PL 241980 B1

w) PL 241980 B1

URZAD
(19) . " PATENTOWY
' RZECZYPOSPOLITEJ
POLSKIEJ
(12) Opis patentowy
(21) Numer zgtoszenia: 436383 (51) MKP:
(22) Data zgtoszenia: 2020.12.17 GO1N 27/403 (2006.01)
(43) Data publikacji o zgtoszeniu: 2022.06.20 BUP 25/2022 GOIN 27/26  (2006.01)
(45) Data publikacji o udzieleniu patentu: 2023.01.02 WUP 01/2023 GOIN 27/27  (2006.01)
GO1N 33/14 (2006.01)
(73) Uprawniony z patentu:
UNIWERSYTET LODZKI, Lédz, PL
(72) Tworca(-y) wynalazku:
KONRAD RUDNICKI, Koluszki, PL
LUKASZ POLTORAK, t6dz, PL
KAROLINA SOBCZAK, Zgierz, PL
SLAWOMIRA SKRZYPEK, L6dz, PL
MAREK ZIELINSKI, £édz, PL
(74) Petnomocnik:
Wojciech Zajaczkowski, Lodz, PL
(54) Tytuk

Sposéb oznaczania chininy
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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b oznaczania chininy, w szczegolnosci w napojach typu tonik
w celu kontroli jakosci produkcji artykutéw zywnosciowych zawierajgcych chinine oraz do badania pre-
paratéw farmaceutycznych.

W artykule F. Reymond oraz pozostali (Frederic Reymond, Pierre-Alain Carrupt, Bernard Testa,
Hubert Girault, Chem. Eur. J. 1999, 5, 39—47) ujawniono, ze chinina jest elektrochemicznie aktywna
na spolaryzowanych granicach cieczowych stworzonych w wyniku zestawienia roztworu wodnego
oraz roztworu przygotowanego na bazie 1,2-dichloroetanu. Autorzy przytoczonego artykutu skupili sie
na badaniach fundamentalnych, ktére przyczynity sie do poznania szeregu parametrow fizykochemicz-
nych takich jak wspétczynniki podziatu, wspoétczynniki dyfuzji czy tez przygotowania wykresu miedzyfa-
zowego podziatu jonowego.

Znane jest takze zastosowanie spolaryzowanych granic cieczowych do badan fizykochemicznych
chinidyny. Badania przeprowadzono i opublikowano w roku 1996 (Fredkeric Reymond, Guillaume
Steyaert, Alessandra Pagliara, Pierre-Alain Carrupt, Bernard Testa, and Hubert Giraulte, Helv. Chim.
Acta. 79, 1996, 1651-1669).

Istniejg konwencjonalne sensory elektrochemiczne bazujgce na elektrodach statych, np. elek-
trody weglowe, ktérych zasada dziatania polega na elektrochemicznym utlenianiu chininy. Elektrody te
sg czesto modyfikowane nano-materiatami lub materiatami polimerowymi w celu polepszenia parame-
trow analitycznych. Analiza rejestrowanych prgdéw pozwala na jakosciowe i ilosciowe oznaczanie tej
substanc;ji (Yin Yu, Yongxin Tao, Baozhu Yang, Datong Wu, Yong Qin, and Yong Kong, Anal. Chem. 89,
2017, 12930-12937; Qing Zhang, Yihan Huang, Liju Guo, Cui Chen, Dongmei Guo, Ya Chen and Yingzi
Fu, New J. Chem., 38, 2014, 4600—-4606; Mihaela Buleandra, Andreea A. Rabinca, Mihaela C. Cheregi
and Anton A. Ciucu, Food Chemistry, 253, 2018, 1-4; F. Azadmehr and K. Zarei, Bioelectrochemi-
stry, 127, 2019, 59-67).

