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Streszczenie

Dokonano charakterystyki olejku anyzowego pozyskanego z suszonych nasion biedrzenca anyz (Pimpinella
anisum L.) nazywanego potocznie anyzem. Sktad wyizolowanej mieszaniny analizowano metodami
GC-MS, TLC, HPLC, FT-IR oraz UV-Vis. Gtéwnym sktadnikiem otrzymanej mieszaniny byt trans-anetol.
Potwierdzono rowniez obecno$¢ innych zwiazkow z grupy pochodnych fenylopropanu, takich jak estragon,
aldehyd anyzowy i metyloeugenol. Licznie reprezentowana byta rowniez frakcja terpenoidow.
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Abstract

Characteristics of the essential oil obtained from dried anise seeds (Pimpinella anisum L.), commonly
called aniseed was presented. The chemical composition of isolated mixture was analyzed by GC-MS,
TLC, HPLC, FT-IR and UV-Vis. The main component of the obtained mixture was trans-anethole. Presence
of other compounds from the group of phenylopropane derivatives, such as tarragon, anise aldehyde and
methyleugenol was also confirmed.
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1. Wstep

Olejek anyzowy pozyskiwany jest z biedrzenca anyz (anyzu) (Pimpinella anisum L.) [1],
rosliny nalezacej do rodziny baldaszkowate (Umbelliferae, Apiaceae) [2]. Jej przedstawiciele
wystepuja w Polsce do$¢ powszechnie 1 uwazani sg przede wszystkim za cenne olejkodajne
surowce. Surowcem farmakopealnym bedacy glownym Zrédtem olejku anyzowego sg owoce
anyzu, stosowane rowniez do aromatyzowania zywnosci. A pozyskany z nich olejek znalazt za-
stosowanie przy produkcji alkoholi oraz w lecznictwie i medycynie [3] m.in. ze wzgledu na jego
dziatanie przeciwutleniajace, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze [2, 4-6]. Glownym jego
sktadnikiem jest anetol (80-90%) [4, 7-9]. Olejek zawiera rowniez pochodne fenylopropanu,
estry, aldehyd anyzowy i kwas palmitynowy, a takze zwigzki z grupy terpenoidéw, np. mono-
terpeny 1 seskwiterpeny [10]. Podobne zastosowanie ma olejek pozyskiwany z nasion anyzu
[3], o czym $wiadcza badania Al-Bayati’ego [2] i Gilligan’a [11]. Erler i wspotpracownicy [12]
stosowali olejek pozyskany z nasion biedrzenica w celu odstraszania dorostych samic koma-
ra brzeczacego Culex pipiens [12]. Olejek z nasion Pimpinella anisum L. sktada si¢ gtéwnie
z trans-anetolu (76,7%), a takze z 1-(4-metoksyfenylo)-2-propanonu, estragolu i aldehydu any-
zowego w iloéciach odpowiednio 7,1%, 6,1% i 1,5% [13]. Olejek charakteryzuje si¢ rowniez
niewielka (0,2%) zawartoscig B-bisabolenu, 1-(1,5-dimetylo-4-heksenylo)-4-metylobenzenu
(arkurkumen) oraz alkoholu linalilowego [13]. Bluma i wspodtpracownicy [1] rowniez pozyskali
olejek z nasion biedrzenca, jednak charakteryzowat si¢ on znacznie wigkszg iloscig anetolu,
gdyz sktadat si¢ 97,60% z tego zwiazku. Natomiast Santos i wspotpracownicy otrzymali olejek
z korzeni wlo$nikowych anyzu, ktory poza zwigzkami spotykanymi w olejku z owocow, dodat-
kowo zawiera dodekanol i dodekanal oraz 1,5-dimetylocyklodeka-1,5,7-trien [14].

Kompozycje olejkow eterycznych okresla si¢ na podstawie zardwno analizy instrumen-
talnej, jak i za pomocg tzw. reakcji charakterystycznych (np. reakcja z odczynnikiem Lie-
bermana—Burchardta). Obecnie jedna z najczesciej stosowanych i jednoczes$nie pozwalaja-
cg na rozdzielenie duzej liczby zwigzkow metoda jest chromatografia gazowa sprzezona ze
spektrometrig mas. Publikacje Santos’a i wspotpracownikow [15], a takze Tabancy i wspot-
pracownikow [10] zawierajg sktad chemiczny olejku anyzowego, analizowanego wlasnie tg
metoda. Autorom nie udato si¢ znalez¢ publikacji dotyczacych wynikow analiz spektralnych
IR i UV-Vis olejku anyzowego, ktore pozwolityby scharakteryzowac jego sktad chemiczny.
Publikowane analizy UV-Vis ekstraktéw i olejkow z ,,anyzu” stuzg jedynie potwierdzeniu
ich wlasciwosci przeciwutleniajagcych wynikajacych z obecnosci polifenoli [16]. Analizy
spektralne IR olejkéw eterycznych zawarte sa w badaniach Schultza i wspolpracownikow
[17], ale nie dotyczg olejku anyzowego.

