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P1

EKSTRAKCJA KWASOW FENOLOWYCH DLA GATUNKU TYMIANEK POSPOLITY ZA
POMOCHA APARATU SOXHLETA 1 PRZYSPIESZONEJ EKSTRAKCJI
ROZPUSZCZALNIKIEM

Marta ORLOWSKA, Ivana STANIMIROVA, Dorota STASZEK, Mieczystaw SAJEWICZ,
Monika WAKSMUNDZKA-HAJNOS, Teresa KOWALSKA
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POROWNANIE EFEKTYWNOSCI DWOCH TECHNIK WYODREBNIANIA ZWIAZKOW
LOTNYCH ORAZ POROWNANIE SKEADU FRAKCJI LOTNEJ W OSIEMNASTU
GATUNKACH TYMIANKU (THYMUS L.) TECHNIKA HS-GC-MS

Dorota STASZEK, Marta OREOWSKA, Magdalena WROBEL, Jozef RZEPA,
Grazyna SZYMCZAK, Teresa KOWALSKA, Monika WAKSMUNDZKA-HAJNOS

P3

PROCEDURA IDENTYFIKACJI I 0ZNACZANIA WYBRANYCH SKEADNIKOW SERWATKI
Z ZASTOSOWANIEM WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

Mariusz JASZCZOLT, Joanna GEAZOWSKA, Karol KADLEC, Marian KAMINSKI

P4

METODYKA IDENTYFIKACJI I OZNACZANIA BAKTERIOCYNYNY
WE FRAKCJACH ELUATU Z ROZDZIELANIA SKEADNIKOW SUPERNATANTU
Z HODOWLI BAKTERYJNEJ

Beata n FURMANEK-BLASZK, Mariusz  JASZCZOLT, Joanna GLAZOWSKA,
Karol KADLEC, Marian KAMINSKI

P5

DOBOR OPTYMALNYCH WARUNKOW WYKORZYSTANIA KOLUMN TYPU NH, DO
ROZDZIELANIA | OZNACZANIA CUKROW W BRZECZKACH FERMENTACYJNYCH
Joanna GEAZOWSKA, Marian KAMINSKI




P6

ENANCJOSEPARACJA KATECHINY I EPIKATECHINY METODA ELEKTROFOREZY
KAPILARNEJ Z ZASTOSOWANIEM p-CYKLODEKSTRYNY | JEJ POCHODNYCH

Monika ASZTEMBORSKA

P7

CYKLODEKSTRYNY ROZPUSZCZONE W CIECZACH JONOWYCH JAKO FAzZY
STACJONARNE W CHROMATOGRAFII GAZOWEJ

Monika SOBOTKA, Monika ASZTEMBORSKA

P8

ROZDZIELANIE ENANCJOMEROW Z ZASTOSOWANIEM B-CYKLODEKSTRYNY ORAZ
ODCZYNNIKOW PAR JONOWYCH, JAKO SKEADNIKOW FAZY RUCHOMEJ
W CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

Kamila SZWED, Maciej DAWIDOWSKI, Monika ASZTEMBORSKA

P9

WEASCIWOSCI ANTYOKSYDACYJNE MIODOW WYZNACZONE ROZNYMI
TECHNIKAMI ANALITYCZNYMI

Marta CENDROWSKA, Pawel WANTUSIAK, Pawel PISZCZ, Bronistaw K. GLOD

P10
WEASCIWOSCI ANTYOKSYDACYJNE MIES
Monika ZGORZALEK, Pawel PISZCZ, Pawet M. WANTUSIAK, Bronistaw K. GLOD

P11

METODY WOLTAMETRYCZNE W WYZNACZANIU CALKOWITEGO POTENCJALU
ANTYOKSYDACYJNEGO W EMULSJACH

Inga A. BIERNACKA, Iwona KIERSZTYN, Bronistaw K. GLOD, Pawel PISZCZ,
Pawet WANTUSIAK

P12
KOMPLEKSOWANIE ZWI4AZKOW AROMATYCZNYCH PRZEZ CYKLODEKSTRYNY,
A ICH WEASCIWOSCI ANTYOKSYDACYJNE

Aneta KULIKOWSKA, Bronistaw K. GLOD, Iwona KIERSZTYN, Pawel PISZCZ,
Pawel WANTUSIAK




P 13

VARIOUS ELECTROANALYTICAL ASSAYS USED FOR THE DETERMINATION
OF TOTAL ANTIOXIDANT POTENTIAL (TAP) IN FOOD

Bronistaw K. GLOD, lwona KIERSZTYN, Pawet WANTUSIAK, Pawet PISZCZ

P14

VARIOUS ELECTROANALYTICAL ASSAYS USED FOR THE DETERMINATION
OF TOTAL ANTIOXIDANT POTENTIAL (TAP) IN FOOD

Bronistaw K. GELOD, Iwona KIERSZTYN, Pawet WANTUSIAK, Pawet PISZCZ



SESJA WYKLADOWA
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PREPARATYWNA CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA
| JEJ ZASTOSOWANIAW FITOCHEMII

Monika WAKSMUNDZKA-HAJINOS, Grzegorz JOZWIAK

Zaktad Chemii Nieorganicznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, ul. Chodzki 44,
20-093 Lublin

Preparatywna chromatografia cienkowarstwowa jest stosowana do izolacji niewielkich ilo$ci
sktadnikow zawartych w ekstraktach ros§linnych. Moze by¢ stosowana w celu oczyszczania
ekstraktow od zbednych balastow na zlozu, w celu przygotowania probki do analizy, w celu
optymalizacji rozdzielenia w uktadach przeladowanych na kolumnie oraz jako jeden z etapow
technik wielowymiarowych w procesie izolacji zwiazkéw z wielosktadnikowych mieszanin.

Jest kilka probleméw w zwiazku z realizacja tego typu rozdzielen w ukladach
przetadowanych. Pierwszym jest sposob przetadowania: objetosciowy czy masowy. Pierwszy wiaze
si¢ z dozowaniem duzych objgtosci rozcienczonego ekstraktu. Prowadzi to do poszerzenia pasm
rozdzielanych zwiazkow, co jest niekorzystne. Drugi sposéb, gdy dozujemy mata objgtosé
stgzonego roztworu prowadzi do zawezenia sasiadujacych pasm, lecz moga pojawic sig
niekorzystne efekty z powodu krystalizacji sktadnikéw ekstraktu w porach adsorbenta. Drugi
problem to sposdb naniesienia na warstwe duzej objgtosci roztworu. Mozna go realizowa¢ w rozny
sposob: jako seri¢ sasiadujacych plamek z kapilar, z pipety bezposrednio na ztoze, z krawedzi
warstwy. Dobre efekty daje maksymalne zawgzenie pasma startowego, gdy stosuje si¢ plytki ze
strefg prekoncentrujaca lub nanoszenie za pomoca automatycznego dozownika z jednoczesnym
odparowaniem eluentu. Problemem jest takze lokalizacja pasm, szczegdlnie wowczas, gdy nie
wykazuja one detekcji w $wietle UV. Nalezy wowczas dokona¢ derywatyzacji na fragmencie ptytki
I na podstawie tego zlokalizowaé pasma przeznaczone do izolacji. Preparatywna chromatografia
cienkowarstwowa moze tez by¢ jednym z etapdéw izolacji skladnikéw ze skomplikowanych
mieszanin, gdy musimy zastosowa¢ uktady o rdznej selektywnos$ci rozdzielenia. W TLC mozliwe
jest zastosowanie réznorodnych adsorbentow i wielosktadnikowych eluentow tak, ze uzyskuje sig
odmienna selektywno$¢ rozdzielenia grupy zwiazkéw np. analogdéw strukturalnych. To powoduje,
ze czesciowo rozdzielone frakcje w uktadzie I metoda chromatografii kolumnowej mozna

rozdzieli¢ w uktadzie II metoda PLC.

11



BEZ-KALIBRACYJNE OZNACZANIE SKEADU ZEOZONYCH
MIESZANIN Z WYKORZYSTANIEM MODYFIKACJI KONCEPCJI
SYNOVEC’a

Marian KAMINSKI"", Grazyna ROMANIK-GALEZOWSKA*""™

'Katedra Inzynierii Chemicznej i Procesowej , Wydzial Chemiczny, Politechnika Gdanska,
ul. G. Narutowicza 11/12 80-233 Gdarisk; "markamin@pg.gda.pl
*Zaklad T oksykologii Srodowiska, Wydzial Nauk o Zdrowiu z Oddziatem Pielegniarstwa i
Instytutem Medycyny Morskiej i Tropikalnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny, ul. Powstania
Styczniowego 9B, 81-519 Gdynia; ~ anyzar@wp.pl

W pracy przedstawiono modyfikacje oraz istotne uproszczenie procedury rozdzielania i
obliczania skladu mieszanin, opublikowanej wczesniej w Camera Separatoria. Postgpowanie
rozdzielcze i analityczne wykorzystuje wielokolumnowe rozdzielanie, korzystnie z przeptywem
zwrotnym eluentu w dowolnej kolumnie i bez-kalibracyjne oznaczanie sktadu tych sktadnikow,
albo tych grup skladnikow wielosktadnikowych mieszanin, ktérych struktury molekularne sa
nieznane, albo/i nie posiadamy ich ,wzorcow”, a wigc nie mozna wyznaczy¢ dla nich
wspotczynnikow kalibracyjnych, gdy jednoczes$nie te sktadniki znajduja si¢ w badanej mieszaninie
w zawarto$ciach wyzszych niz sladowe. Metodyka zostata uzupelniona o mozliwos¢ zastapienia
,klasycznej” koncepcji Synovec’a [1-3], polegajacej na dokonaniu w warunkach izokratycznych
rozdzielania badanej mieszaniny z wykorzystaniem dwoch eluentdow o réznych wartosciach
wspotczynnika zatamania $wiatta oraz zastosowania do obliczen parametréw chromatograméw dla
réznicowego detektora refraktometrycznego (RID) - zastosowaniem jednego eluentu oraz metodyki
wzorca wewnetrznego. Zaprezentowano zasady procedury postgpowania rozdzielczego 1

analitycznego oraz wykorzystywane zalezno$ci matematyczne, tzn., ,algorytm” postgpowania
rozdzielczego 1 wykonywania obliczen analitycznych, a takze przyklady praktycznej weryfikacji
powyzszej koncepcji separacyjnej 1 analitycznej, opracowanej w ramach rozprawy doktorskiej [4].
Weryfikacji poprawnosci tej koncepcji dokonano na przyktadach rozdzielania i oznaczenia sktadu
grupowego mieszanin modelowych o znanym sktadzie, a takze, dla wysokowrzacych produktow
naftowych, lub oznaczania sktadu specyfikow farmaceutycznych, tzn., produktow technicznych,
ktorych wiele komponentow, albo wszystkie sktadniki, to mieszaniny wielosktadnikowe o
nieznanych warto$ciach wspotczynnikow kalibracyjnych.

