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Streszczenie

STRESZCZENIE

W czsci literaturowej pracy omowitam ghe techniki stosowane do wydzielania
zwiazkéw lotnych z rélin. Opisatam zaréwno metody stosowane od szeragujdk i te
najnowsze. W kolejnym dziale €zi literaturowej przytoczytam wyczerpige dane na temat
izolowanych ra@nymi metodami, poznanych sktadnikéw lotnych gpsjacych ralin:

* roznych organow drzew gatunk&wierk pospolity Picea abied..), sosna zwyczajna

(Pinus sylvestrid..) i modrzew europejskiL@rix deciduaMill.)

* nasion rélin rodzaju czarnuszka: czarnuszka siewrldigé¢lla satival.), czarnuszka
damascéska (N. damascend.) i czarnuszka orientaln&l( orientalial.).

W badawczej agci pracy okrélitam jak wydajnd¢ i sktad mieszaniny zwzkow
lotnych badanych &lin zalezy od techniki ich wydzielania. Stosowatam metody:

» destylacja z parwodm i destylacja z parwodra-ekstrakcja
» destylacja z parwodm konkretow

» ekstrakcja ditlenkiem wgla w stanie nadkrytycznym

* analiza fazy nadpowierzchniowej

» mikroekstrakcja do fazy statej.

Metods HS-SPME okréitam szczegoétowo sktad drewna bielu i twardziéhierka
pospolitego, sosny zwyczajnej i modrzewia europeggk Dotychczas nie przeprowadzono
tak szczegbétowych badaskladu terpenéw drewnivierka i sosny, a drewno modrzewia nie
bytlo badane. W kalym z badanych gatunkéw zidentyfikowatam okoto I€@adnikéw.
Stwierdzitam,ze sktad zwazkow lotnych bielu i twardzieli w okbie danego gatunku drzewa
jest bardzo podobny. Obserwowatam istotnnice w sktadzie frakcji lotnej drewna trzech
badanych gatunkow.

Okreslitam skiad olejkéw eterycznych i lotnych oraz wyelanych rénymi metodami
sktadnikéw lotnych nasion trzech gatunkéw czarnus@k nasionachN. sativazidentyfiko-
watam 50 zwizkéw (20 po raz pierwszy), gtownymi bylyeglowodory monoterpenowe,
dwa ze sktadnikow: etery metyloweis- i transtujan-4-olu, byly nowymi zwizkami
naturalnymi. W nasionachN. damascenazidentyfikowatam 63 sktadniki (44 po raz
pierwszy), wrdéd ktérych dominowaly wglowodory seskwiterpenowe, podobnie jak
w nasionachN. orientalis w ktérych zidentyfikowatam 27 zazkéw (17 po raz pierwszy).
Olejek eteryczny z nasion czarnuszki siewnejniosi¢ zasadniczo od olejkéw z dwu
pozostatych gatunkdéw. Wydajéo i sklad zwiazkow lotnych kadego gatunku w diym
stopniu zaleaty od zastosowanej metody wydzielania.

Oceniona zostata aktywgoprzeciwdrobnoustrojowa olejkéw eterycznych z coamki
siewnej i damasaesskiej.
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Sktadniki lotne rélin, bedace ich wtornymi metabolitami, petndonios role zaréwno
w zyciu raslin, jak i cztowieka. Wswiecie ralin rola zwiazkdéw lotnych sprowadza esi
gtébwnie do funkcji odstraszgych szkodniki lub przyagajacych owady. Czlowiek
wykorzystuje skfadniki lotne najegciej w postaci olejkdw eterycznych, ktore ki
wiasciwosciom zapachowym stosowan@ €0 aromatyzowaniaywnaosci i napojow oraz
w perfumerii i przem$§le kosmetycznym, a ze wzglu na widciwosci lecznicze -
w medycynie i aromaterapii. Bogactwo izndrodnd¢ skladu zwizkoéw lotnych rglin
uzalezniona jest od wielu czynnikdéw i jest przycazympodejmowania szerokich bada
analitycznych w celach poznawczych i aplikacyjnych.

Analiza naturalnych skladnikbw lotnych siim zaréwno mato znanych, dat
niezbadanych, jak i szeroko stosowanych, ale poaiarw niedostatecznym stopniu,
pozostaje nadal wyzwaniem. Do drugiej grupy produktoslinnych naley drewno drzew
iglastych, takich jakswierk pospolity, sosna zwyczajna i modrzew eurdpejs cenny
surowiec budowlany, emitagy liczne zwizki lotne, ktore przedostajsic do ukfadu
oddechowego ludzi. Nasiona niektorych gatunkow apdzzarnuszka, m. in. czarnuszka
siewna i czarnuszka damaséska, zawieraj zwiazki lotne o cennych wikaiwosciach
leczniczych lub zapachowych. Analiza zmkow lotnych tych surowcow byta przedmiotem
niniejszej pracy.

Poniewa sktadniki lotne charakteryzupic roznorodry polarndcia, rozpuszczalniia,
lotnoscia i stabilndgcia termiczry oraz wysgpuja czsto w niskich stzeniach w surowcu,
dlatego te nie ma jednej uniwersalnej, a zarazem prostej dyetoh wydzielania w celu
identyfikacji. W procesie przygotowania probek dwmlzy sktadnikdéw lotnych stosowang s
metody destylacyjne (np. destylacja z gpavodm) i ekstrakcyjne, a w ostatnich latach
réwniez dynamicznie rozwijajce s¢ metody sorpcyjne, w tym mikroekstrakcja do fazgjta
Analize ilosciowa i jakosciowa wydzielonych zwizkéw prowadzi i najczsciej metodami:

GC z okrgleniem indekséw retencji i GC-MS.
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SKROTY STOSOWANE W PRACY

- DHS - analiza fazy nadpowierzchniowej metatynamiczia

« EwHD - ekstrakcja heksanem i destylacja konkretu z paidmn

+ E./HD - ekstrakcja eterem naftowym i destylacja konkeepag wodra
- E/HD - ekstrakcja pentanem i destylacja konkretu z pardrg

- Ep/HD - ekstrakcja mieszarirpentan:eter dietylowy i destylacja konkretu

Z pagp wodm

- FC —chromatografia z przyspieszonym przeptywem eluaritegmatografia
fleszowa

- GC —chromatografia gazowa

+  GC-MS —chromatografia gazowa sgeona ze spektrometrimas

« GC-RI -chromatografia gazowgofaczona z oznaczaniem indeksow retencji
- HD — destylacja z pamwodm

« HS — faza nadpowierzchniowa

- IPChZ - Instytut Podstaw Chenifiywnasci, Politechniki £.6dzkie;]

- MIB - skzenie bojcze

« MIC - minimalne stzenie hamujce

« MS — spektrometria mas

+ NMR - spektroskopiaafrowego rezonansu magnetycznego

- OE — olejek eteryczny

- OL — olejek lotny

- RI — indeks retencji

+ S —odchylenie standardowe

- SD — destylacja z pawodm dostarczamz zewntrz

- SDE - jednoczesna destylacja zparodm-ekstrakcja

- SFE - ekstrakcja ditlenkiem ggla w stanie nadkrytycznym
« SHS - analiza fazy nadpowierzchniowej mefadatyczia

« SPME - mikroekstrakcja do fazy statej

« s.m. —suchamasa

« TLC - chromatografia cienkowarstwowa
o tr — zawartad¢ sladowa

- X —wartas¢ srednia
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1. PRZEGLAD LITERATURY

1.1. Metody wyodrbniania lotnych zwiazkow z roslin

Szeroko pajta chemia i analiza zazkow lotnych jest intensywnie rozwipga Sie
gakzia nauki. Pomimo wielu dogbnych technik izolowania i analizy sktadnikow lotty
nadal poszukuje sidoskonalszych metod. Wynika to ze wzragtagh potrzeb poznawczych
oraz wymaganych coraz szybszych, doktadniejszyblardziej dosgpnych metod kontroli
jakosci surowcow i produktow, a tak oceny stanuwrodowiska. Celem wielu bada
naukowych jest poznanie sktadu ja&kimwego i ilgciowego surowcOw naturalnych, w tym
wyodrebnienie i identyfikacja lotnych sktadnikdéw, maych cenne wixiwosci zapachowe,
lecznicze lub konserwage.

Ze wzgkdu na sposéb wydzielania lotnych sktadnikéw orazygotowania probki do
analizy, wyr@nia sk nastpujace metody izolowania zwikoéw lotnych:

» destylacja (np. destylacja z pavodm)

» ekstrakcja

» analiza fazy nadpowierzchniowej, tzw. headspacg (HS

» techniki sorpcyjne, do ktorych nalemikroekstrakcja do fazy statej (SPME).

Metoda destylacji z parwodm oraz ekstrakcja stosowang rge tylko do wydzielania
lotnych zwhzkéw w celu ich péniejszej analizy, ale sig zaréwno w skali laboratoryjnej,
jak i przemystowej do otrzymywania odpowiednich guhktow: olejkow eterycznych oraz
ekstraktow. Natomiast metody tzw. headspace i ggnpca technikami stdacymi wytacznie
do pobierania probek do analizy. W ga#eniu z chromatografigazow stanowi one
szybkie i wygodne nagdlzie analizy skladu zaréwno jalaowego, jak i ildciowego

mieszanin lotnych zwikéw [Da Costa i Eri, 2005].

1.1.1. Metody destylacyjne
1.1.1.1. Destylacja z pay wodna

Destylacja z par wodm jest najstarsg znarm i wykorzystywam od wiekow metosl
izolowania lotnych sktadnikéw &bin w postaci olejkdw eterycznych, ktore wedtugidei
sa mieszaninami wtérnych metabolitowslio pozyskiwanych 4 technilky. Wyjatkiem s
olejki eteryczne otrzymane przez wyciskanie z naowaytruséw. Mieszaniny lotnych
Zwiazkéw uzyskiwane z &in innymi metodami nosgz miano olejkéw lotnych [Stevens,
1999]. Destylacja z parwodm jest procesem, w ktorym wysokoweze sktadniki olejku
mozna wydziele w temperaturze gszej ni 100°C. Metoda ta stosowana jest zaréwno
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w przemyle, jak i w laboratorium do izolowania olejkow etexnych, charakteryzagych s¢
staly rozpuszczalniwia w wodzie i ktérych sktadniki nie ulegajozktadowi w warunkach
procesu. Metoda polecana jest rowrtie wydzielania olejkéw lotnych z olejow i ttuszezd

Otrzymywanie olejkéw eterycznych w warunkach labomngnych przeprowadza i
w szklanych aparatach, ktérych prototypem jest @p@tevengera, a polskodmiary aparat
Derynga [Klimek, 1957]. Metoda polega na oddestyniu olejku eterycznego z ogrzewanej
w kolbie mieszaniny surowca olejkodajnego i wody D(H- hydrodistillation).
W przemystowej modyfikacji tej metody gawodm dostarcza gido naczynia z surowcem
z zewnitrz (SD — steamdistillation) [Gildemeister i Hoffma 1956]. Substancje lotne
destylup wraz z pag wodra, a nasipnie & kondensowane i jakazéjsze od wody i nie
mieszajce s¢ z ni, zbierane $ w odpowiednim fragmencie aparatury. Gtawmalet,
destylacji z par wodm jest uzyskanie produktu pozbawionego skfadnikéwlotinych.
Oczywiste jest natomiaste w trakcie destylacji trwagej zwykle 3-5 godzin, w temperaturze
zblizonej do temperatury wrzenia wody, naogowstawad artefakty: produkty izomeryzacji,
cyklizacji, racemizaciji, a tale hydrolizy, eliminacji i transestryfikacji. W presie destylacji,
szczegodlnie rdin bogatych w saponiny, wygiuje niekorzystne zjawisko pienienia, ktéremu.
zapobiega dodatek substancji antypieych, zanieczyszczgjych jednak destylat zagkami
krzemowymi [Da Costa i Eri, 2005].

1.1.1.2. Rownoczesna destylacja z ppwoda-ekstrakcja

Rownoczesn destylagg z pan wodm-ekstrakcg (SDE — simultaneous distillation-
extraction) umgliwia aparat Likensa-Nickersona. Typowa aparatutada s¢ z dwoch
pofaczonych ze sab kolb, ogrzewanych oddzielnie. W jednej znajduje miieszanina
surowca i wody, w drugiej rozpuszczalnik (np. pehtaéPary wody i lotnych sktadnikéw
surowca mieszajsie z parami rozpuszczalnika wczniku midzy kolbami, a lotne skiadniki
Sa przenoszone railzy kondensuacymi w chiodnicy parami, kondensat zawracany jest d
odpowiednich kolb: woda do kolby z surowcem, a tezgzalnik ze zvazkami pozyskanymi
z surowca do kolby pierwotnie wypetnionej czystyorpuszczalnikiem. Po odparowaniu
ekstraktu uzyskuje siolejek eteryczny. & rozpuszczalnika stosowana w procesie jest
mata, nawet w przypadku gej masy surowca. Czas procesu destylacji z pavdmn-
ekstrakcji to zwykle 2-4 godziny. Zastosowanienejtody czsto skraca proces wydzielania
olejku i podnosi jego wydajsé w stosunku do metody destylacji z pavodra. Produkty
otrzymane metad destylacji z par wodm-ekstrakcji r@nia sig nieznacznie sktadem

jakasciowym i ilosciowym od olejkow eterycznych, ale podobnie jaks$tatnie nie zawieraj
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sktadnikbw wysokowrzcych i nielotnych, utrudniagych analiz GC, mog jednake
zawierd artefakty [Chaintreau, 2001; Da Costa i Eri, 2005]

1.1.1.3. Inne metody destylacji

Do wydzielania sktadnikow lotnych z dlan lub zywnaosci o wysokiej zawartéci wody
stosowa mazna destylag pod zmniejszonym gmieniem. Zasada metody polega na
destylacji zwiazkoéw lotnych z wod, a nasipnie skropleniu mieszaniny w ukiladzie
chtodzonym najogciej cieklym azotem. Zalgttej metody jest brak artefaktéw, co wynika
z obnizonej temperatury procesu. Wada diugi czas procesu, a tak wymagana wksza
ilos¢ surowca, gdy wydzielane skfadniki polarne i trudniej lothne [Maarse i Belz, 1981;
Marsili, 2002]. Metoda ta nmm® by polaczona z mikrofalowym ogrzewaniem surowca
roslinnego (VMHD — vacuum microwave hydrodistillatior®)lejek eteryczny uzyskany w ten
sposb6b przypomina sktadem jakamwym olejek otrzymany przez destylag pan wodn,
rézni sie jednak znacznie udzialem poszczegolnych sktadnilSuoleffer, 1996].

Sktadniki lotne produktéwzywnosciowych opartych na bazie ttuszczéw moly¢
wydzielane za pomaadestylacji molekularnej, w ktérej dla produktéwzpawionych wody,
takich jak oleje, mgna stosowaredukcg cisnienia [Maarse i Belz, 1981; Reineccius, 1994].

1.1.2. Metody ekstrakcyjne
1.1.2.1. Ekstrakcja konwencjonalna

Ekstrakcja rozpuszczalnikami jest najgzej stosowam metod, izolowania ranych
zwiazkéw z produktéw naturalnych zaréwno na skdboratoryja, jak i przemystow.
Produkty uzyskane w wyniku ekstrakcji rozpuszcaami znajduy szerokie zastosowanie
w przemyle perfumeryjnym i kosmetycznym. Proces ekstralagiarty jest na ricy
wartasci wspoétczynnikdw podziatu izolowanych skiadnikdwicary surowcem, dacym
ciecz lub ciatem stalym, a rozpuszczalnikiem lub mieszamozpuszczalnikdw. Ekstrakt
uzyskuje st przez mieszaniegczne lub automatyczne surowca z rozpuszczalnikigary
jest nasipnie oddzielany od matrycy. Punktem newralgicznynszystkich metod
ekstrakcyjnych jest dobor rozpuszczalnika, ktorgzegolnie w przypadku wydzielania
olejkéw lotnych, powinien mie niska temperatuy wrzenia, pozwalaga na fatwe
wydzielenie go z ekstraktu, bez strat sktadnikévazpiszczalnik nie m® maskowé
badanych zwizkow podczas analizy chromatograficznej. Powiniéwniez, w przypadku
wydzielania naturalnych zwikéw lotnych, ekstrahowasktadniki zaréwno polarne, jak

i niepolarne. Zalet metody ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznyest jjej prostota oraz
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wysoka wydajné izolowanych sktadnikow. Wadami gasa straty najbardziej lotnych
zwiazkow podczas zedania oraz obecrnd w ekstrakcie skladnikow wysokovawych
i nielotnych, ktére utrudniaj analiz metod, chromatografii gazowej. Zastosowanie tzw.
prekolumny — krétkiej kolumny mdzy dozownikiem a kolumnwiasciwa, adsorbujcej
sktadniki wielkocasteczkowe, utatwia analizGC [Da Costa i Eri, 2005]. Frakcjlotna
mozna réwnie przed analig wydzielic z ekstraktu nagpujacymi metodami:
» destylacja z parwodm, tak uzyskany olejek lotny mie by bezpiecznie analizowany
metody GC
* wymrazanie zwazkédw nielotnych i dekantowanie (np.: tluszcze, kyvaksiszczowe,
kofeina)

Najbardziej popularlaboratoryjm metody ekstrakcji sktadnikdbw z matryc giinnych
jest ekstrakcja w aparacie Soxhleta. W zabéci od skladu matrycy oraz charakteru
izolowanych zwazkow stosowaneasrozpuszczalniki niepolarne, polarne lub ich miesza

Zatezony ekstrakt réliny olejkodajnej uzyskany rozpuszczalnikami niggalymi nosi
nazwe konkretu. Jdi konkret rozpyci si¢ w rozpuszczalniku polarnym (naggziej etanol),
wymrozi i odfiltruje nielotne substancje parafingweyska sj tzw. absolut — cenny surowiec
przemystu perfumeryjnego. Zabny ekstrakt mgna rownie podd& destylacji z pay
wodm, uzyskujc olejek lotny, ktéry jest cennym surowcem przemygbsmetycznego [Da
Costa i Eri, 2005; Maarse i Belz, 1981]. Zarownadbt, jak i olejek lotny to mieszaniny
zwiazkdw lotnych.

Jeli cenne zapachowo skiadniki matrycyslionej 1 zwiazkami termolabilnymi
i ulegapcymi degradacji pod wyptywem wody i rozpuszczalmké@rganicznych, do ich
izolowania mog by¢ stosowane procesy maceracji lub nawaniania.

Maceracja polega na zaabsorbowaniu naaamr(50-70C) substancji zapachowych
przez tluszcze. Sty gtdwnie do otrzymywania na skaprzemystow absolutu z jgminu,
fiotka, kwiatow akaciji, bzu, gy i zonkili. Jako absorbent stosuje: shieszanin swiezych,
bezwonnych, stopionych tluszczéw, np.: t6j, smaletiwa, stosowany jest tak olej
parafinowy i benzoesan benzylu. Surowiec jest praéka godzin mieszany z tluszczem,
ktory nasgpnie jest filtrowany. Po kilkakrotnej maceracji skyje s¢ pomad, ktora miesza
si¢ z etanolem. Z ekstraktu oddestylowuje stanol, uzyskac absolut. Jest to metoda
niezmienna od lat, czaso- i pracochtonna, alelimia wyizolowanie labilnych skfadnikéw
lotnych [Bauer i in., 2004; Klimek, 1957].

Nawanianie (,enfleurage”) jest roOwrienetod, absorpcji sktadnikow wonnych przez

tluszcz, ale staty (6] i smalec) i na zimno. Pg@mlega naecznym nanoszeniu ptatkow

10
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kwiatbw na szklane piytki pokryte tluszczem. Warkstthuszczu wysyca si kilkakrotnie
zwigzkami lotnymi zeswiezego surowca. Proces jesmnudny i pracochtonny, stosowany
jedynie woéwczas, gdy w surowcu trwa biosyntezakolgjawet w czasie ekstrakcji oraz gdy
surowiec ulega przemianom w wysokiej temperatuidetoda ,enfleurage” najeZciej
stosowana jest dlagainu i tuberozy, z ktorych pozyskujegsienny absolut z wydajdoia
znacznie wysz hiz w wyniku ekstrakcji rozpuszczalnikami, np. dla ¢ubzy jest ona
pictnastokrotnie wysza [Bauer i in., 2004; Klimek, 1957]. Metody magr oraz
nawaniania, z racji swej czasochtolcio ;3 wypierane przez mnigimudne, aczkolwiek nie

zawsze réwnie wydajne inne metody ekstrakcyjne @ain., 2004].

1.1.2.2. Ekstrakcja gazami w stanie nadkrytycznym

Ekstrakcja gazami w stanie nadkrytycznym (SFE -estrggical fluid extraction) jest
doskonad zachowawcz metod, izolowania sktadnikow surowcéw naturalnych, stoaow
od pkcdzieskciu lat. W metodzie tej wykorzystuje ¢siwtasciwosci rozpuszczalnika
w warunkach d@nienia i temperatury pomej tzw. punktu krytycznego, w ktorym ekstrahent
wystepuje rownoczénie w fazie ciektej i gazowej. Gtowrzalet, ekstrakcji gazami w stanie
nadkrytycznym jest wielokrotne zgkiszenie szybkgi transportu masy i ciepta, a co za tym
idzie, wzrost szybkii procesu ekstrakcji. Zwkane jest to z faktemgyz ilepkas¢ ptynu
nadkrytycznego jest podobna do lefdiogazu, ale wspotczynnik dyfuzji agja wartdé
zblizoma do wspotczynnika dyfuzji cieczy. Nawet niewielkieniany temperatury i énienia
w obszarze bliskim punktu krytycznego prowadio zmiany gstoci rozpuszczalnika, co
prowadzi do zmiany jego zdoléw rozpuszczania. Proces ekstrakcji nadkrytyczbejrauje
trzy gtdwne etapy: sptanie rozpuszczalnika do stanu nadkrytycznego, akga
cisnieniowa, separacja — wydzielanie sktadnika ekstraimego. Wydzielania sktadnikow
z ekstraktu dokonuje @inajczsciej przez zmia@ temperatury i énienia, w przypadku
wydzielania kilku frakcji dokonuje sitego stopniowo. Prowadzi to do obemia gstaci
zwiazkdéw, a w efekcie do wydcenia sktadnikow. Rozpuszczalnik regenerugei pionownie
wykorzystuje do ekstrakcji [Kaiser i in., 2001; ki i Ludwiczuk, 2001].

Dobieragc odpowiednio warunki ekstrakcji (temperaturagn@nie, czas) maa
otrzyma& produkt przypominacy sktadem olejek eteryczny, a zmien@jstopniowo
parametry procesu, moa otrzyma frakcje zawierajce r&ne skiadniki surowca. Produkty
uzyskane ¢ metody mog jednak czsto znacznie tni¢ sie sktadem nie tylko iléciowym,
ale i jakgciowym od olejkow eterycznych. Efektywstowydzielania lotnych zvazkow jest

11
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wyzsza dla surowcow uprzednio namahych wod, lub bgdacych gstymi cieczami
(szampony, kondycjonery) [Reverchon i in., 1993gWas i in., 1995].

Zalety ekstrakcji nadkrytycznej jest mlowvos¢é duzej selektywnéci, krotki czas
ekstrakcji, zmniejszenie stopnia degradacji skiadimi termolabilnych i wrdiwych na
dziatanie tlenu. Sgrone gazy trudno ekstralugkiadniki polarne, alec¢tniedogodnét
mozna zniwelowa dodajc do nich modyfikatoréw, np. metanolu czy etanolu,
zwigkszapcych rozpuszczaldé zwiazkow polarnych w  lipofilowym ditlenku wegla.
Wadami tej metodyas wysoki koszt aparatury i jej eksploatacji orazdimy i czasochtonny
proces doboru odpowiedniego przedziatu temperatémjenia i przeptywu gazu [Da Costa
i Eri, 2005; Maarse i Belz, 1981]. Najpopularnigjse gazami stosowanymi do ekstrakcji
gazami w stanie nadkrytycznym:sditlenek wegla, tlenek azotu, amoniak, etan, propan,
butan, heksanyoda, ksenon. NajeZcie] stosowanym medium, ze wzdlu na swe zalety,
jest ditlenek wgla. Ma on dé¢ niska temperatuy wrzenia (-78,3C), a parametry punktu
krytycznego s nastpujace: 31,3°C, 72,9 atm. Ditlenekegla jest naturalnym produktem
metabolizmu, a jego pozost&n w ekstraktach s nieznaczne, ponadto jest nietoksyczny,
niepalny i tani [Wolski i Ludwiczuk, 2001].

Ekstrakcja nadkrytyczna jest szeroko stosowana akygkiwania zwizkow lotnych
z surowcow olejkodajnych [Reverchon i in., 1995],tym rowniez terpendw z igiet drzew
iglastych [Orav i in., 1998].

1.1.2.3. Inne metody ekstrakcji

W celu zwtkszenia wydajnéci proces ekstrakcji surowcow olejkodajnych
rozpuszczalnikami m@ by wspomagany ultraavickami lub mikrofalami (MAE -
microwave-assisted extraction) [Dung i Thang, 2005]

Inng alternatyws klasycznej ekstrakcji jest wspomagana mikrofalaekistrakcja
bezrozpuszczalnikowa (SFME - solvent-free microwaxdraction), ktéra jest odmian
suchej destylacji z mikrofalowymrédtem ogrzewania. 1zolowanie i zaanie skiadnikéw
lotnych zachodzi w jednym etapie. Metoda ta stos@aast do wydzielania olejkéw lotnych,
aromatow, pestycydow, fenoli, dioksyn zzmégo rodzaju matryc, takich jak: stmy,
zywnos¢, gleba, osady. Gtowgnzalet, metody jest skrocenie czasu wydzielania sktadnikow
lotnych (do 30 min.) oraz oszginacs¢ energii [Dung i Thang, 2005].

Do ekstrakcji zwizkow lotnych z materialdbw stalych stosujeg girzyspieszom
ekstrakap rozpuszczalnikami (ASE — accelerate solvent ekitak Metoda polega na

umieszczeniu surowca W szczelnym szklanym pojemnikdéry  wypetnia  si
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rozpuszczalnikiem, a naginie wprowadzagc azot wypycha si ekstrakt do odbieralnika.
Zalety tej metody jest zywanie stosunkowo matej #oi rozpuszczalnika i krétki czas
ekstrakcji nie przekraczgjy 15 min. Wad za& sa straty najbardziej lotnych sktadnikow
podczas ekstrakcji w wgzej temperaturze [Richter i in., 1996].

Ciekta zywnos¢ np.: mleko, przetwory owocowe czy produkty zawjsra duo oleju,
mog by¢ wydzielane metod odparowania skladnikdéw lotnych wraz z rozpuszakam
(SAFE - solvent assisted flavour evaporation). igksfa prowadzona jest pod
zmniejszonym @hieniem i w niskiej temperaturze, a sklad uzyskafnekcji lotnej jest
reprezentatywny dla badanego materialu — brak gstfaktow. Produkt nie zawiera
skladnikbw o wysokiej masie ggteczkowej i barwnikow. Wad tej metody jest

skomplikowana aparatura i potrzeba jejstego czyszczenia [Engel i in., 1999].

1.1.3. Analiza fazy nadpowierzchniowej

Analiza fazy nadpowierzchniowej (HS — headspace) jeetod pobierania probek
zwiazkow lotnych z fazy gazowej. Analizie meto@C poddaje siokreslona objetos¢ probki
w fazie gazowej lub powietrza zebranego znad préhMej lub ciektej, pozostgego z mi.
w rownowadze statycznej, jest to tzw. headspadgcgtay (SHS — static headspace). Pkobk
fazy gazowej, zawieraga skiadniki lotne, przenosi giw strzykawce bezpoednio do
kolumny (0,1-2,0 ml). Sktadniki lotne obecne w fagazowej nad surowcem vma zagzy¢
adsorbujic je w rurce wypetnionej odpowiednim dmkiem, a naspnie wyeluowa
rozpuszczalnikiem. Jest to tzw. headspace dynami¢P&T — purge and trap, DHS —
dynamic headspace). Wydafitozaadsorbowanych sktadnikow ama zwiekszy¢ poprzez
podwyzszenie temperatury lub mieszanie matryc cieklyamal&a fazy nadpowierzchniowej
w polaczeniu z metogd GC pozwala zidentyfikowasktadniki najbardziej lotne, obecne nad
badanym surowcem i w dym stopniu tworzce jego zapach [Da Costa i Eri, 2005]. Zxki
te, z racji swej wysokiej lotrfgi, mogy by¢ nieobecne w olejkach eterycznych czy
ekstraktach lub maegby¢ maskowane w grupie pikéw pochadych od rozpuszczalnikédw na
chromatogramie gazowym ekstraktéw. Mae jest réwnie okreslenie zawartéci
sktadnikéw lotnych, ktore wykonuje ¢sinajczséciej metod ze standardem zewnznym.
Zalety tej metody jest prostota oraz brak artefaktowriigezyszcze. Wymaga ona ponadto
niedwej ilosci badanego surowca, ktéry w analizie prowadzondégmperaturze pokojowej
nie ulega zniszczeniu. Wadnetody jest ogsto niedostateczne dla potrzeb analizy metod
chromatografii gazowej stenie sktadnikébw lotnych. Ponadto zrmdce w lotndci

poszczegolnych skiadnikéw surowca mogptyna¢ na zafalszowanie proporcji eaizy
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zwiazkami, na korz§¢ sktadnikdéw bardziej lotnych. Profil sktadnikow hgich produktu jest
uzalezniony od temperatury i czasu izolowania zmkidéw, wielkaci kolby z materiatem oraz
rozpuszczalnei sktadnikbw w matrycy. Metadanalizy fazy nadpowierzchniowej stosuje
si¢ w badaniu zwizkow lotnych ranych produktow, zaréwno kosmetyczno-perfumeryjnych
[Da Costa i Eri, 2005; Marsili, 2002], jak i spavczych: herbata, kawa, miod, orzechy
[Wampler, 1997], owoce [Dirinck i in, 1984], surogvegslinne i olejki eteryczne [Kjeldsen i
in, 2001; Jorgensen i in, 2000; Coleman i Lawred®8,7; Boscherini i Michelozzi, 1993].

Doskonalsz odmiarm, analizy fazy nadpowierzchniowej jest nowa technika
bezpdredniej desorpcji termicznej (DTD — direct therrdakorption). Analizowany surowiec
umieszczany jest w komorze ogrzewanego do wysdkmperatury urgzenia, ktére jest
potaczone z chromatografem gazowym. Wprowadzany dodukigaz nény transportuje
lotne zwhzki znad surowca do kolumny chromatograficznej lbé&zmmnio lub po ich
zakzeniu putapce kriogenicznej. Zaddej metody jest prostota i szybiowykonania, ale jej
wadh jest wysoka cena wdzenia. Metoda stosowana jest do analizy skfadnilaivwych
zywnosci i roslin [Ozel i in, 2004; Grimm i in, 1997; Hartmanri,i1991; Marsili, 2002]. Byta
ona wykorzystana m.in. do analizy jdkmwe] i ilosciowej skladnikow lotnych
emitowanych podczas suszenia drewna [Manninen2d@z2b].

1.1.4. Mikroekstrakcja do fazy statej (SPME)

Pierwszym i bardzo waym etapem kadej analizy jest przygotowanie prébki. Etap ten
decyduje w diym stopniu o wiarygodrigi i doktadndci wynikow analizy. W klasycznych
metodach przygotowania probki ponad 80% czasu analizeznaczone jest na ekstrakcj
zakzanie, oczyszczanie i frakcjonowanie analitow. Djatdez mimo, ze rozwdj technik
przygotowania probek zmierza obecnie gtébwnie wlkii&u obnienia granicy oznaczaléad,
nadal ddao uwagi péwig¢ca Sé ograniczeniu praco- i czasochtosoibanalizy, eliminowaniu
lub minimalizowaniu iléci rozpuszczalnikbw oraz automatyzacji procesu igmahego.
Metoda spetniajca oczekiwania analitykdw jest rozwijgja sé dynamicznie w ostatnim
dziesecioleciu mikroekstrakcja do fazy statej (SPME - i@oPhase Microextraction),
zaliczana do technik sorpcyjnych [Baltussen i #002], ktéra w paiczeniu z technikami
analizy: GC, GC-MS, HPLC i LC-MS jest skutecznyraféktywnym nargdziem w analizie
zwiazkow lotnych. Pomystodawametody SPME jest Janusz Pawliszyn, ktéry wprowgdzi
w latach 90-tych XX wieku [Pawliszyn, 1997]. Populeé¢ metody nieustannie ¢nie,
0 czymswiadczy ogromna il& artykutow naukowych: Chemical Abstracts odnotowabd
hastem SPME 117 publikacji w 1997 roku, a 468 w308ku. Metoda mikroekstrakcji do
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fazy statej jest waz udoskonalana i automatyzowana zaréwno przez sanvegag, jak
i w wielu asrodkach nawiecie.

Do technik sorpcyjnych nate rowniez: HSSE — headspace sorptive extraction oraz
SBSE - stir bar sorptive extraction, ktére wymagéijycia desorbera termicznego [Da Costa
i Eri, 2005].

1.1.4.1. Metodyka SPME

Metoda SPME opiera gina podziale sktadnikéw lotnych edizy matrygq a wioknem
i umazliwia poobieranie probek sktadnikow lotnych z matistatych, cieklych i gazowych.
Sktadniki lotne g osadzane na wioknie SPME (Rysunek 1, A), acpagt s desorbowane
termicznie (GC), np. w komorze dozownika chromaafigrgazowego lub przez elgcj

rozpuszczalnikiem (HPLC).

A. SPME (wi6kno) B. SPME w rurce
o)

Igta Kolumna

|-~ kapilarna

M ‘ M Faza
Analit _ N g ~ stacjonarna
5 L |
(@)
-2 [ Feo
@] ® A/.
A = |

Préobka —= @0 0
@]

Prébka

Mieszadto z ogrzewaniem

Rysunek 1. Ekstrakcja analitow (A) na widéknie SPMB) w rurce SPME [Kataoka, 2002]

Witékno SPME to warstwa odpowiedniego polimeru, dkeg 1 lub 2 cm osadzona na
krzemowym rdzeniu. WHOkno umieszczone jest w oshaoej je rurce, z ktorej jest
wysuwane na czas ekstrakcji i desorpciji, lub wswemaodczas przenoszenia znad prébki do
dozownika, w celu ochrony przed uszkodzeniem i bageniem desorpcji osadzonych
sktadnikéw. Uktad taki stanowi ca® i moze by wymiennie mocowany do strzykawki
SPME. W celu przeprowadzenia ekstrakcji wiokno wniga si nad badanym materialem

statym lub cieklym (headspace: HS-SPME) albo w pedlstanowicej roztwdr wodny
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analizowanych sktadnikow lub gazie (direct immensidI-SPME) [Pawliszyn, 1997].
Mozna réwnie umiesci¢ wiokno w zbiorniczkach, w ktérych éfina gromadzi sktadniki
lotne [Kubeczka, 1997]. Faza polimeru zadoy¢ osadzona nie tylko na wtdknie SPME, ale
moze rownie pokrywa wewretrzng scianke mikrokolumny kapilarnej — rurki SPME
(Rysunek 1, B). Zastosowanie takiego uktadu rozszgrug adsorbowanych skladnikéw
0 zwigzki nielotne lub trudnolotne, termolabilne i polarntakie jak: pestycydy, zadki
nieorganiczne lub jony metali [Baltussen i in, 2002ambanin, 2003]. Zwiki sa
adsorbowane na fazie stacjonarnej kolumny podejadkjesowego wprowadzania do cieczy,
a nastpnie po paiczeniu z koluma chromatografu cieczowega snalizowane metad
HPLC. Metoda nazywana jest SPME w rurce (in-tubBIEP[Kataoka, 2002].

(A) Etapy HS-SPME (C) Termiczna desorpcja w dozowniku GC

Strzykawka
SPME

Probka i

Plyta grzejna
mieszadta

Przebicie Ekspozycja Wyjecie
septy igtg ~ witdkna widkna

(B) Etapy DI-SPME /(D) Desorpcja rozpuszczalnikiem

w dozowniku HPLC

. Strzykawka SPME

- Komora desorpdji

Zawor
szesciodrozny

Pompowana
faza ruchoma

Do kolumny LC

Rysunek 2. SPME na wiéknie z fazy nadpowierzchnjo# HS-SPME i z roztworu: (B) DI-SPME
pofaczone z systemem desorpcji (C) GC i (D) HPLC [K&tabin., 2000]
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1.1.4.2. Dynamika procesu SPME

Mikroekstrakcja do fazy statej jest megodownowagowy. Transport analitbw do
widkna SPME przebiega do momentu ustalenig réiwnowagi w systemie. Polimery
stosowane w technice SPME mayvtasciwosci absorbujce lub adsorbype. Widkna
jednosktadnikowe, dilace cieczami o wysokiejegtasci, absorbyj ekstrahowane z matrycy
sktadniki, czyli pochtaniaj je w calej objtosci. Natomiast widkna wielosktadnikowe
zachowuy sie jak adsorbenty: skladniki izolowane z matryey agsadzane na powierzchni
nosnika i wewratrz porowatych kanalikbw polimeréw.

Proces absorpcji jest mniej skomplikowany w opisiatematycznym i jest to proces
liniowy w wickszym zakresie sten analitow matrycy ri adsorpcja. Rownie dynamika
procesu wyznaczana Ww ¢gju teoretycznym dla ukladu, gdzie widkno zanurzgest
bezpdrednio w cieczy lub gazie (DI-SPME), opisywana jestez mniej zmiennych hidla
uktadu HS-SPME, w ktorym widkno umieszczane jest padan matrya.

Stata rownowagi dla wtokien o charakterze absorpayjjest opisana prawem Nernsta:

gdzie,Kfsjest stad podziatu analitu neidzy wiokno a matryg Cf i Csto stzenie analitu
w fazie rownowagi odpowiednio we wtoknie i matrycy.

Catkowita masa sktadnikad) moze by wyrazona jako:

no=nf +ng (2)

gdzie,nsi Nngokreslaja odpowiednio masanalitu na wioknie i w probce,

albo opisana przyayciu stzen analitu w kadej z faz:
CoXVf§=CfXVi+CgxVg (3)

gdzie, Vi Vs to obgtosci odpowiednio widkna i probki.
Réwnanie (3), po przeksztatceniu daje réwnanie kddre opisuje réwnowagdla
wariantu DI-SPME.
Kfs XV§ xVgxng

n= (4)
KfsxVi +Vg

17



Czs¢ literaturowa — metody

Typowy proces ekstrakcji SPME uwa st za skaczony, kiedy sgzenie analitu
osiagnie stan réwnowagi pordzy surowcem a witoknem, czyli kiedy pomimo zk&zania
czasu ekstrakcji ik osadzonego analitu na widknie jest stala.

Kiedy obgtos¢ prébki (Vs jest o wiele wiksza od pojemnimi widkna V1),

(Kfs Vf << Vs)réwnowaga procesu DI-SPME @byt opisana uproszczonym wzorem:
Ne= Kgs XViX Ng )

Rownania (4) i (5) wskazajna proporcjonal zaleznosé pomigdzy stzeniem analitu
w probce a ilécia wyekstrahowas Z zalenosci (5) wynika, & efektywndé ekstrakcji jest
bezpdrednio uzaleniona od wspoétczynnika podziaKfs. Dlatego te selektywngé¢ metody
SPME w stosunku do wybranych analitow ima regulowé poprzez zmiag parametrow
ekstrakcji SPME. Zmiany te maglotyczy¢ pH probki, derywatyzacji analitéw lub bardziej
podstawowych czynnikéw, jak np. dobdér widkna SPMBawliszyn, 1997; Mullett
i Pawliszyn, 2003]. Z rownania (5) wynikae ilos¢ analitu zaabsorbowanego nie zgle
bezpdrednio od olgtosci prébki, ale jest wprost proporcjonalna do jedezenia w tej
prébce. Pozwala to na wykorzystanie SPME do ozraidaéciowych, a take wskazuje na
dogodnda¢ tej techniki w badaniach w terenie (poza laboratoj. W praktyce zaoznacza,
iz nie ma potrzeby prowadzenia SPME z ustalonejtodgi probki, dopoty dopoki widkno
jest umieszczane bezpednio w badanym gazie czy roztworze wodnymili Jeatomiast
warunki te nie g spetnione, w celu uzyskania dobrych parametrovraksii SPME, ohgtos¢
probki powinna by optymalizowana [Pawliszyn, 1997].

1.1.4.3. Optymalizacja procesu SPME
W rutynowych analizach meteadSPME pierwszym etapem procesu jest dobér
i optymalizacja warunkéw mikroekstrakcji. Bywa téekiedy czasochtonne, gédywymaga
doboru wielu parametréw, takich jak:
* metoda SPME (DI-SPME, HS-SPME lub SPME w rurce)
* metoda analizy i detekcji (chromatografia gazowadieczowa)
e widékno SPME
» objetos¢/masa probki i oletos¢ fiolki
* czas ustalaniasrownowagii i ekstrakciji
» optymalizacja innych warunkow ekstrakcji SPME (ramsie, temperatura, egenie
NacCl, pH)

e czas i warunki desorpcji.
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Wybor metody SPME jest determinowany przez seik®osci analizowanych
sktadnikéw (lotné¢ i polarng¢), a take rodzaj matrycy. 38 matrycy jest gaz (np. spaliny)
lub zwiazki organiczne w wodzie, moa stosowa technike DI-SPME. Najczsciej jednak
wykorzystywana jest metoda HS-SPME, ktéra wykluoddziatywanie matrycy na witdkno,
bowiem sorpcja sktadnikow lotnych ngstije z powietrza nad prébk Zaréwno metoda
HS-SPME, jak i DI-SPME stosowang gtéwnie do analizy lotnych niepolarnych zgkow.
Zastosowanie metody SPME w rurce ufiwia oznaczanie sktadnikéw trudnolotnych
I polarnych, zawza jednak rodzaj detekcji do chromatografii cieczpwe

Poniewa stosowane w SPME widkna (szczegllnie jednoskianvel dziatag
wybidrczo na niektore zwkki, dlatego wyniki analizy SPME nmina poréwnywa jedynie dla
tych samych wiékien [Pawliszyn, 1997].

Rodzaj wtdkna (polarnd, porowatdc¢) oraz jego grub&d wplywaja w zasadniczym
stopniu na ilé¢ osadzonych na nim skfadnikow. Wiékna SPMEzn® podziek na dwie
grupy: absorbuce — jednosktadnikowe i adsorhog — wielosktadnikowe. Najbardziej
popularnym absorbentem jest niepolarny polimeridioktylosiloksan — PDMS. Jest on
skuteczny w ekstrakcji sktadnikdéw niepolarnych. eiftatywnym materialem jest polarny
poliakryl — PA, stosowany do analizy zwkdw polarnych, np. fenoli i alkoholi.

TH3 (|3H3 CH;—CH
+——SiH—0—Si—O——+ /K

| | 0" ~o

CH, CH, |n CH, )

Polidimetylosiloksan Polibutyloakryl
Wiokna wielosktadnikowe maj zwigkszora zdolng¢ adsorbowania sktadnikow
o szerokim spektrum polarém i lotnosci. Jako warstwy adsorpcyjne widkien stosuje Si
polidimetylosiloksan (PDMS), diwinylobenzen (DVEBJarboxeA™ (CAR), CarbowaR (CW)
oraz sieciowasmzywice (TPR). W handlu dogpne g nastpujace wtdkna:
« PDMS -100, 30 i fum (GC/HPLC)
* PA-85um (GC/HPLC)
« PDMS/DVB - 65um (GC), 60um (HPLC)
« CW/DVB - 65i 70um (GC)
» CAR/PDMS - 75 i 8qum (GC)
 DVB/CAR/PDMS - 50/3Qum (GC)
e CW/TPR - 5Qum (HPLC)
Widkna stosowane do GC majtugas¢ 1 cm, a do HPLC — 2 cm.
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Warstwy polimeréw, ze wzgtlu na typ utwardzenia, mapdpowiednie przeznaczenie.
| tak, widkna o niezwizanej fazie mezna stosowa do roztworow wodnych zawietggych
polarne rozpuszczalniki organiczne, poniewad wptywem rozpuszczalnikbw niepolarnych
ulegap one rozdciu. Wtdkna zwazane, podobnie jak egciowo lub wysokosieciowanea s
stabilne prawie we wszystkich rodzajach rozpusniké (roztwory wodne), z wyjkiem
niektorych niepolarnych. Znakomita gkszas¢ widkien mae by stosowna bez zastras
w analizie HS-SPME. Szeroki wyboér widkien azngch wiaciwosciach pozwala efektywnie

przeprowadz ekstrakat sktadnikdéw, charakteryzagych sg rézna polarndcia i wielkoscia
czasteczek (Rysunek 3).

PDMS PDMS PDMS
(7 um) (30 um) (100 um)
CAR/PDMS
(75 pm)
o
%
2
DVB/CAR/PDMS
(50/30 um)
g PA
A% (85 um)
< PDMS/DVB
% (65 pm)
?
CW/DVB
(65 pm)
V] CWI/TPR
g (50 pm)
Wiasnosci .
" Silna
wlékna Staba RETENCJA

Rysunek 3. Wigciwosci komercyjnie dospnych wiokien SPME [Kataoka, 2000]

@ zwiqzaneJ: niezwihzane, CzZesciowo sieciowane, wysoko sieciowane

W przypadku analizy metadHS-SPME, ohjtos¢ fazy nadpowierzchniowej oraz
wielkos¢ fiolki wptywaja na czas i wydajrigé ekstrakcji, determingj rowniez kinetyke
procesu ustalaniagsrownowagi. Jéi objetos¢ fazy gazowej we fiolcednzie zbyt mata lub
zbyt duza, tylko niewielka ilé¢ sktadnikow zostanie zaabsorbowana przez wiokno.

Efektywna¢ metody SPME determinowana jest réwniezasem ekstrakcji, ktéry
z kolei uzaleniony jest od czasu ustalanig sownowagi mgdzy surowcem a fazgazows,

czyli czasu, po uplywie ktéregoesenie analitu w fazie nadpowierzchniowej jest state.
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Stezenie to wzrasta najszybciej w pierwszych kilku niémin procesu ustalania rownowagi
i uktada s¢ liniowo — dlatego te w analizie SPME nie jest wymagane uzyskanie cailepw
rownowagi. W przypadku wydkenia czasu ustalaniagsrOwnowagi mana zastosowa
krétszy czas ekstrakcji. Etapy te molgy¢ rowniez optymalizowane poprzez podwszenie
temperatury, zastosowanie mieszania, regel@tj roztworu (dysocjacja zaakow) czy
obecnd¢ w nim soli, jako czynnika wysalkgego (NaCl, CaC¢) NaHCQ) [Kataoka, 2000;
Pawliszyn, 1997].

Waznym elementem optymalizacji procesu jest rownistalenie czasu desorpcji (np.
w dozowniku chromatografu), czyli czasu po uptywtérego zwazki osadzone na widknie

zostan z niego usurte.

1.1.4.4. llgciowe oznaczenia metagl SPME
Analize ilosciowa skladnikbw oznaczanych metpdSPME mana przeprowadéi
czterema sposobami:
- kalibracja bezwzgldna (standard zewtrzny)
- dodatek wzorca
« standard wewgtrzny
- teoretyczne wyznaczanie wspoétczynnika podziatuiknpbmicdzy matrye a widkno.
Trzy pierwsze techniki stosowane sitynowo w ilgciowym oznaczaniu zwekoéw
lotnych, wydzielanych dowolnymi metodami. Metodalitlkacji bezwzgédne] (standardu
zewretrznego) polega na przygotowaniu roztworow standafdka sama substancja jak
substancja oznaczana) w rozpuszczalnikach orgayibzZinb osadzeniu ich w matrycy statej
i wyznaczeniu zalaosci pomidzy stzeniem wzorca a polem powierzchni pod pikiem,
odczytanym z chromatogramu gazowego. Jest to mgiomda, odpowiednia dla wzglinie
czystych prébek (prosty sktad, znana matryca). Vi3§stupc ja w analizie SPME oznaczano
m. in. zawarté¢ karwonu i limonenu w rnych odmianach kopru [Zawirska-Wojtasiak
i Wasowicz, 2002] oraz wybranych zygkow lotnych w winach [Buszewski i Ligor, 2001].
Metoda dodatku wzorca polega na dodaniu do bagmadbki znanej iléci oznaczanego
sktadnika. Szukane gtenie okréla sk przez wyznaczenie krzywej kalibracyjnej (zales¢
powierzchni pod pikiem od @tenia), a nagpnie ekstrapolowaniu jej do ujemnej osi X.
Réznica pomédzy ekstrapolowanwartdcia ha osi X a wartéia zero wyznacza stenie.
Metoda jest odpowiednia dla kompleksowych matrgkjch jakzywnosé. Metody dodatku
standardu oznaczano m. in. zawé&t-damaskonu w sokach z pomacay [Mahattanatawee
i in., 2004].
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Metoda wzorca wewgirznego polega na dodaniu do badanej matrycyazkui nie
wystepujacego w niej. Jest to metoda szybka, wygodna dlaymatielosktadnikowych.
W metodzie tej ogsto wyznaczany jest teoretyczny lub eksperymentalspotczynnik
korekcyjny dla detektora. Dodatek standardu wgrmnego do analizowanej probki v
powodowa jednak reake matrycy. Metod wzorca wewgtrznego najcgiciej oznaczane
byly lotne skfadniki rélin [Deng i in., 2004] oraz produkty autooksydattjiszczow [Vichi
i in., 2003]. Bardzo wygodne, aczkolwiek drogiestjstosowanie jako wzorcoéw znakowanych
izotopowo analizowanych sktadnikéw, np. 2-furfurauanalizie oliwy z oliwek [Giordano
i in., 2003], formaldehydu w oznaczaniu czysickosmetykéw [Rivero i Topiwala, 2004].

Oznaczenie zawaroi bezwzgédnej poszczegodlnych sktadnikow mieszaninyzne
rowniez wykona wykorzystupc podstawy teoretyczne metody SPME. Jest to, jakeflo
pory, jedyny opisany w literaturze sposOb oznaczasuimy wielu zwizkéw lotnych.
Wykorzystuje s w nim wspofczynnikiKyy — podziatu analitu poradzy wiokno a fag
gazows. Wspotczynniki wyznacza i doswiadczalnie lub teoretycznie, wykorzysigj
liniowa zaleznos¢ migdzy logarytmami Ky zwiazkdw a ich indeksami retencji (RI)
uzyskanymi na kolumnie GC, w liniowym programie peraturowym analizy (LTPRI —
linear temperature programmed retention index systeStwierdzono wysgpowanie
bezpdredniej korelacji mgdzy rodzajem widkna SPME a kolumrkapilarra GC, zatem
znapc LPTRI zwhzku, ma@na wyznaczy jego K w SPME. Metoglta mozna okréli¢ ilos¢
sktadnika, bez uprzedniej potrzeby kalibracji wial®PME z zastosowaniem standardow.

Przeprowadzono dwiadczenia dla szeregu homologicznego 29 alkantaz @3
weglowodoréw aromatycznych w powietrzu. Obliczone ré#gcznie | wyznaczone
eksperymentalnie wspotczynniki podziatu byly zgodaezastosowanie ich w #oiowym
oznaczaniu kilkudziestiu sktadnikbw benzyny byto rownie efektywne jak toua
referencyjna [Martos i in., 1997]. Opracowana teznaczenie iliciowe 71 rénych
zwiazkéw lotnych, zawieragych od 1 do 16 atomowegla i rGzne grupy funkcyjne. Na
podstawie indeksow retencji, temperatury wrzengaupy funkcyjnej badanych zwikow,
zbudowano model regresji dla wspotczynniKg. 1los¢ sktadnika zaabsorbowanego na
widknie okrglano w nanogramach [Bartelt, 1997]. Podobnéndadczenie przeprowadzono
dla homologow alkoholi, zwizkow karbonylowych i estrow. Stwierdzonqa; wraz ze
wzrostem liczby atomow ggla w casteczce, rénie rownie: log Kyg. Niskie wartaici tego
wspotczynnikgprzypisane g zwiazkom o niewysokich temperaturach wrzenia oraz wigsok
preznosciach par. Wart& wspoéiczynnika Ky maoze stwyé do oznaczania zawasto
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sktadnikéw lotnych i szyblkai ich emisji z gazowych wydzieligciotek drzew [Purzgska
i in., 2005].

1.1.4.5. Zastosowanie SPME

Prostota metody mikroekstrakcji do fazy statej gf@zej zastosowaniu, m. in. w takich
dziedzinach jak:

- ochronasrodowiska — w monitoringu zanieczyszaageby, powietrza, wod [Hawthorne

i in., 1998; Llompart i in., 1999; Martos i in., 98; Penalver i in., 1999; Zombonin,

2003] lub materiatéw budowlanych [Wady i in., 2003]

« medycyna — analiza m. in. ptyndw ustrojowych, ledliroyuki, 2003; Lee i in., 1998;

Theodoridis i in., 2000], lotnych zwakéw w wydychanym przez cziowieka [Baltussen

iin., 2002]

« analizazywnosci [Jeler i in., 2000; Kataoka i in., 2000; Vichi 2003; Yan@., 1997;

Holt, 2001]

« analiza surowcéw ginnych [Isidorov i in, 2003; Tammela i in., 2003jni, 2002,

Vereen iin., 2000].

Przydatné¢ mikroekstrakcji do fazy statej w analizie chemiegrzostata poparta
wieloma publikacjami naukowymi, w ktorych SPME periywana byta z innymi technikami
wyodrebniania i analizy sktadnikow lotnych, takimi jakestylacja z par wodm, destylacja
z pag wodm-ekstrakcja (SDE), analiza fazy nadpowierzchniofis).

Technika HS-SPME, prowadzona w °20 byta rownie skuteczna w jas@owych
oznaczeniach lotnych sktadnikow (zanieczysagzageby jak statyczna metoda analizy fazy
nadpowierzchniowej (9&). Metody te nie sprawdzity giw analizie sktadnikow trudno-
lotnych gleby, nawet po zekszeniu temperatury ekstrakcji do 2Q0[LIompart i in., 1999].

Czas ekstrakcji jest bardzo mweym czynnikiem w analizie metodami HS i SPME.
Oznaczajc lotne sktadniki cedruJuniperus virginianal.) odanotowano, zi niewielkie
wydtuzenie czasu ekstrakcji,gdu kilku sekund w SPME, a kilku minut w HS, powoddw
wyrazne r@nice w zawartéci sktadnikéw [Coleman i Lawrence, 1997].

Poréwnano dwie metody oznaczania lotnych skfadnikdéwlwoch gatunkach bylicy.
Metoda SPME wyizolowano i zidentyfikowano sktadniki barejzlotne, a metog destylacii
z pan wodm, sktadniki mniej lotne, np. seskwiterpeny [Demirgi., 2004].

Poréwnano rownie przydatné¢ SPME i SDE jako metod wydzielania sktadnikow
lotnych z wybranych owocow. Ekstrakcja SPME zailem wiokna PDMS data podobne
rezultaty jak destylacja z par wodm-ekstrakcja (podobna #6 wydzielonych
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i zidentyfikowanych zwizkow oraz zblione proporcje medzy skiadnikami). Rinica byto
wykrycie niskocasteczkowych estréow jedynie metodSPME, z& wysokiej zawartéci
a-terpineolu metogl SDE. Wolne terpenowe alkohole produktami degradacji glikozydow
powstajcymi podczas obrobki termicznej owocéw [Ceva-Ansunim., 2003].

Poréwnawcze badania SPME i SPE (solid phase extnaciv analizie lotnych
sktadnikéw jabtek wskazatyze SPME jest idealn metod oznaczania jakeiowego
i ilosciowego (GC) lotnych zwikow tych owocéw. Skiadniki o wkszej masie
czasteczkowej stanowity dty udziat w sumie zwizkédw wydzielonych metad SPE, ale
mniejszy w sumie skfadnikow wydzielonych w SPME, ktorej adsorbowane byly na
widknie SPME dopiero po 90 min. [Matich i in., 1996

Sktad zwhzkéw zapachowych emitowanych przez lawengorownano czterema
metodami: HS-SPME, metadSPTE (solid-phase trapping solvent extraction)stydaci
z pan wodmg (HD) i destylacji z par wodma-ekstrakcji (SDE). Metody SPME i SPTE
najdoktadniej odzwierciedlaty sktad lotnej frakepslin, minimalizujpc wptyw enzymow na
zmiarg skladu mieszaniny zwzkoéw lotnych podczas ich wydzielania. Metoda SPTE
pozwolita na identyfikag najbardziej lotnych skftadnikow lawendy, nieobednycawet
w probce SPME, nie wykryto gania skladnikbw o wyszej temperaturze wrzenia, ktore
pojawity sk w probce olejku otrzymanego metodestylacji z payr wodra. Mate ildsci
surowca wymagane do badas przewag metody SPME (1-7 g), SDE (10 g) oraz SPTE
(20 g) nad wymaganiami metody destylacji zapavodm (300 g). Ta ostatnia jednak
pozwolita wyizolowa olejek eteryczny (0,43%)cHacy cennym surowcem kosmetycznym.
Polarne skiladniki lawendy (alkohole) oraz nisk@teczkowe terpeny byly stabo
ekstrahowane podczas SPME na widknie PDMS, w paadwnnp. z metogd SPTE. Kiedy
jednak zmieniono widkno na bardziej polarne (PA DW/DVB), skiadniki polarne byty
wydzielane w stopniu zonym do obu metod destylacji (HD i SDE). Pokazwgew jak
duzym stopniu dobér widkna SPME wplywa na efektywhekstrakcji [Kim i Lee, 2002].

