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STRESZCZENIE

Kwasy fenolowe stanowia grupe zwiazkow szeroko rozpowszechnionych w Swiecie roslin. Charakteryzuja sie
zroznicowana struktura chemiczng i wtasciwosciami farmakologicznymi. Z uwagi na swoja aktywnosc proz-
drowotna, zwiazana w gtéwnej mierze z dziataniem antyoksydacyjnym, ciesza sie obecnie bardzo duzym zain-
teresowaniem jako bioaktywne komponenty zywnosci i suplementow diety. W ponizszej pracy przedstawiono
przeglad pismiennictwa na temat izolacji fenolokwasow z materiatu roslinnego oraz produktoéw spozywczych.
Omowione zostaty takze chromatograficzne oraz spektroskopowe metody identyfikacji tych zwiazkow.

SLOWA KLUCZOWE: fenolokwasy, ekstrakcja do fazy statej (SPE), HPLC, GC

ABSTRACT
CHROMATOGRAPHIC METHODS OF ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PHENOLIC ACIDS

Phenolic acids are a group of compounds widely distributed in the world of plants. They are characterized by
diversified chemical structure and pharmacological properties. Due to their health potency, associated main-
ly with antioxidative action, they are currently of interest as bioactive food components and supplements.
This work provides an overview about the reported isolation procedures of phenolic acids from plant material
and food products. The chromatographic and spectroscopic identification methods of these compounds are

discussed.
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1. Budowa, wystepowanie i wtasciwosci farmakologiczne
fenolokwasow

Kwasy fenolowe (ang. phenolic acids) naleza do grupy
zwiazkow polifenolowych, powszechnie wystepujacych w
tkankach roslinnych. Sa metabolitami wtoérnymi o zrézni-
cowanej budowie chemicznej i wtasciwosciach biologicz-
nych. W roslinach wystepuja gtownie w postaci zwiazanej,
w postaci estrow lub glikozydow, jako sktadowe lignin i ta-
nin hydrolizujacych. Pod wzgledem budowy chemicznej
mozna je podzieli¢c na: pochodne kwasu cynamonowego
(Ryc. 1) i benzoesowego (Ryc. 2) rdzniace sie liczba oraz
miejscem podstawienia grup hydroksylowych i metoksylo-
wych oraz fenolokwasy o nietypowej budowie (Ryc. 3). Do-
datkowa grupe stanowia depsydy bedace potaczeniem
dwach lub wiecej czasteczek fenolokwasow (Ryc. 4) [1].

Najczesciej spotykanymi pochodnymi kwasu cynamo-
nowego sa:

- kwas kawowy, wystepujacy m. in. jabtkach, gruszkach,
sliwkach, kapuscie, szpinaku, satacie, ziemniakach, ka-
wie, lisciach tytoniu, winie oraz oliwie z oliwek,

- kwas ferulowy, wystepujacy przede wszystkim w nasio-
nach zboz, gtéwnie pszenicy, owsa, zyta i jeczmienia,

- kwas p-kumarowy, ktorego bogatym zrddtem sa rozne
owoce i zboza (takze otreby),

- kwas synapinowy, ktory znajduje sie gtownie w warzy-
wach z rodziny Brassicaceae, np. brokutach, kalafiorze,

brukselce czy jarmuzu oraz w sokach z owocow cytruso-
wych [2].

40

Do najbardziej znanych pochodnych kwasu benzoeso-
wego naleza:

- kwas p-hydroksybenzoesowy, ktorego zrodtem sa czarna
porzeczka, maliny, jezyny oraz truskawki,

- kwas salicylowy, znajdujacy sie w korze wierzby i wia-
zowce btotnej oraz w duzo mniejszych ilosciach w pomi-
dorach, rzodkiewkach, cykorii, morelach, jezynach, ja-
godach, migdatach, orzechach ziemnych, a takze w przy-
prawach, np. oregano, curry i rozmarynie,

- kwas galusowy, wystepujacy gtownie w herbacie, mali-
nach, truskawkach oraz cebuli,

- kwas protokatechowy, znajdujacy sie w cebuli, rzod-
kiewkach [3].

Jedna z wazniejszych wtasciwosci fenolokwasow jest
dziatanie antyoksydacyjne, przy czym aktywnosc¢ ta jest
bardziej zaznaczona w przypadku pochodnych kwasu cy-
namonowego [4]. Wtasciwosci przeciwutleniajace fenolo-
kwasow w istotny sposob zalezg od liczby grup hydroksylo-
wych i metoksylowych przytaczonych do pierscienia feny-
lowego. Mechanizm dziatania antyoksydacyjnego kwasow
fenolowych w gtéwnej mierze opiera sie na: (i) hamowaniu
powstawania reaktywnych form tlenu (ROS) lub azotu
(RNS), (ii) neutralizacji (,,zmiataniu”) wolnych rodnikow
oraz (iii) chelatowaniu jonéw metali o charakterze prook-
sydacyjnym, np. Cu (Il) lub Fe (ll), a takze (iv) obnizaniu
aktywnosci enzymoéw katalizujacych reakcje utleniania, np.
oksydazy ksantynowej [5-9]. Dzieki wtasciwosciom przeci-
wutleniajacym fenolokwasy stanowia grupe roslinnych
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zwiazkow chemoprewencyjnych [10-12], czyli hamujacych
lub opdzniajacych wczesne etapy procesu nowotworzenia.
Wsrod pozostatych wtasciwosci farmakologicznych kwasow
fenolowych mozna wymieni¢ m. in. dziatanie: (a) przeciw-
zapalne, przeciwgoraczkowe, przeciwreumatyczne (kwas
salicylowy), (b) przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe,
przeciwgrzybicze (kwas galusowy, kwas gentyzynowy), (c)

przeciwrobacze (kwas wanilinowy), (d) immunostymulujace
(poprzez zwiekszenie produkcji przeciwciat klasy IgG -
kwasy: chlorogenowy, kawowy, protokatechowy), (e) zot-
ciopedne i zotciotworcze oraz antyhepatotoksyczne (kwa-
sy: chlorogenowy, ferulowy, kawowy, synapinowy, syryn-
gowy, wanilinowy) [13-15].

