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ZASADY DOBORU OPTYMALNYCH WARUNKOW ROZDZIELANIA
W KOLUMNOWEJ ELUCYJINEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

Marian KAMINSKI

Politechnika Gdariska, Wydziat Chemiczny, 80-233 GDANSK, ul. Narutowicza 11/12, e-mail:
mknkj@chem.pg.gda.pl, tel.: (601)40-18-24

Przedmiotem referatu jest podsumowanie rezultatdow studiow 1 badan nad
optymalizacja warunkow otrzymywania metabolitow o charakterze glikozydow i aglikonow,
o masach molekularnych ponizej ok. 1000 Da z zastosowaniem kolumnowej elucyjnej
chromatografii cieczowej w skali preparatywnej, tzn., w warunkach maksymalnego
mozliwego do zastosowania przeladowania kolumny chromatograficznej. Jako kryterium
optymalizacji przyjeto maksymalizacj¢ tzw. ,,jednostkowej produktywnosci kolumny” (Py),
tzn., otrzymywanie jak najwyzszej masy (m;) substancji o wymaganej czystosci, lub
rozdzielania maksymalnej masy mieszaniny sktadnikow jednorazowo dozowanej do kolumny
w jednostce czasu, w przeliczeniu na jednostke przekroju poprzecznego wypetnienia
kolumny. Obszar zmiennos$ci badan dotyczyl: chromatografii adsorpcyjnej, w warunkach faz
odwroconych (RP) i normalnych (NP), podziatowo — adsorpcyjnej w warunkach oddzialywan
hydrofilowych (HILIC) 1 podzialowej z dynamicznie generowang faza stacjonarng bogatg w
wode (NP-w). W kazdym z rodzajow chromatografii badania dotyczyty: 1) optymalnej
retencji 1 selektywno$ci rozdzielania otrzymywanej substancji od najblizszych pikoéw
substancji ,,towarzyszacych”, odpowiednio przed i po jej piku, 2) optymalnej wielko$ci ziaren
wypetnienia (dp), 3) liniowej predkosci przeptywu eluentu (u), 4) minimalnej 1 optymalne;j
dhugosci kolumny (Lc) oraz ,krytycznej” sprawno$ci kolumny (Npin), 5) stezenia (C;) oraz
objetosci (Vi) wsadu wprowadzanego do kolumny, 6) rozdzielczosci pikow (R) w powigzaniu
najkorzystniejszym wyborem punktow zbierania frakcji. Rozpatrywano oddzielnie warunki
sporadycznego rozdzielania i warunki procesu produkcji z zastosowaniem kolumnowej
elucyjnej chromatografii cieczowej. Opisane reguty dotyczg w ogolnosci takze chromatografii
jonowymiennej, natomiast, poza zakresem pracy znajduja si¢ optymalne warunki stosowania
chromatografii wykluczania do otrzymywania frakcji polimeréw i bio-polimerow.

Badania potwierdzity wigkszo$¢ regut otrzymanych, na podstawie modelowania
warunkow przetadowania kolumny, dla mieszanin substancji modelowych. Potwierdzity
krytyczne znaczenie selektywnosci oraz rozpuszczalno$ci ~w eluencie. W referacie

przedstawiono najwazniejsze reguly optymalizacyjne. Zwrdcono tez uwage, ze w celu
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otrzymywania substancji o wysokiej czystoSci w zastosowaniem preparatywnych kolumn
HPLC, wypehianych technika zawiesinowa, albo dynamicznej kompresji aksjalnej zloza
(DAC), jest konieczne stosowanie warunkow nieskonczonej $rednicy kolumny. Wyjasniono

przyczyny problemu oraz podano ogolne reguly optymalizacyjne.
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CISNIENIOWA ELEKTROCHROMATOGRAFIA PLANARNA
— POSTEPY | WYZWANIA

Tadeusz H. DZIDO, Pawet W. PLOCHARZ, Piotr SLAZAK,

Adam CHOMICKI, Aneta HALKA-GRYSINSKA, Beata POLAK

Zaktad Chemii Fizycznej Katedry Chemii, Uniwersytet Medyczny w Lublinie
ul. Staszica 6, 20-081 Lublin, e-mail: tadeusz.dzido@umlub.pl

W naszym Zakladzie zajmujemy si¢ badaniami nad warunkami separacji mieszanin
substancji metoda cisnieniowej elektrochromatografii planarnej (pressurized planar
electrochromatography, PPEC) i konstrukcyjnymi rozwigzaniami urzadzen do tej metody.
Pierwsza publikacja o metodzie PPEC pojawita si¢ w roku 2004 [1]. Roéwniez w tym samym
roku nasz zespot opublikowat artykul na ten temat [2]. Na $wiecie jest kilka osrodkow
zajmujacych si¢ problemami elektrochromatografii planarnej. Jednakze do tej pory metoda ta
nie znalazta zbyt duzego zainteresowania spoteczno$ci naukowej, zaangazowanej w badania
nad migracyjnymi metodami separacji. Niewatpliwie przyczynami tego stanu sg trudnos$ci
techniczne, ktére nalezy pokonaé, by urzadzenie do ci$nieniowej elektrochromatografii
planarnej umozliwiato sprawne i przyjazne dla uzytkownika prowadzenie procesu separacji.
Wyraznym efektem tych trudnosci jest nadal brak komercyjnego urzadzenia na rynku
swiatowym. Autorzy niniejszej pracy sg przekonani, ze ten problem zostanie pokonany w
niedalekiej przysztosci.

Przekonanie to opiera si¢ na udokumentowanych zaletach cisnieniowej
elektrochromatografii planarnej jako metody separacji, ktéra oferuje wiele korzystnych
mozliwosci rozdzielania skomplikowanych mieszanin substancji. Do zalet tych naleza:
wysoka sprawno$¢ ukladow (na obecnym etapie rozwoju PPEC, jest porownywalna do
HPLC), krotki czas separacji (nawet kilkunastokrotnie krotszy od czasu separacji metoda
chromatografii cienkowarstwowej, TLC/HPTLC), mozliwo$¢ rozwijania
elektrochromatograméw na plytce chromatograficznej o dhugosci 20 cm z warstwg adsorbentu
typu C18. Rozwijanie zwyklych chromatogramoéw cienkowarstwowych na takim dlugim
dystansie i z wykorzystanie ptytek typu C18 nie jest stosowane w praktyce laboratoryjnej -
wymagatoby bardzo dtugiego czasu rozwijania chromatogramu. Ponadto uklady separacyjne
PPEC charakteryzuja si¢ odmienng selektywnoscig rozdzielenia substancji ulegajacych

dysocjacji w poréwnaniu do ukladow chromatografii cieczowej. Dzigki temu nadajg si¢
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bardzo dobrze do wlaczenia w wielowymiarowy proces separacji z tymi ostatnimi uktadami.
Inng korzystng cecha metody PPEC jest prowadzenie procesu separacji w warunkach
rownowagowych od momentu jego rozpoczecia. Ta cecha wyrdznia metod¢ PPEC sposrod
innych metod chromatograficznych i wydaje si¢ by¢ jednym z waznych argumentow

przemawiajacych za wykorzystaniem tej metody w praktyce laboratoryjne;j.

Literatura:

[1] Nurok, D.; Koers, J. M.; Novotny, A. L.; Carmichael, M. A.; Kosiba, J. J.; Santini, R. E.;
Hawkins, G. L.; Replogle, R. W. Anal. Chem. 2004, 76, 1690 — 1695.

[2] Dzido, T. H.; Mréz, J.; J6zwiak, G. W. J. Planar. Chromatogr. 2004, 17, 404 — 410.
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DOZOWNIK LASEROWY DO DOZOWANIA PROBEK CIEKLYCH DO
KOLUMN PAKOWANYCH W CHROMATOGRAFII GAZOWEJ

Piotr M. SLOMKIEWICZ', Zygfryd WITKIEWICZ'?®
! Instytut Chemii, Uniwersytet Jana Kochanowskiego, Kielce,
2COBRABID, Warszawa,

® Instytut Chemii, Wojskowa Akademia Techniczna, Warszawa

Opisano dozownik umozliwiajacy dozowanie probek ciektych do kolumn pakowanych
w chromatografii gazowej, w ktérym do odparowania ciektej probki wykorzystuje si¢ energi¢
Swiatta laserowego. Jest przeznaczony do dozowania probek o wysokich temperaturach
wrzenia.

Dozownik o ksztalcie walca ma w swoim wngtrzu ogrzewana komore¢ na probke. Do
dozownika probka jest wprowadzana za pomoca mikrostrzykawki i umieszczana w
pojemniku probki. Z tego pojemnika probka jest odparowywana promieniem laserowym.
Mozliwa jest przy tym regulacja mocy $wiatla laserowego i czasu nagrzewania probki w
trakcie odparowywania. Dozownik jest zasilany gazem nos$nym poprzez system zaworow
elektromagnetycznych, co umozliwia wybieranie rozne warianty pracy dozownika.