Metoda HS-SPME jest doskonalym ngiziem w oznaczaniu jakoiowego
i ilosciowego sktadu mieszanin, nawet bardzaatych. Stosowana jestzteoraz szerzej do
oznaczania zawaroi pojedynczych lub kilku sktadnikéw lotnych w zmych matrycach.
Nadal jednak ma bardzo ograniczone zastosowaneodsialvym okréleniu sumy wielu

sktadnikéw raniacych st lotndscia i polarndcia.
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1.2. Charakterystyka drzew iglastych oraz ich sktadikéw lotnych

Liczacy szd¢ rodzin i okoto 600 gatunkéw kosmopolitycznyadz Pinales jest
najwazniejsz grup roslin nagonasiennych. Szpilkoksztattngle tych rélin — w wigkszaci
wiecznie zielone —asdobrze przystosowane zarowno doagego lata, jak i mrmej zimy
oraz @ odporne na uszkodzenia mechanicznegkiiziemu na potkuli potnocnej drzewa
szpilkowe tworz bujne lasy. Najliczniejsza i mgga najwegksze znaczenie ekonomiczne
grupa drzew iglastych to ligga okoto 230 gatunkéw rodzina Pinaceae (sosnowate),
reprezentowana we florze europejskiej, a zarazelskigpy przez cztery gtéwne rodzaje:
Pinus(sosna zwyczajnRinus sylvestrid..), Picea(Swierk pospolityPicea abieqL.) Karst.),
Larix (modrzew europejshkiarix deciduaMill.) oraz Abies(jodta pospolitaAbies albaMill.).

Rejony wysg¢powania swierka pospolitego (Rysunek 4) oraz sosny zwycjajne
(Rysunek 5 na starym kontynencie térodkowa, pétnocna i péinocno-wschodnia Europa.
Swierk jest drzewem réwnieterendéw gorzystych, wygtuje do 2000 m n.p.m. (Alpy).
Péinocna granica wygtowania swierka i sosny przebiega w Norwegii (okoto 70°N),
wschodnia na Uralu. Te dwa gatunki drzew dominujdrzewostanie Finlandii. W Polsce
swierk wyskpuje najliczniej w cgsci potnocno-wschodniej oraz potudniowej (na
Podkarpaciu i w gorach). Z kolei sosna najbardaagjularna jest na nizinach i jest zarazem

najwazniejszym gatunkiem drzewostanow polskichaskich laséw.

FPicfn lias

Lo ]

Rysunek 4. Rejony wygbowaniaswierka pospolitego w Europie [Schmidt-Vogt, 1997]
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% Pinus sylvestris

Rysunek 5. Rejony wygbowania sosny zwyczajnej w Europie [Schmidt-Vo§917]

Modrzew europejski pierwotnie wygiujacy w Alpach Centralnych, we wschodnich
Sudetach, w Tatrach i na2i Polskim (Rysunek 6), zostat szeroko rozpowszextyndziki

uprawom lgnym.

Rysunek 6. Rejony wygbowania modrzewia europejskiego w Europie [Mitdhal, 1988]
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Ogromne znaczenie ekonomiczne drzew z rodziny sestyoch wynika z tegoze
dostarczaj one 75% drewna budowlanego i surowca do produylagieru. Ze wzgdu na
dobre parametry techniczne i trwsdp drewnoswierkowe stosowane jest dodatkowo jako
materiat na maszty, instrumenty muzyczne (drewrmomansowe) oraz gonty. Drewno
sosnowe zg ze wzgédu na nisk (w porownaniu z innymi gatunkami drzew) eenest
najczsciej wykorzystywane jako materiat konstrukcyjny. Mé&¢ drewna modrzewiowego
wynika z jego trwatléci, ktora modrzewie przewkszap wszystkie inne gatunki polskich
drzew iglastych. Jego drewno stanowi znakomity nettdoudulcowy (dworki, kécioty,
spichrze). Na zalety drewna modrzewia zwrécono wwag w staraytnosci, polecajc je
szczegOlnie do budowy mostow. ¥Wedniowieczu drewno modrzewia, odznageeaj s¢
odporndcia na paczenie, stosowano do wyrobu desek przezmgzodo malowania
obrazéw [Totpa i Radomski, 1980; Mata encyklopddéaa, 1980].

Pien drzew, w tymséwierka, sosny i modrzewia, zZony jest z wielu warstw, gtéwne
Z nich przedstawitam na Rysunku 7. Najkgzy udziat maj biel i twardziel. Drewno bielu

(strefa zewntrzna) jestzywa tkanky, przewodzaca w drzewie substancje ggwcze i woa.

Kora (warstwa zewetrzna)

Lyko (znajduje si tuz pod kor)

D " Miazga (zywe komorki odpowiedzialne za
T powstawanie stojow rocznych)

ff (zywe komorki spetniajce
funkcje zyciowe)

V4 (martwe komérki spetniage
A7 funkcje mechaniczne)

Rdzen (0$ pnia)

Rysunek 7. Przekroj poprzeczny pnia drzewa

W drzewach beztwardzielowych, takich jak brzozaszal buk oraz w drzewach

0 niezabarwionej twardzielis\ierk, jodta), przekrdj poprzeczny pnia ma jedreljasne
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zabarwienie. W wielu drzewach twardzielowych bier@nia st od ciemno zabarwionej
twardzieli. W 100-letnim drzewie biel zajmuje w mpewiu 15%, a w smie 50%
powierzchni przekroju poprzecznego. Drewno twaldzie martwa tkanka, stanowga
szkielet drzewa. Obejmuje drewno, w ktérym obumathefy bielu — promienie rdzeniowe,
skupienia mgkiszu i przewodyzywiczne. W toku obumierania naptijje przesycenie bton
komoérkowych substancjami twardzielowymi: zgkami zywicznymi, garbnikami

i barwnikami. Wilgotné¢ twardzieli jest mniejsza (35-70%) od wilgosaobielu (50-150%)
[Hejnowicz, 2002; Mata encyklopediastea, 1980].

Zarbwno drewno, jak i pozostate organy drzew igletst (korzenie, kora, gétie,
igliwie, szyszki, pki) zawieraj sktadniki lotne, gtdwnie terpenoidy. Te z&ki obdarzone
zapachem, wytwarzane i emitowane przez drzewaksepd, wplywaj dobroczynnie na
zdrowie czlowieka, przede wszystkimézaa jego uklad oddechowy. Sanatoria, zwlaszcza te
dla chorych na gulicg, lokowane g w naturalnych lasach szpilkowych. Skiadniki lotne
drzew iglastych ® gromadzone w schizogenicznych kanalikach wydaelh,
powstajcych przez rozsuecie sk komorek w tkance éliny [Kubeczka i Schultze, 1987].

W drewnie i korze kumulowane ®leazywice, ktére niekiedy produkowane s tak
duzych ilosciach,ze pozyskuje sije przez nacinanie drzew, gtowrie sylvestrisi innych
gatunkéw sosny i jodly, rzadziejwierka i modrzewia (Rysunek 8). Olgavice @
homogenicznymi mieszaninami zwkéw lotnych, stanowtych zwykle okoto 30%

I nielotnych [Kubeczka i Schultze, 1987].

Z oleazywicy produkowana jest terpentyna i kalafonia. Wyrié st dwa zasadnicze
typy terpentyny: terpentgn balsamicza otrzymywarn metod, destylacji z par wodm
zywicy zbieranej z naet na pniachzywych drzew oraz terpentgnsiarkows, bedaca
produktem ubocznym w przesig celulozowo-papierniczym, tzw. TMP-terpenty(lr MP-
termomechanical pulping process). Terpentyny pdéaeduwe stosowaneasgtownie jako
rozpuszczalniki i rozcigczalniki farb i lakierow. Terpentyna balsamicznaana te olejkiem
terpentynowym, zajmuje pierwsze miejscerdd olejkdw eterycznych pod wzglem
wielkosci produkcji [FAO; Kubeczka i Schultze, 1987]. Roazwiatowa produkcja wynosi
100 tys. ton. Otrzymuje sla z zywicy z wydajndcia 18-20%, pozostasé podestylacyjna to
kalafonia. Sktad chemiczny terpentyny Zzglejest od gatunku drzew, z ktérych jest
pozyskiwana i od sposobu wyetniania.

Zywica drzew iglastych, olejek terpentynowy orazafahia od dawna stosowane byty
w medycynie. Olejek ma dziatanie wykrgme, rozkurczowe, odkajace. Nie jest stosowany

wewretrznie, gdy dziata draniaco na btonysluzowe, ale izolowana frakcja pinendw jest
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skfadnikiem kropli stosowanych jakwodek moczo- izétciopedny oraz przeciwbakteryjny.
Terpentyna stosowana zegtwznie (w mdciach) ma dziatlanie przeciwbolowe,
rozgrzewajce, aseptyczne. Dobrze wchianiag sprzez skdé, utatwiahc resorpag
rozpuszczonych w niej substancji. Kalafonia zawigh@vnie diterpenowe kwaskywiczne,
m. in. kwas abietynowy. Dziala przeciwbakteryjnieozkurczowo, z tego tewzgledu jest
skfadnikiem méci i plastrow. Dziegiefl otrzymany przez sughdestylacg drewna, gtéwnie
sosnowego, zawiergly zwiazki fenolowe (krezol, gwajakol), gglowodory aromatyczne,
aldehydy i kwasyzywiczne, a take terpeny, dziata silnie odkajaco i przeciwgrzybowo —
stosowany jest w postaci &taw chorobach skéry [Géra i Lis, 2005; Reunanan,i1996].

Rysunek 8Zywicowanie sosny zwyczajnePinus sylvestris

Obecnie terpentyna, najgriej z sosny, wykorzystywana jest do otrzymywarna.t
syntetycznego olejku sosnowego (ponad 50% produltejku), ktérego din czes¢ (40%)
zuzywa przemyst chemiczny. lzolowane z terpentymy i B-pinen shia do produkciji
zwiazkow zapachowych, m. in. linalolu, geraniolu, narotytronellolu, cytralu, mircenu,

kamfenu, jonondw, octanu izobornylu.
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Jako bogatezrodio terpenow wykorzystuje esiigliwie i cetyre (gahzki z igtami).
Z surowcow tych produkujeesha skat przemystovi, metod destylacji z par wodm olejki
eteryczne, znajdage zastosowanie w wielu dziatach gospodarki, w tymbrarzach
perfumeryjnej i kosmetycznej oraz w lecznictwie.

Mimo znacznych ranic migdzygatunkowych, gtéwne skitadniki olejkow rodz#&jicea
Pinusi Larix naleza do tych samych grup zwakéw chemicznych. \&f6d monoterpenoidéw
dominup zwiazki bicykliczne:a- i B-pinen, sabinen, kamfen, 3-karen i octan bornyigsto
obecne s tez: monocykliczny limonen i alifatyczny mircen. Nagsziej wystpujace
seskwiterpeny t@-kariofilen, a-humulen,y- i 6-kadinen oraz germakren D.

Udokumentowane jest wygtowanie chemotypow lub odmian chemicznych weblar
okreslonych gatunkow drzew iglastych oraz istotnychnié w sktadzie midzy odmianami
hodowlanymi [Back i Allen, 2000; Kubeczka i Schelt4987].

1.2.1.Swierk pospolity

Rodzaj Picea (swierk) liczy okoto 40 gatunkow, z ktorych najbardziej
rozpowszechnionym r&wiecie i jedynym w Polsce, a takw Finlandii jestéwierk pospolity
—Picea abieqL.) Karst, syn.:P. excelsa(lLam.) LK. (Rysunek 9). Jest to najasze drzewo
rodzime w Europie, osfjajpce wysoké¢ do 70 m. Ciemnozielone igty o diugd 1-2,5 cm,
Sa sztywne, z zaostrzonymi koami. Rozdzielnoptciowe kwiaty kwignw kwietniu — maju.
Kwiatostany mgskie mag kolor karminowoczerwony, jasnobrunatne szysz&hskie s
podiuzne, licznie skupione w gornych partiach korofiwierk korzeni s¢ ptytko w luznych,
préchniczych glebach przemaramajch zimy. Produkuje butwig, ktéra zakwasza gleb
Skutkiem tego w monokulturacdwierkowych ponowne obsadzenie tego obszaru drzewami
lisciastymi jest utrudnione [Totpa i Radomski, 1980].

Lotne sktadniki drewnaswierka pospolitego, izolowane adymi technikami, byty
szeroko analizowane, chogziaie wykorzystywano dotychczas do tego celu metSENIE.
Wedtug mojej wiedzy, tylko w jednej pracy analizowaoddzielnie skiad terpendw bielu
i twardzieliswierka, ale zidentyfikowano jedynie okoto 50% ski&aw [Fuksman, 1990].

Zawart@é¢ oleazywicy w bielu P. abies jest znacznie wksza nk w twardzieli,
prawidtowdi¢ ta jest odwrotna dIR. sylvestrigBack i Allen, 2000].Zywica swierka skiada
sie w 50% z kwasowywicznych, 20-30% stanowimonoterpeny, na pozostaosktadaj sie
inne terpeny i estry kwasow tluszczowych. W Szwedjidukuje si rocznie okoto 540 ton
TMP-terpentyny, bdacej produktem odpadowym w produkcji papieru, a pokhce]

z drewnaswierka pospolitego. Jej wydajéod z miazgi drzewnej wynosi okoto 0,2 kg/ton.
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Sktada s ona z frakcji monoterpenowej (74%), seskwiterpesjo{@3%) oraz diterpenowej
(1%). Skitadniki niepolarne stanawb2% terpentyny, pozostate 8% to tlenowe pochodne

terpendw [Lindmark-Henrikson 2003].

e _.2':1‘.--!..'-(1‘!.'-'?4!:1(-' il Lichte, Wot- aber Pechtonine

Rysunek 9Swierk pospolity Picea abied..) [Herba]

Sktadniki lotne z drewnéwierkowego wyodgbniano nasfpujacymi metodami:
» destylacja z parwodm
» ekstrakcja konwencjonalna rozpuszczalnikami
» analiza fazy nadpowierzchniowej.
Drewno $wierka pospolitego rosgego w Szwecji zawierato 0,18% monoterpendw
i 0,04% seskwiterpendw, w przeliczeniu na suchpwsiec [Lindmark-Henrikson, 2003].
Analizowano frakg monoterpenow oleazywicy z drewna [Kimland i Norin, 1972;
Persson, 2004] i olejku eterycznego, otrzymanegtodaedestylacji z pay wodm drewna
swierka [Groth i in., 1958]. Wydajr$o olejku wynosita 0,04% w przeliczeniu na sachas
drewna, a gtdwnymi jego skiadnikami bydy i B-pinen, stanowice odpowiednio 58% i 24%.

Pozostate to kamfen, 3-karen, limonen, p-cymerpiteten, mircen ip-felandren. Sktad

31



Czes¢ literaturowa —swierk

oleazywicy byt bardzo zbliony do sktadu olejku, z tynz ioleazywica zawierata dodatkowo
alkohole monoteprenowe: terpinen-4-afkterpineol iborneol [Kimland i Norin, 1972].
Zwiazki te oraz zidentyfikowane w TMP-terpentynie: ngyrdl, 1,8-cyneol, fenchol, linalol,
karwon @ cennymi substancjami zapachowymi [Lindmark-Heroiks 2003].
Zidentyfikowane wzywicy i terpentynie pinokarwondis-werbenol to feromony szkodnikow
drzew, atrans i ciswerbenol to semiozwkki [Philips i Croteau, 1999]Zywica oraz
produkty z niej pozyskiwaneasbogate w skladniki seskwiterpenowesrdd ktorych
dominup bicykliczne seskwiterpeny o szkielecie kadinamtmuurolen, o- i 6-kadinen,
a-kadinol. W znacacych ilosciach wys¢puja réwniez: a-longipinen, kopaen, longifolen,
longicyklen oraz tlenowe pochodne seskwiterpendawiipgerol i nerolidol. Poza mono-
i seskwiterpenami oleywica z drewna i terpentyna zawieragktadniki nieterpenowe:
alkohole, aldehydy, zwrki aromatyczne oraz n-alkanyC Css, przy czym dominujcymi s
alkany G, i C,7. Wsérod aldehydow dominajheksanal, heptanal i dekadienale, ktére anog
by¢ produktami autooksydacji lub enzymatycznej degepdavasow ttuszczowych. Zweki
trudnolotne takie jak wglowodory diterpenowe (pimaradien, izopimaradiemnbergen-
cembren) i ich tlenowe pochodne oraz nielotne wolskiasy ttuszczowe zywiczne, byty
wielokrotnie badane, nie tylko jako skfadniki tempeny i zywicy z drewna [Lindmark-
Henrikson, 2003; Staccioli i in., 1999], ale rownimko skiadniki igiet, gaizek i kory
swierka [Lorber i Zelman, 1988].

Ekstrakcja rozpuszczalnikami byla najéziej stosowam metod wydzielania
skladnikbw z ranych czsci $wierka. Z drewna swierka otrzymywano ekstrakty
z wydajndcia 0,8-2,5% s. m., zatea od rodzaju @ytego rozpuszczalnika, a tek od cech
surowca [Englund i Nussbaum, 2000, Staccioli i 8999, Kimland i Norin, 1972].
Wydajna¢ ekstraktéw acetonowych wynosita 1,0-2,5%, eterdw§8-1,5%, w niektérych
przypadkach dochodzita nawet do 6,9% [Kimland i iNorl972]. Zawarté terpendw
wydzielonych metogl ekstrakcji acetonem bielu i twardzieli wynosita02,0,08% s. m.
Gtéwnymi skiadnikami bytya-pinen (48-66%),B-pinen (12-24%),a-terpineol (5-12%)
I limonen (2-7%) [Englund i Nussbaum, 2000].

Sktadniki lotne koryswierka pospolitego roseego w piciu regionach Wioch badane
byly metod, analizy fazy nadpowierzchniowej (HS) patonej z GC. Metoda headspace
okazata si odpowiednia i szybka do analizy najbardziej lotmyskladnikbw w diej
populacji drzew. Gtéwnymi sktadnikami kory bytya-pinen (28,4-30,9%) iB-pinen
(58,4-61,0%). Zawartg tych dwdéch monoterpenéw oraz kamfenu i 3-karenganavediug

autorow, stanowi wskanik okreslajacy przynalenos¢ swierka do danej grupy genetycznej.
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Zidentyfikowano ponadto sabinen, mircen, limoneng8-dyneol, y-terpinen, p-cymen
i B-kariofilen. Stwierdzono,z sktad terpenow emitowanych z drewdwiezego i suszonego
byt zblizony. llos¢ terpendédw emitowanych z drewna poddanego dziatamysokiej

temperatury byta wisza o 10-50% nizeswiezego surowca [Boscherini i Michelozzi, 1993].

Sktadniki lotne z korywierka rosacego w Niemczech analizowane byly w ekstrakcie
pentanowym. Zidentyfikowano 48 terpendéw, ale niedgm ich zawarkwi (Tabela 1)
[Heeman i Franke, 1977].

Kolejne doniesienie dotyczyto skiadu ekstraktowefedietylowy:eter naftowy, 1:9),
z réznych organow kilku drzew gatunk®. abiesrosracych w Rosji. Analizowano sktadniki
lotne pnia, z podziatem na biel, twardziel i miazgaz gadzie drzew (ich kag i drewno).
Wydajna¢ olejku lotnego z drewna wynosita przgiaie 0,04%. Skiad jakoiowy
i ilosciowy terpendéw w ekstraktach byt zrécowany i charakterystyczny dla danej tkanki
drzewa. Charakterystyczrcechy frakcji lotnej ekstraktéw z drewna i gat (z wyjatkiem
miazgi) byta wysoka zawaré tlenowych pochodnych monoterpenéw oraz znacznie
mniejsza zawarkd a-pinenu, ktéry w olejkach tych nie byt skiadnikiedominupcym
(Tabela 1) [Fuksman, 1990].

Obok frakcji lotnej (gtéwnie monoterpeny) w eksti@dh z kory swierkowej
zidentyfikowano sktadniki nielotne (estry kwasowsttczowych, sterole, vigze alkohole:
Ci15-Coe, Wyzsze weglowodory: GsCsg). Wsrod alkoholi terpenowych oznaczono: borneol,
terpineol, pimarol, dehydroabietol i abienol. Zitddikowano tez trudnolotne tlenowe
diterpeny: tlenek manoilu i tleneépimanoilu. Skfad alkanéw W. abiesbyt odmienny od
skltadu tej grupy zwizkdw w P. sylvestris Kora swierka zawierata alkany zaréwno
o parzystej jak i nieparzystej liczbie atomowegha, natomiast sosna gtéwnie alkany
0 nieparzystej ich liczbie. Sktadeglowodoréw alifatycznych w korzéwierka byt podobny
jak w drewnie zywicy tego gatunku [Norin i Winell, 1972].

Ekstrakt eterem naftowym z kory, gaék i igiet $wierka zawierat kwasyywiczne,
weglowodory i alkohole diterpenowe (abietol, neoablem dehydroabietol), aldehydy
diterpenowe (neoabietal) oraz kwasy ttuszczowe~(%4). Zanotowano sezonowe zmiany
w sktadzie ekstraktu z igiet i gatek. Sktad ekstraktu z kory byt na tyle zmienny,nie
mozna bylo go uzalmi¢ od zadnego czynnika. Na sklad ekstraktuzeonie€ wpltyw nie
tylko pora roku, ale i uaktywnione mechanizmy olmendrzewa wobec insektow czy

mikroorganizmow [Lorber i Zelman, 1988].
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Tabela 1. Sktad chemiczny olejkéw zngch czsci Picea abies

Zawartosé [%]
H.m (\1a mcg mcg %‘ v.g o
Skladnik g S| 5| 52 & | @
o= Z 2| & & &
Pien Gatazki
Miazga Biel Twardziel Kora Drewno Kora Cetyna laty laty
heksanal 0,3
(E)-heks-2-enal 1,1
(2)-heks-2-enal 1,0
santen 0,5 1,2 0,6
tricyklen 2,0 2,0 0,6 0,8 tr + 2,7 0,7 0,8 tr
a-pinen 29,4 3,4 9,1 9,1 9,2 + 14,2 21,5 4,1 1,2
kamfen 2,3 0,1 0,6 0,2 tr + 26,5 7,0 10,6 11,1
B-pinen 17,2 5,0 1,0 7.9 34 + 4,8 31,9 0,9
sabinen + 0,6 0,3 0,5
3-karen 6,5 14 0,9 2,7 tr + 25| 58 04 2,5
mircen 3,6 0,3 0,3 75 0,4 + 2,9 52 2,4 12,6
a-terpinen + 0,3
a-felandren + 0,1
limonen + 15,9 9,5 11,3 5,9
B-felandren ot 00 ot 08 02 + 11 5,1 - 12,7
1,8-cyneol + 41 - 15,9 0,9
p-cymen 0,3
transocymen 0,2
y-terpinen 14 1,0 1,2 1,3 0,8 + 0,3 13,8
terpinolen 0,3 0,5 tr tr tr + 0,5 0,8 0,3
linalol 0,7
geranial 0,1 0,2 tr 0,1 -
neral 0,1 0,2 0,3 0,2 - tr
kamfora tr 0,5 tr 0,1 - + 2,4 0,5 7,2 0,6
pinokamfon +
izopinokamfon +
pinokarwon +
fenchol +
eter metylowy tymolu +
myrtenal +
trans-pinokarweol +
izoborneol +
trans-werbenol +
borneol + 0,8 7,4
4,9
octan a-terpinylu + 0,4
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Tabela 1. c.d.
" NE" m.g m.g g v‘% P
Sktadnik ke S| 3| 28| 7| &
Pied Galazki Kora Cetyna Igty Igty
Miazga Biel Twardziel Kora Drewno
terpinen-4-ol + 2,0 0,3 0,4
a-terpineol + 1,1 0,7 3,8 0,3
octan bornylu 11,0 9,1 7.3 5,8 2,7 + 5,1 2,9 12,2 222
B-cytronellol 0,6
geraniol 0,4
octan nerylu 0,1
octan geranylu 0,1
cyklosatiwen 1,2 3,3 1,9 4,6 -
a-ylangen 0,5 0,4 0,3 tr -
a-kopaen 0,2 0,2 0,1 - - 0,1
longicyklen 0,2 - 0,2 0,8 -
longifolen 2,5 7,6 7,0 10,7 43,0 + 2,8
B-kariofilen 1,8 2,0 1,5 3,5 1,3 + - 1,2 0,1
werbenon +
myrtenol +
gurjunen 7,0
a-muurolen 11 3,6 1,4 1,8 0,6 + tr 1,5
y-muurolen 1,0 1,1 2,0 2,3 0,3 + 0,3
piperytol 2,0 10,2 5,6 6,2 1,9 3,2
a-humulen 4,1 1,9 5,0 2,3 2,4 - 0,4 0,2
germakren D tr
ge-muurolen tr
germakren B tr
a-kadinen 1,6
5. kadinen 1,0 0,1 tr 0,4 1,4
y-kadinen + 0,2
§-kadinen + ) 00 0,7
a-farnezen tr
kalamenen 0,3
tlenek kariofilenu 0,3
T-kadinol 0,3
a-kadinol 0,8

tr — <0,1%; - —zwizek niewykryty, + — zwizek zidentyfikowany* [Fuksman, 1990F [Heeman i Franke, 1977];

3[Kubeczka i Schultze, 1987{{Orav i in., 1996]7 [Chernobrovkina i Stepanov, 1983]
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Olejek eteryczny z igiedwierka pospolitego nie jest poznany tak doktadaie ¢lejki
z innych gatunkéw drzew iglastych (olejek ten nia takiego znaczenia w perfumerii jak
olejki sosnowy i jodtowy).

Sktadniki lotne swierka byly wyodebniane z cetyny (gatki z igtami) metod
destylacji z pay wodm. Skfad olejku eterycznego uzateony byt od proporcji igiet i gazek
w surowcu. Prawidlow&e te zaobserwowano analizigj sktad olejku handlowego z cetyny
swierka (gtéwnie gaizki) z Austrii i olejku otrzymanego w laboratoriufgtéwnie igty)
(Tabela 1). Oba olejki sktadatyegirzede wszystkim z gglowodorow monoterpenowych, ale
w olejku handlowym dominowatyi- i B-pinen, stanowice ponad 53%, a w olejku z surowca
zawierajcego gtéwnie igly: kamfen (26,5%), limonen (15,9%@-pinen (14,2%). Ponadto
olejek ten zawierat wcej niz handlowy tlenowych pochodnych monoterpenow (oKidiéo)
[Kubeczka i Schultze, 1987].

Olejek eteryczny z igiekwierka pospolitego z Estonii, otrzymany metodestylaciji
z pap wodra-ekstrakcji, sktadat siw okoto 70% z tlenowych pochodnych monoterpenow,
w tym: octanu bornylu (12,2%), borneolu i kamforyo(7,4%). Jest to skiad catkowicie
odmienny od skladu olejkéw z drzel. abiesrosmcych w innych ni Estonia czsciach
Europy. W olejku zidentyfikowano 36 sktadnikéw (Edd 1) [Orav i in., 1996]. Sktadniki
lotne z igiet swierka wyodebniono réwnieé metod, ekstrakcji nadkrytycznej ditlenkiem
wegla. Sktad jakéciowy i ilosciowy obu olejkow ranit sig. Metoda ekstrakcji nadkrytyczne;j
pozwolita na izolagj sktadnikéw trudnolotnych np. diterpendw, ktorydk midentyfikowano
lub oznaczono wladowych ilgciach w olejku uzyskanym metaddestylacji-ekstrakciji.
Wydajna¢ olejkow lotnych uzyskanych metgakstrakcji nadkrytycznej zzyciem etanolu
jako modyfikatora byta znacznie wsza (1,06%), 1iolejkéw uzyskanych metadiestylacji-
ekstrakcji (0,21%). Zaletmetody ekstrakcji nadkrytyczne] bytaztéepsza powtarzal$é
wynikéw, zaréwno pod wzgtlem wydajnéci olejkdw, jak i zawartéci skiadnikéw. Olejek
eteryczny byt jednak bogatszy w bardziej lotne @kiki [Orav i in., 1998].

Olejki oraz ekstrakty z winych organdéwswierka rosmcego w Rosji, podobnie jak
olejek z igietswierka z Estonii, mialy niekiedy skiad bardzo odnmg od skiadu frakcji
lotnej odpowiednich organow drzew rasgich w innych rejonach Europy. Charakterystyczn
ich cech byla wysoka zawartgé tlenowych pochodnych monoterpenow oraz bardzoanisk
zawartd¢ a-pinenu (1,2%) [Chernobrovkina i Stepanov, 1983kdroan, 1990]. W olejku
z igiet zidentyfikowano gtéwnie mono- i seskwitenye stanowice odpowiednio 43,3%
i 52,9% olejku. Gtownym skiadnikiem byt octan boluny22,2%), w znacznych i$giach
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wystepowaly rownie: y-terpinen (13,8%)S-felandren (12,7%), mircen (12,6%), kamfen
(11,1%) i limonen (5,9%) (Tabela 1).

Tabela 2. Zawart@ terpenéw w drewnie i korzavierka pospolitego zdrowego oraz zainfekowanego

metylojasmonem [Martin i in., 2002]

Zdrowe Zainfekowane
Sktadnik Drewno Kora Drewno Kora
Zawartosé [pg/g]

santen - 19,2 - 19,0
tricyklen 6,0 14,9 5,8 21,4
a-pinen 212,6 1.609,3 522,6 2.744.8
kamfen 15,9 68,0 22,0 127,7
B-pinen 225,6 4.586,3 836,8 6.388,1
sabinen 1,7 22,5 7,0 34,0
3-karen - 109,8 4,3 123,2
o-felandren - 11,8 - 15,3
mircen 15,7 240,8 56,1 337,8
limonen 10,0 100,5 35,6 463,1
B-felandren 38,3 623,5 142,6 845,9
1,8-cyneol 3,4 - 1,8 31,1
a-terpinolen 1,5 31,5 6,4 41,0
o-fenchon 3,1 31,6 2,1 449
octan bornylu 0,8 37,1 6,6 62,3
inne monoterpeny 1,4 37,5 15 54,4
suma monoterpenéw 536,0 7.544.3 1.651,2 11.354,0
longipinen 0,9 14,8 0,4 25,3
longifolen 25, 38,4 1,2 52,5
o-cedren 1,2 14,4 0,0 17,5
B-kariofilen 1,3 134,1 55 189,5
(2)-p-farnezen 0,7 23,2 15 23,6
a-humulen 0,5 25,9 15 41,5
(Z,E)-a-farnezen 0,3 12,6 0,8 17,7
(E)-B-farnezen - 5,7 - 8,0
(2)-a-bisabolen 2,2 3,9 3,4 3,7
(E)-p-bisabolen 1,3 4,9 0,9 5,8
inne seskwiterpeny 4,5 20,0 7,0 25,5
suma seskwiterpenéw 15,4 297,9 22,2 410,6
suma diterpenow 1.505,6 18.230,2 3.890,8 20.776,1

- — zwhzek niewykryty
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Sktadniki terpenowerywicy spetniag doniosh role w mechanizmie obronnym drzew
iglastych wobec patogenow i wirusovidywica zlokalizowana w kanatachywicznych
wydzielana jest w momencie uszkodzenia mechaniczmggewa, ataku przez insekty czy
grzyby. Wielokrotnie badano zmiany sktadu frakcptnlej zywicy drzew poddanych
wptywowi niekorzystnych dla nich czynnikow (uszkedze mechaniczne, atak insektow czy
mikroorganizmow, zanieczyszczone powietrze, ozdmdskog i Potter, 1995; Manninen
i in., 2000; Martin i in., 2002; Person, 2004; Ksli Croteau, 1999]. Analizag frakcje
mono-, seskwi- i diterpenowej drewna oraz kdéwierka zdrowego oraz zainfekowanego
metylojasmonem stwierdzonoze ingerencja powodowata wzoene wytwarzanie
wszystkich grup terpendw, zaréwno w drewnie, j&orize. Sktadniki lothe wydzielane byly

metod, wielostopniowej ekstrakcji rozpuszczalnikami (Tib2) [Martin i in., 2002].

1.2.2. Sosnha zwyczajna

RodzajPinus (sosna) jest najliczniejszyswd Pinales i obejmuje okoto 100 gatunkdow,
z ktérych najpospoliciej wyspujacym w Polsce i jedynym w Finlandii jest sosna zvajna
Pinus sylvestrid.. Drzewo dorasta do 40 m wysakn zyje 100-120 lat. Jest to dina
jednopienna, lecz wytwarza osobne, wiatropylne kwimeskie i zenskie. Owoc stanowi
szyszka. Licie wystpuja w dwdch formach: na miodych gakach g to szpilki osadzone
skretolegle na pdzie, a u starszych osobnikéw przeksztatlcane suski, z ktérych wyrastaj
krotkopedy (Rysunek 10). Na Kmu krotkogdu znajduje si pek kilku rownowaskich
szpilek, ktore pozostana zing, a opadaj po 3-6 latach [Totpa i Radomski, 1980].

Dorobek naukowy na temat skiadu chemicznego sosnyajbardziej znanego
i rozpowszechnionego drzewa Europy, jest bogatgkdja lotna z rénych organéw drzewa
zostala dé¢ doktadnie zbadana, aczkolwiek brak jest szczeg@tbwinformacji na temat
poréwnania skladu drewna bielu i drewna twardzesny.

Frakcja monoterpenowaywicy sosny stanowi 0,02-2% s.m. drewna. Jejcilo
uzalezniona jest nie tylko od czynnikéw atmosferycznyktgrym podlega populacja drzew,
ale zmienna jest rowniev obrbie pnia jednego drzewa. Zawaxtaywicy, a co za tym idzie
sktadnikéw lotnych, jest wksza w twardzieli i w bielu sosny, podczas gdy dlaierka
zaleznosé ta jest odwrotna. Charakterystycznymi seskwiteap@ndrewna sosny zwyczajnej
sa longifolen oraz zwizki o szkielecie muurolanus-, y- i e-muuroleny. Gatunki sosny
charakteryzyj sie obecnécia innych seskwiterpenéw specyficznych dladego z nich, np.

humulendw i izokariofilenuR. palustrig czy kadinenowR. edulig [Back i Allen, 2000].
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S e pelpeadera . Mirfer, Sdibre,

Rysunek 10. Sosna zwyczajrRir{us sylvestrit..) [Herba]

Z drewna i zywicy sosny pozyskiwane as liczne aromatyczne produkty.
Najwazniejszym z nich jest olejek terpentynowy. W Poldegpentyna otrzymywana jest
gtéwnie z drewna sosnowego (90%). Frakcja monoterpe terpentyny zawierata-pinen
(50%), 3-karen (35%)g-terpineol (10%), kamfen$-pinen i limonen [Géra i Lis, 2005].
Frakcja seskwiterpenowa, stangqea okoto 10% terpentyny, zawierata gtowniegglowodory
seskwiterpenowex-muurolen (22%), longifolen (17%y;muurolen (6%)ga-, y- i 6-kadinen,
a-longipinen,a-kopaen,s-elemen trans-a-bergamotenp-kalakoren,cis-kalamenen. Obecne
byly takze: 5-kadinol, metyloeugenol i benzoesan benzylu [Kufa,i1996].

Do oznaczania sktadnikow lotnych z drewna sosnovetggowano nagbujace metody:

» ekstrakcja konwencjonalna rozpuszczalnikami
» analiza fazy nadpowierzchniowej

* mikroekstrakcja do fazy staiej.
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Drewno sosny jest cennym materialem budulcowymnasta element otoczenia
cztowieka, a zawarte w nim i emitowane lotne skikidoddziatup na uktad oddechowy.
Podejmowano liczne badania oznaczanidcitovego i jakéciowego lotnych skladnikow
emitowanych z drewna sosny suszonego na powietiumicznie. Cechcharakterystyczn
Sa czsto bardzo odmienne rezultaty, ktore 2ima wyjani¢ réznymi technikami suszenia
drewna oraz wydzielania i oznaczania terpenéw. Mwmi in. [2002b] stwierdzili,
drewno sosny wysuszone ha powietrzu w temperafuokejowej wydzielato w warunkach
analizy okoto osiem razy wiej sktadnikéw lotnych i drewno wysuszone w temperaturze
230°C przez 24 godz. Autorzy wykorzystywali metodnalizy fazy nadpowierzchniowej
(DHS) z wyciem polimeru Tenax TA, patzora z metod termicznej desorpcji (DTD).
Wysuszone na powietrzu drewno sosny emitowato giéwarpeny ¢-pinen i 3-karen) oraz
heksanal, podczas gdy drewno poddane obrdbce tarajicaldehydy, kwasy karboksylowe
iich estry. W grupie tej dominowaty 2-furanokarlehyd i kwas octowy, wykazage
niekorzystny wptyw na uktad oddechowy cziowiekapawstajce na skutek termicznej
degradacji celulozy [Manninen i in., 2002b].

Poréwnano wydajni@ frakcji monoterpenowej ekstraktow z bielu i twasdiz sosny
swiezych oraz poddanych obrébce termicznej. Wyd&jricakcji monoterpenowej ekstraktow
acetonowych zewiezego drewna bielu wynosita 0,4-0,5%, a z drewna dwiati byla
dwukrotnie wysza: 0,8-1,1%. Ik monoterpendéw emitowanych podczas suszenia bielu
(60°C) stanowita 20-40% pierwotnej ich zawdadiow tej warstwie drewna, natomiast dla
twardzieli sosny warkg ta wynosita 25-50%. Podwgzenie temperatury suszenia do 110°C,
powodowato wzrost ilgci emitowanych terpendw. Gioéwnymi monoterpenami wora
swiezego i suszonego byty-pinen,-pinen i 3-karen, ktore stanowity 86-98% frakcjirle;.
Mierzono ré&nice masy ekstraktow otrzymanych przed i po suszeniewda. Metoda
konwencjonalna — ekstrakcja rozpuszczalnikami w rapa Soxhleta okazata esi
doktadniejsza mi metoda analizy fazy nadpowierzchniowej, ktéra dawavyniki
0 niedostatecznej powtarzakeo[Englund i Nussbaum, 2000].

Zawartg¢ dwu gtdwnych sktadnikowo-pinenu i 3-karenu emitowanych podczas
suszenia bielu i twardzieli sosny w temperaturze BD i 90C, oznaczana byta metpd
mikroekstrakcji do fazy statej ze standardem zgwnym. llgé¢ zwiazkOw lotnych
emitowanych z twardzieli byta trzykrotnie ¢kisza nk z bielu. Emisja sktadnikow lotnych
z warstw drewna wzrastata wraz ze wzrostem tempgrauszenia i w temperaturze °g80
1 90°C wynosita odpowiednioa-pinen 400 i 1850 mg/kg z bielu, 1200 i 3600 mg/kg
z twardzieli; 3-karen: 1200 i 3000 mg/kg z biel@®08 i 8500 mg /kg z twardzieli. Analiza
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SPME-GC pozwolita zidentyfikowardwniez pimaral, biformen, terpinoleno-muurolen,
majce duy udziat w mieszaninie emitowanych sktadnikow [Bessgn i Sanari, 2004].

Metodq analizy fazy nadpowierzchniowej (DHD) oraz mikretkkcji do fazy stalej
(SPME) analizowano sktadniki lotne, w tym enancjommenonoterpendw, w zdrowym
i zakazonym uprzednio grzybami drewnie, m. in. sosny zvaynegj. Metody te wybrano ze
wzgledu na ich prosteti szybka¢, a take nieinwazyjnéé w stosunku do wediwych na
dziatanie wysokiej temperatury enzyméw [Faldt, 2000

Aktywne mechanizmy obronne sosny w przypadku atakuin. grzybamiPeriderum
pini, powoduj wzmazone wydzielanie olegywicy, w tym skladnikdéw lotnych. Fakt ten
zostat odnotowany na podstawie poréwnawczej ang@izgsciowe;j i ilosciowej frakcji lotnej
ekstraktow z drewna drzewa zdrowego i chorego. dplka lotne byly wydzielane
z ekstraktow metaddestylacji z par wodra [Westfelt, 1966a, b].

W drewnie sosny zidentyfikowano liczne trudnolotmiterpeny: wglowodory
(pimaradien i izopimaradien), alkohole (abietinminarinol, izopimarinol i dehydroabietol),
aldehydy (abietinal, dehydroabietinal, pimarin&apimarinal), nielotne diterpenowe kwasy
zywiczne (lewopimarowy i abietynowy), ale rowaiénne zwizki nielotne: wolne kwasy
tluszczowe stanowce 7,5% olegywicy (gtownie kwas palmitynowy, oleinowy, linolowy
i linolenowy) i sktadniki neutralne takie jak: eglowodory (GzCss), woski, tri-, di-
i monoglicerydy [Assarsson i Akerlund, 1969; ErdtmaVestfelt, 1963; Hafizoglu, 1983].

Poza bogatym w olegwice drewnem, réwnieigly oraz cetyna sosny stanawéenne
zrodio zwiazkow lotnych, pozyskiwanych na skalrzemystowy jako olejek eteryczny. Olejki
sosnowe otrzymuje @iz kilkunastu gatunkow sosny, zabée od regionuswiata, m. in.
w Skandynawii i Polsce 2. sylvestris we Francji zP. pinaster Olejki zP. sylvestris
i P. mugowyrdzniaja sie wysoky zawartdcia 3-karenu. Wspok cechy wiekszaci olejkéw
sosnowych, odriajaca je od olejkdw z innych drzew iglastych, jest wyaokawartéc¢
seskwiterpenow.

Olejek eteryczny z igiet sosny zwyczajnej nglelo najszerzej badanych w ostatnich
latach olejkéw drzew iglastych, o czyéwiadcz prace przegbowe [Géra i Lis, 2005;
Lawrence, 1991; 2001; 2003]. Skiadniki olejku sagego z surowca z #dych krajow
przedstawioneasw Tabeli 3. Wydajn& olejku wynosita 0,20-0,35% i zalata gtownie od
pochodzenia surowca i terminu jego pozyskiwania. paistawie wieloletnich bada
ustalono, # najbardziej olejkodajneassurowce pozyskiwane w kwietniu, a najmniej w lipcu

Na wydajnd¢ wptywa take czas uptywagy od zbioru do destylacji [Goéra i Lis, 2005].
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Tabela 3. Sktad olejku sosnowego z cetyPin(@s sylvestrjsz surowca z rinych krajow

—
NA ’Fg .
- N []
8 “ o © g < c_s;
Skiadnik g2 | g & Z ° & 5 S
8 1% = 0 © @ =
£ 3 o e 2 & o o
TR < - @ 4 o @ o
) n'd
Zawartosé [%]
(E)-heks-2-enal tr-1,0
(2)-heksan-3-ol 0-0,1
tricyklen 1,1 0,9 0,7-0,8 0,2-1,2 tr
a-tujen 0,1-0,7
a-pinen 64,3 42,1 22,2-41,1 34,7 18,5-33,0 20/3 Z8,M 20,3
kamfen 4,7 4,1 3,2-3,3 1,5-5,3 9,4 6,5-8,6 7,1
B-pinen 3,1 1,9 3,8-18,4 20,6/ 0,6-2,1 2,0 8,3-10,3 4,7
sabinen 0,5 0,7 0,3-0,5 0,3-0,7 0,9
2-karen 0-0,1
3-karen 17,8 20,6 0-43,3 9,1-24,6 20,4 9,5-11,8 81,
mircen 1,8 2,2 3,1-3,6 1,2 1,3-2,3 2,1-3,8
a-terpinen 0,1 0,2 tr tr-0,1 3,2 3,0
limonen 1,8 5,2 0,9-2,6 0,6-1,2 3,1 3,6
B-felandren 1,2 0,3 0,7-0,9 4,0 8,6-10,9
y-terpinen 0,1 0,3 0,1-1,1 0,1-0,3 0,7 0,2-0,4 0,3
B-ocymen (E,Z) 0,8 1,1-1,3 0-1,8 2,3
p-cymen 0,1 0,2-0,3 7,6 0-0,2 tr
terpinolen 1,5 1,7 0,8-4,1 0,5 1,0-2,4 tr 2,8
p-cymen-8-ol O-tr
borneol 1,8-5,8 0,7 0,1-0,3 0,3
terpinen-4-ol 0,8-1,1 t-0,1 1,9
a-terpineol tr 2,3 0-0,1 1,9 0,4
octan bornylu 0,2 0,1-0,3 4,2 0,5-2,6 1,7 2,9-4,2 0,6
2-undekanon 0,1-11
octan terpinen-4-ylu 0,2-0,4
octana-terpinylu tr-1,2
longifolen tr 3,5 0,5-1,2 1,1
a-kopaen 02 0,2-0,6
a-kubeben '
B-burbonen 0,1-0,2
B-elemen 0,8-2,7
metyloeugenol O-tr
B-kariofilen 1,0 3,1-3,8 2,6-4,9 1,7 3,3-3,8 1,1
o-muurolen 0,1-0,3 0-1,3 2,6 7,8-11,4
y-muurolen 0,8-0,9 0,5-1,5 0,5-0,9
o-humulen tr 0,6-1,1 0,6-1,5 1,8 0,7
germakren D 15 1,4-6,0 0,4
a-kadinen 0,1-0,3 0,2-0,4 0,3-0,6
v-kadinen 48 0,5-0,8 3,0-5,5 54
d-kadinen ! 1,2-4,0 4,7-11,6 9,5
germakren D-4-ol 1,9 2,6-13,2
B-bisabolen 0,1-0,2 0,2 6,3-8,5
nerolidol 8,0
epioa-kadinol 0,6 0,3-0,9
epia-muurolol 0,6 0,3-0,9
a-kadinol 1,3 0,4-1,6 1,9-7,7

tr — <0,1%; ! [Lawrence, 1991] [Géra i Lis, 2005];® [Lawrence, 2003]

W olejku sosnowym domingijweglowodory monoterpenowe (75 %). ¥¥6za¢ z nich

zostata zidentyfikowana juna poczatku XX wieku. Gtownymi sktadnikami as a-pinen,
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3-karen, B-pinen, kamfen ip-felandren. Skfad ilkciowy frakcji monoterpenowej jest
zmienny, zaleny od pochodzenia surowca. Zawadiogtownych sktadnikow w olejku sosny
zwyczajnej wahaty siw zaleznosci od pochodzenia nagtujaco: a-pinen od 19% (Litwa) do
64% (Finlandia) B-pinen od 2% (Austria, Estonia) do 20% (Jugostawsakaren od O do
43% (Francja i pozostate kraje), kamfen od 2% (hitwdo 7% (Portugaliap-felandren od O
do 11% (Syberia) i limonen od 1% (Francja) do 5%igthia) [Gora i Lis, 2005; Lawrence,
2003; Orav i in., 1996]. Olejek sosnowy z Polskvigaat: a-pinen (35,8%)p-pinen (38,3%),
limonen (14,5%) y-terpinen (4,5%) [Ochocka i in., 1991] lub wedhmpégozrodia: a-pinen
(35,8%) i 3-karen (35,1%) [Géra i in., 1997].$kd pochodnych tlenowych terpendw
najwazniejsze to borneol (0-6%) i octan bornylu (0-5%)6f& i Lis, 2005]. Catkiem
odmienny byt skiad olejku z sosny pochackj z bliskiej nam terytorialnie Stowacji. Jego
gtéwnymi skiadnikami byly a-pinen (21-69%) i karwon (5-31%) [Berta i in., 1997
Zwlaszcza zawarto karwonu jest cechinteresujca, ktra mae okaza sig istotna zaréwno
w chemotaksonomii tego gatunku, jak i aktyweigrzeciwdrobnoustrojowej olejku (tlenowe
pochodne terpendw majwyzsz aktywnaé niz weglowodory). Olejek z Grecji zawierat
znaczne iléci mircenu (14,0%) B-felandrenu (29,1%) [Koukos i in., 2001].

Okoto 15% olejkow z cetyny sosny stangwseskwiterpeny, gtdwnie izomeryczne
muuroleny i kadinenya-muurolen,a-, y-, 6-kadinen,eptra-muurolol, epra-kadinol, a take
B-kariofilen i longifolen [Gora i Lis, 2005].

Badane byly te olejki eteryczne z igiet nowych odmidp. sylvestrisodpornych na
szkodniki ‘Belgium’ i ‘Lake Superior Blue’, ktdredoolejkébw z drzew dziko rosgych
roznity si¢ wysoka zawartdcia limonenu. W badaniach lotnych zgkow sosny okrdono
ich bardzo nietypowy skitad: 30% stanowit tlenek woian a resat weglowodory
seskwiterpenowe [Tsitsimpikou i in., 2001].

Najbardziej szczeg6towo oznaczono sklad olejkowryemych z igiet i gaizek
(cetyny) drzew pochodzych z 15 ranych regionéw Litwy. Poza zazkami
zamieszczonymi w Tabeli 3, wykryto w olejkach ses&mpeny o szkieletach: kadinanu
(a-kadinol, a-muurolol, kadina-1,4-diencismuurola-4(14),5-diencis-muurol-5-en-(4#)-ol
I cismuurol-5-en-(o)-ol), eudesmanu pBfselinen), bergamotanu trgns-a-bergamoten),
aromadendranu (aromadendralg-aromadendrer}- i y-gurjunen, spatulenol), germakranu
(bicyklogermakren), himachalanu (tlenek himacha)eRrariofilanu @-kariofilen), kubebanu
(di-epikubenol, 1epikubenol i kubenol), bisabolanu-pisabolol) oraz benzoesan i salicylan
benzylu [Tsitsimpikou i in., 2001].
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Wielokrotnie analizowane byly skfadniki lotne sarmygiet. Ze wzgédu na dua
zawartd¢ olejku w igtach i tatwé¢ jego wydzielania, analiza skiadu olejku miatgsta na
celu ustalenie chemotypu danej populacji sosny bwhie gatunkuP. sylvestrisvyréznia se
chemotypy o wysokiej lub niskiej zawastn 3-karenu.

Sktadniki lotne z igiet, poza najeciej stosowan destylacy z pan wodm, wydzielane
byly réwniez innymi metodami, m. in. destylacji z pawodm-ekstrakcji (SDE), ekstrakcji
nadkrytycznej CQ@ (SFE) [Orav i in., 1998], analizy fazy nadpowidramowej (headspace)
[Vuorela i in., 1989] oraz mikroekstrakcji do fagtatej (SPME), ktGr wykorzystano rownie
do analizy sktadnikow lotnych z szyszek [Tammela,i2003].

Sktad jakdciowy olejkow eterycznych otrzymanych mejodestylacji z par wodmn-
ekstrakcji z igiet sosny i sklad lotnych zwmkOw oznaczony metad analizy fazy
nadpowierzchniowej byly zkione, natomiast udziat najbardziej lotnych skladnikbyt
nieznacznie wyszy w fazie nadpowierzchniowej (Tabela 4) [Vuoridla, 1989].

Tabela 4. Skiad olejku eterycznego z igiet oray fsadpowierzchniowej olejku i igi®inus sylvestris
[Vuorela i in., 1989]

_ o Analiza fazy nadpowierzchniowej
Olejek z igiet headspace
Skladnik (GC)
Olejek z igiet Igty
Zawartosé [%6]

tricyklen 1,8 1,8 2,1
a-pinen 45,9 45,8 46,7
kamfen 8,2 8,2 9,6
B-pinen 3,3 3,3 4,3
sabinen 0.8 0,8 0,7
3-karen 29,5 29,2 26,5
mircen 3,3 3,3 3,1
a-terpinen 0,2 0,2 0,5
limonen 1,1 1,1 1,2
p-felandren - tr

y-terpinen 0,3 0,4 0,4
cis-ocymen 1,8 1,6 1,2
p-cymen 0,1 0,1 0,1
terpinolen 2,6 2,5 1,7

tr — <0,05%; - — zvaizek niewykryty

W celu okrélenia strat sktadnikéw lotnych podczas destylagjiosica, zastosowano
uktad ,putapek” — trzech rurek wypetnionych adsaoreen, osadzonych u wylotu uktadu
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destylacyjnego. W pierwszej rurce zaadsorbowangsheio 81,7% ulatniagych sg¢ z uktadu
destylacyjnego monoteprenéw, w drugiej 17,7%, a raedej tylko 0,6%. llé¢ tych
sktadnikéw oznaczona z zastosowaniem standarghinen) wynosita 1,27 pl, co stanowito
0,25% olejku eterycznego. Metoda analizy fazy nadechniowej okazata sibardziej
skuteczna i powtarzalna od metody destylacji apavodma-ekstrakcji i ekstrakcji
nadkrytycznej zaréwno w oznaczaniu jagiowym, jak iilasciowym bardziej lotnych
sktadnikéw rglin. W opisanych badaniach wykorzystano sosn wysokiej zawartei
3-karenu [Vuorela i in., 1989]. Wykorzystgj meto&¢ headspace w kolejnych badaniach,
autorzy dokonali analizy skfadnikow lotnych igiet wuzej populacji sosny roaoej
w Finlandii. Drzewa naleaty do dwoch chemotypow: o wysokiej zawadio 3-karenu
(25,9-52,9%) i o niskiej zawaro 3-karenu (0,7-0,8%), a wysokiej zawdrioa-pinenu
(82,5-88,5%) [Pohiola i in., 1989].

W olejku eterycznym otrzymanym metodSDE z igiet sosny roaoej w Estonii
zidentyfikowano 53 skfadniki, spad nich 85% stanowity monoterpeny (Tabela 3). h&z
zZwiazki wykryto po raz pierwszy w olejku sosny zwyczagjna wrod nich: o-tujen,
a-felandren, 1,8-cyneol, kamfora, cytronellol, gesdnoctan a-terpinylu, 5-elemen, octan
geranylu, a-ylangen, B-burbonen, B-elemen, B-kopaen, a-ip-guajen, e-muurolen,
germakren B- i B-farnezen, kalamenen, tlenek kariofilenw-muurolol. Olejek sosnowy
Zigiet r&nit si¢ od olejku z cetyny wisz zawartdcia tlenowych pochodnych
seskwiterpendwi-, 6- i T-kadinolu, T-muurololu oraz tlenku kariofilenlBadana sosna
estoiska naleata do chemotypu o wysokiej zawato3-karenu [Orav i in., 1996].

Lotne skitadniki z igiet sosny roscej w Estonii wyodtbniano dwiema metodami:
destylacji z par wodm-ekstrakcji (SDE) oraz ekstrakcji nadkrytycznej £@SFE). Skiad
jakosciowy i ilosciowy réznit si¢ i byt charakterystyczny dla danej metody wygmhiania.
Metoda ekstrakcji nadkrytycznej pozwolita na wyderee sktadnikow trudnolotnych takich,
jak alkohole seskwiterpenowe, diterpeny i ich pabie tlenowe oraz wgze alkany
i skwalen, ktore nie wyspowaty w produkcie uzyskanym metp8DE [Orav i in., 1998].

Najwyzsza wydajna¢ lotnych skladnikéw (4,42%) uzyskano poprzez eksfea
ditlenkiem wegla z dodatkiem chlorometanu jako modyfikatorazyciem etanolu wydajrid
wynosita 2,83%, bez zastosowania modyfikatora Iogpizsza — 1,90%. Wydajdé olejku
eterycznego otrzymanego mejo8DE wynosita 0,24%. Metoda SFE okazala lsardziej
powtarzalna i SDE, zaréwno pod wzellem wydajnéci wydzielanej frakcji lotnej, jak
i zawartdci skladnikow [Orav i in., 1998].
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1.2.3. Modrzew europejski

Modrzew europejski L@rix decidua Mill., Rysunek 11) jest drzewem szpilkowym
wyrozniajacym sk sparod innych z rodziny sosnowatych tym,-+ podobnie jak pozostatych
15 gatunkéw modrzewia — zrzucacie (igty) na zing. Osiaga on wysok& do okoto 40 m
i zyje do 500 lat. Jego korona jest smukta zktwata. Modrzew ma rgkkie, jasnozielone
szpilki (2-4 cm), umieszczone na krotkdach w pczkach po 20-40 lub rosce na
diugopzdach pojedynczo i d6 gesto. Kwiaty g rozdzielnopiciowe, wiatropylne, w baziach.
Ich okres kwitnienia przypada od marca do kwietBiayszkizenskie (3-4 cm) obrastajgesto
gakzie i mniejsze gakki, pozostajc na drzewie wiele lat [Totpa i Radomski, 1980].

S Lerew ol Ml Wemekne Sirdye.

Rysunek 11. Modrzew europejskiarix deciduaMill.) [Herba]
Zar6éwno drewno, jak i pozostate ¢gzi drzewa zawieraj bogah w sktadniki lotne

zywice. Wedlug mojej wiedzy brak jest danych literaturaWwyna temat sktadu olejku
z drewna pnia modrzewia europejskiego, a publikaxjesslajace sktad olejkow z igiet,
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drewna i kory gaizek oraz ulistnionych gaek modrzewia nieasliczne [Holm i Hiltunen,
1997; Kubeczka i Schultze, 1987; Kurowska i Kalenig99].

Szpilki drzew rodzajuLarix zawieray okoto 0,4% olejku eterycznego, a jegosdo
uzalezniona jest od fazy rozwoju. W olejku eterycznymgeei modrzewia zidentyfikowano
16 weglowodoréw monoterpenowych i 11 ich tlenowych pabiych, 16 seskwiterpenow
oraz 7 tlenowych seskwiterpenow (Tabela 5). Gtovakiadniki olejku byly takie jak
w innych olejkach z rodziny sosnowatyct: i B-pinen, 3-karen, mircen, octan bornylu,
B-kariofilen, germakren D b-kadinen. Sktad olejku z igiet byt zhbny do sktadu olejku
z drewna gazek. Obydwa olejki zawieraty gtownieeglowodory terpenowe, odpowiednio
85,9% i 93,0%. Natomiast olejek z kory gg@k znacznie giroznit od olejkow z igiet
i drewna gaizek — zawierat bowiem wtej tlenowych pochodnych terpenéw (22%),
szczegOlnie alkoholi [Kubeczka i Schulze, 1987].

