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1. ZESTAWIENIE SKROTOW | SYMBOLI

Skrét/ symbol Termin polskojezyczny

a Wspotczynnik selektywriai

A Diugas¢ fali

AA Kwas octowy

ACN Acetonitryl

AcOEt Octan etylu

ASE Przyspieszona ekstrakcja za pomouzpuszczalnika
Zel krzemionkowy modyfikowany ugrupowaniem

c18 oktadecylowym

CcC Kolumnowa chromatografia cieczowa

CH.CI, Dichlorometan

CN Nitryloalkilowa faza stacjonarna chemicznie zzana,
najczsciej zzelem krzemionkowym

DIOL Dihydroksypropylowa faza stacjonarna chemiczniegzama
najczsciej zzelem krzemionkowym

ECD Detektor wychwytu elektronow

HILIC Chromatografia oddziatywahydrofilowych

HPLC Wysokosprawna chromatografia cieczowa

hRf Wspotczynnik opgnienia pomngony razy 100

IzPrOH Izopropanol

k Wspotczynnik retenciji

LC- MS Chromatografia cieczowa spzpna ze spektrometrem mas

LLPC lub Chromatografia podziatowa ciecz-ciecz zafaracjonarn

LLPC/NP-W generowag dynamicznie

MAE Ekstrakcja za pomaaozpuszczalnika wspomagana
promieniowaniem mikrofalowym

MeOH Metanol

MTBE Eter tert-butylowo-metylowy

NP Normalny ukfad faz
Kolumnowa chromatografia cieczowa w normalnym

NP-CC .
uktadzie faz

NP-HPLC Wysokpsprawna chromatografia cieczowa w normalnym
uktadzie faz

NP-TLC Chromatografia cienkowarstwowa w uktadzie faz
normalnych

PLC Preparatywna chromatografia cieczowa

= Produktywné¢ kolumny (wydajnéc)

Rs Wspotczynnik opénienia

RID Detektor refraktometryczny

RP 18 Zel krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowy

mi




N

Skrot/ symbol Termin polskojezyczny

RP Odwrécony uktad faz

RP-HPLC Wysokpsprawna chromatografia cieczowa w odwrécony
uktadzie faz

RP-TLC Chromatografia cienkowarstwowa w odwréconych ukiad
faz

Si 60 Zel krzemionkowy gredniej wielkdci porow 60 A

to Czas martwy kolumny

TFA Kwas trifluorooctowy

THF Tetrahydrofuran

TLC Chromatografia cienkowarstwowa/ chromatografanarna

tr Czas retencji
Ektrakcja za pomagcrozpuszczalnika wspomagana

UAE , :
ultradzwickami

UV Promieniowanie w zakresie ultrafioletu, detektor
spektrofometryczny w zakresie ultrafioletu

UV VIS spektrofotometria w zakresie nadfioletiwiatta

widzialnego

UV-VIS typu DAD
UV-VIS/DAD

Detektor spektrofotometryczny w zakresie nadfiotetu
matryq fotodiodowg




2. WPROWADZENIE

W ostatnich latach dramatyczniesnge ilos¢ szpitalnych zakeen bakteryjnych
wieloantybiotykoopornymi  szczepami  bakterii  z rodza Pseudomonas
Acinetobacteiczy StaphylococcuKomercyjnie stosowane antybiotyki przestayc
uzyteczne z powodu selekcji opornych mutantow oraksatatcania przez bakterie
nowych mechanizmoéw oporém. Niestety substancje bakteriobojcze, ktére oleecn
wprowadza si do produkcji § tzw. ,analogami” ji istniegcych, natomiast brak jest
doniesi@ o odkryciu nowych grup antybiotykébw [1]. Obecnie przemyle
farmaceutycznym istnieje wyiaa tendencja do poszukiwania Zmkow
leczniczych wrod metabolitdw zawartych w §linach lub mikroorganizmach. Ich
mechanizm dziatania polega, podobnie jak powszechktisowane antybiotyki, na
hamowaniu lub niszczeniu okienego celu molekularnego w komorce bakteryjne;.
Poszukiwanie zwzkOw antybakteryjnych swod metabolitéw rélinnych daje
dodatkowo, meliwos¢ znalezienia substanciji, ktore nie mapezpdredniego
wplywu na wzrost bakterii, natomiast zkszap wrazliwosé tych organizméw na
wiasciwe antybiotyki. W ten sposOb presja do selekgbrmych mutantéw jest
minimalna.

Drugg, niezwykle wang gospodarczo grupbakterii g patogeny rélin. Gatunki
te charakteryzaj sic wysolky roznorodndcia genotypow i fenotypows, zdolndgcia
do wywotywania infekcji w réanych warunkach oraz szerokim zakresem gospodarzy
(infekujag wiele warzyw i rélin ozdobnych). Metabolity wtorne z grupy
naftochinonow wykazuj duzg aktywnaé przeciwbakteryjn, w zwigzku z czym
mog by¢ takze potencjalnie skutecznysnodkiem ochrony rdin przed patogenami
roslin, do ktérych nalgg: Pectobacterium carotovorum, P. artrosepticum, Dyeke
sp. orazBrenneriaspp. [2]. Jest to niezwykle e zagadnienie gdyroczne straty
w rolnictwie naswiecie spowodowane chorobami wywotanymi przez togeny
siegajg 50-100 mlid dolaréw. Do tej pory nie ma dgstych skutecznyclrodkéw
chemicznych do walki z tymi patogenami.

Badania nad metabolizmemslio maja znaczenie w biologii, farmakognozji,
biochemii, chemii organicznej, a tak farmakologii i dla rénych obszaréw
technologii chemicznej i biotechnologii, prowadz m.in. do coraz lepszego
poznania sktadnikéw komorek i tkanekslin, a take proceséw technologicznych
otrzymywania metabolitéw i ich pochodnych. W celekéywnej realizacji takich
bada i uzyskiwania wyczerpagych i wiarygodnych rezultatéw, e znaczenie
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ma umiegtnos¢ stosowania efektywnych technik przygotowania prak wsadu do
rozdzielania w wikszej skali, a nagpnie rozdzielenia i identyfikacji oraz w
koncowym etapie izolowania, szczegoOlnie intergsygh metabolitow. Wane
znaczenie ma, wt dobor, zaréwno, najbardziej efektywnych technidsteakcji/
lugowania oraz warunkéw przygotowania probki / wsadateriatu rélinnego do
bada, jak i warunkéw identyfikacji, rozdzielenia i izmivania sktadnikéw rdin.

Studia literatury problemu, obejmgp stosowane dotychczas, nowoczesne,
potencjalnie wysoce efektywne techniki ekstrakdjugowania sktadnikow tkanek
roslinnych oraz techniki rozdzielania i otrzymywaniaetabolitow rdlinnych,
wskazug, ze problematyka ta nie jest w petni opanowana. Wgniazwoju techniki
i technologii powstaly nowe nibwosci techniczne i operacyjne, ktérych
doktadniejsze zbadanie i ewentualna standaryzaajariow stosowania wydaje:si
by¢ szczegodlnie celowa.

Rozwaania 1 badania przedstawione w rozprawie datyczagadnié
przygotowania probki / wsadu do rozdzielania, ozaa@ i izolowania wybranych
metabolitow wtérnych z grupy naftochinonéw i flaveatddw zawartych w rdinach
migsazernych.

W tym celu, w pierwszym etapie badaiznano za konieczne zbadanie i
poréwnanie efektywni@i najczsciej stosowanych ,klasycznych” technik ekstrakcji
/ tugowania metabolitbw z materiatu shmnego z technikami nowoczesnymi,
poniewa efektywnad¢ operacji przygotowania probkigtz wsadu ma znagey
wpltyw na dalsze etapy omawionanych hada

Za szczegOlnie konieczne wuznano prace nad optyacalizwarunkow
rozdzielania, w celu identyfikacji sktadnikow elastow z wybranych rdin z
zastosowaniem elucji gradientowej. Miatlo to na cepwacowanie selektywnych i
mozliwie uniwersalnych procedur oznaczania jgdowego i ilgciowego
metabolitow w alkoholowych ekstraktach z material@ilinnych, zawierajcych z
reguty sktadniki o szerokim spektrum polafoo i hydrofobowdci, w celu
efektywnego badania skiadu ekstraktow zng@h ralin, a take dla kontroli
czystaci frakcji uzyskanych za pomechromatografii preparatywne;.

Ostatni etap badadotyczyt, opracowania procedur rozdzielania mdtaiw w
ekstraktach rdin miesazernych, w skali modelowej i zbadania #iwosci

przeniesienia warunkéw rozdzielania na skale peggamrg, w celu izolacji
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uzytkowych ilasci poszczegolnych metabolitow, zwlaszcza z grupfgochinonow
oraz flawonoidow.

W badaniach w warunkach elucji gradientowej wykstapo detektor
spektrofotometrycznych typu UV-VIS/DAD, w celu zapgenia maliwosci
identyfikacji metabolitéw z wykorzystaniem biblitddevidm UV-VIS.

W badaniach wykonywanych z zastosowaniem elucjkratycznej, technik
kolumnowej elucyjnej chromatografii cieczowej w kkenodelowej stosowano,
dodatkowo, detektor refraktometryczny (RID), w cetapewnienia miadiwosci
detekcji sktadnikow nie wykazagych absorpcjiswiatta, takich, jak cukry, aminy
oraz niektore sktadniki woskow.

Jednym z celow estkowych pracy bylo tale dobranie optymalnych
sktadnikéw eluentéw do rozdzielania metabolitéwsliro migsazernych, tak w
warunkach normlanego (NP) jak i odwréconego (RPdik faz. Ma to istotne
znaczenie, tak dla optymalizacji warunkéw elucgdjentowej, jak i izokratycznej.
Dodatkowo, otrzymane waldc parametrow retencji magw przysziéci postuzyé
do wyznaczenia ,kompleksowych” parametrow retenejiedtug koncepcji
przedstawionej przez M. Kanskiego [3]. & czs$¢ bada wykonywano gtownie z
wykorzystaniem cienkowarstwowej chromatografii e@wej w warunkach
normalnego, jak i odwroconego ukladu faz oraz wizag ptytek w swietle
widzialnym (identyfikacja sktadnikow barwnych), d2b4 nm na ptytkach &4’
(identyfikacja sktadnikéw absorbygych UV oraz wykazuacych fluorescencje w
zakresie wzbudzenigwiattem niskodnieniowej lampy ®ciowej), a take z
zastosowaniemswiatta o dtugdci fali 365 nm, w celu identyfikacji substancji
wykazupcych fluorescenejw zakresie fali wzbudzenia 365 nm i innych digjo
fali $wiatta emitowanego prze&zedniocknieniowg lampe rteciows.

Badania prowadzone w celu ustalenia optymalnychumia@w preparatywnego
rozdzielania wykonano z zastosowaniem elucji iztkanej, poniewa warunki
gradientowe $ zdecydowanie mniej korzystne w preparatywnej clatografii

cieczowej (PLC), ri izokratycznej.
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3. PRZEGLAD LITERATURY

3.1.TECHNIKI PRZYGOTOWANIA PROBKI / WSADU DO
ROZDZIELANIA METABOLITOW RO  SLINNYCH

3.1.1. Wprowadzenie

Materiat ralinny charakteryzuje s8i najczsciej duzg liczbg zwigzkow
chemicznych o szerokim zakresie pola@cioi hydrofobowdci. Z tego powodu
optymalizacja warunkow realizacji etapu przygotoigaprobki / wsadu materiatu
roslinnego do analizy, 40z do dalszych etapow rozdzielania i izolacji metébal w
skali preparatywnej, jest bardzo istotnym problememanalityce i technologii.
Zastosowane techniki i warunki przygotowania prédbkisadu oraz dobor warunkéw
przeprowadzenia operacji jednostkowejz@av sposob znagzy wptyng¢ na wynik
rozdzielania, w tym, oznaczenia jdkmwego i ilgciowego metabolitow w

materiale rélinnym, jak i na wydajn&t procesu otrzymywania metabolitow.

3.1.2. Wstepne przygotowanie probki/ wsadu

Wstepne przygotowanie surowca shmnego obejmuje czynioi takie jak:
konserwacja (np. suszenie, liofilizacja) oraz rabianie (np. szatkowanie,
mielenie, homogenizacja itp.). Pierwszoperacy wskpnej obrobki probek
wilgotnych jest najcgciej operacja rozdrabniania, chacajpierw czsto suszenia,
a potem rozdrabniania. Bardzogsto wykorzystuje si rowniez proces liofilizacji,
ktory umaliwia usunicie wilgoci z uprzednio zam#onego surowca na drodze
sublimacji wody. W przypadku lotnych substancji sstie s¢ tez tzw. sucly
destylacg najczsciej w strumieniu gazu obgpnego z wymraaniem ,destylatu” [4].
W celu wyodebnienia nisko &rednio-polarnych, jednocgeie lotnych metabolitow,
nierozpuszczalnych w wodzie stosuje destylacs z pag wodrg z rozdrobionego

materiatu wilgotnego lub wysuszonego.

Nierzadko, badaniu poddaje ¢siwilgotny materiat rélinny, szczegdlnie
wowczas, gdy suszenie, liofilizacja, lub ,suchatglesja”’ powietrzem, mize wigzat
si¢ z utra metabolitow lub ich przeksztatlceniem w sktadni&chodne.

Czynndcig niezledng, przygotowugca materiat rglinny do bada jest
rozdrabnianie. Wybor techniki rozdrabniania jéstsle zwigzany z konsystengj

surowca rélinnego oraz jego stopniem twakdo i zalery przede wszystkim od
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zadanego uziarnienia koowego. Czynngi te przeprowadza gimanualnie bdz z
zastosowaniem #ego rodzaju mtynkéw lub homogenizatoréw mecharnichri4].

3.1.3. Techniki ekstrakcji/lugowania metabolitbw z matarieoslinnego

Po etapie wspnego przygotowania surowca shionego, powszechne
zastosowanie na etapie izolacji i wzbogacania noditély z prébek rélinnych
znajdup techniki ekstrakcji / tugowania.

Ekstrakcja jest to operacja jednostkowa przygotéavanobki do analizy, 4uz
surowca do rozdzielania na poszczegoOlne skiladnikskali preparatywnej dulz
przemystowej. ,Klasyczna” ekstrakcja polega na aefl okr&lonych zwpzkow
chemicznych lub grup zwzkéw chemicznych na drodze podziatu skladnikéw
migdzy dwie niemieszage se¢ fazy ciekte [5]. Natomiast, gdy przeprowadzamy do
roztworu sktadniki z fazy statej, proces ten nazywdugowaniem [5]. W praktyce,
potocznie, w obu przypadkach stosowany jest tepglstrakcja”.

W przypadku ekstrakcji / tugowania substancji z oswa rdélinnego,
rozdrobniony materiat poddaje ¢sidziataniu rozpuszczalnika lub mieszaniny
rozpuszczalnikbw do momentu, gdy ¢kézas¢ ekstrahowanych, zdolnych do
lugowania sktadnikow przejdzie do fazy cieklej. s ten jest w nowoczesnych
technikach ekstrakcjiftugowania wspomagansngmi oddziatywaniami fizycznymi
takimi jak: oddziatywanie mikrofal, ultradvickbw, mieszania mechanicznego itp.
Czynniki te stosuje siw celu zwegkszenia efektywngi tzn. przede wszystkim
skrécenia czasu etapu przygotowania probki/ wsadu dhlszych etapow
rozdzielania, a tale w celu uzyskania maksymalnegezsnia ekstraktu / tugu. W
tym celu naley takze dobr& optymalry temperatuy operacji ekstrakcji / tugowania.

W tabeli 1 zestawiono przyktady technik i metod teMecji / tugowania
metabolitbw z materialu sbinnego. Zamieszczono tam réwnienajwaniejsze
informacje dotyczce zasad pogbowania oraz krytycznocere stosowanych technik
I metod.

Klasyczne metody wyodbniania zwazkéw chemicznych zawartych w surowcu
roslinnym opieraj sie gtdwnie na ranicach w rozpuszczaldo badanych substancji
oraz substancji balastowych w wodzie i w rozpustnizach organicznych [6].

W przypadku cgci roslin  pozbawionych tluszczow i woskow rma
przeprowaddi bezpdrednio ekstrakej alkoholem. We wszystkich innych
przypadkach najpierw nalg materiat rélinny ,odttuscic” przez ekstrakej eterem
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naftowym lub czterochlorkiem ¢gla (obecenie najezciej zastpowany
chloroformem, dichlorometanem Ilub innymi niepolamylub niskopolarnymi
rozpuszczalnikami organicznymi). Wisza¢ zwigzkow flawonoidowych nie
rozpuszcza giw niepolarnych lub niskopolarnych rozpuszczalnikagakkolwiek,
alkohole ekstrahgjdobrze wszystkie zweki polifenolowe, w tym flawonoidy, to
takze rozpuszcza siw nich wiele innych sktadnikow.

W celu uzyskania rozfrakcjonowania skiadnikow slimmych mana
przeprowada ekstrakap surowca kolejno 4-5 rozpuszczalnikami o wzrask)
polarngci, np. z powodzeniem stosowano ekstrakdugowanie eterem naftowym,
chloroformem, a nagpnie octanem etylu i wreszcie alkoholem metylowyn®].

W ostatnich latach klasyczne techniki ekstrakcjtugowania metabolitéw
wtornych z materiatlu &innego takie, jak kilkudniowa maceracja, diugotieva
lugowanie w warunkach mato intensywnego mieszdnd; wytrzasanie w wodzie,
w roztworze buforowym, albo w odpowiednio dobranynezpuszczalniku
organicznym, czy wielogodzinna ekstrakcja w apa&dagoxhleta, g zastpowane
bardziej nowoczesnymi technikami, takimi jak:

- ekstrakcja za pomaaozpuszczalnika w aparacie Soxhtec®,

- przyspieszona ekstrakcja za pomowmzpuszczalnika (ASEeng. Accelerated
Solvent Extractgr,

- ekstrakcja wspomaganej dziataniem fal mikrofalowyMAE, eng.Microwave
Assisted Extraction

- sonifikacji w ta&ni ultradzwickowej ydz za pomog dezintegratora
ultradzwickowego (UAE eng. Ultrasonic Assisted Extractipn

- ekstrakcji za pomac homogenizatora wysoko obrotowego o wysokiej
szybkdaci scinania.

Te operacje $ bardziej efektywne, wymagg) uzycia mniejszej iléci
rozpuszczalnikbw, a aparatura oraz proceduragning tatwiej automatyzowane
[7,8].
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Tabela 1. Zestawienie technik i metod ekstrakgjgwania metabolitow z materiatustimnego, opisanych w literaturze.

mirycetyna, luteolin,

Materiat
. Sktadnik podlegajacy Stosowana Warunki badany . , Lit.
Lp. Materiat badany ekstrakcji / tugowaniu/ technika Ekstrakcji /rozpuszczalnik Rozpuszczalnik Uwagi
[g/ml]
1 Propolis Fenole, flawony, UAE- faznia 30 min, 25 °C 1g/20ml etanol : woda Poréwnano wielk& odzysku grup [9]
-Propolis flawonoidy ultradzwickowa 1g/10 mi 7:3 viv metabolitow wyekstrahowanych za
MAE 2x10s,25°C pomog technik maceracji, MAE i
UAE. Technika UAE okazatasi
najbardziej skuteczn biorac pod
Maceracja 72h uwag; odzysk, wydajné procesu
ekstrakcji, czas i selektywsa
2 Drosera capensis Metabolity wtérne z Soxhlet Prowadzono b/d eter naftowy [10]
- Rosiczka grupy naftochinonow i proces (temp. 60°C),
przylgdkowa, flawonoidéw ekstrakcji do chloroform (temp.
Drosera rotundifolia momentu 75°C), oraz
-Rosiczka okrgtolistna pojawienia s} metanol (85°C) Materiat r@glinny oczyszczono z
Drosera aliciae w ekstraktorze pozywki przez jej optukanie, a
-Rosiczka Alicji bezbarwnego, nastpnie suszono w temp. 5C.
Sarracenia psittacina klarownego Nastpnie cald¢ utarto w madzierzu.
-Kapturnica papuzia rozpuszczalnika
ASE 100°C, 100 psi | 1 g suchej chloroform
masy/20 g metanol
piasku
3 Hypericum perforatum| Kwas chlorogenowy, Soxhlet 24 h / temp. 1 g/ 5 porcji po | metanol Materiat rélinny byt mielony w [11]
-Dziurawiec normalny | rutyna, 3-O-glukozyd wrzenia. 200 ml temperaturze pokojowej, w ciemnym
kwercetyny, naczyniu.
izokwercytyna, Sktad otrzymanych ekstrakéw badan
kwercetyna, hiperycyna za pomog RP-HPLC-MS
amentoflawon,
pseudohiperycyna,
4 Mentha spicata L Flawonoidy : katechiny, | Soxhlet 6 h/temp. 1g/50 ml etanol [12]
- Mieta epikatechiny, rutyna, wrzenia
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Materiat

Diospyros crassiflora
-Persemona, Hurma

naftochinonéw, w tym
plumbagina

wytrzasaniem

suszony na powietrzu i rozdrobniony

. Sktadnik podlegajacy Stosowana Warunki badany . : Lit.
Lp. Materiat badany ekstrakcji / tugowaniu/ technika Ekstrakcji /rozpuszczalnik Rozpuszczalnik Uwagi
[g/ml]
5 Radix Astragali Flawonoidy MAE 110 °C, 5 min 1g/25ml 90% etanol Ziarnistag¢ 10 mesh, suszenie w 60 °C[13]
- korzei Traganka
6 Laurus nobilis Kwercetyna UAE — taznia 40°C,2h 1g/100 ml metanol Po przeprowadzeperaciji [14]
-Wawrzyn szlachetny | mirycetyna ultradzwickowa ekstrakcji / tugowania,
Origanum vulgare kempferol przeprowadzono hydrokzkwasna w
- Lebiodka pospolita | luteolina, srodowisku kwasu solnego, w celu
Olea europaea apigenina oznaczania kilcowego metabolitow w
- Oliwka europejska formie aglikonéw.
Hypericum perforatum
-Dziurawiec zwyczajny
Crataegus laevigata
- Glog dwuszyjkowy
7 Euclea natalensis Szinanolon, 7- UAE- 5 min, 25 °C 100 mg /3 chloroform Materiat rélinny suszono w [15]
- Niegota metlojuglon, diospyryna,| dezintegrator porcje po 2 ml temperaturze pokojowej, a ngshie
izodiospyryna i zhomogenizowano. 100 mg suchej
neodiospyryna masy ralinnej ekstrahowano trzema
porcjami po 2 ml chloroformu.
Zebrano warsteorganiczg, ktérg
nastpnie odparowano w strumieniu
azotu i dodano 2 ml acetonitrylu
(eluent w analizach HPLC)
8 Diospyros canaliculata) Trzy zwigzki z grupy Maceracja z 48 h,25°C 3g/10ml metanol Przed Ekstrakeateriat rélinny byt | [16]

17




Lp.

Materiat badany

Sktadnik podlegajacy
ekstrakcji / tugowaniu/

Stosowana
technika

Warunki
Ekstrakcji

Materiat
badany
/rozpuszczalnik

[g/mi]

Rozpuszczalnik

Uwagi

Lit.

Juglans regia-
Orzech wioski

Juglon (5-hydroksy-1,4-
naftochinon)

ASE

2 cykle po 5
min., 150 bar,
40°C- heksan,
acetonitryl

40, 50, 60 °C -
metanol,

0,10g+5mg/
5ml

heksan
metanol
acetonitryl

UAE -
dezintegrator

30 min, 40 °C
150 W, 38 kHz

0,02-0,1g/5 ml

metanol

Za pomog techniki ASE zbadano
wptyw rodzaju rozpuszczalnika oraz
temperatury na stopiendzysku
juglonu z surowca g&innego.
Najwiekszy odzysk juglonu otrzyman
z zastosowaniem metanolu, jako
ekstrahenta. Temperatura, w ktorej
otrzymano najwysze sfzenie juglonu
w ekstrakcie wynosita 40 °C.
Poréwnano wielk& odzysku juglonu
z materiatu rélinnego otrzymanego zé
pomog ASE oraz UAE w
optymalnych warunkach dla kdej z
technik. Stwierdzonaze ilog¢
otrzymanego juglonu za pompc
techniki UAE jest znacgo wieksza
niz z wykorzystaniem ASE.

(17]

10

Dionaea muscipula
Drosera rotundifolia
Impatience

glandulifera Paulownia
tomentosa

Plumbagina

UAE -
dezintegrator

30 min, 40 °C
150 W, 38 kHz

0,1g/5ml

metanol

Rtiny hodowano w warunkadin
vitro na 20 ml podtea Murashige
Skoog, z sacharoza 30 g /l églem
aktywnym 1,5 g/ |. Materiat byt
liofilizowany w temp -51°C przez 48h
a nasgpnie rozdrobniony w
homogenizatorze wysokoobrotowym

(17]

11

Salvadoraceae,
Combretaceae
- Radliny z Sudanu

Galantamina, likoryna,
pankratystatyna,
likorycydyna , triterpeny,
metoksylowane
flawonoidy

Maceracja z
wytrzgsaniem

25°C

50 g /200 ml

80% metanol

Badana byta sucasamglinna.

(18]
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Materiat

. Sktadnik podlegajacy Stosowana Warunki badany . : Lit.
Lp. Materiat badany ekstrakcji / tugowaniu/ technika Ekstrakcji /rozpuszczalnik Rozpuszczalnik Uwagi
[g/ml]
12 | Thea sinensis leaves | Polifenole , teina MAE Czas pre- 10:1-25:1 ml/ g | etanol, Praca opisuje dobér optymalnych [19]
- liscie zielonej herbaty lugowania- 0-90 metanol, aceton i | warunkow ekstrakcji za poma®AE,
min. ich wodne polifenoli oraz teiny zawartych w
czas ekstrakgciji - mieszaniny lisciach zielonej herbaty. Zbadano
0,5-8 min, czynniki tj. rodzaj rozpuszczalnika
temp.- 85-95°C, (etanol, metanol, aceton)esenie
etanolu (0-100%, v/v), czas operacji
ekstrakcji (0,5-8 min), il&t
rozpuszczalnika na masurowca
Optymalny czas| Optymalny Optymalny roslinnego (10:1-25:1 ml / g), czas pre-
pre-tugowania- | stosunek ekstrahent- etanol tugowania (0-90 min). Stwierdzonge

90 min.

Optymalny czas
operacji
lugowania - 4
min.

ekstrahenta do
masy materiatu
roslinnego -1 g
120 ml

Optymalny skiad
EtOH:Woda
1:1 viv

optymalne warunki prowadzenia
ekstrakcji polifenoli i teiny z fici
herbaty to: czas ekstrakcji - 4 min ,
ekstrahent 50% etanol, stosunek
ekstrahenta do masystmnej 1g /20
ml.

Poréwnano take wielkas¢ odzysku
polifenoli i teiny za pomagc MAE z
wielkoscig odzysku za pomac
maceracji przez 20 h w temp.
pokojowej oraz ekstrakcji za pompc
UAE przez 90 min. w temp.
pokojowej.Wykazanoze wielkas¢
odzysku otrzymana za pomp®AE
jest znacznie wksza nk w przypadku
pozostatych dwdch technik.
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Materiat

. Sktadnik podlegajacy Stosowana Warunki badany . : Lit.
Lp. Materiat badany ekstrakcji / tugowaniu/ technika Ekstrakcji /rozpuszczalnik Rozpuszczalnik Uwagi
[g/ml]
13 | 9 gatunkéw rélin z Naftochinony : UAE 60 min 0,5-2g /50 ml MeOH Ziarnisto40 mesh, filtracja po [20]
rodzinyBoraginaceae | szikonina, ekstrakcji na filtrze membranowym
acetylszikonina 0,2um
deoksyszikonina
isobutyloszikonina
B’ B -
dimetyloakryloszikonina
14 | Hierochloe odorata 5,8-dihydroksykumarynad MAE Czas ekstrakcji | 1g/10mlilg/ | eter dietylowy, Materiat rglinny suszono w 36C, a | [21]
- Turéwka wonna i 5-hydroksy-80- 8 -d- 5i15 min; 10 ml octan etylu, nastpnie zmielono. Dla kalej z
glukopiranozyl- Temp.: 401 80 aceton, trzech badanych technik, wykonano
benzopiranonu °c, aceton / heksan | ekstrakcje jedno i dwu stopnigw

1:1 viv.
Pierwszym
etapem byta
ekstrakcja w
aparacie Soxhleta
i jako ekstrahent
stosowano
heksan.

W przypadku ekstrakciji
antyoksydantow z turowki wonnej za
pomog SFE, ekstraktor umieszczond
w tazni ultradzwickowej.

Badanie wykazatyze zaréwno
ekstrakcja za pomadechniki MAE
jak i SFE mae by stosowana, w celu
izolacji przeciwutleniaczy z turéwki
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Sktadnik podlegajacy

Stosowana

Warunki

Materiat
badany

Lit.

Lp. Materiat badany ekstrakcji / tugowaniu/ technika Ekstrakcji /rozpuszczalnik Rozpuszczalnik Uwagi
/ml
SFE z Temp.: 0,5 g[% O,]5 g CO,oraz CQ + wonnej. Etanol, jako ekstrahent
wspomagana | 40 i 80°C szklanych etanol (2,5-30 % | zapewnia wysz wartas¢ odzysku
Cisnienie: 25, kulek: wiw) zwigzkow, niz mniej polarny aceton i
35i44 MPa 60 dnf gazu Pierwszym '?’Ztgr:]r:Jik?atySIlIJ:.E 2 wysokimteniem
Przeplyw gazu: etapem byta modyfikatora (10-30%) jest w stanie
0,5 drri/min ekstrakcja 30 dfh | wyodrebnic zwiazki sredniej
CO,, a nasfpnie | polarndci, jak przeciwutleniacze
60 dn? fenolowe.
mieszaninyCO, z
etanolem (20%
etanolu w/w)
Soxhlet 6h 3g/150ml heksan, eter

dietylowy, octan
etylu, aceton,
izopropanol, 95%
etanol, metanol /
woda / kw.
octowy 80/20/1
viv
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3.1.3.1. Ekstrakcja w aparacie Soxhleta oraz w wersji zaatgrowanej za pomac
aparatu Soxtec®

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta to jedna z najstarmszechnik ekstrakcji /
lugowania metabolitbw z materiatu stmnego oprdcz klasycznej maceracji lub
maceracji z mieszaniem. Technika tazgtudo izolacji i wzbogacania analitéw
nielotnych oraz niskodredniolotnych, a jednocgeie termicznie trwatych [8].

Budow aparatu Soxhleta przedstawia rys. 1 [22]. Skiaglars z kolby kulistej,
nasadki Soxhleta z gi§zz porowatej celulozy, w ktorej umieszcza sbzdrobiony
material badany oraz chtodnicy zwrotnej. Do kolbprewadza si odpowiedni
rozpuszczalnik. hczy st poszczegodlne elementy i aparat umieszczawsitazni
wodnej, doprowadzag do fagodnego wrzenia rozpuszczalnika. Paryaeago
ekstrahentu, ochtodzone w chtodnicy zwrotnej, skjapsie i sptywap do gilzy,
gdzie rozpuszczalnik penetruje materiat badany, aatpnie z wylugowanymi
substancjami sptywa do kolby. Proces ten powtakzeviglokrotnie, @& do momentu,

gdy ekstrakg uzna st za zakaczory.

/. Chlodnica zwrotna

Komora Ekstrakcyjna
Nasadka Soxhleta
Zawar syfonowy

Va porT

IEkstrahent

kolba
kulista

Rys. 1. Aparat Soxhleta [22]

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta byla bardzo popalar@ wzgidu na tatwy
dostp i stosunkowo niskie koszty aparatury. Jednak zgladu na diugi czas
operacji, znaczne 2zycie rozpuszczalnikéw, wody chiogte] czy energii

elektrycznej coraz eZ#ciej odchodzi s od stosowania tej techniki. Nie bez
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znaczenia jest tak okoliczngé, iz temperatura skroplin  rozpuszczalnika
sptywapcego do gilzy jest isza od temperatury wrzenia rozpuszczalnika, preez c
operacja ekstrakcji trudno rozpuszczalnych i tnehtyermicznie metabolitow nie
by¢ wéwczas mniej skuteczna [23, 24]. Z drugiej stromyprzypadku sktadnikow
nietrwatych termicznie me dochodz do ich rozktadu. Naley jednak zwrddi
uwag, ze ze wzgddu na istnienie bogatej literatury, technika t&timavana jest jako
warunki ,odniesienia”.

Wprowadzona w ostatnich latach zautomatyzowana aanaparatu Soxhleta-
aparat Soxtét czsciowo redukuje wyej wymienione wady, szczegdlnieslie
chodzi o czas trwania operacji ekstrakcji. W aparagpu Soxte, gilza z probk
jest zanurzana we wgzym rozpuszczalniku - etap tzw. ,gotowania”, gdaastpuje
maceracja. Etap ten nie wygtije w przypadku klasycznego aparatu Soxhleta, a
przyspiesza on znacznie uwalnianie analitdw z ekstrahega materialu. Po
pewnym czasie gilza zostaje podniesiona p@yy poziomu wr3acego
rozpuszczalnika i materiat omywany jest skroplinagkstrahentu, tak jak ma to
miejsce przez caly czas operacji ekstrakcji w J&amnym” aparacie Soxhleta.
Rdéznica polega take na maliwosci regulacji temperatury modutu grzejnego, @i
mozliwa jest regulacja szybkoi ogrzewania i intensywsoi wrzenia
rozpuszczalnika. W przypadku, gdy jako ekstrahtogmvany jest metanol, zgodnie
z zaleceniami producenta, temperatura ptyty grzegparatu powinna wynasi
200°C. Ustawienie odpowiedniej temperatury piytgaygnej powoduje oktgtong
szybka¢ przekazywania ciepta do uktadu, acwiokrelong intensywnéé wrzenia
rozpuszczalnika i oké&ony strumié ekstrahentu plugzego materiat zawarty w
gilzie. Powoduje to skrécenie czasu operacji i Zjaaienie zgycia rozpuszczalnika.

Technika ta, jest obecnie, szeroko stosowana dtowamia wielu ranych
rodzajow zwjzkow chemicznych- metabolitow stosunkowo trwatyehnnticznie,
lipidow, policyklicznych weglowodoréw aromatycznych z dlin (np. z kawy,
orzechéw kokosowych, grzybow, owocow i warzyw )tym takze bardzo ogsto do

przygotowania probki do analiz w badanigobdowiska naturalnego [8].
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3.1.3.2. Ekstrakcja na drodze maceracji z jednoczesnym wsdraem

Maceracja to jedna z najstarszych technik ekstrakijgowania. W procesie
maceracji surowiec, wcgeiej odpowiednio rozdrobniony, umieszczany jest w
zamknetym naczyniu i zalewany odpowiedniloscia rozpuszczalnika, a ngghie
zostawia si go na wymagany okres czasu. Czas opracji wynosilkd godzin do
kilkunastu dni. Po uptywie odpowiedniego czasu,skayy ekstrakt dekantujeesi
znad surowca, zbiera przez odciekanie lub siesujrowanie [25, 26].

Technika ta jest mato efektywna, hjorpod uwag bardzo diugi czas ekstrakciji,
dlatego stosuje sipewne unowoczeienia, jak wprowadzenie mieszaniadb
wytrzagsania czy termostatowania w podwygonej temperaturze. W przypadku
maceracji z jednoczesnym mieszaniemdsd wytrzasaniem, surowiec oraz
rozpuszczalnik umieszczag¢sw zbiorniku z mieszadtem albo odpowiednio w
wytrzasarce i miesza w sposObagiy, co podnosi wydajrié procesu. Do zalet
maceracji ména zaliczy prosto¢, dostpnasé i niskie koszty aparatury. Jedmak
diugi czas trwania oraz brak movosci catkowitego odzysku substancji czynnych z
surowca, sprawiae coraz bardziej odchodziesbd stosowania tej techniki. Z

technilg maceracji, gigle mazna spotka sic na przyktad przy produkcji wina [27].

3.1.3.3. Przyspieszona ekstrakcja za pomouzpuszczalnika (ASE)

W przypadku techniki ASE (andicclerated Solvent Extractiprwykorzystuje
si¢ takie same rozpuszczalniki ciekie, jak w metodathsycznych, lecz pod
zwigkszonym cinieniem (ok. 100 — 140 atm.) i w podiggonej temperaturze (50 —
200 °C). W tych warunkach posiaglapne korzystne dla przebiegu ekstrakciji
wiasciwosci, takie, jak: niska lepkd, podwy:szone wspotczynniki dyfuzji, co w
konsekwencji prowadzi do dobrej kinetyki proces@rzpuszczania, jak i sprzyja
desorpcji zwazkow chemicznych z powierzchégiany komorkowej, albo z organelli
[28].

Probka umieszczana jest w naczyniach ekstrakcyjryghonanych ze stali
nierdzewnej. W chwili umieszczenia naczynia w ,pi&c pompa dostarcza
rozpuszczalnik do naczynia ekstrakcyjnego. Pierwszgtapem operacji jest
ogrzanie, w trakcie ktérego naczynie wraz z psofgst podgrzewane dzgdanej
temperatury. Drugim etapem jest etap statyczny.eksirakcji statycznegwiezy
ekstrahent przeptywa (jest pompowany przy pomocymgpo wyporowej)

strumieniem przez naczynie, aby przeééaiekstrahowane sktadniki do odbieralnika.
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Na zakaczenie procesu ekstrakcji pozostét@luentu usuwana jest z naczynia za
pomog azotu pod énieniem 1,04 MPa.

Czas trwania procesu ekstrakcji wynosi zwykle adb515 minut, a ztyta ilos¢
rozpuszczalnika stanowi w przybdiniu 150% ohgtosci naczynia ekstrakcyjnego,
czyli najczsciej ok. 30 ml. Ekstrakt zanim trafi do odbieralikzostaje
przepuszczony przez specjalny filtr, gkdiczemu w wielu przypadkach nie wymaga
on dodatkowego filtrowania.

Technik ASE mana wykorzystywa do ekstrakcji / tugowania zgakow
chemicznych z surowcéw g$innych, zywnosciowych, jak i z produktow
farmaceutycznych. Zalety tej techniki to redukcjdosai stosowanych
rozpuszczalnikdw oraz skrocenie czasu ekstrakcjkitkn minut w poroéwnaniu do
metod klasycznych [28-30]. Wady, to wysoki koszampury oraz brak niiwosci

znacznego powkszania skali [28].

3.1.3.4. Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowAE)

Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowyang. Microwave
Assisted Extractior- MAE) opiera s} na zjawisku absorpcji energii mikrofalowej
przez casteczki zwiyzkdédw chemicznych, stanogdgych materiat ekstrahowany i
.pbalastowy” oraz ekstrahent geli jest polarny).

Absorbowana energia jest proporcjonalna do wartstatej dielektrycznej
absorbuyjcych p czsteczek i powoduje wibragjoraz rotagi dipoli w polu
elektrycznym.  Warunkiem podstawowym jest, aby mamedipolowy
rozpuszczalnika byt iy od zera, a materiat staty byt polarny. W gtéwngjsci
energe pola elektromagnetycznego absogbarasteczki rozpuszczalnika, ale fak
wszystkie srednio i wysoko polarne ggteczki ekstrahowanych zygkow
chemicznych i ich ,nénika”, szczegélnie, posiadae wysoki moment dipolowy [8].

Z reguty w ekstrakcji zwizkOw chemicznych za pomgctechniki MAE,
stosowane & urzadzenia genergge promieniowanie o estotliwosci 2,45 GHz,
jednake w nizszej czstotliwosci maze by réwniez realizowana. Podwgzona
temperatura rozpuszczalnika powoduje szybki przeizi@lacii termicznie stabilnych
zZwigzkow. Szybki wzrost dyfuzji, wywotany, zarownodalektromagnetycz jak i

podwyzszony temperatura powoduje prgpieszenie ekstrakcji [8, 31].
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Ekstrakcg wspomaga# promieniowaniem mikrofalowym prowadzigszwykle
w zamkngtym naczyniu teflonowym zwanym ,borgh gdzie temperatura nie
dochodzt do 190°C.

Do zalet tej techniki naly skrocenie czasu trwania ekstrakcji, automatyzacja
oraz zmniejszenie ik@i stosowanych rozpuszczalnikow, co bezpdnio przektada
si¢ na obntenie kosztéw oraz na aspekt proekologiczny.

Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowgst stosowana przede
wszystkim do przygotowanigrodowiskowych, a tate ralinnych czy grzybowych
do analizy (np. w celu oznaczenia pestycyddéw,azkdw metaloorganicznych,
fenoli, sktadnikow lekdéw, hormondw, surfaktantéwetabolitow) [30].

3.1.3.5. Sonifikacja za pomac dezintegratora ultrasvickowego albo tani

ultradzwickowej

Ultradzwickami nazywamy fale akustyczne cgstotliwosciach w zakresie od 16
kHz do 1 GHz, niestyszalne dla ludzkiego ucha.

Procesy wymiany masy zachade np. w cieczach w polu ultragickowym
ulegap istothemu przyspieszeniu. Intensyfigxcg dziatanie ultradvickdw na
procesy ekstrakcji wie st z przekroczeniem wardoi progowych dnienia
akustycznego, przy ktérych wyplja przeptywy wynikagce z nieliniowej absorpcji
w samym érodku i w warstwie przciennej. W cieczach wygtuje wtedy zjawisko
kawitacji istotnie wspomagajcie ekstrakcje. Zakagstotliwosci ultradzwiekow
stosowanych do wspomagania ekstrakcji zalprzede wszystkim od poziomu
ttumienia dwicku w asrodku oraz stopnia rozdrobnienia materiatlu i jego
temperatury. Do prowadzenia ekstrakcji najlepiefaja sie fale akustyczne o
niskich czstotliwosciach i srednich nagzeniach. Fala ultraavieckowa powoduje
lepsz penetragj komorek przez cewteczki rozpuszczalnika oraz lepszy transfer
masy [32-34].

Do zalet ekstrakcji wspomaganej falami ultrattkowymi naley rowniez
skrécenie czasu ekstrakcji oraz piagszenie ekstrakcji nisko gsteczkowych
zwiazkow. Sredni czas ekstrakcji wspomaganej ulthattkami wynosi najcgscie;
od kilku do 30 min. W tym czasie aga st wartasci odzysku poréwnywalne z tymi,
jakie mazna uzyska po kilkunastu godzinach prowadzenia ekstrakcji paracie
Soxhleta [8].
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Technike te stosuje g m.in. do otrzymywania cukru z burakéw cukrowycB][3
przy produkcji lekéw [34] czy ekstrakcji bioaktywely zwizkow z materiatu
roslinnego (zwazki aromatyczne, herbicydy, polisacharydy, flawopglifenole itd.)
[14, 20].

