POSTEPY NAUK ROLNICZYCH
nr 6 (66) 1960

J. ST. KNYPL
Zaklad Fizjologii Roslin Uniwersytetu Lddzkiego

METODY WYKRYWANIA I ILOSCIOWEGO OZNACZANIA
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Charakterystyczny, lekko odurzajgcy zapach $wiezo skoszonego siana
spowodowany jest obecnoscig kumaryny. Z gospodarczego punktu widze-
nia wystepowanie tej substancji jest szkodliwe, poniewaz nadajgc go:zki
smak obniza jako$¢ paszy, a pewne jej pochodne, powstajgce przy nie-
wlasciwym przechowywaniu siana z nostrzyka, moga wywola¢ u bydla
tak zwang ,,chorobe koniczyny stodkiej”. Stad tez, przed okolo trzydzie-
stu laty rozpoczeto szeroko zakrojone prace (szczegoélnie w Stanach Zjedno-
czonych, ZSRR i Kanadzie) nad wyhodowaniem odmian nostrzyka catkc-
wicie wolnych od kumaryn, lub przynajmniej ze znacznie obnizong ich
zawarto$cig. Oczywiste jest, ze przy tego rodzaju pracach nalezy dokona¢
tysiecy analiz, co wymaga opracowania szybkich i tanich metod jako$cio-
wego wykrywania i iloSciowego oznaczania interesujgcego nas zwigzku.
Prace tego rodzaju prowadzi si¢ rowniez w Polsce i wydaje sie celowe
przedyskutowanie istniejgcych metod oznaczania kumaryny, celem doko-
nania najbardziej wlasciwego wyboru.
Kumaryna pod wzgledem chemicznym jest laktonem kwasu orto-hy-
droksy-cis-cynamonowego, zwanego roéwniez kwasem kumarynowym
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(rys. 1). Kwas ten w postaci krystalicznej nie istnieje wskutek silnie za-
znaczonej tendencji do tworzenia wewnetrznego bezwodnika (kumaryny),
latwo jednak mozna otrzymac jego sole poprzez zalkalizowanie roztwordw
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kumaryny wodorotlenkiem sodowym lub potasowym, przy czym reakcja
jest odwracalna: przy zakwaszeniu srodowiska odtwarza sie z powrotem
czgsteczka kumaryny.

Jezeli na alkaliczne roztwory kumaryny (a raczej powstalych z niej
odpowiednich soli kwasu kumarynowego) dziala sie $wiatlem ultrafiole-
towym (U.V.) o dlugosci fali okolo 360 mu to wskutek wewnetrznego
przegrupowania (interkonwersji) powstajg odpowiednie sole kwasu orto-
-hydroksy-trans-cynamonowego (tradycyjna nazwa: kwas kumarowy), przy
czym przejsciu temu towarzyszy zmiana barwy roztworu na zielonkawy.
Kwas kumarowy jest trwaty i pod U. V. wykazuje charakterystyczna, sil-
nie zaznaczong zielono-zo6itg fluorescencje.

Z roslin produkujgcych kumaryne (Melilotus, Asperula, Trigonella itd).
zazwyczaj mozna wyizolowaé szereg jej pochodnych, z ktérych najwaz-
niejsze przedstawiono na rys. 2. Niestety, omowienie wszystkich natural-
nie wystepujgcych kumaryn nie miesci sie¢ w ramach niniejszego przegladu
i temat zostanie zawezony tylko do samej kumaryny.

Z chwilg wyhodowania odmian nostrzyka ubogich w kumaryne i opra-
cowania odpowiedniej metodyki badawczej okazalo sie, ze w roslinach
oprécz wolnej kumaryny istnieje jeszcze jakis zwigzek (lub zwigzki) prze-
chodzace w kumaryne (2, 17, 31, 35), przy czym bardziej wnikliwe badania
wykazaly, ze frakcja kumaryny zwigzanej zwykle wielokrotnie przewyz-
sza frakcje kumaryny wolnej (30, 32).

Celem poznania natury tego polaczenia, liScie Melitotus albus zadawano
wrzagcym alkoholem etylowym, homogenizowano, odwirowywano i ptyn
znad osadu odparowywano (30, 32). Suchg pozostalos¢, po rozpuszczeniu
w wodzie, wytrzasano z eterem celem usuniecia lipidow i wolne] kuma-
ryny i tak otrzymany ekstrakt nakraplano na bibute chromatograficzng
Whatman nr 1 i rozwijano w mieszaninie Partridge’a (butanol — kwas
octowy — woda 4:1:5). Po spryskaniu roztworem wodorotlenku sodo-
wego i podgrzaniu przez 3 minuty do 100° C, na bibule pod $wiatlem
ultrafioletowym zaobserwowano silnie zielono-z6lto fluoryzujaca plame
o wartosci Rf = 0,72 (wolna kumaryna fluoryzuje natychmiast po SPTy-
skaniu NaOH i w tym systemie chromatograficznym posiada wartosc
Rf = 0,95). Jezeli takg plame, po wyeluowaniu etanolem, hydrolizowand
w obecnosci kwasu solnego, to z probowki juz po kilku minutach zaczynat
wydzielaé sie charakterystyczny zapach kumaryny,; na -chromatogr:amach
zhydrolizowanej probki wykryto jedna plame o wlasciwosciach .1denty—
cznych z kumaryng i drugg, ktérg na podstawie reakeji barwnych zidenty-
fikowano jako cukier z grupy heksoz.

Tak wiec frakcja kumaryny zwigzanej ma nature glikozydowsg, za czym
przemawia roéwniez fakt uwalniania z niej kumaryny po zadz'ialan"lu rozZ-
tworem emulsyny (B-glikozydaza wyizolowana ze stodkich migdatow).
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Jednak kumaryna nie posiada wolnej grupy wodorotlenowej, a wiec
jako taka nie moze przylgczyé reszty cukrowej i prawdopodobnie mamy
tutaj do czynienia z glikozydem kwasu kumarynowego, podobnie jak to ma
miejsce w wypadku me.ilotozydu, wyizolowanego w 1925 r. przez
Charraux’a (4); resztg cukrowg jest prawdopodobnie glukoza. Przy roz-
padzie z glikczydu uwalnia sie kwas kumarynowy, ktory natychmiast daje
czgsteczke kumaryny (rys. 3).
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Zaznaczy¢ nalezy, ze wigzanie glikozydowe nie jest zbyt mocne i moze
doj$¢ do jego zerwania pod wplywem réznych czynnikéw zewnetrznych,
obserwuje sie réwniez powolny, spontaniczny rozpad frakcji kumaryny
zwigzanej (30), poniewaz eterowy wycigg z nostrzyka bezkumarynowego
(nie fluoryzujacy pod U.V.), zaczyna intensywnie fluoryzowa¢ po 12-go-
dzinnym przetrzymywaniu w temperaturze 26° C, oczywiscie po uprze-
dnim naswietleniu ultrafioletem.

Niezmiernie wazny jest fakt, iz w lisciach nostrzyka wystepuje bardzo
aktywna j-glikozydaza, dzialajaca na frakcje kumaryny zwigzanej. Nalezy
ona do enzymoéw stosunkowo opornych na denaturujgce dzialanie czyn-
nikéw zewnetrznych: wykazano, ze jest czynna jeszcze przez kilkanascie
minut od zadania lisci 80% alkoholem etylowym, co oczywisScie powoduje,
iz uzyskiwane wyniki sg zawyzone na korzy$¢ kumaryny wolnej. S-gliko-
zydaza jest bardzo wrazliwa na zakwaszenie i w roztworach kwasnych
ulega momentalnej inaktywacji.