Celem prezentowanych badan bylo pozyskanie olejku eterycznego z nasion Pimpinella
anisum L. r6znymi metodami hydrodestylacji i analiza jego sktadu chemicznego w oparciu
o dostepne techniki spektralne i chromatograficzne.

2. Cze$¢ doswiadczalna

2.1. Surowiec

Surowcem roslinnym zastosowanym do pozyskania olejkow eterycznych byly wysuszo-
ne dojrzate nasiona biedrzenca anyz (Pimpinella anisum L.) o czystosci 99,6%. Surowiec
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sprowadzono z Wegier przez firm¢ W. Legutko. Nasiona zebrano w 2009 roku, przy stopniu
kietkowania 85%. Nasiona cz¢$ciowo utarto w mozdzierzu, w celu naruszenia ich struktury
zewnetrznej 1 utatwienia wydobycia olejku eterycznego. Calkowite utarcie nasion w moz-
dzierzu mogtoby przyczyni¢ si¢ do ewentualnych strat olejku eterycznego na skutek ulatnia-
nia. Dlatego ucieranie przerywano w momencie naruszenia struktury zewngtrznej surowca.

2.2. Metodyka badan

Olejki eteryczne pozyskano metoda hydrodestylacji z zastosowaniem aparatu Clevengera
oraz metoda klasycznej hydrodestylacji z parag wodna.

Hydrodestylacja z zastosowaniem aparatu Clevengera

Proces prowadzono z wykorzystaniem zestawu przedstawionego na rysunku 1. Probke
50 g rozdrobnionego surowca ro$linnego umieszczono w kolbie i dodano 500 ¢cm?® wody
destylowanej. Proces prowadzono 10 godzin od momentu doprowadzenia mieszaniny do
wrzenia. Koniec procesu okreslano na podstawie wyraznego spadku intensywnosci skrapla-
nia si¢ olejku eterycznego. Pozyskany olejek przechowywano w szczelnie zamknigtej fiolce,
w temperaturze 4°C.

Rys. 1. Hydrodestylacja z zastosowaniem aparatu Clevengera: 1 — chtodnica
»zimny palec”, 2 — aparat Clevengera, 3 — kolba okragtodenna,

4 — palnik
A
Fig. 1. Hydrodistillation using the Clevengers apparatus: 1 — condenser
“cold finger”, 2 — Clevenger apparatus, 3 — round bottom flask, &
4 — burner

Hydrodestylacja z parg wodng
Proces prowadzono z wykorzystaniem zestawu przedstawionego na rysunku 2. Probke
50 g rozdrobnionych nasion umieszczono w kolbie okragtodennej i dodano 150 cm? wody
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Rys. 2. Zestaw aparatury do hydrodestylacji z parg wodna: 1 — palnik, 2 — kolba ptaskodenna, 3 — nasad-
ka, 4 — nasadka destylacyjna, 5 — kolba okragto denna, 6 — chtodnica, 7 — facznik destylacyjny,
8 — odbieralnik

Fig. 2. Apparatus for water steam hydrodistillation: 1 — burner, 2 — flat-bottomed flask, 3 — adapt-
er, 4 — distillation adapter, 5 — round-bottom flask, 6 — condenser, 7 — distillation connector,
8 —receiver

destylowanej. Proces prowadzono przez 10 godzin, dostarczajac do kolby par¢ wodng
i ogrzewajac rownoczesnie kolbe z surowcem. Po zakonczeniu procesu, wyizolowany pro-
dukt wprowadzono do rozdzielacza dotaczajac do niego roztwor olejku w n-heksanie, kto-
rym przeptukano odbieralnik. Po rozdzieleniu si¢ fazy organicznej od fazy wodnej odebra-
no roztwor olejku w n-heksanie. Produkt przechowywano w szczelnie zamknigtej amputce
w temperaturze 4°C.

