Farmakognosie II, Cviceni 7 - saponiny

1.1.SAPONINY

Saponiny jsou piirodni latky, které dostaly nazev podle toho, Ze pfi protiepavani s
vodou siln€ péni. Povrchové aktivita a srdzeni s bilkovinami a cholesterolem jsou také
pravdépodobné pfi¢inou jejich hemolytickych vlastnosti, které znemoziuji

parenteralni podani. Terapeuticky se vyuzivaji hlavné jako expektorancia a diuretika.

Saponiny se nachazeji v rostlinném materidlu jako glykosidy, které mohou byt
hydrolyzovany na lipofilni aglykon — sapogenin a cukernou slozku. Tuto tvofi vedle
glukosy, rhamnosy, galaktosy a xylosy také uronové kyseliny. Cukry (pievazné jako
oligosacharidy) jsou vazany nejéastéji pres hydroxyl v poloze C-3. Biogeneticky je
sapogenin odvozen od kyseliny mevalonové, pficemz dilezitym prekurzorem je

skvalen.

Podle typu aglykonu lze saponiny d€lit na steroidni a triterpenoidni.

steroidni skelet triterpenoidni skelet

V piirodé jsou, co do poctu, Castjsi triterpenoidni saponiny. Nalézaji se v rostlinach
Celedi Fabaceae, Asteraceae, Araliaceae a v mnoha dalSich. Steroidni saponiny jsou
v ptirodé méné rozsifené a nachdzeji se u jednodéloznych rostlin, zejména v Celedich

Liliaceae, Dioscoreaceae, Agavaceae aj.

Zakladni skelet steroidnich saponint tvoii cyklopentanoperhydrofenanthren, ¢imz je
déna ptibuznost s dalSimi nativnimi steroidy (steroidni hormony, Zlu¢ové kyseliny a

kardioaktivni glykosidy).

Steroidni saponiny jsou rozpustné ve vod¢ a dalSich polarnich rozpoustédlech. Vliv
stereochemie na aktivitu saponinii neni tak dulezity, jako napt. u kardioaktivnich
glykosidii. Pfirodni sapogeniny se 1i$i pouze v konfiguraci na C-3, C-5 a C-25. Podle

bocniho fetézce rozliSujeme spirostanovy a furostanovy typ steroidnich saponini.
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Jsou velmi dilezitym zdrojem latek se steroidnim skeletem, uzivanych pro vyrobu

steroidnich hormonu.

Pentacyklické triterpenoidni saponiny, na rozdil od steroidnich saponind, se velmi
vzacné vyskytuji v jednod€loznych rostlinach, ale jsou bézné u dvoudéloznych
Polygonaceae, Primulaceae, Hippocastanaceae a Caryophyllaceae. Jsou nerozpustné
ve vod¢, mirn€ v ethanolu za tepla. Triterpenoidni sapogeniny mohou byt zafazeny do

tii skupin: B-amyrinové, a-amyrinové a lupeolové.

1.1.1.KVALITATIVNI REAKCE SAPONINU

K dikazu saponini se pouzivaji dva zdkladni typy reakci: srdZeci a barevné.
Nevyhodou téchto reakcei je, ze nejsou specifické pouze pro saponiny. Poskytuji je i
ostatni triterpeny a steroidy ptfitomné v droze. Proto je nutné saponiny z drogy

nejdiive vyizolovat.

1.1.1.1. Srazeci reakce
Saponiny tvofi komplexni slouceniny s cholesterolem a srdzeji se hydroxidem
hotfe¢natym, hydroxidem barnatym, solemi médi a olova a Nesslerovym zkoumadlem

(tetrajodortutnatan draselny Ko[Hgla]).

1.1.1.2. Barevné reakce

Nejcastéji se pouzivaji koncentrované kyseliny, zejména kyselina sirova nebo jeji
smés s 96% ethanolem. Pfi téchto reakcich dochazi vétsinou k dehydrogenaci, k
vytvoteni dalSich dvojnych vazeb a tim ke vzniku barevnych slouc¢enin. Sloucenina se
jevi barevnd, jestlize z bezbarvého svétla, které na ni dopada, jednu cast pohlti a
druhou odrazi. A pravé tato odrazena cast, kterda uz neobsahuje paprsky vSech
vlnovych délek, protoze byly pohlceny slouceninou, vyvolava v naSem oku na sitnici
barevny vjem. Pokud byla napft. pohlcena oranzova slozka bezbarvého svétla, bude se
nam sloucenina jevit v doplitkové barvé modrozelené. Zejména slouceniny s vazbami
C=C, C=N, C=0 a N=N, dale pak slouceniny s konjugovanym systémem dvojnych
vazeb nebo s pfipojenymi aromatickymi kruhy maji schopnost pohlcovat urcitou

slozku na n€¢ dopadajiciho svétla a tak se jevit v doplitkové barve.
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Salkowského reakce
S koncentrovanou kyselinou sirovou poskytuje mikrosublimat rozpustény v
chloroformu zluté zabarveni, které pfechazi do riznych barevnych odstint v zavislosti

od pouzité drogy.