Obecno$é p-glikozydazy tlumaczy rozbieznosci otrzymywane przy
analizie materialu zwiedlego lub suchego. Przy wiednieciu bowiem i su-
szeniu nastepuje destrukcja nomalnych struktur cytoplazmatycznych, 0
stwarza sprzyjajgce warunki do zetknigcia sig enzymow ze specyficznyrfl1
dla nich substratami, czyli, w naszym wypadku, umozliwione zost.aJe
zetkniecie sie glikozydazy z glikozydem kwasu kumarynowego; W Wynlt}iu
uwalnia sie kumaryna, ktérej ilo$¢ bedzie proporcjonalna do czasu dzia-
lania enzymu, a ten z kolei uwarunkowany jest szybkoscig, z jaka prz.e—
biega proces suszenia. Tak wigc przy suszeniu wolnym (diuzszy czas dzia-
lania enzymu) otrzyma sie wyniki wyzsze niz przy suszeniu gwaltownym,
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przy zalozeniu, ze uwzgledni sie poprawke na straty spowocdowane subli-
macjg kumaryny w temp. podwyzszonej (13, 30). Spostrzezenia te ttuma-
czg pozornie dziwny fakt, ze ncstrzyk wykazuje charakterystyczny zapach -
dopiero po uszkodzeniu tkanki.

Z teoretycznego i praktycznego punktu widzenia nie jest obojetne,
w jakiej postaci- w danym egzemplarzu nostrzyka wystepuje kumaryna.
Prawdopodobnie bowiem zdolno§¢é do produkecji kumaryny znajduje sie
pod kontrolg dwu par alleli, oznaczonych jako Cu/cu i B/b (14, 17), przy
czym homozygota b (fenotyp bb) zapobiega produkcji i nagromadzaniu
si¢ kumaryny wolnej, a obecnos¢ genéw cu (fenotyp cucu) daje w efekcie
znaczne zmniejszenie pozicmu kumaryny calkowitej (wolnej i zwigzanej).
I tak, rosliny o fenotypie CuB zawierajg duze iloéci kumaryny tak wolnej,
jak 1 zwigzanej, roéliny o fenotypie Cub zawierajg kumaryne zwigzana,
ale za to bardzo malo wolnej, a rosliny o fenotypach cuB i cub s3 ubogie
w obie formy kumaryn. Zalezno$é te przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Zawartosé kumaryny w lisciach nostrzykow reprezentujgcych
cztery fenotypy (wg Haskins i Gorz, 1957)

Zawartos¢ kumaryny w brzelicz'eyniu na suchiai
mase
Fenotyp
wolna % zwigzana %
$rednio & srednio *+
CuB 1,28 £ 0,136 2,21 = 0,107
Cub 0,03 * 0,001 5,02 = 0,376
cuB 0,08 = 0,018 0,08 = 0,017
cub 0,02 £ 0,002 0,16 = 0,013

Wazne jest réwniez, jaki rodzaj tkanki bierze sie do analizy, poniewaz
poziom kumaryny w réznych tkankach tej samej rosliny jest rézny, co
ilustruje tabela 2.

Najwiecej kumaryny znajduje sie w mlodych, dopiero co r.ozw'iniety.c}?
listkach goérnych pieter rosliny i w paczkach kwiatowych, znacznie mnie]
w lisciach dojrzalych, a najmniej w todygach i korzeniu.

Jak wynika z powyzszych uwag, przy ocenie istniejgcych rr}retod ozna-
czania kumaryny nalezy zwraca¢ uwage nie tylko na sam s-p.»olsob pomiaru
ale, w gléwnej mierze, na sposéb pobierania probki .do amalizy, na rodzai
ekstrakecji i dalszg procedure przygotowania wy»01agu 'dvo ar'l,'ahzy. -O.d
wlasciwej ekstrakeji wymaga sig, aby, oprécz cghk-owrtg elucji, um-o‘zl%-
wila oznaczenie obu frakcji kumaryny oddzielnie, a WIQC' aby' do mini-
mum sprowadzila destrukcje materiatu spowodowang dzialaniem czyn-
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Tabela 2
Zawartos¢ kumaryny (Swieza masa) w roznych czeSciach o$§miu roslin mostrzyka
w pierwszym roku wzrostu
w polu (wg Goplen i wsp., 1956)

Procent kumaryny

Badana cze$¢ rosliny

SRR R ERE
Mtlode liscie z wierzcholka
giownej todygi 76 51 86 76 76 66 15 64
Miode liscie z wierzcholka
odgatlezienia 1 7 56 85 78 77 62 11 53
Mlode liscie z wierzchotka
odgatlezienia 2 80 ol 87 81 39 61 15 58
Miode liscie z wierzcholka
odgatlezienia 3 81 56 84 M 71 70 14 57
Liscie ze $rodka ro$liny 20 55 06 07 0 06 01 04
5 z nizszych czesci 24 16 03 03 05 02 01 06
Y.odyga — cze$é¢ goérna 33 34 42 35 32 41 27 19
» - dolna 09 02 04 04 03 03 02 04
Pzaki kwiatowe 44 43 49 56 53 51 30 50
Korzen 08 15 05 21 08 17 06 07

nikéw zewnetrznych, oraz aby natychmiast unieczynniata aktywne syste-
my enzymatyczne; od procedury przygotowania ckstraktu do analizy wy-
maga sie, aby w maksymalnym stopniu wykluczyla z roztworu pigmenty
roSlinne i inne zwigzki reagujgce podobnie jak kumaryna, a tym samym
moggce wplywaé na wynik oznaczenia.

Metody oksydoredukcyjne i grawimetryczne

Historycznie pierwszg metode oznaczania kumaryny podal Obermayer
(25), przy czym doczekata sie ona kilku modyfikacji (8, 9, 11) dotyczacych
gléwnie sposobu ekstrakcji materialu roslinnego.

Zasada metody jest utlenienie kumaryny nadmanganianem potasoyvym
z nastepnym obliczeniem jej iloSci na podstawie zuzytego utleniacza
wedlug wzoru:

3 CgHgO, + 38 KMnO; = 38 MnO, + 27 CO, + 9 H,O
Przystepujac do wykonania oznaczenia (8, 9, 11) na dnie kolby destyla-

' —80 ml
cyjnej umieszcza sie 5 g powietrznie suchego materialu, wlewa 70 83wa_
gorgcej wody i zamyka korkiem zaopatrzonym w rurke szklang dopr
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dzajacg pare wodng i w kapilare do destylacji prézniowej. Do bocznej
rurki odprowadzajgcej destylat podlgcza sie chlodnice wodng zaopatrzong
w odbieralnik umieszczony w lodzie i calo$¢ zestawu uzupelnia sie pod-
laczajac wodng pompe prézniows i manometr rteciowy (19). Nastepnie
umieszcza si¢ kolbe destylacyjng na wrzacej lazni wodnej i réwnoczesnie
przepuszcza przez nig pare wodng; gdy po 1—2 minutach zawartoéé kolby
zaczyna silnie wrze¢, wigcza sie pompe proézniows, zamykajac jednoczesnie
doptyw pary wodnej i destylacje przeprowadza sie przez 10—12 min. przy
140 mm Hg. Po pierwszej destylacji do kolby wsysa sie ponownie 70—80
ml wody i procedure destylacji powtarza sie 6 razy, po czym destylaty
przenosi si¢ do litrowej kolby miarowej i dopelnia do kreski woda.

Tak otrzymany destylat zawiera szereg zanieczyszczeh mogacych prze-
szkadza¢ we wlasciwym oznaczeniu (lotne zwiagzki fenolowe w ilosci
5—8%) i nalezy je usungé. Dokonuje sie tego przez wytracenie olowiem.

Do 50 ml] destylatu dodaje sie 4 ml 0,25 M octanu otowiu i pozostawia
probke przez moc. Na drugi dzien rano nadmiar octanu olowiu wytraca
si¢ dodajac 6,5 ml 0,17 M roztworu fosforanu dwuzasadowego, miesza, po
uptywie pél godziny dodaje 25 ml 20% roztworu siarczanu cynkowego
1 po czterech godzinach wytrgcony osad odwirowuje (rownolegle wszystkie
operacje przeprowadza sie na proébie kontrolnej, tzw. ,Slepa” odczyn-
nikowa).