Opracowana koncepcja analityczna ma zastosowanie w analityce skladu kosmetykow,
thuszczow 1 ich pochodnych, ekstraktow roslinnych, grzybowych, czy bakteryjnych, tzn., dla
okreslania sktadu grupowego / ,szczegétowego” rdznych produktéw mieszanin zwiazkow
chemicznych, gdy nie sa znane ani struktury molekularne, ani zawarto$ci skladnikow / grup
sktadnikéw mieszaniny, a mozliwe jest ich chociaz czg¢sciowe rozdzielenie w warunkach elucji
izokratycznej, gdy jednocze$nie, roztwory sktadnikoéw badanej mieszaniny z eluentem stanowia
roztwory regularne. Przewiduje wykorzystania, albo rozdzielania wielokolumnowego
jednowymiarowego, w warunkach izokratycznych z zastosowaniem dwoch réznych eluentéw o
zroznicowanych 1 znanych warto$ciach wspotczynnika zatamania $wiatta wg ,klasycznej”
koncepcji Synovec’a [1-3], korzystnie, ze zwrotnym przeptywem eluentu (BF) w dowolne;j
kolumnie, albo izokratycznego rozdzielania co najmniej dwu-wymiarowego tej samej mieszaniny w
co najmniej dwoch kolumnach o réznych wypetnieniach, z zastosowaniem co najmniej dwoch
r6éznych eluentéw o roéznych, znanych, wartosciach wspdtczynnika zatamania §wiatla. Zastapienie
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drugiego eluentu - ,,wzorcem wewngtrznym” o doktadnie znanej warto$ci wspotczynnika zatamania
Swiatla oraz stosowanie przeptywu zwrotnego eluentu w dowolnej kolumnie w zasadniczym
stopniu upraszcza postgpowanie rozdzielcze 1 analityczne. W konsekwencji, dla mieszaniny
ztozonej z N sktadnikow otrzymuje si¢ co najmniej N roéwnan liniowych z N niewiadomymi, z
ktorych kazda oznacza zawarto$¢ innego skladnika lub grupy sktadnikéw w badanej mieszaninie.
Celowe jest uzyskanie N+M (M>=1) réwnan z N — niewiadomymi oraz dokonanie na tej podstawie
obliczenia sktadu mieszaniny w sposob iteracyjny. To zapewnia minimalizacj¢ wartosci btedu
oznaczenia zawartosci poszczeg6dlnych N sktadnikéw mieszaniny. Dodatkowo, do obliczania sktadu
mieszaniny mozna wykorzystac ,,klasyczna” koncepcje Synowec’a, [1-3], z rozdzielaniem tej samej
mieszaniny w dwoch eluentach o r6znych, znanych wartosciach wspotczynnika zatamania $wiatla.
To pozwala uzyska¢ dodatkowe dane, ale w zasadniczy sposob komplikuje procedurg rozdzielcza i
analityczna.

W pracy wykazano, ze praktyczne wykorzystanie przedstawionej koncepcji, pozwala - z
zastosowaniem roznicowego detektora refraktometrycznego (RID), na poprawne - jednak
orientacyjne - okreslenie objetoSciowego sktadu wielosktadnikowych mieszanin, o sktadnikach
nieznajdujacych si¢ w zawartosciach $ladowych oraz tworzacych regularne roztwory ze

sktadnikami eluentu, mimo nieznajomosci warto$ci wspotczynnikow kalibracyjnych Zzadnego ze
sktadnikow lub grup oznaczanych sktadnikow. Wowczas, gdy sktadniki badanej mieszaniny tworza
nieregularne roztwory ze stosowanym eluentem, np., w rezultacie powstawania wigzan
wodorowych, tzn. gdy ma miejsce nienaturalna zmiana wspotczynnika zalamania $wiatta w funkcji
stezenia w eluencie, obliczanie zawarto$ci nie jest uprawnione.

W przypadku, natomiast, znajomosci objgtosciowej zawartosci okreslonego komponentu
mieszaniny w eluencie, mozliwe jest obliczenie warto$ci wspolczynnika zalamania §wiatta tego
sktadnika jako cieczy, na podstawie wyznaczenia zalezno$ci wspotczynnika zatamania $wiatla od
zawartosci komponentu w eluencie tak dla regularnego, jak i nieregularnego roztworu z eluentem,
wykorzystujac tzw. objgtosciowe przetadowanie kolumny.

Oznaczenie skladu wagowego badanej mieszaniny sktadnikéw / grup skladnikow, jest
mozliwe w przypadku znajomosci ggstosci sktadnikow lub mieszaniny sktadnikow ktorych dotyczy
okreslony pik chromatograficzny - jako cieczy w temperaturze detekcji. W przypadku sktadnikow
mieszaniny stanowiacych w postaci czystej fazg stata w warunkach detekcji, nalezy ekstrapolowac
gestosc ich fazy ciektej do temperatury detekcji.

Wyniki badan niniejszej pracy maja znaczenie w analityce orientacyjnego oznaczania sktadu
mieszanin wielosktadnikowych, szczegolnie, sktadu grupowego, mieszanin sktadnikoéw bedacych
ciecza w temperaturze detekcji, w tym dla okreslenia sktadu grupowego / szczegotowego réznego
rodzaju produktow technicznych, takich, jak specyfiki farmaceutycznych (szczegélnie tzw. masci),
w—badaniach skladu kosmetykow, szczegoélnie kreméw, a takze, sktadu grupowego cigzkich
produktow naftowych, czy smot powgglowych i podobnych materiatow lub produktow, z
zastosowaniem HPLC lub UPLC oraz réznicowego detektora refraktometrycznego. Szczegdlnie
wazne zastosowanie dotyczy analityki sktadu polimeréw rozpuszczalnych, w tym, zawartosci
modyfikatoréw 1 plastyfikatorow, a takze grupowego sktadu rop naftowych, korzystnie, po ich
»odasfaltowaniu”, tzn., wydzieleniu inng technika rozdzielania asfaltenow. Ta grupa nie powinna
podlega¢ chromatografowania, poniewaz moze w sposob trwaly modyfikowa¢ powierzchnig
sorpcyjna roznego rodzaju wypehien kolumny. Ostatnie zastosowania moga mie¢ szczegdlnie
wazne znaczenie praktyczne w badaniach skladu grupowego wielosktadnikowych mieszanin.
Prezentowana koncepcja analityczna powinna tez znalezé zastosowanie do badania sktadu,
szczegblnie grupowego, mieszanin pochodzenia naturalnego, takich, jak oleje naturalne, ekstrakty
ro$linne, czy grzybowe itp. mieszaniny, gdy petnie rozdzielenie poszczegoélnych sktadnikoéw, lub
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grup sktadnikow nie jest mozliwe, lub jest bardzo trudne, a do tego nie znamy i nie dysponujemy
tzw. wzorcami poszczeg6lnych sktadnikéw, jednak potrafimy chociaz czg$ciowo je rozdzielié.

W niektorych zastosowaniach tej koncepcji analitycznej mozna tez — dodatkowo -
wykorzysta¢ znajomo$§¢ wartosci molowych absorbancji tych sktadnikow mieszaniny w zakresie
UV-VIS, albo orientacyjne wartosci tych wspolczynnikéw dla sktadnikéw mieszaniny / grup
sktadnikow, dla ktoérych ta ich wlasciwos$¢ jest znana, a ktore sa, albo rozdzielone w postaci pikow
o nienaktadajacych si¢ w maksimach, albo, gdy odpowiednie piki sa zupelnie nierozdzielone 1
jednoczesnie, sa o charakterze bardzo =zblizonym do krzywej Gaussa. Wowczas mozna
wykorzysta¢, pomocniczo, réwnania funkcji opisujacych przebieg pikéw chromatograficznych na
wylocie kolumny, a takze procedury dekonwolucji pikow czesciowo nalozonych. W referacie
zostanie zaprezentowana zasada dokonywania takich obliczen, umozliwiajacych w konsekwencji
oznaczenie st¢zenia badanych sktadnikow w roztworze wprowadzanym do kolumny, gdy nie ma
miejsca przetadowanie sorbentu w momencie dozowania mieszaniny do kolumny HPLC.

1. R.E. Synovec, Quantitative analysis without analyte identification by refractive index detection,
Anal. Chem., 55 (1983) 1599;

2. RE. Synovec, E. S Yeung, Quantitative gel — permeation chromatography without standards,
J. Chromatogr., 283 (1984) 183;

3. C. N. Renn, R. E. Synovec, Refractive index gradient detection of biopolymers separated by high-temperature
liquid chromatography, J. Chromatogr. A, 536 (1991) 289;

4. G. Romanik — Galgzowska, Opracowanie nowych procedur rozdzielania i oznaczania wielosktadnikowych
mieszanin z zastosowaniem kolumnowej chromatografii cieczowej z przepfywem zwrotnym eluentu., rozprawa
doktorska, Politechnika Gdanska, Wydziat Chemiczny, Gdansk, 2009.
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BADANIA NAD OPRACOWANIEM OPTYMALNYCH WARUNKOW
ROZNICOWANIA GRUPOWEGO TLUSZCZOW ORAZ LIPIDOW
Z WYKORZYSTANIEM CHROMATOGRAFII WYKLUCZANIA
ZE SLABA ADSORPCJA
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Celem badan jest poznanie opisu retencji i selektywnos$ci rozdzielania grupowego lipidow i
innych grup zwiazkow chemicznych (woski, karoteny, tokoferole, sterole, fosfolipidy i1 inne)
wystepujacych w olejach roslinnych, albo zwierzecych, a takze sktadnikoéw tluszczoéw jadalnych
i ich pochodnych (TAG, DAG, MAG, WKT, poli-oksy- pochodnych tluszczéw, a takze FAME,
glicerolu, metanolu, wody, 1 innych skladnikéw mieszanin) powstatych w trakcie procesow
technologicznych produkcji oraz przetwarzania 1 wykorzystania tluszczow 1 olejow,
z wykorzystaniem warunkoéw typowej chromatografii cieczowej wykluczania (GPC/SEC),
z zastosowaniem faz stacjonarnych typu — kopolimery styrenu — divinylobenzenu (SDVB)
oraz z wykorzystaniem, jednocze$nie z warunkami wykluczania, warunkéw nisko-energetycznej
adsorpcji, tak w normalnych (NP), jak 1 w odwroconych (RP), uktadach faz, z bezwodnymi
eluentami o tak dobranych sktadach, by jednocze$nie zapewnialy dobra rozpuszczalnos¢
rozdzielanych sktadnikéw, jak i dominacj¢ warunkow wykluczania (GPC/SEC) oraz stabe
oddziatywania sorpcyjne, w tym o charakterze kwadrupulowym, z powierzchna fazy stacjonarne;.

