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O mozliwosci zastosowania chromatografii cienkowarstwowej do oznaczania
catkowitego potencjalu antyoksydacyjnego. Czesé¢ | Dobér warunkéw
chromatograficznych.

Streszczenie: Do oznaczania aktywnosci antyoksydacyjnej probek spozywczych najczesciej stosowana jest metoda
wykorzystujgca rodnik 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowy (DPPH). Zmiany stezenia rodnika sq w niej oznaczane
fotometrycznie, przy 517 nm. Wadg tej metody jest interferengia zaréwno przez zredukowang posta¢ rodnika jak i
Skfadniki badanej probki absombujgce Swiatto przy 517 nm. Dlatego, do oznaczania zmian stezenia rodnika DPPH
zastosowano chromatografie cienkowarstwowg. Celem pracy byto rozdzielenie réznych form DPPH za pomocg TLC oraz
zbadanie mozliwosci zastosowania tej techniki do oznaczania catkowitego potencjatu antyok sydacyjnego (CPA).

Stowa kluczowe: chromatografia cienkowarstwowa, TLC; 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl, DPPH; antyoksydanty;
catkowity potencjat antyoksydacyjny, CPA.

About the possibility of application of thin layer chromatography to the
measurements of the total antioxidant potential. Part I. Chromatographic conditions.

Abstract: The antioxidant activity of food samples usually is determined using the 1,1-diphenyl-2-pikrylohydrazyl radical
(DPPH). Changes of the radical concentration are determined photometrically at 517 nm. The disadvantage of this
method is the interference by the reduced form of radical as well as the sample components absorbing light at 517 nm.
Therefore, changes in the DPPH concentration where measured using thin layer chromatography. The aim of the study
was the separation of the different forms of DPPH using TLC and examine its applicability to the d etermination of the
total antioxidant potential (TAP).

Key words: thin layer chromatography, TLC; 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH; antioxidants; total antioxidant
potential, TAP.

1. Wprowadzenie
/introduction/

Wolne rodniki sg czasteczkami, jonami, atomami lub grupami atomoéw posiadajgcymi na powitoce
walencyjnej (lub na ostatnim orbitalu) jeden lub wiecej niesparowanych elektronéw, nadajacym im
wiasciwosci paramagnetyczne. Niektére z nich sg wysoce reaktywne, niestabilne, dazg do przytgczania
elektronéw lub wodoréw od otaczajacych ich czasteczek, prowadzac do ich utleniania. Wigze sie to ze
zmiang biochemicznych wiasciwosci utlenionych czasteczek. Wolne rodniki majg zdolno$¢ uszkadzania
struktury bton komdérkowych, lipidow, biatek i kwaséw nukleinowych w komdérce. W konsekwencji moze to
doprowadzi¢ do uszkodzenia funkcji zyciowych komoérek, tkanek organizmu i catego organizmu [1-3].

Rodniki odgrywaja wazng role w wielu dziatach chemii, biologii, medycyny i sg przedmiotem wielu
badan zwigzanych z problemami zdrowotnymi. Organizmy rozwinetly wiele mechanizméw obronnych, aby
chroni¢ sie przed dziataniami wolnych rodnikow. System obronny organizméw zywych przed wolnymi
rodnikami mozna podzieli¢ na trzy etapy: (i) zapobiegajacy ich wytwarzaniu (np. chelatory metali
przejsciowych - hemoglobina, laktoferyna), (ii) usuwajacy wolne rodniki (antyoksydanty lub zmiatacze
wolnych rodnikéw) oraz (iii) naprawiajacy uszkodzenia przez nie wywotane [4, 5]. Antyoksydanty sg
substancjami wystepujacymi w stezeniach niskich w poréwnaniu ze skfadnikami utleniajacymi i opdzniajg
badZz hamuja utlenianie spowodowane przez wolne rodniki. Utrzymanie réwnowagi pomiedzy ilo$cig wolnych
rodnikébw a antyoksydantami ma ogromne znaczenie dla zachowania zdrowia. Ekspozycja organizmu na
dziatanie wolnych rodnikdow okreslane jest mianem ,stresu oksydacyjnego”. Intensywnos$¢ stresu zalezy od
rodzaju i ilodci wolnych rodnikéw, sprawno$ci organizmu i zasobu antyoksydantéw istniejacych w
organizmie. Antyoksydanty tworzg bariere ochronng wystepujg zardwno w czesci hydrofobowej jak i
hydrofilowej (wodnej) znajduje sie w cytoplazmie komérek i ptynach pozakomoérkowych [3, 6, 7].
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Jedna z najczesciej stosowanych metod pomiaru sumarycznych wiasciwosci antyoksydacyjnych, ze
wzgledu na prostote, krétki czas analizy oraz stosunkowo wysoka doktadnos¢ i odtwarzalno$é wynikow, jest
metoda oparta o badanie stopnia przereagowania z probka rodnika DPPH (1,1 -difenylo-2-pikrylohydrazylu).
Wykorzystywana jest ona do pomiaru CPA (catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego) zywnosci, owocow,
sokoéw itp. Rodnik DPPH rozpuszcza sie wytacznie w rozpuszczalnikach organicznych, dlatego tez metoda
uniemozliwia oznaczenie antyoksydantéw o charakterze hydrofilowym. Pomiar CPA polega na dodaniu do
alkoholowego roztworu DPPH o barwie purpurowej, probki zawierajacej przeciwutleniacz, ktoéry redukuje
rodnik do DPPH-H zabarwiony na zétto. Zmiane barwy roztworu mierzy sie spektrofotometrycznie przy
maksimum absorbancji - 517 nm. [8-10, 19]. W pracy przedyskutowano mozliwo$¢ rozdzielania postaci
utlenionej i zredukowanej rodnika DPPH za pomocg TLC.

