Farmakognosie II, Cviceni 8 — trisloviny a anthokyany

1.1. TRISLOVINY

v

jedna o heterogenni skupinu vicemocnych fenolt, jejichz molekulova hmotnost je v rozmezi
1000 — 5000. Mnohé znich se vyskytuji jako glykosidy. Rozdé€luji se na dvé zakladni

skupiny: hydrolyzovatelné tfisloviny a kondenzované tiisloviny.

1.1.1.HYDROLYZOVATELNE TRISLOVINY

Podléhaji hydrolyze kyselinami nebo enzymy za vzniku kyseliny gallové, ptip. ellagové a
cukru. Jsou sloZzeny z né€kolika molekul téchto fenolovych kyselin spojenych esterovou
vazbou s molekulou glukosy. Jsou obvykle zndmé jako pyrogallolové tfisloviny. Se solemi
zeleza dava kyselina gallova modré zbarveni.

Skupina hydrolyzovatelnych tfislovin se déli na dva typy, na gallotaniny (rozd€luji se na
polyestery kyseliny fenolkarboxylové s glukosou a nesacharidové estery fenolkarboxylovych
kyselin) a ellagotaniny. FEllagovad kyselina (depsid kyseliny gallové) mize vzniknout
laktonizaci kyseliny hexahydroxydifenové v prubéhu chemické hydrolyzy tfislovin. V ptirodé
se Casto vyskytuje kyselina chinova, kterd se nachazi v kombinaci s kyselinou kavovou ve

formé chlorogenové kyseliny.
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Hydrolyzovatelné tiisloviny jsou ptfitomny v drogach: Galla, Tanninum, Hamamelidis folium,
Juglandis folium, Rubi fruticosi folium, Rubi idaeae folium, Alchemillae herba, Anserinae

herba, Sanguisorbae radix.

1.1.2. KONDENZOVANE TRISLOVINY
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Nepodl¢haji ucinkim kyselin a enzymi, nerozkladaji se na jednoduché molekuly a neobsahuji
cukernou slozku. Jsou blizké flavonoidnim pigmentiim, maji strukturu odvozenou od

kondenzovanych jednotek flavan-3-olu.

HO

OH

katechin (flavan-3-ol)
2R,3R-3,3",4",5,7-pentahydroxyflavan

Katechiny a flavan-3,4-dioly jsou intermediaty, které se objevuji v biosyntéze polymernich
struktur tfislovin. Pasobenim kyselin a enzymi jsou kondenzované tfisloviny konvertovany
na ¢ervené nerozpustné slouceniny nazyvané flobafeny, které¢ davaji drogdm charakteristické
zabarveni. Suchou destilaci vznika katechol, a proto se tyto tfisloviny oznacuji jako
pyrokatecholové ttisloviny. S chloridem zelezitym davaji zelené zbarveni. Vyskytuji se témét
ve vSech rostlinnych organech v riznych formach. Kondenzované tfisloviny obsahuji:
Quercus cortex, Myrtilli folium, Fragariae folium, Agrimoniae herba, Marrubii herba,

Bistortae rhizoma, Ratanhiae radix, Tormentillae rhizoma, Polygoni avicularis herba.

1.1.3. KOMPLEXNI TRISLOVINY

Skupina tfislovin, které se skladaji z hydrolyzovatelnych tfislovin (vétSinou C-glukosidy
ellagotaninu) a kondenzovanych tfislovin. Jednotky jsou spojeny C-C vazbou mezi C-1
uhlikem glukosové jednotky ellagotaninu a C-8 nebo C-6 uhlikem flavan-3-olu. Vytvéafi
oligomerni formy. Komplexni tfisloviny se nachazi v rostlindch celedi Fagaceae, Myrtaceae,

Theaceae a Polygonaceae.

Pseudotaniny jsou slouceniny s niZ§i molekulovou hmotnosti neZ pravé tiisloviny, nesrazeji
bilkoviny, nedavaji pozitivni reakci na kozZni test. Jsou pfitomné téméf ve vSech drogach

obsahujicich tfisloviny.

VeétSina biologickych vlastnosti tfislovin je déna jejich schopnosti tvofit komplexy s
makromolekulami, pfedevS§im s proteiny. Afinita tfislovin k proteinlim vzrista se zvySujicim

