Sposéb otrzymywania damasceniny z nasion czarnuszki damasceriskiej (Nigella damascena L.)

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania damasceniny z nasion czarnuszki

damasceniskiej (Nigella damascena L.).

Czarnuszka damasceniska rodzina Jaskrowate (Nigella damascena L., Ranunculaceae) jest
jednoroczng rosling wystepujaca naturalnie w potudniowo-wschodniej i potudniowej czedci
Europy, Afryce Péinocnej, w Azji Zachodniej i na Kaukazie. W Polsce jest rosling uprawiang do
celow dekoracyjnych. Czarnuszka damasceriska stosowana jest w medycynie Orientu w réznego
rodzaju niezytach lub jako srodek moczopedny. Nasiona bogate s3 w alkaloid damascenine,
ktorego najwigcej jest w dojrzatych nasionach (0.1-0.3% w przeliczeniu na suchg mase).
Wykazano dziatanie przeciwbdlowe, znieczulajace i przeciwgorgczkowe damasceniny (Yacine
BOUGUEZZA, Bachra KHETTAL, Lydia TIR, Souad BOUDRIOUA. Damascenine induced
hepatotoxicity and nephrotoxicity in mice and in vitro assessed human erythrocyte toxicity.

InterdiscipToxicol. 2015; Vol. 8(3): 118-124).

Dotychczas damascenina izolowana byta w oparciu 0 metode opisang przez Erwin i wsp z 1912
roku (https://npgsweb.ars-grin.gov/gringlobal/taxonomydetail.aspx?id=25336; Ewins AJ.
(1912). LXIl. —The constitution and synthesis of damascenine, the alkaloid of Nigella damascena.
J ChemSoc, Trans 101: 544-552.) Rozdrobnione owoce czarnuszki damasceriskiej poddawano 8-
godzinnej ekstrakcji niepolarnym eterem naftowym, ekstrakt zageszczono pod zmniejszonym
ci$nieniem i poddano dziataniu 5% roztworowi kwasu solnego. Otrzymany roztwér wytrzasano
wielokrotnie eterem naftowym, warstwe wodng zalkalizowano amoniakiem i w efekcie alkaloid
wyekstrahowany zostat do eteru naftowego. Eter odparowano otrzymujac alkaloid
damascenine, ktdrej czystos¢ oszacowano na poziomie 95% z zastosowaniem techniki HPLC.

Wydajnos¢ procesu wynosita 0.15%.

W roku 2004 opisano (Fico G, Panizzi L, Flamini G, Braca A, Morelli I, Tomé F, Cioni PL. (2004).
Biological screening of Nigella damascena for antimicrobial and molluscicidal activities.
Phytother Res 18(6): 468-470) sposob otrzymania damasceniny z wody pozostatej po destylacji
olejku eterycznego z czarnuszki damasceriskiej. Nasiona poddawano destylacji z parg wodna.
Pozostalg wode wytrzasano wielokrotnie porcjami butanolu. Po odparowaniu obu ekstraktow
do sucha otrzymano ekstrakt butanolowy, ktéry poddany zostat nastepnie rozdzieleniu
chromatograficznemu z uzyciem Sephadex LH-20 jako zfoza i metanolu jako eluentu. Nie podano
czystosci zwigzku a jego identyfikacja przeprowadzona zostata jedynie z zastosowaniem techniki

TLCi HPLC.



Metody te byly ucigizliwe, wymagaty dlugiego procesu oczyszczania ekstraktu. Ponadto
wydajnos¢ otrzymywanej substancji byta na niskim poziomie, wiec metody nie nadawaty sie do

preparatyki wiekszej ilosci zwigzku.

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie izolacji damasceniny przy zastosowaniu techniki
wysokosprawnej chromatografii przeciwpradowej (high performance counter-current
chromatography- HPCCC). Zastosowanie ukfadu ciecz-ciecz i brak fazy statej jako fazy

stacjonarnej zapewnia bezstratne pozyskanie czystego zwigzku w krétkim czasie.

Okazato sig, ze zastosowanie techniki chromatografii przeciwpragdowej do izolacji damasceniny
z olejku eterycznego z czarnuszki damasceriskiej daje wysoka wydajnoéé procesu oraz pozwala

uzyska¢ damascenine o wysokiej czystosci.

