LUCRARE DE LABORATOR NR. 2 (07-11 septembrie 2020)
INSUSIREA METODELOL DE ANALIZA FARMACOGNOSTICA
(analiza chimica)
I. De studiat:
1. Notiuni de principii active (alcaloizi, saponozide, derivati ai antracenului, substante tanante, etc).
2. Extragerea principiilor active din produse vegetale.
3. Reactii de identificare pentru unele grupe de principii active.

Cunoasterea unui produs vegetal inseamna caracterizarea acestuia din punct de vedere
macroscopic, microscopic si_chimic, ceea ce conduce la stabilirea identitatii lui, urmata de
determinarea puritdtii si a calitatii. Determindrile mentionate se efectueaza prin multiple procedee
metodice cu o succesiune concreta si constituie metoda de analiza farmacognostica.

Privitd n ansamblu, analiza farmacognostica cuprinde doua compartimente distincte — analiza
calitativa si analiza cantitativi a produsului vegetal.

e Analiza farmacognostica calitativa, a carei finalitate este determinarea identitatii unui
produs vegetal, cuprinde examenul macroscopic, examenul microscopic (prin aplicarea
reactiilor cito- si histo-chimice) si cel chimic.

e Analiza farmacognostica cantitativa prevede determinarea puritatii produselor vegetale
si a continutului de principii active prin diferite metode: gravimetrica, volumetrica,
colorimetrica, spectrofotometrica etc

ANALIZA FARMACOGNOSTICA

I. Determinarea 1. Determinarea I11. Determinarea
identitatii puritatii calitatii
produsului veoetal

1.Examenul macroscopic
2. Examenul microscopic
3. Examenul chimic

Reactii de identificare pentru unele grupe de principii active:

I. REACTII DE IDENTIFICARE PENTRU ALCALOIZI
Alcaloizii sunt produsi ai metabolismului secundar si prezinta substante organice
heterociclice azotate, de origine vegetala, cu caracter bazic, derivate biogenetic din
aminoacizi (exceptie pseudoalcaloizii), care in doze determinate poseda actiune
fiziologica asupra organismului, iar in doze mari sunt toxice.
in functie de structura ciclului carbon-azot de bazi sau de pozitia azotului in molecula

alcaloizii se clasifica:

Alcaloizi derivati ai pirolidinei
N
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pirolidina
Derivati simpli ai pirolidinei: ghigrina, cusghigrina.
Derivati ai pirolizidinei (sistem biciclic condensat, format din doui cicluri de
pirolidind): platifilina, senecifilia, saracina extrase din spalacioasa.
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Alcaloizi derivati ai piridinei si piperidinei
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Alcaloizii acestui grup se impart n:
Derivati simpli ai piridinei si piperidinei. Ca exemplu serveste coniina, lobelina.
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coniina
Derivati ai sistemului biciclic necondensat, format din ciclurile piridinei si pirolidinei. Din
aceasta subgrupa face parte nicotina.
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nicotina
Derivati ai sistemului biciclic necondensat, format din ciclele piridinei §i piperidinei.
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anabazina
Derivati ai sistemului biciclic condensat al piperidinei §i pirolidinei.
a) Alcaloizi tropanici: hiosciamina (atropina), scopolamina, cocaina.
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b) Un derivat al sistemului biciclic condensat al piperidinei si pirolidinei este securinina.
Derivatii sistemului biciclic condensat, format din doua cicle ale piperidinei sau piridinei §i

piperidinei (chinolizidinei).
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Exemple: chinina, chinidina, cinconidina, echinopsina.
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Alcaloizi derivati ai chinolinei

echinopsina
Alcaloizi derivati ai acridinei
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Alcaloizi derivati ai izochinolinei
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izochinolina

Sunt cunoscute urmatoarele subgrupe:
Derivati simpli ai izochinolinei: salsolina, salsolidina.
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salsolina
Derivatii benzilizochinolinei: papaverina, narcotina.
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papaverina
Derivatii fenantrenizochinolinei. Din aceasta grupa fac parte morfina, codeina, tebaina.

