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CWICZENIE

Oznaczanie sumy zwigzkow fenolowych pochodzenia roslinnego
w naparach roslinnych z zastosowaniem uktadu przeptywowego
i detekcji chemiluminescencyjnej

(Opracowata: mgr Izabela Wysocka)

Cel ¢wiczenia:

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie sie z budowa, zasadg dziatania oraz wykorzystaniem
uktadu przeptywowego z jednoczesnym wstrzykiwaniem odczynnikdw i detekcjg
chemiluminescencyjng (MPFS-DID-CL) do oznaczania sumy zwigzkéw fenolowych pochodzenia
roslinnego (w przeliczeniu na mg kwasu galusowego) w naparach herbat i kaw.

Wprowadzenie:

Rozwéj analizy przeptywowe] zawdziecza sie badaniom Leonarda T. Skeggs’a
z 1957 roku, ktory zaproponowat mozliwos¢ analizy prébek w sposob ciggty, bez koniecznosci
stopniowego pomiaru i dodawania odczynnikdow [1]. Na przestrzeni lat wielu badaczy
opracowywato nowe, coraz bardziej zaawansowane metody przeptywowe, poszerzajac
mozliwosci tej techniki. Uktady przeptywowe z wykorzystaniem mikropomp pulsowych (MPFS)
zostaty wprowadzone do praktyki analitycznej w 2002 roku przez dwie grupy naukowcéw
z Wydziatu Farmacji Uniwersytetu w Porto (Portugalia) i Piracicaba (Brazylia) [2].

Uktad przeptywowy z jednoczesnym wstrzykiwaniem odczynnikdw i detekcjg
chemiluminescencyjng (MPFS-DID-CL) zbudowany jest z mikropomp pulsowych, przewodéw
wykonanych z teflonu, naczynka pomiarowego z komorg reakcyjno-detekcyjng oraz detektora
chemiluminescencyjnego. Pompy o pojemnosci 20 pL stuzg do wstrzykiwania roztworéow
probki i odczynnika chemiluminescencyjnego do naczynka pomiarowego, zas pompa
o pojemnosci 50 pL jest wykorzystywana do przeptukiwania naczynka pomiarowego woda
po zakoiczonym pomiarze [3].

Naczynko pomiarowe wykonane jest z teflonu. W jego wnetrzu znajduje sie komora
reakcyjno-detekcyjna w ksztafcie stozka, do ktérej wstrzykiwane sg jednoczesnie roztwory
odczynnikéw i prébki. Jest ona zamknieta przezroczystym, szklanym okienkiem i skierowana



na fotopowielacz. W poblizu okienka, naprzeciwko siebie, znajdujg sie dwa otwory wlotowe,
ktorymi dostarczane sg odczynniki. Otwér wylotowy znajduje sie w gornej czesci stozka
i odpowiada za odprowadzenie mieszaniny reakcyjnej z uktadu. Schemat uktadu
przeptywowego i zdjecie naczynka pomiarowego przedstawiono na rysunku 1.
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Rysunek 1. Schemat uktadu przeptywowego z jednoczesnym wstrzykiwaniem odczynnikow i detekcjg
chemiluminescencyjng (MPFS-DID-CL)

Chemiluminescencja polega na emisji kwantéw $wiatta podczas zachodzenia
niektérych reakcji chemicznych. Natezenie promieniowania emitowanego jest funkcjg stezen
substancji biorgcych udziat w reakcji. Z tego powodu pomiar tej wielkosci wykorzystywany jest
do celéw analitycznych. Detekcja chemiluminescencyjna umozliwia uzyskanie odtwarzalnych
i precyzyjnych wynikéw w krétkim czasie [4].