2. Czesc¢Eksperymentalna
/[Experimental/

2.1. Aparatura
[Apparatus/

Pomiary chromatograficzne technikg TLC zostaty wykonane przy uzyciu komér chromatograficznych
typu DS Il D (Chromdes, Lublin) o wymiarach 10 x 5 cm i 20 x 20 cm oraz ptytek szklanych pokrytych zelem
krzemionkowym NP (Silicagel 60 i Silicagel 60 F;s45) oraz ptytek szklanych pokrytych zelem krzemionkowym
modyfikowanymi grupami oktadecylowymi (RP-18WF3s45) (Merck, Niemcy), 5 x 10 cm, grubos¢ ztoza 0,25
mm. Plamki zamieniono na chromatogramy za pomocg skanera HP Scanjet G210 oraz pakietu
oprogramowania Scionimage oraz ImageJ [20].

2.2. Odczynniki chemiczne
/Chemicals/

Podczas badah wykorzystano nastepujace odczynniki: n-heksan cz.d.a., etanol cz.d.a 96,6 %,, 2-
propanol cz.d.a., wodoroortofosforandisodu, diwodoroortofosforan sodu (Chempur, Piekary Slaskie, Polska),
aceton cz.d.a (Stanlab, Lublin, Polska), metanol cz.d.a HPLC (Honeywell, Niemcy), dichlorometan HPLC, 33
% kwas solny cz.d.a., kwas galusowy (POCh, Gliwice, Polska), acetonitryl Chromasolv, DPPH (Sigma-
Aldrich, Niemcy). Wszystkie roztwory wodne wykorzystane w badaniach przygotowano stosujac wode
trojkrotnie destylowanag z kwarcu. W pracy stosowano 1 mM metanolowy roztwér DPPH.

2.3. Mozliwos¢ zastosowania skanerabiurowego w TLC
/The ability to use office scanner in TLC/

W pracy zbadano mozliwo$é zastosowania skanera biurowego do przeksztatcenia w forme cyfrowg
obrazu ptytki chromatograficznej [20]. Ptytki skanowane byty z rozdzielczoscig 300 DPI w trybie miliona
kolorow i zapisywane w formacie TIFF. Nastepnie wyniki byty poddawane obrébce: konwersji do skali
szarosci, przycieciu skanowanej plytkiiredukcji szumu za pomocag metody Savitzkyego-Golay’a [11].

3. Wyniki i dyskusja
/Results and Discussion/

3.1. Retencjarozpuszczalnikow
/Retention of solvents/

Rozpuszczalniki mozemy podzieli€ na polarne (np. woda, aceton) i niepolarne (np. heksan czy
czterochlorek wegla). Niepolarne charakteryzujg sie niska statg dialektryczng i momentem dipolowym. W
chromatografii czesto stosowanag miarag polarnosci sg wspotczynniki Hildebranda. Na R wptywa polarnosc¢
zarowno fazy ruchomej jak i prébki. W uktadzie faz prostych wzrost polarnosci rozpuszczalnika zwieksza Ry
[12, 13]. Skfadniki eluentéw moga by¢ tak samo zatrzymywane na ptytkach TLC jak inne (badane) zwigzki.
Zaktéca to pomiar chromatograficzny. Dlatego tez we wstepnej fazie badan sprawdzono powinowactwa
rozpuszczalnikow do fazy stacjonarnej. Na Rys. 1 i 2 oraz w Tabeli 1 pokazano odlegtosci przebyte przez
rézne rozpuszczalniki w czasie 5 min oraz czasy potrzebne na przebycie catej ptytki.
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1 = Acetonitryl
Aceton
Heksan
Etanol
Dichlorometan
2-propanol

2-propanol

Rys. 1. Odlegtosci przebyte przez ré6zne rozpuszczalniki na ptytce NP w czasie 5 min.
Fig. 1. Distance completed by different solvents on the NP plate in 5 min.