morfina



Alcaloizi derivati ai indolului

indol
Multi alcaloizi indolici au o structurd complexd — derivati ai acizilor lizergic si izolizergic:
ergometrina, ergotamina, ergocristina etc.
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Alcaloizi derivati ai imidazolului
| N—H
[
N
imidazol

Alcaloizi derivati ai purinei
Derivatii purinei sunt cofeina, teobromina, teofilina.
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cafeina R=R1=R2=CHz3
teofilina R=R1=CHs, R2=H
teobromina R=H, R1=R2=CH3s

Alcaloizi derivati ai ciclopentanperhidrofenantrenei (alcaloizi steroidici)
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solasodina
Alcaloizi diterpenici
Alcaloizii diterpenici sunt reprezentati prin: delsolina, delcosina, aconitina,
songorina, acetilsongorina.

aconitina



Alcaloizi cu azotul in catena laterald (alcaloizi aciclici)
Din acest grup fac parte: efedrina, colchicina, colhamina, capsaicina
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L-efedrina colhicina R=NHCOCH:3
colhamina R=NHCH3
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Extragerea alcaloizilor din produsul vegetal decurge in 3 etape:

extragerea alcaloizilor din produsul vegetal,
purificarea extractului;

separarea alcaloizilor si purificarea lor.

Reactiile de identificare pentru alcaloizi. In planta vie alcaloizii sunt in forma de solutie, in
sucul celular, la uscarea materialului vegetal, ei formeaza conglomerati ce nu pot fi observati la
microscopul obignuit sau sunt adsorbiti de diferite structuri celulare. Ei pot fi determinati doar cu
ajutorul reactivelor, care sedimenteaza alcaloizii, sau prin aplicarea reactiilor de colorare, specifice
pentru fiecare alcaloid.

Reactii de precipitare la aicaloizi. Pentru aceastd reactie poate fi folosit orice reactiv, ce
sedimenteaza alcaloizii in tesuturile plantei. Rezultate mai bune se obtin in cazul solutiei de acid
picric, care formeaza sediment cristalizat cu multi alcaloizi — reactivul Dragendorff, reactivul Mayer.

Reactiile de precipitare a alcaloizilor pot fi efectuate pe lama sau in eprubete, introducénd in
picdtura reactivului sectiunea materialului vegetal proaspat sau extractul.

O alta variantd a reactiei: fragmente de material vegetal se introduc in unul din reactivele
indicate timp de 1-2 saptamani, dupa care se prepara sectiuni si se includ in glicerol. Sedimente ale
alcaloizilor pot fi observate in formd de aglomerari ale unor ace mici (picrati) sau incluziuni
granuloase mici de culoare gri sau gélbuie-gri. Sedimentul de naturd alcaloida da rezultate negative cu
acelasi reactiv in experienta de control.

II. REACTII DE IDENTIFICARE PENTRU SAPONOZIDE

Saponozidele sunt compusi macromoleculari naturali vegetali, care constau din
carbon, hidrogen si oxigen, posedd un sir de proprietati specifice, inclusiv formarea
spumei persistente, hemoliza eritrocitelor singelui si toxicitatea pentru animale cu singe
rece (pesti), prin care si se deosebesc de alte heterozide. Dupa structura agliconului
(sapogeninei) saponinele se impart in doua grupe: steroidice si triterpenice.

Dupa structura agliconului (sapogeninei) saponinele se impart in doud grupe: steroidice si
triterpenice.Saponozidele  steroidice  numite §i  neutre  (sapotoxine) sunt derivati  ai
ciclotentanperhidrofenantrenei, care in pozitia 17 contin o catena spirocetalica, alcatuitd din 8 atomi de
carbon dispusi in spirald, cu formarea a doua inele: furanic i piranic.
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Saponozidele triterpenice (acide) au in structura lor agliconi cu 30 atomi de C, care pot fi
tetraciclici (derivati de damaran) sau pentaciclici (derivati de alfa-amirind, beta-amirind).

