Farmakognosie II, Cviceni 5 - anthrachinonové glykosidy

1.1.ANTHRACHINONOVE GLYKOSIDY

Anthrachinonové glykosidy jsou skupinou piirodnich latek, jejichz aglykon je odvozeny od
anthrachinonu, jeho redukovanych forem, nebo od dianthronu. Zakladni skelet anthrachinonu
je substituovan dvéma i vice hydroxylovymi skupinami, které jsou rozmistény tak, aby aspoil
jedna z nich byla v poloze a (polohy 1, 4, 5, 8).

V poloze 3 byva Casto dalsi substituent — methylova nebo karboxylova skupina. Typickymi
zastupci aglykonu jsou napf. chrysofanol, rhein, emodin (frangula-emodin) a aloe-emodin,
z dianthronii napt. sennidiny a rheidiny. Kromé volnych a glykosidicky véazanych
anthrachinoni se v rostlindch nachézi také redukované derivaty — oxanthrony, anthrony,
anthranoly. Mezi vSemi skupinami aglykonl existuji oxidoredukéni vztahy. Derivaty
anthrachinonu se vyskytuji volné nebo glykosidicky vazané. Cukernou slozkou je obvykle
glukosa a/nebo rhamnosa.

Derivaty anthrachinonu vznikaji cyklizaci polyketoslouc¢enin, méné Casto z kyseliny Sikimové
a aktivniho isoprenu. Vzhledem k biosyntetické navaznosti jsou k jejich skupiné pfifazeny
také naftodianthrony, reprezentované skupinou hypericinli. U jednod€loZznych rostlin se
derivaty anthrachnont tvofi v Celedi Liliaceae ve formé O- a C-glykosidi. U dvoudé€loznych
rostlin jsou na anthrachinony bohaté ¢eledi Polygonaceae, Rhamnaceae, Rubiaceae, Ericaceae
a Fabaceae. Né¢které derivaty se vyskytuji v urcitych houbéch a liSejnicich a k jejich kumulaci
dochazi také u celé fady mikroorganismi. Drogy s obsahem anthrachinonovych glykosidi se

pfevazné pouzivaji jako laxativa.

OH O OH
| 1 OH O OH OH o OH
6 an 3 “O
R2 R1 CH,OH
o CO,H  p-D-Glc” "H

CO,H aloiny Aa B
R1= CH,, R2 = H; chrysofanol
R1 = CH,OH, R2 = H; aloe-emodin p-D-Gle—0O (0] OH
oo BT O
R1 = CH,, R2 = OH; emodin sennidiny A a B con
O

rhein-8-glukosid

Oxidoreduk¢éni vztahy anthrachinond:
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1.1.1. KVALITATIVNI DUKAZ ANTHRAGLYKOSIDU

Dikaz anthraglykosidi v drogach vyzaduje rozstépeni glykosidické vazby nejcastéji
kyselinou chlorovodikovou. Aglykony jsou nerozpustné ve vodé, dobie rozpustné v alkoholu,
diethyletheru, chloroformu a benzenu za tvorby zluté zbarvenych roztokt. Anthrony jako ¢isté
substance jsou nerozpustné v alkaliich, jejich izomery anthranoly dévaji s alkaliemi silné

zelené fluoreskujici roztoky.

Anthrachinonové derivaty maji dvé nebo vice hydroxylovych skupin vazanych na uhlik
aromatickych jader. Vuci silnym bazim se chovaji jako kyseliny a mohou odstépit vodik
hydroxylové skupiny. Vznikly fenolatovy iont je vyrazné stabilizovany, protoze jeho naboj je

delokalizovan po aromatickém jadie.
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Hrani¢ni tautomerni formy fenolatového iontu

Pti reakci s alkalickymi hydroxidy je vodik nahrazen kovem a vzniklé soli, fenolaty, jsou

rozpustné ve vode za tvorby intenzivné cervenych roztoki.
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Na tomto principu je zalozena Borntragerova reakce slouzici k diikazu anthrachinonti. Tuto
reakci davaji pouze volné, oxidované derivaty. Nereaguji anthrony, anthranoly, dianthrony a
jejich glykosidy. Pokud chceme touto reakci zachytit 1 tyto derivaty, musime je pfedem
podrobit hydrolyze, popt. oxidaci.

