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Streszczenic, Wykorzystujge metodg kapilarne) elektroforezy strefowe) przeprowadzono
rozdzia! kwasow fenolowych w granulacie keratyno-koro-mocznikowym (KKM), ustalajac warunki
tego rozdzialu.

Slowa kluczowe: kwasy fenolowe, kapilarna clektroforeza strefowa, granulat keratyno-
koro-mocznikowy (KKM).

WSTEP

Granulat keratyno-koro-mocznikowy (KKM) jest produktem wytworzonym
z odpad6w przemystowych kory drzew i pidr drobiu traktowanych mocznikiem
wedlug metody opracowanej przez Wolskiego i Glinskiego [12-14].

Granulat ten moze by¢ stosowany jako nawoéz organiczno-mineralny [12-14],
a jego ekstrakty sluza do ochrony roslin {9,15-17].

Z uwagi na wymierne korzy$ci dzialania granulatu KKM wazna jest jako-
ciowa ocena zawartosci w nim kwasoéw fenolowych.

Celem pracy bylo wyznaczenie standardowych warunkéw analizy jakoscio-
wej kwaséw fenolowych zawartych w granulacie KKM, w oparciu o przeprowa-
dzong analize rozdzialu mieszaniny 14 wzorcow kwasow fenolowych, stosujac
metode kapilarne) elektroforezy strefowe;.
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MATERIALY | METODY

Do oceny jakosciowej zawartosci kwasow fenolowych zastosowano kapilarng
elektroforeze strefowg. Metoda ta wykorzystuje zjawisko kinetyczne polegajace
na ruchu obdarzonych ladunkiem czastek fazy rozproszonej w srodowisku rozpra-
szajacym pod wplywem przyloZzonego pola elektrycznego. [1-8,10,11].

Analizie poddano pojedyncze wzorce kwaséw fenolowych jak i ich mieszani-
ng skladajaca sig z 14 kwaséw pochodnych kwaséw: benzoesowego: (1) salicy-
lowy, (2) p-hydroksybenzoesowy, (3) gentyzynowy, (4} protokatechowy, (5) ga-
lusowy, 6) wanilinowy, (7) izo-wanilinowy, (8) syringowy, oraz kwasu cynamo-
nowego: (9) m-kumarynowy, (10) p-kumarynowy, (11} kawowy, (12) felurowy,
(13) synapisowy, (14) chorogenowy. Wzorce kwasow fenolowych zostaly roz-
puszczone w metanolu.

Ekstrakt pranularu KKM zostal przygotowany przez rozpuszczenie go w me-
tanolu w stosunku wagowym granulat:metanol 1-10 [18].

Proces analizy prowadzono na lektroforezerze, w sklad ktérego:

e detektor — Linear UVIS 200. Linear Instruments Co. USA,

e zrodlo wysokiego napigecia — HNC 6M - 30000. F.u.G. Elektronic GmbH,

e kapilara — kwarcowa pokryta z zewnatrz polimerem o $rednicy wewngtrznej 50
pm, diugosé 60,3 cm.

Jako substancj¢ tworzaca srodowisko rozpraszajace w procesie elektroforezy
zastosowano bufor fosforanowy. Otrzymano go w wyniku zmieszania ze sobg
NaH2PO4 o stezeniu 0,01 M i Na2ZHPO4 o stgzeniu 0,006M. Oczekiwane warto-
sci pH byly otrzymywane przez dodanie do NaH2PO4 odpowiedniej ilosci
Na2HPO4 i sprawdzenie pH. W wyniku stosowania buforu zawierajacego cyklo-
dekstryng o stezeniu 0,025M, najpierw ustalano pH dopiero potem dodano sur-
faktantu. W kazdym wypadku gdy wprowadzano do aparatury nowy bufor, pod-
dawano go filtracji.

Preparatyka doswiadczenia rozpoczynala si¢ od przygotowania aparatu, ktore
polegalo na umyciu kapilary w nastepujacy sposob: woda (10 min.), metanolem
(10 min.), 1 N NaOH (10 min.), woda (5 min.) i stosowanym buforem (5 min.).
Natomiast pomigdzy poszczegdlnymi dozowaniami kapilara byla myta w naste-
pujacy sposob: 1 N NaOH (10 min.), woda (5 min.) i buforem (5 min.).

Przed przystapieniem do analizy granulatu KKM przeprowadzono doswiad-
czenia na pojedynczych kwasach fenolowych i ich mieszaninie wzorcowej, ktdre
moga by¢ obecne w granulacie. Wzorce otrzymano przez rozpuszczenie ich (kaz-
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dego z osobna) w 70% metanolu. Po uzyskaniu optymalnych warunkéw analizy
przystapiono do analizy ekstraktu granulatu KKM.

WYNIKI

Podstawowym czynnikiem decydujacym o rozdziale jest czas retencji, ktore-
go wielkos¢ zalezy od wartodci przylozonego napigcia, pH, oraz natezenia pro-
mieniowania UV. W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono ze, w miarg
wzrostu przylozonego napigcia malal czas retencji analizowanego kwasu, ale
Jjednoczesnie spadata ich rozdzielczos¢ w mieszaninie wzorcowej. W toku analizy
stwierdzono, ze najkrétszy czas retencji przy maksymalnym rozdziale, mozna
uzyskaé¢ przy napieciu wynoszacym 27,9 V.,

Dtugoscia fali dla detekeji kwaséw fenolowych w mieszaninie wzorcowej
i poZniej w ckstrakcie granulate KKM, przy ktorej uzyskano optymalny rozdzial
byla dtugosé fali promieniowania UV réwna 254 nm.

Optymalnym srodowiskiem rozdzialu okazal si¢ bufor fosforanowy o pH 4,5.