Dziatanie dozownika laserowego poréwnano z dziataniem dozownika klasycznego w
tych samych warunkach. Dozowano olej parafinowy, fenantren i antracen w toluenie oraz
metanol. Na podstawie otrzymanych chromatograméw stwierdzono, ze zastosowanie
dozownika laserowego do kolumn pakowanych w chromatografii gazowej umozliwia
zmniejszenie rozmycia pasma poczatkowego i1 pikoéw sktadnikow dozowanej probki.
Dozownik laserowy pozwala wstepnie odparowaé rozpuszczalnik i nastgpnie za pomoca
wiagzki laserowe] odparowaé wysokowrzace sktadniki probki. Stosowanie wigzki laserowej o
zroznicowanej energii pozwala nie tylko odparowaé probke, ale takze rozktada¢ anality na
czeéci skladowe. Takie postgpowanie moze by¢ przydatne w chromatografii gazowej z

detektorem masowym.
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OPTYMALIZAJA UKEADOW CHROMATOGRAFICZNYCH DO
ROZDZIELENIA I WYZNACZANIA ICH PARAMETROW
LIPOFILOWOSCI ZWIAZKOW ZASADOWYCH

Monika WAKSMUNDZKA-HAJNOS i Anna PETRUCZYNIK
Zaktad Chemii Nieorganicznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, 20-081 Lublin

W przypadku analizowania zwigzkéw o charakterze stabych zasad organicznych z
zastosowaniem wodnych faz ruchomych, w ktorych zwigzki te ulegaja czesciowej dysocjacji,
pojawia si¢ szereg problemow analitycznych. Na chromatogramach uzyskuje si¢ szerokie,
asymetryczne piki, sprawno$¢ takich ukladow jest niska, a selektywnos$¢ rozdzielenia
mieszanin tych zwigzkéw niewystarczajaca, co spowodowane jest réznym mechanizmem
retencji obu form zwigzkow. Forma obojetna oddzialywuje z faza stacjonarng na zasadzie
oddziatywan hydrofobowych typowych dla faz odwréconych, natomiast forma jonowa ulega
procesowi wymiany jonowej na wolnych grupach silanolowych matrycy zelowej chemicznie
zwigzanych faz stacjonarnych.

Niekorzystne oddziatywania kationéw zasadowych analitow z grupami silanolowymi
moga by¢ ograniczone przez: zastosowanie faz ruchomych o niskim pH w celu cofnigcia
dysocjacji wolnych grup silanolowych; zastosowanie faz ruchomych o wysokim pH kiedy
nastepuje cofnigcie dysocjacji analizowanych zasad; zastosowanie metody par jonowych w
celu utworzenia obojetnych asocjatow; uzycie faz ruchomych z dodatkiem odczynnikéw
blokujacych wolne grupy silanolowe lub zmiang rodzaju zastosowanej fazy stacjonarnej. W
celu dobrania najbardziej optymalnych warunkéw do jakosciowej 1 iloSciowej analizy
zwiazkow zasadowych przeanalizowano wplyw pH fazy ruchomej , zastosowano dodatek
réznych anionowych odczynnikdéw parotwodrczych, roznych odczynnikow blokujacych wolne
grupy silanolowe na fazach stacjonarnych z chemicznie zwigzanymi rodnikami
powodujacymi dodatkowe blokowanie oddziatywan z wolnymi silanolami.

Obecnos¢ obu form analitow w roztworach wodnych powoduje trudnosci w
wyznaczaniu parametrow liofilowosci. Bardzo stabe korelacje pomiedzy wartosciami log P i
log kw uzyskano wowczas gdy wartosci log kw wyznaczono w ukladach zawierajacych
mieszaning organicznego modyfikatora z woda lub buforem o pH kwasowym, réwniez
zastosowanie uktadow z dodatkiem odczynnikéw blokujgcych wolne grupy silanolowe, dla
ktorych uzyskano najbardziej optymalny ksztatt pikow oraz najwigkszg sprawnos¢ uktadow,
nie prowadzito do poprawy korelacji. Najbardziej optymalne do wyznaczania parametréw
lipofilowosci okazaly si¢ uklady z dodatkiem buforéw o pH zasadowym, a zwlaszcza z

dodatkiem odczynnikéw parotworczych.
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BADANIE SKEADU WTORNEGO AEROZOLU ORGANICZNEGO NA
PODSTAWIE REAKCJI ALFA-PINENU Z OZONEM

Konrad KOWALEWSKI, Tomasz GIERCZAK

Wydziat Chemii Uniwersytetu Warszawskiego,

ul. Zwirki i Wigury 101, 02-089 Warszawa, kkowalewski@chem.uw.edu.pl

Aerozole atmosferyczne stanowig przedmiot badan ze wzgledu na ich bezposredni wptyw na
klimat, porownywalny co do wielkosci, ale przeciwny co do znaku, z gazami cieplarnianymi.
Wtoérne aerozole wywieraja takze posredni wptyw na klimat, odgrywajac role zarodkow
kondensacji chmur 1 tym samym wplywajac na wilasciwosci chmur  oraz cykl
hydrologiczny[1].

Wtérny aerozol powstaje w wyniku kondensacji $rednio lotnych zwigzkow otrzymanych
bezposrednio w atmosferze, w trakcie reakcji chemicznych gazowych prekursoréw z ozonem,
rodnikiem hydroksylowym badZz rodnikiem azotanowym. Jednymi z najwazniejszych
prekursoréw wtornego aerozolu sg monoterpeny, lotne zwigzki organiczne emitowane przez
rosliny. Szacuje si¢, ze ich udzial w tworzeniu aerozolu jest dominujagcy w poréwnaniu z
weglowodorami  pochodzenia antropogenicznego[2]. Najpowszechniej wystepujacym
monoterpenem jest a-pinen, weglowodor posiadajacy podwdjne wigzanie i mogacy szybko
reagowac z atmosferycznymi utleniaczami.

Do badania sktadu wtornego aerozolu organicznego wykorzystano technike chromatografii
gazowe] sprzezonej ze spektrometrig mas, ktora wymagata przeprowadzenia polarnych
produktow w lotne pochodne. W tym celu przygotowano trojstopniowa metod¢ analityczng
obejmujaca kolejno dodatek metoksyaminy, trimetylosililodiazometanu z metanolem oraz
N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamidu, w celu otrzymania odpowiednio metoksymow z
aldehydow 1 ketonow, estrow metylowych oraz eterow trimetylosililowych z alkoholi.
Wszystkie etapy zoptymalizowano pod wzgledem ilosci dodawanego odczynnika i1 czasu
reakcji. Dodatkowo optymalizacji poddano wzgledny stosunek trimetylosililodiazometanu do
metanolu. Obliczono wydajnosci reakcji estryfikacji dla wybranych kwaséow mono- i
dikarboksylowych.

Badania pokazaly, Ze dominujacymi produktami utleniania a-pinenu ozonem s3a kwas cis-
pinionowy oraz kwas cis-piniowy. Zidentyfikowano takze, ze wzglgdu na dostepnos$¢ wzorca,

2-hydroksy-3-pinanon. Ponadto, w probce aerozolu wykryto takze inne potencjalne produkty
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utleniania. Jednakze ich identyfikacja jest utrudniona z powodu braku wzorcoéw oraz zlozonej

fragmentacji zwigzkow.
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WPLYW MODYFIKATORA ELEUENTU NA SELEKTYWNOSC
ROZDZIELENIA SUBSTANCJI W UKLADACH ODWROCONYCH
WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

Anna KLIMEK-TUREK, Tadeusz H. DZIDO

Department of Physical Chemistry, Chair of Chemistry, Medical University of Lublin
ul. Staszica 6, 20-081 Lublin, e-mail: anna.klimek@am.lublin.pl

Wysokosprawna chromatografia cieczowa znalazla szerokie zastosowanie w analizie
farmaceutycznej, gdzie zastapila wiele metod spektroskopowych a takze chromatografig
gazowy. Zaleta HPLC jest mozliwo$¢ wpltywania na zmiany retencji i selektywnosci
rozdzielenia analitow poprzez dobieranie polarnosci eluentu oraz zastosowanie modyfikacji
fazy ruchomej, zaleznie od wiasciwosci analizowanych substancji - choéby poprzez dodatek
odczynnika jonowo-asocjacyjnego. Szeroki wybor faz stacjonarnych daje dalszg mozliwo$é
poprawienia selektywnosci, a zastosowanie specyficznych, bardzo czutych detektoréw, np.
sprzezenie HPLC z spektrometria mas (MS), pozwolito na oznaczanie substancji na bardzo
niskich poziomach stezen. Mimo tak wysokiej pozycji chromatografii wsréd innych metod
analitycznych, zgromadzonej wiedzy oraz duzego zaawansowania technologicznego, niektore
aspekty procesu chromatograficznego nadal budzg watpliwos$ci, szczegdlnie te dotyczace
kwestii przewidywania retencji i poprawy selektywnosci rozdzielenia substancji. Dlatego tak
wazne 1 pozadane jest wypracowanie nowego podejscia, ktore pozwoliloby na prostsza i
szybsza interpretacj¢ otrzymywanych wynikow oraz dobdr odpowiedniej fazy ruchome;.
Takie podejscie zostalo zaproponowane wczesniej do wyjasniania zmian selektywnosci
rozdzielenia weglowodoréw aromatycznych z polarnymi grupami [1,2] oraz fenolokwasow
[3]. Zaktada ono, Ze interpretacja zmian selektywnosci rozdzielenia, gdy jeden modyfikator
w ukladzie jest zamieniany na inny, moze by¢ przeprowadzona poprzez uwzglednianie
jedynie oddzialywan migdzyczasteczkowych substancji w fazie stacjonarnej, szczegoélnie z
obecnym w niej modyfikatorem. W naszej prezentacji sa udokumentowane nastepne
przyktady, ktore potwierdzaja, ze proponowane podejScie moze by¢ z powodzeniem
zastosowane do wyjasniania zmian selektywnosci rozdzielenia innych grup substancji - m. in.
weglowodoréw alifatycznych, zwigzkow fosforoorganicznych a takze zwigzkow biologicznie
aktywnych takich jak B-blokery czy antybiotyki. Podejscie to moze by¢ takze zaadaptowane

do uktadéw jonowo-asocjacyjnych wysokosprawnej chromatografii cieczowej, przyczyniajac
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si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmu zmian retencji i selektywnos$ci a w konsekwencji do

fatwiejszego doboru optymalnych warunkéw prowadzenia procesu separacji.
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APPLICATION OF THERMOSTATED MICRO-THIN-LAYER
CHROMATOGRAPHY FOR PHARMACEUTICAL ANALYSIS AND
PHYSICOCHEMICAL INVESTIGATIONS
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Bronistaw K. GLOD**
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ul. 3 Maja 54, 08-110 Siedlce

Thin-layer chromatography (TLC) is still commonly used as a simple and efficient tool for
separation and quantification of several analytes, which are present in complex
pharmaceutical, biological, and environmental samples [1-3]. The main advantage of TLC is
separation protocol simplicity. Principally, chromatographic process driven by capillary
forces can be performed in small glass, metal or PTFE containers, without any additional and
expensive equipment [4]. Liquid samples can be accurately transferred into the plate in form
of small spots or thin bands via homemade sprayers [5]. Moreover, separated spots can be
easily visualized by use of wide range of detection reagents and inspected under visible or UV
light conditions and then digitalized using simple office scanners [6]. In analytical practice, a
modern high-performance-thin-layer chromatography (HPTLC) is particularly suitable for
efficient separation and sensitive visualization of active compounds from complex mixtures,
including pharmaceutical formulations [7].

