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PREDMLUVA

Farmakognozie je interdisciplinarni véda, ktera predstavuje jednu z péti zakladnich
oblasti farmaceutického vzd¢lavani. Zahrnuje studium fyzikalnich, chemickych,
biochemickych a biologickych vlastnosti drog biogenniho piivodu, jejich obsahovych
latek, potenciadlnich drog a jejich obsahovych latek a hledani novych I1éciv

Z ptirodnich zdrojt.

Skriptum je uréené studentim magisterského studijniho programu farmacie. Poskytne
studentim zéklad, zn¢hoz budou vychazet pii hodnoceni rostlinnych drog
Vv praktickém cviceni z farmakognozie. Skriptum neuvadi vSechny pouzivané rostlinné
drogy, ptinasi vybér se zaméfenim na drogy, které jsou jednak dulezité v praxi, jednak
jsou charakteristické svou strukturou nebo obsahovymi latkami. Dominantni vliv na
obsah skript maji metody, postupy a zatazeni drog v Ceském 1ékopisu 2009. Déle jsou
uvedeny i nékteré drogy, které slouzi jako dilezité suroviny, bez nichz se vyroba léciv

neobejde.

Skriptum je formaln¢ rozdéleno na dvé Casti. V Obecné casti jsou uvedeny zakladni
informace a udaje tykajici se predevsim obecnych zkusebnich postupt pro posuzovani
drog, se zvlastnim zietelem k CL 2009. Specidini ¢dst obsahuje navody pro zkousky
totoznosti a kvantitativni hodnoceni obsahovych latek jednotlivych drog
uspotadanych do skupin podle jejich hlavnich obsahovych latek. Lécivou hodnotu
rostliny, resp. drogy, urcuji obsahové latky. Jejich mnozstvi zavisi na mnoha
faktorech a miZe byt riizné, proto je hodnoceni obsahovych latek drog vénovéna
hlavni pozornost. Jak pii kvalitativnich reakcich, tak pfi hodnoceni obsahu ucinnych
latek jsme vychézeli ze struktury hodnocené latky a snaZzili jsme se podat vyklad
mechanismu jednotlivych reakci, pokud je zndm. Proto jsme do uvodnich casti

jednotlivych skupin obsahovych latek uvedli strukturni vzorce ptislusnych latek.

Smyslem a cilem praktického cviceni je individualni obohaceni védomosti a osvojeni
si znalosti, dovednosti a specifickych postupt pfi hodnoceni biogennich 1é¢iv kazdym
studentem. Spravnost svého pozorovani a z né¢ho vyplyvajici zavéry si studenti ovetuji

konzultaci s ucitelem.

Autori
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CAST OBECNA

1. FARMAKOGNOSTICKE HODNOCENI DROG

Lécivou hodnotu rostliny, resp. drogy, uréuji obsahove latky. Drogy vzniklé prevazné
ususenim material biologického plvodu jsou zna¢né variabilni nejen tvarem a
barvou, ale i obsahem ucCinnych latek. Tato variabilita je podminéna faktory
genetickymi, podminkami prostiedi, ve kterém rostlina nebo zivocich Zije a v nemalé
mife zplisobem zpracovani (doba sbéru, zptsob suSeni, rozdrobnéni a skladovani).
Casto dochazi také k riiznym zdménam nebo i porusovani drog, at’ uz nasledkem
neznalosti nebo nepozornosti, nebo dokonce zamérné s cilem zlepsit vzhled, nebo

nahradit drogu drahou drogou levnéjsi.

K zajisténi ucinnosti a konstantniho vzhledu drogy ptedepisuji 1ékopisy presna
kritéria. Cesky 1ékopis 2009 (dale CL 2009) uvadi u rostlinnych drog za latinskym a
¢eskym nazvem definici, zda je pfedmétem c¢lanku napt. celd droga nebo praSkovana
droga. Pokud se ¢lanek tyka celé i praskované drogy, zahlavi ¢lanku to jasné udava.
Nasleduje idaj nazvany Obsah, pievazné urcujici nejmensi procentualni obsah ucinné

latky (latek). Dale jsou u vétSiny drog popsany vlastnosti (organoleptické zkousky).

Zkousky totoznosti sestavaji zpravidla ze tii ¢asti: A) podrobny makroskopicky popis
drogy, vcetné¢ lupového obrazu; B) mikroskopickd analyza upraSkované drogy
s popisem charakteristickych znakd; C) Tenkovrstva chromatografie — popisuje
piipravu zkouSeného roztoku (extrakt analyzované drogy) a porovnavaciho roztoku,
(standard), stacionarni a mobilni fize, podminky vyvijeni a detekci a vlastni
hodnoceni. ZkouSky na Cistotu zahrnuji stanoveni cizich piimési, stanoveni vody
Vv droze, celkovy popel a popel nerozpustny v kyseliné chlorovodikové. Nakonec je
uvedena analytickd (n€kdy specialni) metoda na stanoveni obsahu, ktera se 1isi podle

charakteru studované latky (latek).

Makroskopické metody jsou takové, pti nichz se pozoruje droga pouhymi smysly bez
pouziti ptistroji. VetSinou se takto vySetiuje droga celd nebo hrub¢ fezana, nékdy také
droga praskovana nebo prasSkovitd. Droga v celku je v mnohych piipadech tak
charakteristicka, Ze jeji totoZnost mize byt urcena jiz podle vnéjSiho vzhledu a tvaru.

Ponékud obtiznéjsi je to jiz u drog fezanych. Pfi makroskopickém vySetfovani drog si



v§imame také jejich ving, barvy a chuti. Cistotu drog zjistujeme makroskopicky tak,
ze zkoumame, zda droga neobsahuje pfimiseniny jinych drog, které maji odlisSné

znaky.

Mikroskopickym hodnocenim drog rozumime zkoumani anatomické stavby
rostlinnych orgédnti pomoci mikroskopu, a to na pficnych nebo podélnych fezech nebo
také na plosnych preparatech (zvlasté listy a kvéty). Také drogy praskované a
praskovité vySetfujeme mikroskopicky. Podle charakteristickych znakl zjistujeme
totoznost drog a zaroven jejich Cistotu, patrajice po znacich odliSnych a typickych pro

jiné drogy.

Chemické hodnoceni drog spociva v dikazu a kvantifikaci obsahovych latek, které
davaji typické reakce s vhodnymi chemickymi zkoumadly. Tim Ize drogy
identifikovat nebo potvrdit jejich totoznost zjist€énou makroskopicky ¢i
mikroskopicky. Chemickymi zkouSkami lze také stanovit Cistotu drog dikazem
znecisténin a piimisenin. Ke zkouSkam na Cistotu patfi rovnéz stanoveni suSiny a

popela.

Krom¢ totoznosti a Cistoty drog se stanovuje chemickymi metodami predevs$im
pfitomnost a obsah U¢innych latek. Dominantni postaveni pii dikazu obsahovych
latek rostlinnych drog ma tenkovrstvd chromatografie, méné pak reakce barevné a
srazeci se specifickymi zkoumadly. Pro stanoveni obsahu latek se pouzivaji metody
gravimetrické, volumetrické, kolorimetrické, polarimetrické, refraktometricke,
chromatografické aj. K chemickym kvantitativnim metoddm pocitdme také stanoveni
zbytku po vysuSeni extraktu. Muze-li byt totoZnost nebo Cistota drogy ovérena

mikrosublimaci, je uvedena 1 tato zkouska.

Hodnoceni drog je uplné tehdy, pouzije-li se vSech tii zptsobd: makroskopického,

mikroskopického a chemického, jejichZz kombinaci 1ze dojit ke spravnému vysledku.



2. CESKY LEKOPIS 2009 (CL 2009) Pharmacopoea
Bohemica MMIX (Ph. B. MMIX)

V nasledujici ¢asti jsou uvedeny ty casti nebo kapitoly 1ékopisu, které se vztahuji

k farmakognostickému hodnoceni drog.

2.1.0BECNE CLANKY

2.1.1.PLANTAE MEDICINALES - ROSTLINNE DROGY

Definice: Jsou to vétSinou celé, rozlamané nebo fezané rostliny, Casti rostlin, fasy,
houby a liSejniky v nezpracovaném stavu, obvykle usuSené, n¢kdy cerstvé. Mezi
rostlinné drogy se fadi také vybrané exsudaty, které nejsou specificky zpracovany.
Rostlinné drogy jsou jednoznaéné definovany botanickym védeckym nazvem podle

binominalniho systému (rod, druh, odriida a jméno autora).

Vyroba: Ziskavaji se zpéstovanych nebo z plané rostoucich rostlin. Jakost
rostlinnych drog je podstatné zaru¢ena vhodnym sbérem, péstovanim, sklizni,
suSenim, rozdrobnovanim a skladovacimi podminkami. Rostlinné drogy jsou, je-li to
mozné, prosté necistot, jako je zemina, prach, a jiné kontaminanty, jako jsou plisné,
hmyz a ostatni ZivociSné kontaminanty. Rostlinné drogy nejsou shnilé.

Pii pouziti dekontaminace je tfeba prokazat, ze obsahové latky v droze nebyly
dot¢eny a Ze droga neobsahuje Skodlivé zbytky. Pouziti ethylenoxidu pro

dekontaminaci rostlinnych drog neni povoleno.

Zkousky totoZnosti: TotoZnost rostlinnych drog je prokdzadna makroskopickym a
mikroskopickym popisem a dale mohou byt pozadovany dalsi zkouSky (napf.

tenkovrstva chromatografie).

Zkousky na Cistotu:

Cizi primési. Nejvyse 2 %, neni-li pfedepsano nebo zdivodnéno a schvaleno jinak.
Zkouska se provede, neni-li predepsano nebo zdivodnéno a schvéleno jinak.
K vylouceni zdmén rostlinnych drog mohou byt provedeny specifické dodate¢né

zkousky.
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Ztrata suSenim. Zkouska se provede, neni-li pfedepsano nebo zdivodnéno a
schvaleno jinak.

Stanoveni vody destilaci. Zkouska se provede misto zkousky Ztrita susenim u
rostlinnych drog s vysokym obsahem silic.

Zbytky pesticidi. Rostlinné drogy vyhovuji pozadavkim zkousky. Pozadavky
zohlediuji charakter rostliny a, kde je to nutné, ptipravek, v némz miize byt rostlina
pouzita a, kde je to vhodné, i uplné zaznamy o zachazeni s drogou urcité Sarze.
Mikrobiologické zne€iSténi. Doporuceni, tykajici se mikrobiologické jakosti
piipravka obsahujicich vyhradné jednu nebo vice rostlinnych drog, jsou uvedeny ve
stati Mikrobiologicka jakost lécivych pripravkii.

Mikrobiologicka jakost lécivych pripravki

Pti vyrobé, baleni, skladovani a distribuci 1é¢ivych ptipravkll se musi pfijmout
vhodna opatieni, aby se zajistila jejich mikrobiologicka jakost. Lécivé piipravky by
mély vyhovovat déale uvedenym pozadavkim.

Kategorie 3 B. Pripravky k peroralnimu podani obsahujici latky pfirodniho
(zivoc¢isného, rostlinného nebo nerostného) ptivodu, které nelze protimikrobné oSettit
a pro néz opravnénd autorita piipousti mikrobidlni kontaminaci pouzité llatky
prekracujici  10%® Zivotaschopnych mikroorganismi v gramu nebo v mililitru.
Nevztahuje se na pripravky zrostlin popsané ve 4. kategorii. Celkovy pocet
zivotaschopnych aerobnich mikroorganismi nejvyse 10* aerobnich bakterii a nejvyse
10% hub v gramu nebo v mililitru. Nejvyse 10? enterobakterii a nékterych jinych
Gram-negativnich bakterii v gramu nebo mililitru. Nepfitomnost Salmonella sp. (v 10
g nebo 10 ml). Neptitomnost Escherichia coli (v 1 g nebo 1 ml). Neptitomnost
Staphylococcus aureus (v 1 g nebo v 1 ml).

Kategorie 4. Ptipravky z rostlin sestavajici jen z jedné nebo vice rostlinnych dorg
(celych, rozdrobnénych, nebo praSkovanych).

Pripravky zrostlin, k nimz se pred pouzitim priddvda vrouci voda. Celkovy pocet
zivotaschopnych mikroorganismii. Nejvyse 107 aerobnich bakterii a nejvyse 10° hub
v gramu nebo v mililitru. Nejvyse 10% Escherichia coli v gramu nebo v mililitru.
Pripravky z rostlin, kK nimz se pred pouzitim vrouci voda nepridava. Celkovy pocet
zivotaschopnych mikroorganismii. Nejvyse 10° aerobnich bakterii a nejvyse 10* hub
vgramu nebo v mililitru. Nejvyse 10% enterobakterii a nékterych jinych Gram-
negativnich bakterii v gramu nebo v mililitru. Neptitomnost Escherichia coli v gramu

nebo v mililitru. Neptitomnost Salmonella sp. (v 10 g nebo v 10 ml).
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Celkovy popel.

Popel nerozpustny v Kyseliné chlorovodikové.

Extrahovatelné latky.

Cislo bobtnavosti.

Cislo hoikosti.

Tézké kovy. Je nutno zvazit riziko kontaminace rostlinnych drog tézkymi kovy.
Neni-li v jednotlivém clanku predepsana zkouska na tézké kovy nebo specifické
prvky, mize byt tato zkouSka nebo zkousky pozadovany a schvaleny.

Stanoveni obsahu aflatoxinu B1V rostlinnych drogach. Kde je to nutné, mohou byt
pozadovany limity pro aflatoxiny.

Radioaktivni kontaminace. V nékterych specifickych piipadech je nutné zvazit
riziko radioaktivni kontaminace.

Stanoveni obsahu. Provede se vhodnou metodou, neni-li pfedepsano nebo

zdivodnéno a schvaleno jinak.

Skladovani: Chranény pied svétlem.
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2.1.2.PLANTAE MEDICINALES AD POTIONEM AQUOSAM - ROSTLINNE
DROGY URCENE K PRIPRAVE CAJU
syn. Plantae ad ptisanam

Definice: Caje se skladaji vyhradné zjedné nebo vice rostlinnych drog uréenych
k pfipravé peroralnich vodnych pfipravki, jako jsou odvary, nalevy nebo maceraty.
Ptipravuji se v ¢as potfeby. Obvykle jsou distribuovany nerozplnéné (bulk) nebo
Vv saccich.

Rostlinné drogy vyhovuji pozadavkim jednotlivych piislusnych &lankd Ceského
Iékopisu, nebo v pripadeé, ze clanky nejsou vypracovany, vyhovuji pozadavkim
¢lanku Plantae medicinales.

Doporuceni na mikrobiologickou jakost ¢aji bere v uvahu pfedepsany zpisob

ptipravy Caje (pouzije se vrouci nebo nevrouci voda).

Zkousky totoZnosti: Totoznost rostlinnych drog v ¢ajich se urCuje botanickym

hodnocenim.

Zkousky na Cistotu: Stanoveni podilu jednotlivych rostlinnych drog v ¢ajové smési

se provadi vhodnymi metodami.

Caje v saécich vyhovuji nasledujici zkousce:

Hmotnostni stejnomérnost. Stanovi se primérnd hmotnost dvaceti namatkové
vybranych jednotek; plné sacky caje se jednotlivé zvazi. Sacek se pak otevie tak, aby
nedoslo k zddnym ztratdm, dikladné se za pomoci Stétce vyprazdni, prazdny sacek se
zvazi a zrozdilu se vypocitd hmotnost obsahu. Postup se opakuje s devatenacti
zbyvajicimi sacky. Neni-li uvedeno jinak, nelisi se vice nez dva sacky z dvaceti
jednotlivych sackil od primérné hmotnosti o vice procent, nez uvadi tabulka; zadny

ze sacki se nelisi o vice nez dvojnasobek.

Primérna hmotnost | Odchylka v procentech

ménénez 1,5 g 15%
1,5gaz2,0 gvcetné | 10 %
vicenez2,0 g 75 %
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Skladovani: Chranény pred svétlem.

2.1.3.PLANTARUM MEDICINALIUM PRAEPARATA - PRIPRAVKY
Z ROSTLINNYCH DROG

syn. Plantae medicinales praeparatae

Definice: Pripravuji se extrakci, destilaci, lisovanim, rozdrobnovanim, ¢isténim,
zahustovanim nebo fermentaci z rostlinnych drog. Zahrnuji fezané nebo praskované
rostlinné drogy, tinktury, extrakty, silice, lisované stavy a zpracované exsudaty.

Caje pfipravené z rostlinnych drog vyhovuji pozadavkiim ¢lanku Plantae medicinales
ad potionem aquosam. Instantni cCaje jsou tvofeny praskem nebo granulemi
pfipravenymi zjedné nebo nékolika rostlinnych drog. Jsou urcéeny k piipravé

peroralnich roztoku tésné pied pouzitim.

2.14.ETHEROLEA -SILICE

syn. Aetherolea

Definice: Jsou to vonné latky, obvykle komplexniho slozeni, ziskané z botanicky
definovanych rostlinnych surovin destilaci s vodni parou, suchou destilaci nebo
vhodnym mechanickym postupem bez zahtivani. Silice se obvykle oddéluji od vodné
faze fyzikalnim postupem, ktery vyznamné neovliviiuje jejich sloZeni.

Silice se mohou podrobit vhodnym naslednym tpravam a mohou tedy byt komeréné
dostupné jako deterpenované, deseskviterpenované, rektifikované nebo neobsahujici
slozku ,,x“.

Deterpenovana silice je silice, ze které byly c¢asteéné nebo Upln€ odstranény
monoterpenické uhlovodiky.

Deterpenovana a deseskviterpenovana silice je silice, ze které byly cCastecné nebo
upln¢€ odstranény mono- a seskviterpenové uhlovodiky.

Rektifikovana silice je silice, kterd byla podrobena frak¢ni destilaci za ucelem

odstranéni urcitych slozek nebo K uprave slozeni.
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Silice neobsahujici slozku ,,x“ je silice, ktera byla podrobena castecnému nebo

celkovému odstranéni jedné nebo vice slozek.

Vyroba: V zavislosti na ¢lanku miize byt rostlinna surovina cerstva, zvadla, susena,
cela, rozlamana nebo rozemleta.

Destilace s vodni pdrou. Silice se ziskava prohanénim vodni pary surovinou
rostlinného piivodu ve vhodné aparature. Para se mize ptivadét z vnéjsiho zdroje
nebo miize vznikat varem vody pod surovinou, nebo varem vody, ve které je surovina
ponoiena. Pary vody i silice kondenzuji. Voda a silice se odd¢li dekantaci.

Sucha destilace. Silice se ziskava ohfevem lodyh, vétvicek, nebo kiiry na vysokou
teplotu ve vhodné aparatuie bez ptistupu vody nebo pary.

Mechanicky proces. Silice, obvykle oznafovana jako ,lisovand za studena®”, se
ziskdva mechanickym postupem bez jakéhokoliv ohfevu. Tento postup se pouziva
zejména pro citrusové plody a zahrnuje lisovani oleje z oplodi a nasledné odd¢€leni
fyzikalnimi prostredky.

V nékterych ptipadech se miize k silici pfidat vhodna antioxidacni latka.

Vlastnosti: Ur¢i se vzhled a pach silice.

Zkousky totoznosti: Silice se identifikuji jejich chromatografickym profilem
(plynova chromatografie) nebo, pokud neni uvedeno, jinou poZadovanou zkouSkou

(napf. tenkovrstva chromatografie).

Zkousky na C¢istotu: Obecné zkousky. Silice vyhovuji predepsanym limitim
nasledujicich zkousek:

Relativni hustota.

Index lomu.

Opticka otacivost.

Mastné oleje a zpryskyricnatélé silice v silicich.

Dopliujici zkousky: Je-1i tfeba, vyhovuje silice predepsanym limitim nésledujicich
zkousSek.

Teplota tuhnuti.

Cislo Kkyselosti.
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Cislo peroxidové.

Cizi estery v silicich.

Zbytek po odpareni silic.

Voda v silicich.

Rozpustnost silic v ethanolu.

Padélky: Je-li to vhodné, mohou se provést zkousky na piitomnost jednoho nebo vice

padélkt tenkovrstvou chromatografii, plynovou chromatografii, je-li tfeba za pouziti

chiralni kolony nebo jinymi vhodnymi metodami.

Skladovani: Ve zcela naplnénych vzduchotésnych obalech, chranény pted svétlem.

Oznacdovani: V oznaceni na obalu se uvede:

védecky nazev pouzité rostlinné suroviny;
typ a/nebo chemotyp silice;
metoda vyroby;

nazev a koncentrace jakékoliv pfidané antioxidac¢ni latky;

dalsi vyrobni postupy, které nejsou uvedeny v odstavci Definice.

2.15.EXTRACTA - EXTRAKTY

Definice: Jsou to piipravky tekuté (tekuté extrakty a tinktury), polotuhé (husté

extrakty a oleopryskyfice) nebo pevné (suché extrakty), obvykle pfipravované

z usuSenych rostlinnych nebo zivocisnych drog.

Rozlisuji se rlizné typy extrakt. Standardizované extrakty se upravi v piijatelném

rozsahu na poZadovany obsah latek se znamym lé€ebnym UcCinkem; standardizace se

dosahuje upravou extraktu inertni latkou nebo smichanim extraktl rlznych Sarzi.

Kvantifikované extrakty se upravi na pozadovany obsah latek; uprava se provede

smichanim extraktl r0znych Sarzi. Ostatni extrakty jsou definovany zejména

vyrobnim postupem (charakterem rostlinné nebo zivocisné drogy pouzité k extrakci;

druhem rozpoustédla a podminkami extrakce) a svymi vlastnostmi.

16



Vyroba: Extrakty se vyrab&ji vhodnymi metodami za pouziti ethanolu nebo jinych
vhodnych rozpoustédel. Razné Sarze rostlinnych nebo zivocisSnych drog se pied
extrakci smichaji. Extrahované rostlinné nebo zivocisné drogy se mohou predem
upravit, napf. inaktivaci enzymi, rozdrobnénim nebo odtuc¢nénim. Kromé toho se
mohou po extrakci odstranit nezddouci latky.

Rostlinné 1 zivoc¢isné drogy a organicka rozpoustédla pouzita k vyrob¢ extraktt
vyhovuji ptislusnému lékopisnému ¢lanku.

Extrakce danym rozpoustédlem vede k typickému zastoupeni charakteristickych
slozek v extrahovaném  materidlu; béhem  vyroby standardizovanych a
kvantifikovanych extrakt purifikacnimi postupy se miize toto zastoupeni zvysit nad

o¢ekavané hodnoty, takové extrakty se oznacuji jako ¢isténé.

Zkousky na distotu: Kde je to vhodné, pouziji se vysledky uvedené u jednotlivych
pouzitych rostlinnych a Zivo€isnych drog. U extraktli se provadéji, s piihlédnutim
k vyrobnimu postupu, zkousky na mikrobiologickou jakost, tézké kovy, aflatoxiny a

zbytky pesticidi.

Oznacdovani: V oznaceni na obalu se uvede:

nazev pouzité rostlinné nebo zivocisné suroviny;

— zda se jedna o tekuty, husty nebo suchy extrakt, nebo zda se jedna o tinkturu;

— u standardizovanych extrakti obsah slozek se znamym lé¢ebnym uc¢inkem;

— u kvantifikovanych extraktli obsah slozek (marker() pouZzitych pro kvantifikaci;

— pomér vychoziho materidlu k ziskanému extraktu (extrakt bez pomocnych latek);
— nazev rozpoustédla nebo rozpoustédel pouzitych k extrakci;

— kde je to vhodné, zda byla pouzita Cerstva rostlina nebo Zivocisna droga;

— kde je to vhodné, zda se jedna o Cistény extrakt;

— nazev a mnozstvi pouzitych pomocnych latek, vcetné stabilizatori a
protimikrobnich latek;

— kde je to vhodné, zbytek po vysuseni v procentech.
Extracta fluida — Tekuté extrakty

Jsou to tekuté piipravky, u nichz obvykle jeden hmotnostni nebo objemovy dil

odpovida jednomu hmotnostnimu dilu usuSené rostlinné nebo Zivocisné drogy. Tyto
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piipravky jsou, je-li tfeba, upraveny tak, Zze odpovidaji pozadavkim na obsah

rozpoustédla a, kde je to vhodné, i na obsah slozek.

Tincturae — Tinktury
Jsou to tekuté ptipravky obvykle ziskdvané za pouziti jednoho dilu rostlinné nebo
zivoCisné drogy a deseti dilii extrakéni tekutiny nebo jednoho dilu rostlinné nebo

zivocisné drogy a péti dilti extrakeni tekutiny.

Extracta spissa — Extrakty husté
Jsou to polotuhé ptipravky ziskané odparenim nebo CasteCnym odpatfenim tekutiny

pouzité k extrakci.

Oleoresina — OleopryskyfFice
Jsou to polotuhé extrakty tvotené roztokem pryskyftice v silici a/nebo v mastném oleji,
ziskané odpafenim roztoku/roztokii pouzitych pfi jejich vyrobé. Tento ¢lanek se

vztahuje na oleopryskyfice ziskané extrakci, ne na ptirodni oleopryskyfice.

Extracta sicca — Extrakty suché
Jsou to tuhé piipravky ziskané odpaienim extrak¢ni tekutiny pouzité pfi jejich vyrobg.
U suchych extraktli je ztrata susenim nejvySe 5 %, nejsou-li limity zkouSky Ztrata

suSenim odlisné od limiti zkousky ‘Voda‘ uvedené v ¢lanku.

2.1.6.0LEA PLANTARUM PINGUIA - ROSTLINNE MASTNE OLEJE
Syn. Olea herbaria

Definice: Jsou to prevazné tuhé nebo tekuté triacylglyceroly mastnych kyselin.
Mohou obsahovat mald mnoZstvi jinych lipidi, voski, volnych mastnych kyselin,
parcidlni acylglyceroli nebo nezmydelnitelné latky. Rostlinné mastné oleje se
ziskavaji ze semen, plodi nebo jader rGznych rostlin lisovanim a/nebo extrakci
rozpoustédlem, nasledné se mohou distit a hydrogenovat. Je-li tfeba, miize se pridat

vhodna antioxidacéni latka.
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Panensky olej. Olej ziskany z Cerstvé drogy vysoké kvality mechanickymi postupy
(napf. lisovanim za studena nebo odstied’ovanim).

Cistény olej. Olej ziskany lisovanim a/nebo extrakci rozpoustédlem a nasledné bud’
alkalickym pftecisténim (ndsledované bélenim a ptipadnou dezodoraci), nebo
fyzikalnim precisténim.

Hydrogenovany olej. Olej ziskany lisovanim a/nebo extrakci rozpoustédlem a
nasledné bud’ alkalicky nebo fyzikalné precistény, pripadné béleny, nasledné suseny,
hydrogenovany a dale béleny a dezodorizovany.

Technologické postupy piipravy jednotlivych typu olejii spadaji vice do predmétu

Farmaceuticka technologie. Jsou uvedeny v CL 2009.

2.2.VSEOBECNE ZASADY — OBECNA USTANOVENI, CESKY
LEKOPIS 2009 (CL 2009) - PHARMACOPOEA BOHEMICA
MMIX (PH. B. MMIX)

Lékopisné texty uvedené v Evropské &asti Ceského lékopisu jsou pieklady

Evropského 1€kopisu, 6. vydani a jeho 1. a 2. dopliiku do ¢eStiny.

Lécivy pripravek musi vyhovovat pozadavkiim Iékopisu po celou dobu své
pouzitelnosti; odliSnou dobu pouzitelnosti a/nebo specifikace pro oteviené nebo

nacaté obaly mliZze rozhodnout opravnéna autorita.

Lécivé latky, pomocné latky, 1é€ivé piipravky a jiné vyrobky popsané v ¢lancich jsou
uréeny pro humdnni a veterindrni pouZiti (neni-li pfesné vymezen jeden z téchto
ucelll) a pokud nevyhovuji v§em pozadavkiim uvedenym v ¢lanku, nejsou Iékopisné

jakosti.

Zkousky na Cdistotu a stanoveni obsahu nebo Uc¢innosti popsané v lékopisu jsou
oficialni metody, na nichZ jsou zaloZeny lékopisné normy. Se souhlasem opravnéné
autority se pro kontrolni tcely mohou pouzit alternativni analytické metody za
predpokladu, Ze bude dosazeno shody s oficidlnimi metodami. V ptipadé pochybnosti

nebo sporu jsou rozhodujici pouze 1ékopisné metody analyzy.

Obecné ¢lanky. U latek a pripravki, které jsou predmétem jednotlivych ¢lankd, se

také pozaduje, aby vyhovovaly souvisejicim vhodnym obecnym ¢lankiim. Odkazy na
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tyto souvisejici obecné Clanky nejsou obvykle v jednotlivych ¢lancich uvedeny.
Obecné c¢lanky a jednotlivé ¢lanky se doplnuji. Jestlize ustanoveni obecného ¢lanku

neni pouZzitelné pro ur€ity vyrobek, je to vyslovné uvedeno v jednotlivém ¢lanku.

Konven¢ni terminy. Vyraz ,,opravnéna autorita® znaci narodni, nadnarodni nebo
mezinarodni organ nebo organizaci, které maji opravnéni rozhodovat ptislusné
problémy. Muze to byt napt. ndrodni 1ékopisna autorita, autorita vystavujici povoleni
k tomu, aby dané 1é¢ivo mohlo byt uvedeno na trh s 1é¢ivy, nebo oficialni kontrolni
laboratot. V Ceské republice se oprdavnénou autoritou v oblasti humdnnich 1éciv
rozumi zejména Stdtni tistav pro kontrolu 1éciv a Ministerstvo zdravotnictvi CR,
V oblasti veterindrnich bioprepardtii a léc¢iv Ustav pro stdtni kontrolu veterindrnich
biopreparatii a léciv a Ministerstvo zemédélstvi CR, v oblasti zabezpecujici krizové

situace (nouzovy stav, stav ohrozeni statu a valecny stav) Ministerstvo obrany CR.

Dalsi ustanoveni tykajici se obecnych stati a ¢lanki.

Mnozstvi. Ve zkouskach na Cistotu s Ciselnymi limity a ve stanovenich obsahu
(Gcinnosti) se ke zkouseni piedepisuje mnozstvi, jimz se rozumi mnozstvi ptiblizné.
Mnozstvi skutecné pouzité, které se mulze liSit nejvyse o 10 % od piedepsaného
mnozstvi, se presné navazi nebo odméii a vysledek se pocita z tohoto ptresného
mnoZzstvi. Ve zkouSkéach na Cistotu, kde limit neni udan Ciselné, ale obvykle zavisi na
porovnani s chovanim porovndvaci latky za stejnych podminek, se pouzije ke zkousce
pfedepsané mnozZstvi. Také zkoumadla se pouZivaji v predepsanych mnoZstvich.

MnozZstvi se navazi nebo odméfi s presnosti pfimérenou udanému stupni piesnosti.
Pro vazeni odpovida pfesnost +5 jednotek za posledni udanou Cislici (napt. 0,25 g
predstavuje mnozstvi 0,245 az 0,255 g). Pro méteni objemu je dulezité, zda Cislice za
desetinnou ¢arkou je nula, nebo ¢islo kon¢i nulou (napf. 10,0 ml nebo 0,50 ml).
V téchto piipadech se ma objem méfit pipetou, odmérnou banikou nebo byretou a
podle toho, co je vhodné. Jinak se miiZe pouzit odmérny véalec nebo délend pipeta.

Objemy udané v mikrolitrech se méti mikropipetou nebo injekéni mikrostiikackou.

Pristroje a postupy. Odmémé sklenéné nadoby odpovidaji pozadavkim tiidy A
ptislusné mezinarodni normy vydané Mezinarodni organizaci pro normalizaci. Neni-li

pfedepsano jinak, analytické postupy se provadéji pii teploté 15 °C az 25 °C.
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Vodni lazen. Vyraz ,,vodni lazeii* znamend lazen vrouci vody, neni-li uvedena jina
teplota vody. Jiné metody zahfivani se mohou pouzit za piedpokladu, ze nebude

prekroCena teplota 100 °C nebo ptedepsana teplota.

SuSeni a Zihiani do konstantni hmotnosti. Vyrazy ,vysuSeny do konstantni
hmotnosti“ a ,,vyzihany do konstantni hmotnosti“ znamenaji, Ze dv¢ nasledujici
vazeni se nelisi o vice nez 0,5 mg; druhé vazeni nasleduje po dalsi dobé suseni nebo

zihani pfiméfené povaze a mnozstvi zbytku.

Zkoumadla. Spravné provadéni analytickych postupi popsanych v lékopisu a
spolehlivost vysledkil zavisi Castecné na jakosti pouzitych zkoumadel. Pfredpoklada se

pouziti zkoumadel analytického stupné jakosti.

Rozpoustédla. Neuvadi-li se nazev rozpoustédla, znamend vyraz ,roztok* vodny
roztok. Vyraz ,,voda destilovana“ oznacuje ¢isténou vodu piipravenou destilaci.

Vyraz ,ethanol” je nahrazen v souladu s Ph. Eur. 6 terminem ,,ethanol bezvody®.
Vyraz ,,lih 96%* je nahrazen v souladu s Ph. Eur. 6 terminem ,,ethanol 96% [= 96 %
(V/V) ethanolu]. Jina fedéni ethanolu se oznacuji terminem ,,ethanol* s vyznacenim

objemového nebo hmotnostniho procenta ethanolu.

Vyjadrovani koncentraci. Pfi vyjadfovani koncentraci se vyraz ,,procento” (%)

pouziva podle okolnosti v jednom ze dvou vyznamti:

- procenta m/m (hmotnostni procenta, hmotnost v hmotnosti) udévaji pocet gramu
latky ve 100 gramech kone¢ného produktu. V CL se oznaeni m/m obvykle
nepouziva; pokud neni uvedeno, o jaka procenta se jedna, rozumi se hmotnostni
procenta.

- procenta V/V (objemova procenta, objem v objemu) udavaji po€et mililitra latky

ve 100 mililitrech kone¢ného produktu.

Teplota. Kde analyticky postup uvadi teplotu bez ¢iselnych hodnot, maji obecné
pouzivané vyrazy tento vyznam:

- VvV mrazicim boxu: pod -15 °C;

- Vv chladnicce: 2 °C az 8 °C;

- vchladu: 8 °C az 15 °C;

- pfi teploté mistnosti: 15 °C az 25 °C.
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Lékopisné ¢lanky (Monografie). Lékopisné ¢lanky se ¢leni na ¢asti: zahlavi clankd,
definice, vyroba, vlastnosti, zkouSky totoznosti, zkousky na Cistotu, stanoveni obsahu
(GCinnosti), funkeni charakteristiky, skladovani, ozna¢ovani a necistoty. Podle svého
charakteru nemusi ¢lanek nutn¢€ obsahovat vSechny ¢asti.

Hlavni nazvy lékopisnych nazva v Ph. Eur. jsou v anglickém nebo francouzském
jazyce a jako vedlejsi je nazev v latinském jazyce. V Ceském 1ékopisu 2009 a jeho
doplicich je jako hlavni nazev upfednostnén ndzev latinsky a jako vedlej$i ndzev je
nazev Cesky. Jako synonymni ndzev je uveden nazev latinsky Ph. Eur. nebo Cesky,
nebo latinsky nazev CL 2005, pokud je rozdilny. Oznadeni, zda se jedna o omamnou
nebo psychotropni latku, venenum nebo separandum, zda jde o ¢lanek pielozeny z Ph.
Eur. nebo o &eské specifikum jiz v CL 2009 souéasti nazvu neni. Clanky zafazené

V narodni ¢asti nejsou na rozdil od CL 97 oznaceny pismenem N.

Rostlinné drogy. V clancich rostlinnych drog se v zahlavi ¢lanku uvadi, zda je
pfedmétem ¢lanku napt. celd droga nebo praskovana droga. Pokud se clanek tyka celé

i praskované drogy, zahlavi ¢lanku to jasn¢ udava.

Pragkované rostlinné drogy. Clanky praskovanych rostlinnych drog mohou
obsahovat schematicky nékres totoznosti praSkované drogy. Tento nékres doplituje

uplny popis v odpovidajici zkousce totoznosti.

Chranéné druhy. Clanky zejména o rostlinnych lé¢ivech se mohou tykat materialu
ziskaného z chranénych druhd. Zaclenéni téchto clankt respektuje opatfeni na

ochranu téchto druhli narodnim nebo mezinarodnim pravem.

Rostlinné drogy. Pro rostlinné drogy se siranovy popel, celkovy popel, ve vodé
rozpustna latka, v ethanolu 96% rozpustna latka, obsah vody, obsah silice a obsah
ucinné latky pocitaji s odkazem na drogu, ktera nebyla zvlast vysusena, pokud neni
Vv ¢lanku predepsano jinak.

Vybrané znac¢ky a symboly

1%
cm

A absorbance specificka absorbance

Ar relativni atomova hmotnost al  specificka opticka otdcivost

mol/l molarita (v Ph. Eur. oznaceno M)  CRL chemicka referencni latka

d2  relativni hustota y) vlnova délka

m.j. mezinarodni jednotka M relativni molekulova hmotnost

22



20 index lomu

ppm  jedna miliontina celku (parts per milion)

Rr retardac¢ni (reten¢ni) faktor pouzivany v chromatografii, vyjadiujici pomér
vzdalenosti stfedu skvrny zkousSené latky ke vzdalenosti ¢ela mobilni faze,
meéteno od mista nanaSeni

Rst pomér vzdalenosti stfedu skvrny zkouSené latky od mista nanaSeni ke
vzdalenosti stiedu skvrny porovnavaci latky od mista nanaSeni pouzivany
v chromatografii

TT  teplota tani TV  teplota varu

v vlnocet, recipro¢ni metr, 1/m nm nanometr, 10° m

pum  mikrometr, 105 m

2.3.ZKOUSENI DROG

VSeobecné zasady.
Obecné zasady se tykaji viech ¢lankd a jinych texti Ceského 1ékopisu 2009. Pro

farmakognozii jsou relevantni nasledujici tdaje:

2.3.1.ZKUSEBNi METODY

Ultrafialové lampy pro analytické ucely

Ultrafialové lampy pro analytické ucely se zpravidla skladaji ze rtutové vybojky,
kterd slouzi jako zdroj ultrafialového svétla, a z vhodného filtru, ktery eliminuje
viditelnou ¢ast spektra emitovaného vybojkou. Pokud 1€kopis piedepisuje ve zkousce
pouziti ultrafialového svétla o vinové délce 254 nm nebo 365 nm, pouZzije se lampa,
ktera se sklada ze rtutové vybojky a filtru, jejichz emisni pdsmo ma maximum
intenzity pfi 254 nm nebo 365 nm. Pouzitd lampa umoziuje spolehlivou detekci
standardni skvrny salicylanu sodného o priméru asi 5 mm na vrstvé silikagelu G,

pokud se skvrna pozoruje v bézné poloze vzhledem ke zdroji zafeni.

Sita

Pouzivaji se sita se ¢tvercovymi otvory zhotovena z vhodnych materiali. Pro jiné nez
analytické ucely mohou byt pouzita sita s kruhovymi otvory, jejichZ vnitini priméry

jsou 1,25né4sobky velikosti ctvercovych otvori odpovidajiciho sita. Materidl, ze
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kterého jsou sita zhotovena, nesmi reagovat s prosivanou latkou. Stupen rozdrobnéni
je ptredepsan v jednotlivych cClancich tak, ze Cislo sita, jehoz hodnota odpovida
jmenovité velikosti otvord v mikrometrech, je uvedena v zavorce za nazvem latky.
Cisla sita (jmenovita velikost otvorti v mikrometrech) podle CL 2009: 11 200; 8000;
5600; 4000; 2800; 2000; 1400; 1000; 710; 500; 355; 250; 180; 125; 90; 63; 45; 38.

Pozadovany stupen rozdrobnéni zavisi na charakteru drogy a ucelu jejiho pouziti.

Teplota tini — stanoveni v kovovém bloku (nepievzato z CL 2009)

Nejcastéji se pouzivaji komeréni pfistroje (naptf. Boetius). Zafizeni sestava
Z kovového bloku s dobrou tepelnou vodivosti. Blok se rovnhomérmné zahiiva pomoci
elektrického ohfevu s jemnou regulaci. V bloku je vélcovitd dutina pro vlozeni
teploméru. Piistroj se kalibruje za pouziti vhodnych latek o znamé teploté tani.

Postup stanoveni: Blok se zahifeje vhodnou rychlosti na teplotu asi 10 °C pod
o¢ekavanou teplotu tani, potom se nastavi rychlost ohfivani ptiblizn¢ na 1 °C/minutu.
V pravidelnych intervalech se vklada nékolik ¢astecek upraskované zkousené latky,
pokud je tfeba i vysusené, na blok v sousedstvi nadrzky teploméru. Zaznamena se
teplota t1, pfi které latka taje. Dalsi zahiivani bloku se zastavi. Béhem ochlazovani se
vklada opét v pravidelnych intervalech zkouSena latka na blok a zaznamena se teplota
to, pfi niz zkousena latka v kontaktu s blokem piestava okamzité tat. Okamzita teplota
tani se vypocita podle vzorce

t+t,
2

V némz znaci:
t1 — prvni teplotu

t2— druhou teplotu odectenou za vySe popsanych podminek.

ZkouSenou latku lze umistit také na upravené podlozni sklicko, pfikryt krycim
sklickem a pozorovat mikroskopem. Zaznamendme teplotu, kdy latka zacne tat, a

teplotu, kdy zcela roztaje. Primér namétenych teplot udava teplotu tani.

Tenkovrstva chromatografie
Tenkovrstva chromatografie je separa¢ni metoda, u které stacionarni fazi tvoii vhodny
materidl naneseny v rovnomérné tenké vrstvé na sklenény, kovovy nebo plastovy

podklad (desku). Roztoky stanovovanych latek se na vrstvu nanéseji pred vyvijenim.
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Déleni (separace) je zalozeno na adsorpci, rozdé€leni, iontové vymeéné nebo na
kombinaci téchto mechanismt a dochazi k nému migraci (vyvijenim) rozpusténych
latek v rozpoustédle nebo vhodné smési rozpoustédel (mobilni fazi) tenkou vrstvou
(stacionarni fazi). Staciondrni fazi pouzivanou pii analyze obsahovych latek
rostlinnych drog je silikagel G pro TLC nebo silikagel GF2ss pro TLC. Slozeni
mobilni faze, zplsob detekce a vizualizace je uvedeny u jednotlivych drog. Pri
vizudlnim hodnoceni se porovnava hlavni skvrna na chromatogramu zkouseného
roztoku s odpovidajici skvrnou na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Porovnava
se zbarveni, velikost a retarda¢ni faktor (Rr) obou skvrn. Retarda¢ni faktor (Rf) je
definovany jako pomér vzdalenosti mista nanaseni a stiedu skvrny ke vzdalenosti cela
mobilni faze od mista nanaSeni. Porovnavaci roztok obsahuje pievazné latky, které
jsou pritomny ve zkouSeném roztoku.

Poznamka. V ojedinélych piipadech (vysoka cena Cistych latek nebo jejich omezena
stabilita) porovnavaci roztok obsahuje vhodné barvivo nebo strukturné odlisnou latku,
které za danych podminek vykazuji stejnou nebo podobnou hodnotu Rr jako

zjisStované latky ve zkouseném roztoku.

Ztrata suSenim

Ztrata suSenim je ztrata hmotnosti vyjadiena v hmotnostnich procentech (m/m).
Navazi se predepsané mnozstvi zkousSené latky do vazenky predem vysuSené za
podminek piedepsanych pro zkouSenou latku. Pokud je predepsand urcita teplota
susSeni a nikoli rozmezi teplot, suSeni se provede pii predepsané teploté¢ + 2 °C. Latka
se vysusi do konstantni teploty, nebo se susi pfedepsanou dobu jednim z nésledujicich
postupti:

a) ,,v exsikatoru“ nad oxidem fosforecnym;

b) ,,ve vakuu‘“ nad oxidem fosforecnym;

) ,,ve vakuu pfi stanoveném teplotnim rozmezi*, nad oxidem fosfore¢nym;

d) ,,vsusarné pii stanoveném teplotnim rozmezi‘;

e) ,,pod vysokym vakuem® nad oxidem fosfore¢nym.

Pokud jsou ptedepsany jiné podminky, postupuje se piesné tak, jak je predepsano

V jednotlivém ¢lanku.

Pach
0,5 g az 2,0 g zkouSené latky se rozetie v tenké vrstvé na hodinové sklicko o priméru

6 cm az 8 cm. Po 15 minutach se ur¢i pach nebo se ovéii jeho nepfitomnost.
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Tézké kovy Vv rostlinnych drogach a mastnych olejich

Zkousi se atomovou absorp¢ni spektrometrii na komercnich validovanych piistrojich.
Stanovuje se obsah kadmia, médi, Zeleza, olova, niklu, zinku za pouziti metody
standardniho pfidavku. Arsen a rtut se stanovi za pouziti porovnavacich roztokl

arsenu a rtuti o zndmych koncentracich ptimou kalibraci.

Stanoveni obsahu (hodnoceni oleju, tuku, voski, silic)

Cislo Kkyselosti

Cislo kyselosti la uddvd mnozstvi hydroxidu draselného v miligramech potiebné
k neutralizaci volnych kyselin obsazenych v 1 g latky.

Cislo esterové

Esterové Cislo Ie udava mnozstvi hydroxidu draselného v miligramech potiebné ke
zmydelnéni esterii obsazenych v 1 g latky. Vypocita se z rozdilu ¢isla zmydelnéni a
Cisla kyselosti.

Cislo jodové

Cislo jodové lj udava mnozstvi halogenu (pfepoétené na jod) v gramech, které se za
predepsanych podminek vaze na 100 g latky.

Cislo peroxidové

Cislo peroxidové lp uddva mnozstvi aktivniho kysliku v milieckvivalentech obsazené
v peroxidické formé v 1000 g latky.

Cislo zmydelnéni

Cislo zmydelnéni Is uddva mnozstvi hydroxidu draselného v miligramech potiebné
k neutralizaci volnych kyselin a ke zmydelnéni esterti obsazenych v 1 g latky.
Nezmydelnitelné latky

Pod pojmem ,,nezmydelnitelné latky* se rozumi latky netékajici pti 100 °C az 105 °C
ziskané ze zkouSené zmydelnéné latky extrakci organickym rozpoustédlem. Vysledek

zkousky se vyjadiuje v procentech.

2.3.2.FARMAKOGNOSTICKE METODY
Popel nerozpustny v kyseliné chlorovodikové

Je to podil ziskany po extrakci siranového popela nebo celkového popela kyselinou

chlorovodikovou, pfepocitany na 100 g drogy.
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Do kelimku obsahujiciho zbytek po stanoveni siranového popela nebo celkového
popela se ptida 15 ml vody a 10 ml kyseliny chlorovodikové 35%, kelimek se piikryje
hodinovym sklem a mirné€ se 10 minut zahtiva. Po ochlazeni se zfiltruje bezpopelnym
filtrem, zbytek se promyje teplou vodou az do neutralni reakce filtratu. Filtra¢ni papir
se v kelimku vysusi, spali a po vychladnuti v exsikatoru zvazi. Rozdil mezi dvéma po
sob¢ nasledujicimi vazenimi je nejvyse 1 mg.

Cizi primési

Rostlinné drogy by mély byt prosté plisni, hmyzu a ostatnich zivocisnych
kontaminant.

Cizi pfimési jsou latky popsané v jednom nebo v obou odstavcich uvedenych nize:

1. jiné casti matecné rostliny: Casti matecné rostliny, které nejsou uvedeny v popisu
drogy

2. cizi latky: latky rostlinného nebo minerdlniho piivodu, ne vSak Céasti matecné

rostliny.

Stanoveni cizich ptimési: Odvazi se 100 g az 500 g zkousSené latky nebo nejmensi
mnozstvi uvedené v jednotlivych ¢lancich. Vzorek se rozprostie do tenké vrstvy a cizi
pfimési se identifikuji prostym okem nebo s pouzitim lupy (Sestkrat). Cizi pifimési se

oddéli, zvazi a jejich mnozstvi se vyjadii v procentech.

Stomata (pruduchy) a stomatalni index
Stomata (pruduchy)
Obvyklé typy praduchil, viz obrdzek, se rozliSuji podle tvaru a uspotfddani okolnich

bunék:

&m
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1. typ anomocyticky: praduch je obklopen proménlivym poctem bunék, které se
tvarem a velikosti nelisi od bun¢k pokozky;

2. typ anizocyticky: priduch je obklopen obvykle tfemi podpirnymi buiikami, z nichz
jedna je vyrazné mensi nez druhé dvé;

3. typ diacyticky: pruduch je obklopen dvéma podpiirnymi buiikami, jejichz spolecna
sténa je v pravych thlech ke svéracim bunkam;

4. typ paracyticky: pruduch je na kazdé strané obklopen jednou nebo vice

podpirnymi buitkami, jejich podélna osa je rovnobézna se svéraci stérbinou.

Stomatalni index
Stomatalni index se vypocita podle vzorce:

100xS
E+S

v némzZ znaci:

S - pocet priduchii na dané plose listu;

E - pocet pokozkovych bunék, véetné chlupti, na téze listové plose.

Stanoveni se provadi pro kazdy vzorek listu nejméné desetkrat a vypocita se primérna

hodnota.

Cislo bobtnavosti

Je vyjadieno objemem v mililitrech, ktery zaujme 1 gram drogy spolu s ulpivajicim
slizem po nabobtnéni ve vodni tekutiné po dobu 4 h.

1,0 g drogy, celé nebo rozdrobnéné podle pozadavki uvedenych v jednotlivych
¢lancich, se prevede do 25ml odmérného valce se zabrouSenou zatkou o vysSce 125 +
5 mm a déleném po 0,5 ml. Neni-li pfedepsano jinak, navlh¢i se droga 1,0 ml
ethanolu 96%, pfidd se 25 ml vody a vélec se uzavie. Béhem prvni hodiny se
intenzivné protfepava vzdy po 10 minutach, pak se necha stat 3 h. Po 90 minutach od
zadatku zkousky je jiz vétsina kapaliny vazana na drogu. Céstice drogy ulpivajici na
hladin€ se odstrani mirnym vertikdlnim krouzivym pohybem valce. Odecte se objem,
ktery zaujima droga spolu s ulpivajicim slizem. Provadéji se tfi paralelni stanoveni.

Cislo bobtnavosti je vyjadieno primérem ze tii paralelnich stanoveni.

Voda v silicich

10 kapek silice se smicha s 1 ml sirouhliku, roztok zustane Ciry.
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Cizi estery v silicich
1 ml silice se smichd se 3,0 ml Cerstvé pfipravené¢ho roztoku hydroxidu draselného
(100 g/l) v ethanolu 96% a zahiiva se 2 minuty na vodni lazni; do 30 minut ani po

ochlazeni nevznikaji krystaly.

Mastné oleje a zpryskyri¢natélé silice v silicich
Kapka silice se kapne na filtracni papir a nechd se 24 h voln¢ na vzduchu; na

filtracnim papiru neziistane prisvitna nebo mastna skvrna.

Pach a chut’ silic
Tti kapky silice se smichaji s 5 ml ethanolu 90% (V/V) a smés se smicha s 10 g
praskové sacharosy. Pach i chut’ jsou stejné jako u matecné rostliny nebo jejich ¢asti,

z nichz byla silice ziskana.

Zbytek po odpareni silic

Je to procento hmotnosti silice, které zbyva po odpafeni na vodni ldzni za dale
uvedenych podminek

Ptistroj, viz obrazek, se sklada (rozméry v milimetrech):

- z vodni 1azné€ s vikem s otvory o priméru 70 mm;

- z odpatrovaci misky z tepeln¢ odolného inertniho skla;

- z exsikatoru.

L 86

v

\|
{

43

50

Postup: Odparovaci miska se zahtiva 1 h na vodni 1azni a po vychladnuti v exsikatoru
se zvazi. Do takto vysusené odpafovaci misky se pievede 5,00 g silice, neni-li
pfedepsano jinak, a za chranéni pted proudicim vzduchem se zahtiva pfedepsany Cas
na vrouci vodni lazni; po vychladnuti v exsikatoru se zvéazi. Béhem provadéné
zkousky se hladina vody ve vodni 14zni udrzuje asi 50 mm pod Grovni vika vodni

lazné.
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Rozpustnost silic v ethanolu

Do odmérného valce se zabrouSenou zatkou na 25 ml nebo 30 ml se pievede 1,0 ml
silice; provadi se v termostatu pii (20 £ 0,2) °C. Z byrety o objemu nejméné 20 ml se
pridava do vélce ethanol v ¢lanku predepsané koncentraci po 0,1 ml az do tplného
rozpusténi silice a pak za intenzivniho protfepavani po 0,5 ml az do 20 ml. Objem
spotfebovaného ethanolu se zaznamena v okamziku, kdy vznikne CcCiry roztok.
Vznikne-li zakaleny nebo opalizujici roztok pfi spotiebé niz$i nez 20 ml ethanolu,
zaznamena se spotieba v okamziku, kdy vznikne zakal nebo opalescence, a je-li to
mozné, kdyz zakal nebo opalescence vymizi.

Nevznikne-li ¢iry roztok po piidani ethanolu pifedepsané koncentrace ani pii 20 ml,

provede se stanoveni s nasledujici vyssi koncentraci ethanolu.

Silice je hodnocena jako “rozpustna v n nebo vice objemovych dilech ethanolu
predepsané koncentrace t*, jestlize Ciry roztok v n objemovych dilech po ptidani

ethanolu az do 20 ml zlstane beze zmény v porovnéni s nefedénou silici.

Silice je hodnocena jako “rozpustna v n objemovych dilech ethanolu predepsané

73

koncentrace t, dalsim resenim se roztok kali*, jestlize ¢iry roztok v n objemovych
dilech se kali po ptidani n; objemovych dilech (N1 je méné nez 20) a zistava zakalen i

po dalsim piidani ethanolu téze koncentrace az do 20 ml.

Silice je hodnocena jako ,,rozpustnda v n objemovych dilech ethanolu predepsané
koncentrace t se zdkalem vznikajicim mezi objemy ni1 a ng, jestlize ¢iry roztok v n
objemovych dilech se kali po pfidani n1 objemovych dilech (n1 je méné nez 20) a
zustava zakalen i po dal$im pfidani objemovych dilt ethanolu téZe koncentrace az do
celkového objemu nz (N2 je méné nez dvacet). Po dal$im piidani ethanolu do 20 ml

vznikne €iry roztok.

Silice je hodnocena jako ,,rozpustna, roztok opalizuje®, jestlize ethanolovy roztok
silice je namodraly tak jako Cerstveé pfipraveny porovnavaci roztok.

Porovnavaci roztok. 0,5 ml dusi¢nanu stfibrného (17 g/l) se smicha s 0,05 ml
kyseliny dusi¢né (63% az 70% HNO3) a pfida se 50 ml roztoku chloridu sodného (12

mg/l); promicha se a nechd se stat 5 minut za chranéni pfed svétlem.

Stanoveni cineolu v silicich
3,00 g silice cCerstvé vysuSené siranem sodnym bezvodym se odvadzi do suché

zkumavky a pfidad se 2,10 g kresolu tavené¢ho. Zkumavka se upevni do pfistroje na
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stanoveni teploty tuhnuti, béhem chlazeni se nepfetrzit¢ michd. V pribéhu
krystalizace dochazi k pomalému vzestupu teploty. Zaznamena se nejvyssi dosazena
teplota (t1).
Smés se znovu roztavi na vodni 1azni pii teploté neptfevysSujici teplotu t1 o vice nez
5 °C a zkumavka se umisti do pfistroje nastaveného na teplotu o 5 °C nizsi nez t1.
Micha se nepfetrzité od okamziku, kdy za¢ina probihat krystalizace, nebo je-li teplota
smési nizsi o 3 °C nez t1. Zaznamena se nejvyssi teplota, pii niz smés krystalizuje (t2).
Opakuje se tak dlouho, az rozdil mezi dvéma hodnotami t2 je nejvyse 0,2 °C. Dojde-li
k pfechlazeni, vyvola se krystalizace pfidanim malého krystalku smési slozené ze
3,00 g cineolu a 2,10 g kresolu taveného. Jestlize je t2 nizsi nez 27,4 °C, opakuje se
stanoveni s 5,10 g smési.
Obsah cineolu odpovidajici nejvyssi nalezené teploté (t2) je uveden v tabulce 2.8.11-1.
Jestlize bylo pouzito 5,10 g smési, vypocita se obsah cineolu v procentech m/m podle
VZOrce:

2 x (A -50),
v némz znaci:
A - hodnotu nalezenou v tabulce. Tabulka v CL 2009 dil T str. 312.
Je-li tieba, vypocita se obsah cineolu odpovidajici nejvyssi nalezené teploté (to)

interpolaci.

Stanoveni silic v rostlinnych drogach

Stanoveni obsahu silic v rostlinnych drogach se provadi destilaci s vodni parou na
zvlaStnim pfiistroji za podminek uvedenych niZe. Destildt se jim4 v kalibrované
trubici, silice je zachycovana v xylenu, vodnd faze se automaticky vraci zpét do
destilacni banky.

Pristroj. Ptistroj se sklada z nasledujicich ¢asti:

a) vhodné destilacni banky s kulatym dnem a kratkym zabrouSenym hrdlem
0 vnitinim priméru 29 mm (pouzivaji se baiky o objemu 250-1000 ml — dle
pozadavku ptislusného ¢lanku);

b) kondenzacni casti (viz obrazek), kterd pfiléha k destilacni baiice zdbrusem tak, ze
spolu tvoii jednolity celek; pouzité sklo ma nizky koeficient roztaznosti; zatka K je
odvétravaci, trubice K ma otvor o praméru 1 mm, shodny s odvétravacim otvorem
zatky, $irsi konec trubice K o vnitinim priméru 10 mm je z matového skla, hruskovité

rozsifena ¢ast J 0 objemu 3 ml, trubice JL je délena po 0,01 ml, kulovita ¢ast L o
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objemu asi 2 ml, trojcestny kohout M, usti trubice B je o 20 mm vySe neZz horni
znacka dé€leni na trubici;
c¢) vhodného tepelného zdroje umoziujiciho piesné nastaveni teploty;

d) stojanu s kruhem pokrytym izolaénim materialem.

