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Spektrofluorymetryczne oznaczanie zawartosci glinu w lekach

1. Wstep

Zjawiskiem luminescenc;ji nazywamy rodzaj emisji promieniowania
elektromagnetycznego, ktéry nastepuje w czasie nie krétszym niz 10™% s, po zaabsorbowaniu
energii przez atomy lub czgsteczki danej substancji. Na rysunku 1 przedstawiono podziat
zjawisk luminescencyjnych pod wzgledem czynnika, ktéry je wywotuje.
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Rys.1. Rodzaje luminescencji.

v" Fotoluminescencja — luminescencja wywotana absorpcjg fotonéw w zakresie UV-Vis.

v' Chemiluminescencja — luminescencja wywotana w wyniku reakcji chemicznych.
Interesujgcym jej przyktadem jest bioluminescencja wystepujgca w wyniku procesow
biochemicznych zachodzacych w organizmach zywych np. Swietliki Phausis
splendidula L., antarktyczny kryl Euphausia superba, organizmy gtebinowe.

v' Elektroluminescencja — powstaje na skutek zderzed czasteczek obdarzonych
tadunkiem elektrycznym z substancjg luminezujaca.

v" Tryboluminescencja — luminescencja wywotana poprzez tarcie.

2. Fotoluminescencja (diagram Jabtonskiego)

Zjawiska fotoluminescencyjne mozna podzieli¢ wedtug dtugosci czasu pomiedzy
pochtonieciem a wyemitowaniem energii na fluorescencje i fosforescencje. Z fluorescencja
mamy do czynienia je$li od pochfoniecia przez czgsteczke $wiatta do emisji nie uptyneto
wiecej niz 10%s. W przypadku gdy czas pomiedzy pochtonieciem energii a wyemitowaniem
jest dtuzszy niz 10% s to zjawisko to nosi nazwe fosforescencji.

Zjawisko fluorescencji i fosforescencji mozna zobrazowac za pomocg diagramu przejsé
elektronowych opisanych przez A. Jabtoriskiego (Rys. 2).



Wydziat Chemiczny PRz, Katerdra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej,
Kierunek: inzynieria farmaceutyczna
Przedmiot: analiza i ocena zagrozen w procesie produkcji lekow

slan

wzbudzony Y Y
singletowy H
e, ——  stan
E T ——————— T wzbudzony
absorpoja j /‘ i tripletowy
hv,, h‘»—';_\ i |fluorescencja fosforescencja
k\i hVF h\;'ﬂ -
Z Y
stan
o1
podstawowy
singletowy

Rys.2. Schemat diagramu Jabtonskiego poziomoéw elektronowo-oscylacyjnych:

------ » procesy bezpromieniste, ——— przejscia promieniste.

Catkowita energie czasteczki E mozna zdefiniowaé¢ jako sume sktadnikow
odpowiadajgcych trzem rodzajom ruchu w czgsteczce:

E=Ee+ Eosct Eror

gdzie:  E. - energia elektronowa,E,s - energia oscylacyjna, Erot - energia rotacyjna.

Znaczace roznice wartosci wymienionych powyzej typow energii (Ee » Eosc > Eror)
stanowig przyczyne, dla ktérej odpowiednie widma pojawiajg sie w charakterystycznych
zakresach spektralnych. Absorpcja promieniowania optycznego z zakresu dalekiej
podczerwieni (najwieksza dtugos¢ fali promieniowania optycznego, a zatem najmniej
energetyczna) moze przyczynia¢ sie tylko do zmian energii rotacji. Zmiany energii
elektronowej moze powodowaé jedynie promieniowanie z zakresu nadfioletu i widzialnego
(UV/Vis).

Kazda czgsteczka posiada charakterystyczny dla siebie uktad poziomdw energetycznych
- elektronowych, oscylacyjnych i rotacyjnych. W wyniku absorpcji promieniowania
ultrafioletowego lub widzialnego czgsteczka przechodzi w wysokoenergetyczny stan
wzbudzony. Czgsteczka w stanie wzbudzonym dazy do osiggniecia stanu réwnowagi czyli do
stanu, w ktérym energia catkowita przyjmuje warto$¢ minimalna.