Liebermann-Burchardova reakce
S anhydridem kyseliny octové a koncentrovanou kyselinou sirovou vznikaji rizné

barevné odstiny v zavislosti na pouzitém mikrosublimatu.

SSING SIS0

Barevné produkty Liebermann-Burchardovy reakce podle Watanabeho

Rosenthalerova reakce
S 1% roztokem vanilinu v koncentrované kyseliné chlorovodikové po mirném zahitati

vznikaji riizné barevné odstiny ¢ervené a fialové.

Lafonsova reakce
Provadi se pfimo na fezu ktirou, nebo kofenem saponinové drogy. Po navlhceni fezu
smési koncentrované kyseliny sirové a 96% ethanolu (1:1) vznik4 v buiikach pletiva

cervené zabarveni, které prechazi do fialova.

Pro dikaz saponintl 1ze vyuzit také jejich specifickou vlastnost hemolyzovat cervené
krvinky. Hemolytické ptisobeni neni zcela vysadni vlastnosti saponind, piestoze v
mnoha pfipadech je jedinym voditkem pro jejich dikaz a kvantitativni hodnoceni. Ve
styku se saponiny se ¢ervené krvinky porusuji, dochazi k uvolnéni hemoglobinu a k
hemolyze. Hemolyzu lze provadét na krevni zelatiné nebo na krevnim agaru.
Saponiny extrahované z drogy ve styku s krevni Zelatinou nebo krevnim agarem
vytvareji tzv. hemolyticky dvtrek, tj. difunduji do Zelatiny nebo agaru a zpiisobuji

hemolyzu krvinek, cozZ se projevi zjasnénim cervené barvy agaru.

1.1.2. KVANTITATIVNi HODNOCENi SAPONINU

3z12



Farmakognosie II, Cviceni 7 - saponiny

Pfi stanoveni saponinli v drogach se pouzivaly metody fyzikalni (stanoveni Cisla
pénivosti), metody chemické (napi. titrani stanoveni kyseliny glycyrrhizové) a
metody biologické (stanoveni hemolytického indexu — stanoveni mnoZstvi

hemolytickych jednotek). Dnes se Casto vyuzivaji metody kapalinové chromatografie.

1.1.2.1. Stanoveni Cisla pénivosti podle Koflera

Jednou z nejnapadnéjSich vlastnosti saponinii, jimiz se 1iSi od ostatnich glykosidi, je
povrchové aktivita. Saponinové roztoky maji proti vod¢€ znacné snizené povrchové
napéti a vyznacuji se silnou pénivosti. Povrchova aktivita jejich roztokl klesa s
koncentraci a je znacné¢ zavisla na privodnich slozkach. Proto Ize hodnoceni
saponinovych drog podle povrchového napéti jejich extraktii pouZit jen omezenég, v
relativnim méfitku. Cislo pénivosti je hodnota, kterou miizeme zhruba vyjadiit kvalitu
saponinovych drog. Cislo pénivosti udava nejvétsi zfedéni vyluhu drogy, ktery po

protiepani vytvoii ve zkumavce prstenec pény vysoky 1 cm.

1.1.3.DROGY S OBSAHEM SAPONINU

1.1.3.1. Primulae radix — Prvosenkovy ko¥en (CL 2009)

Je to cely nebo fezany ususeny oddenek s koteny druhu Primula veris L., prvosenka
jarni, nebo Primula elatior (L.) Hill., prvosenka vyss§i, Primulaceae. Droga hotké
chuti.

Obsah: 5 — 10 % triterpenoidnich pentacyklickych saponint, jejichz aglykony jsou
derivaty priverogeninu A a B (Primula veris) a protoprimulageninu A (Primula

elatior).
Zkousky totoznosti:

1. 0,1g praskované drogy se smichd s 5 ml teplé vody a po vychladnuti se prottepe.

Vytvofena péna je patrnd jesté po hodiné (saponiny).