CH,
H3C HC CH,
CH CH CH, CH CH,
CH, CH, CH,
HO HO HO
HC CH, HC  CH, HC  CH,
damarandiol alfa-amirina beta-amirina

Reactiile de identificare pentru saponozide. partea histochimica a saponinelor nu totdeauna da
rezultatele scontate, deoarece nu exista reactii specifice, care pot fi efectuate in tesuturile plantelor.
Mai convingdtoare sunt rezultatele reactiei, bazatd pe proprietatile hemolitice ale saponinelor.
Reactiile de identificare a saponozidelor pot fi clasate in reactii biologice, fiziologicesi
chimice.

Reactia de formare a spumei. se iau doud eprubete, In una se adauga 5 ml solutic HC1
0,1 n, iar in a doua 5 ml NaOH 0,1 n. Tn ambele eprubete se adaugd cate 2-3 picaturi de
extract sau solutia saponinelor si se agitd energic. La prezenta in produsul vegetal a
saponinelor triterpenice in ambele eprubete se formeaza spuma egald dupa volum si
stabilitate. Daca produsul vegetal contine saponine steroidice, atunci in mediul bazic se
formeaza spuma de cateva ori mai multd dupa volum si mai stabila.

Reactia cu acetat de plumb. La 2 ml de extract in eprubetd se adaugid citeva
picaturi de acetat de plumb. Se formeaza precipitat.

Reactia cu colesterol. La 1 ml de solutie alcoolicd de saponine se adaugid cateva
picaturi de solutie alcoolica de colesterol 1 %. Se formeaza precipitat.

Reactia Liebermann-Bourchard. Pentru efectuarea acestei reactii substanta de analizat se
dizolvd in acid acetic glacial si se adaugd amestec de anhidrida aceticd si acid sulfuric
concentrat (50:1). Peste un timp culoarea trece de la roz la verde si albastru.

Reactia Lafon. La 2 ml de infuzie se adauga 1 ml de acid sulfuric concentrat, 1 ml de
alcool etilic si o picaturad solutie sulfat de fier 10%. La incélzire apare o culoare albastra-
verzuie.

Reactia cu nitrat de sodiu. La 2 ml infuzie se adauga 1 ml solutie de nitrat de sodiu
si o picdturd acid sulfuric concentrat. Apare o culoare rosie-sangerie.

Hemoliza eritrocitelor. O suspensie de globule rosii, obtinuta din 2 ml sange defibrinat si 98
ml ser fiziologic, se prezinta ca un lichid rosu-tulbure, netransparent, care prin repaus depune un
sediment de globule rosii. Cénd se amesteca volume egale de astfel de suspensie cu un decoct din
plante cu saponine preparat dupa tehnica de la proba de spumificare, solutia trebuie sa devina limpede,
transparentd, de culoare rosie intensd, iar prin repaus sd nu mai depuna sediment rosu de hematii.
Mecanismul hemolizei este de naturd coloid-osmoticad. Hematiile se umfla, datoritd unor diferente de
presiune osmotica, se sparg punand in libertate hemoglobina, sau mai probabil se formeaza complecsi
ntre saponina si proteinele eritrocitare din membrana hematiilor.

Proba campului hemolytic. Determinarea prezentei saponinelor se mai poate face
microscopic, utilizand sectiuni sau mici fragmente de produs vegetal, incluse intr-un preparat obtinut din
4% sange defibrinat dispersat intr-o solutie de gelatind. Saponina prezentd in produs difuzeazi in
amestecul de gelatind-sdnge, hemolizeaza globulele rosii si determind aparitia unei zone limpezi,
transparente, numitd camp hemolitic.Proba campului hemolitic poate fi executatd si cu bucati de
hartie de filtru, imbibate cu decoct din planta cu saponine. Dupa scoaterea acestora din solutia cu
saponine, se usucd, apoi se pun 1n preparatul de gelatind-sange, unde se poate evidentia hemoliza.

Determinarea indicelui de spumificare. Indicele de spumificare este un parametru prin care se
pot caracteriza produsele vegetale cu saponine si se bazeaza pe proprietatea acestora de a forma o spuma
persistenta in solutie apoasa.




