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An Investigation on Benzine Extract Obtained from Dill Fruits (Anethum
graveolens L.)

Rodzina Baldaszkowatych dostarcza szeregu surowcéw roélinnych za-
wierajacych zwigzki kumarynowe. Jednym z przedstawicieli tej rodziny,
nie wykorzystywanym dotad w tym zakresie, a stosowanym w fitoterapii
"innych krajow (7), jest koper ogrodowy, Anethum graveolens L. (1).

Wstepne badania owocow szeregu gatunkéw roslin z rodziny Bal-
daszkowatych, prowadzone w Zakladzie Farmakognozji AM w Lublinie,

.wykazaly obecno$é co najmniej trzech zwigzkéw kumarynowych w owo-
cach kopru ogrodowego (4). -

Szersze badania zwigzkéw kumarynowych w tym surowcu prowadzo-
ne przez Kartniga (5) doprowadzily do izolacji bergaptenu i umbe-
lipreniny. Dranik i Prokopienko (2) na podstawie przeprowa-
dzonych badan chromatograficznych wnioskujg ponadto o obecnosci w tym
surowcu skopoletyny, eskuletyny i umbeliferonu. Autorzy ci wyizolowali
jeden zwigzek o charakterze oksykumaryny. W badaniach nad sterolami
Kartnig (6) wyizolowal z owocéw kopru f-sitosterol.

Przytoczone doniesienia literatury, wskazujace na obecnos¢c tak ku-
maryn, jak i steroli w owocach kopru ogrodowego, stanowity zachete do
badan fitochemicznych tego surowca w ramach prowadzonych poszuki-
wan krajowych surowcow kumarynowych

* Czionkini Studenckiego Kota Farmakognostow.
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CZESC DOSWIADCZALNA

OTRZYMANIE WYCIAGU BENZYNOWEGO I OLEJU

Owoce kopru ogrodowego (1000 g), pochodzgce ze sklepéw Centrali Nasiennej,
po sprawdzeniu tozsamo$ci sproszkowano i ekstrahowano benzyng w aparacie eks-
trakeyjnym firmy Quickfit o kolowym obiegu rozpuszczalnika. Z uzyskanego wy-
ciaggu benzynowego odpedzono calkowicie rozpuszezalnik, w wyniku czego uzyskano
olej (98 g) w ilosci stanowigcej ok. 10% uzytego do badan surowca.

Cze$¢ uzyskanego oleju (18 g) przeznaczono do badan fizykochemicznych, ozna-
czajgc ogdlnie przyjetymi metodami (3) takie wlasciwosci fizykochemiczne jak:
gesto$é (dy=0,8980 g/cm?), wspdlezynnik zalamania $§wiatla (np2=1,477, mierzony
w refraktometrze Abbego), liczbe zmydlania (LZ=112,2), liczbe kwasowa (LK=3,6),
liczbe estrowa (LE=108,6), liczbe jodowg (LJ=82,3) oraz zawarto$¢ substancji nie
zmydlajgcych sie (2,0%). .

WYDZIELENIE I BADANIE FRAKCJI STEROLI

Pozostaly olej (80 g) zmydlono przez ogrzanie na wrzacej laZzni wodnej pod
chlodnicg zwrotng z dziesieciokrotng ilo$cig 20% etanolowego roztworu wodorotlen-
ku potasu w ciggu '3 godz.

Nastepnie etanol oddestylowano z parg wodna, za$ alkaliczng pozostalo$é eks-
trahowano eterem etylowym. Po odmyciu woda wyciggu eterowego osuszono go,
a nastepnie odparowano rozpuszczalnik, uzyskujgc frakcje nie zmydlajacg sie (16 g)
— patrz schemat 1.

Frakcje nie zmydlajacg sie rozpuszczono na gorgco w 500 cm?® etanolu 96°,
a nastepnie dodano 1% etanolowy roztwér digitoniny (200 cm?® i ogrzewano w
temp. 70°C na lazni wodnej pod chlodnicg zwrotng w ciggu 1 godz. Po tym czasie
wydzielil sie bialy bezpostaciowy osad digitonidéw steroli.

Po sprawdzeniu calkowitosci wytracenia, osad odsgczano i przemyto na sgczku
etanolem, eterem etylowym i acetonem, a nastepnie wysuszono do stalej masy.
Uzyskano w ten spos6b 1,875 g digitonidow steroli, co po uwzglednieniu udzialu
digitoniny w otrzymanym kompleksie stanowi 45,6 mg% zawartosci steroli w ba-
danym surowcu. Zesp6t digitonidéow steroli przeprowadzono w octany przez ogrze-
wanie z dziesigciokrotng iloscig bezwodnika octowego. Po przekrystalizowaniu z eta-
nolu uzyskano 0,356 g czystej krystalicznej frakcji octanéw steroli.

