Farmakognosie II, Cviceni 6 - flavonoidy

1.1.FLAVONOIDY

Flavonoidy jsou pocetnou skupinou rostlinnych polyfenolti s Cs-C3-Cs skeletem.
Vétsina flavonoidii ma tento skelet ve formé fenylchromanu. Fenyl mtize byt napojen
v poloze 2 (flavonoidy), v poloze 3 (isoflavonoidy) nebo 4 (neoflavonoidy).
Flavonoidiim jsou strukturné blizké jejich oteviené derivaty chalkony a dale aurony.
K flavonoidiim jsou pfifazeny antokyany pro strukturni a biosyntetickou podobnost.
Dalsi tfidéni je zalozeno na oxidacnim stupni pyranového kruhu, na poc¢tu a poloze
hydroxylovych a methoxylovych skupin, na rizném poctu, povaze a poloze
glykosidicky véazanych cukrt. Flavonoidy se v rostlinach vyskytuji zpravidla jako O-
glykosidy, méné¢ C-glykosidy. Cukerna slozka flavonoidii je nejcastéji tvofena D-
glukosou, D-galaktosou a L-rhamnosou, méné L-arabinosou nebo D-xylosou a
dal§imi. Z disacharidi jsou to napf. rutinosa (6-B-L-rhamnosido-D-glukosa) nebo
primverosa (6-fB-D-xylosido-D-glukosa). Flavonoidy patii mezi v§eobecné rozsifena
rostlinnd barviva, zodpovédna za barvu kvéti, plodii a nékdy 1 listii. Pfikladem jsou
zluté flavony spolu s chalkony a aurony a ¢ervené, modré nebo purpurové antokyany,
meénici barvu v zavislosti na pH. Nékteré flavonoidy nevykazuji barevnost, ale
ptispivaji k barvé jako kopigmenty. Flavonoidy absorbuji ultrafialové zateni, coz je
vhimano pouze hmyzem a slouzi jako navigace pro opylovace. Flavonoidy jsou
pfitomny také v kutikule listd a epidermalnich bunikach, kde chrani pletiva pred
destruktivnim u¢inkem ultrafialového zéateni. V Zivém organismu se pravdépodobné
zapojuji do oxidacné-redukénich procest, maji schopnost normalizovat permeabilitu

-----

flavonoidt vykazuji u€inek diureticky a spasmolyticky.

Zakladni skelety flavonoidl a chalkonti

flavon o isoflavon
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Pocetnéji jsou v rostlinadch obsazeny glykosidy s flavonovym aglykonem. Obvykla je
substituce karbonylovou skupinou v poloze C-4. V dalSich polohich jsou casté
substituce hydroxylem, alkoxylem (nejéastéji v polohach 3, 5, 7, a 4") nebo

uhlovodikovym fetézcem (nejcastéji v polohéch 6 ¢i 8).

1.1.1.KVALITATIVNI DUKAZ FLAVONOIDU

Flavonoidy jsou pomérné reaktivni slouceniny. Za reaktivitu zodpovidaji snadno
disociovatelné fenolové hydroxylové skupiny, karbonylova skupina a chelatotvorné 4-
keto-3-hydroxy a 4-keto-5-hydroxy seskupeni, pfipadné 3,4 -0-dihydroxy-seskupeni.

v

Nejreaktivnéjsi jsou flavonoidy s aglykonem odvozenym od flavonolu.

Ke kvalitativnimu dikazu flavonoidi se uZzivd redukcéniho testu, pfi némz se
pusobenim hot¢iku nebo zinku aglykony a glykosidy flavonové, flavonolové a
flavanonové v okyseleném alkoholickém prostfedi projevuji Cervenym az fialovym
zbarvenim. Podstatou reakce je hydrolytické odstépeni cukerné casti molekuly a

uvolnény aglykon pfechazi na slouc¢eniny podobné antokyanidiniim.

DalSim typem reakci pro kvalitativni dikaz flavonoidl je tvorba chelati s kovy.
Tvorba komplext je mozna u flavont substituovanych na C-3 nebo C-5 hydroxylovou
skupinou, nebo u flavonoidl, substituovanych na kruhu B o-dihydroxylovym

seskupenim, tedy v mistech oznacenych a), b), ¢).
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Komplexy flavonoidi jsou barevné a vétSinou fluoreskuji. Naptiklad rutosid s
octanem olovnatym v amoniakdlnim prostfedi tvofi komplex oranzové barvy, s
chloridem Zelezitym v prostfedi hydroxidu sodné¢ho déva komplex Zeleza tmavé

zelené zabarveni, které pfidanim NaOH piechdzi v Cervenou az ¢ervenohnédou barvu.

Boratovy test davaji flavonoidy splnujici strukturni znaky vyse uvedené [(a), b), ¢)].
V pritomnosti kyseliny borité¢ vytvareji komplex s borem (dvé hydroxylové skupiny
kyseliny borité jsou substituovany organickym zbytkem), jehoz vznik podporuje
ptitomnost kyseliny Stavelové. Komplex se projevuje zelenou fluorescenci. Boratovy
test je podstatou lékopisného detekéniho zkoumadla (difenylboryloxyethylaminu, syn.
Neuova zkoumadla), pouzivaného pro vizualizaci flavonoidid po separaci na tenké

vrstve a nasledné detekcei pii 254 nebo 365 nm.

OH dlfenylboryloxyethylamln

@@

nebo

1.1.2. KVANTITATIVNI STANOVENI FLAVONOIDU

Stanoveni obsahu flavonoidlii se nejcastéji provadi kolorimetricky. Kolorimetrické
stanoveni je zalozené na vzniku barevnych komplexi se solemi hlinitymi nebo
zirkonicitymi. Tvorba komplexti flavonoidl s chloridem hlinitym se provadi nejlépe v
rozpoustédle sestavajicim ze smési kyseliny octové a pyridinu. V tomto rozpoustédle

nedochézi ke vzniku sraZenin, které absorbuji na svém povrchu ¢ast u¢innych latek a
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tak zpusobuji snizeni vysledkl. Doprovodné latky (napt. chlorofyl) rusici stanoveni se
mohou odstranit vytfepanim extraktu chloridem uhli¢itym. Vysledky méfeni se
vztahuji na standard, kterym je Casto rutosid. Pfesnéjsi metodou pro stanoveni obsahu

flavonoidt pritomnych v droze je HPLC.