se po¢tem prolinovych zbytkli v bilkovin€ a flexibilitou bilkovinné konformace. Tato afinita
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je také vysoce zavisld na molekulové hmotnosti tfisloviny a je maximalni pro pentagalloyl-
glukosidy a jejich oligomery. Bifenylové uskupeni kyseliny hexahydroxydifenové snizuje
konformacni volnost molekuly a redukuje tak jeji afinitu k bilkovindm. Vlastnim principem
adstringentniho putsobeni tfislovin je jejich schopnost vytvaiet vazebnd spojeni mezi
jednotlivymi proteinovymi vlakny a tfislovinou. Primarné se jedna se o hydrofobni interakce a
vznik vodikovych vazeb mezi fenolovymi skupinami tfisloviny a proteinem. Dal$im typem
vazby je vznik kovalentni vazby, kterd vznikd po oxidaci fenolu na chinon. Dulezitym
faktorem ovlivitujicim vznik vazeb je molekulovd hmotnost tiislovin. Pokud je molekulova
hmotnost pfili§ vysokd, nemutze dojit k zasunuti tiisloviny do interfibrilarniho prostoru
proteinu a nasledné vazebné interakci. Je-li naopak molekulovd hmotnost nizka, nemuze

tiislovina vytvofit dostatecné stabilni vazbu s proteinem.

K charakterizaci tfislovin se pouziva fada vlastnosti spole¢nych pro celou skupinu:
e maji sviravou stahujici chut’;

e srazeji vodné roztoky bilkovin a alkaloidi;

e zpusobuji aglutinaci erytrocytu;

e davaji barevné reakce a srazeniny se solemi tézkych kovi;

e jejich roztoky se na vzduchu oxiduji a tmavnou.

1.1.4. KVALITATIVNI REAKCE TRISLOVIN

Vzhledem k tomu, Ze tfisloviny nejsou chemicky jednotnymi latkami, nelze se spolehnout pfi
jejich kvalitativnim rozboru na vysledek jediné reakce. Drogu, resp. typ tfisloviny, lze
posoudit az podle vysledki nékolika reakci. Pfitom je nejlépe srovnavat vysledky s reakcemi

znamych vzorku.

1.14.1. Srazeci reakce

Vyuzivaji schopnosti riznych latek srazet tfisloviny z roztoku (roztoky bilkovin, soli
alkaloidi, soli tézkych kovti, n€ktera barviva, kyslik atd.). Z nich je dilezita pfedevSim reakce
ttislovin se zelatinou, ktera se uziva rovnéz na odttislovani roztoki tfislovin. Vyznamné jsou
téz reakce se solemi kovii, hlavn& Cu?*’, Pb*", Ag’, Cd*, s nimiz poskytuji tiisloviny

vlockovité, dobfe filtrovatelné sraZzeniny, ¢ehoZ lze vyuzit i na jejich kvantitativni stanoveni.

Reakce trislovin se Zelatinou

3z18



Farmakognosie II, Cviceni 8 — trisloviny a anthokyany

Test s roztokem Zelatiny: 0,5 - 1,0% roztok tfislovin srazi 1% roztok Zelatiny obsahujici 10%

NaCl. Pseudotaniny srazi roztok zelatiny az ve vyssich koncentracich.

K 5 ml ¢irého analyzovaného roztoku se po kapkach ptidava zelatinovy roztok a pozoruje se,
zda se vytvaii srazenina. Zelatina se musi pfidavat opatrné, protoZe sraZenina se miZe v
nadbytku zkoumadla rozpustit. DoporuCuje se pouzivat vzdy Cerstvy roztok zelatiny.
Srazeninu nebo zakal davaji vSechny tfisloviny, ale vSechny druhy nejsou stejné citlivé na
tuto reakci (pseudottisloviny). Chemicka struktura srazeniny vznikajici pfi reakci je sporna
(pozitivné reaguji téz nckteré organické latky jako napf. kyselina salicylova, p-

hydroxybenzaldehyd).

Reakce trislovin s formaldehydem

Povatenim s roztokem formaldehydu a chlorovodiku se vysraZeji pyrokatecholové ttisloviny
kvantitativng, kdezto pyrogallolové ziistavaji vétSinou v roztoku. Reakce se provadi tak, Ze se
k 50 ml zkouSeného extraktu ve varné bance (250 ml) ptida 5 ml kyseliny chlorovodikové
koncentrované a 10 ml 40% roztoku formaldehydu. Smés se vafi 30 minut pod zpétnym
chladicem. Pfipadnd srazenina (pyrokatecholové ttisloviny) se odfiltruje. Prvni podil filtratu
se vylije a k dal§im 10 ml se ptida 1 ml 1% roztoku kamence Zelezitého a 5 g octanu sodného.
V ptitomnosti pyrogallolovych ttislovin vznikne modrofialové zabarveni.

Vysveétleni: Fenol a jeho derivaty polykondenzuji s aldehydy. Nejdiive dochéazi ke kondenzaci,
pfi¢emz se vytvaii hydroxymethylfenoly. Dalsi kondenzace probiha za pfitomnosti kyselych
katalyzatori. OH skupina fidi vstup do poloh ortho a para, ptednostné reaguji slouceniny,

které maji tyto polohy volné.