Rozdziat chromatograficzny uzyskanej frakcji octanéw steroli przeprowadzono
na ptytkach pokrytych 0,26 mm warstwa zelu krzemionkowego G, impregnowanego
azotanem srebra w stosunku 30 g zelu+10 g AgNOg+60 g wody. Wysuszone i akty-
wowane plytki po naniesieniu badanej frakeji rozwijano w ukladach: eter naftowy—
chloroform—kwas octowy (150:50:0,1) oraz benzen—eter naftowy (2:3) 1 wywoty-
wano przez spryskanie 50% H,SO, i ogrzanie w temp. 105° w ciggu 5—7 min. W wy-
niku tego uzyskano rozdziat badanej frakeji na 5 plam octanéw steroli.

W celu izolowania poszczegdinych zwigzkéw, uzyskany zespél! naniesiono na
kolumne wypelniong Zelem krzemionkowym (Koch-—Light 325 mesh) i wymywano
ukladem tréjskladnikowym stosowanym w technice cienkowarstwowej o skladzie:
eter naftowy—chloroform—kwas octowy lodowaty (150:50:0,1).

Uzyskano 150 wyciekéw o objetosci 5 cm3 kazdy. Wycieki kontrolowano technikg
cienkowarstwowa. Te wycieki, ktore zawieraly 1 zwigzek lub mieszanine tych sa-
mych zwiagzkéw, laczono, odparowywano rozpuszczalnik i krystalizowano z etanolu.
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Schemat 1. Ekstrakeja surowca z wydzieleniem octanéw steroli i kumaryn
Extraction of plant material and isolation of sterol acetates and coumarine

Material roélinny (1000 g)

’

ekstrakcja benzyng
Wyciag benzynowy

zageszczenie

4

Olej (98 g)

badanie fizykochemiczne -
zmydlenie :

Roztwor alkaliczny

Wodny roztwoér mydet ekstrakcja eterem

Frakcja obojetna (nile zmydlajaca sie)

zakwaszenie Hy;SO, digitonina

zobojetnienie NaHCO; Digitonidy steroli
Roztwér wodny acetylacja

ekstrakcja

eterem etylowym Octany steroli

Frakcja kumaryn

Schemat 2. Analiza chromatograficzna frakcji octanow sterolik
Chromatographic analysis of sterol acetates fraction

Frakcja (0,3 g) -
Kolumna (SiO,)

wycieki 1-—23 * wycieki 2435 wycieki 36—60 wycieki 61—114 wycieki 115—140

zw. I (Ry 0,64) mieszanina zw. II (Ry 0,57) zw. IIT (Rs 0,55) zw. V (R; 0,15)

tt. 129—131° zw. I (R 0,64) t.t. 119—120° octan stigmaste- octan ergoste-
octan f-dwu- zw. II (R; 0,57) Octan B-sitoste- rolu (?) rolu (?)
hydrositoste- rolu zw. IV (R; 0,34)

rolu

* Wszystkie wycieki ‘analizowano technikg chromatografii cienkowarstwowej
w ukladzie: eter naftowy—chloroform—kwas octowy (150 : 50 0,1).

* All eluates, included here, were analyzed by thin-layer chromatography in
the system: oil ether—chlorophorm—acetate acid (150 : 50 : 0.1).

W ten sposéb z polaczonych wyciekéw 1—23 uzyskano jednorodny zwigzek 1
o t.t. 129—131°C, zgodnej z t.t. wzorcowego octanu B-dwuhydrositosterolu. Zwiazek
ten na chromatogramie cienkowarstwowym w dwu réinych ukladach wykazywat
plame o barwie i wartoéci Ry zgodnej z plama wzorca octanu B-dwuhydrositosterolu.
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Wycieki 24—35 zawieraly mieszanine dwu zwigzkéw (I i II).

W wyciekach 36—60 wystepowal jednorodny zwiazek II, ktéry po przekrysta-
lizowaniu topil si¢ w temp. 119—120°C, zgodnej z t.t. wzorcowego octanu f-sito-
sterolu. Wlasciwosci chromatograficzne zwiazku II byly identyczne ze wzorcem
octanu B-sitosterolu.