W olejku eterycznym z miodych gakek bez igietL. deciduaz Polski (wydajnét
0,47%) identyfikowano 81 sktadnikow, w tym jako wide: 3-karen (16%)q-pinen (12%),
4-terpineol (13,6%) i octan bornylu (8%) (Tabela[Burowska i Kalemba, 1999]. Sktad
jakaosciowy olejku L. deciduai L. kaempferiCarr. (modrzew japiski) byt zblzony, ale
widoczne byly ranice w zawartéci sktadnikéw. Olejki z gazek modrzewia europejskiego
i japonskiego wykazywaty wisciwosci przeciwbakteryjne oraz repelentne wobec komarow
i ich larw [Kurowska i Kalemba, 1998].

Analizowano sklad enancjomeryczny olejku eterycenedgiet, zarbwno modrzewia
europejskiego, jak i jego krzgwek z modrzewiem syberyjskim_drix sibirica Lebed.)

i japoaskim (L. leptolepisGord., synL. kaempferiCarr.). Wszystkie olejki charakteryzowaty
sic wysoky zawartdcia (+)-3-karenu i a-pinenu, ktérego enancjomery wysbwatly

w réwnych proporcjach [Holm i Hiltunen, 1997].
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Tabela 5. Sktad olejku eterycznegamygch organdéwarix decidua

Gatazki [%]

Galazki * Igty® Drewno’ Kora“®
Skiadnik Zawartos¢ [%]

tricyklen 0,1 0,2 0,1 0,3
tujen 0,7 - - -
a-pinen 12,0 28,6 447 38,3
o-fenchen 3,2 - - -
kamfen 0,3 0,3 0,5 0,7
sabinen 2,5 0,8 1,0 1,0
B-pinen 4,7 11,9 10,2 8,1
mircen 11 3,0 2,1 2,4
o-felandren 0,5 0,1 0,2 0,2
3-karen 15,9 19,2 2,8 4,8
werbenen - - - 0,4
a-terpinen 2,7 0,2 0,2 0,3
p-cymen 2,8 0,1 0,3 0,9
limonen 1,5 1,0 2,1 2,2
p-felandren 1,1 2,4 6,1 2,4
1,8-cyneol 1,3 tr - 2,1
y-terpinen 4,4 0,3 0,3 0,5
trans-hydrat sabinenu 0,1 - - -
fenchon tr - - -
p-cymenen 0,6 - - -
terpinolen 2,8 1,2 1,4 1,1
linalol tr - - -
B-tujon tr - - -
endoefenchol 0,1 - - -
kamfolenal 0,3 - - -
transp-menten-1-ol 0,5 - - -
kamfora 0,2 - - -
trans-pinokarweol 1,9 ) i 39
ciswerbenol 2,0 !
trans-werbenol - - - 1,7
hydrat kamfenu tr - - -
tlenenkp-pinenu 0,3 - - -
pinokamfon tr - - -
pinokarwon 0,7 - - 1,4
izoborneol 0,6 - - -
borneol 2,2 - - -
izopinokamfon tr - - -
p-cymen-8-ol tr - - -
terpinen-4-ol 13,6 tr 0,8 1,8
myrtenal 1,1 - - -
a-terpineol 1,5 - 1,5 0,7
cis-piperytol 0,2 - - -
myrtenol 0,7 - - 1,3
werbenon 1,6 - - -
trans-karweol 0,3 - - -
aldehyd kuminowy 0,1 - - -
karwon tr - - -
p-ment-1-en-7-al 0,5 - - -
octan bornylu 8,2 0,3 0,1 1,2
eugenol tr - - -
karwakrol tr - - -
octano-terpinylu 0,7 - - 0,4
octan geranylu tr - - -
eter metylowy eugenolu tr - - -
longicyklen tr - - -
a-kopaen 0,1 - - -
longifolen 0,1 - - -
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Tabela 5. c.d.
) Galgzki [%]
Sktadnik

Galazki * Igly? Drewno’ Kora?
y-elemen tr - - -
a-humulen 0,2 0,7 1,1 0,2
y-muurolen tr - - -
walencen tr - - -
cis-kalamenen tr - - -
a-muurolen tr 0,8 - tr
B-bisabolen tr - - -
v-kadinen tr 0,7 0,1 0,1
trans-kalamenen tr - - -
germakren D - 10,0 12,4 1,7
germakren B - 0,4 4.4 0,5
d-kadinen tr 3,1 0,5 0,5
a-kalakoren tr - - -
tlenek kariofilenu 0,3 - 0,9 2,0
germakra-1(10)E,5E-dien-4-ol - 0,8 0,8 -
keton métowy tr - - -
tlenek humulenu | tr - - 1,1
tlenek humulenu Il 0,3 - - -
torilenol tr - - -
epi-10-kubenol tr - - -
torrejol 0,1 - - -
T-muurolol 0,1 1,5 - 0,2
T-kadinol tr 1,4 - 0,3
a-kadinol 0,3 4,2 - 1,1
B-bisabolol tr - - -
kadalen tr - - -
tlenek manoilu 0,4 - - -
epi13-manol 0,2 - - -

tr — <0,05%; - —zwizek niewykryty

! _ [Kurowska i Kalemba, 1998}— [Kubeczka i Schultze, 1987]
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1.3. Charakterystyka roslin rodzaju czarnuszka oraz sktadnikéw lotnych

nasion

1.3.1. Czarnuszka siewna

Rodzaj czarnuszkaNigella) obejmuje réliny jednoroczne nalace do rodziny
jaskrowatych (Ranunculaceae) i liczy okoto dwudziesgatunkow. Najbardziej
rozpowszechniona jest czarnuszka siewmdgdlla sativa L.). Popularne $ rowniez
czarnuszka damastska (N. damascenal.), czarnuszka orientalnaN(orientalial.),
czarnuszka hiszpaka (N. hispanical.) i czarnuszka polnaN; arvensid..). Wywodz si¢
one z Azji potudniowo-zachodniej, w stanie natuyatnwystpuja takze w regionie Morza
Srodziemnego, a czarnuszka polna wpsie te. w stanie dzikim w Polsce. Nasionalio
gatunkéw N. sativa i N. damascenasa surowcami olejkodajnymi. Czarnuszka siewna,
damasceska, orientalna i hiszpaaka to réliny ozdobne spotykane w ogrodach, natomiast

czarnuszka polna jest chwastemzbd

Rysunek 12. Czarnuszka siewma 6atival..) i czarnuszka damastska (. damascena.)
[Kbhler, 1914]
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Czarnuszka siewna jest szeroko uprawiana do cedé@zniczych i przyprawowych,
gtébwnie w krajach o klimacie umiarkowanym i subii@nym, ale rownie w Polsce.
Raoslina zakwita w lipcu, torebki nasienne zawiija Sie w sierpniu, a nasiona dojrzewaye
wrzesniu. Osihga okoto 40 cm wysokei. Na szczytach quéw z pierzastodzielnymisémi,
zakwitap piccioptatkowe, bladoniebieskie kwiatysoednicy do 3 cm. Owoc zbudowany jest
ze zrdénictych ze sob mieszkéw (5-10 sztuk) zawiesnaglych liczne, sptaszczone czarne
nasiona [Tuszfska-Kownacka, 1987]. Majone specyficzny aromat i gorzko-stodkawy,
korzenny, ostry i piedcy smak, przypominagy pieprz. Zawieraj olejek eteryczny
(0,5-1,5%), gorycz nigellin garbniki, alkaloidy, saponiny i olej (do 40%)
[Khan Akram,1999].

Jwz 1400 lat temu rdina byta doskonale znana w medycynie Islamu. \Afjicz nasion
stosowano przeciw astmie, alergiom i dla gszenia odporrni organizmu. Istnie
dowody, ¢ olej z nasion czarnuszki znany byt stastmym Egipcjanom. Wiadomo rowrig
ze wywata go m. in. Kleopatra, ze wzglu na cenne wiaiwosci zdrowotne i ugikszapce.
Pod nazw ,Melanthion” zalety réliny opisywali Hipokrates, Dioskorides, Pliniusz
I Galenos. Z&aw sredniowieczu w Europie ,czagrkolende” zalecali zielarze [Dedio 1990;
Koztowski 1990]. ChociaobecnieN. sativanie figuruje w Farmakopei Polskiej, dawniej jej
nasiona, jak rownie olej z tych nasion stanowity surowiec farmakopgalfNasiona
czarnuszki g wykorzystywane w medycynie ludowej oraz w homeipgidwnie jakosrodek
poprawiajpcy trawienie i moczogny, ekstrakty alkoholowe 2z nasion dziataj
przeciwgoaczkowo, przeciwkaszlowo i przeciwzapalnie. Nasioha sativa znajdup
zastosowanie w przerslg spaywczym jako:

* aromatyczny dodatek do pieczywa polepgaasmak

* namiastka pieprzu polecana szczegdlnie dla osOtadiwej btonie sluzowejzotadka

» skiadnik indyjskich mieszanek przyprawowych typurgumasala

e dodatek do meis, marynat, ogorkéw i kapusty kwaszonej, gayicksza ich ¢drnasé

I poprawia trwaté¢ [Khan Akram, 1999].

Nasiona czarnuszki mmjwysokie walory zywieniowe. W skifad nasion wchaogz
biatko, olej, sterole, alkaloidy izochinolinowennidazolowe, saponiny, polifenole, kumaryny
oraz olejek eteryczny. Wyczerpog informacje na temat dobroczynnych selavosci,
szerokiego zastosowania iznych sktadnikbw nasion czarnuszki siewnej przediaamv
w artykule przegidowym [Wajs i Kalemba, 2003]. Zatem tutaj szerzgprezentyj jedynie

liczne informacje literaturowe dotysze zwhzkdw lotnych tego surowca.
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1.3.1.1. Lotne skiadniki nasion czarnuszki siewnej

Z nasionN. sativaizolowano zaréwno olejek eteryczny (OE) otrzymywanetod
destylacji z pax wodma nasion, jak iolejek lotny (OL), ktéry byt uzyskamy r&nymi
metodami. Wydajn& olejku z nasion byta bardzo zricowana i wynosita od 0,09% do 3%.
Uzalezniona byta od rejonu wegetacjistimy, terminu siewu nasion oraz metody izolowania.
W celu otrzymania olejku stosowano re@stiace metody:

» destylacja z par wodm zmielonych nasion, wydajgé 0,18-1,4% [Benyoussef i in.,

2001; Berger i in., 1964; Bourrel i in., 1995; Ghebk i in., 1999; Gildemeister

i Hofmann, 1956; Jadayil i in., 1999; Wolski i Najd2004]

» destylacja z parwodm-ekstrakcja w aparacie Likensa-Nickersona, wydd&jn39 %

[D’Antuono i in., 2002; Moretti i in., 2004]

» destylacja z parwodm oleju, wydajné¢: 0,4-1,4% [EI-Alfy i in., 1975; El-Dakhahny,

1963]

» ekstrakcja nasion eterem naftowym w aparacie Stxhleastpnie destylacja z par
wodm ekstraktu, wydajn: 0,41-1,5% [Burits i Bucar, 2000; Rathee i in.829
» ekstrakcja nadkrytyczna nasion ditlenkierga, wydajné¢ 3% [El-Ghorab, 2003].

Olejek eteryczny z nasion czarnuszki siewnej mavbabita, charakterystyczny zapach
i smak. Dobrze rozpuszcza siv rozpuszczalnikach organicznych, takich jak: etgdowy,
chloroform, etanol, w niewielkim Zastopniu w wodzie [Khan Akram, 1999]. Olejek
eteryczny ma nagpujace wartdci fizykochemiczne:

d2=0,8860; B*°=1,4859;0 =+1°30'-2°20"; LK=0,1; LE=3,6 [El Alfy, 1975].

Olejek eteryczny z nasion czarnuszki wydmriany byt najczsciej metod destylacji
z pag wodm. Wydajna¢ olejku oraz mieszanin sktadnikéw lotnych z nadiyta podobna
dla destylacji z parwodm oraz destylacji z dodatkiem ksylenu lub mieszatisylenu i 20%
kwasu siarkowego [Wolski i Najda, 2004].

Sktad chemiczny olejku eterycznego oraz olejkudgtm z nasion czarnuszki siewnej
byt analizowany metodami GC i GC-MS, a opisane pgnivyniki dotychczasowych bafa
zestawione zostaty w Tabeli 6.

W olejku eterycznym (OE 1) otrzymanym przez desfglaz pan wodm nasion
N. sativaz Iranu zidentyfikowano 18 sktadnikow,smd ktorych dominowaly: p-cymen
(41,7%), y-terpinen (12,8%),a-tujen (8,2%). Wglowodory monoterpenowe stanowity
(73,7%) olejku, tlenowe pochodne mono- i seskwiagw odpowiednio (20,3%) i (5,8%)
[Hasanzadeh i in., 2000].

52



Czes¢ literaturowa — czarnuszka siewna

Gtownymi sktadnikami olejku eterycznego z nasiomrozszki uprawianej w Indiach
(OE 2) byly: p-cymen (77,3%), aglowoddr GoHis (5,9%), octan cytronellilu (4,9%),
limonen (4,3%) i karwon (4,1%) [Rao i Nigam, 1978].

Z nasionN. sativauprawianej we Francji wydzielono olejek eterycz®E(3), ktérego
gtdbwnymi skiadnikami byty: p-cymen (50%), tymoching8,9%), terpinen-4-ol (4,5%)
i karwakrol (4,5%) [Bourrel i in., 1995].

Dominujgcymi skladnikami olejku eterycznego z nasion czarku uprawianej
w Algierii (OE 4) byly: p-cymen (46,6%) o-tujen (14,6%), a 24,5% stanowity alkany
[Benyoussef i in., 2001].

W badaniach prowadzonych w Polsce oceniano wplywitel siewu na wydajrié
i sktad olejku eterycznego z czarnuszki (OE 5).ediyfikowano 23 sktadniki, svod ktorych
dominowaty monoterpeny. Obserwowano tylko niewielkiznice w sktadzie iléciowym,

a gtownymi zidentyfikowanymi sktadnikami byly: p4men (61,3-62,9%) d-tujen (9,9-
11,3%) [Wolski i Najda, 2004].

Olejek eteryczny (OE 6), otrzymany przez destglacjpan wodm-ekstrakcg nasion
czarnuszki uprawianej we Wioszech zawierat jakovgié sktadniki p-cymen (33,8%) oraz
tymol (26,8%). Zidentyfikowano réwnie po raz pierwszy takie eglowodory
seskwiterpenowe jal-elemengs- i B-selinen oraz &pia-selinen [Moretti i in., 2004].

Olejek lotny pozyskiwany byt z najelkisza wydajndcia metody ekstrakcji ciektym
CO;, pod cknieniem 200 bar. Olejek taki sktada¢ sfownie z lotnych tlenowych pochodnych
mono- i seskwiterpendw (68%), swdd nich dominowat tymochinon (41,1%), znacznie
mniejszy udziat mialty wglowodory monoterpenowe (okoto 30%) [EI-Ghorab, Z00
Ekstrakcja nadkrytyczna GOpod cknieniem 58 barow pozwolita uzyskaolejek
z wydajnacia 0 10-36% wysz niz destylacja nasion z pawodm. Olejek taki wykazywat
lepsze wihéciwosci sensoryczne oraz asiza zawartéé weglowodoréw monoterpenowych,
ktore jako stabiej rozpuszczalne w cieklym £® porownaniu ze zwekami tlenowymi,
trudniej przechodzity do ekstraktu [Naik i in., 7199.989].

Olejki lotne z nasion czarnuszki zakupionych w bwmi isklepach Austrii, ale
0 nieokrglonym pochodzeniu (OL 7-12) otrzymano przez eksikaleterem naftowym
w aparacie Soxhleta, angstie destylag z pan wodm otrzymanego ekstraktu.
Zidentyfikowano 32 lotne sktadniki, $s0d ktorych dominowaty monoterpeny: tymochinon
(28-57%), p-cymen (7-15%), karwakrol (6-12%), tegm-4-ol (2-7%)trans-anetol (1-4%)
oraz seskwiterpen longifolen (1-8%). Zidentyfikowatez sladowe ilgci estréw nasyconych
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oraz nienasyconych kwasow ttuszczowych. Autorzy sieierdzili natomiast obecso
disulfidow, ktére zidentyfikowano we wca@ejszych pracach [Burits i Bucar, 2000].

Olejek lotny (OL 13) otrzymany przez destyta@ pan wodma handlowego oleju
z nasion czarnuszki siewnej zakupionego w Austhigrakteryzowat siwysoky zawartdcia
tymochinonu (35,3%) [Burits i Bucar, 2000].

Kolejne doniesienia na temat lotnych zmkow zawartych w nasionach czarnuszki
pochodz z Kairu (OL 14). Metod GC-MS zidentyfikowano 67 skladnikéw: 46% stanowity
weglowodory monoterpenowe, z ktdrych gtéwne to p-cyn(@l,7%) ia-pinen (9,3%) oraz
tlenowe pochodne monoterpenéw rate do naspujacych grup: fenole (1,7%), alkohole
(0,8%), estry (16%) oraz okoto 25% awkdéw karbonylowych, d¥réd ktorych gtdwnym byt
tymochinon (24,5%) [Aboutable i in., 1986].

Olejek lotny (OL 15), otrzymany poprzez ekstrakejadkrytycznym C@ nasion
czarnuszki uprawianej w Egipcie zawieratl jako gtéwsktadniki tymochinon (41,1%)
i p-cymen (10,6%). Po raz pierwszy zostalty w tymejlkal rowniez zidentyfikowane takie
sktadniki jak tricyklen, m-cymen, pinokarwon, tramspineol, mrowczan izobornylu,
(E)-ocymenon, longipien, (Z)-kariofilen oraz 2-hg#sy-5-metoksy-acetofenon [El-Ghorab,
2003].

Z dotychczasowych badaktérych wyniki zestawitam w Tabeli 6 wynikae metoda
wyodrebniania olejku z nasion czarnuszki w zasadniczys8powptywa na jego skiad
chemiczny. Dominujcym sktadnikiem olejku eterycznego byt zawsze p-egnido 77%)
[Rao i Nigam, 1978], natomiast olejku lotnego (Oi13) — tymochinon (do 57%) [Burits
i Bucar, 2000]. Wysoki udziat w wkszaci badanych proéb obu rodzajow olejkéw maj
terpinen-4-ol, karwakrol, y-terpinen, B-pinen, limonen i longifolen. Sktadnikiem
charakterystycznym dla olejkow eterycznych, a nigstgpujacym w olejkach lotnych
(z wyjatkiem mieszanin lotnych uzyskanych podczas eksjirak@dkrytycznej CQ) jest
a-tujen (3,3-14,6%).

Faktem godnym uwagi jest zmicowana zawarkd zwiazkOw chinonowych
w olejkach eterycznych i olejkach lotnych z nasiomarnuszki. W olejkach lotnych
tymochinon byt zwykle gtdbwnym skfadnikiem i jegowartos¢ wynosita od 24% do 57%
[Aboutable i in., 1986; Burits i Bucar, 2000]. Wegkach eterycznych nie zawsze go
wykrywano, a maksymalna zawastowynosita 8,9% [Bourell i in., 1995]. Otrzymanegj t
samej partii surowca olejek eteryczny i lotny (zstekktu eterem naftowym) wynosita
odpowiednio 3% i 48% [Burits i Bucar, 2000].
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Tabela 6. Sktad olejku eterycznego oraz olejkudgtnz nasiolNigella sativa

. OE1' | OEZ [ OE3’ [OE4'|OE5° [ OE6° [OL 7-12"[ OL 13" [ OL 14° | OL 15°
Sktadnik —
Zawartosé [%]

a-tujen 8,2 19 146 | 10,6 33 59
a-pinen 2,0 0,6 3,2 2,0 0,7 0,3-2,0 0,2 9,3 1,9
kamfen <0,1 0,1
B-pinen 2,9 1,4 2,4 11 0,1-1,8 0,2 2,0
sabinen 13 0,5 15 11 0,5 0,1-1,2 0,1 1,7
B-mircen 0,1 0,3 <0,2
a-felandren 0,1
a-terpinen 1,8 0,8 0,2 1,7 0,6 <0,1 0,1
limonen 3,0 4,3 1,7 2,2 1,7 1,1 0,3-3,3 0,4
B-felandren <0,1
1,8-cyneol 0,8 tr <0,1 0,2
y-terpinen 12,8 0,3 2,8 2,4 <11 0,6
a-kamfolenal 9,7
octan terpinen-4-olu 15
p-cymen 41,7 77,3 50,0 46,6 61,3 33,6 11,0-13,5 7,1 31(7 ,6 10
m-cymen 7,3
0-cymen 3,3
a-terpineol 0,2 <0,1 tr 4,5
trans-werbenol 0,6
2-heptanal 0-0,1 0,4
tujon <0,2 0,2
tujanol 0,7 7.4
trans-hydrat sabinenu 0,3 tr 11 0-0,2 0,1 4,0
a-longipinen 2,1 0,2-1,7 0,2
B-longipinen 4.4
kamfora 0,2 0,2 tr 0,1-0,1 0,1 6,3
pinokarwon 0,3
linalol 0,9 11 tr 0,1-0,4 0,4 0,2
cis-hydrat sabinenu 0-0,2
longifolen 3,3 0,8 0,5 3,1 1,3-8,0 1,3
octan bornylu 0,4 0,3-0,8 0,5 0,7
octan cytronellilu 4,8
octan linalilu 1,2 -
terpinen-4-ol 1,9 4,5 0,7 0,8 2,0-6,6 34 0,5
borneol 0-0,5 0,2 3,6
cis-dihydrokarwon 18
trans-dihydrokarwon 0,8
cytronellol 1,6
karwon 0,6 4,1 0,7 0,1 0-11 0,1
tymochinon 2,0 8,9 1,9 3,8 27,8-57,0 35,3 24,5 41,1
Tridekanu-2-on 0-0,4 0,2
trans-anetol 3,8 0,8-4,3 1,3
p-cymen-8-ol tr 0-0,8
aldehyd angowy <0,1
tymol 0,1 0,1 26,8 0,1-0,3 0,2
karwakrol 2,2 45 2,3 2,5 5,8-10,9 8,5 14
tymohydrochinon 1,2
octan bornylu 0,2
kwas palmitynowy 0,1
palmitynian etylu 0,8
kwas linolenowy 0,5 0,1
linolenian etylu tr
B -elemen 55
B -selinen 0,4
a -selinen 2,2
7-epia-selinen 0,3
tr — <0,05%;

!_ [Hasanzadeh i in., 2000]= [Rao i Nigam, 1978];- [Bourrel i in., 1995]% — [Benyoussef i in., 2001};— [Wolski
i Najda, 2004]2 — [Moretti i in., 2004];" — [Burits i Bucar, 2000F — [Aboutable i in., 1986} — [El-Ghorab, 2003]
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Niewyjasniona jest dotychczas przyczyna, jak metoda otrzyamya olejku w tak
zasadniczy sposob wptywa na zawg&ittymochinonu. Literatura podaje jedynie, w trakcie
izolowania chinonéw z nasion lubzt@rocesu przechowywania zaréwno nasion, jak i oleju
tymochinon ulega pod wptywekwiatta i ciepta dimeryzacji z utworzeniem ditymoebnu —
substancji znanej pogikowo jako ,,nigellon” [Gad i in., 1963; Ghosheimi, 1999].

Zidentyfikowany w nasionachN. sativa tymochinon (TQ) naltey do zwhzkow
chinonowych, ktére wykazgjroznorodra aktywnad¢ biologiczry. Jego zawartd oraz
zawartd¢ tymolu (THY) i tymohydrochinonu (THQ) (Rysunek 18@cydug wigc w duzym
stopniu o wiaciwosciach olejku.

O O
OH O
OH OH @) O 0
tymol (THY) tymohydrochinon (THQ) tymochinon (THQ) ditymochinon (THQ)

Rysunek 13. Tymol i pochodne

Wykorzystupc meto@d wysokocgnieniowej chromatografii cieczowe] (HPLC)
okreslono zawarté¢ TQ, THQ, THY oraz DTQ, w rinych handlowych olejach pozyskanych
z nasionN. sativaz Egiptu (Tabela 7) [Aboul-Enein i in., 1995; Ghekhi in., 1999; Khan
Akram, 1999]. Metod chromatografii cienkowarstwowej (TLC) potwierdzombecndé
w nasionach: TQ, DTQ oraz THY. Zawa¥oTQ w r&nych handlowych olejach z nasion
czarnuszki z Arabii Saudyjskiej zostata oznaczoesoeh chromatografii gazowej wahata si
w przedziale 0,13-0,17% (Tabela 7) [Houghton i 1995].

1.3.1.2. Aktywna¢ biologiczna olejku eterycznego z nasion czarnuszkiewnej i jego
skfadnikow
Olejkowi eterycznemu pozyskanemu z nasinsativa przypisuje si witasciwosci
antyutleniajce, antyhistaminowe, obtdjace naddinienie, regulujce niedobdr glukozy we
krwi. Ponadto olejek wykazuje wdawosci przeciwdrobnoustrojowe, antyrobacze,
detoksykacyjne wobec atroby, podnosi odporrsé immunologiczi organizmu. Inhalacje

Z zastosowaniem olejku stosowarnewsleczeniu objawdw grypy, zawrotow i boléw gtowy
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[Abdel-Fattah i in., 2000; El-Dakhahny, 1963; El+fali i in., 1998; Khan Akram, 1999].
Pomimo, # nasiona czarnuszki, a takolejek stosowany jest jedynie w medycynie ludowej
(gtébwnie Azji i Afryki), ich cenne wiéciwosci biologiczne zostaty potwierdzone w wielu
badaniach naukowych i opisane w artykule prmmiym [Wajs i Kalemba, 2003].
W rozdziale tym przedstawitam jedynie wybrane detaosci olejku z nasion czarnuszki

i jego skfadnikow.

Tabela 7. Zawart@ pochodnych tymolu w oleju z nadiigella sativa

Skiadnik Zawartos$é w oleju [%]
Egipt? Arabia Saudyjska®
tymohydrochinon THQ 7,67*10
tymochinon TQ 5,26*10 0,13-0,17
tymol THY 9,12*1d

! [Khan Akram, 1999]?[Houghton i in., 1995]

Wihasciwosci antybakteryjneolejku lub ekstraktéw z nasianna tyle silne,4 sugeruje
si¢ aby stosowa go jako substytut antybiotykow: penicyliny-G orareptomycyny przy
zwalczaniu bakterii powodagych gr@ne choroby u cztowieka, takich jaBacillus subtilis,
Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Stapbgtos aureus Shigella shigagKhan
Akram, 1999; Rathee i in., 1982], a takinnych bakterii opornych na dziatanie antybiotyko
[Ferdous i in., 1992; Morsi, 2000]. Stwierdzono asgizm w dziataniu antybakteryjnym
mieszaniny ekstraktu z nasion czarnuszki z komlpanatreptomycyny i gentamycyny
[Houghton i in., 1995].

Dzigki hamowaniu rozwojuChaetomium olivacunfMIC 2,5 mg/ml), a take wielu
innych gatunkéw grzybdéw, olejek eteryczny imoznalé¢ zastosowanie w naturalnej
ochronie upraw riu, pszenicy i bawetny [Atta i Malik, 1995]. Jakdnsi inhibitor rozwoju
bakterii i grzybdw stosowany me by jako srodek konserwuagcy [Khan Akram, 1999].

Jw w latach sz&dziesihtych stwierdzono,ze fenolowa frakcja olejku z nasion
czarnuszki wykazuje aktywdé antybakteryja, przy jednoczesnym braku toksyczaodla
organizmu cztowieka. Roztwor tej frakcji w glikolpropylenowym znalazt zastosowanie
w medycynie ludowej Egiptu [Khan Akram, 1999].

Wyizolowane z olejku zwzki chinonowe maj interesujce wia&ciwosci
farmakologiczne. Zaréwno TQ, jak i DTQ przypisuje dziatanie antynowotworowe, @ki

zdolnaci tych zwhzkow do wychwytywania wolnych rodnikow [Crooks i.,in2001;
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Hasanzadeh i in., 2000; Khan Akram, 1999; Kruk.j #00]. Widciwosci antyoksydacyjne
TQ i DTQ s porownywalne z whkciwosciami butylowanego hydroksytoluenu (BHT) [Daba
I in., 1998; Khan Akram, 1999; Nagi iin., 1999;I&8a i Hossain 2000]. Zidentyfikowane
w olejku: karwakrol, trans-anetol, terpinen-4-ol i tymohydrochinon réwhiedziatap
antyoksydacyjnie [Burits i Bucar, 2000; Hasanzadeh, 2000]. Wykazano rownig ze TQ
chroni watrobe przed toksycznym dziataniem nieenzymatycznychnidkezy, a podawany
w dawce 8 mg/kg/dzie chroni organizm ludzki przed chemicznymi uszkodaem nerek
w wyniku terapii nowotworowegis-platym oraz przed kardiotoksyczéma przy podawaniu
doksorubicyny. Zwizek ten jest generalnie dobrze tolerowany przearorgnyzywe i maze
by¢ stosowany dla ochrony tkanek [Khan Akram, 199%ta8niki chinonowe czarnuszki
maja dziatanie przeciwhistaminowe oraz przeciwzapatizé&ki czemu celowe wydajecsich
stosowanie w leczeniu astmy, alergii oraz chorabmaycznych i zapalnych [El-Dakhahny,
1963; Houghton i in., 1995, Khan Akram, 1999].

Z bada wynika, © zwiazki mapce aromatyczne grupy hydroksylowe, czyli tymol
i karwakrol oraz ich octany silnie hamuagregagj ptytek krwi, czyli zapobiegajtworzeniu
sic zakrzepéw. Dziatanie to jest trzykrotnie silnigsniz dziatanie aspiryny, ktora jest
znanym lekiem w trombozie [Enomoto i in., 2001].nBdto potwierdzono spazmolityczne,
czyli rozkurczowe dziatanie olejku w przypadku agtal Tahir i in., 1993a, b].

Sktadniki nasion czarnuszki siewnej wykaguszerokie spektrum aktywsc
biologicznej, w tym farmakologicznej. Historycznerzestanki sprzed tysty lat
0 wykorzystaniu réliny w medycynie ludowej oraz do celéw sgaczych znajdyj poparcie
w licznych pracach naukowych zapetkowanych ju w 1880 roku w Rosji i nadal
kontynuowanych [Khan Akram, 1999; Ustiin i in., 1p9D popularnéci czarnuszki siewnej
moze swiadczy ponad trzydzigci opublikowanych prac naukowych wagu ostatnich iciu
lat. Bazujc na dorobku wielu naukowcow, o kiedy bedzie mana swiadomie
potwierdzt stowa proroka Mahometa zawarte w Koranie,,¢zarne nasionbligella sativa

sa lekarstwem na wszystkie choroby” [Khan Akram, 1999
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1.3.2. Czarnuszka damasaeska

Czarnuszka damasgska (igella damascenal.) jest ragling nieco wysz od
czarnuszki siewnej, o todydze prostej, wysokiep@ocm i bardziej rozgationej. Kwiaty ma
okazalszegrednicy 6 cm, jasnobkitne z zielonymi zakaczeniami nerwow (Rysunek 14).
Dos¢ duzy owoc sktada si z rozdtych i catkowicie zrénictych mieszkédw. Nasiona
wygladem g podobne do nasion czarnuszki siewnej, lecz nielgsze. Po roztarciu maj
zapach landrynkowy, a smak mniej ostry. W staniiigiz roslina wysgpuje w Europie
potudniowej, Azji zachodniej i Afryce potnocnej. tviana jest w klimacie umiarkowanym
i subtropikalnym, gtéwnie jako &bina ozdobna, chociaolejek z nasion jest stosowany

w przetwdrstwie cukierniczym.

Rysunek 14. Czarnuszka damaste (Nigella damascend.) [Botanix]

N. damascengturecki czarny kminek) stosowana byta w Europiew XVI wieku, jej
czarne dojrzate nasiona, tak jak nasidWasativa (prawdziwy czarny kminek) znalazty

zastosowanie w medycynie ludowej, natomiast obeglagek eteryczny z nasion stosowany
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jest do aromatyzowania win i likierow [Dedio, 199%oztowski, 1990]. Dziki obecndci
alkaloidow, nasiona wykazaujdziatanie fizjologiczne. Czarnuszka damasta jest réling
mniej populara od czarnuszki siewnej, peiecono jej rownie mniejsz ilos¢ bada. Oprocz
sktadnikow lotnych nasion badano zeksktad kwasow tluszczowych oleju [Dauksas i in.,
2002; Hodisan i in., 1997] i zazki fenolowe w nasionach [Fico i in., 2000].

Wigkszas¢ wynikébw bada naukowych poruszagych tematyk sktadnikow lotnych
nasion N. damascenaopublikowano w latach 2002-2004. Materiat do haddaanowity
nasiona rélin uprawianych w rénych czsciach Witoch [D’Antuono i in., 2002; Fico i in.,
2003; Moretti i in., 2004] oraz w Polsce [WolskNajda, 2004] i na Litwie [Dauksas i in.,
2002].

Wydajna¢ olejku z nasion rdiny wahata st w przedziale 0,13 — 0,53% i uzatéona
byta od rejonu jej wegetacji oraz metody wygahiania olejku, natomiast w niewielkim
stopniu zaleata od terminu siewu nasion [D’Antuono i in., 2002]

Zwiazki lotne z nasion czarnuszki damassidej wyodebniano nasfpujacymi
metodami:

» destylacja z parwodra zmielonych nasion, wydajié 0,13-0,53% [Fico i in., 2003;

Gildemeister i Hofmann, 1956; Wolski i Najda, 2004]

» destylacja-ekstrakcja w aparacie Likensa-Nickersonmaydajnag¢: 0,39 £ 0,08%

[D’Antuono i in., 2002; Moretti i in., 2004]

e ekstrakcja nadkrytyczna GOwydajng¢ mieszaniny zwizkdw zawieragcych gtownie

kwasy tluszczowe: 10,57-37,14% [Dauksas i in., 2002

NasionaN. damascenay materiatem ubzszym w skitadniki lotne tinasionaN. sativa
Czynnikiem odraniajacym oba gatunki jest réwniesktad olejku eterycznego z nasion:
olejek zN. sativasktada s} w okoto 90% z monoterpendw, natomiastjek N. damascena
skfada s prawie w 100% z wglowodorow seskwiterpenowych.

Z nasion czarnuszki damassk&iej, metod destylacji z par wodm wyodrcbniono
z wydajndcia 0,37-0,50% olejek o przyjemnym aromaciénkech jagod i barwiezottej lub
niebieskiej, fluoryzujcej. Charakteryzowat sion nastpujacymi statymi fizykochemicznymi:
dis= 0,895-0,915¢p = +1,4— -7,8.np™° = 1,4997-1,5582 [Gildemeister i Hofmann, 1956].

Olejek eteryczny z nasion czarnuszki damaskie] uprawianej w Pizie i nasion
zakupionych w sklepie nasiennym w Mediolanie izaow byt metod destylacji z par
wodm. Wydajnac¢ olejku wynosita odpowiednio 0,27% i 0,13%. W olejkidentyfikowano
28 sktadnikow (Tabela 8), gtbwnymi byly seskwiteny (93,8%). Zidentyfikowano réwrie
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dwie pochodne kwasu antranilowego: 2-amino-N-meB/oetoksybenzoesan metylu, zwany
damascenify i 2-amino-3-metoksybenzoesan metylu o&adowe ilgci monoterpendw.
Gtéwnym skladnikiem nasion czarnuszki uprawnej grmakren A (52,8%), natomiast
nasion komercyjnychp—elemen (49,6%). Zakupione nasiona zawierahgceji (3,2%)
damasceniny ni uprawiane (0,1%) [Fico i in., 2003]. Zazek ten zostat wyizolowany
wczesniej z nasionN. damascend N. arvensis[Gildemeister i Hoffmann, 1956; Hannig
i Vishin, 1960]. Natomiast 2-amino-3-metoksy anil@m metylu, ledacy prawdopodobnie
metabolitem damasceniny, zidentyfikowano po razrwsey w nasionach czarnuszki
damasceaskiej [Fico i in., 2003].

Tabela 8. Sktad olejkoéw eterycznych z nadibgella damascena

Wiochy
Skiadnik Uprawna Uprawna Komercja
(Bolonia)* (Pizay (Mediolan)?
[%]
Wydajna¢ olejku 0,39t0,08 0,27 0,13
a-pinen - tr tr
B-pinen - - tr
B-mircen - - tr
2-pentylofuran - tr -
p-cymen - - tr
limonen tr tr 0,1
1,8-cyneol - - 0,1
y-terpinen - - tr
kamfora - - tr
pulegon - - tr
tujol 0,1+0,3 - -
tymochinon 0,1+0,3 - -
tymol tr - -
a -kopaen - 0,1 0,1
B-burbonen 2,1+0,4 - 1,0
B -elemen 73,2+4,0 384 49,6
B -kariofilen - 14 0,7
B -gurjunen - - 0,1
B -kadinen - 0,3 0,4
y-gurjunen - - 0,6
germakren D - 0,1 0,4
B -selinen 2,7¢1,2 0,6 0,4
walencen - - 0,4
a -selinen 4,7+2,4 0,6 -
wiridifloren - 0,3 9,5
germakren A 10,5+2,3 52,8 23,6
7-epiu-selinen 6,5+0,6 0,1 3,5
2-amino-3-metoksybenzoesan metyly - 0,2 0,1
damascenina - 0,1 3,2
spatulenol - - 0,1
(2)-oktadec-9-en-1-ol - - 2,1

tr—<0,1%; - — zwizek niewykryty;* — [Moretti i in., 2004]Z — [Fico i in., 2003]

W olejkach z nasionN. damascenauprawianej w Bolonii, pozyskanych metod

destylacji z pay wodm-ekstrakcji eterem dietylowym zidentyfikowano 10aglnikow, wsrod
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nich dominowaty seskwiterpeny (Tabela 8). Gtownyayly, tak jak w poprzednich olejkach:
B—elemen (73,2%) i germakren A (10,5%) [Moretti i,i2004]. Cech charakterystyczn
olejkbw z nasion czarnuszki damassigej jest znikoma il& monoterpendéw [D’Antuono
i in., 2002; Fico i in., 2003; Moretti i in., 20Q4%twierdzonoze sktad olejku, podobnie jak
jego wydajné¢, zalezat, aczkolwiek w niewielkim stopniu, od terminu 8i¢ nasion
N. damascengD’Antuono i in., 2002].

Ekstrakty z nasion czarnuszki uprawianej na Litwmblowano nasipujacymi
technikami: ttoczenie na zimno, ekstrakcja w apard®oxhleta eterem dietylowym oraz
ekstrakcja nadkrytyczna GOz dodatkiem modyfikatora (1% etanol), przeprowadza
w roznych warunkach énienia (60, 250, 350 bar) [Dauksas i in., 2002]d&=#0 sktad frakcji
lotnej i thuszczowej (Tabela 9). Najmniegswydajna¢ ekstraktu uzyskano metp@dimnego
ttoczenia (7,65%), byta ona ponad czterokrotnieajsaa nt wydajnag¢ uzyskana meted
ekstrakcji eterem dietylowym w aparacie Soxhleta3,§8%), ktora z kolei byfa
porownywalna z wydajrimia ekstraktow eterowych (Soxhlet) z czarnuszki sigwhistiin
iin., 1990]. Wydajné¢ produktu ekstrakcji nadkrytycznej GQosta wraz ze wzrostem
cisnienia, a dodatek modyfikatora powodowat 50% wzmegtiajnaci ekstraktu. [Dauksas
iin.,, 2002]. Ekstrakt nadkrytycznybierany byt w dwoch separatorach, w ktérych
temperatura wynosita 4G, a cénienie 150, 250 lub 350 bar. Zarowno w pierwszyak, j
i drugim separatorze dominowata frakcja kwasoOw zgaswych, zawiergga przede
wszystkim kwas linolowy. \&f6d skiadnikéw izolowaych w separatorze drugim ri@in
dominowata frakcja nielotna (35,0-51,2%), ale dkdaio zidentyfikowano lotne terpeny,
gtéwnie weglowodory seskwiterpenowe (21,4-29,3%)%réd ktorych dominowaty izomery
elemenu ¢-, B-, y-, 6-elemen) [Dauksas i in., 2002]. Nie stwierdzong zdecndci
monoterpendw, ktore wygiuja w sladowych ilgciach w olejkach eterycznych

NasionaN. damascenaprawianej w Rumunii poddano ekstrakcji w apar&iahleta,
mieszani chloroformu i metanolu (2:1). Wydajo ekstraktu wynosita 39,2-41,3%
[Hodisan i in., 1997] i byta wisza ni ekstraktu z nasion uprawianych na Litwie, uzyskgmne
eterem dietylowym [Dauksas i in., 2002]. Zidentgikano w nim kwasy tluszczowe:
oleinowy (38,0%), linolowy (37,2%), palmitynowy (P26), eikozadienowy (5,0%)
i stearynowy (5,0%) [Hodisan i in., 1997]. Te dwstainie kwasy nie zostaly oznaczone
w ekstraktach z nasidd. damascena Litwy.
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Tabela 9. Sktad i wydajsé otrzymanych réonymi metodami ekstraktéw z nasibligella damascena
[Dauksas i in., 2002]

Zawartos¢ [%]
Sktadnik Sstakeia Ekstrakcja SFE (48C)
Ttoczenie . | ciekly CO, nadirylyczny CQ
) W aparacie| g0 par 250 bar 250 bar
na zmno 1% Etanol
Soxhleta
(separator II) (separator II)
wydajnaié [%] 7,65 33,56 10,57 28,75 35,99
kapronian metylu 1,4 15 1,6 15 1,6
kwas benzoesowy 0,6 1.4 1,2 1,2 1,3
&-elemen 9,6 12,4 9,7 14,1 11,3
B-elemen 15 15 1,2 1,3 1,2
y-elemen 2,5 2,4 3,0 1,9 2,6
a-elemen 11,0 6,1 7,6 11,9 6,2
kwas 2-amino 3-metoksy benzoesowy 3,0 3,1 2,3 34 6 3
n.z (148/195/120/162/65/92) 19,9 17,9 15,5 23,5 121
kwas palmitynowy 1,8 1,6 1,4 2,4 1,7
stearynian etylu 2,2 3,3 29 1,3 1,2
kwas linolowy 38,7 32,7 40,6 28,8 35,0
kwas oleinowy 5,0 8,8 6,2 5,0 51
linolenian etylu 2,5 29 6,8 2,3 4,6
Suma nienasyconych kwaséw
45,5 43,2 48,2 36,2 41,9
tluszczowych
suma zidentyfikowanych 99,6 95,6 99,9 98,5 96,6

Sktad olejku eterycznego nasion czarnuszki damakeg uprawianej w Lublinie
[Wolski i Najda, 2004] istotnie uwmit sic od wczéniejszych danych literaturowych.
Gtéwnymi sktadnikami byh-tujen (9,9-11,3%), ponadto wykryta:pinen, sabinerf-pinen,
mircen,a-felandreno-terpinen, p-cymen, limonemgsterpinentranswodzian sabinenu, tujol,
kamfor i octan bornylu. Zawart monoterpendw byla wgza nk seskwiterpenow.
Poniewa wszystkie skiladniki monoterpenowe nasion z Lublwgsipowaly réwnie
w olejkach z nasioi. sativa mazna podejrzew@iz nasiona wysiewane i badane w Lublinie
byly krzyzOwka obu gatunkdéw czarnuszki: siewnej i damas&e).

Wydajna¢ olejku z nasion czarnuszki damasside] i jego skiad zale od metody
pozyskiwania i pochodzenia surowca. zRi@ée w skladzie widoczneasnawet dla nasion

pozyskiwanych z jednego fistwa (Wioch) [Fico i in., 2003].
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1.3.3. Czarnuszka orientalna

Czarnuszka orientaln&l{gella orientalisL.) jest rglina mniej populara niz czarnuszki
siewna i damaseéska. Mazotte kwiatostany, ulokowane na dorastaj do 30 cm todydze
(Rysunek 15). Owoc stanoaviczarne nasional. orientalis wyskpuje w stanie dzikim

w potnocno-wschodniej efci basenu Morz&rodziemnego oraz na obszarach od Kaukazu

po Syrk.

Rysunek 15. Czarnuszka orientalhgella orientalisL.) [Anniesannuals]

Nasiona czarnuszki orientalnejzywane § do falszowania pieprzu. Sama $za
czarnuszka jest gbna ozdobn, hodowan w ogrodach [Dedio, 1999; Koztowski, 1990].
W jedynej dosipnej publikacji na temat lotnych zwkow tej rdgliny opisano olejek
eteryczny otrzymany metaddestylacji z par wodm nasion z hurtowni nasiennej
w Czechach. Wydajr$6 olejku byta bardzo niska i wynosita 0,03% (w/w)d&ntyfikowano
18 skitadnikow (Tabela 10), gtéwne nzdéy do grupy wglowodoréw seskwiterpenowych
(90,3%), tlenowe pochodne seskwiterpenow stano@éfo, za monoterpeny okoto 0,1%.
Gtéwnym sktadnikiem byi, tak jak w przypadku olejglN. damasceng3-elemen (68,8%).
Zidentyfikowano réwnie -kadinen (5,2%)p-selinen (4,3%) -selinen (3,3%).
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Tabela 10. Sktad olejku eterycznego z nadlagella orientalis[Kokoska i in., 2004]

Skiadnik Za"[voi)r]to“
p-cymen tr
limonen 0,1
linalol tr
a-kopaen 0,6
izomer elemenu 2,3
p-elemen 68,8
B-kariofilen 1,6
y-selinen 0,9
germakren D 0,1
B-selinen 4,3
a-selinen 3,3
a-muurolen tr
germakren A 2,7
7-epio-selinen 0,2
d-kadinen 5,2
trans-kalamenen 0,3
elemol 0,1
tr — <0,05%

Olejek eteryczny z nasion czarnuszki siewnej zatiprzede wszystkim monoterpeny,
gidwnie p-cymen, Za olejek z czarnuszki damasskiej — seskwiterpeny, gtownie
weglowodory. Skiad olejku eterycznego z nasion czszkiuorientalnej jest bardziej podobny

do olejku zN. damascenaniz do olejku zN. sativa
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2. CEL PRACY

Okreslenie skiadu jakasciowego i ilgiciowego zwizkow lotnych:
» drewna drzew gatunkoviPicea abiesPinus sylvestris Larx decidua w nasgpujacych
aspektach:
* poréwnanie sktadu chemicznego bielu i twardziefideyo z gatunkdéw
* porownanie sktadnikow lotnych drewnagaizy gatunkami
* nasion uprawianych w Polsceslia rodzaju czarnuszkaigella sativa N. damascena

i N. orientalis

Okreslenie przydatnoéci roznych metod wydzielania sktadnikow lotnych z rélin:
» jako sposobu pozyskaniayiecznych produktéw o emorodnym zastosowaniu

» jako etapu przygotowania probek do analizy.

Dodatkowo ocenione zostaty wtawosci przeciwdrobnoustrjowe olejkow
z N. sativai N. damascena
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3. CZESC EKSPERYMENTALNA

3.1. Metody

3.1.1. Destylacja z pag wodna — otrzymywanie olejku eterycznego

Olejki eteryczne izolowatam z uprzednio rozdrobyicm surowcoéw metaddestylaci
Zz pag wodm z wyciem aparatu Derynga, wedlug Farmakopei Polskiej[Rarmakopea
Polska, 2002]. Pojemié kolb destylacyjnych dostosowana byta ddcicsurowca i wynosita
odpowiednio: 5 | dla drewna bielu (860 g) i twaedz{370 g)swierka pospolitego, 0,25-2,5 |
dla nasion rélin rodzaju czarnuszka (20-300 g). Surowiec zalewdéyt wodh do 2/3
objetosci kolby. Czas destylacji wynosit 4 lub 5 godzireddylacg nasion czarnuszki siewnej
prowadzitam z dodatkiedrodka antypienicego.

Jednoczesndestylact z pan wodm-ekstrakeg z zastosowaniem pentanu prowadzitam
w aparacie Likensa-Nickersona wagu 4 godzin. Uzyskany ekstrakt gzdtam na wyparce
rotacyjnej pod zmniejszonymsaiieniem, a otrzymany olejek vagam.

Olejki suszytam bezwodnym siarczanem magnezowymdajyi¢ olejku podawatam
w ml/100 g surowca (% odtjpsciowy); w przypadku bardzo matych etpsci destylatu
(ponizej 0,1 ml — najmniejsza podziatka skali aparatu yDga) i destylacji-ekstrakcji

wydajnas¢ olejku podawatam w g/100 g surowca (% masowy).

3.1.2. Destylacja frakcjonowana olejku eterycznego
Destylacg frakcjonowam olejku prowadzitam przy ayciu kolumny Vigreux
(10 x1 cm), w zakresie temperatur 30-1a5 kolejno pod @inieniem okoto 15 mm Hg

(pompka wodna) i 0,02-2 mm Hg (pompa olejowa).

3.1.3. Oznaczanie gptaosci olejku

Gestas¢ olejku eterycznego oznaczatam metpiknometryczn [Strzelecka i in 1987].

3.1.4. Ekstrakcja — otrzymywanie konkretéw i olejkav lotnych

Zmielone nasiona #&tin rodzaju czarnuszka poddawatam ekstrakcji w terajurze
wrzenia rozpuszczalnika w aparacie Soxhleta agici4 godzin. Masa nasioreytych do
ekstrakcji wynosita 25-55 g. Stosowatam nastepugpuszczalniki: eter naftowy, pentan,
eter dietylowy i mieszanina pentan-eter dietylowy.1Uzyskane ekstrakty zghtam na
wyparce rotacyjnej pod zmniejszonyngréeniem otrzymujc konkrety, ktore nagpnie po

dodaniu 50 mivody destylowatam z pawodm w aparacie Derynga w ciagu 3 godzin.
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3.1.5. Ekstrakcja nadkrytyczna

Ekstrakcja surowca ditlenkiemegla w stanie nadkrytycznym zostata przeprowadzona
na Wydziale laynierii Procesowej i Ochronyrodowiska Politechniki £6dzkiej.

Proces prowadzono w instalacji pramgj potokresowo z przeptywem GQAparatura
(schemat na Rysunku 16) ushiviata stosowanie énienia do 300 bar, temperatury do°60
I przeptywu ditlenku wgla od 0,1 ml/min. do 10 ml/min. @iienie w ukiadzie regulowano
zaworem 3, przemywanym niewielkim strumieniem heks&tory doprowadzano zaworem
4a. Eksperyment prowadzono przez 10 godz. wepagtych warunkach: énienie 250 bar,
temperatura 1L, przeptyw CQ 3 ml/min. Zebrany ekstrakt heksanowy pogzahiu do
statej masy poddano trwagej 3 godz. destylacji z pawodm w aparacie Derynga w celu

wydzielenia olejku lotnego.

3

Rysunek 16. Schemat aparaturgwiadczalnej do ekstrakciji nadkrytycznej
1- ekstraktor 2- pompa GO
3- regulator dinienia 4- zawory kontrolne
5- pompa rozpuszczalnika  6- odbieralniki ekstraktu

7- kriostat
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3.1.6. Analiza fazy nadpowierzchniowej metogldynamiczm

Analiza fazy nadpowierzchniowej metpdlynamiczia (DHS: Dynamic Headspace)
polegata na pobraniu probki z przestrzeni nad paelei surowca i jej analizie metodami
GC i GC-MS. Prbobk pobieratam przy zyciu szklanej aparatury, zbudowanej w Instytucie
Podstaw ChemiiZywnosci Pt wedtug Mullera i Lamparskiego [1991]. Zwki lotne
ekstrahowatam z 14 gawatkow swiezego drewna (20x10x0,36 mm) lub 20 g zmielonych
nasion czarnuszki siewnej. Surowiec umieszczatam2 v kolbie okggtodennej. Nad
materiatem rélinnym, w odlegtéci ok. 1-2 cm umieszczatam koowke z mikrofiltrem,
zawierajcym ok. 40 mg adsorbenta (Porapak Q 80/100). Milkrdfyt szczelnie palczony
z koncdwka szklanego przewodu, ktérego koniec znajdowatsbiurecie wypetnionej wad
w ilosci 2 1. Po ustaleniu si rownowagi nad powierzchpibadanej prébki (30 min.)
prowadzitam proces adsorpcji substancji lotnych ikrafiltrze w temperaturze 20°C przez
120 min. Szybké& wyptywu wody z biurety, a tym samym pobieranie rapg regulowatam
réznica wysokaci miedzy wylotem powietrza z przewodu szklanego a wygelywwody
z biurety. Wyptyw wody wynosit 1 I/godz.

Po zakaczeniu adsorpcji przemytam 1 ml dichlorometanu. aElaebratam w 2 ml
fiolce i analizowatam metodami GC i GC-MS.

Oznaczenie zawaroi sumy lotnych skiadnikbw w drewnie wykonatam nuataze
standardem wewgtrznym. Do eluatu zawiergego skladniki lotne drewna dodatam 20 pl
roztworu tridekanu w dichlorometanie (1,51 pg/idpzda prébka eluatu analizowana byta
picciokrotnie metod GC (po 5 ul), asrednie wyniki zawartéci sktadnikow podatam

w przeliczeniu na sualmag drewna.

3.1.7. Mikroekstrakcja do fazy statej z fazy nadpoverzchniowej

Mikroekstrakcja do fazy statej z fazy nadpowierzolwej (HS-SPME) wykonana byta
przy wyciu sprztu i widkien firmy Supelco Ltd. (Bellefonte, PA, B& Testowane byly
nastpujace widkna: 100 um PDMS, 50/30um DVB/CAR/PDMS, 75 |[GAR/PDMS,
70 pm CW/DVB i 65 um PDMS/DVB. Witokna byly kondyciowane przed analizgodnie
Z instrukcy producenta.

Surowiec bezpwednio po rozdrobnionieniu umieszczatam w szklarfiglce
uszczelnionej zaktka z sylikonows sept. Fiolkg umieszczatam w fai wodnej. Po ustaleniu
rownowagi médzy matrya a faz gazowa, wprowadzatam do fiolki wiokno i prowadzitam

ekstrakag. Nastpnie wiokno wprowadzatam do dozownika chromatogrgézowego lub
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chromatografu gazowego sp#pnego ze spektrometrem masowym w celu desorpcji
Zwiazkéw (2 minuty).
Parametry analizy HS-SPME byly ngstijace:

- drewno drzew iglastych: masa probki 0,8 g (drewnogtam mikrotomem firmy Leitz
Wetzlar, Austria na plasterki o wymiarach 20x1080/3m), pojemng fiolki 4 ml,
temperatura ustalania réwnowagi i ekstrakcji 60¢gas ustalania rownowagi 30 min.,
czas ekstrakcji 30 min.

« nasiona ralin rodzaju czarnuszka: masa probki 10,0 g (zmielone w miynku
udarowym do kawy, 1 min.), pojemstofiolki 20 ml, temperatura ustalania rownowagi

i ekstrakcji 60°C, czas ustalania rownowagi 15 pgmas ekstrakcji 30 min.

3.1.8. Chromatografia gazowa
Drewno drzew iglastych

Chromatografia gazowa (GC) prébek otrzymanych zvdeedrzew iglastych zostata
przeprowadzona na chromatografie gazowym Varian0340detektorem ptomieniowo-
jonizacyjnym FID, przy gyciu kolumny kapilarnej HP-5 lub HP-1 (30 m / 0,32n; gruba¢
filmu 0,25 um). Temperatura kolumny programowan& by zakresie odpowiednio: DHS
i HS-SPME  50°C (0,5 min.) — 250°C (10 min.), olejkieteryczne: 50°C (0,5 min.) —
270°C (10 min.); przyrost temperatury 4°C/min.stanie 10°C/min. do 290°C (5 min.).
Temperatura dozownika 230°C, temperatura detelR@2C, pedkos¢ przeptywu wodoru
1,0 ml/min.

Nasiona raslin rodzaju czarnuszka

Chromatografia gazowa prébek otrzymanych Zlimorodzaju czarnuszka zostata
przeprowadzona na chromatografie gazowym Vega §0a Carlo Erba), z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym FID, przy ayciu kolumny kapilarnej CP Sil5CB
(30 m /0,32 mm; grud filmu 0,25 um). Temperatura kolumny programowangtab
w zakresie odpowiednio: HS-SPME 60°C (0,5 min.p9°Z (30 min.), olejki eteryczne
i olejki lotne: 60°C (0,5 min.) — 300°C (30 minBrzyrost temperatury 4°C/min. Temperatura
dozownika wynosita odpowiednio: HS-SPME 230°C, kil&20°C, a temperatura detektora
250°C lub 310°C. Rdkaos¢ przeptywu azotu 1,5 ml/min.
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3.1.9. Sprzzenie chromatografii gazowej ze spektromety masowy
Drewno drzew iglastych
Chromatografi gazow sprzzona ze spektrometsi masow (GC-MS) skladnikow

drewna wykonano przy zyciu spektrometru masowego sg@ranego z chromatografem
gazowym HP 6890-5973 GC-MSD (Hewlett Packard).
Warunki analizy:

e kolumny: HP-5 (20 m / 0,25 mm, 0,25 pum) lub HP-% (4 / 0,25 mm; 0,25 pum)

e temperatura kolumny 50°C (0,5 min.) — 250°C (10 .jirprzyrost temperatury:

4°C/min., nasgpnie do 290°C, 10°C/min.

» temperatura dozownika 240°C

* gaz naény — hel, pedkos¢ przeptywu 1 mil/min.

* energia jonizacji 70 eV

* temperaturarodta jonow 220C.

Nasiona raslin rodzaju czarnuszka
Analiza GC-MS prébek sktadnikéw lotnych nasionslio rodzaju czarnuszka

prowadzone byly z zastosowaniem chromatografu gagovirisons GC 8000 sgeonego ze
spektrometrem masowym MD 800. Warunki analizy:

* rodzaj kolumny i temperatura analiz identycznaveR.1.8)

* gaz nény — hel, pedkos¢ przeptywu 1 mil/min.