Operacg ekstrakcji wspomaganej ultragdickami przeprowadza gina dwa
sposoby: za pomac tazni ultradzwickowe] lub za pomac dezintegratora
ultradzwickowego. Ranica polega na jednostkowej, wprowadzanej mocy Or@z
sposobie rozchodzeniadali dzwickowej. W t&ni ultradzwickowej fala rozchodzi
si¢ w wodzie i dopiero z niej przechodzi do rozdrolgpprobki, pokonujc przy tym
bariek, ktorg jestscianka naczynia. Natomiast, w dezintegratorze dittkéckowym
fala jest emitowana bezgednio do probki.

Uzycie dezintegratora ultradickowego jest bardziej efektywne. Niemniej,
wydzielana zostaje da ilos¢ energii, co mge wplywa na czsciowy rozktad mniej
trwatych zwhzkdéw chemicznych. Trudniejsze jestz tetabilizowanie warunkow
operaciji.

Zalety ekstrakcji za pomactazni ultradzwickowej jest maliwos¢ poddawania

jednoczénie wielu probek ekstrakciji.

3.1.3.6. Ekstrakcja za poma@c homogenizatora wysokoobrotowego 0 wysokiej
szybkdaci scinania

Homogenizacja jest to operacja wytwarzania jedeplitrwatej mieszaniny z
dwoch lub wekszej ilasci sktadnikow, niemieszagych s¢ ze sol w warunkach
normalnych. Jest fundamentaln operacy wykorzystywam w przemyle
farmaceutycznym, sggwczym, chemicznym czy w rolnictwie [35].

Homogenizacja, jako technika ekstrakcyjna polegaiyaiu wyposaonego w
szybkoobrotowe ostrza homogenizatora. Poprzez at@&ét sit $cinagcych
uzyskujemy rozdrobnienie badanego materiatu i uigaie zwgzkéw chemicznych
z materialu homogenizowanego do ekstrahentu.

Do zalet tej techniki naky krotki czas operacji oraz prostota adzenia [35], a
ponadto maliwo$¢ przeniesienia skali z analitycznej na pot-prepavat i dalej na
preparatywn. Problem mge stanowé duza ilos¢ wydzielanej energii, przez co
trudniej jest kontrolom& operacje ekstrakcji i nie dochodzi do rozkiadu

metabolitow nietrwatych termicznie [35].
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3.1.3.7. Podsumowanie

Na podstawie danych literaturowych, dotycych charakterystyk wybranych
technik ekstrakcjifugowania stosowanych do izolagjetabolitdw z materiatu
roslinnego, najbardziej efektyvgnwydag si¢ by¢ technika ekstrakcji wspomaganej
dziataniem mikrofal. Do zalet moa zaliczy¢ skrécenie czasu trwania ekstrakcji do
kilku, czasami kilkunastu minut oraz wiovos¢ regulacji temperatury opracji [13,
19, 21].

W wielu zrodlach literatury za optymaln nowoczess technik
ekstrakcjiflugowania metabolitdw wtornych ukema jest ekstrakcja wspomagana
falami ultracdwickowymi w formie dezintegratora ultragdickowego jak i fani
ultradzwickowej [9, 14, 15, 17, 20].

Duzo rzadziej stosuje sbstatnio ekstrakgjw aparacie Soxhletagtlz maceragj
Z wytrzagsaniem ze wzgbu na ich mat efektywnd¢ i dtugi czas trwania operacji.
Jednalke, ze wzgjdu na istnienie bogatej literatury, ekstrakcja \arapie Soxhleta,
jak i w aparacie Soxt&ctraktowana jest jako ,, technika odniesienia”.

Z danych literaturowych mma rownie wnioskowd&, ze ogromny wplyw na
efektywna¢ technik ekstrakcji/tugowania mgjakie czynniki, jak: temperatura, czas
trwania operacji, dobor odpowiedniego rozpuszckalnstosunku masy materiatu
badanego do ikmi uzytego rozpuszczalnika do ekstrakcji oraz charaktgka
materiatu badanego, w tym stofiego rozdrobnienia czy homogenizacji.

Kluczowym zagadnieniem przy wykonywaniu ekstrakcjest dobor
odpowiedniego rozpuszczalnika gda mieszaniny rozpuszczalnikdw i ich
wzajemnego stosunku [19, 21]. Dobor tenzmadotyczy rozpuszczalnika do
selektywnej ekstrakcji oksonego zwiazku chemicznego, dolz grupy lub grup
substancji chemicznych, nadeych do réanych klas zwizkéw chemicznych.
Gtownie stosuje si ekstrakcje / tugowanie rozpuszczalnikami o wzias&
polarndgci, rzadziej malejcej [6, 8, 21], w zaknosci od tego, jaki charakter ma
materiat badany oraz substancjecddre przedmiotem bada Najczsciej
wykorzystywane do ekstrakcji/fugowaniaa sozpuszczalniki takie jak, heksan,
chloroform, eter dietylowy, aceton, acetonitrylamal, metanol, woda Iub ich
mieszaniny.

Istotnym zagadnieniem jest rowmiecharakterystyka materialu badanego.
Wystepuja znaczne ranice w zawartéci metabolitow w poszczegdélnych edziach
badanej réliny [6]. Wazny jest dobor optymalnych warunkow ekstrakcji w
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zaleznoéci od r&nej zawartéci wody w surowcu rdinnym [4, 6]. Kolejnym
waznym czynnikiem jest odpowiednie rozdrobnienie lullgaz homogenizacja
materiatu przed wykonaniem operacji ekstrakcji/ldwgaia [4]. Odpowiedni dobor
wielkosci ziarna surowca, powoduje bardziej efektgwpenetragj materiatu przez
rozpuszczalnik, zwksza s¢ powierzchnia wymiany masy guzy ekstrahentem a
materiatym rélinnym, co zwegksza efektywn&t operacji.

Dobér najbardziej efektywnych technik i warunkéw sehkcji/tugowania

metabolitow wtornych zaky od wielu czynnikow, dlatego wymaga optymalizacii.
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3.2.ROZDZIELANIE, OZNACZANIE | 1IZOLACJA METABOLITOW Z
GRUPY FLAWONOIDOW | NAFTOCHINONOW Z MATERIALU
ROSLINNEGO

3.2.1. Wprowadzenie

Metabolity wtorne z grupy naftochinonéw oraz flawadw wykazug
wiasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne, istpiejakze doniesienia o
wiasciwosciach przeciwnowotworowych w przypadku naftochiner{86-38].

Naftochinony, czyli diketonowe pochodne naftalemystepuja powszechnie w
roslinach z rodzinBignoniaceagVerbanaceagEbenaceagPlumbaginacea®raz w
roslinach megsazernych z rodzin:Dionophyllaceag Nepathaceae Droseraceae
Zawarte g w lisciach, owocach, korzeniach i drewnie [39-41].

Dowiedziono, ze naftochinony posiadg] wiasciwosci cytostatyczne,
przeciwzapalne, bakterio i grzybobojcze, wykagzujziatanie przeciwwirusowe,
antymalaryczne oraz hamujozwoj pasaytow takich jak Schistosoma mansoni
Trypanosoma cruZ40, 42]. Wiagciwosci naftochinondw zwjzane § ze zdolnécia
do generacji aktywnych form tlenu, inhikicienzyméw topoizomeraz oraz ich
oddziatywaniem z DNA [40]. Dzki wiasciwosciom oksydacyjnym naftochinony s
zdolne do tworzenia nieodwracalnych komplekséw znakwasami, prowadg
czesto do inaktywacji biatka. Dgki wysokiemu potencjatowi redoks zywki te
mog, takze stymulowad tancuch oddechowy w komadrkach bakterii prowgmzlo
powstania toksycznych rodnikow tlenowych i efekékieriobdjczego [43].

Flawonoidy petrd w roslinach funkcg barwnikow, antyoksydantow, oraz
stanowsy ochrore przed promieniowaniem UV i patogenami. Dowiedzi@omadto,
ze flawonoidy g zwigzkami farmakologicznie czynnymi. Posiagl@ne aktywnéc¢
antywirusovd, antybakteryjn, antyalergiczg, a take dziataj przeciwzapalnie i
przeciwskurczowo. Efekty farmakologiczne flawonaidwynikaja z ich wtasnéci
antyoksydacyjnych, zdoldoi do chelatowania jonéw metali oraz do oddziatyisan
z enzymami, btonami komorkowymi i DNA [40, 44-47].

Z uwagi na aktywng farmakologiczg naftochinonéw i flawonoidéw diego
znaczenia nabratlo opracowanie selektywnych i chutynetod rozdzielania,
oznaczania i izolacji metabolitow wtérnych z ekktéav roslinnych.

Chromatografia cieczowa jest najézie] stosowas technily do rozdzielania,
oznaczania i izolowania metabolitéw wtornych z eMabw ralinnych. Najstarsz
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technily analizy naftochinonéw i flawonoidow jest chromatafitp planarna,
zarbwno bibutowa, jak i cienkowarstwowa [48]. Obiecrbadania ekstraktéw
roslinnych bogatych w substancje z grupy naftochinond&wonoidoéw wykonuje
sic przede wszystkim z wykorzystaniem techniki elueyjn kolumnowej,

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

3.2.2. Rozdzielanie, oznaczanie i izolowanie naftochinondvilawonoidéw z

zastosowaniem cienkowarstwowej chromatografii @ae (TLC)

Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa wykorzystya jest przede
wszystkim do stwierdzenia obecoo poszukiwanego sktadnika w badanej
mieszaninie lub stwierdzenia jego braku. Wspoétceesdmiany tej techniki, z
zastosowaniem detektora UV-VIS typu DAD oraz skémer pozwalaj na
identyfikacg, jakadsciowa jak i ilosciows. Mimo wszystko, doktadrie i precyzja
oznaczania w chromatografii cienkowarstwowgjveyraznie mniej korzystne, ni
uzyskiwane z zastosowaniem techniki kolumnowej \gsprawnej chromatografii
cieczowej — HPLC. Chromatografia cienkowarstwowa jéwniez wykorzystywana
do celéw semi-preparatywnych [52].

Do rozdzielania naftochinonow i flawonoidow z zastwaniem
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej wykorzyst st tak uktady faz
normalnych lub chromatografi podziatows ciecz-ciecz z fag stacjonarn
generowas dynamicznie, jak i odwrocone uktady faz. W warustkanormalnego
ukladu faz (NP) fag stacjonara najczsciej stosowas, szczegOlnie w straszej
literaturze bykzel krzemionkowy [49-57], a w przypadku odwroconydtladow faz,
zel krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowys2, 55]. W normalnych
uktadach faz w postaci fazy ruchomej stosowano mamsy takich
rozpuszczalnikow, jak: heksan, octan etylu, chlonof, benzen, eter etylowo-
metylowy [38, 49-51], w warunkach chromatografiidg@towej z dynamicznie
generowan fazg stacjonarg stosowano heksan, toluen, chloroform, octan etylu,
kwas mrowkowy, kwas octowy, metanol oraz taki dekatvody by byt zbliony do
granicy rozpuszczalgoi [52-57], a w odwréconych ukladach faz najfazej:
acetonitryl, metanol, kwas octowy, zmieszane z av¢82, 55]. Rozdzielanie
substancji na cienkich warstwach fazy stacjonarmgikonywano niekiedy
wielokrotnie, rozwijagc chromatogram kilkakrotnie w tej samej lukzmgch fazach
ruchomych.
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Flawonoidy charakteryzygj sic wzglednie wysok polarngcia, dlatego do
rozdzielania zwjzkdw z tej grupy substancji, znajduje zastosowahi@matografia
podzialowa ciecz-ciecz z fazstacjonara dynamicznie generowan (LLPC),
szczegoOlnie w zastosowaniach preparatywnych. LLR&rakteryzuje si znaczi
pojemndcia sorpcyjm, jednak nieliniow sorpcy. Faz stacjonara w LLPC jest
polarny adsorbent, a mniej polarna faza ruchomanmmpszanina dichlorometan —
metanol, jest bliska nasyceniu. wodi metanolem. W LLPC wyspuja
oddziatywania charakterystyczne zarowno dla uktadgwdziatowych. W
chromatografii podziatowej ciecz-ciecz z dastacjonara dynamicznie generowan
w przeciwigistwie do normalnego ukiadu faz, oddziatywania meegficzne
(dyspersyjne) majznacacy wptyw i decydug o wartagci wspoétczynnika podziatu i
0 zZwigzanych z nim parametarach, takich jaketdsc i czas retencji (Vr i tr).

W tabeli 2 przedstawiono zastosowane dotychczastesafurze przedmiotu,
warunki rozdzielania, oznaczania lub izolowaniatoafinonéw i flawonoidow
zawartych w ekstraktach dlsmnych w normalnych uktadach faz cienkowarstwowej
chromatografii  cieczowej (NP-TLC), w odwréconych tadach faz
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (RP-TLQ)raz w warunkach
chromatografii podziatowej ciecz-ciecz z §aztacjonara generowag dynamicznie
(LLPC).
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Tabela 2.Warunki rozdzielania i detekcji naftochinonéw ivilanoidoéw zawartych w ekstraktachslianych technilg cienkowarstwowej
chromatografii w normalnych ukfadach (NP-TLC) i adaonych ukfadach faz (RP-TLC) oraz w warunkacloofatografii podziatowe;j
ciecz-ciecz z fagzstacjonara generowas dynamicznie (LLPC).

Odmiana

Lp. | techniki Faza Faza ruchoma Rozdmelang/ lqznaczane Ma}f?”ajf Warunki detekcji Uwagi Lit.
TLC stacjonarna metabolity roslinny
Drosera Obserwacja wwietle ;I;;Em V\(l))'zlr(z0 rrznyasrgagﬁ i’:\) aonri“f:/
1 NP-TLC Si 60 CHCI plumbagina widzialnym oraz prz J Yy y pomac [49]
Peltata . kolumnowej chromatografi
dt. fali 365 nm . )
cieczowej
plumbagina, TLC, wykorzystano do analizy
3-0-metylo droserorg- frakcji otrzymanych za pomac
2 NP-TLC Si 60 b, Heksa.m/ ACOEt, hydroksy plumbagina, Plumbago Brak danych kolumnowej chromatografij [50]
(85:15 viv) ; ? capensis . )
dihydroksynaftochinon, cieczowej
oraz szikinony
Obserwacja viwietle| Analiza sktadu ekstraktBlumbago
3 NP-TLC Si 60 Heksgn/ ACOEL plumbagina Plumbago UV o dlugaci fali | auriculataw dichlorometanie [51]
(5:2 viv) auriculata _ o
=254 iX,=366 nm
ramentaceon i jego Euclea TLC zastosowano do analizy skfadu
4 | NP-TLC Si 60 B Heks:.;m/ AcOEt dimery oraz inne racemosa Brak danych ekstraktéw oraz frakcji zebrany; h[38]
(90:10 viv) . ssp. za pomog kolumnowej
naftochinony : . - :
schimperi chromatografii cieczowej
1-BuOH : AcOH : 4-0O-glukozyd 7- Drosera Zastosowano dwuwymiaraw
HILIC- . H,O (4:1:5 v/v) | metylohydroksyjuglonu if rotundifoli cienkowarstwow chromatograti
5 TLC S160 oraz AcOH:HO 4-0O-glukozyd Drosera Brak danych cieczow (2D-TLC) [52]
(3:17 viv) hydroksyplumbaginy intermedia
. L R TLC, wykorzystano do analizy
LLPC- Sl CHCl;: MeOH 3-0-p-d-galaktozyd Byrsonima Obserwacja ,W.W'eﬂe frakcji otrzymanych za pomac
6 (20cmx20cm) ) kwercetyny, 3e--I- UV o dlugaci fali . 1 [53]
TLC : (85:15, viv) ; crassa _ kolumnowej chromatografi
ptytki szklane arabinozyd kwercetyny A=254 nm cieczowej
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Odmiana

Lp. techniki F_aza Faza ruchoma Rozdzielane/ ozhaczane Me}t.e”ajf Warunki detekcji Uwagi Lit.
TLC stacjonarna metabolity roslinny
1) AcOEt: Do analizy flawonoidow zawartych
1)Si60 5 HCOOH: Spryskanie 1% w frakcjach otrzymanych za
2) Si 60 554 CH;COOH:H,0 roztw. boranu 24 pomog chromatografii semi-preq.
3) Celulozsg (100:11:11:26 viv aminoetylodife- RP-HPLC zastosowano 6 uktadgw
2) AcOEt: MeOH: nylowego w MeOH| chromatograficznych TLC
LLPC- MN300 .. o
TLC oraz | 4) Celuloza H,0 (63:12:9 v/v) . Cymbopogo oraz 5% roztw.
7 3) 1-BuOH: AcOH flawonoidy . PEG 400 w EtOH [54]
HILIC- MN300 P citratus p
H,0 (60:15:75 v/v| Dla uktadow od 2-6
TLC 5) Celuloza A
4) (2:98 viv stosowano
MN300 . )
5) AcOH:H,O obserwacje poc
6) Celuloza ) :
MN300 (15:85 viv lamp UV przy
6) CH;Cl:AcOH: A=366 nm
H,0 (50:45:5 v/v)
Nymphaea . TLC, wykorzystano do analizy
8 LLPC- Si60 R CH,CI,/MeOH kwercetyna pulchella, Sp[r(yl\?:f'a;gerz)szg\)loren}rakcji otrzymanych za pomac [55]
TLC 54 (85:15) i jej glikozydy gracilis i o 4| kolumnowej chromatografi
2H,0]-H,SO, . .
elegans cieczowej
. Identyfikacja  gtéwnych  grug
Spryskanie ptytek o
ACOEt:HCOOH:G . _ |NPIPEG i obserwacj Sadnikow - zawartych W
9 LLPC- Sj . flawonoidy, w tym Acacia o ekstraktach  Acacia pennatg
TLC 160 Fss | HsCOOH:HO kwercetyna pennata W swietle UV o otrzymanych za pomac réznych [56]
(100:11:11:26) A=254 nm ora2=366 !
am ekstrahentéw
. Do analizy ilgciowej
LLPC- S160 ks, | n-heksan/AcOEY . Arnebia Skaner TLC\= 520 | naftochinonéw zastosowar|o
10 (20 cm x 20 MeOH (100/15/1 naftochinony ; . o [57]
TLC densiflora nm pofaczenie  techniki TLC Z
cm, 0,2 mm v/v) .
densytomety
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Odmiana Faza Rozdzielane/ oznaczane Materiat
Lp. techniki . Faza ruchoma . - Warunki detekcji Uwagi Lit.
TLC stacjonarna metabolity roslinny
glukozyd 4-hydroksy Analiza metabolitbw zawartych w
naftochinonu; rossolizyd; Drosera |Obserwacja wwietle| metanolowych ekstraktach D.
E i MeOH:H,0O glukozyd rotundifolia | widzialnym oraz w | rotundifolia oraz D. intermedia
1 RP-TLC RP-18 £ 1:1 (viv) hydroplumbaginy, Drosera | $wietle UV oA= 365 [52]
plumbagina; intermedia nm
ramentaceon
Nymphaea TLC, wykorzystano do analizy
pulchella, Sprvskanie roztwore frakcji otrzymanych za pomac
H,0O : MeOH ; kwercetyna Nymphaea Pry rT1<olumnowej chromatografi
12 | RP-TLC | RP-18f%, . N e [(NH4).Ce(SQ)s | - [55]
CH:CN (3:2:1) i jej glikozydy gracilis i . cieczowej
2H,0]-H,SO,
Nymphaea
elegans
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3.2.3. Rozdzielanie, oznaczanie i izolowanie naftochinondnaz flawonoidow z
zastosowaniem kolumnowej wysokosprawne] chromatiogreéieczowej
(HPLC)

Obecnie, najcgciej stosowas technikp do rozdzielania, oznaczaniagdh
izolowania frakcji naftochinonébw oraz flawonoidéwesi wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC).

W tabeli 3 przedstawiono przegdl literatury dotycacy warunkoéw rozdzielania,
oznaczania albo otrzymywania naftochinonéw i flamsiddw w ekstraktach
roslinnych w normalnych ukfadach faz wysokosprawnejoamatografii cieczowej
(NP-HPLC), odwrdconych uktadach faz wysokosprawetepmatografii cieczowej
(RP-HPLC) oraz w warunkach chromatografii podziapwiecz-ciecz z fag
stacjonara generowag dynamicznie (LLPC).

Najczsciej s obecnie stosowane odwrocone uktady faz (RP-HPL&),
warunkach izokratycznych, albo z zastosowaniemjiegradientowej. Najcgsciej
stosowanegfazy stacjonarne o niepolarnych ugrupowaniachienmsastu atomach
wegla (C18) [64-65, 67-69, 71-73]. Wykorzystuje $& fazy o dwunastu atomach
wegla (C12) [66] oraz @miu atomach wgla-(C8) [20].Srednica ziaren wypetnienia
kolumny wynosi najogciej 5 um, rzadziej 4 lub 3um, a podczas rozdzielania semi-
preparatywnego, mgego na celu izolagjmetabolitdw, najogciej stosowane jest
wypetnieni kolumny o ziarnach 10m [38].

Jako eluenty wykorzystuje ¢si mieszaniny wody oraz rozpuszczalnika
organicznego [20, 64-73] tj.. metanolu, acetonityykzadziej tetrahydofuranu.
Czsto, dodatek do eluentu stanowi kwas np. mrowkovogtowy lub
trifluorooctowy, w celu zmiany pH eluentu, cofoia dysocjacji kwasowej, oraz
zwickszenia w ten sposob hydrofobalebrozdzielanych substancii.

Skfadniki ekstraktow rozdziela ¢siprzewanie przy wyciu warunkow elucji
gradientowej, ze wzgtlu na ra@norodny skitad. Uzyskuje giw ten sposob krétszy
czas operacji i oszednas¢ eluentow. Alternatyw jest stosowanie elucji skokowej,
albo tzw. rozdzielania wielowymiarowego [38].

Najczstszym detektorem w przypadku rozdzielania i ozaaiee sktadnikow
ekstraktow rélinnych technilg HPLC jest detektor spektrofotometryczny z majryc
fotodiodowg (UV-VIS/DAD), lub spektrometr mas (ESI-MS), rzadgidetektor
refraktometryczny (RI) i oczywcie, tylko w warunkach elucji izokratyczne;j.
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Druga grupa warunkéw separacyjnych, stosowargstazdawniej, a obecnie
rzadziej to wysokosprawna chromatografia cieczowaosmalnych uktadach faz
(NP-HPLC). Najcesciej wykorzystywan fazg stacjonarg jest woéwczas zel
krzemionkowy 60 lub 100 A. W literaturze opisankzestosowanie zwzanych faz
stacjonarnych typu: CN, DIOL (odpowiednio cyjangpylowa [60] i
dihroksypropylowa [61] faza stacjonarna zwana zzelem krzemionkowym), oraz
mieszaniny n-heksanu, chloroformu, dichlorometaBtpropanolu, octanu etylu,
dioksanu oraz tetrahydrofuranu, wzngm stosunku objosciowym, jako skiadniki
eluentu [38, 58-63].

Chromatografia podzialowa ciecz-ciecz z gfazmstacjonara generowas
dynamicznie (LLPC/NP-W) jest obecnie rzadko stosmvaw technice
wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Jednak cpaed jednoczesnego
rozdzielania naftochinonow oraz flawonoidéwzmiéacych sé znacznie polarrigia,
moze by przydatna, ze wzgtlu na zmniejszenie retencji mniej polarnych
metabolitow i wzrost retencji polarnych sktadnikogkstraktow, a szczegolnie
glikozydow. Ma teé miejsce wyrane zwikszenie pojemniei separacyjnej ukiadu,
stad mimo wyranej asymetrii pikbw spowodowanej nielinioyeiy izoterm sorpcji,
tego rodzaju uktady rozdzielcze magzczegoblnie korzystne vdl@wosci w skali
preparatywnej, zwtaszcza do rozdzielania alkaloiddaikozyddw, a by moze tez
polifenoli [74]. Jako fazy stacjonarne w LLPC-HPIstbsuje si zel krzemionkowy
lub zel krzemionkowy modyfikowany grupami dihydroksypytgwvymi (DIOL), a
jako fazy ruchome wykorzystujeesinieszaniny eteréw alifatycznych i cyklicznych
lub weglowodory alifatyczne i ich chloropochodne, jakasku-polarne skiadniki
eluentu z metanolem, izopropanolem, acetonitryl@kn polarne sktadniki eluentu,
przy czym eluent posiada wedv ilosci zblizonej do nasycenia qieluentu, jednak

ponizej nasycenia [63, 74-75].
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Tabela 3Warunki rozdzielania, oznaczania lub izolowani&dja naftochinonéw i flawonoidéw z ekstraktowshmnych w normalnych (NP-
HPLC) i odwréconych uktadach faz (RP-HPLC) kolummepwysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz arumkach chromatografii
podziatowej ciecz-ciecz z fastacjonara generowas dynamicznie (LLPC) — przegl literatury.

L ?gcmhﬁﬂia Faza Faza ruchoma Rozdzielane/ oznaczane Materiat Warunki Uwagi Lit
P HPLC stacjonarna metabolity roslinny detekgiji 9 '
Wyizolowano 10 frakgcji
A:heksan B:AcOEt bogatych w poszczeg6ine
0, 0, 1 X i
1 NP-CC Si 60 od 100% A do 0% naftochinony, np. ramentaceon Euclea UVv-VvVIS metabolity stosue .EIUCE [38]
A, skokowo co 10% racemosa skokow, zwickszapc
B zawarté¢ octanu etylu co
10% v/v.
W celu wyizolowania
semi-orep Si frakcji bogatych w
prep . . | oznaczano 6 naftochinonéw, w poszczegoblne naftochinony
(Merck, heksan : AcOEt; ) s Euclea )
2 NP-CC o . tym: ramentaceon, 5,5' dihydroksy- . B/d zastosowano semi- [58]
0,063-0,200 9:1,8:2do 1:1 s ; natalensis
mm) 7,7'-binaftochinon, preparatywn kol_umnom
chromatografi cieczowy
oraz eluc gradientow.
Do identyfikacji
. . otrzymanych frakcji za
3 NP-CC Si 60 DC;'\(;IS('JA‘ SzEt flawonoidy, w tym: kwercetyna BTSS(')?: B/d pomog chromatografii [59]
' 9 kolumnowej wykorzystano
technile TLC.
nBondapak- lumbagina, ramentaceon, juglon,  Diospyros Za pomog NP-HPLC
CN (300 mm | heksan + 1% kw. P gina, ramer N, jugion. PYTos uv rozdzielono i oznaczono 6
4 NP-HPLC lawson, izodiospyrin, Usambarensis,| ., _ . . [60]
x 3,9 mm, 10 octowego . A=254nm | naftochinonéw.
um) mamegakinone Roth
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Odmiana

- Faza Rozdzielane/ oznaczane Materiat Warunki . .
Lp. techniki . Faza ruchoma . - - Uwagi Lit.
HPLC stacjonarna metabolity roslinny detekg;ji
NP-HPLC zastosowano do
SDloL | A heksan, BITHE famentatoon muscipula naftochmonow oraa dwsch
5 NP-HPLC 0-15 min 10-50%B S ' UV-DAD -~ [61]
(250mm x . kwercetyna i Drosera flawonoidéw w ekstraktach
15-25 min 50% B : ; o
4mm, Jum) mirycetyna capensis z raslin poddanych
elicytaciji.
Spherogel Opracowana metoda ma
oD 9el, heksan :CHCI : stuzy¢ do szybkiego
LLPC- (30 mm x : . . Plumbago )
6 izopropanol 1,4 naftochinon, plumbagina ; UV-VIS | oznaczania wybranych [62]
HPLC 8mm, R zeylanica S ]
(30:70:2 viviv) naftochinbw w ekstraktach z
10um) )
Plumbago zeylanica
Do oznaczania kwercetyny
) 1) dioksan : heksan 1) UV-DAD | oraz kempferolu
NP()'r_'aZLC LiCDhIr?)Igorb (b/d, viviv) 2) detektor| zastosowano dwa ukfadu
7 2) dioksan : heksan|: kwercetyna oraz kempferol Ginkgo Biloba elektro- | separacyjne, pierwszy NP- | [63]
LLPC- (125mm x .
HPLC 4mm) MeOH chemiczny | HPLC z detekt(_)rem uv-
(40:40:20 viv) ECD DAD oraz drugi LLPC-
HPLC z detektorem ECD
RP-HPLC zastosowano jako
RP-18 ) kolejny etap po
CHsCN : H,0 " .
8 RP-HPLC (250 mm x 0 minl:1 viv naftochinony, np. ramentaceon Euclea UVv-VvVIS chrom_atografu _kolumn.(_)wej [38]
10mm, . ) racemosa do wyizolowania frakcji
40 min 100:0 v/v
10um) bogatych w okrdone

naftochinony
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Odmiana

kwas mréwkowy.

- Faza Rozdzielane/ oznaczane Materiat Warunki . .
Lp. techniki . Faza ruchoma . - - Uwagi Lit.
HPLC stacjonarna metabolity roslinny detekg;ji
RP-HPLC zastosowano do
CH;CN : 0,1% . identyfikacji sktadnikow
9 RP-HPLC rrITnF: ii%i% COOH flawonoidy, w tym kwercetyna Blﬁgg('g: UV-DAD | zawartych w frakcjach [59]
(25:75 viv) 9 otrzymanych z
zastosowaniem NP-CC
. Opracowan metoc
LiChrospher Hé%inM;gBH zwalidowano i wyznaczono
i 100, RP18e L . Plumbago UV-DAD | parametry tj. LOQ
9 RP-HPLC (250 mm x 4 ég m:z ‘;’8058 plumbagina zeylanica 254 nm | (0,06pg/ml), LOD (0,02 [64]
mm, 51m) : Ny pa/ml), zakres liniowgi
40 min 100:0 (v/v) (10-200 pg/mi)
Do oznaczenia flawonoidéw
w Ginkgo biloba
zastosowano detektor
LiChrospher MeOH : 0.5% RID oraz | spektrofotometryczny typu
10 RP-HPLC| C18 (250 H-PO (46_5’4 v(/Jv) flawonoidy np. kwercetyna Ginkgo biloba | UV-DAD DAD oraz detektor [65]
mmx4 mm)| = VT 370 nm | refraktometryczny.
Temperatura
termostatowania kolumny
wynosita 35C.
Zaréwno w analizach z
H,0O:AcCN; UV-DAD zastosowaniem detektora
Phenomenex|  Program elucji: 254 nm oras UV-DAD jak i detektora MS
C-12 (150mm 0 min 85:12 . Eleutherine T wykorzystano te same
1 RP-HPLC X 4,6mm, 10 min 70:30 naftochinony americana deteLIjtg '\kgs 1 warunki chromatograficzne [66]
4pm) 20 min 50:50 Ponop z tym, ze do eluentu w
30 min 20:80 jonowg analizach MS dodano 0,01%
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Odmiana

- Faza Rozdzielane/ oznaczane Materiat Warunki . .
Lp. techniki . Faza ruchoma . - - Uwagi Lit.
HPLC stacjonarna metabolity roslinny detekg;ji
Zorbax C18- Dlon_aea Al_Jtorzy badali t_ake eluenty
AAA muscipula, UV-vis- | Z1nm zawartdcig metanolu,
0,1M CH,COOH : naftochinony: 1,4-naftochinon, D.rotundifolia, jednake ten uznali za
12 RP-HPLC| (150 mm x i A DAD . o . [67]
MeOH (33:67 v/v) plumbagina, juglon, lawson D.spathulata, D najbardziej selektywny i
4,6 mm, 3,5 . ; 260 nm ;
m) capensis,. regia stabilny.
H P. tomentosa
2,5% HCOOH : Opracowana metoda
100% MeOH pozwolita na oznaczenie
Nucleosil Program eluc;ji: jakosciowe zwizkoéw z grup
100-5 C18 0 min: 95:5 133 indyjskie tj. kwasy fenolowe,
13 RP-HPLC 15 min 70:30 zwiazki fenolowe rosliny UV-DAD | flawonoidy, kumaryny, [68]
(250 mm x 4 : : . )
40 min 60:40 lecznicze chinony w 83-ech gatunkac
mm, 51m) 60 min 50:50 roslin indyjskich.
65 min 45:55
90-98 min 0:100
A: H,O / HCOOH Opracowano meted
100:0,2 viv oznaczania jakziowego i
B: MeOH/THF ilosciowego émiu
Agilent C8 100:5 viv 9 gatunkéw rélin UV-DAD | naftochinonow w dziewtiu
i (250 mm x Program eluc;ji: . . 214 nm | gatunkach rélin z rodziny
14 RP-HPLC 4,6 mm, 0 min 41: 59 naftochinony Bozrarlo?nZ;r(]:}(laae 275 nm | Boraginaceae [20]
5um) 40 min 31: 69 9 520 nm
60 min 30: 70
70 min 28,5: 71,5
80 min 0:100
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L (t)edcnﬁlri';? Faza Faza ruchoma Rozdzielane/ oznaczane Materiat Warunki Uwadi Lit
P- HPLC stacjonarna metabolity roslinny detekcji 9 '
Zbadano 40 probek
materiatu rélinnego
0,025 M HPO, zebranego w rnych
Hypersil- 'L00% MeOH regionach Chin, w celu
- i oznaczenia zawaroi pieciu
15 RP-HPLC ODS (125 x Prlogram _eIUCJ!. oznaczano 5 fIawonmdow, w tym Semen cuscutae UV-DAD wybranych flawonoidow, [69]
4,6 mm, 0 min -3 min 82:18 kwercetyr i kempferol 360 nm o d
5um) 11 min -14 min pracowana metoda
H 5545 /v charakteryzuje i
' liniowoscig > 0,999 w
stosunkowo diym zakresie
stezen metabolitow.
Do oznaczenia ikziowego
MeCN : HO : . . 4 naftochinonéw
16 RP-HPLC| Brak danych AcOH oznaczano 5 naftochlnon_ow,_w tym Euclea_ UV-DAD, zastosowano dt. fali 430 nm), [70]
] . ramentaceon oraz szikonine natalensis |430i 352 nm ) . .
62,5:32,5:5vlv a do oznaczenia szikoniny
zastosowano dt. fali 352 nm
. Opracowana metoda
0, 0,
Bgépggg X 95 .?HCI::F&%'\IZ-;AS % D. rotundifolia pozwolita na jednoczesne
17 RP-HPLC 4.6 mm CH éObH naftochinony i flawonoidy D. madagas- | UV-DAD | oznaczenie naftochinonéw | [71]
;5 m) ’ 383:62 ViV cariensis oraz flawonoidow w dwoéch
" ' gatunkach rdin.
Bondapak RP-HPLC zastosowano do
C18 MeOH : H0 8:2 . Plumbago rosed UV-VIS | oznaczania zawadoi
18 RP-HPLC (300 x 3,9 viv +0,1% TFA plumbagina L. 254 nm | plumbaginy w ekstraktach Z [72]
mm) rolin poddanych elicytaciji.
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Odmiana

. Faza Rozdzielane/ oznaczane Materiat Warunki . .
Lp. techniki . Faza ruchoma . - - Uwagi Lit.
HPLC stacjonarna metabolity roslinny detekg;ji
A: H,O:CH;CN: Opracowana metoda z
HCOOH zastosowaniem detektora
94,5:5:0,5 viv UV-DAD i ESI/MS
Superspheril B:H,O : CH,CN: D. adelae, pozwolita na zbadanie
persp HCOOH D. aliciae, sktadu metabolicznego
00 5:94,5:0,5 viv naftochinony i flawonoidy, w tym| D. capensis UV'DAD. pieciu gatunkow rélin oraz
19 RP-HPLC RP18 B ) ' ’ P 259 nmii . [73]
Program eluc;ji: plumbagina D. cuneifolia, wyznaczenie gatunku, w
250x2mm, 5 S ! ESI/MS A :
m 0-5 min A:B 90:10 D. ramanacea ktérym wystpuje
M 5-32 min A:B D. binata najwicksze s¢zenie
70: 30 plumbaginy.
32-40 min A:B
0: 100 v/iv
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3.2.4. Podsumowanie

Chromatografia cieczowa, zaréwno cienkowarstwowa jolumnowa, znajduje
szerokie zastosowanie w rozdzielaniu, oznaczaraz @olacji frakcji metabolitéw
pierwotnych i wtornych, z grupy naftochinonéw ivilanoidow w ekstraktach z
materiatéw rélinnych.

Za pomog chromatografii cienkowarstwowej metabolityy sozdzielane w
normalnych uktadach faz (NP-TLC) w warunkach adegrmpych, kdz z
zastosowaniem chromatografii podziatowej cieczxiee faz stacjonarn
generowag dynamicznie (LLPC-TLC), a rzadziej z wykorzystani@dwroconych
uktadow faz (RP-TLC). W przypadku rozdzielania inazzania naftochinonow i
flawonoidéw za pomag elucyjnej, kolumnowej, wysokosprawnej chromatoigraf
cieczowej gtdbwnie stosowang edwrocone uktady faz (RP-HPLC), a rzadziej NP-
HPLC w warunkach adsorpcyjnych lub LLPC-HPLC. Jdédea do izolowania
metabolitow rélinnych w skali semi-preparatywnej, adz preparatywnej
wykorzystywane $ dotychczas, najezciej normalne ukfady faz lub stosowana jest
chromatografia podziatlowa ciecz-ciecz zafatacjonara generowas dynamicznie
(LLPC). Stopi@ ztozonasci skiadu ekstraktu z materiatu shmnego oraz rodzaj
wykorzystywanego detektora, decyduje o zastosowahigji izokratycznej hdz
gradientowej. W wielu przypadkach stosujee¢ sipre-frakcjonowanie” z
zastosowaniem elucji skokowej, a rgstie rozdziela sifrakcje w warunkach elucji
izokratycznej. Bardzo celowe wydaje¢ siez w praktyce stosowanie przeptywu
zwrotnego eluentu w kolumnie.

W literaturze istnieje wiele procedur rozdzielanitabolitow rélinnych [49-
73]. Nie opracowano jednak dotychczas uniwersapreicedury, przydatnej do
rozdzielania metabolitow wkszej grupy rélin.  Warunki rozdzielania
zaproponowane w literaturzeg sodpowiednie dla ekstraktow otrzymanych z
konkretnych rélin, poddanych okrdonym warunkom hodowli 40z elicytacji i
otrzymanych w okrdonych warunkach ekstrakcji / tugowania. W przypadk
pojawienia s w ekstrakcie dodatkowych substancjgdiicych wynikiem zmiany
warunkéw hodowli czy sposobu ekstrakcji staje one z reguty tylko cgciowo

skuteczne.
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3.3. PROBLEMATYKA POWI EKSZANIA  SKALI KOLUMNOWEJ
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

3.3.1. Ogolne zasady i specyfika przenoszenia skali wroatografii cieczowe;j

Pod pogciem preparatywnej chromatografii cieczowe] (PLG)zumie st
wykorzystanie tej techniki do otrzymywania subsjamc okreslonej czystéci w
niewielkich ilasciach (od 1mg do kilku gramow) i/lub otrzymywanieej j
sporadycznie. Chromatografia cieczcowa do zastosowpreparatywnych
wykorzystuje wszystkie dgdl poznane mechanizmy rozdzielcze i wszystkie znane
ukltady chromatograficzne. Najgzxiej stosuje si kolumnows chromatografi
elucyjg, wykorzystugc te same wypetnienia kolumn jak w analitycznej
chromatografii cieczowej lub o niecogkszychsrednicach ziaren oraz movie jak
najwickszy stopié przetadowania kolumny, warunkgy jak najwy:sza wydajncé
otrzymywania substancji [75, 76].

W celu uzyskania optymalnych warunkow rozdzielamiaPLC dobiera si
najpierw warunki w skali modelowej, tzn. przy zasteovaniu kolumny ,modelowej”
0 matejsrednicy (4-10 mm). Nagpnie, dokonujc powkkszenia skali rozdzielania,
stosuje si kolumre o odpowiednio wikszej srednicy, ale nie zmienia ¢ijej
dlugcsci ani rodzaju sorbentu, a tak ukiadu chromatograficznego i¢&tnia
rozpuszczalnika.Srednice kolumny potrzelan do rozdzielenia preparatywnego
oblicza s¢ zaktadagc odpowiednie zwkszenie olgtosci dozowanej mieszaniny
substancji rozdzielanych, proporcjonalnie do staprawikszenia przekroju

poprzecznego wypetnienia kolumny [75, 76].

3.3.2. Kryteria optymalizacji procesu otrzymywania subsfan- podstawowe

ograniczenia

W chromatografii cieczowej w warunkach modelowydugtawowym kryterium
optymalizacji jest azenie do uzyskania dostatecznie wysokich warto
wspoitczynnika rozdzielenia fRprzy minimalnym czasie trwania rozdzielania. W
warunkach analitycznych najgzxiej dazy sie do uzyskania wartgi Rs w przedziale
1,0 - 1,5. W chromatografii preparatywnej nadizym kryterium optymalizacji jest
dazenie do maksymalizacji efektywfm ekonomicznej otrzymywania substancji o
pozadanej czystéci. Wysoka selektywni@ rozdzielania w warunkach braku

przetadowania jest warunkiem wysokiej efektywrio chromatografii w skali
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preparatywnej lub procesowej. Kryterium optymaljzaearunkéw rozdzielania w
skali procesowej jest maksymalizacja stopnia odzy3K].

Podstawowymi ograniczeniami w preparatywnej chromafii cieczowej 8.
mozliwe do osiagniecia natzenie przeptywu eluentu (limitowane oporem przeptywu
cieczy), dopuszczalnym stiieniem pracy pompy oraz catej aparatury, stosumkow
wysokie ceny sorbentéw potrzebnych, jako wypet@ato kolumn preparatywnych

oraz koszt nieodzyskiwanych rozpuszczalnikdw orgamych [76, 77].

3.3.3. Zjawiska przetadowania kolumny i ich efektywne wykystanie

W warunkach chromatografii cieczowej w skali moaedp i przy stosowaniu
warunkéw preparatywnych ady sie do uzyskania w maksymalnego stopnia
przetadowania kolumny. Im wgzy udaje si oshgnaé stopié przetadowania, tym
efektywniejszy pod wzghlem ekonomicznym jest proces rozdzielania. Szcnégol
efektywny jest proces rozdzielania w przypadkuegjim przetadowaniaggteniowego
(ze wzgtdu na wegksze s¢zenie substancji w eluencie vma uzyské ponad 5-cio
krotny wzrost wydajnéci kolumny) w stosunku do odpowiednich warunkéw
przetadowania objosciowego [77]. Jednak nie mi& to miejsce jedynie tylko
wtedy, gdy rozpuszczaldé rozdzielanych substancji w eluencie jest dostaiiecz
wysoka oraz gdy selektywgouktadu rozdzielczego jest odpowiednio wysoka.