This contribution summarizes the author’s research, which was recently focused on
qualitative and quantitative determination of low molecular mass compounds using
thermostated micro-thin-layer chromatography [4-10]. Particularly, the result of studies on
separation of methyltestosterone, testosterone and its derivatives under NP and RP
chromatographic systems conditions and wide range of temperature shows high capacity of
micro-TLC method for efficient isocratic separation of analytes characterized by wide range
of polarities. It has been proofed that micro-TLC can be successfully applied for fast, accurate
and robust quantification of testosterone residues in testosterone enanthate samples. Our
experimental data have revealed that micro-TLC plate working under 2D development

protocol is capable of separation of more than 240 spots. High separation throughput of one
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and two dimensional chromatographic processes involving micro-plates was demonstrated by
separation of complex samples including the Azucalen herbs extract as well as water and
organic liquids extracts of the Spirulina maxima dyes derived from pharmaceutical
formulations. The raw quantitative data obtained from microchromatograms acquired under
visible light conditions were explored using cluster analysis and principal components
analysis. Chemometric investigations revealed that the best extraction liquids for isolation of
dye mixtures from Spirulina samples were methanol, ethanol, tetrahydrofuran, and
dichloromethane. Moreover, it was found that the liquids’ parachor values could be used for
estimation of the dye extraction efficiency from complex samples. It has been also
demonstrated that micro-TLC method may be useful for fast fingerprinting of complex
biological mixtures as well as convenient tool for optimization of binary mobile phase
composition for solid-phase extraction (SPE) procedures. Our research has revealed that
based on micro-TLC retention data, the steroids SPE elution volumes may be predicted
beyond the experimental data range that was available for solid-phase extraction experiment,

particularly for mobile phases contained high level of water.

References:

1. P.E. Wall: Thin-Layer Chromatography. A Modern Practical Approach, Springer-Verlag, RSC, Cambridge,

2006.

J. Sherma, B. Fried: Handbook of Thin-Layer Chromatography, 3rd edn. Marcel Dekker, New York, 2003.

3. T. Kowalska, J.Sherma: Preparative layer chromatography. Chromatographic Science Series, vol.95., CRC
Press, Boca Raton, 2006.

4, P.K. Zarzycki: Simple horizontal chamber for thermostated micro-thin-layer chromatography; J.
Chromatogr. A. 1187 (2008) 250-259.

5. P.K. Zarzycki, M.B. Zarzycka; Low Cost, Efficient TLC Sprayer, J. Planar Chromatogr. 21/3 (2008) 221-
223.

6. T.Modzelewski, E. Wiodarczyk, F.B. Harasimiuk, M.B. Zarzycka, M. Baran, P.K. Zarzycki; Simple device
for TLC spots visualisation at elevated temperatures; Pomiary Automatyka Kontrola, 54(4) (2008) 184-186.

7. P.XK. Zarzycki, M.B. Zarzycka, B.K. Gtdd, Estimation of micro-TLC plates peaks capacity for one and two
dimensional multiple samples separation, Pomiary Automatyka Kontrola (2009) in press.

8. P.K. Zarzycki, M.B. Zarzycka; Evaluation of the Water and Organic Liquids Extraction Efficiency of the
Spirulina maxima Dyes Using Thermostated Micro-Thin-Layer Chromatography, J. AOAC Int. Vol.91(5)
(2008), 1196-1202.

9. P.K. Zarzycki, M.B. Zarzycka; Application of temperature-controlled micro planar chromatography for
separation and quantification of testosterone and its derivatives; Anal. Bioanal. Chem.; 391(6) (2008) 2219-
2225,

10. P.K. Zarzycki, E. Wiodarczyk, M.B. Zarzycka, B.K. Gtod, Optimization of Solid-Phase Extraction Protocol
for Fractionation of Selected Steroids Using Retention Data from Micro Thin-layer Chromatography, Anal.
Sci. (2009).

n

23



PRACTICAL APPROACH TO QUANTIFICATION OF STEROIDS AND
RELATED LOW MOLECULAR MASS COMPOUNDS IN COMPLEX
BIOLOGICAL SAMPLES USING TEMPERATURE-DEPENDENT
INCLUSION CHROMATOGRAPHY

Pawet K. ZARZYCKI

Zaktad Toksykologii i Bioanalityki, Wydzial Budownictwa i Inzynierii Srodowiska,
Politechnika Koszaliriska, ul. Sniadeckich 2, 75-453 Koszalin

Quantification of Endocrine Disrupting Compounds (EDCs), particularly steroid hormones, in
biological and environmental samples presents unique challenges for sample pre-purification,
extraction, concentration and separation. From chromatographic point of view, steroids and
related low-molecular mass substances form a non homogeneous group of solutes and
therefore, many problems with extraction efficiency and good separation of multicomponent
mixtures using common separation techniques were observed [1]. Despite of number of high
throughput techniques like MS-MS detectors available, simultaneous measurement of the
multiple forms of steroids like compounds, especially optical enantiomers in complex
materials is still an unsolved analytical problem and real challenge for chromatographers.

This research communication summarize an application of temperature-dependent inclusion
chromatography for quantification of wide range of steroids (estrogens, progestogens,
testosterones) as well as known and unidentified yet low-molecular mass compounds, which
may act as the endocrine disrupting compounds (EDCs) in natural environment [1-8]. Number
of examples for quantification of above mentioned chemicals in real samples including urine,
blood, surface waters, treated and untreated sewage waters as well as activated sludge
material will be given. Particularly, problem of efficient and fast samples pre-concentration,
components of interest purification and stability, internal standard selection as well as
optimization of HPLC separation of complex biological samples characterized by high
contents of interfering peaks will be discussed from practical point of view. Based on the own
quantitative chromatographic data, clinical and environmental object classification involving
multivariate statistics procedures like Cluster Analysis or Principal Components Analysis will

be also presented and discussed.
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WYKORZYSTANIE TECHNIKI HPLC I LC - MS W BADANIACH
PROCESOW FOTODEGRADACJI DOKSAZOSYNY | TERAZOSYNY

Joanna KARPINSKA, Aneta SOKOL, Marta HRYNIEWICKA
Uniwersytet w Biatymstoku, Instytut Chemii, ul. Hurtowal, 15 — 399 Bialystok

e-mail: anetka w@uwb.edu.pl

Postep cywilizacji sprawia, iz w wielu krajach obserwowany jest wzrost zuzycia srodkow
farmaceutycznych, ktore w wyniku niecatkowitego zatrzymania w oczyszczalniach $ciekow
moga przedostawaé si¢ do S$rodowiska naturalnego. Szczegdlnie istotna jest kontrola
zawarto$ci farmaceutykow i ich metabolitow w wodach powierzchniowych. W $rodowisku
wodnym organiczne zwigzki moga ulega¢ réoznorodnym przemianom pod wplywem §wiatta
stonecznego, mocy promieniowania, innych zwigzkow chemicznych oraz mikroorganizmow
obecnych w srodowisku wodnym. Koncowymi produktami rozktadu pod wptywem procesow
biotycznych i abiotycznych sa m.in. CO; i HyO, jednak powstajace produkty posrednie
odznaczajg si¢ innymi witasciwosciami fizykochemicznymi niz wyjSciowy zwigzek - czgsto
wykazujg wigksza toksycznos¢, inng trwatos¢ 1 aktywno$¢ biologiczng. Dodatkowo, dtugie
przebywanie  tych  zwigzkow w  ekosystemach  wodnych  stwarza  wysokie
prawdopodobiefnstwo ich bioakumulacji. Fakty te potwierdzaja stusznos¢ wykonywanych
badan eksperymentalnych dotyczacych identyfikacji produktow fotodegradacji zwiazkéw
aktywnych biologicznie.

W prezentowanej pracy przedstawiono wyniki badan procesu fotorozktadu doksazosyny
(DOX) 1 terazosyny (TR). Leki te naleza do a-adrenolitykéw o dziataniu hipotensyjnym,
stosowane sg takze w leczeniu fagodnego przerostu gruczotu krokowego, niewydolnosci serca
oraz chordb naczynh obwodowych. DOX 1 TR charakteryzuja si¢ duza trwatoscig i dtugim
czasem potowicznego rozpadu. Roztwory wodne lekow poddano promieniowaniu UV,
UV/H;0, oraz zastosowano klasyczng 1 fotokatalityczng reakcje Fentona. Nastgpnie
wykorzystano technik¢ HPLC oraz LC/ESI/MS do identyfikacji powstatych produktow
fotorozktadu. Do rozdzialu chromatograficznego zastosowano kolumne ODS2. Faza ruchoma
sktadata si¢ z mieszaniny acetonitrylu, metanolu, wody, kwasu octowego 1 amoniaku (v/v;
35:40:25:1:0,017), a szybko$¢ przeptywu wynosita 1 ml/min. Celem pracy byta interpretacja

uzyskanych chromatograméw i widm masowych badanych probek.
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ZASTOSOWANIE EKSTRAKCJI MICELARNEJ DO
CHROMATOGRAFICZNEJ ANALIZY FAMOTYDYNY

Barbara STARCZEWSKA, llona KISZKIEL, Monika KASABULA
Uniwersytet w Biatymstoku, Instytut Chemii, ul. Hurtowal, 15 — 399 Bialystok

e-mail: i.kiszkiel@uwb.edu.pl

Obecnos¢ w srodowisku rozmaitych grup farmaceutykéw, szkodliwie wplywa na zdrowie
ludzi i zwierzat. Wzrastajaca liczba pozostatosci lekow w otaczajgcej nas przyrodzie wigze si¢
ze wzmozong ich produkcja i z oddzialywaniem przemyshu farmaceutycznego na srodowisko.
Nalezg do nich leki (tzw. antagonisci receptoréw histaminowych Hy), ktorych gtowna rola
polega na zmniejszaniu nadmiernego wydzielania kwasu solnego w zotadku. Uzywane sa w
leczeniu schorzen ukladu pokarmowego. Najsilniejsze dziatanie farmaceutykow tej grupy
wykazuje dobrze rozpuszczalna w wodzie famotydyna, o zasadowym charakterze
chemicznym.

