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Chemia produktow naturalnych

Wstep

Chemia produktéw naturalnych zwigzana jest z naturg i jej zjawiskami,
roslinami, zwierzetami, zywnoscig, chorobami, truciznami, itp. Cate nasze
otoczenie, z wyjgtkiem mineratéw i materiatdw syntetycznych, sktada sie z
produktow pochodzenia naturalnego. Studia ,chemiczne” w obszarze
produktéw naturalnych, w tym pozyskiwania substancji aktywnych
biologicznie, rozpoczeto tysigce lat temu. Tradycyjna chemia produktéw
naturalnych obejmuje wyizolowanie sktadnika aktywnego z materiatu
roslinnego czy tez zwierzecego a nastepnie okreslenie jego struktury i
potwierdzenie jej na drodze syntezy catkowitej. Kolejny krok to zbadanie
jego aktywnosci biologicznej. Zainteresowanie zwigzkami pochodzenia
naturalnego przyczynito sie w znacznym stopniu do rozwoju catej chemii
organicznej — metod izolacji i identyfikacji zwigzkéw a takze metod syntezy.
Przyktadowo, izolowanie olejkdw eterycznych z roslin, stosowanych m. in.
jako perfumy, przyczynito sie do udoskonalenia technik destylacji. Rozwoj
chemii produktéw naturalnych zwigzany jest tez w duzym stopniu z
rozwojem medycyny naturalnej, a w szczegoélnosci z roslinami leczniczymi,
ktore ludzkos¢ stosowata od bardzo dawna i kierunek ten jest nadal
kontynuowany. Mozna zaryzykowac stwierdzenie, iz chemia produktow
naturalnych stanowita i nadal stanowi site napedowg rozwoju chemii
organicznej.

Zajecia z chemii produktow naturalnych zostaty wprowadzone do programu
studiow na Wydziale Chemii UAM w roku akademickim 2005/2006.
Poczatkowo odbywaty sie w formie wyktadéw, pdzniej wzbogacone zostaty
0 ¢wiczenia laboratoryjne. Pierwsze materiaty do ¢wiczen laboratoryjnych
zostaty umieszczone w Wielkopolskiej Bibliotece Cyfrowej w 2010 roku.
Niniejszy skrypt jest drugim rozszerzonym wydaniem i zawiera wybor
¢wiczen dotyczgcych m. in. takich grup produktéw naturalnych jak
aminokwasy, lipidy, terpeny, steroidy, weglowodany, czy tez alkaloidy.
Czes¢ <Ewiczen obejmuje izolacje substancji aktywnych z materiatu
roslinnego, pozostate — synteze konkretnych zwigzkéw. Do opiséw ¢wiczen
dotaczone sg dane spektroskopowe. Skrypt przeznaczony jest dla
studentow studidw stacjonarnych | stopnia specjalnosci chemia biologiczna,
kosmetyczna i ogdlna oraz studentéw studidw stacjonarnych Il stopnia
specjalnosci chemia kosmetyczna Woydzialu Chemii UAM a takze

wszystkich zainteresowanych chemig produktéw naturalnych.
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1. Izolacja aldehydu cynamonowego z kory cynamonowca

SPROSZKOWANA KORA CYNAMONOWCA ——> / \O

ALDEHYD CYNAMONOWY

Odczynniki: Aparatura i szklo:

kora cynamonowca 3049 zestaw do destylacji z parag wodna
octan etylu lub chloroform 250 mL rozdzielacz poj. 250 mL

KOH 289 kolba okragtodenna poj. 250 mL
chlorowodorek hydroksyloaminy 4 g zlewka poj. 250 mL

bezw. Na,SO4 biureta 50 mL

alkohol etylowy 580 mL chtodnica zwrotna

biekit bromofenolowy 049

NaOH 29

0.5M HCI

Zestaw do destylacji z parag wodna

woda /

chtodzgca

Olejek cynamonowy - olejkodajne sa liscie, korzenie i kora drzewa. Olejek
cynamonowy pozyskiwany jest gtownie z dwoch gatunkow drzew: cynamonowca
cejlonskiego Cinnamomum zeylanicum Blume i cynamonowca wonnego Cinnamomum cassia
Blume (oba gatunki nalezg do rodziny wawrzynowatych Lauraceae). Zawartos¢ olejku w
korze wynosi 1-1,5%, a w lisciach 1,5-2%. W olejku cynamonowym najwiecej jest aldehydu
cynamonowego (75-90%) i eugenolu (5-10%) oraz w nieznacznych ilosciach obecne sg:
aldehyd benzoesowy, aldehyd dihydrocynamonowy, octan cynnamylu i kuminol. Olejek
otrzymany z kory zawiera zdecydowanie wigcej aldehydu cynamonowego niz olejek
otrzymany z lisci. Natomiast w olejku z liSci jest znacznie wigksza zawarto$¢ eugenolu niz w
olejku z kory.
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Wiasciwy olejek uzyskuje si¢ z kory. Destylacja z parg wodng nie jest tatwa,
bo aldehyd cynamonowy ulega szybkiemu utlenieniu do kwasu; wydajno$¢ ok. 0,2%. O
jakosci olejku cynamonowego nie decyduje zawarto$¢ aldehydu cynamonowego, lecz
sktadniki niealdehydowe. Zapach olejku jest przyjemny cynamonowy, korzenny, stodki.
Charakteryzuje sie palgcym smakiem. Ma duze znaczenie w przemysle spozywczym do
aromatyzowania wyroboéw cukierniczych, napojow orzezwiajacych, soséw, w perfumerii
i kosmetyce natomiast ma ograniczone zastosowanie do wyrobu perfum typu orientalnego
I aromatyzowania $rodkow do pielegnacji jamy ustnej. Olejek analizuje si¢ za pomoca
metody hydroksyloaminowej.

Celem c¢wiczenia jest pozyskanie olejku, ze sproszkowanej kory cynamonowca,
ktorego gtownym skladnikiem jest aldehyd cynamonowy oraz oznaczenie liczby

karbonylowej w otrzymanym olejku i wykonanie analizy TLC.

Zmontowac¢ zestaw do destylacji z parg wodng tak, jak jest to pokazane na rysunku na
str. 5. W kolbie umiesci¢ 30 g kory cynamonowca i doda¢ 100-150 mL wody destylowanej.
Destylacje prowadzi¢ do momentu uzyskania 300 mL destylatu. Proces prowadzi¢ pod
sprawnie dzialajacym wyciggiem. Destylat przenies¢ do rozdzielacza 1 ekstrahowac
chloroformem lub octanem etylu (5 x 50 mL). Otrzymane ekstrakty potaczy¢ i1 suszy¢ nad
bezwodnym siarczanem sodu (ok. 30 min, mieszajgc za pomocg mieszadta magnetycznego).
Nastepnie zatgzy¢ pod zmniejszonym ci$nieniem. Obliczy¢ wydajnos$é otrzymanego olejku.

Aldehyd cynamonowy — zétta ciecz o t.wrz. 248 °C.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Eluent: chlorek metylenu.

Na ptytke TLC nanies¢ wzorce: kwas benzoesowy, aldehyd benzoesowy, kwas cynamonowy.
Po wysuszeniu ptytki sprawdzi¢ rezultat pod lampa UV. Na podstawie analizy TLC okresli¢,
ktory ze sktadnikéw (kwas benzoesowy, aldehyd benzoesowy, kwas cynamonowy) jest
obecny w badanym olejku.

OZNACZANIE LICZBY KARBONYLOWEJ

Oznaczeniu podlegaja grupy karbonylowe aldehydéw i ketondéw znajdujace si¢
w danym olejku. Liczba karbonylowa zostala wprowadzona do analizy olejkow eterycznych
przez Stillmana i Reeda w 1934 roku.
Liczba karbonylowa (L.karb.) jest to ilos¢ miligraméw wodorotlenku potasowego
rownowazna takiej ilosci hydroksyloaminy, ktéra jest potrzebna do przeprowadzenia w

oksymy aldehydow i ketonow znajdujacych sie w 1 g olejku.
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H.NOH-HCI + KOH — H2NOH + KCI + H20

RCHO + H)NOH — RCH=NOH + Hx0 reakcja aldehydu
RR;C=0 + HoNOH — RRiC=NOH + H0 reakcja ketonu

Otrzymanie roztworu do wykonania oznaczenia liczby karbonylowej.

Najpierw przygotowaé roztwér indykatora (blekitu bromofenolowego), ktory
w kolejnym etapie zostanie dodany do roztworu chlorowodorku hydroksyloaminy.

Roztwor indykatora sporzadzi¢ rozcierajac w mozdzierzu 0,4 g biekitu
bromofenolowego z 12 mL 0,05 M wodorotlenku sodu. Mieszaning rozcienczy¢ woda
do objetosci 100 mL.

4 g Chlorowodorku hydroksyloaminy (cz.d.a.) rozpusci¢ w 8 mL wody i doda¢ 80 mL
alkoholu etylowego. Nast¢pnie mieszajac wprowadzi¢ 60 mL 0,5 M alkoholowego roztworu
wodorotlenku potasu i 10 mL otrzymanego wcze$niej roztworu bigkitu bromofenolowego,
a potem ewentualnie szybko sgczy¢ na zwyklym lejku w celu usuni¢cia nierozpuszczonych
sktadnikéw. Tak przygotowany roztwor stosuje si¢ do oznaczania liczby karbonylowej
w badanym olejku.

Na wykonanie oznaczenia 1 g badanego olejku potrzeba 74 mL koncowego roztworu,

wiec podane ilosci odczynnikdéw nalezy odpowiednio pomniejszy¢.
WYKONANIE OZNACZENIA LICZBY KARBONYLOWEJ

Do 1 g olejku doda¢ 37 mL roztworu indykatora i hydroksyloaminy (wg procedury
podanej powyzej) i gotowa¢ na tazni wodnej pod chlodnicg zwrotng przez 1 godzing.
Nastepnie po ozigbieniu odmiareczkowac¢ nadmiar nieprzereagowanej zasady (wodorotlenek
potasu, hydroksyloamina) 0,5 M kwasem solnym (zmiana barwy z fioletowej na zo6tty).
Rownoczesnie przeprowadzi¢ oznaczenie kontrolne dla samego roztworu indykatora i
hydroksyloaminy (37 mL).

Przy zalozeniu, ze 1 czasteczka wodorotlenku potasu odpowiada 1 czasteczce
hydroksyloaminy, liczbe karbonylowa oblicza si¢ ze wzoru:

L Karb.= (B - A)~ 28 A — liczba mL 0,5 M roztworu kwasu solnego zuzytego do miareczkowania
badanej probki
B — liczba mL 0,5 M roztworu kwasu solnego zuzytego w probie kontrolnej

S— ilos¢ olejku w gramach
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Dane spektroskopowe aldehydu cynamonowego

Widmo IR (film)
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Widmo EI-MS (M=132,2 g/mol)

100 —

B0 —

S0 —

40 —

Relative Intensity

20—

MS—MW- 0275

Zagadnienia
- Metody wyodrgbniania sktadnikow z surowcow roslinnych
- Destylacja z parag wodng (zasada dziatania)
- Aldehydy (reaktywnosc)
- Reaktywnos$¢ zwigzkow zawierajacych wigzanie podwojne C=C
- Analiza widm produktu
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2. 1zolacja kwasu cytrynowego z cytryny

H,C-COOH
HO-C-COOH
H,C—-COOH

SOK Z CYTRYNY

Odczynniki: Aparatura i szklo:

sok z cytryny (3 cytryny - ok. 100 mL)  mieszadto magnetyczne

chlorek wapnia 50 zlewka poj. 250 mL (3 szt.)

10% CaCl> cylinder miarowy (2 szt.)

2 M HySOq4 zestaw do sgczenia pod zmniejszonym
2 M HCI ci$nieniem

2 M NaOH kolba poj. 100 mL

pipety (2 szt.)
pipetki Pasteura
zlewka poj. 50 mL
bagietka szklana

Sok z cytryny, 100 mL, (odmierzony bez pestek i migzszu) wla¢ do zlewki (poj. 250
mL) i postawi¢ na mieszadle magnetycznym. Do mieszanego roztworu ostroznie dodawaé
2 M NaOH, az do odczynu lekko alkalicznego. Rozpoznanie tego momentu utatwia zmiana
zabarwienia roztworu z zéttej na lekko pomaranczowa (pH = 8).
Otrzymang mieszaning przesgczy¢ na lejku Biichnera z Celitem (ziemia okrzemkowa). Do
lejka wlozy¢ saczek 1 warstwe ziemi okrzemkowej, ktérg nalezy doktadnie ubi¢ na grubos¢
0,5 cm i na wierzch potozy¢ kolejny saczek. Na tak przygotowany lejek wyla¢ przygotowang
mieszaning. Klarowny przesacz przela¢ do zlewki 1 dodawaé, caly czas mieszajac na
mieszadle magnetycznym, 50 mL 10% roztworu CacCls.
Roztwor ogrza¢ do wrzenia i na gorgco odsgczy¢ osad cytrynianu wapnia (CasCi12H10014) na
lejku Biichnera. Osad przemy¢ niewielka iloscig wrzacej wody.
Surowy produkt rozpusci¢ na zimno w minimalnej ilosci 2 M HCI, nast¢pnie do roztworu
powoli wkropli¢ 2 M NaOH do pH = 7,5 i cato$¢ ogrza¢ do wrzenia. Odsgczy¢ wydzielony
osad na lejku Biichnera i wysuszy¢ na powietrzu.

Zwazy¢ 1 obliczy¢ zawarto$¢ procentowa cytrynianu wapnia w soku z cytryny.
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Otrzymywanie kwasu cytrynowego z cytrynianu wapnia

OH
"Om"'

0.5 © . H,C—~COOH
Ca?t Ca?* Ca?* —Z=4» >HO-C-COOH

|
0O -
m H,C-COOH
0 o

OH

CagCioH1g014 + 3H,SO, —— 2CgHgO; + 3CaS0O,

W celu przeksztatcenia soli w kwas, nalezy do otrzymanego cytrynianu wapnia dodaé
kwas siarkowy, w ilosci wynikajacej ze stechiometrii reakcji z uwzglednieniem st¢zenia
roztworu kwasu siarkowego (2 M roztwor HoSOs), az do uzyskania klarownego roztworu
(maksymalna objetos¢ okoto 100 mL).

Doktadnie wymiesza¢ szklang bagietka i odstawi¢ mieszaning na kilka minut. Nastepnie
odsaczy¢ wytragcony osad CaSOs i przesacz zatgzy¢ przez odparowanie wody na wyparce,
do matej objetosci (ok. 10 mL). Zatezony gorgcy roztwor przesgczy¢ raz jeszcze przez lejek

z watka 1 przesacz przenie$¢ do malej zlewki. Ochtodzi¢ i pozostawi¢ do krystalizacji.
Otrzymane krysztatki kwasu cytrynowego odsaczy¢, wysuszy¢ na powietrzu 1 zwazyc.
Przesacz pozostawi¢ w celu otrzymania drugiej porcji krysztatdéw. Obliczy¢ zawartos¢ kwasu

cytrynowego w soku z cytryny. Zmierzy¢ temperature topnienia (lit. t.t. 152-154 °C).

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Eluenty: metanol-amoniak (5:2, v/v); heksan-octan etylu-etanol (3:3:1, v/v).
Na ptytke TLC nanies¢ wzorzec kwasu cytrynowego, otrzymany produkt oraz krople
przesaczu pozostawionego do krystalizacji. Po wysuszeniu ptytke TLC wywotac termicznie

poprzez lekkie podgrzanie na ptytce elektryczne;.
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Dane spektroskopowe kwasu cytrynowego

Widmo IR (KBr)
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Zagadnienia

- Metody wyodrgbniania sktadnikow z surowcow roslinnych
- Kwasy karboksylowe: metody otrzymywania i reaktywnos¢
- Cykl Krebsa

- Analiza widm produktu
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3. Fenyloalanina (kwas 2-amino-3-fenylopropanowy)

| COOH

N\ © P/HI COOH
o *+ 2H,O0 + 2[H] —— ©A( +
NH,

Odczynniki: Aparatura i szklo:
4-benzylideno-2-fenylo-5-oksazolon 1 g kolba trojszyjna okragtodenna poj. 50 mL
fosfor czerwony 0,849 chtodnica zwrotna
bezwodnik octowy 5mL mieszadto magnetyczne
kwas jodowodorowy, 50% 5mL wkraplacz
(d=1,65 g/cm?) zestaw do sgczenia pod zmniejsz. ciSnieniem
lodowaty kwas octowy 10 mL zestaw do destylacji prostej
eter dietylowy 40 mL rozdzielacz
siarczan(1V) sodu
etanol
amoniak stez. 2 mL
wegiel aktywny 0549

W trojszyjnej kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 mL zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng, mieszadetko magnetyczne i wkraplacz umieszcza si¢ 1 g 4-benzylideno-2-fenylo-5-
oksazolonu, 5 mL bezwodnika octowego i 0,8 g oczyszczonego fosforu czerwonego. Do
mieszaniny dodaje si¢ powoli kroplami, przez caty czas mieszajac, roztwor 5 mL kwasu
jodowodorowego. Mieszaning reakcyjng ogrzewa si¢ do wrzenia przez 3 godziny, a nast¢pnie
ozigbia 1 sgczy. Nieprzereagowany fosfor czerwony przemy¢ na sgczku dwoma porcjami
lodowatego kwasu octowego (po 5 mL). Oba przesacze (po przesgczeniu mieszaniny
reakcyjnej 1 przemyciu nieprzereagowanego fosforu) nalezy potaczy¢ i1 przeprowadzié
destylacje¢. Destylat (ktory mozna uzy¢ do kolejnej redukcji) zbiera si¢ w kolbie ochtodzone;j
lodem, natomiast do suchej pozostatosci dodaje si¢ 5 mL wody i1 roztwdr ponownie
odparowuje do sucha na wyparce. Pozostatosci po odparowaniu zadaje si¢ 6 mL wody 1 6 mL
eteru dietylowego i dobrze wytrzasa do rozpuszczenia substancji statych. Warstwe wodna
oddziela si¢ i ekstrahuje si¢ trzy razy porcjami eteru dietylowego (po 10 mL). Ekstrakty
eterowe odrzuca sie. W celu usuniecia zabarwienia i zanieczyszczen do warstwy wodnej

dodac¢ niewielkg ilo$¢ wegla aktywnego (0,5 g) i siarczanu(IV) sodu i kolbke z roztworem
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ogrzewa na tazni wodnej i odsgcza osad. Przesgcz nastepnie ogrza¢ do wrzenia i zobojetnié
wobec papierka uniwersalnego dodajac stezonego roztworu amoniaku (zuzywa si¢ okoto 2
mL). Po oziebieniu, bezbarwny produkt — DL-fenyloalaning odsacza si¢ pod zmniejszonym
ci$nieniem i przemywa dwukrotnie porcjami zimnej wody, a na koniec niewielka iloscig
zimnego etanolu.

DL-Fenyloalaning o t.t. 284-288 °C (rozktad) otrzymuje si¢ z 67% wydajnoscia.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Na plytke SiO2 nanie$¢ rozcienczone w metanolu substraty oraz otrzymany produkt.
Wysuszy¢ i ptytke wstawi¢ do kuwety z eluentem: chlorek metylenu-etanol-heksan (6:1:3,
VIVIV). Po wysuszeniu ptytki rezultat odczytaé pod lampg UV, a nastgpnie plytke wywotaé w
komorze z jodem.

