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NACRT IZVEDBE EKSPERIMENTALNEGA DELA
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EKSPERIMENTALNO DELO

1. Izolacija piperina in zmesi ostalih piperidinskih alkaloidov
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Potrebscine in kemikalije

Izolacija piperina in zmesi ostalih piperidinskih alkaloidov
100 mL destilacijska bucka
2 trinoZni stojali

Mufa

PriZzema

Povratni hladilnik
StirinoZno stojalo
Steklokerami¢na plosca
Gorilnik

25 mL merilni valj

Nuca

Filtrirni papir

Vodna ¢rpalka

Rotavapor

250 mL erlenmajerica
Ledena kopel

Spatula

Epruveta

Plasti¢na kapalka

Vrelni kamencki

15 g mletega ¢rnega ali belega ali zelenega popra

kalf)tometan @
Dietil eter @ @
Aceton @ @
Heksan @ @ @
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VARNOST PRI EKSPERIMENTALNEM DELU

Pri eksperimentalnem delu so obvezna zasc¢itna halja, ocala. Pred zacetkom je potrebno skrbno prebrati navodila za

varno delo s kemikalijami na steklenicah ali plastenkah oziroma med delom upostevati oznake za nevarne snovi.

POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA

Izolacija piperina in zmesi ostalib piperidinskih alkaloidov

1.
2.

V 100 mL destilacijsko bu¢ko dodajte 15,0 g mletega ¢rnega ali belega ali zelenega popra.

Z merilnim valjem odmerite 25 mlL. diklorometana in ga zlijte v destilacijsko bucko z mletim poprom. V
destilacijsko bucko dodajte se tri vrelne kamencke in zmes v bucki dobro premesajte.

Pod bucko podstavite stirinozno stojalo s steklokerami¢no plosco in gorilnik.

Destilacijsko bucko opremite s povratnim hladilnikom in zmes 30 minut refluktirajte.

Po 30-minutnem refluksu pocakajte pet minut, da se zmes ohladi, nato netopni ostanek odnucirajte v suho
presesalno erlenmajerico. Ostanek na filtru nuce (t. i. mati¢nico oz. filtrat) Se dvakrat sperite s 5 mL
diklorometana.

Filtrat prenesite v bucko in diklorometan oddestilirajte z uporabo rotavaporja (destilacija pod znizanim
tlakom). Izparevanje diklorometana lahko izvedete tudi v izparilnici ob segrevanju na steklokeramicni plosci.
Izparevanje izvajajte v digestoriju.

Oljnati snovi temno rjave barve, ki ostane v bucki (oziroma v izparilnici) po destilaciji, dodajte 5 mL dietil
etra in ohladite. Za hlajenje uporabite ledeno kopel. Med 15-minutnim hlajenjem olje s spatulo ves ¢as
intenzivno mesajte z drgnjenjem ob steno bucke (oziroma ob steno izparilnice), da izzovete kristalizacijo
alkaloida piperina.

Surov piperin nato prekristalizirajte iz sveze pripravljene zmesi topil aceton : heksan v razmerju 3 : 2, tako
da v epruveto s kapalko odmerite 3 mL acetona in 2 mL heksana. Zmesi izolata s kapalko dodajte 1 mL
pripravljene zmesi topil. Nastalo zmes s spatulo intenzivno mesajte, da se ves surov piperin raztopi v zmesi
in dokler vse topilo popolnoma ne izhlapi. Prekristaliziran produkt je zmes s teksturo paste.

RAVNANJE Z ODPADKI

Med in po konc¢anem eksperimentalnem delu je potrebno ustrezno zbirati in lo¢evati uporabljene snovi (jih na primer

odliti v posebej pripravljene posode). Pri odstranjevanju kemijskih odpadkov iz laboratorija je potrebno upostevati

predpise, ki veljajo za kemicne odpadke v industriji, pri cemer je potrebno upostevati navodila na varnostnih listih

posameznih kemikalij.
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VPRASANJA ZA DODATNA ZNANJA

1. Pojasnite, zakaj ste v destilacijsko bucko k mletemu popru dodali nepolarno organsko topilo diklorometan?

[

1

N

Za prekristalizacijo piperina uporabite zmes topil aceton : heksan = 3 :2. Bi bila prekristalizacija enako uspesna,
¢e bi izbrali zmes dveh polarnih topil? Pojasnite.

&

Definirajte pojem »kristalizacija.