I11. REACTII DE IDENTIFICARE PENTRU DERIVATII ANTRACENULUI

Derivatii antracenului sunt o grupa de compusi naturali, la baza carora sta nucleul
antracenului cu diferit grad de hidroxidare la inelul mijlociu (inelul B):
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Derivatii antracenului sunt substante cristaline de culoare galbend, portocalie sau rosie.
Agliconii liberi sunt usor solubili in eter etilic, cloroform, benzen si alti solventi organici; in apa
nu se dizolva, dar sunt usor solubili in solutie apoasa de baze datoritd formarii fenolatilor.in functie
de structura scheletului de carbon, derivatii antracenului naturali se clasifica in 3 grupe:

1. compusii la baza carora sta un nucleu de antracen (monomeri);

2. compusi cu doud nuclee de antracen (dimeri);

3. derivatii condensati ai antracenului.

Monomerii, in functie de gradul de oxidare a nucleului principal, la randul siu, se
Tmpart in 2 subgrupe:

a) formele oxidate — la baza lor std nucleul antrachinonei;
o)

(@]
antrachinona
b) formele reduse — derivatii antranolului, antronei;
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Reactiile de identificare a derivatilor antracenici se efectueaza cu ajutorul metodelor
chimice si fizice, care se completeaza unele pe altele.

Reactia cu bazd (reactia Borntrager): 0,2 g de produs vegetal maruntit se fierb 2 min cu
5 ml NaOH 10%. Dupa racire amestecul se dizolva cu 5 ml de apa si se filtreaza. 3 ml de
filtrat se toarnd in eprubetd, se adaugd 3 ml HCI 10% si 10 ml benzen. Se amesteca foarte
atent si dupa stratificarea lichidului stratul benzenic se scurge filtrandu-1 printr-un tampon
mic de vatad. La filtrat se adaugd 3 ml solutie de amoniac 10%.La prezenta derivatilor
antracenului stratul amoniacal capata o coloratie rosie-viginie (1,8-dioxiantrachinone), purpurie
(1,4-dioxiantrachinone) sau violeta (1,2-dioxiantrachinone).Esenta reactiei consta 1in
urmatoarele: la fierberea produsului vegetal cu bazd are loc hidroliza antraheterozidelor cu
formarea agronilor liberi.

Sublimarea derivatilor antracenului. In eprubeta uscati se adauga 0,2 g produs vegetal
maruntit si se incdlzeste, tindnd eprubeta aproape orizontal. Temperatura sublimarii e de
210°C, timpul sublimarii — 10 minute. Sublimatul se condenseaza pe partile reci ale eprubetei
sub forma de picaturi galbene sau cristale aciforme galbene. Dupa racirea eprubetei la sublimat
se adauga o picatura solutie NaOH 5% 1in alcool etilic; apare o coloratie rosie sau violeta, in
functie de componenta derivatilor antracenului (formarea fenolatilor). Esenta reactiei se explica
prin proprietatea antraheterozidelor din produsul vegetal, de a descompune, la temperatura
inalta, formand agliconi liberi; concomitent derivatii antronei si antranolului se oxideazd pana
la antrachinone care sublimeaza.



Dintre metodele fizice cea mai completa informatie o furnizeaza cele spectrale, care permit
a stabili grupa de compusi, precum si prezenta, caracterul substituentilor.

SpectroscopiaUV se aplicd pe larg in cercetirile structurale ale derivatilor antracenului. in
regiunea UV acesti compusi au cateva maxime de absorbtie mai sus de 200 nm. Fiecare tip de
substituire se caracterizeaza printr-un numar determinat de particularitati spectrale, care faciliteaza
stabilirea structurii compusilor noi din aceasta grupa.

1V. REACTII DE IDENTIFICARE PENTRU SUBSTANTE TANANTE
Substante tanante se numesc compusii naturali, care constau din polifenoli, flobafene,
genetic legate intre ele, indiferent daca poseda proprietiti de tabacire a pielii sau nu. Ele
se caracterizeaza printr-0 mare heterogenitate structuralid. Unititile constituente apartin seriei
acizilor polifenolcarboxilici sau seriei 2-fenilbenzopiranului.