Dane spektroskopowe 4-benzylideno-2-fenylo-5-oksazolonu

Widmo *H NMR w CDCl3
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Widmo MS (M=249 g/mol)
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Widmo C NMR w D,0
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Zagadnienia

- Aminokwasy (budowa, wtasciwosci, reaktywno$¢)

- Reakcje blokowania grup karboksylowej i aminowej
- Analiza widm substratu i produktu

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska
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4. Lipidy

4.1. Kwas oleinowy z oleju roslinnego

OLEJ RZEPAKOWY I.<OH CHj3(CH,);CH=CH(CH,);COOH
gliceryna
(propano-1,2,3-triol) KWAS OLEINOWY
Odczynniki: Aparatura i szklo:
olej rzepakowy 159 mieszadto magnetyczne, mieszadetko
gliceryna 30 mL kolba kulista poj. 250 mL
KOH 3,459 taznia olejowa
eter dietylowy 90 mL cylinder miarowy
stez. HCI 15 mL kolba kulista poj. 100 mL
NaCl lejek
bezw. Na,SO4 kolba stozkowa poj. 250 mL
staty CO2 - aceton krystalizator
mocznik - metanol biureta

eter naftowy

Hydroliza oleju roslinnego

W kolbie okraglodennej o poj. 250 mL umiesci¢ olej roslinny (15 g), wodorotlenek
potasu (3,45 g) i gliceryne (30 mL). Kolb¢ zanurzy¢ w tazni olejowej i doprowadzi¢ do
temperatury 160 °C. Zawarto$¢ kolby miesza¢ w tej temperaturze za pomocg mieszadta
magnetycznego przez 5 minut, po czym ochtodzi¢ do temperatury pokojowej (mieszanina w
kolbie zaczyna krzepnac¢). Do mieszaniny doda¢ 90 mL roztworu: 75 mL wody i 15 mL
stezonego HCI, doprowadzajac do pH = 1 (w kolbie wypada biaty osad, nierozpuszczalny w
wodzie; rozpuszczalny w eterze dietylowym). Cato$¢ przela¢ do rozdzielacza. Kolbe
dodatkowo przemy¢ eterem dietylowym. Otrzymang mieszaning ekstrahowa¢ w rozdzielaczu
eterem dietylowym 3 x 30 mL (mocno wytrzgsac!). Potaczone ekstrakty eterowe przemy¢
nasyconym roztworem NacCl i suszy¢ nad bezw. siarczanem sodu. Odsgczy¢ $rodek suszacy.
Osad przemy¢ dodatkowo niewielka iloscig eteru. Rozpuszczalnik usung¢ pod zmniejszonym
ciSnieniem 1 zwazy¢ uzyskany surowy kwas oleinowy zanieczyszczony kwasami

wielonienasyconymi m. in. linolowym i linolenowym.
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Izolacja kwasow tluszczowych
W celu uzyskania nasyconych kwaséw tluszczowych w postaci krystalicznej, surowy kwas
oleinowy nalezy rozpusci¢ w 112,5 mL acetonu i schtodzi¢ do temperatury —75 °C w tazni
staty CO2 — aceton. Po pojawieniu si¢ pierwszych krysztaldw mieszaning chlodzi¢ jeszcze
przez 10 minut, ciggle mieszajgc. Otrzymane krysztaty odsgczy¢ bardzo szybko, na zimno,
na lejku Biichnera (masa krystaliczna topi si¢ nawet przy niewielkim ogrzaniu mieszaniny).
UWAGA! Mieszanina chtodzgca: staty CO2 — aceton daje temp. minimalng —78 °C. Zatozy¢
rekawice ochronne!

Otrzymuje si¢ ok. 8 g frakcji (w postaci biatych krysztatow), zawierajacej mieszaning
kwasow ttuszczowych: oleinowego, palmitynowego 1 stearynowego oraz przesgcz, w ktérym

pozostata jeszcze cz¢s¢ kwasu oleinowego oraz inne kwasy tluszczowe (nienasycone).

Wyodrebnienie czystego kwasu oleinowego

W celu wyodrebnienia z mieszaniny ttuszczy kwasu oleinowego, nalezy umiescic¢
otrzymane krysztaty (ok. 8 g) w kolbie 0 poj 100 mL, doda¢ 16,5 g mocznika* i catos¢
rozpusci¢ w 75 mL metanolu. Mieszaning ogrza¢ do rozpuszczenia oleju i przesgczy¢ (osad
na lejku zawiera zanieczyszczenia oraz nieprzereagowany mocznik). Klarowny przesgcz
pozostawi¢ do krystalizacji. Otrzymane krysztaty, ok. 4 g, kompleksu kwasu oleinowego z
mocznikiem, odsgczy¢ i wysuszy¢ na powietrzu. Zwazy¢ i obliczy¢é wydajno$¢ procesu.

Zmierzy¢ temperature topnienia (lit. t.t. 130-134 °C).

Czysty kwas oleinowy (w postaci wolnej) mozna otrzymac przez rozpuszczenie otrzymanego
kompleksu w 35 mL wody i ekstrakcj¢ eterem naftowym (3 x 20 mL). Surowy ekstrakt
przemy¢ nasyconym roztworem NaCl i suszy¢ nad bezwodnym Na,SOas. Przesaczyé roztwor
do wytarowanej kolbki. Rozpuszczalnik odparowa¢ pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymuje si¢ kwas oleinowy w postaci gestniejacego oleju o t.t. 16 °C. Zwazy¢ produkt i

obliczy¢ wydajno$¢ procesu.

*Czasteczki mocznika majg zdolno$¢ do wychwytywania zwigzkow posiadajacych diugi tancuch
alkilowy. Ta zdolno$¢ ,trzymania” czgsteczek alkilowych wigze si¢ z powstawaniem kanalikow

utworzonych przez wigzania wodorowe czasteczek mocznika.
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Dane spektroskopowe kwasu oleinowego

Widmo IR (film)
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Zagadnienia

- Metody wyodrgbniania sktadnikow z surowcow roslinnych
- Lipidy (budowa, wtasciwosci, reaktywno$¢)

- Reakcje estryfikacji

- Reakcje zmydlania

- Analiza widm produktu

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska
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4.2. Izolacja trimirystyny z galki muszkatolowej i okreslanie liczby estrowej

H2C_OCO(CH2)120H3

1
GALKA MUSZKATOLOWA —— HC—OCO(CH,);,CHs
H2C_OCO(CH2)12CH3

TRIMIRYSTYNA

Odczynniki: Aparatura i szklo:
gatka muszkatotowa 4049 kolba okragtodenna poj. 250 mL
eter dietylowy 100 mL chtodnica zwrotna
aceton 50 mL czasza grzejna na kolbe poj. 250 mL
fenoloftaleina biureta 50 mL
KOH 0,28 g kolba miarowa poj. 500 mL
metanol (do mianowanego roztworu KOH) 0,5 L kolby stozkowe poj. 250 mL (3 szt.)
etanol 150 mL topatka, bagietka
zestaw do sgczenia pod zmniejszonym
ci$nieniem

zlewki poj. 200 mL i 400 mL

Olejek muszkatolowy — pozyskiwany jest z jadra nasiennego (gatki), drzewa
muszkatotowca (Myristica fragrans), i osnéwki pokrywajacej jadro nasienne. Olejki z obu
tych czesci sa praktycznie nierozroznialne, pod wzgledem zapachu, smaku i sktadu
chemicznego. Galki rozdrabnia si¢ i wyttoki destyluje z para wodna. Wydajno$¢ procesu to
ok. 6-16% wagowych olejku. Wydestylowanie catej ilo$ci olejku wymaga 12-godzinnego
procesu. Sktad olejku: pinen, kamfen, p-cymen, borneol, geraniol, safrol, mirystycyna (jeden
z najwazniejszych sktadnikéw olejku).

Mirystycyna jest toksyczna i ma dziatanie narkotyczne, w wigkszych ilosciach
powoduje ttuszczowa degeneracje watroby. W zmydlajacej si¢ czesci olejku stwierdzono
obecno$¢ kwaséw karboksylowych: mréwkowego, octowego, mastowego, mirystynowego
(wystepuje zarowno jako wolny kwas, jak i w postaci estru). Olejek muszkatolowy znalazt
zastosowanie W przemysle spozywczym do aromatyzowania ciast, puddingéw, pikli, do
wyrobu likierow, wodek ziotowych, sztucznych aromatéw owocowych 1 aromatyzowania
czekolady. W perfumerii stosowany jest jako sktadnik kompozycji typu chypre, lawenda i
gozdzik.

Celem ¢wiczenia jest wyizolowanie lipidu — trimirystyny, zawartego w galce
muszkatotowej. W celu scharakteryzowania otrzymanego lipidu nalezy takze okresli¢ wartos¢
liczby estrowej trimirystyny.

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 250 mL umiesci¢ zawiesing 40 g zmielonej

gatki muszkatotowej w 100 mL eteru dietylowego i ogrzewaé tagodnie do wrzenia pod
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chtodnica zwrotng przez 1 godzing. Nastepnie kolbe nalezy ochtodzié, ekstrakt odsaczy¢ od
nierozpuszczalnych pozostatosci, eter odparowac¢ pod zmniejszonym ci$nieniem na wyparce
obrotowej, a pozostato$¢ krystalizowac¢ z 50 mL acetonu. Mieszaning ozigbi¢ do temperatury
pokojowej 1 wstawi¢ na 1 godzing do lodowki. Czysty zwigzek, w postaci ciala statego, 0
kremowej barwie odsaczy¢ i suszyé na powietrzu. Zwazy¢ i obliczyé wydajnosé. Srednio

otrzymuje si¢ 6-8 g zwigzku. Zmierzy¢ temperaturg topnienia (lit. t.t. 59-60 °C).

OZNACZANIE LICZBY ESTROWEJ | LICZBY ZMYDLANIA

Liczba estrowa (L.estr.) to liczba mg wodorotlenku potasu potrzebnego do zmydlenia
estrow znajdujacych si¢ w 1 g thuszczu (olejku).

Liczba ta ma szczegdlng wartos¢ w badaniu tluszczow (olejkéw) i jest ich cechg
charakterystyczng.

Liczbe estrowa oznacza si¢ gotujac olejek pod chtodnicg zwrotng z mianowanym
roztworem 0,5 M alkoholowego roztworu wodorotlenku potasu lub sodu, az do osiagnigcia
catkowitego zmydlenia i nastepnie odmiareczkowuje si¢ nadmiar wodorotlenku mianowanym
roztworem kwasu.

Gdy olejek zawiera znaczng ilo$¢ aldehydow wowczas oznaczenie nie jest precyzyjne.

WYKONANIE OZNACZENIA

Do 1 g tluszczu/olejku (odwazonego z doktadnoscig do 0,01g) umieszczonego w
kolbie 0 pojemnosci 100 mL doda¢ 5 mL alkoholu etylowego, a nastepnie 5 kropli 1%
alkoholowego roztworu fenoloftaleiny (sporzadzonego z 0,5 g fenoloftaleiny i 48 mL EtOH).
Nastepnie doda¢ 20 mL 0,5 M alkoholowego roztworu wodorotlenku potasu, az do rézowego
zabarwienia roztworu. W przypadku zastosowania do oznaczenia mniejszej ilosci olejku
nalezy odpowiednio zmniejszy¢ ilosci dodawanych sktadnikow (alkoholu i alkoholowego
roztworu wodorotlenku potasu). Roztwdr ogrzewac pod chtodnica zwrotng przez 1 godzing na

tazni wodnej. Po ozigbieniu zawarto$ci kolby do temperatury pokojowej odmiareczkowac
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nadmiar nieprzereagowanego wodorotlenku 0,5 M roztworem kwasu solnego lub siarkowego.

Odczyta¢ z biurety objetos¢ zuzytego do miareczkowania roztworu kwasu.

OBLICZENIA

1 g Thuszczu (olejku) reaguje z 20 mL 0,5 M alkoholowego roztworu wodorotlenku
potasu lub sodu w wyniku czego dochodzi do zmydlenia lipidu/estru i wytworzenia soli
sodowej lub potasowej (mydta). Miareczkowanie wykonuje si¢ w celu przeprowadzenia W
siarczan lub chlorek nadmiaru (nieprzereagowanego z olejkiem) wodorotlenku potasu lub
sodu i na tej podstawie wyznacza si¢ liczbe estrows.
Liczbe estrowa oblicza si¢ ze wzoru:

L.estr. = 28—A
S

A —liczba mL 0,5 M alkoholowego roztworu wodorotlenku
zuzytego do miareczkowania
28 —masa 0,5 mola wodorotlenku potasu

S —ilos¢ uzytego ttuszczu/olejku w gramach

Jezeli do oznaczenia stosuje si¢ 0,5 M alkoholowy roztwor wodorotlenku sodu, to nalezy

podstawi¢ do wzoru liczbe 20 odpowiadajaca masie 0,5 mola NaOH.

Jezeli wzor chemiczny estru jest znany, to wynik oznaczenia mozna poda¢ w % :

L.estr. =

% M — ciezar czasteczkowy kwasu

A —liczba mL 0,5 M alkoholowego roztworu wodorotlenku

S —ilo$¢ uzytego tluszczu/olejku w gramach

Liczbg estrowa mozna przeliczy¢ na zawartos¢ procentowg estru w olejku i odwrotnie.

) o
Zaw.estru % = M L estr. = zaw.estru% - 560
560 M

W pracach naukowych dotyczacych olejkow podawana jest takze liczba zmydlania

bedaca sumg liczby kwasowej (por. ¢wiczenie 4.3.) i liczby estrowej.
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Dane spektroskopowe trimirystyny

Widmo IR (KBr)
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Zagadnienia

- Metody wyodrebniania sktadnikow z surowcoOw roslinnych
- Lipidy (budowa, wiasciwosci, reaktywnos$¢)

- Reakcje estryfikacji

- Reakcje zmydlania

- Analiza widm produktu
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4.3. Kwas mirystynowy z trimirystyny

HoC~OCO(CH2)12CH3 1 NaOH, EtOH H,C-OH
HC-0CO(CHy)1,CHs 3 CHy(CHp)1,COOH + HC-OH
H,C-OCO(CH,),,CH; 2 HCl H,C-OH
TRIMIRYSTYNA KWAS MIRYSTYNOWY
Odczynniki: Aparatura i szklo:
trimirystyna 350 kolba kulista poj. 250 mL
alkohol etylowy 75 mL chtodnica zwrotna
NaOH 0549 rurka na $rodek suszacy (bezw. CaCly)
stez. HCI czasza grzejna na kolbe poj. 250 mL
KOH zlewki poj. 200 mL i 400 mL
fenoloftaleina (1% roztwor etanolowy) topatka
etanol 0,5 L zestaw do saczenia pod zmniejszonym
0,5 M HCI ci$nieniem
bagietka

biureta 50 mL

W ¢wiczeniu otrzymuje sie w pierwszym etapie mydlo — mirystynian sodu
Z trimirystyny (wyizolowanej wczesniej ze zmielonej gatki muszkatotowej), a w kolejnym
etapie w wyniku hydrolizy mydta — kwas mirystynowy. Nastepnie 0znacza si¢ liczbe
kwasowsa trimirystyny.

Do roztworu 2 g trimirystyny w 33 mL alkoholu etylowego umieszczonego w kolbie
kulistej o0 poj. 250 mL doda¢ 45 mL roztworu, zawierajacego 0,5 g NaOH w mieszaninie
woda-etanol (9:1, v/v). Otrzymang mieszaning ogrzewa¢ do wrzenia pod chlodnicg zwrotng
przez 2 godziny. Po ochlodzeniu uzyskane mydlo przenies¢ lopatka do 110-150 mL
mieszaniny pokruszonego lodu z woda, zawierajacej kilka mililitrow st¢zonego kwasu
solnego.

Po wytraceniu si¢ osadu kwasu mirystynowego odsgczy¢ produkt na lejku Biichnera i
suszy¢. Zwazy¢ 1 obliczy¢ wydajnos¢ procesu. Zmierzy¢ temperature topnienia (lit. t.t. 54-

55 °C, t.wrz. 199-202 °C/16 mmHg, t.wrz. 174-176 °C/4 mmHg).

OZNACZANIE LICZBY KWASOWEJ
Liczbe kwasowa (L.kw.) oznacza si¢ miareczkujac na zimno roztwoér lipidu/olejku
rozcienczonym mianowanym roztworem wodorotlenku sodu lub potasu, co pozwala okresli¢

zawarto$¢ wolnych kwasow tluszczowych. Uzycie stezonego roztworu nie jest wskazane,
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poniewaz niektore estry w takich warunkach ulegajag zmydleniu np. mréwczany, przez co

dokladno$¢ oznaczenia jest mniejsza.

WYKONANIE OZNACZENIA

Nalezy odwazy¢ 1,5 g trimirystyny (z doktadnoscig do 0,01 g), rozpusci¢ w 150 mL
etanolu w kolbie o pojemnosci 250 mL i doda¢ 5 kropli 1% alkoholowego roztworu
fenoloftaleiny i1 podzieli¢ na trzy réwne porcje. Sporzadzi¢ 0,1 M etanolowy roztwér KOH
I napei¢ biuretg. Miareczkowac kazdy z trzech etanolowych roztworoéw trimirystyny wobec
fenoloftaleiny. Miesza¢ przez caly czas miareczkowany roztwor, do momentu pierwszego
zauwazalnego odbarwienia roztworu (ré6zowe zabarwienie) niezanikajacego przez 10 sekund.
Odczyta¢ objetos¢ zuzytego roztworu KOH 1 uzupetlni¢ biurete, czynno$¢ powtdrzyc
trzykrotnie. Okresli¢, na podstawie odpowiednich obliczen, warto$¢ liczby kwasowej —

usredniajac wyniki z trzech pomiarow.

OBLICZENIA

Normalnie L.kw. oblicza si¢ ze wzoru:

_ 56-B

L.kw. B — liczba mL 0,1 M alkoholowego roztworu wodorotlenku

S —ilo$¢ uzytego olejku w gramach

Wartos¢ 5,6 we wzorze odpowiada ilosci 0,1 mola KOH

Gdy olejki zawieraja wicksze ilosci kwasow, np. ambretowy, irysowy, miareczkowanie
wykonuje si¢ 0,5 M roztworem wodorotlenku:

L.kw. = ZSS—A A —liczba mL 0,5 M alkoholowego roztworu wodorotlenku

S —ilo$¢ uzytego olejku w gramach

Warto$¢ 28 we wzorze odpowiada masie 0,5 mola KOH

Gdy wynik wyrazony ma by¢ w % stosuje si¢ wzor:

_M-A200 _ M-A,

L.kw. =
2000 - S 20-S

M — cigzar czasteczkowy kwasu

A —liczba mL 0,5 M alkoholowego roztworu
wodorotlenku

S —ilo$¢ uzytego olejku w gramach
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Dane spektroskopowe kwasu mirystynowego

Widmo IR (KBr)
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Zagadnienia

- Wyzsze kwasy ttuszczowe (przyklady, podziat, budowa)

- Reakcje zmydlania lipidow

- Analiza widm — poréwnanie wtasciwosci substratu i produktu
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4.4. Mirystynian metylu z kwasu mirystynowego
Mirystynian etylu z kwasu mirystynowego

+

H
Ci3H,7COOH + CH3;OH —— C13H,7,COOCH3; + H,O

KWAS MIRYSTYNOWY MIRYSTYNIAN METYLU
Odczynniki: Aparatura i szklo:
kwas mirystynowy 18¢ kolba kulista poj. 50 mL
bezw. metanol 2,4 mL chtodnica zwrotna
eter dietylowy 30 mL rurka na $rodek suszacy (bezw. CaCly)
stez. kwas siarkowy(VI) 0,36 g (0,2 mL) rozdzielacz poj. 250 mL
bezw. Na>SO4 kolba stozkowa poj. 100 mL
Na2COs3 (okoto 10 g) zlewka poj. 200 mL

NaCl (okoto 5 g)

W kolbie kulistej o poj. 50 mL, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng zabezpieczong
rurkg z bezw. CaCly, umiesci¢ 1,8 g kwasu mirystynowego, 2,4 mL bezwodnego metanolu
oraz 0,2 mL stgzonego kwasu siarkowego(VI). Catos¢ ogrzewac przez 4 godziny do wrzenia,
a nastepnie oddestylowa¢ nadmiar alkoholu metylowego. Pozostalo$¢ przenies¢ do
rozdzielacza zawierajacego 10 mL wody destylowanej i ekstrahowa¢ 3 razy porcjami po
10 mL eteru dietylowego. Potgczone ekstrakty eterowe przemywaé 10 mL wodnego roztworu
weglanu sodu do uzyskania odczynu zasadowego, a nastepnie 10 mL nasyconego roztworu
chlorku sodu. Suszy¢ bezwodnym siarczanem sodu (ok. 30 min, mieszajac za pomocg
mieszadta magnetycznego). Po odsaczeniu s$rodka suszacego eter odparowac¢ pod
zmniejszonym cisnieniem na wyparce proézniowej. Otrzymuje si¢ 1,5 g (80 %) mirystynianu

metylu o t.t. 17-19 °C i o charakterystycznym zapachu.