* energia jonizacji 70 eV

* temperaturarodta jonow 220C

3.1.10. Chromatografia kolumnowa z przyspieszonymrpeptywem eluenta

Chromatografi kolumnows z przypieszonym przeptywem eluenta (chromatografia
fleszowa, FC:. flesh chromatography) wykonatam gtmsu szklane kolumny
chromatograficzne d@rednicach wewgtrznych 1, 2 lub 5cm, dostosowaqjje do masy
rozdzielanej probki. Jako adsorbentaywatam zelu krzemionkowego (Kieselgel 60: A0
gruba¢ ziarna 0,040-0,063 mm, firma Merck) lablu impregnowanego AgNOwysokaé
warstwyzelu wynosita zawsze 15 cm.

Przygotowanigelu impregnowanego azotanem srebra:

Odwazalam 100 gzelu, ktéry zawieszatam w 250 ml eteru naftowego stijmie

mieszagc wkraplatam roztwor 25 g AgNQOw 10 g HO, caté¢ mieszatam na wyparce przez
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3 godz. Po odessaniu rozpuszczalnikhsuszony byt w temperaturze “@przez 12 godz.
[Schneider, 1992].

Pierwszym etapem rozdziatlu byto ziahie adsorbenata pentanem lub heksanem,
ktérego przeplyw przyspieszalam za pom@przonego azotu. Naghnie nanositam na
powierzchn¢ zelu 20% roztwér prébki w pentanie lub heksanie. Ufahke rozwijatam
gradientem polarrsci rozpuszczalnikbw — pogikowo pentanem (monoterpeny) lub
heksanem (seskwiterpeny), ngmtie roztworami odpowiednio pentanu lub heksanu
z dodatkiem wzrastagej ilosci eteru dietylowego (od 2 do 100%). Eluat zbiaratdo
probéwek o pojemriei 15 ml.

Po wykonaniu analizy TLC wszystkich uzyskanych &jgktaczytam zawart&t
odpowiednich probéwek i otrzymane roztwory ¢zatam na wyparce pod zmniejszonym
cisnieniem. Prébki analizowatam metodami GC, GC-M@&yarane rownie metody NMR.

3.1.11. Chromatografia cienkowarstwowa

Chromatografi cienkowarstwow (TLC) wykonatam na ptytkach aluminiowych firmy
Merck (DC-Alufolien Kieselgel 6044 pokrytych zelem krzemionkowym o grukoi
warstwy 0,2 mm. Plytki rozwijatam w komorach do @matografii cienkowarstwowej
w heksanie lub 20% roztwoérze eteru dietylowego kshaie, po wysuszeniu spryskiwatam je
roztworem aldehydu amgwego (2 ml aldehydu angwego, 250 ml etanolu, 30 ml kwasu

octowego i 15 ml kwasu siarkowego. Plytki wywotyamad w temperaturze 110.

3.1.12 Spektroskopiagdrowego rezonansu magnetycznego

Analizy metod spektroskopiigdrowego rezonansu magnetycznego (NMR) wykonano
w roztworach CDGl z zastosowaniem TMS jako wzorca weitvanego na aparacie Bruker
AM 250 MHz, czstotliwosé¢ roboczaH-NMR — 250 MHz,*C-NMR — 62,90 MHz.

3.1.13. Identyfikacja sktadnikow
Sktadniki lotne identyfikowatam wykorzystg:

e poréwnanie indekséw retencji (RI) analizowanychadkikéw, ustalonych na podstawie
czasow retencji mieszaniny n-alkanéwGs,, z indeksami wzorcow zebranymi w bazie
danych Instytutu Podstaw Cher#iywnaosci PL. (IPCH.) oraz indeksami literaturowymi
[Adams, 1998; Macchioni i in., 2003; Manninen i,i2002; Ucar i in., 2003; NIST

Standard Reference Databas]
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e poréwnanie widm masowych z widmami masowymi wzorcéwbibliotek widm:
Wiley 275.1 i NIST 98.1 dla skladnikow drewna drzeghastych oraz z biblioteki NIST
98.1, MassFinder 3.1 i widmami wzorcow zebranymIRCHZ dla sktadnikow rélin
rodzaju czarnuszka

« poréwnanie widntH-NMR oraz**C-NMR sktadnikéw z danymi literaturowymi [m. in.

Joulain i Kénig, 1998] lub widmami wzorcéw zebrariynlPCHZ.

3.1.14. Oznaczanie zawarkei wody w surowcu ralinnym

Zawarté¢ wody w surowcu oznaczatam mefogliszenia [Strzelecka i in., 1982].

3.1.15. Rozpuszczalniki i odczynniki
n-Pentan cz., heksan frakcja z nafty (rektyfikowamer naftowy (§=53-64C), eter
dietylowy cz.d.a, metanol cz., kwas octowy, kwamlsdwy, wodorotlenek sodu: wszystkie
zakupione w firmie POCh, tér dichlorometan cz.: Chempur, Pieka$jaskie; etanol —
rektyfikat: Zaktady Przemystu Spirytusowego "POLMGSA. w Kutnie.
* mieszanina n-alkanéw g3, tridekan (99%), heptadekan: Sigma Aldrich Chemie
Gmbh, Steinheim, Niemcy
* Porapak Q 80/100, Altech Associates Inc. Barand®utska
* BF;w metanolu: BDH Chemicals Ltd Poole England
* sabinen: R C Treatt Ltd — 70% wg GC (30% stan@wgtnen)
» octan rtci (Il), tetrahydrofuran, borowodorek sodu, wodosedu: Fluka

* siarczan dimetylu, dimetyloformamid: Aldrich
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3.1.16. Parametryczny test istotn&ci

Test istotnéci dwochsrednich zastosowatam do porownania czy sktad bishardzieli
badanych gatunkéw drzew iglastychzmd sic istotnie. Test ten mima stosowa dla cech
(u1 i pp) posiadaicych rozktad normalny oraz gdy wariancje poréwnyy@mpopulacii nie

réznia si¢ miedzy soly istotnie. Test rozpogiam od postawienia hipotezy zerowej:

Ho: ni=p (zawartd¢ sktadnika w bielu jest taka sama jak w twardzieli)
wobec hipotezy alternatywnej:

Hi: w#ue (zawartdé sktadnika jest inna w bielu i twardzieli).

Test przeprowadzitam dla wybranych skladnikéw latmydrewna, ktorych zawadod
w bielu lub twardzieli w co najmniej dwéch egzempladrzew (sp&rdd 3 badanych) danego
gatunku wynosita powaej 0,1%. Dla tych sktadnikow obliczytam waséat:

X1- X2
N*S*S+N+S+S( 1 1
Bl
Ni+N2-2 N n.

X1 —$rednia zawart@ sktadnika w bielu

t=

X2 —$rednia zawart@ sktadnika w twardzieli

n;—liczba pomiaréw dla bielu

n, — liczba pomiaréw dla twardzieli

s, — odchylenie standardoweedniej zawartéci sktadnika w bielu

s, — odchylenie standardoweedniej zawartéci sktadnika w twardziel

Obliczom na podstawie powygzego wzoru warkg t poréwnywatam z wartgia
statystyki t-Studenta df dla okrélonego przedziatu ufrégi (o) i wartasci stopnia swobody
(m+np-2). Przedziat ufngci przyjgtam 0,05, natomiast liczba stopni swobody wyniosta
(3 pomiary dla bielu i 3 dla twardzieli). Wagtoobliczona t w¢ksza od warteci krytycznej,
pozwalata na odrzucenie hipotezy zerowej (czyli ad@®¢ zwiazku w bielu ranita sk
istotnie od zawartwi w twardzieli). J&li natomiast warté obliczona byta mniejsza — nie
byto podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej (czgiartd¢ zwiazku w obu warstwach nie
roznita sig statystycznie). Wartd krytyczna & wynosita 2,776, odczytatam jz rozktadu
t-Studenta (priecie wartdgci 0,05 @) i 4 (liczba stopni swobody}.pmnicki, 2002]
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3.2. Ocena aktywnéci przeciwdrobnoustrojowej olejku eterycznego

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa olejkow z nasibin sativai N. damascenaostata
okreslona w Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrologii Politechniki todzkiej. Do
sprawdzenia dziatania bakteriobojczego stosowang mgstpujace szczepy referencyjne:
Escherichia coliATCC 8793,Pseudomonas aeruginog$d CC 9027,Staphylococcus aureus
ATCC 6538 orazBacillus subtilisATCC 6633. Grzybobdjcze dziatanie olejkow testowan
byto wobec szczepowCandida albicansATCC 10231,Candida mycodermaAspergillus
niger ATCC 16404.

3.2.1. Metoda ptytkowa

Badanie wykonano metadgtytkowa rozcieaczen na podiau agarowym. Poywke dla
bakterii stanowit bulion agd/wczy z glukoza, natomiast dla grzybéw — YPG. Olejek
eteryczny z nasiorN. sativaw postaci 20% roztworu etanolowego dodano do prdio
i uzyskano szereg fen od 0,05% do 0,8%. Hodowl drobnoustrojow, zawierga
1@%jtk/ml, rozcieiczono roztworem soli fizjologicznej (0,85% NaClgktaby w 1 ml
znajdowalo si 10>-10°jtk (jedenostek tworych kolonie). Nagpnie na plytki Petriego
naniesiono inokulum kultury testowej po 0,1 milinL Inokulum zalano poywka i doktadnie
wymieszano. Po zastygiu ipodsuszeniu ptytki inkubowano. HodaewlE. coli,
P. earuginosa S. aureugprowadzono w temperaturze°® a pozostatych mikroorganizmow
w 30°C, &z do wyraniccia. Rownolegle wykonano prétkontrolm nie zawierajca olejku.
Na podstawie uzyskanych wynikéw ustalono minimastgenie olejku hamuace (MIC)

rozwoj wybranych szczepdéw drobnoustrojow.

3.2.2. Metoda impedymetryczna

W badaniach aktywrigi przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybowej olejkéw stat
wykorzystany impedymetryczny system monitaayj Bactometr M64 Firmy bioMerieux
z celami pomiarowymi o pojemic 1-2 ml, ktéorym dysponuje Instytut Technologii
Fermentacji i Mikrobiologii PL. Aktywn& statyczna i béjcza olejku eterycznego z nasion
N. damascenaraz olejku lothego z nasioN. sativaokreilona zostala przez wyznaczanie
odpowiednio wartéci MIC (minimalne s¢zenie hamujce) i MBC (minimalne sgzenie

bdjcze) w stosunku do okdlenych drobnoustrojow testowych.
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3.3. Izolowanie i identyfikacja skladnikow olejku éerycznego z nasion

czarnuszki siewnej

Olejek eteryczny z nasion czarnuszki siewnej otmamyyn w wyniku 4-godzinnej
destylacji z pay wodm (14,9 g) nasionN. sativa (NS), (Wielkopolska, 2002) poddatam
destylacji pod zmniejszonym soieniem, a otrzymane frakcje rozdzielatam metod
chromatografii fleszowej wedlug schematu przedstaego na Rysunku 17.

Sktad chemiczny frakcji analizowatam metodami GGGC-MS, zidentyfikowane
gtdwne sktadniki i ich zawartd (%) podatam na schematach. Kolghskladnikow jest

zgodna z kolejngxia elucji z kolumny CP Sil 5.

3.3.1. Destylacja frakcjonowana olejku eterycznego

Destylacg wykonatam wedtug opisu przedstawionego w rozdziale.1l, uzyskujc
nastpujace frakcje:

1.1 1,49 g, 47-5€/ 12 mmHg

1.2 2,96 g, 55-567€/ 12 mmHg

1.3 6,26 g, 59-60%&/ 12 mmHg

1.4 1,59g¢, 31,5-31;8/ 1 mmHg

1.5 1,98 g, pogon

NS
14,90 g
v Y v
1.1 1.2 1.3
1,49 ¢ 2,96 g 6,26 g
o-tujen 60,1 o-tujen 249 | | p-cymen 91,1
o-pinen 13,8 o-pinen 7,7
B-pinen 7,3 B-pinen 7,5
o-terpinolen 0,6 a-terpinolen 1,7
p-cymen 15,1 p-cymen 45,9
limonen 2,9 limonen 11,3
v v
1.4 1.5
1,59 g 1,98 g

p-cymen 24,5
p-cymen 83,0| | cis-tujan-4-ol } 13
limonen 1,8 eter metylowy trans-tujan-4-olu”
y-terpienen 6,7 eter metylowy cis-tujan-4-olu 14,9
cis-hydrat sabinenu 0,8 terpinen-4-ol 4,7
eter metylowy cis-tujan-4-olu 4,7 trans-dihydrokarwon 3,1
terpinen-4-ol 0,4 karwakrol 18,2

longifolen 2,9
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3.3.2. Chromatografia fleszowa frakcji olejku etergznego
Chromatografia fleszowej (FC) frakcji olejku wykarea zostata wedtug opisu

przedstawionego w rozdziale 3.3.11.

Chromatografia fleszowa frakcji 1.5 (FC2)
srednica kolumny: 2 cm, wypetnienigel krzemionkowy impregnowany AgNO
uktad rozwijaacy: heksan, 5%, 10%, 20% i 50% eter dietylowy wdagke (po 150 ml),
eter dietylowy 200 ml
ilos¢ probowek: 64; frakcje 2.1-2.16
GC-MS: frakcje 2.1, 2.5-2.8, 2.11, 2.12, 2.14
'H-NMR: frakcje 2.1, 2.7, 2.14

NS 1.5
1,98 ¢

2.1 2.2 24 2.5
67 mg 373 mg 119 mg 251 mg
y-terpien 5,0 p-cymen 77,1 | cis-tujan-4-ol 18,4 | | p-cymen 0,6
longipinen 5,7 limonen 1,2 eter metylowy cis-tujan-4-ol 1,1
cyklosatiwen 0,6 y-terpinen 9,9 trans-tujan-4-olu 0,7 eter metylowy
a-kopaen 0,2 terpinolen 0,9 eter metylowy cis-tujan-4-olu 74,0
alloizolongifolen 0,5 eter metylowy cis-tujan-4-olu 39,0 | trans-dihydrokarwon 12,3
longifolen 38,5 | cis-tujan-4-olu 0,6 trans-dihydrokarwon 16,2 | | tymochinon 0,5
y-kadinen 1,7 longifolen 5,7 octan bornylu 9,0 octan bornylu 1,2
v-kadinen 1,3 tlenek-B-kariofilenu 2,5 tymol 0,9
2-tridekanon 2,1
apiol 0,4

. | | ) ,

2.6 2.7 2.8 2.9 2.14
107 mg 279 mg 100 mg 9 mg 18 mg

eter metylowy terpien-4-ol 14,0 terpien-4-ol 38,4 o-tujen 5,9 cis-tujan-4-ol 38,8
cis-tujan-4-olu 9,8 karwakrol 48,3 karwakrol 46,9 B-pinen 0,8 karwon 1,5
kamfora 1,9 cis-tujan-4-ol 2,6 kwasy tluszczowe
trans-werbenol 11,2 borneol 4.0 54,7
terpinen-4-ol L5 terpinen-4-ol 9,9
trans-dihydrokarwon karwakrol 10,8

0,9 kwasy linoleinowy
karwon 1,1 9,8
octan bornylu 0,8
tymol 3.8
karwakrol 66,1
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Chromatografia fleszowa (FC3) frakcji 1.1
srednica kolumny: 2 cm; wypeienigel krzemionkowy
ukiad rozwijapcy: heksan 200 ml, 2%, 5% eter dietylowy w heksgp® 100 ml), eter
dietylowy 100 ml
ilos¢ probowek: 37; frakcje 3.1-3.5
GC-MS: frakcje 3.1, 3.2
'H-NMR: frakcja 3.1

NS 1.1
1,49¢

! !

3.1 3.2
329 mg 142 mg
a-tujen 49,9 a-tujen 24,2
a-pinen 11,1 a-pinen 4,0
kamfora 0,5 kamfora 0,1
sabinen 1,8 sabinen 1,8
B-pinen 5,7 B-pinen 3,5
a-terpinolen 0,5 a-terpinolen 0,1
p-cymen 29,1 p-cymen 64,7
limonen 0,9 limonen 0,9
y-terpinen 0,5 y-terpinen 0,5

Chromatografia fleszowa (FC4) frakcji 2.4
srednica kolumny: 1 cm; wypetnienigel krzemionkowy impregnowany AgNO
uktad rozwijajcy: heksan 50 ml, 5%, 10%, 20%, 50 % eter dietylowyheksanie
(po 100 ml), eter dietylowy 100 ml.
ilos¢ probéwek: 40; frakcje 4.1-4.7
GC-MS; frakcje 4.2, 4.3, 4.4

NS 2.4
119 mg

: y : .

4.2 4.3 4.4 4.5
40 mg 7 mg 2 mg 12 mg
cis-tujan-4-ol 19,1| | trans-dihydrokarwon 2,7| | kwas mirystynowy 27,6 | | a-kopaen 3,5
eter metylowy octan bornylu 0,4 | | kwas palmitynowy 66,0 | | mirystycyna 3,6
cis-tujan-4-olu 29,2| | B-cis-farnezen 2,2 y-kadinen 2,5
trans-dihydrokarwon 9,2 kwas mirystynowy 13,7 tlenek-B-kariofilenu 41,6
karwakrol 16,1 kwas palmitynowy 69,0 kwas palmitynowy 27,8
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Chromatografia fleszowa (FC5) frakcji 1.4
srednica kolumny: 2 cm; wypeienigel krzemionkowy
ukitad rozwijapcy: heksan 200 ml, 2%, 5% eter dietylowy w heksgpee 100 ml) i 10%,
20%, 50 % eter dietylowy w heksanie (po 50 ml)r dtetylowy 100 ml
llos¢ probéwek: 51; frakcje 5.1-5.10
GC-MS: frakcje 5.1, 5.6 1 5.7
'H-NMR: frakcje 5.1

NS 1.4
1,59 ¢

! ! ! |

5.1 5.7 5.9 5.10

863 mg 109 mg 13 mg 5mg
a-tujen 0,4 a-tujen 1,1 B-tujon 1,5 p-cymen 4,8
sabinen 0,2 p-cymen 41,3 terpinolen 18,8 y-terpinen 1,7
B-pinen 0,2 limonen 1,7 karwakrol 61,4 cis-tujan-4-ol 3,2
a-terpinen 0,4 y-terpinen 34 terpinen-4-ol 10,6
p-cymen 88,3 B-tujon 1,6 a-terpineol 5,1
limonen 1,9 eter metylowy karwon 6,4
y-terpinen 7,8 cis-tujan-4-olu 45,1 karwakrol 32,1
terpinolen 0,5 dihydrokarwon 3,0

3.3.3. Identyfikacja skiadnikow
Obecna¢ sktadnikéw, ktére wydzielitam z olejku eterycznego czystdci i ilosci
odpowiedniej do analizyH-NMR, potwierdzitam 4 metod,.. Niektore sktadniki (np.
tymochinon i octanu bornylu) wydzielitam we frakcha olejku lotnego (R/HD —
destylacja z parwodm ekstraktu pentanowego-eterowego) otrzymanych woginy
sposob.
* longifolen RI 1407 (38,5% frakcji 2.1)
MS: 204 [M] (28) m/z (%) = 91 (100), 161 (85), 105 (71), 159)( 79 (50), 133 (50),
189 (43), 41 (33), 147 (30), 67 (24), 55 (22), (15
'H-NMR, & (ppm): 0,89 (s, 3H); 0,92 (s, 3H), 0,99 (s, 3HN12(d, 1H,J=3,3 Hz); 2,61
(d, 1H,J=5 Hz); 4,50 (s, 1H): 4,75 (s, 1H)
» karwakrol RI 1282 (48,3% frakcji 2.7)
MS: 150 [MT (37) m/z (%) = 135 (100), 91 (20), 107 (20), 1183)( 77 (10)
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'"H-NMR, & (ppm): 1,23 (d, 6HJ=7,0Hz); 2,21 (s, 3H); 2,82 (spt, 1BE7,0Hz); 6,65
(d, 1H,J=1,5H2); 6,72 (dd, 1HJ=1,5i 7,75Hz); 7,03 (d, 1H= 7,75)

terpinen-4-ol RI 1168 (12% frakcji 2.7; 52% frakojejku lotnego E/HD)

MS: 154 [M] (12) m/z (%) = 93 (100), 121 (44), 71 (41), 136)(F7 (36), 111 (36),
41 (28), 53 (14), 105 (12)

'H-NMR, & (ppm): 0,93 (d, 3HJ=6,5); 0,96 (d, 3HJ=6,75); 1,54 (m, 2H); 2,13-2,15
(m, 2H), 1,69 (s, 3H), 5,30 (m, 1H)

cis-tujan-4-ol ¢is-hydrat sabinenu) RI1 1085 (39% frakcji 2.14)

MS: 154 [M] (5) m/z (%) = 93 (100), 79 (57), 43 (51), 65 (2121 (21), 136 (20), 55
(19), 107 (13)

'H-NMR, & (ppm): 0,32 (dd, 1HJ=5/7,8Hz); 0,64 (dd, 1H]=3,8/5Hz); 0,87 (d, 3H,
J=6,8Hz), 0,91 (d, 3H}=6,8Hz) 1,04 (dd, 1H]=3,8/7,8Hz); 1,32 (s, 3H)

a-tujen RI1 926 (49,9% frakcji 3.1)

MS: 136 [M] (10) m/z (%) = 93 (100), 77 (35), 39 (7), 105 @,(6)

'"H-NMR, & (ppm): 0,88 (d, 3HJ=7,0Hz); 0,93 (d, 3HJ=7,0Hz); 1,75 (dd, 3H,
J=1,7/3,5Hz); 2,19(m, 1H); 2,29 (m, 1H); 4,94 (s,)1H

p-cymen RI 1016 (88,3% frakcji 5.1)

MS: 134 [M] (27) m/z (%) = 119 (100), 91 (29), 77 (6)

'H-NMR, & (ppm): 1,23 (d, 6HJ=6,8Hz); 2,30 (s, 3H); 2,85 (spt, 1H=6,8Hz);
7,12 (s, 4H)

y-terpinen RI 1049 (7,8% frakcji 5.1)

MS: 136 [M] (36) m/z (%) = 93 (100), 77 (67), 43 (34), 121)(F5 (19), 105 (19)

'H-NMR, & (ppm): 1,02 (d, 6HJ=6,8Hz), 1,65 (s, 3H); 5,43 (m, 1H)

tymochinon RI 1233 (98,5% frakcji olejku lotneggs/HED)

MS: 164 [M] (100), m/z (%) = 149 (50), 136 (77), 93 (73), 39)121 (69), 53 (36),
77 (32), 108 (23), 67 (22)

'H-NMR, & (ppm): 1,13 (d, 6HJ=6,8Hz); 2,03 (d, 3H,J)=1,8Hz); 3,02 (dspt, 1H,
J=1,8/6,8Hz); 6,52 (s, 1H); 6,59 (s, 1H)

octan bornylu Rl 1272 (12% frakcji olejku lotnegg/BD)

MS: 196 [MT (1), m/z (%) = 95 (100), 43 (89), 121 (54), 138)(H7 (28), 154 (18)

'"H-NMR, & (ppm): 0,76(s, 3H); 0,83(s, 3H); 0,86 (s, 3H);8(8d, 1H,J=2,5/10,0Hz);
1,26 (m, 2H); 1,65 (m, 1H); 2,06 (s, 3H); 4,86 (Hi)

81



Czs¢é eksperymentalna

3.3.4. 1zolowanie, synteza i okidenie struktury eterow metylowychtrans-
I cis-tujan-4-olu
Etery metylowetrans i cis- tujan-4-olu (etery metylowerans- i cis-hydratu
sabinenu) wydzielitam z 10,6 g olejku eterycznegtielkopolska, 2004) metaddestylacji
pod zmniejszonym émnieniem (frakcje 1.1-1.8), a naphie chromatografii fleszowej

frakcji 1.7 o najwyszej zawartéci eteréw, odpowiednio 4,5% i 34,6% (Rysunek 18).

Chromatografia fleszowa frakcji 1.7 (FC)
srednica kolumny: 1 cm, wypetnienigel krzemionkowy
ukitad rozwijapcy: pentan 150 ml, 2 %, 4% eter dietylowy w pergafpo 150 ml), 10%,
20%, 50% eter dietylowy w pentanie (po 50 ml)r efietylowy 50 ml
ilos¢ probowek 49; frakcje 2.1-2.11
GC-MS: frakcje 2.2, 2.3
'H-NMR: frakcje 2.2, 2.3
3C-NMR: frakcja 2.3

» eter metylowytranstujan-4-olu RI 1088 (21,5% frakcji 2.2, 9 mg)
MS: 168 [M] " (2), m/z (%) = 125(100); 93(79), 85(56); 121(42ZR(39); 55(37);
97(37); 100(37); 153(36); 81(35); 136(22)
'H-NMR, & (ppm): 0,15 (m, 1H); 0,85 (d, 3H=6,8Hz); 0,96 (d, 3HJ=6,8Hz); 3,25
(s, 3H); 1,23 (s, 3H)
» eter metylowycis-tujan-4-olu Rl 1110 (80,6% frakcji 2.3, 27 mg,)
MS: 168 [M] " (2), m/z (%) = 125(100); 153(86), 93(56); 85(50R(45); 121(44);
136(40); 81(33); 55(28); 100(20); 97(16);
'H-NMR, & (ppm): 0,33 (dd, 1HJ=5,0/7,9Hz); 0,64 (d, 3HI=3,8/5,8Hz); 0,87 (d, 3H,
J=6,8Hz); 0,91 (d, 3HJ=6,8Hz); 1,00 (dd, 1HJ=3,8/7,9Hz); 1,25 (s, 3H); 3,27
(s, 3H)
BC-NMR, 8(ppm): 19,5 (q); 19,7 (q); 23,5 (q); 24,9 (t); 29H; 32,8 (d); 33,0 (s);
33,6 (1); 51,4 (q); 83,8 (s)
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3.3.4.1. Synteza eteréw metylowydinans- i cis-tujan-4-olu z sabinenu
Do roztworu sabineny0,35 g, 2,37 mmol) rozpuszczonego w 0osuszonym noéia
(15 ml), dodatam octanedi (1) (1,13 g, 3,54 mmol). Roztwdr mieszatam @zZE2 godz.
z zastosowaniem mieszadta magnetycznego.¢pMaist dodatam 5 ml wodnego roztworu
wodorotlenku sodu (81) i 5 ml 0,5M borowodorku sodu rozpuszczonego WI3oztworze
wodorotlenku sodu. Mieszanie kontynuowatam przep@z. Po tym czasie dodatam 200 ml
wody. Produkt oddestylowatam z pawodm (destylacja prosta) i ekstrahowatam eterem
dietylowym (3 x 50 ml). Warstgvorganiczm osuszytam bezwodnym siarczanem sodu i po
odsiczeniu srodka suszcego, usugtam rozpuszczalnik na wyparce obrotowej. Surowy
produkt (biaty olej, 68,8% GC — suma izomerdmgns: cis — 1: 2,85) oczécitam oraz
rozdzieltam metoal chromatografii kolumnowej (eter dietylowy : pentah: 9) nazelu
krzemionkowym. Eter metylowyranstujan-4-olu (0,08 g; 0,48 mmol; 91,4% GC) eluowat
przed eterem metylowymistujan-4-olu (0,13 g; 0,77 mmol; 98,3% GC). Wyda&heyntezy
wyniosta 53% (suma izomer6éw). Zygki analizowane byly metodami GC, GC-M&4-
i °C-NMR oraz'H-'H-COSY.
» eter metylowytranstujan-4-olu
MS: 168 [M]" (2), m/z (%) = 125(100); 93(79), 85(56); 121(422(39); 55(37); 97(37);
100(37); 153(36); 81(35); 136(22)
'H-NMR, & (ppm): 0,15 (dd, 1HJ=3,5/4,9Hz); 0,38 (dd, 1H]=4,9/8,5Hz); 0,85 (d, 3H,
J=6,8Hz); 0,96 (d, 3HJ)=6,8Hz); 1,10 (dd, 1HJ)=3,8/8,5Hz); 1,23 (s, 3H); 3,25
(s, 3H)
BC-NMR & (ppm): 12,1 (1) ; 19,9 (q); 20,1 (q); 20,9 (q),27t); 30,8 (d); 32,1 (d); 33,3
(t); 34,8 (s); 49,8 (q); 85,1 (s)
* eter metylowycis-tujan-4-olu
MS: 168 [M] (2), m/z (%) = 125(100); 153(86), 93(56); 85(502(45); 121(44);
136(40); 81(33); 55(28); 100(20); 97(16);
'H-NMR: & (ppm): 0,33 (dd, 1HJ=5,0/7,9Hz); 0,64 (d, 3HJ=3,8/5,0Hz); 0,87 (d, 3H,
J=6,7Hz); 0,91 (d, 3H,)=6,8Hz); 1,00 (dd, 1HJ=3,8/7,9Hz); 1,25 (s, 3H); 3,27
(s, 3H)
¥C-NMR: & (ppm): 19,5 (q); 19,7 (q); 23,5 (q); 24,9 (t); 294); 32,8 (d); 33,0 (s); 33,6
(t); 51,4 (q); 83,8 (s)
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3.3.4.2. Syntezdrans- i cis-tujan-4-olu z sabinenu

Do roztworu sabinen(d,00 g; 7,35 mmol) rozpuszczonego w mieszaniniéWdda
(5:1, 30 ml), dodatam octanedi (II) (3,52 g; 11,03 mmol). Roztwor mieszatam guz12
godz. z zastosowaniem mieszadta magnetycznego.gpwast dodatam 15 ml wodnego
roztworu wodorotlenku sodu (@) i 15 ml 0,5M borowodorku sodu rozpuszczonego W3
roztworze wodorotlenku sodu. Mieszanie kontynuowetprzez 8 godz. Po tym czasie
dodatam 200 ml wody. Produkt oddestylowatam z apavodra (destylacja prosta)
I wyekstrahowatam eterem dietylowym (3 x 50 ml). réfag organicza osuszytam
bezwodnym siarczanem sodu i po ggreniusrodka suszcego, usugtam rozpuszczalnik na
wyparce obrotowej. Otrzymanmieszanin izomerow (biate krysztaly, 55,2% GC — suma
izomerdw, trans: cis — 2,5:1) rozdzielitam metadchromatografii kolumnowej (ED :
n-pentan, 2 :8) naelu krzemionkowym.Transtujan-4-ol (biate krysztaty; 0,28 g; 1,82
mmol; 96,2% GC) eluowat jako pierwszy, przed-tujan-4-olem (biaty olej; 0,11 g; 0,71
mmol; 95,3 % GC). Wydajrio syntezy wynosita 34 % (suma izomerow). Zxki poddane
zostaly analizie GC, GC-MS ordH i *C-NMR.
. transtujan-4-ol

MS: 154 [M](5), m/z (%) = 43 (100), 55 (30), 71 (74), 81283 (48), 111 (28), 121
(26), 136 (15),

"H-NMR, & (ppm): 1,30 (s, 3H); 1,06 (dd, 18:3,5/8,2Hz); 0,97 (d, 3H]=6,8); 0,90
(d, 3H,J=6,8Hz); 0,64 (dd, 1H]J=5,0/8,2Hz); 0,22 (dd, 1HI=3,5/5,0Hz)

13C-NMR, & (ppm): 80,5 (s); 36,6 (t); 34,6 (s); 34,4 (d); BR); 25,9 (t); 25,0 (q); 20,0
(0); 19,9 (q); 13,2 () ppm

. cis-tujan-4-ol

MS: 154 [M]+ (5) m/z (%) = 93 (100), 79 (57), 431565 (21), 121 (21), 136 (20), 55
(19), 107 (13)

'H-NMR: (250 MHz) ppm: 1,32 (s, 3H); 1,04 (dd, 1B&3,5/8,2Hz); 0,91 (d, 3H,
J=6,8Hz); 0,87 (d, 3HJ=6,8Hz); 0,64 (dd, 1H,J=3,7/5,0Hz); 0,32 (dd, 1H,
J=5,0/7,9Hz)

BC-NMR: & = 79,3 (s); 36,1 (t); 33,6 (d); 33,2 (s); 32,5; @8,0 (q); 25,5 (t); 19,6 (q);
19,5 (q); 11,1 (t) ppm.
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3.3.4.3. Synteza eteréw metylowycdans- i cis-tujan-4-olu z odpowiednich alkoholi

Préble transtujan-4-olu (0,10 g; 0,65 mmol) rozgmitam w 2 ml dimetyloformamidu,
dodatam wodorek sodu (0,03 g; 1,25 mmol) oraz s@aradimetylu (0,15 g; 0,11 ml; 1,19
mmol). Roztwdr ogrzewatam do delikatnego wrzenid potodnia zwrotra w czasie 15 min.
Po tym czasie mieszarinochtodzitam i dodatam 10 ml wody. Z uzyskanej zsiny
ekstrahowatam produkt eterem dietylowym (2 x 10 n®phczone warstwy organiczne
przemytam wod (2 x 5 ml) i suszylam bezwodnym siarczanem soduod@sczeniusrodka
susacego, roztwér zabytam na wyparce obrotowej. Produkt byt mieszanimans
tujan-4-olu oraz eteru metylowegyans-tujan-4-olu w proporcji 1:9 (GC).

Eter metylowy cs-tujan-4-olu otrzymany byt zcistujan-4-olu wedlug tej samej
procedury w tych samych proporcjach. Obecntych skfadnikdéw potwierdzitam metad
GC-RI.

3.4. Izolowanie i identyfikacja skladnikow olejku éerycznego z nasion

czarnuszki damascaskie]

Olejek eteryczny (ND) otrzymany metp8-godzinnej destylacji z pamwodm (12,5 g)
nasion Nigella damascena(Kujawy, 2002), poddatam destylacji pod zmniejsaon
cisnieniem, a nagpnie chromatografii fleszowej (Rysunek 19).

Sktad chemiczny frakcji analizowatam metodami GGGC-MS, zidentyfikowane
gtdwne sktadniki i ich zawartd (%) podatam na schematach. Kolghskiadnikow jest

zgodna z kolejngxia elucji z kolumny CP Sil 5.
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3.4.1. Destylacja frakcjonowana olejku eterycznego
W wyniku destylacji olejku otrzymatam naptijace frakcje:
1 3,03¢g, 76-8LC/ 0,6 mmHg

2 3,629, 81-8£/ 0,6 mmHg
3 1,77 g, 84-8%/ 0,6 mmHg
4 1,049, 81-7Z/ 0,5 mmHg
5 2,47 g, pogon.
Olejek ND
125¢g
| I I I !
1 2 3 4 5
303g 362¢g 1,77 g 1,04 g 247 ¢
a-kopaen 0,1 silfin-1-en 0,1 B-burbonen i B-burbonen i B-burbonen i
B-burbonen i B-burbonen i cis-B-elemen 33 cis-p-elemen 3,0 cis-p-elemen 0,8
cis-B-elemen 2,4 | | cis-B-elemen 2,5 B-elemen 52,4| | B-elemen 58,5| | B-elemen 20,1
B-elemen 75,0| | B-elemen 60,0| | izokariofilen 0,4 izokariofilen 0,1 selina-4,11-dien 2,0
izokariofilen 1,7 izokariofilen 1,0 selina-4,11-dien 4,4 selina-4,11-dien 3,2 B-selinen 13,1
selina-4,11-dien 3,1 selina-4,11-dien 4,7 B-selinen 17,3 B-selinen 14,9 | | y-humulen 1,3
B-selinen 8,0 | | B-selinen 14,5| | y-humulen 2,2 y-humulen 2,1 a-selinen 15,2
y-humulen 1,2 y-humulen 1,7 o-selinen 17,2 | | o-selinen 5,6 7-epi-a-selinen 3,0
o-selinen 7,0 o-selinen 13,1| | 7-epi-a-selinen 1,9 7-epi-o-selinen 1,5 zonaren 0,8
7-epi-o-selinen 0,6 | | 7-epi-a-selinen 1,3

3.4.2. Chromatografia fleszowa frakcji olejku etergznego
Chromatografia fleszowa (FC1) frakcji 2
srednica kolumny: 5 ml, wypetnienieel krzemionkowy
ukiad rozwijajcy: heksan 250 ml, 2%, 5% eter dietylowy w heks&pe250 ml), 10%, 20%,
50 % eter dietylowy w heksanie (po 100 ml), etetydowy 100 mli
ilos¢ probowek: 79; frakcje 1.0-1.8
GC-MS: frakcje 1.1, 1.2,1.4,1.6, 1.7
'H-NMR: frakcja 1.7
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ND 2
362¢g
1.0 1.1 1.2 1.3
6 mg 44 mg 408 mg 1470 mg
cis-p-elemen 0,9 a-kopaen 0,6 B-burbonen 1,1 cis-p-elemen 1,6
B-elemen 8,3 B-burbonen 4,5 B-elemen 22,1| | B-elemen 48,5
izokariofilen 1,0 B-elemen 8,6 izokariofilen 1,7 izokariofilen 1,5
selina-4,11-dien 7,9 B-maalien 0,2 y-maalien 0,2 selina-4,11-dien 6,1
B-selinen 36,4 | | izokariofilen 2,0 aromadendren 1,7 B-selinen 22,0
a-selinen 20,9| | y-maalien 0,7 selina-4,11-dien 11,0| | a-selinen 17,9
hinesen 1,8 aromadendren 1,2 B-selinen 27,71 | hinesen 0,2
selina-4,11-dien 13 ,2| | walencen 4,4 7-epi- o-selinen 1,8
B-selinen 27,8 a-selinen 26,6
walencen 53 7-epi- a-selinen 3.4
a-selinen 28,2 zonaren 0,2
7-epi- a-selinen 5,3
1.4 1.5 1.6 1.7 1.8
1000 mg 100 mg 174 mg 34 mg 8 mg
cis-p-elemen 3,7 B-burbonen 38 B-burbonen 7,1 B-burbonen 7,2 B-burbonen 0,2
B-elemen 78,8 cis-p-elemen 1,1 B-elemen 88,0| | B-elemen 89,4| | cis-p-elemen 6,6
izokariofilen 0,6 B-elemen 87,9 izokariofilen 0,1 izokariofilen 0,1 B-elemen 81,1
selina-4,11-dien 1,7 izokariofilen 0,2 selina-4,11-dien 0,3 selina-4,11-dien 0,2 izokariofilen 0,1
f-selinen 6,9 f3-selinen 2,6 f-selinen 1,8 B-selinen 0,8 selina-4,11-dien 0,8
a-selinen 0,9 a-selinen 2,7 a-selinen 2,1 a-selinen 1,8 B-selinen 2,2
hinesen 6,4 hinesen 0,2 hinesen 0,5 o-selinen 2,6
hinesen 0,5
7-epi- a-selinen 0,3

Chromatografia fleszowa (FC2) frakcji 1.2

srednica kolumny: 2 cm; wypetnienigel krzemionkowy impregnowany AgNO
uktad rozwijajcy: heksan, 5%, 10%, 20%, 50 % eter dietylowy wshaake (po 100 ml),
eter dietylowy 100 ml

ilos¢ probowek: 4; frakcje 2.1-2.10
GC-MS: frakcja 2.3, 2.5i1 2.7

'"H-NMR;: frakcja 2.5
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ND 1.2
408 mg

2.3 2.5 2.6
169 mg 79 mg 37 mg
a-kopaen 2,7 B-selinen 99,6 | | B-selinen 99,6
selina-4,11-dien 24,3
o-selinen 59,9
2.7 2.8 2.9
8 mg 39 mg 37 mg
B-elemen 22,0 | | B-selinen 98,2 o N
izokariofilen 58,3 B-selinen 99,9
selina-4,11-dien 2,0
B-selinen 13,2

Chromatografia fleszowa (FC3) frakcji 2.3
srednica kolumny: 2 cm; wypetnienigel krzemionkowy impregnowany AgNO
uktad rozwijaacy: heksan 50 ml, 2% eter dietylowy w heksanie d@005%, 10% eter
dietylowy w heksanie (po 50 ml), eter dietylowy h0
ilos¢ probowek: 30; frakcje 3.1-3.pierwsze dwie pakzytam, nadajc jej nazve 3.2.
GC-MS: frakcje 3.213.4
'H-NMR: frakcja 3.3

ND 2.3
169 mg
A A v A
3.2 33 34 35
10 mg 37 mg 97mg 6 mg
B-burbonen 2,1 B-burbonen 2,3 B-burbonen 2,3 B-burbonen 1,2
B-ylangen 2,2 selina-4,11-dien 34,9 | selina-4,11-dien 23,9 aromadendren 4,3
selina-3,6-dien 0,9 o-selinen 51,4 | o-selinen 63,9| | 4,5-di-epi-aristolochen
aromadendren 1,5 7-epi- a-selinen 8,7 7-epi- a-selinen 1,3 1,1
selina-4,11-dien 13,2 selina-4,11-dien 5,8
7-epi- a-selinen 76,3 B-selinen 5,8
zonaren 0,7 a-selinen 79,0
7-epi- a-selinen 0,7
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Chromatografia fleszowa (FC4) frakcji 1.6

srednica kolumny: 2 cm; wypeienigel krzemionkowy

uktad rozwijapcy: heksan, 5%, 10%, 20%, 50% eter dietylowy w halesi eter dietylowy

(po 100 ml)

ilos¢ probowek: 41; frakcje 4.1-4.7,
GC-MS: frakcja 4.1-4.31 4.6
'H-NMR: frakcja 4.6

ND 1.6
174 mg
\4 v v
4.1 4.2 4.3
6 mg 6 mg 14 mg
cis-p-elemen 0,9 cis-p-elemen 1,0 cis-pB-elemen 2,4
B-elemen 8,3 B-elemen 42,7 B-elemen 78,1
izokariofilen 1,0 izokariofilen 0,5 izokariofilen 0,2
selina-4,11-dien 7,9 selina-4,11-dien 1,8 selina-4,11-dien 1,5
B-selinen 36,4 B-selinen 12,2 7-epi-a-selinen 0,6
o-selinen 20,9 o-selinen 5,3 5-epi-paradisiol 3,5
hinesen 1,8 hinesen 0,5
N A v N
4.4 4.5 4.6 4.7
21 mg 18 mg 32 mg 37 mg
cis-B-elemen 3,1 cis-B-elemen 4.4 cis-B-elemen 7,0 cis-p-elemen 7,8
B-elemen 63,3 | | B-elemen 92,6 B-elemen 92,2 | | B-elemen 89,5
5-epi-paradisiol 4,4

Chromatografia fleszowa (FC5) frakcji 5
srednica kolumny: 2 cm; wypetnienigel krzemionkowy impregnowany AgNO
ukitad rozwijajcy: heksan, 5%, 10%, 20%, 50% eter dietylowy w halesi eter dietylowy
(po 100cm)
ilos¢ probowek: 42; frakcje 5.1-5.10
GC-MS: frakcje 5.1, 5.3, 5.6, 5.7
'"H-NMR: frakcje 5.1, 5.3, 5.6
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ND 5
247 g
Y L 4 v
5.1 5.2 53
16 mg 49 mg 51 mg
B-elemen 1,4 cis-pB-elemen 1,4 cis-p-elemen 0,3
selina-4,11-dien 8,2 B-elemen 38,7 | B-elemen 17,1
B-selinen 30,1 selina-4,11-dien 3,7 fB-selinen 22
y-humulen 4,5 B-selinen 27,7| | palmitynian etylu 45,7
a-selinen 35,7 a-selinen 23,9| | oleinian metylu 15,6
hinesen 0,1 7-epi- a-selinen 4,4
7-epi-a-selinen 13,4

! ! !

5.6 5.7 5.8
6 mg 14 mg 38 mg
S-epi-paradisiol ~ 87,3 B-elemen 0,3 B-selinen 4,1
S-epi-paradisiol 5,7 a-selinen 18,1

eudesm-11- en-142-g-gl eudesm-11- en-14-a-ol

24,9

Chromatografia fleszowa (FC6) frakcji 5.6
srednica kolumny: 1 cm; wypetienigel krzemionkowy
ukiad rozwijajcy: 10%, 20% eter dietylowy w heksanie (po 50 ratgr dietylowy 100 ml
ilos¢ proboéwek: 1; frakcje 6.1-6.3.
Jedynie frake 6.2, o odpowiednio dej masie (26 mg), w ktorej 69,7% stanowit
eudesm-11-enedol analizowatam metodami GC, GC-MS orfazNMR.

3.4.3. Identyfikacja sktadnikéw
Obecnag¢ sktadnikow, ktore wydzielitam z olejku eterycznege czystdci i ilosci
odpowiedniej do analizjH-NMR, potwierdzitam 4 metod.
* B-elemen (78% olejku; 80% frakcji 1.7)
MS: 204 [M]+ (1) m/z (%) = 81 (100), 93 (99), 675)7 107 (55), 53 (41), 121 (35), 147
(35), 133 (26), 161 (23), 189 (18), 175 (5)
'"H-NMR, & (ppm): 1,0 (s, 3H); 1,46-1,56 (m, 5H); 1,61 (d,)1H72 (s, 3H); 1,75 (s, 3H);
1,93-2,14 (m, 2H); 4,59 (m, 1H); 4,70-4,72 (m, 2H4)382-4,93 (m, 3H); 5,82 (dd,
1H,J=10,5/17,8Hz)
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¥C-NMR, & (ppm): 16,5; 21,0; 24,8; 27,1; 32,8; 39,6; 39,8;74 52,6; 108,2; 109,7;
112,1; 147,2; 150; 150,3

B-selinen RI 1486 (12,8 % olejku; 99,6% frakcji 238,1 % frakcji 5.1)

MS: 204 [M]+ (47) m/z (%) = 93 (100), 79 (93), 1(8b), 67 (83), 55 (68), 121 (68), 133
(62), 161 (58), 147 (56), 189 (45), 175 (26)

H-NMR, & (ppm): 0,73 (s, 3H); 1,26-1,27 (m, 2H); 1,42 (n4)11,50 (m, 1H); 1,55
(m, 2H); 1,61 (m, 2H); 1,75 (s, 3H); 1,96 (m, 1R)10 (m, 1H); 2,32 (m, 1H); 4,43
(m, 1H); 4,71 (m, 3H)

13C-NMR, & (ppm): 16,2; 21,0; 23,4; 26,7; 35,8; 36,8; 411,9445,8; 49,9; 105,4; 108,2;
150,0, 150,1

a-selinen RI 1497 (12,6% olejku; 51,4% frakcji 335;,7 % frakcji 5.1)

MS: 204 [M]+ (58) m/z (%) = 93 (100), 107 (97), @I2), 189 (82), 133 (79), 67 (72), 55
(69), 161 (61), 147 (55), 121 (55), 175 (39)

'"H-NMR, & (ppm): 0,79 (s, 3H); 1,59 (s, 3H); 1,75 (s, 3HB7L(m, 1H); 2,01 (m, 2H);
4,72 (m, 2H); 5,29 (m, 1H)

C-NMR, & (ppm): 15,5; 20,1; 21,0; 22,8; 26,7; 28,8; 322,0340,2; 46,6; 46,7; 108,3;
120,8; 134,7; 150,6

B-burbonen (7,2% frakcji 1.7)

MS: 204 [M]+ (2) m/z% = 81 (100), 123 (65), 161 Y291 (21), 105 (18), 67 (14), 55
(14), 133 (7), 147 (3), 189 (2), 175 (1)

'H-NMR, & (ppm): 0,73 (d, 3HJ=0,5 Hz); 0,78 (d, 3HJ=0,5 Hz); 1,00 (s, 3H)

7-epta-selinen RI 1517 (76,3% frakcji 3.2)

MS: 204 [M7] (18) m/z (%) = 122 (100), 161 (87), 107 (77), @48), 67 (44), 81 (43),
91 (42), 55 (39), 133 (18), 189 (9), 146 (5), 17Zp (

'"H-NMR, & (ppm): 0,84 (s, 3H); 1,14-1,21 (m, 11H); 1,61 3sl); 1,75 (s, 3H); 2,40
(m, 1H); 4,86 (s, 1H); 4,92 (s, 1H); 5,32 (br. H) 1

selina-4,11-dien RI 1475 (13,2% frakcji 3.2; 34,8%kcji 3.3)

MS: 204 [M7] (44) m/z (%) = 189 (100), 133 (71), 41 (65),(81), 105 (49), 79 (39), 67
(38), 55 (35), 147 (34), 161 (24), 119 (24), 17p (5

'H-NMR, & (ppm): 1,04 (s, 3H); 1,19 (m, 1H); 1,36 (m, 1H)61 (s, 3H); 1,75 (s, 3H);
4,70 (br. s, 1H), 4,71 (br. s, 1H)
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5-eptparadisiol RI 1620 (87,3% frakcji 5.6)

MS: 222 [M] (2) m/z (%) = 43 (100), 81 (59), 67 (58), 55 (4435 (37), 93 (31), 204
(27), 107 (23), 189 (23), 123 (17), 161 (15), 147)(179 (5)

"H-NMR, & (ppm): 1,05 (s, 3H); 1,16 (s, 3H); 1,75 (s, 3HFG(s, 1H); 4,73 (s, 1H)

eudesm-11-enedol RI 1643 (69,7% frakcji 6.2)

MS: 222 [M7] (4) m/z (%) = 81 (100), 71 (70), 93 (58), 55 (5I35 (53), 109 (42), 204
(40), 189 (39), 161 (36), 121 (31), 147 (23), 195 (

'H-NMR, & (ppm): 0,89 (s, 3H); 1,12 (s, 3H); 1,75 (s, 3HYC4br.s, 1H) ; 4,71 (br.s, 1H)
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4. BADANIA WLASNE — DREWNO DRZEW IGLASTYCH

4.1. Zakres bada
Zakres badalotnych sktadnikéw drzew iglastych obejmowat:

«  Wybor metody okrédenia skiadu iléciowego i jakdciowego lotnych zwizkow
drewna. Deéwiadczenia prowadzitam oddzielnie dla bielu i twaeli swierka
pospolitego Ricea abied..) wykorzystupc trzy techniki:

+ destylacja z parwodm w aparacie Derynga (HD)
+ analiza fazy nadpowierzchniowej megatdi/namiczia (DHS)
« mikroekstrakcja do fazy statej z fazy nadpowieriotuej (HS-SPME).

- Zastosowanie wybranej metody (HS-SPME) do félkréa sktadu zwazkéw lotnych
emitowanych przez biel i twardziel trzech gatunkdizew iglastych:

+ $wierka pospolitegoRicea abied.. Karst)
« sosny zwyczajnejRinus sylvestrig..)
« modrzewia europejskiegadrix deciduaMill.).
Badania dotyczre drewna drzew iglatych wykonatam w Laboratory\adod and Paper
Chemistryﬁ\bo Akademi w Turku/Finlandia.

4.2. Materiat

Materiat do bada stanowito drewno zdrowych drzew iglastyciwierka pospolitego,
sosny zwyczajnej oraz modrzewia europejskiegoamgrn w Finlandii §wierk i sosna) lub
Francji (modrzew) kcinanych w trzech egzemplarzachztago gatunku dla celéw niniejszej
pracy. Dane charakteryzge badane drzewa zamieszczone/sTabeli 11.

Tabela 11Charakterystyka badanych drzew iglastych

Miejsce Liczba pierscieni na Czaséciecia
Gatunek Drzewo WZIostu wysokasci 1,5 m drzewa
(wiek drzewa)
SW|erk. Picea abiedl 50 Sierpier 2003
pospolity | picea abie® 70 Sierpiei 2003
Picea abies3 50 Padziernik 2003
Finlandia
Sosna Pinus sylvestrid 60 Listopad 2003
zwyczajna | pinys sylvestrig 55 Styczeér 2004
Pinus sylvestrig 58 Styczeé 2004
Modrzew | | arix decidual 43 Maj 2003
europejski | | arix decidua2 Francja 43 Maj 2003
Larix decidua3 43 Maj 2003
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Drewno przechowywane bylo w postaci 0,5 mngi@v w plastikowych, szczelnie
zamkngtych torbach w temperaturze 24°C. Zwki lotne identyfikowane bylty osobno
w warstwie zewegtrznej (biel) oraz wewgtrznej (twardziel) drzew. W celu utatwienia
i zintensyfikowania wydzielania sktadnikow lotnydnewno byto rozdrabniane bezpednio
przed kadym procesem wydzielania sktadnikéw lotnych. Digrpeb destylacji z parwodm
drewno bylto cite na stupki ksztattu zapatki o diugd 3-5cm i przekroju 0,5%0,5 cm.
W metodzie analizy fazy nadpowierzchniowej oraz nmgkstrakcji do fazy statej drewno
byto cicte na plasterki o wymiarach 20x10x0,36 mm.

4.3. Wybor metody wyodgbniania lotnych sktadnikoéw drewna
Jako sposoby wyodbniania lotnych zwazkow wybratam:

« metod destylacji z par wodm, stuzaca do izolowania olejkow eterycznych
I oznaczania ich zawaa w surowcach rdinnych, polecaa przez FarmakopePolsk
[Farmakopea, 2002]; metoda ta jest n@ciej stosowana do przemystowego
pozyskiwania olejkéw eterycznych, jestzteébardzo przydatna w laboratoriach
badawczych, ze wze¢dlu na maliwos¢ zastosowania standaryzowanej aparatury, ktéra
gwarantuje powtarzaldé wynikow [Scheffer, 1996]

« technike analizy fazy nadpowierzchniowej sposobem dynanyicgnjest to metoda
stosunkowo nowa, prostsza, mniej pracochtonna i agapca mniejszej iléci surowca
niz destylacja z parwodm [Da Costa i Eri, 2005]

« mikroekstraka do fazy statej z fazy nadpowierzchniowej; jeshtiwoczesna metoda
analizy zwazkow lotnych, przewyszajca pod wieloma wzgtami wszystkie inne; jej
giébwne zalety to prostota, szybBkoi innowacyjnd¢, a ograniczenia wynikaj
zrudngci ilosciowego oznaczenia sumy zwkOw lotnych  mieszanin
wielosktadnikowych [Pawliszyn, 1997].

Badania przeprowadzitam stostij drewno jednego drzewéwierka, oznaczonego
w Tabeli 11 jakdPicea abiedl.

4.3.1. Destylacja z pag wodna drewna swierka pospolitego
Do okrelenia wydajnéci i wyodrgbniania olejkéw eterycznych z bielu i twardzieli
swierka wytam aparatu Derynga. Warunki destylacji olejkurgtenego z par wodm Sa

znormalizowane, a podstawowy parametr wphasyjna wydajné¢ i skiad olejku to czas
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destylacji, ktory ustala siindywidualnie dla surowca. Zbyt dlugo trway proces destylacji
moze prowadzi do strat najbardziej lotnych skiadnikéw, gtéwnieomoterpenowych
[Vuorela i in., 1989]. Czas destylacji ustalitam higodz., po tym czasie nie obserwowatam
na skali aparatu Derynga przyrostugt§ci wydzielanego olejku.

Poniewa z literatury wynikatoze zawarté¢ lotnych sktadnikdéw z drewnawierka jest
niska, do wydzielenia olejku eterycznegaeylam kawatka pnia 50-cio letniegéwierka,

o srednicy 30 cm i diugeei 30 cm. Wykonane oznaczenie zawsciavody metod suszenia
potwierdzito znaa wczeniej [Back i Allen, 2000] zalenos¢, ze biel drzew iglastych zawiera
wigce] wody nk twardziel: zawart& wody w bielu wynosita 45%, natomiast w twardzieli
21%.

W kawatku pniaswierka wiksz objetos¢ stanowita biel ni twardziel, uzyskatam
Z niego 850 g drewna bielu i 370 g drewna twardz\& wyniku destylacji z par wodm
bielu i twardzieli otrzymatam odpowiednio 0,62 ml 0,11 ml olejku eterycznego, co
stanowito odpowiednio 0,07% i 0,038iezej masy oraz 0,13% i 0,04% suchej masy.

Oznaczone wydajrsoi olejku eterycznego méeity sie w granicach podanych
w literaturze dla drewng&wierkowego: 0,02-0,12% s. m. [Englund i Nussbaur@0Q,
0,04% s. m. [Kimland i Norin, 1972], okoto 0,1% [Bai Allen, 2000], 0,12% w pulpie
wykorzystywanej do produkcji papieru [Lindmark-Hiksson, 2003]. Potwierdzitam
wczesniejsze informacje [Back i Allen, 2000] o wszej zawartéci zwiazkow lotnych w bielu
niz w twardzieliswierka.

Uwzgledniajpc zawartéé olejku eterycznego w suchej masie drewna bielvardzieli
swierka i skiad ildciowy olejku okrélony metod GC, oszacowatam zawasto
poszczegolnych lotnych sktadnikbw w obu warstwackwha (Tabela 12). Sumaryczna
zawartd¢ zidentyfikowanych skiadnikébw wynosita odpowiednib,24 mg/g w bielu
1 0,33 mg/g w twardzielP. abies

4.3.1.1. Skiad chemiczny olejku eterycznego z bieltwardzieli §wierka pospolitego

W olejkach eterycznych drewswierkowego zidentyfikowatam okoto 100 sktadnikdw.
Sklad jakdciowy i ilosciowy olejkbw z bielu i twardzieli przedstawitam wWabeli 12.
Zwiazki w tej tabeli oraz we wszystkich innych tabelachepistawiajcych sktadniki lotne
drewna drzew iglastych wymienione zostaty w kolémelucji z kolumny HP-5 i oznaczone
numerami od 1-173. Numeracja zidentyfikowanych dikiladw jest ujednolicona dla trzech

badanych gatunkéw drzew iglastych, dlatego nie gest cagta w poszczegdlnych tabelach.
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Wzory zwihzkOw umigcitam na schemacie stanawych zadcznik do pracy. Zwazki
wymienione § w grupach (mono-, seskwi- i diterpeny) w kolejcicalfabetyczne.