Kazdy rodzaj przetadowania kolumny powoduje poszeegasma, a ksztat
pikdw zalezy od typu izotermy sorpcji i stopnia nieliniowa detektora.

W przypadku przetadowaniae¢geniowego i izoterm sorpcji Langmuira, piki
majs (teoretycznie) ksztatt trogka prostoktnego, gdy stzenie dozowanej substanciji
znajduje s w poblizu prawie poziomego przebiegu tego typu izotermy lub
obserwuje s wykladnicze zakrzywienie zgiujacej czsci piku, w przypadku
bardzo wysokich gken substancji w roztworze dozowanym (npgdua stzen
molowych) [77].

W przypadku przetadowania @bpsciowego (zwekszenie ohjtosci dozowanej
bez wzrostu stenia) obserwuje i wzrost szerokai piku. Jeeli objetosé
dozowana przekroczy granieczwartas¢ rzedu 1% obgtosci kolumny obserwuje si
poszerzenie pasma piku (pojawi¢c gplateau o statej wysoko). Maksymaln
objetos¢, ktora powinno s¢ dozowd& w celu zwekszenia wydajnéci procesu
rozdzielania w warunkach przetadowania etdsiciowego mana uzyska z

chromatogramu otrzymanego w skali modelowej. desgtrtierzona na poziomie linii
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podstawowej i wyrzona w jednostkach afipsci eluentu ,odlegtéc” pomiedzy
pikami substanciji, ktéregcelem rozdzielania [76].

Warunki jednoczesnego przetadowaniazehiowego i ohjtosciowego mana
rozpoznéa na chromatogramie, gdy pik chromatograficzny jasymetryczny po
stronie zstpujacej i wykazuje jednoczaie plateau ma ,szczycie piku”, jedrak
gdy w warunkach braku przetadowania pik jest syyeziny. Warunki takie mag
wystgpi¢ w przypadku fatwych problemoéw rozdzielczych i siasowo niskiej
rozpuszczalnei rozdzielanych substancji, gdy dozowanebardzo dae obgtosci
niezbyt rozciéczonego roztworu (810° mol/dnt) oraz w przypadkusrednio
trudnego problemu rozdzielczego, gdy substancjelzielane charakteryzjsic

bardzo niewielkim zakresem linioia izotermy sorpcji [77].
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3.4. CHARAKTERYSTYKA BADANYCH MATERIALOW RO SLINNYCH
| ZAWARTYCH W NICH METABOLITOW

Badania nad opracowaniem nowych procedur przygat@vaprobki,
rozdzielania, identyfikacji i izolacji wybranych adolitéw raglinnych za pomog
wysokosprawnej chromatografii cieczowej wykonano pazyktadzie rélin
migsazernych z rodzinyDroseracea z gatunkéw Dionaea muscipula, Drosera
binata, Drosera alicia@razDrosera. capensis

Rasliny, z gatunkoéwDionaea muscipula, Drosera binata, Drosera aliciaeaz
Drosera. capensiszawieraj substancje namgce do ranych klas zwizkow
chemicznych, ranigcych s¢ polarndgcia, hydrofobowdcia, rozpuszczalnieia oraz
wielkoscig czasteczek. Jest to dobry przyktad materialslinmego umaliwiajacego
m.in. uzyskanie obszernej charakterystyki selekbden wybranych faz
stacjonarnych i eluentéw, w zastosowaniu do rozazia i wyodebniania
metabolitow ranych grup. Ponadto w ekstraktach z tychlino znajdup sie
substancje, mage bardzo podobne do siebie widma w zakresie UV-VIS
Podobiéstwo widm UV-VIS oraz nieznajonsé struktury chemicznej rozdzielanych
substancji bardzo utrudnia opracowanie optymalnyearunkéw rozdzielania,
poniewa uniemaliwia zastosowanie wspoétczesnych chemicznych progm
optymalizacyjnych, w celu przewidywania retencji igzkébw w okrélonych
warunkach eluciji.

Dodatkowym argumentem, za wykonaniem kadazastosowaniem étin z
gatunkéw Dionaea muscipula, Drosera binata, Drosera aliciameaz Drosera.
capensisjest maliwos¢ ich hodowli w warunkachn-vitro. Za wykorzystaniem
roslinnych kultur in-vitro przemawia uniezammienie rozmnzania od sezonu
wegetacyjnego i strefy klimatycznej (hodowle zna prowadzi w dowolnym
miejscu i czasie), niezalrie od warunkéw pogodowych. Rki technice
mikrorozmnaania istnieje maiwos$¢ uzyskania diej ilosci jednolitego materiatu,
wolnego od patogendw.

Sparéd substancji czynnych farmakologicznie pozyskiyedm z tkanek tych
roslin, na uwag zastugw: glikozydy flawonoidéw, flawonoidy, naftochinony i
kwasy fenolowe stosowane w leczeniu chorob uktaddeohowego oraz jako
czynniki zwkkszajce odporné¢ na bakterie chorobotworcze. Ungigjosc
ekstrakcji / tugowania, rozdzielania, identyfikacjwyodrebinania tych zwjzkow,
stwarza mealiwos¢ biezacej kontroli ich zawarteci w tkankach w czasie hodowi-
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vitro, co w konsekwencji utatwia dobor czynnikdéw stymuadych ich wydzielnanie.
Badania byly wykonywane tak z zamiarem, by najkorzystniejsze warunki
rozdzielania mana byto zaadoptowado otrzymywania ok&onych metabolitow w

skali chromatografii preparatywne;j.

3.4.1. Rosliny migsazerne z rodzinyDroseracea w szczegolnéoi z gatunku
Dionaeai Drosera

Raosliny migsazerne (ang. carnivorous plants naleza do gromady rélin
okrytonasiennych nazywanych rowniédngiospermae Obejmuj one okoto 600
gatunkéw, sklasyfikowanych w szeu klasach taksonomicznych [78].

Posiadaj one niezwykly sposob aglwiania oraz adaptacji wrodowiskach
ubogich w skfadniki oZywcze tj. azot, fosfor oraz sole mineralne. Podogdg
wiekszas¢ rodlin nalezy do scistych producentéw, #tiny migsazerne do swojego
rozwoju potrzebuwj matere organiczm pochodzaca ze schwytanych owadow,
pagczakow, a take matych ssakow jak np. myszy [79, 80]. Z pochtayid
organizmoOw czerpi azot, fosfor, siark chlor, wam, cynk i jod. Ich licie @
zmodyfikowane do postaci putapek na owady, ktore zgmykag sie w czasie
100ms. Gitowne obszary naturalnego wpstvania rélin miesazernych to bagna i
grzezawiska, wilgotne i nastonecznione, w ktoryclh @ stanie prowadéi
fotosyntez [80].

Rosliny migsazerne § cennymzrodiem wielu zwigzkow chemicznych takich jak:
naftochinony, flawonoidy i antocyjany, kwasy fenok ktére ldac zwigzkami
farmakologicznie czynnymi, gs powszechnie pozyskiwane z znych ralin i
wykorzystywane do produkcji lekéw [81].

W medycynie ludowej wyagi z raslin migsazernych stosowane byty od dawna,
jako srodki pobudzajce wydzielanigluzu, w bronchitach, kaszlu i kokluszu. Ziele
rosiczki Oroserag jest od dawna surowcem wykorzystywanym do profué&kow
na takie dolegliwéci jak: grypa, angina, g#lica, szkarlatyna, zapalenia gardia i
ptuc, oraz w terapii astmy i zapalenia zatok. [gd],

W ostatnich latach pojawity @i doniesienia o0 bakteriostatycznych i
przeciwnowotworowych wigiwosciach zwazkédw zawartych w tkankach din
migsazernych, co na nowo zwrdcito uwaga te niezwykte organizmy [80, 81].

Wsrdd raslin miesazernych, szczegbinprzydatnécia w lecznictwie odznaczaj
sie rosliny z rodziny rosiczkowatych(Droseraceap tacinska nazwa rosiczki
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wywodzi sk z greckiego stowa ,drosos” czyli rosagattez polska nazwa rodziny-
rosiczkowate [82]. Rdiny rosiczkowate Droseraceag wchodz w sktad flory
Europy, Azji, Ameryki Péinocnej i Potudniowej, Akioraz Australii [83].

Spasrod zwizkdéw farmakologicznie czynnych pozyskiwanych Zlirorodzaju
rodziny Droseraceaena uwag zastugw zwiazki fenolowe (kwas benzoesowy,
kwas trans-cynamonowy), flawonoidy (kwercetyna, yegtyna), naftochinony
(plumbagina, ramentaceon, droseron, rossolizyd) [78

Do rodziny Droseraceaenaleza m.in. Dionaea muscipulaDrosera binata
Drosera aliciae Drosera capensidDionaea muscipulgest monotypowym rodzajem
rosliny zawieragcym tylko jeden gatunek, pozostate trzy téliry naleza do rodzaju
rosiczek Drosera)[84].

Muchotowka ameryki@ska Qionaea muscipula— wystpuje naturalnie tylko w
Ameryce Poinocnej, na terenie Karoliny PétnocnejPotudniowej Stanow
Zjednoczonych (fot. 1). Teren jej wgpbwania to bardzo nieurodzajne obszary o pH
3,5 — 4,9, w strefie klimatu wilgotnego o zj rozpktosci temperatur w zimie i
lecie. W swym naturalnyrsrodowisku tapie gtownie mrowki i pggi. D. muscipula
zawiera metabolity takie jak, z grupy flawonoidow. mirycetyr i kwercetyr, z
grupy naftochinonébw np. plumbagin hydroksyplumbagiyy droseron, 3-
chloroplumbagin, 4-Of-glukopizanozyd, a tale kwasy fenolowe i enzymy
trawienne [84-86, 92].

Rosiczka dwudzielnaDrosera binatd — pochodzi z Australii i Nowej Zelandii
(fot. 2). Naturalnym jejsrodowiskiem g bagna, mokre torfowiska oraz okolice
jezior. Rosiczka dwudzielna kietkuje wczgsmios, liscie usychaj jesieny, a gk
pozostaje i mze jeszcze przetrwigpierwsze przymrozki dniegi. Wyr&nia sk kilka
odmian ranigcych s¢ kolorem léci lub iloscig rozgatzien. Czysty gatunek[¥.
binata) ma liscie dwudzielne, w ksztalcie litery Y [87].

Rosiczka Alicji Orosera aliciag - jest gatunkiem pochogeym z obszaru
Afryki Potudniowej (obecnie Republika Potudniowefryki, RPA), a jej siedliska
zlokalizowane 8 na obszarze Prowincji Pragkowej (fot. 3). Gidwnym miejscem
bytowania tych rélin sg torfowiska, co obecnie, na skutek robét melioraggh i
eksploatacji torfowisk, sprawiae Rosiczka Alicji jest gatunkiem zagamym i
coraz rzadziej wyspuje w srodowisku naturalnym W warunkach odpowiedniegj
wilgotnosci i nastonecznienia wybarwia swoj&die pigmentem antocyjanin, ktory

pomaga w przywabianiu owadow, edacych jej paywieniem. Wytwarza
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kwiatostany o ciekawych ksztattach, oddalone or@(bd owadaernych lgci. W ten
sposob umdiwia przedhzanie gatunku przez owady przengsz pytek, chronic je
przed strawieniem na powierzchriici. Hodowla tego gatunku nie sprawia truécio
w warunkachn vitro [78].

Rosiczka przydkowa Qrosera capens)s — naturalnym miejscem jej
wystepowania jest Potudniowa Afryka, okolice KapsztadiPrzyladka Dobrej
Nadziei (fot.4). Rénie wsréd niskich traw, w klimacie podzwrotnikowym monski
oraz zwrotnikowym suchym. Jest najodpornigjea czynniki zewegtrzne rosiczi.

Do chwytania zdobyczyaywa witoskow zakaczonych lepkimsluzem. Wydzielany
on jest z gruczotdw rozmieszczonych na szczytaabskdw. Wtoski gruczotowe
pokrywap cal powierzchnie Kcia. Zwabiony owad wchodzi nasdi i grzgznie w
lepkiej cieczy. Jest to bodziec mechaniczny powgnujwydtuzanie s¢ czesci
podstawnej wioska i zaginanieesgo w kierunku ofiary. Jednocgee lis¢ ulega
wpukleniu, co powoduje dodatkowe unieruchomieniewsdanego owada. Wioski
gruczotowe reagyj takze na bodce chemiczne. Wydzielany przez nie kwas
mrowkowy rozktada ciato ofiary powodig uwolnienie biatek, ktére to z kolei
pobudzaj rosling do wydzielania enzyméw proteolitycznych, rozktadggh owada.
Powstata, bogata w substancjeyaicze ciecz jest wchtaniana przezlnoe [78].

i e

Fot. 2Drosera binata

Fot. 3.Drosera aliciae Fot. 4.Drosera capensis
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3.4.2. Whasciwosci fizykochemiczne i farmakologiczne wybranych nietitow

wtornych z grupy naftochinonéw

Naftochinony to zwjzki powstagce w szlaku poliketydowym posiadeg
wiasciwosci allelopatyczne. W naturze wygpuja gtdwnie jako metabolity wtdrne
mikroorganizmow, grzybow i &hin. Ich obecné¢ zostata potwierdzona w gatunkach
roslin z rodzin: DroseraceagJuglandaceaeNepenthaceae Plumbaginaceag¢38].
Rosliny z gatunku Droseraceaepochodzce ze stanowisk naturalnych zawieraj
takie naftochinony jak: plumbagina (5-hydroksy-2yhetl,4-naftochinon) lub jej
izomer ramentaceon (7-metylojuglon, 5-hydroksy-#yieel,4-naftochinon),
chloroplumbagina (3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-lafiochinon), droseron (2,8-
dihydroksy-3-metylo-1,4-naftochinon, 2-hydroksypliagon) i 4-O glukozyd
hydroksyplumbaginy [93]. Natomiast materiaklony z kultur in vitro zawiera
ponadto 8,8-biplumbagin [86]. llos¢, sklkad i proporcje poszczegdinych
naftochinonobw w materiale §nnym mog uleg& zmianie, w zalenosci od
dostpndsci sktadnikbw odywczych, miejsca wzrostu, #dic srodowiskowych i
interakcji pome¢dzy rasling a glefa [15].

W tabeli 4 umieszczono, gtéwne naftochinony, wysjace w rdlinach z
rodzinyDroseraceae

Naftochinony posiadajaktywna¢ fitotoksyczry, antybakteryjn, grzybobdjca
oraz widciwosci cytostatyczne i przeciwkancerogenne. $Wihaosci cytostatyczne i
przeciwdrobnoustrojowe naftochinony zawgtziag m.in. ich udziatowi w inhibicji
szlakow przenoszenia elektronéw, roli w fosforylasksydatywnej i produkcji
reaktywnych rodnikéw tlenowych bigeych udziat w reakcjach redoks w warunkach
beztlenowych [88].
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Tabela 4. Metabolity wtérne w postaci aglikonéw tlikozydow, naleace do grupy
naftochinonéw z réin z rodzinyDroseraceae

Grupa

Ny Nazwa Literatura
zawigzkow

plumbagina (5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon)
chloroplumbagina (3-chloro-5-hydroksy-2-metylo-laftochinon)

4-0O- glukozyd hydroksyplumbaginy [15]

5-0O-glukozyd hydroksyplumbaginy [84]

. 8-0O-glukozyd hydroksyplumbaginy [89]
Naftochinony ramentaceon (5-hydroksy-7-metylo-1,4-naftochinon) [90]
biramentaceon [91]

ramenton (5,8-dihydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon) [92]

rossolizyd (4-O-glukozyd hydroksyramentaceonu)
droseron (3,5-dihydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon)

W badaniach skupionog¢sha czterech zwrkach z grupy naftochinonéw takich
jak, plumbagina, ramentaceon, chloroplumbagin@s$eion.

Plumbagina- (5-hydroksy-2-metylo-1,4-naftochinon;-matylojuglon), masa
molowa wynosi 188,18 g/mol, wzor sumaryczny ma @o€t1HgOs. Jest izomerem
ramentaceonu. Jej nazwa pochodzi od nazwdlingg z ktérej p pierwotnie
izolowano-Plumbago Wzor strukturalny zamieszczono na rysunku 2. Bagma
jest zwpzkiem o kolorze pomaf@zowym. Wys¢puje medzy innymi w réglinach z
rodzaju: Plumbago Droserg Dionaea oraz Nepenthes Plumbagina dobrze
rozpuszcza 8i w rozpuszczalnikach organicznych takich jak etdylogvy,
chloroform, dichlorometan, stabiej w metanolu, maist bardzo stabo rozpuszcza

sie w wodzie [17, 94].

H CH;

OH 0

Rys. 2. Wz6r strukturalny ggteczki plumbaginy.
Wykazano, ze plumbagina posiada szereg aktygano biologicznych. W
ostatnich  latach  dowiedziono, ze  plumbagina  wykazuje aktywfio

przeciwnowotworow w przypadku raka: piersi, gruczotu krokowego, ijen

trzustki, skory, ptuc, wtroby, szyjki macicy i biataczki [94].
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W prowadzonych badaniach na temat raka BRCA u kolsewierdzono
pozytywrg aktywna¢ plumbaginy. Okazalo gi ze hamuje ona wzrost komoérek
BRCA, nie powodujc uszkodzenia zdrowych komorek nabtonka piersi. dthye
takze skuteczne zahamowanie proliferacji komorek BR@®Wukuje apoptogz w
tych komérkach, wptywa na zahamowanie ekspresjekidBcl-2 i aktywndci
czynnika transkrypcyjnego NF-kB [94].

Pozytywne efekty wywarte przez plumbagirzaobserwowano tak w
prowadzonych pracach na temat raka gruczotu krogowakréglanego jako PCa,
ktory powoduje jeds z najwikszych liczb zgonéw wod nmezczyzn. W badaniach
prowadzonych na myszach wykazare, hamowata ona inwazjkomérek PCa i
indukowata w nich apoptez Ograniczyta wzrost masy guza o okoto 90%, a co
najwazniejsze po jej odstawieniu nie zaobserwowano pomrgemwzrostu. [94, 95].

Stwierdzono réwnie aktywna¢ przeciwbakteryja i udowodniono,ze hamuje
wzrost Staphylococcus aureu®acillus subtilis Helicobacter pylorii bakterii z
rodzajuMycobcterium94-96].

Plumbagina posiada taé wiasciwosci grzybobojcze, co udowodniono podczas
bada na takich szczepach jalAspergillus flavus Aspergillus niger Candida
albicans Candida tropicalis Candida glabratai Candida kruseiW kazdym z tych
przypadkow plumbagina powodowata zahamowanie waiégl].

Przeprowadzono badania, w ktérych dowiedziarmeo 2-metylojuglon wykazuje
wihasciwosci cytotoksyczne, co udowodniono w testach zgciem keratynocytow
[97].

Pod koniec lat 80-tych ubiegtego wieku, ukazaly takze doniesienia,ze

plumbagina posiada ta& wiaciwosci pestycydu [98].

Ramentaceon- (5-hydroksy-7-metylo-1,4-naftochin@rametylojuglon), izomer
strukturalny plumbaginy, wzér sumaryczny ma pést@;HsOs [99]. Wzor
strukturalny zamieszczono na rysunku 3. gagk o kolorze bursztynowym [98],
temperatura topnienia wynosi 06 [100], dobrze rozpuszcza esiw
rozpuszczalnikach organicznych takich jak eterostyl, chloroform, dichlorometan,
stabiej w metanolu, natomiast bardzo stabo rozmssze w wodzie. W reakcjach ze
zwigzkami alkalicznymi daje barwne produkty [99]. Rata&eon zostat znaleziony

w rosdlinach z rodzinyDroseraceae Ebenaceae
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CHj =

OH 0

Rys.3. Wz06r strukturalny gsteczki ramentaceonu.

7-metylojuglon wykazuje wigziwosci przeciwbakteryjne np. w stosunku do
Neisseria gonorrhoeaeprzeciwgrzybowe doCandida albicans Cladosporium
cucumerinum Cryptococcus neoformanshitkowatym grzybomAspergillus Niger
[101]. Udowodniono,ze hamuje on wzrost bakterii jamy ustnej powadygh
préchnie Streptococcus mutand Streptococcus sanguisoraz patogenow,
wywotujagcych zapalenie przybia, Porphyromonas gingivalisi Prevotella
intermedia[102].

Posiada take wiasciwosci cytotoksyczne w stosunku do komoérek nowotworu
okreznicy oraz dziatanie toksyczne na niektore owadydeto wykazuje dziatanie
przeciwgrulicze, a take jest inhibitorem kwasu 12-hydroksyeicosatetraergoy
ktory jest kluczowym przekaikiem sygnatu w tworzeniu przerzutdw i procesie
miazdzycy [103, 104].

Chloroplumbagina- (3-chloro-5-hydroksy-2-metylo+iaftochinon), zwjzek o
barwie zofto-pomaraczowej, temperatura topnienia wynosi @5 wzor
sumaryczny ma postaCi;iH;ClOs, wzoér strukturalny przedstawiono na rysunku 4
[81]. Dobrze rozpuszczagsiv rozpuszczalnikach takich jak chloroform i tolyéd].
Wystepuje w ralinach z rodzinyDroseraceaei Plumbaginaceae W raslinach

znajduje s} w mniejszej ildci niz pozostate naftochinony.
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H CH,

cl

OH o
Rys.4. Wz6r strukturalny ggteczki chloroplumbaginy.

Dziatanie czystej chloroplumbaginy nie zostato dbtzas dokladnie zbadane
[105]. Istniep doniesienia o wikxiwosciach grzybobojczych chloroplumbaginy

wobec grzybiczych patogenowshio [106].

Droseron- (2,8-dihydroksy-3-metyl0-1,4-naftochino-hydroksyplumbagon),
wzOr sumaryczny ma posta;1HsO,4, wzOr strukturalny przedstawiono na rysunku
5. W formie czystej droseron jest zwkiem koloruzottego, dobrze rozpuszczalny w
rozpuszczalnikach organicznych takich jak dichloeten, chloroform, heksan. Jego
obecnad¢ wykryto w raslinach z rodzinyDroseraceaem.in. w Drosera capensis
Dionaea muscipula Podobnie jak chloroplumbagina wystje w rglinach w

mniejszej iléci niz pozostate naftochinony [81, 107].

OH

O OH

Rys.5. Wz0r strukturalny gsteczki droseronu.

Droseron jest hydroksylaywpochodr plumbaginy i podobnie jak plumbagina,
wykazuje aktywnéé przeciwbakteryjn, hamujc wzrostHelicobacter pylorij94-95]
oraz take posiada wkxiwosci grzybobdjcze, udowodnie podczas hadaa
szczepach jakAspergillus flavus Aspergillus niger Candida albicans Candida

tropicalis, Candida glabrata Candida kruse[94].
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3.4.3. Whasciwosci fizykochemiczne i farmakologiczne wybranych nietitow

wtornych z grupy flawonoidéw

Flawonoidy g klag polifenolowych zwazkédw naturalnych, bardzo
rozpowszechnionych Wwiecie raglinnym. Zwigzki te zbudowaneasz 15 atoméw
wegla i uwaane § za pochodne 2-fenylochromanu [4, 41].eW&za¢ flawonoidow
wystepuje w postaci O-glikozydow i ma ¢& cukrowg ztozong z 1 do 5 czsteczek
cukrow prostych [41]. Ze wzgllu na budow chemiczi, flawonoidy maemy
podziel¢ na: flawony, flawanony, izoflawony, flawonole, ifanonale, katechimy,
antocyjanidyny. Wysfpuja w owocach, warzywach, orzechach, nasionach, kehata
czy korze. Ra] flawonoidéw w rdlinach jest udziat w produkcji energii,
wzmacnianie wigciwosci przeciwutleniggcych, ochrona rdin przed szkodliwym
dziataniem promieniowania ultrafioletowego [108].

Flawonoidy posiadgj szerokie spektrum wdaiwosci biologicznych tj:
przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwalergez przeciwzapalne oraz
rozszerzajce naczynia krwiorime. Ponadto, hamuj peroksydag lipidow,
wplywaja na agregaej ptytek krwi i przepuszczaldé oraz wytrzymaté zyt.
Flawonoidy posiadajwiasciwosci antyoksydatywne [109]. Efekty farmakologiczne
flawonoidéw wynikaj z ich wilasnéci antyoksydacyjnych, zdoldoi do
chelatowania jondw metali oraz do oddziatywania mnzyenami, blonami
komorkowymi i DNA [108, 111].

W tabeli 5 umieszczono gtéwne flawonoidy wymijace w rglinach z rodziny

Droseraceae

Tabela 5. Metabolity wtérne w postaci aglikonéw tllkozydow, naleace do grupy
flawonoiddw z rélin z rodzinyDroseraceae

Grupa

L Nazwa Literatura
zawigzkow

kwercetyna
mirycetyna
kempferol
hyperozyd
digalaktozyd kwercetyny [92]
izokwercetyna
Flawonoidy | gossypetyna
gossypitryna
luteolina
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W catej rodzinieDroseracea z wyjatkiem Drosophyllum lusitanicu, wystpuje
najliczniej kwercetya i mniej licznie mirycetyna [92W zwigzku z powyszym w

niniejszej pracy skupionogna tych dwoch wybranycflawonoidach

Kwercetyna-(3, 3',4’,5,pentahydroksyflawnon), wzér sumaryczny ma po
Ci15H1007,. Wz0r strukuralny zamieszczono na rysunku Wysepuje w rglinach,
warzywach i owocach tj: cebula, jabtka czy jag, w formie glikozydiw o r&nej
postaci [108].

oH O

Rys.€. Wz6r strukturalny cgsteczki kwercetyn'

Kwercetyna odznacza ¢si wkasciwosciami  farmakologicznymi takim jal
wiasciwosci przeciwzapalne, przeciwkancerogenne, przeciwigjgce,
antyagregacyjne oraz rozszewza naczyni krwionosne [11Q. Do chwili obecnej
dziatanie przeciwnowotworowe nie zostalo jeszczévmwdzone. Pewnym jestz
kwercetyna przyjmowana z pgwieniem jest nieszkodliwa, nie dowiedzione |
natomiast dziatanie wkszych dawek czystej substancji. Wykazano skute
dziatane kwercetyny w leczeniu zapalenia jelit oraz ¢gikicy, a take dziatanie

chrongce btonysluzowe przed owrzodzeniem [1].

Mirycetyna- (3,3',4°,5,5’,7--heksahydroksyflawon), wzor sumaryczny ma pd
Ci1sH100s,. WzOr strukuralny zamieszczono na rysunku. Mirycetyna jest
zwigzkiem szeroko rozpowszechnionym w krolestwidino Wystepuje w herbacie
jagodach, owocach, warzywach i ziot, przewanie w formie glikozydd, rzadziej
w postaci aglikonovj111].
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Rys.i. Wz6r strukturalny cgsteczki mirycetyny

Mirycetyna posiada podobnie jak kwercetyna bardzo szeroki nogde
terapeutyczny. Wigiwosci przeciwutleniggce i przecwikancerogenne czyra niej
substangj, ktéra zwraca uwagnaukowcOw. Potencjalne dziatanie szkodliwe ¢
sie nieistotne w warunkactin vivo. Jej pozostate korzystnwiasciwosci to:

przeciwzapalne, przeciwnidzycowe i przeciwzakrzepos [108, 110].
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4. UZASADNIENIE CELOWO SClI PODJETYCH BADAN I
STOSOWANYCH METOD BADAWCZYCH ORAZ ZNACZENIE
OTRZYMANYCH REZULTATOW

Doniesienia naukowe o wieiwosciach farmakologicznych (antybakteryjne,
przeciwgrzybiczne, cytostatyczne i przeciwkancenmgg oraz aktywriei
biologicznej np. aktywn& fitotoksyczna, metabolitbw wtérnych, z grupy
naftochinonéw oraz flawonoidéw, zawartych wélieach mesazernych z rodziny
Droseraceae wptywajg na wyrang tendencje, w przendie farmaceutycznym do
poszukiwania zwjzkow leczniczych, ¥rod metabolitow zawartych w slinach oraz
na zainteresowanie producentow preparatow biobdjczyrodkéw ochrony réin,
pozyskiwaniem nowych substancji aktywnych przeciatogenom bakteryjnym i
grzybiczym rglin.

Niniejsza praca jest odpowiedzia potrzeby rozwoju tych przemystow.

W wyniku przeprowadzonych batlaokreslono, ktora z obecnie stosowanych
technik ekstrakcji/lugowania jest techaikefektywry do uzyskania ekstraktu
zawierajcego metabolity rdinne, biogc pod uwag wysoki stopié odzysku
metabolitow z materiatlu sbnnego, w jak najkrotszym czasie, przy thwie
minimalnym naktadzie energii. Oldlenie stopnia przydatdoi poszczegolnych
technik ekstrakcjifugowania do otrzymywania ekKstdsv roslinnych oraz
okreslenie, ktéra z technik jest najlepsza pozwoli nedmkowanie kosztow procesu,
a take na zwgkszenie stopnia odzysku ekstrahowanych metabolit@w jest
niezwykle wane w produkcji farmaceutykow.

Ponadto, opracowane procedury do oznaczania i ieadia metabolitéw
roslinnych w skali modelowej powinny pozwéliw tatwy sposdb na jakoiowe i
ilosciowe oznaczenie metabolitéwshimnych w ekstraktach. Opracowane i opisane
W niniejszej pracy procedury rozdzielania i oznaaametabolitow rélinnych w
ekstraktach, wykorzystywaneg §uz obecnie w pracach dla firmyestylarnia
Sobieski S.Ado oznaczania zawabm kumaryny w napojach alkoholowych i
maceratach na travwubrows.

Badania przeprowadzone w celu opracowania procedmojacji w skali
preparatywnej metabolitbw z grupy naftochinonow lawlonoidow z rélin
migsazernych, powinny pozwali na wykorzystanie ich jako lekiagtdz sktadniki
lekéw, ktére mog by¢ alternatywy dla antybiotykéw dogpnych na rynku lub meg
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znaleg¢ zastosowanie jako skladnikrodkow ochrony rélin przed patogenami

roslin.
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5. CEL PRACY

Celem pracy bylo opracowanie nowych procedur prizygania probki / wsadu
oraz dobdr optymalnych technik i warunkow ekstrekijgowania metabolitow, jak
réwniez optymalnych warunkéw rozdzielania, identyfikacji wyodrbniania
metabolitow wtérnych z &in miesazernych za pomac wysokosprawnej
chromatografii cieczowe.

Przy  wyborze metabolitbw kierowano ¢si ich  wiaciwosciami
farmakologicznymi oraz potencjalnymi wiovosciami wykorzystania ich w
przemyle farmaceutycznym, w zwzku z czym wybrano metabolity wtérneskia
migsazernych z grupy naftochinonéw i flawonoidow, gdwykazup one bogate
wiasciwosci farmakologiczne.

Cele castkowe bada sformutowano naspujaco:

1. Zbadanie i porownanie efektyw§m technik ekstrakcji / tugowania
metabolitow wtornych z materiatu surowegeéliomiesazernych takich jak:

- ekstrakcja w aparacie Soxhleta,

- ekstrakcja w aparacie Soxhtegnodyfikacja ekstrakcji w aparacie Soxhleta),

- ekstrakcja na drodze maceracji z jednoczesnymzgsgniem,

- ekstrakcja wspomagana dziataniem fal mikrofalowyyc

- sonifikacja w tani ultradzwickowej,

- ekstrakcja wspomagana dziataniem dezintegratitnadwickowego,

- ekstrakcja za pomagchomogenizatora wysoko obrotowego o wysokiej szybko
scinania.

2. Dobér selektywnych sktadnikow eluentu do rozdzieglanzwigzkow
chemicznych oraz wybranych metabolitow z metanotdwyekstraktow rdin
migsazernych w normalnych oraz odwréconych ukfadach faa pomog
cienkowarstwowej chromatografii cieczowe).

3. Opracowanie selektywnej i mlowvie szybkiej metodyki rozdzielania i
identyfikowania za pomacwidm UV-VIS wybranych flawonoidéw: kwercetyny i
mirycetyny oraz naftochinonéw: chloroplumbaginy, dhyksyplumbaginy,
plumbaginy i ramentaceonu w metanolowych ekstréikiacglin miesazernych, w
warunkach odwréconych uktadéw faz oraz elucji geatbwej.

4. Opracowanie metodyki rozdzielania i izolowania waych flawonoidow i

grupy naftochinonéw, zawartych w metanolowych elgach za pomac
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wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréadnyuktadach faz w
warunkach elucji skokowej.

5. Opracowanie metodyki rozdzielania i izolowania tjakluatu zawierajcego
wybrane naftochinony, zawarte w chloroformowych tekgach 2z rélin
migsazernych z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii zegej w
warunkach normalnych i odwroconych uktadéw faz aarji izokratycznej, w skali
modelowej, w warunkach braku przetadowania oraz avuwkach przetadowania
kolumny.
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6. CZESC DOSWIADCZALNA
6.1. MATERIALY

6.1.1. Rozpuszczalniki, eluenty

n-heksan do HPLC (Merck, Niemcy), heptan do HPLCei@®k, Niemcy), toluen
cz.d.a Chempur (Polska), dichlorometan do HPLC @WeNiemcy), chloroform
cz.d.a. (POCH, Polska), eter metylo-tetr-butylovoy HIPLC (Merck, Niemcy), eter
dietylowy (Chempur, Polska), formamid cz.d.a. (POQQbIska), tetrahydrofuran
(THF) do HPLC (Merck, Niemcy), dioksan cz.d.a. (FQCPolska), acetonitryl
(ACN) czystaci do HPLC oraz gradient grade (Merck Niemcy), impanol cz.d.a.
(POCH, Polska), metanol do HPLC (Merck, Niemcy),tanel do HPLC (POCH,
Polska), etanol 96% (P.H.U. Standard, Polska), wdefanizowana otrzymana z
urzadzenia Mili Q produkcji Milipore (USA), kwas solngz..d.a. POCH (Polska),
kwas trifluorooctowy o czystoi gradient grade Merck (Niemcy), kwas
ortofosforowy cz.d.a. (Merck, Niemcy), kwas siarkowz.d.a. (P.P.H. Standard,

Polska), kwas octowy cz.d.a. (POCH, Polska)

6.1.2. Substancje wzorcowe

plumbagina (Sigma Aldrich), ramentaceon (niegimsy na rynku, otrzymany przez
autora niniejszej pracy w ramach badal7], we wtasnym zakresie wyizolowany za
pomog wysokosprawnej chromatografii cieczowej), chlotopbagina (niedogpna
na rynku, otrzymana syntetycznie na Wydziale Chenym Politechniki
Gdaiskiej), hydroksyplumbagina - droseron (niegpstt na rynku, otrzymana
syntetycznie na Wydziale Chemicznym Politechnikiegidie)), kwercetyna (Sigma
Aldrich), mirycetyna (Sigma Aldrich)

6.1.3. Materialy i ekstrakty rélinne

Surowy materiat rdinny z gatunku D. muscpiulaoraz D. aliciag ekstrakty
chloroformowe uzyskane z dn gatunku D. muscpiulaoraz D. aliciae oraz

ekstrakty metanolowe uzyskane zlm z gatunkéwD. aliciae, D.capensis, D.
muscipula, D. binatapochodzity z hodowli wiasnych in vitro Zaktadu l@ony i

Biotechnologii Rélin, Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i AMG.
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6.1.4. Piytki TLC, kolumny chromatograficzne

Kolumny chromatograficzne:

LiChrospher RP18e, gm, 250 x 4 mm (Merck, Niemcy),
LiChrospher 100 RP-18epfn, 125 x 4 mm (Merck, Niemcy)
LiChrospher 100 RP-18ufn, 125 x 4 mm (Merck, Niemcy)
LiChrospher 100 DIOL, jam, 250 mm x 4 mm (Merck, Niemcy);
Nucleosil Si 50A, &m; 250mm x 4mm

Nucleosil Si 50A, 8m; 250mm x 4mm

Nucleosil RP18, 100A5m; 250mm x 4mm

LiChrospher Si60, jom, 250mm x 4mm, Merck (Niemcy).

Plytki TLC

Ptytki TLC Si 60 z fluorescely o wymiarach 20 x 20 cm (Merck, Niemcy),
Ptytki TLC RP 18 z fluorescedno wymiarach 5 x 10 cm (Merck, Niemcy);

6.2. APARATURA | WYPOSA ZENIE DODATKOWE

Gradientowy chromatograf cieczowy LaChrom (Merckadhi, Niemcy)
wyposaony Ww czterokanatowy system elucji gradientowej awarami
proporcjonugcymi (tzw. gradient niskoénieniowy), pomp L-7100, zawor
dozupcy Rheodyne Rh-7725i 2z ¢tia dozupca 50 pL, kolumre
chromatograficzyp, termostat L-7350 z systemem chiodzenia 7350igkiet
refraktometryczny L-7490, detektor UV-DAD 7450A, rogramowanie HSM
oraz, dodatkowo, w sgeiodrogowy dwupoteeniowy zawér V 7226 (Knauer,
Niemcy), w celu przetzania przeptywu eluentu w kolumnie (zawor przeptyw
zwrotnego);

Gradientowy chromatograf cieczowy LaChrom (Merckadhi, Niemcy)
wyposaony w czterokanatowy system elucji gradientowej awarami
proporcjonugcymi (tzw. gradient niskoénieniowy), pomp L-6200, zawor
dozupcy Rheodyne Rh-7725i ztbg dozupca 50 ul, kolumre chromatograficza
lub kilku polgczonych szeregowo kolumn, termostat, detektor WDAD 7450A,
detektor fluorescencyjny F 1050, oprogramowanie H8Mz, dodatkowo, w
sze&ciodrogowy dwupotgeniowy zawor V 7226 (Knauer, Niemcy), do zmiany

kierunku przeptywu fazy ruchomej w kolumnie (zavpdzeptywu zwrotnego);
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Aparat Soxtec, model HT 6 1043 z jednastirzewca 1046 (Foss-Tecator),
przeptyw wody do 2L/min, temperatura ptyty grzejdej200°C;

Zestaw do ekstrakcji Soxhleta (Labart, Polska);

Homogenizator wysokoobrotowy Ultraturrax T18 ba$icA, Niemcy), obroty w
zakresie 6000-30000 rpm,;

taznia ultradwickowa Sonorex RK 250H (Bandelin, Niemcy)gstotliwosé fali
ultradzwi¢ckowej 35kHz;

taznia ultradwickowa (Bandelin Sonorex, Berlin)

Dezintegrator ultragdvickowy UD-20 (TechPan, Polska) z ptaszczem wodnym
U10;

Mikrofalowy system przygotowania prébki do analMARS 5 (CEM, USA);
Wytrzasarka z tania wodmg GLS 400 (Grant Instruments, UK,);

taznia wodna 365D (Upipan, Polska );

Waga analityczna z kalibracyvewretrzng, z doktadnécia do 0,0001g (Radwag,
Polska);

Wyparka obrotowa Laborota 4000 (Heidolph, Niemcy);

Szklane komory do TLC (Labart, Polska)

Lampa UV do wizualizacji ptytek TLC, typ TB02 zeddtemswiatta o dtuggci
254nm i 365nm, produkcji polskie;.

Zestaw laboratoryjny do odparowywania nadmiaru uszpzalnika w strumieniu
azotu w skfad, ktérego wchogibutla z gazem obeijnym (N2), pokrywa firmy J.
T. Baker wykonana z poliamidu wypassma w igly oraz podtzenie gazu;

metalowy statyw, w ktorym umieszcza &olbki z ekstraktem.
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6.3. METODY POSTEPOWANIA

6.3.1. Hodowla materiatu rdinnego

Materiat rglinny wykorzystywany w badaniach otrzymywany byt namach
wieloletniej wspotpracy z Zaktadem Ochrony i Bidtaologii Ralin, nalezacym do
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii  Uniwersytet Gdaiskiego i
Gdaiskiego Uniwersytetu Medycznego, w ktérym prowadzosg hodowle
roslinnych kulturin vitro. Dzigki zastosowaniu &@innych kulturin vitro maozna w
krotkim okresie czasu uzyskanaczne iléci roslin miesazernych, co ma znaczenie
ze wzgtdu na fakt, ze pozyskiwanie tych #tin z naturalnych siedlisk jest
niemaliwe, ze wzgédu na zagrzenie ich wygingciem i ochrog prawny.

Etap hodowli i wsfpnego przygotowania materiatuslionego byt realizowany w
nastpujacy sposob. Rdiny miesazerne hodowano przez okres 3 mgegi w
kulturachin vitro na paywce Murashige i Skoog (1/2 MS) z dodatkiem sacharo
wegla aktywnego oraz agaru. Hodowle prowadzono wirbtoe w temperaturze
20°C, z dGwietleniem biatym swiattem fluorescencyjnym, z 16-to godzinnym
fotoperiodem. Nasgpnie cate réliny, zawierajce korzenie, todygi i dcie, byty
doktadnie odptukiwane waddestylowayg z paywki.

Materiat rglinny z gatunkuDionaea muscipulaprzeznaczony do baganad
porownaniem efektywrioi ekstrakcji/lugowania metabolitbw z surowej masy
roslinnej, za pomog wybranych technik, byt homogenizowany, a opsie
przechowywany w temperaturze w 220

Ekstrakty chloroformowe Pionaea muscipula Drosera aliciaesporzdzono za
pomog ekstrakcji w aparacie Soxhleta. Ekstrakcja bylanadzona w temperaturze
wrzenia chloroformu (6°C) przez 10 godzin. Caty proces przygotowania aksir
zostat wykonany w Zaktadzie Ochrony i Biotechnold&pslin, Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gfiskigo oraz Gdaskiego Uniwersytetu
Medycznego. Uzyskano ekstrakty:

- z Drosera aliciaeo stzeniu 33,3 g mokrej masy / 500 ml chloroformu,
- zDionaea muscipul@ stzeniu 32,0 g mokrej masy / 500 ml chloroformu.

Ekstrakty metanolowe §bn z gatunkéwD. aliciag D. capensisD. muscipula
D. binata podobnie jak w przypadku ekstraktéw chloroformetvysporadzono w

Zaktadzie Ochrony i Biotechnologii Riin, za pomog ekstrakcji w aparacie
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Soxhleta- (68C) przez 10 godzin. Uzyskano ekstrakty, z poszdnggh gatunkow
roslin, kazdy o stzeniu 33g mokrej masy fbnnej / 500 ml metanolu.

