Analiza srodowiskowa, zywnosci i lekow
Oznaczanie zwiazkow polifenolowych w probkach pochodzenia roslinnego i ich rola
W procesie syntezy nanostruktur metalicznych

Wiadomosci wstepne

Zwiazki polifenolowe sg wtornymi metabolitami roslinnymi zawierajagcymi w SWojej
strukturze minimum jeden pier$cien aromatyczny, do ktorego przytaczone sa co najmniej
dwie grupy hydroksylowe [1]. Wspomniana struktura szkieletu weglowego umozliwia
podziat zwigzkdéw polifenolowych na nastepujace klasy [2, 3]:

- stilbeny,

- lignany,

- flawonoidy (izoflawony, flawony, antocyjany, katechiny, flawonony, flawanole),
- chalkony,

- pochodne kwasu benzoesowego,

- pochodne kwasu cynamonowego.

Zwiazki polifenolowe sg zawarte w materiale ros$linnym, a ich stezenie zalezy od [2]:
- gatunku rosliny,

- strefy klimatycznej w ktdrej dany gatunek rosliny wzrasta i dojrzewa,
- rodzaju gleby, z ktorej roslina pobiera sktadniki mineralne.

Zgodnie z danymi przedstawionymi w Tabeli 1, wysoka zawarto$¢ zwiazkow
polifenolowych w materiale roslinnym moze umozliwi¢ ich zastosowanie w procesie
syntezy nanostruktur metalicznych [2, 4].

Nanoczastki metaliczne sg to struktury, w ktorych co najmniej jeden z wymiar6w nie
przekracza 100 nm. Ze wzgledu na wysoki stosunek powierzchni do objetosci czastki,
ktory jest tym wickszy im mniejsze sg te struktury, w tego rodzaju nanomateriatach moga
pojawia¢ si¢ lub intensyfikowaé nowe wiasciwosci, nie wystepujacego dla materiatdow
o0 rozmiarach makroskopowych [5]. Ze wzgledu na doskonate wtasciwosci antybakteryjne
w przemysle wiokienniczym i kosmetycznym sa powszechnie stosowane nanoczastki
srebra (AgNPs) [6].

Istnieje wiele sposobdéw syntezy nanostruktur metalicznych, wsrod ktorych mozemy

wyr6zni¢ metody biologiczne, metody chemiczne, a takze nowoczesne metody
wykorzystujace zimng plazme atmosferyczna [4, 6, 7].
W biologicznej metodzie syntezy AgNPs jony Ag(I) sa redukowane do metalicznego Ag
0 rozmiarze nanometrycznym za pomocg substancji o charakterze redukujacym (m.in.
zwigzkow polifenolowych), zawartych w materiale roslinnym [6]. Zwiazki polifenolowe
pelnia w procesie syntezy AgNPs rowniez funkcj¢ stabilizatorow, przeciwdzialajac
agregacji i sedymentacji syntetyzowanych nanostruktur Ag [4, 7].

Istnieje wiele technik umozliwiajacych okreslenie wilasciwosci optycznych i
granulometrycznych AgNPs. Pierwszym potwierdzeniem syntezy AgNPs jest wizualna
zmiana barwy mieszaniny reakcyjnej po dodaniu substancji o wlasciwosciach
redukujagcych na z6tta, charakterystyczng dla zawiesin AgNPs [4]. Wlasciwos$ci optyczne
AgNPs s3 wyznaczane na podstawie polozenia maksimum absorpcji pasma
zlokalizowanego powierzchniowego rezonansu plazmonowego (LSPR) wystepujacego w
widmie absorpcyjnym UV/Vis i charakterystycznego dla nanostruktur Ag w zakresie 420

- 440 nm [6]. Z kolei okreslenie morfologii (rozmiar, ksztalt) AgNPSs jest mozliwe dzigki
zastosowaniu techniki skaningowej lub/i transmisyjnej mikroskopii elektronowej (SEM
lub/i TEM), zaleznej od rozmiaru wytworzonych AgNPs.

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawarto$ci zwigzkoéw polifenolowych w wodnych
roztworach ekstraktéw roS§linnych oraz w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej
zsyntetyzowane z zastosowaniem przygotowanych wodnych roztworach ekstraktow
roslinnych AgNPs.

Tabela 1. Zawartos¢ zwiazkéw polifenolowych w wybranych owocach, warzywach oraz sokach
owocowych [2].