Postup. Pouzije se diikkladné vyc¢istény pfistroj. Stanoveni se provadi podle charakteru
zkousené drogy. Do destilacni bailkky se prevede predepsané mnozstvi destilacni
kapaliny, piidd se n€kolik kouskli porézniho porcelanu a pfipoji se kondenzacni ¢ést.
Nalevkou N se vlije do pfistroje voda tak, aby jeji hladina dosahla bodu B. Vyjme se
zatka K’ a pipetou, jejiz konec se dotyka spodni ¢asti trubice K, se ptida predepsané
mnozstvi Xylenu. Zatka K se uzavfe, otvor v zatce odpovida polohou otvoru v trubici
K. Kapalina v baiice se zahfeje k varu, a neni-li jinak ptedepsano, destiluje se

rychlosti 2 az 3 ml/minutu.

Urci se destilacni rychlost, béhem destilace se sniZi pomoci trojcestného kohoutu
hladina kapaliny tak, aby odpovidala polohou spodni znacce (a) (viz obrazek). Kohout

se uzavie a zmé&ii se Cas potiebny k tomu, aby hladina dosahla horni znacky (b).

znacka b 9 "
S R = —
= 3ml J J J
'——~>f N
znacka a ’
| | |

Piistroj na stanoveni silic v rostlinnych drogach, rozméry v milimetrech (CL 2009)

L
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Kohout se otevie a pokracuje se v destilaci, destilacni rychlost se upravi vhodnym
zahtivanim. Destiluje se 30 minut. Pak se zahtivani pferusi a po nejméné 10 minutach

se odecte objem xylenu v délené trubici.

Do banky se prevede predepsané mnozstvi drogy a pokraCuje se v destilaci vyse
uvedenym zpiisobem po predepsanou dobu a predepsanou rychlosti. Pak se zahtivani
ukon¢i a po 10 minutach se odecte objem kapaliny v délené trubici, od n€hoz se
odecte diive zaznamenany objem xylenu. Rozdil vyjadiuje obsah silice ve zkouSené

droze. Vysledek se piepocita na obsah mililitri v 1 kg drogy.

Ma-1i byt silice pouzita pro dalsi analytické tcely, oddé€li se jeji bezvoda Cast s
xylenem nasledujicim zplisobem. Vyjme se zatka K™ a pfidd se 0,1 ml roztoku
fluoresceinu sodné soli (1 g/I) a 0,5 ml vody. Pomoci trojcestného kohoutu se vypusti
smés xylenu a silice do kulovité ¢asti L a po 5 minutach stani se vypousti pomalu tak,
az hladina klesne na uroven kohoutu M. Kohout oto¢ime zprava doleva tak, aby
vytekla voda ze spojovaci trubice BM. Pomoci nalevky N promyjeme trubici
acetonem a malym mnozstvim toluenu. Kohout se oto¢i zprava doleva a smés xylenu

a silice se vypusti do vhodné barnky.

Alternativni pristroj na stanoveni silic v rostlinnych drogdch, rozméry v milimetrech.
Postup. Pouzije se dikladné vycistény ptistroj. Stanoveni se provadi podle charakteru
zkousSené drogy. Do destilacni bailkky se pfevede predepsané mnoZstvi destilacni

kapaliny, pfid4 se n¢kolik kouskl porézniho porcelanu a ptipoji se kondenzacni €ast.
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Postranni trubici GH se naplni trubice GLM vodou, az ptetéka (v misté M) do banky.
Pipetou se tamtéz piida piedepsané mnozstvi xylenu a za¢ne se destilovat. Po 30
utach se destilace prerusi a ne diive nez po 5 minutach se v délené trubici JK odecte
»skutecny“ objem xylenu. Po vychladnuti se do varné banky vpravi predepsané
mnozstvi drogy, rozdrobnéné na stupen uvedeny u jednotlivych drog. Piipoji se
zébrusem k pfistroji. Postranni trubice GH se uzavie chomackem vaty. Kapalina v
bance se zahfeje k varu, a neni-li jinak pfedepsano, destiluje se rychlosti 2 az 3
ml/minutu ptedepsanou dobu. Pak se zahiivani ukon¢i a po 10 minut se odecte objem
kapaliny v jemn¢ délené trubici (KL), od néhoz se odeéte diive zaznamenany objem
xylenu. Rozdil vyjadiuje obsah silice ve zkousené droze. Vysledek se piepocitd na

obsah mililitrtt v 1 kg drogy.

Alternativni pfistroj na stanoveni silic v rostlinnych drogach, rozméry v milimetrech.
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Zbytky pesticidu
Pro Iékopisné ucely je pesticid jakakoli latka nebo smés latek ur¢enych k ochrané

rostlin, likvidaci nebo regulaci jakychkoli skiidcl, nezddoucich druhti rostlin nebo
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zivoCichi ptisobicich Skody nebo jinak ruSicich pii vyrobé€, zpracovani, skladovani,
dopravé nebo prodeji rostlinnych drog. Tato skupina zahrnuje latky pouzivané jako
regulatory rustu, defolianty nebo desikanty a jakékoli latky aplikované na rostliny
pted nebo po sklizni nebo jiné latky pouzivané k ochrané¢ zbozi pted znehodnocenim
béhem skladovani a dopravy. Zbytky pesticidi mohou byt pfitomny a kontroluji se

Vv rostlinnych drogéch a ptipravcich z rostlinnych drog.

Limity. Neni-li v ¢lanku uvedeno jinak, zkouSenad rostlinna droga pfinejmensim
vyhovuje limitim uvedenym v CL 2009 v tabulce 2.8.13-1 (I/314). Limity pro
pesticidy, které nejsou uvedeny v tabulce a jejichz pfitomnost lze z jakéhokoliv
davodu predpokladat, se shoduji s limity uréenymi smeérnicemi Evropského

spolecenstvi 396/2005, véetné dopliiki a naslednych zmén.

Odbér vzorkl rostlinnych drog se provadi podle obecné stati ,,Rostlinné drogy;

vzorkovani a pfiprava vzorku*.

Kvalitativni a kvantitativni analyza zbytkl pesticidi: Pouzité analytické metody se

validuji (napt. podle ptedpisu ¢. SANCO/10232/2006).
Zkouseni pesticidi - organochlorové, organofosfatové a pyrethroidni insekticidy.

Etapy zkouseni: Extrakce, CiSténi (chromatografie), kvantitativni analyza (plynova
chromatografie). Vzhledem ke specifi¢nosti postupti a zafizeni se v praktickych

cvicenich tato tloha nerealizuje.

Stanoveni trislovin v rostlinnych drogach

Vsechny extrakéni a fedici postupy se provadéji za chranéni pred svétlem.

Rostlinné drogy nebo suché extrakty.

Pfedepsan¢ mnozZstvi praSkované drogy (180) nebo extraktu se v 250ml baiice
S kulatym dnem smicha se 150 ml vody a zahtiva se 30 minut na vodni 14zni. Ochladi
se pod tekouci vodou a smés se prevede kvantitativné do 250 ml odmérné barnky.
Barika s kulatym dnem se promyje vodou, promyvaci tekutina se pfidd do odmérné
banky a zfedi se vodou na 250,0 ml. Po usazeni Castic drogy se tekutina zfiltruje

filtra¢nim papirem o priméru 125 mm. Prvnich 50 ml filtratu se odstrani.

Tekuté extrakty nebo tinktury. Ptedepsané mnozstvi tekutého extraktu nebo tinktury se
ziedi vodou na 250,0 ml. Smés se zfiltruje filtracnim papirem o priméru 125 mm.

Prvnich 50 ml filtratu se odstrani.
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Celkové polyfenoly: 5,0 ml filtratu se ztedi vodou na 25,0 ml. 2,0 ml tohoto roztoku se
smichaji s 1,0 ml zkoumadla fosfomolybdenan-wolframového, 10,0 ml vody a ziedi
se roztokem uhli¢itanu sodné¢ho (290 g/l) na 25,0 ml. Po 30 minutach po ptidani
posledniho roztoku se méti absorbance pii 760 nm (A1) za pouziti vody jako kontrolni

tekutiny.

Polyfenoly neadsorbovatelné na kozni prasek. K 10,0 ml filtratu se prida 0,10 g
kozniho prasku a intenzivné se protiepava 60 minut, pak se zfiltruje. 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 uhlicitanu
sodného (290 g/1) na 25,0 ml. Po 30 minutach po ptidani posledniho roztoku se méti

absorbance pii 760 nm (A2) za pouziti vody jako kontrolni tekutiny.

Porovnavacit roztok: 50,0 mg pyrogallolu se tésné pred pouzitim rozpusti ve vode a
ziedi se ji na 100,0 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 minutach po
piidani posledniho roztoku se méfi absorbance pii 760 nm (As) za pouziti vody jako
kontrolni tekutiny.

Obsah tiislovin v procentech vyjadieny jako pyrogallol se vypocita podle vzorce:

625x (A, —A,)xm,
A, xm;

V némzZ znaci:
m1 — hmotnost zkousené latky v gramech;

m2 — hmotnost pyrogallolu v gramech

Stanoveni veskerych polyfenolii kolorimetrickou metodou (CL 1997)

0,50 g drogy se ve varné bance smicha se 150 ml vody. Zahteje se k varu a vafi se
dalSich 30 minut pod zpétnym chladic¢em. Ochladi se pod tekouci vodou, smés se
pievede do odmérné baiiky na 250 ml a doplni se vodou po znacku. Po usazeni ¢éstic
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, a 17,0 ml 20% roztoku

uhli¢itanu sodného. Pfesné po 2 minutach od pfidani posledniho roztoku se méfi
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absorbance (A) v maximu pii 760 nm za pouziti vody jako kontrolni tekutiny.
Obsah tiislovin v procentech se vypocita podle vzorce:

3125x A
0,316xm

m — navazka v gramech

Cislo hoFkosti

Cislo hotkosti je definovano jako reciproka hodnota zfedéni slougeniny, tekutiny nebo
extraktu, které chutna jesté¢ hoice. Stanovi se porovnanim s chinin-hydrochloridem,
jehoz ¢&islo hotkosti je 200 000.

Postup stanoveni:

Stanoveni korekcniho faktoru

Je vhodné, aby zkousku provadéla skupina nejméné Sesti osob. Pfed ochutndvanim si
musi vyplachnout usta vodou. Je tfeba stanovit korekéni faktor pro kazdého ¢lena

skupiny tak, aby byly odstranény individudlni rozdily vniméni hotké chuti.

Zakladni roztok: 0,100 g chinin-hydrochloridu se rozpusti ve vodé a ziedi se ji na

100,0 ml. 1,0 ml tohoto roztoku se zfedi vodou na 100,0 ml.

Porovnavaci roztoky: Ptipravi se fada porovnavacich roztokd tak, Ze v prvni
zkumavce je 3,6 ml zékladniho roztoku a v kazdé nasledujici zkumavce se objem
tohoto roztoku zvySuje o 0,2 ml azZ do kone¢ného objemu 5,8 ml. Objem kazdé
zkumavky se zfedi vodou na 10,0 ml.
se prevaluje v tstech 30 sekund tak, aby roztok pfiSel do styku s kofenem jazyka;
jestlize roztok nechutna hoice vyplivne se a po 1 minuté se tUsta vyplachnou vodou.
Po 10 minutach se zkousi stejnym zpisobem roztok nasledujici vyssi koncentrace.
Korekéni faktor k se vypoéita pro kazdého ¢lena skupiny podle vzorce:
n

:%,
V ném?Z znaci:
n — pocet mililitri zdkladniho roztoku o nejniz§i koncentraci, ktery chutnal jesté

hofce.

Osoba, které porovnavaci roztok ptipraveny z 5,8 ml zdkladniho nechutné hotce, je ze

37



zkousSeni vyloucena.

Priprava vzorku: Je-li tieba, zkouSena droga se upraskuje. K 1,0 g se piida 100 ml
vrouci vody a za nepietrzit¢tho michani se zahfivd 30 minut na vodni lazni. Po
ochlazeni se ziedi vodou na 100 ml. Diikladné se promicha a pak se zfiltruje, prvni 2
ml filtratu se odstrani. Filtrat se oznaci C-1 a jeho zied’'ovaci faktor (DF) je 100.

Stanovuje-li se ¢islo hofkosti tekutin, 1 ml zkouSené tekutiny se zfedi vhodnym

rozpousStédlem na 100 ml a oznaci se C-1.

Stanoveni cisla horkosti
ZkousSené roztoky:

10,0 ml roztoku C-1 se zfedi vodou na 100 ml: C-2 (DF =1000)

10,0 ml roztoku C-2 se zfedi vodou na 100 ml: C-3 (DF =10 000)

20,0 ml roztoku C-3 se ziedi vodou na 100 ml: C-3A  (DF =50 000)

10,0 ml roztoku C-3A se ztedi vodou na 100 ml: C-4  (DF = 100 000)

Kazdy zkousejici hodnoti nejprve roztok C-4 a pokracuje tak dlouho, dokud néktery
Z roztokti neshleda hotky. Tento roztok se oznaci D. Zied’ovaci faktor (DF) roztoku D
se oznaci jako Y.

Za pouziti roztoku D se pfipravi fada roztokl s nasledujicim postupnym ziedénim:
Roztok D (ml) |1,2(1,5|2,0/3,0(6,0|8,0
Voda (ml) 8,8(8,5(8,0(7,0(4,0(2,0

Urc¢i se objem roztoku D v mililitrech, ktery po ztedéni vodou na 10,0 ml chutna jesté
hotce (X).
Vypocita se ¢islo hotkosti pro kazdou ze zkousejicich osob podle vzorce:

Y xk
X x01

Cislo hoikosti zkousené latky se vyjadii jako priméma hodnota zjisténa vsemi
zkouSejicimi osobami.

Zbytek po vysuSeni extrakti

2,00 g nebo 2,0 ml zkouSeného extraktu se rychle pfevedou do misky s plochym dnem

0 praméru 50 mm a hloubce asi 30 mm. Extrakt se odpafi do sucha na vodni lazni a

zbytek se susi 3 h vsusarné pii 100 az 105 °C. Po vychladnuti v exsikatoru nad
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oxidem fosforecnym nebo silikagelem bezvodym se zvazi. Vysledek se vyjadii

v hmotnostnich procentech nebo v gramech na litr.

Ztrata suSenim u extrakta

0,50 g zkouseného jemné praskovaného extraktu se rychle odvazi do misky s plochym
dnem o priméru asi 50 mm a hloubce asi 30 mm. Extrakt se susi 3 h v susarné pfi
100 °C az 105 °C. Po vychladnuti v exsikatoru nad oxidem fosforeCcnym nebo

silikagelem bezvodym se zvazi. Vysledek se vyjadii v hmotnostnich procentech.

Stanoveni obsahu aflatoxinu B1 v rostlinnych drogach

Aflatoxiny jsou pfirozené¢ se vyskytujici mykotoxiny produkované zejména druhy
Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus. Tyto plisn¢ jsou bézné a jsou v ptirodé
hojn¢ rozsifené. Napadaji vSechny typy organickych substrati. Optimalnimi
podminkami pro jejich rast jsou vysoky obsah vlhkosti i vysoka teplota. Protoze jsou
velmi toxické a karcinogenni, vyzaduje CL stanoveni nejtoxi¢t&jiiho aflatoxinu Bi
v drogach. Aflatoxiny se rozklddaji vlivem svétla, proto se stanoveni provadi za
chranéni pied dennim svétlem. Hodnoti se validovanou metodou kapalinové

chromatografie.

Rostlinné drogy: vzorkovani a priprava vzorku
Aby se omezil vliv vzorkovani na kvalitativni a kvantitativni analyzu, je nezbytné
zajistit, aby byl vzorek SarZe hodnoceného materidlu reprezentativni. Pro rostlinné

drogy lze pouzit nasledujici postupy:

Nerozplnény vzorek

V piipad€, ze vnéjsi hodnoceni oball, oznaceni a Stitkli Sarze ukazuje, ze Sarzi lze
povazovat za homogenni, je vzorek poctu ndhodné vybranych obalovych jednotek
(oballl) uveden déle. V piipad€, Ze SarZze nemiiZe byt oznaCena jako homogenni,
rozdéli se do dil¢ich Sarzi, které za homogenni 1ze povazovat. Kazda dil¢i SarZe se
pouzije jako homogenni Sarze, pocet nahodné vybranych obalovych jednotek (obalil)

je uveden dale.

Pocet obalii v Sarzi | Pocet zkouSenych obali

(N) (n)
1-3 vSechny
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>3 n*=+N+1

* n se zaokrouhli nahoru na celé &islo

Odebere se vzorek z kazdé zkouSené obalové jednotky (obalu). Vzorek se odebere
Z horni, stfedni nebo dolni ¢asti obalu tak, aby odebrané vzorky z riznych ¢asti obalu
byly reprezentativni. V piipadé velkych zokli nebo pytli se musi vzorky odebrat
Z hloubky nejméné 10 cm. Hmotnost vzorku odebraného z kazdé obalové jednotky
(obalu) odpovida celkové hmotnosti vzorku Sarze, ktery vyhovuje nasledujicim

hodnotam.

Hmotnost rostlinné drogy | Minimalni hmotnost vzorku,
Vv Sarzi vyjadiena jako procento
(kg) hmotnosti SarZe rostlinné drogy
< 50 1,00 *

50-100 0,50

> 100 — 250 025

> 250 — 500 0,20

> 500 — 1000 0,18

> 1000 — 2500 0,15

> 2500 — 5000 010

> 5000 — 10 000 0,08

> 10 000 — 25 000 005

Poznamka. JestliZze je hmotnost Sarze vétsi nez 25 000 kg, rozdéli se do dilcich Sarzi,

postup se uplatni pro kazdou dil¢i Sarzi jako by to byla homogenni Sarze.

*Nejmensi celkova hmotnost vzorku nerozplnéné Sarze je 125 g; jestlize minimalni
pozadavek predstavuje vice nez 10,0 % hmotnosti Sarze rostlinné drogy, maze se celd

Sarze pouzit jako vzorek.

Nerozplnény vzorek se pfipravi spojenim a dikladnym promichdnim vzorki

odebranych z kazdé ndhodné vybrané obalové jednotky (obal).
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ZKkousSeny vzorek:

Neni-li v ¢lanku uvedeno jinak, pfipravi se vzorek nasledujicim postupem. Velikost
vzorku nerozplnéné Sarze se redukuje Ctvrtkovadnim (viz poznamka uvedend nize)
nebo jinou metodou, ktera vede k ziskani homogenniho vzorku; takze kazda zbytkova

cast predstavuje celek, dokud nejmensi zbytkové mnozstvi neodpovida nasledujicim

podminkam.

Typ rostlinné drogy Minimalni hmotnost
zkouSeného vzorku

koteny, oddenky, kiry, naté 500 g nebo cely vzorek; jestlize je
hmotnost nerozplnéného vzorku mensi nez
500 g

listy, kvéty, semena, plody 250 g nebo cely vzorek, jestlize je

hmotnost nerozplnéného vzorku mensi nez

250 g

rozldamané nebo rozdrobnéné drogy | 125¢
(primérnd hmotnost ¢asti je mensi nez

0,509)

Poznamka: Ctvrtkovani sestiva z diikladného promichani nerozplnéného vzorku,
rozlozeni na plochou hromadku a jejim rozdé€leni na Ctyfti stejné dily. Dvé protilehlé
¢asti se odstrani a zbytek se znovu promichd. Je-li tteba, postup se opakuje az do

ziskani minimalni hmotnosti potfebné pro zkouSeny vzorek.

Zkouseny vzorek se rozdrobni na velikost ¢astic 1 mm nebo na velikost uvedenou
Vv ¢lanku. Doporucuje se pouzit mlynek.

Rozdrobnény vzorek se prosiva standardnim sitem 1 mm nebo sitem uvedenym
Vv ¢lanku. Zbytek na situ nesmi byt vétsi nez 10 % celkové hmotnosti rozdrobnéného
vzorku nebo nejvyse 2 % celkové hmotnosti rozdrobnéného vzorku mohou mit astice
vetsi nez 1,5 mm nebo 1,5krat vétsi nez Castice uvedené v ¢lanku. Za téchto podminek
se vzorek a zbytek na situ dobfe promichaji a tvofi tak zkouseny vzorek pro analyzy.
V piipadech, kde podminky neodpovidaji, slozi se zkouseny vzorek pro analyzy ze
dvou ¢asti hodnocenych oddélené. Nicméné mnozstvi potiebné pro kazdou analyzu se

odvozuje z odvazovani pomérnych mnozstvi prasku a zbytku.
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Poznamka: Pro stanoveni mikroskopickych charakteristik se ¢ast rozdrobnéného

zkouseného vzorku opakované rozdrobni na velikost ¢astic 0,355 mm.
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CAST SPECIALNI

3. SACHARIDY

Sacharidy jsou vyznamnou a rozsahlou skupinou pfirodnich latek. Pro zivé soustavy
jsou dilezitymi substraty, v nichz je ulozena chemicka energie, vpravend do nich
v procesu fotosyntetické asimilace. Jsou biologickymi prekurzory lipida, bilkovin a
jinych slozek zivé hmoty. Nékteré sacharidy jsou latky zésobni, jiné tvoii podptrna
pletiva rostlin. Tvofi az 75 % vahy suchého rostlinného téla. Spole¢né s tuky a
proteiny jsou zivinami pro zivoCichy véetné lidi.

Sacharidy jsou polyhydroxyaldehydy nebo polyhydroxyketony snejméné tiemi
alifaticky vazanymi uhlikovymi atomy a také slouceniny, které se znich tvofi
vzajemnou kondenzaci za vzniku acetalovych vazeb. Jsou slozeny z uhliku, kysliku a

vodiku, vyjimeéné obsahuji v molekule dusik nebo siru.

Sacharidy se déli podle velikosti molekuly na:

e monosacharidy, jsou slozeny z jedné cukerné jednotky a hydrolyticky se nestépi;

e oligosacharidy, jsou slozeny ze dvou az deseti monosacharidi vzajemné
spojenych glykosidovymi (poloacetalovymi) vazbami,

e polysacharidy, sestavaji z vice nez deseti stejnych nebo riznych monosacharidu;

e slozen¢ sacharidy, obsahuji jesté napt. lipidy, proteiny nebo peptidy.

3.1.MONOSACHARIDY

Monosacharidy se rozdé€luji podle povahy karbonylové skupiny na aldosy a ketosy,
podle poctu atoma uhliku na triosy, tetrosy, pentosy, hexosy, resp. heptosy. Tato

oznaceni mohou byt spojena, napt. glukosa je aldohexosa, ribulosa je ketopentosa.

Konfigurace monosacharidi je oznacovana prefixem D nebo L a je odvozena podle
orientace hydroxylové skupiny nejvzdalenéjsi od karbonylové skupiny. Je-li
orientovana doprava, patii do fady D, je-li vlevo, patii do fady L. VétSina pfirodnich
monosacharidi patii do D-fady (mimo L-rhamnosu, L-arabinosu, L-fukosu). Oznacéeni
D, L nesouvisi s optickou otacivosti, ktera se vyjadiuje znaménky (+) pro pravotociveé,

(-) pro levotocivé. Typické vlastnosti cukrii zacinaji u tetros.
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CHO CHO

(CHOH)n (CHOH)n
H—C—OH HO—C—H

CH,OH CHZOH

D-fada L-fada

Fischerova projekce D- a L-sacharidd

Aldehydy a ketony reaguji s alkoholy za vzniku poloacetald. Reakci poloacetalu
s dalsi molekulou alkoholu za odstépeni molekuly vody vznikaji acetaly. Jde o reakci,

ktera odpovida tvorb¢ glykosidi.

OH H o) OH OR”

| HOH '\ 7~ HOR | HOR”* | ]
H=¢~OH == ¢ == H-C-OR ——= H-C—OR

R R R ? R
hydrat aldehydu aldehyd poloacetal acetal

Intramolekularni adici jedné z hydroxylovych skupin (priméarni nebo sekundarni
hydroxylové skupiny) na karbonylovou skupinu vznikaji ze sacharidii spontanné
cyklické poloacetaly. Tyto cyklické formy tvoii pfednostné SestiClenny, piipadné
péticlenny kruh. Struktury s pétiClennym kruhem se nazyvaji furanosy, se
Sesti¢lennym kruhem pyranosy.

Na uhliku karbonylové skupiny (u aldos uhlik C-1, u ketos C-2) vznika nové chiralni
centrum. Uhlik karbonylové skupiny se oznacuje jako anomerni uhlik, nové vytvofena
hydroxylovéd skupina na anomernim uhliku je anomerni hydroxylova skupina
(poloacetalova hydroxylova skupina) a odpovidajici dvojice izomerd jsou anomery.
Pro oznaceni konfigurace substituentli na anomernim uhliku se pouZzivaji konfigura¢ni
prefixy a a B. Ty udévaji relativni konfiguraci vici chirdlnimu atomu uhliku, ktery
urCuje piislusnost k fadé D nebo L. Anomer a ma shodnou konfiguraci, anomer 3
opacnou. Kazdy z obou anomerti ma odlisné chemické a fyzikalni vlastnosti — teplotu

tani, rozpustnost a zejména optickou otacivost.

CH,OH
H O_ OoH
H
OH H
- OH H
H OH H  OH
a-D-glukopyranosa B-D-glukopyranosa
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V krystalickém stavu existuji monosacharidy vyhradn¢ v cyklickych strukturach, tedy
jako a- nebo B-anomery. Po rozpusténi dochéazi v roztoku po urcité dob¢ k ustanoveni
rovnovazného stavu mezi o- a B-anomerem a ke zmén¢ optické rotace, kterd je pro
kazdy monosacharid charakteristicka. Tento jev se oznacuje jako mutarotace. Pokud
se napt. krystalickd a-D-glukosa rozpusti ve vodé¢, optickd otacivost roztoku se
pozvolna méni z ptivodni hodnoty + 112 °, az dosahne hodnoty + 52 °. Tato zména
optické otacivosti je vysledkem vytvofeni rovnovazné smési obsahujici pfi teploté
20 °C 67 % PB-anomeru a 33 % oa-anomeru. Latky vykazujici mutarotaci jsou Casto
charakterizovany hodnotami pocatecni a konecné rotace, napt. [a]p + 112 © — 52 °.
Mutarotaci vykazuji rovnéz oligosacharidy, majici v molekule monosacharid s volnou

poloacetalovou, tj. anomerni hydroxylovou skupinou.

V metabolicky aktivnich rostlinnych tkanich je mutarotace sacharidii obsahujicich

vazanou glukosu a galaktosu katalyzovana mutarotasou (aldosa 1-epimerasa).

CH,OH CH,OH CH,OH
O OH o 0
. _H H
C _
\
OH 0]
a-D-glukopyranosa acyklicka forma B-D-glukopyranosa
[o]p+ 112° [alp+19°

rovnovazny roztok
[a]p+50°

D-fruktosa jako vétSina volnych sacharidii tvofi prednostné pyranosovy kruh.
Furanosova forma fruktosy se vyskytuje pouze v oligosacharidech (sacharosa),

v polysacharidech (inulin) a v nékterych fosfore¢nych esterech sacharidu.

OHTZ— =3[ CH,OH
OH H' OH H

-D-fruktopyranosa B-D-fruktofuranosa
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Cyklické formy sacharidi nejsou rovinnymi utvary. NejCastéji se vyskytujici

(termodynamicky nejvyhodnéjsi) konformaci pyranos jsou konformace zidlickové.

CH,OH
H
OH
OH

Y H

a-D-glukopyranosa B-D-glukopyranosa

3.2.0LIGOSACHARIDY

Oligosacharidy jsou slozeny ze dvou az deseti molekul monosacharidt, vazanych a-
nebo B-glykosidickou vazbou. Podle poétu stavebnich jednotek se oznacuji jako
disacharidy, tri-, tetra- az dekasacharidy. Mohou byt hydrolyzovany kyselinami nebo
enzymaticky na monosacharidy. Oligosacharidy jsou glykosidy, Vv nichz je
,»aglykonem® molekula jiného sacharidu. Proto se také nazyvaji homoglykosidy.
Nejcastéji se v oligosacharidech vyskytuji hexosy. Disacharidy se tvotfi kondenzaci
a- nebo B-anomerni hydroxylové skupiny monosacharidu s libovolnou hydroxylovou
skupinou jiného monosacharidu. Pfi vzdjemné kondensaci dvou poloacetalovych
hydroxylovych skupin neobsahuje vznikly disacharid volnou anomerni hydroxylovou
skupinu a je proto neredukujici (napt. trehalosa a sacharosa). V kazdém jiném ptipadé
vznika redukujici disacharid, ktery stejné jako vychozi monosacharid vykazuje

Vv roztocich mutarotaci a vyskytuje se jako a- nebo B-anomer (napf. maltosa a laktosa).

Sacharosa je slozena z D-glukosy a z D-fruktosy. Fruktosa je zde pfitomna ve své
stalé furanosové formé, proto se sacharosa §tépi jiz velmi zfedénymi kyselinami na
glukosu a fruktosu. Tento pochod se nazyvéa inverze, dochazi pii ném ke zméné
optické otacivosti. Smés po hydrolyse (invertni cukr) je vedle sacharosy hlavni

slozkou medu.

Z trisacharidii je nejvice v pfirodé rozsifena rafinosa, jejim hlavnim zdrojem je
cukrova fepa. Nema redukéni vlastnosti a po hydrolyse poskytuje D-glukosu, D-

fruktosu a D-galaktosu.
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CH,OH CH,OH

CH OH
OH
HOH,
CH,OH

a,o-trehalosa sacharosa
neredukujici disacharidy
CH,OH

CH,OH CH,OH

CH,0H
o
1
OH N
OH o

OH maltosa laktosa

redukujici disacharidy

3.3.KVALITATIVNI ANALYZA SACHARIDU

Chemické vlastnosti sacharidli jsou podminény cetnymi hydroxylovymi skupinami.
Jako slouceniny S mnoha hydroxyly jsou sacharidy snadno rozpustné¢ ve vode¢,
nerozpustné v organickych rozpoustédlech a tucich a chutnaji sladce. Skupiny
aldehydické (a ketonické u ketos) se neprojevuji; jednoduché barevné reakce na
aldehydy jsou negativni, protoZe v roztoku neni prakticky pfitomen aldehyd, nybrz

jen poloacetalova forma sacharidu.

Funkcni derivaty hydroxylovych skupin

Alkoholické skupiny mohou byt esterifikovany. Toho se vyuziva k charakterizaci
sacharidd nebo k blokovani uréitych hydroxylt esterifikaci. V biochemii maji zvlastni

vyznam estery kyseliny fosforecné.

Alkoholické skupiny mohou tvofit ethery. Tvorba etherl (napt. s dimethylsulfatem a
hydroxidy) ma vyznam pii objasiiovani konstituce sloZenych sacharidi. Mimotadné
reaktivni je poloacetalovy hydroxyl na prvém uhliku u aldos. Slouc¢eniny od n¢ho

odvozené jsou glykosidy.

Derivaty karbonylové skupiny

Sacharidy nedavaji mnohé z reakci na aldehydy a ketony, protoze aldehydy jsou
pritomny v rovnovazném stavu pouze ve zlomcich procenta. Lze je vSak dokazat

pomoci uréitych reakci, jako je napf. tvorba oximi. Z hlediska identifikace sacharidd
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je dulezitd reakce s fenylhydrazinem nebo substituovanych fenylhydrazinem,

probihajici na dvou uhlicich. Produkty této reakce se nazyvaji osazony.

H\ O
| +3H2N—N4©—>| H + NH; + H2N©+2HO
H—C—OH H - 2
[ C=N—N
R | H
i R
aldosa fenylhydrazin osazon

Vuci kyselinam a zasadam jsou sacharidy jen omezené stalé. V kyselém roztoku se
odstépuje voda; z pentos vznika fural (furan-2-aldehyd), z hexos hydroxymethylfural,
ktery se snadno rozkladd dal. Jako S$tépné produkty vznikaji nenasycené
oxoslouc¢eniny jako H3C-CO-CHO a H3C-CO-CH=CH-CHO, kter¢ jsou
zodpovédné za mnohé barevné reakce cukri. Alkalie ovliviluji pfiznivé tvorbu
enolické formy; proto miize ptechdzet glukosa ve fruktosu nebo mannosu, nebo

naopak.

Vsechny jednoduché, ale také mnohé slozené sacharidy pusobi jako redukéni
zkoumadla: za tuto vlastnost je zodpovédné a-ketolové uspoiadani (karbonylova
skupina v sousedstvi hydroxylové). Podstatou reakce s Fehlingovym zkoumadlem je
redukce dvojmocnych ionti médi v alkalickém prostedi; redukéni zkousky jsou vSak

znaén¢ nespecifické.

Redukci karbonylové skupiny se tvofi odpovidajici vicemocné alkoholy, jako napf.

z mannosy mannitol. Sacharid pfitom reaguje v aldehydické formé.

Pti opatrné oxidaci muze dojit k dehydrogenaci poloacetalové skupiny, vzniké lakton
kyseliny (v alkalickém prostiedi stl kyseliny). Lakton se muze opét redukovat na
poloacetalovou formu. Pfi energické oxidaci se oxiduje rovnéZz koncova skupina

—CH20OH a vznika dikarboxylova kyselina (napt. glukarova kyselina).

COOH CH,OH CH,0H CH,OH

OH (0] o) OH
OH COOH =— OH T» OH o— OH COOH
OH OH OH OH OH
OH OH OH OH

kyselina glukarova glukosa glukonolakton kyselina glukonova
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3.3.1.ANALYTICKE METODY

K identifikaci monosacharidii a oligosacharidi se pouzivaji pievazné metody
chromatografické (papirova chromatografie, chromatografie na tenkych vrstvach).
Barevné reakce sacharidd santhronem, fenoly (resorcinol, orcinol a pod.) a
kyselinami maji mens$i vyznam; nekterych se pouziva jako detek¢nich reagencii pfi
postfikovani chromatogramii nebo pfi stanovenich kolorimetrickych. Redukéni
metody, které se dfive pouzivaly ke kvalitativnimu i kvantitativnimu stanoveni
sacharidl jsou postupné opoustény pro svoji nizkou specifitu.

Nejmoderngj$i techniky wvyuzivaji plynovou chromatografii nebo kapalinovou

chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektroskopii.

3.3.2.REDUKCNI VLASTNOSTI SACHARIDU

Monosacharidy nebo ve vodé rozpustné oligosacharidy s kratkym fetézcem
povafenim s zkoumadly zalozenymi na ‘CuSO4/OH” (napi. Fehlingovo,
Benedictovo), redukuji Cu?* ionty na Cu* ionty za vzniku cihlové-gervené srazeniny
Cu20. Podminkou uvedené reakce je, aby sacharidy obsahovaly nebo byly schopny
poskytnout v alkalickém prostiedi (0,2 M OH") volnou aldehydickou (CHO) skupinu.
Je to pravé aldehydicka skupina, ktera redukuje Cu?" a oxiduje se na karboxylovou
skupinu (COOH). Sacharidy, které spliuji tento pozadavek, jsou:

(i) aldotriosy s otevienym fetézcem (napi. D-glyceraldehyd)

(if) ketotriosy s otevienym fetézcem (napf. dihydroxyaceton) a ketotetrosy (D-
erytrulosa)

(i11) monosacharidy aldosy a ketosy, které jsou ve vodnych roztocich ptevazné
v cyklické formé jako pyranosy nebo furanosy, které maji volnou hydroxylovou
skupinu na anomernim uhlikovém atomu (C-1 u aldos, C-2 u ketos, napt. D-glukosa a
D-fruktosa, ale ne jejich glykosidy)

(iv) ve vod¢é rozpustné oligosacharidy s kratkym fetézcem, které mayji
monosacharidovy zbytek (aldosu nebo ketosu) s volnou hydroxylovou skupinou na
anomernim uhlikovém atomu (napf. maltosa, ale ne sacharosa).

Sacharidy, které patii do kategorie (i) maji volnou aldehydickou skupinu, ale ty, které

spadaji do kategorie (ii) nikoliv. Ty v pfitomnosti zfedénych alkalii (0,02 M OH je
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postacujici) podléhaji reverzibilni tautomerni izomerizaci, pii které dochazi

k pfeskupeni (Lobry de Bruyn — Alberda van Ekenstein pieskupeni).

(‘:HO
H—‘C—OH )
—C— H—C—OH CH,OH
R ‘C—OH_‘ ‘C:O
3
CHO HO—C—H HO—C—H
\ \ [
HO—C—H / R R
HO—C—H 1,2-endiol ketosa
R
diastereoisomerni
aldosy

R = zbytek molekuly

Sacharidy skupiny (iii) v krystalickém stavu existuji vyhradné bud’ jako o- nebo
B-anomer Vv jedné zjejich cyklickych forem. Ve vodnych roztocich podléhaji
mutarotaci, takze existuji v rovnovazné smeési o- a -anomerd a v acyklické formé.
Dosazeni rovnovazného stavu v Cisté vodé je pomalé, avSak téméf okamzité
Vv pfitomnosti OH™ iontl. Mutarotace aldos tudiz vytvaii volny aldehyd, acyklickou
formu sacharidu, kterd je nezbytna pro redukci Cu?*. Na druhé strang, mutarotace
ketos vytvaii acyklickou formu s volnou ketoskupinou, ktera miize redukovat Cu®* az
po Lobry de Bruyn — Alberda van Ekenstein pieskupeni, pii kterém jsou reverzibilné
generovany acyklické izomerni formy.

Nicméné, relativné vysoka koncentrace hydroxylovych iontli ve Fehlingové a
Benedictové zkoumadle zapti¢inuje tvorbu volného aldehydu a sacharidu s otevienym
fetézcem (z cyklické formy aldos a ketos) a dale poskytuji pfeskupenim nejen
1,2-endioly, ale také 2,3-endioly a 3,4-endioly, které jsou v pievladajicich
podminkach nestalé. Ty pak poskytuji fadu nizSich aldehydl jako formaldehyd,
glykolaldehyd a glyceraldehyd, které jsou zodpovédné za redukci Cu?*. To také
vysvétluje, pro¢ maji pentosy a hexosy stejnou redukéni silu jako nizkomolekularni

aldehydy.
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CH,OH
\

CH,OH H—C—OH
HCHO
formaldehyd CHO CHO
glykolaldehyd glyceraldehyd
CHO H—C—OH CH,OH CH,OH CH,OH
L,,%,,J ‘CHZOH ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2
H—C—OH 2C—OH c=0 | _ ?C—OH, H-C—OH H—C—OH
T N | e e S SR
HO (‘3 H — Hof(‘:*H = HO—C—H iHOf(‘: - O:‘C = EEOH 1
‘ __ gl
H—G—OH H—G—OH  HO—C—H H—G—OH  H—G—OH 4(‘3*0'*
R R R R R R
aldosa 1,2-endiol ketosa 2,3-endiol 3-keto cukr 3,4-endiol

Lékopisy (Ph. Eur. a CL) vyuZivaji pro diikaz sacharidi jak metodu tenkovrstvé

chromatografie, tak barevné reakce, zalozené na vyse uvedenych principech.

3.3.3.ZKOUSKY TOTOZNOSTI SACHARIDU PODLE CL 2009

Glucosum anhydricum — glukosa bezvoda (CL 2009) (uvedeno jako piiklad)

Provede se tenkovrstva chromatografie za pouZiti vrstvy silikagelu G.

Zkouseny roztok: 10 mg se rozpusti ve smési objemovych dili vody a methanolu (2 +
3) a zfedi se stejnou smési na 20 ml.

Porovnavaci roztok (a): 10 mg glukosy se rozpusti ve smési objemovych dili vody a
methanolu (2 + 3) a zfedi se stejnou smési na 20 ml.

Porovnavaci roztok (b). 10 mg glukosy, 10 mg laktosy, 10 mg fruktosy a 10 mg
sacharosy se rozpusti ve smesi objemovych dilii vody a methanolu (2 + 3) a zfedi se
stejnou smesi na 20 ml.

Na vrstvu se nanese oddélen€ po 2 pl kazdého roztoku a nanesené skvrny se ditkladné
vysu$i. Vyviji se ve smési objemovych dili vody, methanolu, kyseliny octové
bezvodé a dichlorethanu (10 : 15 : 25 : 50) po draze ptesahujici 15 cm. Rozpoustédla
maji byt odmétena presné, i maly piebytek vody mize zpisobit zakal. Vrstva se ususi
v proudu teplého vzduchu. Vyvijeni se opakuje v Cerstvé piipravené smeési
rozpoustédel. Vrstva se opét ususi v proudu teplého vzduchu, rovhomérné se postiika
roztokem 0,5 g thymolu ve smési slozené z 5 ml kyseliny sirové 95-97% a 95 ml lihu
96% a zahtiva se 10 minut pfi 130 °C. Hlavni skvrna na chromatogramu zkouSeného
roztoku odpovidd polohou (Rf), zbarvenim a velikosti hlavni skvrné na

chromatogramu porovnéavaciho roztoku (a).
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Zkousku lze hodnotit, jestlize na chromatogramu porovnavaciho roztoku (b) jsou Ctyfi

zireteln¢€ oddé€lené skvrny.

Pripravte 20 ml 2% roztoku sacharidii (glukosa, laktosa, fruktosa, galaktosa, xylosa)
ve smési objemovych dilii vody a methanolu (2 + 3) a provedte vyse popsanou

chromatografickou analyzu.

3.3.4.0XIDACE SACHARIDU IONTY KOVU

Tyto reakce davaji redukujici sacharidy. Ty redukuji v alkalickém prostiedi soli
méd’naté, stiibrné, bismutit¢é nebo rtutnaté na slouCeniny o niz$im mocenstvi,

popiipad¢ az na kovy.

3.34.1. Fehlingovo zkoumadlo — komplexni méd’nata sil

Ptipravte v Case potieby smichanim Fehling I (roztok krystalického siranu méd’natého
ve vod¢) a Fehling II (roztok hydroxidu sodného a vinanu sodno-draselného ve vod¢)
v poméru 1:1. 2 ml zkoumadla se zahtivaji s 2 ml cukerného roztoku. V piitomnosti
redukujiciho sacharidu vznika ¢ervenooranzové nebo zelené zbarveni nebo srazenina
oxidu médného (Cu20). Barva je zavisld na teploté, Casu a velikosti krystall
vylou€eného oxidu.

CHO COOH

I — | + Cu,0O + H,O
2CuOM: * lom C|ZHOH 2 2

3.34.2. Barfoedovo zkoumadlo — roztok octanu méd’natého

Toto zkoumadlo je redukovano pouze monosacharidy. Redukce octanu méd’natého
redukujicich disacharidl, které jsou pomérné menSi neZz redukcéni schopnosti
monosacharidi, nesta¢i pro vylou€eni oxidu méd'ného. Slouzi k rozliseni redukujicich
monosacharidii od redukujicich disacharidii. 2 ml zkoumadla se zahtivaji s2 ml

cukerného roztoku.
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3.3.4.3. Tollensovo zkoumadlo — komplexni amoniakalni sil stfibra
[Ag(NHa)o]*
Zkoumadlo ptipravime smichanim 1 ml 5% AgNOs s nékolika kapkami 5% vodného
roztoku hydroxidu sodného. Vylouéeny Ag-O se rozpusti ve 2% hydroxidu amonném
(nadbytek snizuje citlivost zkoumadla). Ke zkoumadlu pfidame 1 ml roztoku vzorku,
protfepeme a nechame 10 minut stat. Pokud se roztok nezakali vylou¢enym stiibrem,
slabé zahtejeme. Pokud ani tehdy nedojde k vylouceni stfibra, je reakce negativni. Po
provedeni reakce obsah zkumavek ihned vylijte! Tato reakce neni specifickd pro
cukry, reaguji 1 jiné snadno se oxidujici latky (vicesytné fenoly, aminofenoly,
aromatické aldehydy).
2 Ag'[NH3]2 + R-HCO — 2 Ag® + R-COO'NH4* + 3NH3 + H20

3.3.4.4. Nylanderovo zkoumadlo - komplexni bismutita sl
(Bi(OH)2NO3 + vinan sodno-draselny + NaOH)
Principem je oxidace sacharidii alkalickym roztokem soli trojmocného bismutu. V
ptitomnosti redukujicich cukrii se vylou¢i bismut. 2 ml cukerné¢ho roztoku se povaii
s 1 ml zkoumadla. Roztok tmavne vylou¢enym bismutem.

3R-CHO +2Bi** + 3H,0 — 3 R-COOH + 2 Bi + 6 H*

3.3.4.5. Boettgerova reakce
K1 ml roztoku zkouSeného cukru se piidd nékolik krystalti zasadit¢ho dusi¢nanu
bismutitého a néckolik kapek 10% hydroxidu sodného. Nejprve se objevi bila

srazenina hydroxidu bismutitého, ktery se redukuje varem na ¢erny bismut.

3.3.4.6. Nitrochromova reakce

Je zaloZzena na oxidaci daného typu sacharidu kyselinou dusi¢nou a chromanem
draselnym. Chroman se pfi reakci redukuje na chromnatou sil. Zatimco hydratovany
chromanovy aniont CrO4? je zluty, hydratovany chromnaty kation Cr?* je modry. Ke
2 ml vzorkli sacharidi pfidejte opatrné 3 ml kyseliny dusi¢né a 5 kapek roztoku

chromanu draselného.
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3.3.5.BAREVNE REAKCE SACHARIDU

Sacharidy davaji barevné reakce s fenoly v prostfedi silnych minerdlnich kyselin.
Piisobenim kyselin dochazi k dehydrataci spojené se ztratou jedné az tfi molekul vody
a vzniku derivatt furanu a pyranu (z pentos furfural, z methylpentos 5-methylfurfural
a z hexos 5-hydroxy-methylfurfural). Rychleji reaguji pentosy a ketohexosy, kdezto
aldohexosy, které uvoliiuji jen nepatrné mnozstvi hydroxyfurfuralu, obvykle
nereaguji. Z 6-deoxypentos, jako je L-rhamnosa, vznika 5-methyl-2-
furankarbaldehyd. Derivaty furfuralu se zcasti opét Stépi a vytvaii nizsi aldehydy.
Aldehydy kondenzuji s fenoly za vzniku barevnych produkti. Jako fenolova latka se
pouziva: o-naftol, resorcinol, floroglucin a orcin. Pribéh reakci neni jesté zcela

vyjasnén.

O HO O
o_ /¢ H+ HOOC\ /COCHs \ M 7

O
S - /C C\
L g WA
2-furankarbaldehyd (furfural) kyselina levulovd  5-hydroxymethyl-2-furankarbaldehyd

3.3.5.1. Molischova zkouska (reakce s a-naftolem)

K 1 ml cukerného roztoku ptidejte 1-2 kapky methanolického roztoku a-naftolu, poté
opatrné podvrstvéte 1 ml koncentrované kyseliny sirové. V pritomnosti sacharida se
vytvaii na rozhrani vody a kyseliny cervenofialovy prstenec. Po promichani se

kapalina zbarvi tmavofialové, zfedénim se vylou¢i modrofialova sraZenina.

3.3.5.2. Selivanovova zkouska (reakce s resorcinolem)
K 1 ml vzorku pfidejte 1 ml roztoku resorcinolu v koncentrované kyseliné
chlorovodikové a postupné zahfivejte. Ketosy davaji Cervené zabarveni, aldosy

nereaguji.

3.3.5.3. Anthronova zkouska (reakce s anthronem)

K 1 ml vzorku opatrné ptidejte 1 ml roztoku anthronu (0,1% roztok anthronu v
H2S04), aby vznikly dvé vrstvy. Pokud vzniké na rozhrani modré nebo modrozelené
zabarveni, je reakce pozitivni. Nekteré deoxycukry davaji s timto zkoumadlem

¢ervené zbarveni.
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3.3.5.4. Reakce s octanem olovnatym
2 ml roztoku zkouSeného sacharidu se zahiiva se 2 ml 10% octanu olovnatého.
Nejprve se objevi zluté zabarveni. Po pfidani roztoku amoniaku vznikd sraZenina

hydroxidu olovnatého.

3.3.6. KVANTITATIVNI STANOVENI CUKRU

Metody stanoveni sacharidii jsou zalozeny na stejnych principech jako jejich metody
kvalitativni. Nejcastéji se vyuziva redukénich vlastnosti cukrl a reakéni produkty se
stanovuji titracn¢ nebo gravimetricky. Barevnych reakci se vyuziva pii stanoveni
kolorimetrickém. Sacharidy lze stanovit taktéZ metodami fyzikalné-chemickymi,

napft. polarograficky, polarometricky, poptipadé se stanovuji metodami biologickymi.

3.3.7.TESTOVANE SUBSTANCE A DROGY

3.3.7.1. Glucosum monohydricum — Glukosa monohydrat (CL 2009)
Monohydrat (+)-D-glukopyranosy
Bily, krystalicky praSek. Ma sladkou chut. Snadno rozpustnd ve vodé€, mirné

rozpustnd v ethanolu 96% a nerozpustna v chloroformu.

Zkousky totoznosti:

1. 0,1 g se rozpusti v 10 ml vody, pfidaji se 3 ml vinanu médnatého (Fehlingovo
zkoumadlo) a zahteje se; vznikne Cervena srazenina.

2. 0,1 g se rozpusti v 5,0 ml roztoku octanu méd’natého a povaii se. VyluCuje se
oranzov¢ cervena sloucenina (odliSeni od laktosy) (viz reakce s Barfoedovym
zkoumadlem).

3. 1 ml roztoku glukosy se zahiivd s 1 ml alkalického roztoku kyseliny pikrové.
Vznika Cervena kyselina pikraminova (reaguje také fruktosa a laktosa).

Priprava alkalického roztoku kyseliny pikrové: 9,5 ml 1% kyseliny pikrové (2,4,6-
trinitrofenol) se smicha s 0,5 ml 10% roztoku hydroxidu sodného a zfedi se 10 ml

methanolu (pfiprava pro cely pracovni stil).
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3.3.7.2. Galactosum — Galaktosa (CL 2009)

Je to D-galaktopyranosa (diastereoizomer glukosy, lisi se konfiguraci na uhliku C4)
Bily, krystalicky nebo jemné granulovany prasek. Snadno rozpustnd ve vodé, velmi
téZce rozpustna v ethanolu 96%.

Zkousky totoznosti:

1. 0,1 g se rozpusti v 10 ml vody, pfidaji se 3 ml vinanu médnatého (Fehlingovo

zkoumadlo) a zahfeje se; vznikne oranzova nebo Cervena srazenina.

3.3.7.3. Fructosum — Fruktosa (CL 2009) (syn. levulosa)
(-)-D-arabino-hex-2-ulopyranosa
Bily, krystalicky praSek, chuti velmi sladké. Snadno rozpustnd ve vodé¢, dobie

rozpustna v ethanolu 96% a nerozpustna v chloroformu.

Zkousky totoznosti:

1. 0,1 g se rozpusti v 10 ml vody, ptidaji se 3 ml vinanu méd’natého (Fehlingovo
zkoumadlo) a zahfeje se; vznikne Cervena srazenina.

2. 5 g se rozpusti ve vod¢ a ziedi se ji na 10 ml. 0,5 ml tohoto roztoku se smicha
s 0,2 g resorcinolu a 9 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné a zahtiva se 2 minuty na
vodni lazni; vznika Cervené zabarveni.

3. 1 ml roztoku vanilinu v HCI po zahtati s 1 ml zkouSeného vzorku dava cervené

zbarveni.

3.3.7.4. Xylosum — Xylosa (CL 2009)

Je to (+)-D-xylopyranosa, (syn. difevni cukr)

Siroce zastoupend pentosa ve dievé rostlin ve formé& xylani. Existuje ve formé
pyranosy i furanosy, stejné¢ jako ve formé volného aldehydu. Neni zkvaSovana
kvasinkami.

Zkousky totoznosti:

1. 0,1 g se rozpusti v 10 ml vody, pfidaji se 3 ml vinanu méd’natého (Fehlingovo

zkoumadlo) a zahfeje se; vznikne oranzova nebo Cervena srazenina.

3.3.7.5. Xylitolum — Xylitol (CL 2009)
Je to meso-xylitol. Vznika redukei xylosy. Opticky inaktivni Cs cukerny alkohol.
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Bily krystalicky prasek nebo krystaly. Je velmi snadno rozpustny ve vod¢é a mirné
rozpustny v ethanolu 96%. Xylitol je vedlejsi produkt dievni sacharifikace
(cukernaténi, zcuktfeni). Ma polovinu sladivosti sacharosy a vykazuje laxativni

udinek.

3.3.7.6. Mannitolum - Mannitol (CL 2009)

D-mannitol

Bily, krystalicky prasek, sladké chuti. Snadno rozpustny ve vodé€, velmi tézce
rozpustny v ethanolu 96%. Je polymorfni. Pfitomny v droze Manna, coz je zaschla
Stava, vytékajici po nafezani kury stromu Fraxinus ornus L. — jasan zimnaf,
Oleaceae.

Zkousky totoznosti:

1. K5 ml 2% vodného roztoku vzorku piidejte 1 ml 5% Na,COsz a 3 ml KMnOa.
Smés zahtivejte 2 minuty na vodni 14zni, zfiltrujte a pfidejte stejny objem Fehlingova
zkoumadla. Povatrenim se vylucuje oranzové Cervena srazenina oxidu méd’'ného Cu0.
Cukerny alkohol se oxiduje manganistanem draselnym na aldehyd, ktery vykazuje
redukéni schopnosti.

2. 1 g vzorku se rozpusti v destilované vod€ prosté CO2 a doplni se na 10 ml
(roztok A). K 3 ml cerstvé pfipraveného roztoku pyrokatecholu (10 g/100 ml) se za
chlazeni ve vodni lazni s ledem pfida 6 ml konc. kyseliny sirové. K 3 ml ochlazené
smési se prida 0,3 ml roztoku A a asi 30 sekund se opatrné zahtiva nad plamenem.

Roztok se zabarvi ruzoveé.

3.3.7.7. Lactosum anhydricum — Laktosa bezvoda (CL 2009)

Mléény cukr, B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-B-D-glukopyranosa; nebo smés [-D-
galaktopyranosyl-(1—4)-pB-D-glukopyranosy a [B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-a-D-
glukopyranosy.

Bily krystalicky prasek sladké chuti. Snadno, ale pomalu rozpustné ve vodé, prakticky
nerozpustna v ethanolu 96%.

Zkousky totoZnosti:

1. Asi 0,25 g laktosy se rozpusti v 5 ml vody a pfida se 5 ml 17,5% amoniaku. Roztok

zahtfivame na vodni lazni pti 80 °C, vznikne Cervené zbarveni.
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2. Oxidaci kyselinou dusi¢nou vznika ve vodé malo rozpustnad kyselina slizova
(kyselina galaktarova). Jde o test specificky pro galaktosu.

3. 0,5 g octanu sodného a 0,5 g fenylhydrazinu rozpustime ve 2,5 ml vody a
zahfivdme na vodni lazni do Uplného rozpusténi. Poté ptiddme vzorek cukru a
zahfivdme 30 minut na vrouci vodni ldzni. Po intenzivnim ochlazeni dochézi
k vylu¢ovani krystala fenylosazonu.

S prebytky fenylhydrazinu ve vodném prostfedi tlumeném octanovym pufrem
vznikaji osazony, které ptedstavuji vhodnéjsi derivaty pro identifikaci cukri. Jako
voditko pfi identifikaci mize slouzit i rychlost tvorby osazonti a jejich rozpustnost,
ktera se podstatné 1isi. Naptiklad osazony glukosy a fruktosy se vylucuji kratce po
zahtati, kdezto sacharosa vyzaduje 20-30 minutové zahiivani. Osazony laktosy a
maltosy se vylucuji az po ochlazeni. Sacharidy, které se 1i$i pouze konfiguraci skupin
na poslednich dvou uhlicich, poskytuji stejné osazony (D-glukosa, D-fruktosa, D-

mannosa).

3.3.7.8. Saccharosum — Sacharosa (CL 2009)

Saccharum, -D-fruktofuranosyl-a-D-glukopyranosid

Krystalky bezbarvé nebo bily krystalicky prasek, sladké chuti. Snadno rozpustna ve
vodé, tézce rozpustnd Vv ethanolu 96%, prakticky nerozpustna v ethanolu bezvodém.
Zkousky totoznosti:

1. 0,1 g latky s nékolika kapkami koncentrované kyseliny sirové uhelnati jiz za
chladu, na rozdil od glukosy a laktosy.

2. 1 g se rozpusti v5 ml vody, pfida se 0,15 ml Cerstvé piipraveného siranu
meédnatého (125 g/l) a 2 ml Cerstve pfipraveného hydroxidu sodného (8,5 g/100 ml).
Roztok je modry a Ciry, povafenim se jeho vzhled neméni. K horkému roztoku se
ptidaji 4 ml kyseliny chlorovodikové (20 g 35% kyseliny v 100 ml), vati se 1 minutu
a pak se pfidaji 4 ml hydroxidu sodného (8,5 g/100 ml); thned vznikne oranZova

srazenina.

3.3.7.9. Mel — Med (CL 2009)
Produkt vznikly z kvétniho nektaru, sladkych §tav rozli¢nych rostlinnych organt,

enzymatickym Stépenim v Zzaludku vcéely medonosné, Apis mellifera, Apidae a
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naslednym odpafenim vody, zahuSténim, a ulozenim do medonosnych pléstvi
k dozravani.

Témér bila az tmavohnéda viskdzni tekutina, kterd mize byt castecné krystalizovana.
Obsahuje glukosu, fruktosu (invertni cukr), v mensi mite sacharosu a dalsi cukry.
Zkousky totoznosti:

1. 20% vodny roztok reaguje na lakmus slabé kysele (med obsahuje rizné organické
kyseliny napf. kyselinu jable¢nou, vinnou, stopy kyseliny mravenci. Stanim se obsah
kyselin zvySuje.

2. Pridanim nékolika kapek vodného roztoku taninu se vodny roztok medu ihned

znateln¢ kali pfitomnymi bilkovinami.

Zkouska na Cistotu:

5 g medu se roztira 1 minutu v tfence s 10 g diethyletheru, vyluh se pak zfiltruje a na
vlazné vodni l4zni se odpaii v porcelanové misce. Suchy odparek se provlhéi nékolika
kapkami Cerstvé pripraveného 1% roztoku resorcinolu v dymavé HCI, roztok se nesmi
zbarvit trvale ¢ervené (umely med).

