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STRESZCZENIE:

Tradycyjna ekstrakcja w aparacie Soxhleta jest najczestszg technikg uzywang do izolowania zwigzkéw
naturalnych z materiatéw biologicznych. Otrzymywanie amigdaliny rowniez opiera sie na ekstrakgcji
réznymi rozpuszczalnikami. W pracy przedstawiono wyniki badan usprawnionej ekstrakcji amigdaliny
z zastosowaniem wody, 50% lub 96% alkoholu etylowego, a uzyskane wyniki poréwnano z ekstrakcja
tradycyjng, w ktérej stosuje sie proste alkohole (w niniejszej pracy zastosowano bezwodny etanol).

Improved extraction method amygdalin from apricot seed kernels
Keywords: amygdalin, isolation of amygdalin, extraxtion, apricot seed kernels,

ABSTRACT:

The traditional extraction in the Soxhlet apparatus is the most common technique used for isolation of
natural compounds from biological materials. The obtaining of amygdalin is also based on extraction
with different solvents. The paper presents the results of an improved extraction of amygdalin with
water, 98% and 50% ethanol and compared with traditional method, with methanol, isopropanol or
anhydrous ethanol applied as a solvent for extraction.
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1. WSTEP

Amigdalina (1) nalezy do grupy glikozydéw na-
turalnych — zwigzkdéw szeroko rozpowszechnio-
nych w swiecie roslinnym. W sktad tej czgsteczki
wchodzg: dwie czasteczki glukozy, potaczone wig-
zaniem glikozydowym oraz aglikon (cze$¢ nie cu-
krowa) potgczona z czgsteczka glukozy wigzaniem
eterowym. Amigdalina znana tez jest pod innymi
nazwami, takimi jak witamina B, oraz letril (2).
Obie nazwy, cho¢ czesto uzywane, sg btedne, po-
niewaz pod nazwg ,witamina B_” kryje sig nie
amigdalina, a mieszanina tegoz zwigzku z letrilem
—zwigzku o nieco innej budowie [1].

OH

HO\(?j,OH N N oH
070 0__0
OH HO™ “OH
OH
1 2

Rysunek 1 Wzér amigdaliny i letrilu
Figure 1 Structure of amygdalin and leatrile

Amigdalina obecna jest w rdznych stezeniach
w wielu surowcach naturalnych, réwniez tych
spozywanych przez cztowieka, np. w migdatach,
stad tez wywodzi sie jej tacinska nazwa amygda-
lum, oznaczajgcg witasnie migdat. Najbogatszym
surowcem naturalnym sg jadra pestek moreli,
zawierajagce do 5,2% (w przeliczeniu na suchg
mase), a takze migdaty i nasiona pestek wisni,
w ktorych amigdalina zawarta jest w ilosci 3-5%.
W pestkach gruszek, jabtek czy sliwek stezenie nie
przekracza zazwyczaj 0,4%. Sladowe ilosci ami-
gdaliny (1) obecne jest w pestkach owocéw wielu
innych rodlin, np. jagdd i czarnego bzu [2].

Od wielu lat amigdalina jest zwigzkiem budzgcym
kontrowersje, przeciwnicy twierdzg, ze obecny
w czgsteczce cyjanowoddér moze doprowadzic
do zatrucia. Zwolennicy natomiast uwazajg, ze
do uwolnienia cyjanowodoru dochodzi tylko za
sprawg b-glukozydazy, enzymu obecnego w du-
zych stezeniach w komoérkach nowotworowych.
W komoérkach zdrowych mitochondrialny enzym
0 nazwie rodanaza przeksztatca jony cyjankowe
w mniej toksyczne rodanki [1, 3]. Badania wyka-
zuja, ze amigdalina pod wptywem b-glukozydazy
powoduje zatrzymanie wzrostu ludzkich komarek
nowotworowych szyjki macicy (Hela) [4], raka
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prostaty (LNCaP i DU145) [5], oraz apoptoze ludz-
kich komorek nowotworowych watroby (HepG2)
[6]. Nie ma jeszcze wystarczajgcej ilosci badan,
ktére mogg jednoznacznie zaliczy¢ amigdaline do
substancji leczniczych czy nie [1].

2. CZESC DOSWIADCZALNA

2.1 Materiaty i odczynniki

Materiat biologiczny stanowity wysuszone i zmie-
lone jgdra pestek moreli. Suszenie przeprowa-
dzano przez dwa tygodnie i zachodzito w tempe-
raturze 45°C. Jadra pestek moreli nabyto droga
handlowg (kraj pochodzenia Izrael). Do ekstrakcji
zastosowano odczynniki: eter dietylowy (Sigma
Aldrich), alkohol etylowy (POCh), woda destylo-
wana.

