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CZESC TEORETYCZNA

Roéliny wytwarzaja szeroka i réznorodng grupe zwigzkow orga-
nicznych okreélanych jako metabolity wtorne (substancje
swoiste), z ktorych wiekszo$¢ nie bierze bezposredniego udziatu
we wzro$cie i rozwoju. Do najlepiej poznanych grup metaboli-
tow wtornych naleza alkaloidy, zwiazki fenolowe i terpe-
noidy. Synteza i gromadzenie metabolitow wtérnych sa czesto
ograniczone do wybranych komorek lub organéw — procesy te
nastepuja w okreslonej fazie cyklu zyciowego roslin. Wiele z tych
zwiazkoéw ma znaczenie adaptacyjne w ochronie roslin przed pa-
togenami, pelni funkcje atraktantow dla zapylaczy i zwierzat roz-
siewajacych nasiona, a takze czynnikow allelopatycznych, ktore
wplywaja na konkurencje miedzy gatunkami roslin. Zaintere-
sowanie metabolitami wtérnymi podyktowane jest gtownie ich
szerokim wykorzystaniem praktycznym. Zwiazki te sg stosowa-
ne jako barwniki, oleje, woski, Srodki aromatyzujace, perfumy
i narkotyki. Intensywne badania metabolitow wtérnych wytwa-
rzanych przez rosliny zwiazane sg z poszukiwaniem w tej grupie
zwiazkow nowych lekow roslinnych, antybiotykow, insektycydow
i herbicydéw. Czesto wykorzystuje sie do tego celu metody bio-
technologiczne i ro§linne kultury in vitro.

Leki roslinne definiuje sie jako uzyteczne w medycynie wy-
roby, ktére zawieraja jako skltadniki czynne wylacznie rosliny,
cze$ci roslin, substancje roslinne lub ich kombinacje w postaci
przerobionej lub nieprzerobionej. Do produkcji lekdw roslinnych
wykorzystuje sie roslinne surowce farmaceutyczne, czyli
substancje lub mieszaniny substancji pochodzenia ro$linnego.
Roélinne surowce lecznicze charakteryzujg sie ztozonym skla-
dem chemicznym i tylko niektére zwiazki (substancje czynne
surowca) wykazuja wyrazne dzialanie biologiczne. Substancje
te mogg mieé r6zng nature chemiczng i aktywno$¢ biologicz-
na oraz wykazywac wzgledem siebie dzialanie synergistyczne
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(np. alkaloidy z liéci pokrzyku wilcza jagoda, korzeni rauwolfii
zmijowej) lub antagonistyczne. Otrzymywanie czystych i jedno-
rodnych chemicznie substancji biologicznie czynnych z surow-
cow roslinnych mozliwe jest dzieki zastosowaniu zlozonych pro-
cesOw technologicznych i biotechnologicznych.

CZESC PRAKTYCZNA

Doswiadczenie |
Wykrywanie garbnikéw w wybranych surowcach roslinnych
wedtug Farmakopei polskiej VI

Garbniki roélinne to zwiazki polifenolowe o masie cz3-
steczkowej 500—3000, majace zdolnoé¢ tworzenia trwatych po-
laczen z biatkami i innymi makroczasteczkami. Garbniki w kon-
takcie z bialkami koaguluja je, stad wynikaja ich wlasciwosci
przeciwzapalne oraz zastosowanie zewnetrzne w stanach za-
palnych blon §luzowych skoéry, obrzmieniach i drobnych krwa-
wieniach, a takze wykorzystanie w procesie garbowania skor.
Z uwagi na zdolno$¢ tworzenia polaczenia kompleksowego z al-
kaloidami stanowia odtrutke przy zatruciach tymi zwigzkami.
Garbniki mozna podzieli¢ na 2 grupy:

1) garbniki ulegajace hydrolizie — tanoidy (garbniki piro-
galolowe). Podczas hydrolizy nastepuje uwolnienie cu-
kréow prostych i wielowodorotlenowych fenolokwaséw. Do
tej grupy garbnikéw zaliczamy estry lub glikozydy kwasu
galusowego i jego pochodne (galotaniny) oraz kwasu ela-
gowego (elagotaniny).

2) garbniki nie ulegajace hydrolizie (garbniki pirokate-
chinowe, skondensowane, katechinowe). Czynniki hy-
drolizujace przeksztalcaja je w nierozpuszczalne w wodzie
flobafeny (czerwienie garbnikowe). W ich czasteczce wy-
stepuje uklad katechiny lub ketonu aromatycznego, a pod-
czas suchej destylacji daja pirokatechine.

