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1. Wprowadzenie

Wiele naturalnych surowcéw dlinnych zawiera rénorodne metabolity wtorne
wykazupce aktywn@c¢ biologiczry, ktore znalazty zastosowanie w lecznictwie. Pogg@em
surowca rélinnego naley rozumie dowolrg czesé¢ rosliny uzywang do celéw leczniczych,
natomiast lekiem innym mog by¢, oprocz samego surowca, Wi ptynne lub suche z
surowca albo teizolowane czyste zwzki chemiczne.

Ustawa ,Prawo farmaceutyczne” z dnia 6 véraa 2001 r., Dziennik Ustaw z 2008 r.
Nr 45 poz.271 w rozdz. 1 Art. 2 p. 33a m. in. végja pogcia: ,produkt leczniczy rdinny”,
»Substancja rélinna” czy ,przetwor rélinny” nastpujacy sposob:

»33a) produktem leczniczym roslinnym - jest produkt leczniczy zawiegay jako skiadniki
czynne jedm lub wiecej substancji rélinnych albo jeden lub wetej przetworéw
roslinnych albo jedn lub wiecej substancji rélinnych w pogczeniu z jednym lub waej
przetworem rglinnym, przy czym:

a) substancjg roslinng - s3 wszystkie, gtdwnie cale, podzielone nascizlub pocete
rosliny, czsci roslin, glony, grzyby, porosty nieprzetworzone, zazaycsuszone lub
swieze; niektore wydzieliny, ktére nie zostaly poddaketonemu procesowi, mqgg
by¢ uznane za substancjeshione; substancje rflinne g szczegétowo definiowane
przez dytg czsé rosliny i nazwe botaniczug,

b)  przetworem roslinnym - jest przetwor otrzymany przez poddanie substaodjnnych
procesom takim, jak: ekstrakcja, destylacja, wyaisk, frakcjonowanie, oczyszczanie,
zageszcezanie |1 fermentacja; przetworamip sSv szczegoOlnwi rozdrobnione lub
sproszkowane substancjglione, nalewki, wyeigi, olejki i wyckniete soki;”...

W zwigzku z duym podobiéstwem pog¢ substancja ibinna i naturalny surowiec gbnny

w dalszej czsci opracowania ¢dzie wywane to ostatnie.

1.1. Zainteresowanie naturalnymi surowcami rélinnymi - krotki rys

historyczny

Papirusowy opis z XVI w. p.n.e. z Egiptu oraz matg ze Staraytnych Chin i Indii
swiadcz o zainteresowaniu §bnnymi surowcami leczniczymi. Wksze opracowanie
naukowe, zawiergge charakterystykkilkuset surowcéow rdinnych pochodzi z Grecji z 77
r.. n.e. (Dioskorydes), z Rzymu z Il w. n.e. - @sls Galen. Pgniej wiedz w Europie o
surowcach rélinnych rozwirgli Arabowie. W XVI w. Szwajcar Paracelsus jako piery
zauwaa obecné¢ substancji czynnych w tych surowcach. W okresieryidgeograficznych



(XV i XVI w.) sprowadzono do Europy egzotyczneslmy, uprawiane w ogrodach
botanicznych. W XVIII w. Linneusz wprowadzit podata botanicznego systemu
klasyfikacyjnego rélin bedacychzrodiem surowcdw leczniczych. Pierwszego wytahienia
z raslin zwigzkow czynnych dokonano na pagtau XIX w.: Serfirner — izoluje morfig z
makowca, a Dersone — narkogyrPelleiter i Caventou — strychgirz nasion kulczyby a
chining — z kory chinowej.

Pisemne wzmianki nt. leczniczego wykorzystanigcnicy lekarskiej sigaja Xll
wieku (Walia). Pierwszy jej opis o charakterze mamyum pochodzi z 1601 r. (Clusius). Na
pocztku Il potowy XVIII w. macznica byl zalecana doaytku leczniczego przez Gerarda z
Berlina. W 1788r. w Farmakopei Lon@Bkiej zamieszczono nha jej temat monograRaslina
ta byta te od 1820 r. oficjalnym surowcem Farmakopei Amengiae;.

Na uwag zastugu tez prace dotycgce glikozydow fenolowych. Leroux wyoghnit
inny glikozy fenylu - salicya z kory wierzbowej (1830 r.). Oesterlen (1861 rpisoje
macznic; lekarsly (Arctostaphylos uva urgjako surowiec bogaty m. in. w arbutynvV. 1891
r. Pentzold wyjénia dziatanie arbutyny wyoelonionej z lécia macznicy oraz jej budow
chemicz. W tym czasie arbutgnuzyskam z tego surowca &tinnego stosowano judo
celow leczniczych w postaci krystalicznej.

Budowy anatomicza oraz morfologiczg, zawartymi zwazkami chemicznymi, ich
wyodrebnianiem i budow, kierunkami biosyntezy substancji czynnych i sgtevosciami
farmakologicznymi surowcow gbnnych potwierdzajcymi ich zastosowanie lecznicze
zajmuje s¢ farmakognozja. Obecnie zdecydowanie zmniejszyto =Bainteresowanie
surowcami rélinnymi jako lekami na rzecz wykorzystania ich jakodto, z ktérego mma

izolowat konkretne substancje czynne — lecznicze.