Z tak przygotowanej probki pobiera sie 25 ml ptynu (zawartos¢ kuma-
ryny okolo 0,005 g), dodaje 25 ml 20% roztworu siarczanu cynkowego
(katalizator przyspieszajacy reakcje utlenienia) i 25 ml 0,1 N roztworu
nadmanganianu potasowego i dopelnia woda do objetosci okoto 150 ml.
Roztwér podgrzewa sie do wrzenia przez 10 minut i na gorgco filtruje
przez sgczek Goocha lub porcelanowy lejek z cienkg warstewks azbestu
i przemywa gorgcg wodg az do momentu, gdy Sciekajgce krople stang sie
bezbarwne. Do filtratu dodaje sie 25 ml 0,1 N roztworu kwasu szczawio-
wego i 25 ml 2 N kwasu siarkowego i po odbarwieniu podgrzewa do 60—
—70° C, po czym nadmiar kwasu szczawiowego odmiareczkowuje sig
nadmanganianem potasowym.

Celem otrzymania dokladnych wynikéw nalezy razem z prébka wiasci-
Wa przeprowadzié oznaczenie kontrolne (Slepa odczynnikowa), do ktérego
uzywa sie wszystkich odczynnikéw z wyjatkiem destylatu, zamiast ktore-
go dodaje sie ekwiwalentng ilo§¢ wody.

Zawarto§é kumaryny w procentach masy uzytego do anahzy materiatu

oblicza sie wedlug wzoru:

1,04835+100 Tkab

grw

x.—_-—'
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gdzie: T = miano 0,1 N roztworu KMnO,; w przeliczeniu na kumaryne,
rowne 0,0002306 g;
a = ilos¢ ml 0,1 KMnO, zuzytego do miareczkowania:
k = poprawka na normalnosé¢;
= objetos¢ wyjsciowego roztworu kumaryny (destylatu);
g = iloS¢ ml roztworu kumaryny wzietego do analizy;
w = waga (W gramach) powietrznie suchego materialu wzietego
do analizy;
1,04835 = wspotczynnik przeliczeniowy na 100% kumaryny.

Empiryczny wspoélczynnik przeliczeniowy (1,04835) jest konieczny,
poniewaz metodg Obermayer’a oznacza sie tylko +94% obecnej w roz-
tworze kumaryny.

Jak wynika z opisu, przytoczona modyfikacja metody Obermayer’a jest
niezwykle praco- i czasochlonna a otrzymane wyniki obarczone sg powaz-
nym bledem wynikajgcym tak z zastosowanego sposobu ekstrakeji, jak i z
same] procedury ilosciowego oznaczenia, przy czym juz fakt stosowania
do analizy materialu powietrznie suchego staje sie przyczyng strat ku-
maryny wskutek sublimacji (13); prawdopodobienstwo popelnienia btedu
rosnie nastepnie z kazdg manipulacjg. Zwazywszy na dcdatek, ze metoda
wymaga stosunkowo duzych ilosci materialu i pozwala jedynie na ozna-
czenie ogoélnej sumy kumaryn, nalezy uwazac jg raczej za nieodpowiada-
jaca wymogom mikroanalizy, a juz w zadnym wypadku nie nadajgca si€
do oznaczen masowych.

Dla Scistosci zaznaczy¢ nalezy, ze w oryginalnej metodzie Obermayer’a
stosuje sie ekstrakcje eterem z nastepng destylacjg kumaryny znad roz-
tworu chlorku wapniowego, co wprawdzie skraca czas analizy, ale zwigksza
bigd pomiaru.

Takie same bledy popelnia sie stosujgc grawimetryczng metode ozna-
czania kumaryny opracowang przez Kanewska i Fedorowa (21), ktéra
w dodatku daje frakcje wybitnie zanieczyszczone barwnikami ro$linnymi
i kwasami organicznymi.

Metody kolorymetryczne

Do drugiej grupy nalezy zaliczy¢ metody kolorymetryczne, oparte na
pomiarze intensywnosci zabarwienia produktu reakcji fenoli z dwuazo-
-para-nitroaniling. Nalezy zaznaczy¢, ze reakcja nie jest specyficzna,
a wiec szczegdblnie troskliwie nalezy oczyszczac ekstrakty, tak aby w roz-
tworze analizowanym obecna byla tylko kumaryna. Reakcja ta do ozna-
czania kumaryny w nostrzyku zostala po raz pierwszy zastosowana przez
Clayton’a i Larmour’a (5) lecz podana przez autoréw procedura nie gwa-
rantowala zupelnej eliminacji substancji reagujacych podobnie, a 0zna-
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czenie przeprowadzano w warunkach sprzyjajacych interferujgcemu wpty-
wowi barwikéw roslinnych; metoda zostala ulepszona przez Robertsa
1 Linka (28, 29) i w takiej postaci zostanie podany jej krotki opis.

Aparatura i odczynniki:

Ararat ekstrakcyjny do ukladu ciecz-ciecz.

Kolorymetr, fotometr lub komparator.

Eter naftowy — punkt wrzenia nie wyzej niz 40°C.

Eter etylowy — przemyty 3 razy malymi porcjami wody celem od-
rzucenia resztek alkoholu.

Roztwor ekstrakeyjny — 9 obj. 0,1 N H,SO,; + 1 obj. acetonu.

Wzorcowe roztwory kumaryny, kwasu kumarowego i kwasu meliloto-
wego, kazdy zawierajgcy 0,1 mg danego zwigzku w ml.

Roztwor A — chlorowodorek para-nitroaniliny. Rozpusci¢ 3,5 ¢
p-nitroaniliny w 45 m] kwasu solnego stezonego, dopelni¢ wodg do 500 ml
i przefiltrowaé. Roztwor trwaly pod zamknieciem.

Roztwor B: Rozpuscié 5 g azotynu sodu w 100 ml wody. Przecho-
wywaé w ciemnosci i czesto cdnawiac.

Roztwér dwuazoniowy: na lazni lodowej umieszcza sie 100 ml
kolbke miarowa i roztwér A i B. Gdy roztwory osiggng temperature
okoto 0°C, przenosi sie 3 ml roztworu A i 3 ml roztworu B do kolby 1 po
zmieszaniu oziebia przez 5 minut, po czym dodaje sie jeszcze 12 ml roz-
tworu B, miesza i znéw chlodzi przez 5 minut. Nastepnie roztwor dopelnia
sie lodowato zimng woda i zdejmuje z lodu na 15 minut przed oznacze-
niem. Roztwor trwaly przez 24 godziny.

Wzorce sporzadza sie dodajgc do kolby miarowej na 50 ml odpowiednia
ilogé roztworu standardowego 4—20 ug/ml/5 ml 1% roztworu weglanu
sodowego i dopelnia wodg destylowang do okoto 40 ml i podgrzewa przez
15 minut do temp. 85°C (wzorcow kwasu kumarowego i melilotowego nie
podgrzewa sig). Po ostudzeniu do kolbki dodaje sie 5 ml roztworu dWl:l-
azoniowego, dopelnia wodg do kreski i pozostawia na 2 godz. Po uplyww
tego czasu barwa osigga maksimum intensywnosci i roztwor n;a.daje §1e d<.>
pomiaréw; raz przygotowany wzorzec mozna uzywaé kilka dni, poniewaz
barwa jest trwata. . .

Przy analizie okoto 3 g drobno pocietej tkanki (lub 1,5 g nasion) wazy
sie z dokladno$cig do 1 mg i przenosi do 100 mililitrowych kolb.ek z§W1e-
rajacych dokladnie 50 ml roztworu ekstrakcyjnego, .z-atyka l?orkl-'em i w’yj
trzasa. W miedzyczasie przeprowadza sie oznaczenle .‘stop.)ma wilgotnosci
badanego materiatu i po jego obliczeniu pipetka dodaje §1e do kolby tyle
roztworu ekstrakcyjnego, aby og6lna ilos¢ plynu wy'n»oesﬂa. 25 .ml nalg
tkanki, dodaje sie szczypte suchego azbestu, zamyka korkiem i wytrzasa
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przez 24 godziny. Nastepnie probke sgczy sie przez lejek Biichnera z fil-
trem bibutowym i azbestowym i 50 ml klarownego filtratu przenosi sie
do apartu ekstrakcyjnego i ekstrahuje przez 2 godziny eterem etylowym;
potem warstwe eterowg przenosi sie do kolbki, dodaje 20 ml wody i od-
parowuje ostroznie na lazni wodnej (temp. 50—55°C). Po odparowaniu
eteru catos¢ podgrzewa sie do 70°C celem rozpuszczenia substancji wodo-
-rozpuszczalnych, chtodzi i filtruje; przesgcz wedlug autoréw nazywany
jest ,;roztworem do analizy”.

