MONOGRAFIE SZCZEGOLOWE SUBSTANCJI I PRZETWOROW ROSLINNYCH

FARMAKOPEA POLSKA WYDANIE XII (2020) TOM II

KRR
) J Py
A PR

ety 1} ?‘ﬂ'm‘“a)l’u

b ol

Ryc. 2569.-1. Rysunek do badania B tozsamosci sproszkowanej
substancji roslinnej korzenia remanii

Przydatnos¢ uktadu: roztwor poréwnawczy (c):

— chromatogram wykazuje w $rodkowej 1/3 chromatogra-
mu 2 wyrazne pasma, ktore moga laczy¢ sie; zaréwno
dolne pasmo (sacharoza) jak i gérne (fruktoza) wykazuja
brunatne zabarwienie.

Wyniki: ponizej podano kolejno$¢ pasm obecnych na chro-

matogramach roztworu poréwnawczego (a) i roztworu ba-

danego. Ponadto, na chromatogramie roztworu badanego
moga by¢ obecne inne stabe niebieskie pasma fluoryzujace

i stabe brunatne pasma.

Gorna cze$¢ chromatogramu

Niebieskie pasmo fluoryzujace,
stabe do intensywnego
Brunatne pasmo, stabe

Niebieskie pasmo fluoryzujace,
stabe

Sacharoza: brunatne pasmo Brunatne pasmo, stabe do

réwnowaznego (sacharoza)

Rafinoza: brunatne pasmo Brunatne pasmo, stabe do

réwnowaznego (rafinoza)
Brunatne pasmo, intensywne

Brunatne pasmo, bardzo stabe

Roztwor porownawczy (a) Roztwor badany

BADANIA

Strata masy po suszeniu (2.2.32): nie wiecej niz 15,0%; po su-
szeniu 2,000 g sproszkowanej substancji rodlinnej (355) (2.9.12)
5 h w suszarce w temp. 105°C.

Popiol catkowity (2.4.16): nie wigcej niz 8,0%.

Popiol nierozpuszczalny w kwasie solnym (2.8.1): nie wigcej
niz 3,0%.

ZAWARTOSC

Chromatografia cieczowa (2.2.29).

Roztwér badany. Do 1,500 g sproszkowanej substancji rolin-
nej (355) (2.9.12) doda¢ 50,0 mL wody OD. Zwazy¢ i poddawac
30 min dzialaniu ultradZzwigkéw w temperaturze ponizej 25°C.
Zwazy¢ ponownie i uzupelni¢ ubytek rozpuszczalnika wodg OD.
Dobrze wstrzasnaé, wirowac 10 min i przesaczy¢ nadsacz przez
saczek membranowy (nominalna wielko$¢ poréw 0,45 pum).

Roztwér poréwnawczy. Rozpusci¢ 5,0 mg katalpolu CSP w wo-
dzie OD i uzupelnic¢ takim samym rozpuszczalnikiem do 25,0 mL.

Kolumna:

— wymiary: dtugo$¢ 0,15 m, $rednica wewnetrzna 4,6 mm;
— faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z grupa-

mi oktadecylosililowymi, zwigzany na koricu OD (3 um);

— temperatura: 25°C.
Faza ruchoma:
— faza ruchoma A: woda do chromatografii OD;
— faza ruchoma B: acetonitryl OD1, woda do chromatografii OD
(5:95 V/V);

Czas Faza ruchoma A Faza ruchoma B
(min) (% V/V) (% V/V)
0-3 920 10

3-20 90> 70 10> 30

Szybkos¢ przeplywu: 0,5 mL/min.
Detekcja: spektrofotometr przy 210 nm.
Wprowadzenie: 10 pL.
Czas retencji: katalpol = ok. 13 min.
Przydatnos¢ uktadu: roztwér poréwnawczy:
— powtarzalnos¢: wzgledne odchylenie standardowe nie wieksze
niz 2,0% po 6 wprowadzeniach.
Obliczy¢ procentows zawarto$¢ katalpolu wg ponizszego wzoru:
A xmyxpx2
A, xm,
A, = powierzchnia piku katalpolu na chromatogramie roztwo-
ru badanego;
A, = powierzchnia piku katalpolu na chromatogramie roztwo-
ru poréwnawczego;
m, = masa badanej substancji roslinnej uzyta do przygotowania
roztworu badanego, w gramach;
m, = masa katalpolu CSP uzyta do przygotowania roztworu

poréwnawczego, w gramach;
p = procentowa zawarto$¢ katalpolu w katalpolu CSP.
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RHAMNI PURSHIANAE CORTEX
Kora szaklaku amerykanskiego