W literaturze istnieje kilka przyktadéw analitycznego oznaczania chininy przy pomocy sensorow
optycznych, np. sensory fluorymetryczne (Rong-Hua Yang, Ke-Min Wang, Dan Xiao, Kan Luo and Xiao-Hai
Yang, Analyst, 125, 2000, 877-882; Brian Malile and Jennifer I. L. Chen, Analyst, 141, 2016, 3794-3802;
Ali Akdeniz, Lorenzo Mosca, Tsuyoshi Minami and Pavel Anzenbacher, Chem. Commun., 51, 2015,
5770-5773; Ezequiel Vidal, Anabela S. Lorenzetti, Miguel "Angel Aguirre, Antonio Canalsb and Claudia
E. Domini, RSC Adv., 10, 2020, 19713-19719; Silvia Ortega-Algar, Natividad Ramos-Martos, and An-
tonio Molina-Diaz, Microchim. Acta 147, 2004, 211-217). Sensory te bazujg na zjawisku fluorescenciji
prébki bedgcej wynikiem interakcji badanych zwigzkéw chemicznych, w tym wypadku chininy, z promie-
niowaniem wzbudzajgcym.

W opisie chinskiego zgtoszenia wynalazku nr 109916974 ujawniono rozwigzanie w postaci
opisanej, elektrochemicznej metody oznaczania chininy, stosujgc tradycyjne techniki woltamperometryczne
w potgczeniu z komercyjnie dostepng elektrodg z wegla szklistego. Oznaczanie chininy na elektrodach
stalych polega na rejestracji prgdow utlenienia, ktoérych intensywnosc¢ jest bezposrednio zwigzana
ze stezeniem badanego zwigzku. Pomiary polegajg na skonstruowaniu, z reguty, uktadow trzyelektro-
dowych sktadajgcych sie z elektrody pracujgcej, w tym wypadku elektrody wykonanej z wegla szklistego,
elektrody pomocniczej np. drucika platynowego oraz elektrody odniesienia np. elektrody chlorosrebrowe;.

W chinskim opisie zgtoszenia wynalazku nr 106226381 ujawniono metode przygotowania wraz-
liwego na temperature czujnika chininowego, ktéry zostat wykorzystany do elektrochemicznej detekciji
enancjomeru chininy.

W opisie japohskiego zgtoszenia wynalazku nr 2010107344 przedstawiono sposéb szacowania
goryczy materiatu zawierajgcego sztuczny stodzik, stosujgc potencjometryczny czujnik smaku wrazliwy
na obecnos¢ chlorowodorku chininy.

Opis japonskiego zgtoszenia wynalazku nr 2008304438 ujawnia wytworzenie selektywnego
na smak, btonkowego czujnika potencjometrycznego, ktéry umozliwia wykrywanie sladowych ilosci chi-
niny w cieczy.

Z chinskiego zgtoszenia wynalazku nr 110404520 znane jest takze rozwigzanie w postaci spo-
sobu wytwarzania fazy stacjonarnej w chromatografii, w ktérej chinine polimeryzuje sie na powierzchni
zelu merkaptopropylokrzemionkowego poprzez reakcje powierzchniowego rodnikowego przeniesienia
tancuchowego.
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W chinskim opisie zgtoszenia wynalazku nr 103197011 zaprezentowano sposob pomiaru zawar-
tosci dichlorowodorku chininy za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem ultra-
fioletowym (HPLC-UV).

W opisie chinskiego zgtoszenia wynalazku nr 105116025 ujawniono opracowang metode
oraz konstrukcje i projekt aparatury przeznaczonej do szybkiego oraz doktadnego oznaczania stezenia
roztworu chininy.

