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1. WSTEP

Witaminy to grupa organicznych zwigzkéw niezbednych do prawidtowego funk-

cjonowania wyzszych organizméw zywych zaréwno ludzi jak i zwierzat. Mechanizm dzia-
fania witamin jest zréznicowany, jednak wszystkie wpltywaja w sposob bezposredni lub
posredni na procesy metaboliczne komorek, najczgséciej jako koenzymy lub biologicznie
aktywne sktadniki o charakterze hormonow. Zapotrzebowanie organizméw na witaminy,
w zalezno$ci od ich rodzaju, wynosi od kilku- do kilkunastu mili- badZz mikrograméw na
dzien, co w przeciwienstwie do niezb¢dnych w diecie nieorganicznych substancji, mikro- i
makroelementdw, jest stosunkowo matg iloscig. Jednak nawet tak nieznaczny brak witamin
W organizmie wigze si¢ z zaburzeniami proceséw metabolicznych, czego efektem moga
by¢ choroby uktadu sercowo-naczyniowego, reumatoidalne zapalenia stawow, zaburzenia
reprodukcji oraz nowotwory [1, 2]. Ludzki organizm, ze wzgledu na brak mozliwos$ci Syn-
tezowania witamin, wymaga dostarczenia ich naturalnych postaci z pozywieniem, badz
suplementacji za pomoca produktow farmaceutycznych. Istotne jest przede wszystkim
uzupetnianie pozioméw witamin z grupy B, witamin C oraz P (witamin rozpuszczalnych w
wodzie), gdyz w przeciwienstwie do witamin rozpuszczalnych w tluszczach, nie sa one
magazynowane w watrobie. Konsekwencja tego zjawiska jest czestsza hipowitaminoza
(niedobor) badz awitaminoza (catkowity brak) witamin rozpuszczalnych w wodzie, nato-
miast z niedoborami witamin A, D, E badz K mamy do czynienia, w przypadku wrodzo-
nych badz nabytych schorzen watroby czy pecherzyka zotciowego [3]. Roznice w rozpusz-
czalno$ci witamin wynikaja przede wszystkim z ich odmiennej budowy chemicznej, ktéra
ma réwniez wplyw na ich trwato§¢. Witaminy sg narazone na destrukcje zarowno we-
wnatrz ludzkiego organizmu, jak i poza nim. Zewngtrznymi czynnikami uszkadzajacymi
czgsteczki sg najczesciej Swiatto stoneczne oraz temperatura [4]. Nietrwalo$¢ witamin
zmusita przemyst farmaceutyczny do poszukiwania metod zmieniajgcych ich podatnos¢ na

czynniki destrukcyjne. Poczatkowo najczesciej wykorzystywang metodg byto otrzymywa-
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nie pochodnych estrowych witamin, ktére w organizmie ulegaty hydrolizie do pierwotnej
substancji. Jednak od czasu odkrycia czasteczek cyklicznych oligosacharydow, rozpoczeto
proby modyfikacji wtasciwos$ci roznych substancji, m.in. witamin, poprzez kompleksowa-
nie z cyklodekstrynami. Whbudowanie nictrwatej substancji do wneki cyklodekstryny,
skutkuje otrzymaniem polgczenia 0 odmiennych wiasciwosciach. Utworzony kompleks
inkluzyjny z dang substancja moze wptywac na nig stabilizujaco, zwigksza¢ jej rozpusz-
czalno$¢ oraz biodostepnosé, co zostato wykorzystane w przypadku kompleksowania m.
in. kwasu retinowego [5] czy witaminy K3 [6].

Wszystkie nowo otrzymane polaczenia muszg zosta¢ przebadane m. in. pod wzgle-
dem biodostgpnosci czy trwatosci. Procedury prowadzenia badan trwatosci lekéw oraz
wymogi trwatosci musza by¢ zgodne z postanowieniami Miedzynarodowej Konferencji
Harmonizacji Wymagan dla Lekow (ICH Q1) [7]. Wg ICH Q1A testy przyspieszonego
starzenia powinny by¢ przeprowadzane w warunkach podwyzszonej temperatury (min.
trzy rozne temperatury z przyrostem o 10°C), podwyzszonej wilgotnosci wzglednej (75%
lub wiecej), hydrolizy w szerokim zakresie pH, utleniania (3 - 30% H,0,), fotolizy. W
ocenie trwatosci substancji leczniczej istotny jest takze wybor metody analitycznej (po-
winna by¢ odpowiednio selektywna, czuta oraz doktadna). Dodatkowo musi ona zosta¢
zwalidowana zgodnie z wytycznymi ICH Q2A i Q2B oraz FDA (Food and Drug Admini-
stration) i USP (United States Pharmacopeia) [8].
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2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Witamina E

W 1922 r. H. Evans i K. Bishop odkryli witaming E obserwujac wptyw diety na
rozmnazanie szczurOw. Pomimo pozywienia bogatego w sktadniki odzywcze, szczury ce-
chowata bezptodno$¢. Uzupeknienie diety w thuszcze przywrocito prawidtowa reprodukcje.
Sposob odkrycia witaminy $cisle koreluje z jej drugg nazwa ‘tokoferol’, pochodzacy od
greckich stow ‘thokos’ - potomstwo i ‘phero’ — rodzg [9, 10]. Obecnie termin witamina E
jest generyczng nazwa grupy zwigzkoéw, ktora obejmuje osiem roznych substancji o zbli-
zonej budowie strukturalnej. Nastgpstwem budowy jest zdolnos¢ tokoferolu do przerywa-
nia rodnikowych tancuchowych reakcji utleniajacych, co w konsekwencji pozwala chronic¢
integralno$¢ tkanek. W efekcie pelni on znaczaca rolg w procesach zyciowych wptywajac

wszechstronnie na zywe organizmy.
2.1.1. Budowa chemiczna

Struktura chemiczna catej grupy to tokochromanole [11]. W czasteczce mozna wy-
r6zni¢ polarng ‘gltowe’ sktadajaca si¢ z uktadu chromanu (zbudowang z dwoch pierscieni:
fenolowego i heterocyklicznego) oraz fitylowy tancuch boczny. Taka budowa cechuje za-
réwno tokoferole, jak i tokotrienole. Nasycenie 16-welowego tancucha bocznego rozroznia
tokoferole od tokotrienoli. Druga grupa posiada trzy izolowane wigzania podwojne w po-
zycjach 3°, 7° 1 11° tancucha. Natomiast podstawienie grup metylowych w réznych pozy-
cjach pierscienia chromanu decyduje o podziale na a, B, y i & pochodne tokoferoli oraz
tokotrienoli. Wszystkie pochodne posiadajg grupy CHs w pozycjach 2 i 8 pierécienia, 10z-
nica dotyczy pozycji 5 i 7, ktére to warunkuja aktywnos$¢ biologiczng. Dodatkowo w czg-
steczce tokoferolu istniejg trzy centra chiralne (2°, 4’ 1 8”), ktorych konsekwencja jest wy-
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stepowanie 0$miu mozliwych form stereoizomerow [3, 9, 10, 11]. lzomeryzacja wraz z
liczba podstawionych grup metylowych w pierscieniu, maja zdecydowany wplyw na czas
poOttrwania danej pochodnej. Okres trwalosci oraz powinowactwo do biatek wigzacych

tokoferol warunkuje najwickszg aktywnos$cig biologiczng RRR-a-tokoferolu [12, 13].

Tokoferole R, R, Nazwa chemiczna

3,4-dihydro-2,5,7,8-tetrametylo-2-(4°,8°,12’-trimetylo-

o -Tokoferol tridecylo)-2H-1-benzopiran-6-ol;

CH; CH
(a-T) : 3

2,5,7,8-tetrametylo-2-(4°,8°,12’-trimetylotridecylo)-6-
chromanol

3,4-dihydro-2,5,8-trimetylo-2-(4°,8°,12’-trimetylotridecylo)-

B -Tokoferol ~ CH; H 2H-1-benzopiran-6-ol;

2,5,8-trimetylo-2-(4°,8”,12’-trimetylotridecylo)-6-chromanol

3,4-dihydro-2,7,8-trimetylo-2-(4°,8°,12’-trimetylotridecylo)-
2H-1-benzopiran-6-ol;

v -Tokoferol H CH;
2,7,8-trimetylo-2-(4°,8”,12’-trimetylotridecylo)-6-chromanol
3,4-dihydro-2,8-dimetylo-2-(4°,8’,12’-trimetylotridecylo)-2H-
5 -Tokoferol Y Y 1-benzopiran-6-ol;

2,8-trimetylo-2-(4°,8”,12’-trimetylotridecylo)-6-chromanol

Ryc. 1. Budowa strukturalna oraz nazwa chemiczna tokoferoli.
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Tokotrienole

a-Tokotrienol

B-Tokotrienol

v-Tokotrienol

o-Tokotrienol

CH;

CH;

CH;

CH;

Nazwa chemiczna

3,4-dihydro-2,5,7,8-tetrametylo-2-(4°,8”,12’-trimetylo-
3°,7°,11°-tridekatrienylo)-2H-1-benzopiran-6-ol;

2,5,7,8-tetrametylo-2-(4’,8”,12’-trimetylo-3°,7°,11°,-
tridekatrienylo)-6-chromanol
3,4-dihydro-2,5,8-trimetylo-2-(4°,8°,12’-trimetylo-3°,7°,11°-
tridekatrienylo)-2H-1-benzopiran-6-ol;
2,5,8-trimetylo-2-(4°,8’,12’-trimetylo-3",7°,11°,-
tridekatrienylo)-6-chromanol
3,4-dihydro-2,7,8-trimetylo-2-(4°,8°,12’-trimetylo-3°,7°,11°-
tridekatrienylo)-2H-1-benzopiran-6-ol;
2,7,8-trimetylo-2-(4°,8’,12’-trimetylo-3",7°,11°,-
tridekatrienylo)-6-chromanol
3,4-dihydro-2,8-dimetylo-2-(4°,8,12’-trimetylo-3°,7°,11°-
tridekatrienylo)-2H-1-benzopiran-6-ol;

2,8-dimetylo-2-(4°,8’,12’-trimetylo-3",7°,11’,-
tridekatrienylo)-6-chromanol

Ryc. 2. Budowa strukturalna oraz nazwa chemiczna tokotrienoli.

2.1.2. Biosynteza 1 wystepowanie witaminy E

Tokoferole sg syntezowane wylacznie przez rosliny oraz fotosyntetyzujace mikro-

organizmy. Poczatkowy etap syntezy przebiega dwutorowo i sktada si¢ ze szlaku szikimo-

wego oraz niemewalonowego. Skutkuje to powstaniem 2-metylo-6-fitylohydrochinonu,

ktory jest wspdlnym prekursorem wszystkich tokoferoli. Nastepnym etapem jest cyklizacja
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pierécienia oraz reakcja metylacji, w wyniku ktorej powstaja a, B, v i 6 pochodne [14, 15].
W roslinach a-tokoferol dominuje w tkankach fotosyntetyzujacych, dzigki temu pomaga w
utrzymaniu optymalnego poziomu fotosyntezy w warunkach stresu oksydacyjnego, nato-
miast w tkankach niefotosyntetyzujgcych obecny jest glownie y-tokoferol, ktory chroni
przed autooksydacja nienasycone kwasy ttuszczowe [16, 17]. Produkty roslinne bogate w
witaming E to ziarna zbdz, nasiona i orzechy [18]. W poréwnaniu do tokoferoli, tokotrie-
nole sg zdecydowanie mniej rozpowszechnione w $wiecie ro$linnym [19]. Gtéwnym Zro-
dtem tokotrienoli jest olej palmowy, z kolei najwyzszg zawarto$cig a-tokoferolu charakte-
ryzuje si¢ oliwa z oliwek, pozostate pochodne jak B-, y-, o-tokoferol znajduja si¢ odpo-

wiednio w oleju pszenicznym, oleju z rzepaku, oraz sojowym [18, 20].
2.1.3. Wchtanianie i metabolizm

Witamina E jest niezbednym skladnikiem odzywczym dla ludzkiego organizmu,
stad konieczno$¢ dostarczania jej z pozywieniem badz z suplementami diety [21]. Mecha-
nizm wchlaniania w organizmie jest uwarunkowany znikoma rozpuszczalnoscig witaminy
w polarnych rozpuszczalnikach. Resorpcja odbywa si¢ w dwunastnicy w postaci czystej
formy alkoholowej, bez preferencji w stosunku do rodzaju izomeru. Kinetyka absorpcji
jest porownywalna dla wolnego tokoferolu 1 jego estrow. Estry tokoferolu sa rozktadane
przez hydrolaze w jelicie w obecnosci kwasow zotciowych i enzymow trzustki [22, 23].
Wchtonigte z jelita cienkiego tokoferole zostajg potaczone z chylomikronami. Nastepnie sg
one transportowane przez krew badz uktad limfatyczny w kierunku watroby oraz innych
tkanek. Katabolizm chylomikronéw przez lipaze lipoproteinowa umozliwia przedostanie
si¢ tokoferolu do watroby i tkanek obwodowych, ewentualnie do innych lipoprotein. W
watrobie ma miejsce preferencyjne wigzanie izomerycznej formy RRR-tokoferolu z lipo-
proteinami o bardzo niskiej gestosci (VLDL), za co odpowiedzialne jest biatko przenosza-
ce a-tokoferol (a-TTP) [24, 25, 26]. W wyniku metabolizmu frakcji VLDL tokoferol znaj-
duje si¢ rowniez w lipoproteinach o niskiej oraz o wysokiej gestosci (LDL i HDL) [27,
28]. W efekcie ponad potowa catego a-tokoferolu jest obecna we frakcji o niskiej gestosci
(LDL), ktora jest gtownym przenos$nikiem tokoferolu we krwi. Z kolei lipoproteiny VLDL
sg odpowiedzialne za przenoszenie tokoferolu do tkanek obwodowych [25]. Wydzielanie
witaminy E do krwi przez watrobg oraz jej zdolnos¢ do metabolizowania tokoferoli i toko-
trienoli, przeciwnie do innych witamin rozpuszczalnych w thuszczach, zapobiega ich ku-

mulacji do toksycznego poziomu. Istniejg dwa typy metabolitéw witaminy E powstajace w
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zalezno$ci od sposobu przemiany substancji. Pierwszy mechanizm rozkladu jest zwigzany
z dziataniem antyoksydacyjnym tokoferoli wskutek otwarcia hydroksychromanowego
pierScienia - powstaje chinonowy lakton. Drugi sposob powstawania metabolitow, zalezny
od cytochromu P - 450, ma miejsce w watrobie, gdzie w wyniku w-oksydacji fitylowego
tancucha bocznego a nastgpnie B-oksydacji nastepuje jego skrocenie. Powstajace produkty
odpowiednio z a-tokoferoli i a-tokotrienoli oraz y-tokoferoli i y-tokotrienoli to a-CECH
(2,5,7,8-tetrametylo-2-(2’-karboksyetylo)-6-hydroksychroman) oraz y-CECH (2,7,8-tri-
metylo-2-(2’karboksyetylo)-6-hydroksychroman), sg nastepnie poddawane glukuronidacji i
sulfonowaniu oraz zostaja wydalone z moczem badz zotcig [25, 29, 30, 31].

OH
LOO’ 0
a-tokoferol

et

w-oksydacja

o Ci6Ha

OH
rodnik a-tokoferylowy
CH,OH
[0]

B oksydacja

?3@%5

HO
OH
Ci6Haa
COOH
a-tokoferochinon a-CMHHC
p-oksydacja
utlenianie laficucha bocznego
H
HO 2 .
g OH
o COOH
(o] a-CMBHC
hydroksykwasowe metabolity Simona l B-oksydacja
- (H20)
HO
Io) (0] COOH
o 0
a-CEHC
(o]

a-QL

Ryc. 3. Metabolity tokoferolu: a-CMHHC - karboksy-metylo-hydroksy-chroman; ao-
CMBHC - karboksy-metylo-butylo-hydroksy-chroman; a-QL — chinonowy lakton.
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2.1.4. Zapotrzebowanie i niedobory witaminy E

Okreslenie ilosci witaminy E, jaka powinna by¢ dostarczana do ludzkiego organi-
zZmu, zmienia si¢ na przestrzeni ostatnich 20 - 30 lat. Jest to spowodowane przede wszyst-
kim zdefiniowaniem réznic w aktywnosci biologicznej konkretnych pochodnych tokofero-
li. Pierwotnie ilosci witaminy E mierzono wg miligraméw ekwiwalentow tokoferoli (o-
TE), w ktorych sktad byty wliczane, oprocz naturalnego i syntetycznego tokoferolu, row-
niez takie pochodne jak B-, y-, 6-tokoferole. Od 2000 r. rozpoczeto okreslanie zapotrzebo-
wania biorgc pod uwage przede wszystkim naturalny a-tokoferol oraz 2R-streoizomer
formy syntetycznej, ze wzgledu na ich najwyzsza aktywno$¢ biologiczng. Zawarto$é wi-
taminy E w naturalnych i wzbogacanych zrédtach jest podawana w jednostkach miedzyna-
rodowych (1U) [32]. Obecnie jedna mi¢dzynarodowa jednostka witaminy E jest zdefinio-
wania, jako 1 mg all-rac-octanu-a-tokoferolu, 0.74 mg RRR-octanu-a-tokoferolu oraz 0.67
mg RRR-a-tokoferolu [33, 34]. Zalecane dzienne spozycie witaminy E waha si¢ od 10 mg
okreslonych przez Europejska Rade Informacji 0 Zywnosci (EUFIC) dla Europejczykow
[35], do 15 mg wg Zarzadu Zywnosci i Zywienia Instytutu Medycyny Narodowej Akade-
mii Nauk w Stanach Zjednoczonych (FNB of IOM) [36]. Istnieja rowniez zrodta sugeruja-
ce dzienng dawke na poziomie 80 - 100 mg na dzien [37], jednak nawet tak duza ilo$¢ nie
przekracza gornego tolerowanego poziomu spozycia, ktory dla os6b dorostych wynosi 300
mg ekwiwalentéw a-tokoferolu/dzien [38].

Mechanizmy regulujace ilo$¢ witaminy E w organizmie, zdolno$¢ organizmu do jej
magazynowania oraz znaczaca ilo$¢ pozywienia bogatego w jej naturalng formg, chronia
przed niedoborem tokoferolu, ktory bardzo rzadko objawia si¢ u ludzi. Jednakze w szcze-
golnych przypadkach, w wyniku zespotu ztego wchtaniania, przewlektym zapaleniu jelit,
marskosci watroby, w przypadku skrajnego niedozywienia oraz w wyniku autosomalnej
choroby recesywnej — ataksji z izolowanym brakiem witaminy E, mamy do czynienia z
niedostateczng ilosciag tokoferolu w organizmie [39, 40]. Pacjentéw dotknigtych ataksja
cechuje niezdolnos¢ do wbudowywania czasteczek tokoferolu do lipoprotein, co nastgpnie
skutkuje bardzo niskim poziomem tokoferolu we krwi [41, 42]. Daleko idace skutki niedo-
boru to przede wszystkim zaburzenia funkcjonowania i ostabienie migséni szkieletowych
(dystrofia), zaburzenia neurologiczne, niedokrwisto$¢ oraz bezptodnos¢. Suplementacja
tokoferolem na poziomie terapeutycznym wplywa znaczgco na stabilizacje lub poprawe
neurologicznej sprawnosci organizmu lub niwelowanie neurologicznych zaburzen powsta-

tych w wyniku choroby. Z kolei profilaktyczne uzupetnianie diety jest w stanie catkowicie
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zapobiec rozwojowi choroby neurologicznej wynikajacej z niedoboru sktadnika [43, 44,
45].

2.1.5. Funkcje witaminy E w organizmie ludzkim

Poczatkowo witamina E byla uwazana jedynie za sktadnik dietetyczny, ktory jest
niezbedny do prawidlowej reprodukcji ludzi i zwierzat. Jej znaczenie zwickszyto si¢ dia-
metralnie po odkryciu wlasciwosci antyoksydacyjnych, dzigki ktorym chroniona jest inte-
gralnos¢ tkanek, co w konsekwencji wpltywa na wszystkie procesy zyciowe organizmow.
Dalsze badania dowiodty rowniez, ze witamina E moze w odpowiednich warunkach zaha-
mowywac wzrost komoérek migsni gladkich, wptywaé na aktywnos$¢ kinazy C, na tran-
skrypcje niektorych gendéw [10], a takze nawet charakteryzowac si¢ wlasciwosciami pro-
oksydacyjnymi [46]. Efekty wywotywane przez witaming E w organizmie réznig si¢ w
zaleznosci od dziatajacej pochodnej. Najnowsze badania wykazaty, ze najwigcksza wydaj-
no$¢ dziatania w organizmie, w poréwnaniu do samego naturalnego a-tokoferolu, posiada

mieszanka naturalnych tokoferoli [47]. Glowne dziatanie witaminy E opiera si¢ na:

1) Wiasciwosciach antyoksydacyjnych [48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59]
Istota dzialania antyoksydacyjnego tokoferoli, w przeciwienstwie do innych antyu-
tleniaczy usuwajacych tylko reaktywne czasteczki tlenu, jest przerwanie tancu-
chowej reakcji autooksydacji lipidow. Reakcja ta jest enzymoniezalezna oraz bar-
dzo efektywna. Na jej wysoka wydajnosé wplywa szybko$¢, z jaka zachodzi (toko-
ferol szybciej reaguje z rodnikiem nadtlenkowym niz sam rodnik jest w stanie wy-
kona¢ jakakolwiek inng reakcj¢) oraz mozliwo$¢ ponownego przywrocenia aktyw-
nosci czasteczce tokoferolu (przez redukcje witaming C lub ubichinonem). Ponad-
to podczas tej reakcji powstaje stabilny, nieszkodliwy, nierodnikowy produkt (to-
koferol w postaci rodnikowej reaguje tylko z innym rodnikiem tworzac stabilny
produkt nierodnikowy). Mechanizm zmiatania wolnych rodnikow zalezy od ataku-
jacego czynnika, tokoferol inaczej reaguje z tlenem singletowym anizeli z rodni-
kami alkilowymi. Za przeciwutleniajgce wtasciwosci chemicznie odpowiedzialny
jest gtownie wodér z grupy wodorotlenowej przy weglu C6. W przypadku a-
tokoferolu podstawienie trzech elektrono-donorowych grup metylowych do pier-
Scienia chromanu, skutkuje latwiejszym oderwaniem wodoru z grupy —OH, w

efekcie a-tokoferol dziata najefektywniej. Oprocz dziatania antyutleniajgcego to-
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2)

koferoli polegajacego na hamowaniu peroksydacji lipidow, wywotanej przez reak-
tywne formy tlenu, tokoferole i tokotrienole majg rowniez zdolno$¢ do wytapywa-
nia reaktywnych form tlenku azotu. Zdecydowanie najwicksze zdolnosci detoksy-
kujace nadtlenku azotu wykazuje vy-tokoferol, co jest spowodowane obecnoscia
nukleofilowego wegla C5 w pierscieniu niepodstawionym grupa metylowa. Zde-
cydowany wzrost ilosci 5-nitro-y-tokoferolu, produktu powstajacego w wyniku ni-
tracji lipidow, zostal zaobserwowany w obszarach mozgu osob dotknigtych choro-
bg Alzheimera, co potwierdza protekcyjne dziatanie y-tokoferolu wobec zwigzkow
azotu.