2. 0,5 g praskované drogy se ve zkumavce protiepava s 5 ml acetonu 5 minut, po 30
minutach stani se vyluh prefiltruje. K filtratu se pfida stejny objem koncentrované

kyseliny chlorovodikové a zahieje se k varu. Roztok se musi barvit cihlové Cervené.

3. Diikaz saponint na krevnim agaru viz Saponariae radix.
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1.1.3.2. Saponariae radix — Koren mydlice l1ékarské

Jsou to usuSené podzemni casti druhu Saponaria officinalis L., mydlice lékaiska,
Caryophyllaceae.

Obsah: 2,5 — 5 % smési saponini oznacovanych jako saporubin, dale triterpenové

saponasidy A, B, C, D, jejichz aglykony jsou gypsogenin a kyselina gypsogeninova.

Zkousky totoznosti:
1. Pfi¢ny fez drogou navlhé¢ime 96% kyselinou sirovou, vzniké zluté zabarveni, které
pfechazi ptfes pomerancovou az do rdzovofialové (saponiny, modifikovana

Salkowského reakce).

2. Ditkaz saponinll na krevnim agaru: 1,0 g praSkované drogy se zahieje k varu s 10,0
ml izotonického fosfatového pufru. Po ochlazeni se smés zfiltruje. V agarové plotné
se korkovrtem vyfezou otvory o priméru asi 10 mm. Tyto se naplni filtratem z drogy.
Saponin difunduje do krevniho agaru a vytvoii v ném hemolyticky dvirek. Jeho

velikost se vyhodnoti po 2 az 24 hodinach.

1.1.3.3. Polygalae (Senegae) radix — Senegovy koien (CL 2009)
Jsou to ususené koteny druhu Polygala senega L., vitod senega, Polygalaceae.
Obsah: 6 az 12 % triterpenoidnich saponintl, hlavné senegasaponiny A, B, C, D, liSici

se v cukerné sloZce; hlavni aglykony jsou presenegin a tenuifolin.

Zkousky totoznosti:
1. K praSkované droze se pfida n€kolik kapek koncentrované kyseliny sirové, vznikne
zluté zabarveni, které po 30 minutdch ptechazi do riiZzové (saponiny, Salkowského

reakce).

2. Duikaz saponini na krevnim agaru viz Saponariae radix.
3. Tenkovrstva chromatografie

Zkouseny roztok. 1,0 g praSkované drogy (355) se vaii 15 minut pod zpétnym
chladi¢em s 10 ml ethanolu 70% (V/V), zfiltruje se a necha se ochladit.

Porovndvaci roztok. 10 mg escinu se rozpusti v ethanolu 70% (V/V) a ztedi se jim

na 10 ml.
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Staciondrni faze. Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze. Horni vrstva smési objemovych dili kyseliny octové ledové, vody a
butan-1-olu (10 : 40 : 50).

Nandaseni. 10 pl zkouseného roztoku a 10 pl a 40 pl porovnavaciho roztoku, do
prouzkl 20 mm x 3 mm.

Vyvijeni. Po draze 12 cm.

Suseni. Pti 100 °C az 105 °C.

Detekce A. Postiika se anisaldehydem a znovu se zahtiva pii 100 °C az 105 °C, dokud
se na chromatogramu zkouseného roztoku neobjevi ¢ervené skvrny (saponiny).
Hodnoceni A. V dolni a stfedni ¢asti chromatogramu zkouSeného roztoku jsou tfi az
pét Cervené zbarvenych skvrn odpovidajicich polohou Sedofialovym skvrnam escinu
na chromatogramu porovnavaciho roztoku.

Detekce B. Vrstva se postika asi 10 ml roztoku kyseliny fosfomlybdenové v ethanolu
bezvodém a zahtiva se pfi 100 °C az 105 °C, dokud se skvrny saponinli nezbarvi
modfe.

Hodnoceni B. Intenzita a velikost skvrn na chromatogramu zkouseného roztoku se
pohybuje mezi intenzitou a velikosti prouzkll escinu na chromatogramech po naneseni

10 a 40 pl porovnovéaciho roztoku.

1.1.3.4. Verbasci flos — Diviznovy kvét (CL 2009)

Je to usuSend kvétni koruna druhd Verbascum thapsus L. divizna malokvéta,
Verbascum densiflorum Bertol. (syn. V. thapsiforme Schrad), d. velkokvéta a
Verbascum phlomoides L., d. sapovita, Scrophulariaceae.

Obsah: kyselé a neutralni saponiny, flavonoidy a iridoidy.