C-glykosidy jsou siln¢ rezistentni ke klasické hydrolyze, ale mohou byt podrobeny oxidativni
hydrolyze chloridem zelezitym. Pii dikazu se postupuje tak, ze se v droze ptitomné
anthraglykosidy nékolik minut hydrolyzuji za tepla roztokem mineralni kyseliny nebo
hydroxidu. Anthracenové derivaty, které jsou v droze ptevazné ve formé glykosidi, se uvolni
a derivaty anthronu a anthranolu se oxiduji na anthrachinony. Aglykony jsou za tvorby fenolil
rozpustné v alkalickém vodném roztoku, ze kterého se vytésni roztokem chlorovodiku a
vytiepou do organického rozpoustédla. Tento roztok se dale vytfepava s alkalickym

hydroxidem, vodna vrstva se pak vlivem tvorby fenolétii barvi visiiove Cervené.

Borntragerovu reakci 1ze vyuzit i k mikrochemickému diikazu anthraglykosidi v rostlinném
pletivu. Rezy se vystavi ucinku par amoniaku nebo se pokapnou roztokem zifedéného
hydroxidu. Vzniklé zabarveni neni nékdy cisté Cervené, ale Cervenohnédé, coZ zpisobuji

soucasné pritomné tiisloviny.

K diikazu anthraglykosidl 1ze pouzit i mikrosublimaci. Mikrosublimaci z praskované drogy
vznikaji Zluté krystalky nebo kapicky anthrachinonovych derivatd, které se barvi roztokem
hydroxidu cervené. Glykosidy, nachéazejici se v drogéch, se za vySSich teplot Caste¢né
roz$tépi, a soucasné se anthrony i anthranoly oxiduji na derivaty anthrachinonu. Tyto se

dokazuji v sublimatu jiz uvedenou Borntrdgerovou reakci.

Hydroxylové skupiny 1,8-dihydroxyanthrachinont aktivuji aromatické jadro, které snadno
podléhd elektrofilni substituci. Proto je také mizeme dokazat pomoci Cerstvé pifipravené

bromové vody, se kterou tvoii podobné jako fenoly tribromfenolaty.

Velmi Casto se pouziva chromatograficky dikaz anthraglykosidi, pii kterém se na TLC
nanasi ethanolovy nebo methanolovy vyluh drogy. Detekce chromatogramu je zalozena opét

na principu Borntragerovy reakce.
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1.1.2. KVANTITATIVNI STANOVENI ANTHRAGLYKOSIDU

Krom¢ dnes jiz malo pouzivanych gravimetrickych a volumetrickych metod muzeme
anthrachinony stanovit zejména kolorimetricky. Lékopis uvadi kolorimetrické stanoveni
volnych a vazanych anthrachinoni zalozené na dokonalé hydrolyze glykosidl, izolaci
aglykonti diethyletherem a nésledném rozpusténi odparku v octanu hofecnatém. Vzniklé
zabarveni ma Fabsorbéni maximum pii 515 nm. Drogy s obsahem vétSiho mnozstvi C-
glykosidii musime podrobit oxidacni hydrolyze chloridem zelezitym. Protoze zZelezité ionty by
rusily kolorimetrické stanoveni, je potieba je odstranit z diethyletherovych extrakta

vytfepanim vodou.

I kolorimetrické stanoveni ma své nedostatky. Do extraktu mohou ptechazet vedlejsi latky,
které zbarvuji roztoky anthrachinont intenzivnéji, nez odpovida jejich obsahu. Tvorba emulzi

je rovnéz na zévadu méfeni.

1.1.3.DROGY S OBSAHEM ANTHRACHINONU

1.1.3.1. Aloe barbadensis — Aloe barbadoska (CL 2009)

Je to zahu$téna a wusuSena Stava zlistt Aloe barbadensis Mill.,, aloe barbadoska,
Xanthorrhoeaceae (diive Aloaceae).