Sposéb oznaczania chininy wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze do naczynia elektro-
chemicznego wypetnionego roztworem fazy wodnej, stanowigcym korzystnie zakwaszony roztwor
chlorku sodu, i nakrytego nakrywka posiadajgcg cztery otwory wprowadza sie kolejno elektrode platynowa,
elektrode chlorosrebrowg stanowigcg drucik srebrny pokryty chlorkiem srebra oraz zminiaturyzowany
nosnik fazy organicznej z zatopionym fragmentem mikrokapilary krzemionkowej stanowigcym nos$nik
granicy faz ciecz-ciecz. Elektrode platynowa podigcza sie do potencjostatu, do dedykowanego przyta-
cza dla elektrody pracujgcej i elektrode chlorosrebrowg podigcza sie do potencjostatu przy pomocy
dedykowanego przytacza stuzgcego do pomiaru potencjatu elektrody pracujgcej. W zminiaturyzowanym
nosniku fazy organicznej umieszcza sie roztwor fazy organicznej stanowigcy roztwor tetrakis(4-chlorofe-
nylo)boranu bis(trifenylofosforanylideno)amonu w 1,2-dichloroetanie, do ktérego zanurza sie elektrode
wykonang z platyny i tgczy sie jg z potencjostatem za pomoca przytgczy dedykowanego dla elektrody
odniesienia oraz elektrody pomocniczej. Nastepnie do fazy wodnej w tak przygotowanym ukfadzie apli-
kuje sie za pomocg pipety poprzez czwarty otwér w nakrywce kilka dodatkéw produktu zawierajgcego
chinine i dla kazdego dodatku rejestruje sie woltamperogramy. W kolejnym etapie odmierza sie wartosci
pradowe sygnatow dla przejscia chininy z fazy wodnej do fazy organicznej i z fazy organicznej do fazy
wodnej dla wszystkich przygotowanych serii pomiarowych, po czym otrzymane wyniki usrednia sie i nastep-
nie, korzystajgc z réwnan prostych wzorcowych, wylicza sie srednie stezenie chininy w badanej probce.

W kolejnej wersji wynalazku faze organiczng stanowi roztwor tetrakis[3,5-bis(trifluorometylo)fe-
nylo]boranu bis(trifenylofosforanylideno)amonu rozpuszczony w nitrobenzenie.

W jeszcze innej wersji wynalazku faze organiczng stanowi roztwoér tetrakis(4-chlorofenylo)boranu
tetradodecyloamonu rozpuszczony w eterze 2-nitrofenylo n-oktylowym.

Zaletg sposobu wedtug wynalazku jest to, ze chinina moze by¢ oznaczana w ciektych produktach
zywnosciowych bez koniecznosci przygotowania prébki. Analiza jest prosta, zajmuje maksymalnie Kkil-
kadziesigt sekund, pozwala na wykrycie chininy o stezeniu od dziesigtej czesci uM, analiza moze zostaé
zintegrowana z urzgdzeniami mobilnymi, analiza jest selektywna — zwigzki znajdujgce sie w ciekiych
produktach zywnosciowych nie interferujg z oznaczaniem chininy.

Dzieki sposobowi wedtug wynalazku mozna badac ciekte produkty zywnosciowe oraz preparaty
farmaceutyczne pod katem badania ich jakosci oraz zgodnosci z prawem i normami prawa zywnoscio-
wego/farmaceutycznego.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest ponizej w przyktadach wykonania oraz na rysunku,
na ktérym fig. 1 przedstawia schemat naczynia pomiarowego pozwalajgcego na oznaczanie chininy,
fig. 2 A woltamperogram cykliczny zarejestrowany w roztworze wodnym niezawierajgcym chininy
(krzywa 2) oraz w roztworze chininy o stezeniu 9.90 uM (krzywa 1), fig. 2 B schemat przedstawiajgcy
miedzyfazowe przejscie chininy rejestrowane jako prad faradajowski, fig. 2 C woltamperogramy cy-
kliczne zarejestrowane na spolaryzowanych granicach fazowych typu ciecz-ciecz dla wzrastajgcego
stezenia chininy w fazie wodnej (0.33; 1.66; 4.97; 13.16 oraz 19.1 uM), a fig. 2 D przedstawia krzywe
kalibracyjne (0.33-19.1 uM) dla chininy zarejestrowane na spolaryzowanych granicach fazowych typu
ciecz-ciecz umieszonych w zminiaturyzowanym nosniku fazy organiczne;j.

Przyktad 1.

