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El6szo
A Gyogynovény- és drogismeret gyakorlatok: névenyi drogok morfologiai és analitikai
vizsgalata ciml jegyzet a Szegedi Tudoményegyetem Farmakognoziai Intézete altal
gyogyszerészhallgatoknak oktatott Gyogynovény- és drogismeret gyakorlatokon elvégzendd
feladatokhoz nyujt segitséget. A jegyzet elején 1év6 Alapveté névenykémiai ismeretek,
elvalasztastechnikai miiveletek cimi fejezet a legfontosabb altalanos drogvizsgalati
modszereket foglalja 0Ossze, majd egy részletes attekintést nyl(jt a ndvénykémidban
leggyakrabban alkalmazott kromatografias moddszerek elméletérél és gyakorlatarol. A
harmadik fejezet a hallgatok altal vizsgalt drogok leirasat, azonossagi és tartalmi vizsgalatainak
receptirait tartalmazza. A gyakorlatokon elvégzett feladatok eredményeit és a velik
kapcsolatos tapasztalatokat, megfigyeléseket a hallgatok kiilon jegyzOkonyvben vezetik. A
kurzus sikeres teljesitéséhez sziikséges tovabbi elméleti tudnivalék a szemindriumokon
elhangzottak révén sajatithatok el. Ehhez nyujt tovabbi segitséget a jegyzet végén talalhato
képlet-, drogfoto- és novényabra-gylijtemény.

Prof. Hohmann Judit



1. Munka- és balesetvédelem

1.1. Laboratériumi munkavégzéssel kapcsolatos altalinos szabalyok, munkavédelmi
eléirasok

A kémiai laboratoriumi gyakorlatokon veszélyes, mérgezé vegyszerekkel is dolgozunk, de

kell6 koriiltekintéssel ¢és az eldirasok pontos betartdsaval a balesetek megeldzhetdek,

elkertilhetdek.

I A laboratériumban egyediil dolgozni, és engedély nélkiil kisérleteket végezni tilos.

I A laboratoriumi munka sordn begombolt kopeny viselése kotelezd, a hosszii hajat
megfeleld modon 6ssze kell kotni.

I A laboratoriumban étkezni és inni szigortan tilos.

I' Tilos eszkozoket, vegyszereket a laboratoriumbol kivinni.

I A laboratériumi asztalon csak a szilikséges eszkdzok €s a jegyzokonyv lehet.

I A laboratoériumi asztal tisztasagara mindig vigyazzunk! Az asztalra keriilt vegyszert
papirtorlével azonnal toroljiik le!

I' A munkat csak akkor lehet elkezdeni, ha tudjuk az elvégzendd munka legfontosabb
1épéseit, ismerjiik a felhasznaland6 vegyszerek tulajdonsagait, karositod hatasait.

I' Minden vegyszert mérgezonek kell tekinteni, és felcimkézett, zart edényben kell tarolni.

I A kisérletek elvégzése elott gy6zodjiink meg arr6l, hogy a megfeleld vegyszert, reagenst
hasznaljuk!

I Kézzel semmilyen vegyszerhez ne nyuljunk, hasznaljunk spatulét, csipeszt, vegyszeres
kanalat, pipettazaskor pedig dugattyts pipettat! Kiillonosen veszélyes anyagok esetén
hasznaljunk gumikesztyfit!

I Az olddszerek, vegyszerek hasznalata utan azonnal zarjuk le az edényt! Ugyeljiink arra,
hogy ne keverjiik 0ssze az iivegek dugoit!

I A gyakorlat soran a vegyszereket, reagenseket — amelyekre mar nincs sziikség — mindig
tegyiik vissza a helyére!

I Hasznalat el6tt minden tivegeszkozt at kell vizsgélni, nincs-e rajta torés, repedés. Sériilt
iivegeszkozt ne hasznaljunk!

I A reakciok elvégzésekor a kémcesovet sose forditsuk magunk, vagy a tarsaink felé!

I A Bunsen-égd meggytjtasanal eldszor az €gd gyufat tartsuk az égd foleé, és csak ezutan
nyissuk ki a gdzcsapot!

I' Elektromos eszkoz hasznalatakor tigyeljiink arra, hogy azt a munka sordn nedves kézzel ne

érintsiik meg!



Gyulékony oldészerekkel (pl. éterrel, hexannal, alkohollal) torténé munkavégzés esetén a
laboratériumban nyilt lang hasznélata tilos. A szerves oldoszereket tartalmazé
reakcioelegyek forrd vizfiirdon torténd melegitését, illetve novények szerves olddszerrel
vizflirdon torténd kivonasat mindig miikodo vegyifiilkében végezziik!

A laboratoriumban talalhaté lefolyokba vegyszert Onteni tilos. A hasznalt olddszerek
gyljtésére szolgald egyéb olddszeres €s halogénezett oldoszeres gyiijtok megtalalhatoak
minden laboratoriumban.

A gyakorlat végén a hasznalt iivegeszk6zoket tisztara mosva tegyiik vissza a szekrényekbe!

. Baleset- és tiizvédelmi tudnivaldk, elsésegélynyujtas

Minden hallgat6 ismerje a tiizoltd késziilék, tiizoltd homok, biztonsagi zuhany és tlizoltd
pokroc helyét és hasznalatat, az elsdsegélynyjto doboz helyét!

Minden hallgaté ismerje a laboratériumi menekiilési ttvonalakat és vészkijaratokat!
Minden sériilést és balesetet azonnal jelentsiink a laboratorium személyzetének!

Ha kisebb mennyiségii oldoszer gyullad meg, a tiizet az edény szajanak oraiiveggel torténd
lefedésével olthatjuk el. Nagyobb tiiz esetén a laboratoriumban taldlhaté kézi tiizoltd
késziiléket hasznaljuk. Tilos vizzel oltani a vizzel nem elegyedd oldoszert, a vizzel reagald
anyagot ¢és fesziiltség alatti elektromos berendezést.

Egési sériilés esetén az égett borfeliiletet csapvizzel hiitsiik!

Vagasi sériilés esetén a sebbdl az esetleges szennyezddést, iivegszilankot tavolitsuk el, a
vagott seb kornyékét fertdtlenitsiik, és a sebet steril kotéssel lassuk el!

A borre keriilo vegyszereket b6 vizzel azonnal mossuk le! Savak esetén azt kdvetden
natrium-hidrogénkarbonat oldattal, ligok esetén borsav oldattal semlegesitsiik az érintett
borfeliiletet! Végiil ismét vizzel oblitsiik le!

A borre keriild koncentralt kénsavat el@szor szaraz ruhédval tordljiik le, és csak utana
mossuk le a borfeliiletet bd vizzel, illetve semlegesitsiik natrium-hidrogénkarbonat
oldattal!

Szemsériilés esetén a szembe keriilt vegyszert bé vizzel azonnal mossuk ki! Barmilyen
természetli szemsériilés esetén a legrovidebb iddn beliil vigylik a sériiltet szakorvoshoz!
Ha a mérgez6 anyag belégzéssel jut a szervezetbe, a sériiltet azonnal vigyiik friss levegore,
¢s intézkedjiink orvosi ellatasarol!

Aramiitésnél legfontosabb a helyiség aramtalanitasa.



2. Alapveté novénykémiai ismeretek, elvalasztastechnikai miiveletek

Drognak nevezziik azokat a novényi, vagy allati részeket (levél, gyokér), termékeket (tejnedv,

gyanta, kigyoméreg, méz), melyet gyogyitasra vagy betegségmegelézésre alkalmaznak.

2.1. Novényi drogok (Plantae medicinales)

A ndvényi drogok altalaban feldolgozatlan, egész, darabolt vagy apritott ndvények, ndvényi
részek, moszatok, gombak vagy zuzmok, amelyeket tobbnyire szaritott, olykor friss allapotban
hasznalnak fel. Novényi drogok kozé sorolnak ezen kiviil bizonyos, még feldolgozatlan

ndvényi valadékokat is.

A Gyogyszerkonyvek cikkelyei az adott drogra azonosit6 vizsgalatokat (morfologiai és kémiai)
¢s sok esetben tartalmi vizsgalatokat irnak eld. Drogok azonositdsa, mindsitése, mennyiségi
értekelése fizikai, bioldgiai, kémiai modszerek segitségével torténhet. Fizikai modszerek kozz¢
tartozik pl. az 6sszes hamu-, sésavban nem old6dé hamu- (homok-), szarazanyagtartalom, ill.
szaritasi veszteség meghatirozdsa. Bioldgiai modszer pl.: organoleptikus és morfologiai
vizsgalat, biologiai értékmérés. Kémiai modszerek: novénykémiai vizsgalatok, amelyekkel az
egyes vegyllettipusok kimutathatok. Ezekkel a kvalitativ modszerekkel azonosithatok a
drogok, kimutathatok a hatéanyagok, mérgezé anyagok, szennyezések. Kémiai eljaras

segitségével kvantitativ meghatarozas is elvégezheto.

1, Szaritasi veszteség
Szaritasi veszteségnek a tomegszazalékban (%(m/m)) kifejezett tomegveszteséget nevezzik (a

drogbdl adott koriilmények kozott eltavolithato viz mennyisége).

A szaritasi veszteség meghatdrozasahoz 0,50 g finoman poritott drogot, vagy vizsgalando
kivonatot gyorsan egy kb. 50 mm atmérdjii és kb. 30 mm magas, lapos alju beparlocsészébe
mériink. Az anyagot 3 ordn at szaritészekrényben 100-105 °C-on szaritjuk, exszikkatorban R
foszfor(V)-oxid vagy R vizmentes szilikagél felett hagyjuk lehiilni, majd lemérjiik. A szaritasi

veszteséget tomegszazalékban (%(m/m)) fejezziik ki.

2, Vizmeghatarozas desztillacioval
A nagy illoolajtartalmi drogok viztartalmat a szaritdsi veszteség vizsgalat helyett ezzel a

modszerrel hatdrozzuk meg.



A visszafolyo hiito

desztillalo feltét (0,1 ml-es beosztasu felfogocsovel)

1. abra Késziilék a desztillacioval torténd vizmeghattarozashoz

Vizsgalat menete: A késziilék felfogocsovét és hiitdjét alaposan kitisztitjuk, vizzel atoblitjiik,
¢s kiszaritjuk. A kiszaritott gdmblombikba 200 ml R toluolt és kb. 2 ml R vizet Ontiink. A
keveréket 2 oran at desztillaljuk, ezutan kb. 30 percig hiilni hagyjuk, majd a viz térfogatat 0,05
ml potossaggal leolvassuk. A vizsgaland6 anyag varhatéan 2-3 ml vizet tartalmazé mennyiségét
1% pontossaggal lemérjiik, és a lombikba juttatjuk. Ha az anyag kendcs allomanyu, fémfolia
csonakba mérjiikk. A lombikba néhany horzsakdszemcsét szorunk, és Ovatosan 15 percen at
melegitjiik. Amikor a toluol forrni kezd, kb. 2 csepp/masodperc sebességgel addig desztillaljuk,
amig a viz zome at nem desztillal, majd a desztillacid sebességét kb. 4 csepp/masodpercre
valtoztatjuk. Amikor a viz teljes mennyisége atdesztillalt, a hiitécs6 belso feliiletét R toluollal
ledblitjiik. A desztillaciot még 5 percig folytatjuk, majd a melegitést abbahagyjuk, és a
felfogocsovet szobahdmérsékletre hagyjuk lehiilni. A felfogocsé falan maradt vizeseppeket a
mar 6sszegyljtott vizhez juttatjuk. A toluol €s a viz teljes szétvaldsa utdn a viz térfogatat

leolvassuk, és az alabbi képlettel kiszamoljuk az anyag ml/kg-ban kifejezett viztartalmat:

1000(n2-n1)
m

ahol:
m = a vizsgaland6 anyag tomege grammban
N1 = az elsé desztillaciokor kapott viz térfogata milliliterben

N2 = a két desztillaciobol egyiittesen kapott viz térfogata milliliterben



Hamutartalom: a drog hevitése, majd 600 °C-on torténd izzitasa (elégetése) utan mért

szervetlen maradék.

Kvarc- vagy platinatégelyt 30 percen at vordsizzason hevitliink. Exszikkatorban hagyjuk
lehtilni, majd mérjiik. Ha csak nincs mas eldiras, a vizsgalando anyag, vagy elporitott novényi
drog 1,00 g-jat egyenletesen elteritjiik a tégelyben, 100-105 °C-on 1 o6ran at szaritjuk, majd
izzitokemencében 600 + 25 °C-on tomegallandosagig izzitjuk. A tégelyt minden egyes izzitas
utan exszikkatorban hagyjuk lehlilni. Az izzitdsok sordn az anyag nem gyulladhat meg
Amennyiben a hamu t6bbszori kiizzitas utan is tartalmaz fekete részecskéket forrd vizzel
felvessziik, hamumentes sziir6papiron megsziirjik, és a maradékot a szlirOpapirral egyiitt
elégetjiik. A sziiredéket a hamuval egyesitjiik, Ovatosan beszaritjuk, és a maradékot

tomegallandosagig izzitjuk.

Sosavban nem oldédé hamutartalom (homoktartalom): a sésavban nem o0ldédé hamu a
szulfathamu vagy az 6sszes hamu R tomény sdésavban nem oldédé maradékanak 100 g drogra

vonatkoztatott mennyisége.

A szulfathamu vagy az 6sszes hamu meghatarozasakor kapott maradékot tartalmazd tégelybe
15 ml R vizet és 10 ml R tdmény sosavat Ontiink. Az elegyet oraliveggel lefedve 10 percig
ovatosan forraljuk, majd lehiitjiik és hamumentes sziirépapiron sztrjiik. A maradékot forrd
vizzel addig mossuk, amig a sziiredék semleges nem lesz. Ezutan megszaritjuk, elhamvasztjuk,
majd vorosizzasig hevitjiik. A maradékot exikatorban hagyjuk kihiilni, majd tomegét lemérjiik.

Az izzitast addig ismételjiik, amig két egymast kovetd mérés kiillonbsége 1 mg.

Kivonatok szdarazanyagtartalma: a szarazanyagtartalom meghatarozasahoz 2,00 g vagy 2,0 ml
vizsgalandd anyagot vagy kivonatot gyorsan egy kb. 50 mm atmérdji és kb. 30 mm magas,
lapos alju beparlocsészébe mériink. Az anyagot vizflirddn széarazra paroljuk, majd 3 o6ran at
szaritoszekrényben 100-105 °C-on széritjuk. Exszikatorban R foszfor(V)oxid vagy R
vizmentes szilikagél felett hagyjuk lehiilni, majd lemérjiik a tomegét. A szaritasi maradékot

tomegszazalékban (%(m/m)) vagy gramm/literben fejezziik ki.



2.2. Kivonas (extrakcio)

Mivel a drogokban 1évé vizsgalni kivant anyagok egy rendkiviil komplex kornyezetben,
alacsony koncentracioban vannak jelen, fel kell dusitani, esetleg izolalni kell 6ket. Ennek els6

1épése a kivonatkészités lehet.

Az extrakcio két fazis kozotti anyagatvitel, amelynek célja egy sokkomponesti rendszerbol
(egyik fazis) egy vagy tobb komponens elkiilonitése a masik fazisba; a fazisok kozotti
anyagatmenet a megoszlasi egyensuly torvényszeriiségein alapul. A kivonashoz olyan oldoszert
hasznalunk, amely elOnyOsen osztja meg a kivonand6 komponenseket, a vegyiileteket
eredetileg tartalmazo6 fazis és onmaga kozott. Novénykémiai vizsgalatok soran leggyakrabban

szilard-folyadék és folyadék-folyadék extrakciot alkalmazunk.

A kivonas célja lehet egyrészt a lehetd legtobbféle anyag kinyerése, masrészt csak egy anyag
vagy specialis anyagkeverék elkiilonitése. Az els6 esetben olyan kivonoszert hasznalunk, amely

a legkiilonb6z6bb polaritast vegyiiletek kinyerésére alkalmas (pl. metanol).

Kivonatkészités 1épései

1. Apritas: célja feliiletndvelés, a sejtek roncsoldsa. A drog apritdsakor a drogrészek mérete
csokken, nagyobb lesz a fajlagos feliilet. Ennek kdvetkeztében nagyobb feliileten érintkezik
az olddszer (kivondszer) a droggal, igy eldsegithetd a kivonas. Apritds soran a sejtek egy
részének sejtfala sériil (roncsoldodik). Ezen sejtekbdl a kivonas sordn a vegyiiletek szabad
diffuzioval jutnak a kivonoszerbe. Az ép sejtek esetén a vegyliletek gatolt diffuzid soran a
sejfalon (szemipermeabilis hartyan) keresztiil jutnak a kivonoszerbe. Az apritas mértékének
novelésével nagyobb mennyiségben lesznek a poritott drogban a roncsolt sejtek, ezért a
kivonas gyorsabb, hatékonyabb lesz.

2. Duzzasztas, nedvesités: a sejtfal fellazitasa, atjarhatobba tétele. A kivonast legtobbszor a
duzzasztés el6zi meg.

3. Kivonas

A kivonas hatékonysagat befolyasolo tényezok
* A drog apritottsdganak mértéke.
Az apritas fokanak novelésével nd a drog fajlagos feliiletete, igy konnyebb, gyorsabb,
hatékonyabb a kivonas. A talzott apritas eredményeként azonban nehezebb lesz a sziirés.

* A kivonoészer fajtaja, anyagi mindsége.



Elsésorban a kivonoszer dipélusmomentuma, de mas fizikai paraméterek is (viszkozitas,
strtiség, forraspont) befolyasoljak a kivonas hatékonysagat.
meghatarozza az oldékonysagat (alkaloidok a drogban szerves savakkal képzett sok
formajaban vannak jelen, asvanyi savakkal savanyitva vizzel soformaban nyerhetdk ki,
mig lagositva bazissa alakulnak, és szerves oldoszerrel vonhatok ki).

» A kivonoszer mennyisége.

* A kivonas id6tartama.

* A kivonas soran alkalmazott hdmérséklet.
A hémérséklet emelésével nagyobb hatasfokl a kivonas. Héérzékeny anyagok esetén
csak szobahOmérsékleten vagy alacsonyabb hémérsékleten lehet a kivonast végezni.

» Az alkalmazott kivonasi eljaras.

Kivonasi eljarasok tipusai
» adrogall, a kivondszer all [aztatas (maceracio), pallitas (digeszcio)]
* adrog mozog a kivondszerben (keverés, razatas)
+ adrog all, a kivondszer mozog (perkolalas, kivonas Soxhlet késziilékkel)

» adrog és a kivonoszer ellentétes iranyban mozog (U-extraktor)

Kivonatkészités perkolatorban
Szobahdmérsékleten torténd kivonasi modszer. Eldnye: héérzékeny anyagok kivondsara is
alkalmas. A perkolatorba toltott, duzzasztott drogra ontjiikk a kivonodszert. Hatranya, hogy a

teljes kivonashoz sok oldoszer sziikséges.

Kivonatkészités Soxhlet késziilékkel

A Soxhlet késziilék (2. abra) szakaszosan miikodé kivonokésziilék,
amelyben a kivonoszer forraspontjan torténik az extrakcio. Kevés
kivonoszerrel is igen hatékony, mert a tobbszori kivonas mindig tiszta
kivondszerrel torténik, magas hémérsékleten. Hére bomld anyagok

kivonasara nem alkalmas.

2. abra Soxhlet késziilék



2.3. Kromatografia

2.3.1. A kromatografia definicioja, kromatografias elvalasztas

A kromatografia specidlis fizikai-kémiai elvélasztasi modszerek Osszessége, sokkomponensii
mintak OsszetevOinek egymastol valo elkiilonitésére. A komponensek elvalasztasanak alapja a
minta komponenseinek ismételt megosztasa két, egymassal nem clegyedé, de egymassal
érintkezd fazis kozott; a nagy feliiletli, rogzitett allo- és a folyamatosan mozgasban tartott

mozgotazis kozott.

Az allofazis lehet szilard anyag egy csObe toltve, vagy csO belsé falan régzitve, vagy sik réteget
alkotva, de lehet szilard feliileten kotott folyadékréteg, vagy folyadék, a mozgo fazis pedig
folyadék, szuperkritikus fluidum vagy gaz.

A mozgodfazisba juttatott mintakomponensek a mozgo6fazissal az allofazisra jutnak, azzal
kiilonb6z6 mértékli kolcsonhatasba keriilnek, visszatartodnak az allofazis altal, ezért a
mozg6fazis dramlasi sebességétdl eltérd lesz a sebességilik. Ezéltal jon 1étre elvalasztasuk.
Mozgési (migralodasi) sebességiik tehat az allo és a mozgofazis kozotti egyensulyi
megoszlasuk fliggvénye, és attdl fliigg, hogy kolcsonhatasuk milyen mértékli az allofazissal,

mennyi id6t toltenek rajta.

A komponensek két fazis kdzotti megoszlasanak (anyagatmenet) kialakuldsa egy reverzibilis
szorpcidos folyamat kovetkezménye. A komponensek adszorpcidval, abszorpcioval
(megoszlassal) vagy kemiszorpcidval keriilnek az allofazisra, majd a mozgofazisba valo
visszajutasukhoz az ezeket kovetd deszorpcid sziikséges. A két fazis kozotti megoszlas az
egyensulyitol kissé eltérd kvaziegyensuly létrejottén keresztiil valosul meg. Valodi megoszlasi
egyensuly beallasara nincs lehetdség, mert a mozgofazis folyamatos mozgasban van, de attol
kissé eltérd, kvazi egyensulynak megfelelé koncentracidé viszonyok kialakulnak. A kvazi
egyensulynak megfeleléen eltéré mértékben megosztott mintakomponenseket, amelyek a
mozgofazisba visszakeriiltek, a mozgofazis Gjabb allofazis részre juttatja, ahol ismét beall a
kvazi egyensuly. A folyamat tobbszor megismétlddik. A tobbszori (kvazi) egyensuly beallas és
felbomlds kovetkeztében még a kis szerkezeti kiilonbséggel rendelkezé anyagok is

elvalaszthatok egymastol.

Az allofazis és a mintakomponensek kozotti kolesonhatason kiviil kdlcsonhatds van még az
elvalasztasi folyamat alatt a minta komponensei és a mozgofazis, valamint az allo- és a

mozg6fazis kozott is.



A minta komponensei és a mozgofazis kozotti kolesonhatas Iényege, hogy az aramld
mozg6fazis mindsége (pH-ja, ionerdssége, stb.) meghatarozza az elvalasztandé anyag allapotat
(hidratacio-szolvatacio, virtudlis molekulaméret, ionizacio, polaris-apolaris, dip6lus hatasok
indukcioja).

Az allé- ¢és a mozgofazis kozotti kolesonhatas abban nyilvanul meg, hogy a mozgo6fazis
megvaltoztatja az allofazis szerkezetét, hidratacio-szolvatacid, polaritas valtozas, ionizacid,
pérusméret valtozas jon létre. Nem valtoztathatd meg a mozgo6tazis dsszetétele ugy, hogy ne
valtozna meg az allofazis feliilete, ¢és ennek kovetkeztében kolcsonhatasa a

mintakomponensekkel.

2.3.1.1. A kromatografias elvalasztas folyamata

A vizsgalando mintat feloldjuk a megfeleld oldoszerben és az oldatot (vagy annak Kkis
térfogatat) az allofazisra juttatjuk, majd a mozgo6fazist bevezetjiik a rendszerbe. A minta
komponensei, mikdzben keresztiilhaladnak az all6fazison a mozgdfazis hatdséra, az allofazissal
valo specifikus fiziko-kémiai kolcsonhatasok révén megosztodnak a két fazis kozott,
visszatartodnak (retardalodnak) az allofazis altal, igy késleltetést szenvednek a mozgdfazis
migralodasi sebességéhez képest. A visszatartds mértéke a vizsgalando anyag és az allofazis

tulajdonsagaitol, valamint a mozgofazis osszetételétdl fiigg.

Az all6fazisrol eludlodott, részben vagy teljesen elvalasztott komponensek vizualisan, vagy
fizikai, vagy kémiai tulajdonsagaik alapjan megkiilonboztethetok egymastol, és mennyiségiik
is meghatarozhatd. Ha a rendszerbe detektort helyeziink, oszlop elrendezésti kromatografia
esetén a detektorjelnek az 1d6 fliggvényében vald abrazoldsakor a minta komponenseket
az oszloprol valo kilépésnél az id6 fiiggvényében. Ez a kromatogram. Sik elrendezés esetén
kromatogramnak nevezziik a kifejlesztés utan az egyes komponenseknek megfelelden

valamilyen mddszerrel lathatova tett foltok rendszerét.

2.3.1.2. A kromatografias médszerek felosztasa

A kromatografias modszerek csoportositasa kiillonbozé szempontok figyelembevételével
torténhet. Igy fel lehet osztani a kromatogréafias modszereket
- a mozg6fazis halmazallapota,

- az allofazis térbeli elrendezddése
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- a kromatografias elvalasztas alapjat képezd fizikai-kémiai folyamatok, elvalasztasi
mechanizmusok

- a mozgo6fazis dramlésat (migralodasat) megvaldsitod erd jellege

- a kifejlesztés

- a mozgofazis valtozésa, vagy valtozatlansaga alapjan.

2.3.2. A kromatografias modszerek osztalyozasa a mozgéfazis halmazallapota alapjan

A mozgoéfazis halmazallapota alapjian megkiilonboztetiink:
- gdzkromatografiat
- szuperkritikus fluid kromatografiat
- folyadékkromatografiat.

2.3.2.1. Gazkromatografia

A gazkromatografia olyan oszlopkromatografias modszer, melynek allofazisa szilard, vagy
szilard feliileten kotott folyadék, mozgotazisa pedig nagytisztasagh gaz. Egy gazkromatograf

altalanos felépitését az 3. dbra szemlélteti.

aramlasszabalyzo termosztit

i! injektor

kolonna

detektor

jelfeldolgozd egység

3. abra Egy gézkromatograf 4ltalanos felépitése

A mozgofazis — amelyet a gazkromatografidban vivégaznak neveziink — egy nagynyomasu
gazpalackbol nyomdéscsokkentd utan, az aramlasi sebesség folyamatos ellendrzése mellett, 10-
100 ml/perc térfogati sebességgel jut a kolonnara. A vivdgaz kis fajlagos szorpcioju gaz, ami
nem kotddik az allofazison. Anyagi mindségét az alkalmazott detektor tipusa hatarozza meg.
Hdvezetdképességi detektorhoz hidrogén vagy hélium, langionizacios detektorhoz nitrogén

vagy argon, elektronbefogéasos detektorhoz pedig nagytisztasagli héliumgaz alkalmazhato.

A mintat, amely altaladban géz, vagy folyadék (de lehet szilard anyag is), gdz halmazallapotban

juttatjuk a kolonnara. Tehat a mintabevitel soran a folyadék, vagy szilard halmazallapota
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mintakat el kell parologtatni, ezért a mérés ideje alatt a kolonnat és a detektort is olyan
hémérsékleten kell tartanunk (100-500 °C), hogy a minta mindvégig gaz halmazallapotu
legyen. Ebbdl kovetkezik, hogy a gazkromatografia olyan vegyiiletek elvéalasztasara alkalmas,

amelyek bomlés nélkiil gazza alakithatok.

A mintaadagolo tobb okbdl is kritikus része egy gazkromatografnak. Egyrészt a hatékony
elvalasztds megkoveteli a minta pillanatszer(i elparologtatasat, vagyis hogy a minta egyszerre,
a lehetd leggyorsabban keriiljon be a vivogaz dramba. Masrészt a kis térfogatii mintadk pontos,
reprodukalhat6 injektalasa is nagy odafigyelést igényel. Ezen okok miatt tobbféle mintaadagold
rendszert is kidolgoztak. Ezek koziil a legegyszeribb az tugynevezett ,,on column”
mintaadagolds, amely soran a mintat egy fecskendd segitségével kozvetleniil juttatjuk a kolonna
bemenetére szerelt, gumiszeptummal lezart fiitdtt kamraba. Ez a megoldas toltetes oszlopok
esetén alkalmazhat6. Hoérzékeny vegyliletek méréséhez programozottan flithetd mintaadagolo
hasznalhato. Kapillaris kolonnak esetében a split/splitless injektalas a megfelelé megoldas. Az
injektor split lizemmoddjadban a mintanak csak egy kis része keriil a kolonnara, igy
megvaldsithatd a pillanatszerii injektalas. A minta feleslege gdzaram segitségével tavozik a split
agon. Az oszlopra keriil6 minta mennyiségét a vivogaz és a split 4gon aramlo gdz aramlési
sebességének ardnya hatdrozza meg. A moddszer hatranya, hogy nyomelemzéseknél ritkan
alkalmazhatd, hiszen az egyébként is alacsony anyagmennyiség egy része elvész a split agon.
Splitless izemmodban a minta legnagyobb része a kolonnara jut, ebben az esetben azonban
romlik az elvélasztds hatékonysdga, hiszen a komponensek elpdrologtatisa nem lesz
pillanatszerti. Ezért a mintakomponenseket fokuszalni kell az oszlop az elején, vagyis
injektalaskor az oszlop homérsékletének legalabb 20 °C-kal alacsonyabbnak kell lennie, mint
a minta legillékonyabb komponensének a forraspontja. Az injektalas alatt €s utana adott ideig
(splitless id6) a split 4g zarva van, ekkor a vivogaz az injektorbol radbliti a minta komponenseit
az oszlopra, ahol fokuszalodnak. A splitless 1d6 végén a split 4g nyitott allasba keriil, az
injektorban maradt anyagok tdvoznak a split 4gon, az injektor goztere kitisztul. Ezzel
parhuzamosan megindul az elére beprogramozott hdmérsekletprogram, aminek kovetkeztében

a minta komponensei forrdspontjuk és polaritasuk szerint szeparalddnak az oszlopon.

Az elvélasztasra szolgdlo kolonna iiveg-, vagy acélcsébdl késziil, megjelenését tekintve lehet

toltetes vagy kapillaris oszlop.

A toltetes oszlopok belsd atmérdje 2-6 mm, és viszonylag rovidek, hosszasaguk 1-5 méter,
(koriilményesebb eldallitasuk miatt). Ezen oszlopok hordozo toltete nagy fajlagos feliileti,

megfeleld mechanikai szilardsdgu inert anyag (pl. polimerek), amelynek feliiletén egyenletes
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filmet képezve jol tapad a megosztofolyadék. Eldallitdsuk soran a megosztofolyadékot
megfeleld oldoszerben felodjak, ehhez az oldathoz hozzaadjak a szildrd hordozét, majd az
oldészert lassan elparologtatjak. Végiil az igy elkészitett allofazissal toltik meg az oszlopot.
Toltetes kolonna eldallithatd még szilard adszorbenssel (pl. aluminium-oxid, szilikagél, aktiv
szén) torténd megtoltéssel. A toltetes kolonnak kapacitasa méretiikb6l adédoan nagy, igy

nagyobb (néhany pl) mintamennyiségekkel dolgozhatunk.

A Kapillaris oszlopok belsé atmérdje 0,1-0,5 mm, hosszusaguk pedig 10-100 méter. Ezek az
oszlopok nem tartalmaznak szemcsés toltetet, a megosztofolyadékot vékony filmként viszik fel
kozvetleniil a cs6 belso falara. Az eléallitas soran a megosztofolyadékot megfeleld oldoszerben
oldjéak, majd nyomads alatt atpréselik az oszlopon. A modernebb kapillaris kolonndkban a
megosztofolyadékot valamilyen kémiai kotéssel, altalaban szilanizéldssal rogzitik a csé
falahoz, ami megakadalyozza a folyadék vivégazzal torténd lehordésat, igy ndvelve a kolonna
¢lettartamat. Ezen oszlopok kapacitasa kicsi, ezért csak igen kis (a pl tortrésze) mintamennyiség
injektalhato rajuk. Az elvalasztashoz hasznalt oszlopot az elvalasztandd mintakomponensek
anyagi mindsége, kémiai tulajdonsagai alapjan valasztjuk ki. Poléris vegyiiletekhez polaris
allofazist (pl. polietilén-glikolok), mig apoléaris komponensekhez apoléris allofazist (pl.

polipropilén) alkalmazhatunk.

Az elvalasztast kovetéen a mintakomponensek a kolonnarol a detektorba jutnak, amely az analit
tomegaramara érzékeny jelképzd egység. Szamos, a vegyiiletek kiilonbozé fizikai és kémiai
tulajdonsagainak mérésén alapuld detektortipust dolgoztak ki. Ezek koziil az aldbbiakban csak

a két legelterjedtebben hasznalt detektor ismertetésére kertil sor.

A hovezetoképességi detektor (TCD) érzékeldje egy fiitott fémszal, amelyet egy kisméretii
cellaban helyeznek el. A fémszal hdmérséklete a koriilotte aramlo gdz hévezetOképességétol
fligg, ellendlldsa pedig hdmérsékletével ardnyos. A mérés kezdetén, amikor csak tiszta vivogaz
aramlik a fémszal koriil, egy adott ellenallasérték mérhetd. Ha a celldba rosszabb
hévezetoképességli gazok (a mintakomponensek) jutnak, a szal kevésbé hiil le, igy nagyobb
ellenallas mérhetd. A TCD detektor univerzalis detektor, vagyis a vivogazon kiviil minden

egyéb komponens mérésére alkalmas.

A langionizacios detektor (FID) egy Ha/levegé eleggyel taplalt lang, amely folott egy
elektrodpar taldlhat6. Az elektrodok koézé akkora fesziiltséget kapcsolnak, hogy a nehezen
ionizalhatd vivégazban nem jon létre szikrakisiilés, azonban az oszloprol érkezd
mintakomponensek a langban oxigén segitségével ionizalddnak. Az ionok keletkezésének

hatéséra az elektrodok kozott aram folyik, amely megfeleld erdsités utdn mérhetd, és aranyos a
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crer

detektor.

Az adott detektorral mért jelet az id6 fliggvényében abrazolva egy, a minta Osszetettségétol

ﬁjgg()' csucssorozatot kapunk, amelyet kromatogramnak neveziink. A 4. abran egy tipikus
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4. abra Origanum vulgare ssp. vulgare illéolaj FID detektorral kapott gazkromatogramja
(1= e-tujén, 2 = a-pinén, 3 = szabinén, 4 = f-pinén, 5 = p-cimén, 6 = limonén, 7 = S-fellandrén,
8 = (Z2)-f-ocimén, 9 = y-terpinén, 10 = S-burbonén, 11 = p-kariofillén, 12 = germakrén D,
13 = spatulenol, 14 = kariofillén-oxid)

A legegyszeriibb minéségi meghatarozas soran a redukalt retencids idoket (tr) hasznéljuk fel:
tr = tr-to

ahol tr a retencids id6 (az az id6, amely a mintanak a mozg6fazisba juttatasatol a komponens
altal adott cstics maximalis értékének megjelenéséig eltelik), to pedig a holtid6 (az az 1d6, amely
a mozgofazisnak az allofazison vald atjutasahoz sziikséges). Ha rendelkeziink a mintardl

elézetes informacidval, akkor a mintakomponensek konnyen azonosithatok, ha redukalt
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retencios idejiiket 0sszehasonlitjuk ugyanazon a rendszeren mért ismert anyagok redukalt
retencios idejével. Ha nincs elézetes informécionk a mintar6l, mar nehezebb dolgunk van,
hiszen hasonlé anyagok hasonld retencids id6vel rendelkezhetnek, igy a meghatarozas
bizonytalansaga nagy lehet. Az ilyen esetekben célszerli valamilyen kiegészité mérés elvégzése
vagy szelektiv detektor (pl. tomegspektrométer) alkalmazasa. A gézkromatografias mindségi
analizisben eredményesen alkalmazhat6 még a homoldg sorok modszere, mely szerint a
szénhidrogén-szarmazékok homoldg soran a redukalt retenciés idok exponencialisan valtoznak
a szénatomszammal. Vagyis ha a log tr” értékeket dbrazoljuk a szénatomszam fiiggvényében,
akkor egy egyenest kapunk, amelyrdl, az ismeretlen komponens redukalt retencios idejének

ismeretében leolvashato annak szénatomszama.

A fenti megfigyelésen alapul a gazkromatografias mindségi meghatarozasok soran szintén jol
alkalmazhaté Kovéats-féle retencidos index (Ix) is. Ezen modszer az egyes komponensek
retencios adatait egy Osszetett képlet segitségével n-alkdn homoldgok retencids idejéhez
viszonyitja. Ezéltal, ha az ismeretlen komponensiink Ix indexét méréssel meghatarozzuk és
Osszehasonlitjuk adatbazisokban taldlhato értékekkel, meghatarozhatjuk annak anyagi
mindségét.

A kromatogramok mennyiségi értékelése soran azt hasznaljuk ki, hogy a komponensek altal
szolgéaltatott csticsok teriilete (keskeny és hegyes csticsok esetén a magassaguk) aranyos a
mintabeli koncentraciéjukkal. igy kalibracios gorbe felvétele utan az ismeretlen koncentracioja
a gorbérdl egyszerlien visszaolvashatd, €s szamithat6. A csUcsteriiletek meghatdrozésa

napjainkban szdmitogépes adatgylijtd programok segitségével torténik.

2.3.2.2. Szuperkritikus fluid kromatografia (SFC)

A szuperkritikus fluid kromatografia (SFC) olyan kromatografids elvalasztisi modszer,

melyben a mozg6fézis szuperkritikus allapotu fluidum.
Szuperkritikus fluid allapot

Egy adott hdmérsékleten (Tk) eltlinik a folyadék/gdz tazishatar, ezen Tk hdmérséklet értek felett
az anyag semmilyen nyoméson nem cseppfolyosithato.

Ha az anyag hOmérséklete Tk érték felett van, és nyomdsa a Tk értékhez tartozd nyomadst
meghaladja, akkor az anyag szuperkritikus fluid allapotban van (5. abra). A szuperkritikus

allapoti anyag mind a folyadék, mind a légnemi allapot tulajdonsagait mutatja. Diffazids
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tulajdonsaga és viszkozitasa a gazallapothoz all kézelebb, mig stirtisége a folyadékallapothoz.

Ezek a tulajdonsagok okozzak, hogy a szuperkritikus fluid allapoti anyag j6 oldoszer.
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5. abra A CO; allapotdiagramja

A mozgofazis a szuperkritikus fluid kromatogafidban rendszerint szén-dioxid, amely polaris
modositot, mint példaul metanolt, 2-propanolt, vagy acetonitrilt is tartalmazhat. A mozgofazis
Osszetétele, nyomasa (slirlisége), homérséklete ¢€s dramlasi sebessége vagy az egész
kromatografias eljaras soran alland6 (izokratikus, izodenz, izotermikus elucio), vagy egy adott
program szerint valtozhat (a médosité mennyisége, a nyomas (stirliség), a hdmérséklet vagy az

aramlasi sebesség szerinti gradiens elucio).

Az alléfazis vagy kisméretll, szildrd szemcsékbdl all, mint a folyadékkromatografiaban is
hasznalt szilikagél, vagy pordzus grafit €s kémiailag mddositott allotazis, vagy kapillaris
oszlopok esetében lehet térhalos folyadékfilm, amely egyenletes filmbevonatot képez az oszlop
falan. A szuperkritikus fluid kromatografids elvalasztas foleg adszorpciés és megoszlasos

folyamatokon alapul.
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2.3.2.3. Folyadékkromatografia

A folyadékkromatografianal a mozgo6fazis folyadék, az allofazis lehet szilard halmazallapotu,
vagy folyadék. Tehat a folyadékkromatografia tovabb tagolodik:

— folyadék-szilard

— folyadék-folyadék kromatografiara.
Ez utobbi esetben folyadék illetve a szilard halmazallapoti vagy gél hordozd szemcsék

feliiletén kialakitott folyadékréteg képezi az allofazist és folyadék-folyadék kozti megoszlason

alapul az elvalasztas.

Folyadékkromatografia

Mozgofazis: folyadék Allofazis
szilard folyadék
folyadék — szilard folyadék — folyadék
kromatografia kromatografia
Rétegkromatografia Oszlopkromatografia
NP- Adszorpcids RP- Ioncserés Gél Affinitasi Megoszlasos

kromatografia kromatografia kromatografia kromatografia  kromatografia ~ kromatografia kromatografia

6. abra Folyadékkromatografias modszerek

A folyadékkromatografias modszerek kozé szamos elvalasztasi modszer tartozik, és atfedések
vannak a kiilonb6z6 szempont szerinti modszercsoportositasok kozott (6. abra). Az allofazis
térbeli elrendezddése alapjan kiilon csoportba sorolt réteg- és papirkromatografia és
oszlopkromatografia (CC, HPLC) is folyadékkromatografias modszer, de ide tartoznak az
adszorpcids-, megoszlasos-, gél-, ioncserés-, affinitdsi-, normalfazisti és forditott-fazisu
kromatografids eljarasok is, amelyeknél az elvalasztds mechanizmusa szerint tortént ezeknek a

modszereknek egy kiilon csoportba sorolasa.
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2.3.3. A kromatografias modszerek osztalyozasa az allofazis térbeli elrendezodése

alapjan

Az alléfazis térbeli elrendezédése alapjan ismeriink
- planaris (sik elrendezésii) kromatografiat, amelyek koz¢ tartozik a papir- ¢és
rétegkromatografia és

- oszlopkromatografiat.
2.3.3.1. Planaris kromatografias médszerek

2.3.3.1.1. Papirkromatografia

A papirkromatografia a megoszlasos folyadékkromatografidas modszerek kozé tartozik, a
megoszlasos oszlopkromatografia ,,nyilt oszlopra” torténd atvitelét jelentette. A dominald
megoszlasi folyamat mellett azonban szerepet jatszhat az elvalasztdsban az adszorpcid,

valamint a cellul6zon levo karboxil csoportok miatt az ioncsere is.

Az allofazis maga a ligninmentes celluloz lap, vagy a cellulézlapon kotott folyadék, ami
leggyakoribb esetben a viz. A kromatografids papir gyakorlatilag mindig tartalmaz bizonyos
megkotott vizet, gyakran keriil azonban felhaszndldsra impregnalt (hidralt) formaban. A
kereskedelmi forgalomban levé kromatografias papirok kozil a leginkdbb hasznaltak a

Schleicher-Schiill, Whatman és a Macherey-Nagel markajaak.

A papirkromatografids elvalasztas mozgofazisaként szamos olddszer, illetve olddszerelegy
kombinaci6 hasznalhatd. Ezek koziil az aceton, az alkoholok, az ecetsav, a fenol és a piridin a

leginkdbb alkalmazottak. K6zds tulajdonsaguk, hogy vizzel tobbé-kevésbé elegyednek.
A mozgofazis a kapillaris erék hatasara mozog a papiron, ami idéigényes folyamat.
A modszer eszkozigénye minimalis.

A papirkromatografias modszer hasznalata (ijabban hattérbe szorult, ritkan (pl. egyszerti cukrok

szétvalaasztasara) alkalmazzak.

2.3.3.1.2. Rétegkromatografia (Thin Layer Cromatography, TLC)

A modszer az utobbi idében jelentdsen modernizalodott, miiszerezettsége megnovekedett, a
high-tech rétegkromatografias modszerek (on-line mintafelvitel, miiszeres kifejlesztés, on-line
detektalds, OPLC: Overpressure Liquid Chromatography, RPC: Rotation Liquid
Chromatography, AMDR: Automated Multiple Development) is igénybe vehetdek. A
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kromatografidas modszerek koziil a rétegkromatografia (klasszikus rétegkromatografia) az

egyediili, ahol az egyszerl eszkozokkel végzett elvalasztasok tovabbra is 1étképesek maradtak.