1.2. Pochodzenie surowcow &tinnych

Surowce rélinne pozyskuje gize zbioru niektérych gatunkéwstn dziko rosmcych
w zasobach krajowych, uwzglniajgc ochrorg srodowiska przyrodniczego. Do nich ama
zaliczy¢ m. in.: dzily roz¢ (Rosa caning pokrzywe zwyczajry (Urtica dioica), jatowiec
pospolity Quniperus communis brzoz (Betula pubescensBetula verrucosp krwawnik
pospolity @chillea millefoliun), mniszek pospolityTaraxacum officinalg

Intensywne zbiory w Polsce (teren wojewodztw pnciwk oraz zanieczyszczenie
srodowiska emisjami przemystowymi spowodowaly zmsEepie lub wyniszczenie

stanowisk niektorych &in. Do nich naleg m. in. gatunki: rumianek pospolitChamomilla



recutita), dziurawiec zwyczajnyHypericum perforatum macznica lekarskaArctostaphylos
uva-urs), rdest ptasiPolygonum avicularg skrzyp polny Equisetum arven3emydinica
lekarska $aponaria officinalis

Obecnie uprawy &hin zawieragcych surowce farmakognostycznych ish bardzo
istotnym zrodtem. W Polsce do najeiej uprawianych gatunkow étn naleza: micta
pieprzowa Kentha piperita, kminek zwyczajny Carum carv), rumianek pospolity
(Chamomilla recutity dziurawiec zwyczajny Hypericum perforatuy szatwia lekarska
(Salvia officinalig, len zwyczajnyl(inum usitatissimuin wiele innych.

Innym zrodiem uzyskiwania substancji biologicznie czynnyelst biotechnologia
roslinna. Obejmuje ona hodowle komérek i tkaneklirmych in vitro, a take inzynierig
genetyczn.

Hodowk tkankow in vitro charakteryzuje wiele zalet. Pozwala ona na:

— uzyskanie metabolitow wielu gatunkoéwslia, w tym rowniez niewystpujacych na

okreslonym obszarze,

— prowadzenie procesow w dowolnym miejscu i czasie,

— pozyskanie jednorodnego materiatdlimego (mikrorozmnzanie),

— $ledzenie wptywu prekursorow czy elicitorow na prot@syntezy
Jednak tylko nieliczne opracowania laboratoryjnestaly wykorzystane w przerglg
farmaceutycznym. Przyczynami tegprs.in.:

— najczsciej za mata wydajnig biosyntezy metabolitow,

— przestanki ekonomiczne (de koszty),

— nie do kdica zbadane i nie zawsze przewidywalne blokady eimitzne w tych

procesach

Mimo tego znane gs przyklady wykorzystania hodowli tkankowej simnych substanciji
czynnych, charakteryzage s¢ znaczig wydajngcig, produkowanych w skali przemystowej.
Do takich substancji m. in. nale taksol lek przeciwnowotworowy (jajniki, ptuca,ugpzot
krokowy) wczéniej wyizolowany z kory cisu zachodniego (pacyfiegn) (Taxus brevifoliq
a w Polsce z cisu pospolitegbakus baccataczy polisacharydy wyspujace w jezdwce
pospolitej Echinacea pupurda ktore stymuluj makrofagi i granulocyty. W biotechnologii
roslinnej istotry pozycg zajmuje wykorzystanie bakterii wapnierii genetyczne.
Na wartg¢ surowca rélinnego bardzo istotnie wptywawarunki:

- uprawy,

- zbioru,

— suszenia,



— przechowywania

Decydup one o skiladzie jakoiowym i ilosciowym substancji biologicznie czynnych.
Surowce rélinne wykorzystywane w lecznictwie musadpowiadéd okreslonym standardom
zgodnym z wymaganiami farmakopei. W ich standanyzagkorzystuje s¢ nastpujace
metody bad& makroskopowe (tsamd¢ botaniczna 1 czys#d), mikroskopowe,
chromatograficzne, chemiczne i biologiczne.

Surowcami naturalnymi magdoy¢ nas¢pujace czsci rosliny: korzen, kiacze, todyga,
lis¢, kwiat, owoc, nasienie, kora lub ziele starumei zwykle czsci nadziemne rdiny w

stadium kwitnienia.

2. Wystepowanie i charakterystyka wybranych raslin — surowcéow

arbutynowych

Gtéwnymi surowcami arbutynowympsz rodziny wrzosowatychEficaceag — lis¢
macznicy lekarskiej Arctostaphylos uva urki lis¢ borowki brusznicy WYaccinium vitis
idaeg, z rodziny skalnicowatychS@xifragaceag - lis¢ bergenii grubolistnej Bergenia
crassifolig, z rodziny rG@owatych Rosaceae— li§¢ gruszy Pyrus commun)s z rodziny
przewiertniowatych Caprifoliaceag — lis¢ kaliny (Viburnum opuluy z rodziny jasnowatych
(Lamiaceag — ziele majerankuMajorana hortensisoraz ziele lebiodki@riganum vulgargi
inne. W opracowaniu zostarscharakteryzowane jedynie dwa pierwszglabe materiatem

do analizy w tymtwiczeniu.

