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4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm.).

a. Tytut osiggniecia naukowego:

Zastosowanie ci§nieniowej ekstrakcji ciecza w chromatograficznej analizie

drugorzedowych matabolitow roslinnych — blaski 1 cienie techniki PLE

b. Spis publikacji stanowigcych podstawe wniosku habilitacyjnego

Ponizej w porzadku chronologicznym zebrano prace bedace podstawag przewodu
habilitacyjnego. Prace te stanowig monotematyczny cykl obrazujacy blaski 1 cienie
zastosowania ci$nieniowej ekstrakcji ciecza (ang. Pressurized Liquid Extraction, PLE) w
analizie drugorz¢gdowych metabolitow roslinnych. Mdj udziat w nich wynosi 25 - 100 %.
Komentarz do publikacji przedstawiony w autoreferacie nie zawiera pelnego omowienia

uzyskanych wynikow, lecz stanowi ich zwigztg charakterystyke.

H1 Andrzej L. Dawidowicz, Dorota Wianowska, Jan Gawdzik, 0,709
Danuta H. Smolarz,
Optimisation of ASE conditions for HPLC determination of rutin and
isoquercitrin in Sambucus nigra L.
J. Lig. Chromatogr. R. T., 26 (2003) 2381-2397.
Zaplanowalam i wykonatam catg cz¢s¢ badawcza; opracowatam wyniki;
wspotredagowalam artykul. M¢j udzial oceniam na 50 %.

H2 Ewa Skorzynska-Polit, Maria Drazkiewicz, Dorota Wianowska, 0,433
Waldemar Maksymiec, | Andrzej L. Dawidowicz, Anna Tukiendorf,

The influence of heavy metal stress on the level of some flavonols in the
primary leaves of Phaseolus coccineus.

Acta Physiol. Plant., 26 (2004) 247-254.

Zaplanowalam i1 wykonatam calg cz¢$¢ badawcza; opracowatam wyniki;
wspotredagowalam artykul. M¢j udzial oceniam na 30 %.

! Impact Factor danego czasopisma wedhug Journal Citation Reports zgodny z rokiem opublikowania
? Liczba cytowan (Citation index, CI) danego artykutu
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H3

H4

HS

Heé

H7

HS8

Monika Waksmundzka-Hajnos, Anna Petruczynik, Anna Dragan, 2,176
Dorota Wianowska, Andrzej L. Dawidowicz, Ireneusz Sowa,

Influence of the extraction method on the yield of some furanocoumarines

from Pastinaca sativa fruits.

Chromatogr. B, 800 (2004) 181-187.

Wykonatam ekstrakcje badanych zwiazkow, opracowatam wyniki.

Mo6j udziat oceniam na 25 %.

Monika Waksmundzka-Hajnos, Anna Petruczynik, Anna Dragan, 1,385
Dorota Wianowska, Andrzej L. Dawidowicz,

Effect of extraction method on the yield of furanocoumarines from fruits of
Archangelica officinalis Hoffm.

Phytochem. Analysis, 15 (2004) 313-319.

Wykonatam ekstrakcje badanych zwigzkdéw, opracowatam wyniki.

Mo¢j udziat oceniam na 25 %.

Andrzej L. Dawidowicz, Dorota Wianowska, 1,889
PLE in the analysis of plant compounds. Part 1. The application of PLE for

HPLC analysis of caffeine in green tea leaves.

J. Pharmaceut. Biomed., 37 (2005) 1155-1159.

Zaplanowalam i wykonatam catg cz¢$¢ badawcza; opracowatam wyniki;
wspotredagowatam artykut. M6j udziat oceniam na 60 %.

Andrzej L. Dawidowicz, Dorota Wianowska, 1,889
PLE in the analysis of plant compounds. II. One-cycle PLE in determining

total amount of analyte in plant material.

J. Pharmaceut. Biomed., 37 (2005) 1161-1165.

Zaplanowalam 1 wykonatam cata czg$¢ badawczg; opracowatam wyniki;
wspolredagowatam artykut. Moj udziat oceniam na 60 %.

Waldemar Maksymiec,| Dorota Wianowska, Andrzej L. Dawidowicz, 1,403

Stanistaw Radkiewicz, Marek Mardarowicz, Zbigniew Krupa,

The level of jasmonic acid in Arabidopsis thaliana and Phaseolus coccineus
plants under heavy metal stress.

J. Plant Physiol., 162 (2005) 1338-1346.

Opracowalam procedure PLE i osobiscie wykonatam zdecydowang
wigkszo$¢ badan. Opracowatam wyniki 1 wspotredagowatam artykut.

Mo6j udzial oceniam na 40 %.

Andrzej L. Dawidowicz, Dorota Wianowska, Barbara Baraniak, 1,299
The antioxidant properties of alcoholic extracts from Sambucus nigra (The
antioxidant properties of extracts.

Food Sci. Technol.-Leb., 39 (2006) 308-315.

Zaplanowalam i wykonatam catg czg$¢ badawcza. Opracowatam wyniki.
Wspotredagowatam artykut. Moj udziat oceniam na 60 %.
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H9

H10

H11

H12

H13

H14

Monika Waksmundzka-Hajnos, Anna Oniszczuk, Katarzyna Szewczyk, 0,746
Dorota Wianowska,

Effect of sample preparation methods on the HPLC quantitation of some

phenolic acids in plant materials.

Acta Chromatogr., 19 (2007) 227-237.

Wykonatam ekstrakcje. Opracowatam wyniki. M6j udziat oceniam na 30 %.

Andrzej L. Dawidowicz, Ewelina Rado, Dorota Wianowska, 3,206
Marek Mardarowicz, Jan Gawdzik,

Application of PLE for the determination of essential oil components from

Thymus vulgaris L.

Talanta, 76 (2008) 878-884.

Pomyst pracy, czes$¢ eksperymentéw jest moim udziatlem. Opracowatam

wyniki. Wspotredagowatam artykut. M6j udzial oceniam na 35 %.

Monika Waksmundzka-Hajnos, Dorota Wianowska Anna Oniszczuk, 0,621
Andrzej L. Dawidowicz,

Effect of sample preparation methods on the quantification of selected

flavonoids in plant materials by High Performance Liquid Chromatography.

Acta Chromatogr., 20 (2008) 475-488.

Wykonatam catg cze¢$¢ badawcza. Opracowalam wyniki. M6j udziat

oceniam na 45 %.

Dorota Wianowska,|Michat L.. Hajnos,| Andrzej L. Dawidowicz, 0,998

Anna Oniszczuk, Monika Waksmundzka-Hajnos, Kazimierz Gtowniak,
Extraction methods of 10-deacetylbaccatin III, paclitaxel and
cephalomannine from Taxus baccata L. twigs: A comparison (Comparison
of extraction methods).

J. Lig. Chromatogr. R. T. 32 (2009) 589-601.

Wykonatam ekstrakcje, opracowatam wyniki, wspotredagowatam artykut.
Mo¢j udziat oceniam na 40 %.

Andrzej L. Dawidowicz, Ewelina Rado, Dorota Wianowska, 2,551
Static and dynamic superheated water extraction of essential oil components

from Thymus vulgaris L.

J. Sep. Sci. 32 (2009) 3034-3042.

Pomyst pracy i cze$¢ eksperymntow jest moim udziatem. Opracowalam

wyniki. Wspolredagowatam artykut. M¢j udziat oceniam na 40 %.

Andrzej L. Dawidowicz, Natalia B. Czapczynska, Dorota Wianowska, 3,498
The loss of essential oil components induced by the purge time in the

Pressurized Liquid Extraction (PLE) procedure of Cupressus sempervirens.

Talanta 94 (2012) 140— 145.

Zaplanowalam cze$¢ badawcza, wykonatam czes$¢ ekstrakeji, opracowatam

wyniki, wspotredagowatam artykut. M¢j udziat oceniam na 40 %.
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H15

H16

H17

Dorota Wianowska, Mariusz WiSniewski; 0,8843
Simplified procedure of silymarin extraction from Silybium Marianum L.

Gaertner.

Zaakceptowana do druku w J. Chromatogr. Sci.

Pomyst pracy 1 zdecydowana wigkszo$¢ badan jest moim wytgcznym

udziatem. Opracowatam wyniki oraz napisatam 1 zredagowatam artykut.

Mo¢j udziat procentowy wynosi 95%.

Dorota Wianowska, 1,2333
The influence of purge times on the yields of essential oils components

extracted from plants by pressurized liquid extraction.

Zaakceptowana do druku w J. AOAC Int.

Pomyst pracy 1 wszystkie badania sa moim wylacznym udziatem. Napisatam

1 zredagowatam artykut. Moj udziat procentowy wynosi 100%.

Dorota Wianowska, 3,6593
Hydrolytical instability of hydroxyanthraquinone glycosides in Pressurized

Liquid Extraction.

Anal. Bioanal. Chem: 406 (2014) 3219-3227.

Pomyst pracy 1 wszystkie badania sg moim wylgcznym udzialem. Napisatam

1 zredagowatam artykut. Moj udziat procentowy wynosi 100%.

> 28,579

c. Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i
osiggnietych wynikdw wraz z omowieniem ich ewentualnego
wykorzystania

4c.1 Cel pracy

Etap przygotowania probki do analizy chromatograficznej prawie od dwdch dekad skupia na

sobie uwage zarowno badaczy, analitykow, jak 1 koncernow produkujacych sprzet analityczny

oraz ten wspomagajacy wilasciwy etap analizy. Zainteresowanie to jest wyrazem $swiadomosci

istotnosci wptywu tego etapu procedury analitycznej na jako$¢ otrzymywanych wynikow.

Ponadto jest ono efektem ogolnej tendencji do stosowania szybszych i efektywniejszych

metod, ktére powinny by¢ takze bardziej przyjazne S$rodowisku. Problem wlasciwego

przygotowania materiatu do badan jest szczeg6lnie istotny w przypadku analizy zlozonych

materiatow naturalnych, zwtlaszcza takich jak materiat roslinny. Cechg wyrdzniajaca materiat

roslinny, poza jego zmienno$cig i charakterystyczng ustrukturalizowang architekturg

3 Najnowszy dostepny IF
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komorkowsa, jest bowiem bogactwo bardzo zrdznicowanych pod wzgledem wlasciwosci
fizykochemicznych zwigzkow, ktdre wystgpuja w bardzo szerokim zakresie stezen. Od dobrej
metody przygotowania probki roslinnej nalezaloby oczekiwaé, aby niezaleznie od miejsca
potozenia danego zwigzku w matrycy, jej typu (twarda, gumowata czy delikatna), obecnosci
innych sktadnikow (np. lipidow) réwnie tatwo i w pelni izolowala zwigzek lotny i nielotny,
polarny i niepolarny, wrazliwy jak i ten odporny na dzialanie np. wysokiej temperatury.
Biorgc pod uwage obszar wykorzystania surowego lub przetworzonego wstepnie materiatu
roslinnego oraz rangg¢ prowadzonej analizy, wsréd pozadanych cech metody przygotowania
probki roslinnej nalezy szczegodlnie mocno zaakcentowac brak wplywu stosowanej metody na
zmiang sktadu jakosciowego i ilosciowego badanej rosliny.

Najczesciej celem przygotowania probki materialu  ro$linnego do analizy
chromatograficznej wykorzystuje si¢ metode ekstrakcji. Ws$rod obecnie dostgpnych
wyczerpujacych technik ekstrakcji zwigzkéw z ciat stalych na uwage zastuguja te zaliczane
do tzw. wspomaganych technik ekstrakcji. Jedng z nich jest ci$nieniowa ekstrakcja ciecza
(ang. Pressurized Liquid Extraction, PLE). Technika PLE dzigki specyficznym warunkom jej
prowadzenia przezwyci¢zyla ograniczenia krepujace mozliwosci ekstrakcyjne technik
klasycznych, dajac jednoczesnie wiecej sposobdw kontroli selektywnosci procesu. Wybor
typu rozpuszczalnika przestal by¢ jedynym kluczem do sukcesu. Nie dos¢, ze w PLE
rutynowo stosuje si¢ temperature wyzsza od temperatury wrzenia danego rozpuszczalnika, to
mozna ja zmienia¢ w szerokich granicach temperatur. Zmienia¢ rdwniez mozna ci$nieniowe
warunki ekstrakcji oraz czas trwania procesu. PLE ponadto wprowadzita wode jako medium
ekstrakcyjne niepolarnych zwigzkow 1 upowszechnita stosowanie kilkusktadnikowych
ekstrahentow. W $wietle tych faktow nie dziwi rosngce zainteresowanie zastosowaniem
ciSnieniowej ekstrakcji ciecza. W ten nurt wilaczaja si¢ réwniez moje zainteresowania
naukowo-badawcze.

Reprezentowana przeze mnie tematyka skupia si¢ wokot zagadnien zwigzanych z
analiza drugorzedowych metabolitow roslinnych, stad osnowa przedtozonego do oceny cyklu
publikacji jest zastosowanie PLE w chromatograficznej analizie tej grupy zwiazkéw. Na cykl
ten sktada si¢ 17 artykuldw (publikacje oznaczone symbolem HI1 - H17). Celem badan
opisanych w wigkszosci z nich (prace H1, H3, H4, H9 - H13, H15 oraz H17) jest
przetestowanie mozliwosci techniki PLE w analizie przedstawicieli réznych grup
metabolitow wtérnych. W pracach H1, H3, H4, H9, H11, H12, H15 oraz H17 za cel
postawitam optymalizacj¢ procesu PLE pod katem ekstrakcji nielotnych farmakologicznie

czynnych zwigzkéw z roslin (rozdziat 4c.4.1 niniejszego opracowania). Z kolei w pracach

7
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H10 i H13 celem badan byta optymalizacja procesu PLE pod katem ekstrakeji skladnikéw
lotnych (rozdziat 4¢.4.3).

Wsrod metabolitow wtérnych roslin licznie jest reprezentowana grupa zwigzkow
polifenolowych. Zwigzki te, a szczeg6lnie flawonoidy, uczestnicza w procesach utleniania-
redukcji zachodzacych tak wewnatrz jak i na zewnatrz komodrki. W ramach prowadzonych
badan postanowilam sprawdzié, czy wigksze mozliwosci ekstrakcyjne PLE nie wplywaja
na zwiekszenie wlasciwosci antyoksydacyjnych otrzymywanych ekstraktow (rozdziat
4c.4.2). Badania te sg kanwg pracy HS.

Wyzwaniem analitycznym jest oznaczanie zmian stezenia zwigzkow jako odpowiedzi
ro$liny na stres. Ten problem wiaczytam w krag swoich zainteresowan naukowo-badawczych
przyjmujac za kolejny cel badan opracowanie takiej metodyki PLE, ktéra umozliwi
badanie zmian st¢zenia metabolitow wtornych (np. fitohormonéw) w odpowiedzi rosliny
na stres metali ci¢zkich (rozdziat 4c.4.4). Wyniki tego cyklu badan opublikowano w pracach

H2iH7.

W badaniach sktadu probek naturalnych istotny etap stanowi uwierzytelnienie jakosci
wynikoéw otrzymywanych dang metoda. Proces PLE jest szybki a sama technika ekstrakcyjna
wysoce efektywna co zacheca do stosowania jej jako metody odniesienia. Stad, intencjg
pracy H6 jest eksperymentalne zweryfikowanie slusznosci tezy, ze jednocyklowa

procedura PLE moze sluzy¢ jako metoda pozwalajaca okresli¢ rzeczywista zawartos¢

zwiazkow w materiale roslinnym (rozdziat 4c.4.5).

Jak wspominatam, technika PLE dzigki specyficznym warunkom jej prowadzenia
przezwycigzyla ograniczenia krepujace mozliwosci ekstrakcyjne technik klasycznych.
Te dos$¢ drastyczne warunki prowadzenia procesu PLE zwrécity moja uwage na kolejny
problem, ktéry przyjelam za istotny cel moich badan - odpowiedz na pytanie, czy zmiany
dokonane w warunkach ekstrakcji a towarzyszace wprowadzeniu techniki PLE nie
zmieniaja obrazu badanej rosliny, dajac zbior malo rzetelnych informacji na temat jej
skladu jakoSciowego i iloSciowego. Odpowiedz na to pytanie, w formie eksperymentalnego
wykazania nowych faktow na temat stosowania ci$nieniowej ekstrakcji ciecza, stanowi tre§¢

pracy HS oraz H14 — H17 (rozdziat 4c.5).
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Zaprezentowane wyzej cele naukowo-badawcze, przedlozonego do oceny cyklu

publikacji, mozna podsumowac¢ jedng sentencja, a mianowicie
Oblicza PLE w analizie drugorzedowych metabolitow roslinnych.

