Izolace enantiomeri karvonu z prirodniho materialu

Karvon je pfirodni latka, chemickou podstatou nenasyceny keton, ktera patfi mezi monoterpeny.
Molekula karvonu obsahuje jedno centrum chirality, proto karvon existuje ve formé dvou
enantiomerU. Je zndmo, Ze tyto enantiomery se vyrazné lisi svou vlni. Levotocivy (R)-karvon ma
sladkou matovou viini, naopak pravotocivy (S)-karvon vlini pfipomina kmin. Jednotlivé enantiomery lze
izolovat z rostlinnych silic. (S)-karvon je slozkou silice ze semen kminu kofenného (Carum carvi), ve
které podle literatury tvori 50-60 %. Druhou nejvyznamnéjsi slozkou silice kminu je limonen (35 %).
Dale Ize (S)-karvon nalézt v silici kopru vonného (Anethum graveolens), ve které je jeho zastoupeni 30—
60 %. Druhy enantiomer karvonu, tedy (R)-karvon, tvofi az 70 % silice maty klasnaté (Mentha spicata) (
Morcia, 2016). Druhou podstatnou slozkou silice maty klasnaté je opét limonen v zastoupeni asi 10 %.
Dalsi slozky silice tvori rizné latky povétsinou terpenické povahy. SloZeni silic rostlin kolisa, napfiklad
vlivem podnebi nebo jinych environmentalnich faktor( (Hussain, 2010).
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Vané rostlinnych silic nemusi byt vidy dana dominantnimi slozkami silice, ale mUZe se na ni vyrazné
podilet latka pfitomna ve stopovém mnozstvi. Dlouho se naptiklad tradovalo, Ze jeden enantiomer
limonenu se podili na viini pomerancél a druhy na vini citrond. Ukazuje se vsak, Ze viiné silice je u
pomerance a citronu zplUsobena minoritnimi sloZzkami silic. Senzorické zkoumani cistych enantiomert(
limonenu ukazalo, Ze jejich viiné je lidmi spiSe pripodobriovana k vini terpentynu. V pfipadé
enantiomerU karvonu se tohoto obavat nemusime (Kvittingen, 2021). Oba enantiomery karvonu byly
pfipraveny synteticky. Senzorické zkoumani ukazalo, Ze vané CdCistych, synteticky pfipravenych
enantiomery je podobna vini latek izolovanych z pfirodnich zdrojd (Leitereg, 1971).

Izolace (R)-(-)-karvonu ze silice maty klasnaté

Silice maty klasnaté je komercné dostupnda (pod nazvem silice maty kaderavé). Podle nasi analyzy
plynovou chromatografii obsahuje tato silice 80 % karvonu a 15 % limonenu. Dals$i minoritni slozky se
nepodafilo identifikovat. Teplota varu limonenu je za atmosférického tlaku 180 °C (Sevgili, 2008).
Teplota varu karvonu je za stejného tlaku 230 °C (Cottee, 1967). Rozdil 50 °C v teplotach varu dvou
hlavnich slozek silice dava nadéji na oddéleni velké ¢asti limonenu ze silice destilaci.

Destilace byla vyzkousena ve dvou variantach. Nejdfive byla vyuZita klasicka zabrusova destilacni
aparatura se zabrusy NZ 14, kterd zahrnovala destilatni barku (50 cm?), destilaéni nastavec
s teplomérem, vodou chlazeny sestupny chladi¢, alonz a banky jako vyménitelné predlohy. K zahfivani
byla pouZita vzdusna lazen, jejiz teplota byla sledovana teplomérem. Destilaci se podafilo ziskat frakce
vyrazné obohacené o karvon, nejCistéjsi frakce obsahovala 92 % karvonu, 5 % limonenu a zbytek tvofily
neidentifikované slozky. Aby tato destilace fungovala, bylo potfeba destilovat relativné velké mnozstvi
silice (cca 10 cm’®). Proto jsme se rozhodli vyzkouset destilaci ve zjednodu3ené destilaéni aparatufe,
ktera by umozZnovala pracovat s mensimi objemy silice. Aparatura je ukazana na nasledujicim obrazku.



V podstaté se jedna o (zabrusovou) zkumavku vysokou 12 cm s prodlouzenym boénim vyvodem
smérujicim dol(, ktery funguje jako vzdusny chladi¢. Do hrdla zkumavky lze vloZit teplomér tak, aby
banicka teploméru byla v misté, kudy proudi pary do vzdusného chladice. Do zkumavky byla nalita silice
a smés byla zahfivdna opé&t vzdusnou lazni, ktera byla zhotovena z kadinky (100 cm?) zakryté alobalem
a polozené na plotynkovém vafici. Teplota ve vzdusné lazni byla sledovana teplomérem. Postupnym
zvySovanim teploty v lazni a jimanim frakci podle teploty par do vialek bylo ziskano nékolik frakci.
Analyza plynovou chromatografii ukazala, Ze se podafilo ziskat frakci o podobném sloZeni (92% cistota
karvonu) jako pfi klasické destilaci. Aparaturu pro tuto destilaci zachycuje nasledujici obrazek.