Tn celula vegetald vie substantele tanante se afld in forma de solutie in sucul celular, partial
adsorbite de coloizii celulari. In produsul vegetal substantele tanante formeazi ghemuri neuniforme de
culoare cafenie-galbuie. Coloratia e conditionatd de flobafene — produse de condensare ale
substantelor tanante. ce se impart in doua grupuri:

Substante tanante hidrolizabile: a) galotaninuri — esterii acidului galic cu glucidele; b)
esterii acizilor fenolcarbonici; c) elagotaninuri — esterii acidului elagic cu glucidele.
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acid galic acid elagic
Substante tanante condensate: a) derivatii flavanolului 3; b) derivatii flavandiolului — 3,4;
c) derivatii oxistilbenului. Substantele tanante nehidrolizabile sunt produsi de condensare a
unor compusi de tipul 2-fenilbenopiranului (catechina).
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In produsul vegetal substantele tanante se identificd cu ajutorul a 2 grupuri de reactii
calitative: reactii de sedimentare si de culoare:

Reactia cu solutie de aldun de fier si amoniu. La 2-3 ml de extract se adauga 4-5
picaturi de solutie de aliun de fier si amoniu. In cazul substantelor tanante hidrolizabile
apare culoare sau precipitat negru-albastru, iar Tn cazul celor condensate — precipitat negru-
verde (aceastd reactie se foloseste la identificarea substantelor tanante in produsul vegetal).

Reactia cu solutie de gelatind. La 2-3 ml de extract se adaugd in picaturi solutie de
gelatina 1%. Apare opalescenta ce dispare la addugarea excesului de gelatina.

Reactia cu clorhidrat de chinind. La 2-3 ml de extract se adauga cateva picaturi de
clorhidrat de chinina (antipirind) 1%. Apare un precipitat amorf.

Reactia cu solutie de aldehidd formica in mediu acid. La 10 ml de extract se adauga 5 ml
de amestec (2 ml de HC1 diluat in proportie 1:1 si 3 ml de solutie de aldehida formica 40%).
Amestecul obtinut se mentine la fiebere 30 minute Tn balonul unit cu refrigerentul ascendent. Daca
in produsul vegetal se afla substante tanante condensate, ele cad sub forma de precipitat.
Precipitatul se filtreaza. La 2 ml de filtrat se adauga 10 picaturi de solutie de alaun de fier
si amoniu 1% si 0,2 g acetat de plumb cristalin, solutia se amestecd. Dacad se gasesc
substante tanante hidrolizabile, apare culoarea azurie pana la violaceu (in mediu neutru).



Reactia cu apa de brom. La 2-3 ml de extract se adauga in picaturi apa de brom (5g de
brom la un litru apa), pani la momentul cind in solutie se va simti miros de brom.). La prezenta
substantelor tanante condensate se formeaza precipitat.

Reactia cu acetat de plumb in mediu acid. La 1 ml de extract se adauga 2 ml
de acid acetic 10% si 1 ml de sare mijlocie a acetatului de plumb 10% — substantele tanante
hidrolizabile formeaza precipitat. La prezenta substantelor tanante condensate filtratul se va
colora Tn negru-verde la adaugarea a 5 picaturi de solutie de de alduni de fier 1% si 0,1 g acetat de
plumb.

Determinarea cromatografica a catechinelor. La produsul vegetal maruntit (frunze de
ceai), se adaugd 2 ml de alcool etilic 95% si se incalzeste la baia de apa pani la fierbere,se
filtreaza. Extractul alcoolic obtinut se aplicd cu ajutorul unui capilar pe linia de start a placii
cromatografice (indltimea coloanei de solutie in capilare e de 1,5-2 cm; diametrul petelor pe
linia de start este nu mai mare de 5 mm. Alaturi de extractul examinat pe linia de start se
aplica in calitate de solutie de referintd solutia curatatd a totalului de catechine din frunze de
ceai.

Dupa uscare placa se instaleazad in camera de cromatografiere cu sistemul de solventi
n-butanol-acid acetic-apa (40:12:28). Cromatografierea se efectueaza timp de 1,5 ore (distanta
parcursa de solvent e de 10-12 cm). Ulterior cromatograma se usuca la aer §i se trateaza cu
solutie de vanilina 1 % in HC1 concentrat. Catechinele apar in forma de spoturi oranj-rosii.