A rétegkromatografia szamos elénnyel rendelkezik, ezért mas modszerekkel szemben is

eldnyben részesitett, gyakran alkalmazott technika. Elonyei:

- egyszeri kivitelezhetdség, nem kivan nagy szakértelmet

- olcs6 berendezés

- gyors kifejlesztés

- kis mennyiségli mozgofazis

- kis mintamennyiség elegend6 az analizishez

- megfeleld szelektivitas és reprodukalhatosag

- adetektalasnal agressziv reagensek alkalmazéasanak lehet6sége

- szamos minta (19-20 minta) parhuzamos analizise referencia anyagok mellett egy
kifejlesztéssel

- mintael6készités nem sziikséges az elvalasztas elott, tehat nyers bioldgiai extraktumok
hasznalhatoak, szemben pl. a HPLC-vel

- detektalas sokfélesége, ami pontosabb értékelést tesz lehetové

- flexibilis technika, amely a legegyszer(ibb eszkozok alkalmazasaval, de high-tech
modszerekkel is 1étképes

- specialis [ismételt, kétdimenzids (2D), tulfuttatasos] Kifejlesztések

- amozgo- és allofazisok sokfélesége

- mennyiségi és preparativ célu alkalmazas

- analitikai jellegli rétegkromatografiaval egyéb kromatografids modszerek (klasszikus

oszlopkromatografia, HPLC) kisérleti koriilményei megtervezhetdek és atvihetdek.

2.3.3.1.2.1. A rétegkromatogrdfia helye a kromatografias modszerek kozott

Figyelembe véve a kromatografids modszerek osztalyozasi szempontjait, a rétegkromtografiat

a kovetkezoképpen helyezhetjiik el a kromatografias modszerek kozott.

Az allofazis térbeli elhelyezkedése alapjan planaris kromatografia, a mozgofazis
halmazallapota szerint folyadékkromatografia. A mozgéfazis aramoltatasat megvalosito
hatoerdk jellege alapjan folyadék-migracids kromatografia, ahol a hatéeré a kapillaris erd.
Kifejlesztettek a zart térben végrehajtott un. tulnyomasos kényszeraramlasos (OPLC) és a

centrifugalis (rotacios) rétegkromatografiat (RPC), ahol a mozgofazis 4aramoltatasat
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kényszereré (nagy nyomasu folyadékpumpa), illetve a centrifugalis eré végzi a kapillaris

er6kon kivil.

A Klasszikus rétegkromatografianal az allofazis leginkabb adszorbens, ahol az anyagok eltérd
adszorpcios tulajdonsagait hasznaljuk ki az elvalasztasra. Tehat a f6 folyamat, amely alapjat
képezi az elvalasztasnak els6sorban az adszorpcio. Ténylegesen tobb fiziko-kémiai jelenség is
végbemehet egyazon rétegen (pl. adszorpcid, megoszlas, stb.) és a koriilményektdl fiigg, hogy

melyiké a vezetd szerep.

A rétegkromatografia nem korlatozodik egyediil az adszorpciods tulajdonsagok kihasznalasara,
megfeleld allofazison és mozgofazissal megvaldsithatd megoszlasos, forditott fazisu, gél,
ioncserés, sth. kromatografia is. Példaul folyadék-folyadék megoszlas érvényesiil, ha a rétegen

folyadék allofazist alakitunk ki, pl. viz, formamid, fenol, sth. segitségével.

2.3.3.1.2.2. A rétegkromatogrdfia egyedi jellemzoi

Harom fontos tényezé létezik, ami megkiilonbozteti a rétegkromatografiat az oszlop-

folyadékkromatografias modszertdl. Ezek

a gbztér megléte,
a mozgofazis elzetesen nem nedvesitett all6fazison halad végig,

az allotazis konnyen hozzaférheto.

A rétegkromatografidnal minden esetben figyelembe kell venni a kromatografias rendszer
egyensulyat a gdztérrel. Tehat egyensuly alakul ki a kromatografias rendszer minden alkotdja

kozott; a mintakomponensek, allofazis, mozgofazis, goztér kozott.

A masik tényez0, ami jellemz0 a rétegkromatografiara, hogy mig az oszlopkromatografianal az
allofazist a minta beadasat megel6zden at kell mosni a mozgofazissal, hogy kialakuljon az
egyensuly a mozgofazis és az allofazis kozott, addig a rétegkromatografianal a mozgofazis
szaraz allofazison aramlik eldre. Elsésorban frontja elérehaladdsaval egyiitt nedvesedik az
allofazis. Figyelembe kell venni azonban, hogy a g6ztérbél az olddszer kis mennyisége

kondenzalddik a lemezre, ami bizonyos eldnedvesitést eredményez.

A harmadik tényez0, amely egyediilalloan a rétegkromatografia jellemzdje, hogy az elvélasztas
utan a szeparalodott komponenseket egy nyitott lemezen kapjuk meg, amelyen az elkiiloniild
anyagok konnyen detektalhatok. A lemez tarolhatd, késobb eldvehetd, és ismételt értékelésre,

ujabb rétegkromatografias analiziseknél 6sszehasonlitasra felhasznélhato.
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2.3.3.1.2.3. A rétegkromatografia végrehajtasanak lépései

— All6fazis valasztas, mintafelvitel
— Mozgoéfazis valasztas, kifejlesztés
— Detektalas (megjelenités, értékelés)
— Mindségi azonositas
— Mennyiségi kiértékelés
A rétegkromatografia (klasszikus rétegkromatografia) a legegyszeriibben a kdvetkez6 modon

kivitelezheto.

A kivalasztott sik elrendezésii all6fazisra, a rétegre (altalaban adszorbens) felvissziik a minta
oldatat, és a gozterével dinamikus egyenstulyban levd kifejlesztd elegyet tartalmazo, zart
kamraba helyezziik. A mintafelvitel torténhet manualisan, egyszer(i kapillaris vagy pipetta
segitségével, de torténhet automatikus mintafelvivé segitségével (CAMAG Linomat 5)
pontszerlien, vagy sav formdjdban, apro részletekben, hogy a felvitel minél kisebb pontban vagy
¢les vonalban torténjen. A mintafelvitel hossza a feladatnak megfelelé mértékii. A kifejlesztés
soran a valasztott mozgofazis a kapillaritads kovetkeztében ataramlik az all6fazison (rétegen),
mikdzben a mozgdfazis és a minta komponensei kozott versengés, kompeticid folyik az
allofazis aktiv pontjaiért. Ezutdn a mintakomponenseknek az allo- és mozgo6fazis kozotti

anyagatadasa kovetkeztében 1étrejon az elvalasztas.

Az elvalasztas kiértékelése, a detektalas elsésorban a visszatartasi tényez6 (Rr, retardacios
faktor) meghatarozasaval torténik a lemez oldoszermentesitése utan. Az azonos utat megtevd
molekulak egy zonat képeznek a lemezen, illetve a kifejlesztés irdnyahoz képest eltérd diffuzid

miatt egy foltot. Igy a retardacios faktor (RF) a kovetkezé modon adhatd meg (7. 4bra):

----- - front
7 Re=ddds, 1> Re>0, ahol a
&
dx: a mintakomponens folt kézéppontjanak a
de | ds tavolsaga a felviteli (start) ponttol

ds: az oldoszer fronttavolsaga a felviteli (start)

ponttol.

--------- --Y-.start 7. abra A retardacios faktor (Rf) kiszamitasa
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A klasszikus rétegkromatografidnal a mozgofazis frontsebessége a kifejlesztési tavolsaggal

csokken, az oldészerfront tavolsaga a kifejlesztési ido négyzetével aranyos.

ds = ktz

t: a kifejlesztés ideje

k: aranyossagi tényez0, ami fligg a mozgotazis viszkozitasatol, stirliségétol, a réteg (allofazis)

vastagsagatol, hdmérséklettdl, kamra telitettségétol, stb.

Szines anyagok elkiiloniilése kozvetlenill, vizualisan értékelhetd. UV-fény keltett
fluoreszcenciaval, vagy UV fény elnyeléssel szamos tovabbi anyag detektalhato, illetve modern
szkennerekkel értékelhetd. A rétegkromatografiaban a detektalasra ezen kiviil ma mar szamos,
egy-egy anyagcsoportra specifikus elhivo reagens all rendelkezésre, amelyek pontos
hasznalata kézikonyvekben megtalalhato. El6hivoreagenssel torténd bepermetezéssel, in situ a
lemezen létrehozott szinreakciokkal értékelhetd a mintakomponensek elvalasztasa. Az
adszorbens rétegen még drasztikus reagensek is hasznalhatdak. A reagensekkel torténd
bepermetezést egyes estekben tovabbi hdkezelés, vagy kémiai kezelés (ammonia, klor gaz

terébe allitas) kovethet.

A rétegkromatografia elényei koz¢ tartozik ezen kiviil, hogy az eljarasnal kontakt modszerek

(bioatografia, autoradiografia) is alkalmazhatoak.

Az OPLC-nél és a centrifugalis rétegkromatografianal on-line és off-line kiértékelésre van

lehetdség, és kiilonbozo detektorok hasznalhatoak.

Az eljarast a dokumentalas fejezi be, feljegyezve a mintakomponens foltok
rétegkromatografias paramétereit (Rr érték, szin, stb.), és a TLC eljaras és detektalas

koriilményeit (kifejlesztd elegy, szorbens, elohivo reagens, értékelés koriilményei, stb.).

A mindségi azonositas elsOsorban a retardacios faktor, valamint a szin vagy egyéb optikai

jellemzonek a referencia anyagokkal valo dsszevetésével torténik.

A mennyiségi értékelés a kérdéses anyag foltjanak mérete €s a szinintenzitas-siirliség mérése
alapjan hajthatd végre denzitometriaval. Ismert a pasztazd denzitometria, és a
videodenzitometria. A pasztdzo denzitometriandl a diffiz modon visszavert fénymennyiség
mérése torténik meg pasztazod optikai réssel. Egy adott standard (referencia) komponensre

kalibracios egyenest vesziink fel kiilonb6z6 koncentraciok segitségével a cstcsteriilet, vagy a
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csucsmagassag alapjan. Az ismeretlen mintabol ennek a komponensnek a mennyisége a

kalibracios egyenes segitségével meghatarozhato.

A videodenzitometrianal digitalis képalkotas torténik a rétegrdl.

2.3.3.1.2.4. A rétegkromatografias elvalasztasi rendszer részei

2.3.3.1.2.4.1. Rétegkromatografias allofazisok

A kromatografias rendszer egyik fontos része az alléfazis. A rétegkromatografianal kiilonb6zo
hordozé lemezre (aluminiumlemez vagy iiveglap) réteg formdjaban felvitt allofazist
(Desaga, Camag) segitségével készithetok el a laboratoriumokban, de a kész rétegek

kereskedelmi forgalomban is megvasarolhatdak.

A rétegkromatografianal hasznalt szilikagél
A leggyakrabban hasznalt allofazis a klasszikus rétegkromatografianal a szilikagél. Az anyag
kémiailag az ortoszilikasav polikondenzalt termékének is felfoghatd, a szilikat oldatok

savanyitasa illetve szilikonok hidrolizise Uitjan nyerhetd viz eliminécioval.

A szilikagél kromatografias tulajdonsagait jelentds részben a szilika feliilete, a feliileten 1€vo
szilanol csoportok, illetve a feliilethez szorbealddott viz szabjak meg. A szilikagél hokezelése
nagyon fontos, s jelentdsen hozzajarul a szilikagél felszinének kialakitasahoz, ezzel adszorptiv
tulajdonsagéhoz. A szilikagél hdkezelése (hevitése) utan kapott viztartalom pontos beallitasa és
allandoé szinten tartdsa, a szilikagél aktivalasanak foka nagyon fontos szerepet jatszik a
reprodukalhatdé modon elérhetd Rr értekek biztositdsdban. Nagyon fontos specifikus feliilete,
porusmérete, illetve porusméret eloszlasa, kémhatasa (10%-os vizes szuszpenziojanak a pH-ja).
Ez utobbi altalaban savas, de elokezeléssel a pH-t 7 kortilire allitjak. Specialis esetekre létezik
bazikus és savas pH-val rendelkezd szilikagél. A Merck gyartmanyu szilikagél lemezek G
jelzése a réteg gipsz tartalmat, az F a fluoreszkald anyag tartalmat jelzi. A gipszet
kotdanyagként hasznaljak. A fluoreszkdldo anyag hozziadasaval 254 nm-nél fluoreszkalo
lemezt nyernek, amelyen a 254 nm-en UV elnyeldé anyagok fluoreszkald alapon sotét foltot

adnak.

A rétegkromatografianal hasznalt szilikagél szemcsemérete: 5-15 um.
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A nagyhatékonysagu rétegkkromatografianal (HP-TLC) hasznalt szilikagél
Az allofazis szemeseméretének csokkentésével javul az elvalasztds. Ez vezetett a HPLC és a

HP-TLC kifejlesztéséhez.

A nagyhatékonysagu rétegkkromatografia (HP-TLC), a finomszemcsés (1-7 um) rétegeket
hasznalo, tipikusan miiszeres jellegli elvalasztdsi modszer, amelynél a mintafelvitel és a
kiértékelés is high-tech eszkozokkel torténik. A rétegen rovid kifejlesztési tavolsagon gyors és
hatékony elvalasztast eredményez. A gyors kifejlesztési sebesség csak limitalt tdvolsagra
érvényes, azaz egy bizonyos tavolsdgnal hosszabb kifejlesztés utan a gyors kifejlesztési
sebesség csokkenni kezd. A minta térfogata ez utdébbinal 0,1-0,5 um, a folt atmérdje 1-1,5 mm,
a front tavolsaga a felviteltdl szamitva 3-6 cm, az elvélasztas id6tartalma 3-20 perc. A TLC-nél
a minta térfogata a HP-TLC térfogatanak tizszerese, a folt &tmérdje 3-6 mm, a front tavolsaga

a felviteltdl szamitva 10-15 c¢m, az elvalasztas id6tartalma 0,5-2,5 ora.

A kifejlesztési tavolsag a HP-TLC-nél is a kifejlesztési idd négyzetével aranyos, ds = Kt?,

A rétegkromatogrdafianal hasznalt tovabbi allofazisok
Az aluminium-oxid haszndlata ritkabb, mint a szilikagélé, de bizonyos anyagoknal (szteroidok,

terpének, stb.) eldnyds lehet. Létezik bazikus, semleges és savas formaja.

A celluloz rétegek viszonylag gyakrabban hasznélatosak, mint az aluminium-oxid. Els6sorban
a papirkromatografiat helyettesitik, de annal gyorsabban, egyszeriibben kivitelezhetoek. A
celluloz rétegek készitésénél a szuszpenziot csak limitdltan szabad turmixolni (1 perc), és

szobahOmeérsékleten kell szaritani.

Gyakran alkalmazott a TLC-nél a poliamid is, és hasznalatosak a gélkromatografias, valamint

az ioncserélo rétegek is.

A szilikagél hordozora vitt hosszi szénatomszamu alkil-lancot (Cs, Cio, Ci1g) vagy fenil-,
izopropilfunkciokat tartalmazé rétegek apolaris, tehat forditott allofazist (RP) képviseld,
kémiailag kotott fazisa allofazisok. Altalanosan megallapithatd, hogy a lanc hosszaval
novekszik a szelektivitas, €s csokken az all6fazis polaritdsa. A forditott fazistt TLC hasznalata
egyre novekszik, kiilondsen alkalmas olyan poléaris molekuldk elvalasztasara, amelyek a normal
fazisokhoz til erdsen kotddnek. Kereskedelmi forgalomban nd a kiilonb6z6é gyartmanyu RP

rétegek elérhetdsége.

A kotott fazisu allofazisok kozé tartoznak a szilikagél hordozora vitt, egy€b polaris funkcids

csoportot (ciano, diol, nitro, imino, dimetilamino, stb.) tartalmaz6 normal fazisa rétegek is.

24



A rétegkészités gyakorlata
A kiilonboz6é TLC rétegek nagy szdmban taldlhatdak meg kereskedelmi forgalomban, de

laboratoriumokban is konnyen elkészithetdek.

A készitésnél a kimért all6fazist a megfeleld oldoszerben (altalaban vizben) homogenizaljuk, a
szorbenshez adott leirat szerint (25 g szilikagél). A viz mennyiségének megvaltoztatasaval
szabalyozni lehet a réteg vastagsagat. Vastagabb réteg (preparativ réteg) készitésé¢hez tobb

szilikagélt kell adni a szuszpenzidhoz.

A szuszpenziot dorzsmozsarban 2 perces intenziv dorzsoléssel készitjiik el. Ezt a szuszpenziot
egyenletesen felkenjiik a zsirtalanitott hordozo réteglapra. Kendkésziilékkel a rétegkészités
egyszerl €s igen gyors, 5 db 20 x 20 cm-es réteg készithetd egy mozdulattal. Lehetséges, hogy
a hordozo6 lapok mozdulnak el, vagy a gradiens keno késziiléknél ellentétes iranyban mozdulnak

el a réteglapok az 6ntés iranyaval szemben.

Kenés utdn a rétegeket szaritani, aktivalni kell (100-105 °C hémérsékleten 60 percig hevitve).

2.3.3.1.2.4.2. Kifejleszté kamrak (kadak)

A miianyag, aluminium vagy tiveglap hordozoéra felkent rétegekre felvitt mintdk komponenseire
torténd elvalasztdsa a kifejlesztéssel torténik kifejlesztd kamrakban. Tekintve, hogy a TLC-nél
a goztérnek fontos szerepe van az elvalasztasban, a kamrak alakja, mérete hatdssal van az

elvalasztasra.
Vannak egyszerii kifejlesztOkamrak és specialis kifejlesztd késziilékek.

Amennyiben a kad belsejében elhelyeziink egy szlir6papir lapot, telitjiik a kad gozterét,

kiilonben telitetlen gbzteri kamrarol beszéliink.

Mais eredményhez jutunk telitett vagy telitetlen gbzter(i kamrak hasznalata esetén.

2.3.3.1.2.4.3. Mozgofazis

Az allofazison, a géztéren és a kamrarendszeren kiviil az elvalasztds hatékonysaga fiigg a
mozgofazistol. A TLC-nél altaldban tobbkomponensli, multizénds oldoszerelegyeket
hasznalnak mozgofazisként. Az oldoszerelegy egyes OsszetevOi is szorbealdodnak az
allofazison, amely olddszer komponensek késleltetést szenvednek az allofazis altal. Ezaltal
kiilonb6z6 frontok keletkeznek. Az o front utan halad a 3, y, & front. A kiilonb6zd frontokban
az egyes komponensek ¢éles foltokban tomoriilnek. Ez a zénasorozat a rétegkromatografianak,

az un. szaraz allofazisu kromatografianak a sajatsaga.
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A g0ztér szerepe egyediilalld a rétegkromatografidban. A mozgo6fazis dsszetevoi elparolognak
az olddszerelegybdl, telitik a kamrat. A goztérbdl pedig lecsapddnak, kondenzalédnak a

lemezre, elonedvesitik azt. Ez a kondenzalodas telitett kadbol gyorsabb.

2.3.3.1.2.5. A rétegkromatografia tipusai
A kovetkez6 szempontok alapjan csoportosithatjuk a rétegkromatografias eljarasokat:
1. Kifejlesztés alapjan: vertikalis és horizontélis rétegkromatografia

2. Hajtoerd tipusa alapjan: kapillaris erdk hatasara 1étrejové rétegkromatografia,
centrifugalis- (centrifugalis és kapillaris er6k hatasa), valamint kényszeraramlasos

tulnyomasos (kapillaris erék, pumpa vagy szivatty hatdsa) rétegkromatografia.

3. Az A&llofazis tipusa alapjan ismeriink normal fazisu, adszorpcids, forditott fazisu,

megoszlasos, gél, ioncserés, stb. rétegkromatografiat.

4. Az elvalasztandd minta mennyisége alapjan megkiilonboztetiink: analitikai, (réteg
vastagsaga 0,1-0,2 mm), félpreparativ (réteg vastagsaga 0,2-0,5 mm) €s preparativ

(réteg vastagsaga 0,5-10 mm) rétegkromatografiat.

Preparativ rétegkromatografia

A preparativ rétegkromatografia a rétegvastagsag novelésével kivitelezhet6. A minta oldatat
ilyenkor csik formdjaban vissziik fel az allofazisra, majd a kifejlesztés utan az elvalasztott
anyagok savjait az allofazissal egyiitt lekaparjuk, ezutan az anyagot a szorbensrdl olddszerrel
leszoritjuk, és analizaljuk (off-line médszer) (8. abra). A preparativ rétegkromatografia jobb
elvalasztast nyljt, mint a klasszikus oszlopkromatografia, mivel kisebb az all6fazis
szemcsemérete. Kisebb az oldoszerigénye, tobbszori kifejlesztés hasznalhatdé a hatékonyabb
elvalasztas elérésére. Felszerelést nem igényel, egyszerli a detektdlds, de fényre, levegdre,

oxigénre érzékeny molekuldk esetén fennall a bomlas veszélye.
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8. abra Preparativ rétegkromatogram

2.3.3.1.2.6. Specidalis rétegkromatogrdfias modszerek

A rétegkromatografidval — csaknem egyediilalléan a kromatografids modszerek koziil —
specialis kifejlesztések, mddszerek is alkalmazhatdak, igy ismételt kifejlesztés, talfuttatasos

kromatografia, kétdimenzids (2D-TLC) kifejlesztés is végrehajthato.

Kétdimenziés rétegkromatografia (2D-TLC)

A kétdimenzios kifejlesztés soran az egyik iranyban torténd kifejlesztés utan a lemezt 90°-kal
elforditva megismételjiikk a kifejlesztést (9. abra). Ebben az esetben a mintafelvitel a lemez
egyik szélére torténik, a masik szélére vissziik fel a referencia (teszt) anyagokat. Az els6
kifejlesztés soran nyert, az elvalasztott mintakomponenseknek megfeleld foltsorozat szolgal a

2. kifejlesztésnél a startpontoknak, vagy felviteli pontoknak.

A 2D-TLC célja lehet annak ellendrzése, hogy torténik-e a kifejlesztés soran bomlas, atalakulas
a minta komponenseinél. Azonos koriilmények kozott végezve a kifejlesztéseket (azonos
mozgo fazis) a foltoknak a f6atloban kell elhelyezkedni. Ha a foltok a féatloban helyezkednek

el, akkor nem tortént bomlas. Ellenkez0 esetben, ha eltérést talalunk, az bomlasra utal.

2D-TLC-t lehet kivitelezni ugy, hogy a kifejleszto elegyek eltérdek, vagy a 2 iranyban eltérd

kifejlesztési tipust hasznalunk, pl. el0szor elicids, masodszor kiszoritasos kifejlesztést.

A két dimenzidban torténd, egymas utani kifejlesztések novelik az elvalasztas hatékonysagat,

jobb azonositast eredményeznek.
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az 1. futtatds iranya

a 2. futtatas iranya

9. abra Kétdimenzios rétegkromatogram

Centrifugalis (rotacios) rétegkromatografia (RPC)
Az RPC helye a kromatogrdfias modszerek kozott

A rétegkromatografianal cirkularis kifejlesztés is alkalmazhatd, amelynél a minta felvitele és a
mozg6fazis folyamatos adagolasa a forgd réteglap (allofazis) kozepére torténik. Az elvalasztas
utan a mintakomponensek foltjai a kozéppont koriil korkoros gyliriik mentén (pontban torténd
felvitel), illetve kor alaku savokat alkotva (kor alakban vald felvitel) helyezkednek el. A

centrifugalis erd noveli az elvalasztas hatasfokat és gyorsasagat.

Az RPC  els6sorban  preparativ  elvéalasztisra  szolgdldé  kényszeraramlasos
folyadékkromatografias modszer, ahol a kapillaris erén kiviil a centrifugalis erd hatdsara jon
l1étre a mozgdfazis dramoltatasa. Analitikai céli felhasznalasa is elég gyakori. Radialis iranya

kifejlesztést nyujt.
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10. abra Chromatotron ® RPC készulék

A RPC rendszer részei, RPC elvadlasztas folyamata

A rétegkromatografids lemez a megfigyeld ablakkal lezarhato kamraban, a motor altal forgatott
tengelyre van elhelyezve (10. abra). Az allofazist {iveg hordozoélapra vissziik fel. Az eluatum
(folyamat soran nyert oldoszerben oldott elvalasztott anyag) a lemez sz¢élén levo csatornan at
vezetddik el, ahol frakciok gylijtésére is van lehetdség. Mivel az anyagok nagy feliiletli
szorbenssel és levegdvel érintkeznek az elvalasztasi folyamat alatt, oxidalodhatnak, bomlasuk

is végbemehet, ezért biztositott a N2 &ram bevezetése a kamraba.

A minta elGtisztitdsdra nincs sziikség, ha a minta un. ,alapvonalas” (pl. polaris)
szennyezddéseket nem tartalmaz. Ezek az anyagok irreverzibilisen kotddnek az allofazishoz,
¢s rontjak az elvalasztast (csikot huznak, szélesedik a zona). Egyes késziilékek biztositjak, hogy

barmely helyre, barmely idében megtorténhet a mozgdfazis bevezetése a kifejlesztésekhez.

29



Mozgofazisként az olddszerek széles kore alkalmazhatdé hasonléoan a TLC-hez. A TLC-nél
alkalmasnak talalt rendszerek polaritasanak csokkentésével atvihetok RPC-re. Azokat az
oldészerrendszereket kell valasztani az RPC eluciora, amelyeknél a célzott anyagok Rr értékei

0,2-0,4 k6z¢é esnek TLC-vel torténd kifejlesztés esetén.
Gradiens elucio, 3-4 1épcsés gradiens hasznalata ajanlott a modszernél.

A réteg vastagsaga lehet 1 mm, 2 mm és 4 mm, amelyeknél a kifejlesztési sebesség rendre 2-4
ml/perc, 6-8 ml/perc és 8-10 ml/perc. A rétegkromatografias lemez feliiletének homogénnek
kell lennie, és ontés utan 24 o6ran at allni kell hagyni szaritas el6tt. A minta oldata 10%-osnal
minél keskenyebb (3 mm), a felviteli pontok minél kisebb atméréjiek legyenek. Ha a minta
nem oldodik a kezdeti oldoszerrendszer alkalmas mennyiségében, akkor polarisabb
olddszerben oldva vihetd fel az allofazisra, de a felvitel utan a szorbenst ki kell szaritani (pl. N2

ataramoltatasa a rendszeren at).

Az optimalis atfolyasi sebesség beallitdsa fontos a hatékony elvalasztas eléréséhez, ami
konnyen valtoztathaté a forgas sebességének novelésével, vagy csokkentésével. Tal nagy
atfolyasi sebesség esetén az eluens a szorbens feliilete felett atfolyik, ez a réteg feletti aramlas

rontja az elvalasztast.

Az elvalasztas kovethetd detektor kozbeiktatasaval (on-line mod), a szines anyagok elvalasa a
késziilék ellenérzé ablakan keresztiil egyszertien megfigyelheték, UV aktiv anyagok esetén
pedig UV lampa segitségével kovethetd a szepardcio. Preparativ elvélasztas esetén a
centrifugdlis erd hatdsara az allofazisrol eludlddott anyagok oldatai frakcidkollektorral

gyljthetok, és az elvalasztas pl. TLC-vel értékelhet6 (off-line mod).

Az RPC elvdlasztas tipusai
Az RPC modszereket feloszthatjuk a gézfazis térfogata, a mintak szama, a szeparacids 1épések

szama ¢és az elvalasztas célja szerint.

A gozfazis térfogata alapjan ismert a normal kamraval, mikro kamréaval és ultramikro kamraval

rendelkezd RPC rendszer.

Analitikai céli RPC-vel 1-72-ig tetszéleges szamu minta felvitele valdsithaté meg (11. abra).
Ha 2 cm-es atmérdjii kor mentén pontokban torténik meg a mintafelvitel, akkor 36 minta

felvitele és elvalasztasa hajthato végre. Ha a felviteli kor &tmérdje ennél nagyobb (8 cm), akkor
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72 minta felvitelére van lehet6ség. Természetesen a kifejlesztési tavolsag valtozik a két

modszer esetén.

Preparativ elvalasztds esetén egy minta elvalasztasa valdsithatdo meg egy kifejlesztéssel, vagy

szekvencialis €és tobbszori kifejlesztéssel.

11. abra Analitikai céli RPC

Az RPC-vel a szeparacios 1épések szama tetszOlegesen valaszthato.
Végrehajthatunk tobbszori kifejlesztést és a reciklizacio is biztositott.

Az RPC elvalasztas célja lehet analitikai (kvalitativ és kvantitativ) és preparativ (izolalés,

tisztitas) (12. abra).

Az analitikai célu elvalasztast elsdsorban mikro kamra és ultramikro kamra hasznalataval
hajtjak végre. Az allofazis ebben az esetben lehet szilikagél, vagy modositott szilikagél (NHo,
CN, RP-2, RP-8, RP-18, diol), aluminium-oxid vagy poliamid, stb. Mind cirkularis, mind
anticirkularis kifejlesztés alkalmazhat6. A kifejlesztés tavolsaga (7-10 cm) a kifejlesztési
modtol fligg.

Preparativ célu elvalasztas esetén az allofazis csak szilikagél, vagy aluminium-oxid lehet.
Ezekkel a szorbensekkel lehet olyan stabil réteget késziteni, ami ellenall a centrifugalis erd altal
1étrejovo hatasoknak: toredezés, fellazulas, porladas. A lemezontéshez nagyobb mennyiségii
kotdanyagot kell hasznélni (20%). Az aktivalas utan 50-500 mg mennyiségli minta felvitelére
¢s elvalasztasara van lehet0ség egy kifejlesztéssel, vagy szekvencidlis, és tobbszori

kifejlesztéssel.
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12. abra Preparativ célu RPC

Az RPC eldnyei koziil kiemelhetd a tobbféle kifejlesztési mod, on-line detektalas lehetosége,

gyors, egyszerl, hatékony preparativ elvalasztas.

2.3.3.2. Oszlopkromatografias modszerek

Az allofazis geometriai elrendezése és a mozg6fazis halmazéllapota alapjan az oszlop

(folyadék)kromatografias modszereknek ismert a klasszikus és a modern (HPLC) valtozata.

2.3.3.2.1. Klasszikus (folyadék) oszlopkromatogrdafia (CC)

Elsésorban preparativ céli folyadékkromatografids elvalasztas, amely az anyagkeverékek
komponenseire vald bontdsira, vagy a célzott anyag kiséréanyagoktol valo elvalasztasara

szolgal.

Az alléfazis oszlop alaku, célszerlien kialakitott, alul szlikiild, csappal ellatott tivegcsOben van
elhelyezve. A csappal a mozgo6fazis aramlési sebességét szabalyozhatjuk. Az oszlop kijarata
folott legcélszerlibb esetekben egy iivegsziird van beforrasztva. Ez az livegsziird az allotazist
tartja, rogziti. Egyszerii esetben elegendd egy liveges6 hasznalata, amely az aljan lesziikiil, és a
szlikiiletet liveggyapottal tomjiik ki. Az elvalasztas hatékonysdga szempontjabol fontos az
oszlop alsé részének, az Un. holt térnek a minimalisra valo csokkentése, a szétvalasztott

komponensek visszaelegyedésének kikiiszobdlésére.

Alléfazisként elsésorban szilikagél, aluminium-oxid, celluléz vagy poliamid szolgil. Az
oszlopot csak egy alkalommal hasznalhatjuk, az all6fazist minden elvalasztas utan ki kell

cserélni.
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Méretnovelt analitikai célokra 0,5-2 cm atmér6ji és 10-60 cm hossza oszlopokat hasznalunk,
preparativ célra 15 cm atmérdig és 1-2 m hosszig is terjedhetnek az oszlopméretek. Az ipari
oszlopok 1-2 m atmérgjiick és tobb emeletnyi hossziak is lehetnek. Mivel a klasszikus
oszlopkromatografia elsésorban preparativ célu, fontos tényezdje az allofazis kapacitasa. A
kapacitas szabalyozhaté az oszlop méretének, hosszanak, atméréjének és a szorbens
mindségének a valtoztatasaval. A hossz novelésével csokken azonban az oszlop permeabilitasa,

csokken a mozgofazis atfolyasi sebessége.

Mozgofazisként megfelelden valasztott olddszereket, olddszerelegyeket alkalmaznak, s akar
megoszlasos, akar adszorpcios jelenségen alapul6 elvalasztast valdsitunk meg, minden esetben
gradiens eluciot alkalmazunk, az oszlopot novekvé dipdlusmomentum szerint hagyjak el az

anyagok. A mozg6 fazis dramlésa a gravitacios erd hatasara torténik meg.

Az allotazis oszlopba torténd betdltése eldtt meg kell allapitanunk a gradiens eliicié kezdeti
oldoszerét, amelynél magasabb polaritdsi olddszerrel nem tolthetjiik be az allofazist az
oszlopba. Ennek megallapitasara rétegkromatografids elévizsgalatokat végziink kiilonb6zo
polaritast olddszerekkel. Azzal az oldoszerrel vagy oldoszereleggyel kell az allofazist betdlteni

az oszlopba, amelynél a minta komponensek foltjai éppen elhagytak a startpontot.

Normal fazisa tolteten végzett Kklasszikus oszlopkromatografia gyakorlati
végrehajtasanak 1épései
- az allofazis (oszloptdltet) és a kezdeti mozgdfazis megvalasztasa, az oszlop toltetének
elkészitése
A megvalasztott toltetet a gradiens elucidé kezdeti olddszerével Gsszekeverjiik, és a
légbuborékok tdvozasa, valamint az allofazis szemcséinek duzzadasa céljabol néhany
oran 4t allni hagyjuk. Ezutdn alland6 keverés mellett az oszlopba Ontjiik
(Iégbuborékmentesen), majd iilepitjiik. Az oszloptoltet mennyisége legalabb 30-szorosa

legyen az elvéalasztandd minta mennyiségének.

- azelvalasztand6 minta oldatanak oszlopra juttatdsa
Az oszlopra az elvalasztando mintat kdzvetleniil oldat form4jaban vihetjiik fel, ha a minta
oldodik az elucio kezdeti 1€épésére hasznalt oldoszerben vagy oldoszerelegyben. Ha ebben
nem oldodik a minta, Gigy oldatat kis mennyiségii toltetre adszorbealtatva juttatjuk a kész

oszlopra, s az eluciot a betoltésre hasznalt oldoszerrel (eluens) megkezdjiik (13. abra).
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gradiens elucio, frakciok szedése
Az eluciondl az eluensnek mindig fednie kell az allofazist. A 1égbuborékot magaba zard

oszlop nem megfelel6 az elvalasztasra.

Az eluens utantoltése a kozlekedd edények torvényének felhasznalasaval
valasztotolesérbol is torténhet. Az eludld mozgotazis polaritasat fokozatosan noveljik.
Az oszlop méretének megfeleld térfogatti frakcidkat szediink manualisan, vagy

frakcidoszedovel.

a frakciok analizise (rétegkromatografia, spektroszkopia, stb.), a megfeleld, azonos
Osszetételll frakcidk Osszevonasa, betoményitése
A frakcidk analizisét legegyszeriibb esetekben rétegkromatografiaval végezziik, s az

azonos Osszetétell frakciokat egyesitjiik, beparoljuk.

tovabbi tisztitds (Gjabb kromatografis elvalasztas, atkristalyositas)

Ha sziikséges, tovabbi tisztitasnak vetjiik ald az egyesitett frakcidkat.

SO

e
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13. abra Oszlopkromatografia

)=
=<
)<

34



2.3.3.2.2.  Nagyhatékonysagu  folyadékkromatogrdfia  (High  Performance  Liquid
Chromatography, HPLC)

A modszert az 1960-as években fejlesztették ki, s ma mar a leggyakrabban hasznalt
kromatografias technikdk egyike, amely mind analitikai, mind preparativ céla lehet.
Alkalmazasi teriiletei széleskortiek. Hasznaljak a gyogyszeranalitikdban, gyogyszerkutatasban,
hatdanyag-meghatarozdsban, mennyiségi ¢és mindségi  analitikaban, reakcidutak
nyomonkovetésében, bomlas kimutatdsaban, ¢élelmiszeriparban (vegyszermaradvanyok,

peszticidek kimutatdsa), toxikologiai vizsgalatokban, kdrnyezetanalitikdban, stb.

Nagynyomasu folyadékkromatografianak is nevezik, mivel a HPLC all6fazisok szemcsemérete
kicsi, és ebbdl kovetkezden az oszlopon levé nagy nyomdsesés miatt a mozgdfazist pumpa
segitségével, nagy nyomds (max. 400 bar) alkalmazdsaval kényszeritik at az allofazison. De
elnevezésére a HPLC rendszer magas 4ra miatt a ,,high price”, kromatografiat is hasznaljak.

A HPLC folyadékkromatografias, oszlop elrendezésii modszer, amelynél a mozgodfazis
aramlasat kényszeraramlas (pumpa) biztositja. Ismeriink adszorpciés, NP-, RP-,

megoszlasos-, gélkromatografias, stb. HPLC modszereket.

A HPLC jellemz6i koziil az elvalasztas nagy hatékonysagat, a nagy fajlagos feliiletti allofazist,
a rovid analizisid6t (néhany perc), a magasfokti miiszerezettséget, j0 reprodukalhatosagot,
érzékeny, nagy teljesitOképességli detektorok hasznalatat, az allé és a mozgo6fazis széles
valasztékat, optimalizalhatésagat kell kiemelni. Az 4ll6fazis tobbszor (tobb szdzszor)
ujrahasznalhatd, a kromatografias koriilmények konnyen véltoztathatdak, gradiens elicid

végezhetd, mintasziikséglete kicsi.

Az elvalasztas ideje percekben mérhet6 (5-15 perc). A HPLC ng-t6l kg mennyiségek

elvalasztasara alkalmas.

Bevezetése Iényeges valtozast, hatékony elvalasztast eredményezett a klasszikus

oszlopkromatografiahoz viszonyitva.

A HPLC berendezés részei
A HPLC rendszer a kovetkezd részekbdl all (14. abra): az elvalasztast végzd oszlop, az
eluenstartaly, a pumpa vagy pumpdak a megfeleld6 nyomasmérdvel, mintaadagold, detektor a

hozzajuk tartozé szamitogépes adattarolokkal.
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A HPLC elvalasztas legfontosabb része a kromatografias oszlop (kolonna) az allofazissal,
amely acél vagy vastag fala tivegcs. Harom tipust kolonna ismert: az analitikai, a preparativ

és a védo kolonna.

A kolonna hossza analitikai elvalasztas esetén altalaban 10-25 cm, preparativ elvalasztasnal 60
cm, belsé atmérdje analitikai oszlopnal 2-8 mm, preparativ kromatografianal 20 cm. Gyakran
alkalmaznak a HPLC-nél véddkolonnat, amely azonos anyagbdl késziil, mint az elvalasztasra
szolgalo oszlop, de szemcsemérete nagyobb. A véddkolonna nemcsak az elvalasztasra szolgald
oszlopot védi a mechanikai szennyezOdésekt6l, hanem megakadalyozza annak
kontaminalodasat, a nem kivanatos (pl. nagyon polaris) szennyezdanyagok oszlopra jutasat, a

kolonna id6 elétti elszennyezddését.

Az elvalasztds a HPLC-nél nagymértékben fiigg a homérséklettdl, ezért jo, ha a kolonna

termosztalva van, kopennyel van koriilvéve.

Az eluens- (mozgofazis-) tartaly: Gyakran két, vagy tobb eluenstartaly hasznalata sziikséges a
gradiens elucidhoz, mivel ehhez tobb eluens szabalyozott, valtozo ardnyban vald keverése

sziikséges.

Pumpa(k): kéthengeres, dugattys pumpak, amelyeknél fontos kovetelmény, hogy
pulzalasmentes aramlast biztositsanak. Altaldban 0,01-10 mil/perc térfogati sebességgel
dolgoznak. A pumparendszernek alkalmasnak kell lennie gradiens eltiicio képzésre is, amelyet
tobb pumpaval és a pumpak utani keveréssel, vagy a pumpakk el6tti keveréssel és egy pumpa

hasznalataval lehet biztositani.

Az injektalé egység: pontosan meghatarozott térfogati mintaadagoldo hurokkal és kétutas
szeleppel, amely meghatarozott térfogat nyomas alatti injektalasat teszi lehetévé. A
mikozben az eluens 4dramldsa a pumpabol az oszlop felé¢ folyamatos és zavartalan. Ezutan

elforgatva az adagolot a minta a nagy nyomast eluensdramba, majd a kolonnara kertil.
A mintaadagolas lehet manualis vagy automatikus.

Detektor: tobb, eltérd elven mikodé detektalasi modot fejlesztettek ki. A leggyakrabban az
UV-VIS detektor hasznalatos. Ismert allandé és valtoztathatd hullimhosszon miikodo
valtozata. Torésmutatomérd, infravoros, elektrokémiai detektort is gyakran alkalmaznak, de
igen megbizhaté mindségi és mennyiségi adatot szolgaltatnak a szelektiv detektorok (pl.

tomegspektrométer).
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A detektorok 6ssze vannak kotve effluens gytjtokkel (analitikai jellegli elvalasztasoknal),
vagy frakcioégyiijtokkel (preparativ célu elvalasztasoknal). A detektorbol kimend elektronikus
jelet az adattaroloba, vagy a rekorderbe vezetik.

nyomasmérd
m @ kolonna detektor
]
O I
|
pumpa mintaadagolo !
(injektor) :
|
|
: frakcidszedd
|
|
1
oldoszertartaly
niis
adattarolo

14. abra HPLC késziilék

Kovetelmények a HPLC -nél

A mozgofazis levegdmentesitésének, sziirésének, a pulzdlasmentes pumpa hasznalatanak, a
gradiensképzés lehet6ségének, és a nagy nyomasnal végezheté mintaadagolasnak mind
biztositottnak kell lennie a HPLC-nél. Ezeket a kovetelményeket a HPLC rendszer alkotoi
megfelelden nyujtjdk az oldoszer levegOmentesitésén és sziirésén kiviil. Az eluens €s a minta
oldata sem oldott gdzokat, sem apré szemcsés szennyezddéseket nem tartalmazhat. Az elébbiek
a detektorban felszabadulva a jel pulzalasat idézhetik eld, mig az utdbbiak a toltetszemcsék
kozotti, mikrométernél kisebb jaratokat eltomitik. Igy az eluenseket és a mintat 0,2-0,45 pm-es
poérusméretli szir6n vald vakuumsziréssel, és az eluens esetében ultrahangos vakuum alatti
kezeléssel, vagy hélium folyamatos atbuborékoltatasaval, vagy ezek kombinacidjaval kell

elokésziteni a hasznalatra.

A csucsszélesedés a HPLC-nél igen kicsi, még nagy atfolyasi sebesség esetén is. Ez a mddszer

egyik kiemelkedd elénye. HPLC-vel keskeny, éles csucsokat lehet nyerni.
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Alléfazis és mozgdfizis a HPLC-nél

A HPLC-nél elsOsorban a forditott fazisok hasznalata kozkedvelt, de alkalmazzak a normal
fazisokat is. Az allofazisok részecskemérete 5-10 um, de mar vannak 1-3 um szemcseméretii
allofazisok is.