Materiat roslinny jest przyktadem bardzo ztozonego typu probki. Efektywnos¢ ekstrakcji tego
materialu zalezy od wielu czynnikéw. Dlatego przedstawione wyzej potaczenie celu z
miejscem jego realizacji (ze wskazaniem konkretnej publikacji) nie nalezy traktowaé w
sposob dostowny. Jest to jedynie wytyczenie ogolnych kierunkéw badan. Watek wplywu
wlasciwosci analitu, matrycy, obecnosci substancji interferujacych jak 1 warunkéw procesu
PLE przewija si¢ w kazdej publikacji niniejszego cyklu. Stad te same prace czgsto sg

przytaczane przy omawianiu réznych aspektéw stosowania ci§nieniowej ekstrakcji ciecza.

4c.2 Wprowadzenie

Wspdlczesnie analityka chemiczna pod swoja jako$ciowa opieke wzigta wszystkie dziedziny
naszego zycia, od analityki prowadzonej na potrzeby réznych gatezi przemyshu (od
spozywczego poprzez farmaceutyczny 1 kosmetyczny do przemystu paliwowo-
energetycznego), stuzby zdrowia, fizykochemicznych badan poznawczych, na analizie
srodowiska naturalnego konczac. Sytuacja ta w duzej mierze jest konsekwencja mozliwosci
wspotczesnej aparatury analitycznej, ktora dzigki wykorzystaniu nowoczesnych rozwigzan
technologicznych pozwala na rutynowe oznaczanie substancji na coraz nizszych poziomach
stezen. Radykalnemu zmniejszeniu, nierzutujagcemu na jako$¢ otrzymywanych wynikow,
ulegla tez wymagana do analizy minimalna ilo§¢ probki. Doktadna 1 precyzyjna analiza na
obecnos¢ metabolitow substancji prawnie niedozwolonej w pojedynczym wlosie czy
niewielkiej objetosci probki potu jest juz faktem. Niemniej jednak w parze z mozliwo$ciami
analitycznymi wspotczesnych zaawansowanych technik analitycznych pojawita si¢ olbrzymia
liczba koniecznych do wykonania oznaczen. Okazalo si¢, iz nawet te mocno wyrafinowane
aparaty nie sg w stanie sprosta¢ coraz wigkszej liczbie bardzo odmiennych wyzwan
analitycznych bez wcze$niejszego przygotowania probki do analizy. Problem odpowiedniego,
dla potrzeb danej techniki analitycznej, przygotowania probki nabral wyrazistosci gdy
podniost si¢ poziom wymagan stawianych przed probkg. W chwili obecnej wymdg pracy na
reprezentatywnej dla badanego obiektu 1 homogenicznej prébece, to zaledwie skromny
poczatek z dilugiej listy zyczen. Modne jeszcze w polowie lat osiemdziesigtych minionego
wieku hasto: ,rozciencz i1 strzel” wspotczesnie praktycznie calkowicie stracito swoja

aktualno$c.
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Wigkszo§¢ procedur oznaczania zwigzkéw organicznych w probkach ztozonych

angazuje techniki chromatograficzne. Chromatografia bowiem, dzigki wysokim zdolno$ciom
rozdzielczym uktadow chromatograficznych oraz zastosowaniu bardzo czulych systemow
detekcji, zapewnia mozliwo$¢ analizy sladowych ilosci zwigzku w zlozonej probcee. Niemniej
jednak wobec probek, z ktérymi na co dzieh mamy do czynienia w praktyce laboratoryjnej,
zdolno$ci rozdzielcze uktadow chromatograficznych okazuja si¢ niewystarczajace dla
zagwarantowania poprawnego wyniku analizy. Matryca probki moze bowiem nie nadawac si¢
do bezposredniego wprowadzenia jej na kolumne lub tez charakteryzuje si¢ bogactwem
substancji nie stanowigcych celu analizy, tzw. substancji interferujacych. Analit wreszcie
moze nie spetniaé podstawowych wymagan docelowej techniki analitycznej np. co do
lotnosci 1 termicznej stabilno$ci zwigzku poddawanego analizie technika GC (ang. Gas
Chromatography) lub jest on obecny w probce nieprzetworzonej w iloSci nizszej niz
zdefiniowany dla danej metody poziom LOQ (ang. Limit of Quantification).
Przygotowanie probki jest zatem procesem wymaganym do jej przeksztalcenia do takiej
postaci, ktora umozliwi wykonanie oznaczenia, lub ktora polepszy to oznaczenie.
Przeksztalcenie moze by¢ dokonane na substancji stanowiacej cel analizy i/lub pierwotnej
matrycy probki. Biorge pod uwage fakt, iz zwykle proces ten przebiega w kilku etapach nie
dziwi, ze przygotowanie probki to wcigz jeden z najbardziej pracochtonnych 1
czasochlonnych etapow procedury analitycznej. Jest to rowniez etap wyjatkowo podatny na
btedy, ktorych bardzo czgsto nie mozna skorygowac na dalszych etapach procedury. Tylko
odpowiednio poprowadzony etap przygotowania probki gwarantuje powtarzalng metode
analizy, niezalezng od ewentualnych zmian w matrycy probki oraz doktadny 1 niepodwazalny
jej wynik. Poprawno$¢ przygotowania probki nie tylko jest kluczem do sukcesu analizy, ale
rébwniez usprawnia j3, przyczyniajac si¢ do zwigkszenia liczby wykonywanych analiz,
skrocenia czasu pracy aparatow oraz zmniejszenia kosztow analizy.

Ekstrakcja jest jednym z najczes$ciej wykorzystywanych procesOw przygotowania
probki. Swa popularno$¢ zawdzigcza mozliwosci osiggniecia wszystkich celow stawianych
przed etapem przygotowania probki. Ponadto, odmienne wtasciwosci fizykochemiczne
analitow oraz matryc nie ograniczajg obszaru jej stosowania. Niemniej, nie jest ona
pozbawiona wad. Do najczgsciej podkreslanych wad klasycznych technik ekstrakcji naleza:
koniecznos$¢ pracy na duzej probee; zuzywanie duzych objetosci - w wiekszosci toksycznych i
drogich - rozpuszczalnikow organicznych; generowanie duzych objetosci odpadow;
utrudniona automatyzacja; brak mozliwosci bezposredniego faczenia etapu przygotowania z

etapem analizy; konieczno$¢ prowadzenia dodatkowych operacji na probce (np. filtrowania
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ekstraktu, jego zatezania itp.), wreszcie czasochtonno$¢ i pracochtonno$é procesu przy czgsto
obserwowanej matej jego efektywnos$ci i powtarzalnosci. W §wietle tych faktow nie dziwi
obserwowane dazenie do szerokorozumianego unowocze$nienia technik ekstrakcyjnych.
Dazenie to jest tym silniejsze, im glosniej brzmig gltosy domagajace si¢ upowszechnienia w

analityce stosowania technik ogdlnie bardziej przyjaznych srodowisku.

4c¢.3 Cisnieniowa ekstrakcja cieczg

Istota procesu cisnieniowej ekstrakcji ciecza (ang. Pressurized Liquid Extraction, PLE)
sprowadza si¢ do wykorzystania ciektego rozpuszczalnika w temperaturze wyzszej od jego
temperatury wrzenia pod ci$nieniem atmosferycznym. Technika ta stanowi wigec wspotczesng
alternatywe dla klasycznej wersji rozpuszczalnikowej ekstrakcji zwigzkow z probek statych,
prowadzonej w aparacie Soxhlet’a pod ci$nieniem atmosferycznym. Poczatkowo byta ona
znana pod nazwa przyspieszona ekstrakcja cieczq, ktora wyprowadzono od nazwy pierwszego
handlowo dostepnego aparatu, tj. Accelerated Solvent Extractor (ASE®100) firmy Dionex.
Obecnie stosuje si¢ szereg innych jej nazw uwypuklajacych albo wlasciwosci medium
ekstrahujacego albo warunki procesu, a mianowicie: Pressurized Solvent Extraction (PSE),
Pressurized Fluid Extraction (PFE), czy wspomniana juz wcze$niej nazwa Pressurized Liquid
Extraction (PLE). W przypadku gdy ekstrahentem jest woda, technika ta przybiera inne
nazwy dla podkreslenia faktu stosowania cieczy bezpiecznej dla srodowiska: Pressurized Hot
Water Extraction (PHWE), Superheated Water Extraction lub Subcritical Water Extraction
(SWE). Jak wynika z analizy diagraméw przedstawionych na Rys. 1, nazwa Pressurized

Liquid Extraction, jest jednak stosowana najczesciej.
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Rys. 1 Liczba prac opublikowanych w czasopismach Elsevier i Springer od momentu zaprezentowania
techniki ciSnieniowej ekstrakcji ciecza do chwili obecnej. Dane dotycza publikacji, w ktérych pelne
brzmienie ré6znych nazw techniki pojawia si¢ w tytule pracy lub jest wskazane przez jej autora/éw jako
slowo kluczowe (dane wg. bazy ScienceDirect z dn. 7.03.2014)

Technike PLE opracowano celem usprawnienia analizy probek $rodowiskowych. Jej
pierwsza prezentacja miala miejsce w roku 1995 na migdzynarodowej konferencji dotyczacej
chemii analitycznej, nazywanej w skrocie Pittcon (The Pittsburgh Conference on Analytical
Chemistry and Applied Spectroscopy) [1-3]. Szybko jednak obszar zastosowania PLE
rozszerzono na inne typy statych matryc, m.in. polimery i tworzywa, leki, zywnos¢, tkanke
zwierzgca, a w tym rowniez i na materiat roslinny [4-6]. Na Rys. 2, na przykfadzie zmiany
liczby prac opublikowanych tylko w czasopismach Elsevier 1 Springer, zaprezentowano jak w
poszczegbdlnych okresach czasu ewoluowat obszar zastosowania PLE.

Widoczna na Rys. 2 ekspansja zastosowania PLE z obszaru analityki skoncentrowanej na
monitorowaniu zanieczyszczen srodowiska [7] na inne jej obszary, glownie wynika z faktu, iz
technika ta jest zautomatyzowana, radykalnie skraca czas przygotowania probki oraz
ogranicza zuzycie organicznych rozpuszczalnikow. Prowadzenie procesu w atmosferze gazu
obojetnego jak 1 wyeliminowanie dostepu $wiatta do probki biologicznej to dodatkowe
czynniki zachecajace do stosowania PLE rowniez w analizie zwiazkéw podatnych na

szkodliwe dziatanie tlenu czy promieniowania UV.
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Rys. 2 Liczba prac opublikowanych w poszczegélnych okresach czasu w czasopismach Elsevier i Springer,
poswieconych zastosowaniu PLE w analizie réznych typow prébek. Dane dotycza publikacji, w ktorych
pelne brzmienie jednej z nazw tej techniki jest uzyte w tytule lub przez autora pracy jest wskazane jako
slowo kluczowe (dane wg. bazy ScienceDirect z dn. 7.03.2014)

Procedura PLE jest prosta i sprowadza si¢ do trzech ptynnie po sobie nastepujacych
etapow. W pierwszym, probka upakowana do naczynia ekstrakcyjnego, poddawana jest
procesowi ekstrakcji okreslonym rozpuszczalnikiem we wczesniej ustalonych warunkach
procesu, uwzgledniajacych temperature, ci$nienie oraz czas jego trwania (etap ekstrakcji
statycznej). W etapie drugim, celem przeniesienia ekstraktu z naczynia ekstrakcyjnego do
odbieralnika, przez probke pompuje si¢ §wieza porcj¢ rozpuszczalnika (etap ptukania). Na
koniec, przez lini¢ rozpuszczalnika, tacznie z naczyniem ekstrakcyjnym, przepuszcza si¢
obojetny gaz. Ten etap powszechnie jest okreslany terminem purge time. Doktadniejszy opis
wplywu réznych parametréw procesu PLE na wydajnosc¢ jest przedstawiony w rozdziale 4c.5.

Handlowo dostgpne aparaty pozwalaja na prace¢ w szerokim zakresie temperatur
(przewaznie od temperatury pokojowej do 200 °C), ci$nien (35 - 200 bar) i czaséw trwania
procesu (1 - 99 min.). Niemniej najczesciej czas wymagany do ekstrakcji zwigzkow ze statej
probki to kilka minut (przewaznie 10 - 15min) a zalecane przez firmg¢ Dionex jako
standardowe warunki ci$nieniowej ekstrakcji ciecza, tzw. default conditions, to: temperatura
100 °C pod ci$nieniem 60 bar. Szeroki jest tez wybor mozliwych do uzycia rozpuszcezalnikéw
— niewskazane sg jedynie ciecze silnie zrace 1 te, ktére charakteryzuje niska temperatura
samozaptonu (np. dioksan, eter dietylowy). Dzigki wykorzystaniu czterosktadnikowych pomp
gradientowych mozna latwo tworzy¢ kilkuskladnikowe mieszaniny ekstrakcyjne, chociaz

najczesciej sg to ekstrahenty dwusktadnikowe.
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Na ogo6l, procedura PLE realizowana jest w warunkach statycznych tzn. takich,
w ktorych ekstrakcja przebiega do pewnej objetosci nieprzemieszczajacego  si¢
rozpuszczalnika, przy czym ilos¢ wykorzystanego rozpuszczalnika zalezy od pojemnosci
naczynia ekstrakcyjnego oraz stopnia i ggstosci upakowania naczynia probka. Ekstrakcje
statyczng na danej porcji probki mozna prowadzi¢ stosujac pojedynczy cykl ekstrakcyjny lub
tez kilka cykli powtarzanych po sobie. W tym ostatnim przypadku, kazdy cykl ekstrakcyjny
przebiega z wykorzystaniem $wiezej porcji rozpuszczalnika. Do statycznych warunkow
ekstrakcji odnosi si¢ przedstawiony wyzej trzyetapowy schemat procedury PLE, ktory jest
charakterystyczny dla aparatow firmy Dionex. Alternatywnie, proces ten mozna zrealizowaé
przy stalym i okreslonym przeptywie rozpuszczalnika przez naczynie ekstrakcyjne a wiec w

warunkach dynamicznych, wykorzystujac w tym celu laboratoryjnie skonstruowany uktad.

4c.4 Zastosowanie PLE w analizie drugorzedowych metabolitow roslinnych

Termin drugorzedowe metabolity (lub metabolity wtorne) okresla te sposrod licznie
reprezentowanych substancji wystepujacych u ro$lin, ktorym nie mozna przypisaé
podstawowych funkcji fizjologicznych zwigzanych ze wzrostem i1 rozwojem rosliny. Z uwagi
na ich niezwykla czulo$¢ na zmiang¢ warunkoéw Srodowiska, zwigzki te sa okreslane mianem
substancji sygnalowych, uczestniczacych m.in. w reakcji obronnej rosliny. Synteza
drugorzedowych metabolitow moze bowiem by¢ zainicjowana np. obecnoscig owadow (sg to
tzw. czynniki biotyczne), jak i przez tzw. czynniki abiotyczne do ktorych np. nalezy:
promieniowanie UV, zanieczyszczenie $rodowiska czy uszkodzenie mechaniczne ro$liny.
Niektore z nich, jako hormony, stanowig gtowne narzedzie regulacji 1 koordynacji wszystkich
procesoOw fizjologicznych roslin. Szczegélne zainteresowanie jednak wzbudza rola
metabolitow wtdérnych w organizmie czlowieka. Wiele sposrod nich dziala bowiem
stymulujaco na uktad odpornosciowy czlowieka, wykazuje dziatanie antyutleniajgce i jest
aktywnych przeciwzapalnie, przeciwbakteryjnie, przeciwgrzybiczo oraz przeciwwirusowo
[8]. Wsrdd nich sg tez takie zwiazki, ktore wykazuja aktywno$¢ przeciwnowotworowa lub
tagodza efekty uboczne chemioterapii. Nie dos¢ zatem, ze metabolity wtorne sa naturalnymi
substancjami czynnymi lekéw juz opracowanych, to rowniez sg przedmiotem wnikliwych
badan poznawczych. W ich trakcie, nowe mozliwosci terapeutyczne okresla si¢ zwigzkom
znanym, szuka si¢ nowych ich zrodet w dotad pomijanych badaniami gatunkach roslin oraz
poszukuje si¢ nowych ich przedstawicieli. Z analitycznego punktu widzenia te ostatnie

badania sg o tyle trudne, iz zdecydowana wigkszo$¢ substancji obecnych w roslinach na
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wysokim poziomie stezen jest juz znana. Badania prowadzi si¢ na coraz nizszych poziomach
stezen drugorzedowych metabolitow. Dodatkowo, wiedza na temat zagrozen dla zdrowia i
zycia wspotczesnego czlowieka sprawia, ze obszar zainteresowania metabolitami wtornymi
roslin wyszedt poza ramy przemystu farmaceutycznego, radykalnie zwigkszajac liczbe ich
analiz. Wspolczesnie wiele z nich jest bowiem celowo wprowadzanych do réznych grup
produktéw spozywczych i kosmetycznych, podnoszac odpowiednio ich wartosci zywieniowe
(nutraceutyki) i pielegnacyjne (kosmeceutyki). Nie dziwi zatem, iz analiza drugorzedowych
metabolitow w roslinach stanowi wazkie zagadnienie, czgsto przybierajace forme¢ wyzwania
rzucanego roznym zespolom badaczy.