U nasledujicich drog se provedou zkousky totoznosti (podle 1-3 u Fagopyri herba) a u
vybranych drog chromatografickd analyza a spektrofotometrické stanoveni obsahu

flavonoidii.

1.1.3.DROGY S OBSAHEM FLAVONOIDU

1.1.3.1. Fagopyri herba — Pohankova nat’ (CL 2009)

Je to celd nebo fezana nat’ druhu Fagopyrum esculentum Moench, pohanka obecna,

Polygonaceae, sbirana v ¢asné fazi kveteni pred vytvorenim plodi a ihned susena.

Obsah: Nejméné 4,0 % rutosidu, pocitdno na vysusenou drogu.

Zkousky totoznosti:

1. 1,0 g praSkované drogy se extrahuje za varu 15 ml ethanolu po dobu 5 minut. Po
ochlazeni se zfiltruje. K 5 ml filtratu se ptida 1,0 g praskového zinku a 2,0 ml
kyseliny chlorovodikové zifedéné. Po nékolika minutach se roztok zbarvi
cervené.

2. Ke 3 ml filtratu ze zkousSky 1) se ptida 0,5 ml roztoku octanu olovnatého a 0,5 ml
roztoku amoniaku zfedéného. Vznikne oranzové zbarvend srazenina (rutosid).

3. 5 ml filtratu ze zkousky 1) se odpafi na porcelanové misce do sucha. Ke zbytku
se piidaji 3,0 ml 3% roztoku kyseliny borité a 1,0 ml roztoku kyseliny $tavelové
a smés se opét odpaii do sucha a ponechd jeste¢ asi 5 minut na vodni lazni.
Zbytek se po ochlazeni extrahuje diethyletherem. Diethyletherovy roztok
fluoreskuje Zluto-zelené.

4. Dtkaz flavonoidli chromatografii na tenké vrstve:

ZkousSeny roztok: 0,5 g praskované drogy se smicha s 5,0 ml methanolu a zahiiva se

10 minut na vodni 1azni pii1 60 °C pod zpétnym chladi¢em, ochladi se a zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 10 mg hyperosidu a 10 mg rutosidu se rozpusti v 10 ml

methanolu.
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Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smes objemovych dili kyseliny mravenc¢i bezvodé, vody a ethyl-acetatu
(10: 10 : 80).

Nandaseni: 20 pl zkouSeného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku do prouzk.
Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Postiika se roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/l) v methanolu a pak
roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu. Susi se asi 30 minut na vzduchu a pak
se pozoruje v ultrafialovém svétle pti 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stfedni Casti skvrna
hyperosidu oranzové fluoreskujici a pod ni oranzovozluté fluoreskujici skvrna
rutosidu.

Na chromatogramu zkouSeného roztoku jsou dvé skvrny odpovidajici polohou a
fluorescenci skvrndm na chromatogramu porovnavaciho roztoku (rutosid a
hyperosid). Na chromatogramu zkouseného roztoku jsou v horni casti dal§i dvé

cervené fluoreskujici skvrny a dvé svétle modie fluoreskujici skvrny.

Stanoveni obsahu:

Spektrofotometricky na rutosid.

1.1.3.2. Aurantii amari pericarpium — Oplodi ho¥kého pomeranée (CL
2009)
Je to ususené oplodi zralého plodu druhu Citrus aurantium L. ssp. aurantium (Citrus
aurantium ssp. amara Engl.), citronik pomerancovy hotky, Rutaceae, Castecné
zbavené bilé houbovité tkané (albeda). Obsahuje flavonoidy hesperidin, naringin a
silici.
OH

‘ 0—CH, oH
Rha—Glc—0 ‘ o) Rha—Gle—0 o O

OH O OH O

hesperidin naringin
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Zkousky totoznosti:

1.

N¢kolik ulomki drogy ve zkumavce se protiepe s 5,0 ml zfedéné¢ho roztoku
hydroxidu draselného, roztok se zbarvi intenzivné zluté (hesperidin).

N¢ékolik ulomkl drogy se protiepava ve zkumavce s 5 ml koncentrované kyseliny
sirové, roztok se barvi zluté, mirnym zahiivanim ¢ervenohnéd¢ (hesperidin).
Chromatograficky diikkaz naringinu: 1,0 g praSkované drogy se smichd s 10 ml
methanolu a zahtiva se 5 minut pti 65 °C ve vodni lazni za Castého protfepavani.
Po ochlazeni se zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 1,0 mg naringinu a 1,0 mg kyseliny kdvové se rozpusti v 1
ml methanolu.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dilti vody, kyseliny mravenéi bezvodé a ethyl-
acetatu (10 : 15 : 75). Vzorek se nanasi po 20 pl do prouzki. Vyviji se po draze 10
cm. Susi se na vzduchu a 5 minut v suSarné pii 110 °C az 120 °C.

Detekce: Jesté tepla vrstva se postiikd roztokem difenylboryloxyethylaminu
v methanolu (10 g/l) a potom roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu.
Pozoruje se za 1 h v ultrafialovém svétle pii 365 nm. Na chromatogramu je patrna
tmavé zelené fluoreskujici skvrna naringinu.

Extrahovatelné latky: Nejméné 6 %.

Ke 2,000 g praskované drogy se ptida smés 3 ml vody a 7 ml ethanolu 96%, necha
se stat 2 h za Castého protepavani a pak se zfiltruje. 2,000 g filtratu se odpaii na
vodni l4zni do sucha a pak se susi 3 h vsuSarné pii 100 °C az 105 °C. Po
vychladnuti v exsikdtoru nad oxidem fosfore¢nym se zvazi. Hmotnost zbytku po

vysuseni je nejméné 120 mg.

Aurantii amari pericarpium (CL 2009) slouzi k p¥ipravé Aurantii amari pericarpii

tinctura — Tinktura z oplodi hoikého pomeranée (CL 2009).

1.1.3.3. Betulae folium — Biezovy list (CL 2009)

Je to ususeny list, cely nebo jeho ulomky, druhu Betula pendula Roth, btiza bélokora,

Betula pubescens Ehrh., btiza pyfita a/nebo jejich kiiZzencii, Betulaceae.