Reakce trislovin s tezkymi kovy

Srazeniny tfislovin s kovy nemaji obycejné konstantni sloZzeni. Pomér kovii a tfislovin v nich
kolisa a je zavisly na reakénich podminkach (stupenn ziedéni, teplota, zptusob piidavani
roztokli apod.). Nejsou to vétSinou stechiometricky vytvorené soli, ale slouceniny
proménlivého sloZeni.

Reakce s octanem olovnatym

Vsechny tfisloviny se kvantitativné srazeji zadsaditym octanem olovnatym. Kromé tfislovin se
Jjim sréazeji téz pseudottisloviny fenolové povahy. Normalni octan olovnaty srdzi nékteré
ttisloviny pyrogallolové kvantitativné (napt. ve vyluhu z kaStanového a dubové kiry), ale u

vétSiny tfislovin neni vysraZeni kvantitativni a roztok po odstranéni sraZzeniny dava pozitivni
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reakci se siranem Zelezito-amonnym. Pfidanim kyseliny octové se zabrani srdzeni
pyrokatecholovych tfislovin normalnim octanem olovnatym, pfi¢emz pyrogallolové tfisloviny
se Castecné nebo Uplné vysrazeji. Na zaklad¢ uvedenych vlastnosti 1ze obé skupiny ttislovin, i
kdyz ne kvantitativné, odd¢lit tak, ze k 5 ml prefiltrovaného vodného extraktu z drogy se
pfida 10 ml 10% roztoku kyseliny octové a potom 5 ml 10% roztoku octanu olovnatého. Po
peti minutach se provede vyhodnoceni. KdyZ nevznikne sraZenina, jsou pfitomné pouze

pyrokatecholové tiisloviny, v opa¢ném piipad¢ jsou pfitomné pyrogallolové tiisloviny.

Vysvetleni: Oba typy tfislovin maji kysely charakter, ov§em ve srovnani s kyselinou octovou
jsou silngjsimi kyselinami pyrogallolové tfisloviny, které se s octanem olovnatym v kyselém

prostredi srazi a vytvari pravdépodobné sil. V ptipadé pyrokatecholovych tiislovin ke vzniku

soli tfisloviny nedochazi.

Kromé octanu olovnatého se k dikazu tfislovin pouzivaji nasledujici roztoky, s nimiz tvofi
tiisloviny srazeniny: 10% roztok dusi¢nanu stfibrného, 5% roztok zéasaditého octanu

zine¢natého.

Reakce trislovin s bromovou vodou
Bromovou vodou se srazeji do 5 minut tfisloviny pyrokatecholové.
Vysvetleni: Jedna se o bromaci (substituce elektrofilni), kdy vznikaji tetrabromderivaty. Pro

substituci bromu jsou nutné volné polohy ortho a para.

1.1.4.2. Barevné reakce

roztoky Zelezitych soli. Podkladem této barevné reakce je vznik silné kyselé komplexni
slouceniny Zelezit¢ho iontu s fenolem. Proto tuto reakci davaji t€z ostatni latky fenolového
charakteru. Dal$i barevnou reakci, uzivanou pro dikaz tfislovin, je reakce s kyselinou
fosfowolframovou v alkalickém prostfedi, kdy vznikd intenzivni modré zabarveni

(wolframova modr).
Reakce trislovin se Zelezitymi solemi
Ptida-li se k 2-3 ml neutralniho roztoku tfislovin nékolik kapek 1% roztoku kamence

zelezitého, vznikne za pfitomnosti pyrokatecholovych tfislovin zelenocerné zabarveni, kdeZto
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pyrogallolové tfisloviny se barvi do modra. Pii stejném mnozstvi obou druhil tiislovin ve
smesi je zbarveni do modra intenzivnéjsi.
Reakce tfislovin se zelezitymi solemi je velmi citlivd v neutrdlnim prostiedi. V kyselém
prostiedi prechdzi zbarveni i1 u pyrogallolovych tfislovin do fialova. Roztok chloridu
zelezitého je vzdy vlivem hydrolyzy kysely, proto je vyhodnéjsi pouzit k reakci roztoku
kamence zelezitého. Prebytkem zelezitych iontll, které maji oxida¢ni schopnost, se zbarveni
méni do Spinaveé hnéda (béhem doby i vlivem vzdusného kysliku).
Struktura vznikajiciho fenolatového zelezitého komplexu nebyla jesté s konecnou platnosti
uréend, pravdépodobné vznika [Fe(ArO)s]>. Podminkou vzniku zabarveni je pfitomnost
aspoil jedné volné hydroxylové skupiny na aromatickém jadie. Ve vodném nebo alkoholovém
roztoku muze dochéazet k vytéstiovani adovanych molekul rozpoustédla ze solvatovaného
zelezitého ionu molekulami fenolu.
ArOH + [Fe(H20)¢]** == H20 + [Fe(H:0)s (ArOH)]**

Voda nebo alkohol pusobi jako akceptor protonu, miize dojit k nahradé jedné nebo vice
molekul rozpoustédla v solvatovaném zelezitém ionu fenoxidovym iontem.

