Przemiany substancji biologicznie
aktywnych w trakcie analizy
chromatograficznej

W trakcie badania substancji
o wihasciwosciach przeciwutle-
niajacych (kwasu askorbino-
wego (AA) i tokoferolu (TOH))
ulegaja one przemianom,
zwigzanym z fatwym doste-
pem tlenu powietrza. Moze
to nastepowad m.in. w trakcie
analizy na ptytkach TLC. Prze-
prowadzono analize spektro-
fotometryczng UV-Vis, ktéra
potwierdza, ze po analizie TLC
wizualizowane substancje sa
produktami utlenienia wyj-
sciowych analitow.

Poza podstawowymi dla na-
szego zdrowia substancjami
odzywczymi, takimi jak: we-
glowodany, biatka, witaminy
i mineraty, zwraca sie uwage,
na substancje czynne, ktérych
rolaiznaczenie sg bardzo waz-
ne. Juz bardzo niewielkie ilo-
$ci tych substancji moga chro-
ni¢ nasze zdrowie, co sprawia,
Ze coraz czesciej stosuje sie je,
jako suplementy diety oraz
dodatki do zywnosci.
Organizm czlowieka jest na-
razony na wiele zagrozen.
Jednym z nich s3 wolne rod-
niki powstajagce pod wpty-
wem Swiatta ultrafioletowego,
toksyn czy zanieczyszczen
$rodowiska. Moga one ata-
kowa¢ rozne struktury ko-
moérkowe — mitochondria lub
btony komdérkowe, wchodzac
w reakcje tancuchowe z two-

rzacymi je lipidami, biatkami
i kwasami nukleinowymi. Na-
turalnymi
w walce z wolnymi rodnika-
mi oraz efektami proceséw

sprzymierzencami

starzenia s antyoksydanty,
ktére w duzej mierze obecne
s w roslinach. Na szczegdlne
zainteresowanie zastuguja wi-
taminy Ei C.

Witamina E to ogdlna nazwa
grupy zwiazkéw: 4 tokofe-
roli i 4 tokotrienoli. Wspdlng
cechg struktury czasteczek
jest pierécien chromanolowy
i tancuch boczny (w struktu-
rze tokotrienolitancuch fitylo-
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wy jest nienasycony i zawiera
3 wigzania podwdjne). Roz-
réznieniem poszczegdlnych
form witaminy E jest potoze-
nie grup metylowych (-CHjs)
w pierscieniu.
aktywnos$¢ biologiczng wy-
kazuje a-tokoferol, TOH (rys.
1.), ktory jest najczesciej wy-
stepujacg forma witaminy E
w przyrodzie [1,2,3].
Ze wzgledu na

czasteczka
hydrofobowa,
rozpuszczalna w ttuszczach.

Najwieksza

budowe,
tokoferolu jest
czyli dobrze
Srodowiskiem dziatania
i gtéwnego wystepowania

witaminy E w organizmach sa
btony komérkowe i lipoprote-
iny osocza krwi [3]. Witamina
E zmniejsza wrazliwos¢ skory
na promieniowanie UV, neu-
tralizuje wolne rodniki i ha-
muje procesy starzenia sie
komérek. Ponadto reguluje
gospodarke wodng naskor-
ka, requluje prace gruczotéw
tojowych oraz wspomaga mi-
krocyrkulacje w naczyniach
wiosowatych. Tokoferole wy-
stepuja w bardzo wielu pro-
duktach spozywczych: oliwie
z oliwek, olejach, owocach,
warzywach, orzechach, zbo-

Foto. 1. Zrédta wystepowania (A) witaminy E i (B) witaminy C
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Rys. 1. Wzor strukturalny a-tokoferolu [1,4]
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Rys. 2. Wzor strukturalny
kwasu L-askorbinowego [7]

zach, (foto. 1A.) dodawane sg
réwniez do niektérych pro-
duktow takich, jak np. marga-
ryny.

