioglykosidy a kyanogenni glykosidy

snizen¢ho tlaku ve vodni lazni pfi teploté¢ 60 °C do sucha. Zbytek se rozpusti ve 2,0 ml
methanolu.

Porovnadvaci roztok: 5 mg loganinu se rozpusti v 15 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili vody, methanolu a ethyl-acetatu (8 : 15 : 77).

Nandaseni: 30 pl do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se zkoumadlem vanilinovym a susi se 10 minut v susarné pii 100 °C.
Pozoruje se v dennim svétle. [Vanilinové zkoumadlo: Ke 100,0 ml roztoku vanilinu v lihu
96% (10 g/1) se opatrn¢ ptidaji po kapkach 2,0 ml koncentrované kyseliny sirové. Pouzitelné
48 hodin od pfipravy].

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho i1 zkouseného roztoku jsou patrné Sedofialové
skvrny loganinu. Na chromatogramu zkouseného roztoku jsou patrné intenzivné fialové az
tmavé modré skvrny (foliamenthin, menthiafolin, dehydrofoliamenthin) v pofadi od cela
mobilni faze smérem dolu — fialova skvrna, intenzivni modra skvrna, fialova az Sedofialova

skvrna, Seda az Sedomodra skvrna a nahnédla skvrna.

Stanoveni obsahu:

Cislo hotkosti: Nejméné 3 000.
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1.2. KUMARINY

Kumariny jsou laktony kyseliny o-hydroxyskoficové. Kyselina o-hydroxyskoficova se v
rostlinach nachazi ve formé glykosidovych prekursorti a po hydrolyze probiha cyklizace na
lakton. Kumariny se v rostlinach vyskytuji bud’ volné nebo ve formé glykosidu.

Kumariny jsou pomémn¢ dobie rozpustné v horké vodé a v ethanolu. Normalnim octanem
olovnatym se nesrazeji; pokud v molekule obsahuji fenolové hydroxylové skupiny, srazeji se
zéasaditym octanem olovnatym. Z chemické struktury kumarinti vyplyva absorpce svétla v
ultrafialové oblasti a jejich fluorescence, ktera je zavisla na pH prostredi.

Podle chemické stavby je mizeme rozdélit na:

a) jednoduché

kumarin

b) kondenzované kumariny, které se dale déli na furanokumariny a pyranokumariny

furanokumariny C-6/C-7 furanokumariny C-7/C-8 pyranokumariny

Kumariny plisobi tlumivé na CNS, snizuji teplotu. Maji U€inky spasmolytické, sedativni,
diuretické, antiseptické. Né&které z nich senzibilizuji pokozku na slune¢ni zafeni. Jiné se
pouzivaji jako ochrana proti intenzivnimu slune¢nimu zéateni (napft. eskulin, eskuletin).

Ve vlhké droze (Melilotus officinalis, Fabaceae) se z nich fermentacnim plisobenim baktérii
tvoti dikumarol, ktery ma silny antikoagulacni a hemoragicky tcinek, pouziva se 1 jako 1é¢ivo

na profylaxi a terapii tromboz.

1.2.1.DROGY S OBSAHEM KUMARINU

1.2.1.1. Asperulae herba - Marinkova nat’

Galium odoratum (syn. Asperula odorata), Rubiaceae
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Obsah: nesubstituovany kumarin, dal$§i kumariny umbelliferon a scopoletin, glykosid

asperulosid, hoi¢iny, tfisloviny.

umbelliferon scopoletin asperulosid

Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny vzorek: 1 g praskované drogy se na vodni lazni extrahuje 10 ml methanolu za
stalého protfepavani 30 minut. Extrakt se zfiltruje a odpafi a objem cca 1 ml.

Porovnavaci roztok: 1% methanolicky roztok bergaptenu.

Vyvijeci soustava: toluen : diethylether (1 : 1, V/V), nasycené 10% kyselinou octovou.
Detekcni zkoumadlo: 10% roztok KOH v ethanolu.