[Fe(H20)s (ArOH)]*" + H,O == H30" + [Fe(H.0)s (ArO)]*
Mohou vznikat riizné komplexy: od [Fe(H20)s (ArO)]*" az po [Fe(ArO)s]*".

Reakce trislovin s koncentrovanou kyselinou sirovou

K 2 ml roztoku tfislovin se ptfidd opatrné¢ 1 ml kyseliny sirové koncentrované tak, aby se
roztoky nesmichaly. Na sty¢né ploSe se utvoii barevny prstenec, jehoz barva je pro mnohé
tiisloviny vyznacnd. KdyZ se roztok protiepe a zfedi destilovanou vodou, piejde ve vétSing
piipadll zbarveni prstence do roztoku. K této reakci se nejlépe hodi roztoky tfislovin v 96%

ethanolu.

Duikaz katechinu
Roztok katechinu se zbarvi rizové nebo cervené s floroglucinolem v kyselém

prostredi.
Diikaz kyseliny chlorogenové

Extrakt obsahujici kyselinu chlorogenovou dava s vodnym roztokem amoniaku zelené

zbarveni.
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Fluorescencni analyza
Vyluhy drog s obsahem tfislovin typicky fluoreskuji, zvlasté je-1i jimi povlhéena vata nebo
filtracni papir. Specifickych vysledki se dosahuje zvlaste pii hodnoceni kapilogrami

srovnanim se znamou drogou.

1.1.5.KVANTITATIVNI STANOVENI TRISLOVIN — STANOVENI VESKERYCH
POLYFENOLU KOLORIMETRICKOU METODOU

0,500 g drogy se ve varné bance smicha se 150 ml vody. Zahteje se k varu a vafi se dalSich 30
minut pod zpétnym chladi¢em. Ochladi se pod tekouci vodou, smés se pfevede kvantitativné
do 250ml odmérné baniky a doplni se vodou po znacku. Po usazeni ¢astic drogy se roztok
zfiltruje. Prvnich 50 ml filtratu se odstrani.

Celkové polyfenoly: 5,0 ml filtratu se zfedi vodou na 25,0 ml. 2,0 ml tohoto roztoku se
smichaji s 1,0 ml zkoumadla fosfomolybdenan-wolframového, 10,0 ml vody a 17,0 ml 20%
roztoku uhli¢itanu sodného. Pfesn¢ po 2 minutach od pfidani posledniho roztoku se méfi
absorbance (A) pfi 750 nm za pouZziti vody jako kontrolni tekutiny.

Obsah tislovin v procentech se vypocita podle vzorce:

3,125 x A
0,316 xm

m je navazka v gramech.

1.1.6.STANOVENI TRISLOVIN V ROSTLINNYCH DROGACH (CL 2009)

Vsechny extrakcni a fedici postupy se provadéji za chranéni pied svétlem.

Rostlinné drogy nebo suché extrakty.

Predepsané mnozstvi praskované drogy nebo extraktu se v 250ml barice s kulatym dnem
smichd se 150 ml vody a zahtiva se 30 minut na vodni 1azni. Ochladi se pod tekouci vodou a
smes se pievede kvantitativné do 250ml odmérné baiky. Barika s kulatym dnem se promyje

vodou, promyvaci tekutina se piidd do odmérné banky a ziedi se vodou na 250,0 ml. Po
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usazeni Castic drogy se tekutina zfiltruje filtratnim papirem o praméru 125 mm. Prvnich 50
ml filtratu se odstrani.

Tekuté extrakty nebo tinktury. Pfedepsané mnozstvi tekutého extraktu nebo tinktury se ziedi
vodou na 250,0 ml. Smés se zfiltruje filtracnim papirem o primeéru 125 mm. Prvnich 50 ml
filtratu se odstrani.

Celkové polyfenoly: 5,0 ml filtratu se ziedi vodou na 25,0 ml. 2,0 ml tohoto roztoku se
smichaji s 1,0 ml zkoumadla fosfomolybdenan-wolframového, 10,0 ml vody a zfedi se
roztokem uhli¢itanu sodného (290 g/lI) na 25,0 ml. Po 30 minutach od ptidani posledniho
roztoku se méfi absorbance pti 760 nm (A1) za pouziti vody jako kontrolni tekutiny.
Polyfenoly neadsorbovatelné na kozni prasek. K 10,0 ml filtratu se ptida 0,10 g kozniho
prasku a intenzivné se protfepava 60 minut, pak se zfiltruje. 5,0 ml filtratu se zfedi vodou na
25,0 ml. 2,0 ml tohoto roztoku se smichaji s 1,0 ml zkoumadla fosfomolybdenan-
wolframového, 10,0 ml vody a ztfedi se roztokem uhli¢itanu sodného (290 g/1) na 25,0 ml. Po
30 minutach po ptidani posledniho roztoku se méii absorbance pti 760 nm (Az) za pouziti
vody jako kontrolni tekutiny.