6.3.2. Ekstrakcja metabolitow z probek materiatu surowegbn miesazernych

W kazdym procesie ekstrakcji / tugowaniayto 1g mokrej masy ihinnej
Dionaea muscipulaoraz 30 ml metanolu o czysth gradient grade Warunki
przeprowadzania operacji ekstrakcji/fugowania maitdw z raslin D. muscipulaza
pomog badanych technik przedstawia tabela 6. Po przegp@niu operaciji
ekstrakcjifugowania otrzymany ekstrakt prgemano  przy  ayciu  filtra
celulozowego, a naginie za pomag wyparki obrotowej odparowywano do sucha
rozpuszczalnik. Otrzymansucly pozostaté¢ poddawano hydrolizie kwsaej w
warunkach opisanych w punkcie 6.3.3 Zaw&rtmetabolitéw rélinnych oznaczano
technilg wysokosprawnej chromatografii cieczowej w normatnyktadzie faz (NP-
HPLC). Warunki analizy chromatograficznej przedstave zostaty w tabeli 8 w

punkcie 6.3.4. Badania wszystkich prébek wykonanaldotnie.

Tabela 6. Warunki ekstrakcji / tugowania metabaelithraslin Dionaea muscipulaa
pomog wybranych technik.
Technika ekstrakcjiftugowania Warunki prowadzenia operaciji
Ekstrakcja w aparacie Soxhleta Temperatura ekgirédmp. wrzenia
rozpuszczalnika
Czas ekstrakcji: 15 h
Ekstrakcja w aparacie Soxhfec Temperatura ekstrakcji: temp. wrzenia
rozpuszczalnika
Temperatura plyty grzejnej: 200°C
Czas ekstrakcji: 30, 60, 180 min.
Maceracja z wytrgsaniem Temperatura ekstrakcji: 50°C
Czas ekstrakcji: 5, 15,25 h
Czestotliwosé: 100 rpm

Ekstrakcja wspomagana dziataniem fal Temperatura ekstrakcji: 50°C

mikrofalowych Czas ekstrakcji: 2, 4, 8 min
Czestotliwosé fali : 2450 MHz

Sonifikacja w t&ni ultradzwigckowe] Temperatura ekstrakcji: 30, 50 °C

Czas ekstrakcji: 2, 4, 8 min
Czestotliwosé: 35 kHz

Ekstrakcja za pomaadezintegratora Temperatura ekstrakcji: 30, 50 °C
ultradzwickowego Czas ekstrakcji: 2, 4, 8 min
Ekstrakcja za pomgdhomogenizatora Temperatura ekstrakcji: 30, 50 °C
wysokoobrotowego Czas ekstrakcji: 2, 4, 8 min

Czestotliwosé: 18800 rpm
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6.3.3. Hydroliza kwana glikozydoéw flawonoidowych zawartych w ekstraktac

metanolowych z rdin miesazernych

Suchy mag rodlinng uzyskam po odparowaniu rozpuszczalnika, z ekstraktu
metanolowego, otrzymanego po przeprowadzeniu opeekstrakcji/tugowania,
poddano dziataniu 3 ml roztwér kwasu solnego, ¢aestiu 1 mol/dm. Mieszanir
ogrzewano pod chtodnjczwrotrg, w kolbie okggtodennej o pojemrigci 50 ml, w
temperaturze 10C, przez 30 minut. Naginie probk ekstrahowano 3- krotnie 5-
cioma ml eteru dietylowego. Warsiweterows zbierano i odparowywano do sucha w
strumieniu azotu. Tak otrzymarsuchy masg rozpuszczano w 1 ml eluentu, kiér
stanowita mieszanina heksan: tetrahydrofuran (1A1) v poddawano analizie

chromatograficznej. Na rysunku 8 przedstawiono saténydrolizy kwanej.

Sucha pozosta#o po
odparowani
ekstrahent

+3mlHC

A 4
Ogrzewanie (100°C, 30 min)

3 x 5 ml eteru dietylowego Rozpuszczenie suchgj
v i
: . pozostatéci w
Ekstahowanie R Odparowanie do sucha w s eluencie

| strumieniu azotu

(n-heksan:THF1:1)

Rys. 8. Etapy hydrolizy kwéaej glikozydow flawonoidowych.
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6.3.4. Metodyka oznaczania sktadnikbw ekstraktow za pembdif-HPLC z

wykorzystaniem elucji gradientowej

Zawartg¢ metabolitow w ekstraktach z materiatu surowedtimaniesazernych,
z gatunku Dionaea muscipula wyznaczano za pomg@c wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w normalnym uktadzie fazdtug metodyki opracowanej
przez E. Gilgenast [112].

W badaniach zastosowano detektor UV-VIS typu DADzakresie dtugai fali
200800 nm, w celu identyfikacji oznaczanych substanajipodstawie ich widm w
zakresie UV-VIS oraz w celu okilenia stopnia ewentualnego nzdmia stref
substancji / grup substanciji.

Zaroéwno mieszaniny wzorcow flawonoidéw i naftochdwy, jak i poszczegolne
probki ekstraktow rdinnych, rozdzielano w temperaturze®@0w warunkach elucji
gradientowej. W tabeli 7 przedstawiono uktad chrtwgeaficzny oraz warunki
analizy [112], w jakich dokonano rozdzielania i azmania zawartgci metabolitow.
Objetosciowe natzenie przeptywu fazy ruchomej wynosito 1,5 ml/mirjedosé¢
dozowania - 2Ql. Co 0,2 s rejestrowano w spos6éb automatycznyzppregram D —
7000 HSM widmo w zakresie 220 do 800 nm, uzygkuyv ten sposob tzw.
Lréjwymiarowy chromatogram”, w odwzorowaniu pozimowym na ekranie

monitora.

Tabela 7. Ukiad chromatograficzny i warunki elugpstosowane w badaniach
rozdzielania i oznaczania sktadnikédw ekstraktow, tym naftochinonéw i
flawonoidéw w warunkach NP-HPLC.

Uktad
Kolumna .
chromatogra- Eluent A | Eluent B ] Program elucji Przeptyw
) chromatograficzna
ficzny
t A B
Normalny uktad LiChrospher 100 [min] [% v/V] [% v/v]
faz n-heksan THF DIOL 5um, 250x | O 1 9 | 1,5ml/min
(NP-HPLC) 4mm 15 1 1
25 1 1

Kryterium optymalizacji przebiegu programu eluggproponowanego przez E.
Gilgenast [112] bylo uzyskanie rozdzielenia kweyogt mirycetyny oraz
plumbaginy od pikow substancji, albo grup substamajvartych w ekstraktach i

charakteryzujcych s¢ zblizong retency. Pozostate grupy substancji zostaty
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wydzielone arbitralnie jako grupy pikéw wzajemniataronych, ale rozdzielonych
od pozostatych.

Na rysunku 9 zamieszczono przykiad chromatogramu-DAD ekstraktu
metanolowego poddanego hydrolizie kwej uzyskanego z surowej masylinonej z
gatunkuD. muscipulatechnilpy HPLC w normalnym ukfadzie faz. Kdy ekstrakt
podzielono na 6 grup zeikdédw o wzrastajcej polarnéci oraz wyr@niono i
zidentyfikowano 3 pojedyncze metabolity: plumbagikwercetyr i mirycetyre.
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Rys. 9. Przyktad chromatogramu UV-DAD uzyskanegalqzas rozdzielania ekstraktu metanolowego z surowegteriatu rélinego D.
muscipulapoddanego hydrolizie kwaej z zastosowaniem techniki HPLC, w normalnym dkia faz, z podzialem na oznaczone metabolity i
grupy substancji uwzgtiniane w badaniach; kolumna: LiChrospher DIOLyrB, 250 mm x 4 mm, przeptyw 1,5 ml/min, temperatReC,
objetos¢ dozowana 2@, stezenie prébki 1g mokrej masydlinnej / 1ml eluentu (heksan: THF 1:1 v/v).
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Identyfikacg badanych flawonoidéw i naftochinonéw oparto o pamanie
wartasci czasu retencji odpowiednich pikbw na chromatogreh, z wartécia czasu
retencji substancji wzorcowych oraz o poréwnanidnwviwv zakresie 220 nm do 800
nm, w tym wartéci dlugasci fali maksimum widm poszczegoélnych pikow z
widmami wzorcéw plumbaginy, kwercetyny i mirycetyny

W celach poréwnawczych przy doborze odpowiedniegmramu dtugéci fali
dla badanego ekstraktu spisywano pola powierzcidwposobno dla plumbaginy,
kwercetyny i mirycetyny, natomiast dla grup subsparsumowano je. Dla
plumbaginy uwzgidniano pole powierzchni piku na chromatogramie pigaosci
fali 410 nm, dla kwercetyny przy diugm fali 365 nm, mirycetyny przy dtugoi fali
382 nm, dla zwjzkdébw chemicznych z grupy 1-4 przy diégo fali 406 nm, dla
grupy 5 przy dhuggci fali 354 nm oraz dla grupy 6 przy diugofali 382 nm.

6.3.5. Metodyka badania wptywu rodzaju kwasu na rozdzieldlawonoidéw w

odwréconym uktadzie faz

W badaniach nad optymalizacjvarunkéw rozdzielania flawonoidéw pobierano
do analiz 20l roztworu kwercetyny o steniu 9 mg/ 5 ml acetonitrylu i 2Ql
roztworu mirycetyny o sgeniu 2 mg/ ml acetonitrylu i wprowadzano detlp
zaworu dozujcego. Tak sporglzory mieszanig wzorcow flawonoidow rozdzielano
w warunkach RP-HPLC, z wykorzystaniem kolumny R 53im, 250 x 4 mm i
eluentu acetonitryl : woda w stosunku gbjciowym 3 : 7 v/v, do ktérego
dodawano poszczegodlne kwasy takie jak: solny, osfofowy, trifluorooctowy,
siarkowy, octowy do pH réwnego 3. Analizy przeprozano w temperaturze
pokojowej, w warunkach elucji izokratycznej. @ogciowe nagzenie przeptywu
fazy ruchomej wynosito 1,0 ml/min, asnienie podczas analiz nie przekraczato 120
baréw. Detekcji dokonano za pomodetektora spektrofotometrycznego z majryc
fotodiodowg (UV-VIS typu DAD). W spos6b automatyczny przezgmam D — 6000
(HPLC Manager) rejestrowano widmo w zakresie 20040 nm, uzyskac w ten
sposOb chromatogram, odwzorowany na ekranie manitoformie poziomicowej.
Wszystkie analizy roztworu wzorcow flawonoidow, weylano przynajmniej
dwukrotnie, dla kadego z eluentdw, a przedstawione wyniki wartasciami
srednimi, dla co najmniej dwoch rezultatow niamacych s¢ o wigcej niz 5%

wzglednych.
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6.3.6. Dobdr skifadnikow eluentu optymalnych dla selektygmerozdzielania
metabolitbw z metanolowych ekstraktowslio miesazernych za pomagc
RP-TLC

Badania nad doborem selektywnych rozpuszczalnikkw gktadnikdéw eluentu,
do rozdzielania w odwréconych ukiadach faz, skhadwi ekstraktow z rdin
migsazernych wykonano za pom@aienkowarstwowej chromatografii cieczowej
(RP-TLC).

W badaniach wykorzystano aluminiowe ptytki RP18el( krzemionkowy
modyfikowany grupami oktadecylowymi) z fluorescgim wymiarach 5 x 10 cm.
Jako fazy ruchome zastosowano mieszaniny wodyzmaymi rozpuszczalnikami
organicznymi takimi jak: metanol, izopropanol, acetryl, tetrahyrofuran i dioksan,
zakwaszone kwasem siarkowym do pH réwnego 3.

Zastosowano nagiujace eluenty:

MeOH : HO + H,SO, do pH=3

0 MeOH:HO75:25v/v + SO, do pH=3
0 MeOH : HO 50 : 50 v/v + HSO, do pH=3
0 MeOH: HO 25: 75 v/v + HSO, do pH=3
IzPrOH : HO + H,SO, do pH=3

O 1zPrOH : HO 65 : 35 v/v + HSO, do pH=3
O 1zPrOH : HO 42 : 58 v/v + HSO, do pH=3
ACN : HO + SO, do pH=3

0 ACN:HO65:35v/v +HSO,do pH=3
0 ACN:HO45:55v/v + SO, do pH=3
THF + H,0 + H,SO, do pH=3

0 THF + HO 62 :38 v/v + HSO, do pH=3

0 THF + H,0 58 :42 v/v + HSO, do pH=3
Dioksan + HO + H,SO, do pH=3.

0 Dioksan + HO 62 :38 v/v + HSO,do pH=3
0 Dioksan + HO 58 :42 v/v + HSO, do pH=3

Flawonoidy g stabymi kwasami i wygpuja czgsciowo w formie zdysocjowane;.
Forma zdysocjowana nie oddziatuje z wypetnienienukmy i wykazuje bardzo

mak retencg. Dlatego te, w badaniach zastosowano jako dodatek do eluentu
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rozcieaczony kwas siarkowy, w celu cofia dysocjacji zwizkdw z grupy
flawonoidéw i zwekszenia ich czasu retenciji.

W kazdym dawiadczeniu rozwijane byty dwie piytki (A i B), naakde]
znajdowaly s} 2 ekstrakty rélinne i 3 substancje wzorcowe, w nich wymijace. Na
ptytke chromatograficzsnnaktadano po 10 pl metanolowych ekstraktowimaych i
po 2ul roztworoéw wzorcow poszczegoélnych metaboljtkazdy o stzeniu 1 mg/ml
metanolu. Na plytce A rozdzielane bylty ekstraktyrcélin: Dionaea muscipula
Drosera binataoraz wzorce: plumbagina, mirycetyna i chloroplugiba. Natomiast
na ptytce B rozdzielano ekstrakty2rosera aliciag Drosera capensisraz wzorce:
ramentaceon, kwercetyna, droseron. Kolgndozowania byta zawsze ta sama i
nastpujaca:

Piytka A: 1.Dionaea muscipula2. plumbagina, rosera binata4. mirycetyna, 5.
chloroplumbagina;

Plytka B: 1.Drosera aliciae 2. ramentaceon, Brosera capensjs4. kwercetyna, 5.
droseron (hydroksyplumbagina).

Numery odpowiadare poszczegélnym ekstraktomslionym bgdz wzorcom
substancji odpowiadajopisowi plamek na ptytkach. Po naémiu ekstraktéw i
roztworow wzorcoOw na ptytk umieszczanogjw komorze chromatograficznej, w
ktorej znajdowata si faza ruchoma. Po rozwgtiu ptytke chromatograficzap
suszono i analizowano Wwietle widzialnym oraz pod lampUV, przy dwdch
diugasciach fali 254 nm oraz 365 nm. Otrzymane chromatogr cienkowarstwowe

przedstawiono w zaézniku.
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6.3.7. Dobér skifadnikow eluentu optymalnych dla selektygmerozdzielania
metabolitbw z metanolowych ekstraktowslio miesazernych za pomagc
NP-TLC

Wstepny dobor selektywnych sktadnikow eluentu do roet#miia metanolowych
ekstraktow z rélin migsazernych, w normalnych uktadach faz wykonano za pamoc
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (NP-TLC).

W badaniach wykorzystano ptytki aluminiowe pokrygdem krzemionkowym o
sredniej wielkdci porow 60 A, jako fag stacjonars. Jako faz ruchom,
zastosowano wybrane rozpuszczalniki, ktorymi byhgopropanol, dioksan,
tetrahyrofuran, octan etylu, formamid, eter tertylmwo-metylowy, chlorek metylu
oraz chloroform.

W kazdym dawiadczaniu na ptytk chromatograficzsn nakiadano po 10 pl
metanolowych ekstraktowDrosera binata Dionea muscipula Drosera aliciag
Drosera capensi®raz po 2 pl roztworow wzorcOw poszczegolnych ineitow,
kazdy o stzeniu 1 mg/ml metanoluKolejnos¢ dozowania byla zawsze ta sama i
nastpujaca: 1. D. binatg 2. D. muscipula 3. D. aliciag 4. D. capensis5.
ramentaceon; 6. plumbagina; 7. chloroplumbaginajr8seron; 9. mirycetyna; 10.
kwercetyna. Nagpnie rozwijano ptytki chromatograficzne odpowiedmioréznych
rozpuszczalnikach. Po rozwgaiu ptytke chromatograficzp suszono i analizowano
w $swietle widzialnym oraz pod lampUV, pracujca przy dwéch diugéciach fali
254 nm oraz 365 nm. Uzyskane chromatogramy cienisiwawe przedstawiono w
zalczniku 2.
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6.3.8. Optymalizacja warunkOw rozdzielania i oznaczania tabelitow w
ekstraktach metanolowychétm migsazernych z wykorzystaniem techniki

RP-HPLC oraz elucji gradientowe;j

W pierwszym etapie badapoddano analizom metanolowy ekstraktDz
muscipulai D. aliciae Zastosowano kolumnLichrosphere 100, RP-18e, 5 um, 125
X 4 mm oraz eluent, ktory stanowit mieszanihsktadnikovy: sktadnik A stanowita
woda zakwaszona kwasem siarkowym do pH= 3, a skadh stanowit
rozpuszczalnik organiczny, taki jak: izopropanol,etamol, tetrahydrofuran i
acetonitryl. Etap ten wykonano w celu potwierdzengzultatow i wnioskéw,
uzyskanych z zastosowaniem chromatografii cienkstmenwej. Probki ekstraktow
oraz mieszanina substancji wzorcowych byly rozdriel w temperaturze 20 w
warunkach elucji gradientowej. Mieszaaiwzorcéw stanowity substancje takie jak:
plumbagina, ramentaceon, mirycetyna, kwercetynasaion oraz chloroplumbagina.

W tabeli 8 zestawiono programy elucji zastosowarignwetapie bada

Czas martwy wykorzystywanej w badaniach kolumny (twyznaczono przy
przeptywie fazy ruchomej 1ml/min Do wyznaczeniastzanartwego wykorzystano
azotan sodu, czyli substaaajie oddziatywujca z faz stacjonarn, ale wnikagca
we wszystkie pory wypetnienia oraz wykaguj silng absorpaj w zakresie UV.

Po wychgnigciu i podsumowaniu wnioskow ptgaoych z bada nad
rozdzielaniem i oznaczaniem dwdch ekstraktowslimaych, wszystkie cztery
ekstrakty z rélin migsazernych poddano rozdzielaniu w trojsktadnikowym eltie,
ktory sktadat si z wody zakwaszonej 30, do pH=3 oraz dwoch rozpuszczalnikow
organicznych.

W tabeli 9 przedstawiono skiad eluentu trojskiadmikgo oraz przebieg
programu elucji, w ktorym poddano rozdzieleniu ogteekstrakty z rélin
migsazernych.

W badaniach zastosowano detektor UV typu DAD w esikr dtugéci fali 200-
800 nm (z wyjtkiem eluentu, ktorego skfadnikiem byt tetrahydrafy w tym
przypadku widmo rejestrowano w zakresie 220-800 gayz THF silnie absorbuje
promieniowanie UV do 220 nm). We wszystkich analizabgtosciowe na¢zenie
przeptywu fazy ruchomej wynosito 1ml/min, a etog¢ dozowanej prébki 2d. W
badaniach w spos6b automatyczny poprzez progranDdD-7HSM co 0,4 s
rejestrowvano widmo w zakresie 205 do 800nm. W wynilejestracji widma
otrzymywano chromatogramy, w odwzorowaniu poziomigm. W badaniach
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zastosowano zawor zwrotny do pegania kierunku przeptywu eluentu do trybu

wstecznego, w celu elucji z kolumny substancjiisilawigzanych z powierzchai

wypetnienia. Zawor byt przg¢zany w 23-ciej minucie kalego rozdzielania.

Tabela 8. Zestawienie programow elucji oraz sktathentow dwusktadnikowych
zastosowanych do rozdzielania ekstraktow z dwoglimrmiesazernych.

Nr uktadu El .
uent Kolumna Program elugji
chromato- h woarafi
chromatograficzna :
graficznego A B g t[min] A B
LiChrospher 100 0 95 5
H,0 + H,SO,
1 He3 1zPrOH RP-18e, 5 um, 20 5 95
P 125 x 4 mm 30 5 95
LiChrospher 100 0 95 5
H,0 + H,SO,
2 H=3 MeOH RP-18e, 5 um, 20 5 95
P 125 x 4 mm 30 5 95
LiChrospher 100 0 95 5
H,0 + H,SO,
3 He3 THF RP-18e, 5 um, 20 5 95
P 125 x 4 mm 30 5 95
LiChrospher 100 0 95 5
H,O + H,SO,
4 H=3 ACN RP-18e, 5 um, 20 5 95
P 125 x 4 mm 30 5 95

Tabela 9. Przebieg programu elucji

oraz skilad eluetréjsktadnikowego

zastosowanego do rozdzielenia ekstraktow z cztegattinkow rélin migsazernych.

N uktadu Eluent
Kolumna .
chromato- ] Program elucji
] chromatograficzna
graficznego A B
tfmin] | A B C
90 5 5
LiChrospher 100
H,O + H,SO, 30| 65| 5
5 MeOH IzPrOH |RP-18e, 5 um, 125
pH=3 14,1 | 45| 50| 5
4 mm
10 | 50| 40
10 | 50| 40
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6.3.9. Optymalizacja warunkéw rozdzielania metabolitow wksteaktach
metanolowych réin migsazernych z wykorzystaniem techniki RP-HPLC w

warunkach elucji skokowej w skali modelowej

Na podstawie wynikow badanad doborem selektywnych sktadnikow eluentu
do rozdzielania metabolitow z metanolowych ekstraktraslin miesazernych
przeprowadzonych za pompcRP-TLC, wytypowano najbardziej selektywne,
wzgledem badanych metabolitow rozpuszczalniki organicaiére zastosowano
jako skiadniki eluentu w badaniach za pomdmlumnowe] wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w odwrdconych uktadach faz

Mieszanina wzorcow naftochinonow i flawonoidow orsidadniki ekstraktow
metanolowych z rdin Dionaea muscipula Drosera binata Drosera aliciae
Drosera capensibyty rozdzielane z zastosowaniem warunkéw chrograficznych
przedstawionych w tabeli 10.

W badaniach zastosowano detektor UV typu DAD w esikr dtugéci fali 200-
800nm. Objtosciowe nagzenie przeptywu fazy ruchomej wynosito 1,5 ml/min w
przypadku analiz z zastosowaniem kolumn o wymiard26 x 4 mm oraz 1,2
ml/min w analizach z zastosowaniem kolumny o wyagar250 x 4 mm. Objos¢
dozowanych probek ekstraktéw jak i mieszaniny waercwynosita 5QlI. W
badaniach w spos6b automatyczny poprzez progranDID-7HSM co 0,4 s
rejestrowano widmo w zakresie 210 do 800 nm. W tuyniejestracji widma

otrzymano chromatogram w odwzorowaniu poziomicowym.
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Tabela 10

. Zestawienie warunkow rozdzielania, zastanych w badaniach, w odwréconych uktadach fatHRBC w warunkach eluciji

skokowej.
Nr uktadu Eluent Kolumna Przeplyw Program elucji
chromato- . .
. chromatograficzna [ml/min] _
graficznego A B C t[min] A B C
H,0 : MeOH: 1zPrOH | H,O : MeOH: IzPrOH | H,0 : MeOH: 1zPrOH 010 |10 0 | ©
,O : MeOH: IzPr ,O : MeOH: 1zPr ,O : MeOH: I1zPr . .
1 90:7:3 ViV + HSO, | 64:30:6 viv + HSO, | 5:65:30 viv + HSO, L'Cgroi’hfgslgiipmm 15 10123 0 | 100) ©
pH=3 oH=3 oH=3 um, 23145 | 0| 0| 100
45160 | 100 0] 0
H,0 : MeOH: 1zPrOH | H,O : MeOH: IzPrOH | H,0 : MeOH: 1zPrOH 010 |100] 0 ©
,O : MeOH: IzPr ,0 : MeOH: IzPr ,0 : MeOH: 1zPr _
2 90:7:3 ViV + HSO, | 64:30:6 ViV + HSO, | 5:65:30 Vv + HSO, L'CShrO;pElfg ::nls' 15 | 10123 0 | 100 O
oH=3 o3 o3 um, 23145 0 | 0 | 100
45160 | 100 0] 0
H,0 : MeOH: 1zPrOH | H,O : MeOH: IzPrOH | H,0 : MeOH: 1zPrOH 024 |10 0} O
,O : MeOH: IzPr ,O : MeOH: I1zPr ,O : MeOH: 1zPr .
3 90:7:3Viv + HSO, | 64:30:6 viv + HSO, | 5:65:30 viv + HSO, N;C'i‘:s'z'&_)loogffn;& 12 [241-552] 0] 100] O
oH=3 o3 o3 um, 553-108| 0 | 0 | 10d
108,1-140 100 | 0 | ©
. . 0-25 | 100
HZO : MeOH: IzProH |\ 511: 1zproH 70:30 LiChrospher 100 RP-18,
4 76:20:4 viv + HSO, - 1,5 25,1-47 100
-~ viv + H,SO, pH=3 5um, 125 x 4 mm
pH=3 47,160 | 100
: : . 0-25 100
HZO : MeOH: 1zPrOH | 1. 1zprom 75:25 LiChrospher 100 RP-18,
5 TL254vIv +HSO | T ET - e A 15 | 25147 100
pH=3 *P Hm. 47,1-60 | 100
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Tabela 10. c.d. Zestawienie warunkéw rozdzielaziastosowanych w badaniach, w odwrdconych uktadazh RP-HPLC w
warunkach elucji skokowej.

Nr uktadu Eluent Kolumna Przeptyw Program elucji
chromato- . .
. chromatograficzna [ml/min] _
graficznego A B C t[min] A B C
: : 0-25 100
] H720_26'_\ge\3vH'+';F;8H MeOH: 1zPrOH 70:30 _ LiChrospher 100 RP-18,5 | o (——— —
e * VIV + H,S0, pH=3 Hm, 125 x 4 mm ’ il
pH=3 47,1-60| 100
. . 0-60 100 0
H20 : MeOH: IzPrOH Nucleosil 100 RP-18, 5
7 69:25:6 vIiv + HSQ, MeOH 100% - 1,2 60,1-70| O 100
_ pm, 250 x 4 mm
pH=3 70,1-85| 100| O
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6.3.10. Optymalizacja warunkOéw rozdzielania i izolowania bsgnych
naftochinonow w ekstraktach chloroformowychslim miesazernych z
wykorzystaniem techniki RP-HPLC w warunkach elugpkratycznej w

skali modelowej

W badaniach nad optymalizacjwarunkéw rozdzielania, w odwrdconych
uktadach faz wysokosprawnej chromatografii cieczo(®P-HPLC), sktadnikéw
chlorofomowych ekstraktow, pobierano po 6 ml ekgtrdrosera aliciaei Dionaea
muscipula odparowywano do sucha w strumieniu azotu i rozggsno w 3 mi
kazdego z badanych rozpuszczalnikow, stamowéh organiczny skladnik eluentu.
Tak przygotowas préble filtrowano za pomagfiltrow strzykawkowych csrednicy
poréw 0,4mm (Millipore Corporation, USA). Spogdzone préobki ekstraktow
roslinnych rozdzielano w temperaturze °@0w warunkach elucji izokratycznej, z
przeptywem zwrotnym eluentu w kolumnie. W tabeli fidizedstawiono warunki
rozdzielania sktadnikow ekstraktéw zslia Drosera aliciaei Dionaea muscipula

zastosowane w badaniach.

Tabela 11. Warunki rozdzielania skladnikow zawdrtya chloroformowych
ekstraktach, za pomgcodwréconego uktadu faz RP-HPLC w warunkach elucji

izokratycznej, z przeptywem zwrotnym eluentu w kohie.
Warunki rozdzielania sktadnikéw chloroformowych eksraktow

Kolumna LiChrospher® RP18e,6n, 250x4mm;¢=1,98 min.
chromatograficzna

Badane eluenty 1. acetonitryl : woda 45:55 v/v zakwaszony kw. lsbavym do pH=3

. acetonitryl : woda 40:60 v/v zakwaszony kw. lsi@avym do pH=3

. metanol : woda 60:40 v/v zakwaszony kw. siarkewdo pH=3

. metanol : woda 50:50 v/v zakwaszony kw. siarkewdo pH=3

. tetrahydrofuran :woda 30:70 v/v zakwaszony karkewym do pH=3

. dioksan:woda 35:65 v/v zakwaszony kw. siarkowdopH=3

2
3
4
5. tetrahydrofuran :woda 35:65 v/v zakwaszony karkewym do pH=3
6
7
8

. dioksan:woda 40:60 v/v zakwaszony kw. siarkovdorpH=3

Przeptyw 1,0 ml/min

Temperatura 20°C

Dozowano Ekstrakty rélinne zDrosera aliciae i Dionaea muscipula
Detektor UV-VIS typu DAD
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Czas martwy wykorzystywanej w badaniach kolumny (twyznaczono dla
przeptywu fazy ruchomej 1ml/min. Do wyznaczeniastzanartwego wykorzystano
azotan sodu, czyli substagajie oddziatywujca z faz stacjonara oraz wnikagca
we wszystkie pory wypetnienia i wykaagg silng absorpagt w zakresie UV.

Objetosciowe nagzenie przeptywu fazy ruchomej wynosito 1,0 ml/mitjgbosé
dozowanej prébki wynosita 2(l. Co 0,2 s rejestrowano w sposOb automatyczny
przez program D — 7000 HSM widmo w zakresie 22@Bd0 nm, uzyskuc w ten
sposob chromatogram w odwzorowaniu poziomicowym.

Po zakaczeniu programu elucji, kolumrprzehczano do trybu elucji wstecznej,
w celu elucji z kolumny substancji, silnie sorbowelm do powierzchni wypetnienia,
tzn. charakteryzggych sé¢ wysokimi wart@ciami czasu retencji. Schemat ideowy
wysokosprawnego chromatografu cieczowego zastossgyeanw badaniach

przedstawiono na rysunku 10.

probka
.
eluent kolumna |
P Y-
dozownik
:. detektor
I Zawérprzeplywu
P s Termostat

Rysunek 10. Schemat ideowy wysokosprawnego chragratou cieczowego
(HPLC) z zastosowaniem przeptywu zwrotnego eluentkolumnie. Linia ciagta —
droga przeptywu fazy ruchomej przez zawor przeptyegmrotnego podczas
przeptywu eluentu w kolumnie w kierunku lewo - prawinia kropkowa — droga
przeptywu fazy ruchomej w kolumnie w kierunku prawéewo [114].

Identyfikacg ramentaceonu i plumbaginy oparto o poréwnanie czatenciji
piku na chromatogramach badanych ekstraktéw z w@gt@zasu retencji wzorca
ramentaceonu i plumbaginy oraz o poréwnanie widmrogtabolitow zawartych w
rozdzielanych ekstraktach z widmami wzorcéw metiadol w zakresie 220 nm do
500 nm, w tym maksimum dtuga fali.
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W nastpnym etapie bada nad rozdzielaniem i izolowaniem wybranych
naftochinonow z chloroformowych ekstraktowslin miesazernych w odwréconym
uktadzie faz, w opracowanych optymalnych warunkaohdzielania ekstraktow
roslinnych Dionaea muscipula Drosera aliciaezbadano mdiwos¢ powigckszenia
skali procesu rozdzielania i izolowania wybranyetfitachinonow.

Zbadano produktywrié kolumny oraz maksymalny stopieprzetadowania
stezeniowego dla plumbaginy zawartej w ekstrakdle muscipula oraz dla

ramentaceonu zawartego w ekstrakgresera aliciae
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6.3.11. Optymalizacja warunkOéw rozdzielania i izolowania bsgnych
naftochinondw z chloroformowych ekstraktow slin mie¢sazernych z
wykorzystaniem techniki NP-HPLC w warunkach eluokratycznej w
skali modelowej

Wstepne badania nad doborem optymalnego ukiadu chragraitoznego do
rozdzielania naftochinonéw z chloroformowych ekstibav raslin migsazernych w
warunkach NP-HPLC wykonano w ramach pracy magisigrs. Zuka [115], pod
opieks autorki niniejszej pracy. Rezultaty opublikowano sireszczeniu w
czasopimie z listy filadelfijskiej” [116].

W nastpnym etapie bada wykonanych w ramach niniejszej pracy, w
opracowanych optymalnych warunkach rozdzielania5]ldkstraktéw rélinnych
Dionaea muscipulai Drosera aliciag zbadano midiwos¢ powickszenia skali
procesu rozdzielania i izolowania wybranych naftoohow. Zbadano
produktywnd¢ kolumny oraz maksymalny stogigrzetadowania steniowego dla
plumbaginy zawartej w ekstrakdi®2 muscipulaoraz dla ramentaceonu zawartego w
ekstrakcieDrosera aliciae

Do bada pobierano po 6 ml kalego z ekstraktow chloroformowych zslkia
Dionaea muscipulai Drosera aliciag a nasfpnie odparowywano do sucha w
strumieniu azotu. Do otrzymanych suchych pozostatododano po 3 ml
dichlorometanu. Tak przygotowane prébki filtrowapzez filtry strzykawkowe o
srednicy porow 0,4bm (Millipore Corporation,USA). Do zetania ekstraktow z
roslin migsazernych zastosowano dichlorometan, fgyzeprowadzone wcgeiej
badania [117] wykazalyze charakteryzuje @i on bardzo dolar (lepsz niz
chloroform) rozpuszczalsoig wielu zwigzkOw organicznych, dglagcych sktadnikami
ekstraktow rélin owadazernych.

Na otrzymanych chromatogramach, zastosowanemgste oznaczenia pikow
dla ramentaceonu i plumbaginy odpowiednio: R— mkhodzacy od ramentaceonu,
P — pik pochodzacy od plumbaginy oraz odpowiedriraozenia zanieczyszaze
wystepujacych ,przed” i ,za” pikiem ramentaceonu i pikiemuptbaginy:

- R1, R2, R3 — piki substancji ,przed” pikiem raneseonu;
- RA, RB, RC - piki substancji ,za” pikiem ramenganu;

- P1, P2, P3 - piki substancji ,przed” pikiem plusagmny;

- PA, PB, PC - piki substancji ,,za” pikiem plumivag
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6.4. OPRACOWANIE WYNIKOW

6.4.1. Opracowanie wynikbw bada efektywndci wybranych technik

ekstrakcjitugowania

Dane, z bada nad porownaniem efektywia wybranych technik
ekstrakcji/fugowania, opracowano statystycznie agpamie Microsoft Excel.

W celu odrzucenia b#6w grubych zostat przeprowadzony test Q-Dixona,
pozwalajcy wykry¢ wynik obarczony kidem grubym przy matych zestawach
wartasci zmiennej (n<10). Test zaklada rozklad normalmyiennej w populaciji
generalnej. Przed wykonaniem testu mgleiszeregow@a wyniki, w porzdku
wzrastagcych wartdci (x1<x2<...<xn-1<xn).

Btedem grubym moe by obarczona najwksza (xn) lub najmniejsza (x1)

wartas¢ wyniku. Dla tych wynikow obliczanegsodpowiednio parametry £« i Qmin,

gdzie Qun=——2, a Qna=——2=t
Xn—X1

Xn—X1
Uzyskane wartéri statystyki Q nalgy porowng& z tablicovg wartascia
krytyczrg Q. Jezeli parametr Q jest wkszy kydz rowny Q; to punkt odbiegapy
zostaje odrzucony [113].
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6.4.2. Opracowanie wynikobw badawptywu rodzaju kwasu na rozdzielanie

flawonoidéw w odwréconym uktadzie faz

Na podstawie otrzymanych chromatograméw, obliczdlzopiku kwercetyny i
mirycetyny wartéci wybranych parametréw takich jak: liczba poétekrtycznych
(N), wspotczynnik asymetrii piku wyznaczony w polewwysokaci (Asps),
wspotczynnik asymetrii piku wyznaczony na poziorh@% wysokéci piku (A1),
czas retencji (tr) oraz wspotczynnik retencji (Rpwyzsze parametry obliczono na
podstawie poriiszych zalenosci [76]:

- liczba potek teoretycznych (N)

N= 5,545 x (I / wion)? 1)
gdzie: | — odlegtd¢ maksimum piku od punktu dozowaniaya szeroké¢ piku w

potowie wysokdci;

- wspétczynnik asymetrii piku w potowie wysaa (Asp s)
Asos= bos/ @5 (2)
gdzie: Iy s—Ccz$¢ szerokdci po stronie zgpujacej, w potowie wysokeci piku,

a05— CZ$¢ szerokdci po stronie wsfpujacej, w potowie wysokeci piku;

- wspétczynnik asymetrii piku w potowie wysada (Aso 1)
Aso 1= b1/ a1 (3)
gdzie: Iy 1—Ccz$¢ szerokdci po stronie zgpujacej, w jednej dziegtej wysokaci
piku, mierzc od podstawy,
ap,1— CZ$¢ szerokaci po stronie wsfpujacej, w jednej dziegtej wysokdaci piku,

mierzac od postawy;

- wspétczynnik retencji (k)
k= (tr-to) / %o (4)

gdzie: tr- czas retencji badanego gzkiu, - czas martwy kolumny, wyznaczony dla
substancji nieoddzialggej z faz stacjonarn, ale wnikagca we wszystkie pory
wypetnienia.

Wszystkie rozdzielania wzorcéw flawonoidow, dlazé#tego z badanych
eluentéw, wykonano co najmniej dwukrotnie. Uzyskamegniki s3 wartasciami
srednimi z co najmniej dwoch niezaleych oznaczg ktorych r&nica nie jest

wigksza nk 5% wzgbdnych.
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6.4.3. Opracowanie wynikow badanad doborem selektywnych skiadnikéw
eluentu do rozdzielania metabolitéw z ekstraktowtamelowych z rélin
migsazernych za pomacRP-TLC i NP-TLC

Na podstawie otrzymanych chromatograméw cienkowansiych, dla kadej z
rozdzielonych substancji obliczono wspotczynnikiéaomienia hRf. Wspotczynniki
op&nienia hRf zostaty obliczone na podstawie rown#ébja

hR, :%x 100 (5)

gdzie: a- odlegta¢ od miejsca zadozowania (linii startowej) @dodka plamki
(pasma sizeniowego) badanej substancji,
b- odlegié¢ od miejsca zadozowania (linii startowej) do cZatay ruchome;.
Wyznaczone z dwoch pomiarow dane zostadyednione i stabelaryzowane,
rozwinigte chromatogramy zostaly zilustrowane swietle widzialnym oraz przy
diugcéci fali 254 i 365nm za pomacfotografii. Plamki na ptytkach zostaty
ponumerowane zgodnie z kolefic@ dozowania. Plamki substancji pochedych z
ekstraktow rélinnych numerowano od dotu ptytki do gory. Plamkichodzce od
substancji wzorcowych zostaly nazwane, ponadto stkre ich barwy wswietle
widzialnym oraz przy diugei fali 254 i 365nm. Wybrane chromatogramy
cienkowarstwowe i tabele z zestawionymi weaetami hRf przedstawiono w

zalyczniku 1i 2.

6.4.4. Opracowanie wynikow badanad doborem warunkéw rozdzielania i
oznaczania wybranych metabolitow z ekstraktow nwtamych rglin
migsazernych z  wykorzystaniem techniki RP-HPLC oraz elucj

gradientowej
Na podstawie otrzymanych chromatograméw obliczoacametry takie jak:
wspotczynnik retencji k- rownanie (4) (rozdziat &4 oraz wspotczynnik
selektywngci a - rownanie (6).
- wspotczynnik selektywriai o

K,

a Tk, (6)

gdzie: k, ki- wspotczynniki retencji, odnosee s¢ do pikbw chromatograficznych
substancji, dla ktérych liczymy, odpowiednio nagpnego i poprzedniego.
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Wspotczynniki retencji k zostaty obliczone dla wstich zidentyfikowanych
substancji, a wspotczynniki selektywdod wyznaczono natomiast dla zmkow,
bedacych gtéwnym przedmiotem batlaraz dla substancji powtarzeych s¢ w
badanych ekstraktach. Wspétczynnik selekty$ena; dotyczyt odlegtéci pomicdzy
maksimami pikéw badanego i go poprzedeago,o, piku badanego i znajdagego
sie za nim.

Na podstawie otrzymanych chromatogramow piadiakze prole identyfikacii
maksymalnej iléci substancji zawartych w ekstraktach slimych. Widma
spektralne posikyty do identyfikacji metabolitdw, o doginych wzorcach, a tak
do identyfikacji substancji ,powtarzgjych s¢” w kazdym z eluentow. Zestawienie
widm spektralnych, na podstawie ktérego dokonaeatigfikacji substancji znajduje
siec w zahczniku 4. Otrzymane w trakcie badavidma spektralne po weryfikacji,
okazaty s¢ by¢ przesungte batochromowo o + 4,5 nm.

Piki substancji, zidentyfikowanych na podstawie ipdanych wzorcow zostaty
opisane na chromatogramach, za pamaeazw wzorcow, pozostatym substancjom
zostaly przypisane symbole dich liter alfabetu. Substancje wygtijace w niskich
stezeniach zostaty opisane na chromatogramach matyenaini alfabetu.

Wszystkie analizy wykonano co najmniej dwukrotrii@artasci czasu retencii
wykorzystane w pracy stanoyvivartas¢ sredni, z wynikOw nie ra@nigcych s¢ co

najwyzej niz 1%.

6.4.5. Opracowanie wynikow badanad doborem warunkéw rozdzielania i
oznaczania wybranych metabolitow z ekstraktow nwtamych ralin

migesazernych z wykorzystaniem techniki RP-HPLC oraz elskpkowej

Na podstawie otrzymanych chromatograméw obliczoacametry takie jak:
wspotczynnik retencji k- rownanie (4) (rozdziat &4 oraz wspotczynnik
selektywndci o - rownanie (6) (rozdziat 6.4.4.).

Wspotczynniki retencji k zostaty obliczone dla wstkjch zidentyfikowanych
substancji, a wspotczynniki selektywqod wyznaczono dla metabolitowgdcych
przedmiotem bada Wspotczynnik selektywrigi o, dotyczyt odlegtéci pomigdzy
maksimami pikdw badanego metabolitu i go poprzedegjo piku substancjiy,
piku badanego metabolitu i znajdoggo s¢ za nim piku substanciji.
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6.4.6. Optymalizacja warunkOw rozdzielania i izolowania bsgnych
naftochinonow w ekstraktach chloroformowychslim miesazernych z
wykorzystaniem techniki RP-HPLC i NP-HPLC w waruoka elucji

izokratycznej w skali modelowej

Dla dwuskfadnikowych eluentéw spadzono wykresy log k=f(x.), gdzie k —
wspotczynnik retencji, %o — utamek molowy skiadnika eluentu o ¢kgzej sile
elucji. Wykresy te sporzadzono dla ramentaceorumpaginy oraz towarzygzym
im bezpdrednio zanieczyszczeniom, ktOre wymija przed i za oznaczanym
naftochinonem. Na podstawie tych wykreséw okreslaptymalne sktady faz
ruchomych.