2.3. Analiza sktadu chemicznego olejkow eterycznych

Sktad chemiczny otrzymanych olejkow eterycznych okreslano za pomoca chromatografii
gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas GC-MS, chromatografii cienkowarstwowej TLC,
chromatografii cieczowej HPLC oraz metodami spektralnymi FT-IR i UV-Vis. Analizom
instrumentalnym poddano olejki otrzymane w procesie hydrodestylacji z zastosowaniem
aparatu Clevengera.

Przygotowanie probek do analizy GC-MS

W szklanych fiolkach umieszczono roztwor olejku eterycznego w n-heksanie (A _H)
o stezeniu 26,67% (v:v) oraz osobno roztwor olejku anyzowego w tetrahydrofuranie
(A_THF) o stezeniu 59,45% (m:m). Rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika nie wptynat na
sktad chemiczny olejku eterycznego.
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Analiza GC-MS

W badaniach stosowano chromatograf GC-MS Agilent Technologies 6890N Network GC
System, detektor 5975C inert XL MSD, biblioteka widm mas NIST 95. Parametry analiz:
nastrzyk 0,2 pul (z zastosowaniem autosamplera 7863B Agilent), kolumna chromatograficzna
HP-5MS 0.25 mm dhugosci 30 m, split 50:1, tryb full scan, temperatura dozowania 270°C,
program temperaturowy 50-140°C z narostem temperatury 10°C/min, nast¢pnie narost od
140-250°C przez 2 min i w temperaturze 250°C przez 15 min.

Zwiazki identyfikowano, wykorzystujac bibliotek¢ widm masowych NIST 95, baze
SDBS [18]. Wyniki porownywano z danymi prezentowanymi w literaturze zrédlowej. Uzy-
skane wyniki zamieszczono w tabeli 1.

Chromatografia cienkowarstwowa TLC

W badaniach zastosowano eluent o sktadzie: heksan:octanu etylu:metanol:chloroform:
0,1 molowy KOH, w ktérym stosunki objetosciowe poszczegdlnych sktadnikéw wynosity
odpowiednio 40:20:20:20:1. Rozdzielanie prowadzono na ptytkach TLC (arkusze plastikowe
do TLC 20 x 20 cm, pokryte zelem krzemionkowym 60 F254 firmy Merck Sp z 0.0.). Czas
rozwijania chromatogramu 15 minut. Po wysuszeniu na powietrzu, chromatogram ogladano
pod lampa UV o dlugosci fali 365 nm. Wyniki zamieszczono w tabeli 2.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa HPLC

Analizy HPLC dokonano, stosujac zestaw HPLC firmy KNAUER sktadajacy si¢ z pom-
py K — 500, kolumny RP 18 LiChlospher-100 oraz detektora UV-Vis. Pomiar wykonano
przy predkosci przeptywu eluentu wynoszacym 1 cm®/min. Diugo$¢ fali detektora wynosita
220 nm. Jako eluent stosowano mieszaning metanol: woda w stosunkach objetosciowych 9:1
i 7:3. Analizie poddano roztwor olejku anyzowego w tetrahydrofuranie. Wyniki zamieszczo-
nonarys.314.

Spektrofotometria UV-Vis i FT-IR

Widma UV-Vis wykonano, stosujac aparat firmy Stellar Net Inc. Model EPP 2000C o za-
kresie 200-800 nm zaopatrzonego w lampe¢ deuterowo — halogenowa. W celu wykonania
analizy olejek eteryczny zostat rozcienczony n-heksanem stukrotnie. Badania spektrosko-
powe IR przeprowadzono stosujac spektrometr FT-IR (Spektrometer Bio-Rad FTS 175C).

3. Wyniki i dyskusja

Wyizolowany olejek charakteryzuje si¢ jasno zielonkawym kolorem i po rozcienczeniu
posiada charakterystyczny zapach anyzu.

Wydajno$¢ procesu hydrodestylacji z zastosowaniem aparatu Clevengera wyniosta 2,61%
w stosunku do suchej masy poddanych procesowi nasion. Natomiast wydajno$¢ procesu hy-
drodestylacji z parg wodng wyniosta zaledwie 0,54% w stosunku do suchej masy poddanych
procesowi nasion.