W olejkach z bielu i twardzielswierka zidentyfikowatam odpowiednio 99 i 98
sktadnikow, stanowgcych odpowiednio 94,7% i 81,2% zarejestrowanyclthm@matogramie
gazowym zwiazkéw. Sktadniki nalgaty do nasipujacych grup:

» weglowodory monoterpenowe i tlenowe pochodne moneteip

» weglowodory seskwiterpenowe i tlenowe pochodne seskpénow

» weglowodory diterpenowe i tlenowe pochodne diterpenéw

» skiadniki nieterpenowe (alkany, aldehydy, kwasgzkrowe, estry i inne).

Chromatogramy olejkow eterycznych bielu i twardzRl abiesl zamieszczoneasna
Rysunku 20. Na obu chromatogramach zaobserwawazna te same piki odpowiadag
kolejnym skiadnikom, o czasach retencji od 1 domdidiut i indeksach retencji od okoto
800 do 2500. Z podohistwa obrazéw chromatograficznych wynika, jli olejki roznia sie

skladem, to te rnice g niewielkie. Potwierdzajto wyniki analizy zestawione w Tabeli 12.

Drewno bielu

lmlﬂ ol L 11 J:ll
WWWW o

50 RT/min 55

e [ LA

Drewno twardzieli

Rysunek 20. Chromatogram gazowy olejkow eteryczrayblelu i twardzielPicea abiesl (kolumna
HP-5)
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Tabela 12. Skiad olejkdw eterycznych z bielu orveartizieliswierka pospolitego

Biel Twardziel
Numer ~ RIlit * RI eksp ** Skladnik Zawartosé los¢”  [Zawartose  Tlos¢
piku [%] [ng/g] [%]  [pg/el
1 800 800 (mt)  heksanal tr 0,52 tr 0,08
2 888 885 (mt) santen 0,1 0,91 -
4 926 922 (mt) tricyklen 0,4 4,81 0,1 0,52
5 931 927 (mt) o-tujen 0,2 2,60 0,1 0,20
6 939 933 (mt) a-pinen 13,7 178 5,7 22,8
8 953 948 (mt)  kamfen 1,2 16,1 0,9 3,52
9 957 952 (my  tuja-2,4(10)-dien tr 0,1 0,52
11 961 961 (nt) benzaldehyd tr tr
13 976 968 (mt)  sabinen tr 0,2 0,76
14 980 976 (mt) B-pinen 11,1 144 49 19,6
15 991 991 (mt)  mircen 2,6 33,5 0,7 2,68
17 1005 1005 (my  a-felandren 0,2 2,47 0,2 0,64
18 1011 1011 (mt) 3-karen 10,6 138 4,8 19,4
19 1018 1016 (mt) a-terpinen tr - 0,2 0,64
20 1026 1024 (mt) p-cymen 0,2 2,86 0,6 2,20
2423 1031 1029  (mo  P-felandren® + limonen® 59 76,4 6,1 244
24 1033 "o  1,8-cyneol tr -
25 1040 1047 (mt)  (Z)-B-ocymen 0,6 8,06
27 1062 1055 (mt) y-terpinen tr 0,26 0,1 0,48
28 ! 1055 ()  (E)-2-oktenal tr 0,3 1,12
31 1088 1089 (mt) terpinolen 34 442 1,7 6,64
33 1102 1099 (nt)  nonanal tr tr
35 1112 1112 (mt) a-fenchol 0,1 0,78 1,8 7,32
36 1117 1120 (mt)  P-fenchol - 0,1 0,52
37 1125 1124 (mt)  o-kamfolenal tr 0,1 0,20
37a 1139 1137 (nt) trans -pinokarweol 0,2 2,21 0,3 1,32
38 1140 1147 (mt)  cis-werbenol 0,1 0,91 -
38a 1162 1159 (mt)  pinokarwon - 0,4 1,48
44 1165 1166 (mt)  borneol - 1,8 7,24
44a 1173 1167 (nt) izopinokamfon 0,2 2,47 tr
45 1177 1176 (nt) terpinen-4-ol 0,6 8,32 1,6 6,44
47 1189 1184 (mt) a-terpineol 0,1 0,78 7,4 294
47a 1193 1190 (mt)  myrtenal 0,8 10,9 tr
48 1195 1197 (nt) estragol 0,8 10,1 tr
50 1204 1211 (mt)  werbenon tr 0,26 -
51 1235 1233 (mt)  eter metylowy tymolu tr 0,13 0,1 0,15
52 ! 1260 @)  3,4-dimetoksytoluen tr 0,26 tr 0,12
54 1285 1285 (mt)  octan bornylu 0,4 5,20 0,2 0,76
s6 1291 1291 @y  (E,Z)-2,4-dekadienal 0,1 1,04 0,1 0,32
59 1314 1314 (nt) (E,E)-2,4-dekadienal 0,3 3,64 0,2 0,88
63+64 1351 1351 (st) a-longipinen + a-kubeben 1,0 12,7 0,1 0,88
66 1368 1369 (st) cyklosatiwen 0,1 1,17 —
67 1372 1373 (st) o-ylangen tr 0,2 0,76
68 1373 1375 (st) longicyklen 0,3 4,29 0,2 0,16
70 1376 1377 (st) o-kopaen 0,3 4,03 tr 0,36
72 ! 1400 (st) satiwen tr -
76 1397 1392 (st) 1,7-di-epi -a-cedren 0,1 1,17 -
77 1398 1401 (st) B-longipinen - 0,1 0,20
78 1402 1404 (st) a-longifolen 2.4 31,1 0,7 2,84
81 1404 1404 (st) izokariofilen 0,9 11,3 0,7 2,60
82 1409 1406 (st) o-cedren tr tr
83 1418 1421 (st  P-cedren 0,1 0,65 tr 0,04
85 1432 1431 (s  P-gurjunen 0.2 2,08 -
87 1436 1437 (st) trans -a-bergamoten 0,1 1,17 0,1 0,28
89 1443 1444 (st) (Z)-B-farnezen 0,1 1,43 tr 0,16
91 1454 1452 (st) o-neo -klowen 0,1 0,91 tr 0,16
93 1458 1457 (st) (E)-B-farnezen 0,1 1,69 tr 0,16
94 1460 ' st  cis-muurola-4(14),5-dien - tr
95 1467 1470 (st) 9-epi -B-kariofilen tr 0,52 tr
96 1477 1479 (st) y-muurolen 0,2 2,99 0,1 0,36
97 1480 1484 (st) germakren D 2,8 36,9 0,3 1,24
99 1483 1490 (st) ar -kurkumen tr 0,1 1,12
101 1491 1495 (st) walencen 0,5 6,24 0,3 0,52
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Tabela 12. c.d.

Biel Twardziel

Numer  RIlit * RI eksp ** Skladnik Zawartosé Nos¢®  |Zawartos¢  Ilos¢’

piku [%] [ng/g] [%]  [uglg]
105 1499 1504 (st) o-muurolen 1,3 16,8 tr

110 1513 1514 (st) v-kadinen 0,3 3,90 0,1 0,48

o 1514 1517 (sy  kubebol® o 134 0,1 1,72
2 1515 1517 (9 (Z)-y-bisabolen® ’ ’ -

113 1524 1526 (st) d-kadinen 1,5 19,4 0,9 3,44
115 1532 1534 (st) kadina-1,4-dien 0,1 0,65 tr
117 1538 1537 (st) a-kadinen tr tr

119 1542 1544 (st) o-kalakoren tr 0,1 0,15
121 1556 1550 (st) germakren B tr 0,39 tr

122 1563 1563 (st) B-kalakoleren 0,1 0,65 0,1 0,52
123 1564 ! sty  (E)-nerolidol - tr
124 1574 1578 (st) germakren D-4-ol 0,1 1,30 -

125 1585 1587 (s  gleenol 03 4,42 0,1 0,20

129 1627 1621 (st) 1-epi -kubenol 0,7 8,84 0,1 0,36

131 1642 1631 (st) kubenol 0,1 0,91 0,9 3,48

131a 1645 1645 (st) o-muurolol tr 0,2 0,72

132 1653 1657 (st) a-kadinol 0,1 1,69 0,1 0,32

133 1674 1673 (st) kadalen - 0,2 0,92

137 1775 1761 (st) a-14-hydroksymuurolen 0,1 1,04 0,2 0,68

139 ! (nt) kwas tetradekanowy - tr 0,08

140 ! 1862 ()  kwas pentadekanowy - 0,1 0,32

143 1929 1929 (@)  cembren 0,6 8,19 L1 4,44

144 1941 1937 (dt) pimaradien 0,4 5,07 0,4 1,68

145 1942 1950 (dt) 3-(E)-cembren A 0,4 5,07 0,4 1,68

146 1959 1961 (dt) neocembren 0,2 3,12 1,5 6,08

150 1989 1994 (dt) tlenek manoilu 0,8 10,3 0,6 2,40

151+152 2010 2016  (dtnt)  tlenek 13-epi-manoilu + eikozan 1,0 13,0 1,0 4,04
153 ! 2034 (dt) palustradien tr tr

155 ! 2060 (dt) tunbergol 43 55,3 5,0 19,8

156 2054 2064 (dt) abicta-8,11,13-trien - 0,1 0,36

158 2080 2089 () abieta-7,13-dien 0,1 1,30 0,1 0,56

160 ! 2114 ()  8-13-trans -neoabienol 0,1 1,82 0,6 2,68

161 ! 2160  (d)  cis-abienol 11,8 153 16,4 65,6

162 ! 2175 ()  pimaral 1,7 21,5 0,3 1,40

164 ! 2229 (dt) izopimaral 0,8 10,7 0,4 1,76

165 ! 2246 (dt) palustral 2,7 35,6 3,1 12,6

166 ! 2259 (dty  pimarol 0,5 6,11 0,3 1,16

167 2263 2275 (dt) dehydroabietal 0,3 3,25 1,1 4,24

169 2302 2304 () abietal 0,1 1,30 0,6 0,38

170 ! 2347 (dt) dehydroabietanian metylu 0,3 3,77 0,9 3,40

171 2359 2358 (dt) dehydroabietol tr 0,52 0,2 0,68

172 ! 2370 (@)  neoabietal tr 0,39 0,3 1,08

173 2391 2392 (dt) abietol 0,1 0,78 0,1 0,44

monoterpeny (mit) 52,9 700 40,1 160
liczba zidentyfikowanych sktadnikow 30 28

seskwiterpeny (st) 14,8 100 5,8 25
liczba zidentyfikowanych sktadnikow 39 37

diterpeny (dt) 27,0 300 35,3 140
liczba zidentyfikowanych sktadnikow 21 22

skladniki nieterpenowe (nt) 1,2 50 0,9 5
liczba zidentyfikowanych skladnikow 9 11
Suma zidentyfikowanych sktadnikow 94,7 81,2

ilos¢ zwiqzkow lotnych [ug/g suchego drewnal 1240 330
liczba zidentifikowanych sktadnikéw 99 98

tr <0,05%
zwiazek niewykryty

RIlit*  indeksy retencji literaturowe
RI eksp**  indeksy retencji eksperymentalne
1 skfadnik zidentyfikowany tylko na podstawie GC-MS
2 skfadnik zidentyfikowany na kolumnie HP-1
b przyblizona ilos¢ sktadnika w przeliczeniu na sucha masg drewna
d  zwiazki eluujace jako jeden pik
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Monoterpeny

Weglowodory monoterpenowe i ich tlenowe pochodne,nktd indeksy retencji
zawieray sie w przedziale od 800 do 1314, stanowity w olejkibielu swierka 52,9%,
a z twardzieli 40,1% wydzielonych sktadnikow. Zate&s skiadnikbw monoterpenowych
oszacowatam na okoto 700 pug/g suchej masy bieldOiplg/g twardzieli. Olejki poddatam
analizie GC-MS na kolumnie niepolarnej HP-1 w ceidentyfikowania limonenu orag-
felandrenu, ktére nie zawsze rozdziglagie na kolumnie HP-5. Na obrazie GC-MS
zarysowaly si dwa wierzchotki cgsciowo rozdzielonego piku pochogte2 od tych
monoterpendw, magych r&ne widma MS, nie okéitam jednak ich proporcji. Zatem we
wszystkich tabelach tego rozdziatu podana jest gagéasumaryczna tych dwu sktadnikéw.

Na podstawie przeprowadzonych analiz GC-RI i GC-b§kow eterycznych bielu
i twardzieli zidentyfikowatam 16 wglowodorow monoterpenowych, w tym jako sktadniki
wiodace: a-pinen (odpowiednio 13,7% i 5,7%}p;pinen (11,1% i 4,9%), 3-karen (10,6%
i 4,8%) orazp-felandren z limonenem (5,9% i 6,1%). Skiad jatowy weglowodrow
monoterpenowych w obu olejkach byt prawie identyczadym zaobserwowanroznica byt
brak santenu w olejku z twardzieli.

W olejku z bielu i twardzieli zidentyfikowatam 12ktadnikdw naleéacych do
nastpujacych klas monoterpenéw: tlenki, alkohole, aldehykigtony i estry. V&réd nich
dominowaty: a-fenchol, o-terpineol i terpinen-4-ol. Zwkrki takie jak: 1,8-cyneol,
ciswerbenol i werbenon wygtowaty tylko w olejku z bielgwierka, podczas gdy-fenchol,

pinokarwon i borneol oznaczytam tylko w olejku zandzieli.
Seskwiterpeny

Weglowodory seskwiterpenowe i ich tlenowe pochodraeivity odpowiednio 14,8%
i 5,8% o0golnej sumy zwrkdéw wystpujacych w olejkach z bielu i twardziebwierka.
Zawartag¢ tych skiadnikdw w bielu oszacowatam na 1@fg drewna, a w twardzieli na
25ug/g. Zidentyfikowatam 32 wglowodory seskwiterpenowe,svdod ktdrych dominowaty:
a-longifolen, izokariofilen, germakren [;muurolen i5-kadinen. Zwiazki te stanowity okoto
50% frakcji seskwiterpenowej olejkow.

Zdecydowana wksza¢ sktadnikow z tej grupy zwekéw obecna byta w obu
warstwach drewnaswierka. Cyklosatiwen, satiwen, 1,7-epto-cedren i B-gurjunen
oznaczytam tylko w olejku z bielu, gais-muurola-4(14),5-dienf3-longipinen tylko w olejku

z twardzieliswierka.
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Stwierdzitam obecni@ 7 tlenowych pochodnych seskwiterpendow, stanoydh
w sumie poniej 2% kadego z olejkdéw. (E)-Nerolidol i kadalen wygpbwaty tylko w olejku
z bielu, natomiast germakren-D-4-ol tylko w olefguwardzieli. Pozostate seskwiterpenoidy
obecne byly w olejkach z obu warstw drewna.

Diterpeny

Metodh destylacji z par wodm wydzielone zostaly fe zwiazki diterpenowe -—
0 wysokich, jak na sktadniki lotne, masachsteczkowych. Wglowodory diterpenowe i ich
tlenowe pochodne stanowity w olejku z bielu okol@% i z twardzieli ponad 30%.
Oszacowana ik& tych zwhzkow wynosita w bielu okoto 300 pg/g, natomiastwatdzieli
140 pg/g. Analiza GC-RI i GC-MS umliwita identyfikacjg 21 diterpenéw. W obu
warstwach drewndwierka gtébwnymi bytycis-abienol i tunbergol, stanowde ponad 50%
zawartdci tej grupy zwazkdéw. W grupie sktadnikéw trudnolotnych znajdowaly zwiazki,
ktorych nie zidentyfikowatam. Niektore z nich moddy¢ produktami degradacji sktadnikow

termolabilnych lub ulegagych hydrolizie podczas destylacji [Orav i in., 899

Sktadniki nieterpenowe

W olejkach z obu warstw drewrsavierka (biel i twardziel) zidentyfikowatam rowrie
sktadniki nieterpenowe. Zwiki te naleaty zarébwno do grupy bardziej lotnych, o indeksach
retencji od 800 do 1314 (HP-5), jak i tych trudrianych, o indeksach retencji powgj 1800
(HP-5). Sktadniki te w olejkach oznaczytam wsdookoto 1%, co stanowito w bielu okoto
50ug/g, z& w twardzieli 5ug/g drewna. Zidentyfikowane zw#ki nalezaty do aldehydéw,
wsrod ktérych dominowaty (E,Z)-2,4-dekadienal (0,194E,E)-2,4-dekadienal (0,2-0,3%),

kwasow ttuszczowych (kwas tetradekanowy, kwas mik@anowy) i alkanéw (eikozan).

4.3.2. Analiza fazy nadpowierzchniowej drewndwierka pospolitego

Metodqs analizy fazy nadpowierzchniowej metodlynamicza (DHS) uzyskatam
informacje na temat sktadu i zawad najbardziej lotnych skladnikow drewrtavierka,
emitowanych z surowca w temperaturze pokojowej.uRgk 21 przedstawia chromatogram
gazowy skfadnikéw lotnych bielu. Metoda analizyyfamdpowierzchniowej jest najbardziej
efektywna w wyodtbnianiu skfadnikéw charakteryzigiych seé wysolky lotnoscia, np.
weglowodorow monoterpenowych i okazatae shalo wydajna dla skladnikéw trudniej
lotnych, a zwazki seskwiterpenowe i diterpenowe nie byly w ogéldoczne na obrazie GC.

Na podstawie analiz GC i GC-MS zidentyfikowatam ti®noterpenéw w bielu oraz 11
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w twardzieli swierka. Byly to obecne w obu warstwach drewnginen, kamfen-pinen,
mircen, a-felandren, 3-karenp-felandren i limoneny-terpinen, terpinolen i borneol oraz

obecne tylko w bielu: mircenyiterpinen.

Standard
wewnetrzny
Cci13

CH,CI 6

14

17 2/1+22
s 1 Zwigzki krzemu z Porapaku
27 ?1 l
— A rh A A A A 4

(0] 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Rysunek 21Chromatogram gazowy sktadnikéw lotnych fazy nadmoaghniowej biellPicea abiesl

Zawartg¢ ilosciowa poszczegollnych sktadnikow lotnych w  warstwach dr@w
okreslitam metody headspace z dodatkiem standardu wgrenego (tridekanu) [Jorgensen
i in., 2000; Kijeldsen i in.2001]. llas¢ lotnych sktadnikdw emitowanych z bielu wynosita
9,6 ug/g i byla siedmiokrotnie wksza ni z twardzieli — 1,4 pg/g (Tabela 14). Zales¢
zatem byta podobna jak przy zawddoolejku eterycznego, chociaz inne byty proporcje:
wydajnai¢ olejku z bielu (0,13%) byta ponad trzykrotnie 8ya ni z twardzieli (0,04%).
Jeszcze wksza byla rénica zawalci sktadnikdw, w warstwie zewtrznej i wewrtrznej
drewna, oszacowana na podstawie wydanmlejku: 1240ug/g w bielu i 33Qug/g

w twardzieli.
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4.3.3. Mikroekstrakcja do fazy stalej
4.3.3.1. Dobér warunkéw SPME drewna

Wydajna¢ i skuteczné¢ oznaczania sktadnikdéw lotnych megodhikroekstrakcji do

fazy statej uzateniona jest od wielu czynnikéw, z ktérych najméejszymi g rodzaj widkna

SPME i warunki ekstrakcji [Pawliszyn, 1997]. Zatgreed przysipieniem do wiéciwej

analizy ustalitam najkorzystniejsze warunki ekspegptu, dobieragc kolejno: witokno,

wielkos¢ fiolki i masg materiatu, temperateli czas ekstrakcji.

W pierwszym etapie przetestowatam cztery wibkna ERMharakterze adsorpcyjnym:

DVB/CAR/PDMS, CAR/PDMS,

CW/DVB i

PDMS/DVB. Analizy wykonatam

w nastpujacych warunkach: prébka 20 g drewna we fiolce o pojaci 20 ml, temperatura

procesu 60°C, czas ustalania sbwnowagi 30 min., czas adsorpcji 30 min. Na Rysuf2

przedstawitam chromatogramy skiladnikéw lotnych wiélvierka uzyskane z ayciem

testowanych widkien.

DVB/CAR/PDMS PDMS/DVB
J.J I l ] ! L | LJ ) 1L ~ ul ) -
0 5 10 15 20 2 30 35 40 5 5 10 15 2 2 20 35 0 a5
CAR/PDMS CAR/PDMS
h ’ MJ ] ’ it . ” | - l |AJJ‘ X

Czas retencji [min]

Rysunek 22. Chromatogram gazowy lotnych sktadniké@iu Picea abiesl zaadsorbowanych na

czterech widknach SPME

Z ddswiadczenia wynikato, zi intensywné¢ i ilos¢ pikbw na chromatogramach

otrzymanych z #yciem widkna

tréjsktadnikowego DVB/CAR/PDMS i

wiéan

dwusktadnikowego CAR/PDMS byta napitsza i podobna, a zatem byly one najbardziej

odpowiednie do analizy sktadnikow lotnych drewnay@wa te wiokna zawieraty karboksen.
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Polimer ten ma pory wielkei 2-20 A, ktére umgliwiaja adsorpaj sktadnikéw o niewielkich
molekutach. Szeroko stosowane i polecane do anbdimych zwihzkéw widkno CW/DVB
[Pawliszyn, 1997] nie bylo wystarcaap skuteczne. Wtokno tréjsktadnikowe wybratam do
dalszych testow w celu ustalenia pozostatych par@mveprocesu ekstrakciji.

Nastpnym etapem ustalenia warunkow analizy SPME byt odomasy surowca

i objetosci fiolki. Przeprowadzitam anakzw nas¢pujacych wariantach:

masa drewna

0,4 0,8 1,2 2,0 5,0 (
objetosé fiolki 9 g g g g

4 ml X X
20 ml X X
50 ml X

Najkorzystniejszy z analizowanych wariantéw, wylyama podstawie ki
I wysokasci pikbw na chromatogramie to: 0,8 g drewna w #&ofcml.

Przyjmupc jako parametry state: magdrewna 0,8 g w 4 ml fiolce, temperatur
ustalania s réwnowagi i ekstrakcji 60C oraz czas ustalaniagsréwnowagi 30 min.,
sprawdzatam nagbujace czasy adsorpcji sktadnikow na widéknie DVB/CARN®. 5, 10,
20, 30, 40, 50 i 60 minut (Rysunek 23). Jako nakstniejszy wybratam czas 30 min., po
uptywie ktérego adsorbowane byty rownieudniej lotne sktadniki, takie jak seskwiterpeny.

100

80

3

onoterpgeny

60
40 ]
seskwiterpeny

.
= enen SRk an il

T T T T T T

llosc¢ terpendw (%)

0 10 20 30 40 50 60 70

czas ekstrakcji (min)

Rysunek 23. Zawarf6 mono- i seskwiterpenéw w drewrfiicea abiesl w zaleznoici od czasu
ekspozycji wibkna DVB/CAR/PDMS

W kolejnym etapie sprawdzitam wplyw temperaturyimi@nsywna¢ i ilos¢ pikow na

chromatogramie. Przyjmag jako parametry state: maslrewna 0,8 g w 4 ml fiolce, czas
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ustalania & réwnowagi 30 min., czas adsorpcji 30 min., wykoajam analizy SPME
w temperaturze: 25°C, 35°C, 45°C i60°C. 8pd testowanych wybratam 60°C jake t
temperatug, w ktorej zarowno grupa mono- jak i seskwiterpenibya adsorbowana na
widknie DVB/CAR/PDMS w ilgciach umaliwiajacych analiz chromatograficzip

W celu okrglenia powtarzalngci analiz przeprowadzitam trzykrotne eksperymenty
SPME w ustalonych warunkach. Obrazy chromatograng@a@owych probek tej samej
warstwy drewna byty identyczne, éwiadczy o tymze metoda jest powtarzalna.

Jako czas desorpcji sktadnikéw w dozowniku chromgpatmu przygtam 2 min.

W ustalonych warunkach: 0,8 g drewna (kawaiki o warach 20x10x0,36 mm) w 4 ml
fiolce, czas ustalania rownowagi 30 min., czas raksji 30 min., temperatura 60°C,
wykonatam analig na dwoch widknach: DVB/CAR/PDMS i CAR/PDMS.

4.3.3.2. Sktadniki bielu i twardzieliswierka pospolitego oznaczone metedHS-SPME

Sktad jakdciowy oraz ilgciowy lotnych sktadnikow bielu i twardzielkwierka
pospolitego Picea abiesL.) okrelony w ustalonych warunkach metpdHS-SPME
w pofaczeniu z GC i GC-MS przedstawitam w Tabeli 13, aoamtogramy skfadnikow na
Rysunku 24.

Drewno bielu

MUMJ tbcalacd 1

15

: LA ‘5’](]' Ty 1 "H]! v ZOW

1E
f

Drewno twardzieli

Rysunek 24. Chromatogram gazowy skfadnikéw lotrigofowanych metog HS-SPME z bielu

i twardzieliPicea abiedl (kolumna HP-5)

106



Badania wlasne — drzewa

Tabela 13. Lotne skiadniki bielu i twardziélierka pospolitegoRicea abiedl) oznaczone metad

SPME z wykorzystaniem dwu widkien

DVB/CAR/PDMS CAR/PDMS
Biel Twardziel Biel Twardziel
Numer RI lit * RI eksp ** Skladnik
piku X S X S X S X S
1 800 800 (u) heksanal tr 03 0,06 06 006 15 026
2 888 885 (mt) santen tr - tr 04 0,31
4 926 922 (m) tricyklen 02 004 02 0,11 02 00l 02 000
5 931 927 (mt) a-tujen 0,1 0,05 0,1 0,09 0,1 0,01 0,1 0,00
6 939 933 (my o-pinen 41,7 029 467 1,06 | 365 0,68 424 0,68
8 953 948 (mt) kamfen 0,6 0,02 0,8 0,07 0,5 0,01 0,6 0,02
9 957 952 (m) tuja-2,4(10)-dien tr tr tr tr
11 961 961 (nt) benzaldehyd tr - 0,3 0,01 -
13 976 968 (mt) sabinen 0,3 0,22 0,2 0,01 0,5 0,05 0,1 0,01
14 980 976 (mt) PB-pinen 278 092 169 067 | 227 020 169 0,50
15 991 991 (mt) mircen 1,4 0,32 0,1 0,02 49 0,03 0,3 0,06
17 1005 1005 (my) o-felandren 03 016 01 0,00 03 002 0,1 002
18 1011 1011 (mt) 3-karen 34 0,18 6,2 0,66 3,5 0,01 3,8 0,36
19 1018 1016 (my) o-terpinen 08 047 03 0,03 02 004 03 003
20 1026 1024 (mt) p-cymen 0,5 0,17 0,8 0,09 0,6 0,07 LS 0,07
22423 1031 1029 (mi) P-felandren” + limonen® 76 061 73 085 | 120 032 120 035
24 1033 Yoy 1 ,8-cyneol tr - -
25 1040 1047 (my (Z)-p-ocymen tr tr -
27 1062 1055 (mt) y-terpinen 0,1 002 01 0,02 01 000 01 001
28 ' 1055 (1) (E)-2-oktenal - tr tr
29 1068 ' (m0 cis-tujan-4-ol (hydrat sabinenu) tr tr tr
31 1088 1089 (mt) terpinolen 0,7 0,12 1,2 0,17 1,0 0,06 0,9 0,08
33 1102 1099 (o) nonanal 0,1 0,00 0,2 0,02 0,1 0,00 0,2 0,03
34 1111 1111 (mt) p-menta-1,3,8-trien - tr tr
36 1117 1120 (mo P-fenchol - 0,3 0,04 - 0,1 0,00
38 1140 1147 () cis-werbenol 0,1 0,07 0,1 0,01 tr 0,1 0,00
44 1165 1166 (mt) borneol - 0,2 0,03 - 0,1 0,01
45 1177 1176  (mt) terpinen-4-ol tr 0,3 0,03 tr 0,1 0,00
47 1189 1184 (m) o-terpineol 0,1 0,00 1,6 0,17 tr 0,8 0,02
48 1195 1197 (nt) eStragOl 0,1 0,05 tr tr 0,1 0,02
49 1204 1209 (nt) dekanal 0,2 0,09 0,3 0,02 0,2 0,02 tr
50 1204 1211 (mt) werbenon tr tr 0,2 0,01 tr
51 1235 1233 (mt eter metylowy tymolu tr tr tr tr
52 ' 1260 (1) 3,4-dimetoksytoluen tr tr tr tr
54 1285 1285 (mt) octan bornylu 0,3 0,04 0,1 0,01 0,3 0,02 0,1 0,02
63+64 1351 1351 (st) a-longipinen + a-kubeben 1,0 0,05 1,1 0,10 1,0 0,05 1,3 0,06
66 1368 1369 (st) cyklosatiwen tr tr tr
67 1372 1373 (st) o-ylangen 0,8 0,05 0,9 0,08 0,7 0,04 1,0 0,05
68 1373 1375 (s) longicyklen 0,1 0,01 0,1 0,02 01 001 01 0,00
70 1376 1377 (st) o-kopaen 0,4 0,04 0,5 0,06 0,5 0,02 0,6 0,04
76 1397 1392 (sty 1,7-di-epi-a-cedren tr 0,1 0,00 0,1 0,00 0,1 0,00
72 ' 1400 (st) satiwen 0,1 0,03 0,2 0,01 0,2 0,01 02 0,02
77 1398 1401 (st P-longipinen 0,1 0,08 tr tr
78 1402 1404 (sty o-longifolen 2,7 0,05 3,0 035 2,7 0,16 3,5 0,18
81 1404 1404 (sty izokariofilen 1,4 0,12 1,8 0,15 1,1 0,12 1,7 0,04
82 1409 1406 (st)y a-cedren tr tr 0,2 0,02 0,3 0,02
83 1418 1421 (sty P-cedren 0,2 0,01 0,2 0,03 0,1 0,00 0,1 0,01
85 1432 1431 (sty P-gurjunen 0,1 0,06 tr 0,1 0,01 0,1 0,00
87 1436 1437 (st) trans-o-bergamoten 0,2 0,05 0,1 0,00 0,2 0,01 0,1 0,00
89 1443 1444 (s) (Z)-P-farnezen 02 001 03 004 01 00l 02 004
91 1454 1452 (st) oa-neo -klowen 0,1 0,07 0,1 0,03 0,2 0,03 0,1 0,01
93 1458 1457 (st) (E)-p-farnezen 0,1 0,06 tr 0,1 0,01 tr
94 1460 ' (st) cis-muurola-4(14),5-dien tr tr - tr
95 1467 1470 (s 9-epi-P-kariofilen tr tr tr -
96 1477 1479 (st y-muurolen tr 0,1 0,02 0,1 0,00 0,1 0,02
97 1480 1484 (sty germakren D 0,1 0,02 0,1 0,04 0,2 0,00 0,1 0,02
99 1483 1490 (sty ar-kurkumen 0,8 0,11 04 0,14 1,3 0,08 0,5 0,09
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Tabela 13. c.d.

DVB/CAR/PDMS CAR/PDMS
Biel Twardziel Biel Twardziel
Numer RI lit * R ep ** Skladnik
piku )E S )E S )Z S )z S
105 1499 1504 (st) o-muurolen tr tr tr tr
108 1509 1510 (sy P-bisabolen 02 0,12 tr 01 000 02 00l
109 1512 1513 (s P-kurkumen 04 0,15 tr 02 000 01 0,00
1o 1513 1514 (st) y-kadinen - - tr tr
112 1515 1517 sy (Z)-y-bisabolen 02 014 02 003 03 000 01 000
13 1524 1526 (s &-kadinen L5 026 04 009 1,6 0,08 02 000
115 1532 1534 (st) kadina-1,4-dien tr 1,8 0,29 0,1 0,00 2,0 0,12
117 1538 1537 (st) o-kadinen tr tr 0,1 0,00 0,1 0,01
119 1542 1544 (sty a-kalakoren tr tr tr tr
121 1556 1550 (sty germakren B tr tr tr 0,1 0,00
122 1563 1563  (st) [-kalakoleren tr - tr tr
123 1564 ' (sty (E)-nerolidol tr - tr tr
124 1574 1578 (sty germakren D 4-ol tr tr tr tr
125 1585 1587 (s gleenol 0,1 0,03 0,1 0,03 tr tr
129 1627 1621 (st)y l-epi-kubenol 0,1 0,04 tr 0,1 0,01 0,1 0,02
131 1642 1631 (st) kubenol tr 0,1 0,03 tr tr
132 1653 1657 (st) o-kadinol tr tr tr tr
137 1775 1761  (sty a-14-hydroksymuurolen tr 0,2 0,04 tr 0,1 0,03
139 '@t kwas tetradekanowy tr tr - -
140 " 1862 () kwas pentadekanowy tr 02 0,04 - -
141 1900 1899 (nt) nonadekan tr tr tr tr
142 1929 1929 (dt) cembren tr tr tr tr
143 1941 1937 (dty pimaradien tr tr 0,1 0,05 tr
146 1959 1961 (dt) neocembren 0,3 0,08 tr - -
148 " 1992 ) kwas heksadekanowy tr tr tr tr
150 1989 1994 (dt)y tlenek manoilu tr 1,1 0,25 tr 0,1 0,04
151+152 2010 2016 (dtnt) tlenek 13-epi -manoiluteikozan tr tr tr tr
153 U2034  (ay) palustradien tr tr - -
154 ! (t) palmitynian izopropylu tr tr tr tr
155 ' 2060 (dy tunbergol tr tr tr tr
156 2054 2064 (dt) abieta-8,11,13-trien - - tr tr
158 2080 2089 (dy abieta-7,13-dien - - tr tr
159 2100 " (@t heneikozan tr tr tr tr
160 ' 2114 (@ &-13-(trans)-neoabienol tr tr tr tr
161 ' 2160 (dt) cis-abienol 0,1 0,05 tr tr 0,1 0,04
162 ' 2175 (dy pimaral - - tr tr
163 2200 "t dokozan tr tr tr tr
164 ' 2229 (dy izopimaral tr tr tr tr
165 ' 2246 (dy palustral tr tr tr tr
167 2263 2275 (d) dehydroabietal tr tr tr tr
168 2300 ' o trikozan tr tr tr tr
169 2302 2304 (dy abietal - - tr tr
170 ' 2347 () dehydroabietanian metylu tr tr tr tr
174 2400 ' @mo tetrakozan tr tr tr tr
175 2500 U ) pentakozan tr tr - -
monoterpeny (mf) 85,9 84,0 83,9 80,6
liczba zidentyfikowanych 26 24 26 27
seskwiterpeny (st) 10,8 11,7 11,1 13,1
liczba zidentyfikowanych 43 38 43 43
diterpeny (df) 0,4 1,3 0,2 0,6
liczba zidentyfikowanych 13 13 15 15
skladniki nieterpenowe (nt) 0,8 0,9 1,3 1,9
liczba zidentyfikowanych 17 16 15 15
suma zidentyfikowanych skladnikow 98,0 98,0 96,5 96,2
liczba zidentifikowanych 99 91 99 100
tr <0,05%
— zwiazek niewykryty
1 skladnik zidentyfikowany tylko na podstawie GC-MS
2 sktadnik zidentyfikowany na kolumnie HP-1
X érenia zawartosé skladnika z trzech powtorzen
s odchylenie standardowe
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Liczba zidentyfikowanych sktadnikow i skfad lotnyelwiazkow zaadsorbowanych na
dwu widknach (DVB/CAR/PDMS i CAR/PDMS) byly zbbne. Z wyciem widkna
trojsktadnikowego zidentyfikowatam 99 sktadnikéwieswanych z bielu oraz 91 z twardzieli
swierka, z uyciem witdkna dwusktadnikowego byto to odpowiedni® 9100 skfadnikow
(Tabela 13). Udziat zwekow zidentyfikowanych ziyciem widkna DVB/CAR/PDMS
zaréwno dla bielu, jak i twardzieli wynosit 98,09, z yciem wiokna CAR/PDMS
odpowiednio 96,5 i 96,2%.

Monoterpeny stanowity w bielu i1 twardzieli odpowred 85,9% i 84,0%
(DVB/CAR/PDMS) oraz 83,9% i 80,6% (CAR/PDMS) wyingtanych skfadnikow.
Gtownymi sktadnikami byly wglowodory: a-pinen, B-pinen, pB-felandren z limonenem,
3-karen i mircen, a $v6d monoterpenoidow dominowaiterpineol.

Seskwiterpeny stanowity 10,8% i 11,7% (DVB/CAR/PDM&raz 11,1% i 13,1%
(CAR/PDMS) ogolnej sumy zwzkdéw wyizolowanych odpowiednio z bielu i twardzieli
Efektem analizy drewna metpSPME byta identyfikacja ponad 40 seskwiterpenévwowae
to: o-longifolen i izokariofilen. Zdecydowana wgkiszag¢ oznaczonych seskwiterpendéw
wystepowata zarowno w bielu, jak i twardzieli, vaygk stanowity zwizki oznaczone
w ilosciachsladowych.

Udziat diterpendw wyizolowanych z zyciem kadego wiokien sbyt niewielki
(0,2-1,3%) skiadnikéw. Zidentyfikowatam 15 zwkow z tej grupy. Gtownymi byly tlenek
manoilu (do 1,1%), neocembren (do 0,3%) anazabienol (do 0,1%) i pimaradien (do 0,1%).
Pozostate diterpeny wygtowaty w ilagsciachsladowych.

Sktadniki drewna o strukturze nieterpenowej (17 azkdw) wystpowaty
w niewielkich ilcsciach od 0,8% do 1,9% i nalgy, tak jak i w przypadku sktadnikow

olejkéw eterycznych, gtéwnie do aldehydow,asygych alkanéw oraz kwasow ttuszczowych.

4.3.3.3. Préby ilgciowej analizy metody HS-SPME

Postugugc sk daoswiadczeniami oznacse ilosciowych jakie wykonatam stosig
metod: analizy fazy nadpowierzchniowej, pedim proby wykorzystania HS-SPME do
oznaczenia bezwzglnej zawartéci skiadnikow lotnych drewna zzyciem standardu
wewretrznego

Problemem w analizie SPME probek w statym stanigo®hia jest dodanie standardu,
ktory musi mi€ lotnos¢ odpowiadajca lotnasci badanych sktadnikéw, w taki sposéb, by
wyniki byty powtarzalne i wiarygodne. Pierwszym m#an byto zatem sprawdzenie czy

stosowane egto w analizie zwizkdw lotnych (np. metadHS) jako standard wewtrzny
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alkany keda odpowiednie w HS-SPME. Do prob wybratam tridektemp. wrzenia 234)

I heptadekan (temp. topnienia°Z). Analizy SPME wykonywatam w warunkach ustalonych
w poprzednim rozdziale, tj.: wibkno DVB/CAR/PDMS,asa drewna 0,8 g w 4 ml fiolce,
czas ustalania ¢iréwnowagi 30 min., czas adsorpcji 30 min., tempgea 60C. Ze
sporadzonego roztworu alkanow:;16(0,25%) i G7 (0,25%) w pentanie pobieralam @D
roztworu, ktéry wprowadzatam do 4 ml pustej fiolkipzpuszczalnik odparowywatam
przedmuchuyjc fiolke azotem. Po wykonane] ekstrakcji na widnie i amalizGC
otrzymywatam wyniki o tak diym rozrzucie, ze dyskwalifikowato to wybrany tok
postpowania.

W nastpnym eksperymencie przeprowadzitam aralBPME mieszaniny standardow
w pentanie (6Qul), z ktérej nie odparowywatam rozpuszczalnika Rer@z wyniki byty
powtarzalne, wykonatam napnie trzy rownolegte analizy SPME drewna z dodaik&Oul
roztworu standardéw @ (0,25%) i G7 (0,25%). Wyniki tych analiz nie byly jednak
powtarzalne: powierzchnie bezwgdhe pod pikami standardow bardzoe siGznity
w poszczegolnych analizach.

Kolejnym etapem eksperymentow byto poszukiwanigejakatrycy standardéw, ktora
nie emitowataby zwizkéw lotnych w ustalonych warunkach analizy SPME.
Niepowodzeniem skwzyly sk proby z cieklym polimerem — dimetylopolisiloksanem
(20 ul), ktéry emitowat zwazki, bedace prawdopodobnie wynikiem depolimeryzacii.
Sproszkowana celuloza réwnieemitowata zwizki lotne, Iledace prawdopodobnie
zanieczyszczeniami, gdyw temperaturze 6C nie nasipuje rozkiad celulozy. Kolejnym
surowcem byt puder z drewia abies poddany uprzednio 24 godzinnej ekstrakcji heksane
w aparacie Soxhleta. Pomimo zastosowania tak draspgh warunkéw oczyszczania
surowca ze zwizkdw lotnych, czuté¢ metody SPME pozwolita na wykrycie w nim
skfadnikow lotnych, gtéwnie monoterpenow, charakdgreznych dla drewnawierka.

Zaden z testowanych materiatéw nie bytevbdpowiednim ngnikiem dla standardow
— wydzielane w ustalonych warunkach analizy azki lotne falszowalyby obraz GC
analizowanych sktadnikow.

Matryca nie emitujca zwiazkOw lotnych jest woda, sprébowatam zastosbyuajako
nosnik tridekanu. Jednalke wyniki analiz SPME nie byty wystarcaap powtarzalne.
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4.3.4. Porownanie metod wyodibniania zwigzkow lotnych drewnaswierka
pospolitego
Porownanie wynikoéw analizy GC lotnych skladnikéwewna swierka wydzielanych
metodami: destylacji z parwodm, analizy fazy nadpowierzchniowej i mikroekstrakdp
fazy statej zestawitam na Rysunku 25 i w Tabeli WAbielu i twardzieli zidentyfikowatam

tymi metodami 125 zwizkéw. Jak widd, kazda z tych metod okrda sk inne cechy drewna.

Destylacja z para wodna

ﬂ:MJ U_me anj ’ i Mu

HS-SPME (wlékno DVB/CAR/PDMS)

DHS

] JM .

Rysunek 25. Chromatogram gazowy olejku eteryczmasgtadnikdw lotnych z bieltPicea abiesl
wydzielonych metogl HS-SPME i DHS (kolumna HP-5)

Najmniej odpowiednia w poréwnawczej ocenie drewkazata st metoda analizy fazy
nadpowierzchniowej (DHS), ktéra w warunkach, w g@kbyta prowadzona (2C; 2 godz.),
pozwolita wykry tylko najbardziej lotne skiadniki z grupy monotengw. W bielu
i twardzieli §wierka oznaczytam niewiele ponad 10 skladnikéw,wcqgorownaniu z liczh
zwiazkbéw oznaczonych metodami SPME i destylacji zapaodm, jest wartdcia dziesec¢
razy mniejsz. Metoda ta m#e by przydatna, gdy chcemy oceéiavptyw zwiazkdw
wydzielanych przez drewno w warunkach zbfiych do naturalnych i oddziadgych, np. na
cztowieka poprzez wdychanie lub na owady. Dla paaii celow niniejszej pracy analiza fazy

nadpowierzchniowej okazatagsiiewtasciwa.
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Metody HS-SPME i destylacji z parwodm pozwolity wydzielc po okoto 100
sktadnikéw (Rysunek 26). Byly to w wkszaci te same zwaizki, jakkolwiek 15 zwazkow
wystepowato tylko w olejkach eterycznych, a 16 tylko \Wswakcie SPME. Zwaizki te
oznaczytam najegciej w ilosciach sladowych i fakt,ze wykrytam je tylko jeda z metod

wynikat prawdopodobnie z niedostatecznej cgcitonetody GC.

14 ,_ 22+23
31 Destylacja z para wodna
155
161
165
78 o7
§
113
8 105 162
- 1114112 151+1b
+ .
(n.i}166
43 63+64 |/ PV N e
25| 45'48 59 \ 70 144\ 15 /de)
ni) 5 44a (n.i 5‘}{3 . / \
N . 54 \"; 137 17
24 37 \ [ // 145 T
1 UL o,

a 5 10 15 30 35 40 45 50 55
I

20 25
—_—r " }W 'I T L LN ‘|"_ " s 's f“""”""T"‘_W"'
27 54 129
g 97
31 63+64
31
113

78 SPME (wiékno DVBICARIPDMS)

h

5 14 43 22423

Rysunek 26. Chromatogram gazowy skfadnikow biRtttea abiesl wydzielonych metogldestylacii
Z pan wodrg i metody HS-SPME

Skiadniki monoterpenowe stanowity ponad 80%azkdw zidentyfikowanych metad
HS-SPME w bielu i twardzieliswierka, natomiast w olejku eterycznym z bielu 53%,
a z twardzieli 40%, na korz§ wyzszej zawartéci w olejkach sktadnikow diterpenowych,
odpowiednio 27% i 35%. Olejki eteryczne, szczegdlie z twardzieléwierka, zawieraty
wigksza niz ekstrakty SPME il& alkoholi monoterpenowych, takich jak: terpineni4-o

I a-terpineol, co mogto wynikaz hydrolizy glikozyddéw w temperaturze destylacji.
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Tabela 14. Skiadniki lotne bielu i twardziéierka wydzielone ranymi
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W bielu i twardzieliswierka zidentyfikowatam zarowno metp@&PME, jak i w olejku
eterycznym licza grupe seskwiterpendw. Ich liczba, a taksumaryczny udziat (okoto 12%)
okreslone obiema metodami byly podobne. Seskwiterpen@voznaczytam w prébkach
badanych metagdanalizy fazy nadpowierzchniowe;.

Wiegkszas¢ wykrytych w olejku diterpendw wygpowata rownie w ekstraktach SPME,
ale w bardzo niewielkich ikziach. Wyzsza zawart& diterpenéw w twardzieli spowodowana
jest tym, £ martwe tkanki drewna zawiegaznacznie wicej trudniej lotnych sktadnikow, i
przewodzca materiaty zapasowsgwa tkanka drewna bielu [Back i Allen, 2000].

Metoch SPME oraz w olejkach eterycznych oznaczytam résymiebardzo niewielkich
ilosciach zwazki inne ni terpeny, ktore stanowity po okoto 1%. Byly to giiie aldehydy,
wyzsze alkany, kwasy ttuszczowe.

Przedstawione wyniki badavskazuj, ze zarbwno HS-SPME, jak i destylacja z gar
wodm sa jednakowo odpowiednie do jad@mowej oceny lotnych sktadnikow drewna. Jednak
obserwowane rice w proporcjach sktadnikow bardziej i mniej ipth @ na tyle dae, ze
nie mana ich stosowawymiennie, jéli celem jest analiza ikziowa.

Dla realizacji celu pracy, jakim byto porownanielaslu jak@ciowego i ilgciowego
lotnych zwhzkéw drewna drzew iglastych, najlepsza okazajangtoda HS-SPME. Jest to
wygodna, prosta iszybka metoda bezrozpuszczal@kowloskonata do bafla
poréwnawczych nawet bardzo zémych mieszanin. Dia zalet tej metody jest jej wysoka
czutas¢ umazliwiajaca wykonanie powtarzalnych analiz na niewielkieplmre materiatu
(0,8 g). Catkowita ilé¢ (%GC) sktadnikow zidentyfikowanych metp@PME byla wysza
niz metod, destylacji z par wodm czy analizy fazy nadpowierzchniowe). Technite
wybratam jako metag poréwnania zwizkow lotnych warstw drewna&wierka, sosny
i modrzewia, oznaczaj terpeny w 3 egzemplarzachzklago z gatunkdéw drzew iglastych.

Metoda SPME nie byta wcgeiej stosowana do oznaczania lotnych sktadnikéwdee
swierkowego, jakkolwiek jest ona szeroko stosowara wdyodrbniania i oznaczania
zwiazkow lotnych z rélin [Isidorov i in., 2003; Zini i in., 2002] lub h ekstraktow [Vichi
i in., 2003]. Byta stosowana w analizie lotnychagliikow ré&nych organéw drzew iglastych,
a ostatnio rownie drewna sony [Bengtsson i Sanari, 2004]. Nielicep&sane w literaturze
zastosowania SPME do #ldowego oznaczania sumy wielu sktadnikow byly bardz
skomplikowane i nie obejmowaty lotnych skfadnikéwélin [Bartelt, 1997; Martos i in.,
1997].
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4.4. Lotne sktadniki drewna drzew iglastych analizarane metody HS-SPME
Do poréwnania lotnych skfadnikow bielu i twardzigzech gatunkow drzew iglastych:
Picea abied.., Pinus sylvestrid.. i Larix deciduaMill wykorzystalam metogd analizy do
fazy stalej w ustalonych warunkach (HS-SPME: 0O,Bayvatkbw drewna o wymiarach
20x10x0,36 mm w 4 ml fiolce, wibkno DVB/CAR/PDM&as ustalania rownowagi 30 min.,
czas ekstrakcji 30 min., temperatura 60°C). Anad@am trzy egzemplarze k@ego
z gatunkéw w trzech powtérzeniach. Zidentyfikowaskéadniki, wysgpujace w co najmniej
dwoch egzemplarzach danego gatunku (oznaczone aomed 1 do 163, o czasach retencji
od 1 do 45 minut iindeksach retencji od 800 do@2festawitam w Tabeli 15, w ktorej

podatam najriisz i najwyzsz zawartd¢ sktadnika §rednia z trzech pomiaréw).

4.4.1. Lotne skiadniki drewnaswierka pospolitego

Sktad jakdciowy frakcji lotnej bielu i twardzieliswierka byt podobny zaréwno dla
trzech egzemplarzy jak i dla obu jego warstw (TakE). Obserwowatam natomiastmée
w zawartdci poszczegolnych lotnych sktadnikéw (Rysunek 27).

biel: Picea abie®

biel: Picea abiesl

Rysunek 27. Chromatogram gazowy skfadnikéw lotnygtzielonych z biellPicea abie®i 1
metody HS-SPME (DVB/CAR/PDMS) (kolumna HP-5)
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Tabela 15. Skfadniki lotne bielu i twardziéliierka, sosny i modrzewia oznaczone metS&ME
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W celu okrglenia czy ranice byly istotne statystycznie, dla wybranych dki&éw
lotnychswierka wykonatam tzw. test istotém roznicy dwdchsrednich [Lomnicki, 2002]. Do
analizy statystycznej wybratam sktadniki wymtijace w zawartéci powyzej 0,1% w kadej
warstwie w przynajmniej dwéch egzemplarzach drzeweazultaty testu orazredni
zawarté¢ sktadnikbw w trzech drzewach i odchylenie standasl sredniej zawartéci
w trzech drzewach zandigtam w Tabeli 16.

W drewnie bielu twardzieliswierka jako dominujca grupe zwiazkéw lotnych
oznaczylam monoterpeny, ktore stanowity odpowiedmio kazdym z drzew 64-86%
i 78-84%. W grupie tej zidentyfikowatam 21¢glowodorow monoterpenowych oraz 16 ich
tlenowych pochodnych. Gtéwnymi sktadnikami byhg-pinen (38,7-54,2%),B-pinen
(0,8-27,8%) -felandren z limonenem (6,7-13,7%) i mircen (0,494).

Wszystkie skiadniki zidentyfikowane w drewnigvierka 1 ktéry poshtiyt mi do
dobierania warunkow analizy SPME (Tabela 15), ozylaen réwnie w drewnie pozostatych
dwoch przedstawicieli tego gatunku. Zaobserwowatanmich jednak kilkangie mono-,
seskwi- i diterpendéw, ktérych nie zidentyfikowatamiczesniej, ale wegkszaé¢ z nich
wystepowata w ilgciach sladowych. Skfad jak&iowy monoterpenéw w dwdch mdych
warstwach drewna byt podobny. Rice dotyczyly wysipowania fenchenu i p-menta-1,3,8-
trienu tylko w bielu oraz p-cymenenyg-fencholu, a-kamfolenalu, wodzianu kamfenu,
pinokamfonu i borneolu jedynie w twardzieli. Z kolektad ilasciowy monoterpendow
w dwoch warstwach drewnazmit sic. R&znice te nie byly jednak istotne, co potwierdzaj
wyniki testu statystycznego (Tabela 16). Z obliczeynika ze jedynie zawartt p-cymenu
| terpinen-4-olu byta istotnie wgza w twardzieli ri bielu swierkow.

Efektem analizy drewnéwierka metod SPME byta identyfikacja 50 seskwiterpenow,
stanowacych odpowiednio 11-34% i 12-19% ogdlnej sumyazakow wyizolowanych z bielu
i z twardzieli. Byto to 39 wglowodoréw i 11 pochodnych tlenowych. Gtownymi skdéami
nalezacymi do tej grupy byty: izokariofilen (1,4-4,7%;-longifolen (0,1-1,5%)3-kadinen
(0,4-2,3%) i germakren D (0-15,1%). Jedynie trzyknosktadniki wyr@niaty biel od
twardzieli: a-selinen, (E)-nerolidol i kadalen — oznaczone tylkdielu, w ilcéciach ponieej
0,2%. Zdecydowana wksza¢ zwiazkOw seskwiterpenowych wygtowata w ildgciach
zblizonych w obu warstwach drewswierka. Na podstawie testu istoteo réznicy dwoch
srednich mog stwierdzé, ze zawarté¢ seskwiterpendw w warstwach drewna nignifa sk
istotnie z wyjtkiem germakrenu D, ktérego #6w bielu wynosita do 15,1%, w twardzieli
z& 0,1-2,2%. Wysok zawarté¢ germekrenu D odnotowatam w bielu jednegasweerkdw

(w pozostatych wygpowat w ilcéciach pontej 0,1%).
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Tabela 16. Istotrid réznic w sktadzie lotnych zwizkdw bielu i twardzielPicea abies

[ Biel [ Twardziel
Drzewo 1 2 3 1 2 3 It| €
Numer b b b ¢ d b b b ¢ d

piku Skladnik X X X X s X X X X s
6 o-pinen 41,7 46,4 38,7 42,3 3,90 46,7 423 542 47,7 6,01 1,326
8 kamfen 0,6 1,0 0,5 0,7 0,25 0,8 2,1 0,6 1,2 0,78 1,012
13 sabinen 03 03 1,1 0,6 045 0,2 0,1 0,04 0,1 0,09 1,682
14 B-pinen 27,8 11,6 10,3 16,6 9,77 16,9 0,8 7,5 8,4 8,12 1,119
15 mircen 14 44 1,7 25 1,63 0,1 0,2 0,1 0,1 0,04 2,520
17 a-felandren 0,3 0,2 0,1 0,2 0,09 0,1 0,1 0,03 0,1 0,05 2,264
18 3-karen 34 50 0,1 2,8 247 6,2 6,4 0,01 42 3,64 0,551
19 o-terpinen 0,8 02 0,1 0,4 0,36 0,3 0,1 0,2 0,2 0,11 0,706
21 p-cymena 0,5 05 05 05 0,01 0,8 1,8 2,0 1,5 0,64 2,890
22+23 B-felandren + limonen 76 68 67 70 0,51 73 137 76 95 3,60 1,188
27 y-terpinen 0,1 04 03 03 0,15 0,1 0,2 0,02 0,1 0,08 1,645
31 terpinolen 0,7 1,7 0,7 1,0 0,61 1,2 29 0,5 1,5 1,25 0,659
45 terpinen-4-ol® 00l 01 01 0,1 004 03 02 02 02 00! 8,237
47 o-terpineol 0,1 01 07 03 033 1,6 0,0 0,2 0,6 0,88 0,623
48 estragol 0,1 08 05 04 038 0,01 3,6 1,7 1,8 1,77 1,250
49 dekanal 0,2 1,0 0,01 04 0,52 0,3 1,1 0,2 0,5 0,49 0,361
54 octan bornylu 0,3 1,5 0,7 08 0,58 0,1 0,04 0,03 0,1 0,04 2,320
63+64 o-longipinen + a-kubeben 1,0 09 20 1,3 0,61 1,1 1,2 2,0 1,4 0,50 0,327
68 longicyklen 0,1 04 1,5 0,7 071 0,1 04 02 0,2 0,18 1,004
67 oa-ylangen 0,8 02 02 04 033 0,9 0,6 1,5 1,0 0,46 1,945
70 o-kopaen 04 03 03 03 0,1l 0,5 04 03 04 0,10 0,673
76 1,7-di-epi -a-cedren 0,01 01 04 02 021 0,1 0,1 0,1 0,1 0,03 0,414
78 a-longifolen 2,7 0,02 29 1,9 1,60 3,0 23 2,5 2,6 0,38 0,778
81 izokariofilen 1,4 1,5 38 22 1,35 1,8 4,7 3,8 34 1,49 1,037
82 a-cedren 0,05 28 0,1 1,0 1,56 0,03 0,4 0,1 0,2 0,17 0,916
83 P-cedren 02 02 06 03 025 0,2 0,6 04 04 0,18 0,319
85 B-gurjunen 0,1 0,1 0,1 0,1 0,05 0,01 0,6 0,1 0,2 0,29 0,734
87 trans -a-bergamoten 02 03 02 02 0,04 0,1 0,01 0,2 0,1 0,08 2,443
89 (Z)-B-farnezen 02 02 02 02 0,02 0,3 0,2 0,1 0,2 0,10 0,164
91 a-neo-klowen 0,1 0,01 0,1 0,1 0,06 0,1 0,2 0,1 0,1 0,07 0,683
93 (E)-B-farnezen 01 02 04 02 017 0,00 0,1 001 003 0,04 1,715
96 y-muurolen 003 02 10 04 051 0,1 0,2 1,2 0,5 0,63 0,263
99 ar-kurkumen 0,8 03 000 04 039 0,4 1,4 0,01 0,6 0,73 0,537
101 walencen 0,3 0,1 03 0,2 0,12 0,3 0,1 0,2 0,2 0,12 0,384
102 epi -kubebol 0,1 0,01 03 0,1 0,16 0,2 0,00 0,3 0,1 0,13 0,064
108 PB-bisabolen 02 02 03 0,2 0,09 0,01 0,2 0,2 0,1 0,12 1,165
109 B-kurkumen 04 08 08 07 023 00 04 02 02 020 2,664
112 (Z)-y-bisabolen 02 09 0,1 04 048 0,2 0,7 0,5 0,5 0,25 0,272
113 d-kadinen 1,5 1,1 1,9 L5 0,37 0,4 2,3 1,8 LS 0,99 0,049
119 a-kalakoren 0,01 0,2 0,1 0,1 0,09 0,02 0,2 0,1 0,1 0,11 0,553

a sktadniki dla ktorych zawartoéci w bielu i twardzieli roznig sie istotnie, czyli warto$é obliczona |t jest

o e T

wigksza od 2,776 (wartosci odczytanej ze statystyki t-Studenta dla a=0,05 i 4 stopni swobody)

$rednia z trzech powtorzen
srednia z trzech drzew

odchylenie standardowe $redniej z trzech drzew

warto$¢ bezwzgledna t, obliczona wedtug wzoru (z Czgsci eksperymentalnej 3.1.17)
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Weglowodory diterpenowe i ich tlenowe pochodne miatyjewielki udziat
w wydzielonych metogl SPME skiadnikach drewnéwierka, okoto 0,5% w bielu i 1%
w twardzieli. Oznaczytam 21 diterpenow, ktore wpsteaty gtownie w ildciachsladowych.
Dominujacymi byt tlenek manoilu i neocembren. Biel od tdzeli wyrdzniata jedynie
obecnd¢ w warstwie zewetrznejcis-abienolu (0,1-0,3%).