Az 4ll6fazis normalfazisa (NP) HPLC esetén polaris (szilikagél, aluminium-oxid és kotott
allofazis, ami polaris funkcios csoporttal modositott, pl. NH2-, NO2-, CN-csoporttal), melyeken
az elvélasztast az apolaris, vagy kozépes polaritdsi mozgodfazis végzi. Ezek kis viszkozitas,
apolaris, lehetdleg j6 UV ateresztOképességgel rendelkezd oldoszerek, amelyek kis vagy
kozepes térfogatszadzalékban polaris modositét (pl. metanol, aceton, etanol, stb.)

tartalmazhatnak.

A polaris komponensek erésebben kotédnek a normal allofazishoz, mint az apolarisak. fgy a
polaris komponensek késébb hagyjak el az elvalasztasra hasznalt kolonnat, jobban
visszatartodnak (retardalodnak) az allofézis 4ltal, hosszabb a retencids idejiik, mint az apolaris

komponenseké.

A forditott fazisu (RP) HPLC-nél leginkabb alkalmazott all6fazisok a kotott, apolaris,
modositott feliiletli allofazisok. Ha a szilikagél feliiletére alkil-lancot (n-oktadecil, n-oktil,
metil, stb.) vagy fenil csoportot kotnek, azaz kémiailag modositjak a feliiletét, forditott fazisa
allofazist nyernek. Az igy nyert allofazis apolaris (annal apoléarisabb karakter(i, minél hosszabb
alkil-lanccal tortént a szilikagél feliiletének beboritasa). Tovabbi gyakori RP-allofazis még a
polimer bevonati szilikagél. Ezekkel, az apolaris allofazisokkal vizes alapu, polaris
mozg6fazist hasznalnak. A viz ellicids erdssége kicsi, €s ehhez nagy elucios erdsségli szerves

modositét (metanol, etanol, 2-propanol, aceton, tetrahidrofuran, acetonitril, stb.) adnak.

A mintakomponensek elvalasztasa RP-HPLC-vel az elvalasztandé molekula és az allofazis
kozotti hidrofobb kolesonhatdason alapul, amelyért dontden az allofazis a felelds. A
mintakomponens apolaris része és az allofazis hidrofobb felszine kozott jon 1étre ez a
kolcsonhatas, amelynek erdssége a hidrofobicitasi viszonyoktol fligg. Eloszor a polaris
molekulak elualodnak az RP-oszloprol, a nagyobb hidrofob feliilettel rendelkez6 anyagok

kés6bb elualodnak, retencios idejiik hosszabb.

A HPLC elvadlasztas végrehajtasanak lépései

A HPLC rendszert az elvalasztas eldtt at kell mosni az olddszerrendszerrel, hogy kialakuljon

az egyensuly az 4116 és a mozgofazis kozott.
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Ezutan az oldoszerben oldott minta az injektalassal, és a pumpaval aramoltatott mozgofazis
segitségével a kolonnara keriil. A kolonndban levd allofazis kis szemcsemérete miatt nagy
ellenallast képvisel. Ezzel szemben a pumpa teszi lehetévé a mozgodfazis dramlasat a kolonna

teljes hosszaban.

Az éllofazist pordzus részecskék alkotjak, amelyek a porozitds miatt nagy feliilettel
rendelkeznek. Ez a nagy feliilet érintkezik a mozgofazissal, és ezen keresztiil jon 1étre az
anyagok megosztasa, az anyagatadads. A mozgofazis az allofazis részecskéi kozotti térben

mozog, a porusokban a mozgofazis mozdulatlan.

A komponensek athaladnak a kolonnaban toltott allofazison és sikeres elvalasztas utan eltérd

retencids idével eludlédnak az oszloprol.

Elvalasztas utdan a mintakomponensek elérik a detektort, ahol egy jelet gemeralnak. A
detektorjelek, azaz a kromatografids cstucsok (15. ébra) jellemezhetdek a retencids iddvel, a
csucsmagassaggal, a cslcs alatti teriilettel €s a cstcsszélességgel. A csticsmagassag (H) és a

csucs alatti (vagy gorbe alatti) teriilet (A) aranyos a megfelelé komponens mennyiségével.

A csucsmagassag (H) a Gauss-gorbe maximumatodl az alapvonalra hiizott merdleges szakasszal
egyenld. A csucsszélesség (bazis csucsszélesség: Wh) a gorbe csucsatol az inflexids pontokon

keresztiil a gorbe mindkét oldalan az alapvonalig htizott egyenesek altal meghatarozott szakasz.
Definialhato a félcstcsszélesség (Wh) is, amely a magassag vonal felénél az érintdk altal bezart

szakasz.

i 1 inflekcids pontokba
huzott érint6é

inflekciés pontok

félcsucs szélesség Wh

1 \
1 )
1 1
1 1
1 \
I 1

K , , > alapvonal
bézis szélesség Wy

15. abra A kromatografias cstcs jellemzdi

A: csucs alatti teriilet, H: csicsmagassag, W: csucsszélesség.
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A detektorjelek a rekorder segitségével adjak a kromatogramot. Az integrator kvalitativ és

kvantitativ analizis végrehajtasat biztositja.
A retencids ido (tr) az injektalastol a gérbe maximumanak megjelenéséig eltelt id6 (16. abra).

Ugyanazon kromatografias koriilmények kozott egy tiszta anyag azonos retencios 1dot ad.
A kromatogramon az els6 csucs megjelenéséig az injektalastol eltelt id6 a holtidé (to). Ez az
elso cstcs, a nem retardalédott komponensnek, vagy az oldoszernek megfeleld csucs, amely a

mozgofazis sebességével halad.

A csucs alatti teriilet (A) kiszamithat6 a csucs magassagabol és a csticsszélességébol:

A = (H x Wy )/2 vagy a félmagassagbol (Wh),

A=H x W,
AU - retencios 1d6 tr2
0.4 i retencios id6 try |
0,3 1
0,2 ~
0,1 -
] holtids to
e—
0d——S\ .

14. abra A HPLC-vel nyert retencios idok

Azért, hogy a kiilonbozd kolonndk ¢€s a mozgofazis kiilonbozo atfolydsi sebességek
hasznalataval nyert kromatogramok Osszehasonlithatok legyenek, deffinidltdk a kapacitasi

faktort (k’).
k’ = (tr-to)/to

to: a nem retardalodott anyag elucids ideje (holtidd)

tr: a célzott anyag retencids ideje
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Ha k’ =0, az anyag a nem retardalodott anyaggal egyiitt elualddik, nincs elvalasztas.

Ha k’ < 1, az anyag csucsa kozel helyezkedik el a nem retardalodott anyag csucsahoz, az
allotazis kis késleltetést okoz az elucidban.

1 <k’ <15, optimalis elvalasztasi tartomany.

Ha a k’ > 15, hosszu az eltcios ido, csucsszélesedés van.

A kolonna hatékonysaga annal jobb, minél tobb csucs jelenik meg szepardlodva a
kromatogramon. A kolonna hatékony, ha keskeny, ¢éles csucsokat nyeriink kis
csucsszélességgel. Minél hosszabb a kolonna, annal jobb az elvélasztas.

A kolonna hatékonysaga jellemezhet6 az elméleti tanyérszammal. (N).

Azért, hogy a kiilonb6z6 hosszusagu kolonndk Osszehasonlithatoak legyenek definidltdk az
elméleti tanyérszam (N) magassag ekvivalensét (H).

H=L/N L: a kolonna hossza

Egy kolonna annal hatékonyabb, minél nagyobb az N és minél kisebb a H.

A H az éllofazis részecskeméretének 2-5-szordse altaldban.

A csticsszeparalodas (felbontas, R) fontos jellemzéje az elvalasztasnak.

R = (tro—tr1)/[(Wb1+Wh2)/2]

Az egyenlet azt mutatja, hogy minél nagyobb a retenciés idok kiilonbsége, és minél
keskenyebbek a kromatografias cstucsok, annal hatékonyabb az elvalasztas. Az egyenletben
szerepld paraméterek a kisérletes adatokbol mind meghatarozhatéak, és az elvalasztas
jellemzésére hasznalhatoak.

Két komponens akkor szeparalodik el jol egymastol, ha az R > 1.

Ha az R = 1, akkor éppen elvalasztodik a két komponens. Kvantitativ meghatarozasra
hasznalhat6 ez az elvélasztas és a kapott kromatogram.

Ha az R = 0,5, akkor csak az lathato a kromatogramon, hogy két komponens talalhaté a
mintaban, kdzel egymas mellett.

Ha az R = 1,25, akkor sz¢p, alapvonalas elvalasztast nyeriink.

Ha R > 1,5, akkor hosszu az analizis 1d0.

(), ami a kapacitasi faktorok hanyadosa.

o = (tro—to)/(tr1i—to ) = k’2/k’1
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Az o nagyon fontos paraméter a kromatografias elvalasztas jellemzésére. Ha oo = 1, akkor a két
komponens nem valaszthato el egymastol. Az a értéke a kisérleti koriilmények valtoztatasaval

jol befolyasolhato.

A kromatogramban taldlhaté informaci6 minéségi analizisre is hasznalhat6. A legegyszeriibb
modszer egy adott kromatografids rendszeren mért redukalt retencios idok (tr = tr—to,
retencids id6bdl kivonva a holtidd) Osszehasonlitdsa ugyanazon a rendszeren mért ismert
anyagok redukalt retencids idoivel. Ilyenkor komoly bizonytalansagot okoz az azonositasban,
hogy sokféle anyag adhat kozeli retencidés idejii csucsokat, amelyek a meghatarozas
koriilményei mellett konnyen azonosnak tiinhetnek. Megbizhatobba tehetjiik az ilyen
Osszehasonlitdson alapuld mindségi analizist, ha az 6sszehasonlitast két kiillonb6z6 allotazist
tartalmazd kolonndn vagy 3 eltérd mozgofazissal is elvégezziik. A legmegbizhatobb eljaras
azonban egyértelmiien az, amikor a kromatografot szelektiv detektorral latjuk el (pl.
tomegspektrométer), ilyenkor ugyanis a detektor Osszetett, az adott komponens anyagi
mindségére jellemzd jelet (spektrum) szolgaltat. Az ilyen detektorokkal az atfedd

kromatografids csucsokat adé komponensek is kelld biztonsaggal azonosithatok.

A kromatografids mennyiségi analizis alapja a cstcsok teriiletének (keskeny és éles csticsok
mérésével kalibralva — vagyis kalibracios gorbe felvétele utan — az ismeretlen anyag
koncentracidja a gorbér6l meghatarozhato. A csucsteriiletek meghatarozasa integratorokkal
illetve szamitogépes adatgyiijtd programok segitségével torténik. Manualis kiértékelés esetén a

cstcs alatti teriilet szamitasaval kozelithetjiik meg az anyag mennyiségének meghatarozasat.

2.3.4. A kromatografia felosztasa a kromatografias elvalasztas alapjat képezé fiziko-

kémiai folyamatok, elvalasztasi mechanizmusok alapjan

A kromatografias elvalasztas alapjat képezd fiziko-kémiai folyamatok, az elvélasztasi

mechanizmusok alapjan ismertink

- adszorpcids
- megoszlasos
- ioncserés

- gélszliréses

- affinitasi kromatografiat
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2.3.4.1. Adszorpciés kromatografia

Az allofazis szilard halmazallapotu adszorbens, a mozgo6tazis lehet gaz vagy folyadék. Az
adszorbensek polaris tulajdonsagiak, a mozgo6tazis altaldban apolaris karakterii, amint az a
normal fazist kromatografidra jellemz6. Az elvalasztasnal az anyagok szorbensen valo eltérd
adszorpcios tulajdonsagait hasznaljuk fel, igy a mintakomponensek kiilonb6z0 mértékii

késleltetése torténik meg az allofazison (adszorbensen) torténd adszorpeion keresztiil.

Az adszorbensen valo kotddés erdsségét, az elvalasztandd anyagok kiilonb6z6 visszatartasat,
kovetkezésképpen szétvalasat az OsszetevOk polaritasan tilmenden az allofazis mindsége,
adszorpciods aktivitasa (adszorpcios eréssége), és az aramlo fazis tulajdonsagai hatarozzak meg.
Az adszorbensek adszorpcios aktivitdsara jellemzd a Brockmann szabdly, amely szerint az
adszorpcids aktivitas (adszorpcios erd) és a dipélusmomentum kozott egyenes aranyossag all

fenn.

Az adszorbensek reverzibilis kotési tulajdonsagait az adszorbens feliiletén levd adszorpcios
aktiv helyek szama és mindsége hatdrozza meg. Versengés van az elvalasztando anyagok ¢€s az

oldoszer molekulak kdzott az adszorbens aktiv helyeiért.

Az alkalmazott mozgofazisok oldoszer elegyek, amelyek az adszorbensen adszorbealodott
anyagokat kiilonb6z0 mértékben képesek az adszorbens feliiletérdl szabaddd tenni. A
mozg6fazis aramlasa miatt az adszorpcios egyensuly folyamatosan zavart szenved, megbomlik,
majd ) koriilmények kozott Gjraalakul, igy lehetdve valik kismértékli adszorpcios kiilonbségek
kihasznalasa. Az olddszerek ellicids erdsségiik alapjan eluotrop sorba rendezhetok, amely a
legkevésbé polaris oldoszerrel veszi kezdetét, és minden utdna kdvetkezd oldoszer az el6zénél
polarisabb. Az eluotrop sor, amelyet empirikusan allitottak 0ssze, novekvd dipélusmomentum
szerinti rendezést jelent. Az adszorpcios kromatografidban a legerdsebb eluens a viz, illetdleg

a hozza polaritasban kozel allo oldoszerek (metanol, egyéb alkoholok, formaldehid, stb.)

Az allofazis (adszorbens) és a mozgdfazis (olddszer) adszorpcids erdsségére vonatkozoan
ismertek matematikai 6sszefliggések. A két fazis megvalasztasa az elvalasztand6 anyagkeverék

tulajdonsagainak tajékoztato jellegii ismeretében jorészt ma is tapasztalati Giton torténik.

Eluotrdép sor Trappe Szerint

Petroléter, ciklohexan, széntetraklorid, toluol, benzol, metilénklorid, kloroform, dietil-éter,
tetrahidrofuran, etilacetat, piridin, aceton, n-propanol, metiletil-keton, n-butanol, etanol,

metanol, viz, formaldehid.
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Az adszorpcids kromatografia hatranya a minta komponenseinek az adszorbensen valo

irreverzibilis kotédése, elhtizddo csucsok, zonaszélesedés.

2.3.4.2. Megoszlasos kromatografia

Az anyagok két, egymassal nem elegyedd folyadékfazis kozotti megoszlasi egyensulyi
hanyadosaik kiilonbségén alapulé elvalasztasi eljaras. A két fazis kozotti megoszlas alapja a
Nernst torvény, amely kimondja, hogy egy adott anyag két, egymassal nem elegyedd, vagy csak
részlegesen elegyedd fazis kozott ugy oszlik meg az érintkezd hatarfeliileteken keresztiil, hogy
Ez a megoszlasi hanyados (K). Az egyidejileg jelenlevd mintakomponensek egymas
viselkedését nem befolyasoljak. Az eltéré megoszlasi koefficiensli anyagok a két fazisban, a

mozgo- és az allofazisban kiilonbdz6 koncentracioban lesznek jelen. Ez vezet elvalasztasukhoz.

Az allofazis valamilyen inaktiv anyagon (celluloz szemcsék, sziir6papir) kotddo, rogzitett
folyadékréteg vagy folyadék. A mozgofazis (eluens) aramlésakor a két folyadékfazis
érintkezési feliiletén megujuld megoszlasi egyensulyok alakulnak ki, s ez vezet az anyagok

elvalasztasahoz.

A modszer elénye, hogy szimmetrikus csucsokat ad, jol reprodukélhatd, nincs irreverzibilis

kotddés. Nagymértékben hdmérsekletfliggd, ezért altaldban termosztalas sziikséges.

2.3.4.3. loncserés kromatografia

Folyadékkromatografias modszer, amelynél az elvalasztas az allo- és a mozgotfazis kozotti

ioncsere egyensilyon alapul.

Ionos vagy ionossad tehetd anyagok elvalasztisara alkalmas: igy alkaloidok, peptidek
elkiilonitésére, ezen kiviil borat komplexszé, vagy hidrogénszulfit szarmazékka alakithato

anyagok elvalasztasara.

Az allofazisok (ioncseréld miigyantdk) elsd kozelitésben egy hordozé feliiletén kotott,
ionizalhato, pozitiv vagy negativ funkcids csoportokat tartalmaznak. A funkcids csoportok

toltése alapjan lehetnek anion- és kationcserélok vagy kevert tipusa allofazisok.

A kationcserélok oldhatatlan savak, pl. polisztirolszulfonsav, ahol az anionon, tehat a negativ
ionon (szulfonil, karbonil) cserélheté kationok, hidrogénionok foglalnak helyet, tehat pozitiv

toltésii ellenionok, kationok, illetve mintadsszetevok megkotésére, cseréjére képesek.
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Az anioncserél6k nagy molsulya vazan (oldhatatlan bazis) anionok (hidroxil-csoport)
cserélhetdk ki, és az anion ellenionok, mintadsszetevok kotddnek meg, amelyek negativ

toltéstek.

Amfoter (kevert) tipusok, amelyek komplex szerkezetében pozitiv és negativ toltésii ionizalhatd

funkcioés csoportokat is tartalmazhatnak.
Az elvélasztas feltétele az aktiv forma kialakitasa aktivalé oldattal.

A megkotott anyag ekvivalens mennyiségének leszoritasat az allofazisrol az ionos mozgotazis
veégzi.
A cserekapacitas megallapitasa NaCl-oldattal torténik. A gyantak ioncseréld kapacitasat az

egységnyi gyantara juto cserélhetd protonok (ekvivalensek), vagy hidroxid-ionok mennyiségeli

adjak meg.

2.3.4.4. Gélkromatografia

Az anyagok méret (molekulatomeg) szerinti elvalasztisara alkalmas folyadékkromatografias

modszer, amely a megoszlasos kromatografia specialis valtozata.

Az allofazison, a géleken haromdimenzids szerkezetet tartalmazo, térhalos, vagy térhaldsitott,
kiterjedt porusrendszerrel rendelkez6 anyagokat értiink. A gélnek azt a részét, amit a gél
matrixa nem foglal el, folyadék tolti ki. A gélszemcsék kozotti térben a mozgofazis szabadon
mozog. A gélszemcsék belsejében levo tér, a korlatozott mozgasterti tér, ahol a mozgofazis all.
Ebbe a térbe diffuziojuk segitségével jutnak be a mintakomponens molekuldk. A térhalo
mechanikai szilardsagot nyujt a gélnek, és a gél porusméretét is meghatirozza. Egy
mozgofazissal megfeleld ideig duzzasztott gél jol definialt, adott méretii porusokat képez. A
gélkromatografianal az allotazis térfogatan a porusok belsejében levd folyadékot, a mozgdfazis
térfogatan a gél szemcséi kozott aramlo folyadékot értjiik. Az allo- €s mozgotazis térfogatat
egylittesen kis molekulaval (KCl), a mozgofazis térfogatat pedig a gél porusaibol teljesen
kizarodott nagy molekulaval (Blue-dextran 200) tudjuk mérni.

A gélkromatografias rendszerbe juttatott mintakomponens molekuldk, amelyek a gél
porusméreténél nagyobbak, nem férnek be az 4ll6fazis porusaiba, kizarddnak a gél porusaibol
s igy a mozgofazissal azonos sebességgel vandorolnak, és a holt térfogattal eludlodnak. A gél

porusainal kisebb molekuldk méretiiktdl fiiggden bejutnak a pérusokba, ott tobb-kevesebb id6t
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toltenek (visszatartodnak), igy elucidjuk késleltetést szenved, majd méretiik csékkend

sorrendjében elualédnak (17. &bra).

A gélkromatografia elsésorban folyadék oszlopkromatografias modszer, de ismert a gél

rétegkromatografia is.

WOW oW oW W
J U U ¥ i

17. abra Gélkromatografias elvalasztas

A gélek nem Iéphetnek kémiai kolcsonhatdsba az elvéalasztandd molekulakkal, s nem
valtoztathatjdk meg masod-, harmadlagos szerkezetiiket sem. Stabilnak kell lenniiik pH 2-10
kozott. A gélkromatografidban az adszorpcid illetve a folyadék-folyadék kozti megoszlas nem
kivanatos folyamat, a megfelelden kialakitott gélkromatografias rendszerekben csak ritkan jon

létre.

A gélek tipus szerint a gélkromatografianak 2 fajtajat kiilonboztetjiik meg. Az elsé a foleg
polaris, nagy molekuldju bioldgiai anyagok elvalasztasara, tisztitasara hasznalt gélek,
amelyeknél a mozgo fazis vizes fazis. A masik a szerves oldoszerekben (metanol, etanol, stb.)
duzzadd gélek a kifejezetten apolaris, kis és kozepes moltomegii vegyiiletek elvalasztasara
alkalmas. A vizes oldatokkal hasznalt géleknek is valtozas nélkiil kell viselniiik a szerves

oldoszereket, azok nem valtoztathatjdk meg a gélek késdbbi vizfelvételi képességét.

A gélkromatografia inkabb preparativ modszernek tekinthetd, mint analitikainak, felbontasa
megfeleld (csucskapacitasa 2-8 csucs). Eldnyei koz¢ tartozik a rovid elvalasztasi ido, a gél
tobbszori felhasznalhatosaga, a mintaveszteség nélkiili elucio, elére megéllapithatd elvalasztasi
1d6, konnyen detektalhato, keskeny csticsok. Alkalmazéasa féleg a biokémidban jelentds.

Gyakran csoportelvalasztasra hasznéljadk. Tovabbi alkalmazési teriiletei a makromolekuldk
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somentesitése, moltdmeg-meghatarozas, polimerek molekulatomeg-eloszlasanak
meghatdrozasa, eldzetes tisztitds. Célszerli modszer lehet olyan esetekben is, amikor a minta
komponenseinek tomege jelentésen eltér egymastol (pl. egyszerti cukrok elvalasztasa

glikozidoktol).

Ma maér igen elterjedt a gélkromatografia hasznalata szerves olddszeres rendszerekkel a kis
moltdmegli anyagok elvélasztasara, de itt mar nem kiiszobdlhetdk ki a megoszlasos jelenségek

¢s az adszorpcio.

2.3.4.5. Affinitasi kromatografia

Valamilyen biologiai kapcsolaton alapul, amely az alloéfazishoz kotott molekulak és a
mozg6fazisban haladd molekuldk biospecifikus és reverzibilis kolcsonhatasan nyugszik.
Elsdsorban élettani makromolekuldk és sajatos ligandumaik kozotti kdlesonhatasrol van szo,
pl. szubsztrat/ enzim kapcsolat (gliikoz — gliikozidaz enzim), vagy antigén — antitest, vagy

receptor — ligandum kapcsolaton alapul6 kromatografia.

Az affinitadsi kromatografia elénye, hogy komplex bioldgiai mintabol a kérdéses vegyiilet

szelektiven, egyszerlien, kiméletesen, gyorsan kinyerhetd, elvalaszthato.

A modszer hatranya, hogy a megfeleld allofazis elkészitése (ligandumok felkotése) rendszerint

bonyolult, az all6fazisok labilisak, élettartalmuk rovid, a specialis ligandumok dragak.

Normal (NP) és forditott (RP) fazisu kromatogrdafia

Az NP ¢és RP folyadékkromatografias modszerek megkiilonboztetése az allo- és a mozgofazis
polaritasi viszonyaira vonatkozik. Ha az allofazis poléris és a mozgofazis az allofazisnal
apolarisabb, akkor normal f4zisu (NP), ellenkezd esetben forditott fazisu (RP) kromatografiarol
beszéliink. Normal fazisti kromatografia soran apolaris alapt oldoszereket hasznalunk polaris
modositokkal, a forditott fazis kromatografia esetén vizes alapu (polaris) mozgofazisokat

szerves oldoszer (metanol, etanol, 2-propnol, acetonitril, tetrahidrofuran, stb.) modositokkal.

A normadl fazist kromatografids modszerek kozott az adszorpcids kromatografia alapvetd
modszer, amelynél az 4ll6fazis adszorbens, példaul szilikagél, aluminium-oxid, stb. Normal
fazisu allotazisok korébe tartoznak még a kovalens kotésekkel kialakitott, viszonylag poléris

funkcios csoportokkal modositott (CN, NO2, NH2) tn. k6tott normal fazisok is.

A forditott fazisok kozott a leggyakrabban hasznaltak az alkillanccal (Cs, Cio, C1s, Cao, Stb.)

boritott szilikagél alapu, Gn. kotott allofazisok, de ide tartoznak az izopropil, fenil funkcids
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csoportokat tartalmazok is. Az RP-HPLC alkalmas olyan polaris molekuldk elvalasztasara,

amelyek a normal fazishoz erdsen kotddnek.

2.3.5. A kromatografias modszerek osztalyozasa a mozgéfazis aramoltatasa, a hat6 erék

alapjan

A mozgofazis dramoltatasat el6idéz6 hatderdk alapjan megkiilonboztetiink:
*folyadékmigracios
- gravitacios erékkel aramoltatott (klasszikus oszlopkromatografia)
- kapillaris er6kkel aramoltatott (papir- és rétegkromatografia) ¢s
- kényszeraramlasos kromatografiat. Ez utobbi esetben szivattyival vagy pumpaval
torténik a mozg6fazis dramoltatésa,
valamint
*elektromigracidos kromatografiat (elektroforézis, elektrokromatografia), ahol a hatoerd az

elektromos erotér.

2.3.6. A kromatografias médszerek osztalyozasa a kifejlesztés alapjan

A kifejlesztés alapjan feloszthatjuk a kromatografids modszereket
- elucios
- frontalis

- kiszoritasos kromatografiara.

2.3.7. A kromatografias médszerek osztalyozasa a mozgéfazis valtozasa alapjan

A mozgo6fazis valtozasa (vagy valtozatlansaga) alapjan ismeriink
- izokratikus és

- gradiens (Iépcsos, linearis, konkav, konvex gradiens) kromatografiat.
Izokratikus kromatografia esetén a mozgofazis Osszetétele nem valtozik az elvélasztési

folyamat alatt, mig a gradiens kromatografidnal a mozgo6fézis elicids erdssége nd az

elvalasztasi folyamat soran.
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Az alapvetd extrakcios ¢és kromatografidas modszerek elsajatitdsat a Rutae herban, mint

modellndvényen végezziik.

Rutae herba, kerti rutafii

Ruta graveolens (Rutaceae)

A drog a Ruta graveolens fold feletti része, melyet viragzas eldtt gyijtenek és arnyékban
szaritanak. A novény 0,5-1 m magas félcserje. Szara alul fas, vildgosbarna, feliil zold, lagy
sima, hengeres. A levelei 4-11 cm hosszuak és 3-7 cm szélesek, kékeszold vagy sarga szintiek,
péaratlanul szarnyasak. Alerny6s virdgzata van. A szar végén ottag(, az oldalagak végén pedig
négytagi virdgok talalhatdéak. A virdgok kocsannyal rendelkeznek, a csészecimpak
kihegyeseddk. A sziromlevelek zoldessarga szinliek, a hegyiik behajlik, széliikk fodros és
felhajlik. A levélkék landzsa vagy asé alakuak, a cstcsa pedig finoman csipkés.

A leveleket mikroszkoposan vizsgélva a kdvetkezd jellemzok lathatoak: izolateralis szerkezettl,
a fels6 epidermisz alatt keskeny, kétsoros paliszadparenchima talalhato, alul pedig egysoros
laza sejtekbdl all6 paliszadparenchima van. A parenchimasejtekben buzoganyfej alaku

kalcium-oxalat kristalyok talalhatoak.

Gyakorlatokon elvégzendé feladatok

1. Rutae herba kivonasa Soxhlet késziilékben

2. Rutae herba kivonéasa perkolatorban kiilonb6zd polaritdsu olddszerekkel, a kivonatok
rétegkromatografias dsszehasonlitasa

3. Rutae herba kloroformos kivonatanak oszlopkromatografids frakcionalasa, a frakcidok
rétegkromatografias ellendrzése

4. Rutae herba kloroformos kivonatanak centrifugalis rétegkromatografias frakcionalasa
szilikagélen, a frakcidk rétegkromatografias ellenérzése

5. Rutamarin izolalasa preparativ rétegkromatografiaval, az elvalasztas ellendrzése

6. Kétdimenziods rétegkromatografia

1. Rutae herba kivonasa Soxhlet késziilékben
20,0 g szaritott, poritott kerti rutat 15 ml metanollal f6z6poharban atnedvesitiink. 10 perc
duzzasztas utan a drogot szlrdpapirhiivelybe toltjiikk, majd behelyezziik a Soxhlet késziilék

kivono részébe, és annyi metanolt 6ntiink ra, hogy az a drogot ellepje. A forral6 lombikba annyi
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metanolt toltiink, hogy a felhasznalt mennyiség Gsszesen 200 ml legyen. Horzsakdvet
helyeziink a lombikba és a késziiléket fiit6kosarba tessziik. Az olddszer atcsepegtetésétdl

szamitva kb. 60 percig folytatjuk a kivonast.

2. Rutae herba kivonasa perkolatorban Kiilonb6z6 polaritasa oldészerekkel

5,0 g széritott, poritott kerti rutat 15 ml kivonoszerrel (n-hexan, kloroform vagy 50%-0s
metanol/viz elegy) fézépoharban atnedvesitiink. 10 perc duzzasztas utan a drogot perkolatorba
toltjiikk, melynek aljaba eldzetesen vattat helyeztiink. A betoltést kovetden a drogra kivonoszert
ontiink. 20 ml perkolatum Osszegytijtése utan a kivonast befejezziik. A kapott kloroformos

kivonatot jol zarhat6é edényben hiitdbe tessziik. A tovabbiakban ezzel a kivonattal dolgozunk.

A kivonatok rétegkromatogrdfidas osszehasonlitdasa

Szorbens: szilikagél lemez

Felvitel: n-hexanos kivonat 20 pl
kloroformos kivonat 20 pl
50%-0s metanolos kivonat 10 pl
rutamarin (0,1%-0s metanolos oldata) 10 ul
rutarin (0,1%-0s metanolos oldata) 10 ul

ribalinium-Kklorid (0,1%-0s metanolos oldata) 10 ul

Kifejlesztd elegyek:
1. n-hexan — aceton 8:2
2. kloroform — metanol 9:1

3. etil-acetat — hangyasav — metanol —viz  10:2:2:0,5
El6hivas: UV fény (366 nm)

3. Rutae herba kloroformos kivonatanak oszlopkromatografias frakcionalasa, a frakciok
rétegkromatografias ellenorzése

Oszlopkromatografias frakciondlas

7 g szilikagélbdl (oszlopkromatografias célra) n-hexan — etil-acetat 8:2 eleggyel szuszpendalva
oszlopot készitlink, amelynek tetejére felvisziink 1 ml kloroformos kivonatot (amelyet el6zdleg
betoményitettiink, és N-hexan — etil-acetat 8:2 elegyben feloldottunk). Az eluciot n-hexan — etil-
acetat 8:2, 7:3 majd 1:1 aranyu elegyével végezziik, el6szor egy 20 ml-es, majd 5 ml-es

frakcidkat szedve.
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Elucio:  1-5. fr. n-hexan — etil-acetat 8:2
6-10. fr. n-hexan — etil-acetat 7:3
11-15. fr. n-hexan — etil-acetat 1:1

Vékonyrétegkromatogrdafias ellenorzés

Szorbens: szilikagél lemez

Felvitel: rutamarin (0,1%-0s metanolos oldata) 10 pl
eredeti kloroformos kivonat 10 pl
oszlop frakciok 20-20 ul
bergaptén (0,1%-0s metanolos oldata) 10 pl

Kifejlesztd elegy: n-hexan — aceton 7:3

El6hivas: UV fény (366 nm)

4. Rutae herba kloroformos kivonatanak centrifugalis rétegkromatografias frakcionalasa
szilikagélen, a frakciok rétegkromatografias ellenérzése

Centrifugalis rétegkromatografias frakciondlds

30 g szilikagélbdl (60GF2s4 10-40 um) 12 g gipsz (el6zdleg 120 °C-on 1 6réan at kiizzitott) és
75 g desztillalt viz felhasznalasaval ontott 1 mm vastag lemez kozepére felvisziink 1 ml
kloroformos kivonatot. Az eluciot n-hexan — etil-acetat 9:1; 8:2 majd 7:3 aranyu elegyével
végezziik, ~10 ml-es frakciokat szedve. Az aramlasi sebesség: 5 ml/perc. (Az utolso frakcio

utan a kromatografias réteget el6szor 50 ml etil-acetattal, majd 100 ml metanollal le kell mosni.)

Elucio:  1-10. fr. n-hexan — etil-acetat  9:1
11-20. fr. n-hexan — etil-acetat 8:2
21-30. fr. n-hexan — etil-acetat 7:3

Vékonyrétegkromatogrdfias ellendrzés

Szorbens: szilikagél lemez

Felvitel: rutamarin (0,1%-0s metanolos oldata) 10 ul
eredeti kloroformos kivonat 10 pl
5-30 frakciok 20-20 pl
bergaptén (0,1%-0s metanolos oldata) 10 ul

Kifejleszto elegy: n-hexan — aceton 7:3

El6hivas: UV fény (366 nm)

51



5. Rutamarin izolalasa preparativ rétegkromatografiaval, az elvalasztas ellenérzése
Preparativ réteg készitése: 2,5 g szilikagélbdl (szemeseméret: 10-40 um) kb. 7,5 ml desztillalt
vizzel dorzsmozsarban szuszpenzidt készitiink. A szuszpenziot 10 x 20 cm-es zsirtalanitott

iiveglapra ontjiik €s a lemezt szikkadas utan szaritészekrényben 1 6ran at 105 °C-on aktivaljuk.

A Rutae herba kloroformos kivonatabol 50 ul-t visziink fel a rétegre kb. 7 cm hosszu, 0,5 cm
széles savban. Mell¢é kiilon startpontként 10 pl rutamarin teszt (1 mg/ml) keriil. Megfuttatjuk
n-hexan — aceton 8:2 aranyu elegyében, és azt a savot, amely a teszttel egyez0 magassagban
van, bejeldljiik €s papirra kaparjuk, kicsit elporitjuk. Elualé cs6 aljara vattapamatot tesziink, a
szilikagélt az eluald cs6be szorjuk, majd 5 ml diklormetan — metanol 9:1 aranyu elegyével
leszoritjuk a szilikagél feliiletérdl az apoléris rutamarint. Az izolatumot kis porcelantalba
gylujtjik. A rétegkromatografias ellenOrzést szilikagél lemezen végezzik. A kifejlesztés
n-hexan — aceton 8:2 aranyu elegyben torténik. A vizsgalat célja az izolalt anyag (rutamarin)

tisztasdganak ellendrzése.

6. Kétdimenzioés rétegkromatografia

10 x 10 cm-es szilikagél réteglapra felcseppentjiik a Rutae herba kloroformos kivonatat (20 pl)
¢s a teszteket (rutamarin, bergaptén 10-10 ul). A kifejlesztés n-hexan — aceton 8:2 elegyével
torténik a lemez magassaganak %a-ig. Ezutan a réteget 90°-kal elforgatjuk és a lemez bal
oldalara ujra felvissziik a két tesztet, és igy is megfuttatjuk toluol — etilacetat — hangyasav
5:4:0,5 arany elegyében a lemez ¥4-€ig.

A Kivonatban a rutamarin és bergaptén ott talalhatd, ahol Rr értékilk mindkét futdsiranyban
megegyezik a tesztekével. Ezzel a mddszerrel tobb folt detektalhatod, mint az el6z6 gyakorlaton

alkalmazott egydimenziods rétegkromatografia esetén.

Ellenorzo kérdések

— Sorolja fel a kivonas 1épéseit!

— Mely tényezdk és hogyan befolyasoljak a kivonast?

— Hogyan végeztiik a gyakorlaton a perkolalast?

— Soxhlet késziilék részei, és mikodése.

— Mit tapasztal kiilonb6z06 polaritasu kivonodszerek alkalmazasakor?

— A kromatografia csoportositasa a lejatszodé fizikai, kémiai és biologiai folyamatok
alapjan

— Milyen célbodl alkalmazhatunk vékonyrétegkromatografiat?
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Mik a vékonyrétegkromatografia elényei és befolyasolo tényez6i?

Melyek a vékonyrétegkromatografia 1épései?

Rr-érték meghatarozasa

Mire alkalmazhat6é a kromatografidban a szilikagél? Milyen tulajdonsagokkal
rendelkezik?

Melyek az oszlopkromatografia kivitelezésének 1épései?

Mit tapasztalt az oszlopkromatografidss és a centrifugalis rétegkromatografias
elvalasztas eredményeként?

Mit jelent a gradiens elucio?

Mit jelent az izokratikus elvalasztas?

Kétdimenzios rétegkromatografia kivitelezése, célja és eldnyei.

Milyen f6bb részekbdl all a HPLC késziilék?
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3. Drogok vizsgalata

3.1. Szénhidrattartalmu drogok vizsgalata

Solani amylum, burgonyakeményito

Solanum tuberosum (Solanaceae)

Maydis amylum, kukoricakeményito

Zea mays (Poaceae)

Tritici amylum, buzakeményito

Triticum aestivum (Poaceae)

20. abra Tritici amylum mikroszkdpos képe
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Oryzae amylum, rizskeményitd

Oryza sativa (Poaceae)

21. abra Oryzae amylum mikroszkopos képe

Lini semen, lenmag
Lini oleum virginale, nativ lenolaj

Linum usitatissimum (Linaceae)

A drog a hazi len, Linum usitatissimum érett, megszaritott magja. A lenmag lapitott, hosszikas
tojasdad alakil. A maghéj sotét vordsesbarna, vagy sarga szinii, sima és fényld felszini. A
magok 4-6 mm hosszuak, 2-3 mm szélesek és 1,5-2 mm vastagok; egyik végiik lekerekitett,
masik végiik egy ferde csucsot képez, ami mellett a koldok kis mélyedés formajaban lathato.
Nagyitdval vizsgalva lathato, hogy a maghéj finoman godros felszinii. A maghéj alatt talalhato
az endospermium keskeny, fehéres rétege, és a csira, amely két nagy, lapos, sargas, olajos
sziklevéllel rendelkezik. A gyokdcske a koldokkel szemben talalhato.

Az elporitott drog olajos tapintasti. Mikroszkop alatt, R kloral-hidrat-oldatban vizsgélva, a
kovetkezd figyelhetdk meg benne: a maghé) kiils6 rétegének, a nyalkaepidermisznek a
toredékei, valamint erésen megvastagodott, godorkés fali, hosszikas sejtekbol allo
szklerenchimatikus réteghez kapcsolodo, kollenchimésan vastagodott epidermisz alatti réteg
darabjai, amelyek feliilnézetben kerekded sejteknek latszanak, kivehet6en haromszogletes
sejtkozotti liregekkel. Lathatoak még az atlatszo réteg vékony, godorkés falu sejtjei, amelyek
gyakran a hosszukas késejtekhez kapcsolodnak, veliik derékszoget alkotva és a maghéj belsd
rétegének pigmentsejtjei, amelyek mérsékelten vastagodott, sokszogletes sejtek, belsejiikben
narancsbarna pigmenttel. A csira és az endospermium parenchimasejtjei aleuronszemeket és
zsirosolajat tartalmaznak.

A nativ lenolajat a ndvény érett magvaibol hideg sajtolassal allitjak eld. Sarga, vagy

barnassarga, tiszta folyadék; szine levegd hatasara sotétedik, stirlisége fokozatosan nd. Lehfitve,
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kb. —20 °C-on, lagy tomeggé alakul. Alkoholban alig oldodik; petroléterrel elegyedik. Relativ
stirtisége kb. 0,931, torésmutatoja kb. 1,480.

Althaeae radix, orvosi ziliz gyokér

Althaea officinalis (Malvaceae)

A drog az orvosi ziliz (fehér malyva) — Althaea officinalis egész vagy apritott, hAmozott vagy
hamozatlan, szaritott gyokere.

A héamozatlan, apritatlan drog enyhén csavarodott, hengeres. Legfeljebb 2 cm vastag
gyokerekbdl all, amelyeken mély hosszanti barazdak vannak. Kiviil sziirkésbarna szinii. A
torési felszin kiviil rostos, beliil tomott, szemcsés. A metszeten barnas paraszdvettel boritott,
tobbé-kevésbé vastag, fehéres kéreg lathatod, amelyet a barnas kambium valaszt el a fehér
farésztdl. Megnedvesitve a kéreg réteges €s a fa sugaras szerkezete még feltiinébb. A hdmozott
drognak sziirkésfehér, finom rostos kiils6 felszine van. A paraszdvet €s a kiilsd parenchimaréteg
hianyzik.

A poritott drog hdmozatlan gyokér esetén barnassziirke, a hamozott gyokér esetén pedig
fehéres. A drogporban R klordl-hidrat-oldatban mikroszkép alatt vizsgilva a kovetkzd
diagnosztikai jelentéségii ismertet6jegyek lathatoak: szintelen, kihegyezett vagy csapott végil,
foleg nem fasodott, vastag fala rostok toredékei; vermes-godorkés vagy Iétras
sejtfalvastagodasu edények darabjai; kb. 20-35 um (leggyakrabban 25-30 um) méretd,
buzoganyfej alaku kalcium-oxalat kristalyok; nyalkatartalma parenchima sejtek; hamozatlan
gyokér esetén a paraszovet darabjai vékony fall, lemezes sejtek formajaban lathatdak. A
drogporban, R vizben mikroszkoppal vizsgalva szamos 3-25 um méretii, esetenként hosszanti

hasitékkal rendelkezd keményitdszemcsék figyelhetok meg.

Acaciae gummi, akaciamézga

Acacia senegal (Mimosaceae)

A drog az Acacia senegal, vagy mas afrikai Acacia fajok, illetve az Acacia seyal fatorzsének,
vagy againak természetes modon, vagy bemetszés hatdsara kifolyt, levegén megkeményedett,
gumiszeri valadéka.

Kétszeres mennyiségli vizben a drog majdnem tokéletesen, de nagyon lassan, mintegy 2 ora
alatt oldodik fel. Oldddasa utan csak kis mennyiségili, ndvényi darabkakbol allo oldhatatlan

anyag marad vissza. A kapott nyalkas oldat szintelen vagy sargas, siiriin folyo, ragados, attetszo,
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kék lakmuszpapirral vizsgalva enyhén savas kémhatasi. Az akaciamézga etanolban
gyakorlatilag oldhatatlan.

A drog sargasfehér, sarga, vagy borostyanké szinti, néha vordsesen fényld, opélos, morzsalodo,
gémbolyii, ovalis vagy vese alakt, gyakran repedezett felszini darabkakbol all, amelyek
atmérdje 1-3 cm kozott valtozik. A darabkak kozéppontjaban néha egy kis iireg talalhat6. Ezek
a darabkak konnyen tornek, a toredékek szabalytalanok, fehérestdl gyengén sargésig terjedd
arnyalatiak, szogletesek, livegszeriien attetszok. Torési felsziniik kagylds.

Az elporitott drogpor fehér, vagy sargasfehér szinii. Mikroszkép alatt, 50%-0s glicerin
alkalmazaséaval vizsgalva, a mintaban szdgletes, szabalytalan, szintelen, atlatszé toredékek
lathatok. Keményitdszemcsék, illetve ndvényi szovettoredékek csak nyomokban fordulnak eld.

Rétegzett membranok nem lathatok.

