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METODOLOGIE FARMAKOGNOSIE

1. Spravné botanické uréeni (v kazdé expedici musi byt zkuseny systematicky botanik)

polozek

V8echny rostliny uréené k experimentiim musi byt uloZzeny ve formé herbarovych

2. Makroskopicka analyza drogy

Znalost morfologickych znaku (tvar a stavba rostlinnych organt typickych pro ¢eledé,

rody)

listy —tvar a délka Fapiku, tvar a tloustka ¢epele, mnozZstvi a tvar trichomu aj.,

stomata (priduchy) a stomatalni index
kofeny — barva povrchu, vnitfku nebo lomu

charakteristicky zadpach, chut — pro hof€iny kvantitativni hodnoceni

kvéty — velikost, tvar, barva, stavba
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METODOLOGIE FARMAKOGNOSIE

3. Mikroskopicka analysa drogy

pozoruje se anatomicka stavba rostlinnych organ, tvar jejich pletiv
typické znaky na povrchu — tvar pokozkovych bunék, odéni

fez drogou — jednodélozné, dvojdélozné, Pteridophyta

drogy praskovité — Amyla, Lupulin, Faex medicinalis

drogy praskované — listy Solanaceae podle formy CaOx, pevné elementy stavebni (cévy,
libriform, vyztuzovaci lista, souvisly mechanicky pas)

— identifikace drogy a uréeni jeji matecné rostliny a celedé
4. Chemicka kontrola drogy
- dukaz obsahovych latek

(metody fyzikalni — fluorescence, mikrosublimace, chromatografie)
(m. biologické — hemolyticka aktivita, aglutinaéni u¢inek, horkost)

(m. chemické — barevné a srazeci reakce po predchozi extrakci dokazovanych
latek, histochemie)

- kvantitativni stanoveni obsahovych latek
metody uréeny povahou stanovované latky
5. Studium tvorby uéinnych latek
- pomoci inkorporace radioaktivné znac¢enych latek — domnélych prekursort
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METODOLOGIE FARMAKOGNOSIE

6. Predbézné zkousky biologické aktivity (vybér surovin pro dalSi studium)

— ucinek antibakterialni, antimykoticky, antivirovy, cytotoxicky, antihypertenzni,
antiflogisticky, spasmolyticky, antioxidacni, antidiabeticky

— vybér na zakladé pFibuznosti druhl a rodd, na zakladé lidového Iécitelstvi,
nahodnou volbou — intuice

7. Separace a izolace obsahovych latek z pokusného materialu
— destilace, krystalizace, vytfepavani, chromatografie preparacéni

8. Detekce izolatli a zkouska jejich Cistoty

— fyzikalni: teplota tani, index lomu, optickéa otacivost, CD, GC, HPLC

— chemicka: tvorba barevnych produktl se specifickymi ¢inidly, degradace
— biologicka: hemolyza, aglutinace erytrocytl, stanoveni horkosti

9. Charakteristika a identifikace izolata
— identifikace struktury dulezita pro testovani biologické aktivity
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Technologicky pokrok

Extrakce

Izolace
Identifikace

High-throughput skrining
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Prirodni zdroje > Biodiverzita

Rostliny Zivocichové Mo¥ské organismy Mikroorganismy
Prace s extrakty
g
Bioaktivitou Fizena .
) Metabolomika
izolace

% 4 MUNI

Bioaktivni slouc¢eniny
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IZOLACE PRIRODNICH LATEK

Izolace md vliv na
mnozstvi ziskanych latek,
jejich ¢istotu,
biologickou aktivitu,
moznou kontaminaci balastnimi latkami,
ztrdtu biologické aktivity degradaci nativnich ldtek,
pro kazdy typ je vhodnd jind izolaéni technika.
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Preparativni techniky
— Pro€ vyuzivat rizné preparativni techniky?