Zidentyfikowatam ponadto skladniki inne zniterpeny, takie jak: alifatyczne
i aromatyczne aldehydy (heksanal, dekanal, izom#ekadienalu, benzaldehyd), alkany
(nonadekan, eikozan, heneikozan, dokozan), kwasnt@dekanowy, heksadekanowy).
Sumaryczna zawarto tych sktadnikdw wynosita ponej 2%. Najwecej zidentyfikowanych
sktadnikéw nieterpenowych to zawki trudnolotne, o indeksach retencji od okoto 1&{0
2200.

4.4.2. Lotne skiadniki drewna sosny zwyczajnej

Wyniki analizy lotnych skftadnikbw drewna sosny zsgtam w Tabeli 15,
a chromatogramy gazowe wydzielonych meto8PME sktadnikow bielu i twardzieli
przedstawitam na Rysunku 28.

Gtowng grup zwiazkéw byto 40 monoterpenow, ktore stanowity w bielwardzieli
sosny odpowiednio 87-95% i 94-97% sktadnikédw. Wpigutej zidentyfikowatam 24
weglowodory monoterpenowe oraz 16 tlenowych pochodngtéwnymi skiadnikami byty
weglowodory monoterpenowe: 3-karen (35,8-47,9%)yinen (25,0-47,5%)pB-pinen (do
17,8%), B-felandren z limonenem (1,1-,9,0%) i terpinolen 2{2,5%). Wszystkie
zidentyfikowane monoterpeny wypbwaty zaréwno w bielu, jak i w twardzieli, z vayikiem
wodzianu kamfenu i borneolu wyptjacych w ilgsciachsladowych tylko w twardzieli. Tak
wiec skiad jakéciowy monoterpendw byt podobny.

Skfad ilasciowy tej grupy zwiazkébw w warstwach drewna sosnyznit sig, ale
w niewielkim stopniu. Jak wynika z rezultatéw tessiotngci roznicy dwodch srednich
(Tabeli 17), zawart® sabinenu i mircenu byla istotnie wsza w bielu, natomiast 3-karenu
w twardzieli. Zawartéci pozostatych badanych zgkéw z grupy monoterpenéw w obu
warstwach drewna nie z0ity si¢ istotnie.

Weglowodory seskwiterpenowe (25 zwkdéw) i ich tlenowe pochodne (6 zygkow)
stanowity odpowiednio 2-8% i 1-4% ogo6lnej sumy gxiow wyizolowanych z bielu
I twardzieli trzech drzew sosny. W grupie tej doaviaty: y-muurolen (do 4,0%x-muurolen
(do 1,2%),cis-pB-guaien (do 1,6%) transp-guaien (do 2,1%). Obecfios-elemenu tylko
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w bielu oraz 1,10-depikubenolu i kubenolu tylko w twardzieli odndiata te dwie warstwy
drewna sosny. Zatem skfad jakmwy seskwiterpenéw w warstwach drewna sosny byt
bardzo podobny. Wyniki testu istotud réznicy dwoch srednich pokazalyze zawartéé
zadnego ze sktadnikbéw seskwiterpenowych nimita sk istotnie (Tabela 17).

Drewno bielu

Drewno twardzieli

Rysunek 28. Chromatogram gazowy skfadnikéw lotnyghzielonych metog SPME z bielu

i twardzieliPinus sylvestrid

Diterpeny (5 wglowodorow i 3 tlenowe pochodne) wggbwaly w obu warstwach
drewna sosny w ikzi sumarycznej ponej 0,5%. Dwa spadd nich €is-abienol i pimaral)
dominowaty w tej grupie. Sklad jakoowy i ilosciowy (Tabela 17) tej grupy zaakdéw byt
podobny w obu warstwach drewna gatuiksylvestris

Metods SPME oznaczytam %9 sktadnikdw drewna sosny niedacych terpenami.
Zwiazki te stanowity niewielki udziat — do okoto 0,6%rup; t¢ mazna podziek na lotne
aldehydy o indeksach retencji od 800 do 1204 (heMsdE)-2-oktenal, nonanal, dekanal,
benzaldehyd) oraz trudnolotne kwasy tluszczowehiastry o indeksach retencji od okoto
1200 do 2100 (kwasy pentadekanowy i heksadekanawy fego ester). Dominagymi
sktadnikami nieterpenowymi byty dekanal i kwas feelekanowy.
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Tabela 17. Istotri@ réznic w sktadzie lotnych zwikdéw bielu i twardzielPinus sylvestris

[ Biel | Twardziel
Drzewo 1 2 3 1 2 3 It] ¢
Numer b _b b _c d b b b _c d
piku Skladnik X X X X s X X X X s

4 tricyklen o1 01 01 0,1 003 0,1 01 003 01 004 0,938

6 a-pinen 36,0 47,5 250 362 11,28 412 402 31,5 37,6 537 0,203

8 kamfen 0,02 04 03 02 021 00 04 05 03 027 0,454
11 benzaldehyd 0,1 01 003 0,11 006 01 01 01 01 003 0,303
12 werbenen 03 03 02 03 0,09 02 02 01 02 006 1,317
13 sabinen’ 09 09 06 08 0,5 05 002 03 03 026 2,878
14 PB-pinen LI L1 178 6,7 9,67 0,04 03 7,7 2,7 432 0,657
15 mircen” 2,1 1.8 1,7 1,9 023 02 06 06 05 026 6,885
16 2-karen 0,1 001 0,03 003 0,02 1,2 04 04 06 045 2,263
17 a-felandren 05 03 01 03 021 02 02 001 01 0,10 1,134
18 3-karen” 36,9 358 369 36,5 068 40,5 479 46,0 44,8 3,84 3,668
19 a-terpinen 02 02 02 02 002 03 03 02 02 007 0,991
20 o-cymen 03 02 01 02 008 02 01 03 02 006 0,019
21 p-cymen 05 08 03 05 024 06 08 1,1 08 026 1,509

22+23 B-felandren + limonen 39 1,1 1,6 2,2 148 36 1,2 22 24 1,18 0,146
27 y-terpinen 05 04 04 04 006 06 001 02 03 031 0,729
30 m-cymenen 02 02 02 02 002 02 02 002 01 009 1,629
31 terpinolen 45 43 45 44 0,13 35 37 22 31 079 2,767
45 terpinen-4-ol 0,03 0,03 0 0,02 0,02 02 01 01 01 006 2,432
45 a-terpineol 002 01 01 0,1 006 01 04 00 02 0,19 0,727
48 estragol 03 01 02 02 007 03 01 05 03 024 0,704
49 dekanal 06 04 001 03 0,28 04 01 03 02 013 0,413
61 octan o-terpinylu 08 1,5 0,01 07 0,72 0 06 06 04 035 0,744
70 o-kopaen 0,03 0,01 0,03 0,02 001 0,5 001 04 03 024 1,851
78 a-longifolen 0,3 0 01 0,1 016 0,1 0 0,02 003 0,04 1,205
80 metyloeugenol 03 02 01 02 011 0,01 005 011 0,1 0,04 1,995
85 B-gurjunen 0,1 0 0,03 0,03 0,03 0,1 0 01 01 007 0,900
96 y-muurolen 0,3 0 40 14 223 0,4 0 06 03 030 0,833
100 cis -B-guaien 1,6 0 004 05 089 0,1 0 o1 01 0,06 0,926
105 a-muurolen 0,1 0 04 02 023 1,2 0 08 0,7 0,63 1,285
106 frans -B-guaien 2,1 0 06 09 1,08 0,03 0 004 002 0,02 1,381
110 y-kadinen 0,1 001 02 0,11 010 0,1 0 02 01 010 0,057
113 8-kadinen 0,3 0 004 0,1 014 0,5 0 08 04 040 1,349
165 pimaral 01 02 001 01 009 o1 o1 01 01 003 0,483
sktadniki dla ktorych zawartoéci w bielu i twardzieli réznig sig istotnie, czyli warto$é obliczona || jest
wigksza od 2,776 (warto$ci odczytanej ze statystyki t-Studenta dla a=0,05 i 4 stopni swobody)

b $rednia z trzech powtdérzen

¢ S$rednia z trzech drzew

d odchylenie standardowe $redniej z trzech drzew

e warto$¢ bezwzgledna t, obliczona wedtug wzoru (z Czgsci eksperymentalnej 3.1.17)
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4.4.3. Lotne skiadniki drewna modrzewia europejskigo

Wyniki analizy lotnych skiadnikbw drewna modrzeweestawitam w Tabeli 15,
a chromatogramy gazowe wydzielonych meto8PME skladnikow bielu i twardzieli
przedstawitam na Rysunku 29.

Najbardziej lota, a zarazem maga najwickszy udziat (Rysunek 29) grasktadnikow
drewna modrzewia byly gglowodory monoterpenowe i ich tlenowe pochodne.aZii te
stanowity w bielu i twardzieli odpowiednio 70-82%8-86% wyizolowanych metadSPME
zwiazkow. Oznaczytam 31 monoterpendw: 18glewodoréw i 13 tlenowych pochodnych.
Gtownymi sktadnikami byly, tak jak w przypadkwierka: a-pinen (41,6-65,7%)p-pinen
(10,3-21,3%), p-felandren i limonen (4,8-11,4%) oraz mircen (0,6%). Zdecydowana
wickszas¢ zidentyfikowanych monoterpenéw wygpbwata w obu warstwach drewna
modrzewia, jedyniexr- i B-fenchol, wodzian kamfenu orazterpineol wystpowaty tylko
w drewnie twardzieli. Sktad jakoiowy monoterpenow w dwoch zdych warstwach drewna
modrzewia byt w¢c podobny.

Z rezultatow obliczé statystycznych zamieszczonych w Tabeli 18 wynikgedynie
p-cymen wystpowt w ilosci istotnie wyszej w twardzieli ni bielu. Zawarté¢ pozostatych

monoterpendw poddanych testowi nienia sk istotnie.

Drewno bielu

SRl WT I —

Drewno twardzieli

_L_JLLMJLJJ | " ﬁ JAJJ}JW . L —
—'f" ‘,. T i WVPY\ -

Rysunek 29. Chromatogram gazowy sktadnikéw lotnyghzielonych z bielu i twardzieliarix
decidua2 metod, SPME
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Tabela 18. Istotrid réznic w sktadzie lotnych zwizkdw bielu i twardzielLarix decidua

| Biel | Twardziel
Drzewo 1 2 3 1 2 3 It]
Numer b b ) ¢ d b b b ¢ d
piku Skladnik X X X X S X X X X S
1 heksanal 22 1,8 0,6 1,5 0,86 0,03 0,02 0,01 0,02 0,01 3,027
3 heptlanal’ 0,1 01 004 01 0,02 0,01 0,02 001 0,01 0,01 3,983
4 tricyklen 01 01 01 0,1 003 02 01 01 0,11 005 0,887
6 o-pinen 472 41,6 440 443 282 65,7 51,6 53,6 570 762 2,705
11 benzaldehyd 004 01 03 02 0,14 02 03 04 03 0,12 1,285
14 B-pinen 103 13,3 21,0 148 550 1,4 150 21,3 159 5,01 0,246
15 mircen 5 15 1,6 1,5 0,08 05 13 1,0 1,0 037 2,610
17 o-felandren 02 02 03 02 007 0,1 02 02 02 005 1,308
18 3-karen 004 01 12 04 0,65 01 01 18 06 09 0,309
19 a-terpinen 04 005 10 05 048 04 08 08 07 020 0,587
21 p-cymen® 03 03 05 04 0,13 06 09 08 08 016 3,133
22+23  B-felandren + limonen 85 94 114 98 149 48 87 80 72 2,06 1,768
27 y-terpinen 03 02 01 02 013 01 05 01 02 025 0,069
31 terpinolen 04 04 06 05 0,12 03 001 04 02 021 1,706
33 nonanal’ 02 03 02 02 006 0,1 01 004 01 0,01 4,374
49 dekanal® 0,1 01 01 0,1 0,02 0,03 0,1 0,04 0,05 0,02 2,899
51 eter metylowy tymolu 0,1 02 0,1 0,1 0,09 0,04 02 0,1 0,1 0,10 0,142
54 octan bornylu 04 06 06 06 014 03 05 04 04 0,13 1,494
63+64  o-longipinen +o-kubeben | 02 04 03 03 0,08 02 03 03 03 0,05 0,744
68 longicyklen 02 01 01 02 005 01 o1 01 0,11 002 1,643
69 izoleden 04 05 04 04 003 04 04 05 04 008 0,750
70 a-kopaen 02 03 01 02 008 02 03 01 02 0,10 0,195
71 daucen 0,1 001 01 01 0,07 01 02 01 01 0,04 0,944
77 PB-longipinen 0,1 04 004 02 0,19 0,1 01 003 0,1 003 0,992
78 a-longifolen 12 24 19 1,8 0,58 15 1,6 1,6 1,6 005 0,786
82 a-cedren 14 01 004 05 078 0,1 005 003 0,11 0,03 0,975
83 P-cedren 0,1 04 007 02 018 004 02 01 01 0,11 0,571
84 PB-kariofilen 0,1 0 o1 01 008 0 0 0,1 002 004 1,262
85 PB-gurjunen 04 01 02 03 015 03 01 01 02 0,10 0,861
86 y-elemen 03 02 02 02 009 02 01 01 0,1 005 1,755
87 trans -a-bergamoten 02 01 001 01 007 0,1 0,05 0,01 004 0,03 0,778
89 (Z)-p-farnezen 22 03 04 1,0 1,03 07 02 03 04 028 0,917
97 germakren D* 60 52 37 50 120 2,1 27 18 22 046 3,710
99 ar -kurkumen 04 01 001 02 020 0,02 0,1 001 0,1 008 1,034
101 walencen 01 04 01 02 019 03 001 01 0,11 0,13 0,525
104 zingiberen 02 001 01 0,1 008 01 03 01 02 014 0,951
105 a-muurolen 05 06 001 04 030 01 06 001 02 031 0,455
107 (Z)-a-bisabolen 00 08 02 03 040 02 03 01 02 009 0,553
108 P-bisabolen 1,7 19 04 1,3 081 09 001 03 04 043 1,739
112 (Z)-y-bisabolen LI 01 01 04 062 07 12 00 07 06l 0,463
113 3-kadinen 01 30 04 12 1,7 01 01 04 02 0,18 1,076
114 B-seskwifelandren 0,8 0 01 03 047 0,7 0 002 03 041 0,121
116 (E)-y-bisabolen 03 02 01 02 011 01 21 01 08 1,16 0,894
117 o-kadinen 0,1 03 01 0,1 0,14 0,04 01 005 01 0,03 0,972
118 selina-3,7(11)-dien 0,1 02 01 0,1 004 0,1 02 0 0,11 0,11 0,590
121 germakren B’ 22 1,8 18 19 022 1o 09 10 1,0 0,04 7,499
a skladniki dla ktorych zawartosci w bielu i twardzieli r6znia sig istotnie, czyli warto$¢ obliczona |t jest
wigksza od 2,776 (warto$ci odczytanej ze statystyki t-Studenta dla 0=0,05 i 4 stopni swobody)
b $rednia z trzech powtdrzen
¢ $rednia z trzech drzew
d odchylenie standardowe $redniej z trzech drzew
e warto$¢ bezwzgledna t, obliczona wedtug wzoru (z Czg$ci eksperymentalnej 3.1.17)
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Poza monoterpenami oznaczytam w drewnie modrzewianiez trudniej lotne
sktadniki — 46 seskwiterpendéw, stanawych 12-22% i 8-14% ogdlnej sumy zzkdw
wyizolowanych odpowiednio z bielu i twardzieli tegatunku. W grupie tej gglowodory
stanowity 37 zwizkéw, a ich tlenowe pochodne 9. Gtownymi skiadnikafrakcji
seskwiterpenowej byly: germakren D (1,8-6,0%)}ongifolen (1,2-2,4%), germakren B
(0,9-2,2%) iB-bisabolen (do 1,9%). Skiad jadaowy i ilosciowy grupy seskwiterpendow byt
podobny w warstwie zewitrznej i wewrtrznej modrzewia. Tylko jeden mikrosktadnik
wyrézniat twardziel od bielu. Byt nima-kalakoren, ktéry zidentyfikowatam jedynie
w twardzieli drzew. Przeprowadzenie testu isténadznicy dwdchsrednich potwierdzito
podobigéstwo w zawartéci seskwiterpendw w warstwach drewna. 8pd badanych
seskwiterpendw germakren D i B wysbwaly w istotnie wikszej zawartéci w bielu niz
twardzieli modrzewia.

Cechy charakterystyczn oznaczanego metedSPME skiadu lotnej frakcji drewna
trzech badanych drzew iglastych byta niska zawéartaudnolotnych diterpenow. Réwrie
w modrzewiu zwizki te stanowity zaledwie do 0,2% wydzielonych skigkkéw obu warstw
drewna. W grupie sZeiu zidentyfikowanych diterpenéw, 4 toeglowodory diterpenowe,
a 2 to ich tlenowe pochodne. Manol oznaczytam giéavny sktadnik z tej grupy (do 0,2%),
pozostate wyspowaly wsladowych ilgciach.

Zidentfikwane sktadniki nieterpenowe miaty niewielkdziat w sumie zwizkow
wydzielonych z drewna modrzewiowego. W poréwnanadnpk z liczh i iloscia
nieterpenowych zvazkow drewnawierka i sosny, zwizki te wystpowaty najliczniej (do 9)
wiasnie w modrzewiu, w iléci do okoto 4%. W grupie tej dominowaty aldehydyndeksach
retencji od 800 do okoto 1800 (heksanal, heptabahzaldehyd, (E)-2-oktenal, nonanal,
dekanal, (E,E) i (E,Z)-2,4-dekadienal i heksadeRan&dentyfikowatam ponadto alkany
(tetradekan, heptadekan, dokozan) orgkdowe ilgci tylko jednego kwasu:
heksadekanowego i jego estru izopropylowego, cozmito drewno modrzewia od drewna
swierka i sosny. Wszystkie za#ki o nieterpenowej budowie wykrytam zaréwno w bjghk
I twardzieli. Wyptek stanowity (E,E) i (E,Z2)-2,4-dekadienal oraz sadkekanal, wystemge
tylko w bielu modrzewia. Tak wc sktad jakéciowy zwiazkdw o nieterpenowej strukturze
jest podobny, wiksze r@nice wystpuja w skladzie ildciowym tych zwazkdw. Zawartécé
czterech spdd széciu ocenianych metadstatystycza aldehydow (heksanal, heptanal,

nonanal, i dekanat, Tabela 18) byta istotniesna w bielu i w twardzieli.
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4.4.4. Porownanie sktadnikéw lotnych drewndwierka, sosny i modrzewia

Celem tej cgsci pracy bylo uzyskanie szczegétowej wiedzy na teskdadu lotnych
zwiazkdw przemystowo wartgiowych drzew: swierka pospolitego, sosny zwyczajnej
i modrzewia europejskiego. Gtownymi sktadnikami atarstw drewna kalego z gatunkéw
byly te same wglowodory monoterpenowes-pinen, B-pinen, 3-karen, mircer-felandren
i limonen, ale ich proporcje w kdym z gatunkow byty inne. Dla zilustrowania tychemic
na Rysunku 30 zamieitam chromatogramy zwikdéw lotnych bielu swierka, sosny
i modrzewia, a w Tabeli 19 zestawitasrednie zawarti gtéwnych skladnikow, ktorych
udziat w lotnej frakcji przynajmniej jednego drzewginosit 0,3% lub wgce).

Kazdy z trzech egzemplarzy danego gatunku pozyskiwatanbadéa z tego samego
miejsca. Obserwowatam czasamg&anaczne rénice w zawartéci niektorych sktadnikéw
miedzy drzewami kadego z gatunkow. Raice w obebie jednego gatunku mogly by
spowodowane uwarunkowaniami genetycznymi drzewzrzcOwanym ich wiekiem (dla
swierka lub sosny) oraz warunkami rozwoju [Bertan., i1997; Zini i in., 2002]. Rinice w
skfadzie zwazkéw lotnych bielu i twardzieli kalego z gatunkéw byly nieznaczne.
Wystepowaly natomiast zasadniczeznice midzy gatunkami.

Monoterpeny

Gtéwne zwizki lotne wydzielone z drewna badanych drzew iglasimetod SPME to
weglowodory monoterpenowe. Skiladniki monoterpenowanavity w poszczegolnych
egzemplarzach drewna drzew odpowiednio$wierku 64-86% (biel) i 78-85% (twardziel);
w sagnie 89-90% (biel) i 94-98% (twardziel); w modrzewill-84% (biel) i 81-90%
(twardziel). wszystkich weluowanych zyekow (Tabela 19)

a-Pinen, B-pinen orazp-felandren z limonenem byly gtéwnymi sktadnikamtnigmi
drewnaswierka i modrzewia, natomiast 3-karen-pinen drewna sosny. Uzyskane rezultaty
sa zgodne z wczmiejszymi danymi dotycymi skiadu zwizkédw w fazie
nadpowierzchniowej drewna [Boscherini i Michelo2893] lub igietswierka [Isidorov i in.,
2003] oraz drewna [Bengtsson i Sanati, 2004; Mamin in 2002], nasion [Tammela i in.,
2003] lub igiet sosny [Pohjola i in., 1989; Vuorela., 1989]. Modrzew nie byt badany t
metod,. Wymienione zwizki byly rowniez gidbwnymi skfadnikami olejkow i ekstraktow z
réznych czsci swierka, sosny i modrzewia, co zostato przedstawionezesci literaturowe;j

pracy.

132



Badania wtasne — drzewa

614 18
22+23 8 Picea abie
15
113
9 81 97
13 63+64 68/
1 31 7d 83 po| 112
7R/85
3 47 g7| | [ 1>, 125
4 27| 43 // /117 148 °\163
R i N m,,lmh//l A
5 141 22+23 %
> Pinus sylvestris

148 161
\ 163
LZ.

6 14 22+23 97
Larix decidua
89
121
15
78 113
116
8 |,y 3;3 117
1 4 ( 70 ”
MMUVIMA | . L A | Y

sylvestrisl i Larix decidual metody HS-SPME

Rysunek 30. Chromatogram gazowy gzkiow lotnych wydzielonych z bielBicea abiesdl, Pinus

133



Badania wtasne — drzewa

Tabela 19. Gtéwne sktadniki bielu i twardzi@ierka pospolitego, sosny zwyczajnej

i modrzewia europejskiego

Swierk pospolity Sosna zwyczajn  |Modrzew europejski
Numer Skiadnik Biel Twardziel| Biel Twardziel | Biel Twardziel
piku Zawartosé [%]
6 a-pinen 42,3 47,7 36,2 37,6 44,3 57,4
8 kamfen 0,7 1,2 0,2 0,3 0,3 0,4
13 sabinen 0,6 0,1 0,8 0,3
14 pB-pinen 16,6 8,4 6,7 2,7 14,8 15,9
15 mircena 2,5 0,1 1,9 0,5 1,5 1,0
17 o-felandren 0,2 0,1 0,3 0,1 0,2 0,2
18 3-karen 2,8 4,2 36,5 44,8 0,4 0,6
19 o-terpinen 0,4 0,2 0,2 0,2 0,5 0,7
21 p-cymer 0,5 15 0,5 0,8 0,4 0,8
22+23 p-felandren + limoner 7,0 9,5 2,2 2,4 9,8 7,2
27 y-terpinen 0,3 0,1 0,4 0,3 0,2 0,2
31 terpinolen 1,0 1,5 4,4 3,1 0,5 0,2
47 o-terpineol 0,3 0,6 0,1 0,2 0,1
48 estragol 0,4 1,8 0,2 0,3 0,03 0,1
49 dekanal 0,4 0,5 0,3 0,2 0,1 0,10
54 octan bornyl 0,8 0,1 0,6 0,4
63+64 a-longipinen+a-kubeber 1,3 1,4 tr 0,3 0,3 0,3
68 longicyklen 0,7 0,2 0,2 0,1
70 a-kopaen 0,3 0,4 tr 0,3 0,2 0,2
78 a-longifolen 1,9 2,6 0,1 0,03 1,8 1,6
81 izokariofilen 2,2 3,4
82 a-cedrer 1,0 0,2 0,5 0,1
83 [-cedren 0,3 0,4 0,2 0,1
85 B-gurjunen 0,1 0,2 tr 0,1 0,3 0,2
89 (2)-p-farnezen 0,2 0,2 1,0 0,4
96 y-muurolen 0,4 0,5 1,4 0,3
97 germakren D 7,6 0,8 0,1 tr 5,0 2,2
99 ar-kurkumen 0,4 0,6 0,2 0,1
105 o-muurolen 0,2 0,30 0,2 0,7 0,4 0,2
108 p-bisabolen 0,2 0,1 1,3 0,4
112 (Z)-y-bisabolen 0,4 0,5 0,4 0,7
113 é-kadinen 1,5 1,5 0,1 0,4 1,2 0,2
121 germakren B tr tr 1,9 1,0
monoterpeny 73,8 81,1 92,1 94,9 76,2 82,5
seskwiterpeny 21,9 15,8 4,9 2,9 16,7 11,4
diterpeny 0,7 1,2 0,5 0,3 0,1 0,1
inne 0,6 0,6 0,5 0,4 2,4 2,3
suma zidentyfikowanyc 97,C 98,: 98,( 98,k 95,4 96,1
tr <0,05%

Badania zwizkéw lotnych igiet réanych populacji sosny zwyczajnej pozwolity
wyodrebni¢c dwa chemotypy: o wysokiej i niskiej zawa¥to 3-karenu [Orav i in., 1996;
Pohjola i in., 1989; Tammela i in., 2003]. Egzempéasosny, ktére badatam nzdéy do
chemotypu o wysokiej zawa#m 3-karenu, podobnie jak badana warej sosna z Finlandii
[Pohjolaiin., 1989; Tammela i in., 2003] i Estig@rav i in., 1996].
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Wiele ze zidentyfikowanych w moich badaniach skiadw to typowe skiadniki
swierka, sosny i modrzewia: santen (2), tricykleh (4pinen (6), kamfen (8), sabinen (13),
B-pinen (14), mircen (15)-felandren (17), 3-karen (18), p-cymen (2f)elandren (22),
limonen (23), 1,8-cyneol (24), (2)- i (Brocymen (25 i 26)y-terpinen (27), terpinolen (31),
cis- i trans werbenol (38 i 41), borneol (44), terpinen-4-8b), a-terpineol (47), werbenon
(50), octan bornylu (54). Byly one wcreej zidentyfikowane jako skiadniki ekstraktow
z drewna pnia lub drewna gakek drzew tych trzech gatunkéw [Back i Allen 20@&dglund
I Nussbaum, 2000; Fuksman, 1990; Lawrence, 20091,12001; Manninen i in., 2002,
Martin i in., 2002; Staccidi i in., 1999]. Niektonmonoterpenoidy oznaczone w drewnie
drzew: fenchen, fenchalk-kamfolenal i eter metylowy tymolu byty zidentyfik@ane w korze
swierka [Heemann i Francke, 1977], wzangch czsciach sosny [Marchioni i in., 2003] lub
gahkzkach ré@nych gatunkéw modrzewia [Kurowska i Kalemba, 199899]. Werbenol dis
i trang— wabik seksualny [Lindmark-Henriksson, 2003], exityfikowatam w drewnie
swierka oraz sosny, nie wykrylam natomiast tegoaziii w drewnie modrzewia.

Wigkszas¢ zwiazkow zidentyfikowanych w badanym drewniavierka byta ju
wczesniej wykryta w r@nych czsciach drzew gatunk®. abies Natomiast sktadniki takie
jak: o-tujen, tuja-2,4(10)-dien, benzaldehyd, p-menta8tiBen i wodzian sabinenu,
wystepujace najcesciej w ilosciachsladowych, zidentyfikowatam w drewniavierka po raz
pierwszy.

Zidentyfikowane skiladniki drewna sosny, wzdymierze byly ja wykryte wczéniej
w igtach tego gatunku [Lawrence, 2003, 1991, 20Bdra i Lis, 2005]. Zidentyfikowatam
jednake kilka nowych monoterpendéw: tuja-2,4(10)-dien (@¢rbenen (12), p-cymenen (32),
p-menta-1,3,8-trien (34), m-cymen-8-ol (46), octaanswerbenylu (57). Skfadniki te
stanowity w sumie mniej ni0,4% sktadnikéw wydzielonych metp&PME.

Jako nowe skitadniki modrzewia zidentyfikowatam: -Zpcymen (25),trans-sabinol
(39) i eter metylowy tymolu (51) stanayge 0,3%. Pozostate wykryte monoterpeny drewna
modrzewiowego byly zidentyfikowane wdéreej w innych czsciach tego drzewa [Holm
I Hiltunen, 1997; Kubeczka i Schultze, 1987; Kur&evs Kalemba, 1999].

Zwiazki wymienione jako nowo zidentyfikowane sktadnikewna badanych gatunkéw
swierka, sosny i modrzewia, byty wykryte w innychtigiakach sosny i modrzewia [Kurowska
i Kalemba, 1998; Lawrence, 2001; Marchioni i ir003, Mumm i in., 2004; Ucar i in., 2003].

Wszystkie gtbwne monoterpeny wygbwaty w obu warstwach drewna i iéhednie
zawart@ci w bielu i twardzieli kadego gatunku byly podobne, z wikiem B-pinenu,

ktorego zawart@® w bielu swierka i sosny (odpowiednio 16,6% i 6,7%) byta akot
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dwukrotnie wyisza ni w twardzieli (8,4% 1 2,7%). Nieliczne byly zuwki, ktorych udziat w
obu warstwach drewna mdit si¢ istotnie. W drewnigwierka byty to: p-cymen i terpinen-4-

ol, w drewnie sosny: 3-karen, mircen i sabinen,oamewia p-cymen.

Seskwiterpeny

Weglowodory seskwiterpenowe i ich tlenowe pochodnanatvity drug co do
zawartdci grupe zwiazkOw wyeluowanych z drewna badanych drzew meté8-SPME. Ich
zawart@¢ wynosita odpowiednio: w drewnigwierka 12-34% (biel) i 12-19% (twardziel);
sosny 2-8% (biel) i 1-4% (twardziel); modrzewia 22% (biel) i 8-14% (twardziel) (Tabela
19). Najwyzszy byt udziat seskwiterpendw we frakcji lotnejwreswierkowego, a najaszy
w drewnie sosny.

Niewiele publikacji opisuje zweki seskwiterpenowe drewna&wierka, sosny
i modrzewia. Gtoéwne skiadniki z tej grupy, ktore nazzytam w drewnieswierka:
a-longifolen (78), izokariofilen (81) é-kadinen (113), byly wczaiej zidentyfikowane jako
gtdwne seskwiterpeny tego surowca [Kimland i Nor®;72; Lindmark-Henriksson, 2003;
Martin i in., 2002]. Wrod zidentyfikowanych seskwiterpendéw drewfwmierka skiadniki
takie jak: a-longipinen, cyklosatiwen, longicyklen, ylangem-kopaen, a-longifolen,
B-kariofilen, a-cedren,p-farnezen,a-, y-muurolen,a-selinen,a-, 8-, y-kadinen, germakren B
I D, (E)-nerolidol,a-kadinol byty wczéniej zidentyfikowane nie tylko w drewnie, ale iagh
I korze tego gatunku [Back i Allen, 2000; BoschefirMichelozz, 1993; Fuksman, 1990;
Heemann i Francke i in, 1977; Lindmark-Henrikss@®03; Lorber i Zelman, 1988;
Manninen i in., 2002; Martin i in., 2002; Orav i.,ir998; Staccidi i in., 1999]. Pozostate
oznaczone seskwiterpenya snowo zidentyfikowanymi zwizkami drewna swierka,
aczkolwiek byly oznaczone w innych gatunkach draglastych [Lawrence, 2001; Macchioni
i in., 2003; Ucar i in., 2003].

Dominujacymi seskwiterpenami badanego drewna sosny byimérgczne muuroleny
I kadineny, co jest zgodne z danymi literaturowybhawrence, 2003, 2001, 1991; Westfelt,
1966a; b; cla-, y-, e-Muurolen & gtdwnymi seskwiterpenami drewna sosny i jednéaise
siarkowej terpentyny pozyskiwanej z tego surowcaciBi Allen, 2000]. Zidentyfikowatam
a- i y-muurolen (105 i 96) w ilkciach odpowiednio do 1,2% i 4,0%. Wénejsze badania
pokazaty, ¥ gtbwne seskwiterpeny sosny #ama podziek na dwie grupy: pierwsza
zawiobejmuje zwjzki o szkielecie kadinanu, drggtanowi longifolen i sktadniki pokrewne
[Westfelt, 1966a; b; c]. Drewno sosny wynia od drewnawierka i modrzewia niewielka
zawartd¢ longifolenu (78, 0-0,3% wobec 1,2-3%). Skladnik #ostat zidentyfikowany jako
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dominupcy seskwiterpen tylko w bielu sosny [Bengtsson n&a 2004], wedlug moich
badan wysktpuje on jednak w obu warstwach drewna tego gatumite, w mniejszej
zawartdci. Z kolei a-muurolen oznaczony w wkszej ilgsci w twardzieli sosny, zostat
wczesniej opisany jako charakterystyczny dla tej warstiwgwna [Bengtsson i Sanati, 2004].

Gtownymi  seskwiterpenami  zidentyfikowanymi w drewnimodrzewia byly:
germakren D (97) oraz — tak jak w przypadhierka —ao-longifolen (78) i3-kadinen (113).
Sktadniki te byly ju wczeniej zidentyfikowane w gakkach modrzewia [Holm i Hiltunen,
1997; Kurowska i Kalemba, 1999].

llosciowy i jakasciowy skiad seskwiterpenéw drewlaierka, sosny i modrzewia jest
zblizony. Jedynie germakren D oznaczytam w bielu jedreegadanych egzemplariwierka
w ilosci 15%, podczas gdy w pozostatych dwoch drzewagjo tgatunku skiadnik ten
zidentyfikowatam w iléci 0-2,2%. Tak d#a zawarté¢ germakrenu w jednym zavierkdw
mogta by spowodowana m.in. reakcjdrzewa na jego zranienie lub atak insektow
[Lindmark-Henriksson, 2003]. Skiad jadamowy seskwiterpenow #dych warstw drewna
w obrebie kazdego z gatunkéw byt zldony. R@&nice dotyczyly obecrigi a-selinenu (103)
I (E)-nerolidolu (123) tylko wéwierku tylko w bielu,56-elemenu (60) obecnego wssee tylko
w bielu oraz oznaczonych tylko w bielu modrzewidQtdi-epi kubenolu (128) i kubenolu
(131) i w twardzielio-kalakorenu (119).

Skitad ilgsciowy frakcji seskwiterpenéw bielu i twardziedwierka i sosny byt bardzo
podobny: zawart® zadnego ze sktadnikdéw nieadita sk istotnie. Natomiast w przypadku
drewna modrzewiowego zdice w skladzie iléciowym seskwiterpenow byly wksze. Dwa
z gtownych seskwiterpenéw: germakren D i B (97 il)l2vystpowaly w dwukrotnie

wiekszej ilasci w bielu niz w twardzieli drzew gatunklarix.

Diterpeny

Metods HS-SPME wyizolowatam i zidentyfikowatam niewielkigosci sktadnikow
diterpenowych, ktore w kalym z badanych trzech gatunkach drzew iglastychostdy
ponizej 1% (Tabela 19). Sktadniki diterpenowe wykrytamjliezniej w drewnieswierka.
Byly to migdzy innymi izomery cembrenu (142, 144), palustradi£51), abietatrien (154).
Zwiazki te nie byly dotychczas opisane jako skladnikéveha swierka, zostaty jednak
oznaczone w innych gatunkach drzew iglastych [Maxgh in., 2003; Ucar i in., 2003].
cis-Abienol (161) i tlenek manoilu (150) zidentyfikotaen w drewnieswierka i sosny, za
tunbergol (155) w drewnigwierka i modrzewia. Trzy ostatnie zwki byly gtownymi

sktadnikamiswierkowej oleaywicy [Back i Allen, 2000; Norin i Winell, 1972], eis-abienol
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i tunbergol byly oznaczone jako gtowne skfadnikakizji wolnych diterpenowych alkoholi
wolejku z bielu i z twardzieliPicea orientalis [Ucar i in., 1972]. Spadd innych
bicyklicznych diterpenowych alkoholi o szkielecebtanu zidentyfikowanych w ekstrakcie
z gahzek i koryswierka pospolitego [Staccidi i in., 1999], zidenkgiwatam w tym gatunku
jedyniesladowg zawartd¢ 8-134ransneoabienolu (158), a sfpdd aldehydéw tylko pimaral
(160). Pimaral byt wykryty wczmiej metod SPME, rownie jako jedyny aldehyd
diterpenowy, w bielu itwardzielP. sylvestris[Bengtsson i Sanami, 2004], aczkolwiek

w ekstraktach z sosnywierka wystpuja liczne zwazki z tej grupy.

Inne skiadniki

W drewnie wszystkich ocenianych gatunkow zidentyfilrtam metog SPME réwnie
skfadniki naleace do innych i terpeny grup zwizkow, a mianowicie: aldehydéw, alkanéw,
aromatycznych alkoholi i eteréw, kwasow ttuszczolwyah estrow.

Najliczniejsz grum skladnikbw o najwikszym udziale byly aldehydy alifatyczne.
Szczegoblnie drewno modrzewia miato wysa@awartd¢ tych zwazkdw we frakcji lotnej (do
4%), podczas gdy dlawierka i sosny byto to ponej 1%. Obecn& aldehydéw ména
wyjasni¢ tym, iz powstag one z rozpadu nienasyconych kwaséw ttuszczowydtelydy te
zidentyfikowano wczéniej w TMP-terpentynie [Lindmark-Henriksson, 200&viazki, ktore
zidentyfikowatam jako nowe w drewnigvierka i sosny to: benzaldehyd (11), estragol (48)
I 3,4-dimetoksytoluen (52). Stanowity one mniet 0,5% wszystkich wydzielonych metpd
SPME skfadnikow.

W drewnie badanych drzew zidentyfikowatam kevasy ttuszczowe i ich estry. Zywki
te opisano wczmiej jako skladnikizywicy i terpentyny pozyskiwanej z drewsaierkdw
[Lindmark-Henriksson, 2003; Lorbeer i Zelman, 1988taccidi i in., 1999] oraz
w ekstraktach z drewnawierka, sosny [Back i Allen, 2000; Norin i Winell972] i innych
drzew iglastych [Macchioni i in., 2003; Mumm i ir2004; Roussis i in., 1995; Ucar i in.,
2003].
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4.5. Sktadniki lotne drewna drzew iglastych — podsmowanie i wnioski
Podsumowupc przeprowadzone metadSPME badania sktadu drewna gatunkéw
P. abiesP. sylvestrid L. deciduastwierdzanve:

* Wykorzystupc technik HS-SPME zidentyfikowatam we frakcji lotnej bieliwardzieli
kazdego z gatunkoéw po okoto 100 sktadnikow, stamgewch w swierku i s@nie 96-
99%, a w modrzewiu 94-98% wyizolowanych zzkow.

* W badanych gatunkach zidentyfikowatagnznie ponad 160 zwzkdw.

» Skiad jakdciowy i ilosciowy frakcji lotnej byt specyficzny dla drewna dago gatunku
drzewa.

 Drewno sosny zwyczajnej, ktérej olejki eteryczneréwpiaja sic sparod drzew
iglastych wysol zawartdcia seskwiterpenéw (okoto 15%), charakteryzowatyrséska
zawartdcia tej grupy zwiazkow (do 5%). Odwrotnie drewnéwierka: oznaczona
zawartd¢ seskwiterpendw byta znacznie #gya (do 22%) ui podawana dla cetyny
i igiet swierka (do 5%), ale fewyzsza od oznaczonej wczeej dla drewna.

* Badana sosna zwyczajna nala do chemotypu o wysokiej zawato3-karenu.

Whnioski
 Metoda mikroekstrakcji do fazy stalej z fazy nadpmachniowej (HS-SPME)
w polaczeniu z GC i GC-MS okazatag¢sefektywry metod, oznaczania sktadnikow

lotnych warstw drewnéwierka, sosny i modrzewia.
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5. BADANIA WEASNE — NASIONA RO SLIN RODZAJU CZARNUSZKA

5.1. Zakres bada

Zakres bada rosdlin gatunku czarnuszka obejmowat poréwnanie wydaino sktadu
lotnych zwhzkOw nasion: czarnuszki siewndjligella satival.), czarnuszki damasasgkie]
(Nigella damascenal.) i czarnuszki orientalnejNigella orientalis L.), wydzielonych
nastpujacymi metodami:

« destylacja z par wodm (HD) i destylacja z par wodm-ekstrakcja (SDE): olejek
eteryczny (OE)

- destylacja z parwodm konkretéw (K/HD): olejek lotny (OL); ,xX” oznacza symbol
rozpuszczalnikazytego do ekstrakcji

« mikroekstrakcja do fazy statej z fazy nadpowierzotwej (HS-SPME).
Dodatkowo nasiondl. sativapoddatam:

- analizie fazy nadpowierzchniowej metodlynamiczia (DHS)

- ekstrakcji nadkrytycznej ditlenkiemegla (SFE): olejek lotny (OL).

Zakres tej cgsci pracy obejmowat teokreslenie aktywndci przeciwdrobnoustrojowej

olejkbéw z nasion czarnuszki siewnej i damas&e;.

Badania rélin rodzaju czarnuszka przeprowadzitam w InstytuBledstaw Chemii

Zywnaosci Politechniki £odzkie;j.

Czarnuszka siewna

5.2. Materiat
Materiat do bada stanowity nasiona czarnuszki siewnej zakupionedtraymane od
czterech polskich firm konfekcjorugych ziola (pochodzenie deklarowane przez
producentéw):
o Zaktad Zielarski Kawon, Gostiy(pochodzenie nasion: Wielkopolska): lata 2000-2005
» Herbador, Bydgoszcz (pochodzenie nasion: Lubelgzay 2001 r.
* Firma Zielarska — Lewandowski, Kruszyn (pochodzerasion: Kujawy): 2001 i 2005 r.
* Flos — Zakiad Konfekcjonowania Ziét, Mokrsko (podaenie nasion: Kujawy): 2001 r.
Analizowatam réwnie olejek eteryczny i lotny otrzymane z nasinsativauprawianej

w poétnocnej Bulgarii (okolice Shumen).
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5.3. Wydzielanie sktadnikéw lotnych nasion czarnusa siewnej
5.3.1. Destylacja z pag wodna

5.3.1.1. Otrzymanie i charakterystyka olejku eteryznego czarnuszki siewnej

Czas destylacji z parwodra nasion czarnuszki siewnej ustalitam obsenwyjrzyrost
objetosci wydzielonego olejku eterycznego w czasie desjylamielonych nasion o masie
250 g. Od czwartej godziny destylacji elog¢ fazy organicznej nie zwkszata st
(Rysunek 31), zatem czas 4 godz. pglaypn za widciwy do pozyskiwania olejku
eterycznego. Mieszanina nasion i wody bardze m@enita i dlatego destylagjolejku

prowadzitam z dodatkiem silikonowegmdka antypienicego.

Objetosé olejku [ml]

0 Ll Ll 1 1 1 1 O
0 60 120 180 240 300 360
Czas [min]

Rysunek 31. Zmiany odjosci olejku w czasie destylacji z pgwodm nasionNigella sativa

Olejek eteryczny z nasion czarnuszki siewnej4iyta ciecz o zapachu intensywnym,
aromatycznym, ziolowym. Jego wtwosci fizykochemiczne, zhlone do danych
literaturowych [El Alfy, 1975], byly naspujace:

gestasé dho = 0,8922 g/ml

wspétczynnik refrakcjinp?® =1,4812

skrecalngi¢ optycznaop® = +2,230.

Olejki lotne pozyskiwane metadiestylacji z par wodra konkretu, na skutek wgzej
zawartdci tymochinonu, ni w olejku eterycznym, charakteryzowaty siemnaotta barwa.

Ich zapach byt intensywny, ziotowy z qudrzewrs.
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5.3.1.2. Sktadniki olejku eterycznego czarnuszkiswnej

Do identyfikacji skladnikébw i okrdenia wig&ciwosci przeciwbakteryjnych
I przeciwgrzybowych iytam olejku eterycznego pozyskanego =z nasidh sativa
(Wielkopolska, 2001). Olejek wydzielitam metpdlestylacji z pay wodra w aparacie
Derynga z wydajnicia 1,7%. Na podstawie analizy GC i GC-MS olejku zigékowatam
w nim ponad 30 skladnikéw, jako gidbwne monoterpanyjn.: p-cymeng-tujen, y-terpinen.
W celu identyfikacji mikroskladnikbw, a tak& potwierdzenia obecka gtdwnych
sktadnikéw metoal "H-NMR, poddatam olejek destylacji frakcjonowanefmmniejszonym
cisnieniem, a nasgpnie wielokrotnej chromatografii fleszowej (Rysundkr w Czsci

eksperymentalnej).

1 9
13

19

1O

16+17
30

15 23

6
U] S i
I )
0,05
o 5 10 15 20

RT [min] 25

Rysunek 32. Chromatogram gazowy olejku eteryczrzegasiorNigella sativa(Wielkopolska, 2001)
(kolumna CP Sil 5)

Sktad olejku z nasionN. sativa zamigcitam w Tabeli 20, w ktorej kolejr$é
wymienianych zwizkow jest zgodna z ich czasami retencji na kolum@iE Sil 5.
Rysunek 32 przedstawia chromatogram gazowy olejumery sktadnikéw olejkuaszgodne
z numeragg w Tabeli 20 oraz innych tabelach przedstayaggh sktadniki lotne nasion
czarnuszki siewne;.

W olejku eterycznym z nasion czarnuszki siewnejeatgfikowatam 50 sktadnikow
stanowicych 98,7% olejku. Gtéwnym byt p-cymen stangeyi 60,2% oraz inne
weglowodory monoterpenower-terpinen (12,9%)a-tujen (7,2%),p-pinen (2,1%),a-pinen
(2,0%). Do grupy gtéwnych sktadnikow naddy tez dwie tlenowe pochodne monoterpendw:
karwakrol (3,0%) oraz zwrek zidentyfikowany po raz pierwszy w nasionatlsativa— eter

metylowy cis-tujan-4-olu, czyli eter metylowgis-hydratu sabinenu (4,0%).
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Tabela 20. Sktad olejku eterycznego z nadiagella sativa(Wielkopolska, 2001, CP Sil 5)

Nr Skiadnik Rlas | Rli | [%0] Metoda identyfikacji
1 | a-tujen 914 | 926 | 7,2 | MS, RI,"H-MNR
2 | a-pinen 921 935 | 2,0 | MS,RI
3 kamfen 934 950 tr  MS, RI
4 sabinen 960 970 0,8 MS,RI
5 B-pinen 964 974 | 2,1 | MS, RI
6 B-mircen 978 983 0,4 MS,RI
7 o-felandren 1000 998 0,2| MS,RI
8 o-terpinen 1022 | 1013 tr| MS,RI
9 p-cymen 1022 | 1016| 60,2 | MS, RI,*H-MNR
10 limonen 1025| 1025 1,3 MS,RI
11 (2)B-ocymen* 1026| 1025 trl  MS, RI
12 (E)B-ocymen* 1040| 1041 trl  MS, RI
13 y-terpinen 1051| 1058 12,9 MS, RH-MNR
14 | transtujan-4-ol 1056 | 1060 trf MS, RI
15 terpinolen* 1079| 1081 0,6 MS,RI
16 cistujan-4-ol 1088 | 1087 } MS, RIH-MNR
17 | eter metylowyranstujan-4-olu 1088 - 0,5| MS, RI*H-, *H-*H-, ®C-MNR
18 | B-tujon 1102 | 1101 tr| MS,RI
19 | eter metylowy cis-tujan-4-olu* 1110 - 4,0 | MS, RI,*H-, *H-'H-, **C-MNR
20 kamfora 1125/ 1127 0,1 MS,RI
21 | transwerbenol 1135 1134 0,3 MS,RI
22 borneol 1149 1154 tr  MS,RI
23 terpinen-4-ol 1167, 1168 0,9 MS, BI:NMR
24 o-terpineol 1181 | 1178 tr| MS,RI
25 trans-dihydrokarwon 1189| 1182 0,7 MS,RI
26 karwon 1218| 1209 0,2 MS,RI
27 | tymochinon 1248| 1249 1 MS, RH-NMR
28 octarcis-chryzantenylu* 1250 125( 0,1 MS,RI
29 | octan bornylu 1263 12783 0,1 MS, BI;NMR
30 tymol 1269 | 1273 trf MS,RI
31 | karwakrol 1277 | 1282| 3,0 | MS, RI,*"H-NMR
32 | a-longipinen 1339 | 1355/ 0,1 MS,RI
33 cyklosatiwen* 1361 137¢ tr  MS, RI
34 | a-kopaen* 1366 | 1379 tr| MS,RI
35 longicyklen* 1387| 1382 04 MS,RI
36 longifolen 1403| 1407 ti  MS, REH-NMR
37 alloizolongifolen* 1392 1391 tn  MS, RI
38 | B-cis-farnezen* 1442| 1444 tr  MS,RI
39 tridekan-2-on 1473 1480 O, MS,RI
40 | p-selinen 1479| 1484 0,1 MS,RI
41 mirystycyna* 1494| 1500 tn MS,RI
42 B-bisabolen* 1500 | 1502 tr| MS,RI
43 | y-kadinen* 1507 | 1512| 0,1 MS,RI
44 tymohydrochinon 1557 1558 tr MS,RI
45 tlenekpB-kariofilenu* 1573 | 1573 tr| MS,RI
46 apiol* 1666 | 1651 0,4 MS,RI
47 pentadekan-2-on* 1675 1683 tr MS,RI
48 farnezal Ddis, trang)* 1720 | 1721| 0,2 MS,RI
49 kwas mirystynowy 1752 174b ﬂr MS, RI
50 kwas palmitynowy 1956 194p r MS,RI
weglowodory monoterpenowe 87,7
tlenowe pochodne monoterpenéw 99" <0,05%
weglowodory seskwiterpenowe 07" - Zwiazek wykryty po raz pierwszy
tlenowe pochodne seskwiterpenéw (0,8 tujan-4-ol = hydrat sabinenu
zwigzKi nieterpenowe 0,]
suma zidentyfikowanych 98,7
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Weglowodory monoterpenowe

Weglowodory monoterpenowe byly gtéwrgrum sktadnikéw olejku nasioiN. sativa
i stanowity 87,7% olejku. Chromatografia fleszowakktji 1.1 i 1.4 z rektyfikacji olejku
pozwolita na wydzielenieo-terpinenu, p-cymenu iy-terpinenu w iléci i czystaci
umazliwiajacej ich analiz spektroskopow Przesuricia chemiczne charakterystyczne dla
tych zwhzkdw, zamieszczone na rysunkach, byly zgodne zrdawgorcow zgromadzonymi
w IPCHZ.

1,75 (dd, 3H,)=1,7/3,5Hz) 2,30 (s, 3H) 1,65 (s, 3H)
4,94 (s, 1H) 7,12 (s, 4H) 5,45 (m, 1H)
2,19 (m, 1H)
2,29 (m, 1H) 5,45 (m, 1H

2,85 (spt, 1H,)=6,8Hz)

0,88 (d, 3HJ=7,0 Hz) 1,23 (d, 6H,J=6,8 Hz) 1,02 (d, 6H,=6,8 Hz)
0,93 (d, 3HJ=7,0 Hz)

o-tujen p-cymen y-terpinen

Tlenowe pochodne monoterpenéw

Liczna grum skladnikéw (17 zwjzkow), stanowica 9,9% olejku, byly tlenowe
pochodne monoterpenow. W olejku zidentyfikowatasis-tujan-4-ol (nazwa zwyczajowa:
cis-hydrat sabinenu), kamf@r transwerbenol, terpinen-4-ol, dihydrokarwon, karwon,
karwakrol, tymochinon i octan bornylu, w pogonieins+tujan-4-ol i tymohydrochinon, a we
frakcjach po rozdziale pogonu: tymol (3,8% frakgjb), a-terpineol (2,4% frakcji 2.12),

I o-tujon (1,6% frakcji 5.7). Metad chromatografii fleszowej (FC) wydzielitam siedem
tlenowych pochodnych monoterpenéw, ktérych strukipotwierdzitam metogl *H-NMR.
Przesunjcia chemiczne charakterystyczne dla tychazkdw, umaliwiajace potwierdzenie
ich obecnéci, uprzednio ustalonej na podstawie widm MS i ksev retencji, byly zgodne

z danymi wzorcéw zgromadzonymi w IPZh
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2,21 (s, 3H) 1,69 (s, 3H)
_ OH
7,03 (d, 1HJ=7,75 Hz) 1,54 (m, 2H) 5,30 (m, 2H)
7,72 (d, 1HJ=1,5/7,75 Hz) 6,65 (d, 1H, J=1,5Hz) 2,14 (m, 2H)
2,82 (spt, 1HJ=7,0 Hz) OH
1,23 (d, 6HJ=7,0 Hz) 0,93 (d, 3HJ=6,5 Hz)
0,96 (d, 3H,J=6,75 Hz)
karwakrol terpinen-4-ol
1,32 (s, 3H
3 (s,;i ) OH

0,64 (dd, 1H,)=3,7/5 Hz)

/_\
0,93 (d, 3HJ=6,5 Hz)
0,96 (d, 3H,J=6,75 Hz)

cis-tujan-4-ol
W olejku zN. sativazidentyfikowatam rowniz dwie nowe, dotychczas spektroskopowo
nie scharakteryzowane tlenowe pochodne monoterpenBwWy to izomery eteréw
metylowychtrans i cis-tujan-4-olu frans i cis-hydratu sabinenu).

s
‘%

1,23 (s, 3H) OMe3'25 (s, 3H) 1,25 (s, 3H) OMel'27 (s, 3H)

1,18 (dd, 1H,J=3,8/8,5 Hz)

0,15 (dd, 1H,)=3,8/4,9 Hz)
0,38 (dd, 1H,)=4,9/8,5 Hz)

1,00 (dd, 1H,)=3,8/7,9 Hz)

0,33 (dd, 1H,)=5/7,9 Hz)
0,64 (dd, 1H,)=3,8/5 Hz)

1,58-1,64 (m, 2H

1,36-1,47 (m, 2H

2 1,52 (sp, 1HJ=6,8 Hz = 1,34 (sp, 1HJ=6,8 Hz
0,85 (d, 3H,J=6,8 Hz) 0,87 (d, 3HJ=6,8 Hz)
0,96 (d, 3H,J=6,8 Hz) 0,91 (d, 3HJ=6,8 Hz)
eter metylowytranstujan-4-olu eter metylowycis-tujan-4-olu

Dyskusg dotyczca izolowania i ustalania struktury nowych azkéw metodami GC,
GC-MS,**C- i 'THNMR oraz'H-'H NMR opisatam w rozdziale 5.3.1.3.

Niektére zwazki wyskpujace w olejku eterycznym z nasion czarnuszki wédlach
sladowych, wydzielitam z olejku lotnego (#HD), otrzymanego metaddestylacji konkretu
uzyskanego z nasion mieszanipentan:eter dietylowy. Nataty do nich tymochinonu

(31,2% w olejku lotnym) i octan bornylu (4,7%). Zzki te wydzielone zostaly metad
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wielokrotnej chromatografii fleszowej pogonu z geestji frakcjonowanej olejku lotnego, a
sygnaly pochodge od protonéw tymochinonu ioctanu bornylu bylodge z widmami

wzorcoéw zgromadzonymi w IPGh

2,03 (d, 3HJ=1,8 Hz)

2,06 (s, 3H
© 6,59 (m, 1H) 0,76 (s, 3H) oA &3
0,83 (s, 3H) H 4,10 (m, 1H)
6,52 (m, 1H) o 0,86 (s, 3H) H 0,96 (dd, 1H,)=2,5/10 Hz)
3,02 (dspt, 1HJ=1,8/6,8 Hz 1,65 (m, 1H) H

1,13 (d, 6HJ=6,8 Hz)
tymochinon octan bornylu

Seskwiterpeny

Seskwiterpeny stanowity okoto 1% olejku. Zidentgfikatam wrdéd nich 10
weglowodoréw (0,7%) i 3 pochodne tlenowe (0,3%). Anghc chromatogram GC-MS
olejku zidentyfikowatam:a-longipinen (0,07%), longifolen (0,02%p-bisabolen (0,42%),
v-kadinen (0,04%) i (Zp-farnezen (0,01%). We frakcji 2.1 zidentyfikowatayklosatiwen
(0,6%), a-kopaen (0,2%) orazladowe ilgci alloizolongifolenu. Z tej grupy zwikow
w czystdci odpowiedniej do analizyH-NMR wydzielitam jedynie longifolen (38,5%,
frakcja 2.1), ktérego eksperymentalne wsetoprzesuni¢ chemicznych, byly zgodne

Z literaturowymi [Joulain i Kénig, 1998].