Obsahuje nejméné 28,0 % hydroxyanthracenovych derivati, vyjadieno jako aloin (barbaloin),

pocitano na vysusenou drogu.

1.1.3.2. Aloe capensis — Aloe kapska (CL 2009)

Je to zahusSténa a ususend stava listd nékterych druhd Aloe, zvlasté Aloe ferox Mill., aloe
kapskd, Xanthorrhoeaceae (diive Aloaceae), a jejich kiizenct.

Obsahuje nejméné 18,0 % hydroxyanthracenovych derivati, vyjadreno jako aloin, po€itdno na

vysuSenou drogu.
Spolecné vlastnosti:

Tmavohnédd hmota nazelenalého lesku, lesklého lasturovitého lomu nebo zelenohnédy
prasek. Hlavni obsahové latky: anthraglykosidy odvozené od aloe-emodinu a aloe-

emodinanthronu. Spolu s O-glykosidy se vyskytuji také C-glykosidy.
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Zkousky totoznosti:

1. 1 g praskované drogy se protiepava se 100 ml vrouci vody. Po ochlazeni se pfida 1 g
mastku a zfiltruje se. K 10 ml filtratu se ptfida 0,25 g tetraboritanu sodného a zahtiva se do
rozpusténi. 2 ml tohoto roztoku se smichaji s 20 ml vody. Roztok fluoreskuje Zlutozelené.
Fluorescence je zvIast vyrazna v ultrafialovém svétle pti 365 nm.

2. 5 ml roztoku ze zkousky 1) se smichd s 1 ml Cerstvé ptfipravené bromové vody; vznikne
hnédozluta srazenina, supernatantni tekutina je zbarvena fialové (u Aloe capensis neni).

3. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,25 g praSkované drogy se smicha s 20 ml methanolu a zahteje se na vodni

lazni k varu. Protfepavéa se n€kolik minut a po usazeni se tekutina slije. Uchovava se pfi

teploté asi 4 °C, pouzije se do 24 h.

Porovnadvaci roztok: 25 mg aloinu se rozpusti v methanolu a zfedi se jim na 10 ml.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dilii vody, methanolu a ethyl-acetatu (13 : 17 : 100).

Nandaseni: 10 pl zkouSeného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se roztokem hydroxidu draselného (100 g/l) v methanolu a pozoruje se

v ultrafialovém svétle pti 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu zkouSeného roztoku je ve stiedni Casti zluté fluoreskujici

skvrna (aloin), odpovidajici svoji polohou hlavni skvrné na chromatogramu porovnavaciho

roztoku a v dolni ¢asti je svétle modte fluoreskujici skvrna (aloesin).

Stanoveni obsahu:

Spektrofotometricky na aloin.
Ob¢ vyse uvedené drogy slouzi pro piipravu Aloes extractum siccum normatum — Aloovy
extrakt suchy standardizovany (CL 2009). Obsahuje 19-21 % hydroxyanthracenovych

derivatl, vyjadieno jako aloin, po¢itdno na vysuseny, je-li tteba upraveny, extrakt.

5z14



Farmakognosie II, Cviceni 5 - anthrachinonové glykosidy

1.1.3.3. Frangulae cortex — KruSinova kira (CL 2009)

Je to usuSena kira nebo jeji tlomky z kment a vétvi druhu Rhamnus frangula L. (Frangula
alnus Mill.), krusina olSova, Rhamnaceae.

Obsah: Nejméné 7,0 % glukofrangulinli, vyjadfeno jako glukofrangulin A, pocitdno na

vysuSenou drogu.
Glc o

O OH
0 CH,
Rha 0

glukofrangulin A

Zkousky totoznosti:

1. Asi 50 mg praskované drogy se smichéd s 25 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné a smés
se zahtiva 15 minut na vodni 1azni. Po ochlazeni se protiepe s 20 ml diethyletheru a vodna
vrstva se odstrani. Diethyletherova vrstva se protfepe 10 ml zfedéného amoniaku; vodna
vrstva se zbarvi ¢ervenofialove.