Analiza GC-MS

Wyniki analizy GC-MS przedstawiono w tabeli 1, w ktorej uwzgledniono zwiazki wystepu-
jace w olejku w ilosci nie mniejszej niz 0,05%. W kolumnie oznaczonej skrotem Lit. um-
ieszczono pozycje literaturowe, potwierdzajace obecnos¢ analizowanych substancji, wchodza-
cych w sktad olejkow eterycznych wyodrebnionych z réznych czgsci biedrzefica anyz.
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Tabela 1

Sklad chemiczny olejku anyzowego pozyskanego z nasion biedrzenca anyz

Nazwa Zawgrtoéé
RT Nazwa zwigzku ZWyczajowa skladnika [%] Lit.
zwigzku A THF | A H
2,412 | Metylocyklopentan 1,08
5,950 | Cyklobutanon 0,47
16,916 | Dihydrofuran-2(3H)-on y-butyrolakton 0,51
20,845 | +-1zopropenylo-1-metylo-1- limonen 0,14 | 0,10 | [10,15,19]
cykloheksen
24,411 | 1-Metoksy-4-(2-propenylo)benzen estragol 0,61 0,40 [1,4,10,15]
t-anetol, [1, 4,10, 19,
25,297 | 1-Metoksy-4-(1-propenylo)benzen izoestragol 66,53 58,75 20]
aldehyd
25,407 | p-Metoksybenzaldehyd ) 0,21 0,11 [4, 10, 15, 19]
anyzowy
26,582 | 3-17opropenylo-1-izopropylo-4- S-elemen 0,14 | 0,09 [4,21]
’ metylo-4-winylo-1-cykloheksen ? ’ ’
27,209 | 1-(4-Metoksyfenylo)-2-propanon P -acet(;r;i/loam- 0,05 [13]
2,4-Diizopropenylo-1-metylo-1-
27,344 winylocykloheksan B-elemen 0,06 (4]
cis-2,4a0,5,6,7,8,9,9a0-Oktahydro-
28,162 | 3,5,5-trimetylo-9-metyleno-1H- o-himachalen 0,16 0,11 [4, 10]
benzocyklohepten
1,1,4,7-Tetrametylo-
28,537 |1a,2,3,4,4a,5,6,7b-oktahydro-1H- o-gurjunen 2,12 1,50
cykloprop[e]azulen
28,580 |4-Allylo-1,2-dimetoksybenzen metyloeugenol 0,25 0,19 [4]
5-(1,5-Dimetylo-4-heksenylo)-2- .
28,654 metylo-1,3-cyKloheksadien a-zingiberen 0,54 0,39 | [4,10,15,19]
1-Metylo-4-(5-metylo-1-metyleno- .
28,814 4-heksenylo)-1-cykloheksen f-bisabolen 0,37 0,27 | [4,15,19,21]
3-(1,5-Dimetylo-4-heksenylo)-6- B-
29,017 metyleno-1-cykloheksen seskwifelandren 0,08 0,07 4,15, 21]
30,326 | Didehydro-cykloizolongifolen 0,11 0,06
3,5,5,9-Tetrametylo-2,4a,5,6,7,8-
30,578 | heksahydro-1H-benzo[a] B-himachalen 0,07 [4]
cyklohepten
32.601 Octan 2-metoksy-4-[(1E)-1- . octan 2.92 1.89
propenylo]fenylu izoeugenylu
33.173 N,N,N ,N.—Te.trametylo—l ,4- 0.55 035
benzenodiamina
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Glownym sktadnikiem olejku anyzowego pozyskanego z nasion biedrzefca anyz jest
trans-anetol zaliczany do grupy pochodnych fenylopropanu. Wsrdd zwiazkow z tej grupy
stwierdzono rowniez obecno$¢ estragonu, aldehydu anyzowego i metyloeugenylu. Pochodne
fenylopropanu stanowity 67,6% olejku (A_THF).

W kompozycji olejku anyzowego wyrdzni¢ mozna rowniez grupg terpenoidow, a wsrod
nich licznie reprezentowane seskwiterpeny, stanowiace 3,54% 1 2,43% zawartosci od-
powiednio olejku A THF i A H. Analiza potwierdzita obecnos¢ B- i d-elemendw, a-
i B-himachalenéw, a-gurjunenu, a-zingiberenu, B-bisabolenu i B-seskwifelandrenu. Olejek
zawieral takze monoterpeny monopierscieniowe, ktorych przedstawicielem jest limonen.

Porownujac sktad chemiczny olejku A THF, A H oraz olejku anyzowego pozyskanego
przez Kreydiyyeh’ego i wspolpracownikow [13], mozna stwierdzi¢, iz w kazdym przypadku
glownym sktadnikiem byt trans-anetol, jednak jego wzgledna zawartos¢ roznita si¢ nawet
o kilkanascie procent. Zespot Kreydiyyehego pozyskat olejek charakteryzujacy si¢ wigk-
sza zawartoscig estragolu, aldehydu anyzowego oraz p-acetonyloanizolu, natomiast mniej-
sza zawarto$cia B-bisabolenu. W przypadku olejku anyzowego pozyskanego przez Blume
i wspotpracownikéw [1] mozna zauwazy¢ znaczng réznice pomigdzy zawartoscia glownego
sktadnika w porownaniu z olejkiem A THF i A_H, ktora wynosita ponad 38% (dla A_H).
Naukowcy potwierdzili rowniez wigksza (o ok 2%) zawartos$¢ estragolu w wyizolowanym
produkcie.