W wiekszosci czgsteczek elektrony w stanie podstawowym sg sparowane (na kazdym
orbitalu znajdujg sie po dwa elektrony, a ich spiny sg przeciwne) — jest to tzw. stan
singletowy. Absorpcja energii moze spowodowaé przeniesienie elektronu na poziom o
wyzszej energii bez zmiany multipletowosci (singletowy stan wzbudzony). Po wzbudzeniu
nadmiar energii moze zosta¢ uwolniony poprzez emisje fotondw — luminescencje (Rys. 2 —
linie ciggte) lub w procesach bezpromienistych (Rys. 2 — linie przerywane). Zgodnie z regutg
Stokes’a — Lommela widmo fluorescencji przesuniete (przesuniecie Stokes’a) jest wobec
widma promieniowania absorbowanego w kierunku fal o wiekszej dtugosci. Dzieje sie tak,
poniewaz przejscia emisyjne nie odbywajg sie z osiggnietego podczas wzbudzenia poziomu
oscylacyjnego, lecz z najnizszego poziomu oscylacyjnego danego stanu wzbudzonego.
Czasteczka w stanie wzbudzonym ulega bezpromienistej konwersji wewnetrznej (relaksacji
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oscylacyjnej) z utratg energii oscylacyjnej do najnizszego poziomu oscylacyjnego na
wzbudzonym poziomie elektronowym. Wyemitowany foton przy przejsciu z tego stanu do
stanu podstawowego ma wiec energie mniejszg niz foton wzbudzajacy, a widmo
fluorescencji przesuwa sie w strone fal dtuzszych.

Fluorescencja i fosforescencja rdéznig sie czasem zaniku, co ma zwigzek z réznym
mechanizmem przejs¢ elektronowych. Zjawisko fluorescencji zachodzi, gdy elektron
przechodzi bezposrednio ze stanu wzbudzonego do nizszego, o tej samej multipletowosci. Ze
zjawiskiem fosforescencji mamy do czynienia, gdy po relaksacji oscylacyjnej nastepuje
przejscie miedzysystemowe ze wzbudzonego stanu singletowego do wzbudzonego stanu
tripletowego T; (elektrony nie sg sparowane, ich spiny zwrécone sg w tym samym kierunku) i
dopiero pdzniej do stanu podstawowego. Poniewaz przejscie promieniste miedzy stanami T,
i Sp jako stanami o réznej multipletowosci jest wzbronione, wiec czgsteczka przez dtugi czas
przebywa w elektronowym stanie wzbudzonym, nim wreszcie, famigc multipletowg regute
wyboru, wypromieniuje foton i wrdéci do podstawowego stanu elektronowego. To zjawisko
nazywamy fosforescencja.

3. Substancje fluoryzujace

Substancjami wykazujgcymi zjawisko luminescencji sg miedzy innymi nastepujace
zwigzki organiczne:
1. Zwiazki aromatyczne i heterocykliczne
2. Niektére barwniki (np. fluoresceina, eozyna, rodamina)
3. Zwiazki biologiczne:
a. aromatyczne aminokwasy (np. tryptofan),
b. zasady nukleinowe (adenina, guanina, cytozyna, tymina, uracyl) w DNA i
RNA,
c. chlorofil i karotenoidy (barwniki roslinne),
d. niektdre witaminy i hormony.

Zwigzki fluoryzujgce mozna podzieli¢ na nastepujgce grupy: wewnetrzne, zewnetrzne
oraz wskazniki fluorescencyjne. Jednym z przyktadéw wewnetrznego fluoroforu jest wyzej
wymieniony aminokwas tryptofan (Rys. 3, A), zawierajgcy w swojej strukturze grupe
indolowa, dzieki czemu wykazuje fluorescencje (dtugos¢ fali wzbudzenia wynosi 280 nm,
dtugos¢ fali emisji 340 nm). W przypadku gdy badana prébka nie posiada odpowiednich
wiasciwosci spektralnych, mozliwa jest jej modyfikacja chemiczna za pomoca fluoroforu
zewnetrznego. Jednym z przyktadéw jest izotiocyjanian fluoresceiny (FITC) (Rys. 3, B).
Reaguje on z wolnymi grupami aminowymi (obecnymi na przyktad w strukturze biatka),
dzieki czemu zwigzek nie wykazujacy fluorescencji moze byé analizowany metodami

fluorescencyjnymi.
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Rys.3. A —struktura tryptofanu, B — struktura izotiocyjanianu fluoresceiny (FITC).
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Do grupy wskaznikéw fluorescencyjnych nalezg zwigzki, ktérych witasciwosci spektralne
ulegaja zmianie pod wptywem obecnos$ci odpowiedniego zwigzku lub jonu. Jednym z
przyktadéw sg kwasy boronowe (Rys. 4), ktére tworzg cykliczne estry z cis-diolami (cukry, np.
glukoza). W zaleznosci od struktury kwasu boronowego obserwuje sie wzrost badz spadek
intensywnosci fluorescencji na skutek reakgc;ji estryfikacji.