Porovnavaci roztok: 50,0 mg pyrogallolu se tésn€ pied pouZzitim rozpusti ve vod¢ a ziedi se ji
na 100 ml. 5,0 ml roztoku se zfedi vodou na 100,0 ml. 2,0 ml tohoto roztoku se smichaji s 1,0
ml zkoumadla fosfomolybdenan-wolframového, 10,0 ml vody a zfedi se roztokem uhli¢itanu
sodného (290 g/1) na 25,0 ml. Po 30 minutich po pfidani posledniho roztoku se méfi
absorbance pii 760 nm (A3) za pouziti vody jako kontrolni tekutiny.

Obsah tfislovin v procentech vyjadieny jako pyrogallol se vypocitd podle vzorce:

62,5x(A,-A,)xm,
A xm,

v némzZ znaci:
m; — hmotnost zkouSené latky v gramech;

m2 — hmotnost pyrogallolu v gramech.

U nasledujicich drog se provedou zkousky totoznosti a kolorimetrické stanoveni obsahu

celkovych polyfenola.

1.1.7.DROGY S OBSAHEM TRISLOVIN
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1.1.7.1. Agrimoniae herba — Repikova nat’ (CL 2009)
Jsou to ususené kvetouci vrcholky druhu Agrimonia eupatoria L., fepik 1ékatsky, Rosaceae.
Obsah: nejméné¢ 2,0 % tiislovin, vyjadieno jako pyrogallol, poc¢itano na vysusenou drogu.

Daéle jsou ptitomné flavonoidy, které se dokazuji tenkovrstvou chromatografii.

Zkousky totoznosti a stanoveni obsahu

1. Tenkovrstva chromatografie

Zkouseny roztok: 2,0 g praskované drogy se smichaji s 20 ml methanolu a zahtivaji se 10
minut pii 40 °C za protiepavani. Roztok se zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 1,0 mg rutosidu a 1,0 mg isokvercitrosidu se rozpusti ve 2 ml methanolu.
Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

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

Nandaseni: 10 pl, do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 12 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 na vzduchu 30
minut. Pozoruje se v ultrafialovém svétle pfi 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni ¢asti oranzové fluoreskujici
skvrna rutosidu a ve stfedni ¢asti oranZové fluoreskujici skvrna isokvercitrinu.

Na chromatogramu zkouSeného roztoku jsou od ¢ela oranzové fluoreskujici skvrny v potadi:
kvercitrosid, isokvercitrosid (shodna poloha se standardem), hyperosid a rutosid (shodna

poloha se standardem).

2. Provede se stanoveni tfislovin v rostlinnych drogach s 1,000 g praSkované drogy.

1.1.7.2. Alchemillae herba — Kontryhelova nat’ (CL 2009)
Je to cela nebo fezand usuSend kvetouci nat’ druhu Alchemilla vulgaris L. sensu latiore,
kontryhel obecny, Rosaceae.

Obsah: Nejméne 6,0 % tfislovin, vyjadieno jako pyrogallol, pocitdno na vysusenou drogu.

Zkousky totoZnosti a stanoveni obsahu:
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1. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,5 g praskované drogy se smichd s 5 ml methanolu a zahtiva se 5 minut ve
vodni 1azni pod zpétnym chladi¢em pii 70 °C. Po ochlazeni se zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 1,0 mg kyseliny kdvové a 1,0 mg kyseliny chlorogenové se rozpusti
ve 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dila kyseliny mravenci bezvodé, vody a ethyl-acetatu (8 : 8 :
84).

Nanaseni: 20 pl zkouSeného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku do prouzka.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: 5 minut pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Vrstva se postiika roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/1) v methanolu a pak
roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu. Deska se su$i na vzduchu asi 30 minut a
pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni casti svétle modie
fluoreskujici skvrna kyseliny chlorogenové a v horni ¢asti svétle modie fluoreskujici skvrna
kyseliny kavové.

Na chromatogramu zkouSené¢ho roztoku jsou od cela dvé cervené fluoreskujici skvrny
chlorofylii, a pod nimi nasleduji jedna nebo dvé intenzivné svétle modie fluoreskujici skvrny
(shodna poloha se standardem kyseliny kavové), dale vice intenzivnich zelené nebo
zelenoZluté fluoreskujicich skvrn. Na trovni kyseliny chlorogenové je intenzivné zluté nebo

oranzov¢ fluoreskujici skvrna.