—

4. Zapisite bistvene korake kristalizacijskega postopka.

Katerim lastnostim ¢istih snovi moramo prilagoditi postopek za cis¢enje in izolacijo reakcijskih produktov?

S ) @

Na katere nacine lahko preverimo cistost izoliranega vzorca?

J
|
|

7. Nastejte vzroke, zaradi katerih je mogoce, da kristali pri postopku kristalizacije po ohlajanju ne izpadejo.
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2. Dokaz piperina in zmesi ostalih piperidinskih alkaloidov

Potrebscine in kemikalije

Steklena kadicka s pokrovom
Silikagelna kromatografska plosca
Navadni svinénik

50 mL casa

Plasti¢na kapalka

Spatula

Steklena palcka

Steklena kapilara

UV lucka

2 50 mL ¢asi

2 stekleni palcki

4 plasti¢ne kapalke
25 mL merilni valj
3 epruvete

:t::rd piperina @ @
Heksan ®®
O A

Bizmutov nitrat(V) pentahidrat @
Klorovodikova kislina
Kalijev jodid
Etanol @ @




§
]
i

S
.>X<. D i S S I - Univerza v Ljubljani

VARNOST PRI EKSPERIMENTALNEM DELU

Pri eksperimentalnem delu so obvezna zasc¢itna halja, ocala. Pred zacetkom je potrebno skrbno prebrati navodila za
varno delo s kemikalijami na steklenicah ali plastenkah oziroma med delom upostevati oznake za nevarne snovi.

POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA

1. Dokaz s tankoplastno kromatografijo

1. Pripravite zmes sveze mobilne faze za tankoplastno kromatografijo, tako da zmesate 30 mL acetona in 20
mL heksana (razmerje komponent 3 : 2).

2. Zmes mobilne faze previdno prelijte v stekleno kadicko do visine 1 cm.

3. Kadicko zaprite, da se nasiti s hlapi mobilne faze, kar pripomore k boljsi locbi.

4. Na primerno veliko kromatografsko plosco (Sirina 12 cm, dolzina 15 cm) s svincnikom rahlo narisite startno
¢rto 2 ecm od spodnjega roba. Pazite, da pri tem ne poskodujete plasti silikagela.

5. Standardni vzorec in vzorec izoliranega piperina pripravite tako, da v majhno stekleno posodico s kapalko
odmerite pet kapljic acetona in v njih raztopite konico spatule ustreznega piperina.

6. S stekleno kapilaro nanesite izoliran piperin in standardni vzorec piperina na startno c¢rto, tako da se
kromatografske plosce pod pravim kotom enkrat dotaknete s kapilaro.

7. Med posameznimi nanosi mesto na kromatografski plos¢i osusite. Pri nanasanju izoliranega piperina in
njegovega standarda s kapilarama pazite, da ne poskodujete plasti silikagela. Na kromatografski ploséi
oznacite, kateremu izvlecku pripada posamezna lisa na startni Crti.

8. Kromatografsko plosco z nanesenima vzorcema izoliranega piperina in njegovega standarda previdno
postavite v kadicko, ki je nasi¢ena s hlapi mobilne faze.

9. Ko mobilna faza pripotuje priblizno dva centimetra do zgornjega roba plosce, vzemite kromatografsko
plosco iz kadicke. S svinénikom takoj rahlo oznacite mejo, do katere je pripotovala mobilna faza.

10. Topila iz kromatografske komore zlijte v posebej za to oznaceno posodo.

11. Izoliran piperin in njegov standardni vzorec v zatemnjenem prostoru vizualizirajte z UV-lucko. Na
stacionarni fazi impregnirani s fluorescentno spojino (npr. cinkov silikat aktiviran z manganom), ki
fluorescira po absorpciji UV svetlobe 254 nm, so spojine vidne kot temne lise na fluorescentnem,
svetlozeleno obarvanem ozadju.

Se ve¢ o dokazovanju piperina in ostalih piperidinskih alkaloidih si lahko preberete na spletni strani podjetja
Merck. Z uporabo aplikacije QR scanner »skenirajte« prilozeno QR kodo.
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2. Dokaz % reakcijo Dragendorffovega testa

1. Pripravite standardno raztopino piperina, ki jo boste kot enega izmed dveh kontrolnih vzorcev potrebovali
v vseh $tirth dokaznih reakcijah izoliranega piperina (izoliranih alkaloidov). V 50 mL ¢aso dajte konico
spatule standardnega piperina in s kapalko dodajte 5 mL 96 % etanola. Zmes s stekleno palcko mesajte toliko
¢asa, da se v etanolu raztopi ves piperin.

