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WSTEP



WPROWADZENIE

W ostatnich latach obserwuje sie ogromne zainteresowanie fizjologiczng rolg
antyoksydantow (przeciwutleniaczy) oraz ich wystepowaniem, gtéwnie w sktadnikach
pokarmowych. Do najwazniejszych zadan jakie tego typu zwigzki spetniajg w
organizmach zywych nalezy zabezpieczanie przed wolnymi rodnikami, ktore sg
odpowiedzialne za zapoczgtkowanie i rozwoj wielu schorzen, m.in. chorob sercowo -
naczyniowych, schorzen ukladu nerwowego a przede wszystkim chor6b
nowotworowych. Antyoksydanty +gczac sie z wolnymi rodnikami dokonujg ich
neutralizacji, pozbawiajac mozliwosci oddziatywania na organizm. Niektére z nich
wytwarzane sg przez ustrdj cztowieka (np. glutation, kwas moczowy), podczas gdy inne
dostarczane sg wraz z pokarmem. Do naturalnych antyutleniaczy nalezag w
szczegolnosci karotenoidy, kwas askorbinowy i tokoferole. Najliczniejszg i najbardziej
skuteczng grupe antyoksydantéw stanowig zwigzki fenolowe [1]. Sg to substancje
bardzo zréznicowane zaréwno pod wzgledem wiasciwosci jak i struktury. Wsrdd nich
mozemy wyroznic trzy zasadnicze grupy:

1) proste zwigzki fenolowe, w tym fenolokwasy (salicylowy [2,3], galusowy1[4])
2) flawonoidy, w tym katechiny [5]
3) inne zwigzki polifenolowe (taniny) [6,7]

Silne wiasciwosci przeciwutleniajgce dotyczag szczegdlnie polifenoli i wynikajg
z obecnosci w ich czasteczkach wielu grup hydroksylowych, ktore tatwo ulegajg
utlenianiu z wytworzeniem odpowiednich O-chinonow [8J.

Aktywnos$¢ antyutleniajgcg wykazujg takze niektore alkaloidy, np.: purynowe
(kofeina, teofilina), cho¢ zwigzki te sg znane gtownie z dziatania stymulujacego jaki
wywierajg na oSrodkowy uktad nerwowy [5, 9].

Zardbwno zwiazki fenolowe jak i alkaloidy purynowe sg szeroko
rozpowszechnione w przyrodzie. Wystepuja one do$¢ powszechnie w naszej codziennej
diecie, gdyz bogatym ich zrodtem sa: herbata, kakao, wino i soki owocowe [10].

Herbata jest najczesciej spozywanym napojem na Swiecie, zarowno ze wzgledu
na walory smakowe, jak rowniez pozytywne efekty wywierane na organizm cztowieka.

Do alkaloidéw purynowych zawartych w liSciach herbaty (Camellia sinensis)
nalezy kofeina (1-4%) oraz wystepujgce w znacznie mniejszych iloSciach teobromina
(0,02 - 0,04%) i teofilina (ok. 0,02 %) [11].



Polifenole, ktore sg odpowiedzialne za wiekszos¢ profilaktycznych i leczniczych
wihasciwosci herbaty, stanowig 15 - 25% suchej masy lisci. W$rdd nich mozna
wyrozni¢: garbniki (kwas taninowy), flawonoidy (katechina) oraz fenolokwasy (kwas
galusowy) [8].

Bogatym Zrédtem kofeiny sg cieszace sie obecnie coraz wiekszg popularnosScia
nasiona z rosliny Paullinia Cupana (guarana) [12,13] oraz liScie Yerba Mate [14,15].
Produkty te ze wzgledu na swoje wiasciwosci orzezwiajgce, pobudzajgce i
wzmacniajgce organizm, znajdujg duze zastosowanie w zyciu codziennym, lecznictwie i
kosmetyce.

Wiele osrodkow naukowych prowadzi badania nad wystepowaniem, izolacjg
przemianami i dziataniem leczniczym oraz profilaktycznym zwigzkow fenolowych oraz
alkaloidow purynowych. Celowe wydaje sie wiec podejmowanie w tej tematyce badan
analitycznych, zmierzajagcych do opracowania prostych, szybkich i tanich, a
jednoczes$nie czutych i precyzyjnych metod ich oznaczania. Takimi cechami
charakteryzujg sie metody spektrofotometryczne.

W oznaczeniach spektrofotometrycznych problemem staje sie nieraz mata ich
selektywno$¢. Mozna jg zwiekszyC stosujagc wstepne rozdzielanie analizowanych
sktadnikdw, np. technikami chromatograficznymi. W 2003 roku uptyneto sto lat od
kiedy M. S. Cwiet przedstawit po raz pierwszy chromatografie jako nowg metode
rozdziatu substancji [16]. W tym czasie dokonata sie ogromna ewolucja chromatografii
pod wzgledem zdolnosci rozdzielczej, czutoSci detekcji, szybkosSci rozdzielania i
stosowanych mechanizmoéw retencji. Nadal jednak bardzo duzym zainteresowaniem
cieszy sie najprostsza z technik - chromatografia cienkowarstwowa, ktorg cechuje
ponadto szybko$¢ wykonania i niskie koszty analizy.

Obecnie, w celu izolacji analitow z materiatow ztozonych coraz wigksze zastosowanie
znajduje ekstrakcja do fazy statej (SPE). Jest to technika uniwersalna i wymagajaca,
odmiennie  niz  ekstrakcja  rozpuszczalnikowa, tylko niewielkich  objetosci
rozpuszczalnikéw. Ponadto ekstrakcja do fazy statej umozliwia szybkie, oszczedne i
skuteczne przygotowanie probek do analizy metodami spektrofotometrycznymi oraz

technikami chromatograficznymi [17].



CELE PRACY

Niniejsza praca jest kontynuacjg badan prowadzonych w Zakladzie Chemii
Analitycznej w tematyce zastosowania ziozonych ukladow redoksowo
kompleksowych w analizie reduktoréw biologicznie czynnych [18 - 23],

W prezentowanej pracy wykorzystano sprzezone reakcje redoksowo -
kompleksowe do opracowania spektrofotometrycznych metod oznaczania wybranych
reduktorow z grupy zwigzkow fenolowych (kwas salicylowy, galusowy, taninowy,
(+)-katechina) oraz alkaloidow purynowych (kofeina, teofilina).

W wyniku reakcji jonow metalu na wyzszym stopniu utlenienia Mni" z
organicznym analitem o wilasciwosciach redukujgcych R* powstaje bezbarwna,
utleniona posta¢ analitu Ru oraz stechiometryczna ilos¢ jondw metalu na nizszym
stopniu utlenienia ktore sg wigzane w zwigzek kompleksowy przez odczynnik
chromogenny L.

Wykorzystano kompleksy: Ce3+ z arsenazo Il oraz Fe2+ z 2,2’-dipirydylem, ktorych
powstawanie przedstawia ponizszy schemat:

M m+ + Rr

M(m-1)+ + pL MLp

Obserwowany efekt analityczny dla badanych reduktorow pochodzi od powstajgcych
kompleksow, a liczba elektron6w biorgcych udziat w procesie redoks przyczynia sie do
zwielokrotnienia uzyskiwanych efektéw barwnych.

Aby moc zastosowacé proponowane metody spektrofotometryczne do oznaczania
badanych reduktorow w materiatach zlozonych, konieczne jest ich wstepne
wyizolowanie. W tym celu przeprowadzono badania zmierzajgce do optymalizacji
warunkow rozdzielania i oznaczania badanych substancji z zastosowaniem techniki
chromatografii cienkowarstwowe;j i bibutowej.

Opracowano réwniez densytometryczne metody oznaczania (+)-katechiny,
kofeiny i kwasu galusowego po rozdzieleniu tych substancji na cienkiej warstwie zelu
krzemionkowego.



Podjeto takze badania nad mozliwoscig izolacji kofeiny z preparatow
naturalnych na bazie nasion z rosliny Paullinia cupana z zastosowaniem techniki SPE, a
nastepnie oznaczania tego analitu z wykorzystaniem sprzezonych reakcji redoks i
kompleksowania, przebiegajacych w uktadzie odczynnikéw Ce(1V), arsenazo IlI.

Opracowane procedury analityczne zastosowano do oznaczania wybranych
zwigzkéw fenolowych i alkaloidow purynowych w preparatach farmaceutycznych o
deklarowanej zawarto$ci analitéw, jak rowniez w materiatach naturalnych o zmiennym
sktadzie.



CZESC TEORETYCZNA



1. Zwiazki fenolowe - wiasciwosci, metody oznaczania

Jest to obszerna grupa substancji stanowigca hydroksylowe pochodne
weglowodoréw aromatycznych. W zaleznosci od liczby grup hydroksylowych wyrdznia
sie. monofenole, difenole, trifenole i polifenole. Zwigzki fenolowe znane sg ze swoich
wiasciwosci bakteriobodjczych i dezynfekujacych a nade wszystko przeciwutleniajacych.
Szczegoblnie wysokie zdolnosci antyutleniajgce wykazujg polifenole, zwilaszcza te, ktdre
zawierajg grupy hydroksylowe w pozycjach orto- i para-. Przyktadem takiej reakcji jest
utlenianie hydrochinonu do chinonu. Produktem posrednim tej reakcji jest rodnik
fenoksylowy, ktéry moze ulegac¢ dalszemu utlenianiu do chinonéw albo uczestniczy¢ w
innych reakcjach charakterystycznych dla rodnikéw, jak dimeryzacja, podstawienie
rodnikowe lub reakcje z innymi rodnikami. Produktem koncowym reakcji sg chinony.
W  produktach ~ zywnosciowych  chinony  polimeryzujg, tworzac  zwigzKi
wielkoczgsteczkowe 0 brunatnym zabarwieniu [24].

Antyoksydanty fenolowe pochodzenia syntetycznego (np. galusan propylu,
E 310) sa stosowane do ochrony produktéw zywnosciowych przed utlenianiem [25]

[
1. 1. Fenolokwasy

Fenolokwasy sg zwigzkami naturalnymi szeroko rozpowszechnionymi w
przyrodzie. Stanowig wazny element procesu przemiany materii w ro$linach, biorg
udziat w biosyntezie wielu zwigzkéw organicznych, m.in. garbnikow, flawonoidéw i
alkaloidow. Obecne sg w takich produktach zywnosciowych jak herbata, kawa, kakao,
czerwone wino i piwo. Najwieksze znaczenie praktyczne majg dwa Szeregi
fenolokwasow - pochodne kwasu benzoesowego i cynamonowego. Cechg
charakterystyczng fenolokwaséw jest ich wysoka aktywnos$¢ biologiczna i szeroki
zakres dziatania farmakologicznego. Wiele z tych substancji posiada wiasciwosci
przeciwzapalne, przeciwdrobnoustrojowe, immunostymulujgce 1 antymutagenne.
Zwigzki te posiadajg zdolno$¢ wychwytywania i wigzania wolnych rodnikow
tlenowych, co zapobiega procesom starzenia, chorobom serca i uktadu krazenia oraz

chorobom nowotworowym.



Definicja ipodziat klasyfikacyjny

Fenolokwasy to substancje charakteryzujace sie obecnoscig w czasteczce dwdch
grup funkcyjnych: hydroksylowej i karboksylowej.
Z punktu widzenia struktury podstawowego szkieletu weglowego kwasy

fenolowe mozna podzieli¢ na dwie podgrupy [26]:

1. Kwasy fenylokarboksylowe, w ktorych grupa karboksylowa potaczona jest
bezposrednio z pierscieniem aromatycznym (pochodne kwasu benzoesowego).

2. Kwasy fenylopropenowe, w ktérych do pierScienia aromatycznego dofaczony jest
boczny tancuch nienasyconego kwasu propenowego (pochodne kwasu
cynamonowego).

Zwigzki te moga sie rézni¢ iloscig i rozmieszczeniem grup hydroksylowych w
pierscieniu aromatycznym. Bioragc pod uwage to kryterium wsrdd pochodnych kwasu
benzoesowego mozna wyrédznic: [11, 27]:

1. Kwasy monohydroksybenzoesowe np.: kwas salicylowy (o-hydroksybenzoesowy)

2. Kwasy dihydroksybenzoesowe, np.:kwas gentyzynowy (2,5-dihydroksybenzoesowy)

3. Kwasy trihydroksybenzoesowe, np.: kwas galusowy (3,4,5-trihydroksybenzoesowy)
[

1.1.1. Kwas salicylowy

Kwas salicylowy zostat wyodrebniony z kory wierzby (Salix alba) i oczyszczony przez
Rafaelo Piria w 1838 roku. Natomiast Hermann Kolbe okreslit budowe tego zwiazku i
w 1859 roku ostatecznie ustalit syntetyczny sposéb jego otrzymywania.

Budowa, wystepowanie i otrzymywanie

OH

Kwas salicylowy jest monohydroksylowym kwasem fenolowym zbudowanym z
pierscienia aromatycznego z grupg karboksylowg przy weglu 1 i grupg hydroksylowa
przy weglu 2 [3].



Zwigzek ten w stanie wolnym znajduje sie m. in. w lisciach brzozy i senesu
ostrolistnego, kwiatach rumianku, a takze w malinie, nagietku, fiotku 1 piwoni. W
formie zwiazanej, najczesciej w postaci estru metylowego, wchodzi w skiad licznych
olejkdw eterycznych, np. gozdzikowego. W roslinach salicylan metylu znajduje sie w
potaczeniu z cukrami w postaci glikozyddw (gtownie salicyny), ktore tatwo hydrolizujg
pod wptywem enzymow roslinnych. Hydroliza salicyny prowadzi do otrzymania
glukozy i alkoholu salicylowego, tatwo utleniajgcego sie do kwasu [11,27].

Na skale przemystowg kwas salicylowy produkuje sie metodg opracowang przez

Kolbego, a udoskonalong przez Schmitta, polegajacg na ogrzewaniu fenolanu sodowego
z dwutlenkiem wegla w temperaturze 125 - 140°C pod ci$nieniem 6 -7 atmosfer.
Kwas o-hydroksybenzoesowy mozna otrzymac takze przez utlenienie grupy metylowej
w krezolach lub diazowanie kwasu antranilowego i hydrolize powstajgcego produktu
128,29]

Wiasciwoscifizykochemiczne

Kwas salicylowy jest ciatem statym, o ostrym stodkawokwasnym smaku.
Krystalizuje z wody w postaci biatych, igietkowatych krysztatow, topigcych sie w
temperaturze 158°C. Wolno ogrzewany pod zmniejszonym cisnieniem sublimuje bez
rozktadu i moze byC destylowany z przegrzang parg wodng. Natomiast przy szybkim
ogrzewaniu rozktada sie, wydzielajagc charakterystyczny zapach fenolu. Substancja jest
trudno rozpuszczalna w zimnej wodzie i olejach mineralnych, nieco lepiej we
wrzacej wodzie, chloroformie i glicerolu, natomiast bardzo dobrze rozpuszcza
sie w etanolu i eterze dietylowym [30 - 32], Zwigzek ten wykazuje wiasnosci
chemiczne kwasu, jak i fenolu. Jest dos¢ mocnym kwasem (pKa = 3), w zwigzku z
tym wypiera stabsze kwasy, np. weglowy z ich soli. Ze wzgledu na obecno$¢ obu
grup funkcyjnych moze tworzy¢ estry zarowno z alkoholami, np. salicylan metylu,
fenylu, jak i z kwasami, m in. kwas acetylosalicylowy. Ponadto tworzy sole, amidy, np.
salicylamid i inne pochodne kwasowe, z drugiej zas strony, jak wiekszos¢ fenoli
sprzega sie z solami diazoniowymi, daje fenolany i etery fenolowe [28], Zwigzek ten
tworzy z wodorotlenkiem wapnia nierozpuszczalng sél o budowie cyklicznej. Natomiast
ogrzewanie kwasu salicylowego z tlenkiem wapnia powoduje wydzielanie sie
specyficznego zapachu fenolu [33,34]. Substancja ta daje z kwasem borowym
kompleksowy kwas borosalicylowy. Ponadto w wyniku energicznej redukcji kwasu

salicylowego sodem w roztworze alkoholu amylowego otrzymuje sie kwas pimelinowy,



powstajagcy wskutek rozpadu kwasowego tworzacego sie posrednio  kwasu
cykloheksanokarboksylowego [27].

Do  wykrywania  kwasu  salicylowego stuzy reakcja z  chlorkiem
zelaza (I111). W roztworze wodnym lub alkoholowym tworzg sie kompleksy, ktorych
zabarwienie zalezy od pH Srodowiska. Przy pH~I powstaje fioletowy kompleks, przy
pH~3 kompleks zabarwiony jest na czerwono, natomiast przy pH~7 przyjmuje zéttg
barwe. Zabarwienie znika po dodaniu do roztworu kwaséw mineralnych. Fenolokwas
ten w Srodowisku kwasnym ulega takze reakcji kondensacji z formaldehydem, w
wyniku czego powstaje czerwone zabarwienie [34], Natomiast pod wpltywem dziatania
wody bromowej na kwas salicylowy nastepuje dekarboksylacja i wytrgca sie
2,4,6-tribromofenol [28],

COOCHTr
OH
-OH
Salicylan metylu Salicylan fenylu
COOH conh?
OCOCH. OH

Kwas acetylosalicylowy Salicylamid



Br

ch2cooh OH
COOH
B Br
Kwas pimelinowy 2.,4.6-tribromofenol

Wiasciwosci biologiczne ifarmakologiczne, zastosowanie

W medycynie, a zwilaszcza w dermatologii wykorzystuje sie wiasciwosci
antyseptyczne i keratolityczne kwasu salicylowego. W reumatologii stosowany jest
zewnetrznie w masciach i ptynach do nacieran jako $rodek przeciwbolowy oraz
rozgrzewajacy. Zwigzek ten oddziatywuje bezposrednio na osrodkowy ukiad nerwowy,
zwlaszcza na osrodki bolowe kory moézgowej, dajac uczucie ukojenia, a takze na
osrodek termoregulacji, powodujac zwiekszone wydzielanie ciepta i obfite poty.
Natomiast w tkankach kwas salicylowy dziata odwadniajgco, rozszerza naczynia
limfatyczne, powodujagc zahamowanie procesow zapalnych. Ze wzgledu na silne
dziatanie wrzodotworcze zwigzek ten nie jest przeznaczony do ” stosowania
wewnetrznego. Stuzy jednak do produkcji szeregu waznych i rozpowszechnionych
preparatow leczniczych. W postaci soli sodowej znalazt zastosowanie jako Srodek
obnizajacy gorgczke oraz przeciwreumatyczny. Do celéw leczniczych, w przypadkach
reumatyzmu stawowego, zapalenia optucnej i newralgii uzywany jest takze salicylan
metylu. Natomiast ester fenylowy kwasu salicylowego, tzw. salol, dzieki swoim
wiasciwosciom przeciwbakteryjnym, stosowany jest jako S$rodek dezynfekcyjny w
schorzeniach jelit i drég moczowych. Najwieksze znaczenie lecznicze ma kwas
acetylosalicylowy, znany pod nazwag aspiryny lub polopiryny. Zwigzek ten jest jednym
ze  skuteczniejszych  Ssrodkow  przeciwbdlowych, przeciwgorgczkowych i
przeciwzapalnych. Stosowany jest w chorobach gos$¢cowych i newralgii, a ostatnie
badania potwierdzity, iz profilaktyczne zazywanie niewielkich,  okreslonych dawek
aspiryny znaczaco zmniejsza ryzyko zawatu serca. Srodkiem o podobnym do aspiryny
dziataniu leczniczym jest amid kwasu salicylowego. Powszechnie stosowany jest takze
kwas p-aminosalicylowy (PAS). Stanowi on jeden z waznych lekow
przeciwgruzliczych, bowiem skutecznie zwalcza rozwdj pratkow Kocha [2,27 -
29,31,33, 35 - 39] Kwas salicylowy ijego pochodne to leki o szerokim zastosowaniu i
stosunkowo niskiej toksyczno$ci (dawka Smiertelna 10-40 g). Jednakze salicylany
dziatajg draznigco na btone Sluzowg przewodu pokarmowego, moga powodowac stany



zapalne, owrzodzenia i krwawienia. Duze dawki tych zwigzkow przyczyniajg sie takze
do uszkodzenia watroby i nerek oraz zaburzen ze strony os$rodkowego ukiadu
nerwowego. W ostatnich latach stwierdzono, iz substancje te majg wiasciwosci
embriotoksyczne i teratogenne [38 - 40],

Kwas salicylowy ze wzgledu na wiasciwosci bakteriobdjcze i grzybobdjcze
stosowany jest w przemysle kosmetycznym, jako zewnetrzny $rodek dezynfekcyjny pod
nazwa spirytusu salicylowego.

Szerokie zastosowanie w przemysle kosmetycznym znalazly takze pochodne kwasu
salicylowego w postaci estrowej. W grupie tej szczegblne znaczenie majg salicylany:
fenylu, benzylu, izopropylobenzylu czy trimetylocykloheksylu (Homosalate),
stosowane powszechnie jako kosmetyczne filtry przeciwstoneczne UV. Kwas
salicylowy i jego pochodne wykorzystuje sie takze do konserwowania preparatéw
kosmetycznych [3, 32, 41, 42],

Ze wzgledu na swoje wiasciwosci bakteriostatyczne, kwas salicylowy znalazi
zastosowanie jako S$rodek konserwujgcy produkty spozywcze, gtéwnie owoce i
warzywa [43] Jednak wycofywany jest z uzycia, poniewaz wyniki wieloletnich badan
wskazujg na szkodliwe dziatanie kwasu salicylowego i jego soli sodowej [40,44].
Powszechnie stosowane sg estry: etylowy (E 214), propylowy (E 216) i metylowy (E
218) oraz ich sole sodowe (E 215, E 217, E 219). Zwiagzki te hamujg rozwdj bakterii,
drozdzy i plesni, w zwigzku z tym dodawane sg do przetwor6w owocowych,
warzywnych i innych [25, 40, 45]

W przemysle chemicznym kwas salicylowy uzywany jest w duzych iloSciach do
wytwarzania niektorych barwnikéw azowych oraz kwasu p-hydroksybenzoesowego,
stosowanego do produkcji jednego z nowszych typow wiokien syntetycznych z grupy
poliestrow [33,37]. Natomiast inna pochodna kwasu salicylowego - salicylan metylu,
dzieki swojemu przyjemnemu, charakterystycznemu zapachowi, znalazta zastosowanie
w przemys$le perfumeryjnym [27,29]. Oprécz syntezy organicznej kwas salicylowy
stuzy takze jako wskaznik fluorescencyjny.

Przeglad metod oznaczania kwasu salicylowego

Tabela 1. Metody wykorzystujgce technike spektrofotometrii UV - VIS

Wybrane parametry metody Analizowany materiat Lit.

Pomiar absorbancji (?wc=730 nm) kompleksu powstatego
w  wyniku reakcji analitu z octanem miedzi (1) w preparaty farmaceutyczne 46
$rodowisku buforu octanowego



Pomiar absorbancji (/A"=446 nm) prébki otrzymanej w
wyniku reakcji analitu z [Ir(NO)CIs]* i kwasem a7
askorbinowym w $rodowisku kwasnym

Pomiar absorbancji (Amex=540 nm) produktu reakcji analitu

z odczy nnikiem Trindera (Fe(NO)3, HgCh, HC1) preparaty farmaceutyczne 48
Pomiar absorbancji (*max=588 nm) produktu reakcji analitu
z fioletem krystalicznym preparaty farmaceutczne 49
i ji i >
\I;grg;ar absorbancji analitu przy >me=297 nm wzgledem preparaty farmaceutyczne 50
Spektrofotometria pochodna:
-widmo pochodnej drugiego rzedu, technika zero - Crossing, preparaty farmaceutyczne 51
>.=314 nm )
-widmo pochodnej pierwszego rzedu. A,=316 nm oznaczanie wolnego kwasu 52
salicylowego w aspirynie
-widmo pochodnej pierwszego rzedu, technika zero -  preparaty farmaceutyczne- 53
Crossing mieszaniny syntetyczne
Pomiar absorbancji alkalicznego lub etanolowego roztworu 54
analitu przy >*=230 - 235 nm lub >.=296 - 303 nm
Tabela 2. Metody wykorzystujgce technike chromatografii cienkowarstwowej
Wybrane parametry metody Analizowany materiat Lit.
-faza stacjonarna: zel krzemionkowy
-faza ruchoma: etanol(96%)-toluen-chloroform-lodowaty  preparaty farmaceutyczne i -
kwas octowy, 6:20:14:0,5 (v/v) kosmetyczne
-detekcja: densytometryczna, >.=310 nm i
-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60, DC- Alufolien
-faza ruchoma: heksan-chloroform-kwas' octowy, 4:1:1 lub preparaty7farmaceutyczne -
etanol-heksan-chloroform-kwas octowy’, 12:12:8:1 lub przeciwbolowe i 56
chloroform-aceton-toluen, 12:5:2 przeciwgoraczkowe
-detekcja: densytometryczna, >.=280 nm
-faza stacjonarna: zel krzemionkowy G
-faza ruchoma: octan etylu-aceton, (9:2) mas¢ zawierajaca kwas 57
-detekcja: densytometryczna, >.=295 nm benzoesowy’
-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60 F254
-faza ruchoma: octan etylu-inetanol-amoniak, (16:5:2) bgdz
(8:1:1) lub dichlorometan-dioksan-woda, (2:1:1) lub 58
chlorofonn-metanol, (19:1) Ilub toluen-eter etylowy-
bezwodny kwas octowy-metanol, (120:60:18:1)
-detekcja: densytometryczna, >,=200-700 nm
Tabela 3. Inne metody oznaczania kwasu salicylowego
Metoda Analizowany materiat Lit.
Spektrometria absorpcji atomowej (AAS) preparaty farmaceuty czne, mas¢ 59
Fluorymetria preparaty farmaceutyczne 60
Chemiluminescencja preparaty bakteriobdjcze 61
Kapilarna elektroforeza (CE) Scieki 62

Chromatografia cieczowa z spektrometrig mas (LC-MS) materiat biologiczny 63



Chromatografia gazowa z spekrometrig mas (GC-MS) materiat roslinny 64

sok jabtkowy 65

Wysokosprawna chromatografia cieczowa, HPLC mocz ludzi nie zazywajgcych 66
salicylanow

0socze i mocz 67

-jonowymienna materiat roslinny 68

-par jonowych preparaty farmaceutyczne 69

-odwroconych faz preparaty farmaceutyczne 70

Amperometria preparaty farmaceutyczne 71

Woltamperometria réznicow a preparaty farmaceutyczne 72

1.1.2. Kwas galusowy

Kwas galusowy byt jednym z pierwszych fenolokwasow wyodrebnionych z sokéw
roslinnych przez Karla Wilhelma Scheelego juz w 1786 roku.

Budowa, wystepowanie i otrzymywanie

COOH

Kwas galusowy jest trihydroksylowym kwasem fenolowym zbudowanym z
pierscienia aromatycznego z grupg karboksylowg przy weglu 1 i trzema grupami
hydroksylowymi przy weglu 3,4 1 5 [3].

Substancja ta jest szeroko rozpowszechniona w przyrodzie. Najczesciej wystepuje
w potgczeniach estrowych, gtéwnie depsydowych oraz glikozydowych. W stanie
wolnym znajduje sie w orzeszkach galasowych, korze debowej, lisciach sumaka,
lisciach herbaty i innych roslinach garbnikowych. W stanie zwigzanym stanowi gtowny
sktadnik galotanin, z ktérych otrzymuje sie go przez hydrolize kwasowg Ilub
enzymatyczna.

Do otrzymywania kwasu galusowego na skale przemystowa stosuje sie wodne
wyciagi z galasowek. Hydrolizuja one pod dziataniem rozcienczonego kwasu
siarkowego (VI) lub plesni (Penicillium glaucum i Aspergillus niger), ktore zawierajg
enzym tanaze, zdolny do hydrolizowania taniny. W wyniku tego procesu powstaje



glukoza 1 kwas digalusowy, a nastepnie kwas galusowy. Kwas 3,4,5-
trinydroksybezoesowy mozna otrzymac takze w wyniku syntezy organicznej, w ktorej
zwigzkiem wyjsciowym sg pochodne monobromokwasOw: protokatechowego lub a-
rezorcylowego. W wyniku stapiania z alkaliami przechodzg one w kwas galusowy
[11,27-29]

Wihasciwoscifizykochemiczne

Kwas galusowy jest ciatem statym, o kwaskowym i cierpkim smaku. Krystalizuje
w postaci bezbarwnych, jedwabistych igiet z jedng czasteczkg wody. Substancja tatwo
rozpuszcza sie¢ w goracej wodzie, etanolu i eterze, natomiast trudno rozpuszcza sie w
zimnej wodzie [27,73]. Podczas ogrzewania w temperaturze 220°C topi sie i rozktada z
wydzieleniem COz2, tworzac przy tym pirogalol [31].

Kwas galusowy jest podatny na utlenienie, szczeg6lnie w srodowisku zasadowym.
Sole metali alkalicznych i kwasu galusowego utleniajg sie¢ na powietrzu, przybierajac
brunatne zabarwienie. Substancja ta jest silnym reduktorem, redukujgcym sole srebra i
ztota z wydzieleniem metalu. W zaleznosci od stezenia sole zelaza (I11) dajg
zabarwiony roztwor lub strgcajg niebieskoczarny osad z wodnego roztworu kwasu.
Kwas galusowy reaguje z wodorotlenkiem bizmutu, tworzac bizmutawy galusan
zasadowy. Substancja ta rozpuszcza sie w roztworach wodorotlenkéw potasowcow,
tworzac zOe, przezroczyste roztwory, szybko przechodzgce w brunatne. W wyniku
reakcji z chlorkiem zelaza (I11) powstaje ciemnoniebieskie zabarwienie. Fenolokwas ten
tworzy takze etery, czego przykiadem jest 3,5-dimetylowy eter kwasu galusowego,
zwany kwasem syryngowym [27,33,34].

Kwas galusowy jest substratem uczestniczagcym w r6znego rodzaju kondensacjach,
w wyniku ktorych powstajg bardzo charakterystyczne dla roslin substancje garbnikowe
[3], Zwigzek ten moze ulegac estryfikacji miedzyczasteczkowej, tworzac depsydy.
Wsrod zwigzkow  tego  typu  szczegOlne  znaczenie ma  depsyd  kwasu
galusowego - kwas m-digalusowy, ktory wystepuje w przyrodzie jako skiadnik
licznych garbnikow hydrolizujgcych. Substancja ta wytrgca zelatyne z roztworéw
wodnych, natomiast z chlorkiem zelaza (Il11) daje ciemnobtekitne zabarwienie. Ester
kwasu 3,4,5-trihydroksybenzoesowego lub jego pochodnych depsydowych i glukozy
nosi nazwe taniny [28,33,43]. Kwas galusowy ulega takze reakcji
wewnatrzczasteczkowej estryfikacji, w wyniku czego otrzymujemy laktony. W wyniku
utlenienia tego fenolokwasu lub jego estréw chlorkiem zelaza (I11), kwasem arsenowym
lub manganianem (VII) tworzy sie kwas heksahydroksydifenowy, ktory tatwo



przechodzi w monolakton - kwas luteinowy, a nastepnie w odpowiedni dilakton -
kwas elagowy  (cykliczny didepsyd wewnetrzny). Kwas galusowy tworzy takze
ztozone zwigzki o strukturze eteru, m.in. kwas dehydrodigalusowy skladajacy sie z
dwoch czasteczek fenolokwasu potaczonych ze sobag wigzaniem eterowym i dilakton

kwasu waloneaikowego posiadajgcy w swej budowie kwas elagowy zwigzany
eterowym mostkiem tlenowym z kwasem galusowym [27].

COOH
Bizmutawy galusan zasadowy Kwas syryngowy
HO COOH
CO —
Kwas m-digalusowy
OH  HOOC HO OH  HOOC
HO

COOH HO OH co

Kwas heksahydroksydifenowy Kwas luteinowy

COOH

Kwas dehydrodigalusowy



Dilakton kwasu waloneaikowego

Wiasciwosci biologiczne ifarmakologiczne, zastosowanie

Kwas galusowy, jako naturalny zwigzek fenolowy uwalniany w wyniku
hydrolizy — garbnikow, wykazuje szereg efektéw farmakologicznych. Dziala
grzybobdjczo, bakteriobdjczo i przeciwwirusowo. Posiada wiasciwosci antymutagenne
oraz antykancerogenne, hamujgc rozwdj guzéw nowotworowych. Ponadto wykazuje
dziatanie przeciwanafilaktyczne, choleretyczne i spazmolityczne oraz hamuje
degradacje insuliny. Jako skiadnik biologicznie czynny przejawia aktywno$¢
przeciwutleniajgcai hamujaca wytwarzanie nadtlenkow. _

Kwas 3,4,5-trihydroksybenzoesowy jest szeroko rozpowszechniony IW chinskiej
medycynie naturalnej. Fenolokwas ten, wyodrebniany z kory orzecha mandzurskiego -
Juglcins mandshurica Mcccim, jest tradycyjnym chinskim lekiem ludowym, stosowanym
w leczeniu raka watroby oraz w przypadku chronicznego zapalenia watroby. W Polsce
kwas galusowy znajduje obecnie zastosowanie gtownie w ziotolecznictwie. Dawniej byt
powszechnie stosowany jako Srodek S$ciggajacy i zapierajacy, do dzi$ jednak pozostaje
w praktyce weterynaryjnej $rodkiem Sciagajacym przewodu pokarmowego. Natomiast
w chorobach skornych i w leczeniu ran stosuje sie zewnetrzne Srodki dezynfekcyjne
m in. bizmutawy galusan zasadowy, znany pod nazwg Dermatolu, a takze grzybobdjczy
preparat o nazwie Acifungin [4,33,74].

Kwas galusowy ze wzgledu na dziatanie antyseptyczne, $ciggajace i
przeciwpotne znalazt zastosowanie w przemys$le kosmetycznym. Galusany: etylu,
propylu, oktylu i dodecylu dodawane sg do mydet leczniczych, tonikdw, maseczek
kosmetycznych, kremow i masci. Do kosmetycznych filtrow UV, chronigcych skoére
przed skutkami promieniowania nadfioletowego, zaliczany jest takze kwas m-
digalusowy. Substancja ta stosowana jest w preparatach kosmetycznych w postaci

trojoleinianu, wystepujacego pod nazwg Solprotex [3,41,42].