I1. LUCRARE PRACTICA CU COMPLETARE IN ALBUM:
Lucrare practicd Nr. 1. Pregdtirea extractului si identificarea alcaloizilor in frumze de
matraguna (Belladonnae folia, Atropa belladonna L., Fam. Solanaceag)

(Definitie) Alcaloizii sunt produsi ai metabolismului secundar si prezintd substante organice
heterociclice azotate, de origine vegetald, cu caracter bazic, derivate biogenetic din aminoacizi
(exceptie pseudoalcaloizii), care in doze determinate poseda actiune fiziologica asupra
organismului, iar in doze mari sunt toxice.

Pregatirea extractului din_produsul vegetal: 1 g produs vegetal maruntit se plaseaza in
balon de 100 ml, se adauga 25 ml HC1 1%, se extrag timp de 5 minute la baia de apa.
Dupa racire extractul se filtreaza prin filtru de hartie. Avand in vedere, cd sensibilitatea
alcaloizilor fatd de reactivi este diferitd, reactiile se efectueaza cu cativa reactivi (5-7).

Belladonnae folia, Atropa belladonna L., Fam. Solanaceae
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BELLADONNA ~ Alropa belladonna

Tabelul 1
Reactii de identificare a alcaloizilor in frumzge de matragunda (Belladonnae folia)
| | Reaactivul | Componenta reagentului | Rezultatele reactiei |




1 | Mayer solutie de clorurd de mercur in | precipitat alb sau galbui (++)
iodurd de potasiu

2 | Wagner si solutia de iod in iodura de precipitat brun (++)

Bouchardat potasiu

3 | Dragendorff solutie de nitrat de bismut si precipitat de culoare rosie-
iodura de potasiu cu adaugarea | portocalie sau rosie-caramizie
acidului acetic (++)

4 | Marme solutie de iodura de cadmiu in | precipitat alb sau galben (+)
solutie de iodura de potasiu

5 | Sol. de tanina | solutie de tanina 10% precipitat amorf albui sau galbui

(+++4)

6 | Bertrang solutie apoasa al acidului precipitat albui (++)
silicowolframic

7 | Scheibler solutie apoasa al acidului precipitat galbui (++)
fosfowolframic

8 | Sonnenscheim | solutia acidului fosfomolibdenic | precipitat verde, in urma
n acid azotic reducerii acidului molibdenic

(+++)
9 | Acid picric Solutia acidului picric 10% picrat) de culoare galbena (+)
Concluzie Alcaloizii sau identificat in frunze de matragund (Belladonnae folia)

prin reactii de precipitare si culoare, cu o sensibilitate mai inaltd
pentru solutiia acidului fosfomolibdenic, fosfowolframic si tanind.

Lucrare practica Nr. 2. Pregdtirea extractului si identificarea saponozidelor

In_rizomi cu radicini de dioscoree -Dioscoreae rhizomata cum radicibus, Dioscorea niponica,
Fam. Dioscoreaceae (saponozide steroidice) si in raddcini de lemn_dulce -Glycyrrhizae radices,
Glycyrrhiza glabra L.,Fam. Fabaceae (saponine triterpenice)

(Definitie) Saponozidele sunt compusi macromoleculari naturali vegetali, care constau din
carbon, hidrogen si oxigen, posedd un sir de proprietati specifice, inclusiv formarea spumei
persistente, hemoliza eritrocitelor sangelui si toxicitatea pentru animale cu sdnge rece (pesti),
prin care si se deosebesc de alte heterozide. Dupa structura agliconului (sapogeninei) saponinele
se Tmpart in doua grupe: steroidice si triterpenice.

Pregdtirea_extractului_din_produsul vegetal: pregatirea infuziei (1:10) cate 2 g produs
vegetal maruntit se plaseaza in balon se adauga 20 ml apa distilata si se extrag 10 minute
la baia de apd. Dupa racire extractul se filtreazd prin filtru de hartie. Se efectueaza reactii
de identificare la ambele grupe de saponozide: steroidice si triterpenice.