Cel ¢wiczenia
Wykrywanie garbnikéw w korze roslin.
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Zasada metody

Garbniki w alkoholowych lub wodnych wyciagach roslinnych
mozna odr6zni¢ na podstawie ponizszych reakcji:

1) reakcja z solami zelazowymi — garbniki pirogalolowe
daja zabarwienie niebieskie, za$ garbniki pirokatechi-
nowe — zielone. Obecno$¢ obu typow garbnikow w tej re-
akcji daje zabarwienie granatowe, niewielka ilo§¢ garb-
nikéw pirogalolowych maskuje zielong barwe barwnikow
pirokatechinowych.

2) reakcja z waniling w kwasie siarkowym — garbniki piro-
katechinowe daja zabarwienie czerwone. Obecnoé¢ tylko
garbnikow pirogalolowych nie daje zabarwienia.

3) reakcja z formaldehydem i kwasem solnym — podczas go-
towania powstaje osad garbnikoéw pirokatechinowych.

Materiat

kora debu, kasztanowca, brzozy, wierzby, kruszyny. Surowce po-
winny odpowiada¢ wymaganiom monografii farmakopealnej
(np. kora mlodych pni i galezi debu szyputkowego lub debu bez-
szypulkowego zebrana na wiosne przed rozwojem lisci i wysu-
szana w cieniu, w temperaturze nie wyzszej niz 35°C; surowiec
nie powinien zawiera¢ mniej niz 4% garbnikéw w przeliczeniu na
pirogalol)

Odczynniki

50% wodny roztwor CH,OH (do przygotowania wyciggu), mie-
szanina octan etylu—dichlorometan—-99,9% CH,OH-woda
(60:40:17:5; v/v/v/v), 1% wodny roztwoér FeCl,, metanolowy wzor-
cowy roztwor katechiny (1 mg cm~), wanilina w kwasie siarko-
wym (5,0 g waniliny rozpusci¢ w 100 cm?® 98% H,SO,)

Sprzet laboratoryjny

plytki chromatograficzne pokryte zelem krzemionkowym, lejek
szklany, saczki z bibuly filtracyjnej, polipropylenowe probowki
typu Falcon 50 cm?®, probowki szklane, pipety (5 mm?®-5 cm?), ko-
mora chromatograficzna, waga laboratoryjna, laznia wodna, pla-
stikowe pipety pasteurowskie, bibula filtracyjna, rozpylacz, cylin-
der miarowy 50 cm?, suszarka
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I.LA. PRZYGOTOWANIE WYCIAGU Z SUROWCOW ZAWIERAJACYCH
GARBNIKI

Surowiec (2 g) umie$ci¢ w probowkach typu Falcon i zalaé
(przy uzyciu cylindra miarowego) 40 cm® 50% CH,OH, umie-
$ci¢ w lazni wodnej i ogrzewaé do wrzenia przez 2 minuty.
Zawarto$¢ probowek ostudzi¢ pod zimna biezaca woda, a na-
stepnie przesaczy¢ do suchych probéwek przy uzyciu saczka
z bibuly filtracyjne;j.

I.B. WYKRYWANIE GARBNIKOW
1. Wykrywanie garbnikéw pirogalolowych
Do suchych szklanych probéwek odmierzyé 2 cm? kazdego
z wyciagow (por. pkt I.A), a nastepnie dodawac stopniowo
przy uzyciu plastikowej pipety pasteurowskiej 10 kropli
1% FeCl,.
2. Wykrywanie garbnikow pirokatechinowych

UWAGA: Reakcje wyrywania wykonac pod pracujgcym dygestorium.

Do suchych szklanych probéwek odmierzy¢ 2 cm?® kazdego
z wyciagdw (por. pkt I.A), a nastepnie dodawac stopniowo
5 cm?® roztworu waniliny w kwasie siarkowym.

Opracowanie wynikéow

Zanotowac¢ wyniki reakcji wykrywania garbnikow dla poszcze-
gblnych surowcéw roslinnych. Poréwnacé otrzymane wyniki.

I.C. BADANIE GARBNIKOW METODA CHROMATOGRAFII
CIENKOWARSTWOWEJ (TLC)

Wykonanie doswiadczenia

UWAGA: Wszystkie czynnosci wykonac pod pracujgcym dygestorium.
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Przygotowanie chromatogramu i nanoszenie substancji jak w roz-
dziale VI (pkt I.B).