2.1. Macznica lekarska @Arctostaphylos uva ursi)
2.1.1. Wysgpowanie i charakterystyka botaniczna

Zimozielona rélina wystpuje na poétkuli potnocnej w Europie, Azji i Ameryced/
Polsce jest pod ochrenbardziej rozpowszechniona na potnocynie w lasach sosnowych.
Najwicksze zbiorowisko mrznicy lekarskiej w Polsce i jednoénée w EuropieSrodkowo-
Wschodniej porasta obszar 260 ha i rozsiane jeppbngerzchni ok. 500 ha Wygiuje 50 km
na potnocny wschéd od Warszawy, na wsch. i zackhwidinii kolejowej W-wa — Wyszkow
— Ostrotka.

Rasling charakteryzuj oshgajace do 1 m pilegace gahzki, liscie skorzaste (6x12 mm).
Kwitnie w maju/czerwcu biatymi lub bladatéwymi dzbaneczkowymi kwiatami. Owoce —

jagody g czerwone, rpczyste. Do celdw leczniczych zbierg,99Gzng jesiend, liscie.



2.1.2. Zwizki czynne i ich wi&ciwosci lecznicze

Liscie mgcznicy zawieraj:
- glikozydy fenolu - arbutyg( nie mniej nk 6%) i metyloarbutys,
- ester arbutyny z kwasem galusowym,
- garbniki hydrolizugce (6 - 19 %),
- piceozyd (glukozyd z aglikonem wywagzm st od p-hydroksybenzoesanu metylu),
- flawonoidy,
- flawonoidy ( m. in. izokwercytyna, hiperozyd -€imie do 1,5%),
- kwasy fenolowe,
- triterpeny

Surowiec dziata dezynfelkygo na drogi moczowe. \Afie st to z uwalnianiem w
organizmie z arbutyny hydrochinonu (z metyloarbutyrmetylohydrochinonu) pod wptywem
enzyméw. Jednak po uwolnieniu tych dwoch produktdelej wchodz w reakcg m. in. z
kwasem glukuronowym. Hydrochinon i metylohydrocmnponownie uleggj hydrolizie w
moczu o odczynie zasadowym (wywotanym obécio bakterii), wykazujc wiasciwosci

przeciwbakteryjne. Wygg z lisci tego surowca wchodzi w sktad preparatu Urosept.

2.2. Boréwka brusznica Yaccinium vitis idaea)

2.2.1. Wysgpowanie i charakterystyka botaniczna

Brusznica wysfpuje na dé¢ ubogich siedliskach, najeiej w suchych lasach
sosnowych lubswierkowych pod przavietlonym drzewostanem, a tak w zardlach i na
wrzosowiskach. W Polsce porasta nauniw gérach. Jej wyspowanieswiadczy o kwanym
odczynie i jatowéci gleby. Liscie borowki jako surowiec zielarski zbierg sv czasie lub w
pocztkach kwitnienia albo podczas pozyskiwania owocow.

Jest to krzewinka (do 60 cm wysdk) o skorzastych zimotrwatych stiach.
Charakteryzuje gibiato-czerwonawymi kwiatami w ksztatcie matych dmveczkoéw. Kwitnie
od maja do lipca a owocuje w sierpniu. Owocegeine czerwone jagody zbierang &o
celow spaywczych. W niektérych regionach Polski (na potudnpotudniowym zachodzie)
owocuje po raz drugi — od wrgga do listopada.

2.2.2. Zwizki czynne i ich wiéciwosci lecznicze

W skiad lici borowki brusznicy wchodznastpujace substancje czynne:

- arbutyna — gtéwny sktadnik (5-7%),
- pirozyd (reszta Glc zacetylowana w pozycji 6),



- kawoiloarbutyna (pochodna arbutyny i kwasu kawgwe
- hydrochinon (jako produkt hydrolizy arbutyny d&o),
- flawonoidy (m. in. hiperozyd i glikozydy kwercety),
- garbniki katechinowe (do ok. 10%),
- kwas ursolowy (sktadnik triterpenowy),
- witaminy
Podobnie, jak §i¢ macznicy lis¢ borowki brusznicy sty do dezynfekcji drog
moczowych. Zawarte Zav surowcu garbniki, posiadge wiaciwosci sciggajgce, stosowane

s3 jako przeciwbiegunkowy preparat — Idalbina.

3. Wybrane glikozydy fenolowe surowcow rélinnych
Do zwigzkéw, kpdacych pochodnymi sacharydéw i fenoli — naleglikozydy

fenolowe. We¢kszai¢ z nich tatwo rozpuszczagsiv wodzie. Ulega hydrolizie w roztworach o
charakterze kw@ym i zasadowym a tak z udzialem enzyméw. Do wmiejszych O-
glikozyddéw czyli zwiazkéw chemicznych zbudowanych z reszty sacharydkofgl) i reszty
fenoli (aglikonu), ktore gsktadnikami surowcow &tinnych nalea:
- arbutyna -$-D-glukopiranozyd 4-hydroksyfenylu; jej wygtowanie w materiale sbnnym

przedstawiono wczeiej (p. 2). Struktuy arbutyny przedstawia Rys. 1
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Rysunek 1. Struktura arbutyn$-D-glukopiranozydu 4-hydroksyfenylu