Analiza TLC

Tabela 2
Wartos$ci wspoélczynnika opéznienia R ' olejku anyzowego
Nr plamki Odleglos¢ przebyta Dhugos¢ drogi migracji ;ubstancp R IR
przez eluent [cm] chromatografowanej [cm] ! !
1 5,00 0,8333 83,33
6,00
2 4,50 0,7500 75,00

W wyniku rozdzielania chromatograficznego TLC na plytce zaobserwowano dwie
plamki, ktére w swietle UV miaty charakterystyczne barwy. Plamka pierwsza (R = 0,8333)
w $wietle UV miata kolor czerwony, ale bylo to pasmo o wygaszonej fluorescencji. Obraz
taki jest charakterystyczny dla anetolu. Natomiast plamka druga (R = 0,7500) w swietle UV
miata kolor zielony. Charakterystycznym zwigzkiem wykazujacym w $wietle UV fluore-
scencje¢ o tym zabarwieniu jest kumaryna, jednak analiza GC-MS wykluczyta jej obecnos¢.
Majac na uwadze wspélczynnik R, zaobserwowanej substancji, mozna przypuszczac, ze za
obecnos$¢ tej plamki odpowiadaja terpeny, ktorych wspotczynnik opdznienia wedtug Farma-
kopei Polskiej VIII miesci si¢ w granicach 0,75-0,79.

Analiza HPLC

Analiza HPLC byta prowadzona przy roznych stosunkach objetosciowych sktadnikow
eluentu — metanolu i wody (odpowiednio 9:1 oraz 7:3). W drugim przypadku uzyskano
lepsze rozdzielenie sktadnikow analizowanej mieszaniny (rysunek 1 i rysunek 2).

Dlatego do interpretacji wybrano chromatogram uzyskany przy stosunku metanol:woda
(7:3; viv).
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Rys. 3. Chromatogram HPLC olejku anyzowego. Eluent CH,OH:H,O (9:1, v:v)
Fig. 3. HPLC chromatogram of anise oil. Eluent CH,OH:H,0O (9:1, v:v)
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Rys. 4. Chromatogram HPLC olejku anyzowego. Eluent CH,OH:H,O (7:3, v:v)
Fig. 4. HPLC chromatogram of anise oil. Eluent CH,OH:H,O (7:3, v:v)
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Na chromatogramie widnieje pig¢ pikow, z ktorych pierwszy (RT =229 s) wynika z obec-
nosci zastosowanego jako rozpuszczalnik THF. Dominujacym pikiem, przewyzszajacym pra-
wie dwukrotnie pik zwigzany z obecnoscia rozpuszczalnika, jest pik pochodzacy od trans-
-anetolu o czasie retencji 890 s. Natomiast pozostate piki §wiadczg o obecnosci pochodne;j
azulenu, ktora jest a-gurjunen oraz o obecnosci octanu izoeugenylu (RT = 1174 s). Na pod-
stawie analizowanych chromatograméw mozna stwierdzi¢, ze potwierdzono w otrzymanym
olejku anyzowym obecnos¢ trans-anetolu, estragolu, o-gurjunenu oraz octanu izoeugenylu.

Spektroskopia FT-IR i UV-Vis

W celu identyfikacji grup funkcyjnych zwiazkoéw zawartych w olejku anyzowym zasto-
sowano badania spektroskopowe FT-IR i UV-Vis. W przypadku analizy widm FT-IR olejku
anyzowego widoczne jest, ze zawiera on zwigzki aromatyczne. Swiadcza o tym $redniej in-
tensywnosci pasma drgan rozciggajacych v, o zakresie absorpcji 3060-3016 cm™ i 3016~
—3000 cm™ oraz charakterystyczne pasma drgan rozciggajacych v, . o zakresie absorpcji
1660-1600 cm™ i 16001560 cm™'. Widoczne sg rowniez charakterystyczne pasma drgan
szkieletowych v, . o zakresie absorpcji 1500-1200 cm™ i pasma drgaf kombinacyjnych
o zakresie absorpcji 2100-1650 cm™'. Stwierdzono réwniez, ze w sktad olejku wchodza
zwigzki zawierajgce wigzania CH,—CH,, o ktorych obecnosci $wiadczy pasmo drgan roz-
ciggajacych v, o zakresie absorpcji 3000-2866 cm'. Natomiast pasma drgan rozciggajg-
cych v, o zakresie absorpcji 1285-1216 cm™' $wiadczg o obecnosci zwigzkow zawierajg-
cych wigzanie —-C—O-. Uzyskane wyniki potwierdzaja wigc obecnos¢ jednego z glownych
sktadnikow olejku anyzowego — estragolu. Na podstawie uzyskanego widma stwierdzono
rowniez obecno$¢ 1,4-dipodstawionych zwigzkow aromatycznych, o czym swiadczy $red-