Analiza metabolitéw wtornych wymaga ich wczesniejszego wyizolowania, najczgsciej
dokonywanego metoda ekstrakcji. W badaniach farmakognostycznych popularng technika
ekstrakcji jest maceracja. Czesciej jednak zwiazki z roslin izoluje si¢ przy wykorzystaniu
innej klasycznej techniki ekstrakcji, ktorg jest ekstrakcja w aparacie Soxhleta. Ta technika, w
przeciwienstwie do poprzedniej, realizowana jest w wyzszej temperaturze i bazuje na ciggtym
procesie ekstrakcji, w ktorym probka ma staly kontakt ze §wieza porcja rozpuszczalnika.
Generowany gradient st¢zenia analitu sprzyja zwigkszeniu efektywnosci ekstrakcji. Probka
ma jednak kontakt z rozpuszczalnikiem w temperaturze nizszej od jego punktu wrzenia a
liczba cykli ekstrakcyjnych na jednostke czasu jest ograniczona i dlatego, wyczerpujaca
ekstrakcja wymaga procesu trwajacego od kilku do kilkunastu godzin. Ten fakt oraz to, ze
technika ta zuzywa duze objetosci organicznych rozpuszczalnikow, ktére wobec mikrolitréw
poddawanych analizie chromatograficznej stajg si¢ drogimi i toksycznymi odpadami, nie
przysparza jej zwolennikow. Przeciwnie, zmusza do jej ograniczenia na rzecz
upowszechnienia stosowania ekonomicznych technik bardziej przyjaznych srodowisku.

Technike przyspieszonej ekstrakcji ciecza, jak wspomniano, wprowadzono celem
usprawnienia analizy zanieczyszczen w probkach S$rodowiskowych. Stosunkowo szybko
jednak rozpoczeto proby nad adaptowaniem jej w analizie innych typow préobek [9]. Praca H1
z roku 2003 jest jedng z pierwszych pokazujacych mozliwosci tej wowczas nowej techniki w
analizie drugorzgdowych metabolitow roslinnych. W cytowanej pracy technike PLE
zastosowatam do ekstrakcji istotnych farmakologicznie przedstawicieli drugorzgedowych
metabolitow roslinnych z grupy zwigzkéw polifenolowych - flawonoli tj. rutyny (3-rutynozyd
kwercetyny) 1 izokwercytryny (3-glukozyd kwercetyny) z kwiatow, liSci 1 owocOw czarnego
bzu (Sambucus nigra L.). Wykazalam w niej, ze dzigki wigkszym moZliwosciom zmiany
warunkow procesu PLE otrzymuje si¢ wyisze uzyski badanych zwigzkow, w poréwnaniu do

ilosci ujawnianych na drodze maceracji, a sam proces jest znacznie krotszy i tanszy. Ponadto
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stwierdzitam, ze optymalne warunki ekstrakcji PLE bardzo podobnych pod wzgledem
wlasciwosci ;wiqzkow sq nieznacznie roZne - co jest o tyle istotne, iz dotychczas w §wietle
metodologicznie skgpych mozliwosci klasycznych technik ekstrakcji zakladano te same
warunki ekstrakcji réznych przedstawicieli tej samej grupy zwigzkow. Otrzymane wyniki
ujawnity wigc warto$ci poznawcze techniki PLE 1 zachgcily do wnikliwszego poznania
mozliwo$ci w niej drzemigcych.

W trakcie badan zaprezentowanych w pracy H1 zauwazytam, ze praca z materialem
roslinnym na aparacie ASE200 firmy Dionex jest jednak dosy¢ kitopotliwa. Ekstrakty
roslinne, w poréwnaniu do ekstraktéw probek $rodowiskowych np. probek gleby,
charakteryzuja si¢ bowiem wigksza gestoscig. Stad nagminnie dochodzito do zatykania si¢
waskiej kapilary odprowadzajacej ekstrakt z naczynia ekstrakcyjnego. Latwa adaptacja
uktadu ASE do potrzeb badania probek materiatu roslinnego, sprowadzajaca si¢ do wymiany
kapilary na szersza oraz opracowanie przydatnej w tym wzgledzie procedury odpowiedniego
pakowania naczynia ekstrakcyjnego, zaowocowaty podjeciem szerszych badan nad
zastosowaniem techniki PLE w analizie drugorzedowych metabolitoéw roslinnych. (Na
marginesie warto podkresli¢, iz w efekcie rozmow z polskim przedstawicielem firmy Dionex
niedtugo pozniej rowniez handlowo dostgpne aparaty ASE wyposazone byty w kapilary o
wiekszej Srednicy a w instrukcjach obstugi tychze aparatow pojawit si¢ dopisek o sposobie
pakowania naczynia ekstrakcyjnego probka — tzn. dyspergowania probki w materiale

obojetnym.)

4c.4.1 PLE w analizie farmakologicznie czynnych metabolitéw wtérnych roslin

Szacuje sig, iz dotychczas poznano ponad 50 000 substancji o charakterze metabolitow
wtornych. Blisko 20 % z nich to zwigzki fenolowe pogrupowane w co najmniej 10 klas
substancji [10]. W$rod nich do najliczniej 1 najczesciej wystepujacych w krolestwie roslin
nalezg flawonoidy i kwasy fenolowe. Zwigzkom tym przypisuje si¢ szereg prozdrowotnych
wlasciwosci, ale te cechy charakteryzujg réwniez inne grupy fenoli np. antocyjany, kumaryny,
lignany czy antrachinony. Poza fenolami w$rod drugorzedowych metabolitow, stanowigcych
przedmiot zainteresowania farmakognozji 1 fitochemii farmaceutycznej, sa rowniez np.
saponiny, alkaloidy, garbniki oraz terpeny.

Liczba metabolitow wtérnych o udowodnionym dzialaniu farmakologicznym jest
przytlaczajaca jak na mozliwosci badawcze pojedynczej osoby. Niemniej wspotpraca podjeta

m.in. z grupg Pani prof. dr hab. Moniki Waksmundzkiej-Hajnos z Uniwersytetu Medycznego
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w Lublinie stworzytla mi mozliwo$¢ przetestowania techniki PLE w analizie szeregu
przedstawicieli wigkszosci gtoéwnych grup metabolitow wtornych [H3, H4, H9, H11, H12].

W pracy H12 technike PLE testowatam do izolacji wybranych przedstawicieli

taksoidow — substancji czynnych lekow przeciwnowotworowych — z igiet cisu pospolitego
(Taxus baccata L.) 1 stwierdzitam, ze uzysk PLE paklitakselu, 10-deacetylbakatinu III oraz
cefalomanniny jest wyrainie wigkszy od wartosci ujawnionej w aparacie Soxhlet a.
Wprawdzie PLE okazata si¢ technikg znacznie bardziej efektywa od Soxhlet’a, niemniej
taksoidy naleza do zwigzkéw trudnych do izolacji. W wyniku badan okazato si¢ bowiem, ze
ich ilosciowa ekstrakcja wymaga czterech cykli ekstrakcyjnych. Warto jednak podkresli¢, iz
czas czterech 15-minutowych cykli, mimo wszystko jest znacznie krétszy od 21-godzinnej
procedury Soxhleta. Ponadto, w §wietle termicznej nietrwatosci taksoidow [11, 12], skrocenie
czasu ich ekspozycji na dzialanie wysokiej temperatury sprzyja efektywniejszej ekstrakcji
taksoidow w warunkach PLE. Aspekt zwickszenia efektywnosci ekstrakcji taksoidéw z cisu
nabiera wyrazisto$ci gdy uswiadomimy sobie bardzo wolny czas dojrzewania tej ro$liny.
Godnym podkreslenia jest tez fakt, iz efektywnos¢ PLE izolacji taksoidow przewyisza
zdolnosci ekstrakcyjne innych wspomaganych rozpuszczalnikowych technik ekstrakcji tj.
ekstrakcji wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym (ang. Microwave Assisted Solvent
Extraction, MASE) oraz ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami (ang. Ultrasound Assisted
Solvent Extraction, UASE).
Podobnym wnioskiem zakonczyly si¢ tez badania nad zastosowaniem PLE do izolacji
furanokumaryn ekstrahowanych z owocow arcydziegla litwor (Archangelica officinalis
Hoftm.) [H4] oraz pasternaka zwyczajnego (Pastinaca sativa L.) [H3]. Efektywnos¢ PLE
ekstrakcji umbeliferonu, ksantotoksyny, izopimpineliny, bergaptenu, imperatoryny,
pimpineliny, felopteryny oraz umbelipereniny jest wyisza od ekstrakcji w aparacie Soxhleta
oraz MASE i UASE.

Wyniki zaprezentowane w pracach H3, H4 1 H12 pozwalaja mi stwierdzi¢, iz
cisnieniowa ekstrakcja cieczq jest szczegolnie przydatna przy izolacji zwigzkow
wystepujgcych na niewielkim poziomie steien, 7 matryc roslinnych charakteryzujgcych sie
bogactwem lipidowych substancji interferujgcych. Stuszno$¢ tego wniosku potwierdzitam
niezaleznie, w pozniej prowadzonych badaniach, na jeszcze innej grupie drugorzgdowych
metabolitow — flawonolignanach, ekstrahowanych z owocow ostropestu plamistego (Silybium
marianum L.), w ktorych frakcja lipidowa stanowi niemal 30 % ich masy [H15]. W tym
przypadku rowniez efektywnos¢ PLE ekstrakcji sylichristiny, sylidianiny, sylibiny A,
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sylibiny B, izosylibiny A i izosylibiny B przewyzisza efektywnosé ich ekstrakcji w aparacie
Soxhlet a.

Badania nad wplywem metody przygotowania prébki na uzysk wybranych zwigzkow
fenolowych ekstrahowanych z kwiatu czarnego bzu (Sambucus nigra L.) oraz ziela rdestu
ptasiego (Polygonum aviculare L.) pozwolity mi stwierdzi¢, iz pomimo uznania PLE za
efektywnq technike izolacji zwigzkow, jej wydajnos¢é zalezy od wlasciwosci
fizykochemicznych analitow oraz rodzaju matrycy roslinnej [H9, H11]. W przypadku
bowiem ekstrakcji wybranych przedstawicieli pochodnych kwasu benzoesowego (kwas
protokatechowy, gallusowy, p-hydroksybenzoesowy, wanilinowy, syryngowy) oraz kwasu
cynamonowego (kwas kawowy 1 ferulowy) [H9] uzysk PLE byl ogoélnie niski, cho¢
zréznicowany dla poszczegdlnych fenolokwaséw i materiatow roslinnych poddawanych
ekstrakcji. Porownawcze techniki ekstrakcji (w aparacie Soxhleta’a oraz MASE 1 UASE)
ujawnily ogolnie wyzsze ilosci badanych zwiazkéw. Szczegdlnie niskie uzyski PLE
otrzymano dla kwasu chlorogenowego, tj. estrowej pochodnej dwoch fenolokwasow —
kawowego 1 chinowego, ekstrahowanego z kwiatu czarnego bzu. Dla tej matrycy technika
nieco bardziej wydajna okazata si¢ klasyczna ekstrakcja w aparacie Soxhlet'a. Jednak w
przypadku ziela (lisci 1 todyg) rdestu ptasiego efektywniejsze okazaty si¢ wspomagane
techniki ekstrakcji. Fakt ten powigzano ze specyficzng strukturg tej matrycy. Lodyga, w
przeciwienstwie do lisci 1 kwiatow, zawiera bowiem wigcej mechanicznie odpornych tkanek
(kolenchyma, sklerenchyma) o malych przestrzeniach migdzykomdrkowych. Do uwolnienia
zwigzkow ze zwartych i1 twardych tkanek, najwyrazniej konieczne sg bardziej drastyczne
warunki ekstrakcji, charakterystyczne dla technik wspomaganych. Ponadto nie nalezy
zapomina¢, iz zwiazki fenolowe moga wchodzi¢ w stosunkowo silne oddzialywania z
ligninami, komponentami $cian komoérkowych todyg i lisci. Tak wigc réwniez i w tym
przypadku bardziej drastyczne warunki ekstrakcji moga sprzyja¢ efektywniejszej izolacji
fenolokwasow z ziela rdestu ptasiego.

Do podobnych wnioskow prowadza wyniki badan nad efektywnoscia PLE w kontekscie
zastosowania jej do izolacji innych przedstawicieli zwigzkéw polifenolowych z tych samych
matryc, tj. kwiatdow czarnego bzu oraz ziela rdestu ptasiego zaprezentowane w pracy HI11.
Porownujac uzysk PLE rutyny 1 izokwecetyny z ilosciami tych zwigzkéw otrzymanymi na
drodze ekstrakcji w aparacie Soxhlet'a oraz MASE 1 UASE stwierdzono, iz ekstrakcja w
aparacie Soxhlet'a jest optymalna dla kwiatu a PLE dla ziela rdestu ptasiego. Wyniki
zaprezentowane w cytowanej pracy potwierdzaja stuszno$¢ wniosku na temat wplywu

matrycy roslinnej na efektywnos$¢ procesu ci$nieniowej ekstrakcji cieczg. Niemniej, w tym
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»zachwycie” nad aplikacyjnoscig techniki PLE do izolowania réznych grup metabolitow
wtornych z roslin, zmuszaja do zrewidowania wycigganych na jej temat wnioskow. Dlaczego
bowiem w przypadku fenolokwasow, a szczegolnie w przypadku ich depsydowego
przedstawiciela (kwasu chlorogenowego), PLE raptem ujawnia najnizsze ich ilosci? Pytanie
to jest o tyle zasadne, iz jeszcze wigksze klopoty z interpretacjag wynikoéw PLE napotkatam
przy zastosowaniu tej techniki do ekstrakcji antrachinondéw ze szczawiu (Rumex L.) [B7].