- metyloarbutyna B-D-glukopiranozyd 4-metoksyfenylu —§imacznicy lekarskiej, zawieragy
te substangj nie czernieje tak, jakskk zawieragcy arbutyr) (Rys. 2.).
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Rysunek 2. Struktura metyloarbutyn@-D-glukopiranozydu 4-metoksyfenylu
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Rysunek 3. Struktury: hydrochinonu — a) i 4-metd&aplu — b).
- pirozyd - B-D-6-O-acetyloglukopiranozyd 4-hydroksyfenylu — Rys.4s{liborowki

brusznicy).
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Rysunek 4. Struktura pirozyd-D-6-O-acetyloglukopiranozydu 4-hydroksyfenylu
- salicyna -B-D-glukopiranozyd saligeniny (alkoholu salicylowgge wystpuje w: korze
wierzb Salix sp, wierzbowate $alicaceag kaliny Viburnum sp(Caprifoliaceag i innych

(Rys. 5.).
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Rysunek 5. Struktura salicynyB-D-glukopiranozydu saligeniny (alkoholu salicylovedg

3.1. Wiaciwosci arbutyny
Arbutyna jest biat krystaliczry substang (krystalizuje w postaci igiet) o temperaturze
topnienia 195-198 °C (analogiczna substancja zagatp-glukopiranozylovy ma temperatgr

topnienia 203-207 °C). Dobrze rozpuszczarsgorcej wodzie 50 mg/ml. Stabiej rozpuszcza si



w zimnej wodzie, metanolu, etanolu i acetonie. Jéstozpuszczalna w eterze dietylowym,
chloroformie, benzenie. W widmie IR wykazuje chagaystyczne pasma: 1515 ¢ni220 cni,
1050 cnit. Arbutyna jest lewosktna, jej skecalnai¢ wiasciwa w temperaturze 20 °C wynosi
[a]p ~ -65°. Jej pochodna metylovfi|aD-glukopiranozyd 4-hydroksyfenylu tworzy bezbarwne
igly; jest tez substang optycznie czyny (lewosketna). Obydwie ulegaj kwasowej i
enzymatycznej (emulsyna) hydrolizie, gtajD-glukoz i odpowiednio hydrochinon lub 4-
hydroksyfenol. (Rys. 3 a i 3 b). W materialglirmmym garbniki — pochodne kwasu galusowego
hamug hydroliz arbutyny.

3.2. Wiaciwosci lecznicze arbutyny

Arbutyna (metyloarbutyna) jest substancjdobrze wchianian z przewodu
pokarmowego cztowieka, ale wykazuje dziatanie badiejcze dopiero po hydrolizie do
hydrochinonu (4-metoksyfenolu). Detoksykacja tegodpktu rozszczepienia naptije w
watrobie, gdzie tworzy sijego pochodna z kwasem glukuronowym, ktéra dostiajdo drog
moczowych. W srodowisku obajtnym lub kwd&nym nie ulega on rozkiadowi do
hydrochinonu a jego dziatanie przeciwbakteryjneg gabe. W infekcji drog moczowych
niektére bakterie alkalizaj mocz, co powoduje uwalnianie silnie bakteriobogrze
hydrochinonu , nawet wzgdem szczepow opornych na antybiotyki.

Arbutyna ma wiéciwosci wybielagce przebarwik skory. Stosuje sija tez w leczeniu
tradzika (kremy,zele). §dzono,ze wynika to z whéciwosci hydrochinonu wytworzonego z
hydrolizy (pH>7,5) arbutyny. Ten glukozyd hydrochinonu dziatagjakhibitor tyrozynazy.
Wiaze st on z tym enzymem. Z tego powodu nie zachodzi jegkzemiany tyrozyny do 3-
(3,4-dihydroksyfenylo)-alaniny, co nie pozwala ngtworzenie barwnika skory — melaniny.
Dzieskciokrotnie silniejsze dziatanie jako inhibitor wykge anomeun tego glukozydu.

Arbutyna jest te naturalnym filtrem zatrzymagym promieniowanie UV (A, B, C).

4. Metodyka badaa surowcow arbutynowych

Identyfikacg surowcow arbutynowych prowadziesna podstawie reakcji, ktorym

ulegap albo glikozydy, albo uzyskane po hydrolizie aghlgo

4.1. Badania jakd&ciowe
W wyciggach z surowcow #&binnych obecné& arbutyny i metyloarbutyny nioa

stwierdzé za pomog reakcji chemicznych, na sproszkowanych surowcaskrawkach — przy



pomocy reakcji histochemicznych. W badaniach jekovych wane miejsce zajmuyj tez
metody chromatograficzne.

Czsto stosowanymi w barwnych reakcjach chemicznyantyfikujacych surowce
arbutynowe s nastpujace odczynniki:
- odczynnik Tunmanna (rozciezony BSO, i HNOs)- barwi wychgi ha pomaraczowo,
- odczynnik Jungmanna (10% roztwor kwasu fosfo(M)baenowego(VI), zalkalizowany

NH3,) daje produkt o zabarwieniu szaroniebieskim,

- roztwor chlorkuzelaza(lll) zabarwia materiat na granatowoniebiesko,

- woda bromowa powoduje powstaniekitne] fluorescencji

4.1.1. Identyfikacja arbutyny
a) metody chemiczne

Sproszkowany surowiec diinny ogrzewa si do wrzenia w mieszaninie metanol/woda.
W przegczu wytgca s¢ garbniki octanem otowiu(ll). Przesz bada s na obecn&
arbutyny, wykorzystujc powyzsze odczynniki (p.4.1.).
b) metody histochemiczne

Odtluszczony i pozbawiony chlorofilu sproszkowanyowiec albo skrawki wprowadzg si
do kropli kwasu azotowego(V) — komorki zawiarg arbutyrn zabarwiag Sie na pomaréczowo.