W optymalnych warunkach rozdzielania ekstraktowslimaych Dionaea
muscipula i Drosera aliciae zbadano mdiwos¢ powigkszenia skali procesu
rozdzielania i izolowania wybranych naftochinonéw.

Zbadano produktywrié kolumny oraz maksymalny stopieprzetadowania
stezeniowego dla plumbaginy zawartej w ekstrakdle muscipula oraz dla
ramentaceonu zawartego w ekstraieresera aliciae

Produktywnd¢ kolumny (wydajnéc) wyznaczano na podstawie wzoru (7) [76]:

_ O Qi
Pe =g % txa 0

gdzie: P;- produktywnd¢ kolumny (wydajnéc), wyrazona jako masa substancji,
otrzymana w ¢igu jednostki czasu i dla danej jednostki powierzgbrzekroju
kolumny; Q;- masa substancji wprowadzona do kolumigy- masa substanciji
otrzymana z kolumnyit.- czas trwania procesu rozdzielanid: powierzchnia
przekroju poprzecznego kolumny.

Maksymalny stopi@ przetadowania gteniowego dla wybranego naftochinonu
obliczano jako ilé¢ suchej masy ekstraktu chloroformowego [w gramazhjmasg

sorbentu [w gramach].
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7. WYNIKI | DYSKUSJA

7.1. BADANIA NAD POROWNANIEM EFEKTYWNO SCI WYBRANYCH
TECHNIK EKSTAKCJI / tLUGOWANIA METABOLITOW
ZAWARTYCH W MATERIALE MOKRYM RO SLIN Z GATUNKU D.
MUSCIPULA

7.1.1. Wprowadzenie

Na podstawie przedstawionego w rozdziale 3.1 pgdegliteraturowego mma
stwierdzt, ze mimo wielu lat bada nad efektywnéciag poszczegolnych technik
ekstrakcji / tugowania metabolitbw z materiatislimnego, w zwizku z postpem
techniki i technologii nie moa znalé¢ niewatpliwie pewnych i uniwersalnych
informaciji, ktére z dogpnych obecnie technikysajbardziej efektywne w praktyce.
Ponadto, w literaturze brakuje jednoznacznych méamji dotycacych zakresu
zastosowa opisywanych procedur przygotowania probki / wsadhateriatu
roslinnego pozwalajcych na maksymalizagj osggalnych sgzen badanych
metabolitow. W zwizku z powyszym, uznano za celowe pedie bada nad
poréwnaniem efektywrigi technik ekstrakcji / tugowania, ktore najéziej
stosowane g do izolowania metabolitbw z materiatu skanego. Dodatkowo,
uwzgkdniono maliwos¢ powigkszania skali operacji ekstrakcji / tugowania, iuce
przemystowego otrzymywania substancji, w szczegginowigzkéw organicznych z
tkanek r@lin miesazernych.

Podstawowymi parametrami wptyvgaymi na efektywné¢ ekstrakcji /
lugowania jest temperatura, czas ekstrakcji orayde energii na jednostkmasy
produktu otrzymanego w wyniku ekstrakcji.

Inng miarg efektywndci ekstrakcji mae by takze selektywnéc, ale tylko
wowczas, gdy celem jest selektywna izolacja é&kreich grup zwizkéw
chemicznych lub poszczegdlnych zmkdw.

W badaniach, ktérych celem jest otrzymanie metéislrcslinnych naleacych
do r&nych grup zwizkéw stosuje sirozpuszczalniki o rinej polarndci, takie jak
chloroform, dichlorometan, eter dietylowy, acetamrasem take wiele innych
ekstrahentow. Koszty oraz pracochtofih@rzygotowania ekstraktow z podzialem
na okrélone grupy zwizkOw g znacznie wysze ze wzgldu na zaycie dwej ilosci

rozpuszczalnikow.
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Inne podejcie opiera s na stosowaniu wzglinie polarnego rozpuszczalnika
ekstrahujcego szerokie spektrum zmkow chemicznych. Jest to najszie]
metanol, czasem etanol lub acetonitryl. Npste uzyskany ekstrakt rozdzielag i
wykorzystaniem innych technik rozdzielczych. Zaletgo typu podégia jest niski
koszt odzysku rozpuszczalnika po zagoonej operacji ekstrakcji. Wadniekiedy
jest stosunkowo niski stogievyekstrahowania substancji nisko-polarnych.

Kazda technika ekstrakcji / tugowania wymaga z regoptymalizacji kilku
parametrow, agsto innych dla rénych technik. Parametrem wspdélnym jest zawsze
temperatura oraz czas ekstrakciji.

W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszejcyprwykorzystano
rozpuszczalnik nieselektywny, rozpuszeegjwiele grup zwjzkéw chemicznych o
réznorodnej polarngci tzn. metanol. Badania wykazatye metanol ekstrahuje /
luguje zwizki polarne, ale réwnie nisko- i srednio polarne m.in. naftochinony,
obecne w materiale stnnym. Dziki temu, maliwe bylo okrelenie wptywu
parametrow badanych technik ekstrakcji / tugowama, efektywné¢ izolacji
szerokiej gamy naturalnych zygkéw chemicznych. Uzyskane ekstrakty rozdzielano
na poszczegolne grupy sktadnikéw oraz pofeade zwiyzki technily chromatografii
cieczowej w normalnym uktadzie faz.

Wyniki badax nad optymalnymi warunkami prowadzenia operacjitreksji /
lugowania metabolitbw z materialu surowegdsliro migsazernych za pomec
poszczegolnych technik przedstawiono w postacirdiagw (z wyjtkiem techniki
ekstrakcji w aparacie Soxhlet’a). Przedstagv@je zalenos¢ powierzchni piku bdz
grupy pikéw (F) wyekstrahowanych sktadnikbw od cezdswvania operacji, dla

poszczegoblnych temperatur.

7.1.2. Wyniki bada efektywndci ekstrakcji w aparacie Soxhleta

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta to jedna z najstahszechnik ekstrakcji
metabolitow z materiatu sbnnego. Dlatego traktowana jest obecnie jako ,tekh
odniesienia” [8].

W ramach niniejszej pracy, przeprowadzono badaaipamog tej techniki, w
celu odniesienia otrzymanych wynikéw do wynikéw sizgnych z wykorzystaniem
innych technik. W zakzniku 5 w tabeli 1 przedstawiono waitopola powierzchni

pikbw pochodzcych od okrélonych grup substancji oraz pojedynczych
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metabolitdw, uzyskane z zastosowaniem technikireksfi w aparacie Soxhleta,
metanolu jako ekstrahenta oraz 15-godzinnego czlestvakcii.

7.1.3.  Wyniki bada efektywndci ekstrakcji w aparacie Soxfec

W tym etapie bada dokonano optymalizacji czasu procesu ekstrakcji /
lugowania metabolitbw z surowego materiatdlirmego w temperaturze wrzenia
ektrahenta — metanolu (temperatura ptyty grzej260°C - jest to temperatura
zalecana przez producenta aparatu S8xteczwiazku z powyszym zdecydowano,
ze nie ma konieczroi przeprowadzania optymalizacji temperatury praces
ekstrakcji w badaniach z wykorzystaniem tej technikVptyw czasu procesu
ekstrakcji / lugowania w aparacie Soxtema zawarté¢ wyekstrahowanych

metabolitéw jak i grup substancji przedstawionaysunku 11.

Plumbagina Grupal
2,0E+07 1,8E+07
1,8E+07 - 166407 -
1,6E+07 - .
Serie 1,4E+07 Serie
1,4E407
.0,5 h 1,2E+07 .0,5
8 1,2E+07 - © h
c m1lh —
£ £ 1,08407 - m1lh
g 1,0E407 =3h S
o & 8,0E+06
§ 8,0E+06 - §
o _
O 60E406 - S 60E+06
4,0E+06 4,0E+06 -
2,0E+06 - 2,0E+06 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Grupa 2 Grupa 3
1,6E+07 8,0E+05
1,4E407 - 7,0E+05 -
1,2E407 - Serie 6,0E+05
mO0,5h
g 1,0E+07 - g 5,0E+05 -
£ mlh £
E 8,0E+06 w3h E 4,0E+05 -
2 2
S 6,0E+06 - S 3,08+05 -
o o
8 40E+06 - 8 5,0E+05 -
2,0E+06 1,0E405 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
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Grupa 4 Grupa 5
3,0E+06 2,5E+06
258406 1 . 2,06406 - .
Serie Serie
2,0E+06 - 0,5h mO0,5h
ol -2 1,5E+06 -
c m1lh c v Hm1lh
= =
8 LSE06 - 3h 8 ®=3h
-°§’ -g 1,0E+06 -
o 1,0E+06 - )
a o
5,0E405 - 5,0E+05 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Kwercetyna Grupa 6
7,0E+06 6,0E+06
6,0E+06 5,0E406 -
Serie Serie
5,0E+06
m0,5h 4,0E+06 0,5h
8 8
c 4 c
£ 4,0E+06 m1lh £ m1lh
E m3h E 3,0E+06 -+ 3h
@ 3,0E+06 - @
E % 2,0E+06 -
a  2,0E+06 - a
1 0E+06 4 1,0E406 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Mirycetyna
1,2E+06
1,0E406 -
Serie
8,0E+05 mO0,5h
©
'c mlh
=
8 60E+05 - w3h
2
% 4,0E+05 -
a
2,0E+05
0,0E+00 -

Czas

Rys.11. Wplyw czasu procesu ekstrakcji / tugowamiaaparacie Soxt&c na

zawarté¢ wyekstrahowanych, poszczegolnych metabolitéw,ijgkup substancji z
rélinnego z gatunkuDionaea muscipula Proces prowadzony w
temperaturze wrzenia ekstrahenta.

materiatu

Z wykresow pola powierzchni piku poszczegdllnych abetitow i pola

powierzchni pikbw grup metabolitow od czasu, wyndeoptymalny czas procesu

ekstrakcji zwizkow z materiatu rdinnego z gatunkiDionaea muscipulavynosi 1

godzire. Prowadzenie procesu ekstrakcji w aparacie S8xpeavyzej 1 godziny nie
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prowadzito do zwgkszenia zawart@i wyekstrahowanych metabolitowgdy grup
substancji lub przyrost ten byt bardzo nieznaczny.

Wyniki zawartgci (mierzone wartécia pola powierzchni) wyekstrahowanych
metabolitow Bdz grup substancji, otrzymane z zastosowaniem teckRatrakcji w
aparacie Soxt€¢ byly poréwnywalne lub nieznacznie mniejsze z wynika
zawartgci  substancji, otrzymanymi z zastosowaniem apardBoxhleta.
Powtarzalné¢ wynikéw z zastosowaniem obydwu technik zakbyta podobna.
Nalezy, w tym miejscu zaznacgy ze dztki zastosowaniu zautomatyzowanej
odmiany aparatu Soxhleta czas procesu ekstrakegit Wlacznemu skroceniu z 15
godzin do 1 godziny.

Uzyskane wyniki zgodneasz wnioskami z wczaiej prowadzonych bada
E.Gilgenast [112] nad efektyw#ma ekstrakcji / tugowania metabolitbw z materiatu
roslinnego, ktére take wykazaty,ze optymalny czas procesu ekstrakcji substancji z

materiatu rélinnego to 1 godzina.
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7.1.4. Wyniki bada efektywndci ekstrakcji na drodze maceracji z jednoczesnym

wytrzagsaniem

Maceracje z jednoczesnym wysaniem zrealizowano w wyggarce z

termostatowaniem. Jest to prosta i fatwa w wykamaperacja, d@& powszechnie

stosowana. Wplyw czasu na proces ekstrakcji / hagwoav substancji z materiatu

roslin migsazernych, przeprowadzony w temperaturze %) przedstawiono na

rysunku 12.
Plumbagina Grupa 1
2,5E+07 1,8E+07
1,6E+07
2,0E407 .
Serie 1,4E+07
E5h 1,2E407 m5h
(T 4 C
£ 158407 m15h | |IE 10407 m15h
8 m25h| ||R m25h
5 i 8,0E+06
; 1,0E+07 - §
o © 6,0E+06 -
-8 a
506406 - 4,0E+06 -
2,0E406 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Grupa 2 Grupa 3
1,8E+07 8,0E+05
1,6E+07 7,0E+05 -
LAE+07 - Serie 6,0E+05 - Serie
@ L2E*07 - E5h R E5h
£ 108407 - mish| (| £ m15h
9 9 4,0E+05 -
S 806406 - m25h e m25h
3 'S 3,0E+05 -
g 6,0E+06 §
a a
4,0E+06 - 2,0E+05
2,0E406 - 1,0E+05 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Grupa 4 Grupa 5
3,5E+06 3,0E+06
3,0E+06 2,5E406 -
Serie Serie
2,5E+06
E5h 2,0E+06 - E5h
2 °
€ 2,06406 | mish| ||I'E m15h
g w2sh | |8 15E06 - w25h
@ 1,5E+06 - 2
% E 1,0E+06 -
o 1,0E406 - [
5,0£405 - 5,0E+05 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas

96



Kwercetyna Grupa 6
7,0E+06 6,0E+06
6,0E+06 506406 -
Serie Serie
5,0E+06
m5h 4,0E+06 - m5h
0 0
c - c
£ 4,0E+06 mi5h £ mi5h
N m25h N 3,0E+06 - m25h
@ 3,0E+06 - @
% % 2,0E+06 -
o 2,0E+06 - a
1,0E406 - 1,0E406 -
0,0E+00 0,0E+00
Czas Czas
Mirycetyna
1,2E+06
1,0E406 -
Serie
8,0E+05 m5h
0
c m15h
S
8 6/0E+05 | =25h
2
% 4,0E+05
a
2,0E+05
0,0E+00 -
Czas

Rys.12. Wpltyw czasu procesu maceracji z jednoczesmytrzasaniem na zawargo
wyekstrahowanych, poszczegélnych metabolitéw, jakuip substancji z materiatu
roslinnego z gatunkiDionaea muscipulaProces prowadzony w temperaturze60

Z przeprowadzonych baflavynika, ze optymalny czas operacji maceracji z
jednoczesnym wytgsaniem to 15 godzin. Prowadzenie procesu macetaepj niz
15 godzin nie zwkszyto znacznie zawaro wyekstrahowanych metabolitéw oraz
innych zwihzkoéw, a w przypadku mirycetyny oraz z&kow sklasyfikowanych w
grupie 6 zawarta ich, w otrzymanym powxej 15 godzin ekstrakcie, spadta.

Zastosowanie mieszania (wydsania) podczas procesu maceracji wydage Si
korzystnie wptywd na optymalny czas prowadzenia operacji. Przedstawiv
literaturze czas operacji maceracji metabolitowateriatu rélinnego bez mieszania
jest o wiele dhaszy (72 h - [9]),48 h - [16]).

97



7.1.5. Wyniki bada efektywndci ekstrakcji wspomaganej promieniowaniem

Na

mikrofalowym

rysunku 13 przedstawiono wplyw czasu ekstrakejspomaganej

promieniowaniem mikrofalowym na zawadtosktadnikow materiatu innego z

gatunkuDionaea muscipula

Czas

Czas

Plumbagina Grupal
2,5E407 1,8E+07
1,6E+07
20807 Serie L4E+07 7 Serie
B2 min 1,2E+07 - 2 min
8 1,5E+07 - - 8 :
c H4 min c ] H4 min
£ £ 1,0E+07
N 8 min N 8 min
5 & 80E+06 -
; 1,0E+07 - §
° © 6,06+06 -
a a
506406 - 4,0E+06
2,0E+06 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Grupa 2 Grupa 3
1,8E+07 8,0E+05
1,6E+07 7,0E405 -
148407 1 Serie 6,06405 - Serie
o L2E+07 A 2 min H 2 min
= ) .8 5,0E+05 )
£ 108407 1 4min | | 'g B4 min
i S 4,0E+05 :
S 806406 - m8min | | 40 8 min
o ()
g 6,0E+06 % 3,0E+05
a
4,0E+06 - & 20E+05 -
2,0E+06 1,0E405 -
0,0E+00
' 0,0E+00 -
Czas Czas
Grupa 4 Grupa 5
3,0E+06 2,5E+06
2,36+06 1 2,06+06 -
Serie ’ Serie
2,0E+06 - 2 min M2 min
.2 ) -8 156406 - :
_g H 4 min .E , H 4 min
O 1,56+06 - ; [ ;
N v M8 min N ™ 8 min
-§ -“;’ 1,0E406 -
o 1,0E+06 -+ o
a a
5,06405 5,0E+05
0,0E+00 0,0E+00 -
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Kwercetyna Grupa 6
6,0E+06 6,0E+06
5,0E+06 5,0E+06
Serie Serie
4,0E406 - — m2min 4,0E+06 | —m2
T mamin | ||E min
S 306406 S 306406 ma
N 3.0E+06 8min ||| § 30E+06 7 min
2 2
E 2,0E+06 E 2,0E+06 -
a a
1,0E406 - 1,0E406 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Mirycetyna
1,4E+06
1,2E406 - i
Serie
1,0E406 - )
M2 min
8
€ BOE+05 - — m4min
[*} .
N 8 min
@ 6,0E+05 - —
3
o
Q. 4,0E+05 - —
2,0E+05 - —
0,0E+00 -
Czas

Rys.13. Wplyw czasu procesu ekstrakcji wspomagatzgtaniem mikrofal na
zawarté¢ wyekstrahowanych, poszczegolnych metabolitéw,ijgkup substancji z
materiatlu rélinnego z gatunkuDionaea muscipula Proces prowadzony w
temperaturze 58C.

Z przeprowadzonych baflawynika, z nie mana jednoznacznie okiec
optymalnego czasu prowadzenia operacji ekstralecjpamog techniki MAE, dla
wszystkich sktadnikéw zawartych w materialélimym.

Dla skfadnikbw materiatu ginnego sklasyfikowanych w grupach 2 - 6 oraz dla
kwercetyny i mirycetyny optymalny czas prowadzepiacesu ekstrakcji wynosi 4
minuty. Ekstrakcja prowadzona poiey 4 minut powoduje rozktad substancji (w
przypadku kwercetyny i grupy 6) lub praktycznie nmmienia zawartai
wyekstrahowanych substancji (grupa 2 - 5 oraz reiyta).

Dla plumbaginy oraz sktadnikéw zawartych w grupievdzej optymalny czas
prowadzenia ekstrakcji wyniost 8 minut.

Ra&znice w optymalnym czasie operacji ekstrakcji za pagmnmikrofal dla
sktadnikbw materiatu dinnego wynikaj z r&znicy w ich polarnéci, czyli z r&nej

wartasci elektrycznego momentu dipolowego.
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Promieniowanie mikrofalowe nie by pochtaniane przez matema dwa rane
sposoby. Pierwszym z nich jest zjawisko strat dieyeznych, gtdwnie na skutek
polaryzacji orientacyjnej (dipolowej), a drugi madizem polega na przewodnictwie
jonowym. W przypadku pochtaniania promieniowaniaknoialowego na skutek
polaryzacji dipolowej, jdi w materiale § czagsteczki chemicznechbiagce dipolami, to
w wyniku dziatania fali elektromagnetycznej, staraje one ustawd zgodnie z
kierunkiem i zwrotem tego pola. Pole elektryczneeinzuje dipolom energiktora
jest nasgpnie rozpraszana w materiale w postaci ciepta. Mem polaryzacji
dipolowej, odpowiada za ogrzewanie tylko tych sabsji, ktorych czsteczki g
dipolami.

W zwigzku z powyszym zwazki takie jak plumbagina oraz substancje
sklasyfikowane w grupie pierwszej, charakteryzaj s¢ niska polarngcia (niska
wartascia momentu dipolowego) pobiegamniejsz ilos¢ energii podczas procesu
ekstrakcji wspomaganiej mikrofalamizrewigzki takie jak flawonoidy (kwercetyna i

mirycetyna) oraz sktadniki grup 2-6.
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7.1.6. Wyniki bada efektywndci sonifikacji w ta&ni ultradzwickowej

Badania efektywnai ekstrakcji wspomaganej dziataniem ultraitkow za

pomog tazni ultradzwickowej obejmowaty dobdér optymalnej temperatury oraz

czasu operacji ekstrakcji / tugowania.

Izotachadanych metabolitbw oraz

poszczegodlnych grup zgikéw zbadano w temperaturze 3D w czasie 2, 4 i 8

minut oraz w temperaturze 8G, analogicznie w czasie 2, 4 i 8 minut. Wptyw ezas

sonifikacji

w tani ultracdzwickowej prowadzonej w temperaturze 3€C

przedstawiono na rysunku 14 oraz w temperaturZ&5@a rysunku 15.

Plumbagina Grupa 1l
2,5E+07 1,6E+07
1,4E+07
2,0E+07 . .
Serie 1,2E+07 Serie
M2 min M 2 min
1,0E+07 -
(1] ] . -
2 158407 B4 min ‘£ H4 min
= =
E =8 min E 8,0E+06 - ™ 8 min
(7] (7]
3 LOEHO7 A "3 6,0E406 -
& <
4,0E+06
5,0E+06 -
2,0E+06 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Grupa 2 Grupa 3
1,4E+07 7,0E+05
1,2E+07 6,0E+05
Serie Serie
1,0E+07 2 mi 5,0E+05 2 mi
K] B2 min © 2 min
£ 80E+06 - 4min ||| £ 4,0£+05 M4 min
§ 8 min E 8 min
@ 6,0E+06 - @ 3,0E405 -
3 3
S 4,0e+06 - & 2,0e+05 -
2,0E+06 1,0E+05 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Grupa 4 Grupa 5
2,5E+06 1,6E+06
1,4E+06
2,0E+06 X .
Serie 1,2E+06 Serie
B 2 min B2 min
© © 1,0E+06
E 1,5E+06 B4 min .E E4 min
g = 8 min E 8,0E+05 - ™ 8 min
()] ()]
= 1,0E+06 - 2
3 3 6,0E+05 -
< <
4,0E+05
5,0E+05
2,0E+05
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
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Kwercetyna Grupa 6
4,0E+06 5,0E+06
3,56406 4,5E+06
. 4,0E+06 .
3,0E+06 Serie Serie
© 2 5E+06 H2 min © 3,5E+06 H2min
— 2 + -
E m4min |||'E 3,0E+06 4 min
E 2,0E+06 - 8 min E’ 2,5E+06 =8 min
() Q
'S 1,5E+06 s 2,0E+06
o o
1,5E+06 -
& 1 0E+06 - e
1,0E+06 -
5,0E+05 5 0E+05 4
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Mirycetyna
8,0E+05
7,0E+05
6,0E+05 Serie
M 2 min
© 5,0E+05 -
c M 4 min
S
R 40E+05 | 58 min
2
3 3,0£+05 -
o
a
2,0E+05
1,0E+05 -
0,0E+00 -
Czas

Rys.14. Wptyw czasu procesu ekstrakcji wspomagdnigtaniem ultragwickdéw w
lazni  ultradtwickowej na zawartd@ wyekstrahowanych, poszczegoéinych
metabolitow, jak i grup substancji z materiatuslimmego z gatunkuDionaea
muscipula Proces prowadzony w temperaturze€’G0
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Czas

Plumbagina Grupal
3,0E+07 2,0E407
1,8E+07
2,5E+07
. 1,6E+07 .
Serie Serie
) 1,4E+07 )
2,0E+07 - 2 min 2 min
("] ©
‘c H 4 min ‘e 1,28+07 B4 min
5 £
8 1,5+07 - ] 1,0E+07 8 min
-§ -“E’ 8,0E+06
o 1,0E+07 - o
o A 6,0E+06
4,0E+06
5,0E+06
2,0E+06
0,0E+00 - 0,0E+00
Czas Czas
Grupa 2 Grupa 3
1,8E+07 8,0E+05
1,6E+07 7,0E+05
LAE+07 - Serie 6,0E+05 Serie
1,2E+07 2 min M2 min
o ) .8 50E+05 - )
'FCJ 1,0E+07 - ®4 min _g B 4 min
; 4,0E+05 - :
g 8,0E406 - m 8 min E 8 min
'S 'S 3,0E+05 -
2 606406 - 37
a a |
4,0E+06 - 2,0E+05
2,0E+06 - 1,0E405
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Grupa 4 Grupa 5
3,0E+06 2,0E+06
1,8E+06
2,5E406 -
ok X 1,6E+06 - )
Serie Serie
2,0E+06 2 min 1,4E406 - H2 min
(T ©
‘c M4 min ‘g 1,28+06 1 M4 min
< K-
S 1,5E+06 8 min S 1,0E+06 - 8 min
S S
-§ -“;’ 8,0E405 -
1,0E406 -
5t & 6,0E+05 -
4,0E+05 -
5,0E405 - *
2,0E+05
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Kwercetyna Grupa 6
5,0E+06 5,0E+06
4,5E+06 4,5E+06
4,0E+06 - . 4,0E+06 .
Serie Serie
. 3,56+06 2 min o 3,5E+06 A H 2 min
E 3,0E+06 &4 min E 3,0E+06 - B4 min
N 25E+06 8 min R 2,5E+06 8 min
-§ 2,0E+06 -“;’ 2,0E406 -
S 1,56+06 S 1,56+06
1,0E+06 1,0E406 -
5,0E+05 5,0E+05
0,0E+00 0,0E+00 -

Czas
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Mirycetyna
1,0E+06

9,0E+05 ES
8,0E+05

Serie
7,08+05  ®E2min

6,0E+05 - T E4min

5,0E+05

8 min
4,0E+05 -

Powierzchnia

3,0E+05
2,0E+05 -
1,0E+05 A

0,0E+00 -

Czas

Rys.15. Wptyw czasu procesu ekstrakcji wspomagdnietaniem ultragdwickdw w
lazni  ultradcwickowej na zawart® wyekstrahowanych, poszczegdlnych
metabolitow, jak i grup substancji z materiatuslimego z gatunkuDionaea
muscipula Proces prowadzony w temperaturze’60

Z powyzszych diagramdéw mma wnioskowd, ze wzrost temperatury procesu
ekstrakcji wptyat na zwkikszenie zawartwi wyekstrahowanych metabolitow
roslinnych. Podniesienie temperatury operacji eksijiak80 °C na 50°C wptyreto
na wyszy rozpuszczaln@& metabolitbw w ekstrahencie, a #ak na wzrost
oddziatywa desorpcyjnych. Jako optymalny czas prowadzeniagsw ekstrakcji za

pomog ultradzwiekow w tazni ultradzwickowej uznano 8 minut.
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7.1.7. Wyniki bada efektywndci sonifikacji za pomag dezintegratora
ultradzwickowego

Badania efektywnii ekstrakcji za pomagc dezintegratora ultrasvickowego
obejmowaty dobd6r optymalnej temperatury oraz czameracji ekstrakcji /
lugowania. Izolag badanych metabolitbw oraz poszczegoinych grupazkdiwv
zbadano w temperaturze 30 w czasie 2, 4 i 8 minut oraz w temperaturze’GQ
analogicznie w czasie 2, 4 i 8 minut. Wplyw czasonifikacji w tazni
ultradzwickowej prowadzonej w temperaturze 3D przedstawiono na rysunku 16
oraz w temperaturze 5C na rysunku 17,

Plumbagina Grupal
2,5E+07 1,8E+07
1,6E+07
2,0E+07 - Serie 1 4E407 Serie
2 min 1,2E407 - 2 min
8 1,5E+07 - o X
c c J B 4 min
£ £ 1,0E+07
o "8 min N =8 min
o & 80E+06
S 1,0E+07 2
3 v 3
o O 6,0E+06 -
o a
5,0E+06 4,0E+06 -
2,0E+06 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Grupa 2 Grupa 3
1,8E+07 7,0E+05
1,6E+07 6 0E+05
1,4E+07 Serie Serie
> mi 5,0E+05 S i
© 1,2E+07 - min o ®2 min
_g 1,0E+07 - 4 min _g 4,0E+05 M4 min
N M 8 min N 8 min
& 8OE06 - @ 3,0E405 -
2 606406 - H
a & 2,0E+05 -
4,0E+06
2,0E406 - 1,0E+05 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
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Grupa 4 Grupa 5
2,5E+06 1,6E+06
1,4E+06
2,0E+06 ) .
Serie 1,2E+06 - Serie
H 2 min 10406 B2 min
© @ 1,0E+ 4
‘E 156406 - 2 =4 min
5 5
N m8min ||| N 80E+05 1 8 min
()] ()]
H 1,0E+06 - 'S 6,0£405 |
o o
a a
4,0E405
5,0E+05 -
2,0E+05 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Kwercetyna Grupa 6
4,0E+06 3,5E+06
3,5E+06 3,06406
3,0E+06 Serie Serie
) 2,5E+06 - .
E2min B2 min
©  2,5E+06 ) © )
c c 4
£ 4 min £ 2,0E+06 4 min
] 2,0E+06 - 8 min N = 8 min
2 @ 1,5E+06 -
S 156406 - 3
o o
& ) 0E+06 a 1,0E+06 -
5,0E+05 - 5,0E+05 A
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Mirycetyna
8,0E+05
7,0E+05
6,0E+05 Serie
B2 min
@ 5,0E+05 -
c H 4 min
S
8 4,0E405 - 8 min
2
S 3,0E+05
o
a
2,0E+05 -
1,0E+05 -
0,0E+00 -
Czas

Rys.16. Wplyw czasu procesu ekstrakcji prowadzonegggpomog dezintegratora
ultradzwickowego na zawarfo wyekstrahowanych, poszczegélnych metabolitow,
jak 1 grup substancji z materiatustimnego z gatunkuDionaea muscipulaProces
prowadzony w temperaturze 30.
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Czas

Plumbagina Grupal
3,0E+07 2,0E+07
1,8E+07
2,5E+07
. 1,6E+07 .
Serie Serie
2,0E407 - 2 min 1AE+07 1 B2 min
S : 8 1,2E+07 - .
c 4 min c M 4 min
5 £
8 1,5E+07 - =8 min ] 1,0€+07 8 min
-§ -“E’ 8,0E+06 -
© 1,0E+07 - o
o A 6,0E+06 -
4,0E+06 -
5,0E406 -
2,0E406 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Grupa 2 Grupa 3
1,8E+07 8,0E+05
1,6E+07 7,0E405
1,4E+07 Serie 6,0E+05 Serie
) B2 mi
.g 1,2E+07 2 min .g 5,0£405 im!n
B4 min
1,0E+07
§ § 4,0E+05 - 8 min
& BOE:06 5 Lomsos
'y + T
2 606406 H
a a ]
4,0E+06 2,0E+05
2,0E+06 1,0E+05
0,0E+00 C 0,0E+00 - C
zas zas
Grupa 4 Grupa 5
3,0E+06 1,8E+06
1,6E+06
2,5E+06
Serie L4E+06 - Serie
2,0E+06 - 2 min 1,2E+06 - 2 min
(T (C
'S M4 min 'S M4 min
1,0E+06
§ 1,5E+06 - 8 min § M8 min
@ & BOE+05 -
5 1,0E+06 - 5 6,0E+05 -
4,0E+05 -
5,0E+05 -
2,0E+05 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Kwercetyna Grupa 6
4,5E+06 4,5E+06
4,0E+06 4,0E+06
3,5E+06 Serie 3,5E+06 - Serie
© 3,0E+06 2 min © 3,0E+06 - 2 min
£ 256406 £ 256406 - ¥4 min
8 8 = 8 min
$ 2,0E+06 $ 2,0E+06 -
5 1,5E+06 E 1,5E+06 -
1,0E+06 1,0E406 -
5,0E+05 5,0E+05 -
0,0E+00 0,0E+00 -

Czas
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Mirycetyna
1,0E+06

9,0E+05 =

8,0E+05

Serie
7,08+05  ®E2min

6,0E+05 - R4 min

5,0E+05 - 8 min

4,0E+05 -

Powierzchnia

3,0E+05 -
2,0E+05
1,0E+05 A

0,0E+00 -

Czas

Rys.17. Wptyw czasu procesu ekstrakcji prowadzoremy@pomog dezintegratora
ultradzwickowego na zawarto wyekstrahowanych, poszczegoélnych metabolitow,
jak 1 grup substancji z materiatustimnego z gatunkuDionaea muscipulaProces
prowadzony w temperaturze 0.

Przeprowadzone badania wykazatg,tak jak w przypadku ekstrakcji zygkow
Zz materiatu rélinnego w tani ultradzwiekowej, wzrost temperatury operacji wpn
na zwtkszenie zawartei wyekstrahowanych metabolitéwstmnych. Podniesienie
temperatury procesu z 3% na 50°C wplyreto na wysz rozpuszczalng
metabolitow rélinnych w ekstrahencie, a tak na wzrost oddziatywa
desorpcyjnych.

Optymalny czas prowadzenia procesu ekstrakcji zengmp dezintegratora
ultradzwickowego dla wszystkich grup substancji oraz plumimagkwercetyny i

mirycetyny wyniést 8 minut.
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7.1.8. Wyniki bada efektywndci ekstrakcji za pomachomogenizatora wysoko

obrotowego o wysokiej szybkaoi scinania

Badania efektywnixi procesu ekstrakcji za pompdomogenizatora wysoko
obrotowego o wysokiej szybkoi scinania wykonano przy szybkea obrotéw 18800
rpm. Obejmowaty one dobor optymalnej temperatuazarzasu procesu ekstrakcji /
lugowania. Operacje ekstrakcji metabolitbw oraz zpasgolnych grup
przeprowadzono w temperaturze ®Dw czasie 2, 4 i 8 minut oraz w temperaturze
50 °C, analogicznie w czasie 2, 4 i 8 minut. Wplyw czakstrakcji za pomac
homogenizatora wysoko obrotowego, prowadzonej w peraturze 30 °C
przedstawiono na rysunku 18 oraz w temperaturAA5€a rysunku 19.

Plumbagina Grupal
2,0E+07 1,6E+07
18407 1,4E407 -
1,6E+07 . .
Serie 1,2E+07 - Serie
L4407 B2 min B2 min
1,0E407 -
(1] 4 @ - .
= 1,2E+07 'S B4 min
S S 806406
8 1,0E+07 N 80E+06 1 ™ 8 min
(7] (1]
S B0E+06 - S 606406 -
o °
& 6,0E+06 - a
4,0E+06 -
4,0E+06 -
2,0E406 - 2,0E406 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Grupa 2 Grupa 3
1,4E407 7,0E+05
1,2E+07 6,0E+05
Serie i
1,0E407 - . 5,0E+05 Serie
E2 min ’ H2 min
8 ©
% 8,0E+06 - 4min | 1I'E 40405 ®4 min
N M8 min 9 ;
@ 6,0E+06 - S 306405 - m 8 min
S 3
S 406406 - o
a 4 & 2,0E405 -
2,0E+06 - 10E+05 4
0,0E+00 -
g 0,0E+00 -
Czas Czas
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Grupa 4 Grupa 5
2,0E+06 1,6E+06
1,88+06 LAE+06
1,6E+06 . .
Serie 1,2E+06 Serie
1,4E+06 =2 min
© © 1,0E+06 -
‘e L2EH06 1 'S M4 min
5 5
S LOE+06 8 min g 80E+05 8 min
Q ()
'S BOE0S 1 'S 6,06405 -
S 606405 - &
4,0E+05 -
4,0E+05 -
2,0E405 - 2,08+05 7
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Kwercetyna Grupa 6
3,5E+06 3,0E+06
3,0E+06 2,5E+06
Serie Serie
2,5E+06 - ) .
E2min 2,0E+06 M2 min
2 o
c . c )
£ 2,0E+06 £ M4 min
N =8 min o L5E+06 7 8 min
@ 1,56+06 - o
% § 1,0E+06 -
o 1,0E+06 - [
5,0E405 - 5,0E+05 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Mirycetyna
8,0E+05
7,0E+05
6,0E+05 Serie
B2 min
©  5,0E+05 - )
c 4 min
=
8 40E+05
2
S 3,0E405
o
a
2,0E+05 -
1,0E+05
0,0E+00 -
Czas
Rys.18. Wptyw czasu procesu ekstrakcji za pagnbdomogenizatora wysoko

obrotowego na zawaré wyekstrahowanych, poszczegolnych metabolitéw, ijak
grup substancji z materiatu stmnego z gatunkuDionaea muscipula Proces
prowadzony w temperaturze 30.
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Czas

Czas

Plumbagina Grupa 1l
2,5E+07 1,8E+07
1,6E+07
20807 Serie 14E+07 7 Serie
M2 min 1,2E+07 - 2 min
B 156407 1 mamin| ||'B m 4 min
£ £ 1,0E407 -
N 8 min N 8 min
5 $ 80E+06 -
'S LOE07 - H
° © 6,06+06 -
a a
5,0E406 - 4,0E+06
2,0E+06 -
0,0E+00 - 0,0E+00 -
Czas Czas
Grupa 2 Grupa 3
1,8E+07 8,0E+05
1,6E+07 7 OE+05
148407 Serie 6,0E405 Serie
o L2E+07 2 min M2 min
'S B 5,0E+05 )
ﬁ 1,0E+07 _E H4 min
i [*} 4 .
g 8,0E+06 8 min N 40E+05 8 min
= [
2 606406 S 30405
a o
4,0E+06 B 2 0E+05
2,0E+06 106405 4
0,0E+00
Czas 0,0E+00 -
Czas
Grupa 4 Grupa 5
2,5E+06 1,8E+06
1,6E+06
2,08406 1 Serie 1,4E+06 Serie
M2 min 1,2E+06 2 min
& 156406 - 2 .
% ’ _g 1,0E+06 M4 min
N M8 min N o oEeos M8 min
(] Q ©
3 1,0E406 - 3
2 S 6,0E+05
a a
5,0E+05 4,0E+05
2,0E+05
0,0E+00 - 0,0E+00
Czas Czas
Kwercetyna Grupa 6
4,0E+06 3,5E+06
3,5E+06 3,06406
3,0E+06 - Serie 5 5E406 Serie
H2 min ! 2 min
g 2,5E+06 | . g .
£ B4 min £ 2,0E+06 4 min
R 2,0E+06 - 8 min N = 8 min
o @ 15E+06
g 1,5E+06 E
& ) oE+06 a 1,0E+06
5,0E+05 5,0E+05
0,0E+00 - 0,0E+00
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Mirycetyna
8,0E+05

7,0E+05 =

6,0E+05 Serie
H2min

5,0E+05 - )
H 4 min
4,0E+05 b 8 min

3,0E+05 -

Powierzchnia

2,0E+05

1,0E+05 A

0,0E+00 -

Czas

Rys.19. Wplyw czasu procesu ekstrakcji za pamndomogenizatora wysoko
obrotowego na zawaré wyekstrahowanych, poszczegoélnych metabolitow, ijak
grup substancji z materiatu stmnego z gatunkuDionaea muscipula Proces

prowadzony w temperaturze 0.

W wyniku przeprowadzonych batlanazna stwierdzi, ze tak jak w przypadku
ekstrakcji zwjzkow z materiatu rédinnego za pomag ultradzwiekOw, wzrost
temperatury podczas operacji ekstrakcji wplyrkorzystnie na zwikszenie
zawartdci wyekstrahowanych metabolitow simnych. Podniesienie temperatury
procesu z 30°C na 50 °C wplyreto korzystnie na wisz rozpuszczalng
metabolitow rélinnych w ekstrahencie, a tak na wzrost oddziatywa
desorpcyjnych.

Optymalny czas prowadzenia procesu ekstrakcji zangap homogenizatora
wysoko obrotowego dla wszystkich grup substan@zagolumbaginy, kwercetyny i

mirycetyny wyniést 8 minut.
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7.1.9. Poréwnanie efektywrigi badanych technik ekstrakcyjnych

Poréwnanie efektywrigi badanych technik ekstrakcji / tugowania dokonano
optymalnych, specyficznych dla poszczegoélnej tddhmiarunkach prowadzenia
operacji izolacji metabolitow zawartych w materiatglinnym z gatunkuDionaea
muscipula W tabeli 12 zestawiono optymalne warunki izolagjetabolitow z
materiatu rélinnego dla kadej z badanych technik. Przy poréwnaniu efekty$eno
technik ekstrakcji / tugowania uwzglniano maksymalne wadc osigganych
powierzchni poszczegolnych badanych metabolitowz avam powierzchni pikow
sklasyfikowanych w poszczegdlnych grupach. Na rigaah 20 — 29 przedstawiono
diagramy umaliwiajace porownanie zawaldo poszczegolnych metabolitow i grup

substancji, oggnietych w optymalnych warunkach dlabej z badanych technik.
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Tabela 12. Podsumowanie optymalnych warunkow (ctemperatura) prowadzenia operacji ekstrakcjibtugnia metabolitéw z materiatu
roslinnego dla poszczegodlnych technik.

Technika ekstrakcji/ tugowania

Maceracja z

Ekstrakcja za

Sonifikacja w

Sonifikacja za
pomoc

Nazwa Soxhlet Soxhtec® . pomoc MAE tazni )
. wytrz gsaniem : . . dezintegratora
metabolitu homogenizatora ultrad zwiekowej .
ultrad zwiekowego
temp. czas | temp. czas temp. czas | temp. czas temp. czas | temp. czas temp. czas
[°cl [h] [°C] [h] [°C] [h] [°C] [min] [°C] [min] [°C] [min] [°C] [min]
plumbagina * 15 * 1 50°C 15 50°C 8 50°C 8 50°C 8 50°C 8
grupa 1 * 15 * 1 50°C 15 50°C 8 50°C 8 50°C 8 50°C 8
grupa 2 * 15 * 1 50°C 15 50°C 8 50°C 4 50°C 8 50°C 8
grupa 3 * 15 * 1 50°C 15 50°C 8 50°C 4 50°C 8 50°C 8
grupa 4 * 15 * 1 50°C 15 50°C 8 50°C 4 50°C 8 50°C 8
grupa 5 * 15 * 1 50°C 15 50°C 8 50°C 4 50°C 8 50°C 8
kwercetyna * 15 * 1 50°C 15 50°C 8 50°C 4 50°C 8 50°C 8
grupa 6 * 15 * 1 50°C 15 50°C 8 50°C 4 50°C 8 50°C 8
mirycetyna * 15 * 1 50°C 15 50°C 8 50°C 4 50°C 8 50°C 8

* - proces prowadzony w temperaturze wrzenia rozgzeinika
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Plumbagina Serie

3,0E+07
m Soxhlet

2,5E+07

W Soxtec®

2,0E+07

= Maceracja z
wytrzgsaniem

1,5E+07 A m MAE

Powierzchnia

m Sonifikacja w
tazni ultradzw.