Dziataniu antykancerogennemu

Przeciwnowotworowe dziatanie witaminy E przebiega dwutorowo, jest posrednio
zwigzane z efektem przeciwutleniajacym oraz bezposrednio z hamowaniem po-
dzialu komorek nowotworowych. Posrednio niedobory tokoferolu powoduja
wzrost ilosci reaktywnych form tlenu przyczyniajacych si¢ do mutacji komorek, co
w konsekwencji skutkuje rozwojem nowotworu. Odpowiednia suplementacja to-
koferolu zapewnia dziatanie protekcyjne, dlatego przyjmuje sig, ze spadek liczby
rakow sutka, czy przerzutéw do pluc jest zwigzany z aktywnos$cig przeciwutlenia-
jaca witaminy E [60]. Bezposrednie dziatanie przeciwnowotworowe tokoferoli i
tokotrienoli wynika z ich zdolnosci do indukowania apoptozy komoérek nowotwo-
row ztosliwych [18, 61]. Poprzez estryfikacje fenolowej grupy pierscienia chroma-
nu kwasami np. bursztynowym czy maleinowym, zostaja zmniejszone wtasciwosci
antyoksydacyjne molekuty, za ktore odpowiedzialna jest wolna grupa hydroksylo-
wa, a zestryfikowana czasteczka a-tokoferolu zyskuje silne wtasciwosci apopto-
genne. Wyjatkiem nie wymagajacym modyfikacji jest y-tokotrienol [62]. Porow-
nujac przeciwnowotworowe dziatanie a—tokoferolu [63, 64, 65, 66, 67] w stosunku
do mieszaniny tokoferoli [18] i tokotrienoli [68, 69, 70] jest ono znacznie wieksze
w przypadku mieszaniny [18]. Zaobserwowano rowniez synergistyczne zwiekszo-
ne dziatanie tokoferolu z selenem skutkujace redukcja liczby rakow sutka czy wy-
dhuzeniem czasu uspienia nowotworu [71, 72, 73, 74]. Zdecydowana przewaga to-
koferoli i tokotrienoli, jako lekéw przeciwnowotworowych wynika z ich zdolno$ci
do zahamowania proliferacji tylko komoérek rakowych, bez wptywu na zdrowe
komorki i tkanki [75, 76]. Mechanizm dziatania przeciwnowotworowego jest

zwigzany z pochodzeniem gatunkowym tkanki (ludzka czy ptasia) oraz typem ko-
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morek (piers, zoladek, prostata) [77, 78, 79]. Indukcja apoptozy glownie ma miej-
sce poprzez zahamowanie szlaku kinazy biatkowej C/fosfatazy 2 [80, 81]. W przy-
padku raka prostaty niszczenie komorek howotworowych zachodzi poprzez mody-
fikacje $ciezki w mitochondrium - roztam polimeraz oraz aktywacj¢ kaspaz [82],
w przypadku raka sutka tokotrienole hamujg proliferacje poprzez modyfikacje
ludzkiego pozytywnego i negatywnego receptora estrogenowego [66, 67, 83].
Dziataniu przeciwmiazdzycowemu, przeciwnadci$nieniowemu oraz przeciwzapal-
nemu

Poszczegdlne pochodne z rodziny tokoferoli wptywaja réznorodnie na przyczyny
odpowiedzialne za rozwdj miazdzycy oraz nadci$nienia. Poczatkowo dziatanie
przeciwmiazdzycowe wigzano z protekcyjnym wplywem przeciwutleniajgcym to-
koferoli na czasteczki LDL [84, 85]. Obecnie znany jest blokujacy wptyw tokofe-
roli na mechanizmy indukujace rozwdj miazdzycy tetnic czy nadci$nienia. Przy-
czyniajgce si¢ do rozwoju choroby nadmierna adhezja i agregacja ptytek do $cian
naczyn krwiono$nych, jest hamowana przy nawet tak niskiej dawce tokoferolu jak
75 1U/dzien [86]. y-Tokoferol w zdecydowanie wigkszym stopniu hamuje adhezje
niz a-tokoferol [87]. Miazdzyca tetnic jest chorobg zapalng, dlatego tez w jej trak-
cie dochodzi do powstawania mediatoréw stanu zapalnego prostaglandyn i leuko-
triendw, w wyniku dziatania enzymow takich jak cyklooksygenazy (COX-2) i li-
poksygenazy (5-LOX) [88, 89]. Tokoferole, zwtaszcza y-tokoferol, hamujac ak-
tywnos¢ wymienionych oksygenaz zmniejszaja ilos¢ mediatorow stanu zapalnego
poglebiajacych arterioskleroze [90, 91, 92]. Dalsze dziatanie przeciwmiazdzycowe
tokoferoli jest zwigzane ze zdolnoscig blokowania przez a-tokoferol poboru utle-
nionych czasteczek LDL przez makrofagi. Modyfikujac receptory wychwytujace
frakcje LDL (SR-A i CD36) na ich powierzchni, zapobiega on przeksztatcaniu
makrofagdbw w komorki gagbczaste 1 odkladaniu ich na $cianach tetnic, w konse-
kwencji chroni to przed zwezeniem $wiatta naczyn i zapobiega miazdzycy [93, 94,
95, 96]. Nadmierny podziat komoérek migsni gltadkich naczyn krwionos$nych jest
takze jednym z glownych mechanizméw rozwoju miazdzycy i nadci$nienia. Za-
hamowanie proliferacji komorek naczyn miesni gladkich poprzez inaktywacje ki-
nazy biatkowej C, przyczynia si¢ do normalizacji §cian naczyn i zapobiega zmia-
nom miazdzycowym. Dzialanie hamujace kinaze¢ biatkowa C jest charakterystycz-

ne dla a-tokoferolu w przeciwienstwie do B-tokoferolu [46, 97, 98, 99].
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2.1.6. Wybrane metody analityczne stosowane do analizy tokoferolu

Oznaczanie witamin w preparatach farmaceutycznych i w ptynach ustrojowych

wymaga wysokoselektywnych technik analitycznych charakteryzujacych si¢ wysoka czu-

loscig 1 selektywnos$cig. Nalezg do nich m.in. metody chromatograficzne. W badaniach

trwalos$ci tokoferolu najczeSciej uzywang metoda jest wysokosprawna chromatografia cie-

czowa w odwroconym uktadzie faz. Farmakopealna metoda oznaczania tokoferolu wyko-

rzystuje jednak metode chromatografii gazowej [100]. Charakterystyka RRR-a-tokoferolu

wg Farmakopei Polskiej V11 zostata przedstawiona w tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka RRR-a-tokoferolu wg Ph. Eur. 6.0 i Farmakopei Polskiej VI

Ph. Eur.6.0i FP VIII

Wz6ér sumaryczny

CZQHSOOZ

Masa czasteczkowa

430.7

Definicja Nazwa chemiczna:
(2R)-2,5,7,8-tetrametylo-2-[(4R,8R)-4,8,12-trimetylodecylo)]-3,4-dihydro-2H-1-
benzopiran-6-ol
Zawarto$¢:
od 94.5% do 102.0%

Wiasciwosci Wyglad:
Przezroczysta, bezbarwna lub zéttawobrunatna lepka, oleista ciecz
Rozpuszczalno$é:
Substancja praktycznie nierozpuszczalna w wodzie, tatwo rozpuszczalna w ace-
tonie, bezwodnym etanolu, chlorku metylenu i olejach thustych

Tozsamos$¢ A. Skrecalno$¢ optyczna: od -0.01° do +0.01°

Rozpusci¢ 2.50 g substancji w bezwodnym etanolu OD i uzupelni¢ takim samym
rozpuszczalnikiem do 25.0 ml

B. Absorpcyjna spektrofotometria w podczerwieni

Porownanie a-tokoferol CSP

C. Chromatografia cienkowarstwowa

Roztwér badany: Rozpusci¢ 10 mg substancji badanej w 2 ml cykloheksanu OD
Roztwér poréwnawczy: Rozpusci¢ 10 mg a-tokoferolu CSP w 2 ml cykloheksanu
oD

Plytka: ptytka TLC z zelem krzemionkowym Fps4 OD

Faza ruchoma: eter etylowy OD, cykloheksan OD (20:80 V/V)

Naniesienie: 10 pl
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Rozwijanie: na odlegtos¢ 2/3 plytki

Suszenie: w strumieniu powietrza

Detekcja: obejrze¢ w nadfiolecie przy 254 nm

Wyniki: plama gléwna na chromatogramie roztworu badanego wykazuje potoze-

nie i wielko$¢ zgodng z plama gtéwng na chromatogramie roztworu poréwnaw-

czego
Badania Substancje pokrewne

Chromatografia gazowa
Roztwor wzorca wewnetrznego: Rozpusci¢ 1.0 g skwalanu OD w cykloheksanie
OD i uzupehi¢ takim samym rozpuszczalnikiem do 100.0 ml
Roztwor badany (a): Rozpusci¢ 0.100 g substancji badanej w 10.0 ml roztworu
wzorca wewnetrznego
Roztwor badany (b): Rozpusci¢ 0.100 g substancji badanej w 10.0 ml cyklohek-
sanu OD
Roztwor poréownawczy (a): Rozpusci¢ 0.100 g a-tokoferolu CSP w 10.0 ml roz-
tworu wzorca wewngetrznego
Roztwor poréwnawczy (b): Rozpusci¢ 10 mg a-tokoferolu OD i 10 mg octanu a-
tokoferylu OD w cykloheksanie OD i uzupehi¢ takim samym rozpuszczalnikiem
do 100.0 ml
Kolumna:
-material: stopiona krzemionka
-wymiary: dlugos¢ 30 m; $rednica wewnetrzna 0.25 mm;
-faza nieruchoma: poli(dimetylo)siloksan OD (grubo$¢ warstwy 0.25 um)
Gaz nosny: hel do chromatografii OD
Szybkosé przeptywu: 1 ml/min
Stosunek strumienia dzielonego: 1:100
Temperatury: kolumna 280°C, dozownik probki 290°C, detektor 290°C
Detekcja: ptomieniowo-jonizacyjna
Wprowadzenie: 1 ul roztworu badanego (b) i roztworu porownawczego (b)
Przydatnosc¢ ukiadu: roztwor poréwnawcezy (b)
-rozdzielczo$¢: nie mniej niz 3.5 pomiedzy pikami a-tokoferolu i octanu a-
tokoferylu
Wartosci graniczne:
-suma zanieczyszczen: nie wigcej niz 4.0%
-warto$¢ graniczna pominigcia: 0.1%

Zawarto$¢é Chromatografia gazowa jak podano w badaniu substancji pokrewnych:

-wprowadzenie: roztwor badany (a) i roztwor pordwnawczy (a)

Przechowywanie

Pod gazem obojetnym, chronigc od $wiatta
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Zanieczyszczenia A

benzopiran-6-ol (RRR-4-tokoferol)

benzopiran-6-ol (RRR-B-tokoferol)

benzopiran-6-ol (RRR-y-tokoferol)

2,8-dimetylo-2-[(4R,8R)-4,8,12-trimetylotridecylo]-3,4-dihydro-2H-1-

B. 2,5,8-trimetylo-2-[(4R,8R)-4,8,12-trimetylotridecylo]-3,4-dihydro-2H-1-

C. 2,7,8-trimetylo-2-[(4R,8R)-4,8,12-trimetylotridecylo]-3,4-dihydro-2H-1-

Do oznaczen witaminy E w preparatach farmaceutycznych stosuje si¢ r6zne modyfikacje

wysokosprawnej chromatografii cieczowej. W tabeli 2 zostaly przedstawione wybrane

metody analityczne oznaczania a-tokoferolu.

Tabela 2. Poréwnanie wybranych parametréw metod analitycznych stosowanych w anali-
zie a-tokoferolu

Zastosowanie metody,

Metoda Parametry rozdzialu
Pi$miennictwo
» Kolumna analityczna: Nova-Pack C18 (150 x 3.9
mm, 4 pm), odwrocony uktad faz Oznaczanie rozpuszczalnych i nie-
L « Faza ruchoma: metanol - acetonitryl (95:5) rozpuszczalnych w thuszczach wita-
* Szybko$¢ przeptywu: 2 ml/min min w preparatach farmaceutycznych
* Detekcja UV: 285 nm [101]
* Wielko$¢ nastrzyku: 20 pl
» Kolumna analityczna: Nucleosil 100 - 5, (250 x 4.6
mm), normlany uktad faz
* Faza ruchoma: heksan-dioksan-2-propanol Rownoczesne oznaczanie witamin A,
2 (96.7:3:0.3) D3, E w mieszankach mlecznych dla
* Szybko$¢ przeptywu: 1.45 ml/min dzieci [102]
* Detekcja: APCI - MS
* Wielkos¢ nastrzyku: 40 pl
» Kolumna analityczna: LiChrospher RP - 18 (250 x 4
mm, 5 pm), plus prekolumna: LiChrospher RP - 18 (4
X4 mm, 5 um) o .
3 + Faza ruchoma metanol - woda (96:4) Oznaczanie witamin A i E w mleku w

* Szybko$¢ przeptywu: 1.0 ml/min
* Detekcja UV: 295 nm
» Wielkos¢ nastrzyku: 20 pl

proszku [103]
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» Kolumna analityczna: Kromasil 100 RP-18 (150 x
4.6 mm, 5 um) plus prekolumna Perkin Elmer RP-18 (
30 x 4.6 mm, 10 um)

« Faza ruchoma: metanol - woda (96:4)

* Szybko$¢ przeptywu: 2.2 ml/min

* Detekcja UV: 292 nm

» Wielko$¢ nastrzyku: 20 ul

Oznaczanie rozpuszczalnych w thusz-
czach przeciwutleniajacych witamin

w ludzkiej surowicy [104]

» Kolumna analityczna: LiChrospher RP - 18 (250 x 4
mm, 5 pm), plus prekolumna: LiChrospher RP - 18 (4
X4 mm, 5 um)

« Faza ruchoma: metanol - woda (93:7)

* Szybkos$¢ przeptywu: 1.4 ml/min

* Detekcja UV: 292 nm

* Wielko$¢ nastrzyku: 20 pl

Kinetyczny rozktad tokoferolu w

hydrofilowych Zelach [105]

» Kolumna analityczna: Tracer Extrasil ODS2 (250 x 4
mm, 5 um)

« Faza ruchoma: metanol - acetonitryl (30:70)

* Szybko$¢ przeptywu: 1.0 ml/min

* Detekcja UV: 205 nm

* Wielko$¢ nastrzyku: 20 ul

Oznaczanie o-tokoferolu w makroal-
gach [106]

» Kolumna analityczna: Pinnacle Il (50 x 2.1 mm, 3
um), plus prekolumna (10 x 2 mm)

« Faza ruchoma: 0.5% octan etylu: heksan

* Szybko$¢ przeptywu: 0.4 ml/min

* Detekcja (DAD): 284 nm

» Wielko$¢ nastrzyku: 20 ul

Rownoczesne oznaczanie witaminy A
i E w mieszankach mlecznych dla
dzieci [107]

 Kolumna analityczna: Spheri-5-ODS (100 x 2.1 mm,
5 um)

*Faza ruchoma: gradient acetonitryl - metanol (85:15)
przez 5 min, acetonitryl - chlorek metylenu - metanol
(70:20:10) przez 20 min

* Detekcja UV: 294 nm

» Wielko$¢ nastrzyku: 7.5 pl

Réwnoczesne oznaczanie witamin A,
E, 25-OH-witaminy D, zastosowanie

w badaniach Kklinicznych [108]

» Kolumna analityczna: Nucelosil 120 (150 x 46 mm, 5
pm)

* Faza ruchoma: metanol - woda (96.5:3.5)

* Szybkos¢ przeptywu: 2 ml/min

* Detekcja: fluorymetryczna Ay, = 295 i Agm = 350 nm
przez 9 min, nastgpnie Ay, = 330 i Agp = 400 NmM

Rownoczesne oznaczanie witamin A

i E w szczurzych tkankach [109]
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» Kolumna analityczna: Sep-Pak C18 (220 x 4.6 mm, 5
um), plus prekolumna RP - 18 (15 x 3.2 mm, 7 pum)

* Faza ruchoma: metanol - woda (99:1) S
) Oznaczanie witamin rozpuszczalnych
10 * Szybko$¢ przeptywu: 1.0 ml/min

 Detekcja: elektrochemiczna +1300 mV (Ag/AgCl)

oraz UV =280 nm

w tluszczach w jogurtach [110]

» Wielko$¢ nastrzyku: 10 ul

» Kolumna analityczna: Zorbax ODS (150 x 4.6 mm), | Poréwnanie rozdzialu witamin roz-

plus kolumna (100 x 4.6 mm) puszczalnych w tluszczach metoda-

" « Faza ruchoma: metanol - woda mi: wysokosprawnej chromatografii
* Szybkos$¢ przeptywu: 1.0 ml/min cieczowej i micelarnej elektrokine-
* Detekcja UV: 280 nm tycznej chromatografii  kapilarnej
» Wielko$¢ nastrzyku: 10 pl [111]

2.2. Cyklodekstryny

Odkrycie przez Villersa w 1891 r. czgsteczek o whasciwosciach kompleksujacych
zrewolucjonizowato rynek farmaceutyczny [112]. Substancje trudno rozpuszczalne w wo-
dzie, lotne czy tez nietrwale chemicznie poprzez kompleksowanie zyskuja zupetnie nowe,
poprawione wiasciwosci [113, 114]. Makrocykliczne weglowodory charakteryzujace si¢
tak pozadanymi wiasciwosciami kompleksujacymi nazywane sg cyklodekstrynami (CD)
[115, 116]. Obecnie cykliczne dekstrozy sg stosowane w wielu dziedzinach m.in. w prze-
mysle kosmetycznym [117], tekstylnym [118], zywieniowym [119], sa rowniez wykorzy-
stywane do ochrony $rodowiska [120]. W przemysle farmaceutycznym cyklodekstryny
stosuje si¢ W celach modyfikacji lekow, co skutkuje zwigkszaniem biodostgpnosci np.
prednizolonu [121], zwigkszeniem stabilnosci w fazie statej np. quinalaprilu [122], zwigk-
szeniem absorpcji po podaniu doustnym, doodbytnicznym [123] czy transdermalnym
[124], zredukowaniem lokalnych podraznien dermalnych [123] oraz zwigkszeniem roz-

puszczalnos$ci w wodzie substancji lipofilnych [125].
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2.2.1. Budowa chemiczna i wtasciwosci

Cyklodekstryny sa grupa cyklicznych oligocukrow powstajacych podczas enzyma-
tycznej degradacji skrobi. W wyniku dziatania enzymu glukotransferazy nastepuje roze-
rwanie wigzan o-1,6-glukozylowych i przestrzenna modyfikacja czgsteczek skrobi. W
efekcie, za pomocg wigzan a-1,4-glukozylowych, powstaje cykliczne potgczenie jednostek
D-glukopiranoz [126]. Stopien polimeryzacji jest oznaczany greckimi literami a, 3, v, 6 CO
odpowiada analogicznie cyklodekstrynie zbudowanej z 6, 7, 8, 9 jednostek glukozy [127,
128].

Tabela 3. Charakterystyka wybranych cyklodekstryn [129]

o B Y A
Liczba jednostek glukopiranoz 6 7 8 9
Masa czasteczkowa 972 1135 1297 1459
Rozmiar wneki cyklodekstryny (&) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3 10.3-11.2
Rozpuszczalno$é¢ w wodzie
14.50 1.85 23.20 8.19
25°C(g/100 ml)
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Ryc. 4. Schemat strukturalnej budowy wybranych cyklodekstryn: a — a-cyklodekstryna (a-
CD); b — B-cyklodekstryna (B-CD); ¢ - y —cyklodekstryna (y-CD) [126].
Pomimo powszechnego przekonania, ze ze wzgledow sterycznych cyklodekstryny

z wigksza liczba piranoz niz 6 nie powinny wystgpowacé, istnieja doniesienia o czastecz-
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kach zbudowanych z 9, 10, 11, 12 elementow, sygnowane odpowiednio o-, -, (-,
n-cyklodekstrynami [130, 131, 132]. Macierzyste a-, -, y-CD sa jednak najbardziej roz-
powszechnione. Najcze¢sciej stosowana, ze wzgledu na korzystng cene i szerokg uzytecz-
nos¢, jest B-CD [133]. Jednakze staba rozpuszczalno$¢ w wodzie (B-CD) [129] czy tok-
sycznos$¢ po podaniu pozajelitowym (a-, p-CD) [134] wymaga stosowania rozgatgzionych
pochodnych. Charakteryzuja si¢ one zwigkszong rozpuszczalnoscia np.. 2-
hydroksypropylo-B-cyklodekstryna (2-HP-B-CD) [135], zmniejszong toksyczno$cig po
podaniu pozajelitowym np.: suflobutyroeterowana-p-cyklodekstryna (SBE-B-CD) [113]
oraz zdolno$cig do kontrolowania przemian krystalizacyjnych i polimorficznych innych
substancji np.: 2,6-dime-tylo-p-cyklodekstryna (DM-B-CD), 2-hydroksybutylo-p-cyklo-
dekstryna (HB-B-CD) [136] jednak przy takiej samej zdolno$ci kompleksowania. Wymie-
nione pochodne mozna podzieli¢ na trzy grupy o réznych wtasciwosciach hydrofilowych,
hydrofobowych i jonizujacych. Do pierwszej grupy naleza: 2-HP--CD, DM-B-CD, 2,3,6-
trimetylo-B-cyklo-dekstryna (TM-B-CD), do drugiej 2,6-dietylo-p-cyklodekstryna (DE-pB-
CD), natomiast jonizujace pochodne to karboksymetylo-B-cyklodekstryna (CM-B-CD),
karboksymetyloetylo-p-cyklodekstryna (CME-B-CD), SBE-B-CD [137]. Cyklizacja w pro-
cesie tworzenia zamienia wiasciwosci redukujgce czasteczek glukozy na wiasciwosci
kompleksujgce oraz prowadzi do powstania czasteczki o ksztalcie Scigtego stozkowatego
cylindra o szerszej gornej czesci, a zwezajacego sie ku dotowi, okre§lanego mianem toru-
sa. Jego cechg charakterystyczng jest lipofilowe wngtrze w przeciwienstwie do hydrofilo-
wej czesci zewnetrznej [127, 138]. Budowa cyklodekstryn determinuje ich wiasciwosci.
Powierzchniowa hydrofilnos¢ zapewniaja I-rzegdowe i ll-rzedowe grupy hydroksylowe.
Wszystkie drugorzgdowe grupy OH sg umiejscowione na szerszej stronie stozka, natomiast
pierwszorzedowe znajduja si¢ po stronie przeciwnej. Z kolei niewiazace pary elektronowe
mostkow tlenowych skierowane do srodka wneki sa odpowiedzialne za jej lipofilnosc
[139].

\ \
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Ryc. 5. Schematyczna budowa czasteczki cyklodekstryny [126].
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2.2.2. Kompleksy inkluzyjne

Kompleksowanie molekut przez cyklodekstryny nastepuje poprzez niekowalencyj-
ne wigzania pomiedzy inkorporowang czasteczka a wneka CD. W trakcie powstawania
polaczenia ‘gos$¢’-‘gospodarz’ (mianem gospodarza jest okre$lana kompleksujaca cy-
klodekstryna) nie tworzg si¢ i nie zostajg rozerwane zadne wigzania o charakterze kowa-
lencyjnym [140]. Proces tworzenia kompleksu jest procesem dynamicznej rownowagi,
podczas ktérego wbudowywana molekula jest ciggle asocjowana i dysocjowana z czg-
steczki cyklodekstryny [141]. Zdolno$¢ kompleksowania mozna scharakteryzowac za po-
mocg statej rownowagi chemicznej K (stata wigzania) oraz korespondujacych z nig para-
metréw termodynamicznych, jak zmiana entalpii (AH), entropii (AS) oraz przez potencjat
termodynamiczny (AG) [142, 128]. Zdecydowana wigkszos$¢ substancji leczniczych two-
rzy potaczenia z roznymi cyklodekstrynami w stosunku stechiometrycznym 1:1,

CD LEK KOMPLEKS INKLUZYJNY 1:1

Ryc. 6. Schemat powstawania potaczenia inkluzyjnego w stosunku 1:1 [126].

wowczas stata wigzania Kj.1 jest zdefiniowana wedtug rownania:

[Lek]kompleks

Kiq =
[Lek]wolny[Cyklodekstrynalwolna

gdzie: [Lek]kompleks odpowiada stezeniu leku skompleksowanego, [Lek]wolny oraz [Cy-
klodekstryna]wolna reprezentuja odpowiednio stezenia leku nieskompleksowanego oraz
cyklodekstryny nieskompleksowanej [113, 135, 143]. Witasciwosci kompleksujace réznych
cyklodekstryn zaleza od rozmiaru pierscienia, molekularnego ksztattu czasteczki oraz hy-
drofobowosci wneki cyklodekstryny [142]. Ze wzgledu na rozmiar wneki a-CD komplek-

suje alifatyczne tancuchy, natomiast B-CD jest odpowiednia dla czgsteczek zawierajacych
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pier§cienie aromatyczne. Utworzenie kompleksu jest mozliwe z calg czasteczka ‘goscia’

lub tylko z jej fragmentem [126].

a
0
)\ SN COH

\/ \@/

Ryc. 7. Proponowane modele kompleksu inkluzyjnego CD z czasteczka prostaglandyny
[126].

ks
O’/I//

Powstaty kompleks jest przestrzennym dopasowaniem pomiedzy wngka CD a wbhudowanag
czasteczka [138]. Wg Szejtliego silnie hydrofilowe lub silnie hydrofobowe czasteczki nie
poddaja si¢ kompleksowaniu z cyklodekstrynami, aby powstat kompleks musi zosta¢ spet-

nione 5 niezbednych warunkow [144]:

e czgsteczka goscia powinna liczy¢ wigcej niz pig¢ atomow,

e jej rozpuszczalnos¢ w wodzie winna by¢ mniejsza niz 10 mg/ml,

e jej temperatura topnienia nie powinna przekracza¢ 250°C,

e jej czasteczka nie moze si¢ sktada¢ z wigcej niz pigciu skondensowanych pierscie-
ni,

e jej masa molowa winna si¢ mie$ci¢ w granicach 100-400.