Roztwor do analizy oprécz kumaryny zawiera réwniez kwas kumarowy
i kwas melilotowy; celem oddzielenia kumaryny dodaje sie do niego 0,5 ml
ON roztworu NaOH, gotuje do wrzenia, chtodzi, dodaje 0,75 ml 5N roz-
tworu H,SO4, potem 0,25 g NaHCO; (pH lekko alkaliczne) i ekstrahuje 3
godziny eterem naftowym; po dodaniu 20 ml wody odparowuje sie eter
naftowy na lazni wodnej i calos¢ dopelnia wodg do 50 ml. Wywolujac
barwe pobiera sie 25 ml tego roztworu, dodaje 5 ml 1% roztworu Na,CO;,
podgrzewa przez 15 minut do 85°C, chlodzi i dodaje 5 ml roztworu dwu-
azoniowego: kumaryna daje piekny, malinowy kolor, ktoérego natezenie
autorzy oceniali wizualnie w komparatorze.

Pozostale kwasy oznacza sie oddzielnie.

Metode Roberts’a i Link’a krytycznej analizie poddali Behr, Hilsmann
i Thilo (2), ktérzy oznaczenia przeprowadzali w fotometrze przy dlugosci
fali Swietlnej 576 mu. Przede wszystkim wniesli oni poprawke do sposobu
ekstrakecji: zamiast ekstrahowaé¢ material przez 24 godziny z wytrzasa-
niem i nastepng dwugodzinng ekstrakcjg eterem etylowym, mozna ma-
terial homogenizowaé, natychmiast filtrowa¢ i dopiero przesgcz ekstra-
howa¢ przez 24 godziny w aparacie ekstrakcyjnym.

Oprocz zaproponowanej w wersji oryginalnej ekstrakcji mieszaning
aceton-kwas siarkowy, autorzy wspomnianej pracy (2) zastosowali inny
rodzaj ekstrakcji: tkanke roslinng po zadaniu alkoholem homogenizowano
i po przesagczeniu przenoszono do roztworu chlorku potasowego i przepu-
szczano przez kolumne wypelniong tlenkiem glinowym, celem odrzucenia
chlorofilu, karotenoidéow itp. (1), po czym taki alkoholowo-wodny wyciag
alkalizowano, zageszczano przez odparowanie, zobojetniano HCI, dodawano
nieznaczng ilo§é CaCO; (do pH 8) i 10—20 g CaCl, i wolng kumaryneg od-
destylowywano.

Przez poréwnanie zawartosci kumaryny otrzymanych dla obu SposoboOw
ekstrakcji okazalo sie, ze przy ekstrakcji alkoholowej wartosci byly 2—4
razy wieksze (tabela 3). Poczatkowo sadzono, ze spowodowane jest to tymf
ze przy ekstrakcji alkoholowej po prostu wigcej kumaryny przechodzl
z materiatu roslinnego do roztworu. Blizsze badania wykazaly co innego:
jezeli mianowicie ekstrakt acetonowo-kwasowy przed ekstrakcjg et’el."em
zneutralizowano i poddano destylacji, to wartosci byly rowne wartosciom
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. Tabela 3
Poziomy kumaryny w Melilotus albus otrzymane metodq '
destylacji i ekstrakcji (wg Behr i wsp. 1957)

Procent kumaryny w przeliczeniu na

Sucha masa sucha mase
(procent)
ekstrakcja ] destylacja
15,2 0,086 0,787
21,0 0,200 0,700
21,3 0,188 0,554
18,6 0,263 0,726
21,3 0,179 0,771

otrzymanym przy ekstrakcji alkoholowej. Okazalo sie réwniez, ze zwiek-
szenie zawartosci kumaryny lgczy¢ nalezy nie tyle z ssmym procesem des-
tylacji, ile ze zwigzanym z nig podgrzewaniem: prébka podgrzewana przez
kilka godzin pod chtodnicg zwrotng i poddana ekstrakcji eterem wykazy-
wala teraz znacznie wyzsze warto$ci niz przy destylacji (do 8 razy), a wiec
przy podgrzewaniu réwnym okolo 15 minut. Fakt ten naprowadzit ba-
daczy na mysl, ze w wyciggach znajdujg sie jakie$s zwigzki, przechodzgce
wskutek hydrolizy (kwasnej lub alkalicznej) w kumaryng; oczywiscie,
mamy do czynienia z kumaryng zwigzang.

W tym miejscu zaznaczy¢ nalezy, ze Roberts i Link zdawali sobie
sprawe z tego, iz w nostrzyku cze$¢ kumaryny wystepuje w postaci labil-
nych polaczen (7), ulegajacych rozpadowi enzymatycznemu; dla uzyskania
dokledniejszych wynikéw zalecaja oni rozdrobniony materiat zadawac¢ wo-
dg i przetrzymywa¢ przez 1 godzing w termostacie o temperaturze 40° C.

Wracajac do dyskusji nad metoda stwierdzi¢ nalezy, ze dla wzorcowych
roztworéw kumaryny otrzymuje sie wyniki o bardzo duzym stopniu pow-
tarzalno$ci. W praktycznym zastosowaniu punktem stabym metody jest
stosowanie materialu rozdrobnionego, a wigc w pewnym stopniu zwied-
lego, co powoduje enzymatyczny rozpad frakcji kumaryny zwigzane].
Z drugiej strony zakwaszenie materiaiu prawie natychmiast unieczynnia
f-glikozydazy, co uniemozliwia dalszy, enzymatyczny rozklad. W wyniku,
w ,roztworze do analizy” znajduje sie pewna cze$¢ kumaryny zwigza-
nej, ktéra podlega dalszemu rozpadowi przy podgrzewaniu z NaQH
i Na,COj; niestety warunki nie pozwalaja na rozpad w 100% w wymk}x
czego otrzymuje sie wartosci posrednie: za wysokie dla kumaryny wolnej,
a za niskie dla ogoélnego poziomu kumaryn. . ’

Metode, w modyfikacji Behr’a i wsp. mozna z 'p«owodz-enllem ’s‘Ff’)sowac do
oznaczen poréwnawczych. W tym wypadku 'jedna.k naluez?f Scisle przes-
trzegaé tak sposobu rozdrabniania materialu, jak i czasu i temperatury,

do ktérej podgrzewa sig roztwory.
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Wydaje sie, ze lepsze wyniki daje sposob ekstrakcji stosowany przez
Kosuge’a i Conn'a (23), wedlug ktérego 5 g tkanki zamraza sie plynnym
azotem, traktuje gorgcym 50% alkoholem etylowym (10 ml) przez 45 mi-
nut, filtruje i dodaje 2 ml 1 N roztworu NaOH. Alkaliczny roztwor pod-
grzewa sie celem rozerwania pierscienia laktonowego, odparowuje alkohol
1 wytrzgsa z eterem, ktéry usuwa z roztworu z6lte barwiki roslinne;
pozostatose (wodny roztwoér) zakwasza sie 1N HCl i wytrzgsa 3 razy
z rownymi objetosciami eteru celem ekstrakeji zregenerowanej kumaryny.
Do frakcji eterowej dodaje sie nastepnie 1 ml 1 M roztworu izooctanu,
eter odparowuje na lazni wodnej, pozostatos¢ rozciencza jedng objetoscia
chloroformu i kumaryne oddziela od zanieczyszczen drogg chromatografii
na kolumnie z kwasu krzemowego; ostateczny ekstrakt nadaje sie do ana-
lizy kolorymetrycznej.

Zasade reakcji kumaryny z dwuazo-para-nitroaniling wykorzystano
rowniez do jakoiciowego wykrywania kumaryny w badanym materiale
(36).