W analogiczny sposob otrzymaé mozna mirystynian etylu z 1,8 g kwasu mirystynowego i

5 mL bezwodnego etanolu. Mirystynian etylu: t.t. 12-13 °C, t.wrz. 295 °C.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Eluent: chlorek metylenu — metanol (1:1, v/v)
Na ptytke TLC nanie$¢ roztwory: kwasu mirystynowego 1 mirystynianu metylu (etylu). Po
wysuszeniu ptytke wywoluje si¢ w oparach jodu. Wyznaczy¢ wartos$ci wspotczynnikow Ry.
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Dane spektroskopowe mirystynianu metylu

Widmo IR (film)
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Widmo EI-MS (M=242,4 g/mol)
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Zagadnienia

- Wyzsze kwasy tluszczowe (nazewnictwo, przyktady, budowa, wtasciwosci)
- Reakcja estryfikacji (mechanizm)

- Reakcje hydrolizy estrow

- Analiza widm — poréwnanie wlasciwosci substratu i produktu

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska
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4.5. Alkohol mirystynowy

CH3(CH2)12COOH —>  CH3(CHz2)12CH20OH

KWAS MIRYSTYNOWY ALKOHOL MIRYSTYNOWY
Odczynniki: Aparatura i szklo:
Metoda A kolba okragtodenna poj. 50 mL
kwas mirystynowy 059 chtodnica zwrotna
NaBH4 1lg rurka na $rodek suszacy (bezw. CaCly)
propan-2-ol 25 mL Czasza grzejna
metanol
Metoda B
kwas mirystynowy 059 kolba okragtodenna poj. 50 mL
LiAIH4 19 chlodnica zwrotna
THF bezw. 25 mL rurka na $rodek suszacy (bezw. CaCly)
octan etylu Cczasza grzejna

Celem ¢wiczenia jest redukcja kwasu mirystynowego do alkoholu mirystynowego
(n-tetradekanolu), ktory moze postuzy¢ jako substrat w reakcji otrzymywania mirystynianu

mirystylu.

Metoda A

W kolbie o pojemnosci 50 mL, zaopatrzonej w mieszadetko magnetyczne i chtodnice
zwrotng, umiesci¢ kwas mirystynowy (0,5 ¢) i rozpusci¢ w 50 mL propan-2-olu, catos¢
umie$ci¢ na mieszadle magnetycznym. Do tak przygotowanego roztworu dodawac porcjami
NaBH;s i mieszaning ogrzewaé w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Reakcje prowadzi¢
przez okoto 3 godziny, a jej postep nalezy monitorowa¢ za pomocg analizy TLC co pot
godziny. Po zakonczeniu reakcji usunag¢ czasze grzejng i mozliwie szybko rozpoczaé saczenie
cieptego roztworu w celu oddzielania nieprzereagowanego NaBHs. W celu rozlozenia
nieprzereagowanego czynnika redukujacego, NaBH4 wraz z sgczkiem umiesci¢ w zlewce z
metanolem. Otrzymany po saczeniu produkt zageséci¢ pod zmniejszonym ci$nieniem, zwazy¢
i obliczy¢ wydajnos¢ reakcji. Produkt otrzymuje si¢ w postaci kremowego osadu

o0 temperaturze topnienia 38-39 °C.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC):

Eluenty: heksan-toluen-metanol (1:1: kilka kropli, v/v); octan etylu-aceton (1:1, v/v),
Plytke wywotywaé w oparach jodu. Wyznaczy¢ wartosci Ry dla substratu i produktu dla podanych
zestawow eluentow.
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Metoda B

W kolbie o pojemnosci 50 mL, zaopatrzonej w mieszadetko magnetyczne i chtodnice
z rurkg ze $rodkiem suszacym, umiesci¢ 0,5 g kwasu mirystynowego i rozpusci¢ w 50 mL
bezw. THF, calo$¢ umiesci¢ na mieszadle magnetycznym. Do tak przygotowanego roztworu
dodawac¢ porcjami LiAlIH4 i mieszaning ogrzewaé w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika.
Reakcje prowadzi¢ przez okoto 3 godziny, a jej postep nalezy monitorowaé za pomoca
analizy TLC, co p6t godziny wg procedury opisanej dla metody A. Po zakonczeniu reakcji
usung¢ czasze grzejng 1 mozliwie szybko rozpoczaé sgczenie cieptego roztworu w celu
oddzielania nieprzereagowanego LiAlHs. W celu roztozenia nieprzereagowanego czynnika
redukujacego saczek z LIAIHs przenies¢ do zlewki, zala¢ octanem etylu, a takze optukaé
wszystkie elementy szklane uzywane przy saczeniu. Otrzymany po przesaczeniu produkt
zagesci¢ pod zmniejszonym cisnieniem, zwazy¢ i obliczy¢ wydajno$¢ reakcji. Otrzymuje si¢
kremowy osad o temperaturze topnienia 38-39 °C i temperaturze wrzenia 289-290 °C.

We wnioskach nalezy porownaé czysto$¢ produktu oraz wydajnosci obu metod.

Dane spektroskopowe alkoholu mirystynoweqo
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Widma 'H NMR i *C NMR w CDClIs (katalog Sigma Aldrich)

ChCh QE-300
240

e i 200 120 =] 140 120 100 a0 &0 L) =0
o ¥
- i

12 11 0 ] g 7 =} g 4 3 2 1
Widmo EI-MS (M=214 g/mol)

100 —

ME—HW-2ZEES

50—
= i
=
&
T B0
z
i
" il
=
=
= 40
Lk]
[

20— ‘

o} I||||‘!|‘||||I |I||||! || ‘ ||| =|||||m|||||||‘lll||!‘|I || |II T ‘I| T T T
20 40 s0 S0 100 120 140 150 150 200
Sz

Zagadnienia

- Alkohole, metody otrzymywania
- Odczynniki redukujace selektywnie (np. grupe karboksylows)
- Analiza widm — poréwnanie wtasciwosci substratu i produktu

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska
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4.6. 1zolacja kwaséw thuszczowych z migdalow i oznaczanie liczby jodowe]

PLATKI MIGDALOW —>  OLEJ MIGDALOWY

C17H33COOH KWAS OLEINOWY (65—68%)

C17H31:COOH KWAS LINOLOWY (24-26%)

Odczynniki: Aparatura i szklo:

migdaty (np. ptatki) 15¢g kolby okragtodenne poj. 250 mL (2 szt.)
0,1 M Na2S203 zlewki poj. 250 mL (2 szt.)

MeOH chtodnica zwrotna

EtOH biureta 50 mL

jod

skrobia

octan etylu

Olejek migdalowy — z migdatéw gorzkich (pierwotna nazwa olejek gorzkich
migdalow), kiedys pozyskiwany z wyttoczyn migdatéw gorzkich jest tez sktadnikiem wielu
owocow. Obecnie olejek ten produkuje si¢ prawie wylacznie z nasion — pestek moreli
(Armeniaca vulgaris). Mozna go takze produkowaé z pestek brzoskwin, Sliwek, wisni.
Nasiona migdatowca zawieraja 45-60% oleju, w sktad ktorego wchodza glicerydy kwasow
oleinowego (83%) i linolowego (16%), oprocz tego ok. 20% substancji biatkowych, $luzy,
witamina By i sacharoza. Oprocz oleju nasiona zawieraja rowniez glikozyd - amigdaling,
ktory nalezy do glikozydow cyjanohydrynowych, jest to B-gencjobiozyd nitrylu kwasu
D-(-)-migdatowego. Kwasowa hydroliza amigdaliny prowadzi do uzyskania dwoch
czasteczek D-glukozy, cyjanowodoru i aldehydu benzoesowego. Benzaldehyd jest lotny
Z parg wodng 1 posiada charakterystyczny zapach gorzkich migdatow. W stodkich migdatach
cyjanowodor nie jest obecny.

OH

CHO
CN NG
+ HCN

Aldehyd benzoesowy stosowany jest jako surowiec do produkcji barwnikow
(potprodukt do syntezy barwnika — zieleni malachitowej) i pochodnych aromatycznych, jako
srodek zapachowy w przemysle farmaceutycznym 1 spozywczym, jako rozpuszczalnik
olejow, zywic i niektorych estrow celulozy.

Celem ¢wiczenia jest pozyskanie olejku migdatowego z rozdrobnionych migdatéw na drodze

ekstrakcji eterem naftowym.
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Rozdrobnione owoce migdatowca 15 g, np. w postaci ptatkow, umiesci¢ w kolbie
okraglodennej o pojemnosci 250 mL zaopatrzonej w chlodnice zwrotng i kamyczki wrzenne.
Nastepnie wla¢ 100 mL eteru naftowego 1 zawarto$¢ kolby doprowadzi¢ do wrzenia. Proces
prowadzi¢ przez 0,5-1 godzing. Po zakonczeniu kolb¢ ochtodzi¢. Przesaczyé¢, kolbe
przepluka¢ octanem etylu i/lub metanolem w celu wymycia wszystkich tluszczowych
pozostatosci ze Scianek naczynia i1 tak otrzymany roztwor zagesSci¢ pod zmniejszonym
cis$nieniem, zwazy¢ i obliczy¢ wydajnos¢.

Otrzymany olejek z zawartoscia wyzszych nienasyconych kwasow tluszczowych

podda¢ oznaczaniu liczby jodowej w sposob podany ponize;j.

OZNACZANIA LICZBY JODOWEJ metoda Morgoschesa

Liczba jodowa (Lj) stanowi ilo$¢ gramow jodu, ktoéra moga przylaczyé nienasycone
kwasy thuszczowe zawarte w 100 g tluszczu. Jej warto$¢ jest miara zawarto$ci w thuszczu
nienasyconych kwasow tluszczowych. Im wyzsza warto$¢ liczby jodowej, tym wicksza
zawarto$¢ nienasyconych kwaséw thuszczowych.
Nadmiar nieprzereagowanego jodu usuwa si¢ poprzez odmiareczkowanie roztworu kwasow
thuszczowych roztworem tiosiarczanu sodu wg roéwnania:

I, + 2 Na,S,05— 2 Nal + Na,S,0q4

WYKONANIE OZNACZENIA

Przeprowadzi¢ miareczkowanie proby kontrolnej i proby z badanym kwasem
tluszczowym. Proba kontrolna: w kolbie umiesci¢ 10 mL 0,2 M roztworu jodu w etanolu i
doda¢ 100 mL H,O. Wymiesza¢ i odstawi¢ na 5 minut. Nastgpnie nieprzereagowany jod
odmiareczkowa¢ za pomoca 0,1 M Na2S,03 wobec 2 mL nasyconego roztworu skrobi, ktorg
nalezy doda¢ pod koniec miareczkowania (gdy roztwoér uzyska jasnozotta barwe). Zakonczy¢
miareczkowanie, gdy roztwor uzyska mleczng barwe.

Probke badanego tluszczu o znanej masie rozpusci¢ w 15 mL alkoholu metylowego i
umiesci¢ w zlewce o pojemnosci 100 mL. Do roztworu doda¢ 10 mL 0,2 M roztworu jodu. w
etanolu. Roztwor doktadnie wymieszaé i natychmiast doda¢ 100 mL wody destylowanej i
odstawi¢ pod przykryciem na 4-5 min. (nie dtuzej!). Po tym czasie nieprzereagowany jod
odmiareczkowa¢ 0,1 M NaxS;03 wobec 2 mL roztworu skrobi, podobnie jak w probie
kontrolne;j.

Liczbe jodowa Lj oblicza si¢ stosujgc nizej podany wzor — z uwzglednieniem wartosci

gramoroéwnowaznika jodu (126,92 g) w odniesieniu do 100 g tluszczu:
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Lj=1269 —
c
gdzie: a— liczba mL 0,1 M Na;S;03 zuzyta w probie kontrolne;j

b —liczba mL 0,1 M Na»S;03 zuzyta w oznaczeniu wlasciwym
¢ — waga tluszczu (w gramach) zawartego w badanej probce.

Dane spektroskopowe kwasu oleinowego str. 20
Dane spektroskopowe kwasu linolowego [kwas (9Z,12Z)-oktadekadienowy]
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Zagadnienia

- Metody wyodrebniania sktadnikow z surowca roslinnego

- Lipidy 1 wyzsze kwasy tluszczowe (budowa, nazewnictwo, podziat, reaktywnos$¢)

- Zastosowanie wyzszych kwasow ttuszczowych, kwasy ®-3 1 ®-6; ich dziatanie na organizm
cztowieka

- Analiza widm produktow
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4.7. Izolacja kwasow thuszczowych z wiorkow kokosowych i oznaczanie
liczby jodowej

WIORKI KOKOSOWE —>  OLEJ KOKOSOWY

CH3(CH2)10COOH (ok. 44%)
KWAS LAURYNOWY

Odczynniki: Aparatura i szklo:

wiorki kokosowe 159 kolby okragtodenne poj. 250 mL (2 szt.)
eter naftowy 100 mL zlewki poj. 250 mL (2 szt.)

0,1 M NazS203 chlodnica zwrotna

MeOH 15 mL biureta 50 mL

0,2 M etanolowy roztwor I»

EtOH 25 mL

skrobia

octan etylu

Kokos w postaci orzecha, soku, mleka i oleju jest Zrédtem wielu witamin i dostarcza
mnostwo sktadnikéw odzywczych. Od pokolen z powodzeniem spozywany jest na catym
swiecie. Na wielu wyspach kokos jest podstawowym komponentem diety dostarczajagcym
wigkszosci sktadnikow, ktorych potrzebuje nasz organizm. Olejek kokosowy — olej
kokosowy zawiera ok. 44% kwasu laurynowego. Olej kokosowy w swoim czystym i
naturalnym stanie ma w temperaturze pokojowej konsystencj¢ stalg i bardzo przyjemny
zapach. Po lekkim ogrzaniu jest zupeklnie plynny. Dzieki swoim wlasciwosciom miedzy
innymi uelastyczniajagcym 1 nawilzajagcym skore stanowi skladnik wielu preparatow
kosmetycznych.

Celem ¢wiczenia jest pozyskanie olejku kokosowego z widrkow kokosowych na drodze

ekstrakcji eterem naftowym.

Wiorki kokosowe (15 g) umiesci¢ w kolbie okraglodennej o pojemnosci 250 mL
zaopatrzonej w chlodnice zwrotng i kamyczki wrzenne. Nastgpnie wla¢ 100 mL eteru
naftowego 1 tak otrzymany roztwdr doprowadzi¢ do wrzenia. Proces prowadzi¢ przez 0,5 — 1
godzine. Po zakonczeniu kolbg¢ ochtodzi¢. Przesaczy¢, kolbe przeptuka¢ octanem etylu i/lub
metanolem w celu wymycia wszystkich tluszczowych pozostatosci ze scianek naczynia 1 tak
otrzymany roztwor zagesci¢ pod zmniejszonym cisnieniem, zwazyc¢ i obliczy¢ wydajnosc.

Otrzymany olejek zawierajacy wyzsze nienasycone kwasy thuszczowe poddac

oznaczaniu liczby jodowej metoda Morgoschesa w sposob podany w ¢wiczeniu 4.6. (str. 36).
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Dane spektroskopowe kwasu laurynowego

Widmo IR (KBr)
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Zagadnienia

- Metody wyodrebniania sktadnikow z surowca roslinnego

- Lipidy i wyzsze kwasy tluszczowe (budowa, nazewnictwo, podziat, reaktywnos$c)

- Zastosowanie wyzszych kwasow thuszczowych, kwasy ®-3 1 ®-6; ich dziatanie na organizm
cztowieka

- Analiza widm produktu
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4.8. Izolacja masla kakaowego z gorzkiej czekolady

GORZKA CZEKOLADA — MASLO KAKAOWE

> 70% KAKAO C1sH:1COOH KWAS PALMITYNOWY (ok. 24-26%)
, Ci17HasCOOH KWAS STEARYNOWY  (ok. 34-35%)
C17H3sCOOH KWAS OLEINOWY (ok. 37-38%)
C17H:1COOH KWAS LINOLOWY (ok. 2%)

Odczynniki: Aparatura i szklo:

Metoda A

gorzka czekolada (70% i wigcej kakao, rozdrobniona) 10 g kolba okraglodenna poj. 250 mL

eter naft 100 mL czasza grzejna
owy chtodnica zwrotna
aparat Soxhleta
Metoda B lejek zwykty

gorzka czekolada (70% i wigcej kakao, rozdrobniona) 10 g
eter naftowy 100 mL

Celem ¢wiczenia jest wyizolowanie z gorzkiej czekolady masta kakaowego
(mieszaniny lipidow) popularnego w ostatnich latach sktadnika preparatow kosmetycznych.
W obu czg$ciach ¢wiczenia bada si¢ zawarto§¢ mieszaniny lipidow w tego samego rodzaju

czekoladzie.

Metoda A

W kolbie o pojemnosci 250 mL umiesci¢ 10 g rozdrobnionej gorzkiej czekolady
(zawierajacej powyzej 70% kakao) i 100 mL eteru naftowego pamigtajac o dodaniu kilku
kamyczkoéw wrzennych. Zawartos¢ kolby ogrzewacé przez godzing w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Nastepnie usungé czasz¢ 1 mozliwie szybko rozpoczaé sgczenie goracego
roztworu w celu oddzielania kakao i pozostatych sktadnikéw od masta kakaowego, mozna
takze saczy¢ przez Celit. Otrzymane maslo (mieszanina lipidow) dos$¢ szybko ulega
zestaleniu. Nastgpnie zwazy¢ otrzymane masto i obliczy¢ zawarto$¢ procentowg sumy

sktadnikow lipidowych w badanej gorzkiej czekoladzie.
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Metoda B

Zmontowa¢ aparat Soxhleta (porownaj rysunek w pkt. 7.1., str. 64, izolacja
teobrominy metoda B). W kolbie o pojemnosci 250 mL umiesci¢ 100 mL eteru naftowego
pamictajac o dodaniu kilku kamyczkéw wrzennych. W gilzie umiesci¢ 10 g rozdrobnione;j
gorzkiej czekolady (zawierajacej powyzej 70% kakao). Ekstrakcje prowadzi¢ przez okoto 2
godziny. Nastgpnie zawartos¢ kolby okragtodennej (bez kamyczkoéw wrzennych) — eterowy
roztwor mieszaniny lipidow zagesci¢ pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymane masto
kakaowe (mieszanina lipidéw) dos¢ szybko zacznie ulegal zestaleniu. Nastepnie zwazy¢
otrzymane masto i obliczy¢ procentowg zawartos¢ sktadnikow lipidowych w badanej gorzkiej

czekoladzie.

We wnioskach poréwnaé¢ wydajno$¢ izolacji masta kakaowego z zastosowaniem

poszczegbdlnych metod.