Badania wykazaly, Ze najbardziej optymalna droga postgpowania separacyjnego jest
wykorzystanie w miejsce faz stacjonarnych na bazie SDVB, ,klasycznych” sorbentow NP (zZelu
krzemionkowego, krzemianu magnezu, tlenku glinu, di-tlenku cyrkonu itp.), albo sorbentow NP na
bazie zelu krzemionkowego o zwiazanych chemicznie grupach funkcyjnych (DIOL, NH;, CN), o
niewielkich $rednicach porow, stosowanych najczesciej do rozdzielania w normalnych uktadach faz
oraz bezwodnego eluentu o wzglednie wysokiej polarnosci, ale bedacego jeszcze dobrym
rozpuszczalnikiem analitow. Alternatywa, zapewniajaca wydzielenie z wykorzystaniem - gtownie
GPC/SEC oraz dodatkowo - sorpcyjnych oddziatywan hydrofobowych (RP), niektorych grup
zwiazkéw chemicznych o bardzo wysokiej hydrofobowosci, jest zastosowanie sorbentéw
do chromatografii w odwrdconych uktadach faz z jednoczesnym uzyciem wzglednie nisko
polarnego i bezwodnego eluentu bgdacego dobrym rozpuszczalnikiem analitow.

Praktyczne wykorzystanie rezultatow wykonanych dotychczas badan oraz kolejnych,
planowanych w najblizszej przysztosci, jest opracowanie optymalnego ukladu kolumn oraz
algorytmu sterowania automatyczna praca uniwersalnego aparatu chromatograficznego typu
,robot”, do automatycznej analityki procesowej 1 kontroli jako$ci materialéw o charakterze lipidow
1 thuszczow, a szczegolnie, do otrzymywania w skali preparatywnej w sposob zautomatyzowany, z
automatyczna wymiang eluentu, tzw. wzorcoOw chemicznych - lipidéw 1 tlhuszezow oraz innych
sktadnikéw 1 grup skladnikéw zlozonych mieszanin z wykorzystaniem rozdzielania
wielokolumnowego i wielowymiarowego 1 realizacja przeptywu zwrotnego eluentu w dowolnej
kolumnie rozdzielczej.
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ZASTOSOWANIE CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ
I ROZNICOWEJ KALORYMETRII SKANINGOWEJ DO ANALIZY
ZWIAZKOW NIEPOLARNYCH OBECNYCH W PIORACH PTAKOW
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Piora stanowia jedna z ciekawszych matryc zawierajacych rdzne biomarkery, ze wzglgdu na
role¢ jaka odgrywa upierzenie w zyciu ptakéw. Tworzace je zwiazki, a zwlaszcza lipofilne
komponenty oplaszczajace zostaly poddane rozdzielaniu z wykorzystaniem techniki mikro-TLC.
Dzigki mozliwosci prowadzenia szeregu analiz rOwnoczes$nie, duzej tolerancji na zanieczyszczenia
wprowadzane przez jedynie wstgpnie oczyszczone probki, jak rowniez duza rozdzielczos¢ plytek
HPTLC technika ta okazala si¢ by¢ odpowiednia do prowadzenia prac przesiewowych i
poréwnawczych na materiatach pochodzenia naturalnego [1, 2]. Charakterystyka probek lub
poszczegolnych frakeji mikro-TLC substancji optaszczajacych przy pomocy profili termicznych
przemian fazowych (z wykorzystaniem techniki DSC), moze by¢ znaczacym uzupeklnieniem
uzyskanych wynikéw [1-4]. Poniewaz duza grupa komponentéw optaszaczajacych pidra sa sterydy
(powszechnie znane jako zwiazki mogace tworzy¢ struktury cieklokrystaliczne) DSC jest
odpowiednia technika do rejestrowania przemian fazowych umozliwiajacych charakterystyke
poréwnawcza poszczegdlnych probek. Uzyskane wyniki moga mie¢ znaczenie praktyczne: w
medycynie weterynaryjnej do okreslania stanu zdrowia i kondycji drobiu, biomonitoringu stanu
srodowiska oraz przemysle pierzarskim dla okreslenia jakosci surowca. Celem niniejszego
komunikatu jest przedstawienie obecnego stanu wiedzy na temat mozliwosci analizy komponentéw
skladowych pidr z wykorzystaniem nowoczesnych technik analizy instrumentalnej, gtéwnie
wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej 1 kalorymetrii roznicowej. Zostana rowniez
przedstawione wyniki wstgpnych do§wiadczen dotyczacych taczenia mikro-TLC z DSC.
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OPRACOWANIE WARUNKOW ROZDZIELANIA I OTRZYMYWANIA
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Peptydy antydrobnoustrojowe (PAD) staja si¢ alternatywnym sposobem walki z coraz
bardziej pospolitymi infekcjami wywotanymi szczepami drobnoustrojéw lekoopornych, szczegodlnie
bakterii gram-dodatnich Staphylococcus aureus oraz odpornych na wankomycyng enterokokow.
PAD sa niskoczasteczkowymi peptydami, zbudowanymi zaréwno z aminokwasow biatkowych, jak
i niebiatkowych, wykazujacymi szeroki zakres aktywnosci w stosunku do bakterii (gram-dodatnich
I gram-ujemnych), grzybow oraz wirusow. Metody otrzymywania PDA moga zostac
zaklasyfikowane do dwdch kategorii. Pierwsza stanowia metody ,.klasycznej” syntezy chemiczne;,
w tym coraz czgscie] wykorzystywana synteza kombinatoryczna. Do drugiej zaliczy¢ mozna
izolacj¢ PAD z materialu naturalnego - ekstraktu roslinnego, lizatu komorek bakteryjnych,
wydzielin owadow, ptazow, albo ssakow. W obu przypadkach niezbedny jest, najczesciej
wielostopniowy, etap rozdzielania i oczyszczenia otrzymywanego peptydu, zapewniajacy
zachowanie maksymalnie wysokiej aktywnos$ci antybiotycznej. Wazna jest tez realizacja
poszczegolnych etapdéw rozdzielania w warunkach ,kontroli technicznej”, tzn., systematycznej
identyfikacji interesujacego nas zwiazku chemicznego / czasem grupy zwiazkéw chemicznych w
kazdym z etapow rozdzielania i oczyszczania, co w przypadku, gdy mieszanina jest jeszcze
wielosktadnikowa bywa nietatwe.

InZzynieria rozdzielania peptydow aktywnych biologicznie ze zlozonych mieszanin
pochodzenia naturalnego wymaga zastosowania rozdzielania kilku-etapowego oraz dobrania dla
kazdego etapu optymalnych technik 1 warunkéw, mozliwie malo kosztownego, procesu
otrzymywania aktywnego produktu, z zastosowaniem roznych technik i réznych warunkéw
separacji. Do rozdzielania wstgpnego stosuje si¢ wysalanie i odsalanie, ktore, tacznie ze wstgpnym
rozdzielanie w zakresie zréznicowania masy czasteczkowej hydrofilowych sktadnikow rozdzielanej
mieszaniny moze by¢é - co jest takze przedmiotem badan niniejszej pracy - zastapione
wykorzystaniem chromatografii wykluczania w warunkach hydrofilowych (H-GPC/SEC). W celu
wydzielania frakcji o wysokim stopniu wzbogacenia, albo zawierajacej juz czysty ,,produkt”,
wykorzystuje si¢ gldwnie adsorpcyjne, albo podziatlowe techniki i metody sorpcji — desorpcji oraz
chromatografii w uktadach ciecz — cialo state, lub ciecz — ciecz generowana dynamicznie, albo ptyn
nadkrytyczny — ciato state. ,,Uzupelniajace” zastosowanie - tak w skali modelowej, jak i procesowe;j
- znajduja techniki i metodyki efektywnej ekstrakcji — tugowania, ekstrakcji ciecz — ciecz,
odparowywania prozniowego, liofilizacji, krystalizacji — rekrystalizacji, suszenia itp., a w ostatnich
latach - szczegodlnie w skali procesowej - techniki membran statych, a zwlaszcza membran ciektych.
Sposrod technik i metod sorpcji — desorpcji i chromatografii, mozna potencjalnie zastosowaé w
praktyce wszystkie techniki wysokosprawnej, a ostatnio takze ultra-wysokosprawnej kolumnowej
chromatografii cieczowej (HPLC/UPLC). Na etapie doboru optymalnych uktadow rozdzielczych,
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takze chromatografii cienkowarstwowej (planarnej) — (TLC). Obecnie, tak dla zastosowan
analitycznych, jak do rozdzielania w skali modelowej, lub preparatywnej, ciagle jeszcze jest
stosowana wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwroconych uktadach faz (RP-HPLC).
Jednakze, w przypadku preparatywnego rozdzielania peptydow, a zwlaszcza biatek, znacznie
korzystniejsze moze by¢ wykorzystywanie warunkéw jonowymiennych (IExC), czy oddziatywan
hydrofobowych (HIC), gdzie nie ma ryzyka denaturacji, a niekiedy — ze wzgledu na bardziej
korzystna selektywnos¢ rozdzielania — warunkéw oddziatywan hydrofilowych (HILIC).

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan nad opracowaniem optymalnych warunkéw
kilkuetapowego rozdzielania sktadnikow biatkowych ptynu pohodowlanego bakterii gram
dodatnich  Staphylococcus Cohnii  w skali modelowej, w warunkach wysokosprawnej
chromatografii wykluczania (H-GPC/SEC), w warunkach elucji izokratycznej i odwréconej elucji
oraz w odwroconych uktadach faz (RP-HPLC), w warunkach elucji gradientowej, albo
izokratycznej, z zastosowaniem elucji skokowej, lub przeptywu zwrotnego eluentu w kolumnie
HPLC. Poréwnano mozliwo$¢ wykorzystania do rozdzielania i wyodrgbniania wysoce
wzbogaconych frakcji eluatu w otrzymywany peptyd - sorbentéw: LiChrospher RP 18e, 5 um
(Merck, Niemcy) oraz Symmetry C18 5 um (Waters, USA), mieszanin wody zakwaszonej réznymi
kwasami oraz zakwaszonymi dodatkami organicznymi do eluentu: acetonitrylu oraz metanolu.
Dodawane do skladnikow eluentu kwasy, to: kwas siarkowy, fosforowy, octowy oraz tri-
fluorooctowy. Badano wplyw rodzaju kwasu na selektywnos$¢ 1 retencje sktadnikow rozdzielane;,
uzyskujac zaskakujace rezultaty, przedstawione w komunikacie. Otrzymywany peptyd
przeciwdrobnoustrojowy byt identyfikowany w dwojaki sposdb — z zastosowaniem identyfikacji na
podstawie parametréw retencyjnych i, dodatkowo — na podstawie widma UV, dzigki detekcji
spektrofotometrycznej w zakresie swiatta ultrafioletowego 1 widzialnego z matryca fotoelementow
(UV-VIS/DAD). Otrzymane widma spektralne sktadnikow rozdzielanej mieszaniny zostaty
poréwnane z widmami materialu odniesienia, jaki stanowita galidermina. Bakteriocyna ztozona z
22 reszt aminokwasowych, nalezaca do grupy tzw. lantybiotykow, czyli grupy peptydow
przeciwdrobnoustrojowych zawierajacych w sekwencji aminokwasowej lantioning — aminokwas
niebiatkowy. Jednoczesnie galidermina stanowi, najprawdopodobniej, analog strukturalny
wydzielanego peptydu przeciwdrobnoustrojowego.
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ZASTOSOWANIE MIKROCHROMATOGRAFII PLANARNEJ (micro-TLC)
W WARUNKACH KONTROLOWANEJ TEMPERATURY DO
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Chromatografia planarna wraz ze swoimi zaletami, do ktorych naleza migdzy innymi:
rozdzielanie wielu probek w trakcie jednego procesu analitycznego, mate zuzycie rozpuszczalnikow
oraz prosta detekcja obejmujaca rowniez anality, ktdre pozostaja na starcie lub stabo migruja (silnie
oddzialywujace z faza stacjonarna), wydaje si¢ by¢ alternatywa w stosunku do jej kolumnowego
odpowiednika, szczegodlnie wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) [1-5]. W pracy
testowano mikrochromatografi¢ planarna (micro-TLC), prowadzona w warunkach kontrolowane;j
temperatury, do rozdzielania substancji niskoczasteczkowych pochodzacych ze ztozonych probek
srodowiskowych. Analizowano wody powierzchniowe i $cieki na réznym etapie oczyszczania
(nieoczyszczone, komora nitryfikacyjna, denitryfikacyjna, oczyszczone). Probki przed
rozdzielaniem byly zatgzane i wstgpnie frakcjonowane (dla uzyskania polarnosci analitéw w
zakresie estetrol-progesteron) za pomoca ekstrakcji do fazy stalej (SPE). Proces detekcji
przeprowadzono w warunkach roéznych dtugosci fal w zakresie UV-Vis oraz z wykorzystaniem
odczynnika wywolujacego: kwasu fosforomolibdenowego (PMA). Uzyskane chromatogramy
zawieraja wiele pasm silnie fluoryzujacych. Czgs$¢ z nich moze odpowiadaé np. produktom rozpadu
chlorofilu co jest odzwierciedleniem aktywnos$ci alg w badanych ekosystemach wodnych. Z drugie;j
strony wizualizacja kwasem fosforomolibdenowym w sposob klarowny umozliwia rozroznienie
ekstraktow silnie obciazonych zwiazkami organicznymi o innym charakterze (lipidy, sterydy), co
jest widoczne szczegdlnie w ekstraktach Sciekdw nieoczyszczonych.

