Spos6b oznaczania zawartosci (2E, 6Z, 8E)-N-izobutylo-2,6,8-dekatrienoamidu
(spilantolu) w mieszaninach wieloskladnikowych

Przedmiotem wynalazku jest sposéb oznaczania zawartosci (2E, 6Z, 8E£)-N-izobutylo-
2,6,8-dekatrienoamidu w mieszaninach wieloskfadnikowych.

(2E, 6Z, 8E)-N-izobutylo-2,6,8-dekatriencamid, nazywany zwyczajowo spilantolem lub
afinina, jest substancjg o wielokierunkowej aktywnoéci biologicznej, wykazujgceg dzialanie
antybakteryjne, antywirusowe, przeciwzapalne, przeciwbdlowe, przeciwgrzybicze
i antyhistaminowe. Szczegdlne zainteresowanie praktyczne ekstraktami spilantolu zwigzane
jest ze zdolnoscia tego zwiazku do rozluzniania napigcia migéni gladkich w tym migsni
mimicznych twarzy, co powoduje, iz ekstrakty zawierajace spilantol sg wykorzystywane
w kosmetologii do produkcji preparatéw przeciwzmarszczkowych, substytutdéw botoksu przez
takie firmy kosmetyczne jak miedzy innymi Gatuline®, SYN®- COLL, Clarins, Bioliq i inne,
Oprocz blokowania aktywnosci skurczowej migéni twarzy, spilantol wykazuje réwniez
dzialanie piclegnujace (przeciwbakteryjne, przeciwzapalne, przeciwutleniajgce). Ekstrakt
zawierajacy spilantol poprawia wchtanianie innych aktywnych skiadnikow preparatu
kosmetycznego, co przyczynia si¢ do zwickszenia skutecznodci osiggania zamierzonych
efektéw kosmetyku oraz pozwala ograniczy¢ koszty produkcji poprzez uZycie mniejszych
iloéci innych substancji aktywnych. Dzieki udokumentowanemu dziataniu przeciwbolowemu,
przeciwzapalnemu oraz miejscowo znieczulajgcemu, ekstrakt zawierajacy spilantol znajduje
zastosowanie jako komponent past do zebéw oraz przeciwbSlowych zeli stomatologicznych
m.in. firm Buccaldol®, SwissDent, Idolphar®. [Barbosa 2016, Fang-Rong Chang 2015,
Spiegeleer 2013].

Najbardziej rozpowszechniona metodg pozyskiwania spilantolu jest jego ekstrakcja
z surowcdw roélinnych za pomoca rozpuszezalnikdw organicznych, takich jak etanol, metanol,
octan etylu, chloroform, heksan, eter naftowy [Fang-Rong Chang 20135, Freitas-Blanco 2016,
Moreno 2012, Rao 2012, Sharma 2011]. Poza doborem wiasciwych warunkdéw ekstrakeji

i oczyszczania ekstraktu, istotnym elementem jest zapewnienie kontroli analitycznej
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kluczowych etapéw procesu ekstrakcji oraz ekstrakiow finalnych, umozliwiajacej oznaczanie
zawartoéci spilantolu na kazdym etapie produkeji komponentéw kosmetycznych.

Ekstrakt otrzymywany na bazie roélin astrowatych (Asteraceae), wérod ktérych wyrdinia
sic m. in. Spilanthes alba, Spilanthes calva, Spilanthes americana, Spilanthes ocymifolia oraz
Acmella oleracea (syn. Spilanthes Oleracea, Jambu, Paracress, Spilanthes Acmella), oprécz
spilantolu zawiera kilka innych N-alkiloamidéw (Fig.1) oraz m.in. kwas trans-ferulowy, kwas
trans-izoferulowy, kwas 3-acetylolauretowy, kwas wanilinowy, S-sitostenon oraz skopoletyng.
Najszersze spekirum cennych wiadciwosci, a przy tym najwyzszq aktywnos¢ biologiczng
wykazuje spilantol, nalezacy do grupy N-alkiloamidéw. [Fang-Rong Chang 20135,
Prachayasittikul 2009]