2. Vnitini strana kiiry se pokapne 1 kapkou zfedéného roztoku hydroxidu sodného, barvi se
tmavocerven¢ (anthrachinony).

3. PraSkovana droga dava mikrosublimaci pii 150—-160 °C zluty sublimat, ktery se zvlh¢enim
1 kapkou zfedéného roztoku hydroxidu draselného barvi Cervené.

4. Jiny mikrosublimat se provlhéi 10% roztokem chloridu Zelezitého v 96% lihu. Vznika
zelené zabarveni (tfisloviny).

5. Tenkovrstva chromatografie:

ZkouSeny roztok: K 0,5 g praskované drogy se pfidd 5 ml ethanolu a zahteje se k varu.

Ochladi se a odstfedi. Supernatantni tekutina se ihned slije a pouzije se do 30 minut.

Porovnavaci roztok: 20 mg aloinu se rozpusti v methanolu 70% a ztfedi se jim na 10 ml,

roztok frangula-emodinu (1,0 mg/ml v lihu 95%).

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili vody, methanolu a ethyl-acetatu (13 : 17 : 100).

Nanaseni: 10 pl zkouSeného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku do prouzki.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu 5 minut.

Detekce: Posttika se roztokem hydroxidu draselného (50 g/l) v ethanolu 50% a susi se 15

minut pii 100 °C. Pozoruje se v ultrafialovém svétle pti 365 nm.
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Hodnoceni: Zkouska na Cistotu navazuje na predeslou tenkovrstvou chromatografii a tyka se
jinych druht rodu Rhamnus. Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stfedni Casti
hnédozlutd skvrna odpovidajici aloinu a v horni ¢éasti chromatogramu skvrna frangula-
emodinu. Na chromatogramu zkouseného roztoku neni zadna skvrna fluoreskujici intenzivné
zluté nebo skvrna fluoreskujici oranzové az nacervenale odpovidajici polohou skvrné aloinu
na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Pfitomnost popsanych skvrn signalizuje
pfitomnost jinych nez lékopisnych druhii r. Rhamnus.

Na chromatogramu zkouseného roztoku jsou v dolni tfetiné dvé oranzovohnédé skvrny
(glukofranguliny) a v horni tietiné dv¢ az Ctyti Cervené skvrny (franguliny, které nejsou vzdy

zietelné oddé€lené, a nad nimi frangula-emodin).

Stanoveni obsahu:

Spektrofotometricky na glukofrangulin A.

Droga se pouziva k ptipravé Frangulae corticis extractum siccum normatum — Extrakt
z kiiry krusiny suchy standardizovany (CL 2009). Obsahuje 15-30 % glukofrangulind,
vyjadieno jako glukofrangulin A.

1.1.3.4. Rhamni purshianae cortex — Kiira FeSetliku Purshova (CL 2009)

Je to usuSend kira, nebo jeji ulomky druhu Rhamnus purshianus DC. (Frangula purshiana
DC. A. Gray), feSetlak Purshitv, Rhamnaceae.

Obsah: Nejméné 8,0 % hydroxyanthracenovych glykosidl, z toho nejméne 60 % kaskarosida,

oboji vyjadieno jako kaskarosid A, poc€itano na suchou drogu.
Glec

O O OH
CLI o
c
Gle 2
kaskarosid A
Zkousky totoznosti:

1. 0,2 g praSkované drogy se 15 minut zahiiva s 50 ml vody na vodni 14zni. Po ochlazeni se
zfiltruje. K 10 ml filtratu se ptida 20 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové II a zahiiva se

15 minut na vodni lazni. Nechd se ochladit, pfevede se do délici nalevky a protiepe se

ttikrat 20 ml diethyletheru. Vodna vrstva se uchova (roztok A). Tti diethyletherové vrstvy
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se spoji a protiepavaji se 10 ml amoniaku ziedéného; vodnd vrstva se zbarvi
cervenofialove.