Potaczenia kompleksowe moga powstawacé zarowno w roztworach wodnych, jak i w fazie
statej. Gtowng sitg powodujacg powstanie kompleksu w roztworze jest ‘ch¢é’ uwolnienia
bogatych energetycznie wodnych czasteczek rozpuszczalnika z wneki cyklodekstryny i
zastgpienie ich poprzez bardziej hydrofobowe czasteczki inkorporowanej substancji. W
efekcie otrzymujemy potaczenia apolarno-apolarne, spadek naprgzen w pierScieniu Cy-
klodekstryny oraz zdecydowanie bardziej stabilny nizszy stan energetyczny [145]. Wedtug
wymienionego wyzej mechanizmu zachodzi takze powstawanie kompleksow w fazie sta-
tej. Roznica dotyczy rodzaju wody, jaka wystepuje w cyklodekstrynie. W fazie stalej za-
mieniona, na hydrofobowe czasteczki wbudowywanej molekuty, jest woda inkluzyjna

(znajdujace si¢ we wnece CD) oraz krystalizacyjna (zwigzana pomiedzy sgsiadujgcymi
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czasteczkami CD). Proces tworzenia kompleksow w fazie statej jest w zwigzku z tym

znacznie wolniejszy niz W roztworze [114, 146]. Oprocz kompleksow inkluzyjnych, w

nasyconych roztworach wodnych mozliwe jest powstanie rowniez potgczen nieinkluzyj-

nych [147]. Wowczas mamy do czynienia z koegzystencja dwoch rodzajow potgczen

[148]. To zjawisko wyjasnia, dlaczego warto$¢ statej tworzenia kompleksu jest czasami

zalezna od stgzenia oraz potwierdza, ze zalezy ona od zastosowanej metody komplekso-

wania [149]. Istniejg rozne metody otrzymywania kompleksow inkluzyjnych najbardziej

popularne to:

a)

b)

d)

f)

koprecypitacja - szeroko rozpowszechniona w laboratorium, polega na rozpuszcze-
niu w wodzie cyklodekstryny i dodaniu podczas wstrzasania czasteczek substancji
inkorporowanej, rozpuszczonej w etanolu. Czesto oba roztwory musza zostac
ochtodzone zanim zostanie utworzony precypitat, ktory nastgpnie mozna zdekan-
towa¢ badz odfiltrowa¢ [150, 151],

kompleksowanie przez tworzenie papki - tworzenie zawiesiny poprzez nasycenie
wodnego roztworu CD w stezeniu 50 - 60% i nastgpnie dodawaniu porcjami do
roztworu czasteczek wiaczanej substancji, wowczas powstaja kompleksy nasycaja-
ce fazg¢ wodng i krystalizujace z tej fazy [114],

ugniatanie, inaczej kompleksowanie poprzez tworzenie pasty — tutaj wykorzystuje
si¢ malg 1los¢ wody, otrzymujac paste poprzez ugniatanie w mozdzierzu agatowym
[133],

ekstruzja — mieszanina cyklodekstryny, ‘goscia’ i wody jest zmielona lub zmiesza-
na poprzez dodanie jej do ekstrudera, nastgpnie suszona np. poprzez ochladzanie
[133],

mieszanie na sucho — niektore czasteczki moga zosta¢ skompleksowane poprzez
proste dodanie ich do cyklodekstryny i staranne wymieszanie, metoda do wykorzy-
stania tylko przy olejowych badz ptynnych substancjach [133],

suszenie rozpylowe (spray-drying) lub liofilizacja - uprzednio wytrzgsane roztwory
cyklodekstryny i ‘goscia’, zostajg przeprowadzone W posta¢ proszkowa wykorzy-
stujac suszenie rozpylowe (metoda nieodpowiednia dla lotnych i wrazliwych na
temperature substancji) badz liofilizacj¢ (pozbycie si¢ rozpuszczalnika poprzez za-

mrozenie pod zmniejszonych cisnieniem) [114, 133].
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2.2.3. Zastosowanie kompleksow inkluzyjnych

Mozliwos$¢ dostosowania metody otrzymywania kompleksu do konkretnej substancji
oraz zdolnos¢ cyklodekstryn do kompleksowania tak wielu réznorodnych zwigzkoéw skut-
kuje niezmiernie szerokim zakresem zastosowan polaczen inkluzyjnych. Kompleksy in-

kluzyjne sg wykorzystywane w celach [115, 133]:

e stabilizacji substancji wrazliwych na $wiatto i tlen,

e modyfikacji chemicznej reaktywnosci czasteczek wbudowanych,
e utrwalenia bardzo lotnych substanciji,

e poprawienia rozpuszczalnosci substancji stabo rozpuszczalnych,
e przeksztalcenia ptynnych substancji w faze stala,

e ochrony przed rozktadem substancji przez mikroorganizmy,

e maskowania nieprzyjemnego smaku i zapachu.

W przemysle kosmetycznym zmiana lotnoSci substancji wigczanej poprzez komplek-
sowanie pozwala zachowa¢ na dluzej zapach np. ptynow do kapieli. Dodatek cy-
klodekstryn pozwala kontrolowa¢ nieprzyjemne zapachy w pieluszkach czy wktadkach
higienicznych [152]. Potaczenie z HP-B-CD skutkuje polepszeniem wtasciwosci antybak-
teryjnych innych substancji np. triklosanu (srodek przeciwbakteryjny stosowany w pa-
stach do z¢bow zawierajacych krzem), ktory charakteryzuje si¢ wowczas 3-krotnie wigk-

szym dziataniem [153, 154].

W przemysle chemicznym i agrokulturze rowniez docenione zostaty zdolnosci kom-
pleksujace CD dla takich substancji jak insektycydy, fungicydy, repelenty oraz hormon
wzrostu. CD wykorzystuje si¢ do opdznienia kietkowania nasion. Efektem jest poczatko-
wo powolny wzrost rosliny, ale duzo wydajniejszy plon i lepsze zniwa [145]. W inzynierii
srodowiskowej CD ulatwiaja usuwanie zanieczyszczen organicznych i metali cigzkich z
gleby, wody i1 powietrza oraz $ciekow przemystowych [155, 156, 157]. Z kolei w przemy-
$le chemicznym wykorzystuje si¢ zdolnos¢ CD do separacji enancjomerow w wysoko-

sprawnej chromatografii cieczowej oraz chromatografii gazowej [133].

W przemysle farmaceutycznym wykorzystywane sa przede wszystkim predyspozycje
CD do transportowania lipofilnych czasteczek przez kompartmenty wodne w komorce.

Cyklodekstryny dostarczaja rozpuszczalne w thuszczach molekuty do powierzchni btony,
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gdzie substancja tatwo penetruje przez jej powierzchni¢. Podczas dziatania cyklodekstryn,
jako nosniki, nie zostaje zaburzona struktura bariery biologicznej. Dodatkowym atutem
CD, wykorzystywanym w farmacji, jest mozliwos¢ zwiekszenia poprzez kompleksowanie
rozpuszczalnosci substancji trudno rozpuszczalnych. Daje to korzystniejszy efekt farma-
kologiczny, poniewaz poprawiajac biodostepno$¢ umozliwia obnizenie dawki [133].
Przyktadowe obecnie stosowane produkty farmaceutyczne, posiadajace w swoim sktadzie

cyklodekstryny, przedstawiono ponizej w tabeli 4.

Tabela 4. Produkty farmaceutyczne wykorzystujace cyklodekstryny, znajdujace si¢ obec-

nie w sprzedazy na $§wiatowym rynku farmaceutycznym [126, 128]

Substancja Nazwa Posta¢
lecznicza handlowa farmaceutyczna Rynek
a-Cyklodekstryna
Alprostadil Caverject, Provastatin Roztwoér dozylny Europa, Japonia
Limaprost Opalmon Tabletki Japonia
p-Cyklodekstryna
Cefalosporyna Meiact Tabletki Japonia
Cetyryzyna Cetrizin Tabletki do zucia Niemcy
Etynyloestradiol i drospire- .
Yaz Tabletki Europa, USA
non
Nikotyna Nicorette Tabletki podjezykowe Europa
Nimesulid Nimedex Tabletki Europa
Nitrogliceryna Nitropen Tabletki podjezykowe Japonia
Omeprazol Omebeta Tabletki Europa
2-Hydroksypropylo-g-cyklodekstryna
Mitocyna MitoExtra, Mitozytrex Roztwor dozylny Europa
Sél sodowa sulfobutyloeteru-p-cyklodekstryny
Arypiprazol Abilify Roztwor domigsniowy USA
Worykonazol Vfend Roztwor dozylny USA, Europa
Szeroko metylowana B-cyklodekstryna
17B-Estradiol Aerodiol Aerozol donosowy Europa
2-Hydroksypropylo-y-cyklodekstryna
So6l sodowa diklofenaku Voltaren Krople oczne Europa
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2.2.4. Przyszto$¢ cyklodekstryn

Obecnie produkowane sa liczne formulacje farmaceutyczne zawierajace W swoim
sktadzie kompleksy inkluzyjne cyklodekstryn z roznorodnymi substancjami leczniczymi.
Niektore przyktady takich polaczen zostaly zestawione w tabeli 4. Dotychczas tworzenie
potaczen kompleksowych byto ograniczone do czasteczek z niskg masa molekularng, co
bylo zgodne z zalozeniami Szejtliego [144]. Jednakze modyfikacja cyklodekstryn, poprzez
tworzenie nowych pochodnych macierzystych dekstryn, przyniosta nieoczekiwany skutek
w postaci zdolnosci kompleksowania z proteinami, biatkami oraz nukleotydami [158, 159].
Pochodne cyklodekstryn moga zosta¢ wykorzystane do zabezpieczania biatek przed agre-
gacja w roztworze, przyktadem moze by¢ ludzki hormon wzrostu [160]. Mozna je wyko-
rzysta¢ rowniez do stabilizacji roztworow, chronigc substancj¢ czynng przed chemiczng i
fizyczng degradacja, na przyktad roztwor insuliny [126] oraz jako sztuczne chaperony
(tzw. biatka opiekuncze oddziatujace z faldujagcym biatkiem i zapobiegajace nieprawidto-
wym wigzaniom oraz eliminujgce bledne struktury biatek) [161]. Pochodne cyklodekstryn
charakteryzujg si¢ rowniez zdolnoscig do poprawy komorkowego transportu oligonukleo-
tydow. Dodatkowo takie potaczenia skutkuja zmniejszeniem immugennosci oligonukleo-
tydow oraz redukcjg efektow ubocznych podczas ich podawania [159]. Niezmiernie cie-
kawe jest zastosowanie hydroksypropylowej pochodnej B-cyklodekstryny do redukcji
transmisji wirusa HIV po podaniu dopochwowym. Taki efekt dziatania cyklodekstryny jest
zwigzany z jej zdolnoscig do zmian in vivo dystrybucji lipidow wirusa. Konkretnie HP-f3-
CD jest w stanie modulowac czasteczki cholesterolu zwigzane z wirionami, co w efekcie
zdecydowanie zmniejsza uwalnianie wirusa oraz ogranicza jego zdolnos¢ do infekcji
[162].

Poza powszechnie znanymi hydroksypropylowymi, sulfobutyroeterowymi, szero-
kometylowanymi pochodnymi cyklodekstryn, istnieja rowniez polimerowe odmiany dek-
stryn. Charakteryzuja si¢ roznym przestrzennym ksztattem czgsteczek, pierscienie CD mo-
ga zostac potaczone krzyzowo, liniowo oraz cylindrycznie. Przyktadowe potaczenia zosta-

ty przestawione na ryc. 8.
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Ryc. 8. Polimery cyklodekstryn: a - potaczone krzyzowo, b - z wiszaca cyklodekstryna, ¢ -

potaczone cylindrycznie, d - potaczone liniowo [126].

Roéznorodnosé¢ polimeryzacji daje mozliwos¢ otrzymywania polimerow o roéznych
masach czasteczkowych, rozpuszczalnosci, fadunku oraz o diametralnie réznym powino-
wactwie do konkretnych lekow. Tak duze mozliwosci modyfikacji czgsteczek samych po-
limer6w CD oraz ich zréznicowany wplyw na skompleksowany lek, zostaty przede
wszystkim wykorzystane w celowanym dostarczaniu oraz kontrolowanym uwalnianiu sub-
stancji leczniczej [126]. Zdolnos¢ do tworzenia przez polimer zarowno kompleksu inklu-
zyjnego z substancja lecznicza oraz zelu, po potaczeniu z innym polimerem, skutkuje spo-
wolnieniem uwalniania substancji czynnej [163]. Przyktadowo zelowa forma polimeru,
powstala przez polaczenie alkilowo-tancuchowej — pochodnej dekstranu, z krzyzowo-
potaczong przez epichlorohydryne cyklodekstryna z wbhudowanym tamoksifenem, zaowo-
cowata uwalnianiem tamoksifenu wg kinetyki zerowego rzedu [163]. Wsrdd polimero-

wych pochodnych CD na uwage zastuguja rowniez kationowe oraz anionowe pochodne.
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Liniowe potaczenie B-cyklodekstryny z polimerem anionowym, a nastgpnie otrzymanie
koniugatu z maloczasteczkowag kamptotecyna, zaowocowalo zdecydowanym zwigksze-
niem efektywnosci dziatania tego leku [164]. Spolimeryzowane cyklodekstryny, zwieraja-
ce polikationy, zastuguja jednak na uwagg przede wszystkim ze wzglgdu na mozliwo$¢ ich
wykorzystania, jako no$niki kwaséw nukleinowych w terapii genowej, z potwierdzong

zmniejszong toksycznoscig in vitro i in vivo [165, 166].
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3. CEL PRACY

Wrazliwo$¢ chemicznej formy a-tokoferolu na tlen, temperatur¢ oraz czynniki
utleniajace [167, 168] wymusita koniecznos¢ otrzymania odmiany witaminy odpornej na
wszystkie wymienione czynniki. Estryfikacja tokoferolu kwasem octowym prowadzi do
zwigkszenia jego chemicznej stabilnosci, co zostalo szeroko wykorzystane w przemysle
kosmetycznym w lotionach, kremach czy balsamach [169]. Jednakze octan a-tokoferolu
pozostaje nadal pod postacig nierozpuszczalnego w wodzie, gegstego oleju. Alternatywng
strategig poprawy wiasciwosci a-tokoferolu, zaréwno chemicznych jak i fizycznych, jest
potaczenie z cyklodekstrynami. Kompleksowanie z cyklodekstrynami wptywa w zrozni-
cowany sposob na wiasciwosci wbudowywanych substancji leczniczych. CD moga za-
rowno zwigkszaé stabilno$¢ nietrwatych substancji np. azaksantyny [170], poprawia¢ roz-
puszczalno$¢ zwiazkow stabo rozpuszczalnych w wodzie, zwigkszajac ich biodostgpnosé
np. bropirimina [171], jak rowniez zupelnie przeciwnie wzmacnia¢ efekt fotodegradacji na
przyktad bis-(4-hydroksyfenyl)-etanu [172]. Diametralnie rozny efekt dziatania cy-
klodekstryn powoduje koniecznos$¢ przebadania kazdej substancji leczniczej po komplek-
sowaniu z cyklodekstrynami. Potwierdzona zostata juz zdolnos¢ cyklodekstryn do zwigk-
szania rozpuszczalnosci a-tokoferolu w wodzie [173], przyspieszania rozktadu pod wpty-
wem $wiatta [168] oraz stabilizacji tokoferolu w roztworach o pH 4 - 7 w temp 5 - 25°C
[174]. Ze wzgledu na brak preparatu farmaceutycznego a-tokoferolu w postaci statej oraz
znikome liczby danych charakteryzujacych kompleksy inkluzyjne witaminy E z cy-
klodekstrynami w fazie statej w niniejszej pracy podjeto badania majgce wyjasni¢ powyz-
sze zagadnienia. Celem pracy byta ocena zdolnosci kompleksowania B-cyklodekstryny
oraz jej 2-hydroksypropylowej pochodnej w stosunku do a-tokoferolu z wykorzystaniem
metod liofilizacji oraz ugniatania. Nastepnie analizowano wpltyw wyzej wymienionych

cyklodekstryn na trwato$¢ badanej substancji. Do oceny zmian stezenia tokoferolu zasto-
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sowano metode wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie odwroconych faz z
detekcja w nadfiolecie. Okreslono kinetyczny mechanizm rozktadu tokoferolu in substan-
tia i w kompleksach inkluzyjnych z B-cyklodekstryng i 2-hydroksypropylo-B-cyklo-
dekstryng. Wyznaczone obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu tokoferolu w fazie
statej stanowig podstawe do wyznaczenia parametrow termodynamicznych reakcji rozkta-
du w suchym powietrzu oraz w atmosferze powietrza o podwyzszonej wilgotno$ci
wzglednej i w atmosferze powietrza o podwyzszonej zawartosci tlenu. Ponadto postano-
wiono okresli¢ liczbe produktow rozktadu tokoferolu w analizowanych warunkach oraz
dokonac¢ ich identyfikacji metodg LC-ESI-MS/MS.
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4. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Substancje do badan

e a-Tokoferol, Sigma Aldrich Chemie (Niemcy)

Postac: zotty gesty olej

e Kompleks inkluzyjny a-tokoferolu z B-cyklodekstryna

Postaé: miatki proszek o biato-kremowej barwie

e Kompleks inkluzyjny a-tokoferolu z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng

Postaé: miatki proszek o biato-kremowej barwie

4.2. Odczynniki

e [(-Cyklodekstryna (B-CD) firmy Fluka Sigma - Aldrich Chemie (Japonia)

e Hydroksypropylo-B-cyklodekstryna (2-HP-B-CD) firmy Fluka Sigma — Aldrich
Chemie (USA)

e Alkohol etylowy do spektroskopii firmy Merck KGaA (Niemcy)

e Alkohol metylowy Lichrosolv firmy Merck KGaA (Niemcy)
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4.3. Aparatura 1 sprzet pomiarowy

e Wysokosprawny chromatograf cieczowy HPLC Agilent Technologies seria 1200

- detektor DAD Agilent Technologies

- oprogramowanie integratora ChemStation dla systemu LC 3D
- pompa Agilent Technologies seria 1200

- termostat Agilent Technologies seria 1200

e Spektrofotometr FT-IR Bruker IFS 66v/S

e Roéznicowy kalorymetr skaningowy DSC — TO Shimadzu

e Spektrometr NMR Bruker Avance 111 400 MHz

e \Waga mikroanalityczna firmy Sartorius

e Komora cieplna KBC G — 65/250 Premed

e Liofilizator laboratoryjny Alpha 1-2 firmy Christ, Osterode am Harz (Niemcy)

e Filtry strzykawkowe nylonowe $rednica porow 0.45 um Sigma-Aldrich

e Strzykawki o pojemosci 5 i 10 ml Romed

e Pakiet programéw MsOffice 2010

e Chromatograf cieczowy LC Agilent Technologies seria 1260 Infinity z detektorem
mas QTRAP 4000

4.4. Metoda analityczna stosowana w ocenie trwalosci a-tokoferolu,
a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych z B-cyklodekstryng oraz z

2-hydroksypropylo-B-cyklodekstrynag

Do oceny trwatosci a-tokoferolu wykorzystano metod¢ HPLC, ktéra umozliwia ozna-
czanie zmian st¢zenia substancji w czasie reakcji rozktadu. Zastosowano nast¢pujace pa-

rametry rozdzialu chromatograficznego:

e kolumna: LiChroCART o wymiarach 250 x 4 mm z wypetieniem LiChrospher
100 RP-18 (5 um), Merck (Niemcy),

e faza ruchoma: metanol 100%,

o szybkosé¢ przeptywu fazy ruchomej: 1.3 ml/min,

e detektor: spektrofotometr UV, A =292 nm ,

e nastrzyk: 20 pl.
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Metode HPLC zwalidowano w celu potwierdzenia jej przydatnosci do oceny trwatosci a-

tokoferolu. Walidacji poddano nastgpujace parametry:

e selektywnos¢,

e liniowos¢,

* precyzjg,

e granice detekcji i oznaczalnosci.

Do walidacji metody HPLC uzyto probke a-tokoferolu oraz probki a-tokoferolu w kom-
pleksach inkluzyjnych z B-CD oraz 2-HP-B-CD przed nastrzykiem rozpuszczone w meta-
nolu. Zbadano probke nieroztozong oraz poddang rozkltadowi w temperaturze 343 K,
338 K, 333 K, 323 K w atmosferze suchego powietrza, w temperaturze 338 K w atmosfe-

rze powietrza o wilgotnosci wzglednej RH ~ 33.0%, 76.4%, 92.0%, w temperaturze poko-

jowej ok. 298 K w atmosferze powietrza o podwyzszonej zawarto$ci tlenu.

4.4.1. Selektywnos¢ metody

W przedziale czasu 0 - 15 minut na chromatogramach rejestrowano nastepujace piki:

e substancji badanej tg ~ 7.0 min,
e produktow rozktadu tg ~ 3.8; 4.0; 4.3 min,
e brak pikow pochodzacych od cyklodekstryn.

Metoda jest selektywna dla a-tokoferolu w obecnosci produktéw rozktadu oraz a-

tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych z cyklodekstrynami.

R il p S

Ryc. 9. Chromatogramy HPLC: a - a-tokoferol, b - kompleks inkluzyjny z CD.
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4.4.2. Liniowo$¢ metody

Krzywa wzorcowa dla a-tokoferolu wyznaczono w zakresie stezen od 0.150 do

0.375 mg/ml.

Roztwor badanej substancji

Odwazono doktadnie 25.0 mg substancji badanej, rozpuszczono w metanolu i uzupetniono
w kolbce miarowej metanolem do 10.0 ml. Nastepnie pobrano odpowiednio 0.6, 0.8, 1.0,
1.2, 1.5 ml roztworu i uzupetniono metanolem do 10.0 ml. Tak przygotowane roztwory
kolejno nastrzyknigto na kolumng i zarejestrowano chromatogramy. Wyniki przedstawiono
w tabeli 51 na ryc. 10.

Tabela 5. Zaleznos¢ P = f(c) i ocena statystyczna prostychy =ax + b iy =ax

Ocena statystyczna prostych
Lp. C [mg/ml] P =1f(c)
y=ax+bhb y = ax
1 0.15 790.6: 825.5: 823.7 a=>5422 +204.16
b=1.7842+ 497 128,385 1 89,26
= . + .
2 0.2 1071.0; 1095.0; 1093.0 S, = 64,1580 a
S, = 28.0489
S, = 15.6196
3 0.25 1383.6; 1381.8; 1380.6 S,=16.73
S, = 18.6707
r = 0.9990
4 03 1592.3: 1608.3; 1602.8 t,= 84.5
t,=0.11
5 0.375 2043.2: 2039.8; 2039.9 = 0.9994

Wykres zaleznosci P = f(c) jest prostoliniowy w badanym zakresie stezen. Obliczono pa-
rametry prostych y = ax + b i y = ax (Tabela 5). Stwierdzono, ze wyznaczona z powyzszej
zalezno$ci warto$¢ tp = 0.11, jest mniejsza od wartoSci krytycznej togs (3) = 3.182, stad

warto$¢ wspotczynnika b = 1.7842 + 49.7 jest nieistotna (b=0).

