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1

STANOVENI OBSAHU HYPERICINU

Ucel a rozsah

Postup je urCen pro stanoveni obsahu hypericinu v nati a kvétech trezalky teckované
a tiezalky skvrnité.

2

Princip

Ze vzorku se extrakci chloroformem odstrani chlorofyl. Nasleduje vlastni extrakce hypericinu
acetonem. Obsah hypericinu v extraktu se stanovi spektrofotometricky pii vinové délce

590 nm.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Chloroform.

2 Aceton.

3 Methanol.

4  Pristroje a pomiicky

1 Analytické vahy s pfesnosti 0,001 g.

2 Extrak¢éni pfistroj vhodné konstrukce (napt. dle Twisselmanna) s extrakéni batkou
0 objemu 250 ml.

3 Extrakéni patrona.

4 Elektricky vyhtivané topné hnizdo.

5 Sklenéné varné kulicky.

6 Vata obvazova, odtucnéna.

7  Rotacni vakuova odparka.

8 Odmeérna banka, 25 ml.

9 Spektrofotometr.
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5 Postup
5.1 Priprava zkuSebniho vzorku

Postup pftipravy zkuSebniho vzorku je popsan v JPP Uprava vzorktl krmiv a rostlinného
materidlu, kap. 5.10, postup 60160.1 Uprava vzorki specialnich plodin. Vzorek se mele vzdy
bezprostiedn¢ pred vlastnim stanovenim a béhem mleti nesmi dochazet k jeho zahtivani.

5.2 Extrakce a spektrofotometrické stanoveni

Na filtra¢ni papir se navazi 1,0 g zkuSebniho vzorku s piesnosti 0,001 g. Filtracni papir
se vzorkem se vlozi do papirové patrony a ta se umisti do extrak¢niho pfistroje. Extrahuje
se chloroformem (1) tak dlouho, aZ patronou stéka zpét bezbarvy chloroform. Ziskany extrakt
se odstrani. Patrona se vzorkem se neché vysusit na vzduchu v digestofi. Mezitim se extrakcni
pfistroj promyje ethanolem a acetonem a pfipravi se Cistd extrakcéni baiika. Patrona se vlozi
zpatky do extrakéniho pfistroje a vzorek se extrahuje acetonem (2), dokud nevymizi Cervena
barva a zpét nestéka Ciry aceton. Extrakt se odpaii na vakuové rota¢ni odparce do sucha.
Odparek se rozpusti v methanolu (3) a pfevede se kvantitativné do 25ml odmérné banky.
Barika se doplni methanolem (3) po znacku a promicha. Extrakt se zfiltruje, pficemz se prvni
2 ml filtratu odstrani. Z filtratu se poté odebere 5 ml a znovu se nafedi methanolem (3) v 25ml
odmérné barnce.

V ptipraveném extraktu se zméti absorbance pti vlnové délce 590 nm v kyveté o optické
délce 1 cm. Na slepy pokus se pouzije Cisty methanol a métfeni se provede za stejnych
podminek.

Poznamky

1 Podle Ceského lékopisu 2009 se hypericin extrahuje smési vody a tetrahydrofuranu
vpomeru 2 : 8 (V/V). Po odstranéni extrakcni smesi se odparek rozpusti v methanolu
a hypericin se stanovi spektrofotometricky p7i vinové délce 590 nm. Pro vypocet obsahu
hypericinu se podle CL 2009 pouzije specifickd absorbance 1% roztoku hypericinu,
mérena v 1cm kyveté, jejiz hodnota je 870.
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6  Vypocet a vyjadieni vysledkii
Obsah hypericinu x ve vzorku se vyjadii v hmotnostnich procentech a vypocita se podle
vztahu

X:ixeR

A" x] m

cm

kde A je absorbance métrené¢ho roztoku pii 590 nm,

A’ specificka absorbance 1% roztoku hypericinu, méfend v 1cm kyveté, jejiz
hodnota je 718,

1 tloust’ka absorbujici vrstvy v cm, kyveta 1 cm,
objem odmérné baiky do niz byl ptfeveden odparek v ml (tj. 25 ml),

hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g,

= 8 <

korekce na fedéni pfed vlastnim métenim,
R=V,/V,
Va celkovy objem po nafedéni v ml,

Vi objem extraktu pipetovany pro nafedéni v ml.
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