Zwigzki fenolowe pochodzenia roslinnego to wtdrne metabolity roslin o mniej
lub bardziej skomplikowanej budowie, charakteryzujgce sie obecnoscig wielu grup
hydroksylowych przy pierscieniu aromatycznym. Taki uktad nadaje czasteczce wihasciwosci
przeciwutleniajgce, co pozwala chroni¢ komérki i tkanki w ciele cztowieka przed szkodliwym
dziataniem reaktywnych form tlenu [5]. Bogatym zrédtem zwigzkéw fenolowych w diecie
sg owoce, warzywa oraz napoje pochodzenia roslinnego, takie jak herbata (zielona, biata
i czarna), kawa czy napary ziotowe [6]. Przedstawicielem tych substancji jest kwas galusowy
(rys. 2), ktéry jest silnym przeciwutleniaczem i czesto wykorzystywany jest jako substancja
wzorcowa podczas oznaczania sumarycznej zawartosci zwigzkédw fenolowych pochodzenia
roslinnego.
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Rysunek 2. Wzdr kwasu galusowego

Aparatura i sprzet laboratoryjny:

uktad przeptywowy, sktadajacy sie z:

o 4 elektromagnetycznych mikropomp pulsowych o objetosciach nominalnych 20 L

oraz 50 pL (Cole-Parmer, USA),

o przewoddéw PTFE o Srednicy wewnetrznej 0,8 mm (Cole-Parmer, USA),
o naczynka pomiarowego z komorg reakcyjno-detekcyjng (KSP, Polska),

komputer wraz z oprogramowaniem w jezyku programowania Delphi,
waga analityczna AS 220.R2 (RADWAG, Radom, Polska),

system oczyszczania wody Mili-Q (Millipore, USA),

mikropipety o pojemnosci: 10 — 100 pL, 100 — 1000 pL, 500 — 5000 pL (Eppendorf, Niemcy),
kolby miarowe o objetosci 10 mL, 50 mL, 250 mL, 500 mL,

zlewki szklane,

cylinder miarowy,

pipety Pasteura,

tyzeczki,

bagietki szklane,

szkietka zegarkowe,

probéwki,

statyw do probowek,

taznia wodna,

czajnik laboratoryjny.

Odczynniki:

etanol (POCH, Gliwice, Polska),

heksametafosforan(V) sodu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy),
kwas galusowy (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy),

kwas ortofosforowy(V) (POCH, Gliwice, Polska),

manganian(VII) potasu (POCH, Gliwice, Polska),

mréwczan sodu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy).



Wykonanie éwiczenia:

I. Przygotowanie roztworow.
1. 90 % roztwér etanolu.

Aby sporzadzi¢ 90% roztwor etanolu nalezy wla¢ 235 mL etanolu o stezeniu 96 % do kolby
o objetosci 250 mL i uzupetni¢ wodg Milli-Q do kreski.

2. 6-molowy roztwor kwasu ortofosforowego.

6-molowy roztwoér kwasu ortofosforowego(V) przygotowuje sie poprzez rozciericzenie 201 mL
stezonego 85% roztworu kwasu ortofosforowego(V) wodg Milli-Q w kolbie o objetosci 500 mL.
Roztwdr nastepnie nalezy ostudzié¢ do temperatury pokojowe;j.

3. 0Odczynnik chemiluminescencyijny.

Nanokoloidowy roztwdr manganu(lV) o stezeniu 1,7 mol/L, sporzadza sie poprzez odwazenie
0,2 g manganianu(VII) potasu i 0,2 g mréwczanu sodu. Substancje nastepnie rozpuszcza sie
w 50 mL wody Milli-Q i dokfadnie miesza. pH roztwordéw reguluje sie do wartosci 6,8 za pomocg
roztworu wodorotlenku sodu i kwasu ortofosforowego(V). Tak przygotowane roztwory miesza
sie ze sobg i odstawia na 30 minut, w celu catkowitego wytracenia tlenku manganu(IV).
Powstaty osad odsgcza sie prdozniowo i przemywa trzykrotnie wodg Milli-Q. Odwazone
0,2 g osadu tlenku manganu(lV) rozpuszcza sie w 500 mL kwasu ortofosforowego(V) o stezeniu
6 mol/L. Otrzymany roztwdr umieszcza sie w tazni ultradZzwiekowej na 24 godziny.