niej intensywnos$ci pasmo drgan rozciggajacych v, o zakresie absorpcji 880-790 cm™.
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Rys. 5. Widmo IR olejku anyzowego pozyskanego z nasion biedrzenca anyz

Fig. 5. The IR spectrum of essential oil obtained from anise seeds
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Niestety nie stwierdzono obecnosci charakterystycznych pasm dla aldehydu anyzowego oraz
estrow, czyli zwigzkow ktorych obecnos¢ stwierdzono na podstawie analizy GC-MS. Na
rysunku 5 przedstawiono wykres transmitancji dla olejku anyzowego.

Uzyskane widma UV-Vis postuzyly do analizy jakosciowej, ktorej trudno$¢ wynikata
z faktu, ze olejki eteryczne sg mieszaninami duzej ilo$ci zwiazkow, ktorych widma moga si¢
wzajemnie pokrywac. Analizie poddano rozcienczony roztwor olejku anyzowego w heksanie
o stezeniu umozliwiajacym wykonanie analizy. Roztwor wykazywat absorbancj¢ w zakresie
od 198-222,10 nm (Pasmo 1) oraz od 222,10-318 nm (Pasmo 2). W tabeli 3 przedstawiono
charakterystyke pasm absorbancji olejku anyzowego.

Tabela 3

Charakterystyka pasm absorbancji w zakresie promieniowania UV-Vis olejku anyzowego

Pasmo Zakres [nm] Ay, [nm] Absorbancja maksymalna
AMAX
1 198,00-222,10 200,20 1,421
2 222,10-318,00 255,00 1,758

Absorbancja w zakresie ,,Pasma 1” wynika z przejécia elektronowego z orbitalu wia-
zacego w stanie podstawowym na orbital o wyzszej energii (1 — ©*). Jest to jedno z pasm
charakterystycznych dla wegglowodorow aromatycznych. W tym zakresie zachodzi rowniez
przejscie elektronu z niewiazacego orbitalu atomowego na orbital molekularny o wyzszej
energii (n — ©*), charakterystyczne dla kwasow karboksylowych, jednak wyniki analiz FT-
-IR i GC-MS wykluczaja obecnos¢ tych zwiazkdéw w olejku. Natomiast absorbancja w za-
kresie ,,Pasma 2” rowniez wynika z przejécia elektronowego m — n* oraz z przejscia elektro-
nowego n — m*. W pierwszym przypadku przejscie tego typu, w omawianym zakresie dtu-
gosci fali wykazuja a,B-nienasycone zwigzki karbonylowe (220-270 nm), dieny (220-270
nm) oraz weglowodory aromatyczne, ktore przy dtugosci fali 255 nm wykazujag maksimum
absorbancji. Natomiast przej$cia typu n — n*, w tym zakresie dlugosci fali sg charakte-
rystyczne dla estrow (220-270 nm), ketonéw (260-300 nm) i aldehydow (280-320 nm).
Nalezy wigc zauwazy¢, ze na podstawie analizowanych widm UV-Vis nie mozna stwierdzi¢,
jakie konkretnie zwigzki wchodza w sktad olejku. Natomiast potwierdzono, ze w sktad mie-
szaniny z pewnos$cia wchodza weglowodory aromatyczne, a takze estry, nienasycone zwigz-
ki karbonylowe, dieny, ketony i aldehydy, gdyz ich obecnos¢ potwierdzita rowniez analiza
GC-MS. Na otrzymanych widmach UV-Vis nie wida¢ pojedynczych pasm tych zwigzkow,
gdyz pokrywaja si¢ wzajemnie.