Zwiqzki polifenolowe Material roslinny Zawartos¢ zwigzkow
polifenolowych w mg/kg
swieZego materiatu
roslinnego lub w mg/dm3
soku
antocyjany borowki 250-5000
jagoda 1000-4000
czarna porzeczka 1300-4000
czerwony grejpfrut 300-7500
rabarbar 2000
truskawka 150-750
$liwka 20-250
flawonony sok pomaranczowy 215-685
sok cytrynowy 50-300
flawony pietruszka 240-1850
flawanole jarmuz 300-600
por 30-225
brokuty 40-100
jablko 20-40
pochodne kwasu Kiwi 600-1000
cynamonowego
baktazan 600-660
jablko 50-600
pochodne kwasu jagoda 80-270
benzoesowego
maliny 60-100

Zasada oznaczania zwigzkow  polifenolowych metoda spektroskopowa
z odczynnikiem Folina-Ciocalteu’a

Jedng z metod umozliwiajacych oznaczenie catkowitej zawartosci zwigzkow
polifenolowych w analizowanym materiale roslinnym jest metoda spektroskopowa
z odczynnikiem Folina-Ciocalteu’a. Metoda ta jest zwigzana ze zdolnoscig zwigzkow
polifenolowych do reakcji z odczynnikiem Folina-Ciocalteu’a, w wyniku ktorej
w srodowisku zasadowym tworzy si¢ zwigzek kompleksowy.

Sprzet i odczynniki (dla grupy 4-osobowej)
- waga analityczna

- spektrofotometr absorpcyjny UV/Vis

- faznia wodna



- 2 zlewki 0 objetosci 250 cm?

- 3 zlewki 0 objetosci 150 cm?

- 3 zlewki 0 objetosci 25 cm?®

- 7 kolb miarowych o objetosci 25,00 cm?

- 7 kolb miarowych o objetosci 10,00 cm?

- lejek szklany z sgczkiem z bibuly filtracyjnej (migkki)

- 2 pipety wielomiarowe o0 objetosci 100 do 1000 pL oraz 500 do 5000 uL

- pipety jednomiarowe o objetosci 1,00; 5, 00; 10,00 oraz 20,00 cm?

- 100,00 cm? roztworu podstawowego AgNOQ; o stezeniu 1000 mg/dm? jonow Ag(I)
- 100,00 cm® odczynnika Folina-Ciocalteu’a

- 200,00 cm® roztworu weglanu sodu o stgzeniu 7,5%

- 100,00 cm® roztworu wodno-etanolowego kwasu galusowego o stezeniu 600 mg/dm3w
10 cm®etanolu

- tryskawka

- bagietki

- migkkie sgczki

- lod

- pojemnik na lod

- mozdzierz, pistel

Wykonanie oznaczenia

a) Przygotowanie wodnych roztworéw ekstraktéw roslinnych

Otrzymany wysuszony materiat ro§linnych rozdrobni¢ w mozdzierzu za pomoca pistla.
Nastepnie, na wadze analitycznej odwazy¢ okolo 4 g (z dokladnosciag do 0,0001 g)
rozdrobnionego materiatu roslinnego i przesypa¢ do zlewki o objetosci 250 cm®. Za
pomoca pipety miarowej odmierzy¢ do zlewki zawierajacej nawazke wysuszonego
materiatu ro§linnego 100,00 cm® wody destylowanej (4*25,00 cm®). Zlewke ustawi¢ na
ptytce metalowej nad powierzchnig palnika i doprowadzi¢ do zagotowania, po czym
utrzymywac w stanie lekkiego wrzenia przez 15 min. Po tym czasie zlewke odstawi¢ do
ostygniecia. Kolejno zawartos¢ zlewki nalezy przesaczyé przez lejek z migkkim
saczkiem, tak aby oddzieli¢ materiat roslinny od uzyskanego wodnego roztworu ekstraktu
roslinnego. Przesacz zebra¢ do zlewki o pojemnosci 250 cm®. Otrzymany wodny roztwér
ekstraktu roslinnego nalezy rozcienczyé, tak aby uzyskaé po 50 cm® wodnego roztworu
ekstraktu roslinnego o stezeniach: 0,50%; 1,0% oraz 2,0%.

b) Synteza nanostruktur Ag z zastosowaniem wodnych roztworow ekstraktow
roslinnych

W celu syntezy AgNPs do 3 zlewek o objetosci 25 cm?® nalezy kolejno pobraé po 10,00
cm® odpowiedniego wodnego roztworu ekstraktu roslinnego (0,50%; 1,0% lub 2,0%), o
temperaturze pokojowej (15-25°C). Nastepnie, doda¢ takg objetos¢ roztworu
podstawowego AgNOs, w ktérym ¢ jondw Ag(I) wynosi 1000 mg/dm?, tak aby stezenie
jonow Ag(I) w koncowej objetosci wynosito 200 mg/dm?.