Cascara™

DEFINICJA

Wysuszona, cala lub potamana kora Rhamnus purshiana DC.
(syn. Frangula purshiana (DC.) A.Gray).

* . . .
Jednobrzmigca nazwa angielska i francuska.
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Zawartos¢: nie mniej niz 8,0% glikozydéw hydroksyantraceno-
wych, w tym nie mniej niz 60% kaskarozydéw, w obu przypad-
kach w przeliczeniu na kaskarozyd A (C,H,,O,s m.cz. 580,5)
(wysuszona substancja roélinna).

TOZSAMOSC

A. Kora wystepuje w postaci lekko rynienkowatych lub prawie
plaskich kawatkow, zazwyczaj grubosci 1-5 mm, zwykle
znacznie réznigcych sie dtugoscia i szeroko$cia. Zewnetrz-
na powierzchnia jest szara lub ciemnoszarawobrunatna,
z rzadko wystepujacymi, poprzecznie polozonymi prze-
tchlinkami. Kora jest zazwyczaj mniej wiecej catkowicie
pokryta bialawg warstwa porostow, epifitycznym mchem
i liSciowatymi watrobowcami. Wewnetrzna powierzch-
nia jest z6lta lub czerwonawobrunatna, lub prawie czarna
z delikatnymi, podluznymi prazkowaniami; zabarwia si¢ na
czerwono pod wplywem zasad. Przelam, barwy zoltej, jest
gladki i ziarnisty w czesci zewnetrznej oraz nieco wtdknisty
w czedci wewnetrznej.

B. Badanie mikroskopowe (2.8.23). Proszek jest z6ttawobru-
natny. Obserwowa¢ pod mikroskopem uzywajac roztwo-
ru wodzianu chloralu OD. Proszek wykazuje nastepujace
cechy diagnostyczne (ryc. 0105.-1): wigzki [A] czeSciowo
zdrewnialych wildkien tykowych [Aa], ktérym towarzy-
szg warstwy miekiszu zawierajace pryzmatyczne jedynce
szczawianu wapnia (widkna okrysztalone) [Ab] i czasa-
mi widoczne sg promienie rdzeniowe [Ac]; pojedyncze
sklereidy [G] lub w grupach [B] otoczone warstwa ko-
morek zawierajacych krysztaly szczawianu wapnia [Ba];
ponadto gruzly [C] lub jedynce [E] szczawianu wapnia
poza komoérkami; komorki miekiszu [F, H] zawierajace
z0Mtg tres¢, ktora barwi sie ciemnoczerwono pod wply-

Ryc. 0105.-1. Rysunek do badania B tozsamosci sproszkowanej
substancji roslinnej kory szaktaku amerykariskiego

wem zasad, niekiedy towarzysza im komorki zawierajace
gruzly szczawianu wapnia [Ha]; komorki korka (widzia-
ne z powierzchni [D] lub w przekroju poprzecznym [J])
z towarzyszacym migkiszem, ktérego czes¢ komorek za-
wiera gruzly szczawianu wapnia [Ja]; czeste epifity [K],
te ostatnie moga by¢ z grupy watrobowcéw, nieuszko-
dzone lub we fragmentach, posiadajace blaszke jedno-
komorkowej grubosci bez nerwu, zlozong z réwnowy-
miarowych komorek, mogg tez by¢ liscie mchéow, majace
blaszke jednokomorkowej grubosci, zlozong z komorek
wydtuzonych, posiadajaca nerw o grubosci kilku komérek.