Wzrasta zapotrzebowanie na rozwijanie metod wydzielania, umozliwiajacych czule 1
selektywne oznaczenie omawianych zanieczyszczen srodowiska (wystepujacych w nim na
poziomie stezen ng/l lub pg/l). Wymodg ten zostaje spelniony podczas zastosowania jako
metody przygotowania probek, ekstrakcji micelarnej. Proces rozdziatu przebiega z udzialem
zwigzkow powierzchniowo czynnych (surfaktantow), ktérych monomery, wraz ze wzrostem
stezenia, taczg si¢ migdzy sobg. Powyzej granicy, zwanej krytycznym stgzeniem micelizacji
(CMC), tworza skupiska o koloidalnych rozmiarach (agregaty micelarne). Anality obecne w
badanej probcee, sa zdolne do podziatlu oraz przejscia w kierunku niepolarnego rdzenia miceli.
Badania mialy na celu wydzielenie i oznaczenie zawarto$ci famotydyny w probce wody
rzecznej. Ekstrakcje micelarng wykonywano z zastosowaniem anionowego zwigzku
powierzchniowo czynnego: dodecylosiarczanu (V1) sodu oraz jego mieszaniny z niejonowym
surfaktantem: Tritonem X-114. Proces przeprowadzano (na modelowej probce wody) z
dodatkiem elektrolitu (chlorku sodu) gdyz wzrastajaca sita jonowa roztworu powoduje
zwickszenie si¢ liczby agregacji 1 sprzyja rozdzialowi dwoch faz. Zoptymalizowano
odpowiednie parametry ekstrakcji micelarnej, mianowicie: stezenie wybranego zwigzku
powierzchniowo czynnego oraz elektrolitu, pH probki, czas wytrzagsania oraz wirowania.

Warstwe micelarng rozpuszczano w metanolu i badano spektrofotometrycznie przy A=285nm.
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Wyznaczono wspoélczynnik zat¢zania famotydyny podczas wydzielania analitu z
zastosowaniem ekstrakcji micelarnej. Zbadano interferujacy wptyw niektérych substancji,
najczesciej wystepujacych w wodach powierzchniowych.

Po przeprowadzeniu zoptymalizowanej procedury ekstrakcji micelarnej, badane probki
rzeczywiste poddano chromatograficznemu oznaczeniu na obecno$¢ omawianego
przedstawiciela antagonistoéw receptora Hy. Sporzadzono wykres kalibracyjny w oparciu o
matryce modelowej probki wody. Wykorzystano wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa

(HPLC) ze spektrofotometryczng detekcjg w ultrafiolecie.
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BADANIE LIPOFILOWOSCI POCHODNYCH KWASU 4-FENYLO-
1,2,4-TRIAZOLO-5-SULFANYLOOCTOWEGO METODA
CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ

Anna HAWRYL", Ewelina PIKULA, Monika WAKSMUNDZKA-HAJNOS
Zaktad Chemii Nieorganicznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, 20-081 Lublin

Wstepne badania nowych zwigzkéw, potencjalnych lekow przeprowadza si¢ w kierunku
wyznaczenia lipofilowosci tych substancji, poniewaz wlasciwo$¢ ta ma istotny wplyw na ich
aktywnos$¢ farmakologiczng. Tradycyjna metoda wyznaczania tego parametru (Shake-flask metod) jest
bardzo pracochtonna i mato precyzyjna. Dlatego stosuje si¢ obecnie nowe posrednie metody, wsrdd

ktorych bardzo wazne sg metody chromatograficzne.

Wyznaczono lipofilowo$¢ pochodnych kwasu 4-fenylo-1,2,4-triazolo-5-sulfanylooctowego metoda
chromatografii cienkowarstwowej w odwrdéconym ukladzie faz przy uzyciu adsorbentu typu RP-18
oraz jako fazy ruchomej mieszaniny wody i polarnego modyfikatora (metanol, dioksan,

tetrahydrofuran, aceton, acetonitryl) poprzez ekstrapolacje zaleznosci retencja — sktad eluentu:

Ry=Ry—5-0 1)
gdzie R,;- wspotczynnik retencji analitu, @ - utamek molowy modyfikatora

Opierajgc si¢ na powyzszej zaleznosci wspotczynnika retencji od stezenia polarnego modyfikatora w
odwréconym uktadzie faz (zmodyfikowane rownanie Soczewinskiego-Wachtmeistera) wyznaczono

chromatograficzne parametry lipofilowosci takie jak Rj; (przecigcie, retencja badanego analitu w
czystej wodzie, najczgsciej stosowany parametr lipofilowosci w analizie QSAR), 5
(nachylenie, parametr hydrofobowos$ci, szczegdlnie w przypadku analizy zwigzkow o
podobnej budowie) oraz ¢, (stezenie modyfikatora organicznego przy wspétczynniku retencji
réwnym zero, stosunek wspotczynnika R}, i parametru S). Nastgpnie wykreowano wykresy

zalezno$ci wspolczynnika retencji od sktadu fazy ruchomej oraz korelacje poszczegdlnych
parametréw lipofilowosci z wartosciami logP obliczonymi w programie Hyper-Chem dla
wszystkich analizowanych zwigzkéw. Wyniki przeprowadzonych badan opracowano
statystycznie, wyznaczajagc wspOtczynniki regresji, btad standardowy estymacji, poziom

istotnosci oraz statystyke F.
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ROZDZIELENIE GLIKOZYDOW FLAWONOIDOWYCH METODA
CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ

Anna PETRUCZYNIK', Danuta SMOLARZ™, Monika KROL ™", Jakub

KRYSZEN ", Michal HAJNOS ™ i Monika WAKSMUNDZKA-HAJINOS
“Zaklad Chemii Nieorganicznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, 20-081 Lublin
“*Zakilad Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytet Medyczny w Lublinie 20-093 Lublin
" Studenckie Kolo Naukowe przy Zaktadzie Chemii Nieorganicznej Uniwersytetu
Medycznego

*kkk

Zaktad Farmakognozji, Uniwersytet Medyczny w Lublinie 20-093 Lublin

Flawonoidy sa grupa substancji, ktorych dziatanie biologiczne zwigzane jest przede
wszystkim z naczyniami krwiono$nymi i ukladem krazenia. Jednak niektore z nich wywieraja
réwniez szerszy wplyw na caly organizm. W ostatnim czasie zwrdcono roOwniez uwage na
wlasciwosci przeciwutleniajgce flawonoidéw 1 zaczeto je wykorzystywa¢ jako naturalne
antyoksydanty i jako tak zwane wymiatacze wolnych rodnikéw — czasteczek odpowiedzialnych
miedzy innymi za powstawanie nowotworéw, czy procesy starzenia komorkowego. Flawonoidy
moga roéwniez przyspiesza¢ rozklad innych egzogennych (pochodzacych z poza organizmu)
substancji o dziataniu rakotworczym.

Chromatografia cienkowarstwowa jest czg¢sto stosowang metoda do analizy zwigzkow
flawonoidowych. Najczesciej glikozydy flawonoidowe byly analizowane metodami
chromatograficznymi po przeprowadzeniu ich hydrolizy w $rodowisku kwasowym prowadzacej
do otrzymania cukru i aglikonu. Jako fazy stacjonarne do analizy tych zwigzkéw byt stosowany
gléwnie Zel krzemionkowy, celuloza, rzadziej chemicznie zwigzane fazy stacjonarne typu RP,
natomiast jako eluenty wodne mieszaniny octanu etylu, wody i kwasu mrowkowego lub
octowego, a jako eluenty niewodne mieszaniny toluenu, dioksanu, octanu etylu, chloroformu,
metanolu zawierajace kwas mréwkowy lub octowy.

Do rozdzielenia 6 glikozydow flawonoidowych bez przeprowadzania procesu ich
hydrolizy zastosowano metode dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej z
wykorzystaniem gradientu fazy stacjonarnej i metody rozwijania wielokrotnego. Dobre
rozdzielenie analizowanych zwigzkéw uzyskano stosujac w pierwszym etapie rozwijanie
wielokrotne na fazie cyjanopropylowej przy zastosowaniu eluentow wodnych, a nastepnie
przenoszono plamki na ptytke z fazag aminopropylowa, ktéra byla rozwijana eluentem

niewodnym. Zastosowanie gradientu fazy stacjonarnej i rozwijania w dwoch réznych uktadach
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faz (eluenty wodne i niewodne) pozwolitlo na wykorzystanie réznych mechanizméw retencji i
uzyskanie dobrej selektywnosci rozdzielenia zwigzkow o zblizonej strukturze chemiczne;.
Najbardziej optymalne uktady chromatograficzne zostaly wykorzystane do rozdzielenia

glikozydow flawonoidowych w ekstraktach roslinnych.
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ZASTOSOWANIE CHROMATOGRAFII DO BADANIA MIGRACJI
SPECYFICZNEJ STABILIZATOROW I SRODKOW
PRZECIWSTARZENIOWYCH W KOMPOZYTACH

ELASTOMEROWYCH PRZEZNACZONYCH DO KONTAKTU
Z. ZYWNOSCIA

Teresa KLEPS, Teresa PARYS, Aneta STEPKOWSKA,
Marta TOMASZEWSKA, Jolanta POPIELEWSKA

Instytut Inzynierii Materiatow Polimerowych i Barwnikow w Toruniu, Oddzial Zamiejscowy
Elastomerow i Technologii Gumy w Piastowie, ul. Harcerska 30, 05 — 820 Piastow,

www.ipgum.pl

W przemy$le gumowym w kompozytach i1 nanokompozytach elastomerowych — w
charakterze przyspieszaczy wulkanizacji, stabilizatorow czy srodkdw przeciwstarzeniowych —
stosuje si¢ kilkadziesiat substancji, w tym takze zwigzki o udowodnionym dzialaniu
rakotworczym oraz podejrzewane o takie dziatanie [1, 2]. Na dzialanie szkodliwych dla
zdrowia zwigzkéw narazeni sg zarOwno pracownicy przemyshlu gumowego, pracujacy
bezposrednio z tymi surowcami, jak i uzytkownicy wyrobow gumowych, gdyz substancje te
moga przechodzi¢ z gumy do kontaktujacej si¢ z nig zywnosci lub bezposrednio do
organizmu. Miarg tego zagrozenia jest poziom migracji substancji szkodliwych.

