Farmakognosie II, Cviceni 3 — Fenolové glykosidy

1. Fenolové glykosidy

Fenolové glykosidy jsou piirodni latky, jejichz molekula je slozena z cukerné slozky,
glykosidicky navazané na necukernou ¢ast — aglykon (genin), zastoupeny derivaty fenolll a

jejich homologt. Podle charakteru fenolu je mozné rozd¢lit je do dvou skupin:

1. glykosidy odvozené od jednomocnych fenolt (napf. salicin, populin), které kromé
fenolové skupiny obsahuji i skupinu alkoholovou; po hydrolyze a oxidaci poskytuji

kyselinu salicylovou a glukosu.

HO
0 0
OH OH n .
ydrolyza HO
OR —— + Glc
OH OH

salicin saligenin

2. glykosidy odvozené od dvojmocnych fenolii (arbutin) hydrolyzujici na hydrochinon a

glukosu.
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Fenolové glykosidy se biogeneticky odvozuji z metabolismu kyseliny Sikimové. Kyselina
salicylovd vznikd z kyseliny isochorismové. Hydrochinon je produktem oxidativni

dekarboxylace kyseliny p-hydroxybenzoové.

1.1.Kvalitativni diikaz fenolovych glykosidii

Kvalitativni dikaz fenolovych glykosidi je zalozen na oxidoreduk¢nich vlastnostech
aglykont, které se uvoliiuji hydrolyzou kyselinami. Mezi zkoumadla nejcastéji pouzivana pro
dikkaz fenolli patii chlorid Zelezity, molybdenany, vanilin v prostfedi kyseliny
chlorovodikové, 4-diazobenzensulfonat v uhli¢itanu sodném, 4-nitrofenyldiazonium
tetrafluoroborat v octanu sodném (vznikaji barevné azobenzeny nebo styrylazobenzeny) a 2,6-
dichlorchinon-4-chlorimin ~ (vznikd  indofenoldt). = Reakce  dvojsytnych  fenoll

s p-diazosulfanilovou kyselinou v zasaditém prostiedi, kdy vznikd kopulaci cervené
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azobarvivo, se vyuziva pii detekci chromatogramti. Nov¢j$i metody pak vyuzivaji plynovou

chromatografii nebo HPLC.

1.2.Kvantitativni stanoveni fenolovych glykosidi

Kvantitativni stanoveni fenolovych glykosidii v drogéach 1ze provadét bud’ titracné s jodem
nebo kolorimetricky (reakce arbutinu s p-diazosulfanilovou kyselinou nebo Emersova reakce
— derivaty hydrochinonu za piitomnosti oxidacniho zkoumadla reaguji s 4-aminofenazonem

za vzniku Cervené zbarveného produktu).

OH
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1.3.DROGY S OBSAHEM FENOLOVYCH GLYKOSIDU

1.3.1. Salicis cortex — Vrbova kiira (CL 2009)

Je to celd ususena ktira mladych vétvi nebo jeji tlomky, nebo celé ususené kousky letorosti
riznych druhid rodu Salix, véetné druhti S. purpurea L., vrba nachova, S. daphnoides WILL.,
v. Iykovcové a S. fragilis L., v. kiehka, Salicaceae.

Droga musi obsahovat nejméné 1,5 % celkovych salicylovych derivati, vyjadieno jako
salicin, pocitano na vysuSenou drogu. Mezi fenolové glykosidy patii salicin, salikortin,

fragilin a populin. Déle jsou pfitomné tfisloviny, organické kyseliny a flavonoidy.

Zkousky totoznosti:

1. Praskovana droga se povlh¢i koncentrovanou kyselinou sirovou. Vznika cervené zbarveni
(salicin).

2. K 0,5 g praSkované drogy se ptidd 10 ml vody, povaii se a odvar se po vychladnuti
zfiltruje. K filtratu se pfidd 1 kapka roztoku chloridu zelezitého (13 g/l), vznika

hnédozelena srazenina (tfisloviny).

3. Tenkovrstva chromatografie
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Zkouseny roztok (a): 1,0 g praskované drogy se smichd s 10 ml methanolu a zahtiva se 10
minut ve vodni l4zni pti asi 50 °C za Castého protiepavani. Po ochlazeni se zfiltruje.

Zkouseny roztok (b): K 5,0 ml zkouseného roztoku (a) se pfida 1,0 ml roztoku uhli¢itanu
sodného bezvodého (50 g/1) a zahiiva se 10 minut ve vodni lazni pii asi 60 °C. Je-li tfeba, po
ochlazeni se zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 2 mg salicinu a 2 mg kyseliny chlorogenové se rozpusti v 1,0 ml
methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

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

Nandaseni: 10 pl zkouSenych roztokd a porovnavaciho roztoku do prouzk.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: V proudu teplého vzduchu.