Typowy ekstrakt SPE $cieku surowego (jak rowniez oczyszczonego) zawiera ogromna ilo$é
substancji organicznych, ktére do wstepnej analizy przesiewowej moga by¢ wzglednie tatwo
frakcjonowane i uwidaczniane (gtownie jako grupy zwiazkow) na mikroptytkach typu RP-18W
rozwijanych binarna faza ruchoma metanol/woda. Stwierdzono, ze analizujac wyzej wymienione
probki najlepsze warunki rozdzielania uzyskuje si¢ przy uzyciu 80% (v/v) metanolu w wodzie (dla
rozdzielania jednokierunkowego) oraz dodatkowo 100% metanolu (dla rozdzielania
dwukierunkowego). W takich warunkach na mikroptytkach moze by¢ zarejestrowanych ponad 20
indywidualnych pasm, w zaleznoS§ci od wybranego sposobu rozdzielania 1 wizualizacji.
Opracowane podejscie analityczne umozliwia poréwnywanie probek srodowiskowych o duzej
zawartosci réznorodnych zwiazkow organicznych. Wykorzystujac dane ilosciowe uzyskane z
chromatogramow mikro-TLC oraz analize czynnikow glownych mozliwe jest szybkie i precyzyjne
poréwnywanie probek pobranych z roéznych ekosystemoéw oraz proceséw technologicznych
oczyszczania $ciekow. Wyniki naszych badan wskazuja na mozliwo$¢ generowania
mikrozanieczyszczen typu EDCs (endocrine disrupting compounds) w trakcie oczyszczania
sciekow standardowymi procesami technologicznymi, zoptymalizowanymi dla redukcji zawartosci
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wegla, azotu oraz fosforu. Ze wzgledu na prostote, mate zuzycie rozpuszczalnikéw organicznych
oraz niski koszt analizy procedura mikro-TLC moze by¢ z powodzeniem zastosowana w szybkich
badaniach przesiewowych, szczegélnie jako metoda uzupetniajaca dla profilowania GC oraz HPLC.
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PAPIER - NOWE ZASTOSOWANIA W ANALITYCE
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Papier (celuloza) jest szeroko wykorzystywany w laboratoriach — glownie do celow
filtracyjnych oraz chromatograficznych. Niezaleznie od tego, na przestrzeni kilku ostatnich lat,
mozemy zaobserwowaé wzrost zainteresowania tym materiatem jako podstawa do tworzenia
prostych urzadzen analitycznych, okreslanych jako uPADs (ang. microfluidic paper based
analytical devices; mikroprzeplywowe urzadzenia analityczne na bazie papieru). Obejmuja one
tanie 1 proste w produkcji chipy, ktore same w sobie sa w pelni wyposazonymi urzadzeniami
laboratoryjnymi, przeznaczonymi do wykonywania okreslonych zadan, gtownie w celu wykrycia
roznych rodzajéw substancji [1]. Generalna zasada przy ich konstrukcji jest utworzenie
hydrofobowych barier ukierunkowujacych przeptyw ptynu przez widkna celulozy. Pierwsze takie
urzadzenie diagnostyczne shuzyto do kolorymetrycznego oznaczania glukozy i biatka w moczu [2].
Obecnie pPADs uzywane sa w badaniach $rodowiskowych do oznaczania metali cigezkich [3],
Klinicznych do analizy krwi [4], genetycznych do detekcji DNA [5] oraz przy ocenie jakosci
pozywienia [6]. Podejmowane sa proby do ich zastosowania w badaniach kryminalistycznych (do
detekcji $srodkéw wybuchowych) [7], medycznych (do diagnozowania choréb) [8] oraz nad
wlaczeniem w zakres ustug telemedycznych 1 kompatybilno$cia z urzadzeniami zewngtrznymi [9-
10]. W niniejszym komunikacie naukowym zostanie przedstawiona charakterystyka wytwarzania
oraz wykorzystania pPADs na podstawie danych literaturowych oraz wstgpnych doswiadczen
wlasnych.
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Rhaponticum carthamoides to endemiczna syberyjska ro$lina wykorzystywana od wickow w
medycynie ludowej m.in. w preparatach wzmacniajacych organizm, przyspieszajacych regeneracj¢
sit oraz powr6t do zdrowia, a takze tagodzacych stres. Wyciagi oraz ekstrakty zawierajace sktadniki
Rhaponticum carthamoides sa obecne w preparatach dla sportowcow, suplementéw diety oraz
specyfikach o dziataniu o charakterze anabolicznym. Ro$lina ta stanowi bogate zrodto
ecdysteroidow, a takze flawonoidéw oraz kwasow organicznych, odpowiedzialnych za jej
wiasciwosci.

Ze wzgledu na szerokie zastosowanie preparatow z Rh. carthamoides, waznym zadaniem jest
opracowanie jak najbardziej prostej i nieskomplikowanej procedury przygotowania probki do analiz
chromatograficznych oraz odpowiedniej metody rozdzielania jak najwigkszej ilosci ecdysteroidow
w materiale ro$linnym. Obecnie szeroko stosowane techniki chromatograficzne znalazly
zastosowanie W rozdzielaniu i oznaczaniu metabolitow roslinnych. Popularnymi technikami
rozdzielania i identyfikacji ecdysteroidow sa techniki chromatografii cienkowarstwowej w jednym
albo w dwodch kierunkach rozdzielania. Sa to szybkie, nieskomplikowane i stosunkowo tanie
techniki. Jednakze selektywno$¢ rozdzielania, szczegolnie w warunkach jednokierunkowego
rozwijania plytki, a takze doktadno$¢ i precyzja oznaczania nie sa zadowalajace. Na podstawie
parametréw retencji mozna w sposob dos¢ selektywny scharakteryzowa¢ obecnos¢ wazniejszych
ecdysteroidow, jednakze peina identyfikacja poszczegdlnych zwiazkéw chemicznych nie jest
mozliwa, m. in. ze wzgledu na brak charakterystycznych reakcji dajacych barwne pochodne,
pozwalajace na rozrdéznienie poszczegoélnych ecdysteroidow. Technika ta przydatna jest w
ocenianiu zawarto$ci ecdysteroidow w fakcjach oraz kontroli poszczegdlnych etapow
przygotowania materiatu roslinnego — ekstrakcji i oczyszczania.

Technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z elucja gradientowa jak i
izokratyczna, pozwala na uzyskanie dobrego selektywnego rozdzielenia mieszaniny ecdysteroidow.
Dzigki mozliwosci stosowania réznych faz stacjonarnych 1 ruchomych oraz ukfadow
chromatograficznych, mozliwe jest selektywne rozdzielenie ecdysteroidéw, stanowiacych
zrdéznicowana pod wzglgdem polarno$ci grupg zwiazkow, a nawet ich izomerow.

Mniej popularnymi metodami rozdzielania ecdysteroidow sa chromatografia gazowa (GC),
wymagajaca przeprowadzenia nielotnych i termolabilnych zwiazkéw w lotne pochodne, a takze
ekstrakcja ciecza w stanie nadkrytycznym (SFE) i chromatografia kolumnowa z nadkrytycznym
eluentem (SFC). Szczegdlnie ta ostatnia jest technika wymagajaca stosowania bardziej
skomplikowanej aparatury co wiaze si¢, szczegdlnie w skali analitycznej, z okre§lonymi
problemami technicznymi oraz duzymi kosztami.

W  komunikacie zostana przedstawione 1 scharakteryzowane w sposob krytyczny,
najwazniejsze przyklady opisanych w literaturze warunkow stosowania technik rozdzielania
ecdysteroidow roslinnych. Zostanie réwniez oméwiony cel i program dalszych badan.
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Techniki chromatografii cieczowej w skali preparatywnej sa szeroko stosowane w przemysle
bio-farmaceutycznym. Jest to wynikiem mozliwo$ci otrzymania wysokiej czystosci, aktywnych
biologicznie produktow (biofarmaceutykow) z niezta wydajnoscia. Opracowanie optymalnych
warunkow rozdzielania i oczyszczania jest najczesciej skomplikowane, szczegdlnie gdy mieszanina
jest wielosktadnikowa, a interesujace nas zwiazki chemiczne charakteryzuja si¢ dos¢ zblizona
budowa i wiasciwosciami fizyko-chemicznymi. Dodatkowo, przy opracowywaniu procedury
rozdzielania nalezy bra¢ pod uwage mnogo$¢ czynnikéw wplywajacych na efekt koncowy
rozdzielania chromatograficznego, do ktérych mozna zaliczy¢ typ sorbentu, sktad fazy ruchomej (w
tym rodzaj sktadnikow i1 dodatkow eluentu, stezenie 1 sktad ,,buforu”), temperatura, charakter
programu elucji i wiele innych. Natomiast, przeniesienie otrzymanych warunkow ze skali
laboratoryjnego do skali procesowej, czy metodologia wyodrebniania mikro-Kkrystalicznej postaci
czystego produktu jest wzglednie prosta, jesli ograniczymy si¢ do stosowania energochtonnych
operacji odparowywania, czy liofilizacji. Natomiast, dobor optymalnych warunkéw wykorzystania
znacznie bardzie energooszczgdnych technik wzbogacania, jakimi sa techniki membranowe,
techniki i metody sorpcji — desorpcji, wymiany jonowej, albo wypieniania lub flotacji, juz nie jest
taki prosty.