2. Roztok A z piedchozi zkousky se v malé bance smicha s 5 g chloridu Zelezitého a zahtiva
se 30 minut na vodni 1azni. Po ochlazeni se ptevede do d€lici nalevky a protiepe se 15 ml
diethyletheru. Diethyletherova vrstva se promyje 10 ml vody. Vodna vrstva se odstrani a
diethyletherova vrstva se protiepe 5 ml amoniaku zfedéného; vodna vrstva se zbarvi
cervené.

3. Praskovana droga davd mikrosublimaci asi piti 150-160 °C zluty sublimat, ktery se
zvlhéenim 1 kapkou =zfedéného roztoku hydroxidu draselného barvi cervené
(anthrachinony).

4. Vnitini strana klry se pokapne 1 kapkou zifedéného roztoku hydroxidu sodného, barvi se

viSniove Cervené (anthrachinony).

Droga se pouziva k pfipravé Rhamni Purshianae extractum siccum normatum — Extrakt
z FeSetlaku Purshova suchy standardizovany (CL 2009).
Jmenovity obsah hydroxyanthracenovych glykosidl je v rozmezi 8,0 % az 25,0 %, pocitano

na vysuseny extrakt.

1.1.3.5. Rhei radix — Reveiiovy ko¥en (CL 2009)

Jsou to ususené celé nebo fezané koteny a oddenky druhu Rheum palmatum L., reveni dlanita,
Rheum officinale Baill., reven 1€katska, Polygonaceae, kiizencii obou druhti nebo jejich smés.
Kofeny a oddenky jsou vétsinou roziezané, zbavené stonku a zevni vrstvy kiry s postrannimi
kotinky.

Obsah: Nejméné 2,2 % hydroxyanthracenovych derivatl, vyjadieno jako rhein, pocitino na

vysuSenou drogu.
OH O OH

O o
O (0]
rhein

Zkousky totoZnosti:
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1. Asi 50 mg praskované drogy se smichd s 25 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné
a zahtiva se 15 minut na vodni 1azni. Po ochlazeni se protfepe 20 ml diethyletheru a vodna
vrstva se odstrani. Diethyletherova vrstva se protfepe 10 ml amoniaku zfedéného. Vodna
vrstva se zbarvi Cervené az fialove.

2. Mikrosublimaci pfi 140-160 °C vznika sublimat sestavajici ze zlutych kapicek nebo
jehlickovitych krystalkl,, jez se v kapce zifedéného roztoku hydroxidu draselného
rozpoustéji Cerveng.

3. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 50 mg praskované drogy se smicha s 1 ml kyseliny chlorovodikové, 30 ml

vody a zahiiva se 15 minut ve vodni lazni. Po ochlazeni se protiepe s 25 ml diethyletheru.

diethyletherova vrstva se vysusi siranem sodnym bezvodym a zfiltruje se. Filtrat se odpati do
sucha, zbytek se rozpusti v 0,5 ml diethyletheru.

Porovnadvaci roztok: 5 mg emodinu se rozpusti v 5 ml diethyletheru.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild kyseliny mravencéi bezvodé, ethyl-acetatu a petroletheru

(1:25:75).

Nandseni: 20 pl zkouSeného roztoku a 20 pl porovnavaciho roztoku do prouzk.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

SuSeni: Na vzduchu.

Detekce: Vrstva se pozoruje v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stiedni Céasti oranzové

fluoreskujici skvrna (emodin). Na chromatogramu zkouseného roztoku je skvrna odpovidajici

skvrné emodinu; nad skvrnou emodinu jsou dvé stejné fluoreskujici skvrny (fyscion a

chrysofanol v pofadi vzestupné hodnoty Rr); pod skvrnou emodinu jsou také dvé stejné

fluoreskujici skvrny (rhein a aloe-emodin v potradi sestupné hodnoty Rr). Vrstva se postiika
roztokem hydroxidu draselné¢ho (100 g/l) v methanolu. VSechny skvrny se zbarvi ¢ervené az

fialove.