0,89 (s, 3H) 2,01 (d, 1HJ=3,3 Hz)
0,92 (s, 3H) y \ 2,61 (d, 1HJ=5 Hz)
0,96 (s, 3H) q
4.50 (s. 1H)
4,75 (s, 1H)
longifolen

Inne skiadniki

Wykorzystupc metody GC i GC-MS zidentyfikowatam w olejku etezgym réwnie
sktadniki inne nt terpeny, ktére stanowity okoto 0,1% olejku. Do pyuej zalicz¢ mozna
alifatyczne ketony (tridekan-2-on i pentadekan-2-grochodne aromatyczne (mirystycyna)
oraz kwasy tluszczowe, takie jak mirystynowy i péymowy, ktore wystpowaty
w szczegolnie w diych ilosciach we frakcjach 4.3 1 4.4 (od 13,7% do 69%) drakcjach od
2.10 do 2.14.
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5.3.1.3. Izolowanie, synteza i identyfikacja eterGwetylowychtrans- i cis-tujan-4-olu

W ponizszym rozdziale przedstawioneda pochodne znanych i opisanych w literaturze
alkoholi o szkielecie tujandrans-i cis-hydratu sabinenu, ktérych nazwy zwyczajowgdhbie
przyporadkowuja te zwhzki do grupy hydratow. Naturadn nazwg tych alkoholi,
otrzymywanych przez przytzenie wody do sabinenu, bytaby nazwa zawieeajten sam
rdzen, co sabinen. Nazwa sabinol (tujan-3-ol) zostatingk zarezerwowanazudla innej
pochodnej tlenowej sabinenu wyizolowaneehizonepeta multifidgRumak i in., 1989].
Zatem dla izomeréw hydratu sabinenu zaproponowatamwe tujan-4-ol, ktég bede sie
postugiwa w dalszej cgsci pracy.

Metods chromatografii gazowej spgzonej ze spektrometryi masows wykrytam
w olejku eterycznym z nasioN. sativaobecné¢ dwu zwiazkéw o zawartéci i indeksach
retencji (CP Sil 5) odpowiedni#: 0,5%, RI 1088 ora2: 4,0%, RI 1110. Widm masowych
tych zwihzkdw nie znalaztam w daginych bibliotekach widm: NIST 98.1 i MassFinder.3.1

Widma masowe obu zwzkow wykazywalty bardzo cie podobiéstwo, co sugerowato,
ze byly to izomery. Prawdopodobny pik masowy niexmcarnzwiazkOw n/z = 168swiadczyt,
iz mogly to by zwiazki o wzorze sumarycznym @,00, z tatwo fragmentdga grum
metylowa (m/z = 153, M-15) (Rysunek 33). Wa#tm obu indekséw retencji mieity sie
w zakresie dla tlenowych pochodnych monoterpen@patwierdzato przypuszczalny wzoér
sumaryczny badanych zyzkdw.

Zwiagzek 1 eluowat z kolumny CP Sil5 wraz zistujan-4-olem ¢is-hydratem
sabinenu). Oba nieznane =zwki wydzielitam z olejku eterycznego metpdiestylacji
frakcjonowanej pod zmniejszonymsgieniem, a nagpnie chromatografii fleszowej frakcji
najbogatszych w te sktadniki. Oba zuki eluowane byly uktadem o matlej polagnb— 2%
roztworem eteru dietylowego w pentanie, co wskazgwa ich nisk polarng¢ (eter/ester),
a sktadnikl dobrze oddzielat siod polarnegeis-tujan-4-olu.

Zwiazek 2 wydzielitam we frakcji 2.3, (27 mg), w ktorej stamib 80,6%. Na widmie
'H-NMR izomeru2 widoczne byly midzy innymi:

singlet o integracji 3 (3H)d 3,27 — prawdopodobnie grupa metoksylowa

01,25, singlet, 3 H — izolowana grupa metylowa

60,91i0,87, dwa dublety=6,8Hz, 2 x 3H — grupa izopropylowa

trzy dublety dubletéwd 1,00, 0,64 i 0,33, kaly o integracji 1; wartai statych

sprzzenia dla tych sygnatovwiadczyly o wzajemnym ichasiedztwie.
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Na widmie *C-NMR zaobserwowatam 11 sygnatéw, w tym dwa o praesiach

chemicznych w zakresie atoméwgla zwhzanych z atomem tlend 83,8 (s) i1 51,4 (q)).

T 1: RI 108¢

80+
60

404 72

136
100

1
107
!|| L, ."lllllll | ||I|

80 100 120 T 140 T 160 T 180 T 200 T 220

8

204 55
41

||||| ||||||| |||I‘||| ‘I
| t = .

40 6!

100+

50 2: Rl 111(

93
60
85

404 136

81
I‘

72
55
a3
| | | 1
|||I :I||I|||I .I|||,.| 11T | .'-|-|||! '.|“| i |.|! i | ige
p:

o 60 80 100 120 140 160 180 ! 200 ! 220

Rysunek 33. Widma MS zazkoéw 1 i 2
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Uwzgledniajpc stopiér nienasycenia réwny 2 oraz brak sygnatéw pochogzh od
olefinowych protonow i atoméw ggla, stwierdzitamze zwiazek ten ma budoywicykliczm.
Z kolei sprzzone sygnaly 0,64 i 0,33 (dd), o warggiach i jednej ze statych sggznia
(J=4,9 Hz), charakterystycznych dla grupy metylenovpégricienia cyklopropanowego,

wskazywaty na szkielet tujanu.

3 5
2 6
1
7
8 9

Laczac te informack z obecnécia w badanej strukturze podstawnika metoksylowego,
za czym przemawiata obecitona widmie NMR singletu o wysokiej wakm przesunicia
chemicznego (3,27 ppm) i dwdch sygnatldw pochogeh od atoméw wgla pohczonych

z atomem tlenu, nma postawd tez, iz podstawnik éw znajduje giw pozycji 4 uktadu
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tujanowego. Sid badanym zwizkiem jest eter metylowy tujan-4-olu (eter metylotaydratu

sabinenu).

OMe

/:\

Zwiazek 1 wydzielitam we frakcji 2.2 (9 mg), zawienage] 21,5% tego skiadnika. Re
podobigistwo widma'H-NMR zwiazku 1 do widma sktadnik, jakim byly sygnaly: grupy
metoksylowej § 3,25), izolowanego podstawnika metylowego 1,23), dwa dubletowe
sygnaty grupy izopropylowep(0,96 i 0,85) oraz charakterystyczny ukfad trzegmatowdd
(6 1,18, 0,38 i 0,15) pozwolity stwierdziiz jest on izomerem geometrycznym zaku 2
(izomerycisi trans).

Niewielka ilas¢ wydzielonych z olejku izomerow eteréw metylowychjan-4-olu
(1i 2), a zatem niezbyt dobra jad¢owidm NMR, oraz potrzeba bardziej szczegoétowych
analiz spektralnych, potwierdaaych budow i stereochemgi tych zwazkéw (ktéry z nich
jest izomerentrans a ktorycis) sktonita mnie do ich syntezy. W wyniku zmodyfikane]
reakcji metoksykiciowania z odgciowaniem sabinenu [Brown i Rei, 1969] (Rysunek, $)
oczyszczeniu i rozdzieleniu mieszaniny poreakcyjnggtody chromatografii fleszowej,
uzyskatam dwa zwiki, ktérych indeksy retencji, widma MS oraz widrta- i **C-NMR
byly identyczne ze zwikami, ktére wydzielitam wczaiej z olejku eteryczneghl. sativa.
To potwierdzio,ze wyizolowane z olejku sktadnikagzeczywicie diastereoizomerycznymi
eterami metylowymi tujan-4-olu.

Potwierdzenie struktury zsyntezowanych (a przezwgizolowanych z olejku) eteréw
metylowychtrans i cis-tujan-4-olu maliwe byto dziki analizie ich widm'H- i **C-NMR,
a przypisan konfiguracg potwierdzitam przez poréwnanie widm tych zmkéw (L i 2)

z widmamitransi cis-tujan-4-olu @i 4, trans-i cis-hydratéw sabinenu), (Rysunek 39).
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Me

é —’@
- OMe

a 1) Hg(OAc)/MeOH, 2)NaBH}, NaOH

0% 0%

Rysunek 34. Synteza eterow metylowych tujan-4-dlu2) z sabinenu3)

Najbardziej widocznymi rénicami na widmie'H-NMR sktadnikal w poréwnaniu 2
byly: wyzsza warté¢ przesunjcia chemicznego protonu metinowego podstawnika
izopropylowego (dla zwizku 1 i2 odpowiednio: 1,52 ppm i 1,34 ppm), jak rownie
protonéw jednej z grup metylowych tego ugrupowarf@powiednio 1 0,96 ppm,
20,91 ppm). Ponadto zbica pom¢dzy wartgciami przesuri¢ chemicznych dubletowych
sygnatow protonéw atoméw agla C-8 i C-9 (grupa izopropylowa) zagku 1 jest wyzsza
i wynosi 0,11 ppm (0,96-0,85), a zwku 2: 0,04 ppm (0,91-0,87). Efekt ten w przypadku
zwiazku 1 ttumaczy mazna bliskdcia przestrzensg podstawnika metoksylowego w stosunku
do grupy izopropylowej. Na tej postawie stwierdataze zwihzek 1 to izomer trans
(Rysunek 35).

Rysunek 35. Model @ateczki eteru metylowegoanstujan-4-olu (: HyperChem v.7.01)

Wartcsci statych spregzenia protondw pidcienia cyklopropanowego (Rysunek 36)
pozwalaj okresli¢ ich potazenie w przestrzeni, i tak odpowiednio:
« zwiazek 1 (izomertrans), proton o przesugtiu chemicznym 1,18 ppnd£3,8 i 8,5 Hz)
to proton atomu wgla C-5, protony o przesutiach chemicznych 0,15 ppnd=3,8
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i4,9Hz)i 0,38 ppmJ=4,9i 8,5 Hz), to odpowiednio protomndoi egzoatomu vegla
C-6

« zwiazek 2 (izomercis), odpowiednio: proton H-5 & 1,00 0=3,8 oraz 7,9 Hz); proton
egzoatomu wgla C-64 0,33 (=5,0i 7,9 Hz); protoendos 0,64 (0=3,8 oraz 5,0 Hz).

eter metylowytrans-tujan-4-olu () eter metylowycis-tujan-4-olu @)

Rysunek 36. Modele ggteczekrans i cis-4-metoksytujanu (HyperChem v.7.01), przesoia

chemiczne i state spgzenia protonéw pidcienia cyklopropanowego

Dla sygnatébw tych widoczne jest przesuoié protonu endo pieicienia
cyklopropanowego izomeru2 w kierunku niszych pél $0,64) w poréwnaniu
Z przesungciem analogicznego protonu izomefu (& 0,15). Wydaje si logicznym, ze
usytuowanie grupy metoksylowej po tej samej stroplaszczyzny wyznaczonej przez
pierscien cyklopentanowy powoduje wzrost przesio chemicznego protontendo
sktadnika2, ktory znajduje si w bliskim sisiedztwie sterycznym atomu tlenu, co potwierdza,
iz zwigzek ten jest izomereqis.

Aby dodatkowo i ostatecznie potwierdzatereochemgi wyizolowanych zwizkéw oraz
dokon& poréwnania wykonanych w tych samych warunkach withomeréw eteréw
metylowych ze znanymi i opisanymi w literaturze wi@mi ich hydroksylowych
odpowiednikéw, zsyntezowatantrans- i cistujan-4-ol, a nagpnie przeksztalcitam
otrzymane alkohole w etery metylowe (Rysunek 37).

Alkohole otrzymatam z sabinenu mesokydroksyr¢ciowania z odkiciowaniem [Blay
iin., 2001], natomiast ich etery metylowe (oddziel izomer trans i cis) w reakcji
Z siarczanem dimetylu w obecmowodorku sodowego (Rysunek 37).

Widma protonowe obu hydratow [Wayne i Erman, 1968utwell i Stiff, 1989; Golpin,
2001] i widmo wgglowe transtujan-4-olu [Baeskstrom i in., 1996] byty zgodnedanymi

zamieszczonymi w literaturze. Analiz&C-NMR cis-tujan-4-olu uzupetnita luk dotyczca
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widma weglowego tego zwaizku, ktéry jest dé& pospolitym skiadnikiem olejkow

OH OMe
—_—
OH 74 71
b FC A A
—_—
3 . %, OH %, oMe
A A (9 — @
PN

PN

eterycznych.

b: 1) Hg(OAc)/H,O-THF, 2)NaBH, NaOH,c: SO(OMe),, NaH, DMF

Rysunek 37. Transformacja sabineBudotrans orazcis-eterow metylowych tujan-4-old ( 2)

poprzez ich hydroksylowe analogignstujan-4-ol4 orazcis-tujan-4-ol5).

Podobi@stwa i ré&nice widm*H-NMR oraz'*C-NMR eteréw metylowych tujan-4-oli
I widm odpowiadacych im izomerycznych alkoholi (Tabele 21 i 22, Ryki 38 i 39),
potwierdzag, iz zwiazek 1 to izomertrans a zwhzek 2 to izomercis.

Na widmach'H-NMR widoczna jest charakterystyczna zamiana kokegj sygnatéw
pochodacych od protonéwendoi egzoatomu wegla C-6. W izomeracltis proton endo
charakteryzuje siwyzsz wartccia przesungcia chemicznego od protoregzq natomiast
w izomerachtrans obserwuje s odwrotry zaleznos¢. Podobnie opisywana juréznica
w wartagciach przesugt chemicznych dubletowych sygnatéw grupy izopropydpw
w przypadku obu izomerduis jest znacznie mniejsza.

Dodatkowo na widmach’C-NMR izomerycznych eteréw i 2 mazna zaobserwowa
prawidtowa¢, pojawiajca sie rowniez na widmach izomeréw alkohodi i 5. Polega ona na
réznej wartédci przesung¢ chemicznych atomu ¢gla C-6: izomernrans (12,07 ppm) icis
(12,70 ppm).

W przypadku izomerucis (2), na skutek bliskei przestrzennej podstawnika
metoksylowego i wgla C-6, obserwuje i silniejszy efekty, ktéry powoduje jego
przesungcie chemiczne w kierunku vigzych pol. W przypadku izomertrans gdzie
w sasiedztwie wgla C-6 znajduje sipodstawnik metylowy, efekt ten jest stabszy calslkpe

zwigkszeniem wartei przesungcia chemicznego.
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eter metylowy cis-tujan-4-olu

1 chdu 1 Hegzo
J=3.8 and J=7.9 Hz J=3.8 Hz J,,=5.0 Hz J,,=5.0 Hz J=7.9 Hz

eter metylowy trans-tujan-4-olu

1 Hegzo 1 Hendo
J=3.8 and J=8.5 Hz J,,=49HzJ=85Hz J=3.8Hz.J,=49 Hz

)
1.2 ppm 0.6 0

Rysunek 38. Rozaf obszaru 0-1,2 ppm widf-NMR eteru metyloweggis- i transtujan-4-olu

cis-tujan4-ol

1 Hewo 1Hewo

J=3.7 and J=7.9 Hz J=3.7HzJ,,=5.0 Hz Jow=5.0 Hz J=7.9 Hz

trans-tujan-4-ol

l Hcgzo 1 Hendu
J=51HzJ=82Hz J=3.5HzJ,=5.1Hz

J=3.5 and J=8.2 H:

T
1.2 ppm 0.6 0

Rysunek 39. Rozat) obszaru 0-1,2 ppm widf-NMR cis- i trans-tujan-4-olu

W celu odczytania warfoi przesung¢ chemicznych sygnatow protonowyclegli C-2,
C-3 i C-7 obu izomeréw eteréw metylowych hydratéabisenu oraz protonow egla C-5
izomeru trans, pokrywajcych sé z innymi sygnatami na widmiéH-NMR (250 MHz),
zostaly dodatkowo wykonane widrid-"H COSY tych zwizkéw.
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Tabela 21. Przesugtia chemiczne'{C i *H) eteréw metylowychrans- i cis-tujan-4-olu

eter metylowy trans-tujan-4-olu (1) eter metylowy cis- tujan-4-olu (2)
trans-1-izopropylo-4-metoksy-4- cis-1-izopropylo-4-metoksy-4-
metylobicyklo[3.1.0]heksan metylobicyklo[3.1.0]heksan
CH
C (ppm) *H (ppm) C (ppm) *H (ppm)
1 34,8 6 33,06
2 27,2 ¢ . 24,9 ¢) 1,36+1,47 fn, 2H)
3 33,3 ) 1,56+1,88 t, 4H) 33,6 () 1,58+1,64 fn, 2H)
4 85,1 6 83,8 )
5 32,16 1,18 fld, 1H,J = 3,8/ 8,5 Hz) 32,8d) 1,00 @d, 1H,J = 3,8/7,9 Hz)
6 0,15 @d, 1Hendg J =3,8 Hz 0,33 @d, 1H exqg Jgem= 5,0 Hz
12,1 ¢) Jyem= 4,9 Hz) 11,7 ¢) J=7,9 H2)
0,38 @dd, 1H exa Jyem= 4,9 Hz 0,64 @dd, 1Hendg J =3,8 Hz
J=8,5Hz) Jyem= 5,0 Hz)
7 30,8 () 1,52 6p, 1 H,J = 6,8 Hz) 29,9q) 1,34 6p, 1 H,J = 6,8 Hz)
8 199€ |0,856, 3H,J=6,8Hz) 19,5@) 0,87 ¢, 3H,J = 6,8 Hz)
9 20,1 @) 0,96 d, 3H,J =6,8 Hz) 19,7 ) 0,91 ¢, 3H,J = 6,8 Hz)
10 20,9 @) 1,23 6, 3H) 23,5 () 1,25 6, 3H)
OCHg, 49,8 () 3,25 &, 3H) 51,4 @) 3,27 6 3H)
Tabela 22. Przesugiia chemiczne™{C i 'H) trans- i cis-tujan-4-olu
trans-tujan-4-ol (3) cis- tujan-4-ol (4)
C/H trans-5-izopropylo-2- cis-5-izopropylo-2-
metylobicyklo[3.1.0]heksan-2-ol metylobicyklo[3.1.0]heksan-2-ol
*C (ppm) "H (ppm) C (ppm) *H (ppm)
1 34,6 6 33,26
2 25,9 ¢) ] 25,5 ©) )
3 36,6 () 36,1 0
4 80,5 §) 79,3 §)
5 34,4 @) 1,06 fid, 1H,J = 3,5/8,2 Hz) 33,6d) 1,04 fd, 1H, J = 3,7/7,9 Hz)
6 0,22 @d, 1Hendg J= 3,5 Hz 0,32 @d, 1H exqg Jyem= 5,0 Hz
13,2 ¢) Jyem= 5,1 H2) 11,1 ¢) J=7,9Hz)
0,64 @d, 1H exqg Jgem= 5,1 Hz 0,64 @d, 1Hendg J= 3,7 Hz
J=8,2 Hz) Jyem= 5,0 Hz)
7 32,16) - 32,5 €) -
8 19,9 @) 0,90 @, 3H,J= 6,8 Hz) 19,54 0,87 @, 3H,J= 6,8 Hz)
9 20,0 @) 0,97 @, 3H,J= 6,8 Hz) 19,64) 0,91 @, 3H,J= 6,8 Hz)
10 25,0 @) 1,30 6, 3H) 28,0 §) 1,32 6, 3H)

- wartaici przesungé chemicznych nie udatogsodczyta

Etery metylowe tujan-4-olu zidentyfikowatam po rgaerwszy jako skladniki

pochodzenia naturalnego.

Dotychczas bowiem

ich roléc stwierdzono jedynie

w ekstraktach metanolowych majerankdajorana hortensisMoenh) [Fischer i in., 1987,

1988; Nitz i in., 1985]. Analogiczne etery etylowestaly zidentyfikowane w ekstraktach

etanolowych majeranku [Taskinen, 1974]. Uamao, & etery metylowe lub etylowe
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tujan-4-olu (hydratu sabinenu) gproduktami transformacji tujan-4-oli (hydratow samnu)
[Taskinen, 1974] lub ich octanéw pod wplywem odpedviio metanolu lub etanolu [Fischer
iin., 1987, 1988]. Zwizkdéw tych nie wykryto ani w olejkach eterycznychi aez

w ekstraktach uzyskanych z majeranku innyni metanol rozpuszczalnikami [Nitz i in.,
1985; Fischeriin., 1987, 1988].

Sktadniki te zidentyfikowatam nie tylko w olejkuegycznym uzyskanym przyzyciu
aparatu Derynga i Likensa-Nickersona, ale e olejku lotnym z konkretéw otrzymanych
pentanem ieterem dietylowym (1:1). Ostatecznym wpmotlzeniem ich naturalnego
wystepowania byto wykrycie widm masowych tych agkdédw podczas analizy nasion
N. sativametody HS-SPME paiczom z GC-MS.

W jednej z publikacji opisagych skiad olejku eterycznego z nasion czarnusekire]
autorzy wspomnieli o sktadniku, ktérego nie udato Sk zidentyfikowa& [Burits i Buckar,
2000]. Podane przez nich widmo MS oraz indeks ogiterskazug, iz nieznanym zwizkiem
mogt by¢ eter metylowy tujan-4-olu, prawdopodobnie izomersi— obecnego w badanym

przeze mnie olejku z czarnuszki w igygej zawartéci.

5.3.2. Mikroekstrakcja do fazy statej nasion czarnazki siewnej
5.3.2.1. Dobor warunkéw SPME nasion

Pierwszym etapem analizy zykow lotnych nasion czarnuszki siewnej metddS-
SPME byt wybor widkna. Testowatam cztery widkna @BYCAR/PDMS, CAR/PDMS,
PDMS/DVB i PDMS) w naspujacych warunkach: masa nasion 10g w 20 ml fiolce,
temperatura tani wodnej 60C, czas ustalania rownowagi i ekstrakcji 30 minerijac sk
intensywndcia i iloscia pikbw na chromatogramie gazowym (Rysunek 40), waigm
widkno trojsktadnikowe DVB/CAR/PDMS.

W kolejnym etapie ustalitam maszmielonych nasion i objos¢ fiolki. Spasrod
wariantow (masa nasion/abps¢ fiolki): 4 g/10 ml, 10 g/20 ml i 20 g/20 ml, wykean
wariant pierwotny, czyli: 10 g nasion w fiolce 20.nChromatogramy sktadnikéw lotnych
w wariantach pierwszym i drugim byly zhtine, ale ilé¢ i wielkos¢ pikdw byla weksza
w wariancie drugim. W wariancie 20 g/20 ml ngdb przetadowanie widkna skfadnikami
lotnymi.

W ostatnim etapie sprawdzitam jak skrocenie czasalania réwnowagi z 30 min. do
15 min. wplynie na wynik analizy. Poniewanie obserwowatam pogorszenia obrazu

chromatograficznego, anatizSPME skladnikédw lotnych nasion czarnuszki siewnej
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prowadzitam w nagpujacych warunkach: 10g nasion w 20 ml fiolce, witdkno
DVB/CAR/PDMS, temperatura 6C, czas ustalania rownowagi 15 min., czas ekstrakcj

30 min., czas desorpcji 2 min.

DVB/ICAR/PDMS CAR/PDMS

7 a ‘L} J
I i lA ] . , al ol J
] 5 10 15 20 E3 30 35 a0 a5 ° s 10 15 20

PDMS/DVB PDMS

_{ i l L. , dbul |

Rysunek 40. Chromatogram gazowy lotnych sktadnikéaionNigella sativaekstrahowanych przy

ul

15

uzyciu czterech wibkien SPME

5.3.3. Lotne skfadniki nasion czarnuszki siewnej wgdrebnione réznymi
metodami
W celu poréwnania wplywu metody wyathniania na wydajni@ i skfad olejkow
z nasion czarnuszki siewnej (Wielkopolska, Kawor03® wydzielitam zwazki lotne
nastpujacymi metodami z podarwydajnacia (W):
- destylacja z parwodm (aparat Derynga) — HD, W = 1,14%
- destylacja-ekstrakcja (aparat Likensa-Nickerson@pk, W = 0,74%
« ekstrakcja pentanem (aparat Soxhleta), (konkret 1W,386%) i destylacja konkretu
z pag wodm (aparat Derynga) —HHD, W = 1,50%
- ekstrakcja mieszanin pentan-eter dietylowy 1:1 (aparat Soxhleta), (ketk
W = 10,52%) i destylacja konkretu z pavodm (apara Derynga) —#HD, W = 1,56%
« ekstrakcja nadkrytyczna (G (ekstrakt W = 18,52%) i destylacja ekstraktu aap
wodm (Deryng) —SFE, W = 4,08%.
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Wykonatam rownie analiz lotnych sktadnikdéw nasion wyogsnionych metodami:
« mikroekstrakcji do fazy statej nasion z fazy nadmachniowej (HS-SPME)
« analizy fazy nadpowierzchniowej metodynamiczia — DHS.

Otrzymane produkty ze wzglu na odmiennny skiad chemiczny, wykazywatynie
w barwie i zapachu. Olejek eteryczny miat barjasnaétta i zapach ziotowy. Konkrety
mialy barwe od jasnobyzowej do ciemnobrunatnej i intensywny, niecezki ziotowo-
ziemisty zapach. Otrzymane z nich olejki lotne bglgmnaéite o zapachu zldonym do
olejku eterycznego.

Wydajnaici poszczegblnych metod adity si¢ znacznie midzy sol. Najnizsz
wydajna¢ uzyskatam metaddestylacji-ekstrakcji w aparacie Likensa-Nicke@d0,74%),
aczkolwiek teoretycznie powinna onachyodobna do wydajréci destylacji z par wodma,
ktéra wynosita 1,14%. Bymoze zbyt diugi czas procesu, alba tebyt wysoka temperatura
czasz grzejnych lub #ai wodnej podczas odparowywania pentanu spowodowsaigty
olejku. Wskazuje to na potrzeloboru warunkow destylacji-ekstrakcji. Metodestylacji
konkretébw (zatzone ekstrakty otrzymane w aparacie Soxhleta pemtanemieszanin
penatan:eter dietylowy), otrzymatam olejki lotnengdajnacia odpowiednio 1,50% i 1,56%.
Olejki lotne zawieralty wicej skfadnikow mniej lotnych ni olejki eteryczne. WBycie
mieszaniny pentan:eter dietylowy, jako bardziej apogj, dawato produkt o bardziej
réznorodnym sktadzie: olejek nie sktadag gidwnie z wglowodorow monoterpenowych, ale
zawierat rownie duza ilos¢ tlenowych pochodnych.

Najbardziej wydajnym procesem pozyskiwania zaréwkstraktu, jak i olejku lotnego
(4,08%), okazata siekstrakcja ditlenkiem ggla w stanie nadkrytycznym (SFE). Niestety jest
to metoda wymagaga skomplikowanej, drogiej aparatury. Wéziej olejek lotny pozyskany
byt z najwiksz wydajndcia (3%) réwnie: ta metod, [Ghorab, 2003].

Sktad chemiczny olejku eterycznego i olejkéw lotmymrzedstawiony jest w Tabeli 23
i na Rysunku 41. W skfadzie jad@mowym olejkow wys¢powaly tylko niewielkie ranice,
natomiast rénice w sktadzie iléciowym byty znaczce.

Gtownymi sktadnikami otrzymanych olejkéw eteryczhye lotnych, podobnie jak
wynika to z danych literaturowych, byly eglowodory monoterpenowe i ich pochodne
tlenowe. Najwaniejsze zwazki to: p-cymen (25-55%) oraz towarzgse mu y-terpinen
i a-tujen. p-Cymen wyspowat w najwekszej ilasci w olejku eterycznym oraz olejku lotnym
Z ekstraktu pentanowego i ekstraktu uzyskanego anethstrakcji nadkrytycznej. W olejku
lotnym (E,/HD) z destylacji konkretu otrzymanego przez ekstgamieszania pentan:eter,

zawarté¢ p-cymenu byta najusza (25,3%), mniejszy byt zeudziat a-tujenu (0,9%)
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i y-terpinenu (0,8%), natomiast pojawita; sinacznie wicej sktadnikéw mniej lotnych. Na
uwag: zastuguje wysoka zawastotymochinonu (31,2%), obecnego takw olejku lotnym
pozyskanym metadekstrakcji nadkrytycznej (10,3%), i w znaczniesaej ilcsci w olejku
lotnym E/HD (3,2%). W olejkach eterycznych sktadnik ten wigstepowat lub obecny byt w

sladowej ilasci.

HD SPME

SDE - HS

E/HD

A kﬂ . SFE

E_/HD .
h LERILG O —

Rysunek 41. Chromatogramy gazowe sktadnikéw lotmasionNigella sativawydzielonych

réznymi metodami

HD-destylacja z parwodry, SDE-destylacja z parwodm-ekstrakcja,E,/HD-ekstrakcja pentanem
nasion i destylacja z parwodry konkretu, E,/HD-ekstrakcja mieszaninpentan:eter dietylowy
nasion i destylacja z pamwoda konkretu, SFE-ekstrakcja nadkrytyczn&PME-mikroekstrakcja do

fazy statejHS-analiza fazy nadpowierzchniowe;j.
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Tabela 23. Sktad olejku eterycznego i lotnego skdad fazy nadowierzchniowej nasibingella
sativa(Wielkopolska, 2003)

i Zawartos¢ w olejkach [%0]
Nr Skiadnik
HD SDE E,/HD | Ep/HD SFE SPME DHS

1 |a-tujen 9,9 6,6 8,8 0,9 4,6 17,5 26,9

2 | a-pinen 2,9 1,6 2,4 0,3 1,4 3,0 6,2

3 | kamfen tr tr tr 0,1 0,1 tr 0,2

4 | sabinen 0,7 0,7 0,6 0,2 0,6 1,8

5 |B-pinen 2,8 25 1,9 0,5 2,2 4.8 3,7

6 | mircer 0,2 0,2 0,3 - 1,3 0,4 0,3

7 | a-felandren 0,3 0,3 0,2 tr 0,8 0,1 0,6

8 | a-terpinen 1,7 1.4 1,6 0,5 -

9 | p-cymen 54,8 51,5 54,1 25,3 47,8 48.2 87,5
10 | limonen 1,3 1,3 1,2 1,1 1,6 ' 2,4
13 |y-terpinen 14,8 17,2 17,1 0,8 31 15,7 10,2
15 | terpinolen 0,2 0,3 0,2 0,2 0,6 0,4 0,8
16 | cistujan-4-ol
17 | eter metylowy 0,5 0,7 0,6 0,6 0,9 0,6 0,1

transtujan-4-olu
18 | B-tujon tr tr tr tr 0,3 tr tr
19 | eter metylowy 3,5 4,7 3,4 4,8 3,6 3,5 0,5
cistujan-4-olu
20 | kamfora tr tr tr 0,1 0,6 tr tr
21 |transwerbenol - tr - tr 0,3 - -
22 | borneol 0,1 0,3 0,3 0,3 0,5 0,2 tr
23 | terpinen-4-ol 0,5 1,0 0,5 1,7 0,7 0,2 tr
24 | a-terpineol - - - 0,5 - - -
25 | trans-dihydrokarwon 0,5 1,1 0,9 0,9 0,4 0,7 .
27 | tymochinon - - 3,9 31,2 10,3 2,1 -
28 | octarcis-chryzantenylu - tr tr tr tr tr -
29 | octan bornylu 0,1 0,1 0,1 4,7 0,1 0,1 0,1
30 | tymol - tr 0,1 0,1 - tr -
31 | karwakrol 1,7 7.8 5,2 14,9 - 1,0 -
32 | a-longipinen 0,1 0,2 0,2 1,0 0,4 0,2 -
34 | a-kopaen tr tr tr 0,1 1,0 - 0,2
35 | longicyklen - - tr 0,3 - - -
36 | longifolen 0,8 1,0 0,9 4,7 - 0,7 tr
37 | alloizolongifolen tr tr tr 0,2 - - -
39 | tridekan-2-on - tr tr 0,1 - tr -
40 | B-selinen - - tr 0,2 - - -
42 | B-bisabolen - - tr 0,1 - tr -
43 | y-kadinen tr tr tr 0,2 tr tr tr
44 | tymohydrochinon - tr tr 0,2 - 0,2 -
45 | tlenekp-kariofilenu - - tr tr - - -
46 | apiol - tr 0,1 0,2 - tr -
47 | pentadekan-2-on - - tr tr - - -
48 | farnezal Dis, trans) - - 0,1 0,1 - tr -
49 | kwas mirystynowy - - tr tr - - -
50 | kwas palmitynowy - tr tr tr - tr -
weglowodory monoterpenowe 93,2 83,6 844 29,4 646 ,190 89,6
monoterpeny tlenowe 3,4 11,1 10,5 54,8 14,1 5,0 D,2
weglowodory seskwiterpenowg 0,9 1,8 4.4 12 1,4 10 2
seskwiterpeny tlenowe - tr 0,1 0,4 - 0,2 -
kwasy tluszczowe - tr tr tr - tr -
suma zidentyfikowanych 97,5 96,1 99,5 86,0 80,1 96,3 90,0
wydajnaié¢ olejku 1,14 0,74 1,56 1,50 4,08

tr - < 0,05%; - — zwizek niewykryty
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Wystepowanie tymochinonu jako gtéwnego skiadnika ekstaklub olejkow lotnych,

a brak tego zwazku lub jego wysipowanie w ilgciachsladowych w olejkach eterycznych,
odnotowano w wielu publikacjach [Aboutable i in98b; Burits i Bucar, 2000; Ghorab
2003]. W olejkach lotnych tymochinon byt zwykle ghdym sktadnikiem i jego zawaré
wynosita od 24% do 57% [Aboutable iin., 1986; Bsii Bucar, 2000]. Niewyfaiona jest
dotychczas przyczyna, dla ktérej metoda otrzymywanlejku w tak zasadniczy sposob
wplywa na zawart@& tymochinonu. Literatura podajee w trakcie izolowania chinondéw
Z nasion lub t& procesu przechowywania zaréwno nasion, jak i aigiochinon ulega pod
wplywem swiatta i ciepta dimeryzacji twoer ditymochinon — substarcgnar pocztkowo
jako ,,nigellon” [Gad i in., 1963; Ghosheh i in99B]. Innezrédta podaj, ze tymochinon jest
produktem utleniania tymolu, zachadego w warunkach ekstrakcji nasion czarnuszki
[Ghosheh i in., 1999]. Nie dotyczy to jednak surawktory badatam, poniewaawierat on
sladowg ilog¢ tymolu (< 0,1%) zaréwno w olejkach destylowanychpam wodm, jak

i otrzymanych z ekstraktow. Zaumavtam, ze produkty o wysokiej zawaroi tymochinonu
zawiealy mniej p-cymenu.

Tymochinon zidentyfikowatam analizig nasiona czarnuszki metptiS-SPME. Jego
udziat byt r@&ny w r&nych partiach surowca i wynosit od 2,1% (Wielkopals Kawon,
2003) do 8-9% (Wielkopolska, Kawon, 2005; Kujawyewandowski, 2005). Metoda
HS-SPME jest metad nieinwazyjr, wykluczapca wplyw rozpuszczalnikéw czy
temperatury, mag zatem stwierdZ, ze tymochinon wyspuje w stanie wolnym jako
naturalny skladnik nasion czarnuszki. Ekstrakcjasiorg szczegOlnie rozpuszczalnikami
polarnymi, pozwala wydzidliten zwiazek w znacznie wkszej ilagci niz destylacja z par
wodm i HS-SPME. Jest prawdopodobr® wystpuje on w nasionach rowriiev postaci
zwiazanej i w warunkach wydzielania uwalnia.si

Olejek lotny otrzymany z ekstraktu nadkrytycznegodobnie jak olejki eteryczne
i ekstrakty SPME, charakteryzowale swysoka p-cymenu (47%) i tymochinonu (10%),
obecnego w wgkszej ilasci tylko w olejku lotnym EBJ/HD. Skiad jakéciowy frakciji
monoterpenowej olejku lotnego SFE zbly byt do sktadu olejkéw wydzielanych innymi
metodami. Olejek ten byt bardzo ubogi w seskwitaypeidentyfikowatam w nim jedynie
a-longipinen, a-kopaen isladowe ilgci y-kadinenu, podczas, gdy w pozostaly olejkach,
a take ekstraktach SPME, gtéwnym bytlongifolen (do 4,7%). Ceahwyrdzniajaca olejek
SFE od innych byt brak karwakrolu, ktérego zawsiter olejku lotnym EJ/HD byta ddéé
wysoka (14,9%). W olejkach lotnych/HD oraz EJ/HD wykrytam obecnéc niewielkich

ilosci kwasow tluszczowych (palmitynowy i mirystynowy).
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5.3.4. Porownanie metody SPME z destylagz para wodng

Chromatogramy gazowe sktadnikow lotnych tej samajtip owocdéw czarnuszki
wydzielonych metogl HS-SPME na wiéknie DVB/CAR/PDMS byly bardzo podebdo
chromatograméw olejkow eterycznych (Rysunek 42)rzedstawionych w Tabeli 24 danych
dla dwu partii surowca (Wielkopolska, Kawon, 2008ujawy, Lewandowski, 2005) wynika,
ze udzialy najbardziej lotnych skladnikbéw nasiorkidh jak: a-tujen i a-pinen, oznaczone
metody SPME byty okoto 50% wisze ni w olejku eterycznym, w konsekwencji udziaty
wigkszaci pozostatych skitadnikow byly wksze w olejkach. Dotyczylo to szczegolnie
wyzszej zawartéci p-cymenu i karwakrolu. Najwksz jednak ranice obserwowatam
w zawartdci tymochinonu, ktory wyspowat w olejkach eterycznych w fioi sladowej,

natomiast jego zawaré oceniona metadHS-SPME wynosita w obu partiach poiey 8%.

olejek eteryczny z nasion
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Rysunek 42. Chromatogram gazowy olejku eteryczriagp nadpowierzchniowej nasion
Nigella sativa(Mazowsze, 2005), (kolumna CPSil 5)

Poréwnanie wynikow analizy olejku eterycznego i BBME wskazujeze metody te

nie mog@ by¢ stosowane alternatywnie do analizy lotnych skiadhwi czarnuszki siewnej,

gdyz réznice w oznaczanym skfadzie dotyeawartdci bardzo istotnego sktadnika.
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Tabela 24. Gtéwne sktadniki olejku eterycznegazifaadpowierzchniowej nasidvigella sativa

uprawa 2005 rok

Nr Sktadnik Wielkopolska (Kawon) Kujawy (Lewandowski)
HD SPME HD SPME
1 | a-tujen 8,3 13,0 8,9 13,8
2 | a-pinen 1,8 2,6 2,0 2,7
3 | kamfen 0,1 tr 0,1 tr
4 | sabinen 0,8 1,0 0,9 11
5 | B-pinen 2,2 2,0 2,3 2,3
6 | mircer 0,3 0,4 0,3 0,4
7 | a-felandren 0,2 0,2 0,2 0,2
9 | p-cymen 56,8 51,0 60,5 54,0
10 | limonen 1,6 14 1,8 15
11 | (E)$-ocymen 0,3 - 0,3 -
12 | (E)p-ocymen 0,3 - 0,1 -
13 | y-terpinen 9,8 7,0 7,9 57
16 | cistujan-4-ol
17 | eter metylowyranstujan-4-olu } 0,5 0,4 0,6 0,4
18 | B-tujon 0,2 tr 0,1 tr
19 | eter metylowycis-tujan-4-olu 3,6 3,0 3,7 2,4
22 | borneol 0,3 0,2 0,3 tr
23 | terpinen-4-ol 0,5 0,3 0,6 0,3
24 | a-terpineol 0,5 - 0,4 -
25 | trans-dihydrokarwon 0,8 0,8 0,8 0,7
27 | tymochinon tr 8,2 tr 8,8
29 | octan bornylu 0,2 - 0,1 -
31 | karwakrol 53 4,5 4,3 3,7
32 | a-longipinen 0,2 0,1 0,2 0,1
36 | longifolen 0,7 0,4 0,6 0,4
39 | tridekan-2-on 0,1 0,1 0,1 0,1
tr — <0,05%; - — zwizek niewykryty

5.3.5. Porownanie wydajnéci i sktadu olejkdw eterycznych nasion czarnuszki
siewnej w zalgnosci od roku i miejsca zbioru

Wydajna¢ 1 sktad olejku eterycznego badatam dla nasion mmaki uprawianej
w latach 2000-2005, w #aych regionach Polski oraz w Butgarii. Wydajoo olejkow
w zaleznosci od roku zbioru nasion i rejonu ich uprawy przedstam w Tabeli 25.

Nasiona czarnuszki siewnej uprawianej w Polscdabrym materiatem olejkodajnym.
Wydajna¢ olejku eterycznego wynosita od 1,12% do 2,38% iemata s¢ w zaleznosci od
roku zbioru oraz miejsca uprawy. Wydajtioolejku eterycznego z nasion czarnuszki
konfekcjonowanej w firmie Kawon w latach 2000-200&hata s w przedziale 1,14-1,70%.
Wydajnas¢ olejku z czterech miejsc w roku 2001 wynosita g88% do 2,38% i najwisza
byta z surowca z firmy Flos. Oznaczana wyd&ndyta zwykle wysza od podanej
w literaturze. Olejki z nasion czarnuszki uprawjame krajach potudniowej Europy, Azji
i pétnocnej Afryki wydzielane byly ze znacznie mpsi wydajndcia (0,18%-1,4%).

Analizowany przeze mnie olejek z nasiorsliroy uprawianej w Butgarii otrzymany zostat
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rowniez z niska wydajnacia (0,45%). Prawdopodobniezsiza wydajné¢ spowodowana jest
suchym i cieptym klimatem w tych rejonach. Uzyskawgniki wskazuj, ze warunki
klimatyczne w Polsceasbardziej odpowiednie dla uprawy czarnuszki o wysjokawartgci

olejku eterycznego w nasionach.

Tabela 25. Wydajriwi olejku eterycznego w zateosci od roku zbioru nasion i rejonu uprawy

Nigella sativa

ochodzenie Polska Bulgaria
nasion "
Wielkopolska | Lubelszczyznal Kujawy Kujawy pomocna
. Bulgaria
(Kawon) (Herbadoy (LewandowskK) (Flog) sh
Rok zbioru (Shumen)
2000 1,40 0,45
2001 1,70 2,10 1,58 2,38
2002 1,40
2003 1,14
2004 1,12
2005 1,45 1,53

Sktad jakdciowy i ilosciowy olejkow eterycznych pozyskanych z upraw Dtegmego
regionu, ale w ranych latach zbioru (2001-2005) (Tabela 26), jakdgjkbww otrzymanych
Z nasion czarnuszki uprawianej w czterecinygh miejscach w roku 2001 (Tabela 273mb
sie¢ nieznacznie. Gtéwnymi skiadnikami olejkéw byly zme: p-cymen (55-67%)-tujen
(7-12%),y-terpinen (5-16%), eter metylowgis-tujan-4-olu (3-4%)p-pinen (2-3%) B-pinen
(1-3%) oraz limonen (1-2 %).

W przypadku olejkbw z nasion czarnuszki uprawiangj latach 2001-2005
pochodacych z Kawonu najwksze ré@nice odnotowatam dlai-tujenu, ktérego zawarsé
w olejku z 2001r. (7,2%) byta dwukrotnie mniejsp& w olejku z 2002 r. (14,4%);
y-terpinenu, ktérego najweej byto w olejku z 2003 r. (14,8%), a trzykrotm@iej (5,3%)
w olejku z 2004 r.; oraz dla karwakrolu, ktéregoarte¢ wahata sj w przedziale 0-5,3%.

Sktad olejkdw z czarnuszki uprawianej wngch regionach Polski w 2001 r.zrét si¢
jedynie zawartécia a-tujenu (od 7,2-12,0%), najugza zawart&€ w olejku (Lubelszczyzna,
Herbador), najriisza w olejku (Wielkopolska, Kawon) oraz karwakrokigrego zawart@
wahata st od 0,1% (Kujawy, Flos) do 3,0% (Wielkopolska, KawyoPozostate sktadniki

wystepowaly w ilagsciach zblzonych.
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Tabela 26. Sktad olejku eterycznego naswgella sativa(Wielkopolska, 2001-2005) w zaieosci od

terminu zbioru

. Wielkopolska / zawartosé [%]

Nr Skiadnik 2001 | 2002] 2003 | 2004 [ 2005
1 | a-tujen 7,2 14,4 9,9 10,5 8,3
2 | a-pinen 2,0 2,9 2,9 2,2 1,8
3 | kamfen tr tr tr tr 0,1
4 | sabinen 0,8 1,1 0,7 0,7 0,8
5 | B-pinen 2,1 2,7 2,8 1,3 2,2
6 | mircen 0,4 0,2 0,2 0,2 0,3
7 | a-felandren 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2
8 | a-terpinen tr 0,8 1,7 - -
9 | p-cymen 60,2 64,1 54,8 66,6 56,9

10 | limonen 1,3 1,6 1,3 1,4 1,6
11 | (E)p-ocymen tr - - - 0,3
12 | (E)$-ocymen tr - - - 0,3
13 | y-terpinen 12,9 9,0 14,8 53 9,8
14 | transtujan-4-ol tr - - tr tr
15 | terpinolen 0,6 0,2 0,2 0,2 tn
16 | cistujan-4-ol
17 | eter metylowyranstujan-4-olu } 05 0.3 0.5 04 0.5
18 | B-tujon tr - tr tr 0,2
19 | eter metylowycis-tujan-4-olu 4,0 2,3 3,5 29 3,6
20 | kamfora 0,1 - tr tr 0,1
21 | transwerbenol 0,3 - - tr tr
22 | borneol tr - 0,1 0,1 0,3
23 | terpinen-4-ol 0,9 tr 0,5 0,7 0,5
24 | a-terpineol tr 0,1 - 0,2 0,5
25 | trans-dihydrokarwon 0,7 - 0,5 0,4 0,8
26 | karwon 0,2 - - - 0,5
27 | tymochinon tr tr - - tr
28 | octarcis-chryzantenylu tr - - tr tr
29 | octan bornylu 0,1 tr 0,1 0,1 0,2
30 | tymol tr - - 0,1 -
31 | karwakrol 3,0 - 1,7 1,7 5,3
32 | a-longipinen 0,1 tr 0,1 0,1 0,2
33 | cyklosatiwen tr - tr tr
34 | a-kopaen tr - tr tr tr
35 | longicyklen - - - - tr
36 | longifolen tr 0,2 0,8 0,4 0,7
37 | alloizolongifolen tr - tr tr -
38 | B-(2)-farnezen tr - tr tr
39 | tridekan-2-on 0,1 - - tr 0,1
40 | B-selinen 0,1 - - - tr
41 | mirystycyna - - - tr tr
42 | B-bisabolen tr - - - -
43 | y-kadinen tr - tr tr tr
44 | tymohydrochinon - - - - tr
45 | tlenekB-kariofilenu tr - - tr tr
46 | apiol 0,1 - - tr tr
47 | pentadekan-2-on tr - - tn tn
48 | farnezal Dis, trang 0,2 - - tr -
49 | kwas mirystynowy tr - - - tr
50 | kwas palmitynowy tr - - tr tr
suma zidentyfikowanych 98,7 99,p 97/5 95,7 96,8
wydajndg¢ olejku 1,70 1,40 1,14 1,40 1,44
tr—< 0,05 %; - — zwiek niewykryty
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Tabela 27. Sktad olejku eterycznego w zat8ci od rejonu uprawigella sativa

uprawa 2001 rok
Zawartos¢ w olejkach [%]
Nr Skiadnik _ Kujawy
Wielkopolska | Lubelszczyzna
(Kawon) (Herbador) (Flos) (Lewandowski)

1 | a-tujen 7,2 12,0 11,2 10,6

2 | a-pinen 2,0 2,3 2,2 21

3 | kamfen tr tr tr tr

4 | sabinen 0,8 1,0 1,0 1,0

5 | B-pinen 2,1 2,3 2,3 2,2

6 | mircer 0,4 0,2 0,2 0,3

7 | a-felandren 0,2 0,2 0,2 0,3

8 | a-terpinen tr 1,2 2,7 15

9 | p-cymen 60,2 63,1 56,7 63,3
10 | limonen 1,3 1,6 15 15
11 | (E)$-ocymen tr - - -
12 | (E)p-ocymen tr - - -
13 | y-terpinen 12,9 10,4 15,8 9,8
14 | transtujan-4-ol tr tr - tr
15 | terpinolen 0,6 0,2 0,2 0,3
16 | cistujan-4-ol
17 | eter metylowyranstujan-4-olu } 0.5 0.4 0.4 0.4
18 | B-tujon tr - - tr
19 | eter metylowycis-tujan-4-olu 4,0 2,8 31 3,3
20 | kamfora 0,1 - - tr
21 | transwerbenol 0,3 - - -
22 | borneol tr 0,1 - 0,2
23 | terpinen-4-ol 0,9 0,3 0,6 0,5
24 | a-terpineol tr - - -
25 | trans-dihydrokarwon 0,7 0,4 - 0,6
26 | karwon 0,2 - - -
27 | tymochinon tr 0,1 - -
28 | octarcis-chryzantenylu tr - - -
29 | octan bornylu 0,1 tr - 0,1
30 | tymol tr - - tr
31 | karwakrol 3,0 1,1 0,1 2,1
32 | a-longipinen 0,1 tr 0,2 -
33 | cyklosatiwen tr - - -
34 | a-kopaen tr - - tr
36 | longifolen tr 0,3 0,4 tr
37 | izolongifolen tr - - -
38 | B-(2)-farnezen tr - - -
39 | tridekan-2-on 0,1 - - -
40 | B-selinen 0,1 - - -
42 | B-bisabolen tr - - -
43 | y-kadinen tr tr - -
45 | tlenekB-kariofilenu tr - - -
46 | apiol 0,1 - - -
47 | pentadekan-2-on tr - - -
48 | farnezal D 0,2 - - -
49 | kwas mirystynowy tr - - -
50 | kwas palmitynowy tr - - -
suma zidentyfikowanych 98,7 99,8 98,7 99,1
wydajng¢ olejku 1,70 2,10 2,38 1,58

tr— <0,05%; - — zwiek niewykryty
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Olejki z nasionN. sativauprawianej w Butgarii otrzymatam z Department ckgntial
Oils, Plovdiv. Olejek eteryczny pozyskany byt metodestylacji z par wodrma (HD)
z wydajanéca 0,45% lub wydzielony w aparaturze do destylacpazm wodm dostarczas
z zewnytrz (SD) z wydajnécia 0,42%. Olejek lotny (FHD) uzyskano przez destylag pan
wodm ekstraktu heksanowego nasion z wydégnpnajnizsz — 0,2%.

Sktad olejkow z surowca z Butgarii zarfedam w Tabeli 28. Gtéwnym skiadnikiem
olejku eterycznego (HD) byly: p-cymen (56,4%)-tujen (17,3%). Skiad olejku eterycznego
byt zblizony do sktadu olejkéw eterycznych uzyskanych zaragir&nych regionéw Polski,

z wyjatkiem znacacej zawartéci tymochinonu — 2,8%.

Tabela 28. Skiad olejkéw nasidtigella sativauprawianej w Butgarii

. HD | SD | EJ/HD

Skladnik Zawartosé [%]
a-tujen 17,3 4,9 7,3
a-pinen 4,1 1,4 1,8
kamfen 0,1 tr tr
sabinen 1,9 0,7 0,9
B-pinen 4,4 1,7 2,0
a-terpinen 0,6 0,2 0,1
p-cymen 56,4 30,1 33,9
limonen 3,7 1,3 1,7
cis-tujan-4-ol
eter metylowytrans-tujan-4-olu* } 08 1.0 11
eter metylowy cis-tujan-4-olu* 4,4 6,1 5,3
trans-werbenol 0,1 0,3 0,3
terpinen-4-ol 0,5 0,6 0,6
trans-p-2,8-mentadien-1-ol* 0,3 0,5 0,7
pulegon* tr tr tr
tymochinon 2,8 48,2 42,8
tymol 0,1 0,2 0,1
karwakrol tr tr tr
a-longipinen 0,2 0,5 0,2
longifolen 0,8 2,1 1,1
suma zidentyfikowanych 98,5 99,4 99,
wydajng¢ olejku [%0] 0,45 0,41 0,20

tr —<0,05%; * —zwiazek wykryty po raz pierwszy w czarnuszce siewnej

Cechy odr&niajaca olejki eteryczne SD i HD z Bulgarii, a tak olejek SD od olejkéw
z badanych przeze mnie surowcow z Polski, byta zmamdysoka zawartgé tymochinonu,
48,2% wobec 2,8%. Zawakdta byta wysza nk w olejku z konkretu. Obserwacja ta jest
zaskakuyjca i trudna do wyttumaczenia. Prawdopodnobnie rodmzaratury i sposob
dostarczania pary wodnej do ukladu wplywa na efektyé wydzielania tymochinonu
z matrycy rélinnej. Olejek lotny (/HD) miat sktad podobny jak olejek eteryczny (Sije
wszystkich olejkach z Bulgarii zidentyfikowatam pgbn i transp-2,8-mentadien-1-ol,
ktorych obecnéci nie wykrytam w olejkach rdin z terenéw Polski. Nie byly one tak

wymienione w literaturze jako sktadniki olejku zacmuszki siewnej.
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5.4. Sktadniki lotne nasion czarnuszki siewnej — gtsumowanie i wnioski

Podsumowupc przeprowadzone badania wydajoioi skiadu olejkéw eterycznych

i lotnych oraz sktadnikéw lotnych nasion czarnussikivnej, stwierdzame:

Wydajnai¢ z jaka pozyskatam olejki zalata od zastosowanej metody wyeldniania,

pochodzenia surowca i roku zbioru:

* Z najwyzsza wydajnacia otrzymatam olejek lotny metadekstrakciji nadkrytyczne;j
(4,08%); olejki lotne z konkretow otrzymatam z wyjm@Ecia wyzsza (>1,5%) ni
olejek eteryczny (1,14%).

* Wydajna¢ olejku eterycznego: z jednego miejsca wahaansraznych latach od
1,14% do 1,70%, w tdych miejscach w jednym roku od 1,58% do 2,38%.

Metoda otrzymywania olejku wptywata w matym stopma skiad jakéciowy, ale

silnie determinowata sktad oiowy:

» Olejki lotne charakteryzowaty giwysoky zawartdcia tymochinonu, nieobecnego
lub obecnego w iliciachsladowych w olejkach eterycznych.

» Skiad jakdciowy i ilosciowy frakcji lotnej oznaczony metadmnikroekstrakcji do
fazy statej (HS-SPME) i skfad olejkéw eterycznydHD( SDE) byty podobne,
a gtbwnym sktadnikiem byt p-cymen (25-67%).

* Olejek lotny otrzymany metadekstrakcji nadkrytycznej miat sktad zany do
sktadu olejkow pozyskanych innymi metodami.

* Metodh analizy fazy nadpowierzchniowej zostaly zidentgfikane tylko najbardziej
lotne sktadniki nasion.

Sktad olejku eterycznego z odmiennych miejsc rdanit si¢ nieznacznie.

W nasionachN. sativauprawianej w Polsce zidentyfikowatam 18 nowych thgo

gatunku skfadnikow, w tym 11 z nich nzééo do seskwiterpendw, a w nasionach

z Bulgarii kolejne dwa nowe zazki.

Dwa sktadniki nasion: eter metylowyans-tujan-4-olu i eter metylowyis-tujan-4-olu

zostaly poraz pierwszy zidentyfikowane jako progukituralne i po raz pierwszy

scharakteryzowane spektroskopowo.

Whioski jakie wynikaja z bada to:

Nasiona czarnuszki siewnej uprawianej we wszystkghbnach w Polsceasbardziej
wydajnym surowcem olejkodajnymznmasiona rélin uprawianych w innych krajach.
Najlepszym sposobem wykorzystania nasion jakddta zwazkdéw lotnych jest
pozyskanie olejku lotnego metpdestylacji ditlenkiem wgla w stanie nadkrytycznym.
Metodq alternatyws dla kosztownej ekstrakcji nadkrytycznej imsoby ekstrakcja
klasyczna (pentan:eter etylowy 1:1) i destylacjaktetu.
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Czarnuszka damascaska

5.5. Materiat

Materiat do bada stanowity nasiona czarnuszki damasteej uprawianej w Polsce,
otrzymane lub zakupione z ngstijacych firm konfekcjonujcych te nasiona (pochodzenie
deklarowane przez producentow):

 Torseed — Przedgiiorstwo Nasiennictwa Ogrodniczego i Szkotkarstwiggrun,

(pochodzenie nasion: Kujawy): 2002 r. i 2005 r.

* Przedsibiorstwo Nasiennictwa Ogrodniczego i Szkétkarst@aréw Mazowiecki,

(pochodzenie nasion: Lubelszczyzna): 2005 r.

Nasiona tu przed wydzielaniem i analizsktadnikow lotnych byly mielone w miynku

udarowym do kawy (1 min.).

5.6. Wydzielanie sktadnikdéw lotnych nasion czarnusz damasceaiskiej

5.6.1. Destylacja z pag wodna
5.6.1.1. Otrzymanie i charakterystyka olejku eteryznego czarnuszki damasaeskej

Czas destylacji z parwodm nasion czarnuszki damasskiej ustalitam obserwag
przyrost obgtosci wydzielonego olejku eterycznego w czasie desjylamielonych nasion
0 masie 330 g. Zaobserwowatae, po 5-ciu godzinach prowadzenia procesu (RysuBgk 4
objctos¢ olejku nie zwgkszyta s¢. Zatem czas 5 godzin przigm za widciwy do

wydzielania olejku eterycznego.