Rys. 2. Odlegtosci przebyte przez rézne rozpuszczalniki na ptytce RP-18WF,545 W czasie 5 min.

Fig. 2. Distance completed by different solvents on the RP-18WF,s45 plate in 5 min.

Tabela 1 Czasy, t [s], przebycia ptytki przez rozpuszczalniki.
Table 1 The migration times t [s], of plates by the solvents.

Rozpuszczalniki t [s]/ time
Solvents NP RP
2-propanol 1320 | 2032
etanol 860 -
heksan 456 390
aceton 244 365
dichlorometan - 1046
metanol - 648
acetonitryl - 268

Okazato sie, ze zaobserwowano te samg kolejnos¢ szybkosci poruszania sie rozpuszczalnikéw
wzdtuz obu plytek. Najpowolniejszy przeptyw, okoto 22 min dla ptytki NP i 33 min dla RP-18W,
zaobserwowano dla 2-propanolu (Tabela 1). Acetonitryl i aceton migrujg dosy¢ szybko przez ptytke RP-18W,
okoto 4,5 minuty. Wyniki te wskazujg na to, ze moze dojs¢ do niekontrolowanego rozdzielenia substancji
oznaczanej i pojawienia sie innych plamek wskutek rozdzielania rozpuszczalnikow. Dlatego nalezy unikac
mieszaniny wielu rozpuszczalnikéw i dobiera¢ proste fazy uktady.

3.2. Rozdzielanie réznych postaci DPPH za pomoca chromatografii cienkowarstwowej
/Separation of the different forms of DPPH by TLC/

Mozliwos¢ rozdzielenia réznych form DPPH zbadano stosujac rézne modyfikacje uktadu
chromatograficznego (i) fazy stacjonarne (NP lub RP), (ii) fazy ruchome, (iii) temperature, (iv) nasycenie lub
jego brak, komory, (v) krotno$¢ rozwijania oraz (vi) krotno$¢ niecatkowitego rozwijania. W Tabelach 2 (ptytki
NP) i 3 (ptytki RP-18W) przedstawiono zaleznos¢ wspdtczynnikdéw retencji i opéznienia réznych form rodnika
DPPH od stezen rozpuszczalnikow i wspdtczynnikow Hildebranda faz ruchomych (Tabela 4).
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Tabela 2. Warto$ci wspétczynnikéw retencji (k) i opdznienia (R¢) réznych form rodnika DPPH oraz stezenh

rozpuszczalnikow i wspotczynnikow Hildebranda (8) faz ruchomych w uktadzie faz normalnych.

Table 2. The values of retention (k) and delay (R;) coefficients of various forms of DPPH and
concentrations of solvents, and the Hildebrand (9) coefficients of mobile phases in the normal
phase systems.