Obsahuje nejméné 1,5 % flavonoidl (zejména glykosidy kvercetinu), vyjadieno jako

hyperosid, po¢itano na vysusenou drogu.
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O—GIlc—Rha O—Rha

OH O rutosid OH O hyperosid OH O yyercitrosid

Zkousky totoznosti:

1. 2 gpraskované drogy se smichd s 20 ml methanolu a zahtiva se 5 minut ve vodni
lazni pii 65 °C; po ochlazeni se zfiltruje. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri
herba.

2. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1 g praSkované drogy se smicha s 10 ml methanolu a zahfiivé se

5 minut na vodni l4zni pii 60 °C. Po ochlazeni se roztok zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 1 mg kyseliny kdvové, 1 mg kyseliny chlorogenové, 2,5 mg

hyperosidu a 2,5 mg rutosidu se rozpusti v 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dilli kyseliny mravenci bezvodé, vody, butan-2-onu a

ethyl-acetatu (10 : 10 : 30 : 50).

Nanaseni: 10 pl do prouzku.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: V proudu teplého vzduchu.

Detekce: Postiika se roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/l) v methanolu a pak

roztokem makrogolu 400 (50 g/I) v methanolu. Vrstva se susi 30 minut na vzduchu a

pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou v dolni poloviné tfi

skvrny (v pofadi stoupajici hodnoty Rf): zlutohnédé fluoreskujici skvrna (rutosid),

svétle modie fluoreskujici skvrna (kyselina chlorogenovd) a Zlutohnédé fluoreskujici
skvrna (hyperosid); v horni tfetiné chromatogramu je svétle modie fluoreskujici
skvrna (kyselina kavova).

Na chromatogramu zkouSen¢ho roztoku jsou tfi skvrny (rutosid, kyselina

chlorogenovda, hyperosid) odpovidajici polohou a fluorescenci skvrndm na

chromatogramu porovnavaciho roztoku. Skvrna rutosidu je velmi slaba, skvrna
hyperosidu je intenzivni. Také dalsi slabé zlutohnédé fluoreskujici skvrny jsou mezi

skvrnami odpovidajicimi kyselin€ kavové a kyselin¢ chlorogenové na chromatogramu
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porovnavaciho roztoku. Blizko ¢ela rozpoustédla je viditelnd Cervena fluoreskujici
skvrna (chlorofyly). Na chromatogramu zkouSené¢ho roztoku mezi touto skvrnou a
skvrnou odpovidajici kyselin¢ kdvové na chromatogramu porovnévaciho roztoku je

hnédozluta skvrna odpovidajici kvercetinu.

Stanoveni obsahu:

Zasobni roztok: 0,200 g praskované drogy se ve 100ml baiice s kulatym dnem smicha
s1 ml roztoku methenaminu (5 g/) [Methenaminum CL 2009 =
hexamethylentetramin], 20 ml acetonu a 2 ml kyseliny chlorovodikové (70 g HCI
35% se ziedi vodou na 100 ml) a vafi se 30 minut pod zpétnym chladicem. Necha se
ochladit pfi teploté mistnosti, kapalina se zfiltruje ptes vatu do 100ml banky. Vata se
pfida ke zbytku v baiice s kulatym dnem a dvakrat se extrahuje 20 ml acetonu,
pokazdé se vafi 10 minut pod zpétnym chladi¢em. Necha se ochladit pii teploté
mistnosti, kapalina se zfiltruje pfes vatu a potom pies filtracni papir do odmérné
banky a zfedi se acetonem promytim banky a filtru na 100,0 ml. 20,0 ml roztoku se
prenese do délici nalevky, ptida se 20 ml vody a protiepava se jednou 15 ml a potom
tiikrat 10 ml ethyl-acetatu. Ethyl-acetatové extrakty se spoji v délici nalevce, promyji
se dvakrat 50 ml vody a extrakt se zfiltruje pfes 10 g siranu sodné¢ho bezvodého do
50ml odmérné banky a zfedi se ethyl-acetdtem na 50,0 ml.

Zkouseny roztok: 10,0 ml zasobniho roztoku se smicha s 1 ml roztoku chloridu
hlinitého a zfedi se roztokem kyseliny octové ledové 5% (V/V) v methanolu na
25,0 ml.

Kontrolni roztok: 10,0 ml zasobniho roztoku se zfedi roztokem kyseliny octové
ledové 5% (V/V) v methanolu na 25,0 ml.

Po 30 minutach se méfi absorbance zkouSeného roztoku pti 425 nm proti kontrolnimu
vzorku.

Obsah flavonoidl v procentech, vyjadieno jako hyperosid se vypocita podle vzorce:

Ax1,25
m

v némz znaci:

A — absorbanci roztoku pti 425 nm;

m — hmotnost drogy v gramech;

1,25 = prepocitavaci koeficient dané drogy pro dany standard;

Specifickéd absorbance hyperosidu ma hodnotu 500.
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1.1.3.4. Calendulae flos — Mési¢kovy kvét (CL 2009)

Jsou to celé nebo fezané usuSené zcela rozkvetlé kvéty plnokvétych odrid druhu
Calendula officinalis L., mésicek 1¢katsky, Asteraceae; kvéty jsou oddélené od ltizka.
Obsah: Nejméné 0,4 % flavonoidi, vyjadieno jako hyperosid, pocitdno na vysusenou

drogu. Déle jsou pfitomné silice a glykosidy kyseliny oleanolové — kalendulosidy.

Zkousky totoznosti:

1. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri herba.

2. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1 g praskované drogy se smicha s 10 ml methanolu a zahtiva se 10
minut pod zpétnym chladi¢em na vodni 1azni. Po ochlazeni se roztok zfiltruje.
Porovnavaci roztok: 1 mg kyseliny kdvové, 1 mg kyseliny chlorogenové a 2,5 mg
rutosidu se rozpusti v 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny mravenéi bezvodé, vody, a ethyl-
acetatu (10 : 10 : 80).

Nandseni: 20 pl zkouSeného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku do prouzki
Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Jesté tepla deska se postiikd roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/1)
v methanolu a pak roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu. Susi se 30 minut na
vzduchu a pak se pozoruje v ultrafialovém svétle pti 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni Casti skvrna se
zlutohnédou fluorescenci (rutosid), ve stfedni c¢asti skvrna se svétle modrou
fluorescenci (kyselina chlorogenovd) a v horni casti skvrna se svétle modrou
fluorescenci (kyselina kavova).