C. Obejrze¢ chromatogramy otrzymane w badaniu A dla ,,Innych

gatunkoéw z rodzaju Rhamnus; antrony”.
Wyniki: chromatogram roztworu badanego wykazuje kilka
czerwonawobrunatnych pasm o réznej intensywnosci: obec-
ne s 4 stabe pasma, 3 umiejscowione ok. srodkowej czesci
chromatogramu i 1 w dolnej 1/3 czesci chromatogramu, jak
réwniez jest obecne silne pasmo w gornej 1/3 czesci chroma-
togramu. Obejrze¢ w nadfiolecie przy 365 nm. Chromatogram
roztworu badanego wykazuje kilka pasm, o takiej samej flu-
orescencji, usytuowanych powyzej oraz znaczaco ponizej (ka-
skarozydy) pasma barbaloiny na chromatogramie roztworu
poréwnawczego.

D. Ogrzewa¢ 15 min 0,2 g sproszkowanej substancji roslinnej
(180) (2.9.12) z 50 mL wody OD na tazni wodnej. Pozosta-
wi¢ do ochtodzenia i przesaczy¢. Do 10 mL przesaczu dodaé
20 mL kwasu solnego OD1 i ogrzewa¢ 15 min na fazni wod-
nej. Pozostawi¢ do ochlodzenia, przenie$¢ do rozdzielacza
iwytrzasaé 3 porcjami, kazda po 20 mL eteru etylowego OD.
Pozostawi¢ warstwe wodna (roztwor A). Polaczy¢ 3 wycia-
gi eterowe i wytrzasa¢ 10 mL rozciericzonego wodorotlenku
amonowego OD2. Warstwa wodna zabarwia si¢ czerwona-
wofioletowo. Przenie$¢ roztwor A do malej kolby, doda¢
5 g chlorku zelaza(I1I) OD i ogrzewa¢ 30 min na fazni wod-
nej. Pozostawi¢ do ochlodzenia, przenie$¢ do rozdzielacza
i wytrzasa¢ 15 mL eteru etylowego OD. Przemy¢ warstwe
eterowa 10 mL wody OD, odrzuci¢ warstwe wodna i wy-
trzgsa¢ warstwe eterowa 5 mL rozcieficzonego wodorotlenku
amonowego OD2. Powstaje czerwone zabarwienie warstwy
wodne;j.

BADANIA

Inne gatunki z rodzaju Rhamnus; antrony. Chromatografia
cienkowarstwowa (2.2.27).

Roztwér badany. Do 0,5 g sproszkowanej substancji roslinnej
(180) (2.9.12) doda¢ 5 mL etanolu (70% V/V) OD i ogrza¢ do
wrzenia. Ochtodzi¢ i odwirowac. Natychmiast zdekantowa¢ nad-
sacz i uzy¢ w czasie 30 min.

Roztwér poréwnawczy. Rozpusci¢ 20 mg barbaloiny OD w eta-
nolu (70% V/V) OD i uzupelni¢ takim samym rozpuszczalnikiem
do 10 mL.

Plytki: ptytka TLC z zelem krzemionkowym OD (2 plytki).

Faza ruchoma: woda OD, metanol OD, octan etylu OD (13:17:100
V/V/V).

A. Naniesienie: 10 pL, w postaci pasm.
Rozwijanie: na odlegto$¢ 10 cm.
Suszenie: 5 min na powietrzu.
Detekcja: spryska¢ ok. 10 mL roztworu (50 g/L) wodorotlen-
ku potasu OD w etanolu (50% V/V) OD i ogrzewaé 15 min
w temp. 100-105°C. Obejrze¢ natychmiast po ogrzaniu.
Wyniki: chromatogram roztworu poréwnawczego wykazuje
w $rodkowej czesci czerwonawobrunatne pasmo barbaloiny;
obejrze¢ w nadfiolecie przy 365 nm; pasmo barbaloiny wyka-
zuje intensywng zottawobrunatng fluorescencje; chromatogram
roztworu badanego nie wykazuje pasma o pomaranczowobru-
natnej fluorescencji pomiedzy pasmem barbaloiny a pasmami
kaskarozydow.