Faza ruchoma Stezenie
Mobile phase ?)Z]emnu ) RipppH. RiopPH-H K pppH. K bpPH-H
heksan/aceton 14,52 7,6051 0,28 0,25 3,00 2,57
heksan/aceton 14,68 7,6087 0,36 0,31 2,23 1,78
heksan/aceton 14,82 7,6111 0,31 0,3 2,33 2,23
heksan/aceton 14,97 7,6139 0,24 0,21 3,76 3,17
heksan/aceton 15,11 7,6173 0,32 0,28 2,57 2,13
heksan/aceton 15,25 7,6213 0,39 0,34 1,94 1,56
heksan/aceton 15,97 7,6360 0,22 0,19 4,26 3,55
heksan/aceton 16,67 7,6469 0,24 0,205 3,88 3,17
heksan/aceton 17,36 7,6646 0,24 0,21 3,76 3,17
heksan/aceton 18,03 7,6786 0,17 0,145 5,90 4,88
heksan/aceton 18,69 7,6926 0,2 0,19 4,26 4,00
heksan/aceton 19,35 7,7027 0,32 0,28 2,57 2,13
heksan/aceton 20 7,7200 0,43 0,38 1,63 1,33
heksan/aceton 20,13 17,7224 0,31 0,27 2,70 2,23
heksan/aceton 20,26 7,7263 0,36 0,31 2,23 1,78
heksan/aceton 20,38 7,7280 0,28 0,26 2,85 2,57
heksan/aceton 20,51 7,7298 0,29 0,25 3,00 2,45
heksan/aceton 20,63 7,7329 0,34 0,3 2,33 1,94
heksan/aceton 24,81 7,8208 0,44 0,43 1,33 1,27
heksan/aceton 29,97 7,9294 0,52 0,49 1,04 0,92
heksan/aceton 34,98 8,0346 0,53 0,52 0,92 0,89
heksan/aceton 65,23 8,6696 1 1 1 1
aceton 100 9,4000 0,96 0,99 0,04 0,01
Ete(')‘aa”/acem”/ 40 8,9200 0,98 0,98 0,02 0,02
heksan/aceton/
EtOH 35,71 8,4669 0,71 0,66 0,4 0,51
heksan/EtOH 33,33 8,5991 0,8 0,8 0,25 0,25
icp;;%"’/‘gf’cl)g 27,78 9,1000 0,27 0,27 2,70 2,70
2-pr nol
: Cpet?ﬁ]a ol/ 33,33 9,9323 0,24 0,24 3,17 3,17
2-propanol 100 10,2000 0,89 0,89 0,12 0,12
acetonitryl/woda | 11 12,7108 1 1 0 0
acetonitryl/
MeOn y 11 11,9089 |1 1 0 0
acetonitryl 100 11,8000 1 1 0 0
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Tabela 3. Warto$ci wspétczynnikéw retencji (k) i opdznienia (R¢) réznych form rodnika DPPH oraz stezenh
rozpuszczalnikow i wspoétczynnikow Hildebranda (3) faz ruchomych w ukfadzie faz odwréconych.

Table 3. The values of retention (k) and delay (R;) coefficients of various forms of DPPH and
concentrations of solvents, and the Hildebrand () coefficients of mobile phases in the reversed
phase systems.

Rozpuszczalniki Stezenie
Solvents ?)Z]Etonu 6 RipppH. | RippPH-H K pppH. K pPPH-H
heksan/aceton 14,68 7,6087 0,43 0,47 1,33 1,11
heksan/aceton 15,25 7,6213 0,34 0,39 1,96 1,57
heksan/aceton 15,40 7,6234 0,41 0,46 1,44 1,17
heksan/aceton 20,00 7,7200 0,5 0,55 2,17 1,81
heksan/aceton 20,26 7,7263 0,44 0,49 1,28 1,03
aceton 100 9,4 1 1 0 0
2-propanol 100 10,2 0,86 0,86 0,16 0,16
acetonitryl 100 11,8 0,95 0,98 0,05 0,02
Rozpuszczalniki I\Sﬂtgéi'n[';)] S RipppH. | RioppH-H K bppH. K bPPH-H
acetonitryl/MeOH | 4,76 11,8524 | 0,95 0,99 0,05 0,01
acetonitryl/MeOH | 9,91 11,9089 | 0,96 0,99 0,04 0,01
acetonitryl/MeOH | 15,25 11,9683 | 0,96 0,98 0,04 0,02
acetonitryl/MeOH | 20,00 12,02 0,93 0,95 0,08 0,05
acetonitryl/MeOH 12,1654

33,33 5 0,95 0,96 0,05 0,04
MeOH 100 12,9 0,91 0,94 0,1 0,07
Rozpuszczalniki \?Vtggjr[];/s] ) RioppH. | RipppH-H K pppH. K bPPH-H
MeOH/woda 1,96 13,0620 | 0,85 0,91 0,18 0,1
MeOH/woda 2,91 13,1430 | 0,86 0,9 0,16 0,11
MeOH/woda 3,85 13,2115 | 0,85 0,89 0,18 0,13
MeOH/woda 13,2855