Wyroby gumowe (kompozyty elastomerowe) przeznaczone do kontaktu z zywnoscia, w mysl
Rozporzadzenia (WE) nr 1935/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady [3], powinny by¢
produkowane zgodnie z dobrg praktyka produkcyjng, tak by nie dochodzito do migracji ich
sktadnikow do zywnosci w ilosciach, ktére moglyby stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia
cztowieka lub powodowaé niemozliwe do przyjecia zmiany w sktadzie Zywnos$ci, albo
pogorszenie jej cech organoleptycznych.

Aby ograniczy¢ szkodliwo§¢ wyrobow gumowych przeznaczonych do kontaktu z zywnos$cia

lub ciatem cztowieka, prawodawstwo wigkszosci krajow normuje ich produkcje i wprowadza

! Wilczynska U., Szeszenia-Dabrowska N., Sobala W., ,,Zagrozenia chorobami nowotworowymi pracownikow
zaktadow przemystu gumowego w Polsce”, Elastomery, 1(7), 17-25 (2003)

2 Parasiewicz W. ,Analiza zagrozen chemicznych w procesach przetworczych przemystu gumowego”,
Elastomery 5(1), 17-28 (2001)

¥ Rozporzadzenie (WE) nr 1935/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 27 pazdziernika 2004 r. w
sprawie materialdw i wyrobow przeznaczonych do kontaktu z zywno$cig oraz uchylajace dyrektywy
80/590/EWG i 89/109/EWG
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obowigzek badania np. w Polsce Propozycje krajowej listy substancji dozwolonych do
produkcji gumy [4] opracowano juz w 2002 r. Zabrania si¢ stosowania SUrowcoOw
stanowigcych bezposrednie zagrozenie dla zdrowia oraz wymaga odpowiednich badan przed
wprowadzeniem wyroboéw do obrotu.

Celem pracy byto opracowanie metody badania migracji specyficznej zwiazkoéw szkodliwych
dla zdrowia, pochodnych aminowych i fenolowych, z artykutow gumowych przeznaczonych
do kontaktu ze $rodkami spozywczymi 1 cialem ludzkim. Zastosowano metody
chromatografii: cienkowarstwowej i gazowej na kolumnie kapilarnej, z zastosowaniem
detektora FID.

Analiza wynikéw uzyskanych przy zastosowaniu w/w metod wykazata ich przydatnos$¢ do
badania migracji specyficznej substancji szkodliwych na poziomie 0,01 mg/kg, co pozwoli na
zastosowanie ich do badan rutynowych wyrobow gumowych przeznaczonych do kontaktu z
zywnoscig, a takze umozliwi optymalizacje skladu surowcowego kompozytow i

nanokompozytow elastomerowych.

* Materiaty i wyroby do kontaktu z zywnoscia. Propozycja krajowej listy substancji dozwolonych do produkcji
gumy, PZH (2002)
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OZNACZANIE SKEADNIKOW PREPARATU CEFALGIN METODAMI
CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ
ELEKTROCHROMATOGRAFII PLANARNEJ

Aneta HALKA-GRYSINSKA, Piotr SLAZAK, Grzegorz ZAREBA

| Tadeusz H. DZIDO
Zaktad Chemii Fizycznej, Katedra Chemii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie

Elektrochromatografia planarna w uktadzie zamknig¢tym (PPEC) jest stosunkowo
nowa technika chromatograficzng. Po raz pierwszy zostala opisana przez Nuroka i
wspotpracownikow 5 lat temu [1].

Najwazniejsza cechg odrozniajaca PPEC od chromatografii cienkowarstwowej (TLC)
jest przeptyw fazy ruchomej, ktory jest wywolywany przez efekt elektroosmotyczny w
pierwszej metodzie, i dzialanie sit kapilarnych w drugiej. Dzigki temu, w metodzie PPEC,
przeptyw fazy ruchomej ma warto$¢ stata, niezalezng od czasu prowadzenia eksperymentu i
dystansu migracji rozdzielanych substancji. Ponadto sprawno$¢ uktadéw PPEC jest znacznie
wigksza niz w uktadach zwyklej chromatografii cienkowarstwowej. Dodatkowym atutem
PPEC jest krotki czas analizy, w porownaniu do zwyktej chromatografii TLC. Powyzsze
cechy elektrochromatografii planarnej sprawiaja, ze metoda ta jest bardzo atrakcyjna do
zastosowania w analizie chemicznej, w tym takze w analizie farmaceutyczne;.

Majac na uwadze zalety PPEC, przeprowadzono pierwsze proby wykorzystania tej
metody do oznaczen iloSciowych. W celu zweryfikowania wynikow, analogiczne oznaczenia
wykonano konwencjonalng metoda TLC. Do analizy wybrano preparat o dziataniu
przeciwbolowym 1 przeciwgoraczkowym, ,,Cefalgin”, zawierajacy trzy substancje aktywne
farmakologicznie: propyphenazon (150mg), paracetamol (250mg) oraz kofeing (50 mg).
Analizowane probki oraz wzorce dozowano na wczesniej przygotowane plytki
chromatograficzne HPTLC RP18W (Merck) za pomoca aplikatora aerozolowego Linomat 5
(Camag). Faze¢ ruchomg stanowit 20%(v/v) r-r acetonitrylu w buforze cytynianowo-
fosforowym o pH=5. Po kazdym eksperymencie plytki suszono w temperaturze pokojowej, a
nastepnie skanowano za pomocg skanera DAD J&M (Aalen, Niemcy). Uzyskane wyniki
swiadcza o tym, iz obie metody moga by¢ stosowane do oznaczen ilosciowych — oferuja
podobna dokladno$§¢ 1 precyzje oznaczen. Z uwagi na krotki dystans rozwijania

chromatogramow cienkowarstwowych 1 elektrochromatografow planarnych nie zanotowano
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duzych réznic sprawnosci obu uktadoéw. Jednakze czas prowadzenia separacji badanych
lekow metoda PPEC moze by¢ kilkunastokrotnie krotszy od czasu procesu TLC. Nalezy
podkresli¢, ze metoda PPEC jest obecnie na etapie rozwoju i aby jej zalety mogly by¢ w petni
wykorzystane, wymaga dalszych badan, zwigzanych z rozwigzaniem niektorych problemow

metodycznych oraz konstrukcyjnych.

[1] Nurok D, Koers JM, Novotny AL, Carmichael MA, Kosiba JJ, Santini RE, Hawkins GL, Replogle
RW (2004) Anal Chem. 76: 1690 — 1695.
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HPLC KWASOW FENOLOWYCH ORZECHA WLOSKIEGO

Grzegorz CHRZANOWSKI, Bogumil LESZCZYNSKI, Pawet
CZERNIEWICZ, Henryk MATOK i Radostaw MATEJEK

Katedra Biochemii i Biologii Molekularnej, Akademia Podlaska

ul. Prusa 12, 08-110 Siedlce, e-mail: grzegorzc@ap.siedlce.pl

Kwasy fenolowe uczestniczag w odpowiedziach roslin na stresy wywotywane przez czynniki
srodowiskowe, posiadaja ponadto wtasciwosci antyoksydacyjne oraz farmakologiczne. W ich
strukturze chemicznej wystepuje pierScien aromatyczny podstawiony jedng lub kilkoma
grupami hydroksylowymi lub takze metoksylowymi. Funkcyjna grupa karboksylowa
przylaczona jest bezposrednio do pierScienia (kwasy fenolowe), badz stanowi element
nienasyconego tancucha alifatycznego, tworzac kwasy fenylopropenowe. Orzech wioski
(Juglans regia L.) wykazuje whasciwosci allelopatyczne, jednak ich chemiczna natura nie
zostata dotychczas w pelni wyjasniona. Celem prezentowanej pracy bylo okreslenie sktadu
jakosciowego i ilosciowego kwasow fenolowych w tkankach kwiatostandw meskich, lisci i
zielonych okryw owocow orzecha wloskiego.

Kwasy fenolowe ekstrahowano z liofilizatu materiatu ro$linnego, uzywajac 80% metanolu.
W otrzymanym supernatancie, po odwirowaniu i oczyszczeniu eterem naftowym, oznaczono
wolne kwasy fenolowe (po alkalizacji, przy pomocy NaHCOg3 i ponownym zakwaszeniu) oraz
otrzymane w wyniku kwasnej hydrolizy (pH 2, hydroliza 24h, temp. 80°C). Ponadto w
osadzie (po ekstrakcji metanolem) poddanym kwasnej hydrolizie, okre$lono zawarto$¢
zwigzanych kwasow fenolowych. Do rozdzialu HPLC wykorzystano izokratyczny system
Varian, wyposazony w pompe¢ ProStar 210 1 detektor z matrycag fotodiodowa ProStar 335.
Rozdziat wykonano na kolumnie Microsorb MV C18, stosujac 25% roztwér metanolu z 1%
dodatkiem kwasu octowego, jako faz¢ ruchoma.