HC=CH—COOH

IS

Ryc. 1. Pochodne kwasu cynamonowego. Podstawniki opisano ponizej.

Zwiazek R R, Rs R4
Kwas cynamonowy H H
Kwas o-kumarowy OH H
Kwas m-kumarowy H OH H
Kwas p-kumarowy H H OH H
Kwas kawowy H OH OH H
Kwas ferulowy H H OH OCHs
Kwas izoferulowy H OH OCH; H
Kwas synapinowy H OCH; OH OCH;
Kwas 4 - metoksycynamonowy H H OCH; H
Kwas 3,4 - dimetoksycynamonowy H OCH; OCHs H
COOH
R; R
R R,
R

Ryc. 2. Pochodne kwasu benzoesowego. Podstawniki opisano ponizej.

Zwiazek R4 Rz Rs R4 Rs

Kwas benzoesowy H H

Kwas salicylowy OH H

Kwas m-hydroksybenzoesowy OH H
Kwas p- hydroksybenzoesowy H OH H
Kwas a-rezorcylowy OH H OH H

Kwas B-rezorcylowy OH OH H

Kwas y-rezorcylowy OH OH

Kwas 2, 3-dihydroksybenzoesowy OH OH H
Kwas gentyzynowy OH H OH H

Kwas protokatechowy H OH OH H H
Kwas galusowy H OH OH OH H

Kwas wanilinowy H OCH; OH H H

Kwas syryngowy H OCH; OH OCH; H

Kwas weratrowy H OCH; OCH; H H

Kwas 2,4 - dimetoksybenzoesowy OCH; H OCH; H H
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Ryc. 3. Przyktady fenolokwasow o nietypowej budowie.
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Ryc. 4. Depsydy

2. Metody izolacji fenolokwasow

Metodyka izolacji fenolokwasow zalezy w znacznej
mierze od rodzaju badanej probki. Kwasy fenolowe izoluje
sie z probek statych, takich jak: surowce roslinne (suszone
ziota, owoce, warzywa, zboza) lub state postacie leku zio-
towego oraz z probek ciektych, np. sokow owocowych, na-
pojow alkoholowych (wina, piwo), oliwy z oliwek, ptynow
ustrojowych lub ptynnych postaci leku [16].

Izolacje fenolokwasow z prdobek statych mozna prowa-
dzi¢ wieloma metodami, ktore przedstawiono w rozdzia-
tach od 2.1 do 2.8.

2.1. Ekstrakcja prosta (SLE)

Jako ekstrahenty w metodzie tej wykorzystuje sie
przewaznie metanol, etanol, wode, aceton, octanu etylu.
Misan i in. [17] stosowali 24-godzinng ekstrakcje mieszani-
na etanolu i wody (80:20, v/v) do ekstrakcji fenolokwasow
z Petroselini fructus, Frangulae cortex, Menthae piperitae
folium, Carvi fructus i Betulae folium, uzywajac na jedna
czes$c surowca 10 czesci mieszaniny etanolowo-wodnej.

W celu zwigkszenia odzysku fenolokwasow z matrycy moz-
na zastosowac szereg modyfikacji wspomnianej techniki.
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2.2. Ekstrakcja potaczona z hydroliza

Bardzo czesto ekstrakcja prosta fenolokwasow jest ma-
to wydajna. Dzieje sig tak, poniewaz fenolokwasy wystepu-
ja w roslinach w postaci potaczen ze sktadnikami $cian ko-
morkowych - np. kwas ferulowy tworzy potaczenia estrowe
i glikozydowe w scianach komorkowych zboz. W zwiazku z
tym celowe wydaje sie przeprowadzanie wstepnej hydroli-
zy. W pracy Ross i in. [18] porownywano trzy metody hy-
drolizy probek: (i) hydrolize zasadowa 10 M NaOH, a na-
stepnie hydrolize kwasna przy uzyciu stezonego HCL, (ii)
sama hydrolize zasadowa 2 M NaOH oraz (iii) sama hydroli-
ze kwasna przy pomocy 12 M HCl. Kazda z wymienionych
metod miata dwa warianty; pierwszy z nich polegat na do-
daniu 2% kwasu askorbinowego (AA) i 13,4 mM kwasu wer-
senowego (EDTA); w drugim wariancie nie dodawano roz-
tworéw wspomnianych substancji. W rezultacie najwieksza
wydajnosc uzyskano przy zastosowaniu hydrolizy zasadowej
z dodatkiem AA i EDTA jako zwiazkoéw chroniacych kwasy
fenolowe przed rozktadem.
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2.3. Ekstrakcja przy uzyciu aparatu Soxhleta (SOE)

Ekstrakcja ciagta z uzyciem aparatu Soxhleta jest sze-
roko stosowana w pracach z zakresu fitochemii, jakkolwiek
w przypadku fenolokwasow technika ta nie jest metoda z
wyboru. Skalicka-Wozniak i in. [19] zastosowali ekstrakcje
ciagta chlorkiem metylenu, a nastepnie metanolem do wy-
odrebnienia frakcji fenolowej z Peucedanum cervaria i Pe-
ucedanum alsaticum.