Chemikalie a material:
Silice maty kaderavé.
Postup:

e Sestavime aparaturu pro prostou destilaci z laboratorniho skla se zabrusy NZ14. Do destilacni
bariky nalijeme 10 cm® silice maty kadefavé a pfiddme varny kaminek (vétsi porceldnovy stfep).

e Destilacni bariku umistime do topného hnizda a na stojan uchytime teplomér, jehoz banicka s
naplni by méla byt ve stejné vysce jako destilacni barka. Prostor s ohfevem zakryjeme kousky
alobalu. Vznikne tak vzdusna lazen.



e Zahdjime zahtivani destilacni banky, intenzitu zahfivani regulujeme podle teploty odectené z
teploméru. Aby destilace probihala svizné, bude potieba, aby v lazni byla teplota o 40 az 50 °C
vyssi nez o¢ekavany bod varu.

e Podle ménici se teploty par odchazejicich do chladice ménime predlohy, do kterych jimame
destila¢ni frakce.

e Frakce, jejichZ teplota varu se bliZila tabelované hodnoté teploty varu karvonu, spojime a
uschovame.

Izolace (S)-(+)-karvonu ze silice semen kminu kofenného

Tradi¢ni metodou pro izolaci rostlinnych silic z rostlinného materidlu je destilace svodni parou.
Aparatura pro tuto destilaci obvykle obsahuje samostatny vyvije¢ vodni pary, ktera prochazi nadobou
s kusy rostlin, a nasledné plynna faze odchazi do chladice.

Kromé toho lze destilaci s vodni parou provést i na prosté destilacni aparature, jen je potfeba béhem
destilace do destilacni bariky dolévat vodu. Fotografii aparatury vidime na nasledujicim obrazku.




V literature lIze nalézt informaci, Ze prakticky vytézek silice mlze byt az 4,5 % z plvodni hmotnosti
semen kminu (Amin, 2002). V experimentu jsme vychazeli z drceného kminu dostupného v obchodech

s potravinami. Destilaci jsme ale byli schopni ziskat mnoZstvi silice odpovidajici asi jen 1 % hmotnosti
koreni. Prekvapujici byla analyza ziskané silice pomoci plynové chromatografie. Podle literatury by
karvon mél tvofit 50-60 %, druhou slozku silice kminu by mél tvofit limonen (35 %). Analyza silice
ziskané z drceného kminu ale ukdzala, Ze obsahuje 97 % karvonu a asi jen 2 % limonenu. Moznym
vysvétlenim by mohlo byt, Ze z drcenych semen doslo k vytékani velké ¢asti silice, coz by vysvétlilo nizsi

celkovy vytézek, a Ze doslo k zakoncentrovani méné tékavého karvonu. Kminovou silici Ize destilovat
podobné jako v pripadé silice maty klasnaté, aby doslo ke sniZzeni obsahu limonenu.

Chemikalie a material:

Kmin drceny nebo cely (30 g), diethylether a bezvody siran hofecnaty.

Postup pro destilaci s vodni parou na aparatuie se samostatnym vyvijecem pary:

Sestavime destilacni aparaturu podle obrazku. Do vyvijeCe pdry nalijeme vodu tak, aby zaplnila
asi 2/3 objemu barky, pfiddme varné kaminky, bariku uzavieme nastavcem s kapildrou a
zacneme banku zahtivat kahanem.

Do druhé bariky ddme 30 g drceného kminu a pfiblizné 100 cm® vody a na bariku nasadime
nastavec pro zavadéni vodni pary. K nastavci pfipojime chladi¢ s predlohou.

Vyvije¢ pary propojime s druhou barkou az v okamziku, kdy voda zacne vfit. Po pfipojeni
vyvijeCe pary zacneme kahanem zahfivat rovnéz druhou banku. Destilujeme 1 aZ 1,5 hodiny.
Ziskanou emulzi silice ve vodé nalijeme do suché délici nalevky a extrahujeme 3 x 30 cm?
diethyletheru. Horni vrstvu, ktera je tvorena roztokem silice v organickém rozpoustédle,
odpoustime do kadinky o objemu 250 cm®. Spojené extrakty vysudime v kadince pomoci
bezvodého siranu horecnatého. Dobré vysuseni extraktu je dulezité, protoze ether rozpousti
pomérné hodné vody. Po odpareni tohoto rozpoustédla by pak mohla zlstat v silici kapka
vody.

Poslednim krokem je odpareni diethyletheru z roztoku. Standardné Ize rozpoustédlo odpafrit
pomoci rotacni vakuové odparky. Pokud ji nemame, Ize ether ze smési odpafit na destilacni
aparature (pozor, pfi zahtivani nelze pouzit kahan nebo jiny zdroj tepla s otevienym
plamenem nebo horkymi plochami, je potfeba destilovat napftiklad z vodni |azné zahtivané
elektrickym vari¢em). Dal$i moZnosti mliZze byt odfouknuti tékavého rozpoustédla proudem
plynu v digestofi. Zdrojem proudu vzduchu mize byt naptiklad vzduchovaci motorek pro
akvaristy.