Oznaczanie zawartoéci spilantolu  w  ekstraktach  bedacych mieszaninami
wieloskladnikowymi jest trudnym zagadnieniem analitycznym ze wzgledu na zlozony skiad
chemiczny badanych prébek. Najczeéciej stosowang i opisywang w literaturze naukowej
metoda oznaczania zawartoéci spilantolu w surowcu roslinnym oraz jego ekstraktach jest
wysokesprawna chromatografia cieczowa (HPLC) [Fang-Rong Chang 2015, Boonen 2010].
Jest to jednak metoda pracochionna, wymagajgca przeprowadzania katibracji z uzyciem trudno
dostepnych i drogich probek spilantolu o wysokiej czystosci. Zasadniczym ograniczeniem
metody HPLC jest to, 2e w ekstraktach oprdcz spilantolu wystepuje co najmniej 15 substancji
o bardzo podobnej strukturze i charakterze chemicznym oraz zblizonej masie czgsteczkowej.
[Boonen 2010, Dubey 2013, Fang-Rong Chang 2015] Ze wzgledu na niedostgpnosé
odpowiednich wzorcéw, a wige brak mozliwosci ustalenia czasow retencji skladnikow badanej
mieszaniny, metoda HPLC nie daje gwarancji czy pik chromatograficzny wytypowany jako pik
czystego spilantolu odpowiada w rzeczywistosci czystej substancji czy mieszaninie spilantolu
z innymi substancjami o zblizonym charakterze chemicznym. Jednakze nawet w przypadku
dysponowania wzorcem spilantolu, identyfikacja substancji metodg HPLC oparta jest
na pojedynczej liczbowej wiadciwosci fizykochemicznej, jakg jest czas retencji w okreslonych
warunkach analizy, co czyni tg identyfikacje niepewng. Wynik analizy metodg HPLC moze byé
ponadio zafatszowany, ze wzglgdu na podobne wartosci czaséw retencji innych skladnikéw
mieszaniny, szczegdlnie izomerdw i homologéw spilantolu (Fig.1). Szczegdlnie trudnym
problemem jest oznaczenie zawartosci spilantolu metod HPLC w mieszaninach, ktérych
nosnikiem jest substancja niclotna, np. trigliceryd kapronowo-kaprylowy, ktory jest

szezegdinie wygodnym noénikiem spilantolu do celéw kosmetycznych. Podczas analizy
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metodag HPLC substancja ta stanowi uciazliwy balast, utrudniajacy rozdzielenic i analize
prébki, niemozliwy do usunigcia przez odparowanie.

Przedmiotem wynalazku jest nowy, prosty i wiarygodny sposob oznaczania zawartosci
(2E, 6Z, 8E)-N-izobutylo-2,6,8-dekatrienoamidu w mieszaninach wieloskladnikowych, bez
koniecznosci uciazliwego przygotowywania probki, a zwlaszcza separowania spilantolu
metodami chromatograficznymi.

Sposob oznaczania zawartosci (2E, 67, 8E)-N-izobutylo-2,6,8-dekatriencamidu
w mieszaninach wieloskladnikowych polega na tym, e do prébki mieszaniny
wicloskladnikowej w ilosci co najmnie} 0,1 cm® dodaje si¢ wzorzec wewngtrzny
w iloéci co najmniej 0,05 mg, rozpuszczalnik odparowuje si¢ znanymi metodami, po czym
spilantol i wzorzec ekstrahuje sig rozpuszczalnikiem deuterowanym w ilosci co najmniej
0,5 cm®, a nastgpnie wykonuje pomiar metoda magnetycznego rezonansu jadrowego 1H-NMR,
po czym oblicza zawartoéé spilantolu w prébee na podstawie stosunku wartodci calek sygnalow
analitycznych spilantolu oraz sygnaléw wzorca wewngirznego.

Sposéb oznaczania zawarlosci (2E, 67, 8 E)-N-izobutylo-2,6,8-dekatriencamidu
w mieszaninach wieloskladnikowych, ktérych noénikiem jest trigliceryd kapronowo-
kaprylowy polega na tym, ze do prbki mieszaniny wieloskiadnikowej w iloéci co najmniej
10 mg, dodaje si¢ chloform deuterowany w ilosci co najmniej 0,5 em?®, rejestruje widmo
TH-NMR, po czym oznacza zawarto$é spilantolu w ekstrakcie na podstawie stosunku wartosci
calek wybranych sygnaléw analitycznych spilantoly do wybranych sygnaléw analitycznych
triglicerydu kapronowo-kaprylowego.

Korzystnie sposéb oznaczania zawartosci (2E, 6Z, 8 E)-N-izobutylo-2,6,8-
dekatrienoamidu wedlug wynalazku polega na tym, Ze mieszaning wicloskladnikowa stanowig
ekstrakty spilantolu na bazie surowcéw roélinnych i etanolu lub chlorku metylenu lub heksanu
o stezeniu od 95 do 99%.