Dazenie do wyjasnienia przyczyn dziwnego, bo niepodyktowanego wtasciwosciami
fizykochemicznymi antrachinonéw, ich zachowania w warunkach PLE stato si¢ podwaling
rozpoczgcia kolejnych - juz w pelni samodzielnych - badan, ktore z jednej strony zostaty
zwienczone wyjasnieniem tego problemu - unaoczniajacym nowe oblicze PLE, jej wady
(wyniki szczegdlowo przedyskutowane w H17 i przedstawione w rozdziale 4c.5.3 tego
dokumentu). Z drugiej, zwrdcity moja uwage na jak dotad czgsto pomijany w literaturze
problem przeksztatcen ztozonych zwigzkéw organicznych w warunkach ekstrakeji probek
naturalnych. Ten aspekt ekstrakcji drugorzgdowych metabolitow z ros$lin jest niezwykle
istotny w kontek$cie zagwarantowania dokladnych wynikéw analiz sktadu chemicznego
ros$lin. Wiedza na temat czynnikow odpowiedzialnych za przeksztatcenia zwigzkoéw na etapie
ekstrakcji moze zatem by¢ pomocna w wyeliminowaniu btednych wynikéw analiz.
Zagadnienia te staty si¢ kanwg badan nad wplywem zawartoSci wody w mieszaninie
ekstrakcyjnej na efektywnos$¢ cisnieniowej ekstrakcji ciecza 4'-glukozydu kwercetyny z
réznych gatunkéw cebul. Ich rezultaty opracowatam w formie publikacji (praca znajduje si¢
w redakcji jednego z czasopism analitycznych). W toku dyskusji prowadzonych na forum
Zaktadu o koniecznosci badania stabilnosci drugorzedowych metabolitow nutke
dociekliwos$ci naukowej udalo mi si¢ réwniez wzbudzi¢ u kolegéw. Efektem wspdlnych
badan nad transformacja kwasu chlorogenowego w warunkach PLE jest wyjasnienie przyczyn
matych, w poréwnaniu do innych technik ekstrakcji, ilosci tego zwiazku ujawnianych w
ros$linach technika PLE (wyniki zredagowalam w formie publikacji przestanej do redakcji

jednego z czasopism analitycznych).

4c.4.2 PLE w badaniach antyutlenialnosci drugorzedowych metabolitow roslinnych

Jak wiadomo, tlen dziala na Zywe organizmy dwojako. Z jednej strony warunkuje Zycie na
Ziemi, a z drugiej moze dziala¢ toksycznie. Negatywny wplyw tlenu jest efektem jego
zdolnosci do tworzenia reaktywnych form, zaliczanych do wolnych rodnikéw. Ich nadmiar

jest wskazywany za przyczyn¢ wielu niekorzystnych proceséw, poczawszy od chorédb, przez
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przedwczesne starzenie si¢ organizmu, na psuciu zywno$ci konczac. W walce z wolnymi
rodnikami 1 skutkami ich niekorzystnej dziatalno$ci wykorzystuje si¢ antyutleniacze.
Dzialanie antyutleniaczy w duzej mierze opiera si¢ na neutralizacji wolnych rodnikow oraz na
zapobieganiu ich powstawania. Wsérod substancji wykazujacych dzialanie antyutleniajgce
wyroznia si¢ substancje naturalne i syntetyczne. Ze wzgledu na liczne przestanki literaturowe,
ktére dotycza toksycznego, wrecz mutagennego dzialania syntetycznych antyutleniaczy oraz
fakt, iz antyutleniacze (konserwanty) sg obecne w kazym z produktow, coraz wickszg uwage
zwraca si¢ na antyutleniacze pochodzenia roslinnego. W badaniach ocenia si¢ wlasciwosci
antyutleniajace tak pojedynczych metabolitow wtornych jak i ich mieszanin, okreslajac
aktywno$¢ anyutleniajaca ekstraktow roslinnych.

W nurcie testowania przydatnosci techniki ci$nieniowej ekstrakcji cieczg do

izolowania farmakologicznie czynnych metabolitow wtérnych roslin postanowilam
sprawdzi¢, czy wigksza sprawno$¢ ekstrakcyjna procesu PLE nie wplywa na zwickszenie
wlasciwo$ci antyoksydacyjnych otrzymywanych ekstraktow. Zwiazki polifenolowe a
szczegolnie flawonoidy znane sa bowiem z tego, iz uczestnicza w procesach utleniania-
redukcji zachodzacych wewnatrz jak 1 na zewnatrz komorki.
Celem badan zaprezentowanych w H8 byla ocena wlasciwosci antyulteniajacych
alkoholowych ekstraktow S. nigra L. w kontek$cie ilosci obecnych w ekstraktach
charakterystycznych dla tej rosliny przedstawicieli drugorzgdowych metabolitow, tj.
flawonoli (rutyny, izokwercytryny, astragaliny) oraz antocyjanéw (3-glukozydu cyjanidyny 1
3-sambubiozydu cyjanidyny). Na tle otrzymanych wynikow moge stwierdzi¢, ze cisnieniowe
warunki ekstrakcji sprzyjajg otrzymaniu ekstraktow o wigkszych wlasciwosciach
antyutleniajgcych - analogiczny wniosek wysnuli inni badacze tego problemu [13, 14].

Wilasciwosci antyoksydacyjne otrzymanych ekstraktow zaleza od temperatury
esktrakcji 1 sktadu ekstraktu. Niemniej, w toku prowadzonych badan dostrzeglam problem z
bezposrednim powigzaniem zmiany wilasciwosci antyutleniajacych ekstraktow ze stezeniem
gltéwnych flawonoidowych sktadnikow badanej rosliny. Bowiem o ile wzrost temperatury
ekstrakcji  prowadzit do otrzymania ekstraktow o wigkszych  wlasciwosciach
antyutleniajacych, to w tym samym czasie ilo$¢ gltoéwnych flawonoidowych skladnikéw
malata. Ten brak korelacji wtasciwos$ci antyutleniajgcych ekstraktow z iloscig gtownych ich
sktadnikow oraz ch¢¢ wyjasnienia tego fenomenu - podsycana dodatkowo szybko dajacym si¢
odczu¢ sporym zainteresowaniem ze strony innych badaczy tego problemu - staly sie

zarzewiem nowej tematyki badawczej Zaktadu.
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W efekcie nieszablonowego podejscia do badania wiasciwosci antyutleniajacych udato
si¢ wykaza¢, iz ocena wilasciwos$ci antyutleniajacych zalezy od szeregu réznych czynnikéw
m.in.: rodzaju rozpuszczalnika probki (ekstrahenta), pH, zawarto$ci wody w probce, stezenia
jondéw metalu czy rodzaju metalu. To wiasnie te czynniki odpowiadajg za brak korelacji
wlasciwosci antyutleniajacych ekstraktow z iloscig gtéwnych polifenolowych ich sktadnikéw.
Badania te zainicjowane praca H8 i kontynuowane w pracy [B10] rozrosty si¢ do dwoch
rozpraw doktorskich, z ktorych jedna juz doczekata si¢ pozytywnego finalu obrony.

Warto podkresli¢, iz praca H8 byla i1 nadal jest dostrzegana przez innych badaczy

antyutlenialno$ci zwigzkow (44 cytowania tego artykutu).

4c.4.3 PLE w analizie olejkéw eterycznych

Olejki eteryczne (OE) stanowig mieszaning drugorzedowych metabolitéw i cho¢ ich udziat w
sktadzie chemicznym danej rosliny jest niewielki, to sg poszukiwanym i cennym dla wielu
galezi przemyshu surowcem naturalnym. Od wiekdéw stosowanie OE wigzato sie z
wykorzystaniem ich leczniczych wlasciwosci. Wspotczesne badania udowodnity, iz zwigzki
te rowniez dziatajg antyutleniajaco, a wprowadzenie ich do sktadu wielu niekiedy odleglych
grup produktéw pozwala ograniczy¢ lub wyeliminowaé uzycie sztucznych konserwantow.
Z racji zdolnosci OE do oddzialywania z receptorami owadow sa one stosowane w
repelentach, jako substancje odstraszajace owady lub maskujace zapach potu 1 krwi
cztowieka. Z tego samego powodu sg one wykorzystywane jako bezpieczne dla srodowiska
pestycydy. Stosuje si¢ je tez jako naturalne czynniki wzrostu roslin. Nie nalezy réwniez
zapomina¢ o tych z nich, ktore jak kolory na palecie barw malarza w rekach zdolnego
kucharza zamieniajg przecig¢tne potrawy w arcydzieta sztuki kulinarne;.

Niemniej jednak to kontrast wlasciwosci fizykochemicznych olejkow eterycznych na tle
wlasciwosci wezesniej wspomnianych grup zwigzkéw, objawiajacy si¢ rowniez w temacie
przygotowania probki do analizy, narzuca konieczno$¢ odrgbnego omodwienia efektywnos$ci
PLE w analizie tej grupy drugorzedowych metabolitow.

Olejki eteryczne to bardzo zréznicowana pod wzgledem sktadu i1 wihasciwosci
fizykochemicznych mieszanina zwigzkéw aromatycznych. Ogolnie w mieszaninie tej mozna
wyr6zni¢ duza, bo 90 - 95 % lotng frakcje olejkowa - oparta gtownie na monoterpenach i
weglowodorach seskwiterpenoych oraz ich utlenionych pochodnych (aldehydach, alkoholach,
ketonach, laktonach, tlenkach, eterach, estrach) - oraz mniej liczng frakcje nielotna,

zawierajaca m.in.: kwasy tluszczowe, sterole, karotenoidy czy flawonoidy [15].
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Zréznicowane sg tez ilosci poszczegdlnych komponentow danego olejku eterycznego. Obok
pojedynczych zwigzkéw stanowigcych niekiedy nawet 80 % caltkowitej ilosci olejku
wystepuje liczna rzesza takich sktadnikow, ktorych zawarto$¢ jest niewielka. Bardzo czgsto to
wlasnie te nielicznie reprezentowane zwigzki stanowig o charakterystycznym zapachu danej
rosliny [16]. W analizie sktadu OE nie bez znaczenia jest tez fakt, iz te charakterystyczne i
mniej reprezentacyjne sktadniki to zwigzki nienasycone podatne na przeksztatcenia
prowadzace do zmiany skladu lotnej frakcji olejkowej badanej rosliny. Stad wyzwaniem dla
analityka jest takie przygotowanie probki rosliny, ktére nie zmieni charakterystycznego dla
niej sktadu olejku eterycznego.

Klasyczng i rekomendowang przez farmakopee¢ technikg otrzymywania lotnej frakcji
olejkowej z roslin, zar6wno w konteks$cie preparatyki jak i analityki, jest destylacja z para
wodng i/lub hydrodestylacja [17]. Metody te s3 jednak czasochtonne i dlatego bardzo
ograniczone sg mozliwosci ich stosowania w badaniach sktadu olejkowego wigkszej liczby
ros§lin. Ponadto w trakcie tych procesoOw zwiazki olejkowe moga podlega¢ réznym
przeksztalceniom chemicznym prowadzacym do wzbogaceniu sktadu OE w zwigzki obce dla
danej rosliny (np. chamazulen w olejku rumiankowym) lub tez sktad OE moze ulegac
zubozeniu w efekcie degradacji poszczegdlnych sktadnikow olejku [18]. Innym podejsciem
do analizy sktadu olejkéw eterycznych charakteryzuja si¢ wspolczesne techniki
bezrozpuszczalnikowej ekstrakcji: technika mikroekstrakcji na ciele statym (ang. Solid Phase
MicroExtraction, SPME) oraz technika ekstrakcji nadkrytycznej (ang. Supercritical Fluid
Extraction, SFE) [19 - 26]. Niemniej, rowniez i one nie sg pozbawione wad. W technice
SPME, przyktadowo, analiza zwigzkéw wystepujacych na niewielkim poziomie stezen jest
trudna. W przypadku zwigzkéw o wysokich temperaturach wrzenia wymagane sa dlugie
czasy ustalania stanu rownowagi. A ponadto, technika ta nie pozwala oszacowac calkowitej
ilosci sktadnikow olejkowych danej rosliny, co jest podstawa typowania najbardziej
olejkowych roslin. W technice SFE z kolei, z racji powszechnego stosowania tylko jednego
typu ekstrahenta, nadkrytycznego dwutlenku wegla, jej zastosowanie jest ograniczone
glownie do izolowania $rednio- i niepolarnych zwigzkéw lotnych [27]. W tym $wietle
technika, ktora pozwala na optymalizacj¢ warunkow ekstrakcji nie tylko S$rednio- i
niepolarnych zwiagzkow lotnych, ale tez 1 polarnych ich przedstawicieli, ograniczajac
jednoczesnie zuzycie rozpuszczalnikow organicznych oraz skracajac czas przygotowania
probki jest ciSnieniowa ekstrakcja ciecza.

Dlatego postanowilam sprawdzi¢ mozliwos$¢ stosowania PLE w analizie sktadu olejkow

eterycznych roslin, odnoszac wyniki otrzymane tg technikg do wynikoéw uzyskanych przy
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wykorzystaniu innych technik izolowania OE. Eksperymenty te stanowig pierwszy blok
tematyczny badan nad zastosowaniem PLE w analizie sktadu olejkowego roslin.

Warto w tym miejscu zauwazy¢, ze technika PLE pozwala uzy¢ w procesie ekstrakcji
przegrzang wod¢ - a wigc wyeliminowaé wykorzystanie rozpuszczalnikoéw organicznych.
Dlatego postanowitam roéwniez sprawdzi¢, czy w warunkach PLE wydajno$¢ dynamicznej
ekstrakcji woda olejkow doréwnuje efektywnosci ich ekstrakcji rozpuszczalnikiem
organicznym. Eksperymenty te, to drugi blok tematyczny badan nad zastosowaniem PLE w
analizie sktadu olejkowego roslin. Do badan wytypowatam ziele tymianku (Thymus vulgaris
L.), gdyz nalezy on do grupy roslin szczegdlnie czesto poddawanych analizie na zawarto$¢

olejku eterycznego.

Efektywnos¢ PLE na tle innych technik izolowania sktadnikow olejkowych z roslin

Praca H10 szczegotowo dyskutuje rezultaty pierwszego bloku badan. W cytowanej pracy
sktad jakosciowy i ilosciowy ekstraktow otrzymanych technika PLE poroéwnywatam z
analogicznymi danymi, uzyskanymi przy wykorzystaniu klasycznej destylacji z para wodng
oraz wspotczesnymi technikami bezrozpuszczalnikowej ekstrakcji: SPME 1 SFE. Dodatkowo
pod uwage wzietam wyniki otrzymane na drodze ekstrakcji prowadzonej w aparacie
Soxhlet’a przy wykorzystaniu n-heksanu tj. rozpuszczalnika, ktory najczesciej jest stosowany
do izolowania olejkow z roslin w rozpuszczalnikowych technikach ekstrakcji.

W $wietle przeprowadzonych eksperymentow moge stwierdzi¢, iz spos$rod technik
badanych sktad jakosciowy ekstraktow PLE jest najblizszy sktadowi olejkéw eterycznych
otrzymanych na drodze destylacji z parg wodng. Dlatego technika PLE jest najlepszq
alternatywq do klasycznej metody destylacji olejkéw. Ponadto, w warunkach PLE to octan
etylu ekstrahuje najwiekszg ilos¢ skltadnikow olejkowych (efektywnos$¢ ekstrakcji
n-heksanem jest nieco gorsza).

Poréwnanie rezultatéw poszukiwania takich warunkéw PLE (temperatury, ci$nienia i czasu),
w ktorych dla danego rozpuszczalnika (n-heksanu i/lub octanu etylu) uzysk olejkowych
sktadnikoéw tymianku bedzie najwigkszy, sktania do jeszcze jednego interesujacego wniosku.
Otoz niezaleinie od typu zastosowanego ekstrahenta, optymalny uzysk PLE skladnikow
olejkowych obserwuje si¢ w bardzo podobnych warunkach ekstrakcji a warunki te sq
analogiczne do tych wskazanych przez firme Dionex jako standardowe warunki ekstrakcji
(ang. dafault conditions). Fakt ten znosi koniecznos¢ optymalizowania warunkéw PLE, co
znacznie skraca czas niezbedny na przygotowanie probki do analizy i stanowi dodatkowg

korzysé stosowania tej techniki w analizie sktadu lotnych zwigzkow roslin.
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Dynamiczna ekstrakcja wodg olejkowych sktadnikow tymianku w warunkach PLE

Praca H13 dyskutuje wyniki otrzymane w warunkach PLE przy zastosowaniu przegrzanej
wody jako bezpiecznego dla srodowiska ekstrahenta, zaliczanego do grupy odczynnikow
GRAS (ang. Generally Recognized as Safe). [Jak wspominatam, kiedy proces PLE przebiega
z wykorzystaniem wody, wowczas technika ta przybiera m.in. nazwe Superheated Water
Extraction (SWE) 1 dlatego ta wlasnie nazwa pojawita si¢ w tytule cytowanej pracy.]
W eksperymantach wykorzystano statyczne jak 1 dynamiczne warunki procesu, przy czym o
ile ekstrakcje statyczng realizowano na aparacie ASE200, to do ekstrakcji dynamicznej
wykorzystano uktad skonstruowany samodzielnie na porzeby tych eksperymentow. W
cytowanej pracy wyniki otrzymane przy wykorzystaniu wody zestawiono takze z tymi
uzyskanymi przy pomocy destylacji jak i ekstrakcji PLE, prowadzonej przy wykorzystaniu
n-heksanu jako rozpuszczalnika ekstrakcyjnego.