Zkousky totoZnosti:

1. Dikaz saponinti na krevnim agaru viz Saponariae radix.

2. 1,0 g praskované drogy se vafi 1 minutu s 15 ml vody. Zfiltruje se. Filtrat se smicha
s1 ml kyseliny chlorovodikové 35% a vafi se 1 minutu; vznikd zelenomodré

zabarveni a po né¢kolika minutach se tvofi zakal a pak cernd sraZenina (iridoidy).

3. Tenkovrstva chromatografie:
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ZkousSeny roztok: 1,0 g praskované drogy se smicha s 10 ml methanolu a zahtiva se 5
minut ve vodni lazni pii 60 °C za michani. Po ochladnuti se zfiltruje.

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

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

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

Nandaseni: 30 pl zkouSeného roztoku a 10 ul porovnavaciho roztoku do prouzki.
Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Pti 100 °C az 105 °C.

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

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je nad startem zlutohnédé
fluoreskujici skvrna (rutosid), nad ni dalsi Zlutohnéd¢ fluoreskujici skvrna (hyperosid)
a ve vrchni ¢asti zelenomodrte fluoreskujici skvrna (kyselina kavova).

Na chromatogramu zkouSeného roztoku je nejvySe zluté az zlutozelené fluoreskujici
skvrna a pod ni jsou patrné dalS$i namodrale nebo nazelenale fluoreskujici skvrny

(flavonoidy nebo fenylpropanoidy).

1.1.3.5. Herniariae herba — Priitrznikova nat’

Je to celd nebo fezand suSenda nat druhu Herniaria glabra L., pritrznik lysy, a
Herniaria hirsuta L, pratrznik chlupaty, Caryophyllaceae (nové Ilecebraceae).

Obsah: 3 — 9 % neutradlnich saponint, 0,4 % kyselych saponind, kumarin

methylumbelliferon (herniarin).

Zkousky totoZnosti:

1. Mikrosublimaci asi pii 100 °C vznika sublimét, ktery se rozpusti ve vod¢ a ptida se
1 kapka zfedéného roztoku amoniaku. Roztok ve filtrovaném zafeni rtutové vybojky
modre fluoreskuje (methylumbelliferon).

2. Dtkaz saponinll na krevnim agaru viz Saponariae radix.
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1.1.3.6. Ononidis radix — Jehlicovy kofen (CL 2009)
Je to cely nebo tezany usuSeny koten druhu Omnonis spinosa L., jehlice trnita,
Fabaceae.

Obsah: saponiny, flavonoidy, silice.

Zkousky totoznosti:
1. Mikrosublimaci pfi pfiblizn¢ 100 °C vznikd sublimat, sestavajici se z hvézdicovité
uspotadanych jehlic, které se kapkou lihového roztoku vanilinu po chvili zbarvi

modrofialové (onokol).
2. Pri¢ny fez kotfenem se navlh¢i kapkou zfedéného roztoku amoniaku, barvi se zluté.

3. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,0 g praSkované drogy se smichd s 15 ml methanolu a vafi se
30 minut pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 10 mg resorcinolu a 50 mg vanilinu se rozpusti v 10 ml
methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu Fas4 pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dilt ethanolu 96%, dichlormethanu a toluenu (10 : 45
: 45).

Nandaseni: 20 pl do prouzk.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

SusSeni: Na vzduchu.

Detekce A: Pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 254 nm a 365 nm.

Hodnoceni A: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je nad startem skvrna patrna
pfi 254 nm (resorcinol) a blizko ¢ela chromatogramu je skvrna viditelna pii 254 nm
(vanilin). Na chromatogramu zkouseného roztoku je intenzivni modrd skvrna
viditelna pti 365 nm, lokalizovana jako resorcinol porovnavaciho roztoku. Jsou jesté
patrné dal$i méné intenzivné zabarvené skvrny.

Detekce B: Vrstva se postiikd anisaldehydem (v nasledujicim potradi se smiché 0,5 ml
anisaldehydu, 10 ml kyseliny octové ledové, 85 ml methanolu a 5 ml kyseliny sirové
96%), zahtiva se 5 minut az 10 minut pti 100 °C az 105 °C. Pozoruje se v dennim

svetle.
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Hodnoceni B: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je nad startem Cervena
skvrna (resorcinol), blizko cela je Sedofialova skvrna (vanilin). Na chromatogramu

zkouseného roztoku je v poloze nad resorcinolem fialova skvrna (onokol).
2. Duikaz saponini na krevnim agaru viz Saponariae radix.