Mimo ustalenia warunkéw rozdzialu mieszaniny wzorcowej otrzymywany
rozdzial nie jest catkowity, poniewaz kwasy wanilinowy (6) i m-kumarynowy (9)
w tych warunkach prowadzonej analizy daja jeden wspdlny pik, Rys. 1.

Problem zostal rozwigzany przez zastosowani surfaktantu w postaci P-
cyklodekstryny. Dodanie tego zwiazku spowodowato jednak brak rozdziatu kwa-
sow wanilinowego (6) i izo-wanilinowego (7), Rys. 2.

W kocowym efekcie, wykonujac dwa pomiary w tym jeden z dodatkiem p-
cyklodekstryny uzyskano pelny rozdzial 14 kwasow fenolowych,

ey S S
—\f Tj‘{;’l ’Dlr:'_— L ' Rys. 1. Rozdzial kwasow fenolowych zawar-
. ',/",,: ; d tych w mieszaninie wzorcowej. Bufor fosfo-
" - ranowy pH 4.5, UV 254 pm; V =279 kV; I =
N 10 pA.

Fig. 1. Distribution of phenolic acids present
> in granulate KKM. Phosphate buffer pH 4,5.
. o i UV 254 nm; V = 27,9 kV: 1= 10 pA.
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O R Rys. 2. Rozdzial kwasdw fenolowych zawar-
I GV |f'| ' f’ . Pl 5
H ‘ tych w micszaniniec wzorcowcj. Bufor fosfo-

ranowy pH 4,5, UV 254 nm; V =279 kV; [ =

10 pA; B-cyklodekstryna.

Fig. 2. Distribution of phenolic acids present
» in granulate KKM. Phosphate buffer pH 4,5
UV 254 nm; V =279 kV; | = 10 pA; B-cyk-
lodekstine.
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Dla sprawdzenia dokladnosci metody wykonano pigciokrotne dozowanie po-
jedynczych wzorcéw kwaséw fenolowych i mieszaniny wzorcowej tych kwasow.
Na podstawie otrzymanych czaséw retencji, ktore zawarte byly w granicach 241 s
~ 337 s, wyznaczono procentowe wzgledne standardowe odchylenia. Analiza
jakosciowa obarczona jest bledem w granicach 0,3%-9,6%, natomiast analiza
ilosciowa obarczona jest bigdem zawartym w granicach 1,2%-9,5%.

Wyniki otrzymane podczas analizy kwaséw w mieszaninie wzorcowej zostaly
potwierdzone podczas analizy kwaséw fenolowych w granulacie KKM, co przed-
stawia Rys. 3 i 4. Podczas analizy granutatu KKM stwierdzono obecnos¢ naste-
pujacych kwasoéw fenolowych: (1) Salicylowy, (2) p-Hydroksybenzoesowy, (3)
Gentyzynowy, (4) Protokatechowy, (5) Galusowy, (6) Wanilinowy, (7) Izoma-
slowy, (8) Syringowy, (9) m-Kumarynowy, (11) Kawowy, (12) Ferulowy, (14)
Chlorogenowy.

Rys. 3. Rozdzial kwasow fenolowych zawar-
tych w granulacie KKM. Bufor fosforanowy
pH 4,5, V 254 nm; V =27,9kV; 1= 10 pA.
Fig. 3. Distribution of phenolic acids present
in granulate KKM. Phosphate bufier pH 4.5.
UV 254 nm; V=279kV,1=10pA,

t {min)



PROBA ROZDZIALU KWASOW FENOLOWYCH 33

Rys. 4. Rozdzial kwaséw fenclowych zawar-
tych w granulacic KKM. Bufor fosforanowy
pH 4,5 UV 254 nm; V =279 kV, | = 10 pA;
B-cyklodeksiryna.

Fig. 4. Distribution of phenolic acids present
in granulate KKM. Phosphate buffer pH 4.5,
UV 254 nm; V =279 kV: I = 10 pA; B-cyk-
lodekstine.

34 s H(emin)

Mimo recznego, hydrodynamicznego dozowania uzyskana powtarzalno$é jest

zadowalajaca, w szczegdlnosci w przypadku czaséw retencji, ktore odpowiadaja
analizie jakosciowej. Natomiast podczas analizy ilosciowej blad pomiaru jest
duzo wiekszy.

Bardzo wazne jest odpowiednie termostatowanie kapilary podczas analizy

i utrzymanie mozliwie niskiej temperatury. przy duzej ilosci analizowanych kwa-
sow w probee zbyt wysoka temperatura powoduje powigkszenie pasm badanych
substancji i pogorszenie rozdzielczosel.

~J

[

WNIOSKI

. Zawartosci kwasow fenolowych w granulacie KKM moze byé oznaczona

metodq kapilarnej elektroforezy strefowe;j.

. Optymalnymi warunkami analizy jakosciowej ekstraktu granulatu KKM

w stosunku do kwaséw fenolowych jest srodowisko o pH 4,5 przy zastosowa-
niu buforu fosforanowego; UV =254 nm; V =27,9kV; 1= 10 pA.
Prowadzone doswiadczenia potwierdzity korzystny wplyw surfaktantéw na
proces rozdziatlu w elektroforezie kapilarnej. Czego przykiadem jest zastoso-
wanie B-cyklodekstryny. Zwigzek ten umozliwil rozdzial dwéch kwasow
1 jednoczesnie skrocil czas analizy poprzez procesy kompleksowania.
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Summary. With the usc of the method ot Capillary Zone Electrophoresis, a separation of
phenolic acids in keratin-bark-urea granulate (KKM), was performed.
Keywords: phenolic acid, capillary zone electrophoresis, keratin-bark-urea granulate (KKM)