4. Whnioski

Sposrod zastosowanych metod izolacji olejku eterycznego z nasion biedrzenca anyz
stwierdzono wigksza przydatnos¢ hydrodestylacji z wykorzystaniem aparatu Clevengera.
W metodzie tej uzyskano znaczaco wigksza wydajno$¢ w tym samym czasie trwania pro-
cesu. Nie stwierdzono probleméw z odbiorem czystego olejku bez koniecznosci stosowania
dodatkowych rozpuszczalnikéw organicznych.
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Sktad chemiczny olejkow eterycznych mozna bada¢ zarowno metodami chroma-
tograficznymi, jak i spektralnymi. Analiza dajaca w tym przypadku najlepsze rezultaty
jest chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometrig mas. Za pomoca metody GC-MS
stwierdzono, iz w sktad badanego olejku anyzowego wchodzi 19 zwigzkow, podczas gdy
pozostate metody wskazywaty na obecno$¢ najwyzej kilku sktadnikow. Podobne rezultaty
analizy GC-MS uzyskali Tepe i wspolpracownicy [19], ktorzy zidentyfikowali 21 zwigz-
koéw wchodzacych w sktad olejku anyzowego, uwzgledniajac rowniez sktadniki, ktorych
zawarto$¢ procentowa byta ponizej 0,06%. Burkhardt i wspotpracownicy [21] za pomoca
GC-MS oznaczyli 16 zwigzkoéw, natomiast Ullah i Honermeier [4] do 19 zwigzkéw w olej-
ku anyzowym. Badania Tabancy i wspotpracownikow [10] nad skladem chemicznym
olejkoéw eterycznych pozyskiwanych z réznych gatunkéw Pimpinella wykazaty, ze ole-
jek z biedrzenca anyz zawieral 9 zwiazkow, przy czym zawartos¢ trans-anetolu wyniosta
94,2%. Autorzy analizowali olejki pozyskane z trzynastu odmian Pimpinella i w oparciu
o GC-MS, zidentyfikowali w sumie 140 zwigzkéw [10]. Natomiast Santos i wspotpracow-
nicy [15] analizujac sktad chemiczny olejkow anyzowych z owocow i korzeni Pimpinella
anisum L. potwierdzili obecnos¢ 32 zwigzkow chemicznych. Porownujac uzyskane wyniki
z danymi literaturowymi mozna twierdzi¢, iz przeprowadzona analiza GC-MS pozwolita
wyczerpujaco okreslic kompozycje badanej mieszaniny. Wyniki TLC potwierdzity obec-
no$¢ dwoch zwiazkoéw. Szybko i tatwo mozna ta metoda potwierdzi¢ obecnos¢ anetolu,
z uwagi na bardzo charakterystyczne wygaszone pasmo fluorescencji i czerwong barwe
w $wietle UV. Wysokosprawna chromatografia cieczowa HPLC dzigki modyfikacji sktadu
eluentu, pozwolita potwierdzi¢ obecnos¢ czterech zwiazkoéw. Spektrofotometria w pod-
czerwieni IR postuzyta do okreslenia grup funkcyjnych sktadnikow olejku anyzowego, co
pozwolito okresli¢ ogolne grupy zwiazkow organicznych tworzacych kompozycje miesza-
niny. Niestety na podstawie uzyskanych widm nie mozna byto potwierdzi¢ obecnosci al-
dehydu anyzowego oraz estrow, oznaczonych w badaniu GC-MS. Analiza spektralna UV-
-Vis réwniez dostarczyta informacji o ogolnych grupach zwiazkéw wchodzacych w sktad
olejku anyzowego.

W celu identyfikacji pozostatych, nieopisanych w pracy, a zarejestrowanych zastoso-
wanymi metodami indywiduoéw konieczne bytoby wykonanie dodatkowych analiz z wy-
korzystaniem substancji wzorcowych. Badania te wykraczaly jednak poza ramy niniejszej

pracy.

Literatura

[11 Bluma R.V, Etcheverry M.G., dpplication of Essentials oils in maize grain:
Impact on Aspergillus section Flavi growth parameters and aflatoxin accumulation,
Food Microbiology 2008, 25, 324-334.

[2] Al-Bayati F.A., Synergistic antibacterial activity between Thymus vulgaris and
Pimpinella anisum essential oils and methanol extracts, Journal of Ethnopharmacology
2008, 116, 403-406.

[3] Janahmadi M., Farajnia S., Vatanparast J, Abbasipour H.,
Kamalinejad M., The fruit essential oil of Pimpinella anisum L. (Umblliferae)
induces neuronal hyperexcitability in snail partly through attenuation of after-
hyperpolarization, Journal of Ethnopharmacology 2008, 120, 360-365.