4,76 6 0,91 0,94 0,1 0,07
MeOH/woda 9,91 13,7019 | 0,83 0,87 0,2 0,15
MeOH/woda 13,04 13,9562 | 0,62 0,67 0,62 0,49
MeOH/woda 13,79 14,0169 | 0,61 0,66 0,64 0,51
MeOH/woda 14,53 14,0769 | 0,72 0,71 0,39 0,42
MeOH/woda 15,11 14,1239 | 0,65 0,69 0,54 0,45
MeOH/woda 15,25 14,1393 | 0,71 0,76 0,41 0,32
MeOH/woda 15,40 14,1474 | 0,65 0,7 0,54 0,43
MeOH/woda 15,54 14,1639 | 0,59 0,62 0,68 0,61
MeOH/woda 15,82 14,1814 | 0,66 0,7 0,51 0,43
MeOH/woda 15,97 14,196 0,63 0,69 0,59 0,45
MeOH/woda 16,67 14,2443 | 0,59 0,66 0,54 0,45
MeOH/woda 20,00 14,52 0,6 0,67 0,66 0,5
Rozpuszczalniki \?Vtggjr[];/; 3 RipppH. | Rf pPPH-H K pppH. K bPPH-H
acetonitryl/woda 9,91 12,7108 | 0,92 0,95 0,08 0,05
acetonitryl/woda 14,38 13,1230 | 0,94 0,95 0,07 0,05
acetonitryl/woda 14,53 13,1368 | 0,85 0,95 0,18 0,05
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acetonitryl/woda 14,68 13,1524 | 0,86 0,96 0,16 0,04
acetonitryl/woda 15,25 13,2076 | 0,94 0,96 0,07 0,04
acetonitryl/woda 31,03 14,6473 | 0,49 0,56 1,03 0,8

acetonitryl/woda 32,89 14,8259 | 0,4 0,45 0,9 1,22
acetonitryl/woda 33,33 14,8652 | 0,42 0,48 1,41 1,08
acetonitryl/woda 34,21 14,9473 | 0,53 0,42 0,9 1,36
acetonitryl/woda 35,48 15,0642 | 0,34 0,39 1,93 1,55
acetonitryl/woda 40,12 15,4910 | 0,26 0,34 2,78 1,96

Tabela 4. Wartosci wspétczynnika Hildebranda czystych rozpuszczalnikow.
Table 4. The values of Hildebrand parameters of pure solvents.

Rozpuszczalnik
/Solvent/

) 7,3 9,4 10,2 11,2 11,8 12,9 21

heksan | aceton | 2propanol | etanol [ acetonitryl | metanol | woda

Dobierajac rozpuszczalnik(i) o odpowiednim wspétczynniku Hildebranda mozna sterowac retencjg i
selektywnosciag rozdzielania. Na Rys. 3 zostaty przedstawione zaleznosci wspétczynnika opdznienia DPPH,
Ri, od wspdtczynnika Hildebranda § fazy ruchomej. Najwieksze warto$ci Rppppy  Otrzymano dla
wspoétczynnikéw Hildebranda réwnych ok. 12.

1,0
y=-0,0399x + 1,4267
0,8 F R? = 0,6905
06 F
o !
04 } y=0,332x-2,126
! R? = 0,969
] ® Rf heksan/aceton
y=-0,248x + 4,151
02 F @ Rf ACN/MeOH R?=0,924
i @ ACN/MeOH/HOH
0,0 Il Il Il Il
7 9 11 13 15

d

Rys. 3. Wptyw wspdtczynnika Hildenbranda na warto$ci R;. Warunki chromatograficzne: ptytka RP-18W,
20°C, wysycona komora.

Fig. 3. The influence of Hildebrand parameter on R; values. Chromatographic conditions: plate - RP-18,
temp. - 20°C, chamber - saturated.
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3.3. Doboér fazy ruchomej do rozdzielania dwéch form rodnika DPPH
/Selection of the mobile for the separation of two forms of the DPPH radical/

Najlepsze rozdzielanie DPPH od DPPHH, zarbwno na ptytkach RP jak i NP, uzyskano dla mieszaniny
dwusktadnikowej heksan — aceton (80:20 v/v). Na ptytkach RP zaobserwowano brak elucji (Rf = 0) rodnika
DPPH gdy fazg ruchoma byt czysty heksan. Minimum retencji (R; = 1) i rozdzielenia z kolei otrzymano dla
metanolu, acetonitrylu, acetonu, dichlorometanu oraz 2-propanolu. W przypadku mieszanin
dwusktadnikowych takich jak metanol - woda od 5 do 10 % wody nastepuje spadek wspotczynnika
op6znienia, od 0,9 do 0,8. Powyzej 20% wody plamka DPPH" ulega catkowitemu rozmyciu. A zatem
wspotczynnik opdznienia maleje, wraz ze wzrostem stezenia rozpuszczalnika bardziej polarnego. Dodatek
wody spowodowat nieznaczne rozdzielenie dwéch form od siebie. Lepsze rozdzielenie otrzymano w uktadzie
heksan — aceton. Wraz ze wzrostem acetonu od 15-20 % wspdiczynnik opdznienia wzrasta. Plamki
pochodzace od obu form nie sg do konca rozdzielone, ale obie barwy sg bardzo wyrazne. Wspoétczynnik
opdznienia miesci sie w graniach 0,4-0,5. Stosowanie innych faz ruchomych, takich jak acetonitryl/woda czy
acetonitryl/metanol nie poprawiato rozdzielania. Dodatek wody (10 do 15%) wspdiczynnik opdéznienia.
Wzrost zawartosci wody powyzej 30% zmniejszat Ry i zmieniat kolejnos¢ wymywania (DPPH-H > DPPH).