Agar, Agar
Gelidium sp. (Rhodophyceae)

Az agart kiilonb6z6 vorosmoszatok, a Rhodophyceae csaladba tartozo fajok, foleg a Gelidium
nemzetség fajainak poliszacharidjai adjak; ezen algdk forr6 vizzel kivont, szilirt, betoményitett
¢s szaritott anyaga szolgéaltatja a drogot.

Az agar nyalkas iz{i. Poritott készitményként, illetve szintelen, vagy halvanysarga, attetszo,
szivos, nehezen torhetd, szaritas soran ridegebbé vald, 2-5 mm széles szalagok, vagy néha
pelyhek formajaban fordul el6.

A szalag vagy pelyhes formdju agart 0,005 M jod-oldatban mikroszkoppal vizsgéalva részleges
barnas-lila szinezddés lathatd. 100-szoros nagyitdsndl homadlyos hattérben szamos kicsi,
szintelen, ovalis vagy kerekded szemcse figyelhetd meg. A porra 6rolt drog szine sargasfehér.
0,005 M jod-oldatban mikroszkoppal vizsgélva, a porban toredékek figyelhetk meg szdmos, a
szalagokban és pelyhekben latottakhoz hasonlo szemcsével. A toredékek egy része barnaslila

szinlre festodik.
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Gyakorlatokon elvégzendé feladatok

Keményitok vizsgélata (Maydis amylum, Oryzae amylum, Solani amylum, Tritici
amylum)
1.1. azonossagi reakciok
1.2. szennyezések kimutatasa (Amylum solubile, CaCO3, idegen keményito)
1.3. mikroszkopos vizsgalat
Mikroszkdpos nagysagmérés
Lanugo gossypii vizsgalata
Poliszacharid izolalasa Lini semenbdl és Althaeae radixbol. Az izolalt poliszacharid
cukorkomponenseinek meghatarozasa rétegkromatografiaval
Acaciae gummi, Tragacantha azonossagi €s tisztasagi vizsgalata

Agar duzzadasi értékének meghatarozéasa

1. Keményitok vizsgalata

1.1. Azonossagi reakciok

0,2 g keményit6t 10 ml vizzel melegitéssel oldunk. A keményitd forrd vizzel késziilt 2%-0s

oldata csaknem atlatszo, tiszta, szagtalan. Az oldathoz lehiilés utan 1 csepp 0,01 n jod oldatot

adunk.

Az oldatot ismét felmelegitjiik.

Az oldathoz lehtilés utan 1-2 csepp R natrium-hidroxid oldatot adunk.

Az oldathoz 1-2 csepp R soésavat adunk.

1.2. Szennyezések kimutatasa

Oldhato keményité (Amylum solubile): 1 g keményit6t 10 ml hideg vizzel néhany percen
at razogatunk. A folyadékot papiroson sziirjiik, a sziirlethez 1 csepp 0,01 n jod oldatot
adunk.

CaCOgz: kis mennyiségii drogport porcelantalba tesziink, majd 1 csepp R sdsavval
megcseppent;jiik.

Idegen keményitd: a szennyezés alakjarol és nagysagarol mikroszkoposan felismerhetd.
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1.3. Mikroszkopos vizsgalat

Keményitészemcsék azonositdsat méretiik, jellegzetes alakjuk, rétegzettségiik teszi lehetové.
Kis mennyiségli keményitéport targylemezre helyezve, majd R glicerin és R viz egyenld
térfogataranyu elegyével megcseppentve, fedélemezzel lefedve mikroszkop alatt, legalabb 20-

szoros nagyitassal vizsgalunk.

2. Mikroszképos nagysagmérés

A drogok azonositasaban, és a szennyezések kimutatasaban fontos szerepe van a mikroszkopos
nagysagmérésnek is.

A nagysagméréshez az alabbi két segédeszkozre van sziikség:
1. Okularmikrométer (22. dbra)

A mikroszkdp jobb okularjanak helyére tehetd, optikai részében a dobbal mozgathatd

skalat tartalmazo eszkoz.

Részei:
1. Objektiv
2. Dob

3. Rogzitdcsavar

22. abra Okularmikrométer

2. Targymikrométer (23. abra)

Az okularmikrométer kalibralasara szolgalo olyan targylemez, amelyen egy 100

egyseégre osztott I mm-es skala (mérce) talalhato.

23. abra Targymikrométer
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A méres menete

1. A Kkalibralashoz a mikroszkop jobb okularjat eltavolitjuk, és helyére az
okularmikrométert helyezziik. A régzitdcsavarral rogzitjiik az okularmikrométert. Az

okularmikrométerbe nézve az alabbi skalat lathatjuk (24. 4bra):

24. abra Okularmikrométerben lathato skala

2. A targymikrométert a targyasztalra helyezziik és azt a nagyitast hasznalva, amelyen a

mérés is torténni fog, megkeressiik a skalat, amely a kovetkezOképpen néz ki (25. 4bra):

il l\ | 1'| lll H J‘ |

25. abra A targymikrométer skalaja

3. Az okularmikrométert és a rajta 1évé dobot addig forgatjuk, mig a fonalkereszt ,,X”

kozéppontja az egyik nagy osztasra nem ér (26. dbra).

26. abra A kalibralas kezdpontja
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Leolvassuk a dobértéket. A szdzas helyiértékli szamjegyet az okularmikrométer
mikroszkdpban lathat6 skalajarol, a tizes és egyes helyi értéki szamjegyeket a dobrol
olvashatjuk le.

. Az okularmikrométer fonalkeresztjét az egyik nagy beosztasrol egy masikra mozgatjuk

at a dob segitségével. A konnyebb szdmolas érdekében célszerti 10 egységet (100 pm)

haladni a targylemez-skalajan (27. dbra).

27. abra A kalibralas

. Ismételten leolvassuk a dobértéket, és kiszamoljuk hany dobegységet (DE) haladtunk a
targymikrométer skalajan. P1.: Ha a kezdeti érték 404 DE, a szalkereszt atallitasa utani

érték pedig 534 DE akkor 130 DE-t haladtunk.

. A méréshez kioldjuk az okularmikrométer rogzitGcsavarjat és a fonalkeresztet a

kalibralashoz hasonloan a mérendd rész széléhez igazitjuk.

. Az okularmikrométer rogzitését kovetden leolvassuk a kezdeti és a fonalkereszt
elmozgatasa utani végsé dobértéket. A megmért ndvényi rész mérete aranyparral

kifejezhetd:

. PL: A kalibralas soran 10 osztast (100 pm-t) haladva a targylemez-mikrométer skalan

130 DE-t tekertiink az okularmikrométeren, a megmért rész pedig 67 DE méretii volt.
fgy:

100 um 130 DE

X um 67 DE

X =100%67/130 = 51,54 um
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Példak mikroszkopos nagysagmérésre

I. Az édeskomény szkizogén illdolajjaratanak atmérdjét okuldrmikrométerrel 345
dobegységnek mértiik. Ugyanezen nagyitas mellett elvégeztik az okularmikrométer
kalibralasat. Ekkor a targymikrométer 0,4 mm-re 552 dobegység volt. Hiny um az

¢deskomény szkizogén illdolajjaratanak atmérdje?

04mm= 400 pm 552 DE
X pm 345 DE

X =345/552 x 400 um = 250 um

Az édeskomény szkizogén illdolajjaratanak dtmérdje: 250 um

Il. Az okularmikrométer dobegységének kalibralasa soran a targymikrométer 0,3 mm-e 345
dobértéknek felelt meg. Egy keményitdszemcse atmérdjét az okuldrmikrométerrel 46

dobegységnek mértiikk. Hiny pm a keményitdszemcse atmérdje?

0,3mm= 300 um 345 DE
X pm 46 DE

X =46/345 x 300 um = 40 um
A keményitdszemcse atmérdje: 40 pm
I1l. Az okularmikrométer dobegységének kalibralasa soran a targymikrométer 0,15 mm-e 165

dobértéknek felelt meg. Egy cellulozszal atméréjét az okuldrmikrométerrel 88

dobegységnek mértiik. Hany um a cellul6zszal atmérdje?

0,15 mm = 150 um 165 DE
X pm 88 DE

X = 88/165 x 150 um = 80 um

A cellulozszal &tmérdje: 80 pm
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3. Lanugo gossypii vizsgalata

Schweizer-reakcio: Targylemezre helyezett néhany szal gyapotot fedélemezzel lefedve,
mikroszkop ala helyeziink, és a mikroszkopot élesre allitjuk. Ezutan a fedélemez sz¢éléhez 1-2
csepp Schweizer-reagenst (réz(l1)-oxid tomény ammoniaval késziilt oldata) cseppentiink, és

mikroszkdp alatt kb. fél ora elteltével figyeljiik a duzzadas folyamatét.

Behrens-reakcio: Targylemezre helyezett néhany szal gyapotot feddlemezzel lefedve,
mikroszkop alatt beallitunk. A fedélemez széléhez Behrens-reagenst (kalium-jodid és jod cink-

kloridos oldata) cseppentiink. A valtozast 10-15 perc elteltével megfigyeljiik.

4. Poliszacharid izolalasa Lini semenbdl és Althaeae radixbdl és az izolalt poliszacharid

cukorkomponenseinek meghatarozasa rétegkromatografiaval

Poliszacharid izoldlasa Lini semenbdl és Althaeae radixbol

Lini semenbdl torténd poliszacharid izolalasakor a drogot nem kell poritani. 5 g drogb6l 40 ml
desztillalt vizzel 30 perces vizfiirdon torténd melegitéssel kivonatot készitlink. Hiitést kdvetden
a kivonatot 3 réteg gézlapon megsziirjiik. A sziirlethez 3x-os mennyiségli hideg metanolt adva
a poliszacharidot kicsapjuk. A csapadékot sziirbpapiron szirjiik, majd 2 x 5 ml acetonnal

mossuk.

Althaeae radix esetén 5 g poritott drogbdl 50 ml desztillalt vizzel 30 perces vizflirddn torténd
melegitéssel kivonatot készitiink. Hiitést kovetden a kivonatot 5 réteg gézlapon megsziirjiik. A
szlirlethez 2x-es mennyiségli hideg metanolt adva a poliszacharidot kicsapjuk. A csapadékot

szlir6papiron sziirjiikk, majd 2 x 5 ml acetonnal mossuk.

Az izolalt poliszacharid hidrolizdlasa

50 mg megszaritott poliszacharidot kémcsoben 5 ml 1 M H2SOs-val vizfiirdébe meritve egy
oran keresztiil hidrolizaljuk. Ezt kdvetden semlegesitést végziink vizfiirdon forralas mellett
BaCOs-tal, mig a pezsgés meg nem sziinik (pH-ellenérzés indikator papirral). Lehiités,
tilepedés ¢€s sziirés utan az oldatbol 1 ml-t kivesziink és a kapott hidrolizadtumot metanollal a
duplajara higitjuk. A vékonyréteg-kromatografias vizsgalathoz ebbdl az oldatbdl hasznalunk
fel 10 pl-t.

63



A hidrolizis ellendrzése vékonyréteg-kromatogrdafiaval

Réteg:

szilikagél lemez

Felvitel: 10-10 pl hidrolizatum

10 ul 0,1% gliikoz + 10 pl 0,1% xiloz
10 pl 0,1% galaktoz + 10 pl 0,1% arabindz

Kifejleszt6 elegy: kloroform — aceton — viz 10:90:10

El6hivo reagens: timol-kénsav reagenssel torténd bepermetezés utan 105 °C-on.

5. Acaciae gummi, Tragacantha azonossagi és tisztasagi vizsgalata

Acaciae gummi azonossdgi és tisztasdagi vizsgalata

A vizsgalatokat az akdciamézga 10%-os vizes oldataval végezziik.

1.

Poliszacharid-kimutatas:

2 ml oldathoz 20 ml 90 %-o0s metanolt adunk.

Arabinsav-kimutatas:

2,5 ml oldathoz 5 ml néhany csepp R-ecetsavval savanyitott 90 %-0s metanolt adunk
Kalcium-kimutatas:

Az arabinsav kimutatdsat kovetden az oldatot sziirépapiron megsziirjiik. Az igy kapott
sziiredékhez 1 ml R ammoénium-oxalat oldatot adunk.

Kovetkez6 1épésben az oldathoz R sosavat adunk.

Poliszacharid-kimutatas:

2 ml oldathoz 2 csepp bazisos 6lomacetat adunk.

Keményitd kizarasa:

5 ml oldathoz 1 csepp 0,01 n jodoldatot adunk.

A folyadék felforraljuk, majd lehfitjiik, és tovabbi 1 csepp jodoldatot adunk hozza.
Peroxidaz enzim kimutatdsa (enzimtartalmu és enzimmentes drogbo6l) (28. 4bra):

5 ml oldathoz 5 csepp 3%-0s hidrogén-peroxid oldatot és 5 csepp 1%-0s alkoholos

benzidin oldatot adunk. A reakcidelegyet néhany perc mutlva vizsgaljuk.

OO OO

benzidin benzidin-kék

28. abra Acaciae gummi (peroxidaz enzim kimutatasa)
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Tragacantha azonosito reakcioi

A vizsgélatokat a tragakanta 0,5 %-os vizes oldataval végezziik.

1.

Poliszacharid-kimutatas:
10 ml nyalkahoz 5 ml bazisos 6lomacetat oldatot adunk.
Keményité kimutatasa:

5 ml oldathoz 1-2 csepp 0,01 n jodoldat adunk.

6. Agar duzzadasi értékének meghatarozasa

A duzzadasi érték az a milliliterben kifejezett térfogat, amelyet 1 g drog a hozzatapado

nyalkaval egyiitt kitolt, miutan 4 6ran at vizes folyadékban duzzasztottuk.

1 g poritott drogot csiszolt dugds 25 ml-es mérdhengerbe tesziink. 1 ml metanollal

atnedvesitjik, és desztillalt vizzel feltoltjik 25 ml-re. Ezutan fél oran at 10 percenként

Osszerazzuk, majd tovabbi egy oran at allni hagyjuk. 60 perccel a vizsgalat megkezdése utan a

méréhenger Ovatos mozgatasaval a folyadék zarvanyokat kiszabaditjuk. A megduzzadt drog

térfogatat a hozzatapadt nyalkaval egyiitt leolvassuk.

Ellenorzo kérdések:

Monoszacharidok rovid jellemzése, fontosabb képviseldik

Poliszacharidok rovid jellemzése, fontosabb képviseldik

Keményitok kémiai felépitése, felhasznalasa

Kiilonbdz6 ndvényi eredetli keményitok megkiilonboztetése mikroszkopos vizsgalattal

Keményitd kimutatasa kémcsdéreakcioval
Keményitdk szennyezésvizsgalatai
Cellul6z kémiai jellemzése, kimutatasa
A nyalkék rovid jellemzése

A meézgak rovid jellemzése

Hogyan végeztik a poliszacharid izolalasat és
vizsgiilatat a Lini semenbdl?

Az akaciamézga azonositasi reakcioi

Az akaciamézga szennyezésvizsgalatai
A tragakanta azonositasi reakcioi

A duzzadasi érték fogalma

A duzzadasi érték meghatarozasa
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3.2. Zsiros olajok vizsgalata

Ricini oleum virginale, nativ ricinusola;

Ricinus communis (Euphorbiaceae)

A Ricinus communis magvaibol hidegen torténé sajtolassal eldallitott zsiros olaj. Tiszta,
csaknem szintelen, vagy enyhén sarga, viszkdzus folyadék; nedvszivd. Petroléterben kevéssé

oldodik; alkohollal €s tomény ecetsavval elegyedik. Torésmutatoja kb. 1,479 és relativ siirisége
kb. 0,958.

Olivae oleum virginale, nativ olivaolaj

Olea europaea (Oleaceae)

Az Olea europaea érett, csonthéjas termésébdl hideg sajtolassal, vagy mas, alkalmas
mechanikus eljarassal nyert zsiros olaj. Sarga vagy zoldessarga, tiszta, atlatszo folyadék.
Etanolban (96%) gyakorlatilag nem oldodik; petroléterrel (fp: 50-70 °C) elegyedik. Jellemz6
szagl. Az anyag lehiitve 10 °C-on megzavarosodik, és 0 °C-on vajszer(i tomeggé szilardul.
Relativ stirisége kb. 0,913.
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Gyakorlaton elvégzendo feladatok

Zsiros olajok vizsgalata (Helianthi annui oleum raffinatum, Lini oleum virginale, Ricini oleum
virginale, Olivae oleum, Jecoris oleum)

1. Zsiros olajok 0sszehasonlito vizsgalata rétegkromatografiaval

2. Avassag kimutatasa

3. A-vitamin kimutatasa Jecoris oleumbol

1. Zsiros olajok osszehasonlit6 vizsgalata rétegkromatografiaval

A. Szorbens: normadl fazisu szilikagél

vagy normal fazisit HPTLC szilikagél

Startpontok: kloroformmal higitott napraforg6olaj 10 ul
kloroformmal higitott lenolaj 10 ul
kloroformmal higitott olivaolaj 10 l
kloroformmal higitott ricinusolaj 10 pl

Kifejlesztd elegy: Petroléter — éter — ecetsav 90 :10: 0,8
El6hivas: Jodgbzzel telitett kamraba helyezziik a lemezeket, majd kivétel utdn néhany perc

elteltével keményitd oldattal bepermetezziik.

B. Szorbens: forditott fazisa szilikagél
Startpontok: kloroformmal higitott napraforgo6olaj 10 pl
kloroformmal higitott lenolaj 10 l
kloroformmal higitott olivaolaj 10 pl
kloroformmal higitott ricinusolaj 10 pl

Kifejleszt6 elegy: diklor-metan — cc. ecetsav — aceton 20 : 40 : 50
Eldhivas: Jodgozzel telitett kamraba helyezziik a lemezeket, majd kivétel utan néhany perc

elteltével keményitd oldattal bepermetezziik.

2. Avassag Kimutatiasa

2 ml olajhoz 2 ml cc. HCI-t adunk (,,vivgaz”). A kémcs6 nyilasat floroglucin 0,1%-os éteres

oldataval atitatott vattaval zarjuk le. A kémcs0 tartalmat keziinkkel melegitjik.
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HaC—(CHy)4—CH=CH--CH,—CH=CH—(CH,);~COOH

Ozl linolsav
H3C_(CH2)4_CHO H3C—CH2_CHO ch_(CH2)7_COOH
kapron-aldehid propion-aldehid nonilsav
02

H,C—CH—CHO
\/

epihidrin-aldehid

OH
+2
HO OH
v floroglucin
OH HO
“OH CH—CH=CH OH
OH HO

vOros szinl

21. abra Az avasodas folyamata és az avassag kimutatasa

3. A-vitamin kimutatas (Carr-Price-reakcio):

Oraiivegre helyezett SbCls kristalyt 1 csepp Jecoris oleummal megcseppentiink.

Ellenorzo kérdések
— Mit tapasztalt zsiros olajok ujjlenyomatkromatografias vizsgéalata soran kiilonféle
allotazisokon?
— Milyen reakci6 jatszodik a zsiros olajok avasodasakor?
— Avassag kimutatdsa zsiros olajokbol.

— A-vitamin kimutatasa Jecoris oleumbol.
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3.3. Aszkorbinsav-tartalmu drogok vizsgalata

Rosae pseudo-fructus, csipkerdzsa altermés

Rosa canina (Rosaceae)

A drog a gyepii- (vad-) rozsa, Rosa canina, a havasalji rozsa, R. pendulina és mas rézsafajok
megszaritott, aszmagtermésektél mentes, csészelevelek maradvanyait viseld viragtengelye

(vacokja). A szaritott drog legalabb 0,3% aszkorbinsavat tartalmaz.

A drog husos, lireges, serleg alaku, csészelevelek maradvanyait viseld vacok darabkaibol all,
szine vilagos rdzsaszin — narancsos rézsaszin. A vacok kiils6 felszine domboru, fényes, rancos.

Belso oldala serteszorokkel gazdagon fedett.

Az elporitott drog narancssarga szinti. Mikroszkop alatt, R kloralhidrat—oldat alkalmazasaval
vizsgalva, benne nagy tomegben lathatok a vacok darabkai, amelyek narancssarga tartalommal
rendelkezd kiilsé epidermisszel és vastag kutikulaval boritottak. A belsé epidermisz kalcium-
oxalat rozettakat, alkalmanként kalcium-oxalat hasdbokat tartalmaz6, vékony falu sejtekbdl all.
Elszortan lathatok a szorok alapi részéhez tartozd, azonos atmérdji, vastagodott, fasodott,
godorkés falu sejtek. Gyakori az egysejtli, max. 2 mm hosszisagu és 30-45 pm vastagsagu
szOrok el6fordulasa, amelyek erdsen vastagodott faltak és csticsi résziiknél elvékonyodok. A
szOrokon — az oket boritd viaszszeri kutikula elrendezddése miatt — spiralisan htiz6do barazda

lathatd. A mintaban nagy szamban fordulnak el narancssarga szinii zsirosolajcseppek.

Gyakorlaton elvégzendo feladatok

1. Rosae pseudo-fructus — aszkorbinsav kimutatasa

2. Aszkorbinsav-tartalmi  étrend-kiegészité termék mennyiségi vizsgalata HPLC
késziilékkel

1. Rosae pseudo-fructus — aszkorbinsav kimutatasa
2 g dorzsmozsarban poritott droghoz 8 ml 40 C°-0s vizet adunk, fél oraig allni hagyjuk,
idénként razogatjuk, majd vattan szlirjiik.

— A sziirlet 2 ml-éhez 0,1 g NaHCO3 és 0,2 g FeSO4 adunk.

Kovetkezd 1épésben az oldathoz tomény sosavat cseppentiink. (29. abra).
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29. abra Aszkorbinsav kimutatadsa

— A szirlet 2 ml-éhez 1 ml Fehling I és 1 ml Fehling II oldatot adunk. Az oldatot

vizflirddben melegitjiik.
oH oH QH QX
0 @) CH—CH, Fehling I + 11 0 (@) CH—CH,
HO OH 0] 0
aszkorbinsav dehidro-aszkorbinsav

30. abra aszkorbinsav kimutatasa Fehling I és II oldatottal
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2. Aszkorbinsav-tartalmia étrend-kiegészité termék mennyiségi vizsgalata HPLC
késziilékkel

A gyakorlat célja egy acerolat, csipkebogyd altermést és C-vitamint tartalmazo (névleges
aszkorbinsav-tartalom 500 mg) étrend-kiegészité tabletta C-vitamin tartalmanak
meghatarozasa HPLC-vel. Két hallgato a kalibracios egyenes meghatarozasat végzi, a csoport

tobbi tagja mennyiségi mérést végez a kiadott mintabol.

A HPLC berendezés precizios, kényes és draga késziilek, ezért haszndlata soran nagy

koriiltekintéssel jarjunk el. Ha bizonytalan valamiben, kérjen tanacsot a gyakorlatvezetotol!

1. AHPLC késziilék tizembedllitasa

Készitsiik el6 az eluenst (H2O — MeOH 99:1 + 0,02% (V/V TFA), és ultrahangos flirdében
gaztalanitsuk. Ellendrizziik, hogy az eluens tartalyaban a méréshez elegend6 (legalabb 500 ml)
folyadék van, és az edényt a pumpdaval 6sszekotd cso leér az edény aljara. A vizsgalt mintakat

¢s az eluenst 0,45 pm pdrusatmérdji membranszirével meg kell szlirni.

Kapcsoljuk be a pumpat, a detektort €és a szamitogépet a haldzati fokapcsolokkal. Miutan a
detektor lefuttatta a diagnosztikai programot, a miiszer mérésre kész allapotba keriil. Inditsuk

el a szdmitogépes programot a ,,Wufeng HPLC” parancsikonra kattintva.
Ellendrizziik, hogy a megfeleld mérési paraméterek vannak beallitva, ez esetben:

¢ 0,5 ml/min dramlési sebesség
e 260 nm mérési hullamhossz

e 4 perc detektalasi 1do.

Az eluens dramlasanak elinditdsa utan a késziiléket az erre szolgalo fecskenddvel 1égtelenitjiik,
majd néhany perces ekvilibracidt kdvetden (ez alatt a nyomads és az alapvonal allandova valik)

elkezdddhet a mérés.

2. Kalibralo torzsoldat és oldatsorozat készitése

crer

modon:
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25-30 mg aszkorbinsavat bemériink egy 100 ml-es mér6lombikba, majd ezt 10% (m/V)-0s
citromsavoldatban oldjuk és jelre toltjikk. A torzsoldat higitasaval készitsiink egy kalibrald
oldatsorozatot harom darab 5 ml-es és 1 db 10 ml-es mérélombikba. Az oldatsorozat
elkészitésekor 1, 2, valamint 3 ml torzsoldatot mériink be pipettaval az 5 ml-es lombikokba,
valamint 1 ml torzsoldatott a 10 ml-es mérélombikba ¢és jelre toltjiik azokat a kiadott
10% (m/V)-os citromsav-oldattal. A jelre allitashoz a mellékelt Pasteur pipettat hasznaljuk. A

lombikok tartalmat a jelre allitas utan alaposan 6ssze kell razni.

Rogzitendd adat: bemért aszkorbinsav tomege (mg)

3. Minta-el8készités

Megmérjiik 1 darab ragotabletta pontos tomegét, majd dérzsmozsarban elporitjuk. Az elporitott
minta 0,2 g-jat 20 ml 10% (m/V) citromsavoldattal ultrahangos fiirdében 5 perc alatt 25 ml-es
mérélombikban extrahaljuk, majd 10% (m/V) citromsav-oldattal jelre allitjuk. Ebbdl kivéve 2
ml-t 25 ml-re higitjuk a 10% (m/V) citromsav-oldattal mér6lombikban. A higitott mintabdl 2

ml-t fecskenddsziirén (0,45 um porusatmérdji sziird) lesziriink.

Rogzitendd adat: ragdtabletta tomege (mg)

Rogzitendd adat: bemért minta tdémege (mg)

Rogzitendd adat: a kivonas kezdetének idépontja

4. Kalibralooldatok és mintak HPLC analizise

A kromatograf és a szamitdgépes adatgyiijté program beallitisa utan eldszor a legkisebb
fecskenddvel juttatjuk be az adagolo szelepbe. A kalibral6 oldatok kozott nincs sziikség vizzel
valo oOblitésre csupan a kovetkezd kalibrald oldattal kell atobliteni. A fecskenddt 3-szor
atoblitjiik a mérendd oldattal oly modon, hogy a felszivott oldatot a szennyes gylijtébe engedjiik
ki. Levegébuborék semmiképpen sem lehet a fecskenddben, ezért a mintaoldatot lassan szivjuk
fel. Nagyon tigyeljlink arra, hogy a semmilyen esetben sem keriilhet levegé a HPLC késziilékbe,

mivel ez a mérést és a muszert is tonkreteszi.
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A ,Load” allasdban 1évé adagoloszelep nyildsaba injektaljuk a minta 100 pl-ét. Mivel a
befecskendezett minta a mintahurok térfogatanak (20 pl) tobbszordse, a teljes
fecskenddtartalom beadagoldsa nemcsak megtdlti, hanem at is 6bliti a mintahurkot. A HPLC

oszlopra keriil6 minta térfogata 20 pl.

Hatarozott mozdulattal forditsuk at az adagoloszelep karjat ,,Inject” allasba. Ezzel a minta az
oszlopra keriil, és a mérés automatikusan elindul. A kromatogram felvétele utan az
adagolodszelepet forgassuk ismét litkozésig a ,,Load” allasba. A C-vitamin csucs retencios idejét

¢s csucs alatti teriiletet (AUC, area under curve) leolvassuk a kromatogramrol.

4.1. Kalibracios egyenes felvétele

A kalibracios egyenes felvételéhez az eldkészitett oldatsorozatba tartozd 4, eltérd

cre

szerint.

Rogzitendd adatok:

1. kalibralo 2. kalibrald 3. kalibral6 4. kalibralo
oldat oldat oldat oldat

Injektalt aszkorbinsav
mennyisége (Lg)
AUC 1

AUC 2
AUC atlag
AUC széras

4.2. Mintak mennyiségi analizise

A C-vitamin-tartalmu étrend-kiegészité mintak esetén is 2 parhuzamos mérést végezziink. Az
aszkorbinsav azonositasa a mintaban a kalibralé oldatban megjelend aszkorbinsav retencios

idejével valo Ri-egyezés alapjan lehetséges.

Rogzitendd adat: a mérés kezdetének idépontja
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Rogzitendd adat:

mintdban mért C-vitamin

AUC 1

AUC 2

AUC atlag

AUC szoras

4.3. Az eredmény kiszamitasa

A mérés eredményeként a csucs alatti teriiletek atlaga alapjan megallapithaté az ismeretlen
tabletta C-vitamintartalma aszkorbinsavra vonatkoztatva. A mennyiségi analizishez MS Office
Excel segitségével a kalibracios pontokra egyenest kell illeszteni (y = ax+b), majd meg kell
hatdrozni annak egyenletét, és a korrelacios egyiitthatot (R?). A kalibracios egyenes egyenletébe
a mintaban kimutatott aszkorbinsav AUC értékét (y) helyettesitve meghatarozzuk a minta 20
pl-ében 1évo aszkorbinsav mennyiségét (x), amely alapjan kalkulalhat6 az egy ragotablettaban

1év6 aszkorbinsav mennyisége (mg).

Meghatarozando:

egyenes egyenlete
R? értéke
egy tabletta aszkorbinsav-tartalma (mg)

Ellen6rzo kérdések
— Milyen reakciokkal mutatjuk ki a C-vitamint a Rosae pseudo-fructusb6l?
— Aszkorbinsav kimutatdsa mibél, hogyan tortént?

— Hogyan torténhet étrend-kiegészité termékek aszkorbinsav tartalmanak meghatarozasa?
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3.4. Alkaloidtartalmu drogok vizsgalata
Altalanos alkaloid reakciék

Mivel az alkaloidok szamos anyaggal, koztiik csersavval, joddal, fémkomplexekkel csapadékot

adnak, ez a tulajdonsaguk kvalitativ kimutatasukra felhasznalhat6.

Alkaloidtartalmi drogot megfeleld mennyiségli, néhany csepp sdésavval vagy kénsavval
megsavanyitott vizzel enyhe melegitéssel kivonunk. A lehiitott, és szlirdpapiron sziirt kivonatot

harom részre osztjuk és a kovetkezd csapadékképzo reagensekkel reagaltatjuk.
Reagensek:

- Mayer-reagens (kalium-higany(ll)-tetrajodid vizes oldata)

- Dragendorff-reagens (kalium-bizmut(l11)-tetrajodid ecetsavas oldata)

- Wagner-reagens (jodos kaliumjodid oldat)

Ugyanezt a vizsgalatot elvégezziik 2-3 ml kinin-hidroklorid oldattal is.

Alkaloidtartalmu drogok altalanos extrakcios eljarasa

Az alkaloidok ndvényekbdl torténd kinyerése, valamint az alkaloidtartalmt kivonatok tovabbi
tisztitadsa bazikus tulajdonsadgukon alapul, mivel bazisként szerves oldoszerben, soként vizben
oldddnak jol. A kinyerési, tisztitasi eljarast faziscserének nevezziik. Kétféle modon kezdhetd el
az alkaloidok novényekbdl torténd izolalasa. Az alkaloidok gyenge bazisok. A novényekben
gyenge savakkal képzett s6 formajaban fordulnak eld, ezért legeldszor erdsebb savval vagy

erdsebb bazissal el kell bontani a ndvényben 1évé alkaloid-sokat.

1, Hig savat (1-3%-o0s sosavat vagy kénsavat) adunk a drogporhoz és azzal kivonjuk. Ilyenkor
az erds sav kiszoritja s6jabol a gyenge savat, az alkaloid az erds savval képez sot, amely
vizben jol oldodik. Természetesen az alkaloidsok mellett mas vizoldékony anyagok is jelen
lesznek a kivonatban. Tisztitas céljabol az alkaloidtartalm savas-vizes kivonatot meg kell
lagositani. Az alkaloid bazissa alakul és szerves oldoszerrel kirazhato a vizes fazisbol. Igy
az alkaloid bazis tisztitott formaban, szerves olddszeres oldatban all rendelkezésre a tovabbi

vizsgalathoz.

2, A drogot erds bazissal (NHs vagy NaOH) atnedvesitjiik, amelynek hataséara az alkaloidsébol
az erds bazis kiszoritja az alkaloidot. A felszabadult alkaloidbézis szerves olddszerrel a
drogbdl kivonhatd. Természetesen sok mas anyagot is kivontunk a szerves olddszerrel is a

drogbdl, amely szennyezi az alkaloidbazis oldatat. Ezért a szerves kivonatot sszerazzuk egy
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er6s sav (kénsav, sdsav stb.) vizes oldataval. Ilyenkor az alkaloid a savval sot alkotva vizben

jol oldhatova valik, igy atmegy a vizes-savas kirdzas soran az alkaloid a vizes fazisba.

Az alkaloidtartalmu drogok hatdéanyagainak mennyiségi meghatarozdsa soran tobbnyire az
Osszalkaloid-tartalmat mérjiik. Némely esetben viszont valamely jellemz0 alkaloidkomponens
mennyiségét kell meghatarozni. A drog eldkészitéséhez ¢s az alkaloidok kivondsdhoz a

kovetkezd eljarast hasznaljuk.

A drog elokészitése: A vizsgalathoz sziikséges drog teljes mennyiségét megfeleld finomsagura

oroljiik, szitaljuk és gondosan homogenizaljuk.

Az alkaloidok kivonasa:

A poritott drog pontosan mért mennyiségét dorzsmozsarban 0,5-1,0 ml témény ammonia-
oldattal atgyaGrjuk, majd maradéktalanul a késziilék kivonohiivelyébe (1) helyezett
tiveggyapotra szorjuk (31. abra).

31. abra Alkaloid kivoné készilék

A dorzsmozsarat és a pisztilust az eldirt kivonoszerrel (benzol) a késziilékbe 6blitjiik. A szilard-
folyadék (A) és a folyadék-folyadék kivono rész (B) kozott levd csapot (2) kinyitjuk, és a
folyadék-folyadék kivond hengertestbe (B) az adagolocsonkon keresztiil (7) 10,0 ml 0,2 M

kénsavat Ontlink. A szilard kivono hengertestbe a drogra annyi benzolt Ontiink, hogy az alsé
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részben (B) a benzol elérje a cirkulalocsovet (3), és az emlitett csap (2) elzarasa utan a drog
f616tt 3-4 cm-es benzolréteg legyen. Ezutdn a nyomdcsonkon (4) keresztiil 1étesitett folyamatos,
gyenge tilnyomads vagy a felsé légtelenitd csapon (8) at gyenge szivas révén meginditjuk a

benzol korbearamoltatasat.

A kénsav folott levo benzol a cirkulalocsovon at a drogra permetez, azon athatol, a perforalt
gombon (5) at kénsavas rétegbe jut, abban felemelkedik, annak felszinén 6sszegytilik, majd a
cirkulaléesdvon at Gjra a drogra permetez. Ezaltal kialakul a benzolos fazis korforgasa. A
drogbol a benzollal kivont alkaloidok a benzolos fazisnak a kénsav-oldaton vald athatolasa
soran a vizes kénsavas fazisba oldodnak at. Ezt a korfolyamatos kivonast egy oran at végezziik.
Ezutan a nyomast, illetve a szivast megsziintetjiik, a folyadék mozgast leallitjuk, majd a két

rész kozotti csapot (2) elzarjuk.

A folyadék-folyadék kivonorész aljan levé csap (6) nyitdsaval a savas fazist 50 ml-es
mérdlombikba bocsatjuk, a késziilékbe az adagolocsonkon (7) 4t Gjabb 10 ml 0,2 M kénsavat
Ontiink, és a kivonast még kétszer egy-egy 6ran at, majd egyszer két 6ran at megismételjiik. Az
egyes kivonasok utan 0sszegyljtott, 6sszesen 40 ml savas oldatot a mérélombikban 0,2 M

kénsavval 50,00 ml-re egészitjiik ki.

A mér6lombikban levo savas-vizes alkaloid-oldat 20,00 ml-es részletét tomény ammonia-
oldattal meglagositjuk (pH = 8-9), és kétszer 20-20 ml, majd még két izben 10-10 ml
kloroformmal kirazzuk. Az egyes kloroformos oldatrészleteket kb. 2 g vizmentes natrium-
szulfattal fedett zsirtalanitott vattapamaton szirjiik. Az igy 6sszegyiijtott kloroformos oldatbol
a kloroformot mintegy 5,0 ml térfogatig bedesztillaljuk. Ezt az oldatot hasznaljuk az egyes

drogok esetén leirt alkaloidtartalom meghatarozasokhoz.

Ellenérzé kérdések
— Mi a faziscsere? Hogyan és mire hasznaljuk?
— Hogyan nyerhetdk ki az alkaloidok bazisként a drogb6l?
— Hogyan nyerhetdk ki az alkaloidok soként egy drogbol?
— Milyen, az alkaloidok kimutatasara alkalmas csapadékképzo reagenseket ismer?

— Ismertesse az alkaloidkivoné késziilék miikodésének elvét!
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Ornitinbdl keletkez6 alkaloidokat tartalmazé drogok

Hyoscyami folium, beléndeklevél

Hyoscyamus niger (Solanaceae)

A drog a beléndek, Hyoscyamus niger hazankban megtalalhato, kétéves, ritkan egyéves novény
virdgzas kezdetén gyljtott, megszaritott levele. A drog legalabb 0,05% atropinbéazisban
kifejezett alkaloidot tartalmaz.

A levelek hosszukas tojasdadok, szarnyasan Oblosen karéjosan fogazottak. A kevés szamu
karéjok, illetve fogak hegyes csticstiak, tompan zold szintiek, kiilondsen a széliikkon, a fonak
kiall6 erezetén és a nyélen bozontos, puha szértiek, valluk sziv alaku. Frissen bodité szagtiak.
A télevelek 20-30 cm hosszuak, 10—12 cm szélesek, szives valluak, nyelesek, a szarlevelek
koziil az alsobbak rovid szarnyas nyélbe keskenyeddk, a fels6 szarlevelek iildk, félig szardlelok.
A drog jellemzd szagt, ize kesernyés, csipds, kissé sos.

A levél dorziventralis szerkezeti. A felszin és a fondk epidermiszében tobbé-kevésbé
izodiametrikus, vékony kutikulaju sejtjei koziil a sztomak kissé kiemelkednek és a fondkon
stirlibben helyezkednek el. A felszinepidermisz alatt egyrétegli, gyakran a mezofillum kozepéig
lenytld, keskeny, hosszl sejtli paliszddparenchimat latunk. Alatta egysoros, kalcium-oxalat
kristalyokat tartalmaz6 un. gy(ijtdsejtekbol allo réteg kovetkezik, amely 2-3 sejtsoros szivacsos
parenchimdba megy at. A kristalyok leggyakrabban oszlop alaki egyeskristalyok, de latunk
atnétt és ikerkristalyokat, s6t ritkan buzoganyfej alakt kristalyokat is. Az epidermisz latt 1-3
sejtsort, kismértékben vastagodott, intercellularisos kollencima helyezkedik el. Az ivesen
alakult szallitoszovetet fiatalabb korban keményitdvel telt nyaldbhiively veszi koril. A
szallitonyalabok bikollateralisak.

A drog pora zold, ill. sziirkészold szinii. Benne igen gyakoriak az egyes kalcium-oxalat
kristalyok, a fondk- és felszinepidermisz-részletek sztomakkal, valamint a mezofillumnak

paliszadparenchima- €s kalcium-oxalat kristalyokat tartalmazo szivacsos parenchimatdredékei.
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Gyakorlaton elvégzendo feladatok

1. Tropanvazas alkaloidokat tartalmazé drogok (Belladonnae folium, Belladonnae radix
Hyoscyami folium, Stramonii folium) rétegkromatografias vizsgalata
2. Vitali-reakcio

3. Szkopoletinkimutatas

1. Tropanvazas alkaloidokat tartalmazo drogok (Belladonnae folium, Belladonnae radix,
Hyoscyami folium, Stramonii folium) rétegkromatografias vizsgalata

Kivonat készitése: 1 g drogbol 15 ml 0,5%-os kénsavval 10 perces vizfiirdén torténd
melegitéssel kivonatot készitlink, majd hiités utan vattan valasztétolcsérbe sziirjiikk. A szirlet
pH-jat tdomény ammoniaval lagosra (8-9) allitjuk. Ezutan 2 x 10 ml kloroformmal kirdzzuk. A
szerves fazisokat egyesitjiik, és vizmentes natrium-szulfattal vizmentesitjiik. Porcelantalban

vizfiirdén beparoljuk és a szaraz maradékot 0,5 ml metanolban oldjuk.

Réteg: szilikagél

Felvitel: 1. Belladonnae folium kivonata 20 ul
2. Belladonnae radix kivonata 20 ul
3. Stramonii folium kivonata 20 pl
4. Hyoscyami folium kivonata 20 ul
5. atropin teszt 0,1% 10 pl
6. szkopolamin teszt 0,1% 10 ul
7. szkopoletin teszt 0,1% 10 ul

Kifejlesztd elegy: aceton — viz — tdmény ammonia 9017 : 2
Detektalas: 1. UV fény (366 nm)
2. Dragendorff reagens

2. Vitali-reakcio (tropanvazas alkaloidok kimutatasa)

Kivonat készités: 1 g drogot 10 ml 0,05 M kénsavval 2 percig razogatunk, majd papiron
megszlrjik. A sziiredékhez 1 ml R tdmény ammoniaoldatot és 5 ml vizet adunk, 15 ml éterrel
Osszerazzuk, ligyelve arra, hogy az emulzidoképzddést elkeriiljiik. Az éteres fazist vizmentes

natrium-szulfattal megszaritjuk, majd megsziirjiik, és porcelantalban beparoljuk.
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A beszaradt maradékot 0,5 ml tomény salétromsav hozzaaddsa utan vizfiirddn szarazra
paroljuk. A maradékhoz 10 ml acetont és R kalium-hidroxid alkohollal késziilt oldatabol
(30 g/1) néhany cseppet adunk (32. abra).

N

Hac—N HsC™ ;F N Hac—N
% \ H3C’ﬁ D—_\\
KOH

KOH

? HNO 9 ?
OgCI) _3> Oi(l: —_—) ? E— oﬁ(li
O O o O
NO,
OH ONO, H,C OH
atropin 4-nitro-atropin-salétromsavészter 4-nitro-apotropin

32. abra Tropanvazas alkaloidok kimutatasa Vitali-reakcidval

3. Szkopoletinkimutatas: 0,2 g drogporbdol 10 ml vizzel 2 percen at rdzogatva kivonatot
készitiink, majd a vizes kivonathoz 10 csepp R 6lomacetat oldatot adunk, sz{irjik és a szlirletet
azonos térfogati kloroformmal kirdzzuk. A szerves fazist 2-3 ml néhany csepp ammonidval

lugositott vizzel 6sszerazzuk. Az elkiiloniild lagos-vizes fazist UV fényben vizsgaljuk.

Ellen6rzo kérdések
— Milyen kristalyok (fajta, alak) talalhatok a harom vizsgalt drogban (maszlagos
nadragulyalevél, csattand maszlag levél, beléndeklevél)?
— Melyek a harom drog fobb alkaloidkomponensei?
— Mely vegyiilet kimutatdsara alkalmas a Vitali-reakcio és hogyan végezziik?
— Milyen tipusu vegyiilet a szkopoletin?