HO. -OH HO.-CH

OMe

A B

Rys. 4. Przyktadowe struktury kwasow boronowych: A - kwas fenyloboronowy,
B - 0-metoksyfenyloboronowy.

4. Wydajnos¢ kwantowa

Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji okreslona jest jako stosunek catkowitej liczby
fotondw emitowanych przez czgsteczke wysytajgcg promieniowanie fluorescencyjne w catym
zakresie widma fluorescencji do catkowitej liczby zaabsorbowanych fotonéw o danej
czestosci:

|

o, ="

I a

gdzie: ®« - wydajnos¢ kwantowa fluorescencji, Ir—natezenie promieniowania emisji
I, - natezenie promieniowania wzbudzajgcego.

Nieznang wydajnos¢ kwantowg danej substancji mozna wyznaczy¢ wykorzystujgc
jako standard np. siarczan chininy, B-naftol w okreslonych rozpuszczalnikach. Siarczan
chininy w roztworze kwasu siarkowego jest bardzo czesto wykorzystywanym wzorcem
fluorescencyjnym. Wynika to z faktu, iz jego widma absorpcji i fluorescencji praktycznie sie
nie naktadaja, niezaleznie od stezenia i pH roztworu oraz sg stabilne ze wzgledu na procesy
fotochemiczne. Ponizsza tabela przedstawia wydajnos¢ kwantowg wybranych zwigzkow
chemicznych.



Wydziat Chemiczny PRz, Katerdra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej,
Kierunek: inzynieria farmaceutyczna
Przedmiot: analiza i ocena zagrozen w procesie produkcji lekow

Tab. 1 Wydajnos¢ kwantowa wybranych zwigzkéw chemicznych. Jako wzorca uzyto
roztworu chininy w kwasie siarkowym (10-> M)

Zwigzek chemiczny D,
9-aminoakrydyna (woda) 0,98
9-aminoakrydyna (etanol) 0,99
fluoresceina (0,1 N NaOH) 0,92
trypaflawina (woda) 0,54
antracen (benzen) 0,29
antracen (heksan) 0,33

Warto$¢ wydajnosci kwantowej nie jest parametrem statym dla danej substanciji.
Istnieje bowiem wiele czynnikéw wptywajgcych na jej obnizenie (wygaszanie fluorescenc;ji).

5. Czynniki wptywajace na fluorescencje

Na wyniki pomiaréw fluorescencyjnych wptyw majg nastepujgce czynniki:
temperatura, rozpuszczalnik, stezenie substancji fluoryzujgcej, obecnos$¢ zanieczyszczen
wykazujgcych fluorescencje, pH roztworu, obecnos¢ tlenu i innych substancji wygaszajacych
fluorescencje.

5.1. Temperatura

Wraz ze wzrostem temperatury lepkosé rozpuszczalnikdw maleje, a zatem czgsteczki
stajg sie bardziej ruchliwe. W wyniku czestszych kolizji czgsteczka tatwiej traci energie
wzbudzenia w procesach bezpromienistych (Rozdziat 2 — diagram Jabtoriskiego). Skutkiem
tego intensywnos¢ fluorescencji maleje.

W zaleznosci od struktury substancji fluoryzujacej obserwowany jest rézny wptyw
temperatury na natezenie emitowanego promieniowania fluorescencji. Dla wiekszosci
przypadkéw wraz ze wzrostem temperatury o 1° C intensywnos$¢ fluorescencji maleje o 1%,
jednak np. dla tryptofanu i rodaminy B intensywno$¢ fluorescencji maleje o 5% w takich
samych warunkach.

5.2. Rozpuszczalnik

Wptyw  rozpuszczalnika na  widma  elektronowe  zwigzkdw  nazywamy
solwatochromizmem. Zmiana potozenia i natezenia pasm moze wynika¢ ze specyficznych
oddziatywan badanej czgsteczki z czgsteczkami rozpuszczalnika np. powstawanie asocjatow
w wyniku wigzan wodorowych.