W przemys$le spozywczym szerokie zastosowanie znajdujg antyoksydanty
fenolowe zar6wno naturalne jak i pochodzenia syntetycznego. Stuzg one do ochrony
produktéw  zywnoSciowych  przed utlenieniem.  Spoérdd  przeciwutleniaczy
otrzymywanych na drodze syntezy najczeSciej stosowanymi sg estry kwasu
galusowego. Galusany: propylu (PG, E310), oktylu (OG, E311) i dodecylu (DG,
E 312) chronig tluszcze przed jetczeniem i przykrym zapachem. Najbardziej
efektywnym przeciwutleniaczem tej grupy jest galusan propylu. W mieszankach z
di-tert-butylohydroksytoluenem (BHT, E 321) i tert-butylohydroksyanizolem (BHA,
E 320) wykazuje on dziatanie synergistyczne. [45],

Najnowsze badania toksykologiczne wykazaty, ze wieksze ilosci tych substancji
hamujg wzrost zwierzat, wywotujg bezptodno$¢, uszkadzajg nerki i zakiocajg liczne
procesy biochemiczne, m.in. metabolizm zelaza w organizmie. Ponadto wszystkie trzy
estry sg alergenami i mogag powodowaé reakcje uczuleniowe oraz podraznienia
przewodu pokarmowego [25,40,44, 45],

Kwas 3,4,5-trihydroksybenzoesowy, ekstrahowany 2z galasowek, znajduje
zastosowanie w przemysle chemicznym do produkcji barwnikdéw. Powszechnie dawniej
stosowany czarny atrament byt wodnym roztworem kwasu galusowego lub taniny,
siarczanu zelaza (Ill), niewielkiej ilosci kwasu siarkowego (V1) i gurey arabskiej.
Pochodne tego zwiazku, dzieki swoim wiasciwosciom, stosowane sg takze w
garbarstwie do garbowania skory. W przemysle chemicznym substancja ta stuzy jako
odczynnik analityczny do otrzymywania pirogalolu oraz innych zwigzkéw fenolowych
[27,43]. Podobnie jak pirogalol, kwas galusowy redukuje sole ztota i srebra z
wydzieleniem metalu i dlatego stosowany jest jako wywotywacz w fotografice [33],
Substancje tg wykorzystuje sie rowniez w pirotechnice jako mieszanine wybuchowa,
gdyz z silnymi utleniaczami moze eksplodowac.

Przeglad metod oznaczania kwasu galusowego

Tabela 4. Metody wykorzystujace technike spektrofotometrii UV - VIS

Wybrane parametry metody Analizowany materiat Lit.

Pomiar absorbancji (X,;rex=560 nm) kompleksu powstatego
w wyniku sprzezenia analitu z produktem reakcji utleniania

. - i olejej 7
metolu (siarczan p-N-metyloaminofenolu) za pomoca tuszcze i oleje jadalne S
KMnO04przy pH = 3
Pomiar absorbancji (/*"=440 nm) kompleksu powstatego
w wyniku reakcji analitu z chlorowodorkiem 3-metylo- thuszcze i oleje 76

benzotioazo-2-on hydrazonu (MBTH), wcze$niej
utlenionego za pomocg (NH4)2Ce(S04)2



Analit redukuje jony zelaza (Il11) do zelaza (Il), ktore sg
nastepnie wigzane z 1,10 - fenantroling 10 nm);
pH = 3,5; w oznaczeniach stosuje sie technike analizy
wstrzykowo - przeptywowej, (FIA)

herbata, piwo 77

Analit reaguje z 2% roztworem kwasu jodowego (VI1), po
15 minutach ogrzewania w temperaturze 60 °C powstaje 78
z6hy produkt (/~,~=380 nm)

Analit reaguje z metolem ijodanem (VII) sodu , przy pH =
2.5, dajac produkt wykazujacy maksymalng absorpcje ttuszcze i oleje 79
Swiatta 0 > = 580 nm

Spektrofotometria pochodna, widmo pochodnej drugiego

rzedu, technika zero - Crossing, >.=267,6 nm preparaty farmaceutyczne 80

Tabela 5. Metody wykorzystujace technike chromatografii cienkowarstwowej

Wybrane parametry metody Analizowany materiat Lit.

-faza stacjonarna: celuloza F254 (HPTLC)
-faza ruchoma: izobutanol-kwas octowy-woda, (14:1:3,5) materiat roslinny 81
-detekcja: densytometryczna, >,=280 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy Si 60 HPTLC
-faza ruchoma: eter dipropylowy-heptan-kwas mréwkowy,

(5:4:1) materiat roslinny 82
-detekcja: densytometryczna. >.=254 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy G i

-faza ruchoma: octan etylu-toluen-kwas mrowkowy. preparaty stosowane w
(540:300:62) chinskiej medycynie 83
-detekcja: spryskiwano t%roztworem FeCl3 i mierzono tradycyjnej

absorbancje plamek przy X=530 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy’60 F254 (HPTLC)
-faza ruchoma: octan etylu-kwas mréwkowy-kwas octowy- materiat roslinny 84
woda, (100:11:11:27)

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60 F254 HPTLC
-faza ruchoma: toluen-octan etylu-kwas mrowkowy, (5:5:1) roéliny lecznicze 85

-detekcja: densytometryczna (>.=254 i 366 nm)

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy G

-faza ruchoma: octan etylu-toluen-kwas mréwkowy, preparaty stosowane w
(270:150:31) chinskiej medycynie 86
-detekcja: spryskiwano 1% FeClI3i mierzono absorbancje tradycyjnej

plamek przy /.=520 nm

-faza stacjonarna: RP - 18 F2x4
-faza ruchoma: kwas octowy-metanol, (1:1) materiat roslinny 87

-detekcja: densytometryczna, >.=254 nm

-faza stacjonarna: celuloza
-faza ruchoma: 20% metanol
-detekcja: spryskiwano roztworem FeClI3i mierzono

absorbancje plamek przy >.=700 nm

Cczerwone wino 88



Tabela 6. Inne metody oznaczania kwasu galusowego.

Metoda

Spektrometria w podczerwieni
Chemiluminescencja
Elektrochemiluminescencja
Kapilarna elektroforeza

Chromatografia gazowa z spekrometrig mas

Wysokosprawna chromatografia cieczowa, HPLC

Micelarna chromatografia elektrokinetyczna (MEKC)
Amperometria
Woltamperometria cykliczna

Potencjometria

1.2. Flawonoidy

Analizowany materiat

napoje alkoholowe

chinska biata oliwka

preparaty dunskiej medycyny
naturalnej

wino
wino

preparaty chinskiej medycyny
naturalnej
czerwone wino
biomasa (drzewo, produkty
zywnosciowe)
miod
sok zurawinowy
0socze, mocz
herbata: zielona, oolong, pu -
erh, czarna

herbata: zielona i czarna

wino

Lit.
89
90

91

92

93
94

95

96
97
98
99
od 100
do 104

105
106
107
108

Nazwa flawonoidy sg obejmowane substancje w zasadzie ro$linne (w ostatnim

czasie stwierdzono réwniez ich obecno$¢ u niektérych owaddw), o charakterze

barwnikow, ktorych podstawowy szkielet skfada sie z 15 atomdw wegla, uktadajgcych

sie w ugrupowanie Ce-C3-Ce, ktOore mozna zinterpretowaC jako ukkad pierscienia

benzenowego A oraz ukiad fenylopropanu Ce-C3 (pierscien B + Cs)

Ze wzgledu na to, ze u wiekszosci flawonoidow wytwarza sie miedzy

pierscieniami aromatycznymi A i B uklad heterocykliczny (z atomem tlenu) y-pironu,

zwigzki te moga by¢ uwazane za pochodne benzo-y-pironu, czyli chromonu [11].



Dotychczas poznano w przyrodzie okoto 800 wariantow pochodnych
wymienionego ugrupowania, a liczba ta stale rosnie.

Flawonoidy dzielg sie na kilka grup o rdznej strukturze podstawowej.
Najwazniejsze z nich to:

flawony (np.: apigenina)

flawanole (np.: (+)-katechina)

flawonole (np.: kemferol, kwercetyna)

flawanony (np.: hesperedyna)

izoflawony (np.: genisteina)
W obrebie grupy zwiazki te réznig sie rodzajem i liczbg podstawnikow. Najczesciej sa
to grupy hydroksylowe, a takze metoksylowe [109]. Wiekszos¢ flawonoidow wystepuje
w roslinach w postaci O-glikozydow i ma cze$¢ cukrowg ztozona z 1 do 5 czgsteczek
cukréw prostych (glukoza, galaktoza, ramnoza); niektére z nich wystepujg w postaci C-
glikozydow. W czasteczce mogg rowniez wystepowaé dwa aglikony potaczone ze sobg
bezposrednim wigzaniem atomow wegla, lub poprzez atom tlenu - zwiazki te zwane sg
biflawonoidami.

Podstawowe struktury flawonoidow przedstawiono ponizej [110],



)
IZOFLAWON

Wystepowanie

Flawonoidy sg szeroko rozpowszechnionymi substancjami  ro$linnymi,
szczegOlnie ws$rod rodlin - kwiatowych. Powszechnie wystepujg u roélin jedno i
dwuliSciennych. Najczesciej flawonoidy wystepujg jako zétte barwniki, rozpuszczone w
soku komorkowym w kwiatach i liSciach. Zwigzki te dzieki temu, ze silnie pochianiajg
promieniowanie UV w zakresie 300 - 400 nm, moga by¢ naturalnym filtrem Swiatta dla

organelli komérek roslinnych [11],

Wiasciwoscifizykochemiczne

Flawonoidy sa najczesciej z6itymi lub bezbarwnymi substancjami statymi. W
postaci glikozydoéw sg na ogo6t rozpuszczalne w wodzie i alkoholu etylowym, sg
natomiast nierozpuszczalne w eterze, chloroformie i benzenie. Aglikony za$ sg w
wodzie prawie nierozpuszczalne, rozpuszczajg sie na ogot w rozpuszczalnikach
organicznych. Wiekszos$¢ glikozydow flawonoidowych rozpuszcza sie w octanie etylu,
co jest wykorzystywane przy preparatywnym otrzymywaniu tych zwigzkow. Ogolng
cechg flawanoidow jest rozpuszczalno$s¢ w alkaliach, z wytworzeniem z6kego

zabarwienia.



Pod wplywem stezonego kwasu solnego i magnezu, na skutek redukciji,
flawonoidy tworzg barwne potgczenia typu antocyjanidyn o réznym zabarwieniu, np:
flawony - pomaranczowe, flawonole - rozowe, flawanony - rézowofioletowe.

Rowniez charakterystyczna dla flawonoidéw jest reakcja z kwasem borowym,
polegajaca na tworzeniu sie barwnego kompleksu w obecno$ci kwasu szczawiowego,

ktory po rozpuszczeniu w eterze wykazuje zottozielong fluorescencje.

Liczne odczynniki barwne, jak roztwory chlorku zelaza (Il1), chlorku glinu,
tlenochlorku cyrkonu, sg stosowane do wykrywania flawonoidow, tworzac barwne
kompleksy chelatowe - gtdwne zastosowanie majg w chromatografii bibutowej tych
zwigzkdw, przy czym plamy barwne sg obserwowane zarbwno w $wietle widzialnym
jak 1 nadfiolecie. Podczas powstawania kompleksu jon metalu i atomy grup
podstawnikowych zamykajg pierscienn albo kilka pierScieni chelatowych. Pochodne
hydroksylowe flawonéw i flawanondéw majg trzy mozliwosci kompleksowania jonéw

metali.

Najwieksze zdolnosci kompleksotworcze wykazujg flawonoidy, ktére zawierajg grupy
hydroksylowe przy weglu 3, 5, 3°, 4°. Najtrwalsze kompleksy powstajg w uktadzie I.



W wykrywaniu flawonoidow bardzo pomocna jest ich fluorescencja w Swietle
UV (z6ka - flawonole, izoflawony; brunatna - flawony i ich aglikony, glikozydy
flawonolowe). Pod wptywem niektérych odczynnikow zasadowych fluorescencja z6ita
pogtebia sie, a brunatna zmienia na z0ia. Szczeg6lnie dogodne jest stosowanie par
amoniaku [110],

Wiasciwosci biologiczne ifarmakologiczne

Zwigzki flawonoidowe wykazuja silne wiasciwosci antyoksydacyjne. Z tego
wzgledu peinig wazna role w surowcach naturalnych, chronigc przed utlenieniem kwas
askorbinowy, witamine E i inne substancje tatwo ulegajace oksydacji. Aktywnos$¢
przeciwutleniajgca poszczegolnych zwigzkow flawonoidowych jest rézna i wynika z ich
budowy tj. wzrasta wraz z liczbg grup hydroksylowych przy aromatycznym
pierscieniu B. Szczegdlng aktywnos$¢ antyoksydacyjng posiadajg flawanole, pochodne
flawan-3-olu. Zwiazki te wystepujg dos¢ powszechnie w roznych czesciach roslin jako
monomery - Kkatechiny i epikatechiny, w formie oligomerdw i polimeréw zawierajacych
do 50 pojedynczych jednostek - zwanych garbnikami skondensowanymi [11].

Zwigzki flawonoidowe uszczelniajg i wzmacniajg $ciany naczyn krwionosnych.
Zapobiegajg powstawaniu zakrzepow dzieki hamowaniu agregacji ptytek krwi.
Wplywajg réwniez na krazenie w miesniu sercowym, a takze dzialajg diuretycznie i
spazmolitycznie.

Ponadto flawonoidy dziatajg rozjasniajgco, zmiekczajgco, $ciggajaco oraz bakterio-,
grzybo- i wirusobdjczo. Dziatanie przeciwwirusowe zwigzane jest z utrudnieniem
penetracji wirusOw przez blone komorkowa, blokowaniem replikacji ich materiatu
genetycznego oraz uszkadzaniem materiatlu do budowy biatkowe] kapsuty wirusa.
Badania potwierdzity ten wptyw flawonoidow na namnazanie sie wirusa HIV i
opryszczki.

Flawonoidy wykazujg rowniez wiasciwosci immunomodulujgce. Pochodne
flawonoidow zawierajgce grupe octanowg z jednej strony stymulujg ukifad
immunologiczny, a z drugiej wykazujg dziatanie kancerogenne. Zwiekszajg one
produkcje interleukin likwidujacych komorki rakowe. Niektére flawonoidy wykazujg
wiasciwosci blokujgce namnazanie sie komérek rakowych.

Zwiazki flawonoidowe posiadajg takze wiasciwosci przeciwzapalne,
przeciwuczuleniowe i przeciwalergiczne (hamujg uwalnianie histaminy, uszczelniajg

naczynia wiosowate).



Ze wzgledu na wspomniane wiasciwosci zwigzki flawonoidowe sg skiadnikami
licznych preparatéw farmaceutycznych, zwiaszcza pod postacig wyciggdw czy innych

form galenowych [3,5,41].
1.2.1. WHasciwosci (+)-katechinv i jej pochodnych

Katechiny, nazywane tez flawan-3-olami sg zwigzkami o budowie flawanoiddw,
ktére w pozycji 3 piersScienia oksanowego zawierajg grupe hydroksylowa. Zawieraja
ponadto co najmniej cztery grupy hydroksylowe. Dwie znajdujg sie w pierscieniu A, a
dwie w pierscieniu B. Katechiny posiadajg zatem strukture pentahydroksypolifenolu.
Zwigzki tego typu moga mie¢ dwie rézne konfiguracje: katecholowg i epikatecholowa.
Katechiny i epikatechiny réznig sie miedzy sobg przestrzennym usytuowaniem grupy
hydroksylowej przy weglu w pozycji 3.

W pierScieniu B moga znajdowac sie rowniez trzy grupy hydroksylowe, a
zwigzek taki zwany jest galokateching. Ponadto grupy hydroksylowe katechin fatwo
ulegajg estryfikacji kwasem galusowym. Kwas ten estryfikuje grupe -OH przytgczong
do pierScienia oksanowego w pozycji 3. W wyniku tej reakcji powstkjg galusany
katechin [111].

Wzor strukturalny dla katechin ustalit Freundenberg [33],

OH
OH OH

(+) - katechina (C) (-) - epikatechina (EC)



OH OH

(+) - galokatechina (GC) (-) - epigalokatechina (EGC)

OH OH

(-) - galusan epikatechiny (ECG) (-) - galusan epigalokatechinyi(EGCG)

Katechiny i ich polimery obecne sg w duzych iloSciach w korze Swierkdw,
kasztana szlachetnego czy eukaliptusa. Owoce, w ktorych wystepujg to gtdwnie aronia,
wisnie, czarne porzeczki, jabtka oraz winogrona. Z tych ostatnich wytwarzane jest
wino, w ktérym zwarto$¢ polifenoli siega 2 -3 mg/l z czego 20% stanowi katechina i
jej estry z kwasem galusowym, a 50% polimery katechiny (proantycyjanidyna i tanina).
W pozywieniu bogatym Zrédtem katechin jest kakao i wykonywana z niego czekolada.
Bogate w produkty kondensacji katechin sg egzotyczne surowce i preparaty np.
indyjskie znane pod nazwg Katechu i Kino. Najbardziej rozpowszechnionym i znanym
zrodtem katechin sg liscie herbaty (Camellia sinensis). Terapeutyczne dziatanie herbaty,
zwlaszcza zielonej, wigze sie gtownie z zawartymi w niej katechinami. Zwigzki te
posiadajg wiasciwosci antyoksydacyjne znacznie silniejsze niz zwigzki dotychczas
uwazane za silne antyutleniacze takie jak np. glutation, kwas askorbinowy, tokoferol,
butylohydroksytoluen czy mannitol. Zdolnosci antyoksydacyjne katechin wynikajg z ich
budowy. Posiadajg one strukture 3, 5, 7, 3’, 4’ - pentahydroksypolifenolu. Obecnos¢
tylu grup hydroksylowych nadaje katechinom silne wiasciwos$ci antyoksydacyjne. O

zdolno$ciach antyoksydacyjnych w najwiekszym stopniu decyduje obecnos$¢ dwoch



grup hydroksylowych w pierscieniu B przy weglu 3’ i 4\ Stwierdzono, ze zdolnosci
antyoksydacyjne grupy hydroksylowej w pozycji 5’ zalezg od warunkow otoczenia - w
Srodowisku lipofilowym grupa ta nie wptywa na potencjat antyoksydacyjny, natomiast
w Srodowisku wodnym moze zwiekszyC zdolnosci antyoksydacyjne katechin.
Aktywno$¢ antyoksydacyjna katechin zalezy réwniez od ich stereochemii. Epikatechiny
mimo niewielkiej roznicy w budowie, wykazujg znacznie wigksze zdolnosci
antyutleniajgce. W zwigzku z tym najsilniejsze wiasciwosci antyoksydacyjne wykazuje
galusan epigalokatechiny i galusan epikatechiny, a mniejsze odpowiednio
epigalokatechina, epikatechina, katechina i kwas galusowy. ZdolnoSci redukcyjne
katechin sg Scisle uzaleznione od pH S$rodowiska. Epigalokatechina wykazuje wyzszy
potencjat redukcyjny w roztworach o kwasnym pH niz w roztworach o odczynie
obojetnym czy zasadowym, natomiast inne katechiny wykazujg tendencje odwrotng i w
Srodowisku kwasnym majg nizszy potencjat redukcyjny niz w pH obojetnym i
zasadowym. Na podstawie badan stwierdzono, ze antyoksydacyjne dziatanie ekstraktu
katechin jest znacznie silniejsze niz wynikato by to z dziatania pojedynczych zwigzkdw.
Wiasciwosci antyoksydacyjne katechin objawiajg sie przede wszystkim zdolno$cig do
hamowania generacji wolnych rodnikow, wychwytywania wolnych rodnikow oraz
chelatowania  jondw metali ciezkich bedacych katalizatorami reakcji
wolnorodnikowych. Rodniki katechinowe majg nizsze potencjaty redoks niz wolne
rodniki tlenowe, dlatego katechiny moga wychwytywaé powstajgce w organizmie
wolne rodniki takie jak: rodnik hydroksylowy, anionorodnik ponadtlenkowy, rodniki
nadtlenkowe i lipidowe. Zdolno$¢ katechin do wychwytywania rodnikéw zwigzana jest
z posiadaniem struktury di- lub trihydroksylowej pierscienia B, ktora zapewnia
stabilizacje formom rodnikowym. Katechiny, ze wzgledu na zdolno$¢ chelatowania
jonébw metali przejsciowych (zelaza i miedzi) bioragcych udziat w reakcjach
wolnorodnikowych, obnizajg stezenie tych jondéw w organizmie. Zdolno$¢ do
chelatowania jonow Fe2' posiadajg cztery z katechin, przy czym najsilniejsze
wiasciwosci chelatujagce posiada EGCG, mniejsze dziatanie wykazuje EGC, a
najmniejsze ECGIEC [6,110,111].

Mechanizmy reakcji wychwytywania rodnikéw tlenowych przez poszczegdlne

katechiny przedstawiajg ponizsze schematy:
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Przeglad metod oznaczania (+)-katechiny

Tabela 7. Metody wykorzystujgce technike spektrofotometrii UV - VIS

Wybrane parametry metody

Pomiar absorbancji = 425 nm) kompleksu powstatego
w reakcji analitu z azotynem sulfanilowym

Pomiar absorbancji (Xmex= 637 nm) kompleksu powstatego
w  reakcji analitu z 4-dimetyloamino aldehydem
cynamonowym (DMACA)

Pomiar absorbancji zwigzku kompleksowego powstatego po
zmieszaniu metanolowych roztworéw (+)-katechiny i FeClI3,
w Srodowisku alkalicznym (25% roztwdr amoniaku),
(>mex = 560 nm)

Pomiar absorbancji (a™* = 500 nm) produktu reakcji analitu
z 12% metanolowym roztworem waniliny

Pomiar absorbancji produktu reakcji analitu z:
-4-aminofenolem (Knax - 600 nm)

-rezorcynolem (Xntx= 420 nm)

-kwasem fosforomolibdenowym (/.n&x= 680 nm)
-odczynnikiem Folin Ciocalteu (-me* = 650 nm)
-dichlorowodorkiem p-fenylenodiaminy (Xnax=525nm)

Tabela 8. Metody wykorzystujace technike chromatografii cienkowarstwowej

Wybrane parametry metody

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60 F24 (HPTLC).
celuloza F

-faza ruchoma: chloroform-mroéwczan etylu-kwas
mréwkowy, (50:40:10)

-detekcja: densytometryczna, /.n&x= 277 nm

Analizowany materiat

kietki herbaty

suma katechin w osoczu

preparat farmaceutyczny
Catergen

ocet winny

preparaty farmaceutyczne

Analizowany materiat

materiat roslinny
(Pale catechu)

\Y

Lit.

112

113

114

115

116

Lit.

117



-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60

-faza ruchoma: octan butylu-kwas mréwkowy-woda,
(18:1:1)

-detekcja: spryskanie 1% roztworem waniliny w stezonym
HCI, pomiar densytometryczny przy Xmex= 510 nm ,

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy G 60, na podtozu
aluminiowym

-faza ruchoma: octan butylu-kwas mrowkowy-woda,
(16:1:1)

-detekcja: spryskanie 1% roztworem waniliny w stezonym
HCI, pomiar densytometryczny przy ?.nex= 510 nm ,

-faza  stacjonarna: zel krzemionkowy chemicznie
modyfikowany (HPTLC CN. HPTLC NH2 HPTLC RP-
18W)

-faza ruchoma: aceton-lodowaty kwas octowy, (93:7) oraz
woda-metanol-kwas mrowkowy, (84:15:1) oraz woda-
dioksan, (10:1) oraz 15% kwas octow>r oraz toluen-
mroéwczan etylu-kwas mrowkowy, (5:4:1)

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60 F2s4

-faza ruchoma: octan etylu-woda-kwas mrowkowy-kwas
octowy, (25:4:0,6:0,4)

-detekcja: densytometryczna 254 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy

-faza ruchoma: chloroform-mrdéwczan etylu -n-butanol-
kwas mrowkowy

-detekcja: Swiatto UV (k = 254 nm), pomiar powierzchni
plam

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60 F254 (HPTLC)
-faza ruchoma: chloroform-octan etylu-metanol-toluen-
kwas mrowkowy, (6:4:2:1:1)

-detekcja: densytometryczna Mrax= 280 nm

Tabela 9. Inne metody oznaczania (+)-katechiny.

Metoda

Spektrometria w podczerwieni (JSTIR

Kapilarna elektroforeza
Chromatografia cieczowa z spektrometrig mas

Chromatografia gazowa z spektrometrig mas

Wysokosprawna chromatografia cieczowa. HPLC

Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

Woltamperometria i amperometria

Amperometria i potencjometria

preparat farmaceutyczny -
Catergen

materiat roslinny (kora drzew i
krzewow)

materiat roslinny - kora

materiat roslinny

zielona herbata

zielona herbata,
Pale catechu

Analizowany materiat

herbata
herbata
herbata (zielona, czarna)
osocze krwi
wino
nasiona kakaowca
osocze krwi
pestki wingron
herbata: zielona, oolong, pu -

erh, czarna

zielona i czarna

wino

114

118

119

120

121

122

Lit.
123

92,124
125

126
127
128
129
130
od 100
do 104

105

131
132



1.3. Garbniki

Definicja i klasyfikacja

Garbniki to polifenolowe, wielkoczgsteczkowe (masa czgsteczkowa od 500 do
3000), bezazotowe substancje naturalne. Sa to zwigzki o r6znej budowie chemicznej,
ktore taczy szereg wspolnych wihasciwosci tj. dziatanie $ciagajace, zdolno$¢ wigzania
sie z biatkami, metalami ciezkimi i alkaloidami. Substancje te sg od dawna stosowane
do garbowania skory, czyli przemiany surowej skory zwierzecej w rzemien albo trwalg

skore przemystowa. Rozrdznia sie dwa typy zwigzkdw garbnikowych:

a) garbniki hydrolizujgce (pirogalolowe, tanoidy) - zawierajg w swej czasteczce
cukry lub alkohole wielowodorotlenowe, zestryfikowane czasteczkami kwasu
galusowego (galotaniny), elagowego (elagotaniny), lub innych polifenolokwaséw (np.:

pochodnymi kwasu kawowego)

b) garbnik! nie hydrolizujgce (skondensowane, pirokatechinowe) - sg zbudowane z
czasteczek flawanow, gtdéwnie katechin, leukoantocyjanidyny i ich analogéw. W
Srodowisku stabo kwasnym zwigzki te ulegajg tatwo polimeryzacji lub polikondensacii,

przechodzac w bezpostaciowe, rozpuszczalne w wodzie oligomery.

Zasadnicza rdoznica miedzy obu grupami wynika z reakcji w Srodowisku
kwasnym. Tanoidy ulegajg hydrolizie do fenolokwaséw, cukrow badZ alkoholi
wielowodorotlenowych, a garbniki skondensowane pod wptywem czynnikow
hydrolizujacych tworzg polimery wysokoczasteczkowe, nazywane flobafenami, o
zabarwieniu czerwonobrunatnym [6,11,133-135].

Wystepowanie

Garbniki sg szeroko rozpowszechnione w $Swiecie roslinnym. Nie wystepujg one
pojedynczo, lecz w skomplikowanych mieszaninach, r6znych w zalezno$ci od wieku i
okresu wegetacji rosliny. Zwigzki hydrolizujgce wystepujg rzadziej niz skondensowane
i znajduja sie gtownie w roslinach nagozalgzkowych i okrytozalgzkowych. Garbniki

skondensowane wystepuja przede wszystkim w ro$linach naczyniowych.



Typowo garbnikowymi surowcami sg: kigcze wezownika, liscie orzecha
wioskiego, owoc borowki czernicy, kigcze pieciornika, liscie herbaty i kora debowa.

W pozywieniu bogatym zrodtem garbnikdéw jest kakao, czerwone wino i
herbata. Bogate w tego typu zwiazki sg owoce, np.: jabtka, truskawki, zurawiny,
winogrona. W niedojrzatych owocach jest ich znacznie wiecej niz w dojrzatych, zas w
przetworach owocowych ilo$¢ garbnikow jest znacznie mniejsza, niz w surowcu, gdyz
sg to zwigzki niestabilne i ulegajg znacznym stratom w procesie przetwarzania
[11,136,137]

W roslinach garbniki odgrywaja role substancji obronnych przed bakteriami,

grzybami patogennymi i zwierzetami trawozemymi.

Wiasciwoscifizykochemiczne

Garbniki sg zwigzkami statymi, bezpostaciowymi, o stabo kwasnym odczynie i
cierpkim, Sciggajagcym smaku. Substancje te dobrze rozpuszczajg sie w wodzie,
metanolu, etanolu oraz acetonie, natomiast nie rozpuszczajg sie w eterze, chloroformie
I benzenie. Zwigzki te tworzg osady z solami metali ciezkich, alkaloidami, biatkami,
zelatyna, S$luzami i pektynami. Ogolng reakcjg barwnag garbnikdéw jest tworzenie
ciemnoniebieskich lub zielonych potgczen z solami zelaza (l11). Garbniki nie sg
zwigzkami trwatymi i w wyniku samokondensacji, enzymatycznej polimeryzacji i
utleniania tlenem z powietrza, bezbarwne lub zwykle stabo zabarwione zwigzki,
przechodza w ciemno zabarwione, trudniej rozpuszczalne, fizjologicznie mniej czynne
produkty oksydacji i kondensacji, zwane flobafenami [6,11,138].

Sposréd wielu reakcji stuzagcych do wykrywania garbnikéw kilka nalezy do
szerzej stosowanych. Garbniki odrézni¢ mozna od innych zwigzkéw za pomocg reakcji
z zelatyng. Reakcja polega na tworzeniu potgczen addycyjnych grup fenolowych
garbnikbw z grupami aminowymi lub amidowymi czasteczek biatka. W celu
stwierdzenia obecnosci garbnikow stosowany jest réwniez odczynnik Mitchella
(siarczan zelaza (111), winian sodowo - potasowy). Po dodaniu do wyciggu odczynnika i
octanu sodu, ogrzaniu , a nastepnie ochtodzeniu, wytraca sie purpurowy, fioletowy lub
czarny osad, nierozpuszczalny w goracej wodzie, etanolu i roztworze amoniaku.

Garbniki hydrolizujgce odrdznia od skondensowanych zdolno$¢ do hydrolizy
pod wptywem kwasOw, zasad lub enzymu tannazy. Garbniki obu grup odrézni¢ mozna

rowniez na podstawie wielu reakcji, z ktorych najwazniejsze to:



reakcja z solami zelaza (IIl) - garbniki hydrolizujagce dajg zabarwienie

niebieskie, garbniki skondensowane - zielone. Wynik reakcji zalezny jest od

potozenia grup hydroksylowych w pierScieniu benzenowym. W przypadku

wystepowania obu grup garbnikow, nawet mala ilos¢ garbnikow

hydrolizujgcych daje zabarwienie granatowe, maskujace barwe zielong. Reakcja

ta jest mato specyficzna, gdyz inne zwigzki zawierajgce grupy hydroksylowe

moga reagowac w podobny sposab.

reakcja z waniling w kwasie solnym - garbniki skondensowane dajg

czerwonomalinowe  zabarwienie. W  obecnoSci  wylgcznie  garbnikdw

hydrolizujgcych zabarwienie nie wystepuje.

reakcja z formaldehydem i kwasem solnym - powstanie osadu (po gotowaniu

przez pdl godziny), wskazuje na obecnos¢ garbnikdéw skondensowanych

reakcja z wodg bromowa - garbniki skondensowane dajg osady, natomiast

hydrolizujgce tworzg potaczenia rozpuszczalne, wytracajgce sie dopiero przy

nadmiarze bromu.

Whyniki tych reakcji rzadko sg catkowicie jednoznaczne, zwiaszcza w przypadku
mieszaniny roznych garbnikéw. Z tego wzgledu zachodzi potrzeba stosowania kilku

roznych prob w celu otrzymania pewnych wynikow badan [110,133].

Wiasciwosci biologiczne ifarmakologiczne

Dziatanie farmakologiczne garbnikdéw faczy sie z ich ogdlnymi wihasciwo$ciami
laczenia sie z biatkami. Scinajg one powierzchownie $luzéwke, tworzac
nierozpuszczalng warstewke ochronng, szczeg6lnie w miejscach uszkodzonych lub
podraznionych. Sluzéwka traci swa normalnie miekka konsystencje, Kkurczy sie,
zapobiegajac powstawaniu standéw zapalnych pod wplywem bodZcow chemicznych,
bakteryjnych badZz mechanicznych. Garbniki odwadniaja widkna nerwowe, dziataja
stabo znieczulajgco, znosza odruchy bdlowe, jak pieczenie, i swedzenie, towarzyszace
stanom zapalnym. Dzialajg takze przeciwprzesiekowo, przeciwobrzekowo i
przeciwzapalnie. Garbniki denaturujg réwniez biatka krwi, aglutynujg Kkrwinki,
utatwiajg powstawanie skrzepow witoknikowych.

Utrudniajac przeptyw przez kapilary zwigzki garbnikowe hamujg przenikanie do
glebszych warstw skory i do krazenia trujacych produktow rozpadu tkanek oraz hamujg
wchianianie ze $wiatta przewodu pokarmowego matabolitow pokarmowych lub toksyn
pochodzenia bakteryjnego.



Zdolno$¢ taczenia sie garbnikdw z pewnymi zwigzkami - nie zawsze jest
korzystna dla zdrowia, gdyz powstajgce kompleksy sg czasami formg unieczynniania
cennych skladnikéw pozywienia tj. niektore witaminy (Bi) oraz pierwiastki (Mg, Ca,
Fe, Zn, Se, Mn). Garbniki tworzagc wigzania z alkaloidami (berberyna, strychnina,
papaweryna) oraz metalami ciezkimi (Pb, As, Cr, Cd) chronig organizm przed
zatruciami.

Z powinowactwem garbnikbw do biatek wigze sie ich aktywno$¢
przeciwwirusowa. W doSwiadczeniach nad zwierzetami wykazano, ze hamujg one
replikacje wirusa HIV oraz jego adsorpcje na powierzchni komorek, a takze hamujg
wzrost wirusa opryszczki.

Garbniki wykazujg aktywnos$¢ przeciwutleniajaca. Pochodne kwasu elagowego i
oligomery garbnikow skondensowanych posiadajg silne dziatanie wychwytujgce wolne
rodniki, znacznie silniejsze niz kwas askorbinowy i tokoferole.