— Hogyan mutathato ki a szkopoletin a hdrom drogb61?
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Fenilalanin eredetii alkaloidokat tartalmazo6 drogok

Opium crudum, nyers 6pium

Papaver somniferum (Papaveraceae)

A nyers 6pium a termesztett (kerti) mak — Papaver somniferum levegén megszaritott tejnedve,
amely az éretlen toktermés bemetszésével nyerhetd ki. Legalabb 10,0% morfint és legalabb
2,0% kodeint tartalmaz, 100—105 °C-on szaritott drogra vonatkoztatva.

A nyers opium jellegzetes szagl, feketésbarna szint. Kiilonbozé méreti darabok alkotjak,
amelyek lagyak, fényesek, €s szaritas utan keménnyé, rideggé valnak.

A nyers 6pium R kalium-hidroxid 20 g/l-es oldataval készitett szuszpenzidjat mikroszkop alatt
vizsgaljuk. Benne szabalytalan alakl halmazokka 6sszeallt tejnedvszemcsék és vilagosbarna,
hosszukas fonalak figyelheték meg. Szallitonyaldbok toredékei és megnyult, fénytord
kristalyok lathatok, tovabba kisebb szdmban kerek virdgporszemek és hosszikas rostok
részletei. A drog — a tejnedv feldolgozasa soran belekeriilt — hegyes csticesal rendelkezd,
valtozatos hosszusagi szOoroket ¢és néhany keményitészemcsét tartalmazhat. Az
epi(exo)karpium toredékei is jelen lehetnek, amelyek sokszogletii, csillag alaka iireggel

rendelkezd, vastag falu sejtekbdl allnak.

Chelidonii herba, vérehullo fecskefli viragos hajtas

Chelidonium majus (Papaveraceae)

A drog a vérehulld fecskefii — Chelidonium majus viragzo allapotban gyiijtott, egész vagy
apritott, szaritott fold feletti hajtasa. Kelidoninban kifejezett 6sszes alkaloid-tartalma legaléabb
0,6% (szaritott drogra).

A hengeres, bordazott, 3—7 mm atmérdjli, és kissé szOr0s szar tlreges, de altalaban
Osszenyomodott, sargas-zOldes-barna szinli. A levelek vékony lemeziiek, szabalytalanul
szarnyasak, a levélszeletek alakja tojasdadtol hossziukas-szogletesig valtozhat, a sz€liik durvan
fogazott, a végallo levélszelet gyakran haromkaréju; a levelek szini oldala kékeszold és csupasz,
a fonaki felszin halvanyabb és bolyhosan szdrds, kiilondsen az erek felett. A viragtakard két
mélyen kioblosodd, konnyen lehulld csészelevélbdl, és négy sarga, széles-tojasdad, 8-10 mm
hosszu sziromlevélbdl épiil fel; a porzok sargak és szdmosak, a felsd allastt maghazrdl rovid

bibeszal ered; ritkan el6fordulnak hosszu, éretlen toktermések is.
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A poritott drog sotét sziirkészéld-barnaszold szinii, benne mikroszkop alatt szadmos levéltoredék
¢szlelhetd, feliilnézetben hulldmos fali boérszoveti sejtekkel; anomocitikus sztémaappara-
tusokat csak a fonaki epidermisz tartalmaz; lathatok még hosszu, egysoros, gyakran darabokra
toredezett fed0szorok is. A levélbdl vagy a szarbdl szarmazéd szallitdszovet rostok, illetve a
gddorkés ¢€s spiralis sejtfalvastagodast edények csoportosan jelennek meg. Ezekhez szorosan
kapcsolodnak a sargasbarna anyagot tartalmazé tejesovek. Ritkan a sziromlevelek toredékei is
jelen lehetnek, vékony fali és részben papillas felszint sejtekkel, melyek halvanysarga
olajcseppeket tartalmaznak. A pollenszemek gomb alaktak, atmér6jik 30-40 um, harom

csirakapu jellemzi és az exine finoman godorkés.

Gyakorlaton elvégzendé feladatok

1. Opium crudum vizsgalata
1.1. Morfin elvalasztasa a tarsalkaloidoktol, rétegkromatografias ellendrzés
1.2. Marquis-reakcid
1.3. Mekonsav-kimutatas
2. lIpecacuanhae radix azonossagi reakcioi: emetin-, cefelin-kimutatas (rubremitin reakcio,
Frohde-reakcio)
3. Chelidonii herba és a drog kivonatat tartalmazo készitmény rétegkromatografias

vizsgalata

1.1 Morfin elvalasztdasa a tarsalkaloidoktol

0,10 g 6piumot 5 ml vizzel eldorzsoliink, sziirjik, majd 2,5 ml 4%-0s NaHCO3 oldatot adunk
hozza. 15 ml Rasmussen eleggyel (kloroform—izopropanol 3:1) kirdazzuk (33. abra).
Rétegkromatografidhoz (Rasmussen 1.) és a Marquis-reakciohoz 1 ml-t félretesziink. A vizes
fazisbol elvégezziikk a mekonsav-kimutatast. A kb. 14 ml Rasmussen I. fazist vizfiirdon
porcelantalban betoményitjiik, a szaraz kivonatot 4 ml R NaOH oldatban oldjuk. A lugos
oldatot 2 x 5 ml kloroformmal kirazzuk (Kloroformos fazis rétegkromatografidhoz). A vizes
fazis kémhatasat elobb kb. 1 ml 6%-os sdsavval pH 7-re allitjuk, majd tovabbi 1 csepp R soésavat
adunk hozza. Ezt kdvet6en kb. 2,5 ml 4%-0s NaHCO3 oldattal a pH-t 9-re allitjuk, majd 2 x 5 ml

Rasmussen-eleggyel kirazzuk (Rasmussen II. rétegkromatografiahoz).
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Opium (10 cg)
+ 5 ml viz

+ 2,5 ml 4 %-0s NaHCO;
extrakcid 15 ml Rasmussen eleggyel

(kloroform : izopropanol 3 :1 elegye)

vizes fazis Rasm. L. fazis — | ml réteghez
+ Marquis reakciohoz
mekonsav kimutatas beparlas

oldas 4 ml R-NaOH
extrakcio 2 x 5 ml kloroformmal

kloroformos fazis

lagos-vizes fazis
6 %-os sosavval pH-t beallitan (pH=7-re)
+ 1 csepp 6 %-0s sésav
+ 2,5 ml 4 %-0s NaHCO3 (pH=9)

extrakcid 2 x 5 ml Rasmussen eleggvel

.

vizes fazis Rasm. I1. fazis

26. abra Morfin és a tarsalkaloidok elvéalasztasdnak menete

Rétegkromatografias ellenorzés

Réteg: szilikagél lemez
Felvitel: 1. Rasmussen I. fazis 60 ul
2. 0,1% papaverin teszt + 0,1% morfin teszt  10-10 pl

3. kloroformos fazis 60 ul
4. 0,1% tebain teszt + 0,1% kodein teszt 20-20 pl
5. Rasmussen II. fazis 60 pul

Kifejlesztd elegy: EtOAc — MeOH —cc. NHs 85:10:5
El6hivas: Dragendorff-reagens

1.2 Mekonsav-kimutatas: 0,10 g 6piumot 5 ml vizzel eldorzsoliink, sziirjik, majd 2,5 ml 4%-0s

NaHCOs oldatot adunk hozza. 15 ml Rasmussen-eleggyel (kloroform—izopropanol 3:1)

kirazzuk. A vizes fazist R kénsavval megsavanyitjuk, majd 2-3 csepp FeCls-ot adunk hozza.
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1.3 Morfinkimutatas (Marquis-reakcio): 0,10 g 6épiumot 5 ml vizzel eldorzsoliink, szirjik,
majd 2,5 ml 4%-0s NaHCOs3 oldatot adunk hozza. 15 ml Rasmussen-eleggyel (kloroform-—
izopropanol 3:1) kirazzuk. A Rasmussenes fazist betoményitése utan a beszaradt maradékot 1-
2 csepp frissen készitett Marquis-reagenssel (1 ml tomény kénsav + 1 csepp tomény

formaldehid) megcseppentjik.

2morfin+2 ¢

®
OH OH OH H OH
O. O.
OH  ¢c H,S0, >
—_—

oxénium ion karbénium ion
biborvérss, majd ibolyaszin mezomér rendszer

34. abra Morfin kimutatasa Marquis-reakcidval

2. Ipecacuanhae radix azonossagi reakcidi: emetin-, cefelin-kimutatas
Kivonat készités: 0,5 g drogport 10 csepp R ammonia oldattal atnedvesitiink, majd 10 ml

kloroformmal torténd razogatassal végezziik a kivonast. A papiron szirt kivonatot két részre

osztjuk, és porcelantalban mind a két részt szarazra paroljuk.

Emetin kimutatdsat (rubremetin reakcid): a szaraz maradékhoz morzsanyi klorogént és 2-3

csepp R-HCI-t adunk.

H3CO
H3CO N*
HCO Z
H3CO N Cl
3 +
CI\ Na —
o= S O +HCl — Cl;
OCH
HN O s
OR OCH3
klorogén rubremetinium-kation R = CHs

cefelinium-kationR = H

35. abra Emetin kimutatasa rubremetin reakcidval

Cefelin-kimutatas (Frohde-reakcid): a masik porcelantal tartalmat Frohde-reagenssel (NHa-

molibdenat cc. H2SO4 oldata) megcseppentjiik.
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3. Chelidonii herba és a drog kivonatat tartalmazé készitmény rétegkromatografias
vizsgalata

Kivonatkészités 0,4 g poritott drogot 50 ml 30%-0s ecetsavval vizfiirdon 30 percen at forralunk

ugy, hogy a lombik szajaba tolcsért tesziink, majd lehiitjiik, és szlir6papiron at sziirjik. A

sziiredéket tomény ammoniaoldattal erésen megligositjuk, majd 30 ml kloroformmal

Osszerdzzuk. A szerves fazist vizmentes natrium-szulfattal vizmentesitjiikk, sziirdpapiron

porcelantalba szlrjiik, szarazra paroljuk, a maradékot 1 ml metanolban oldjuk.

Réteg: szilikagél lemez

Felvitel: 1. 1% metilvords + 1% papaverin teszt 10 pl
2. 0,1% kelidonin teszt 10 pl
3. fecskefii kivonat 20 pl
4. 0,1% koptizin teszt 10 ul
5. termék minta 20 pul

Kifejleszt6 elegy: 2-propanol — viz — hangyasav 90:9: 1
FElohivo reagens: 1. UV 254, 366 nm
2. Dragendorff-reagens

Ellenorzo kérdések
— Hogyan valasztjuk el a morfint a tarsalkaloidoktol?
— Miért kiilonithetd el a morfin a tarsalkaloidoktol?
— Hogyan mutathato6 ki a morfin az 6piumbol?
— Hogyan végezziik a mekonsav kimutatasat?
— Mely drogbol és hogyan mutatjuk ki az emetint?
— Mely drogbdl és hogyan mutatjuk ki az cefelint?
— Milyen tipust és milyen alaku kristalyokat tartalmaz az Ipecacuanhae radix?
— Milyen vegetativ allapotban gytijtik a Chelidonii herbat?
— Melyek a vérehull6 fecskefii fébb komponensei?
— Mire vonatkoztatva fejezik ki a drog alkaloidtartalmat?
— Mely vegyiileteket azonositottuk vékonyrétegkromatografia segitségével a vérehullo

fecskefui kivonataban?
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Triptofan eredetii alkaloidokat tartalmazo6 drogok

Strychni semen, ebvészmag

Strychnos nux-vomica (Loganiaceae)

A drog a Strychnos nux-vomica fa vagy bokor érett, szaraz magja. A mag korongalaku, 1-2,5
cm atmérdjli, 3—5 mm vastag, vildgossziirke, a stiriin rasimulé szoroktdl selyemfényti, selymes
tapintast, szarukeménységli. A korong széle parkanyszeriien vastagodott. Egyik oldalan a
kozpontban talalhat6 a koldok, amelytdl egy, a szorok 0sszehajlasabol eredé vonalka halad a
mag sz€lén 1évo mikropiléig; itt a gyokocske szemdlcsszeriien kinyomja a maghéjat. A sziirke,
szaruszerli magfehérje a lap irdnyaban két részre valaszthatd, kozte talalhatdé az embrid 2
sziklevele ¢és gyokocskéje. Epidermisz sejtjei kb. 1 mm hosszu, tompavégt, egysejtli szorokké
alakultak at.

Jellemzd szagl, erdsen keserli izli. Pora sargassziirke, jellezetes szOrtdredékeket és

endospermium toredékeket tartalmaz.

Secale cornutum, anyarozs, varjukérom

Claviceps purpurea (Clavicipitaceae)

A drogot a Claviceps purpurea gomba atteleld alakja, szklerociuma szolgaltatja. A drog 1-5
cm hosszl,, 2-5 mm atmérdjii két végén elvékonyodod, orsé alakl, egyenes, vagy kissé
meggorbiilt képlet, amely ritkdn hengeres és sima feliiletli, gyakran tompan haromszog alaka
¢és hosszan barazdas feliiletli. Frissen husos, széraz szaruszer(i, fekete vagy ibolyasfekete, kissé
fényld. Torési feliilete sz€lén ibolyaszerii, kozepén fehéres, torése egyenes. A gomba vegetativ
testét gombafonalak (hifa) alkotjdk, amelyek Osszessége kusza szovedékhez hasonlo
micéliumot képez.

Pora kékessziirke és a hifafonalak, valamint a kéreg sotét toredékeit tartalmazza. Pora R

natrium-hidroxiddal eldorzsolve bomlott fehérjére (trimetilamin) emlékeztetd szagot araszt.
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Gyakorlaton elvégzendo feladatok
1. Strychni semen
1.1. Az alkaloidok rétegkromatografias vizsgalata
1.2. Sztrichnin, brucin és loganin kimutatasa
2. Chinchonae cortex
2.1. Alkaloidtartalom kvantitativ meghatarozasa fotometrias modszerrel
2.2. Thalleiochin-reakcio, Grahe-proba
3. Secale cornutum
3.1. Vizoldékony és peptidalkaloidok elvalasztasa, rétegkromatografias ellenérzés

3.2. van Urk-reakcio, szklereritrin kimutatasa

1.1. Strychni semen alkaloidjainak rétegkromatografias vizsgalata

Kivonat készités: 0,3 g drogport 20 ml vizzel 10 percig forralunk. Hiités utan vattdn at
razétolesérbe szurjik. Kirdazzuk 2 x 5 ml kloroformmal. Viztelenités utan a szerves fazisbol 2
ml-t rétegkromatografias vizsgalathoz kivesziink, a maradék kivonatot kémiai reakciol céljara
hasznaljuk oly médon, hogy két porcelantalba elosztva beparoljuk.

Réteg: szilikagél lemez

Kivonat: Strychni semenbdl késziilt kivonat 2 ml-es részletét betoményitjiik, majd a szaraz

kivonatot 0,5 ml metanolban oldjuk.

Felvitel: 1. ebvészmag kivonat 60 pl
2. 0,1% sztrichnin teszt 20 ul
3. 0,1% brucin teszt 20 wl

Kifejlesztd elegy: MeOH —cc NH3 95: 5

Eléhivas: Dragendorff-reagens

1.2. Strychni semen: sztrichnin, brucin és loganin kimutatasa
Sztrichnin kimutatas: a rétegkromatografias vizsgalatnal leirt mdédon késziilt egyik széaraz

kivonathoz kevés KoCr207 kristalyt és néhany csepp 80%-os kénsavat adunk.

o)
chr207
2 80 %-0s H,504 N N
36. abra Sztrichnin kimutatasa o
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Brucinkimutatds: a rétegkromatografias vizsgalatnal leirt modon késziilt masik beszaritott

kivonatot cc. salétromsavval megcseppentjiik.

cc. HNO3

v

37. abra Brucin kimutatasa

Loganin-kimutatds: a kloroformos kirazas utain megmaradt vizes sztrletbdl 1-2 ml-t savanyitast
(1-2 csepp R H2S04) kovetden szarazra parolunk.

A beparolt maradékhoz vizet adunk, majd ujra bepéroljuk.

2.1. Cinchonae cortex alkaloidjainak kvantitativ meghatarozasa fotometrids modszerrel
0,5000 g drogport 20 ml 6,25%-o0s hangyasavval vizfiirdén 30 percig melegitiink. Lehiités utan
biirettabol 50,00 ml diklormetant, majd pipettaval 7 ml 40%-os natrium-hidroxidot adunk
hozza. 10 perces erélyes razogatas utan 2 g poritott tragakantat adunk hozza, és addig razzuk,
mig az elegy fel nem tisztul. A folyadékot papiron sziirjik, és 10,00 ml-ét mérélombikba
toltjiik, majd ezt 100 ml-es csiszolatos gomblombikba Ontjikk (a mérélombikot 2 x 5 ml
diklérmetannal atmossuk) és vakuumdesztillacioval szarazra paroljuk. A beszéaradt maradékot
10 ml metanolban oldjuk, €s 25 ml-es mérélombikba Ontjiik, majd a csiszolatos gdmblombikot
2 x 5 ml metanollal atmossuk. A metanollal (25 ml) jelre toltott oldatbol 1 ml aliquotot
kivesziink, 10 ml-es mérélombikban metanollal jelre toltjiik, majd az extinkcidt 282 nm-en UV-
spektrofotométerrel mérjiik. Osszehasonlitd oldat: metanol. A drog alkaloidtartalmat (%) az

alabbi Osszefiigges segitségével szamitjuk ki:

E 100
%=_____ x0,00406 x 12,5 X
0,436 m
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2.2. Cinchonae cortex alkaloidjainak kimutatasa

Thalleiochin-reakcié (kinin, kinidin): A kvantitativ vizsgalathoz hasznalt diklor-metanos
kivonatbol 5 ml-t porcelantalban vizfiirdén betdményitiink. A maradékot kb. 3 ml 50%-0s
metanolban oldjuk, kémcsébe oOntjiik. Az oldathoz addig adunk friss bromos vizet, mig a
becseppentés helyén keletkezett csapadék feloldodik. A halvanysarga oldathoz 1-2 csepp R

ammonia oldatot adunk.

= X

2kinin+Br, —» N OHBr HO N

Br Br

/

thalleiochin (zo6ld)

38. abra Kinin, kinidin kimutatasa thalleiochin-reakcioval

Grahe-préba (kinin, kinidin): 0,05 g drogport szaraz kémcs6ben Bunsen-lang felett hevitve
ibolyas szinli g6zok keletkeznek, amelyek a kémcs6 hidegebb feliiletén lecsapodnak. Lehiilés
utan a szublimatumot 2 ml metanolban oldjuk. Az oldatbol 1-2 cseppet néhany csepp R

kénsavval savanyitott 15 ml vizhez adunk. UV3g6 fényben vizsgaljuk.

3.1. A Secale cornutum vizoldékony- és peptid tipusu alkaloidjainak elkiilonitése:

Kivonat készités: 1 g drogport néhany csepp tomény ammoniaval atnedvesitiink, majd 10 ml
etilacetattal 10 perces razogatassal kivonunk. Szlirés utan a kivonatot 10 ml 1%-os borkdsavval
kirazzuk. A boérkdsavas fazis kémhatasat R natrium-hidroxiddal pH = 5,3-ra beallitjuk és
1 x 10 ml, majd 2 x 5 ml kloroformmal kirazzuk (I. kloroformos fazis). A vizes fazist pH-jat
ezutan R natrium-hidroxiddal 8-ra allitjuk és 1 x 10 ml kloroformmal kirazzuk (II. kloroformos

fazis). A kloroformos fazisokat beparoljuk és 1 ml metanolban oldjuk.
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Réteg: gyari szilikagél lemez

Felvitel:

1. I kloroformos fazis 20 ul
2. 1L kloroformos fazis 40 pl
3. 0,1% ergokrisztin + ergokornin teszt 20 ul
4. 0,1% ergotamin teszt 20 ul
5. 0,1% ergometrin teszt 20 ul

Kifejleszt6 elegy: toluol — diklor-metan — etanol 28,5 : 57 : 14,5

El6hivo reagens: van Urk-reagens, hevités 105 °C-on 5 percig

3.2. Secale alkaloidok kimutatasa (van Urk-reakcidval): a rétegkromatografias vizsgalathoz
késziilt és metanolban oldott I. kloroformos fazist szarazra paroljuk, majd a szaraz kivonathoz

3-5 csepp van Urk-reagenst (p-dimetil-amino-benzaldehid tomény kénsavas oldata) és 2-3

csepp hidrogén-peroxidot adunk.

Antrakinon szarmazékok kimutatasa (szklereritrin kimutatas): 0,2 g drogport 5 csepp 20%-
os kénsav hozzaadasa utan 5 ml etil-acetattal 2 percen at razogatunk. A vattan atszirt kivonatot

2-3 ml hidegen telitett NaHCO3 oldattal dsszerarruk, majd 1-2 ml R kénsavat adunk hozza.

Ellenorzo kérdések

Milyen morfologiai sajatossagok jellemzoek az ebvészmagra?
Mely drogbol és hogyan mutatjuk ki az sztrichnint?

Mely drogbo6l és hogyan mutatjuk ki a brucint?

Milyen tipusu vegyiilet a loganin?

Mely drogbol és hogyan mutatjuk ki a loganint?

Mely vegyiilet(ek) kimutatasara alkalmas a Grahe-proba?
Mibdl és hogyan végezziik a Grahe-probat?

Mit mutatunk ki a thalleiochin-reakcidval?

Mibdl és hogyan végezziik a thalleiochin-reakciot?

Mi az anyarozs?

Hogyan vélaszthato el az ergometrin a peptidalkaloidokt6l?
Mely drogbol, milyen reakcioval mutatjuk ki az ergotalkaloidokat?
Hogyan mutathatok ki az ergotalkaloidok?

Hogyan és mely drogbo6l mutatjuk ki a szklereritrint?
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Xantinszarmazékokat tartalmazo6 drogok

Theae folium, tealevél

Camellia sinensis (Theaceae)

A drog a Camellia sinensis 6 m magasra is megnovo, 6rokzold bokor levelei. A fiatal levelek
szOrosek, aprobbak. Az iddsebbek csaknem csupaszok, megnéhetnek 8—10 cm hosszura és 2—
5 cm szélesre is, landzsa vagy ellipszis alaktiak. A jo kereskedelmi tea 2,5-3,5% koffeint
tartalmaz.

A drog szaga jellemzd, illatos; ize fanyar, kesernyés.

Mate folium, maté-levél

Ilex paraguariensis (Aquifoliaceae)

A drog a kiilonbozé llex-fajok, féleg az I. paraguariensis Kozép- és Dél-Braziliaban,
Paraquayban, Uruguayban és Argentina északi részén honos, 5—6 m magas, karcsu, 6rokzold
fak 10—-16 cm hosszu, tojas alakd, bérnemt levelei.

A drog ize aromas, kissé keserti, 6sszehuzo, csaknem szagtalan. Forrazata kozmas, flistos szagu.

Cacao semen, kakadmag

Theobroma cacao (Sterculiaceae)

A drog a tropusi Amerikdban honos, 10-15 m magasra megndvé Theobroma cacao fanak a
magja. A magok (kb. 60 db) a termés szintelen, nedvdus, édeskés-savanykas gylimolcshisaban,
5 hosszanti sorban helyezkednek el. A drog lapos, tojas alakt, 2—2,5 cm hosszl, 5—8 mm széles,
vorosbarna szinii. Kiviil a gyiimdleshiis maradvanyai vannak rajta. A maghéj vékony, torékeny,
alatta az embri6 ibolyasbarna szinli. Az embrid két nagy sziklevele 0sszehajtogatott, ezért a

mag konnyen torik szogletes darabokra.

Coffeae semen, kavébab

Coffea arabica, C. liberica (Rubiaceae)

A drog a Coffea arabica Abessziniatol délre honos €és szamos tropusi vidéken termesztett, 5—6
m magasra megndvo fa, vagy a C. liberica Afrika nyugati partjan honos, magasabb termet,

nagyobb virdgu és termésii fanak a magja. A cseresznyéhez hasonl6 csonthéjas termés éretlentil
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sOtétzold, érés kozben megsargul, majd megpirosodik. A magvak egyik oldalukon laposak, és
ezen az oldalon egy barazda talalhat6. A masik oldalukon gémbdlytiek, hossziukasak, 8—10 mm
hossztiak, 4—6 mm szélesek, kemények, zoldessziirke szinliek. Endokarpiuma pergamenszerd.

Egy termésben rendszerint két mag talalhato.

Colae semen, kéladiomag

Cola nitida (C. vera), C. acuminata (Sterculiaceae)

A drog a kolafak koziil a Cola nitida és valtozatainak, illetve a C. acuminata szaritott, egész
vagy apritott, héj nélkiili magja. Szaritott drogra vonatkoztatott koffeintartalma legalabb 1,5%.
A héj nélkiili mag (magbél) hosszukas, a termésekben fellépd nyomoerdk kdvetkeztében tobbeé-
kevésbé tompa csucsu szubtetragonalis alaki. Mérete és tomege tag hatarok kozott valtozhat;
tomege altalaban 5 és 15 g kozotti. A kiilsé oldal kemény, sima felszinii és s6tétbarna, a belsd
oldal vorosbarna. A C. nitida és valtozatai esetében a magél a két sziklevélnek megfelelen két,
csaknem plan-konvex részre kiiloniil. A kereskedelemben kaphaté drog ennek megfeleléen
altalaban kettéosztott. A sziklevelek 3—4 cm hossztak, 2-2,5 cm szélesek és 1-2,5 cm vastagok.
A C. acuminata esetében a sziklevelek kisebbek, és 4—6 szabalytalan részre tagoltak.

A drogpor vordsesbarna szinti. Mikroszkop alatt, R glicerin 50% (V/V)-os oldataban vizsgalva,
a mintaban szamos, 5-25 um nagysagu, tojasdad, vagy vese alaku keményitészemcse talalhato,
amelyek koncentrikus csikozottsaggal, és csillag alaku, kissé excentrikus helyzetli lerakddasi
centrummal rendelkeznek. A sziklevél-toredékek sejtjei nagyméretiiek, vastag faltiak, voroses
szinliek, sokszogletliek, keményitdszemcsékkel teltek. Alkalmanként megtaldlhatoak a

sziklevelek epidermiszének toredékei.
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Gyakorlaton elvégzendo feladatok

1. Coffeae semen, Cacao semen, Mate folium, Theae folium koffein-, teobromin-,
teofillintartalmanak 6sszehasonlitéd rétegkromatografias vizsgalata

2. Koffein mennyiségi vizsgalata HPLC modszerrel

1. Coffeae semen, Cacao semen, Mate folium, Theae folium rétegkromatografias

vizsgalata

Kivonatkészités: 1 g drogot néhany csepp tomény ammoniaval atnedvesitiink, és 10 ml
metanollal vizfiirdon 5 percig kivonunk. Sziirdpapiron porcelantalba sziirjiik, szarazra paroljuk,

a maradékot 1 ml metanolban oldjuk.

Réteg: szilikagél lemez

Felvitel: 1. Coffeae semen kivonata 20 ul
2. Mate folium kivonata 10 pl
3. Cacao semen kivonata 20 ul
4 Theae folium kivonata 20 ul
5. 0,1% koffein teszt 20 pl
6. 0,1% teofillin teszt 20 ul
7. 0,1% teobromin teszt 60 ul

Kifejleszt6 elegy: Kloroform — metanol — cc. ammonia 47,5:4,5:0,5

ElShivo reagens: Kalium-jodidos jod oldat, majd 5 perc eltelte utan sésav etanolos oldata

2. Koffein mennyiségi vizsgalata HPLC késziilékkel
A gyakorlat célja kave, instant kavé, fekete €s zold tea koffeintartalmanak meghatarozasa

HPLC-vel. A mennyiségi mérést a kiadott mintabol parban végzi el mindenki.

2.1. A HPLC kromatogrdf iizembeallitasa

Készitsiik el az eluenst (0,1% foszforsavas H>O — acetonitril 90:10) és ultrahangos fiirdében
gaztalanitsuk. Ellendrizziik, hogy az eluens tartalyaban a méréshez elegend6 (legalabb 500 ml)
folyadék van, és az edényt a pumpaval 6sszekotd cso leér a folyadékedény aljara. (A vizsgalt

mintdkat és az eluenst 0,45 um porusatmérdjii membransziirdvel meg kell sziirni.)
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Kapcsoljuk be a pumpat, a detektort és a szamitdogépet a haldzati fokapcsolokkal. Miutan a
detektor lefuttatta a diagnosztikai programot, a miiszer mérésre kész allapotba keriil. Inditsuk
el a szdmitdgépes programot a ,,Wufeng HPLC” parancsikonra kattintva.
Ellendrizziik, hogy a megfelelé mérési paraméterek vannak beallitva, ez esetben:

e 0,4 ml/perc aramlasi sebesség az elsé 9 percben majd 0,5 perc alatt az dramlasi

sebesség novelése 2 ml/perc-re a kdvetkezo 2,5 percben

e termosztalas 60 °C-ra

e 274 nm mérési hullamhossz

e 12 perc detektalasi ido.
Az eluens aramlasanak elinditasa utdn a késziiléket az erre a célra szolgadld fecskenddvel
l1égtelenitjiik, majd néhany perces ekvilibraciot kovetden (ez alatt a nyomas és az alapvonal

allandova valik) elkezdddhet a mérés.

2.2. Minta-eldkészités

250 mg instant kavét bemériink és 100 ml forr6 HPLC tisztasagu vizzel ultrahangos flirddben
5 perc alatt extrahaljuk. A kapott kivonatot sziirGpapiron szlirjikk egy Erlenmeyer-lombikba. A
mintabol 4 ml-t fecskenddsziirén (0,45 pm porusatmérdit teflonsziird) lesziiriink. Ordlt kave,
valamint a fekete és zold tea esetén a mintael6készités a fenn leirt modszer szerint torténik, de

a kiinduldsi minta mennyisége mindkét esetekben 500 mg.

Rogzitendd adat: minta neve

Rogzitendd adat: bemért minta tomege (mg)

3. Mintak HPLC analizise

A kromatografot és a szdmitogépes adatgylijté programot beallitjuk. A mintat 250 pl-es
fecskenddvel juttatjuk be az adagold szelepbe. A mintdk kozott vizzel vald Oblitésre van
sziikség. Ez utan a fecskendot 3-szor atoblitjiikk a mérendd oldattal oly mddon, hogy a felszivott
oldatot a szennyes gylijtobe engedjilk ki. Levegdbuborék semmiképpen sem lehet a
fecskenddben, ezért a mintaoldatot lassan szivjuk fel. Nagyon tigyeljiink arra, hogy semmilyen
esetben sem kertilhet levegé a HPLC késziilékbe, mivel a mérést és a miiszert is tonkreteszi.

A ,Load” éllasdban 1évé adagoloszelep nyildsaba injektaljuk a minta 100 pl-ét. Mivel a

befecskendezett minta a mintahurok térfogatanak (20 pl) tobbszorose, a teljes
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fecskendotartalom beadagolasa nemcsak megtdlti, hanem at is 0bliti a mintahurkot. A HPLC
oszlopra keriil¢ minta térfogata 20 pl.

Hatarozott mozdulattal forditsuk at az adagoloszelep karjat ,,Inject” allasba - ezzel a minta az
oszlopra keriil, €s a mérés elindul. A kromatogram felvétele utdn az adagoldszelepet forgassuk
ismét litkozésig a ,,LLoad” allasba. A koffein csucs retencios idejét és csucs alatti tertiletet (AUC,

area under curve) leolvassuk a kromatogramrol.

3.1. Mintdak mennyiségi analizise
A mintak esetén 1 mérést végezziink. A koffein azonositdsa a mintaban retencios i1do, azaz tr -

egyezés alapjan lehetséges. tr = ~7,7 perc

Rogzitendd adat: minta AUC értéke

3.2. Az eredmény kiszamitasa

modon:

3,18 mg koffeint bemértiink egy 10 ml-es mérélombikba, majd ezt metanolban oldottuk és jelre
toltottiik. A torzsoldat higitasaval készitettiink egy kalibral6 oldatsorozatot harom darab 5 ml-
s mér6lombikba. Az oldatsorozat elkészitésekor 1, 2, 3, valamint 4 ml torzsoldatot mértiink be

pipettaval a lombikokba, és jelre toltottilk azokat metanollal.

Sziikséges adatok:

AUC Ckoffein

. o
atlag [mg/mi] SZOoras RSD%

AUC1 | AUC2 | AUC3

1. kalibralé oldat 1031573 | 1039113 | 1042335 | 1037674 | 0,0636 5523 0,53

2. kalibralé oldat 2077355 | 2081974 | 2088432 | 2082587 | 0,1272 5564 0,27

3. kalibralé oldat 3124386 | 3119639 | 3125827 | 3123284 | 0,1908 3238 0,10

4. kalibralo oldat 4171081 | 4175574 | 4168844 | 4171833 | 0,2544 3427 0,08
Torzsoldat 5199523 | 5203313 | 5209025 | 5204136 | 0,3180 4783 0,09
Szamitas:

A mérés eredményeként a cstics alatti teriilet alapjan megallapithatd a minta koffein tartalma.

A mennyiségi analizishez MS Office Excel segitségével a megadott kalibracidos pontokra
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egyenest kell illeszteni (y = ax+b), majd meg kell hatarozni annak egyenletét és a korrelacios
egyiitthatot (R?). A kalibraciés egyenes egyenletébe a minta AUC értékét (y) behelyettesitve
meghatarozzuk a minta 1 ml-ében 1év6 koffein mennyiségét (x), amely alapjan kalkulalhato az

1 g mintaban 1év6 koffein mennyisége (mg).

6000000 -~

y=16387 059,419 -2 748,2915
R?=1,0000

5000000 -

4000000 -
|
= 3000000 -
<

2000000 -

1000000 -

D T T T 1
0 0,1 0,2 03 0,4

Coffein [mglml]

39. abra Kalibracios egyenes

Meghatarozando: 1 g minta koffein-tartalma (mg)

Ellenorzo kérdések:

Milyen tipusu vegyiileteket tartalmaz a kakao, a kavé és a tea drogja?
Milyen morfologiai sajatossagokkal rendelkezik a koladiomag?
Milyen fobb részekbdl all a HPLC keésziilek?

Hogyan hatarozhatd meg drogok és készitményeik koffeintartalma HPLC moédszerrel?
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3.5. Illdolajtartalmu drogok vizsgalata

Monoterpénekben gazdag illoolajtartalmu drogok vizsgalata

Coriandri fructus, koriandertermés

Coriandrum sativum (Apiaceae)

A drog a Coriandrum sativum (kerti koriander) szaritott ikerkaszattermése. A Ph. Hg. VIIIL.
szerint a Coriandri fructus legalabb 3 ml/kg illdolajat tartalmaz. A C. sativum termésébdl
vizgdzdesztillalassal eldallitott illdolaj tiszta, szintelen, vagy halvanysarga folyadék.

Az ikerkaszattermés 1,5-5 mm atmér6ji, tobbé-kevésbé goémbolyli. Szine barna vagy
vilagosbarna. A termések 2-6 mm hossztak, ovalis formajiak. A résztermések egymassal
rendszerint szorosan Osszekapcsoltak. A csupasz felszinti termés 10 kevésbé kiemelkedd
fobordaval ¢és 8 egyenes, erdteljesen kiemelkedd mellékborddval rendelkezik. A
merikarpiumok belsd felszine konkav alaku. A termés felsé részén taldlhaté a kihegyezett
bibeparna. A terméskocsany rovid darabja a termésen maradhat.

Mikroszkoppal vizsgalva szamtalan olajcsepp mellett az endospermium téredékek apro, vastag
falt, szabalyos sejtjeit lathatoak, amelyek kalcium-oxalat Osszetételti mikrokristalyokat,
rozettdkat ¢és olajcseppeket tartalmaznak. Megfigyelhetéek tovabba az endokarpium
parkettaszertien elrendez6dd, nagyon keskeny sejtjei, amelyek altaldban a mezokarpiumbol
szarmazo, téglalap alaku, vékonyfall, vagy vastagabb fali szklereidék rétegével kapcsolddnak
Ossze. A mezokarpium erésen megvastagodott, godorkés falu sejtekbdl allo szklerenchima
rétegének toredékei, amelynek fuziform sejtjeihez merdlegesen kapcsolddnak a szomszédos
sejtrétegek. A mezokarpium parenchima toredékei (keresztmetszeti sik) aprd, enyhén
megvastagodott falu sejtekkel; alkalmanként kivalaszté csatorna maradvanyokkal és
szklereidakkal. Az epikarpium toredékei (felszini nézet) vékony fali soklapu sejtekkel,
amelyek koziil néhany kalcium-oxalat hasab kristalyokat tartalmaz. Ritkdn a kivalasztd
csatornak toredékei lathatok barna sejtekkel (felszini nézet), €s edénynyalab kotegek toredékei

észlelhetok alkalmanként.
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Menthae crispae folium, fodormentalevél

Mentha spicata var. crispa (Lamiaceae)

A drog a Mentha spicata var. crispa és a Mentha aquatica var. crispa nalunk kiilonb6z6
valtozatokban és fajtakban termesztett éveld ndvények levele. Szaritott drogra szdmolva 100 g
legalabb 1,0 ml illdolajat tartalmazzon.

A drogot ad¢6 levél nyeles, a nyél legfeljebb 1 cm hosszu. A felsd levelek iildk, félig szardlelok.
A levél lemeze kb. 5-6 cm hosszu, alakja altalaban kerek, tojasdad, sziv alakq, feliilete rancos,
hullamos, ritkan sima. A levél csucsa kihegyezett, valla kerek vagy sziv alaku. A levéllemez
széle flurészes, amellett fodros, hullamos. A fogak egyenldtleniil hossztak, rendszerint
gorbiiltek. A Mentha spicata var. crispa levele teljesen kopaszt, a Mentha aquatica var. crispa
levele gyéren szOoros. A drog 0sszemorzsolva jellemzd, a konyhakoményre emlékeztetd szagu,
ize jellemzd, csipds.

Mikroszkoppal vizsgalva a kovetkezd ismertetdjegyek lathatoak:

Keresztmetszet: a levél dorziventralis szerkezetli. A szin- és fondkepidermisze is enyhén
hullamos falti godorkézett téglalapalaka sejtekbdl all. Az epidermiszen a M. piperitihoz
hasonld mirigyek és mirigypikkelyek lathatok. Mind a szin-, mind a fonakepidermiszen
tobbsejtll, kissé gorbiilt feddszOrok megtalalhatok. A levél tobbi szovete (palizad, szivacsos
parenchima, szallitonyaldbok) a M. piperita levelével nagyjabol megegyezden alakult ki.
Deritett készitmény: A felszinepidermisz legtobb sejtje szabalytalan alaku és gyengén hullamos
falt; az erek felett egyiranyban er6sebben megnytltak, helyenként godorkésen vastagodottak.
Gazcserenyilasok csak szorvanyosan vannak. A szOrdk nagyjabdl ugyanolyanok, mint a M.
piperita levelein. A M. crispa levelein talalunk azonban meggorbiilt, tobbsejtii, tagolt
fedészoroket is. A fonakepidermiszen a sejtek nagy része er6sebben hullamos fali, Lamiaceae
tipusu mirigypikkelyek, valamint a diacitikus gédzcserenyildsok (sztomak) sokkal nagyobb
szamban talalhatoak.

Az érszigetek altaldban sokszogletiiek. Az atlagos érszigetszam 11. Az érszigeteket hatarolo
erek 1-2 tracheida szélesek. Az éragak leggyakrabban egyszeriiek, el nem agazok; az érszigetbe
legfeljebb két ag nyulik be. Kristdlyok sem az erek mentén, sem pedig az érszigetekben
nincsenek.

A M. crispanak két valtozata ismeretes: a kopasz €s a szOros. A kopasz valtozat (Mentha spicata
var. crispa) levelén az erek felett az edénynyalabok iranyaban megnyult, egyenes fala
epidermiszsejtek kozott gyakoriak a kis fejecskék kivalasztosejtek. Az érszigetekben elszortan

a 8 sejtti, tipikus, az ajakosokra jellemz6 mirigysz6rok lathatok. A sz6ros valtozat annyiban tér
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el a csupasz valtozattol, hogy mind a felszin, mind pedig a fonak epidermiszét az erek és az

érszigetekben kissé gorbiilt, tobbsejtii, hosszu, tagolt feddszorok egyarant stirin boritjak.

Lavandulae flos, valodi levendula virag
Lavandulae aetheroleum, levendulaolaj

Lavandula angustifolia (Lamiaceae)

A drogot a valodi (keskenylevelil) levendula megszaritott viragai adjak. A drog legalabb 13
ml/kg illoolajat tartalmaz, szaritott drogra vonatkoztatva. A drog erds, aromas illattal
rendelkezik.

A rovidnyelll viragok egy kékessziirke, csOszerti, disztalis végén négy rovid foggal és egy
kicsiny, kerekded cimpaval rendelkezd csészébol, egy kétcimpaju felsd ajakkal és
haromcimpaju als6 ajakkal rendelkezd, kék szinti, kétajka partabol, és négy, tojasdad portokkal
rendelkezd porzébol allnak.

A poritott drogport mikroszképpal vizsgalva, benne egyszer, vagy tobbszor elagazo
fedészoroket; rovid nyéllel és 8 sejtii fejjel rendelkezé Lamiaceae tipust mirigyszoroket; egy-
vagy tobbsejtii nyéllel, és egysejtii fejjel rendelkezd mirigyszdroket; illetve egyenetlen, hossza
ny¢llel és egysejtli fejjel, valamint a fejet a nyéltdl elvalaszto, sima felszinti kutikuléval boritott
koztes sejttel rendelkez6 mirigyszoroket lathatunk. Ez utobbiaknal néha a nyélen, kozvetleniil
a koztes sejt kezdete alatt egy sejtkoszoru is lathatd, amely kisméretii, gdmbolyl sejtekbdl épiil
fel. Lathatok a virdglevelek belsé oldaldn 1évé bibircses felszinii epidermisz, tovabba a

hullamos falu, kalcium-oxalat piramiskristalyokat tartalmaz6 csészeepidermisz toredékeit.

Az illéolajat a valodi levendula viragzo agvégzddéseibdl vizgdzdesztillacioval allitjak eld.
A levendulaolaj szintelen vagy halvanysarga, tiszta folyadék linalil-acetatra emlékeztetd

illattal.
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Gyakorlaton elvégzendo feladatok

1. [l6olajok altalanos vizsgalata (Minéségi vizsgalata, szennyezések kimutatasa)
2. Novényi drogok illoolaj-tartalmanak meghatarozasa
3. Lavandulae flos, Coriandri fructus, Menthae piperitae folium, Menthae crispae folium,

Carvi fructus: monoterpének azonositasa rétegkromatografiaval

1. Illéolajok altalanos vizsgalata (Mindségi vizsgalata, szennyezések Kkimutatasa)
Minoségi vizsgalat:

I1160lajok szaga és ize: az illoolaj 3 cseppjét 5 ml R alkohollal (90%) elegyitjiik, és 10 g poritott
szacharo6zzal elkeverjiik. A szag és az iz gyakorlatilag egyezzen meg annak a névénynek vagy

novényi résznek a szagaval €s izével, amelybdl az illoolaj szarmazik.

Szennyezés kimutatdsa:

1. Etanol kimutatasa: 1 ml illdolajat kémcsébe Ontiink, amelynek nyilasat fukszinkristalyt
tartalmazo vattapamattal lezarjuk, majd forr6 vizfiirdében melegitjiik.

2. Zsiros olajok ¢és elgyantasodott illoolajok kimutatisa: egy csepp illdolaj sziir6papirra
cseppentve ne hagyjon attetszd vagy zsiros foltot maga utan, 24 6ran beliil teljesen parologjon

el.