Jak juz wczesniej wspomniano przy omawianiu diagramu Jabtonskiego czgsteczka w
stanie wzbudzonym ulega konwersji wewnetrznej z utratg energii oscylacyjnej, w wyniku
czego obserwowane jest przesuniecie Stokes’a. Oprdcz wewnatrzczgsteczkowych proceséow
relaksacyjnych, w roztworze wystepujg takze miedzyczgsteczkowe procesy relaksacyjne. W
przypadku zastosowania rozpuszczalnikdéw polarnych s3 one przyczyng zjawiska
przeksztatcenia duzej czesci energii wzbudzenia w ciepto. W zaleznosci od polarnosci
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badanego zwigzku i zastosowanego rozpuszczalnika obserwuje sie znaczne rdinice w
wartosci przesuniecia Stokes’a.

Wszystkie rozpuszczalniki uzywane w spektrofluorymetrii powinny by¢ odgazowane.
Jezeli stezenie tlenu w roztworze wynosi 10 M, wéwczas dla wiekszosci zwigzkéw natezenie
promieniowania fluorescencji zmniejsza sie 0 20%.

5.3. Stezenie substancji fluoryzujgce;j

Stwierdzono, ze dla matych stezen substancji fluoryzujgcej natezenie promieniowania
fluorescencji () jest proporcjonalne do natezenia promieniowania padajgcego (/y), stezenia
substancji fluoryzujacej (c), grubosci warstwy roztworu (/) zgodnie ze wzorem:

I¢ = l,Kcl,

gdzie: K- wartosc¢ stata

Krzywa obrazujgca zalezno$é natezenia fluorescencji od stezenia analitu jest
prostoliniowa dla matych stezen analitu w prébce, natomiast dla wyzszych stezen zakrzywia
sie w kierunku osi odcietych (Rys. 5).

Natgzenie fluorescencji

v

Stezenie

Rys. 5. Krzywa zaleznosci natezenia promieniowania fluorescencyjnego od stezenia

oznaczanej substancji.

6. Metoda fluorymetryczna

Metoda fluorymetryczna opiera sie na pomiarze natezenia emitowanego
promieniowania fluorescencyjnego powstatego po wzbudzeniu proébki. Intensywnosé
fluorescencji danej substancji jest proporcjonalna do jej stezenia, w pewnym przedziale
stezen.

W pierwszym etapie znajduje sie dtugos¢ fali promieniowania wzbudzajgcego, dla
ktorej przypada maksimum absorpcji. Nastepnie przy wyznaczonej zgodnie z powyzszym
opisem dtugosci fali sporzgdzane jest widmo emisji i uzyskiwana jest informacja o dtugosci
fali emisji i maksimum fluorescencji. Jak juz wczes$niej wspomniano widma promieniowania
absorbowanego i emitowanego sg przesuniete wzgledem siebie (przesuniecie Stokes’a), a
takze w wiekszosci przypadkdéw zwierciadlanie symetrycznie wzgledem prostej prostopadtej
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do osi odcietych i przechodzgcej przez punkt przeciecia sie krzywych obu widm (Rys. 6).
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Rys. 6. Widma absorpcji (A) i fluorescenc;ji (F) tego samego zwigzku.

Na podstawie serii wzorcow o wzrastajgcym stezeniu oznaczanego sktadnika
przygotowuje sie krzywa wzorcowg zaleznosci intensywnosci fluorescencji od stezenia
analitu.

7. Schemat blokowy aparatury uzywanej do pomiaréw fluorescencyjnych

Aparatura stuzgca do pomiaréow fluorescencyjnych jest bardzo réznorodna, ale mozna
wyroéznic¢ zasadnicze czesci, z ktdrych kazdy aparat sie sktada. Sg to: Zrédto promieniowania
wzbudzajgcego, monochromator promieniowania wzbudzajgcego, komora pomiarowa z
uchwytem na kuwete, monochromator promieniowania emitowanego oraz detektor (Rys. 7).