Roéwniez na ptytkach NP nie zaobserwowano elucji (Rf = 0) dla heksanu. Dla acetonu, dichlorometanu,
2-propanolu, dichlorometanu/metanolu oraz dichlorometanu/etanolu zaobserwowano minimalng retencje (Rt
= 1) DPPH'". Najlepsze rozdzielenie otrzymano dla mieszaniny heksan/aceton (ok. 32% acetonu). Wzrost
stezenia acetonu (powyzej 65%) likwiduje retencje (Rys. 4).

1,0 —

08 F

06

Y-

(a4

04

02

O'O A L A L A L A L
0 20 40 60 80 100

c [%]

Rys. 4. Zalezno$S¢ wspdtczynnik opdznienia (Rf) DPPH od stezenia acetonu. Warunki chromatograficzne:
faza ruchoma — aceton-woda, ptytka - NP, temp. - 20°C, komora - wysycona.
Fig. 4. The dependence of delay factor (Rf) of DPPH on acetone concentration. Chromatographic conditions:
mobile phase - acetone-water, plate - NP, temp. - 20°C, chamber - saturated.

3.4. Rozdzielanie dwéch form rodnika DPPH za pomoca HPLC/UV
/Separation of two forms of DPPH using HPLC/UV/

Do rozdzielania formy utlenionej od zredukowanej rodnika DPPH mozna zastosowa¢ wysokosprawng
chromatografie cieczowa (HPLC). Na rys. 5 przedstawiono chromatogram 1 mM DPPH po reakcji z kwasem
galusowym (faza ruchoma - metanol/woda, 80:20, Wv) oraz skan ptytki RP-18W rozwinietej mieszaninie
heksan/aceton. Wynika z niego, ze wiekszg selektywnoscig charakteryzuje sie¢ HPLC niz TLC. Plamki TLC
nie sg dobrze rozdzielone. Dodatkowe piki/plamki spowodowane sa przez zanieczyszczenia i/lub produkty
utlenienia/redukcji DPPH.
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3.5. Rozwijanie plytek
/Developing of TLC plates/

Do najwazniejszych metod rozwijania chromatograméw w TLC zaliczamy metode mikrocyrkulaciji,
wstepujaca, spltywowaq (zstepujaca), horyzontalna, dwukierunkowa (2-D, dwuwymiarowg), kotowa [14, 15].
Dob6r odpowiedniej techniki rozwijania w duzej mierze wptywa na retencje prébki. Do najczesciej
stosowanych technik zalicza sie stopniowe rozwijanie, rozwijanie wielokrotne, gradientowe, ,stref klinowych”,
poziome [16, 17]. Na Rys. 6 przedstawiono wielokrotne rozwijanie tej samej ptytki NP za pomocg tego
samego rozpuszczalnika. Okazato sig, ze technika ta jest nieskuteczna, nie uzyskano lepszego rozdzielenia
DPPH’ (plamka fioletowa) od DPPH-H (plamka o barwie zéttej). To samo dotyczy rozwijania stopniowego i
dwukierunkowego.