2.4, Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika wspomagana
ultradzwiekami (UAE)

Wang i in. [20] optymalizowali warunki izolacji sktadni-
kow fenolowych z zastosowaniem ekstrakcji wspomaganej
ultradzwiekami. Materiatem, z ktorego ekstrahowano
zwiazki czynne byty otreby pszenne. Poréwnywano wydaj-
nos¢ ekstrakcji po zastosowaniu trzech réznych rozpusz-
czalnikow: 70% (v/v) metanolu, 70% (v/v) etanolu i 70%
(v/v) acetonu. Najlepszym rozpuszczalnikiem okazat sie
etanol. Nastepnie badano wptyw stezenia etanolu (od 20
do 95%, v/v), temperatury prowadzenia ekstrakcji (w za-
kresie 25-75°C) oraz czasu ekstrakcji (od 10 do 50 minut).
Ustalono, ze optymalnymi warunkami do ekstrakcji zwiaz-
kow fenolowych, wspomaganej ultradzwiekami sa: etanol
64% (v/v) jako ekstrahent, temperatura - 60°C i czas - 25
minut; przy czym czas ekstrakcji miat najwiekszy wptyw na
jej wydajnos¢ (catkowita zawartos¢ fenolokwasow - 3,12
mg ekwiwalentow kwasu galusowego/g otrebow).

2.5. Ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana promie-
niowaniem mikrofalowym (MAE)

Metode MAE zastosowali Stérbova i in. [21] do analizy
frakcji fenolokwasow otrzymanych z wielu gatunkow roslin.
Badano wptyw roznych warunkow ekstrakcji na wydajnosc¢
izolacji zwiazkow fenolowych. Do ekstrakcji uzyto ekstrak-
tora mikrofalowego ETHOS SEL. Parametry ekstrakcji (czas,
temperatura, cisnienie) byty kontrolowane komputerowo.
Do ekstrakcji uzyto odpowiednio 10, 20, 30 ml 0,1 i 2 M
wodnego roztworu HCl zawierajacego 0, 10, 20 i 30 % (v/v)
metanolu. Temperatura ekstrakcji byta zmieniana w zakre-
sie 40 - 90°C co 10°C, czas ekstrakcji zmieniano od 10 do
30 min. Zastosowano pulsacyjne promieniowanie mikrofa-
lowe o mocy 500 W. Ustalono, ze optymalnymi warunkami
do ekstrakcji zwiazkow fenolowych, wspomaganej promie-
niowaniem s3: 2 M roztwor HCL w temperaturze 70°C przez
20 min. Ekstrakty oczyszczano metoda SPE i oznaczono
chromatograficznie 19 sktadnikow fenolowych w jednym
przebiegu, z granica detekcji (wykrywalnosci) bliska 0,02
ng/pl.

2.6. Przyspieszona ekstrakcja za pomoca rozpuszczalni-
ka (ASE)

Vichapong i in. [22] zastosowali ekstrakcje 70% (v/v)
etanolem pod cisnieniem 1500 psi (funt na cal kwadrato-
wy), czas ekstrakcji 15 min., uzyskujac wyciagi z réznych
odmian ryzu. W celu uwolnienia fenolokwasow zwiazanych
ze sktadnikami $cian komorkowych, autorzy przeprowadzili
dodatkowo hydrolize zasadowa. Odzysk 12 kwasow fenolo-
wych z probek wyniost od 84 do 99%. Frakcje zwiazkow fe-
nolowych analizowano metoda HPLC w czasie 25 min. Dzie-
ki zastosowaniu metody ASE znacznie skrocono czas eks-
trakcji, co moze byc istotne w analizach rutynowych.
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2.7. Ekstrakcja woda w stanie nadkrytycznym (SWE)

Badania Rangsriwong i in. [23] dotyczyty poréwnania
metod ekstrakcji kwasow fenolowych z owocow Terminalia
chebula. Zastosowano ekstrakcje woda w stanie nadkry-
tycznym w zakresie temperatur 120-220°C, przy przeptywie
od 2 do 4 ml/min i ci$nieniu 4 MPa. Dla poréwnania zasto-
sowano ekstrakcje goraca woda oraz ekstrakcje etanolem
w aparacie Soxhleta pod ci$nieniem normalnym. Wykazano,
ze ilos¢ kwasow: elagowego i galusowego zwiekszata sie w
ekstraktach uzyskanych metoda SWE, gdy temperatura
osiggata wartos¢ 180°C. Natomiast ilos¢ korilaginy zwiek-
szata sie w ekstraktach, gdy temperatura osiaggata wartosc¢
120°C. Porownujac metode ekstrakcji woda w stanie nad-
krytycznym z ekstrakcja etanolem w aparacie Soxhleta,
stwierdzono lepszy odzysk fenolokwasow z probek oraz
wyzsza aktywnos¢ antyoksydacyjna ekstraktow uzyskanych
pierwsza ze wspomnianych metod.