Cdrobine powietrznie suchego materiatu (nie wiecej jak 0,01 g) umie-
szcza sie w porcelanow2j parowniczce i rozciera z 20 ml 1,1% roztworu
Na,CO;, podgrzewa do wrzenia, chlodzi i dodaje 0,5 ml roztworu dwu-
azoniowego. Przy zawarto$ci w nostrzyku kumaryny ponad 0,2% momen-
talnie powstaje malinowo-czerwone zabarwicnie, ktorego intensywnosc
jest proporcjonalna do ilosci kumaryny. Przy niskiej zawartosci kumaryny
(setne czeSci procentdéw) powstaje barwa zolto-rézowa przechodzgca po
5—20 min. w zo6its.

Przy oznaczeniach pél-iloéciowych nalezy bra¢ zawsze te samg ilosc
materialu i dodawaé Scisle te same ilosci odczynnikéw.

Metody fluorymetryczne

Jak wiadomo, pewne zwiazki chemiczne poddane dzialaniu sSwiatla
ultrafioletcwego zaczynajg emitowa¢ Swiatlo widzialne, a wigc Swiatlo
o dluzszej fali i mniejszym poziomie energetycznym. Wiasciwosc te okre-
$lamy mianem fluorescencji. Jakos¢ wysylanego $wiatla jest charaktery-
styczna dla danego zwiagzku, a jego natezenie w pewnym zakresie je§t
proporcjonalne do iloéci substancji w prébce; zrozumiale wiec jest, z€
zjawisko fluorescencji znalazto szerokie zastosowanie w mikroanalizie.

Kumaryna poddana dzialaniu $wiatla ultrafioletowego nie fluoryzuje —
silnie natomiast fluoryzuje powstajacy z niej w okreslonych warunkach
kwas kumarowy.

Uprzednio wspomniano, ze kumaryna w roztworach alkalicznych prze-
chodzi w kwas kumarynowy. Poczatkowo sgdzono, ze nieodzownym
warunkiem reakcji jest podgrzanie (34, 37), pdznie] okazalo sie jednak,
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ze reakcja ilosciowo zachodzi w temperaturze pokojowej (16, 26). Nie
fluoryzujacy kwas kumarynowy (forma cis) pod wptywem dlugotrwatego
dzialania alkalii lub pod wplywem ultrafioletu przechodzi w kwas kuma-
rowy (forma trans), charakteryzujacy sie silng zielono-z6tta fluorescencja,
przechodzaca niekiedy w odcien niebieski.

Szczegolowe analizy wykazaly, ze wprawdzie kumaryna przechodzi
iloSciowo w kwas kumarynowy, ale ten ostatni nie przechodzi w 100%
w kwas kumarowy (33), lecz ze ustala sie pewna réwnowaga. Procentowa
zawartos¢ formy trans zalezy od czasu dzialania ultrafioletem oraz od
dlugosci fali padajacego swiatla: im fala padajacego $wiatla jest krotsza,
tym wigksza jest ilos¢ powstajgcego kwasu kumarowego, przy czym
Swiatto o fali dtuzszej niz 450 mu nie wywiera juz praktycznie zadnego
wplywu na wzajemne przejscie jednej formy w drugg (18). Przy diugosci
fali padajacego $wiatla rownej 360 mu i po 8 min. naswietlana w miesza-
ninie znajduje sie ckoto 76% kwasu kumarowego i 24% kwasu kumaryno-
wego (17). :

Wykorzystujac zjawisko fluorescencji kwasu kumarowego do iloscio-
wych oznaczen nalezy pamieta¢, ze bardzo powazny wplyw wywiera na
nig kwasowos¢ analizowanej probki oraz tempgeratura (12, 20).

A. Fluorymetryczne metody jakosSciowego wykrywania kumaryny
w nostrzyku

Zasadg wszystkich starszych metod fluorymetrycznego wykrywania
kumaryny w nostrzyku (24, 34, 38) bylo podgrzanie materialu z mo-
cnym roztworem wodorotlenku sodowego z nastepng obserwacjg pod
ultrafioletem. Do najdoskonalszych z tej grupy nalezy zaliczy¢ metode
opisang przez Goplen’a i wsp. (13), zgodnie z ktoérg probki natychmiast
po zebraniu umieszcza sie w probéwkach zawierajgcych 10 ml 2,5 N roz-
tworu NaOH, podgrzewa przez 2 godziny do 97° C, oziebia do temperatury
pokojowej i przeglagda pod lampa ultrafioletows.

Metoda powyzsza, wedlug autoréw, z latwoscia pozwala wykrywac
kumaryne w roslinach zawierajgcych jej tak malo jak 0,07%.

W ostatnich latach opracowano niezwykle szybkie i proste testy bibu-
lowe, majgce jeszcze i te zalete, ze pozwalaja na odrebne wykrywanie
kumaryny wolnej i zwigzanej.

Opierajgc sie na tescie Micke’a (24), ktory stwierdzit, .Ze do Wykryc?a
kumaryny nie jest konieczne podgrzewanie probki, lecz ze wystarczy ja
mechanicznie rozdrobnié i zadaé roztworem NaOH, Rudorf i Schwarze (30)
opisali test bibutowy polegajacy na tym, ze z liscia wyciska s%e krople
soku na bibule filtracyjng i na to miejsce naklada sie nastepnie krople
10% roztworu NaOH. Jezeli mieliémy do czynienia ze szczepem bogatym
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w kumaryne, to po kilku minutach, pod ultrafioletem, pojawiajg sie silnie
fluoryzujace, zielono-zoblte, dyfuzyjne plamy; sok z roslin ubogich w ku-
maryne nie fluoryzuje lub fluoryzuje stabo w kolorach od niebieskiego
do czerwonego (produkty rozpadu chlorofilu, pigmenty roslinne itp.).

Przy wyciskaniu soku z wielu ro$lin na raz istnieje potencjalne niebez-
pieczenstwo zanieczyszczenia jednej probki drugg, celem unikniecia tego
autorzy zalecajg stosowa¢ medyfikacje probowkowsg swojej metody.
W tym celu pobrane prébki roslinne umieszcza sie w odpowiednich, ma-
tych naczynkach i zadaje alkoholem etylowym, ktéry usmiercajgc tkanke
rowoduje szybkie przejscie kumaryny do roztworu. Po wkropleniu do
probki roztworu NaOH pod ultrafioletem obserwuje sie mocng fluores-
cencje probek kumarynowych, latwa do odréznienia od niespecyficzne]
flouorescencji probek bezkumarynowych.

Inng, bardzo oryginalng wersje proponuje Gorz i Haskins (15). W polu,
z badanych lisci wycina sie korkoborem krazki o srednicy 1—4 mm i przy
pomocy noza lub lopatki rozdusza sie je na odpowiednio pokratkowanej
bibule chromatograficznej (np. Whatman nr 1). Nastepnie pipetka kapilar-
ng nanosi sie na odciski 2,5 N roztwor NaOH w takiej iloSci, aby plama
byla o kilka milimetrow wieksza od $rednicy prébki i po 5-minutowym
naswietlaniu ultrafioletem zapisuje sie, ktére probki dawaly fluorescen-
cje charakterystyczng dla kumaryny. Teraz bibule wstawia sie do suszarki
i podgrzewa do 100° Srednio przez 18 godzin (od 6 do 48 godz.) i po uply-
wie tego czasu probki zwilza sie wodg przy pomocy kapilarnej pipetki
(nadmiar wody nie jest wskazany ze wzgledu na rozmywanie plam) i po
o0 min. naswietlania U. V. (na mokro) zapisuje sie wyniki powtoérnie.

Zdaniem autorow, stosujgc te metodyke mozna z duzg dokladnoscia
okresli¢, czy dana roSlina jest bogata we frakcje kumaryny wolnej (fluc-
rescencja wystepuje od razu po zadaniu NaOH), czy roslina ma malo ku-
maryny wolnej, ale za to duzo zwigzanej (fluorescencja wystepuje po
podgrzaniu), czy tez dany egzemplarz jest w ogéle bezkumarynowy (brak
fluorescencji tak przed, jak i po podgrzaniu).