Na vrstvu se nanese po 10 ml obou roztokti a vyviji se po drdze 12 cm. Po vysuSeni se vrstva
postiikd detekénim zkoumadlem a pozoruje se pod UV pii 365 nm. Na chromatogramu
zkouSeného roztoku je tésné nad trovni skvrny bergaptenu v porovnavacim roztoku patrna
zlutozelena skvrna kumarinu, dale mohou byt patrné slabé skvrny umbelliferonu (Rr = 0,4) a

scopoletinu (Rf = 0,25).

1.2.1.2. Levistici radix - Libe¢kovy kofen (CL 97 a CL 2009)

Je to cely nebo fezany usuSeny oddenek a kofen druhu Levisticum officinalle, libecek
I1ékatsky, Apiaceae

Obsahov¢ latky: furanokumariny (bergapten, imperatorin), silice, flavonoidy, sliz, sacharidy.
Obsah (pocitano na vysusenou drogu):

- silice: nejméné 4,0 ml/kg (celd droga)

- silice: nejméné 3,0 ml/kg (fezand droga)

N

bergapten

1mperator1n

Zkousky totoznosti:
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Tenkovrstva chromatografie:

ZkousSeny vzorek: 1 g praSkované drogy se na vodni lazni extrahuje 5 ml methanolu, vaii se 30
s. Extrakt se ochladi a zfiltruje.

Porovnadvaci roztok: 1% methanolicky roztok bergaptenu, 5 mg kumarinu a 25 pl eugenolu se
rozpusti v 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: deska s vrstvou silikagelu Fas4 pro TLC.

Vyvijeci soustava: toluen : dichlormethan (1 : 1, V/V).

Nanaseni: 20 ul do prouzka

Vyvijeni: 2% po draze 10 cm.

Suseni: na vzduchu

Detekce: Pozoruje se v ultrafialovém svétle pfi 254 nm. Oznali se zhaSejici skvrny
odpovidajici eugenolu a kumarinu na chromatogramu porovnavaci roztoku. Pozoruje se
v ultrafialovém svétle pfi 365 nm. Na chromatogramu zkouSen¢ho roztoku neni v dolni
tietinémodie nebo zluté fluoreskujici skvrna.

Podle CL 97: mobilni faze toluen : diethylether 1 : 1 nasyceny 10% kyselinou octovou. Na
chromatogramu zkouSeného roztoku je patrnd modré skvrna bergaptenu a piipadné i zelena
skvrna imperatorinu se stejnym Ry a dale skvrna umbelliferonu (Rf = 0,4). Vyraznd modra

skvrna s Rr= 0,9 je 3-butylidenftalid.

Stanoveni obsahu:
Provede se stanoveni silic v rostlinnych drogach. 40 g upraskované drogy tésn€ pred
stanovenim se destiluje 4 h rychlosti 2-3 ml/minutu v 2000ml batnice s 500 ml vody a 10

kapkami parafinu tekutého; do délené trubice se pfida 0,50 ml xylenu.

1.2.1.3. Bergamottae etheroleum - Bergamotovi silice (CL 2009)

Je to silice ziskana lisovanim Cerstvého oplodi druhu Citrus aurantium L. subsp. bergamia
(RISSO. Et POIT.) ENGLER.

Obsahov¢ latky: silice (linalyl-acetat, geraniol, terpineol, linalool), kumariny (bergapten,
citropten)

Obsah: mejméné 30,0 % estertl, vyjadieno jako lynalyl-acetat

Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:
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ZkousSeny vzorek: roztok bergamotové silice = 1 g se rozpusti v ethanolu bezvodém a ziedi se
jim na 10 ml.

Porovnavaci roztok: 1% methanolicky roztok bergaptenu.

Vyvijeci soustava: toluen : diethylether (1 : 1, V/V), nasycené 10% kyselinou octovou.
Detekcni zkoumadlo: 10% roztok KOH v ethanolu.