2. Provede se stanoveni tfislovin v rostlinnych drogach s 0,50 g praskované drogy.

1.1.7.3. Bistortae rhizoma — Rdesnovy oddenek (CL 2009)
Je to cely ususeny oddenek zbaveny postrannich kotfenti, nebo jeho ulomky druhu Persicaria
bistorta (L.) SAMP. (syn. Polygonum bistorta L.), rdesno hadi koten, Polygonaceae.

Obsah: nejméné 3,0 % ttislovin, vyjadieno jako pyrogallol, poc¢itano na vysusenou drogu.

Zkousky totoznosti a stanoveni obsahu

1. Tenkovrstva chromatografie
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Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy se smicha s 10 ml smési stejnych objemovych dila
vody a methanolu a zahtiva se 30 minut ve vodni lazni pti 65 °C a pak se zfiltruje.
Porovnavaci roztok: 5 mg fruktosy a 5 mg katechinu se rozpusti v 5 ml methanolu.
Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili vody, kyseliny mravenci bezvodé a ethyl-acetatu (5 : 10
: 85).

Nandaseni: 2 pl, do prouzk.

Vyvijeni: Po draze 7 cm.

Suseni: na vzduchu.

Detekce: Vrstva se postiika anisaldehydem a susi se 5 minut pfi 100 °C az 105 °C. Pozoruje
se v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je u ¢ela hnéda skvrna katechinu a u
startu je zelend skvrna fruktosy. Na chromatogramu zkouSeného roztoku jsou dvé skvrny
shodné se standardy a mezi nimi dalsi hnéda, fialova, hnéda a oranzova skvrna.

2. Provede se stanoveni tfislovin v rostlinnych drogach; pouzije se 1,000 g praskované

drogy.

1.1.7.4. Hamamelidis folium — Vilinovy list (CL 2009)
Je to cely nebo fezany usuSeny list druhu Hamamelis virginiana L., vilin virginsky,
Hamamelidaceae.

Obsah: Nejméne 3 % ttislovin, vyjadieno jako pyrogallol, pocitano na vysuSenou drogu.

Zkousky totoZnosti a stanoveni obsahu:

1. 1 g praskované drogy se smichd s 10 ml ethanolu 30% (V/V) a zahtiva se 30 minut na
vodni 14zni pod zpétnym chladi€em. Po ochlazeni se zfiltruje. 1 ml tohoto roztoku se
smicha se 2 ml roztoku vanilinu (10 g/l) v kyselin¢ chlorovodikové; vznika cervené
zabarvent.

2. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,0 g praSkované drogy se smichd s 10 ml ethanolu 60% (V/V), protfepava

se 15 minut a zfiltruje se.

Porovnavaci roztok (a): 30 mg taninu se rozpusti v 5 ml ethanolu 60% (V/V).

Porovnavaci roztok (b): 5 mg kyseliny gallové se rozpusti v 5 ml ethanolu 60% (V/V).
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Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

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

Nanaseni: 10 pl, do prouzk.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Susent: Vrstva se susi 10 minut pti 100 °C az 105 °C; necha se ochladit.

Detekce: Postiika se chloridem zelezitym do objeveni se modroSedych skvrn (fenolové
slouceniny).

Hodnoceni: Na chromatogramu zkouSen¢ho roztoku je v dolni tietiné hlavni skvrna
odpovidajici poloze hlavni skvrny porovnavaciho roztoku (a) a druhd izka skvrna v horni
¢asti odpovidajici poloze skvrny porovnavaciho roztoku (b). Na chromatogramu zkouseného

roztoku jsou ve stfedni ¢asti dal$i slabé zbarvené skvrny.

3. Provede se stanoveni tiislovin v rostlinnych drogéach s 0,750 g praskované drogy.

1.1.7.5. Quercus cortex — Dubova kiira (CL 2009)

Je to fezand ususSend kira cerstvych mladych vétvi druht Quercus robur L., dub letni

(ktemeldk), Q. petraea (Matt.) Liebl., dub zimni (drék) a Q. pubescens Willd., dub pyftity

(Sipak), Fagaceae.

Obsah: Nejméné 3,0 % tiislovin, vyjadieno jako pyrogallol, poc¢itano na vysuSenou drogu.

Zkousky totoZnosti a stanoveni obsahu:

1. 1 g praskované drogy se smicha s 10 ml ethanolu 30% (V/V) a zahtiva se 30 minut na
vodni 1azni pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se zfiltruje. 1 ml tohoto roztoku se
smicha se 2 ml roztoku vanilinu (10 g/1) v kyselin¢ chlorovodikové; vznikd cervené
zabarventi.