Do bardziej dokladnych jakoSciowo-iloSciowych pomiaréw autorzy
opracowali wersje probowkows. o

W tym wypadku do odpowiednich probéwek wkiada sig kaw?llkl.hscf
o jednakowej powierzchni (okoto 25 mm?), dodaje 1 m]l wody zaw1era3a'C§J
domieszke $rodka obnizajgcego napiecie powierzchniowe i autol«:lva}WU‘lJe
przez 15 minut przy temp. 120° C celem ekstrakcji kumaryny. Po o'zlﬁblf{
niu z probéwek usuwa sie resztki tkanki, dodaje 1 ml 5 N roztwcf-{*u NaO :
naswietla przez 15 min. ultrafioletem i poré6wnuje intensywnosc fluorél-":li
cencji z fluorescencjg wzorcoOw o znanym stezeniu kumaryny. Wy(;t’lc
zapisuje sie i probke powtérnie autoklawuje przez 30 min. przy 12
i powtornie poréwnuje ich fluorescencje; z wzorcami (tabela 4).
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Tabela 4

Ilosci kumaryny w serii probéwek wzorcowych i znajdowane

przydblizone ilosci kumaryny w analizowanej tkance liscio-

wej. Cyfry odpowiadajq warto$ciom dawanym przez probki
0,5 mg (sucha masa) (wg Gorz i Haskins, 1958)

Nr pro-
bowki Ilosci kumaryny Przyblizony poziom
WZOrco- w roztworze kumaryny w lisciu
wej
ug/ml ug/ml % suchej masy
1 =0 <0,05 =0 <0,02
2 20,05 <0,25 =0,02 <<0,10
3 20,25 <0,625 20,10 <0,25
4 20,625 <1,25 =0,25 20,50
5 1,25 20,50

Wartosci otrzymane przed autoklawowaniem prébki z NaOH sg odpo-
wiednikami zawartosci kumaryny wolnej, a po autoklawowaniu z zasadg
odpowiadajg zawartosci kumaryny ogolnej; z réznicy latwo obliczy¢ ilos¢
kumaryny zwigzanej. Zaznaczy¢ nalezy, ze pojeciem kumaryny zwigzanej
autorzy obejmujg wszystkie zwigzki fluoryzujace tak jak kumaryna.

Wyniki otrzymane metodg bibutowg sg w 98% zgodne z wynikami
otrzymanymi metodg probowkows.

B. Iloéciowe, fluorymetryczne metody oznaczania kumaryny

Pierwsza iloSciowg metode oznaczania kumaryny na zasadzie fluory-
metrycznej opisal Slatensek i wsp. 34, 35, a zastosowana przez nich pro-
cedura zostala nastepnie zmodyfikowana przez Goplen’a i wsp. (13).

100 mg materialu w probéwkach zawierajacych 15 ml 2,5 N NaOH pod-
grzewa sie przez 2 godziny i 15 min. do temperatury 97°C i, po ochtodzeniu
do 20°C, pobiera sie 1 ml plynu, przenosi do kolbki miarowej i dopelnia
wodg destylowang do 100 ml. Probki, w kuwetach od fluorymetru, na-
$wietla sie $wiattem ultrafioletowym przez 10 min. i bezposrednio potem
dokonuje sie odczytu; ilos¢ kumaryny zawarte] w probce odczytuje sig
z odpowiedniej krzywej wzorcowej.

Inng metode opracowal Blaim (3), ktory 20 mg powietrznie suchego
materiatu ekstrahuje przez 3 godz. 50 ml chloroformu i z tak otrzymanego
wyciggu pobiera 10 ml i przepuszcza przez kolumienke z ziemi rejowiec-
kiej, celem oczyszczenia od chlorofilu i innych barwikow, przemywa kilka-
krotnie wodg i odparowuje pod zmniejszonym ciénieniem. Z chwilg gdy
ilog¢ chloroformu zmniejszy sie do 5 ml, do kolbki destylacyjnej dodaje
si¢ 5 ml metanolu i dopiero teraz odparowuje chloroform catkowicie.
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Poziom k o tonsi
umaryny w nosfrzyku wedlug analiz wykonanych przez réznych autoréw
Kumaryna
Metoda Autor Uwagi

wolna % | ogélna %

Kolorymetryczna 0,200 Behri wsp.,, Material §wiezy, wyniki
” 0,088 1957 przedstawione w % suche]j
” ' 0,093 masy
2 0,344 Behr i wsp.,, Material: ten sam co po-
. 0,024 1957 przednio, suszony na po-
” 0,086 wietrzu, % suchej masy
Manganometryczna Blaim, 1956 Material suszony przy
wg Dustman-Duncan 1,03 50°C, % suchej masy
Fluorymetryczna 0,99 Blaim, 1956 Material suszony przy
50°C
% suchej masy
Fluorymetryczna 1,94 3,27 Haskins Material swiezy,
i Gorz, 1957 % suchej masy
Spektrofoto- 0,004 0,120 Rudorf l-roczna odmiana no-
metryczna 0,005 0,248 i Schwarze, strzyka, material Swiezy,
0,008 0,456 1958 wyniki przedstawiono
w % masy $wiezej
Spektrofoto- Clopton, Nasiona, odm. l-roczna
metryczna 0,75 2,18 1958
Kolorymetryczna 2,80 Clopton, Nasiona, odmiana
1958 1-roczna

Nastepnie roztér metanolowy przenosi sie do kolbek na 25 ml, dodaje
5 ml 5 N metanolowego roztworu KOH, dopelnia metanolem do kreski,
przelewa do kuwetek i po 5 min. naswietlaniu dokonuje sie odczytu w fo-
tofluorymetrze Pulfricha, stosujac filtr L; i standard 5 C.

Doktadnosé metody okolo 5%; iloé oznaczalnej kumaryny: od 0,2 do 20
mikrograméw w ml.

Na zupelnie innej zasadzie, jezeli chodzi o ekstrakcje materialu ros-
linnego, oparli swg metode Haskins i Gorz (17).

Odwazke $§wiezego materialu przenosi sie do probowki i dodaje 2 krople
alkoholu etylowego, a potem 2 ml wody destylowanej. Wstrzgsajac pro-
bowke powoduje sie zanurzenie tkanki pod powierzchnie plynu i wtedy
autoklawuje sie przez 15 min. w temperaturze 120°C. Po wyjeciu probo-
wek chlodzi sie je szybko celem uniknigcia strat kumaryny spowodowa-
nych wyparowaniem, wyjmuje resztki tkanki platynowym drucikiem,
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a ekstrakt bierze do oznaczen kumaryny wolnej i zwigzanej, albo, gdy
zachodzi potrzeba, mozna go w takim stanie przechowywaé w lodéwce.

Celem dokonania oznaczenia pobiera sie 1 ml ekstraktu i przenosi do
probowki zawierajacej 9 ml 2,5 N roztworu NaOH. Po dokladnym wy-
mieszaniu, 2 ml plynu przenosi sie do probowki zawierajgcej 8 ml wody
destylowanej. Pozostale 8 ml autoklawuje sie przez 30 min. przy tem-
peraturze 120°C i, po szybkim ochtodzeniu na tazni lodowej, 1 ml roz-
tworu przenosi sie do probowki zawierajgcej 1 ml 2,5 N NaOH i 8 m]l wody.
Rozcienczone probki, otrzymane przed i po autoklawowaniu ekstraktow
z zasadg, naswietla sie nastepnie przez 15 min. ultrafioletem i dokonuje
odczytow w fotofluorymetrze. Wartosci otrzymane dla prébki przed auto-
klawowaniem z zasadg odpowiadajg poziomowi kumaryny wolnej, a war-
tosci otrzymane po autoklawowaniu prébki z NaOH odpowiadajg sumie
kumaryn.

Ilosci kumaryny odczytuje sie z krzywej wzorcowej. Jako standard
fluoryzujgcy mozna stosowaé roztwor siarczanu chininy w 0,1 N kwasie
siarkowym, zawierajgcy 0,77 ug w ml.