Extrahovatelné latky. Nejméné 15 %; 2,00 praskované drogy (250) se smichaji se
smési 8 g vody a 12 g ethanolu 96% a nechd se 2 h stat za Castého protiepavani,
zfiltruje se a 5 g filtratu se odpafi na vodni 1azni do sucha. Zbytek po odpateni se susi

2 h v susarné pti 100 °C az 105 °C; zbytek po vysuseni vazi nejméné 75 mg.

1.1.3.7. Liquiritiae radix — LékoFicovy koien (CL 2009)

Je to ususeny neloupany nebo loupany, cely nebo fezany kofen a vybézky druhu
Glycyrrhiza glabra L., 1ékofice lysa a/nebo Glycyrrhiza inflata Bat., 1. nadmuta
a/nebo Glycyrrhiza uralensis Fisch., 1. uralska, Fabaceae.

V oznaceni na obalu se uvede, zda je droga loupand nebo neloupana.

Obsah: Nejmén¢ 4,0 % kyseliny glycyrrhizové, pocitdno na vysusenou drogu. Dale

jsou piitomné flavonoidy a chalkony.

GIcA—GIcA—0

glycyrrhizové kyselina
Zkousky totoznosti

1. 0,5 g praSkované drogy se povaii s 5 ml vody a po vychladnuti se zfiltruje,

filtrat ttepanim péni a péna je do 1 hodiny jeste patrna (saponiny).

2. K 0,05 g praskované drogy se pfida 5 ml koncentrované kyseliny sirové, droga 1

kyselina se zbarvi oranzové€, pozdéji Cervené (glycyrrhizin).
3. 3. Diikaz saponind na krevnim agaru viz Saponariae radix.

4. 0,02 g praSkované drogy se polije 2,0 ml roztoku kyseliny sirové 50%. Kyselina

se zbarvi intenzivné oranzové Zluté (flavonoidni glykosid liquiritin).
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5. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,50 g praskované drogy se v 50ml banice s kulatym dnem smicha se
16,0 ml vody a 4,0 ml kyseliny chlorovodikové (250 g/l HCI 35%), zahtiva se 30
minut na vodni l4zni pod zpétnym chladic¢em. Po ochlazeni se zfiltruje. Filtr a banika
se susi 60 minut pfi 105 °C. Filtr se vlozi zpét do banky, pfida se 20,0 ml
diethyletheru a zahtiva se 5 minut na vodni 1dzni pti 40 °C pod zpétnym chladi¢em,
po ochlazeni se zfiltruje a filtrat se odpafi do sucha. Zbytek se rozpusti v 5,0 ml
diethyletheru.

Porovnavaci roztok: 5,0 mg kyseliny glycyrrhetové a 5,0 mg thymolu se rozpusti
v 5,0 ml diethyletheru.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu Fas4 pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili amoniaku 26%, vody, ethanolu 96% a ethyl-
acetatu (1:9:25:65).

Nandseni: 10 pl do prouzkt.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu, 5 minut.

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

Hodnoceni A: Na chromatogramu zkouseného roztoku a porovnavaciho roztoku je
v dolni poloviné skvrna zhaSejici fluorescenci (kyselina glycyrrhetova).

Detekce B: Postiikd se anisaldehydem (v nasledujicim potfadi se smicha 0,5 ml
anisaldehydu, 10 ml kyseliny octové ledové, 85 ml methanolu a 5 ml kyseliny sirové
96%), zahtiva se 5 minut aZ 10 minut pii 100 °C az 105 °C a pozoruje se v dennim
svétle.

Hodnoceni B: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni poloviné fialova
skvrna (kyselina glycyrrhetovd) a v horni tietin€ ¢ervena skvrna (thymol).

Na chromatogramu zkouSeného roztoku je vdolni poloviné¢ fialovd skvrna
odpovidajici polohou skvrné¢ kyseliny glycyrrhetové na chromatogramu
porovnavaciho roztoku a v horni tfetiné Zluta skvrna (isoliquiritigenin) v poloze
odpovidajici poloze thymolu na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Na

chromatogramu zkouseného roztoku mohou byt dalsi skvrny.