Na chromatogramu zkouSeného roztoku jsou tfi skvrny odpovidajici polohou a
fluorescenci skvrndm na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Na chromatogramu

zkousSeného roztoku jsou dalsi skvrny.

Stanoveni obsahu:
Zasobni roztok: 0,800 g praskované drogy se ve 100ml baiice s kulatym dnem smicha
s 1 ml roztoku methenaminu (5 g/I) [Methenaminum CL 2009], 20 ml acetonu a 7 ml

kyseliny chlorovodikové (70 g HCI 35% se ziedi vodou na 100 ml) a vafi se 30 minut
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pod zpétnym chladi¢em. Zfiltruje se pies vatu do 100ml odmérné banky. Droga i vata
se vaii pod zpétnym chladiCem jesté dvakrat 10 minut s 20 ml acetonu. Po ochlazeni
na teplotu mistnosti se zfiltruje ptes vatu a potom pres filtracni papir do téze odmérné
banky a zfedi se acetonem pouzitym k promyti banky a filtru na 100,0 ml. 20,0 ml
roztoku se prevede do délici nalevky, ptida se 20 ml vody a protiepava se nejprve 15
ml a pak tiikrat 10 ml ethyl-acetatu. Ethyl-acetatové vrstvy se spoji a protiepavaji se
dvakrat 50 ml vody a zfiltruji se pies 10 g siranu sodného bezvodého do 50ml
odmémé banky a ziedi se ethyl-acetatem na 50,0 ml.

Zkouseny roztok: 10,0 ml zasobniho roztoku se smicha s 1 ml roztoku chloridu
hlinitého a zfedi se roztokem kyseliny octové ledové 5% (V/V) v methanolu na
25,0 ml.

Kontrolni roztok: 10,0 ml zasobniho roztoku se zfedi roztokem kyseliny octové
ledové 5% (V/V) v methanolu na 25,0 ml.

Po 30 minutach se méti absorbance zkouseného roztoku pii 425 nm proti kontrolnimu
roztoku.

Obsah flavonoidi v procentech, vyjadieno jako hyperosid, se vypocita podle vzorce

Ax1,25
m

v némz znaci:

A — absorbanci roztoku pii 425 nm;

m — hmotnost drogy v gramech;

1,25 = ptepocitavaci koeficient dané drogy pro dany standard.

Specificka absorbance hyperosidu ma hodnotu 500.

1.1.3.5. Crataegi folium cum flore — Hlohovy list s kvétem (CL 2009)

Jsou to celé nebo fezané ususené kvetouci vrcholky vétvi druhu Crataegus monogyna
Jacq., hloh jednosemenny, C. laevigata (Poir.) D.C. (C. oxyacanthoides Thuill.), hloh
obecny, nebo jejich kiizenct, fid¢eji jinych evropskych druhi rodu Crataegus, hloh,
Rosaceae.

Obsah: Nejméné 1,5 % flavonoidi, vyjadieno jako hyperosid, po¢itdno na vysusenou

drogu.

Zkousky totoZnosti:

1. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri herba.
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2. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,0 g praSkované drogy se smichd s 10 ml methanolu a zahtiva se
5 minut pod zpétnym chladicem na vodni lazni pii 65 °C. Po ochlazeni se roztok
zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 1 mg kyseliny chlorogenové a 2,5 mg hyperosidu se rozpusti
v 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny mravenci bezvodé, vody, butan-2-onu a
ethyl-acetatu (10 : 10 : 30 : 50).

Nandaseni: 20 pl zkouSeného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku do prouzk.
Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Postiikd se roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/l) v methanolu a pak
roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu. Nechd se suSit asi 30 minut na
vzduchu a pak se pozoruje v ultrafialovém svétle pti 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stfedni ¢asti skvrna se
svétle modrou fluorescenci (kyselina chlorogenovd) a nad ni skvrna Zlutooranzové
fluoreskujici (hyperosid).

Na chromatogramu zkousSeného roztoku jsou dvé skvrny odpovidajici polohou a
fluorescenci skvrndm na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Na chromatogramu
zkouseného roztoku jsou dalsi skvrny, v horni ¢asti je Zlutozelené fluoreskujici skvrna

(vitexin).

Stanoveni obsahu:

Zakladni roztok: 0,400 g praskované drogy (250) se ve 200ml banice smicha se 40 ml
ethanolu 60% (V/V) a zahtivd se 10 minut ve vodni lazni pii 60 °C, za cCastého
protfepavani. Po ochlazeni se zfiltruje pfes vatu do 100ml odmérné banky. Pouzita
vata se vlozi ke zbytku drogy ve 200ml barnice, ptida se 40 ml 60% ethanolu a zahtiva
se 10 minut ve vodni 14zni pfi 60 °C, za Castého protfepavani. Necha se ochladit a
zfiltruje se do téze odmérné baiky. 200ml barka a filtr se promyji ethanolem 60% a
promyvaci tekutina se pfida do odmérné banky. Spojené roztoky se ziedi ethanolem
60% na 100,0 ml a roztok se zfiltruje.

ZkouSeny roztok: 5,0 ml zékladniho roztoku se odpafi v banice s kulatym dnem za

snizeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dila
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methanolu a kyseliny octové ledové (10 + 100) a prevede se do 25ml odmérné banky.
Barika s kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dilti methanolu a kyselinu
octové ledové (10 +100) a promyvaci tekutina se pievede do téZze odmérné banky.
K tomuto roztoku se ptida 10,0 ml roztoku, ktery obsahuje kyselinu boritou (25,0 g/1)
a kyselinu stavelovou R (20,0 g/l) v kyseliné mravenc¢i bezvodé a ziedi se kyselinou
octovou bezvodou na 25,0 ml.

Kontrolni roztok: 5,0 ml zékladniho roztoku se odpafi v baiice s kulatym dnem za
snizeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dila
methanolu a kyselinu octové ledové (10 +100) a prevede do 25ml odmémé banky.
Baiika s kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dili methanolu a kyselinu
octové ledové (10 +100) a promyvaci tekutina se pievede do téze odmérné banky.
K tomuto roztoku se ptida 10,0 ml kyseliny mravenci bezvodé a ziedi se kyselinou
octovou bezvodou na 25,0 ml.