Dane spektroskopowe kwasu stearynowego

Widmo IR (KBr)
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Widma *H NMR i *C NMR w CDClI; (katalog Sigma Aldrich)
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Dane spektroskopowe kwasu palmitynowego

Widmo IR (KBr)
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Widma *H NMR i *C NMR w CDCl; (katalog Sigma Aldrich)
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Zagadnienia

- Metody wyodrebniania sktadnikow z surowca ro§linnego

- Lipidy i wyzsze kwasy tluszczowe (budowa, nazewnictwo, podziat, reaktywnos$¢)

- Zastosowanie wyzszych kwasow thuszczowych, kwasy w-3 1 ®-6; ich dziatanie na organizm
cztowieka

- Analiza widm produktow
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4.9. Otrzymywanie mydel sodowych i potasowych

Odczynniki: Aparatura i szklo:
wodorotlenek sodu 0,22-0,50¢g kolba okragtodenna poj. 250 mL
wodorotlenek potasu 0,28-0,70¢ chtodnica zwrotna

wyzszy kwas tluszczowy lg zlewka

lipid 29

ester wyzszego kwasu thuszczowego g

EtOH ok. 40 mL

Metody otrzymywania mydel:

1) zasadowa hydroliza estroéw wyzszych kwasoéw thuszczowych np. mirystynianu metylu

CH3(CH,),COOR + NaOH — CHj3(CH;),COO'Na" + ROH

gdzie: n =12,14,16
R = CHj

2) zasadowa hydroliza lipidow (tréjglicerydow)

H2C_OCO(CH2)nCH3 H2C_OH
HC-OCO(CHoNCH; + 3NaOH —— 3 CHy(CH,),COONa* + HC-OH
H,C~OCO(CH,)NCH; H,C-OH

gdzie: n =10,12,14,16

3) reakcja wyzszego kwasu thuszczowego z wodorotlenkiem sodu lub potasu

CH3(CH,),COOH + NaOH —> CHj3(CH,),COONa* + H,0
gdzie: n =12,14,16
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W kolbie okragglodennej o pojemnosci 250 mL umiesci¢ odpowiednie ilosci

substratow zestawione w ponizszej tabeli:

1. | Mydto z estru:
- mirystynian metylu

1 g mirystynianu metylu
0,22 g wodorotlenku sodu
lub

0,28 g wodorotlenku potasu

2. | Mydlo z lipidu:
- olejek migdatowy
- olejek kokosowy

2 g olejku migdatowego lub kokosowego
0,5 g wodorotlenku sodu

lub

0,7 g wodorotlenku potasu

3. | Mydto z kwasu mirystynowego

1 g kwasu mirystynowego

0,24 g wodorotlenku sodu
lub

0,30 g wodorotlenku potasu

Nalezy sporzadzi¢ roztwor poprzez rozpuszczenie jednej z substancji thuszczowych z

wymienionych powyzej w 30 mL alkoholu etylowego w kolbie kulistej o poj. 250 mL

I nastepnie doda¢ 45 mL roztworu zawierajacego odpowiednig ilos¢ wodorotlenku sodu lub

potasu (masy podane w tabeli) w mieszaninie woda-etanol (9:1 v/v). Otrzymang mieszaning

nalezy ogrzewa¢ do wrzenia pod chtodnica zwrotng przez 2 godziny. Po ochlodzeniu

uzyskane mydto przenosi si¢ topatka do zlewki zawierajagcej 110-150 mL mieszaniny

pokruszonego lodu z woda. Nastgpnie przesaczy¢, osuszy¢ i zwazy¢ otrzymane mydio oraz

obliczy¢ wydajnos$¢ przeprowadzonej reakcji.

Dane spektroskopowe mirystynianu sodu

Widmo IR (KBr)
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Dane spektroskopowe laurynianu sodu

Widmo IR (nujol)
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Dane spektroskopowe stearynianu sodu

Widmo IR (nujol)
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Dane spektroskopowe palmitynianu sodu

Widmo IR (nujol)

LoD

Wartosci
liczb
falowych
(cm™)
2964
2924
2852

50 - 2557
1462
1423
1403
1339
1278
724

TRAHNSHITTANCE %1

T T T T
2000 1500 Loog 00
HAVENUHBERI -11

T
4000 3000

Zagadnienia

- Lipidy i wyzsze kwasy tluszczowe (budowa, nazewnictwo, podziat, reaktywnos$c)
- Metody otrzymywania mydet

- Wiasciwosci piorgce mydet

- Analiza widm — poréwnanie wlasciwosci substratow i1 produktow

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska 46



Chemia produktow naturalnych

5. Ergosterol z drozdzy piekarskich

X
. NaOH
DROZDZE PIEKARSKIE
HO ERGOSTEROL
Odczynniki: Aparatura i szklo:
drozdze piekarskie 259 kolba okragtodenna poj. 250 mL
50% NaOH 6 mL chtodnica
toluen 60 mL cylinder miarowy poj. 50 mL
etanol 6 mL rozdzielacz poj. 250 mL
bezw. Na,SO4 kolba stozkowa poj. 100 mL

kolba stozkowa poj. 250 mL

szklany lejek

zlewka poj. 100 mL

zestaw do sgczenia pod zmniejszonym cisnieniem

W kolbie okragtodennej o poj. 250 mL umiesci¢ 25 g swiezych drozdzy piekarskich
i ogrzewacé na tazni wodnej w temperaturze 50-60 °C do utworzenia zawiesistej masy. Do tej
masy, ciagle mieszajac, doda¢ 6 mL 50% roztworu wodorotlenku sodu. Nast¢pnie mieszaning
ogrzewac pod chtodnicg zwrotng przez 3 godz. Catos¢ ochtodzi¢ i pozostawi¢ do nastgpnych
¢wiczen.

Zimng mieszaning poreakcyjng przenie$¢ do rozdzielacza o poj 250 mL i ekstrahowac
toluenem (4 x 15 mL), a nastgpnie CHClz (4 x 25 mL). Roztwory suszy¢ nad bezw.
siarczanem sodu (ok. 30 min, mieszajagc za pomocg mieszadta magnetycznego), odsgczyé
srodek suszacy. Rozpuszczalniki odparowa¢ pod zmniejszonym cisnieniem (wyparka).
Surowy produkt rozpusci¢ w 5 mL goracego etanolu i1 po przesaczeniu na gorgco pozostawic
do pojawienia si¢ osadu. Produkt odsgczy¢ i nastepnie krystalizowaé mieszaniny 1 mL
etanolu i 1 mL toluenu.

Wydzielone krysztaty suszy¢ na powietrzu. Zwazy¢ i obliczy¢ wydajnos¢ procesu. Zmierzy¢

temperature topnienia (lit. t.t. 160-162 °C).
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Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Eluent: toluen-octan etylu (5:1, v/v)
Po wysuszeniu zanurzy¢ ptytke w 10% H2SO4 — podsuszy¢ za pomoca suszarki. Nastepnie
ptytke wywotuje si¢ termicznie poprzez delikatne podgrzanie na plytce elektryczne;j.

Dane spektroskopowe ergosterolu

Widmo IR (film)
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Widmo BC NMR w CDCl; (500 MHz)
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Zagadnienia

- Steroidy (budowa, podziat)

- Modyfikacja grup funkcyjnych w steroidach
- Stereochemia

- Analiza widm produktu
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6. Weglowodany

6.1. Laktoza z mleka

OH CH,OH HoH,C

10% CH;COOH 0] o O
OH
MLEKO CaCOs HO HO
OH OH

Odczynniki: Aparatura i szklo:
mleko w proszku 309 zlewka poj. 300 mL
10% kwas octowy 18 mL cylinder miarowy
weglan wapnia 2,49 zestaw do sgczenia pod zmniejszonym ci$nieniem
etanol 150 mL kolba okragtodenna poj. 250 mL

W zlewce przygotowac zawiesing 30 g odtluszczonego mleka w proszku w 60 mL
cieptej wody o temperaturze 40-50 °C.

Nastepnie do zawiesiny wlac, ciaggle mieszajac za pomoca mieszadta magnetycznego, ok. 18
mL 10% roztworu kwasu octowego. Podczas mieszania zawiesiny nast¢puje koagulacja
kazeiny. Kazeine odsaczy¢ na lejku Biichnera. Mozna uzy¢ do tego celu tetry lub gazy.

W celu wyklarowania otrzymanego przesaczu nalezy przela¢ go do zlewki, doda¢ 2,4 g
weglanu wapnia, miesza¢ i ogrza¢ do wrzenia przez 10 min. (Uwaga! Roztwor si¢ pieni!). Do
gorgcego roztworu doda¢ odrobing wegla aktywnego, w celu usunigcia wydzielonych
albumin i pozostatosci CaCOs. Mieszaning przesgczyC przez warstwe ziemi okrzemkowej w
nastepujacy sposob: Przygotowac zestaw do sgczenia z lejkiem Biichnera. Do lejka wlozy¢
saczek i warstwe ziemi okrzemkowej (Celit), ktora nalezy doktadnie ubi¢ i natozy¢ saczek.
Na tak przygotowany lejek wyla¢ goracy roztwor z weglem aktywnym. Otrzymany Klarowny
przesacz zatgzy¢ do ok. 30 mL przez odparowanie wody na wyparce. UWAGA! Nie
przegrzewa¢, aby produkt nie ulegt karmelizac;ji!

Stgzony roztwor przela¢é do matej zlewki doda¢ 10 mL etanolu i pozostawi¢ do
krystalizacji. Laktoz¢ odsaczy¢ na lejku Biichnera i przemy¢ niewielkg ilo$cig zimnego
etanolu. Zwazy¢ i obliczy¢ wydajnos¢ procesu. Temperatura topnienia monohydratu
o-D-laktozy wynosi 219 °C (rozktad).

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Eluent: toluen-lodowaty kwas octowy-metanol (2:2:6, v/v/v). Po wysuszeniu ptytke wywotuje
si¢ termicznie poprzez lekkie podgrzanie na plytce elektryczne;.

Préoba Wohlkego: W czasie ogrzewania roztworu laktozy w obecnosci KOH powstaje zotte
zabarwienie, natomiast w obecnosci glukozy i galaktozy pojawia si¢ czerwone zabarwienie.
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Dane spektroskopowe laktozy

Widmo IR (KBr)
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Widmo *H NMR w D,0 (700 MHz)
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Zagadnienia
- Weglowodany; monosacharydy i disacharydy (budowa, nazewnictwo, podziat)

- Reakcje: estryfikacji, hydrolizy sacharydow, degradacja Wohla, synteza Kilianiego-Fishera

- Stereochemia

- Anomery monosacharydow

- Wiazanie glikozydowe

- Rozroznienie laktozy od galaktozy na podstawie reakcji barwnych oraz widm IR i NMR

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska
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6.2. D-Galaktoza z laktozy

CHO
OH  CH,OH HoH,C OH CH,OH H——OH
Q 0 0 HO—1—H
o)
HO on 250 o O —  jo-tn
HO H——OH
OH
OH OH CH,OH
: isk‘, i ’
ot v -S; —
Odczynniki: Aparatura i szklo:
laktoza 10 g kolba kulista poj. 100 mL
stezony kwas siarkowy 0,3mL chtodnica zwrotna
wodorotlenek baru x 8H.0 159 zestaw do sgczenia pod zmniejszonym
lodowaty kwas octowy 12,5 mL cisnieniem
metanol 3mL zlewka poj. 50 mL
eter dietylowy 10 mL
kwas mlekowy
Cu(CHsCO0)2

Do kolby kulistej o poj. 100 mL, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng, wla¢ roztwor 10 ¢
laktozy w 25 mL wody z dodatkiem 0,3 mL kwasu siarkowego i ogrzewa¢ do wrzenia przez 2
godz. Nie przegrzewaé¢! Moze dojs¢ do utworzenia karmelu z cukru!

Do goragcego jeszcze roztworu doda¢ wodorotlenku baru, tak aby uzyska¢ odczyn obojetny.
Po ochtodzeniu mieszaning przesaczyc.

Klarowny przesacz (lekko zotty) zatezy¢ do potowy objetosci na wyparce prozniowej. Przelaé
do matej zlewki, zakwasi¢ ok. 0,3 mL lodowatego kwasu octowego i pozostawi¢ do
krystalizacji w fazni woda—16d. Otrzymany Krystaliczny produkt odsgczy¢ na lejku Biichnera,
przemy¢ kolejno kwasem octowym, metanolem i eterem dietylowym. Zwazy¢ i obliczy¢

wydajno$¢ procesu. Zmierzy¢ temperature topnienia; lit. t.t. 165 °C, [a]o = +81,5 (c=1, H20).

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)
Eluent: propanol-kwas octowy-woda (4:1:5, v/v/v). Po wysuszeniu plytke wywotuje sig¢
termicznie poprzez lekkie podgrzanie na ptytce elektryczne;.

Proba Wohlkego: W czasie ogrzewania roztworu zhydrolizowanej laktozy (galaktoza +
glukoza) w obecnosci KOH powstaje czerwone zabarwienie, natomiast w obecnosci laktozy
pojawia si¢ zabarwienie zotte.
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Proba Barfoeda:

Préba pozwala na odréznienie monosacharydow od disacharydéw redukujacych na podstawie
redukcji w $rodowisku lekko kwasnym. Monosacharydy tatwo wykazujg wiasciwosci
redukujace, natomiast disacharydy dopiero po dluzszym ogrzaniu, gdy dojdzie do rozerwania
wigzania glikozydowego. Zanotowa¢ obserwowane zmiany barwy.

Odczynnik Barfoeda — rozpusci¢ na goraco 2,4 g Cu(CHsCOO)2w 45 mL wody i doda¢ 2,5

mL 8,5% kwasu mlekowego. Wstrzasna¢ do rozpuszczenia osadu. Ozigbi¢, uzupetni¢ woda
do 50 mL i przesaczy¢.

Dane spektroskopowe D-galaktozy

Widmo IR (KBr)

L
100 [T ——s oV e N W

\ \, | I [ I."! |V Ill'I
95 \ I.-" Y ) Illl.' | 1 {
90 \ i i /
] i il | | /
o .I ,'I Hi]; | l, il \ " |\'| ._.'
80 :| | I | [-‘ *‘ | Il : || | |!I

75 | _'I oy

2676

70 |

85 | (-
| o

1422
1300

] |
B0 Al

50

S Transmittance

45 | |: \f
' 1
“ |8 3
-
5 [ l 8
a0 |/
25 2
E
“
20

15

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Widmo *H NMR w D,0 (400 MHz).

T T T T T T T T T T
=2 = 7 = = 4 = 2 1 0

HSP—49-E76 pprm

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska 54



Chemia produktow naturalnych

Widmo **C NMR w D20 (75 MHz)

o-pyranose a-furanose B-pyranose
C1 936 | c1 965 C1 979
c2 69.8 | B-furanose c2 73.4
C3 707 | c1 1025 C3 743
C4 70.8 Cc4 70.2
C5 72.0 C5 76.6
C6 62.7 C6 62.5
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Zagadnienia

- Weglowodany; monosacharydy i disacharydy (budowa, nazewnictwo, podziat)

- Reakcje: estryfikacji, hydrolizy sacharydéw, degradacja Wohla, synteza Kilianiego-Fishera
- Stereochemia

- Anomery monosacharydow

- Wigzanie glikozydowe

- Rozroznienie laktozy od galaktozy na podstawie reakcji barwnych oraz widm IR i NMR
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6.3. Kwas Sluzowy z galaktozy

CIZHO ?OOH
H—(IZ—OH H—(F—OH
HO-C~H AN9s  Ho-c-#
HO—(IZ—H HO—CII—H
H—CII—OH H—(IZ—OH
CH,OH COOH
Odczynniki: Aparatura i szklo:
galaktoza 1lg kolba okragtodenna o poj. 50 mL
65% HNO3 10 mL nasadka na kolbe z wezem do odprowadzania
10% NaOH gazow
HCl rozc. (1:1, v/v) zestaw do saczenia pod zmniejszonym ci$nieniem
woda destylowana Czasza grzejna
fapa
zlewki

1 g Galaktozy nalezy umiesci¢ W kolbie okragtodennej o poj. 50 mL zaopatrzonej w
nasadke potaczong z wezem do odprowadzania gazow i doda¢ 10 mL 65% kwasu azotowego.
Prace nalezy prowadzi¢ pod sprawnie dzialajacym dygestorium! Mieszaning odparowac
do objetosci roztworu ok. 2 mL poprzez bardzo delikatne ogrzewanie na czaszy grzejnej
(wydzielaja si¢ brunatne dymy, tlenki azotu). Mieszanina gestnieje, gdyz wydziela si¢ kwas
Sluzowy. Pozostawi¢ do zupelnego ostygniecia 1 rozcienczy¢ ja 3 mL wody. Otrzymany osad
saczy si¢ 1 nastepnie przenosi ilosciowo do zlewki. W celu oczyszczenia surowego produktu
nalezy doda¢ niewielka ilo$¢ roztworu NaOH az do rozpuszczenia osadu i ponownie wytraci¢
rozcienczonym HCI (1:1, v/v). W czasie dodawania wodorotlenku sodu, a potem kwasu
solnego nalezy uwazaé, aby temperatura roztworu nie przekraczyla 25°C. Czysty
produkt — kwas $luzowy (D-galaktarowy) w postaci krystalicznego proszku o temperaturze
topnienia 211-213 °C (rozktad) otrzymuje si¢ z 58 % wydajnoscia.
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Dane spektroskopowe kwasy $luzowego

Widmo IR (KBr)
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Zagadnienia
- Weglowodany; monosacharydy (budowa, nazewnictwo, podziat, reaktywno$¢)
- Odczynniki utleniajace grupy hydroksylowe 1 karbonylowe

- Kwas $luzowy, wlasciwosci
- Analiza widm — poréwnanie wlasciwosci substratu i produktu
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6.4. 1,2,3,4,6-Penta-O-acetylo-a-D-glukopiranoza

OH OAc

o Nt

Hoﬁ& (CHsCOR0 Q T T
HO < R ST
ZnCl AcO PR S e

OH OH 2 Cc 'f,'.. \ 3 s

OAConc (SRR, ,3;5.;“» s
Ac = CHgCO - P
Odczynniki: Aparatura i szklo:
bezwodny chlorek cynku 0,54 g kolba dwuszyjna okraglodenna poj. 100 mL
eter dietylowy 100 mL chtodnica zwrotna
bezwodnik octowy 12,3 mL rurka z chlorkiem wapnia
a-D-glukoza 2,52 ¢ mieszadlo magnetyczne
etanol do krystalizacji termometr

faZznia wodna

taznia olejowa

zlewka poj. 200 mL

zestaw do saczenia pod zmniejszonym cis$nieniem

Celem ¢wiczenia jest przeprowadzenie reakcji estryfikacji a-D-glukozy.

W dwuszyjnej kolbie kulistej o pojemnosci 100 mL zaopatrzonej w chlodnice
zwrotng, rurke ze $rodkiem suszacym, termometr i mieszadetko magnetyczne umieszcza si¢
0,54 g bezwodnego chlorku cynku (jest higroskopijny, dlatego nalezy go bardzo szybko
umiesci¢ w kolbie reakcyjnej) i 12,3 mL bezwodnika octowego. Mieszaning ogrzewa si¢ na
wrzacej tazni wodnej, mieszajac za pomocg mieszadta magnetycznego przez 5-10 minut, az
wiekszo§¢ chlorku cynku ulegnie rozpuszczeniu. Woéwcezas powoli dodaje sie 2,52 g
sproszkowanej D-glukozy. W czasie dodawania glukozy roztwor w kolbie nalezy mieszac
tagodnie, aby kontrolowa¢ energicznie przebiegajaca reakcje, a nastgpnie mieszaning ogrzewa
si¢ przez 1 godzing W czaszy grzejnej w temperaturze 100 °C. Po tym czasie mieszaning
wylewa si¢ do dos$¢ duzej zlewki zawierajacej 125 mL wody z lodem i miesza energicznie,
aby utatwi¢ hydroliz¢ nieprzereagowanego bezwodnika octowego. Wydziela si¢ olej, ktory po
ok. 30 minutach stopniowo zestala si¢. Produkt odsgcza si¢, przemywa doktadnie zimng woda
i krystalizuje kilkakrotnie z alkoholu etylowego az do uzyskania statej temperatury topnienia.
Czysty produkt wykazuje t.t. 110-111 °C. Wydajnosc¢ 3,5g (63%).