Wiasciwosci przeciwutleniaja-
ce zwigzane s3 z obecnoscia
grupy hydroksylowej w pier-
$cieniu, ktdrej utlenienie pro-
wadzi do powstania rodnika
tokoferyloksylowego, TO-
[1,3]. Szczegdlnym zrédtem
tokoferoli sa oleje roslinne,
dlatego tez cieszg one sie du-
zym zainteresowaniem.
Jedng z mozliwosci analizo-
wania tokoferoli jest meto-
da chromatografii cienko-
warstwowej (TLC) [5,6]. Do
chromatograficznej
tokoferoli w olejach probke
przygotowuje sie zazwyczaj
hydrolize alkaliczna,
ktéra prowadzi do zmydlenia
matrycy, czyli kwaséw ttusz-
czowych [5], a nastepnie eks-
trakcja w uktadzie ciecz-ciecz

analizy

przez

lub ciecz-ciato state.

Witamina C jest doskonatym
antyoksydantem rozpuszczal-

nym w wodzie. W czasteczce
sa obecne dwa asymetryczne
atomy wegla, dlatego wyste-
puje w postaci 4 stereoizo-
meréw, z czego gtéwna for-
ma wystepowania jest kwas
L-askorbinowy (rys. 2.) [7].

Witamina C w stanie statym
jest substancja o wysokiej sta-
bilnosci, natomiast roztwory
wodne poza zakresem pH 4-6
wykazuja niewielkg trwatosc
[7]. Posiada wtasciwosci redu-
kujace. Aktywnymi jej forma-
mi sg: kwas askorbinowy i pro-
dukt jego utlenienia - kwas
dehydroaskorbinowy.
askorbinowy w odréznieniu

Kwas

od kwasu dehydroaskorbino-
wego w warunkach beztleno-
wych jest odporny na wysoka
temperature. Kwas dehydro-
askorbinowy zas to zwigzek
nietrwaty, ktérego utlenienie
powoduje powstanie zwigz-
kéw nie wykazujacych juz
aktywnosci biologicznej wita-
miny C.

W organizmach ludzkich dzie-
ki swym wiasciwosciom re-
dukujacym, stymuluje rézne
procesy biochemiczne. Poza
funkcja
wspomaga wchtanianie wap-
nia, wykazuje
detoksykacyjne [7]. Wiekszo$¢
zwierzat i rodlin ma zdolnos¢
wytwarzania witaminy C, wy-
jatkiem jest organizm czio-
wieka, $winki morskiej i nie-

przeciwutleniajaca

wiasciwosci

ktdrych gatunkéw nietoperzy.
Zrédtem omawianej witaminy
53 gtéwnie swieze owoce i wa-
rzywa (foto. 1B.). Witamina
C jest wrazliwa na dziatanie
Swiatta, temperatury oraz po-
wietrza, a takie procesy jak:
odgrzewanie,
konserwacja czy dtugotrwale

zamrazanie,

przechowywanie przyczynia-
ja sie do utraty tego cennego
sktadnika w danym produkcie
spozywczym.

Analiza tokoferolu

trwato-
(Sigma)
askorbinowego
(Polfa), sporzadzono etano-
lowe roztwory: TOH o ste-
10mg/100mL i AA
- 20mg/100mL. Analize chro-
matograficzng prowadzo-
no w komorach poziomych
DS Il firmy Chromdes (Lublin)
na ptytkach z Zzelem krze-
mionkowym Si60 (Merck).
Jako fazy ruchomej uzyto

W celu zbadania
$ci:  a-tokoferolu
i kwasu

zeniu

mieszanin: heksan/octan ety-
lu (9:1, v/v) dla TOH oraz chlo-
roform/etanol/aceton/kwas
octowy (2:2:2:1, v/v) dla AA.
Badane substancje obserwo-
wano pod lampa UV-Vis badz
wizualizowano mieszaning
réwnych objetosci metanolo-
wych roztworéw 0.5% bipiry-
dylu i 0.2% chlorku zelaza(lll).