Po 30 minutach se méfi absorbance zkouseného roztoku pii 410 nm proti kontrolnimu
roztoku.

Celkovy obsah flavonoidiiv procentech, vyjadieno jako hyperosid, se vypocita podle
vzorce

A x1,235
m

v némz znaci:
A — absorbanci roztoku pii 410 nm;
m — hmotnost drogy v gramech;

Specificka absorbance hyperosidu ma hodnotu 405.

Droga je vychozi surovinou pro pfipravu:

Crataegi folii cum flore extractum fluidum quantificatum — Extrakt z hlohového
listu s kvétem tekuty kvantifikovany (CL 2009)

Crataegi folii cum flore extractum siccum — Extrakt z hlohového listu s kvétem

suchy (CL 2009)
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1.1.3.6. Crataegi fructus - Hlohovy plod (CL 2009)

Je to ususSeny nepravy plod (malvice) druhu Crataegus monogyna Jacq. (Lindm.),
C. laevigata (Poir.) D.C. (C. oxyacanta Thuill.) nebo jejich kiizencii, nebo smes ploda
vyse uvedenych druhii hlohu, Rosaceae. Droga sladké slizovité chuti.

Obsah: Nejméné 1,0 % prokyanidinil, vyjaddieno jako kyanidin-chlorid, pocitano na
vysuSenou drogu. Ddle obsahuje nejméné 1,5 % flavonoidi, zejména kvercetinové a

apigeninové O-glykosidy, C-glykosid vitexin.

HO X
O e
OH

kyanidin-chlorid

OH O

vitexin

Zkousky totoznosti se provadi jako u Crataegi folium cum flore.

1.1.3.7. Equiseti herba — Piesli¢tkova nat’ (CL 2009)
Je to celd nebo fezana ususena sterilni lodyha druhu Equisetum arvense L., pteslicka

rolni, Equisetaceae.
Obsah: Nejméné 0,3 % celkovych flavonoidl, vyjadfeno jako isokvercitrosid,

pocitano na vysusenou drogu.

\ /-
O—B-D-Glcfur Ci H OH
OH O HO  cron
isokvercitrosid Isokvercitrosid

Zkousky totoznosti:
1. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri herba.

2. Metodou tenkovrstvé chromatografie na silikagelu:
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Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy se smicha s 10 ml methanolu a 10 minut se
zahiiva ve vodni lazni pii 65 °C za Castého protfepavani; neché se ochladit a zfiltruje
se.

Porovnavaci roztok: 1,0 mg kyseliny kavové, 2,5 mg hyperosidu a 2,5 mg rutosidu se
rozpusti v 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny mravenéi bezvodé, kyseliny octové
ledové, vody a ethyl-acetatu (7,5 : 7,5 : 18 : 67).

Nanaseni: 10 pl zkouSeného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku do prouzki.
Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Jesté horka vrstva se postiika roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/1)
v methanolu a pak roztokem makrogolu 400 (50 g/I) v methanolu. Sus$i se asi 30
minut na vzduchu. Pozoruje se v ultrafialovém svétle pti 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v horni ¢asti zelenomodrie
fluoreskujici skvrna kyseliny kavové, uprostied oranzové fluoreskujici skvrna
hyperosidu a ve spodni ¢asti oranzové fluoreskujici skvrna rutosidu.

Na chromatogramu zkouSeného roztoku jsou u ¢ela dvé cervené fluoreskujici skvrny,
pod urovni skvrny kyseliny kdavové porovnavaciho roztoku jsou dvé zelenomodie
fluoreskujici skvrny a pod nimi oranzové fluoreskujici skvrna. Pod ni jsou jesté dveé
zelenomodie fluoreskujici skvrny. Na chromatogramu zkousSené¢ho roztoku nejsou

tésné nad startem Zluté nebo zelenoZluté fluoreskujici skvrny.

3. Metodou tenkovrstvé chromatografie na silikagelu se zjisti pfitomnost cizich
pfimési z jinych a kiizenct druhti rodu Equisetum. Jejich pritomnost se projevi zluté

nebo zelenoZluté fluoreskujicimi skvrnami t€sné nad startem zkouSeného roztoku.

Stanoveni obsahu:

Zakladni roztok: 0,800 g praskované drogy (355) se ve 100ml bance s kulatym dnem
smicha s 1 ml roztoku methenaminu (5 g/1) [Methenaminum CL 2009], 20 ml acetonu
a 2 ml kyseliny chlorovodikové (70 g HC1 35% se ziedi vodou na 100 ml) a vafi se 30
minut pod zpétnym chladi¢em. Zfiltruje se pies vatu do 100ml odmérné banky. Droga
1 vata se vafi pod zpétnym chladi¢em jest€¢ dvakrat 10 minut s 20 ml acetonu. Po
ochlazeni na teplotu mistnosti se zfiltruje pies vatu a potom ptes filtraéni papir do téze

odmérné banky a ziedi se acetonem pouzitym k promyti banky a filtru na 100,0 ml.
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20,0 ml roztoku se ptevede do délici nalevky, ptida se 20 ml vody a protfepava se 15
ml a pak tfikrat 10 ml ethyl-acetdtu. Spojené ethyl-acetatové vrstvy se protiepou
dvakrat 50 ml vody, zfiltruji se ptes 10 g siranu sodné¢ho bezvodého do 50ml odmérné
banky a zfedi se ethyl-acetatem na 50,0 ml.

Zkouseny roztok: 10,0 ml zékladniho roztoku se smichd s 1 ml roztoku chloridu
hlinitého (2,0 g AICl; se rozpusti ve 100 ml roztoku kyseliny octové ledoveé 5% (V/V)
v methanolu) a zfedi se roztokem kyseliny octové ledové 5% (V/V) v methanolu na
25,0 ml.

Kontrolni roztok: 10,0 ml zakladniho roztoku se zifedi roztokem kyseliny octové
ledové 5% (V/V) v methanolu na 25,0 ml.

Po 30 minutach se méfi absorbance zkouSeného roztoku pti 425 nm proti kontrolnimu
roztoku.

Obsah flavonoidii v procentech, vyjadieno jako isokvercitrosid, se vypocitd podle
vzorce:

Ax1,25
m

v némzZ znaci:

A — absorbanci pii 425 nm;

m — hmotnost zkousené drogy v gramech;

1,25 = prepocitavaci koeficient dané drogy pro dany standard.