2.8. Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika z prébki
zmieszanej z wypetniaczem (MSPD)

Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika z probki zmie-
szanej z wypetniaczem (MSPD) jest zaréwno metoda izola-
cji, jak i oczyszczania zwiazkow z analizowanych probek.
Metoda ta jest zwykle stosowana w analizie pozostatosci
pestycydow w materiale roslinnym. W swojej pracy, Ziako-
va i in. [24] zastosowali metode MSPD do izolacji i oczysz-
czania kwasow fenolowych z ziela Melisa officinalis. Do
ekstrakcji zastosowano rozne fazy state, a rozpuszczalni-
kiem byt n-heksan. Substancje interferujace odmyto z fazy
statej przy pomocy mieszaniny chlorku metylenu i n-
heksanu. Zwiazki fenolowe wyeluowano ze ztoza mieszani-
na metanol-woda (80:20, v/v) o pH 2,5 i analizowano me-
toda HPLC. Odzysk fenolokwasow w tej metodzie wyniost
ponad 90% dla wszystkich analizowanych zwiazkow.

3. Metody oczyszczania ekstraktow

W ekstraktach zawierajacych fenolokwasy czesto wy-
stepuja i inne zwiazki fenolowe np. flawonoidy. W celu
utatwienia analizy chromatograficznej, ekstrakty mozna
poddac oczyszczaniu jedna z metod opisanych w dalszych
podrozdziatach. Warto zauwazy¢, ze metody te moga stu-
zy¢ zarowno do oczyszczania ekstraktow pozyskanych z
probek statych, jak i do zatezania probek ciektych.

3.1. Ekstrakcja do fazy statej (SPE)

Metoda SPE jest obecnie szeroko stosowana metoda
oczyszczania i zageszczania probek przed ich dalsza anali-
z3. Gtowniak i in. [25] prowadzili oczyszczanie metanolo-
wych ekstraktow uzyskanych z szesciu gatunkow Echinacea
stosujac dwa typy kolumn SPE. Najpierw ekstrakty podano
na kolumny oktadecylowe w celu usuniecia sktadnikéw nie-
polarnych. Nastepnie eluaty z kolumn oktadecylowych do-
prowadzono do pH 7,1-7,2 przy uzyciu 5% NaHCO; i prze-
puszczono przez kolumny ze ztozem zawierajacym czwar-
torzedowe grupy amoniowe. Frakcje fenolokwasow wyelu-
owano z kolumn mieszaning 0,2 M H3;PO4 i metanolu (1:1,
v/v). Oczyszczone w ten sposob probki analizowano meto-
da HPLC.

Jaroszynska [26] zastosowata metode SPE do uzyskania
oczyszczonych frakcji fenolokwasow z prébek roslinnych. W
celu usuniecia sktadnikow niepolarnych z wyciagéw stoso-
wata kilkukrotng ekstrakcje n-heksanem, ekstrakcje aceto-
nem, adsorpcje na ztozu Florisil i oczyszczanie na mikroko-
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lumnach ze ztozem oktadecylowym. Metoda ta data naj-
mniejszy odzysk w przypadku kwasu ferulowego (32%), a
najwiekszy w przypadku kwasu gentyzynowego (88%).

3.2. Kapilarna mikroekstrakcja do fazy ciektej (HF-LPME)

Saraji i in. [27] zastosowali mikroekstrakcje do fazy
ciektej w celu oczyszczenia probek sokow owocowych i
uzyskania frakcji do analizy kwasow fenolowych. Probki w
postaci roztworu wodnego (pH 2) przepuszczano przez cy-
lindryczna membrane polipropylenowa (hollow-fiber) im-
pregnowang rozpuszczalnikiem organicznym (octan heksy-
lu). Kapilara zanurzona byta w 0,02 M NaOH w celu absorp-
cji fenolokwasow.

3.3. Ekstrakcja przy uzyciu poliwinylopirolidonu (PVP)

Magalhaes i in.[28] w swoich badaniach zastosowali
roztwor poliwinylopirolidonu do selektywnej adsorpcji
zwiazkow fenolowych z ekstraktow Humulus lupulus. W
tym celu do wodnego ekstraktu (o pH 4) dodawano roz-
twor PVP (30 mg/ml). Roztwory mieszano, saczono i pod-
dawano liofilizacji. Liofilizat PVP z zaadsorbowanymi
zwiazkami fenolowymi reekstrahowano mieszaning ace-
ton/woda (70:30, v/v). Po odparowaniu acetonu i liofiliza-
cji roztworu wodnego otrzymywano probke do dalszej ana-
lizy przy uzyciu HPLC. Metoda ta postuzyta do analizy za-
rowno fenolokwasow, jak i flawonoidow obecnych w su-
rowcu.

3.4. Preparatywna chromatografia kolumnowa

Metoda preparatywnej chromatografii kolumnowej zo-
stata zastosowana przez Sampietro i in. [29] do rozdziatu
ekstraktu eterowego ze stomy Saccharum officinarum. W
analizie uzyto ztoza Sephadex LH 20 i metanolu jako eluen-
tu.

Igbal i in. [30] uzyli kolumn LC 20x600 mm wypetnio-
nych zelem silikonowym (C60, 70-230 mesh, Merck) do roz-
dziatu zwiazkow fenolowych w ekstrakcie z korzeni Ophio-
pogon japonicus. Eluentem byta mieszanina eteru dietylo-
wego ze wzrastajaca, w czasie analizy, iloscia chloroformu
i metanolu.