1. Rejestrowanie tzw. ,Slepej proby”

Naczynie elektrochemiczne, w ksztatcie walca, o pojemnosci 20 ml, wykonane z plastiku wypetnia
sie 15 mL roztworem fazy wodnej 1, ktéry stanowi 10 mM roztwér chlorku sodu, gdzie role rozpuszczalnika
pemit 10 mM roztwdr kwasu solnego o pH = 2. Naczynie nakrywa sie plastikowg nakrywka, posiadajaca
cztery otwory. Do otwordéw wprowadza sie kolejno elektrode platynowg 3, elektrode chlorosrebrowg 4
stanowigcg drucik srebrny pokryty chlorkiem srebra oraz zminiaturyzowany nosnik fazy organicznej 5
z zatopionym fragmentem mikrokapilary krzemionkowej 7 stanowigcym nos$nik granicy faz ciecz-ciecz.
Pozostaty, czwarty otwér umozliwia wprowadzanie dodatkéw w postaci probki rzeczywistej przy uzyciu
mikropipety. Pomiary prowadzi sie przy uzyciu potencjostatu 8 pozwalajgcego na prace w uktadach
czteroelektrodowych. Elektrode platynowg 3 podtacza sie do potencjostatu 8, do dedykowanego
przytagcza oznaczonego jako WE (z ang. working electrode). Elektrode chlorosrebrowg 4 podtacza sie
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do potencjostatu 8 przy pomocy dedykowanego przytacza stuzacego do pomiaru potencjatu elektrody
pracujgcej, oznaczanego symbolem S (z ang. supporting electrode). W zminiaturyzowanym nos$niku
fazy organicznej 5 umieszcza sie roztwor fazy organicznej 2, ktéry stanowi 5 mM roztwor tetrakis(4-chloro-
fenylo)boranu-bis(trifenylofosforanylideno)amonu w 1,2-dichloroetanie, do ktérego zanurza sie elek-
trode 6 wykonang z platyny. Elektrode 6 zanurzong do fazy organicznej 2 taczy sie z potencjostatem 8
za pomocg przylgcza dedykowanego dla elekirody odniesienia RE (z ang. reference electrode)
oraz przytgcza dedykowanego dla elektrody pomocniczej CE (z ang. counter electrode). W tak przygo-
towanym roztworze, stosujgc technike woltamperometrii cyklicznej, rejestruje sie woltamperogram,
ktory stanowi tzw. Slepa prébe. Zalecane parametry elektrochemiczne: wartosci pradow limituja-
cych okno potencjatéw nie powinny przekraczac 0.5 nA; zalecana szybkos$¢ przemiatania potencja-
tem 20 mV-s?.

2. Przygotowanie prostej wzorcowej do oznaczania chininy

Poczatkowo nalezy postepowac jak opisano w punkcie 1. Nastepnie do fazy wodnej 1 w tak przygo-
towanym uktadzie aplikuje sie dodatki roztworu wzorcowego chininy, tak aby jej stezenie w fazie wod-
nej 1 miescito sie w przedziale od 0.33 uM do 19.1 pM.

Dla kazdego dodatku rejestruje sie minimum 3 woltamperogramy. Nastepnie odmierza sie
wartosci prgdowe sygnatow dla przejscia chininy z fazy wodnej 1 do fazy organicznej 2 — prady
dodatnie — oraz z fazy organicznej 2 do fazy wodnej 1 — prady ujemne — dla wszystkich przygotowanych
serii pomiarowych. Z usrednionych wartosci prgdowych przygotowuje sie proste dla zaleznosci I, = f(ccn),
gdzie: lp — wartos¢ prgdowa sygnatu zas cch — stezenie chininy w naczyniu pomiarowym. Dla prostych
wyznacza sie linie trendu wraz z ich réwnaniami.