Védecké diivody Pramyslove

davody

Identifikace pomoci :
spektroskopickych Farmeﬂnceuhcky
metod pramysl

Ziskani standardu
Studie bioaktivity pro kvantifikaci Dal$i davody
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SPE - extrakce tuhou fazi na kolonce

Eluotropni rada

Eluotropic Series of Solvents
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SFE — superkriticka fluidni extrakce — superkriticka kapalina (120 atm - scCO,)

EXTRAKCE: (série rozpoustédel riizné polarity — eluotropni fada) ,similia similibus solventur®
Fickovy zakony
pevné latky kapalinou
jednorazova (macerace, digesce)
opakovana
kontinualni (perkolace, Soxhlet)
kapaliny kapalinou (perforace)
vytfepavani v délici nalevce

Volba vhodného rozpoustédla

Viscosity,

Solvent E%AL;O;) |Boiling pt., °C  mN.s.m'%20°C) UV Cutoff, nm
Pentane 0 36 0.24 210
Cyclohexane 0.04 69 0.98 210
CCly 0.18 T 0.97 265
Toluene 0.29 111 0.59 286
Diethyl ether 0.38 35 0.25 218
Chloroform 0.40 62 0.57 245
Dichloromethane 042 40 0.44 235
Tetrahydrofuran 0.45 66 0.55 220
2-Butanone 0.51 80 0.32 330
Acetone 0.56 56 0.32 330
1,4-Dioxane 0.56 107 1.44 215
Ethyl acetate 0.58 77 0.45 255
Diethylamine 0.63 115 0.33 275
Acetonitrile 0.65 82 0.37 190
2-Propanol 0.82 82 2.50 210
Ethanol 0.88 78 1.20 210
Methanol 0.95 64 0.59 210
Water 1.00 100 1.0 -
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2. DESTILACE

* za normalniho tlaku, sniZzeného tlaku (s varnymi kaménky)

it

—1
-

* Hickmanova barnka (limcovka - lobelin)

* s kolonou (rektifikace)
* s vodni parou
*+ svodou
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> t‘ Cooling Device

SEPARACE A IZOLACE PRIRODNICH LATEK

3. SUBLIMACE (puriny, chinony)

4. KRYSTALIZACE — uméni vyzadujici

zkuSenost a zruénost

kadinka s
vodou

sublimat

(Priklad: mame-li ze smési vykrystalizovat latku lipofilni, je vhodné
pouzit pro krystalizaci polarni rozpoustédlo, protoZe z né&j bude pro

malou rozpustnost krystalizovat nejméné polarni latka, ostatni

zUstanou v mate¢ném louhu)

5. SRAZENI

zména polarity rozpoustédla, zména pH (Cisténi alkaloidu)
vysolovani napf. solemi tézkych kovt (Pb a tfisloviny)

6. FILTRACE, DIALYZA

14 Ustav ptirodnich légiv
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Preparativni techniky Ziskat co nejvetsi

mnozstvi

Uplna extrakce -
P Cistota dostate¢na pro

dalSi zpracovani

— Rychlost Eliminace neaktivnich
— Cistota latek
— Vytézek

— Ekonomika procesu

Extrakce kapaliny kapalinou

Cisty material v

dostateéném
mnozstvi —
Efektivni Chromatografie
chromatograficka
15 Ustav pfirodnich légiv Separ,agev IVI U I\I I

Dobry vytézek
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Extrakce kapaliny kapalinou — typické schéma

- Uplna extrakce voda/ethanol
‘ | _ Vyhody Odstranéni rozpoustédla pomoci
P . vakua/lyophilizace
Ll N — kapacita (low/large ,
sale) Surovy extrakt
e e Rozpustény v methanolu — délici
- Levné / x nalevka — 10 % vody
Hexan/petroletherovy Methanolivodny podil
podil Odstranéni methonolu methanol —
/ \délici nalevka — voda a CHCl,
m Chloroformovy podil Vodny podil
“' ﬂ Ethylacetat
— Nevyhody
— Tvorba emulsi
o) Set stédel , , <
7 Netso dnodugend e Ethylacetatovy podil /0 4nv bodil
automatizovat o ny po 1
16 Ustav pfirodnich 1&&iv IVI U I\I I
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Typicky priklad srovnani riiznych frakci s

rozdilnou polaritou

DAD1 E, Sig=280,16 Ref=700,100 (C:\HPCHEM\I\DATA\PAUL\E TOHEXTR104010500.D)
DAD1 E, Sig=280,16 Ref=700,100 (C:\HPCHEM\1\DATA\PAUL\ETOHEXTR\19110418.D)
DAD1 E, Sig=280,16 Ref=700,100 (C:\HPCHEM\1\DATA\PAUL\ETOHEXTR\19110414.D)
DAD1 E, Sig=280,16 Ref=700,100 (C:\HPCHEM\1\DATA\PAUL\ETOHEXTR\19110411.D)