- Pochtanianie promieniowania UV w zakresie 240 - 290 nm i czeSciowo w
zakresie 290 - 320 nm przez garbniki chroni organizm ludzki przed szkodliwymi
skutkami promieniowania nadfioletowego 1 przed promieniowaniem jonizujacym.
Ponadto garbniki wigzg promieniotwdrczy stront i neutralizujg wolne rodniki bedace
skutkiem promieniowania.

W obecnosci niektérych czynnikbw mutagennych i kancerogennych, np.
benzopirenu, garbniki dziatajg ochronnie, wigzac sie z jego rakotworcza pochodna,
ktora dziata na DNA wywotujac mutacje.

Zewnetrznie stosuje sie surowce garbnikowe w postaci wyciagéw wodnych lub
alkoholowych nalewek, do: ptukanek, przemywan i pedzlowan skéry oraz bion
Sluzowych, w zranieniach powierzchniowych, otarciach naskorka, oparzeniach,
odmrozeniach, w opryszczce, zapaleniu dzigset, anginie i innych infekcyjnych stanach
zapalnych jamy ustnej. W zastosowaniu wewnetrznym surowcow garbnikowych uzywa
sie gtownie jako leki przeciwbiegunkowe. Najczesciej uzywa sie potgczenia garbnikow
z biatkami (np. biatczan taniny), ktére wolno uwalniajg garbnik nie draznigc blony
Sluzowej zotgdka.

Dostarczenie organizmowi zbyt duzej iloSci garbnikow jest niepozadane.
Omawiane substancje nadmiernie wigzac zelazo mogg przyczyni¢ sie do powstawania
anemii. Mogga tez powodowaé podraznienia bton Sluzowych zotadka i jelit, wywotac
biegunki lub zaparcia na przemian. Garbniki hydrolizujace wykazujg w wiekszych
dawkach dziatanie hepatotoksyczne. Uszkodzenie watroby moze wystgpi¢ nawet po



zewnetrznym zastosowaniu garbnikow na rozlegte uszkodzenia skory i bton sluzowych.
Nastepuje wtedy wchioniecie garbnikow do krwioobiegu przez pekniete naczynka
wiosowate, co daje mozliwos¢ uszkodzenia watroby. Garbniki sg rowniez toksyczne po
wstrzyknieciu do krwioobiegu, gdyz wytracajg biatka krwi. Sg to wiec zwiazki, ktore
zarbwno w lecznictwie, jak i w pozywieniu powinny byC stosowane z umiarem
|7,11,133,137,139]. Preparaty farmaceutyczne zawierajgce garbniki powinny by¢
standaryzowane, aby zapewni¢ stato$¢ ich skiadu, skuteczno$¢ i bezpieczenstwo
stosowania.

W kosmetyce garbnikow uzywa sie w kapielach przeciwpotowych, do produkcji
mydet leczniczych i szamponow przeciwtupiezowych, do przeciwtojotokowych i
przeciwtradzikowych maseczek kosmetycznych oraz w kremach chronigcych skoére

przed promieniami UV [3].
1.3.1. Kwas taninowy

Tanina to jeden z najbardziej pospolitych garbnikow. Jest glikozydem kwasu
galusowego i glukozy, otrzymywanym z debianek - patologicznych naro$li na lisciach
debow, wywolywanych przez pasozytnicze owady. Tanine tureckg otrzymuje sie z
debianek zbieranych z lisci debu Ouercus infectoria, wywotywanych przez czerwie
btonkdéwki, a tanine chinska z debianek na lisciach sumaku Rhus semialata,
powodowanych przez mszyce. Na lisciach debow rosnacych w Polsce btonkéwka
powoduje réwniez tworzenie debianek, lecz o znacznie mniejszej zawartosci taniny
[136]

Wydzielona i oczyszczona tanina ma posta¢ zétego, biatego lub brunatnego,
bezpostaciowego proszku. Jest bezwonna lub o stabym zapachu i cierpkim, $ciggajagcym
smaku. Substancja bardzo tatwo rozpuszcza sie w wodzie, acetonie, alkoholu etylowym
oraz 80% glicerolu, natomiast bardzo trudno rozpuszcza sie w benzenie, chloroformie i
eterze dietylowym [32], Tanine zwykle opisuje sie wzorem sumarycznym C7eH5204s.
PoszczegOllne gatunki taniny moga roznic sie iloscig reszt kwasu galusowego lub jego
pochodnych estryfikujacych glukoze. Kwas taninowy mozna opisa¢ nastepujacym

wzorem strukturalnym:



Kwas taninowy ze wzgledu na swoje wiasciwosci Sciggajace, przeciwzapalne,
zapierajgce | hamujace drobne krwawienia, jest stosowany zewnetrznie pod postacig
etanolowych wyciagdw i nalewek np.: do pedzlowania dzigset, na drobne skaleczenia,
do plukania gardla przy anginie. Tanina drazni przewod pokarmowy i uszkadza
watrobe, rzadko bywa wiec podawana wewnetrznie, natomiast w biegunce, niezycie
zotadka, matych krwawieniach oraz zatruciach pokarmowych stosuje sie jej potaczenie
z biatkiem - Tanninum albuminatum (biatczan taniny), dziatajacy tagodniej [140,141].

W kosmetyce tanina jest skladnikiem preparatow stosowanych przeciw
nadmiernemu poceniu si¢, a ponadto preparatow uzywanych w przypadkach oparzen
stonecznych oraz odmrozen, co jest zwigzane z jej wiasciwosciami przeciwzapalnymi.
Obecno$¢ taniny w takich preparatach prowadzi do wytworzenia na powierzchni



podraznionej skory powtoki ochronnej w formie skoagulowanego biatka. W obrebie
utworzonej powtoki naczynia krwionosne kurczg sig, co zmniejsza wysieki i ogranicza

obszar objety ogniskiem stanu zapalnego [41],

Przeglad metod oznaczania kwasu taninowego

Tabela 10. Metody wykorzystujgce technike spektrofotometrii UV - VIS

Wybrane parametry metody Analizowany materiat Lit.

Kwas taninowy utleniano Br2 ktoérego nadmiar byl
redukowany 1 tworzac 12 Stezenie powstatego _I2 debianki 142
rozpuszczonego w etanolu oznaczano przez pomiar
absorbancji proby przy Xmax= 289 nm

Kinetyczno - spektrofotometryczng metoda oparta na

katalizujacym efekcie jaki kwas taninowy wywiera na preparaty chinskiej medycyny 143

utlenianie czerwieni propylowej za pomoca K103 naturalnej

W oznaczaniu kwasu taninowego wykorzystano odczynnik materiat roslinny 143
Folin - Ciocalteu, (Xmax= 760 nm) wino 145

Pomiar absorbancji (Xrtiax= 527 nm) produktu reakcji analitu

z biekitem tetrazoliowym w $rodowisku zasadowym ( 2M herbata 146

NaOH)

Pomiar absorbancji ("~rex= 600 nm) produktu reakcji analitu 147

z 0,2% metolem i 5 M K2Cr20 7 1

Biatko reaguje z analitem (bufor octanowy), powstaty

kompleks ulega hydrolizie (13,5M NaOH, 120 °C, 20 min.), .

a nastepnie po zakwaszeniu reaguje z roztworem liscie debu 148

ninhydryny. Pomiar aborbancji przy =570 nm

Tabela 11. Metody wykorzystujgce technike chromatografii cienkowarstwowej

Wybrane parametry metody Analizowany materiat Lit.
-faza stacjonarna: zel krzemionkowy G
-faza ruchoma: chloroform-octan etylu-kwas octowy 149
(50:50:1)

-detekcja: pary jodu. chlorek zelaza (111)
-faza stacjonarna: Silufol
-faza ruchoma: benzen-metanol-bezwodny kwas octowy,

(45:8:15)

-detekcja: zdrapywano plamki analitu, wymywano 150
goragcg wodg dodawano 1% roztwor molibdenianu

amonu i bufor octanowy, pomiaru absorbancji

dokonywano przy (” iax= 364 nm)



Tabela 12. Inne metody oznaczania kwasu taninowego.

Metoda Analizowany materiat Lit.
Spektrometria absorpcji atomowej (AAS) wino 151
preparaty farmaceutyczne,
Chemiluminescencja 152
mocz, woda
Kapilarna elektroforeza oliwa z oliwek 153
ptyny biologiczne 154
piwo 155

Wysokosprawna chromatografia cieczowa. HPLC orébki biologiczne: mocz.

surowica krwi, jelita 156

Amperometria herbata, deblankl 157
Woltamperometria wino 107
Polarografia materiat roslinny 158

1.4. Wyodrebnianie zwigzkow fenolowych z materiatow

roslinnych

Rozdrobniony surowiec roslinny na wstepie odtluszcza sie w aparacie Soxhleta,
eterem naftowym. Do dalszych badan stosuje sie najczesciej wyciggi wodne (wrzgca
woda) lub alkoholowe. Garbniki z materiatu roslinnego mozna réwniez ekstrahowac¢ 60
- 80 % acetonem, po czym zageszczony wyciag rozpuszcza¢ w wodzie.

Wyciagi z surowcOw rodlinnych zawieraja obok garbnikow zwigzki
towarzyszace, ktore mogag reagowac z wieloma odczynnikami w sposob podobny do
garbnikow. Z tego wzgledu zachodzi potrzeba wstepnego oczyszczenia wyciggu. W
tym celu stosuje sie ekstrakcje eterem etylowym i octanem etylu. Ekstrakcja eterem
pozwala na oddzielenie wolnego kwasu galusowego i flawonoidowych potaczen
nieglikozydowych, ale rownocze$nie powoduje rozpuszczenie sie w eterze niektorych
zwigzkéw garbnikowych. Ekstrakcja octanem etylu prowadzi do usuniecia z wyciggu
flawonoidéw oraz garbnikéw hydrolizujacych, a takze czeSciowo i garbnikdw
katechinowych. Ze wzgledu na r6zng budowe chemiczng zarowno metody wstepnego
oczyszczania, jak i dalszego rozdziatu wyciggow garbnikowych powinny by¢ dobierane

indywidualnie dla kazdego surowca [110,138,159].



Sporzadzanie wyciagdw z materiatu roslinnego do badania obecnosci kwasow
fenolowych jest rézne i zalezy od substancji towarzyszacych. Fenolokwasy ze wzgledu
na rozpuszczalno$¢ znajduja sie w ekstrakcie alkoholowym lub wodnym, obok cukrow,
glikozydow, garbnikow i innych skfadnikow rozpuszczalnych w wodzie i alkoholu.
Stosunkowo najprostsza metoda zapewniajaca jednoczesnie rodzimg postaé¢ sktadnikéw
jest ekstrakcja Swiezego surowca po uprzedniej stabilizacji alkoholem. Stabilizowany
surowiec suszy sie lub przeprowadza wyczerpujacag ekstrakcje 80 - 85% wrzacym
metanolem lub etanolem. Nalezy jednak wzigé pod uwage, ze dtuzszy kontakt surowca
z alkoholem moze powodowac estryfikacje. Z otrzymanego wyciggu oddestylowuje sie
rozpuszczalnik a pozostatos¢ wytrawia porcjami goracej wody, po czym odstawia na
24 h w temperaturze pokojowej w celu wytracenia substancji balastowych. Przesgcz
wodny odttuszcza sie eterem naftowym oraz dodatkowo przemywa chloroformem w
celu usuniecia resztek chlorofilu i zywic. Nastepnie roztwory wodne ekstrahuje sie
wyczerpujaco eterem dietylowym. Z potgczonych wyciggow eterowych oddestylowuje
sie rozpuszczalnik i wyodrebnia frakcje zawierajace wolne kwasy fenolowe. Pozostaty
roztwor wodny poddaje sie hydrolizie - kwasowej i zasadowej, celem wyizolowania
reszty kwaséw fenolowych uwolnionych w wyniku hydrolizy. Nowoczesne metody
wyodrebniania kwasow fenolowych z surowego ekstraktu obejmujg wstepne
oczyszczanie (usuwanie balastow) za pomocg chromatografii rozdzielczej kolumnowej
(zel krzemionkowy, celit) oraz jonowymiennej przy jednoczesnej kontroli toku
oczyszczania przez chromatografie bibutowa. Na tej drodze udaje sie niejednokrotnie
uzyskaC rozdzielenie na szereg frakcji, z ktorych wyodrebnienie poszczegolnych
kwasOw opiera sie na ponownym zastosowaniu chromatografii kolumnowej, bibutowej
preparatywnej oraz zastosowaniu zwyktych metod analizy jakosciowej [160,161].



2. Alkaloidy - wiasciwosci, metody oznaczania.
Definicja i podziat klasyfikacyjny

Nazwe alkaloid przypisuje sie roslinnym substancjom azotowym o charakterze
zasadowym, o mniej lub bardziej silnym dziataniu fizjologicznym, ktorych fragment
azotowy zawiera heterocykliczny azot i biogenetycznie pochodzi z aminokwasu lub
substancji bedacej bezposrednig pochodng aminokwasu (np. odpowiedniej aminy), a
takze kwasu nikotynowego lub antranitowego. Substancje te sg zaliczane do tzw.
wtornej przemiany materii u roslin. Jednakze nalezy wspomnie¢, ze:

- sg znane rowniez zwigzki alkaloidowe u Zwierzat (np. samandaryna u salamandry )
nie wszystkie alkaloidy majg charakter zasadowy, niekiedy sg to zwigzki obojetne
(np. niektore puryny, kolchicyna),
do alkaloidéw zaliczamy réwniez zasadowe substancje azotowe, nie majgce azotu w
pierscieniu heterocyklicznym, np. efedryna [11]

Wskutek skomplikowanej budowy alkaloidow nie mozna przeprowadzi¢
wyraznego i jednoznacznego ich podzialu w oparciu o strukture chemiczng. Za
podstawe Kklasyfikacji chemicznej przyjmuje sie najczesciej budoweI gtéwnego,
zawierajgcego azot, ukfadu czasteczki alkaloidu. Zgodnie z takim zatozeniem alkaloidy
dzielimy na nastepujace grupy [33]:

1) alkaloidy zawierajace azot nie wchodzacy w skilad pierscienia, np.: L-efedryna,
meskalina, gordenina, kolchicyna.

2) pochodne pirolu, np.: pirolidyna, N-metylopirolidyna

3) pochodne 1-metylopirolizydyny, np.: platyfilina

4) pochodne pirydyny i piperydyny, np.: koniina, arekaidyna, arekolina, alkaloidy
lobelii

5) alkaloidy zawierajace nieskondensowane piecio- i szeSciocztonowe pierscienie
azotowe, np.: nikotyna

6) alkaloidy z dwoma nieskondensowanymi szesSciocztonowymi pierscieniami
zawierajgcymi azot, np.: anabazyna

7) alkaloidy o skondensowanych piecio- i szeSciocztonowych pierscieniach
zawierajacych azot, np.: atropina, kokaina

8) alkaloidy zawierajace dwa skondensowane pierScienie piperydynowe, np.:

pseudopelletieryna



9) pochodne chinoliny, np.: chinina, cynchonina, chinidyna, cynchonidyna

10) pochodne izochinoliny, np.: morfina, kodeina, tebaina; alkaloidy grupy Kkurary;
cefalina, emetyna

11)pochodne indolu, np.: strychnina i brucyna

12)pochodne imidazolu, np.: pilokarpina

13) alkaloidy zawierajgce uktad purynowy, np.: teobromina, teofilina, kofeina

14)alkaloidy sterydowe (pochodne cyklopentenofenantrenu), np.: solanina; alakloidy
ciemiezycy

Wystepowanie

Alkaloidy wystepujg przede wszystkim ws$rdéd organizméw  roslinnych.
SzczegOlnie czesto spotykamy je u jednolisciennych (zwiaszcza traw i liliowcow) oraz
dwulisciennych. [162,163], Alkaloidy wystepujg najczesciej w pewnych okre$lonych
czesciach rosliny, na przyktad alkaloidy krzewu herbacianego w lisciach [11].

Zawartos¢ alkaloidéw w roslinie jest rozna, zaleznie od rejonu, klimatu, pory
roku, nastonecznienia i czasu zbioru. Ocenia sie, ze synteza alkaloidow zachodzi w
15 - 20% wszystkich gatunkow roslin [162]. v

Wihasciwoscifizykochemiczne

Historycznie nazwa alkaloidy wywodzi sie od stow facinskich: alkali (alkalie) i
oides (podobny), co oznacza podobienstwo do zasad. Byly to bowiem te zwigzki
organiczne, u ktorych po raz pierwszy stwierdzono mozliwos¢ przytaczania przez nie
kwasow [164],

W czasteczkach alkaloidow wystepuja uktady cykliczne, przy czym najczesciej
sg to pierScienie heterocykliczne z atomami azotu, typu pirydyny, piperydyny,
chinoliny, izochinoliny, puryny, tropanu i steroli. Azot zawarty w zwigzkach
alkaloidowych w wiekszosci przypadkéw wystepuje w postaci aminy Ill-rzedowej,
czasem Il i IV-rzedowej. Poza tym w skiad czasteczki wchodzi wegiel, wodér oraz
niekiedy tlen, siarka i potas. Zwigzki zawierajgce grupy tlenowe sg na ogo6t
substancjami statymi, krystalicznymi (wyjatek stanowig m.in. pilokarpina i arekolina,
ktore sg cieczami). Zwigzki beztlenowe sg czesto ptynne i lotne, np. Kkoniina, nikotyna
[11,162,165]



Alkaloidy jako zasady trudno rozpuszczajg sie w wodzie, a tatwo w
rozpuszczalnikach organicznych, takich jak alkohole, chloroform, eter [29,44] Sole
alkaloidow zazwyczaj ‘tatwiej rozpuszczajg sie w wodzie, a trudniej w
rozpuszczalnikach organicznych [11], Wiekszo$¢ alkaloidow wystepuje w roslinach w
postaci glikozydow oraz potaczen z kwasami organicznymi (rzadziej nieorganicznymi).
Szczegolnie czesto z alkaloidami zwigzane sg kwasy: jabtkowy, cytrynowy,
szczawiowy, bursztynowy [27,33]. Alkaloidy sg na ogo6t substancjami bezbarwnymi, z
nielicznymi wyjatkami destylujg bez rozktadu. Ich cechg charakterystyczng jest gorzki
smak. Wiekszo$¢ alkaloidow jest optycznie czynna. W roslinach wystepujg przewaznie
jako odmiany lewoskretne [11,166].

Bardzo wiele alkaloidow, nawet przy niewielkiej ich zawartosci w wodnym
roztworze daje nierozpuszczalne osady z odczynnikami, ktore otrzymaty nazwe
ogblnych odczynnikow na alkaloidy. Nalezg do nich min. kwas pikrynowy, tanina,
kwas fosforomolibdenowy, fosforowolframowy, zwigzki kompleksowe (K2HgJ4,
K3e(CN)6). Kwas taninowy jest czesto stosowany jako antidotum w przypadkach
zatru¢ alkaloidami, poniewaz nierozpuszczalna sl jaka tworzy z tymi zwigzkami, ulega
bardzo trudno absorpcji w przewodzie pokarmowym. Do identyfikacji stjuzg rowniez
reakcje barwne, gtdwnie z odczynnikami zawierajagcymi stezone kwasy azotowy (V) i
siarkowy (VI) (0. Fréhdego, Mandelina, Marquisa, Wasicky’ego i inne). Ponadto, dla
licznych typow alkaloidéw znane sg odczynniki specjalne, ktére powodujg np.: reakcje
mureksydowa dla alkaloidéw purynowych [11,28,29,33].

Cecha charakterystyczng alkaloidow jest ich wysoka aktywnos$¢ biologiczna, co
powoduje, ze stosowane sg jako leki. Jednakze silny wpltyw alkaloiddw na organizm
ludzki, a zwtaszcza na system nerwowy, stanowi o ich toksycznosci [44].

Alkaloidy znajdujg sie w grupie zwigzkéw pochodzenia naturalnego, u ktérych
zaobserwowano dziatanie onkostatyczne. Najwieksze kliniczne zastosowanie znajduja

dimeryczne alkaloidy indolowe: winblastyna oraz winkrystyna [2,162,167].



2.1. Alkaloidy purynowe

W czasteczce alkaloiddbw pochodnych puryny wyrdznic mozna czion
pirymidynowy (A) skoniugowany z cztonem imidazolowym (B). Substancja
podstawowg kilku zasad purynowych jest ksantyna - pochodna puryny. Ksantyna i jej
pochodne moga wystepowaé w dwodch formach tautomerycznych: laktamowej lub
laktimowej. Zasady purynowe odgrywajg istotna role biologiczng jako skiadniki

kwasow nukleinowych.

Ksantyna

Puryna
6 N OH

N ? N

B fy X 15
N' 4 N
3 u

forma laktajtio forma laktimowa

Sposréd licznych, spotykanych w Swiecie roslinnym pochodnych puryny (np.
guanina, kwas moczowy), tylko niektore sg uwazane za alkaloidy. Sg to teobromina,
teofilina i kofeina. Niekiedy te zwigzki bywajg zaliczane do tzw. pseudoalkaloidow
(wedtug Hegnauera), poniewaz biogenetycznie nie wywodzg sie bezposrednio z
aminokwasOw i nie majg charakteru alkalicznego.

Wspomniane alkaloidy, pomimo ze zawierajg cztery atomy azotu, sg bardzo
stabymi zasadami, gdyz ani oba atomy azotu w pierscieniu pirymidynowym (potozenie
1,3), ani azot w potozeniu 7 nie majg charakteru zasadowego. Poszczegolne alkaloidy
roznig sie miedzy sobg iloScig oraz miejscem podstawienia grup metylowych, a takze
rozpuszczalnoscia.

Specyficzng dla alkaloidow purynowych reakcja jest préba mureksydowa.
Mureksydem okresla sie fioletowo zabarwione sole amonowe kwasu purpurowego.
Zwigzek ten powstaje podczas utleniania pochodnych puryny przebiegajgcego z

rozpadem, przy czym tworzg sie pochodne alloksanu i uramilu. Wskutek nastepnej



kondensacji powstajg pochodne kwasu purpurowego,

charakterystyczne fioletowe zabarwienie [110],
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2.1.1. Kofeina

Budowa, wystepowanie i otrzymywanie

ch3

Kofeina, czyli 1,3,7 - trimetyloksantyna jest gtdwnym alkaloidem nasion
krzewu kawowego (1-2%). Ponadto wystepuje w liSciach herbaty (1-4%), orzeszkach
kola (2,5-5%) [11], a takze nasionach osmety beczkowatej (Paullinia cupana), zwanej
guarang (3-6%) [12,13,168,169] oraz lisciach Yerba Mate (0,8-2,2%) [14,15]. W
matych ilosciach wystepuje takze w innych roslinach, m. in. w krajowym gatunku
Erodium cicutarium (Geraniaceae) [11],

Po raz pierwszy zostata wyodrebniona z ziaren kawy w 1820 roku. Obecnie
gldbwnym  Zrédlem pozyskiwania tego alkaloidu jest dekofeinizacja kawy
przeprowadzana za pomocg dwutlenku wegla w procesie zwanym ekstrakcjg w stanie
nadkrytycznym (SFE) [170],

Wiasciwoscifizykochemiczne

Kofeina jest ciatem statym, o biatych potyskujacych krysztatach w ksztatcie igiet
lub drobnokrystalicznym proszkiem bez zapachu, o gorzkim smaku. Krystalizuje z
jedna czasteczkg wody. Bezwodna kofeina topi sie w temperaturze 234-237 °C, podczas
ostroznego ogrzewania moze sublimowaé. Substancja rozpuszcza sie tatwo w
chloroformie, wrzacej wodzie, roztworach benzoesandéw i salicylanow potasowcow,
stabo rozpuszcza sie w etanolu, zimnej wodzie, trudno w eterze [29], Poniewaz kofeina
nie ma zadnego atomu wodoru zwigzanego z azotem, nie moze tworzy¢ soli z metalami.
W odréznieniu od innych pochodnych ksantyny, nie ma charakteru amfoterycznego,
poniewaz wszystkie atomy azotu sg zmetylowane. Wodne roztwory kofeiny wykazujg
odczyn obojetny. Z kwasami kofeina daje sole, ktére w roztworze wodnym ulegaja
hydrolizie z odczynem kwasowym (cytrynian Kkofeiny). Znacznie trwalsze s3



rozpuszczalne w wodzie sole podwojne kofeiny z benzoesanem sodu lub salicylanem
sodu [170],

Wiasciwosci biologiczne ifarmakologiczne

Kofeina pobudza osrodkowy uklad nerwowy, dziata analeptycznie na osrodek
oddechowy, naczynioruchowy, a takze sfere psychiczng kory mozgowej. Rozszerza
naczynia wiencowe i mdzgowe, przyspiesza procesy myslenia, wzmaga akcje serca,
niweluje uczucie zmeczenia psychicznego i fizycznego [15], Ponadto, substancja ta
pobudza wydzielanie kwasu zotgdkowego, wspomagajac proces trawienia oraz dziata
moczopednie. Z uwagi na takie efekty, kofeina jest stosowana do produkcji napojow
energetyzujacych i pobudzajacych np. dla sportowcow, czy oséb pragnacych zwiekszyc
wydolno$¢ psycho - fizyczng. Wykazano, ze dawki istotnie wptywajgce na poprawe
wydolnosci fizycznej zawierajg sie w granicach od 2 do 5 mg/kg masy ciata [171].
Kofeina nie kumuluje sie w organizmie, jej metabolizm przebiega w watrobie, a okres
biologicznego pottrwania wynosi 2,5 - 4,5 h. Ulega biotransformacji do kwasow
1-metylomoczowego I 1,3-dimetylomoczowego, 7-metyloksantyny i
1,7-dimetyloksantyny. Wydalana jest z moczem w postaci nie zmienionej1(10%) oraz
jako metabolity pochodne kwasu moczowego i ksantyny. Mutagenne dziatanie kofeiny
nie zostato potwierdzone, pomimo stwierdzenia pod jej wptywem pewnych zaburzen
chromosomow. Badania nie wykazaty réwniez szkodliwego dziatania rakotwdérczego i
teratogennego kofeiny. Nadmierne spozycie kofeiny (powyzej 600 mg dziennie) moze
wywotaé zbytnig pobudliwo$¢, uczucie niepokoju, przyspieszenie oddychania, kotatanie
serca, nudnosci i nasilong potliwos¢. Wplywa takze na wzmozone wyptukiwanie
wapnia i magnezu z ukfadu kostnego, co sprzyja rozwojowi osteoporozy.

W preparatach farmaceutycznych, kofeina w postaci tatwo rozpuszczalnych soli
jest stosowana gtownie jako skiadnik lekow fagodzacych bole glowy. Dawka
maksymalna przy podaniu doustnym wynosi 1,5 g. Doustna dawka $miertelna kofeiny
wynosi 10 - 12 g, ale zdarzajg sie przypadki przezycia dawki znacznie wiekszej [44],



Przeglad metod oznaczania kofeiny

Tabela 13. Metody wykorzystujgce technike spektrofotometrii UV - VIS

Wybrane parametry metody

Pomiar absorbancji (X= 420 - 450) produktu reakcji analitu
z kwasem fosforomolibdenowym

Pomiar absorbancji roztworu analitu, po izolacji i wymyciu
z zelu krzemionkowego, przy X = 265 nm

Pomiar absorbancji roztworu analitu. po izolacji i wymyciu
z zelu krzemionkowego, przy X = 272 nm
Pomiar absorbancji roztworu analitu przy X = 275 nm

Spektrofotometria pochodna
-widmo pochodnej pierwszego rzedu, X = 256 mn
-widmo pochodnej dmgiego rzedu. X = 272,5 nm

-widmo pochodnej drugiego rzedu, X = 298,6 nm

Analizowany materiat

preparaty farmaceutyczne

lekarstwa na przeziebienie

preparat farmaceutyczny

preparat farmaceutyczny

preparaty chirfiskiej medycyny
tradycyjnej

kawa

kawa, herbata

Lit.

172

173

174
175

176

177

178

Tabela 14. Metody wykorzystujgce technike chromatografii cienkowarstwowej

Wybrane parametry metody

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy ze strefg koncentracji
-faza ruchoma: metanol-octan etylu, (15:85)

-detekcja: densytometrczna

-faza stacjonarna: RP C8

-faza ruchoma: metanol-woda, (70:30)

-detekcja:  plamki kofeiny zdrapywano, eluowano przy
uzyciu techniki SPE, a nastepnie oznaczano stosujac
spektrometr MS

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60 F24 HPTLC

-faza ruchoma: dichlorometan-metanol, (90:10)

-detekcja: densytometrczna, X = 270 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy G244

-faza ruchoma: octan etylu-woda amoniakalna, (24:1)
-detekcja: densytometrczna. X = 272 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy

-faza ruchoma: chloroform-etanol, (19:1)

-detekcja: Swiatto UV

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60 F24 HPTLC

-faza ruchoma: octan etylu-metanol, (85:15)

-detekcja: densytometrczna, X = 275 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy F24

-faza ruchoma: dichlorometan-octan etylu-etanol-kwas
mrowkowy, (7:4:8:1) lub dichlorometan-octan etylu-etanol,
(5:5:1) lub acetonitryl-chloroform, (1:1)

-detekcja: densytometryczna. X = 274 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60, (Alufolien)

-faza ruchoma: heksan-chloroform-kwas octowy, (4:4:1) lub
etanol-heksan-chloroform-kwas octowy. (12:12:8:1) lub
chloroform-aceton-toluen, (12:5:2)

-detekcja: densytometryczna, X = 280 nm

Analizowany materiat

t
preparaty farmaceutyczne

napoje: Coca-cola, Pepsi

napoje bezalkoholowe, np.:
Coca-cola

mocz, krew

materiat roslinny

preparaty farmaceutyczne

preparaty farmaceutyczne

preparaty przeciwboélowe i
przeciwgoraczkowe

Lit.

179

180

181

182

183

184

185

56



-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60
-faza ruchoma: chloroform-kwas octowy. (3:2) liscie herbaty 186
-detekcja: densytometryczna, X = 280 nm

Tabela 15. Inne metody oznaczania kofeiny.

Metoda Analizowany materiat Lit.
Spektrometria w podczernieni z transformacja Fouriera tzw.hsegfl?[a(;?inks 12;
Fluorymetria syrop na przezigbienie 189
preparaty farmaceutyczne 190
Kapilarna elektroforeza kawa, herbata, coca-cola,

191

kakao
Chromatografia gazowa z spekrometrig mas kawa, herbata, coca-cola 192
kawa 193

herbata: zielona, oolong, pu - od 100
erh, czarna do 104
L czekolada, napoje
Wysok h f HPL

ysokosprawna chromatografia cieczowa, C bezalkoholowe, herbata 194
0socze i mocz 195
osocze i $lina 196
preparaty farmaceutyczne, 197

osocze
Micelarna chromatografia elektrokinetyczna ZyWwnosc, surowica, 198

preparaty farmaceutyczne

Amperometria napoje bezalkoholowe 199
Woltamperometria zmiennopradowa heibata 200
herbata, tzw. soft drinks, 201

Potencjometria
preparaty farmaceutyczne

2.1.2. Teofilina

ch3

Teofilina, czyli 1,3 - dimetyloksantyna, zostata wykryta w 1888 roku przez
Kossela w lisciach herbaty. Jej niewielkie ilosci mozna takze znalez¢ w zarodkach cola

I nasionach kawy.



Tworzy bezbarwne, igietkowate krysztaty lub biaty krystaliczny badz
bezpostaciowy proszek, bez zapachu, o gorzkim smaku. Substancja tatwo rozpuszcza
sie w 10% amoniaku, rozciefnczonych kwasach, wrzacej wodzie i etanolu 95% oraz 5%
roztworze KOH. Trudno rozpuszcza sie w choroformie, etanolu i wodzie. Jest
praktycznie nierozpuszczalna w eterze. Temperatura topnienia bezwodnej teofiliny
wynosi 270 - 274 °C. W odroznieniu od kofeiny, teofilina tatwo tworzy biaty,
galaretowaty osad zwigzku srebrowego, a w roztworach alkalicznych tworzy z jonami
miedzi (Il) rozpuszczalny w wodzie zwigzek sprzezony. 0,001% roztwor bezwodnej
substancji w 0,1M HC1 wykazuje maksimum absorpcji promieniowania przy X = 272
nm.

Teofilina dziata podobnie, lecz stabiej niz kofeina jako psychoanaleptyk.
Alkaloid ten jest stosowany jako lek moczopedny i przeciwskurczowy w astmie
oskrzelowej, chorobie wiencowej i nadcisnieniowej. Duze znaczenie farmakologiczne
ma pochodna teofiliny - aminofilina, stanowigca potgczenie teofiliny z etylenodiaming
[9,11]

Przeglad metod oznaczania teofiliny

Tabela 16. Metody wykorzystujace technike spektrofotometrii UV - YIS.

Wybrane parametry metody Analizowany materiat Lit.
Na probke podziatano roztworem KBr03 i HCI,
odparowano do sucha, pozostato$¢ rozpuszczono w
dimetyloformamidzie i mierzono absorbancje roztworu
przy /.nax= 500 nm
Anatit potgczono z 0,5% roztworem metylocelulozy,
2 M roztworem eozyny i jonéw Pd(ll), w $rodowisku
buforu octanowego. Catosé ogrzewano przez 30 min. w preparaty farmaceutyczne 203
temp 50 °C i mierzono absorbancje préby przy
7~= 545 nm
Na probke analitu podziatano 5% roztworem H2C2 i
kwasem solnym, odparowano do sucha a pozostatos$é 204
rozpuszczono w  acetonie. Pomiar  absorbancji
wykonywano przy Xmax= 480 nm
Tabletke rozpuszczono w 0,01M KOH, po odsaczeniu
mierzono absorbancje przy ~ = 275 nm preparaty farmaceutyczne 205

kawa, herbata 202

Analit reaguje z 3.3% roztworem Na2CO03 i azotynem
4-nitroaniliny. absorbancje proby mierzono przy Amax=  preparaty farmaceutyczne 206
440 nm



Spektrofotometria pochodna
-widmo zerowego rzedu, X = 275 nm
-widmo pochodnej pierwszego rzedu, X = 287 nm
-widmo pochodnej drugiego rzedu. X - 296 nm

kakao, czekolada, kawa,

widmo pochodnej drugiego rzedu, X = 278 nm
herbata

207

208

Tabela 17. Metody wykorzystujgce technike chromatografii cienkowarstwowej.