#rédio monochromator B

promieniowania uktadu —= | Kkuweta z prabka,
wzbudzajacego
| A
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uktadu

emisyjnego

|
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Rys. 7. Schemat blokowy spektrofluorymetru: A - detektor umieszczony prostopadle do
kierunku promieniowania wzbudzajgcego, B - detektor umieszczony wspodtosiowo, C -
detektor umieszczony pod katem 45°.
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Zrédtem promieniowania wzbudzajacego najczesciej sa lampy rteciowe i ksenonowe.
Oprdcz nich stosuje sie takze lampy wodorowe, deuterowe, halogenowe i wolframowe.
Widma promieniowania tych lamp rdznig sie miedzy sobga, znajdujg sie w innych obszarach
spektralnych. Coraz czesciej jako zrodto promieniowania wzbudzajacego stosuje sie lasery w
technice pomiaréw fluorescencyjnych zwanej LIF (ang. Laser—induced fluorescence).
Nastepnymi elementami w uktadzie pomiarowym sg monochromatory. Zastosowanie tego
urzadzenia pozwala na wybdr wigzki Swiatta o danej dtugosci fali. Czesto zamiast
monochromatoréw stosuje sie filtry optyczne do wybierania diugosci fali. Najczesciej
stosowanymi detektorami stuzgcymi do rejestracji fluorescencji sg fotopowielacze. Detektor
moze by¢ ustawiony réznie wobec kierunku promieniowania wzbudzajacego (Rys. 7,
oznaczenia A, B, C). Jednak najczeSciej ustawia sie go prostopadle ze wzgledu na to, ze do
monochromatora dochodzi swiatlo emitowane przez prdbke, a nie swiatto przechodzace
przez prébke.

8. Zastosowanie fluorymetrii

Jednym z zastosowan fluorymetrii sg badania kliniczne. Niezwykta czutos¢ tej metody
pozwala na oznaczanie aminokwaséw we krwi i innych ptynach fizjologicznych, szczegdlnie
wtedy, gdy jest dostepna niewielka ilo$¢ probki. Rutynowo wykonuje sie oznaczenia
fluorymetryczne substancji o znaczeniu biologicznym takich jak np: ryboflawina, tiamina,
kwas foliowy.

Jednym z przyktadédw zastosowania fluorymetrii w biotechnologii jest badanie
aktywnosci enzymoéw. W takich pomiarach monitoruje sie reakcje, w ktorej substrat nie
fluoryzujacy (lub stabo fluoryzujgcy) przeksztatcany jest w fluoryzujgcy produkt.

W nowoczesnych laboratoriach szeroko stosuje sie mikroskopy fluorescencyjne np. do
wizualizacji obiektéw biologicznych. Przyktadem sg barwniki uzywane do sprawdzania
zywotnosci komoérek pozwalajgce na procentowe okreslenie ilosci komérek zywych i
martwych.

Sposrod zwigzkédw nieorganicznych niewiele wykazuje fluorescencje i sg to np. sole
uranu, ceru, samaru. Do fluorescencyjnego oznaczania jondw innych metali wykorzystuje sie
zjawisko tworzenia fluoryzujgcych kompleksow m.in. do oznaczenia glinu, cyny czy indu
stosuje sie 8-hydroksychinoline jako odczynnik chelatujgcy. Innym zwigzkiem tworzacym
fluoryzujgce kompleksy z kationami metali takich jak bor, beryl, german jest moryna.
Kompleksy moryny z jonami metali wykazujg rézng trwatos¢ w zaleznosci od wartosci pH.
Dzieki temu dobierajgc odpowiednie pH mozna oznaczaé jeden pierwiastek w obecnosci
innych.

9. Zalety fluorymetrii

* wysoka czutosc¢ i selektywnos$¢ — mozliwe oznaczenie stezenia 0,01ppm (0,01 pg/ml)

* mozliwo$é oznaczania zwigzkdw nieorganicznych oraz organicznych

*  mozliwos¢ zastosowania w badaniach biologicznych

*  mozliwo$¢ oznaczania zwigzkdw nie fluoryzujgcych przez tworzenie fluoryzujgcych
komplekséw

10. Wady fluorymetrii
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e Duza wrazliwo$¢ na warunki otoczenia. Probka powinna by¢ przygotowywana i
przechowywana w tych samych warunkach, jak roztwory wzorcowe uzywane do
przygotowania krzywej kalibracyjnej

e Wysoki koszt aparatury pomiarowe;j.

11. Glin

Glin oznaczany symbolem Al to pierwiastek chemiczny o masie atomowej 26,98 u i liczbie
atomowej 13. Wraz z borem, galem, indem i talem nalezy do 13 grupy uktadu okresowego —
tzw. borowce. Oprocz boru wszystkie pierwiastki tej grupy s pierwiastkami metalicznymi.
Odkrycie glinu zawdziecza sie dunskiemu chemikowi i filozofowi — Oerstedowi, ktéry to w
1825 roku w reakg;ji AlCl3 z amalgamatem potasowym otrzymat glin.