Zkousky na Cistotu (Rheum rhaponticum auct, revenl bulharskd) tenkovrstvou chromatografii:
ZkouSeny roztok: 0,2 g praSkované drogy se smicha s 2 ml methanolu a vafi se 5 minut pod
zpeétnym chladicem. Necha se ochladit a zfiltruje se. Filtrat se pouzije jako zkousSeny roztok.
Porovnavaci roztok: 10 mg rhaponticinu se rozpusti v 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild methanolu a dichlormethanu (20 : 80).
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Nanaseni: 20 pl kazdého roztoku do prouzki.

Vyvijeni: Po draze 12 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Vrstva se postiika kyselinou fosfomolybdenovou.

Hodnoceni: Na chromatogramu zkouseného roztoku neni v blizkosti startu modra skvrna
(rhaponticin) v poloze odpovidajici polohou a zbarvenim skvrné na chromatogramu

porovnavaciho roztoku.

Stanoveni obsahu

Spektrofotometricky na rhein.

1.1.3.6. Sennae folium - Sennovy list (CL 2009)

Jsou to usuSené listky druhu Cassia senna L. (Cassia acutifolia Delile), kassie ostrolista,
Fabaceae (dfive Caesalpiniaceae), podc¢eledd’ Caesalpinioideae, znamého jako Alexandrijské
nebo Chartumské senna, nebo druhu Cassia angustifolia Vahl, kassie zkolista, znamého jako
Tinnevelly senna, nebo smés obou druht.

Obsah: Nejméné 2,5 % hydroxyanthracenovych glykosidi, vyjadfeno jako sennosid B,

pocitano na vysusenou drogu.
Glc\O

_0 (@] OH
sennosid B

Zkousky totoznosti:

1. Asi 25 mg praskované drogy se smichd v kuzelové batice s 50 ml vody a 2 ml kyseliny
chlorovodikové a zahiivd se 15 minut na vodni ldzni. Po ochlazeni se protfepe 40 ml
diethyletheru. Diethyletherovd vrstva se oddéli a vysusi se nad siranem sodnym
bezvodym. 5 ml tohoto roztoku se odpati do sucha. Odparek se po vychladnuti smicha s 5
ml amoniaku zfedéného; vznikd Zluté nebo oranzové zbarveni. Zahtivd se 2 minuty na
vodni lazni; vznika ¢ervenofialové zbarveni.

2. Mikrosublimaci pii 160—180 °C vznikly sublimat se po pfidani 1 kapky zfedéného roztoku
hydroxidu draselného barvi cervené.

3. Tenkovrstva chromatografie:

10z 14



Farmakognosie II, Cviceni 5 - anthrachinonové glykosidy

Zkouseny roztok: 0,5 g praSkované drogy se zahieje k varu s 5 ml smési stejnych objemovych
dila ethanolu 96% a vody. Smés se odstiedi a pouzije se supernatantni tekutina.

Porovnavaci roztok: 10 mg sennového extraktu se rozpusti v 1 ml smési stejnych objemovych
dilt ethanolu 96% a vody (roztok obsahuje maly sediment).

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny octové ledové, vody, ethyl-acetatu a propan-1-
olu (1:30:40 : 40).

Nanaseni: 10 pl do prouzkt (20 mm % 2 mm).

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se roztokem kyseliny dusi¢né 20% a zahtiva se 10 minut pii 120 °C, necha
se ochladit a postiikd se roztokem hydroxidu draselného (50 g/l) v ethanolu 50% (V/V) do
objeveni skvrn.

Hodnoceni: Hlavni skvrny na chromatogramu zkousené¢ho roztoku odpovidaji polohou
(sennosidy B, A, D a C v potadi stoupajicich hodnot Rf), zbarvenim i velikosti hlavnim
skvrndm na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Mezi skvrnami sennosidit D a C muze

byt patrnd skvrna odpovidajici rhein-8-glukosidu.

Stanoveni obsahu (Zkouska se provaddi za chranéni pred primym svétlem).