Specifickéd absorbance isokvercitrosidu ma hodnotu 500.

1.1.3.8. Polygoni avicularis herba — Nat’ rdesna ptaciho (CL 2009)

Je to celd nebo fezand, usuSend kvetouci nat’ druhu Polygonum aviculare L. sensu
lato, rdesno ptaci, Polygonaceae.

Obsah: Neyméné 0,30 % flavonoidli, vyjadieno jako hyperosid, pocitdino na

vysuSenou drogu.

Zkousky totoZnosti:

1. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri herba.

2. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: K 1,0 g praskované drogy (355) se pfida 10 ml methanolu a zahtiva
se 10 minut pod zpétnym chladicem ve vodni lazni za castého protfepavani. Po

ochlazeni se zfiltruje.
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Porovnavaci roztok: 1 mg kyseliny kavové, 2,5 mg hyperosidu a 1 mg kyseliny
chlorogenové se rozpusti v 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny mravenéi bezvodé, kyseliny octové
ledové, vody a ethyl-acetatu (7 : 7 : 14 : 72).

Nanaseni: 20 pl do prouzk.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Postiika se roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/I) v methanolu a pak
roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu. Vrstva se su$i asi 30 minut na
vzduchu a pak se pozoruje v ultrafialovém svétle pti 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve vrchni Casti modie
fluoreskujici skvrna kyseliny kavové, uprostfed je Zlutohnédé fluoreskujici skvrna
hyperosidu a ve spodni casti je svétle modfe fluoreskujici skvrna kyseliny
chlorogenové. Na chromatogramu zkouSeného roztoku je v horni casti modie
fluoreskujici skvrna kyseliny kavové, pod ni jsou jedna nebo dvé Zlutozelené
fluoreskujici skvrny, zlutohnédé fluoreskujici skvrna a ve spodni ¢asti svétle modie
fluoreskujici skvrna kyseliny chlorogenové na urovni téze latky porovnavaciho

roztoku.

Stanoveni obsahu flavonoidi:

Zakladni roztok: 0,800 g praSkované drogy (355) se ve 100ml barice s kulatym dnem
smicha s 1 ml roztoku methenaminu (5 g/1) [Methenaminum CL 2009], 20 ml acetonu
a 2 ml kyseliny chlorovodikove (70 g HC1 35% se zfedi vodou na 100 ml) a vaii se 30
minut pod zpétnym chladi¢em. Zfiltruje se pfes vatu do 100ml banky. Droga i vata se
vaii pod zpétnym chladi¢em jesté¢ dvakrat 10 minut s 20 ml acetonu. Po ochlazeni na
teplotu mistnosti se zfiltruje ptes vatu a potom pies filtracni papir do odmérné banky a
ziedi se acetonem pouzZitym k promyti baniky a filtru na 100,0 ml. 20,0 ml roztoku se
pfevede do délici nalevky, ptida se 20 ml vody a protfepava se nejprve 15 ml a pak
tiikrat 10 ml ethyl-acetatu. Spojené ethyl-acetatové vrstvy se protiepou dvakrat 50 ml
vody, zfiltruji se ptes 10 g siranu sodného bezvodého do 50ml odmérné banky a ziedi
se ethyl-acetatem na 50,0 ml.

ZkouSeny roztok: 10,0 ml zékladniho roztoku se smichd s 1 ml roztoku chloridu

hlinit¢ho (2,0 g chloridu hlinitého se rozpusti ve 100 ml roztoku kyseliny octové
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ledové 5% (V/V) v methanolu) a zfedi se roztokem kyseliny octové ledoveé 5% (V/V)
v methanolu na 25,0 ml.

Porovnavaci roztok: 10,0 ml zékladniho roztoku se zfedi roztokem kyseliny octové
ledové 5% (V/V) v methanolu na 25,0 ml.

Po 30 minutich se méfi absorbance zkouSeného roztoku pii 425 nm za pouziti
porovnavaciho roztoku jako kontrolni kapaliny.

Obsah flavonoida v procentech, vyjadieno jako hyperosid, se vypocita podle vzorce:

A x1,25
m

v némzZ znaci:

A — absorbanci pii 425 nm

m — navazku zkouSené drogy v gramech

1,25 = prepocitavaci koeficient dané drogy pro dany standard

Specificka absorbance hyperosidu ma hodnotu 500.

1.1.3.9. Sambuci nigrae flos - Kvét bezu ¢erného (CL 2009)

Je to usuSeny kvét druhu Sambucus nigra L., bez cerny, Adoxaceae (dfive
Sambucaceae).

Obsah: musi obsahovat nejméne 0,80 % flavonoidii, vyjadieno jako isokvercitrosid,
pocitano na vysusenou drogu. Dale jsou pfitomné organické kyseliny, stopy glykosidu

sambunigrinu, esterifikované triterpeny a triterpenové kyseliny, sliz, tfisloviny.

Zkousky totoznosti:

1. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri herba.

2. Dtkaz flavonoidii chromatografii na tenké vrstve:

ZkousSeny roztok: 0,5 g praskované drogy se smicha s 10 ml methanolu a zahtiva se

5 minut ve vodni lazni pfi 65 °C za castého protiepavani. Po ochlazeni se zfiltruje a
filtrat se zfedi methanolem na 10 ml.

Porovndvaci roztok: 1 mg kyseliny kdvové, 1 mg kyseliny chlorogenové, 2,5 mg
hyperosidu a 2,5 mg rutosidu se rozpusti v 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny mravenci bezvodé, vody, butan-2-onu a

ethyl-acetatu (10 : 10 : 30 : 50).
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Nanaseni: 10 pl zkouSeného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku do prouzki.
Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Jesté horka vrstva se postiika roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/1)
v methanolu a pak roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu. Susi se asi 30
minut na vzduchu a pak se pozoruje v ultrafialovém svétle pfi 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou v dolni poloviné (v
potadi stoupajicich hodnot Ry): oranzové fluoreskujici skvrna rutosidu, svétle modie
fluoreskujici skvrna kyseliny chlorogenové a oranzovozluté nebo oranzovohnédé
fluoreskujici skvrna hyperosidu, v horni tietiné je zelenomodie fluoreskujici skvrna
kyseliny kdvové. Na chromatogramu zkouSeného roztoku je intenzivni svétle modie
fluoreskujici skvrna odpovidajici kyselin¢ chlorogenové, oranzové fluoreskujici
skvrna odpovidajici rutosidu a v poloze odpovidajici poloze tésné nad skvrnou
hyperosidu na chromatogramu porovnavaciho roztoku je oranzové fluoreskujici
skvrna odpovidajici isokvercitrosidu. Na chromatogramu zkousené¢ho roztoku je
zelenomodie fluoreskujici skvrna v poloze odpovidajici poloze tésné pod skvrnou
kyseliny kdvové na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Na chromatogramu
zkouSen¢ho roztoku mohou byt pfitomné dalsi slabé fluoreskujici skvrny. V dennim
svétle jsou zietelné pouze oranzové fluoreskujici skvrny odpovidajici rutosidu a

1sokvercitrosidu.