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska 58



Chemia produktow naturalnych

Dane spektroskopowe 1,2,3.4,6-penta-O-acetylo-o-D-glukopiranozy

Widmo IR (KBr)
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Zagadnienia

- Weglowodany; monosacharydy (budowa, nazewnictwo, podziat, reaktywno$¢)

- Reakcje estryfikacji

- Analiza widm — poréwnanie wlasciwosci substratu i produktu
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6.5. Laczenie zapachéw i koloréw — formowanie alginianowych

kuleczek/mikrokapsulek

5 oo o -ooc—b
MO\ OH
OH
0
KWAS B-D-MANNURONOWY (M) KWAS a-L-GULURONOWY (G)

Monomery alginianu i schemat reakcji zelowania alginianu sodu.

Odczynniki: Aparatura i szklo:

1% roztwoér CaCly zlewki poj. 150 mL i 100 mL
2% roztwor alginianu sodu strzykawka z igla

woda destylowana krystalizator

olejek zapachowy np. lawendowy, lejek

cynamonowy lub zapachowy olejek do ciast, bagietka

olej antocyjandéw z hibiskusa, malwy czarnej, mieszadlo magnetyczne

ptatkow kwiatow

Alginiany

Alginiany pozyskuje si¢ prowadzac ekstrakcje S$cian komorkowych alg z klasy
Brunatnic  (Phaeophyceae). Kwasy alginowe najczesSciej wystepuja w  postaci
jednowarto$ciowych soli (np. alginianu sodu), stosowanych w ro6znych dziedzinach
przemystu. Alginian sodu jest nietoksycznym zagestnikiem (stabilizatorem, substancja
zelujacg) o symbolu E 401 | wystepuje w postaci proszku lub granulek o biatawej barwie, nie
posiada smaku i zapachu.

Rozpuszczajgc powoli alginian w wodzie otrzymuje si¢ zwiezly koloidalny zel, przy
czym lg suchego alginianu sodu jest w stanie zwigza¢ 25-30 g wody, a pH 1% roztworu
wynosi  6,0-8,5. W ciggu ostatnich kilku lat coraz czesciej i chetniej stosowany w kuchni
molekularnej do uzyskania zaskakujacych efektow kulinarnych — dania o najrézniejszych
smakach i kolorach serwowane w postaci galaretowatych kuleczek.

Pod wzgledem budowy chemicznej czasteczke alginianu nalezy rozpatrywaé jako
liniowy kopolimer zbudowany z kwasu a-L-guluronowego (G) i B-D-mannuronowego (M), a
obecnos¢ grup karboksylowych w obu monomerach powoduje, ze alginian jest polianionem.
W czgsteczce tego naturalnego polimeru mozna wyrdzni¢ trzy regiony: region zbudowany z
kwasu guluronowego (G) lub mannuronowego (M) oraz region mieszany (MG). W zaleznosci
od gatunku i rodzaju tkanki, z ktorej izolowano alginian wystepuje zroznicowana ilo$¢
poszczegdlnych monomerow, a takze diugo$¢ regiondw, co bezposrednio wpltywa na
wilasciwosci tych zwigzkow, jak i zeli z nich otrzymywanych. Struktura przestrzenna
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regiondw M przybiera ksztalt rozciggnietej wstazki, a w regionach G wystepujg regularne
zgigcia. W wyniku tego tworzg si¢ puste przestrzenie pomi¢dzy dwoma monomerami G, ktore
rozmiarem odpowiadajg wielkosci jonu wapnia, w zwigzku z tym wykazuja wigksze
powinowactwo do tych jonéw (niz do jonéw sodu). Zelowanie nastepuje po dodaniu jonow
wapnia do alginianu bogatego w regiony zbudowane z kwasu guluronowego (G). Natomiast
regiony zbudowane z kwasu mannuronowego (M) wykazuja stabe powinowactwo do jonéw
wapnia 1 w tych fragmentach zelu wytworzg si¢ rejony plastyczne.

Alginian sodu moze tworzy¢ zele takze w obecnosci jondw innych metali
dwuwarto$ciowych: baru, kobaltu, cynku, miedzi, zelaza i trojwartosciowych: zelaza i glinu,
jednak tak wytworzone zele nie sg biokompatybilne, cO powoduje, iz nie sg one w praktyce
stosowane.

Mikrokapsulkowanie

Proces ten polega na utworzeniu kapsutek, w ktorych wyrdzni¢ mozna dwie warstwy;
pierwsza jest rdzen np. ciecz lub zel, a druga warstwe stanowi otoczka utworzona z zelowego
polimeru. Kapsutki alginianowe sg biokompatybilne oraz biodegradowalne, a procedura
otrzymywania zelu jest tatwa, stosunkowo tania i nietoksyczna. Kapsulki alginianowe sg tym
bardziej wytrzymate im wiecej jest regiondw G w ich strukturze. Alginian wapnia wykazuje
matg odporno$¢ na srodki chelatujgce wapn takie jak aniony wielowarto$ciowe np. fosforany,
cytryniany, mleczany oraz kationy metali, ktére moga wypiera¢ wapn z polimeru. Ponadto, w
celu zachowania stabilno$ci kapsut nalezy przechowywaé je w S$rodowisku wodnym,
zwlaszcza zZele bogate w regiony G tatwo ulegajace synerezie (kurczenie zelu z jednoczesnym
wydzieleniem si¢ z niego ptynu).

Celem ¢wiczenia jest otrzymanie barwnych mikrokapsutek zawierajgcych wewnatrz
olejki zapachowe.

1g Alginianu sodu umieséci¢ w zlewce o pojemnosci 100 mL i doda¢ 50 mL wody
destylowanej, miesza¢ bagietka do uzyskania mozliwie jednolitej masy. W celu otrzymania
jednorodnej mieszaniny nalezy mas¢ odstawi¢ na kilka godzin, aby pozby¢ si¢ pecherzykow
powietrza.

Przygotowac¢ 200 mL wodnego roztworu chlorku wapnia w krystalizatorze, w ktérym
nalezy umiesci¢ tez mieszadetko magnetyczne, a krystalizator ustawi¢ na mieszadle
magnetycznym.

Cze¢s$¢ masy alginianowej przenie$¢ delikatnie do drugiej zlewki 1 doda¢ kilka kropli
zapachowego olejku (wczesniej koniecznie zageszczonego, Otrzymanego wg opisu na str. 5,
83, 87 1 kilka kropli olejku antocyjanéw (rowniez wczesniej zageszCzonego, otrzymanego
wezesniej wg opisu na str. 109), poniewaz obecnos¢ rozpuszczalnikéw organicznych wpltywa
niekorzystnie na formowanie si¢ kapsutek. Mieszajac sktadniki nalezy robi¢ to bardzo powoli,
aby nie powstaty pecherzyki powietrza, gdyz one takze uniemozliwiajg prawidtowe
wytworzenie kapsulek. Tak przygotowana mieszaning nalezy napetni¢ plastikowa
strzykawke, umiesci¢ na statywie 2 cm nad wczesniej uszykowanym krystalizatorem z

roztworem chlorku wapnia i mieszadetkiem magnetycznym (umieszczonym na mieszadle
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magnetycznym) i rozpocza¢ wkraplanie. Tempo wkraplania powinno by¢ takie, aby
formowaly si¢ ksztaltne kuleczki. Po kilku minutach powstate kolorowe kulki mozna

0dsaczy¢ 1 wyptukac¢ w zlewce z woda destylowang.

Dane spektroskopowe alginianu sodu
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Zagadnienia

- Polisacharydy (podziat, budowa, przyktady, wtasciwosci, reaktywnosc)
- Zastosowanie alginianow

- Analiza widm produktu
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7. Alkaloidy purynowe

7.1. lzolacja teobrominy z kakao

O CHg
KAKAO "l\‘\ T
O”"N" N
CH;
Metoda A
Odczynniki: Aparatura i szklo:
kakao 10g kolba kulista poj. 250 mL
tlenek magnezu (MgO) 30 Czasza grzejna
metanol 10 mL kolba stozkowa z korkiem
chlorek metylenu 350 mL cylinder miarowy
eter dietylowy 65 mL kolba kulista poj. 100 mL
jod (l2) 1g chtodnica zwrotna
jodek potasu (KI) 290 tyzka metalowa
etanol 100 mL zestaw do saczenia pod zmniejszonym ci$nieniem

zlewka poj. 500 mL
szkietko zegarkowe
W kolbie o poj. 250 mL zmiesza¢ tlenek magnezu (3g) w 20 mL wody 1 10 mL
metanolu. i doda¢ kakao (10 g). Operacje nalezy przeprowadza¢ pod wyciggiem. Mieszaning
ostroznie ogrzewa¢ w czaszy grzejnej, obracajac kolba i miesza¢ bagietkg tak dtugo, az masa
stanie si¢ sucha (ok. 1 godz); nie przypali¢! Do otrzymanej suchej masy doda¢ 175 mL
chlorku metylenu i ogrzewa¢ do wrzenia pod chtodnicg zwrotng przez 30 min. Nastgpnie
przesaczy¢ na goraco na lejku Biichnera. Otrzymany osad rozkruszy¢ i przenies¢ ponownie do
kolby okragtodennej i ponownie zala¢ 175 mL chlorku metylenu. Mieszaning ogrzewa¢ do
wrzenia przez 30 min i znéw przesaczy¢ na lejku Biichnera. Potaczone roztwory osuszy¢ nad
bezw. NaxSOs, odsaczy¢ srodek suszacy i przesacz zatezy¢ pod zmniejszonym ci$nieniem na
wyparce obrotowej w kolbie 0 poj. 100 mL. W kolbie musi pozosta¢ ok. 10 mL roztworu,
ktory nalezy przenies¢ do zlewki o poj. 100 mL i ochtodzi¢ do temperatury pokojowej, doda¢
45 mL eteru dietylowego i pozostawi¢ do krystalizacji. Otrzymany mikrokrystaliczny osad
0dsaczy¢ na lejku Biichnera i przemywac pigciokrotnie 10 mL porcjami eteru dietylowego.
Otrzymuje si¢ ok. 0,15 g teobrominy o t.t. 351 °C.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Eluenty: chloroform-metanol (9:1, v/v); chloroform-heksan (9,5:0,5, v/v)

Plytke zanurzy¢ w przygotowanym odczynniku do wykrywania alkaloidow purynowych (1,2 g I, 2 g
KI, w 100 mL EtOH). Po wysuszeniu ptytki — najpierw pomiedzy ptatkami ligniny, a nastepnie w
cieplym strumieniu powietrza suszarki — zanurzy¢ ja w mieszaninie 25% kwasu solnego i etanolu w
stosunku 1:1 (v/v). Plamka pochodzgca od teobrominy wybarwia si¢ na kolor szaroniebieski.
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Metoda B
Odczynniki: Aparatura i szklo:
kakao 109 Aparat Soxhleta z kolbg kulistg poj. 250 mL
tlenek magnezu (MgO) 30 Czasza grzejna
metanol 10 mL cylinder miarowy
chlorek metylenu 350 mL kolba kulista poj. 50 mL
eter etylowy 50 mL zestaw do sgczenia pod zmniejszonym
jod (I2) 19 ci$nieniem
jodek potasu (KI) 290
etanol 100 mL
)
U2 — H,0
\| {
()
)
‘; L:m <+—H,0
j[ <
Gilza
F! / z kakao
Pary T | : l Syfon
rozpuszczalnika
Rysunek. Aparat Soxhleta i mechanizm dziatania.
Kolba
destylacyjna
z CH2CI2

W zlewce zmiesza¢ tlenek magnezu (3g) z 25 mL wody do tej zawiesiny doda¢ kakao
(10 g) 1 ponownie wymieszac, tak aby nie byto jasnych grudek. Nast¢pnie dodac 4.5 g ziemi
okrzemkowej (Celite) i miesza¢ do uzyskania sypkiej mieszaniny. Otrzymany osad przenies¢
do gotowej gilzy (lub do uformowanej z bibuty) wlozy¢ do aparatu Soxhleta (pamigtaé o
wlozeniu kamyczkow wrzennych do kolby destylacyjnej). Do uktadu z gilza delikatnie
wprowadzi¢ 100 mL chlorku metylenu, tak aby doszto do pierwszego przemycia materiatu.
Poczeka¢, az rozpuszczalnik przeleje si¢ przez syfon do kolby i powtorzy¢ proces z kolejng
porcja 100 mL. Gdy kolba destylacyjna zapeini si¢ do potowy rozpoczaé ogrzewanie uktadu.
Ogrzewa¢ do wrzenia pod chlodnica zwrotng przez 1 godz. Po ostudzeniu do kolby doda¢

srodek suszacy (bezw. NaSO4) 1 po wysuszeniu przesaczy¢ bezposrednio do wytarowanej
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kolby okraglodennej. Przeprowadzi¢ analizg¢ czystosci otrzymanego surowego produktu
(TLC), a nastepnie rozpuszczalnik odparowac¢ na wyparce prozniowej 1 zwazyc.
Przeprowadzi¢ krystalizacj¢ otrzymanego zwigzku z mieszaniny chlorek metylenu-eter
dietylowy (5:20, v/v). Roztwor przenies¢ pipeta Pasteura do fiolki.

Otrzymany mikrokrystaliczny osad odsaczy¢ na lejku Biichnera i przemy¢ 10 mL eteru
dietylowego. Otrzymang teobromine zwazy¢ i obliczy¢ wydajnos¢ (t.t. 351 °C).

Poréwnaé wydajnos¢ oraz czysto$é (TLC) produktu otrzymanego metoda A i metoda B.

Otrzymane produkty zbada¢ metodami spektroskopowymi (analiza GC-MS).

Dane spektroskopowe teobrominy
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Widmo APT 3C NMR w DMSO-ds (400 MHz)
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Zagadnienia

- Metody wyodrgbniania sktadnikow z surowca roslinnego

- Alkaloidy purynowe; reakcje charakterystyczne; modyfikacje chemiczne

- Rozréznienie teobrominy od kofeiny na podstawie reakcji barwnych oraz widm IR i NMR
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7.2. Metylowanie teobrominy do kofeiny

2 o (s
HN N (CHa),80, HaCsy % ~*
A A ;\ Wt
| NN
CH3 }' i
Odczynniki: Aparatura i szklo:
teobromina 0,29 mieszadlo magnetyczne, mieszadetko
10% NaOH 3,35 mL cylinder miarowy
siarczan dimetylu (silna trucizna!) 0,7 mL kolba dwuszyjna poj. 50 mL
chlorek metylenu 25 mL rozdzielacz poj. 50 mL
bezw. Na;SO4 kolba stozkowa poj. 50 mL

chtodnica zwrotna
rurka do odprowadzania gazéw

W dwuszyjnej kolbie o poj. 50 mL, wyposazonej w chtodnice zwrotng z rurkg do
oprowadzania gazow, rozpusci¢ 0,2 g surowej teobrominy w 3,35 mL 10% roztworu
wodorotlenku sodu. Do tego roztworu dodac pipeta 0,7 mL siarczanu dimetylu (UWAGA!!!
Zwiazek silnie trujacy! Praca w rekawicach 1 pod wyciagiem!) i mieszaning miesza¢ przez
20 minut w temperaturze pokojowej. Nast¢pnie doda¢ 12 mL chlorku metylenu, mieszaé ok.
10 minut i przela¢ do rozdzielacza. Produkt ekstrahowaé chlorkiem metylenu (2 x 20 mL) i
suszy¢ nad bezwodnym siarczanem sodu. Odsaczy¢ $rodek suszacy i przesgcz umiesci¢ w
kolbie 0 poj. 50 mL. Roztwor zatezy¢ pod zmniejszonym cCisnieniem na wyparce obrotowe;.

Otrzymang surowg kofeing suszy¢é na powietrzu. Zwazy¢ i obliczy¢é wydajnosc

procesu. Zmierzy¢ temperature topnienia (lit. t.t. 225-228 °C).

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Eluenty: chloroform-metanol (9,5:0,5, v/v); chloroform-heksan (9,5:0,5, v/v).

Ptytke zanurzy¢ w odczynniku do wykrywania alkaloidéw purynowych (1,2 g Iz, 2 g KI, w
100 mL EtOH). Po wyschnigciu ptytki zanurzy¢ ja w mieszaninie 25% kwasu solnego i
etanolu w stosunku (1:1, v/v). Plamka pochodzaca od kofeiny wybarwia si¢ na kolor
ciemnobrunatny.
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Dane spektroskopowe kofeiny

Widmo IR (KBr)
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Zagadnienia

- Metody wyodrgbniania sktadnikow z surowca ro§linnego

- Alkaloidy purynowe; reakcje charakterystyczne; modyfikacje chemiczne

- Rozrdznienie teobrominy od kofeiny na podstawie reakcji barwnych oraz widm IR i NMR

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska

69



Chemia produktow naturalnych

8. Terpeny

8.1. (S)-(+)-Karwon z nasion kminku

NASIONA KMINKU ——

Celem ¢wiczenia jest porownanie dwoch metod: A 1 B izolacji produktow naturalnych.

Metoda A

Odczynniki: Aparatura i szklo:

nasiona kminku 209 zestaw do destylacji z parg wodna
chloroform 60 mL kolba okragtodenna poj. 500 mL
bezw. Na,SO4 rozdzielacz poj. 500 mL

walina kolba stozkowa poj. 250 mL

kolba okragtodenna poj. 250 mL
kolba okragtodenna poj. 50 mL
W kolbie o poj. 500 mL umiesci¢ 20 g zmielonego kminku i doda¢ 150 mL wody.
Nastepnie nalezy zmontowa¢ uktad do destylacji z parg wodng tak, jak jest to pokazane na
rysunku w ¢wiczeniu 1 (str. 5). Przeprowadzi¢ destylacje olejku kminkowego. Destylat
zawiera karwon, ktory nalezy wyekstrahowa¢ chloroformem (4 x 30 mL). Potgczone
ekstrakty przemy¢ woda destylowang (2 x 20 mL), frakcje organiczng suszy¢ nad bezw.
siarczanem sodu (ok. 30 min, mieszajac za pomocg mieszadla magnetycznego), odsaczy¢
srodek suszacy. Osuszony roztwor przenies¢ do wytarowanej kolby o poj. 250 mL i zatgzy¢
na wyparce pod zmniejszonym cisnieniem do objetosci ok. 15 mL. Uzyskany roztwor
przenies¢ za pomoca pipetki do wytarowanej kolby o poj. 50 mL i odparowac rozpuszczalnik
pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymuje si¢ surowy (S)-(+)-karwon, [a]Jo=+61 (c=1, EtOH).

Zwazy¢ i obliczy¢ zawarto$¢ karwonu w materiale roslinnym.

Metoda B

Odczynniki: Aparatura i szklo:

nasiona kminku 20 ¢ kolba stozkowa poj. 500 mL

eter dietylowy 150 mL zestaw do saczenia pod zmniejszonym ci$nieniem
walina kolba okragtodenna poj. 250 mL

kolba okragtodenna poj. 50 mL
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Do kolby stozkowej o poj. 500 mL wsypa¢ zmielone nasiona kminku i1 zala¢ catosé¢
eterem dietylowym. Wymiesza¢ dokladnie tak, aby caly wsad byl zanurzony w
rozpuszczalniku i odstawi¢ mieszaning na 30 minut, 0d czasu do czasu wstrzasna¢ i mieszac
zawartos¢ kolby.

Nastepnie przygotowaé zestaw do sgczenia pod zmniejszonym ci$nieniem 1 przesaczy¢
mieszaning. Kolbe przemy¢ eterem 1 wyla¢ na osad na lejku przemywajac go ponownie
eterem.

Otrzymany klarowny przesacz przela¢ do kolby okragtodennej i zatezy¢ pod zmniejszonym
ci$nieniem na wyparce. Nastgpnie pozostatos¢ przenies¢ pipetkg do wytarowanej kolby o poj.
50 mL i catkowicie odparowac rozpuszczalnik.

Zwazy¢ otrzymany olejek karwonu i obliczy¢ wydajnos¢ w stosunku do ilosci uzytego
zmielonego kminku.

Na podstawie analizy TLC poréwnaé czystos¢ otrzymanych produktéow metodami A i B.

Otrzymane produkty zbada¢ metodami spektroskopowymi (analiza GC-MS).

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC).