Prezentowana praca przedstawia wyniki badan dotyczacych opracowania w skali modelowe;j
bez i z przetadowaniem kolumny, optymalnych warunkéw rozdzielania i 0czyszczania wybranych
sktadnikow serwatki mleka, z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w skali
modelowej z detekcja spektrofotometryczna z matryca fotoelementow (RP-HPLC-UV-VIS/DAD)
oraz refraktometryczng (RID - w przypadku warunkéw izokratycznych) oraz z wykorzystaniem
przeptywu zwrotnego eluentu w kolumnie (BF), a nastgpnie wyodrgbniania w postaci czystej
wybranych skladnikow serwatki oraz wazniejsze zasady przenoszenia opracowanych warunkéw
rozdzielania do skali preparatywnej lub procesowe;j.

Przedstawia poréwnanie zastosowania elucji izokratycznej z przeplywem zwrotnym eluentu
w kolumnie chromatograficznej, elucji skokowej, albo elucji gradientowej, celem izolacji biatek
serwatkowych, wsrdd ktorych mozna wyrozni¢ a-laktoalbuming (ALA), flaktoglobuling (BLG)
oraz albuming wotowego osocza (BSA), a takze otrzymywania ,,przy okazji” - laktozy, z serwatki
surowej, ,,serwatki” w proszku lub liofilizowanej, z zastosowaniem kilkuetapowego rozdzielania, z
rozdzielaniem wstgpnym w warunkach wysokosprawnej, hydrofilowej chromatografii wykluczania
(H-GPC/SEC-HPLC) i rozdzielaniem ,,doktadnym” w odwroconych uktadach faz (RP-HPLC), w
skali modelowe;j. Praca zawiera tez wyniki badan nad przetadowaniem kolumny przez poszczegdlne
sktadniki rozdzielanej mieszaniny.

Przewiduje si¢ wykorzystanie wynikdw badan tej pracy do opracowania optymalnej
procedury rozdzielania i otrzymywania w postaci czystej oraz aktywnej, wybranych sktadnikéw
serwatki, a nastgpnie, powigkszenia skali rozdzielania w celu otrzymywania tzw. wzorcow w/w
sktadnikoéw serwatki.
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BIODEGRADACJA WYBRANYCH STERYDOW Z WYKORZYSTANIEM
OSADU CZYNNEGO ORAZ ZALEZNEJ OD TEMPERATURY
CHROMATOGRAFII INKLUZYJNEJ

Elzbieta WELODARCZYK ', Pawet K. ZARZYCKI
/zalezna od temperatury chromatografia inkluzyjna (HPLC)/

Zaktad Toksykologii i Bioanalityki, Wydzial Inzynierii Lgdowej, Srodowiska i Geodezji,
Politechnika Koszalinska, Sniadeckich 2, 75-453 Koszalin, e-mail: ewlod@wilsig.tu.koszalin.pl

Modulatory hormonalne (endocrine disrupting compounds; EDCs) sa to substancje
egzogenne, ktorych obecno$¢ moze zaburza¢ prawidtowe funkcjonowanie ukladu endokrynnego,
powodujac zakldcenia procesow rozrodczych oraz rozwoju organizméw. Zwiazki te dostaja si¢ do
organizmow zywych wraz ze Srodkami farmakologicznymi, pokarmem i1 woda pitna. Przyjmuje sig,
ze powaznym zagrozeniem dla zdrowia ludzi 1 zwierzat sa wolne sterydy 1 ich pochodne obecne na
poziomie nanogramoéw 1 pikogramoéw w litrze wody [1, 2]. Z najnowszych badan wynika, iz
gtownym zrédtem zwiazkow typu EDCs w $rodowisku sa S$cieki bytowe. Wystgpowanie
mikrozanieczyszczen w $ciekach oczyszczonych na poziomie ng/L $§wiadczy, iz zwiazki te nie sa w
pelni eliminowane podczas procesOw oczyszczania Sciekow, gdyz oczyszczalnie nastawione sa na
redukowanie poziomu fosforu, azotu oraz wegla organicznego [3]. Badania dotyczace degradacji
wybranych sterydow (estriol, testosteron, ekwilina) przeprowadzone w warunkach laboratoryjnych
z wykorzystaniem osadu czynnego pokazaty, ze kazdy z analizowanych zwiazkéw ulegat
rozktadowi z r6zna szybkoscia oraz wytworzeniem innych produktéw [4]. Obecnie naukowcy
prowadza badania dotyczace biodegradacji frakcji modulatorow hormonalnych, zazwyczaj frakcji
estrogendw bez uwzgledniania sterydow o innym dzialaniu. Badania dotyczace kompleksowe;j
biodegradacji EDCs moga dostarczy¢ wiedzy niezbednej do projektowania procesow
technologicznych, ktore beda skutecznie usuwaé ze S$ciekow rdézne zwiazki zaliczane do
modulatoréw hormonalnych.

W prezentowanym komunikacie zostanie przedstawiony przeglad literatury z zakresu metod
stosowanych w badaniach nad biodegradacja zwiazkéw aktywnych hormonalnie, jak réwniez
uregulowania prawne dotyczace zasad ich monitorowania. Ponadto zastana zaprezentowane wyniki
wlasnych badan laboratoryjnych dotyczacych tempa rozkltadu wybranych modulatoréw
hormonalnych przez mikroorganizmy osadu czynnego. Stanowisko badawcze sktada si¢ z
bioreaktorow konstrukcji wtasnej, umozliwiajacych kontrolowanie wszystkich kluczowych
parametréw istotnych z punktu widzenia aktywnosci mikroorganizmoéw osadu czynnego, wiaczajac
w to temperaturg, zawarto$¢ tlenu, pH, jak réwniez natgzenie oraz charakterystyke spektralng
oSwietlenia. Oczyszczanie oraz zat¢zanie analitow w badanych probkach wykonane bedzie za
pomoca ekstrakcji do fazy statej (SPE), natomiast do analiz iloSciowych zostanie wykorzystana
zalezna od temperatury chromatografia inkluzyjna (HPLC). Sktad mikrofauny, decydujacy o
kondycji osadu czynnego, zostanie ustalony na podstawie obserwacji mikroskopowych. Gtownym
celem badan jest ocena wptywu wybranych parametrow fizycznych oraz sktadu osadu czynnego na

szybkos¢ procesu degradacji wybranych zwiazkow sterydowych o aktywnosci EDCs.
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W dniu 16 listopada 2012 roku zmart Profesor Henryk Lamparczyk. Profesor cate swoje zycie
zawodowe poswigcil badaniom dotyczacym chromatografii, chemii fizycznej 1 chemometrii.
Rezultaty tych badan znalazly zastosowanie praktyczne, gléwnie w analizie Ilekow,
farmakokinetyce, kosmetologii, wspotczesnej bioanalityce oraz analizie Srodowiska, jak rowniez
zywnosci. Wiele prac Jego autorstwa wiaczajac w to np. artykut “The role of electric interactions
in the retention index concept. Universal interaction indices for GLC, HPLC and TLC”
(Chromatographia 20, 1985, 283-288) jest powszechnie uznawanych jako ‘“kamienic milowe”
wspotczesnej nauki o rozdzielaniu.

Byt osoba otwarta na kazda dyskusj¢ dotyczaca nauki, historii,
architektury oraz muzyki. Niezmiernie hojna i bezinteresowna w
dzieleniu si¢ swoja wiedza, przemys$leniami i pomystami naukowymi.
W  prezentacji, ktéra pragng przedstawi¢ na Konferencji w
Chlewiskach w obecnosci wielu osoéb znajacych osobiscie Profesora
Henryka Lamparczyka, bede chcial przypomnie¢ kilka mniej i

bardziej znanych faktow 1 historii zwiazanych z Profesorem.
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Sposrod 400 000 poznanych na Ziemi gatunkow roslin, za lecznicze uwaza si¢ okoto 40 000
gatunkoéw, z ktorych doktadnie przebadanych jest zaledwie parg tysigcy. W lecznictwie stosuje si¢
ziele tymianku (Herba Thymi), nalezace do rodziny jasnotowatych (Lamiaceae), zawierajace m.in.
do 2,5% olejku eterycznego, flawonoidy oraz kwasy fenolowe. Napary i wyciagi z ziela tymianku
pospoliteo maja dzialanie wykrztu$ne, rozkurczowe, przeciwgrzybiczne oraz przeciwbakteryjne, a
ziele to stosowane jest rowniez jako przyprawa. Ze wzgledu na strukturg¢ chemiczna (liczbg grup
hydroksylowych w czasteczce oraz stopien ich zestryfikowania), kwasy fenolowe zawarte w zielu
tymianku pospolitego wykazuja wtasciwosci przeciwutleniajace (antyoksydacyjne) [1-3].

W niniejszej pracy catkowita zawartos¢ kwasow fenolowych byla analizowana za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej (TLC, Thin Layer Chromatography), dla ekstraktow uzyskanych
dwiema metodami ekstrakcji, a mianowicie ekstrakcja w aparacie Soxhleta oraz przyspieszona
ekstrakcja rozpuszczalnikiem (ASE, Accelerated Solvent Extraction). Catkowita zawarto§¢ kwasow
fenolowych w probkach otrzymanych za pomoca przyspieszonej rozpuszczalnikiem ekstrakcji
zalezy od temperatury i stgzenia rozpuszczalnika (metanol-woda). Dlatego tez zastosowano
optymalizacj¢ za pomoca centralnego planu kompozytowego (CCD, Central Composite Design), w
celu znalezienia optymalnych warunkéw ekstrakcji za pomoca techniki ASE [4].

Wyniki dla catkowitej zawartosci kwasow fenolowych probek uzyskanych z ekstrakcji w
aparacie Soxhleta oraz z przyspieszonej rozpuszczalnikiem ekstrakcji w optymalnych warunkach
(temperatura 130°C oraz stezenie metanolu 55,5%) dowodza, Ze ekstrakty uzyskane w wyniku
przyspieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikiem zawieraja wigksza catkowita zawarto§¢ kwasoéw
fenolowych, niz ekstrakty uzyskane w wyniku ekstrakcji w aparacie Soxhleta.

[1] J. Lutomski, Postepy Fitoterapii, 2/3 (2001) 3-8.

[2] A. Parus, Postgpy Fitoterapii, 1 (2012) 48-53.

[3] T. Lewkowicz-Mosiej, Leksykon roglin leczniczych, Swiat Ksiazki, Warszawa, 2003.

[4] M.B. Hossain, C. Barry-Ryan, A.B. Martin-Diana, N.P. Brunton, Food Chemistry 126 (2011) 339-346.