Wyniki przedstawione w pracy H13 dowodza, ze uzysk sktadnikow olejkowych
tymianku otrzymany w dynamicznym procesie ekstrakcji przegrzang wodg dorownuje ilosci
otrzymywanej przy wykorzystaniu n-heksanu jako ekstrahenta w procesie PLE. Zatem
zastosowanie techniki PLE 7 wodg jako medium ekstrakcyjnym pozwala na catkowite
wyeliminowanie uZycia organicznych rozpuszczalnikéw w procesie izolacji lotnych
zwigzkow roslin. Ponadto, dzigki porownaiu efektywnosci ekstrakcji dwoch uktadow —
handlowo dostepnego (ASE200) i laboratoryjnego — okazato si¢, ze etap purge procedury
PLE realizowanej na ASE200 prowadzi do straty sktadnikow lotnych. (Zagadnienie wptywu
etapu purge na zmian¢ sktadu roznych olejkdéw eterycznych jest szczegotowo dyskutowane w

pracy H16 i om6éwione w rozdziale 4c.5.4 tego opracowania.)

4c.4.4 PLE w badaniach udziatu metabolitow wtérnych w odpowiedzi rodliny na stres

Jak wspomniano w rozdziale 4c.4, drugorzgdowe metabolity naleza do zwiazkéw
sygnatowych 1 s3 syntezowane w reakcji obronnej ro§liny np. na niekorzystne zmiany
srodowiska naturalnego (na tzw. stres srodowiskowy). Efektem stresowania roslin s3 zmiany
ich stanu fizjologicznego, ktore poczatkowo dostrzegalne sg np. jako rdzawe wybarwienia
fragmentow liScia, a finalnie prowadza do wyraznego spadku plonéw. Dlatego
w laboratoriach prowadzi si¢ badania: nad wytypowaniem tych sposréd drugorzedowych

metabolitow, ktore uczestnicza w odpowiedzi rosliny na stres; nad poznaniem przebiegu
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procesow, w trakcie ktoérych dochodzi do niekorzystnych zmian fizjologicznych oraz nad
wytypowaniem bezposrednich inicjatoréw tychze zmian.

Dzi¢ki opracowaniu procedury PLE wlasciwej do oznaczania matych stezen
drugorzedowych metabolitéw w pierwszych lisciach mtodej i starej rosliny tuz po jej
zerwaniu, mozliwym byto m.in. wykazanie, iz fasola wielokwiatowa (Phaseolus coccineus
L.) poza izoflawonoidami, ktére najczgéciej pojawiaja si¢ w literaturze zajmujacej si¢
badaniami zmian stanu fizjologicznego roslin pod wptywem stresu metali cigzkich, zawiera
rowniez flawonole: ramnozydowe 1 glukuronidowe pochodne kwercetyny oraz kaemferolu.
Istotniejsze jest jednak to, ze dzigki oznaczeniu ilo$ci tych zwigzkéw w roslinach kontrolnych
(w ktorych ich stgzenie jest duzo nizsze niz w ro$linach stresowanych) udalo si¢ po raz
pierwszy wykazaé, Ze zmiana steZenia ramnozydowych i glukuronidowych pochodnych
kwercetyny i kaemferolu jest symptomem antyoksydacyjnej obrony rosliny przed stresem
metali (Cd’" i Cu’"). Proces ten jest wyrazniejszy w miodych lisciach, w ktérych stezenie
flawonoli po podaniu czynnika stresujacego zwicksza si¢ od 200 do 490 % iloSci stwierdzonej
w roslinach kontrolnych, zaleznie od rodzaju metalu, jego st¢zenia jak i rodzaju flawonolu
[H2].

Tematyka badawcza zainicjowana w pracy H2 postawila przede mng jeszcze wigksze
wyzwanie niz tylko przygotowanie probki materialu ros§linnego do analizy zawartosci
flawonoidow. Duzym wyzwaniem analitycznym bylo bowiem opracowanie takiej procedury
PLE, ktéra pozwolitaby zweryfikowa¢ hipoteze¢ o indukcji syntezy kwasu jasmonowego (JA)
w efekcie stresu ro$liny metalami cigzkimi (wyniki szczegétowo omowione w pracy H7).
Analiza kwasu jasmonowego jest przyktadem analizy o wielu obliczach trudnosci. Nie dos¢,
ze kwas jasmonowy jako fitohormon jest obecny w roslinie na bardzo niskim poziomie
stezen, to jego 1lo$¢ jest zmienna w zaleznos$ci od typu rosliny, jej cze$ci a nawet rodzaju lisci
w obrgbie jednej ro$liny. Ograniczenie materialu badawczego do pierwszych lisci danej
rosliny wymagato zatem opracowania niezwykle wydajnej metody ekstrakcji. Biorac pod
uwage wyjatkowa zmienno$¢ roslin, nawet tych hodowanych hydroponicznie na niewielkiej
powierzchni kuwety, opracowywana procedura winna by¢ bardzo precyzyjna. JA nalezy do
glownych skladnikow sygnalizujagcych zmiany w komorce roslinnej. Jest on zatem bardzo
czuly na wszelkie bodZce biotyczne 1 abiotyczne np. wywolane zmiang ci$nienia
osmotycznego czy zranieniem. W efekcie, konieczna byta doktadna analiza materiatu nie
poddanego wstepnie suszeniu i rozdrabnianiu. Ostatecznie bioragc pod uwagg, iz zainicjowanie
odpowiedzi rosliny na stres jest krotkotrwale a cykl metaboliczny komorki przebiega nawet

po jej zerwaniu, nalezalo stworzy¢ takie warunki, ktore umozliwig szybka analize.
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Dzieki opracowaniu wtasciwej metodyki PLE po raz pierwszy wykazano, Ze:

1) stres metali cieikich indukuje synteze kwasu jasmonowego w dojrzalych lisciach
rzodkiewnika pospolitego [Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.] - roslinie modelowej
dla botanikow oraz w milodych i starszych lisciach fasoli wielokwiatowej;

2) wreakcji obronnej glownie uczestniczy izomer trans (3R,7R) jasmonianu metylu;

3) indukcja ma charakter dynamiczny i dwuetapowy.

Warto podkresli¢, iz jakos¢ wynikéw zaprezentowanych w cytowanej pracy szybko zostata
dostrzezona przez S$wiat nauki - o czym, co prawda nieskromnie ale w sposob

niepozostawiajacy watpliwosci, $wiadczy liczba cytowan tego artykutu (Lbcy = 51).

4c.4.5 PLE a doktadnos¢ analizy metabolitow wtérnych

Jak wcze$niej wspominatam, analiza zwigzkow w materiale roslinnym jest zagadnieniem
ztozonym 1 trudnym. Jako§¢ wyniku analizy zalezy tak od etapu przygotowania probki, jak i
od ostatecznego etapu jej analizy. Niemniej jednak, w przypadku oznaczania zawarto$ci
zwigzkdw w probkach naturalnych, rzetelny wynik analizy glownie zalezy od etapu
przygotowania probki a doktadniej od efektywnosci izolacji danego zwigzku z matrycy
ro$linne;.

Efektywnos$¢ ekstrakcji zalezy od szeregu zmiennych czynnikow. Do najwazniejszych
z nich nalezy: lokalizacja metabolitow w roslinie (charakterystyczna dla tego miejsca budowa
tkanki); fakt wystgpowania metabolitow w kilku formach (np. glikozydowe;j, aglikonowej,
estrowej]); rodzaj oddziatywania metabolitu z innymi zwigzkami obecnymi w komorce/tkance
oraz rodzaj 1 ilo$¢ substancji interferujacych. Nie nalezy zapominaé, iz na efektywno$¢
ekstrakcji wptywa rodzaj ekstrahenta oraz warunki procesu ekstrakcji. Oczywiscie stosuje si¢
takie rozpuszczalniki 1 warunki ekstrakcji, ktore zapewniajg jak najwigksze uzyski badanych
metabolitow. (Warunki, w ktérych otrzymuje si¢ najwicksze ilosci zwigzkéw czgsto sg
okreslane terminem optymalnych warunkow ekstrake;ji.)
Wobec tak wielu uwarunkowan efektywnosci ekstrakeji nikogo nie dziwi, ze dla powigzania
zawartosci metabolitow w ekstrakcie z ich rzeczywistg iloscia w materiale poddawanym
analizie, koniecznym jest zbadanie odzysku stosowanej metody ekstrakcyjnej. W tym celu do
rozdrobnionej probki dodaje si¢ znang ilo$¢ substancji obcej dla badanego materialu o
wlasciwosciach fizykochemicznych podobnych do substancji oznaczanej, tzw. standard
wewnetrzny. Jednakze, bioragc pod uwage komoérkowa architekture tkanki roslinnej i r6zng

site z jaka metabolity sg przytrzymywane w obrebie tkanki, nigdy efektywno$¢ odzyskania
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substancji sztucznie wprowadzonej nie odda w pelni sprawno$ci izolacji naturalnego
metabolitu. Dlatego czgéciej pordwnuje si¢ wartosci uzyskdw otrzymanych przy

wykorzystaniu dwodch réznych technik ekstrakcyjnych.

W badaniach ukierunkowanych na stosowanie nowych technik przygotowania probki
do analizy, wynik otrzymany testowana metoda - w warunkach dla niej optymalnych -
porownuje si¢ z tym otrzymanym przy wykorzystaniu jednej z klasycznych i/lub zalecanych
technik izolacji. W tej metodzie za rzetelny wynik analizy bardzo cz¢sto przyjmuje si¢ wynik
wyzszy. Jest to podejscie dos¢ powszechnie stosowane, ale nie do konca stuszne - o czym
$wiadczg niespdjne wyniki badan nad zastosowaniem PLE do analizy ilo$ciowej rutyny i
izokwercytryny w kwiecie czarnego bzu, otrzymane na przestrzeni lat. Bowiem o ile w
swietle wynikow zaprezentowanych w pracy H1 wyzszy uzysk PLE, wzgledem ilosci
okreslonej na drodze maceracji, przyjelam za doktadng miare zawartoSci rutyny i
izokwercytryny w kwiecie czarnego bzu, to w $wietle danych przedstawionych w pracy H11
wynik ten byl nieprawdziwy — bo mniejszy, wzgledem ilosci otrzymanej w aparacie
Soxhlet’a. Zestawienie tych faktow pokazuje ewidentng wade tego podejscia do oceny
rzeczywistej zawarto$ci zwigzku w probce naturalnej, ktora zmusita mnie do szukania innych
metod okreslania rzeczywiste] zawartosci zwigzku w probce naturalnej. [Na marginesie, inng
wade tego podejscia pokazujg wyniki przedstawione w pracy H17 i przyblizone w rozdziale
4c.5.3 tego opracowania. W ich S$wietle, przyczyna wyzszych uzyskéw moze byc¢
transformacja innych zwiazkéw (np. form glikozydowych polifenoli) do zwigzku

analizowanego (np. aglikonu).]

W innym podej$ciu do weryfikowania efektywnosci ekstrakcji testowanej metody,
ekstrakcje na tej samej porcji probki powtarza si¢ w cyklach ekstrakcyjnych tak dtugo, az
ilos¢ wyekstrahowanych zwiazkéw w kolejnej porcji ekstraktu okreslona metoda
chromatograficzng osiggnie poziom LOD tej metody. Poniewaz ekstrakcja jest powtarzana
przy wykorzystaniu nowej porcji rozpuszczalnika, ten sposob prowadzenia PLE jest
nazywany ekstrakcjg wielokrotng lub wyczerpujaca. Kazdy cykl ekstrakcyjny to kolejny stan
réwnowagi a od ich liczby zalezy efektywno$¢ ekstrakcji. W tym podej$ciu, eksperymenty nie
muszg by¢ prowadzone w warunkach optymalnych, co jest jego zaleta. Sposob ten
przetestowatam w pracy H6 i jak si¢ okazato jest on doby w przypadku delikatnych matryc
roslinnych (kwiaty, liscie), dla ktorych wysokie cisnienie panujgce w naczyniu ekstrakcyjnym
utrudnia dyfuzj¢ analitow do rozpuszczalnika. W przypadku niektorych typow matryc,

catkowity odzysk analitow moze jednak wymaga¢ nawet do kilkunastu cykli ekstrakcyjnych
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tej samej probki materiatu [HS]. Wydluza to procedur¢ analityczng i uzaleznia czas jej

trwania od czasu wielokrotnej ekstrakcji.

Majac powyzsze doswiadczenia, w pracy H6 zaproponowatam jeszcze inne podejscie
do oceny efektywnos$ci procesu ekstrakcji, bazujace na jednoetapowej (jednocyklicznej)
ekstrakcji probek o roznej masie. Podejscie to jest o tyle nowatorskie, ze do opisu wydajnosci
ekstrakcji prowadzonej w ukladzie ciecz - ciatlo state wykorzystuje zalezno$¢ znang w
uktadzie ciecz — ciecz. W jej mysl, odzysk substancji (£) w jednym cyklu ekstrakcyjnym
mozna wyrazi¢ rownaniem (1) [28]:

K,V
B 1+10<0 v .
gdzie K jest wspoOlczynnikiem podziatu substancji pomigdzy dwie fazy ciekte, a V = V,/V,,.
Vo1V, to odpowiednio objgtos¢ fazy organicznej i wodnej.
Przeksztalcajac powyzsze rownanie do postaci liniowej:

1 1

= +C 2
E K,V @

otrzymamy posta¢ pozwalajacag wyliczy¢ catkowita ilo§¢ substancji obecnej w jednej z faz

uktadu ekstrakcyjnego:
v
L lim( " +Cj 3)
E total Vi K 0 ) Vo
N _)O
"o

Oszacowanie catkowitej ilosci substancji obecnej w jednej z dwoch faz sprowadza si¢ zatem
do kilku pojedynczych procesow ekstrakcji, prowadzonych przy réznych stosunkach (V,,/V,)
oraz ekstrapolacji liniowej zaleznosci (1/E) vs. (V,,/V,) do warto$ci V,,/V, = 0.
Adaptujac te zatozenia do oceny efektywnos$ci ekstrakcji metabolitow wtornych z roslin,
rOwnanie ostatnie przyjmie posta¢ nastepujaca:

1 m .

=’ +C
E* K,V

(4)

gdzie m, 1 V to masa materiatu ros$linnego 1 objetos¢ ekstrahenta.

Zatem, jeSli przy kilku réznych stosunkach masy probki roslinne; do objetosci
rozpuszczalnika, wykres zalezno$ci I/E = flmy/V) bedzie linig prosta, to wynik jej
ekstrapolacji do wartosci m,/V; — 0 powinien by¢ rowny odwrotno$ci warto$ci stanowigcej

catkowitg ilo$¢ metabolitu w probcee (£ *mmz).
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Teza ta zostata zweryfikowana na przyktadzie ekstrakcji dwoch typow analitéw: rutyny
(izolowanej w kwiatow S. nigra L.) oraz kofeiny (izolowanej z zielonej i czarnej herbaty oraz
z ziaren kawy). Otrzymane rezultaty sg szczegélowo omowione w pracy H6. Wynika z nich,
ze odwrotnosé ilosci zwigzku otrzymanej w jednocyklowej ekstrakcji PLE (E ) jest liniowg
funkcjg stosunku masy rosliny do objetosci uzytego ekstrahenta (mp/Vs) i z zaleinosci tej

mozna wyliczy¢ rzeczywistq zawartosé danego twigzku w roslinie.

Z porownania wynikOw otrzymanych proponowang metoda z iloscig zwigzkoéw
ujawniong na drodze wielokrotnej ekstrakcji PLE mozna twierdzi¢, ze zaproponowana
metoda sprawdza si¢ i moze zastapi¢ czasochlonng ekstrakcje wielokrotng. W mysl
proponowanego podejscia do zastosowania PLE jako szybkiej metody odniesienia, do
wyznaczenia rzeczywiste] zawartosci sktadnika w roslinie wystarcza dwa punkty
eksperymentalne, otrzymane przy dwoch stosunkach masy probki do objgtosci

rozpuszczalnika.