Pod wptywem roztworu siarczanu(VI) tytanu(lV) w &sie siarkowym(VI) arbutynowe
komorki barwj si¢ na czerwono.
¢) mikrosublimacja

Sproszkowany surowiec albo skrawki ogrzewg i kilkoma kroplami kwasu
chlorowodorowego (160 °C). Powstaty po hydrolizaah - sublimat hydrochinonu, w reakcji

z azotanem(V) srebra daje czarny osad.

4.1.2. Analiza chromatograficzna
a) chromatografia cienkowarstwowa

Zarowno w chromatografii bibutowej jak i na ptythapokrytych cienk warstwg fazy
stacjonarnej (TLC) mina uzyska zadawalajce rozdzielenie mieszaniny glikozydow i
aglikonéw. W barwnych reakcjach trudno jest wykpbecné¢ metyloarbutyny (obie grupy
hydroksylowe zwjzane), sjd wykonuje st hydrolizz surowca i analizuje jej produkty.
Wspotczynnik opénienia R hydrochinonu ma @z wartas¢ niz p-metoksyfenolu. Obydwa

zwigzki roznia sie nieco barw plam po wizualizacji (wywotaniu) chromatogramu.
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Chromatograficznie, wykorzystg TLC na zelu krzemionkowym G, mma
analizowd:

- produkt mikrosublimacji — hydrochinon po naniesierjego roztworu w metanolu
réwnolegle z wzorcowym roztworem hydrochinonu,

- wycigg (MeOH/HO) ze sproszkowanego surowcaslimego po usurciu kwasow
organicznych (CaCg) i garbnikéw, flawondw oraz innych substancji lsatavych (octan
otowiu(ll)), wraz z substancjami wzorcowymi,

- eterowy (E£O) ekstrakt produktéw (gtdwnie — hydrochinon i 4tolesyhydrochinon)
zawartych w wycigu po kwasowej hydrolizie (6 M HCI, 100 °C, 0,5 Wraz ze
wzorcowym hydrochinonem i p-metoksyfenolem,

Chromatogram rozwija skolejno w dwoéch fazach:
- faza A — octan etylu/metanol/woda — 100v:17v:E3wzwijanie chromatogramu na drodze
5 cm, suszenie ptytki, ponowne rozwijanie chromedogu na drodze 5 cm i suszenie,
- faza B — chloroform/metanol — 95v:5v — rozwijanleomatogramu i suszenie.
Do wizualizacji stosuje &i
- roztwor kwasu fosfo(V)molibdenowego(VI) w aceteni
hydrochinon barwi si granatowo, arbutyna i metylohydrochinon w paracHsN- na
granatowo; metyloarbutyna nie daje reakcji barwnej,
- diazowany kwas sulfanilowy
po wysuszeniu chromatogramu spryskanego diazowadwyasem sulfanilowym spryskuje
siec go roztworem KOH w etanolu — zywki fenolowe barwg sie na kolor czerwono-
fioletowy,

- roztwor 4-aminoantypiryny i roztwor cyjamelazianu(lll) potasu

chromatogram spryskujeesroztworem pierwszym a naggphie drugim i umieszczaw
parach amoniaku — arbutyna barwi sa czerwono.

- roztwor azotanu(V) srebra

daje plamy szaroczarne
b) wysokosprawna chromatografia cieczowa HPLC
Wysokospraws chromatografi cieczows mazna wykorzysta w analizie jakéciowe;j i
ilosciowej skftadnikobw arbutynowych zawartych w wygach surowcow hinnych.
Szczegodlnie przydatna jest ona w jednoczesnym aanacg niewiele strukturalnie

réznigcych sg, arbutyny i pirozydu. Rozdzielanie prowadz gradientowo w odwréconym
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uktadzie faz z zastosowaniem rozaeonego roztworu wodnego kwasu fosforowego(V) i
metanolu. @ywa st tu detektora UVX=289 nm).
c) wysokosprawna chromatografia cieczowapobna ze spektromejrmas LC MS

Znane jest te wykorzystanie techniki LC MS w analizie arbutympwniez ilosciowej)
zawartej w surowcach slinnych. W wysokosprawnej chromatografii cieczowspwadzonej w
temperaturze 45 °C w odwrdéconym uktadzie faz (C&®)suje si rozciehczony wodny roztwor
octanu sodu jako fazruchom. Wyeluowana arbutyna z kolumny chromatografu ae&go
polaczonej ze spektrometrem mas ulega jonizacji popreepylanie jej roztworu (w fazie
ruchomej) w polu elektrycznym podseieniem atmosferycznym (ESI). Detekgrowadzono
metody monitorowania pojedynczego jonu (SIM), analjujjony dodatnie. W ten sposob
wykonano oznaczenie arbutuny metanolowo-wodnychraééw lisci bergenii grubolistnej

(Bergeniacrassifolig).

4.2.Metody ilosciowe

W oznaczeniach ikziowych “sktadnikéw arbutynowych” wymagane jest niggie
garbnikow, flawondéw oraz innych substancji balastchy wykorzystujc do ich wytacenia
octan otowiu(ll). Nadmiar tej soli z kolei gtra s¢ wodorofosforanem(V) sodu.