Detekce: Postiika se smési objemovych dila kyseliny sirové 95,0-97,0% a methanolu (5 : 95),
zahtiva se 5 minut pii 100-105 °C a pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stiedni ¢asti Cervenofialova
skvrna salicinu a ve spodni ¢asti hnéda skvrna kyseliny chlorogenové. U obou zkouSenych
roztoki je patrné cervenofialova skvrna odpovidajici polohou salicinu porovnavaciho roztoku.

U zkouSeného roztoku (a) jsou nad salicinem ptitomné dalsi cervenofialové skvrny.

1.3.2. Salicis corticis extractum siccum — Extrakt z vrbové kiry suchy (CL 2009)
Je to suchy extrakt ptipraveny z drogy Salicis cortex. Hnédy amorfni prasek. Musi obsahovat
nejméné 5 % celkovych salicylovych derivatl, vyjadieno jako salicin, pocitdno na suchy
extrakt. Vyrdbi se vhodnym postupem zrostlinné drogy za pouziti vody nebo vodné-
ethanolového rozpoustédla o koncentraci odpovidajici nejvyse 80 % (V/V) ethanolu.
Zkouska totoznosti:
Diikaz salicinu tenkovrstvou chromatografii na silikagelu.
Stanoveni obsahu:

Metodou kapalinové chromatografie a spektrofotometrickym detektorem pii 270 nm.

1.3.3. Uvae ursi folium — Medvédicovy list (CL 2009)
Je to cely nebo fezany usuSeny list druhu Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng., medvédice
1ékatska, Ericaceae (diive Vacciniaceae), podceled’ Vaccinioideae.

Musi obsahovat nejméné 7 % bezvodého arbutinu, pocitdno na vysusenou drogu.
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Obsahov¢ latky: arbutin, methylarbutin, tfisloviny, flavonoidy, triterpeny.

1.3.4. Mpyrtilli folium — Borivkovy list
Je to cely nebo fezany ususeny list druhu Vaccinium myrtillus L., borGvka Cernd, Ericaceae
(dfive Vacciniaceae), podceled’ Vaccinioideae. Obsahuje arbutin, methylarbutin, tfisloviny a

flavonoidy.

1.3.5. Vitis idaeae folium — Brusinkovy list
Rhodococcus (Vaccinium) vitis-idaea (L.) Avronin, syn. Rhodococcus vitis-idaea, brusinka
obecna, Ericaceae (dfive Vacciniaceae), podceled’ Vaccinioideae. Obsahuje arbutin, volny

hydrochinon, tfisloviny, flavonoidy.
1.4.Zkousky totoznosti pro vyse uvedené tri drogy

1. 0,5 g praskovanych listii se povaii s 5 ml vody a odvar se po vychladnuti zfiltruje. K 1 ml
filtratu se na porcelanové misce piidaji 4 ml roztoku amoniaku a 1 ml
10% roztoku kyseliny fosfomolybdenové. Vznikd tmavé modra sraZzenina (arbutin).
2. 0,5 g drogy se povaii s 5 ml vody a odvar se po vychladnuti zfiltruje. K filtratu se ptida 1
kapka 10% roztoku chloridu Zelezitého — vznikd tmavé modra srazenina (tfisloviny).
3. Ulomek listu se vlozi do roztoku vanilinu v koncentrované kyseliné chlorovodikové,
zbarvi se intenzivné ¢ervené (Vaccinium myrtillus je t€émét bezbarvy).
4. Préaskovand droga se povlh¢i koncentrovanou HCI a podrobi se mikrosublimaci. Pii
teploté 120-130 °C vysublimuje hydrochinon.
a. Poképne-li se sublimdt amoniakalnim roztokem AgNOs, z¢ernd vyredukovanym
stiibrem (dikaz hydrochinonu).
b. Sublimét rozpustime v 1 ml horké vody a ptikapneme roztok chloridu zelezitého;

vznikd modrozelené zbarveni, které prechdzi v hnédozluté (dtikaz hydrochinonu).

O
O
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5. Tenkovrstva chromatografie na silikagelu — ditkaz hydrochinonu

Zkouseny roztok: 0,1 g praSkované drogy se pokapne koncentrovanou HCI a pti 160 °C se
sublimuje po dobu 15 minut. Vysublimovany hydrochinon se rozpusti v malém mnozstvi
methanolu.

Porovnavaci roztok: hydrochinon (1 mg/10 ml methanolu)

Vyvijeci smés: chloroform : methanol (8 : 2)

Detekcni zkoumadlo I: kyselina fosfomolybdenova

Detekcni zkoumadlo 1I: 20% roztok uhli¢itanu sodného

Na silikagel naneseme 8-10 pul zkouseného a porovnavaciho roztoku a vyvijime po draze 10-
12 cm od startu. Chromatogram vyjmeme, nechame vysusit pfi pokojové teploté, poté se
postiikd detekénim zkoumadlem I a po tfech minutidch detekénim zkoumadlem II. V mistech,

kde se nachazi hydrochinon, se objevi modré skvrny.