Sposob izolacji damasceniny wedtug wynalazku polega na tym, ze w pierwszym etapie
rozdrobnione dojrzate owoce poddaje sie destylacji z parg wodng celem otrzymania olejku
eterycznego. Po 3-godzinnej ekstrakcji w aparacie Derynga/Clevengera otrzymuje sie olejek
eteryczny, ktéry poddaje sie rozdzielaniu przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii
przeciwpragdowej z dwufazowg mieszaning rozpuszczalnikow o skiadzie eter naftowy,
acetonitryl, aceton, ktére wystepuja odpowiednio w stosunku od 1.5:0.75:0.25 do 2.5:1.75:0.75
(v/v/v) korzystnie 2 : 1.5 : 0.5 (v/v/v), przy czym olejek eteryczny w iloci od 0,5% do 5%,
korzystnie od 1,6% do 3,2% przed rozdzielaniem rozpuszcza sie¢ w prébce mieszaniny
rozpuszczalnikdw o takim samym sktadzie jak dwufazowa mieszanina rozpuszczalnikéw, aibo
tylko w fazie gornej lub dolnej stosowanego uktadu rozpuszczalnikéw, korzystnie w mieszaninie
o réownym stosunku obu faz, a rozdzielanie prowadzi sie w ukltadzie faz odwrdéconych, w
temperaturze 25-35 °C korzystnie 26 °C. Nastepnie po rozdzieleniu zbiera sie frakcje, stanowigce

damascenine.

Korzystnie, gdy rotacje kolumny prowadzi sie przy maksymalnej ilosci obrotéw kolumny,

korzystnie 1600 rpm.

Korzystnie, gdy po rozdzieleniu frakcje odpowiadajgce eluowanemu zwigzkowi - damasceninie
zbiera sig¢ przy predkosci przeptywu 6 ml/min od pojawienia sie na chromatogramie pierwszego

piku.

Rozdzielenie monitoruje sie przy dtugosci fali 210 nm. Damascenine izoluje sie w czasie do 11

minut.



Proponowana metoda pozwala uzyska¢ damascening o wysokiej czystoéci do 99.47% i
wydajnosci procesu na poziomie 22%. Ponadto metoda wedlug wynalazku pozwala zredukowaé
czas izolacji. Nadaje sie do zastosowania w warunkach na skale przemystowa. Efekty te sg
mozliwe dzigki zastosowaniu wysokosprawnej chromatografii przeciwpradowej z uktadem

rozpuszczalnikéw: eter naftowy, acetonitryl, aceton i olejku eterycznego jako Zrédta zwigzku.

Damascenina ze wzgledu na swoje wilasciwosci lecznicze moze by¢ wykorzystana jako lek lub

skiadnik leku o potencjalnym dziataniu przeciwbolowym, znieczulajgcym i przeciwzapalnym.
Przykiad

W rozdzielaczu przygotowano dwufazowy ukiad rozpuszczalnikow bedgcy mieszaning eteru
naftowego, acetonitrylu, acetonu w stosunku 2 : 1.5 : 0.5 (v/v). Po wytrzgsnieciu i rozdzieleniu
faz, faze gorng i dolng zebrano do dwdch oddzielnych, opisanych butelek. Butelki umieszczono
w faini ultradiwiekowej na 10 minut w celu pozbycia sie pecherzykéw powietrza. Po
wypetnieniu kolumny fazg stacjonarna, faza gorna ukladu dwufazowego), wigczono obroty
kolumny, ktére stopniowo zwiekszano do 1600 rpm. Nastepnie wypetniano kolumne fazg
ruchomg (faza dolna ukladu dwufazowego) z predkoscig przeptywu 6 ml/min. Po osiggnieciu
przez uklad stanu réwnowagi, czyli momentu w ktdrym nie wyptywa faza stacjonarna, do
kolumny-zadozowano 155 mg olejku eterycznego rozpuszczonego w mieszaninie zlozonejz 3 ml
fazy gérnej i 3 ml fazy dolnej. Zbierano jednominutowe frakcje przy predkosci przeptywu 6
ml/min od pojawienia sie na chromatogramie pierwszego piku. Detekcje zwigzkéw prowadzono
przez pomiar absorbancji przy dlugosci fali A = 210 nm. lzolacje prowadzono w temperaturze

26°C. Frakcje identyfikowano z zastosowaniem chromatografii gazowej (GC-MS).

Wydajno$¢ procesu wynosita 22%. Po zadozowaniu do kolumny 155 mg olejku eterycznego

otrzymano 8 mg damasceniny o czystosci 99.47% w czasie 11 minut.

Rozdzielenie monitoruje sie przy diugodci fali 210 nm. Damascenine izoluje sie w. czasie do 11

minut. Mozliwe jest dzieki temu otrzymanie damasceniny o czystoéci do 99.47%.

Proponowana metoda jest procesem szybkim, tanim, przyjaznym ekologicznie, pozwala
zredukowac koszty i czas izolacji, jest odpowiednia do przeniesienia warunkéw na skalg
przemysfowa. Damascenina wykorzystana moie by¢ w lecznictwie jako lek o potencjalnym

dziataniu przeciwbolowym, znieczulajgcym i przeciwzapalnym
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