2.2 Wykonanie

Przygotowanie wstepne. Do badania uzyto pro-
bek materiatu biologicznego o masie 10 g. Wszyst-
kie prébki zalano eterem dietylowym, doktadnie
wymieszano i odstawiono na 24 godziny, w celu
pozbycia sie oleju utrudniajgcego ekstrakcje ami-
gdaliny. Po uptywie powyzszego czasu eter diety-
lowy odsgczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a wysuszony materiat biologiczny poddano wta-
Sciwiej ekstrakcji. Proces usuwania oleju mozna
przyspieszyé, przeprowadzajgc ekstrakcje wstep-
na (przez 2 — 4 godziny) w aparacie Soxhleta.

Dobér rozpuszczalnika i temperatury w celu
oszacowania optymalnego czasu ekstrakcji. Po
wstepne] ekstrakcji i oddzieleniu rozpuszczalnika
materiat biologiczny wysuszono i umieszczono
w kolbach okragtodennych zaopatrzonych w taz-
nie wodne i mieszadta magnetyczne z funkcjg
grzania. Do kazdej z kolb wlano odpowiednio po
100 cm?: wody destylowanej, etanolu 50%, eta-
nolu 96%. Ekstrakcje przeprowadzono w tempe-
raturze 50°C dla kazdego z trzech wymienionych
rozpuszczalnikéw, a w drugiej serii w temperatu-
rach wrzenia zastosowanych rozpuszczalnikéw
(woda: 100°C, etanol 50%: 92°C, etanol 96%:
78°C). Kazdg z powyzszych ekstrakcji prowadzono
w kazdym z wymienionych przedziatdw czaso-
wych: 50, 100, 150 i 200 minut.

Po zakonczeniu ekstrakcji roztwory przesaczono
pod zmniejszonym cisnieniem, z przesgczy odde-
stylowano do sucha rozpuszczalniki, stosujgc wy-
parke obrotowa. Do uzyskanego osadu dodano
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niewielky ilos¢ eteru dietylowego i cato$¢ wymie-
szano. Nastepnie rozpuszczalnik odsgczono pod
zmniejszonym cisnieniem. Surowg amigdaline po
wysuszeniu krystalizowano z 96% etanolu.
Przeprowadzenie standardowej ekstrakcji w ce-
lu poréwnawczym. Istnieje wiele réznych metod
ekstrakcji amigdaliny, wybrano najpopularniej-
szg wykorzystujgcg etanol. Postepujgc w oparciu
o jedng z nich [7], odwazono 10 g surowca i nie
poddajgc go wczesniejszej ekstrakcji eterem,
umieszczono w aparacie Soxhleta. Surowiec eks-
trahowano etanolem 96% w temperaturze wrze-
nia przez godzine. Po zakonczeniu ekstrakcji uzy-
skany ekstrakt zatezono do okoto ' objetosci
i odstawiono na 24 godziny do krystalizacji. Na-
stepnie dodano tyle eteru dietylowego, aby po
wymieszaniu olej sie rozpuscit. Amigdaline odsa-
czono i rekrystalizowano z 96% etanolu.

3. WYNIKI I DYSKUSJA

Otrzymang amigdaline zidentyfikowano w opar-
ciu o analize danych spektralnych (NMR, IR) i tem-
perature topnienia (225°C). Powyzsze dane pozo-
stawaty w zgodnosci z odpowiednimi danymi do-
stepnymi w piSmiennictwie [8-10].

Z przeprowadzonych doswiadczed jasno wyni-
ka, ze duzy wptyw na wydajnos¢ ma tempera-
tura ekstrakcji oraz czas. Amigdalina jest bardzo
dobrze rozpuszczalna w wodzie oraz etanolu
i dobrze w butanolu, nierozpuszczalna natomiast
w eterze dietylowym. Z tego powodu zdecydo-
wano sie uzy¢ dwa pierwsze rozpuszczalniki do
ekstrakciji.

Ekstrakcje z trzykrotnym powtdrzeniem przepro-
wadzono tgcznie 72 razy, kazdorazowo stosujgc
wode, etanol 50% lub etanol 96% oraz metody-
ke opracowang przez Autordow. Przeprowadzono

takze ekstrakcje standardowg (z trzykrotnym po-
wtdrzeniem), ktérej usredniony wynik byt punk-
tem odniesienia. Wyniki przedstawiono w Tabe-
li 1.

Ekstrakcja przy uzyciu wody w temperaturze 50°C
dawata najmniej satysfakcjonujgce wyniki. Przy
dtuzszym ogrzewaniu zaobserwowano obnizenie
wydajnosci (Rys. 2), co $wiadczy¢ moze o hydroli-
zie amigdaliny.
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Rysunek 2 Usredniona wydajnosci przeprowadzonych
ekstrakcji (mg/10 g)

Figure 2 Average yields of the performed extractions
(mg/10 g)

Odniesienie do ekstrakcji prowadzonej w etano-
lu, przez 60 min, w temperaturze 92°C. Usrednio-
na wydajnos$¢ 217 mg.