W odpowiedzi na ogromne
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Do badan spektroskopowych
stosowano kuwete kwarcowa
(10.00 mm), pomiary prze-
prowadzono w spektrofoto-
metrze Agilent 8453 UV-vi-
sible z oprogramowaniem
UV-Visible ChemStation.

Po rejestracji widm absorp-
cyjnych dla roztworéw toko-
ferolu obserwowane sg dwa
maksima przy 1=209i 290 nm.
Widma zarejestrowane w od-
stepach dobowych nie wy-
kazuja  wiekszych
Niewielkie zmiany byty ob-

zmian.

3.00

Absorbancja

serwowane dopiero po upty-
wie 12 dni (rys. 3A. krzywa 1
zarejestrowana po przygo-
towaniu roztworu, krzywa 2
- po 12 dniach). Swiadczy to
o trwatosci etanolowych roz-
tworéw tokoferolu. Zgodnie z
danymi literaturowymi [2,8,9]
charakterystyczne
absorpcji dla
wystepuje przy dtugosci fali

pasmo
a-tokoferolu

292 nm. W zwigzku z tym
niewielkie obnizenie jego
dla bada-
nych prébek potwierdza, ze

intensywnosci

w trakcie analizy zmniejsza
sie nieznacznie stezenie tego
analitu.
Analiza chromatograficzna
i obserwacja ptytki w Swie-
tle UV wykazata, ze po roz-
winieciu chromatogramu
i obserwacji w Swietle lampy
UV, plamki nie sa widoczne
od razu, lecz pojawiaja sie po
pewnym czasie. Intensyw-
nos¢ plamki zwiekszata sie
W czasie, co mozna zauwazy¢
po analizie zdje¢ chroma-

tograméw w Swietle lampy
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Rys. 3. Widma absorpcyjne dla roztworu tokoferolu (A), probek wyekstrahowanych
z sorbentu ptytki chromatograficznej (B)
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Rys. 4. Widma absorpcyjne dla roztworu kwasu askorbinowego (A), probek wyekstraho-

wanych z sorbentu ptytki chromatograficznej (B)
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Diugos¢ fali [nm]

UV, dokonanych z wykorzy-
staniem programu BS Pictu-
reTLC, Ver. 2.3 2011. Pole po-
wierzchni pod pikiem wzrasta
z1.35892 do 13.38265, odpo-
wiednio dla pasm na chro-
analizowanym
bezposrednio po rozwinieciu

matogramie

i po ok. 30min. Swiadczy to o
zmianach jakosciowych, jakie
moga zachodzi¢ w trakcie
analizy TLC.

W tym celu zarejestrowano
widma

etanolowych roz-

tworéw, ekstrahowanych
z warstwy zelu krzemionko-
wego, zdjetego z ptytki w od-
stepach czasowych (5, 15,
30 min.). Na zarejestrowa-
nych widmach obserwujemy
takze, ze absorbancja przy
=202 nm maleje w czasie
(rys. 3B, krzywa 1 — 5 min,,
krzywa 3 - 30 min.). Jest to
prawdopodobnie spowodo-
wane zmniejszaniem  sie
stezenia tokoferolu i powsta-
waniem produktu utlenienia,
ktérego charakterystycznych
pasm na widmie nie mozna
zaobserwowad. Mozna tez
zauwazy¢ niewielkie pasmo
przy 1=292 nm pochodzace
od tokoferolu i obnizajace sie
w czasie analizy, co potwier-

dza ubywanie substratu.