6. Tenkovrstva chromatografie na silikagelu — dikaz arbutinu

Zkouseny roztok: 0,1 g praSkované drogy se 10 minut vaii s 5 ml vody a 5 ml methanolu pod
zpétnym chladi¢em na vodni ldzni. Smés se jesté za horka zfiltruje, k filtratu se po ochlazeni
prida 0,2 ml roztoku octanu olovnatého a opét se zfiltruje.

Porovnavaci roztok: arbutinu (2 mg/10 ml methanolu)

Vyvijeci smés: ethyl-acetat : methanol : voda = (100 : 17 : 13)

Detekcni zkoumadlo I:. diazotovana kyselina sulfanilova

Detekcni zkoumadlo II: ethanolovy roztok KOH

Na silikagel naneseme 10 pl zkouSeného a porovnavaciho roztoku a vyvijime po draze 10-12
cm od startu. Chromatogram vyjmeme, nechame vysusit pii pokojové teploté, poté se postiika
detekénim zkoumadlem I a po péti minutach detekénim zkoumadlem II. V mistech, kde se

nachazi arbutin se objevi Cervené skvrny.

1.5.Stanoveni obsahu fenolovych glykosidi

1. Jodometricky (CsL 4)
Asi 0,5 g praskované drogy se piesné odvazi a vaii se 1 hodinu s 60 ml vody a vyvafend voda
se doplni. Vyluh se nech4 vychladnout a odsavanim se zfiltruje. Zbytek na filtru se promyje

malym mnozZstvim vody a ta se piida k filtratu. Filtrat se pfenese kvantitativné do odmérné
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banky na 100 ml, pfida se 10 ml 3% roztoku octanu olovnatého, protiepe se a doplni vodou po
znacku. Tekutina se zahfivd nékolik minut na vodni lazni, a kdyz se srazenina sbalila,
odsavanim se zfiltruje. K ¢irému filtratu se ptida 0,6 ml koncentrované kyseliny sirové a
postavi se na 1 hodinu do susarny vyhtaté na 100 °C. Pak se zfiltruje, k filtratu se piida 0,1 g
praSkovaného zinku a protfepdva se 15 minut. Zneutralizuje se na lakmus
hydrogenuhli¢itanem sodnym, které¢ho se prida jesté nadbytek 2 g a opét se zfiltruje. K 50 ml
filtratu (polovina navazené drogy) se pfidaji 3 ml Skrobového roztoku, tekutina se ziedi vodou
asi na 250 ml a opatrné¢ titruje po kapkach z mikrobyrety 0,05 M roztokem jodu az do
modrého zbarveni, které se udrzi ptesné 1 minutu.

1 ml 0,05 M roztoku jodu udava 0,01361 g arbutinu a volného hydrochinonu, pocitano jako

arbutin. Vypocitejte obsah arbutinu v droze v procentech.

2. Kapalinova chromatografie
Zkouseny roztok: 0,800 g praskované drogy se ve 100ml banice se zabrouSenym hrdlem
smicha s 20 ml vody a smés se zahtiva 30 minut na vodni lazni pod zpétnym chladicem. Po
ochlazeni se zfiltruje pies vatu. Vata se zbytkem drogy se vlozi zpét do 100ml banky, ptida se
20 ml vody a zahtiva se 30 minut na vodni ldzni pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se
zfiltruje pies papirovy filtr. Spojené filtraty se zfedi vodou na 50,0 ml. Roztok se zfiltruje pies
papirovy filtr. Prvnich 10 ml filtratu se odstrani.
Porovnavaci roztok (a): 50,0 mg arbutinu se rozpusti v mobilni f4zi a zfedi se ji na 50,0 ml.
Porovnavaci roztok (b): 2,5 mg hydrochinonu se rozpusti v mobilni fazi a zfedi se ji na 10,0
ml. K 5,0 ml tohoto roztoku se ptida 2,5 ml porovnavaciho roztoku (a) a ziedi se mobilni fazi
na 10,0 ml.
Kolona: délka 0,25 m, vnitini primér 4 mm; stacionarni faze silikagel oktadecylsilanizovany
(C18) deaktivovany pro chromatografii bazickych latek (5 um).
Mobilni faze: methanol : voda (10 : 90).
Prutokova rychlost: 1,2 ml/minutu.
Detekce: Spektrofotometricky detektor, 280 nm.
Nastrik: 20 pl
Obsah arbutinu v procentech se vypocita podle vzorce:

F xm, xp

F, xm,

v némzZ znaci:

F1 — plochu piku odpovidajiciho arbutinu na chromatogramu zkouseného roztoku;
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F> —plochu piku odpovidajiciho arbutinu na chromatogramu porovnavaciho roztoku;
m; — hmotnost zkousené drogy pouzité pro piipravu zkouseného roztoku v gramech,;
my — hmotnost arbutinu pouzitého pro pfipravu porovnavaciho roztoku v gramech;

p — obsah arbutinu v procentech ve standardu arbutinu (100).
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