Postup pro destilaci s vodni parou na aparatuie pro prostou destilaci:

Do destilaéni bariky o objemu 500 cm® nasypeme 30 g drceného kminu. Pfiddme nékolik
varnych kaminkd a do bariky nalijeme 250 cm? vody.

Na banku nasadime destilacni nastavec a k nastavci pfipojime chladi¢. Pod konec chladice
postavime kadinku o minimalnim objemu 400 cm®. AlonZ neni potfeba pouZivat.

Do chladice pustime vodu a zahdajime destilaci. Destilacni bariku zahfivdme pomoci plynového
kahanu pres sitku, pfipadné pomoci topného hnizda. Snazime se udrZovat intenzitu zahfivani
tak, aby smés svizné destilovala, ale aby soucasné nedoslo k jejimu vyvieni do chladice. Pokud
dochazi k utajenému varu, pfidame dalsi varné kaminky.

Sledujeme objem predestilované kapaliny. Pokud dojde k predestilovani cca % smési, destilaci
na chvili pferusime a stejny objem vody doplnime do destilacni barky.



Smés destilujeme asi 1 aZ 1,5 hodiny. Po skonceni destilace extrahujeme destilaci vzniklou
emulzi 3 x 30 cm? diethyletheru v délici nélevce. Pokud nemdame délici nalevku k dispozici,
muazeme kapaliny protfepat v barice a nasledné smés nalit do odmérného valce. Po oddéleni
vrstev mGZeme horni organickou vrstvu opatrné oddélit pomoci pipety.

Organické extrakty spojime a pridame IZicku susidla (bezvody siran horecnaty, pripadné i
sodny). Susidlo nechame nékolik minut plsobit za obéasného promichani. Nasledné susidlo od
roztoku odfiltrujeme na hladkém filtru.

Poslednim krokem je odpareni diethyletheru z roztoku. Standardné Ize rozpoustédlo odpafit
pomoci rotacni vakuové odparky. Pokud ji nemame, lze ether ze smési odpafit na destilacni
aparatufe (pozor, pfi zahfivani nelze pouzit kahan nebo jiny zdroj tepla s otevienym plamenem
nebo horkymi plochami, je potfeba destilovat napfiklad z vodni lazné zahtivané elektrickym
vafiCem). Dal$i mozZnosti mlZe byt odfouknuti tékavého rozpoustédla proudem plynu
v digestofi. Zdrojem proudu vzduchu mzZe byt napfiklad vzduchovaci motorek pro akvaristy.



Poznamka k nebezpecnym vlastnostem pouzitych latek

Diethylether je klasifikovan nasledujicimi kategoriemi nebezpecnosti. Pripojeny jsou odpovidajici H-
véty:

Horlavé kapaliny (Kategorie 1), H224 — Extrémné hotlava kapalina a pary.
Akutni toxicita, Oralné (Kategorie 4), H302 — Zdravi skodlivy pfi poZiti.

Toxicita pro specifické cilové organy — jednorazova expozice (Kategorie 3), Centralni nervovy systém,
H336 — M(iZe zpUsobit ospalost nebo zavraté.

Pokyny pro bezpecné zachazeni (P-véty):

P210 — Chrante pred teplem, horkymi povrchy, jiskrami, otevienym ohném a jinymi zdroji zapaleni.
Zakaz koureni.

P233 — Uchovdvejte obal tésné uzavreny.
P240 — Uzemnéte a upevnéte obal a odbérové zafizeni.
P241 — Pouzivejte elektrické/ventilaéni/osvétlovaci zafizeni do vybusného prostiedi.

P301 + P312 PRI POZITi — Necitite-li se dobre, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO /
lékare.

P403 + P233 — Skladujte na dobfe vétraném misté. Uchovavejte obal tésné uzavreny.
EUHO019 — MUZe vytvaret vybusné peroxidy.

EUH066 — Opakovana expozice mlzZe zpUsobit vysuseni nebo popraskani kize.

Siran hofecnaty neni podle nafizeni (ES) ¢. 1272/2008 nebezpecnou latkou ani smési.

Karvon je klasifikovan nasledujicimi kategoriemi nebezpecnosti. Pfipojeny jsou odpovidajici H-véty:
Sensibilace kdZze. 1A, H317 — MUZe vyvolat alergickou koZni reakci.

Pokyny pro bezpecné zachazeni (P-véty):

P261 — Veskeré kontaminované ¢asti odévu okam?zité sviéknéte.

P272 — Nebezpeci vybuchu.

P280 — Pouzivejte ochranné rukavice / ochranné bryle.

P302 + P352 — PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim vody a mydla.

P333 + P313 — Pfi podrazdéni klize nebo vyrazce: Vyhledejte |ékafskou pomoc/osetieni.

P362 + P364 — Kontaminovany odév svléknéte a pred opétovnym pouZitim vyperte.
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