Nastepnie nalezy odwazy¢ 1,5 g heksametafosforanu(V) sodu o wzorze (NaPOs)e i rozpuscié
w 50 mL nanokoloidowego roztworu manganu(lV) o stezeniu 1,7 mol/L.

4. Roztwor wzorcowy kwasu galusowego.

Aby przygotowac roztwdr wzorcowy kwasu galusowego o stezeniu 1 mg/mL, nalezy rozpuscié
0,01 g substancji w 10 mL 90% etanolu. Tak przygotowany roztwér nalezy przechowywad
w ciemnym miejscu.

5. Roztwory do krzywej kalibracyjnej.

Roztwory do krzywej kalibracyjnej nalezy przygotowaé poprzez rozciericzenie roztworu
wzorcowego kwasu galusowego 90% etanolem w zakresie stezeri 10 — 350 ng/mL (10 ng/mlL,
50 ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL, 350 ng/mL).

Il. Przygotowanie probek naparow kaw i herbat.

1. Na wadze analitycznej odwazy¢ po 1 g wybranych herbat i kaw, a nastepnie zaparzyé
w 100 mL wody o temperaturze 80°C. Po 5 minutach parzenia ostudzié napary w tazni
wodnej do temperatury pokojowe;j.

2. Przed dokonaniem analizy otrzymane napary prébek herbat i kaw nalezy rozcienczyé
90 % roztworem etanolu w odpowiednich proporcjach:



Badana probka Krotnos¢ rozcieniczenia
Herbata owocowa 1:500
Herbata zielona 1:4 000
Herbata czarna 1:4 000
Kawa mielona 1:4 000
Kawa rozpuszczalna 1:4 000

Przygotowanie aparatu MPFS-DID-CL do pracy.

Przed przystgpieniem do pracy nalezy przeptuka¢ uktad pomiarowy. Najpierw uktad

przeptukiwany jest woda Milli-Q a nastepnie badanym roztworem. Miedzy prébkami uktad

nalezy przeptuka¢ 90% etanolem.

. Przeprowadzenie analizy

Zarejestrowac po 5 sygnatéw chemiluminescencyjnych dla kazdego roztworu krzywej
kalibracyjnej i sporzadzi¢ wykres kalibracyjny.

Zarejestrowa¢ po 5 sygnatéw chemiluminescencyjnych dla kazdej prébki naparu
roslinnego.

Opracowanie wynikow:

1.

Odczytaé wartosci sygnatéw analitycznych. Wyznaczy¢ wartos¢ srednig z wykonanych
pomiardow. Obliczy¢ odchylenie standardowe i wspotczynnik zmiennosci (CV).

Sporzadzi¢ wykres krzywej kalibracyjnej dla kwasu galusowego w zakresie stezen
10 — 350 ng/mL. Podac¢ rownanie krzywej i wspotczynnik determinacji.

Przedstawi¢ wyniki uzyskane podczas analizy probek herbat i kaw. Na podstawie wykresu
kalibracyjnego obliczy¢ catkowitg zawartos¢ zwigzkdw fenolowych pochodzenia roslinnego
w prébkach, w przeliczeniu na miligramy kwasu galusowego w 100 mL naparu. Nalezy
pamietac o uwzglednieniu rozcienczenia.

Sformutowac wnioski dotyczgce zawartosci zwigzkdw fenolowych pochodzenia roslinnego
w poszczegblnych rodzajach herbat i kaw oraz opisa¢ zalety stosowanej metody
przeptywowej.



Wymagania:

1. Budowa ukfadu przeptywowego z jednoczesnym wstrzykiwaniem odczynnikéw i detekcjg
chemiluminescencyjng (MPFS-DID-CL).

Zjawisko chemiluminescencji — ogdlna charakterystyka.

Rodzaje luminoforéw stosowanych w analizie chemicznej.

Zalety przeptywowych metod chemiluminescencyjnych.

v W

Zwigzki fenolowe — ogodlna charakterystyka (budowa, podziat, wiasciwosci i zrddta
pochodzenia).
6. Wzdr kwasu galusowego.
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