1. Wykona¢ dwa identyczne chromatogramy (2 ptytki), na-
noszac na punkty startowe 30 pl wyciagu z odpowied-
niego surowca (kroplami po 5 mm?) oraz 10 mm?® me-
tanolowego roztworu poréwnawczego katechiny (por.
rysunek 21.1).

2. Plytki umiesci¢ w komorze chromatograficznej z faza ru-
choma o skladzie: octan etylu—dichlorometan—99,9%
CH,OH-woda (60:40:17:5; v/v/v/v). Chromatogramy roz-
wija¢ przez 30 minut.

3. Po wyjeciu chromatograméw zaznaczy¢ czoto eluentu,
a nastepnie wysuszy¢ w temperaturze pokojowe;.

4. Jeden chromatogram spryskac 1% FeCl,, a drugi roztwo-
rem waniliny w kwasie siarkowym. Detekeje przeprowa-
dzaé poprzez ulozenie plytki na arkuszu bibuly filtracyjnej
i spryskanie jej odpowiednim odczynnikiem do detekcji
za pomoca rozpylacza, w odleglo$ci minimum 20-30 cm
od plytki.

Przeprowadzenie detekcji z waniling i FeCl, pozwala na iden-
tyfikacje na chromatogramie odpowiednio garbnikéw pirokate-
chinowych i garbnikéw pirogalolowych (rysunek 21.1).

Katechina
R; 0,66-0,71;
czerwona/szarozielona
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Rysunek 21.1.
Schematyczny
chromatogram
wyciggoéw z badanych
surowcow roslinnych.
Na schemacie
zaznaczono R

dla substancji
poréwnawczej

- katechiny (kolor
katechiny zalezny od
wywotywacza uzytego
do detekgji)
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Opracowanie wynikéw

Wyznaczy¢ wspolezynnik przesunigcia (R;) dla katechiny. Porow-
nac otrzymane wyniki pod wzgledem obecnosci garbnikéw w po-
szczegoblnych surowcach roslinnych.

Doswiadczenie Il
Identyfikacja wybranych alkaloidéw glistnika jaskétcze ziele

Alkaloidy to duza grupa (ok. 15 000) zasadowych zwigzkdow or-
ganicznych zawierajacych atom(y) azotu, gtéwnie w pierécieniu
heterocyklicznym. Alkaloidy wykazuja bardzo silne dzialanie
fizjologiczne o duzym spektrum zastosowania, np. cucace — ana-
leptyczne (kofeina), rozkurczajgce miesnie gladkie (papaweryna,
chelidonina), rozszerzajace Zrenice (atropina), miejscowo znie-
czulajace (kokaina), obnizajace ci$nienie (rezerpina), moczoped-
ne (teobromina), przeciwastmatyczne (teofilina), przeciwbolowe
(morfina), przeciwkaszlowe (kodeina), przeciwnowotworowe
(winblastyna, winkrystyna, taksol), przeciwreumatyczne (kap-
saicyna), zolciopedne i zolciotworeze (boldyna). Systematyka al-
kaloidow oparta jest na budowie szkieletu, w ktorym wyro6znié
mozna okreslony uklad heterocykliczny, np. pirol, imidazol, indol,
(izo)chinoline, pirydyne i puryne.

Glistnik jaskolcze ziele jest gatunkiem powszechnie wystepuja-
cym w Polsce oraz innych krajach strefy umiarkowanej, wytwarza
alkaloidy izochinolinowe. Sok mleczny glistnika byt wykorzy-
stywany do niszczenia brodawek z uwagi na obecnosc chelidoniny,
dzialajgcej antymitotycznie. Wyciagi z tego surowca pobudzajg skur-
cze macicy, podnosza ci$nienie krwi, rozszerzaja naczynia wiencowe
oraz wchodza w sklad preparatow przeciwkaszlowych.

Gléwnymi alkaloidami glistnika jaskolcze ziele sa:

1) berberyna — wykazuje dzialanie z6lciopedne i przeciw-
bakteryjne, stosowana w lekach przeciwbiegunkowych
(rozkurcza mieénie gladkie jelit);

2) chelidonina — dziata na o$rodkowy uklad nerwowy, po-
dobnie jak morfina, ale slabiej;

3) chelerytryna — dziala drazniaco na skore i blone §luzowa,
miejscowo dziala znieczulajaco;

4) sangwinaryna — jest inhibitorem esterazy acetylocholino-
wej, wykazuje slabe dzialanie narkotyczne.
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Cel ¢wiczenia
Identyfikacja wybranych alkaloidéw glistnika jaskétcze ziele w surowcu
farmaceutycznym ,Ziele glistnika” (Chelidonii herba) oraz w materiale swiezym.