Al to srebrzystobiaty metal o niebieskawym odcieniu jest kowalnym i ciggliwym
pierwiastkiem, jednym z najlepszych przewodnikéw ciepta i pradu elektrycznego. W
odpowiednich warunkach moze by¢ tez nadprzewodnikiem. Ze wzgledu na swoje
wiasciwosci fizyczne metal ten mozina nitowad, skleja¢, spawaé, emaliowaé, odlewaé,
wycigga¢ w rury, w cienki drut, a nawet formowa¢ w bardzo cienkie folie. Glin jest
pierwiastkiem wystepujgcym na lll stopniu utlenienia, bardzo rzadko na | i Il stopniu. Na
powietrzu ulega pasywacji i pokrywa sie cienka, niewidoczng i szczelng warstewka Al;Os
zapobiegajaca dalszemu utlenianiu. Wykazuje wiasciwosci amfoteryczne.

Znaczenie uzytkowe glinu wcigz wzrasta. Wyroby codziennego uzytku, przewody
elektryczne, folia aluminiowa to najbardziej znane wykorzystanie glinu. Oprécz
wymienionych glin jest sktadnikiem licznych farb, materiatébw wybuchowych i
pirotechnicznych. Granulowana forma glinu wykorzystywana jest do wydzielania innych
metali tj. chromu, manganu, wanadu z ich tlenkéw -tzw. aluminotermia. Szerokie
zastosowanie znajdujg tez sole glinu. Chlorek glinu wykorzystywany jest w przemysle
kosmetycznym, a inne zwigzki glinu takze w medycynie np. lek przeciw nadkwasocie, srodki
antyseptyczne i Sciggajace.

Glin moze sie dostawac do naszego organizmu:

1. droga oddechowq (tu znaczenie ma przede wszystkim narazenie zawodowe),

2. droga pokarmowa (zywnosc¢ i leki stosowane przy nadkwasocie, przeciwzapalne i
przeciwbdlowe),

3. przez krew (dializy i szczepionki),

4. przez skore (kosmetyki oraz zele przeciw sttuczeniom i obrzekom).

Jesli chodzi o wchtanianie ptucne zwigzane z narazeniem zawodowym, to nie jest znana
jego wydajnosc. Prawdopodobnie liczy sie wielko$é czgstek oraz zawartos¢ w nich zwigzkéw
rozpuszczalnych. Ptuca w miare mozliwosci oczyszczajg sie bowiem z pytédw. Pyly mogg tez
dostac sie do organizmu przez sluzowki nosa — jest to tzw. transport aksonalny, przez ktéry
glin dostaje sie bezposrednio do mdzgu.

Badania na zwierzetach wskazujg, ze aluminium przedostaje sie do organizmu przez
nieuszkodzong skdre, nie mamy jednak danych ilosciowych. Badania przeprowadzone z
aplikacja chlorowodorku glinu na skére (sktadnik antyperspirantéw) wskazywaty na
wchtanianie rzedu 0,002 — 0,07%, a wiec bardzo stabe. Jednak badania wskazujg na
koniecznos¢ zachowania ostroznosci przy stosowaniu na skére podrazniong badz
uszkodzong, bo zwieksza to wchtanianie.
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W codziennym Zzyciu narazeni jesteSmy na wchianianie aluminium z przewodu
pokarmowego. Skala zalezy od wielu czynnikéw, takich jak wielkosé dawki, stezenia i formy
chemicznej zwigzku, obecnosci innych metali czy tez czynnikow kompleksujgcych. Wedtug
WHO dopuszczalna dawka glinu wynosi 7 mg/kg masy ciata/tydzien, co w przeliczeniu na
dzien daje 1mg glinu na 1 kg masy ciata dziennie. Cztowiek o sredniej masie 70 kg médgtby
zatem bez szkodliwego wptywu na zdrowie cztowieka przyja¢ ok. 70 mg glinu. Szacowane
dzienne spozycie glinu waha sie w przedziale od 10 do 100 mg glinu. Zalecany przez
ekspertéw poziom dopuszczalnego przyjmowania glinu mozliwy jest tylko i wytgcznie przy
zachowaniu odpowiedniego rezimu w przetwdrstwie, przygotowywaniu i magazynowaniu
zywnosci oraz odpowiednim stylu zycia (np. unikanie przyjmowania lekéw przeciw
nadkwasocie zawierajgcych potezne ilosci glinu).