82

[4] Ullaha H., Honermeier B., Fruit yield, essential oil concentration and
composition of three anise cultivars(Pimpinella anisum L.) in relation to sowing date,
sowing rate and locations, Industrial Crops and Products 2013, 42, 489-499.

[5] Matan N, Matan N, Antifungal activities of anise oil, lime oil, and tangerine oil
against molds on rubberwood (Hevea brasiliensis), International Biodeterioration &
Biodegradation 2008, 62, 75-78.

[6] Ponce A.G, Fritz R., del Valle C., Roura S.I., Antimicrobial activity
of essential oils on the native microflora of organic Swiss chard, Lebensm.-Wiss.
u.-Technol. 2003, 36, 679-684.

[71 Hammer K., Laghetti G, Cifarelli S.,Spahillari M.,,Perrino P,
Pimpinella anisoides Briganti, Genetic Resources and Crop Evolution 2000, 47, 223-225.

[8] Waumans D., Bruneel N, Tytgat J., Anise oil as para-methoxyamphetamine
(PMA) precursor, Forensic Science International 2003, 133, 159-170.

[9] Sharma SK, Srivastava VK. Pandya PH., Jasra R.V.,, Solvent-free
isomerization of methyl chavicol to trans-anethole using transition metal complexes as
catalysts, Catalysis Communications 2005, 6, 205-209.

[10] Tabanca N.,Demirci B.,,Ozek T.,Kirimer N,Husnu Can Baser K.,
Bedir E.,, Khan LA, Wedge D.E., Gas chromatographic — mass spectrometric
analysis of essential oils from Pimpinella species gathered from Central and Northern
Turkey, Journal of Chromatography A, 2006, 1117, 194-205.

[11] Gilligan N.P, The palliation of nausea in hospice and palliative care patients with
essential oils of Pimpinella anisum (aniseed), Foeniculum vulgare var. dulce (sweet
fennel), Anthemis nobilis (Roman chamomile) and Mentha x piperita (peppermint), The
International Journal of Aromatherapy 2005, 15, 163-167.

[I2] Erler F,Ulug I, Yalcinkaya B., Repellent activity of five essential oils against
Culex pipiens, Fitoterapia 2006, 77, 491-494.

[131 Kreydiyyeh SI,Usta J,Knio K., Markossian S.,Dagher S., Aniseed
oil increases glucose absorption and reduces urine output in the rat, Life Sciences,
2003, 74, 663-673.

[l4] Santos PM. Figueiredo A.C.,, Oliveira MM, Barroso JG,
Pedro L.G, Deans S.G, Younus AKM, Scheffer J.J.C, Morphological
stability of Pimpinella anisum hairy root cultures and time-course study of their essential
oils, Biotechnology Letters 1999, 21, 859-864.

[I5] Santos PA.G, Figueiredo A.C., Oliveira MM. Barroso JG,
Pedro L.G., Deans S.G.,, Younus AKM., Scheffer JJ.C, Essential oils
from hairy root cultures and from fruits and root of Pimpinella anisum, Phytochemistry,
1998, 48, 3, 455-460.

[l6] Padmashree A., Roopa N., Semwal AD.,, Sharma GK., Agathian G,

Bawa A.S., Star-anise (Illicium verum) and black caraway (Carum nigrum) as
natural antioxidants, Food Chemistry 2007, 104, 59-66.

[171Schulz H. Ozkan G, Baranska M. Kriiger H, Ozcan M.,
Characterisation of essential oil plants from Turkey by IR and Raman spectroscopy,
Vibrational Spectroscopy 2005, 39, 249-256.

[18] National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST), Research
Information Database SDBS (http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/cre_index.
cgi?lang=eng — dostep: 3.04.2011).



83

[19] Tepe B., Akpulat H.A, Sokmen M. Daferera D. Yumrutas O.,
Aydin E., Polissiou M., Sokmen A., Screening of the antioxidative and
antimicrobial properties of the essential oils of Pimpinella anisetum and Pimpinella
Sfabellifolia from Turkey, Food Chemistry 2006, 97, 719-724.

[20] Elgendya EM., Khayyat S.A., Oxidation Reactions of Some Natural Volatile
Aromatic Compounds: Anethole and Eugenol, Russian Journal of Organic Chemistry,
2008, 44, 6, 823-829.

[21]Burkhardt G,Reichling J,Martin R.,,Becker H., Terpene hydrocarbons
in Pimpinella anisum L., Pharmaceutisch Weekblad Scientific Edition. 1986, 8,
190-193.