Ethylacetatovy
] podil
Butanolovy podil

1000

500 -

n-Hexanovy podil
MeOH podil 2

22.039

21.802
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Sloupcova chromatografie

Direction of liquid mobile phase flow

«—— Sample applied to
top of column

Column ——»

Stationary phase

Separated sample
bands

Eluted components
of mixture
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Staly prutok, pokud mozno bez preruseni

< Vsadka vzorku:
1. kapalny
2. pevny
Dulezita sila vrstvy a mnozstvi vzorku

— Vyhod . , Yy
e Stacionarni faze:
apacita (low/large scale)
Jednoduchost Slllka gel

Jednoduchy setup 1
Ziskani jednoduchych smési Alumlna
Polyamid

— Levné

S — Nevyhody
— Neni mozno jednoduse
T automatizovat
— Omezeny pocet vhodnych
rozpoustédel
— lIreversibilni adsorpce
— Omezené rozliSeni

Frakcionace podle objemu, ¢asu, detekéni metody
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mobilni faze, razna
vzorek polantf\ ~
_ 2 — / -
\ \
A
separace <= Wl
stacionarni
faze
et
| kolona
\ ) \ /
L
oddélené slozky
smési i
20
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Sloupcova chromatografie

Proton acceptors (bases)

Diethyl ether
Triethyl amine

Methanol

Tetrahydrofuran

Acetone
Acetonitrile

Water Aromatic solvents

Chloroform

Chlorinated benzenes

Dichlormethane

Volba vhodnych rozpoustédel

Dostatecné
rozliSeni

Proton donors (acids)
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140 cm

60 g of sample
200 fractions
150 ml/fraction

22 Ustav ptirodnich légiv
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Dipole interactions

3 x 100 cm
3 x 35 g of sample
300 fractions

120 ml/fraction

Zalozeno na TLC

Kombinace 2-3 rozpoustédel
Modifikace acido-bazickych poméru

Vhodny Rf

2x100cm, 1 x 140 cm
2x40g, 1 x50 of
sample

300 fractions

120 ml/fraction

MUNI

MUNI
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Flash chromatography

23
Needle Valve [3=s==—s Bleed
Regulator b =— Ny
Solvent
Reservoir
Plasti
Mesh
Solvent
Sand
Packing Material
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« Advantages

— Capacity
(low/large scale)

— Simplicity

— Cheap

— Simple set up

— Obtaining simple
mixtures or pure
compounds

MUNI
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Flash chromatografie
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Preparativni HPLC

26 Ustav prirodnich légiv ®
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High performance liquid chromatography
High pressure liquid chromatography
Highly problematic leaking chromatography

Relativné velké operacni tlaky v systému
Relativné velké prutoky mobilni faze
Relativné mala velikost ¢astic stacionarni faze

'

Extréemné vysoké rozlisSeni

Velmi rychly proces

Mnoho zpUsobU kontroly separace — detekce latek

MoZnost up-scale procesu MUNI



27 Ustav pFirodnich é&iv

27

U |

Degasser

1 DAD1D, Sig=280,20 Ref=500,50 (RENCA\CBCL000003.0)

16.360

2004

150

1004

Schéma HPLC

Reservoir of mobile phase

Pump and dumper Waste

/

= / Purge valve

Mixer
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=

Injector

}::':I — Waste

Detector Fraction collector

MUNI
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MUNI Scheme of HPLC

Reservoir of mobile phase

Pump and dumper Waste

S

Degasser : l ' ) :
= = / Purge valve
Mixer . L [

Injector

Column in column block (thermostat)

Detector Fraction collector
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MUNI Scheme of HPLC

Reservoir of mobile phase

Pump and dumper Waste

/

= / Purge valve
Mixer %é% | [

Degasser

i

Injector

:( }::':I — Waste

Detector Fraction collector
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https://www.scas.co.jp/en/insrtuments-products-synthesis/hplc-column/
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Typické prutoky, rozméry kolon a separovana mnozstvi

Pilot Separation

1-15 7-70 30-300 64-640 | 180- 400- 700- 600- 2800-
1800 4000 7000 16000 28000

Analytical Semipreparative
Scale Scale

Preparative
Scale

0,8-

2.0

4-10
18-42

:Cé 30 34-85
s 50 94-236
g 75 212-931
_9- 100 378-945
= 150 800-
= 2100
c
> 200 1100-