¢) Wykonanie krzywej wzorcowej dla roztworu wzorca — kwasu galusowego

Do kolb miarowych o objetosci 25,00 cm® odmierzy¢ odpowiednia ilo§é roztworu
podstawowego kwasu galusowego w etanolu o stezeniu 600 mg/dm®, tak aby jego
stezenie koncowe wynosito odpowiednio 0,0; 30,0; 60,0; 80 oraz 100,0 mg/dm?.
Dopetni¢ woda destylowana do kreski/ Nastepnie przygotowaé prébki do pomiaru,
poprzez pobranie po 0,500 cm® odpowiedniego roztworu wzorcowego, dodanie 2,5 cm?®
10-krotnie rozcienczonego odczynnika Follina-Ciocalteu i 2,0 cm® 7,5% roztworu
weglanu sodu. Wymiesza¢. Ponadto nalezy rowniez przygotowaé tzw. Slepa probe -
roztwor niezawierajacy kwasu galusowego. Przygotowane roztwory ogrzewac przez 15
min w tazni wodnej o temperaturze 50°C, a nastgpnie ochtadza¢ je w tazni lodowej przez
5 min. Nastgpnie, maksymalnie po uplywie 8 minut od zakonczenia ochladzania,
zmierzy¢ absorbancj¢ analizowanych mieszanin reakcyjnych przy dlugosci fali 765 nm.
Wykresli¢ krzywg wzorcowgq.

d) Oznaczenie calkowitej zwartos$ci zwigzkow polifenolowych w surowych wodnych
roztworach ekstraktéw roslinnych oraz w mieszaninach reakcyjnych zawierajacych
AgNPs metodg spektroskopowg

Aby oznaczy¢ catkowita zawarto$¢ zwigzkoéw polifenolowych w analizowanych wodnych
roztworach ekstraktow roslinnych, do plastikowego pojemnika nalezy odmierzy¢
odmierzy¢ 0,50 cm?® analizowanego wodnego roztworu ekstraktu roslinnego, 2,50 cm® 10-
krotnie rozcienczonego roztworu odczynnika Folina-Ciocalteu’a oraz 2,00 cm® roztworu
Na,COj3 o stezeniu 7,5% (3 probki tj. dla: 0,5;1,0; 2,0% wodnego roztworu ekstraktu
roslinnego). W celu okreslenia ilosci zwigzkéw polifenolowych bioracych udziat w
procesie redukcji jonéw Ag(I) do AgNPs, nalezy do plastikowego pojemnika
odmierzy¢ 0,50 cm® analizowanego wodnego roztworu ekstraktu roslinnego
zawierajacego Ag(l) w stezeniu 200 mg/dm® po czym doda¢ 2,50 cm® 10-krotnie
rozcienczonego roztworu odczynnika Folina-Ciocalteu’a oraz 2,00 cm?® roztworu Na,COj
o stezeniu 7,5% (3 prébki tj. dla: 0,5;1,0; 2,0% wodnego roztworu ekstraktu roslinnego
wraz z 200 mg/dm? jonow Ag(I)). Przygotowane probki nalezy ogrzewaé przez 15 min w
tazni wodnej o temperaturze 40°C, a nastepnie ochtadza¢ je w tazni lodowej przez 5 min.
Nastepnie, maksymalnie po uptywie 8 minut od zakonczenia ochtadzania, zmierzy¢
absorbancje¢ analizowanych mieszanin reakcyjnych przy dlugosci fali 765 nm. Jako
odnosnik stosowaé roztwor §lepej proby.

Na podstawie wykreslonej krzywej wzorcowej okresli¢ catkowitq zawartos¢ zwiqzkow
polifenolowych zarowno w surowych wodnych roztworach ekstraktow roslinnych, jak
rowniez w mieszaninach reakcyjnych zawierajqcych zsyntetyzowane AgNPs. Wyniki
podacé w mg/g probki w przeliczeniu na kwas galusowy.

Sprawozdanie:

- data, tytut oraz cel wykonywanego éwiczenia

- wprowadzenie teoretyczne

- krotki opis wykonywanego oznaczenia

- wyniki catkowitej zawartosci zwigzkow polifenolowych zaréwno w surowych wodnych
roztworach ekstraktow roslinnych, jak réwniez w mieszaninach reakcyjnych



zawierajqcych zsyntetyzowane AgNPs. Wyniki poda¢ w mg/g probki w przeliczeniu na
kwas galusowy.

- poréwnanie uzyskanych wynikéw z danymi literaturowymi

- wnioski
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