4c¢.5 Problemy cisnieniowej ekstrakcji cieczg
Jak wspominatam, technike PLE wyr6znia stosowanie wysokich ci$nien oraz wysokich
temperatur. Prowadzenie procesu pod zwiekszonym ci$nieniem pozwala zachowac stan ciektly
medium ekstrakcyjnego mimo, iz zostala przekroczona temperatura wrzenia danego
rozpuszczalnika pod ci$nieniem atmosferycznym. Wysokie ci$nienie zwigksza rowniez
powierzchni¢ kontaktu obu faz, wtlaczajac ekstrahent w takie rejony statej matrycy, ktore pod
ci$nieniem normalnym nie sg dla niego dostgpne. Wyzsza temperatura ekstrakcji ulatwia
desorpcj¢ analitu ze statej matrycy oraz jego dyfuzj¢ do rozpuszczalnika, a ponadto pozwala
osiggna¢ wyzsze wartosci wspolczynnikdéw podziatu. W efekcie, w procesie PLE obserwuje
si¢ w jednostce czasu wzrost zdolnosci danego medium do rozpuszczania wigkszej ilo$ci
analitu. Ponadto, dzigki stosowaniu mieszanych faz ekstrakcyjnych PLE umozliwia wigksza
zmiang polarnos$ci ekstrahenta a przez to i wieksza kontrole selektywnosci procesu ekstrakc;ji.
To sa fakty ogélnie znane na temat ci$nieniowej ekstrakcji ciecza. Rzadko jednak w
literaturze (jesli w ogdle) mozna spotka¢ informacje, ze:

e wzrost temperatury procesu PLE przyczynia si¢ do spadku selektywnosci ekstrakcji;

e wzrost ci$nienia w naczyniu ekstrakcyjnym moze powodowaé spadek wydajnosci

ekstrakcji;
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e stosowanie kilkusktadnikowych ekstrahentow moze prowadzi¢ do rozpadu ztozonych
form zwiazkow, a ponadto ze
e ctap purge procedury PLE moze prowadzi¢ do zmiany ilosci lotnych skladnikéw

ekstraktu.

Poruszone wyzej zagadnienia stanowig méj wklad w poszerzenie wiedzy na temat stosowania
cisnieniowej  ekstrakcji  cieczg. Zagadnienia te, rozpracowane w  kontekScie
chromatograficznej analizy sktadu drugorzegdowym metabolitow roslinny, sa omodwione

ponizej.

4c¢.5.1 Podwyzszona temperatura jako czynnik zmniejszajgcy selektywnosc¢ ekstrakcji

Jak podkreslano wielokrotnie, technika PLE dzigki zastosowaniu w uktadzie podwyzszonego
ci$nienia, umozliwia prowadzenie procesu w temperaturze wyzszej od temperatury wrzenia
danego rozpuszczalnika pod ci$nieniem atmosferycznym. Wyzsza temperatura ekstrakcji z
jednej strony ulatwia rozrywanie wigzan van der Waalsa, mostkdw wodorowych i
oddziatywan dipolowych wystepujacych pomiedzy analitem a stala matrycg probki,
wplywajac tym samym na zwigkszenie dyfuzji analitu do cieklego rozpuszczalnika [3].
Z drugiej za$, dzigki obnizeniu lepkosci oraz napigcia powierzchniowego ekstrahenta,
polepsza zwilzalno$¢ probki biologicznej przez dany rozpuszczalnik oraz zwigksza jego
zdolno$¢ do rozpuszczania analitu. W efekcie obserwuje si¢ wzrost szybkosci przenoszenia
masy analitu 1 skrocenie czasu jego ekstrakeji [3, 29]. To sg fakty, ktore najczesciej badacze
przywotuja podkreslajac efektywnos¢ techniki PLE.

Niewiele o0sob donosi, ze ze wzrostem temperatury w warunkach PLE czgsto
obserwuje si¢ odstgpstwo od zasady podobne rozpuszcza podobne, w mysl ktorej polarne
rozpuszczalniki stosuje si¢ do ekstrakcji polarnych zwigzkéw a niepolarne do ekstrakcji
niepolarnych. W konsekwencji odstepstwo to prowadzi do pogorszenia selektywnosci
ekstrakcji. Wyniki dyskutowane w pracach HI1, HI12 i H15 unaoczniajg problem straty
analitow w efekcie zmniejszenia selektywnosci procesu PLE pod wplywem wyiszej
temperatury ekstrakcji.

W pracy H1 przedstawitam, ze podczas ekstrakcji rutyny i izokwercytryny za pomoca 80 %
roztworu metanolu w wodzie, ze wzrostem temperatury ekstrakcji obserwuje si¢ spadek ilosci
ekstrahowanych zwigzkow. Im wyzsza temperatura ekstrakcji, tym wigksza ilo$¢
ktaczkowatego osadu pojawia si¢ w ekstrakcie po jego schtodzaniu do temperatury
pokojowej. Doda¢ nalezy, ze osad ten po wysuszeniu bardzo dobrze rozpuszcza si¢ w
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n-heksanie, dowodzac swojej fizykochemicznej natury. Tworzenie si¢ ze wzrostem
temperatury ekstrakcji coraz wickszej ilosci osadu jest konsekwencja gorszej selektywnosci
procesu PLE — polarny ekstrahent ze wzrostem temperatury zaczyna rozpuszcza¢ niepolarne
sktadniki matrycy. W parze 7 coraz mniejszq selektywnoscig PLE obserwuje si¢ spadek
ilosci oznaczanych wigzkow w efekcie ich wspolstrqcania 7 osadem.

W pracy H12 opisujacej poszukiwania najefektywniejszej techniki izolacji taksoidow z cisu
pospolitego wykazatam, ze wstgpna ekstrakcja lipofilowych substancji balastowych w
warunkach PLE prowadzi rownie? do straty taksoidow. Wyniki badan zaprezentowane w
cytowanej pracy dowiodly, iz toluen, n-heksan i chloroform — rozpuszczalniki, ktére w
klasycznych technikach ekstrakcji nie wykazujg powinowactwa do taksoidéw [30 - 33] -
izoluja je w warunkach PLE. Wstepna ekstrakcja substancji balastowych w PLE moze zatem
prowadzi¢ do straty analitoéw, a w konsekwencji do blednych wynikéw analizy zawartosci
taksoidow w materiale roslinnym.

Do podobnych wnioskéw prowadza wyniki badan nad optymalizacja warunkow ekstrakcji
silymariny z owocow ostropestu plamistego (Silybum marianum L. Gaertner.),
zaprezentowane w pracy H15. W tym przypadku réwniez wstepna ekstrakcja n-heksanem
lipidowych substancji balastowych prowadzi do straty cennych dla zdrowia czlowieka
flawonolignanow. Zwigzkoéw tych nie stwierdza si¢ natomiast w n-heksanowym ekstrakcie

otrzymanym w aparacie Soxhleta.

4c¢.5.2 Podwyzszone cisnienie jako czynnik spowalniajgcy kinetke dyfuzji analitu
z matrycy ro$linnej na przykfadzie ekstrakcji kofeiny z lisci zielonej herbaty

Zastosowanie w uktadzie ekstrakcyjnym wyzszego ciSnienia ma przede wszystkim
zagwarantowa¢ ciekly stan rozpuszczalnika w wyzszych temperaturach ekstrakcji.
W praktyce, na ogét, nie dostrzega si¢ wptywu ci$nienia na zwigkszenie efektywnosci
ekstrakcji [34, 35, H1]. Powszechnie stosuje si¢ wartosci ci$nien na poziomie 40 — 60 bar
jako wystarczajace do utrzymania rozpuszczalnika w stanie ciektym, kiedy temperatura
ekstrakcji przewyzsza jego temperatur¢ wrzenia. Niemniej, wprowadzajac rozpuszczalnik pod
ci$nieniem mozna go wtltoczy¢ w takie rejony porowatej matrycy, ktore pod normalnym
ci$nieniem nie maja z nim kontaktu np. na skutek obecno$ci powietrza w porach stalej
matrycy - rozwijajac w ten sposob powierzchni¢ kontaktu obu faz. Po ten argument réwniez
czesto siggaja badacze, thumaczac wyzsza efektywno$¢ PLE wzgledem konwencjonalnych

technik ekstrakcji rozpuszczalnikiem [36, 37]. Nie ma jednak badan jednoznacznie
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pokazujacych, iz w przypadku niektorych matryc roslinnych zwigkszone cisnienie procesu
PLE prowadzi do zmniejszenia efektywnosci ekstrakcji zwiqzkow z roslin.

Testujgc mozliwos¢ zastosowania techniki PLE do izolacji kofeiny z rozdrobnionych

lici zielonej herbaty oraz kawy zaobserwowatam, ze o ile kofeina z kawy ekstrahuje si¢
bardzo fatwo w pojedynczym cyklu ekstrakcyjnym dajac wynik wyzszy i/lub poréwnywalny
do innych technik, to ten sam zwigzek z lisci herbaty ekstrahuje si¢ znacznie trudniej. Mato
tego, sposrod zastosowanych w badaniach technik to PLE ujawnia najmniejsza ilo$¢ kofeiny
w lisciach herbaty. Rezultat ten ktoci si¢ z popularng opinig na temat efektywnosci techniki
cisnieniowej ekstrakcji ciecza w izolowaniu zwigzkdéw z ro$lin. Ponadto, wobec tatwej
ekstrakcji kofeiny z kawy sugeruje, ze po procesiec PLE wcigz pewna ilo$¢ tego analitu
pozostaje w matrycy roslinne;.
Z danych szczegbétowo przedyskutowanych w pracy HS wynika, ze wydajnosé¢ procesu PLE
kofeiny z lisci zielonej herbaty zaleiy od wartosci zastosowanego cisnienia. Im wyisze
cisnienie, tym mniejszy uzysk kofeiny. Fakt ten mozna polaczy¢ z tatwo zauwazalng przy
parzeniu herbaty liSciastej tendencja tej matrycy do pecznienia. Najwyrazniej wyzsze
cisnienie w naczyniu ekstrakcyjnym upakowanym peczniejacg probka, utrudnia dyfuzje
kofeiny do rozpuszczalnika. Wyzsze cisnienie jest odpowiedzialne za zwolnienie kinetyki
ekstrakcji, a w konsekwencji za mniejszy jej uzysk w pojedynczym cyklu ekstrakcyjnym.
Oczywiscie optymalizacja warunkéw PLE pozwala zwigkszy¢ wydajno$¢ pojedynczego
cyklu. Uzyskiwane wyniki analizy sa jednak wcigz dalekie od rzeczywistej zawartosci
kofeiny w herbacie.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentow dowodza, ze wbrew obiegowanej opinii
technika PLE nie zawsze jest tak efektywna. To podwyZiszone cisnienie moze byé

czynnikiem odpowiedzialnym za zmniejszenie efektywnosci ekstrakcji analitu 7 rosliny.

4c¢.5.3 Wptyw kilkusktadnikowych ekstrahentow
- Hydrolityczna niestabilnos¢ glikozydow hydroksyantrachinonowych [H17]

Cisnieniowa ekstrakcja cieczg jest jedng z nielicznych technik ekstrakcji statych probek, w
ktoérej celem zwigkszenia selektywnosci procesu regulg jest stosowanie kilkuskladnikowych
ekstrahentow. Co wiecej, w PLE powszechnie stosuje si¢ mieszaniny wodno-organiczne po
to, by zmniejszy¢ zuzycie rozpuszczalnikow organicznych. W badaniach polifenolowych

metabolitow wtdrnych roslin szczeg6lnie czgsto stosuje si¢ mieszaniny wodno-metanolowe.
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W literaturze tematu rzadko podnosi si¢ kwesti¢ stabilnos$ci hydrolitycznej form
glikozydowych polifenoli, w warunkach ich ekstrakcji z materiatu ros§linnego. A przeciez
glikozydy moga hydrolizowa¢ do odpowiednich form aglikonowych, zmieniajac w ten sposob
ich relacje ilosciowe w ekstrakcie - wzgledem tych charakterystycznych dla badanego
materialu - w konsekwencji, prowadzac do btednych wnioskoéw na temat sktadu chemicznego
danej rosliny. Problem rzetelnego oznaczenia zawartosci glikozyddéw nabiera szczegdlnego
znaczenia w przypadku analizy hydroksyantrachinonow w materiale ro§linnym. Zwiazki te w
organizmie cztowieka dziatajg przeczyszczajaco. Jako takie sg wiec czg¢sto naduzywane a
zwazywszy, ze glikozydy sa tatwiej przez organizm przyswajalne, to wlasnie gtoéwnie one sa
odpowiedzialne za szereg efektow ubocznych czestego stosowania pochodnych
antrachinonowych. Ws$rod najczes$ciej wymienianych w literaturze efektow ubocznych sa
perforacje jelit i stomie jelitowe zakladane w znacznym procencie u mtodych ludzi [38 - 40].

Hydroksyantrachinony sa zwigzkami charakterystycznymi dla wielu gatunkow
szczawiu (Rumex) 1 rabarbaru (Rheum) [41, 42]. W roslinach tych gléwnie wystepuja jako
glikozydy, szczegdlnie czgsto jako monoglukozydy. Aglikony stanowia zaledwie kilka
procent ich catkowitej ilosci [43]. Odmienno$¢ wiasciwosci fizykochemicznych glikozydow 1
aglikonow sprawia, ze do ich ekstrakcji stosuje si¢ rozne sktady mieszanin ekstrakcyjnych
[38, 39, 44 - 46]. Aglikony - mniej polarne od odpowiednich form glikozydowych - lepiej
rozpuszczajg si¢ w metanolu i w roztworach wodnych, zawierajacych wigksze stezenie tego
alkoholu. Do ekstrakcji glikozydow zaleca si¢, z kolei, mieszaniny wodno-metanolowe
bogatsze w wodg. Optymalizujagc warunki PLE pod katem izolacji glikozydowych
pochodnych antrachinonéw z korzenia szczawiu kedzierzawego (Rumex crispus L.) w
uktadzie wodno-metanolowym zauwazytam jednak odwrotne zaleznos$ci [H17]. Im bardziej
polarng (na skutek wigkszego udzialu procentowego wody) mieszaning ekstrakcyjna
stosowatam w procesie PLE, tym wigkszy byl uzysk mniej polarnych przedstawicieli
hydroksyantrachinonéw tj. aglikondw. I na odwrdt, bardziej polarne antrachinony — glikozydy
lepiej ekstrahowaly si¢ mniej polarnymi mieszaninami ekstrakcyjnymi.

Zmiang relacji pomigdzy formami glikozydowymi i aglikonowymi hydroksyantrachinonow w
ekstraktach korzenia szczawiu, otrzymanych przy réznym udziale wody w mieszaninie
ekstrakcyjnej, najlepiej oddaja chromatogramy przedstawione na Rys. 3.

Z ich porownania wida¢ jak w monitorowanym zakresie rozdziatu analitycznego zmienia si¢
sktad chemiczny ekstraktow. Im wigkszy jest % wody w mieszaninie ekstrakcyjnej, tym
mniejszy jest sygnal od form glikozydowych a wigkszy sygnat od form aglikonowych.
Przytaczajac zalety PLE podkresla si¢ fakt, iz dzigki skroceniu czasu ekspozycji probki na
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dziatanie wyzszej temperatury eliminuje si¢ mozliwo$¢ transformacji niestabilnych
zwigzkow. Przeprowadzone badania wskazuja jednak, iz nawet podczas kilkuminutowej
ekstrakcji PLE glikozydy hydroksyantrachinonow sq niestabilne i hydrolizujq do
odpowiednich form aglikonowych, zwigkszajqc steienie tych ostatnich w ekstrakcie.