0,150 g praskované drogy se smicha v 100ml bance se 30,0 ml vody. Barika se zvaZzi a zahtiva
se 15 minut ve vodni lazni pod zpétnym chladi¢em. Neché se ochladit, zvazi se a je-li tfeba,
doplni se na plivodni hmotnost vodou. Odstiedi se a 20,0 ml supernatantni tekutiny se prevede
do délici nalevky na 150 ml. Pfid4 se 0,1 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné a protiepe se
tiikrat 15 ml chloroformu. Chloroformova vrstva se po oddé¢leni vzdy odstrani. Ptida se 0,10 g
hydrogenuhli¢itanu sodného, 3 minuty se protfepava, pak se odstfedi. 10,0 ml supernatantni
tekutiny se ptevede do 100ml banky s kulatym dnem a se zabrouSenym hrdlem, ptida se 20 ml
chloridu Zelezit¢ho (105 g/l) a promichd se. Smés se zahfiva 20 minut ve vodni ldzni pod
zpétnym chladi¢em tak, aby hladina vody ve vodni 1azni pfesahovala hladinu roztoku v bance.
Prida se 1 ml kyseliny chlorovodikové 35% a znovu se zahfivd 20 minut ve vodni lazni za
Castého protiepavani az do rozpusténi sraZeniny. Po ochlazeni se smés prevede do délici
nalevky a protiepe se tfikrat 25 ml diethyletheru, pfedem pouzitého k promyti banky. Tti
diethyletherové vrstvy se spoji a promyji se dvakrat 15 ml vody. Diethyletherova vrstva se
pfevede do odmérné banky a ziedi se diethyletherem na 100,0 ml. 10,0 ml tohoto roztoku se

opatrné odpaii do sucha. Odparek se rozpusti v 10,0 ml roztoku octanu hotfecnatého (5 g/l)
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v methanolu.

ME¢ti se absorbance tohoto roztoku v maximu pii 515 nm za pouziti methanolu jako kontrolni
tekutiny.

Vypocita se obsah hydroxyanthracenovych glykosidi v procentech, vyjadieno jako
sennosid B, podle vzorce:

Ax1,25
m

v némzZ znaci
A — absorbanci pii 515 nm;
m — hmotnost zkouSené drogy v gramech;

Specificka absorbance sennosidu B ma hodnotu 240.

Droga se pouziva k pfipravé Sennae folii extractum siccum normatum — Sennovy extrakt
suchy standardizovany (CL 2009).
Obsahuje 5,5 % az 8,0 % hydroxyanthracenovych glykosidii, vyjadfeno jako sennosid B,

pocitano na vysuseny extrakt.

1.1.3.7. Chrysarobinum - Chrysarobin

Je to vycistény benzenovy extrakt z dutin stromu Andira araroba Aguiar, andira brazilska a
Andira inermis Kunth ex DC, andira Iékarska, Fabaceae.

Je to zluty az zlutohnédy prasek bez chuti a pachu, nerozpustny ve vodé, dobie rozpustny v
organickych rozpoustédlech.

Obsahuje zejména anthranoly a anthrony: chrysofanol-anthron a chrysofanol-anthranol.

Zkousky totoznosti:

1. 10 mg drogy se povaii s 5 ml vody a 5 kapkami roztoku hydroxidu draselného 6,5%. Po
ochlazeni se zfiltruje, filtrat se slabé okyseli koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou a
vytiepe se 10 ml benzenu. 5 ml oddélené benzenové vrstvy se vytiepe smési 2,0 ml vody a 1,0
ml roztoku hydroxidu draselného ziedéného. Vrchni benzenova vrstva se barvi zluté (kyselina
chrysofanova), spodni vodna vrstva se barvi cervene.

2. 5 mg se rozpusti v 5 ml kyseliny sirové koncentrované; vznikly tmavocerveny roztok se

vlije do 50 ml vody; chrysarobin se vylouci jako oranzové¢ zZluta sraZzenina.
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3. 2 mg drogy se smisi s 2 kapkami dymavé kyseliny dusi¢né; Cervenohnéda smés se pridanim
nékolika kapek roztoku amoniaku 15% zbarvi fialové Cerven¢ (modifikovana Borntriagerova

reakce; dymava kyselina dusi¢na konvertuje redukované derivaty na anthrachinony).