Wybrane parametry metody Analizowany materia!
-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60 F24 (HPTLC)
-faza ruchoma: toluen-propanol-kwas octowy, (80:10:5) osocze krwi

-detekcja: densytometryczna, X= 278 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60

-faza ruchoma: chloroform-kwas octowy, (3:2) herbata
-detekcja: densytometryczna, X- 280 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy G254

-faza ruchoma: octan etylu-woda amoniakalna, (24:1) krew, mocz
-detekcja: densytometryczna, X= 272 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy F254

-faza ruchoma: propanol-toluen-woda amoniakalna(25%o),
(3:6:1)

-detekcja: densytometryczna, X= 268 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60 G F24

-faza ruchoma: octan etylu-metanol-woda amoniakalna, preparaty farmaceutyczne,
(1721) mocz

-detekcja: odczynnik Dragendorfa i swiatto UV A.=254nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60 F2s4

-faza ruchoma: chloroform-metanot, (9:1) preparaty farmaceutyczne
-detekcja: densytometryczna, X- 278 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy G

-faza ruchoma: octan etylu-metanol-woda, (200:27:20) preparaty farmaceutyczne
mdetekcja: densytometryczna, X- 270 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60 F254

-faza ruchoma: chloroform-czterochlorek wegla-metanol,
(8:5:1)

-detekcja: densytometryczna, X= 275 nm

-faza stacjonarna: zel krzemionkowy 60 G F24

-faza aichoma: chloroform-etanol, (15:1) osocze krwi
-detekcja: densytometryczna, X= 274 nm

preparaty farmaceutyczne

mocz, $lina

Tabela 18. Inne metody oznaczania teofiliny.

Metoda Analizowany materia!
Fluorymetria surowica krwi
Chemiluminescencja surowica krwi
Kapilarna elektroforeza osocze krwi
Chromatografia cieczowa z spekrometrig mas osocze krwi
Chromatografia gazowa z spekrometrig mas osocze i $lina dzieci
surowica krwi
— mocz
Wysokosprawna chromatografia cieczowa, HPLC Krew

preparaty farmaceutyczne

Lit.

209

186

182

210

211

212

213

214

215

Lit.
216
217
218

219

220

221
222
223
224



Amperometria surowica krwi 225

. preparaty farmaceutyczne,
Woltamperometria herbata 226
Micelarna chromatografia elektrokinetyczna preparaty farmaceutyczne 227
Potencjometria preparaty farmaceutyczne 228

2. 2. Surowce purynowe

Folium Theae - LiSC herbaty

Herbata, obok wody jest najczeSciej spozywanym napojem na S$wiecie.
Produkcja surowca wynosi 1 milion ton rocznie, a statystyczne spozycie herbat najedng
osobe waha sie od 100 cm3 do nawet 2 dmadziennie.

Liscie krzewu herbacianego odznaczajg sie niezwyklym bogactwem zawartych
w nich substancji fizjologicznie czynnych, mocno oddziatujgcych na organizm
cztowieka. Substancjami warunkujacymi farmakologiczne dziatanie surowca sg przede
wszystkim alkaloidy purynowe oraz zwigzki polifenolowe. Wystepujg tu rowniez
aminy, aminokwasy, sktadniki aromatyzujgce, witaminy (Bi, B2, Bs, C, IK, PP) oraz
zwigzki mineralne, gtownie Ca, Mg, Fe, Na, P, Cu, F, Mn, Si. Zawarto$¢ zwigzkow
chemicznych w herbacie jest SciSle uzalezniona od odmiany, klimatu i warunkow
upraw, wieku oraz umiejscowienia lisci na krzewie (liScie z gornych partii odznaczajg
sie wiekszg roznorodnoscia substancji chemicznych).

W zalezno$ci od sposobu otrzymywania wyrdznia sie zasadniczo trzy rodzaje
surowca handlowego:
. herbata zielona (niefermentowana) - to liscie krzewdw herbacianych
stabilizowane suchym, goragcym powietrzem lub parg i nastepnie szybko wysuszone. W
takich warunkach inaktywacji ulega oksydaza polifenolowa, co zapobiega utlenieniu
zwigzkow polifenolowych. Dzieki temu herbata jest bogata we flawonole w tym
katechiny, epikatechiny i epigalokatechiny oraz proste kwasy fenolowe.
. herbata czarna i pu - erh (fermentowana) - produkowana jest ze $wiezych
lisci poddanych wiednieciu przez 20 godzin, rolowanych, fermentowanych w duzej
wilgotno$ci i nastepnie suszonych, gorgcym, suchym powietrzem. W wyniku tego
procesu proste polifenole zawarte w liSciach ulegaja enzymatycznej kondensacji,

tworzac ztozone, skondensowane zwiazki, takie jak flobafeny, ktérych masy



czasteczkowe zawarte sg w przedziale 1000 - 40000 D. Herbacie pu - erh pozwala sie
dojrzewa¢ bardzo dtugo w odpowiednich warunkach. Najwarto$ciowsze herbaty pu -
erh majg po 60 lat

. herbata oolong (pofermentowana) - to liscie herbaciane fermentowane tylko
czeSciowo. Po oberwaniu lisci nie pozostawia sie ich do wiedniecia lecz od razu mocno
podgrzewa, nastepnie walcuje i opala tak samo jak czarna.

W Chinach i na Sri Lance produkuje sie rowniez na bardzo ograniczong skale
herbate biatg. Milode paczki zrywane sg przed otwarciem, poddawane procesowi
wiedniecia i suszenia.

Do alkaloidow purynowych zawartych w lisciach herbaty nalezy wystepujaca w
znacznych iloSciach kofeina. Jej zawartos¢ w zaleznosci od warunkow upraw waha sie
w granicach od 23 to 30 mg/g dla herbaty zielonej, od 15 to 30 mg/g dla herbaty oolong,
od 18 to 30 mg/g dla herbaty pu-erh i okoto 30 mg/g dla herbaty czarnej [101,102,104].
Ponadto w herbacie obecne sg takze niewielkie ilosci teobrominy (od 0,02 do 0,04% ) i
teofiliny (ok. 0,02%). Zawarto$¢ polifenoli w lisciach herbaty waha si¢ w granicach 25
- 35% suchej masy. Ws$rod zwigzkéw polifenolowych wystepujacych w  zielonej
herbacie wyrdzni¢ mozna: procyjanidyny, garbniki, flawonoidy (flawanol¢, flawonole i
flawony), fenolokwasy ( kwas galusowy) i ich potaczenia depsydowe. Substancje te
moga wystepowaé zarbwno w postaci wolnej, jak iw postaci glikozydow w
potaczeniach z glukoza czy innymi cukrami.

Napar z zielonej herbaty dziata silnie sciggajgco na btone $luzowa jamy ustnej i
przewodu pokarmowego, takze przeciwbakteryjnie, przeciwwirusowo,
przeciwgrzybiczo, przeciwzapalnie, hamuje mikrokrwawienia z uszkodzonych naczyn
wiosowatych. Po resorpcji rozpuszczalnych katechin uwidacznia sie dziatanie
wzmacniajace na nabtonki naczyn wiosowatych oraz ogolnie odtruwajgce. Dziatanie
przeciwnowotworowe herbaty polega na prowadzeniu do znacznego wzrostu w
watrobie i jelicie GSH-transferazy (czynnika obronnego przed wieloma zwigzkami
szkodliwymi i rakotworczymi). Napar z zielonej herbaty, pity w duzej ilosci, ostabia
skutki napromieniowania znaczng dawkg strontu90. Kompresy z naparu tagodza stany
zapalne po oparzeniach stonecznych. Najistotniejsze jednak jest dziatanie
profilaktyczne  popularnego naparu z lisci  krzewu herbacianego. Badania
epidemiologiczne wykazaly, ze w tych rejonach $wiata, gdzie mieszkancy pijag duzo
herbaty, znacznie rzadziej wystepujg choroby cywilizacyjne - choroba niedokrwienna
serca, miazdzyca i niektore rodzaje nowotworow [8,14,101-105,111,171,229-232].



Paullinia cupana - osmeta beczkowata - guarana

Osmeta beczkowata - Paullinia cupana jest gatunkiem zawierajagcym najwiecej
kofeiny z dotychczas poznanych roélin. Jest to jednoroczna liana, wystepujgca w
Ameryce Potudniowej (Brazylia, Wenezuela). Owocem jest gruszkowata torebka z
jednym nasieniem. Zawarto$¢ kofeiny w nasionach guarany wynosi od 3 - 6% (tj. okoto
3 razy wiecej niz w nasionach kawy). Oprdcz kofeiny w nasionach guarany wystepuja:
garbniki (gtownie tanina) - 8-12%, ttuszcze - 11%, substancje zywicopochodne - 8,8%,
skrobia - 8,3%, biatko - 3%, oleje 2 - 3 %, do 3% soli mineralnych, $lady saponin -
0,06% i okoto 50 % widknika [12] Nasiona te po oczyszczeniu z ostonki suszy sie,
miele i dodajac wode zagniata gesta mase, z ktérej formuje sie niewielkie kulki lub
laseczki, a nastepnie suszy sie je lub wedzi w dymie. Przygotowany w ten sposob
surowiec, nosi nazwe pasta guarana i jest przedmiotem handlu miedzynarodowego
[13] Guarana figuruje w wielu farmakopeach i wykazach Srodkdéw leczniczych
dotyczacych terapii ziotowej i homeopatii. Jest ceniona i stosowana w farmacji jako
przeciwbolowy lek kofeinowy.

Chociaz duza ilos¢ kofeiny, ktora zawarta jest w guaranie Wywo}r/uje podobne
efekty farmakologiczne do alkaloidéw kawy i herbaty, jej dziatanie jest tagodniejsze
dzieki obecnosci niewielkiej iloSci saponin, ktore powodujg stopniowe uwalnianie
kofeiny w organizmie [12].

Yerba Mate

Mate to wiecznie zielony przedstawiciel rodziny ostrokrzewow (llex
paragnaiensis ), ktore rosng w potudniowych stanach Brazylii, Paragwaju i potnocnej
Argentynie. Po zbiorze liscie mate ogrzewa sie na otwartym ogniu, aby nie Sciemniaty
(inaktywacja enzymdw) a nastepnie dosusza w temperaturze 80 - 100 °C za pomoca
gorgcego powietrza. Zawarto$¢ kofeiny zalezy od wieku lisci. Mtode, jednoroczne
zawierajg od 2 do 2,2%, z wiekiem zawarto$¢ spada do 0,7%. Mate zawiera liczne
witaminy (A, C, E, Bi, B2) i mineraty (magnez, wapn, zelazo, sod, potas, krzem, siarke).

Yerba mate jest przede wszystkim napojem stymulujacym, ktéry likwiduje
zmeczenie oraz stymuluje zdolnoSci psychiczne i fizyczne organizmu. Korzystnie
wptywa na uktad nerwowy i miednie. Zwieksza takze wydajnos¢ pracy umystowej.
Badania wykazuja ze mate zwigksza takze zdolno$¢ odpornos$ciowg organizmu [14,15]



2.3. Wyodrebnianie alkaloidow z materiatow roslinnych, ich

rozdzielanie i oczyszczanie

Rosline uwaza sie za alkaloidowa gdy zawiera (przynajmniej w ktdéryms z jej
organow) powyzej 0,01% alkaloidu w przeliczeniu na suchg mase. Znane sg jednak
przypadki znacznie wiekszej zawartosci alkaloidow. Na przyktad w korze hodowanych
drzew chinowych zawarto$¢ chininy osigga 7 - 10% [11,33],

Rdznice w budowie poszczegdlnych alkaloidéw zawartych w danym surowcu sg
zwykle niewielkie i ograniczajg sie do obecnosci lub braku pewnych grup
charakterystycznych, jak -CH3, -OCH3, -OH, liczby wigzan podwojnych itp. Przy
duzym ciezarze czasteczkowym alkaloidow majg one maty wptyw na wiasciwosci
fizyczne tych zwigzkéw. Dlatego rozdziat poszczegdlnych alkaloidow wydobytych z
surowca i otrzymanie ich w stanie chemicznie czystym napotykajg czesto na duze
trudnosci, brak bowiem réznic w rozpuszczalnosci lub temperaturach wrzenia, ktore
zwykle wykorzystuje sie w celu rozdzielania i oczyszczania zwigzkdéw organicznych.
Opracowanie odpowiedniej metody ekstrakcji i oczyszczania ma duze znaczenie, gdyz
wiekszos¢ alkaloidow otrzymuje sie jedynie na drodze wyodrebniania z surowcéow
roélinnych. Tylko nieliczne z nich otrzymuje sie syntetycznie [28,232].

W celu wyodrebnienia alkaloidow z surowca roSlinnego, ztozonego gtdéwnie z
weglowodandw, biatek, substancji garbnikowych, zywic itd., stosuje sie rdzne sposoby.
W niektérych przypadkach drobno zmielony surowiec roélinny poddaje sie dziataniu
zasad, zwilzajgc go roztworami amoniaku, NaOH lub sody, albo tez mieszajac z
wapnem gaszonym. Wydzielone w ten sposéb wolne alkaloidy - zasady - ekstrahuje sie
nie mieszajacymi sie¢ z wodg rozpuszczalnikami, np. chloroformem, dichloroetanem,
benzenem, naftg, eterem dietylowym itp. Przepuszczajgc rozpuszczalnik kolejno przez
szereg ekstraktorow mozna otrzymac roztwor bogaty w alkaloidy nawet wtedy, gdy
zawartosC ich w surowcu wyjsciowym wynosi tylko cze$¢ procentu. Nastepnie
mieszanine alkaloidoéw ekstrahuje sie¢ wodnymi roztworami HC1 lub H2SOs, oczyszcza i
wydziela poszczegolne alkaloidy przez frakcjonowang krystalizacje z odpowiednich
rozpuszczalnikow w postaci wolnej lub jako sole. Inna metoda wydzielania alkaloidéw
z surowca ro$linnego polega na ekstrahowaniu ich rozcienczonymi kwasami lub
alkoholami (metylowym, etylowym, izopropylowym) zakwaszonymi HC1, a niekiedy
kwasami organicznymi. W tych przypadkach alkaloidy ekstrahuje sie jako sole tych



kwasow. Alkaloidy trudno rozpuszczalne w wodzie mozna straci¢ z otrzymanych
kwasnych roztwordéw zasadami, a tatwo rozpuszczalne - wyekstrahowa¢ (po dodaniu
zasady) organicznym rozpuszczalnikiem. Niekiedy kwasne, wodne roztwory traktuje sie
wstepnie rozpuszczalnikami w celu usuniecia roznych substancji balastowych, a
dopiero potem zadaje sie zasadami.

Oczyszczanie wyciggu alkaloidowego odbywa sie przez kilkakrotng alkalizacje i
zakwaszanie oraz rozdziat miedzy fazy nie mieszajgcych sie rozpuszczalnikow, np.
chloroform i wode Ilub benzen i wode. Otrzymane kompleksy alkaloidowe sg
rozdzielane zazwyczaj chromatograficznie na kolumnach z aktywowanym tlenkiem
glinu lub zelem krzemionkowym, co prowadzi do otrzymania jednorodnych zwigzkow.
W niektorych przypadkach w celu rozdzielenia zblizonych budowg izomerow
stosowana jest metoda ekstrakcji przeciwpragdowej, a takze metoda chromatografii
cieczowej wysokocisnieniowej (HPLC). Podanie ogolnego schematu ostatecznego
oczyszczania i rozdzielania mieszaniny alkaloidow jest niemozliwe, a dla kazdego
rodzaju surowca ro$linnego nalezy stosowa¢ kombinacje réznych sposobow
postepowania [11,27,28,31,232].



3. Charakterystyka kompleksu ceru (111) z arsenazo Il

Cer jest jednym z pierwiastkow ziem rzadkich. W zwigzkach moze wystepowac
jako tréj- i czterowartosciowy. Sole Ce4+ sg silnymi utleniaczami E° Ces#/Ce3+~ 15V,
stad tez zastosowano je w analizie redoksometrycznej - cerometrii. Potencjat redoks
uktadu Ce.#Ce3+ zalezy od kwasowosSci i obecnosci w roztworach anionéw (w IM
H.S0. potencjat formalny uktadu Ces#/Ce3+ wynosi 1,44V). Jony Ced’ i Ce3+ wykazuja
zdolnosci  kompleksotwoércze. Znane sg kompleksy Ce3+ z jonami octanowymi,
szczawianowymi, arsenazo | i arsenazo Ill [233 - 236],

Arsenazo Ill, zaproponowany przez Sawwina w 1959 roku, okazat sie bardzo
cennym odczynnikiem do spektrofotometrycznego oznaczania szeregu pierwiastkow,
szczegOlnie za$ pierwiastkdw ziem rzadkich [237,238].

arsenazo Il

Arsenazo 1l jest barwnikiem biazowym na bazie kwasu chromotropowego i
kwasu o-aminofenyloarsonowego. Stabo rozpuszcza sie w roztworach obojetnych i
kwasnych, natomiast dobrze w roztworach stabo alkalicznych. Jest odczynnikiem w
postaci statej a jego roztwory wodne sg trwate. Utleniacze i reduktory powodujg
rozktad odczynnika. W roztworach kwasnych (pH = 4 - 10 M HCl), tj. w zakresie
kwasowosci stosowanym przy oznaczaniu pierwiastkow, arsenazo Il przybiera barwe
rozowg lub czerwonomalinowg, w zaleznosci od stezenia odczynnika [239,240]. Ze
wzoru strukturalnego wynika, ze odczynnik ten moze by¢ traktowany jako
o$miowartosciowy kwas HsY [241],

Dysocjacja tego kwasu zachodzi stopniowo wraz ze zmiang pH $rodowiska.
Zakresom pH = 24 - 25 i pH 3,5 - 4,0 odpowiadajg nastepujace formy
reagenta: Hs Y3 i Ha.Y4 [242],



Trojwartosciowe jony ceru tworzg z arsenazo Il barwny kompleks, w budowie
ktérego bierze udziat jedna strona symetrycznej czasteczki arsenazo Ill. Porownanie
krzywych absorpcji arsenazo Il ijego kompleksu z Ce3+ pozwala stwierdzi¢, ze ukfad
barwny odczynnika i kompleksu jest bardzo korzystny, gdyz przy diugosci fali Xrex
kompleksu réwnej 655 nm sam odczynnik nie absorbuje (Anx = 520 - 530 nm) [237],

Ce3+ tworzy z arsenazo Ill jednordzeniowy kompleks, w stosunku M:R (1:1).
Rownowaga reakcji jest osiggana szybko, a sam kompleks jest trwaty [239,243],
Srodowisko kwasne (pH = 2,5 - 55) uwaza sie za najbardziej korzystne dla
powstawania kompleksu metalu z odczynnikiem [233,244,245]. K. Barissova i E.
Mitropolitska zaproponowaty nastepujace schematy reakcji tworzenia kompleksu Ce3t+z
arsenazo Il w r6znych zakresach pH [243]:

dlapH=1,0-3,0 : Ce3 + HsY3 <> CeH.Y' + H+
dlapH=55-7,0 : Ce3 + H.sY4 o0 CeHaY*

Pogtebianie barwy odczynnika w wyniku kompleksowania zwigzane jest z
naprowadzeniem pewnej ilosci dodatniego fadunku (Ce3t) na chromoforowe centrum
czasteczki ligandu (grupe azowa) i okreSlonej ilosci ujemnego tadunku na pozostatosc
grupy hydroksylowej pierScienia naftalenowego. W ten sposob kation ceru petni role
silnie dodatniej grupy auksochromowej. Rezultatem reakcji kompleksowania jest
utworzenie dwdch szeSciocztonowych pierScieni, czym tlumaczy sie trwatosS¢
powstajacego kompleksu [239],



Tworzenie sie kompleksu prowadzi do obnizenia gestosci n elektronowej na
sgsiadujgcym z pierScieniem benzenowym atomie azotu wolnej grupy azowej. To
ttumaczy przyczyne obnizania zdolnosci kompleksu)acych drugiej grupy azowej. W
czasteczce arsenazo Il atom azotu biorgcy udziat w wigzaniu z metalem ma wiekszg
gestosc i elektronowg w poréwnaniu z atomem tlenu. Wynika z tego, ze grupa azowa
posiada wiasciwosci zasadowe, natomiast grupa hydroksylowa wiasciwosci kwasowe.
W ten sposéb mozna wyttumaczyC tendencje arsenazo Il do tworzenia kompleksu w
Srodowisku kwasnym [233],

Barwny kompleks Ce3+z arsenazo Il zostat wykorzystany w spektrofotometrii do
oznaczania $ladow ceru. Wartosci molowych wspdtczynnikow absorpcji zawierajg sie
w granicach od 4,7-104 do 6,3-104 I/mol -cm. Dolna granica oznaczalnosci dla
sladow ceru wynosi 0,01 mg/ml [233,237,239].

Ponadto, powstawanie tego kompleksu w sprzezonych ukiadach redoksowo -
kompleksowych byto podstawg opracowania szeregu czutych spektrofotometrycznych
metod analizy reduktorow farmakologicznie i fizjologicznie czynnych, np.: z grupy
fenylopirazolin-5-onu [18], hydrochinonu [21], kwasu foliowego [22], ampicyliny i
amoksycykliny [23], alkaloidow indolowych [246] oraz Srodkow bakteriostatycznych i
konserwujacych, jak np. HNs [247],

4. Charakterystyka kompleksu zelaza(ll) z 2,2’-bipirvdviem

2 2 -bipirydyl zalicza sie do amin heterocyklicznych, ktore majg szerokie
zastosowanie w chemii analitycznej, ze wzgledu na mozliwoS¢ tworzenia kompleksow z
wieloma metalami. Kompleksy te wykazujg duzag trwato$¢ a obecno$C sprzezonych

podwdjnych wigzan w ich czgsteczkach pozwala na powstawanie barwnych potgczen.

2,2 ’-bipil’ydy|

Jego kompleks z Fe2 o skiadzie Fe(z,.’-bip)s2+ wykazuje maksymalng
absorbancje przy diugosci fali ,rex —522 nm. Molowy wspotczynnik absorpcji wynosi



e = 8,65-103 I/mol « cm [248], Wykladnik statej trwatosci omawianego kompleksu
wynosi Ig 0 = 17,45 [249,250).

Omowiony wyzej kompleks chelatowy ma trwato$¢ w zakresie pH od 2,5 do
9,0 a zmiany temperatury w granicach od 15 do 25°C nie wptywajg na intensywnosc
zabarwienia [237], Barwe tego kompleksu ttumaczy sie mozliwos$cia przejs¢ d-d albo
przeniesieniem tadunku od ligandu do metalu.

Kompleks Fe(ll) z 2,2’-bipirydylem ulega reakcji redoks, ktéra zachodzi pod
wptywem utleniaczy, np. nadmanganianow, chromianow i Ce(IV) a mozna zapisac jg za
pomoca réwnania:

Fe (2,2-bip)2+ <> Fe (2,2°-bip)B+ + e

Podczas przebiegu tego procesu nie dochodzi do zmiany skiadu kompleksu. Dzieki
nieduzej réznicy w rozmiarach zredukowanych i utlenionych kationdw oraz niewielkim
naktadom energetycznym na przebudowe sfery solwatacyjnej, szybkosS¢ przenoszenia
elektronow w omawianym zwigzku kompleksowym znacznie przewyzsza szybkosc¢
tworzenia tych potgczen.

Zwigzki kompleksowe zelaza(ll) cechuje wigksza trwato$¢ termodynamiczna od
analogow zelazowych. Fakt ten, zgodnie ze wzorem Nernsta warunkuje wzrost
potencjatu formalnego redoks ukitadu: Fe(L)s3+/ Fe(L)s2\ Istotny wptyw na omawiane
wielkosci majg warunki pH.

Tworzenie sie kompleksu Fe (Il) z 2,2’-bipirydylem w sprzezonych uktadach
redoksowo - kompleksowych byto podstawg opracowania szeregu czutych
spektrofotometrycznych metod analizy reduktoréw farmakologicznie i fizjologicznie
czynnych, np.: z grupy fenylopirazolin-5-onu [20]. Ten ukad odczynnikéw stosowano
takze jako wywotywacz w chromatografii planarnej [19, 251].



CZESC DOSWIADCZALNA



1. Aparatura

1. Pehametr - typ N 517 Mera Tronik z elektrodg typu ESAgP - 309 W,

Hydromet Gliwice
2. Spektrofotometr UV i VIS ,Jasco V 530”
3. Spektrofotometr ,,he”ios €” Unicam
4. Kuwety o grubosci warstwy 1cm
5. Zestaw chromgtograficzny firmy Camag
s . Densytometr CD 60 Desaga

7. System SPE - 12 G firmy J. T. Baker



2. Odczynniki

Kwas salicylowy
Kwas galusowy
Kofeina
Teofilina *
(+) - Katechina
Kwas taninowy
Ce(S04)2+4 Hzo
Arsenazo 111

*

Fe(NH+)(So )2 *12 HX

2,2 "-bipirydyl

NaOH

Amoniak 25%

Kwasy: solny, siarkowy (VI),
mrowkowy, octowy

Metanol

Etanol

n-Propanol

n-Butanol

Izopropanol

Izobutanol

Mréweczan etylu

Octan etylu

Octan butylu

Benzen

Toluen

Dioksan

Chloroform

Kwas propionowy

Kwas trichlorooctowy

Fenol

KJ

J

cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.

cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a.
cz.d.a
cz.d.a.
cz.d.a.

|.E.L., Berkshire
Aldrich, Steinheim
Aldrich, Steinheim
Aldrich, Steinheim
Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
P.O.CH., Gliwice
Reachim, ZSRR
P.O.CH., Gliwice
P.O.CH., Gliwice
PPH. ,Standard"”, Lublin
P.O.CH., Gliwice
P.O.CH., Gliwice

P.O.CH., Gliwice
P.O.CH., Gliwice
L.ZP.S., Lédz
Reanal, Budapest
P.O.CH., Gliwice
L.ZP.S., Lodz
P.O.CH., Gliwice
Chempur, Piekary SI.
P.O.CH., Gliwice
P.O.CH., Gliwice
P.O.CH., Gliwice
»-Xenon*, £0dz
P.O.CH., Gliwice
Riedel - de Haen, Niemcy
Reanal, Budapeszt
P.O.CH., Gliwice
P.O.CH., Gliwice
P.O.CH., Gliwice



3. Roztwory

Roztwor wzorcowy kwasu salicylowego o stezeniu 1 mg/ml przygotowano
rozpuiﬁczajac 0,05 g zwigzku w 50 ml wody redestylowanej

Roztwdér roboczy kwasu salicylowego o stezeniu 100 pg/ml i 10 pg/ml przygotowano

przez odpowiednie rozcienczenie roztworu wzorcowego wodg redestylowana

Roztwér wzorcowy kwasu galusowego o stezeniu 1 mg/ml przygotowano

rozpuszczajgc 0,05 g zwigzku w 50 ml wody redestylowanej

Roztwor roboczy kwasu galusowego o stezeniu 100 ng/ml i 10 pg/ml przygotowano

przez odpowiednie rozcienczenie roztworu wzorcowego woda redestylowang

Roztwor wzorcowy (+)-katechiny o stezeniu 1 mg/ml przygotowano rozpuszczajac

0,05 g zwigzku w 50 ml wody redestylowanej

Roztwor roboczy (+)-katechiny o stezeniu 100 (ag/ml i 10 pg/ml przygotowano przez

odpowiednie rozcienczenie roztworu wzorcowego wodg redestylowana

Roztwor wzorcowy kwasu taninowego o stezeniu 1 mg/ml przygotowano

rozpuszczajgc 0,05 g zwigzku w 50 ml wody redestylowanej

Roztwor roboczy kwasu taninowego o stezeniu 100 }ig/ml i 10 jag/ml przygotowano

przez odpowiednie rozcienczenie roztworu wzorcowego wodga redestylowana

Roztwor wzorcowy kofeiny o stezeniu 1 mg/ml przygotowano rozpuszczajac 0,05 g

zwigzku w 50 ml gorgcej wody redestylowanej

Roztwér roboczy kofeiny o stezeniu 100 pg/ml i 10 pg/ml przygotowano przez

odpowiednie rozcienczenie roztworu wzorcowego wodg redestylowang



Roztwor wzorcowy teofiliny o stezeniu 1 mg/ml przygotowano rozpuszczajac 0,05 g

zwigzku w 50 ml gorgcej wody redestylowanej

Roztwor* roboczy teofiliny o stezeniu 100 pg/ml przygotowano przez odpowiednie

rozcienczenie roztworu wzorcowego wodg redestylowang

Roztwor wzorcowy Ce(1V) o stezeniu 1 mg/ml przygotowano rozpuszczajac 0,1444 g
CE(SO4)2 *4Ho w 50 ml H2S04 (1 moI/dm3)

Roztwor roboczy Ce(lV) o stezeniu 100 | tg/ml przygotowano przez odpowiednie

rozcienczenie roztworu wzorcowego H2SO: (0,1 mol/dm3)

Roztwdr arsenazo Il o stezeniu 0,05% otrzymano rozpuszczajac 0,1 g zwigzku w

200 Ml wody redestylowanej

Roztwor wzorcowy Fe(l1l) o stezeniu 1 mg/ml przygotowano rozpuszczajac 8,6350 g
Fe(NH:)(So 42 * 12 H20 w wodzie redestylowanej z dodatkiem 5 ml stezonego H2SO4 i

uzupetniono wodg redestylowang do 1000 ml

Roztwér roboczy Fe(lll) o stezeniu 100 |ig/ml przygotowano przez odpowiednie

rozcienczenie roztworu wzorcowego H2SOs4 (0,01 mol/dm3)

Roztwér 2,2°-dipirydylu o stezeniu 0,5% otrzymano rozpuszczajac 1 g zwigzku w
200 ml HC1 (0,2 mol/dm3)

Roztwor NaOH o stezeniu 1mol/dms przygotowano rozpuszczajac 49 zwigzku w

100 Ml wody redestylowanej

Roztwor H.SO. o stezeniu 1 mol/dms przygotowano przez odpowiednie rozciefAczenie

stezonego kwasu siarkowego (V1) wodg redestylowang

Odczynnik jodu z jodkiem potasu w 25 % HCI
e 1gKJi2gJ.rozpuszczono w 100 ml 95 % etanolu

e 10 ml25 % HCI zmieszano z 10 ml 95 % etanolu



4. Badania spektrofotometryczne.

4.1. Zastosowanie ukitadu odczynnikow: Ce(lV) - arsenazo Il do
oznaczania kwasu salicylowego, kwasu galusowego, kwasu taninowego,

(+)-katechiny, kofeiny i teofiliny.
4.1.1. Badania wstegpne.

W celu ustalenia analitycznych warunkdéw oznaczania wybranych reduktorow

wykreslono krzywe spektrofotometryczne dla prob o skfadzie:

1 100 |ig Ce4t, analit

2. 2,3 cms arsenazo |11 (0,05 mol/dm3)

3. 100 jag Ce4t 2,3 cms arsenazo 111 (0,05 mol/dm3)

4. 100 (ig Ce4+ analit, 2,3 cms arsenazo 111 (0,05 mol/dm3)
Objetos¢ wszystkich préb byta rowna 25 ml, pH ustalono na okoto 3 roztworem
NaOH (1 moI/de). Zaleznos¢ absorbancji roztworow badanych substancj'i od dtugosci
fali Swiatla, rejestrowano w zakresie 350 - 780 nm. Charakterystyki widmowe
sporzadzonych préb przedstawiajg rysunki 1 - .

Na podstawie analizy uzyskanych krzywych spektrofotometrycznych
stwierdzono, iz proponowany ukfad odczynnikéw, Ce(IV) - arsenazo Ill, stwarza
korzystne warunki do opracowania metod oznaczania wybranych reduktorow. W
probach o sktadzie: Ce(IV) - analit - arsenazo Ill, stwierdzona obecnos$¢ kompleksu
[Ce(A)]+ co dowodzi, ze badane zwigzki (anality) redukujg jony Ce4+ do Ce3t
Obserwowany efekt analityczny zalezy od wartosci molowego wspotczynnika absorpcji
samego kompleksu [Ce(A)]+ (e = 5,6 x 10 + 1/mol-cm) oraz od liczby elektrondw
przekazywanych utleniaczowi przez czasteczke reduktora. W badanych przypadkach
utleniona postaC analitu (préba 1) jest bezbarwna, o mierzonym efekcie analitycznym
decyduje wiec jedynie zabarwienie powstajgcego zwigzku kompleksowego. Pomiar
absorbancji kompleksu przy Amx = 655 nm stanowi podstawe oznaczen
spektrofotometrycznych. Porownanie krzywych absorpcji arsenazo Il i jego
kompleksu z Ce(lll) dowodzi, ze ukfad barwny odczynnika i kompleksu jest bardzo

korzystny, gdyz przy Xmexkompleksu sam odczynnik nie absorbuje.



Rysunek 1. Krzywe spektrofotometryczne dla prob:

1) 100 |ig Ce4+- 5 jag kwasu salicylowego;

2) 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo IlI;

3) 100 ng Ce4+- 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo llI;

4) 100 [ig Ce4+- 5 jog kwasu salicylowego - 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo lll.

Xx[nm]

Rysunek 2. Krzywe spektrofotometryczne dla prob:

1) 100 (jg Ce4+- 5 [ig kwasu galusowego;

2) 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo lll;

3) 100 jig Ce4+- 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo IllI;

4) 100 ng Ce4+- 5 [jg kwasu galusowego - 2,3 ml 0,05%» roztworu arsenazo Ill.



Rysunek 3. Krzywe spektrofotometryczne dla prob:

1) 100 pg Ce4+- 5 pg kwasu taninowego;

2) 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo Ill;

3) 100 pg Ce4+- 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo IllI;

4) 100 pg Ce4+- 5 pg kwasu taninowego - 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo lll.

Xfnml

Rysunek 4. Krzywe spektrofotometryczne dla prob:

1) 100 pg Ce4+- 5 pg (+)-katechiny;

2) 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo llI;

3) 100 pg Ce4+- 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo lll;

4) 100 pg Ce4+- 5 pg (+)-katechiny - 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo lll.



Rysunek 5. Krzywe spektrofotometryczne dla prob:

1) 100 jxg Ce4+- 10 ng kofeiny;

2) 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo llI;

3) 100 fig Ce4+- 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo Ill;

4) 100 |ag Ce4+- 10 jig kofeiny - 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo |1l

Rysunek 6. Krzywe spektrofotometryczne dla prob:

1) 100 jig Ce4+- 10 ng teofiliny;

2) 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo lll;

3) 100 jig Ce4™- 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo lll;

4) 100 jag Ced4”™- 10 ng teofiliny - 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo IlI



Absorbancja roztworow barwnych zawierajgcych Ce(1V), analit i arsenazo Il
roSnie wraz z uptywem czasu. W podobny sposob rosnie réwniez absorbancja Slepej
proby, zawierajgcej Ce(IV) i arsenazo Ill. Umozliwia to wykonanie oznaczenia
spektrofotometrycznego w przypadku, gdy dla kazdego oznaczanego roztworu,
réwnolegle w tym samym czasie przygotowywana jest $lepa proba. Uzyskane wyniki sg
przedstawione sie jako rdéznica absorbancji badanej préby i préby Slepej mierzonej
wzgledem wody jako roztworu odniesienia. Srednia warto$¢ absorbancji dla $lepej

proby wynosi Asss - 0,230.