* *
b 3

7 opisanych trzech metod przygotowywania materialu do analizy,
dwie opierajg sie na dziataniu zasady na tkanke w podwyzszonej tempera-
turze. Procedure te stosuje sig celem zhydrolizowania wigzan glikozy-
dowych i ekstrakcji kumaryny, lecz oczywiste jest, ze w tak otrzymanych
roztworach znajduja sie i inne zwigzki, mogace wydziela¢ swiatto flu-
orescencyjne, ewentualnie moggce wykazywa¢ dzialanie interferencyjne.
Zdajac sobie z tego sprawe, Haskins i Gorz mianem kumaryny zwigzanej
obejmujg wszystkie zwigzki fluoryzujace po autoklawowaniu z NaOH
w kolorze zielono-zéttym, podczas gdy Goplen i wsp. nad problemem tym
nie zastanawiajg sie.

Metoda zaproponowana przez Goplena i wsp. jest stosunkowo prosta
i mozna jg $mialo stosowac¢ przy poréwnawczych analizach zawartosei ku-
maryny ogblnej w badanym materiale przy zatozeniu, ze wszystkie ana-
lizy wykonywaé sie bedzie w identycznych warunkach.

Troche inaczej przedstawia sie¢ sprawa z metodg Haskins’a i. Ggrz’a},
przy ktérej przy oznaczaniu frakcji kumaryny wolnej trzeba sie llczyc
tak z mozliwoscig strat spowodowanych wyparowaniem (sublimacjg), J?k
i z mozliwoscig rozpadu wazan glikozydowych podczas autolf.law-o\w.ama;
wydaje sie, ze frakcja kumaryny wolnej bedzie znacznie zawy.z‘c.)'na ’j~e.'sz-cze
przez fakt, iz w oryginalnej procedurze nie uwzgledniono mOZl.IWOSE}l roz-
ktadu frakcji kumaryny zwigzanej na drodze 'enzy.matyczne.], lftory to
proces powinien byé¢ szczegblnie aktywny podczas pierwszych minut au-
toklawowania.
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Zastrzezenia powyzsze zdajg sie potwierdza¢ wyniki badan Rudorf’a
1 Schwarze’a (30), ktérzy, pracujgc z identycznym materialem, lecz sto-
sujgc inng metodyke iloSciowego oznaczania, otrzymali znacznie nizsze
wartosci dla poziomu kumaryny wolnej i zrazem troche nizsze wartosci
dla ogdlnej kumaryny.

Metoda zaproponowana przez Blaima wydaje sie dawa¢ dobre rezul-
taty dla oznaczen kumaryny ogoélnej lecz, ze wzgledu na stosowanie ma-
terialu suchego, nalezy liczy¢ sie ze stratami wskutek sublimacji.

Metody oznaczania kumaryny na drodze spektrofctometrycznej

Jezeli sporzgdzi¢ wykres zaleznosci stopnia pochlaniania padajacego
$wiatla od dlugosci fali, to okazuje sie, ze niektore zwigzki chemiczne
przy $cisle okreslonych diugosciach fali wykazujg charakterystyczne mak-
sima i minima; wlasciwosé ta wykorzystana by¢ moze tak do jakoSciowe]
identyfikacji danego zwigzku, jak i do jego iloSciowego oznaczania (22).

Sporzadzajac taki wykres pochlaniania $wiatla ultrafioletowego przez
kumaryne latwo zauwazy¢, iz teoretycznie mozna ja ilosciowo oznaczy¢
poprzez pomiar ekstynkcji jej roztworéw przy diugosciach fali 270—
—280 myu, gdyz wtedy przypada szczego6lnie ostro zaznaczone maksimum.

Ilosciowa, spektrofotometryczng metode oznaczania kumaryny pierwsi
opracowali Englis i Hanahan (10): przystosowana ona byla do oznaczania
kumaryny w ekstraktach z wanilii. W 1958 r. zostala ona zmodyfikowana
przez Clopton’a (6), ktory zauwazyl, ze krzywa pochtaniania $wiatla ul-
trafioletowego przez wzorcowe, alkoholowe roztwory kumaryny jest
prawie identyczna z takaz krzywa dla alkoholowych ekstraktéow z nasion
nostrzyka i wykazuje ostre maksimum absorpcyjne przy 275 mu i drugie
maksimum przy 310 mu. Dokladne analizy wykazaty, ze maksimum alko-
holowych ekstraktéow z nostrzyka jest w 100% spowodowane przez ku-
maryne, czyli ze ten zakres nalezy wykorzysta¢ w praktyce.

Zmielone nasiona nostrzyka moczy sie woda destylowang i pozostawia
w temperaturze pokojowej przez 1 godzine (celem uczynnienia enzymow)
po czym suszy sie w eksykatorze i dokladng odwazke maczki (okoto 20 mg)
esktrahuje sie przez 6 godz. 50 ml 95% alkoholu etylowego w aparacle
Soxhleta; nastepnie ekstrakt dopelnia sig alkoholem do 100 ml i doko-
nuje pomiaru absorpcji przy 275 mgu. Ilo$¢é zawartej w probce kumaryny
odczytuje sie z odpowiedniej krzywe] wzorcowej, lub oblicza matema-
tycznie po dokonaniu réwnoleglego pomiaru ekstynkcji wzorca o znanym
stezeniu.

Celem sprawdzenia swojej metody Clopton wykonywal rown

postugujac sie kolorymetryczng metoda Roberts’a
nasionach

oczes$nie

pomiary porownawcze,
i Link’a. Z jego pomiaré6w wynika, ze zawarto$¢ kumaryny w



Metody wykrywania i iloSciowego 0znaczania wolnej i zwigzanej kumaryny 95

poddanych dzialaniu wody przed pomiarem wynosi 2,80% (w przeliczeniu
na suchg mase), gdy postugiwaé¢ sie metodg kolorymetryczna, a analo-
giczna cyfra dla metody spektrofotometrycznej wynosi 2,18%; ilosé¢ ku-
maryny w materiale nie poddanym uprzedniemu dzialaniu wody wynosi
0,75%. Poniewaz material poddawano dzialaniu wody celem aktywacji
zawartych w nim systemoéw enzymatycznych katalizujgcych proces uwal-
niania si¢ kumaryny z jej polaczen, autor wnioskuje, ze w nasionach przy-
najmniej %/3 ogo6lnej iloSci kumaryny wystepuje w postaci zwigzanej.

W tym samym czasie, niezaleznie od Clopton’a, metode spektrofoto-
metrycznego oznaczania kumaryny wolnej i zwigzanej w nostrzyku opra-
cowali Rudorf i Schwarze (30), ktérzy, dla odmiany, postugiwali sie wy-
ciggami eterowymi.

Do oznaczen spektrofotometrycznych 2 g swiezego materiatu zadawano
15 ml 5% roztworu kwasu siarkowego i homogenizowano przez 10 min. Po
odfiltrowaniu 5 ml przesgczu zadawano 10 ml eteru etylowego i wytrzg-
sano przez 6 min. Kwas siarkowy w uzytym stezeniu momentalnie zabija
tkanke, unieczynnia f-glikozydazy i pozwala na szybkie przejscie kuma-
ryny do roztworu. W ekstrakcie eterowym, oprécz kumaryny, znajdujg
sie jeszcze i inne zwigzki moggce wplywaé na jakos¢ oznaczenia; celem
ich usuniecia wyciggi takie zadawano szczypts siarczanu sodowego i tlen-
kiem wapniowym, ktore to zwigzki, nie wplywajgc na poziom kumaryny,
pozwalajg na znaczne usunigcie zanieczyszczen.

Oznaczenia dokonuje sie przy 270 my.

Celem oznaczenia calkowitej ilo$ci kumaryny zawartej w badanym
materiale autorzy, podobnie jak Clopton, zastosowali trawienie zawarty-
mi w tkance enzymami. Tkanke poddawano dzialaniu niskiej temperatury
(—21° C), ktéra, zabijajac komorki, rownoczesnie umozliwia zetknigcie
sie enzymoéw z frakcja glikozydowa, a nastepnie dodaje sie 15 ml wody
i pozostawia przez noc w temperaturze pokojowe]. Dalej postepowano
jak przy oznaczaniu frakcji kumaryny wolnej, z tym ze koncowy, eterowy
ekstrakt rozciehczano 10—20-krotnie ze wzgledu na duzg ilos¢ obecnej
W nim kumaryny.