2. Novényi drogok illéolaj-tartalmanak meghatarozasa

A novényi drogok illdolaj-tartalmat specialis, korfolyamatos illoolajdesztillalo-késziilékben, az
aldbbiakban megadott koriilmények kozott, vizgdzdesztillacioval hatarozzuk meg. A
desztillatumot a beosztasokkal ellatott mérdcsében fogjuk fel, amely R xilolt tartalmaz az

ill6olaj felvétele céljabol; a vizes fazis automatikusan visszajut a desztillaléo lombikba.

A késziilék részei (40., 41. abra)

A. Rovid nyaku, csiszolatos gdmblombik; a csiszolat kiszélesedd végénél a belsdé atméro kb.
29 mm

B. Desztillalofeltét, amelynek kiilonboz6 részeit egybeforrasztottak és pontosan illeszkedik a
lombikhoz. A K' iivegdugo6 a nyomaskiegyenlités céljabol szelldztetd furattal van ellatva,
amely Osszeillik a K csovon 1évo, kb. 1 mm atmérdjii nyilassal; a K csd csiszolatos,

kiszélesedd végének belsé atmérdje 10 mm; a korte alakt J rész térfogata 3 ml; a JL cs6
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0,01 ml-es beosztasu; a gomb alaku L rész térfogata kb. 2 ml; az M csap haromallasu; a B

elagazas 20 mm-rel a beosztott rész felsd végének sikja felett csatlakozik

C. Pontosan szabalyozhatd, megfeleld fiitberendezés

D. Fiiggdleges allvany, vizszintesen felszerelt, szigeteldanyaggal bevont gytriivel

40. abra Desztillalofeltét

Eljaras

A meghatarozast a vizsgaland6 drog tulajdonsagaitol fliggd moédon
végezziik. A lombikba a desztillalo folyadék eldirt mennyiségét
ontjiik, néhany apr6 porozus porcelandarabkat dobunk bele, majd
felszereljiik a desztillalofeltétet (41. abra). A késziilékbe az N
tolcséren keresztiil a B szint eléréséig R vizet toltiink. A K' dugot
eltavolitva eldirt mennyiségli R xilolt juttatunk be pipettaval gy,
hogy a pipetta hegye a K cs6 végéig érjen. A K' dug6t agy
helyezziik vissza, hogy a nyilas és a szelléztetd furat kozott
biztositsuk az atjarhatdsagot. A folyadékot a lombikban forrasig
melegitjiik és — ha nincs mas eldiras — a desztillacio sebességét 2-3

ml/perc-re allitjuk be.
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A desztillacio sebességének meghatarozasahoz a desztillalds folyaméan a haromallast csap
segitségével addig csokkentjiik a viz szintjét, amig a meniszkusz az alsé jelzést (a) el nem éri
(42. abra). A csap elzarasat kovetéen mérjiik azt az idét, amig a folyadék szintje eléri a felsd
jelzést (b). A csapot megnyitjuk, és a fiitést a kivant sebességnek megfeleléen szabalyozva,
folytatjuk a desztillaciot. 30 percen at desztilldlunk, majd a melegitést megsziintetjilk és

legalabb 10 perc varakozas utan leolvassuk a xilol térfogatat a beosztott mérécsdben.

42. abra A desztillacié sebességének meghatarozéasa

A drog elbirt mennyiségét a lombikba juttatjuk, és a desztillaciot a fentiek szerint, az elGirt
ideig, a megadott sebességgel folytatjuk. A melegités megsziintetése utan 10 perccel leolvassuk
a beosztott mérécsOben Osszegytilt folyadék térfogatat, majd ebbdl levonjuk az elézdleg
feljegyzett xiloltérfogatot. A kiilonbség a bemért drog illdolajtartalma. Az eredményt a drog
100 grammjara vonatkoztatva, milliliterben adjuk meg.

Ha az ill6olajat mas analitikai célra is fel kell hasznalni, a xilol és az illdolaj vizmentes elegyét
a kovetkezoképpen nyerhetjiik ki: a K' dug6t eltavolitva R fluoreszcein-natrium oldatabol
(1 g/1) 0,1 ml-t és 0,5 ml R vizet juttatunk a késziilékbe.

A haromallasu csap segitségével a xilol-illoolaj elegyet a gdmbalakt L részbe enged;iik. 5 perc
mulva az elegyet lassan leeresztjiik, amig az éppen eléri az M csap magassagat. A csapot az
Oramutato jarasaval ellentétes irdnyban kinyitjuk, ekkor a viz a BM 6sszekotd csobdl kifolyik.
A csovet az N tolcséren keresztiil R-acetonnal és kevés R-toluollal atmossuk. A csapot az
Oramutatd jarasaval ellentétes iranyban tovabb forgatjuk, és alkalmas lombikban felfogjuk a

xilol és illdolaj elegyét.
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3. Lavandulae flos, Coriandri fructus, Menthae piperitae folium, Menthae crispae folium,

Carvi fructus: monoterpének azonositasa rétegkromatografiaval

Linalool  és  mentol  kimutatisa  (levendulaviraghol,  koriandertermésbol  és

borsosmentalevélbol)

Kivonat készitése: frissen poritott 1-1 g Menthae piperitae foliumbol, Lavandulae flosbol, ill.
Coriandri fructusbol 5-5 ml kloroformmal (levendula esetén 10 ml) szobahdmérsékleten
razogatassal kivonatot készitiink. A kivonatot kloroformmal megnedvesitett papirsziirén

szlirjiik. A rétegkromatografias ellendrzést szilikagél lemezen végezziik.

Réteg: szilikagél réteg

Startpontok: 1. Lavandulae flos kloroformos kivonata 20 pl
2. 0,1%-o0s linalool teszt 10 pl
3. Coriandri fructus kloroformos kivonata 40 pl
4. 0,1%-0s mentol teszt 10 pl

5. Menthae piperitae folium kloroformos kivonata 60 pl
Kifejlesztd elegy: n-hexan — aceton 8 : 2
Detektalas: a szobah6mérsékleten megszaritott kromatogramot R-vanillin-kénsav reagenssel

bepermetezziik, majd 5 percig 105 °C-on hevitjiik.

Karvontartalom kimutatdasa (fodormenta levélbol és kéménytermésbol)

Kivonat készitése: frissen poritott 2,5 g Menthae crispae foliumbol ill. 1 g Carvi fructusbdl 15,
ill. 5 ml kloroformmal szobahdmérsékleten razogatassal kivonatot készitiink. A kivonatot
kloroformmal megnedvesitett papirsziirOn szlirjiik. A rétegkromatografias ellendrzést szilikagél

lemezen végezziik.

Startpontok: 1. Carvi fructus kloroformos kivonata 40 pl
2. 0,1%-o0s karvon teszt 20 ul
3. Menthae crispae folium kloroformos kivonata 60 pl

Kifejlesztd elegy: n-hexan —aceton 8:2

Detektalas:  DNPH (2,4-dinitro-fenilhidrazin) reagens
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pl. karvon 2,4-dinitro-fenil-hidrazin (DNPH) karvon-dinitro-fenil-hidrazon (narancssarga)

43. abra A karvon detektalasa DNPH-reagenssel

Ellenorzo kérdések

— Hogyan nyerhetiink drogokbdl illoolajat?

— Hogyan végezziik illolajok szennyezés-vizsgalatat?

— Hogyan végezziik a novényi drogok illoolaj-tartalmanak meghatarozasat?
— Hogyan vizsgaljuk az ill6olajok Osszetételét rétegkromatografidval?

— Hogyan mutatjuk ki a karvont? (ketonok, aldehidek kimutatasa)
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Szeszkviterpénekben gazdag illoolajtartalmi drogok vizsgalata

Matricariae flos (kamillaviragzat)
Matricariae aetheroleum (kamillaolaj)

Matricaria recutita (Asteraceae)

A drog az orvosi székfii (kamilla) szaritott fészekviragzata. A kamillaviragzat illoolajtartalma
szaritott drogra vonatkoztatva legalabb 4 ml/kg, Osszes apigenin-7-gliikkozid tartalma pedig
legalabb 0,25%.

A kinyilt virdgzat viragzati tengelye megnyult kup, esetenként félgomb alaku (fiatal
viragzatoknal). A szamos fészekpikkely 1-3 sorba rendezddve helyezkedik el. A viragzat
szegélyén 12-20, fehér partdju nyelves virdg, kozépso részén tobb tucat sarga szinii, csoves
virdg taldlhatdo. A fészekpikkelyek tojasdadok vagy landzsésak, szegélyiikk hartyas,
barndssziirke. A virdgzati tengely tireges, vacokpelyvak nem taldlhatok rajta. A nyelves viragok
partaja alul egy barnassarga csoves részbdl all, amely fehér szinii, megnyult tojasdad alaku
nyelvben folytatodik. A maghaz als6 allasu, sotétbarna szinii, tojasdad vagy gombolyt alaku;
hosszl bibeszalban és kétagh bibében folytatodik. A csdves virdgok partdja sarga szinti, felsd
kiszélesedd résziik 6t cimpaban végzddik; 6t epipetal porzdjuk portokjai dsszendttek; a termotaj
alakulasa a nyelves viragokéval megegyezo.

A virdgzatot részeire szedjiik, majd a részeket mikroszkop alatt vizsgaljuk. A fészekpikkelyek
szegélyét vékony fali sejtek alkotjak, mig kozponti résziikkon megnyult szklereidak, ritkan
gazcserenyildsok talalhatok. A nyelves virdgok partajanak belsé epidermisze feliilnézetben
vékony fall, sokszogletli, kissé papillas sejtekbdl, kiilsé epidermisze erdsen hullamos falu,
csikolt felszinii kutikulaval boritott sejtekbdl all. A csdves viragok partajat hosszdban megnyult
epidermiszsejtek boritjak. A partacimpék csticsanak kozelében papillak kis csoportjai fordulnak
el6. A fészekpikkelylevelek kiils6 felszinén, illetve a csdves és nyelves virdgok partajan
egyarant talalhatok mirigyszOrok, melyek rovid nyélbdl és 2—3 sorban, soronként 2-2 sejtbol
allo fejbdl allnak. A maghazat alapi részénél szklereidakbol allo gytri vesz koriil. A maghaz
falaban hosszanti borddk huzddnak, melyekben vékony fali, hosszaban megnyult sejtek
talalhatok, illetve ezekkel valtakozva aprd, sugariranyban megnyutlt, nyalkatartalmu sejtek
fuziform csoportjai lathatok. A hosszanti bordakon sok mirigyszort talalunk. A bibe cstcsi része
papilldkkal boritott. A maghaz alapszovete €s a portokok nagy mennyiségben tartalmaznak apréd
kalcium-oxalat rozettakat. A pollenszemek gombolyiiek vagy haromszogletesek, mintegy 30

um nagysaguak, csapos falvastagodasu exinével és harom csirakapuval rendelkeznek.
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Az illdolajat a kamilla friss vagy szaritott virdgzatabol vagy virdgzo agvégeibdl
vizgdzdesztillacioval nyerik. A kamillaolaj két tipusa ismeretes: az egyik bizabolol-oxidokban,
a masik (-)-a-bizabololban gazdag. Az illoolaj, tiszta, sotétkék szinii, stirinfolyd folyadék.

Szaga er0s, jellegzetes.

Arnicae flos, hegyi arnika viragzat

Arnica montana (Asteraceae)

A drog a hegyi arnika egész vagy részben szétesett, szaritott viragzata. A gyogyszerkonyvi
mindségli drognak legalabb 0,40%(m/m) szeszkviterpén-laktont kell tartalmaznia (helenalin-
tiglatban kifejezve; szaritott drogra). A drog aromas illatu.

A virdgzat mintegy 20 mm atmér6jii és 15 mm vastag. A kocsany 2—3 ¢cm hossza. A 18-24 db
hossztkas-landzséas, merev csucsu fészekpikkely (fellevél) egy vagy két sorba rendezddott.
Nagyitoval vizsgdlva a zold szinil fellevelek kiilsd felszinén zoldessarga szOorok figyelhetdk
meg. A domboru virdgzati tengely mintegy 6 mm atmérdjl, finom szemcsés felszint, és
szOrokkel fedett. A viragzat szélén 1évo, koriilbeliil 20 db nyelves virdag 20-30 mm-es; a fészek
tengelyén 1il6 nagyszdmu csdves virdg mintegy 15 mm nagysagu. A 4-8 mm-es maghdz tetején
4-8 mm nagysagu, durva, sziirkésfehér szorokbdl allo bobita taldlhaté. Néhany barna szindi,
bobita nélkiili, vagy bobitas kaszat is eléofordulhat a drogban.

A fészekpikkelyek megnyult tojasdadok, merev cstucsuak. Szegélylik szérokkel boritott. A
nyelves virdgok csészéje csokevényes; apro, érdes szOrdket viseld finom, fényes, sziirkésfehér
sertékbdl all. A narancssarga parta 7-10 parhuzamosan futo széllitonyaldbbal rendelkezik, és
harom kisméretli cimpaban végzddik. A porzok portokjai szabadok. A keskeny, barna maghaz
egy kifelé gorbiil6, kétagn bibeszalat, ill. bibét visel. A csdves viragok sugaras szimmetriajtak,
maghédzuk és csészéjiilk a nyelves virdgokéhoz hasonld. A rovid parta 6t begdngyolt,
haromszogletes cimpaval rendelkezik. Az 6t fertilis porzo a portokjainal dsszendtt.

A viragzatot alkotorészeire szedve mikroszkop alatt, R kloral-hidrat—oldat alkalmazéasaval
vizsgalva, a kovetkezd lathatjuk: a fészekpikkelyek epidermiszén gazcserenyilasok €s szorok
lathatok, melyek a fészekpikkelyek kiils6 oldalan nagyobb szdmban talalhatok. Kiilonféle
szOrtipusok figyelhetok meg: egy sejtsoros, soksejtii, 50-500 um nagysagt feddszorok, melyek
nagy szamban fordulnak el6 a fellevelek szegélyén; mintegy 300 pm nagysaga mirigyszorok,
melyek egy vagy két sejtsoros, soksejtli nyéllel, €s soksejtii fejjel rendelkeznek, és
talnyomorészt a fellevelek kiilsé felszinén talalhatok meg; mintegy 80 pum nagysagu, egy

sejtsoros, soksejtii nyéllel és soksejtli fejjel rendelkezd mirigyszérok, melyek a fellevelek belsd
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felszinén fordulnak el6 nagy szamban. A nyelves viragok partajanak epidermisze hullamos falu,
vagy hosszukés sejtekbol all. Kevés gazcserenyilds és az alabbi, kiilonb6z6 tipust szOorok is
el6fordulnak: akéar 500 pm nagysagot is meghalad6 fed6szérok, melyek 1-3 db, vastagodott falu
alapi sejttel, 2-4 vékonyfalu nyélsejttel és nagyon hegyes csuccsal rendelkeznek; két sejtsoros,
soksejtli fejjel rendelkezd mirigyszorok és soksejtli nyéllel és soksejtii fejjel rendelkezd
mirigyszOrok. A nyelves virdgok kerekded, papillés felszinti sejtekben végzddnek. A maghéz
epidermiszén az aldbbi szOrtipusok lathatok: rovid nyéllel és soksejtli fejjel rendelkezd
mirigyszorok; ikerszOrok, melyek altalaban két, oldaluknal Osszendtt sejtbdl allnak. Az
ikerszOrok kozos sejtfalai altalaban godorkésen vastagodottak, €s egy hegyes, néha kétagu
csucsban végzddnek. A csésze epidermisze hosszikas sejtekbdl épiil fel; rovid, egysejtl, a
serték felso végével ellentétes irdnyban hajlo feddszordoket visel. A pollenszemek mintegy 30

pum atmérdjiek, kerekdedek, csapos vastagodasu exinével és harom csirakapuval rendelkeznek.

Gyakorlaton elvégzendé feladatok

1. Matricariae flos rétegkromatografias vizsgalata
2. Proazulének kimutatidsa EP-reakcioval (Millefolii herba, Matricariae flos)
3. Hegyi arnika és mexikoi arnika (Heterotheca inuloides) rétegkromatografias

Osszehasonlito vizsgalata

1. Matricariae flos rétegkromatografias vizsgalata
Kivonat készitése: 1 g poritott drogbdl 10 ml kloroformmal szobahdmérsékleten 10 perces
razogatassal kivonatot készitiink. A kivonatot porcelantalba sz{irjiik, majd szobahémérsékleten
5 ml-re betoményitjiik.
Szorbens: szilikagél lemez
Startpontok: 1. Matricariae flos kloroformos kivonata 80 ul
2. Kloroformmal higitott Matricariae aetheroleum 20 pl
Kifejleszt6 elegy:  benzol — etil-acetat 8 : 2

Detektalas: EM-reagens (p-dimetilamino-benzaldehid ecetsavas oldata)
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2. Proazulének kimutatasa EP-reakcioval (Millefolii herba, Matricariae flos)

1 g poritott drogbo6l 10 ml kloroformmal szobahdmérsékleten 5 perces razogatassal kivonatot
készitiink. A kivonatot porceldntalba sziirjiik és vizfiirdén 6vatosan beparoljuk. A maradékot
2,5 ml EP-reagens (p-dimetilamino-benzaldehid ecetsavas oldata) és 1 ml viz elegyében
feloldjuk, kémcs6be ontjiik, és a kémcsovet forrd vizfiirdében tartjuk 5 percig. Ezutan a

reakcioelegyet lehiitjiik, és 2 ml petroléterrel Gsszerazzuk. Az also fazis kék vagy kékeszold

szinl lesz.
> C _
HO —CO2
0]
0 HOOC
pl. matricin kamazulén-karbonsav kamazulén
CHO
-«— + —— kék reakciotermék
— U
N
HsC” “CHs
kamazulén azulénium kation p-dimetilamino-benzaldehid

44, abra Proazulének atalakulasa kamazuléné, kimutatasuk EP-reakciova

3. Hegyi arnika és mexikoi arnika (Heterotheca inuloides) rétegkromatografias
osszehasonlito vizsgalata
Kivonatkészités 2,00 g poritott drogot 10 ml R metanollal 60 °C-os vizfiirddben 5 percig

razogatas kozben melegitiink. A lehiit6tt kivonatot megszirjiik.

Réteg: gyari szilikagél lemez
Felvitel: 1. rutin 1%-os oldata 10 pl
2. mexikoi arnika metanolos kivonata 10 pl
3. hegyi arnika metanolos kivonata 20 pl
Kifejleszt6 elegy: hangyasav — viz — etil-metil-keton — etilacetat 10 : 10 : 30 : 50

El6hivo reagens: bazisos 6lomacetat oldat, 366 nm
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Ellenorzo kérdések

— Mit neveziink proazulénnek?

— Milyen vegyiileteket és hogyan mutathatunk ki EP-reakcidval?

— Vazolja fel a proazulén-azulén atalakulast!

— A hegyi arnika és mexikoi arnika Osszetételében milyen hasonlosagokat illetve

kiilonbségeket észlelt?
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Fenilpropan szarmazékokban gazdag illoolajtartalmu drogok vizsgalata

Cinnamomi cassiae cortex (kassziai fahéjfa kéreg)
Cinnamomi cassiae aetheroleum (kasszia fahéj olaj)

Cinnamomum cassia (Lauraceae)

A drog a kassziai (kinai) fahéjfa 6-7 éves Orokzold fa agairdl lefejtett, parajatol részben
megtisztitott és megszaritott héjkérge. A fahéjfa féleg Kina délnyugati részein és Vietndmban
honos, e helyeken és mas tropusi teriileteken termesztik. Széritott drogra szdmolva 100 g
legalabb 1,2 ml illdolajat tartalmazzon.

A parakéregtl részben megtisztitott, kb. 40 cm hosszi kéregdarabok csovekké vagy
csatornaszerii félcsovekké gongyolodnek Ossze. Kiegyenesitve 2-6 cm szélesek, 1-3 mm
vastagok, kiviil sotétbarndk, beliil valamivel sotétebbek. Friss torési lapjuk vilagosabb,
sargasbarna szinli, sima, vagy alig rostos. Keresztmetszetén kézi nagyitoval a kdzepétdl kissé
kifelé egy vilagosabb, Gigynevezett ,,mechanikai gyiirii” lathaté. Szaga jellemz0, fiiszeres. ize
fliszeres, édeskés, csipds, fanyar.

A drog keresztmetszetét mikroszkoppal vizsgalva a borszovet egyes részletei, az elsddleges
kéreg és a hancstest (masodlagos kéreg) lathato. A feliileten helyenként epidermisz, gyakrabban
a periderma megmaradt részleteit, ennek sotétbarna €s lapos sejt sorokbol allo paraszovetét és
a fellogént figyelhetjiilk meg. Az elsddleges kéreg parenchimas, csak elszortan fordulnak eld
benne vastag fali kdsejtek. Szembetlindk viszont az attetszd nyalkatartok, valamint a
parenchimasejtekben a sok egyszertli és dsszetett keményitdszem. Méretiik 1-15 pum, de 30 um-t
elérok is lehetnek. A kéreg- és a hancstest hataran késejtekb6l allo, parenchimahidakkal csak
helyenként megszakitott, tin. ,,mechanikai gylrii” helyezkedik el. Ennek sejtjei godorkések,
tobbnyire a befelé nézd faluk vastagodott erételjesebben.

A héncstestben a bélsugarak tobbnyire kétsorosak, helyenként kalcium-oxalat tliket
tartalmaznak. A hancsparenchima sejtjeiben keményitot, a parenchimasejtek kozott azoknal
nagyobb nyalkasejteket €s sok illoolajtartot talalunk. A hancsban helyenként inkabb magéanyos,
legfeljebb kettesével vagy harmasdval csoportosult hancsrost, egy-egy kosejt ¢és
Osszenyomodott rostacsovek lathatok. A hancsrostok hossza 250—400 pm, vastagsaga
30-40 um.

A poritott drog barna szinli. Mikroszkopos képében szintelen vagy sarga szinii hancsrostokat
¢s parenchimarészleteket talalunk. A parenchimasejtekben egyszeri vagy Osszetett

keményitészemek lathatok. A befelé és oldalt megvastagodott falu kdsejtek csoportokat
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alkotnak. Parasejtek ritkan fordulnak eld. Ne legyenek a porban fatestbdl szarmazo elemek
(trachedk, tracheidak).

A kasszia fahéj olajat a kassziai fahéjfa leveleibdl és fiatal agaibol vizgézdesztillacidval allitjak
eld. Az illdolaj tiszta, konnyen mozgd, sarga vagy vordsbarna folyadék. Szaga jellegzetes, a

fahéjaldehidre emlékezteto.

Gyakorlaton elvégzendo feladatok

1. Caryophylli floris aetheroleum: eugenoltartalom meghatarozasa Cassia lombikban

2. Cinnamomi cassiae aetheroleum fahéjaldehidtartalmanak meghatarozasa Cassia
lombikban

3. Anisi fructus €s Foeniculi dulcis fructus fenilpropan-szarmazékainak

rétegkromatografias vizsgalata

1. Caryophylli floris aetheroleum: eugenoltartalom meghatarozasa Cassia lombikban
(Ph.Hg. VII. szerint)

5,00 ml illéolajat Cassia lombikba (nyaki részen beosztassal ellatott 100 ml-es lombik)
pipettazunk. A lombikot 4/5 részéig (~70 ml) megtoltjiik 3%-0s NaOH oldattal, majd a
reakciokeveréket tobb izben erdsen Osszerazzuk, és vizflirddn melegitjiilk mindaddig, amig a
reakcioban részt nem vett illdolajrészlet a folyadék felszinén Osszegylilve a vizes fazistol
elvalik. Ezutan a lombikot lehiitve 3%-0s NaOH oldattal olyan modon toltjiik fel, hogy az
elkiilonilt olaj térfogata konnyen leolvashat6 legyen (a lombik nyaki részébe emelkedjen fel).
A feltoltés és 20 °C-ra tortént lehiités utan a maradék térfogatot leolvassuk.

Az elkiiloniilt illoolaj térfogatat a vizsgalatra bemért illoolaj térfogatabol levonva és ezt 100

ml-re vonatkoztatva az illdolaj %(V/V)-ban kifejezett eugenol tartalmat kapjuk.

= =
+ NaOH
HO — " Neo
OCHg3 OCHsg
eugenol natrium-ceugenolat
(vizoldékony)

45, abra Caryophylli aetheroleum eugenoltartalmanak meghatarozasa
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2. Cinnamomi cassiae aetheroleum fahéjaldehidtartalmanak meghatarozasa Cassia
lombikban (Ph.Hg. VII. szerint)

Ismert hdmérsékletii illoolaj 5,0 ml-ét Cassia lombikba pipettazzuk, 10 ml 30%-0s NaHSOs
oldattal elegyitjiik. A lombik tartalmat Osszerazzuk, ¢s a lombikot forrd vizfiirddbe martva
addig melegitjiik, mig a kezdetben levalt csapadék fel nem oldodik. Ezutdn tovabbi 10 ml
30%-0s NaHSOs-ot ontve a reakcidelegyhez, ugyanolyan modon jarunk el. Ezt az eljarast
tovabbi 10,0 ml 30%-0s NaHSO3 oldattal addig ismételjiik, mig a reakcidelegybdl csapadék
mar nem valik ki. A lombikot a nyaki rész beosztasanak also jeléig 30%-0s NaHSO3z oldattal
feltoltve vizfiirdén addig melegitjiik, mig tartalma két fazisra nem kiiloniil el. A lombikot
szobahémérsékletére hiitjiik, s tartalmat 30%-0s NaHSO3 oldattal oly modon toltjiik fel, hogy
az elkiiloniilt ill6olaj térfogata leolvashato legyen. Az elkiiloniilt illoolaj térfogatat a vizsgalatra
bemért illoolaj térfogatabol levonva, majd ezt 100 ml-re vonatkoztatva kapjuk az illoolaj
%(V/V)-ban kifejezett aldehidtartalmat.

OH OH
CHO | NaHsO + NaHSO
X a 3 X 0SO,Na + Na 3 0SO,Na
0SO,Na

fahéjaldehid

46. abra Cinnamomi cassiae aetheroleum fahéjaldehid-tartalmanak meghatarozasa

3. Anisi  fructus és Foeniculi dulcis fructus fenilpropan-szarmazékainak
rétegkromatografias vizsgalata
Kivonat készitése: 1 g frissen poritott drogbol 5 ml kloroformmal szobahdémérsékleten 10

perces razogatassal kivonatot készitiink, majd ezt megszirjiik.

Réteg: szilikagél lemez
Startpontok: 1. Anisi fructus kivonat 40 pl
2.0,1% Anizsaldehid teszt 20 pl

3. Foeniculi dulcis fructus kivonat 40 ul
Kifejleszto elegy: n-hexan — etil-acetat 8 : 2
Detektalas:  DNPH (2,4-dinitrofenil hidrazin) reagens
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Ellenérzé kérdések

— Hogyan hatdrozzuk meg a Caryophylli actheroleum eugenoltartalmat?
— Hogyan hatdrozzuk meg a Cinnamomi cassiae aetheroleum fahéjaldehid-tartalmat?
— Mit tapasztalunk az Anisi fructus és Foeniculi dulcis fructus rétegkromatografias

vizsgalata soran?
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3.6. Iridoidokat, keseriianyagot tartalmazo drogok vizsgalata

Absinthii herba (fehér tirdm leveles vagy viragos hajtas)

Artemisia absinthium (Asteraceae)

A drog a fehér tirdm egész, vagy apritott, szaritott téleveleibdl, vagy a viragzaskor gyiijtott,
szaritott felsobb hajtasrészeibdl és lombleveleibdl, illetve ezek keverékébdl all. Szaritott drogra
vonatkoztatott illoolaj-tartalma legaldbb 2 ml/kg.

A levelek szine sziirkéstdl zoldesig valtozik, mindkét felszinen siirli, molyhosan szordsek.
Hossztnyell télevelei két-haromszorosan szarnyasan szeldeltek, a levélszeletek kerekdedtdl
landzsésig, a levelek alakja haromszogletlitdl tojasdadig terjed. A szarlevelek kevésbé tagoltak,
a felsébb levelek landzsasak. A szar viragokat visel6 része zoldessziirke, molyhos, legfeljebb
2,5 mm vastag, és rajta hosszanti irdnyban altalaban 6t lapos borda fut. A landzsas, kissé tagolt
levelek szintjében figyelhetok meg laza fiizéres bugaban a gomb, vagy félgomb alaku
fészekviragzatok. Ezek atmérdje 2-4 mm, a fészekorv sziirke, molyhos, a kiils6 fészekpikkelyek
hegyes landzsasak, a bels6k tojasdadok, csiicsuk tompa, szElikk hartyas; a pelyvaszorok hossza
1 mm, vagy e feletti; kozottiik szamos, koriilbeliil 2 mm hossza himnds csdves virag és néhany
sugarvirag lathato.

A poritott drog zdldessziirke szinti. Mikroszkop alatt vizsgalva, a porkészitményben szamos T-
alakt feddszor lathatd, melyek 1-5 kicsiny sejtbdl felépiild egysoros nyaki részbdl és ezen
kalapacsfejszeriien elhelyezkedd egyetlen, hossza, hullamos falti és két végén kihegyezett
végsejtbol allnak; kissé, vagy er6sen hullamos falu sejteket tartalmazo epidermisz-darabok
figyelhet0k meg anomocitikus sztomaapparatussal valamint mirigyszérokkel, melyek rovid,
kétsoros, kétsejtes nyaki részbdl és kétsoros, két- vagy négysejtii feji részbdl épiilnek fel. A
csoves €s anyelves viragok toredékeinek némelyike apro6 kalcium-oxalat kristalyokat tartalmaz.
A nagy szamban jelen 1év0 pelyvaszdérokre jellemzd, hogy egy talpsejtbdl és egyetlen, nagyon
hosszu (1-1,5 mm), szalagszerlien megnyult, vékonyfali végsejtbol allnak. Kerekded,
koriilbeliil 30 pm atmérdji virdgporszemek figyelhetok meg, melyeket finoman érdes feliileti
exime €s 3 csirakapu jellemez. Megtaldlhatok a szarbdl szarmazo rostkotegek, a mérsékelten,
godorkésen vastagodott falu parenchimasejtek, illetve szallitoszoveti edények, melyek koziil a

vékonyak spiralis és gyliriis sejtfalvastagodassal rendelkeznek, a vastagok vermes-godorkések.
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Gyakorlaton elvégzendo feladatok

1. Valerianae radix: valepotriatok kimutatasa

2. Az Absinthii herba, Marrubii herba, Gentianae radix kesertiértékének meghatarozasa

1. Valerianae radix: valepotriatok kimutatasa
0,5 g drogot elporitunk, majd 5 perces razogatassal 5 ml kloroformmal kivonatot készitiink. A
kivonatot porcelantalba sziirjiik, vizfliirdén szarazra paroljuk. A maradékhoz 1 csepp tomény

ecetsavat, majd 1 csepp tomény sosavat adunk.

2. Az Absinthii herba, Marrubii herba, Gentianae radix keseriiértékének meghatarozasa
A kesertiérték valamely vegyiilet, folyadék, vagy kivonat azon legnagyobb higitasa, amely még
keserii izii. Drogok esetén a kesertiérték 1 g 105 °C-on szaritott drogra vonatkoztatott vizes
kivonatnak azon legnagyobb higitasat jelenti, amelynek 10 ml-s részlete a szdjban fél perc alatt,
foleg a nyelvgyok tajékan ide-oda mozgatva még éppen a keserl iz érzetét kelti. A kapott
eredmény szubjektiv adat, amelyet normalizalnunk kell, ezért meg kell hataroznunk egy
korrekcios faktort (szajfaktort). A szaj keser(iiz-érzékenységét a kinin-hidroklorid vizes
oldatanak kiilonboz6 higitasaival allapitjuk meg. Igy a keserii érték meghatérozasa a kinin-
hidrokloriddal tortén6é 6sszehasonlitdson alapul. (A kinin-hidrokloridra megadott kesertiérték:

200 000.)

Korrekcios faktor (szdjfaktor) meghatarozasa:
Alapoldat: 0,010 g R kinin-hidrokloridbdl csapvizzel 100,0 ml térfogath oldatot készitiink.
Osszehasonlit6 oldatok: az alapoldatbol 10 000-es 1éptékkel haladva a ko vetkezé higitasi sort

készitjiik el:

kinin-hidroklorid csapviz higitas
1ml + 9mi 100 000
1ml + 10 ml 110 000
1ml + 19 mi 200 000

crer

hatdrozzuk meg (az izlelést mindenkor a legnagyobb higitast oldattal kezdjiik): a leghigabb
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Osszehasonlito oldat 10 ml-ét szajba vessziik és 30 masodpercen at az egyik oldalrdl a masikra
mozgatjuk a nyelvgydk felett. Amennyiben az oldatot nem érezziik keseriinek, kikopjiik és 1
percig varakozunk. A szdjat csapvizzel kioblitjik. Az oldatok vizsgalatit a novekvo
koncentraci6 sorrendjében mindaddig folytatjuk, amig 10 ml-t a szdnkba véve €ppen a keserti
iz érzetét nem kelti.

Az 1:200 000 higitasu sdsavas kininoldat 10 ml-e az emberek dontd tobbségénél a kesertiérték
hatéra, tehat azt a higitast jelenti, amelynél a s6savas kininoldatot még éppen kesertinek érzik.
Sajat értékiinket erre az értékre vonatkoztatjuk, vagyis 200 000-et osztva az altalunk
megallapitott higitdssal kapjuk a szdjfaktorunkat, amellyel megszorozva a droggal kapott
kesertiértéket, a drogot normalizalni tudjuk.

Széjfaktor = 200 000/¢észlelt higitas

A minta elokészitése:

250 ml-es titralolombikban 1,00 g mintahoz 100 ml forrasban 1évé csapvizet adunk, majd 60
percen at 5 percenként korkorosen mozgatva kivonatot készitiink. Lehtités és vékony
vattarétegen végzett szlirést kovetden térfogatit 100,00 ml-es mérdlombikban csapvizzel
100,00 ml-re kiegészitjiikk. A toérzsoldat higitasa 100.

Gentianae radix

Higitasi sor: 20 000—60 000 tartomanyban, 5000-es 1éptékkel

Marrubii herba

Higitasi sor: 2 000-12 000 tartomanyban, 1000-es léptékkel

Absinthii herba

Higitasi sor: 10 000—26 000 taromanyban, 2000-es 1éptékkel

A szajfaktorral megszorozva az adott droggal kapott kesertiértéket, kapjuk a drog normal

kesertértékeét.

Példak keseriiérték meghatarozasra:

I. 1,00 g poritott Absinthii herbabol forro vizzel 100 ml kivonatot készitettiink. Kivettiink 5 ml
kivonatot és 100 ml-re higitottuk, majd ebbdl 1 ml-t vettiink ki és 12 ml-re higitottuk, ezt
éreztiik keserlinek. A szdjfaktor meghatarozasanal a kininoldat 160 000-szeres higitasanal
volt keseri.

1. Mennyi a szajfaktor?

2. Mennyi a drog normal kesertiértéke?
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1. Szajfaktor értéke:

200000

160000 ~ 1120

2. A példa szerint az Absinthii herba-bol 100x higitast készitiink.
Ebbdl kivesziink 5 ml-t és 100 ml-re higitva 2000x higitast kapunk (20x100)

Absinthii herba kivonat csapviz keserlinek érzett higitas
2000x higitas
1ml + 11ml 24000 (2000x12)

A drog normal kesertiértéke: 1.25 (sz4jfaktor) x 24000 (higitas) = 30 000
I1. 1,00 g poritott Gentianae radix-bol forrd vizzel 100 ml kivonatot készitettiink. Kivettiink
2 ml kivonatot és 100 ml-re higitottuk, majd ebbdl 1 ml-t vettiink ki és 11 ml-re higitottuk,
ezt éreztiik keserlinek. A szdjfaktor meghatdrozadsanal a kininoldat 160 000-szeres
higitasanal volt keserti.
1. Mennyi a szdjfaktor?

2. Mennyi a drog normal kesertiértéke?

1. Szajfaktor értéke:

200000

160000 ~ 1125

2. A példa szerint a Gentianae radix-bol 100x higitast készitiink.
Ebbdl kivesziink 2 ml-t és 100 ml-re higitva 5000% higitast kapunk (50x100)

Gentianae radix kivonat csapviz keserilinek érzett higitas
5000x higitas
1ml + 10ml 55000 (5000x11)

A drog normal kesertiértéke: 1.25 (szajfaktor) x 55000 (higitas) = 68 750

II. 1,00 g poritott Marrubii herba-bol forr6 vizzel 100 ml kivonatot készitettiink. Kivettiink
10 ml kivonatot és 100 ml-re higitottuk, majd ebbdl 2 ml-t vettiink ki és 10 ml-re higitottuk,
ezt éreztiik keserlinek. A szajfaktor meghatarozasanidl a kininoldat 125 000-szeres

higitasanal volt keserti.
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1. Mennyi a szajfaktor?

2. Mennyi a drog normal kesertiértéke?

1. Szajfaktor értéke:

200000

125000 ~ +60

2. A példa szerint a Marrubii herba-bol 100x higitast készitiink.
Ebbél kivesziink 10 ml-t és 100 ml-re higitva 1000 higitast kapunk (10x100)

Marrubii herba kivonat csapviz keserlinek érzett higitas
1000x higitas
2ml + 8ml 5000 (1000x5)

A drog normal kesertiértéke: 1.60 (sz4jfaktor) x 5000 (higitas) = 8 000

Ellenérzo kérdések Ezek nem kérdések!!

— Mely drogbdl és hogyan mutattuk ki a valepotriatokat?
—  Kesertérték fogalma
— Kesertérték meghatarozasa

— Szajfaktor kiszdmitasa

118



3.7. Szaponintartalmu drogok vizsgalata

Primulae radix (kankalingyokér)

Primula veris, P. elatior (Primulaceae)

A drog a tavaszi kankalin, vagy a sugar (sudar) kankalin egész, vagy apritott, szaritott
gyokértorzse €s gyokere. A drog kesert izii.

A durvan gocsortds felszinti szlirkésbarna gyokértorzs egyenes, vagy enyhén gorbiilt, hossza 1-
5 cm, vastagsaga 2-4 mm. A gyokértorzs csucsan gyakran megfigyelhetdk a szarak és levelek
maradvanyai. A gyokértdrzsh6z szdmos 1 mm vastag, 6-8 cm hosszi, merev gyokér
kapcsolodik. A P. elatior gyokere vilagosbarna, ill. vorGsesbarna, a P. veris gyokere
vilagosbarna, ill. sargasfehér szinti. A drog torési feliilete sima.

A poritott drog szine sziirkésbarna. Mikroszkop alatt vizsgdlva, a drogporban a gyokér
kérgébdl, a gyokértdrzs kérgébdl és bélszovetébdl szarmazd parenchima-toredékek lathatok,
melyek kerekded, godorkésen vastagodott fali sejtekbol épiilnek fel, gyokérszoroket viseld, a
felszini szovetekbdl szarmazd barnds toredékek figyelhetok meg; az edények haldzatosan
vastagodott falak. Az erdteljesen godorkésen vastagodott fali kdsejtek sargdszold csoportja
P. elatior jelenlétére utalnak. A drogporban valtozatos méretii és alaku, egyszerii, vagy Osszetett

keményitészemek lathatok.

Saponariae albae radix (fatyolvirag-gyokér)

Gypsophila paniculata (Caryophyllaceae)

A drog a buglyos fatyolvirdg (magyar szappangyokér) éveld novény hamozott, megszaritott
gyokere.

A gyokérbdl és rovid gyokértorzsbol alld egész drog 4-8 cm vastag és 40-80 cm hosszl, néha
csavarodott. A vastagabbakat 2-5 mm vastag ferde korongokra, a vékonyabbakat 3-6 cm hosszu
darabokra vagva szaritjak meg, és hozzak forgalomba. Kiviil fehéres szini, beliil halvanysarga,
¢€s sugarasan repedezett. A koncentrikusan ovezett fatestet barna kambium valasztja el a fehér
szinli kéregtdl. A gondatlanul hdmozott, paraval boritott darabok kiviil sargasbarndk, rajtuk
harantgytriivé 6sszefolyt, keresztben megnyult dudor, vagy maradvanyai lathatok.

Pora az orron at belélegezve tiisszentésre ingerel. {ze eleinte édeskés, késSbb csipds, karcolo.
A hamozott drog kiilsé szoveti allomanya laza intercellularisokat tartalmazé parenchimébol

épil fel, melyek sejtjei vékony faltak és elszortan nagy, buzogényfej alakt kalcium-oxalat
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kristalyokat tartalmaznak. E parenchimatol befelé sugarasan valtakozva, tolcsérszeriien
kiszélesedd bélsugar és kupszeri hancssugarak helyezkednek el.

A hancssugarakban vékony fali hancsparenchima, rostacsovek és kisérésejtek talalhatok. A
bélsugar sejtjeiben olykor 80 um atmérdjli, buzoganyfej alaku kalcium-oxalat kristalyok
helyezkednek el. A hancstest 1-3 sejtsoros kambiumgytirii, majd a fatest kdveti. Mind a fiatal,
mind az id6sebb fatestben a tobbnyire 3-5 sejt széles bélsugarak nagyobb sejtii, vékony falu
parenchimabdl allnak, és szamos buzoganyfej alaku kalcium-oxalat kristalyt tartalmaznak. A
fatest sugaras szerkezetli. Az iddsebb gyokér fatestében, kiilondsen a kambiumhoz kozelebb
fekve részében az alapallomany szklerenchimdés, a kozéppont szomszédsagaban pedig
parenchimds. A trachealis elemek kiilonb6zé atmérdjliek, rendszerint rostok hataroljak. Ezek
gyakran kettesével, vagy tobbesével csoportokat alkotnak. A bélszovet kozepén az
Osszenyomott egyszerii fanyalabok lathatok.

A poritott drog sziirkésfehér szinli. A drogporban — mikroszkop alatt vizsgalva — buzogéanyfe;j
alaku kalcium-oxalat kristalyokat, parenchima részleteket, edénytoredékeket, iddsebb gyokér

esetében trachedlis rostrészleteket is lathatunk.

Hederae folium (borostyanlevél)

Hedera helix (Araliaceae)

A drog a kdzonséges borostyan tavasszal gyiijtott, megszaritott, egész, vagy apritott levele. A
gyogyszerkonyvi minéségii drog legalabb 3,0% hederakozid C-t tartalmaz (szaritott drogra).
A levelek bérnemtiek, ép széliiek, szives valluak, méretiik 4-10 cm. A levéllemez tenyeresen
3-5 karéju, a karéjok tobbé-kevésbé haromszogletesek. A levelek szini oldala sotétzold, a
sugarasan szétagazo erezet kozelében vildgosabb arnyalatt; fonaki oldaluk sziirkészold, jol
lathatéan kidomborodo erezettel. A levélnyél hosszu, hengeres, 2 mm atmérdjii, hosszaban
bardzdalt. A levélnyélen és a fiatal levelek felszinén elszortan fehér szOordk talalhatok, az
iddsebb levelek kopaszak. Alkalmanként eléfordulnak ép, tojasdad, vagy landzsés, 3-8 cm
nagysagu levelek is, melyek a viragzatok kézelébdl szarmaznak.

A poritott drog z6ld szinli. Mikroszkop alatt vizsgélva a kovetkezd ismertetdjegyek lathatok: a
levéllemez toredékeinek szini, és fondki oldalan 1évé epidermisz sejtek antiklinalis fala
megvastagodott, kanyargos-hullamos, felsziniliket vastag kutikula boritja. Gazcserenyilasok
nagyobb szadmban csak a fonaki oldalon fordulnak eld, féleg anomocitikus, ritkan anizocitikus
szerkezetliek, melléksejtjeik koziil néhanynak felszinén a kutikula alig lathatéan barazdalt.