4.1.2. Wptyw czasu i temperatury reakcji redoks na wyniki oznaczen

badanych reduktorow

W celu ustalenia optymalnego czasu przeprowadzenia reakcji utleniania i
redukcji na wyniki oznaczen wybranych reduktorow, przygotowano serie prob i
roztworow odniesienia w nastepujacy sposob. v
1. Do zlewki wprowadzono 100 ng Ce4+i odpowiednig ilos¢ analitu.

2. Przeprowadzono reakcje redoks w temperaturze pokojowej, w okre$lonym czasie.

3. Ustalono pH na okoto 3 iroztwdr przeniesiono ilosciowo do kolbki miarowej.

4. Wprowadzono 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo Il i uzupetniono wodg
redestylowang do objetosci 25 ml.

5. Dokonano pomiaru spektrofotometrycznego, w kuwetach o grubosci 1= 1 cm,
wzgledem wody jako roztworu odniesienia.

Uzyskane wyniki, bedace roznicg absorbancji miedzy badang probag a Slepg
probg przedstawiono w tabelach 19-24.

Tabela 19. Zaleznos$¢ absorbancji od czasu utleniania i redukcji w temperaturze
pokojowej, dla 5 fig kwasu salicylowego, n = 3.

Czas [min] 5 15 30 45 60 90 120

Asr 0,489 0525 0599 0601 0612 0,636 0,677



Tabela 20. Zaleznos¢ absorbancji od czasu utleniania i redukcji w temperaturze
pokojowej dla 5 p.g kwasu galusowego, n = 3.

Czas [min] ) 15 30 45 60 90 120

ASr 0,663 0669 0,678 0,707 0,738 0,768 0,779

Tabela 21. Zalezno$¢ absorbancji od czasu utleniania i redukcji w temperaturze

pokojowej dla 5 p.g kwasu taninowego, n = 3.

Czas [min] 5 10 20 30 45 60 90

W 0,439 0,441 0,442 0,450 0,470 0,483 _ 0,499
|

Tabela 22. Zalezno$¢ absorbancji od czasu utleniania i redukcji w temperaturze
pokojowej dla 5 p.g (+)-katechiny, n=3.

Czas [min] 15 30 45 60 75 100

Asr 0,579 0,587 0,593 0595 0,599 0,603

Tabela 23. Zaleznos$¢ absorbancji od czasu utleniania i redukcji w temperaturze
pokojowej dla 10 p.g kofeiny.

Czas [min] 5 10 15 30 45 60

Asr 0,282 0,359 0,433 05546 0,594 0,601



Tabela 24. Zalezno$¢ absorbancji od czasu utleniania i redukcji w temperaturze
pokojowej dla 10 fig teofiliny, n = 3.

Czas [min] 5 10 15 20 30 45 160

A& 0,329 0,395 0,442 0,460 0,482 0,502 0,504

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w temperaturze
pokojowej absorbancja osigga staty poziom jeSli reakcja redoks jest prowadzona w
czasie
a) od 30 do 60 minut dla kwasu salicylowego
b) do 30 minut dla kwasu galusowego
c¢) do 30 minut dla kwasu taninowego
d) od 15 minut dla (+)-katechiny
e) od 5 do 60 minut absorbancja prob zawierajgcych kofeine postepujgco rosnie

f) od 30 minut dla teofiliny

W przypadku kofeiny nie bytlo mozliwe ustalenie optymalnego czasu
prowadzenia reakcji redoks w temperaturze pokojowej. Z tego wzgledu postanowiono
zbada¢ zaleznosC absorbancji od czasu prowadzenia reakcji utleniania i redukcji w
podwyzszonej temperaturze (60 °C). W tym celu przygotowano serie prob i roztworéw
odniesienia w nastepujacy sposob:

1 Do zlewki wprowadzono 100 ng Ce4+ i odpowiednig ilos¢ analitu.

2. Przeprowadzono reakcje redoks w okreSlonym czasie, réwnoczesnie ogrzewajgc
proby w tazni wodnej o temperaturze 60 °C.

3. Po ochtodzeniu ustalano pH na okoto 3 i roztwor przeniesiono ilosciowo do kolbki
miarowe;j.

4. Wprowadzono 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo Il i uzupetlniono woda
redestylowang do objetosci 25 ml.

5. Dokonano pomiaru spektrofotometrycznego, w kuwetach o grubosci 1 = Icm,

wzgledem wody jako roztworu odniesienia.



Uzyskane wyniki, bedgce réznicg miedzy absorbancjg badanej proby i roztworu

odniesienia, przedstawiono w tabeli 25 .

Tabela 25. Zalezno$¢ absorbancji od czasu utleniania i redukcji w temperaturze
60 °C dla 10 jig kofeiny, n = 3.

jont. esiteeet] —t, — e rEm

Czas [min] 5 10 15 30 45 60

Adr 0,487 0,608 0,668 0,743 0,746 0,749

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze absorbancja prob
uzyskuje statg wartoSC jezeli reakcja redoks prowadzona jest w temperaturze 60 °C

dtuzej niz 30 minut.

4.1.3. Wpityw zmiennych iloSci jonow Ce(l1V) na wyniki oznaczen

badanych reduktorow.

W celu ustalenia wptywu ilosci jonow Ce4+ na wyniki oznaczen badanych

reduktoréw, przygotowano serie prob i roztworow odniesienia w nastepujacy sposob:

1. Do zlewki wprowadzono zmienne ilosci jonow Ce4loraz odpowiednig ilos¢ analitu.
2. Przeprowadzono reakcje redoks w optymalnych warunkach.
3. Ustalono pH roztworow na okoto 3 iiloSciowo przeniesiono je do kolbek miarowych.
4. Wprowadzono 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo IlIl i uzupetniono wodg
redestylowang do objetosci 25 ml.
5. Dokonano pomiaru spektrofotometrycznego w kuwetach o grubosci 1= 1 cm,
wzgledem wody jako roztworu odniesienia.

Uzyskane wyniki oznaczen, bedace rdéznicg miedzy absorbancjg proby i
odpowiedniego roztworu odniesienia przedstawiono na rysunkach od 7 do 12 i w

tabelach od 26 do 31.



llo$¢ Ced+ .
>g/2B5m] A

A 07
0,6 1 30 0,447
0,5 50 0,541

0,4
0.3 70 0,595
0,2 90 0,603

0,1
0 100 0,596
200 40 60 80 100 120 140 160 120 0.610

llo$é Ce (IV) [lig/25ml]
140 0,603
Rysunek 7. i Tabela 26.

Zalezno$¢ absorbancji od stezenia Ce(lV) dla préb zawierajgcych 5 |ig kwasu
salicylowego, n = 3.

lloSC Cedt :
0.8 lag/ 5ml]  AIr
0,7 -
06 . 30 0,350
0,5 50 0,515
0,4
0,3 70 0,653
0,2
o1 A 90 0,654
o - i : : 1 100 0,668
20 40 60 80 100 120 140 160
llo$é Ce (IV) [|o.g/25ml] 120 0,671
140 0,622
Rysunek 8. i Tabela 27.

Zalezno$¢ absorbancji od stezenia Ce(1V) dla prob zawierajacych 5 |ig kwasu
galusowego, n =3



llos¢ Ce4+

A0S Dig/2smy A
0.4 50 0,110
0.3 - 60 0,180
0.2 70 0,240
01 - 80 0,280

0 90 0,350
40 60 80 100 120 140

llo$¢ Ce(IV) [(jg/25 mlI] 100 0,430

110 0,430

120 0,400

Rysunek 9 i Tabela 28.
Zalezno$¢ absorbancji od stezenia Ce(l1V) dla préb zawierajacych 5 jug kwasu
taninowego, n = 3.

los¢ Cedt+

lig/25my A
20 0,098
50 0,285
80 0,488
100 0,506
120 0,505

ll0§¢ Ce(IV) [Ju.g/25ml]

Rysunek 10. I Tabela 29.



[0S Ces+

AOS hg/2sml] A

0,4 60 0,360
0.3 80 0,415
02 100 0,416
01 120 0,416
0 140 0,404

40 90 140 190

llogé Ce (IV) [|*g/25ml]

Rysunek 11. i Tabela 30.

Zalezno$¢ absorbancji od stezenia Ce(1V) dla prob zawierajacych 10 |j.g kofeiny,
n=3.

llo$¢ Ced* A
Mo/ 25 ml]
A 08n 20 0,150
0,5 -
50 0,414
0,4 -
80 0,471
0,3 -
02 100 0,471
O 1 ) 120 0,480
0 4 1 1 ! ! 1 150 0,483
0 50 100 150 200 250 170 0,474
llos¢ Ce(lV) [ng/ml]
200 0,458

Rysunek 12. i Tabela 31.



4.1.4. Wptyw zmiennych iloSci arsenazo IlIl na wyniki oznaczen

badanych reduktorow.

W celu zbadania wptywu iloSci arsenazo Il na wyniki oznaczeh badanych

reduktoréw, przygotowano serie prob i roztworow odniesienia w nastepujacy sposob:

1 Do zlewki wprowadzono 100 |igjonow Ce4+ (a w przypadku kwasu taninowego
110 (ig) oraz odpowiednig ilo$¢ analitu.
2. Przeprowadzono reakcje redoks w optymalnych warunkach.
3. Ustalono pH roztworéw na okoto 3 i iloSciowo przeniesiono je do kolbek miarowych.
4. Wprowadzono zmienne ilosci 0,05% roztworu arsenazo Il i uzupetniono woda
redestylowang do objetosci 25 ml.
5. Dokonano pomiaru spektrofotometrycznego w kuwetach o grubosSci 1= 1 cm,
wzgledem wody jako roztworu odniesienia.

Uzyskane wyniki oznaczen, bedace roznicg miedzy absorbancjg proby i
odpowiedniego roztworu odniesienia przedstawiono na rysunkach od 13 do 18 i w
tabelach od 32 do 37.

llos¢

arsenazo Il r

Ao [ml /25 mi] 0

06 ' 1 0,478

o 15 0,582

0,4 -

0,3 - 18 0,618

0,2 . 2 0,630

o 2,3 0,627
+ 1 1 1 1 1 1

0,5 1 15 2 2,5 3 35 2,5 0,636

llos¢ arsenazo Il [m1/25ml] 3 0,639

Rysunek 13. i Tabela 32.



llos¢
0.8 - arsenazo 11l ASr

[ml /25 ml]
o = 1 0,446
0,6 -
0.5 15 0,589
o 18 0,644
0,3 -
2 0,662
02 - %
. 2.3 0,668
0 ’ I i 1 1 11 i
) 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 2,5 0,672
los¢ arsenazo Il [ml/25ml] 3 0,654

Rysunek 14. I Tabela 33.
Zalezno$¢ absorbancji od ilosci arsenazo Ill dla préb zawierajacych 5 ng kwasu
galusowego, n = 3.

los¢

arsenazo Il ASr
A 05 [ml/ 25 ml]

1 0,280

0,4
15 0,390

0,3
18 0,440

0,2
# 2 0,440
0.1 23 0,410
0 2,5 0,370

0,5 1,5 2 2,5 3

llos¢ arsenazo Il [m1/25 ml]

Rysunek 15. I Tabela 34.



los¢
arsenazo 111 ASr

0.6 - [ml/ 25 ml]
0,5 - 1 0,322
0,4 . 1,5 0,357
0.3 - 2 0,364
0,2 2,5 0,368
01 - 3,0 0,366
n -
O 05 1 1,5 2 2,5 3 3,5
[los¢ arsenazo Il [mI/25ml]
Rysunek 16. I Tabela 35.
Zalezno$¢ absorbancji od ilosci arsenazo IlIl dla préb zawierajacych 5
(+)-katech iny, n = 3.
los¢
arsenazo Il Adr
[ml/ 25 ml]
1 0,390
15 0,403
2,0 0,404
2,3 0,404
2,5 0,403
0,5 15 2 25 3 35
3,0 0,383

llos¢ arsenazo Il [m1/25ml]

Rysunek 17. i Tabela 36.



llos¢
0,6 arsenazo 11 Adr

05 [ml/ 25 ml]
1 0,392
0,4
0,3 H 1,5 0,441
0,2 2,0 0,478
0.1 H 2,3 0,476
0
0 05 15 2 25 3 35 2,5 0,475
llos¢ arsenazo Il [mI/25ml] 2,8 0,428
3,0 0,404
Rysunek 18. i Tabela 37.
Zalezno$¢ absorbancji od ilosci arsenazo Ill dla prob zawierajgcych 10 pig
teofiliny, n = 3.

4.1.5. Wptyw pH na wyniki oznaczen badanych reduktorow.
i
W celu okreSlenia wptywu pH na wyniki oznaczen badanych reduktorow,

przygotowano serie préb i roztworow odniesienia w nastepujacy sposob:

1. Do zlewki wprowadzono 100 jag Ce4+ (a w przypadku kwasu taninowego 110 |jg)
oraz odpowiednig ilo$¢ analitu.
2. Przeprowadzono reakcje redoks w optymalnych warunkach.
3. Ustalono odpowiednie pH préb za pomocg roztworow NaOH (1; 0,1; 0,01 mol/ dm),
po czym przeniesiono je do kolbek miarowych.
4. Wprowadzono 2,3 ml 0,05% roztworu arsenazo Il (a w przypadku kwasu
taninowego 2 ml) i uzupetniono woda redestylowang do objetosci 25 ml.
5. Dokonano pomiaru spektrofotometrycznego w kuwetach o grubosci 1= 1 cm,
wzgledem wody jako roztworu odniesienia.

Uzyskane wyniki oznaczen, bedgce roznicg miedzy absorbancjg proby i
odpowiedniego roztworu odniesienia przedstawiono na rysunkach od 19 do 24 i w
tabelach od 38 do 43.



pH proby ASr

A 07

0,6 - 2,5 0,515
0,5 2,8 0,555
0,4 3,0 0,558

0,3
3,2 0,553

0,2
0.1 35 0,554
0 4,0 0,518

2,5 3,5 4 4,5
Wartosc¢ pH
Rysunek 19. I Tabela 38.

Zalezno$¢ absorbancji od pH dla préb zawierajacych 5 |ig kwasu salicylowego,
n=3.

A 08 pH préby Asr
0,7 2,5 0,586
0,6
0.5 2,8 0,668
0,4 3,0 0,670
03 3,2 0,673
0,2
01 3,5 0,680

0 4,0 0,636
2,5 3,5 4 4,5
Wartos¢ pH
Rysunek 20. i Tabela 39.

Zalezno$¢ absorbancji od pH dla prob zawierajacych 5 pg kwasu galusowego,
n=3.



pH proby AS

2,5 0,450

0,45 -
2,7 0,455
04 2,9 0,460
0,35 - 31 0,465
3,3 0,470
24 26 2,8 3 3,2 34 36 3,9 0,430

Wartos¢ pH
Rysunek 21. i Tabela 40.

Zalezno$¢ absorbancji od pH dla prob zawierajacych 5 jig kwasu taninowego,
n=3.

V
0,6, pH proby ASr
0,5 2,5 0,181
0,4 2,8 0,243
0,3 . . 31 0,273
0,2 35 0,275
0,1 4,0 0,269
n_
2 2,5 3 3,5 4 4,5
Wartosc¢ pH
Rysunek 22. i Tabela 41.

Zaleznos$¢ absorbancji od pH dla prob zawierajacych 5 |j.g (+)-katechiny, n = 3.



A 05i
0,48 -
0,46
0,44 -

0,42

Rysunek 23.

Zalezno$¢ absorbancji od pH dla prob zawierajgcych 10 |igkofeiny, n = 3.

0,6
0,5
04
0,3
0,2
0,1

15

Rysunek 24.

Tabela 42.

2,5

Tabela 43.

3

3,5 4
Wartos¢ pH

3,5 4
Wartosc¢ pH

pH préoby
1,2
1,5
2,0
2,3
2,5
3,0
3,5
4,0

pH préby
2,0
2,3
2,5
2,8
3,0
3,2
3,5

Ajr
0,449
0,453
0,460
0,461
0,461
0,461
0,461
0,441

Asr
0,324
0,458
0,468
0,476
0,474
0,472
0,462

Zalezno$¢ absorbancji od pH dla prob zawierajacych 10 \xg teofiliny, n = 3.



Wyniki badan przeprowadzonych nad optymalizacjg warunkOw oznaczania

badanych reduktorow zebrano w tabeli 44.

Tabela 44. Optymalne warunki oznaczania badanych reduktorow z zastosowaniem

ukladu odczynnikéw: jony Ce4+ arsenazo 131

l104¢ jon6w Warunki reakcji redoks Ilo$¢ 0,05%
Analit c roztworu
ear arsenazo Il
[lig / 25 mi] pH Czas [min]  Temperatura °C [ml /25 mli]
Kwas
salicylowy  70-140 2,8-3,5 30 22 +2 2,0-3,0
Kwas
galusowy 70 - 120 2,8-3,5 15 22 +2 2,0- 25
Kwas
taninowy 100-120 2,7-3,3 15 22 +2 1,8-2,0
(+)Katechina  80- 120 3,1-4,0 15 29 + 9 1,5-3,0
Kofeina 80- 120 2,5-3,5 30 60 +2 i 1,5-2,5
Teofilina 80-170 2,5-3,5 30 29 +9 2,0-2,5

4.1.6. Krzywe wzorcowe do oznaczania badanych reduktorow.

Dla optymalnych warunkéw przeprowadzenia reakcji redoks i kompleksowania
wykreslono krzywe wzorcowe, ktére przedstawiono na rysunkach od 25 do 30.
Absorbancje badanych prob (A) mierzono na spektrofotometrze ,,heAios”, w kuwetach
0 grubosci warstwy absorbujgcej 1= 1 cm.

Dla krzywych wzorcowych obliczono wspo6tczynniki a i b z rownania regresji
oraz wspétczynnik korelacji. ROwnanie ma postac:

y=ax+b, gdzie:
X - zmienna niezalezna, stezenie analitu [(ig/ml]

y - zmienna zalezna A



Na podstawie zaleznosSci: ASr- s elec, gdzie:
ASr - Srednia wartosc¢ absorpcji z szeSciu serii pomiarowych
1- grubo$¢ warstwy absorbujacej [cm]
c - stezenie analitu [mol/l]
e - molowy wspotczynnik absorpcji [I/mol-cm]
wyznaczono, w przypadku badanych ukftadow ztozonych, sumaryczne molowe

wspotczynniki absorpcji (es).

Proby i roztwory odniesienia do wykreSlenia krzywych wzorcowych

przygotowywano postepujgc zgodnie ze schematem 1.

Schemat i. Spos6b postepowania przy oznaczaniu reduktorow za pomocg uktadu
odczynnikow: jony Ce4+ arsenazo IlI.

Do matej zlewki wprowadzono:

1. Odpowiednig ilos¢ jondw Ce4+izmienne ilosci analitu (reduktora)

4 przeprowadzono reakcje redoks w okreSlonym czasie

i temperaturze

2. Ustalono pH roztworami NaOH (1; 0,1; 0,01 mol/dm3)

m przeniesiono ilosciowo do kolbki o pojemnosci 25 mi
3. Wprowadzono odpowiednig ilos¢ 0,05% roztworu arsenazo 11l

-l dopetniono woda redestylowang do kreski
4. Pomiary absorbancji wykonywano po 15 minutach od wywotania reakcji

barwnej przy A= 655 nm, wzgledem wody jako roztworu odniesienia

Dokonano réwniez statystycznej oceny opracowanych metod wyznaczajac:
> odchylenie standardowe: S -
£-100%

> wzgledne odchylenie standardowe: Sr% =

> przedziat ufnosci: [i=+toss *S; gdzie S = -él . t0% = 2,571

Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach od 45 do 50.



0,6
0,5 -
04 -
0,3 -
0,2

01 .

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

llos¢ kwasu salicylowego [i*g/ml]

Rysunek 25.
Krzywa wzorcowa do oznaczania kwasu salicylowego w uktadzie:
Ce(lV), arsenazo Il

Tabela 45. Ocena statystyczna wynikow krzywej wzorcowej

[lo$¢ kwasu ABSORBANCJA; oznaczano n=6
salicylowego
[m): ] g X S Sr t095' S
0,04 0,153 0,010 6,54 0,010
0,08 0,279 0,011 3,94 0,012
0,12 0,387 0,006 1,55 0,006
0,16 0,490 0,003 0,61 0,003
0,20 0,613 0,007 1,14 0,007

Badany uktad spetnia prawo Beera w  zakresie stezen  kwasu
salicylowego 0,04 - 0,20 |ig/ml. Parametry prostej A = a<+<Cks + b przyjmujg
wartos¢: a = 2,8275; b = 0,0451. Wspotczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9994.
Obliczony $redni  sumaryczny molowy wspotczynnik absorpcji ma wartos$¢
esess = 5,66-105 I/mol- cm i jest okoto jedenastokrotnie wyzszy od  molowego
wspotczynnika absorpcji dla oznaczania Ce(lll) za pomocg arsenazo lll.



0,6
0,5
0,4
0,3 -
0,2 .
01 .

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

[los¢ kwasu galusowego [|.ig/ml]

Rysunek 26.
Krzywa wzorcowa do oznaczania kwasu galusowego w ukitadzie:
Ce(1V), arsenazo IlI.

Tabela 46. Ocena statystyczna wynikow krzywej wzorcowej.

[los¢ kwasu ABSORBANCJA; oznaczonon =6

ga'[‘,-’jg",vnf,e]g" S Sr +ioss' S
0,04 0,160 0,005 3,12 0,005
0,08 0,296 0,008 2,70 0,008
0,12 0,418 0,005 1,20 0,005
0,16 0,534 0,006 1,12 0,005
0,20 0,664 0,006 0,90 0,005

Badany uktad spetnia prawo Beera w zakresie stezen kwasu
galusowego 0,04 - 0,20 p,g/ml. Parametry prostej A = aseckg + b przyjmujg
wartos¢: a = 3,1150; b = 0,0406. Wspotczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9996.
Obliczony sredni  sumaryczny molowy wspotczynnik absorpcji ma wartos¢
Ssess - 6,06-105 I/mol- cm i jest okoto dwunastokrotnie wyzszy od  molowego

wspotczynnika absorpcji dla oznaczania Ce(lll) za pomocg arsenazo Ill.



[los¢ kwasu taninowego [|.ig/ml]

Rysunek 27.
Krzywa wzorcowa do oznaczania kwasu taninowego w uktadzie:
Ce(1V) i arsenazo .

Tabela 47. Ocena statystyczna wynikow krzywej wzorcowej.

[10S¢ kwasu ABSORBANCJA, oznaczono n=6
taninowego
[pg/ml] X S Sr + togs*S

0,04 0,092 0,004 4,35 0,004

0,08 0,176 0,003 1,70 0,003

0,16 0,372 0,004 1,08 0,004

0,20 0,453 0,005 1,10 0,005

0,32 0,709 0,004 0,56 0,004

0,40 0,890 0,003 0,34 ooD
Badany uktad spetnia prawo Beera w  zakresie stezen  kwasu

galusowego 0,04 - 0,40 pg/ml. Parametry prostej A = aecke + b przyjmujg
warto$¢: a = 2,2121; b = 0,0063. Wspdtczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9996.
Obliczony Sredni  sumaryczny molowy wspotczynnik absorpcji ma wartosc
esess = 3,84 -106 I/mol- cm i jest okoto szeScdziesiecioo$miokrotnie wyzszy od
molowego wspoétczynnika absorpcji dla oznaczania Ce(lll) za pomocg arsenazo
I.



0,6
05 -
04 -
03 -
02 .
01

0,2 0,4 0,6
[los¢ (+)-katechiny [t-ig/ml]

Rysunek 28.
Krzywa wzorcowa do oznaczania (+)-katechiny w uktadzie: Ce(1V) i arsenazo IlI.

Tabela 48. Ocena statystyczna wynikéw krzywej wzorcowej

Ilos$¢ katechiny ABSORBANCJA oznaczono n=6
[pg/ml] X S Sr +to9-S
0,12 0,196 0,008 4,10 0,008
0,20 0,307 0,004 1,30 0,004
0,28 0,405 0,004 0,99 0,004
0,40 0,540 0,017 3,15 0,017
0,48 0,636 0,005 0,79 0,005

Badany uktad spetnia  prawo Beera w  zakresie stezen  kwasu
galusowego 0,12 - 0,48 pg/ml. Parametry prostej A = a-<®ckat + b przyjmuja
wartos¢: a = 1,2052; b = 0,0603. Wspotczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9986.
Obliczony $redni  sumaryczny molowy wspdétczynnik absorpcji ma wartosé
esess = 4,26 -105 I/mol- cm i jest okoto o$miokrotnie wyzszy od molowego

wspdtczynnika absorpcji dla oznaczania Ce(lll) za pomoca arsenazo lll.



A 081

0,7 -

0,6

0,5 -

04 -

0,3 -

0,2 .

01 .

llos¢ kofeiny [).ig/ml]

Rysunek 29.
Krzywa wzorcowa do oznaczania kofeiny w uktadzie: Ce(1V) i arsenazo IllI.

Tabela 49. Ocena statystyczna wynikéw krzywej wzorcowej.

Ilo$C kofeiny ABSORBANCIJA, oznaczono n=6
[1"g/ml] X S Sr +t095°S
0,12 0,183 0,002 1,23 0,002
0,20 0,267 0,005 2,00 0,006
0,32 0,365 0,004 1,09 0,005
0,40 0,441 0,009 2,09 0,009
0,52 0,543 0,002 0,32 0,002
0,60 0,606 0,008 1,35 0,008
0,72 0,696 0,005 0,72 0,005
Badany uktad spetnia prawo Beera w  zakresie stezen  kwasu

galusowego 0,12 - 0,72 jig/ml. Parametry prostej A = a-eckor + b przyjmuja
warto$¢: a = 0,8539; b = 0,0915. WSspbtczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9983.
Obliczony Sredni  sumaryczny molowy wspotczynnik absorpcji  ma wartosc
esess = 2,25 -105 I/mol- cm i jest okoto czterokrotnie wyzszy od molowego

wspotczynnika absorpcji dla oznaczania Ce(lll) za pomocg arsenazo IlI.



0,7 -

0,6 -

0,5 -

04 -

0,3 -

0,2 .

01 .

0. | j ; ; 1 .
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

llos¢ teofiliny [Jig/ml]

Rysunek 30.
Krzywa wzorcowa do oznaczania teofiliny w uktadzie: Ce(1V) i arsenazo IllI.

Tabela 50. Ocena statystyczna wynikow krzywej wzorcowej.

I10s¢ teofiliny ABSORBANCJA, oznaczono n= 6
[Pg/ml] X S Sr + t095*S
0,16 0,192 0,005 2,60 0,005
0,24 0,259 0,005 1,93 0,005
0,32 0,378 0,004 1,06 0,004
0,40 0,452 0,004 0,88 0,004
0,48 0,529 0,005 0,94 0,005
0,56 0,600 0,004 0,67 0,004
0,64 0,676 0,006 0,89 0,006

Badany uklad spetnia prawo Beera w granicach stezen kwasu galusowego
0,16 - 0,64 (ig/ml. Parametry prostej A = aecteof + b przyjmuja wartosc:
a = 1,0476; b = 0,0196. Wspotczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9976.
Obliczony $redni  sumaryczny molowy wspotczynnik absorpcji  ma  wartosc
£%ss = 2,07 TO® I/mol- cm i jest okoto czterokrotnie wyzszy od  molowego

wspoétczynnika absorpcji dla oznaczania Ce(lll) za pomoca arsenazo llI.



4.2. Zastosowanie ukiadu odczynnikow: Fe(lll) i 2,2’-bipirydyl do

oznaczania kwasu galusowego, kwasu taninowego i (+)-katechiny.

4.2.1. Badania wstepne.

Przebieg sprzezonych reakcji redoksowo - kompleksowych w ukfadzie:
Fe(lll) - reduktor - 2,2’-bipirydyl prowadzi do powstania barwnego zwigzku
kompleksowego [Fe(2,2’-bip)3]2+, ktéry wykazuje maksymalng absorbancje przy
diugosci  fali Amx = 522 nm. Powstajagcy kompleks stanowi podstawe
spektrofotometrycznych oznaczen, a zwiekszenie efektu barwnego zalezy od liczby
elektronéw przekazywanych utleniaczowi przez czasteczke oznaczanego reduktora.
Gdy roznica potencjatow normalnych badanych uktadow redoks Fe3+/ Fe2 i Ru/ Rrjest
niewielka proces utleniania zachodzi powoli i w niewielkim stopniu. Z tego wzgledu nie
mozna  zastosowa¢ uktadu  Fe(lll) i  2,2’-bipirydylu do  opracowania
spektrofotometrycznych metod oznaczania kofeiny, teofiliny i kwasu salicylowego. Dla
zwigzkow o silnych wiasciwosciach redukujacych tj. kwas galusowy, kwas taninowy
oraz (+)-katechina reakcja utleniania za pomocg jonéw Fe3+ przebiega szybko, a
zwigzanie powstajacych jonéw Fe2+ w trwaty kompleks przesuwa potencjat redoks
uktadu Fe3+/ Fe2+ w strone wyzszych wartosci, co warunkuje ilosciowy przebieg reakcji
utleniania badanych reduktoréw

Dla ustalenia analitycznych warunkéw oznaczania wybranych reduktorow
wykreslono krzywe spektrofotometryczne dla prob o skfadzie:

1. Fe(lll), analit

2. 2,2’-bipirydyl

3. Fe(ll), 2,2-bipirydyl

4. Fe(l11), analit, 2,2°-bipirydyl
Objetos¢ wszystkich préb byta rowna 25 ml, pH ustalono na okoto 2,4 roztworem
NaOH (Imol / dm3),

Zaleznos$¢ absorbancji badanych préb od diugosci fali Swiatta rejestrowano w
zakresie 400 - 600 nm. Charakterystyki widmowe sporzadzonych prob przedstawiajg
rysunki od 31 do 33.



°400 500 600

Xnin|

Rysunek 31. Krzywe spektrofotometryczne dla prob:

1) 200 fig Fe3+ 5 ml 0,5% roztworu 2,2’-bipirydylu (wzgledem wody)

2) 200 Ng Fe3+, 50 fj.g kwasu taninowego, 5 ml 0,5% roztworu 2,2’-bipirydylu
(wzgledem wody)

3) 200 jig Fe;—ih 50 (ig kwasu tan%wowego (wzgledem wody)

4) 200 (ig Fe 7, 50 |ng kwasu taninowego (wzgledem roztworu odniesienia)

I [nm]

Rysunek 32. Krzywe spektrofotometryczne dla prob:

1) 170 [ig Fe3+ 50 ng kwasu galusowego

2) 3 ml 0,5% roztworu 2,2’-bipirydylu

3) 170 ng Fe3+ 3 ml 0,5% roztworu 2,2 -bipirydylu

4) 170 fig Fe3+, 50 (ig kwasu galusowego, 3 ml 0,5% roztworu 2,2’-bipirydylu



X [nm ]

Rysunek 33. Krzywe spektrofotometryczne dla prob:

1) 100 (ig Fe3+i 5 ml 0,5 % roztworu 2,2’ - bipirydylu (wzgledem wody)

2) 100 p.g Fe3+ 100 ~g katechiny i 5 ml 0,5 % roztworu 2,2’ - bipirydylu
(wzgledem roztworu odniesienia)

3) 100 pig Fe3+, 100 ~g katechiny i 5 ml 0,5 % roztworu 2,2’ - bipirydylu
(wzgledem wody)

Przebieg krzywych spektrofotometrycznych dla oznaczanych reduktorow (kwas
galusowy, kwas taninowy, (+)-katechina) wskazuje na obecno$¢ w roztworach
badanych zwiazku kompleksowego [Fe(2,2’-bip)3]2+ Swiadczy to o tym, ze oznaczane
reduktory, redukujg jony Fe3+ do Fe2+ ktore sg nastepnie wigzane w kompleks z
2,2’-bipirydylem. Stagd tez analityczng diugoscig fali Swiatlta jest wartosSc
charakterystyczna dla tego zwigzku kompleksowego tzn. Xmax= 522 nm. Powstajace w
badanych warunkach produkty utlenienia kwasu galusowego i taninowego oraz
(+)-katechiny sa bezbarwne, dlatego o mierzonym efekcie analitycznym decyduje

jedynie zabarwienie powstajgcego kompleksu.



4.2.2. Wplyw czasu i temperatury reakcji redoks na wyniki oznaczen

badanych reduktorow

W celu ustalenia optymalnego czasu przeprowadzenia reakcji utleniania i
redukcji dla oznaczenia badanych reduktoréw, przygotowano serie préb i roztworow

odniesienia w nastepujacy sposob:

1. Do zlewki wprowadzono 200 |ugjondéw Fe3t+i odpowiednig ilos¢ analitu.
2. Przeprowadzono reakcje redoks w temperaturze pokojowej oraz w okreSlonym
czasie.
3. Ustalono pH na okoto 2,4 i roztwor przeniesiono ilosciowo do kolbki miarowej.
4. Wprowadzono 5 ml 0,5% roztworu 2,2’-bipirydylu i uzupelniono wodg
redestylowang do objetosci 25 ml.
5. Dokonano pomiaru spektrofotometrycznego, w kuwetach o grubosci 1=1, wzgledem
wody jako roztworu odniesienia.

Uzyskane wyniki, bedace roznicg absorbancji miedzy badang prébag a Slepg
proba, przedstawiono w tabelach od 51 do 53. !

Tabela 51. Zalezno$¢ absorbancji od czasu utleniania i redukcji w temperaturze
pokojowej dla 50 p.g kwasu galusowego, n = 3.

Czas [min] 15 30 45 60 90

A ASr 0,487 0,499 0522 0536 0,554

Tabela 52. Zalezno$¢ absorbancji od czasu utleniania i redukcji w temperaturze
pokojowej dla 50 p,g kwasu taninowego, n = 3.

Czas [min] 15 30 45 60 90

Agr 0,212 0,256 0,279 0,301 0,323



Tabela 53. Zaleznos¢ absorbancji od czasu utleniania i redukcji w temperaturze
pokojowej dla 100 ng (+)-katechiny, n = 3.