3.6. Retencja DPPHw komorzewysyconej i niewysyconej
/Retention of DPPH in the saturated and unsaturated chamber/

Retencja prébki zalezy od jej oddziatywania zaréwno z fazg ruchomg jak i stacjonarna. Z kolei
oddziatywanie sktadnikow obu tych faz zalezy od stopnia wysycenia komory (zwilzenia fazy stacjonarnej).
Duzy wptyw na wspoétczynnik retencji, k, ma stopien nasycenia komory parami rozpuszczalnika. Wykazano,
ze dla dwuskfadnikowego rozpuszczalnika, heksan/aceton najlepiej jest zastosowac ptytke w wysyconej
komorze (rys. 7).
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Rys. 5. HPLC chromatogram oraz skan ptytki chromatograficznej TLC 1 mM DPPH po czesciowej redukcji
kwasem galusowym. Warunki chromatograficzne HPLC: kolumna - COSMOSIL 5 ym, 4,6 x 250 mm, 5C18—
AR-Il (Waters), temp. - 5°C, faza ruchoma - metanol/woda (80:20, V/v), szybko$¢ przeptywu - 1 ml/min,
detektor - UV 517 nm. Warunki chromatograficzne TLC: ptytka - RP-18W, obj. nastrzyku - 30 pl, temp. - 5°C,
faza ruchoma - heksan/aceton (80:20% wV), komora - wysycona.
Fig. 5. HPLC chromatogram and scan of the TLC chromatographic plate of 1 mM DPPH after its partial
reduction by gallic acid. Chromatographic conditions, HPLC: column - Cosmosil 5 mm, 4.6 x 250 mm, 5C18-
AR-Il (Waters), temp. - 5°C, mobile phase - methanol / water (80:20, v/v), flow rate - 1 ml/min., detector - UV
517 nm. Chromatographic conditions, TLC: plate - RP-18W, volume - 30 /4, temp. - 5°C, mobile phase -
hexane / acetone (80:20% v/v), chamber - saturated.
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Rys. 6. TLC chromatogram 1 mM DPPH. Warunki chromatograficzne: ptytka - NP, temp. - 20°C, faza
ruchoma — heksan/aceton (80:20% w/\v), komora - wysycona.
Fig. 6. TLC chromatogram of 1ImM DPPH. Chromatographic conditions: plate - NP, temp. - 20°C, mobile
phase — hexane/acetone (80:20% v/v), chamber - saturated.
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Rys. 7. Zalezno$é wspodtczynnika retencji k utlenionej i zredukowanej formy rodnika DPPH™ od stanu
wysycenia komory chromatograficzne;.

Fig. 7. The dependence of retention coefficient k of oxidized and reduced forms of DPPH’ on the state of
saturation of the chromatographic chamber.

3.7. Wplyw temperatury na rozdzielenie dwoéch form DPPH
[Effect of temperature on the separation of the two forms of the DPPH radicals/

Temperatura wptywa na sprawnos¢ (zmniejszenie lepkosci rozpuszczalnika), retencje i selektywnos¢
rozdzielania chromatograficznego. W Tabeli 5 przedstawiono zalezno$¢ wspétczynnika retencji k od
temperatury, w zakresie od —26°C do +20°C. Najwyzsze wspdtczynniki retencji otrzymano w -10°C dla pytki
RP-18W, za$ dla ptytki NP w +5°C. W trakcie trwania procesu chromatograficznego zmiana temperatury
spowodowata wystgpienie réznych zmian w rozdzielczosci i tempie migracji czasteczek badanego zwigzku.
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Tabela 5. Warto$¢ wspotczynnika retencji, k, oraz wspétczynnika selektywno$ci, a, dla dwéch form rodnika
DPPH na réznych ptytkach w zalezno$ci od temperatury.

Table 5.The retention, k, and selectivity, a, coefficients of two forms of DPPH radicals at different plates and
temperatures.

tem‘ff&"t”ra 26 | 20 | a5 | -0 | +5 | +20
RP

Koporr 135 | 141 | 152 | 312 | 250 | 1.28

K bppHn 116 | 1,19 | 1.28 | 2,50 | 2,03 | 103

pp— 116 | 119 | 119 | 1.25 | 1.23 | 124
NP

K oprry 232 | 3.60 | 2.60 | 2,79 | 548 | 3.33

K opprm 2.00 | 201 | 2.22 | 232 | 404 | 2,79

P 116 | 1,24 | 1.21 | 1.20 | 1,36 | 1,19

Zaleznos¢ wspodtczynnika selektywnosci od temperatury opisuje réwnanie van’t Hoffa:

k, AAH®  AAS®
na=n—= — +
k., RT R

gdzie: a —wspétczynnik selektywnosci, AAH®, AAS® — zmiana entalpii i entropii procesu, k — wspétczynnik
retencji, R — stata gazowa, T — temperatura [K].

Brak liniowej zaleznosci Ina od 1/T sugeruje, ze retencja DPPH nie jest opisana jednym mechanizmem
oddziatywan.

4. Wnioski
/Conclusions/

TLC mozna zastosowa¢ do rozdzielenia formy utlenionej rodnika DPPH od zredukowanej DPPH -H.
Najkorzystniejsze warunki wystepujg przy zastosowaniu dwusktadnikowej fazy ruchomej heksanu/acetonu
(80:20% V/v) w uktadzie faz odwroconych. Temperatura ma wplyw na selektywnosé rozdzielania. W czesci 2
pracy przedstawiona zostanie mozliwosé zastosowania chromatografii cienkowarstwowej do oznaczania
catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (CPA) réznych gatunkéw mies.