Krzywa wzorcowa a-tokoferolu

2000 »
= P = 5422¢ + 1.7842 /
2 1500
£ /

500

O T T T
0 0,1 0,2 0,3c [mg/mi0,4

Ryc. 10. Wykres zaleznosci P = f(c).
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4.4.3. Precyzja metody

W celu wyznaczenia precyzji metody odwazono doktadnie 125.0 mg a-tokoferolu,

rozpuszczono W metanolu i uzupetiono w kolbce miarowej metanolem do 50.0 ml. Na-

stepnie pobrano dziewigciokrotnie po 0.6, 1.0, 1.5 ml i uzupelniono w kolbkach miaro-

wych metanolem do 10.0

ml, uzyskujac po 9 roztwordéw o stezeniach odpowiednio 0.150,

0.250, 0.375 mg/ml. Wyniki przestawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Wyniki oznaczania a-tokoferolu

Wyniki oznaczania a-tokoferolu w roztworach

Lp. ‘ Pole powierzchni piku ‘ Zawarto$¢ a-tokoferolu Parametry statystyczne
¢ =0.150 mg/ml
1 762.77 0.1404
2 761.21 0.1401
3 755.29 0.1390 n=9
4 749.33 0.1379 SZX_érgzoéﬁ?o_?
5 758.07 0.1395 S= 9.642 .10*
6 758.00 0.1395 S,=3.214 - 10"
7 754.34 0.1388 W, = 0.032%
8 746.84 0.1374
9 753.07 0.1386
¢ =0.250 mg/ml
1 1260.65 0.2322
2 1243.26 0.2290
3 123491 0.2274 n=9
4 1237.41 0.2279 SZX_ér2=9064212.8160_6
5 1238.74 0.2281 S = l..704 <107
6 1245.95 0.2295 S, =5.680+ 10"
7 1243.55 0.2290 W, =0.057%
8 1226.67 0.2259
9 1240.02 0.2284
¢ =0.375 mg/ml
1 1858.66 0.3425
2 1857.07 0.3422
3 1825.78 0.3364 n=9
4 1839.09 0.3389 Sz>§r2=00£4.050_3
5 1853.43 0.3415 S= 4_'190 .10°
6 1846.57 0.3402 S, =6.82 « 10
7 1843.53 0.3397 W, = 0.068%
8 1848.66 0.3406
9 1832.35 0.3376

S?- wariancja; S - odchylenie pojedynczego wyniku; Sy - odchylenie $redniej arytmetycz-
nej; W; - wspotczynniki zmiennosci
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Metoda charakteryzuje si¢ dobra precyzjg posrednig. Oznaczona wartos¢ wzglednego od-
chylenia standardowego wynosi 0.057% i jest mniejsza od wartosci krytycznej 3% (wg
AOAC).

4.4.4. Granica detekcji 1 oznaczalnosci

Granicg¢ detekcji obliczono z wzoru 3.3 Sy/a i w podanych warunkach wynosi ona
4.55 « 10° mg/ml, co odpowiada 9.10 * 10” ug tokoferolu w 20 pl roztworu nanoszonego
na kolumne. Granice oznaczalno$ci wyznaczono z wzoru 10 Sy/a i w podanych warunkach
wynosi ona 1.38 « 10®° mg/ml, co odpowiada 2.80 « 107 pg tokoferolu w 20 ul roztworu

nanoszonego na kolumne.
4.4.5. Zakres i czuto$¢ metody

Zakres metody jest okreslany, jako przedziatl pomigdzy najwyzszym i najnizszym
stezeniem substancji badanej, przy ktorym oznaczenie jest prowadzone z odpowiednig
precyzja w liniowym zakresie st¢zen substancji. W zastosowanych parametrach rozdziatu,

zakres metody wynosi od 0.150 do 0.375 mg/ml.

Metoda jest czuta, gdyz przy niewielkiej zmianie warto$ci oznaczanej obserwowano zna-
czacy przyrost wartosci mierzonej. Miarg czuto$ci metody jest nachylenie krzywej wzor-

cowej, ktore wynosi 5428.385 + 89.26.
4.4.6. Doktadno$¢ metody

Zbadano odzysk a-tokoferolu oraz a-tokoferolu skompleksowanego z B-CD i 2-HP-
B-CD. Doktadnos¢ metody zbadano wykorzystujac roztwoér a-tokoferolu o stezeniu 2.50
mg/ml (roztwor podstawowy), Z ktorego nastepnie pobrano 0.6, 1.0, 1.5 ml i uzupetniono
w kolbach miarowych metanolem do 10.0 ml. Dla kazdego rozcienczenia wykonano po

pie¢ oznaczen. Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze odzysk a-tokoferolu jest zgodny z wytycznymi FDA,

srednia warto$¢ miesci si¢ na poziomie 100 £ 2%.
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Tabela 7. Odzysk a-tokoferolu

Lp. Objetose [ml] roztwo- | Pole poyvierzchni Zawarto$¢ Odzysk Sredni
ru podstawowego piku a-tokoferolu [%] odzysk
w 10.0 [ml] [mAU's] [mg/ml] [%]

1 0.6 794.09 0.1461 100.68
2 0.6 809.41 0.1489 102.13

3 0.6 798.39 0.1469 100.75 100.85
4 0.6 797.72 0.1467 100.69
5 0.6 801.15 0.1474 100.00
1 1.0 1293.48 0.2382 98.02
2 1.0 1303.52 0.2400 98.80

3 1.0 1297.14 0.2389 98.31 9849
4 1.0 1298.95 0.2392 98.44
5 1.0 1304.77 0.2403 98.89
1 15 1941.75 0.3578 98.16
2 15 1942.78 0.3579 98.22

3 15 1939.59 0.3574 98.05 98.15
4 15 1940.32 0.3575 98.08
5 15 1943.49 0.3581 98.24

Nastepnie sporzadzono kompleksy inkluzyjne witaminy E z 3-CD i 2-HP-B3-CD w stosun-

ku molowym 1:1 oraz zbadano doktadno$¢ oznaczenia zawartosci tokoferolu w komplek-

sach inkluzyjnych. Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Odzysk a-tokoferolu w kompleksie inkluzyjnym z 3-CD oraz z 2-HP-3-CD

Lp. Odwazka kompleksu z | Pole powierzchni Zawartos¢ Odzvsk Sredni
B-CD piku a-tokoferolu [0/33 odzysk
[mg/10.0ml] [mAU's] [mg/ml] 0 [%]
1 10.41 1511.38 0.2784 100.18 99.53
2 10.37 1486.26 0.2738 98.88 '
Odwazka kompleksu z | Pole powierzchni Zawartosc¢ Sredni
Lp. 2-HP-B-CD piku a-tokoferolu O(E()z/yask odzysk
[mg/10.0ml] [mAUs] [mg/ml] ° [%]
1 10.78 1309.59 0.2412 95.75 9281
2 10.52 1199.73 0.2209 89.87 '
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4.5. Otrzymywanie komplekséw inkluzyjnych a-tokoferolu z B-cyklo-
dekstryng oraz 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie state;j

Kompleksy inkluzyjne tokoferolu z cyklodekstrynami sporzadzono dwiema meto-
dami. Kompleks z B-cyklodekstryng zostat otrzymany metoda liofilizacji, hatomiast kom-
pleks z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng otrzymano metoda ugniatania. W celach po-

roéwnawczych przygotowano rowniez mieszaniny fizyczne z obiema cyklodekstrynami.
4.5.1. Przygotowanie kompleksu inkluzyjnego z B-cyklodekstryna

Odwazke B-cyklodekstryny o masie 1.1350 g rozpuszczono w wodzie, nastepnie
dodano do niej 0.4307 g a-tokoferolu rozpuszczonego w etanolu (760 g/l). Powstaty za-
wiesing Wytrzasano w temperaturze 25°C przez 24 h, zawiesing chroniono przed dostepem
$wiatla. Nastepnie koprecypitat przefiltrowano przez saczek nylonowy, zamrozono W
-55 °C na okres 1 h i poddano liofilizacji. Warunki liofilizacji - kondensator lodu: ci$nienie
0.024 mbar, temp. —54 °C, komora proézniowa: cisnienie 0.220 mbar, temp. —35 °C. Czas

liofilizacji 2 doby.

4.5.2. Przygotowanie kompleksu inkluzyjnego z 2-hydroksypropylo-p-cyklo-
dekstryna

Odwazke 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryny o masie 1.380 g rozpuszczono w
wodzie destylowanej i przeniesiono ilosciowo do mozdzierza agatowego. Nastepnie doda-
no porcjami 0.4307 g a-tokoferolu rozpuszczonego w etanolu (760 g/l) i mieszano az do
odparowania rozpuszczalnikow. Stata pozostatos¢ ugniatano ok. 2.5 h, az do otrzymania

suchego proszku. Nastepnie otrzymany produkt suszono do statej masy.

4.6. ldentyfikacja kompleksow inkluzyjnych a-tokoferolu z B-cyklo-
dekstryng oraz 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie stalej

4.6.1. Analiza metoda spektroskopii w podczerwieni (IR)

Widma IR wykonano za pomoca spektrofotometru FT-IR Bruker IFS 66v/S. Probki
substancji statych (cyklodekstryny, kompleksy inkluzyjne oraz mieszaniny fizyczne) do-

ktadnie wymieszano z bromkiem potasu (KBr), a nastepnie poprzez kompresje w prasie
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hydraulicznej pod naciskiem o sile 10 ton, sporzadzono tabletki. Do pomiaru a-tokoferolu
wykorzystano ptytki z KBr ze wzgledu na olejowa posta¢ substancji. Widma otrzymano z
rozdzielczoscia 2 em™, w zakresie od 4000 cm™ do 500 cm™. Otrzymane widma przedsta-

wiono naryc. 11 — 12, str. 44 - 45,
4.6.2. Analiza metodg roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC)

a-Tokoferol, B-CD, 2-HP-B-CD, kompleksy inkluzyjne oraz mieszaniny fizyczne
badano za pomoca kalorymetrii réznicowej. Dokladnie odwazone poszczegdlne probki
(2.0 mg) umieszczono w tygielkach aluminiowych, jako odno$nik wykorzystano tlenek
glinu Al,O3 (2.0 mg). Badanie prowadzono w atmosferze azotu w zakresie temperatur od
20°C do 400°C, szybkos¢ przyrostu temperatury wynosita 10°/min. Wyniki pomiaréw DSC
przedstawiono graficzne jako zalezno$¢ temperatury od czasu przy wykorzystaniu progra-

mu komputerowego Windows 2010. Termogramy DSC przedstawiono na ryc. 13 — 14,

4.6.3. Analiza metoda spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (‘H-

NMR) w fazie stalej

Pomiar NMR zostat wykonany dla B-CD, 2-HP-B-CD, dla kompleksow inkluzyj-
nych oraz mieszanin fizycznych. a-Tokoferolu nie uwzglgdniono w badaniu probek w fa-
zie stalej, ze wzgledu na olejowa posta¢. Celem pomiaru bylo poréwnanie oddziatywan
tokoferolu z cyklodekstrynami w przypadku kompleksowania i w przypadku fizycznego
zmieszania substancji badanych. Pomiaru dokonano w fazie statej z wykorzystaniem kom-
binacji technik polaryzacji skosnej z rotacja probki pod katem magicznym wzgledem linii
pola magnetycznego (CP/MAS) NMR. Badania wykonano spektrofotometrem Bruker
Avance Il o czestotliwosci roboczej dla *H 400 MHz, wyposazonym w sonde MAS, z
rotorem ZrO, 4 mm. Konwencjonalne widma *H MAS otrzymano stosujac szybkos¢ wi-
rowania probki 8 kHz, impuls 90° o dtugosci dla protonu 5us, czas repetycji impulséw 3 s,
szerokos¢ spektralna 40 kHz, 16 k punktow pomiarowych (gdzie 1k = 1024) oraz w tempe-
raturze 296 K. Widma NMR przedstawiono na ryc. 15 — 16, str. 47.
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Ryc. 11. Widma IR: a - a-tokoferol, b - B-CD, ¢ - kompleks inkluzyjny o-T i B-CD, d -

mieszanina fizyczna o-T i B-CD.
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Ryc. 12. Widma IR: a - a-tokoferol, b - 2-HP-B-CD, ¢ - kompleks inkluzyjny o-T i 2-HP-

B-CD, d - mieszanina fizyczna a-T i 2-HP-B-CD.
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Ryc. 13. Termogramy DSC: a - a-tokoferol, b - B-CD, ¢ - mieszanina fizyczna a-T i p-CD,
d - kompleks inkluzyjny o-T i B-CD.
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Ryc. 14. Termogramy DSC: a - a-tokoferol, b - 2-HP-B-CD, ¢ - mieszanina fizyczna o-T i
2-HP-B-CD, d - kompleks inkluzyjny o-T i 2-HP-B-CD.
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Ryc. 15. Widma 'H-NMR: a - B-CD, b - mieszanina fizyczna o-T i p-CD, ¢ -kompleks
inkluzyjny o-T i B-CD.

Ryc. 16. Widma *H-NMR: a - 2-HP-B-CD, b - mieszanina fizyczna o-T i 2-HP-B-CD, ¢ -
kompleks inkluzyjny o-T i 2 HP-B-CD.
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4.7. Ocena trwalosci a-tokoferolu, a-tokoferolu w kompleksach in-
kluzyjnych z B-cyklodekstryng i z 2-hydroksypropylo-B-cyklodek-

stryng oraz mieszanin fizycznych

Do oceny trwato$ci badanych substancji wykorzystano metod¢ wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Parametry metody podano w rozdziale 4.4. Trwato$¢

tokoferolu w analizowanych probkach badano oceniajac wptyw nastepujgcych warunkow:

e podwyzszonej temperatury 343 K, 338 K, 333 K, 323 K,
e podwyzszonej wilgotnosci wzglednej 33.0%, 76.4%, 92.0% w temperaturze
338 K,

e atmosfery powietrza o podwyzszonej zawartosci tlenu.

Doktadnie odwazone probki po 2.5 mg a-tokoferolu oraz po 10.0 mg kompleksow in-
kluzyjnych oraz mieszanin fizycznych umieszczono we fiolkach o pojemnosci 10.0 ml.
Fiolki przeznaczone do badan w atmosferze suchego powietrza wstawiono do tazni pia-
skowej i umieszczono w komorach cieplnych o odpowiednich temperaturach. Przed
umieszczeniem fiolek, taznie piaskowe utrzymywano w analizowanych temperaturach
przez jedng dobe. Fiolki przeznaczone do badan wptywu wilgoci wstawiono do eksykato-
roOw zawierajacych nastepujace nasycone roztwory soli nieorganicznych: wodorowgglan
sodu (RH ~ 92.0%), chlorek sodu (RH ~ 76.4%), sze$ciowodny chlorek magnezu (RH ~
33.0%). Nastepnie eksykatory umieszczono w komorze badan cieplnych o temperaturze
338 K. Przed umieszczeniem probek, eksykatory z nasyconymi roztworami soli utrzymy-
wane byly w podwyzszonej temperaturze przez jedng dobe. Fiolki do badania wptywu tle-
nu na trwatos¢ tokoferolu umieszczono w eksykatorze z perhydrolem (H,O; 30%), ktory

w wyniku rozkladu wzbogacal atmosfere komory w tlen.

W okreslonych odstepach czasu, zaleznych od szybkos$ci rozktadu, probki wyjmowano
z eksykatoréow. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej, probki z substancja badana
uzupetnianio 10 ml metanolu. Otrzymane roztwory mieszano na tazni ultradzwigckowej,
filtrowano oraz nastrzykiwano na kolumne chromatograficzng i rejestrowano chromato-

gramy.

Zarejestrowano nastepujace sygnaty:
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e a-tokoferol o czasie retencji tg ~ 6.9 min,

e produkty rozkladu o czasach retencji tr ~ 3.8; 4.0; 4.3 min.

Wyniki przedstawiono graficznie w postaci potlogarytmicznych wykresow zaleznosci
c =f(t) naryc. 17 — 67.

4.7.1. Parametry Kinetyczne reakcji

Na podstawie zmian stezenia a-tokoferolu w czasie stwierdzono, ze w badanych
warunkach rozktad substancji zachodzi zgodnie z reakcjg pierwszego rzedu wzgledem
stezenia substratu. W reakcji tej potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f(t) sg prostoli-

niowe o nachyleniu ujemnym (a = -k).
Statg szybkosci reakcji rozktadu obliczono ze wzoru:
Inc = Inco — kt
gdzie:
C — stezenie substratu w czasie t
Co — stezenie substratu w czasie ty
k — stata szybkos$ci reakcji pierwszego rzedu
Obliczono takze okres pottrwania i czas rozktadu 10% substancji, korzystajac ze wzorow:
tos=0.693/k to.1 = 0.1054/k

Dla prostoliniowych wykresow Inc = f(t), wykorzystujac metode najmniejszych kwadra-
tow, obliczono nastgpujace parametry statystyczne rdwnan y = ax + b: a + Aa, b + Ab,
bledy standardowe: Sa, Sp, Sy oraz wspotczynniki korelacji liniowej r. Wartosci +Aa oraz

+Ab obliczono dla f = n-2 stopni swobody dla o = 0.05.

Prostoliniowe wykresy postuzyly do obliczenia parametrow kinetycznych i1 termodyna-

micznych reakcji. Do obliczen matematycznych wykorzystano arkusz kalkulacyjny
MsExcel.

Wyniki badan przedstawiono na ryc. 17 - 67 i w tabelach 9 - 61.
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Parametry kinetyczne reakcji rozktadu o-tokoferolu w podwyzszonej tempera-

turze w atmosferze suchego powietrza

Tabela 9. Zmiany stgzenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu o-tokoferolu w

temperaturze 343 K

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 72 0221 (a+Aa)=(-1.79+0.11)+ 103 [h™Y]
S,=4.65+10"
3 168 0.193
b+ Ab=-1.36+0.07
4 240 0.152 S, = 0.03
S 336 0.142 (k + Ak) = (4.976 + 0.298) « 107 [s]
6 504 0.111 r=0.997
S, =0.056
7 672 0.079
tos = 386.9 [h]
8 804 0.065 o, = 58.8 [N]
9 1008 0.041 n=10
10 1176 0.029
1
4

- \

o 0,1

£ .

(8} \

~—
~~
0,01 ‘ ‘
0 500 1000 1500
t [h]

Ryc. 17. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w tem-

peraturze 343 K.
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Tabela 10. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
temperaturze 338 K

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 79 0.201 (a+ Aa)=(-1.51+0.12)+ 103 [h™Y]
S.=4.43+10°
3 168 0.200
b+ Ab =-1.39 + 0.09
4 240 0.179 S, = 0.03
S 336 0.159 (k+ Ak) = (4.189 + 0.342) + 107 [s]
6 504 0.125 r=0.997
S, =0.066
7 672 0.087
tys = 459.5 [h]
8 804 0.071 to, = 69.9 [N]
9 1176 0.039 n=10
10 1512 0.027
1
N

E \

> 0,1 ~

£ S ——

£ ~—

o \\

B 2
0,01 ‘ ‘ ‘
0 500 1000 1500 2000
t [h]

Ryc. 18. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w tem-

peraturze 338 K.
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Tabela 11. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
temperaturze 333 K

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
. (a+Aa)=(-1.21£0.08)« 10°[h™]
168 0.221 5,232+ 10°
3 336 0.187 b+ Ab=-1.27+0.10
4 504 0.158 Sy =0.04
. (k + Ak) = (3.352+0.219) + 107 [s!]
840 0.112 = 0.998
6 1176 0.069 S, =0.077
7 1512 0.048 tos=574.5[]
tO.l =874 [h]
8 1848 0.031 _
n=9
9 2520 0.012
1
<4

E

2 01 ~

(&) N

~
\\
0,01 T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
t [h]

Ryc. 19. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w tem-

peraturze 338 K.
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Tabela 12. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

temperaturze 323 K

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2
168 0.231 (a Aa) = (-7.49 £ 0.29) » 10°[n"]
3 336 0.213 S,=1.30+10°
4 504 0.184 b+ Ab=-1.30+0.06
S, =0.03
5 840 0.148 b
5 (k + Ak) = (2.081 + 0.082) * 107 [s1]
1176 0.120 = 0.998
7 1680 0.087 S, =0.058
8 1848 0.069 tos=924.6 [h]
=140.6 [h
9 2520 0.041 o = 1406 [N]
n=11
10 3360 0.021
11 4368 0.010
1
<4
E
S 0,1
g ~,
13 \
Iy
\\
0,01 ‘ ‘ ‘ \
0 1000 2000 [hi 3000 4000 5000

Ryc. 20. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w

temperaturze 323 K.

Cze$¢ doSwiadczalna 53




Tabela 13. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w temperaturze 343 K,
338 K, 333 K, 323 K w atmosferze suchego powietrza

Parametry kinetyczne
Temp. [K]
(k £ Ak) [s7] (a+ Aa) [h7] Sa r N
343 (4.976 £ 0.298) + 10’ (-1.79+0,11) » 107 4.65+10° 0.997 10
338 (4.189 +£0.342) + 107’ (-1.51+0.12) » 107 4.43+10° 0.997 10
333 (3.352+£0.219)+ 10”7 (-1.21 +£0.08) » 10 3.22+10° 0.998 9
323 (2.081 +£0.082) + 107’ (-7.49£0.29) » 10™ 1.30+10° 0.998 11
1
0N

E @ 343K

En 0,1 - — m 338K

S - _\{‘\\ 333K

\Qi\ \‘\ ©323K

v . \
0,01 . . . \- .

0 1000 2000 3000 4000 5000
t [h]

Ryc. 21. Pétlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w
temperaturze 343 K, 338 K, 333 K, 323 K.
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Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w kompleksie inkluzyj-
nym z f-cyklodekstryng w fazie statej w podwyzszonej temperaturze w atmos-

ferze suchego powietrza
Tabela 14. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 343 K

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.239
3 336 0.219 (a + Aa) = ('3.67 + 0.25) i 10_4 [h_l]
= ) _5
4 504 0.201 S.=1.13+10
3 b+ Ab=-1.39 + 0.09
840 0.173
S, = 0.04
6 1176 0.154 -
: (k+ Ak) = (1.019 £ 0.069) » 107 [s"]
1512 0.131 = 0.995
8 1848 0.130 _
S, =0.100
9 2520 0.102 to5= 1891.0 [h]
10 3696 0.083 to1 = 287.6 [h]
11 4536 0.051 n=11
12 5880 0.025
13 8400 0.011
1
b W
E
20,1 1
m \\
0,01 T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000
t [h]

Ryc. 22. Potlogarytmiczny wykres zalezno$ci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie stalej w temperaturze 343 K.
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Tabela 15. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 338 K

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.241
3
336 0.232 (a+Aa)=(-2.80+0.11)« 10*[h"]
4 504 0.221 S,=4.97+10°
5 840 0.189 b+ Ab=-1.41+ 0.04
6 Sb =0.017
1176 0.168
- (k + Ak) = (7.798 + 0.304) * 108 [s™]
1512 0.147 f=0.998
8 1848 0.140 S, = 0.044
9 2520 0.126 tos = 2468.9 [h]
to1=375.5[h
10 3696 0.087 o1 [h]
n=13
11 4536 0.069
12 5880 0.045
13 8400 0.024
1

/

E
g \\
—_— \
o Ry
\
\
\
0,01 T T T T
0 2000 4000 t [n] 6000 8000 10000

Ryc. 23. Poétlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 338 K.
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Tabela 16. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 333 K

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.241 -
(a+ Aa)=(-1.92+0.06) » 10*[h™]
3 336 0.233 S,—3.04+10°
4 504 0.219 b+ Ab=-1.40 + 0.02
5 840 0.211 Sp=0.011
(k + Ak) = (5.334 + 0.188) » 108 [s™]
6 1176 0.204
r=0.998
! 1512 0.187 S, = 0027
8 1848 0.146 tos = 3608.9 [h]
9 2520 0.117 to1 =548.9 [n]
n=12
10 3696 0.101
11 4536 0.079
12 5880 0.051
1
4
- \
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0 2000 4000 - 6000 8000 10000

Ryc. 24. Pollogarytmiczny wykres zaleznoSci ¢ = f(t) reakcji rozktadu o-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 333 K.
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Tabela 17. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 323 K

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 336 0.249 e
(a+Aa)=(-1.01 £0.06) » 10*[h™]
3 840 0.247 S,—2.87+10°
4 1176 0.241 b+ Ab=-1.32+0.04
5 1512 0.238 Sy =0.019
(k + Ak) = (2.812 £ 0.174) 108 [s Y]
6 1848 0.230
r=0.996
7 2520 0.198 S, = 0.050
8 3696 0.180 tos = 6845.7 [h]
9 5544 0.149 to1 = 1041.2 [h]
n=12
10 8400 0.127
11 11760 0.079
12 16800 0.047
1
_ W\
g \
£ 0,1 ~
e
£ —
(&) o —
\
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0 5000 10000 15000 20000
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Ryc. 25. Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu o-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie stalej w temperaturze 323 K.
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Tabela 18. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w kompleksie inkluzyjnym
z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 343 K, 338 K, 333 K, 323 K w atmosfe-

rze suchego powietrza

Parametry kinetyczne

Temp. [K]
(k £ Ak) [s7] (a+ Aa) [h™] S. r n
343 (1.019 +0.069) » 107 (-3.67+£0.25)« 10™ 1.13+10° 0.995 | 11
338 (7.798 + 0.304) « 10°® (-2.80+0.11) = 10™ 4.97+10° 0.998 | 13
333 (5.334+0.188) « 10°® (-1.92 +0.06) « 10™ 3.04+10° 0.998 | 12
323 (2.812+0.174) « 10°® (-1.01 £0.06) « 10™ 2.87+10° 0.996 | 12
1
= ©343K
S~
g m 338K
I AN
No. — 333K
NN
NN\ ©323K
.
0,01 T \ T T 1
0 5000 10000 15000 20000
t [h]

Ryc. 26. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryna w fazie stalej w temperaturze 343 K, 338 K,

333 K, 323 K.
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Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w kompleksie inkluzyj-
nym z 2-hydroksypropylo-g-cyklodekstryng w fazie statej w podwyzszonej
temperaturze w atmosferze suchego powietrza

Tabela 19. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie stalej w temp.
343K

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
. (a+ Aa)=(-1.09 £ 0.06) » 10°[h™]
168 0.249 S,= 2,67+ 10°
3 336 0.247 b+ Ab=-1.37 + 0.08
4 672 0.241 Sp=0.034
5 (k + Ak) = (3.033 £ 0.175) * 108 [s™!]
1008 0.238 = 0.998
6 1176 0.230 S, =0.063
7 1512 0.198 tos = 634.7 []
5 to1 = 96.6 [h]
1842 0.180 n=g9
9 2520 0.149
1
4\
E \
(@]
g 0,1 ﬂ
o \
\\
\
0,01 T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
t[h]

Ryc. 27. Pollogarytmiczny wykres zalezno$ci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temp.
343 K.