Stosuje si nastpujace metody iléciowe oznaczania arbutyny:

- oksydymetryczne — przeprowadza diydrolizg sktadnikbw wycagu a wytworzony
hydrochinon jest iléciowo utleniany (m. in. jodem, dichromianem(VI) ast1) do chinonu.

- polarymetryczne — bezp@dnio mana oznacz§ suntg glikozydow lub pérednio sacharyd
uwolniony po hydrolizie glikozydow. Te metody wynegg catkowitego usugcia z
wyciggu wszystkich substancji optycznie czynnych i uzys& klarownych jasnych
roztworow.

- kolorymetryczne — wykorzystyjbarwne reakcje chemiczne, ktérym ulegé¢nole z
réznymi odczynnikami. Metyloarbutyna nie posiada wlgeupy hydroksylowej (obie
grupy hydroksylowe zwzane chemicznie) i jedynie po hydrolizie (powstafe
metoksyfenol) mge by oznaczona poednio.

W reakcjach barwnych jako substratwany jest diazowany kwas sulfanilowy, ktory
barwi arbutyr na czerwono (schematyczne réwnanie reakcji praadstRys.6.).
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OH + o
NIN@—SO3H "
* NENLQ—S(%H —

0—Gle 0—Cle
Rysunek 6. Przebieg reakcji arbutyny ze zdiazowakwmaisem sulfanilowym
Wyniki ilosciowe g zawsze zawyone (wysze wartéci absorbancji; odczynnik reagujezte
innymi pochodnymi fenoli).
W oznaczaniu iléciowym arbutyny stosuje stakze reakas barwrg Emmersona z 4-
aminoantypiryg zachodzca w srodowisku alkalicznym w obecko
heksacyjangelazianu(lll) potasu jako utleniacza (produkt o aaeniu czerwonym).

Schematyczny przebieg reakcji ilustruje rysunek 7.

OH 0
H,N
2 _ CHsz » [ N _ CHj
4H -
7 N—CHj —_— — N—CHj

O0—Glc O0—2Glc

arbutyna  4-amuofenazon

Rysunek 7 Przebieg reakcji arbutyny z 4-aminofenamo §rodowisko alkaliczne) w
obecndci KsFe(CN} — reakcja Emmersona.

Zastosowanie znalaztiz&kwas fosfo(V)molibdenowy(VI1) wsrodowisku alkalicznym

(barwi arbutyr na niebiesko).

We wszystkich metodach kolorymetrycznych wynikidiowe uzyskuje siz krzywej

kalibracyjnej wykrélonej ze sporadzonej serii roztworéw wzorcowych.

5. Czs$¢ doswiadczalna
Celem ¢wiczenia jest: identyfikacja arbutyny i jej pochggh, hydrochinonu i p-
metoksyfenolu, rozdzielenie metpahromatografii cienkowarstwowej (TLC) skiadnikéw

obecnych w wyegigach surowcéw arbutynowych §diach mycznicy lekarskiej i boréwki
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brusznicy) i ich hydrolizatach oraz wyznaczenie @spynnikow opénienia rozdzielonych
substancji.
5.1.Wykonanieéwiczenia

5.1.1. Otrzymywanie wyggow arbutynowych

Do zakecanej buteleczki (4 ml), zaopatrzonej w_dodatkarewretrzng uszczelk

teflonowy, wprowadzé: ~400 mg sproszkowanychidi magcznicy lekarskiej Arctostaphylos
uva urs), ~25 mg wglanu wapnia (zobgfnia kwasy organiczne) i 2,5 ml 50% (v/v)
roztworu metanolu w wodzie i ogrzedvarzez 20 min w bloczku grzejnym w temperaturze
95-97 °C. Po schiodzeniu, zawato buteleczki przeka do probdéwki wiréwkowe;.
Pozostaté¢ z buteleczki przemydwiema porcjami po 0,5 ml roztworu MeOR®I (1v:1v) i
przenig¢ do probowki wirbwkowej. Przygotoweadrugy probéwle wirowkows i napené ja
taka objetoscia wody, aby posiadata identyczmag jak pierwsza. Umigi¢ probdwki w
gniazdach wiréwki vis-a-vis. Wirdwkzamkmé pokryws, wiagczy¢ zasilanie, ustaticzas - 5
min i szybkd¢ wirowania, ustawiac na uradzeniu do sterowania wskak na_gérnej skali

W pozycji 9.

Ze wzgkdu na bezpieczastwo, po wytaczeniu se¢ zasilania naley bezwzgédnie
odczek& i dopiero po ustaniu wirowania mana zdja¢ pokrywe wirOwki i wyj aé
probowke wirbwkowg z oddzielonym wycagiem od osadu.

Roztwor znad osadu przefigoipet do kolejnej probowki wirowkowej, a ngpnie doda 60 mg
octanu otowiu(ll) w celu wyticenia garbnikéw, flawondéw i innych substancji btlagch
obecnych w wygaigu. Cald¢ wymieszé, odczeka do opadnjcia osadu. Roztwdr od osadu
oddziel¢ przez wirowanie w identyczny sposob, jak opisanaejv Z tego pobrapipet 0,4 ml
roztworu do zakjcanej buteleczki (2ml) nieztihego do reakcji na wykrywanie arbutyny i
analizy sktadu wyegu metod TLC nazelu krzemionkowym. Drug czs$¢ roztworu 2 ml
przenié¢ pipet do zakecane] buteleczki (4 ml). Sktadniki arbutynowe tepsci wyciagu
zostan poddane reakcji hydrolizy.