Jockopes nuanoncKas

Dioscoreae rhizomata cum radicibus, Dioscorea nipponica , Fam. Dioscoreaceae



Glycyrrhizae radices, Glycyrrhiza glabra L., Fam. Fabacea

Tabelul 2

Reactii de identificare a saponinelor steroidice §i triterpenice in produse vegetale

Reaactivi

Dioscoreae rhizomata
cum radicibus
(saponine steroidice)

Glycyrrhizae radices
(saponine triterpenice)

Reactii fiziologice

Reactia de formare a spumei

in cate 2 eprubete pentru ambele
produse: in una se adauga 5 ml solutie
HC1 0,1 N, iar Tn a doua 5 ml NaOH
0,AN. Tn ambele eprubete se adaugi
cate 3 picaturi de extract si se agitd
energic.

n mediul bazic se
formeaza spuma de
cateva ori mai multa
dupa volum si mai
stabile (in_prezenta

Tn ambele eprubete se
formeaza spuma egald
dupa volum si
stabilitate (in_prezenta
saponinelor

saponinelor
steroidice)

triterpenice)

Reactii chimice

Reactia cu acetat de plumb

La 2 ml de extracte in eprubete se
adauga cateva picaturi de acetat de
plumb.

se formeaza precipitat
albui (+++)

se formeaza precipitat
(+++)

Reactia cu colesterol

La cate 1 ml de extracte ce contin
saponine se adaugd citeva picaturi de
solutie alcoolica de colesterol 1 %.

se formeaza precipitat

(++)

se formeaza precipitat
(++)

Reactia Lafon

La cate 2 ml de extracte se adauga
1 ml de acid sulfuric concentrat, 1 ml
de alcool etilic si o picaturda solutie
sulfat de fier 10%.

la incalzire apare o
culoare azurie-
verzuie(++)

la incalzire apare o
culoare azurie-
verzuie(++)

Reactia Liebermann-Bourchard Pentru
efectuarea acestei reactii substanta de
analizat se dizolvd in acid acetic
glacial si se adaugd amestec de
anhidrida aceticd si acid sulfuric
concentrat (50:1)

reactive pozitiva doar
pentru saponozide
steroidice, culoarea
trece de laroz la
verde si azuriu (++)

reactie negativa (-)

Reactii biologice

Hemoliza eritrocitelor
La suspensie de globule rosii (2 ml sénge
defibrinat+98 ml ser fiziologic) se adaugd
extractele obtinute si se agita.

solutia devine
transparenta (+)

solutia deving

transparenta

Concluzie:




Lucrare practica Nr. 3. Pregdgtirea extractului si identificarea derivatilor antracenici n

scoartd de crusin: Frangulae cortex, Frangula alnus Mill. (syn. Rhamnus frangula L.),

Fam. Rhamnaceae

(Definitie) Derivatii antracenului sunt o grupd de compusi naturali, la baza cérora sta
nucleul antracenului cu diferit grad de hidroxidare.

Frangulae cortex, Frangula alnus Mill. (syn. Rhamnus frangula L.), Fam. Rhamnaceae

Tabelul 3

Reactii de identificare a derivatilor antracenici in Frangulae cortex

Reaactivi

Rezultatul reactiei

1 | Reactia cu bazd (reactia Borntrager)
0,2 g de produs vegetal + 5 ml
NaOH 10%, fierbere 2 minute. Dupa
racire amestecul se dizolva cu 5 ml de
apa si se filtreazd, la 3 ml de filtrate
se adaugd 3 ml HC1 10% si 10 ml
benzene. Dupa stratificarea lichidului
stratul benzenic se filtreaza printr-un
tampon mic de vata. La filtrat se
adauga 3 ml solutie de amoniac 10%.