5. Literatura
/References/

[1] P. Socha, Zastosowanie zmiataczy wolnych rodnikéw w leczeniu choréb przewodu pokarmowego i w
leczeniu zywieniowym dzieci, Pediatria Wspoétczesna. Gastroenterologia, Hepatologia i Zywienie
Dziecka, 3, 2, 129-133, 2001.

[2] B.K. Glod, P. Piszcz, I. Kiersztyn, A. Lamert, P. Zarzycki, Zastosowanie HPLC do oznaczania wolnych
rodnikéw, antyoksydantéw oraz catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego, Postepy Chromatografii,
Monografia nr 111, 41-66, wydawnictwo Akademia Podlaska, 2009.

[3] V. Jakus, The role of free radicals, oxidative stress and antioxidant systems in diabetic vascular
disease, BratislavskélLekarskelListy, 101, 10, 541-551, 2000.

[4] E. Sywenki, M. Grybo$, Disease of Free Radicals, Chorobawolnychrodnikéw, Advances in Clinical and
Experimental Medicine, 14, 3, 573-582, 2005.

[5] S. Ziemlanski, M. Wartanowicz, Rola antyoksydantéw zywieniowych w stanie zdrowia i choroby,
Pediatria Wspétczesna. Gastroenterologia, Hepatologia i Zywienie Dziecka, 1, 2/3, 97-105, 1999

[6] H. Puzanowska-Tarasiewicz, L. Kuzmicka, Tarasiewicz, Antyoksydanty a reaktywne formy tlenu,
Bromatologia i Chemia Toksykologiczna, 43, 1, 9-14, 2010.

[71 A.R. Ndhlala, M. Moyo, J. V. Staden, Natural antioxidants: Fascinating or mythical biomolecules?,
Molecules, 15, 6905-6930, 2010.

[8] K. Mishra, H. Ojha, N. K. Chaudhury, Estimation of antiradical properties of antioxidants using DPPH
assay: A critical review and results, Food Chemistry, 130, 1036-1038, 2012.

[9] P. Molyneux, The use of the stable free radical diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) for estimating
antioxidant activity, Songklanakarin Journal of Science and Technology, 26, 2, 211-219, 2004.

Vol. 7, No 1/2015 Camera Separatoria



51

[10]

[11]

[12]
[13]
[14]
[15]
[16]
[17]
[18]
[19]

[20]

P. lonita, Is DPPH Stable Free Radical a Good Scavenger for Oxygen Active Species?, Chemical
Papers, 59, 1, 11-15, 2005.

M. Zarzycka, Praca doktorska, Zastosowanie termostatowanej mikrochromatografii cienkowarstowej
dla celow analizy farmaceutycznej, Zaktad Toksykologii | Bioanalityki na Wydziale Budownictwa i
Inzynierii Srodowiska Politechniki Koszalinskiej, Koszalin 2011.

J.C. Touchstone, J. C. Chen, K. M. Beaver, Improved separation of phospholipids In Thin Layer
Chromatography, LIPIDS, 15, 1, 61-62, 1979.

Z. Witkiewicz, Podstawy chromatografii, 232-275, Wydawnictwa Naukowo Techniczne, Warszawa
2000.

M.F. Striegel, J. Hill, Thiny-Layer Chromatography for Binding Media Analysis, The Getty
Conservation Institute, Los Angeles, 1996.

L. Ciesla, M. Waksmundzka-Hajnos, Multidimensional and multimodal separations by HPTLC in
phytochemistry, in High Performance Thin-Layer Chromatography (HPTLC), M.M. Srivastava, Ed.,
Springer, Berlin, Germany, 69-92, 2011.

J. Sherma, B. Fried, Handbook of Thin-Layer Chromatography, Marcel Dekker, Inc, New York, 2003.
R. Kocjan, Chemia analityczna. Podrecznik dla studentdw. Analiza instrumentalna 2, Wydawnictwo
Lekarskie PZWL, Warszawa 2000.

M. Kowalczyk, Praca doktorska, Cholany jako uktady samoorganizujace sie w technikach
rozdzielczych, Instytut Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk, Warszawa 2009.

P.M. Wantusiak, P. Piszcz, M. Skwarek, B.K. Gtéd, Wiasciwosci antyoksydacyjne miodéw
wyznaczone metodami chromatograficznymi, Camera Separatoria, 3, 2, 297-317, 2011.

B.K. Gtod, P.M. Wantusiak, P. Piszcz, E. Lewczuk, P.K. Zarzycki, Application of micro-TLC to the total
antioxidant potential (TAP) measurement. Food Chemistry, 173, 749-754, 2015.

Vol. 7, No 1/2015 Camera Separatoria