Eluent: heksan-octan etylu (9:1, v/v).

Po wysuszeniu plytkg zanurzy¢ w roztworze waliny (1 g waliny rozpusci¢ w 100 mL kwasu
siarkowego). Osuszy¢ ptytke i wywotaé termicznie poprzez delikatne podgrzanie na plytce
elektrycznej. Plamka pochodzaca od karwonu wykazuje zabarwienie rézowe. Pozostate
plamki, o zabarwieniu zottym i bragzowym, pochodza od antocyjandéw, limonenu oraz
barwnikéw — pigmentéw, m. in. chlorofilu.

Dane spektroskopowe karwonu
Widmo IR (film)

LoD

TRAMSHLTTAMCEN %1
wm
=
1

T T T T
4000 000 eoon 1500 looo a0o
HAVENUHBER!-1|

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska 71



Chemia produktow naturalnych

Widmo *H NMR w CDCl3 (400 Hz)

HSP-43-5E3 pprm

Widmo ¥C NMR w CDCls
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Zagadnienia

- Metody wyodrgbniania sktadnikow z surowca roslinnego
- Olejki eteryczne (przyktady, zastosowanie)

- Terpeny (budowa, podziat, synteza i modyfikacja)

- Stereochemia

- Analiza widm produktu
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8.2. Mentol oraz (R)-(-)-karwon z miety ogrodowej (pieprzowe;j)

0
+
_~~OH
/\

MIETA
N
(-)-MENTOL (-)-KARWON

Celem ¢wiczenia jest porownanie dwoch metod: A i B izolacji produktow naturalnych.

Metoda A

Odczynniki: Aparatura i szklo:

$wieza migta pieprzowa 209 zestaw do destylacji z parag wodna
chloroform 60 mL rozdzielacz poj. 500 mL

bezw. Na,SO4 kolba stozkowa poj. 250 mL
walina 19 kolba okraglodenna poj. 250 mL
kwas fosforomolibdenowy 10 g kolba okraglodenna poj. 50 mL
etanol 50 mL

W kolbie dwuszyjnej umiesci¢ 20 g migty 1 zala¢ 150 mL wody. Przeprowadzi¢
destylacje z parg wodng wedhlug opisu w ¢wiczeniu 1 (str. 5).
Destylat zawiera mentol i (—)-karwon, ktore nalezy wyekstrahowa¢ kilkoma porcjami chlorku
metylenu (5 x 30 mL). Potaczone ekstrakty suszy¢ nad bezw. siarczanem sodu (ok. 30 min,
Mmieszajagc za pomocg mieszadta magnetycznego). Osuszony roztwér 0dsgczy¢ od $rodka
suszgcego do kolby o poj. 250 mL i zatezy¢ pod zmniejszonym cisnieniem na wyparce do
objetosci ok. 10 mL. Przenie$¢ pipetka do mniejszej wytarowanej fiolki 1 odparowaé
rozpuszczalnik. Otrzymuje si¢ ok. 0,2 g olejku zawierajacego surowy (R)-(—)-karwon,
skrecalno$¢ wiasciwa [o]p = — 61 (c=1, EtOH) oraz (+)-mentol t.t. 34-36 °C. Temperatura

topnienia czystych krysztatow (—)-mentolu wynosi 42-45 °C.

Metoda B

Odczynniki: Aparatura i szklo:

$wieza migta pieprzowa 20 ¢ kolba stozkowa poj. 500 mL

chloroform 50 mL zestaw do sgczenia pod zmniejszonym ci$nieniem
etanol 50 mL kolba okragtodenna poj. 250 mL

walina kolba okragtodenna poj. 50 mL

kwas fosforomolibdenowy 10 g
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W kolbie stozkowej o poj. 500 mL umiesci¢ miete i zala¢ cato$¢ chloroformem.
Wymiesza¢ dokladnie, tak aby caty wsad byt zanurzony w rozpuszczalniku. Odstawié
mieszaning na 30 minut i od czasu do czasu wstrzasnag¢ i miesza¢ zawarto$¢. Nastgpnie
przygotowac zestaw do sgczenia pod zmniejszonym ci$nieniem i1 przesgczy¢ mieszaning.
Przemy¢ kolbg chloroformem i wyla¢ na osad na lejku, przemywajac go ponownie. Nastepnie
osad przenies¢ do zlewki 1 zala¢ chloroformem. Pozostawi¢ na 30 min. Calg operacje
powtorzyc.

Otrzymane klarowne przesacze nalezy przela¢ do oddzielnych kolb i zatgzy¢ na
wyparce pod zmniejszonym ci$nieniem, nastepnie pipetka przenies¢ do wytarowanych fiolek.
Po catkowitym odparowaniu rozpuszczalnika, zwazy¢ otrzymane olejki 1 obliczy¢ zawarto$¢
procentowa w stosunku do masy lisci.

Przeprowadzi¢ poréwnawcza analiz¢ TLC produktow otrzymanych metodami A i B.

Otrzymane produkty zbada¢ metodami spektroskopowymi (analiza GC-MS).

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) — wykrywanie mentolu:

Eluent: heksan-metanol-chloroform (8:2:2, v/v/v). Po wysuszeniu ptytke zanurzy¢é w roztworze kwasu
fosforomolibdenowego (10 g kwasu rozpusci¢ w 50 mL etanolu). Nasycong tym roztworem ptytke
ogrzewaé¢ kilka minut w temp. ok. 100 °C. Plamka pochodzaca od mentolu wykazuje niebieskie
zabarwienie.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) — wykrywanie karwonu:

Eluent: heksan-octan etylu (9:1, v/v). Po wysuszeniu ptytke zanurzy¢ w roztworze waliny (1 g waliny
rozpusci¢ w 100 mL kwasu siarkowego). Osuszy¢ plytke i wywota¢ termicznie poprzez delikatne
podgrzanie na ptytce elektrycznej. Plamka pochodzaca od karwonu wykazuje zabarwienie rozowe.

Dane spektroskopowe mentolu

Widmo IR (KBr)
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Widmo *H NMR w CDCls (600 MHz)
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Widmo APT 13C NMR w CDCls (150 MHz).
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Zagadnienia

- Metody wyodrgbniania sktadnikow z surowca roslinnego
- Olejki eteryczne (przyktady, zastosowanie)

- Terpeny (budowa, podziat, synteza i modyfikacja)

- Stereochemia

- Analiza widm produktow

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska 75



Chemia produktow naturalnych

8.3. Pozyskiwanie olejku rozmarynowego

LISCIE ROZMARYNU

OLEJEK ROZMARYNOWY

CH3 CHs
CH, H3C
EUKALIPTOL o-PINEN
Odczynniki: Aparatura i szklo:
licie rozmarynu 20 g zestaw do destylacji z para wodna
chloroform rozdzielacz
bezw. Na;SO4 ptytka grzejna

kolbki stozkowe poj. 250 mL

Rozmaryn lekarski (Rosmarinus officinalis) jest wiecznie zielonym krzewem o
lisciach ksztattem przypominajacych igly oraz charakterystycznym zapachu nieco zblizonym
do eukaliptusowego. Rozmaryn jest rosling z rodziny wargowych (Labiatae). Rozmaryn byt
jedna z roslin najwczesniej stosowanych w medycynie. Dawniej stosowany byt tez jako
przyprawa konserwujaca zywnos$¢, a w niektérych krajach byl rosling uzywang w obrzadkach
religijnych. Surowcem zielarskim stosowanym do otrzymywania olejku eterycznego sa liscie
lub gatazki rozmarynu lekarskiego zebrane w czasie lub po kwitnieniu w postaci $wiezej,
wzglednie wysuszonej. W surowcu zazwyczaj znajduje si¢ nie mniej niz 1,2% olejku
eterycznego w przeliczeniu na suchg masg, ktorego glownymi sktadnikami sa: eukaliptol (1,8-
cyneol) 20-50%, oraz a-pinen (zawarto$¢ do 25%), kamfora, borneol i kamfen. Wystepuje
kilka odmian olejku rozmarynowego: cyneolowy (eukaliptolowy) zawierajacy do 40%
cyneolu (Wtochy, Maroko, Tunezja); kamforowy — zawierajacy do 25% kamfory (Francja);
o-pinenowo-werbenowy — zawierajacy do 25% a-pinenu oraz do 25% werbenonu (Korsyka,
Algieria); a-pinenowo-cyneolowy — zawierajacy do 20% o-pinenu oraz do 30% cyneolu
(Jugostawia, Grecja, Hiszpania).

Olejek stosowany jest w kosmetyce (do wyrobu spirytusu rozmarynowego,
dezodorantow, wod kolonskich, perfum, tonikow, a takze do masazy, kapieli, maseczek,
parowek twarzy, kompresow) gdzie wykorzystywane sa jego wilasciwosci normalizujgce i
$ciggajace. W pielegnacji wlosow i skory wykorzystuje sie jego wlasciwosci antybakteryjne i
antygrzybicze (m. in. eliminuje tupiez i pomaga przy przetluszczajacych si¢ wlosach). W
kosmetyce naturalnej w olejkach do twarzy i ciala po zmieszaniu go z olejem bazowym
otrzymuje si¢ preparat skutecznie ujedrniajgcy skorg. Ponadto rozjasnia blizny. W medycynie
naturalnej jest stosowany przy przezigbieniach (inhalacje z jego zastosowaniem wykazuja
dziatanie antyseptyczne), zapaleniu stawow, artretyzmie, migrenach i biegunkach, ponadto
Wzmacnia §ciany naczyn krwiono$nych i tagodzi stany zapalne zyt, a takze jest pomocny przy
leczeniu zylakow.

Aromaterapia z zastosowaniem olejku rozmarynowego dziata korzystnie na centralny
uktad nerwowy. Olejek rozmarynowy jest dobrym $rodkiem przeciwbolowym, Stosuje si¢ go
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przy bolach reumatycznych i masazach zmeczonych, sforsowanych migsni. Dlatego si¢
uznaje sie, ze jest to jeden z najcenniejszych olejkéw aromaterapeutycznych.

Celem c¢wiczenia jest otrzymanie olejku rozmarynowego i przygotowanie preparatu

pielegnacyjnego na jego bazie.

Destylacja z parg wodng liSci rozmarynu

Zmontowaé zestaw do destylacji z parg wodng tak, jak jest to pokazane na rysunku
w ¢éwiczeniu 1, str. 5. W kolbie o pojemnosci 500 mL umiesci¢ 20 g lisci rozmarynu i dodac¢
100-150 mL wody destylowanej. Destylacje prowadzi¢ do momentu uzyskania 150-200 mL
destylatu, objeto$¢ zebranego destylatu zanotowaé. Do odbieralnika mozna od razu wlaé
chloroform, co umozliwi lepsze wydzielenie olejku z warstwy wodnej. Nastepnie destylat
przenie$¢ do rozdzielacza i ekstrahowac chloroformem (6 x 50 mL). Otrzymane ekstrakty
potaczy¢ i suszy¢ nad bezw. siarczanem sodu (ok. 30 min, mieszajac za pomoca mieszadta
magnetycznego), odsaczy¢ srodek suszacy. Nastgpnie przesacz zagesci¢ pod zmniejszonym

ci$nieniem W wytarowanej kolbie. Obliczy¢ wydajnos¢ otrzymanego olejku.

Dane spektroskopowe a-pinenu

Widmo IR (film)
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Widma 'H NMR i *C NMR w CDCl; (katalog Sigma Aldrich)
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Dane spektroskopowe eukaliptolu

Widmo IR (film)
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Widma *H NMR i *C NMR w CDClI; (katalog Sigma Aldrich)
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Widmo EI-MS (M=154 g/mol)
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Zagadnienia

- Metody wyodrgbniania sktadnikow z surowca roslinnego
- Olejki eteryczne (przyktady, zastosowanie)

- Terpeny (budowa, podziat, synteza i modyfikacja)

- Analiza widm produktow
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8.4. Otrzymywanie olejku imbirowego i jego zastosowanie do preparatow
pielegnacyjnych

SPROSZKOWANY IMBIR

N N CHO :
“OH
CHO Y
| | |

CYTRAL B (cis) CYTRAL A (trans) KAMFEN BORNEOL ZINGIBEREN

OLEJEK IMBIROWY

L

Odczynniki: Aparatura i szklo:
sproszkowany imbir 10 g zestaw do destylacji z para wodng
chloroform rozdzielacz

bezw. Na>SO4 plytka grzejna

kolbki stozkowe poj. 250 mL

Olejek imbirowy (Oleum Jingiberis officinalis) wytwarza si¢ z wysuszonych,
zmielonych klaczy w procesie destylacji z parag wodng. Ta metoda otrzymywania pozwala na
zachowanie w jego sktadzie substancji mineralnych i witamin. Olejek ma barwe bursztynowga
I bardzo intensywny miodowo-korzenny zapach.

Imbir znany jest od wiekow zaréwno jako przyprawa, jak i1 §rodek na dolegliwosci
trawienne. Jest rowniez pomocny w leczeniu przezigbien poniewaz dziata napotnie, obniza
wysoka temperaturg¢. Wchodzi w sktad niektorych masci i plastrow rozgrzewajacych. Olejek
imbirowy ma dziatanie przeciwzapalne i rozgrzewajace. Silnie pobudza krazenie, przez co
pozytywnie wptywa na likwidacje cellulitu i nadmiernej ilosci tkanki tluszczowej. Olejek
imbirowy stosuje si¢ w preparatach wyszczuplajaco-modelujacych. Peten $wiezosci 1 egzotyki
zapach imbirowy jest baza wielu perfum. Imbirowa nuta cze¢sto wspdlgra z innymi
przyprawami (pieprzem, kardamonem). Olejek imbirowy znajduje zastosowanie w:
mieszankach zapachowych, olejkach do masazu, masciach 1 kremach likwidujacych obrzgki
nog, perfumach do ciata i kompozycjach zapachowych, inhalacjach. Zawarty w szamponach i
balsamach do wtosow ekstrakt z imbiru zapobiega procesom starzenia si¢ skory glowy.
Przeciwdziala elektryzowaniu si¢ wlosow, utatwia ich rozczesywanie oraz uktadanie fryzury.

W lecznictwie wykorzystuje si¢ klagcze imbiru - Rhizoma Zingiberis, w ktorym
znajduje si¢ okolo 2-4% oleju z czego olejek eteryczny stanowi 1,5-3%. Sktadnikami
nadajagcymi charakterystyczny zapach, a takze ostry smak sa: zingiberol C1sH2s0H (alkohol),
cineol, giberen (weglowodor cykliczny), gingerole (zwigzeki fenolowe, glownie 6-gingerol),
szogaole, mieszanina seskwiterpendw (zingiberen, o-kurkumen, B-bisabolen, B-
seskwifelandren) i monoterpenéw (geranial, cytral B, linalol), zinferon, citreol, borneol i
kamfen. Wszystkie te substancje majg lecznicze wtasciwosci. Surowy imbir zawiera jeszcze
okoto 9% lipidow 1 glikolipidow oraz diterpenowe galanolaktony i1 zawierajace grupy
siarkowe kwasy.
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Celem ¢wiczenia jest otrzymanie olejku imbirowego i przygotowanie preparatu

pielegnacyjnego na jego bazie.

Czes¢ A Destylacja z para wodna sproszkowanego imbiru

Zmontowaé zestaw do destylacji z parg wodng tak, jak jest to pokazane na rysunku
w ¢wiczeniu 1, str. 5. W kolbie o pojemnosci 500 mL umiesci¢ 10 g sproszkowanego imbiru i
doda¢ 100-150 mL wody destylowanej. Destylacje prowadzi¢ do momentu uzyskania
150-200 mL destylatu, zanotowac objetos¢ zebranego destylatu. Do odbieralnika mozna od
razu wla¢ chloroform, co umozliwi lepsze wydzielenie olejku z warstwy wodnej. Nastepnie
destylat przenie$¢ do rozdzielacza i1 ekstrahowa¢ chloroformem (6 x 50 mL). Otrzymane
ekstrakty suszy¢ nad bezw. siarczanem sodu (ok. 30 min, mieszajac za pomoca mieszadta
magnetycznego), odsaczy¢ $rodek suszacy. Nastepnie przesacz zagesci¢ pod zmniejszonym

ci$nieniem W wytarowanej uprzednio kolbie. Obliczy¢ wydajno$¢ otrzymanego olejku.

Czes¢ B Przygotowanie olejku do masazu
Skladniki: Sprzet:
olejek imbirowy 4-5 kropli zlewki poj. 100 mL
olej migdatowy pipeta Pasteura
olej z oliwek fiolka/buteleczka do produktu

olej z nasion winogron

Za pomoca pipety Pasteura otrzymany wczesniej olejek imbirowy wkropli¢ do zlewki 1
policzy¢ ilo$¢ kropli. W drugiej zlewce uszykowaé¢ odpowiednig ilo$¢ oleju podstawowego
przez zmieszanie oleju migdatowego (otrzymany w ¢wiczeniu 4.6., str. 35) z olejem z oliwek
i olejem z pestek winogron (1:1:1, v/v/v, np. po 10 mL kazdego oleju daje 30 mL
mieszaniny), przy czym nalezy zachowac nastgpujaca proporcje: na 4-5 kropli olejku
imbirowego stosowa¢ 10 mL oleju podstawowego (olej migdatowy, olej z oliwek i nasion
winogron). W przypadku mniejszej lub wigkszej ilosci olejku imbirowego objetos¢ oleju
podstawowego nalezy odpowiednio zmniejszy¢ lub zwigkszy¢. Tak zmieszane sktadniki
nalezy umiesci¢ w fiolce/ buteleczce (najlepiej z ciemnego szkta) i mozna stosowaé do

masazu.
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Dane spektroskopowe cytralu

Widmo IR (film)
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Widma *H NMR i *C NMR w CDClI; (katalog Sigma Aldrich)
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Zagadnienia
- Metody wyodrgbniania sktadnikow z surowca roslinnego
- Olejki eteryczne (przyktady, zastosowanie)
- Analiza widm produktu
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9. Olejek kawowy — destylacja zmielonych ziaren kawy Arabica z parg
wodna

Gléwne skladniki olejku kawowego — lotne zwiazki zapachowe sktadajace si¢ na aromat
kawy

(E)-B-damascenon 2-izopropylo-3- wanilina 4-hydroksy-2,5-dimetylo-
metoksypirazyna 3(2H)-furanon

H CHs
“ N O . HO
» :
0o N HO 0
0 CHs

zapach miodowy,

owocowy zapach ziemisty, prazony zapach waniliowy zapach karmelowy
Odczynniki: Aparatura i szklo:
zmielona kawa gatunek Arabica 20 g zestaw do destylacji z para wodnag
chloroform rozdzielacz
bezw. Na;SO4 ptytka grzejna

kolbki stozkowe poj. 250 mL

Aromat kawy jest bardzo istotng cechg réznych rodzajow kawy, przy czym kawa
rozpuszczalna jest pozbawiona wickszosci lotnych zwigzkéw zapachowych. Powyzej
przedstawiono wybrane zwiazki, najbardziej istotne w tworzeniu aromatu kawy. Aromat
moze by¢ odczuwany poprzez wachanie albo percepcje (wrazenie smakowo-wechowe), gdy
kawa jest obecna w jamie ustnej lub potknieta, a zwigzki zapachowe przedostaja si¢ do
nabtonka wechowego od strony jamy ustnej. Powstawanie aromatu kawy uzaleznione jest od
nastepujacych czterech gtownych reakcji w czasie prazenia ziaren:

- reakcja Maillarda — zachodzaca migdzy zwigzkami zawierajagcymi azot (aminokwasy,
biatka, jak rowniez trigonelina 1 serotonina) oraz weglowodanami,

- rozpad pojedynczych aminokwasow, szczegolnie siarkowych,

- rozpad cukrow i powstanie zwigzkéw podobnych do karmelu,

- rozpad kwasow fenolowych, szczeg6lnie o strukturze kwasu chinowego.

W dalszych reakcjach nast¢puje rozpad thuszczow oraz majg miejsce rozne interakcje miedzy

posrednimi produktami rozktadu.