Korzystnie spos6b oznaczania zawartosci (2E, 62, 8 E)-N-izobutylo-2,6,8-
dekatrienoamidu wedlug wynalazku polega na tym, e jako wzorzec wewngtrzny stosuje sig
dimetylodifenylosilan.

Korzystnie sposoéb oznaczania zawartosci (2E, 6Z, 8E)-N-izobutylo-2,6,8-
dekatrienoamidu wedtug wynalazku polega na tym, Z¢ jako rozpuszczalnik deuterowany
stosuje sie CDCls-d;, MeCN-ds.
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Korzystnie sposéb oznaczania zawartosci (2E, 6Z, 8E)-N-izobutylo-2,6,8-
dekatrienoamidu w mieszaninach wielosktadnikowych, oraz
w mieszaninachwieloskiadnikowych, kiérych nosnikiem jest trigliceryd kapronowo-kaprylowy
wedlug wynalazku polega na tym, ze jako sygnaly analityczne spilantolu stosuje si¢ sygnaty
protondw Hz Hs H Hs.

Korzystnie sposéb oznaczania zawartosct (2E, 62, 8E)-N-izobutylo-2,6,8-
dekatrienoamidu w mieszaninach wieloskladnikowych, ktérych nosnikiem jest trigliceryd
kapronowo-kaprylowy polega na tym, ze jako sygnaly analityczne triglicerydu kapronowo-
kaprylowego stosuje sig sygnal grupy OCHa.

Istota opracowangj metody wedlug wynalazku polega na zastosowaniu wzorca
wewngirznego w postaci difenylodimetylosilanu (PhaMe:Si) lub triglicerydu kapronowo-
kaprylowego (TGKK), nastepnie calkowitym wyekstrahowaniu spilantolu 1 wzorca
wewnetrznego z badanego ukladu rozpuszczalnikiem deuterowanym (CDCls-dy, MeCN-d3),
rejestrowaniu widm magnetycznego rezonansu jadrowego (1H-NMR, 400 MHz lub 600 MHz),
mierzeniu wartosci calek sygnaléw analitycznych spilantolu (protony Hz Hs, Hy, Hs) oraz
wartoéci calki sygnalu wzorca wewnetrznego (dla PhaMe:Si protony CHs; dla TGKK protony
OCHb>), a nastepnie obliczeniu zawartodci spilantolu w badanej prébee wedtug wzoru | lub 2.

W celu wytypowania sygnaléw analitycznych oraz uzyskania peinej charakterystyki
spektroskopowej spilantolu twércy wynalazku metoda chromatografii kolumnowej otrzymali
probke spilantolu o czystosci 83%, a nastgpnie wykonali pomiary metoda protonowego
magnetycznego rezonansu jadrowego (Fig. 2, IH-NMR, CDCls, 600MHz).

Autorzy wykazali, ze zastosowane warunki pomiaru pozwalaja na otrzymywanie widm
magnetycznego rezonansu jdrowego (I1H-NMR), w ktérych czgsé charakterystycznych
sygnaléw spilantolu jest dobrze wyizolowana, a wybrane sygnaly analityczne nie 53 zakl6cane
przez sygnaty innych skladnikéw badanej mieszaniny, ani tez przez sygnaly wzorcow
wewnetrznych, Jako sygnaly analityczne wytypowano sygnaty protonéw o charakterystycznej
strukturze dubletu (d) lub dubletu dubletéw (dd) lub dubletu trypletéw (dt), posiadajace
charakterystyczne stale sprzezenia: 6.82 (dt, I1H, J; = 6.7 Hz, Ja= 15.2 Hz H-3), 6.29 {dd, 1H,
Ji=110Hz Jr=150Hz H-8), 597 (dd~t, IH, Ji=J:=10.9Hz, H-7) 580 (d, IH,
Ji =153 Hz, H-2).

Jak wykazaly badania tworcow wynalazku, istotne jest rowniez odpowiednie
przygotowanie badanej probki, polegajace na dodaniu do wieloskladnikowej mieszaniny (np.

ekstraktu etanolowego, ekstraktu w chlorku metylenu) dokladnie okreslonej ilosci wzorca
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wewngtrznego, odparowaniu rozpuszczalnika, wysuszeniu pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastepnie wykonaniu wyczerpujgcej ekstrakcji spilantolu i wzorca z pozostalosci
deuterowanym rozpuszczalnikiem (przyklad 1 i 2). Sposéb wedlug wynalazku zapewnia
calkowite rozpuszczenie spilantolu oraz otrzymanie probek homogenicznych i wolnych
od osadéw., W przypadku ekstraktow spilantolu w triglicerydzie kapronowo-kaprylowym
(TGKK) nie ma koniecznosci odparowywania rozpuszczalnika i stosowania dodatkowej
substancji w roli wzorca wewnetrznego, poniewaz sam TGKK jest réwnocze$nie nosnikiem
mieszaniny i wzorcem wewnetrznym (przykiad 3).