Pravy vceli med se Casto pfislazuje umelou invertosou, ktera se pfipravuje hydrolysou
sacharosy koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou. Vétsinou je tato kyselina v
nadbytku, dochazi k reakci s fruktosou za vzniku 5-hydroxymethylfuralu, ktery
snadno piechazi do diethyletheru (na rozdil od sacharosy) a s resorcinolem reaguje za

vzniku ¢erveného zbarveni.

U nasledujicich drog zjistéte pomoci zkousek a metodou tenkovrstvé chromatografie,

jaké sacharidy obsahuji.

3.3.7.10. Malti extractum — Sladovy vytazek

Ziskavad se vyluhovanim suSeného, rozdrceného sladu, nejcastéji jeCmenného,
Hordeum vulgare L., je¢men sety, Poaceae, teplou vodou (60 °C) v poméru 1:5 a
zahfiva se 15 minut pti 70-75 °C.

Obsahové latky: hlavni podil pfitomnych cukrt tvoii redukujici disacharid maltosa —
cukr sladovy. Suspenze se prefiltruje ptes vatu a v ziskaném filtratu se metodou

tenkovrstvé chromatografie dokazuji sacharidy.
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3.3.7.11. Ceratoniae fructus — Svatojansky chléb

Ceratonia siliqua L., rohovnik obecny, Fabaceae.

Obsahov¢ latky: sacharidy (glukosa, fruktosa, xylosa, sacharosa, D-pinitol), $krob,
pektin, vldknina, bilkoviny.

Zkousky totoznosti:

1. Praskovanou drogu (0,3 g) pielijeme 20 ml smési voda methanol (2:3) a nechame
macerovat 10 minut v kadince pfikrytou hodinovym sklickem. Suspenze se piefiltruje
pies vatu a v ziskaném filtratu se metodou tenkovrstvé chromatografie dokazuji

sacharidy.

3.3.7.12. Passulae minores — Hrozinky

Vitis vinifera L., réva vinna, Vitaceae.

Hlavni obsahové latky: sacharidy.

Zkousky totoznosti:

Rozdrcené plody (3 g) ptelijeme 20 ml smési voda : methanol (2 : 3) a nechame
macerovat 10 minut v kadince pfikryté hodinovym sklickem. Suspenze se piefiltruje
pfes vatu a v ziskaném filtritu se metodou tenkovrstvé chromatografie dokazuji

sacharidy.

3.3.7.13. Cynosbati fructus — Sipek (CL 2009) syn. Rosae pseudo-fructus

Je to usuSeny nepravy plod se zbytky suchého kalicha druhu Rosa canina L., ruze
Sipkova, R. pendulina L., rize pfevisla a jinych druhii rodu Rosa, Rosaceae, zbaveny
nazek.

Obsahové latky: nejméné 0,3 % kyseliny askorbové, pocitdino na vysuSenou drogu.
Dale jsou pfitomné cukry a karotenoidy.

Zkousky totoznosti:

1. Rozdrcené plody (3 g) pielijeme 20 ml smési voda : methanol (2 : 3) a nechame
macerovat 10 minut v kadince ptikryté hodinovym sklickem. Suspenze se prefiltruje
pfes vatu a v ziskaném filtratu se metodou tenkovrstvé chromatografie dokazuji

sacharidy.
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3.3.8.ZKOUSKY TOTOZNOSTI
Pfipravte vodné roztoky sacharidi (monosacharidy pentosy, hexosy, aldosy, ketosy;
disacharidy redukujici a neredukujici) a proved’te reakce uvedené vyse. Vysledky

zaznamenejte do tabulky.

Tabulka vyslednych reakci:

Sacharid Fehlingovo ¢. Barfoedovo ¢. Tollensovo ¢. Nylanderovo ¢.

Sacharid Molischova z. Selivanovova z. Anthronova z.
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3.4.POLYSACHARIDY

Polysacharidy se skladaji z monosacharidli vazanych glykosidickymi vazbami. Lze je
délit na homopolysacharidy a heteropolysacharidy podle toho, zda se skladaji z
jednoho nebo vice typti monosacharidii. Homopolysacharidy mohou byt déleny podle
druhu monomerni jednotky, napt. glukany jsou polymery glukosy, zatimco galaktany
polymery galaktosy. Polysacharidy, na rozdil od proteind a nukleovych kyselin,
vytvareji jak linedrni, tak vétvené polymery, protoze glykosidickd vazba muze

vychazet z kterékoliv hydroxylové skupiny.

3.4.1.SKROBY, CELULOSA A INULIN

Skrob je smési glukand, biosyntetisovanych rostlinami jako jejich hlavni zasobni
latka. V cytoplasmé rostlinnych bunék je uloZen v nerozpustnych granulich, které se
skladaji z a-amylosy a amylopektinu. a-Amylosa je linearni polymer, obsahujici 200-
2000 a(1—4) vazanych D-glukopyranosidovych zbytki. Stfedni polymeraéni stupen,
coz je pocet jednotek glukosy na molekulu amylosy, je u Skrobu rizného pivodu
rozdilny. Disacharidovou jednotkou amylosy je maltosa. Vlivem o(l—4)
glykosidické vazby je fetézec stoCen do Sroubovice. Pfi dilkkazu amylosy jodem se
molekuly jodu dostavaji do dutin vytvofenych glukosovymi jednotkami a ve formé
klathratu vykazuji silnou absorpci svétla — intensivni modré zabarveni. Amylopektin
se sklada prevazné z glukosovych zbytkti spojenych vazbami o(l—4), ale ma
vétvenou molekulu s vazbami a(1—6) piiblizné¢ vzdy po 24 az 30 glukosovych
zbytcich. Hydrolysou Skrobu vznika vedle maltosy jeSté isomaltosa (6-O-a-D-

glukosyl-D-glukosid).

Skroby jsou ve studené vodé a v organickych rozpoustédlech nerozpustné. Ve studené
vodé Skrobova zrna bobtnaji, v horké vodé se rozpoustéji a tvoii maz, ktery je
koloidnim roztokem Skrobu. Velmi Setrnou hydrolysou Skrobu zfedénymi kyselinami,
enzymaticky nebo teplem se rozkladaji jen nékteré glykosidické vazby a vznikaji
dextriny. Vys$i dextriny se barvi jodem cCervené az hnéd€. Po silné€jsi hydrolyse

vznikd maltosa, isomaltosa a konecné glukosa.
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3.4.1.1. Oryzae amylum — RyZovy $krob (CL 2009)

Ziskava se z obilek druhu Oryza sativa L., ryZe seta, Poaceae.

Zkousky totoznosti:

1. Asi 0,5 g se suspenduje ve 25 ml vody, vafi se 1 minutu a ochladi se; vznikne
tidky, opalizujici sliz.

2. K1 ml slizu ze zkousky 1) se pfidaji 2 kapky roztoku jodu; vznikne
oranzovocervené aZ tmavomodré zabarveni, které po zahtati zmizi.

3. K 5 ml skrobového mazu ze zkousky 1) se pfida 0,5 ml kyseliny chlorovodikové a
zahtivd se 30 minut na vodni lazni. Poté se zalkalizuje na lakmus roztokem
hydroxidu sodného. Po piidani 5 ml Fehlingova zkoumadla a zahfati na vodni

lazni nastane redukce a vylouci se Cu20.

3.4.1.2. Solani amylum — Bramborovy $krob (CL 2009)

Ziskava se z hliz Solanum tuberosum L., lilek brambor, Solanaceae.

Zkousky totoZnosti:
1. Asi 0,5 g se suspenduje ve 25 ml vody, vaii se 1 minutu a ochladi se; vznikne

husty, opalizujici sliz.

63



2. K1 ml slizu ze zkouSky 1) se piidaji 2 kapky roztoku jodu; vznikne
oranzovocervené az tmavomodré zabarveni, které po zahtati zmizi.

3. K 5 ml skrobového mazu ze zkousky 1) se ptida 0,5 ml kyseliny chlorovodikové a
zahiiva se 30 minut na vodni lazni. Poté se zalkalizuje na lakmus roztokem
hydroxidu sodného. Po piidani 5 ml Fehlingova zkoumadla a zahfati na vodni

lazni nastane redukce a vylouci se Cuz0.

3.4.1.3. Tritici amylum — PSeni¢ny $krob (CL 2009)
Ziskava se z obilek druhu Triticum aestivum L., (T. vulgare Vill.), pSenice obecna,

Poaceae.

Zkousky totoznosti:

1. Asi 0,5 g se suspenduje ve 25 ml vody, vaii se 1 minutu a ochladi se; vznikne
tidky, zakaleny sliz.

2. K1 ml slizu ze zkousSky 1) se pfidaji 2 kapky roztoku jodu; vznikne tmavé modré
zabarveni, které po zahtati zmizi.

3. K 5 ml skrobového mazu ze zkousky 1) se ptida 0,5 ml kyseliny chlorovodikové a
zahtivd se 30 minut na vodni lazni. Poté se zalkalizuje na lakmus roztokem
hydroxidu sodného. Po piidani 5 ml Fehlingova zkoumadla a zahiati na vodni

lazni nastane redukce a vylouci se Cu20.

Poznamka: Maniokovy Skrob se ziskava z hliz tropickeé drevnatici byliny Manihot
esculenta — manihot jedly z celedi Euphorbiaceae — pryscovité. Mistni ndzvy: kasava,

maniok, tapioka, mandioka. Patii k dillezitym potravinam obyvatel tropii.

3.4.14. Dextrinum — Dextrin (CL 2009)

Je to smés polysacharidii vznikajici z kukufi¢ného, bramborového nebo maniokového
Skrobu bud’ ¢aste¢nou hydrolysou za nebo bez ptitomnosti mineralnich kyselin (pfi
teplote¢ 100-120 °C) nebo pyrolytickym rozkladem Skrobu ¢i jeho enzymatickym

Stépenim.

Zkousky totoZnosti:
1. Asi 0,5 g se suspenduje ve 25 ml vody, vaii se 1 minutu a ochladi se; k1 ml
tohoto roztoku se ptidaji 2 kapky roztoku jodu; vznikne cervenohnédé nebo

tmavomodré zabarveni, které zahfatim zmizi.
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2. 5 ml viskézni tekutiny ze zkousky 1) se odstiedi, k horni vrstvé se ptidaji 2 ml
hydroxidu sodného zfedéného a po kapkéch za tfepani se piida 0,5 ml roztoku

siranu méd’natého a vafi se. Vznikne ¢ervena srazenina Cu20.

Mezi polyglukany patii rovnéz dextrany. Jsou to frakce dextrant rizné relativni
molekulové hmotnosti. Dextran se skldda zisomaltooligosacharidi. Vyrabi se
hydrolysou a frakcionaci polymernich dextranti ziskanych fermentaci sacharosy za
pouziti mikroorganismu druhu Leuconostoc mesenteroides. V CL 2009 jsou
oficindlni: Dextranum 1 pro iniectione, Dextranum 40 pro iniectione, Dextranum 60

pro iniectione, Dextranum 70 pro iniectione.

3.4.1.5. Inulinum = Inulin

Je to linearni polyfruktosan tvofeny B(2—1) fruktofuranosovymi jednotkami. Retézec
je zakoncen glukosou, jeji celkovy obsah je okolo 2 %. Jeho sloZeni z méné nez 100
jednotek podmifiuje dobrou rozpustnost ve vodé. Vyskytuje se sim nebo se $krobem
jako rezervni polysacharid. Naléza se v zasobnich organech rostlin ¢eledi Asteraceae

— hvézdnicovité (Compositae — sloznokvéte), ze kterych se izoluje.

Zkousky totoznosti:

1. Asi 1,0 g se rozpusti mirnym zahtatim v 20 ml vody. Roztok se pouzije také ke
zkousce 2). K 5,0 ml tohoto roztoku se piida 0,05 g resorcinolu, 1,0 ml
koncentrované kyseliny chlorovodikové a 2 minuty se povafi. Vznikne syté
cervené zbarveni (hydrolyzou vznika fruktosa).

2. K 5 ml roztoku ze zkouSky 1. se pfida 0,5 ml roztoku floroglucinolu v kyseliné
chlorovodikové. Roztok se zahteje k varu a vafi se 2 minuty. Roztok se zbarvi

zlutohnéd¢ az hnéd¢ (reakce fruktosy).
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3.4.1.6. Cellulosum - celulosa

Celulosa je vysokomolekularni linearni polymer z D-glukosovych jednotek vazanych
B-(1—4). Zakladni stavebni kamen je cellobiosa. Stupenn polymerace nativni celulosy
je mezi 600 az 15 000. Celulosa je nejrozsifengjsi pfirodni organicka latka, stavebni
latka rostlinnych bun¢k.

Témétr Ccistou celulosou jsou bavinéna vldkna, trichomy ze semen bavlniku,
Gossypium. Technicka celulosa se vyrabi ze dieva jehli¢nant, které se musi zbavit
ligninu a pfimési. Ziska se bunicita vata, Cellulosum ligni. Celulosa je produkovana
také mikrooganismem Acetobacter xylinum. Mikrokrystalicka celulosa se ziskava
ztas. Zcelulosy se esterifikaci nebo etherifikaci pfipravuji derivaty vyuzivané
pramyslove.

V CL 2009 jsou oficinalni: Cellulosi pulvis, Cellulosum ligni, Cellulosum
microcristallinum, Cellulosi acetas, Lana gossypii depurata, Lana mixta depurata,

Lana cellulosi regenerati, Ethylcellulosum.

celulosa

3.4.1.7. Cellulosi pulvis — Celulosa praskova (CL 2009)
Je to CiSténd, mechanicky rozmélnénd celulosa, pfipravena zpracovanim celulosy

ziskané jako bunicina z vlaknitého rostlinného materialu.

HO
O_ | oH
HO OH
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Zkousky totoznosti:

1. Asi 10 mg se umisti na hodinové sklicko a disperguje se ve 2 ml chloridu
zine€natého s jodem; latka se zabarvi fialovomodre.

2. Viskozimetrické stanoveni stupné¢ polymerace (v praktickém cviceni se

neprovadi).

3.4.18. Cellulosum ligni — Buni¢ita vata (CL 2009)
Jsou to splsténa, velmi kratkd vlakna cisté vybélené celulosy vyrobené ze dieva
jehliénatych stromt s ptimési nejvySe 20 % vybélené celulosy vyrobené ze dieva

listnatych stromd.

Zkousky totoznosti:

1. Mikroskopicky maji vlakna celulosové kase charakter elementli dfeva, obvykle
smrkového, z né¢hoz byla vyrobena. Jsou prithlednd a do Sifky zbobtnala.

2. Pasobenim chloridu zine¢natého s jodem se vldkna zbarvi fialove.

3. 0,02 M roztokem jodu po ptidani 80% kyseliny sirové se zbarvi syté zelené az
modrofialové.

3. Ve zkoumadle Schweitzerové vldkna bobtnaji a pozdéji se rozpousteji (celulosa).
Schweitzerovo zkoumadlo se pfipravuje z 10 g CuSO4 rozpusténym ve 100 ml
vody a 5 g KOH rozpusténého v 50 ml vody, vznikl4 srazenina se prefiltruje,

promyje se a ususi. Poté se ptida 15% amoniak az do rozpusténi sraZeniny.

Zkouska na Cistotu:

1. Prouzek buniéité vaty se povlh¢i 0,2 ml roztoku floroglucinolu v ethanolu 96%.
Po 1 minuté se prida 0,2 ml kyseliny chlorovodikové. Zbarveni vzorku se neméni
a je nejvyse slabé riizové. Nesmi se zbarvit ¢ervené (lignin). Jiny kousek bunicité
vaty se povlh¢i roztokem hydroxidu sodného (20 g/100 ml), smi se zbarvit

nejvyse zluté (suberin).

3.4.1.9. Lana mixta depurata — Obvazova vata &isténa (CL 2009)

Je to smés Cisténé obvazové bavinéné vaty a lesklé nebo matované viskoézové vaty.
VysuSena ptedepsanym zptisobem obsahuje nejméné 45 % cisténé obvazové bavinéné
vaty. BavInéna, vyc¢isténa, tuku zbavena a vybé€lena vlakna semen rodu Gossypium L.,

Malvaceae.
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Zkousky totoznosti:

1. Mikroskopicky se jevi kazdé bavinéné vlakno jako jednobunécné o délce do 4 cm
a Sifce 40 um, majici tvar zplostélé a cCasto zkroucené trubice s tlustymi
zaoblenymi sténami.

2. Viskozova vlakna maji primérnou délku 25 mm az 50 mm a pii pozorovani pod
mikroskopem Vv suchém stavu jsou zvInéna a maji stejnou Sitku. Na vlakné se
nachazi mnoho podélnych nepravidelné rozmisténych rovnobéznych Car. Prifez
vldken je pfiblizn¢ kulaty nebo elipticky s primérem od 10 pm do 20 pm.
Matovana vlakna obsahuji ¢etné pigmentové ¢astecky o primeéru asi 1 um.
Pisobenim chloridu zine¢natého s jodem se vlakna baviny zbarvi fialove.

4. Roztokem jodu se vldkna baviny barvi hnéd¢€. Pridame-li jesté kyselinu sirovou,
zbarvi se vlakna fialové modfie (celulosa).

5. Ve zkoumadle Schweitzerové bavinéna vlakna nabobtnaji, a pozd¢ji se rozpoustéji

(celulosa). Pozorujte pod mikroskopem a zakreslete zmény tvaru vldken.

3.4.2.SLI1ZY A KLOVATINY

Slizy jsou makromolekularni polysacharidy, ve vodé siln¢ bobtnajici. Rozpoustéji se
na viskozni koloidni roztoky hydrofilni. Oznacuji se jako ,,rostlinné hydrokoloidy* a
na rozdil od roztoki klovatin se nelepi a nitovité netdhnou. V lihu a organickych
rozpoustédlech jsou nerozpustné. Hydrolysuji na hexosy a pentosy, hlavné galaktosu a
arabinosu a na derivaty cukrii — uronové kyseliny, anhydridy, estery s kyselinou
sirovou aj. V rostlinach jsou slizy zna¢né rozsifeny, nejvice v Malvales (kyselé slizy)

a Fabales (neutralni slizy endospermu).

Gumy (klovatiny) jsou makromolekularni polysacharidy, s vodou silné bobtnaji nebo
se rozpousteji na koloidni, viskozni, lepivé roztoky kyselé reakce, opticky aktivni.
Jsou to komplexni molekuly, vZdy heterogenni a rozvétvené. Jsou pokladany za
patologické produkty tvofici se po poranéni rostliny. Jsou sloZzeny z uronovych
kyselin a jejich soli spolu s galaktosou, arabinosou a xylosou. Jsou nerozpustné

v organickych rozpoustédlech. Vodné roztoky klovatin se nitovité tahnou a lepi.

68



3.4.2.1. Diikaz slizu v drogach

V pletivu lze sliz dokazat barevnymi reakcemi, které se zakladaji na vybarvovani
slizti n¢kterymi barvivy. Napf. lihovy roztok methylenové modfi barvi slizy modre,
roztok hydroxidu draselného zluté az zlutozelené, alkalicky roztok koralinu Cervene,
lihovy roztok thioninu modrofialove, roztok rutheniové ¢ervené fialove.

K lokalizaci slizovych bunék v pletivu se pouziva naplaveniny tuse. Rez drogou se
vlozi na podloznim sklicku do kapky tuse (vodou ziedéna tus 1:5) a pfikryje se
krycim sklickem. Za 1 minutu se tuS vymyje vodou a preparat se pozoruje
mikroskopem. Pletivo drogy je zabarveno ¢erné a slizové bunky ,,sviti“, protoze sliz

nezachyti tus, kterd se z nich snadno promytim vyplavi.

3.4.2.2. Hodnoceni slizovych drog — Cislo bobtnavosti (CL 2009)

Je vyjadieno objemem v mililitrech, ktery zaujme 1 gram drogy spolu s ulpivajicim
slizem po nabobtnani ve vodé po dobu 4 hodin.

Postup stanoveni:

1,0 g drogy, celé nebo rozdrobnéné podle pozadavkli uvedenych v jednotlivych
¢lancich, se prevede do 25ml odmérného valce se zabrousenou zéatkou o vysce 125 +
5 mm a d€leném po 0,5 ml. Neni-li pfedepsano jinak, navlh¢i se droga 1,0 ml
ethanolu 96%, ptfida se 25 ml vody a valec se uzavie. Béhem prvni hodiny se
intenzivné protfepava vzdy po 10 minutdch, pak se nechd stat 3 hodiny. Po 90
minutach od za¢atku zkousky je jiz vétsina kapaliny vazéna na drogu. Castice drogy
ulpivajici na hladiné se odstrani mirnym vertikdlnim krouZivym pohybem valce.
Odecte se objem, ktery zaujima droga spolu s ulpivajicim slizem. Provadéji se tii
paralelni stanoveni. Cislo bobtnavosti je vyjadieno primérem ze t¥i paralelnich

stanoveni.

3.4.2.3. Agar — Agar (CL 2009)
Je to smés polysacharidli z riznych druhd fas tfidy Rhodophyceae, zejména rodu
Gelidium. Vyrabi se extrakci fas vrouci vodou. Vytazek se za horka zfiltruje, zahusti a

ususi. Vyskytuje se ve forme prasku nebo stlacenych prouzkt. M4 slizovitou chut’.
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Zkousky totoznosti:

1.

Pozoruje se pod mikroskopem. Prouzky nebo vlocky vlozené do roztoku jodu
(0,005 mol/l) se castecn¢ zbarvi hnédofialové. Pii stondsobném zvétSeni jsou
patrna cetna drobnéd bezbarva vejCitd nebo okrouhla zrna na amorfnim pozadi,
ojedinéle mohou byt pfitomné hnédé okrouhlé nebo vejcité spory o priméru az
60 pm.

0,1 g se rozpusti zahtatim v 50 ml vody. Po ochlazeni se k 1 ml slizu ptidaji 3 ml
vody tak, aby vznikly dvé oddélené vrstvy. Ptida se 0,1 ml jodu (0,05 mol/l).
Rozhrani vrstev se zbarvi tmavé hnédofialové. Po protfepani se tekutina zbarvi
svétle Zluté.

5 ml slizu ze zkousky 2) se zahtiva 30 minut na vodni lazni s 0,5 ml kyseliny
chlorovodikové 35%. Ptid4 se 1 ml chloridu barnatého. Do 30 minut vznikne bily
zékal.

0,5 g se rozpusti zahfatim na vodni lazni v 50 ml vody. Tekutina se necha zvolna
chladnout; pti 35 °C az 30 °C prechazi v gel. Tento gel pfi zahfivani na vodni
lazni netaje pii teploté nizsi nez 80 °C.

1,0 g se rozpusti zahtatim na vodni 1azni ve 100 ml vody a ochladi se na 50 °C.
K'5 ml tohoto roztoku se ptida 5 ml trinitrofenolu; do 10 minut nevznikne zakal
(Zelatina).

K 1 ml roztoku agaru ze zkousky 5) pfidame 5 kapek roztoku formaldehydu. Agar
se nesrazi na rozdil od roztoku Zelatiny.

Cislo bobtnavosti musi byt nejméné 10; nalezena hodnota se li§i od deklarované
hodnoty nejvyse o 10 %. 1,0 g praskované drogy se zpracuje zplisobem popsanym

vyse.

3.4.2.4. Althaeae folium — Proskurnikovy list (CL 2009)

Je to usuSeny cely nebo fezany list druhu Althaea officinalis L., proskurnik l1ékaisky,

Malvaceae.

Zkousky totoZnosti:

1.

Pozoruje se pod mikroskopem v roztoku rutheniové Cervené. Slizové buiky

parenchymu jsou zbarveny oranZzovocervene.
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2. Dukaz kvercitrosidu a kyseliny chlorogenové tenkovrstvou chromatografii na
silikagelu.

3. Cislo bobtnavosti: Nejméné 10. Stanovi se s 0,2 g praskované drogy.

3.4.2.5. Althaeae radix — Proskurnikovy ko¥en (CL 2009)
Je to loupany nebo neloupany, cely nebo fezany usuSeny koien druhu Althaea

officinalis L., proskurnik 1ékatsky, Malvaceae.

Zkousky totoznosti:

1. Ulomek kofene se pokapne roztokem jodu, barvi se modie (§krob).

2. Ulomek kotfene se pokapne ziedénym roztokem hydroxidu draselného, barvi se
zlute (slizy).

3. Rez drogou se vlozi na 10 minut do roztoku orcinu. Pak se pokapne na podloznim
sklicku koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou a zahfieje se, slizové buiiky se
barvi Cervené az fialové (pentosy ve slizu).

4. 1,00 praskované drogy (IV) se protiepava ve zkumavce 3 minuty s 5,0 ml ziedéné
kyseliny octové a vyluh se zfiltruje. K filtratu se piida nejdiive 10 kapek zfedéné
kyseliny sirové, pak 3,0 ml 95% lihu a protfepava se, do 5 minut se roztok nesmi
zakalit, ani nesmi vzniknout srazenina. (Zkouska na vapenaté soli pouzivané k
béleni).

5. Cislo bobtnavosti: Nejméné& 10. Stanoveni se provadi s pragkovanou drogou.

3.4.2.6. Cyamopsidis seminis pulvis — Guar (CL 2009)

Je to mlety endosperm semen druhu Cyamopsis tetragonolobus (L.) Taub., cyamopsis
¢tythranny, Fabaceae. Obsahuje prevazné guarovy galaktomannan. Bily nebo téméf
bily prasek, ze kterého vznikd rozpusténim ve vodé sliz o rizné viskozité. Je

prakticky nerozpustny v ethanolu 96%.

Zkousky totoznosti:

1. Ke 2 g se vkuzelovité baince rychle ptida 45 ml vody a 30 sse intensivné
promichava. Po 5 az 10 minutich se vytvofi lepkavy gel, ktery pfi obraceni banky
nevytéka.

2. Suspenze 0,1 g v 10 ml vody se smicha s 1 ml roztoku tetraboritanu sodného (10

g/1); rychle se vytvori gel.
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3. Dtkaz galaktosy a mannosy chromatografii na tenké vrstve silikagelu.

3.4.2.7. Guar galactomannanum — Guar galaktomannan (CL 2009)
Ziskava se parcialni hydrolysou rozemletého endospermu semen druhu Cyamopsis
tetragonolobus (L.) Taub., cyamopsis ¢tythranny, Fabaceae. Je to zlutobily prasek.

Hlavni slozky jsou polysacharidy slozené z D-galaktosy a D-mannosy.

Zkousky totoznosti:

1. 1,0 g se navlh¢i 2 ml propan-2-olu. Za stalého michéni se ziedi vodou na 100 g a
micha se, pokud neni latka stejnomérn¢ dispergovana. Pak se nechd stat nejméné
1 h. Roztok se pouzije pro dalsi zkousky.
5 g roztoku se smicha s 0,5 ml roztoku tetraboritanu sodného (10 g/1), rychle se
vytvoii gel.

2. 20 g roztoku se zahiiva 10 minut na vodni lazni. Po ochlazeni se doplni na
puvodni hmotnost vodou; netvoii se gel.

3. Dtkaz galaktosy a mannosy chromatografii na tenké vrstvée silikagelu.

3.4.2.8. Farfarae folium — Podbé&lovy list (CL 2009)

Je to ususena listova Cepel druhu Tussilago farfara L., podbél 1ékaisky, Asteraceae.

Droga slabé medovitého pachu, chuti slizovité, ponckud nahotklé.

Zkousky totoznosti:

1. 2,0 g praskované drogy se smichaji s 20 ml vody, vafi se 2 minuty a pak se
zfiltruje. 10,0 ml filtratu se smichd s 10,0 ml ethanolu 96% a po dikladném
protiepani se zfiltruje. Srazenina na filtru se kvantitativné rozpusti v 10,0 ml vody,
pfipadny zadkal se odstrani opakovanou filtraci. 5,0 ml ¢irého filtratu se smicha
S 5,0 ml ethanolu 96%; vznikne intenzivni bil4 opalescence (slizy).

2. Cislo bobtnavosti: Nejméné 10; stanovi se s 1,0 g praskované drogy.

3.4.2.9. Fucus — Chaluha (CL 2009)
Jsou to ulomky ususené stélky druhu Fucus vesiculosus L., chaluha bublinata, nebo
Fucus serratus L., ch. pilovita nebo Ascophyllum nodosum LeJolis, Fucaceae. Patii

mezi hnédé tasy, Phaeophyceae. Droga ma slanou slizovitou chut' a nepfijemny
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moftsky pach. Obsahuje 0,03 % az 0,2 % celkového jodu, pocitdno na vysuSenou

drogu. Stélka dale obsahuje membranovy sliz, mannitol, hoi€inu a barviva.

Zkousky totoznosti:

1. 1 g praskované drogy se smichd s 20 ml roztoku kyseliny chlorovodikové 2%
(V/V). Dtikladné se protiepe a zfiltruje se. Zbytek se promyje 10 ml vody a
zfiltruje se. Ke zbytku se pfidd 10 ml roztoku uhli¢itanu sodné¢ho (200 g/l),
protiepe se a odstfedi, pH ¢iré supernatantni tekutiny se upravi kyselinou sirovou

na hodnotu 1,5; pomalu vznika bila vlockovitd srazenina.

Stanoveni obsahu:

Stanovuje se celkovy jod titra¢né.

3.4.2.10. Lichen islandicus — LiSejnik islandsky (CL 2009)
Je to cela nebo fezana usuSena stélka druhu Cetraria islandica L., puklétka islandska,

Parmeliaceae.

Zkousky totoznosti:

1. 1,0 praSkované drogy se smichd s 10,0 ml vody a vafi se 2 az 3 minuty.
Sedohnédy roztok po vychladnuti vytvoii gel, ktery se jodem barvi mode.

2. Mikrosublimace (CsL 4)
0,1g praSkované nebo rozemnuté drogy umistéte do stfedu hodinového skla o
primé&ru asi 7 cm. Zahiivejte 5 minut pii niZ8i teploté (zbaveni vlhkosti). Poté se
hodinové sklicko pokryje plochou sklenénou desti¢kou (Ize nahradit t€sné u sebe
piiloZzenymi podloznimi sklicky), jejiz okraje pfesahuji asi o 1 cm hodinové sklo.
Hodinové sklo se pak zahtiva na asbestové sit’ce malym plamenem (nejméné 10
cm pod sitkou). Béhem této doby Ize ploché kryci sklo n&kolikrat vyménit k
pozorovani rozlicnych stadii mikrosublimace. Mikrosublimat se ihned po
vychladnuti vySetfuje mikroskopicky, nebo se podrobi ptfedepsané chemické
reakci. Praskovand droga dava ptfi 220-250 °C mikrokrystalicky sublimat
nazloutlé barvy (kyselina fumarova). Ziskany mikrosublimat rozpust'te v kapce
amoniaku. Odpafte tento roztok a pozorujte pod mikroskopem jehlicovité, casto

spojené¢ krystalky (amonna stl kyseliny fumarové).
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3. Vyvatené lomky drogy se pokapnou roztokem jodu a po chvili se vymyji vodou,
barvi se modie (dextrolichenin). (CsL 4)

4. Cislo bobtnavosti: Nejméné 4,5; stanovi se s 1,0 g praskované drogy.

3.4.2.11. Lini semen — Lnéné semeno (CL 2009)

Je to ususené zralé semeno druhu Linum usitatissimum L., len sety, Linaceae.

Zkousky totoznosti:

1. Ne¢kolik rozdrcenych semen se v porceldnové misce pokapne roztokem orcinu a
nechd se odpafit do sucha. Poté se pfidaji 2 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové a smés se zahfeje na vodni lazni; tekutina se zbarvi Cerven¢ az
fialové (pentosy ve slizu).

2. Cislo bobtnavosti: Nejméné 4; stanovi se s 1,0 g drogy vcelku.

3.4.2.12. Malvae sylvestris flos — Kvét slézu lesniho (CL 2009)
Je to ususeny kvét druhu Malva sylvestris L., sléz lesni, Malvaceae, nebo jeho

pestovanych odriid, cely nebo jeho tlomky.

Zkouska totoznosti:

1. Chromatograficky dikaz malvinu a malonylmalvinu metodou tenkovrstvé
chromatografie na silikagelu.

2. Cislo bobtnavosti: Nejméné 15; stanovi se s 0,2 g praskované drogy navlhéené 0,5

ml ethanolu bezvodého.

3.4.2.13. Plantaginis folium — Jitrocelovy list (CL 2009) syn. Plantaginis
lanceolatae folium.

Je to usuSeny list a stvol, cely nebo ¢asti, druhu Plantago lanceolata L. sensu lato,

jitrocel kopinaty, Plantaginaceae.

Obsahuje slizy, derivaty kyseliny 0-dihydroxyskoticové, iridoidni glykosid aukubin.

Slouzi k piipravé v Narodni ¢asti CL 2009 uvedenych Plantaginis extractum

fluidum — Jitrocelovy extrakt tekuty a Plantaginis sirupus — Jitrocelovy sirup.

3.4.2.14. Plantaginis ovatae semen — Semeno jitrocele vej¢itého (CL 2009)
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Je to usuSené zralé semeno druhu Plantago ovata Forssk. (P. ispaghula Roxb.),

jitrocel vejcity, Plantaginaceae.

Zkousky totoznosti:

1. Mikroskopické.

2. Dukaz xylosy, galaktosy a arabinosy v hydrolyzatu metodou tenkovrstvé
chromatografie na silikagelu.

3. Cislo bobtnavosti: Nejméné 9. Stanovi se z 1,0 g rozdrobnéné drogy.

3.4.2.15. Plantaginis ovatae testa — Osemeni jitrocele vejéitého (CL 2009)
Syn. Plantaginis ovatae seminis tegumentum

Je to osemeni druhu Plantago ovata Forssk. (P. ispaghula Roxb.), jitrocel vejcity,
Plantaginaceae.

Zkousky totoznosti:

1. Mikroskopické.

2. Dikaz xylosy, galaktosy a arabinosy v hydrolyzatu metodou tenkovrstvé
chromatografie na silikagelu.

3. Cislo bobtnavosti: Nejméné 40; stanovi se s 0,1 g praskované drogy.

3.4.2.16. Psyllii semen — Chmelikové semeno (CL 2009)

Je to zralé celé ususené semeno druhu Psyllium afra (L.) Mirbel, (Plantago afra L.,
Plantago psyllium L.), chmelik blesnikovy, nebo druhu Psyllium arenaria (W. et K.)
Mirbel (Plantago indica L., P. arenaria (W. et K.) Mirbel, chmelik pise¢ny, jitrocel
indicky, jitrocel pisecny, Plantaginaceae.

Semena jsou svétle hnédd az tmaveé hnéda, hladka, leskld, podlouhle ovalna, 2 az 3

mm dlouhd a 0,8 azZ 1 mm S§irok4, na jednom konci $ir$i. Droga sladké chuti.

Zkousky totoznosti:
1. Makroskopické.

2. Cislo bobtnavosti: Nejméné 10. Stanovi se z 1,0 g rozdrobnéné drogy.

3.4.2.17. Acaciae gummi — Arabska klovatina (CL 2009)
Je to na vzduchu ztvrdla klovatina vytékajici samovolné nebo ziskand po nafiznuti

kmene a vétvi druhu Acacia senegal L. Willd., akacie senegalska a jinych druht rodu
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Acacia afrického ptivodu a druhu Acacia seyal Del., akacie arabska, Fabaceae (dfive
Mimosaceae), pod¢eled Mimosoideae. Je velmi zvolna (asi po 2 h) a téméf beze
zbytku rozpustna ve dvojnasobné hmotnosti vody. Ziskana tekutina (sliz) je bezbarva
nebo nazloutla, husta, viskozni lepiva, prasvitna, na papir lakmusovy modry reaguje

slabé kysele. Arabska klovatina je prakticky nerozpustna v ethanolu 96%.

Zkousky totoznosti:

1. 2 gpraSkované drogy se Castym michanim po dobu 2 h rozpusti ve 4 ml vody. Ke
2 ml se pridaji 2 ml ethanolu 96%. Po protfepani vznikne bily rosolovity sliz; po
piidani 10 ml vody vznikne tekutina (sliz se rozpusti).

2. Ke zbylym 2 ml roztoku zpokusu 1) se po kapkach piidd roztok octanu
olovnatého zasaditého; po n¢kolika minutdch vznikne bila srazenina (klovatina).

3. Dikaz galaktosy, arabinosy a rhamnosy v hydrolyzatu metodou tenkovrstvé
chromatografie na silikagelu.

Z roztoku arabské klovatiny se ziskava Acaciae gummi dispersione desiccatum —

Arabska klovatina usu$ena rozprasenim (CL 2009).

3.4.2.18. Acaciae mucilago — Sliz z arabské klovatiny (CL 2009)

Je to roztok arabské klovatiny Acaciae gummi v konzervacni vodé. Ztvrdla klovatina
druhu Acacia senegal L. Willd.,, Fabaceae (diive Mimosaceae), podceled
Mimosoideae. Hydrolyticky se §tépi na kyselinu glukuronovou, galaktosu, rhamnosu
a arabinosu. 100,0 g arabské klovatiny usuSené rozpraSenim popt. praskované se

rozpusti v konzervaéni vodé do objemu 300 ml.

Zkousky totoznosti:

1. 1 ml roztoku se smicha se 3 ml vody a po kapkéch se pifida octan olovnaty
zasadity; po nékolika minutach vznikne bila sraZenina (klovatina).

2. Dukaz galaktosy, arabinosy a rhamnosy v hydrolysatu metodou tenkovrstvé
chromatografie na silikagelu.

3. Ke 2 ml vzorku se pfida 0,5 ml zkoumadla Millonova a zahfeje se k varu.
Kapalina se zbarvi tmavé ¢ervené (parabeny).

4. K5 ml vzorku se ptida 5 kapek zfedéného roztoku peroxidu vodiku a 5 kapek
roztoku benzidinu; do 10 minut vznikne tmavé modré az modrozelené zbarveni

(oxidasy a peroxidasy).
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5. K5 ml vzorku se ptfidaji 3 ml zfedéné¢ho roztoku peroxidu vodiku, protiepe se a
piida nékolik kapek guajakové tinktury. Roztok se ihned nebo po zahtati zbarvi

modre (oxidasy a peroxidasy).

3.4.2.19. Tragacantha - Tragant (CL 2009)

Je to lepkavy, na vzduchu tvrdnouci sliz vytékajici samovoln€¢ nebo po nafiznuti

kmenu a vétvi druhu Astragalus gummifer Labill., kozinec slizodarny, Fabaceae, a

nékterych dalSich druhti rodu Astragalus ze zapadni Asie.

Zkousky totoznosti:

1. Droga se upraskuje. Témeét bily prasek tvoii slizovity gel s desetinasobnym
mnozstvim vody.

2. Praskovana droga se pozoruje pod mikroskopem v glycerolu. Ve slizovité hmot¢
jsou patrné cetné vrstevnaté bunééné membrany, které se barvi chloridem
zineCnatym s jodem fialoveé. Slizovitda hmota také obsahuje S$krobova zrna
jednotliva nebo v malych skupinéach.

3. 0,5 g praskované drogy se navlhéi 1 ml ethanolu 96% a postupné za stalého
protiepavani se pridava 50 ml vody, dokud nevznikne homogenni sliz. 5 ml slizu
se smichd s 5 ml vody a 2 ml hydroxidu barnatého. Vznikne jemna vlockovita
srazenina. Zahfiva se 10 minut na vodni lazni; vznika intenzivni Zluté zbarveni.

4. Dukaz arabinosy, xylosy a galaktosy v hydrolyzatu metodou tenkovrstvé

chromatografie na silikagelu.

3.4.2.20. Xanthani gummi — Xanthanovi klovatina (CL 2009)

Je to vysokomolekuldrni anionicky polysacharid, ktery vzniké pti fermentaci cukra
mikroorganismem druhu  Xanthomonas campestris. Sklada se z glukosy,
anhydroglukosy, kyseliny glukuronové a mannosy. VétSina koncovych jednotek
obsahuje pyruvatovy podil. Xanthanové klovatina ma relativni molekulovou hmotnost
priblizné 1 x 10°. Vyskytuje se ve formé sodné, draselné nebo véapenaté soli. Vzhled —
bily nebo zlutobily sypky prasek. Dobte rozpustna ve vodé za vzniku silné€ viskozniho

roztoku, prakticky nerozpustna v organickych rozpoustédlech.

Zkousky totoznosti:
1. 1 g se vbaice suspenduje v 15 ml kyseliny chlorovodikové 0,1 M, baiika se

uzavie fermentacni zatkou obsahujici roztok hydroxidu barnatého (47,3 g/1) a
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5 minut se opatrné zahtiva. Roztok hydroxidu barnatého se bile zakali.

Ke 300 ml vody pfedem zahtaté na 80 °C a intenzivné michané mechanickym
michadlem ve 400 ml kadince se v okamziku nejvétsi rychlosti pfidd suchd smés
obsahujici 1,5 g zkousené latky a 1,5 g rohovnikové moucky (mlety endosperm
Ceratonia siliqua L. TAUB., Fabaceae, obsahujici az 80 % vodou rozpustné
galaktomannanové klovatiny). Michd se do uplného rozpusténi a v michéani se
pokracuje jest¢ 30 minut; béhem michani teplota vody nepoklesne pod 60 °C. Pak
se michani prerusi a smés se necha stat nejméné 2 h. Pfi teploté nizsi nez 40 °C
vznikd tuhy gumovity gel; gel vSak nevznikd v 1% kontrolnim roztoku vzorku
piipraveném stejnym zpusobem, bez pfidavku rohovnikové moucky.

Dikaz glukosy a mannosy v hydrolyzatu metodou tenkovrstvé chromatografie na

silikagelu.
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4. GLYKOSIDY JAKO HLAVNI UCINNE LATKY DROG

Glykosidy jsou organické latky slozené ze sacharidu (glykon) a ¢asti necukerné
(aglykon neboli genin). Mono- nebo oligosacharidové jednotky jsou spojeny
acetalovou vazbou s hydroxylovou skupinou alkoholu nebo fenolu (O-glykosidy),
s aminoskupinou (N-glykosidy), nebo se sulfhydrylovou skupinou (S-glykosidy).
Podle konfigurace poloacetalového hydroxylu v molekule cukru se glykosidy déli na
o-glykosidy nebo B-glykosidy. Stépeni a- resp. p-glykosidické vazby jsou schopny
pouze a- resp. B- glykosidasy. Thioglykosidy se Stépi myrosinasou. Glykosidy jsou
pfevazné bezbarvé krystalické latky rozpustné ve vodé a ve zfedéném ethanolu a
methanolu. Maji hotkou chut’ a jsou opticky aktivni. Mnohé jsou cennymi 1éCivy.
Rozd¢luji se podle charakteru aglykonu, napt. na fenolové, anthrachinonové, steroidni
aj. Farmakodynamicky ucinek glykosidli je pfevdzné vazan na aglykon, cukernd
slozka jej miize modifikovat. Uginek nékterych glykosidli se dostavi po uvolnéni

MWW

(napft. glykosidni hoi¢iny).

4.1. FENOLOVE GLYKOSIDY

Fenolové glykosidy jsou piirodni latky, jejichZ molekula je sloZena z cukerné slozky,
glykosidicky navazané na necukernou cast — aglykon (genin), zastoupeny derivaty
fenolti a jejich homologi. Podle charakteru fenolu je mozné rozdélit je do dvou

skupin:

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

poskytuji kyselinu salicylovou a glukosu.

HO
0O
OH OH  hydrolyza 4
OR + Glc
OH OH
salicin saligenin
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2. glykosidy odvozené od dvojmocnych fenolii (arbutin) hydrolyzujici na

hydrochinon a glukosu.

CH,OH oH O-Gle
OH hydrolyza + Glc
OH
OH OH OMe
arbutin hydrochinon methylarbutin

Fenolové glykosidy se biogeneticky odvozuji z metabolismu kyseliny Sikimové.
Kyselina salicylova vznika z kyseliny isochorismové. Hydrochinon je produktem

oxidativni dekarboxylace kyseliny p-hydroxybenzoové.

4.1.1. KVALITATIVNI DUKAZ FENOLOVYCH GLYKOSIDU

Kvalitativni diikaz fenolovych glykosidii je zalozen na oxidoreduk¢énich vlastnostech
aglykont, které se uvolnuji hydrolyzou kyselinami. Mezi zkoumadla nejcastéji
pouzivana pro dikaz fenoll patii chlorid Zzelezity, molybdenany, vanilin v prostredi
kyseliny  chlorovodikové,  4-diazobenzensulfonat v  uhli¢itanu  sodném,
4-nitrofenyldiazonium tetrafluoroborat v octanu sodném (vznikaji barevné
azobenzeny nebo styrylazobenzeny) a 2,6-dichlorchinon-4-chlorimin (vznika
indofenolat). Reakce dvojsytnych fenolt s p-diazosulfanilovou kyselinou v zasaditém
prostiedi, kdy vznikd kopulaci cervené azobarvivo, se vyuZzivd pii detekci

chromatogramil. Nov¢j$i metody pak vyuzivaji plynovou chromatografii nebo HPLC.

4.1.2. KVANTITATIVNI STANOVENI FENOLOVYCH GLYKOSIDU

Kvantitativni stanoveni fenolovych glykosidi v drogéch Ize provadét bud’ titracné
s jodem nebo kolorimetricky (reakce arbutinu s p-diazosulfanilovou kyselinou nebo
Emersova reakce — derivaty hydrochinonu za piitomnosti oxida¢niho zkoumadla

reaguji s 4-aminofenazonem za vzniku ¢ervené zbarveného produktu).

OH
* N— NO—SQH
+ | N= NOSQH - +H

O-Glc . ) ) O-Glc
kyselina p-diazosulfanilova

arbutin azobarvivo

OH
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4.1.3.DROGY S OBSAHEM FENOLOVYCH GLYKOSIDU

4.1.3.1. Salicis cortex — Vrbova kiira (CL 2009)

Je to celd usuSena klira mladych vétvi nebo jeji ulomky, nebo celé ususené kousky
letorosti riznych druhi rodu Salix, véetné druhti S. purpurea L., vrba nachova,

S. daphnoides WILL., v. lykovcova a S. fragilis L., v. kichka, Salicaceae.

Droga musi obsahovat nejméné 1,5 % celkovych salicylovych derivatl, vyjadieno
jako salicin, po€itdno na vysuSenou drogu. Mezi fenolové glykosidy patii salicin,
salikortin, fragilin a populin. Dale jsou piitomné tfisloviny, organické kyseliny a

flavonoidy.

Zkousky totoznosti:

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

2. K0,5 g praskované¢ drogy se piidd 10 ml vody, povaii se a odvar se po
vychladnuti zfiltruje. K filtratu se ptida 1 kapka roztoku chloridu Zzelezitého

(13 g/1), vznika hnédozelena srazenina (tfisloviny).

3. Tenkovrstva chromatografie

Zkouseny roztok (a): 1,0 g praSkované drogy se smichd s 10 ml methanolu a zahtiva
se 10 minut ve vodni lazni pii asi 50 °C za Castého protifepavani. Po ochlazeni se
zfiltruje.

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

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

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild vody, methanolu a ethyl-acetatu (8 : 15 : 77).
Nanaseni: 10 pl zkouSenych roztoka a porovnavaciho roztoku do prouzki.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: V proudu teplého vzduchu.

Detekce: Postiika se smési objemovych dili kyseliny sirové 95,0-97,0% a methanolu

(5:95), zahtiva se 5 minut pii 100-105 °C a pozoruje se v dennim svétle.
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Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stfedni Casti
cervenofialova skvrna salicinu a ve spodni ¢asti hnéda skvrna kyseliny chlorogenové.
U obou zkouSenych roztokli je patrna Cervenofialova skvrna odpovidajici polohou
salicinu porovnavaciho roztoku. U zkouSeného roztoku (a) jsou nad salicinem

pritomné dalsi Cervenofialové skvrny.

4.1.3.2. Salicis corticis extractum siccum — Extrakt z vrbové kiiry suchy
(CL 2009)

Je to suchy extrakt pfipraveny z drogy Salicis cortex. Hnédy amorfni prasek. Musi

obsahovat nejméné 5 % celkovych salicylovych derivatd, vyjadieno jako salicin,

pocitano na suchy extrakt. Vyrabi se vhodnym postupem z rostlinné drogy za pouziti

vody nebo vodné-ethanolového rozpoustédla o koncentraci odpovidajici nejvyse 80 %

(V/IV) ethanolu.

Zkouska totoznosti:

Duikaz salicinu tenkovrstvou chromatografii na silikagelu.

Stanoveni obsahu:

Metodou kapalinové chromatografie a spektrofotometrickym detektorem pti 270 nm.

4.1.3.3. Uvae ursi folium — Medvédicovy list (CL 2009)

Je to cely nebo fezany ususeny list druhu Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng.,
medvédice 1€katskd, Ericaceae (dfive Vacciniaceae), podceled’ Vaccinioideae.

Musi obsahovat nejméné 7 % bezvodého arbutinu, pocitdno na vysusenou drogu.

Obsahove latky: arbutin, methylarbutin, tfisloviny, flavonoidy, triterpeny.

4.1.3.4. Myrtilli folium — Boruvkovy list
Je to cely nebo fezany usuSeny list druhu Vaccinium myrtillus L., borivka ¢erna,
Ericaceae (dfive Vacciniaceae), podc¢eled Vaccinioideae. Obsahuje arbutin,

methylarbutin, tfisloviny a flavonoidy.
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4.1.3.5. Vitis idaeae folium — Brusinkovy list
Rhodococcus (Vaccinium) vitis-idaea (L.) Avronin, syn. Rhodococcus vitis-idaea,
brusinka obecna, Ericaceae (diive Vacciniaceae), pod¢eled” Vaccinioideae. Obsahuje

arbutin, volny hydrochinon, tfisloviny, flavonoidy.
4.1.3.6. Zkousky totoZnosti pro vySe uvedené tri drogy

1. 0,5 g praskovanych listii se povaii s 5 ml vody a odvar se po vychladnuti zfiltruje.
K 1 ml filtratu se na porceldnové misce ptidaji 4 ml roztoku amoniaku a 1 ml
10% roztoku kyseliny fosfomolybdenové. Vznika tmavé modrd sraZenina
(arbutin).

2. 0,5 g drogy se povaii s 5 ml vody a odvar se po vychladnuti zfiltruje. K filtratu se
ptida 1 kapka 10% roztoku chloridu Zelezitého — vznikd tmavé modréa srazenina
(tfisloviny).

3. Ulomek listu se vlozi do roztoku vanilinu v koncentrované kyseling
chlorovodikové, zbarvi se intenzivné Cervené (Vaccinium myrtillus je témér
bezbarvy).

4. Praskovana droga se povlhéi koncentrovanou HCI a podrobi se mikrosublimaci.
Pti teploté 120-130 °C vysublimuje hydrochinon.

a. Pokédpne-li se sublimat amoniakdlnim roztokem AgNOs, zerna
vyredukovanym stifibrem (dikaz hydrochinonu).

b. Sublimat rozpustime v 1 ml horké vody a piikapneme roztok chloridu
zelezitého; vznika modrozelené zbarveni, které piechdzi v hnédozluté

(dtikaz hydrochinonu).

@)
+Ag+—>¢ + Ag
@)

5. Tenkovrstva chromatografie na silikagelu — dikkaz hydrochinonu

OH

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

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

Vyvijeci smés: chloroform : methanol (8 : 2)

Detekcni zkoumadlo |: kyselina fosfomolybdenova

Detekcni zkoumadlo 11: 20% roztok uhli¢itanu sodného

Na silikagel naneseme 8-10 ul zkouSeného a porovnavaciho roztoku a vyvijime po
drdze 10-12 cm od startu. Chromatogram vyjmeme, nechame vysusit pfi pokojové
teploté, poté se postiika detekénim zkoumadlem | a po tfech minutach detekénim

zkoumadlem I1. V mistech, kde se nachazi hydrochinon, se objevi modré skvrny.

6. Tenkovrstva chromatografie na silikagelu — ditkaz arbutinu

Zkouseny roztok: 0,1 g praskované drogy se 10 minut vaii s 5 ml vody a 5 ml
methanolu pod zpétnym chladicem na vodni l4zni. Smés se jeSté za horka zfiltruje, k
filtratu se po ochlazeni ptida 0,2 ml roztoku octanu olovnatého a opét se zfiltruje.
Porovnavaci roztok: arbutinu (2 mg/10 ml methanolu)

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

Detekcni zkoumadlo I: diazotovana kyselina sulfanilova

Detekeni zkoumadlo 11: ethanolovy roztok KOH

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

zkoumadlem II. V mistech, kde se nachazi arbutin se objevi Cervené skvrny.

4.1.3.7. Stanoveni obsahu fenolovych glykosidi

1. Jodometricky (CsL 4)

Asi 0,5 g praskované drogy se presn¢ odvazi a vaii se 1 hodinu s 60 ml vody a
vyvafena voda se doplni. Vyluh se nechda vychladnout a odsavanim se zfiltruje.
Zbytek na filtru se promyje malym mnozZstvim vody a ta se pfida k filtratu. Filtrat se

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

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

pocitano jako arbutin. Vypocitejte obsah arbutinu v droze v procentech.

2. Kapalinova chromatografie

Zkouseny roztok: 0,800 g praskované drogy se ve 100ml barice se zabrouSenym
hrdlem smicha s 20 ml vody a smés se zahtiva 30 minut na vodni lazni pod zpétnym
chladicem. Po ochlazeni se zfiltruje ptes vatu. Vata se zbytkem drogy se vlozi zpét do
100ml bariky, piida se 20 ml vody a zahtiva se 30 minut na vodni lazni pod zpétnym
chladicem. Po ochlazeni se zfiltruje pfes papirovy filtr. Spojené filtraty se ztedi
vodou na 50,0 ml. Roztok se zfiltruje pies papirovy filtr. Prvnich 10 ml filtratu se
odstrani.

Porovnavaci roztok (a): 50,0 mg arbutinu se rozpusti v mobilni fazi a zfedi se ji na
50,0 ml.

Porovnavaci roztok (b): 2,5 mg hydrochinonu se rozpusti v mobilni fazi a ziedi se ji
na 10,0 ml. K 5,0 ml tohoto roztoku se piida 2,5 ml porovnavaciho roztoku (a) a ziedi
se mobilni fazi na 10,0 ml.

Kolona: délka 0,25m, vnitini pramér 4 mm; stacionarni faze silikagel
oktadecylsilanizovany (C18) deaktivovany pro chromatografii  bazickych
latek (5 um).

Mobilni faze: methanol : voda (10 : 90).

Pritokova rychlost. 1,2 ml/minutu.

Detekce: Spektrofotometricky detektor, 280 nm.

Nastrik: 20 pl

Obsah arbutinu v procentech se vypocita podle vzorce:
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Fxm,xp
F, xm,;

V némz znaci:
F1 — plochu piku odpovidajiciho arbutinu na chromatogramu zkouseného roztoku;
F> — plochu piku odpovidajiciho arbutinu na chromatogramu porovnavaciho roztoku;
m1 — hmotnost zkousené drogy pouZité pro piipravu zkouSeného roztoku v gramech;
m2 — hmotnost arbutinu pouzitého pro ptipravu porovnavaciho roztoku v gramech;
p — obsah arbutinu v procentech ve standardu arbutinu (100).
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4.2 KUMARINY

Kumariny jsou laktony kyseliny o-hydroxyskoficové. Kyselina o-hydroxyskoiicova se
v rostlinach nachéazi ve formé glykosidovych prekursori a po hydrolyze probiha
cyklizace na lakton. Kumariny se v rostlinach vyskytuji bud’ volné nebo ve formé
glykosidi.

Kumariny jsou pomérné dobfe rozpustné v horké vodé¢ a v ethanolu. Normalnim
octanem olovnatym se nesrazeji; pokud v molekule obsahuji fenolové hydroxylové
skupiny, srazeji se zasaditym octanem olovnatym. Z chemické struktury kumarini

vyplyva absorpce svétla v ultrafialové oblasti a jejich fluorescence, ktera je zavisla na

pH prostiedi.
Podle chemické stavby je mizeme rozdélit na:
a) jednoduché
b
6 X3
7 | 2
" >07 Yo
kumarin

b) kondenzované kumariny, které se dale déli na furanokumariny a pyranokumariny

X AN
(L )
0 o” o o 0o~ Yo 0 0~ ~o

furanokumariny C-6/C-7 furanokumariny C-7/C-8 pyranokumariny

Kumariny ptisobi tlumivé na CNS, snizuji teplotu. Maji ucinky spasmolytické,
sedativni, diuretické, antiseptické. Nékteré z nich senzibilizuji pokozku na slune¢ni
zafeni. Jiné se pouZivaji jako ochrana proti intenzivnimu slune¢nimu zafeni (napf.
eskulin, eskuletin).

Ve vlhké droze (Melilotus officinalis, Fabaceae) se z nich fermenta¢nim pusobenim
baktérii tvoii dikumarol, ktery ma silny antikoagulaéni a hemoragicky ucinek,

pouziva se i jako 1é¢ivo na profylaxi a terapii tromboz.

4.2.1.DROGY S OBSAHEM KUMARINU
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4.2.1.1. Asperulae herba - MarFinkova nat’
Galium odoratum (syn. Asperula odorata), Rubiaceae
Obsah: nesubstituovany kumarin, dal§i kumariny umbelliferon a scopoletin, glykosid

asperulosid, hof¢iny, tfisloviny.

OAc O-B-Gle
HO o O HO (¢ 0O HC (0} (6}
umbelliferon scopoletin asperulosid

Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny vzorek: 1 g praSkované drogy se na vodni lazni extrahuje 10 ml methanolu
za stalého protiepavani 30 minut. Extrakt se zfiltruje a odpaii a objem cca 1 ml.
Porovnavaci roztok: 1% methanolicky roztok bergaptenu.

Vyvijeci soustava: toluen : diethylether (1 : 1, V/V), nasycené 10% Xkyselinou
octovou.

Detekcni zkoumadlo: 10% roztok KOH v ethanolu.