Czas [min] 15 30 45 60 90

ASr 0,509 0,529 0,536 0542 0,545

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze absorbancja uzyskuje
statg wartos¢ dla roztworow kwasu galusowego i (+)-katechiny jesli proces redoks jest
przeprowadzany nie dtuzej niz trzydziesci minut w temperaturze pokojowej. W
przypadku kwasu taninowego nie bylo mozliwe ustalenie optymalnego czasu
prowadzenia reakcji utleniania i redukcji w temperaturze pokojowej. Z tego wzgledu
postanowiono zbada¢ zalezno$¢ absorbancji od czasu utlenienia i redukcji w
podwyzszonej temperaturze (60°C)

Préby do badan przygotowywano w nastepujacy sposob:

1 Do zlewki wprowadzono 200 |agjonow Fe 3+i 50 jug kwasu taninowego.

2. Przeprowadzono reakcje redoks w odpowiednim czasie, rownocze$nie ogrzewajac
proby w fazni wodnej o temperaturze 60 °C.

3. Po ochtodzeniu roztworu, ustalono pH na okoto 2,4 i przeniesiono ilosciowo do
kolbki miarowej.

4. Wprowadzono 5 ml 0,5% roztworu 2,2°-bipirydylu i uzupetniono wodg
redestylowang do objetosci 25 ml.

5. Dokonano pomiaru spektrofotometrycznego, w kuwetach o grubosci 1= 1 cm,
wzgledem wody jako roztworu odniesienia.

Uzyskane wyniki, bedace réznicg miedzy absorbancjg badanej préby i roztworu

odniesienia, przedstawiono w tabeli 54.

Tabela 54. Zalezno$¢ absorbancji od czasu utleniania i redukcji w temperaturze
60 °C dla 50 p.g kwasu taninowego, n = 3.

Czas [min] 15 30 45 60 90

Asr 0,523 0560 0571 0585 0,622



Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze absorbancja préob
uzyskuje statg wartoS¢ jezeli proces redoks jest prowadzony w podwyzszonej

temperaturze w przedziale czasowym od 30 do 60 minut.

4.2.3. Wptyw zmiennych ilosci Fe(l11) na wyniki oznaczen badanych

reduktoréw

W celu ustalenia wptywu ilosci jonow Fe3+ na wyniki oznaczen badanych
reduktoréw, przygotowano serie prob i roztwordw odniesienia w nastepujgcy sposob.
1. Do zlewki wprowadzono zmienne ilosci jonow Fe3+oraz odpowiednig ilos¢ analitu.
2. Przeprowadzono reakcje redoks w optymalnych warunkach.
3. Ustalono pH roztworéw na okoto 2,4 i iloSciowo przeniesiono je do kolbek
miarowych.
4. Wprowadzono 5 ml 0,5% roztworu 2,2’-bipirydylu i uzupetniono wodg
redestylowang do objetosci 25 ml.
5. Dokonano pomiaru spektrofotometrycznego w kuwetach o grubos¢i 1= 1 cm,
wzgledem wody jako roztworu odniesienia.

Uzyskane wyniki oznaczen, bedace roznicg miedzy absorbancjg proby i
odpowiedniego roztworu odniesienia przedstawiono na rysunkach od 34 do 36 i w
tabelach od 55 do 57.

A 06 A [(}.Iﬁczgﬂ] A
oo 50 0,401
o 100 0,474
0.3
0,2 130 0,489
01 150 0,499
° 170 0,500
0 100 200 300
llos¢ Fe (Ill) [~g/25ml] 200 0,500
250 0,499

Rysunek 34. i Tabela 55.



1lo$¢ Fe3t+

A 0.8-1 g/ 25my) A
0,7 - 50 0,360
100 0,470
130 0,500

0,3 -
0,2 150 0,540

0,1 .
0+ i i S — 1 170 0,540
0 50 100 150 200 250 300 200 0.530

llos¢ Fe(lll) [ja.g/25ml]
230 0,550
250 0,540
Rysunek 35. i Tabela 56.

Zalezno$¢ absorbancji od stezenia Fe(lll) dla préb zawierajgcych 50 ng kwasu
taninowego, n = 3.

[10$C Fe3+ )
[fig / 25 ml] AST
50 0,320
100 0,460
150 0,455
200 0,452
250 0,452

llos¢ Fe(lll) [j.ig/25ml]

Rysunek 36. I Tabela 57.



4.2.4.Wptyw zmiennych ilosci 2,2’-bipirydylu na wyniki oznaczen
badanych reduktorow

W celu zbadania wptywu ilosci 2,2’-bipirydylu na wyniki oznaczen badanych
reduktorow, przygotowano serie prob i roztworow odniesienia w nastepujacy sposob:
1. Do zlewki wprowadzono:
a) 170 fig jondéw Fe' ;50 (.9 kwasu galusowego;
b) 200 ng jonow Fe3+ 50 ng kwasu taninowego;
c) 100 |agjondw Fe3+ 100 jag (+)-katechiny;
2. Przeprowadzono reakcje redoks w optymalnych warunkach.
3. Ustalono pH roztworow na okoto 2,4 i iloSciowo przeniesiono je do kolbek
miarowych.
4. Wprowadzono zmienne ilosci 0,5% roztworu 2,2’bipirydylu i uzupetniono wodg
redestylowang do objetosci 25 ml.
5. Dokonano pomiaru spektrofotometrycznego w kuwetach o grubosci 1= 1 cm,
wzgledem wody jako roztworu odniesienia.

Uzyskane wyniki oznaczen, bedgce roznicg miedzy absorbanbjg proby i
odpowiedniego roztworu odniesienia przedstawiono na rysunkach od 37 do 39 i w

tabelach od 58 do 60.

los¢ 2,2’
bipirydylu ASr
A 0,6 [ml/ 25 ml]
0,5 0,461
o 10 0485
0,3 -
2,0 0,513
0,2 .
0.1 3,0 0,503
° 4,0 0,506
0 2 4 6 8
llo$é 2,2-bipirydylu [ml/25ml] 5,0 0,500
6,0 0,497

Rysunek 37. Tabela 58.



0,8 n
0,75 -
0,7 -
0,65
0,6
0,55 -
0,5
0,45
0,4
1 4 5 6 7 8
llos¢ 2,2'-bipirydylu [m1/25ml]

Rysunek 38. I Tabela 59.

llos¢ 2,2°-

bipirydylu

[ml /25 mi]
2,0
3,0
4,0
5,0
6,0

7,0

Asr
0,510
0,530
0,550
0,550
0,550
0,550

Zalezno$¢ absorbancji od ilosci 2,2’-bipirydylu dla préb zawierajgcych 50

kwasu taninowego, n = 3.

A 0,6

05 A

0,4
03 -
0,2
0,1

2 4 6 8
llos¢ 2,2'-bipirydylu [ml/25ml]

Rysunek 39. I Tabela 60.

los¢ 2,2°-
bipirydylu

fml / 25 ml]
1,0
2,0
4,0
5,0

6,0

0,325
0,426
0,430
0,440

0,410

ng

Zalezno$¢ absorbancji od ilosci 2,2’-bipirydylu dla prob zawierajgcych 100 jjg

(+)-katechiny, n = 3.



4.2.5. Wptyw pH na wyniki oznaczen badanych reduktorow

W celu okreSlenia wptywu pH na wyniki oznaczehn wybranych reduktorow,
przygotowano serie préb i roztworéw odniesienia w nastepujacy sposob:
1 Do zlewki wprowadzono:
a) 170 )iigjonéw Fe ' ; 50 (ig kwasu galusowego;
a) 200 ngjondéw Fe " 50 fjg kwasu taninowego;
a) 100 |ig jonoéw Fe 3+ 100 jig (+)-katechiny;
2. Przeprowadzono reakcje redoks w optymalnych warunkach.
3. Ustalono odpowiednie pH préb za pomocg roztworow NaOH (1; 0,1; 0,01 mol/ dm3),
po czym przeniesiono je do kolbek miarowych.
4. Wprowadzono 5 ml 0,5% roztworu 2,2’-bipirydylu (a w przypadku kwasu
galusowego 3 ml) i uzupetniono wodg redestylowang do objetosci 25 ml.
5. Dokonano pomiaru spektrofotometrycznego w kuwetach o grubosci 1= 1 cm,
wzgledem wody jako roztworu odniesienia.

Uzyskane wyniki oznaczen, bedace rd6znicg miedzy absorbancjg proby i
odpowiedniego roztworu odniesienia przedstawiono na rysunkach od 4p do 42 i w
tabelach od 61 do 63.

A 06 pH proby ASr
05 Jt.9- 1,5 0,440
04 1,7 0,474
0,3 - 19 0,500
0,2 . 2,0 0,501
01 . 2,2 0,502

0 2,4 0,504
1 1,5 2,5 3
Warto$é pH 2,5 0,495
2,7 0,477
Rysunek 40. i Tabela 61.

Zalezno$¢ absorbancji od pH dla préb zawierajacych 50 jjg kwasu galusowego,
n=3.



A 08 pH proéby ASr

0,75 - 15 0,510

0,7 -
0,65 - 1,7 0,540
0,6 - 2,0 0,560

0,55 -
2,3 0,560

0,5 -
0,45 - 2,5 0,550
0,4 A 1 1 ! ! ! 1 3.0 0.540

1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Wartosc¢ pH 3,5 0,510
Rysunek 41. I Tabela 62.

Zalezno$¢ absorbancji od pH dla prob zawierajgcych 50 p.g kwasu taninowego,
n=3.

pH proby ASr
0,5 - 15 0,345
2,0 0,453
0,3 - 2,5 0,460
0,2 . 3,0 0,434
01 35 0,388

01 i i [A—  — T 1

1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Wartos¢ pH

Rysunek 42. i Tabela 63.

Zaleznos$¢ absorbancji od pH dla prob zawierajacych 100 fig (+)-katechiny, n = 3.

Doswiadczalnie ustalone, optymalne warunki dla przebiegu reakcji redoks i

kompleksowania w uktadzie: Fe(lll)- reduktor - 2,2’-dipirydyl zebrano w tabeli 64.



Tabela 64. Wyniki badan nad optymalizacja warunkoéw oznaczania badanych

reduktorow z zastosowaniem uktadu odczynnikdéw: jony Fe3+ 2,2’-bipirydyl.

. 08¢ jonéw Warunki reakcji redoks llos¢ 0,5%
Analit roztworu
Fe3t 2,2-bipirydylu
[fig / 25 ml] PH Czas [min]  Temperatura °C tml /25 mi]
Kwas 150 - 250 1,9-2,5 30 22 + 2 2-6
galusowy ’ ’
Kwas
taninowy 1207250 2,0-2,5 30 602 4-17
(+)-Katechina 100-250 2,0-2,5 30 22 +92 2-5

4.2.6. Krzywe wzorcowe do oznaczania badanych reduktorow,

Uwzgledniajac wyniki badan nad optymalizacja metody oznaczania badanych
reduktorow wyznaczono krzywe wzorcowe, ktore przedstawiono na rysunkach 43 - 45.
Ocene statystyczng metod zawarto w tabelach od 65 do 67. Przygotowujgc proby do

wyznaczenia krzywych wzorcowych postepowano zgodnie z schematem 2.

Schemat 2. Sposéb postepowania przy oznaczaniu reduktorow za pomocg uktadu
odczynnikow: jony Fe3+ 2,2’-bipirydyl.

Do matej zlewki wprowadzono:

1. Odpowiednig ilos¢ jondw Fe3+izmienne ilosci analitu (reduktora)
-l przeprowadzono reakcje redoks w okreslonym czasie
i temperaturze
2. Ustalono pH roztworami NaOH (1; 0,1; 0,01 mol/dm3)
I przeniesiono ilosciowo do kolbki o pojemnosci 25 ml
3. Wprowadzono odpowiednig ilos¢ 0,5% roztworu 2,2’-bipirydylu
m dopetniono wodga redestylowang do kreski

4. Pomiary absorbancji wykonywano przy A= 522 nm.



0,8
0,6
04 -

0,2 .

0 1 2 3 4 5

[los¢ kwasu galusowego [|.ig/ml]

Rysunek 43.
Krzywa wzorcowa do oznaczania kwasu galusowego w uktadzie:
Fe(l11) i2,2’-bipirydyl

Tabela 65. Ocena statystyczna wynikow krzywej wzorcowej.

Ilos¢ kwasu ABSORBANCJA, oznaczonon=6
gal[l;'S;/vale]go X S Sr +t095' S
0,8 0,211 0,002 0,95 0,002
1,6 0,396 0,002 0,51 0,002
2,4 0,604 0,002 0,33 0,002
3,2 0,764 0,002 0,26 0,002
mIrm 40 o 0,968 0,002 0,21 0,002

Badany ukiad spetnia prawo Beera w zakresie stezen kwasu galusowego
0,8-4,0 fig/ml. Parametry prostej A = a ¢ Ckg + b przyjmujg wartos¢: a = 0,2353;
b = 0,0240. Wspotczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9994. Obliczony Sredni
sumaryczny molowy wspotczynnik absorpcji ma warto$¢ ess22 = 4,23-104 I/mol- cm i
jest okoto pieciokrotnie wyzszy od molowego wspotczynnika absorpcji dla oznaczania
Fe(ll) za pomoca 2,2’-bipirydylu.



llos¢ kwasu taninowego frig/ml]

Rysunek 44.
Krzywa wzorcowa do oznaczania kwasu taninowego w uktadzie:
Fe(1H) i 2,2’-bipirydyl

Tabela 66. Ocena statystyczna wynikow Krzywej wzorcowej.

llos¢ kwasu ABSORBANCJA oznaczonon=6
taninowego
[Hg/ml] X S Sr +to95' S

0,4 0,109 0,005 4,59 0,005
0,8 0,208 0,005 2,40 0,005
1,6 0,429 0,005 1,17 0,005
2,0 0,536 " 0,006 1,12 0,005
2,4 0,637 0,005 0,78 0,005
3,2 0,824 0,006 0,73 0,006

Badany ukiad spetnia prawo Beera w zakresie stezen kwasu taninowego
0,4-3,2 |ig/ml. Parametry prostej A = a * Ckt + b przyjmujg wartos¢: a = 0,2587;
b = 0,0088. Wspotczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9988. Obliczony Sredni
sumaryczny molowy wspotczynnik absorpcji ma wartos¢ esS52 = 4,51-105 I/mol- cm i
jest okoto piecdziesieciodwukrotnie wyzszy od molowego wspétczynnika absorpcji dla
oznaczania Fe(ll) za pomocg 2,2’-bipirydylu.



0,1 .

llos¢ katechiny [ng/ml]

Rysunek 45.
Krzywa wzorcowa do oznaczania (+)-katechiny w uktadzie: Fe(l1l) i 2,2’-bipirydyl

Tabela 67. Ocena statystyczna wynikéw krzywej wzorcowej.

Ilo$¢ ABSORBANCJA, oznaczonon =6

+)-

( )fﬁgjﬁﬁmy X S st + 1095 °S

1,2 0,170 0,009 5,29 0,011

2,0 0,275 0,016 5,82 0,019
2,8 0,354 0,008 2,26 0,010
4,0 0,477 0,011 2,31 0,013
4,8 0,534 0,014 2,62 0,017

Badany ukiad spetnia prawo Beera w zakresie stezen (+)-katechiny
1,2-4,8 ng/ml. Parametry prostej A = a ¢ ckat + b przyjmujg warto$¢: a = 0,1009;
b = 0,0634. Wspotczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9962. Obliczony S$redni
sumaryczny molowy wspoétczynnik absorpcji ma wartos$¢ ess.. = 3,72-104 I/mol- cm i
jest okoto czterokrotnie wyzszy od molowego wspoétczynnika absorpcji dla oznaczania

Fe(ll) za pomoca 2,2 -bipirydylu.



5. Badania chromatograficzne

5. 1. Warunki rozdzielania i oznaczania badanych substancji technikg

chromatografii cienkowarstwowej.

Dobdrfazy rozwijajacej

Przeprowadzono szerokie badania nad doborem optymalnego ukiadu
rozwijajgcego dla rozdzielenia badanych reduktoréw. Na piytki chromatograficzne o
wielkosSci 20 cm x 20 cm, oprdcz wzorcdéw badanych substancji nanoszono réwniez
preparaty, ktére miaty by¢ przedmiotem dalszej analizy m in. preparat farmaceutyczny
Acifungin ( w skiadzie: kwas taninowy, galusowy i salicylowy) oraz napar z réznych
rodzajow herbaty (w skfadzie: kwas taninowy, galusowy, kofeina). Badania
przeprowadzono na piytkach szklanych pokrytych 0,20 mm warstwg zelu
krzemionkowego z wskaznikiem fluorescencyjnym (Kiselgel 60 F.s« firmy Merck). Na
faze stacjonarng nanoszono, za pomocg mikrostrzykawki po 5 (ii roztworow
wzorcowych badanych substancji, tak by plamka miata szerokos¢ 3 mm. Na ptytki
nanoszono po 12 plamek, 15 mm od brzegu i 15 mm od dotu. Rozwijanie
chromatogramoéw, (w jednym kierunku) przeprowadzano w komorze wstepujacej (firmy
Camag), nasyconej parami skiadnikow fazy rozwijajacej, w temperaturze pokojowej
(22 = 2°C). Chromatogramy rozwijano na dtugosci 18 cm. W celu wywotania obrazow
chromatograficznych plytki, po rozwinieciu chromatogramow i ich wysuszeniu w
strumieniu zimnego powietrza, spryskiwano roztworem soli Fe(lll), a nastepnie 2,2’-
bipirydylu. Jako wywotywacz stosowano rowniez Swiatto UV o dtugosci fali 254 nm.
Przebadano szereg faz rozwijajgcych. Wyniki tych badan zestawiono w tabeli 68, gdzie:
- 7 ukfad niezadowalajagcy

+”  uklad zadowalajacy

++ 7 uktad dobry

, +++ 7 uktad bardzo dobry
Plamy alkaloidéw na chromatogramach byty widoczne tylko przy zastosowaniu

Swiatta UV. Zwigzki polifenolowe w swietle widzialnym dajg szaro - brunatne plamy.
Po spryskaniu ptytek roztworami Fe(lll), a nastepnie 2,2’-bipirydylem plamy zmieniajg
barwe na czerwong, co powoduje wzrost kontrastowos$ci obrazéw chromatograficznych

oraz obnizenie granicy wykrywalnosci.



STOSUNEK

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

UKLAD ROZWIJAJACY OBJETOSCIOWY OCENA
toluen - mrowczan etylu —kwas mrowkowy 5:4:1 +
benzen - metanol - kwas octowy 45 : 8 :4 +
benzen - dioksan - kwas octowy 90 : 25 :4 —
chloroform - kwas octowy - woda 4:1:1 —
octan butylu - kwas octowy - woda 10:2:1 —
toluen —octan etylu - kwas octowy 4:5:2 +
toluen - n-propanol - kwas mrowkowy - woda 15:18:10:5 +
toluen - octan etylu - kwas mrowkowy 5:5:1 ++
\(I)Vcotgg etylu - kwas mrowkowy - kwas octowy - 100 : 11 . 11 . 27 B
benzen - dioksan - lodowaty kwas octowy 40 : 60 : 4 —
octan etylu - toluen - kwas mrowkowy 18:10:2 H-h
chloroform - octan butylu - kwas mréwkowy 4:5:1 +
chloroform - octan etylu - kwas mrowkowy 5:4:1 4t
n-butanol - woda - benzen 1:1:1
n-butanol - kwas octowy - woda 4:1:5
fenol - kwas trichlorooctowy - woda 1:1:1 +
kwas propionowy —kwas mrowkowy - kwas solny 2:5:1:6 +
- woda
5% roztwor wodny kwasu octowego -H-
+

7 % roztwdr wodny kwasu octowego



Sporzadzono rowniez mieszaniny dwusktadnikowe:

a) kwas galusowy i salicylowy (fenolokwasy)
b) kwas taninowy (garbnik hydrolizujacy) i(+)-katechina (garbnik skondensowany)

c) kofeina i teofilina (alkaloidy purynowe)
ktore nanoszono na ptytki chromatograficzne, by sprawdzi¢, ktéry uktad rozwijajacy

pozwoli najlepiej rozdzielic te substancje. Wyniki tych badan zebrano w tabeli 69.

Tabela 69. Optymalny skfad fazy rozwijajgcej w celu rozdzielenia badanych
mieszanin dwusktadnikowych.

SKLAD FAZY ROZWIJAJACEJ STOSUNEK OBJETOSCIOWY

« dla rozdzielenia kwasu galusowego i salicylowego

chloroform - octan etylu - kwas mrowkowy (5:4:1)
toluen —octan etylu —kwas mrowkowy (5:5 1)Iub ( 10 : 18 : 2)

» dla rozdzielenia kwasu taninowego i katechiny

5% i 7% roztwoOr kwasu octowego i

» dla rozdzielenia kofeiny i teofiliny

octan etylu - metanol - amoniak (25%) (8:2:1)
chloroform - metanol (99:1)
chloroform - octan etylu - kwas mréwkowy (5:4:1)

W celu rozdzielenia analizowanych substancji postanowiono stosowacé faze
rozwijajacg o skiadzie: chloroform - octan etylu - kwas mrowkowy (5:4:1). Wybor ten
zostat podyktowany regularno$cig ksztattu plamek, wartoSciami Rf, czasem rozwijania
chromatograméw oraz dobrym rozdzieleniem skiadnikéw w materiatach ztozonych,
ktore w dalszej czesci pracy miaty by¢ przedmiotem analizy. W tabeli 70 przedstawiono

wartosci Rfbadanych substancji dla wybranego uktadu rozwijajgcego.



Tabela 70. Wartosci Rf dla badanych substancji; faza stacjonarna: Kieselgel 60

F2%4?faza rozwijajgca: chloroform : octan etylu : kwas mrowkowy (5:4:1).

Badana substancja Warto$¢ Rf
kwas taninowy 0,04
kwas galusowy 0,35
kwas salicylowy 0,79

Kofeina 0,41
Teofilina 0,32
(+)-katechina 0,23

Poniewaz izolacja kwasu taninowego z materiatbw ztozonych w ustalonych
warunkach nie daje dobrych rezultatow (Rf = 0,04), postanowiono | zastosowac
chromatografowanie dwukierunkowe prostopadte, ktére jest polecane w przypadku
bardzo ztozonych mieszanin. Technika ta polega na tym, iz w narozniku kwadratowej
ptytki nanosi sie jedng probke analizowanej mieszaniny i rozwija chromatogram
zwyktym sposobem. Po zakonczeniu pierwszego rozwijania wyjmuje sie plytke z

komory, suszy i po obrocie 0 90° ponownie wkiada do komory z innym eluentem [252J.

Najlepsze rezultaty uzyskano stosujac jako fazy rozwijajace:
» pierwsze rozwijanie: chloroform - octan etylu - kwas mrowkowy (5:4:1)
* drugie rozwijanie: 5% roztwor wodny kwasu octowego

(Rf kwasu taninowego —0,52).

» jako wywotywacz stosowano ukiad odczynnikéw Fe(lll1), i 2,2’-bipirydyl.

W ustalonych warunkach rozdzielania i wywotywania najmniejsza wykrywalna ilos¢
kwasu taninowego wynosi 1 |ig Indeks wykrywalno$ci, okreSlajacy stosunek
najmniejszej ilosci mikrogramow substancji wykrytej przez zastosowany wywotywacz

do powierzchni plamki chromatograficznej [253] przyjmuje warto$¢ 0,10 |ig/mm2



Celem badan byto wyznaczenie optymalnej diugosci fali Swiatta do oznaczania
(+)-katechiny technikg chromatografii cienkowarstwowej z detekcjg densytometryczna.
Proces chromatograficzny przeprowadzono w warunkach :

» faza stacjonarna: Kieselgel 60 F 254
» faza ruchoma: chloroform - octan etylu - kwas mrowkowy (5:4:1)
o detekcja densytometryczna

Dla ustalenia optymalnej dtugosci fali na ptytke chromatograficzng naniesiono
mikrostrzykawka Ipg katechiny (5 jil roztworu katechiny o stezeniu 0,2 mg/ml).
Chromatogram rozwijano w wybranej fazie ruchomej, a po skonczonym procesie
rozwijania suszono i poddano detekcji densytometrycznej. Uzyskane widmo zaleznosci
intensywnos$ci pikow badanej substancji od dtugosci fali Swiatta w zakresie 200-450 nm

przedstawiono na rysunku 46.

mAV

Dtugosc fali [nm]
Rysunek 46.
Spektrodensytogram przedstawiajacy zaleznosc¢ intensywnosci pikéw

(+)-katechiny od dtugosci fali Swiatta.

Z przedstawionej zalezno$ci wynika, ze (+)-katechine najdogodniej jest

oznaczac przy dtugosci fali Swiatta Xmx= 410 nm.



Przeprowadzono badania nad mozliwoscig jednoczesnego oznaczania kofeiny i
kwasu galusowego po rozdzieleniu chromatograficznym na cienkiej warstwie zelu
krzemionkowego z zastosowaniem detekcji densytometrycznej w Swietle UV.

Dla ustalenia optymalnej dtugosci fali na ptytke chromatograficzng naniesiono
mikrostrzykawka po 5 jul roztworow kofeiny i kwasu galusowego o stezeniu 1 mg/ml.
Chromatogram rozwijano w wybranej fazie ruchomej, a nastepnie poddano detekcji
densytometrycznej w Swietle UV. Uzyskane zaleznosSci intensywnosci pikow badanych

substancji od dtugosci fali Swiatta przedstawiono na rysunku 47.

Dtugos¢ fali [nm]

Rysunek 47.

Spektrodensytogram przedstawiajgcy zaleznos¢ intensywnosci pikow od dtugosci

fali Swiatta dla: kofeiny () i kwasu galusowego (¢ ).

Z przedstawionych zaleznosci wynika, ze najwiekszg intensywnosc¢ dla kofeiny
zarejestrowano przy X= 270 nm, a dla kwasu galusowego przy A= 280 nm. W dalszych
badaniach postanowiono proces densytometrowania przeprowadza¢ przy X = 280 nm.
Dla tych warunkéw detekcji uzyskuje sie nieznacznie nizsze wyniki dla kofeiny, ale
mozliwosC jednoczesnego oznaczania obu substancji przy tej samej dtugosci fali Swiatta

znacznie skraca czas analizy.



Celem dalszych badan byto wyznaczenie najmniejszych wykrywalnych ilosci

badanych substancji po rozdzieleniu chromatograficznym w ustalonych warunkach:

» faza stacjonarna: podtoze Kieselgel 60 F2s4

o faza ruchoma: chloroform - octan etylu - kwas mrowkowy (5:4:1)

« wywolywacz: Swiatto UV lub uktad odczynnikow: Fe(lll) i2,2’-bipirydyl

Na ptytki chromatograficzne nanoszono po 5 pil roztworéw badanych substancji o

roznym stezeniu. Rozwijanie chromatogramow przeprowadzono zgodnie z wczesniej

opisanym sposobem. Dla sprawdzenia powtarzalnosci wynikoéw czynno$¢ powtarzano

trzykrotnie, a dla najnizszych wykrywalnych i najwyzszych niewykrywalnych stezen

szesciokrotnie. Uzyskane wyniki zestawiono w tabeli 71.

Tabela 71. Indeksy wykrywalnosci dla badanych substancji.

Substancia Srednia Najmniejsza
J Wywotywacz powierzchnia wykrywalna
wywotywana . PP
plamki [mm2] iloSC [Lig]
Swiatto UV
X = 254 nm 59,4 e
kwas galusowy
Fe(lll),
. 2 "-bipirydyl 0 0.08
. Swiatto UV
kofeina X = 254 nm 11,0 0,50
- Swiatto UV
teofilina X = 254 nm 13,0 0,50
Swiatto o
X = 410 nm 33,0 0,20
(+)-katechina
Fe(lll), 6.0 0.2

2,2’-bipirydyl

Indeks
wykrywalnosci
[*tg/mm2]

0,002

0,040

0,045

0,038

0,006

0,030



5.1.1. Krzywa wzorcowa do oznaczania kwasu galusowego metodg

chromatograficzno - spektrofotometryczna.

W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej do oznaczania kwasu galusowego
metodg chromatograficzno - spektrofotometryczng na plytki pokryte zelem
krzemionkowym naniesiono odpowiednie ilosci roztworu wzorcowego kwasu
galusowego (od 20 do 100 jag). Chromatogramy rozwijano stosujgc ukiad:
chloroform - octan etylu - kwas mréwkowy (5:4:1), a nastepnie suszono w celu
usuniecia sktadnikow fazy rozwijajacej. Z plytki zdejmowano plamki kwasu
galusowego, przenoszono je do zlewki i eluowano cieptg wodg redestylowang (3 razy
po 2 ml), po czym wprowadzano 170jug Fe3+ i ustalano pH na okoto 2,4. Po 30
minutach cato$¢ przeniesiono ilosciowo do kolbki o pojemnosci 25 ml, dodano 3 ml
0,5% roztworu 2,2’- bipirydylu i uzupetniono wodg redestylowang do kreski (p. 4.2.6.).
Pomiary absorbancji wykonywano po 15 minutach od wywotania reakcji barwnej przy
X = 522 nm. Wyznaczong krzywag wzorcowg przedstawia rysunek 48, ocene

statystyczng precyzji metody zamieszczono w tabeli 72.

A °'9 -
0,8 -

0,7 -
0,6 .
0,5 -
0,4 -
0,3-
0,2
0,1 .

0 -
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45

llos¢ kwasu galusowego [Jag/ml]

Rysunek 48.
Krzywa wzorcowa do oznaczania kwasu galusowego metodg chromatograficzno -

spektrofotometryczng



Tabela 72. Ocena statystyczna precyzji oznaczania kwasu galusowego
metodg chromatograficzno - spektrofotometryczng

llo$¢ kwasu OZNACZONO n=6
galusowego X S Sr% At0%' S
[Hg/ml]

0,8 0,159 0,007 4,40 0,007
1,6 0,328 0,008 2,44 0,008
2,4 0,516 0,008 1,55 0,008
3,2 0,688 0,005 0,73 0,005
4,0 0,838 0,004 0,48 0,004

Krzywa wzorcowa ma przebieg prostoliniowy w zakresie stezen kwasu
galusowego od 0,8 do 4,0 pg/ml. Parametry prostej A = a-CKG+b przyjmuja
wartosé: a = 0,2148; b = -0,0096. Wspdtczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9993.
Obliczony $redni sumaryczny molowy wspétczynnik absorpcji ma wartos¢
Sss22 = 3,55 ¢ 104 I/mol- cm.

5.1.2. Krzywa wzorcowa do oznaczania kwasu taninowego metodg
chromatograficzno - spektrofotometryczna. L

W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej do oznaczania kwasu taninowego
metodg chromatograficzno - spektrofotometryczng na plytki pokryte zelem
krzemionkowym naniesiono rozne ilosci roztworu wzorcowego kwasu taninowego
(5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 pg). Wykorzystano dwukierunkowe prostopadte rozwijanie
chromatograméw. Dla pierwszego rozwijania zastosowano ukiad odczynnikow:
chloroform - octan etylu - kwas mréwkowy (5:4:1), za$§ po wysuszeniu i obréceniu
ptytki o 90 °, rozwijanie przeprowadzano w 5% roztworze kwasu octowego. Z ptytki
zdejmowano plamki kwasu taninowego, przenoszono je do zlewki i eluowano cieptg
wodg redestylowang (3 razy po 2 ml), po czym wprowadzano 200pg Fe3+i ustalano pH
na okoto 2,3 a nastepnie ogrzewano na tazni wodnej o temperaturze 60 °C. Po 30
minutach cato$¢ przeniesiono iloSciowo do kolbki o pojemnosci 25 ml, dodano 5 ml
0,5% roztworu 2,2’- bipirydylu i uzupetniono woda redestylowang do kreski. Pomiary
absorbancji wykonywano po 15 minutach od wywotania reakcji barwnej przy
X=522 nm (p. 4.2.6.). Uzyskang w ten sposéb krzywa wzorcowa przedstawia rysunek

49, za$ w tabeli 73 zamieszczono ocene statystyczng precyzji metody.



llos¢ kwasu taninowego [f.ig/ml]

Rysunek 49.

Krzywa wzorcowa do oznaczania kwasu galusowego metodg chromatograficzno -

spektrofotometryczna.

Tabela 73. Ocena statystyczna precyzji oznaczania kwasu taninowego metodg
chromatograficzno - spektrofotometryczng

llo$¢ kwasu OZNACZONO n=6
taninowego 0 '
(Hg/mi] X 5 Sr% +1t095"'S

0,2 0,034 0,003 8,82 0,004
0,4 0,066 0,005 7,58 0,006
0,6 0,104 0,004 3,85 0,005
0,8 0,140 0,005 3,57 0,006
1,2 0,218 0,006 2,75 0,007
1,6 0,272 0,005 1,97 0.006
2,0 0,341 0,005 1,47 0,006

Krzywa wzorcowa ma przebieg prostoliniowy w zakresie stezen kwasu
taninowego od 0,2 do 2,0 pg/ml. Parametry prostej A = a-e+c kt+ b przyjmujg
warto$¢: a = 0,1715; b = 0,0012. Wspotczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9979.
Obliczony $redni sumaryczny molowy wspotczynnik absorpcji ma wartos$é
e§22 = 2,93 « 1051/mol- cm.



W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej do planimetrycznego oznaczania
(+)-katechiny, na ptytki pokryte zelem krzemionkowym nanoszono po 5 il roztworow
wzorcowych badanej substancji, tak by jej ilos¢ na ptytce byta réwna: 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5;
3 Hg.

Chromatogramy rozwijano w ustalonych warunkach a po wysuszeniu
wywotywano poprzez spryskanie roztworem soli Fe(lll), a po chwili 2,2’-bipirydylem.
Powierzchnie uzyskanych plam (+)-katechiny poddano planimetrowaniu. Wyniki badan

przedstawiono na rysunkach 50 i 51 oraz w tabeli 74.

Rysunek 50.
Chromatogram do planimetrycznego oznaczania (+)-katechiny.
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Rysunek 51.

Krzywa wzorcowa do planimetrycznego oznaczania (+)-katechiny.

Krzywa wzorcowa ma przebieg prostoliniowy w zakresie stezen katechiny od 0,5
do 3,0 ng. Parametry prostej P = a « Ckat + b przyjmujg warto$¢: a = 9,26; b = 5,13.

Wspotczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9994.