Wycieki 61-—114 zawieraly mieszanine 2 zwiazkéw (III i IV), z kiérych jeden
wystepujacy w przewadze (III) wykazywal na chromatogramie cienkowarstwowym
plame zgodng z barwg i polozeniem plamy wzorcowego octanu stigmasterolu.

Wycieki 115—140 zawierab" niewielkie ilosci zwiazku V, ktérego warto§¢ R;
odpowiadala wartosci Ry wzorcowego octanu ergosterolu.

WYDZIELENIE I BADANIE FRAKCJI KUMARYN

Wodny roztwér mydel, pozostaly po wyekstrahowaniu frakeji obojetnej (sche-
mat 1), zakwaszono 15% kwasem siarkowym, a nastepnie zobojetniono roztworem
NaHCO;. Po przesgczeniu roziwér ekstrahowano wielokrotnie eterem etylowym.
Wyciggi eterowe polaczono i po osuszeniu oddestylowano rozpuszczalnik, uzyskujgc
polkrystaliczny z6Hopomaraficzowy osad frakecji kumaryn (1,2 g). Po przemyciu
osadu cykloheksanem frakcje kumaryn poddano analizie chromatograficznej.

Benzenowy roztwor frakcji kumarynowej naniesiono na plytki pokryte 0,25 mm
warstwg zelu krzemionkowego G. Chromatogramy rozwijano w ukladach:

a) toluen—kwas mréwkowy-—octan etylu (7:1:2);

b) benzen—chloroform-—-octan etylu (70:30:23);

¢} benzen—octan etylu (17:3).

W ukladzie b uzyskano najlepszy rozdziat badanej frakeji na 14 plam, o war-
tosciach R; w zakresie 0,02—0,78, widocznych w $wietle nadfioletowym. Siedem
z nich barwilo sie ponadto po spryskaniu chromatogramu roztworem jodu w jodku
potasowym. '

Frakecje kumaryn (1 g) naniesiono na kolumne I wypelniong zelem krzemion-
kowym (firmy Serva 200—300 mesh). Kolumne wymywano poczatkowo cykloheksa-
nem (100 cm?), a nastepnie cykloheksanem ze wzrastajgca iloscig octanu etylu (95:5),
(90:10), (85:15). Wycieki (kazdy obj. 100 cm?) analizowano technikg cienkowarstwowas.
Eluaty, zawierajace jednorodne zwigzki badz mieszaniny tych samych zwigzkéw,
lgczono i usuwano rozpuszczalnik. W przypadku uzyskiwania mieszanin rozdzielano
je ponownie technikg preparatywna bgdZ kolumnowsg (schemat 3).

Wycieki 1-—5 zawieraly mieszanine 2 zwigzkéw, ktoére naniesiono ponownie na
kolumne II wypelniong zelem (firmy Serva,200—300 mesh) i wymywano benzenem.
Uzyskano rozdziat badanej mieszaniny na 2 krystaliczne zwigzki A i B. Zwigzek A,
o t.t. imperatoryny (99—100°C), wykazywal wartoéci R; na chromatogramie cienko-
warstwowym identyczne z jej wzorcem. Zwigzek B, uzyskany w niewielkiej ilosci,
byl zgodny chromatografieznie ze wzorcem bergaptenu. Potwierdzono to chromato-
graficznie w trzech rézinych ukladach rozpuszczalnikéw.

Wycieki 6—21 zawieraly mieszanine 5 zwiazkoéw., Wycieki te po polaczeniu i od-
parowaniu rozpuszczalnika, celem ponownego rozdzialu, naniesiono na kolumne III
wypelniong w sposéb podany wyzej. Kolumne wymywano benzenem, a nastepnie
ukladem benzen—octan etylu (95:5). Z kolumny III uzyskano jednorodny zwigzek C
o t.t. 62—63°C, zgodnej z t.t. wzorca umbelipreniny. Zwigzek C wykazywal na chro-
matogramie cienkowarstwowym plame .0 wartoSci R; i barwie zgodnej z plama
wzorca umbelipreniny.
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Dla dalszych wyizolowanych i uzyskanych w postaci krystalicznej 3 zwigzkow
(zwigzku D — t.t. 68—70°C, zwigzku E o t.t. 67—68°C i zwigzku F o t.t. 124—-125°C)
nie znaleziono odpowiednikéw wsérdd posiadanych wzorcoéw.

Zwigzek G, uzyskany z kolumny III w niewielkich ilosciach, odpowiadal chro-
matograficznie wzorcowi 4-metyloeskuletyny.