»Wskazowki ogélne” (1) odnoszg si¢ do wszystkich monografii i innych tekstow
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B. Naniesienie: 10 pL roztworu badanego, w postaci pasma.
Rozwijanie: na odlegto$¢ 10 cm.
Suszenie: na powietrzu, nie dtuzej niz 5 min.
Detekcja: spryska¢ natychmiast roztworem (5 g/L) blekitu ni-
trotetrazoliowego OD w metanolu OD. Natychmiast obejrzec.
Wyniki: nie ukazuja si¢ fioletowe badz szarawoniebieskie
pasma.

Zanieczyszczenia (2.8.2): nie wiecej niz 1%.

Strata masy po suszeniu (2.2.32): nie wiecej niz 10,0%; po su-
szeniu 1,000 g sproszkowanej substancji roélinnej (180) (2.9.12)
2 h w suszarce w temp. 105°C.

Popiol catkowity (2.4.16): nie wigcej niz 7,0%.

ZAWARTOSC

Wykona¢ badanie w czasie 24 h, chronigc od jaskrawego swiatta.

Zmiesza¢ 1,00g sproszkowanej substancji roélinnej (180)
(2.9.12) ze 100 mL wrzacej wody OD i utrzymywac¢ we wrzeniu
5 min, mieszajac. Pozostawi¢ do ochlodzenia, uzupetni¢ wodg
OD do 100,0 mL, wytrzasna¢, przesaczy¢ i odrzuci¢ pierwsze
20 mL przesaczu. Przenie$¢ 10,0 mL przesaczu do rozdzielacza,
dodac 0,1 mL kwasu solnego (1 mol/L) RM i wytrzasac¢ 2 porcja-
mi, kazda po 20 mL mieszaniny 1 objetosci eteru etylowego OD
i3 objetosci heksanu OD. Przemy¢ polaczone wyciagi organiczne
5 mL wody OD, odrzuci¢ warstwe organiczna, a poptuczyny do-
da¢ do warstwy wodnej. Wytrzasnaé potaczone warstwy wodne
4 porcjami, kazda po 30 mL octanu etylu OD §wiezo nasyconego
wodg OD (do 150 mL octanu etylu OD doda¢ 15 mL wody OD
wytrzasa¢ 3 min i odstawic), za kazdym razem pozostawiajac do
rozdzielenia, az warstwa organiczna bedzie przezroczysta. Po-
faczy¢ wyciagi octanu etylu. Do oznaczenia kaskarozydow uzy¢
warstwy wodnej, a warstwy organicznej do oznaczenia zawarto-
$ci glikozydow hydroksyantracenowych innych niz kaskarozydy.

Glikozydy hydroksyantracenowe inne niz kaskarozydy.
Przenie$¢ warstwe organiczng do odpowiedniej kolby i oddesty-
lowa¢ rozpuszczalnik prawie do sucha. Rozpusci¢ pozostatosé
w 0,3-0,5 mL metanolu OD i przenie$¢ do kolby miarowej, prze-
mywajac pierwsza kolbe ciepta wodg OD i dodajac popluczyny do
roztworu metanolowego. Pozostawi¢ do ochfodzenia i uzupelni¢
wodg OD do 50,0 mL. Przenies¢ 20,0 mL tego roztworu do kol-
by okragtodennej ze szlifem poj. 100 mL, zawierajacej 2 g chlorku
zelaza(III) OD i 12 mL kwasu solnego OD. Podlaczy¢ chlodnice
zwrotng i umieéci¢ kolbe w tazni wodnej tak, aby poziom wody
znajdowat sie powyzej poziomu cieczy w kolbie i ogrzewac 4 h.
Pozostawi¢ do ochlodzenia, przenies¢ roztwdr do rozdzielacza
i przemy¢ kolbe kolejno 3-4 mL roztworu wodorotlenku sodu
(1 mol/L) RM i 3-4 mL wody OD, dodajac poptuczyny do roz-
dzielacza. Wytrzasa¢ zawarto$¢ rozdzielacza 3 porcjami, kazda po
30 mL mieszaniny 1 objetosci eteru etylowego OD i 3 objetosci
heksanu OD. Przemy¢ polaczone warstwy organiczne 2 porcja-
mi, kazda po 10 mL wody OD i odrzuci¢ popluczyny. Warstwe
organiczng uzupelni¢ mieszaning eteru etylowego i heksanu do
100,0 mL. Pobra¢ 20,0 mL, odparowac ostroznie do sucha na fazni
wodnej i rozpusci¢ pozostato$¢ w 10,0 mL roztworu (5 g/L) octa-
nu magnezu OD w metanolu OD. Zmierzy¢ absorbancje (2.2.25)
przy 440 nm i 515 nm wobec metanolu OD jako odnosnika. Bada-
nie nie jest wiarygodne, jezeli stosunek absorbancji przy 515 nm
do absorbangcji przy 440 nm jest mniejszy niz 2,4.