2 -2
1,8 118
_ 16 116
E 14 114
__i 1,2 11,2

2 1 11
‘;‘f 0,8 {08
= 06 106
O 04 104
0,2 10.2

0¢ . — — —L o
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Rysunek 43. Przyrost aftpsci olejku w czasie destylacji z pawodrs nasionNigella damascena
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Olejek eteryczny z nasion czarnuszki damaskiej byt mleczno-fioletow ciecz,
0 zapachu przyjemnym landrynkowym z saldwiatowa. Miat on nastpujace wiagciwosci
fizykochemiczne, zbhone do danych literaturowych [Gildemeister i Hofmah956]:
gestas¢ dyp = 0,9042 g/ml
wspétczynnik refrakcji p?° = 1,4528.

5.6.1.2. Sktadniki olejku eterycznego z nasion czanszki damascéskie]

Olejek eteryczny do analizy sktadnikéw lotnych psizgtam metogl destylacji z par
wodm (5 godz.) nasion czarnuszki (Kujawy, 2002) z wydégia 0,58%.

Sktadniki olejku eterycznego zestawitam w Tabeliv2%olejndci w jakie] opuszczaty
kolumre CP Sil 5. Numeracja w Tabeli 29 nie jesigta, poniewa metody HS-SPME nasion
zidentyfikowatam dodatkowo inne zywki. Chromatogram badanego olejku przedstawitam
na Rysunku 44, numery pikow skiadnikbw na chromatoge odpowiadaj humerom
zZwiazkébw podanym w Tabel 29 i innych tabelach przedstaaych skladniki czarnuszki
damasceskiej.

Analiza GC-RI, GC-MS olejku nasion czarnuszki daoeaskiej oraz analiza NMR
wybranych frakcji uzyskanych metpa¢hromatografii fleszowej, pozwolity na identyfikac
ponad 40 skiadnikow, stanawiych 99,7% olejku. Prawie wszystkie zidentyfikowane
skfadniki to weglowodory seskwiterpenowe. W olejku dominovgatélemen (59,1%), innymi
gtéwnymi sktadnikami byty$-selinen (12,8%)q-selinen (12,6%) i selina-4,11-dien (4,0%).
Aby potwierdzé struktury gtéwnych skiadnikow olejku, a tak niektérych zwizkéw
o niewielkim udziale, ktérych identyfikacja metp@&C-MS nie byta jednoznaczna, olejek
poddatam destylacji frakcjonowanej pod zmniejszongimieniem. Nasfpnie otrzymane
frakcje rozdzielatam metadwielokrotnej chromatografii fleszowej (FC)z @lo uzyskania
frakcji o masie i zawartei skladnikéw, ktére pozwalaly na potwierdzenie lemaNMR.

Wykonane rozdziaty olejku ilustruje Rysunek 19 we€ez eksperymentalnej.

W eglowodory monoterpenowe i ich tlenowe pochodne

Monoterpeny wysipowaly w olejku z nasion czarnuszki damastgej w ilosciach
sladowych. Piki zwiazkow naleacych do tej grupy widoczne byly jedynie na widmie
GC-MS, a take we frakcjach uzyskanych metoadthromatografii fleszowej. Byty to:

p-cymen, limonen i octan bornylu.
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Tabela 29. Sktad olejku eterycznego z nadlagella damascenéujawy, 2002, kolumna CP Sil 5)

NI Skiadnik Rl | Rl e Za"[vozatosc Metoda identyfikacji
12 | p-cymen 1016 - tr MS

13 | limonen 1025 - tr MS

19 | octan bornylu* 1276 1280 tr MS, RI

20 | silfin-1-en* 1341 1341 tr MS, RI

21 | a-kopaen 1355 1365 tr MS, RI

22 | a-burbonen* 1378 1373 tr MS, RI

23 | B-burbonen 1386 1377 } 36 MS, RIFH-NMR
24 | cis-p-elemen* 1381~ 1377 ’ MS, RI

25 | B-elemen 1389 1395 59,1 MS, RI,'H-,"*C-NMR
26 | izolongifolen* 1393 1409 tr MS, RI

27 | izokariofilen* 1409 1415 0,9 MS, RI

28 | B-ylangen* 1420 1416 tr MS, RI

29 | B-kariofilen 1421 1423 tr MS, RI

30 | selina-3,6-dien* 1424 1424 tr MS, RI

31 | y-maalien* 1428 1427 tr MS, RI

32 | transa-bergamoten* 1434 1430 0,1 MS, RI

33 | aromadendren* 1442 1435 0,1 MS, RI

34 | guaia-6,9-dien* 1443 1436 tr MS, RI

35 | a-himachalen* 1450 1445 0,1 MS, RI

36 | 4,5-diepiaristolochen* 1470 1466 0,1 MS, RI

37 | selina-4,11-dien* 1475 1472 4,0 MS, RI,*H-NMR
38 | germakren D 1479 1473 tr MS, RI

40 | B-selinen 1484 1487 12,8 MS, RI,*H-,"*C-NMR
41 | y-humulen* 1483 1489 1,7 MS, RI

42 | walencen 1490 1490 tr MS, RI

43 | a-selinen 1494 1497 12,6 MS, RI,'H-,"*C-NMR
44 | hinesen* 1495 1502 0,2 MS, RI

45 | germakren A 1503 1507 0,2 MS, RI

46 | a-bulnesen* 1503 1508 tr MS, RI

47 | 7-epia-selinen 1519 1515 1,6 MS, RI,*H-NMR
48 | transB-bisabolen* 1521 1517 tr MS, RI

49 | zonaren* 1521 1518 0,3 MS, RI

51 | y-selinen* 1534 1534 tr MS, RI

52 | selina-3,7(11)-dien* 1542 1543 tr MS, RI

54 | 5epiparadisiol* 1600 1604 0,3 MS, RH-NMR
55 | eudesm-11-enedol* 1643 1643 0,6 MS, RIH-NMR
56 | oktadec-1-en* 1799 1790 0,1 MS, RI

57 | oktadekan* 1800 1794 0,6 MS, RI

58 | heksadekan-1-ol* 1877 1867 0,2 MS, RI

59 | nonadec-1-en* 1890 1887 tr MS, RI

60 | palmitynian metylu* 1908 1907 tr MS, RI

61 | palmitynian etylu* 1980 1980 0,3 MS, RI

62 | oleinian metylu* 2081 2076 0,1 MS, RI

63 | linolonian metylu* 2090 2084 0,1 MS, RI
suma zidentyfikowanych 99,7

tr — <0,05%;
A — indeks retenciji literaturowy na kolumnie HP-5
* — zwiazek zidentyfikowany po raz pierwszy
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Rysunek 44. Chromatogram gazowy olejku eteryczrregmsionNigella damascenéujawy, 2002,
kolumna CP Sil 5)

Weglowodory seskwiterpenowe

Weglowodory seskwiterpenowe to nagpksza co do liczebrioi (31 zwizkdw) oraz
zawartdci (97,4%) grupa skladnikow olejku. W czy&to wystarczajcej do potwierdzenia
ich obecnéci metod, *H-NMR wydzielitam z olejku: B-elemen, p-selinen ia-selinen
B-burbonen, selina-4,11-dien iepta-selinen. Obecng B-elemenuB-selinenu ie-selinenu
potwierdzitam dodatkowo analiZz*C-NMR olejku. Eksperymentalne przesggia chemiczne

wszystkich tych zwizkéw byly zgodne z danymi literaturowymi [Joulaiénig, 1998].

1,00 (s, 3H)
5,82 (dd, 1H)
4,82-4,93 (m, 3H)_="""".)

\~

4,59 (M, 1H™X

4,70-4,72 (m, 2H)

1,72 (s, 3H) 1,75 (s, 3H)
B-elemen

Na widmie protonowym frakcji 1.7 zawieaaej 80% B-elemenu obserwowatam trzy
singletowe sygnaly grup metylowych, wysokie wéctoprzesuni¢ chemicznych dwéch
znich ¢ 1,72 i1,75) sugerowaty bliskigsedztwo wizania wielokrotnego (podstawniki
izopropenylowe). Stwierdzitam obecitosiedmiu protonéw olefinowych, a obesdawiazan
podwéjnych charakterystycznych dla struktyiselemenu potwierdzitam anadiz>C-NMR
olejku, zawieragcego 78% tego sktadnika. Na widmie byto&zsygnatdéw pochodgych od
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atomow wgla pohczonych wizaniem podojnym & 108,2; 109,7; 112,1; 147,2; 150,0;
150,3).

0,73 (s, 3H)

4,43 (m, 1H)

4,71 (m, 3H) 170 (5 3H)

B-selinen
Na widmie weglowym olejku (12,8% B-selinenu) widoczne byly cztery sygnaly
pochodace od atoméw wgla pohczonych wiazaniem podwdéjnymd( 105,4; 108,2; 150,0;
150,1), ktérym na widmiéH-NMR frakcji 2.5 (99,6%-selinenu) w zakresie niskich pol
odpowiadaty sygnaty protonéw dwoch grup metylendwyegzocyklicznej i z podstawnika
izopropenylowego. Znamienne bylo rowhiprzesunjcie chemiczne singletowego sygnatu
grupy metylowej podstawnika izopropenylowegd 1,75). Ponadto zaobserwowatam na

widmie protonowym tylko jeden singlet geminalnejigy metylowej (0,73 ppm).
0,79 (s, 3H)

5,29 (M, 1H) Xy 4,72 (m, 2H)
1,59 (s, 3H) 1,75 (s, 3H)
a-selinen

Na widmie protonowym frakcji 3.3 i 5.1 zawiegaych odpowiednio 51,4% i 35,7%
a-selinenu obserwowatam multipletowe sygnaly pochodzod protonéw olefinowych
(64,7215,29), o warkei integracji odpowiadagej trzem atomom wodoru. Ponadto
widoczne byty trzy sygnaly singletow& Q,79; 1,59; 1,75), odpowiadag trzem izolowanym
grupom metylowym tego zwzku. Dodatkowym potwierdzeniem struktusyselinenu byty
miedzy innymi obecne na widmiC-NMR olejku zawierajcego 12,6% tego sktadnka cztery
sygnaly 6 108,3; 120,8; 134,7; 150,6), potwierdgag obecn& dwoch wiazan podwdjnych.
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0,84 (s, 3H)

4,86 (s, 1H)

0, 2 4,92 (s, 1H)

1,61 (s, 3H) 1,75 (s, 3H)
7-epta-selinen

Na widmie protonowym, frakcji 3.2 zawiesap] 76,3% 7epra-selinenu,
zlokalizowatam trzy singlety o przesgoiach chemicznych: 0,84; 1,61 1,75 ppm
odpowiadajce trzem grupom metylowym zyzku oraz sygnaty charakterystyczne dla trzech
protonéw alkenowych (dwa wzZzania podwojne). Przeswoia chemiczne protondw
podstawnika metylenowego wynosity 4,86 i4,92 pparprotonu wchodgego w skiad
wigzania podwadjnego pigecienia hydronaftalenowego 5,32 ppm.

1,04 (s, 3H) 1,0 (s, 3H)
= H
4,70 (s, 1H)
= 4T1(s 1H) =
S H H
0,73 (s, 3H)\
1,61 (s, 3H) 1,75 (s, 3H) 0,78 (s, 3H)
selina-4,11-dien 3—burbonen

Na widmie protonowym frakcji 3.3 i 3.2 zawiegaych odpowiednio 34,9% i 13,2%
selina-4,11-dienu widoczne byly: singlet geminalgeppy metylowej § 1,04) oraz dwa
sygnaly singletowe charakterystyczne dla grup mtyth, ktérych przesuetia chemiczne:
1,61 i 1,75 ppm wskazywaly nassedztwo wizan podwdjnych. Sygnaly pochogize od
dwéch protondw olefinowych o niskich jak dla tegpu protonéw wartgciach przesurcia
chemicznego (4,70 i 4,71 ppm), sugerowaly, tivorza one ugrupowanie metylenowe
podstawnika izopropenylowego. Jedndcee stopié nienasycenia réwny trzy (przy
zatazeniu na podstawie analizy MS wzoru sumarycznegbl£), maze sugerowaobecnéé
jeszcze jednego, w tym wypadku czteropodstawionégpania podwojnego, co potwierdzito
struktue selina-4,11-dienu.

Struktuk B-burbonenu potwierdzitam poréwnanajkilka charakterystycznych dla tego
zwiagzku sygnatéw odczytanych z widmi#H-NMR frakcji 1.7 (zawierajcej 7,2% tego
sktadnika) z danymi literaturowymi [Joulain i Konig998].
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Tlenowe pochodne seskwiterpenowow

Tlenowe pochodne seskwiterpenéw (2 sktadniki) stamce 0,9% olejku wydzielitam
metody chromatografii fleszowej z pogonu po destylaaiktjonowanej olejku. Ich zldone
widma MS wskazywaly na podolistwo struktur. Metogl *H-NMR frakcji 5.6 (87,3%
5-epiparadisiolu) i 6.2 (69,7% eudesm-11-anealu) potwierdzitam obecrio tych alkoholi,

ktorych syganty protonowe byty zgodne z danymréitarowymi [Kesselmans i in., 1991].

1,05 (s, 3H)
NDO02DT 3360 (32.024) Scan El+
8 3.32e5
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5-eptParadisiol charakteryzowaksbbecndcia jednego wizania podwojnego. Singlety
nalezace do protondw olefinowych tego agania mialy przesuetia chemiczne
o wartagciach: 4,70 i 4,73 ppm. Natomiast trzy sygnaty ktgve (1,05; 1,16 i 1,75 ppm)
o wartagci integracji wskazujcej na 9 protonow (3 x 3H) sugerowaty obe&ntizech grup
metylowych, przy czym jedna z nich byla podstawernki wegla pohczonego z grup

hydroksylow.
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ND02DT 3548 (33.592) Scan E
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Na widmie frakcji zawieracej eudesm-11-enedol (selina-11-en-4-ol) w zakresie

niskich po6l widoczne byly sygnaly pochede od dwoch protondw podstawnika
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izopropenylowego (4,70 i 4,71 ppm) tego zmku. Zaobserwowatam ponadto trzy sygnaty
nalezace do izolowanych grup metylowych: geminalnej (Opf®n), izopropenylowej
(1,12 ppm) oraz metylowej usytuowanej wasiedztwie podstawnika hydroksylowego tego

seskwiterpenu.

Inne skiadniki

W skiad olejku eterycznego z nasidw. damascenawchodzity rownie zwiazki
o strukturach innych niterpenowe, m. in.: alkany, alkeny oraz estry kwasdszczowych,
ktore stanowity okoto 1,5% olejku. Dominowahémid nich oktadekan (0,6%), heksadekanol
(0,2%) oraz palmitynian etylu (0,3%).

Olejek eteryczny z nasioN. damascenaizyskatam z wydajrigia wyzsza (0,58%) ni
podawana wczmiej w literaturze (0,13-0,53%) [Fico i in., 200Gjildemester i Hofmann
1956; Moretii i in., 2004; Wolsk i Najda, 2003]. Wlejku zidentyfikowatam ponad 40
skfadnikéw, 32 z nich to nowe dla tego gatunkuazki, ktére w Tabeli 29 zostaty oznaczone
gwiadka (*). W grupie wykrytych sktadnikbw dominowaly sesikerpeny, w tymp-elemen
jako gtéwny. Jest to cecha charakterystyczna rénoligikow opisywanych w literaturze. Nie
zidentyfikowatam wykrytych wczmiej w olejku w sladowych ilgciach weglowodoréw
monoterpenowych (7 zazkéw) i ich tlenowych pochodnych (5 zwgkdéw) [Moretii i in.,
2004; Fico i in., 2003].

5.6.2. Lotne sktadniki czarnuszki damasaeskiej wyodrebnione réznymi
metodami
W celu sprawdzenia jak metoda wyeldiniania wptywa na wydajr$o i sktad olejkow
oraz skfadnikéw lotnych z nasion czarnuszki damasdej (Kujawy, 2002) wydzielitam
zwiazki lotne nasfpujacymi metodami:
- destylacja z parwodm (aparat Derynga) — HD, W = 0,58%
+ destylacja-ekstrakcja (aparat Likensa-NickersonapE, W = 1,02%
+ ekstrakcja eterem naftowym (aparat Soxhleta), V358% (konkret) i destylacja
konkretu z pax wodra (aparat Derynga) —#D, W = 1,30%
- ekstrakcja mieszaninpentan-eter dietylowy (aparat Soxhleta), W = 3%6&onkret)
i destylacja konkretu z pawodm (apara Derynga) —#HD, W = 1,00%
« mikroekstrakcja do fazy statej nasion (HS-SPMERME:
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Analiz¢ SPME nasion czarnuszki damascenskiej prowadzitawamnkach ustalonych
dla nasion czarnuszki siewnej: wibkno DVB/CAR/PDM8Basa nasion 10 g, @bps¢ fiolki
20 ml, temperatura 8C, czas ustalania rownowagi 15 min., czas ekstr&Rcnin.

Wydajnaci poszczegblnych metod wydzielania zekéw lotnych rénity sie micdzy
sols. W aparacie Likensa-Nickersona otrzymatam olejekyzlajngcia 1,02% i byta ona
prawie dwukrotnie wysza od wydajn<ei olejku otrzymanego w aparacie Derynga (0,58%).
Wydajnaci olejkéw lotnych pozyskanych przez destytagj pan wodra konkretow byty
podobne jak olejku wydzielonego w aparacie LikeNszkersona: olejek z konkretu
otrzymanego eterem naftowym (HD) — 1,30%, a z konkretu pentanowo-eterowego
(EpdHD) — 1,00%. Nie znalaztam informacji literaturosty na temat olejkow lotnych z
czarnuszki damasfigkiej. Otrzymywane wczeiej z wysok wydajnccia ekstrakty
ditlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym (okoto 30%) zawieralyvghie kwasy tluszczowe,
a zwizki lotne byty ich drugorgdnymi sktadnikami.

Sktad olejkow oraz zwizkéw lotnych nasion czarnuszki damassi@ej wydzielanych
i analizowanych czterema adymi technikami zamigiatam w Tabeli 30. Metoda
wydzielania sktadnikdéw lotnych w zasadniczy sposidierminowata skiad otrzymanych
produktow. Ceclh wspolry wszystkich olejkdbw oraz mieszaniny z&kow lotnych nasion
oznaczonych metadSPME byta zdecydowna przewaga seskwiterpen@Aelemenem jako
dominupcym (59-76%). Zawartai pozostatych sktadnikéw zalalty od stosowanej metody.

Najbogatszy w liczne zwkki seskwiterpenowe byt olejek eteryczny (HD), Wrgim na
99,7% zwizkow zidentyfkowanych, 97% stanowity seskwiterpenytym 59% B-elemen.
Duzy udziat mialy té a- i B-selinen, odpowiednio 12,6% i 12,8%. Zawaétdych dwoch
zwiazkow w olejku SDE i olejkach lotnych byta zlunizsza (do 4,6%). W olejku eterycznym
zidentyfikowatam réwnig wyzsze wglowodory alifatyczne oraz estry kwasow ttuszczolwyc
(okoto 1%), zwazkow tych — z wygkiem oktadekanu — nie oznaczytam w innych olejkach.

Metodami destylacji z parwodm-ekstrakcji i destylacji z parwodm konkretu,
otrzymatam olejki z bardzo podabmwydajnacia i 0 podobnym sktadzie. Tak jak olejek
eteryczny, nie zawieraly one najbardziej lotnychiazkdw, zawieraly natomiast znacznie
wiecej B-elemenu (ponad 70%) oraz dwa zmki azotowe: 3-metoksyantranilan metylu (do
0,1%) i 3-metoksy-N-metyloantranilan metylu (danesna, do 10,6%) (Rysunek 45). Obie
te pochodne antranilanu metylu byly wéziej zidentyfikowane w olejku otrzymanym
w aparacie Likensa-Nickersona (odpowiednio do 0j286 3,2%) [Fico i in., 2003]. Brak
zZwiazkbw azotowych w olejkach destylowanych z gpawodm, mogt wynika z ich

czesciowej rozpuszczalriai w wodzie lub rozktadu podczas diugotrwatej desty.
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Dauksas i in. [2002] w analizowanym oleju tloczonyra zimno oraz ekstraktach:
eterem etylowym (aparat Soxhleta) i ditlenkiemagia z nasion czarnuszki, zaobserwowali
pik zwiazku, ktérego nie zidentyfikowali, a ktéry stanowid 21% ekstraktow. Podane przez
autorow wartéci m/zwidma masowego, po poréwnaniu z widmem zidentyfikoej przeze

mnie damasceniny, wskazauye byt to ten zwizek.
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Rysunek 45. Widma MS i wzory antranilanu metylun8toksyantranilanu metylu i damasceniny

(3-metoksy-N-metyloantranilanu metylu) oraz zmku niezidentyfikowanego (39)
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Tabela 30. Sktadniki lotne nasidiigella damascenéujawy, 2002) wydzieone piiymi metodami

Kujawy 2002
Nr Skadnik HD | SPME | SDE | E/MHD | E,HD
Zawartos¢ [%
2 kwas octowy* - tr - - -
3 2-etylofuran* - tr - - -
4 malan etylu* - tr - - -
5 malan izopropylu* - tr - - -
6 2-metylomalan etylu* - tr - - -
12 | p-cymen - tr - - -
13 | limonen - tr - - -
16 | kapronian izopropylu* - tr - - -
18 | antranilan metylu* - tr - - -
19 | octan bornylu* tr tr - - -
20 | silfin-1-en* tr tr 0,1 0,1 0,1
21 | a-kopaen tr tr - tr tr
22 | a-burbonen* tr - - - -
23 | B-burbonen }
24 | cis-p-elemen* 3.6 58 5.7 44 5.0
25 | B-elemen 59,1 76,3 75,6 72,8 74,0
26 | izolongifolen* tr tr - tr tr
27 | izokariofilen* 0,9 1,1 0,4 0,7 0,7
28 | B-ylangen* tr - - - -
29 | B-kariofilen tr tr - tr tr
30 | selina-3,6-dien* tr tr - - -
31 | y-maalien* tr - - - -
32 | transa-bergamoten* 0,1 - - tr tr
33 | aromadendren* 0,1 tr - tr tr
34 | guaia-6,9-dien* tr - - - -
35 | a-himachalen* 0,1 tr - - tr
36 | 4,5-diepiaristocholen* 0,1 tr 0,2 tr tr
37 | selina-4,11-dien* 4,0 0,9 1,0 0,9 0,9
38 | germakren D tr tr - 0,2 0,2
39 | n.z.M 209 - 11 - 0,5 0,5
40 | B-selinen 12,8 1,7 0,9 3,9 3,9
41 | y-humulen* 1,7 - - - -
42 | walencen tr - - - -
43 | a-selinen 12,6 0,8 2,2 43 4,6
44 | hinesen* 0,2 - - - -
45 | germakren A 0,2 tr 0,1 0,2 0,2
46 | a-bulnesen* tr - - - -
47 | 7-epra-selinen 1,6 11 1,0 3,9 4,0
48 | transB-bisabolen* tr - - - -
49 | zonaren* 0,3 - 0,2 tr 0,2
50 | 3-metoksyantranilan metylu - 1,1 0,1 tr tr
51 | y-selinen* tr - - - -
52 | selina-3,7(11)-dien* tr - - - -
53 | damascenina - 6,9 10,6 6,5 4,6
54 | Sepiparadisiol* 0,3 - - - -
55 | eudesm-11-enedol* 0,6 tr - - -
56 | oktadec-1l-en* 0,1 tr - - -
57 | oktadekan* 0,6 tr 1,3 0,2 tr
58 | heksadekan-1-ol* 0,2 tr - - -
59 | nonadecen* tr - - - -
60 | palmitynian metylu* tr tr - - -
61 | palmitynian etylu* 0,3 tr - - -
62 | oleinian metylu* 0,1 - - - -
63 | linolenian metylu* 0,1 - - - -
suma zidentyfikowanych 99,7 96,8 99,4 98,4 98,9
wydajng¢ olejku 0,58 - 1,02 1,30 1,00
tr — <0,05%,; - — zwizek niewykryty; n.z. — zwrek niezidentyfikowany (194/162/178/134, M209);
* — zwigzek zidentyfikowany po raz pierwszy
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Wsréd sktadnikéw wydzielonych metadSPME zlokalizowatam pik zwizku, ktérego
nie zidentyfikowatam (39, RI 1,1%). Miat on niepgsa mag molowa (209), sugerugca
obecnd¢ jedego atomu azotu, a charakter widma wskazywatjest to pochodna kwasu
antranilowego. Zwizek ten byt teé obecny w olejku lotnym (0,5%).

Olejki lotne B/HD i E,dHD otrzymywatam z konkretow, ktore wydzielitam agobry
wydajncicia: 33,54% (ekstrakcja eterem naftowym) i 31,69% tfaeksja mieszani
pentan:eter dietylowy). Wydajga byty zblizone do wartéci literaturowych (33,56%,
ekstrakcja eterem dietylowym) [Dauksas i in., 2002]

Sktadniki nasion czarnuszki damasskiej charakteryzare se& wyzsz niz
seskwiterpeny lotrieia zidentyfikowatam jedynie metadSPME. Do grupy tej nakaly
monoterpeny i estry mézych kwasow (mastowego, kapronoweg). Zidentyfikewaponadto
siarczek dimetylu i antranilan metylu, ktére mindtadowych zawartei w nasionach
czarnuszki tworz jej charakterystyczny zapach. Obok najbardzieznig i stanowicej
najwyzszy udziat procentowy grupy seskwiterpenéw, w tprmlemenu (76,3%), metad
SPME zidentyfikowatam dwie metoksylowe pochodneramtanu metylu, ktére nie
wystepowaty w olejku eterycznym (Kujawy, 2002).

W przypadku nasiofN. damasccenanetoda SPME okazatagsbardziej odpowiednia

w analizie sktadnikow lotnych aitechniki tradycyjne (destylacja, ekstrakcja).

5.6.2.1. Poréwnanie metody SPME z destylacy para wodna

W celu sprawdzenia, czy mdice w sktadzie olejku eterycznego i ekstrakcji BBME
jednej partii czarnuszki damasskiej nie byly przypadkowe, a rbwnoéné& poréwnania
sktadu olejku eterycznego zartych lat i miejsc zbioru, analizowatam dodatkowaoelwartie
surowca ze zbiorbw w 2005 r. z Kujaw i LubelszczayzWyniki zestawitam w Tabeli 31
razem z wynikami analizy nasion: Kujawy, 2002. Ghabogramy gazowe zwikéw lotnych
nasion (Kujawy, 2002) otrzymanych tymi dwiema metod umigcitam na Rysunku 46.

Potwierdzitam wczéiejsze swoje obserwacje o0 obegrio tylko w fazie
nadpowierzchniowej: licznych monoterpendw, estrowszych kwaséw (mastowego,
kapronowego), antranilanu metylu i 3-metoksyanteami metylu oraz dio wyzszej
zawartgci 3-metoksy-N-metyloantranilanu metylu. Natomiagtolejku eterycznym byly

obecne jedynie alkany, alkeny i estry kwasow ttasgg/ch.
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Tabela 31. Skiad olejku eterycznego i fazy nadpmeteniowej nasiomNigella damascena r&nych

miejsc (kolumna CPSil 5)

. . Lubelszczyzna

Nr Sktadnik Riw | Rlge | UaWY2002 Kujawy 2005 2005

HD SPME HD SPME HD | SPME
1 siarczek dimetylu* 505/ - - - - 0,1 - 0,1
2 kwas octowy* 600" - - tr 0,2 - 0,1
3 2-etylofuran* 717 719 - tr - tr - tr
4 malan etylu* 8047 822 - tr - tr - tr
5 malan izopropylu* 8471 830 - tr - tr - tr
6 2-metylomélan etylu* | 849" 869 - tr - tr - tr
7 tricyklen* 915 916 - - - tr - tr
8 a-pinen 935 930 - - - tr - tr
9 B-pinen 974 972 - - - tr - tr
10 | mircen 983 979 - - - tr - tr
11 | 3-karen* 1006 1003 - - - tr - tr
12 p-cymen 1016 1008 - tr tr tr 0,4 0,1
13 | limonen 1025 1020 - tr - tr - tr
14 | (Z2)B-ocymen* 1025 1026 - - - tr - tr
15 | (E)B-ocymen* 1041 1043 - - - tr - tr
16 | kapronian izopropylu* | 1046"| 1049 - tr - tr - tr
17 | y-terpinen 1055 1057 - - - - - tr
18 | octan bornylu* 1276 1280 tr tr 0,1 0,1 0,1 -
19 | antranilan metylu* 1354~ 1338 - tr - tr - tr
20 | silfin-1-en* 1341 1341 tr tr tr tr tr tr
21 | a-kopaen 1355 1365 tr tr - 0,2 tr tr
22 | a-burbonen* 1378 1373 tr - - - - -
23 | B-burbonen 1386 1377 }
24 | cis-p-elemen* 1381~ | 1377 3,6 58 3.8 1.6 3.9 L1
25 | B-elemen 1389 1395 59,1 76,3 81,2 26,8 58]1 14,0
26 | izolongifolen* 1410 1409 tr tr tr tr tr tr
27 | izokariofilen* 1409 1415 0,9 11 0,5 0,5 0,7 0,4
28 | B-ylangen* 1420 1416 tr - - - tr tr
29 | B-kariofilen 1421 1423 tr tr tr - tr -
30 | selina-3,6-dien* 1424 14124 tr tr tr - 0,1 -
31 | y-maalien* 1428 1427 tr - - - - -
32 | trans-a-bergamoten* 1434 1430 0,1 - tr tr 0,1 -
33 | aromadendren* 1442 1435 0,1 tr 0,4 tr 0j2 t
34 | guaia-6,9-dien* 1443 1436 tr - - - - -
35 | a-himachalen* 1450 1445 0,1 tr tr tr - -
36 | 4,5-dieptaristolochen | 1470 1466 0,1 tr 0,4 tr 0,5 tr
37 | selina-4,11-dien* 1475 1472 4,0 0,9 1,0 3,6 1/8 1,9
38 | germakren D 1479 1473 tr tr - - -
39 | n.z. M209 1475 - 11 - 4,1 - 6,8
40 | B-selinen 1484 1487 12,8 1,7 0,9 3,2 7,9 6,5
41 | y-humulen* 1484 1489 1,7 - - - - -
42 | walencen 1490 1490 tr - - - - -
43 | a-selinen 1494 1497 12,6 0,8 2,4 53 8,5 9,0
44 hinensen* 1495 1502 0,2 - - - - -
45 | germakren A 1503 1507 0,2 tr 0,4 18,9 tr 17,6
46 | a-bulnesen* 1503 1508 tr - tr - tr -
47 | 7-eptra-selinen* 1519 1515 1,6 11 14 2,8 8,6 8,2
48 | trans-B-bisabolen* 1521 1517 tr - - - - -
49 | zonaren* 1521 1518 0,3 - 0,3 - 0,2 -
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Tabela 31. c.d.
. . Lubelszczyzna
Nr Skiadnik Rl Rl wes Kujawy 2002 Kujawy 2005 2005
HD SPME | HD SPME HD | SPME
50 | 3-metoksyantranilan 1519 - 1,1 - 4,5 - 2,5
metylu
51 | y-selinen* 1534 1534 tr - - - - -
52 | selina-3,7(11)-dien* 1542 1543 tr - - F -
53 | 3-metoksy-N-metylo 1536 - 6,9 3,7 24,6 41 28,3
antranilan metylu
54 | 5epiparadisiol* 1600 1604 0,3 - - tr tr tr
55 | eudesm-11-enedol* 1643 1643 0,6 tr tr tr tr tr
56 | oktadec-l-en* 1799 1790 0,1 tr 0,2 0,1 0j4 0,1
57 | oktadekan* 1800 1794 0,6 tr 0,7 0,2 1/0 0,8
58 | heksadekan-1-ol* 1877 1867 0,2 t 0,3 o,1 g4 1 0
59 nonadec-1-en* 1890 1887 tr - tr tn tr tn
60 | palmitynian metylu* 1908 1907 tr tr tn - tn 0,2
61 | palmitynian etylu* 1980 1980 0,3 tr ty - t 0,1
62 | oleinian metylu* 2081 2076 0,1 - t - t 0,1
63 | linolenian metylu* 2090 2084 0,1 - . - t -
suma zidentyfikowanych 99,7 96,8 97,17 96,9 97,0.,5 9y
wydajnag¢ olejku 0,58 0,40 0,3(

tr — <0,05%;

" —indeksy retencji literaturowe na kolumnie HP-B DB-5;
* — zwiazki zidentyfikowane po raz pierwszy w olejiligella damascena

- — zwizek niewykryty; n.z. — zwzek niezidentyfikowany (m/z 194/162/178/134, M209)
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Rysunek 46. Chromatogram gazowy olejku eteryczmégmy nadpowierzchniowej nasion
Nigella damascen&ujawy, 2005), (kolumna CP Sil 5)
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Metods SPME oznaczytam w 2005 r. zunizsza zawartd¢ p-elemenu i w 2002 r.,
ale te nizsz niz w olejkach 2005 r., natomiast znagzmawarté¢ germakrenu A (okoto
18%). Prawdopodobnip-elemen tworzy si podczas destylacji z pawodm z germakrenu
A, zwiazku podobnie mato trwatego jak germakren D [Bula@98].

Analiza SPME trzech partii nasion potona z metodami chromatograficznymi (GC
i GC-MS) pozwolita zidentyfikow& ponad 50 sktadnikow, stanawiych okoto 97%
zwiazkéw wyeluowanych z kolumny GC. Zidentyfikowane zmki nalezaty gtéwnie do
seskwiterpendéw i pochodnych antranilanu metyluwietki byt udziat déc¢ licznej grupy
monoterpendw. Dzki zastosowaniu techniki SPME oznaczytlam najbajdeiae skiadniki
nasion czarnuszki, nie tylko monoterpeny, ale r@wmiskoczasteczkowe estry kwasu
mastowego, kapronowego, kwas octowy, siarczek dilmeetylofuran. Zwizki te nadag
nasionom czarnuszki charakterystyczny aromatkdkiéremu znajduyj one zastosowanie w
przemyle spaywczym. Spérod zidentyfikowanych monoterpenéw: tricyklen, 3@,
B-ocymeny oraz octan bornylu byly nowymi sktadnikamasion czarnuszki. Pozostate
zidentyfikowane weglowodory monoterpenowe oznaczdyiko w olejku eterycznym
N. damascengFico i in., 2003; Moretti i in., 2004].

Cechy charakterystyczn sktadu fazy nadpowierzchniowej nasion byta révnie
obecnd¢ zwiagzkbw azotowych — pochodnych kwasu antranilowegoan@iiacych
w zalenosci od pochodzenia surowca, nawet do 35% skladniki@tnych nasion
zaadsorbowanych na widknie SPME. Byly to: antramilenetylu (ilgi¢ $ladowaa),
3-metoksyantranilan metylu (1-4,5%) i damascen8imétoksy-N-metylo-antranilan metylu,
7-28%). Z grupy skifadnikoéw nieterpenowych ziderkgfvanych zarowno w olejkach, jak i
fazie nadpowierzchniowej oznaczone zostaty Weisg tylko 3-metoksyantranilan metylu
i damascenina [Fico i in., 2003; Moretti i in., 200pozostate to nowe dIN. damascena
skfadniki. Kilka estrow kwasow ttuszczowych (kapowrego, stearynowego i linolenowego)
zostato zidentyfikowanych w ekstraktach z nasioareaszki z Litwy [Dauksas i in. 2002],
nie g to jednak te same estry ktére oznaczytam w olefiazie nadpowierzchniowej nasion
N. damascena Polski. Zadm tez z wykorzystywanych metod nie oznaczytam kwasow
tluszczowych, a zwiki te wystepowaly bardzo licznie w ekstraktach asion rdliny
[Dauksas iin. 2002] .

Metoda SPME okazata ¢sikonkurencyjna wobec tradycyjnych technik izoloveani

skfadnikow lotnych nasion czarnuszki damaséee).
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5.7. Sktadniki lotne nasion czarnuszki damasdeskiej — podsumowanie

I wnioski

W momencie rozpoezia przeze mnie bada skladnikébw lotnych czarnuszki

damascaskiej dane literatuowe na ten temat byly bardzogigmoW latach 2002-2005

ukazalo si jednak 5 publikacji, ktérych przeglu dokanatam w eZci literaturowej

niniejszej pracyPodsumowanierezultatow moich badgast nasipujace:

Wydajna¢ z jaka pozyskatam olejki zalata od zastosowanej metody wyeldniania,

pochodzenia surowca i roku zbioru:

* Olejek eteryczny otrzymatam z wydajuéca podobna do podawanej w literaturze
(0,30-0,58%).

* Olejki lotne oraz olejek otrzymany w aparacie LikarNickersona byly pozyskane
z wigksz wydajnacia (1,0-1,3%).

Metoda wydzielania sktadnikow lotnych nasion w zhsezy sposob wptywata na skiad

zarOwno jakéciowy, jak i ilosciowy.

* W olejku eterycznym zidentyfikowatam 40 skiadnikdédw, ogromnej przewadze
weglowodory seskwiterpenowg:elemen (58-81%) oraz-, 7-epia- i B-selinen.

e Skiad olejkéw lotnych byt wzajemnie bardzo zbly, ale odmienny od sktadu
olejku eterycznego. Cegh odr@niajaca byta obecné¢ pochodnych kwasu
antranilowego w olejkach lotnych.

e Metodh HS-SPME jako jedyn wykrylam (oprocz seskwiterpendw i pochodnych
kwasu antranilowego) najbardziej lotne sktadnikdwzym stopniu determinage
charakterystyczny zapach nasion.

Spasrod 63 zidentyfikowanych émymi technikami sktadnikéw lotnycN. damascena

44 to zwazki nowe dla nasion tej §bny sktadniki.

Whioski
Uprawiana w Polsce czarnuszka damaskea jest réwnie dobrym surowcem
olejkodajnym, jak czarnuszka z innych rejonéwiata.
Najdoktadniejsz, a rownoczénie najszybsz metod, oceny skiadu lotnych zazkow
nasion czarnuszki damass&iej byta metoda HS-SPME.
Najkorzystniejsza metod, pozyskiwania olejku z nasion czarnuszki damaskie] byta
destylacja z parwodm-ekstrakcja.
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Czarnuszka orientalna

5.8. Materiat
Materiat do bada stanowity nasiona czarnuszki orientalnej uprawjanePolsce
pozyskane od nagiujacych firm konfekcjonujcych ten surowiec
 Torseed — Przeddiiorstwo Nasiennictwa Ogrodniczego i Szkotkarstwiarun,
(pochodzenie nasion: Mazowsze): 2002 r.
* Przedsibiorstwo Nasiennictwa Ogrodniczego i Szkotkarst@eaaréw Mazowiecki,

(pochodzenie nasion: Kujawy): 2002 r. i 2005 r.
5.9. Wydzielanie sktadnikdéw lotnych nasion czarnusz orientalnej

5.9.1. Destylacja z pag wodna

W wyniku destylacji z par wodm zmielonych nasion czarnuszki orientalnej
uprawianej na Mazowszu w latach 2002 i 2005 oraKomwach w 2005 r. uzyskatam
olejek eteryczny, z wydajdoia odpowiednio 0,03% i 0,04%. Olejek bytetny i miat
zapach roztartego ziarna maku. Zawieratedilosci kwasow tluszczowych, utrudnigych
analiz GC. Aby unikra¢ obecnéci kwasow w olejku, przeprowadzitam destytasprowca
z dodatkiem roztworu gglanu wapnia (lI) (masa: masa Cas,Q0:1). Zabieg ten tylko
w niewielkim stopniu wplyat na zmniejszenie ikei kwaséw ttuszczowych w olejku
eterycznym, ale jednocgde spowodowat obmenie wydajnéci olejku do 0,01%.
W zwiazku z tym badatam skiad olejkow wydzielanych w gsie destylacji nasion bez
dodatku CaC@

5.9.1.1. Skladniki olejku eterycznego czarnuszki entalnej

Sktad chemiczny olejku eterycznego z nasibnorientalis przedstawiony jest
w Tabeli 32. Zwazki wymienione § w kolejndgci opuszczania kolumny CP Sil 5,
a niecagta numeracja wynika z faktwe dodatkowe sktadniki lotne zidentyfikowatam
metody HS-SPME. Rysunek 47 przedstawia chromatogramkwl¢Mazowsze, 2002).
Numery pikbw na chromatogramie odpowiadajpjumerom zwjzkéw podanym
w Tabelach 32 i 33. Analiza GC i GC-MS olejkow paiia na identyfikacg 20
sktadnikéw, wrod ktérych dominowaty wglowodory seskwiterpenowe. Zidentyfikowane
zwiazki stanowity w poszczegoélnych partiach surowca3déo do 95% olejku. Gtéwnymi

skfadnikami byly seskwiterpenyi-elemen ié-kadinen, stanowce w sumie od 36% do
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62%. Kwasy palmitynowy i linolowy stanowity od 188® 42%. W olejku znajdowaly i
réwniez niewielkie ilasci monoterpenow i alkanow. Skiad j@kowy olejkdw pozyskanych
Z nasion uprawianych na Mazowszu iKujawach byt gy, natomiast bardzo

zrGznicowane byly zawartei poszczegolnych sktadnikow.

Chromatogram gazowy NODCA

15| 23
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0.2
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Rysunek 47. Chromatogram gazowy olejku eteryczmegmonNigella orientalis(kol.CP Sil 5)

Tabela 32. Skiad olejku eterycznego nasiligella orientalis(kolumna CP Sil 5)

HD SDE
Nr | Sktadnik RI it RI eksp. .
Mazowsze | Mazowsze | Kujawy Mazowsze
2002 2005 2005 2002
Zawartosé [%]

8 | p-cymen 1012| 1016 - 0,1 tr -

9 | limonen 1025 | 1021 - 0,1 tr -
10 | y-terpinen* 1055 | 1049 - 0,1 tr -
12 | octan bornylu* 1273| 1272 tr 0,1 tr -
13 | o-kopaen 1379 | 1375 0,8 0,4 0,5 0,2
14 | cis-B-elemen 1381~ | 1380 0,8 25 3,7 0,5
15 | B-elemen 1389 | 1391 18,3 33,8 49,2 9,8
16 | izokariofilen* 1409 | 1416 0,7 0,7 11 0,2
17 | selina-4,11-dien* 1475| 1472 14 0,4 1,2 tr
18 | B-selinen 1484 | 1484 4,9 14 2,8 0,1
19 | walencen* 1490| 1490 0,1 - - -
20 | a-selinen 1494 | 1494 4,2 1,4 2,7 0,7
21 | germakren A 1503| 1502 tr 1,0 1,1 0,6
22 | 7epia-selinen 1519 | 1516 0,2 0,5 0,6 tr
23 | 8-kadinen 1520 | 1524 17,4 15,0 12,6 8,8
24 | heksadekan* 1600, 1603 0,2 0,6 0,6 -
25 | palmitynian metylu* 1908| 1916 13 0,3 0,2 tr
26 |kwas palmitynowy* 1942 1955 18,6 9,4 6,7 18,4
27 |kwas linolowy * 2113 2129 23,3 17,5 11,2 44,7
suma zidentyfikowanych 95,3 85,2 94,2 84,4
wydajngi¢ olejku 0,03 0,03 0,04 0,07
tr — ilosci sladowe (<0,05); - — zwkek niewkryty

A —indeks retenciji literaturowy na kolumnie HP-5
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Sktad jakdciowy olejku eterycznego (HD) z nasion czarnusziemtalnej pozyskanej
z dwoch regionéw Polski oraz dwdch lat zbioru bglizzony, ale skiad iléciowy réznit sig.
Olejek z nasion z upraw w 2005 r. charakteryzowats/zsz (33,8% i 49,2%) i uprawy
z 2002 r. (18,3%) zawaroia gtdwnego sktadnikgB-elemenu, a sz é-kadienu oraz
obecndcia wigkszej ilagsci monoterpendéw, co mogto byspowodwane np. innymi

warunkami przechowywaniem nasion.

5.9.2. Inne metody otrzymywania olejku

Sktadniki lotne nasiomN. orientalis (Mazowsze, 2002) wydzielitam réwrienetod
destylacji z par wodm-ekstrakcji (SDE, Tabela 32) z wydafo prawie dwukrotnie
wyzsza 0,07% ni w aparacie Derynga. Olejek (SDE) catkowicienib si¢ sktadem od
olejku otrzymanego w aparacie Derynga (HD), miatanizszy zawartd¢ seskwiterpendw
takich jak: selina-4,11-dienf-i a-selinen, é-kadinen, ale zawierat weej kwasow
ttuszczowych (ponad 60%). Metoda jednoczesne] theginekstrakcji okazata i
nieprzydatna do wydzielania sktadnikow lotnychgagatunku czarnuszki.

W wyniku destylacji z par wodra konkretu, otrzymanego przez ekstrgkoasion
eterem naftowym (wydajié 35,3%, Mazowsze 2002), uzyskatam z wydégnp 1,13%
olejek lotny o sktadzie catkowicie odmiennym odaski olejkébw eterycznych i frakciji
lotnej analizowanej metadSPME. Zawierat on bowiem tylko nasycone i nienasgc

weglowodory alifatyczne.

5.9.3. Porownanie metody SPME z destylagz para wodng

Analizg HS-SPME nasiorlN. orientalis przeprowadzitam w warunkach ustalonych
wczesniej dla nasion czarnuszki siewnej tzn: wibkno DEBR/PDMS masa zmielonych
nasion 10 g, okjos¢ fiolki 20 ml, temperatura fai wodnej 60C, czas ustalania
rownowagi 15 min., czas ekstrakcji 30 min. Badataasiona uprawiane w 2005 r. na
Mazowszu i Kujawach. W fazie nadpowierzchniowejerityfikowatam metod SPME 23
sktadniki, stanowice odpowiednio 80,2% i 96,1% (Tabela 33, Rysungk 43oza
weglowodorami seskwiterpenowymigdiacymi sktadnikami olejku eterycznego, wykrytam
liczne monoterpeny (7 ¢glowodorow i octan bornylu), ale rowriekwas octowy,
but-2-enal i kapronian izobutylu. Q&i zastosowaniu techniki SPME zidentyfikowatam
w nasionach najbardziej lotne skiadniki, ktorycheofgci nie stwierdzitam w olejku.

Skiadniki te wystpowaty w olejkach eterycznym i lotnym w $ldach tak niewielkichze
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nie wykrytam ich. Olejek eteryczny zawieratzguilos¢ kwasoOw ttuszczowych iinnych
zwiazkéw wysokoczsteczkowych utrudniagych analiz GC. Zwihzki te nie byly
adsorbowane na widknie SPME.

Tabela 33. Skiad olejku eterycznego i fazy nadpmeteniowej nasiolNigella orientalisz r&nych

miejsc (Mazowsze i Kujawy, 2005), (kolumna CP Sil 5

Mazowsze 2005 Kujawy 2005

Nr Skladnik RI it RI eksp.
HD SPME HD SPME

1 kwas octowy* 600 580 - 29 - 15
2 but-2-enal* 657 631 - 5,2 - 6,2
3 tricyklen* 915 920 - 0,2 - 0,2
4 a-tujen* 926 928 - 0,1 - 0,1
5 a-pinen* 935 932 - 0,1 - 0,1
6 mircen* 983 991 - 0,8 - 0,2
7 a-terpinen* 1013 1015 - 1,1 - 0,7
8 p-cymen 1016 1016 0,1 2,2 tr 5,6
9 limonen 1025 1021 0,1 1,8 tr 0,3
10 y-terpinen* 1055 1049 0,1 0,2 tr 0,2
11 kapronian izobutylu} 1149 1164 - 1,9 - 1.4
12 octan bornylu* 1273 1272 0,1 - tr -
13 a-kopaen 1379 1375 0,4 15 0,5 11
14 cis-B-elemen 1381 1380 2,5 14 3,7 15
15 B-elemen 1389 1391 33,8 26,0 49,2 43,3
16 izokariofilen* 1409 1416 0,7 1,5 1,1 1,7
17 selina-4,11-dien* 1475 1472 0,4 0,8 1,2 1,3
18 B-selinen 1484 1484 14 1,2 2,8 1,7
20 a-selinen 1494 1494 1,4 13,2 2,7 16,4
21 germakren A 1503 1502 1,0 tr 11 0,4
22 7epio-selinen 1519 1516 0,5 - 0,6 -
23 8-kadinen 1520 1524 15,0 16,1 12,6 111
24 heksadekan* 1600 1603 0,6 tr 0,6 0,1
25 palmitynian metylu* 1908 1916 0,3 2,0 0,2 1,0
26 kwas palmitynowy* 1942 1955 9,4 - 6,7 -
27 kwas linolowy* 2113 2129 17,5 - 11,2 -
suma zidentyfikowanych 85,2 80,2 94,2 96,1

tr — <0,05%; - — zwizek niewkryty
A — indeks retenciji literaturowy na kolumnie HR4b DB-5
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rozpuszczalnik 15 23 O|ejek eteryczny

/ 27

monoterpeny
1 14
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12,925

15

Rysunek 48. Chromatogram gazowy olejku eteryczmégmy nadpowierzchniowej nasion

Nigella orientalis(Mazowsze, 2005; kolumna CP Sil 5)

5.10. Skfadniki lotne nasion czarnuszki orientalne} podsumowanie
I wnioski
Podsumowupc przeprowadzone badania mqepwiedzi€, iz:
* Nasiona czarnuszki orientalnej zawigrajewiele olejku eterycznego (0,03-0,04%).
* Wykorzystujc rézne techniki zidentyfikowatam w nasionach 27 @tidéw lotnych,
w tym 17 nowych dla tego surowca.
» Metodh najbardziej skutecarnw analizie lotnych sktadnikow z czarnuszki oridnég
bytla metoda HS-SPME, tylka tmetody oznaczytam najbardziej lotne zuki.
» Olejek eteryczny zawierat da ilosci kwasow ttuszczowych (do 40%).
 Metody destylacji z par wodm-ekstrakcji i destlacji konkretéw byly
nieodpowiednie dla tego surowca.
Whnioski
* Nasiona czarnuszki orientalnej nig¢ surowcem olejkodajnym. Zaréwno wydagto
zwiazkow lotnych, jak i sktad orazeHacy jego pochodgzapach niesinteresujce.
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5.11. Wiaciwosci przeciwdrobnoustrojowe olejkdw z nasiorNigella sativa

I Nigella damascena

Badania zostaly wykonane we wspoéipracy z Instytuf€echnologii Fermentaciji
I Mikrobiologii PL.

Olejki eteryczne (OE) z nasioN. sativa (o sktadzie zamieszczonym w Tabeli 20)
i N. damascengo skladzie zamieszczonym w Tabeli 29) oraz olégeky (OL) z konkretu
otrzymanego eterem dietylowym z nasidw. sativa (Wielkopolska 2002) poddano
badaniom oceniagym aktywnd¢ przeciwbakteryja wobec bakterii gramujemnych:
Escherichia coli Pseudomonas aerugingdaakterii gramdodatnicl8taphylococcus aureus
I Bacillus subtilis a take aktywnd¢ przeciwgrzybow wobec: dradzy Candida albicans
C. mycoderma Penicilium expansunoraz pléni Aspergillus niger Badania dla olejku
lotnego czarnuszki siewnej oraz olejku eterycznegarnuszki damasaskiej wykonano
metody impedymetrycza dla stzen olejku rownych: 0,1; 1; 5 i 10l/ml. Natomiast dla
olejku eterycznegdl. sativametod, ptytkowa rozcienczen, dla nastepagych stzen olejku:
0,05; 0,1 i 0,8%. Aktywn& statyczna i bdjcza olejkbw zostata odtoma przez
wyznaczenie odpowiednich wagth MIC (minimalne stzenie hamujce) i MBC
(minimalne s¢zenie boéjcze) w stosunku do testowanych drobnoygstroWyniki bada

przedstawitam w Tabeli 34.

Tabela 34. Wisciwosci przeciwdrobnoustrojowe olejkdw z nasiigella sativai N. damascena

[2]
s L0 o
E 53 3 D " c 0 c £ 5
S_ |E2 |25 |22 |2k |28 |53
] Q o c > m 0 = =
§ | 8% |58 C° |98 |2
% bakterie gram —|  bakterie gram ghipe plesnie
N.sativa f‘i 4000 | 5000 3000 | 4000 5000
(OE) o pg/ml | pg/ml pg/ml | pug/ml | ug/mi
e MIC MIC MIC MIC MIC } -
£
N. sativa © 10 10 10 10 nie 10
(OL) s S ul/mi ul/mi ul/mi ul/ml - dziata | pl/ml
85 21g 0,51lg | 2,519 MIC 2,51g
N.damascena 2 g 10 10 10 10 10 10
(OE) Q pl/mi wl/mi wl/mi w/ml - w/ml wl/mi
B 21g llg 4 Ig MIC MIC MBC

- — nie badano
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Aktywnos¢  przeciwdrobnoustrojowa badanych olejkéw byta zmiéowana
w zaleznosci od rodzaju drobnoustrojow.

Powyzsze wynikiswiadcz o tym, iz olejek eteryczny z czarnuszki siewnej ma dobre
wihasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, oddziatuje na szerokieksrum mikroorganizmow,
tzn. zarébwno na bakterie gramdodatnie, gramujefaid,na grzyby. Porownag uzyskane
wartasci MIC mozna wnioskowd, iz bakterie gramdodatniea sbardziej podatne na
hamupce dziatanie olejku ameli bakterie gramujemne. Najgkisza opornd¢ na dziatanie
olejku wykazug grzyby.

W literaturze aktywn& przeciwdrobnoustrojoavolejku z czarnuszki siewnej ocenia
si¢ jako wysol, sugeruic by stosowago nawet jako substytut antybiotykéw lgdodek do
ochrony upraw [Khan, 1999; Rathee i in., 1982].

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa olejku lothego z nashnsativabyta podobna
do olejku eterycznego N.damascenaBadane olejki wykazywaty dobre wawosci
bojcze w stosunku do baktem.subtilis Olejek z czarnuszki damasskiej w stzeniu
10 ul/ml catkowicie eliminowat pl& A. nigerzesrodowiska i w takim te skzeniu dziatat
hamupco wobec dredzy C. albicans Niestety w przypadku pozostaty mikroorganizmow
olejki te nie wykazywaly aktywrigi bojczej.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

W pracy przedstawitam zastosowaniezimgch technik do wydzielania sktadnikow

lotnych drewna drzew iglastych, pospolitych na koencie europejskim oraz nasiorglno

rodzaju czarnuszka, popularnych w krajach basenuzd8y6édziemnego, ale teuprawianych

w Polsce. Wykorzystag nowoczesne techniki analityczne (GC, SPME) i gpskopowe

(MS, NMR), dokonatam identyfikacji sktadnikow lotcly i okrelenia struktury nowych

zZwiazkéw badanych surowcéwdlimnych.

Podsumowanie zebranych w rozdziatach 4 i 5 spos#ae dotycacych metod

wyodrebniania zwizkow lotnych pozwala mi stwierdzize:

Praco- i energochtonna metoda destylacji z peydm jest jedym metod, prowadaca

do otrzymania produktu, jakim jest olejek eterycz@®pzwala ona w prosty sposéb
okresli¢ sumarycza zawart@¢ nierozpuszczalnych w wodzie zwkdéw lotnych
zawartych w matrycy o dowolnym stanie skupienidrulgdurze, a analiza olejku daje
informacje o sktadzie jakciowym i ilosciowym.

Destylacja z par wodm konkretéw jest metadbardziej skomplikowanod destylacii
surowca, ale daje produkty (olejki lotne), ktorekiedy mag lepsze cechy niolejki
eteryczne. Wagl metody jest stosowanie znacznychsdiorozpuszczalnika, a zatem
produkt nie spetnia wymagaielonej chemii.

Rozwijajaca st nowoczesna metoda ekstrakcji nadkrytycznetenm¢ alternatyva dla
destylacji z par wodm i ekstrakcji klasycznej. Jest to jednak metoda agapca
bardzo kosztownej aparatury i pracochtonnego usitalwarunkoéw procesu.

SPME to metoda nowa i na obecnym etapie jej rozwopyt skomplikowana
w okre&sleniu bezwzgidnej zawartéci mieszanin ztgonych z kilkudziesiciu lub
kilkuset sktadnikéw, jakimi & produkty naturalne. Jednak jest to wygodna, prosta
i szybka metoda bezrozpuszczalnikowa, doskonatapai@wnania sktadu zaréwno
jakosciowego, jak iilgciowego nawet bardzo zionych mieszanin. Dia zalet tej
metody jest jej wysoka czué umazliwiajaca wykonanie powtarzalnych analiz na
niewielkiej probce materiatu.

Metoda mikroekstrakcji do fazy statej z fazy nadpmechniowej (HS-SPME)
w pofaczeniu z GC i GC-MS okazalaesefektywrs metody oznaczania sktadnikéw
lotnych warstw drewnawierka, sosny i modrzewia. Niezagiona byta ta metoda
w identyfikacji najbardziej lotnych sktadnikéw nasitrzech gatunkow czarnuszki, ale

takze w wykrywaniu naturalnych sktadnikébw nasion, ktodgyly nieobecne
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w produktach otrzymanych metodami tradycyjnymi. 8 metoda najkorzystniejsza
w analizie jakéciowej wszystkich analizowanych surowcéw, poniewaozwalata
wykry¢ najwieksz ilos¢ sktadnikdw, w tym réwnie takie ktorych nie wykrytam
innymi metodami.
Najmniej odpowiednia w poréwnawczej ocenie drevéwerka, jak teé analizie nasion
czarnuszki okazatagsmetoda analizy fazy nadpowierzchniowej (DHS).

Whioski
Kazda z testowanych metod ma wady i zalety, a napnegsze kryteria wyboru jednej
z nich to:
» cel, jaki chcemy ogsgna¢
» cechy surowca, a szczegdlnie jego sktadnikéw ldinyc
Uniwersallm metody analizy zwizkéw lotnych jest HS-SPME w warunkach
optymalizowanych dla kalego surowca.
Wybdér metody pozyskiwania produktu (olejek eterydmiejek lotny) powinien b§
poprzedzony odpowiednimi éaiadczeniami.
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