Tn prezenta derivatilor antracenului stratul
amoniacal capatd o coloratie rosie-visinie (1,8-
dioxiantrachinone), purpurie (1,4-
dioxiantrachinone) sau violeta (1,2-
dioxiantrachinone), in urma hidrolizei
antraheterozidelor cu formarea agronilor liberi

2. | Sublimarea derivatilor antracenului
in eprubetd se adauga 0,2 g produs
vegetal maruntit si se incalzeste, tindnd
eprubeta inclinata. Temperatura
sublimarii e de 210°C, timpul
sublimarii — 10 minute. Sublimatul se
condenseaza pe partile reci ale
eprubetei sub forma de picaturi
galbene sau cristale aciforme galbene.
Dupa racirea eprubetei la sublimat se
adauga o picatura solutie NaOH 5%
in alcool etilic

Se observa coloratie rosie sau violetd, 1in
functie de componenta derivatilor antracenului,
prin formarea fenolatilor si prin proprietatea
antraheterozidelor de a descompune la
temperaturd Tnaltd, formand agliconi liberi si a
sublime

Concluzii:




Lucrare practica Nr. 4. Pregdtirea extractului si identificarea substantelor tanante in
scoartd de stejar- Quercus cortex, Quercus robur L., Fam. Fagaceae

(Definitie) Substantele tanante se numesc compusii naturali, care constau din
polifenoli, flobafene, genetic legate intre ele, indiferent daca poseda proprietdti de
tabacire a pielii sau nu. Ele se caracterizeaza printr-0 mare heterogenitate structurala. Unitatile
constituente apartin seriei acizilor polifenolcarboxilici sau seriei 2-fenilbenzopiranului.

Pregiatirea extractului. Se i-a 1 g de produs vegetal maruntit, se toarna 100 ml de
apa. Se incalzeste la baia de apa 20-30 minute, se strecoard prin vatd si extractul

Quercus cortex, Quercus robur L. Fam. Fagaceae

Tabelul 4
Reactii de identificare a substantelor tanante in Quercus cortex

Reaactivi

Substante tanante
hidrolizabile

Sustante tanante
condensate

Reactia cu solutie de aldun de
fier si amoniu

La 2-3 ml extract se adauga 4-5
picaturi de solutie de aldaun de
fier gi amoniu, se agita

culoarea sau
precipitatul negru-
albastru- pentru
substantele tanante
hidrolizabile

precipitatul negru-
verzui —pentru
substanteletanante
condensate

Reactia cu solutie de gelatina La
2-3 ml de extract se adaugd in
picéturi solutie de gelatind 1%

Apare opalescenta
dispare la
excesului de gelatina

Cc€

adaugareal

opalescenta ce
dispare la adaugarea
excesului de gelatin

Reactia cu apd de brom

La 2-3 ml de extract se adaugé in
picdturi apa de brom péana la
momentul cand in solutie se va
simti miros de brom

precipitatul

se formeaza in
prezenta substantelor
tanante condensate

Reactia cu acetat de plumb in
mediu acid

La 1 ml de extract se adauga
1-2 ml de acid acetic 10% si 1 ml
acetat de plumb 10%

precipitat, ce

se formeaza in prezenta

substantelor tanante
hidrolizabile

filtrat colorat in nuante
verde- Inchis, la
adaugarea alaunului de
fier

Identificare catechinelor prin
cromatografie pe strat
subtitle

identificare prin
spoturi

Identificare prin
spoturi

Concluzie:

Identificarea catechinelor prin cromatografie pe strat subtire. La produsul vegetal marungit
(frunze de ceai), se adauga 2 ml de alcool etilic 95% si se incédlzeste la baia de apa péana la
fierbere,se filtreaza.



Extractul alcoolic obtinut se aplicd cu ajutorul unui capilar pe linia de start a placii
cromatografice (indltimea coloanei de solutie in capilare e de 1,5-2 cm; diametrul petelor pe
linia de start este nu mai mare de 5 mm. Alaturi de extractul examinat pe linia de start se
aplica in calitate de solutie de referinta solutia de catechina.

Dupa uscare placa se instaleazad in camera de cromatografiere cu sistemul de solventi
n-butanol-acid acetic-apa (40:12:28). Cromatografierea se efectueaza timp de 1,5 ore (distanta
parcursa de solvent e de 10-12 cm). Ulterior cromatograma se usuca la aer §i se trateaza cu
solutie de vanilind 1 % in HC1 concentrat. Catechinele apar in formd de spoturi oranj-rosii.

1n imagine: camera de cromatografiere

In_imagine: identificarea unor compusi chimici prin cromatofrafie pe strat
subtire in UV (compusi fenoliciin 2 extracte obtinute prin diferite metode)
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