Na vrstvu se nanese po 10 ml obou roztoktl a vyviji se po draze 12 cm. Po vysuSeni se
vrstva postiika detekénim zkoumadlem a pozoruje se pod UV pii 365 nm. Na
chromatogramu zkousSeného roztoku je tésné nad Urovni skvrny bergaptenu v
porovnavacim roztoku patrnad Zlutozelend skvrna kumarinu, dale mohou byt patrné

slabé skvrny umbelliferonu (Rf = 0,4) a scopoletinu (Rf = 0,25).

42.1.2. Levistici radix - Libe¢kovy koien (CL 97 a CL 2009)

Je to cely nebo fezany ususeny oddenek a kotfen druhu Levisticum officinalle, libecek
I1ékatsky, Apiaceae

Obsahové latky: furanokumariny (bergapten, imperatorin), silice, flavonoidy, sliz,
sacharidy.

Obsah (pocitano na vysusenou drogu):

- silice: nejméné 4,0 ml/kg (celd droga)

- silice: nejméné 3,0 ml/kg (fezana droga)

88



OMe
(6] 0 0 (0]

e
AN
(0] (0]
bergapten VY

imperatorin

oM
O

Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:

ZkouSeny vzorek: 1 g praSkované drogy se na vodni lazni extrahuje 5 ml methanolu,
vaii se 30 s. Extrakt se ochladi a zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 1% methanolicky roztok bergaptenu, 5 mg kumarinu a 25 pl
eugenolu se rozpusti v 10 ml methanolu.

Staciondrni faze: deska s vrstvou silikagelu Fass pro TLC.

Vyvijeci soustava: toluen : dichlormethan (1 : 1, V/V).

Nandaseni: 20 ul do prouzkii

Vyvijeni: 2% po draze 10 cm.

Suseni: na vzduchu

Detekce: Pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 254 nm. Oznaci se zhasejici skvrny
odpovidajici eugenolu a kumarinu na chromatogramu porovnavaci roztoku. Pozoruje
se V ultrafialovém svétle pfi 365 nm. Na chromatogramu zkouseného roztoku neni
V dolni tfetinémodie nebo zluté fluoreskujici skvrna.

Podle CL 97: mobilni faze toluen : diethylether 1 : 1 nasyceny 10% kyselinou
octovou. Na chromatogramu zkouseného roztoku je patrnd modra skvrna bergaptenu a
pfipadné i1 zelend skvrna imperatorinu se stejnym Ry a dale skvrna umbelliferonu (Rf =

0,4). Vyrazna modra skvrna s Rf = 0,9 je 3-butylidenftalid.

Stanoveni obsahu:
Provede se stanoventi silic v rostlinnych drogéach. 40 g upraSkované drogy tésné pred
stanovenim se destiluje 4 h rychlosti 2-3 ml/minutu v 2000ml bance s 500 ml vody a

10 kapkami parafinu tekutého; do délené trubice se ptida 0,50 ml xylenu.

4.2.1.3. Bergamottae etheroleum - Bergamotova silice (CL 2009)
Je to silice ziskana lisovanim Cerstvého oplodi druhu Citrus aurantium L. subsp.
bergamia (RISSO. Et POIT.) ENGLER.
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Obsahove¢ latky: silice (linalyl-acetat, geraniol, terpineol, linalool), kumariny
(bergapten, citropten)

Obsah: mejméne 30,0 % estert, vyjadieno jako lynalyl-acetat

Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny vzorek: roztok bergamotové silice = 1 g se rozpusti v ethanolu bezvodém a
zfedi se jim na 10 ml.

Porovnavaci roztok: 1% methanolicky roztok bergaptenu.

Vyvijeci soustava: toluen : diethylether (1 : 1, V/V), nasycené¢ 10% kyselinou
octovou.

Detekcni zkoumadlo: 10% roztok KOH v ethanolu.

Na vrstvu se nanese po 10 ml obou roztokt a vyviji se po draze 12 cm. Po vysuSeni se
vrstva postiika detekénim zkoumadlem a pozoruje se pod UV pii 365 nm. Na
chromatogramu zkouseného roztoku je patrnd modra skvrna bergaptenu. Dale je zde

patrnd skvrna citroptenu a ptipadné i dalsi skvrny.
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4.3.FLAVONOIDY

Flavonoidy jsou pocetnou skupinou rostlinnych polyfenoli s Ce-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 poctu a poloze
hydroxylovych a methoxylovych skupin, na rGzném poctu, povaze a poloze
glykosidicky véazanych cukrt. Flavonoidy se v rostlinach vyskytuji zpravidla jako O-
glykosidy, méné C-glykosidy. Cukerna slozka flavonoidii je nejCastéji tvorena D-
glukosou, D-galaktosou a L-rhamnosou, méné L-arabinosou nebo D-xylosou a
dal$imi. Z disacharidii jsou to napf. rutinosa (6-f-L-rhamnosido-D-glukosa) nebo
primverosa (6-pB-D-xylosido-D-glukosa). Flavonoidy patfi mezi v§eobecné rozsifena
rostlinnd barviva, zodpovédna za barvu kvéti, plodi a nékdy i listl. Pfikladem jsou
zluté flavony spolu s chalkony a aurony a ¢ervené, modré nebo purpurové antokyany,
meénici barvu v zavislosti na pH. Neékteré flavonoidy nevykazuji barevnost, ale
ptispivaji k barvé jako kopigmenty. Flavonoidy absorbuji ultrafialové zéfeni, 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 uG¢inkem ultrafialového zéafeni. 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

o .
flavon isoflavon chalkon
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Pocetnéji jsou v rostlinach obsazeny glykosidy s flavonovym aglykonem. Obvykla je
substituce karbonylovou skupinou v poloze C-4. V dalsich polohach jsou Ccasté
substituce hydroxylem, alkoxylem (nej¢astéji v polohach 3, 5, 7, a 4") nebo

uhlovodikovym fetézcem (nejcastéji v polohach 6 ¢i 8).
4.3.1. 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, ptipadné 3°,4"-0-dihydroxy-seskupeni.

v

Nejreaktivnéjsi jsou flavonoidy s aglykonem odvozenym od flavonolu.

Ke kvalitativnimu dikazu flavonoidi se uzivd redukéniho testu, pfi némz se
pusobenim hoi¢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 prechazi na sloueniny podobné antokyanidintim.

Dalsim typem reakci pro kvalitativni dikaz flavonoidi je tvorba chelati s kovy.
Tvorba komplexti je mozna u flavont substituovanych na C-3 nebo C-5 hydroxylovou
skupinou, nebo u flavonoidl, substituovanych na kruhu B 0-dihydroxylovym

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

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

Boratovy test davaji flavonoidy spliwujici strukturni znaky vyse uvedené [(a), b), c)].
V pritomnosti kyseliny borité¢ vytvaieji 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 1ékopisného detekéniho zkoumadla (difenylboryloxyethylaminu, syn.
Neuova zkoumadla), pouzivaného pro vizualizaci flavonoidi po separaci na tenké

vrstvé a nasledné detekcei pii 254 nebo 365 nm.

C

OH dlfenylboryloxyethylamln

@O

nebo

4.3.2. KVANTITATIVNI STANOVENI FLAVONOIDU

Stanoveni obsahu flavonoidii se nejcastéji provadi kolorimetricky. Kolorimetrické
stanoveni je zaloZzené na vzniku barevnych komplexi se solemi hlinitymi nebo
zirkonicitymi. Tvorba komplexti flavonoidii 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 vysledkli. 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.

4.3.3.DROGY S OBSAHEM FLAVONOIDU

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

Je to cela 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 zkousky 1) se ptida 0,5 ml roztoku octanu olovnatého a 0,5 ml
roztoku amoniaku zfedéného. Vznikne oranzové zbarvena 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 §t'avelové
a smés se opét odpaii do sucha a ponechd jesté¢ asi 5 minut na vodni lazni.
Zbytek se po ochlazeni extrahuje diethyletherem. Diethyletherovy roztok
fluoreskuje Zluto-zelené.

4. Dtkaz flavonoidli chromatografii na tenké vrstve:

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

10 minut na vodni lazni pti 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.

94



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/I) v methanolu a pak
roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu. Susi se asi 30 minut na vzduchu a pak
se pozoruje Vv ultrafialovém svétle pii 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 skvrnam 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.

4.3.3.2. 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 hoiky, Rutaceae, Castecné

zbavené bilé houbovité tkané (albeda). Obsahuje flavonoidy hesperidin, naringin a

silici.

OH

‘ O—CH, o
Rha—Gle=0 ‘ ° Rha—Glc—0 ! o O

H
© © OH O

hesperidin naringin
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Zkousky totoznosti:

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

2. N¢kolik ulomkl drogy se protiepava ve zkumavce s 5 ml koncentrované kyseliny
sirové, roztok se barvi zluté, mirnym zahiivanim ¢ervenohnéd¢ (hesperidin).

3. Chromatograficky dukaz naringinu: 1,0 g praskované drogy se smicha s 10 ml
methanolu a zahtiva se 5 minut pii 65 °C ve vodni lazni za ¢astého protiepavani.
Po ochlazeni se zfiltruje.
Porovnavaci roztok: 1,0 mg naringinu a 1,0 mg kyseliny kdvové se rozpusti v 1
ml methanolu.
Stacionarni 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 prouzkii. 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 postiika roztokem difenylboryloxyethylaminu
v methanolu (10 g/I) a potom roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu.
Pozoruje se za 1 h v ultrafialovém svétle pfi 365 nm. Na chromatogramu je patrna
tmavé zelené fluoreskujici skvrna naringinu.

4. Extrahovatelné latky: Nejméné 6 %.
Ke 2,000 g praskované drogy se ptidd smés 3 ml vody a 7 ml ethanolu 96%, necha
se stat 2 h za Castého protiepavani 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 pomerance (CL 2009).

4.3.3.3. Betulae folium — Biezovy list (CL 2009)

Je to ususeny list, cely nebo jeho tlomky, druhu Betula pendula Roth, btiza bélokora,
Betula pubescens Ehrh., biiza pyfita a/nebo jejich kiizenct, Betulaceae.

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

hyperosid, po¢itano na vysusenou drogu.
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Zkousky totoznosti:

1. 2 g praskované drogy se smicha 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 smichd s 10 ml methanolu a zahiivé se

5 minut na vodni lazni pti 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.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

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

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

Nandaseni: 10 pl do prouzku.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: V proudu teplého vzduchu.

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

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

pozoruje se Vv 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 zkouSeného 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 ¢/l) [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 chladi¢em. 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 chladicem. Necha se ochladit pii teploté
mistnosti, kapalina se zfiltruje pfes vatu a potom ptes filtrani 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, prida 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 barky a zfedi 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 méfi absorbance zkouseného roztoku pii 425 nm proti kontrolnimu
vzorku.

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

Ax125
m

V némz znaci:

A — absorbanci roztoku piti 425 nm;

m — hmotnost drogy v gramech;

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

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

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

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

Zkousky totoznosti:

1. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri herba.

2. Tenkovrstva chromatografie:

ZkousSeny roztok: 1 g praskované drogy se smicha s 10 ml methanolu a zahtiva se 10
minut pod zpétnym chladi¢em na vodni lazni. 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.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC

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

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

Suseni: Pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Jeste tepla deska se postiika roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/l)
v methanolu a pak roztokem makrogolu 400 (50 g/I) v methanolu. Susi se 30 minut na
vzduchu a pak se pozoruje v ultrafialovém svétle pii 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 chlorogenova) a v horni ¢asti skvrna se svétle modrou
fluorescenci (kyselina kavova).

Na chromatogramu zkouSené¢ho roztoku jsou ti1 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/l) [Methenaminum CL 2009], 20 ml acetonu a 7 ml

kyseliny chlorovodikové (70 g HCI 35% se zfedi vodou na 100 ml) a vafti 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 pfes vatu a potom pres filtra¢ni papir do téze odmérné
banky a zfedi se acetonem pouzitym k promyti bainky a filtru na 100,0 ml. 20,0 ml
roztoku se prevede do délici nalevky, pfida 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 pfes 10 g siranu sodného bezvodého do 50ml
odmérmé 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 méfi absorbance zkouseného roztoku pii 425 nm proti kontrolnimu
roztoku.

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

Ax125
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.

4.3.3.5. 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 kiizencu, fid¢eji jinych evropskych druhd 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:

ZkousSeny roztok: 1,0 g praskované drogy se smicha s 10 ml methanolu a zahiiva se
5 minut pod zpétnym chladi¢em 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).

Nanaseni: 20 pl zkouSeného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku do prouzki.
Vyvijeni: Po draze 15 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. Necha se suSit asi 30 minut na
vzduchu a pak se pozoruje v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

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

Na chromatogramu zkousené¢ho 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 barice, 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 baiiky. 200ml banka a filtr se promyji ethanolem 60% a
promyvaci tekutina se ptida 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 v8 ml smési objemovych dil
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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 pirevede 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.
Barika s kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dili methanolu a kyselinu
octové ledové (10 +100) a promyvaci tekutina se pievede do téZze odmérné banky.
K tomuto roztoku se ptida 10,0 ml kyseliny mraven¢i bezvodé a ziedi se kyselinou
octovou bezvodou na 25,0 ml.

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

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

Ax1235
m

V némzZ 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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4.3.3.6. Crataegi fructus - Hlohovy plod (CL 2009)

Je to ususeny nepravy plod (malvice) druhu Crataegus monogyna Jacq. (Lindm.),
C. laevigata (Poir.) D.C. (C. oxyacanta Thuill.) nebo jejich k¥izencti, nebo smés 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.

cl

OH O

kyanidin-chlorid L
vitexin

Zkousky totoznosti se provadi jako u Crataegi folium cum flore.

43.317. Diosminum — Diosmin (CL 2009)

Je to 7-{[6-O-(6-deoxy-a-L-mannopyranosyl)-B-D-glukopyranosyl]oxy}-5-hydroxy-
2-(3-hydroxy-4-methoxyfenyl)-4H-chromen-4-on.

Latka se ziskava oxidaci (2S)-7-{[6-O-6-deoxy-a-L-mannopyranosyl)-p-D-gluko-
pyranosyl]oxy}-5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-methoxyfenyl)-4H-chroman-4-onu

(hesperidinu) ptirodniho piivodu za ptitomnosti jodu.

OH
OMe
Rha—Glc-0O o .- Rha—Glc—0O
jod
—_—
OH O OH O
hesperidin diosmin

Zkousky totoznosti:

1. Infracervena absorp¢ni spektrofotometrie. Porovnani se standardem diosminu.
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2. Hodnoti se HPLC chromatogramy — hlavni pik na chromatogramu zkouseného
roztoku odpovida retencnim casem a velikosti hlavnimu piku na chromatogramu

porovnavaciho roztoku.

4.3.38. Equiseti herba — Presli¢kova nat’ (CL 2009)

Je to cela nebo fezana ususena sterilni lodyha druhu Equisetum arvense L., preslicka
rolni, Equisetaceae.

Obsah: Nejméné 0,3 % celkovych flavonoidl, vyjadieno jako isokvercitrosid,

pocitano na vysusenou drogu.

O—B-D-Glcfur

w
OH O HO CH,OH

isokvercitrosid Isokvercitrosid

Zkousky totoznosti:

1. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri herba.

2. Metodou tenkovrstvé chromatografie na silikagelu:

Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy se smicha s 10 ml methanolu a 10 minut se
zahtiva ve vodni lazni pii 65 °C za Castého protiepavani; necha 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.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni fdze: Smé&s objemovych dili kyseliny mravenci 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: Pt1 100 °C az 105 °C.
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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. 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 kavové porovnavaciho roztoku jsou dvé zelenomodie
fluoreskujici skvrny a pod nimi oranzové fluoreskujici skvrna. Pod ni jsou jesté dveé
zelenomodie fluoreskujici skvrny. Na chromatogramu zkouSeného roztoku nejsou

tésné nad startem zluté nebo zelenozluté fluoreskujici skvrny.

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

nebo zelenozluté fluoreskujicimi skvrnami tésné€ nad startem zkouseného roztoku.

Stanoveni obsahu:

Zakladni roztok: 0,800 g praskované drogy (355) se ve 100ml baiice s kulatym dnem
smicha s 1 ml roztoku methenaminu (5 g/l) [Methenaminum CL 2009], 20 ml acetonu
a 2 ml kyseliny chlorovodikové (70 g HC1 35% se zfedi vodou na 100 ml) a vaii se 30
minut pod zpétnym chladi¢em. Zfiltruje se ptes 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 pfes vatu a potom ptes filtra¢ni papir do téze
odmérné banky a ziedi se acetonem pouzitym k promyti banky a filtru na 100,0 ml.
20,0 ml roztoku se pievede do délici nalevky, ptida se 20 ml vody a protiepava se 15
ml a pak tfikrat 10 ml ethyl-acetdtu. Spojené ethyl-acetatové vrstvy se protiepou
dvakrat 50 ml vody, zfiltruji se pfes 10 g siranu sodného bezvodého do 50ml odmérné
banky a zfedi se ethyl-acetatem na 50,0 ml.

Zkouseny roztok: 10,0 ml zakladniho roztoku se smicha s 1 ml roztoku chloridu
hlinitého (2,0 g AlCl3 se rozpusti ve 100 ml roztoku kyseliny octové ledove 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.
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Po 30 minutach se méfi absorbance zkousené¢ho roztoku pii 425 nm proti kontrolnimu
roztoku.

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

Ax125
m

V némz znaci:

A — absorbanci pfi 425 nm;

m — hmotnost zkousené drogy v gramech;

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

Specificka absorbance isokvercitrosidu ma hodnotu 500.

4.3.3.9. Passiflorae herba — Muéenkova nat’ (CL 2009)
Je to rozlamana nebo fezana nadzemni ¢ast druhu Passiflora incarnata L., mucenka
pletni, Passifloraceae, mlize obsahovat také kvéty a/nebo plody.
Obsah: Nejméné 1,5 % celkovych flavonoidi, vyjadieno jako vitexin, pocitdno na

vysuSenou drogu.

OH O
vitexin

Zkousky totoznosti a zkouska na Cistotu (jiné druhy rodu Passiflora) metodou
tenkovrstvé chromatografie na silikagelu:

ZkouSeny roztok: 1,0 g praSkované drogy se smichd s 5 ml methanolu a zahtiva se po
dobu 10 minut k varu pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 2,0 mg rutosidu a 2,0 mg hyperosidu a se zahfatim 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: 10 pl zkouSeného roztoku a 10 ul porovnavaciho roztoku do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.
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Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/1) v methanolu a pak
roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu. Vrstva se susi 30 minut na vzduchu a
pozoruje se Vv ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni tietiné Zlutohnéd¢
fluoreskujici skvrna (rutosid), ve stfedni tietiné zlutohnédé fluoreskujici skvrna
(hyperosid). Na chromatogramu zkouseného roztoku nejsou intenzivni zelenozluté
nebo oranzovozluté fluoreskujici skvrny mezi skvrnou diglykosylflavonii a skvrnou

isoorientinu (Passiflora coerulea a Passiflora edulis).

Stanoveni obsahu:

Zakladni roztok: 0,200 g praskované drogy (250) se ve 100ml barice s kulatym dnem
smichd se 40 ml ethanolu 60% a za Castého protfepavani se zahtiva 30 minut pod
zpétnym chladicem ve vodni ldzni pfi 60 °C. Nechd se ochladit a smés se zfiltruje
ptes vatu do 100ml banky. Droga i1 vata se pfevede zpét do banky s kulatym dnem.
Ptida se 40 ml ethanolu 60% a opét se zahtiva 10 minut pod zpétnym chladicem ve
vodni lazni pii 60 °C. Necha se ochladit a smés a prvni filtrat ze 100ml banky se
zfiltruji ptes papirovy filtr do 100ml odmérné banky a ziedi se na 100 ml stejnym
rozpoustédlem pouzitym k promyti batiky s kulatym dnem a filtru.

ZkousSeny roztok: 5,0 ml zékladniho roztoku se odpafi v baiice za snizeného tlaku do
sucha. Zbytek se rozpusti v 10 ml smési objemovych dili methanolu a kyseliny
octové ledové (10 + 100). Pfida se 10 ml roztoku obsahujiciho kyselinu boritou
(25 g/l) a kyselinu Stavelovou (20 g/I) v kyseliné mravenci bezvodé a ziedi se
kyselinou octovou bezvodou na 25,0 ml.

Porovnavaci roztok: 5,0 ml zédkladniho roztoku se odpafi v druhé bafice za sniZeného
tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 10 ml smési objemovych dili methanolu a
kyseliny octové ledové (10 + 100). Ptida se 10 ml kyseliny mravenéi bezvodé a ztedi
se kyselinou octovou bezvodou na 25,0 ml.

Po 30 minutach se méfi absorbance zkouseného roztoku pii 401 nm za pouziti
porovnavaciho roztoku jako kontrolni kapaliny.

Obsah celkovych flavonoidd v procentech, vyjadieno jako vitexin, se vypocita podle
Vzorce:

Ax0,8
m
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V némz znaci:

A — absorbanci pii 401 nm;

m — hmotnost zkousené drogy v gramech;

0,8 = prepocitavaci koeficient dané drogy pro dany standard.

Specifickéa absorbance vitexinu ma hodnotu 628.

Passiflorae herba — Muéenkova nat’ (CL 2009) slouzi k piipravé Passiflorae

extractum siccum — Muéenkovy extrakt suchy (CL 2009).

4.3.3.10. Polygoni avicularis herba — Nat’ rdesna pta&iho (CL 2009)

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

Obsah: Nejméné 0,30 % flavonoidd, vyjadieno jako hyperosid, pocitdno 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 chladi¢em ve vodni lazni za castého protiepavani. Po
ochlazeni se zfiltruje.

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).

Nandaseni: 20 pl do prouzkd.

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 susi asi 30 minut na
vzduchu a pak se pozoruje v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve vrchni ¢asti modie

fluoreskujici skvrna kyseliny kévové, uprostfed je zlutohnédé fluoreskujici skvrna
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hyperosidu a ve spodni casti je svétle modie fluoreskujici skvrna kyseliny
chlorogenové. Na chromatogramu zkousSeného roztoku je v horni casti modfe
fluoreskujici skvrna kyseliny kavové, pod ni jsou jedna nebo dvé Zlutozelené
fluoreskujici skvrny, zlutohnéd¢€ fluoreskujici skvrna a ve spodni Casti svétle modre
fluoreskujici skvrna kyseliny chlorogenové na trovni téze latky porovnavaciho

roztoku.

Stanoveni obsahu flavonoidu:

Zdkladni roztok: 0,800 g praSkované drogy (355) se ve 100ml bance s kulatym dnem
smicha s 1 ml roztoku methenaminu (5 g/l) [Methenaminum CL 2009], 20 ml acetonu
a 2 ml kyseliny chlorovodikové (70 g HCI 35% se ztedi vodou na 100 ml) a vati se 30
minut pod zpétnym chladi¢em. Zfiltruje se ptes vatu do 100ml banky. Droga i vata se
vafi pod zpétnym chladi¢em jest¢ dvakrat 10 minut s 20 ml acetonu. Po ochlazeni na
teplotu mistnosti se zfiltruje pfes vatu a potom pies filtraéni papir do odmérné banky a
ziedi se acetonem pouzitym k promyti baiiky a filtru na 100,0 ml. 20,0 ml roztoku se
ptevede do délici nalevky, pfida se 20 ml vody a protiepava se nejprve 15 ml a pak
tiikrat 10 ml ethyl-acetatu. Spojené ethyl-acetatové vrstvy se protiepou dvakrat 50 ml
vody, zfiltruji se pies 10 g siranu sodného bezvodého do 50ml odmérné banky a ziedi
se ethyl-acetatem na 50,0 ml.

Zkouseny roztok: 10,0 ml zakladniho roztoku se smicha 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.

Porovnavaci roztok: 10,0 ml zakladniho roztoku se zifedi 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 flavonoidi v procentech, vyjadieno jako hyperosid, se vypocita podle vzorce:

Ax125
m

V némz znaci:
A — absorbanci pfi 425 nm
m — navazku zkousené drogy v gramech

1,25 = ptepocitavaci koeficient dané drogy pro dany standard
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Specificka absorbance hyperosidu ma hodnotu 500.

4.3.3.11. Sambuci nigrae flos - Kvét bezu éerného (CL 2009)

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

Obsah: musi obsahovat nejméné 0,80 % flavonoidil, vyjadieno jako isokvercitrosid,
pocitano na vysusenou drogu. Déle jsou ptitomné organické kyseliny, stopy glykosidu

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

Zkousky totoznosti:

1. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri herba.

2. Dikaz flavonoidl chromatografii na tenké vrstve:

Zkouseny roztok: 0,5 g praSkované drogy se smichéd s 10 ml methanolu a zahtiva se

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

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.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

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

Nandaseni: 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/l)
v methanolu a pak roztokem makrogolu 400 (50 g/I) v methanolu. Susi se asi 30
minut na vzduchu a pak se pozoruje v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou v dolni poloviné (v
potadi stoupajicich hodnot Rf): oranzové fluoreskujici skvrna rutosidu, svétle modie
fluoreskujici skvrna kyseliny chlorogenové a oranZovozluté¢ nebo oranzovohnédé
fluoreskujici skvrna hyperosidu, v horni tfetiné je zelenomodie fluoreskujici skvrna
kyseliny kavové. 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
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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 kavové na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Na chromatogramu
zkouseného roztoku mohou byt pfitomné dalsi slabé fluoreskujici skvrny. V dennim
svétle jsou zietelné pouze oranzové fluoreskujici skvrny odpovidajici rutosidu a

isokvercitrosidu.

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/l) [Methenaminum CL 2009], 20 ml acetonu a 2 ml
kyseliny chlorovodikové (70 g HCI 35% se zfedi vodou na 100 ml) a vafi se 30 minut
pod zpétnym chladi¢em. Zfiltruje se ptes vatu do 100ml odmérné banky. Droga i vata
se vafi pod zpétnym chladicem jesté dvakrat 10 minut s 20 ml acetonu. Po ochlazeni
na teplotu mistnosti se zfiltruje ptes vatu a potom pres filtra¢ni papir do téze odmérné
banky a ziedi se acetonem pouzitym k promyti baiky a filtru na 100,0 ml. 20,0 ml
roztoku se prevede do délici nalevky, pfida se 20 ml vody a protiepava se nejprve 15
ml a pak tfikrat 10 ml ethyl-acetdtu. Spojené ethyl-acetatové vrstvy se protfepou
dvakrat 50 ml vody, zfiltruji se ptes 10 g siranu sodného bezvodého do 50ml odmérné
banky a zfedi se ethyl-acetatem na 50,0 ml.

ZkouSeny roztok: 10,0 ml zakladniho roztoku se smicha 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 zfedi 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.

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

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

Ax125
m

V némz znadi:

A — absorbanci pii 425 nm
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m — hmotnost zkousené drogy v gramech
1,25 = ptepocitavaci koeficient dané drogy pro dany standard

Specificka absorbance isokvercitrosidu ma hodnotu 500.

4.3.3.12. Solidaginis virgaureae herba — Nat’ zlatobylu obecného (CL 2009)
Je to cela nebo Fezana usus$ena kvetouci nat’” druhu Solidago virgaurea L., zlatobyl
obecny, Asteraceae.

Obsah: 0,5 az 1,5 % flavonoidii, vyjadieno jako hyperosid, pocCitdno 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 pfida 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.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny mravenéi bezvodé, vody, butan-2-onu a
ethyl-acetatu (6 : 6 : 18 : 30).

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 postiikd roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/l)
v methanolu a pak roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu. Necha se stat
30 minut a pozoruje se v ultrafialovém svétle pti 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou v potadi vzrlstajici
hodnoty Rr Zzlutooranzové nebo hnédooranzové fluoreskujici skvrny rutosidu,
nasleduje modie fluoreskujici skvrna kyseliny chlorogenové a nejvyse je zlutohnéde
fluoreskujici skvrna kvercitrosidu.

Na chromatogramu zkousSeného roztoku jsou patrné skvrny odpovidajici polohou a
fluorescenci latkdm ptitomnym v porovnavacim roztoku. Zkouseny roztok vykazuje

dale modrozelen¢ fluoreskujici skvrnu pod c¢elem chromatogramu. Nevykazuje
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oranzov¢ fluoreskujici skvrnu kvercitrosidu Vv horni ¢asti chromatogramu. Na

chromatogramu mohou byt dalsi fluoreskujici skvrny.

Stanoveni obsahu flavonoidu:

Zakladni roztok: 0,200 g praskované drogy (355) se ve 100ml barice s kulatym dnem
smicha s 1 ml roztoku methenaminu (5 g/l) [Methenaminum CL 2009], 20 ml acetonu
a 2 ml kyseliny chlorovodikové (70 g HC1 35% se ziedi vodou na 100 ml) a vaii se 30
minut pod zpétnym chladi¢em. Tekutina se zfiltruje pies vatu do 100ml banky. Droga
1 vata se vaii pod zpétnym chladi¢em jest€¢ dvakrat 10 minut s 20 ml acetonu. Po
ochlazeni na teplotu mistnosti se zfiltruje pies vatu a potom pres 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 pievede do dé¢lici nalevky, ptida se 20 ml vody a protiepava se 15
ml a pak tiikrat 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
odmeérmé banky a ziedi se ethyl-acetatem na 50,0 ml.

Zkouseny roztok: K 10,0 ml zakladniho roztoku se ptida 1 ml roztoku chloridu
hlinit¢ho (2,0 g chloridu hlinitého se rozpusti ve 100 ml roztoku kyseliny octové
ledové 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 mé&fi absorbance zkouseného roztoku pii 425 nm proti kontrolnimu
roztoku.

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

Ax125
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.
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4.3.3.13. Tiliae flos — Lipovy kvét (CL 2009)

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

Obsahov¢ latky: flavonoidy, zejména glykosidy kvercetinu, kempferolu a myricetinu,

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

OH O OH O

kvercetin kvercitrin = kvercitrosid
OH

OH O OH O
kaempferol myricetin

Zkousky totoznosti:

1. Provadi se zkousky uvedené u Fagopyri herba.

2. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy (355) se smicha s 10 ml methanolu a zahiiva
se 5 minut ve vodni lazni pii 65 °C za Castého protiepavani. Po ochlazeni se zfiltruje.
Porovnavaci roztok: 2,0 mg kyseliny kavové, 5 mg hyperosidu a 5 mg rutosidu se
rozpusti v 10 ml methanolu.

Staciondrni 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: 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/l) v methanolu. Susi se asi 30

minut na vzduchu a pak se pozoruje v ultrafialovém svétle pii 365 nm.
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Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou v pofadi vzrustajici
hodnoty Rr Zlutooranzové nebo hnédooranzové fluoreskujici skvrny rutosidu a
hyperosidu a zelenomodte fluoreskujici skvrna kyseliny kdvové. Na chromatogramu
zkouseného roztoku fluoreskuje hlavni skvrna hnédozluté nebo oranzové. Tato skvrna
se nachazi vpoloze odpovidajici poloze tésn¢ 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 hnédozlute. 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.

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

tricolor L., violka trojbarevna, Violaceae.

violanthin

Obsah: Nejméné 1,5 % flavonoidi, vyjadfeno jako violanthin, po€itdno na vysusenou

drogu.

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

2. Diukaz flavonoidii chromatografii na tenké vrstvé.

Stanoveni obsahu:

Spektrofotometricky na violanthin.

4.3.3.15. Propolis — Propolis
Propolis je polykomponentni pryskyfi¢na latka, kterou véely Apis mellifera sbiraji ze

sekretd pupentl, pryskyfic a kiiry nékterych listnatych a jehli¢natych stroma. Vcely
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vyuzivaji propolis jako pomocnou stavebni latku odpuzujici vodu a jako konzervacni
prostiedek. Hlavnimi sloZkami propolisu jsou flavonoidy, kyseliny hydroxyskoticové
a jejich derivaty, vosky a silice. Slozeni obsahovych latek kolisa podle doby sbéru a

slozeni rostlinného spolecenstva v misté sbéru.

Zkousky totoznosti:

1. Dikaz flavonoidd chromatografii na tenké vrstvé:

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.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

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

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

Suseni: Pti 100 °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 pti 365 nm a 254 nm.
Hodnoceni: Na chromatogramu zkouSené¢ho roztoku je vice Zlutozelené nebo
oranzov¢ fluoreskujicich skvrn flavonoidii véetné té€ch, které odpovidaji standardiim

porovnavaciho roztoku.
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4.4 ANTOKYANY

Antokyany jsou ve vod¢€ rozpustna barviva rizovych, cervenych, modrych a fialovych
kvétt a ploda Cetnych rostlin. Vyskytuji se ve formé glykosidii — antokyaninti a jejich
aglykonti — 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,
ptipadné obéma typy skupin.

V pfirod¢ nejcastéj$imi antokyanidiny jsou pelargonidin (jasn¢ 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 riznymi

oligosacharidy poskytuje ve vodé rozpustné antokyaniny.

R=H, OH, OCH,

Zménou pH v roztocich téchto sloucenin se méni 1 jejich struktura a jejich zménény
systém chromoforii se projevuje zmé&nou barvy. Napf. kyanidin je aglykon barviva
cervené raze 1 modré chrpy.

Izolace antokyaninii se provadi extrakci ethanolem nebo methanolem obsahujicim 1-5
% chlorovodiku. Z extrakti se srazi surovy chlorid piebytkem diethyletheru.

Uplatnéni pfi izolaci antokyani nasla adsorp¢ni chromatografie zejména na Al2Os.
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4.4.1. KVALITATIVNi REAKCE ANTOKYANU

441.1. Barevna reakce

Pfidanim uhli¢itanu sodného nebo octanu sodného do kyselého vodného roztoku
antokyanil dochéazi ke zmén¢ barvy z Cervené az fialové na modrou az modrofialovou
rizné stalou. Barvivo se vytfepe z vodného vyluhu do amylalkoholu, k vytfepku se
pfida trochu octanu sodného a kapka zifedéného roztoku chloridu Zelezitého.
Intenzivné modré zbarveni je charakteristické pro ty antokyanidiny, které maji dvé

sousedni volné hydroxylové skupiny, napt. delfinidin a kyanidin.

4.4.1.2. Tenkovrstva chromatografie

Zkouseny vzorek: 1 g prasSkované drogy se extrahuje tfepanim s 6 ml smesi methanol :
kyselina chlorovodikova koncentrovana (9 : 1). Extrakt se zfiltruje a odpaii 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

4.4.2.DROGY S OBSAHEM ANTHOKYANU

44.2.1. Cyani flos — Chrpovy kvét
Drogu tvofi ususeny kvét, Cyanus segetum HILL., chrpa polni, Asteraceae.

Obsah: antokyany, saponiny, sliz.
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Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie (viz vyse).

4.4.2.2. 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, pocitdno na vysuSenou

drogu.

Zkousky totoznosti

1. Tenkovrstva chromatografie:

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

Porovnavaci roztok: 2,5 mg Cervené chinaldinové a 2,5 mg modfe sulfanové se
rozpusti v 10 ml methanolu.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dilt kyseliny mravenc¢i bezvodé, vody a butan-1-olu
(10:12: 40).

Nandaseni: 5 pl do prouzkii 10 mm.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Pozoruje se ihned v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve spodni casti
oranzovocervena skvrna ¢ervené chinaldinové a pod ni v poloving spodni ¢asti desky
je modra skvrna modfe sulfanové. Na chromatogramu zkouSeného roztoku v poloze
mezi skvrnami porovnavaciho roztoku je intenzivni fialova skvrna (hibiscin) a ve

spodni ¢asti intenzivni fialovomodra skvrna.

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

pestovanych odriid, cely nebo jeho tlomky.
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Obsah: sliz, antokyanové glykosidy (malvidin-3,5-diglukosid).

Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:

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

Porovnavaci roztok: Roztok cervené chinaldinové (0,5 g/1) v ethanolu 96%.
Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dilti kyseliny octové, vody a butan-1-olu (15 : 30 :
60).

Nandaseni: 10 pl zkouSeného roztoku a 5 pl porovnavaciho roztoku, do prouzki.
Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Posuzuje se v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v horni ¢asti stiedni tfetiny
oranzovocervend skvrna. Na chromatogramu zkouseného roztoku, v poloze
odpovidajici poloze pod skvrnou na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou ve
stiedni tfetiné dvé fialové skvrny; hlavni skvrna (6°'-malonylmalvin) je tésné pod

fialovou skvrnou (malvin).
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4.5.ANTHRACHINONOVE GLYKOSIDY

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

V poloze 3 byva cCasto dalsi substituent — methylova nebo karboxylovéa skupina.
Typickymi zastupci aglykont jsou napf. chrysofanol, rhein, emodin (frangula-
emodin) a aloe-emodin, z dianthronii napf. sennidiny a rheidiny. Kromé volnych a
glykosidicky vazanych anthrachinond se v rostlindch nachazi také redukované
derivaty — oxanthrony, anthrony, anthranoly. Mezi v§emi skupinami aglykont existuji
oxidoredukéni vztahy. Derivaty anthrachinonu se vyskytuji volné nebo glykosidicky
vazané. Cukernou slozkou je obvykle glukosa a/nebo rhamnosa.

Derivaty anthrachinonu vznikaji cyklizaci polyketoslouc¢enin, mén¢ casto z kyseliny
Sikimové a aktivniho isoprenu. Vzhledem k biosyntetické navaznosti jsou k jejich
skupiné pfifazeny také naftodianthrony, reprezentované skupinou hypericini. U
jednodéloznych rostlin se derivaty anthrachnont tvoii v ¢eledi Liliaceae ve formé O-
a C-glykosidi. U dvoudéloznych rostlin jsou na anthrachinony bohaté celedi
Polygonaceae, Rhamnaceae, Rubiaceae, Ericaceaec a Fabaceae. Nékteré derivaty se
vyskytuji v ur¢itych houbach a lisejnicich a k jejich kumulaci dochazi také u celé rady
mikroorganismli. Drogy s obsahem anthrachinonovych glykosidii se pievazné

pouzivaji jako laxativa.

oH O oH OH O OH
L L0
Rl CH,OH
CO,H B-D-Glc H

CO,H aloiny AaB
R1=CH,, R2 = H; chrysofanol
R1= CH,OH, R2 = H; aloe-emodin p-D-Ge—0 O  OH
R1= COOH, R2 = H; rhein OH O OH O‘O
R1=CH;, R2 = OH; emodin sennidiny A a B con
O

rhein-8-glukosid
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Oxidoreduk¢ni vztahy anthrachinon:

0
|
0 O‘O OH

oxidace

S
-~ anthron = OOO
dimerizace l -2H

anthranol

anthrachinon o o}

- 988
| i |
H OH

(0]
oxanthron dianthron naftodianthron

45.1. KVALITATIVNI DUKAZ ANTHRAGLYKOSIDU

Dtikaz anthraglykosidll v drogach vyZzaduje rozstépeni glykosidické vazby nejcastéji
kyselinou chlorovodikovou. Aglykony jsou nerozpustné ve vodé, dobfe rozpustné v
alkoholu, diethyletheru, chloroformu a benzenu za tvorby zluté zbarvenych roztok.
Anthrony jako Cisté substance jsou nerozpustné v alkaliich, jejich izomery anthranoly

davaji s alkéliemi siln€ zelené fluoreskujici roztoky.

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

stabilizovany, protoze jeho naboj je delokalizovan po aromatickém jadie.

/P -o H
O 0: :0¢ 20+ :o/ o
o o}

Hrani¢ni tautomerni formy fenolatového iontu

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

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

C-glykosidy jsou silné rezistentni ke klasické hydrolyze, ale mohou byt podrobeny
oxidativni hydrolyze chloridem Zelezitym. Pti diikazu se postupuje tak, ze se v droze
pfitomné anthraglykosidy nékolik minut hydrolyzuji za tepla roztokem minerdlni
kyseliny nebo hydroxidu. Anthracenové derivaty, které jsou v droze pievdzné ve
form¢ glykosidi, se uvolni a derivaty anthronu a anthranolu se oxiduji na
anthrachinony. Aglykony jsou za tvorby fenolti rozpustné v alkalickém vodném
roztoku, ze kterého se vytésni roztokem chlorovodiku a vytfepou do organického
rozpoustédla. Tento roztok se dale vytiepava s alkalickym hydroxidem, vodna vrstva

se pak vlivem tvorby fenolatl barvi visiiové cervene.

Borntridgerovu reakci lze vyuzit i k mikrochemickému dikazu anthraglykosidi v
rostlinném pletivu. Rezy se vystavi u¢inku par amoniaku nebo se pokapnou roztokem
ziedéného hydroxidu. Vzniklé zabarveni neni nékdy Cisté cervené, ale cervenohnédé,

coz zpusobuji soucasné pritomné tiisloviny.

K dikazu anthraglykosida 1ze pouzit i mikrosublimaci. Mikrosublimaci z praSkované
drogy vznikaji zluté krystalky nebo kapicky anthrachinonovych derivatl, které se
barvi roztokem hydroxidu Cervené. Glykosidy, nachézejici se v drogach, se za vysSich
teplot CasteCné rozstépi, a soucasné se anthrony i anthranoly oxiduji na derivaty

anthrachinonu. Tyto se dokazuji v sublimatu jiZ uvedenou Borntragerovou reakei.
Hydroxylové skupiny 1,8-dihydroxyanthrachinonti aktivuji aromatické jadro, které
snadno podléha elektrofilni substituci. Proto je také mizeme dokazat pomoci Cerstve

ptipravené bromové vody, se kterou tvoii podobné jako fenoly tribromfenolaty.

Velmi Casto se pouzivd chromatograficky dikaz anthraglykosidii, pfi kterém se na
TLC nanasi ethanolovy nebo methanolovy vyluh drogy. Detekce chromatogramu je

zalozena op¢t na principu Borntrdgerovy reakce.
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4.5.2. KVANTITATIVNI STANOVENi ANTHRAGLYKOSIDU

Kromé dnes jiz malo pouzivanych gravimetrickych a volumetrickych metod mizeme
anthrachinony stanovit zejména kolorimetricky. Lékopis uvadi kolorimetrické
stanoveni volnych a vazanych anthrachinonii zaloZzené na dokonalé hydrolyze
glykosidu, izolaci aglykoni diethyletherem a nasledném rozpusténi odparku v octanu
hotecnatém. Vzniklé zabarveni ma Fabsorbéni maximum pifi 515 nm. Drogy s
obsahem vétsitho mnozstvi C-glykosidi musime podrobit oxidacni hydrolyze
chloridem zelezitym. Protoze zelezit¢ ionty by rusily kolorimetrické stanoveni, je

potieba je odstranit z diethyletherovych extrakt vytfepanim vodou.

I kolorimetrické stanoveni ma své nedostatky. Do extraktu mohou prechazet vedle;jsi
latky, které zbarvuji roztoky anthrachinonid intenzivnéji, nez odpovida jejich obsahu.

Tvorba emulzi je rovnéZ na zavadu méteni.

45.3.DROGY S OBSAHEM ANTHRACHINONU

45.3.1. Aloe barbadensis — Aloe barbadoska (CL 2009)

Je to zahu$ténd a usuSend St'ava z listd Aloe barbadensis Mill., aloe barbadoska,
Xanthorrhoeaceae (diive Aloaceae).

Obsahuje nejméné 28,0 % hydroxyanthracenovych derivatd, vyjadieno jako aloin

(barbaloin), poc¢itano na vysusenou drogu.

45.3.2. Aloe capensis — Aloe kapska (CL 2009)

Je to zahus$téna a usuSena $tava listd nékterych druha Aloe, zvlasté Aloe ferox Mill.,
aloe kapska, Xanthorrhoeaceae (dfive Aloaceae), a jejich kiizenci.

Obsahuje nejméné 18,0 % hydroxyanthracenovych derivatl, vyjadieno jako aloin,

pocitano na vysusenou drogu.
Spolecné vlastnosti:

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

emodinu a aloe-emodinanthronu. Spolu s O-glykosidy se vyskytuji také C-glykosidy.
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1,7-dihydroxy-3-methyl-8-methoxy-
anthron-10-C-B-D-glukosid

aloe-emodin aloe-emodinanthron aloin (barbaloin, kapaloin) R=H

aloinosid B R = L-a-rhamnosa

Zkousky totoznosti:

1. 1 g praSkované drogy se protifepava se 100 ml vrouci vody. Po ochlazeni se ptida
1 g mastku a zfiltruje se. K 10 ml filtratu se ptida 0,25 g tetraboritanu sodného a
zahiiva se do rozpus$téni. 2 ml tohoto roztoku se smichaji s 20 ml vody. Roztok
fluoreskuje zlutozelené. Fluorescence je zvIast’ vyrazna v ultrafialovém svétle pii
365 nm.

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

3. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,25 g praskované drogy se smichd s 20 ml methanolu a zahteje se

na vodni lazni k varu. Protfepava se n€kolik minut a po usazeni se tekutina slije.

Uchovava se pfi teploté asi 4 °C, pouzije se do 24 h.

Porovnavaci roztok: 25 mg aloinu se rozpusti v methanolu a ziedi se jim na 10 ml.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

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

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

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se roztokem hydroxidu draselného (100 g/1) v methanolu a pozoruje

se v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu zkouSené¢ho roztoku je ve stfedni casti Zluté

fluoreskujici skvrna (aloin), odpovidajici svoji polohou hlavni skvrné na

chromatogramu porovnavaciho roztoku a v dolni ¢asti je svétle modie fluoreskujici

skvrna (aloesin).

Stanoveni obsahu:

Spektrofotometricky na aloin.
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Ob¢ vyse uvedené drogy slouzi pro ptipravu Aloes extractum siccum normatum —
Aloovy extrakt suchy standardizovany (CL 2009). Obsahuje 19-21 %
hydroxyanthracenovych derivati, vyjadieno jako aloin, pocitano na vysuseny, je-li

tteba upraveny, extrakt.

45.3.3. Frangulae cortex — Krusinova kira (CL 2009)

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

Obsah: Nejméné 7,0 % glukofrangulint, vyjadieno jako glukofrangulin A, pocitano

na vysusenou drogu.

Glc
~o OH

OO

| 3
Rha O
glukofrangulin A

Zkousky totoznosti:

1. Asi 50 mg praskované drogy se smicha s 25 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné
asmés se zahfiva 15 minut na vodni lazni. Po ochlazeni se protifepe s 20 ml
diethyletheru a vodna vrstva se odstrani. Diethyletherova vrstva se protiepe 10 ml
zfedéného amoniaku; vodna vrstva se zbarvi ¢ervenofialove.

2. Vnitini strana klry se poképne 1 kapkou zfedéného roztoku hydroxidu sodného,
barvi se tmavocervenég (anthrachinony).

3. PraSkovana droga davd mikrosublimaci pii 150-160 °C Zluty sublimat, ktery se
zvlh¢enim 1 kapkou zifedéného roztoku hydroxidu draselného barvi Cervené.

4. Jiny mikrosublimat se provlh¢i 10% roztokem chloridu zelezitého v 96% lihu.
Vznika zelen¢ zabarveni (tfisloviny).

5. Tenkovrstva chromatografie:

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

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

Porovnavaci roztok: 20 mg aloinu se rozpusti v methanolu 70% a ziedi se jim na

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

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.
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Mobilni faze: Smés objemovych dilii vody, methanolu a ethyl-acetatu (13 : 17 : 100).
Nanaseni: 10 pl zkouSeného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku do prouzki.
Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu 5 minut.

Detekce: Postiika se roztokem hydroxidu draselného (50 g/l) v ethanolu 50% a susi se
15 minut pii 100 °C. Pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni: Zkouska na cCistotu navazuje na predeslou tenkovrstvou chromatografii a
tyka se jinych druhti rodu Rhamnus. Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve
sttedni ¢asti hnédozlutd skvrna odpovidajici aloinu a v horni ¢asti chromatogramu
skvrna frangula-emodinu. Na chromatogramu zkouSeného roztoku neni Zadna skvrna
fluoreskujici intenzivné zluté nebo skvrna fluoreskujici oranzové az nacervenale
odpovidajici polohou skvrné aloinu na chromatogramu porovnavaciho roztoku.
Ptitomnost popsanych skvrn signalizuje pfitomnost jinych nez 1ékopisnych druhti r.
Rhamnus.

Na chromatogramu zkouseného roztoku jsou V dolni tfetiné dvé oranzovohnédé
skvrny (glukofranguliny) a v horni tfetin¢ dvé az Ctyii Cervené skvrny (franguliny,

které nejsou vzdy zietelné oddélené, a nad nimi frangula-emodin).

Stanoveni obsahu:

Spektrofotometricky na glukofrangulin A.

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

4.5.3.4. Rhamni purshianae cortex — Kiira feSetliku Purshova (CL 2009)
Je to ususena kura, nebo jeji ulomky druhu Rhamnus purshianus DC. (Frangula
purshiana DC. A. Gray), feSetlak Purshtiv, Rhamnaceae.

Obsah: Nejméné 8,0 % hydroxyanthracenovych glykosidi, z toho nejméné 60 %

kaskarosidi, oboji vyjadieno jako kaskarosid A, pocitano na suchou drogu.
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Zkousky totoznosti:

1. 0,2 g praskované drogy se 15 minut zahifivd s 50 ml vody na vodni lazni. Po
ochlazeni se zfiltruje. K 10 ml filtrdtu se pfida 20 ml ziedéné kyseliny
chlorovodikové II a zahfiva se 15 minut na vodni lazni. Necha se ochladit,
pievede se do d¢lici nalevky a protiepe se tiikrat 20 ml diethyletheru. Vodna
vrstva se uchova (roztok A). Tii diethyletherové vrstvy se spoji a protiepavaji se
10 ml amoniaku zfedéného; vodna vrstva se zbarvi ¢ervenofialoveé.

2. Roztok A z ptedchozi zkousky se v malé bance smicha s 5 g chloridu zelezitého a
zahtiva se 30 minut na vodni lazni. Po ochlazeni se pifevede do délici nalevky a
protiepe se 15 ml diethyletheru. Diethyletherova vrstva se promyje 10 ml vody.
Vodna vrstva se odstrani a diethyletherova vrstva se protfepe 5 ml amoniaku
zfedéného; vodna vrstva se zbarvi ¢ervené.

3. Praskovana droga dava mikrosublimaci asi pii 150-160 °C Zluty sublimat, ktery
se zvlhéenim 1 kapkou zfedéného roztoku hydroxidu draselného barvi Cervené
(anthrachinony).

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

barvi se visnové Cervené (anthrachinony).

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

pocitano na vysuSeny extrakt.

4535, Rhei radix — Reveiiovy koten (CL 2009)
Jsou to ususené celé nebo fezané kotfeny a oddenky druhu Rheum palmatum L., reven
dlanita, Rheum officinale Baill., reven 1ékatska, Polygonaceae, kiiZzenct obou druh

nebo jejich smés. Kofeny a oddenky jsou vétSinou roziezané, zbavené stonku a zevni
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vrstvy klry s postrannimi kotinky.
Obsah: Nejméné 2,2 % hydroxyanthracenovych derivat, vyjadieno jako rhein,

pocitano na vysusenou drogu.
OH O OH

(LT o
(0] (@]
rhein

Zkousky totoznosti:

1. Asi 50 mg praskované drogy se smicha s 25 ml kyseliny chlorovodikové zifedéné
a zahtiva se 15 minut na vodni lazni. Po ochlazeni se protiepe 20 ml diethyletheru
a vodna vrstva se odstrani. Diethyletherova vrstva se protiepe 10 ml amoniaku
ziedéného. Vodna vrstva se zbarvi ¢ervené az fialove.

2. Mikrosublimaci pfi 140-160 °C vznikd sublimat sestavajici ze zlutych kapicek
nebo jehlickovitych krystalki, jez se v kapce zfedéného roztoku hydroxidu
draselného rozpousteji Cervené.

3. Tenkovrstva chromatografie:

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

30 ml vody a zahtiva se 15 minut ve vodni lazni. Po ochlazeni se protiepe s 25 ml

diethyletheru. diethyletherova vrstva se vysusi siranem sodnym bezvodym a zfiltruje

se. Filtrat se odpafi do sucha, zbytek se rozpusti v 0,5 ml diethyletheru.

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

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny mravenci bezvodé, ethyl-acetatu a

petroletheru (1 : 25 : 75).

Nandaseni: 20 pl zkouSeného roztoku a 20 ul porovnavaciho roztoku do prouzki.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

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

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stiedni ¢asti oranZové

fluoreskujici skvrna (emodin). Na chromatogramu zkouSeného roztoku je skvrna

odpovidajici skvrné emodinu; nad skvrnou emodinu jsou dvé stejné fluoreskujici
skvrny (fyscion a chrysofanol v poradi vzestupné hodnoty Rf); pod skvrnou emodinu

jsou také dveé stejn¢ fluoreskujici skvrny (rhein a aloe-emodin v potadi sestupné
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hodnoty Rf). Vrstva se postiikd roztokem hydroxidu draselného (100 g/I)

V methanolu. VSechny skvrny se zbarvi ¢ervené az fialove.

Zkousky na cistotu (Rheum rhaponticum auct, reven bulharskd) tenkovrstvou
chromatografii:

ZkouSeny roztok: 0,2 g praskované drogy se smichd s 2 ml methanolu a vaii se
5 minut pod zpétnym chladi¢em. Necha se ochladit a zfiltruje se. Filtrat se pouzije
jako zkouSeny roztok.

Porovnavaci roztok: 10 mg rhaponticinu se rozpusti v 10 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

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

Vyvijeni: Po draze 12 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Vrstva se postiika kyselinou fosfomolybdenovou.

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

chromatogramu porovnévaciho roztoku.

Stanoveni obsahu

Spektrofotometricky na rhein.

4.5.3.6. Sennae folium - Sennovy list (CL 2009)

Jsou to ususené listky druhu Cassia senna L. (Cassia acutifolia Delile), kassie
ostrolista, Fabaceae (diive Caesalpiniaceae), podéeledd’ Caesalpinioideae, znamého
jako Alexandrijska nebo Chartimska senna, nebo druhu Cassia angustifolia Vahl,
kassie uzkolista, znamého jako Tinnevelly senna, nebo smés obou druht.

Obsah: Nejméné 2,5 % hydroxyanthracenovych glykosidl, vyjadieno jako sennosid

B, pocitano na vysusenou drogu.
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Zkousky totoznosti:

1. Asi 25 mg praskované drogy se smicha v kuzelové bance s 50 ml vody a 2 ml
kyseliny chlorovodikové a zahfiva se 15 minut na vodni lazni. Po ochlazeni se
protiepe 40 ml diethyletheru. Diethyletherova vrstva se oddé€li a vysusi se nad
siranem sodnym bezvodym. 5 ml tohoto roztoku se odpaii do sucha. Odparek se
po vychladnuti smichd s 5 ml amoniaku zfedéného; vznika zluté nebo oranzové
zbarveni. Zahtiva se 2 minuty na vodni lazni; vznika cervenofialové zbarveni.

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

3. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,5 g praskované drogy se zahieje k varu s5 ml smési stejnych

objemovych dilti ethanolu 96% a vody. Smés se odstfedi a pouZije se supernatantni

tekutina.

Porovnadvaci roztok: 10 mg sennového extraktu se rozpusti v 1 ml smési stejnych

objemovych dila ethanolu 96% a vody (roztok obsahuje maly sediment).

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dilii kyseliny octové ledové, vody, ethyl-acetatu a

propan-1-olu (1 : 30 : 40 : 40).

Nandaseni: 10 pl do prouzkd (20 mm x 2 mm).

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se roztokem kyseliny dusiéné 20% a zahtiva se 10 minut pii 120

°C, necha se ochladit a postiika se roztokem hydroxidu draselného (50 g/1) v ethanolu

50% (V/V) do objeveni skvrn.

Hodnoceni: Hlavni skvrny na chromatogramu zkouSeného roztoku odpovidaji

polohou (sennosidy B, A, D a C v poradi stoupajicich hodnot Rf), zbarvenim i

131



velikosti hlavnim skvrnam na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Mezi skvrnami

sennosidi D a C mize byt patrna skvrna odpovidajici rhein-8-glukosidu.

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

0,150 g praskované drogy se smicha v 100ml bance se 30,0 ml vody. Banka se zvazi
a zahtiva se 15 minut ve vodni lazni pod zpétnym chladi¢em. Necha se ochladit, zvazi
se a je-li tfeba, doplni se na pidvodni hmotnost vodou. Odstiedi se a 20,0 ml
supernatantni tekutiny se pfevede do délici nalevky na 150 ml. Pfida se 0,1 ml
kyseliny chlorovodikové ziedéné a protiepe se tiikrat 15 ml chloroformu.
Chloroformova vrstva se po oddéleni vzdy odstrani. Pfida se 0,109
hydrogenuhli¢itanu sodného, 3 minuty se protfepava, pak se odstiedi. 10,0 ml
supernatantni tekutiny se prevede do 100ml baiiky s kulatym dnem a se zabrousenym
hrdlem, ptida se 20 ml chloridu zelezitého (105 g/l) a promiché se. Smés se zahiiva
20 minut ve vodni lazni pod zpétnym chladi¢em tak, aby hladina vody ve vodni lazni
presahovala hladinu roztoku v bance. Pfida se 1 ml kyseliny chlorovodikové 35% a
znovu se zahtiva 20 minut ve vodni 1azni za Castého protfepavani az do rozpusténi
srazeniny. Po ochlazeni se smés pievede do délici nalevky a protiepe se tiikrat 25 ml
diethyletheru, pfedem pouzitého k promyti baiiky. Tii diethyletherové vrstvy se spoji
a promyji se dvakrat 15 ml vody. Diethyletherova vrstva se pievede do odmérné
bariky a ziedi se diethyletherem na 100,0 ml. 10,0 ml tohoto roztoku se opatrné odpafi
do sucha. Odparek se rozpusti v 10,0 ml roztoku octanu hotec¢natého (5 g/l)
v methanolu.

MEéii se absorbance tohoto roztoku v maximu pii 515 nm za pouZiti methanolu jako
kontrolni tekutiny.

Vypocitd se obsah hydroxyanthracenovych glykosidii v procentech, vyjadieno jako
sennosid B, podle vzorce:

Ax125
m

V némz znaci
A — absorbanci pii 515 nm;
m — hmotnost zkousené drogy v gramech;

Specificka absorbance sennosidu B mé hodnotu 240.

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

B, pocitano na vysuseny extrakt.

45.3.7. Chrysarobinum - Chrysarobin

Je to vycistény benzenovy extrakt z dutin stromu Andira araroba Aguiar, andira
brazilska a Andira inermis Kunth ex DC, andira 1ékafska, Fabaceae.