Elszortan eléfordulhatnak 4-8 egysejtli aggal rendelkezd csillagszérok. A levéldarabok
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keresztmetszetén 1-3 (altaldban 2) réteg vastagsagban oszlopos paliszad sejtekbdl, és nagy sejt
kozotti jaratokkal rendelkezd szivacsos parenchimabol all6 mezofillum figyelhetd meg,
melyben nagyméretti nyalkatarto sejtek talalhatok. A mezofillumban 40 pm nagysagua kalcium-
oxalat rozettakristalyok fordulnak el6. Lathatok az erezetbdl szarmazo, fasodott falt

szallitoszoveti elemek is.

Gyakorlaton elvégzendo feladatok

1. Szaponinok kimutatasa Liebermann-Burchard-reakcioval
2. Hederae folium rétegkromatografias vizsgalata

3. Liquiritiae radix rétegkromatografids vizsgalata

1. Szaponinok kimutatasa Liebermann-Burchard-reakciéval

Saponariae albae radix, Primulae radix esetén

0,5 g drogport 5 ml kloroformmal kivonunk, majd a kivonatot sziirGpapiron at porcelantalba
sziirjik. Az olddszert vizflirdon elparolva, a maradékot 2 ml tomény ecetsavban oldjuk, és
ovatosan kémcsoben 1€v0, kb. 5 ml tomény kénsavra rétegezziik. 1-2 perc mulva figyeljiikk meg,

mi torténik a két folyadék érintkezési feliiletén!

2. Hederae folium rétegkromatografias vizsgalata
1,5 g friss, ill. 0,5 g 50 °C-on szaritott borostyanlevélbol 15, ill. 5 ml 70%-0s metanollal 10
perces melegitéssel kivonatot készitlink. A kivonatot metanollal megnedvesitett papirsziiron
sziirjlik, porcelantalban széarazra paroljuk, majd 1 ml metanolban oldjuk. A rétegkromatografias
ellendrzést gyari szilikagél lemezen végezziik.
Startpontok

1. 0,1%-os o-hederin teszt 20 wl

2. metanolos kivonat (friss drogbol) 10 pl

3. metanolos kivonat (50 °C-on szaritott drogb6l) 10 ul

4. 0,1%-o0s hederaszaponin C teszt 20 pl
Kifejlesztéelegy: Kloroform — metanol — viz 64 : 30 : 5
Detektalas: a szobahémérsékleten megszaritott kromatogramot R-vanillin-kénsav reagenssel

bepermetezziik, majd 5 percig 105 °C-on hevitjiik.
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3. Liquiritiae radix rétegkromatografias vizsgalata

1 g poritott édesgyokeret 20 ml metanollal 10 perc razogatassal kivonunk. A kivonatot
metanollal megnedvesitett papirsziirOn sziirjiik. A kivonat 2 ml-es részletét rétegkromatografias
vizsgalathoz szarazra paroljuk, majd 1 ml metanolban oldjuk, €s ebbdl visziink fel a rétegre. A
maradék kivonatot 10 ml R sosavval 1 6ran at hidrolizaljuk vizfiirdén Erlenmeyer-lombikban,
a lombik szajaba tivegtolcsért helyezve. A hidrolizatumot szobahdmérsékletre hiitjiik, ezutan
2 x 10 ml etil-acetattal dvatosan kirazzuk (emulzioképzodés veszélye!). Az egyesitett szerves
fazisokat 2 x 10 ml vizzel savmentesre mossuk razotolcsérben torténd kirazassal, majd szaritott
natrium-szulfattal Erlenmeyer-lombikban vizmentesitjiik, €s porcelantalban szarazra paroljuk.

A maradékot 2 ml metanolban oldjuk. A rétegkromatografids ellendrzést szilikagél lemezen

végezzik.

Startpontok:
1. metanolos kivonat (hidrolizalas el6tt) 40 ul
2. 0,1%-o0s glicirretinsav-teszt 40 ul
3. hidrolizatium 20 pl

Kifejlesztéelegy: Kloroform — metanol 95 : 5
Detektalas: UV fény (254 nm)

Ellenorzo kérdések

— Mely vegyiiletek kimutatasara szolgal a Liebermann-Burchard-reakci6?
— Mely drogbol és hogyan végezziik Liebermann-Burchard-reakciot?

— Mijatszodik le a Liquiritiae radix kivonatanak hidrolizise soran?
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3.8. Szivrehato glikozidokat tartalmazé drogok vizsgalata

Digitalis lanatae folium (gyapjas gylsziivirag levél)

Digitalis lanata (Scrophulariaceae)

A drogot a gyapjas gyliszlivirag télevelei és viragzas elott gyiijtott szarlevelei szolgaltatjak. A
drog szagtalan, ize keser.

A télevelek 15-20 cm hosszak, 2-3,5 cm szélesek, als6 résziikkon levélnyélszeriien
elkeskenyednek. A levél széle a csucs felé gyakran gyengén fogazott. A keskenyebb részek
sz¢élén gyéren szoroket taldlunk, egyébként a levelek csupaszok. A szarlevelek hosszukas
landzsa alakuak, az alsok a levélnyélben elkeskenyednek, a felsok iilldk, 8-12 cm hosszuak, 1-2
cm szélesek, tobbnyire épek, kihegyezettek. Erds foeriik és rendszerint két erdsebb mellékeriik
van; az erezet ivesen felfelé hajlo, helyenként parhuzamos.

Mikroszképosan vizsgéalva feliilnézetben az epidermiszsejtek egy része hullamos fali, mas
része sokszogletll, az erek feletti epidermiszsejtek megnyultak. Az oldalfalak megvastagodottak
¢s godorkések. Sztomak az also és felsé epidermiszen is vannak, melléksejtek nincsenek. Az
érzugokban egy-egy mirigyszort is taldlunk, amely egy nyélbdl és egy- vagy kétsejti
fejecskeébdl all. Keresztmetszetben az epidermiszsejtek izodiametrikusak; a sztomak kissé
kiemelkednek. A mezofillum palizddparenchimdja 3-4 sejtsoros, szivacsos parenchiméja
szorosan illeszkedd izodiametrikus sejtekbdl all. A szallitoszovet edényei spiralisan ¢€s
gylrlisen vastagodottak. A bordak ék alakban kiemelkedettek, alattuk a mezofillum kézepe az
epidermisztdl gyakran elvalik.

A poritott drog vilagoszold szinli. Mikroszkdposan vizsgalva a poritott drogban az epidermisz
toredékek radialis godorkézettsége feltling. Ritkan fejes mirigyszordket talalhatunk. Kristalyok,

szklerenchimatikus elemek nincsenek. A szivacsos és paliszadparenchima aranylag tomott.

Oleandri folium (leanderlevél)

Nerium oleander (Apocynaceae)

A drog a leander megszaritott levelei. A drog szagtalan, kellemetlen, keserti izli. A levelek
keskeny, landzsa alakuak, bér nemiiek és ép széliiek. Hosszuk 10-15 cm, szélességiik 1-2 cm,
rovidnyeliiek, a levelek nyélre keskenyeddk. A f6ér a fonakon erésen kiemelkedik, a szamos,

parhuzamos mellékér viszont alig.
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A drog mikroszkopos vizsgalata soran sokszogletii (poligonalis) fels6 és alsod epidermisz sejtek
¢s a felsd epidermiszen ritkan egysejtli szOrok lathatok. Keresztmetszeten mindkét oldalon 2-
3-soros, szintelen sejtekbdl all6 hipodermisz lathatd. A palizddréteg harom soros. A levél
fondkan gombolyl tliregek figyelhetok meg, amelyeknek fala egysejtii, sima feliiletdi, gorbiilt
szOrokbol all. Sztomak csak ezekben az liregekben vannak. A mezofillumban kalcium-oxalat

rozettakat tartalmaznak az egyes sejtek.

Gyakorlaton elvégzendé feladatok

1. Digitalis purpureae folium, Digitalis lanatae folium, Oleandri folium: szivre hatd
glikozidok kimutatdsa
1.1 Keller-Kiliani-reakcio
1.2 Baljet-reakcio
1.3 Kedde-reakcio

2. Digitalis lanatae folium rétegkromatografias vizsgalata

1. Digitalis purpureae folium, Digitalis lanatae folium, Oleandri folium: szivre haté

glikozidok kimutatasa

1.1 Keller-Kiliani-reakcio:

0,5 g (Digitalis sp.), illetve 0,3 g (Nerium oleander) drogot 5 ml vizzel Erlenmeyer-lombikban
atnedvesitiink, majd 5 ml forrasban 1év6 vizet 6ntiink hozza. Idénként razogatjuk, majd 20 perc
mulva vattan at razotolesérbe szirjik, és 2 x 10 ml kloroformmal kirdzzuk. A kloroformos
fazisokat porcelantalban egyesitjiik, vizflirddn szarazra paroljuk. A maradékot 3 ml jégecetben
(cc. ecetsav) oldjuk, hozzaadunk 1 csepp FeCls-oldatot. Az oldatot kémcsdben 5 ml tomény
kénsavra rétegezziik. -2 perc mulva figyeljiikk meg, mi torténik a két folyadék érintkezési

feliiletén!

1.2 Baljet-reakcio:
0,5 g (Digitalis sp.), illetve 0,3 g (Nerium oleander) drogport 10 ml vizzel telitett etil-acetattal
15 percen at rdazogatva kivonunk. A kivonatot vattan at porcelantalba sziirjiik, vizfiirdon

szarazra paroljuk. A beparlasi maradékot 2 ml vizben oldjuk (A oldat).
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1. kémcsé 3,5 ml Baljet-reagens (3 ml 1%-os pikrinsav + 0,5 ml 10%-0s NaOH oldat)

2. kémces6: 3,5 ml Baljet-reagens + 0,5 ml A oldat

3. kémces6: 3,5 ml Baljet-reagens + 1,5 ml A oldat

Néhany perc utan hasonlitsuk Ossze a 2. és a 3. kémcsO tartalmanak szinét az 1. kémcso

tartalmanak szinével!

o)
0
NO,
G
H
" o NO:
2
OH OH
HO
pl. digitoxigenin pikrinsav narancssarga

47. abra Kardenolidok kimutatasa Baljet-reakcioval

1.3 Kedde-reakcio:

0,5 g (Digitalis sp.), illetve 0,3 g (Nerium oleander) drogot 10 ml vizzel telitett etil-acetattal 15
percen at rdzogatunk. A kivonatot vattan at porcelantalba sziirjiik, vizflirdén szérazra paroljuk.
A beparlasi maradékot 2 ml vizben oldjuk és kémcsdbe ontjiik. Az oldathoz 2 ml, etanollal

késziilt 1%-0s 3,5-dinitro-benzoesav oldatot, majd 2 ml KOH-oldatot adunk.

2. Digitalis lanatae folium rétegkromatografias vizsgalata

Kivonat készités: 1,0 g drogport 10 ml 50%-0s metanol és 5 ml 10%-os 6lom-acetat oldat
elegyével vizfiirdén Erlenmeyer-lombikban 10 perces melegitéssel kivonunk. A melegités
soran a lombikot tivegtolcsérrel lefedjiik. A kivonatot lehtitjiik, razotdlesérbe szirjiik, 2 x 10
ml kloroformmal kirdzzuk. A kloroformos fazisokat porcelantdlban egyesitjiik, vizflirddn
szarazra paroljuk. A beparlasi maradékot kloroform—metanol 1:1 ardnyt elegyének 1 ml-ében

oldjuk.
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Réteg: szilikagél lemez
Startpontok: 1. 0,1%-o0s digitoxin teszt 20 ul
2. 0,1%-o0s digoxin teszt 20 ul
3. Digitalis lanatae folium kivonat 80 ul
4. 0,1%-o0s lanatozid A teszt 20 ul
Kifejlesztés: Etil-acetat — metanol — cc. ammonia 85:10: 5
El6hivas: Bepermetezés 3,5-dinitro-benzoesav 1%-os oldataval, majd szaradas (105 °C-on)

utan kalium-hidroxid 5%-os alkoholos oldataval.

Ellenorzo kérdések

— Milyen vegyiileteket kimutatasara alkalmas a Keller-Kiliani-reakcio?
— Mely drogbol és hogyan végezziik a Keller-Kiliani-reakciot?

— Milyen vegyiileteket kimutatasara alkalmas a Baljet-reakci6?

— Mely drogbol és hogyan végezziik a Baljet-reakciot?

— Milyen vegyiileteket kimutatasara alkalmas a Kedde-reakcio?

— Mely drogbdl és hogyan végezziik a Kedde-reakciot?

— Milyen szivrehat6 glikozidokat észlelt a Digitalis lanatae folium kivonatdban?
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3.9. Triterpéneket tartalmazé drogok vizsgalata

Calendulae flos (koromvirag)

Calendula officinalis (Asteraceae)

A drog a koromvirag teltviraga fajtainak a viragzati vacokrol levalasztott, egész vagy apritott,
szaritott, teljesen kinyilt virdga. A hiperozidban kifejezett és a szaritott drogra vonatkoztatott
flavonoid tartalma legalabb 0,4%.

A nyelves (sugar) virdgok egyrészt a sarga, vagy narancsszinii, koriilbeliil 3—5 mm széles, €s a
kozépsod részén koriilbeliill 7 mm-es, hdrom cimpdju, nyelvszerii részbol, masrészt a szoros,
részben sarld alaki, sargdsbarna-narancsosbarna partacsobdl allnak, ez utobbi folytatodik a
termdvel. Utdbbi gorbiilt, sargasbarna-narancsosbarna maghazbo6l, kinyuldé bibeszalbol ¢és
kétag bibébdl 4ll. Mintegy 5 mm hosszl csoves viragok is jelen vannak, melyeket a sarga,
narancsospiros vagy pirosaslila, 6t cimpaji partakarima, a sargasbarna vagy narancsosbarna,
also részén szOros partacso, €s a legtobbszor részben hajlott, sargasbarna-narancsosbarna szinii
termd alkot.

Az elporitott drogpor szine sargasbarna. A drogport mikroszkop alatt, R kloral-hidrat—oldatban
vizsgalva, benne a parta toredékei lathatok, melyeket vilagossarga olajcseppek, igen nagy
anomocitikus sztomaapparatusok, valamint kalcium-oxalat oszlop- és igen kicsiny rozetta-
kristalyok jellemeznek. Kétsoros, tobbsejtes €s kupos feddszorok, illetve egy- vagy kétsoros,
tobbsejtes kétsoros nyaki részbdl, és nagy, tojdsdad, kétsoros és soksejtli feji részbdl felépiild
mirigyszOrok is megfigyelhet6k. Gombolyli virdgporszemek lathatok még, melyek atmérdje
legfeljebb 40 um, hegyesen csapos exinével, €s harom csirakapuval rendelkeznek. Ritkan a

bibék darabjai is eldtiinnek, melyek rovid, bunkos végii papillakat viselnek.

Urticae folium (csalanlevél)

Urtica dioica (Urticaceae)

A drog a nagy csalan — Urtica dioica, illetve az apr6 csalan — Urtica urens egész vagy apritott,
szaritott leveleibdl, illetve a két fajbol szdrmazé levelek keverékébdl all. A drog kaffeoil-
almasav és klorogénsav tartalmanak egyiittes mennyisége klorogénsavban kifejezve és a
szaritott drogra vonatkoztatva legalabb 0,3%.

A levelek szini oldala sotétzold, sotét sziirkészold, vagy barnaszold szint, fonaki oldala

vildgosabb arnyalatd. CsalanszOrdk szortan a levelek mindkét oldalan megtalalhatok. Kisebb
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méretli feddszorok nagyobb szamban a levelek szélén, és a fondki oldalon az erek mentén
fordulnak eld. A levéllemez kifejezetten rancos, tojasdad vagy hosszikas. A nagy csalan levelei
100 mm hosszuak és 50 mm szélesek, sz¢liik durvan fiirészes; valluk szives, vagy lekerekitett.
Erezetiik haldzatos, a fondki oldalon hatdrozottan kidomborodo. A levélnyél zold vagy
barnaszold szinli, hengeres, vagy lapitott, kb. 1 mm vastag, hosszdban barazdalt, csavarodott;
csalanszorokkel €s feddszorokkel fedett.

A poritott drog zo6ld, vagy sziirkészold szinii. A drogport mikroszkop alatt vizsgalva a
kovetkezd szovettani ismertetéjegyek lathatok: egysejtii csalanszorok, melyek legfeljebb 2
mm-esek, egy megnyult, kihegyesedd sejtbol allnak, melynek csucsa kissé duzzadt,
kiszélesedett, és konnyen letorni képes. Alapi résziik soksejtii, kiemelkedd szovetparnaban
(emergencia) iil. Eléfordulnak még egysejtli, egyenes, vagy kissé¢ gorbiilt feddszorok, melyek
700 pm hosszuak, alapjukndl kiszéleseddk, valamint kisméretli mirigyszérok (35-65 pum) 1,
vagy 2 sejtbdl allo nyéllel, és 2, vagy 4 sejtii fejjel. Az apréd levéltdredékeken helyenként
kanyargoés, hullamos falu epidermiszsejtek lathatok, anomocitikus stomaapparatusokkal. Nagy
szamban fordulnak el csisztolitok, melyek siirli szemcséjii kalcium-karbomat kristaly
aggregatumok. A szivacsos parenchimaban kalcium-oxalat kristalyok kis csoportja is talalhato,
illetve alkalmanként a szarbol szarmazo, vermes godorkés vastagodasu edények kis csoportjai

lathatok.

Urticae radix (csalangyokér)

Urtica dioica (Urticaceae)

A drog a nagy csalan illetve az apr6 csalan, vagy ezek hibridjeinek foldalatti részeibdl szarmazo
egeész, vagy tormelék szaritott részei.

Szabalytalan, henger alaku rizoéma, szilirkésbarna, elszértan bibor vagy zoéldes szinii, 3-10 mm
atmérdjl, az izkozok legfeljebb 2-3 cm hosszuak, mély hosszanti barazdakkal, melyek kozott
rovid, enyhén duzzadt csomok vannak. A csomok szamos gyokeret viselnek, melyek kiviil
sziirkésbarnak, 0,5-2 mm atmérdjiek, és legfeljebb 10 cm hossztiak. Keresztmetszetben
vékony, sotét kérgl, beliil krémfehér szinli mélyedd kozépso résszel. A rizoma torése rostos €s
egyenetlen, kiillondsen a bels6 résznél.

A drogpor halvany sargasbarna. Mikroszkop alatt, R-kloral-hidrat—oldatban vizsgélva, benne a
kovetkezd diagnosztikus jegyek figyelhetok meg: barnas szinli paratéredékek vékony falu
sejtekkel. Az edénynyaldbok téredékei szegélyezett godrokkel, 50-150 um atmérdjiek. A

fasodott fali rostok toredékei vastagok, maganyosan, vagy csoportosan fordulnak eld. A
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parenchima sok toredéke latszik vékony falu sejtekkel, melyek koziil néhany nagyméretii
kéalcium-oxalat fiirtkristalyokat, illetve ritkdbban szortan egyszerli kdcium-oxalat kristalyokat

hordoz. A bélsugar toredékei enyhén vastagodott, godorkés sejtekkel birnak.

Gyakorlaton elvégzendo feladatok

1. Hippocastani semen rétegkromatografias vizsgalata
2. Calendulae flos rétegkromatografias vizsgalata

3. Urticae radix B-szitoszterintartalménak meghatarozasa denzitometriaval

1. Hippocastani semen rétegkromatografias vizsgalata
1 g drogot 7,5 ml 70%-o0s metanollal tiz percig vizfiirdén melegitve kivonunk. A kivonatot
porcelantalba sziirjiik, szarazra paroljuk, majd a szaraz maradékot 1 ml metanolban oldjuk.
Réteg: Szilikagél lemez
Startpontok: 1. Hippocastani semen Kivonata 20 pl

2. 0,1% eszcin teszt 10 pl
Kifejlesztéelegy: etil-acetat — izopropanol — ecetsav — viz 30 : 25:5: 15)

El6hivas: vanillin-kénsav reagens és 105 °C-on torténd hevités

2. Calendulae flos rétegkromatografias vizsgalata
0,5 g sziromlevelet 10 ml kloroformmal 15 perc razogatassal kivonunk. A kivonatot
porcelantélba sziirjiik, szarazra paroljuk, majd a szdraz maradékot 1 ml metanolban oldjuk.
Startpontok: 1. Calendulae flos kivonata 40 pl

2. 0,1% faradiol teszt 30 ul
Kifejlesztoelegy: n-hexan — aceton 8: 2

El6hivés: vanillin-kénsav reagens €s 105 °C-on torténd hevités

3. Urticae radix p-szitoszterintartalmanak meghatarozasa denzitometriaval
A gyakorlat célja csalangyokér f-szitoszterintartalmanak meghatdrozasa denzitometriaval. A
mennyiségi méréshez sziikséges kalibrald oldatsorozat elkészitését asztalonként csoportosan

kell elvégezni.
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1. Mintaelokészités

1,00 g daralt drogot analitikai mérlegen kimériink, és 10 ml metanollal ultrahangos vizfiirdében
10 percig extrahdljuk. A kapott kivonatot sziirépapiron porcelantalba sziirjiik, a féz6poharat 1
ml metanollal atmossuk, végiil a teljes szlirletet vizfiirdén beparoljuk. A beparlasi maradékot
(pipettaval mért) 2,00 ml metanolban visszaoldjuk. (A visszaoldast kozvetleniil a minta lemezre
valo felvitele el6tt végezziik, kizarolag mar kihiilt porcelantalban!) A mintabol Hagedorn-
pipetta segitségével 10 pl-t kell felvinni a lemezre. (Ajanlatos a 10 pl-t kétszer 5 pl-es részletben

felvinni!)

Rogzitendd adat: bemért minta tdmege (g)

2. Kalibracio

A kalibraciohoz sziikséges f-szitoszterin-torzsoldatot (STD; pontos koncentracidja a lombikon
lesz feltiintetve) a gyakorlaton készen kapja. Ebbdl az oldatbol kell késziteni mikropipetta
segitségével egy Otszords (STD5x) és egy tizszeres (STD10x) metanolos higitast a kiadott
zarhatd mintatartod tivegekbe (200 pl STD + 800 pl metanol valamint 100 ul STD + 900 pl
metanol). Ezekbdl az oldatokbdl, illetve a kivonatbol Hagedorn-pipetta segitségével a

kovetkezd térfogatokat kell felvinni a lemezre:

e STDI10x: 5l

e STDI10x: 10 ul (2 x 5 pl)

e STDSx: 10 ul (2 x 5 ul)

e STD:5pul

e csalangyokér-kivonat: 10 pl (2 x 5 ul)

Rogzitend6 adat: f-szitoszterin-tdrzsoldat koncentracioja (ug/pl)

3. A lemez Kkifejlesztése és elohivasa

A kész lemezt (amelyen 4 kalibralo pont és annyi minta pont van, ahany hallgat6 dolgozott az

asztalnal) toluol — etilacetat 7:3 aranyu elegyében kell kifejleszteni.

El6hivas: MeOH + 10%(V/V) H2SO4 elegyébe torténé martas, majd 1 perc szaritas 110 °C-on
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4. Kiértékelés

Az el6hivott lemezt a gyakorlatvezetd segitségével le kell fényképezni és a fényképet a CP

Atlas nevii programmal kiértékelni.

Rogzitendd adatok

Minta C (ng/ul) V (ul) Mp-szitoszterin (L) Csucs alatti teriilet

STD10x

STD10x

STD5x

STD

kivonat - ismeretlen

5. Beadand¢ adatok, eredmények

e kalibracios egyenes grafikonja

e a csalangyokér p-szitoszterin tartalma %(m/m)-ban (ug/g)

131



3.10. Antranoidtartalmi drogok vizsgalata

Frangulae cortex (kutyabengekéreg)

Rhamnus frangula (syn. Frangula alnus) (Rhamnaceae)

A drogot a kutyabenge torzsének ¢és againak megszaritott, egész, vagy apritott kérge képezi.
Legalabb 7% gliikofrangulint tartalmaz.

A drog hajlitott, majdnem sik, vagy gorbiilt, illetve egyszerli, vagy kettés csovecskéhez
hasonl6, 0,5-2 mm vastag, kiilonb6z6 hosszusagl és atmérdju kéregdarabokbdl all. A kéreg
sziirkésbarna-sotétbarna szint, hosszan rancolt, kiils0 oldalan szamos sziirkés szind,
keresztiranyban huzodo, hosszukas lenticella lathatd. A feliileti réteg eltavolitdsa utan egy
meggypiros réteg valik lathatova. A lagok hatasara vorosre szinez6d6 vordsbarna szini belsd
oldal sima felszin{i, hosszaban savozott. Torése tomor, belso része rostos.

A drogpor sarga-vordsbarna szinli. Mikroszkop alatt R kloral-hidrat-oldatban vizsgalva, benne
szamos kalcium-oxalat oszlopkristalyt tartalmazo sejtréteggel kisért fasodott hancsrostkoteg;
paraszovet vorosbarna toredékei; kalcium-oxaldt rozettdkat tartalmazo parenchimatdredékek

lathatok. Kdsejtek nincsenek jelen.

Aloe barbadensis (orvosi aloé)
Aloe barbadensis (Liliaceae)

A drog az Aloe barbadensis leveleibdl kinyert, betoményitett €s szaritott sejtnedv. Szaritott
drogra vonatkoztatott, barbaloinban kifejezett hidroxiantracén-szarmazék tartalma legalabb
28%.

A drog kissé fényes, vagy opalos, sotétbarna anyag, mely kagylds torésii, vagy barna por. Forro

alkoholban oldddik, forrasban 1évé vizben részben oldodik, éterben gyakorlatilag oldhatatlan.

Aloe capensis (tovises aloé)

Aloe ferox (Liliaceae)

A drog kiilonboz6 Aloe fajok — féleg Aloe ferox és hibridjei — leveleibdl kinyert, betoményitett
és szaritott sejtnedv. Szaritott drogra vonatkoztatott, barbaloinban kifejezett hidroxiantracén-
szarmaz¢l tartalma legalabb 18%.

A drog zoldes arnyalatu sotétbarna anyag, mely fényes, kagylos torési felszinnel rendelkezik.

Lehet zoldesbarna por is. Forr6 alkoholban oldodik, forrdsban 1€vé vizben részben oldodik.
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Gyakorlaton elvégzendo feladatok

1. Antranoidok kimutatasa Borntrdger-reakcioval (Frangulae cortex, Rhei rhizoma, Sennae
folium, aloé)

2. Szabad antranoidok, antranoid-O-glikozidok és antranoid-C-glikozidok kimutatasa (alo¢,
szenna)

3. Barbaloin kimutatasa Schouteten-reakcioval (alo¢)

4. Aloe barbadensis és Aloe capensis megkiilonboztetése (Rosenthaler-reakcio)

5. Frangulae cortex antrakinon-szarmazékainak gélkromatografias elvalasztasa

1. Antranoidok kimutatasa Borntriger-reakcioval
0,5 g drogport 10 ml kloroformmal razogatva kivonunk. A kivonatot lesziirjiilk, és 1 ml R

ammoniat adunk hozza.

OH O OH
0]

48. abra Borntriager-reakcid

2. Szabad antranoidok, antranoid-O-glikozidok és antranoid-C-glikozidok kimutatasa

2 g drogport 10 ml kloroformmal szobahOmérsékleten razogatva kivonunk. A kivonatot
megszlrjiik, a drogot Oraiivegre helyezve megszaritjuk. A kloroformos kivonat
antranoidtartalmat 1 ml R ammonia hozzdadasaval Borntrager-reakcioval ellendrizziik. A
megszaritott droghoz 10 ml R soésavat adunk, és 100 °C-os vizfiirdén 10 percig melegitjiik.
Hiitést kovetden a kivonatot valasztotolcsérbe sziirjiik, és 3x5 ml kloroformmal kirazzuk. A
kloroformos fazis antranoidtartalmat 1 ml R ammonia hozzaadéasaval Borntriager-reakcioval
ellendrizziik. A vizes fazishoz 10 ml R vas(lll)-klorid-oldatot adunk és 5 percig 100 °C-0s
vizfiirddn melegitjiik. Hiitést kovetéen az elegyet valasztotdlcsérbe ontjiik és 3x5 ml
kloroformmal kirazzuk. A kloroformos fazis antranoidtartalmat 1 ml R ammonia

hozzaadésaval, Borntrager-reakcioval ellendrizziik.
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Drogpor

Kivonas kloroformmal

|

Kloroformos Szaritott
kivonat drogpor
L Borntrager-reakcié [ Hidrolizis (R sésav)

Kloroformos
fazis
|| Borntrager-reakcio I Hidrolizis (R vas(lll)-klorid )

Vizes fazis

Kloroformos

kivonat
Borntrager-reakcid

Vizes fazis

49, abra Szabad antranoidok, antranoid-O-glikozidok és antranoid-C-glikozidok

kimutatasanak vazlata

3. Aloe barbadensis és Aloe capensis megkiilonboztetése (Rosenthaler-reakcio)
0,5 g tovises, illetve orvosi aloét 100 ml forrasban 1évé vizzel Osszerazunk, majd a hiitott

keveréket megszirjiik. 5 ml sziiredékhez 5 ml bromos vizet adunk.

4. Barbaloin kimutatasa (Schouteten-reakcio)
0,5 g tovises, vagy orvosi aloét 100 ml forrasban 1évé vizzel 6sszerazunk, majd a hiitott
keveréket megszlrjiik. 5 ml szliredékhez 5 ml telitett dinatrium-tetraborat-oldatot adunk. Az

oldatot kb. 2 perc elteltével UV-fényben 366 nm-en vizsgaljuk.

OH O OH OH OH OH
+ dinatrium-tetraborat
e
CH,OH CH,OH
Glikoz Glikoz

50. abra Barbaloin-kimutatas
5. Frangulae cortex antrakinon-szarmazékainak gélkromatografias elvalasztasa

Vizsgalati minta készitése: 50 g poritott Frangulae cortexbdl 500 ml 70%-0s metanollal 100 °C-

os vizfiirdén 15 percig tart6 visszafolyatassal kivonatot készitiink. A kivonatot lesziirjiik, majd
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vakuum alatt szarazra paroljuk. A beparolt kivonat 0,1 grammjat 2,0 ml metanolban oldjuk,
ivegszlrdn sziirjik.

Gélkromatografias oszlop készitése: 10 g Sephadex LH-20 gélt metanolban duzzasztunk, majd
csappal zarhato kromatografias oszlop készitésére alkalmas livegcsobe toltjik.
Kromatografias elvalasztas: 1 ml metanolos kivonatot pipettdval 6vatosan az oszlop tetejére
visziink. Az eludlast metanollal végezziik. 20 db frakciot gyujtiink, az 1. frakcié 20 ml, a
tovabbiak 2,5 ml térfogatuak. Az elvalasztast rétegkromatografiaval ellendrizziik.

A frakcidk rétegkromatografias ellendrzésére allofazisként szilikagél réteglapot, kifejlesztd
elegyként kloroform — metanol — viz 90:20:2 aranyu elegyét alkalmazzuk. A lemezeket UV-
fényben 366 nm-en értékeljiik.

Startpontok: eredeti metanolos kivonat (20 pl), 20 darab gytijtott frakcid (10 ul), gliikofrangulin
B (1 mg/ml; 10 pl), frangulin B (1 mg/ml; 10 pl), frangulaemodin (1 mg/ml; 10 pl).

Ellen6rzo kérdések

Hogyan mutathatok ki egy drog antranoidjai?

Milyen szinli a ligos vizes fazis a kutyabengekéreggel végzett Borntriger-reakci6 esetén?
Milyen szinii a ligos vizes fazis a szennalevéllel végzett Borntrager-reakcio esetén?

Milyen szinli a 1Ggos vizes fazis a rebarbara gyokérrel végzett Borntrager-reakcio esetén?
Milyen szini a lagos vizes fazis az aloéval végzett Borntréger-reakcio esetén?

Mely drogbol és hogyan mutatjuk ki a barbaloint?

Hogyan kiilonb6zethetd meg az Aloe barbadensis és az Aloe capensis?

Milyen sorrendben elualodtak a gélkromatografias oszloprol a kutyabengekéreg antranoidjai?
Min alapszik a gélszliréses kromatogratia?

Az antranoidok melyik tipusa mutathato ki egy drog klororformos kivonatabol?

Melyik antranoid-glikozid-tipus hidrolizalhat6 R sosavval torténé melegitéssel?

Melyik antranoid-glikozid-tipus hidroliziséhez sziikséges sosavas kozegben R-vas(lll)-

kloriddal torténd melegités?
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3.11. Flavonoidtartalmu drogok vizsgalata

Tiliae flos, harsfaviragzat

Tilia cordata; Tilia platyphyllos; Tilia x vulgaris (Tiliaceae)

A drogot a kislevelii hars, a nagylevelii hars, vagy a kdzonséges hars egész, szaritott viragzata,
illetve ezek keveréke adja. A drog enyhe, aromas illattal rendelkezik, ize édeskés, nyalkas.

A virdgzat sargaszold szinii. A virdgzat fotengelye sargdszold, gyakorlatilag kopasz, nyelv
alaka hartyas murvalevelet visel, mely féere mentén, koriilbeliil fele hosszaban a tengelyhez
nd. A viragzatban 1év6 virdgok szama altalaban kett6tol hétig, ritkédn tizenhatig terjed. A
csészelevelek a vacokrol konnyen levalnak, hosszuk legfeljebb 6 mm, fondkuk altaldban
kopasz, szini oldaluk és széliik stirlin molyhos. Az 6t visszas tojasdad, vékony sziromlevél szine
sargasfehér, hosszusaguk legfeljebb 8 mm. Ezek finom erezettel rendelkeznek, és a széliik csak
ritkan visel maganyos feddszoéroket. A szamos porzé szabadon all, de alul gyakran 6t csoportba
rendezddik. A fels6allast termd maghaza enyhén 6tagh bibében zarul.

A viradgzatot elemeire szétvalasztjuk, a részeket mikroszkop alatt, R kloral-hidrat-oldatban
vizsgaljuk. A murvalevél szini epidermiszét egyenes, vagy enyhén hullamos falu sejtek épitik
fel; a fonaki bdrszovet hullamos fala sejtekbdl és anomocitikus sztdémaapparatusokbol all. A
mezofillumban elkiiloniilt sejtek kicsiny kalcium-oxalat rozetta-kristalyokat tartalmaznak. A
csészelevelek parenchimdjaban, kiilonosen az erek kozelében szdmos nyalkatarto sejt €s kicsiny
kalcium-oxalat rozettakat tartalmazo sejtek figyelhetok meg. A csészelevelek szini epidermisze
gorbe, vastag falt fedszoroket visel, melyek egysejtiiek, vagy csillag alakuak és legfeljebb 6t
sejtbol allnak. A sziromlevelek borszoveti sejtjei egyenes fallal és rancolt kutikulaval
rendelkeznek, gazcserenyilasok hidnyoznak. A sziromlevelek parenchimajaban kicsiny
kalcium-oxalat rozettak és — kiilondsen a sziromlevél kihegyesedé részén — nyalkatartok
lathatok. A virdgporszemek alakja ovalis, vagy enyhén haromszogtli, atmérdjiik 30-40 pm,
harom csirakapuval és finoman szemcsés exinével. A maghaz kopasz vagy szOrdkkel siirlin

boritott; ezek gyakran erésen csavarodottak, egysejtiiek, vagy 2—4 agu csillagszorok.

Crataegi folium cum flore, galagonya viragos hajtas

Crataegus monogyna; C. laevigata; C. pentagyna; C. nigra; C. azarolus (Rosaceae)

A drog az egybibés galagonya, a cseregalagonya, vagy ezek hibridjeinek, ritkdbban més eurdpai

Crataegus fajoknak (0tbibés galagonya, fekete galagonya, azarol galagonya) egész vagy
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apritott, szaritott viragos hajtasvégeibdl (summitas) all. Szaritott drogra vonatkoztatott,
hiperozidban kifejezett flavonoidtatalma legalabb 1,5%.

A sotétbarna, fasodd, mintegy 1-2,5 mm vastag dgakon szort allasu, nyeles, gyakran lehulld,
kis palhalevelekkel rendelkez6 lomblevelek, és szamos bogerny0s virdgzatba rendezodott fehér
virag talalhato. A levelek erdteljesen, vagy kevéssé karéjosak, a lemez széle gyengén vagy alig
fiirészes; a C. laevigata esetében a levelek karéjosak, harom, 6t, vagy hét tompa karéjjal; a C.
monogyna esetében pedig erdteljesen karéjosak, vagy osztottak, harom, vagy 6t hegyes karéjjal.
A levél szini oldala s6tétzold, vagy barnaszold szind, fonaki oldala vilagosabb sziirkészold,
stiri erezettel. A C. laevigata, C. monogyna és a C. pentagyna levelei csupaszak, vagy csak
szorvanyosan szOrozottek, a C. azarolus és a C. nigra levelei szérokkel siiriin boritottak. A
viragok csészéje Ot barnaszold szinii, szabadon 4all6, visszahajlott csészelevélbdl, a parta 6t
szabadon allo, sargasfehértdl barndig valtozo6 szinii, kerekded, vagy széles tojasdad, rovid
kormii sziromlevélbdl, a porzotdj szamos porzobdl all. A maghédzrol 1-5 bibeszal indul. A
maghaz a bibeszalaknak megfeleld szamu rekeszre tagolddik, mindegyikben egy termékeny
magkezdeménnyel. A C. monogyna egy, a C. laevigata kettd, vagy harom, a C. azarolus 6t,
vagy ritkan négy termdlevéllel rendelkezik.

A drogpor sargéaszold szinli. Mikroszkop alatt, R kloral-hidrat-oldatban vizsgalva, benne
egysejtli, altalaban vastag fala, tdg tregli feddszordket lathatunk, melyek tobbé-kevésbé
egyenesek, vagy gyengén gorbiiltek, az alapjuknal godorkésen vastagodott sejtfallal. A
levélepidermisz toredékein hulldmos fali vagy sokszogletes epidermiszsejtek, valamint
nagymeéretli, 4-7 melléksejttel rendelkezd, anomocitikus tipust gdzcserenyilasok vizsgalhatok.
A mezofillum parenchima sejtjeiben féleg 10-20 um nagysagu kalcium-oxalat rozettdk, a
szallitonyalaboknal kisméretli, maganyos piramis kristalyok talalhatok. A sziromlevelek
toredékeinek epidermisz sejtjei sokszogletiiek, lekerekitettek, felsziniik papillés, faluk vastag,
hulldmosan csikozott kutikulaval boritottak. A portokok téredékeiben az endotécium boltozatos
alakt, és szabalyosan vastagodott falu sejtjei jellegzetesek. A szarrészek toredékeiben
kollenchimasejtek, vermes godorkés falu trachedk, ¢és elfasodott, sziik lumenii
szklerenchimarostok csoportjai lathatok. A szamos gombds-elliptikus, vagy haromszogletes,
maximum 45 pm nagysagu pollenszem harom csirakapuval és finoman szemcsézett exinével

rendelkezik.
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Ononidis radix, tovises iglice gyokér

Ononis spinosa (Fabaceae)

A drog a tovises iglice egész, vagy apritott, szaritott gyokere. A gyokér barna szinti, tobbé-
kevésbé lapitott, csavarodott és elagazo, mélyen barazdalt és hosszaban rancos. A metszési
feliileten vékony kéreg és feltlinden sugaras szerkezetii fatest lathat6. A gyokér torése rovid és
rostos.

A drogpor vilagosbarna, vagy barna szini. A drogport mikroszkép alatt, R kloral-hidrat-
oldatban vizsgalva, benne a paraszovet barna toredékei lathatok, melyek vékony falu,
sokszogleti sejtekbdl épiilnek fel; vastag fala, vékony rostok csoportjai is megfigyelhetok,
melyeket gyakran kisérnek hasdb alaka kalcium-oxalat kristalyokat tartalmazé
parenchimasejtek; edénytoredékek vannak még jelen, melyek sejtfalat szamos kicsiny vermes-
godorkés vastagodas jellemzi; maganyos, hasab alaka kalcium-oxalat kristalyokat tartalmazo
parenchimasejtek is lathatok. Mikroszkép alatt, R glicerin és R viz egyenlé térfogatu
keverékében vizsgalva a drogport, benne egyszeri, kerek, 5-10 pm atmérdji

keménytészemeket észlelhetiink.

Aurantii amari epicarpium et mesocarpium, keserti narancs epikarpium és mezokarpium

Citrus aurantium ssp. aurantium (Rutaceae)

A drog a keserli narancs érett gylimdlcsének fehér szivacsos szovetétdl részben megfosztott,
szaritott epi(exo)karpiuma és mezokarpiuma. Szaritott drogra vonatkoztatott illdolaj-tartalma
legalabb 20 ml/kg.

A drog aromas illata, keserti izli. A drog 5-8 cm hossz, 3-5 cm széles és koriilbeliil 3 mm
vastag darabokbol all, melyek alakja elliptikustol szabdlytalanig valtozhat. A kiilsé felszin
feltinden pontozott, szine sargas-vordsesbarna, belsd felszine sargas-barnasfehér lehet.

A drogpor szine vildgosbarna. Mikroszkdp alatt, R kloral-hidrat-oldatban vizsgalva, benne
kicsiny, sokszogletli sejtek lathatok, melyek antiklinalis fala enyhén vastagodott, és telve
vannak narancsvords kromoplasztokkal. Nagyon ritkdn anomocitikus sztdmaapparatusok is
eléfordulnak. A hipoderma darabjait kollenchimds vastagodas jellemzi; a parenchimarészletek
minden sejtje kalcium-oxalat oszlopkristalyt tartalmaz; lizigén eredetii illdolajtartok toredékei
is jelen vannak. A parenchima heszperidin kristalyokat tartalmaz, melyek R kalium-hidroxid

20 g/l tdménységl oldataban sarga szinnel feloldodnak.
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Gyakorlaton elvégzendo feladatok

1. Tiliae flos flavonoid aglikonjainak kimutatasa vékonyrétegkromatografiaval

2. Sambuci flos, Hyperici herba flavonoidjainak vékonyrétegkromatografias vizsgalata

3. Crataegi folium cum flore, Crataegi fructus: procianidinek kimutatasa (Bate-Smith-
reakcio)

4. Onokol kimutatdsa az Ononidis radixbol

5. Heszperidin izolalasa Aurantii amari epicarpium et mesocarpiumbol

6. Szojakivonat izoflavontartalmanak mennyiségi meghatarozasa HPLC modszerrel

1. Tiliae flos flavonoid aglikonjainak kimutatasa vékonyrétegkromatografiaval

1 g harsfavirdgzatra 20 ml metanolt ontiink, és 10 percig vizfiirddn melegitve kivonjuk. A
kivonatot megsziirjiik, és 1 ml-é&t kémcsdben a rétegkromatografids vizsgalat céljabol
félrerakjuk. A kivonat tobbi részéhez 10 ml 1 M kénsavat adunk, és vizfiirddn melegitve 30
percig hidrolizaljuk. Hitést kdvetden az elegyet valasztotolesérbe ontjiik, majd 2x10 ml etil-
acetattal kirazzuk. Az etil-acetatos fazist savmentesités céljabol 3x5 ml vizzel kirdzzuk. A
fézépoharban vizmentes natrium-szulfaton vizmentesitett szerves fazist porcelantalba ontjiik,
¢s vizfiirdén beparoljuk. A beszaradt maradékot 1 ml metanolban oldjuk.