Na vrstvu se nanese po 10 ml obou roztokil a vyviji se po draze 12 cm. Po vysuseni se vrstva
postiikd detekénim zkoumadlem a pozoruje se pod UV pii 365 nm. Na chromatogramu
zkouseného roztoku je patrnd modra skvrna bergaptenu. Déle je zde patrna skvrna citroptenu

a ptipadné i1 dalsi skvrny.
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1.3. THIOGLYKOSIDY

Thioglykosidy neboli glukosinolaty tvoii skupinu glukosidi, ve kterych se molekula glukosy
vaze na aglykon prostfednictvim siry. Vyskytuji se v rostlinnych c¢eledich brukvovité
(Brassicaceae), resedovit¢ (Resedaceae), kaparovité (Capparidaceae), a lichofeciSnicovité
(Tropeolaceae), Moringaceae, Phytolaccaceae aj. Jejich hydrolytické produkty -
Stiplavy zépach, pal¢ivou chut’ a nezddouci ucinky na zazivaci trakt, navic mohou vyvolat
projevy strumy.

Z hlediska struktury se odvozuji od obecného vzorce

S—Glu

R\

N—0—S0; R’

kde R znaci alifaticky nebo aromaticky radikal a R” je alkalicky kov nebo esterové vazany
fenolovy derivat. Biosyntéza thioglykosidi vychazi z aminokyselin.

Isothiokyanaty maji charakteristicky pal¢ivy zapach, jsou bud prchavé (napt. allyl-,
sekundarni butyl-, benzylisothiokyanat) nebo neprchavé (napt. p-hydroxybenzylisothiokyanat
ze Sinapis albae semen), které nevykazuji zdpach, ale chutnaji ostie. Maji u€inky antiseptické,
pusobi lokaln¢ drazdivé, ¢imZz zvySuji prokrveni tkani a urychluji tak regeneraci. Dale
podporuji traveni zvySenim sekrece ZaludeCnich §tav a aktivity amylazy, mohou zvySovat
krevni tlak; studuji se potencidlni ucinky protinddorové. Ne&které Stépné produkty
glukosinolati vSak vykazuji ucinky strumigenni (blokuji syntézu hormont S§titné Zlazy; pf.
latka goitrin) a hepatotoxické (zptisobuji krvacivost jater).

chemicky reakci uvolnéné silice s dusi¢nanem stfibrnym v amoniakdlnim prostiedi.
V nadbytku pfidany dusi¢nan stiibrny vylou¢i v amoniakalnim prostfedi ze silice sulfid
sttibrny. Nezreagovany dusi¢nan stfibrny se titruje thiokyanatanem amonnym (indikatorem je

roztok siranu zelezito-amonného).

1.3.1.1. Sinapis semen - Semeno ¢ernohorc¢ice

Brassica nigra, Brassicaceae

2%
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v Cerstvé droze), proteiny (18 %), sliz, stopy sinapinu

2%

HoC— S—Glu

\
N—0O—SO; K*

Sinigrin
Zkousky totoznosti:
1. 0,5 g praSkovaného semene se na misce rozetfe s 1 ml vody, po chvili je citit zapach
2. 1 g praskovaného semene se mirn¢ zahieje s 15 ml vody, odvar se vychlazeni vytiepe
s 10 ml diethyletheru, diethyletherova vrstva se prefiltruje a na porceldnové misce se
odpaii do sucha. K odparku se pfida ethanolovy amoniakdlni roztok dusi¢nanu

stiibrného, roztok po chvili ztmavne od vylouceného sulfidu sttibrného.

Zkousky na cistotu:
1. Vodny vyluh drogy (1 : 10) s patnécti kapkami Millonova zkoumadla nesmi z¢ervenat
(sinalbin).