Stosujgc powyzszg metode autorzy wykazali, ze w nostrzyku ilosc
kumaryny wolnej stanowi 1/10—1/100 ogdlnego poziomu kumaryny.

Zastosowania elektroforezy i chromatografii bibulowej
do analizy kumaryn

Z przytoczonych metod oznaczania kumaryny Wynilfa, ze .zasadr?iczq
trudno§é stanowi wyizolowanie kumaryn w stanie rodmmyn? i o<fldz1ele'-
nie od siebie, z jednej strony frakcji kumaryny wo'lpej 1 zwiazanej,
a z drugiej usuniecie z roztworu zanieczyszczen reagujacych podobnie.
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Odnosnie ostatnich dwéch postulatéw (oddzielanie i cczyszczanie) dosko-
nate wyniki uzyskuje sie stosujac chromatografie (20, 23, 27) lub elektro-
foreze bibulows (30, 32). W pierwszym wypadku zaleci¢ mozna mieszanine
Partridge’a (butanol — kwas octowy — woda 4:1:5, faza organiczna),
w ktorej kumaryna charakteryzuje sie wartoscig Rf = 0,95, a wartosé Rf
dla glikozydu kwasu kumarynowego wynosi 0,72. W drugim wypadku
stosowa¢ mozna bufor weronalowo-octanowy o pH 8,6 i sile jonowej
# = 0,1, lub bufor pirydynowo-octanowy o pH 6,5, w ktéorym glikozyd
wedruje przed kumaryng (czas trwania elektroforezy: i0 min., napiecie
pradu 220 V).

Po spryskaniu bibuty 2 N roztworem NaOH .pod U.V. kumaryna fluo-
ryzuje od razu, a glikozyd dopiero po podgrzaniu spryskanej zasadg bibutly
przez 3 min. do temp. 100° C, lub po uprzednim spryskaniu bibuly roztwo-
rem emulsyny, a dopiero potem roztworem wodorotlenku sodowego.

Z chwilg zidentyfikowania i umiejscowienia plam na bibule wycina
sie odpowiednie miejsca z réwnoleglych, razem rozwinietych chromato-
gramoéw, eluje 80% alkoholem etylowym i jezeli jest to wolna kumaryna,
bierze do oznaczenia, lub w wypadku glikozydu poddaje sie go procesowi
hydrolizy (mozna réwniez chromatografowaé probke juz po hydrolizie).
Hydrolize przeprowadza sie albo w roztworze NaOH, albo w kwasie sol-
nym (0,2 ml 37% HCI na 5 ml ekstraktu alkoholowego), albo enzymaty-
cznie po zadaniu roztworem emulsyny. Wyboér sposobu hydrolizy oraz
potraktowanie eluatéw odpowiednimi odczynnikami zalezy od stosowanej
metody ilosciowego oznaczania; zaleca sig stosowa¢ metody fluorymetry-
czne lub spektrofotometryczne z racji ich wysokiej czutoSci.

Jezeli chodzi o sposbb przygotowania wyciggu z roliny do analizy
chromatograficznej, Schwarze i wsp. (30, 32) proponujg zadawac zi»elon.e
liScie wrzacym alkoholem i po roztarciu i odwirowaniu nakraplaé¢ na bi-
bule, podczas gdy Kala (20) stosuje uprzednie przepuszczenie alkoholowego
ekstraktu przez kolumne z tlenku glinowego, celem oczyszczenia od chlo-
rofilu itp. zanieczyszczen przeszkadzajgcych w chromatografii.

Dyskusja i wnioski koncowe

Przed wysnuciem ostatecznych wnioskéw na temat przydatn'oéci’poszj
czegblnych metod ilosciowego oznaczania kumaryny, V\’ze.xrto ..p'o‘rownac
uprzednio wyniki podawane przez autoréw pracujacych réznymi metoda-
mi. Od razu zaznaczy¢ nalezy, ze poréwnanie takie jest bardzo trv.ldne,
a niekiedy nawet niemozliwe, poniewaz rezultaty z regul,y .od-n»osza, sie do
réoznych odmian nostrzyka, ze pracowano na mateltialt.e sw1?zym lub su;
szonym w rozmaity sposob, ze nie podano czy pro;bkl pob1e?ano z IIS;
starych, czy mtodych, z korzenia, Yodygi lub nasion, itd.; uwagi te dotyczd
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zwlaszcza prac starszych. Majgc na uwadze powyzsze zastrzezenia mozna
przej$¢ do analizy tabeli, 5, w ktérej zebrano wyniki oznaczen wykona-
nych réznymi metodami (starano sie przytacza¢ tylko wyniki prac jako
tako poréwnywalnych). Od razu uderza wielka rozbieznc$¢é wynikéw po-
dawanych przez réznych autoréw (od 0,088% do 3,27% suchej masy), co nie
jest dziwne, zwazywszy, ze nawet w ramach tej samej grupy (analizy wy-
konane przez jednego autora na tym samym materiale) otrzymuje sie
wyniki réznigce sie o 300—500%.

Za najbardziej wiarogodne nalezy przyja¢ wartosci podane przez Ru-
dorf’a i Schwarze (30) ze wzgledu na to, ze stosowana przez nich metoda
ekstrakcji wydaje sie by¢ najdoskonalszg ze wszystkich dotychczas stoso-
wanych; te tez wyniki przyjmiemy w poréwnaniu za punkt odniesienia.
Niestety wyniki swych analiz wymienieni autorzy podajg w procentach
Swiezej masy i dla otrzymania wartosci poréwnywalnych nalezy liczby
przez nich podawane pomnozy¢ przez 5—6, celem przeliczenia na procent
suchej masy [sucha masa w nostrzyku stanowi okoto 15—20% (2)]; tak
wiec poziom kumaryny ogélnej w nostrzyku wynositby 0,7—2,7%. I oto
okazuje sie, ze zasadniczo wszystkie wartosci mieszczg sie¢ w tych grani-
cach, z wyjatkiem wartosci otrzymanych metoda kolorymetryczna, ktore
sa zdecydowanie za niskie oraz otrzymanych metodg fluorymetryczng
wedlug procedury Haskins’a i Gorz’a, ktére wydaja sie by¢ zawyzone.

Znaczne réznice jednak otrzymuje sie dla poziomu kumaryny wolnej
w nostrzyku, ktéry wedlug analizy Rudorf’a i Schwarze’a wynosi 0,02—
—0,064%, podczas gdy Haskins i Gorz podaja wartosc 1,94%. Ostatnia
wartoéé jest na pewno za wysoka, co potwierdzaja poréwnawcze analizy,
wykonane przez Rudorf’a i Schwarze’a; zlozyly si¢ na to czynniki oméwio-
ne przy opisie metody.

Ktérg wiec metode zastosowaé w praktyce? Zalezy to od celu, jakiemu
majg stuzy¢ wyniki analiz. .

Przy masowych pracach selekeyjnych najlepszg wydaje sie byé¢ ].ak(’)-
Sciowa metoda wykrywania kumaryny na bibule wedlug Gorz’a i Haskins'a
lub Rudorf’a i Schwarze’a, a do analiz pét-ilosciowych metoda probowko-
wa pierwszych autoréw. Do oznaczania ogoblnego poziomu kuma.ryny sto-
sowaé mozna tak metode kolorymetryczng, jak fluorymetryczna 1 spektro-
fotometryczng, po wprowadzeniu pewnych modyfikacji do procedury
przygotowywania materiatu do analizy. o .

Wydaje sig, ze przy oznaczeniach majacych na celu. ?roznlc?wanle
frakcji kumaryny wolnej i zwigzanej nieodzowny po-wmler’l by¢ etap
rozkladu glikozydu kwasu kumarynowego za pomoca er%zymow tkankg—
wych, a przy oznaczaniu Kumaryny wolnej, natychmlagtowe zada’me
probki kwasem siarkowym (wedtug procedury Rudorf’a i Schwarze a.).
Po potraktowaniu kwasem najracjonalniejsze wydaje si¢ wytrzasanie
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¢

z eterem 1 taki wyciagg, zawierajacy kumaryny, bierze sie¢ do analizy
wedlug przepisow podanych przy odnosnych metodach.
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