Transformacja ta prowadzi do blednych wnioskow na temat zawartosci glikozydow w

roslinie.
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Rys. 3 Zmiana relacji pomiedzy formami glikozydowymi i aglikonowymi hydroksyantrachinonéw na
chromatogramach ekstraktow z korzenia szczawiu kedzierzawego (Rumex crispus L.) otrzymanych przy
zastosowaniu réznych skladéow wodno-metanolowej mieszaniny ekstrakcyjnej (1. emodyna-8-O-f-D-
glukopiranozyd, 2. chryzofanol-8-0-4-D-glukopiranozyd, 3. fiscjon-8-0O-5-D-glukopiranozyd, 4. emodyna,
5. chryzofanol, 6. fiscjon)
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Ich analiza potwierdza stuszno$¢
wniosku, iz obecno$¢ wody w
mieszaninie ekstrakcyjnej prowadzi do
rozpadu hydrolitycznego glikozydowe;j
formy antrachinonu, i Ze rozpad ten jest
tym wigkszy im wigksze jest st¢zenie
wody w mieszaninie uzytej do ekstakcji.
Aby potwierdzi¢ stuszno$¢ hipotezy na
temat hydrolitycznego rozpadu
glikozydow w trakcie ich
kilkuminutowej ekstrakcji w warunkach
PLE, prowadzitam badania takze w
uktadach sztucznych, symulujac proces
PLE z wykorzystaniem standardu
wybranego rdéznigcych si¢ stgzeniem
metanolu. Chromatogramy tak
otrzymanych  ekstraktow  prezentuje

Rys. 4.

Rys. 4 Chromatogramy otrzymane dla
roztworu standardu (chryzofanol-8-O-4-D-
glukopiranozyd) w warunkach symulujacych
proces ekstrakcji tego glikozydu z naczynia
ekstrakcyjnego przy zastosowaniu jako
ekstrahenta: (A) metanolu; (B) 80 % r-u
metanolu w wodzie; (C) 40 % r-u metanolu w
wodzie;(D) 80 % r-u metanolu w buforze
fosforanowym o pH =3,05. Warunki PLE:
temp. ekstrakcji 100 °C; czas 10 min; ci$nienie
40 bar. Rys. 4 E przedstawia chromatogram
mieszaniny standardow: chryzofanol-8-0-4-
D-glukopiranozyd (1 pik) i chryzofanol (2 pik)
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W $wietle danych szczegdlowo przedyskutowanych w pracy H17 wynika, iz zmiana
temperatury procesu PLE i/lub czasu jego trwania modyfikuje kinetyke rozpadu
hydrolitycznego badanych hydroksyantrachinonow.

Najlepszym potwierdzeniem wpltywu warunkow PLE na kinetyke hydrolizy hydroksy-
antrachinonow jest tabelaryczne zestawienie wartosci F'i P otrzymanych w analizie wariancji.
Dane te zebrano w Tab. 1. Warto przypomnie¢, ze wplyw testowanego czynnika jest tym

istotniejszy statystycznie, im wyzsza jest warto$¢ Fy, (Fexp > Ferir) a nizsza jest warto$¢ P.

Optymalizacj¢ warunkow ci$nieniowej ekstrakcji ciecza metabolitow wtornych z
ro$lin zwykle rozpoczyna si¢ od znalezienia takiego sktadu mieszaniny ekstrakcyjnej, ktory
zagwarantuje najwickszy uzysk badanych zwigzkéw. W pracy H17 udowodnitam, ze ten tok
postgpowania moze by¢ jednak zawodny w badaniach sktadu chemicznego roslin, gdyz
zwigzki podczas ekstrakcji moga przeksztalca¢ si¢ do form pokrewnych. Szczegdlng
watpliwos¢ wzbudza stosowanie jako ekstrahentow mieszanin wodno-organicznych w
analizie glikozydowych/aglikonowych przedstawicieli zwigzkoéw polifenolowych w materiale
ro$linnym. Ten aspekt analizy metabolitow wtérnych, szczegdlnie w kontekscie konsekwencji
ptynacych z btednej analizy glikozydéw hydroksyantrachinonowych w materiale roslinnym,
jak dotad w literaturze jest pomijany. O randze podjetego w pracy H17 problemu moze
rowniez $wiadczy¢ fakt, iz redakcja czasopisma Analytical and Bioanalytical Chemistry

zaproponowata mi jej publikacje w trybie Open Access bez obciazania mnie jego kosztami.
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Tabela 1. WartoSci F i P otrzymane podczas analizy wariancji dla wplywu warunkéw PLE na uzysk hydroksyantrachinonéw
(EG - glukozyd emodyny, ChG - glukozyd chryzofanolu, PG - glukozyd fiscjonu, E - emodyna, Ch — chryzofanol, P — fiscjon)

) Sktad ekstrahenta* Temperatura* Cisnienie w temp. 75 °C* Cisnienie w temp. 125 °C* Czas w temp. 75 "C** Czas w temp. 125 °C**

Awigzek P F P F P F P F P F P
EG 113.97 1.10- 10" 16192 1.40-107"° 1.69  2.11-10" 2.84 64110 52.82 129-10% 9341 1.44-10
ChG 33598 1.85-10" 358.10 1.27 - 107" 0.69 639 10" 3.58  3.24- 107 195.63  8.00- 10 43728 3.31-10%
PG 33152 2.00 - 107" 466.43 2.62-107" 180  1.88-10" 3.05 52710 362.84 6.95- 10" 753.52  3.80 - 107°
E 11552 1.02 - 10 4250 3.19- 107 135 3.08-10" 326 4.34-107 4.65 3.66- 10 7.89 8.96 - 10
Ch 515.07 1.45-10" 5528 7.20-10% 035  8.75-10" 3.14 4.83-10™ 1451 1.34-10% 3141 8.93-10%
P 378.48 9.10 - 10" 46.62 1.89 - 10" 110 4.09-10" 340 3.83-10™ 23.92 23910 1747 7.15-10%

*F . =3.106

** F = 4.066
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4c.5.4 Wptyw etapu purge na uzysk olejkowych sktadnikow roslin [H16]

W badaniach nad zastosowaniem techniki PLE do ekstrakcji zwigzkéw z cial statych pomija
si¢ wpltyw ostatniego jej etapu (etapu purge) na wydajnos¢ procesu. Tymczasem w §wietle
wynikow zaprezentowanych w H13 stwierdzono, ze etap purge moze prowadzi¢ do straty
lotnych sktadnikow roslin. Poniewaz w eksperymentach opisanych w cytowanej pracy jako
ekstrahent zastosowano przegrzang wodge, dlatego postanowiono sprawdzi¢ czy straty lotnych
sktadnikoéw roslin réwniez majg miejsce wtedy, gdy w procesie PLE do ekstrakcji zastosuje
si¢ rozpuszczalnik organiczny. Eksperymenty opisane w H14 wykazaly, Zze zastosowanie
ekstrahenta organicznego nie eliminuje udziatu etapu purge w stratach lotnej frakcji roslin.
W ostatniej z cytowanych prac, dyskusja udziatu etapu purge koncentruje si¢ jednak tylko
wokot zmiany ilo$ci D-limonenu i dlatego prace ta nalezy uzna¢ za preludium szeroko
zakrojonych badan szczegdtowo przedstawionych w pracy H16 i przyblizonych ponize;j.

Do badan wptywu etapu purge na straty lotnych sktadnikow roslin, wytypowalam
rozmaryn (Rosmarinus officinalis L.), tymianek (Thymus vulgaris L.) oraz rumianek
(Chamomilla recutita L.), gdyz gtowne skladniki ich olejkow eterycznych charakteryzujg si¢
wyraznie odmiennymi temperaturami wrzenia. Jako glowne sktadniki danego olejku uznatam
te, ktorych zawarto$¢ w danym olejku przekraczata 20 %. W ekstrakcie rozmarynowym byt to
wiec a-pinen, 1,8-cyneol (eukaliptol) 1 kamfora; dla tymianku: tymol 1 B-kariofilen, a dla
rumianku: B-farnezen oraz tlenki A 1 B a-bisabololu. W badaniach uwzglednitam wplyw
réznych czasdw purge, temperatur oraz rozpuszczalnikow. Ich wyniki sg zaprezentowane na
Rys. 5-7 w sekwencji odzwierciedlajgcej wzrost temperatury wrzenia tych zwigzkow.
Wartosci wspotczynnikoéw Fishera (F), oddajace wielkos¢ wptywu parametréw procesu PLE

na zmian¢ uzysku poszczegolnych sktadnikow sg z kolei przedstawione w Tab. 2.
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Rys. 5 Wplyw réznych czaséw purge, temperatur oraz rozpuszczalnikéw na uzysk
a-pinenu, 1,8-cyneolu i kamfory z rozmarynu
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Rys. 6 Wplyw roznych czaséw purge, temperatur oraz rozpuszczalnikow na uzysk
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Rys. 7 Wplyw roznych czaséw purge, temperatur oraz rozpuszczalnikow na uzysk
B-farnezenu, tlenku A a-bisabololu oraz tlenku B a-bisabololu z rumianku
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Tabela 2. Wartosci F i P otrzymane podczas analizy wariancji wynikow eksperymentalnych (F,;, = 5,14)

Sktadnik Temp. n-Heksan Octan etylu Metanol
olejku eterycznego [°C] Fexp. P-value Feyp. P-value Feyp. P-value
50 119,57 <0,0001 80,03 <0,0001 8,40 0,0182
o-pinen 100 19,78  0,0023 10,16  0,0118 10,43  0,0111
150 13,94  0,0055 6,23  0,0343 12,91  0,0067
50 246,80 <0,0001 85,80 < 10,0001 9,45  0,0140
1,8-cyneol 100 16,60  0,0036 9,57 0,0136 431  0,0691
150 12,81  0,0068 0,31  0,7462 0,05  0,9506
50 596,23 < 0,0001 14,33 0,0052 3,32 0,1070
Kamfora 100 33,30  0,0006 9,09 10,0153 2,21 0,1907
150 0,80 0,4911 13,84  0,0056 0,15 0,8622
50 0,27  0,7689 0,19  0,8347 5,55 10,0432
Tymol 100 9,32  0,0144 3,10 0,1192 6,24  0,0342
150 7,70 0,0220 1,90  0,2299 0,06  0,9445
50 268,786 < 0,0001 3,77  0,0870 32,90  0,0006
B-kariofilen 100 340,366 <0,0001 21,23 0,0019 591  0,0381
150 14,187  0,0053 32,97  0,0006 1,53 0,2911
50 1237,69 <0,0001 683,32 <0,0001 567,99 <0,0001
B-farnezen 100 277,24 <0,0001 254345 <0,0001 47,80 0,00021
150 156,39 <0,0001 1372,22 <0,0001 14,92 0,00470
50 17,42 0,0032 273,11 <0,0001 283,51 <0,0001
tlenek B a-bisabololu 100 5,84 0,0391 147,78 <0,0001 57,22 0,0001
150 1,70 0,2600 132,21 <0,0001 5,34 0,0466
50 72,15 <0,0001 82,42 <0,0001 342,30 <0,0001
tlenek A a-bisabololu 100 32,81 0,0006 412,00 <0,0001 16,81 0,0035
150 18,33  0,0028 271,17 <0,0001 0,04 09617

Z danych zaprezentowanych na Rys. 5 wynika, iz wydluZenie czasu purge prowadzi
do coraz wigkszych strat o-pinenu, 1,8-cyneolu i kamfory (najlotniejszych sposrod
wytypowanych skladnikéw olejkow eterycznych). Wielkosé straty zaleiy od rodzaju
rozpuszczalnika i temperatury ekstrakcji. Warto$ci F (patrz Tab. 2) dowodza, iz ten efekt jest
lepiej widoczny dla ekstraktu otrzymanego przy uzyciu n-heksanu niz przy uzyciu octanu
etylu oraz mniej widoczny w wyzszych temperaturach ekstrakcji. W przypadku ekstraktu
metanolowego tej rosliny straty o-pinenu sg widoczne niezaleznie od temperatury, dla
1,8-cyneolu sg one widoczne tylko powyzej 50 °C a dla kamfory rdznice w uzyskach sg
satystycznie nieistotne. Najmniejsza strat¢ gldéwnych sktadnikow olejku rozmarynowego, w
danej temperaturze, obserwuje si¢ w zerowym czasie purge.

W s$wielte danych przedstawionych na Rys. 6 1 7, wplyw etapu purge na uzysk lotnych
skladnikow roslin zmienia si¢ ze wzrostem ich temperatur wrzenia. WydluZenie czasu
purge, podczas ekstrakcji rumianku n-heksanem i octanem etylu, prowadzi do wzrostu

uzysku badanych sktadnikow. Jedynym racjonalnym wytlumaczeniem obserwowanego
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zjawiska jest odparowanie rozpuszczalnika z ekstraktu, prowadzace do zatezenia
analizowanych zwigzkéw w odbieralniku. Innymi stowy, im dtuzszy jest etap purge w danej
temperaturze, tym wigksze jest odparowanie n-heksanu i1 octanu etylu, i tym wigksze jest
zatezenie analitow w koncowym ekstrakcie. Wzrost stezenia gtownych sktadnikow olejku
rumiankowego w n-heksanie i octanie etylu lepiej jest widoczny w wyzszych temperaturach
ekstrakcji. Dla metanolu jednak zauwaza si¢ odwrotny wplyw purge na uzysk tych samych
wigzkow. Im dluiszy czas przedmuchiwania azotem, tym wyraZnie mniejsza jest ilosé¢
badanych sktadnikow w ekstrakcie. Taka relacja sugeruje, iz nie molekuty rozpuszczalnika a
glowne sktadniki olejku rumiankowego odparowuja z ekstraktu a ponadto, ze odparowanie
lotnych zwigzkow olejku rosnie ze wzrostem czasu purge.
W tym miejscu warto zauwazy¢, iz metanol znany jest z tego, iz jego molekuly tworza
klastery polaczone wigzaniem wodorowym [47, 48]. Najwyrazniej wigzanie to utrudnia
odparowanie metanolu w strumieniu azotu. Fakt ten thumaczy, dlaczego dla tych samych
zwigzkow olejku rumiankowego zawieszonych w roznych rozpuszczalnikach wptyw etapu
purge na efektywno$¢ ich ekstrakceji jest r6zny. Mniej lotne skladniki olejku rumiankowego
zawieszone w tatwo odparowujgcym rozpuszczalniku (n-heksan i/lub octan etylu) sq
zateiane. Te same zwiqzki na etapie purge sq 7 ekstraktu usuwane, jesli jako ekstrahent
wykorzystano wolniej odparowujqcy rozpuszczalnik tj. metanol.
Jak wynika z [47], wzrost temperatury sprzyja rozpadowi duzych klasterow metanolu do
mniejszych a te dalej rozpadaja si¢ do pojedynczych molekul tego rozpuszczalnika.
W konsekwencji, jak wykazatam w H16, przy wyzszych temperaturach metanol odparowuje
szybciej, co ttumaczy dlaczego ze wzrostem temperatury ekstrakcji maleje wptyw etapu
purge na uzysk lotnych sktadnikéw olejku rumiankowego (mniejsze wartosci ' w Tab. 2).
Dla pelni obrazu wplywu etapu purge na uzysk PLE indywidulanych sktadnikow
olejkow eterycznych nalezy przyjac, ze wielkos¢ straty lotnych zwigzkow rowniez zalezy od
sily oddzialywania rozpuszczalnika 7 analitem (sily odpowiadajgcej zdolnosci danego
rozpuszczalnika do ekstrakcji). Zatem mozna zatozy¢, iz skladniki OE podlegaja zjawisku
wspotodparowania z molekutami rozpuszczalnika na sposob podobny do wspodtdestylacji.
Jesli szybkosé odparowania danego sktadnika olejku w strumieniu azotu jest porownywalna
do szybkosci odparowania molekul zastosowanego rozpuszczalnika, to wplyw purge na
zmiang uzysku tego sktadnika jest niezauwazalny. Wniosek ten potwierdzajg dane otrzymane
dla tymolu (patrz Rys. 6), charakteryzujacego si¢ $rednig lotnoscig. Stuszno$¢ tego wniosku

dodatkowo wspierajg rezultaty badan przedstawione w pracy H13.
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Podsumowujac, uzysk PLE lotnych sktadnikow ro$lin zalezy od etapu purge.
W trakcie tego etapu procedury PLE generalnie obserwuje si¢ straty sktadnikow tatwiej
lotnych od ekstrahenta zas w przypadku mniej lotnych zwigzkow wydtuzenie etapu purge
prowadzi do ich zat¢zania na skutek odparowania rozpuszczalnika. Nalezy jednak zauwazy¢,

ze wptyw purge na uzysk frakcji lotnej roslin moze by¢ bardziej ztozony.