4. Rozdziat i identyfikacja fenolokwaséw metoda wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) jest
szeroko stosowana technika analityczng stuzaca do oceny
sktadu ilosciowego i jakosciowego réznorodnych probek.
Jest ona bardzo przydatna do analiz mieszanin zwigzkow
pochodzenia naturalnego z uwagi na jej duza czutosc i
mozliwos¢ stosowania do badania réznych grup metaboli-
tow wystepujacych w roslinach. Technika ta jest w dalszym
ciagu udoskonalana dzieki czemu uzyskuje sie coraz krotszy
czas analiz, a takze ich wieksza czutos¢. Zastosowanie
HPLC sprzezonej ze spektrometria masowa (HPLC-MS/MS)
lub spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR) umozliwia zarowno analize ilosciowa, jak i okresle-
nie struktury badanych zwigzkéow. Jest to szczegolnie
istotne w przypadku badania ekstraktow roslinnych, ktore
zawieraja niejednokrotnie potaczenia glikozydowe fenolo-
kwasow lub depsydy.

Robbins [16] przedstawita przeglad metodyki oznacza-
nia fenolokwasow w zywnosci. Wiele publikacji poswieco-
nych jest analizie roznych zwiazkéw fenolowych metoda
HPLC (gtownie flawonoiddw), a fenolokwasy oznaczane sa
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obok innych zwiazkéw. Wykazano, ze bardzo waznym eta-
pem analizy kwasow fenolowych jest rodzaj zastosowanej
ekstrakcji (z ewentualna hydroliza) oraz sposob oczyszcza-
nia ekstraktow ze zwiazkow interferujacych. W Tabeli 1
przedstawiono zestawienie réznych warunkéw prowadzenia
analizy fenolokwasow metoda HPLC.

4.1. Rodzaje stosowanych kolumn

Analize fenolokwasow metoda HPLC prowadzi sie gtow-
nie w odwroconym uktadzie faz (RP). Dlatego tez podsta-
wowym typem stosowanych kolumn sg kolumny (@ 2,1 do 5
mm) z grupami oktadecylowymi C4s jako faza stacjonarna.
Wielkos¢ ziaren fazy stacjonarnej waha sie w granicach 3-5
pym. W ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC)
wielkos¢ ziaren fazy stacjonarnej jest odpowiednio mniej-
sza (ok. 1,7 pym [36]), a stosowane kolumny maja prze-
waznie 100-300 mm dtugosci. Na rynku dostepnych jest
wiele typow kolumn RP-18 (Tabela 1).

4.2. Fazy ruchome

Jak wynika z przegladu pismiennictwa [31-35], ozna-
czenia kwasow fenolowych metoda HPLC prowadzi sie cze-
sciej w uktadzie izokratycznym niz gradientowym. W wa-
runkach izokratycznych jako faze ruchoma stosuje sie mie-
szaniny wody i polarnych rozpuszczalnikow organicznych,
takich jak metanol, acetonitryl, zakwaszone kwasem octo-
wym lub fosforowym.

W uktadzie gradientowym przewaznie stosuje sie faze
wodna (A), ktdra rowniez czesto jest zakwaszana. Czasami
stosuje sie dodatek kwasu trifluorooctowego (TFA) w celu
zmniejszenia ,,ogonowania” pikow [36]. W niektorych przy-
padkach stosuje sie roztwory buforujace, np. bufor fosfo-
ranowy [37]. W sktad faz organicznych (B) wchodza meta-
nol, acetonitryl, octan etylu, rzadziej tetrahydrofuran.

4.3. Przeptyw fazy ruchomej i czas analizy

Zarowno przeptyw fazy ruchomej, jak i czas analizy za-
leza od rodzaju zastosowanej kolumny oraz typu uzywane-
go detektora. Zazwyczaj w badaniach fenolokwasow meto-
da HPLC stosuje sie przeptyw fazy ruchomej w granicach
0,15 do 1,8 ml/min. Najczesciej predkosc przeptywu wyno-
si 1ml/min. Czas analiz w réznych wariantach metody wa-
ha sie od 30 do 150 minut.

4.4. Temperatura kolumny

Rozdziat kwasow fenolowych prowadzi sie gtownie w
temperaturze pokojowej, jakkolwiek niektorzy badacze
[38] stosowali temperature 10°C, dzieki czemu czasy re-
tencji byty bardziej poréwnywalne.

4.5. Metody detekcji stosowane w analizie fenolokwa-
sow metoda HPLC

4.5.1. Detekcja w nadfiolecie

Najpowszechniejsza metoda detekcji jest detekcja fe-
nolokwasow w nadfiolecie, w ktorej stosuje sie detektory z
matryca diodowa (DAD). Pomiary przeprowadza sie w za-
kresie A = 190-380 nm. Dtugos¢ fali zalezy od struktury
chemicznej fenolokwasow. Pochodne kwasu benzoesowego
maja maksima absorpcji w zakresie A = 200-290 nm. Wy-
jatkiem jest kwas gentyzynowy, ktorego maksimum ab-
sorpcji wynosi 355 nm. Pochodne kwasu cynamonowego
maja nieco wyzsze wartosci maksimow absorpcji (zakres A
= 270-360 nm) z uwagi na wystepowanie dodatkowego wia-
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zania podwdjnego w podstawniku przy C1 pierscienia feny-
lowego. W przypadku stosowania detektora monochroma-
tycznego, rejestrujacego jedna dtugosc¢ fali, pomiary wy-
konuje sie zwykle przy A = 254 nm.

4.5.2. Detekcja fluorescencyjna

Niektorzy z autorow [39] w analizie kwasow fenolowych
uzywali detektoréw fluorescencyjnych. Do wzbudzania cza-
steczek zwiazkdéw oznaczanych w probkach stosowano
promieniowanie UV o dtugosci fali 278 nm i wowczas emi-
sja nastepowata przy A = 360 nm. Takie parametry stoso-
wano przez pierwsze 17,5 min. analizy chromatograficznej.
Przez nastepne 16,5 min dtugos¢ fali wzbudzania ustalono
na 330 nm natomiast pomiaru fluorescencji dokonywano
przy A = 374 nm.