Zasada metody

Identyfikacja alkaloidéw izochinolinowych glistnika jaskoélcze
ziele za pomoca analizy TLC, na podstawie fluorescencji i wspo1-
czynnikow R, w odniesieniu do substancji porownawczych
alkaloidow.

Materiat

korzen, todyga i liscie glistnika jaskolcze ziele (material Swiezy)
oraz surowiec farmaceutyczny ,Ziele glistnika” (material suszo-
ny); surowiec farmaceutyczny powinien odpowiada¢ wymaga-
niom monografii farmakopealnej (np. ziele glistnika jaskolcze
ziele zebrane w okresie kwitnienia i wysuszone; surowiec nie
powinien zawiera¢ mniej niz 0,4% alkaloidow w przeliczeniu na
chelidonine)

Odczynniki

substancje poréwnawcze: chelerytryna, berberyna, chelidoni-
na, sangwinaryna (2 mg w 10 cm® C,H,OH), mieszanina 1-propa-
nol-98% HCOOH-woda (90:1:9; v/v/v), 96% C,H_.OH

Sprzet laboratoryjny

lejek szklany, saczki z bibuly, polipropylenowe probowki typu
Falcon 15 cm?, pipety (5 mm?®-5 cm?®), komora chromatograficz-
na, waga laboratoryjna, laZnia wodna, mozdzierz, plytki chro-
matograficzne pokryte zelem krzemionkowym ze znacznikiem
fluorescencyjnym (Merck 60 F._ ), lampa UV
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II.LA. PRZYGOTOWANIE WYCIAGU Z SUROWCOW
Homogenizowaé 1 g $§wiezego (0,5 g suchego) surowca w 5 cm? al-
koholu etylowego. Zawarto$¢ mozdzierza przeniesé¢ do probow-
ki typu Falcon i ogrzewac w tazni wodnej w temperaturze 40°C
przez 15 minut. Nastepnie zawarto$é przesaczy¢ do suchych
probowek.
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I.B. BADANIE AKALOIDOW METODA CHROMATOGRAFII

CIENKOWARSTWOWEJ

Wykonanie doswiadczenia

UWAGA: Wszystkie czynnosci wykonac pod pracujgcym dygestorium.

Przygotowanie chromatogramu i nanoszenie substancji jak w roz-

dziale VI (pkt I.B).

1. Na punkty startowe nanie$¢ 20 mm?® wyciagu z surowcow
110 mm? substancji poréwnawczych — etanolowe roztwo-
ry chelerytryny, berberyny, chelidoniny, sangwinaryny

(por. rysunek 21.2).

2. Chromatogram rozwija¢ w fazie ruchomej o skladzie:
1-propanol-98% HCOOH-woda (90:1:9; v/v/v) przez Rysunek 21.2.

30 minut. Schematyczny
.. , chromatogram
3. Po wyjeciu chromatogramu zaznaczy¢ czolo eluentu, ana-  \yciagow 7 glistnika

stepnie wysuszy¢ w temperaturze pokojowe;j.
4. Suchy chromatogram ogladaé¢ pod lampa UV w nadfiole-

jaskotcze ziele. Na
schemacie zaznaczono
R, dla substancji

cie (365 nm) — plamy alkaloidow wykazuja zota, z6tto- poréwnawczych wraz

zielong, czerwonopomaranczowa fluorescencje (por. ry-

sunek 21.2).

7 kolorem fluorescencji
obserwowanym
w nadfiolecie

O
O O O O O
O O O O O
20 mm’ 20 mm’ 20 mm’ 20 mm’ 10 mm’
wyciagu wyciagu wyciagu wyciagu roztworu
z korzenia z lisci z fodygi z ziela substancji
poréwnawczych

Chelidonina
R; 0,8; fluorescencja zéttozielona

San§winaryna )
R, 0,4-0,5; fluorescencja czerwonopomaraficzowa

Chelerytryna

R, 0,35; fluorescencja pomaranczowozotta

Berberyna
R, 0,2; fluorescencja cytrynowozotta
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Opracowanie wynikéw

Wyznaczy¢ wspolezynnik przesunigcia (R,) dla chelidoniny, ber-
beryny, sangwinaryny i chelerytryny. Poréwna¢ otrzymane wy-
niki pod wzgledem obecnoéci badanych alkaloidéw w poszczego6l-
nych organach i zielu glistnika.
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