Przeprowadzone badania wykazaly obecnos¢ 12 kwasow fenolowych w tkankach orzecha
wloskiego. Kwas benzoesowy obecny byt jedynie w osadzie, a kwas trans-cynamonowy nie
wystepowat w ekstrakcie metanolowym poddanym kwasnej hydrolizie. Sposréd kwasow
monofenolowych, zidentyfikowano kwas p-hydroksybenzoesowy oraz kwasy o- i p-
kumarowy. Pochodna kwasu benzoesowego byla obecna w tkankach wszystkich organow
orzecha, niezaleznie od analizowanej frakcji, jednak najwiekszy jej poziom obserwowano w

roztworze alkalizowanym wodoroweglanem sodu. Kwas 0-kumarowy dominowal w
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hydrolizacie metanolowego ekstraktu z lipcowych lisci i zielonych okryw owocoéw orzecha.
Zawarto$¢ kwasu p-kumarowego w ekstrakcie metanolowym z lisci byla na podobnym
poziomie, niezaleznie od tego czy ekstrakt poddawany byl hydrolizie. Sposrod kwasow,
ktorych pierscien aromatyczny zawiera dwa podstawniki, stwierdzono obecno$¢ kwasu:
wanilinowego, kawowego, ferulowego oraz chlorogenowego (depsyd kwasow kawowego i
chinowego). Glownym skfadnikiem meskich kwiatostanow orzecha byt wolny kwas
wanilinowy. W ekstrakcie z lisci dominowaly kwasy: kawowy i ferulowy, natomiast w
tkankach zielonych okryw owocow kwas chlorogenowy. Stezenie kwasow fenolowych z
dwoma podstawnikami, w zhydrolizowanym osadzie, bylo znacznie nizsze niz w ekstrakcie
metanolowym. Kwas ferulowy nie wystepowat w meskich kwiatostanach orzecha wloskiego.
Sposrod kwasow z trzema podstawnikami, stwierdzono obecno$¢ kwasu syryngowego i
galusowego oraz kwasu taninowego, bedacego polimerem kwasu galusowego. Kwas
taninowy wystgpowal gldwnie w ekstrakcie metanolowym, ktérego hydroliza powodowata
wzrost zawarto$ci kwasu galusowgo. Kwas syryngowy w najwyzszym stezeniu wystepowat
w zielonych okrywach owocow orzecha.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze allelopatyczne oddzialywania orzecha wloskiego moga by¢

zwigzane z obecnoscig szerokiej gamy kwasoéw fenolowych w jego tkankach.
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OZNACZANIE WOLNEJ FRAKCJI INDOMETACYNY W OSOCZU
LUDZKIM Z WYKORZYSTANIEM TECHNIKI HPLC/UV-VIS

Krzysztof KONDZIOLA, Andrzej L. DAWIDOWICZ

Zaktad Metod Chromatograficznych, Uniwersytet Marii-Curie Sktodowskiej
Pl. M. Curie-Skftodowskiej 5, 20-031 Lublin
krzysztof kondziola@tlen.pl, dawid@poczta.umcs.lublin.pl

Dla wigkszosci lekow miejsce ich podania jest odlegte od miejsca dziatania. Z tego
powodu substancja aktywna musi zosta¢ przetransportowana poprzez krew do tkanki
docelowej. We krwi mozna wyr6zni¢ dwie frakcje leku - wolng oraz zwigzang z biatkami
osocza. Jedynie wolny (niezwigzany) lek posiada mozliwos¢ pokonywania bton
biologicznych, a dzigki temu trafienia do miejsca dziatania. Fakt ten powoduje, ze w
rzeczywistosci tylko wolna frakcja leku jest aktywna farmakologicznie, a stezenie leku jej
odpowiadajace pozostaje w Scistym zwigzku z efektem terapeutycznym. Frakcja zwigzana
moze by¢ traktowana jako ,,magazyn”, z ktorego lek jest stopniowo uwalniany w przypadku
zaburzenia rOwnowagi reakcji tworzenia kompleksu lek - biatko. Mozliwo$¢ oszacowania
stezenia wolnego leku na podstawie stezenia catkowitego w oparciu o zasadg stato$ci utamka
wolnej frakcji leku nie zawsze jest mozliwa. Takie czynniki jak np. pewne stany chorobowe,
wiek oraz stan pacjenta, a takze osobnicze wlasnosci uktadu lek - biatkko moga powodowac
odstgpstwa od wartosci utamka wolnej frakcji leku przyjetego jako normalny. Z wyzej
wymienionych powodow, w przypadku niektorych lekéw, uzasadnione jest zatem
monitorowanie bezposrednio stezenia wolnego leku we krwi.

Indometacyna (pochodna kwasu indolooctowego) nalezy do grupy niesteroidowych
lekoéw przeciwzapalnych. Wykazuje ona silne dziatanie przeciwzapalne, przeciwbolowe oraz
przeciwgorgczkowe. Indometacyna jest lekiem silnie wigzacym si¢ z albuming ludzkiego
osocza (ok. 97%). Bezposrednie oznaczanie st¢zenia jej wolnej frakcji we krwi odgrywa
znaczaca role w kontrolowaniu bezpiecznego poziomu tego leku oraz osiggnigciu wysokiej
efektywnosci terapii. Prezentowana praca opisuje prosta i czula metode oznaczania wolnej
frakcji indometacyny w probkach ludzkiego osocza z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja w ultrafiolecie (UV). Na etapie przygotowania
probki wykorzystano technike ultrafiltracji z pdzniejsza ekstrakcja ciecz - ciecz (LLE)

charakteryzujaca si¢ wysokim odzyskiem (ok. 97%). Opracowana metoda wnosi znaczace
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ulepszenia w stosunku do juz istniejgcych metod oznaczania indometacyny w osoczu
ludzkim. Spelia jednocze$nie wymogi dobrze zwalidowanej procedury analitycznej, a jako

metoda oznaczania wolnej frakcji tego leku moze okaza¢ si¢ dominujaca.
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FLAWONOIDY LUCERNY SIEWNEJ

Sylwia GOLAWSKA', Ireneusz KAPUSTA?, Bogdan JANDA?
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08-110 Siedlce, Poland, E-mail: sylwia@ap.siedlce.pl

Department of Biochemistry, Institute of Soil Science and Plant Cultivation, Czartoryskich 8,
24-100 Putawy, Poland

Flawonoidy to grupa zwigzkow polifenolowych wystepujaca powszechnie w krolestwie roslin
1 spetniajaca wielorakie funkcje fizjologiczne i ekologiczne. Jedng z najwazniejszych jest ich
udzial w obronie roslin przed negatywnym wplywem Dbiotycznych czynnikow
srodowiskowych. Przyktadowo, aktywno$¢ owadobojcza flawonoidow jest zwigzana z ich
oddziatywaniem jako deterentoéw pokarmowych, inhibitoroOw trawienia, a takze bezposrednich
toksykantow. Wiedza na temat wystgpowania flawonoidéw w lucernie siewnej, bedacej jedna
z gtéwnych roslin pastewnych nie jest petna, dlatego celem przeprowadzonych badan byto
zidentyfikowanie 1 pordéwnanie zawartosci flawonoidow w powszechnie uzytkowanych
odmianach lucerny siewnej (Medicago sativa L.). Badaniom poddano trzy odmiany lucerny:
Radius, Sapko 1 Sitel, ktore rosty w komorze klimatyzacyjnej. Ekstrakcje flawonoidow
przeprowadzono z 6-miesigcznych roslin przy pomocy metanolu wg zmodyfikowanej metody
Oleszka 1 Stochmal (2002). Rozdziat i1 identyfikacje flawonoidow wykonano metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) sprz¢zonej ze spektrometrig mas.
Stwierdzono, ze flawonoidy badanych odmian lucerny byty glikozydami czterech flawonow:
apigeniny, luteoliny, trycyny i1 chryzoeriolu. W tancuchu cukrowym wszystkich glikozydow
wystepowat kwas glukuronowy, a niektére z nich byty arylowane kwasem ferulowym,
kumarowym badz synapinowym. Wykazano, ze dominujagcymi zwigzkami byly pochodne
trycyny 1 apigeniny. taczna zawarto$¢ glikozydow apigeniny i luteoliny wahata si¢ w
granicach 65 do 72% sumy flawonoéw badanych lucern. Zawartos¢ glikozydow luteoliny 1
chryzoeriolu nie przekraczata 30% sumy flawonoéw. Dla odmian Radius 1 Sapko zwigzkiem
dominujacym byt glikozyd trycyny, ktérego maksymalne st¢zenie (2.49 mg/ g s.m.)
odnotowano w tkankach odmiany Radius. W przypadku odmiany Sitel w najwyzszych
ilosciach wystepowat glikozyd apigeniny (1.31 mg/ g s.m.).

W pracy przedyskutowano roznice w sktadzie i zawarto$ci flawonoidow lucerny.

Badania wykonano dzigki wsparciu finansowemu Fundacji na Rzecz Nauki Polskie;j.
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APPLICATION HS-SPME/GC-MS FOR ANALYSIS OF VOLATILE
COMPOUNDS OF WALNUT INDUCED BY APHID FEEDING

Robert KRZYZANOWSKI and Bogumit LESZCZYNSKI
Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Podlasie, B. Prusa 12,

Siedlce 08-110, Poland; e-mail:krzyzanowski_r@yahoo.pl or leszczb@ap.siedlce.pl

It is well known that injured plant tissues emit various volatile semiochemicals. Such
phenomenom also occure while the herbivorous insects feeding on their host plants. The
present paper reports on emission of the plant volatile compounds (VOCs) from walnuts
(Juglants regia L.) leaves under feeding of two aphid species Callaphis juglandis (Goeze) and
Chromaphis juglandicola (Kaltenbach).