2. Pripravite raztopino izoliranega piperina (raztopino izoliranih alkaloidov), tako da v 50 mL c¢aso s kapalko
odmerite 5 mL 96 % etanola, v katerem raztopite konico spatule izoliranega piperina. Zmes s stekleno palcko
mesajte toliko casa, da se v etanolu raztopi ves izoliran piperin.

3. Pripravite Dragendorffov reagent, tako da v eno 50 mL caso zatehtate 0,25 g bizmutovega nitrata(V)
pentahidrata in vanjo s kapalko dodate 5 mL koncentrirane klorovodikove kisline. Zmes s stekleno palcko
mesajte toliko casa, da se ves bizmutov nitrat(V) pentahidrat raztopi v klorovodikovi kislini. V drugo 50 mL
¢aso zatehtajte 2,0 g kalijevega jodida in vanjo z merilnim valjem odmerite 10 mL destilirane vode. Zmes s
stekleno palcko mesajte toliko casa, da se ves kalijev jodid raztopi v destilirani vodi. Vodno raztopino
kalijevega jodida s kapalko po kapljicah dodajate v kislo raztopino bizmutovega nitrata(V) do obstojne temno
oranzne barve. Novonastala raztopina je Dragendorffov reagent.

4. Pripravite tri epruvete. V prvo epruveto (kontrolni vzorec 1) s kapalko odmerite 1 mL etanolne raztopine
standardnega piperina, v drugo epruveto (kontrolni vzorec 2) 1 mL 96 % etanola in v tretjo epruveto 1 mL
etanolne raztopine izoliranega piperina. V vsako epruveto s kapalko dodajte 1 ml. pripravljenega
Dragendorffovega reagenta. Vsako epruveto dobro pretresite.

Dragendorffov test

Test izvajamo 2z Dragendorffovim reagentom (odkritelj nemski farmacevt Johan Georg Dragendorff
(1836—1898)), ki je rdece-tjava kisla raztopina bizmutovega nitrata(V) in kalijevega jodida. Dokaz za prisotnost
alkaloidov v vzorcu je nastanek znacilne oranzno-rdece oborine. Veliko alkaloidov ima v svoji heterocikli¢ni
strukturi kovalentno vezan terciaren dusikov atom, ki reagira bazi¢no in s kislino tvori ustrezno, v vodi dobro
topno amonijevo sol:

RsN(aq) + HX(aq) — [R:NH]"(aq) + X (aq) (X~ = CI, NO;, HSO,~, CH,COO™ ...)

Med nastalo v vodi dobro topno amonijevo soljo in kalijevim jodobizmutatom(IlI) potece obarjalna kemijska
reakcija, pri kateri med raztopino amonijeve soli in raztopino jodobizmutatnih anionov nastane oborina oranzno-
rdece barve:

[RsNH] "X (aq) + K[BiLi](aq) — [RsNH]"[Bily] (s) + KX(aq)
Odtenki barve oborine so odvisni od vrste alkaloida, ki ga dokazujemo. /

RAVNANJE Z ODPADKI

Med in po konc¢anem eksperimentalnem delu je potrebno ustrezno zbirati in loc¢evati uporabljene snovi (jih na primer
odliti v posebej pripravljene posode). Pri odstranjevanju kemijskih odpadkov iz laboratorija je potrebno upostevati
predpise, ki veljajo za kemicne odpadke v industriji, pri ¢emer je potrebno upostevati navodila na varnostnih listih
posameznih kemikalij.
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VPRASANJA ZA DODATNA ZNANJA

1. Opredelite stacionarno in mobilno fazo pri poskusu tankoplastne kromatografije izoliranega piperina.

2. Kaj lahko sklepate na kromatogram tankoplastne kromatografije? Svoj odgovor utemeljite.

3. Katera je skupna lastnost vseh alkaloidov?

4. Kje v naravi lahko najdemo alkaloide?

5. Katere so bistvene funkcije alkaloidov v naravi? Nastejte tudi nekaj konkretnih primerov.

6. Alkaloidi imajo velik pomen za cloveka. Zapisite vsaj pet razlicnih podrocij, ki temeljijo na uporabi razli¢nih
vrst alkaloidov.