1,0E+07 A

m Sonifikacja

5,0E+06 - )
dezintegratorem

= Homogenizacja

0,0E+00 -

Technika ekstrakcii /tugowania

Rys.20. Porownanie efektywfm ekstrakcji / tugowania plumbaginy z materiatu
roslinnego z gatunkuDionaea muscipulaz wykorzystaniem wybranych technik
izolacji, takich jak: Soxhlet, Soxt&c maceracja z jednoczesnym wysaniem,
ekstrakcja wspomagana mikrofalami, sonifikacja wznia ultradzwickowej,
sonifikacja za pomag dezintegratora ultramvickowego, ekstrakcja za pompc
homogenizatora wysoko obrotowego, w optymalnych uwkach prowadzenia
operaciji ekstrakcji dla kalej z technik.

Grupa 1 Serie

2,0E+07

m Soxhlet

M Soxtec®

1,6E+07 A

W Maceracja z
wytrzgsaniem

B MAE

1,2E+07 A

8,0E+06
m Sonifikacja w

fazni ultradzw.

Powierzchnia

4,0E+06 - m Sonifikacja

dezintegratorem

= Homogenizacja

0,0E+00 -

Technika ekstrakcii /tugowania

Rys.21. Poréwnanie efektywfm ekstrakcji / tugowania substancji
sklasyfikowanych w grupie 1, z materiatlionego z gatunkiionaea muscipula

z wykorzystaniem wybranych technik izolacji, takighk: Soxhlet, Soxtét
maceracja z jednoczesnym wysaniem, ekstrakcja wspomagana mikrofalami,
sonifikacja w ta&ni ultradzwickowej, sonifikacja za pomac dezintegratora
ultradzwickowego, ekstrakcja za pompbomogenizatora wysoko obrotowego, w
optymalnych warunkach prowadzenia operacji eksjrdke kazdej z technik.
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Grupa 2 Serie

2,0E+07
m Soxhlet

1,6E+07 W Soxtec®

= Maceracja z
wytrzgsaniem

B MAE

1,2E+07 A

8,0E+06 -

Powierzchnia

m Sonifikacja w

fazni ultradzw.
4,0E+06 m Sonifikacja

dezintegratorem

= Homogenizacja

0,0E+00 -

Technika ekstrakcii /tugowania
Rys.22. Poréwnanie efektywfm ekstrakcji / tugowania substancji
sklasyfikowanych w grupie 2, z materiatlinonego z gatunkiionaea muscipula

z wykorzystaniem wybranych technik izolacji, takighk: Soxhlet, Soxtét
maceracja z jednoczesnym wysaniem, ekstrakcja wspomagana mikrofalami,
sonifikacja w ta&ni ultradzwickowej, sonifikacja za pomac dezintegratora
ultradzwickowego, ekstrakcja za pompbomogenizatora wysoko obrotowego, w
optymalnych warunkach prowadzenia operacji eksjrdke kazdej z technik.

Grupa 3 Serie

1,0E+06

m Soxhlet

8,0E+05 M Soxtec®

W Maceracja z
wytrzgsaniem

B MAE

6,0E+05 -

4,0E+05
m Sonifikacja w

fazni ultradzw.

Powierzchnia

2,0E+05 m Sonifikacja

dezintegratorem

= Homogenizacja

0,0E+00 -

Technika ekstrakcii /tugowania

Rys.23. Poréwnanie efektywfm ekstrakcji / tugowania substancji
sklasyfikowanych w grupie 3, z materiatlionego z gatunkiionaea muscipula

z wykorzystaniem wybranych technik izolacji, takighk: Soxhlet, Soxtét
maceracja z jednoczesnym wysaniem, ekstrakcja wspomagana mikrofalami,
sonifikacja w ta&ni ultradzwickowej, sonifikacja za pomac dezintegratora
ultradzwickowego, ekstrakcja za pompbomogenizatora wysoko obrotowego, w
optymalnych warunkach prowadzenia operacji eksjrdke kazdej z technik.
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Grupa 4 Serie

3,0E+06
m Soxhlet

25406 7 W Soxtec®

2,0E+06 -

= Maceracja z
wytrzgsaniem

B MAE

1,5E+06 -

Powierzchnia

m Sonifikacja w
tazni ultradzw.

1,0E+06 A

m Sonifikacja

5,0E+05 - )
dezintegratorem

= Homogenizacja

0,0E+00 -

Technika ekstrakcii /tugowania
Rys.24. Poréwnanie efektywfm ekstrakcji / tugowania substancji
sklasyfikowanych w grupie 4, z materiatlionego z gatunkiionaea muscipula

z wykorzystaniem wybranych technik izolacji, takighk: Soxhlet, Soxtét
maceracja z jednoczesnym wysaniem, ekstrakcja wspomagana mikrofalami,
sonifikacja w ta&ni ultradzwickowej, sonifikacja za pomac dezintegratora
ultradzwickowego, ekstrakcja za pompbomogenizatora wysoko obrotowego, w
optymalnych warunkach prowadzenia operacji eksjrdke kazdej z technik.

Grupa 5 Serie

3,0E+06

m Soxhlet

2,5E+06
e M Soxtec®

2,0E+06 - ¥ Maceracja z

wytrzgsaniem
1,5E+06 - B MAE

m Sonifikacja w
tazni ultradzw.

1,0E+06 -

Powierzchnia

m Sonifikacja

5,0E+05 )
dezintegratorem

= Homogenizacja

0,0E+00 -

Technika ekstrakcii /tugowania

Rys.25. Poréwnanie efektywfm ekstrakcji / tugowania substancji
sklasyfikowanych w grupie 5, z materiatlionego z gatunkiionaea muscipula

z wykorzystaniem wybranych technik izolacji, takighk: Soxhlet, Soxtét
maceracja z jednoczesnym wysaniem, ekstrakcja wspomagana mikrofalami,
sonifikacja w ta&ni ultradzwickowej, sonifikacja za pomac dezintegratora
ultradzwickowego, ekstrakcja za pompbomogenizatora wysoko obrotowego, w
optymalnych warunkach prowadzenia operacji eksjrdke kazdej z technik.
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Kwercetyna Serie
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m Soxhlet
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W Soxtec®

5,0E+06 -
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3,0E+06 -
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2,0E+06 - fazni ultradzw.

m Sonifikacja

1,0E+06 - dezintegratorem

= Homogenizacja

0,0E+00 -

Technika ekstrakcii /tugowania
Rys.26. Porownanie efektywfm ekstrakcji / tugowania kwercetyny, z materiatu
roslinnego z gatunkuDionaea muscipulaz wykorzystaniem wybranych technik
izolacji, takich jak: Soxhlet, Soxt&c maceracja z jednoczesnym wysaniem,
ekstrakcja wspomagana mikrofalami, sonifikacja wznia ultradzwickowej,
sonifikacja za pomag dezintegratora ultramvickowego, ekstrakcja za pompc
homogenizatora wysoko obrotowego, w optymalnych uwkach prowadzenia
operaciji ekstrakcji dla kalej z technik.

Grupa 6 Serie

6,0E+06
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5,0E+06
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Technika ekstrakcii /tugowania

Rys.27. Poréwnanie efektywfm ekstrakcji / tugowania substancji
sklasyfikowanych w grupie 6, z materiatlinonego z gatunkiionaea muscipula

z wykorzystaniem wybranych technik izolacji, takighk: Soxhlet, Soxtét
maceracja z jednoczesnym wysaniem, ekstrakcja wspomagana mikrofalami,
sonifikacja w ta&ni ultradzwickowej, sonifikacja za pomac dezintegratora
ultradzwickowego, ekstrakcja za pompbomogenizatora wysoko obrotowego, w
optymalnych warunkach prowadzenia operacji eksjrdke kazdej z technik.
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Mirycetyna Serie
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Technika ekstrakcii /tugowania

Rys.28. Porownanie efektywém ekstrakcji / tugowania mirycetyny, z materiatu
roslinnego z gatunkuDionaea muscipulaz wykorzystaniem wybranych technik
izolacji, takich jak: Soxhlet, Soxt&¢ maceracja z jednoczesnym wysaniem,
ekstrakcja wspomagana mikrofalami, sonifikacja wznia ultradzwickowej,
sonifikacja za pomag dezintegratora ultramvickowego, ekstrakcja za pompc
homogenizatora wysoko obrotowego, w optymalnych uwkach prowadzenia
operacji ekstrakcji dla kalej z technik.

Z diagramow przedstawionych na rysunkach 20-28 kajnize technika
ekstrakcji w aparacie Soxhleta, jak i jej zautormatyana wersja typu Soxf®c
pozwala osigm¢ bardzo podobne zawaétw wyekstrahowanych substancji z
materiatu rélinnego z gatunkubionaea muscipulaJednke, naley zaznaczy, ze
biorac pod uwag czas trwania operacji ekstrakcji z zastosowanighze dwdch
technik, to ekstrakcja w aparacie typu SoXt@st znacznie efektywniejsza, gdy
optymalny czas ekstrakcji w aparacie SoXteawa tylko godzig, a nie 15 godzin,
jak w przypadku ekstrakcji w aparacie Soxhleta.

Analizujagc wyniki pod wzgédem najwyszych zawartei wyekstrahowanych
metabolitbw z materiatu sbnnego mana stwierdzt, ze najwysz zawartdé
plumbaginy osjgnicto z zastosowaniem techniki sonifikacji za pomoc
deintegratora ultraavickowego.

Dla substancji sklasyfikowanych w grupach 1-3 wszgs techniki daty
porownywane rezultaty wyekstrahowanej zaw@itsubstanciji, przez co naoa
stwierdzt, ze substancje sklasyfikowane w tyehgrupach gsdobrze rozpuszczalne
w ekstrahencie i szybko uleggjrocesowi ekstrakcji z materiatushimnego.

Najwyzszg zawartd¢ kwercetyny oraz substancji z grupy 4 i 5agsieto z
zastosowaniem maceracji z jednoczesnym wgtamiem. Niestety czas operacji

maceracji z wytrzsaniem to a 15 godzin. Dlatego bardziej korzystne jest
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zastosowanie techniki ekstrakcji wspomaganej méteohi. Zawarté¢ substancji z
grupy 4 i 5 oraz kwercetyny agjnicta z wykorzystaniem tej techniki, nie byta
znacznie misza ni uzyskana za pom@cmaceracji z wytrzsaniem, a nalky
zaznaczy, ze optymalny czas prowadzenia operacji ekstrakcpa@aog techniki
MAE to 4 min.

Wysoky zawartd¢ wyizolowanych substancji z grupy 6 uzyskano z
wykorzystaniem czterech technik: ekstrakcji w aperaSoxhleta, ekstrakcji w
aparacie Soxt€¢ maceracji z wytrgsaniem oraz ekstrakcji wspomaganej
mikrofalami. Biogc pod uwag optymalny czas prowadzenia operacji ekstrakcji
kazdej z tych czterech technik, najkorzystniejsze vjgds stosowanie techniki
MAE.

Najwyzszy zawart@¢ mirycetyny wyizolowane] z materiatlu donego
uzyskano z zastosowaniem techniki MAE, co uwdgiajgc stosunkowo wysak
polarna¢ tego zwizku wydaje s catkowiecie zrozumiate.

Podsumowuyjc wyniki bada&a nad efektywnécia ekstrakcji / tugowania
metabolitow z materialu sbnnego z gatunkuDionaea muscipulaza pomog
wybranych technik mimna stwierdz, ze biogc za miag¢ efektywndci ekstrakcji
ilos¢ wyekstrahowanego metabolitu oraz czas trwaniaagjietechnily optymalrny
do izolowania plumbaginy oraz substancji z grup (®®igzki stosunkowo mato
polarne) z materiatu n migsazernych jest ekstrakcja za pomodezintegratora
ultradtwickowego (UAE). Technika ekstrakcji / tugowania opgima dla
substancji z grupy 4-6 oraz dla flawonoidéw- kweéyog i mirycetyny (zwazki

stosunkowo polarne), to ekstrakcja za pogodrofal (MAE).
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7.2. BADANIA WPLYWU RODZAJU KWASU JAKO DODATKU DO
ELUENTU NA ROZDZIELANIANIE FLAWONOIDOW W
ODWROCONYM UKLADZIE FAZ

Celem tego etapu bafldyto zbadanie wptywu wybranych kwasowdhcych
dodatkiem do eluentu, na rozdzielanie w odwroconyktadzie faz (RP-HPLC)
flawonoidéw, zawartych w metanolowych ekstraktamtim mi¢sazernych.

W przypadku gdy w probce ekstraktélionego zawartegszwiagzki chemiczne
o charakterze stabych kwasow, istnieje konieézrmastosowania, w odwréconym
uktadzie faz, dodatkowego sktadnika eluentu, takieds kwas lub zasada. Dodatek
kwasu do eluentu powoduje ,cofcie” dysocjacji elektrolitycznej substancji o
charakterze kwéym w fazie ruchomej oraz zgkiszenie hydrofobowdsi fazy
ruchomej. Kwas zmniejsza rowaieasymetrg pikdbw chromatograficznych. pH
eluentu powinno bynizsze od pKa najbardziej ké@ego sktadnika rozdzielanego
ekstraktu oraz wisze od najiiszej wartéci ,bezpiecznej’ dla fazy stacjonarnej w
kolumnie chromatograficznej. Podapnfunkcje petni dodatek zasadowego
skltadnika do eluentu (np. trietyloaminy) wobec gabsji rozdzielanych o
charakterze zasad organicznych. Dodatkéumkcjs kwasu dodawanego do eluentu
w warunkach odwréconego uktadu faz jest solwatagjap funkcyjnych o
charakterze elektrono dodatnim. Najgze] stosuje si takie kwasy jak siarkowy

(VI), solny, octowy, trifluorooctowy lub ortofosfowy [76].

7.2.1. Wyniki bada nad wpltywem rodzaju kwasu jako dodatku do eluergu

rozdzielanie flawonoidéw w odwréconym uktadzie faz

Po zakdéczeniu procesu chromatograficznego rozdzielania szaiginy
wzorcow flawonoidéw, uzyskano chromatogramy, naspadie ktorych obliczono
parametry takie jak: liczba potek teoretycznych,(Byymetria pikow w potowie
wysokaci  (Asps), wspotczynnik asymetrii wyznaczony na poziomie %10
wysokasci piku (A1), czas retencji {t i wspoétczynnik retencji (k). W tabeli 13 i
14 zestawiono odpowiednio dla kwercetyny oraz natyay wartdci
poszczegblnych parametréw chromatograficznych. \&@gzone wartci
wybranych parametrow pozwolity na okienie wptywu poszczegolnych kwasow,

zastosowanych jako dodatek do eluentu, na rozaueelavercetyny i mirycetyny.
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Tabela 13. Zestawienie waéth parametrow: liczba potek teoretycznych (N),
asymetria pikow w potowie wysoko (Asys), wspotczynnik asymetrii
wyznaczony na poziomie 10% wysadko piku (As.), czas retencji (t i
wspotczynnik retencji (k), uzyskanych z zastosowanir&nych kwasow jako
dodatkow do eluentu, przy rozdzielaniu kwercetywypdwréconym uktadzie faz
wysokosprawnej chromatografii cieczowe.

Rodzaj
Lp. kwaqu N ASos ASoa t, K
1322313 1 2 9,09 3,59
1 HPO, 9,035 3,56
10975.45 1 157 | 898 3,58
6211,75 12 186 | 931 3,70
2 HCl 9,285 3,69
6113,29 1,08 186 | 926 3,68
1349529 1 16 9,15 3,62
3 H,SO, 9,15 3,62
1329598 1 143 | 915 3.6p
715777 15 2 10,3( 4,20
4 CHCOOH 10,295 4,195
717975 15 175 | 10,28 4,19
5025,44 15 2.2 9,18 3,64
5 TFA 9,21 3,65
5190,74 15 186 | 9,23 3,66

Tabela 14. Zestawienie waétd parametrow: liczba poétek teoretycznych (N),
asymetria pikow w polowie wysoko (Asps), wspoiczynnik asymetrii
wyznaczony na poziomie 10% wysdko piku (A1), czas retencji (t i
wspotczynnik retencji (k), uzyskanych z zastosowanir&nych kwaséw jako
dodatkéw do eluentu, przy rozdzielaniu mirycetymyodwroconym uktadzie faz
wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

Lp. Rodzaj N Asy5 Asp 1 t; k
kwasu

6872,055 1,5 2 5,04 1,55

1 H;PO, 5,03 1,54
7739,81 1,5 2,16 5,02 1,58
4198,1 1,33 2,2 5,25 1,65

2 HCI 5,21 1,625
4142,73 0,9 1,66 5,164 1,6p
11620,13 1 1,6 5,08 1,57

3 H,SO, 5,08 1,57
10816,91 0,99 1,5 5,08 1,57
6342,57 1,5 1,85 5,65 1,85

4 CH;COOH 5,64 1,845
5944,16 1,5 2 5,63 1,84
4193,40 1 2,5 5,18 1,61

5 TFA 5,20 1,62
4535,46 2 2,2 5,21 1,63
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Chromatogramy z analiz roztworéw wzorcéw kwercetyinynirycetyny, z
ktorych obliczono poszczegoélne parametry charaktggge wptyw rodzaju kwasu,
jako dodatku do eluentu, na rozdzielenie flawonaigdd odwroconym uktadzie faz
przedstawiono w za¢zniku 7.

Z danych zestawionych w tabelach 13 oraz 14macstwierdz, ze biogc pod
uwag asymetrg piku oraz liczle poétek teoretycznych dla kwercetyny jak i
mirycetyny najlepszym modyfikatorem fazy ruchomleqpat s¢ kwas siarkowy.

Z kolei zaobserwowano zdecydowaniekgzy czas retencji oraz wspotczynnik
retencji flawonoidow przy zastosowaniu kwasu octgaygako dodatku do eluentu.
Oznacza toze obecné&¢ metylowych grup funkcyjnych w kwasie octowym i lefe
solwatacji wptywa na wzrost hydrofobowa rozdzielanych solwatéw. Piki
analizowanych flawonoidoéw przyzyciu fazy ruchomej, w skiad ktorej wchodzit
kwas octowy, cechuje wksze rozmycie (dyspersja) orazeksza asymetria niw
przypadku analiz z wykorzystaniem kwasu siarkowelgst to spowodowane tym,
ze kwas octowy tworzy wksze solwaty, rmi kwas siarkowy, przez co doie
wartas¢ wspétczynnika dyfuzji.

Zastosowanie kwasu trifluorooctowego (TFA), ktdéak jm@na zauwayé¢ w
literaturze jest obecnie najgziej stosowanym modyfikatorem fazy ruchomej w
RP-HPLC, nie jest korzystne. Wyniki wskagute liczba potek teoretycznych jest
stosunkowo mata w poréwnaniu do liczby potek tegremych uzyskanych z
zastosowaniem kwasu siarkowego. Watrtevspétczynnika asymetrii Ag oraz
Asg 1 pikdw kwercetyny i mirycetyny, w analizach przy weowaniu TFA jest d@é
duwza, co take maze niekorzystnie wptyw@na proces ich rozdzielania i oznaczania
w ekstraktach rdinnych. Czas retencji i wspoéiczynnik retencji zaknie g
wartasciami zadowalajcymi w poréwnaniu do wynikow jakie uzyskano dla lswa
octowego.

Biorgc pod uwag wnioski, z przeprowadzonych badaad wptywem rodzaju
kwasu, jako dodatku do eluntu, na rozdzielanie dla@idéw w odwroconym
uktadzie faz, zdecydowanoz inajkorzystniejsze jest stosowanie w dalszych
badaniach dwoch kwaséw, siarkowego i octowego.

W badaniach nad rozdzielaniem, oznaczaniem i idikatja metabolitéw
zawartych w materiale §bn migsazernych zdecydowanogsha stosowanie kwasu

siarkowego.
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W badaniach nad opracowaniem warunkow rozdzielaizi@lacji metabolitow
z materiatu rélin migsazernych, podjto decyz¢ o stosowaniu kwasu octowego.
Kwas octowy jest kwasem do stabszym od kwasu siarkowego, a przede
wszystkim jest bardziej lotny, co urdovia tatwiejsze usuricie go, z otrzymanych

po procesie chromatograficznym w skali preparatywitakcji, bogatych w

poszczegoblne metabolity.
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7.3. BADANIA NAD DOBOREM SELEKTYWNYCH SKEADNIKOW
ELUENTU DO  ROZDZIELANIA  METABOLITOW  Z
EKSTRAKTOW METANOLOWYCH RO SLIN MI ESOZERNYCH ZA
POMOCA CIENKOWARSTWOWEJ CHROMATOGRAFII
CIECZOWEJ (TLC)

Realizupc niniejsze badania, postawiono za cel dokonanieovwy najbardziej
korzystnych skitadnikow eluentowgdizcych czscig uktadu chromatograficznego,
stuzacego rozdzielaniu i identyfikacji sktadnikow ek&ti@w roslinnych w
normalnym i odwréconym ukladzie faz.

Do realizacji tego celu wykorzystano technik cienkowarstwowej
chromatografii cieczowej (TLC), co pozwolito w sgbswzgkdnie tatwy i szybki
efektywnie zbada wptyw rozpuszczalnikbw organicznych na selekty®éno
rozdzielania. Dodatkowo, w istotny sposob zostatlmkowany czas wykonywania
bada oraz il&¢ zuwywanych rozpuszczalnikéw. Jednogze naley miet
swiadoma¢, ze w zwihzku z efektem demiksji oraz niecatkowitego nasyaeni
komory rozwijania chromatograméw TLC, parami ski&dw eluentu,
przenoszenie parametrow retencji z warunkoéw chrografii cienkowarstwowej

do kolumnowej mge nie by catkowicie doktadne.

7.3.1. Wyniki badaa nad doborem selektywnych skiadnikéw eluentu do
rozdzielania metabolitow z ekstraktow metanolowyadtin miesazernych

za pomog RP-TLC

Na podstawie przeprowadzonych analiz metanolow¥shraktow, uzyskanych
z raslin z gatunkowD. aliciag, D.capensis, D. muscipyl®. binatg za pomog
chromatografii planarnej w odwrdconych uktadach , fazbliczono wartéci
wspotczynnikdéw opgnienia hRf dla kadego sktadnika ekstraktéw, rozdzielonego
z zastosowaniem jako eluentu mieszanin wody, wnyoh proporcjach z
wybranymi rozpuszczalnikami organicznymi.

Przykiad reprezentatywnego zestawienia cienkowamsigh chromatogramow
przestawiono na rysunkach 29, 29a, 29b. W tabelprz&dstawiono zestawienie
wspotczynnikbw opgnienia hRf dla rozdzielonych skladnikéw ekstraktu
metanolowego rdin miesazernych. Pozostate chromatogramy cienkowarstwowe
wraz z tabelami, zawiergjymi zestawienie wspotczynnikow hRf, zamieszczono w

zahczniku 1.
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1 2 3 4 5 6 T 8 9 10

Rys 29. Przykiad cienkowarstwowego chromatogramuswietle widzialnym,

rozwinictego w ukfadzie chromatograficznym: faza stacjoaazel krzemionkowy
modyfikowany grupami oktadecylowymi (RP 18) orazd&aruchoma- 1zPrOH :
H>0O w stosunku oljosciowym 65:35 z dodatkiem 430, do pH=3; Numery od 1
do 10 na na chromatogramie dotycanalizowanych ekstraktOwatlz wzorcéw
wybranych metabolitéw, naktadanych nadistartova. Numerom odpowiadaj 1.

ekstrakt zD. muscipula 2. plumbagina, 3. ekstraktl2. binatg 4. mirycetyna, 5.
chloroplumbagina, 6. ekstrakt B. aliciag 7. ramentaceon, 8. ekstrakt[x

capensis9. kwercetyna, 10. droseron.

Kolejne chromatogramy cienkowarstwowe, na ktorycie mamieszczono
numeracji, posiadajtaka sam kolejna¢ natazenia probek badanych ekstraktow i

wzorcéw wybranych metabolitow.
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Rys. 29 a. Przyktad chromatogramu jak na rys.\2@loczny wswietle o dtugdci
fali 365 nm.

Rys. 29b. Przyktad chromatogramu jak na rys. 28lpezny wswietle o dtugdci
fali 254 nm.
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Tabela 15. Zestawienie wath wspotczynnikow opgnienia hRf substancii
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramegwinictym w eluencie:
IzPrOH : HO w stosunku olgfosciowym 65:35 z dodatkiem 330, do pH=3

Plytka 11A Plytka 11B
gll;r;iir Substancja hR ,:I;Eir Substancja hR
11 X 4,29 6.1 X 4,23
1.2 X 42,86 6.2 X 9,86
1.3 X 50,00 6.3 X 18,31
14 X 61,43 6.4 X 29,58
1.5 X 68,57 6.5 X 45,07
1.6 X 78,57 6.6 49,30
1.7 X 87,14 6.7 X 54,93
2 plumbagina 42,86 6.8 X 63,38
3.1 X 4.9 6.9 X 70,42
3.2 X 42,86 6.10 X 81,69
3.3 X 50,00 7. ramentaceon 45,07
3.4 X 61,43 8.1 X 4,23
3.5 X 68,57 8.2 X 12,68
3.6 X 78,57 8.3 X 47,89
3.7 X 87,14 8.4 X 63,38
4, mirycetyna 78,57 8.5 X 70,42
5. chloroplumbagina 31,43 8.6 X 81,69
9. kwercetyna 74,65
10. droseron 56,34

Plamki naftochinonow (plamki 2, 5, 7, 10), dwietle widzialnym posiada;
barwe z6lta, przy diugdci fali 365 nm wykazuj czerwono-réows fluorescengj, a
przy dlugdéci fali 254 nm wykazuy fluorescengj zotto-zielory. Plamki
flawonoidéw: mirycetyny i kwercetyny (plamki 4 i 9y swietle widzialnym g
koloru pomaraczowego, przy diugei fali 365 nm wykazuj z6ita fluorescengj, a
przy dtugdci fali 254 nm wykazuj fluorescengj biekitno-szas.

Zastosowanie wodnych mieszanin metanolu o skiadde@®H : HO 75 : 25 viv
i 50 : 50 vlv, zakwaszonych kwasem siarkowym do PpHdoprowadzito do
rozdzielenia diej ilosci sktadnikow ekstraktéw gtinnych. Natomiast, eluent o
sktadzie MeOH : KO 25 : 75 viv + HSO, do pH=3 posiadat zbyt maisite
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elucyjmg i sktadniki ekstraktow, w wkszaci pozostaty na linii startowej lub w jej
poblizu. Eluenty o sktadzie MeOH : 8 75 : 25 v/v i 50:50 v/v zakwaszone
kwasem siarkowym do pH=3 wptywaly selektywnie nadzelenie flawonoidéw
wzgledem siebie, najwksz ilos¢ rozdzielonych skiadnikow ekstraktow
zaobserwowano przy zastosowaniu eluentu o skiddei@H : HO 75 : 25 viv +
H.SO, do pH=3.

Wykorzystanie wodnych mieszanin izopropanolu zakwagch kwasem
siarkowym do pH=3 pozwolito zaobserwofvanajwicksz ilos¢ rozdzielonych
substancji z ekstraktow §iin miesazernych. Eluent 1zPrOH: #D 42 : 58 v/v +
H.SO, do pH=3 odznaczat gsiodpowiedn sitg elucji, a take pozwolit uzyska
rozdzielenie chloroplumbaginy i droseronu z$pd skfadnikow ekstraktDrosera
aliciae. Eluent, o wgksze] sile elucyjnej lepiej wyphgh na rozdzielenie
chloroplumbaginy i droseronu, natomiast mato sglekie na rozdzielenie
flawonoidow zawartych w ekstraktach.

Wodna mieszanina acetonitrylu ACN >® 65 : 35 v/iv + HSO, do pH=3
pozwolita selektywnie rozdzié€li mirycetyre i kwercetyr, jednake pozostate
substancje zawarte w ekstraktach zostaty rozdzetoato selektywnie.

W badaniach z zastosowaniem mieszaniny wody ihgth@furanu uzyskano
duzg ilos¢ rozdzielonych substancji zawartych w ekstraktamdtimych, a take
widoczne byto rozdzielenie chloroplumbaginy w e&ktach z rélin Drosera
binatai Drosera aliciaeoraz droseronu w ekstraktach Zlm Drosera capensis
Drosera aliciae Dodatkowo, naley podkréli¢, ze przy zastosowaniu THF-u do
rozdzielania sktadnikow ekstraktowshmnych, pojawiaj sie substancje ponej
plamki chloroplumbaginy, ktéreasniewidoczne przy rozdzielaniu sktadnikow
ekstraktéw, z zastosowaniem innych wodnych roztwortbzpuszczalnikdw
organicznych. Rozdzielenie flawonoidow z zastosoeanTHF-u odznacza i
mak selektywndgcia, o czymswiadczy mata rénica w wartéciach wspoétczynnika
hRf.

Badania, z zastosowaniem dioksanu jako organiczrgdadnika eluentu
pokazuj, ze eluent ten niezataie od zawartéci rozpuszczalnika organicznego
odznacza siniewielky przydatnécig do rozdzielania sktadnikéw ekstraktowélio
migsazernych. Rozdzieleniu ulega mala sido sktadnikow, ponadto substancje
rozdzielone $ mato selektywnie.
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Podsumowujc, badania metanolowych ekstraktowslim migesazernych z
gatunkéw: D. muscipula D. binata D. aliciag D. capensis przy uwyciu
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej w odwndgm uktadzie faz (RP-
TLC), wskazuy, na konieczn& zastosowania elucji gradientowej, w celu
selektywnego rozdzielenia, oznaczenia i identyifikagszystkich sktadnikow
ekstraktow. Sktadnikami eluentu powinnychyastpujace rozpuszczalniki:

- izopropanol, gdy przy zastosowaniu tego rozpuszczalnika rozdzielenega
najwicksza ilg¢ substancji z ekstraktow dlinnych, jednake mato selektywnie
rozdziela on flawonoidy,

- metanol, poniewawptywa na selektywne rozdzielenie flawonoidowryoetyny

I kwercetyny,

- tetrahydrofuran, gdy jego obecn& w eluencie powoduje selektywne
rozdzielenie chloroplumbaginy i droseronu wk&zaci badanych ekstraktéw.

Badania, z wykorzystaniem chromatografii planarnggkazuy, iz do
rozdzielania i oznaczania sktadnikow ekstraktowodim miesazernych, naley
wykorzyst& elucg gradientow, ze wzgédu na liczi ilos¢ sktadnikdw ekstraktow
o bardzo zrénicowanej hydrofobow&ei. Jej program powiniengrozpoczyna od
wysokiej zawartéci wody i niskiego stzenia sktadnikbw organicznych, a
nastpnie powinien przebiegdiniowy wzrost s¢zenia sktadnikow organicznych w
eluencie. Po uzyskaniu rozdzieleniack@izcci sktadnikow probki, program elucji
powinien jeszcze przebiegazokratycznie z najwksz sita elucyjrs, w celu
wyeluowania z kolumny substancji silnie za@nych z powierzchgiwypetnienia.
Dodatkowo maliwe jest zastosowanie przeptywu zwrotnego eluemtkolumnie,
w celu catkowitego oczyszczenia kolumny, po Zazeniu rozdzielania
skfadnikow ekstraktow &innych.
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7.3.2. Wyniki badaa nad doborem selektywnych skladnikéw eluentu do
rozdzielania metabolitow z ekstraktow metanolowyadtin miesazernych

za pomog NP-TLC

Na podstawie przeprowadzonych analiz rozdzielaktedgsikdw metanolowych
ekstraktow rélin miesazernych, za pomacchromatografii planarnej w uktadzie
faz normalnych, obliczono wado wspoétczynnikdéw opgnienia hRf dla kadego
sktadnika ekstraktu, rozdzielonego z zastosowaniémych rozpuszczalnikdw
organicznych, &dacych faz ruchony.

Przykiad reprezentatywnego zestawienia cienkowamsigh chromatogramow
przestawiono na rysunkach 30, 30a, 30b. W tabelprzé&dstawiono zestawienie
wspotczynnikdw opgnienia hRf dla rozdzielonych sktadnikéw metanoloweg
ekstraktu rélin miesazernych. W zajczniku 2 przedstawiono pozostate
chromatogramy cienkowarstwowe, uzyskane z zastasewarozpuszczalnikow
takich jak: formamid, chloroform, chlorek metylenater metylotetrbutylowy,
tetrahydrofuran, dioksan oraz izopropanol. W tatielgpod chromatogramami
zestawiono take wartéci wspoétczynnikdw opgnienia hRf dla kadego skladnika

ekstraktu, rozdzielonego z zastosowaniem zny6éh rozpuszczalnikow

Dok l

organicznych.

1 23 4567 8910

Rys. 30. Przykiad chromatogramu cienkowarstwowegoswietle widzialnym,
rozwinigtego w uktadzie chromatograficznym: faza stacjoaazel krzemionkowy
Si60 Fss, eluent- 100% dioksan. Kolejsonatazenia plamek: 1D. binatg 2. D.
muscipula 3. D. aliciag 4. D. capensis 5. ramentaceon, 6. plumbagina, 7.
chloroplumbagina, 8. droseron, 9. mirycetyna, lerketyna
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Kolejne chromatogramy cienkowarstwowe, na ktérycie mamieszczono
numeracji, posiadajtaka sam kolejnc¢ natazenia probek badanych ekstraktow i

wzorcéw wybranych metabolitow.

Rys. 30a. Przyktad chromatogramu jak na rys. 30dogznego wswietle o
dtugdéci fali 365 nm.

Rys. 30b. Przyktad chromatogramu, jak na rys.8lglpcznego wswietle o
dtugdéci fali 254 nm.
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Tabela 16. Zestawienie wafth wspotczynnikow opgnienia hRf substancii
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramiezwinictym w fazie
ruchomej — 100% dioksan.

Nazwa metabolite/ |_D- muscipula | D. aliciae D. capensis D. binat:Ji Wzorce
substancja hR hR hR hR hR
1 77,39 71,77 73,17 X X
chloroplumbagina 65,32 X X X 66,4
ramentaceon X 67,53 67,53 X 67,2
2 X 35,48 59,68 X X
plumbagina 65,32 X X 65,32 66,4
3 42,74 X X X X
droseron X X X 57,26 57,26
4 X X X 42,74 X
kwercetyna X 0 0 0 51,2
mirycetyna X 0 0 0 46,4

W wyniku otrzymanych chromatogramow cienkowarstwolyyw normalnych
uktadach faz z zastosowaniem wybranych rozpuszikfainjako faza ruchoma,
sformuowano nagpujace wnioski.

W przypadku zastosowania jako fazy ruchomej izognofu oraz octanu etylu
zaobserwowano, zi rozdzieleniu ulegto najwcej skladnikdw ekstraktow
roslinnych. Jednake r&nice pom¢dzy wartgciami wspoétczynnikbw optnienia
hRf dla poszczegdlnych sktadnikéw ekstraktéwélinmych przy zastosowaniu
izopropanolu s mniejsze. Nalgy takze zaznaczy, ze na chromatogramach
uzyskanych z zastosowaniem izopropanolu oraz octatylu widoczne jest
zjawisko ,,ogonowania” plamek odpowiadaeym flawonoidom.

Zastosowanie tetrahydrofuranu oraz dioksanu jakay fauchomej pozwala
uzyska rozdzielenie podobnej iai sktadnikdw z ekstraktow metanolowychlin
migsazernych, lecz jest ona mniejsza mirzy wykorzystaniu podczas rozdzielania
skfadnikow ekstraktéw izopropanolwdz octanu etylu. Zastosowanie dioksanu
podczas rozdzielania ekstraktow slonych pozwala otrzyma wigksze, w
poréwnaniu do rozdzielania z wykorzystaniem THF-tgznice wartdci
wspotczynnikbw hRf pomidzy poszczegolnymi skiadnikami, a szczegolnie
pomicdzy flawonoidami.

MTBE spowodowat stosunkowo dobre rozdzielenie shile@lv ekstraktu,
dodatkowo chloroplumbagina i hydroksyplumbaginaigaeg znacznie rénigce

sie dtugasci drogi migracji. Podobnie jak w przypadku wykosggnia izopropanolu
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i octanu etylu do rozdzielania sktadnikow ekstrakthozna zauway¢ zjawisko
»ogonowania” plamek kwercetyny i mirycetyny.

Chlorek metylenu wykazat d6 dobre zdolnéci rozdzielania sktadnikéw
ekstraktow rélinnych, biogc pod uwag roznice w wartgciach hR dla
poszczegolnych substancji. Jednaksdlorozdzielonych sktadnikow nie jest
zadowalajca.

Chloroform wykazat bardzo magtprzydatné¢ do rozdzielania sktadnikdw
ekstraktow z rélin owadaernych, gdy ilos¢ rozdzielonych substancji byta
najmniejsza. Warkg wspotczynnika Rf dla flawonoidow przy zastosowaniu
chloroformu wyniést zero, céwiadczy o tym,ze w ogole nie ,ruszyty” one z
miejsca zadozowania probek wzorcow flawonoidow @destraktow z rélin.

Badania z zastosowaniem formamidu jako fazy ruchamwkazaly,ze posiada
on zbyt dug sife elucji, 0 czymséwiadczy to, ¥ wszystkie sktadniki naniesionych
probek podzyty wraz z czotem fazy ruchomej. Dlatego niezma byto wyznaczy
drogi migracji poszczegolnych sktadnikow, a coyra tdzie wspoétczynnikdw hRf.

Wykonane badania w normalnych uktadach faz chrografo
cienkowarstwowej z wykorzystaniem eluentéw jednagkikowych wykazatyze
rozpuszczalniki, ktére powinny byzyte w dalszym etapie bagl@ad optymalnym
sktadem eluentu do rozdzielania, oznaczania i idikaicji skladnikow
metanolowych ekstraktéw §tin miesazernych, to:

- octan etylu lub izopropanol, gadyz zastosowaniem tych rozpuszczalnikOw
rozdzieleniu ulegto najwcej skiadnikow ekstraktow gbnnych. Jednake, ze
wzgledu na to, # izopropanol wykazuje wAszy lepkas¢, niz octan etylu, co
zwickszy opory przeptywu na wlocie do kolumny chromasdigznej, zalecane jest
zastosowanie octanu etylu,

- eter t-butylowo-metylowy (MTBE), poniewaspowodowat stosunkowo dobre
rozdzielenie skftadnikdw ekstraktu, a dodatkowo wapumbagina oraz

hydroksyplumbagina wykazaty znaczniem@ce s¢ dtugasci drogi migraciji.
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7.4. BADANIA NAD OPTYMALIZACJ A WARUNKOW ROZDZIELANIA
OZNACZANIA | IDENTYFIKACJI WYBRANYCH METABOLITOW
\W METANOLOWYCH EKSTRAKTACH Z RO SLIN
MIESOZERNYCH Z WYKORZYSTANIEM TECHNIKI RP-HPLC
ORAZ ELUCJI GRADIENTOWEJ

Metanolowe ekstrakty z §bn migsazernych charakteryzgjsiec bardzo bogatym
sktadem. Zawiergj one zarowno d@& mato polarne naftochinony, jak rownie
wzglednie polarne flawonoidy. Badania sktadu takich el#dbw wymagaj
umiejtnaosci rozdzielania jednoczeie wielu r&nych grup zwizkéw chemicznych
od nisko- isrednio- do wysoko-polarnych. Wymaga to w warunkadiwvréconego
ukladu faz stosowania elucji gradientowej. Pozwaaa na optymalizag)
warunkéw rozdzielania, oznaczania i identyfikacjklasinikbw mieszanin
substancji, o istotnie ghigcych s¢ wtasciwosciach retencji, pod wzgtlem czasu i
kosztéw procesu.

Celem tego etapu batlabylo opracowanie metodyki umlowiajacej
jednoczesne rozdzielanie, oznaczanie i identyfikatjtadnikéw, zawartych w
czterech ekstraktach z étm owadaernych, w szczegoldoi flawonoidow i
naftochinonow.

W pierwszym etapie badalobierano optymalne warunki chromatograficzne w
celu rozdzielenia i oznaczenia sktadnikow ekstrakzdraslin Dionaea muscipula
Drosera aliciae Etap ten, wykonano w celu potwierdzenia wynik&yskanych z
zastosowaniem chromatografii cienkowarstwowej, wunkach elucji w kolumnie.

Nastpnie w drugiej cgsci bada, z zastosowaniem optymalnego uktadu
chromatograficznego oraz programu elucji ptaj proke rozdzielenia i
identyfikacji maksymalnej iléci sktadnikow zawartych w czterech ekstraktach z

roslin Dionaea muscipulaDrosera aliciag Drosera binataDrosera capensis
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Na podstawie wynikow badanad doborem selektywnych sktadnikéw eluentu
do rozdzielania metabolitow z metanolowych eksthaktraslin miesazernych za
pomo@ RP-TLC (rozdz. 7.3.1.) opracowano sktady eluentwuskiadnikowych
oraz program elucji (tabela 8. rozdz. 6.3.8.) Zaamsvaniem, ktérego rozdzielano i
oznaczano sktadniki ekstraktow zlin Dionaea muscipulaDrosera aliciae

Przyktadowe zestawienie wyznaczonych danych dlaently ktorego
sktadnikiem organicznym (B) byt izopropanol przedsbj tabele 17 i 18. Tabela
17 zawiera dane dla sktadnikow ekstraktDipnaea muscipulanatomiast tabela
18 przedstawia dane dla sktadnikow ekstrakfrasera aliciae Chromatogramy
oraz tabele dla pozostatych eluentow zawieraczaik 3.

W tabeli 19 i 20 przedstawiono zestawienie subgitakiore powtarzaty si w
badanych  ekstraktach. Identyfikacje substancji nahrormatogramach

przeprowadzono na podstawie zebranych widm spektral ktére znajdygj sic w

zalczniku 4.
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Rys. 31. Przykiad chromatogramu z oznaczonymi sniogmi, otrzymany z
wykorzystaniem detektora UV-DAD, podczas rozdziglarprébki ekstraktu
roslinnego z muchdéwki amerykakiej (Dionaea muscipula dozowanej w
metanolu. Kolumna: Lichrospher 100 RP 18e, 125w#, 5 um; Eluent: A: kD +
H,SO, pH=3, B: IzPrOH; przeptyw 1 ml/min; temperatura °@0 objtosé
dozowanej probki 20 pl; przgizenie zaworu elucji wstecznej w kolumnie ok. 23
min.
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Tabela 17. Zestawienie substancji ,zidentyfikowdrlyev ekstrakcie Dionaea
muscipula rozdzielanych w eluencie, ktérego skiladnikiem amigznym byt
izopropanol.