Stanoveni obsahu flavonoidu:

Zakladni roztok: 0,600 g praskované drogy se ve 100ml baiice s kulatym dnem smicha
s 1 ml roztoku methenaminu (5 g/I) [Methenaminum CL 2009], 20 ml acetonu a 2 ml
kyseliny chlorovodikové (70 g HCI 35% se zfedi vodou na 100 ml) a vati se 30 minut
pod zpétnym chladicem. Zfiltruje se ptes vatu do 100ml odmé&rné banky. Droga i vata
se vaii pod zpétnym chladiCem jesté dvakrat 10 minut s 20 ml acetonu. Po ochlazeni
na teplotu mistnosti se zfiltruje pies vatu a potom pftes filtracni papir do téZe odmérné
banky a zfedi se acetonem pouzitym k promyti baiikky a filtru na 100,0 ml. 20,0 ml
roztoku se prevede do délici ndlevky, ptidd se 20 ml vody a protfepava se nejprve 15
ml a pak tfikrat 10 ml ethyl-acetdtu. Spojené ethyl-acetatové vrstvy se protiepou
dvakrat 50 ml vody, zfiltruji se ptes 10 g siranu sodného bezvodého do 50ml odmérné

banky a ziedi se ethyl-acetatem na 50,0 ml.
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Zkouseny roztok: 10,0 ml zékladniho roztoku se smichd s 1 ml roztoku chloridu
hlinitého (2,0 g chloridu hlinitého se rozpusti ve 100 ml roztoku kyseliny octové
ledové 5% (V/V) v methanolu) a ziedi se roztokem kyseliny octové ledové 5% (V/V)
v methanolu na 25,0 ml.

Kontrolni roztok: 10,0 ml zakladniho roztoku se zfedi roztokem kyseliny octové
ledové 5% (V/V) v methanolu na 25,0 ml.

Po 30 minutach se méfi absorbance zkouSeného roztoku pti 425 nm proti kontrolnimu
roztoku.

Obsah flavonoidli v procentech, vyjadieno jako isokvercitrosid se vypocita podle
vzorce:

Ax1,25
m

v némz znaci:

A — absorbanci pii 425 nm

m — hmotnost zkouSené drogy v gramech

1,25 = prepocitavaci koeficient dané drogy pro dany standard

Specificka absorbance isokvercitrosidu ma hodnotu 500.

1.1.3.10. Solidaginis virgaureae herba — Nat’ zlatobylu obecného (CL 2009)
Je to celd nebo fezana ususSena kvetouci nat’ druhu Solidago virgaurea L., zlatobyl
obecny, Asteraceae.

Obsah: 0,5 az 1,5 % flavonoidl, vyjadieno jako hyperosid, pocitano na vysuSenou

drogu.

Zkousky totoznosti:

1. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri herba.

2. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: K 0,75 g praSkované drogy (355) se ptida 5 ml methanolu a zahtiva
se 10 minut ve vodni lazni pod zpétnym chladicem. Ochladi se a zfiltruje.
Porovnavaci roztok: 1,0 mg kyseliny chlorogenové, 2,5 mg kvercitrinu a 2,5 mg
rutosidu se rozpusti v 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny mravenci bezvodé, vody, butan-2-onu a

ethyl-acetatu (6 : 6 : 18 : 30).
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Nanaseni: 20 pl zkouSeného roztoku a pl porovnavaciho roztoku do prouzki.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Vrstva se postiika roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/l)
v methanolu a pak roztokem makrogolu 400 (50 g/I) v methanolu. Necha se stat
30 minut a pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovndvaciho roztoku jsou v pofadi vzrastajici
hodnoty Rf Zlutooranzové nebo hnédooranzové fluoreskujici skvrny rutosidu,
nasleduje modie fluoreskujici skvrna kyseliny chlorogenové a nejvyse je zlutohnédé
fluoreskujici skvrna kvercitrosidu.

Na chromatogramu zkouseného roztoku jsou patrné skvrny odpovidajici polohou a
fluorescenci latkdm pfitomnym v porovnavacim roztoku. Zkouseny roztok vykazuje
dale modrozelené fluoreskujici skvrnu pod celem chromatogramu. Nevykazuje
oranzov¢ fluoreskujici skvrnu kvercitrosidu v horni casti chromatogramu. Na

chromatogramu mohou byt dalsi fluoreskujici skvrny.

Stanoveni obsahu flavonoidu:

Zakladni roztok: 0,200 g praskované drogy (355) se ve 100ml baiice s kulatym dnem
smicha s 1 ml roztoku methenaminu (5 g/1) [Methenaminum CL 2009], 20 ml acetonu
a 2 ml kyseliny chlorovodikove (70 g HCI 35% se zfedi vodou na 100 ml) a vaii se 30
minut pod zpétnym chladicem. Tekutina se zfiltruje ptes vatu do 100ml baniky. Droga
1 vata se vafi pod zpétnym chladi¢em jesté dvakrat 10 minut s 20 ml acetonu. Po
ochlazeni na teplotu mistnosti se zfiltruje pfes vatu a potom pftes filtraéni papir do téze
odmérné banky a zfedi se acetonem pouzitym k promyti banky a filtru na 100,0 ml.
20,0 ml roztoku se ptevede do délici ndlevky, ptida se 20 ml vody a protiepava se 15
ml a pak tfikrat 10 ml ethyl-acetatu. Horni vrstvy se spoji v délici nalevce a promyji
se dvakrat 50 ml vody, zfiltruji se pfes 10 g siranu sodného bezvodého do 50ml
odmérné banky a zfedi se ethyl-acetdtem na 50,0 ml.