7. Opredelite sestavo Dragendorffovega reagenta.

8. Pojasnite nastanek oborine znacilne barve. V pojasnilo vkljucite tudi razlago na simbolni ravni.

4 N
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3. Preizkus antioksidativne vloge piperina in zmesi ostalih piperidinskih
alkaloidov na vzorcu prostih DPPHe radikalov

Potrebscine in kemikalije

Priprava metanolne raztopine DPPH* prostih radikalov

Tehtnica

Spatula

25 mL bucka

Ultrazvo&na kopel (Ultrasonic cleancer ASonic 220V/50Hz, PRO 50)
Aluminijasta folija

Hladilnik

Spektrometricno dolocanje absorbance raztopine DPPH ob dodatku izvleckov poprov
Vroca vodna kopel

Centrifuga (Cold LabExperts)

Epice

Kivete

Mikropipeta

UV-VIS spektrometer (Go direct Spectrovis plus)
Tabli¢ni rac¢unalnik (Ipad)

Plasti¢ne kapalke

Priprava metanolne raztopine DPPH® prostih radikalov

Metanol @
DPPH /@ @

Destilirana voda

VARNOST PRI EKSPERIMENTALNEM DELU

Pri eksperimentalnem delu so obvezna zadcitna halja, ocala. Pred zacetkom je potrebno skrbno prebrati navodila za
varno delo s kemikalijami na steklenicah ali plastenkah oziroma med delom upostevati oznake za nevarne snovi.
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POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA

10.

11.

12.

Priprava metanolne raztopine DPPH® prostih radikalov

V 25 mL merilno bucko zatehtajte 6,90 mg DPPH.

V bucko do polovice dolijte pripravljeno topilo metanola in destilirane vode v razmerju 1:1. Bucko zaprite
z zamaskom, ki ga dobro oblepite s parafilmskim trakom.

Bucko postavite v ultrazvocno kopel in kristale DPPH v njej pri temperaturi 22 °C raztapljajte 30 minut.
Ko so vsi DPPH kristali raztopljeni, v bucko do oznake 25 mlL dolijte prej pripravljeno topilo (zmes
metanola in destilirane vode).

Raztopino se enkrat dobro premesajte z obracanjem bucke.

Bucko popolnoma zavijte v aluminijasto folijo. S tem preprecite fotolitski razpad DPPH.

Bucko s pripravljeno raztopino hranite v hladilniku pri temperaturi med 4 in 7 °C.

Spektrometricno dolocanje absorbance raztopine DPPH o0b dodatku izvleckov poprov

Iz 25 mL merilne bucke v kateri imate pripravljeno metanolno raztopino DPPHe radikalov, v drugo 25 mL
bucko odmerite 5 mL te pripravljene raztopine.

Raztopino v bucki do oznake razredcite s pripravljenim topilom, kjer sta metanol in voda v razmerju 1:1.
Bucko 15 minut segrevajte v vodni kopeli s temperaturo 50 °C. Po segrevanju pocakajte, da se raztopina v
bucki ohladi na sobno temperaturo.

Pripravite $tiri epice in jih napolnite s pripravljeno raztopino.

Epice nasprotujoce si vstavite v centrifugo. Raztopine v epicah pri temperaturi 22 °C, na 6600 obratih
centrifugirajte 3 minute.

V druge stiri epice prelijte pripravljene raztopine: v eno epico raztopino standardnega piperina, v drugo
epico raztopino izolata plodov ¢rnega popra, v tretjo epico raztopino izolata plodov zelenega popra in v
cetrto epico raztopino izolata plodov belega popra.

Epice nasprotujoce si vstavite v centrifugo. Raztopine v epicah pri temperaturi 22 °C, na 6600 obratih
centrifugirajte 3 minute.

Pripravite pet kivete. V vsako kiveto s kapalko odmerite 3 mL pripravljene raztopine DPPH.

Prva kiveta je slepi vzorec z raztopino DPPH.

Z mikropipeto v drugo kiveto dodajte se 40 pL pripravljene raztopine standardnega piperina. Kiveto
vstavite v spektrometer, ki ga z aluminijasto folijo pokrijte. S tem preprecite dostop svetlobe, ki bi
povzrocala fotolitski razpad snovi. Meritve absorbance homogene zmesi v kiveti s spektrometrom izvajajte
30 minut. Podatki meritev se zbirajo v preglednici tablicnega rac¢unalnika.