Posréd zwiazkow zapachowych kawy dominujgcg grupe stanowig furany, ktore posiadaja

zapach podobny do karmelu, gdyz tworza si¢ w procesie pirolizy cukrow. Natomiast pirole

odpowiedzialne sg za cze$¢ stodkiego, karmelowego i grzybowego aromatu kawy.

Sktadnikami kawy odpowiedzialnymi za wzrost poziomu cholesterolu we krwi u
cztowicka sg kafeol i kafestol, zwigzki rozpuszczalne w tluszczach znane jako diterpeny i
znajdujace si¢ w oleju izolowanym z ziaren kawy. Stezenie tych dwdch sktadnikow zalezy od
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gatunku kawy; ziarna kawy Arabika zawierajg zaro6wno kafeol i kafestol, natomiast ziarna
kawy Robusta zawiera o potowe mniej kafestolu i §ladowe ilosci kafeolu. Kafestol zwigksza
poziom cholesterolu we krwi znacznie bardziej od kafeolu. Obu diterpenom przypisuje sie
dziatanie przeciwnowotworowe. Wykazano, ze kafeol i kafestol wywotujg szereg reakcji
biochemicznych ograniczajagcych dziatanie kilku zwigzkow rakotworczych, w tym
wielopier§cieniowych weglowodoréw aromatycznych.

CH,OR
OH

KAFEOL

HOD/\VCOOH
HO

KWAS KAWOWY

Kwaskowato$¢ (cierpko$¢) kawy jest od dawna uwazana za jej wazng ceche
jakosciows. Kwaskowato$¢ jest zazwyczaj wysoko cenionym walorem kawy, szczegolnie w
przypadku kawy pochodzacej z Ameryki Srodkowej i niektérych kaw pochodzenia
wschodnioafrykanskiego. Nadmierna kwaskowato$¢ uwazana jest za wade. pH kawy jest
skorelowane z odczuwalng kwaskowatoscig. Dobra kawa charakteryzuje si¢ zakresem pH od
4,9 do 5,2.

W zielonej i w prazonej kawie zidentyfikowano ponad 100 réznych kwasow. Glownymi
kwasami znajdujacymi si¢ w zielonej kawie sa kwas chlorogenowy 1 kwas chinowy oraz kwas
jabtkowy 1 kwas cytrynowy. Kwasy chlorogenowe znane sg jako cynamonowe (powstate z
kwasu chinowego i zwigzkoéw fenolowych), a najczesciej wystepujagcym kwasem jest kwas 5-
O-dikawoilochinowy. Kawa jest jednym z najbogatszych zrodet kwasu chlorogenowego,
ktorego zawartos¢ w 200 mL kawy to 70-350 mg. Zapewnia to organizmowi okoto 35-175
mg kwasu kawowego. Wykazano, ze kwasy chlorogenowe w kawie majg dziatanie
prozdrowotne. Wykazano dzialanie przeciwutleniajgce in vitro kwasu chlorogenowego i
kwasu kawowego. Kwas kawowy jest znanym przeciwutleniaczem obecnym nie tylko w
kawie, ale w r6znorodnych jadalnych i niejadalnych roslinach. Niedawne badania wykazaty,
ze kwas kawowy moze by¢ réwniez substancjg rakotworcza, co utrudnia jednoznaczng ocene
wplywu tego kwasu na zdrowie czlowieka.

Celem ¢wiczenia jest otrzymanie olejku kawowego w wyniku destylacji zmielonych

ziaren kawy z para wodng.
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Destylacja z para wodng zmielonych ziaren kawy Arabica

Zmontowaé zestaw do destylacji z parg wodng tak, jak jest to pokazane na rysunku
w ¢wiczeniu 1, str. 5. W kolbie o pojemnosci 500 mL umiesci¢ 20 g zmielonej kawy Arabica
1 doda¢ 100-150 mL wody destylowanej. Destylacj¢ prowadzi¢ do momentu uzyskania 150-
200 mL destylatu, obje¢tos¢ zebranego destylatu zanotowac¢. Do odbieralnika mozna od razu
wla¢ chloroform, co umozliwi lepsze wydzielenie olejku z warstwy wodnej. Nastgpnie
destylat przenies¢ do rozdzielacza i ekstrahowa¢ chloroformem (6 x 50 mL). Otrzymane
ekstrakty potaczy¢ i1 suszy¢ nad bezw. siarczanem sodu (ok. 30 min, mieszajac za pomoca
mieszadta magnetycznego), odsaczy¢ srodek suszacy. Nastepnie przesgcz zagesci¢ pod

zmniejszonym cisnieniem w wytarowanej kolbie. Obliczy¢ wydajnos¢ otrzymanego olejku.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Eluent: heksan-octan etylu (3:1, v/v). Na plytke z SiO; nanie$¢ rozciehczone w metanolu
waniling (wzorzec) oraz otrzymany produkt. Wysuszy¢ i plytke wstawi¢c do kuwety z
eluentem. Po wysuszeniu plytki rezultat odczyta¢ pod lampg UV i nastepnie ptytke wywotaé
w komorze z jodem.

Dane spektroskopowe waniliny

Widmo IR (KBr)
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Widmo *H NMR w CDCl3
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Zagadnienia

- Metody wyodrebniania sktadnikow z surowca roslinnego
- Olejki eteryczne (przyktady, zastosowanie)

- Analiza widm produktu
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10. Otrzymywanie olejku lawendowego z kwiatow lawendy

-

+

N ° X °

OCTAN LINALILU MASLAN LINALILU
Odczynniki: Aparatura i szklo:
Metoda A kolbka okraglodenna poj. 250 mL
kwiaty lawendy 159 chtodnica zwrotna
chlorek metylenu 450 mL Czasza grzejna
bezw. Na;SO4 lejek

rozdzielacz poj. 250 mL

Metoda B zestaw do destylacji z parg wodna
kwiaty lawendy 159 kolba stozkowa poj. 250 mL (2 szt.)

chlorek metylenu 300 mL
bezw. NaxSO4
Celem ¢wiczenia jest wyizolowanie z kwiatow lawendy olejku z zastosowaniem
dwoch metod, A i B, a nastgpnic poréOwnanie wydajnos$ci tych procesow. Gloéwnymi
sktadnikami nadajgcymi charakterystyczny zapach lawendzie sg dwa estry: octan linalilu i

maslan linalilu.

Metoda A

W kolbie umiesci¢ 15 g kwiatow lawendy i 100 mL chlorku metylenu (pami¢ta¢ o
kamyczkach wrzennych!). Calo$¢ ogrzewaé przez godzing w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Nastepnie usung¢ czasz¢ i ochtodzi¢ kolbe. Oddzieli¢ kwiaty od roztworu
poprzez odsaczenie na lejku z sagczkiem z bibuty. Otrzymany zielonkawy roztwor zagescié
pod zmniejszonym ci$nieniem i zwazy¢. Obliczy¢ w % zawarto$¢ olejku w surowcu.

Zmontowaé zestaw do destylacji z parg wodng tak, jak jest to pokazane na rysunku w
¢wiczeniu 1 (str. 5). Nastepnie rozpusci¢ uzyskang substancje w okoto 100 mL wody i
prowadzi¢ destylacj¢ z para wodng az do uzyskania 250 mL destylatu. Przeprowadzi¢
ekstrakcje destylatu chlorkiem metylenu (6 x 50 mL). Ekstrakty potaczy¢ i suszy¢ nad bezw.

siarczanem sodu (ok. 30 min, mieszajgc za pomocg mieszadta magnetycznego), odsgczyé
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srodek suszgcy. Nastepnie przesacz zatezy¢ pod zmniejszonym ci$nieniem W uprzednio

zwazonej kolbie i zwazy¢. Obliczy¢ w % zawarto$¢ olejku w surowcu.

Metoda B

Zmontowaé zestaw do destylacji z parg wodng tak, jak jest to pokazane na rysunku w
¢wiczeniu 1 (str. 5). W kolbie umiesci¢ 15 g kwiatow lawendy i 100 mL wody. Destylacje
prowadzi¢ do momentu uzyskania 250 mL destylatu. Destylat przenies¢ do rozdzielacza i
ekstrahowa¢ chlorkiem metylenu (6 x 50 mL). Otrzymane ekstrakty polaczy¢ i suszy¢ nad
bezw. siarczanem sodu (ok. 30 min, mieszajagc za pomocg Mmieszadta magnetycznego),
odsaczy¢ srodek suszacy. Nastepnie zatezy¢ przesagcz pod zmniejszonym cisnieniem W
uprzednio zwazonej kolbie. Obliczy¢ wydajno$¢ otrzymanego olejku. Nastepnie porownac

wydajnosci olejku lawendowego uzyskanego metoda A i B.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Eluent: heksan-octan etylu (3:1, v/v). Na plytke z SiO2 nanie$é
rozcienczony W metanolu otrzymany produkt. Wysuszy¢ i ptytke wstawic
do kuwety z eluentem. Po wysuszeniu ptytki rezultat odczyta¢ pod lampa
UV 1 nastgpnie ptytke wywota¢ w komorze z jodem.

Dane spektroskopowe octanu linalilu

Widmo IR (film)
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Widma *H NMR i C NMR w CDCl; (katalog Sigma Aldrich)
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Dane spektroskopowe maslanu linalilu
Widma *H NMR i **C NMR w CDCl; (katalog Sigma Aldrich)
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Zagadnienia

- Metody wyodrebniania sktadnikow z surowca roslinnego
- Estry (budowa, metody otrzymywania, zastosowanie)
- Analiza widm produktow
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11. Benzylidenoacetofenon (Chalkon)

\

’\?‘.’

o) o o) : -
SPrE
H NaOH ©/\ g s R
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VJ v" 3 : A ) ¥

Odczynniki: Aparatura i szklo:

wodorotlenek sodu 2,29 kolba dwuszyjna okraglodenna poj. 100 mL
etanol 13 mL mieszadto magnetyczne

acetofenon 5mL chtodnica zwrotna

aldehyd benzoesowy 4,4 mL termometr

zestaw do saczenia pod zmniejszonym ci$nieniem

Do kolby dwuszyjnej o pojemnosci 100 mL, zaopatrzonej w mieszadetko
magnetyczne i chtodnicg zwrotng, wla¢ roztwor 2,2 g wodorotlenku sodu w 20 mL wody i
13 mL etanolu. Kolb¢ umiesci¢ w tazni z drobno pokruszonym lodem i doda¢ z wkraplacza 5
mL acetofenonu, a nastgpnie 4,4 mL aldehydu benzoesowego. Utrzymujac temperature
mieszaniny ok. 25 °C (dopuszczalne granice temperatury 15-30 °C) mieszaé energicznie tak
dhugo, az stanie si¢ gesta (po 2-3 godzinach). Mieszaning pozostawi¢ na noc w lodowce.
Nastepnie produkt odsaczy¢ pod zmniejszonym ci$nieniem na lejku Biichnera i przemywacé
zimng woda tak dlugo, az odczyn przesaczu wobec papierka uniwersalnego bedzie obojetny.
Nastepnie 0sad przemy¢ porcja zimnego etanolu (8 mL). Po wysuszeniu osadu na powietrzu
otrzymuje si¢ 8,8 g surowego chalkonu o t.t. 50-54 °C. Krystalizowac z etanolu stosujac okoto
5 mL na 1 g chalkonu. Wydajno$¢ po krystalizacji wynosi ok. 87%. Benzylidenoacetofenon
otrzymuje si¢ W postaci jasnozottych krysztatow o t.t. 56-57 °C.

UWAGA! Praca z tym zwigzkiem wymaga zachowania duzej ostroznosci (r¢kawice

ochronne) poniewaz dziala draznigco na skore.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Eluent: chlorek metylenu-etanol-heksan (6:1:3, v/v/v). Na ptytke z SiO nanie$¢ rozcienczone
w metanolu substraty oraz otrzymany produkt. Wysuszy¢ i plytke¢ wstawi¢ do kuwety z
eluentem. Po wysuszeniu ptytki rezultat odczyta¢ pod lampa UV i nastgpnie plytke wywotac
w komorze z jodem.
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Dane spektroskopowe aldehydu benzoesowego

Widma *H NMR i *C NMR w CDCl; (katalog Sigma Aldrich)

CDCly QE-300
240 220 200 180 160 140 120 100 20 B0 40 20 [1]

Dane spektroskopowe acetofenonu

Widma *H NMR i *C NMR w CDClIs (katalog Sigma Aldrich)
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Widma 'H NMR i *C NMR w CDClIs (katalog Sigma Aldrich)
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Zagadnienia

- Mechanizm syntezy chalkonu

- Modyfikacja chemiczna struktury chalkonu — reakcje redukcji

- Zastosowanie pochodnych chalkonu

- Analiza widm — poréwnanie wlasciwosci substratow i1 produktu
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12.1. Synteza flawonu

Synteza flawonu przebiega w trzech etapach:
Etap1 o0-Benzoiloksoacetofenon

Etap 2 o-Hydroksydibenzoilometan

Etap 3 Flawon

12.1.1 o-Benzoiloksoacetofenon

0]
OH o i
. cl @ PR N
pirydyna 0 R v
0] o "
Odczynniki: Aparatura i szklo:
o-hydroksyacetofenon 3,4 g kolba stozkowa ze szlifem poj. 50 mL
chlorek benzoilu 4 mL korek
bezw. pirydyna 5mL zlewka poj. 250 mL
1 M HCI 120 mL zestaw do saczenia pod zmniejszonym
metanol 15mL ci$nieniem

Do 3,4 g o-hydroksyacetofenonu umieszczonego w kolbie stozkowej o pojemnosci 50
mL doda¢ 4 mL (4,9 g) chlorku benzoilu i 5 mL bezwodnej, $wiezo destylowanej pirydyny i
zamkna¢ plastikowym korkiem. Nalezy pracowac¢ pod sprawnie dzialajacym wyciagiem i
w rekawicach ochronnych! Kolbe wytrzasac¢ tak, aby jej zawarto$¢ ulegla wymieszaniu,
przy czym nalezy zwrdci¢ uwage, ze temperatura mieszaniny nieco wzrasta. Po 20 minutach
zawarto$¢ kolby, caty czas mieszajac, wla¢ do zlewki z 1 M HCI oraz pokruszonym lodem
(50 g). Wydzielony produkt odsgczy¢ pod zmniejszonym ci$nieniem i przemy¢ najpierw 5
mL metanolu ozigbionego w tazni z lodem, a nastgpnie 5 mL wody destylowanej. Produkt
krystalizowa¢ z metanolu (6-8 mL). Ochtodzi¢ otrzymang mieszaning w tazni z lodem i osad
0dsaczy¢ pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymuje si¢ 0-benzoiloksoacetofenon o t.t. 87-
88 °C. (Wyd. ok. 80%)

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC):

Eluenty: chloroform lub chloroform-metanol (5:1, v/v). Na ptytke SiO2 nanie$¢ rozcienczone
w metanolu roztwory o-hydroksyacetofenonu i o-benzoilooksoacetofenonu. Wysuszy¢ i
ptytke wstawi¢ do kuwety z eluentem. Po wysuszeniu ptytki rezultat odczyta¢ pod lampg UV
i nastepnie ptytke¢ wywota¢ w komorze z jodem.
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Dane spektroskopowe o-hydroksyacetofenonu

Widmo IR
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Dane spektroskopowe 0-benzoiloksoacetofenonu
Widmo IR
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Widmo MS (M=240 g/mol)
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Zagadnienia
- Flawonoidy

- Mechanizm syntezy flawonu (3 etapy)

- Modyfikacja chemiczna struktury flawonu

- Zastosowanie pochodnych flawonu

- Analiza widm — poréwnanie wlasciwosci substratow i produktu
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12.1.2. o-Hydroksydibenzoilometan

OH
~ e OO
SO
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Odczynniki: Aparatura i szklo:
o-benzoiloksoacetofenon  4¢g kolba okragtodenna poj. 50 mL
pirydyna 15mL chtodnica zwrotna
wodorotlenek potasu 1449 taZznia wodna
10% kwas octowy 21 mL mieszadlo magnetyczne
metanol bagietka

zestaw do saczenia pod zmniejszonym

ci$nieniem

Wszystkie czynnosci nalezy wykonywa¢ pod wyciagiem!

Kolb¢ o pojemnosci 50 mL, zaopatrzong w chtodnice zwrotng, umiesci¢ w lazni
wodnej na mieszadle magnetycznym. Do kolby doda¢ 4 g o-benzoiloksoacetofenonu w 15
mL pirydyny i mieszajgc ogrzewa¢ do temperatury 50 °C. Doda¢ 1,4 g wodorotlenku potasu i
cato$¢ miesza¢ przez 15 minut. Jezeli wydzielajacy si¢ zotty osad soli potasowej uniemozliwi
mieszanie przy pomocy mieszadta magnetycznego, to nalezy miesza¢ r¢cznie przy pomocy
bagietki. Nastepnie mieszaning ochtodzi¢ do temperatury pokojowej i zakwasi¢, dodajac, w
trakcie mieszania, 21 mL 10% wodnego roztworu kwasu octowego. Wydzielony jasnozotty
osad odsgczy¢ pod zmniejszonym cisnieniem i suszy¢ W suszarce w temperaturze 50 °C.
Wydajnos¢ o-hydroksydibenzoilometanu o t.t. 117-120 °C wynosi 0k. 80%. Czysto$¢ zwigzku
jest wystarczajaca, aby mogl by¢ uzyty w kolejnym etapie syntezy. Po krystalizacji z

metanolu mozna otrzymac czysty zwigzek o t.t. 121-122 °C.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC):

Eluenty: chloroform lub heksan-aceton (7:3, v/v). Na ptytke nanie$¢ roztwory O-
benzoilooksoacetofenonu i o-hydroksydibenzoilometanu. Wysuszy¢ i plytke wstawi¢ do
kuwety z eluentem. Po wysuszeniu ptytki rezultat odczyta¢ pod lampg UV a nastepnie ptytke
wywota¢ w komorze z jodem. Poda¢ wartosci Ry dla substratu i produktu.
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Dane spektroskopowe o-hydroksydibenzoilometanu

Widmo IR
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Widmo MS (M=240 g/mol)
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Zagadnienia
- Flawonoidy

- Mechanizm syntezy flawonu (3 etapy)

- Modyfikacja chemiczna struktury flawonu

- Zastosowanie pochodnych flawonu

- Analiza widm — poréwnanie wlasciwosci substratu i produktu
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12.1.3. Flawon

OH +
:
O O
Odczynniki: Aparatura i szklo:
o-hydroksydibenzoilometan 3g kolba okragtodenna poj. 50 mL
lodowaty kwas octowy 17 mL chlodnica zwrotna
stezony kwas siarkowy(VI) 0,7 mL taznia wodna
eter naftowy zlewka poj. 200 mL
zestaw do sgczenia pod zmniejszonym
cisnieniem

Do roztworu 3 g o-hydroksydibenzoilometanu w 17 mL lodowatego kwasu octowego
przygotowanego w kolbie o pojemnosci 50 mL zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
I umieszczonej w tazni wodnej, doda¢, wstrzasajac, 0,7 mL stezonego kwasu siarkowego(V1).
Roztwor ogrzewac przez 1 godzing w tazni wodnej, co jaki$ czas wstrzasajac delikatnie kolbg.
Nastepnie zawarto$¢ kolby wyla¢ do zlewki o pojemnosci 200 mL zawierajacej 80 ¢
pokruszonego lodu i pozostawi¢, az 16d ulegnie catkowitemu roztopieniu. Wydzielony flawon
odsaczy¢ i przemywaé wodg tak dtugo, az przesgcz wykaze odczyn obojetny (okoto 170 mL
wody). Osad suszy¢ w suszarce w temperaturze 50 °C. Po krystalizacji z duzej obj¢tosci eteru
naftowego otrzymuje si¢ czysty flawon w postaci bezbarwnych igiet.

Zwazy¢ otrzymany produkt i obliczy¢ wydajno$¢ ostatniego etapu oraz wydajnos$¢ catego

procesu. Zmierzy¢ temperature topnienia (lit. t.t. 98 °C).