3375
Mnozstvi je selektovano na zakladé mnozstvi stacionarni faze: typicky 0,1-1 %.

Adapted from: Principals and practical aspects of preparative liquid chromatography. H. Schulenberg-Schell, Andreas Tei.
32 Ustav pfirodnich légiv

MUNI

MUNI

16



DAD - morusin

) HO. . OH
DY

OHT)(\ \I/

Narrow bandwidth

z z I [ E - - H z
e e S 2 5 - I
1 3 1o 7, 1) T Bl o o o FEx:
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Deuterium lamp
AN =5 )
e ) — Diode array
O/ Detection
e
) Y X\%
Tungsten lamp C
/ﬂ i Evaporation
/ f /
/ N ,/
Flow cell
Optical grid
3 Nebulization
S »
-, =
[
o >
UV signal -l
ELS signal
Adapted from: Principals and practical aspects of preparative liquid chromatography. H. Schulenberg-Schell, Andreas Tei.
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I\I I U I\I I MeOH part of M. alba extract
I

Preparative chromatography on reversed phase
SupelcosiI/ABZ+Plus, gradielnt of 0.2% HEOOH and ACN

13

l

Voltage
N

Time

36
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Detailed depiction of preparative HPLC

6/\5 6/4
Ko 2% U1 22 4 SV 9B 108115 121 22 14

| T T T il L

|
™1 |- N

750

500

250
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MUNTI Thinlayer chromatography

{
Remove sorbent to ‘b
supress side effects

. -\ ,J
\

Start line above thesleveksr saturation of chamber

of mobile phase ,: -
Cut corner of TLC plate to supress side effgcts with mobile phase vapours

38
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Preparative TLC

Preparative Thin layer chromatography contra preparative
HPLC

MUNI
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Preparativni TLC

. Vihody L

— Kapacita (low/large scale)
— Jednoduchost
— Jednoduché nastaveni separace

—  Ziskani velmi jednoduchych smési nebo &istych IVI U I\I I
latek
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CHARAKTERISTIKA A IDENTIFIKACE

Metody identifikace chemické struktury
— Hmotnostni spektrometrie
metoda pro ur€ovani hmot volnych molekul a jejich ¢asti, jez je tfeba k tomu ucelu pfevést na kladné nebo

zporné ionty. N
o T b o 1
. e ey ‘

P

162 Da -
? 269.1

o [

100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

— Absorpéni spektrofotometrie v ultrafialové a viditeIné oblasti (sleduje zmény které vznikaji interakci s
elektromagnetickym monochromatickym zafenim); UV 180-400 nm; VIS 400-750 nm;

—er e e

— Absorpéni spektrofotometrie v infradervené oblasti
Zaznam spekter v oblasti od 4000 cm-* do 650 cm1 (2,5 um az 15 pm)

- 08 80
o L oo, .l'._J g
ot nr""'“ §®
b b
" g 40 70-2840
= v
# OH

o
4000 3700 3400 3100 2800 2500 2200 1900 1600 1300 1000 700 400 M U I\I I

Wanenumbers (cm!)
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Metody identifikace chemické struktury

— Ramanova spektrometrie — sleduji se zmény ve vibra¢nich stavech molekuly, vyvolané interakci latky s fotony (laser),
zaznam spekter v oblasti od 4000 cm-! do 13 000 cm!

— Nuklearni magneticka rezonanéni spektrometrie *H, 13C NMR — zkouma interakce atomovych jader s nenulovym spinem

s magnetickym polem,
sleduje rozdéleni energii

jaderného spinu

v magnetickém poli a

prechody mezi

jednotlivymi spinovymi
stavy vyvolané zarfenim

Intensity

'H NMR Spectrum of Ethylbenzene

™S
Reference

7

2

Chemical Shift (ppm)

— ORD - opticka rotacni disperze — zavislost optické otacivosti na vinové délce
— CD - cirkularni dichroismus — rozdil absorbance vlevo a vpravo cirkularné polarizovaného svétla
— RTG - rentgen strukturni analyza

metoda studujici interakce

krystalickych vzork( s rentgenovym zafenim

43
Parametr
y Potfebnd mnoZstvi ldtky
% jistoty Hg mg g
RTG TOTALNI SYNTEZA
90 NOESY, COESY . DEGRADACE
PRIPRAVA DERIVATU
70 HRMS
ORD
13C NMR CD
50 1H NMR
Raman
30
MS uv IR
HPLC
GC
10
TLC
44
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