Zastosowanie rozcienczonego (50%) etanolu,
ogrzewanego jedynie do 50°C, powoduje od
4,5- do 16-krotnego wzrostu ilosci wyekstraho-
wanej amigdaliny, w stosunku do ekstrakcji ciepfa
wodg w tym samym przedziale czasowym. Naj-
wiecej tego zwigzku uzyskano (80,19 mg), prze-
prowadzajgc ekstrakcje przez 150 minut. Zastoso-
wanie 96% etanolu i tej samej temperatury eks-
trakcji skutkuje dalszym wzrostem ilosci wyizolo-
wanej amigdaliny, od ok. 50 mg (czas ekstrakcji:
50 min) do ok. 182 mg (czas ekstrakcji: 200 min).

Tabela 1 Usrednione wyniki serii ekstrakcji z 10 g materiatu biologicznego
Table 1 Average results from series of 24 extraction with 10 g of biological material

llos¢ amigdaliny [mg] wyizolowanej w wyniku ekstrakcji
w danych warunkach
Temperatura [°C] Rozpuszczalnik T

50 min 100 min 150 min 200 min

50 woda 6,80 6,11 4,13

50 50% etanol 27,74 62,51 80,19 68,23
50 96% etanol 50,53 83,29 128,13 182,02

100 woda 149,43 193,10 103,57 8,14
92 50% etanol 184,14 207,05 237,46 247,28
97,5 96% etanol 207,13 239,58 292,72 310,82
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Dalszy, bardzo wyrazny wzrost ilosci amigdaliny
wyizolowanej z 10 g surowca naturalnego zaob-
serwowano, stosujgc do ekstrakcji wrzacy roz-
puszczalnik. Wyjgtek stanowita wrzgca woda,
ktérej dtuzsze stosowanie prowadzito do spad-
ku wydajnosci (150 i 200 min), spowodowany
czesciowg hydrolizg amigdaliny. Podobnie jest
z uzyciem cieptej wody (150 i 200 min), zamiast
wzrostu, obserwowano spadek ilosci wyizolo-
wanej amigdaliny. Wzrost wydajnosci ekstrakcji
w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, za wy-
jatkiem ekstrakcji wodg, jest szczegdlnie wyrazny
po przeprowadzeniu dwuipdétgodzinnego pro-
cesu, podczas ktérego rozcienczonym etanolem
wyekstrahowano ok. 238 mg amigdaliny, za$
96% — ok. 293 mg. Dalsze wydtuzenie czasu eks-
trakcji tylko nieznacznie wptywato na wzrost wy-
dajnosci (odpowiednio: 246 i 310 mg).

W wyniku standardowej metody ekstrakcji, tj.
trwajgcej 60 minut i odbywajgcej sie w tempera-
turze 92°C uzyskano $rednio 217 mg amigdaliny.
Rezultat ten mozna porownac do 100-minutowe;j
ekstrakcji rozcienczonym etanolem, badZz 50-
minutowej ekstrakcji etanolem stezonym (96%).

Prostego usprawnienia dokonano na dwéch eta-
pach procesu izolowania amigdaliny z jader pe-
stek moreli. Pierwszy z nich polegat na zastosowa-
niu eteru dietylowego, majgce na celu pozbycie
sie sporych ilosci oleju utrudniajgcego ekstrak-
cje. Eter zastosowano jeszcze przed przeprowa-
dzeniem ekstrakcji wtasciwej, co przyczynito sie
do wyizolowania amigdaliny o wysokim stopniu
czystosci. Drugi z tych etapdw, to zastosowanie
50%, zamiast 96% etanolu, potgczonego z wydtu-
zeniem czasu ekstrakcji do 100 min. Wigze sie z to
z oszczednosciami rozpuszczalnika, ktérego wy-
starczy uzy¢ jedynie potowy, w poréwnaniu z me-
toda klasyczna. W celu dalszego zwiekszenia wy-
dajnosci ekstrakcji, proces ten moze by¢ wydtuzo-
ny o dalsze 50 minut.

Amigdalina jest zwigzkiem chemicznym, z kto-
rym wigze sie duze nadzieje, a jej szeroka dostep-
nos$¢ z surowcow roslinnych stanowi dodatkowy
bodziec do poszukiwania usprawnionych metod
jej izolowania. Usprawnienia te mogg by¢ bardzo
proste, a jednoczesnie skuteczne, co wykazano
w niniejszej publikacji.
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