Chromatogram D. muscipulaw IzPrOH
Lp. | Dane £=1,05
Substancja tr k oy oy

1 al 3,07 1,92

2 a2 3,59 2,42

3 A 3,74 2,56

4 bl 4,21 3,01

5 B 4,40 3,19

6 cl 4,71 3,49

7 c2 5,00 3,76

8 C 5,22 3,97

9 di 5,40 4,14

10 d2 5,75 4,48

11 D 6,02 4,73

12 |el 6,19 4,90

13 | e2 6,43 5,12

14 E 6,76 5,44

15 fl 7,10 5,76

16 F 7,37 6,02

17 |2 7,63 6,27

18 mirycetyna 7,78 6,41 1,04 1,08
19 kwercetyna 8,34 6,94 1,08 1,08
20 |90l 8,93 7,50

21 G 9,16 7,72

22 | hl 9,49 8,04

23 H 9,70 8,24

24 | i1 10,20 | 8,71

25 |i2 10,44 | 8,94

26 I 10,82 | 9,30

27 |3 11,29 | 9,75

28 i4 12,15 | 10,57

29 plumbagina 12,541 10,94 1,04 1,05
30 J 13,10 | 11,48

31 |j1 13,90 | 12,24

32 | chloroplumbagina 14,86] 13,15 1,07 1,04
33 k1l 15,43 | 13,70

34 | k2 18,14 | 16,28

35 k3 19,90 | 17,95

36 20,26 | 18,30

37 L 21,41 | 19,39

38 ml 22,39 | 20,32

39 | M 22,91 | 20,82

40 BF 25,71 | 23,49
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Rys. 32. Przyktad chromatogramu z oznaczonymi smofmi, otrzymany z
wykorzystaniem detektora UV-DAD podczas rozdziedanprobki ekstraktu
roslinnego z rosiczki Alicji Drosera alicia@ dozowanej w metanolu. Kolumna:
Lichrospher 100 RP18e, 125 x 4 mm, 5 um; eluentHf®O + H,SO, pH=3, B:
IzPrOH; przeptyw 1ml/min; temperatura 20; objgtos¢ dozowanej prébki 20 pl;
przehczenie zaworu elucji wstecznej w kolumnie ok. 28 .mi
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Tabela 18. Zestawienie substancji ,zidentyfikowdriyav ekstrakcie Drosera
aliciae rozdzielanych w eluencie, ktérego skiladnikiem aiganym byt
izopropanol.

Chromatogram D. aliciaew 1zPrOH

Dane £=1,05

Lp. | Substancja tr k oy oy
1 al 3,30 2,14
2 a2 3,60 2,43
3 A 3,80 2,62
4 bl 4,46 3,25
5 B 4,64 3,42
6 C1 5,10 3,86
7 Cl 5,45 4,19
8 C1 6,31 5,01
9 6,78 5,46
10 F 7,11 5,77
11 F1 7,50 6,14
12 fl 7,70 6,33
13 F2 7,80 6,43
14 kwercetyna 8,30 6,90 1,07 1,06
15 G 8,70 7,29
16 H 8,96 7,53
17 H1l 9,20 7,76
18 il 9,95 8,48
19 11 10,38 | 8,89
20 i2 10,54 | 9,04
21 ramentaceon 10,80 9,29 1,03 1,04
22 j1 11,20 | 9,67
23 j2 11,72 | 10,16
24 J1 12,07 | 10,50
25 i3 12,46 | 10,87
26 k1l 19,37 | 17,45
27 K 19,84 | 17,90
28 11 20,33 | 18,36
29 12 21,00 | 19,00
30 L 21,52 | 19,50
31 ml 22,30 | 20,24
32 M 22,97 | 20,88
33 bf 25,82 | 23,59
34 BF 26,15 | 23,90
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Tabela 19. Zestawienie substancji ,powtageggh s¢” w ekstrakcie Dionaea
muscipula wraz z wyznaczonymi wspoétczynnikami retencji k 2ra
wspotczynnikami selektywrdai a, rozdzielanych z wykorzystaniem programoéw
elucji zamieszczonych w tabeli 8 (rozdziat 6.3.8.)

D. muscipulaw 1zPrOH D. muscipulaw MeOH
Substancja tr k oy oy Substancja tr k oy oy
A 3,74 2,56 - 125 A 6,04 4,75 - 1,44
B 4,40 3,19 1,25| 1,70, B 8,23 6,84 144 1,61
E 6,76 5,44 1,70 1,11 E 12,60 11,00 161 1,04
F 7,37 6,02 1,11 1,06) F 13,07 11,4% 1,04 1,05
mirycetyna 7,78 6,41 1,06 1,08 mirycetyna 13,732,08 | 1,05 | 1,10
kwercetyna 8,34 6,94 1,08 1,34 kwercetyna 15,00 293, 1,10 | 1,07
| 10,82 9,30 1,34 1,18 | 15,91 14,15 1,07 1,02
- - - - - 12 16,20 14,43 1,020 1,11
plumbagina 12,54 | 10,94| 1,18 1,06 plumbagina 17,876,021 | 1,11 | 1,07
J 13,10 11,48 105 1,18 J 19,02 17,11 107 1,06
chloroplum- chloroplum-
bagina 14,86 | 13,15| 1,15 - |bagina 20,09 | 18,13| 1,06 -
D. muscipulaw THF D. muscipulaw ACN

Substancja tr k oy oy Substancja tr k o4 oy
- - - - - A 5,13 3,89 - 1,17
B 5,13 3,89 - 1,75| B 5,81 4,53 1,1y 1,33

8,21 6,82 1,75| 1,16) E 7,36 6,01 1,33 1,05
F1 9,34 7,90 1,16] 1,09 F1 8,29 6,90 1,09 141
F 10,08 | 8,60 1,09 1,04 - - - - -
mirycetyna 10,43 8,93 1,04 1,05 mirycetyna 7,70 ,336 1,05 | 1,09
kwercetyna 10,94 | 9,42 1,09 1,15 kwercetyna 907 476 1,11 | 1,19
| 12,45 10,86 1,15| 1,03 | 12,89 11,28 1,24 1,10
- - - - - 12 10,60 | 9,10 1,19] 1,24
plumbagina 12,80 | 11,19| 1,03 1,06 plumbagina 14,032,361 | 1,10 | 1,15
J 13,33 11,70 1,05 1,09 - - - - -
chloroplum- chloroplum-
bagina 14,42 12,73 1,09 - bagina 15,92 14,16 1,1 -
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Tabela 20. Zestawienie substancji ,powtagzggh s¢” w ekstrakcie Drosera
aliciae wraz z wyznaczonymi wspotczynnikami retencji k oraspotczynnikami
selektywndéci o, rozdzielanych z wykorzystaniem programéw elucji
zamieszczonych w tabeli 8 (rozdziat 6.3.8.)

D. aliciaew 1zPrOH D. aliciaew MeOH
Substancja tr k a; | a, | Substancja tr k o | oy
- - - - - Al 4,04 | 2,85| - 1,21
A 3,80 | 2,62 - 147TA 4,66 | 3,44 | 1,212,08
- - - - - B zD. aliciae| 8,57 | 7,16 | 2,081,11
Cl 5,10 | 3,86| 1,4y1,09|C1 9,37 | 7,92| 1,111,18
C1 545 | 4,19| 1,091,20|C1 10,89 9,37 | 1,18 1,09
C1 6,31 | 501| 1,2p1,09| - - - - -

6,78 | 5,46 | 1,091,06|- - - - -
F 7,11 | 5,77 1,061,06| F 12,13 10,55/ 1,03| 1,03
F1 7,50 | 6,14| 1,061,05|F1 12,42 10,83|1,03| 1,02
F2 7,80 | 6,43| 1,051,07|F2 11,81 10,25 1,09 1,03
- - - - - 12 12,67 11,07/ 1,02| 1,05
kwercetyna 8,30] 6,90 1,07,06| mirycetyna 13,2011,57|1,05| 1,05
G 8,70 | 7,29| 1,061,07| kwercetyna | 13,8212,16|1,05| 1,09
- - - - - droseron 14,93813,22| 1,09| 1,11
H1 9,20 | 7,76 | 1,071,20|- - - - -
ramentaceon| 10,8®,29 | 1,20 1,13| ramentaceon| 16,48.4,70(1,11|1,08
J1 12,071050[1,13|- [N 17,67 15,83| 1,08] -

D. aliciaew THF D. aliciaew ACN
Substancja tr k a; | ap | Substancja tr k o | o
- - - - - Al 295| 181 - 2,2p
A 4,32 | 3,11 | - 1,47A1 5,27 | 4,02 | 2,221,06
B zD. aliciae| 5,85 | 4,57 | 1,471,19|B zD. aliciae| 5,51 | 425 | 1,061,10
Cl 6,74 | 5,42| 1,191,06|C1 5,95 | 4,67| 1,101,04
Cl 7,10 | 5,76] 1,061,17|C1 6,17 | 4,88| 1,041,03
- - - - - C1 6,31| 5,01] 1,031,20

8,15 | 6,76 | 1,1y1,10|- - - - -

9,55 | 8,10| 1,051,05] - - - - -
F1 8,86 | 7,44| 1,101,03| F1 8,24 | 6,85| 1,091,32
F3 9,13 | 7,70| 1,081,05|F3 7,91 | 6,53| 1,041,05
- - - - - 12 10,57 9,07 | 1,32 1,11
mirycetyna 9,98| 8,50 1,051,05| mirycetyna 7,37 6,02 1,201,04
kwercetyna | 10,428,92 | 1,05 1,07| kwercetyna | 7,65| 6,29 1,04,04
droseron 11,089,55 | 1,07 1,03| droseron 12,9011,29|1,12| -
H1 11,43/9,89 | 1,03 1,03 - - - -
ramentaceon| 11,7210,16|1,03|1,07|ramentaceon| 11,5910,04(1,11|1,12
J1 12,5110,91| 1,07| - - - - -
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Zastosowanie eluentu do rozdzielenia i oznaczakkadsikow ekstraktow z
roslin miesazernych, lgdacego mieszani izopropanolu i wody z dodatkiem
H,SO, do pH=3, pozwolito rozdzieli 40 substancji w ekstrakci®ionaea
muscipulai 34 w ekstrakcidDrosera aliciae Wspotczynniki retencji k dla 27-miu
zidentyfikowanych substancji z ekstrakiionaea muscipulamiescity sie w
optymalnym przedziale od 1+10. Ponadto, wspéicAinmetencji wybranych
metabolitdbw z grupy naftochinondw, nieznacznie veylmaty poza ten przedziat,
k=10,94 dla plumbaginy i k=13,15 dla chloroplumlmagiW ekstrakcieDrosera
aliciae wspotczynniki retencji k dla 22-woch substancijefoity sie w optymalnym
przedziale, natomiast wspotczynnik k dla kolejnyidech substancji odbiegat tylko
0 nie wkce] niz 0,87 od przedzialu optymalnego. Dla ekstraktélimoego z
gatunku Dionaea muscipulaanaliza chromatogramoéw rozdzielania metabolitow,
ktorych wzorce byly dospne, pozwala stwierdgi iz flawonoidy § w tym
uktadzie najlepiej rozdzielone od substancji im @oxyszcych. Natomiast, dla
naftochinonoéw otrzymujemy rownie dobre rozdzielenie od substancji im
towarzysacych przy wartéci wspotczynnika k niewiele powgj 10-ciu. Dla
ekstraktu rélinnego z gatunkuDrosera aliciag uktad chromatograficzny
zawierajcy jako skfadnik eluentu izopropanol, pozwolit zaidgikowat tylko dwa
badane metabolity z grupy naftochinonéw oraz flasidéw i posiadaty one
wspotczynniki retencji mniejsze od 10. Nale zaznaczy, ze rozdzielenie
ramentaceonu od innych skladnikow ekstraktu w tyhadrie chromatograficznym
jest najlepsze spmd badanych ukfadow.

Wykorzystanie jako eluentu mieszaniny metanolu dya dodatkiem K5O,
do pH=3 pozwolito w ekstrakciBionaea muscipulaidentyfikowa& 41 substanciji,
a w ekstrakcie z Drosera aliciae 38 substancji. W tym ukiadzie
chromatograficznym tylko 15 wspotczynnikéw retericjdla zwizkow zawartych
w ekstraktach Dionaea muscipula z Drosera aliciaemiesci si¢ w przedziale od
1+10. Mazna uznd, ze wartéci wspotczynnikow k dla wybranych flawonoidow
nieznacznie wykraczajpoza optymalny przedziat, a w przypadku naftochéve
wartasci wspoétczynnikdw retencji s zbyt dwze. Podczas stosowania eluentu,
zawierajcego metanol i wogd z dodatkiem KSQ, do pH=3, rozdzielenie
flawonoidéw byto najlepsze sprdd badanych uktadow.

Badania, w ktorych skiadnikiem eluentu byta mieszantetrahydrofuranu i

wody z dodatkiem B8O, do pH=3, pozwolito w ekstrakciBionaea muscipula
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uzysk& rozdzielenie 34-ech substancji, a w ekstrakdi¥asera aliciae39-ciu. W
tym uktadzie chromatograficznym, dla 18-tu subsiarmawartych w ekstrakcie
Dionaea muscipularaz dla 22-wdch substancji, zawartych w ekstekdrosera
aliciae, wartgci wspoétczynnikbw retencji k mieszgzsie w optymalnym
przedziale. Dla kolejnych 8-miu skfadnikow ekstraktionaea muscipulavartasé¢
k odbiega tylko o nie wcej niz 2,73, a dla kolejnych 7-miu zgakow zawartych w
ekstrakcie zZDrosera aliciaewartcsci k odbiegag tylko o nie wecej niz 1,18 od
optymalnego przedziatu. Przykiadowo, dla plumbagagwartej w ekstrakcie
metanolowym zDionaea muscipulawspotczynnik k wynosi k=11,19, a dla
chloroplumbaginy k=12,73. Zastosowanie tetrahydeniu jako eluentu
spowodowato mniej selektywne rozdzielenie badargwhzkéw, niz w uktadach
gdzie organicznym sktadnikiem eluentu byt metanblizopropanol.

Mieszanina acetonitylu z wadz dodatkiem KHSO, do pH=3 pozwolita
rozdzielc z ekstraktu rélinnego Dionaea muscipula33 skiadniki, a z ekstraktu
Drosera aliciae39.Dla 17-stu sktadnikow ekstraktustmnegoDionaea muscipula
wartasci wspotczynnikéw retencji k oraz dla 25-ciu sktéddiw ekstraktuDrosera
alicia, znajdowaly s w odpowiednim przedziale wadm. Wartaé
wspotczynnika retencji plumbaginy k=12,36 ima uznéd za nieznacznie
odbiegagcy. W tym uktadzie, uzyskano najlepsze rozdzielekieercetyny od
substancji towarzygeych, zawartych w ekstrakcie Rionaea muscipulaoraz
mirycetyny zawartej w ekstrakcie @rosera aliciaeod substancji o0 mniejszym
czasie retencji. Rozdzielenie naftochinonow zawddrty ekstrakcie ZDionaea
muscipulabyto selektywne, aczkolwiek wada wspoétczynnikow k byty znacznie
wi¢ksze nk w przypadku analiz, w ktérych sktadnikiem elueiyt izopropanol
badz THF. Naftochinony zawarte w ekstrakcie Rrosera aliciae zostaty
rozdzielone mniej selektywnie w poréwnaniu do etuerktdrego skitadnikiem
organicznym byt izopropanol.

Podsumowanie powsgzych wynikéw doprowadzito do stworzenia programu
elucji gradientowej (tabela 9 rozdziat 6.3.8.),rkfo eluent zawiera dwa sktadniki
organiczne. Z zastosowaniem tego programu elugdzielono cztery ekstrakty
roslin migsazernych:D. muscipulaD. aliciag D. capensisD. binata

Podczas analizy chromatograficznej ekstraktélimoego z gatunkuDionaea
muscipula przedstawionej na rysunku 33, uzyskano rozdzieldd-miu substancji.

Wartasci wspoétczynnikow retencji 15-stu substancji znaydéy sk w optymalnym
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przedziale, kolejne 4 odbiegaly o nie ¢cegj nz 1,94. Zastosowany ukiad
chromatograficzny pozwolit selektywnie rozdzéeliflawonoidy. Naftochinony
odznaczaly s wartgciami wspotczynnikéw retencji wkszymi od 10-ciu,
jednakze ich rozdzielenie byto selektywne. Jedynie wdgm chloroplumbaginy
wartasci wspotczynnikow selektywrigi ay i oz byty bliskie 1 (1,02).

W tabeli 21 zestawiono substancje ,zidentyfikowame&kstrakcie Dionaea
muscipula rozdzielone w eluencie trojskiadnikowym, zawigegm jako

organiczne skitadniki eluentu izopropanol i metanol.

Plumbagina
B Cllrphmbagin

700 B

o
Kwergqt:;m
[2 I

Droseron
Mirycetvna
G

F1
IF2

s00 " n

{nm)

500

400

Wawe lengbh

300

4 1 G 10

12 14 16 18
Retention Tlime (min)

e 2fim) 10 P
|'3|-‘“5‘ 7|8. 1 5,
o iy

ph gl 2 gl g5 g6 il

b i
Rys. 33. Przyktad chromatogramu z oznaczonymi sncgmi, otrzymanego z
wykorzystaniem detektora UV-DAD, podczas rozdzigarprobki ekstraktu
metanolowego z muchéwki amerylskiej (Dionaea muscipula Kolumna:
Lichrospher 100 RP18e, 125 x 4 mm, 5 um; EluentHfO + H,SO, pH=3 B:
MeOH C: 1zPrOH; przeptyw 1 ml/min; temperatura 20; objtos¢ dozowanej
probki 20 pl; przejczenie zaworu elucji wstecznej w kolumnie ok. 2B8.mi
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Tabela 21. Zestawienie substancji ,zidentyfikowdrfyev ekstrakcie Dionaea
muscipula rozdzielanych w eluencie tréjskladnikowym: A>®1 + H,SO, pH=3,
B: MeOH, C: IzPrOH

Chromatogram D. muscipula

Dane £=1,05

Lp. Substancja tr k oy oy

1 bl 1,65 0,57

2 b2 2,01 0,91

3 b3 2,50 1,38

4 B 3,29 2,13

5 gl 3,74 2,56

6 g2 4,44 3,23

7 g3 5,52 4,26

8 g4 5,78 4,50

9 g5 7,17 5,83

10 g6 8,13 6,74

11 G 8,30 6,90

12 F2 8,60 7,19

13 mirycetyna 9,40 7,95 1,11 1,18
14 F1 10,46 | 8,96

15 kwercetyna 11,28| 9,74 1,09 1,03
16 il 11,56 | 10,01

17 12 12,70 | 11,10

18 I 13,10 | 11,48

19 Ji 13,59 | 11,94

20 J2 14,24 | 12,56

21 j2 15,30 | 13,57

22 plumbagina 15,87| 14,11 1,04 1,13
23 droseron 17,84 1599 1,18 1,05
24 i3 18,62 | 16,73

25 4 18,88 | 16,98

26 i5 19,31 | 17,39

27 chloroplumbagina 19,70 17,76 1,02 1,02
28 i6 20,01 | 18,06

29 i7 20,39 | 18,42

30 i8 20,71 | 18,72

31 j9 21,17 | 19,16

32 j10 21,78 | 19,74

33 j11 22,19 | 20,13

34 j12 22,51 | 20,44

35 j13 22,88 | 20,79

36 BF 24,67 | 22,50

37 bfl 24,96 | 22,77

38 bf2 25,55 | 23,33
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W ekstrakcieDrosera aliciaezidentyfikowano 38 substancji. Na rysunku 34
przedstawiono chromatogram tej analizy. W tabeli Z&tawiono substancje
.zidentyfikowane” w ekstrakcie zDrosera aliciag rozdzielone w eluencie
trojsktadnikowym, zawierggym jako organiczne skladniki eluentu izopropanol i
metanol. Wartéci wspo6tczynnikow retencji dla 12-stu zygkdéw znajdowaty siw
optymalnym przedziale, kolejnych 6 odbiegato owiecej niz 2,68. Zastosowany
uklad chromatograficzny pozwolit selektywnie rozlii flawonoidy.

Naftochinony zostaty rownieselektywnie rozdzielone, jednakich wspoétczynniki

retencji wyniosty: k=11,97 dla ramentaceonu oratX68 dla droseronu.
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Rys. 34. Przyktad chromatogramu z oznaczonymi snogmi, otrzymanego z
wykorzystaniem detektora UV-DAD, podczas rozdzigarprobki ekstraktu
metanolowego z rosiczki alicjiDfosera aliciag. Kolumna: Lichrospher 100
RP18e, 125 x 4 mm, 5 pm; Eluent: A;®H+ H,SO, pH=3 B: MeOH C: 1zPrOH;
przeplyw 1 ml/min; temperatura 26C; objtos¢ dozowanej prébki 20 pl;
przehczenie zaworu elucji wstecznej w kolumnie ok. 28 .mi
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Tabela 22. Zestawienie substancji ,zidentyfikowdityav ekstrakcie Drosera
aliciae, rozdzielanych w eluencie trojsktadnikowym: A+ H,SO, pH=3, B:

MeOH, C: IzPrOH

Chromatogram D. aliciae

Dane £=1,05

Lp. |Substancja tr k oy oy
1 B zD. aliciae 3,35 2,19

2 A 3,79 2,61

3 cl 4,39 3,18

4 c2 4,70 3,48

5 c3 5,87 4,59

6 c4 6,19 4,90

7 C1 6,64 5,32

8 F2 8,30 6,90

9 mirycetyna 9,43 7,98 1,14 1,05
10 | F1 9,87 8,40

11 | kwercetyna 10,49 8,99 1,0 1,05
12 |i1 10,98 | 9,46

13 |11 11,83 | 10,27

14 |i2 12,37 | 10,78

15 |12 12,69 | 11,09

16 |i3 13,10 | 11,48

17 ramentaceon 13,620 11,97 1,04 1,06
18 droseron 14,36 12,68 1,06 1,06
19 |j1 15,13 | 13,41

20 |1 15,39 | 13,66

21 | J2 15,54 | 13,80

22 |j2 15,77 | 14,02

23 |3 15,97 | 14,21

24 | j4 18,01 | 16,15

25 |j5 18,27 | 16,40

26 |j6 18,50 | 16,62

27 | j7 18,96 | 17,06

28 |j8 19,31 | 17,39

29 |9 19,72 | 17,78

30 |j10 20,45 | 18,48

31 |j11 20,74 | 18,75

32 |j12 21,26 | 19,25

33 |]j13 21,72 | 19,69

34 |j14 21,98 | 19,93

35 |j15 22,91 | 20,82

36 | bfl 24,90 | 22,71

37 | bf2 25,25 | 23,05

38 | bf3 25,59 | 23,37

147



W ekstrakcie zDrosera capensigsozdzielono 33 substancje. Na rysunku 35
przedstawiono chromatogram omawianej analizy. Weltal23 zestawiono
substancje ,zidentyfikowane” w ekstrakcie Drosera capensjsrozdzielone w
eluencie trojskladnikowym, zawiesglym jako organiczne sktadniki eluentu
izopropanol i metanol. Wardoi wspétczynnikéw retencji dla 13-stu sktadnikow
ekstraktu znajdowaty siw optymalnym przedziale k od 1 do 10, kolejne Znity
sig 0 nie wece] nz 1,16. Analiza chromatogramu pozwolita zidentyfilaw
jakosciowo jedynie mirycetyea Rozdzielenie mirycetyny od substancji jej
towarzyszacych bylo w petni selektywne.
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Rys. 35. Przyktad chromatogramu z oznaczonymi sncgmi, otrzymanego z
wykorzystaniem detektora UV-DAD, podczas rozdzigarprobki ekstraktu
metanolowego z rosiczki przylkowej Orosera capens)s Kolumna: Lichrospher
100 RP18e, 125 x 4 mm, 5 um; eluent: A\OH+ H,SO, pH=3 B: MeOH C:

IzZPrOH; przeptyw 1 ml/min; temperatura 20; objtos¢ dozowanej prébki 20 pl;
przehczenie zaworu elucji wstecznej w kolumnie ok. 28 .mi
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Tabela 23. Zestawienie substancji ,zidentyfikowdityav ekstrakcie Drosera
capensis rozdzielanych w eluencie trgjsktadnikowym: Ap;®™ + H,SO, pH=3
B:MeOH C: IzPrOH

Chromatogram D. capensis

Dane £=1,05

Lp. |Substancja tr k oy oy
1 Al 2,00 0,90
2 B zD. aliciae 3,46 2,30

3 A 3,83 2,65
4 fl 4,53 3,31
5 f2 5,00 3,76
6 f3 6,74 5,42
7 f4 7,43 6,08
8 5 7,67 6,30
9 F2 8,83 7,41
10 |f6 8,89 7,47
11 mirycetyna 9,47 8,02 1,07 1,12
12 F 10,45 8,95
13 F1 10,73 9,22
14 i1 12,17 10,59
15 |i2 12,52 | 10,92
16 12 12,77 11,16
17 J 13,71 12,06
18 j1 14,43 12,74
19 2 15,19 13,47
20 J1 15,46 13,72
21 J2 15,65 13,90
22 |j3 18,56 | 16,68
23 |ja 19,02 | 17,11
24 |5 19,31 17,39
25 j6 20,18 18,22
26 |j7 20,47 | 18,50
27 |j8 20,74 | 18,75
28 j9 21,29 19,28
29 j10 22,01 19,96
30 |j11 2291 20,82
31 | BF 24,76 | 22,58
32 | bfl 25,30 | 23,10
33 bf2 25,67 23,45
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W ekstrakcieDrosera binatazidentyfikowano 34 substancje. Na rysunku 36
przedstawiono chromatogram analizy tego ekstraklinnego. W tabeli 24
zestawiono substancje ,zidentyfikowane” w ekstrakck Drosera binata
rozdzielone w eluencie trojsktadnikowym, zawigcgim jako organiczne sktadniki
eluentu izopropanol i metanol. Wastd wspotczynnikdw retencji dla 13-stu
sktadnikdéw ekstraktu znajdowatyesw optymalnym przedziale od 1 - 10, a dla
kolejnych széciu skfadnikow warté¢ wspotczynnika k byta wksza nk 12.
Zastosowany uktad chromatograficzny pozwolit sefektie rozdziel¢ flawonoidy.
Jedynym oznaczonym jakmowo naftochinonem w ekstrakcie Drosera binata

byta plumbagina, ktéra posiadata wspoétczynnik rejida=14,09.
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Rys. 36. Przyktad chromatogramu z oznaczonymi anogMi, otrzymanego z
wykorzystaniem detektora UV-DAD, podczas rozdzigarprobki ekstraktu
metanolowego z rosiczki dwudzieln@rpsera binatd. Kolumna: Lichrospher 100
RP18e, 125 x 4 mm, 5 um; Eluent: A;®H+ H,SO, pH=3 B: MeOH C: 1zPrOH;
przeptyw 1 ml/min; temperatura 20C; objtos¢ dozowanej prébki 20 pl;
przehczenie zaworu elucji wstecznej w kolumnie ok. 28.mi
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Tabela 24. Zestawienie substancji ,zidentyfikowdityav ekstrakcie Drosera
binata rozdzielanych w eluencie trojsktadnikowym: A® + H,SO, pH=3, B:
MeOH, C: 1zPrOH

Chromatogram D. binata

Dane £=1,05

Lp. |Substancja tr k oy oy
1 bl 2,03 0,93

2 B zD. aliciae 2,64 1,51

3 cl 3,51 2,34

4 c2 3,89 2,70

5 Cl 5,85 4,57

6 C2 6,72 5,40

7 el 7,67 6,30

8 E 8,43 7,03

9 mirycetyna 8,83 7,41 1,05 1,09
10 kwercetyna 9,56 8,10 1,09 1,05
11 F1 9,96 8,49

12 F 10,74 9,23

13 i1 11,12 9,59

14 J 11,64 10,09

15 J2 12,19 10,61

16 j2 12,46 10,87

17 12 12,78 11,17

18 il 13,18 11,55

19 i2 13,65 12,00

20 i3 13,94 12,28

21 i4 14,52 12,83

22 i5 15,39 13,66

23 plumbagina 15,84 14,09 1,03 1,04
24 i6 16,68 14,89

25 i7 18,01 16,15

26 i8 18,47 16,59

27 i9 18,73 16,84

28 i10 18,96 17,06

29 i11 19,69 17,75

30 i12 21,26 19,25

31 i13 22,48 20,41

32 BF 24,62 22,45

33 bfl 25,18 22,98

34 bf2 25,54 23,32
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Podsumowujc wyniki bada nad opracowaniem procedury rozdzielania,
oznaczania i identyfikowania sktadnikbw metanolotwvyekstraktow rélin
miesazernych, z zastosowaniem wysokosprawnej chromatogcafczowe] w
odwroconym ukfadzie faz (RP-HPLC) w warunkach elggpdientowej, mgna
sformuowa nastpujace wnioski:

1) Izopropanol, bdacy organicznym skitadnikiem eluentu, nadaje mu odpdng
site elucyjm. Ponadto, jego zastosowanie pozwala selektywnidzielic
flawonoidy oraz naftochinony od substancji im tomyazcych. Wartdci
wspotczynnikdéw retencji sktadnikow ekstraktow, ramdanych przy #yciu
eluentu, ktorego skitadnikiem jest izopropanol, dogj sie w optymalnym
przedziale wartei.

2) Eluent, ktorego skiladnik stanowit metanol charaktewal s¢ staky silg
elucyjm, aczkolwiek bardzo selektywnie pozwolit rozdzidlawonoidy medzy
soly. Wartasci wspotczynnikow retencji substanciji rozdzielanysghwyzsze od
10, co wptywa na dtugi czas analizy ekstraktow.

3) Zastosowanie tetrahydofuranu, jako organicznego adskka eluentu,
spowodowato mniej selektywnie miw przypadku izopropanolu i metanolu
rozdzielenie badanych zyakow.

4) Uktad chromatograficzny, w ktorym zastosowano auétyl jako organiczny
sktadnik eluentu, wptyst bardzo selektywnie na rozdzielenie kwercetyny od
substancji jej towarzygzych w ekstrakcie zDionaea muscipulaoraz
mirycetyny zawartej w ekstrakcie Drosera aliciae od substancji jej
towarzysacych. Rozdzielenie naftochinonéw z zastosowanieratomdtrylu
okazato st selektywne, aczkolwiek wado k substancji rozdzielanych byty
znacznie wiksze ni w przypadku izopropanolu czy THF-u.

5) Badania z wykorzystaniem RP-HPLC potwierdzity wikiodostarczone dzki
badaniom za pomadechniki RP-TLC i wskazaty na konieczg@astosowania
eluentu wielosktadnikowego do rozdzielania, oznatzai identyfikacji
sktadnikédw metanolowych ekstraktéw zlin miesazernych.

6) Do opracowania optymalnego programu elucji do ra#dmia i oznaczania
sktadnikéw ekstraktow &innych, wybrano mieszangn wody z kwasem
siarkowym o pH=3 oraz sktadniki organiczne: metaniabpropanol. Metanol,
poniewa wptynat na selektywne rozdzielenie flawonoidéw oraz izgganol,

gdyz pozwolit na selektywne rozdzielenie naftochinonow.
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7) Wyniki analiz rozdzielania, oznaczania i identyfika ekstraktow rélin
migsazernych, za pomac eluentu tréjskladnikowego w RP-HPLC z
wykorzystaniem elucji gradientoweja szadowalajce dla metanolowych
ekstraktow rélin z gatunkuD. muscipulaorazD. aliciae Dla ekstraktow D.
capensisi D. binata program elucji wymaga jeszcze modyfikacji, ktéra
spowoduje, 4 rozdzielenie zawartych w nich substancjgdbie bardziej
selektywne i pozwoli rozdzigliwiecej sktadnikdw ekstraktow.

8) Ekstrakt metanolowy z #&bnny owadaernej Drosera aliciae zawiera
najwicksz ilos¢ sktadnikow wrod badanych ekstraktowstmnych.

9) Badania za pomadRP-HPLC potwierdzity rezultaty dwiadczé z RP-TLC, &
najprawdopodobniej ekstrakt @. capensisnie zawiera chloroplumbaginy, a
ekstrakt zD. binata nie zawiera droseronu lub wyptija one w s§zeniach

ponizej granicy wykrywalnéci.
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7.5. BADANIA NAD OPTYMALIZACJ A WARUNKOW ROZDZIELANIA
| IZOLOWANIA WYBRANYCH METABOLITOW Z EKSTRAKTOW
METANOLOWYCH RO SLIN Ml ESOZERNYCH Z
WYKORZYSTANIEM  TECHNIKI RP-HPLC ORAZ ELUCJI
SKOKOWEJ W SKALI MODELOWEJ

W ramach niniejszej pracy postawiono sobie réwrza cel opracowanie
optymalnych warunkoéw rozdzielania i izolowania watych flawonoidow i
hydroksyplumbaginy oraz pozostatych naftochinonowpestaci jednej grupy z
metanolowych ekstraktow stin miesazernych.

Jako kryterium optymalizacji warunkow rozdzielaniprzyjeto wartagé
wspotczynnika selektywrsai pomiedzy rutyry, kwercetym, mirycetyry i
hydroksyplumbagipy, a towarzysgcymi im bezpérednio zanieczyszczeniom
wyzsza od jedndci. Zatazono rownie, ze w opracowanej metodzie naftochinony
zawarte w ekstraktach z&tm miesazernych, za wytkiem hydroksyplumbaginy,
nie keda rozdzielane na poszczegdélne zxzki, ale eluowane i zbierane w postaci
jednej frakcji, by nagpnie za pomoc normalnego ukfadu faz rozdzieli
wyizolowary frakcje na poszczegolne naftochinony.

W pierwszym etapie bafdana podstawie wynikdw z przeprowadzonych
doswiadczéh za pomog cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (rozdz.
7.3.1.) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowenykorzystaniem elucji
gradientowej (rozdz. 7.4.) zaprojektowano progrdutjeskiadajcy sk z trzech
skokow eluentu (tabela 10). Z wykorzystaniem trzkeolumn oraz trojskokowego
programu elucji rozdzielono cztery ekstraktyslim migsazernych. Eluent, w
kazdym ze skokoéw zawierat zakwaszoRwasem octowym wodnmieszanig
metanolu i izopropanolu w zaym stosunku okjosciowym.

Przykladowe chromatogramy rozdzielania flawonoiddnaz naftochinonéw z
ekstraktu rélinnego z Drosera aliciae z zastosowaniem ukiadu
chromatograficznego 2 i 3 z tabeli 10. przedstawiora rysunkach 37 i 38.
Przyktadowe zestawienie wyznaczonych parametrow ko idla wybranych
flawonoidéw oraz hydroksyplumbaginy z ekstraktdlirmego zDrosera aliciae
przedstawiono w tabeli 25.
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Rys. 37. Przyktad chromatogramu detektora UV — DAlzymanego podczas
rozdzielania sktadnikbw prébki metanolowego ekdtrakaslinnego Drosera
aliciae. Dozowano 100 ul ekstraktu. Kolumna- LiChrosfhBP18(5 um, 150 x 4
mm). Uktad chromatograficzny 2 z tabeli 10.
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Rys. 38. Przyktad chromatogramu detektora UV — DAllzymanego podczas
rozdzielania sktadnikbw prébki metanolowego ekdtrakaslinnego Drosera
aliciae; Dozowano 100 ul ekstraktu. Kolumna- Nucleosil K@ 18 (5 um, 250 x 4
mm). Uktad chromatograficzny 3 z tabeli 10.
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Tabela 25. Zestawienie wyznaczonych parametrow ki idla wybranych
flawonoidéw oraz hydroksyplumbaginy z metanolowesjctraktu rélinnego z
Drosera aliciae

_ _ Uktad chromatograficzny 2 Uktad chromatograficzny 3
Zwiazek chemiczny K *ap | 0 K *ap | 0
Rutyna 16,25 1,07/1,1 18,22 1,04/1,06
Mirycetyna 17,93 1,10/1,11 19,78 1,05/1,14
Hydroksyplumbagina 23,95 1,09/- 22,47 1,14/1,14
Kwercetyna - - 31,93 1,03/-

* ap-wspotczynnik selektywniwi wzgledem wybranego metabolitu i substancji wpstiacej
bezpdrednio przed metabolitem;

* a,wspotczynnik selektywniei wzgledem wybranego metabolitu i substancji wysfjacej
bezpdrednio za metabolitem;

Na podstawie przeprowadzonych bada zastosowaniem trojskokowego
programu elucji, stwierdzonage nie ma konieczrigi stosowania trzech skokéw
eluentu podczas rozdzielania skladnikow ekstraktéglinnych. W pierwszym
etapie rozdzielania eluowane s/lko substancje silnie polarne, odznageaj s¢
bardzo niewiellf retencj, wicc wyeliminowanie pierwszego etapu rozdzielania nie
bedzie miato wptywu na selektywne rozdzielenie flawmdw- rutyny, kwercetyny
i mirycetyny oraz hydroksyplumbaginy.

W zwigzku z powyszym przeprowadzono badania z zastosowaniem
programow elucji zawieragych dwa skoki eluentu (uktady chromatograficzng, 4-
tabela 10), w ktorych w pierwszym etapie rozdzielagm flawonoidy oraz
hydroksyplumbagina, a w drugim etapie eduwy postaci jednego lub kilku
nierozdzielonych pikéw wszystkie naftochinony, lddnasgpnie rozdzielane i
izolowane lgda w uktadzie faz normalnych.

W wyniku otrzymanych rezultatow stwierdzonagge optymalnym ukiad
chromatograficzny do  rozdzielania  poszczegolnych awdinoidow i
hydroksyplumbaginy oraz naftochninbw w postaci gjdrrakcji to uktad
chromatograficzny 7., sktadayy sk z kolumny Nucleosil 100 RP 18, 5 pum, 250 x
4 mm oraz programu elucji, w ktorym w pierwszym lake@luent ma sktad- O :
MeOH : 1zPrOH 69:25:6 v/v + $B0O;, pH=3 oraz w drugim 100% metanol.
Przyktad chromatogramu rozdzielania flawonoidow zoraaftochinonéw z
metanolowego ekstraktu dlownego Drosera aliciag z zastosowaniem ukiadu
chromatograficznego 7 z tabeli 10., przedstawioro rpsunku 39. Przykiad
zestawienia wyznaczonych parametrow k dla wybranych flawonoidow oraz
hydroksyplumbaginy rozdzielonych w ekstraktciglimmym Drosera aliciag z
zastosowaniem ukfadu chromatograficznego 7, praedasho w tabeli 26.
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Rys. 39. Przyktad chromatogramu detektora UV — DAlrzymanego podczas
rozdzielania sktadnikow probki metanolowego ekdtrakaslinnego Drosera
aliciae. Dozowano 100 ul ekstraktu. Kolumna: Nucleosil R® 18 (5 um, 250 x 4
mm). Uktad chromatograficzny 7 z tabeli 10.

Tabela 26. Zestawienie wyznaczonych parametréow ki idla wybranych
flawonoidéw oraz hydroksyplumbaginy rozdzielonychzastosowaniem ukfadu
chromatograficznego 7 z tabeli 10.

Uktad chromatograficzny 7
Zwiazek chemiczny K *dp I,
Rutyna 6,13 1,38/1,35
Kwercetyna 27,68 1,15/1,13
Mirycetyna 13,73 1,23/1,26
Hydroksyplumbagina 17,26 1,26/1,4

* ap-wspotczynnik selektywrii wzglgdem wybranego metabolitu i substancji vepstiacej
bezpdrednio przed metabolitem;

* a,wspotczynnik selektywni@i wzgledem wybranego metabolitu i substancji vepstigcej
bezpdrednio za metabolitem;

157



Podsumowujc, wyniki bada nad opracowaniem procedury rozdzielania i
izolowania wybranych metabolitbw 2z metanolowych tekgdédw ralin
miesazernych, z zastosowaniem wysokosprawnej chromatogcafczowe] w
odwroconym ukfadzie faz (RP-HPLC) w warunkach elwskokowej, mana
sformuowa nastpujace wnioski:

1) Metanolowe ekstrakty z ébn mi¢gsazernych charakteryzgijsic bardzo bogatym
skladem. Zawiergjone zarowno d@& mato polarne naftochinony, jak rowaie
w duzej ilosci wzglednie polarne flawonoidy. W celu uzyskania optymammy
warunkéw rozdzielania flawonoidow, z metanolowychksteaktow rglin
migsazernych, nalgy zastosowa etapowe rozdzielanie sktadnikow ekstraktow
roslinnych z wykorzystaniem elucji skokowej.

2) Opracowany program dwustopniowej elucji skokowepwolit w pierwszym
etapie, z zadawalgym wspotczynnikiem selektywloi rozdzieltc wybrane
metabolity z grupy flawonoidéw, takie jak rutynaydercetyna, mirycetyna, jak
rowniez hydroksyplumbagig od substancji bezgeednio im towarzysgeym. W
drugim etapie programu elucji opracowanej metodykuujp pozostate
naftochinony zawarte w ekstraktachslnonych, takie jak chloroplumbagina,
plumbagina bdz ramentaceon.

3) Frakcja zawieraca naftochinony (za wyikiem hydroksyplumbaginy),
uzyskana za pomgapracowanej metodyki, powinna w dalszym etapieabad
by¢ rozdzielona na poszczegoélne zeki chemiczne za pomeahromatografii
cieczowej w normalnym uktadzie faz.

4) Zaproponowany uktad chromatograficzny odznaczassisunkowo wysokimi
wspotczynnikami  selektywrdgi o, co powinno pozwoli na osigniccie
wysokiego, maksymalnego stopnia przetadowania kojunMa to ogromne
znaczenie, biac pod uwag fakt, iz efektywn@d¢ rozdzielania i izolowania
wybranych flawonoidow oraz hydroksyplumbaginy, z tam®lowych
ekstraktow, w skali preparatywnej z zastosowaniamp@owanego uktadu
chromatograficznego mogta by owysoka.
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7.6. BADANIA NAD OPTYMALIZACJ A WARUNKOW ROZDZIELANIA
I IZOLOWANIA  WYBRANYCH NAFTOCHINONOW  Z
CHLOROFORMOWYCH EKSTRAKTOW RO SLIN
MI ESOZERNYCH Z WYKORZYSTANIEM TECHNIKI RP-HPLC |
NP-HPLC W WARUNKACH ELUCJI IZOKRATYCZNEJ W SKALI
MODELOWEJ

7.6.1. Wyniki badax nad optymalizagj warunkéw rozdzielania i izolowania
wybranych naftochinonébw z chloroformowych ekstraktd roslin
miesazernych z wykorzystaniem techniki RP-HPLC w warurkasucji

izokratycznej w skali modelowej

W pierwszym etapie badanad optymalizagj warunkéw rozdzielania i
izolowania wybranych naftochinonéw z chloroformowyekstraktow rélin
migsazernych, sprawdzono mlwos¢é wykorzystania znanych z literatury
warunkow rozdzielania z zastosowaniem elucji izojaznej [43, 72].