2. Provede se stanoveni tfislovin v rostlinnych drogach s 0,700 g praSkované drogy.

1.1.7.6. Tormentillae rhizoma — Natrznikovy oddenek (CL 2009)
Je to cely nebo fezany usuSeny oddenek zbaveny kotend, druhu Potentilla erecta (L.)
Raeusch, (P. tormentilla Stokes), mochna natrznik, Rosaceae.

Obsah: Nejméné 7,0 % tiislovin vyjadieno jako pyrogallol, pocitdno na vysusenou drogu.
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Zkousky totoznosti a stanoveni obsahu:

1. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,5 g praSkované drogy se protfepava 10 minut s 10 ml vody a zfiltruje se.
Filtrat se protiepava dvakrat 10 ml ethyl-acetatu. Spojené horni vrstvy se zfiltruji pies 6 g
siranu sodného bezvodého. Filtrat se odpaii do sucha za snizeného tlaku a zbytek se rozpusti
v 1,0 ml ethyl-acetatu.

Porovnavaci roztok: 1,0 mg katechinu se rozpusti v 1,0 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dilti kyseliny octové ledové, diethyletheru, hexanu a ethyl-
acetatu (20 : 20 : 20 : 40).

Nandseni: 10 pl, do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: 10 minut az 15 minut na vzduchu.

Detekce: Posttika se Cerstveé ptfipravenym roztokem modfi pravé (5 g/l); objevi se nacervenalé
skvrny. Vrstva se vystavi plisobeni par amoniaku; skvrny se zbarvi intenzivnéji ¢ervenohnédé.
Pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v horni ¢asti intenzivni skvrna
katechinu, ktera polohou odpovidd skvrné katechinu u zkouSené¢ho roztoku. Na

chromatogramu zkouSeného roztoku jsou dal$i mén¢ intenzivni skvrny.

2. Provede se stanoveni tfislovin v rostlinnych drogach s 0,500 g praSkované drogy.

1.1.7.7. Zkousky totoZnosti
Pro kvalitativni zkouSky tfislovin se pouzivd 1% vodny vyluh tfislovinnych drog, ktery se
piipravi povafenim drogy s vodou po dobu 15 minut a pfefiltrovanim. Vysledky (zabarveni

resp. tvorba srazeniny) uved’te v tabulce.

Barevné reakce Quercus | Hamamelidis | Bistortae |Tormentillae| Agrimoniae
cortex folium rhizoma rhizoma herba

Reakce s FeCls

Reakce s konc.

kys.sirovou
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Srazeci reakce

Quercus

cortex

Hamamelidis

folium

Bistortae

rhizoma

Tormentillae

rhizoma

Agrimoniae

herba

10% AgNO;

5% K2Cr 07

4% CuSOg4

3% (CH;COO),Pb

Roztok Zelatiny
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1.2.ANTOKYANY

Antokyany jsou ve vod¢ rozpustna barviva riazovych, cervenych, modrych a fialovych kvéti a
plodt Cetnych rostlin. Vyskytuji se ve formé glykosidi — antokyaninti a jejich aglykond —
antokyanidint. Jejich struktura se odvozuje od flavyliumchloridu. Antokyanidiny se vyskytuji
v kyselém prostiedi jako kationty. Na C-3 jsou vzdy substituovany hydroxylovou skupinou.
Nejcastéji jsou pentasubstituované 3,3°,4°,5,7 nebo hexasubstituované 3,3°,4°,5, 5,7, bud’

hydroxylovymi nebo methoxylovymi, pfipadné¢ obéma typy skupin.

V pfirodé¢ nejcastéj§imi antokyanidiny jsou pelargonidin (jasné cerveny), kyanidin

(karminovy) a delfinidin (purpurovy).

cl”

Pelargonidin, R1=R2=H
— — Kyanidin R1=0H, R2=H

Glykosylace jedné nebo obou OH skupin glukosou, Delfinidin R1 = R2 = OH

galaktosou, rhamnosou nebo arabinosou nebo rliznymi

oligosacharidy poskytuje ve vodé rozpustné antokyaniny.

R=H, OH, OCH,

Zménou pH v roztocich téchto sloucenin se meni 1 jejich struktura a jejich zménény systém
chromofort se projevuje zménou barvy. Napf. kyanidin je aglykon barviva Cervené riiZe i
modré chrpy.