Obliczy¢ procentowq zawartos¢ glikozydéw hydroksyantrace-
nowych innych niz kaskarozydy, w przeliczeniu na kaskarozyd A,
Wg ponizszego wzoru:

4 %6,95
m
tj. przyjmujac absorbancje wlasciwg réwna 180.
A = absorbancja przy 515 nm;
m = masa substancji badanej, w gramach.

Kaskarozydy. Warstwe wodng uzupelni¢ wodg OD do 50,0 mL.
Postepowac z 20,0 mL tego roztworu w taki sam sposéb jak po-
dano powyzej w badaniu zawarto$ci glikozydéw hydroksyantra-
cenowych innych niz kaskarozydy. Zmierzy¢ absorbancje (2.2.25)
roztworu badanego przy 440 nm i 515 nm. Badanie nie jest wia-
rygodne, jezeli stosunek absorbancji przy 515 nm do absorbancji
przy 440 nm jest mniejszy niz 2,7.

Obliczy¢ procentowy zawarto$¢ kaskarozydow, w przeliczeniu
na kaskarozyd A, wg ponizszego wzoru:

A4 %x6,95
m
tj. przyjmujac absorbancje wlasciwg réwna 180.
A = absorbancja przy 515 nm;
m = masa substancji badanej, w gramach.
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RHAMNI PURSHIANAE EXTRACTUM
SICCUM NORMATUM

Wyciag suchy standaryzowany z kory
szaklaku amerykanskiego

Cascara dry extract, standardised; Cascara (extrait sec titré de)

DEFINICJA

Wyciag suchy standaryzowany otrzymany z Kory szaklaku

amerykatiskiego (0105).

Zawartos¢:

- glikozydy hydroksyantracenowe, w przeliczeniu na kaskarozyd
A (C;H3,0,4 m.cz. 580,5): od 8,0% do 25,0% (m/m) (wysu-
szony wyciag) i od 90% do 110% nominalnej zawartosci po-
danej na etykiecie;

- kaskarozydy, w przeliczeniu na kaskarozyd A (C,;Hs,0,,; m.cz.
580,5): nie mniej niz 60% glikozydéw hydroksyantracenowych.

WYTWARZANIE
Wyciag otrzymuje sie z substancji roélinnej odpowiednia
metoda uzywajac albo wrzacej wody lub rozpuszczalnika wod-

noetanolowego co najmniej odpowiadajacego stezeniu etanolu
(60% V/V).

WELASCIWOSCI
Wyglgd: brunatny, sypki proszek.

TOZSAMOSC

Chromatografia cienkowarstwowa (2.2.27).

Roztwér badany. Do 0,2 g wyciagu badanego doda¢ 5 mL
etanolu (70% V/V) OD i ogrza¢ do wrzenia. Ochlodzi¢ i odwi-
rowa¢. Natychmiast zdekantowaé roztwdr nadsaczu i uzy¢ go
w czasie 30 min.

Roztwor poréwnawczy. Rozpusci¢ 20 mg barbaloiny OD i2 mg
emodyny OD w etanolu (70% V/V) OD i uzupelni¢ takim samym
rozpuszczalnikiem do 10 mL.

Plytka: plytka TLC z zelem krzemionkowym OD (5-40 pm)
[lub plytka TLC z zelem krzemionkowym OD (2-10 um)].

Faza ruchoma: woda OD, metanol OD, octan etylu OD
(13:17:100 V/V/V).

Naniesienie: 10 uL [lub 2 pL], w postaci pasm.

Rozwijanie: na odleglos¢ 10 cm [lub 6 cm].

Suszenie: 5 min na powietrzu.
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