Chang i in. [40] zastosowali detekcje chemiluminescen-
cyjna. W tym przypadku wykorzystano reakcje pomiedzy
kwasami fenolowymi a odczynnikiem ztozonym z luminolu i
nadtlenku wodoru. Obecnos¢ fenolokwasu powoduje obni-
zenie intensywnosci luminescencji odczynnika. Opisana
metoda detekcji jest bardzo czuta i relatywnie tania.

4.5.3. Spektrometria mas (MS)

Potaczenie HPLC ze spektrometria mas ma pewne za-
stosowanie w analizie kwasow fenolowych. Boros i in. [41]
zastosowali HPLC z detektorem DAD oraz detektor masowy
z jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym (ESI-MS)
do badania sktadnikow fenolowych réznych gatunkéw z ro-
dzaju Thymus. W powyzszej pracy wykazano, ze potaczenie
HPLC-ESI-MS nadaje sie do szybkiej i czutej analizy dos¢
skomplikowanych mieszanin zwiazkéw naturalnych. W swo-
jej pracy Neo i in. [42] zastosowali potaczenie HPLC z tan-
demowym spektrometrem mas (HPLC-MS/MS) do badania
frakcji fenolowych z Elaeis guineensis.

5. Zastosowanie chromatografii gazowej (GC) w analizie
fenolokwasow

Chromatografia gazowa jest kolejng technika anali-
tyczna majaca duze znaczenie w analizie jakosciowej i ilo-
sciowej kwasow fenolowych w probkach pochodzenia natu-
ralnego. Metoda ta jest czuta i szybka. Z uwagi na dos¢ ni-
ska lotnosc tej grupy zwiazkow, przed oznaczeniem nalezy
przeprowadzi¢ procedure derywatyzacji. W Tabeli 2 przed-
stawiono przyktady warunkéw prowadzenia analizy kwasow
fenolowych metoda GC.

5.1. Derywatyzacja

Ze wzgledu na dos¢ niska lotnos¢ fenolokwasow, przed
oznaczaniem metoda GC nalezy zastosowac derywatyzacje.
Polega ona na przeprowadzeniu trudno lotnych zwiazkow w
ich lotne i zarazem trwate pochodne. W przypadku fenolo-
kwasow najczesciej stosuje sie jodek metylu w alkalicznym
DMSO (powstaja estry metylowe). Czasami przeprowadza
sie kwasy fenolowe w pochodne trialkilosilanowe. W tym
celu stosuje sie gtownie N,0-bis-(trimetylosililo)acetamid
(BSA), N-metylo-N-(trimetylosililo)trifluoroacetamid (MST-
FA) oraz N,O-bis-(trimetylosililo)trifluoro-acetamid (BST-
FA). Reakcja tworzenia pochodnych trimetylosilanowych
przy pomocy tych reagentow zachodzi na ogoét tatwo, jesli
prowadzi sie ja w rozpuszczalniku o charakterze zasado-
wym (np. pirydynie). Przewaznie czas prowadzenia silani-
zacji wynosi 20-60 min.
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5.2. Stosowane kolumny i warunki prowadzenia analizy

W analizie fenolokwasow stosuje sie gtownie kolumny
kapilarne z krzemionki topionej, o dtugosci 25-30 m i Sred-
nicy wewnetrznej ok. 0,25 mm. Wiekszos¢ analiz GC kwa-
sow fenolowych prowadzi sie w warunkach programowanej
temperatury. Zaleca sie stosowanie temperatury poczat-
kowej od 75 do 80°C, a wzrost temperatury programuje sie
do wartosci od 2 do 40°C/min.

5.3. Detektory

Najczesciej stosowanymi detektorami w chromatografii
gazowej kwasow fenolowych sg detektory ptomieniowo-
jonizacyjne (FID). Nie mniej jednak coraz czesciej sa one
zastepowane detektorami masowymi (GC-MS), co umozli-
wia szybsza identyfikacje badanych zwiazkéw. Ponadto
metoda GC-MS charakteryzuje sie lepsza odtwarzalnoscia
niz metoda HPLC-MS i jest korzystniejsza w przypadku do-
ktadnych analiz ilosciowych fenolokwasow [46]. Widma mas
rejestruje sie w zakresie m/z 39-650.

6. Zastosowanie chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

Chromatografia cienkowarstwowa jest technika anali-
tyczna, ktora mozna zastosowac zarowno do analizy jako-
sciowej, jak i ilosciowej kwasow fenolowych. Badano wiele
rodzajow uktadow do TLC [47]. Sktad fazy ruchomej: eter
naftowy-octan etylu-kwas mrowkowy (40:60:1, v/v/v) oka-
zat sie najlepszy do rozdziatu mieszanin sktadnikow. Do
wywotywania ptytek zastosowano jod, roztwor chlorku ze-
laza w metanolu lub roztwor waniliny w stezonym kwasie
siarkowym. Jako fazy stacjonarnej uzywano ptytek szkla-
nych powleczonych warstwa zelu krzemionkowego; ptytki
byty aktywowane przez 1h w suszarce w temp. 110°C.