ZkouSeny roztok: K 10,0 ml zikladniho roztoku se pfidd 1 ml roztoku chloridu
hlinitého (2,0 g chloridu hlinitého se rozpusti ve 100 ml roztoku kyseliny octové
ledové 5% (V/V) v methanolu) a ziedi se roztokem kyseliny octové ledové 5% (V/V)
v methanolu na 25,0 ml.

Kontrolni roztok: 10,0 ml zékladniho roztoku se zfedi roztokem kyseliny octové

ledové 5% (V/V) v methanolu na 25,0 ml.

20z24



Farmakognosie II, Cviceni 6 - flavonoidy

Po 30 minutach se méfi absorbance zkouSeného roztoku pii 425 nm proti kontrolnimu
roztoku.

Obsah flavonoidi v procentech, vyjadieno jako isokvercitrosid se vypocita podle
vzorce:

Ax1,25
m

v némz znaci:

A — absorbanci pii 425 nm;

m — hmotnost zkousené drogy v gramech;

1,25 = ptepocitavaci koeficient dané drogy pro dany standard.

Specificka absorbance isokvercitrosidu ma hodnotu 500.

1.1.3.11. Tiliae flos — Lipovy kvét (CL 2009)

Jsou to celd ususena kvétenstvi druht Tilia cordata Mill., lipa malolista, Tilia
platyphyllos Scop., lipa velkolista, Tilia x wvulgaris Heyne, nebo jejich smgés,
Malvaceae (diive Tiliaceae). Droga slabého aromatického pachu, nasladlé, slizovité
chuti.

Obsahové latky: flavonoidy, zejména glykosidy kvercetinu, kempferolu a myricetinu,

sliz, organické kyseliny, silice (farnesol a geraniol).

OH O OH O
kaempferol myricetin

Zkousky totoZnosti:
1. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri herba.

2. Tenkovrstva chromatografie:
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Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy (355) se smichéd s 10 ml methanolu a zahtiva
se 5 minut ve vodni 1azni pii 65 °C za Castého protiepavani. Po ochlazeni se zfiltruje.
Porovnavacit roztok: 2,0 mg kyseliny kdvové, 5 mg hyperosidu a 5 mg rutosidu se
rozpusti v 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smes objemovych dili kyseliny mravenci bezvodé, vody, butan-2-onu a
ethyl-acetatu (10 : 10 : 30 : 50).

Nandaseni: 10 pl do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Jesté horka vrstva se postiika roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/1)
v methanolu a pak roztokem makrogolu 400 (50 g/I) v methanolu. Sus$i se asi 30
minut na vzduchu a pak se pozoruje v ultrafialovém svétle ptfi 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou v potfadi vzrlstajici
hodnoty Rfr zlutooranzové nebo hnédooranzové fluoreskujici skvrny rutosidu a
hyperosidu a zelenomodie fluoreskujici skvrna kyseliny kavové. Na chromatogramu
zkouSené¢ho roztoku fluoreskuje hlavni skvrna hnédozluté nebo oranzové. Tato skvrna
se nachdzi vpoloze odpovidajici poloze tésné¢ nad skvrnou hyperosidu na
chromatogramu porovnavaciho roztoku. V dennim svétle tato skvrna zieteln¢ vynika
mezi ostatnimi jako hlavni skvrna. Skvrna odpovidajici polohou Rr rutosidu
fluoreskuje také hnédoZluté. Pod ni mohou byt dvé Zluté fluoreskujici skvrny. Mezi
skvrnami rutosidu a hyperosidu jsou oranzové a zluté fluoreskujici skvrny. Mezi
skvrnami hyperosidu a kyseliny kavové je az pét Zluté nebo oranzové fluoreskujicich

skvrn. Tésné pod skvrnou kyseliny kdvové je skvrna fluoreskujici modre.

1.1.3.12. Violae herba cum flore — Violkova nat’ kvetouci (CL 2009)
Je to ususend kvetouci nat’ druhu Viola arvensis Murray, violka rolni a/nebo Viola

tricolor L., violka trojbarevna, Violaceae.

OH O
violanthin
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Obsah: Nejméné 1,5 % flavonoidi, vyjadieno jako violanthin, pocitano na vysusenou

drogu.

Zkousky totoznosti:
1. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri herba.

2. Dikaz flavonoidi chromatografii na tenké vrstve.

Stanoveni obsahu:

Spektrofotometricky na violanthin.

1.1.3.13. Propolis — Propolis

Propolis je polykomponentni pryskyti¢na latka, kterou vcely Apis mellifera sbiraji ze
sekretll pupentl, pryskyfic a kiry nékterych listnatych a jehli¢natych stromt. Vcely
vyuzivaji propolis jako pomocnou stavebni latku odpuzujici vodu a jako konzervacni
prostfedek. Hlavnimi slozkami propolisu jsou flavonoidy, kyseliny hydroxyskoficové
a jejich derivaty, vosky a silice. Slozeni obsahovych latek kolisa podle doby sbéru a

slozeni rostlinného spolecenstva v misté sbéru.

Zkousky totoznosti:

1. Dikaz flavonoidl chromatografii na tenké vrstve:

ZkouSeny roztok: 0,5 g drogy se rozpusti v 10 ml methanolu za obcasného
protiepavani a zfiltruje se.

Porovnavaci roztok: 1 mg kyseliny kavové, 2,5 mg chrysinu, 2,5 mg luteolinu,
2,5 mg rutosidu se rozpusti v 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dilt ethyl-acetatu, kyseliny mravenci bezvodé a vody
(80:10:10).

Nanaseni: 10 pl zkouSeného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku do prouzkd.
Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Pti 100 °C.

Detekce: Jesté horka vrstva se postiikd roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/1)
v methanolu a pak roztokem makrogolu 400 (50 g/1) v methanolu. Susi se asi 30

minut na vzduchu a pak se pozoruje v ultrafialovém svétle pti 365 nm a 254 nm.

23z24



Farmakognosie II, Cviceni 6 - flavonoidy

Hodnoceni: Na chromatogramu zkouSen¢ho roztoku je vice zlutozelené nebo
oranzov¢ fluoreskujicich skvrn flavonoidii vCetné téch, které odpovidaji standardim

porovnavaciho roztoku.
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