Dodatkowg korzyécia wynikajacg z zastosowania rozwigzania wedlug wynalazku jest
wyeliminowanie koniecznosci dysponowania wzorcami spilantolu oraz substancji o podobnym
charakterze, ktore towarzysza spilantolowi. W przeciwiefistwie do metody HPLC, identyfikacja
spilantolu jako okreslonego indywiduum chemicznego nie budzi tu Zadnych watpliwosci,
poniewaz jest dokonywana na podstawie czterech charakterystycznych grup sygnalow
protonéw, z kiérych kazdy charakteryzuje si¢ okreslonym przesuni¢ciem chemicznych,
integracjg, multipletowoscia i charakterystycznym zestawem statych sprzgzenia (Fig. 2). Dzigki
rozwiazaniu wedlug wynalazku mozliwe jest oznaczenie zawartosci spilantolu w mieszaninach
wielosktadnikowych, nawet w obecnosci substancji o nieznanej strukturze.

Sposéb wedhug wynalazku przedstawiono w ponizszych przyktadach wykonania.

Przykiad |
Oznaczanie zawartoscl spilantolu w ekstrakcie etanolowym

Do ekstraktora wprowadza sig rozdrobniony materiat roélinny Acmella oleracea w ilosci
0,5 kg i 1,43 kg etanolu o stgzeniu 95,6%. Po 24 godzinach ekstrakcji uzyskuje si¢ 1,03 kg
ekstraktu etanolowego.

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 10 cm’ umieszcza sig 2cm® ekstraktu
etanolowego i precyzyjnie wazy w celu oznaczenia masy prébki (ms). Nastgpnie dodaje sig
| ¢m® roztworu wzorca wewngtrznego w etanolu (30 mg PhoMe2Si /100 ecm® EtOH) i ponownie
precyzyjnie wazy w celu obliczenia masy dodanego wzorca (mwz). Nasigpnie rozpuszcezainik
odparowuje sie na wyparce rotacyjnej, a pozostaloé¢ suszy przez | godzing w temperaturze
pokojowej pod zmniejszonym ci$nieniem. Suchg pozostalosé (30 mg) poddaje sig ekstrakeji
deuterowanym chloroformem (0,70 cm®), a nasigpnie wykonuje si¢ pomiar metoda
magnetycznego rezonansu jadrowego (1H NMR). Zawartod¢ spilantolu w ckstrakcie
etanolowym wylicza si¢ ze wzoru | na podstawie calki sygnatéw spilantolu przy 6.8, 6.3, 6.0

i 5.8 ppm oraz calki sygnalu grup metylowych difenylodimetylosilanu przy 0,6 ppm.
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Cspr, Mgpy, MyyzMyyz
Cwz Myz nspy,

[mg]

Mspp =

Wzér 1

gdzie:

Cspr suma wartosci calek sygnaldw Hy Hs H» Hs spilantolu

Cwz wartosé calki sygnatu wzorca wewnetrznego (PhMe:Si)
Mepy masa czgsteczkowa spilaniolu (2213 g/mol),

Mz masa czgsteczkowa wzorca wewngtrznego (212,4 g/mol),
mspy, zawarto$é spilantolu w prébee poddanej analizie NMR (mg)
Hlwz  mMasa wiorca wewngirznego (mg),

nspy, liczba protondw spilantolu (n = 4)

nwy liczha protondw wzorca wewngtrznego {dia PhiMe:Sin = 6)

Znajomos¢ masy spilantolu w badanej prébce ekstraktu (msec) oraz masy prébki (me)

pozwala obliczyé zawarto$¢ procentowa spilantolu w prébee.

Przvklad 2
Oznaczanie zawartosci spilantolu w chiorku metvienu

Suchy ekstrakt spilantolowy o masie 14,2 g, uzyskany przez odparowanie pod
zmniejszonym ciénieniem 750 g ekstraktu etanolowego, ekstrahuje si¢ dwukrotnie 35 cm’
chlorku metylenu.