Tabela 74. Ocena statystyczna precyzji planimetrycznego oznaczania (+)-katechiny

¢ OZNACZONO n—6

: Srednia
(*)-katechiny powierzchnia S Sr% " 109" S

[Mg] plamki [mm?2]

05 10 0,6 6,0 0,6
1,0 14 18 12,8 19
15 19 2.0 10,5 2,1
2.0 24 11 4,6 1.1
2.5 28 2,1 75 2,2

3,0 33 1,1 3,3 11



Kontynuujgc badania chromatograficzne wyznaczono krzywa wzorcowa dla
oznaczania kwasu galusowego technikg chromatografii cienkowarstwowej z detekcja
densytometryczng. W tym celu na plytki pokryte zelem krzemionkowym Fos.
nanoszono mikrostrzykawka kolejno po 5 pl roztworéw kwasu galusowego, tak by
ilos¢ badanej substancji na ptytce miescita sie w zakresie od 0,5 do 3,0 pg.
Chromatogramy rozwijano stosujac uktad: chloroform - octan etylu - kwas mrowkowy
(5:4:1), a nastepnie suszono w celu usuniecia sktadnikow fazy rozwijajacej.
Otrzymane chromatogramy poddano detekcji densytometrycznej przy ustalonej
dtugosci fali = 280 nm. Uzyskang w ten sposéb krzywa wzorcowg obrazuje

rysunek 52, za$ w tabeli 75 zawarto ocene statystyczng opracowanej metody.
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Rysunek 52.
Krzywa wzorcowa do densytometrycznego oznaczania kwasu galusowego.



Tabela 75. Ocena statystyczna precyzji densytometrycznego oznaczania kwasu

galusowego.

I10$¢ kwasu OZNACZONO n=6

Srednia
galusowego powierzchnia S Sr% i t0%" S

[MS] piku [mm2]

0,5 558,8 21,85 3,91 22,93
1,0 1278,7 25,17 1,97 26,41
15 2043,6 16,37 0,80 17,18
2,0 2629,7 26,56 1,01 27,87
2,5 3217,2 20,62 0,64 21,64
3,0 3781,4 19,37 0,51 20,33

Krzywa wzorcowa ma przebieg prostoliniowy w zakresie od 0,5 do 3,0 (ig
kwasu galusowego. Parametry prostej P = a « O«g + b wynoszg: a = 1286,5; b = 0,1067.

Wspdtczynnik korelacji liniowej przyjmuje wartos¢ 0,9979.

5.1.5. Krzywa wzorcowa do densytometrycznego oznaczania kofeiny.
i

Krzywag wzorcowg wyznaczono dla ilosci kofeiny w zakresie stezen od 1,0 do
3,0 |ag. W tym celu, na ptytki chromatograficzne nakroplono po 5 [jI roztworow
wzorcowych kofeiny w réznych stezeniach (od 0,2 do 0,6 mg/ml). Po rozwinieciu w
ustalonych warunkach chromatogramy densytometrowano przy dtugosci fali
Xniax = 280 nm, rejestrujagc powierzchnie pikow.

Krzywa wzorcowg dla oznaczania kofeiny przedstawia rysunek 53. Ocene

statystyczng precyzji metody zawarto w tabeli 76.
Tabela 76. Ocena statystyczna precyzji densytometrycznego oznaczania kofeiny.

OZNACZONO n=6

llo$¢ kofeiny Srednia
[Mg] powierzchnia S +109%"S
piku [mm2]
1,0 1088,68 63,32 5,81 66,77
1,5 1608,75 42,20 2,62 44,29
2,0 2141,48 77,75 3,63 81,61
2,5 2532,88 72,89 2,88 76,50

3,0 3003,48 79,16 2,63 83,09
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Rysunek 53.

Krzywa wzorcowa do densytometrycznego oznaczania kofeiny.

Krzywa wzorcowa ma przebieg prostoliniowy w zakresie od 1,0 do 3,0 pg
kofeiny. Parametry prostej P = a ¢ ckor + b wynoszg: a = 950,75; b = 173,56.

Wspotczynnik korelacji liniowej przyjmuje wartos¢ 0,9985.

5.1.6. Krzywa wzorcowa do densytometrycznego oznaczania

(+)-katechiny.

W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej do oznaczania (+)-katechiny po izolacji
chromatograficznej z zastosowaniem detekcji densytometrycznej na ptytki pokryte
zelem krzemionkowym F:s« nanoszono mikrostrzykawkag kolejno po 5 pi roztworow
(+)-katechiny, tak by ilos¢ badanej substancji na ptytce miescita sie w zakresie od 0,2
do 1,0 pg. Chromatogramy rozwijano stosujgc uktad: chloroform - octan etylu - kwas
mrowkowy (5:4:1), a nastepnie suszono w celu usuniecia skiadnikéw fazy
rozwijajgcej. Otrzymane chromatogramy poddano detekcji densytometrycznej przy
ustalonej dtugosci fali A™* = 410 nm, rejestrujgc wysokos¢ pikow.



Uzyskang w ten sposdb krzywa wzorcowg obrazuje rysunek 54, za$§ w tabeli 77

zawarto ocene statystyczng opracowanej metody.
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Rysunek 54. i

Krzywa wzorcowa do densytometrycznego oznaczania (+)-katechiny.

Krzywa wzorcowa ma przebieg prostoliniowy w zakresie stezen (+)-katechiny
od 0,2 do 1,0 pg. Parametry proste] P = a ®mckat + b wynoszg: a = 217,10; b = -7,48.

Wspdtczynnik korelacji liniowej przyjmuje warto$¢ 0,9897.

Tabela 77. Ocena statystyczna precyzji densytometrycznego oznaczania
(+)-katechiny.

OZNACZONO n=6

llos¢ Srednia

(*)-katechiny wysokos$é piku S Sr% ~Ntoost S
[pg] C [MAY]
0,2 33,0 1,78 5,39 1,87
0,4 90,2 5,76 6,38 6,04
0,6 108.,5 4,31 3,97 4,52
0,8 174,0 5,03 2,89 5,27

1,0 208,2 4,72 2,27 4,96



5.2. Warunki rozdzielania i oznaczania badanych substancji technikg

chromatografii bibutowej.

Przeprowadzone badania wstepne wykazaly, ze zastosowanie odczynnikow
Ce(lV) i arsenazo Il do spektrofotometrycznego oznaczania reduktoréw po izolacji na
cienkiej warstwie zelu krzemionkowego charakteryzuje wysoki poziom absorbancji
Slepej préby, uniemozliwiajacy wykonanie analizy. W zwigzku z tym, aby zastosowac
opracowane, czute, spektrofotometryczne metody oznaczania reduktoréw w tym
ukfadzie odczynnikéw, do izolacji analitu z materialu ztozonego postanowiono
wykorzysta¢ chromatografie bibutows,

Przeprowadzono badania nad optymalizacja warunkéw rozdzielania kwasow:
taninowego, galusowego i salicylowego na drodze chromatografii bibutowej.

Rozdziat kwasu galusowego i kwasu salicylowego na drodze chromatografii
bibutowej zapewniajg przewaznie kwasne ukiady rozpuszczalnikéw. Do rozwijania
chromatogramow stosuje sie nastepujace fazy ruchome [134,160]: n-butanol - kwas
octowy - woda (4:1:5); n-butanol - octan butylu - kwas octowy - woda (9:28:47:16);
octan butylu - kwas octowy - woda (4:1:2); toluen - n-butanol - kwas octowy - woda
(10:15:5:3); benzen - kwas octowy - woda (10:5:3); chloroform - alkohol etylowy
(95%) - kwas mrowkowy (50:50:2) oraz 5% roztwoOr kwasu octowego. Leont’eva i
Tselinskii  [254] opracowali warunki rozdzielania wspomnianych fenolokwasow
stosujac ukiad rozwijajacy: woda - dioksan (25:5). Natomiast Mastowska i Kucharska
[255] proponujajako faze rozwijajacg alkohol etylowy (96%) - amoniak (25%) (5:1).

Dobdrfazy rozwijajacej

Na bibute Whatman nr 3 nanoszono kolejno roztwory wzorcowe: kwasu
taninowego, galusowego i salicylowego oraz mieszaning tych trzech kwasow w
stosunku objetoSciowym 1:1:1. W celu wywotania chromatogramy spryskiwano
roztworem soli Fe(lll), a nastepnie 2,2’-bipirydylu. Przebadano kilka faz rozwijajacych,
polecanych w literaturze oraz dokonano modyfikacji niektorych z nich.

Wyniki badan zamieszczono w tabeli 78.



NR

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

UKELAD ROZWIJAJACY

n-butanol - kwas octowy - woda

n-butanot - octan butylu - kwas octowy - woda
Octan butylu - kwas octowy - woda

toluen - n-butanol —kwas octowy - woda

benzen - kwas octowy - woda

chloroform - alkohol etylowy (95%) - kwas
mréwkowy

5% roztwor wodny kwasu octowego

woda - dioksan

alkohol etylowy (96%) - amoniak (25%)

5% roztwor wodny kwasu octowego - dioksan
5% roztwor wodny kwasu octowego - dioksan
5% roztwor wodny kwasu octowego - dioksan

woda - dioksan

woda - dioksan - 5% roztwor wodny kwasu
octowego

chloroform - octan etylu - kwas mrowkowy
izopropanol - izobutanol - woda

izopropanol - izobutanol - woda - dioksan

STOSUNEK

oBJETOSClowy OCENA
4:1:5 +
9 :28 :47 116 +
4:1:2 +
10 :15:5:3 +
10 :5:3 -
50 :50 :2 _
-H-
25 :5 +
5:1 _
29 11 -
25 :5 +
25 :10 _
25 12 -
20 :5:5 -
5:4:1 _
3:2:4 ++
3:2:4:1 +



gdzie: ,,- ” uktad niezadowalajacy
»+ 7 ukfad zadowalajacy
» t+ 7 uklad dobry

Dla uktadéw rozwijajacych, w ktérych stwierdzono najlepsze rozdzielenie
badanych substancji, wyznaczono wartosci R .
Wyniki zamieszczono w tabeli 79.

Tabela 79. Wartosci Rf dla kwasu galusowego, salicylowego i taninowego, po
rozdzieleniu na bibule Whatman nr 3.

WARTOSCI Rf

UKEAD ROZWIJAJACY KG: Kwas galusowy

(stosunek objetosciowy) KS: Kwas salicylowy
KT:Kwas taninowy

5% roztwo6r wodny kwasu octowego RTkg=0,36; Rfks 0,72

Rf xt = 0,13
izopropanol - izobutanol - woda Rfkg= 0,53; Rfks=0,95
(3:2:4) Rf «+ = 0,81

W dalszych badaniach postanowiono stosowac¢ ukiad: izopropanol —izobutanol —
woda (3:2:4). Dokonujgc wyboru wspomnianego uktadu kierowano sie regularnoscia
ksztattu plamek, wartoSciami R¥, czasem rozwijania, kontrastowos$cig i trwatoscig

chromatogramow (plamy badanych substancji przyjmuja kolor czerwony).

Kontynuujgc badania, podjeto proby wyznaczenia krzywych wzorcowych do
spektrofotometrycznego oznaczania kwasow: galusowego, salicylowego i taninowego, z
zastosowaniem sprzezonych reakcji redoks i kompleksowania przebiegajgcych w
uktadzie: Ce(1V), arsenazo lll, po izolacji analitow na bibule Whatman. W przypadku
kwasow: galusowego i salicylowego nie udato sie uzyskaé prostoliniowej zaleznoSci

absorbancji od stezenia analitu.



W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej do spektrofotometrycznego oznaczania
kwasu taninowego, z zastosowaniem sprzezonych reakcji redoks i kompleksowania
przebiegajacych w uktadzie Ce(1V) i arsenazo 111, na bibute Whatman nr 3 nanoszono
po5 [il roztwordw wzorcowych kwasu taninowego o réznym stezeniu (od 0,4 do
2,0 mg/ml).

Chromatogramy rozwijano w ustalonych warunkach i suszono w strumieniu zimnego
powietrza. Cze$¢ kazdego chromtogramu spryskiwano roztworami soli Fe(lll)
oraz 2,2’-bipirydylu, w celu zlokalizowania plam analitu. Pozostaltg cze$¢
zabezpieczano, tak by uniemozliwi¢ zajscie reakcji z odczynnikami wywotujacymi.
Nastepnie wycinano fragmenty z wzorcami kwasu taninowego, przenoszono do zlewki i
wymywano wodg. Do proby wprowadzano 110 ng Ce4+ i przeprowadzano reakcje
redoks w czasie 15 minut, po czym ustalano pH na ok. 3, przenoszono cato$¢ do kolby o
pojemnosci 25 ml, wprowadzano 2,3 ml 0,05 % roztworu arsenazo Il i uzupetniano
woda redestylowang. Pomiary absorbancji wykonywano przy A™x = 655I nm, po 15
minutach od wywotania reakcji barwnej, wzgledem wody jako roztworu odniesienia. W
analogiczny spos6b przygotowywano S$lepe proéby, tj. nie zawierajace kwasu
taninowego. Srednia warto$¢ absorbancji dla $lepej proby wynosita 0,345. Wyniki
przedstawiono jako rdznice absorbancji préby zawierajgcej analit i $lepej proby. Tak
otrzymang krzywg wzorcowg przedstawia rysunek 55, natomiast oceng statystyczng

metody zawarto w tabeli 80.

Tabela 80. Ocena statystyczna wynikow krzywej wzorcowej

llo$¢ kwasu OZNACZONO n=6
taninowego X S N .3
[Mg/mi] o + L ogs
0,08 0,161 0,011 6,83 0,011
0,16 0,192 0,011 5,72 0,011
0,24 0,245 0,008 3,26 0,008
0,32 0,302 0,007 2,32 0,007

0,40 0,345 0,008 2,32 0,008
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Rysunek 55.
Krzywa wzorcowa do spektrofotometrycznego oznaczania kwasu taninowego

po izolacji na bibule Whatman.

Badany uktad spetnia prawo Beera w granicach stezen kwasu
taninowego od 0,08 do 0,40 pg/ml. Parametry prostej A = a-eckt + b przyjmujg
wartos¢: a = 0,5975; b = 0,1056. Wspdbiczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9959.
Obliczony $redni sumaryczny molowy wspdtczynnik absorpcji ma waito$¢

esess - 1,37-1061/mol- cm.



technika ekstrakcji do fazy statej (SPE).

6.1. Technika SPE.

Technika SPE umozliwia oddzielenie analitu od matrycy ijego zatezenie. Polega
na przepuszczeniu ciektej, analizowanej probki przez ztoze adsorbentu w kolumnie
ekstrakcyjnej i adsorpcje oznaczanych zwigzkéw w ztozu. Po przemyciu kolumienki
zaadsorbowane anality wymywa sie iloSciowo rozpuszczalnikiem. W taki sposob
mozna uzyskac¢ wielokrotne zatezenie analizowanej substancji. W technice tej waznym
elementem postepowania analitycznego jest dobdr eluenta do wymywania osadzonych
na kolumnie analitbw. Wymywanie substancji zaadsorbowanych na ztozu przeprowadza
sie najczesciej rozpuszczalnikami organicznymi, znacznie rzadziej stosuje sie ekstrakcje
nadkrytyczng (252],

W Polsce, do ekstrakcji w uktadzie ciecz - ciatlo stale stosuje sie najczesciej
urzadzenia firmy Baker. Wykorzystuje sie gotowe kolumny ekstrakcyjne, Jctore mozna
podzieli¢ na cztery grupy:

* wymieniacze kationowe z grupg sulfonowg, zwigzane =z pierScieniem
benzenowym lub propylowym tancuchem analitycznym

* wymieniacze anionowe zawierajgce czwartorzedowa grupe aminowa, do izolacji
anionow oraz komplekséw o charakterze anionowym

o fazy polarne diolowe i cyjanopropylowe do izolacji kationéw tworzacych
kompleksy z ugrupowaniem wodorotlenkowym lub aminowym

« fazy niepolarne oktylowe, oktadecylowe i fenylowe do izolacji obojetnych

komplekséw metali oraz zwigzkow organicznych [17, 256],

Wazna dziedzing zastosowan techniki SPE stanowi analiza lekéw i metabolitow oraz
innych substancji biologicznie aktywnych w wodzie i prdbkach biologicznych.
Niekiedy ekstrakcje ciecz - ciato state stosuje sie tylko do usuwania zanieczyszczen,
np.: weglowodorow parafinowych z probki, w ktorej majg by¢ analizowane substancje
lotne.

Wyodrebnianie substancji z matrycy wodnej technikg ekstrakcji ciecz - ciato
state nie ma wad ekstrakcji jak w uktadzie ciecz - ciecz i umozliwia uzyskanie lepszych

wynikow przy wydzieleniu i zatezeniu analizowanych substancji.



Kofeina jako substancja o stabych wiasciwosciach redukujacych nie reaguje w
uktadzie odczynnikow: Fe(lll) i 2,2’-bipirydyl. Opracowana spektrofotometryczng
metoda oznaczania kofeiny z zastosowaniem sprzezonych reakcji redoks i
kompleksowania przebiegajgcych w ukitadzie Ce(l1V) i arsenazo Ill, charakteryzuje sie
dobrg precyzja i wysokg czutoscig. Nie jest jednak mozliwe zastosowanie tej metody do
oznaczania kofeiny w materiatach ztozonych bez jej wstepnej izolacji, gdyz sole Ce(1V)
w Srodowisku kwasnym wykazujg wysoki potencjat utleniajgcy, dlatego tez utlenieniu
ulegta by nie tylko kofeina, ale takze wszelkie inne reduktory bedace skitadnikami
matrycy. W pracy eksperymentalnej podjeto proby opracowania chromatograficzno -
spektrofotometrycznej metody oznaczania kofeiny po jej »izolacji na bibule Whatman.
Przeprowadzono badania nad optymalizacjg warunkéw chromatograficznego
rozdzielania, wybierajgc jako faze rozwijajaca uktad: aceton - izopropanol - woda, 5:3:2
(vivl). W celu wywotania chromatogramy spryskiwano roztworami: jodu w
etanolowym roztworze jodku potasu, a po uptywie 2 minut mieszaning 25 % kwasu
solnego i etanolu w stosunku 1:1 [110], Nie udato sie jednak uzyskac prostoliniowej
zaleznos$ci absorbancji od stezenia analitu.

Postanowiono wiec zbada¢ mozliwos¢ spektrofotometrycznego oznaczania
kofeiny, w uktadzie Ce(1V) i arsenazo Ill, po jej izolacji z zastosowaniem techniki
ekstrakcji do fazy statej. Badania przeprowadzono na kolumienkach 100mg firmy Baker
z fazg oktadecylowg. Firma Baker proponuje do izolacji kofeiny z materiatow
ztozonych takich jak kawa, herbata, kakao i tzw. soft drink, kondycjonowanie kolumny
metanolem, a do wymywania analitu zaleca chloroform. Biorgc pod uwage powyzsze
informacje, w dalszych badaniach postepowano w nastepujacy sposob:

aby przygotowaé¢ kolumienki wprowadzano na kazdg z nich trzy razy po 1 ml

metanolu a nastepnie trzy razy po 1 ml wody

na tak przygotowane kolumienki wprowadzano po 1 ml roztworéw wzorcowych

kofeiny o stezeniu 50 pig/ml; 80 (J.g/ml; 100 (J.g/ml; 130|_ig/ml i 150 M-g/ml.

osadzong na kolumnach kofeing wymywano chloroformem - dwa razy po 1 ml

otrzymane probki odparowano do sucha a otrzymana w ten sposéb kofeine

rozpuszczono w 10 ml wody



Z préobek otrzymanych w sposéb opisany w punkcie 6.2. do malej zlewki,
pobierano po 1 ml roztworu kofeiny i wprowadzano 100 \xg Ce4+ Cato$¢ ogrzewano na
tazni wodnej o temperaturze 60 ° C przez 30 minut. Nastepnie ustalano pH na ok. 3,
cato$¢ przenoszono do kolbki o pojemnosci 25 ml, wprowadzano 2,3 ml 0,05%
roztworu arsenazo Ill. Pomiary absorbancji wykonywano po 15 minutach o wywotania
reakcji barwnej, przy X = 655 nm, wzgledem wody jako roztworu odniesienia. W
analogiczny sposéb przygotowywano Slepe proby (w miejsce kofeiny na kolumienki
wprowadzano 1 ml wody), a wyniki przedstawiono jako roznice absorbancji proby
zawierajacej kofeine i préby Slepej mierzonej wzgledem wody jako roztworu
odniesienia. Srednia warto$é absorbancji dla préby $lepej wynosita 0,299. Tak
otrzymang krzywg wzorcowg przedstawiono na rysunku 56. W tabeli 81 zawarto oceng

statystyczng opracowanej metody.
A 0,8 n
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Rysunek 56.
Krzywa wzorcowa do spektrofotometrycznego oznaczania kofeiny

po izolacji technikg SPE.



llo$¢ kofeiny OZNACZONO n=5

[Mg/ml] X S Sr + 1095 ‘S
0,20 0,142 0,023 16,63 0,026
0,32 0,324 0,006 2,08 0,007
0,40 0,431 0,042 9,92 0,005
0,52 0,575 0,014 2,46 0,016
0,60 0,669 0,006 0,91 0,007

Badany ukiad speilnia prawo Beera w granicach stezen Kkofeiny od
0,20 do 0,60 pg/ml. Parametry prostej A = as*ckof + b przyjmujg wartosc:
a = 1,3072; b = -0,1052. Wspotczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9982. Obliczony
Sredni sumaryczny molowy wspotczynnik absorpcji ma wartos¢

€sess - 2,09 « 1051/mol- cm.



7. Aplikacje.

Opracowane spektrofotometryczne metody oznaczania badanych reduktoréw
mozna zastosowac bezposrednio dla preparatéw prostych, w ktorych brak jest innych
substancji czynnych o wasciwosciach redukujacych.

Wykorzystujgc uktad odczynnikéw: Ce(lV) i arsenazo 111, oznaczono zawarto$¢
teofiliny w preparacie farmaceutycznym Theophyllinum -  prolongatum 300
(numer serii G11002, producent: Glaxo Smithkline Pharmaceuticals), stosowanym jako

lek w zapobieganiu stanom dusznosci w przewlektych chorobach drdg oddechowych.

Charakterystyka leku teofilina bezwodna - 300 mg;

substancje towarzyszgce - sacharoza, skrobia, talk.

Sposbéb analitycznego postepowania, tabletke Theophyllinum (300 mg) rozdrobniono i
rozpuszczono w goracej wodzie. Cato$¢ przesaczono i uzupetniono wodag do objetosci
100 ml. Otrzymany roztwdr rozcienczono. Do analizy pobierano 1 ml roztworu o
deklarowanym stezeniu analitu 7,5 (.ig/ml. Analizowano z jednego preparatu trzy
tabletki. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 82. Sg one zgodne z wartoscig

deklarowang, przy dobrej precyzji oznaczen.

Tabela 82. Wyniki oznaczania teofiliny w preparacie farmaceutycznym

NUMER ZAWARTOSC TEOFILINY [mg], n=6

SERIl DEKLAROWANA OZNACZONA A =0,05 [mg]
1 300,00 301,50 0,75 2,34

2. 300,00 301,00 1,03 3,27

3. 300,00 300,83 0,99 3,14

gdzie:
a) n = ilo$¢ oznaczen
b) S0 = wzgledne odchylenie standardowe

c) Li= przedziat ufnosci dla poziomu istotnosci a



Opracowang spektrofotometryczng metode oznaczania kwasu taninowego z
wykorzystaniem uktadu odczynnikow Ce(1V) i arsenazo IlIl zastosowano do oceny
zawartosci garbnikow hydrolizujacych w lisciach jezyny (Rubi fruticosi folium), po

uprzedniej izolacji chromatograficznej na bibule Whatman nr 3.

Sposob analitycznego postepowania: 3,5 g lisci zawierajgcych ok. 10% garbnikéw
hydrolizujacych zalano 250 ml wrzacej wody i gotowano tagodnie przez 10 minut. Po
ostudzeniu przesgczono i uzupetniono wodag do 250 ml. Na bibute nanoszono 10 [il tak

przygotowanego roztworu, a nastepnie postepowano tak jak opisano w punkcie 5.2.1.

Wykonano trzy serie oznaczen (n=6) z trzech roznych preparatow. Wyniki wraz z oceng

statystyczng zamieszczono w tabeli 83.

Tabela 83. Ocena zawartosci garbnikéw hydrolizujgcych w lisciach jezyny.
[

NUMER Oznaczona zawartosc¢
SERU garbnikéw hydrolizujacych [%6] A =0,05[°4
1 8,77 1,29 +0,18
2. 7,76 2,10 +0,26

3. 8,86 0,86 +0,11



7.3. Oznaczanie kwasu galusowego w preparacie farmaceutycznym

»Acifungin forte”.

Oznaczenie kwasu galusowego w preparacie ztozonym, zawierajagcym inne
zwigzki o wiasciwosciach redukujgcych wymaga jego uprzedniej izolacji. W badaniach
zastosowano opracowane warunki rozdzielania chromatograficznego na zelu
krzemionkowym. W celu oznaczenia analitu zastosowano opracowang metode
spektrofotometryczng, wykorzystujgcg sprzezone reakcje redoks i kompleksowania
przebiegajgce w ukiadzie odczynnikow: Fe(lll) i 2,2’-bipirydyl oraz metode

densytometryczna.

Charakterystyka leku. ,,Acifungin forte”(producent: Zaktady Rarmaceutyczno -
Aerozolowe ,,Unia”Spoétdzielnia Pracy) jest preparatem ziozonym o miejscowym
dziataniu odkazajgcym. Wykazuje aktywnosc przeciwgrzybiczg i stabg
przeciwbakteryjng. Dziata takze przeciwzapalnie, przeciwwysiekowo i ztuszczajgco.
Jest przeznaczony do stosowania zewnetrznego, w chorobach grzybiczych paznokci.

100 g ptynu zawiera:

« Kwas borowy 4,024 g
 Kwas salicylowy 0,966 ¢
« Kwas galusowy 161 g
« Kwas octowy 2,049

* Kwas taninowy 449

e Salicylan metylu 109

Sposéb analitycznego postepowania: pobrano 10 ml ptynu, ktéry odparowano do sucha
na fazni wodnej. Pozostato$¢ rozpuszczono w okoto 3 ml wody redestylowanej a
otrzymany roztwOr przesgczono przez twardy saczek. Nastepnie przeniesiono
iloSciowo do kolbki o pojemnosci 100 ml i uzupetniono wodg redestylowang. W

celu oznaczenia kwasu galusowego metodg chromatograficzno - spektrofotometryczng



na ptytki chromatograficzne nanoszono 20 [il tak przygotowanego roztworu, a stosujgc
detekcje densytometryczng 5 jid roztworu pieciokrotnie rozcienczonego.
Na rysunku 57 przedstawiono schemat chromatogramu uzyskany po rozwinieciu w

wybranej fazie ruchomej i spryskaniu roztworami Fe(lll) i 2,2’-bipirydylu.

41

[ ]
> N

Rysunek 57.

Schemat chromatogramu po wywotaniu uktadem odczynnikéw: Fe(lll) i
2,2’-bipirydyl (T - kwas taninowy; KG - kwas galusowy; KS - kwas salicylowy;
M — mieszanina T:KG:KS w stosunku objetoSciowym 1:1:1; A —, Acifungin
forte”).

Aby oznaczy¢ kwas galusowy metoda chromatograficzno-spektrofotometryczna,
po rozwinieciu chromatograméw zdejmowano z plytki plamke kwasu galusowego,
przenoszono do zlewki i eluowano cieptg wodg redestylowang (3 razy po 2 ml). Dalej
postepowano zgodnie z opisem zamieszczonym w punkcie 5.1.1.

W celu densytometrycznego oznaczenia analitu w badanym preparacie,
postepowano zgodnie z opisem zamieszczonym w punkcie 5.1.4.

Wyniki oznaczen, obliczone na podstawie wcze$niej wyznaczonych krzywych

wzorcowych zamieszczono w tabeli 84.



Tabela 84. Wyniki oznaczen kwasu galusowego w preparacie farmaceutycznym

»Acifungin”. Wartos¢ deklarowana 1,61 g w 100 g ptynu.

Numer Oznaczona ilo$¢ kwasu

Metoda serii galusowego [g/IOO(g] Sr[%] X a = 0,05 [g]
(n=6)

1 1.25 2.30 +0.07
Chromatograficzno -
spektrofotometryczng 2 1.29 1.24 +0.04

3 1.34 1.58 +0.05

1 1.54 1.36 +0.02
Densytometryczna 2 1.49 1.81 +0.03

3 1.43 1.68 +0.03

Otrzymane wyniki sg nieco nizsze od deklarowanej zawartosci kwasu galusowego, przy
jednoczesnej dobrej precyzji oznaczen. Moze to by¢ spowodowane wstepng izolacja
kwasu galusowego z preparatu ,,Acifungin” oraz zdejmowaniem i wymywaniem
plamek tego zwigzku z ptytek- chromatograficznych w celu dalszego oznaczenia

spektrofotometrycznego.



7.4. llosciowa ocena zawartosci (+)-katechiny w preparacie

,Green tea” oraz w naparze z lisci zielonej herbaty.

W temacie aplikacji opracowanej densytometrycznej metody oznaczania
(+)-katechiny, podjeto préby iloSciowej oceny zawartosSci tego analitu w preparacie

,»Green tea” oraz w naparze z lisci zielonej herbaty.

Charakterystyka leku: kapsutki ,,Green tea”( producent: Sportatut Sp. z o.0.,
numer partii 112) zawierajg silnie skoncentrowany ekstrakt zielonej herbaty.
Deklarowana zawarto$¢ zwigzkdw polifenolowych w jednej kapsuice wynosi 450 mg, z
czego 330 mg stanowig katechiny: (+)-katechina, (-)-epikatechina, (+)-galokatechina,

(-)-epigalokatechina, (-)-galusan epikatechiny i (-)-galusan epigalokatechiny.

Sposéb analitycznego postepowania: zawarto$¢ dwoch kapsutek przeniesiono
iloSciowo do zlewki zawierajacej -0 ml zimnej wody, po czym umieszczono jg w
goracej tazni wodnej i co kilka minut mieszano zawarto$¢. Po dwudziestu minutach
catos$¢ przesaczono do kolby o pojemnosci 50 ml i uzupetniono woda redestvylowanq.

Napar zielonej herbaty (Ceylon), przygotowano z s gramowej odwazki suchych
lisci, ktore zaparzano przez 3 minuty w 25 ml wrzacej wody redestylowanej, po czym
cato$¢ przesaczono.

Na ptytki pokryte zelem krzemionkowym F.ss, nanoszono po 5 }il tak
przygotowanych roztworéw. Chromatogramy rozwijano w ustalonych warunkach.
Otrzymany chromatogram przedstawia rysunek 58. Do ekstrakcji katechin z zielonej
herbaty polecane jest réwniez zastosowanie octanu etylu. W trakcie wykonywania
badan zaobserwowano, iz uzycie tego rozpuszczalnika jest mniej efektywne. Na
rysunku przedstawiajacym rozdziat preparatu ,,Green tea” katechina uwidacznia sie jako
mato kontrastowa plamka na wysokosci odpowiadajgcej roztworowi wzorcowemu
(+)-katechiny. Aby dodatkowo potwierdzié tozsamo$¢ tej substancji, wykreslono jej
widmo, w zakresie od 200 do 500 nm, ktére poréwnano z widmem wzorca
(+)-katechiny. Otrzymane zaleznosci obrazuje rysunek 59. Analogiczne postepowanie

przeprowadzono dla naparu z zielonej herbaty. Badania pozwolity potwierdzic¢

obecnos$¢ analitu w badanych preparatach.



KG KAT ,G.T.17 ,G.T. 2"

Rysunek 58.

Chromatogram po wywotaniu uktadem odczynnikow: Fe(lll) - 2,2’-bipirydyl;
(KG-kwas galusowy, KAT-katechina, , G.T.I”-preparat ,,GREEN TEA”-
ekstrahowano woda, ,,G.T.2” preparat ,,GREEN TEA” - ekstrahowano octanem

etylu).

mAV

Rysunek 59.

Widmo nr t. - wzorzec (+)-katechiny
Widmo nr 2. - preparat ,,GREEN TEA”
Widmo nr .—napar z zielonej herbaty



W celu oznaczenia (+)-katechiny w preparacie ,,Green tea” oraz w naparze z
lisSci zielonej herbaty, otrzymane chromatogramy poddano detekcji densytometrycznej
przy dtugosci fali Swiatta X =410 nm.
* Otrzymane wartosci wysokosci pikéw odniesiono do krzywej wzorcowej do
densytometrycznego oznaczania (+)-katechiny. Analizowano jeden preparat, n = 6.

Wyniki oznaczen zamieszczono w tabeli 85.

Tabela 85. Wyniki densytometrycznego oznaczania (+)-katechiny w preparacie

,Green tea” oraz w naparze z lisci zielonej herbaty.

Analizowany materiat  Zawarto$¢ (+)-katechiny [f-ig/g] Si% 2 20.05
Preparat “Green tea” 0,378 4,12 +0,005
Napar z zielonej herbaty 0,065 3,97 +0,005

Zielona herbata charakteryzuje sie bogactwem zwigzkdéw okreslanych wspélng
nazwa katechiny. Opracowane postepowanie pozwala oznaczy¢ jedng z tych substancji:
(+)-katechine. Uzyskane wielkos$ci wskazuja ze jej zawarto$¢ ws$rdd calej grupy
katechin jest znikoma. Fakt ten znajduje rowniez potwierdzenie na zamieszczonym
obrazie chromatogramu, gdzie intensywnos¢ plam pozostatych katechin znacznie
przewyzsza intensywnos$¢ plamki (+)- katechiny.

Preparat farmaceutyczny ,,Green tea” to skoncentrowany ekstrakt z zielonej
herbaty, stad tez oznaczona zawarto$¢ (+)-katechiny jest w nim znacznie wyzsza niz w

naparze z lisci zielonej herbaty.



7.5. Zastosowanie densytometrii 1 spektrofotometrii do oznaczania
kwasu galusowego w naparach herbacianych po rozdzieleniu

chromatograficznym.

W ostatnim czasie, w Polsce znacznie wzrosto zainteresowanie herbata.
Obserwuje sie zwiekszenie spozycia tego napoju, przygotowywanego coraz czesciej z
wysokogatunkowych herbat lisciastych. Na rynku pojawito sie wiele herbaciarni i
specjalistycznych sklepow z herbatg oraz akcesoriami do jej zaparzania.