Wycieki 22—26 z kolumny I stanowily mieszanine 6 zwigzkéw, z ktérej technikg
cienkowarstwows preparatywng wyizolowano zwigzek H o t.t. 210°C.

Wycieki 58—61, zawierajgce 3 zwigzki, polaczono i analizowano metodg kochro-
matografii z dostepnymi wzorcami. Na plytki nanoszono wycieki, obok nich wzorce,
a nastepnie mieszanine wycieku i wzorca. Po rozwinieciu w trzech réznych ukladach
rozpuszczalnikéw stwierdzono identyczne wartosci Ry zwigzku I z wzorcowym um-
beliferonem, zwigzku J ze skopoletyna, za$ zwiazku K ze wzorcem eskuletyny. Mate
ilosci tych zwigzkéw nie pozwolily na ich izolacje technika preparatywna.

OMOWIENIE WYNIKOW

W toku badan wyciaggu benzynowego z owocow kopru ogrodowego
otrzymano olej (10%) i oznaczono jego wlasciwo$ci fizykochemiczne. Po
zmydleniu oleju z uzyskanego roztworu mydel wydzielono frakcje steroli
w postaci octanéw, a nastepnie frakcje kumaryn. }

Drogg chromatografi kolumnowej z frakeji octanéow steroli wyizolo‘-'-
wano octan f-dwuhydrositosterolu i octan P-sitosterolu oraz chromato-
graficznie stwierdzono obecno$é¢ octanu stigmasterolu i octanu ergostero-
lu. Doniesienia dotyczg tylko obecnosci f-sitosterolu w badanym su-
rowcu (6).

W wyniku analizy chromatograficznej frakcji kumaryn stwierdzono
obecno$¢ co najmniej 14 zwigzkow. Sposroéd nich wyizolowano w postaci
krystalicznej imperatoryne i umbeliprenine oraz 4 zwigzki nie zidentyfi-
kowane (zwigzki D, E, F, H). Technikg kochromatografii stwierdzono zgod-
no$¢ wartosci Ry 5 dalszych zwigzkéw ze wzorcami, co pozwala wniosko-
waé, iz sg to-prawdopodobnie bergapten, 4-metyloeskuletyna, umbelife-
ron, skopoletyna i eskuletyna. W badaniach nad zwigzkami kumaryno-
wymi wykryto w owocach kopru ogrodowego imperatoryne i prawdopo-
dobnie 4-metyloeskuletyne.
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PE3IOME

3
N

IIyrem OeH3MHOBOI SKCTPaKnuM IJIONOB ykpoma (Anethum graveolens L.) mo-
ayueno ¢ 10% HIPOM3BOAUTENILHOCTBIO MACJO M ONPEAENeHO ero (MPU3NKO-XUMUUECKUEe
cBoiicTBa. B HeoMblasaiowmel (ppakumu (2%) nHaxoauamch creponnl (5 coeguHeHmit), M3
KOTODBIX M3OJMPOBAHO aleTaTbl f(-cuTocTepuH M fB-aurmupapocurocrepmu. Meroaom
TOHKOCHOMHOM XpoMaTorpadum MCCAENOBAHO (PpaKLyi0 KyMapHHOB, IOJydad 14 coe-
anHenmit.  ITyteM xpomarorpadMiu Ha KOJOHKE M30JIMPOBAHO 6 KpuCTANIMIECKUX
COeMHEeHMi, BBINENSAA MMIepaTopud U ymOenunpeuun. OcrajbHble COeAMHEHMA B UM~
cie 5, NPOABNIAIM XpoMmaTorpachyudeckme CBOMCTBA, OTBeuad oOpa3uom Oepramrexa,
4-MeTUJIOICKY TeTUHA, YMOETMIPeHNHA, CKOIONeTHHA U ICKYIeTHUHA.,

.

SUMMARY

By extraction of dill fruits (Anethum graveolens L.) with benzine, an oil
(10% yield) was obtained, and its physico-chemical properties were estimated. The
0il was saponified, and its non-saponifiable fraction (2%) was used for separation
of sterol acetates. By thin-layer chromatography five compounds were detected,
among which acetates of B-sitosterol and B-dihydrositosterol were isolated and
identified. In the ‘coumarin fraction obtained by separation . 14 compounds were
found by chromatographic procedure. By column chromatography 6 crystalline com-
pounds were isolated, one of them being identified as imperatorin and another
as umbelliprenin. The next 5 compounds had chromatographic properties similar
to those found in the standards of bergapten, esculetin, 4-methylesculetin, um-
belliferone and scopoletin.

17 Annales, sectio D, vol. XXXVII