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC):

Eluenty: chloroform lub heksan-aceton (7:3, v/v). Na ptytke nanie$¢ metanolowe roztwory
0-hydroksydibenzoilometanu i flawonu. Wysuszy¢ 1 ptytke wstawi¢ do kuwety z eluentem.
Po wysuszeniu ptytki rezultat odczyta¢ pod lampg UV i nast¢pnie ptytke wywota¢ w komorze
z jodem. Poda¢ wartosci Ry dla substratu i produktu.

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska 100



Chemia produktow naturalnych

Dane spektroskopowe flawonu

Widmo IR (KBr)
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Widmo C NMR w CDCl3
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Zagadnienia
- Flawonoidy

- Mechanizm syntezy flawonu (3 etapy)
- Modyfikacja chemiczna struktury flawonu
- Zastosowanie pochodnych flawonu
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- Analiza widm — poréwnanie wlasciwosci substratu i produktu
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12.2. 1zolacja flawonoidow i reakcje barwne

Odczynniki: Aparatura i szklo:

kora debu, wierzby, brzozy lub tuski cebuli 10 g zlewka poj. 400mL

metanol 150 mL lejek zwyktly

woda destylowana sgczki z bibuty

sole nieorganiczne i organiczne probowki i statyw do probowek
flawon 01g

Flawonoidy to grupa zwigzkéw organicznych wystepujacych w  roslinach,
speliajacych funkcje m. in. barwnikoéw, przeciwutleniaczy i naturalnych insektycydow oraz
fungicydow. Najbardziej popularnym i najlepiej poznanym flawonoidem jest kwercetyna i jej
glikozydy (kora degbu, wierzby, brzozy, tuski cebuli) a takze mirycetyna (kora brzozy) i
apigenina.

Kora wierzby (Salicis cortex):

Stosuje si¢ w postaci odwaréw w objawowym leczeniu goraczki i bolu oraz tfagodnych
bolach reumatycznych, gdyz dzigki obecno$ci salicylandbw posiada wlasciwosci
przeciwgoraczkowe i przeciwzapalne. Nie zaleca si¢ stosowania u oséb z nadwrazliwos$cig na
salicylany lub leki z grupy niesterydowych, przeciwzapalnych oraz u os6b z astmg
oskrzelows.

Kora debu (Quercus cortex):

Do stosowania zewnetrznego w postaci odwaru do oktadow, przemywan, ptukania
gardta 1 jamy ustnej, gdyz wykazuje dziatanie $ciggajace w tagodnych stanach zapalnych
skory 1 bton §luzowych gardta i jamy ustne;.

Przeprowadzi¢ maceracje surowca (luski cebuli lub kora debu, wierzby, brzozy)
w zlewce 0 pojemnosci 400 mL zalewajac na pot godziny metanolem. Co kilka minut nalezy
pomiesza¢ bagietka. Uzyskany macerat nalezy przesaczy¢ przez zwykly lejek 1 roztwor
zagesci¢ pod zmniejszonym cisnieniem. Zwazy¢. Otrzymany olej z flawonoidami rozpuscic¢
w 100 mL metanolu lub w wodzie destylowanej i okresli¢ odczyn tego roztworu za pomoca

papierka uniwersalnego. Przygotowa¢ wodne roztwory soli nieorganicznych poprzez
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catkowite rozpuszczenie okoto 50 mg danej soli w najmniejszej mozliwej ilosci wody (okoto
5 mL) w oznaczonych probowkach (wg tabeli podanej ponizej). Przygotowaé roztwor, ktory
bedzie stanowi¢ wzorzec koloru poprzez dodanie 6-10 kropli wodnego roztworu flawonoidow
do probowki z woda destylowana. Dodawa¢ za pomoca pipety Pasteura kroplami roztwor
flawonoidow do kolejnych roztworow soli obserwujac zmiang barwy i zanotowac w tabeli.
Piszac odpowiednie rownania reakcji hydrolizy (czasteczkowo i jonowo) okresli¢ odczyn
wyjsciowych roztworéw soli. Po okoto pdt godziny sprawdzi¢ zmiany barwy roztworow i
obserwacje zanotowac¢ w tabeli.

Pobra¢ probke flawonu (syntetycznego), rozpuscic w wodzie lub/i metanolu i nast¢pnie
przeprowadzi¢ reakcje z przygotowanymi roztworami soli. Porownaé barwy roztworow
otrzymanych w przypadku flawonu oraz mieszaniny flawonoidow otrzymanej z surowca
roslinnego.

Na podstawie wiadomosci o flawonoidach i obserwacji eksperymentalnych
sformutowac zalezno$¢ pomiedzy barwa roztworu, a sktadnikami znajdujacymi si¢ w dane;j
probdéwce, biorgec pod uwage nastepujace czynniki:

- odczyn roztworu,

- rodzaj kationu i anionu.

Okreslic  wpltyw budowy strukturalnej badanego zwigzku na zmiang zabarwienia
poszczegélnych  roztwordw soli (nalezy wziag¢ pod uwage obecnos¢ jondw

jednowarto$ciowych i dwuwartosciowych w analizowanych roztworach).

Nr Stosowana Odczyn Barwa roztworu Barwa roztworu po

probki sOI* wodnego bezposrednio po 0,5 godz od dodania
roztworu soli dodaniu roztworu soli roztworu soli

1 LiClO4

2 LioCOs

3 cytrynian litu

4 NaCl

5 cytrynian sodu

6 NaNO-

7 Na,SO3

8 KBr

9 K>COs3

10 | MgSO4

11 CaCl;

12 NH4CI

13 FeClz

14 Fe(ClO4).

15 | AI(NO3)3

* mozna tez zastosowac inne sole (dobrze rozpuszczalne w wodzie) z danym kationem

Opracowanie: Joanna Kurek, Anna K. Przybyt i Maria Chrzanowska 104



Chemia produktow naturalnych

Dane spektroskopowe kwercetyny
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Widmo EI-MS  (M=302 g/mol)
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Dane spektroskopowe apigeniny (4°.5.7-trihydroksyflawon)

Widmo IR (nujol)
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Widmo EI-MS (M= 270 g/mol)
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Zagadnienia

- Metody wyodrebniania sktadnikow z surowca roslinnego
- Flawonoidy (wtasciwosci, reaktywno$¢)

- Analiza widm produktow
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13. Antocyjany

13.1. Reakcje barwne antocyjanow izolowanych z owocow dzikiej rozy i
glogu, kwiatow hibiskusa i malwy czarnej

Ry
OH
s
HO o)
O™
Z > 0oH
OH
SRODOWISKO KWASNE SRODOWISKO OBOJETNE SRODOWISKO ZASADOWE
BARWA CZERWONA BEZBARWNE : BARWA NIEBIESKA
Odczynniki: Aparatura i szklo:
surowiec: owoc gltogu 10 g zlewki poj. 400 mL i 200 mL
kwiat hibiskusa 59 probowki 30 sztuk
dzika ré6za 10¢ lejek zwykty ($rednica okoto 10 cm)
kwiat malwy czarnej 5g papierki wskaznikowe (1-14 pH)
metanol pipety Pasteura
sole nieorganiczne  (tabela)
flawon 01g

Przeprowadzi¢ maceracj¢ surowca (10 g owocu gltogu, 5 g kwiatu hibiskusa, 10 g
dzikiej rézy, 5 g kwiatow malwy czarnej) w zlewce o pojemnosci 400 mL zalewajac na pot
godziny metanolem. Co kilka minut nalezy zamiesza¢ bagietka. Uzyskany macerat nalezy
przesaczy¢ przez zwykty lejek i roztwoér zagesci¢ pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymang
mieszaning antocyjandow zwazy¢ i rozpusci¢ w wodzie destylowanej. Sporzadzi¢ wodne
roztwory soli nieorganicznych poprzez catkowite rozpuszczenie okoto 50 mg zwigzku
W najmniejszej mozliwej ilosci wody (okoto 5 mL) w oznaczonych probdéwkach (wg tabeli
podanej ponizej). Przygotowaé roztwor, ktory bedzie stanowi¢ wzorzec koloru poprzez
dodanie 6 -10 kropli wodnego roztworu antocyjanow do proboéwki z wodg destylowang.
Dodawac¢ kroplami do poszczegélnych probowek z wodnymi roztworami soli za pomoca
pipety Pasteura roztwér antocyjanéw obserwujac zmian¢ barwy i zanotowaé w tabeli.

Okresli¢ odczyn wyjsciowych roztworéw soli, piszac odpowiednie rownania reakcji hydrolizy
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(czasteczkowo i jonowo). Po okoto pét godziny sprawdzi¢ czy barwy roztwordéw ulegly
zmianie i obserwacje zanotowacé w tabeli.

Pobra¢ probke flawonu (syntetycznego), rozpusci¢ w wodzie lub/i metanolu i nastgpnie
przeprowadzi¢ reakcje z przygotowanymi roztworami soli. Poréwnaé barwy roztwordéw
otrzymanych w przypadku flawonu oraz mieszaniny antocyjanOw otrzymanej z surowca
roslinnego.

Na podstawie wiadomosci o antocyjanach i obserwacji eksperymentalnych
sformutowac zalezno$¢ pomigdzy barwa roztworu, a sktadnikami znajdujacymi si¢ w danej
probowce, biorgc pod uwage:

- odczyn roztworu,

- rodzaj kationu i anionu.

Okresli¢ wpltyw jonoéw jednowartosciowych i dwuwartoSciowych na zmiane barwy

analizowanych roztworow.

Numer Stosowana Odczyn wodnego Barwq roztworu Barwa roztworu po

1 X ; bezposrednio po 0,5 godz. od dodania
probki sol* roztworu soli dodani W l i l

odaniu roztworu soli roztworu soli

1 LiClO4

2 Li2COs

3 cytrynian litu

4 NaCl

5 cytrynian sodu

6 NaNO>

7 NaSO3

8 KBr

9 K>COs3

10 | MgSOq

11 CaCl;

12 NH.CI

13 FeCls

14 | Fe(ClO4):

15 | AI(NO3)3

* mozna tez zastosowac inne sole (dobrze rozpuszczalne w wodzie) z danym kationem
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13.2. 1zolacja i badanie wplywu odczynu roztworu na barwe antocyjanow
zawartych w owocach dzikiej rozy i glogu, kwiatach hibiskusa i malwy
czarnej

oH OH
OH OH
SRODOWISKO KWASNE SRODOWISKO OBOJETNE SRODOWISKO ZASADOWE
BARWA CZERWONA BEZBARWNE . BARWA NIEBIESKA
Odczynniki: Aparatura i szklo:
surowiec (dwa do wyboru): zlewki poj. 400 mL i 200 mL
owoc gtogu 1049 kolba okragtodenna poj. 250 mL
kwiat hibiskusa 50 lejek zwykly (Srednica ok. 10 cm)
dzika r6za 10g papierki wskaznikowe (1-14 pH)
kwiaty malwy czarnej 5¢g biureta 50 mL
metanol ok. 300 mL bagietka
0,5M HCI
0,5 M NaOH

Przeprowadzi¢ maceracje¢ surowca (10 g owocu glogu, 5 g kwiatu hibiskusa, 10 g
dzikiej r6zy, 5 g kwiatow malwy czarnej) w zlewce o pojemnosci 400 mL zalewajac na pot
godziny metanolem. Co kilka minut nalezy pomiesza¢ bagietkg. Uzyskany macerat nalezy
przesaczyC przez zwykty lejek 1 roztwor zagesci¢ pod zmniejszonym cisnieniem i Zwazyc.
Otrzymany olej z antocyjanami (1 g) rozpusci¢ w 100 mL metanolu w kolbie stozkowe;j,
zbada¢ pH wyjsciowego roztworu za pomocg papierka uniwersalnego i miareczkowaé¢ 0,5 M
wodnym roztworem NaOH ciaggle mieszajagc do momentu zauwazalnej zmiany barwy
utrzymujacej si¢ przez 30 sekund, zbada¢ warto$¢ pH i1 zanotowal barwe. Jezeli zmiana
barwy nastgpi ponownie 1 bedzie utrzymywac si¢ przez 30 sekund, to zanotowaé barwe
roztworu 1 okresli¢ warto§¢ pH za pomoca papierka uniwersalnego. Kontynuowac
miareczkowanie do osiggniecia przez roztwor miareczkowany wartosci pH 14. Nastepnie
biuret¢ umy¢ i prowadzi¢ miareczkowanie (tego samego roztworu) wodnym roztworem 0,5 M
HCIl 1 zanotowa¢ zmiany barwy 1 wartosci pH. Poda¢ wnioski wynikajace z przeprowadzone;j

analizy.
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13.3. lzolacja i identyfikacja antocyjanéw zawartych w czerwonych
owocach

Tabela 1. Budowa najpopularniejszych antocyjanidyn

Antocyjanidyna Podstawnik Podstawnik

R R’
cyjanidyna OH H
delfinidyna OH OH
malwidyna OCH;s OCH3
pelargonidyna H H
peonidyna OCHjs H
petunidyna OCHs OH

Celem ¢wiczenia jest izolacja oraz identyfikacja antocyjanow zawartych w czerwonych
owocach.

Odczynniki: Aparatura i szklo:

Owoce - 5 rodzajow po 10g z kazdego zlewki poj. 100 mL
czerwone jabtka (skorka) ptytki TLC
porzeczka / jagoda proboéwki
Zurawina bagietka
truskawki

(owoce moga by¢ mrozone)

woda dest.

metanol

HCl stezony

kwas mrowkowy

Czes¢ A Maceracja owocow

Maceracj¢ surowca roslinnego — czerwonych owocow (5-10 g z kazdego rodzaju) w
celu wyizolowania antocyjanin nalezy przeprowadzi¢ z zastosowaniem mieszaniny metanol-
HCI (99:1, v/v) w czasie 0,5-1 godziny mieszajac od czasu do czasu bagietkg. Nast¢pnie
przesaczyC 1 zatezy¢ przesagcz pod zmniejszonym cisnieniem do mozliwie niewielkiej
objetosci.

Na tym etapie pobiera si¢ niewielka ilo$¢ otrzymanych antocyjanin w celu wykonania

analizy TLC, a na pozostatych porcjach przeprowadza si¢ hydroliz¢ opisang w cze¢sci B.
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Analiza TLC antocyjanin

Wykona¢ analiz¢ TLC antocyjanin wyizolowanych z poszczegdlnych owocow. W tym
celu nalezy uszykowa¢ mieszaning rozpuszczalnikow stanowigcych faze ruchomg — stezony
HCl-kwas mrowkowy-woda (19:39,6:41,4; v/viv). Przygotowa¢ plytki szklane o wymiarach
20x5 cm (ptytka o tych wymiarach rozwija si¢ ponad 2 godziny, jednak daje dobry rozdziat)
lub plastikowe o wymiarach 7,5x4 cm pokryte celuloza (ptytka bedzie si¢ rozwijata okoto 20
minut, dajac gorszy rozdzial). Przykladowy wyglad uzyskanych plytek przedstawiono na

rysunku na str. 114 a warto$ci R¢ zestawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Chromatografia TLC i wartosci R gtownych antocyjanin zawartych w owocach

Surowiec Obserwowana Wartos¢ Rt
ilos¢ plamek

czerwona skorka jabtka 1 0,47

borowka 3 0,32; 0,47, 0,60

truskawki 2 0,44; 0,60

zurawina 2 0,49; 0,62

Na plytce poszczegdlne antocyjaniny zabarwiajg si¢ na inny kolor. Pelargonidyna pojawia si¢
postaci rézowej, pomaranczowo-czerwonej lub szkarlatnej plamki, natomiast cyjanidyna w

kolorze karmazynowym lub purpurowym, a delfinidyna niebieska lub karmazynowa.

Cze¢s¢ B Hydroliza antocyjanin — uzyskanie antocyjanidyn

Antocyjany wystepuja naturalnie w formie glikozydow, ktoéra zawiera zwigzane
kowalencyjnie weglowodany, najcze$ciej monosacharydy (glukoza, galaktoza, ksyloza lub
arabinoza). W wyniku hydrolizy kwasowej zostaja uwolnione aglikony zwane
antocyjanidynami. Aglikony (antocyjanidyny bez jednostek weglowodanowych) sa mniej
polarne niz antocyjaniny totez w trakcie hydrolizy podczas analizy TLC beda migrowaty
znacznie wolniej. Hydroliz¢ prowadzi si¢ w proboéwkach przez zmieszanie 1 mL
wyekstrahowanych barwnikéw antocyjanowych (dla kazdego barwnika osobna probdéwka) z 1
mL kwasu solnego o stezeniu 4 ™'/gm3 w tazni wodnej w temperaturze okoto 80 °C. Probowki
nalezy zakorkowa¢ np. gilza aby zapobiec wydostawaniu si¢ par. Te¢ czes¢ prac
laboratoryjnych nalezy prowadzi¢ pod wyciggiem. Hydroliz¢ prowadzi¢ przez co najmniej 0.5
godziny do 1 godziny (czgsto kompletna hydroliza zachodzi dopiero po kilku godzinach).

Stopien hydrolizy mozna sprawdzi¢ juz po 20 minutach od zapoczatkowania reakcji w
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podanych warunkach, stosujac takg samg ptytke TLC oraz roztwor eluujacy. Kolejng analize
TLC wykona¢ po 40 minutach, ale z zastosowaniem eluenta: stezony HCl-kwas mrowkowy-
woda (7,1:51,4:41,4; vIvIv), daje on lepszy rozdzial, gdyz aglikony sa mniej polarne. Zupelna
hydroliza najczesciej zajmuje kilka godzin. Nastepnie probowki delikatnie ochtodzi¢ i
wykona¢ ponownie analize TLC. Stopien zhydrolizowania antocyjanéw z czerwonej skorki

jablka przedstawia ponizszy chromatogram.

.......-..| ...... E ...... E ......

Chromatogram: A) niezhydrolizowane; B) cze$ciowo zhydrolizowane (30 minut, 80 °C); C)
zupetnie zhydrolizowane (60 minut, 80 °C) antocyjaniny z czerwonej skorki jabtka.

I (O pelargonidyna
monoglikozydy @) petunidyna
Q 0 -y
A B C ° 4 o Mmalwinidyna
°
= ® cyjanidyna
aglikony ©) o) O ® delfinidyna
[ ] [ [ ]
0 peonidyna
N R L SRt EEEEE EPEEY EEPEEEEPEY
hydroliza - + - + - +

truskawki jagody zurawina

ozn. — przed hydroliza; ozn. + po hydrolizie

Na podstawie analizy ptytki TLC wykonanej w trakcie i po hydrolizie (cz¢s¢ B) mozna
zaobserwowac¢ dla truskawek dwie plamki, przy czym przed hydroliza odpowiadajg one
glikozydom pelargonidyny i cyjanidyny, a po hydrolizie samym aglikonom —

antocyjanidynom.
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Tabela 3. Identyfikacja rodzajow antocyjanin (antocyjanidyny+jednostki cukrowe) zawartych

w ekstraktach z badanych owocow po hydrolizie

surowiec Antocyjaniny Forma sacharydowa
czerwona skorka jabtka  cyjanidyna monoglikozyd
malwinidyna monoglikozyd
boréwka petunidyna monoglikozyd
delfinidyna monoglikozyd
Zurawina cyjanidyna monoglikozyd
peonidyna monoglikozyd
truskawki pe!argonidyna monoglikozyd
cyjanidyna monoglikozyd

Ptytke¢ TLC otrzymang po hydrolizie antocyjanin nalezy porownac z ptytka TLC wykonang w
pierwszym etapie (przed hydroliza) 1 na tej podstawie okreslic w ktorych przypadkach zaszlta

kompletna hydroliza (pojawienie si¢ plamek o nizszym R nieobecnych w pierwszym etapie).

Zagadnienia

- Metody wyodrebniania sktadnikow z surowca roslinnego
- Antocyjany (wlasciwosci, reaktywnosc)

- Analiza TLC
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