4c.6 Podsumowanie

Analiza drugorzedowych metabolitow w materiale roslinnym stanowi ztozone zagadnienie
badawcze. Jako$¢ otrzymywanych wynikow w duzym stopniu zalezy od etapu przygotowania
probki materialu roslinnego do analizy chromatograficznej. Najczesciej etap ten przebiega z
wykorzystaniem ekstrakcji. W pracach wchodzacych w sktad rozprawy habilitacyjnej
wykazatam, iz technika ci$nieniowej ekstrakcji ciecza moze zastapi¢ tradycyjnie stosowane
techniki izolacji zwigzkow z cial statych (ekstrakcje w aparacie Soxhlet’a, pod chiodnicg
zwrotng, maceracj¢ czy destylacj¢) w analizie metabolitow wtérnych w matrycach roslinnych.
Ta zamiana skutkuje spelnieniem wymagan stawianych przed wspotczesng analityka - w
kontek$cie zmniejszenia jej kosztow, zwigkszenia liczby analiz na jednostke czasu oraz
ograniczenia/wyeliminowania uzycia rozpuszczalnikéw organicznych. Fakty te to pozytywne
strony stosowania ci$nieniowej ekstrakcji ciecza (jej blaski) w analizie metabolitow wtdrnych
ro$lin dodatkowo wspierane tym, ze technika PLE:

e jest szczegOlnie przydatna przy izolacji zwiazkéw wystepujacych na niewielkim
poziomie stezen z matryc ros§linnych charakteryzujacych si¢ bogactwem lipidowych
substancji interferujgcych;

e sprzyja zwickszeniu efektywnosci izolacji zwiazkéw nietrwatych na dzialanie
wysokich temperatur, dzigki ograniczeniu czasu ich ekstrakeji do kilku minut;

e ulatwia uwalnianie zwigzkow ze zwartych 1 twardych tkanek roslinnych oraz takich,
ktore mogg wchodzi¢ w stosunkowo silne oddziatywania z ligninami;

e nie wymaga optymalizowania warunkéw ekstrakcji lotnych sktadnikow roslin;

e ulatwia prowadzenie badan nad metabolizmem ro$lin;

e moze by¢ stosowana jako szybka metoda odniesienia.
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Niemniej jednak w $wietle badan przeze mnie prowadzonych moge stwierdzi¢, iz cieniem na
stosowaniu PLE w analizie drugorzedowych metabolitow w materiale roslinnym ktadg si¢
nastepujace fakty:
e pomimo uznania PLE za efektywng technik¢ izolacji zwigzkow jej wydajno$¢ zalezy
od wiasciwosci fizykochemicznych analitow oraz rodzaju matrycy roslinnej
e wzrost temperatury procesu przyczynia si¢ do zmniejszenia selektywnosci ekstrakcji a
w konsekwncji do zmniejszenia uzysku analitu;
e wzrost cisnienia w naczyniu ekstrakcyjnym moze prowadzi¢ do zmniejszenia
wydajnosci ekstrakcji zwigzkow z pgczniejacych matryc;
e stosowanie wodno-organicznych ekstrahentow prowadzi do rozpadu ztozonych form
zwiazkow, a ponadto
e ctap purge procedury PLE prowadzi do iloS§ciowych zmian w skladzie lotnych
sktadnikéw ekstraktu.
Dodatkowo do swoich osiagnie¢ moge zaliczy¢ to, iz pokazalam prosty i szybki sposob
wyliczenia rzeczywistej zawartosci zwigzku w materiale ro§linnym, w oparciu o niepetny

odzysk badanego zwigzku w jednocyklowej ekstrakcji PLE.

Pragne doda¢, iz wobec réznorodnosci struktur i1 fizykochemicznych wiasnosci
zwigzkow zaliczanych do drugorzedowych metabolitow oraz odmiennosci matryc roslinnych,
rezultaty badan nad zastosowaniem PLE w analizie metabolitow wtornych, przyblizone
powyzej a szczegdtowo omowione w publikacjach H1 - H17, z jednej strony pokazuja blaski
PLE, potwierdzajac stluszno$¢ obiegowych opinii na temat jej uzytecznosci i efektywnosci a z
drugiej, wskazuja cienie PLE, ktére nalezy traktowac jako drogowskazy wytyczajace kierunki

badan warte dalszego zgltebiania i to nie tylko przeze mnie.
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5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych (artystycznych)

Osiagnigcia naukowo-badawcze nieobjete monotematycznym cyklem publikacji, ktory
stanowi podstawe niniejszego wniosku habilitacyjnego sg skrotowo przedstawione ponize;.
Osiggnigcia te podzielitam na:
e badania prowadzone przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora (publikacje
Al - A7 przedstawione w Zatagczniku 3a) oraz
e Dbadania prowadzone po uzyskaniu stopnia naukowego doktora (publikacje B1 — B18

zebrane w Zat. 3a).

5.1 Badania prowadzone przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Dziatalno$§¢ naukowa rozpocz¢tam na Studiach Doktoranckich kontynuujac tematyke
zainicjowang wynikami badan, ktore prowadzitam w ramach przygotowywania mojej pracy
magisterskiej. Tematyka ta, ukierunkowana przez prof. dr hab. Andrzeja L. Dawidowicza,
koncentrowala si¢ wokot zagadnien zwigzanych z badaniem wtasciwosci fizykochemicznych
materiatow krzemionkowych ze zdeponowanag na ich powierzchni warstwa polimerowa.
Podjeta tematyka zaowocowala 7 artykutami opublikowanymi w czasopismach o §wiatowym
obiegu. Dyskutowane w nich rezultaty (skrétowo przyblizone ponizej) stanowig podstawe

mojego doktoratu, ktoéry obronitam z wyrdznieniem we wrzesniu 2000 r.

Materialy krzemionkowe naleza do niezwykle popularnych sorbentéow. Ich
zastosowanie jest jednak ograniczone, z uwagi na:
e brak mozliwosci ich uzytkowania w alkalicznych rozpuszczalnikach oraz
e polarny charakter ich powierzchni, a w szczegdlnosci obecno$¢ powierzchniowych
grup silanolowych o charakterze kwasowym, ktére moga powodowac silng (czasami
nieodwracalng) adsorpcj¢ zwigzkow.
Te dwie przyczyny legly u podstaw badan nad opracowaniem skutecznych metod eliminacji
niekorzystnych cech materiatéw krzemionkowych. Jedna z nich sprowadza si¢ do utworzenia
na powierzchni krzemionki cienkiej polimerowej warstwy. Warstwa ta z jednej strony
zabezpiecza szkielet krzemionkowy przed niekorzystnym dziatanie rozpuszczalnikéw o
wysokim pH, a z drugiej pelni role ekranu eliminujacego oddziatywania pomiedzy
powierzchniowymi grupami silanolowymi i separowanymi molekutami.
Badania dowiodty, iz warstwy zwilzalne przez wod¢ mozna wykona¢ w oparciu o

sieciowanie mieszanin dekstranu 1 trietylotetraaminy. Istotniejsze jest jednak to, ze
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wlasciwos$ci fizykochemiczne takich warstw mozna regulowaé w szerokim zakresie, co w
konsekwencji pozwala rozszerzy¢ mozliwosci aplikacyjne materialdow krzemionkowych ze
zdeponowang na ich powierzchni warstwa polisacharydowo-poliiminowg. Efektem badan nad
zdolnos$ciami sorpcyjnymi warstw wzgledem jonéw metali jest praca Al.

Dzigki zastosowaniu metody SAXS w badaniach struktury powierzchniowych warstw
polimerowych, mozliwym bylo udowodnienie obecno$ci na powierzchni warstw form
przejsciowych (tzw. warstw posrednich). Warstwy te istotnie wptywajg na fizykochemiczne
wlasnos$ci otrzymywanych materiatow. Rezultaty tej serii badan sg przedstawione w pracach
A2 - A4 oraz A7.

W trakcie badan efektow cieplnych zwigzanych z procesem adsorpcji i desorpcji
alkoholi na materiatach krzemionkowych z powierzchniowa warstwa polisacharydowo-
poliiminowg zaobserwowano niezgodne z punktu widzenia termodynamiki zjawisko.
W przypadku adsorpcji i desorpcji alkoholi bezwzgledne wartos$ci ciepta ich desorpcji (Ques)
przewyzszaty ciepta adsorpcji (Quqs). W oparciu o uzyskane wowcezas rezultaty opracowano
model, ktérego szczegdly wraz z wynikami eksperymentalnych badan opublikowano w
Journal of Colloid and Interface Science (praca A5 w Zalaczniku 3a).

Prowadzac szersze badania nad przyczynami anomalnych relacji pomiedzy
warto$ciami ciepta adsorpcji-desorpcji  okre§latam m.in. wplyw stezenia alkoholu
rozpuszczonego w niepolarnym rozpuszczalniku (n-heksan, heptan) na wielkosci Qs 1 Ques-
Badania te pozwolily stwierdzi¢, ze przyczyn relacji |Qdes| > Qqqs najprawdopodobniej
nalezy upatrywa¢ w procesie asocjacji alkoholi. W przeprowadzonych eksperymentach
stwierdzono bowiem, iz roznica pomig¢dzy Qs 1 |Qdes| rosnie ze wzrostem stezenia

alkoholu. Wyniki tych badan zaprezentowano w czasopismie Langmuir (praca A6).

5.2 Badania prowadzone po uzyskaniu stopnia haukowego doktora
Moje zainteresowania i osiggni¢cia naukowe w okresie po uzyskaniu stopnia naukowego
doktora mozna podzieli¢ na dwa dzialy tematyczne.
e Pierwszy z nich stanowi kontynuacj¢ tematyki rozpoczetej w okresie przed
doktoratem. W tym nurcie badawczym powstaty prace B1 - BS.
e W drugim, podj¢lam nowy temat badan: chromatograficzng analiz¢ zwigzkow

biologicznie czynnych izolowanych z ro$lin.
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5.2.1 Badania stanowigce kontynuacje tematyki rozpoczetej w okresie przed doktoratem
Adsorpcyjne techniki przeptywowe naleza do jednych z najczesciej wykorzystywanych w
badaniach procesow adsorpcji i desorpcji na granicy ciecz — ciato state, gaz - cialo state i
ciecz - ciecz. Uzyskiwane dzigki nim wyniki s3 uzyteczne w okres$laniu parametréw
fizykochemicznych, ktore charakteryzuja natur¢ oddziatywan zachodzacych pomigdzy
adsorbatem a powierzchnig migdzyfazowa. Parametry te sa bardzo pomocne w zrozumieniu
mechanizmow adsorpcji, kinetyki adsorpcji oraz zwigzanych z nimi proceséw takich jak:
kataliza, dyspersja, korozja, adhezja.

Badajac efekty cieplne adsorpcji i desorpcji alkoholi na materiatach krzemionkowych
z powierzchniowa warstwa polisacharydowo-poliiminowg z wykorzystaniem przeptywowgo
mikrokalorymetru (badania wspomniane wyzej) zaobserwowalam nietypowe zjawisko
polegajace na tym, ze bezwzgledne wartosci ciepta desorpcji alkoholi przewyzszaty ciepta ich
adsorpcji. Poniewaz problem ten stanowil niezwykle istotne zagadnienie z punktu widzenia
fizykochemii zjawisk powierzchniowych, dlatego tez kontynuowalam badania nad
przyczynami wspomnianej relacji. Uzyskiwane wyniki staty sie tez podstawa do wystapienia
o przyznanie grantu KBN, ktorego celem bylo wyjasnienie jej przyczyn (Grant nr 3 TO9A
13218, ktorego bylam gtéwnym wykonawca).

Przeprowadzone w trakcie realizacji grantu badania wskazuja, Zze przyczyna
anomalnych relacji pomigdzy efektami cieplnymi procesow adsorpcji — desorpcji alkoholi na
powierzchni ciat stalych jest wiasciwos$¢ przeplywowego mikrokalorymetru. Przyrzad ten
mierzy jedynie catkowity efekt cieplny, ktory jest wypadkowa efektu cieplnego zwiazanego z
adsorpcja pojedynczych jak 1 zasocjowanych molekut alkoholu oraz efektu cieplnego
potrzebnego na rozpad asocjatow. Tak wiec efekt cieplny towarzyszacy procesowi adsorpcji
alkoholu jest obnizony o efekt cieplny rozpadu asocjatow tego zwigzku. Desorpcji z kolei
ulegaja pojedyncze czasteczki alkoholu, ktére rekombinujg si¢ w asocjaty w fazie
objetosciowej juz poza zasiegiem czujnikéw przyrzadu pomiarowego i w konsekwencji efekt
cieplny zwigzany z rekombinacja asocjatow nie jest przez przyrzad w petni ,,widoczny”.
Rejestrowany jest przede wszystkim efekt cieplny procesu desorpcji czasteczek alkoholu.
Warto w tym miejscu zauwazy¢, iz ogrom wynikoOw uzyskanych w ramach realizowanego
grantu [ponad 150 zmierzonych wielkosci (przeszto 800 pomiaréw), blisko 300 dni
roboczych] nie tylko pozwolil na wyjasnienie przyczyn uzyskiwania relacji | Oles | > Quas, ale
takze umozliwit stworzenie modelu adsorpcji alkoholi z niepolarnych rozpuszczalnikéw na

powierzchniach ciat statych.
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Wyniki powyzszych badan publikowano w czasopismach o obiegu $wiatowym takich jak:
Langmuir [B2], Colloids and Surfaces A [B4], Journal of Colloids and Interface Science
[B5].

Warto doda¢, iz efektem kontynuowania tematyki rozpoczetej przed uzyskaniem
stopnia naukowego doktora sg jeszcze dwie prace. Pierwsza z nich dyskutuje wyniki badan
nad zastosowaniem metody SAXS do oceny stopnia pecznienia warstwy polimerowej
zdeponowanej na sztywnej powierzchni porowatej krzemionki [B1]. Tematem drugiej sa

kwasowo-zasadowe wtasciwosci usieciowanej warstwy polisacharydowo-poliiminowej [B3].

5.2.2 Osiggniecia badawcze w ramach analizy naturalnych zwigzkéw biologicznie czynnych
Jak wspomniatam wcze$niej, rownolegle z tematyka zainicjowang jeszcze przed uzyskaniem
stopnia naukowego doktora rozpoczelam nowy nurt badawczy, dotyczacy zagadnien
zwigzanych z chromatograficzng analiza zwiazkdéw biologicznie czynnych ro$lin. Analiza
zwigzkow w tak ztozonych matrycach wymaga ich wcze$niejszej izolacji. Najczesciej w tym
celu stosuje si¢ klasyczng ekstrakcje w aparacie Soxhleta.

W swoich badaniach postanowitam skupi¢ si¢ na opracowaniu nowych metod analizy
zwigzkéw w materiale roslinnym, wykorzystujac wspotczesnie dostepne techniki ekstrakeji.
Poza technikg PLE (ktora jest przedmiotem prac HI - H17 stanowiagcych podstawe wniosku
habilitacyjnego) w badaniach wykorzystywalam takze technike SFE, SPME, MSPD oraz
SSDM. Rezultaty badan otrzymane przy uzyciu tych technik sg opisane w siedmiu pracach, z
ktorych szes¢ opublikowano w czasopismach znajdujacych si¢ na liscie Web of Science —
prace B6 - B9 oraz B11 przedstawione w punkcie Ila Zal. 3a, a jedna jest opublikowana w
czasopismie krajowym (punkt IId Zat. 3a).

Pragne podkresli¢, iz efektem moich badan nad oznaczaniem aktywnych sktadnikow
roslin bylo wytyczenie dwoch nowych kierunkéw badawczych Zaktadu:

- Pierwszym z nich sg badania wlasciwosci antyutleniajacych tak pojedynczych
zwigzkow (naturalnych i sztucznych) jak i ich mieszanin (praca B10).
- Drugim sg badania nad wptywem warunkow ekstrakcji na transformacje naturalnych
zwiazkow ztozonych (dwie prace przestane do redakcji czasopism analitycznych).
Moje najblizsze plany badawcze wiaze z rozwojem tego ostatniego kierunku, Uwazam
bowiem, iz problem transformacji zwigzkéw w trakcie ich wyodrebniania z materiatu

roslinnego nie jest w petni poznany.
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