Je to zluty az Zlutohnédy prasek bez chuti a pachu, nerozpustny ve vod¢, dobie
rozpustny v organickych rozpoustédlech.

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

anthranol.

Zkousky totoznosti:

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

2. 5 mg se rozpusti v 5 ml kyseliny sirové koncentrované; vznikly tmavocerveny
roztok se vlije do 50 ml vody; chrysarobin se vylou¢i jako oranzové Zluta sraZenina.

3. 2 mg drogy se smisi s 2 kapkami dymavé kyseliny dusi¢né; ¢ervenohnéda smés se
pfidanim nékolika kapek roztoku amoniaku 15% zbarvi fialové cervené
(modifikovand Borntrdgerova reakce; dymavéa kyselina dusicnd konvertuje

redukované derivaty na anthrachinony).

45.38. Hyperici herba — T¥ezalkova nat’ (CL 2009)
Jsou to celé nebo fezané usuSené kvetouci vrcholky druhu Hypericum perforatum L.,
tiezalka teCkovana, Hypericaceae, sklizené v dob¢ kvétu.

Obsah: Nejméne 0,08 % celkovych hypericini, po¢itano na vysusenou drogu.
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OH O OH
hypericin

Zkousky totoznosti:

1. Tenkovrstva chromatografie

Zkouseny roztok: 0,5 g praskované drogy se micha s 10 ml methanolu 10 minut ve
vodni lazni pii 60 °C a zfiltruje se.

Porovnadvaci roztok: 5 mg rutosidu a 5 mg hyperosidu se rozpusti v methanolu a ziedi
se jimna 5 ml.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

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

Nandseni: 10 pl zkouSeného roztoku a 5 pl porovnavaciho roztoku do 10 mm
prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: 10 minut 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. Po 30 minut se pozoruje
V ultrafialovém svétle pti 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni tfetiné skvrna
rutosidu a nad ni skvrna hyperosidu, obé skvrny fluoreskuji Zlutooranzové. Na
chromatogramu zkouSeného roztoku jsou vdolni tfetiné cervenooranzoveé
fluoreskujici skvrny (rutosid a hyperosid) a v dolni ¢asti horni tfetiny chromatogramu
je skvrna pseudohypericinu a nad ni skvrna hypericinu, obé fluoreskuji Cervene. Na

chromatogramu zkouSeného roztoku jsou dalsi zluté nebo modie fluoreskujici skvrny.
Stanoveni obsahu:

ZkouSeny roztok: 0,800 g praskované drogy se ve 100ml batnice s kulatym dnem

smicha se 60 ml smési objemovych dili vody a tetrahydrofuranu (20 : 80) a vlozi se
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magnetické michadlo. Smés se vaii 30 minut ve vodni lazni pii 70 °C pod zpétnym
chladicem. Odstiedi se (2 minuty pfi 700 g) a supernatantni tekutina se pievede do
250ml baiky. Zbytek drogy se smicha s 60 ml smési objemovych dilid vody a
tetrahydrofuranu (20 : 80). Smés se opét zahtiva 30 minut pod zpétnym chladi¢em.
Odstredi se (2 minuty pfi 700 g) a supernatantni tekutina se pfevede do téze varné
banky. Spojené roztoky se odpaii do sucha. Zbytek se prevede 15 ml methanolu do
25ml odmérné bailky za pomoci ultrazvuku. 250ml batika se promyje methanolem;
promyvaci tekutina se pfida k roztoku v odmérné banice a spojené tekutiny se ziedi
methanolem na 25,0 ml. Opét se odstfedi, 10 ml roztoku se zfiltruje ptes stiikacku
s filtrem ze slinutého skla (0,2 um), prvni 2 ml filtratu se odstrani. 5,0 ml filtratu se
pfevede do odmérné baiiky a zfedi se methanolem na 25,0 ml.

Kontrolni kapalina: Methanol.

Obsah celkovych hypericini v procentech, vyjaddieno jako hypericin, se vypocitd
podle vzorce:

Ax125
mx870

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

Specificka absorbance hypericinu ma hodnotu 870.

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

Obsah, pocitano na vysuSeny extrakt:

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

- flavonoidy, vyjadieno jako rutosid nejméné 6 %;

- hyperforin nejvysSe 6,0 % a ne vice nez obsah uvedeny na obalu.
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4.6. KARDIOAKTIVNI GLYKOSIDY

Kardioaktivni glykosidy jsou pfirodni latky se specifickym tG¢inkem na srde¢ni sval.
Jejich aglykon se fadi do skupiny pfirodnich steroidi. Biogeneticky jsou odvozeny od
kyseliny mevalonové a jejich tvorba vychazi z biosyntézy triterpenti. Pfimym
prekurzorem kardioaktivnich glykosidi je cholesterol. Nositelem kardioaktivniho
ucinku je aglykon, derivat cyklopentanoperhydrofenanthrenu, ktery ma v polohéach C-

10 a C-13 methylové skupiny, dalsi substituenty jsou na C-3, C-14 a C-17.

Pro farmakologickou t¢innost musi aglykon spliiovat né€kolik pozadavki:
e cis-anelace kruht A/B, trans-anelace kruhti B/C a cis-anelace kruhi C/D,
e hydroxylova skupina na C-3 a C-14 musi byt orientovana f,

e nenasyceny laktonovy kruh na C-17 musi byt orientovany /.

Podle charakteru laktonového kruhu rozliSujeme dva typy kardioaktivnich glykosidu:

1. Kardenolidy s péti¢lennym nenasycenym laktonovym kruhem; nejcastéji se
nachazi v Celedich Liliaceae, Ranunculaceae, Apocynaceae, Asclepiadaceae a
Plantaginaceae (digitalis diive fazeny do Scrophulariaceae).

2. Bufadienolidy se Sesticlennym dvojndsobné nenasycenym laktonovym kruhem;

jsou piitomné v Urginea maritima a v zlazach nékterych druht ropuch rodu Bufo.

kard-20,22-enolid bufa-20,22-dienolid
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Cukernéd slozka (pfevdzné oligosacharid) je obvykle vadzana pies hydroxylovou
skupinu na C-3. Vedle béZznych monosacharidi D-glukosy a L-rhamnosy jsou
pritomné cukry specifické pouze pro tyto glykosidy, napt. D-digitoxosa, D-Cymarosa,
D-digitalosa. Sacharidova ¢ast molekuly ovliviiuje zejména rychlost ti¢inku, toxicitu a

kumulaci kardioaktivnich glykosidl v organismu.

4.6.1. KVALITATIVNI REAKCE KARDIOAKTIVNICH GLYKOSIDU

Pti diikazu kardioaktivnich glykosida je nutné vodné nebo ethanolové extrakty zbavit
balastnich latek jako je chlorofyl, tfisloviny, saponiny a pod., které by ztézovaly
identifikaci. K tomu se pouzivaji tfi zdkladni postupy:

- adsorp¢ni chromatografie;

- srazeni tfislovin a barviv roztoky soli kovi;

- roztiepavani mezi nemisitelné faze.

Reakce pouzivané k identifikaci kardioaktivnich glykosida 1ze rozdélit do tii skupin:

4.6.1.1. Reakce typické pro kardenolidy
Jsou podminény pfitomnosti dvojné vazby v laktonovém kruhu aglykonové casti
molekuly. Reakce probihaji v alkalickém prostiedi a neposkytuji je bufadienolidy.

Radime sem tyto reakce:

Baljetova reakce

S alkalickym roztokem kyseliny pikrové vznika svétle oranZové az temné Cervené
zabarveni. Vlivem hydroxidu dochazi k odstépeni protonu na C-21 laktonového kruhu
kardenolidd, pfi¢emz se vytvari karbanion, ktery se nukleofilné aduje na kyselinu
pikrovou. Vznikd Meisenheimertv barevny komplex, ktery ma absorbéni maximum
pfi vinové délce 491 nm, a proto miiZeme reakci pouzit i ke kvantitativnimu

stanoveni. Reakci rusi pfitomnost acetonu.

Na*

Kardenolid Karbanion Meisenheimertv komplex

137



Raymondova reakce
Vyuziva misto kyseliny pikrové m-dinitrobenzen. Laktonovy kruh kardenolidi
reaguje v zasaditém prostiedi s polynitroaromaty za vzniku jiz uvedeného

Meisenheimerova komplexu. S m-dinitrobenzenem vznika fialové modré zabarveni.

Keddeho reakce
Vyuziva kyselinu 3,5-dinitrobenzoovou v ethanolu za vzniku cervenofialového

komplexu.

Legalova reakce
S nitroprusidem sodnym vzniké oranzové Cervené zbarveni. Tato reakce je zalozena

na vzniku barevného komplexu pfi reakci nitroprusidu sodného s laktonovym kruhem.

4.6.1.2. Reakce vazané na cukernou sloZzku
Pti hydrolyze kyselinou dochézi k uvolnéni cukerné slozky, kterd reaguje s nékterymi
zkoumadly (xanthydrolem, vanilinem, anthronem, Fehlingovym zkoumadlem, p-

dimethyl- aminobenzaldehydem) za vzniku barevnych produktu.

Keller-Kilianiho reakce

Roztokem chloridu Zelezit¢ého a kyselinou sirovou se dokazuji ptredevSim 2-
deoxycukry (D-digitoxosa, D-cymarosa), nékdy téz aglykon. Cukry se barvi kyselinou
sirovou modrozelené az modie a aglykon tvofi hnédy prstenec. Mechanismus této
reakce neni zcela znam, pozitivni barevna zména nastane pouze v piitomnosti volné
digitoxosy. Pfedpoklada se, ze pisobenim kyseliny cukr pfejde na derivat furfuralu a
plisobenim Zelezitych iontli se méni na malondialdehyd nebo acetaldehyd. Tim je

umoznén kondenzacni a polymeracni priibéh reakce.

Reakce s xanthydrolem
S Cerstvé pripravenym roztokem xanthydrolu reaguji 2-deoxycukry za vzniku
stabilniho vinové cerveného zabarveni. Reakce se pouziva i1 pifi kvantitativnim

stanoveni kardioaktivnich glykosida.

4.6.1.3. Reakce charakteristické pro steroidy
Jsou zaloZeny na dehydrataci aglykonu, jeho izomerizaci a vzniku barevnych

produkti.
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Liebermann-Burchardova reakce (reaguji také steroidy a triterpenoidy).

Reakce s anhydridem kyseliny octové a koncentrovanou kyselinou sirovou. Vlivem
kyseliny sirové dochazi k dehydrataci a dehydrogenaci steroidniho skeletu, vznikaji
karbeniové ionty a slouCeniny s konjugovanymi dvojnymi vazbami. Zabarveni
vznikl¢é ihned po reakci se mize zménit vlivem izomerizace dvojné vazby v molekule

steroidu.

Rosenheimova reakce
Provadi se s 90 - 98% kyselinou trichloroctovou. Tato reakce je charakteristicka pro
steroidy, jez ve své molekule maji systém konjugovanych dvojnych vazeb nebo pro

aglykony, které ho mohou vytvofit (bufadienolidy).

4.6.2. KVANTITATIVNI STANOVENI KARDIOAKTIVNICH GLYKOSIDU

Pro kvantitativni vyhodnoceni se v soucasnosti pouziva nejcastéji kolorimetricka
metoda. Zakladem je izolace glykosidl a aglykonl vodou nebo ethanolem, piecisténi
extraktu a kysela hydrolyza glykosidi. Aglykony se stanovuji reakci s kyselinou
pikrovou (viz Baljetova reakce). Vznikly barevny komplex ma absorbéni maximum
pti vinové délce 491 nm a méfi se proti Baljetovu zkoumadlu jako porovnavacimu

roztoku.

4.6.3.DROGY S OBSAHEM KARDIOAKTIVNICH GLYKOSIDU

4.6.3.1. Digitalis purpureae folium — List naprstniku &erveného (CL 2009)
Je to ususeny list druhu Digitalis purpurea L., naprstnik Cerveny, Plantaginaceae
(dfive Scrophulariaceae).

Obsah: Nejméné 0,3 % kardenolidd, vyjadieno jako digitoxin, poc¢itano na vysusenou

drogu.
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Dx—Dx—Dx—0O

digitoxin

Zkousky totoznosti:

1.

1 g praskované drogy se povaii s 15 ml vody a po vychladnuti se odvar zfiltruje

vatou. Filtrat se rozd¢li na 2 dily:

a) K prvnimu dilu se ptidava po kapkach roztok octanu olovnatého, az nevznika
dalsi sraZenina. Zfiltruje se. K filtratu se pfidava roztok hydrogenfosfore¢nanu
sodného tak dlouho, az nevznikd sraZenina. Poté se zfiltruje a k filtratu se ptida
stejny objem cerstvé piipraveného Baljetova zkoumadla (9,5 ml 1 % roztoku
kyseliny pikrové se smicha s 0,5 ml 10% roztoku NaOH. Pted pouzitim se fedi s

methanolem v poméru 1:1). Do 20 minut se roztok barvi ¢ervenooranzove.

b) K druhému dilu se ptida 5 ml chloroformu, 1 ml diethyletheru a 1 ml ethanolu a
protiepe se. Chloroformova vrstva se na porcelanové misce odpaii do sucha.
Odparek se rozpusti v 1,5 ml koncentrované kyseliny octové, piida se 1 kapka
0,1% roztoku chloridu Zelezit¢ého a ve zkumavce se podvrstvi 1,5 ml kyseliny
sirové. Na styku obou vrstev se vytvoii barevny prstenec na spodiné
hnédocerveny — digitaligeniny, v horni ¢asti zpocatku nazelenaly, pozdé€ji modry
(digitoxosa, Keller-Kilianiho reakce).

Dikaz steroidni slozky: 0,5 g praSkované drogy se 2 minuty vaii s 10 ml ethanolu
50% a 5 ml roztoku octanu olovnatého 10%. Po ochlazeni se smés piefiltruje.
Filtrat se vyttepe do 15 ml chloroformu, chloroformovy roztok se vysusi
bezvodym siranem sodnym a ptefiltruje. 3 ml chloroformového extraktu se odpaii
do sucha. Ke zbytku se pfida Iml smési 50 ml anhydridu kyseliny octové a 1 ml
koncentrované kyseliny sirové a protfepe se. Po nékolika minutdch vznika
hnédosedé zabarveni (steroidni skelet, Liebermann-Burchardova reakce).

Diikaz cukerné slozky: 0,5 g praskované drogy se smicha s5 ml cCerstveé

ptipraveného xanthydrolového zkoumadla. 3 minuty se zahfiva na vodni lazni a
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potom se chladi 5 minut. Po dalSich 10 minutach pii pokojové teploté se objevi

vinove Cervené zabarveni (digitoxosa).

4. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,0 g praS8kované drogy se smicha s 20 ml ethanolu 50% (V/V) a

10 ml octanu olovnatého. Vaii se 2 minuty, necha se ochladit a odstfedi se.
Supernatantni tekutina se protfepe dvakrat 15 ml chloroformu; je-li tieba, vrstvy se
oddéli odstfedénim. Spojené chloroformové vrstvy se vysu$i siranem sodnym
bezvodym a zfiltruji se. 10 ml filtratu se odpaii na vodni lazni do sucha, odparek se
rozpusti v 1 ml smési stejnych objemovych dilti chloroformu a methanolu.
Porovnavaci roztok: 5 mg purpureaglykosidu A, 2 mg purpureaglykosidu B, 5 mg
digitoxinu a 2 mg gitoxinu se rozpusti vesmési stejnych objemovych dila
chloroformu a methanolu a zfedi se stejnou smési na 10 ml.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild vody, methanolu a ethyl-acetatu (7,5 : 10 : 75).
Nandaseni: 20 pl, do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Do odpateni rozpoustédel.

Detekce: Postiika se smési objemovych dild roztoku chloraminu T (10 g/l) a roztoku
kyseliny trichloroctové (250 g/l) v ethanolu 96% (2 : 8), pak se 10 minut zahiiva pfi
100 °C az 105°C. Pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni ¢asti svétle modre
fluoreskujici skvrna (purpureaglykosid B), tésné nad ni hnédozluté fluoreskujici
skvrna (purpureaglykosid A), ve stfedni c¢asti chromatogramu svétle modie
fluoreskujici skvrna (gitoxin) a nad ni hnédozluté fluoreskujici skvrna (digitoxin).
Skvrny na chromatogramu zkouSeného roztoku odpovidaji polohou, zbarvenim a
velikosti skvrnam na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Na chromatogramu
zkouSeného roztoku mohou byt dalsi fluoreskujici skvrny (digitoxigenin a jeho
glykosidy fluoreskuji Zluté, gitoxigeniny a jeho glykosidy jasné modrfe a digoxigeniny

a jeho glykosidy ocelové modre).

Stanoveni obsahu:
0,250 g praskované drogy se protiepava 1 h s 50,0 ml vody. Pak se ptida 5,0 ml

roztoku octanu olovnatého (150 g/l), prottepe se a po nékolika minutach se prida
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7,5 ml roztoku hydrogenfosfore¢nanu sodného dodekahydratu (40 g/l), zfiltruje se
pies skladany filtr. 50,0 ml filtratu se vafi 1 h pod zpétnym chladi¢em na vodni lazni
s 5 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (150 g/l HCI). Roztok se pievede do délici
nalevky; banka se promyje dvakrat 5 ml vody; spojené tekutiny se prottepavaji tfikrat
25 ml chloroformu. Spojené chloroformové vrstvy se vysusi siranem sodnym
bezvodym a roztok se zfedi chloroformem na 100,0 ml. 40,0 ml tohoto roztoku se
odpaii do sucha, odparek se rozpusti v 7 ml ethanolu 50% (V/V). Pfidaji se 2 ml
kyseliny dinitrobenzoové a 1 ml hydroxidu sodného 1 mol/l. Soucasné se piipravi
porovnavaci roztok nasledujicim zpusobem: 50,0 mg digitoxinu se rozpusti v ethanolu
96% a zfedi se jim na 50,0 ml. 5,0 ml roztoku se zfedi ethanolem 96% na 50,0 ml.
K 5,0 ml tohoto roztoku se prida 25 ml vody a 3 ml roztoku kyseliny chlorovodikové
(150 g/1 HCI). Vati se 1 h pod zpétnym chladi¢em na vodni 1azni; dale se postupuje
vySe uvedenym zplsobem. Absorbance obou roztokd se méefi pii 540 nm nekolikrat
v pribc¢hu 12 minut tak, aby bylo dosazeno maxima. Jako kontrolni tekutina se
pouzije smés 7 ml ethanolu 50% (V/V), 2 ml kyseliny dinitrobenzoové a 1 ml
hydroxidu sodného 1 mol/l.

Z namétenych hodnot absorbanci a koncentraci roztokli se vypocitd obsah

kardenolidd v procentech, vyjadieno jako digitoxin.

4.6.3.2. Digitalis lanatae folium — List naprstniku vinatého

Je to usuSeny list druhu Digitalis lanata L., naprstnik vlnaty, Plantaginaceae (dfive
Scrophulariaceae).

Obsah: Neyméne 0,5 % kardenolidd, vyjadfeno jako digitoxin, vyjadieno na

vysuSenou drogu.

Stanoveni obsahu:

4,00 g jemné praskované drogy se prelije (v pfedem zvazené) 250 ml zabrusové barice
50 ml 70% horkého ethanolu a vafi pod zpétnym chladi¢em 15 minut na vodni 1azni.
Neché se ochladit na 20 °C. Doplni se 70% ethanolem na piivodni hmotnost. Pfida se
110 ml vody a promicha se. Pfid4 se 50 ml 15% octanu olovnatého a znovu se fadné
promicha. Vznikla sraZzenina se po kratkém usazeni zfiltruje. Ke 160 ml ¢irého filtratu
(=3.,2 g drogy) se piida 48 ml roztoku hydrogenfosfore¢nanu sodného 10%. Dobie se
promichéd a opét se zfiltruje. 162,5 ml filtratu (odpovida 2,5 g drogy) se nalije do
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délici nalevky na 300 ml. Postupné se vytiepava s 50, 40, 40 a 40 ml chloroformu.
Spojené chloroformové extrakty se odpafi na rotacni vakuové odparce do sucha.
Odparek se postupné po Castech rozpusti ve smési chloroform-methanol (1:1) na
celkovy objem 25 ml. 2 ml tohoto extraktu (200 mg drogy) se odpafi do sucha,
odparek se rozpusti v 35 ml methanolu. 5 ml methanolového roztoku se smicha s 5 ml
Baljetova zkoumadla. Po 30 minutach stani se méfi absorbance barevného roztoku pii
494 nm proti porovnavacimu roztoku (5 ml methanolu + 5 ml Baljetova zkoumadla).
Procento celkového mnozstvi glykosidi, pocitanych jako lanatosid C, se vypocita

podle vzorce:
% =Ax 341

A — naméfenda absorbance

Digitalis purpureae folium a Digitalis lanatae folium jsou surovinami pro izolaci

strukturou definovanych kardioaktivnich glykosida:

4.6.3.3. Digitoxinum — Digitoxin (CL 2009), Digoxinum — Digoxin (CL
2009)
Zkousky totoznosti jsou zalozeny:
1. nainfracervené absorpcni spektrofotometrii
2. na tenkovrstvé chromatografii a reakcich vyse popsanych (s kyselinou
dinitrobenzoovou v alkalickém prostiedi a s chloridem zelezitym a

kyselinou sirovou).

4.6.3.4. Ouabainum octahydricum — Ouabain oktahydrat (CL 2009) diive:
g-Strophantin

Strukturou definovany kardioaktivni glykosid, ktery se izoluje z drogy Strophanthi
semen — Strofantové semeno.

Matec¢nou rostlinou je Strophanthus gratus (Wall. et Hook. ex Benth.) Baill., krutikvét
cenny, Apocynaceae. Je to stromovitd liana obsahujici prizracny nebo bily latex.
Zplostéla semena jsou podobna sementim ovsa. Jsou opatfena charakteristickou
pérovitou osinou.

Ouabain se ziskava také ze dieva stromu Acokanthera schimperi Oliv., akokantera

Schimperova, Apocynaceae, rostouciho v jthovychodnich oblastech Afriky.
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Zkousky totoznosti:

1. K1 gpraskované drogy (Strophanti semen) se pfida 10 ml vody, povati se a odvar
se po vychladnuti zfiltruje. Chromatograficky na tenké vrstvé silikagelu G
porovnanim se standardem. Vyviji se po draze 13 cm smési objemovych dili
vody, methanolu, dimethylsulfoxidu a chloroformu (4 : 15 : 15 : 70). Vrstva se
suSi 30 minut v odvétravané susarné pii 140 °C. Necha se ochladit. Postiika se
kyselinou sirovou v ethanolu a zahtiva se 15 minut ptfi 140 °C. Posuzuje se poloha
a zbarveni skvrn.

2. 2 mg ouabainu se rozpusti ve 2 ml kyseliny sirové; vznika rizové zbarveni, které
rychle pfechéazi v cervené. Roztok mé v ultrafialovém svétle zelenou fluorescenci.

3. Asi 1 mg ouabainu se rozpusti v 1 ml dinitrobenzenu a ptida se 0,2 ml hydroxidu
sodného ziedéného; vznika intenzivni modré zabarveni.

4. 0,1 g se rozpusti v 5 ml roztoku kyseliny sirové (150 g/l) a n€kolik minut se vafi.
Roztok zezloutne a zakali se. Zfiltruje se. K filtratu se pfida 5 ml roztoku
hydroxidu sodného (120 g/I), 3 ml vinanu méd’natého a zahfeje se; vznikne

dervena srazenina.

4.6.3.5. Convallariae herba — Konvalinkova nat’
Ususené celé nebo fezané eliptické dlouze fapikaté listy druhu Convallaria majalis L.,
konvalinka vonna, Convallariaceae (dfive Liliaceae).

Obsah: Nejméné 0,2 % konvallatoxinu.

Zkousky totoZnosti

2 g drogy se povaii s 25 ml vody, odvar se po vychladnuti zfiltruje vatou.

1. K10 ml filtratu se pfidd 10 ml chloroformu, 2 ml diethyletheru a 2 ml ethanolu
95% a dikladné se protiepe. Chloroformova vrstva se odpafi na porcelanové
misce do sucha, odparek se rozpusti ve 3 ml kyseliny octové koncentrované, piida
se 1 kapka 0,1% roztoku chloridu Zelezitého a roztok se ve zkumavce navrstvi na
3 ml kyseliny sirové. Na styku obou vrstev se vytvoii cervenohnédy prstenec,
vrstva kyseliny octové se barvi zelen¢.

2. K10 ml filtratu se ptidava po kapkach roztok octanu olovnatého, az nevznika

dal$i srazenina a pak se zfiltruje. K filtratu se po kapkach ptidava roztok
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hydrogenfosforeCnanu sodného, az nevznika srazenina a opét se zfiltruje. K
filtratu se pfida stejny objem CcCerstvé piipraveného trinitrofenolatu sodného

(Baljetovo zkoumadlo). Do 30 minut se roztok zbarvi ¢ervené oranzove.

Stanoveni obsahu:

3,00 g jemné praskované drogy se prelije 50 ml ethanolu 70% a vaii se pod zp&tnym
chladicem 15 minut na vodni lazni. Necha se 15 minut stat a pak se ochladi na 20 °C.
Ptid4 se 70 ml vody a 20 ml octanu olovnatého 20% a fadné€ se promichd. Vznikla
srazenina se po kratkém usazeni zfiltruje. Ke 100 ml ¢irého filtratu se ptida 25 ml
hydrogenfosfore¢nanu sodného 10%. Dobie se promicha a opét zfiltruje. 100,0 ml
filtratu (odpovida 2,0 g drogy) se vpravi do dé€lici nalevky na 200 ml. Postupné se
vytiepava 60 ml a tfikrat 35 ml chloroformu. Spojené chloroformové extrakty se
odpaii na rota¢ni vakuové odparce do sucha pfti teploté nepiesahujici 50 °C. Odparek
se rozpusti v 10 ml methanolu a roztok se pfefiltruje. 1 ml roztoku se doplni
methanolem na 10 ml. 5 ml tohoto roztoku se smicha s 5 ml Baljetova zkoumadla. Po
15 minutdch stdni se méfi absorbance barevného roztoku pii 494 nm proti
porovnavacimu roztoku (5 ml methanolu + 5 ml Baljetova zkoumadla). Procento
celkového mnozstvi glykosidi, pocitanych jako konvallatoxin se vypocitd podle
vzorce

% = A x0,625

A - naméfena absorbance
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4.7.SAPONINY

Saponiny jsou piirodni latky, které dostaly nadzev 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 (pfevazné jako
oligosacharidy) jsou vazany nejcastéji pies 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 ptirod¢ méné rozsifené a nachazeji se u jednodeloznych rostlin, zejména v Celedich

Liliaceae, Dioscoreaceae, Agavaceae aj.

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

kardioaktivni glykosidy).

Steroidni saponiny jsou rozpustné ve vodé a dalSich polarnich rozpoustédlech. Vliv
stereochemie na aktivitu saponinii neni tak dilezity, jako napt. u kardioaktivnich
glykosidii. Pfirodni sapogeniny se li$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 saponint, se velmi
vzacné vyskytuji v jednodéloznych 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

tfi skupin: -amyrinové, a-amyrinové a lupeolové.

4.7.1. KVALITATIVNI REAKCE SAPONINU

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

nejdiive vyizolovat.

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

(tetrajodortutnatan draselny Ko[Hgla]).

4.7.1.2. 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 sloucenin. Slou¢enina se
jevi barevnd, jestlize z bezbarvého svétla, které na ni dopada, jednu cast pohlti a
druhou odrazi. A pravé tato odrazena cast, kterd uz neobsahuje paprsky vSech
vlnovych délek, protoze byly pohlceny slou¢eninou, vyvolava v naSem oku na sitnici
barevny vjem. Pokud byla napf. 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 mikrosublimdt 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 pouZzitém mikrosublimatu.

Barevné produkty Liebermann-Burchardovy reakce podle Watanabeho

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

vznikaji riizné barevné odstiny ¢ervené a fialové.

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

cervené zabarveni, které prechazi do fialova.

Pro dikaz saponini lze vyuzit také jejich specifickou vlastnost hemolyzovat ¢ervené
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 dvirek, tj. difunduji do Zelatiny nebo agaru a zpiisobuji

hemolyzu krvinek, coZ se projevi zjasnénim Cervené barvy agaru.

4.7.2. KVANTITATIVNI HODNOCENI SAPONINU
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Pfi stanoveni saponinli v drogach se pouzivaly metody fyzikalni (stanoveni Cisla
pénivosti), metody chemické (napi. titracni stanoveni kyseliny glycyrrhizové) a
metody biologické (stanoveni hemolytického indexu — stanoveni mnoZzstvi

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

4.7.2.1. Stanoveni Cisla pénivosti podle Koflera

Jednou z nejnapadnéjSich vlastnosti saponinti, jimiz se 1isi od ostatnich glykosida, 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¢ zavislda na privodnich slozkach. Proto lze hodnoceni
saponinovych drog podle povrchového napéti jejich extrakti pouzit jen omezené, 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.

4.7.3.DROGY S OBSAHEM SAPONINU

4.7.3.1. Primulae radix — Prvosenkovy koien (CL 2009)

Je to cely nebo fezany usuSeny oddenek s koteny druhu Primula veris L., prvosenka
jarni, nebo Primula elatior (L.) Hill., prvosenka vy$$i, Primulaceae. Droga hoiké
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 smicha s 5 ml teplé vody a po vychladnuti se protiepe.

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 piefiltruje. K filtratu se piida 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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4.7.3.2. Saponariae radix — Kofen mydlice lékaiské

Jsou to usuSené podzemni c¢asti druhu Saponaria officinalis L., mydlice 1ékaiska,
Caryophyllaceae.

Obsah: 2,5 — 5 % smé&si saponini ozna¢ovanych jako saporubin, dale triterpenové

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

Zkousky totoznosti:
1. Pti¢ny fez drogou navlhé¢ime 96% kyselinou sirovou, vznika Zzluté zabarveni, které
pfechazi ptfes pomerancovou az do riazovofialové (saponiny, modifikovana

Salkowského reakce).

2. Ditkaz saponint 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.

4.7.3.3. Polygalae (Senegae) radix — Senegovy koien (CL 2009)
Jsou to ususené koteny druhu Polygala senega L., vitod senega, Polygalaceac.
Obsah: 6 az 12 % triterpenoidnich saponinti, 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 minutich ptechdzi do riZzové (saponiny, Salkowského

reakce).

2. Dtikaz saponinti 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.

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

na 10 ml.
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Stacionarni 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).

Nanaseni. 10 ul 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 zahiiva pii 100 °C az 105 °C, dokud
se na chromatogramu zkouseného roztoku neobjevi ¢ervené skvrny (saponiny).
Hodnoceni A. V dolni a stiedni ¢asti chromatogramu zkouSeného roztoku jsou tii az
pét Cervené zbarvenych skvrn odpovidajicich polohou Sedofialovym skvrnam escinu
na chromatogramu porovnavaciho roztoku.

Detekce B. Vrstva se posiika 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 prouzkl escinu na chromatogramech po naneseni

10 a 40 pl porovnovaciho roztoku.

4.7.3.4. Verbasci flos — Diviznovy kvét (CL 2009)

Je to usuSena kvétni koruna druhit 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. Dtikaz saponinil 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
s 1 ml kyseliny chlorovodikové 35% a vafi se 1 minutu; vznikd zelenomodré

zabarveni a po nékolika minutach se tvofi zakal a pak cernd sraZenina (iridoidy).

3. Tenkovrstva chromatografie:
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ZkouSeny roztok: 1,0 g praskované drogy se smicha s 10 ml methanolu a zahiiva 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 pl porovnavaciho roztoku do prouzk.
Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Horka vrstva se postiika roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/l)
v methanolu a pak roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu. Susi se na vzduchu
30 minut a pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 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).

4.7.3.5. Herniariae herba — Pritrznikova nat’

Je to cela nebo fezana susena nat' druhu Herniaria glabra L., pratrznik lysy, a
Herniaria hirsuta L, pratrznik chlupaty, Caryophyllaceae (nové Ilecebraceae).

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

methylumbelliferon (herniarin).

Zkousky totoznosti:

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

2. Dtikaz saponinll na krevnim agaru viz Saponariae radix.
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4.7.3.6. Ononidis radix — Jehlicovy koien (CL 2009)
Je to cely nebo fezany ususeny kofen druhu Ononis spinosa L., jehlice trnita,
Fabaceae.

Obsah: saponiny, flavonoidy, silice.

Zkousky totoznosti:
1. Mikrosublimaci pfi piiblizné 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 kofenem se navlh¢i kapkou ziedéného roztoku amoniaku, barvi se zluté.

3. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy se smicha s 15 ml methanolu a vaii 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.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu F2ss 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.

Suseni: 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 zkouSené¢ho roztoku je intenzivni modrd skvrna
viditelna pii 365 nm, lokalizovana jako resorcinol porovnavaciho roztoku. Jsou jesté
patrné dal$i méné intenzivné zabarvené skvrny.

Detekce B: Vrstva se postiika anisaldehydem (v nasledujicim potadi 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. 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

zkousSeného roztoku je v poloze nad resorcinolem fialova skvrna (onokol).
2. Diikaz 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 odpareni se susi

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

4.7.3.7. Liquiritiae radix — Léko¥icovy koien (CL 2009)

Je to ususeny neloupany nebo loupany, cely nebo fezany kotfen 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, pocitano na vysusenou drogu. Dale

jsou piitomné flavonoidy a chalkony.

GIlcA—GIcA—0O

glycyrrhizova kyselina
Zkousky totoznosti

1. 0,5 g praskované drogy se povafi 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 ptida 5 ml koncentrované kyseliny sirové, droga i

kyselina se zbarvi oranzov¢, 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 HCl 35%), zahtiva se 30
minut na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se zfiltruje. Filtr a banka
se susi 60 minut pfi 105 °C. Filtr se vlozi zpét do banky, pfidda se 20,0 ml
diethyletheru a zahtiva se 5 minut na vodni ldzni pti 40 °C pod zpétnym chladi¢em,
po ochlazeni se zfiltruje a filtrat se odpaii 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 Fzs4 pro TLC.

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

Nandseni: 10 pl do prouzku.

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
Vv dolni poloving skvrna zhasejici fluorescenci (kyselina glycyrrhetova).

Detekce B: Postiika se anisaldehydem (v nasledujicim pofadi se smicha 0,5 ml
anisaldehydu, 10 ml kyseliny octové ledové, 85 ml methanolu a 5 ml kyseliny sirové
96%), zahtiva se 5 minut aZz 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 Vv dolni poloviné fialova skvrna
odpovidajici polohou skvrné¢ kyseliny glycyrrhetové na chromatogramu
porovnavaciho roztoku a v horni tfetiné¢ zlutd 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 bance na 100 ml s 20 ml 3% roztoku kyseliny dusi¢né

V acetonu a zahiiva se na vodni lazni, jejiz teplota nesmi piekrocit 60 °C, pod
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zpétnym chladicem 10 minut. Ochlazeny extrakt se zfiltruje na Biichnerové nalevce.
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 0
objemu 200 ml. Pfida se 40 ml ethanolu 60% a za stalého michani 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 neutrdlniho formaldehydu. Nechd se 1 hodinu
stat a pak se titruje 0,1 M roztokem hydroxidu sodného na fenolftalein do ¢ervené¢ho
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/l) a ztedi 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 ziedi roztokem amoniaku 17,5% RS (8
g/l) na 100,0 ml.

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

Kolona. Stacionarni faze: silikagel oktadecylsilylovany.

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

Pritokova rychlost. 1,5 ml/min.

Detekce. Spektrofotometricky detektor, 254 nm.

156



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 zkousené¢ho roztoku. Obsah kyseliny

glycyrrhizové se vypocita podle vzorce

V némz znadi:

A - koncentraci amonium-glycyrrhizatu ve zkouseném roztoku odectenou z kalibracni
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) — Lékof¥icovy
extrakt tekuty ethanolicky standardizovany. Obsah — 3,0 — 5,0 % kyseliny
glycyrrhizové.

Liquiritiae extractum siccum ad saporandum (CL 2009) — Lékoficovy extrakt

suchy pro aromata. Obsah — 5,0 — 7,0 % kyseliny 18f-glycyrrhizové.
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4.8 HORCINY

Hoi¢iny neboli amara tvoii strukturné i biogeneticky pestrou skupinu pfirodnich latek,
jejichz spolecnou vlastnosti je horka chut. Plsobi na chutové receptory v ustech,
¢imz stimuluji zvySeni sekrece Zaludecnich $tav. Nemaji jiny vyraznéjsi terapeuticky
ucinek.

Podle struktury, biosyntézy a vyskytu lze hoi€iny rozdélit do skupin:

1.  hof¢iny terpenoidni, odvozené od kyseliny mevalonové:

a) iridoidové a sekoiridoidové hoic€iny, vyskytujici se volné nebo glykosidicky
vazané, napt. aukubin, loganin, gentianin, gentiopikrin, amarogentin (hoi¢iny
Gentianaceae);

b) hoi€iny terpenoidni povahy (nckteré hoi€iny Asteraceae), seskviterpeny
(absinthin), diterpeny (pikrosalvin), triterpeny (quassiin, kukurbitaciny), steroidni
(konduranginy).

2. hof¢iny neterpenoidni: (neohesperidin, naringin, humulon, lupulon).

4.8.1. KVALITATIVNI DUKAZ HORCIN
Pro kvalitativni diikaz hoi€in v drogach se v souCasnosti nejvice vyuziva tenkovrstva

chromatografie.

4.8.2. KVANTITATIVNi STANOVENI HORCIN
Obsah hofi¢in v drogach nebo v ptipravcich z nich se hodnoti chutovou zkouskou,

stanoveni ¢isla hotkosti.

4.8.2.1. Stanoveni ¢isla hoi'kosti (CL 2009)
Cislo hoikosti je definovano jako reciproka hodnota ziedéni slougeniny, tekutiny nebo
extraktu, které chutna jesté¢ hoifce. Stanovi se porovnanim s chinin-hydrochloridem,

jehoz ¢&islo hotkosti je 200 000.

Postup stanoveni:

a) Stanoveni korek¢niho faktoru

Je vhodné, aby zkousku provadéla skupina nejméné Sesti osob. Pfed ochutnavanim si
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musi vyplachnout tsta vodou.

Je tfeba stanovit korek¢ni faktor pro kazdého Clena skupiny tak, aby byly odstranény
individuélni rozdily vniméni hotké chuti.

Zakladni roztok: 0,100g chinin-hydrochloridu se rozpusti ve vodé a zfedi se ji na
100,0 ml. 1,0 ml tohoto roztoku se ziedi vodou na 100,0 ml.

Porovnavaci roztoky: Piipravi se fada porovnavacich roztokd tak, Ze v prvni
zkumavce je 3,6 ml zékladniho roztoku a v kazdé nésledujici zkumavce se objem
tohoto roztoku zvySuje o 0,2 ml az do kone¢né¢ho objemu 5,8 ml. Objem kazdé

zkumavky se ztedi pitnou vodou na 10,0 ml.

cvwr

se prevaluje v ustech 30 sekund tak, aby roztok pfiSel do styku s kofenem jazyka;
jestlize roztok nechutna hotce vyplivne se a po 1 minuté se usta vyplachnou vodou.

Po 10 minutach se zkousi stejnym zpisobem roztok nasledujici vyssi koncentrace.

Korekéni faktor k se vypoéita pro kazdého ¢lena skupiny podle vzorce:
n
K=——
5,00
V ném?Z znaci:
n — pocet mililitrd zdkladniho roztoku o nejniz§i koncentraci, ktery chutnal jesté

hofce.

Osoba, které porovnavaci roztok ptipraveny z 5,8 ml zdkladniho nechutné hotce, je ze

zkousSeni vyloucena.

b) Priprava vzorku

Je-1i tfeba, zkouSend droga se upraskuje. K 1,00 g se ptfida 100 ml vrouci vody a za
nepietrzitétho michani se zahfiva 30 minut na vodni 14zni. Po ochlazeni se zfedi vodou
na 100 ml. Dikladn€ se promicha a pak se zfiltruje, prvni 2 ml filtratu se odstrani.

Filtrat se oznaci C-1 a jeho zted’ovaci faktor (DF) je 100.

¢) Stanoveni ¢isla horkosti:

ZkouSené roztoky:

10,0 ml roztoku C-1 se zfedi vodou na 100 ml: C-2 (DF = 1000)
10,0 ml roztoku C-2 se zfedi vodou na 100 ml: C-3 (DF =10 000)
20,0 ml roztoku C-3 se zfedi vodou na 100 ml: C-3A  (DF = 50 000)
10,0 ml roztoku C-3A se ztedi vodou na 100 ml: C-4  (DF =100 000)
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Kazdy zkousejici hodnoti nejprve roztok C-4 a pokracuje tak dlouho, dokud nektery
Z roztokl neshleda hoiky. Tento roztok se oznaci D. Zied'ovaci faktor (DF) roztoku D

se oznaci jako Y.

Za pouziti roztoku D se pfipravi fada roztokl s nasledujicim postupnym ziedénim:

Roztok D (ml) |1,2[1,5[2,0]3,016,0[8,0
Voda (ml) 88(85(80(7,0[4,0(2,0

Ur¢i se objem roztoku D v mililitrech, ktery po zfedéni vodou na 10,0 ml chutna jesté
hotce (X).
Vypocita se ¢islo hotkosti pro kazdou ze zkousejicich osob podle vzorce:

Y xk
X x0.1

Cislo hotkosti zkousené latky se vyjadii jako primérna hodnota zjisténa vsemi

zkousSejicimi osobami.

4.8.3.DROGY S OBSAHEM HORCIN

4.8.3.1. Absinthii herba - Pelyiikova nat’ (CL 2009)

Jsou to ususené celé nebo fezané prizemni listy nebo kvetouci malo olisténé vrcholky
druhu Artemisia absinthium L., pelyn¢k pravy, Asteraceae.

Obsah: neprchavé seskviterpenické hotké laktony absinthin a artabsin a dale silice,
nejméné 2 ml/kg vysuSené drogy. Silice obsahuje thujon, thujylalkohol, felandren,

kadinen aj.

absinthin artabsin
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Zkousky totoznosti:

1. Asi 0,3 g praSkované drogy se v baiice se zdbrusem protiepava 5 minut s 15,0 ml
chloroformu a ziskany vyluh se zfiltruje malym chomackem vaty. Filtrat se odpaii
na vodni ldzni na objem asi 1,0 ml pfidd se 5,0 ml roztoku
dimethylaminobenzaldehydu v kyselin€ octové a fosforecné a zahtiva se 5 minut
na vodni lazni. Roztok se zbarvi modrozelen¢ az tmave zelené (artabsin).

2. Tenkovrstva chromatografie

Zkouseny roztok: 2 g praSkované drogy se smichaji s 50 ml vrouci vody a nechaji se

stat 5 minut za obCasného protiepavani. Po ochlazeni se ptidd 5 ml roztoku octanu

olovnatého (100 g/l), promicha se a zfiltruje. Banika a zbytek na filtru se promyji 20

ml vody. Filtrat se protfepe s 50 ml dichlormethanu, organicka vrstva se oddéli a

vysusi se nad siranem sodnym bezvodym, zfiltruje se a filtrat se odpaii na vodni lazni

do sucha. Zbytek se rozpusti v 0,5 ml ethanolu 96%.

Porovnavaci roztok: 2 mg Cervené methylové a 2 mg resorcinolu se rozpusti v 10 ml

methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dilli acetonu, kyseliny octové ledové, toluenu a

dichlormethanu (10 : 10 : 30 : 50).

Nandaseni: 10 pl do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce A: Postiika se acetanhydridem v kyseliné sirové a pozoruje se v dennim

svétle.

Hodnoceni A: Na chromatogramu zkousSeného roztoku je modrd skvrna (artabsin)

V poloze odpovidajici poloze tésné nad cervenou skvrnou (Cerveil methylovd) na

chromatogramu porovnavaciho roztoku.

Detekce B: Vrstva se zahtiva 5 minut pti 100 °C az 105 °C a pozoruje se v dennim

svétle.

Hodnoceni B: Na chromatogramu porovnéavaciho roztoku je ve stiedni tietiné ¢ervena

skvrna (Cerven methylovd) a pod ni svétle rtizovd skvrna (resorcinol). Na

chromatogramu zkouseného roztoku je intenzivni ¢ervena nebo hnédocervena skvrna

(absinthin) s hodnotou Rr odpovidajici skvrné resorcinolu na chromatogramu

porovnavaciho roztoku. Na chromatogramu zkouSeného roztoku jsou dalsi skvrny,

které jsou méné¢ intenzivni nez skvrna absinthinu.
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Stanoveni obsahu:

Cislo hoikosti: Nejméné 10 000.

4.8.3.2. Centaurii herba — Zemé&Zlu¢ova nat’ (CL 2009)

Je to cela nebo fezana usuSena kvetouci nat” druhu Centaurium erythraea Rafn. sensu
lato, v¢etn¢ druhti Centaurium majus (H. et L.) Zeltner a Centaurium suffruticosum
Ronn. (syn. Erythraea centaurium Persoon); Centaurium umbellatum Gilibert;
Centaurium minus Gars., zemézlu¢ okolikata, z. mens$i, Gentianaceae.

Obsah: hoi€iny swertiamarin, swerosid, gentiopikrosid, amarogentin, flavonoidy.

(O o 0™ o
Glc\o\w N Glc\o\u-
OH
A A
gentiopikrosid swertiamarin

Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy se smichd s 25 ml methanolu a po 15
minutach protfepavani se zfiltruje. Filtrat se odpafi za snizeného tlaku pfi teploté
nepiesahujici 50 °C do sucha. Zbytek se rozpusti v malém mnozstvi methanolu tak,
aby vysledny objem roztoku byl 5 ml, roztok miZe obsahovat sediment.

Porovnavaci roztok: 1 mg rutosidu a 1 mg swertiamarinu se rozpusti v methanolu a
zfedi se jim na 1 ml.

Stacionarni faze: Vrstva s deskou silikagelu F2s4 pro TLC.

Mobilni faze: smés objemovych dili vody, kyseliny mravenéi bezvodé a ethyl-
formiatu (4 : 8 : 88).

Nandaseni: 10 pl do prouzk.

Vyvijeni: V nenasycené komote, po draze 12 cm.

Suseni: Na vzduchu.

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

Hodnoceni A: Porovnavaci roztok poskytuje dvé skvrny, zhaSejici fluorescenci. V
horni ¢asti je to swertiamarin a v dolni ¢asti rutosid. ZkouSeny roztok vykazuje skvrnu
swertiamarinu, intenzivné zhasi fluorescenci.

Detekce B: Postiika se anisaldehydem a zahtiva se 5 minut az 10 minut pii 100 °C az
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105 °C; pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni B: Porovnavaci roztok poskytuje v horni ¢asti chromatogramu hnédou
skvrnu swertiamarinu, nize zlutou skvrnu rutosidu. Na chromatogramu zkouseného
roztoku je hnédd skvrna swertiamarinu, nad ni maze byt patrna slabé zlutohnéda
skvrna gentiopikrosidu. Ve spodni ¢asti chromatogramu jsou patrné dalsi hnédosedé,

zluté a Sedé¢ skvrny.

Stanoveni obsahu:

Cislo hotkosti: Nejméné 2 000.

4.8.3.3. Gentianae radix — HoFcovy koien (CL 2009)

Jsou to ususené ulomky kofeni a oddenkt druhu Gentiana lutea L., hofec zluty,
Gentianaceae.

Droga mé charakteristicky pach a ptetrvavajici vyrazné hotkou chut’.

Obsahov¢ latky: sekoiridoidové hoiciny gentiopikrosid, amarogentin, Zluté xanthony

gentisin, gentiosid a cukry — trisacharid gentianosa, disacharid gentiobiosa.

Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:

ZkouSeny roztok: 1,0 g praSkované drogy se smicha s 25 ml methanolu a po 15
minutach protfepavani se zfiltruje. Filtrat se odpafi za snizeného tlaku pii teploté
nepiesahujici 50 °C do sucha. Odparek se rozpusti v malém mnozstvi methanolu tak,
aby vysledny objem roztoku byl 5 ml, roztok miZe obsahovat sediment.

Porovnavaci roztok: 5 mg fenazonu a 5 mg hyperosidu se rozpusti v10 ml
methanolu.

Staciondrni faze: \/rstva s deskou silikagelu Fasspro TLC.

Mobilni faze: smés objemovych dili vody, kyseliny mravenéi bezvodé a ethyl-
formiatu (4 : 8 : 88).

Nanaseni: 20 pl do prouzk.

Vyvijeni:. V nenasycené komote, po draze 8 cm.

Suseni: Na vzduchu.

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

Hodnoceni A: Porovnavaci roztok poskytuje dvé skvrny, zhaSejici fluorescenci, v

horni ¢asti fenazon a v dolni ¢asti hyperosid. ZkouSeny roztok vykazuje nejvyse (nad
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fenazonem porovnavaciho roztoku) vyraznou zhasejici skvrnu, niZe je slaba zhasejici
skvrna (amarogentin) a na Urovni skvrny hyperosidu porovnavaciho vzorku je u
zkouSeného vzorku vyrazné zhéasejici skvrna (gentiopikrosid).

Detekce B: Postiika se roztokem hydroxidu draselného (100 g/I) a pak cCerstvé
piipravenym roztokem modii pravé B R (2 g/l) ve smési stejnych objemovych dila
ethanolu bezvodého a vody a pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni B: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve spodni ¢asti patrna
hnédocervena skvrna hyperosidu. Na chromatogramu zkouseného roztoku je v horni
¢asti vyrazna tmavé fialova skvrna, pod ni je fialovoCervena skvrna amarogentinu a
na urovni hyperosidu je slaba svétle hnédd skvrna gentiopikrosidu. Na

chromatogramu zkouseného roztoku mohou byt pfitomny dalsi skvrny.

Stanoveni obsahu

Cislo hotkosti: Nejméné 10 000.

Droga Gentinae radix — Hoifcovy kofen (CL 2009) je surovinou pro piipravu

Gentianae tinctura — Hofcova tinktura (CL 2009).

4.8.3.4. Marrubii herba — Jable¢nikova nat’ (CL2009)

Je to usuSend cela kvetouci nat druhu Marrubium vulgare L., jable¢nik obecny,
Lamiaceae, nebo jeji tlomky.

Obsah: Nejméne 0,7 % marrubiinu (diterpenové hoic¢ina), pocitdno na vysuSenou

drogu.

CH

AN

\ o}
marrubiin
Zkousky totoznosti:
Tenkovrstva chromatografie:

ZkouSeny roztok (a): 1,0 g praS8kované drogy se smichd se 2 ml kyseliny

chlorovodikové zfedéné a 8 ml methanolu a zahtiva se 30 minut na vodni 14zni pod

164



zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se roztok zfiltruje.

Zkouseny roztok (b): 1,0 g praSkované drogy se smicha s 10 ml methanolu a zahtiva
se 30 minut pod zpétnym chladi¢em a po ochlazeni se zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 10 mg cholesterolu a 10 mg guajazulenu se rozpusti v 10 ml
methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili methanolu a toluenu (5 : 95).

Nandaseni: 20 pl zkousenych roztokii (a) a (b) a 10 pl porovnavaciho roztoku do
prouzk.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se roztokem vanilinu (5 g/I) ve smési objemovych dilt ethanolu
96% a kyseliny sirové (20 : 80); zahtiva se 5 az 10 minut pti 130 °C a ihned se
pozoruje v dennim svétle.

Hodnocent:

Na chromatogramu je u zkouSenych roztokii pfitomna v horni ¢asti modrofialova
skvrna odpovidajici svym retenénim faktorem guajazulenu z porovnéavaciho roztoku.
Ve stfedni ¢asti zkouSenych roztokl najdeme intenzivni modro az Cervenofialovou
skvrnu marrubiinu, retencni faktor odpovida cholesterolu z porovnavaciho roztoku.
Skvrna marrubiinu je na chromatogramu zkouSeného roztoku a) intenzivngjsi nez na
chromatogramu  zkouSeného roztoku b). V pribéhu extrakce kyselinou
chlorovodikovou a methanolem dochézi k pfeméné premarrubiinu na marrubiin a ke
zvySeni intenzity zbarveni. Pod skvrnou marrubiinu je pfitomna fialova skvrna
premarrubiinu. Na chromatogramu mohou byt i dalsi, méné intenzivni modrofialové

skvrny.

Stanoveni obsahu marrubiinu:

Spektrofotometricky pomoci kapalinové chromatografie.

4.8.3.5. Trifolii fibrini folium — Vachtovy list (CL2009)
Podle Ph. Eur. 7 Menyanthidis trifoliate folium.
Je to cely wusuSeny list druhu Menyanthes trifoliata L., vachta trojlista,

Menyanthaceae, nebo jeho utlomky. Droga méd velmi hotkou chut, kterd dlouho
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pretrvava.
Obsah: sekoiridoidové glykosidni hoi¢iny, napt. foliamenthin, menthiafolin, dale

iridoidovy glykosid loganin, flavonoidy.

foliamenthin loganin

Zkousky totoznosti:

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy se smicha s 10 ml methanolu a zahiiva se
5 minut pii 60 °C ve vodni lazni za michani. Necha se ochladit a zfiltruje se. Filtrat se
odpafi za snizeného tlaku ve vodni lazni pii teplot¢ 60 °C do sucha. Zbytek se
rozpusti ve 2,0 ml methanolu.

Porovnavaci roztok: 5 mg loganinu se rozpusti v 15 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild vody, methanolu a ethyl-acetatu (8 : 15 : 77).
Nandaseni: 30 pl do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se zkoumadlem vanilinovym a susi se 10 minut v susarné pii 100
°C. Pozoruje se v dennim svétle. [Vanilinové zkoumadlo: Ke 100,0 ml roztoku
vanilinu v lihu 96% (10 g/l) se opatrné pfidaji po kapkach 2,0 ml koncentrované
kyseliny sirové. Pouzitelné 48 hodin od piipravy].

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho 1 zkouSeného roztoku jsou patrné
Sedofialové skvrny loganinu. Na chromatogramu zkouseného roztoku jsou patrné
intenzivné fialové az tmavé modré skvrny (foliamenthin, menthiafolin,
dehydrofoliamenthin) v pofadi od ¢ela mobilni faize smérem doli — fialova skvrna,
intenzivni modra skvrna, fialova az Sedofialova skvrna, Seda az Sedomodra skvrna a

nahnédla skvrna.
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Stanoveni obsahu:

Cislo hotkosti: Nejméné 3 000.
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4.9. TRISLOVINY

vvvvv

Chemicky se jedna o heterogenni skupinu vicemocnych fenoli, jejichz molekulova
hmotnost je vrozmezi 1000 — 5000. Mnohé z nich se vyskytuji jako glykosidy.
Rozdé@luji se na dvé zékladni skupiny: hydrolyzovatelné tiisloviny a kondenzované

tiisloviny.

4.9.1. HYDROLYZOVATELNE TRISLOVINY

Podléhaji hydrolyze kyselinami nebo enzymy za vzniku kyseliny gallové, pfip.
ellagové a cukru. Jsou slozeny z né¢kolika molekul téchto fenolovych kyselin
spojenych esterovou vazbou s molekulou glukosy. Jsou obvykle znamé jako
pyrogallolové tfisloviny. Se solemi zeleza dava kyselina gallovd modré zbarveni.

Skupina hydrolyzovatelnych tfislovin se d€li na dva typy, na gallotaniny (rozd¢€luji se
na polyestery kyseliny fenolkarboxylové s glukosou a nesacharidové estery
fenolkarboxylovych kyselin) a ellagotaniny. Ellagova kyselina (depsid kyseliny
gallové) muize vzniknout laktonizaci kyseliny hexahydroxydifenové v pribéhu
chemické hydrolyzy tfislovin. V pfirodé se Casto vyskytuje kyselina chinova, ktera se

nachazi v kombinaci s kyselinou kdvovou ve form¢ chlorogenové kyseliny.

OH

HO. O OH

1 C
HOOC OH
HOOC OH

HO OH O

OH
OH
kyselina gallova OH kyselina ellagova
kyselina hexahydroxy-
difenova

Hydrolyzovatelné tfisloviny jsou pfitomny v drogach: Galla, Tanninum, Hamamelidis
folium, Juglandis folium, Rubi fruticosi folium, Rubi idaeae folium, Alchemillae
herba, Anserinae herba, Sanguisorbae radix.
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4.9.2. KONDENZOVANE TRISLOVINY
Nepodléhaji ucinkiim kyselin a enzymt, nerozklddaji se na jednoduché molekuly
a neobsahuji cukernou slozku. Jsou blizké flavonoidnim pigmentlim, maji strukturu

odvozenou od kondenzovanych jednotek flavan-3-olu.

OH
3

HO O .
15Y
AL
OH

OH

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

OH

4

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

radix, Tormentillae rhizoma, Polygoni avicularis herba.

4.9.3. 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. Vytvati oligomerni formy. Komplexni téisloviny se nachdzi v rostlinach

Celedi Fagaceae, Myrtaceae, Theaceae a Polygonaceae.

Pseudotaniny jsou slouceniny s niz§i molekulovou hmotnosti nez pravé tiisloviny,
nesrazeji bilkoviny, nedéavaji pozitivni reakci na kozni test. Jsou pfitomné témeét ve

vSech drogach obsahujicich tfisloviny.

Vétsina biologickych vlastnosti tfislovin je dana jejich schopnosti tvofit komplexy s
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makromolekulami, pfedev§im s proteiny. Afinita tfislovin k proteinim vzrusta se
zvysSujicim se pocCtem prolinovych zbytki v bilkovin¢ a flexibilitou bilkovinné
konformace. Tato afinita je také vysoce zavisla 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 ptisobeni tfislovin je
jejich schopnost vytvaret vazebna spojeni mezi jednotlivymi proteinovymi vldkny a
tiislovinou. 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 tfislovin. Pokud je molekulova
hmotnost pfili§ vysokd, nemuze dojit k zasunuti tfisloviny do interfibrilarniho
prostoru proteinu a nasledné vazebné interakci. Je-li naopak molekulovd hmotnost

nizkd, 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.