W kolbie okraglodennej o pojemnosdcei 10 cm® umieszcza sig 0,5 cm? ekstraktu spilantolu
w chlorku metylenu i precyzyjnie wazy w celu oznaczenia masy prébki (my). Nast¢pnie dodaje
sic 1 cm® roztworu wzorca wewnetrznego w etanolu (30 mg PhoMe:Si /100 cm® EtOH)
i ponownie precyzyjnie wazy w celu obliczenia masy dodanego wzorca (mwz). Nastepnie
rozpuszczalniki odparowuje sie na wyparce rotacyjnej, a pozostalosé suszy przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej pod zmniejszonym cisnieniem. Suchg pozostato$¢ (62 mg) poddaje
si¢ ekstrakcji deuterowanym chloroformem (0,70 cm®), a nastepnie wykonuje si¢ pomiar
metoda magnetycznego rezonansu jadrowego (1H NMR). Zawartodé spilantolu w chlorku
metylenu wylicza sie ze wzoru | na podstawie calki sygnaléw spilantolu przy 6.8, 6.3,6.01 5.8

ppm oraz calki sygnalu grup metylowych difenylodimetylosilanu przy 0,6 ppm.




Przyklad 3

Oznaczanie zawartosci spilantolu w heksanie
Suchy ekstrakt spilantolowy o masie 10 g, uzyskany przez odparowanie pod zmniejszonym

cisnieniem 530 g ekstraktu etanolowego, ekstrahuje si¢ dwukrotnie 25 cm? heksanu.

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 10 cm? umieszeza si¢ 1 cm? ekstraktu spilantolu
w heksanie i precyzyjnie wazy w celu oznaczenia masy probki {mz). Nastepnie dodaje si¢ | cm’
roztworu wzorca wewnetrznego w etanolu (30 mg Ph:MeaSi /100 cm® EtOH) i ponownie
precyzyjnie wazy w celu obliczenia masy dodanego wzorca {mwz). Nastepnie rozpuszczalniki
odparowuje sie na wyparce rotacyjnej, a pozostalo$¢ suszy przez | godzing w temperaturze
pokojowej pod zmniejszonym ciénieniem. Suchg pozostato§é (35 mg) poddaje si¢ ekstrakeji
deuterowanym chloroformem (0,70 cm’), a nastgpnie wykonuje si¢ pomiar metodg
magnetycznego rezonansu jadrowego (1H NMR). Zawartoéé spilantolu w heksanie wylicza sig
ze wzoru | na podstawie calki sygnalow spilantolu przy 6.8, 6.3, 6.0 i 5.8 ppm oraz calki
sygnalu grup metylowych difenylodimetylosilanu przy 0,6 ppm.
Przyklad 4
Oznaczanie zawartosei spilantolu w triglicerydzie kapronowo-kaprylowym

Suchy ekstrakt spilantolowy o masie 13,3 g, uzyskany przez odparowanie pod
zmniejszonym ci$nieniem 142 g ekstraktu spilantolu w chlorku metylenu, ekstrahuje si¢ 14 g
triglicerydu kapronowo-kaprylowego, okreslajac precyzyjnie mase triglicerydu (mrg) oraz masg
ekstraktu (mg). Do 80 mg ekstraktu spilantolu w triglicerydzie kapronowo-kaprylowym, dodaje
sic 0,7cm® CDCls i rejestruje widmo 1H-NMR. Zawartoéé spilantolu w triglicerydzie
kapronowo-kaprylowym wylicza si¢ ze wzoru 2, mierzge calki sygnaldw spilantolu przy 6.8,
6.3,6.015,8 ppm oraz calke sygnatu grupy OCH; triglicerydu w zakresie 4.32 — 4.29 ppm.

_ Csp Mspy, nygmyg
Migp, =

mg]
Crc Mrgnsp,, [mg

Wezdr 2

gdzie:

Cspr suma wartosci calek sygnalow Hy Hs H» Hs spilantolu
Cro  warto§é catki sygnalu wzorca wewngtrznego (TGKK)
Msp, masa czgsteczkowa spilaniolu (221,3 g/mol),
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Mre masa czgsteczkowa triglicerydu kapronowo-kaprylowego
mgpy zowarto$é spilantolu w ekstrakcie w TGKK

mye masa triglicerydu (TGKK, mg),

nspr liczba protondw spilamtoly (n = 4)

nre  liczha protondw wzorca wewnglrznego (dla TGKK n = 2)

Znajomos$é masy spilantolu w ekstrakcie {msr;) oraz masy ekstraktu (mz) pozwala

obliczy¢ zawarto$¢ procentows spilantolu w prébce.
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