Izolace antokyanini se provadi extrakci ethanolem nebo methanolem obsahujicim 1-5 %
chlorovodiku. Z extraktl se srazi surovy chlorid piebytkem diethyletheru. Uplatnéni pfii

izolaci antokyanil nasla adsorp¢ni chromatografie zejména na Al>Os.
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1.2.1. KVALITATIVNI REAKCE ANTOKYANU

1.2.1.1. Barevna reakce

Ptidanim uhli¢itanu sodného nebo octanu sodné¢ho do kyselého vodného roztoku antokyanti
dochazi ke zméné barvy z Cervené az fialové na modrou az modrofialovou riizné stalou.
Barvivo se vytiepe z vodného vyluhu do amylalkoholu, k vytfepku se ptfida trochu octanu
sodného a kapka zfedéné¢ho roztoku chloridu zelezitého. Intenzivné modré zbarveni je
charakteristické pro ty antokyanidiny, které maji dv€ sousedni volné hydroxylové skupiny,

napf. delfinidin a kyanidin.

1.2.1.2. Tenkovrstva chromatografie

Zkouseny vzorek: 1 g praskované drogy se extrahuje tfepanim s 6 ml smési methanol :
kyselina chlorovodikové koncentrovana (9 : 1). Extrakt se zfiltruje a odpati na objem cca 0,5
ml.

Vyvijeci soustava: n-butanol: kyselina octova ledova : voda (40 : 10 : 20).

Na vrstvu Silikagelu pro TLC se nanese 10 pl roztoku a vyviji se po draze 12 cm. Po vysuSeni

se vrstva pozoruje bez chemické detekce. Skvrny v draze vzorku se vyhodnoti podle

nasledujici tabulky.

antokyan Rr barva
pelargonidin-3,5-diglukosid 0,5 fialova
petunidin-3,5-diglukosid 0,3 modra
delfinidin-3,5-diglukosid 0,2 modra
kyanidin-3,5-diglukosid 0,3 fialova
malvidin-3,5-diglukosid 0,4 cervena
malvidin-3-glukosid 0,5 cervena

1.2.2.DROGY S OBSAHEM ANTHOKYANU

1.2.2.1. Cyani flos — Chrpovy kvét
Drogu tvoti usuSeny kvét, Cyanus segetum HILL., chrpa polni, Asteraceae.
Obsah: antokyany, saponiny, sliz.

Zkousky totoZnosti:
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Tenkovrstva chromatografie (viz vyse).

1.2.2.2. Hibisci sabdariffae flos — Kvét ibisku sudanského (CL 2009)

Je to cely nebo fezany ususeny kalich a kalisek druhu Hibiscus sabdariffa L., ibiSek sudansky
(rozella), Malvaceae, sklizeny v dob¢ zralosti.

Obsah: Hibiscin = delfinidin-3-xylosyl-glukosid. Hodnoti se mohutnost vybarveni a metodou
tenkovrstvé chromatografie.

Nejméné 13,5 % kyselin, vyjadieno jako kyselina citronova, pocitano na vysuSenou drogu.

Zkousky totoznosti

1. Tenkovrstva chromatografie:

ZkouSeny roztok: K 1,0 g praskované drogy se ptfida 10 ml ethanolu 60%, protfepava se 15
minut a pak se zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 2,5 mg ¢ervené chinaldinové a 2,5 mg modrte sulfanové se rozpusti v 10
ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny mravenci bezvodé, vody a butan-1-olu (10 : 12
: 40).

Nandaseni: 5 ul do prouzki 10 mm.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

SusSeni: Na vzduchu.

Detekce: Pozoruje se ihned v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve spodni Casti oranzovocervena
skvrna Cervené chinaldinové a pod ni v polovin€ spodni ¢asti desky je modra skvrna modfe
sulfanové. Na chromatogramu zkousené¢ho roztoku v poloze mezi skvrnami porovnavaciho
roztoku je intenzivni fialovd skvrna (hibiscin) a ve spodni €asti intenzivni fialovomodra

skvrna.

1.2.2.3. Malvae sylvestris flos — Kvét slézu lesniho (CL2009)
Je to usuSeny kvét druhu Malva sylvestris L., sléz lesni, Malvaceae, nebo jeho péstovanych
odrtd, cely nebo jeho tlomky.

Obsah: sliz, antokyanové glykosidy (malvidin-3,5-diglukosid).
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Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:

ZkouSeny roztok: 1 g praSkované drogy se micha 15 minut s 10 ml ethanolu 60% a pak se
zfiltruje.

Porovnadvaci roztok: Roztok ¢ervené chinaldinové (0,5 g/1) v ethanolu 96%.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny octové, vody a butan-1-olu (15 : 30 : 60).
Nanaseni: 10 pl zkouSeného roztoku a 5 pl porovnavaciho roztoku, do prouzk.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Posuzuje se v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v horni Casti stfedni tfetiny
oranzovocervena skvrna. Na chromatogramu zkouSeného roztoku, v poloze odpovidajici
poloze pod skvrnou na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou ve stiedni tietiné dvé

fialové skvrny; hlavni skvrna (6""-malonylmalvin) je tésn¢ pod fialovou skvrnou (malvin).

18z 18