Cze$¢ doSwiadczalna 60




Tabela 20. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temp.
338 K

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.209 (a+Aa)=(-7.54+0.32) + 10*[h™]
— e 105
3 336 0.179 5= 139+ 10
b+ Ab=-1.43+0.04
4 504 0.158 S =0017
h— V.

S 840 0.131 (k + Ak) = (2.095 + 0.089) + 107 [s™]
6 1008 0.111 r=0.998
- S,=0.033

1176 0.103 too= 918.9 [h]
8 1512 0.079 to, = 139.8 [h]
9 1848 0.060 n=10
10 2520 0.035

1
<>

g \

S 0,1 n

£ ~~

[&] S ——
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0 1000 2000 3000
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Ryc. 28. Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozkladu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie stalej w temp.
338 K.
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Tabela 21. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temp.
333K

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.231
3 (a+ Aa)=(-5.78 £ 0.43) « 10 [n]
336 0.202 S.= 1.04+ 10°
4 504 0.194 b+ Ab =-1.33 + 0.07
5 840 0.179 Sp=0.030
(k + Ak) = (1.607 £ 0.121) « 107 [s1]
6 1008 0.162 f=0.995
7 1176 0.144 S, =0.063
8 1512 0.111 tos=1197.9 []
to; = 182.2 [h]
9 1848 0.089 no11
10 2520 0.061
11 3360 0.036
1
<4
> 0,1 ~.
'§' \\
o \
~
0,01 T T T
0 1000 2000 3000 4000
t [h]

Ryc. 29. Potlogarytmiczny wykres zalezno$ci ¢ = f(t) reakcji rozktadu o-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo B-cyklodekstryng w fazie statej w temp.
333 K.

Cze$¢ doSwiadczalna 62




Tabela 22. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temp.
323K

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.231
3 (a+ Aa)=(-3.43+0.27)+10*[h"]
336 0.207 S.= 116+ 10°
4 504 0.191 b+ Ab=-1.45+0.06
5 840 0.181 S =0.024
: (k £ Ak) = (9.538 + 0.742) » 108 [s7]
1008 0.169 f=0.995
7 1176 0.146 S, =0.056
8 1680 0.132 tos = 2018.5 []
5 to1 = 307.0 [h]
2520 0.092 no11
10 3696 0.063
11 4704 0.051
1
b
E V\\%
S 0,1
é 0, .
© S~
0,01 ‘ : : :
0 1000 2000 3000 4000 5000
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Ryc. 30. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu o-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temp.
323 K.
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Tabela 23. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w kompleksie inkluzyjnym
z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 343 K, 338 K,

333 K, 323 K w atmosferze suchego powietrza

Parametry kinetyczne
Temp. [K]
(k £ Ak) [s7] (a+ Aa) [h7] Sa r n
343 (3.033+0.175) + 10 (-1.09 + 0.06) » 103 2.67 +10° 0.998 9
338 (2.095 + 0.089) « 10”7 (-7.54+0.32)+ 10" 1.39+10° 0.998 | 10
333 (1.607 £0.121) + 10”7 (-5.78 £0.43) « 10™ 1.94 + 10° 0995 | 11
323 (9.538 +0.742) + 10 (-3.43+0.27) « 10™ 1.16 + 10® 0995 | 11
1
T 343K
W
g m338K
© 333K
® 323K
0,01 T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000

t [h]

Ryc. 31. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie statej w tempera-
turze 343 K, 338 K, 333 K, 323 K.
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Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w mieszaninie fizycznej z
[-cyklodekstryng w fazie statej w podwyzszonej temperaturze w atmosferze

suchego powietrza

Tabela 24. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z B-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 343 K

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250 (a+ Aa)=(-1.38 £0.07) » 10°[h"]
- . 105
2 168 0.214 S.=3.01-10
3 b+ Ab=-1.39+£0.07
336 0.160 S, = 0.030
4 504 0.113 (k + Ak) = (3.838 £ 0.205) « 107 [s]
5 840 0.077 r=0.998
. S, =0.053
1176 0.049 t5= 5016 [N]
7 1512 0.031 to, = 76.3 [h]
8 1848 0.020 n=8
1
4
g \
(@) —~——
g 0,1 ~
e
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Ryc. 32. Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu o-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z B-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 343 K.
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Tabela 25. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z B-cyklodekstryna w fazie statej w temp. 338 K

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250 (a+Aa)=(-1.02+0.10) » 10°[h™]
- . 105
2 168 0.219 5a=4.09+ 10
3 b+ Ab=-1.41+0.10
336 0.181 S, = 0.041
4 504 0.135 (k+ Ak) = (2.843 £0.278) » 107 [s]
5 840 0.098 r=0995
: S,=0.072
1176 0.071 tos= 6771 [N]
7 1512 0.049 to1 = 102.9 [h]
8 1848 0.041 n=8
1
<4
E
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Ryc. 33. Pollogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w mie-

szaninie fizycznej z B-cyklodekstryna w fazie statej w temp. 338 K.
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Tabela 26. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z B-cyklodekstryna w fazie statej w temp. 333 K

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.239 (a+Aa)=(-7.28 + 0.40) « 10 [h*]
— . 105
3 336 0.210 Sa=1.75+10
p b+ Ab=-1.31+0.07
504 0.183 S, = 0.028

S 840 0.151 (k + Ak) = (2.023 + 0.112) » 107 [s7]
6 1176 0.129 r=0998
- S, =0.058

1512 0.089 ts= 9516 [h]
8 2016 0.065 toy = 144.7 [h]
9 2520 0.043 n=10
10 3360 0.022
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Ryc. 34. Pollogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w mie-

szaninie fizycznej z B-cyklodekstryna w fazie statej w temp. 333 K.
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Tabela 27. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z B-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 323 K

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.239
. (a+Aa)=(-4.76+£0.27)+ 10*[h"]
336 0.221 8= 117 10°
4 504 0.210 b+ Ab=-1.33+0.06
5 840 0.178 Sy =0.029
. (k + Ak) = (1.323 £ 0.073) * 107 [s}]
1176 0.149 = 0.997
7 2016 0.111 S, =0.064
8 2520 0.085 los = 1455.0 [N]
9 to1 = 221.3 [h]
3360 0.059 n=11
10 4032 0.037
11 5040 0.022
1
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Ryc. 35. Pollogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w mie-

szaninie fizycznej z -cyklodekstryng w fazie statej w temp. 323 K.
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Tabela 28. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w mieszaninie fizycznej z

B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 343 K, 338 K, 333 K, 323 K w atmosferze

suchego powietrza

Parametry kinetyczne

Temp. [K]
(k £ Ak) [s7] (a+ Aa) [h™] S. r n
343 (3.838 +£0.205) « 107 (-1.38+£0.07) « 10° 3.01+10° 0998 | 8
338 (2.843 £0.278) + 10”7 (-1.02+0.10) » 107 4.09 +10° 0.995 8
333 (2.023+£0.112) + 10”7 (-7.28 +0.40) « 10™ 1.75 +10° 0.998 | 10
323 (1.323+0.073) « 107 (-4.76 £0.27) « 10™ 1.17+10° 0.997 | 11
1
< #343K
® 0,1 N m 338K
g AN
AW \.\ ~
\\\!‘ \v\ ®323K
0,01 T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
t [h]

Ryc. 36. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 343 K, 338 K,

333 K, 323 K.
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Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w mieszaninie fizycznej z
2-hydroksypropylo-g-cyklodekstryng w fazie statej w podwyzszonej tempera-

turze w atmosferze suchego powietrza

Tabela 29. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 343 K

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
5 (a+Aa)=(-1.19+0.19) « 103 [h™]
168 0.169 S,2822+ 10°
3 336 0.121 b+ Ab=-1.69+0.25
4 504 0.082 S =0.106
. (k + Ak) = (3.295 + 0.540) + 107" [s 1]
840 0.049 r=0.984
6 1176 0.042 S, =0.202
7 1512 0.031 tos=584.2[N]
5 to; = 88.9 [h]
2016 0.019 n=9
9 2520 0.010
1

0,1 \

c [mg/ml]

0,01 \
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Ryc. 37. Pologarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w mie-

szaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 343 K.
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Tabela 30. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 338 K

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
5 (a+ Aa)=(-8.43 + 1.00) « 10 [h]
168 0.171 S.= 423+ 10°
3 336 0.152 b+ Ab=-1.58+0.13
4 504 0.134 Sp = 0053
- (k + Ak) = (2.342 + 0.278) » 107 [s7]
840 0.092 r=0.991
6 1176 0.070 S, =0.100
7 1512 0.055 tos=822.0 [n]
5 to1 =125.0 [h]
2016 0.041 n=9
9 2352 0.030
1
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Ryc. 38. Pollogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w mie-

szaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 338 K.
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Tabela 31. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
mieszaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 333 K

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2
168 0.231 (a+Aa)=(-6.73+0.39)+ 10*[h"]
3 336 0.187 S,=1.72+10°
4 504 0.178 b+ Ab=-1.36 £0.06
S, = 0.027
5 840 0.157 i
5 (k + Ak) = (1.870 + 0.108) * 107 [s™!]
1008 0.130 = 0.997
7 1176 0.119 S, = 0.056
8 1512 0.098 to5=1029.4 [h]
to, = 156.6 [h
9 1680 0.089 o1 [h]
n=11
10 2520 0.047
11 3360 0.025
1
4
E
(@)} i
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Ryc. 39. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w mie-

szaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 333 K.
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Tabela 32. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
mieszaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 323 K

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2
168 0.211 (a+ Aa)=(-4.42+0.35)+10*[h"]
3 336 0.184 S,=1.48+10°
4 504 0.169 b+ Ab=-1.54+£0.07
S, =0.031
5 840 0.140 b
5 (k + Ak) = (1.230 + 0.097) * 107 [s 1]
1008 0.135 = 0.995
7 1176 0.117 S, =0.073
8 1512 0.105 to5 = 1566.3 [h]
to1=238.2 [h
9 2520 0.069 o1 [h]
n=11
10 3360 0.047
11 5040 0.025
1
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Ryc. 40. Potogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢ = f{(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w mie-

szaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 323 K.
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Tabela 33. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w mieszaninie fizycznej z

2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie stalej w temperaturze 343 K, 338 K, 333 K,

323 K w atmosferze suchego powietrza

Parametry kinetyczne
Temp. [K]
(k+ Ak) [s] (a+ Aa) [h7] S r n
343 (3.295 + 0.540) » 107 (-1.19+0.19) « 10 8.22+10° 0984 | 9
338 (2.342+£0.278) + 10”7 (-8.43 +1,00) « 10™ 423+10° 0991 | 9
333 (1.870 £ 0.108) + 10”7 (-6.73 £ 0.39) « 10™ 1.72 +10® 0.997 | 11
323 (1.230 £ 0.097) + 10”7 (-4.42+0.35) 10" 1.48 +10° 0.995 | 11
1
e
0,1 -
= e~ *343K
£ 3
& BN ——— 338K
© \ 333K
0,01 2
®323K
0,001 T T T T T 1
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Ryc. 41. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w
mieszaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temperatu-
rze 343 K, 338 K, 333 K, 323 K.

Cze$¢ doSwiadczalna 74



Tabela 34. Zbiorcze zestawienie parametréow kinetycznych reakcji rozktadu w temp.

343 K, 338 K, 333K, 323 K

Parametry kinetyczne w temperaturze 343 K

Badane probki . .
(k+ Ak) [s7] (a+Aa) [h7] tos[h] | tos[h]
a-Tokoferol (4.976 £0.298)+ 107 | (-1.79+0,11)+10° | 58.8 386.9
o-Tw kompz'e[';_sc':eD'”k'“ZyJ”ym (1.019 +£0.069) + 107 | (-3.67+0.25)+10* | 287.6 | 1891.0
a-T w kompleksie inkluzyjnym o108 X c 103
2 2-HP-p-CD (3.033+0.175) * 10 (-1.09 + 0.06) * 10 96.6 634.7
T w m'ezzg_”(':”[')e fizycznej (3.838+£0.205) + 107 | (-1.38+0.07)+10° | 763 | 5016
a-T w mieszaninie fizycznej o107 i o103
2 2-HP-p-CD (3.295 + 0.540) * 10 (-1.19+£0.19) » 10 88.9 584.2
Parametry kinetyczne w temperaturze 338 K
Badane probki
(k + Ak) [s] (a=+ Aa) [h] toa[h] | tos[h]
a-Tokoferol (4.189+0.342) « 107 | (-1.51+0.12)»10° | 69.9 459.5
o-T W komp'ze'g?&'”k'uzylnym (7.798 +0.304) « 10® | (-2.80+0.11)+ 10 | 3755 | 2468.9
a-T w kompleksie inkluzyjnym o107 i c 104
2 2-HP-p-CD (2.095 + 0.089) * 10 (-7.54 +0.32) » 10 139.8 | 9189
o-Tw m'ezzgf‘gge fizycznej (2.843+0278)+ 107 | (-1.02+0.10)+ 102 | 1029 | 677.1
a-T w mieszaninie fizycznej o107 .10
2 9-HP-p-CD (2.342+0.278) * 10 (-8.43 + 1,00) * 10 1250 | 822.0
Parametry kinetyczne w temperaturze 333 K
Badane probki : .
(k+ Ak) [s7] (a+Aa) [h7] toa[h] | tos[h]
a-Tokoferol (3.352+0.219)+ 107 | (-1.21+0.08)+10° | 87.4 574.5
o-T W kompz'e[';_s(':eD'”k'“Zy‘”ym (5334 +0.188) + 10® | (-1.92+0.06)+10* | 5489 | 3608.9
a-T w kompleksie inkluzyjnym o107 .10
2 2-HP-p-CD (1.607 £ 0.121) * 10 (-5.78 £ 0.43) * 10 182.2 | 1197.9
T w m'eizgf'é”[')e fizycznej (2.023£0.112)+ 107 | (-7.28+0.40)+ 10* | 1447 | 9516
a-T w mieszaninie fizycznej o107 .10
2 2-HP-p-CD (1.870£0.108) « 107 | (-6.73£0.39)+10* | 156.6 | 1029.4
Parametry kinetyczne w temperaturze 323 K
Badane probki
(k + Ak) [s7] (a+ Aa) [n] toa [h] | tos[h]
o-Tokoferol (2.081 £0.082) 107 | (-7.49+0.29)+10* | 1406 | 924.6
o-Tw kompz'e[';_s(':eD'”k'“Zy‘”ym (2.81240.174)+ 10® | (-1.01 +£0.06)+ 10 | 10412 | 6845.7
a-T w kompleksie inkluzyjnym o108 i e
2 2-HP-p-CD (9.538£0.742) + 10® | (-3.43£0.27)+10* | 307.0 | 20185
o-Tw m'ezzgf‘(':”[')e fizycznej (1323 40.073)+ 107 | (-4.76+027)+10* | 221.3 | 14550
a-T w mieszanina fizycznej o107 i .10
2 2-HP-p-CD (1.230 £ 0.097) * 10 (-4.42 £0.35) * 10 238.2 | 1566.3
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Parametry kinetyczne reakcji rozkladu o-tokoferolu w podwyzszonej tempera-

turze oraz w atmosferze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej

Tabela 35. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

temperaturze 338 K, RH ~ 92.0%

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 79 0.210 (a+Aa)=(-3.82+0.17) » 10°[h™]
S.=7.57+10"
3 168 0.136
b+ Ab=-1.32+0.08
4 240 0.114 S, = 0.04
S 336 0.079 (k + Ak) = (1.060 + 0.048) * 10°[s™]
6 408 0.052 r=0.998
S, =0.061
7 504 0.041
tos= 181.5 [h]
8 574 0.030 to1 = 27.6 [N]
9 672 0.019 n=10
10 840 0.011
1
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Ryc. 42. Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w

temperaturze 338 K, RH ~ 92.0%.
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Tabela 36. Zmiany stezenia oraz parametry Kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

temp. 338 K, RH ~ 76.4%

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 72 0.213 (a+ Aa)=(-2.90+0.26) + 10°[h™]
_ . 104
3 168 0.178 Sa=1.12+ 10
p b+ Ab=-1.28 £0.12
240 0.142 S, = 0.052
S 336 0.107 (k + Ak) = (8.043 £ 0.718) » 107 [s]
6 408 0.096 r=0994
- S, =0.090
504 0.069 too= 2393 []
8 576 0.058 to; = 36.4 [h]
9 672 0.036 n=10
10 840 0.022
1
E \
> 0,1
E. 0 SNa,
o N
0,01

200

460
t[h]

600 800 1000

Ryc. 43. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w tem-
peraturze 338 K, RH ~ 76.4%.
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Tabela 37. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
temperaturze 338 K, RH ~ 33.0%

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
5 (a+ Aa)=(-1.95+0.20)+ 10°[h7]
72 0.202 S.=6.16+10°
3 168 0.181 b+ Ab=-1.41+0.12
4 240 0.157 S =0.040
(k + AK) = (5.424 + 0.545) » 107 [s7]
S 336 0.141 = 0.997
6 504 0.083 S, =0.075
7 672 0.065 os = 354.9 [N]
to1 = 54.0 [h]
8 840 0.043 n=9
9 1344 0.019
1
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Ryc. 44. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w tem-
peraturze 338 K, RH ~ 33.0%.
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Tabela 38. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w temperaturze 338 K oraz

w atmosferze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej RH ~ 33.0%, 76.4%,

92.0%
Wilgotnosé Parametry kinetyczne
wzgledna [%] (k£ Ak) [s™] (a+ Aa) [h7] Sa r n
92.0 (1.060 + 0.048) + 10° (-3.82+0.17) » 103 7.57 +10° 0.998 | 10
76.4 (8.043 £0.718) + 10”7 (-2.90 £ 0.26) » 107 1.12+10* 0.994 | 10
33.0 (5.424 £ 0.545)+ 10”7 (-1.59 +0.06) » 10 6.16+107 0997 | 9
1
r
N _
£ ‘ * 92.0%
Y 0,1 AN
£ = B 76.4%
AN
° >N 33.0%
\\i\
N
| |
0,01 . . .
0 500 1000 1500

Ryc. 45. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w
fazie stalej w temperaturze 338 K, RH ~ 33.0%, 76.4%, 92.0%.
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Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w kompleksie inkluzyj-
nym z f-cyklodekstryng w fazie statej w podwyzszonej temperaturze oraz w

atmosferze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej

Tabela 39. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 338 K, RH ~
92.0%

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.221 (a+Aa)=(-7.17+0.41)+ 10*[nY]
3 336 0.184 S2=1.80+10°
4 504 0.161 b+ Ab=-1.40=+0.06
S, = 0.028
5 840 0.139 L
- (k+AK) = (1.991 £0.113) + 107 [s]
1176 0.110 f=0.997
7
1512 0.089 S, = 0.056
8 1848 0.072 tys= 966.5 [h]
9 2184 0.049 to1 = 147.0 [h]
10 2520 0.041 n=11
11 2856 0.030
1
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Ryc. 46. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 338 K, RH ~
92.0%.
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Tabela 40. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie stalej w temperaturze 338 K, RH
~76.4%

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.241
3 336 0.232 (a+Aa)=(-439+025)+10*[h"]
4 504 0.221 S.=1.15+10"
5 840 0.189 b+ Ab=-1.40+0.06
Sy, =0.027
6 1176 0.168 L
- (k+ Ak) = (1.221 £0.070) » 107 [s']
1512 0.147 = 0.996
8
1848 0.140 S, =0.063
9 2184 0.126 tys= 1577.1 [h]
10 2856 0.087 to1 = 239.9 [h]
11 3528 0.069 n=13
12 4200 0.045
13 4704 0.024
1
I
g o \
B’ N\
E ~2_
o \
0,01 T T T T
0 1000 2000 - 3000 4000 5000
t

Ryc. 47. Potlogarytmiczny wykres zalezno$ci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryna w fazie stalej w temperaturze 338 K, RH ~
76.4%.
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Tabela 41. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 338 K, RH ~
33.0%

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.25
2 336 0.219
3 504 0.212 (a+ Aa)=(-3.88+0.15)« 10*[h"]
4 672 0.207 Sa=6.66+10"°
5 1008 0.184 b+ Ab=-1.34+0.04
S, =0.019
6 1512 0.149 L
- (k = Ak) = (1.080 £ 0.040) * 107 [s"]
2016 0.116 = 0.998
8
2520 0.105 S, =0.042
9 3024 0.079 tys= 1782.3 [h]
10 3696 0.062 th1=271.1[h]
11 4200 0.054 n=13
12 4704 0.04
13 5580 0.029
1
1\
E 0,1 \
FS) N ——
£
£ v\T
v
0,01 T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
t[h]

Ryc. 48. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu o-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 338 K, RH ~
33.0%.
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Tabela 42. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w kompleksie inkluzyjnym
z B-cyklodekstryna w fazie statej w temperaturze 338 K oraz w atmosferze powietrza o

podwyzszonej wilgotnosci wzglednej RH ~ 33.0%, 76.4%, 92.0%

Wilgotnosé Parametry kinetyczne
wzgledna [%] (k £ Ak) [s7] (a+ Aa) [h7] S. r n
92.0 (1.991 +0.113) « 107 (-7.17+0.41) « 10* 1.80+10° 0.997 | 11
76.4 (1.221 £ 0.070) + 10”7 (-4.39+0.25)+ 10™ 1.15+10° 0.996 | 13
33.0 (1.080 + 0.040) « 10”7 (-3.88+£0.15)« 10™ 6.66 + 10°° 0.998 | 13
1
£ * 92.0%
W 0,1
E m 76.4%
(S)
33.0%
0,01 T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
t [h]

Ryc. 49. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 338 K, RH ~
33.0%, 76.4%, 92.0%.
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Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w kompleksie inkluzyjnym
z 2-hydroksypropylo-g-cyklodekstryng w fazie statej w podwyzszonej tempera-
turze oraz w atmosferze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej

Tabela 43. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie stalej w temp.
323 K, RH ~92.0%

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2
24 0.232 (a+ Aa) = (-1.24 £ 0.05) « 10° [h"]
3 72 0.211 S,=238+10°
4 168 0.178 b+ Ab=-1.48 £ 0.05
5 192 0.172 S, =0.024
6 336 0.145 (k + Ak) = (3.438 £ 0.148) « 107 [s]
7 504 0.126 r=0.998
8 840 0.079 Sy =0.085
to5=560.0 [h
9 1008 0.061 05 [hl
to1 = 85.2 []
10 1344 0.042 ot
n=12
11 1680 0.031
12 2016 0.019
1
Re.
. \
g 0,1 N
o \\
\\
4
0,01 T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500

t [h]
Ryc. 50. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie statej w tempera-
turze 338 K, RH ~ 92.0%.
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Tabela 44. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temp.
323 K, RH ~ 76.4%