Na podstawie licznych badan stwierdzi¢ mozna, ze glin zawarty jest we wszystkich
produktach spozywczych, oczywiscie takze w zywnosci nieprzetworzonej, w wyniku skazenia
gleby czy wody, to samo tyczy sie wody wodociggowej. Dodatkowymi zrédtami glinu beda
natomiast rézne dodatki do zywnosci, naczynia, folia aluminiowa, puszki na Zzywnosc i
napoje, aluminiowe foremki do pieczenia oraz kartony na soki czy mleko wytozone cienka
warstwa aluminium . Uwalnianie z nich zwigzkéw rozpuszczalnych glinu zaleze¢ bedzie od
pH zywnosci oraz od obecnosci soli kuchennej. Wydaje sie wiec zasadne ograniczenie uzycia
tego typu materiatéw w kontakcie z jedzeniem i piciem. Badania wykazaty, ze wielkos¢
migracji jondéw glinu zalezy od rodzaju aluminium, z ktdrego wykonane jest naczynie, pH
zywnosci, czasu kontaktu oraz obecnosci soli. Migracje glinu z naczyn aluminiowych do
zywnosci dla wybranych produktéw przedstawiono w tabeli 2.

Tab. 2. Migracja glinu z naczyn aluminiowych do zywnosci [4]
Stezenie glinu [mg/kg produktul

Rodzaj potrawy . Gotujac w naczyniu
Bez gotowania

aluminiowym stalowym

pomidory 0,10 75,1 0,16
kapusta 0,13 36,1 0,20
sok jablkowy 0,13 71 0,12
kurczak 0,47 1 0,66
ryZ 1,5 1,7 1,7

Obecnosc glinu w organizmie zaburza procesy metaboliczne przebiegajgce w organellach
komérkowych. Wptyw na metabolizm komérkowy polega, miedzy innymi, na:

1. blokowaniu enzymdw aktywowanych przez jony wapnia i magnezu,

2. utrudnianiu podziatu komérkowego,

3. degradacji wtdkien nerwowych.

Zwigzki przekazujgce bodzce nerwowe (neurotransmitery) réwniez ulegajg blokujgcej roli
glinu. Istnieje prawdopodobiefAstwo, ze glin jest czynnikiem etiologicznym klasycznej
choroby Parkinsona i Alzheimera. Rola glinu w chorobie Alzheimera jest tematem wielu
badan. Uwaza sie, ze glin moze dziataé jako czynnik srodowiskowy, przyspieszajgcy rozwdj
choroby. W badaniach histologicznych mézgu oséb zmartych w wyniku proceséw
neurodegeneracyjnych stwierdza sie wyzszy poziom glinu w miejscach objetych zmianami
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zwyrodnieniowymi. Wedtug licznych badarn stezenie AI** w tkance mézgowej oséb zmartych
na chorobe Alzheimera wynosi 1-11,5 mg/kg suchej masy, podczas gdy u oséb zmartych z
innych przyczyn tylko 0,23-2,7 mg/kg suchej masy. Badania epidemiologiczne réwniez
wskazujg na wprost proporcjonalng zalezno$s¢ miedzy liczbg zachorowan a stezeniem
roznych form glinu dostepnych w s$rodowisku. Dowodem na to jest zwiekszona
zachorowalnos¢ na choroby neurozwyrodnieniowe rdzennych mieszkanicow wyspy Guam na
Oceanie Spokojnym jak i imigrantow z Filipin, mieszkancéw Nowej Gwinei oraz potwyspu Kii
w Japonii — terenéw bogatych w ztoza boksytu. Bliskos¢ skat osadowych bogatych w
wodorotlenki glinu pociagata za soba wysokie stezenie AI** w glebach i wodzie pitnej przy
réwnoczesnym niedoborze jonéw Mg?* oraz Ca".

Réwniez w Europie odnotowywano zwiekszong liczbe zgondw wywotanych starcza
demencja w wyniku wiekszego narazenia na glin. Badania tomografii komputerowej
pacjentéw z 88 gmin w Anglii i Walii rowniez potwierdzaja teze o korelacji choroby
Alzheimera z zawartoscig glinu. W gminach w ktérych stezenie glinu w wodach pitnych
przekraczata 0,11 mg/l zapadalno$¢ na chorobe Alzheimera byta 1,5 razy wyisza niz w
rejonach, gdzie poziom glinu w wodzie pitnej byt nizszy niz 0,01 mg/| [4].