4.9.4. 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, Ize posoudit az podle vysledkli nékolika reakci. Pfitom je nejlépe

srovnavat vysledky s reakcemi znamych vzorkd.

49.4.1. Srazeci reakce

Vyuzivaji schopnosti riznych latek srazet tiisloviny z roztoku (roztoky bilkovin, soli
alkaloidli, soli tézkych kovi, nékterd barviva, kyslik atd.). Z nich je dllezita
pfedevsim reakce tfislovin se Zelatinou, kterd se uziva rovnéz na odtiislovani roztoki

tfislovin. Vyznamné jsou téZ reakce se solemi kovii, hlavné Cu?*, Pb?*, Ag*, Cd?*, s
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nimiz poskytuji tfisloviny vlockovité, dobte filtrovatelné srazeniny, ¢ehoz lze vyuzit i

na jejich kvantitativni stanoveni.

Reakce trislovin se Zelatinou
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 piidava zelatinovy roztok a
pozoruje se, zda se vytvafi srazenina. Zelatina se musi pfidavat opatrng, protoZe
srazenina se muze v nadbytku zkoumadla rozpustit. Doporu¢uje se pouzivat vzdy
cerstvy roztok zelatiny. SraZeninu nebo zakal davaji vSechny tiisloviny, ale vSechny
druhy nejsou stejné citlivé na tuto reakci (pseudotiisloviny). Chemicka struktura
srazeniny vznikajici pfi reakci je spornd (pozitivné reaguji téz nékteré organické latky

jako napt. kyselina salicylova, p-hydroxybenzaldehyd).

Reakce trislovin s formaldehydem

Povarenim 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 baiice (250 ml) piida 5 ml
kyseliny chlorovodikové koncentrované a 10 ml 40% roztoku formaldehydu. Smés se
vaii 30 minut pod zpétnym chladi¢em. Ptipadna srazenina (pyrokatecholové
tiisloviny) se odfiltruje. Prvni podil filtratu se vylije a k dalSim 10 ml se pfida 1 ml
1% roztoku kamence Zelezitého a 5 g octanu sodného. V pfitomnosti pyrogallolovych
ttislovin vznikne modrofialové zabarveni.

Vysvetleni: Fenol a jeho derivaty polykondenzuji s aldehydy. Nejdfive dochéazi ke
kondenzaci, pficemz se vytvaii hydroxymethylfenoly. Dalsi kondenzace probiha za
ptitomnosti kyselych katalyzatord. OH skupina fidi vstup do poloh ortho a para,

prednostné reaguji slouceniny, které maji tyto polohy volné.

Reakce trislovin s tezkymi kovy

Srazeniny tiislovin s kovy nemaji obycejné konstantni slozeni. Pomér kovi a tfislovin
v nich kolisa a je zavisly na reak¢nich podminkach (stupeni ziedéni, teplota, zptisob
piidavani roztokli apod.). Nejsou to vétSinou stechiometricky vytvofené soli, ale

slouceniny proménlivého slozeni.
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Reakce s octanem olovnatym

Vsechny tfisloviny se kvantitativné srazeji zasaditym octanem olovnatym. Kromé
tiislovin se jim srazeji téz pseudotiisloviny fenolové povahy. Normalni octan
olovnaty srazi né€které tfisloviny pyrogallolové kvantitativné (naptf. ve vyluhu z
kaStanového a dubové kury), ale u vétSiny tiislovin neni vysrazeni kvantitativni a
roztok po odstranéni sraZzeniny dava pozitivni reakci se siranem Zelezito-amonnym.
Pfidanim kyseliny octové se zabrani srazeni pyrokatecholovych tiislovin normalnim
octanem olovnatym, pficemz pyrogallolové tfisloviny se castecné nebo uplné
vysrazeji. Na zaklad¢ uvedenych vlastnosti 1ze obé skupiny tiislovin, i kdyz ne
kvantitativné, odd¢lit tak, ze k 5 ml prefiltrovaného vodného extraktu z drogy se prida
10 ml 10% roztoku kyseliny octové a potom 5 ml 10% roztoku octanu olovnatého. Po
peti minutich se provede vyhodnoceni. Kdyz nevznikne srazenina, jsou pfitomné
pouze pyrokatecholové tiisloviny, v opacném piipadé jsou ptitomné pyrogallolové

ttisloviny.

Vysvetleni: Oba typy tiislovin maji kysely charakter, ovSem ve srovnani s kyselinou
octovou jsou silngj$imi kyselinami pyrogallolové tfisloviny, které se s octanem
olovnatym v kyselém prostfedi srdzi a vytvaii pravdépodobné stl. V piipadé

pyrokatecholovych tfislovin ke vzniku soli tfisloviny nedochézi.

Kromé octanu olovnatého se k dikazu tfislovin pouZzivaji nasledujici roztoky, s nimiz
tvoii tfisloviny 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.
Vysvétleni: Jedna se o bromaci (substituce elektrofilni), kdy vznikaji

tetrabromderivaty. Pro substituci bromu jsou nutné volné polohy ortho a para.

4.9.4.2. Barevné reakce
Poskytuji je tiisloviny se solemi nékterych kovi. Z nich jsou nejdilezitéjsi reakce
tiislovin s roztoky Zelezitych soli. Podkladem této barevné reakce je vznik silné

kyselé komplexni slouceniny zelezitého iontu s fenolem. Proto tuto reakci dévaji téz
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ostatni latky fenolového charakteru. DalSi barevnou reakci, uzivanou pro dikaz
tiislovin, je reakce s kyselinou fosfowolframovou v alkalickém prostiedi, kdy vznika

intenzivni modré zabarveni (wolframova modr).

Reakce trislovin se zZelezitymi solemi
Prida-li se k 2-3 ml neutralniho roztoku tfislovin né€kolik kapek 1% roztoku kamence
zelezité¢ho, vznikne za pfitomnosti pyrokatecholovych tfislovin zelenocerné
zabarveni, kdezto pyrogallolové tfisloviny se barvi do modra. Pfi stejném mnozstvi
obou druhti tfislovin ve smési je zbarveni do modra intenzivng;jsi.
Reakce tiislovin se Zelezitymi solemi je velmi citlivd v neutralnim prostredi.
V kyselém prostfedi pfechazi zbarveni i u pyrogallolovych tfislovin do fialova.
Roztok chloridu zelezitého je vzdy vlivem hydrolyzy kysely, proto je vyhodngjsi
pouzit k reakci roztoku kamence Zelezitého. Prebytkem zelezitych iontl, které maji
oxidacni schopnost, se zbarveni méni do Spinavé hnéda (b&hem doby i1 vlivem
vzdusného kysliku).
Struktura vznikajiciho fenolatového Zelezit¢ho komplexu nebyla jesté s konecnou
platnosti uréena, pravdépodobné vznika [Fe(ArO)s]*. Podminkou vzniku zabarveni je
pfitomnost aspoil jedné volné hydroxylové skupiny na aromatickém jadie. Ve vodném
nebo alkoholovém roztoku mlze dochdzet k vytésiovani adovanych molekul
rozpoustédla ze solvatovaného zelezitého ionu molekulami fenolu.
ArOH + [Fe(H20)s]** == H20 + [Fe(H20)s (ArOH)®**

Voda nebo alkohol plisobi jako akceptor protonu, mlze dojit k nahrad¢ jedné nebo
vice molekul rozpoustédla v solvatovaném Zelezitém ionu fenoxidovym iontem.

[Fe(H20)s (ArOH)]** + H0 == H3zO" + [Fe(H20)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 pfida opatrné 1 ml kyseliny sirové koncentrované tak, aby
se roztoky nesmichaly. Na stycné ploSe se utvofi barevny prstenec, jehoz barva je pro
mnoh¢ tfisloviny vyznacna. Kdyz se roztok protfepe a ziedi destilovanou vodou,
prejde ve vétSin€ piipadl zbarveni prstence do roztoku. K této reakci se nejlépe hodi

roztoky tiislovin v 96% ethanolu.
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Diikaz katechinu
Roztok katechinu se zbarvi riizové nebo ¢ervené s floroglucinolem v kyselém

prostiedi.

Duikaz kyseliny chlorogenové
Extrakt obsahujici kyselinu chlorogenovou dava s vodnym roztokem amoniaku zelené

zbarveni.

Fluorescencni analyza
Vyluhy drog s obsahem tfislovin typicky fluoreskuji, zvIasté je-li jimi povlh¢ena vata
nebo filtraéni papir. Specifickych vysledkti se dosahuje zvlasté pii hodnoceni

kapilogramt srovnanim se znamou drogou.

495 KVANTITATIVNI STANOVENI TRISLOVIN - STANOVENI
VESKERYCH POLYFENOLU KOLORIMETRICKOU METODOU

0,500 g drogy se ve varné barice smichd se 150 ml vody. Zahteje se k varu a vafi se
dalSich 30 minut pod zpétnym chladic¢em. Ochladi se pod tekouci vodou, smés se
pievede kvantitativné do 250ml odmérmné baiky 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. Pfesné¢ po 2 minutach od ptidani posledniho
roztoku se méii absorbance (A) pti 750 nm za pouZiti vody jako kontrolni tekutiny.
Obsah tfislovin v procentech se vypocita podle vzorce:

3,125x A
0,316xm

m je navazka v gramech.
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4.9.6.STANOVENI TRISLOVIN V ROSTLINNYCH DROGACH (CL 2009)

Vsechny extrakéni a fedici postupy se provadéji za chranéni pred svétlem.

Rostlinné drogy nebo suché extrakty.

Predepsané mnozstvi praskované drogy nebo extraktu se v 250ml bance s kulatym
dnem smiché se 150 ml vody a zahtiva se 30 minut na vodni lazni. Ochladi se pod
tekouci vodou a smés se prevede kvantitativné do 250ml odmérné baiiky. Banka
s kulatym dnem se promyje vodou, promyvaci tekutina se ptidd do odmérné banky a
ziedi se vodou na 250,0 ml. Po usazeni castic drogy se tekutina zfiltruje filtratnim
papirem o primeéru 125 mm. Prvnich 50 ml filtratu se odstrani.

Tekuté extrakty nebo tinktury. Predepsané mnozstvi tekutého extraktu nebo tinktury se
ziedi vodou na 250,0 ml. Smés se zfiltruje filtracnim papirem o priméru 125 mm.
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 ziedi
se roztokem uhli¢itanu sodného (290 g/I) na 25,0 ml. Po 30 minutdch od piidani
posledniho roztoku se méti 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 protiepava 60 minut, pak se zfiltruje. 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/1) na 25,0 ml. Po 30 minutach po pfidani posledniho roztoku se méfi
absorbance pii 760 nm (Az) za pouZiti vody jako kontrolni tekutiny.

Porovnavaci roztok: 50,0 mg pyrogallolu se tésné pied pouzitim rozpusti ve vodé 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 minutach po
pridani posledniho roztoku se méti absorbance pii 760 nm (Az) za pouziti vody jako
kontrolni tekutiny.

Obsah tiislovin v procentech vyjadieny jako pyrogallol se vypocitd podle vzorce:
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62,5x (A, -A,)xm,
A, xm,

V némzZ znaci:
m1 — hmotnost zkousené latky v gramech;

m2 — hmotnost pyrogallolu v gramech.

U nasleduyjicich drog se provedou zkousky totoznosti a kolorimetrické stanoveni

obsahu celkovych polyfenoli.

4.9.7.DROGY S OBSAHEM TRiSLOVIN

4.9.7.1. Agrimoniae herba — Repikova nat’ (CL 2009)

Jsou to ususené kvetouci vrcholky druhu Agrimonia eupatoria L., fepik lékatsky,
Rosaceae.

Obsah: nejméné 2,0 % tiislovin, vyjadieno jako pyrogallol, pocitino na vysusenou

drogu. Déle jsou ptitomné flavonoidy, které se dokazuji tenkovrstvou chromatografii.

Zkousky totoznosti a stanoveni obsahu

1. Tenkovrstva chromatografie

ZkousSeny roztok: 2,0 g prasSkované 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 dilt kyseliny mravenci bezvodé, vody a ethyl-acetatu
(10:10:80).

Nandaseni: 10 pl, do prouzki.

Vyvijeni: Po draze 12 cm.

Suseni: Pti 100 °C az 105 °C.

Detekce: Jesté tepla deska se postiika roztokem difenylboryloxyethylaminu (10 g/I)
v methanolu a pak roztokem makrogolu 400 (50 g/l) v methanolu. Susi se na vzduchu

30 minut. Pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 365 nm.
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Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni ¢asti oranzové
fluoreskujici skvrna rutosidu a ve stfedni Casti oranzové fluoreskujici skvrna
isokvercitrinu.

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

rutosid (shodna poloha se standardem).

2. Provede se stanoveni tiislovin v rostlinnych drogach s 1,000 g praskované drogy.

4.9.7.2. Alchemillae herba — Kontryhelova nat’ (CL 2009)

Je to celd nebo fezana ususena kvetouci nat’ druhu Alchemilla vulgaris L. sensu
latiore, kontryhel obecny, Rosaceae.

Obsah: Nejméné 6,0 % tfislovin, vyjadieno jako pyrogallol, po¢itdino na vysuSenou

drogu.

Zkousky totoznosti a stanoveni obsahu:

1. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,5 g praskované drogy se smicha s 5 ml methanolu a zahiiva se 5
minut ve vodni 1azni pod zpétnym chladi¢em pii 70 °C. Po ochlazeni se zfiltruje.
Porovnavaci roztok: 1,0 mg kyseliny kavové a 1,0 mg kyseliny chlorogenové se
rozpusti ve 10 ml methanolu.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smes objemovych dilt kyseliny mravenc¢i bezvodé, vody a ethyl-acetatu
(8:8:84).

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

Suseni: 5 minut pii 100 °C az 105 °C.

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

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

skvrna kyseliny kavové.

177



Na chromatogramu zkouseného roztoku jsou od ¢ela dvé Cervené fluoreskujici skvrny
chlorofylii, a pod nimi nésleduji jedna nebo dv¢ intenzivné svétle modie fluoreskujici
skvrny (shodna poloha se standardem kyseliny kavové), dale vice intenzivnich zelené
nebo zelenozluté fluoreskujicich skvrn. Na urovni kyseliny chlorogenové je

intenzivné zluté nebo oranzové fluoreskujici skvrna.

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

4.9.7.3. Bistortae rhizoma — Rdesnovy oddenek (CL 2009)

Je to cely usuSeny oddenek zbaveny postrannich kofent, nebo jeho tlomky druhu
Persicaria bistorta (L.) SAMP. (syn. Polygonum bistorta L.), rdesno hadi kofen,
Polygonaceae.

Obsah: nejméné 3,0 % tfislovin, vyjadfeno jako pyrogallol, po¢itdno na vysuSenou

drogu.

Zkousky totoznosti a stanoveni obsahu

1. Tenkovrstva chromatografie

Zkouseny roztok: 1,0 g praSkované drogy se smicha s 10 ml smési stejnych
objemovych dilii vody a methanolu a zahtiva se 30 minut ve vodni lazni pii 65 °C a
pak se zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 5 mg fruktosy a 5 mg katechinu se rozpusti v 5 ml methanolu.
Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

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

Nandaseni: 2 pl, do prouzki.

Vyvijeni: Po draze 7 cm.

Suseni: na vzduchu.

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

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je u cela hnéda skvrna
katechinu a u startu je zelend skvrna fruktosy. Na chromatogramu zkouseného roztoku
jsou dvé skvrny shodné se standardy a mezi nimi dal§i hnéda, fialova, hnéda a

oranzova skvrna.
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2. Provede se stanoveni tiislovin Vv rostlinnych drogach; pouzije se 1,000 g

praskované drogy.

4.9.7.4. Hamamelidis folium — Vilinovy list (CL 2009)

Je to cely nebo fezany ususeny list druhu Hamamelis virginiana L., vilin virginsky,
Hamamelidaceae.

Obsah: Nejméné 3 % tiislovin, vyjadieno jako pyrogallol, poc¢itano 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 lazni pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se zfiltruje. 1 ml
tohoto roztoku se smicha se 2 ml roztoku vanilinu (10 g/l) v kyseling
chlorovodikové; vznika Cervené zabarveni.

2. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy se smicha s 10 ml ethanolu 60% (V/V),

protiepava 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 v5 ml ethanolu 60%

(VIV).

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni fize: Smés objemovych dili kyseliny mravenc¢i bezvodé, vody a ethyl-

formiatu (10 : 10 : 80).

Nandaseni: 10 pl, do prouzki.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Vrstva se susi 10 minut pii 100 °C az 105 °C; necha se ochladit.

Detekce: Postiika se chloridem zelezitym do objeveni se modrosedych skvrn

(fenolové slouceniny).

Hodnoceni: Na chromatogramu zkouSeného roztoku je v dolni tfetiné hlavni skvrna

odpovidajici poloze hlavni skvrny porovnavaciho roztoku (a) a druhd uzka skvrna

Vhorni ¢asti  odpovidajici poloze skvrny porovnavaciho roztoku (b). Na

chromatogramu zkouseného roztoku jsou ve stiedni ¢asti dalsi slab& zbarvené skvrny.
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3. Provede se stanoveni tfislovin v rostlinnych drogach s 0,750 g praSkované drogy.

4.9.7.5. Quercus cortex — Dubova kira (CL 2009)

Je to fezana usuSena kira Cerstvych mladych vétvi druhti Quercus robur L., dub letni

(kfemelak), Q. petraea (Matt.) Liebl., dub zimni (drnak) a Q. pubescens Willd., dub

pyrity (Sipak), Fagaceae.

Obsah: Nejméné 3,0 % ttislovin, vyjadieno jako pyrogallol, poc¢itano 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 lazni pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se zfiltruje. 1 ml
tohoto roztoku se smichd se 2 ml roztoku vanilinu (10 g/I) v kyseliné
chlorovodikové; vznika Cervené zabarveni.

2. Provede se stanoveni tiislovin v rostlinnych drogéach s 0,700 g praskované drogy.

4.9.7.6. Tormentillae rhizoma — Natrznikovy oddenek (CL 2009)

Je to cely nebo fezany usuSeny oddenek zbaveny kotent, druhu Potentilla erecta (L.)
Raeusch, (P. tormentilla Stokes), mochna natrznik, Rosaceae.

Obsah: Nejméné 7,0 % ttislovin vyjadieno jako pyrogallol, po¢itano na vysusenou

drogu.

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 prottepava dvakrat 10 ml ethyl-acetatu. Spojené horni vrstvy se
zfiltruji ptes 6 g siranu sodného bezvodého. Filtrat se odpaii do sucha za sniZzeného
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.
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Mobilni faze: Smes objemovych dili kyseliny octové ledové, diethyletheru, hexanu a
ethyl-acetatu (20 : 20 : 20 : 40).

Nandaseni: 10 pl, do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: 10 minut az 15 minut na vzduchu.

Detekce: Postiika se Cerstvé piipravenym roztokem modii pravé (5 g/l); objevi se
nacervenalé skvrny. Vrstva se vystavi plsobeni par amoniaku; skvrny se zbarvi
intenzivnéji ¢ervenohnéde€. Pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v horni Casti intenzivni
skvrna katechinu, ktera polohou odpovida skvrné katechinu u zkouseného roztoku. Na

chromatogramu zkouseného roztoku jsou dalsi méné intenzivni skvrny.

2. Provede se stanoveni tiislovin v rostlinnych drogach s 0,500 g praskované drogy.

4.9.7.7. Zkousky totoZnosti
Pro kvalitativni zkousSky tfislovin se pouziva 1% vodny vyluh tfislovinnych drog,
ktery se pfipravi povafenim drogy s vodou po dobu 15 minut a ptefiltrovanim.

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

Srazeci reakce  |Quercus [Hamamelidis |Bistortae |[Tormentillae [Agrimoniae

cortex |[folium rhizoma rhizoma herba

10% AgNO3

5% K2Cr207

4% CuSOg4

3% (CHaCOO).Pb

Roztok Zelatiny
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4.10. KYANOGENNI GLYKOSIDY

Kyanogenni slouceniny v rostlinach jsou glykosidy 2-hydroxynitrilt, jejichz
hydroxylova skupina je glykosidicky vazana na monosacharid. Jsou velmi nestabilni,
rozkladaji se na aldehyd nebo keton a kyanovodik ptsobenim [-glykosidas a
hydroxynitril-lyas pti fyzikalnim poSkozeni pletiv nebo houbové infekci, kdy dojde ke
kontaktu vakuolarnich glykosidu s cytoplazmatickymi enzymy.

RIXO-B-GI—>C o o + Gle ——> Rl%o + HCN

R “cN R CN R;
Prekurzory kyanogennich sloucenin jsou aminokyseliny fenylalanin, tyrozin, leucin,
isoleucin a valin. Dulezitymi reakcemi jejich biogeneze je dekarboxylace a N-
hydroxylace. K nejrozsitrenéjsim glykosidiim patii amygdalin, prunasin a sambunigrin
pritomné v cCeledich Rosaceae, Fabaceae, Poaceae, Araceae, Euphorbiaceae a
Passifloraceae.
Identifikace kyanogennich glykosidii se provadi pomoci prouzku filtracniho papiru
impregnovaného reagen¢nim zkoumadlem davajicim barevnou reakci s
hydrokyanovou kyselinou.
Kvantitativni stanoveni kyanogennich glykosidi se provadi titratné. Drogu
suspendovanou v okyselené vod¢ destiluyjeme s vodni parou, destildt obsahujici
kyselinu hydrokyanovou titrujeme dusi¢nanem stfibrnym. Velmi c¢asto se pro

stanoveni pouZiva plynova chromatografie.

4.10.1.1. Laurocerasi folium - Bobkovisiiovy list

Prunus laurocerasus, Rosaceae

Obsahové latky: 1,2-1,8% kyanogennich glykosidt (prunasin, syn. (-)-(R)-
mandelonitril-B-D-glukosid)

CN

©)\O-Glc

prunasin

Zkousky totoZnosti:

Rozdrcenou drogu dame do zkumavky, zvlh¢ime vodou a do usti zkumavky vlozime

prouzek filtra¢niho papiru impregnovaného pikratem sodnym. Pozorujeme piechod
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zlutého zabarveni v temné Cervené (isopurpurat sodny).
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4.11. THIOGLYKOSIDY

Thioglykosidy neboli glukosinolaty tvofi skupinu glukosidii, ve kterych se molekula
glukosy véaze na aglykon prostfednictvim siry. Vyskytuji se v rostlinnych celedich
brukvovité (Brassicaceae), resedovit¢ (Resedaceae), kaparovité (Capparidaceae), a
lichofeCisnicovité (Tropeolaceae). Jejich hydrolytické produkty - isothiokyanaty -
maji charakteristicky Stiplavy zapach a nezadouci ucinky na zazivaci trakt, navic
mohou vyvolat projevy strumy.

Z hlediska struktury se odvozuji od obecného vzorce
S—C.H,,0,
R—N=
0—SO;—OR’
kde R znaci alifaticky nebo aromaticky radikal a R” je alkalicky kov nebo esterové

vazany fenolovy derivat. Biosyntéza thioglykosidi vychazi z aminokyselin.

411.1.1. Sinapis semen - Semeno ¢ernohoicice
Brassica nigra, Brassicaceae

Vv w

hydrosiranu sinapinu

B 4

Dle CL97 se pouziva pouze uméla hoigi¢na silice (Sinapis etheroleum artificiale).

S—CH,,0,

> 0—SO,K
sinigrin

Zkousky totoznosti:
1. 0,5 g praSkovaného semene se na misce rozetfe s 1 ml vody, po chvili je citit
2. 1 g praskovaného semene se mirné zahteje s 1,5 ml vody, odvar se vychlazeni
vytfepe s 10 ml diethyletheru, diethyletherova vrstva se pftefiltruje a na
porcelanové misce se odpaifi do sucha. K odparku se ptida ethanolovy
amoniakdlni roztok dusi¢nanu Stfibrného, roztok po chvili ztmavne od

vylouceného sulfidu stiibrného.
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Zkousky na Cistotu:
1. Vodny vyluh drogy (1 : 10) s patnacti kapkami Millonova zkoumadla nesmi
z¢ervenat (sinalbin).
2. Odvar drogy se nesmi pridanim nékolika kapek roztoku jodu zbarvit modie

(Skroby).

411.1.2. Sinapis albae semen - Semeno bilé hoiCice
Sinapis alba, Brassicaceae

Obsahov¢ latky: glukosinolat sinalbin, olej, proteiny

$CH,,0,MQ
/)\ +
/@AN 050, C==CH.COO.CH,.CH,N(CH,),
H
HO Me
sinalbin
OMe
_SGle HC_ .

C—cC H,C—N—C—C—0—CO—C=C OH
NS - / H
/©/ k = N-0-S0,-0 H,C H :
HO OMe

sinapin (bazicka hofcina)

(cholin + kyselina sinapova )

Zkousky totoznosti:

1. Vodny vyluh drogy (1 : 10) se po prefiltrovani extrahuje petroletherem, ktery
se necha samovolné odpatit, odparek se barvi Millonovym zkoumadlem po
mirném zahtati Cerven¢ (sinalbin).

2. Rez drogou nebo prasek se barvi konc. kyselinou dusi¢nou Zlutodervend
(sinalbin).

3. Rez drogou nebo prasek se barvi 13% KOH &ervenooranzové, po mirném

zahtati Cervenohnédé¢ (sinalbin).
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5. SILICE

Silice ptedstavuji skupinu obsahovych latek rostlinného (zfidka zivocisného) ptivodu,

Z hlediska chemického velmi heterogenni. Vyznacuji se témito vlastnostmi:

e maji specifickou fyziologickou vlastnost — drazdi ¢ich a projevuji se viini;

¢ jsou za pokojové teploty tekuté, prchavé;

e jejich hustota je prevazné nizsi nez voda (vyjimkou je napt. skoticova silice);

e V Cerstvém stavu jsou bezbarvé, vyjimkou je napf. nativni zluta silice hefrméankova,
jejiz barva hydrodestilaci piechazi na modrou;

e skladovanim lehce oxiduji, pryskyfi¢nati — tmavnou, houstnou;

e neobsahuji glyceridy a proto netvofii s alkdliemi mydla;

e jsou lipofilni, rozpoustéji se v bezvodém ethanolu, v diethyletheru, v chloroformu,
v benzenu a v olejich; ve vod¢ se témét nerozpousteji;

e silice prirozeného plivodu jsou na rozdil od syntetickych zpravidla opticky
aktivni;

e pouziti nalézaji v parfumerii, piiaromatizaci a konzervaci potravin a jako
suroviny pro syntézu dal$ich sloucenin;

e vykazuji biologickou aktivitu, pro kterou se pouzivaji v prevenci a v terapii.

Silice se vyskytuji pfevazné ve vysSich rostlinach, zejména v celedich Apiaceae,
Asteraceae, Geraniaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Pinaceae, Rosaceae,
Rutaceae, aj. Byvaji lokalizovany na povrchu nebo blizko povrchu rostlinného orgéanu
ve specifickych utvarech, jako jsou sili¢né buiiky, sekre¢ni kanalky a dutiny, zlaznaté
trichomy. Mohou se koncentrovat v urcitém rostlinném organu (napf. jen v kvétech
nebo listech) nebo prostupuji celou rostlinu (napt. u jehli¢nanti). Jejich vyskyt
mizeme zaznamenat téméf ve vSech rostlinnych organech — nejcastéji v kvétech
(Rosa, Lavandula), listech (Melissa, Mentha), plodech (Foeniculum) ¢i semenech
(Myristica), ale také v kofenech (Petroselinum), kife (Cinnamomum) a dievu
(Juniperus). Silice se uplatiuji v rostlinnych interakcich (alelopatické putisobky,
inhibitory ristu), v interakcich rostlina — zivoc€ich, rostlina — hmyz (ochrana proti
predatorim, resp. zdroj hmyzem vyuzivanych latek) a hraji ur¢itou roli v komunikaci

mezi organismy.
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Systematika silicnych drog (silic) miize vychazet bud’ z chemického charakteru hlavni
slozky, nebo z hlediska biogenetického. Silice 1ze potom d¢lit na zakladé obsahu nize
uvedenych skupin:

1. silice s pievahou terpenoidni slozky (piivod mevalonatovy);

2. silice s ptevahou derivati fenylpropanu (ptavod Sikimatovy);

3. soucasti silic jsou dalsi latky, prevazné nasycené a nenasycené alifatické alkoholy,

aldehydy, ketony, kyseliny a estery, dotvaiejici pach silice.

Z terpenickych latek jsou to zejména monoterpeny a seskviterpeny. Ty se mohou
vyskytovat ve formé acyklickych nebo cyklickych uhlovodikli a jejich kyslikatych
derivatii. Monoterpenické uhlovodiky mohou byt acyklické (myrcen), monocyklické
(limonen), bicyklické (pineny), seskviterpenické uhlovodiky mohou byt acyklické,
napf. (farneseny), monocyklické (bisabolen) nebo vicecyklické. Cast&ji se vyskytuji
kyslikaté derivaty, zvlast€ monoterpenické acyklické alkoholy (geraniol, nerol,
linalool), monocyklické alkoholy (menthol), bicyklické alkoholy (borneol),
seskviterpenické acyklické alkoholy (farnesoly a nerolidol), cyklické alkoholy
(bisabololy) a diterpenické acyklické alkoholy (geranyllinalool). Ne&které
Z terpenickych alkohold se v rostlinach nachazeji jako estery pievazné s kyselinou
octovou (linalyl-acetat, menthyl-acetat, bornyl-acetat). Vyznamny je bicyklicky keton
kafr. Farmaceuticky vyznamné jsou seskviterpenické laktony (matricin, artabsin,

santonin). Aromatické monoterpeny jsou zastoupeny thymolem.

Derivaty fenylpropanu sestavajici z C¢-C3 jednotky se mezi sebou lisi pfitomnosti a
polohou dvojné vazby na trojuhlikatém fetézci a déle substituci aromatického kruhu.
Jako piiklad lze uvést alkoholy (anethol, koniferylalkohol), aldehydy (skoticovy

aldehyd), ketony (anisketon) a myristicin, asaron a fenikulin.

Riiznorodost slozek silic dokumentuji vybrané piiklady, uvedené na nasledujicim

obrazku:

Terpenoidni slozky silic:
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T QBGACE QL

p-myrcen limonen a-pinen p-farnesen y-bisabolen geraniol nerol
AcO B
¢Hs o ‘_~CH,
. OH OAc
OH | HO oH
CH,OH o
O
menthol borneol kafr farnesol linalyl-acetéat matricin thymol

Ptiklady derivatt fenylpropanu:

CH,OH . CHO N
MeO MeO

alkohol kyseliny skoficovy aldehyd anethol anisketon
hydroskoficové
MeO =
MeO A MeOU\/ MeO ™
e e 9o
f-asaron eugenol isoeugenol myristicin

5.1.1. KVALITATIVNI HODNOCENI SILIC

Riiznorodost latek tvoficich silice neumoznuje uplatnit ,,skupinovy* ptistup pfi jejich
dikazu. Pro kvalitativni hodnocent silic, se zaméfenim na jejich jednotlivé slozky, se
pouziva plynova chromatografie a chromatografie na tenké vrstvé silikagelu. Posledné
jmenovana metoda je popsana u vétsiny sili¢nych drog uvedenych v CL 2009. Vedle
extraktu z drogy se v nékterych piipadech pouziva jako vychozi vzorek silice ziskana
destilaci s vodni parou (kvantitativni stanoventi silic). Pro hodnoceni oficinalnich silic
(Etherolea) se pouziva plynova chromatografie, kterda umoZiuje urcit nejen
pfitomnost, ale i procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek pfitomnych v silici.

Pro dukaz silice obsahujici aldehydy nebo ketony lze vyuzit reakci s hydrazinem.
Jedna se o reakci sriznymi derivaty hydrazinu (napt. p-nitrofenylhydrazin,
dinitrofenylhydrazin, aj.) rozpuSténymi Vv 15-30% roztoku kyseliny octové. Tato
zkoumadla citlivé reaguji s karbonylovymi slouceninami, s nimiz tvoii krystalické

srazeniny definovaného bodu tani.
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R-CHO + Ar-NH-NH2 — R-CH=N-NH-Ar + H.0
Mikrochemicka zkouska se provadi obvykle v mikrokelimku, do kterého se vlozi
malé mnozstvi zkoumané drogy, kelimek se ptikryje sklenénou destickou, obsahujici
na spodni strané visutou kapku zkoumadla (derivat hydrazinu). Mikrokelimek se
mirné zahtiva, pricemZ vystupujici pary silice obsahujici aldehydy nebo ketony
okamzité reaguji s hydrazinovym zkoumadlem za vzniku krystalii. Ty se vysusi a

stanovi se jejich bod tani, ktery je charakteristicky pro tu kterou silici.

5.1.2.ZKOUSKY NA CISTOTU
Ze zkousek na ¢istotu siliénych drog predepisuje CL 2009 obvyklé zkousky na (1)
Cizi ptimési, (2) Vodu, (3) Celkovy popel a (4) Popel nerozpustny v HCI (viz obecna

¢ast, Farmakognostické metody).

U silic (Etherolea), pievazné ziskanych destilaci s vodni parou, se dle CL 2009
provadi zkousky na cistotu, uvedené u piislusného clanku. ZkouSky na distotu jsou
zaméiené piredevsim na pfitomnost latek, které slouzi k falSovani silic. Patii sem:

« relativni hustota;

o index lomu;

« opticka otacivost;

« voda v silicich;

« cizi estery v silicich;

o mastné oleje a zpryskyti¢natelé silice v silicich;

e pach a chut silic;

« zbytek po odpareni silic;

« rozpustnost silic v ethanolu;

e stanoveni cineolu v silicich.

5.1.3. KVANTITATIVNI STANOVENI SILIC

Silice se z drogy ziskavaji vétsinou destilaci s vodou nebo s vodni parou. Pii destilaci
drogy s vodou se vhodn¢ upravend droga zahtiva v baiice s ur¢itym mnozstvim vody,
piicemz unika s vodni parou. Pfi destilaci drogy s vodni parou neni droga v pfimém
styku s vodou. Byv4 umisténa tak, aby unikajici vodni pary drogou prochdzely a

strhavaly s sebou tékajici silici.
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U drog, jejichz sili¢né slozky se pii destilaci rozkladaji, se silice ziskavaji lisovanim.
Tento zptsob je zvlasté vhodny u drog, které obsahuji silice ve znaéném mnozstvi a
tyto jsou lokalizovany hlavné v povrchovych castech, napt. v oplodi citrusovych
plodi. Vylisovana tekutina vSak obsahuje smés silice, vody a dalSich slozek (napf.

pektiny), je tedy nezbytné takto ziskany produkt dale piecistit.

Pro stanoveni obsahu jednotlivych slozek silice se provadi plynova chromatografie

(dle ptislusného clanku). Obsah slozek silice v % se stanovi metodou normalizace.

5.1.3.1. Stanoveni obsahu silic v rostlinnych drogach

Stanoveni obsahu silic v rostlinnych drogach se provadi destilaci s vodni péarou na

zvlastnim pristroji za dale uvedenych podminek. Destildt se jima v kalibrované

trubici, silice se zachycuje v xylenu; vodna faze se automaticky vraci zpét do
destila¢ni bariky. Bez ptidavku xylenu se stanovuje obsah silic u drog: Rosmarini
folium, Serpylli herba a Thymi herba.

Pristroj se sklada z nasledujicich ¢asti:

a) vhodné destila¢ni banky s kulatym dnem a kratkym zabrouSenym hrdlem na $ir§im

konci 0 vnitinim praméru 29 mm; (pouzivaji se baiiky o objemu 250-1000 ml, dle

pozadavkt piislusného ¢lanku)

b) kondenzacni ¢asti (viz obrazek), kterd priléha k destilacni baiice zdbrusem tak, Ze

spolu tvofi jednolity celek; pouzité sklo ma nizky koeficient roztaznosti;

— zatka K’ je odvétravaci, trubice K méa otvor o priméru asi 1 mm, shodny s
odvétravacim otvorem zatky; Sirs$i konec trubice K o vnitinim priméru 10 mm je
ze zabrousSeného skla;

— hruskovité rozsifena ¢ast J o objemu 3 ml;

— trubice JL je délena po 0,01 ml;

— kulovita ¢ast L o objemu asi 2 ml;

— trojcestny kohout M;

— usti trubice B je 0 20 mm vySe nez horni znacka déleni na trubici;

c¢) vhodného tepelného zdroje umoziiuyjiciho piesné nastaveni teploty;

d) svislého stojanu s kruhem pokrytym izolacnim materidlem.
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Postup dle CL 2009

Pouzije se dukladné wvycistény piistroj. Stanoveni se provadi podle charakteru
zkouSené drogy. Do destilacni baiky se ptevede predepsané mnozstvi destilacni
kapaliny, pfida se n€kolik kouskli porézniho porcelanu a pfipoji se kondenzacni ¢ast.
Nalevkou N se vlije do pfistroje voda tak, aby jeji hladina dosahla bodu B. Vyjme se
zatka K’ a pipetou, jejiz konec se dotyka spodni Casti trubice K, se ptida predepsané
mnozstvi xylenu. Zatka K" se uzavie; otvor v zatce odpovida polohou otvoru v trubici
K. Kapalina v bance se zahieje k varu a neni-li jinak pfedepsano, destiluje se rychlosti

2 ml/minutu az 3 ml/minutu.

Ur¢i se destilacni rychlost; béhem destilace se snizi pomoci trojcestného kohoutu
hladina kapaliny tak, aby odpovidala polohou spodni znacce (a) (viz obrazek Pfistroj
na stanoveni silic podle CL 2009). Kohout se uzavie a zmé&ii se ¢as potiebny k tomu,
aby hladina dosahla horni znacky (b). Kohout se otevie a pokracuje se v destilaci,
destila¢ni rychlost se upravi vhodnym zahtivanim. Destiluje se 30 minut. Pak se

zahfivani pferusi a po nejméné 10 minutach se odecte objem xylenu v délené trubici.

Do banky se prevede predepsané mnozstvi drogy a pokraCuje se v destilaci vyse
uvedenym zpiisobem po ptredepsanou dobu a ptedepsanou rychlosti. Pak se zahtivani
ukon¢i a po 10 minutdch se odecte objem kapaliny v délené trubici, od n¢hoz se
odecte diive zaznamenany objem xylenu. Rozdil vyjadiuje obsah silice ve zkouSené

droze. Vysledek se ptepocita na obsah mililitri v 1 kg drogy.

Ma-li byt silice pouzita pro dalsi analytické ucely, odd¢li se jeji bezvoda cast s
xylenem nasledujicim zplisobem. Vyjme se zatka K™ a pfidd se 0,1 ml roztoku
fluoresceinu sodné soli (1 g/l) a 0,5 ml vody. Pomoci trojcestného kohoutu se vypusti
smés xylenu a silice do kulovité ¢asti L a po 5 minutach stani se vypousti pomalu tak,
az hladina klesne na troven kohoutu M. Kohoutem se oto¢i zprava doleva tak, aby
vytekla voda ze spojovaci trubice BM. Pomoci nalevky N promyjeme trubici
acetonem R a malym mnozstvim toluenu R. Kohoutem se oto¢i zprava doleva a smés

xylenu a silice se vypusti do vhodné barky.

Postup dle CsL 4
Pouzije se dukladné wvyciStény piistroj. Stanoveni se provadi podle charakteru
zkousSené drogy. Do destila¢ni bailkky se prevede ptfedepsané mnozstvi destilacni

kapaliny, pfid4 se n€kolik kouskli porézniho porcelanu (varné kaménky) a pfipoji se
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kondenzac¢ni Cast. Trubice GLM se naplni vodou, az voda v mist¢ M pretéka do
banky. Pipetou se piida do postranni trubice piedepsané mnozstvi xylenu a trubice

(GH) se uzavie smotkem vaty.

Kapalina v barice se zahfeje k varu a neni-li jinak pfedepsano, destiluje se rychlosti
2 ml/minutu az 3 ml/minutu. Destila¢ni rychlost se upravi vhodnym zahfivanim.
Destiluje se 30 minut. Pak se zahfivani pierusi a po nejméné 10 minutach se odecte

objem xylenu v délené trubici.

Do banky se prevede predepsané mnozstvi drogy a pokracuje se v destilaci vyse
uvedenym zpusobem po predepsanou dobu a predepsanou rychlosti. Pak se zahtivani
ukon¢i a po 10 minutach se odecte objem kapaliny v dé€lené trubici, od n¢hoz se
odecte diive zaznamenany objem xylenu. Rozdil vyjadiuje obsah silice ve zkouSené

droze. Vysledek se piepocita na obsah mililitrd silice v 1 kg drogy.

Pfistroj na stanoveni silic v rostlinnych drogach (rozméry v milimetrech) podle

CL 2009 CsL 4
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PoZadavKy na obsah silice v drogach podle CL 2009 a podminky stanoveni

Droga Navazka Stupeii Destilacni | Xylen | Doba Obsah silice
9) rozdrobnéni tekutina - | (ml) [ destilace | nejméné
drogy voda (hod) ml/kg vysu-
(ml) Sené drogy
celé / fezané
Absinthii herba 50,0 fezana 500 0,5 3 2
o upraskovana
Anisi fructus® 10,0 100 0,5 2 20
pted pouzitim
Aurantii amari upraskovana
o 15,0 200 0,5 15 20
pericarpiun (710)
) upraskovana
Carvi fructus 10,0 200 0,5 15 30
(710)
] rozetiena
Caryophylli flos V) 5,0 100 0,5 2 150
s kfemelinou
) ] upraskovana
Cinnamomi cortex 2 | 20,0 200 0,5 3 12
(710)
Chamomillae
20,0 nerozdrobnéna | 250 0,5 3 7
romanae flos
upraskovana
Coriandri fructus 30,0 pred 200 0,5 2 3
stanovenim
Eucalypti folium 10,0 Cerstvé fezana | 200 0,5 2 20/ 15
Foeniculi amari rozdrcena
5,0 200 0,5 2 40
fructus (1400)
Foeniculi dulcis rozdrcena
10,0 200 0,5 2 20
fructus (1400)
o rozdrcena pred
Juniperi fructus 20,0 200 0,5 1,5 10
stanovenim
Lavandulae flos 20,0 neupravuje se 500 0,5 2 13
Matricariae flos7 30,0 neupravuje se 300 0,5 4 4
Menthae piperitae
) 20,0 rozdrcena 200 0,5 2 12/9
folium
Millefolii herba® 20,0 fezana 500 0,2 2 2
Rosmarini folium 25,0 rozdrcena 300 0 3 12
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Salviae officinalis
) 20,0 cerstveé fezana 250 0,5 2 15/10
folium
je-li tieba
Salviae trilobae rozdrobnéna
) 20,0 250 0,5 2 18/12
folium tésné pred
stanovenim
Serpylli herba 50,0 fezana 500 0 2 3
Thymi herba 30,0 neupravuje se 400 0 2 12

1) 5,0 g drogy se rozetie s 5,0 g kiemeliny na jemny homogenni prasek. 4,0 g této smési se ihned pouZije k vlastnimu stanoveni.
2) destilacni tekutinou je 0,1 M roztok kyseliny chlorovodikové;

3) destila¢ni tekutinou je 200 ml vody a 100 ml glycerolu;

4) destilacni tekutinou je smés objemovych dili vody a ethylenglykolu (1 +9).

5.14.DROGY S OBSAHEM SILIC

5.1.4.1. Absinthii herba — Pelyiikova nat’ (CL 2009)

Jsou to ususené celé nebo fezané ptizemni listy nebo kvetouci malo olisténé vrcholky
druhu Artemisia absinthium L., pelyn€k pravy, Asteraceae, nebo jejich smés.

Obsabh silice: nejméné 2 ml/kg vysuSené drogy.

Obsahové latky silice: mono a seskviterpeny: a- a B-thujon, thujylalkohol, cineol,

artabsin, absinthin, aj. Déle obsahuje hoi¢iny, flavonoidy, fenolové kyseliny.

Tenkovrstva chromatografie:

ZkouSeny roztok: 2 g praskované drogy se smichaji s 50 ml vrouci vody a nechaji se
stat 5 minut za obcasného protiepavani. Po ochlazeni se pfidd 5 ml roztoku octanu
olovnatého (100 g/l), promicha se a zfiltruje. Banka a zbytek na filtru se promy;ji 20
ml vody. Filtrat se protfepe s 50 ml dichlormethanu, organicka vrstva se oddé¢li a
vysusi se siranem sodnym bezvodym, zfiltruje se a filtrat se odpaii na vodni lazni do
sucha. Zbytek se rozpusti v 0,5 ml ethanolu 96%.

Porovnavaci roztok: 2 mg Cervené methylové a 2 mg resorcinolu se rozpusti v 10,0 ml
methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smes objemovych dilli acetonu, kyseliny octové ledové, toluenu a
dichlormethanu (10 : 10 : 30 : 50).

Nanaseni: 10 pl do prouzk.
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Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce A: Postiika se acetanhydridem v kyseliné sirové a pozoruje se v dennim
svétle.

Hodnoceni A: Na chromatogramu zkouSen¢ho roztoku je modrd skvrna (artabsin)
V poloze odpovidajici poloze tésné¢ nad Cervenou skvrnou (Cervein methylova) na
chromatogramu porovnavaciho roztoku.

Detekce B: Vrstva se zahtiva 5 minut pii 100 °C az 105 °C a pozoruje se v dennim
svétle.

Hodnoceni B: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stfedni tfetiné Cervena
skvrna (Cervent methylovd) a pod ni svétle rizovad skvrna (resorcinol). Na
chromatogramu zkouseného roztoku je intenzivni Cervend nebo hnédocervena skvrna
(absinthin) s hodnotou Rr odpovidajici skvrné resorcinolu na chromatogramu
porovnavaciho roztoku. Na chromatogramu zkouSen¢ho roztoku jsou dalsi skvrny,

které jsou méné intenzivni nez skvrna absinthinu.

5.1.4.2. Anisi fructus — Anyzovy plod (CL 2009)
Je to cela ususena dvojnazka druhu Pimpinella anisum L., bedrnik anyz, Apiaceae.

Obsah silice: Nejméné 20 ml/kg drogy.

Vlastnosti: Droga mé charakteristicky pach po anetholu. Je to obvykle celd dvojnazka,

Casto S malym zbytkem tenké tuhé lehce zakiivené stopky.

Obsahove latky silice: trans-anethol, methylchavikol (= estragol), anisaldehyd. Déle
olej, bilkoviny, sacharidy.

O MeO

trans-anethol methylchavikol = estragol

Me

Tenkovrstva chromatografie:
Zkouseny roztok: 0,10 g praskované drogy se protiepava 15 minut se 2 ml
dichlormethanu. Zfiltruje se a filtrat se opatrné¢ odpati do sucha na vodni l4zni pti 60

°C. Zbytek se rozpusti v 0,5 ml toluenu.
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Porovnavaci roztok: 3 pl anetholu a 40 ul oleje olivového se rozpusti v 1 ml toluenu.
Stacionarni faze. Deska s vrstvou silikagelu GF 2s4 pro TLC.

Mobilni faze: Toluen.

Nanaseni: 2 ul a 3 pl zkouseného roztoku a 1 pl, 2 pl a 3 ul porovnavaciho roztoku,
oddélené ve 2 cm vzdalenostech.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

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

Hodnoceni A: Ve stfedni ¢asti chromatogrami je skvrna zhasejici fluorescenci
(anethol) na svétlém pozadi.

Detekce B: Vrstva se postiikd Cerstvé pfipravenym roztokem kyseliny
fosfomolybdenové (200 g/1) v ethanolu 96% (pouzije se asi 10 ml na vrstvu 200 mm X
200 mm) a zahiiva se 5 minut pii 120 °C. Pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni B: Skvrny odpovidajici anetholu jsou zbarveny modie na Zlutém pozadi.
Skvrna anetholu na chromatogramu zkouseného roztoku pti nanaSeni 2 pl prevysuje
velikosti a intenzitou skvrnu na chromatogramu porovnavaciho roztoku pfi nanaSeni
1 ul a neptevySuje velikosti a intenzitou skvrnu porovnavaciho roztoku pfi nanaseni
3 pl. Na chromatogramech zkouSen¢ho roztoku je v dolni tfetiné modra skvrna
(triacylglyceroly) odpovidajici polohou a zbarvenim skvrné v dolni tfetiné na

chromatogramech porovnavaciho roztoku (triacylglyceroly olivového oleje).

Stanoveni obsahu:
Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. 10,0 g drogy upraskované tésné
pied pouzitim se destiluje 2 h rychlosti 2,5 ml/minutu az 3,5 ml/minutu v 250ml

banice se 100 ml vody. Do dé€len¢ trubice se pfida 0,50 ml xylenu. Minimalni obsah

silice je 0,2 ml.
5.143. Aurantii amari pericarpium — Oplodi ho¥kého pomeranée (CL
2009)

Syn. Aurantii amari epicarpium et mesocarpium

Je to usuSené oplodi zralého plodu Citrus aurantium L. ssp. aurantium (Citrus
aurantium L. ssp. amara Engl.), citronik pomerancovy, Rutaceae, ¢asteéné zbavené
bilé houbovité tkan¢ (albeda).
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Obsah silice: Nejméné 20 ml/kg bezvodé drogy.

Obsahové latky silice: (+)-limonen, terpenické alkoholy (linalool, terpineol),
aldehydy. Dale flavonoidy (rutosid, hesperidin, naringin, neohesperidin), methylester
kyseliny anthranilové, kumariny, hoi¢iny, karotenoidy.

Vlastnosti: Droga ma aromaticky pach a kotenité¢ hotkou chut’.

Tenkovrstva chromatografie:

Duikaz je zaméfeny na pfitomnost flavonoidii (naringenin).

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 protiepavani a pak se zfiltruje. 2,000 g filtratu se odpati na vodni
lazni do sucha a pak se susi 3 h v susarn¢ pti 100 °C az 105 °C. Po vychladnuti
v exsikatoru nad oxidem fosforecnym se zvazi. Hmotnost zbytku po vysusSeni je

nejméné 120 mg.

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. Droga se upraskuje tésné pred
pouzitim. 15,0 g drogy se destiluje 90 minut rychlosti 2 ml/minutu az 3 ml/minutu
vV 500ml barice s 200 ml vody. Do dé€lené trubice se ptida 0,50 ml xylenu.

Minimalni obsah silice je 0,3 ml.

5.14.4. Balsamum peruvianum — Peruansky balzam (CL 2009)
Je to balzam ziskany z popaleného a poranéného kmene druhu Myroxylon balsamum
(L.) Harms var. pereirae (Royle) Harms, vonodiev balzamovy, Fabaceae.
Obsah: 45,0 % az 70,0 % esterti, zejména benzylester kyseliny benzoové a

benzylester kyseliny skoficové (cinnamein).

Vlastnosti:

Vzhled: Tmavé hnéda viskozni tekutina, v tenké vrstvé prihledna a zlutohnéda; neni
lepivéa, nevysychd ani se nitovité netahne.

Rozpustnost: Prakticky nerozpustny ve vod¢, snadno rozpustny v ethanolu bezvodém,

nemisitelny s mastnymi oleji s vyjimkou ricinového oleje.
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0,209 benzylester kyseliny skoficové benzylester kyseliny benzoove
balzamu se rozpusti v 10 ml ethanolu 96%. Ptidaji se 0,2 ml chloridu Zelezitého;

vznika zelené az Zlutozelené zbarveni.

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,5 g se rozpusti v 10 ml ethyl-acetatu.

Porovnavaci roztok: 4 mg thymolu, 30 mg benzyl-cinnamatu a 80 pl benzyl-
benzoatu se rozpusti v 5 ml ethyl-acetatu.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu GF 254 pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny octové ledové, ethyl-acetatu a hexanu
(0,5:10:90).

Nandseni: 10 pl, do prouzkl (20 mm x 3 mm).

Vyvijeni: Dvakrat po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce A: Pozoruje se v ultrafialovém svétle pti 254 nm; skvrny se oznaci.
Hodnoceni A: Na chromatogramu porovnédvaciho roztoku jsou v horni tfetiné¢ dvé
skvrny zhésejici fluorescenci, z nichz horni odpovida benzyl-benzoatu a dolni benzyl-
cinnamatu. Na chromatogramu zkouSené¢ho roztoku jsou dvé skvrny zhaSejici
fluorescenci odpovidajici polohou a velikosti skvrnam na chromatogramu
porovnavaciho roztoku.

Detekce B: Vrstva se postiikd Cerstvé pfipravenym roztokem kyseliny
fosfomolybdenoveé (200 g/1) v ethanolu 96% (pouZzije se asi 10 ml na vrstvu 200 mm X
200 mm) a susi se 5 az 10 minut pii 100 °C az 105 °C. Pozoruje se v dennim svétle.
Hodnoceni B: Skvrny odpovidajici benzyl-benzoatu a benzyl-cinnamatu jsou
zbarveny modfe na zlutém pozadi. Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je
piiblizné uprostfed fialovoSeda skvrna (thymol). Na chromatogramu zkouSeného
roztoku je modra skvrna (nerolidol) v poloze odpovidajici polohou tésné pod skvrnou
thymolu na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Pod skvrnou nerolidolu neni
74dnd modrd skvrna zhaSejici fluorescenci v ultrafialovém svétle pii 254 nm
(kalafuna). V horni a dolni ¢asti chromatogramu zkouSeného roztoku mohou byt

pfitomny dalsi slabé modie zbarvené skvrny.
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5.1.4.5. Carvi fructus — Kminovy plod (CL 2009)
Je to ususena nazka druhu Carum carvi L., kmin kofenny, Apiaceae.

Obsah silice: Nejméné 30 ml/kg bezvodé drogy.

Vlastnosti: Droga ma charakteristicky pach po karvonu.
Obsahové latky silice: D-karvon, D-limonen, dihydrokarvon, karveol, dale je

pritomny mastny olej a kumariny.

karvon karveol limonen

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,5 g praSkované drogy se protfepava 2 az 3 minuty s 5,0 ml ethyl-
acetatu a zfiltruje se ptes 2 g siranu sodné¢ho bezvodého.

Porovnavaci roztok: 2 ul karvonu a 5 ul olivového oleje se rozpusti v 1,0 ml ethyl-
acetatu.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu GF 254 pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild ethyl-acetatu a toluenu (5 : 95).

Nanaseni: 20 pl zkouseného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku, do prouzk.
Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

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

Hodnoceni A: Ve stfedni ¢asti chromatogramu zkouSeného roztoku i porovnavaciho
roztoku je skvrna karvonu zhésejici fluorescenci na svétlém pozadi.

Detekce B: Vrstva se postiika anisaldehydem RS (v nasledujicim pofadi se smicha
0,5 ml anysladehydu R, 10 ml kyseliny octové ledové R, 85 ml methanolu R a 5 ml
kysliny sirové R) a zahtiva se 2 minuty az 4 minuty pii 100 °C az 105 °C. Pozoruje se
V dennim svétle.

Hodnoceni B: Skvrny odpovidajici karvonu jsou tmavé oranzovohnédé. Na
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chromatogramu zkouSen¢ho roztoku je nad skvrnou karvonu fialova skvrna
(triacylglyceroly) odpovidajici polohou skvrn€¢ chromatogramu porovnavaciho
roztoku (triacylglyceroly olivového oleje). Na Cele mobilni faze chromatogramu
zkouseného roztoku je slabé fialova skvrna (terpenické uhlovodiky) a v dolni ¢asti

chromatogramu jsou dalsi slab¢ fialovosedé nebo nahnédlé skvrny.

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. 10,0 g drogy upraskované tésné
pied pouzitim se v 500ml bance destiluyje 90 minut rychlosti 2 ml/minutu az 3
ml/minutu s 200 ml vody. Do délené trubice se piidd 0,50 ml xylenu. Minimalni

obsah silice je 0,3 ml.

5.1.4.6. Caryophylli flos — Hi-ebi¢kovecovy kvét (CL 2009)

Je to celé poupé druhu Syzygium aromaticum (L.) Merill et L.M. Perry (Eugenia
caryophyllus (C. Spreng) Bull. et Harr.), hiebickovec kofenny, Lauraceae, susené tak
dlouho, dokud neziska ¢ervenohnédou barvu.

Obsabh silice: Nejméné 150 ml/kg suché drogy.

Vlastnosti: Droga ma charakteristicky aromaticky pach.

Obsahové latky: eugenol, acetyleugenol, B-karyofylen.

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,1 g praskované drogy se protiepava 15 minut se 2 mi
dichlormethanu. Zfiltruje se, filtrat se odpaii opatrné na vodni lazni do sucha.
Odparek se rozpusti ve 2 ml toluenu.

Porovnavaci roztok: 20 ul eugenolu se rozpusti ve 2 ml toluenu.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu GF 254 pro TLC.

Mobilni faze: Toluen.

Nanaseni: 10 pl porovnavaciho roztoku a 20 ul zkouSeného roztoku, oddélené¢ do
prouzkll (20 mm x 3 mm).

Vyvijeni: Dvakrat v nenasycené komote po draze 10 cm; mezi obéma vyvijenimi se
susi 5 minut na vzduchu.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce A: Pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 254 nm a skvrny zhasejici

fluorescenci se oznaci.
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Hodnoceni A: Na chromatogramu zkouSen¢ho roztoku je ve stfedni ¢asti skvrna
zhasejici fluorescenci (eugenol) odpovidajici polohou skvrné zhasejici fluorescenci na
chromatogramu porovnavaciho roztoku a tésn€¢ pod skvrnou eugenolu miize byt i
mén¢ intenzivni skvrna zhéSejici fluorescenci odpovidajici polohou skvrné
acetyleugenolu.

Detekce B: Postiika se anisaldehydem RS, pouzije se asi 10 ml na vrstvu 200 mm x
200 mm a zahiiva se 5 minut az 10 minut pii 100 °C az 105 °C; pozoruje se v dennim
svétle.

Hodnoceni B: Skvrna eugenolu na chromatogramu zkouSeného roztoku a
chromatogramu porovnavaciho roztoku je intenzivné hnédofialova a skvrna
acetyleugenolu na chromatogramu zkouSeného roztoku je slabé fialovomodra. Na
chromatogramu zkouSené¢ho roztoku jsou dalSi zbarvené skvrny; zejména
cervenofialova skvrna odpovidajici karyofylenu v horni ¢asti a dale slabé Cervena

skvrna v dolni ¢asti chromatogramu.