Analiza kwasu askorbino-
wego

W przypadku kwasu askor-
binowego przemiany, jakim
ulega sg intensywniejsze. Po
rejestracji widma dla Swie-
70 przygotowanego  roz-
jest
jedno pasmo absorpcyjne
przy dlugosci fali 1=246 nm
(rys. 4A, krzywa 1). Na wid-
mach rejestrowanych po 2
(krzywa 2), 3 dniach (krzy-
wa 3) mozna zaobserwowac

tworu obserwowane



zmniejszanie sie absorbancji
przy |=246 nm. Wzrasta na-
tomiast intensywnos¢ pasma
przy 1=209 nm w przypad-
ku widm rejestrowanych po
4 (krzywa 4) i 12 dniach (krzy-
wa 5). Wedtug danych litera-
[10,11,12]
askorbinowy wykazuje jedno
pasmo absorpcyjne w zakre-
sie 240-250 nm. Wptyw na
potozenie maksimum pasma
absorpcji ma rozpuszczalnik
uzyty do analizy oraz pH roz-

turowych kwas

tworu [13]. Widmo zarejestro-
wane przez Zenga i wspot.
[11] dla
askorbinowego w metano-
lu wykazuje maksimum przy
245 nm. Dla roztworéw eta-

roztworu kwasu

nolowych uzyskano widmo
z maksimum przy takiej sa-
mej dtugosci fali. Absorbancja
promieniowania przy 209 nm
pochodzi prawdopodobnie
od kwasu dehydroaskorbi-
nowego, ktéry jest produk-
tem utlenienia wyjsciowego
zwigzku [10].

Po analizie chromatograficz-
nej i obserwacji ptytki pod
lampa UV od razu mozna
zauwazy¢ plamki pochodza-
ce od substancji badanej.
W odréznieniu od tokofero-
lu, plamka kwasu askorbino-
wego szybko zanika. Anali-
ze zdje¢ chromatogramoéw
obserwowanych pod lampa
UV bezposrednio po analizie
rozdziale TLC oraz po 30 min.,
dokonano za pomocg pro-
gramu BS PictureTLC, Ver. 2.3
2011. Pole powierzchni pod
pikiem, ktére jest propor-
cjonalne do zawartosci ba-
danego analitu, zmniejsza
sie z 4.33240 (dla t=0 min.)
do 2.32379 (dla t=30 min.).
Moze to s$wiadczy¢ o prze-
mianie badanej substancji

w produkt utleniania. W celu
potwierdzenia tej tezy wyko-
nano analize spektrofotome-
tryczng substancji ekstraho-
wanych z powierzchni ptytki
chromatograficzne;j.

Pomiary absorbancji roztwo-
réw uzyskanych po ekstrak-
cji etanolem warstwy zelu
krzemionkowego w réznych
odstepach czasowych (0,5
i 20 min uwidacznia jedno
maksimum przy 1=203 nm,
ktére powieksza sie (rys.4B,

krzywa 1 - 0 min., krzy-
wa 2 - 5 min,, krzywa 3 -
20 min.).

Kleinwachter i wspét. [14]

przedstawili badania, z kto-
rych wynika, ze w zakresie dtu-
gosci fali ok. 200 nm pojawia
sie pasmo od kwasu dehydro-
askorbinowego. Pozwala to
twierdzi¢, ze substancja, ktéra
mozna identyfikowac na ptyt-
ce jest kwas dehydroaskorbi-
nowy.

Whioski
Wyniki
badan sugeruja, ze podczas
chromatograficznej
TLC popularnych antyutle-
niaczy (tokoferolu i kwasu
askorbinowego) dochodzi
do ich utlenienia. Roztwory
etanolowe antyutleniaczy sa
bardziej stabilne, poniewaz
ograniczony jest ich dostep
do tlenu powietrza. Podczas
analizy TLC dostep powie-
trza do probki jest wiekszy,
w konsekwencji, po rozwinie-
ciu

przeprowadzonych

analizy

chromatogramoéw  wy-
krywamy produkty ich utle-
Planujemy dalsze
badania trwatosci antyutle-
niaczy zawartych w matry-
cach naturalnych i ich prze-
mian zachodzacych w trakcie
procesu analizy.

nienia.
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Artykut uzupetniony, czes¢ wy-
nikéw zostata przedstawiona
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nie: ,Badanie przemian sub-
stancji biologicznie aktywnych
metodami analizy instrumen-
talnej”.
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