2. Odvar drogy se nesmi ptidanim nékolika kapek roztoku jodu zbarvit modie (Skroby).

Vv v

nejméné 94 % allyisothiokyanatu. Je to bezbarvd aZz naZloutla ¢ird kapalina,
charakteristického pachu, siln¢ drazdici k slzeni. Je té€Zce rozpustna ve vodé€, snadno rozpustna

v lihu 96%. Je opticky inaktivni.

1.3.1.2. Sinapis albae semen - Semeno bilé hoicice

Sinapis alba, Brassicaceae

Obsahové latky: glukosinolat sinalbin (myrozinazou se S§t€épi na neprchavy p-
hydroxybenzylisothiokyanat, sinapinsulfat a glukozu; sinapinsulfat se miZe dale $tépit na

kyselinu sinapovou a cholin), olej, proteiny.
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HO R"=
[ I
CH
H3CO s
S—Glu 3 X N
O/\/ CHs
N—O0—S0; R" HO
HsCO
Sinalbin (R" sinapin)

Zkousky totoznosti:

1. Vodny vyluh drogy (1 : 10) se po piefiltrovani extrahuje petroletherem, ktery se
nechd samovolné odpafit, odparek se barvi Millonovym zkoumadlem po mirném
zahfati Cerven¢ (sinalbin).

2. Rez drogou nebo prasek se barvi konc. kyselinou dusi¢nou Zlutoéerveng (sinalbin).

3. Rez drogou nebo prasek se barvi 13% KOH cervenooranzove, po mirném zahiati

cervenohnéd¢ (sinalbin).
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1.4. KYANOGENNI GLYKOSIDY

Kyanogenni slouceniny v rostlinach jsou glykosidy 2-hydroxynitrilti, jejichz hydroxylova
skupina je glykosidicky vadzdna na monosacharid. Jsou velmi nestabilni, rozkladaji se na
aldehyd nebo keton a kyanovodik pisobenim B-glykosidas a hydroxynitril-lyas pii fyzikalnim
poskozeni pletiv nebo houbové infekci, kdy dojde ke kontaktu vakuolarnich glykosida s
cytoplazmatickymi enzymy.

R] O-B-GIC H,0 R] OH Rl
>< — > + Glg —> %0 + HCN
R “cN R CN R,

Prekurzory kyanogennich sloucenin jsou aminokyseliny fenylalanin, tyrozin, leucin, isoleucin
a valin. Dulezitymi reakcemi jejich biogeneze je dekarboxylace a N-hydroxylace. K
nejrozsitenéjSim glykosidiim patii amygdalin, prunasin a sambunigrin pfitomné v celedich
Rosaceae, Fabaceae, Poaceae, Araceae, Euphorbiaceae a Passifloraceae.

Identifikace kyanogennich glykosidi se provadi pomoci prouzku filtra¢niho papiru
impregnovaného reagen¢nim zkoumadlem davajicim barevnou reakci s hydrokyanovou
kyselinou.

Kvantitativni stanoveni kyanogennich glykosidl se provadi titracn€. Drogu suspendovanou v
okyselené vod¢ destiluyjeme s vodni parou, destilat obsahujici kyselinu hydrokyanovou
titrujeme dusi¢nanem stiibrnym. Velmi ¢asto se pro stanoveni pouzivd plynova

chromatografie.

1.4.1.1. Laurocerasi folium - Bobkovisiovy list
Prunus laurocerasus, Rosaceae
Obsahove latky: 1,2-1,8% kyanogennich glykosidl (prunasin, syn. (-)-(R)-mandelonitril-B-D-

glukosid)
CN

©)\O-Glc

prunasin

Zkousky totoZnosti:

Rozdrcenou drogu dadme do zkumavky, zvlh¢ime vodou a do usti zkumavky vloZime prouzek
filtracniho papiru impregnovaného pikratem sodnym. Pozorujeme piechod Zlutého zabarveni

v temné Cervené (isopurpurat sodny).
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