Wedtug identycznej procedury najepostpowa podczas otrzymywania wygu z

lisci borowki brusznicy.

5.1.2.ldentyfikacja surowcéw arbutynowych

Do identyfikacji arbutyny w wyegach z surowcow arbutynowych <$di macznicy
lekarskiej i boréwki brusznicy, zostamykorzystane
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a) wodny roztwoér chlorkuzelaza (Il) — =z arbutyp uzyskuje s produkt o
granatowoniebieskim zabarwieniu,

b) woda bromowa (3 ml bromu w 100 ml wody) — poyestaubstancja o &kitnej
fluorescencji,

¢) odczynnik Jungmanna (10 g kwasu fosfo(V)molitmeago(VI) H[P(M03O10)4 = H20
rozpusci¢ w 40 ml acetonu i uzupethiwodg do 50 ml) — pod wplywem odczynnika, po
alkalizowaniu amoniakiem wytwarza ¢si z arbutym produkt o zabarwieniu
szaroniebieskim.

" do wyboru przez osetprowadaca éwiczenia

Do buteleczki (2 ml) wprowadzi ok. 0,2 ml roztworu wyaigu i pipet Pasteur'a po

kropli odczynnika do zmiany barwy roztworu.

5.1.3. Hydroliza wyeigow z lscia mgcznicy lekarskiej i boréwki brusznicy
Do kadego wycigu metanolowgo (1,8 ml) zéti macznicy lekarskiej i borowki
brusznicy z déwiadczenia z p. 6.1.1. umieszczonego w butelecicml) dodgé 1 ml 6 M

roztworu HCI. Buteleczk szczelniezamkny¢ (zaketka z dodatkow zewretrzng uszczell

teflonowg) i ogrzewa w bloczku grzejnym przez 30 min w temperaturz€®@5Cata¢ schtodzt,
dod& 1,5 ml eteru dietylowego i wyt§gat. Warstwe gorm - eterovq zebra do buteleczki (4
ml). Do hydrolizatu dodakolejne 1,5 ml eteru, przeprowadlekstraka, wyodrebniorg warstve
organiczm pokczye z poprzednim ekstraktem. Eterowy roztwor wysdsiyezwodnym
siarczanem(VI) sodu, ngphie przesczy¢ do kolbki okggtodennej (5 ml). Eter dietylowy
odparowa w temperaturze pokojoweja wyparce obrotowej. Do suchej pozosiatadoda 0,2
ml metanolu i pozostawido analizy metagdTLC nazelu krzemionkowym.

5.1.4. Chromatografia cienkowarstwowazedu krzemionkowym G

Przygotowa piytki do cienkowarstwowej chromatografii pokrytezelem
krzemionkowym G o wymiarach 47 x 65 mm. W odlégidc mm od jednego Kma ptytki
otdbwkiem delikatnie oznac#ylinie startu a w odlegkzi 3 mm od drugiego — liniczota fazy
ruchomej. Dlugé¢ drogi na ptytce, na ktérejedzie rozwijany chromatogram, podzielha
dwie rowne czsci.

Na jedry ptytke, w rownych odlegtéciach, za pomagszklanej kapilary, nanié kolejno:
- wzorcowy roztwoér hydrochinonu (30),

- wzorcowy roztwor 4-metoksyfenolu (20),

- wzorcowy roztwor arbutyny (201),
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- roztwor wychgu z mycznicy lekarskiej (2l),

- roztwor wycagu z boréwki brusznicy (2pl)

Na drug ptytke, za pomog szklanej kapilary, nanié kolejno:

- wzorcowy roztwoér hydrochinonu (30),

- wzorcowy roztwoér p-metoksyfenolu (20),

- wzorcowy roztwor arbutyny (201),

- roztwor hydrolizatu wyeigu z mycznicy lekarskiej (25ul),

- roztwor hydrolizatu wyeigu z borowki brusznicy (2pl)

Uwaga: roztwory naley nanost na plytke w niewielkich porcjach objosciowych,

kazdorazowo susic plamki za pomagsuszarki.

Weczeniej do komory chromatograficznej wiléaze ruchony do wysokdci stupa cieczy ok. 3

mm. Plytke wprowadz¢ ostraznie do komory i rozwijé chromatogram jak opisanozej.

Rozwijanie chromatogramu prowadziastpujaco:

- rozwijanie chromatogramu z zastosowaniem fazhouwej A na %2 drogi migracji,

- przerwanie rozwijania i wysuszenie ptytki,

- ponowne rozwijanie chromatogramu z zastosowaiigy ruchomej A na ¥ drogi migracji,
i suszenie,

- rozwijanie chromatogramu z zastosowaniem fazjaoute] B na cate] drodze zaznaczonej
na ptytce a nagpnie wysuszenie jej.

Woczeniej do TLC przygotowadwie fazy ruchome:

- faza A — octan etylu/metanol/woda — 100v:17v:13v,

- faza B — chloroform/metanol — 95v:5v

Uwaga po wykonaniuéwiczenia komor do chromatografii nie wstagvido mocno nagrzanej

suszarki.