3. Oznaczanie chininy w prébkach rzeczywistych

Poczatkowo nalezy postepowac jak opisano w punkcie 1. Nastepnie do fazy wodnej w tak przy-
gotowanym uktadzie aplikuje sie kilka dodatkéw, co najmniej 3, np. o objetosci 0.5 ml, napoju typu tonic
wybranego producenta. Dla kazdego dodatku rejestrujemy woltamperogramy. W kolejnym etapie od-
mierza sie wartosci prgdowe sygnatéw dla przejscia chininy z fazy wodnej 1 do fazy organicznej 2
i z fazy organicznej 2 do fazy wodnej 1 dla wszystkich przygotowanych serii pomiarowych. Otrzymane
wyniki usrednia sie. Nastepnie korzystajac z przygotowanych wg opisu w punkcie 2. rownan prostych
wzorcowych, podstawiajgc w miejscu wartosci Ip, warto$¢ prgdowg dla danego dodatku napoju typu
tonic mozna wyliczy¢ srednie stezenie chininy w badanej prébce.

Przyktad 2.

Postepuje sie jak w przyktadzie 1 z tg réznica, ze jako fazy organicznej uzywa sie roztworu tetra-
kis[3,5-bis(trifluorometylo)fenylo]boranu bis(trifenylofosforanylideno)amonu rozpuszczone w nitrobenzenie.
Przyktad 3.

Postepuje sie jak w przyktadzie 1 z tg réznica, ze jako fazy organicznej uzywa sie roztworu tetra-
kis(4-chlorofenylo)boranu tetradodecyloamonu rozpuszczonego w eterze 2-nitrofenylo n-oktylowym.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb oznaczania chininy, znamienny tym, ze do naczynia elektrochemicznego wypetnio-
nego roztworem fazy wodnej (1), stanowigcym korzystnie zakwaszony roztwor chlorku sodu,
i nakrytego nakrywkg posiadajgcg cztery otwory wprowadza sie kolejno elektrode platy-
nowa (3), elektrode chlorosrebrowg (4) stanowigcg drucik srebrny pokryty chlorkiem srebra
oraz zminiaturyzowany nosnik fazy organicznej (5) z zatopionym fragmentem mikrokapilary
krzemionkowej (7) stanowigcym nosnik granicy faz ciecz-ciecz, elektrode platynowg (3) pod-
tacza sie do potencjostatu (8), do dedykowanego przytacza dla elektrody pracujacej i elektrode
chlorosrebrowg (4) podigcza sie do potencjostatu (8) przy pomocy dedykowanego przytagcza
stuzgcego do pomiaru potencjatu elektrody pracujacej, po czym w zminiaturyzowanym no-
$niku fazy organicznej (5) umieszcza sie roztwor fazy organicznej (2), do ktérego zanurza sie
elektrode (6) wykonang z platyny i taczy sie jg z potencjostatem (8) za pomocg przytaczy
dedykowanego dla elektrody odniesienia oraz elekirody pomocniczej, a nastepnie do fazy
wodnej (1) w tak przygotowanym uktadzie aplikuje sie za pomocg pipety poprzez czwarty
otwor w nakrywce kilka dodatkéw produktu zawierajgcego chining i dla kazdego dodatku reje-
struje sie woltamperogramy, a w kolejnym etapie odmierza sie wartosci prgdowe sygnatow
dla przejscia chininy z fazy wodnej (1) do fazy organicznej (2) i z fazy organicznej (2) do fazy
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wodnej (1) dla wszystkich przygotowanych serii pomiarowych, po czym otrzymane wyniki
usrednia sie i nastepnie, korzystajgc z rownan prostych wzorcowych, wylicza sie srednie ste-
zenie chininy w badanej prébce.

Sposéb wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze faze organiczng stanowi roztwor tetrakis(4-chloro-
fenylo)boranu bis(trifenylofosforanylideno)amonu w 1,2-dichloroetanie.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze faze organiczng stanowi roztwor tetrakis[3,5-bis(tri-
fluorometylo)fenylo]boranu bis(trifenylofosforanylideno)amonu rozpuszczony w nitrobenzenie.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze faze organiczng stanowi roztwor tetrakis(4-chloro-
fenylo)boranu tetradodecyloamonu rozpuszczony w eterze 2-nitrofenylo n-oktylowym.

Rysunki

Fig. 1
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