27



POROWNANIE EFEKTYWNOSCI DWOCH TECHNIK WYODREBNIANIA
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Thymus vulgaris L. jest wieloletnia, dobrze znana, aromatyczna rosling pochodzaca z regionu
Morza Srédziemnego. Do rodzaju Thymus nalezy 215 gatunkéw uprawianych na catym $wiecie [1].
Roézne gatunki tymianku sa wykorzystywane, jako rosliny lecznicze, ze wzgledu na ich wlasciwosci
biologiczne i farmakologiczne. Olejek tymiankowy i wyciagi z tymianku sa powszechnie stosowane
w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym oraz perfumeryjnym, jest on takze stosowany do
aromatyzowania i ochrony réznych produktéw spozywczych [2]. Licie i kwiaty tymianku stanowia
surowiec szeroko stosowany w postaci tonikow oraz herbat ziotowych ze wzgledu na dzialanie
antyseptyczne, wykrztusne, bakteriobojcze oraz grzybobdjcze. Za dziatanie farmakologiczne
surowca odpowiedzialne sa glowne sktadniki zawarte w olejku eterycznym (Oleum Thymi) - tymol i
jego izomer karwakrol. Do pozostatych wazniejszych substancji czynnych zawartych w olejku
naleza eter metylowy tymolu, p-cymol, a-pinen, linalol i jego octan, borneol i jego octan oraz
cyneol [3].

Badaniom poddano 18 gatunkéw tymianku pochodzacych z Ogrodu Botanicznego
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. W pierwszym etapie badan na przyktadzie
trzech gatunkéw tymianku: Thymus pulegioides, Thymus vulgaris oraz Thymus kosteleckyanus
poréwnano efektywnos¢ dwoch zastosowanych technik wyodrgbniania zwiazkéw lotnych z
materialu ro§linnego. W przypadku pierwszej metody frakcje zwiazkéw lotnych wyodrgbniano w
procesie destylacji z para wodna w aparacie Derynga, a uzyskany olejek eteryczny analizowano
technika GC-MS. W przypadku drugiej metody analizowano sktad fazy nadpowierzchniowej
technika HS-GC-MS. W drugim etapie badan analizie metodami chemometrycznymi poddano
chromatogramy uzyskane technika HS-GC-MS dla 18 gatunkow tymianku. Uzyskane wyniki
umozliwily poréwnanie sktadu frakcji lotnych oraz wytypowanie gatunkéw tymianku o najwigksze;j
zawartosci substancji czynnych zawartych w olejku eterycznym.

[1] V. Mozaffarian, A Dictionary of Iranian Plant Names, Farhang Moaser, Tehran, Iran, 1996.

[2] K. D. Bauer, H. Garbe, and H. Surburg, Common Fragrance and Flavor Materials, Wiley-VCH,
Weinheim, Germany, 1997.

[3] S. Kohlmiinzer, Farmakognozja, Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa 2011.
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Serwatka mleka, to — jak wiadomo — produkt odpadowy powstajacy podczas produkcji seréw,
ktory, oprocz znacznej ilosci wody zawiera wartosciowe biatka kazeinowe oraz serwatkowe, a takze
znaczne stezenie laktozy. Obie frakcje biatkowe zawarte w serwatce, wykazuja interesujace
wlasciwosci, do ktorych mozna zaliczy¢ m.in.: syntezg laktozy, dzialanie przeciwdrobnoustrojowe
oraz dziatanie przeciwnowotworowe.

Badania dotyczyly opracowania optymalnych warunkow kontroli czystosci frakcji eluatu z
rozdzielania sktadnikow serwatki, a takze oczyszczonych i wyodrgbnionych produktéw w postaci
fazy statej - z zastosowaniem krotkich wysokosprawnych kolumn analitycznych HPLC, tzn.,
opracowania procedury kontroli technicznej rozdzielania sktadnikow serwatki.

Poréwnano wyniki rozdzielania otrzymane z zastosowaniem elucji gradientowej i roznych
programow elucji. Celem rozdzielania 1 oznaczania bylo okreslenie st¢zenia wybranych biatek
serwatkowych, wérod ktorych mozna wyrézni¢ a-laktoalbuming (ALA), S-laktoglobuling (BLG)
oraz albuming wotowego osocza, we frakcjach eluatu, a takze w produktach stanowiacych fazg stata
rozdzielanych okre§lonych sktadnikéw serwatki. Wyniki badan pokazuja, Ze najbardziej korzystne
rozdzielanie, w tym, korzystny ksztatt pikow, uzyskano z zastosowaniem eluentu o sktadzie : woda
— metanol, z dodatkiem kwasu trifluorooctowego, w ilosci 0,075%, z zastosowaniem bardzo
krotkiej kolumny chromatograficznej o wymiarach 50 x 4mm, $rednica ziarna wypelnienia — 5 um,
wypelnionej sorbentem na bazie zelu krzemionkowego, modyfikowanego podstawnikami
oktadecylowymi - LiChrospher RP18 (Merck, Niemcy). Optymalne objgtosciowe natgzenie
przeptywu: 1,5 mL/min. W opracowanym optymalnym programie elucji, eluent poczatkowy sktadat
si¢ z mieszaniny wody / metanolu w stosunku objetosciowym 95:5, a koncowy woda : metanol
5:95, z dodatkiem TFA do poszczegdlnych sktadnikow eluentu. Czas trwania programu elucji
wynosit 13 min.

Identyfikacje wybranych biatek serwatkowych (ALA, BLG, BSA) wykonywano na podstawie
porownania parametrow retencji rozdzielanych sktadnikéw mieszaniny z parametrami retencji
,Wzorcow” oraz z wykorzystaniem detektora spektrofotometrycznego z matryca fotodiodowa (UV-
VIS/DAD) — na podstawie widm w zakresie UV, poszczegdlnych rozdzielanych sktadnikéw i
poréwnania ich widm z widmami wzorcow.
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Bakteriocyny stanowia klasg¢ peptydow wydzielanych przez bakterie. Wykazuja aktywno$¢
bakteriobojcza przeciwko innym szczepom bakteryjnym. Czasem takze grzybobdjcza. Obecnie
staja si¢ alternatywnym sposobem walki z coraz szerzej wystgpujacymi szczepami bakterii
lekoopornych, szczegélnie gram-dodatnich Staphylococcus aureus (Multidrug Resistant
Staphylococcus Aureus) oraz odpornych na wankomycyng - enterokokow (Vancomycin Resistant
Enterococci).

W pracy zostanie przedstawiona, opracowana w rezultacie badan, metodyka rozdzielania,
identyfikacji oraz oznaczenia czystosci, a takze, badania aktywnos$ci antybiotycznej bakteriocyny
we frakcjach eluatu oraz w ,produkcie” po krystalizacji peptydu, tzn., metodyka ,kontroli
technicznej” z zastosowaniem RP-HPLC w skali analitycznej, rezultatow preparatywnego
rozdzielania i izolacji bakteriocyny z zastosowaniem technik wysokosprawnej kolumnowej
chromatografii cieczowej w skali modelowej, lub preparatywnej (M-HPLC/P-HPLC).

Opracowana metodyka oparta jest na zastosowaniu krotkiej analitycznej kolumny do
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwrdconych uktadach faz, w polaczeniu z detekcja
spektrofotometryczna w zakresie $wiatla ultrafioletowego =z detektorem z tzw. linjjka
fotoelementow (RP-HPLC/UV-VIS-DAD). W badaniach zastosowano kolumny analityczne
wypelnione sorbentem na bazie zelu krzemionkowego modyfikowanego podstawnikami
oktadecylowymi, typu LiChrospher RP18 100 A, 5 um - 125 x 4 mm, oraz 50 x 4 mm, (Merck,
Niemcy) oraz kolumny ,,Symetry” C18 50 A 5, albo 3 um - 150 x 4,6 lub x 3 mm (WATERS
USA). Optymalne rozdzielenie otrzymano z faza ruchoma o pH 3, bedacq mieszaning wody oraz
metanolu w stosunku objgtosciowym 62:38 z dodatkiem kwasu siarkowego. Stwierdzono tez, ze
zastapienie metanolu (MeOH) acetonitrylem (AcCN), nie jest korzystne. OkreSlenie stgzenia
badanego peptydu wykonywano z zastosowaniem metody krzywej Kkalibracyjnej (external
standard). Wspoétczynnik korelacji punktow kalibracyjnych wynosit powyzej 99,95%.

Aktywno$¢ antybiotyczna byta badana w sposob ,klasyczny”, na zasadzie pomiaru tzw.
stopnia zahamowania strefy wzrostu na powierzchni zabarwionej kolonii bakteryjnej.

W komunikacie zostanie przedstawiona optymalna procedura analityczna realizowana
technika RP-HPLC oraz dokfadniej opisana procedura przygotowania podloza, wykonywania
posiewu i dokonywania oceny aktywnosci a-biotycznej.
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W badaniach dazono do opracowania najkorzystniejszych warunkow rozdzielania cukrow,
tzn. doboru optymalnego sktadu eluentu dla wybranych faz stacjonarnych, wykonujac badania
zaleznosci retencji wybranych cukrow w funkcji sktadu fazy ruchomej w kolumnie. Stosowano
warunki chromatografii oddzialywan hydrofilowych (HILIC) z kolumnami wypetionych ztozem
opartym na zelu krzemionkowym modyfikowanym grupami NH,; do rozdzielania cukrow,
mogacych by¢ potencjalnymi sktadnikami brzeczek fermentacyjnych podczas alkoholowej
»fermentacji jasnej” oraz metanowej, albo/i wodorowej ,,fermentacji ciemnej”. Znajomos$¢ rodzaju
obecnych tam cukrow i ich zawarto$ci w ,,surowych” brzeczkach fermentacyjnych po etapie
hydrolizy, a nastgpnie w czasie trwania fermentacji, przynosi istotne informacje o poprawnosci
przygotowania wsadu do procesu fermentacji, a nastgpnie, o poprawnosci przebiegu procesu.
Procedura tego typu posiada istotne znaczenie w kontroli procesowej fermentacji alkoholowej w
produkcji bioetanolu stanowiacego sktadnik paliw silnikowych, a takze w przypadku wykorzystania
fermentacji do wytwarzania tzw. bio-gazéw palnych — metanu lub wodoru. Otrzymane procedury
moga tez stuzy¢ rozdzielaniu i oznaczaniu cukrow, a takze niektorych innych sktadnikéw obecnych
w innych mediach i surowcach oraz produktach, takich jak niektére napoje, rézne produkty
zywnosciowe lub odpady z produkcji zywnosci, np. serwatkach.

W badaniach stosowano roztwory poszczeg6élnych cukréw prostych oraz ztozonych, a takze
ich mieszaniny. W celu sprawdzenia przydatnosci opracowanych warunkow do rozdzielania i
oznaczania cukrow, wykorzystano rowniez mieszaniny alkoholi oraz kwasow organicznych
wystepujacych w brzeczkach fermentacyjnych jako produkty metabolizmu drobnoustrojow.