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 24 0.242
(a+ Aa)=(-9.35+0.46) + 10*[h]
3 72 0.219 5
S,=2.05+ 10"
4
168 0.190 b+ Ab=-1.45+0.05
5 192 0.184 S, = 0.020
6 336 0.165 (k + Ak) = (2.598 £ 0.127) « 107 [s1]
7 504 0.144 r=0.998
3 S, =0.049
840 0.111
5 tys= 741.0 [h]
1008 0.095 1= 112.7 [M]
10 1344 0.062 =12
11 1680 0.049
12 2184 0.031
1
E
> 0,1
E. % \i
© e~
S
\
0,01 : ‘ ‘ ‘
0 500 1000 1500 2000 2500
t [h]

Ryc. 51. Potlogarytmiczny wykres zalezno$ci ¢ = f(t) reakcji rozktadu o-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie stalej w tempera-
turze 338 K, RH ~ 76.4%.
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Tabela 45. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temp.
323 K, RH ~ 33.0%

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.208 (a+ Aa)=(-7.77+0.65) + 10*[n"]
S.=2.84+10"
3 336 0.171
b+ Ab=-1.44 +0.09
4 504 0.149 S, = 0.037
S 840 0.124 (k + Ak) = (2.159 £ 0.182) « 107 [s]
6 1176 0.103 r=0.995
S, =0.071
7 1512 0.094
tos = 891.5 [h]
8 1848 0.062 o, = 135.6 [n]
9 2184 0.053 n=10
10 2520 0.031
1
T~
E A
(@)]
é 0,1 Y
o v
\v
0,01 T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
t [h]

Rycina 52. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie statej w tempera-
turze 338 K, RH ~ 33.0%.
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Tabela 46. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w kompleksie inkluzyjnym
z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 338 K oraz w atmos-
ferze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej RH ~ 33.0%, 76.4%, 92.0%

Wilgotnogé Parametry Kkinetyczne
wzgledna [%] k + Ak) [s™ a+ Aa) [h?! S r n
( ) [ ( ) [ a
92.0 (3.438 +0.148) « 107 (-1.24 +0.05) » 10 2.38+10° 0.998 | 12
76.4 (2.598 +0.127) « 107 (-9.35+0.46) « 10™ 2.05+10° 0.998 | 12
33.0 (2.159+£0.182) + 10”7 (-7.77+0.65) « 10™ 2.84+10° 0.995 | 10
1
.
E , € 92.0%
E " — B 76.4%
(8} 'S =
\\ 33.0%
\\\.
-
0,01 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
t [h]

Ryc. 53. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f{(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie statej w tempera-
turze 338 K, RH ~ 33.0%, 76.4%, 92.0%.
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Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w mieszaninie fizycznej z
[-cyklodekstryng w fazie statej w podwyzszonej temperaturze oraz w atmos-
ferze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej

Tabela 47. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z B-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 338 K, RH ~ 92.0%

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2
2 0.222 (a+Aa)=(-1.64=0.07) 103 [
3 168 0.214 S,=3.26+10°
4 240 0.189 b+ Ab=-1.34 +£0.05
5 S, =0.023
336 0.149
- (k + Ak) = (4.551 £ 0.205) + 107 [s1]
408 0.134 (= 0.998
7 504 0.115 S, = 0.049
8 672 0.084 to5=423.0 [h]
to, = 64.3 [h
9 840 0.071 o1 [h]
n=11
10 1176 0.037
11 1512 0.022
1

¢ [mg/ml]
o

\
\
\\
0.,01 T T T
0 500 1000 1500 2000

t [h]

Ryc. 54. Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w
mieszaninie fizycznej z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 338 K, RH ~
92.0%.
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Tabela 48. Zmiany st¢zenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 338 K, RH ~

76.4%
Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
5 (a+Aa)=(-124+0.11)+10°%[hY]
168 0.221 S.= 4,54+ 10°
3 336 0.142 b+ Ab=-1.43+0.14
4 504 0.113 Sp=0.059
- (k + Ak) = (3.435 £ 0.298) + 107 [s1]
840 0.076 0,995
6 1176 0.065 S,=0.112
7 1512 0.037 o= 5604 [n]
. to1 = 85.2 [h]
2016 0.021 n=9
9 2520 0.010
1
4\0
E \
© 0,1 NS
£ T~
o I )
TN
\
0,01 T T T T L4
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
t [h]

Ryc. 55. Potogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w mie-

szaninie fizycznej z B-cyklodekstryng w fazie stalej w temperaturze 338 K, RH ~ 76.4%.
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Tabela 49. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z B-cyklodekstryna w fazie statej w temp. 338 K, RH ~ 33.0%

Lp. t [h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.231
. (a+ Aa)=(-7.55+0.50)+ 10*[h"]
336 0.213 85,2222+ 10°
4 504 0.193 b+ Ab=-1.27+0.09
5 840 0.161 Sp=0041
. (k + Ak) = (2.098 + 0.140) + 107 [s™1]
1176 0.132 = 0.996
7 1512 0.099 S, =0.087
8 2016 0.061 tos= 9175 [N]
9 tO.l =139.5 [h]
2520 0.037 N=11
10 3024 0.028
11 3696 0.017
1
E ®
> 1
g ° —
.
[&] \
\
0\
~
0,01 T T T
1000 2000 3000 4000
t [h]

Ryc. 56. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w mie-

szaninie fizycznej z B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 338 K, RH ~ 33.0%.
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Tabela 50. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w mieszaninie fizycznej z
B-cyklodekstryng w fazie stalej w temperaturze 338 K oraz w atmosferze powietrza o

podwyzszonej wilgotnosci wzglednej RH ~ 33.0%, 76.4%, 92.0%

Wilgotnosé Parametry kinetyczne
wzgledna [%] (k£ AK) [s] (a+ Aa) [h] S, r n
92.0 (4.551 £0.205) + 10”7 (-1.64£0.07) » 107 3.26+10° 0.998 | 11
76.4 (3.435+0.298) + 10”7 (-1.24+0.11) 107 4.54 +10° 0995 | 9
33.0 (2.098 + 0.140) + 10”7 (-7.55+0.50) « 10™ 2.22+10° 0.996 | 11
1
r o
T * 92.0%
W 0,1 —
£ \\\i: B 76.4%
(8]
\\ N 33.0%
\\:\
0,01 T T T 1
0 1000 2000 3000 4000
t [h]

Ryc. 57. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f{(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w
mieszaninie fizycznej z B-cyklodekstryng w fazie stalej w temperaturze 338 K, RH ~

33.0%, 76.4%, 92.0%.
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Parametry kinetyczne reakcji rozkladu a-tokoferolu w mieszaninie fizycznej z

2-hydroksypropylo-g-cyklodekstryng w fazie statej w podwyzszonej tempera-

turze oraz w atmosferze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej

Tabela 51. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie stalej w temp.

338 K, RH ~92.0%
Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 79 0.168 (a+ Aa)=(-3.68 £0.27) + 10°[h™Y]
S.=1.17+10"
3 168 0.115
b+ Ab=-1.43+0.12
4 240 0.099 S, = 0.054
5 336 0.078 (k = Ak) = (1.023 £ 0.075) » 10° [s™]
6 408 0.061 r=0.996
S, =0.096
7 504 0.039
tys= 188.2 [h]
8 576 0.027 o, = 286 [N]
9 672 0.018 n=10
10 840 0.011
1
A
E \
(@]
g2 0,1
o e
N
0,01 T T T T
0 200 400 600 800 1000
t [h]

Ryc. 58. Pollogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w mie-

szaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie statej w temp. 338 K,

RH ~ 92.0%.
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Tabela 52. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze
338 K, RH ~76.4%

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 79 0.208 (a+ Aa)=(-1.83+0.09) + 10°[h™]
S,=3.85+10"
3 168 0.193
b+ Ab=-1.39+0.05
4 240 0.159 S, = 0.02
S 336 0.132 (k £ Ak) = (5.080 + 0.247) » 107 [s'}]
6 408 0.123 r=0.998
S, =0.042
7 504 0.098
tys = 379.0 [h]
8 672 0.078 o = 57.6 [N]
9 840 0.051 n=10
10 1176 0.029
1
<4

E \

0,1 S

S S

\
0,01 ‘ :
0 500 1000 1500
t [h]

Ryc. 59. Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu o-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temperatu-

rze 338 K, RH ~ 76.4%.
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Tabela 53. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze
338 K, RH ~ 33.0%

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2
K 0.225 (a% Aa)= (-1.59 £ 0.06) » 10°[0"}]
3 168 0.179 S,=2.86+10°
4 240 0.165 b+ Ab=-1.42 +0.05
Sy = 0.02
5 336 0.133 °
(k + Ak) = (4.418 + 0.180) » 107 [s7]
6 408 0.124 = 0.998
7 504 0.111 Sy =0.043
8 672 0.081 tos=435.8 [h]
to; = 66.3 [h
9 840 0.065 o1 [h]
n=11
10 1176 0.040
11 1512 0.021
1
E \
> 01
é O, ﬁ
o \
0,01 : ‘ ‘
500 1000 1500 2000
t[h]

Ryc. 60. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ = f(t) reakcji rozktadu a-tokoferolu w mie-

szaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze
338 K, RH ~ 33.0%.
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Tabela 54. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w mieszaninie fizycznej z
2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze 338 K oraz w atmosfe-
rze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej RH ~ 33.0%, 76.4%, 92.0%

Wilgotnosé Parametry kinetyczne
wzgledna [%] (k£ Ak) [s™] (a+ Aa) [h7] S r n
92.0 (1.023 £0.075) « 10°® (-3.68+£0.27) « 10 1.17 +10™ 0.996 | 10
76.4 (8.043 £ 0.718) « 10" (-1.83 £0.09) » 107 3.85+10° 0.998 | 10
33.0 (4.418£0.180)+ 10”7 (-1.59 +0.06) » 102 2.86+107° 0.998 9

\ . * 92.0%
0,1 hd

E

S~

0 X

,E, \\‘ > m 76.4%

C W 33.0%
C .

/./

0,01 T T
0 500 1000 1500
t[h]

Ryc. 61. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f{(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w
mieszaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej w temperaturze

338 K, RH ~ 33.0%, 76.4%, 92.0%.
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Tabela 55. Zbiorcze zestawienie parametrow kinetycznych reakcji rozktadu w temperatu-

rze 338 K oraz w atmosferze powietrza o podwyzszonej wilgotno$ci wzglednej RH ~

92.0%, 76.4%, 33.0%

Parametry kinetyczne RH ~ 92.0%

Badane probki ; "
k[s7] a[h7] to1 [h] tos [h]
a-Tokoferol (1.060 + 0.048) + 10® (-3.82+0.17) » 107 27.6 1815
o-Tw komp;eé‘_s(':eD'”k'“ZyJ”ym (1991 +0.113) + 107 (-7.17+£041)+10* | 1470 | 9665
o-Tw kognzp_'ﬁf_'g_ggluzy‘”ym (3.438+0.148)+ 107 | (-1.24+0.05)-10° | 852 | 5600
T w m'ezzgf‘(':rge fizycznej (4.551£0.205)+ 107 |  (-1.64%0.07) + 10 643 | 423.0
oTw ";'gfaag_'g_'ggzycznej (1.023+0.075)+ 10° | (3.682027)-10° | 286 | 1882

Parametry kinetyczne RH ~ 76.4%

Badane probki ; "
k[s7] a[h7] tor [] | tos[h]
a-Tokoferol (8.043 £0.718) + 107’ (-2.90 £ 0.26) » 107 36.4 239.3
e komplzelg?lceomkluzyjnym (1.221 £ 0.070) + 10”7 (-4.39+0.25)+ 10™ 239.9 | 1577.1
oTw korzng'_f_'k;[%_'g'guzyjnym (2598+0.127)+ 107 | (-935+046)-10* | 1127 | 7410
o-Tw m'ezzgf‘gge fizycznej (3.435£0298)+ 107 | (-1.24%0.11)+ 103 852 | 560.4
oTw ";'gfaag_'g_'ggzycznej (5.080+0.247)+ 107 | (-1.83£0.09)-10° | 576 | 379.0

Parametry kinetyczne RH ~ 33.0%

Badane probki ; ’
k[s7] a[h7] toa [N] | tos[h]
a-Tokoferol (5.424 +0.545) + 107’ (-1.95+0.20) » 107 54.0 354.9
o-Tw komp;e['j‘_sc':eD'”k'“ZyJ”ym (1.080 + 0.040) + 107 (3.88+0.15)+10% | 2711 | 17823
oe-Tw kogng_'ﬁ";s_'g_gg'uzymym (2.159+0.182)+ 107 | (-7.77+0.65)-10* | 1356 | 89L5
o-Tw m'eizgf‘(':”t')e fizycznej (2.098 £0.140) » 107 | (-7.55+0.50)+10* | 1395 | 9175
oTw T'Sflz_'a;‘_'g_'égzycznej (4418 £0.180)+ 107 | (-1.59+£0.06)-10° | 663 | 4358
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Parametry kinetyczne reakcji rozkfadu a-tokoferolu w atmosferze powietrza o

podwyzszonej zawartosci tlenu, w temperaturze pokojowej ok. 298 K

Tabela 56. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

atmosferze powietrza o podwyzszonej zawartosci tlenu

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 79 0.221 (a+Aa)=(-1.21£0.06)+10°[h"]
S,=2.73+107
3 168 0.189
b+ Ab=-1.43 £0.05
4 240 0.167 S, = 0.022
S 336 0.161 (k+ Ak) = (3.355+0.17) » 107 [s]
6 504 0.132 r=0.998
S, = 0.046
7 672 0.111 Y
to_5 =573.8 [h]
8 840 0.092 to, = 87.3 [N]
9 1344 0.049 n=10
10 1680 0.030
1
I
E \
(@)
g 0,1 ~
\v
0,0l T T T
0 500 1000 1500 2000
t [h]

Ryc. 62. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f{(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w

atmosferze powietrza o podwyzszonej zawartosci tlenu.
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Tabela 57. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w atmosferze powietrza o podwyzszonej za-

wartosci tlenu

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.250 (a+ Aa) = (-5.56 + 0.50) « 10”° [h}]
S,=1.17+10°
3 504 0.249
b+ Ab=-1.37+0.02
4 840 0.241 S, = 0.006
5 1848 0.235 (k + Ak) = (1.544 + 0.14) » 10 [s]
6 2520 0.218 r=0.998
S,=0.015
7 4200 0.202
tos = 12467.6 [h]
8 6720 0.172 to1 = 1896.2 [h]
9 9240 0.154 n=10
10 11760 0.131
1
E
(@)]
£
I3) \
0,1

5000 10000
t[h]

15000

Ryc. 63. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f{(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w

kompleksie inkluzyjnym z B-cyklodekstryng w atmosferze powietrza o podwyzszonej za-

wartosci tlenu.
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Tabela 58. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryna w atmosferze powietrza o

podwyzszonej zawartosci tlenu

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
2 168 0.233 (a+ Aa)=(-1.37+0.09)+ 10*[h7]
S,=3.70+10°
3 504 0.226
b+ Ab=-1.40+0.05
4 840 0.221 S, = 0.020
5 1848 0.192 (k = Ak) = (3.823 £ 0.24) » 10® [s]
6 2520 0.186 r=0.997
S, =0.046
7 4200 0.140
tos = 5035.3 [h]
8 6720 0.089 to, = 765.8 [h]
9 9240 0.068 n=10
10 11760 0.051
1
£ 01
(@)] \
e N
e \
5 -
0,01 : :
0 5000 t[h] 10000 15000

Ryc. 64. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f{(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w
kompleksie inkluzyjnym z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w powietrza o podwyz-

szonej zawarto$ci atmosferze tlenu.
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Tabela 59. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej z B-cyklodekstryng w atmosferze powietrza o podwyzszonej zawar-

tosci tlenu
Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
_ o 1074 hL
2 c04 0.207 (a+Aa)=(-4.14£0.19) « 10 [h"]
S,=8.19+10°
3 1008 0.164
b+ Ab=-1.38+0.06
4 1512 0.128 S, = 0.025
S 2016 0.110 (k+ Ak) = (1.151 £ 0.05) » 107 [s™1]
6 2688 0.081 r=0.998
S, =0.045
7 3024 0.073
tos= 1672.5 [h]
8 3696 0.059 o, = 254.4 [h]
9 4368 0.038 n=10
10 5880 0.022
1
E \
S 0,1 ~
E° ~—
o '\‘\
0,0l T T T
2000 4000 6000 8000
t [h]

Ryc. 65. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f{(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w

mieszaninie fizycznej B-cyklodekstryng w atmosferze powietrza o podwyzszonej zawarto-

sci tlenu.
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Tabela 60. Zmiany stezenia oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w
mieszaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w atmosferze powietrza o

podwyzszonej zawartosci tlenu

Lp. t[h] ¢ [mg/ml] Parametry kinetyczne reakcji
1 0 0.250
. (a+Aa)=(-6.61+0.51)+10*[h"]
504 0.204 S,=2.17 - 10°
3 1008 0.141 b+ Ab=-1.27+0.13
4 1512 0.110 Sp=0.054
5 (k+ Ak) = (1.837 £ 0.14) » 107 [s™1]
2016 0.087 = 0.995
6 2688 0.051 S, =0.090
7 3024 0.036 tos = 1047.9 [n]
8 tO.l =159.4 [h]
3696 0.023 n=9
9 4368 0.015
1
4\
E \
20,1 ~s
‘;‘ \\
\
0,01 T T T T
0 1000 2000 4 ;) 3000 4000 5000

Ryc. 66. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f{(t), reakcji rozktadu a-tokoferolu w
mieszaninie fizycznej z 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryng w atmosferze powietrza o

podwyzszonej zawartosci tlenu.
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Tabela 61. Zbiorcze zestawienie parametrow Kinetycznych reakcji rozktadu badanych pro-
bek w fazie statej w atmosferze powietrza o podwyzszonej zawartosci tlenu w temperatu-
rze 298 K

Parametry kinetyczne
Probki

(k£ AK) [5] (a+ Aa) [h7] toalh] | tos[h] o

a-Tokoferol (3.355+0.17)« 107 | (-1.21£0.06) * 10° | g73 5738 | 0.998 | 10

a-T w kompleksie in- . -
kluzyjnym z p-CD (1.544£0.14) + 107 | (-5.56£0.50)+ 107 | 18962 | 12467.6 | 0.998 | 10

a-T w kompleksie inklu

2yjinym z 2-HP-B-CD (3.823+0.24)+ 107 | (-1.37+0.09)+ 10" | 7658 | 50353 | 0.997 | 10

o-T w mieszaninie B .
fizycznej z p-CD (1.151£0.05) + 107 | (-4.14£0.19) * 10 254.4 1672.5 | 0.998 | 10

o-T w mieszaninie

1.837£0.14)+ 107 | (-6.61+0.51)+ 10 0996 | 9
fizycznej z 2HP-B-CD ( ) ( ) 159.4 | 1047.9

1

Vm ¢aT
= B KBCD
e 0,1 - = K2HPRCD
£ \
o ‘* i( ® MBCD

x \ M2HPBCD
0’01 T T T T T T 1
0 2000 4000 60004 [h]8000 10000 12000 14000

Ryc. 67. Potlogarytmiczne wykresy zalezno$ci ¢ = f{(t), reakcji rozkladu w fazie stalej w
temperaturze pokojowej ok. 298 K, w atmosferze powietrza o podwyzszonej zawartosci
tlenu (a-T — a-tokoferol, KBCD — kompleks inkluzyjny a-T z -CD, K2HPBCD — kom-
pleks inkluzyjny a-T z 2-HP-B-CD, MBCD — mieszanina fizyczna a-T z 3-CD, M2HPBCD

- mieszanina fizyczna a-T z 2-HP-B-CD).
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4.8. Analiza metoda LC-ESI-MS/MS produktow rozktadu o-toko-
ferolu oraz a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych z B-cyklodek-

stryng i 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryna

W celu identyfikacji zwiazkéw powstatych w warunkach podwyzszonej temperatu-
ry, wilgotnosci oraz w atmosferze powietrza o podwyzszonej zawartosci tlenu probki pod-
dano analizie metoda chromatografii cieczowej potaczonej z detektorem mas. Pomiaru
dokonano wykorzystujac system LC/MS/MS skladajacy si¢ z chromatografu cieczowego
Agilent seria 1260 Infinity potaczonego z tandemowym spektrometrem mas z uktadem
trzech kwadrupoli QTRAP 4000. Badanie przeprowadzono wykorzystujac tryb skanowa-
nia w calym zakresie mas (tzw. full-scan mode) oraz tryb monitorowania wielokrotnych
reakcji fragmentacji (tzw. MRM mode). Rozdziat chromatograficzny osiagnigto wykorzy-
stujac, jako faz¢ ruchomg, 5 mmol mrowczanu amonu w 100% metanolu, przy przeptywie
0.1 ml/min. Nastrzykiwana obj¢to$¢ probki, na termostatowang kolumne (25°C) 0 wymia-
rach 250 x 4 mm LiChroCART z wypemhieniem LiChrospher 100 RP-18 (5 um), wynosita
10 pl (autosampler). Po rozdziale chromatograficznym probki analizowano spektrometrem
mas z wykorzystaniem elektrorozpylania (tzw. electrospray-ESI), jako techniki jonizacji w
trybie pozytywnym. Warunki badania spektrometrem mas zoptymalizowano, aby otrzymac
najwyzszg czuto$¢ poprzez bezposredni nastrzyk roztworu a-tokoferolu (1.0 pg/ml). Para-
metry badania spektrometrem mas byty nastepujace: napiecie kapilary - 5.5 kV, temperatu-
ra desolwatacji - 350°C, jako gaz kurtynowy - 30 psi oraz jako gaz desolwatujacy - 70 psi
zastosowano azot. Przygotowanie probek do badan obejmowato rozpuszczenie ich w me-
tanolu. a-Tokoferol w postaci olejowej po rozpuszczeniu zostat bezposrednio wykorzysta-
ny do badan. Natomiast probki kompleksow inkluzyjnych, po rozpuszczeniu w metanolu,
przesaczono przed nastrzykiem. W badaniach, jako wzorzec wykorzystano a-tokoferol o
takim samym stezeniu, ale nie poddany dziataniu podwyzszonej temperatury, podwyzszo-
nej wilgotno$ci wzglednej czy atmosferze powietrza o podwyzszonej zawartosci tlenu.

Widma masowe analizowanych produktow rozktadu przedstawiono na ryc. 68 - 76.
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Ryc. 68. Widmo masowe a-tokoferolu (tryb full scan).
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Ryc. 69. Widmo masowe produktow rozkladu a-tokoferolu powstajacych w warunkach

podwyzszonej temperatury (338 K) oraz podwyzszonej wilgotnosci wzglednej RH ~

92.0% (tryb full scan).
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Ryc. 70. Widmo masowe produktow rozktadu a-tokoferolu powstajacych w atmosferze

powietrza o podwyzszonej zawartosci tlenu (tryb full scan).
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Ryc. 71. Widmo masowe produktow rozktadu a-tokoferolu w kompleksie inkluzyjnym z
cyklodekstrynami (B-CD) powstajacych w temp. 338 K i RH ~ 92.0% (tryb full scan).
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Ryc. 72. Widmo masowe produktow rozktadu a-tokoferolu w kompleksie inkluzyjnym z
cyklodekstrynami (B-CD) powstajacych w atmosferze powietrza o podwyzszonej zawarto-

Sci tlenu (tryb full scan).
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Ryc. 73. Chromatogram HPLC oraz widmo masowe a-tokoferolu obrazujace przejscie
jonu molekularnego o stosunku m/z 431 w jony fragmentacyjne o stosunku m/z 165 i m/z
137 (tryb MRM).
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Ryc. 74. Chromatogram HPLC oraz widmo masowe produktow a-tokoferolu powstajacych
w warunkach podwyzszonej wilgotnosci wzglednej RH ~ 92.0% w temp. 338 K obrazuja-
ce przejscie jonu molekularnego o stosunku m/z 431 w jony fragmentacyjne 0 stosunku

m/z 165 i m/z 137 (tryb MRM).
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Ryc. 75. Chromatogram HPLC oraz widmo masowe produktéw a-tokoferolu powstajacych
w warunkach wilgotno$ci wzglednej RH ~ 92.0% w temp. 338 K obrazujace przejscie jonu
molekularnego o stosunku m/z 431 w jony fragmentacyjne o stosunku m/z 165 i m/z 137

(tryb MRM).
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Ryc. 76. Chromatogram HPLC oraz widmo masowe produktéw a-tokoferolu powstajacych
w atmosferze powietrza o zwigkszonej zawartosci tlenu obrazujace przejscie jonu moleku-
larnego o stosunku m/z 431 w jony fragmentacyjne o stosunku m/z 165 i m/z 137 (tryb
MRM).
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5. OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

Badania trwatosci substancji leczniczych, jak i ich preparatow farmaceutycznych,

sa niezb¢dne do prowadzenia prawidlowe;j, skutecznej i bezpiecznej farmakoterapii. Testy
przyspieszonego starzenia pozwalajg okresli¢ podatno$¢ substancji na zmiany w warun-
kach stresowych (utlenianie, hydroliza w srodowisku o réznych zakresach pH, wilgotnos¢
wzgledna powietrza, temperatura oraz fotoliza), co w konsekwencji umozliwia okreslenie
mechanizmu jej rozktadu oraz pozwala oceni¢ liczbe powstajacych produktow rozktadu i
dokonac ich identyfikacji. Otrzymane wyniki dostarczaja informacji o warunkach, w jakich
winna by¢ przechowywana dana substancja oraz umozliwiajg okreslenie terminu waznosci

gwarantujgcego skutecznos¢ dziatania leku.