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. 5,0 g drogy se rozetie s 5,0 ¢
kfemeliny na jemny homogenni prasek. 4,0 g této smési se ihned pouzije k vlastnimu
stanoveni. Destiluje se 2 h rychlosti 2,5 ml/minutu az 3,5 ml/minutu v 250ml bance
se 100 ml vody jako destila¢ni tekutinou; do délené trubice se piida 0,50 ml xylenu.

Minimalni obsah silice je 0,6 ml.

5.1.4.7. Chamomillae romanae flos — Kvét hefmanku ¥imského (CL 2009)
Je to usuSeny ubor plnokvétych kulturnich odrid druhu Chamaemelum nobile (L.)
All. (Anthemis nobilis L.), rmenec sli¢ny (fimsky hefmanek), Asteraceae.

Obsah silice: Nejméné 7 ml/kg vysusené drogy.

Vlastnosti: Ubory jsou bilé nebo Zlutosedé, polokulovité, jednotlivé. Na kuZelovitém
plném lizku jsou jednotlivé kvéty, kazdy s prusvitnou plevinou. Droga vyrazného

charakteristického pachu.

Tenkovrstva chromatografie:

Dtikaz je zamé&feny na ptitomnost flavonoida (apigenin, apigenin-7-glukosid).

Stanoveni obsahu:
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Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. 20,0 g nerozdrobnéné drogy se
destiluje 3 h rychlosti 3 ml/minutu az 3,5 ml/minutu v 500ml baiice s kulatym

dnem s 250 ml vody; do délené trubice se piida 0,50 ml xylenu.

5.1.4.8. Cinnamomi cortex — Sko¥icovnikova kiira (CL 2009)

Je to ususSend kira mladych vétvi, zbavena zevni vrstvy korku a parenchymu kury
druhu Cinnamomum zeylanicum Ness (Cinnamomum verum J. S. Presl), skoficovnik
cejlonsky, Lauraceae.

Obsah silice: Nejméné 12 ml/kg drogy.

Vlastnosti: Droga charakteristického, aromatického pachu.

Obsahov¢ latky silice: skoficovy aldehyd, eugenol a terpenické uhlovodiky.

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,1 g praskované drogy se protfepava 15 minut se 2 ml
dichlormethanu. Zfiltruje se a filtrat se opatrné odpaii na vodni lazni témét do sucha.
Zbytek se rozpusti v 0,4 ml toluenu.

Porovnavaci roztok: 50 pl skotficového aldehydu (cinnamaldehydu) a 10 ul eugenolu
se rozpusti v toluenu a zfedi se jim na 10 ml.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu GF 254 pro TLC.

Mobilni faze: Dichlormethan.

Nandseni: 10 pl, do prouzkd (20 mm x 3 mm).

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce A: Pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 254 nm. Skvrny zhasejici
fluorescenci se oznaci, potom se pozoruje v ultrafialovém svétle pii 365 nm a
fluoreskujici skvrny se oznaci.

Hodnoceni A: V ultrafialovém svétle pfi 254 nm je na chromatogramech zkouSeného
a porovnavaciho roztoku ve stfedni ¢asti zhaSejici skvrna (skoficovy aldehyd), tésné
nad ni mén¢ intenzivni zhasejici skvrna (eugenol).

V ultrafialovém svétle pfi 365 nm je na chromatogramu zkouSeného roztoku svétle
modrfe fluoreskujici skvrna (0-methoxycinnamaldehyd) a tésné¢ pod ni skvrna
odpovidajici skoticového aldehydu.

Detekce B: Vrstva se postiika floroglucinolem a prohlizi se v dennim svétle.

Hodnoceni B: Skvrna odpovidajici cinnamaldehydu je Zlutohnéda, skvrna o0-methoxy-
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cinnamaldehydu je fialova.

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. 20,0 g drogy se upraskuje tésné
pied pouzitim. Destiluje se 3 h rychlosti 2,5 ml/minutu az 3,5 ml/minutu v 500ml
bance s 200 ml kyseliny chlorovodikové 0,1 mol/l jako destila¢ni kapaliny; do délené

trubice se ptida 0,50 ml xylenu.

5.1.4.9. Coriandri fructus — Koriandrovy plod (CL 2009)

Je to ususena dvounazka druhu Coriandrum sativum L., koriandr sety, Apiaceae.
Obsabh silice: Nejméné 3 ml/kg vysusené drogy.

Obsahové latky silice: linalool, geraniol, geranyl-acetat, borneol a terpenické

uhlovodiky.

OH

geraniol linalool

Tenkovrstva chromatografie

Zkouseny roztok: 0,50 g Cerstvé praskované drogy se smicha s5,0 ml hexanu,
protiepava se 2 az 3 minuty a pak se zfiltruje pfes 2 g siranu sodného bezvodého.
Porovnavaci roztok: 15 pl linaloolu a 25 pl olivového oleje se tésné pred pouzitim
rozpusti v 5,0 ml hexanu.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild ethyl-acetatu a toluenu (5 : 95).

Nanaseni: 20 pl zkouseného roztoku a 10 ul porovnéavaciho roztoku, do prouzki.
Vyvijeni: Dvakrat po draze 10 cm. Pfed druhym vyvijenim vrstvu silikagelu vysusit.
Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se anisaldehydem RS a pozoruje se v dennim svétle za souc¢asného
zahfivani 5 minut az 10 minut pti 100 °C az 105 °C.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni poloviné fialova

nebo Sedofialovd skvrna (linalool), v horni poloviné modrofialovd skvrna

203



(triacylglyceroly).

Na chromatogramu zkouseného roztoku jsou skvrny, které odpovidaji polohou a
zbarvenim skvrnam na chromatogramu porovnavaciho roztoku; mezi startem
a skvrnou odpovidajici linaloolu jsou fialové Sedé nebo nahnédlé skvrny, z nichz
jedna odpovida geraniolu a mezi skvrnou odpovidajici linaloolu a skvrnou

triacylglycerolli mohou byt slab¢ fialové Sedé skvrny.

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. V 500ml barice s kulatym dnem s
30,0 g cCerstvé praskované drogy a 200 ml vody jako destila¢ni tekutiny. Do délené
trubice se prida 0,50 ml xylenu. Destiluje se 2 h rychlosti 2 ml/minutu az 3 ml/minutu.

Minimalni obsah silice je 0,09 ml.

5.1.4.10. Eucalypti folium — Blahovi¢nikovy list (CL 2009)

Je to cely nebo fezany ususeny list ze starSich vyhonkt druhu Eucalyptus globulus
Labill., blahovi¢nik kulatoplody, Myrtaceae.

Obsabh silice, pocitdno na bezvodou drogu:

- nejméné 20 ml/kg nefezané drogy;

- nejméné 15 ml/kg fezané drogy.

Obsahove latky silice: 1,8-cineol (= eukalyptol), malé mnoZstvi piperitonu a
felandrenu.

Vlastnosti: Droga mé aromaticky pach po cineolu.

1,8-cineol

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,50 g Cerstvé praskované drogy se smicha s 5,0 ml toluenu,
protiepava se 2 az 3 minuty a pak se zfiltruje ptes asi 2 g siranu sodného bezvodého.
Porovnavaci roztok: 50 pl cineolu se rozpusti v toluenu a ziedi se jim na 5 ml.
Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili ethyl-acetatu a toluenu (10 : 90).
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Nanaseni: 10 pl do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se anisaldehydem RS a pozoruje se v dennim svétle za soucasného
zahfivani 5 minut az 10 minut pii 100 °C az 105 °C.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stfedni casti skvrna
odpovidajici cineolu. Hlavni skvrna na chromatogramu zkouseného roztoku odpovida
polohou a zbarvenim skvrné cineolu na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Na
chromatogramu zkousSeného roztoku je v blizkosti ¢ela mobilni faze intenzivni fialova

skvrna (uhlovodiky) a mohou byt pfitomny dalsi slabsi skvrny.

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. 10,0 g cerstvé fezané drogy se
v 500ml barice s kulatym dnem destiluje 2 h rychlosti 2 ml/minutu az 3 ml/minutu se
smési 200 ml vody a 100 ml glycerolu jako destilacni tekutiny; do délené trubice se

ptida 0,50 ml xylenu. Minimalni obsah silice je 0,15 ml.

5.1.4.11. Foeniculi amari  fructus - Plod fenyklu obecného
pravého (CL 2009)

Je to usuSena dvojnazka a nazka druhu Foeniculum vulgare Miller ssp. vulgare var.

vulgare, fenykl obecny hotky, Apiaceae.

Obsah:

- silice: nejméné 40 ml/kg bezvodé drogy;

- anethol: nejméné 60,0 % v silici;

- fenchon: nejméné 15,0 % v silici.

Obsahove¢ latky silice: anethol, fenchon, anisaldehyd.

H CH,
Cs CH, (e}
O
MeO : CH,
H,C
trans-anethol fenchon
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Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,3 g Cerstvé praskované drogy se protfepava 15 minut s 5,0 ml
dichlormethanu. Zfiltruje se, filtrat se opatrné odpaii do sucha na vodni lazni pti
60 °C a zbytek se rozpusti v 0,5 ml toluenu.

Porovnavaci roztok: 50 ul anetholu a 10 ul fenchonu se rozpusti v 5,0 ml hexanu.
Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu GF2s4 pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili hexanu a toluenu (20 : 80).

Nandseni: 10 pl do prouzkii (20 mm X 3 mm).

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

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

Hodnoceni A: Ve stfedni Casti chromatogramii je skvrna anetholu zhaSejici
fluorescenci.

Detekce B: Vrstva se postiika kyselinou sirovou a zahfiva se 5 minut az 10 minut
pti 140 °C, dokud se v dolni téetiné chromatogrami neobjevi zluta skvrna fenchonu.
Hodnoceni B: Ve stfedni ¢asti chromatogramu je fialova skvrna anetholu. Na

chromatogramu zkouseného roztoku je v horni tfetin€ Cervenohnéda skvrna (terpeny).

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoventi silic v rostlinnych drogach. Droga se rozdrti na hruby prach a
5,0 g se ihned pouzije ke stanoveni. Destiluje se 2 h rychlosti 2 ml/minutu az 3
ml/minutu v 500ml barice s kulatym dnem s 200 ml vody jako destila¢ni tekutiny; do
délené trubice se ptida 0,50 ml xylenu. Minimalni obsah silice je 0,20 ml.

Anethol a fenchon se stanovi plynovou chromatografii.

5.1.4.12. Foeniculi dulcis fructus — Plod fenyklu obecného sladkého
(CL 2009)

Je to usuSena dvojnazka a nazka druhu Foeniculum vulgare Miller ssp. vulgare var.

dulce (Miller) Thellung, fenykl obecny sladky, Apiaceae.

Obsah:
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- silice: negméné 20 ml/kg bezvodé drogy;
- anethol: nejméné 80,0 % v silici;

Obsahov¢ latky silice: anethol, anisaldehyd, fenchon.

Tenkovrstva chromatografie:

ZkouSeny roztok. 0,3 g Cerstvé praskované drogy se 15 minut protiepava s 5,0 ml
dichlormethanu. Zfiltruje se, filtrat se opatrné odpaii do sucha na vodni lazni a zbytek
se rozpusti v 0,5 ml toluenu.

Porovnavaci roztok: 60 pl anetholu se rozpusti v 5,0 ml hexanu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu GFas4 pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili hexanu a toluenu (20 : 80).

Nandaseni: 10 pl do prouzkti (20 mm X 3 mm).

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

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

Hodnoceni A: Na chromatogramech zkouseného i1 porovnéavaciho roztoku je ve stiedni
casti skvrna zhasejici fluorescenci, odpovidajici anetholu.

Detekce B: Vrstva se postiika kyselinou sirovou, zahiiva se 5 minut pii 140 °C a
pozoruje se V dennim svétle.

Hodnoceni B: Na chromatogramech je ve stiedni Casti fialova skvrna odpovidajici
anetholu. Na chromatogramu zkouSeného roztoku je v horni tfetin€ Cervenohnéda

skvrna (terpeny).

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. Droga se rozdrti na hruby prach a
10,0 g se ihned pouzije ke stanoveni. Destiluje se 2 h rychlosti 2 ml/minutu az 3
ml/minutu v 500ml baice s kulatym dnem s 200 ml vody jako destila¢ni tekutiny; do
délené trubice se ptida 0,50 ml xylenu. Minimalni obsah silice je 0,20 ml.

Anethol se stanovi plynovou chromatografii.

5.1.4.13. Juniperi fructus — Jalovcovy plod (CL 2009)
Je to zraly usuSeny nepravy plod (galbulus) druhu Juniperus communis L., jalovec
obecny, Cupressaceae.

Obsabh silice: Nejméné 10 ml/kg bezvodé¢ drogy.
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Obsahové latky silice: terpinen-4-ol, cineol a desitky dalSich monoterpenti a

seskviterpenti. Jalovcova silice patii co do poctu sloZzek mezi nejbohatsi.

OH

terpinen-4-ol

Tenkovrstva chromatografie:

ZkousSeny roztok: Smes silice a xylenu ze Stanoveni obsahu se zfedi hexanem na
5,0ml.

Porovnavaci roztok: 4,0 mg guajazulenu a 50 pl cineolu se rozpusti v 10 ml hexanu.
Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild ethyl-acetatu a toluenu (5 : 95).

Nandaseni: 20 pl zkouseného roztoku a 10 pl porovnavaciho roztoku do prouzkd.
Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se anisaldehydem RS, zahiiva se 5 minut az 10 minut p#i 100 °C az
105 °C a pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnéavaciho roztoku je v horni poloviné ¢ervena
skvrna (guajazulen) a v dolni poloviné hnédofialova nebo Sedofialova skvrna (cineol).
Na chromatogramu zkouseného roztoku je intenzivni fialova skvrna (monoterpeny a
seskviterpeny) v poloze odpovidajici polohou skvrné guajazulenu na chromatogramu
porovnavaciho roztoku, Cervenofialova skvrna v poloze odpovidajici polohou tésné
nad skvrnou cineolu na chromatogramu porovnavaciho roztoku, Sedofialova skvrna
(terpinen-4-ol) v poloze odpovidajici poloze tésné¢ pod skvrnou cineolu na
chromatogramu porovnavaciho roztoku a tésné¢ pod ni modra skvrna. Na
chromatogramu zkouSeného roztoku muze byt slabé fialova skvrna polohou
odpovidajici cineolu na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Na chromatogramu

zkousSeného roztoku jsou patrné dalsi skvrny.

Stanoveni obsahu:
Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogéach. 20 g drogy rozdrcené tésné pred
stanovenim se destiluje 90 minut rychlosti 3 ml/minutu az 4 ml/minutu v 500ml bance

S kulatym dnem s 200 ml vody jako destila¢ni tekutiny; do délené trubice se ptida
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0,50 ml xylenu. Minimalni obsah silice je 0,20 ml.

5.1.4.14. Lavandulae flos — Levandulovy kvét (CL 2009)

Je to usuSeny kvét druhu Lavandula angustifolia P. Mill (Lavandula officinalis
Chaix), levandule I¢kai'ska, Lamiaceae.

Obsah silice: Nejméné 13 ml/kg bezvodé drogy.

Obsahové¢ latky silice: linalyl-acetat, linalool, malé mnozstvi nerolu, geraniolu a

karyofylenu.

linalool linalyl-acetéat geraniol nerol

Tenkovrstva chromatografie

Zkouseny roztok. 0,5 g praskované drogy se smicha s5 ml hexanu, protfepava se
5 minut a pak se zfiltruje.

Porovnavaci roztok: 10 pul linaloolu a 10 pl linalyl-acetatu se rozpusti v 5 ml hexanu.
Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild ethyl-acetatu a toluenu (5 : 95).

Nandaseni: 10 pl do prouzkd (20 mm X 3 mm).

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se anisaldehydem RS a zahtiva se 5 minut az 10 minut p#i 100 °C
az 105 °C; pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni tetiné Sedomodra
skvrna (linalool) a ve stfedni tfetiné Sedomodrd skvrna (linalyl-acetat). Na
chromatogramu zkouseného roztoku jsou skvrny v poloze odpovidajici poloze skvrn
linaloolu a linalyl-acetatu a mezi témito skvrnami je cervenofialova skvrna
(epoxydihydrokaryofylen). Na chromatogramu zkouSeného roztoku jsou jesté dalsi

skvrny.
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Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. 20,0 g drogy se destiluje 2 h
rychlosti 2 ml/minutu az 3 ml/minutu v 1000ml barice s kulatym dnem s 500 ml vody
jako destilacni tekutiny; do délené trubice se ptida 0,5 ml xylenu. Minimalni obsah

silice je 0,26 ml.

5.1.4.15. Matricariae flos — Hefmankovy kvét (CL 2009)

Je to ususeny ubor druhu Matricaria recutita L. [Chamomilla recutita (L.),
Rauschert], hefmanek Iékaisky, Asteraceae.

Obsah, pocitano na vysusenou drogu:

- modfe zbarvena silice: nejméné 4 ml/kg;

- celkovy apigenin-7-glukosid: nejméné 0,25 %.

Obsahové latky: matricin — chamazulen, bisabolol, bisabololoxid A a B, polyyny,

farnesen, kumariny, flavonoidy, slizy.

CH,
4
COO-CH,
—_— O
HO 1 ! HO CH,
0]
- chamazulen (-)-e-bisabolol ; ;
matricin 1,4-dimethyl-7-ethylazulen ~levomenol (-)-a-bisabololoxid A
Q ~I

SN

en-yn-dicykloether
Zkousky totoznosti:
1. Nekolik bort se rozdrti, ptelije se ve zkumavce 5 ml diethyletheru a béhem 5
minut se obCas protiepava. Diethyletherovy vyluh se zfiltruje do malé porcelanové
misky, vyluhovadlo se na vodni lazni odpaii a odparek se opét na vodni lazni zahiiva
5 minut se 3 ml roztoku p-dimethyl-aminobenzaldehydu v kyseliné octové a
fosforecné. Roztok se zbarvi modfe az zelenomodfie (proazulen).
2.  Tenkovrstva chromatografie:
Zkouseny roztok: 50 pl silice ziskané ze Stanoveni obsahu se zfedi xylenem na 1 ml.
Porovnavaci roztok: 2 pl chamazulenu, 5 pl levomenolu a 10 mg bornyl-acetatu se

rozpusti v 5 ml toluenu.
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Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili ethyl-acetatu a toluenu (5 : 95).

Nandaseni: 10 pl, do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se anisaldehydem RS, zahiiva se 5 az 10 minut pii 100 °C az 105
°C a ihned se pozoruje v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v horni tietiné ¢ervena nebo
cervenofialovd skvrna (chamazulen), pfiblizné uprostied je zlutohnéda skvrna
(bornyl-acetat) a ve spodni ¢asti je Cervenofialovda nebo modrofialova skvrna
(levomenol). Na chromatogramu zkouSeného roztoku jsou piitomné skvrny
v sestupném pofadi: 1 nebo 2 modrofialové skvrny (farnesen), cervena nebo
cervenofialovd skvrna (chamazulen), zlutohnédd skvrna (bornyl-acetat) pifitomna
neni, hnéda skvrna (en-yn-dicykloether), Cervenofialovd nebo modrofialova skvrna

(levomenol = a-bisabolol).

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogéach. PouZije se 30,0 g nerozdrobnéné
drogy, 1000ml barika, 300 ml vody jako destila¢ni tekutiny a 0,50 ml xylenu v délené
trubici. Destiluje se 4 h rychlosti 3 ml/minutu az 4 ml/minutu. Ke konci této doby se
uzavie piivod vody k chladi¢i, ale pokracuje se v destilaci, dokud se spodni konec
chladi¢e nenaplni modrym dymem tékavych sloucenin. Thned se obnovi pritok vody
chladi¢em, aby se zabranilo piehiati separacniho prostoru. Destilace se ukonci po

dalSich 10 minutach. Minimalni obsah silice je 0,12 ml.

Vyse uvedena droga slouzi pro piipravu Matricariae etheroleum — Hefmankova
silice (CL 2009) a Matricariae extractum fluidum — HeFfmankovy extrakt tekuty
(CL 2009). Obsahuje 0,30 % modré zbytkové silice.

5.1.4.16. Melissae folium — Medurikovy list (CL 2009)
Je to ususeny list druhu Melissa officinalis L., medunka lékaiska, Lamiaceae.

Obsah: Nejméné 4,0 % celkovych hydroxyskoficovych derivatl, vyjadieno jako
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kyselina rozmarynovéa, pocitano na vysuSenou drogu. Droga obsahuje 0,01-0,25 %
silice, ktera se pro malé mnozstvi nestanovuje. V silici jsou citronellal, citral, geranial,

citronelol, linalool, geraniol.

Vlastnosti: Droga mé charakteristicky pach po citronu.

O
AN X _CHO HO “ 5 OH
| | | HO ™4 S 3 OH
HOOC1!
citronellal | neral gerania|| kyselina rozmarynovéa
R(+)-2-(3,4-dihydroxycinnamoyloxy)-3-
citral -(3,4-dihydroxyfenyl)propionova kyselina

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 2,0 g praskované drogy se v 250ml baiice s kulatym dnem smichaji
se 100 ml vody a destiluji se 1 h za pouziti destilacniho pfistroje pro Stanoveni silic
Vv rostlinnych drogéch, do délené trubice se ptida 0,5 ml xylenu. Po ukonceni destilace
se organicka faze ptevede pomoci malého mnozstvi xylenu, jimz se promyje délena
trubice, do 1ml odmérné bariky a zfedi se jim na 1,0 ml.

Porovnavaci roztok: 1,0 pl citronellalu a 10,0 pl citralu se rozpusti v 25 ml xylenu.
Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild ethyl-acetatu a hexanu (10 : 90).

Nandaseni: 10 pl porovnavaciho roztoku a 20 pl zkouseného roztoku do prouzki.
Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Postiika se anisaldehydem RS a pozoruje se v dennim svétle za souc¢asného
zahtivani 10 minut az 15 minut pfi 100 °C az 105 °C.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni tfetiné
zelenofialovd nebo modrofialova skvrna (citral) a nad ni je Sedd nebo Sedofialova
skvrna (citronellal). Na chromatogramu zkouseného roztoku jsou skvrny odpovidajici
polohou a zbarvenim skvrndm na chromatogramu porovnavaciho roztoku a mezi nimi
je Cervenofialova skvrna (epoxykaryofylen). Na chromatogramu zkouseného roztoku

mohou byt ptitomny dalsi skvrny.

Stanoveni obsahu:
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Zakladni roztok: K 0,200 g praSkované drogy se piida 190 ml ethanolu 50%, vafi se
30 minut ve vodni lazni pod zpétnym chladi¢em, necha se ochladit a zfiltruje se. Filtr
se promyje 10 ml ethanolu 50%. Filtrat a promyvaci tekutina se spoji v odmérné
bance a zredi se ethanolem 50% na 200,0 ml.

Zkouseny roztok. K 1,0 ml zakladniho roztoku se ve zkumavce piidaji 2 ml kyseliny
chlorovodikové 0,5 mol/l, 2 ml roztoku pfipraveného rozpusténim 10 g dusitanu
sodného a 10 g molybdenanu sodného ve 100 ml vody, pak se pfidaji 2 ml hydroxidu
sodného zfedéného, zfedi se vodou na 10,0 ml a promicha se.

Kontrolni roztok: Ve druhé zkumavce se k 1,0 ml zékladniho roztoku ptidaji 2 ml
kyseliny chlorovodikové 0,5 mol/l, 2 ml hydroxidu sodného zfedén¢ho, zfedi se
vodou na 10,0 ml.

Mg¢ti se ihned absorbance zkouSeného roztoku pii 505 nm proti kontrolnimu roztoku.

Obsah celkovych hydroxyskoficovych derivatii v procentech, vyjadieno jako kyselina

rozmarynova, se vypocita podle vzorce:

Ax5
m

V ném?Z znaci:
A — absorbanci pfi 505 nm;
m — hmotnost zkousené drogy v gramech.

Specificka absorbance kyseliny rozmarynové méa hodnotu 400.

5.1.4.17. Menthae piperitae folium — List maty peprné (CL 2009)

Je to cely nebo fezany usuSeny list druhu Mentha x piperita L., mata peprna,
Lamiaceae. Droga ma charakteristicky a pronikavy pach a charakteristickou
aromatickou chut’.

Obsah silice, pocitano na vysusenou drogu:

- nejméné 12 ml/kg nefezané drogy;

- nejméné 9 ml/kg fezané drogy.

Hlavni obsahové latky: menthol (30-55 %), (-)-menthon (14-32 %), menthyl-acetat
(2,8-10 %), menthofuran (1-9 %), malé mnozstvi isomenthonu, pulegonu, piperitonu,

cineolu, limonenu, jasmonu.
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L

menthol menthon menthyl-acetat menthofuran

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,2 g drogy se upraskuje tésné pied pouzitim, protiepava se nekolik
minut s 2 ml dichlormethanu a pak se zfiltruje. Filtrat se odpafi do sucha pfi teploté
nepiesahujici 40 °C, zbytek se rozpusti v 0,1 ml toluenu.

Porovnavaci roztok: 50 mg mentholu, 20 pl cineolu, 10 mg thymolu a 10 ul menthyl-
acetatu se rozpusti v toluenu a ziedi se jim na 10 ml.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu GF2s4 pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild ethyl-acetatu a toluenu (5 : 95).

Nandseni: 10 pl porovnavaciho roztoku a 20 pl zkouSeného roztoku, do prouzkd.
Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu, do odpateni rozpoustédla.

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

Hodnoceni A. Na chromatogramu zkouSeného roztoku mohou byt slabé skvrny
zhasejici fluorescenci (karvon, pulegon) v poloze odpovidajici poloze pod skvrnou
thymolu na chromatogramu porovnavaciho roztoku.

Detekce B. Vrstva se postiika anisaldehydem a pozoruje se Vv dennim svétle za
soucasného zahfivani 5 az 10 minut pii 100 az 105 °C.

Hodnoceni B.

Na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou tyto skvrny (podle vzestupnych
hodnot Rf): vdolni tfetiné chromatogramu tmavomodra nebo fialova skvrna
(menthol), fialovomodra nebo hnédd skvrna (cineol), rizovd skvrna (thymol) a
modrofialova skvrna (menthyl-acetat). Na chromatogramu zkouseného roztoku je
velmi intenzivni skvrna v poloze odpovidajici poloze mentholu a slab&é zbarvena
skvrna v poloze odpovidajici poloze cineolu; v poloze vymezené skvrnami cineolu a
thymolu na chromatogramu porovnavaciho roztoku mohou byt svétle rizoveé,
modrosed¢ nebo zelenosedé skvrny (karvon, pulegon, isomenthon); ve stiedni Casti
chromatogramu je modrofialova skvrna (menthyl-acetat), tésn¢ pod ni je zelenomodra
skvrna (menthon); v blizkosti ¢ela mobilni faze je intenzivni Cervenofialova skvrna

(uhlovodiky); na chromatogramu zkouseného roztoku mohou byt pfitomny dalsi,
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mén¢ intenzivné zbarvené skvrny.

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogéach. Pouzije se 20,0 g rozdrcené drogy,
500ml baiika, 200 ml vody jako destilacni tekutiny a 0,50 ml xylenu v délené trubici.
Destiluje se 2 h rychlosti 3 ml/minutu az 4 ml/minutu. Minimalni obsah silice je 0,18

ml.

5.1.4.18. Millefolii herba — Reb#¥i¢kova nat’ (CL 2009)

Jsou to celé nebo fezané usuSené kvetouci vrcholky druhu Achillea millefolium L.,
febticek obecny, Asteraceae.

Obsah, pocitano na vysusenou drogu:

- silice: nejméné 2 ml/kg;

- proazuleny, vyjadieno jako chamazulen: nejméné 0,02 %.

Zkousky totoznosti:

2,0 g praskované drogy se protiepavaji S minut s 25 ml ethyl-acetatu a pak se
zfiltruji. Filtrat se odpafi na vodni lazni do sucha a zbytek se rozpusti v 0,5 ml
toluenu. 0,1 ml roztoku se smicha s2,5ml roztoku 3 ml roztoku p-dimethyl-
aminobenzaldehydu v kyseliné octové a fosfore¢né a zahfiva se 2 minuty na vodni
lazni. Po ochlazeni se ptidd 5 ml petroletheru a smés se silné protiepe. Vodna vrstva

se zbarvi modfe nebo zelenomodre.

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: pouzije se roztok V toluenu ziskany v ptedchozi zkouSce totoZnosti.
Porovnavaci roztok: 10 mg cineolu a 10 mg guajazulenu se rozpusti ve 20 ml toluenu.
Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild ethyl-acetatu a toluenu (5 : 95).

Nanaseni: 20 pl, do prouzk.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce A: Postiika se anisaldehydem RS, zahtiva se 5 az 10 minut pfi 100 °C az
105 °C a pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v horni ¢asti cervena skvrna
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(guajazulen) a ve stfedni C¢asti modra nebo Sedomodra skvrna (cineol). Na
chromatogramu zkouseného roztoku je fialova skvrna v poloze odpovidajici poloze
mirné nad skvrnou guajazulenu na chromatogramu porovnavaciho roztoku; pod ni
nasleduji ¢ervenofialova skvrna a pod ni jedna nebo dvé nepftili§ zfetelné oddélené
Sedofialové nebo nasedl¢ skvrny, V poloze odpovidajici poloze mirn¢ nad skvrnou
cineolu na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Na chromatogramu zkouseného

roztoku mohou byt pfitomny dalSi mélo vyrazné skvrny.

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach v 1000ml baiice s kulatym dnem
$ 20,0 g fezané drogy a 500 ml smési objemovych dili vody a ethylenglykolu (1 : 9)
jako destilacni tekutiny; do délené trubice se pfida 0,2 m I xylenu. Destiluje se 2 h
rychlosti 2 ml/minutu az 3 ml/minutu.

Po ukonceni destilace se pterusi chlazeni a v destilaci se pokracuje, dokud modie
zbarvena silice nedosahne spodniho konce chladice, pak se ihned opét zapne chlazeni
tak, aby nedoslo k piehiati separa¢niho prostoru. Destiluje se 5 minut, pak se 1000ml
barka s kulatym dnem nahradi 250ml banikou s kulatym dnem se smési 0,4 ml xylenu
a 50 ml vody a destiluje se 15 minut. 10 minut po ukonéeni destilace se odecte
celkovy objem destiladtu. Provede se slepa zkouska se smési 0,4 ml xylenu a 50 ml
vody, do délené trubice se pfida 0,2 ml xylenu, destiluje se 15 minut. Minimalni

obsah silice je 0,04 ml.

Proazuleny. Modie zbarvena smés silice a xylenu ze zkousky stanoveni obsahu se
pfevede za pouziti malych davek xylenu do 50ml odmérné banky tak, aby byla
zneciSténa co nejmensim mnozstvim vody. DéElena trubice se promyje xylenem a
roztok v barnce se ziedi xylenem na 50 ml. Zméfi se absorbance roztoku pti 608 nm za
pouziti xylenu jako kontrolni kapaliny.

Vypocitd se obsah proazulenli v procentech, vyjadfeno jako chamazulen podle
nasledujiciho vzorce:

Ax21
m

V ném?Z znaci:
A — absorbanci pii 608 nm;
m — hmotnost zkousené drogy v gramech.

Specificka absorbance chamazulenu ma hodnotu 23,8.
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5.1.4.19. Rosmarini folium — Rozmarynovy list (CL 2009)

Je to cely nebo fezany usuSeny list druhu Rosmarinus officinalis L., rozmaryn

1ékarsky, Lamiaceae.

Obsah (pocitano na bezvodou drogu):

- nejméné 12 ml silice v 1 kilogramu drogy;

- nejméné 3 % celkovych hydroxyskotficovych derivatli, vyjadieny jako kyselina
rozmarynova.

Vlastnosti: Droga ma vyrazny aromaticky pach.

1.  Tenkovrstva chromatografie silice:

Zkouseny roztok: 20 ul silice ziskané ze Stanoveni obsahu se rozpusti v 1 ml hexanu.
Porovnavaci roztok: 5 mg borneolu, 5 mg bornyl-acetatu a 10 ul cineolu se rozpusti
v 1 ml hexanu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild ethyl-acetatu a toluenu (5 : 95).

Nandseni: 10 pl, do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Vrstva se postiika anisaldehydem RS, zahtiva se 10 minut pii 100 °C az 105
°C a pozoruje se v dennim svétle.

Hodnocent.

Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve vrchni ¢asti nazloutle hnéda skvrna
(bornyl-acetat), uprostied je fialova skvrna (cineol) a ve spodni ¢asti je fialovohnéda
skvrna (borneol).

Na chromatogramu zkouseného roztoku jsou patrné skvrny stejné barvy a stejného

pfitomné dalsi skvrny nizké barevné intenzity.

2.  Tenkovrstva chromatografie hydroxyskoticovych kyselin:

Zkouseny roztok: 1,0 g drogy se rozette v 10 ml methanolu a zfiltruje se.

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

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.
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Mobilni fdaze: Smés objemovych dild kyseliny mraven¢i bezvodé, acetonu a
dichlormethanu (8,55 : 25 : 85).

Nandaseni: 10 pl zkouSeného roztoku a 20 pl porovnavaciho roztoku, do prouzkd.
Vyvijeni: Po draze 8 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramech porovnavaciho roztoku i zkouSeného roztoku jsou
patrné dvé svétle modre fluoreskujici skvrny: kyselina kdvova (u zkouSeného roztoku
je fluorescence nizké intenzity) a nize poloZzena je Kkyselina rozmarynova. Na
chromatogramu zkouSené¢ho roztoku je v horni ¢asti rizové fluoreskujici skvrna,

ptipadn¢ dalsi skvrny nizké intenzity.

Stanoveni obsahu:
Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. 25,0 g rozdrcené drogy se destiluje
3 h rychlosti 2 ml/minutu az 3 ml/minutu v 1000ml bance se 300 ml vody jako

destila¢ni tekutiny. Miniméalni obsah silice je 0,3 ml.

5.1.4.20. Salviae officinalis folium — List 3alvéje 1ékai'ské (CL 2009)

Je to cely nebo fezany ususeny list druhu Salvia officinalis L. Salvej Iékaiska
Lamiaceae.

Obsah silice (pocitano na bezvodou drogu):

- nejméné 15 ml/kg nefezané drogy;

- nejméné 10 ml/kg fezané drogy.

Vlastnosti: Silice druhu Salvia officinalis L. obsahuje velké mnozstvi thujonu.
Obsahové latky silice: thujon, borneol, bornyl-acetat, cineol, terpenické uhlovodiky.

Dale kyselina rozmarynova a diterpenické hot¢iny.

@ \@OCOCH3

(-)-o-thujon  (+)-B-thujon 1,8-cineol bornyl-acetat

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,50 g Cerstvé upraskované drogy se 5 minut protiepava s 5 ml
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ethanolu bezvodého a zfiltruje se.

Porovnavaci roztok: 20 pl thujonu a 25 ul cineolu se rozpusti ve 20 ml ethanolu
bezvodého.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dila ethyl-acetatu a toluenu (5 : 95).

Nanaseni: 20 pul, do prouzka.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Vrstva se postiika roztokem kyseliny fosfomolybdenové (200 g/l) v ethanolu
bezvodém a 10 minut se zahiiva pii 100 °C az 105 °C. Pozoruje se v dennim svétle.
Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou 2 rizové skvrny (o-
thujon a f-thujon) a pod nimi modra skvrna cineolu. Na chromatogramu zkouseného
roztoku jsou patrny skvrny odpovidajici polohou a zbarvenim skvrnam na
chromatogramu porovnavacim. Mohou byt pfitomny dalsi modré skvrny pobliz startu

a ¢ela chromatogramu.

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. 20,0 g cerstvé fezané drogy se
destiluje 2 h rychlosti 2 ml/minutu az 3 ml/minutu v 500ml bance s 250 ml vody jako
destilacni kapaliny; do délené trubice se pfida 0,5 ml xylenu. Minimalni obsah silice

je 0,2 ml.

5.1.4.21. Salviae trilobae folium — List $alvéje trojlaloéné (CL 2009)

Je to cely nebo fezany usuSeny list druhu Salvia fruticosa Mill. (Salvia triloba L.),
Salv§j trojlalo¢nd, Lamiaceae.

Obsabh silice (poc€itano na bezvodou drogu):

- nejméné 18 ml/kg nefezané drogy;

- nejméné 12 ml/kg fezané drogy.

Vlastnosti: Droga mé po rozetfeni kofenény pach po eukalyptové silici.

Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,3 g Cerstvé praskované drogy se protiepava 5 minut s 5,0 ml
ethanolu bezvodého a zfiltruje se.

Porovnavaci roztok: 20 pl thujonu a 25 pl cineolu se rozpusti ve 20 ml ethanolu
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bezvodého.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili ethyl-acetatu a toluenu (5 : 95).

Nandaseni: 20 pl, do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.

Suseni: Na vzduchu.

Detekce: Posttika se roztokem kyseliny fosfomolybdenové (200 g/l) v ethanolu
bezvodém a 10 minut se zahtiva pti 100 °C az 105 °C. Pozoruje se v dennim svétle.
Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stfedni Casti modra
skvrna (cineol) a v horni ¢asti rizovomodra skvrna (thujon). Na chromatogramu
zkousené¢ho roztoku je patrna skvrna cineolu. Skvrna odpovidajici thujonu neni
patrna, nebo je jen velmi slabé rizovomodie zbarvend. Mohou byt pfitomny dalsi

Sed¢ skvrny pobliz startu a ¢ela chromatogramu.

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. 20,0 g drogy, je-li tfeba
rozdrobnéné tésné pred stanovenim, se destiluje 2 h rychlosti 2 ml/minutu az 3
ml/minutu v 500ml baiice s 250 ml vody jako destila¢ni kapaliny; do délené trubice se

pfidad 0,5 ml xylenu. Minimalni obsah silice je 0,36 ml, resp. 0,24 ml u fezané drogy.

5.1.4.22. Serpylli herba — MateFidouskova nat’ (CL 2009)

Je to cela nebo fezana usuSena kvetouci nat’ druhu Thymus serpyllum L. sensu lato,
matefidouska uzkolista, Lamiaceae.

Obsah: Nejméne¢ 3,0 ml silice v 1 kilogramu drogy, poc€itdno na vysusenou drogu.

Obsahové latky silice: thymol, karvakrol, p-cymol a linalool.

Tenkovrstva chromatografie:

ZkouSeny roztok: 1,0 g praskované drogy se smicha s 5 ml dichlormethanu,
protiepava se 3 minuty. Zfiltruje se ptes asi 2 g siranu sodné¢ho bezvodého.
Porovnavaci roztok: 5mg thymolu a 10 pl karvakrolu se rozpusti v 10 ml
dichlormethanu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu Fass pro TLC.

Mobilni faze: Dichlormethan.

Nanaseni: 20 pul, do prouzk.

Vyvijeni: Po draze 15 cm.
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Suseni: Na vzduchu.

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

Hodnoceni A: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stfedni ¢asti patrna
skvrna zhasSejici fluorescenci (thymol). Na chromatogramu zkouSeného roztoku je
skvrna zhasejici fluorescenci, odpovidajici polohou thymolu na chromatogramu
porovnavaciho roztoku. Nad ni 1 pod ni jsou dal§i vyrazné skvrny zhasSejici
fluorescenci.

Detekce B: Postiika se anisaldehydem RS (10 ml na desku o délce strany 200 mm) a
susi se 10 minut pii 100 °C az 105 °C.

Hodnoceni B: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou dvé skvrny (podle
vzestupnych hodnot Rf): ve stiedni tfetiné chromatogramu svétle fialova skvrna
(karvakrol) a vyse je hnédortizova skvrna (thymol). Na chromatogramu zkouseného
roztoku jsou patrné skvrny odpovidajici polohou a zbarvenim thymolu a karvakrolu
na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Na chromatogramu zkouseného roztoku
jsou v dolni tfetin¢ dal§i skvrny. Intenzita skvrn thymolu a karvakrolu na

chromatogramu zkouseného vzorku zavisi na chemotypech zkousené drogy.

Stanoveni obsahu:

Provede se Stanoveni silic V rostlinnych drogach. PouzZije se 50,0 g fezané drogy,
1000ml barika s kulatym dnem, 500 ml vody jako destila¢ni tekutiny. Destiluje se 2 h
rychlosti 2 ml/minutu az 3 ml/minutu bez ptidavku xylenu v délené trubici. Minimalni

obsah silice je 0,15 ml.

5.1.4.23. Thymi herba — Tymianova nat’ (CL 2009)

Jsou to ususené celé listy a kvéty druhtt Thymus vulgaris L., matefidouska tymian
(tymian obecny), nebo Thymus zygis L., matefidouska (tymian) jafmova, Lamiaceae,
nebo smési obou druhti, oddélené od stonku.

Obsah:

- silice: nejméné 12 ml/kg (pocitano na bezvodou drogu),

- thymol a karvakrol, soucet obsahti nejméné 40 % v silici.

Vedle thymolu a karvakrolu malé mnozstvi 1,8-cineolu, borneolu, geraniolu,

linaloolu, linalyl-acetatu a thymolmethyletheru.

221



OH

OH

thymol karvakrol
Tenkovrstva chromatografie:
ZkouSeny roztok: 1,0g praskované drogy se protiepava 3 minuty S5 ml
dichlormethanu a zfiltruje se pies asi 2 g siranu sodného bezvodého.
Porovnavaci roztok: 5mg thymolu a 10 pl karvakrolu se rozpusti v 10 ml
dichlormethanu.
Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu F2s4 pro TLC.
Mobilni faze: Dichlormethan.
Nandseni: 20 pl, do prouzkd.
Vyvijeni: Po draze 15 cm.
Suseni: Na vzduchu.
Detekce A: Pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 254 nm.
Hodnoceni A: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je ve stiedni tfetiné patrna
skvrna zhasejici fluorescenci (thymol). Na chromatogramu zkouSeného roztoku je
skvrna zhasejici fluorescenci, odpovidajici polohou thymolu na chromatogramu
porovnavaciho roztoku. Nad ni i pod ni jsou dalsi skvrny zhasejici fluorescenci.
Detekce B: Postiika se anisaldehydem RS, pouZzije se 10 ml na ¢tvercovou desku o
stran¢ 200 mm a zahtiva se 10 minut pti 100 °C az 105 °C.
Hodnoceni B: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou ve stfedni ¢asti dveé
skvrny: svétle fialova skvrna (karvakrol) a vySe je hnédortzova skvrna (thymol). Na
chromatogramu zkouSeného roztoku jsou patrné skvrny odpovidajici polohou a
zbarvenim thymolu a karvakrolu na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Na
chromatogramu zkouSeného roztoku jsou v dolni tietin¢ dalsi skvrny. Podle
vzestupnych hodnot Rfr je intenzivni fialovd skvrna, Sedohnéda skvrna (borneol),
fialova skvrna (cineol a linalool) a dal$i Sedortizové skvrna. Intenzita skvrn thymolu a

karvakrolu zavisi na chemotypech zkouSené drogy.

Stanoveni obsahu:
Provede se Stanoveni silic v rostlinnych drogach. 30,0 g drogy se destiluje 2 h
rychlosti 2 ml/minutu aZz 3 ml/minutu v 1000ml baiice s kulatym dnem se 400 ml

vody jako destilacni kapaliny. Destiluje se bez piidavku xylenu v délené trubici.
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Minimalni obsah silice je 0,15 ml.

5.1.4.24. Valerianae radix - Kozlikovy koten (CL 2009)

Jsou to usuSené oddenky, kofeny a vybézky druhu Valeriana officinalis L. sensu lato
Valerianaceae nebo jejich ulomky.

Obsahové latky: silice (obs. estery: hl. bornyl-isovalerat, eugenyl-isovalerat, bornyl-
acetat, alkoholy: hl. eugenol; terpeny a seskviterpeny: pineny, silvestren, kadinen,
limonen; anisaldehyd, felandren), epoxyiridoidni estery tzv. valepotriaty (valtrat,
didrovatrat, acevaltrat), alkaloidy.

Obsah:

Celé droga nebo jeji ulomky, pocitdno na vysusenou drogu:

- silice: nejméné 4 ml/kg;

- seskviterpenové kyseliny: nejméné 0,17 %, vyjadieno jako kyselina valerenova.

Me,CHCH,00C Me,CHCH,00C
(0]
% CH,0Ac 1 cn0ae R
| | H,C = |
Me,CHCH,00C” ~0 Me,CHCH,00C” "0 SN
R = CH,, CH,-O-CH,
valtrat didrovaltrat valeriana alkaloidy
O
CH, O//<
> 7 CH,
valerenova kyselina acetoxyvalerenova kyselina

Tenkovrstva chromatografie (valerenové kyseliny):

Zkouseny roztok: 1 g praskované drogy se suspenduje v 10 ml methanolu a ponecha
se 10 minut v ultrazvukové lazni. Supernatantni tekutina se zfiltruje pres mebranovy
filtr (0,45 pum). Filtrat se pouzije jako zkouSeny roztok.

Porovnavaci roztok: 5 mg kyseliny acetoxyvalerenové a 5 mg kyseliny valerenové se
rozpusti ve 20 ml methanolu.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.
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Vyvijeci soustava: kyselina octova ledova : ethyl-acetat : cyklohexan (2 : 38 : 60)
Detekcni zkoumadlo: anisaldehyd RS

Na vrstvu se nanese oddélené do pruht po 20 pl obou roztokl a vyviji se dvakrat po
draze 15 cm. Vrstva postiika detekénim zkoumadlem, susi se 5 az 10 minut pii 100-
105 °C a pozoruje se V dennim svétle. Na chromatogramu porovnéavaciho roztoku jsou
Vhorni polovin¢ zfetelné oddélené fialové skvrny kyseliny valerenové a
acetoxyvalerenové. Na chromatogramu zkousSen¢ho roztouku jsou vidét skvrny
odpovidajici polohou a zabarvenim kyseliné valerenové a acetoxyvalerenové. Na
chromatogramu zkouseného roztoku mohou byt piitomné pod skvrnami kyselin dalsi

slabé fialové skvrny.

Tenkovrstva chromatografie (valepotriaty, CL 1997):

Zkouseny roztok: 1 g prasSkované drogy se suspenduje v 10 ml methanolu a ponecha
se 10 minut v ultrazvukové lazni. Supernatantni tekutina se zfiltruje pfes mebranovy
filtr (0,45 pm). Filtrat se pouzije jako zkouseny roztok.

Porovnavaci roztok: 5 mg valtratu a 5 mg acevaltratu se rozpusti v 5 ml methanolu).
Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Vyvijeci soustava: toluen : ethyl-acetat (3 : 1).

Detekcni zkoumadlo: konc. HCI : kyselina octova ledova (2 : 8).

Na vrstvu se nanese oddélen¢ do pruhtt po 20 ul obou roztokl a vyviji se dvakrat po
draze 15 cm. Vrstva postiika detekénim zkoumadlem, susi se 10 minut pii 100-105 °C

a pozoruje se pfi dennim svétle nebo pod UV pii 365 nm.
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6. ALKALOIDY

Alkaloidy jsou organické zasadité latky obsahujici atom dusiku pfevazné zabudovany
v heterocyklu. V naprosté vétsiné jsou produkty sekundarniho metabolismu vys$sich
rostlin. Maly pocet alkaloidt produkuji niz§i houby a nékteti obojzivelnici.

vvvvvv

metabolity. Jejich fyziologicky ucinek se Casto projevuje vysokou toxicitou. Mnohé
Z nich maji v subletalnich davkach terapeuticky vyhodné farmakologické vlastnosti a
uzivaji se jako léciva.

V rostliné byva obvykle alkaloidii vice (hlavni a vedlejsi), 1isi se odlisSnymi
substituenty. Jsou ulozeny ve vakuole ve form& hydrofilnich soli s organickymi
kyselinami (napf. s kyselinou vinnou, citronovou, $tavelovou, jable¢nou, akonitovou,
chelidonovou, mekonovou). Vyjimeéné se nachazeji jako nerozpustné slouceniny

S tfislovinami.

Vlastnosti alkaloidi: Baze alkaloidi jsou lipofilni, ve vodé¢ malo rozpustné az
nerozpustné, vétsinou pevné bezbarvé latky. Snadno se rozpoustéji v organickych
rozpousStédlech (diethylether, chloroform, benzen). S kyselinami tvofi vétSinou
bezbarvé krystalické soli hotké chuti, snadno rozpustné ve vod¢. Mezi barevné
alkaloidy patfi napf. Zluty berberin a chelidonin, cerveny sanguinarin. Né¢kolik
alkaloidi ve formé baze je tekutych (nikotin, koniin, spartein) a snadno se izoluji

Z rozdrcené zalkalizované rostlinné suroviny destilaci s vodni péarou.

Vétsina alkaloidi se tvofi z aminokyselin ornithinu, lysinu, fenylalaninu, tyrosinu,
tryptofanu a histidinu. Zakladem nebo soucasti nckterych alkaloidd je terpenoidni
skelet (hemi-, mono-, di-, triterpeny a steroidy). Vyjimeéné jsou alkaloidy tvofeny

inkorporaci dusiku do polyketidového skeletu, napt. koniin.

Traduje se d€leni na:

e alkaloidy pravé, odvozené od aminokyselin, atom dusiku maji zabudovany ve
formé heterocyklu (napf. morfin, chinin, hyoscyamin, strychnin aj.);

e protoalkaloidy, odvozené od aminokyselin, atom dusiku neni soucasti
heterocyklu; jsou to jednoduché aminy bazického charakteru (efedrin, meskalin,

psilocybin, kolchicin);
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e pseudoalkaloidy, maji charakter pravych alkaloidii, ale nejsou odvozeny od
aminokyselin. VétSina z nich jsou isoprenoidniho ptivodu a oznacuji se jako
terpenoidni alkaloidy, napt. diterpenoidni akonitin. Vyjime¢né maji ptivod

acetatovy, napf. koniin.

Vzhledem k vazbé dusiku v heterocyklech ma vétSina alkaloidt charakter terciarnich,
mén¢ sekundarnich, vyjimecné pak kvartérnich bazi. Bazicky charakter alkaloidu je
vsak pomérné slaby. P¥isluiné disocia¢ni konstanty se pohybuji v rozmezi hodnot 107
az 108, s vyjimkou purinovych bazi, jejichz disociaéni konstanty jsou fadu 1074,
Alkaloidy se dvéma atomy dusiku mohou tvofit dvé fady soli o riznych disociac¢nich

konstantach, napf. chinin s roztokem kyseliny chlorovodikové Ki= 108, Ko= 10710,

6.1.1. KVALITATIVNi REAKCE ALKALOIDU

Z analytického hlediska jsou si alkaloidy podobny jen obecnym charakterem
organickych bazi. Tato skutec¢nost tvoii podklad Cetnych skupinovych reakci, které

mozno rozdélit na reakce srazeci a barevné.

6.1.1.1. Srazeci reakce

Jako bazicka srazedla alkaloidi se pouzivaji jednak roztoky hydroxidi a uhli¢itant
alkalii, jednak roztoky amoniaku. Je vSak tfeba pamatovat na to, ze silné&jsi baze,
hlavné alkalické hydroxidy mohou tvofit s alkaloidy, jeZ obsahuji volné fenolové

skupiny, rozpustné fenolaty.

Mezi skupinova zkoumadla, obsahujici v aniontu komplex s tézkym kovem, patii
Iékopisné Mayerovo zkoumadlo, obsahujici neutrdlni roztok tetrajodortutnatanu
[Hglsl*, nebo analogické zkoumadlo Dragendorffovo, obsahujici roztok

tetrajodobismutitanu [Bils]".

Srazeniny alkaloidGi vznikajici s Mayerovym zkoumadlem v roztocich slabé
okyselenych zfedénou kyselinou sirovou, jsou Spinav€ nazelenalé¢ barvy. Neékteré
alkaloidy, napt. slabé bazické puriny a kolchicin, tvofi sraZeniny az ve vétSich
koncentracich. Slozeni vzniklé sraZeniny se méni v zavislosti na podminkach srazeni,

Ize ji vSak pfisoudit pfiblizné slozeni bazei-2[Hgla].
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Srazeniny alkaloidd s Dragendorffovym zkoumadlem jsou nejcastéji oranzoveé
Cervené barvy a odpovidaji struktuie baze [Bils]. Dragendorffovo zkoumadlo patii

mezi zkoumadla CL 2009 pro diikaz alkaloidi.

K témto dvéma zkoumadlim mozno pfifadit t¢Z Lugoliv roztok, obsahujici roztok

polyjodida [I3]".

Ze zkoumadel, kterd maji charakter heteropolykyselin mozno uvést kyselinu
fosfowolframovou [P(W3010)a]*, kyselinu fosfomolybdenovou a jiné. Tato
zkoumadla tvoifi v kyselém nebo neutralnim prostiedi srazeniny v poméru baze k
aniontu 1:1 az 1:5. Kyselina fosfomolybdenova tvofi zlutou srazeninu, Casem se
barvici modfe — redukce na molybdenovou modf. Kyselina fosfowolframova tvoii

Spinave bilou, pozdéji krystalizujici srazeninu.

Nerozpustné srazeniny s alkaloidy tvofi téz nékteré organické kyseliny, z nichz se
pouziva napf. roztok taninu, ktery tvoii klkaté srazeniny bézové barvy. Kyselina

pikrova tvoii s alkaloidy krystalické soli o definované teploté tani.

Maji-li tyto skupinové reakce slouzit jako podklad pro dikaz totoznosti, je nutné je
spojovat napt. s mikroskopickym posouzenim krystalickych soustav srazenin nebo s

uréovanim teploty tani definovanych derivata.

6.1.1.2. Barevné reakce

Jako zkoumadel, kterd slouzi k vyvolani charakteristickych barevnych reakei
alkaloidli, se pouziva zpravidla silnych anorganickych kyselin, napf. koncentrované
kyseliny sirové, kyseliny dusi¢né, poptipadé¢ jejich smési nebo silnych anorganickych

kyselin s pfimési nékterych kondenzac¢nich, oxida¢nich nebo redukénich zkoumadel.

Erdmannovo zkoumadlo je kyselina sirovd se stopou kyseliny dusi¢né. Vyznam
kyseliny dusicné jako zékladniho zkoumadla na alkaloidy je dan pfedevS§im velmi
dobrou schopnosti rozpoustét organické latky, zejména latky bazického charakteru.
Tyto latky se pfi rozpusténi soucasné Casto meéni, pficemz vzniklé produkty jsou
nekdy charakteristicky zbarveny. To plati pro kyselinu dusi¢nou, kterd dava naptiklad
s brucinem oranzové zabarveni, s kolchicinem fialové. Vlivem kyseliny sirové na
alkaloid mize né€kdy dojit jen k sulfonaci, jindy jsou tyto zasahy hlubsi, takze mlze

dojit k pfeskupeni celé molekuly. Barevné produkty vzniklé pfi reakcich s kyselinou
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sirovou jsou znacné nestalé za ptitomnosti vody — vzniklé soli slabych bazi se snadno

hydrolyzuji.

Do skupiny zkoumadel slozenych ze smési silné mineralni kyseliny (hlavné kyselina
sirova) a vedle toho riizna oxidac¢ni, redukéni nebo kondenzacni zkoumadla patii napf.
zkoumadlo Marquisovo, coz je roztok formaldehydu v kyseliné sirové. Marquisovo
zkoumadlo je vhodné pro ditkaz alkaloidii s fenolovymi a fenoletherovymi skupinami
(alkaloidy isochinolinové skupiny, hlavné skupina alkaloidli opiovych, dale kolchicin
a skopolamin). Pfi reakci dochdzi pravdépodobné ke vzniku difenylmethanovych
derivat, jejichz molekula se mulze zvlast¢ za pfitomnosti vétsStho mnozstvi
formaldehydu zvétSovat na vysokomolekularni utvary, coz se projevuje vznikem
amorfnich srazenin. Pokud latky reaguji pozvolna nebo teprve za tepla, skytaji
obycejné sled zabarveni, v némz se uplatiiuje casto Cervenofialova, popiipade cervena
barva. Latky, které reaguji pfili§ rychle, poskytuji temné hnédé roztoky, protoze
uhelnati. Z dalSich zkoumadel je tieba jmenovat zkoumadlo Mandelinovo (roztok
metavanadi¢nanu sodného Vv kyseliné sirové), které poskytuje pozitivni reakce
s efedrinem, kokainem, cinchoninem, strychninem a pilokarpinem (piisobi oxida¢né
za vzniku Casto charakteristicky zbarvenych produktd); a dale Frodeho zkoumadlo
(kyselina molybdensirova) a Wasického zkoumadlo (roztok p-

dimethylaminobenzaldehydu v kyseling sirové).

Jednotliva zkoumadla poskytuji barevné reakce obycejné s vétsim poctem alkaloidi. I
kdyz byvaji tyto reakce n€kdy barevné dost rozriznény, piece jen obycejné u vétsiho
poctu alkaloid jsou stejné, nebo alespont znaéné podobné. Nekteré z nich presto maji
na rozdil od reakci srazecich v urcitych piipadech charakter reakci selektivnich. S
pouzitim jediného zkoumadla nelze ovSem ve vétSiné piipadu alkaloid identifikovat a
ziskat informace o jeho charakteru byva takto dost obtizné. Pro tcely orienta¢niho
rozliSeni alkaloidi pouZiva se v8ak s uspéchem zpravidla vice zkoumadel a vysledky
barevnych reakci se navzajem srovnavaji. Popis zabarveni a sled jejich zmén je
obtizn¢ vystizitelny a ptislusné hodnoceni miize byt subjektivné rtizné a proto se
doporucuje, aby byl dodrzovan piesny navod pii provadeéni kvalitativnich reakei a aby

vysledky byly porovnavany se zndmou drogou, uzivanou jako "standard".
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6.1.2.STANOVENI ALKALOIDU

Kvantitativni hodnoceni alkaloidi v drogach se vétSinou omezuje na stanoveni
celkového mnozstvi alkaloidii v droze pfitomnych nebo na stanoveni hlavniho
alkaloidu.