Celem badan byto oznaczenie ilosci kwasu galusowego w naparach
herbacianych ktére pijg Polacy. Wszystkie prébki herbat zakupiono w sieci sklepow
,Herbaty Swiata”, Asco Sp. z 0.0 . Analizie poddano po dwa gatunki herbaty oolong,
pu —erh i,czarnej. W herbacie biatej i zielonej stwierdzono niewielkie ilosci kwasu

galusowego, bedace ponizej granicy oznaczalnosci opracowanych metod.

7.5.1. Densytometryczne oznaczanie zawartosci kwasu galusowego w

herbacie pu - erh w zaleznosci od czasu zaparzania.

Sposob analitycznego postepowania: 0,6 g herbaty pu - erh zalano 10 ml
wrzacej wody redestylowanej i zaparzano pod przykryciem przez 5, 8 i 15 minut.
Otrzymane napary przesgczono przez saczek z bibuly i ostudzono. Na pilytki
chromatograficzne Kieselgel F.s: nanoszono po 5 pi przygotowanych roztworow.
Rozwijanie chromatogramow przeprowadzono w ustalonych warunkach (p. 5.1.).
Po rozwinieciu chromatogramy poddano detekcji densytometrycznej w Swietle UV przy
X = 280 nm. Otrzymane wielkosci powierzchni pikéw chromatograficznych odniesiono
do weczesniej otrzymanej krzywej wzorcowej charakteryzujgcej oznaczanie kwasu

galusowego. Otrzymane wyniki zamieszczono w tabeli 86.



pu —erh, w zalezno$ci od czasu zaparzania; n = 6.

] _ Oznaczona ilos¢ V,
Czas zaparzania [min] Sr [%0]
kwasu galusowego [mg/g] a = 0,05 [mg]
5 8,44 3,79 +0,97
8 9,60 2,19 +0,64
15 11,62 1,03 +0,36

llos¢ kwasu galusowego w przygotowanych naparach ro$nie wraz z czasem
.zaparzania, jednakze gdy liscie herbaciane sg zaparzane dtuzej niz 15 minut znacznie

wzrasta ilo$¢ garbnikow. Taki napar jest bardzo cierpki i nie nadaje sie do spozycia.

7.5.2. Densytometryczne oznaczanie zawartoSci kwasu galusowego w

roznych rodzajach herbat.

Sposéb analitycznego postepowania: préby do badan przygotowywano poprzez
zaparzanie przez 15 minut w 10 ml wrzacej wody redestylowanej: 1,6 g lisci herbaty
oolong, 1,2 g lisci herbaty czarnej i 0,6 g liSci herbaty pu - erh. Analizowano po dwa
gatunki z kazdego rodzaju herbat. Proby mieszano co 5 minut. Ekstrakty przesgczono i
ostudzono do temperatury pokojowej. Na ptytki chromatograficzne Kieselgel F:sas
nanoszono po 5 |jI przygotowanych roztworéw. Rozwijanie chromatogramow
przeprowadzono w ustalonych warunkach (p. 5.1.). Po rozwinieciu chromatogramy
poddano detekcji densytometrycznej w Swietle UV przy X = 280 nm. Przykiady

otrzymanych densytograméw przedstawia rysunek 60.

llos¢ kwasu galusowego w przygotowanych naparach herbacianych obliczono

na podstawie krzywej wzorcowej. Otrzymane wyniki zamieszczono w tabeli 87.



a)

b)

Rysunek 60. Densytogramy dla a) herbaty oolong, b) czarnej, ¢) pu - erh
(1 - kwas galusowy; 2 - kofeina)



rodzajach herbat; n= 6.

Oznaczona ilos¢

kwasu galusowego Sr [%]
Rodzaj herbaty a = 0,05 [mg]
[ma/g]

oolong 1 1.66 3.01 +0.09
oolong 2 0.71 2 82 +0.06
pu-erh 1 11.62 1.03 +0.36
pu-erh 2 7.32 3.69 +0.82
czarna-Ceylon Pakoe 3.26 3.37 +0.20
czarna-Yunnan 134 1.05 +0.04

Ilo§¢ kwasu galusowego w herbacie zalezy miedzy innymi od sposobu jej
otrzymywania. Podczas produkcji herbaty ma miejsce deestryfikacja galusanow
katechin, prowadzaca do uwalniania kwasu galusowego. Stad tez jego zawarto$¢ w
herbatach fermentowanych (oolong, czarna, pu - erh), jest znacznie wieksza niz w
herbatach nie fermentowanych (biata, zielona) i pozostaje w zaleznosci:

oolong < czarna < pu - erh.

7.5.3. Spektrofotometryczne oznaczanie kwasu galusowego w herbacie

pu - erh.

llos¢ kwasu galusowego w herbacie pu - erh jest na tyle duza, ze mozliwe staje
sie jej spektrofotometryczne oznaczenie, po uprzedniej izolacji chromatograficznej. W
tym celu zastosowano opracowang procedure chromatograficzno -
spektrofotometrycznego oznaczania kwasu galusowego, z wykorzystaniem sprzezonych
reakcji redoks i kompleksowania przebiegajagcych w ukiadzie odczynnikow:

Fe(ll) i 2,2’-bipirydyl.



Spos6b analitycznego postepowania: 1.6 g lisci hrbaty pu - erh zalano 10 ml
wrzgcej wody redestylowanej i zaparzano pod przykryciem przez 15 minut. Préby
mieszano co 5 minut. Ekstrakty przesgczono i ostudzono do temperatury pokojowej. Na
ptytki chromatograficzne Kieselgel F:s. nanoszono po 10 fil przygotowanych
roztworow. Rozwijanie chromatograméw przeprowadzono w ustalonych warunkach
(p. 5.1). Po wysuszeniu chromatograméw w temperaturze pokojowej, zdrapywano z
nich kwas galusowy, ktéry uwidacznia si¢ jako szare plamy. Analit ekstrahowano z zelu
gorgcg woda redestylowang (3 razy po 2 ml). Potaczone ekstrakty przesgczono. Dalej
postepowano zgodnie ze sposobem zamieszczonym w p. 5.1.1. Oznaczone zawartosci
kwasu galusowego poréwnano z wielkoSciami otrzymanymi w wyniku oznaczenia

densytometrycznego, co przedstawia tabela s s .

Tabela 88. Wyniki oznaczania kwasu galusowego w herbacie pu - erh (n=6).

lHos¢
Rodzaj herbaty Metoda oznaczania kwasu[rgnalfs]owego Sr[%] a - 0,05
9 [mg]
Pu- erh1 Densytometryczna 11,62 1,03 +0,26
Spektrofotometryczng 10,52 2,47 +0,79
Pu - erh 2 Densytometryczna 7,32 3,69 +0.,82
Chromatograficzna 6,71 3,87 +0.79

Zastosowanie dwdch opracowanych metod do oznaczania kwasu galusowego w
naparach z liSci herbaty pu - erh daje poréwnywalne wyniki, przy dobrej precyzji

oznaczen.



7.6.1. Oznaczanie kofeiny w naparach herbacianych.

Celem badan bylo oznaczenie kofeiny w naparach herbacianych
przygotowanych z roznych rodzajéow herbat, tj. bialej, zielonej, oolong, pu - erh i
czarnej. Analizowano po dwa gatunki z kazdego rodzaju herbat. W badaniach
zastosowano opracowang metode densytometrycznego oznaczania kofeiny po izolacji

na cienkiej warstwie zelu krzemionkowego.

Sposéb analitycznego postepowania: 1,5 g suchych lisci herbaty biatej i czarnej, 2 g
zielonej 1 oolong oraz 3 g pu - erh zalano 100 ml wrzacej wody redestylowanej i
zaparzano pod przykryciem przez 3, 51 8 minut. Otrzymane napaiy przesgaczono przez
sgczek z bibuly i ostudzono. Na piytki chromatograficzne Kieselgel Fzs. nanoszono po
5 fi1 przygotowanych roztworow. Rozwijanie chromatogramow przeprowadzono w
ustalonych warunkach (p. 5.1.). Po rozwinieciu chromatogramy poddano detekcji
densytometrycznej w Swietle UV przy X = 280 nm. Przykiady otrzymanych
densytogramow przedstawia rysunek 61.

Otrzymane wielkos$ci powierzchni pikow chromatograficznych odniesiono do
wczesSniej wyznaczonej krzywej wzorcowej densytometrycznego oznaczania kofeiny.

Otrzymane wyniki zamieszczono w tabeli 89, 90 i 91 .

a)

mAV

Rysunek 61.
Densytogramy otrzymane dla napardw z lisci herbaty: a) biatej, b) zielonej,
c) oolong, d) pu—erh ie) czarnej. 1- kofeina, 2 —kwas galusowy.



b)

°)

mAV

d)

mAV

Rysunek 61.
Densytogramy otrzymane dla napardéw z lisci herbaty: a) biatej, b) zielonej,
c) oolong, d) pu - erh ie) czarnej. 1- kofeina, 2 - kwas galusowy.



mAV

Rysunek 61.
Densytogramy otrzymane dla napardw z lisci herbaty: a) biatej, b) zielonej,
c) oolong, d) pu - erh ie) czarnej. 1- kofeina, 2 - kwas galusowy.

Tabela 89. Wyniki oznaczania kofeiny w naparach herbacianych. Czas zaparzania:
3 minuty, n = 6. i

Rodzai herb Il0$¢ kofeiny
odzaj herbaty Sr[%] _
a =20,05[m
[ma/g] (me]
Biata - Fujan 29,16 2,50 29,16 £2,22
Biata - Paj Mu Tan 15,36 2,15 15,36 + 1,00
Zielona - Ceylon 14,40 4,30 14,40 + 1,89
Zielona - Gun Powder 15,27 4,32 15,27 +2.00
Oolong 1 15,70 3,90 15.70 + 1.89
Oolong 2 13,69 3,72 13.69 + 155
Pu-erh 1 16,98 1,18
’ ’ 16,98 £0,61
Pu-erh 2 13,78 1,81 13.78 £0.76
Czarna - Yunnan 23,50 0,94
Czarna - Ceylon Pakoe 18,29 1,20 23,50 £0,67

18,29 £0,67



1l0$¢ kofeiny

Rodzaj herbaty Sr [%] H,

[mg/g] a = 0,05 [mg]

Biata - Fujan 31,06 0,58 31,06 +0,55
Biata - Paj Mu Tan 19,19 2,76 19,19 + 1,61
Zielona - Ceylon 17,39 2,87 17,39 + 1,52
Zielona - Gun Powder 18,57 2,85 18,57 + 1,61
Oolong 1 20,08 2,79 20,08 + 1.70
Oolong 2 19,53 3,02 1953 + 1.79

Pu-erh 1 19,81 3,03

' ' 19,81 + 1,82
Pu-erh 2 19,62 2,04 10,62 + 1,22
Czarna - Yunnan 34,61 1,88 3401 + i v

Czarna - Ceylon Pakoe 24,66 4,05 oL Ly
24,66 + 3,04

Y,

Tabela 91. Wyniki oznaczania kofeiny w naparach herbacianych. Czas zaparzania:
8 minut, n = 6.

dzai herb 1lo$¢ kofeiny
Rodzaj herbat Sr[% _
J y —— [%0] a = 0,05 [mg]
Biata - Fujan 33,86 1.12 33,86 + 1,16
Biata - Paj Mu Tan 20,21 2,87 20,21 + 1,76
Zielona - Ceylon 22,85 1,18 22,85 +0,82
Zielona - Gun Powder 19,32 3,05 19,32 + 1,79
Oolong 1 23,57 1,61 23,57 + 1,16
Oolong 2 19,85 1,26 19,85 +0,76
u-er ’ ! 20,70 + 1,16
Czarna - Yunnan 37,16 1,45
Czarna - Ceylon Pakoe 30,64 2,61 37,16 + 1,64

30,64 + 2,43



Zawarto$¢ kofeiny w surowcach handlowych jest rézna i zalezy m. in. od
odmiany, miejsca uprawy, czasu zbioru, a przede wszystkim sposobu otrzymywania. W
przeprowadzonych badaniach napary z herbat przygotowywano w taki sposob, jak robi
sie to w celu codziennego spozycia (ok. 3, 5 lub 8 minut zaparzania). Uzyskane wyniki
badan potwierdzajg fakt, iz im mniej herbata jest poddawana obrébce, tym mniejsza jest
biodostepno$¢ zawartej w niej kofeiny. Najmniejsza zawarto$¢ tego alkaloidu
stwierdzono w herbacie zielonej - nie poddawanej procesowi fermentacji, wiecej w
herbatach potfermentowanych - oolong i pu - erh, a najwiecej w fermentowanej
herbacie czarnej. Otrzymane wyniki pozostajag w dobrej zgodnosci z danymi

dotyczacymi oznaczania kofeiny, zamieszczonymi w literaturze [101,102,104]

7.6.2. Oznaczanie zawartosci kofeiny w liSciach Yerba Mate i

preparatach zawierajgcych Guarane.

Ce]em pracy bylo takze iloSciowe oznaczenie zawartosci kofeiny w naparach
przygotowanych z lisci Yerba Mate oraz herbatek Guarana (Vitax) i Guaranda
(Bio activ), zawierajacych ekstrakt z nasion guarany. W badaniach zastosowano
detekcjie densytometryczng. Oznaczenie poprzedzita izolacja analitu wykorzystujgca

technike chromatografii cienkowarstwowej na zelu krzemionkowym.

Skiad badanych preparatow:
* herbatka Guarana (Vitax): jabtko, guarana, lis¢ miety, skorka pomaranczy i cytryny
* herbatka Guaranda (Bio activ): herbata oolong, guarana

Liscie Yerba Mate zakupiono w sklepie ,,Herbaty Swiata”

Sposob analitycznego postepowania:

Napary badanych preparatow przygotowano poprzez zalanie suszu wrzgcg wodg
redestylowang i zaparzanie przez 8 minut. W przypadku herbatek Guarana i Guaranda,
jedna torebke, tj. 2 g, zalano odpowiednio 25 i 50 ml wody, za$ w przypadku Yerba
Mate zaparzano 3 g lisci w 100 ml wody. Po przesaczeniu na ptytki chromatograficzne
nanoszono po 5 pi przygotowanych naparéw. Chromatogramy rozwijano i
densytometrowano w ustalonych warunkach. Otrzymane densytogramy przedstawiono

na rysunku 62, a uzyskane wyniki oznaczania kofeiny w tabeli 92.



a) mAV

b)
mAV
c) mAV
Rysunek 62.

Densytogramy uzyskane dla napardw z herbat: a) Guarana, b) Guaranda oraz z
c) lisci Yerba Mate.



Zawartos¢ kofeiny

Rodzaj preparatu S Sr [%]
[mg/g] a = 0,95 [mg/g]
GUARANA 4,17 0,21 4,94 4,17 £0,33
GUARANDA 10,35 0,22 2,14 10,35 £0,35
YERBA MATE 7,97 0,40 5,05 7,97 £ 0,64

7.6.3. Pordéwnanie zawartosci kofeiny w badanych surowcach
purynowych.

Biorac pod uwage fakt, ze tradycyjng filizanke napoju przygotowuje sie z okoto
2 g lisci herbaty, porownano S$rednig, oznaczong zawartoS¢ kofeiny w badanych

surowcach pyrynowych. Otrzymane zaleznosci przedstawiono na rysunku 63.

E 80 i

Rysunek 63.

Porownanie zawartosci kofeiny w badanych surowcach purynowych.



7.7. Spektrofotometryczne oznaczanie kofeiny w materiatach

roslinnych po izolacji z zastosowaniem techniki SPE.

7.7.1.0znaczanie kofeiny w preparacie ,,Green tea”

Opracowang, spektrofotometryczng metode oznaczania kofeiny, po izolacji
analitu z zastosowaniem techniki ekstrakcji do fazy statej, wykorzystano do oznaczania

badanej substancji w preparacie ,,Green tea”, o deklarowanej zawartosci kofeiny.

Charakterystyka preparatu ,,Green tea”: kapsutki zawierajg ekstrakt z zielonej
herbaty, o skfadzie: 0,12 g weglowodanow; 18 mg kofeiny, 450 mg polifenoli. Preparat

polecany jest jako $rodek wspomagajacy odchudzanie i naturalny przeciwutleniacz.

Sposdb analitycznego postepowania: zawarto$¢ kapsutki rozpuszczono w goracej
wodzie, a nastepnie przesgczono i uzupetniono do objetosci 50 ml. Na uprzednio
przygotowane kolumny nanoszono po 1 ml roztworu badanego preparaty. Kofeinge z
kolumny wymywano chloroformem (2 x 1 ml). Z otrzymanej probki odparowywano do
sucha chloroform, a kofeine rozpuszczano w 10 ml gorgcej wody. W celu oznaczenia
kofeiny pobierano 1 ml tak przygotowanego roztworu i postepowano zgodnie ze
sposobem opisanym w p. 6.3. Analizie poddano trzy rézne kapsutki, z tego samego
opakowania preparatu. Za kazdym razem wykonywano cztery oznaczenia. Otrzymane

wyniki zamieszczono w tabeli 93

Tabela 93. Wyniki oznaczen kofeiny w preparacie farmaceutycznym ,,Green tea”.

Deklarowana zawartos¢ kofeiny w jednej kapsutce: 18 mg.

Numer Oznaczona ilo$¢ kofeiny

serii [mg] (n=4) S Sr [%] H a = 0,05 [mg]
1 18,30 0,16 0,86 18,30 +0,25
2 18,14 0,17 0,91 18,14 +0,26

3 18,29 0,16 0,89 18,29 +0,26

e .



7.7.2. Ocena zawartosci kofeiny w preparatach zawierajacych

Guarane.

Opracowang, spektrofotometryczng metode oznaczania kofeiny, po izolacji
analitu z zastosowaniem techniki ekstrakcji do fazy statej, wykorzystano réwniez do
oceny zawartosci badanej substancji w herbatkach Guarana (Vitax) oraz Guaranda
(Bio - activ). W tym celu, jedng torebke, tj. 2 g zalano odpowiednio 50 i 100 ml wody i
zaparzano pod przykryciem prze okres 8 minut. 1 ml tak przygotowanych napardw
nanoszono na kolumny SPE, dalej postepujac jak to opisano w punkcie 6.3. Wyniki,
zamieszczone w tabeli 94, pordwnano z wielkoSciami otrzymanymi na drodze

densytometrycznego oznaczania kofeiny w badanych preparatach.

Tabela 94. Ocena zawartosci kofeiny w preparatach zawierajgcych guarane.

Oznaczona ilos¢

Rodzaj . . ni, a = 0,05
preparatu Metoda oznaczania kofelny_[mg/g], Sr[%] [ma/g]
(11=4) i
Spektrofotometryczng 4,60 0,71 4,60 + 0,05
Guarana
Densytometryczna 4,17 494 417 +0,33
Spektrofotometryczng 10,79 0,40 10,07 +0,06
Guaranda
Densytometryczna 10,35 2,14 1035 +0 35

Zastosowanie dwéch opracowanych metod do oznaczania kofeiny w preparatach
zawierajgcych guarane dato poréwnywalne wyniki. Zawarto$¢ kofeiny w herbatce
Guaranda jest okoto dwukrotnie wieksza niz w herbatce Guarana. Kofeina w herbatce
Guaranda moze pochodzi¢ z lisci herbaty oolong, ktora jest skiadnikiem badanego

preparatu.



WNIOSKI



1 Zasadniczym celem niniejszej rozprawy byto opracowanie warunkow

oznaczania  nastgpujacych substancji 0 znaczeniu  biologicznym i
farmaceutycznym: kwasu salicylowego, kwasu galusowego, kwasu taninowego,
(+)-katechiny, kofeiny i teofiliny.
W opracowanych procedurach analitycznego postepowania w zakresie
oznaczania wymienionych reduktorow zastosowano nastepujgce metody i
techniki:

spektrofotometrie

chromatografie planarng

spektrodensytometrie

taczenie chromatografii planarnej z metodg spektrofotometryczng

ekstrakcje do fazy statej
Wykazano ich przydatnos$¢ analityczng do oznaczania badanych substanciji.
W toku przeprowadzonych badan dowiedziono, ze ukiady oksydacyjno -
redukcyjne: Ce(1V) - arsenazo Ill oraz Fe(lll) - 2,2’-bipirydyl stwarzajg realne
mozliwosci  oznaczania badanych  reduktoréw. Proponowane metody
spektrofotometryczne charakteryzuja sie duzga czutoscig, wynikajacg z
amplifikacji elektronowej. Obliczone sumaryczne molowe wspoétczynniki
absorpcji sag od Kkilku do kilkudziesieciu razy wyzsze od molowych
wspotczynnikow absorpcji dla oznaczania Ce(lll) za pomocg arsenazo Il oraz
Fe(ll) za pomocag 2,2’-bipirydylu. Wzrost efektu barwnego w badanych
uktadach jest zwigzany ze zwiekszong wymiang elektronowg w reakcjach
redukcji: Ce4+ — Ce3f oraz Fe3+ —» Fe2+. Sumaryczne molowe wspoétczynniki

absorpcji dla oznaczania substancji, w ktérych forma utleniona reduktora

organicznego jest bezbarwna, zgodnie ze wzorem: 8Sj-=n 8 [MDpjm+ ,

zalezy od dwoch czynnikow:
a) od iloSci elektronéw oddawanych przez reduktor podczas utleniania (n), co
wigze sie ze stechiometrig reakcji redukcji metalu

b) od wartoSci molowego wspdtczynnika absorpcji barwnego potgczenia

kompleksowego (S [m&1)P]m+) [257J



Ponadto opracowane metody cechuje niska granica oznaczalno$ci oraz dobra
precyzja, przy jednoczesnej duzej prostocie wykonania 1 stosunkowo
niewielkich kosztach analizy.

Substancje, ktére sg przedmiotem badan czesto wystepuja tgczne, zaréwno w
preparatach naturalnych jak i syntetycznych. Celem zwigkszenia selektywnosci
metod spektrofotometrycznych dokonano wyizolowania ich z materiatéw
ztozonych. W tym celu uzyto technik chromatograficznych oraz ekstrakcji do

fazy stalej. Sposob postepowania zaproponowany w pracy obrazuje schemat:

Przygotowanie
materiatu do badan

"\
Izolacja analitu (kwas Izolacja analitu (kwas Izolacja analitu
galusowy i taninowy) taninowy) na bibule (kofeina)
technikg TLC Whatman technikg SPE
Oznaczanie analitu za Oznaczanie analitu za Oznaczanie analitu za
pomocg uktadu Fe(lll) i pomocg uktadu Ce(lV) i pomoca uktadu Ce(1V)
2,2 -bipirydyl arsenazo Il i arsenazo Il

Opracowane rozwigzania analitycznego postepowania zastosowano do
oznaczania badanych reduktoréw zaréwno w preparatach farmaceutycznych (o
deklarowanej zawartosci badanej substancji) jak rdéwniez w materiatach
naturalnych. Wyniki oznaczen uzyskane metodg spektrofotometryczng
poréwnano z danymi otrzymanymi metodg densytometryczng. Wykazano dobrg
zgodno$¢ pomiedzy iloScig sktadnika deklarowanego a uzyskanymi wynikami

oznaczen. Zaletg  prezentowanej pracy  jest potgczenie rozdziatu



chromatograficznego z badaniami spektrofotometrycznymi i
densytometrycznymi.

Kofeina i kwas galusowy sg zwigzkami czesto oznaczanymi w materiatach
roslinnych. Dla kazdego typu probki muszg by¢ opracowane nowe warunki
badan, ze wzgledu na rozny skiad analitow. Prostota preparatyki probki i
rozdziatlu chromatograficznego stanowiag zalete prezentowanej  pracy,
wykorzystujacej izolacje analitbw na cienkiej warstwie zelu krzemionkowego.
Mozliwos$¢ naniesienia na jedng ptytke kilkunastu probek naparéw herbacianych
nie tylko obniza koszty badan i skraca czas analizy oraz gtéwnie pozwala na
wzgledne poréwnanie wynikdw rozdzielenia sktadnikow i ich oznaczenia.
Uwzgledniajgc opracowane warunki badan jak i uzyskane wyniki dotyczace
oznaczania kwasu salicylowego, kwasu galusowego, kwasu taninowego,
(+)-katechiny, kofeiny i teofiliny nalezy wnioskowa¢ o og6lnym znaczeniu i
przydatno$ci zaproponowanym metod i technik w analizie wyzej wymienionych

substancji w réznych preparatach naturalnych i syntetycznych.



STRESZCZENIE



Od wielu lat w Zakladzie Chemii Analitycznej, Instytutu Chemii Uniwersytetu
Slaskiego, pod kierunkiem pana profesora Franciszka Buhla sa prowadzone
systematyczne badania nad zastosowaniem  sprzezonych reakcji redoks i
kompleksowania do oznaczania substancji o znaczeniu biologicznym, farmaceutycznym
i biomedycznym. Praca niniejsza podejmuje problem badawczy zwigzany z analizg
zwigzkéw fenolowych i alkaloidow purynowych o wiasciwosciach redukujacych. W

tym zakresie wykonane zostaty nastepujace badania:

1. Opracowano spektrofotometryczne metody oznaczania kwasu salicylowego, kwasu
galusowego, kwasu taninowego, (+)-katechiny, kofeiny i teofiliny. Jako podstawe
efektu analitycznego wykorzystano reakcje redoks i kompleksowania przebiegajgce w
dwoch uktadach odczynnikéw: Ce(1V) - arsenazo Il i Fe(lll) - 2,2’-bipirydyl. W
wyniku reakcji jonow metalu na wyzszym stopniu utlenienia z organicznym analitem o
wiasciwosciach redukujacych powstaje bezbarwna, utleniona posta¢ analitu oraz
stechiometryczna ilo$¢ jonow metalu na nizszym stopniu utlenienia , ktére sg wigzane w
zwigzek kompleksowy przez odczynnik chromogenny. i

W pierwszym ukiadzie odczynnikdw reagujg wszystkie badane reduktory.
Natomiast wykorzystujgc do redukcji kationow Fe3+ kwas salicylowy, kofeing i
teofiline, stwierdzono ze vreakcja zachodzi powoli i w niewielkim stopniu, co
uniemozliwito zastosowanie pary odczynnikéw Fe3+ i 2,2’-bipirydyl do opracowania
nowych warunkéw spektrofotometrycznego oznaczania tych reduktoréw.

Wykreslone krzywe spektrofotometryczne dla préb: kation metalu - reduktor -
odczynnik kompleksujacy, pozwolity wnioskowaé o obecno$ci w badanych roztworach
zwigzkow kompleksowych, odpowiednio: [Ce(A)]~ oraz [Fe(2,2’-bip)3 ]2+ Stad tez
analitycznymi dtugosciami fali Swiatta byly wartosci charakterystyczne dla tych
zwigzkow kompleksowych, tzn. Amex= 655 nm oraz A™x= 522 nm .

W badaniach nad optymalizacjg warunkéw oznaczania ustalono nadmiary
reagentow potrzebnych do przeprowadzenia oznaczen oraz warunki w jakich zachodzg
reakcje redoks i kompleksowania. W temacie walidacji opracowanych metod
wyznaczono zakresy liniowos$ci oraz zbadano precyzje oznaczeh. Optymalne warunki
oznaczania badanych reduktoréw oraz parametry opracowanych metod zebrano w

tabelach 95 i 96.



Substancja

0znaczana

Kwas
salicylowy

Kwas
galusowy

Kwas
taninowy

(+)- Katechina

Kofeina

Teofilina

llo$¢ jonow
Ce
[jag/25ml]

70-140

70-120

100-120

80 - 120

80-120

80-170

Warunki reakcji redoks

PH [szlii
28-35 30
28-35 15
27-33 15
3,1-40 15
25-35 30
25-35 30

los¢ 0,05%

roztworu
Temperatura  grsenazo 111
[°C] [ml/25 mi]
22 +2 2,0-3,0
22 +2 2,0-2,5
22 +2 1.8-2,0
22 42 1,5-3,0
60 +2 1,5-2,5
22 +2 2,0- 25

Zakres
O0znaczania
[Hg/ml]

0,04 - 0,20

0,04 - 0,20

0,04 - 0,40

0,12-0,48

0,12-0,72

0,16-0,64

es
[I/mol -cm]

5,66x10 5

6,06x10 5

3,84x106

4,26x105

2,25 x10 5

2,07x105

Wspotczynnik  Parametry

korelacji

0,9994

0,9996

0,9995

0,9986

0,9983

0,9976

prostej
a= 28275
b =0,0451

a=3,1150
b = 0,0406

a=22121
b =0,0063

a= 1,2052
b =0,0603

a= 0,8539
b=0,0915

a= 1,0476
b=0,0196



Substancja
0znhaczana

Kwas
galusowy

Kwas
taninowy

(+)- Katechina

llos¢ jondw
Fe3t+
[lig/25ml]

150-250

150-250

100-250

Warunki reakcji redoks

pH

1,9-2,5

20- 25

2,0- 25

Czas
[min]

30

30

30

Temperatura
[°C]

22 +2

60 £2

22 +2

los$¢ 0,5%
roztworu
2,2’-
bipirydylu

[mI/25 mi]
2,0- 6,0

40-70

2,0-50

Zakres
oznaczania

[Mg/mi]

0,80 - 4,00

0,40 - 3,20

1,20-4,80

Ss
[1/mol- cm]

4,23 x104

4,51 xI0 5

3,72x10 4

Wspdtczynnik
korelacji

0,9994

0,9988

0,9962

Parametry
prostej

a=0,2353
b= 10,0240

a=0,2587
b= 10,0088

a=0,1009
b= 10,0634



2. Przeprowadzono badania chromatograficzne nad optymalizacja warunkow
rozdzielania kwasow: salicylowego, galusowego, taninowego; (+)-katechiny, kofeiny i
teofiliny, na cienkiej warstwie zelu krzemionkowego F:s.. Stwierdzono, ze najlepsze
rezultaty rozdzielenia wymienionych substancji uzyskuje sie stosujgc faze rozwijajaca o
sktadzie: chloroform - octan etylu - kwas mrowkowy w stosunku objetoSciowym 5:4:1.
Jako wywotlywacz stosowano Swiatto UV (A = 254 nm) oraz ukiad odczynnikéw:
Fe(lll) - 2,2’-bipirydyl. W optymalnych warunkach rozdzielania wyznaczono wartosci
Rf dla badanych substancji oraz indeksy wykrywalnosci.

Ustalono warunki izolacji kwasu taninowego z materiatbw ztozonych
wykorzystujgc technike chromatografowania dwukierunkowego prostopadtego.

Wyznaczono krzywe wzorcowe spektrofotometrycznego oznaczania kwasu
galusowego 1 taninowego, po ich izolacji na cienkiej warstwie zelu krzemionkowego,
wykorzystujgc jako podstawe efektu analitycznego sprzezone reakcje redoks i
kompleksowania przebiegajgce w uktadzie: Fe (111) - 2,2 -bipirydyl.

Prowadzgc analize chgromatograficzng w ustalonych warunkach wyznaczono
krzywa wzorcowg planimetrycznego oznaczania (+)-katechiny. Wizualizacje obrazu
‘chromatograficznego uzyskano poprzez spryskanie ptytek roztworami Fe(lll) a
nastepnie > ,2 ’-bipirydylu.

Dokonano analizy spektrodensytometrycznej kwasu galusowego, kofeiny i

(+)-katechiny na cienkiej warstwie.

3. Wykorzystujgc sprzezone reakcje redoks i kompleksowania przebiegajgce w uktadzie
odczynnikow Ce(lV) i arsenazo Ill, opracowano metode oznaczania kwasu taninowego
po jego izolacji z materiatow ztozonych na drodze chromatografii bibutowej. Badania
nad optymalizacja warunkéw rozdzielania kwasow: salicylowego, galusowego i
taninowego przeprowadzono stosujgc jako faze stacjonarng bibute Whatman nr 3.
Najlepsze rezultaty rozdzielenia uzyskano przy zastosowaniu fazy rozwijajgcej o
skfadzie: izopropanol - izobutanol - woda, w stosunku objetoSciowym 3:2:4.
Chromatogramy wywotywano poprzez spryskanie roztworami Fe(lll) i 2,2’-bipirydylu.
W ustalonych warunkach wyznaczono krzywg wzorcowg oraz dokonano oceny

statystycznej wynikéow.

4. Zbadano mozliwos$¢ spektrofotometrycznego oznaczania kofeiny z wykorzystaniem

pary odczynnikow Ce(lV) i arsenazo Ill, po izolacji analitu technikg SPE. Stosujac



kolumienki z faza oktadecylowg i wymywajgc osadzong kofeine chloroformem,

wyznaczono krzywg wzorcowg oznaczania kofeiny po jej ekstrakcji do fazy statej.

5. W celu zbadania przydatnosci opracowanych procedur analitycznych oznaczono

wybrane reduktory w preparatach farmaceutycznych i naturalnych:
oznaczono teofiline w preparacie Theophyllinum metoda spektrofotometrycznag
wykorzystujaca pare odczynnikow Ce(1V) i arsenazo Il1
dokonano oceny zawartosci garbnikéw hydrolizujgcych w lisciach jezyny
metoda spektrofotometryczng wykorzystujgca pare odczynnikow Ce(l1V) i
arsenazo Ill, po izolacji kwasu taninowego na drodze chromatografii bibutowej
oznaczono kwas galusowy po izolacji z preparatu ,,Acifungin forte” technika
TLC. W badaniach wykorzystano opracowang metode spektrofotometryczng
opartg na reakcjach redoks i1 kompleksowania przebiegajacych w uktadzie
Fe(l11) i1 2,2’°-bipirydyl oraz metode densytometryczng
dokonano ilosciowej oceny zawartosci (+)-katechiny w preparacie ,,Green tea”
oraz w naparze z lisci zielonej herbaty, wykorzystujgc opracowang metode
densytometrycznego oznaczania analitu t
zastosowano opracowane metody: spektrofotometryczng i densytometryczng do
oznaczania kwasu galusowego w naparach z réznych rodzajow herbat, po ich
rozdzieleniu chromatograficznym technikg TLC
opracowang metode densytometrycznego oznaczania kofeiny zastosowano do
oceny zawartosci analitu w naparach z réznych rodzajow herbaty, liSci Yerba
Mate oraz preparatoéw zawierajacych Guarane
opracowane warunki spektrofotometrycznego oznaczania kofeiny po jej izolacji
technikg ekstrakcji do fazy stalej zastosowano do jej oznaczania w preparacie

,»Green tea” oraz preparatach zawierajgcych Guarane
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