Najlepsza rozdzielczo$¢ dla réznych kolumn NH, ma miejsce w zakresie 80 do 90 %
acetonitrylu w wodzie (v/v). Najbardziej korzystne rezultaty otrzymano dla jednej z badanych
kolumn dla eluentu o sktadzie 85:15 acetonitryl:woda (v/v) 1 przy natgzeniu przeptywu 2 mL/min.
Zwrocono uwage, ze mieszaniny cukrow rozdzielaja si¢ na chromatogramie na dwie grupy: cukry
proste i ztozone, co zgadza si¢ z zroznicowanymi oddziatywaniami czasteczek z faza stacjonarna
oraz z zroéznicowana polarnoscia cukréw. Stwierdzono, ze w niektorych przypadkach cukry
eluowane sa w postaci dwoch pikéw. Mozna to tlumaczy¢ wyjatkowo korzystna sprawnoscia 1
rozdzielczoscia kolumny, pozwalajaca na rozdzielenie cukréw wystepujacych w roznych
konformacjach, a przez to rdzniacych si¢ oddzialywaniami z faza stacjonarng oraz polarnos$cia.
Zwigkszona ilo§¢ pikdw chromatograficznych utrudnia, jednak, jednoznaczng identyfikacjg¢ cukrow
obecnych w bardziej skomplikowanych mieszaninach.
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Katechiny sa grupa flawonoidéw o strukturze flawan-3-olu. Najbardziej popularne z tej grupy
zwiazkow sa katechina i epikatechina. Wystepuja one w wielu roslinach m.in. w zielonej herbacie i
ziarnach kakaowca. Maja wlasciwos$ci antyoksydacyjne 1 antybakteryjne. W naturze sa syntezowane
jako optycznie aktywne (+)-katechina i (-)-epikatechina, natomiast podczas przetwarzania zywnosci
moga ulega¢ racemizacji oraz epimeryzacji. Wykryto ze naturalna (+)-katechina jest bardziej

przyswajalna niz (-)-katechina [1].

OH

OH
(+)-katechina (-)-epikatechina

Elektroforeza kapilarna w poréwnaniu z HPLC charakteryzuje si¢ wyzszymi mozliwosciami
rozdzielczymi wilaczajac rozdzielanie enancjomerow. Cyklodekstryny i ich pochodne sa szeroko
stosowane w elektroforezie kapilarnej gtéwnie do rozdzielania enancjomerow. Cyklodekstryny
jonowe moga by¢ uzywane do rozdzielania enancjomeréw jonowych lub oboj¢tnych podczas gdy
cyklodekstryny obojetne moga by¢ stosowane do rozdzielania enancjomeréow neutralnych z
wykorzystaniem specjalnej odmiany elektroforezy kapilarnej — micelarnej chromatografii
elektrokinetycznej (MEKC).

W obecnej prezentacji przedstawiono zastosowanie p-cyklodekstryny, jej zjonizowanej i
obojetnych pochodnych jako dodatku do buforu wiodacego w elektroforezie kapilarnej oraz
micelarnej chromatografii elektrokinetycznej do enancjoseparacji katechiny i epikatechiny. Sposrod
badanych cyklodekstryn najbardziej efektywna w rozdzielaniu enancjomerow katechin okazata sig¢
siarczanowa pochodna f-cyklodekstryny. Katechina w poréwnaniu z epikateching tworzy trwalsze
kompleksy z badanymi cyklodekstrynami.

Publikacja wspotfinansowana przez Unie Europejskq z Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego dzieki dotacji Innowacyjna Gospodarka (POIG.01.01.02-14-102/09).

[1] Donovan, J., Crespy, V., Oliveira, M., Cooper, K., Gibson, B., Williamson, G. Free Radical Research, 2006, 40,
1029-1034.
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Niskotemperaturowe ciecze jonowe sa to stopione sole o temperaturze topnienia ponizej
temperatury pokojowej. Posiadaja wiele unikalnych witasciwosci fizykochemicznym min.: bardzo
mata preznos¢ par, niepalno$¢, duza stabilno$¢ termiczna 1 elektrochemiczna, zdolno$¢
rozpuszczania szerokiej gamy zwiazkéw organicznych i nieorganicznych. W ostatnich latach
niskotemperaturowe ciecze jonowe sa bardzo czesto wykorzystywane w chemii analitycznej.
Waznym zastosowaniem cieczy jonowych jest wykorzystywanie ich jako rozpuszczalnikéw
cyklodekstryn (CD), do otrzymywania nowego rodzaju stabilnych termicznie, chiralnych faz
stacjonarnych w chromatografii gazowej [1, 2].

Cyklodekstryny, sa to naturalne, chiralne oligosacharydy. Gtéwnymi ich przedstawicielami sa
a-, B- 1 y-cyklodekstryny zbudowane odpowiednio z 6, 7 i 8 jednostek a-D-glukozy.
Cyklodekstryny sa wykorzystywane w roznych technikach chromatograficznych glownie do
rozdzielania  enancjomeréw. W literaturze opisano enancjoselektywne  wlasciwosci
modyfikowanych cyklodekstryn rozpuszczonych si¢ w réznych cieczach jonowych, stosowanych
jako fazy stacjonarne w kapilarnej chromatografii gazowej [1, 2]. Natomiast nigdzie nie zostato
opisane zastosowanie naturalnych cyklodekstryn (a-, - i y-CD) rozpuszczonych w cieczach
jonowych jako faz stacjonarnych w chromatografii gazowe;j.

W  prezentowanych badaniach «-, S i »CD rozpuszczono w  bromku
1-heksylopirydyniowym, bromku tetraoktylofosfoniowym oraz w imidazoliowych cieczach
jonowych i zastosowano jako fazy stacjonarne w chromatografii gazowej. Badanymi zwiazkami
byly chiralne terpeny oraz inne chiralne czasteczki. Zbadano tworzenie si¢ kompleksow i
enancjoselektywne wiasciwosci cyklodekstryn rozpuszczonych w cieczach jonowych.

Badania czesciowo wspierane przez Unie Europejskq w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju

Regionalnego, dzieki dotacji Innowacyjna Gospodarka (PO1G.01.01.02-14-102/09).

[1] Huang K.; Zhang X.; Armstrong D. W. J. Chromatogr. A, 1217 (2010) 5261.
[2] Berthod A.; He L.; Armstrong D. W. Chromatographia, 53 (2001) 63.
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Ponad polowa obecnie stosowanych lekow to zwiazki chiralne 1 blisko 90% z nich jest
sprzedawane w postaci racematow [1]. Pomimo, iz enancjomery tego samego leku maja prawie
identyczna budowe chemiczna, wickszo$¢ enancjomeréw chiralnych lekéw wykazuje istotne
roznice w aktywno$ci farmakologicznej. W przeciwienstwie do biologicznie aktywnego
enancjomeru, farmakologicznie nieaktywny lub mniej aktywny enancjomer moze wykazywac
dziatanie niepozadane [2]. W zwiazku z tym istnieje mocny nacisk na rozwdj tanich i szybkich
metod analitycznych do kontroli czysto$ci enancjomerycznej, np. podczas badan klinicznych oraz
monitorowania postgpow asymetrycznej syntezy, itp. [3]. W tym kontekscie chromatografia niesie
ze soba wielki potencjat.

Jednym z rozwiazan stosowanych w chiralnej HPLC jest oddzialywanie racematu z chiralnym
selektorem, ktéry stanowi dodatek do fazy ruchomej. Cyklodekstryny, ze wzgledu na latwosé
tworzenia komplekséw inkluzyjnych, wysoka czysto$¢ enancjomeryczna i niski koszt sa
powszechnie stosowana grupa dodatkéw do fazy ruchome;.

Niniejsza praca opisuje wptyw odczynnikdéw par jonowych (OPI) na skuteczno$¢ rozdziatu
chiralnego w oparciu o cyklodekstryny (CD). Ponadto, OPI maja duze znaczenie w tworzeniu
potrojnych kompleksdéw, poniewaz dziataja jak "regulatory" przestrzenne. Wykazano, ze potaczenie
tych dwoch typow selektorow (OPI i CD) moze przyczyni¢ si¢ do poprawy rozdziatu
enancjomeréw. Badania dotyczace wplywu stezenia 1 rodzaju OPI pozwolily na interpretacje
mechanizmow retencji w uktadach OPI z CD. Wyznaczone parametry termodynamiczne (entalpia,
entropia, energia swobodna Gibbsa) wykorzystano do opisu mechanizmu rozdziatu enancjomeréw.
Ponadto otrzymano wzrost trwato$ci komplekséw potrojnych lek-OPI-CD.

Badania czesciowo wspierane przez Unie Europejskq w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego, dzieki dotacji Innowacyjna Gospodarka (POIG.01.01.02-14-102/09).

[1] Mitra S, Chopra P (2011) Indian J Anaesth55:556-562
[2] Hutt A, Patel B Chirality in Drug Design and Development (Marcel Dekker, 2004)
[3] Brooks WH, Guida WC, Daniel KG (2011) Curr Top Med Chem 11(7):760-70
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Wolnymi rodnikami nazywamy atomy, czasteczki lub jony zawierajace niesparowany
elektron, ktory nadaje im wlasciwosci paramagnetyczne oraz wzglgdnie wysoka reaktywnoSc¢.
Antyoksydanty to naturalna bron przeciw wolnym rodnikom. Wytwarza je zar6wno nasz organizm
jak 1 srodowisko zewnetrzne. Do oceny zdolnos$ci antyutleniajacej badanego uktadu postugujemy
si¢ wielkos$cia nazywana catkowitym potencjalem antyoksydacyjnym (CPA), zamiast okreslania
stezenia poszczegdlnych antyoksydantow osobno.

Midd jest to naturalny, stodki produkt, powstajacy z przetworzenia nektaru roslinnego przez
pszczoly miodne. Jest bogatym zrodtem zwiazkéw biologicznie czynnych, wykazujacych korzystne
dla naszego organizmu witasciwosci, w tym antyoksydacyjne. Wiasciwosci te wynikaja z obecnosci
w miodach enzymow, witamin czy zwiazkéw fenolowych np. czgsto wystepujacych flawonoidow.
Zawarto$¢ antyoksydantow zalezy od wielu czynnikéw, w tym gtownie od gatunku rosliny z ktorej
pozyskany zostal nektar.

Wiasciwosci antyoksydacyjne miodéw zostaly oznaczone technikami: DPPH, FCR, HPLC-
ED. Okazato sig, ze najsilniejszymi wilasciwosciami antyoksydacyjnymi charakteryzuje si¢ miod
gryczany. Otrzymano dobra korelacj¢ pomigdzy metodami: DPPH, FCR, HPLC-ED. Wtasciwosci
antyoksydacyjne odniesione do rodnika hydroksylowego znacznie r6znily si¢ od tych, uzyskanych
innymi technikami. Moze to wynika¢ z faktu, ze bedacy bardzo silnym utleniaczem rodnik
hydroksylowy reaguje takze ze stabymi antyoksydantami jakimi sa np. cukry wystgpujace w

znacznych ilo§ciach w miodach.
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W dzisiejszych czasach moéwi si¢ wiele o zawarto$ci antyoksydantow w diecie. O ich
pozytywnym wptywie na wyniki leczenia roznych schorzen oraz na hamowanie procesow starzenia.
Popularnymi 1 dobrze przebadanymi skladnikami pozywienia bogatymi w te cenne zwiazki
sa pokarmy pochodzenia ros§linnego. Jednak zZywno$¢ pozyskana ze zwierzat stanowi nieodtaczny
element positkéw zdecydowanej wigkszos$ci ludzi. Ze wzgledu na duze spozycie migsa dobrze jest
okresli¢, ktore jego rodzaje sa najbardziej wartosciowe pod wzgledem wlhasciwosci
antyoksydacyjnych.