Postopek opisan pod tocko 10 ponovite Se za raztopino izolata plodov ¢rnega (kiveta 3), zelenega (kiveta
4) in belega popra (kiveta 5).

Iz zbranih meritev v preglednicah in narisanega grafa absorbance razli¢nih raztopin v odvisnosti od valovnih
dolzin preucite katera raztopina (standardni piperin, crni, eleni ali beli poper) ima na DPPHe najvecjo
antioksidativno sposobnost.
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@lorimetriéna dolocitev antioksidacijske sposobnosti piperina na raztopino DPPH \

Razbarvanje raztopine DPPH je indikator antioksidacijske sposobnosti. Raztopina DPPH ob nevtralizaciji

(antioksidacijskem delovanje piperina) postopoma spreminja barvo iz vijolicne v rumeno. Leva kiveta
prikazuje raztopino DPPH brez dodatka izvlecka piperina. Od leve proti desni je bil v kivete dodan izvlecek
piperina, zato se je posledi¢no spremenila tudi barva raztopine (slika 3). Bolj desno je kiveta, vecja je
koncentracija antioksidanta.

Slika 3: rezultati razbarvanja raztopine DPPH ob dodatkn |
antioksidanta. } f
\ - S /

DPPH metoda za merjenje antioksidativhe sposobnosti

DPPH metoda velja za enostavno, hitro in poceni metodo, s katero dolocamo antioksidativni potencial
posameznih spojin. Pogosto se uporablja za ocenjevanje lastnosti rastlinskih sestavin za ovrednotenje
prostih radikalov. Metoda temelji na reakciji med stabilnim prostim radikalom DPPHe (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazila) in donorjem vodika (antioksidanti npr. vitamini), zaradi cesar se zmanj$a absorbanca vzorca.
Proces poteka pri sobni temperaturi v polarnem organskem topilu (npr. metanol, etanol). Pri tej metodi
pride do spremembe koncentracije DPPH, kar je posledica reakcije z antioksidantom, pri tem pa je
potrebno upostevati razlicne pogoje, kot so reakcijski cas, topila, pH in razlicne spojine, ki se uporabljajo
kot antioksidativni standardi. Pri redukciji pride $e do spremembe batve, pri cemer se vijolicno obarvana
raztopina pretvori v bledo rumeno barvo. Reakcija se zakljuci po priblizno 15-30 minutah, spremembo
koncentracije DPPH radikalov pa dolocimo s merjenjem absorbance s pomocjo spektrometra. Meritev
izvedemo pri valovni dolzini 517 nm. Rezultat se po navadi poda z ECs, ki predstavlja koncentracijo

antioksidanta, ki ga potrebujemo za odstranitev 50 % DPPH radikalov. Paziti moramo, da raztopino DPPH
hranimo v temnem okolju, da ne pride do fotokemicnega razpada zaradi svetlobe.

/Spektrometriéna metoda \

S pomocjo spektrometra se meri absorbance raztopin v kivetah. Te morajo biti iz materiala, ki prepusca
sevanje zeljene valovne dolzine in je inerten za merjenje raztopin. To merjenje ni zahtevno. Za analizo si
izberemo valovno dolzino pri kateri je absorbanca maksimalna in jo od¢itamo iz grafa. Pomembno je, da je
spektrometer umerjen, To pomeni, da nastavimo absorbanco refrencnega vzorca na 0. Ko vzorce vstavljamo

v spektrometer moramo biti pozorni, da ne umazemo kivete, saj nam da taka meritev napacne rezultate.
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1. Pojasnite reakcijsko shemo, ki prikazuje reakcijo nevtralizacije DPPHe radikala.
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2. Pojasni graf meritev absorbance v odvisnosti od valovnih dolzin.
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3. Prikazan je graf meritev absorbance v odvisnosti od valovnih dolzin. Na podlagi barv krivulj pojasnite, katera

vista plodov ¢rnega poprovea (Piper nigrum 1.) ima pri radikalski reakeiji z DPPHe radikali najvecjo

antioksidativno sposobnost.
Legenda:

Rdeéa krivulja = DPPH

Swvetlo modra krivulja = zeleni poper
Roza krivulja = standard piperina
Temno modra krivulja = érni poper
Zelena krivulja = beli poper

Absorbance

400 450 500 560 600 650 700 750

Z @ Wavelength (nm)
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