Stanoveni obsahu kyseliny glycyrrhizové titracné:
2,0 g drogy se smisi ve varné banice na 100 ml s 20 ml 3% roztoku kyseliny dusi¢né

v acetonu a zahiiva se na vodni lazni, jejiZz teplota nesmi piekrocit 60 °C, pod
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zpétnym chladicem 10 minut. Ochlazeny extrakt se zfiltruje na Biichnerové nélevce.
Extrakce acetonovym roztokem kyseliny dusicné na vodni lazni se opakuje jesté
tiikrat. Droga se potom promyva jesté takovym mnozstvim acetonu, aby celkovy
objem acetonovych extrakti byl 100 ml. Pak se tento extrakt vlije do kadinky o
objemu 200 ml. Pfid4d se 40 ml ethanolu 60% a za stdlého michdni se po kapkach
pfidava 10 ml 25% amoniaku. Po smichdni smés ochladime ledem na 15 °C.
Vznikajici srazenina (amonna sul kyseliny glycyrrhizové), kterou zachytime na
dvojitém sklddaném filtru, se odsaje a promyva se acetonem, dokud neni protékajici
aceton bezbarvy (50-100 ml). SraZenina se necha na filtru vysusit na vzduchu a potom
se dosusi v susarné pii 60 °C. Poté se srazenina kvantitativné rozpusti v 50,0 ml vody
a k vodnému roztoku se pfida 20 ml neutralniho formaldehydu. Nechd se 1 hodinu
stat a pak se titruje 0,1 M roztokem hydroxidu sodného na fenolftalein do ¢erveného
zabarveni. Soucasné se provadi slepy pokus. 1 ml 0,1 M roztoku hydroxidu sodného

udava 0,0273 mg kyseliny glycyrrhizové.

Stanoveni obsahu kapalinou chromatografii:

Zkouseny roztok: 1,000 g praskované drogy (180) se ve 150ml zabrousené kuzelové
bance smicha se 100,0 ml roztoku amoniaku 17,5% RS (8 g/1) a vlozi se na 30 min do
ultrazvukové 1azng. Cast supernatantni tekutiny se odstiedi a 1,0 ml se zfedi
amoniakem 17,5% RS (8 g/l) na 5,0 ml. Roztok se zfiltruje ptes filtr 0,45 pm a filtrat
se pouzije jako zkouSeny roztok.

Roztok A. 0,130 g amonium-glycirrhizatu pro HPLC CRL se rozpusti v amoniaku
17,5% RS (8 g/1) a ziedi se jim na 100,0 ml.

Porovnavaci roztok (a). 5,0 ml roztoku A se ziedi roztokem amoniaku 17,5% RS (8
g/l) na 100,0 ml.

Porovnavaci roztok (b). 10,0 ml roztoku A se zfedi roztokem amoniaku 17,5% RS (8
g/1) na 100,0 ml.

Porovnavaci roztok (c). 15,0 ml roztoku A se zfedi roztokem amoniaku 17,5% RS (8
g/l) na 100,0 ml.

Kolona. Stacionérni faze: silikagel oktadecylsilylovany.

Mobilni faze. Smés objemovych dilt roztoku kyseliny octové ledové R, acenonitrilu R
avody R (6 + 30 + 64).

Prutokova rychlost. 1,5 ml/min.

Detekce. Spektrofotometricky detektor, 254 nm.
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Nastrik. 10 pl.

Sestroji se kalibracni kiivka za pouziti koncentraci porovnavacich roztoka (g/100 ml)
na ose X a odpovidajicich ploch pikll na ose y. Za pouziti reten¢nich ¢ast a ploch pika
na chromatogramech porovnavacich roztokli se identifikuje a stonovi plocha piku
kyseliny glycyrrhizové na chromatogramu zkousSeného roztoku. Obsah kyseliny
glycyrrhizové se vypocita podle vzorce

AxixBx%

m 840
V némz znaci:
A - koncentraci amonium-glycyrrhizatu ve zkouseném roztoku odectenou z kalibra¢ni
kiivky v g/ 100 ml;
B - deklarovany obsah amonium-glycyrrhizatu pro HPLC CRL v procentech;
m - hmotnost zkousené drogy v gramech;
822 - molekulovou hmotnost kyseliny glycyrrhizové;

840 - molekulovou hmotnost amonium-glycyrrhizatu (bezvodého).

Droga se pouziva pro piipravu:

Liquiritiae extractum fluidum ethanolic normatum (CL 2009) — LékotFicovy
extrakt tekuty ethanolicky standardizovany. Obsah — 3,0 — 5,0 % kyseliny
glycyrrhizové.

Liquiritiae extractum siccum ad saporandum (CL 2009) — Léko¥Ficovy extrakt

suchy pro aromata. Obsah — 5,0 — 7,0 % kyseliny 18B-glycyrrhizové.
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