Powszechnie pozadane przeciwutleniajace dziatanie a-tokoferolu jest zwiazane z
grupg fenolowa przy weglu C6. Czasteczka tokoferolu poddana promieniowaniu UV, czy
dziataniu tlenu jest podatna na rozktad i modyfikacje, dochodzi woéwczas do utlenienia
grupy OH oraz pgknigcia pierscienia chromanu, co w konsekwencji niweluje przeciwutle-

niajacg aktywnos¢ czasteczki.

Celem pracy bylo otrzymanie komplekséw inkluzyjnych a-tokoferolu z naturalng
B-cyklodekstryng oraz jej 2-hydroksypropylowa pochodng oraz ocena trwalosci powsta-
tych potaczen w podwyzszonej temperaturze, podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powie-
trza oraz w atmosferze powietrza o zwigkszonej zawartosci tlenu. Do celow poréwnaw-
czych wykorzystano a-tokoferol in substantia oraz mieszaniny fizyczne a-tokoferolu z f3-

cyklodekstryng oraz 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryna.

Przeprowadzenie badafh trwalosci substancji leczniczej, narazonej na dzialanie
zmiennych czynnikéw fizycznych i chemicznych, wymaga przed wszystkim uzyskania
selektywnej, czulej, doktadnej i precyzyjnej metody analitycznej. Wykorzystywana metoda

ponadto, ze wzgledu na duza liczbe oznaczen niezbednych do interpretacji wynikoéw, win-
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na by¢ tania i szybka. W badaniach kinetycznych metoda z wyboru jest wysokosprawna
chromatografia cieczowa. Do oceny trwatosci a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych z
B-cyklodekstryng i1 2-hydroksypropylowa pochodng zastosowano metod¢ HPLC, ktorg
wczesniej opracowano i poddano walidacji [175]. Stosowana metoda HPLC charakteryzuje

si¢ nastepujacymi parametrami:

e kolumna: LiChroCART o wymiarach 250 x 4 mm z wypelnieniem LiChrospher
100 RP-18 (5 um),
e faza ruchoma: metanol 100%,
e Szybkos¢ przeplywu fazy ruchomej: 1.3 ml/min,
e detektor UV: A =292 nm.
W obliczeniach wykorzystano wielko$¢ pola powierzchni piku badanej substancji. Prze-

prowadzona walidacja wykazata, ze metoda jest:

selektywna dla a-tokoferolu w obecnosci cyklodekstryn i produktéw rozktadu,

e liniowa w zakresie stezen 0.15 mg/ml do 0.375 mg/ml, a zalezno$¢ opisuje
rownanie P = 5422¢ + 1.7842,

e precyzyjna, o czym $wiadcza niskie warto$ci wspotczynnikéw zmiennos$ci (do
3%),

e czula, bowiem mozna rejestrowa¢ widoczny przyrost warto§ci mierzonej przy
matej zmianie warto$ci oznaczanej,

e doktadna, odzysk na poziomie 100 + 2%.

Zakres badan w pierwszej kolejnosci obejmowat otrzymanie komplekséw inkluzyj-
nych a-tokoferolu z cyklodekstrynami. a-Tokoferol, istniejacy w temperaturze pokojowe;j
w postaci oleistej cieczy, w wyniku kompleksowania oraz fizycznego zmieszania z cyklo-
dekstrynami przeprowadzono w faze statg, o postaci suchego proszku. Zastosowane meto-
dy otrzymywania kompleksow, poprzez ugniatanie oraz liofilizacje, zostaty opisane w roz-
dziale 4.5. Otrzymany w wyniku kompleksowania z cyklodekstrynami biaty proszek, prak-
tycznie nie roznit si¢ wygladem od samej cyklodekstryny. Natomiast sporzadzone miesza-
niny fizyczne posiadaty jasnozotta barwe, co wskazuje na adsorpcj¢ tokoferolu na po-
wierzchni czgsteczek cyklodekstryn. Wizualne obserwacje stopnia dekoloryzacji substancji
leczniczej podczas kompleksowania sg pierwszym dowodem na wiaczenie barwnej sub-
stancji do wneki cyklodekstryny. W celu analitycznego potwierdzenia wynikow komplek-

sowania otrzymane potaczenia zbadano trzema metodami analitycznymi: kalorymetrii r6z-
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nicowej (DSC), spektroskopii w podczerwieni (IR), spektroskopii magnetycznego rezo-
nansu jadrowego (*H-NMR). Do celéw poréwnawczych wykorzystano a-tokoferol oraz

mieszaniny fizyczne a-tokoferolu z cyklodekstrynami.

Analizie kalorymetrycznej poddano a-tokoferol, kompleksy inkluzyjne a-toko-
ferolu z cyklodekstrynami oraz ich mieszaniny fizyczne. Termogram a-tokoferolu charak-
teryzuje si¢ jednym endotermicznym pikiem przy okoto 268.6°C. Na termogramach B-CD i
2-HP-B-CD zaobserwowano odpowiednio po dwa piki endotermiczne przy 91.6°C,
329.9°C oraz 56.6°C, 339.9°C. Piki widoczne przy nizszych temperaturach sg zwigzane z
procesem dehydratacji cyklodekstryn [176], z kolei piki >300°C korespondujg z rozktadem
glukopiranoz. Na termogramach kompleksow inkluzyjnych niewidoczny jest pik przy
268°C przypisany do a-tokoferolu, uwidaczniajg si¢ piki odpowiadajace cyklodekstrynom,
ktore sg dodatkowo przesunigte w kierunku wyzszych temperatur. Brak piku pochodzace-
go od a-tokoferolu sugeruje jego wiaczenie do wneki cyklodekstryn. W przeciwienstwie
do termograméw kompleksow inkluzyjnych, na termogramach mieszanin fizycznych
ujawniajg si¢ zaréwno piki korespondujace z cyklodekstrynami, jak i z a-tokoferolem.
Wyniki badania kalorymetrycznego potwierdzaja wystepowanie fizykochemicznych inte-
rakcji pomigdzy badanymi cyklodekstrynami, a a-tokoferolem, jakie towarzysza komplek-
sowaniu w fazie statej. Wyniki badania DSC graficznie zostaty przestawione na ryc. 13 -
14,

Otrzymane poprzez liofilizacje¢ oraz ugniatanie produkty zbadano réwniez za po-
mocg spektroskopii w podczerwieni. Widma IR komplekséw inkluzyjnych, mieszanin fi-
zycznych, cyklodekstryn i1 a-tokoferolu byly standaryzowane na drgania rozciagajace wia-
zania drugorzedowej grupy OH (v C-O 1038 cm™) oraz analizowane w zakresie 4000 - 500
cm™. Porownanie widm kompleksow inkluzyjnych 1 mieszanin fizycznych uwidacznia
przesuniecie pikow korespondujacych z drganiami rozciggajacymi wigzan grup OH cy-
klodekstryn. W mieszaninach fizycznych odpowiednio dla $-CD, 2-HP-B-CD znajduja si¢
one przy 3451, 3457 cm™, natomiast w kompleksach inkluzyjnych przy 3442, 3438 cm™.
Powstate przesunigcie wskazuje na utworzenie wigzania wodorowego pomiedzy fenolowg
grupg OH tokoferolu oraz pierwszorzedowa grupa OH cyklodekstryn. Widma komplekséw
inkluzyjnych charakteryzuja si¢ rowniez zdecydowanie nizszg intensywnoscia pikéw od-
powiadajacych drganiom rozciggajacym tancucha alifatycznego (2950 - 2720 cm™) oraz

drganiom rozciagajacym pierécienia benzopiranu (1500 - 1000 cm™) ujawniajacych si¢ na
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widmie tokoferolu. Zanik charakterystycznych dla a-tokoferolu pikéw i przesunigcie piku
grupy hydroksylowej wskazujg na wlaczenie tokoferolu do wneki cyklodekstryn, co jest
jednoznaczne z otrzymaniem kompleksu inkluzyjnego. Wyniki zobrazowano graficznie na
ryc. 11 - 12.

Dodatkowe potwierdzenie otrzymania kompleksow inkluzyjnych uzyskano wyko-
rzystujac metode magnetycznego rezonansu jagdrowego w fazie stalej. Substancje proszko-
we tj. kompleksy inkluzyjne, mieszaniny fizyczne oraz cyklodekstryny badano w fazie
statej, natomiast a-tokoferol, ze wzgledu na jego oleistg posta¢, w deuterowanym chloro-
formie. Widma kompleksow inkluzyjnych sg bardzo podobne do widm cyklodekstryn.
Widma mieszanin fizycznych charakteryzujg si¢ dobrze rozdzielonymi pigcioma sygnata-
mi przy & 1.39; 1.63; 1.78; 2.45; 5.26 ppm dla mieszaniny fizycznej z 3-CD oraz przy 1.39;
1.64; 1.78; 2.45; 5.31 ppm dla mieszaniny fizycznej z 2-HP-B-CD. Dobrze rozdzielone
sygnaly widoczne na widmach mieszanin fizycznych wydaja si¢ pochodzi¢ od protonow
tokoferolu, ktore nie biorg udzialu w tworzeniu wigzania wodorowego. Uwidocznienie si¢
tokoferolu w badaniu NMR w fazie statej, pomimo jego olejowej formy, jest odstepstwem
od powszechnej reguty badan magnetycznego rezonansu jadrowego. Proponowanym wyja-
$nieniem tego zjawiska jest adsorpcja tokoferolu na powierzchni cyklodekstryn, stad uwi-
docznienie tokoferolu na spektrach mieszanin. Interesujacym jest fakt, Zze na widmach
kompleksu inkluzyjnego z B-CD widoczny jest jeden sygnat singletowy przy 6 1.39 ppm i
dwa rozmyte szerokie sygnaty przy & 1.69; 5.02 ppm, natomiast widmo kompleksu z 2-
HP-B-CD charakteryzuje si¢ jednym rozmytym szerokim sygnatem przy 1.39 ppm. Zaan-
gazowanie protondw reszt tokoferolu i cyklodekstryn w interakcje wptywa znaczaco na
multipletowos$¢ sygnalow. Im wigksza interakcja tym mniejsza ilos¢ wolnych protonow.
Dlatego tez zanik sygnalow i ich zdecydowane nakladanie si¢ sugeruje powstanie kom-
pleksow inkluzyjnych pomig¢dzy a-tokoferolem a B-cyklodekstryng i 2-hydroksypropylowa
pochodna. Widma *H NMR przedstawiono na ryc. 15 - 16.

Nastepnie, po potwierdzeniu otrzymania kompleksow inkluzyjnych tokoferolu z cy-

klodekstrynami w fazie statej, badaniom trwatos$ci poddano:

e q-tokoferol,

e kompleks inkluzyjny a-tokoferolu z B-cyklodekstryna,

e kompleks inkluzyjny a-tokoferolu z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryna,
e mieszaning fizyczng a-tokoferolu z B-cyklodekstryna,
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e mieszaning fizyczng a-tokoferolu z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng.

Badania trwatos$ci w fazie stalej obejmowaly oceng:

e wplywu temperatury na trwato$¢ wyzej wymienionych substancji w atmosferze
powietrza o wilgotnosci wzglednej 0%, badania prowadzono w temperaturze 323
K, 333 K, 338 K, 343 K oraz w warunkach podwyzszonej wilgotnosci wzglednej
(>33.0%, w temperaturze 338 K),

e wplywu atmosfery powietrza o podwyzszonej zawartosci tlenu.

W celu oceny trwato$ci wyzej wymienionych zwigzkow wyznaczono:

e obserwowane stale szybkosci reakcji rozktadu w temperaturze 343 K, 338 K, 333
K, 323 K w atmosferze suchego powietrza, w temperaturze 338 K w atmosferze
powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej RH ~ 33.0%, 76.4%, 92.0% oraz
w temperaturze pokojowej w atmosferze powietrza o podwyzszonej zawartosci tle-

nu,
e parametry termodynamiczne reakcji czastkowych.

Obserwowane state szybkosci reakcji pierwszego rzedu, wyznaczone metodg HPLC, obli-

czono z rownania:
Inc = Incy — kt

Z kolei wartosci statych szybkosci postuzyly do wyznaczenia zalezno$ci Arrheniusa — za-

leznos¢ miedzy statg szybkoS$ci reakcji a odwrotnoscia temperatury bezwzgledne;:

_Ea
k=Ae RT

Réwnanie powyzsze po zlogarytmowaniu przyjmuje postac
Ink=InA—-E,/RT
gdzie:

k - stata szybkos$ci reakcji rozktadu,
A - wspotczynnik czgstotliwos$ci; jego wymiar jest taki sam jak statej szybkosci reakcji;
E. - energia aktywacji,

R - uniwersalna stata gazowa 8.3144 [J « K™*e mol™],
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T - temperatura bezwzgledna [K].

Energie aktywacji (E,), entalpic (AH") i entropig (AS™) obliczono z podanych ponizej wzo-

row:
Ea=-aR [J + mol ]
AH* = E,— RT [J » mol™]
AS* =R [In A- In (kT/h)] [J « K'*e mol™]
gdzie:

a - nachylenie wykresu Ink = f(1/T), ma warto$¢ ujemna —a = E,/R,
k - stala Boltzmanna 1.381 «10 23 [J « K],
h — stala Plancka 6.626 +10 3* [J « s].

Trwatos¢ a-tokoferolu, a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych z p-CD i 2-HP-p-
CD oraz a-tokoferolu w mieszaninach fizycznych z p-CD i 2-HP-S-CD w podwyzszonej

temperaturze w atmosferze suchego powietrza

Analizujgc potlogarytmiczne zalezno$ci zmian stezenia od czasu zaobserwowano,
ze w warunkach podwyzszonej temperatury rozktad a-tokoferolu w kompleksach inkluzyj-
nych (ryc. 22-31) oraz w mieszaninach fizycznych (ryc. 32 - 41) zachodzi zgodnie z kine-
tyka reakcji pierwszego rzgdu wzgledem st¢zenia substratu, analogicznie do rozktadu o-
tokoferolu (ryc. 17 - 21). Rozktadowi analizowanych substancji towarzyszy zmiana zabar-
wienia, w przypadku tokoferolu z zéltej do brazowej, a w przypadku kompleksoéw inklu-
zyjnych i mieszanin fizycznych z barwy biatej i kremowej do jasnozoéttej. Porownujac war-
tosci statych szybkosci reakcji rozktadu probek oraz czasy tosi to1 (tabela 34) w badanych
warunkach, stwierdzono, ze najszybszy rozktad zachodzi w przypadku a-tokoferolu, a
otrzymane kompleksy inkluzyjne z badanymi cyklodekstrynami zwigkszaja trwato$¢ wia-
czonej substancji. W przypadku mieszanin fizycznych obserwujemy rowniez zmniejszenie
szybkosci rozktadu a-tokoferolu, jednak w zdecydowanie mniejszym stopniu niz ma to
miejsce w przypadku kompleksow inkluzyjnych. Dziatanie ochronne cyklodekstryn w sto-
sunku do o-tokoferolu potwierdza wzrost czasu, w ktérym roztozyto si¢ 10% substancji
czynnej. W temp. 343 K ty; a-tokoferolu w kompleksie inkluzyjnym z 3-CD wzrosto ok.
5-krotnie, a w kompleksie z 2-HP-B-CD ok. 1.5-krotnie w stosunku do to; a-tokoferolu in

substantia. W mieszaninach fizycznych z cyklodekstrynami tp; a-tokoferolu jest rowniez
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wyzsze w poroOwnaniu do to; tokoferolu in substantia, ale o niezbyt duzg wartos¢. W przy-
padku przechowywania probek w nizszych temperaturach, wydtuzenie czasu rozktadu 10%
substancji leczniczej, jest jeszcze wigksze anizeli w temp. 343 K. Proporcjonalnie do to
analizowanych probek, we wszystkich czterech badanych temperaturach, wzrasta tos. Naj-
bardziej znaczacy wzrost to1 1 ty5 obserwuje si¢ zawsze, bez wzgledu na temperature prze-
chowywania probki, w przypadku gdy a-tokoferol zwigzany jest w kompleksie inkluzyj-
nym z -CD, mniejszy w kompleksie z 2-HP-B-CD, a najmniejszy w mieszaninach fizycz-
nych. Statystyczng ocene wynikow przeprowadzono za pomoca programu STATISTICA
wykorzystujac test t-Studenta dla pojedynczego wyniku. Do oceny statystycznej wybrano
parametr tys. W przeprowadzonym tescie poziom prawdopodobienstwa p jest mniejszy od
przyjetego arbitralnie poziomu istotnosci p = 0.05, co wskazuje na réznice istotne staty-
stycznie oraz potwierdza wplyw temperatury na szybko$¢ rozktadu badanych substancji
oraz wskazuje, ze rozktad jest determinowany rowniez przez posta¢ probki, analogicznie

we wszystkich czterech badanych temperaturach.

Wykres zaleznosci czasu ty5 od postaci probki
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a-T KBCD K2HPBCD MBCD M2HPBCD

postac probki

Ryc. 77. Wykres zalezno$ci zmiennej czas tos 0d postaci probki w podwyzszonej tempera-
turze. (o-T — a-tokoferol, KBCD — kompleks inkluzyjny a-T z B-CD, K2HPBCD — kompleks inkluzyjny a-T
z 2-HP-B-CD, MBCD - mieszanina fizyczna a-T z B-CD, M2HPBCD - mieszanina fizyczna o-T z 2-HP-f-
CD).
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Tabela 62. Ocena istotnoS$ci statystycznej parametru tos W temperaturze 338 K.

Test t-studenta Srednich ty s w warunkach T=338 K

Analizowane tos Odchylenie Blad tos 0T
probki Srednia standardowe standardowy | Odniesienie df P
KBCD 2469.050 2.460732 1.74000 459.5400 1 0.000551
K2HPBCD 918.8500 1.824335 1.29000 459.5400 1 0.001788
MBCD 677.1000 1.555635 1.10000 459.5400 1 0.003219
M2HPBCD 821.9500 1.852620 1.31000 459.5400 1 0.002301

df — liczba stopni swobody; p - prawdopodobienstwo

Analizujac stale szybkos$ci reakcji oraz wykorzystujac rownanie Arrheniusa okre-
$lono zalezno$¢ miedzy temperaturg a trwatoscig o-tokoferolu w kompleksach inkluzyj-
nych, w mieszaninach fizycznych oraz a-tokoferolu in substantia. Analizujac wykres za-
leznosci k = f(1/T) stwierdzono, Ze zalezno$¢ miedzy trwalo$cig badanych substancji a

temperaturg jest prostoliniowa ryc. 78.

1,00E-06 -
¢a-T
m KBCD
- X
<
X MBCD
M2HPBCD
1,00E-08 T T T T "
0,0029 0,00295 0,003 0,00305 0,0031 0,00315
1/T[K]

Ryc. 78. Potlogarytmiczna zalezno$¢ k = f(1/T) rozktadu badanych substancji w podwyz-

szonej temperaturze w atmosferze suchego powietrza.

Wykorzystujac parametry prostej rdwnania Arrheniusa obliczono energie aktywacji i
zmiang entalpii i entropii. Energia aktywacji dla a-tokoferolu w kompleksie z 3-CD wzro-
sta 0 ok. 49%, a w kompleksie z 2-HP-B-CD o ok. 28% w stosunku do a-tokoferolu in sub-
stantia oraz o ok. 20% dla tokoferolu w kompleksie B-CD i o ok. 8% w kompleksie z 2-

HP-B-CD w stosunku do analogicznych mieszanin fizycznych. Wzrost wartosci energii
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aktywacji jest widoczny dla a-tokoferolu zarowno w kompleksach inkluzyjnych, jak i mie-
szaninach fizycznych, jednakze zdecydowanie wigksze réznice wartosci E, w stosunku do
a-tokoferolu wystepujg w przypadku a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych niz w mie-
szaninach fizycznych. Z kolei poréwnujgc trwatos¢ substancji czynnej w kompleksach
inkluzyjnych, w zaleznos$ci od uzytej pochodnej cyklodekstryny, zdecydowanie wigkszymi
wlasciwosciami protekcyjnymi w stosunku do a-tokoferolu w fazie stalej charakteryzuje
si¢ B-CD niz jej 2-hydroksypropylowa pochodna. Wysokie wartosci energii aktywacji
swiadcza o koniecznosci dostarczenia duzej energii do zapoczatkowania reakcji rozktadu.
Dodatkowo dodatnie warto$ci entalpii 1 ujemne entropii potwierdzaja, ze reakcje rozktadu
tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych, w mieszaninach fizycznych, jak i a-tokoferolu sa

reakcjami endotermicznymi.

Tabela 63. Ocena statystyczna zaleznosci Ink = f(1/T) oraz parametry termodynamiczne

reakcji rozktadu substancji analizowanych.

o-Tokoferol

Ocena statystyczna zaleznosci Ink = f(1/T) Parametry termodynamiczne

a+Aa -4874.10 = 770.81
Sa 179.13 Ea [kJ « mol™] 40.53 +-6.41

b+ Ab -0.28 £2.31 AH? [kJ » mol™] 38.09 + 8.84
So 0.54 AS*[J+ Kt emol™] -247.14 +19.19
r -0.9987

a-Tokoferol w kompleksie inkluzyjnym z 3-CD

Ocena statystyczna zaleznosci Ink = f(1/T) Parametry termodynamiczne

a+Aa -7207.10 + 1070.00
S, 248.66 Ea [kJ » mol™] 59.92 + 8.90

b+ Ab 4.92+3.20 AH" [k] » mol™] 57.49 +11.32
Sh 0.74 AS*[J « K* e mol™] -203.85 + 26.64
r -0.9988

a-Tokoferol w kompleksie inkluzyjnym z 2-HP-B-CD

Ocena statystyczna zaleznosci Ink = f(1/T) Parametry termodynamiczne

atAa -6262.17 + 1808.57
Sa 420.30 Ea [kJ « mol™] 52.07 + 15.04

b+ Ab 3.20 + 5.41 AH? [kJ « mol™] 49.63 + 17.47
Sh 1.26 AS* [ Je K mol™] 218.21 +£45.02
r -0.9955
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a-Tokoferol w mieszaninie fizycznej z 3-CD

Ocena statystyczna zaleznosci Ink = f(1/T)

Parametry termodynamiczne

atAa -5872.24 £2272.34
Sa 528.08
b+ Ab 2.30 +6.80
Sh 1.58
r -0.9920

Ea [kJ » mol™]
AH* [kJ » mol™]
AS*[J « K* e mol™]

48.82 +18.89
46.39 +21.33
-225.63 £ 56.57

a-Tokoferol w mieszaninie fizycznej z 2-HP-B-CD

Ocena statystyczna zalezno$ci Ink = f(1/T)

Parametry termodynamiczne

a+Aa -5301.91 + 2108.36
S. 489.98 Ea [kJ * mol™] 44.08 + 17.53
b+ Ab 0.47 +6.31 AH? [kJ » mol™] 41.65+11.33
Sp 1.47 AS*[J« K* e mol™] -240.86 + 52.48
r -0.9916

Trwatos¢ a-tokoferolu, a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych z f-CD i 2-HP-S-CD
oraz a-tokoferolu w mieszaninach fizycznych z f-CD i 2-HP-4-CD w temperaturze 338 K w

atmosferze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej

0,00001 -
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M2HPRCD
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Ryc. 79. Wykres zaleznosci Ink = f(RH).