Jednotlivé metody jsou propracovany na zékladé chemického charakteru
stanovovanych latek. Je bran ohled na rozpustnost, schopnost tvofit soli o rtizném
stupni hydrolyzovatelnosti, na disocia¢ni konstantu bazi, schopnost tvorby krystali,
podle nichz, resp. podle jejich vahového mnozstvi, by se dalo provést kvantitativni
stanoveni, je vyuzivana schopnost nékterych alkaloid poskytovat s zkoumadly stala
zabarveni vhodna pro kolorimetrii a podobné. Vysledky stanoveni jsou srovnatelné

jen tehdy, je-li stanoveni konano za stejnych podminek.

Postup kvantitativniho stanoveni alkaloidi v drogéch je mozno rozdélit na tii Casti:
1) ptiprava drogy a extrakce alkaloidd, 2) ¢iSténi vyluhu a 3) vlastni kvantitativni

stanoveni alkaloidu.

6.1.2.1. Priprava drogy a extrakce alkaloidi

Alkaloidy se vyskytuji prakticky ve vSech ¢astech alkaloidnich rostlin. Rostlinné
organy pouzivané k extrakci jsou jimi obvykle bohaté. Nelze fici pausalné, ktery
organ je na alkaloidy nejbohatsi. Nékdy je to kofen (Veratri, Scopoliae,
Ipecacuanhae, Hydrastidis radix), jindy je to list (Belladonnae, Hyoscyami,
Stramonii, Theae folium), nat' (Lobeliae herba) nebo kira (Cinchonae, Granati

cortex), plod (Capsici, Conii fructus) nebo semeno (Colae, Strychni semen).

Podle lokalizace maximalniho mnozstvi alkaloidii v tom kterém organu je ziejmé, ze
napt. z listdl, které jsou tvofeny snadno rozdrtitelnym mékkym pletivem, budou se
alkaloidy extrahovat Iépe nez z tvrdého pletiva kliry. Pro extrakci se proto pouzivaji
vzdy drogy rozdrobnéné, aby extrakce alkaloidii z nich byla co nejdokonalejsi.
Rozdrobnéni se provadi obvykle tésné pied stanovenim. Drogu je nutno piesat

poZadovanym sitem (obvykle od 180 do 1000).

Alkaloidni drogy tvofené semeny (Strychni semen, Colchici semen) je nutno pied
stanovenim odtuc¢nit v petroletheru. V bilku a d¢lohach je zna¢né mnozstvi oleji a

tukdl, které by znacné ztizily, ne-li znemoznily zamyslené stanoveni alkaloida.
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Véazeni drogy pro kvantitativni stanoveni se provadi s piesnosti uvedenou
Vv pfislusném Iékopisném ¢lanku, u neoficindlnich drog s pfesnosti nejméné na setiny

gramu, pokud neni uvedeno jinak.

Extrakce drogy se provadi maceraci, perkolaci nebo nepietrzitou extrakci nejcastéji
v Soxhletové piistroji. Uplné vylouZeni alkaloid se zkousi Mayerovym zkoumadlem,
které se ptida k nékolika kapkam posledniho zfiltrovaného vyluhu nebo perkolatu
(vyjimku tvofi kolchicin a purinové baze, které reaguji s Mayerovym zkoumadlem
pouze ve znaénych koncentracich). Zkouska se obvykle provadi tak, ze se odparek
vyluhu drogy rozpusti v nepatrném mnozstvi ziedéné kyseliny chlorovodikové a ptida
se kapka Mayerova zkoumadla. Pii stanoveni kolchicinu nebo purinovych bazi se

ptidava kapka Lugolova zkoumadla.

Extrakce alkaloidii se provadi nejcastéji organickymi rozpoustédly (diethylether,
chloroform, petrolether, benzen, pentan, dichlorethan) za soucasné¢ho zalkalizovani
smési, ¢imZ se uvolni baze alkaloid z vazby s organickymi kyselinami. Alkalizovani
se provadi nejcastéji roztokem amoniaku, ktery ma pted alkalickymi hydroxidy tu
vyhodu, Ze nezmydeliiuje v droze pritomné tuky. Nékteré metody pouzivaji k
zalkalizovani uhli¢itan sodny, ktery 1épe pronika tvrdym pletivem endospermu (napf-.
Strychni semen). Vyjimku, dalo by se fici ze vSeobecného postupu alkalizace —
uvolnéni baze alkaloidi — vytfepani do organického rozpoustédla, ¢ini Cinchonae
cortex. Zde jsou totiz alkaloidy vazany na tfisloviny. Tuto vazbu lze rozstépit
pasobenim chlorovodiku, nikoliv zasady. Na Cinchonae cortex se tedy nejprve ptsobi
roztokem kyseliny chlorovodikové, alkaloidy se uvolni z vazby s tfislovinou a
vytvareji hydrochloridy + kyselinu tfislovou. Pfiddnim hydroxidu sodného do
extraktu se vytvofi CasteCn¢ opét soli alkaloidu s taninem, ty vSak nejsou stalé a

nadbytkem alkalii se opét rozkladayi.

Jako vyluhovadla alkaloidii lze pouZit kromé vySe jmenovanych organickych
rozpoustédel také ziedéného ethanolu, ktery se pouzivad pii extrakci alkaloidi
obsazenych v rostlinach z ¢eledi Solanaceae, dale se jako vyluhovadla pouziva roztok

hydroxidu vapenatého (extrakce opia).

Z téch drog, které obsahuji prchavé baze alkaloidi, ziskavaji se alkaloidy destilaci

s vodni parou (Conii fructus, Nicotianae folium).
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6.1.2.2. Cisténi vyluhu

Extrakt z drogy se musi dale Cistit, protoze obsahuje znacné mnozstvi znecisténin,
které jsou tvofeny vedlejSimi a balastnimi obsahovymi latkami. Vyskytuji se zde
zejména rizné sacharidy, polysacharidy, tuky, vosky, pryskyfice, Saponiny, barviva,
u nadzemnich &asti rostlin chlorofyl. Ci§téni se musi provadét zvlasté peclive,

stanovuje-li se obsah alkaloidi gravimetricky.

Schematicky Ize popsat proces Ccisténi vyluhu nasledovné: roztok alkaloidi
v organickém rozpoustédle se nékolikrat vytfepe okyselenou vodou, ¢imz alkaloidy
piejdou ve forme soli do vodného vyluhu a vétSina balastnich lipofilnich latek zlistane
v organickém rozpoustédle. Odd¢leny kysely vodny vyluh se zalkalizuje a vytfepe asi
polovi¢nim objemem vhodného organického rozpoustédla, ¢imz alkaloidy znovu
prejdou jako baze do organického rozpoustédla. Opétovnym okyselenim roztoku,
zalkalizovanim a vytfepanim do organického rozpoustédla se alkaloidy vy¢isti. Tento
zpusob c¢isténi je vhodny predevsim proto, Ze je Casove nendrocny. LepSich vysledkl
v ¢isténi Ize dosdhnout pomoci sloupcové chromatografie, ktera je vSak zdlouhava a

nakladna.

Obsahuje-1i vyluh jemné suspendované latky nebo latky snizujici povrchové napéti
(mydla, saponiny), nastava Spatné oddéleni organického rozpoustédla od vodni vrstvy,
nebot’ se pii tfepani vytvaii emulse. Proto se doporucuje ptidat do vyluhu praskovany
tragant, ktery po protfepani strhne na sebe vSechny necistoty, takZze potom dojde

k snadng&j$imu rozdéleni dvou vzajemné nemisitelnych rozpoustédel.

Vyluh uzivany ke stanoveni musi byt vzdy &iry, jinak neni zaru€en spravny vysledek
stanoveni. Pf1 titranich a kolorimetrickych stanovenich piisobi rusivé chlorofyl. Jeho
odstranéni se provadi vysraZzenim 10% roztokem kyseliny citronové, jimZ se upravi
pH vyluhu na hodnotu 3. Kyselina citronova se pfidava k zahusténému ethanolovému
extraktu z drogy. Vysrazeny chlorofyl se odfiltruje jemnym sintrem. Filtrat se
zalkalizuje uhli¢itanem sodnym a hydroxidem sodnym na pH 9 a vytfepe se do

chloroformu, kam piejdou baze alkaloidt.

6.1.2.3. Vlastni kvantitativni stanoveni alkaloidi
Alkaloidy se vétSinou stanovuji titratné. Acidimetricky se stanovi alkaloidy v

Cinchonae cortex, Granati cortex, alkaloidy rostlin z celedi Solanaceae, dale
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Ipecacuanhae radix, Strychni semen, Aconiti tuber a dalsi. V piipadé acidimetrického
stanoveni alkaloidl se jedna o titraci slabé zéasady silnou kyselinou, ekvivalentniho
bodu se dosahuje v rozmezi pH obvykle mezi hodnotami 3 az 6. Z tohoto divodu se
jako indikatory hodi pro titrace alkaloidd methylCerven, methyloranz a podle druhu

baze i jiné kyselé indikatory, jako napf. erythrosin.

Vétsinou Ize 1 dvojsytné alkaloidy titrovat jako jednosytné baze, nebot’ jejich druha
disocia¢ni konstanta byva zpravidla velmi mala (napf. chinin, brucin, strychnin aj.).

To vse plati o vodnych roztocich.

Vétsina alkaloidnich bazi je ve vod€ nerozpustna, rozpousti se vSak dobie v 50%
ethanolu. Ethanol v takové koncentraci méni jiz patrnou mérou jejich disociacni
konstanty, coz ma za nasledek, ze n¢kdy neni barevny pfechod methylervené na
konci titrace dost jasny. V takovych ptipadech kona dobré sluzby bromthymolova

modf.

V bézné analytické praxi jde zpravidla o stanoveni alkaloidil a jim podobnych bazi ve
vycisténych extraktech ziskanych z drog nebo z rozliénych galenickych ptipravka
vytfepanim ze zasaditého prostiedi diethyletherem, chloroformem a pod. Takto
izolované organické baze potom rozpoustime bud’ v lihu a titrujeme pfimo na
methylcerven nebo bromthymolovou modf jako indikétor, nebo postupujeme takeé tak,
ze ziskanou bazi rozpustime v nadbytku odmérného roztoku kyseliny chlorovodikoveé
nebo sirové a stanovujeme zpétnou titraci nespotfebovanou kyselinu odmérnym

roztokem hydroxidu sodného na methylcerven.

Pti gravimetrickém stanoveni je tfeba vyluh s alkaloidy diikladné procistit. Alkaloidy
se pak stanovi pfimo suSenim odparku vyluhu drogy do konstantni hmotnosti, nebo se
stanovi hmotnost sraZeniny vzniklé pfidanim vhodného zkoumadla (napi. kyseliny

fosfowolframové, pikrové, fosfomolybdenové) k vycisténému vyluhu.

Z fyzikalné chemickych metod se ke stanoveni alkaloidli v drogach pouziva nejcastéji

kolorimetrie a nefelometrie.

Kolorimetricky lze stanovit zejména takové alkaloidy, které déavaji s vhodnymi
zkoumadly specifickou barevnou slouceninu (napt. ergotamin s p-dimethylamino-
benzaldehydem v prostfedi kyseliny sirové modré zbarveni). Intenzita zabarveni se

pak srovnava s intenzitou barvy roztoku o znamé koncentraci.
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Pti nefelometrickém stanoveni obsahu alkaloidi v drogach méfime zakal, ktery
zpusobuje v tekutiné nerozpustna latka (napf. zékal vznikly ve velmi zifedénych
roztocich alkaloidii po pfidani vhodnych srazecich zkoumadel) a srovnava se se
suspenzi 0 znamém mnozstvi suspendovanych latek. K srazeni vyluhu alkaloidl se
pouziva nékterych zkoumadel pouzivanych rovnéz k jejich dikazu, napt. Mayerova

zkoumadla, kyseliny fosfowolframové, kyseliny pikrové aj.

Poslednich 10-15 let zasdhla podstatné¢ i do kvantitativniho stanoveni alkaloid
chromatografie, spojend s nékterou fyzikaln¢ chemickou metodou detekce, nejcastéji
s UV spektrofotometrii. Tento zplisob je vhodny piedev§im proto, ze umoznuje

stanoveni jednoho nebo vice (chromatografii oddélenych) alkaloid soucasné.

6.1.3.DROGY S OBSAHEM CHINOLINOVYCH ALKALOIDU

6.1.3.1. Cinchonae cortex — Chinovnikova kiira (CL 2009)

Je to usuSena cela nebo nafezana kira druhu Cinchona pubescens Vahl (Cinchona
succirubra Pavon.), chinovnik ¢&erveny, Cinchona calisaya (Weddell), chinovnik
kalisajovy, Cinchona ledgeriana (Moens ex Trimen), chinovnik Ledgertiv, Rubiaceae,
nebo jejich odriid nebo kiizenct.

Obsah: Nejméné 6,5 % celkovych alkaloidt, z toho 30-60 % alkaloidti chininového

typu, pocitano na vysusenou drogu.

chinin R -OMe chinidin R -OMe
cinchonidin R -H cinchonin R -H
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Zkousky totoznosti:

1. 0,2 g drogy se zahiivaji ve vodorovné polozené suché zkumavce, vyvijeji se
fialové pary, jez se kondensuji na chladnéjSich mistech zkumavky v tmavé fialové
cerveny dehet. Lihovy roztok dehtu fluoreskuje pod UV lampou svétle modie.

2. 0,1 g praskované drogy se 1 minutu protiepava s 5 ml 15% kyseliny sirové a
zfiltruje se. Filtrat se pouzije také ke zkousce 3. K 1 ml filtratu se piida nékolik kapek
Mayerova zkoumadla, ithned vzniké zlutobila srazenina (alkaloidy).

3. 1 ml filtratu ze zkousky 2) 1 po zfedéni 10 ml vody pod UV lampou intensivné
modfe fluoreskuje. Pfidanim nékolika kapek koncentrované kyseliny chlorovodikové
fluorescence ihned mizi.

4. K 5 ml tekutiny z titraéniho stanoveni obsahu se ptidava po kapkach bromova
voda, pokud se vznikajici srazenina tfepanim rozpousti a ihned se pfida nadbytek
ziedéného amoniaku, vylu¢uje se modrozelena srazenina (chinin, chinidin) (CsL 3).

Je to tzv. reakce talleiochinova. Misto bromové vody lze pouZit i jinych oxidacnich
¢inidel (peroxid vodiku, roztoky chlornanit). Pfi reakci dochazi pravdépodobné k
odstépeni methylu a k oxidaci jak na jadie, tak i ve vinylové skupin€. Vzniklé zelené
barvivo se nazyva talleiochin. Ptida-li se k zelenému roztoku kyselina sirova zfedéna,
barvi se obsah do cCervena. Do chloroformu pifechazi talleiochin modrofialové.
Podminkou vzniku talleiochinu je souCasnd pfitomnost jadra chinolinového a
chinuklidinového, jakoZz 1 methoxyl v poloze 6. Cinchonin a cinchonidin, které
methoxyl neobsahuji, nedavaji talleiochinovou reakci. V posledni dobé bylo zjisténo,
ze kromé¢ talleiochinu vznika pii reakci dalsi latka konjugaci dvou chinolinovych
jader, vykazujici stejné barevné vlastnosti jako talleiochin.

5. Tenkovrstva chromatografie:

ZkouSeny roztok: 0,10 g praskované drogy se ve zkumavce smicha s 0,1 ml amoniaku
26% a 5 ml dichlormethanu. Obcas se silné protfepe a po 30 minutach se zfiltruje.
Filtrat se odpafi na vodni lazni do sucha. Zbytek se rozpusti v 5 ml ethanolu
bezvodého.

Porovnavaci roztok: 17,5 mg chininu, 2,5 mg chinidinu, 10 mg cinchoninu a 10 mg
cinchonidinu se rozpusti v 5 ml ethanolu bezvodého.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dilt diethylaminu, ethyl-acetatu a toluenu. (10 : 20 :
70).

Nandaseni: 10 pl do prouzkd.
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Vyvijeni: Dvakrat po draze 15 cm.

Suseni: Pi1 100 °C az 105 °C, necha se vychladnout.

Detekce A.: Postiika se kyselinou mravenci bezvodou, necha se na vzduchu ususit a
pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni A: Pozorujeme modfe fluoreskujici skvrny chininu a chinidinu ve srovnani
se standardy. Na chromatogramu zkouSené¢ho roztoku jsou piitomny jest¢ dalsi
fluoreskujici skvrny.

Detekce B: Postiika se zkoumadlem jodoplati¢itym. Pozorujeme ve viditelném svétle.
Hodnoceni B: pozorujeme v sestupném potadi cinchonin (fialovd skvrna, kterd
piechazi do fialovosed¢), chinidin (fialova skvrna, ktera piechazi do fialovosedé¢),
cinchonidin (intenzivni tmavomodra skvrna), chinin (fialova skvrna, ktera prechéazi do
fialovoSedé). Na chromatogramu zkousené¢ho roztoku jsou pfitomny jeste¢ dalsi

skvrny.

Stanoveni obsahu:

1. Stanoveni obsahu alkaloidd titracné

1,250 g praskované drogy se smisi se 2,0 ml kyseliny mravenci a 15 ml vody a
zahtiva se na vodni l4zni 30 minut. Po vychladnuti se ptida 20,0 g chloroformu, 40,0
g diethyletheru a po silném protiepani 3,5 ml koncentrovaného roztoku hydroxidu
sodného. 10 minut se siln¢ protfepava a potom se za Casté¢ho protfepavani necha stat
dal$ich 30 minut. Po této dob¢ se pfidaji 2 g praskovaného tragantu a protfepava se do
vyjasnéni. Témeét Cciry roztok se zfiltruje suchym filtrem. 48,0 ml filtratu
(odpovidajicich 1,0 g drogy) se odvazi do titrani banky a rozpoustédlo se na vodni
lazni odpati. Zbytek v banice se mirnym zahfatim rozpusti v 10 ml lihu 95%, ptida se
10 ml vody prosté kyslicniku uhli¢itého, 10 kapek roztoku methylcervené a titruje se z
mikrobyrety 0,1 N roztokem kyseliny chlorovodikové do zaéinajici zmény zbarveni.
Potom se ptida dalSich 50 ml vody prosté oxidu uhli¢itého a dotitruje se do ¢erveného
zbarveni. 1 ml 0,1 N roztoku kyseliny chlorovodikové odpovida 0,03094 g alkaloidi,

pocitano na chinin a cinchonin.

2. Stanoveni obsahu alkaloidl gravimetricky podle Frommeho

2,5 g praskované drogy se 10 minut zahfiva na vodni lazni se smési 2,5 g roztoku
chlorovodiku 25% a 20 g vody. Po jedné hodiné stani se pfidd k roztoku 25 g
chloroformu, 50 g diethyletheru a po protiepani 5 g 10% roztoku hydroxidu sodného.
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Smés se 10 minut dobie protiepava. Pak se piida 1,5 g rozpraskovaného tragantu,
protiepe se a zfiltruje. 60,0 g diethyletherového filtratu se v délici nalevce protiepava
postupné s 20 ml, 10 ml a 10 ml zfedéného roztoku chlorovodiku, kyselé vyluhy se
zfiltruji do délici nalevky, filtr se promyje 10 ml vody a ke spojenym filtratim se
piida 15 ml chloroformu a 5 ml amoniaku a protfepe se. Chloroformovy vyluh se po
odd¢leni zfiltruje hladkym filtrem do odvazené Erlenmayerovy baiky, vodna vrstva
se znovu protiepe dvakrat s 10 ml chloroformu a chloroform se tymz filtrem zfiltruje.
Pak se chloroform odpati, odparek se ptelije 5-10 ml ethanolu, roztok se odpaii a
zbytek se susi pfi 100 °C do konstantni hmotnosti. Po vychladnuti v exsikatoru se

zvazi. Vaha zbytku nasobena padesati udava obsah alkaloidii v procentech.

Droga se pouziva k ptiprave:

Cinchonae extractum fluidum normatum - Chinovnikovy extrakt tekuty
standardizovany ((VZL 2009). Obsah: 4,0 % az 5,0 % celkovych alkaloidu, z toho

30 % az 60 % alkaloidt chininového typu.

Quinidini sulfas dihydricus — Chinidin-sulfat dihydrat (CL 2009) a Quinini
hydrochloridum dihydricum — Chinin-hydrochlorid dihydrat (CL 2009).

6.1.4.DROGY S OBSAHEM TROPANOVYCH ALKALOIDU

Tropanové alkaloidy je skupinové oznafeni pro baze zaloZzené na pyrrolidin-
piperidinovém neboli tropanovém skeletu. Estery 3-a-tropanolu (tropinu) s kyselinou
tropovou jsou zakladem (-)-hyoscyaminu a skopolaminu. Ester 3-p-tropanolu
(pseudotropin) je zdkladem kokainu. Vyskytuji se v rostlinich celedi lilkovité —
Solanaceae, v rodech rulik — Atropa, durman — Datura, blin — Hyoscyamus, pablen —

Scopolia, duboizie — Duboisia.
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6.1.4.1. Belladonnae folium — Rulikovy list (CL 2009)

Je to usuSeny list nebo ususeny list spolu s kvetoucimi a nékdy i plodonosnymi
vrcholky druhu Atropa belladonna L., rulik zlomocny, Solanaceae.

Obsah: Nejméné 0,3 % celkovych alkaloidl, vyjadfeno jako hyoscyamin, pocitdno na
vysuSenou drogu. Alkaloidy tvofi pfedev§im hyoscyamin s malym mnoZzstvim
hyoscinu (skopolaminuy).

Droga se pouziva k ptiprave:

Belladonnae folii extractum siccum normatum — Extrakt z rulikového listu suchy
standardizovany (CL 2009). Obsah: 0,95 az 1,05 % celkovych alkaloidt, vyjadieno
jako hyoscyamin, po¢itano na vysusenou latku.

Belladonnae folii tinctura normata — Tinktura zrulikového listu
standardizovana (CL 2009). Obsah: 0,027 az 0,033 % celkovych alkaloidd,
vyjadieno jako hyoscyamin. Alkaloidy se skladaji hlavné z hyoscyaminu
doprovazeného malym mnozstvim hyoscinu (skopolaminuy).

Belladonnae pulvis normatus — Rulikovy list pra§kovany standardizovany (CL
2009). Obsah: 0,28 az 0,32 % celkovych alkaloidi, vyjadfeno jako hyoscyamin,

pocitano na vysusenou drogu.

6.1.4.2. Belladonnae radix — Rulikovy koi‘en

Kofen druhu Atropa belladonna L., rulik zlomocny, Solanaceae. Je tvofen
véalcovitymi, Casto podéln€ rozpilenymi kusy kofenl az 2 cm silnymi, zevné témet
hladkymi, na povrchu svétle Sedohnédymi, uvnitt témét bilymi.

Obsah: okolo 0,5 % tropanovych alkaloidi, pocitano na vysusenou drogu. Slouzi jako
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surovina pro jejich izolaci.

6.1.4.3. Hyoscyami folium — Blinovy list

Je to ususeny list nebo ususeny list spolu s kvetoucimi vrcholky Hyoscyamus niger L.,
blin cerny, Solanaceae.

Obsah: 0,045 - 0,14 % hyoscyaminu a skopolaminu v poméru piiblizné 1:1, pocitano

na vysusenou drogu.

6.1.4.4. Stramonii folium — Durmanovy list (CL 2009)

Je to usuSeny list nebo usuSeny list spolu s kvetoucimi a n€kdy i plodonosnymi
vrcholky druhu Datura stramonium L., durman obecny, Solanaceae.

Obsah: Nejméné 0,25 % celkovych alkaloidl vyjadieno jako hyoscyamin, pocitano na
vysuSenou drogu. Alkaloidy jsou zastoupeny zejména hyoscyaminem provazenym
proménlivym mnozstvim hyoscinu (skopolaminu).

Pouziva se k ptipravé:

Stramonii folii pulvis normatus — Durmanovy list praskovany standardizovany
(CL 2009)

Zkousky totoznosti pro dorgy s obsahem tropanovych alkaloidu:

1. 1,0 g praskované drogy se protiepava 3 minuty s3 ml zfedéné kyseliny
chlorovodikové a 5 ml vody a zfiltruje se. K 1 ml filtratu se pfida n¢kolik kapek
Mayerova zkoumadla, vznika sedobila srazenina (alkaloidy).

2. 1 gpraskované drogy se protiepava 2 minuty s 10 ml kyseliny sirové 0,05 mol/l a
zfiltruje se. K filtratu se pfidd 1 ml amoniaku 26% a 5 ml vody. Opatrné se
protfepava 15 ml diethyletheru prostého peroxidickych latek tak, aby se netvofila
emulze. Diethyletherovd vrstva se oddé€li a vysuSi siranem sodnym bezvodym.
Zfiltruje se a diethylether se odpafi v porcelanové misce. Ke zbytku se ptida 0,5
ml kyseliny dusi¢né dymavé a odpafti se do sucha na vodni lazni. K odparku se
pfida 10 ml acetonu a po kapkéch roztok hydroxidu draselného (30 g/1) v ethanolu
96%; vznikne tmavofialové zbarveni. Tato reakce byva oznaovéna jako Vitalliho
reakce. Davaji ji estery kyselin, jejichz struktura je obdobna kyselin¢ tropové.

Pisobenim kyseliny dusiéné dochéazi k nitraci fenylového zbytku. Alkoholicky
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louh podminuje vznik chinoidni struktury ptislusného nitroderivatu. Piitomnost
tropanového jadra neni pro pribéh reakce nezbytna, prispiva ke stalosti zabarveni.
Vitalliho reakci lze rozlisit tropanové alkaloidy atropinového typu od alkaloidii
kokainového typu. Stejny prabéh Vitalliho reakce jako u atropinu je téZ u
skopolaminu, v jehoz molekule nachazime ptislusné strukturni seskupeni. Naproti
tomu homatropin, ktery je esterem kyseliny mandlové a tropinu, nespliiuje shora
uvedenou strukturni podminku a dava pii Vitalliho reakci vysledné zbarveni
oranzov¢ zluté.

3. Praskovana droga se extrahuje amoniakalnim chloroformem na porcelanové
misce. Po odpafeni vyluhovadla na vodni l14zni se droga odstrani. Odparek se
pokapne Wasického zkoumadlem a mirné se zahfeje. Vznikne slabé fialové

zabarveni (diikaz hyoscyaminu a hyoscinu).

4. Tenkovrstva chromatografie

Zkouseny roztok: 1 g praskované drogy (180) se protiepava 15 minut s 15 ml kyseliny
sirové 0,05 mol/l, zfiltruje se a filtr se promyva kyselinou sirovou 0,05 mol/l do
ziskani 25 ml filtratu. K filtratu se pfidd 1 ml amoniaku 26% a protiepava se dvakrat
10 ml diethyletheru prostého peroxidickych latek, je-li tfeba, vrstvy se oddéli
odsttedénim. Spojené diethyletherové vrstvy se vysusi siranem sodnym bezvodym,
zfiltruji se a odpafi se do sucha na vodni l4zni. Odparek se rozpusti v 0,5 ml
methanolu.

Porovndavaci roztok: 50 mg hyoscyamin-sulfatu se rozpusti v 9 ml methanolu, 15 mg
skopolamin-hydrobromidu se rozpusti v 10 ml methanolu. Smicha se 3,8 ml roztoku
hyoscyamin-sulfatu a 4,2 ml roztoku skopolamin-hydrobromidu a zfedi se
methanolem na 10 ml.

Staciondrni faze: Deska s vrstvou Silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild amoniaku 26%, vody a acetonu (3 : 7 : 90).
Nandaseni: 10 ul a 20 pl, oddélené do prouzkl (20 mm % 3 mm) se vzdalenosti 1 cm
mezi jednotlivymi prouzky.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: 15 minut pii 100 °C — 105 °C, necha se ochladit.

Detekce A: Postiika se jodobismutitanem draselnym (Dragendorffovo zkoumadlo) do
vzniku oranZovych nebo hnédych skvrn na zlutém pozadi; pouzije se asi 10 ml na

desku 200 x 200 mm.
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Hodnoceni A: Skvrny na chromatogramu zkouSen¢ho roztoku odpovidaji polohou
(hyoscyamin v dolni tietin€, skopolamin v horni tfetiné chromatogramu) a zbarvenim
skvindm na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Skvrny na chromatogramu
zkouseného roztoku nepievysuji velikosti odpovidajici skvrny na chromatogramu
porovnavacich roztoki pfi nanaSeni shodnych objemd. Na chromatogramu
zkouseného roztoku mohou byt patrné vedlejsi skvrny v sttedni ¢asti chromatogramu
pfi nandsSeni 20 pl zkouSeného roztoku nebo v blizkosti startu pfi nanaseni 10 pl
zkouseného roztoku.

Detekce B: Vrstva se postiika dusitanem sodnym tak, aby byla prisvitna, a pozoruje
se po 15 minutach.

Hodnoceni B: Hnédé skvrny odpovidajici hyoscyaminu na chromatogramech
zkouseného i porovnavaciho roztoku se zbarvi Cervenohnéd¢, ne vSak Sedomodie

(atropin), dalsi skvrny jiz nejsou patrné.

Stanoveni obsahu podle CL 2009:

a) Ztrata susenim: 2,000 g praskované drogy (180) se susi v susarn¢ pii 105 °C.

b) 10,00 g praskované drogy (180) se navlhéi smési slozenou z 5 ml amoniaku 17,5%,
10 ml ethanolu 96% a 30 ml diethyletheru prostého peroxidickych latek a dikladné se
promichd. Smés se pievede do vhodného perkolatoru, je-li tfeba pomoci extrakéni
smési, a nechd se 4 h macerovat. Pak se perkoluje smési slozenou z objemovych dila
chloroformu a diethyletheru prostého peroxidickych latek (1 + 3) tak dlouho, dokud
vytékajici perkolat reaguje pozitivn€ na ptitomnost alkaloidfi. Néckolik mililitrti
perkolatu se odpafi do sucha, zbytek se rozpusti v kyselin¢ sirové 0,25 mol/l a
nepiitomnost alkaloidi se ovéii tetrajodortutnatanem draselnym. Perkolat se zahusti
na vodni lazni na objem asi 50 ml a pfevede se do délici nalevky pomoci
diethyletheru prostého peroxidickych latek tak, aby jeho objem tvofil nejméné 2,1
nasobek objemu perkoldtu a aby tekutina méla hustotu zfetelné niZ$i nez voda.
Protfepe se nejméné tikrat 20 ml kyseliny sirové 0,25 mol/l, je-li tfeba, vrstvy se
oddéli odsttedénim. Spojené dolni kyselé vrstvy se prevedou do druhé de€lici nalevky,
zalkalizuji se amoniakem 17,5% a vytfepavaji se tiikrat 30 ml chloroformu. Ke
spojenym chloroformovym vytiepkiim se ptidaji 4 g siranu sodného bezvodého a
necha se stat 30 minut za obCasného protiepavani. Pak se chloroform slije a siran
sodny se promyje tfikrat 10 ml chloroformu. Spojené chloroformové roztoky se

odpaii na vodni 14zni do sucha, odparek se suSi 15 minut v susarné pii 100 °C az
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105 °C. Zbytek se rozpusti v n€kolika mililitrech chloroformu, ptidd se 20,0 ml
kyseliny sirové 0,01 mol/l a chloroform se odstrani odpafenim na vodni lazni. Piida se
cerveil methylova smésny indikator a titruje se hydroxidem sodnym 0,02 mol/I.

Celkovy obsah alkaloidti v procentech, vyjadieno jako hyoscyamin, se vypocita podle

VZOrce:

57,88x (20— n)
(100-d) x m

V némzZ znaci:
d — ztratu suSenim v procentech
n — spotfebu hydroxidu sodného 0,02 mol/lI v mililitrech

m — hmotnost drogy v gramech.

Drogy s obsahem tropanovych alkaloidl slouZzi jako surovina pro izolaci:

Atropinum — Atropin (CL 2009)

Atropini sulfas monohydricus — Atropin-sulfat monohydrat (CL 2009)
Scopolaminum — Skopolamin, syn. Hyoscinum (CL 2009)

Scopolamini hydrobromidum trihydricum — Skopolamin-hydrobromid trihydrat
(CL 2009)

6.1.5.DROGY S OBSAHEM ISOCHINOLINOVYCH ALKALOIDU

6.1.5.1. Ipecacuanhae radix — Hlavénkovy koien (CL 2009)

Jsou to ususené ulomky kotfene a oddenku druhu Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A.
Rich., hlavénka daviva, obchodniho oznaceni Matto Grosso ipecacuanha, nebo druhu
Cephaelis acuminata Karsten, hlavénka hrotita, obchodniho oznaceni Costa Rica
ipecacuanha, Rubiaceae, nebo smés obou druhli. Hlavnimi alkaloidy jsou emetin a
cefaelin.

Obsah: Nejméné 2,0 % alkaloidd, vyjadieno jako emetin, pocitano na vysuSenou

drogu.

Zkousky totoZnosti:
0,5 g praSkované¢ drogy se protfepava 5 minut s 5,0 ml zfedéné kyseliny

chlorovodikové a jesté za horka se zfiltruje. K 1 ml filtratu se prida 5 kapek roztoku
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tetrajodortutnatanu draselného (Mayerovo zkoumadlo); vznikne Zlutobila srazenina
alkaloidd.

Droga se pouziva k ptiprave:

Ipecacuanhae extractum fluidum normatum - Hlavénkovy extrakt tekuty
standardizovany (CL 2009)

Je to tekuty standardizovany extrakt vyrobeny z drogy Ipecacuanhae radix.

Obsah: 1,80 % az 2,20 % celkovych alkaloidd, vyjadieno jako emetin.

Ipecacuanhae pulvis normatus — Hlavénkovy koi‘en praskovany standardizovany
(CL 2009)

Je to praskovany kotfen hlavénky, jehoz obsah alkaloidd je upraven pridanim laktosy
nebo praskované drogy s niz$im obsahem alkaloidu.

Obsah: 1,9 % az 2,1 % celkovych alkaloidl, vyjadieno jako emetin, pocitano na

vysuSenou drogu.

Ipecacuanhae tinctura normata — Hlavénkova tinktura standardizovana
(CL 2009)
Je to tinktura vyrobena z drogy Ipecacuanhae radix.

Obsah: 0,18 % az 0,22 % celkovych alkaloid{, vyjadieno jako emetin.

Emetini  dihydrochloridum  heptahydricum -  Emetin-dihydrochlorid
heptahydrit (CL 2009)

Emetini  dihydrochloridum  pentahydricum -  Emetin-dihydrochlorid
pentahydrat (CL 2009)

6.1.6.DROGY S OBSAHEM PURINOVYCH BAZI

Methylderivaty xanthinu kofein, theofylin a theobromin se vyskytuji v drogéach
semeno kavovniku — Coffeae semen, list ¢ajovniku — Theae folium, kolové semeno —
Colae semen, kakaové semeno — Cacao semen, list Maté — Maté folium a Guarana —

Guarana, ze kterych se ziskavaji.
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Xanthin R1=R2=R3=H

RL N Kofein R1=R2=R3=CH,
)\)ﬁi /> Theofylin R1=R2=CH, R3=H
07 "N N
R2

Theobromin R1=H, R2=R3=CH,

6.1.6.1. Colae semen — Kolové semeno (CL 2009)

Je to celé nebo lamané ususené semeno (semenny klicek) druhia Cola nitida (Vent.)
Schott et Endl., kola leskla (C. vera K. Schum, kola prava) a jeho odriid nebo druhu
C. acuminata (P. Beauv.) Schott et Endl., kola hrotita, (Sterculia acuminata P.
Beauv.), Malvaceae (diive Sterculiaceae), zbavené osemeni.

Obsah: Nejméné 1,5 % kofeinu, pocitano na vysuSenou drogu. Déle theobromin a

katechinové tfisloviny.
Zkousky totoznosti:

1. 0,5 g praSkované drogy se zahteje k varu s 5,0 ml roztoku kyseliny sirové zfedéné
(98 g/l H2SO4). Smés se jesté za horka zfiltruje. K filtratu se pfida 5 ml roztoku
amoniaku zifedéného (100 g/l NHs) a 10 ml chloroformu. Po dikladném
protiepani se chloroformova vrstva piefiltruje pres vatu do porcelanové misky a
odpaii do sucha. Odparek se rozpusti v nckolika kapkach zfedéné kyseliny
chlorovodikové, ptida se malé¢ mnozstvi (1 ml) koncentrovaného peroxidu vodiku
a smés se odpaii na vodni lazni do sucha. V pfitomnosti purinovych alkaloidi
vznikd odparek rizové zabarveny. Tato barva prechdzi po poképnuti né€kolika
kapkami roztoku amoniaku do fialova — murexidova reakce. Uinkem silnych
oxidacnich ¢inidel (kromé¢ peroxidu vodiku lze pouzit chlorecnany, chlorovou
vodu aj.) v kyselém prosttedi se odbourdva imidazolovy kruh a vznika
methylderivat alloxanu a methylderivat uramilu. Tyto vytvafeji kondensaci
methylderivat oxybarbituryluramilu, ktery pifechazi odpafenim z vody v
methylderivat kyseliny purpurové. Po pfidani amoniaku ptechdzi cCervené

zbarvena kyselina purpurova na murexid, ktery je zbarveny fialové.

2. Mikrosublimace. Droga poskytuje bezbarvy sublimat, skladajici se z dlouhych

jehlic (kofein), které davaji pozitivni murexidovou reakci.
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3. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,0 g praskované drogy (355) se smiché s 5 ml ethanolu 60% (V/V),
protiepava se 30 minut pii 40 °C a zfiltruje se. Lze pouzit i sublimat ziskany
zkouskou 2 a rozpustény v malém mnozstvi chloroformu.

Porovnavaci roztok (a). 25 mg kofeinu se rozpusti v 10 ml ethanolu 60%.
Porovnadvaci roztok (b). 50 mg theobrominu se rozpusti v 10 ml mobilni faze a
zfiltruje se.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu Fzs4 pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild vody, methanolu a ethyl-acetatu (10 : 13 : 77)
Nandaseni: 20 pl, do prouzki.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: 5 minut na vzduchu.

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

Hodnoceni A: Na chromatogramu zkouSeného roztoku jsou dvé hlavni skvrny
zhéaSejici fluorescenci, které odpovidaji polohou skvrndm na chromatogramech
porovnavacich roztoku (a) a (b).

Detekce B: Vrstva se postiikda smési stejnych objemovych dili ethanolu 96% a
kyseliny chlorovodikové a potom roztokem pfipravenym tésné¢ pied pouzitim
rozpu$ténim 1 g jodu a 1 g jodidu draselného ve 100 ml ethanolu 96%.

Hodnoceni B: Na chromatogramu zkouseného roztoku odpovida ¢ervenohnéda hlavni

skvrna polohou a zbarvenim skvrné na chromatogramu porovnavaciho roztoku (a).
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Stanoveni obsahu:

1. Stanoveni purin vazkovou metodou:

5,0 g praskované drogy se 10 minut protfepava se 40 ml chloroformu, ptida se 1 ml
koncentrovaného amoniaku a sm¢s se neché za obCasného protiepavani 1 h stat. 18 ml
filtratu se nalije do chromatografick¢ kolony naplnéné 4 g oxidu hlinit¢ho s
piidavkem 0,1 g aktivniho uhli. Po prokapani filtratu se sorbent v koloné promyje
dvakrat vzdy 15 ml chloroformu. Spojené chloroformové vyluhy se na vodni lazni
odpaii na objem 3 ml a pfida se 25 ml horké vody. Vyluh se pak zahtiva na vodni
lazni, az se zbytek chloroformu odpafi. Horky vyluh se ihned ptefiltruje do odvazené
odparovaci misky, ptivodni nddoba se vyplachne a vyvaii dvakrat vzdy s 10 ml vody a
roztoky se potom stejnym filtrem prefiltruyje do uz zminéné predem zvazené
odpafovaci misky. Spojené vodné vyluhy se odpaii, zbytek se vysusi pii teploté
100 °C a po vychladnuti v exsikatoru se zvazi. Hmotnost zbytku vyndsobena

koeficientem 33,3 udava obsah kofeinu v %.

2. Kapalinova chromatografie:

Zkouseny roztok: 1,00 g praskované drogy (355) se smichd s 50 ml methanolu,
zahtivd se 30 minut na vodni ldzni pod zpétnym chladi¢em, necha se ochladit a
zfiltruje se. Filtr se promyje 10 ml methanolu, zbytek se smicha s 50 ml methanolu a
piedchozi postup se opakuje. Spojené filtrdty a promyvaci tekutiny se v 200ml
odmérné bance zifedi methanolem na 200,0 ml. 20,0 ml tohoto roztoku se v barce s
kulatym dnem odpaii za sniZeného tlaku do sucha. Zbytek po odpateni se rozpusti v
mobilni fazi, pfevede se do S0ml odmérné baiiky a ziedi se stejnym rozpoustédlem na
50,0 ml.

Porovnavaci roztok: 30,0 mg kofeinu a 15,0 mg theobrominu se ve 100ml odmérné
bance rozpusti v mobilni fazi a zfedi se ji na 100,0 ml. 10,0 ml tohoto roztoku se
pievede do 100ml odmérné baiiky a zfedi se mobilni fazi na 100,0 ml.

Kolona: délka 0,25 m, vnitini primér 4,6 mm.

Stacionarni faze: silikagel pro chromatografii oktadecylsilylovany (5 um).

Mobilni faze: Smés objemovych dilit methanolu a vody (25 : 75)

Priitokova rychlost. 1 ml/minutu.

Detekce: Spektrofotometricky detektor, 272 nm.

Nastrik: Vhodny objem kazdého roztoku, injektorovou smyckou.
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Test zpusobilosti, porovnavaci roztok: RozlisSeni nejméné 2,5 mezi pikem kofeinu a
pikem teobrominu; je-li tieba, upravi se objem vody v mobilni fazi.

Obsah kofeinu se vypocita podle vzorce:

m, xA; x50
m, x A,

v némz znaci:
A — plochu piku kofeinu na chromatogramu zkouseného roztoku;
A — plochu piku kofeinu na chromatogramu porovnavaciho roztoku,
ms — hmotnost zkousené drogy v gramech;
m> — hmotnost kofeinu v porovnavacim roztoku v gramech.
6.1.6.2. Theae folium — Cajovnikovy list

Ususené, fermentované nebo nefermentované listy Camellia sinensis (L.) O. Kuntze,
kamélie ¢inska, (syn. Thea sinensis L., ¢ajovnik ¢insky), Theaceae.
Obsah: purinové baze, hlavné kofein (vice v cerném caji), stopy theofylinu a

theobrominu, katechinové tfisloviny, flavonoidy, silice.

6.1.6.3. Coffeae semen — Semeno kavovniku

Semena druht rodu Coffea, zvlast¢ Coffea arabica L. kavovnik arabsky, C. liberica
Bull. ex Hiern, kavovnik liberijsky, C. canephora Pierre ex Froehner, kavovnik statny
(syn. kavovnik robusta), Rubiaceae. Zelena semena musi obsahovat nejméné 1 %
kofeinu.

Drogu tvofi semena zbavena oplodi a osemeni a prazena pii 200-250 °C.

Obsah: kofein do 2,5 %, stopy theobrominu a theofylinu, kyselina chlorogenova, tuk,

tiisloviny a latky vznikajici prazenim.

6.1.6.4. Maté folium — List cesminy paraguyajské (Yerba maté)

Jsou to ususené, lamané svétlezelené kozovité, lesklé listy stromu llex paraguariensis
St.-Hil., cesmina paraguajskd, Aquifoliaceae.

Obsah: az 1,5 % kofeinu, 0,3 % theobrominu, cca 12 % kyseliny chlorogenové, silice,

ttisloviny.
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6.1.7.ALKALOIDY OPIA A SOUVISEJICI DROGY

6.1.7.1. Opium crudum — Opium surové (CL 2009)

Surové opium je uréeno vyhradné jako vychozi surovina pro piipravu galenickych
piipravkl. Samostatné¢ se nesmi vydat. Je to na vzduchu usuSend mlécna Stava
ziskana nafiznutim nezralych plodi druhu Papaver somniferum L., mak sety,
Papaveraceae.

Obsah, pocitano na vysusenou drogu:

- morfin nejméné 10 %;

- kodein nejméné 2 %.

Droga se pouziva k ptipravé:

Opii extractum siccum normatum — Opiovy extrakt suchy standardizovany
(CL 2009)

Je to standardizovany suchy extrakt vyrobeny ze surového opia (Opium crudum).
Obsah:

- morfin 19,6-20,4 %;

- kodein neymén¢ 2,0 %.

Opii pulvis normatus — Opium praskované standardizované (CL 2009)
Je to surové opium praskované a vysuSené pii teploté nepievysujici 70 °C.
Obsah (droga susend 4 h pii 100 °C az 105 °C):

- morfin 9,8 — 10,2 %;

- kodein nejméné 1 %.

Opii tinctura normata — Opiova tinktura standardizovana (CL 2009)
Je to standardizovana tinktura vyrobena ze surového opia.

Obsah:

- morfin 0,95 — 1,05 %j;

- kodein nejmén¢ 0,1 %.

Vyroba: Pfipravuje se z drogy a stejnych objemovych dilt ethanolu 70% (V/V) a

vody vhodnym postupem.
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Vzhled: ¢ervenohnéda tekutina.

6.1.7.2. Opiové alkaloidy uvedené v CL 2009

Codeini hydrochloridum dihydricum — Kodein-hydrochlorid dihydrat

Codeini phosphas hemihydricus — Kodein-fosfat hemihydrat

Codeini phosphas sesquihydricus — Kodein-fosfat seskvihydrat

Codeinum monohydricum — Kodein monohydrat

Morphini hydrochloridum trihydricum — Morfin-hydrochlorid trihydrat
Morphini sulfas pentahydricus — Morfin-sulfat pentahydrat

Noscapini  hydrochloridum  monohydricum -  Noskapin-hydrochlorid
monohydrat

Noscapinum — Noskapin

Papaverini hydrochloridum — Papaverin-hydrochlorid

6.1.7.3. Papaveris fructus maturus — Zraly plod maku
Papaver somniferum L., mak sety, Papaveraceae.

Obsahové latky: morfinanové alkaloidy morfin, kodein, thebain ve formé¢ soli
s kyselinou mekonovou a jiné typy alkaloidd (papaverin, noskapin, berberin aj.),

organické kyseliny (mekonova, mlé¢na, fumarova) a cukry.

Zkousky totoznosti:
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1. 1,0 g praSkované drogy (355) se protiepava 5 minut s 5 ml vody a pak se zfiltruje.
K filtratu se ptida 0,25 ml roztoku chloridu Zelezitého (13 g/l); vznikd Cervené
zbarveni, které se po pridani 0,5 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné (73 g/l HCI)

nemeéni.

2. Tenkovrstva chromatografie na silikagelu:

ZkouSeny roztok: 5 g vysuSené praskované drogy (355) Papaveris fructus maturus se
vafi 30 minut S 30 ml hydroxidu vapenatého 5% (m/V) pod zpétnym chladicem. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu se zméti pH a piida se Al2O3 az na pH 67 (priblizné
10 g). Suspenze se odstiedi na centrifuze 3 minuty pii 3000 ot/minutu. Supernatant se
slije do banky, zbytek v centrifugacnich zkumavkéach se promyje chloroformem,
znovu odstiedi a pfida se k vodné fazi v bance. Po protiepani v délici nalevce se
organicka faze oddéli a vodna faze se jesté dvakrat extrahuje vzdy 15 ml chloroformu.
Spojené chloroformové extrakty se vysusi bezvodym siranem sodnym a po filtraci se
odpaii na rota¢ni vakuové odparce na objem cca 1 ml. Zahustény chloroformovy
extrakt se nanese na tenkou vrstvu a zbytek se ponecha na stanoveni obsahu.
Porovnavaci roztok: chloroformovy roztok noskapinu, papaverinu, morfinu a kodeinu
(5 mg/ml).

Staciondrni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dild toluenu, ethylacetatu, diethylaminu (10 : 10 : 2);
pouzije se Cerstve pripravend smes.

Nanaseni: 10 pl zkoumaného a porovnavaciho roztoku do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 12 cm.

Detekce:

a) Po vysuSeni se pozoruje pod UV pii 254 nm. Na chromatogramu porovnavaciho
roztoku jsou dobie patrné tmavé hnédé skvrny noskapinu a kodeinu a mezi nimi
zlutomodfe fluoreskujici skvrna papaverinu. Na chromatogramu vzorku je dobie
patrna nad startem tmavomodie fluoreskujici skvrna morfinu, dile méné vyrazné
skvrny kodeinu, papaverinu a narkotinu, na chromatogramu mohou byt patrné 1 dalsi
slab&ji viditelné skvrny.

b) Postiika se jodobismutitanem draselnym (zkoumadlo Dragendorffovo). Na svétle-
oranzovém pozadi jsou patrné riazové skvrny alkaloidd. Na chromatogramu
porovnavaciho roztoku je v dolni ¢asti oranZovocervena skvrna (morfin), nad ni

podobné zbarvena skvrna (kodein), v horni ¢asti oranZovocervend skvrna (papaverin)
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a nad ni podobné¢ zbarvend skvrna (noskapin). Na chromatogramu zkouseného
roztoku jsou skvrny odpovidajici polohou a zabarvenim skvrnam na chromatogramu
porovnavaciho roztoku; v poloze odpovidajici poloze mezi skvrnami kodeinu a

papaverinu muze byt tmavocervena skvrna (thebain).

Stanoveni obsahu:

Chloroformovy extrakt ze zkousky 2) nafedime 10 ml chloroformu, kvantitativné
pfevedeme do odmérné banky na 25 ml a doplnime chloroformem po znacku.
Zm¢éiime absorbanci pifi 420 nm oproti Cistému chloroformu a obsah morfinu

vypocteme z kalibracni kiivky.

6.1.7.4. Chelidonii herba — Vla§tovi¢nikova nat’ (CL 2009)
Je to usuSena celd nebo fezana kvetouci nat' druhu Chelidonium majus L.,

vlastovi¢nik vétsi, Papaveraceae.

Obsah: Nejméné 0,6 % celkovych alkaloidl, vyjadieno jako chelidonin, pocitino na

vysusenou drogu.

Jsou pfitomny alkaloidy berberinové (berberin), protopinové (protopin, allokryptopin)
a benzofenanthridinové (chelidonin, chelerythrin, sanguinarin, makarpin aj.), vazané

na organické kyseliny (chelidonova, mlécna, fumarova).

1) Berberinovy typ 2) Protopinovy typ 3) Benzofenanthridinovy typ

Chelerythrin

Zkousky totoznosti

1. 1 g praSkované drogy (355) se zvlh¢i 1 ml roztoku amoniaku a 5 minut se
protiepava s 5 ml chloroformu. Vyluh se zfiltruje a filtrat se vytrepe 3 ml kyseliny

chlorovodikové ziedéné. Kysely podil se oddé€li a rozdé€li na dvé ¢asti:

a) k1ml se prida 5 kapek roztoku tetrajodortutnatanu draselného (Mayerovo

zkoumadlo). Vznikne $eda srazenina.

b) k I ml se piida 5 kapek roztoku tetrajodobismutitanu draselného
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(Dragendorffovo zkoumadlo). Vznikne oranzova sraZenina.

2. Tenkovrstva chromatografie:

Zkouseny roztok: 0,4 g praskované drogy (710) se vafi 30 minut s 50 ml kyseliny
octové zfedéné (115 g/l) ve vodni 1azni pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se
zfiltruje. K filtratu se pfida amoniak 26% do siln¢ zasadité reakce a protiepava se 30
ml dichlormethanu. Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym bezvodym, zfiltruje
se a ve vakuu se odpati do sucha. Zbytek po odpaieni se rozpusti v 1,0 ml methanolu.
Porovnavaci roztok: 2 mg papaverin-hydrochloridu a 2 mg cervené methylové se
rozpusti v 10 ml ethanolu 96%.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.

Mobilni faze: Smés objemovych dili kyseliny mravenci bezvodé, vody a propan-2-olu
(1:9:90).

Nandseni: 10 pl, do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Detekce: A) Po vysuseni se pozoruje pod ultrafialovou lampou pii 365 nm.
Hodnoceni: Na chromatogramu zkouseného vzorku je dobfe patrné fada zluté, modrie
a zelen¢ fluoreskujicich skvrn. Ve spodni €ésti chromatogramu jsou patrné Zluté
fluoreskujici skvrny (koptisin, berberin, chelerythrin), ve vrchni ¢asti chromatogramu

je slab¢ Zluta skvrna (chelidonin) a dalsi modrofialové skvrny.

Detekce: B) Vrstva se postiika jodobismutitanem draselnym (zkoumadlo
Dragendorffovo), ususi se na vzduchu, postiika se dusitanem sodnym cerstve
pfipravenym (100 g/1) a znovu se susi na vzduchu; pozoruje se v dennim svétle.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je pfiblizné uprostied
Sedohnéd4 skvrna (papaverin) a nad ni Cervena skvrna (Cervenl methylovd). Na
chromatogramu zkouSeného roztoku jsou v sestupném uspotradani dvé hnédé skvrny,
Sedohnéda skvrna na urovni papaverinu a pod ni dal$si dvé hnédé skvrny. Na

chromatogramu zkousSeného roztoku mohou byt dal$i méné vyrazné skvrny.

251



6.1.8.DALSI TESTOVANE ALKALOIDNi DROGY

6.1.8.1. Capsici fructus — Paprikovy plod

Je to ususeny, cely nebo fezany plod (bobule) rostliny Capsicum annuum L., paprika

seta, Solanaceae.

Hlavni obsahové latky: protoalkaloid kapsaicin, karotenoidys, silice.

o
MeO %
)
H
HO
kapsaicin

Zkousky totoznosti

1.

0,2 g praskované drogy se 3 minuty protiepavaji se 3 ml vody okyselené 3
kapkami kyseliny chlorovodikové zfedéné a zfiltruje se. Po pfidani 5 kapek
roztoku tetrajodortutnatanu draselného (Mayerovo zkoumadlo) k filtratu se tvofi

srazenina alkaloidq.

1 g praskované drogy se protfepe s 5 ml acetonu, zfiltruje se, okyseli se 4 kapkami
koncentrované kyseliny chlorovodikové, pfida se 0,1 g metavanadi¢nanu

amonné¢ho a promisi se. Roztok se zbarvi zelené (kapsaicin).

0,1 g praskované drogy se na porcelanové misce nasype na koncentrovanou
kyselinu sirovou. Prasek se zbarvi modrozelené, pozd¢ji hnédozelene

(kapsanthin).

6.1.8.2. Conii fructus — Bolehlavovy plod

Je to ususeny plod (dvojnazky) Conium maculatum L., bolehlav plamaty, Apiaceae.

Obsahuje alkaloid koniin, olej.

|
H

koniin
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Zkousky totoznosti:

1. Po povlhéeni praskované drogy kapkou roztoku hydroxidu draselného vznika

nepiijemny zépach po mysiné (koniin).

2. Rez drogy po povlhéeni kyselinou sirovou a kapkou Mandelinova zkoumadla se

zbarvuje cervenofialové (koniin).

6.1.8.3. Veratri albi radix — Koien kychavice bilé
Je to usuSeny oddenek s kofeny druhu Veratrum album L., kychavice bila,
Melanthiaceae.

Hlavni obsahov¢ latky: steroidni alkaloidy.

protoveratrin A R=H
protoveratrin B R= OH

Zkousky totoznosti:

1. 0,5 g drogy se 3 minuty protfepava s 5 ml vody, okyselené¢ 3 kapkami
koncentrované kyseliny chlorovodikové a vyluh se zfiltruje. K filtratu se ptida 5

kapek Mayerova zkoumadla; vznikne Zlutobila sraZenina (alkaloidy).

2. K fezu drogou se na podloznim sklicku piikdpne 1 kapka koncentrované kyseliny

sirové; fez se barvi zluté oranzové, pak oranzové az Cervené fialove (alkaloidy).

6.1.8.4. Aconiti tuber — Oméjovy koren

Je to ususena hliza a oddenek druhu Aconitum callibotryon Reichenb. (syn. Aconitum
napellus L.), A. plicatum Koechler ex Reichenb., om¢j $alamounek, Ranunculaceae.
Hlavni obsahov¢ latky: 0,3-1,5 % smési diterpenovych esterovych alkaloida, hlavni je

akonitin.
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akonitin

Zkousky totoznosti:

0,2 g praskované drogy se povaii se smési 5 ml vody a 5 kapek roztoku ziedéné

kyseliny chlorovodikové a odvar se zfiltruje. Filtrat se rozdéli na dvé ¢asti:

1. K prvni ¢asti se ptida 5 kapek roztoku tetrajodortutnatanu draselného (Mayerovo
zkoumadlo). Vznikne srazenina alkaloidu.

2. Ke druhé c¢asti se piidd roztok kyseliny fosfomolybdenové. Tvoii se jemna
srazenina (alkaloidy).

6.1.8.5. Nicotianae folium - Tabakovy list

Nicotiana tabacum, tabak virzinsky, Solanaceae
Obsahové latky: alkaloidy (0,6-3 % nikotinu, anabasin).

N
|

| N X
— CH, —
N N

TZ

nikotin anabasin

Zkousky totoznosti:

1.

Drogu navlhéime amoniakdlnim roztokem chloroformu, promisime a uvolnény
tmavé hnédy extrakt naneseme kapilarou na ctvereCek filtraéniho papiru.
Nadbytek chloroformu vysusime a papir detekujeme Dragendorffovym

zkoumadlem. V piitomnosti nikotinu se objevi ¢ervena skvrna.
Tenkovrstva chromatografie

ZkousSeny roztok: 5 cigaret se navlh¢i 3 ml 20% NaOH a extrahuje se 1 hodinu v
Soxhletové aparatufe diethyletherem nebo petroletherem. Roztok alkaloidi v
organickém rozpoustédle se tfikrat protiepe 25 ml 11% HCI. Spojené kyselé
vyluhy se zalkalizuji 20% NaOH na pH 11 a filtrat se kvantitativné (tfikrat)
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vyttepe vzdy s 25 ml diethyletheru. Spojené diethyletherové extrakty se odpaii na

vodni 1azni a olejovity zbytek se vyhodnoti na tenké vrstve.
Vyvijeci soustava: benzen : methanol (9:1, V/V).

Detekcéni  zkoumadlo:  roztok  jodobismutitanu  draselného  (zkoumadlo

Dragendorffovo).

ZkousSeny roztok se nanese na vrstvu a necha se vyvijet po draze 12 cm. Vrstva se

vysusi, postiika detekénim zkoumadlem a pozoruje na dennim svétle.
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