GC-MS analyse of the VOCs was performed on a Shimadzu series GC 17A gas
chromatograph equipped with split/splitless injector and interfaced to QP-5050 Shimadzu
mass spectrometer. The carrier gas was helium, and the separation was done on a capillary
column Equity-5 (30 m x 0.25 mm L.D. with 0.25 um film thickness). The separation was
controlled by software CLASS 5000 with NIST Mass Spectra Database 107 and 21.

The VOCs profile emitted by the green leaves of J. regia at early June allowed to
identify the following compounds: a-pinene (CAS 80-56-8), B-pinene (CAS 127-91-3), B-
myrcene
(CAS 123-35-3), (Z)-3-hexen-1-ol acetate (CAS 3681-71-8), limonene (CAS 138-86-3),
eucalyptol (CAS 470-82-6), santolina triene (CAS 2153-66-4), y-cadinene (CAS 39029-41-9),
B-farnesene (CAS 18794-84-8), a-farnesene (CAS 502-61-4) and y-muurolene (CAS 30021-
74-0). When the aphid fed on the walnut leaves the VOCs profile showed some significant
changes. Several of the identified volatile compounds, including a-pinene, B-pinene, B-
myrcene, limonene, santolina triene and a-farnesene was emitted stronger. Emission of such
as compounds (Z)-3-hexen-1-ol acetate and y-cadinene was drastically reduced. Moreover,
the aphid feeding induced emission of two novel compounds: cis-B-terpineol and B-farnesene.
Changes in level of the volatile compounds of the J. regia and it significance for the chemical

interactions in the environment is discussed.
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EKSTRAKCJA PRZEGRZANA WODA W PROCEDURZE
CHROMATOGRAFICZNEGO OZNACZANIA SKLADU OLEJKU
ETERYCZNEGO Z ZIELATYMIANKU

Ewelina RADO, Andrzej L. DAWIDOWICZ
Zaktad Metod Chromatograficznych, Wydziat Chemii, Uniwersytet Marii Curie-Skitodowskiej,
Pl. M. Curie Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin,
email: ewelina.rado@gmail.com, dawid@poczta.umcs.lublin.pl

Rosngce zainteresowanie olejkami eterycznymi powoduje konieczno$¢ zastosowania
odpowiedniej metody ich wydajnej i selektywnej izolacji zar6wno w celach analitycznych jak
1 preparatywnych, ktora nie powodowataby degradacji poszczegolnych sktadnikow.

Klasyczng metoda otrzymywania olejku eterycznego jest destylacja z para wodna
prowadzona w aparacie Deryng’a. Z uwagi na dlugi czas jej trwania nie jest ona wygodna w
celach analitycznych. Dlatego tez pod uwage bierze si¢ mozliwo$¢ wykorzystania innych,
szybszych technik, po$réd ktorych nalezy wymieni¢ techniki ekstrakcyjne, zaré6wno te
rozpuszczalnikowe: ekstrakcja w aparacie Soxhleta, maceracja, przyspieszona ekstrakcja
rozpuszczalnikiem (PLE), jak i bezrozpuszczalnikowe: ekstrakcja nadkrytyczna (SFE),
mikroekstrakcja do fazy statej (SPME). Korzystng cechg technik rozpuszczalnikowych jest to,
ze ujawniany przy ich pomocy sktad olejku jest podobny do sktadu jaki otrzymuje si¢ w
przypadku olejku pozyskiwanego z wykorzystaniem destylacji z parg wodna, za$ negatywnag
to, ze wykorzystuje si¢ w nich mato przyjazne cztowiekowi i1 srodowisku rozpuszczalniki
organiczne. Rozpuszczalnikiem co do ktérego nie ma tego typu zastrzezen jest woda.
Wprawdzie nalezy ona do rozpuszczalnikéw polarnych, lecz w odpowiednich warunkach, w
temperaturze od 100°C do 374°C i pod ci$nieniem na tyle wysokim, by utrzymaé ja w stanie
ciektym, ekstrahuje zwigzki niepolarne i $rednio polarne. Ekstrakcje przegrzang woda (SWE)
wykorzystuje si¢ do ekstrakcji zanieczyszczen o rdznej polarnosci, pestycydow,
poliaromatycznych weglowodorow, a takze istnieja proby wykorzystania jej do izolacji
sktadnikow olejkowych z matryc roslinnych.

Ekstrakcje przegrzang wodg, prowadzong w warunkach statycznych i dynamicznych,
wykorzystano do izolacji sktadnikow olejkowych z ziela tymianku. W eksperymencie badano
wplyw temperatury, ci$nienia, czasu ekstrakcji oraz predkosci przeptywu na catkowity uzysk
sktadnikéw olejkowych. Otrzymane wodne ekstrakty poddano analizie jakosciowej (GC-MS)
1 ilosciowej (GC-FID) wykorzystujac procedure SPE w celu zmiany matrycy probki na

kompatybilng z zastosowang technika analityczng.
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THE NEW METHOD TO STUDY MOLECULAR INTERACTIONS

Anna BIELEJEWSKA, Andrzej BYLINA, Kazimiera DUSZCZYK

Institute of Physical Chemistry, Polish Academy of Science,
Kasprzaka 44/52, 01-224 Warsaw, Poland, Email: annab@icgf.edu.pl

Information about complex formation is an important factor in many fields of
chemical and biological science. There is a special need to study this type of interaction in
solution where the most biological important reaction take place. For example drug—protein
binding influences its pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters (i.e. distribution,
efficacy and toxicity).

The new approach for investigation of macromolecule-ligand binding using the
measurements of molecular diffusion coefficient of ligand during the flow through the
capillary with and without complexing agent is presented. The study has been exemplified by
investigation of the binding of 4-nitrophenol to cyclodextrin (CD) and warfarin, salicylic acid
and sodium dodecyl sulphate (SDS) to bovine serum albumin (BSA). The obtained results
are in good agreement with literature data and with results obtained in chromatographic

method.
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CHROMATOGRAFICZNE OZNACZANIE CALKOWITEGO
POTENCJALU ANTYOKSYDACYJNEGO W OPARCIU O REAKCJE
RODNIKOW HYDROKSYLOWYCH
Z KWASEM P-HYDROKSYBENZOESOWYM

Pawel PISZCZ, Agnieszka BETA, lwona KIERSZTYN i B. Krzysztof GLOD
Zaktad Chemii Analitycznej;, Akademia Podlaska, ul. 3 Maja 54, 08-110 Siedlce, Polska

Wolne rodniki niekorzystnie modyfikuja czasteczki aktywne biologicznie jak rowniez
catle komorki, a przez to sg przyczyna wielu choréb zwyrodnieniowych oraz procesu
starzenia. W wielu innych chorobach sg ich skutkiem badZ produktem ubocznym. Wiele tych
zmian mozna unikng¢ stosujac egzogenne antyoksydanty. W zwiazku z tym istnieje potrzeba
opracowania metody umozliwiajacej oznaczanie i pordwnanie sity dziatania konkretnych
antyoksydantow, celem  wyselekcjonowania tych o  najwyzszym  potencjale
antyoksydacyjnym. Okazuje si¢ jednakze, ze, w przypadku probek biologicznych, czesto
wigcej informacji dostarcza pomiar Catkowitego Potencjatu Antyoksydacyjnego (CPA), niz
stezenia poszczegdlnych antyoksydantow oddzielnie.

W literaturze mozna znalez¢ opisy wielu metod oznaczania rodnikéw hydroksylowych
przy uzyciu HPLC. Oparte sa one na rekcji tych rodnikoéw z pulapka spinowa. Produkty tej
reakcji moga by¢ monitorowane uzywajac zaroOwno detekcje elektrochemiczng jak i
fluorescencyjna. Metody te moga by¢ zastosowane rowniez do pomiarow CPA. W tym
przypadku rodniki hydroksylowe generowane sa w reakcji analogicznej do reakcji Fentona.
Miarg CPA jest zmiana powierzchni piku chromatograficznego produktu ich reakcji z tzw.
detektorem. W poprzednich pracach wykazaliSmy mozliwos¢ ich oznaczania za pomoca: (i)
kwasu p-hydroksybenzoesowego (p-HBA) i detekcji elektrochemicznej lub (ii) kwasu
tereftalowego (TFA) z detekcja fluorescencyjng. W prezentacji przedstawione zostang
pomiary CPA z zastosowaniem p-HBA (putapka spinowa) i detekcji fluorescencyjnej.
Opracowana metoda zostanie przetestowana na napojach alkoholowych jak rowniez na

czystych zwigzkach chemicznych takich jak indole, flawony 1 triazyny.
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ZASTOSOWANIE HPLC DO POMIAROW CALKOWITEGO
POTENCJALU ANTYOKSYDACYJNEGO MIODOW
I MIODOW PITNYCH

Pawet WANTUSIAK, Pawel PISZCZ, Monika SKWAREK

i Bronistaw K. GLOD
Zaktad Chemii Analitycznej; Akademia Podlaska, ul. 3 Maja 54, 08-110 Siedlce, Polska

Wolne rodniki i antyoksydanty maja zasadniczy wptyw na zycie ludzkie zarowno z
fizjologicznego jak i patologicznego punktu widzenia. Ich st¢zenie zmienia si¢ w trakcie
procesu starzenia, choréb i po spozyciu zywnosci. Moga by¢ one analizowane przy uzyciu
HPLC. Okazuje si¢ jednakze, ze czgsto wigcej informacji dostarcza oznaczenie sumarycznej
wielkosci — Catkowitego Potencjatu Antyoksydacyjnego (CPA).