Analizujac zaleznos¢ Ink = f(RH) mozna stwierdzi¢, ze rozktad badanych substan-
cji w atmosferze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej i w temperaturze 338 K

Omowienie i dyskusja wynikow 120




zachodzi zgodnie z kinetykg reakcji pierwszego rzedu wzgledem substratu, podobnie jak w
przypadku rozktadu w warunkach podwyzszonej temperatury. Rozkladowi rowniez towa-
rzyszy zmiana zabarwienia z zottego tokoferolu na bragzowy oraz z kremowego na z6ity w
przypadku komplekséw inkluzyjnych i mieszanin fizycznych. Poréwnujac wartosci statych
szybkosci reakcji rozktadu probek oraz czasy tos i to1 (tabela 55) w badanych warunkach
stwierdzono, ze spadek szybkos$ci rozktadu a-tokoferolu jest proporcjonalny do zmniejsze-
nia poziomu wilgotnosci wzglednej powietrza. Z kolei wartosci statych szybkos$ci reakcji
oraz czasy o1 i tp5 zmieniajg si¢ analogicznie do warunkow podwyzszonej temperatury w
suchym powietrzu. Jest to jednoznaczne z tym, ze najszybszy rozktad zachodzi w przypad-
ku a-tokoferolu in substantia, a otrzymane kompleksy inkluzyjne zwigkszaja trwatos¢ wia-
czonej substancji. Jej trwato$¢ zwieksza si¢ rowniez w przypadku mieszanin fizycznych,
lecz w zdecydowanie mniejszym stopniu. Potwierdzaja to wyniki wskazujace na wzrost
czasu, w ktorym roztozylto si¢ 10% substancji czynnej, w przypadku kompleksu inkluzyj-
nego z B-CD ok. 4-krotnie, dla kompleksu z 2-HP-B-CD ok. 2.5-krotnie w stosunku do a-
tokoferolu. Proporcjonalnie do wzrostu to; wzrasta tos W trzech badanych wilgotnosciach
wzglednych powietrza. Znaczacy wzrost tos 1 to1 zaobserwowano dla kompleksu inkluzyj-
nego z B-CD. Statystyczna ocena wynikéw potwierdza, ze szybko$¢ reakcji rozktadu jest

determinowana przez posta¢ probki oraz temperature 1 wilgotnos¢.

Tabela 64. Ocena istotnosci statystycznej parametru tos W temperaturze 338 K i wilgotno-

$ci wzglednej powietrza RH ~ 92.0%

Test t-studenta Srednich tys w warunkach RH~92.0% / T=338 K

Anali;ovyane tos . Odchylenie Btad tos _alfg—T_ Jf 0
probki Srednia standardowe standardowy Odniesienie
KBCD 967.3500 1.202082 0.85000 180.3000 1 0.000688
K2HPBCD 560.1500 0.212132 0.15000 180.3000 1 0.000251
MBCD 423.0000 1.979899 1.40000 180.3000 1 0.003672
M2HPBCD 188.2000 1.838478 1.30000 180.3000 1 0.103830

df — liczba stopni swobody, p - prawdopodobienstwo
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Wykres zaleznos$ci czasu ty5 od postaci probki
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Ryc. 80. Wykres zalezno$ci zmiennej czas tos 0d postaci probki w warunkach podwyzszo-

nej wilgotnosci wzglednej powietrza w temp. 338 K

Trwatos¢ a-tokoferolu, a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych z f-CD i 2-HP-4-CD
oraz w mieszaninach fizycznych z p-CD i 2-HP-5-CD w atmosferze powietrza o podwy:-

szonej zawartosci tlenu

Analizujac potlogarytmiczng zalezno$¢ zmian stezenia od czasu (ryc. 67) probek
poddanych dziataniu tlenu stwierdzono, ze rozklad o-tokoferolu pod wptywem tlenu, za-
chodzi zgodnie z rownaniem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu. War-
tosci statych szybkos$ci reakcji rozktadu wskazuja, ze dodatek cyklodekstryn spowalnia
rozktad a-tokoferolu. Istotne statystycznie roznice obserwujemy zarowno dla a-tokoferolu
w mieszaninach fizycznych, jak i w kompleksach inkluzyjnych. Spowolnienie szybkos$ci
reakcji rozktadu jest zdecydowanie mniejsze w przypadku mieszanin fizycznych badanej
substancji. Natomiast kompleksowanie o-tokoferolu, zwlaszcza z macierzysta cy-
klodekstryna, spowalnia szybkos¢ rozktadu a-tokoferolu 21-krotnie i jest najbardziej istot-
ng statystycznie r6znicg. Kompleksowanie z 2-hydroksypropylowa pochodng rowniez

spowalnia rozktad ok. 8-krotnie. Przeprowadzone badania potwierdzaja wystgpowanie
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zaleznosci pomiedzy szybkoscig reakcji rozktadu a postaciag probek w atmosferze powie-

trza o podwyzszonej zawartosci tlenu (ryc. 81).

Wykres zaleznosci czasu ty5 od postaci probki
14000

12000

10000

8000

t0.5 [h]

6000

4000

2000

a-T KBCD K2HPBCD MBCD M2HPBCD
postac proébki

Ryc. 81. Wykres zaleznosci zmiennej czas tosod posta¢ probki w atmosferze powietrza o

podwyzszonej zawartosci tlenu.

Tabela 65. Ocena istotnosci statystycznej parametru tos W atmosferze powietrza o podwyz-

szonej zawartosci tlenu.

Test t-studenta $rednich tos w atmosferze powietrza o podwyzszonej zawarto$ci tlenu

Analizowane s Ochylenie Btad tosa-T df p
probki Srednia standardowe standardowy Odniesienie
KpCD 12467.60 1.272792 0.90000 573.8000 1 0.000048
K2HPBCD 5035.300 0.565685 0.40000 573.8000 1 0.000057
MBCD 1672.500 1.555635 1.10000 573.8000 1 0.000637
M2HPBCD 1047.900 1.272792 0.90000 573.8000 1 0.001209

df — liczba stopni swobody; p-prawdopodobienstwo
Identyfikacja produktow rozktadu za pomocg LC-ESI-MS/MS

Analiza za pomoca chromatografii cieczowej sprzgzonej z detektorem masowym

pozwala na okreslenie mas produktow rozktadu badanych zwigzkéw. Wybor sposobu joni-
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zacji determinuje uwidocznienie na widmie szukanych mas. Zastosowana metoda jonizacji
poprzez elektrorozpylanie, nalezy oprocz jonizacji powietrzem pod ci$nieniem atmosfe-
rycznym, do najstabszych metod warunkujgcych powstawanie jonow. Ze wzgledu na za-
stosowany w badaniach ‘delikatny’ sposob tworzenia jonéw oraz na niepolarny charakter
badanych czasteczek (brak silnych miejsc protonowania), dla zwigkszenia efektu jonizacji,
zastosowano prekolumnowy dodatek substancji jonizujacej, W postaci mréwczanu amonu.
Literaturowy rozpad czasteczki wigze si¢ zazwyczaj z uwolnieniem weglowodorowego
bocznego tancucha w wyniku perycyklicznej reakcji retro Dielsa-Aldera, ktora jest czesta
reakcjg zachodzaca w spektrometrii mas [177, 178]. Po eliminacji tancucha fitylowego w
zalezno$ci od sposobu jonizacji powstaja rozne produkty. Wg jonizacji pozytywnej po-
wstaje, poprzez protonowanie atomu tlenu w pierscieniu chromanu, jon [M+H]" o masie
165 lub wg. jonizacji negatywnej, na skutek uwolnienia atomu wodoru od grupy fenolo-
wej, powstaje jon [M-H]" o masie 163.
H,C CH,
HO HO CH,

| CHy ™

> +_H
+ O

H,C
CHjy

Ryc. 82. Reakcja retro Dielsa Aldera a-tokoferolu.

Jednakze produkt o stosunku m/z 165, powstajacy w wyniku fragmentacji czasteczki o-
tokoferolu, nie zostal uwidoczniony na widmach badanych probek, w przeciwienstwie do
S. Al-Malaiki i S. Issenhutha [179], ktorzy zaobserwowali szukang mas¢ badajac przeci-
Wwutleniajace wiasciwosci witaminy E w polimerach. Proponowanym wyjasnieniem tego
zjawiska jest roznorodnos¢ warunkow, jakim zostata poddana czasteczka a-tokoferolu. S.
Al-Malaika i S. Issenhuth przeprowadzili utlenianie za pomocg czynnika chemicznego
ditlenku otowiu (PbO,), w przeciwienstwie do badanego w niniejszej pracy wptywu czyn-
nikéw fizycznych, takich jak podwyzszona temperatura, podwyzszona wilgotnos¢ wzgled-
na powietrza oraz chemicznych - tlen. W trakcie badan z wykorzystaniem detekcji UV
oraz trybu MRM, znaleziono produkt, otrzymany w wyniku dziatania podwyzszonej tem-
peratury i podwyzszonej wilgotnosci. Charakteryzuje sie on, analogicznie jak a-tokoferol,
absorpcja przy Amax 292 nm oraz jonem macierzystym o stosunku m/z 431, ktory ulega
rozpadowi na jony fragmentacyjne o stosunku m/z 165; 137. Pomimo doktadnie takich
samych wilasciwosci powstaty w badanych warunkach produkt r6zni si¢ znacznie czasem
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retencji od macierzystego o-tokoferolu (ryc. 74-75). Na widmie masowym ryc. 72 uwi-
doczniony jest pik o stosunku m/z 859, ktoéry odpowiada dimerowi czasteczki a-tokoferolu.
Powstajacy pod wpltywem podwyzszonej temperatury oraz podwyzszonej wilgotnosci
wzglednej powietrza dimer jest wczesniej eluowany z kolumny. Nast¢pnie juz na etapie
elektrorozpraszania zostaje on rozbity, powstajg jony o stosunku m/z 431, dlatego jest wy-
krywany w trybie MRM pomimo pierwotnej znacznie wigkszej masy. Powstanie ponownie
jonu doktadnie 0 masie 431 sugeruje, ze z mozliwych proponowanych w literaturze [180]

struktur dimerycznych najbardziej prawdopodobna jest struktura podana ponize;.

H;C_  R(CigHg3)

Ryc. 83. Dimer a-tokoferolu.

Dimery a-tokoferolu powstaja w warunkach podwyzszonej temperatury, podwyzszonej
wilgotnosci wzglednej w probkach a-tokoferolu in substantia oraz w probkach komplek-
sow inkluzyjnych o-tokoferolu z cyklodekstrynami. Powodowany przez cyklodekstryny
zwolniony rozktad o-tokoferolu w kompleksach determinuje odpowiednio mniejszg liczbe
powstaltych w probkach dimeréw, jednakze cyklodekstryny nie wptywaja na rodzaj po-
wstatych produktéw rozktadu w badanych warunkach. Mylagca moze okazaé si¢ analiza
chromatogramu z detekcjg UV a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych, gdzie obserwu-
jemy powstanie trzech pikow, czyli o jeden wiecej niz w przypadku chromatogramu o-
tokoferolu. Jednakze wynik badania spektroskopia mas w trybie MRM jednoznacznie po-
twierdza, ze powstajace piki pochodza od jednego produktu rozktadu - dimeru o-
tokoferolu. Utlenianie a-tokoferolu zachodzi wedtug r6znych mechanizméw i jest uzalez-
nione od rozpuszczalnika, w ktorym jest przechowywana probka [181], oraz czynnika

utleniajgcego (rodnik peroksylowy, rodnik alkilowy czy tlen). W wyniku dziatania tlenu,
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poprzez reakcje chemiczng oraz proces fizycznego zmiatania czasteczki tlenu, mozliwe
jest powstanie produktow takich jak np. chinon a-tokoferolu oraz epoksyd hydroksychino-
nu a-tokoferolu [182] (ryc. 84.).

a CH,
Os
R(C16H33)
HaC o chH
CH,
b

LR(C16H33)
‘CH,

CH3OH

Ryc. 84. a - chinon a-tokoferolu, b - epoksyd tokoferolochinonu

Widma masowe probek poddanych dziataniu tlenu uwidaczniajg jon molekularny o sto-
sunku m/z 446 oraz jon fragmentacyjny o stosunku m/z 149. Znaleziony jon molekularny
odpowiada utlenionej czgsteczce a-tokoferolu do chinonu a-tokoferolu (ryc. 70), natomiast
jon fragmentacyjny jest cze¢scig powstatego chinonu. Widma prébek kompleksow inklu-
zyjnych nie ro6znily si¢ od widma a-tokoferolu in substantia, co wskazuje na taki sam me-
chanizm reakcji rozktadu a-tokoferolu w kompleksach z cyklodekstrynami, jak a-toko-

ferolu in substantia.

Podsumowujac przeprowadzone badania stwierdzono, ze rozktad o-tokoferolu w
warunkach podwyzszonej temperatury, zwiekszonej wilgotnosci wzglednej powietrza oraz
podwyzszonej temperatury a takze w warunkach powietrza o zwigkszonej zawartosci tlenu
w temperaturze pokojowej zachodzi zgodnie z potlogarytmiczng zaleznos$cig zmian stezen
od czasu wg rownania reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu. Rozktad wg.
réwnania reakcji pierwszego rzedu ma miejsce zarowno W przypadku a-tokoferolu in sub-
stantia, jak i o-tokoferolu w mieszaninach fizycznych oraz a-tokoferolu w kompleksach

inkluzyjnych z cyklodekstrynami.

W badanych przypadkach wartosci to1 I tp5 wskazujg na wystepowanie statystycz-
nie istotnych réznic w trwatosci a-tokoferolu po skompleksowaniu z B-cyklodekstryng i 2-
hydroksypropylo-B-cyklodekstryna. W mieszaninach fizycznych cyklodekstryny rowniez
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wplywaja modulujgco na trwato$¢ badanej substancji, jednakze w zdecydowanie mniej-
szym stopniu. W przypadku mieszaniny fizycznej z 2-HP-B-CD, w warunkach podwyz-
szonej wilgotnosci 1 temperaturze 338 K, rdznica ta jest wrecz statystycznie nieistotna.
Zdecydowanie wigkszymi wilasciwosciami protekcyjnymi charakteryzuje si¢ naturalna [-
cyklodekstryna, w stosunku do jej hydroksylowej pochodnej. Na obnizone wlasciwosci
protekcyjne 2-hydroksypropylo-p-cyklodekstryny w stosunku do a-tokoferolu, wywieraja
wplyw zwigkszone wiasciwosci higroskopijne cyklodekstryny, co w efekcie w mniejszym

stopniu wptywa na poprawe trwato$ci substancji czynnej w kompleksie podczas przecho-

wywania.

Wykonane badania spektroskopig mas potwierdzaja powstawanie roznych produk-
tow rozktadu w zaleznosci od warunkow przechowywania probki, natomiast komplekso-
wanie z badanymi cyklodekstrynami nie wptywa na rodzaj powstatych produktow rozkta-
du. Zaobserwowane produkty rozktadu a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych sg ana-

logiczne do produktow rozktadu a-tokoferolu in substantia.
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. WNIOSKI

a-Tokoferol tworzy kompleksy inkluzyjne z B-cyklodekstryna i 2-hydroksypropylo-f-
cyklodekstryng w fazie statej. Metoda otrzymywania kompleksu zalezy od rodzaju cy-
klodekstryny.

W wyniku tworzenia kompleksow inkluzyjnych a-tokoferolu z cyklodekstrynami na-
stepuje przejscie substancji czynnej ze stanu ciektego w staty.

Kinetyczny mechanizm rozktadu a-tokoferolu nie zalezy od warunkéw przechowywa-
nia. W atmosferze powietrza o wilgotnosci wzglgdnej 0%, o podwyzszonej wilgotno-
$ci wzglednej, zwickszonej zawartosci tlenu i podwyzszonej temperaturze a-tokoferol
ulega rozktadowi zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia
substratu.

Cyklodekstryny, zar6wno naturalna B-cyklodekstryna, jak i jej 2-hydroksypropylowa
pochodna, nie wptywajg na kinetyczny mechanizm rozktadu a-tokoferolu.
Analizowane cyklodekstryny zwiekszajg trwato$¢ a-tokoferolu w badanych warun-
kach. Wigksze wlasciwosci ochronne, w stosunku do analizowanej substancji, wyka-
zuje naturalna B-cyklodekstryna.

Rodzaj produktéw rozktadu a-tokoferolu zalezy od warunkéw przechowywania pro-
bek. W podwyzszonej temperaturze oraz podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powie-
trza a-tokoferol dimeryzuje tworzac produkt o masie 858 Da, natomiast w atmosferze
tlenu powstaje chinon a-tokoferolu o masie 446 Da. Kompleksowanie nie wptywa na

rodzaj powstatych produktow rozktadu.
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7. STRESZCZENIE

Celem badan byta ocena trwalosci a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych z B-
cyklodekstryng i 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng w fazie statej. Dla celow porow-
nawczych badano rowniez a-tokoferol in substantia oraz mieszaniny fizyczne a-tokoferolu

z cyklodekstrynami.

Kompleksy inkluzyjne z B-CD otrzymano metoda liofilizacji, natomiast kompleks

inkluzyjny z 2-HP-B-CD otrzymano metodg ugniatania.

Tozsamos$¢ otrzymanych produktow potwierdzono metoda kalorymetrii réznicowe]
(DSC), spektroskopii w podczerwieni (IR) oraz spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego (*H-NMR).

Do oceny zmian stezenia a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych zastosowano
metode HPLC. W metodzie wykorzystano podane ponizej parametry rozdzielenia, ktore
umozliwialy $ledzenie zmian substratu w obecnos$ci produktow rozktadu: kolumna Li-
ChroCART o wymiarach 250 x 4 mm z wypelieniem LiChrospher 100 RP-18 (5 um),
faza ruchoma metanol 100%, szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej 1.3 ml/min, detektor UV
A = 292 nm. Metod¢e HPLC poddano walidacji, okreslajac nastepujace parametry: selek-

tywnos¢, liniowos¢, precyzje, granice wykrywalnos$ci i1 granice oznaczalnosci.

Badania kinetyczne reakcji rozktadu a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych z -
CD i 2-HP-B-CD, w mieszaninach fizycznych oraz a-tokoferolu in substantia przeprowa-
dzono w fazie statej, a a-tokoferolu in substantia w postaci oleju w warunkach podwyz-
szonej temperatury 343 K, 338 K, 333 K, 323 K w atmosferze suchego powietrza, w tem-
peraturze 338 K w atmosferze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej RH ~

33.0, 76.4, 92.0% oraz w temperaturze pokojowej w atmosferze powietrza o podwyzszonej
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zawartosci tlenu. Rozktad a-tokoferolu w kompleksach inkluzyjnych, w mieszaninach fi-
zycznych oraz a-tokoferolu in substantia w badanych warunkach zachodzi zgodnie z mo-
delem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu i opisany jest nast¢pujgcym
roéwnaniem: Inc = Incy — kt. Wykorzystujac wspotczynniki kierunkowe prostych Ink =
f(1/T) wyznaczono energi¢ aktywacji oraz entropi¢ i entalpi¢ reakcji rozktadu. Wyznaczo-
ne energie aktywacji w warunkach podwyzszonej temperatury oraz obserwowane state
szybkosci reakcji rozkladu w warunkach podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza
w temperaturze 338 K oraz w atmosferze powietrza o podwyzszonej zawartosci tlenu w
temperaturze pokojowej pozwalaja okreslic wptyw kompleksowania na trwatos¢ a-
tokoferolu. W badanych przypadkach wartosci to1 1 tos wskazujg na wystepowanie staty-
stycznie istotnych réznic w trwalosci o-tokoferolu po skompleksowaniu z -
cyklodekstryng i z 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryng. We wszystkich warunkach prze-
chowywania analizowanych probek a-tokoferol znaczaco zwickszyl swoja trwatos¢ w
kompleksach inkluzyjnych z B-CD, mniej w kompleksach z 2-HP-B-CD. Dodatek cy-
klodekstryn do a-tokoferolu (mieszanina fizyczna) réwniez wptywa modulujaco na trwa-
to$¢ badanej substancji, jednak w zdecydowanie mniejszym stopniu niz miato to miejsce w
przypadku kompleksow inkluzyjnych. W przypadku mieszaniny fizycznej z 2-HP-B-CD w
warunkach podwyzszonej wilgotnosci i temperaturze 338 K, roznica ta jest wrecz staty-

stycznie nieistotna.

Do zidentyfikowania produktow rozktadu a-tokoferolu in substantia oraz w kom-
pleksach inkluzyjnych z B-CD i 2-HP-B-CD wykorzystano metode LC/MS/MS. W wyniku
przeprowadzonych analiz oznaczono po jednym produkcie rozktadu takim samym dla a-
tokoferolu nieskompleksowanego, jak i w kompleksach inkluzyjnych z 3-CD i 2HP-B-CD.
Rodzaj powstatego produktu rozktadu jest zalezny od warunkéw przechowywania probki.
W warunkach podwyzszonej temperatury i podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza
zaobserwowano dimeryzacj¢ czasteczki a-tokoferolu, natomiast w atmosferze powietrza o

podwyzszonej zawartosci tlenu utlenienie czgsteczki a-tokoferolu do chinonu tokoferolu.
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Summary

Investigation of stability of a-tocopherol in inclusion complexes with
cyclodextrins

The aim of these studies was to evaluate the stability of a-tocopherol in inclusion
complexes with B-cyclodextrin and 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin in a solid state. For
comprehension a-tocopherol in substantia and physical mixtures of a-tocopherol with cy-

clodextrins were used.

The inclusion complex with B-CD was prepared by the lyophilization, whereas the

inclusive complex with 2-HP-BCD was synthesized by the kneading method.

The interaction of a-tocopherol with B-cyclodextrin and 2-hydroxypropyl-p-
cyclodextrin was studied by several analytical techniques, including thermal analyzer
(DSC), infrared spectroscopy (IR), *H nuclear magnetic resonance (*H-NMR), which con-

firm the formation of the inclusive complexes.

An HPLC method was used to determine the changes in the concentration of the a-
tocopherol in inclusion complexes with B-cyclodextrin and 2-hydroxypropyl-p-cyclo-
dextrin. The separation of a-tocopherol, in the presence of its degradation products in the
HPLC method, was obtained using the following parameters: column LiChrospher 100 RP-
18 (5 um) 250 x 4 mm, Merck (Germany), mobile phase 100% methanol, flow rate 1.3
ml/min; detector spectrophotometer UV A = 292 nm. The method was validated with re-

gard to selectivity, linearity, precision, limit of detection and limit of quantitation.

The kinetics of the a-tocopherol in inclusion complexes with -cyclodextrin and 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin, in the physical mixtures and of the a-tocopherol in substan-
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tia was studied in a solid state, in dry air (RH ~ 0%) at 343 K, 338 K, 333 K, 323 K, at
increased relative humidity RH ~ 33.0, 76.4, 92.0% at 338 K, in an atmosphere of air en-
riched in oxygen at room temperature. The degradation of a-tocopherol in the inclusion
complexes, in the physical mixtures and a-tocopherol in substantia in the studied condi-
tions, was a first-order reaction described by the following equation Inc = Incy — kt. Using
the coefficient of the straight-line relationship Ink = f(1/T), the thermodynamic parameters
E., AH*, AS" of the samples were indicated. The determined values of activation energy at
elevated temperature and the observed rate constant for the reaction of degradation at ele-
vated humidity at 338 K and in an atmosphere of air enriched in oxygen at room tempera-
ture allow to, determine the influence of cyclodextrin complexation on a-tocopherol. In the
examined cases the value of to; and tys pointed at statistically significant differences in
stability of a-tocopherol in inclusion complex with B-cyclodextrin and 2-hydroxypropyl-p-
cyclodextrin in relation to the a-tocopherol. In the all storage conditions of analyzed sam-
ples a-tocopherol in the greater extent increased its stability in the inclusive complexes
with B-CD, less in inclusive complexes with 2-HP-B-CD. The addition of cyclodextrins to
a-tocopherol (physical mixtures) also influenced the stability of examined substance alt-
hough in a significantly lower degree. In the condition of elevated humidity at 338 K the
difference between tys of a-tocopherol and the physical mixture of a-tocopherol with 2-

hydroxypropyl-B-cyclodextrin is statistically irrelevant.

In order to investigate the products of decomposition of the a-tocopherol, and a-
tocopherol in inclusion complexes with p-cyclodextrin and 2-hydroxypropylo-p-
cyclodextrin the LC/MS/MS method was used. As a result of carrying out the analysis, the
one product of the decomposition of a-tocopherol and for the inclusion complexes was
obtained. The resulting product depends on the storage condition. As a result of elevated
temperature and elevated humidity, the dimerization of a-tocopherol was observed, while
in the atmosphere of oxygen the oxidation of the a-tocopherol to a-tocopherol-chinon was

observed.
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