Wizualizacg chromatogramu przeprowadziz wykorzystaniem reakcji barwnej
Emmersona z 4-aminoantypirynzachodzca w srodowisku alkalicznym w obecka
heksacyjangelazianu(lll) potasu. Sprys&atytke roztworem 4-aminoantypiryny, wysuszy
sprysk& roztworem heksacyjamelazianu(lll) potasu, wysuszyi wprowadzé do par
amoniaku nad wagamoniakaly.

Uwaga spryskiwanie ptytek bezwzglnie wykona pod sprawnie dzialggym dygestorium.

Wyznaczy wspotczynniki opénienia R substancji wzorcowych, substancji w

analizowanych wyaggach mcznicy lekarskiej i borowki brusznicy oraz w ichdmglizatach.
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Na tej podstawie poroéwnaskiad jakdciowy tych dwoch analizowanych surowcow

roslinnych. Wyniki umigci¢ w tabeli 1.

Tabela 1
Nazwa surowca lub wzorca Wadtd wspotczynnikow opgnienia R
Macznica Wetad
lekarska hydrolizat
WyCiagu
Borowka Wyclag
brusznica hydrolizat
wWyCiagu

hydrochinon

p-metoksyfenol

arbutyna

Metanolowe roztwory substancji wzorcowych (hydrodm, p-metoksyfenol, arbutyna)
posiadaj stzenie 2-5 mg/ml.

5.1.5. Odczynniki i spkg laboratoryjny

- metanol destylowany (200 ml) i roztwor MeOHM®(1v:1v) — 150 ml,
- weglan wapnia cz.d.a. - 5 g,

- octan otowiu(ll) - 10 g,

- skzony kwas chlorowodorowy (100 ml) i 6 M roztwor HELLOO ml,

- chlorekzelaza (IIl) i 10% wodny roztwor Fe¢ 50 ml,

- aceton destylowany — 100ml,

- octan etylu destylowany — 200 ml,

- chloroform destylowany — 200 ml,

- woda amoniakalna (25% roztwar) — 200 ml,

- eter dietylowy destylowany — 100 ml,

- bezwodny siarczan(VI) sodu - 50 g,

- woda bromowa (3 ml Biw 100 ml wody),

- woda dejonizowana — 100 ml,
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- roztwor fazy ruchomej A — octan etylu/metanol/\&ee100v:17v:13v — 150 ml,
- roztwor fazy ruchomej B — chloroform/metanol v%v — 100 ml,
- arbutyna — 29,

- 4-metoksyfenol — 2g,

- hydrochinon — 5 g,

- liscie mgcznicy lekarskiej — 5 g,

- liscie boréwki brusznicy — 5 g,

- mazdzierz — 1 szt.,

- buteleczka (4 ml) z zadtka z dwiema uszczelkami (silikonowa i teflonowa) szi.,
- buteleczka (2 ml) z zadtka z uszczelk silikonowy — 8 szt.,
- pipeta (1 ml) — 7 szt.,

- pipeta (2 ml) — 5 szt.,

- pipeta (5 ml) — 3 szt.,

- pipeta Pasteur a z gumk 4 szt.

- kolbka okagtodenna (5 ml) — 2 szt.,

- kolba stakowa (250 ml) — 5 szt.,

- kolba stakowa (100 ml) — 6 szt.,

-.kolba stakowa (50 ml) — 4 szt.,

- kolba okggtodenna (5 ml) NS29 — 4 szt

- krystalizatorg 7,5-10 cm — 1 szt,

- zlewka (100 ml) — 2 szt.,

- zlewka (250 ml) — 2 szt.,

- lejek -¢ ok. 5 cm z krotl nGzka — 1 szt.,

- komora chromatograficzna — 4szt.,

- kapilary szklane — 12 szt.,

- fopatka stomatologiczna — 1 szt.,

- probéwka wirdwkowa (5 ml) z korkiem — 5 szt.,

- wirowka — 1szt.,

- regulator mocy — 1 szt.,

- bloczek grzejny z przewodem elektrycznym — 1szt.,

- suszarka — 1szt.,

- termometr (do 150 °C) — 1 szt.,

- statyw do probéwek wiréwkowych — 1 szt.,

- rozpylacz szklany patzony wezykiem z ,gruszly” gumowy — 1szt.
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6. Zagadnienia do przygotowania

- Zrédta surowcow rélinnych

- Surowce arbutynowe (ze szczegélnym uwdgleniem mcznicy lekarskiej i borowki
brusznicy), ich skiad (substancje czynne)orazeweosci lecznicze

- Glikozydy fenolowe z uwzgtnieniem ich struktury

- Wiasciwosci arbutyny i jej widciwosci lecznicze

- Metody chemiczne i chromatograficzne identyfikacputyny i jej pochodnych

- Metody ilgéciowe oznaczania arbutyny ze szczegdllnym ugdrgeniem metod
kolorymetrycznych (Spektrofotometria UV/VIS)

- Procedury otrzymywania wygiow raslinnych, hydrolizy ich sktadnikow z uwzgdnieniem
analizy TLC (chromatografia TLC, informacje de¢lu krzemionkowego i faz ruchomych,
tresci dot. chromatografii adsorpcyjnej)

Sprawozdanie powinno zawiérkrotki wsep zwigzany z materiatem badanym i

metodami analizy, doktadny schemat zscz doswiadczalnej oraz wyniki i wnioski.
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