1. A. Filipowicz-Szymanska, J. topacinska, Materiaty do éwiczen, Politechnika Warszawska,
Warszawa 2009.

2. A. Cyganski, Metody spektroskopowe w chemii analitycznej, Warszawa, Wydawnictwo
Naukowo-Techniczne 2002.

3. J. Kecki, Podstawy spektroskopii molekularnej, Warszawa, PWN 1998.

4. ). Zuziak, , M. Jakubowska, Glin w otoczeniu i jego wptyw na organizmy zywe, Analit 2
(2016) 110-120
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Spektrofluorymetryczne oznaczanie zawartosci glinu w Altacecie

Cel ¢wiczenia: Zapoznanie z metodyka pomiaréw spektrofluorymetrycznych w badaniach
zwigzkow aktywnych biologicznie.

Zasada oznaczenia.
W metodzie tej wykorzystuje sie tworzenia chelatowego kompleksu glinu z moryna
(prawdopodobnie o sktadzie 1:1), wykazujgcego intensywng zielong fluorescencje.

Sprzet
« spektrofluorymetr Hitachi F — 2710
« kuweta kwarcowa
. zlewki, kolby miarowe, pipetki Pasteura, pipety szklane,

Wykonanie éwiczenia.

Podstawowy roztwdr glinu: rozpuscié¢ 0,4397 g atunu KAI(SO4),:12H,0 w wodzie z dodatkiem
3 kropel stezonego kwasu siarkowego(VI) i rozcienczy¢ roztwdér woda w kolbie miarowej o
pojemnosci 25 ml. 1 ml tego roztworu zawiera 1 mg Al.

Roztwér o stezeniu 0,01 mg Al/ml otrzymac przez odpowiednie rozciericzenia roztworu
podstawowego w kolbie o pojemnosci 100 ml.

Przygotowanie roztworéw wzorcowych.

Do 5 kolb miarowych pojemnosci 25 ml odmierzy¢: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 ml roztworu soli
glinu o stezeniu 0,01 mg/ml, doda¢ po 10 ml wody redestylowanej, 3 ml 0,1-proc.
alkoholowego roztworu moryny i kwasu octowego (roztwér 80-proc.) o pH 3. Roztwory
uzupetni¢ wodg redestylowang do kreski, wymiesza¢ i odstawi¢. Po 20 min zmierzyé
natezenie fluorescencji, ktére odczytuje sie na skali transmitancji (skala liniowa), przy A = 436
nm wzgledem wody jako odnosnika.

Przygotowanie roztworow prébek badanych

1. Na wadze analitycznej odwazy¢ 1 g zelu Altacet.

2. Przygotowang odwazke rozpuscié w kolbie o objetosci 100 ml w wodzie
redestylowanej.

3. Do dwodch kolbek miarowych pojemnosci 25 ml pobra¢ po 5 ml roztworu badanego i
wykonaé oznaczenie w ten sam sposoéb, jak w przypadku roztworéw wzorcowych.

1. Tabletke Altacetu rozetrze¢ w mozdzierzu porcelanowym.

2. Na wadze analitycznej odwazy¢ 1 g roztartej tabletki.

3. Odwazke przenies¢ ilosciowo do kolby o objetosci 100 ml i rozpusci¢ w wodzie
destylowane;j.

4. Roztwoér przesgczyd.

5. Do kolby o objetosci 100 cm? przeniesé iloéciowo 1 ml roztworu préby badanej. Kolbe
uzupetni¢ woda i wymieszac.

6. Do dwodch kolbek miarowych pojemnosci 25 ml pobra¢ po 5 ml roztworu badanego i
wykonaé oznaczenie w ten sam sposob, jak w przypadku roztworéw wzorcowych.
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Opracowanie wynikow

1. Od wartosci natezenia fluorescencji kazdego roztworu wzorcowego glinu nalezy odjg¢
wartos$é natezenia fluorescencji $lepej proby.

2. Sporzadzi¢ wykres kalibracyjny tj. zaleznosci natezenia fluorescencji od stezenia glinu
f(c)=ls. Na wykresie umiesci¢ legende (model aparatu, nazwe oznaczanej substancji,
dtugosc¢ drogi optycznej, analityczng dtugosé fali wzbudzenia Agx i emisji Agv).wykresli¢
krzywa wzorcowg Ir = f(c),

3. Na podstawie krzywej wzorcowej i zmierzonej wartosci natezenia fluorescencji
obliczy¢ stezenie glinu w badanym roztworze, a nastepnie przeliczy¢ na zawartos¢
glinu w zelu/tabletce altacetu.
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