7. Zastosowanie innych metod
7.1. Elektroforeza kapilarna (CE)

Elektroforeza kapilarna odgrywa coraz wigksza role w ana-
lizie zwiazkow naturalnych. Scampicchio i in. [48] zastoso-
wali metode CE z detekcja amperometryczng do analizy
sktadnikow fenolowych wina. Rozdziat prowadzono w 15
mM buforze boranowym o pH 9,5 stosujac do separacji na-
piecie 2000 V. Zastosowana metoda pozwala na szybka
analize probek - analiza trwata mniej niz 300 s. Niewatpli-
wa zaleta tej metody jest prosta procedura przygotowania
probki, ktora nie wymaga wstepnego oczyszczania frakcji
fenolokwasow i wyodrebniania jej z innych grup zwiazkow.
Ponadto elektroforeza kapilarna generuje mate ilosci od-
padow, co jest istotne w przypadku zastosowania tej me-
tody do analiz duzej ilosci probek.

7.2. Spektroskopia w bliskiej podczerwieni (NIR)

Ferrer-Gallego i in. [49] zastosowali spektroskopie NIR
do badania sktadnikow fenolowych w skorce owocéw wino-
gron. Metoda ta wykorzystuje analize pasm absorpyjnych
grup hydroksylowych zwiazkow fenolowych w zakresie bli-
skiej podczerwieni. Jest to bardzo dobra metoda do bada-
nia probek zywnosci lub tez kontroli procesow przemysto-
wych, gdyz nie wymaga wstepnego przygotowania probek,
co w znacznym stopniu skraca czas analizy.
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Tabela1. Warunki prowadzenia analizy kwasow fenolowych metoda HPLC.

Rodzaj probki Warunki przygotowania probki Faza stacjonarna Faza ruchoma Warunki rozdziatu Detektor (A) Ref.
Ekstrakcja octanem etylu: A : CH;0H .
. . MCH 10 C18 - UV-Vis
Wino - przy pH 7 (usunigcie alkoholu ) (3004 mm; 5 pm) B: H,O (zakwaszona HClO, | Rozdziat izokratyczny (280 nm) [31]
- przy pH 2 (ekstrakcja fenolokwasow) 2 H do pH 2,5
Wstepna hydroliza 2,5% NaOH (v/v), Spherisorb ODS C18 A: H,0 (zakwaszona Hs;P0O, | 0 min. 5% ACN DAD
Oliwa ekstrakcja 80% (v/v) EtOH + 1% pirosiaroczan so- (250x4 mm; 2,5 um) do pH 2) 20 min. 25% ACN (200-380 nm) [32]
du, pH = 3 » &2 H B: ACN 40 min. 50% ACN
Surowce z ro- Ekstrakcja wstepna metanolem, oczyszczanie na ODS-H iLC18 i i UV-Vi
dziny Lamiace- SPE (C18), po doprowadzeniu do pH 7,0-7,2 do- ) 4yper51' ::2H53c1)H7§H\3/5\?/?/T woda Rozdziat izokratyczny 254 s [33]
ae czyszczenie na SPE (IV rz. gr. amoniowe) (200~4,6mm; 5 pm) e (254 nm)
Ekstrakcja wstepna metanolem,
. . - hydroliza kwasowa (1M HCl) - 15 min. na wrza- ; i i i
sy | S P e LT Pt
- hydroliza zasadowa (1M KOH) - 15 min. na ,Omm; S S LG
wrzacej tazni wodnej
Ekstrakcja wstepna metanolem, probki przepusz- | 1,0DS-Hypersil C18 1. CH;OH CHsCOOH-woda UV 254 nm, DAD 254 nm
Korzen Eleute- czono przez kolumne SPE C18, eluat doprowadzo- (200x4,6 mm; 5 pm) (23:1:77, VIVIv) i fluorescencyjny:
rococcus senti- | no do pH 7,0-7,2 przy pomocy NaHCO; i przepusz- 5 g ’ ’C 2 C‘H. OI-,I 0.001 M H:PO Rozdziat izokratyczny A 230 ’ [35]
cosus czono przez kolumne SPE z IV rz. gr. amoniowy- - symmetry Cig 2 '7; /' ’ 4 wzb- nm
mi, desorpcja analitu 0,2 M HsPO, i CH3OH (250%4,6 mm; 5 um) (23:77, vIv) Aem. 350nM
Tabela 2. Warunki prowadzenia analizy kwasow fenolowych metoda GC.
Rodzaj probki Warunki przygotowania probki i derywatyzacja Kolumna Warunki oznaczenia Detektor Ref.
- Ekstrakcja mieszaning metanol-aceton-woda (7:7:6) w DB-5 kolumna kapilarna z metylo- Teomper_atura kolumny od 80°C do 260°C
) . temp. pokOJ(_)we], . poliksiloksanem (5% grup fenylo- (4 C./mln), temp. koncowa utrzymywana przez
Korzen Panax gin- | - oczyszczanie na kolumnie SPE C18, wych) 5 min. . FID [43]
seng - derywatyzacja przy pomocy BASFTA w pirydynie z dodat- (30m x 0,25mm, 0,200m) Gaz nosny: hel.
kiem 1% TMS, i ’ ' Y Przeptyw gazu: brak danych
- ogrzewanie 15 min w temp. 80°C Niepolarna Temp. nastrzyku: 260°C
- Ekstrakcja octanem etylu materiatu roélinnego uprzednio | SPB-1 kolumna kapilarna z topio- Tempgra#&r/a k_ollémqyézolgwc przez 38 min, na-
Liécie i korzenie macerowanego przez 45 min. w goracym 2 M roztworze HCl | nej krzemionki S(:JtaezF)?llc)(?én - rr::ln 0 FI [44]
Olea europea - ogrzewanie wysuszonych ekstraktow z dodatkiem BSA w (30m x 0,32 mm, 0,25um) Przeptywyg:azu: 2,8ml/min
temp. 70°C przez 30 min. Niepolarna Temp. nastrzyku:’ 260°C
Temperatura kolumny - 140°C utrzymywana
. . . ; ; ; przez 2 min, nastepnie wzrost o 5°C/min do
Ziele gatunkéw z | - Ogrzewanie przez 30 min w chloroformie, ﬁﬂg:k?zg’pr?;’nae;f?gg:qr:; §5|:rr12n? 300°C EI-MS dane ze-
rodzaju Polygo- - przesaczenie przez kolumne SPE - C18, 0,25um) ’ ’ Gaz noény: hel brane przy m/z [45]
num - derywatyzacja przy pomocy jodku metylu w DMSO/ KOH. Niepolarna Przeptyw gazu: 1ml/min 50-650
Temp. nastrzyku: 300°C
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7.3. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR)