W pracy przebadano jedenascie rodzajow migsa w celu poréwnania ich wartosci CPA.
Wiasciwosci antyoksydacyjne migs oznaczano za pomoca dwoch metod, HPLC-ED oraz HPLC-
UV-DPPH.

Pomiary RP-HPLC z detekcjq elektrochemicznq (ED). Zastosowano kolumng
chromatograficzna COSMOSIL: 5C18-AR-Il (4,6 x 150 mm, 5 um), na ktora nastrzykiwano
metanolowe ekstrakty migs. Faza ruchoma byly roztwory buforowe z dodatkiem metanolu w
réznych stosunkach. Oszacowanie CPA probek przeprowadzono w czterech potencjatach: +0,4V,
+0,6V, +0,8V 1 +1V. Obserwowanie zmian catkowitego pola powierzchni pikow przy wzroscie
potencjatu daje obraz mocy antyoksydantéw zawartych w poszczegolnych rodzajach migs.

Pomiary za pomocq RP-HPLC z detekcjq fotometryczng (UV-DAD). W tym wypadku faza
ruchoma byt czysty metanol. Na ta sama kolumng co przy pomiarach elektrochemicznych
wstrzykiwano kolejno metanolowy roztwor rodnika DPPH bez dodatku probki, a nastgpnie w jej
obecnosci. Wartos¢ CPA w tym przypadku jest proporcjonalna do zmniejszenia si¢ pola
powierzchni piku pochodzacego od niezredukowanego DPPH.

Zaprezentowane w pracy metody, RP-HPLC z detekcja elektrochemiczna i fotometryczna,
pozwalaja na oznaczanie wilasciwosci antyoksydacyjnych migs. Przebadane probki wykazuja
Zréznicowane wlasciwosci antyoksydacyjne. W obu zastosowanych metodach watrobka kurczeca
wykazywata zdecydowanie wigksze wartosci CPA niz pozostale rodzaje migsa. Natomiast skrajnie

niskie wartos$ci uzyskano dla flakow wotowych.

36



METODY WOLTAMETRYCZNE W WYZNACZANIU
CALKOWITEGO POTENCJALU ANTYOKSYDACYJNEGO
W EMULSJACH

Inga A. BIERNACKA, Iwona KIERSZTYN, Bronistaw K. GLOD,
Pawel PISZCZ, Pawet WANTUSIAK

Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny, Wydzial Nauk Scistych, Zaklad Chemii Analitycznej,
ul. 3 Maja 54, 08-110 Siedlce
URL: dach.ich.uph.edu.pl, e-mail: pscl@onet.eu

Skora to jedyny narzad, ktory jest caly czas pokazywany, dlatego tez narazamy ja codziennie
na dziatanie czynnikow zewnetrznych. Od wiekow ludzie w celu ochrony skory przed starzeniem
si¢ stosuja roznego rodzaju kremy. Substancje czynne stosowane w nowoczesnych preparatach
kosmetycznych maja za zadanie poprawi¢ funkcjonowanie komorek skory, ochroni¢ ja przed
negatywnym wpltywem $rodowiska, wygladzi¢ zmarszczki, poprawi¢ koloryt skory — jednym
stowem maja by¢ nieinwazyjna operacja plastyczna zamknigta w fadnym stoiczku.

Antyoksydanty dodawane do kreméw speiniaja w nich podwoéjne zadanie: chronia skore
przed starzeniem si¢ oraz czynnikami zewngtrznymi; chronia formutg kremu przed zmiang koloru,
zapachu oraz opo6zniaja proces jelczenia fazy thuszczowej kosmetyku. Do najwazniejszych
antyoksydantow stosowanych w kremach zaliczamy: koenzym Qip; witaming A, C, E; karotenoidy;
flawonoidy; mikroelementy.

Catkowity potencjal antyoksydacyjny (CPA) kreméw wyznaczono za pomoca dwoch metod
elektrochemicznych, woltametrii cyklicznej (CV) i pulsowej réznicowej (DPV). W tym celu nalezy
powiazaé ze soba nastgpujace parametry: pole powierzchni piku (Qp); prad piku (Ip); potencjat piku

(Ep). W wyniku czego otrzymamy wyrazenie:

E2
CPA= | (I —Ipi)de®085H
E1l

stosowane w odniesieniu do wartosci potencjatu redox rodnika hydroksylowego.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze DPV charakteryzuje si¢ nizszym progiem wykrywalno$ci niz CV.
Wykazano mozliwo$¢ zastosowania woltametrii do oznaczenia CPA kremdw poprzez bezposrednie

umieszczenie w nich elektrod. Zaobserwowano liniowa korelacje migdzy CPA, a stezeniem probki.
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Przemyst spozywczy, kosmetyczny czy farmaceutyczny wykorzystuje bardzo czesto zwiazki
lotne stabo rozpuszczalne na przyktad w ptynach ustrojowych cziowieka. Rozwdj tych dziedzin
wymaga wprowadzenia do produkcji substancji, ktére zwigkszaja trwatos¢ oraz dostgpnos¢
powyzszych preparatow. Tymi substancjami coraz czgsciej sa cylkodekstryny, czyli chiralne
oligosacharydy zaliczane do zwiazkéw wielopierscieniowych, zdolne do tworzenia kompleksow
inkluzyjnych. Dzigki swoim wlasciwosciom moga kompleksowa¢ zwiazki hydrofobowe,
powodujac wzrost ich rozpuszczalno$ci w rozpuszczalnikach hydrofilowych. Reakcje
kompleksowania przy uzyciu cylkodekstryn nie sa doktadnie poznane i1 budza watpliwosci
dotyczace ewentualnych zmian we wlasciwosciach kompleksow jak 1 samych zwigzkow
uwolnionych z wngtrz cylkodekstryny.

Celem pracy bylo zbadanie, metoda rdéznicowej woltametrii pulsowej, wplywu
kompleksowania zwiazkéw aromatycznych przez a-, f- oraz y-cyklodekstryng na ich zdolnosci
antyoksydacyjne i wyznaczenie statych kompleksowania.

Zmniejszenie wysokosci pikow woltametrycznych §wiadczy o reakcji kompleksowania i
czgséciowym unieczynnieniu przez cyklodekstryny grup funkcyjnych odpowiedzialnych za
wlasciwosci antyoksydacyjne i/lub wigkszym wspoétczynniku dyfuzji dla kompleksu. Przesunigcia
pikéw woltametrycznych w strong wyzszych potencjaldéw wskazuja na nieznaczne obnizenie
wlasciwos$ci  antyoksydacyjnych niektorych zwiazkow. Kompleksy z cyklodekstrynami
charakteryzuja si¢ mniejsza reaktywnoscia z rodnikiem DPPH w poréwnaniu do zwiazkéw
nieskompleksowanych. Wzrost wartosci absorbancji probek dowodzi, ze zachodzi reakcja
kompleksowania, potwierdzaja to wyniki uzyskane za pomoca metod elektrochemicznych,
Wyznaczone zostalty statle kompleksowania ze zmian absorpcji UV-VIS. Za pomoca metod
elektrochemicznych nie udato si¢ wyznaczy¢ statych kompleksowania z réwnania de Forda-

Hume’a, ktore stosowane jest w przypadku proceséw odwracalnych (brak procesu odwracalnego).
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Free radicals play an important role in living organisms. Most of them are very reactive,
usually characterized by strong oxidizing properties. They are the reason, transition step, product or
side-effect of many diseases and aging. Excess of them and/or oxidants are removed by the
scavengers of free radical or antioxidants, respectively. The both terms are often used alternatively.
It turns out that the antioxidant properties of real samples are often better described by the, so
called, total antioxidant potential (TAP), although other names are also used. It is proportional to
the sum of the products of the concentrations and reaction rate constants of all antioxidants in the
sample. In the presentation new, elaborated by us, TAP assays are discussed.

In cyclic and differential pulse voltammetry the TAP measure is peak surface area measured
in special coordinates. Much more sensitive measurements can be obtained using the
electrochemical detection in HPLC. Described in the literature TAP assays are usually based on the
kinetic photometric measurements. The stable, or generated, radicals react competitively with the
test sample and the so-called sensor. TAP measure is the induction time of photo- or fluorometric
signal. Improved assays related to the peroxyl or DPPH radicals are discussed. The
chromatographic TAP measurements are static techniques. The TAP measure is decrease of the
surface area of chromatographic peak of the reaction product of radical with sensor. Its value refers
to the hydroxyl radicals, the strongest natural oxidant/radical.
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Kwasy triterpenowe: ursolowy, tormentiolowy, oleanolowy i inne budza zainteresowanie z
powodu swoich cennych wtasciwosci. Wszechstronne dziatanie biologiczne kwaséw sprawia, ze
izolacja ich z materiatu roslinnego w postaci czystej lub ich zespoldow wydaje si¢ by¢ istotnym
przedmiotem badan. Cennym zroédtem kwasoéw triterpenowych moga by¢ rosliny z rodzaju
pigciornikow ze wzgledu ich wszechobecne wystgpowania oraz bogactwo zawartosci.
Udowodniono oraz wielokrotnie opisano w literaturze dzialanie antybakteryjne, antywirusowe jak
rowniez grzybobodjcze czy przeciwpierwotniakowe. Opisano takze ich wlasciwosci
przeciwnowotworowe oraz przeciwbolowe jak rowniez dzialanie modulujace na uktad
immunologiczny oraz krwiono$ny.

Celem badan bylo opracowanie chromatograficznej metody izolacji kwasoéw triterpenowych
zawartych w Pigciorniku kurze ziele oraz innych gatunkach tego rodzaju. Do ekstrakcji substancji
czynnych ze sproszkowanego ziela oraz klacza Pigciornika wykorzystano chlorek metylenu 1 taki
wlasnie ekstrakt stosowano do dalszych badan chromatograficznych. Jako metodg izolacji
zastosowano chromatografi¢ kolumnowa, ktora pozwolita na uzyskanie frakcji zawierajacej kwasy
triterpenowe: tormentiolowy 1 oleanolowy. Ze wzgledu na prace z surowym ekstraktem, przed
dozowaniem probki na kolumng wykorzystano technike SPE do pozbycia si¢ z ekstraktu substancji
balastowych o silnie polarnym charakterze. Do izolacji frakcji/substancji zastosowano uktady
chromatograficzne w ktorych fazg stacjonarna stanowit zel krzemionkowy a fazg ruchoma
mieszanina niewodnych rozpuszczalnikow. W wyniku procesu rozdzielania otrzymano
odpowiednie frakcje, ktore analizowano jako$ciowo za pomoca chromatografii cienkowarstwowe;j.
Detekcja poszukiwanych zwiazkéw prowadzona byta na ptytkach TLC w $wietle widzialnym po

spryskaniu rozwinigtego chromatogramu odczynnikiem Liebermann'a-Burchard'a.
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Organizatorzy V PSC serdecznie dzigkujg firmie SHIM-POL za przekazanie

materialéw konferencyjnych

shim-pol
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