1.1.3.8. Hyperici herba — Ttezalkova nat’ (CL 2009)
Jsou to celé nebo fezané ususené kvetouci vrcholky druhu Hypericum perforatum L., tiezalka

teCkovand, Hypericaceae, sklizené v dob¢ kvétu.

Obsah: Nejméné 0,08 % celkovych hypericint, po€itdno na vysusenou drogu.
OH O OH

OH O OH
hypericin

Zkousky totoznosti:

1. Tenkovrstva chromatografie

ZkousSeny roztok: 0,5 g praSkované drogy se michd s 10 ml methanolu 10 minut ve vodni lazni
pii 60 °C a zfiltruje se.

Porovnavaci roztok: 5 mg rutosidu a 5 mg hyperosidu se rozpusti v methanolu a zfedi se jim
na 5 ml.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny mravenci bezvodé, vody a ethyl-acetatu (6 : 9 :
90).

Nanaseni: 10 pl zkouSen¢ho roztoku a 5 pl porovnavaciho roztoku do 10 mm prouzkii.
Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: 10 minut pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Postiika se roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/1) v methanolu a pak
roztokem makrogolu 400 (50 g/1) v methanolu. Po 30 minut se pozoruje v ultrafialovém svétle
pti 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni tfetiné skvrna rutosidu a
nad ni skvrna hyperosidu, ob& skvrny fluoreskuji Zlutooranzové. Na chromatogramu

zkouseného roztoku jsou v dolni tfetin€ cCervenooranzové fluoreskujici skvrny (rutosid a
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hyperosid) a v dolni ¢asti horni tfetiny chromatogramu je skvrna pseudohypericinu a nad ni
skvrna hypericinu, ob¢ fluoreskuji ¢ervene. Na chromatogramu zkouseného roztoku jsou dalsi

zluté nebo modre fluoreskujici skvrny.

Stanoveni obsahu:

Zkouseny roztok: 0,800 g praskované drogy se ve 100ml baiice s kulatym dnem smicha se 60
ml smési objemovych dilti vody a tetrahydrofuranu (20 : 80) a vlozi se magnetické michadlo.
Sm¢és se vaii 30 minut ve vodni 1azni pti 70 °C pod zpétnym chladi¢em. Odstiedi se (2 minuty
pii 700 g) a supernatantni tekutina se prevede do 250ml banky. Zbytek drogy se smichd s 60
ml smési objemovych dilti vody a tetrahydrofuranu (20 : 80). Smés se opét zahtiva 30 minut
pod zpétnym chladicem. Odstiedi se (2 minuty pii 700 g) a supernatantni tekutina se prevede
do téZe varné banky. Spojené roztoky se odpafi do sucha. Zbytek se pfevede 15 ml methanolu
do 25ml odmérné bailkky za pomoci ultrazvuku. 250ml banka se promyje methanolem;
promyvaci tekutina se pfida k roztoku v odmérné bafice a spojené tekutiny se ziedi
methanolem na 25,0 ml. Opét se odstiedi, 10 ml roztoku se zfiltruje ptes stiikacku s filtrem ze
slinutého skla (0,2 um), prvni 2 ml filtratu se odstrani. 5,0 ml filtratu se pfevede do odmérné
banky a zfedi se methanolem na 25,0 ml.

Kontrolni kapalina: Methanol.

Obsah celkovych hypericinli v procentech, vyjadieno jako hypericin, se vypocita podle
vzorce:

Ax125
mx 870

v némz znaci
A — absorbanci pii 590 nm;
m — hmotnost drogy v gramech;

Specifickéd absorbance hypericinu ma hodnotu 870.

Droga se pouziva k ptipravé Hyperici herbae extractum siccum quantificatum — Extrakt
z tiezalkové naté suchy kvantifikovany (CL 2009).

Obsah, pocitano na vysuseny extrakt:

- celkové hypericiny, vyjadieno jako hypericin 0,10 % az 0,30 %;

- flavonoidy, vyjadieno jako rutosid nejméné 6 %;

- hyperforin nejvySe 6,0 % a ne vice nez obsah uvedeny na obalu.
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