Spektroskopie 'H NMR zastosowano do oznaczania cat-
kowitej ilosci sktadnikow fenolowych w ekstraktach roslin-
nych [50]. Badano widma wykonane w DMSO-dg, ktory jest
rozpuszczalnikiem aprotycznym o silnych wtasciwosciach
wiazacych protony. W zarejestrowanych widmach badano
rejon 8-14 ppm. Wykazano, ze jest to metoda szybka i do-
ktadna (czas analizy ok. 10 min). Ponadto technika ta moze
by¢ stosowana do analizy ztozonych prébek bez ich wstep-
nego przygotowania.

8. Podsumowanie

Na podstawie przegladu pismiennictwa na temat metod
izolacji i identyfikacji kwasow fenolowych mozna stwier-
dzi¢, ze kluczowym etapem analizy tej grupy zwiazkow
jest odpowiednie przygotowanie probki i wybor wtasciwej
metody izolacji. W niniejszej pracy zaprezentowano roézne
warianty ekstrakcji, oczyszczania oraz zatezania analitow.
Z danych literaturowych wynika, ze najczesciej stosowang
do oznaczania fenolokwasow technika analityczna jest wy-
sokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC). Omdwiono
optymalizacje warunkéow chromatograficznych m. in.: do-
bor kolumny, warunkow elucji oraz odpowiedniego typu
detekcji. Scharakteryzowano rowniez inne metody separa-
cyjne, takie jak chromatografia gazowa (GC), chromato-
grafia cienkowarstwowa (TLC) oraz elektroforeza kapilarna
(CE), wykorzystywane w analizie kwasow fenolowych. Po-
taczenie technik chromatograficznych z metodami spektro-
skopowymi, np. spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR), spektroskopia w zakresie bliskiej pod-
czerwieni (NIR) oraz spektrometrig masowa (MS) umozliwia
kompleksowa analize, pozwalajaca na oznaczenia ilosciowe
oraz identyfikacje badanych zwiazkow.

9. Wkaz skrétow i symboli

AA Kwas askorbinowy (ascorbic acid)

ACN Acetonitryl (acetonitrile)

ASE Przyspieszona ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika
(accelerated solvent extraction)

BSA N,O-bis-(trimetylosililo)acetamid (N,O-bis-
(trimethylsilyl)acetamide)

BSTFA  N,O-bis-(trimetylosililo)trifluoro-acetamid (N,O-bis-
(trimethylsilyl)trifluoroacetamide)

CE Elektroforeza kapilarna (capillary electrophoresis)

DAD Detektor z matryca diodowa (diode array detektor)

EDTA Kwas wersenowy (ethylenediaminetetraacetic acid)

El Jonizacja elektronami (electron ionization)

ESI Elektrorozpylanie (electrospray ionization)

FID Detektor ptomieniowo - jonizacyjny (flame ionization
detector)

GC Chromatografia gazowa (gas chromatography)

HF-LPME Kapilarna mikroekstrakcja do fazy ciektej (hollow
fiber liquid phase microextraction)

HPLC Wysokosprawna chromatografia cieczowa (high-
performance liquid chromatography)

LC Chromatografia cieczowa (liquid chromatography)

MAE Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika wspomagana
promieniowaniem mikrofalowym (microwave assisted
extraction)

MS Spektrometria mas (mass spectrometry)
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MSPD Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika z probki zmie-
szanej z wypetniaczem (matrix solid phase disper-
sion)

MSTFA  N-metylo-N-(trimetylosililo)trifluoroacetamid (N-
methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoro-acetamide)

NIR Spektroskopia w bliskiej podczerwieni (near-infrared
spectroscopy)

NMR Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(nuclear magnetic resonance)

PVP Poliwinylopirolidon (polyvinylpyrrolidone)

ROS Reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)

RNS Reaktywne formy azotu (reactive nitrogen species)

RP Odwrdcony uktad faz (reversed phase)

SLE Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika (solvent liquid
extraction)

SOE Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika prowadzona w
aparacie Soxhleta (Soxhlet extraction)

SPE Ekstrakcja do fazy statej (solid phase extraction)

SWE Ekstrakcja woda w stanie nadkrytycznym (supercriti-
cal water extraction)

TFA Kwas trifluorooctowy (trifluoroacetic acid)

TLC Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (thin
layer chromatography)

TMS Tetrametylosilan (tetramethylsilane)

UAE Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika wspomagana
ultradzwigekami (ultrasound assisted extraction)

UPLC Ultrasprawna chromatografia cieczowa (ultra per-

formance liquid chromatography)
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