A rétegkromatografias vizsgalathoz allofazisként szilikagél réteglapot, kifejleszté elegyként
toluol — etil-acetat — hangyasav 5:4:1 aranyu elegyét alkalmazzuk. A lemezeket UV-fényben
366 nm-en értékeljiik.

Startpontok: Tiliae flos eredeti metanolos kivonata (40 pl), kvercetin (I mg/ml; 20 pl),

hidrolizatum etil-acetéatos fazisa (20 pl).

2. Sambuci flos, Hyperici herba flavonoidjainak vékonyrétegkromatografias vizsgalata

1 g fekete bodza virdghoz 20 ml metanolt ontiink, majd vizfiirdén 5 percig melegitve kivonjuk.
A kivonatot sziirjiik, majd porcelantalban vizfiirdon szarazra paroljuk. A beszaradt maradékot
2 ml metanolban oldjuk.

1 g kdzonséges orbancfii viragos hajtashoz 20 ml metanolt dntiink, majd vizfiirdén 10 percig
melegitve kivonjuk. A kivonatot szlirjiik, majd porcelantalban vizfiirdén szdrazra paroljuk. A
beszaradt maradékot 2 ml metanolban oldjuk.

A rétegkromatografias vizsgalathoz allofazisként szilikagél réteglapot, kifejlesztd elegyként

etil-acetat — hangyasav — viz 85:10:5 aranyu elegyét alkalmazzuk. A lemezeket elobb UV-
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fényben 366 nm-en, majd aluminium-Kklorid reagenssel bepermetezve UV-fényben 366 nm-en
értékeljuk.

Startpontok: Sambuci flos kivonata (20 pl), rutin (1 mg/ml; 20 ul), Hyperici herba Kivonata
(20 ul), hiperozid (1 mg/ml; 20 ul).

51. abra Flavonoidok reakcioja aluminium-kloriddal

3. Crataegi folium cum flore, Crataegi fructus: procianidinek kimutatasa (Bate-Smith-
reakcio)
0,5 g galagonya viradgos hajtast 10 ml 2 M-os s6savval 30 percig vizfiirdon melegitve kivonunk.

Hiutést kovetden a kivonatot valasztdtolesérbe sziirjiik, és 5 ml butanollal kirazzuk.

52. abra A Bate-Smith-reakcid sordn torténd vatozas

4. Onokol kimutatasa Ononidis radixbol
0,2 g poritott tovises iglice gyokeret mikroszublimalé lapra helyeziink, és Bunsen-ég6 felett
izzitjuk. A keletkezett szublimdtumot targylemezen felfogjuk. A targylemezen 1évo

szublimatum tomény kénsavval megcseppent;jiik.
5. Heszperidin izolaldsa Aurantii amari epicarpium et mesocarpiumbol

5 g poritott keserti narancs epikarpium és mezokarpiumot Erlenmeyer-lombikba bemériink, és

25 ml metanollal 15 percig vizfiirdon melegitve kivonjuk. A kivonatot redds sziirépapiron
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szlirjiik. Rétegkromatografias ellendrzéshez a kivonat 1 ml-es részletét kémcsdben félretessziik.
A metanolos szilirletet gomblombikban rotacidos vakuum beparloval szirup allagira
desztillaljuk, majd 20 ml 6%-os ecetsavat adunk hozza. 15 perc mulva a kivalt narancsvoros
szinli csapadékot szlrdpapiron sziirjiikk. A szirOpapiron 1évé csapadékot eldszor kis
részletekben adagolt 10 ml 6%-os ecetsavval, majd 10 ml desztillalt vizzel, végiil 10 ml izo-
propanollal mossuk. A csapadékot kémcsdébe kaparjuk, €s 5 ml forré metanolban oldjuk.

Az izolalt anyag rétegkromatografias vizsgalathoz allofazisként szilikagél réteglapot,
Kifejleszté elegyként etil-acetat — hangyasav — ecetsav — viz 100:11:11:27 aranyt elegyét
alkalmazzuk. A lemezeket elébb UV-fényben 366 nm-en, majd aluminium-klorid reagenssel
bepermetezve UV-fényben 366 nm-en értékeljiik.

Startpontok: Aurantii amari epicarpium et mesocarpium kivonata (20 pl), heszperidin (1 mg/ml;

20 pl), izolalt anyag metanolos oldata (20 pl).

6. Széjakivonat izoflavontartalmanak mennyiségi meghatarozasa HPLC modszerrel

200 ml-es mérélombikba 50 ml metanolos sosavoldatot (0 M; 0,5 M; 1 M; vagy 3 M) toltiink,
200,0 mg szojakivonatot mériink, és tovabbi 50 ml metanolos sésav oldatot adunk hozza. A
kivonatot ultrahangos vizfirdében 80 °C-on 60 percig hidrolizaljuk. A hidrolizis
megkezdésekor, 30 perc, illetve 60 perc elteltével a hidrolizatumbdl 2 ml mintat kivesziink, és
fecskenddre szerelt membransziirén mintatarté tivegesébe szrjiik. A vizsgalatok soran a sziirt
mintakbol 20-20 pl-t injektalunk a HPLC késziilékbe. A kromatogramokon a gorbe alatti
terliletek (AUC) nagysagat a HPLC késziilékhez hasznalt software segitségével hatarozzuk
meg.

A HPLC mérés soran a kovetkezd paramétereket alkalmazzuk. Oszlop: Phenomenex Gemini
C-18, 5 um. Eluens: metanol — viz — ecetsav 52:48:0,05. Aramlasi sebesség: 1 ml/min.
Homérséklet: 25 °C. Detektalas: UV 254 nm.

A kalibraciés egyeneseket az alabbi tablazat adatai alapjan MS Office Excel programmal

készitjiik el.
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AUC m (mg)

daidzein 1. oldat 995990 0,00172
daidzein 2. oldat 704227 0,001216
daidzein 3. oldat 435641 0,000752
daidzein 4. oldat 14369 0,00002432
glicitein 1. oldat 159963 0,00028
glicitein 2. oldat 103405 0,00018
glicitein 3. oldat 43453 0,000074
glicitein 4. oldat 3006 2,4864E-06

genisztein 1. oldat 2379578 0,004
genisztein 2. oldat 1190951 0,002
genisztein 3. oldat 198449 0,00033
genisztein 4. oldat 21938 0,000033

bemért minta tomege (mg): alkalmazott sosavkoncentracié (M):

0 perc 30 perc 60 perc

daidzein AUC (Rt kb. 6,21 min):
glicitein AUC (Rt kb. 6,82 min):
genisztein AUC (Rt kb. 10,37 min):

A kalibracids egyenesek MS Office Excel programmal kapott egyenletébdl és a mérési
eredményekbdl szamitjuk ki a szojakivonat hidrolizdtumaban 1évd daidzein, glicitein és

genisztein mennyiségét harom kiilonboz6 idépontban.

Eredmények:
Izoflavontartalom (mg/g kivonat) %
daidzein glicitein genisztein
0 perc
30 perc
60 perc

Alkalmazott sosavkoncentracié (M):
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Ellenorzo kérdések

Mi torténik a flavonoid-glikozidokkal savas kozegben hosszabb ideig torténdé melegités
soran?

Miért sziikséges vizzel is kirazast végezni a Tilae flos kivonat flavonoid-glikozidjainak
hidrolizisét kovetden az aglikonok feldusitasa soran?

Milyen reagenst alkalmazunk a flavonoidok rétegkromatografias detektalasa soran?

A kromatogramok aluminium-klorid reagenssel torténé bepermetezését kovetden mit
tapasztalt?

Rendezze varhatdo Re-értékiik szerint ndvekvd sorrendbe a kovetkezd vegylileteket:
hiperozid, kempferol, kvercetin, rutin!

Lathatok-e a kivonatok és a hidrolizdtum kromatogramjan a referenciaanyagként
alkalmazott flavonoidok mellett mas flavonoidok foltjai is?

Hogyan mutathatok ki egy drog procianidinjei?

Milyen vegyiiletek kimutatasara alkalmas a Bate-Smith-reakcio?

Savas kozegben milyen szinliek az antocianidinek?

Hogyan mutathat6 ki az onokol a tovises iglice gyokeérbol?

Milyen kémhatéasu kozegben valik ki a heszperidin csapadékként?

Milyen szini a kromatogramon a heszperidin foltja 366 nm-en aluminium-klorod
reagenssel torténd bepermetezés elétt és utan?

Tiszta-e a gyakorlaton alkalmazott mddszerrel izolalt heszperidin?

Miért sziikséges soOsavas kozegben melegiteni a szojakivonatot az izoflavonok
mennyiségi meghatarozasa esetén?

Hasonlitsa 0ssze a négy kiilonb6zd sdsavkoncentracié alkalmazasaval végzett hidrolizis

eredményét a szojakivonat izoflavonjainak mennyiségi meghatarozéasa esetén!
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3.12. Cserz6anyagtartalmu drogok vizsgalata

Ratanhiae radix, ratanhiagyokér

Krameria triandra (Krameriaceae)

A drog a perui ratanhia foldbeni, szaritott, altaldban apritott szerveibdl all. Szaritott drogra
vonatkoztatott, pirogallolban kifejezett cserzOanyagtartalma legalabb 5%.

A vorosesbarna szinti fogyokér vastag, csomos gyokérfejjel rendelkezik. Az oldalgyokerek a
fogyokérrel megegyezd szintiek, tobbé kevésbé egyenesek, vagy gyengén hulldmosak. Az
idésebb darabok kérge érdes-pikkelyes, a fiatalabbaké a fatestrol konnyen levalo, sima felszinti,
kiemelkedd keresztiranyl repedésekkel. A kéreg rostos, a fatest szilankos torésli. A
keresztmetszetek lecsiszolt felszinén egy sotét barnasvords szinli gylirli 1athatd, melynek
sz€lessége a sugar mintegy egyharmadat teszi ki. A tomor, halvany vordsesbarna, finoman
porozus fatestben szamos bélsugar fut. A fatest k6zEépso része gyakran sotétebb szind.

A drogpor vordsesbarna szinli. Mikroszkop alatt, R klordl-hidrat-oldatban vizsgélva benne
sOtétbarna szinli flobafént tartalmazo6 parasejtek; 12-30 um atmérdjli, kissé vastagodott falu,
nem fasodott falu rostok toredékei lathatok. A hancsparenchima sejtsorok kalcium-oxalat
oszlopkristalyokat és mikrokristalyokat tartalmaznak. Az edénytoredékek altaldban 20-60 um
atmérdjliek, vermes godorkés sejtfalvastagoddssal, a legfeljebb 20 pm atmérdjli tracheidak
toredékei réses godorkés sejtfalvastagodassal rendelkeznek. A drogport mikroszkop alatt, R
glicerin 50%(V/V)-os oldataban vizsgalva, benne kerek, egyszerii, vagy 2—4 részszembdl allo
Osszetett keményitészemeket taladlunk. Az egyszerli keményitdszemek legfeljebb 30 mm

atmérdjliek. Néhany koziiliik a bélsugar sejtjeiben és a parenchimasejtekben is megfigyelhetd.

Galla, gubacs

Quercus infectoria (Fagaceae)

A gubacs gdbmbolyli vagy kissé korte alaku; also részén rovid, vastag nyelecskébe keskenyedik.
Atméréje 1-2,5 cm, szine sziirkészold. Felsd része apro, tompa dudoroktdl egyenetlen, alul
sima. A gubacs kemény és stlyos; a vizben aldmeriil. Keresztmetszetén latjuk a kiilso,
tomottebb részt. A kozép felé majdnem szaruszerli, barndsan piszkossarga szovete
kozpontjaban lireges; itt az alca maradvanyai is megtalalhatok. A gubacson olykor 2-3 mm
atmérdji, kerek lyuk lathat6. Az ilyen gubacs rendszerint vilagos, sargasbarnas szinii, konnyebb

és a vizen uszik. A drog szagtalan; ize nagyon fanyar, 6sszehuzo.
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Mikroszképos vizsgalat. Keresztmetszeten a gubacs kiilsé részén edénynyalabokat,
buzoganyfej alaku és egyes kalcium-oxalat-kristalyokat tartalmazé széles parenchimat latunk.
Ett6] befelé godorkésen vastagodott fali, sargas szind, kosejtekbdl allé gylrti van. A
kosejtgytirttol befelé keményitot tartalmazéd parenchimasejteket latunk.

Pora sziirkéssarga. Mikroszkopos készitményében igen gyakoriak a csersavrogoket és kalcium-
oxalat kristalyokat tartalmazo6 parenchimatoredékek, a godorkésen vastagodott fala kdsejtek és
edénynyalab-részletek. Latunk még sejtfalburjanzas utjan létrejott jellemzd lignintesteket,

kalcium-oxalat kristalyokat, tovabba keményit6szemeket.

Gyakorlaton elvégzendo feladatok

1. Cserz6anyagok kimutatasa (Galla, Ratanhiae radix, Quercus cortex, Agrimoniae herba)

2. Drogok cserzOanyag-tartalmanak meghatarozasa

Cserzoanyagok kimutatasa

0,2-3 g drogport 70%-os etanollal atnedvesitiink, majd 100 ml vizzel 5 percig 100 °C-0S
vizflirdén melegitjiik. Hiitést kovetden a kivonatot sziirOpapiron sziirjiik. A kivonat 5-5 ml-es
részletét négy kémesdbe ontjiik és hozzaadjuk az a)—d) reagensek 1-2 cseppjét. A becseppentés

pillanataban észlelt szinreakcio, illetve a keletkezett csapadék allaga jellemz6 a drogra.

a) R-vas(I11)-klorid oldat
b) R-szeszes-6lomacetat oldat
c) 1%-os vizes kinin-hidroklorid oldat

d) 1%-o0s vizes zselatin oldat

Drogok cserzéanyag-tartalmanak meghatarozasa

Minden kivonasi és higitasi miiveletet fénytdl védett helyen végezziink.

Az elporitott drog eldirt mennyiségét 250 ml-es gdmblombikban 150 ml R vizzel 30 percig
vizfiirdon melegitjiik. Ezutan a folyovizzel lehiitott lombik tartalmat R vizzel kvantitative egy
250 ml-es mér6lombikba vissziik at, €s a mérélombikot jelig toltjiik. Miutan a szilard részek
letilepedtek, a folyadékot egy 125 mm atmérdjii sztirOpapiron megsziirjiik. A sziiredék elsé 50

ml-ét elontjiik.

145



Osszes polifenol. A sziiredék 5,0 ml-ét R vizzel 25,0 ml-re higitjuk. A higitott oldat 2,0 ml-ét
1,0 ml R foszfor-molibdén-volframsav reagenssel és 10,0 ml R vizzel elegyitjiikk, majd R
natrium-karbonat 290 g/l toménységili oldataval 25,0 ml-re higitjuk. Az oldat abszorbanciajat
(A1) 30 perc elteltével 760 nm-en mérjiik; kompenzalo folyadékként R vizet hasznalunk.
Bérporra nem adszorbealddo polifenolok. A sziiredék 10,0 ml-ét 0,10 g CRS boérporral 60
percen at erdteljesen razatjuk, majd megszirjiik és e sziiredék 5,0 ml-ét R vizzel 25,0 ml-re
higitjuk. A higitott oldat 2,0 ml-ét 1,0 ml R foszfor-molibdén-volframsav reagenssel és 10,0 ml
R vizzel elegyitjliik majd R natrium-karbonat 290 g/l toménységii oldataval 25,0 ml-re higitjuk.
Az oldat abszorbancidjat (A2) 30 perc elteltével 760 nm-en mérjik; kompenzalo folyadékként
R vizet hasznalunk.

Osszehasonlit6 oldat. Kozvetleniil felhasznalas eldtt 50,0 mg R pirogallolt R vizzel 100,0 ml-
re oldunk és az oldat 5,0 ml-ét R vizzel 100,0 ml-re higitjuk. A higitott oldat 2,0 ml-ét 1,0 ml
R foszfor-molibdén-volframsav reagenssel és 10,0 ml R vizzel elegyitjiik, majd R natrium-
karbonat 290 g/l toménységii oldataval 25,0 ml-re higitjuk. Az oldat abszorbanciajat (As) 30
perc elteltével 760 nm-en mérjiikk; kompenzald folyadékként R vizet hasznalunk.

A szdzalékban kifejezett cserzanyagtartalmat pirogallolban kifejezve adjuk meg az alabbi
Osszefiiggés alapjan:

62,5(141 - Az)mz
Az -my

ahol my = a vizsgaland6 minta tomege grammban, m2 = a pirogallol tomege grammban.

Ellenorzé kérdések

— Mit tapasztalt, amikor a Quercus cortex kivonathoz R vas(l11)-klorid oldatot cseppentett?

— Mit tapasztalt, amikor a Ratanhiae radix kivonathoz R vas(I11)-klorid oldatot cseppentett?

— Mit tapasztalt, amikor az Agrimoniae herba kivonathoz R vas(l11)-klorid oldatot cseppentett?

— Mit tapasztalt, amikor a Galla kivonathoz R vas(I11)-klorid oldatot cseppentett?

— Mit tapasztalt, amikor a Quercus cortex kivonathoz R szeszes-6lomacetat oldatot
cseppentett?

— Mit tapasztalt, amikor a Ratanhiae radix kivonathoz R szeszes-6lomacetat oldatot
cseppentett?

— Mit tapasztalt, amikor az Agrimoniae herba kivonathoz R szeszes-6lomacetat oldatot
cseppentett?

— Mit tapasztalt, amikor a Galla kivonathoz R szeszes-6lomacetat oldatot cseppentett?
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Mit tapasztalt, amikor a Quercus cortex kivonathoz 1%-os vizes kinin-hidroklorid oldatot
cseppentett?

Mit tapasztalt, amikor a Ratanhiae radix kivonathoz 1%-o0s vizes kinin-hidroklorid oldatot
cseppentett?

Mit tapasztalt, amikor az Agrimoniae herba kivonathoz 1%-os vizes kinin-hidroklorid
oldatot cseppentett?

Mit tapasztalt, amikor a Galla kivonathoz 1%-0s vizes kinin-hidroklorid oldatot
cseppentett?

Mit tapasztalt, amikor a Quercus cortex kivonathoz 1%-0s vizes zselatin oldatot
cseppentett?

Mit tapasztalt, amikor a Ratanhiae radix kivonathoz 1%-os vizes zselatin oldatot
cseppentett?

Mit tapasztalt, amikor az Agrimoniae herba kivonathoz 1%-os vizes zselatin oldatot
cseppentett?

Mit tapasztalt, amikor a Galla kivonathoz 1%-0s vizes zselatin oldatot cseppentett?
Szamitsa ki a drogok cserzdanyag-tartalmanak meghatarozasa soran alkalmazott drog
Osszes polifenol tartalmat pirogallolban kifejezve!

Szamitsa ki a drogok cserzdanyag-tartalmanak meghatarozasa soran alkalmazott drogban
1év6 borporra nem adszorbealddo polifenolok dsszes mennyiségét pirogallolban kifejezve!

Megfelel-e VIII. Magyar Gyogyszerkonyv cikkelyének a mért drog cserzdanyag-tartalma?
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3.13. Hidrokinontartalmi drogok vizsgalata

Uvae ursi folium, ovosi medvesz616 levél

Arctostaphylos uva-ursi (Ericaceae)

A drog az orvosi (piros) medveszolo szaritott egész, vagy apritott leveleibdl all. A széraz drog
legalabb 7,0% vizmentes arbutint tartalmazzon.

A 7-30 mm hosszu, 5-12 mm széles levelek felsd oldala fényes, sotétzold, als6 oldala
vildgosabb szinli. A sértetlen levél széle kissé begdngyolt, sima, rovid nyélbe keskenyedd. A
levélcsucs lekerekitett, vagy tompan kihegyezett. A levélnyél vastag és borszeri. A levél
mindkét oldalan jol 1athat6 erezet szarnyas. A besiillyedt erezet szemcsés kinézetet kdlcsondz
a levél fényes szini oldalanak. A fiatal levelek pillas éliek lehetnek, az id6s levelek pedig
torékenyek.

A drogpor zold, z6ldessarga vagy zoldessziirke szinii. Mikroszkop alatt, R kloral-hidrat-oldat
alkalmazasaval vizsgalva, benne a kdvetkezo ismertetdjegyek lathatok: epidermisztoredékek,
melyek vastag fala, szabalytalanul godorkés, sokszogletii sejtekbdl allnak, és feliilnézetben
sima kutikulaval boritottak; valamint 5-10 melléksejttel koriilvett anomocitikus tipust
géazcserenyilasok. Ezek csak a levelek fondki oldalan fordulnak eld. Szérképletek szintén csak
a fondki oldalon lathatok, melyek kup alaktiak ¢és egysejtiick. Megfigyelhetok az oszlopos
paliszad parenchima 3-4 rétegii darabjai; sejtjei kiillonb6z0 nagysaguak. Lathatok a szivacsos
parenchima toredékei is; tovabba elfasodott rostok csoportjai kalcium-oxalat hasabkristalyokat

tartalmazo sejtrétegekkel.
Gyakorlaton elvégzendo feladatok
1. Katechinszarmazékok kimutatasa az orvosi medveszo16 leveélbol
2. Fenolos anyagok kimutatasa az orvosi medvesz6l6 levélbol
3. Uvae ursi folium vékonyrétegkromatografias vizsgalata
1. Katechinszarmazékok kimutatisa az orvosi medveszolé levélbol

Orvosi medveszOl6 levél darabkait orativegre helyezziik, és sdsavas vanillin oldattal

megcseppentjiik. 5 perc elteltével figyeljiik meg a valtozast!
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2. Fenolos anyagok kimutatasa az orvosi medveszolo levélbol
0,5 g orvosi medveszolé levelet Erlenmeyer-lombika mériink, és 10 ml vizzel vizflirdon
melegitve kivonatot készitiink. A kivonatot kémcsdbe szlrjiik, majd 1 csepp vas(lI1)-klorid

oldatot adunk hozza.

3. Uvae ursi folium vékonyrétegkromatografias vizsgalata

A Thermo-Micro Analytische System késziilékhez (TAS-késziilék) tartozo iivegesd sziikebb
végébe apro vattapamatot helyeziink (A). A csdvet kb. % részéig poritott orvosi medveszold
levéllel lazdn megtoltjiilk. Az tivegesd vastagabbik végét a zard csipesszel lezarjuk (B). A
rétegkromatografids lemezt a TAS-késziilék allvanyara rogzitjik ugy, hogy a
szublimatumkivezet6 nyilas a lemez sz¢létél kb. 1 cm re legyen. Az iivegesovet a csipesznél
megfogva az elézetesen 190 °C-ra felfiitdtt TAS-késziilékbe helyezziik (C). Ugyeljiink arra,
hogy az iivegcsd vége a szublimatumkivezetd nyilasan tilnyulva a kromatografias réteglaptol
maximum 0,5 mm-re legyen (D). Az iivegcsovet addig a TAS-késziilékben tartjuk, mig a
kivezetd nyilasnal a kromatogramon halvanysarga folt jelenik meg (kb. 1 perc). Az igy kapott
folt a kromatografias lemez elsé startpontja lesz, a tobbi mintat ezzel azonos magassagba

visszik fel.

53. abra TAS-késziilék hasznalata
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2 g orvosi medveszolo levelet Erlenmeyer-lombika mériink, és 10 ml metanollal 5 percig
szobahdmérsékleten razogatva kivonatot készitiink. A kivonatot porcelantdlba sziirjiik és
vizfiirdon beparoljuk. A beparolt kivonatot 2 ml metanol és 8 ml desztillalt viz elegyében
feloldjuk, valasztotolcsérbe ontjiik és 2 x 5 ml etil-acetattal kirdzzuk. Az etil-acetatos fazist
f6z6poharban vizmentes natrium-szulfaton vizmentesitjiik, porcelantalban beparoljuk, és 2 ml
metanolban oldjuk.

0,2 g poritott orvosi medveszolo levelet mikroszublimal6 lapra helyeziink, és Bunsen-égo felett
izzitjuk. A keletkezett szublimatumot targylemezen felfogjuk. A szublimatumot 1 ml
metanollal a targylemezrdél kémcsobe mossuk.

Az orvosi medveszOlé levél szublimatumok és kivonat rétegkromatografias vizsgalathoz
allotazisként szilikagél réteglapot, kifejleszto elegyként n-hexan — aceton 1:1 aranyu elegyét
alkalmazzuk. A lemezeket frissen készitett 1%-0s vas(l11)-klorid — 1%-os kalium-ferricianid
1:1 ardnyu elegyével bepermetezve értékeljiik.

Startpontok: Uvae ursi folium TAS-késziilékkel késziilt szublimatuma, hidrokinon (1 mg/ml;
10 pl), Uvae ursi folium metanolos kivonata (20 pl), Uvae ursi folium mikroszublimalé lappal

készitett szublimatuméanak metanolos oldata (20 pl).

Ellen6rzo kérdések

— Hogyan mutathatok ki az orvosi medveszolo levél katechinszarmazékai?

— Hogyan mutathatok ki az orvosi medveszdl6 levél fenolos anyagai?

— Milyen médszerekkel lehet egy drogbol szublimatumot késziteni?

— Hogyan lehet egy drogb6l szublimalt anyagot felvinni a rétegkromatografias lemezre?

— Milyen szinli a hidrokinon foltja a rétegkromatografias lapon frissen készitett 1 %-0s
vas(l11)-klorid — 1%-os kalium-ferricianid 1:1 aranyu elegyével bepermetezve?

— Mely vegyiilettipusok reagalnak kék szinnel az Uvae ursi folium metanolos kivonatanak
kromatogramjan miutan a lemezt frissen készitett 1%-0s vas(I11)-klorid — 1 %-os kalium-

ferricianid 1:1 aranyu elegyével bepermetezziik?
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3.14. Ginseng-szaponin tartalmu készitmények vizsgalata

Ginseng radix, ginzenggyokér
Panax ginseng (Araliaceae)

A drog az azsiai ginzeng (er6gyokér) szaritott, egész, vagy apritott gyokere. A drogban 1évo
ginzenozid Rgl ¢és ginzenozid Rbl Osszmennyisége legalabb 0,40% szaritott drogra
vonatkoztatva.

A fogyokér orsé alaku, vagy hengeres, olykor eldgazd, mintegy 20 cm hosszu €s 2,5 cm vastag;
gyakran hajlott, vagy erdsen gorbiilt. Felszine vilagossarga, vagy krémszinii, hosszaban
savozott; a gyokér feji részén hajtasriigyek talalhatok; torése tomor. Keresztmetszetén egy
szé€les kiils6 zona talalhatd, melyben elszortan narancsvords valadéktartok lathatok, belso része
pedig finoman sugaras szerkezetli. A fogyokér also részén szamos vékony oldalgyokér ered.
A drogot elporitjuk. Mikroszkop alatt, R kloral-hidrat-oldat alkalmazasaval vizsgalva, benne
nagy szédmban lathatunk vékony falu parenchimasejt-toredékeket, tovabbd a nagyméretii
valadéktartok toredékeit, melyekben sargasbarna gyantaszeri kivalas talalhato. A vizsgalando
mintaban alkalmanként taldlhatunk nem fasodott tracheidakat, tovabba részlegesen fasodott
falu edényeket is, melyek maganyosan, vagy kisebb csoportokban fordulnak eld. Elszortan
kalcium-oxalat rozettak is lathatok. A por vizsgalatat R-glicerin és R-viz egyenld aranyu
keverékében végezve, a mintdban sok keményitészemcse is megfigyelhetd, melyek

maganyosak, vagy kettesével, illetve harmasaval allnak és 1-10 um atmérdjliek.

Eleutherococci radix, tajgagyokér

Eleutherococcus senticosus (Araliaceae)

A drog a tajgagyokeér (szibériai ginzeng) szaritott, egész vagy apritott foldbeni részeibdl all.
Tartalom: legalabb 0,08% eleutheozid B és eleutherozid E.

A gyokértorzs szabalytalanul hengeres, gocsortos feliiletii, 1,5-4,0 cm atmérdjii; felszine durva,
hosszant bardzdalt, sziirkésbarna, vagy feketésbarna szinii. A fatestet mintegy 2 mm vastagsagu
kéreg veszi koriil. A fatest kozEépso része (geszt) vilagosbarna, kiils6, nedvességet tartalmazo
része (szijacs) halvanysarga. A drog torése a kéregrészben rovid, vékony rostos; a fatest belsd
részén durvan rostos. A gyokértorzs also részérdl szamos gyokér ered. A gyokerek hengeresek,
gocsortosek, 3,5-15 cm hossztak, atmérdjiik 0,3-1,5 cm kozotti. Felszinilik sima, sziirkésbarna,

vagy feketésbarna szinli. A mintegy 0,5 mm vastagsagu gyokérkéreg szorosan kapcsolodik a
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vilagossarga fatesthez. A gyoOkerek torése gyengén rostos. A gyokér szine, ahol a rizodemisz
levalt rola, sargasbarna.

A drogpor sargasbarna szinli. Mikroszkép alatt, R kloral-hidrat-oldatban vizsgélva, benne
megfigyelhetok: vastag fali, fasodott rostok csoportjai; tag iiregli, halozatosan €s vermes-
godorkésen vastagodott fali edények toredékei; barna tartalommal rendelkezd kivalaszto
jéaratok csoportjai, melyek atmérdje 20 um; 10-50 um nagysagu kalcium-oxalat rozettakat
tartalmaz6 parenchimasejtek. Olyan alapszdveti parenchimasejtek is lathatok, amelyek 10-50
um-es kalcium-oxalat rozettakristalyokat tartalmaznak. A drogport R glicerin és R viz egyenld
aranyu keverékében vizsgalva, benne apro, lekerekitett vagy kissé szogletes, maganyos, kettes

vagy harmas csoportokban allo keményitészemeket figyelhetiink meg.

Gyakorlaton elvégzendé feladatok

Ginzenggyokér- és tajgagyokér-készitmények rétegkromatografias vizsgalata
Kivonatkészités ginzenggyokér-tartalmu teakeverékbdl [pl.: Dr. Chen Ginseng-z06ld teakeverék
(zold tea levél, ginzenggyokér); Dr. Chen Ginseng-Ginkgo zold teakeverék (pafranyfenydlevél,
ginzenggyoOkér, zold tea levél) vagy Herbaria Memoria teakeverék (pafranyfenydlevél,
ginzenggyokér, matélevél)]: Egy teafiltert felvagunk, tartalmat Erlenmeyer-lombikba szorjuk
és 2 x 20 ml metanollal vizfirdén melegitve 2 x 10 percig kivonjuk. Az egyesitett kivonatokat
szlir6papiron még melegen porcelantalba szlirjiik és beparoljuk. A szaraz maradékot 5 ml
metanolban oldjuk. 10 ml acetont adunk hozza, és a csapadékos oldatot sziirépapiron szilirjiik.
Kivonatkészités ginzenggyokér-kivonat (pl.: Interherb Ginseng Extraktum kapszula) és
tajgagyokérkivonat-tartalmt (pl.: Eleutheroginseng kapszula vagy Béres Szibériai Ginzeng
kapszula) étrend-kiegészitokbol: egy darab kapszulat felnyitunk, tartalmat Erlenmeyer-
lombikba szorjuk, €s 20 ml metanollal vizfiirddn 10 percig melegitve kivonjuk. A kivonatot
szlirdpapiron lehiités nélkiil porcelantalba sziirjiik, beparoljuk, és a szdraz maradékot 2 ml
metanolban oldjuk.

A ginzenggyokér- ¢és tajgagyokértartalmti termékek rétegkromatografias vizsgalathoz
allofazisként szilikagél réteglapot, kifejlesztd elegyként diklormetan — metanol — viz 70:50:10
aranyu elegyét alkalmazzuk. A lemezeket vanillin-foszforsav reagenssel torténd bepermetezeés

utan 1-2 percig 120 °C-os szaritoszekrényben valo hevitést kovetden értékeljiik.
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Startpontok: Ginseng radix tartalmu teakeverék kivonata (10 pl), Ginseng radix kivonatat

tartalmaz6d kapszula kivonata (10 pl), Eleutherococci radix kivonatat tartalmazd kapszula

kivonata (10 pl).

Ellenorzo kérdések

A vizsgalt kivonatok koziil melyik tartalmaz nagy mennyiségben ginzenozidokat?

Miért nem (vagy csak halvanyan) latszanak a teakeverék kivonataban a ginzenozidok a
rétegkromatogramon?

Mi utal arra, hogy a tea pafranyfenydlevelet és/vagy zold teat tartalmaz?

Tartalmaz-e a tajgagyokér ginzenozidokat?

Hogyan modositana az alkalmazott eluens Osszetételét, hogy alkalmas legyen az

Eleutherococci radix kivonat komponenseinek vizsgalatara?
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5. Melléklet

A tanult vegyiiletek alapvazai
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kumarinvaz furokumarinvaz furokinolinvaz

54. abra Rutae herba vegyiileteinek alapvazai
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sztrichnanvaz rubanvaz ergolinvaz

55. abra Alkaloid tipusu vegyiiletek alapvazai
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mentanvaz tujanvaz pinanvaz kamfanvaz

56. abra Monoterpén tipust vegyiiletek alapvazali
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farnezanvaz bizabolanvaz kadinanvaz

germakranvaz gvajanvaz
O
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eudezmanvaz germakranolidvaz gvajanolidvaz

57. abra Szeszkviterpén tipusu vegyiiletek alapvazai
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dammaranvaz lupanvaz

oleananvaz urzanvaz

58. abra Triterpén tipusu vegyiiletek alapvazai
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kardenolidvaz bufadienolidvaz

59. abra Szivrehato glikozidok alapvazai
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60. abra Flavonoid tipust vegyiiletek alapvazai
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61. abra Antranoid tipust vegyiiletek alapvazai
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Plantae medicinales in toto

I. félév

Acaciae gummi
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Althaeae folium

Althaeae radix
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Belladonnae folium

Belladonnae radix
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L Cacao semen

Capsici fructus
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Cinchonae cortex

Coffeae semen
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Cucurbitae semen

Echinaceae purpureae radix
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Equiseti herba

Lanugo gossypii absorbens
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Graminis rhizoma

Hyoscyami folium

169



Ipecacuanhae radix
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Malvae sylvestris flos

171



Ricini semen
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Rosae pseudo-fructus

172



Rutae herba
Secale cornutum
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Stramonii folium

Strychni semen

174



Theae folium

Tragacantha
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Verbasci flos
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I1. félév

177



Aloe capensis
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Cannabis sativae herba
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Sennae folium
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NOVENY ABRAK

L. félév

Berberis vulgaris, soskafa

Berberidaceae

Berberidis radicis cortex, borbolya gyokérkéreg

201



Capsella bursa-pastoris, pasztortaska

Brassicaceae

Bursae pastoris herba, pasztortaska viragos hajtas

202



Capsicum annuum, paprika

Solanaceae

Capsici fructus, paprikatermés

203



Chelidonium majus, vérehullo fecskefii

Papaveraceae

Chelidonii herba, vérehull6 fecskefii viragos hajtas

204



Colchicum autumnale, 6szi kikerics

Liliaceae
Colchici semen, 6szi kikerics mag,

Colchici tuber, 6szi kikerics hagymagumo

205



Conium maculatum, foltos biirok

Apiaceae

Conii fructus, foltos biirok termés

206



Datura stramonium, csattand maszlag

Solanaceae

Stramonii folium, csattané maszlag levél

207



Equisetum arvense, mezei zsurlo

Equisetaceae

Equiseti herba, mezei zsurlé meddé hajtas

208



Fumaria officinalis, orvosi fustike

Fumariaceae

Fumariae herba, orvosi fiistike viragos hajtas
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Hyoscyamus niger, beléndek

Solanaceae

Hyoscyami folium, beléndeklevél

210



Linum usitatissimum, hazi len
Linaceae
Lini semen, hazi lenmag

Lini oleum virginale, nativ lenolaj
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Ricinus communis, ricinus
Euphorbiaceae
Ricini semen, ricinusmag

Ricini oleum virginale, nativ ricinusolaj

212



Rosa canina, gyeplirézsa, vadrozsa

Rosaceae

Rosae pseudo-fructus, csipkerdzsa altermés

213



Solanum dulcamara, keserll csucsor

Solanaceae

Dulcamarae stipes, keserti csucsor szar
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Tussilago farfara, martilapu

Asteraceae

Farfarae flos, martilapu viragzat
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Tussilago farfara, martilapu
Asteraceae

Farfarae folium, martilapu levél

216



Veratrum album, fehér zaszpa

Liliaceae

Veratri rhizoma et radix, fehér zaszpa gyokértorzs és gyokér

217



Viscum album, fehér fagyongy

Loranthaceae

Visci stipes, fehér fagyongy leveles hajtas

218



Novények
I1. félév

Achillea millefolium, k6zonséges cickafark

Asteraceae

Millefolii herba, k6zonséges cickafark viragos hajtas

219



Adonis vernalis, tavaszi hérics

Ranunculaceae

Adonidis herba, tavaszi hérics viragos hajtas
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Aesculus hippocastanum, vadgesztenye

Hippocastanaceae
Hippocastani semen, vadgesztenye mag
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Angelica archangelica, orvosi angyalgyokér
Apiaceae

Angelicae radix, orvosi angyalgyokér
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Arctium lappa, kozonséges bojtorjan

Asteraceae

Bardanae radix, k6zonséges bojtorjan gyokér

223



Arnica montana, hegyi arnika

Asteraceae

Arnicae flos, hegyi arnika viragzat

224



Artemisia absinthium, fehér tirom

Asteraceae

Absinthii herba, fehér tirom leveles vagy viragos hajtas
225



Artemisia vulgaris, fekete tirom

Asteraceae

Artemisiae vulgaris herba, fekete irom viragos hajtas
226
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Asarum europaeum, kapotnyak

Aristolochiaceae

Asari rhizoma kapotnyak, gyokértorzs

227



Asperula odorata, szagos miige

Rubiaceae

Asperulae herba, szagos miige viragos hajtas
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Calendula officinalis, koromvirag

Asteraceae

Calendulae flos, koromvirag
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Cannabis sativa, kender

Cannabaceae

Cannabis herba, kender viragos hajtas
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Carum carvi, fiiszerkomény

Apiaceae

Carvi fructus, koménytermés
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Centaurium erythraea, kis ezerjofi

Gentianaceae

Centaurii herba, ezerjofii viragos hajtas
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Cichorium intybus, mezei katang

Asteraceae

Cichorii intibi radix, mezei katang gyokér
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Convallaria majalis, majusi gyongyvirag

Liliaceae

Convallariae herba, majusi gyongyvirag viragos hajtas
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Crataegus laevigata, cseregalagonya

Rosaceae
Crataegi folium cum flore, galagonya viragos hajtasvég

Crataegi fructus, galagonyatermés
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Digitalis lanata, gyapjas g

Scrophulariaceae

tvirdg levél
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, gyapjas gylisz

Digitalis lanatae folium
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Digitalis purpurea, piros gyiisziivirag

Scrophulariaceae

piros gytisziiviradg levél

Digitalis folium
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Euphrasia rostkoviana, orvosi szemvidito

Scrophulariaceae

Euphrasiae herba, szemviditofli viragos hajtas
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Gypsophila paniculata, fatyolvirag

Caryophyllaceae

Saponariae albae radix, fatyolvirag gyokér
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Humulus lupulus, komlé

Cannabaceae

Lupuli flos, komlétoboz
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Hypericum perforatum, kozonséges orbancfii

Hypericaceae

Hyperici herba, k6zonséges orbancfii viragos hajtas
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Hyssopus officinalis, izsop

Lamiaceae

Hyssopi herba, izsop viragos hajtas
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Inula helenium, 6rvénygyokér

Asteraceae

Inulae radix, 6rvénygyokér
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Juglans regia, kozonséges diofa

Juglandaceae

Juglandis folium, diofalevél
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Juniperus communis, kézonséges bordka

Cupressaceae

Juniperi galbulus, bordka tobozbogyd
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Lamium album, fehér arvacsalan

Lamiaceae

Lamii albi herba, fehér arvacsalan viragos hajtas
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Lavandula angustifolia, valodi levendula

Lamiaceae

Lavandulae flos, valodi levendula virag
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Levisticum officinalis, lestyan

Apiaceae

Levistici radix, lestyangyokeér
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Malva neglecta, papsajtmalyva

Malvaceae

Malvae neglectae folium, papsajtmalyva levél
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Malva sylvestris, erdei malyva

Malvaceae
Malvae sylvestris flos, erdei malyvavirag

Malvae folium, erdei malyva levél
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Marrubium vulgare, orvosi pemetefii

Lamiaceae

Marrubii herba, pemetefii viragos hajtas
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Matricaria recutita, orvosi székfii, kamilla

Asteraceae

Matricariae flos, kamillaviragzat
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Melilotus officinalis, orvosi somkord

Fabaceae

Meliloti herba, somkoré viragos hajtas

253



Melissa officinalis, orvosi citromfl

Lamiaceae

Melissae folium, orvosi citromfl levél
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Mentha x piperita, borsosmenta

Lamiaceae

Menthae piperitae folium, borsosmentalevél
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Ononis spinosa, tovises iglice

Fabaceae

Ononidis radix, tovises iglice gyokér
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Origanum vulgare, kozonséges szurokfii

Lamiaceae

Origani herba, szurokfii levél és virag
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Papaver somniferum, kerti mak

Papaveraceae
Papaveris fructus, kerti mak termés

Opium crudum, nyers 6pium
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Petasites hybridus, voros acsalapu

Asteraceae

Petasitidis folium, voros acsalapu levél
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Plantago lanceolata, landzsas tift
Plantaginaceae

Plantaginis lanceolatae folium, landzsas utifii levél
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Potentilla anserina, libapimpd
Rosaceae

Anserinae radix, libapimp6 gyokér
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Primula veris, tavaszi kankalin

Primulaceae

Primulae radix et rhizoma, kankalingyokér
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Primula vulgaris, szartalan kankalin

Primulaceae

Primulae radix et rhizoma, kankalingyokér
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Prunus spinosa, kokény

Rosaceae

Pruni spinosae flos, kokény virag
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Rhamnus frangula, kutyabenge

Rhamnaceae

Frangulae cortex, kutyabengekéreg
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Rubus caesius, hamvas szeder

Rosaceae

Rubi caesii folium, hamvas szeder levél
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Rubus idaeus, malna

Rosaceae
Rubi idaei folium, malna levél

Rubi idaei fructus, malna termés
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Ruta graveolens, kerti ruta

Rutaceae

Rutae herba, kerti ruta viragos hajtas
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Sambucus nigra, fekete bodza

Caprifoliaceae

Sambuci flos, fekete bodza virag

269



Saponaria officinalis, szappanfii

Caryophyllaceae
Saponariae rubrae radix, szappanfiigyokér
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Taraxacum officinale, pongyola pitypang

Asteraceae
Taraxaci radix, gyermeklancfii gyokér

Taraxaci herba, gyermeklancfii viragos hajtas
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Thymus vulgaris, kerti kakukkfi
Lamiaceae

Thymi herba, keri kakukkfii levél és virag
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Tilia cordata, kislevelii hars

Tiliaceae

Tiliae flos, harsfaviragzat
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Urtica dioica, nagy csalan

Urticaceae
Urticae folium, csalanlevél

Urticae radix, csalangyokér
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Verbascum phlomoides, sz6szos 6korfarkkoro

Scrophulariaceae

Verbasci flos, 6korfarkkord viragparta
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A tananyag semmilyen formaban nem arusithato!
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