Ogolnie, HPLC moze by¢ uzyta w metodzie posredniego pomiaru wolnych rodnikow,
po ich reakcji z detektorem zwanym pulapkg spinowsg. Pomiary CPA oparte sg na
generowaniu odpowiednich rodnikéw (w naszym przypadku jest to rodnik hydroksylowy) i
ich reakcji z detektorem. Nastepnym etapem jest dodanie do takiego uktadu badanej probki.
Wygenerowane rodniki zmiatane sa zarowno przez detektor jak i badang probke. Jezeli
probka reaguje z rodnikiem, wowczas powoduje to zmniejszenie wysokosci piku
chromatograficznego  produktu reakcji  detektora z  rodnikiem. Wynikiem tak
przeprowadzonego pomiaru CPA jest réznica w polu powierzchni piku chromatograficznego
przed 1 po dodaniu probki.

Jako putapke spinowa wykorzystuje si¢ kwas p-hydroksybenzoesowy (pHBA).
Produkt jego reakcji z rodnikami hydroksylowymi, kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy
(3,4DHBA), jest analizowany stosujac wykluczanie jonowe lub wysokosprawna
chromatografi¢ cieczowa w uktadzie faz odwroconych. Poprzednio opisywano zastosowanie
detekcji elektrochemicznej i fluorescencyjnej w tych pomiarach. Glownym celem tej pracy
jest sprawdzenie mozliwos$ci zastosowania detekcji UV. Metoda ta zostata zastosowana do
oznaczenia CPA probek roznych miodéw i miodow pitnych. Inna metoda pomiaru, oparta jest
na wyznaczeniu catkowitego pola powierzchni wszystkich zarejestrowanych pikoéw na
detektorze amperometrycznym. Selektywnos$¢ ostatniej metody moze by¢ tatwo kontrolowana

przez zmiang warto$ci potencjatu.
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MECHANIZM RETENCJI KWASOW KARBOKSYLOWYCH NA
ROZNYCH KOLUMNACH HPLC

Monika SKWAREK, Pawet WANTUSIAK, Pawet PISZCZ

i B. Krzysztof GLOD

Zaktad Chemii Analitycznej; Akademia Podlaska
ul. 3 Maja 54, 08-110 SiedIce, Polska

Kwasy karboksylowe odgrywaja wazng role¢ jako komponenty zapachowe
(alifatyczne), konserwanty (aromatyczne), sktadniki produktéw  zywnos$ciowych,
antyoksydanty i leki. Dlatego tez ich analiza jest znaczaca dla wielu dyscyplin naukowych.
Czesto do ich oznaczania stosowana jest Wysokosprawna Chromatografia Cieczowa (HPLC).
W prezentacji dyskutowany jest mechanizm retencji kwasé6w na réznych kolumnach
chromatograficznych. W uktadzie faz odwrdoconych gtownym mechanizmem retencji jest
hydrofobowa adsorpcja. Zdysocjowane grupy karboksylowe, w zasadzie, nie oddziatujg z faza
stacjonarng. Dodatek zwigzkow tworzacych tzw. pary jonowe do fazy ruchomej zwigksza
retencj¢ kwasow. Z drugiej strony zwiazki inkluzyjne, takie jak cyklodekstryny, zmniejszaja
retencje.

W chromatografii wykluczania jonowego (IEC) zdysocjowane formy kwaséw sg
odpychane od fazy stacjonarnej, ktora posiada ten sam znak tadunku elektrycznego.
Dodatkowe efekty takie jak hydrofobowa adsorpcja i efekt ekranowania wydhuzaja lub
skracajg retencj¢. Kwasy aromatyczne sg silniej zatrzymywane niz alifatyczne ze wzgledu na
ich m-elektronowe oddziatywania ze szkieletem zywicy.

Bardzo silne m-elektronowe oddziatywania, i w konsekwencji wigksza retencja,
obserwowane s3 na kolumnie z wypehieniem grafitowym (Porous Graphitized Carbon -
PGC). Dodatkowo indukowane dipole odpowiedzialne sa za oddziatywania polarnych (lub
jonowych) zwigzkéw z wypetieniem PGC. Jest to tak zwany Polarny Efekt Retencji Grafitu
(PREG).

Opisane efekty sa dyskutowane i1 eksperymentalnie potwierdzone dla kwasow alifatycznych 1

aromatycznych.
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POMOCA HPLC Z DETEKCJA UV I ELEKTROCHEMICZNA
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Zaktad Chemii Analitycznej; Akademia Podlaska
ul. 3 Maja 54, 08-110 Siedlce, Poland

Kompleksy metali z zasadami Schiffa znane sg od konca XIX wieku. Zwiazki te
wzbudzaja zainteresowanie z punktu widzenia chemii koordynacyjnej jak réwniez procesow
metabolicznych zachodzacych w organizmach zywych. Zasady Schiffa sg iminami RCH=NR"
z charakterystycznym ugrupowaniem typu -C=N-. Wykazuja one zdolno$¢ kompleksowania
metali przej§ciowych, stabilizujacego ich rézne stopnie utleniania. W pracy przedyskutowano
rozdziat kompleksow niklu (II) z piecioma ligandami, zasadami Schiffa. Zostaly one
rozdzielone w ukladzie faz odwrdoconych. Okazato si¢, ze najlepszy rozdziat otrzymano dla
niskich temperatur (5°C). Jednakze w przypadku kompleksu Ni(salpn) otrzymany w tej
temperaturze pik byt bardzo rozmyty co, prawdopodobnie, spowodowane jest efektami
kinetycznymi. Dobre parametry detekcyjne otrzymane zostaty na detektorze UV (DAD). Z
danych literaturowych wiadomo, ze zaréwno jon centralny jak i ligandy badanych
kompleksow ulegaja reakcja zardwno utleniania, jak 1 redukcji. Z tego powodu przetestowany
zostal detektor elektrochemiczny (amperometryczny) do ich oznaczania. Otrzymane na nim
chromatogramy byty nieodtwarzalne i mato czute. Elektrochemiczne wtasnosci kompleksow
zbadano za pomocg woltamperometrii cyklicznej. Okazato si¢, ze niektore z nich tworzyty
przewodzace polimery na powierzchni elektrody, w rozpuszczalnikach o niskiej liczbie

donorowej.
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Wolne rodniki i RFT majg zasadniczy wplyw na zycie ludzkie zaréwno z
fizjologicznego jak i patologicznego punktu widzenia. Niekorzystnie modyfikuja czasteczki
aktywne biologiczne jak rowniez cale komorki, a przez to sa przyczyna wielu chorob
zwyrodnieniowych oraz procesu starzenia.

W zwiazku z tym istnieje potrzeba opracowania metody umozliwiajacej oznaczanie i
porownanie sily dziatania konkretnych antyoksydantow, celem wyselekcjonowania tych o
najwyzszym potencjale antyoksydacyjnym.

Technika HPLC moze by¢ uzyta w metodzie posredniego pomiaru wolnych rodnikow,
po ich reakcji z detektorem zwanym putapka spinows.

Oznaczanie CPA za pomocg woltametrii pulsowej roznicowej (DPV) polegato na
wykonaniu woltamogramu probki miodu o stezeniu 50 g/l w zakresie potencjatow E [0-1,2 V]
przy czasie modulacji 0,005 s i czasie odstgpu pomigdzy skokami potencjatu t=0,1 s. W tym
przypadku miarg CPA bylo pole powierzchni powstatych pikow.

Przeprowadzone badania umozliwity oznaczenie szeregu antyoksydacyjnego miodoéw

1 miodow pitnych pochodzacych z réznych rejondéw Polski.
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W organizmach zywych wolne rodniki sg wytwarzane w warunkach fizjologicznych i
patologicznych. W pierwszym przypadku dochodzi do ich unieczynnienia w wyniku
mechanizméw antyoksydacyjnych. W drugim moga powodowac¢ degradacj¢ i obumieranie
komorek, gdyz z reguty reaguja ze wszystkimi ich sktadnikami uszkadzajg lipidy, biatka i
DNA. Podejrzewa sig, ze sg przyczyng wielu problemow zdrowotnych takich jak,: choroby
Alzheimera 1 Parkinsona, cukrzycy, miazdzycy. Zmiataczami wolnych rodnikéw s3
przeciwutleniacze, ktére mozemy wprowadza¢ do organizmu wraz z zywnoscig. Wydaje si¢
by¢ istotnym oznaczanie sumarycznej ilosci antyoksydantow (CPA).

Oznaczanie poszczegdlnych przeciwutleniaczy w probkach biologicznych nie daje
tylu informacji, co okreslenie ich sumarycznego stezenia. Poszczegdlne odcinki uktadu
pokarmowego cztowieka charakteryzujg si¢ roznym pH. Badajac produkty spozywcze wydaje
si¢ uzasadnione uwzglednienie wptywu pH srodowiska na wielkos¢ CPA.

W tym przypadku byly wygenerowane rodniki hydroksylowe w reakcji Fentona.
Wykrywano je za pomoca kwasu p-hydroksybenzoesowego (p-HBA) przy detekcji

elektrochemicznej i fluorescencyjnej.
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THE DEGRADATION BY FENTON SYSTEM

Konrad ZURAWSKI, Pawel PISZCZ i Bronistaw K. GLOD

Institute of Chemistry, Department of Analytical Chemistry, University of Podlasie,
3 Maja 54, 08-110 Siedlce

In more numerous cases, natural ecosystems are no longer capable of neutralizing
effectively contaminants contained in the industrial wastewater and this may cause
accumulation of contaminants and occurrence of irreparable changes in the environment. The
only way to stop those tendencies is to remove contaminants hardly or not degradable
biologically by disintegration leading even to full mineralization.

The efficiency of Fenton-related oxidative process such as Fenton model compound in
simulated and industrial wastewater. A batch study was conducted to optimize parameters like
pH, hydrogen peroxide concentration and ferrous ion concentration governing the Fenton
process. At optimum conditions, Fenton-related processes were compared for the degradation.

The maximum mineralizing efficiency for acids with Fenton. In Fenton process,
carboxylic acids like salicylic acid and acetylsalicylic acid, both these acids degradation and

were oxidized completely at 10 min of their action time.
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