W tym celu, przeprowadzono rozdzielania chlorofonyioh ekstraktow
roslinnych z gatunkiDionaea muscipula Drosera aliciae Zastosowano kolumne
LiChrospher RP 18e (bm, 250 x 4 mm) oraz eluenty podane w literaturZ® [2]
odpowiednio MeOH : KD 6:4 v/v + 0,1% TFA oraz MeOH : @ 8:2 v/v + 0,1%
TFA.

Stosujc warunki podane w literaturze nie uzyskano zadapm@dgo stopnia
rozdzielenia ramentaceonu i plumbaginy od substdralpstowych. Badania te
doprowadzity do wniosku o konieczém zmiany warunkédw rozdzielania
opracowanych dotychczas w literaturze dla naftomidw, w taki sposéb by ukiad
chromatograficzny odznaczat ¢siwysoky selektywnécia, wobec wybranych
naftochinonow.

W celu optymalizacji warunkéw rozdzielania metatinli zbadano
selektywnéé¢ réznych uktadéw chromatograficznych dla tych subsianc;
wykorzystupc oddzielnie metanol, acetonitryl, tetrahydrofui@az dioksan jako
organiczne sktadniki eluentu zmieszane z ywokivasem octowym.

Dla badanych eluentéw spadzono wykresy log k=f(xo), gdzie k —
wspoitczynnik retencji, % — utamek molowy skladnika eluentu oc¢ksgzej sile
elucji. Wykresy te spogglzono dla ramentaceonu i plumbaginy oraz

towarzysacym im bezpérednio zanieczyszczeniom, ktore wymija przed i za
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oznaczanym naftochinonem. Na rysunkach 40-47 ptaetso wykresy

zaleznosci log kod utamka molowego sktadnika oqkszej sile eluciji.

ACN:H,0 + 0,1% kw. octowy
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Rys. 40. Wykres przestawsaly zalenos¢ log(k) plumbaginy oraz substancji
znajdupcych s¢ bezpdrednio przy metabolicie od utamka molowego acetgpiuit
(Xmor-acn)- Kolumna LiChrospher RP 18euf, 250 x 4 mm. Ekstrakt Rionaea
muscipula
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Rys. 41. Wykres przestawsagly zalenos¢ log(k) plumbaginy oraz substancji
znajdugcych st bezpdrednio przy metabolicie od utamka molowego metanolu
(Xmor-meor). Kolumna LiChrospher RP 18eu®, 250 x 4 mm. Ekstrakt Rionaea
muscipula
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Rys. 42. Wykres przestawsaly zalenos¢ log(k) plumbaginy oraz substancji
znajdupcych s¢ bezpdrednio przy metabolicie od utamka molowego
tetrahydrofuranu (¥o.the). Kolumna LiChrospher RP 18eurd, 250 x 4 mm.
Ekstrakt zDionaea muscipula
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Rys. 43. Wykres przestawigly zalenos¢ log(k) plumbaginy oraz substancji
znajdugcych se¢ bezpdrednio przy metabolicie od utamka molowego dioksanu
(Xmol-dioksan)- Kolumna LiChrospher RP 18e b, 250 x 4 mm. Ekstrakt Rionaea
muscipula
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Rys. 44. Wykres przestawigly zalenos¢ log(k) ramentaceonu oraz substancji
znajdupcych s¢ bezpdrednio przy metabolicie od utamka molowego acetgpiuit
(Xmor-acn)- Kolumna LiChrospher RP 18e,n, 250 x 4 mm. Ekstrakt Brosera
aliciae.
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Rys. 45. Wykres przestawigly zalenos¢ log(k) ramentaceonu oraz substancji
znajdupcych s¢ bezpdrednio przy metabolicie od utamka molowego metanolu
(Xmor-meor). Kolumna LiChrospher RP 18e,ufn, 250 x 4 mm. Ekstrakt Rrosera
aliciae.
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Rys. 46. Wykres przestawigly zalenos¢ log(k) ramentaceonu oraz substancji
znajdugcych s¢ bezpdrednio przy metabolicie od utamka molowego
tetrahydrofuranu (o.the). Kolumna LiChrospher RP 18eurd, 250 x 4 mm.
Ekstrakt zDrosera aliciae
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Rys. 47. Wykres przestawigly zalenos¢ log(k) ramentaceonu oraz substancji
znajdupgcych s¢ bezpdrednio przy metabolicie od utamka molowego dioksanu
(Xmor-dioksan)- Kolumna LiChrospher RP 18euf, 250 x 4 mm. Ekstrakt Rrosera
aliciae.
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Za kryterium optymalizacji procedury rozdzielanigaginikow ekstraktow z
roslin Drosera aliciaei Dionaea muscipulaw tym w szczegolniei wybranych
naftochinonow tj. plumbaginy i ramentaceonu, pgtryjwartadé wspoétczynnika
selektywndéci pomkedzy ramentaceonem (7-metylojuglonydb plumbagina (2-
metylojuglon) a towarzyszymi im bezpérednio substancjami wgz od
jednaici. Optymalna sita elucyjna fazy ruchomej powinryé taka, azeby wartdé
wspotczynnika retencji ostatniej substancji eluogjgirzed przejczeniem zaworu
przeptywu zwrotnego eluentu w kolumnie, bytasza ni 10.

Na podstawie przeprowadzonych rozdzieleuzyskanych wynikéw dobrano
optymalny, pod wzgddem selektywnéri oraz czasu trwania rozdzielania, uktad
chromatograficzny sktadgy sk z kolumny z wypetnieniem LiChrospher RP 18e,
5um, 250 x 4 mm i eluentu ACN: 4@ 45:55 + 0,1 % kwasu octowego V/v.

Na rysunku 48 i 49 zamieszczono przyktadowe chrogramy rozdzielania
sktadnikéw chloroformowego ekstraktDionaea muscipula Drosera aliciae
otrzymane za poma@adetektora UV-DAD (w zakresie od 200 do 780 nm)§¢z
rysunku oznaczona symbolem- A] oraz chromatogramyy pwybranych
diugdsciach fali (410 nm- dtugi fali, przy ktorej wys¢puje maksimum absorpcji
dla plumbaginy i ramentaceonu, 350 nm oraz 250 rdtugas¢ fali, przy ktorej

wystepuje maksimum absorpcji dla substancji balastowych)
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Rys. 48. A- Przyktad chromatogramu detektora UVIS Ypu DAD, otrzymanego
podczas rozdzielania sktadnikdéw chloroformowegotreksu ralinnego Dionaea
muscipula dozowanego po odparowaniu chloroformu w orgaryiozrsktadniku
eluentu; B— Chromatogram UV-DAD przy wybranych difggach fali (410 nm,
350 nm, 250 nm); C — Widmo substancji zaznaczomgtbrowymi markerami na
czesci A rysunku. Kolumna: LiChrosph®rRP18e, 5 pm, 250 x 4 mm; Eluent:
acetonitryl : woda 45:55 + 0,1 % kwasu octowegqg wwx 1,0 ml / min; Symbole:
P- plumbagina, 1, 2, 3 — odpowiednio substancjadbaive przed i po plumbaginie.
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Rys. 49. A- Przyklad chromatogramu detektora UVIS Ypu DAD, otrzymanego
podczas rozdzielania sktadnikow chloroformowegotraksu raglinnego Drosera
aliciae, dozowanego po odparowaniu chloroformu w orgaryoznsktadniku
eluentu; B— Chromatogram UV-DAD przy wybranych difgjach fali (410 nm,
350 nm, 250 nm); C — Widmo substancji zaznaczomptbrowymi markerami na
czesci A rysunku. Kolumna: LiChrosph®rRP18e, 5 pm, 250 x 4 mm; Eluent:
acetonitryl : woda 45:55 + 0,1% kwasu octowego ww; 1,0 ml / min; Symbole:
R- ramentaceon, 1, 2, 3— substancje balastowe ppedamentaceonie.
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Uktad chromatograficzny sktadajy sk z kolumny LiChrospher RP 18e un,
250 x 4 mm i eluentu ACN : # 45:55 + 0,1 % kwasu octowego v/v, odznaczat
sie najwickszy selektywndcia rozdzielania w skali modelowej. W zyzku z
powyzszym zbadano nitiwos¢ powigkszenia skali procesu rozdzielania |
izolowania wybranych naftochinondéw, z zastosowaniego uktadu. Przyktadowe
chromatogramy rozdzielania chloroformowego ekstraktD. muscipulai D.
aliciae, uzyskane w skali analitycznej, w warunkach prdeteania zamieszczono
na rysunkach 50 i 51.

Badania wykazatyze maksymalny stopieprzetadowania gteniowego wynosi
odpowiednio dla plumbaginy ok. 1,7 x 1@/g sorbentu oraz dla ramentaceonu
1,13 x 10* g/g sorbentu.

Nastpnie, w warunkach optymalnego przetadowanigestiowego kolumny
rozdzielono plumbagin oraz ramentaceon od towarzysych im skladnikow
ekstraktow rélinnych zD. muscipulai D. aliciae oraz zebrano frakgjzawieragce
powyzsze naftochinony. Czysto frakcji bogatej w plumbagin badz w
ramentaceon zbadano w opracowanych, optymalnychunkach normalnego
uktadu faz wysokosprawnej chromatografii cieczo(-HPLC) do rozdzielania
naftochinonow (rozdziat 7.6.2.). Czystofrakcji bogatych w plumbagin lub
ramentaceon, otrzymanych z zastosowaniem przetadawsazeniowego wynosita
odpowiednio dla plumbaginy — 92 % oraz dla ramestdaa 99,99%.

Produktywndéé kolumny wyraona w [g / mih] wynosita dla plumbaginy -32,2,

a dla ramentaceonu — 48,1.
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Rys. 50. D- Przyktad chromatogramu detektora UVIS ¥pu DAD, otrzymanego
podczas rozdzielania sktadnikdéw chloroformowegotreksu ralinnego Dionaea
muscipula dozowanego po odparowaniu chloroformu w orgaryiozrsktadniku
eluentu, z zastosowaniem warunkéw przetadowaniankoy; E— chromatogram
UV-DAD przy wybranych dtugéciach fali (410 nm, 350 nm, 250 nm); F — widmo
substancji zaznaczonej markerem na rysunku D. Ko#uniChrosphét RP18e,
5um, 250 x 4 mm; Eluent: acetonitryl : woda 45:58,% % kwasu octowego V/v;
w= 1,0 ml / min; Symbole: P- plumbagina, 1, 2, 3odpowiednio substancje
balastowe przed i po plumbaginie.
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Rys. 51. D-przyktad chromatogramu detektora UV S Wpu DAD, otrzymanego
podczas rozdzielania skiadnikow chloroformowegotreksu ralinnego Drosera
aliciae, dozowanego po odparowaniu chloroformu w organjioznskiadniku
eluentu, z zastosowaniem warunkéw przetadowaniankoy; E— chromatogram
UV-DAD przy wybranych dtugéciach fali (410 nm, 350 nm, 250 nm); F — widmo
substancji zaznaczonej markerem na rysunku D. KoéunkiChrosphét RP18e,
5um, 250 x 4 mm; Eluent: acetonitryl : woda 45:58,1% kwasu octowego V/v;
w= 1,0 ml / min; Symbole: R- ramentaceon, 1, 2 sBbstancje balastowe przed i
po ramentaceonie.
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Uzyskane podczas przeprowadzonych hadavyniki postwylty do
sformutowania nastepujacych wnioskow:

1) Optymalny ukiad  chromatograficzny do  rozdzielania ktagnikow
chloroformowych ekstraktow Drosera aliciaei Dionaea muscipulato zel
krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymipdalany procesowi
usuwania resztkowych grup hydroksylowych (arepdcappell jako faza
stacjonarna i dwusktadnikowy eluent, sktadajagyzswody oraz acetonitrylu z
dodatkiem kwasu octowego w proporcjach objetoscaywscetonitryl : woda
45:55 + 0,1% kwasu octowego V/v.

2) Fazy ruchome, dnlagce mieszanip wody z metanolem, tetrahydrofuranem lub
dioksanem nie wykazgjselektywndci rozdzielania plumbaginy i ramentaceonu
od substancji towarzygeych na optymalnym poziomie lub wspotczynnik
retencji rozdzielanych naftochinonow jestzdwyzszy od optymalnego (>10).

3) W celu elucji sktadnikow ekstraktéw silnie sorboweh do powierzchni fazy
stacjonarnej zastosowano elucje zwgotw kolumnie tzw. ,backflash”, co
skrécito czas calego procesu rozdzielania¢Kiziakiemu rozwazaniu nie byto
potrzeby stosowania elucji skokowej wikowym etapie rozdzielenia. Jest to
oczywicie rozwpzanie korzystne, poniewaomija st etap kondycjonowania
kolumny chromatograficznej pogikowym eluentem.

4) W uktadzie chromatograficznym, w ktorym zastosow&otumre LiChrospher
RP 18e, Jum, 250 x 4 mm oraz eluent acetonitryl : woda 45t58,1% kwasu
octowego v/v, zbadano mlovos¢ powickszenia skali rozdzielania i izolowania
plumbaginy oraz ramentaceonu. Badania wykazagy,maksymalny stopie
przetadowania steniowego wynosi odpowiednio dla plumbaginy ok. 2, 70*
g/g sorbentu oraz dla ramentaceonu 1,13 %@ sorbentu.

5) Czysta¢ frakcji bogatych w plumbagine lub ramentaceonzytranych w
opracowanych, optymalnych warunkach z zastosowaniermetadowania
stezeniowego, wynosita dla plumbaginy — 92% oraz diaeataceonu 99,99%.

6) Produktywndé kolumny wyraona w [g / nih] wynosita dla plumbaginy -32,2,

a dla ramentaceonu — 48,1.
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7.6.2. Wyniki badan nad optymalizagj warunkow rozdzielania i izolowania
wybranych naftochinonébw w ekstraktach chloroformotvy rdlin
migsazernych z wykorzystaniem techniki NP-HPLC w warurtkagucji

izokratycznej w skali modelowej

Wstepne badania nad doborem optymalnego uktadu chraraioznego do
rozdzielania naftochinonéw z chloroformowych elstibav raslin miesazernych w
warunkach NP-HPLC wykonano w ramach pracy magisigre. Zuka [115], pod
opieks autorki niniejszej pracy. Rezultaty opublikowano streszczeniu w
czasopimie z listy filadelfijskiej” [116].

Optymalny uktad chromatograficzny [115] do rozdaeh sktadnikow
chloroformowych ekstraktéw 2Drosera aliciae i Dionaea muscipulato zel
krzemionkowy jako faza stacjonarna i dwusktadnikoglyent, sktadapry sie z
heptanu (n-heksan) oraz dioksanu z dodatkiem kvemsowego w proporcjach
objetosciowych odpowiednio dla ekstraktu @rosera aliciae (98,5 : 1,5 viv +
0,05% kwasu) oraz dla ekstraktuDzonaea muscipulg99,6 : 0,4 viv + 0,05%
kwasu).

W tych warunkach zbadano uiovos¢ powiekszenia skali procesu rozdzielania
i izolowania wybranych naftochinonéw, to jest pluaginy i ramentaceonu.
Przyktadowe chromatogramy rozdzielania chloroforragav ekstraktu zD.
muscipulai D. aliciag uzyskane w skali analitycznej, w warunkach pradeveania
kolumny oraz braku przetadowania zamieszczono sankach 52 - 55.

Badania wykazatyze maksymalny stopieprzetadowania gteniowego wynosi
odpowiednio dla plumbaginy ok. 1,1 x16/g sorbentu oraz dla ramentaceonu 3,3
x 10* g/g sorbentu.

Nastpnie, w warunkach optymalnego przetadowanigestiowego kolumny
rozdzielono plumbagine oraz ramentaceon od towagzysh im skiadnikow
ekstraktow rélinnych zD. muscipulai D. aliciae oraz zebrano frakcje zawiesag
wybrane naftochinony.

Czysta¢ frakcji bogatej w plumbagine gdz w ramentaceon zbadano w
opracowanych, optymalnych warunkach odwréconegadikfaz wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (RP-HPLC) do rozdzielamaftochinonéw (rozdziat
7.6.1.). Czyst& frakcji bogatych w plumbagine lub ramentaceonzyotranych z
zastosowaniem przetadowania ¢z&hiowego wynosita odpowiednio dla

plumbaginy — 97,5% oraz dla ramentaceonu 99,95%.
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Produktywnéé kolumny wyraona w [g / mih] wynosita dla plumbaginy -30,1,
a dla ramentaceonu — 50,9.
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Rys. 52. A- Przyktad chromatogramu detektora UVIS Ypu DAD, otrzymanego
podczas rozdzielania sktadnikow chloroformowegotreksu ralinnego Dionaea

muscipula dozowanego w dichlorometanie, w warunkach brakzetpdowania
kolumny; B— chromatogram UV-DAD przy wybranej diggbfali - 410 nm; C —

widmo substancji zaznaczonej markerem na rysunkgofumna: Nucleosil 504, 3
um, 250 x 4 mm; Eluent: n-heksan : dioksan 99,8 :400,05% kwas octowy v/v;
w= 1,5 ml / min; Symbole: P- plumbagina, P1, P2 dpawiednio substancje
balastowe po i przed plumbaginie.
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Rys. 53. D- Przyktad chromatogramu detektora UVIS ¥pu DAD, otrzymanego
podczas rozdzielania sktadnikdw chloroformowegotreksu ralinnego Dionaea
muscipula dozowanego w dichlorometanie, z zastosowaniem unkamw
przetadowania kolumny; E— chromatogram UV-DAD pweybranej dtugéci fali -
410 nm; F — widmo substancji zaznaczonej markerantysunku D. Kolumna:
Nucleosil 50A, 3 um, 250 x 4 mm; Eluent: n-heksatioksan 99,6 : 0,4 + 0,05%
kwas octowy v/v; w= 1,5 ml / min; Symbole: P- pluagina, P1, P2 — odpowiednio
substancje balastowe po i przed plumbaginie.
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Rys. 54. A- Przyktad chromatogramu detektora UVIS Ypu DAD, otrzymanego
podczas rozdzielania sktadnikow chloroformowegotreksu rglinnego Drosera

aliciae, dozowanego w dichlorometanie, w warunkach brakaeetpdowania
kolumny; B— chromatogram UV-DAD przy wybranych dédgiach fali — 300 i 480
nm; C — widmo substancji zaznaczonej markerem rgunku A. Kolumna:

Nucleosil 50A, 3um, 250 x 4 mm; Eluent: n-heksatioksan 98,5:1,5 + 0,05%
kwas octowy v/v; w= 15 ml / min; Symbole: R- ranemeon, R1, R2 —

odpowiednio substancje balastowe przed i po rameata
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Rys. 55. D- Przyktad chromatogramu detektora UVIS ¥pu DAD, otrzymanego
podczas rozdzielania sktadnikow chloroformowegotraksu rglinnego Drosera
aliciae, dozowanego w dichlorometanie, z zastosowaniem unkamw
przetadowania kolumny; E— chromatogram UV-DAD pwybranej dtugéci fali —
300 nm; F — widmo substancji zaznaczonej markeranmtysunku A. Kolumna:
Nucleosil 50A, 3 pm, 250 x 4 mm; Eluent: n-heksatioksan 98,5:1,5 + 0,05%
kwas octowy viv; w= 15 ml / min; Symbole: R- rarnemeon, R1, R2 -
odpowiednio substancje balastowe przed i po rarneatae.

Uzyskane podczas przeprowadzonych hadavyniki postuwzylty do
sformutowania naspujacych wnioskow:

1) Optymalne ukfad chromatograficzny do rozdzielaniaalowania sktadnikow
chloroformowych ekstraktow Drosera aliciaei Dionaea muscipulato zel
krzemionkowy jako faza stacjonarna i dwusktadnikasiyent, sktadary sk z
n-heptanu (n-heksan) oraz dioksanu z dodatkiem kwetowego w proporcjach
objetosciowych odpowiednio dla ekstraktulrosera aliciae(98,5 : 1,5 viv +
0,05% kwasu octowego) oraz dla ekstrakii@anaea muscipul€99,6 :0,4 v/v +
0,05% kwasu octowego).

2) W celu elucji sktadnikow ekstraktéw silnie sorboweah do powierzchni fazy
stacjonarnej zastosowano elucje zwgostuentu w kolumnie tzw. ,backflash”,
co skrécito czas catego procesu rozdzielaniackdzakiemu rozwgzaniu, nie
byto potrzeby stosowania elucji skokowej wakowym etapie rozdzielenia. Jest
to oczywicie rozwizanie korzystne, poniewamija st etap kondycjonowania
kolumny chromatograficznej pogikowym eluentem.
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3) W uktadzie chromatograficznym, w ktorym zastosowa&wbumre Nucleosil
50A, (3 um, 250 x 4 mm) oraz eluemheksan : dioksan + 0,1% kw. octowego
zbadano mdiwos¢ powigkszenia skali rozdzielania i izolowania
naftochinonéw. Badania wykazatge maksymalny stopie przetadowania
stezeniowego wynosi odpowiednio dla plumbaginy ok. 1a* g/g sorbentu
oraz dla ramentaceonu 3,3*16/g.

4) Czystaé¢ frakeji bogatych w plumbagine lub ramentaceonzytranych w
opracowanych, optymalnych warunkach z zastosowanigmetadowania
stezeniowego wynosita dla plumbaginy — 97,5% oraz draentaceonu 99,95%.

5) Produktywnéé kolumny wyraona w [g / ndh] wynosita dla plumbaginy -30,1,
a dla ramentaceonu — 50,9.
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8. STRESZCZENIE | WNIOSKI KO NCOWE

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest ¢tgenie i opanowanie problemu
doboru optymalnych warunkéw przygotowania prébkiatalizy kdz wsadu do
procesu rozdzielania i otrzymywania poszczegolnysittadnikow lub grup
skfadnikbw materialu &innego, jakimi g rosliny miesazerne (zwlaszcza
owada@erne) oraz opracowanie jak najbardziej uniwersdinyprocedur
rozdzielania, oznaczania i izolowania metabolitoigwych z tego typu &in.

Rosliny miesazerne g cennymzrodiem wielu zwazkdéw chemicznych takich
jak: naturalne naftochinony, kwasy fenolowe, glikdy i aglikony flawonoidéw, a
takze i innych grup naturalnych zgakow chemicznych, ktére,ebac zwigzkami
farmakologicznie czynnymi, 3s powszechnie pozyskiwane 2z §lia i
wykorzystywane do produkcji lekow.

W medycynie ludowej i homeopatii wygi z rcélin migsazernych stosowane
byly od dawna jakosrodki pobudzajce wydzielanie sluzu, leczniczo, w
bronchitach, kaszlu i kokluszu. W ostatnich latgmbjawity sk doniesienia o
bakteriostatycznych i  przeciwnowotworowych wdavosciach  zwijzkow
zawartych w tkankach $bn mi¢sazernych, co na nowo zwrdcito uwagqa te
niezwykte organizmy. Metabolity wtérne z grupy metiinonéw oraz flawonoidéw
wykazup wiasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne, istgiejakze
doniesienia 0  wikgiwosciach  przeciwnowotworowych ~w  przypadku
naftochinonow.

Z uwagi na aktywn& farmakologiczg naftochinonéw i flawonoidow ciego
znaczenia nabrato opracowanie selektywnych i chukyetodyk przygotowania
probki/wsadu do rozdzielania, oznaczania i izolfigkcji metabolitow wtérnych
lub grup tyclie z ekstraktéw rdinnych.

Chromatografia cieczowa jest najéziej stosowas techniky do rozdzielania,
w celu okrélenia struktury, identyfikacji, oznaczania, a #akotrzymywania
metabolitow wtornych z ekstraktow stmmnych. Najstarsg technilg analityki
naftochinonéw i flawonoidéw jest chromatografiamdena, zaréwno bibutowa, jak
i cienkowarstwowa. Obecnie badania ekstraktoslimoych bogatych w substancje
z grupy naftochinonéw i flawonoidéw wykonuje ¢siprzede wszystkim z
wykorzystaniem techniki wysokosprawnej chromatadgrefeczowej (HPLC) w

skali analitycznej, a otrzymywanie czystych skikdmi z zastosowaniem
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preparatywnej chromatografii cieczowej (PLC). W yszcci mozna sSé
spodziewa otrzymywania na skal procesow okreslonych sktadnikow rélin
miesazernych. By tego rodzaju operacje i procesy bylykigfene, naley
opracowa& optymalne warunki ich realizaciji.

W czsci wprowadzajcej pracy dokonano przeglu literatury i poddano
krytycznej ocenie istnigge techniki i metody przygotowania probki / wsadu,
rozdzielania, identyfikacji i oznaczania oraz izeémia metabolitow wtoérnych z
grupy naftochinonéw i flawonoidéw z materiahslio mi¢sazernych.

Przeghd literatury wykazat,ze istnieje tam wiele procedur przygotowania
probki, rozdzielania, oznaczania, a #ek izolowania metabolitow sbnnych,
jednak dotychczas nie opracowano procedur uniweysh| przydatnych do
selektywnego rozdzielania metabolitow elszej grupy rélin, nawet ,tylko”
migsazernych. Warunki rozdzielania zaproponowane w literze § odpowiednie
do rozdzielania sktadnikow ekstraktow otrzymanych kankretnych rélin,
poddanych okrdonym warunkom elicytacji i otrzymanych w oklenych
warunkach ekstrakcjilugowania. W przypadku pojawae st w ekstrakcie
dodatkowych substancjigtiacych wynikiem zmiany warunkéw hodowli dione;
(uprawy) czy sposobu i warunkow ekstrakcji / tugowa stag sie one
nieskuteczne, albo tylko exiowo skuteczne.

W czes$ci daswiadczalnej pracy opisano metody ppstwania, ktore zostaty
zastosowane w badaniach.

Metodyka przygotowania probki / wsadu do dalszytapéw rozdzielania
sktadnikébw materiatu dinnego ma znacexy wptyw na efektywn& analityki, a
szczegoOlnie preparatyki. W pierwszym etapie haadenano za konieczne zbadanie
i poréwnanie efektywnai, znanych dotychczas ,klasycznych” iesto nadal
stosowanych technik i warunkow operacji ekstrakgjdwania oraz nowoczesnych
technik i metod, ktére powinny bynacznie bardziej efektywne od tradycyjnych.

Na podstawie przegllu literatury dotyczcej technik i metod
ekstrakcji/flugowania wytypowano do porownawczychklddaefektywndci izolaciji
metabolitow wtornych z materiatudlonnego nasipujace techniki:

- ekstrakcja w aparacie Soxhlet’a,
- ekstrakcja w aparacie Soxhtegnodyfikacja ekstrakcji w aparacie Soxhlet'a),
- ekstrakcja na drodze maceracji z jednoczesnymzgsgniem,

- ekstrakcja wspomagana dziataniem fal mikrofalowyyc
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- sonifikacja w tani ultradzwickowej,

- ekstrakcja wspomagana dziataniem dezintegratitnadwickowego,

- ekstrakcja za pomadiomogenizatora wysoko obrotowego o wysokiej szybko
scinania.

Badania dotycxe rozdzielania, oznaczania, identyfikowania i azgfl
metabolitow wtérnych z materialu doonego wykonano z zastosowaniem
nastpujacych technik rozdzielania:

- cienkowarstwowej chromatografii cieczowej w odesaym uktadzie faz
(RP-TLC)

- cienkowarstwowej chromatografii cieczowej w noyan uktadzie faz (NP-
TLC)

-wysokosprawnej chromatografii cieczowej w normatnyktadzie faz (NP-
HPLC);

- wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwniym uktadzie faz (RP-
HPLC);

W badaniach uwzgtniono nasfpujace techniki detekcji: spektrofotometria
UV — VIS — detektor spektrofotometryczny z matryotodiodows (UV-VIS typu
DAD).

Cele castkowe bada sformutowano naspujaco:

1. Zbadanie i porownanie efektyw§w technik ekstrakcji / tugowania metabolitow
wtornych z materiatu surowegostim miesazernych takich jak:

- ekstrakcja w aparacie Soxhleta,

- ekstrakcja w aparacie Soxhtgenodyfikacja ekstrakcji w aparacie Soxhleta),

- ekstrakcja na drodze maceracji z jednoczesnymzgsgniem,

- ekstrakcja wspomagana dziataniem fal mikrofalowyyc

- sonifikacja w tani ultradzwickowej,

- ekstrakcja wspomagana dziataniem dezintegratitnadwickowego,

- ekstrakcja za pomadiomogenizatora wysoko obrotowego o wysokiej szybiko
scinania.

2. Dobor selektywnych  skiadnikbw eluentu do rozdziganzwigzkow
chemicznych oraz wybranych metabolitow z metanoldwgkstraktéw réin
migsazernych w normalnych oraz odwréconych ukladach faz pomog

cienkowarstwowej chromatografii cieczowe).
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3. Opracowanie selektywnej i mbwie szybkiej metodyki rozdzielania i
identyfikowania za pomac widm UV-VIS wybranych flawonoidéw:
kwercetyny i  mirycetyny oraz naftochinonéw: chloapbaginy,
hydroksyplumbaginy, plumbaginy i ramentaceonu wameklowych ekstraktach
z radlin migsazernych, w warunkach odwrdconych ukladow faz orazcjel
gradientowej.

4. Opracowanie metodyki rozdzielania i izolowania wamych flawonoidéw i
grupy naftochinonéw, zawartych w metanolowych eldach za pomac
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroadnyuktadach faz w
warunkach elucji skokowej.

5. Opracowanie metodyki rozdzielania i izolowania waiych naftochinondéw,
zawartych w chloroformowych ekstraktach z slim migsazernych z
wykorzystaniem wysokosprawne] chromatografii cieegp w warunkach
normalnego i odwroconego uktadu faz oraz elucjikiabycznej, w skali
modelowej, w warunkach braku przetadowania oraz waruwkach

przetadowania kolumny.

W czsci ,Wyniki i dyskusja” zamieszczono najwaiejsze rezultaty i
szczegotowe wnioski.
Na podstawie studiow literaturowych oraz wynikow déa tej pracy

sformutowano poriisze wnioski kacowe.

Badania nad poréwnaniem efektywnéci wybranych technik ekstrakcji /

lugowania metabolitdw z materiatu mokregoDionaea muscipula

1. Optymalny czas operacji ekstrakcji, w aparacie 8&Xisubstancji z materiatu
roslinnego z gatunkuD. muscipulawynosi 1 godzia. Prowadzenie procesu
ekstrakcji w aparacie Soxt®powyzej 1 godziny nie prowadzito do zykiszenia
zawartgci wyekstrahowanych metabolitowad?z grup substancji lub przyrost
ten byt bardzo nieznaczny.

2. Optymalny czas maceracji z jednoczesnym wgganiem to 15 godzin.
Prowadzenie procesu maceracji zdiuniz 15 godzin nie zwikszytlo znacznie
zawartdci wyekstrahowanych metabolitbw oraz innych azidw. W
przypadku mirycetyny oraz zwiakow sklasyfikowanych w grupie 6, ich

zawartd¢ w otrzymanym powiej 15 godzin ekstrakcie spadta. Zastosowanie
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mieszania (wytrgsania) podczas maceracji wydaje korzystnie wptywa na
optymalny czas prowadzenia procesu, ggyzedstawiony w literaturze czas
maceracji metabolitdw z materiatusimnego bez mieszania jest o wiele dimy
(72 h -[9]),48 h - [16]).

. Z przeprowadzonych baflanad doborem optymalnych warunkéw ekstrakcji /
lugowania za pomacmikrofal metabolitow z rédin migsazernych wynika, 1
nie mana jednoznacznie okile¢ optymalnego czasu prowadzenia operaciji
ekstrakcji dla wszystkich sktadnikéw zawartych wtemgle rglinnym.

Dla sktadnikéw materiatu &tinnego sklasyfikowanych w grupach 2 - 6 oraz dla
kwercetyny i mirycetyny optymalny czas prowadzermiperacji ekstrakcji
wynosi 4 minuty. Ekstrakcja prowadzona paey4 minut powoduje rozkiad
substancji (w przypadku kwercetyny i grupy 6) lutakiycznie nie zmienia
zawartdci wyekstrahowanych substancji (grupa 2 - 5 orazceityna).

Dla plumbaginy oraz sktadnikow zawartych w grupivdzej optymalny czas
prowadzenia ekstrakcji wyniost 8 minut.

R&znice w optymalnym czasie procesu ekstrakcji za pmmmikrofal dla
skfadnikbw materiatu dinnego wynikaj z r&znicy w ich polarnéci, czyli z
réznej wartéci elektrycznego momentu dipolowego. W zzku z powyszym
zwigzki takie, jak plumbagina oraz substancje sklasyfitne w grupie
pierwszej, charakteryzage se¢ niska polarndcia (niska wartagscia momentu
dipolowego) pobieraj mniejsz ilos¢ energii podczas procesu ekstrakcji
wspomaganiej mikrofalami nitakie zwgzki, jak flawonoidy (kwercetyna i
mirycetyna) oraz sktadniki grup 2-6.

. Wzrost temperatury operacji ekstrakcji za pomadtradzwickow w tazni
ultradzwickowej oraz z wykorzystaniem dezintegratora ubtveigkowego, jak
rowniez za pomog homogenizatora wysokoobrotowego wplyma wyzszy
stopien wyekstrahowanych metabolitow stmnych z materiatu rdinnego.
Podniesienie temperatury procesu z %D na 50°C wplyreto na wysz
rozpuszczalng& metabolitbw w ekstrahencie, a takna wzrost oddziatywa
desorpcyjnych. Jako optymalny czas prowadzeniagstoekstrakcji za pomgc
ultradzwickdw w tazni ultradcwickowe] oraz za pomac dezintegratora
ultradzwickowego, jak rownig za pomog homogenizatora wysokoobrotowego

uznano 8 minut.
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5. Bioragc za mia¢ efektywndci ekstrakcji ilg¢ wyekstrahowanego metabolitu
oraz czas trwania operaciji, techniéptymalr do izolowania plumbaginy oraz
substancji z grup 1-3 (zw#ki stosunkowo mato polarne) z materiatsliro
miesazernych jest ekstrakcja za pomaoaezintegratora ultrasvickowego
(UAE).

6. Technika ekstrakcji / tugowania optymalna dla sabsji z grupy 4-6 oraz dla
flawonoidéw- kwercetyny i mirycetyny (zwaki stosunkowo polarne), to
ekstrakcja za pomaanikrofal (MAE).

7. Stezenia poszczegoélnych grup zwmkow lub pojedynczych metabolitow
uzyskane w optymalnych, specyficznych warunkach dinej techniki
ekstrakcyjnej, & poréwnywalne i niezaime od zastosowanej techniki
ekstrakcjilugowania, natomiast czas ekstrakcjdiugnia jest bardzo
zrGznicowany.

8. W przypadku trwatych zwikdéw korzystne jest podwgzenie temperatury
operacji, co ewidentnie powoduje wzrost efektywanoJednake, w przypadku
nietrwatych zwizkéw naley prowadzé ekstrakoj/tugowanie w obrionej

temperaturze, w atmosferze gazu ebwgo oraz przy zaciemnieniu.

Badania wptywu rodzaju kwasu jako dodatku do eluent na rozdzielanie

flawonoidéw w odwréconym uktadzie faz

1. Z przeprowadzonych baflaotyczcych wptywu rodzaju kwasu na rozdzielanie
flawonoidéw, wynika,ze biogc pod uwag asymetr piku oraz liczlg potek
teoretycznych dla kwercetyny jak i mirycetyny npgeym modyfikatorem fazy
ruchomej okazat gikwas siarkowy.

2. Z kolei zaobserwowano zdecydowaniekgzy czas retencji oraz wspoétczynnik
retencji flawonoidéw przy zastosowaniu kwasu octgwvgako dodatku do
eluentu. Oznacza taze obecné metylowych grup funkcyjnych w kwasie
octowym i efekt solwatacji wptywa na wzrost hydrodovasci rozdzielanych
solwatéw. Piki analizowanych flawonoidéw przgygiu fazy ruchomej, w sktad
ktérej wchodzit kwas octowy, cechuje eksze rozmycie (dyspersja) oraz
wicksza asymetria aiw przypadku analiz z wykorzystaniem kwasu siarkgove
Jest to spowodowane tyme kwas octowy tworzy wksze solwaty, i kwas
siarkowy, przez co kmie warté¢ wspoétczynnika dyfuzji.
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3. Zastosowanie kwasu trifluorooctowego (TFA), ktéoak jmana zauway¢ w
literaturze jest obecnie najgriej stosowanym modyfikatorem fazy ruchomej,
nie jest korzystne. Wyniki wskazy)j ze liczba poétek teoretycznych jest
stosunkowo mata w poréwnaniu do liczby potek teaetych uzyskanych z
zastosowaniem kwasu siarkowego. Wairtavspotczynnika asymetrii As oraz
Asp 1 pikdw kwercetyny i mirycetyny, w analizach przy sowaniu TFA jest
doé¢ dwza, co take mae niekorzystnie wptywana proces ich rozdzielania i
oznaczania w ekstraktachslianych. Czas retencji i wspotczynnik retencji zak
nie g wartagsciami zadowalajcymi w porownaniu do wynikow jakie uzyskano
dla kwasu octowego.

4. Biorgc pod uwag wnioski, z przeprowadzonych badaad wptywem kwasu,
jako dodatku do eluentu, do rozdzielania flawonwid® odwréconym uktadzie
faz, zdecydowanozinajkorzystniejsze jest stosowanie w dalszych biadhn
dwoch kwasow, siarkowego i octowego.

W badaniach nad rozdzielaniem, oznaczaniem i idi&atja metabolitow
zawartych w materiale §bn mi¢sazernych zdecydowano ¢sina stosowanie
kwasu siarkowego.

W badaniach nad opracowaniem warunkow rozdzielaz@aciji metabolitow z
materiatu rélin miesazernych zdecydowano o konieczobstosowania kwasu
octowego. Kwas octowy jest kwasemzdustabszym od kwasu siarkowego, a
przede wszystkim jest bardziej lotny, gkiiczemu usuricie go z otrzymanych
po procesie chromatograficznym w skali preparatywinakcji bogatych w

poszczegolne metabolity jest tatwiejsze.

Badania nad doborem selektywnych sktadnikow eluentudo rozdzielania
metabolitow z ekstraktow metanolowych rdélin miesazernych za pomoag
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej w odwrocoym uktadzie faz (RP-
TLC)

1. Badania metanolowych ekstraktow slin migsazernych z gatunkdéw:D.
muscipula D. binatg D. aliciae D. capensis przy wyciu cienkowarstwowej
chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie {&P-TLC), wskazuyj, na
koniecznd¢ zastosowania elucji gradientowej, w celu selekiggm
rozdzielenia, oznaczenia i identyfikowania wszydtksktadnikow ekstraktow

roslinnych.
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Sktadnikami eluentu w odwréconym uktadzie faz pawinby¢ nastpujace
rozpuszczalniki:

- izopropanol, gdi przy zastosowaniu tego rozpuszczalnika rozdzielefega
najwicksza ilég¢ substancji z ekstraktow dinnych, jednake mato selektywnie
rozdziela on flawonoidy,

- metanol, poniewa wptywa na selektywne rozdzielenie flawonoidow:
mirycetyny i kwercetyny,

- tetrahydrofuran, gdy jego obecn& w eluencie powoduje selektywne
rozdzielenie chloroplumbaginy i droseronu, wkézaci badanych ekstraktow.

. Badania, z wykorzystaniem chromatografii planarnggkazuy, iz do
rozdzielania i oznaczania sktadnikow ekstraktovodim migsazernych, naley
wykorzyst&g elucg gradientow, ze wzgédu na duag ilos¢ skladnikow
ekstraktéw o bardzo zkdicowanej hydrofobow&ei. Jej program powinien i
rozpoczyné od wysokiej zawartei wody i niskiego stzenia sktadnikow
organicznych, a naginie powinien przebiega liniowy wzrost s¢zenia
skfadnikbw organicznych w eluencie. Po uzyskaniadreielenia w¢kszaci
sktadnikow probki, program elucji powinien jeszqaeebiegé izokratycznie z
najwickszy sitg elucyjms, w celu wyeluowania z kolumny substancji silnie
Zwigzanych z powierzchgiwypetnienia. Dodatkowo nitiwe jest zastosowanie
przeptywu zwrotnego eluentu w kolumnie, w celu oslkego oczyszczenia

kolumny po zakaczeniu rozdzielania sktadnikow ekstraktowlmanych.

Badania nad doborem selektywnych sktadnikow eluentudo rozdzielania

metabolitow z ekstraktow metanolowych rdélin migsazernych za pomog

cienkowarstwowej chromatografii cieczowej w normalym uktadzie faz (NP-
TLC)

1. W przypadku zastosowania jako fazy ruchomej izopnmu oraz octanu etylu

zaobserwowano, zi rozdzieleniu ulegto najwcej skladnikéw ekstraktéw
roslinnych, jednake r&nice pomé¢dzy wartgciami wspotczynnikow opinienia

hRf dla poszczegdlnych sktadnikow ekstraktowlinmych przy zastosowaniu
izopropanolu & mniejsze. Nalgy takze zaznaczy, ze na chromatogramach
uzyskanych z zastosowaniem izopropanolu oraz octglu widoczne jest

zjawisko ,,ogonowania” plamek, odpowiadeym flawonoidom.
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. Zastosowanie tetrahydrofuranu oraz dioksanu jakoy feuchomej pozwala
uzyska& rozdzielenie podobnej ioi skiadnikow z ekstraktow metanolowych
roslin migsazernych, lecz jest ona mniejszaz mrzy wykorzystaniu podczas
rozdzielania skladnikow ekstraktow jako gazuchony izopropanolu hdz
octanu etylu. Naley zaznaczy, ze zastosowanie dioksanu podczas rozdzielania
ekstraktow rélinnych pozwala otrzyma wigksze, w poroéwnaniu do
rozdzielania z wykorzystaniem THF-u,zréce wartdci wspotczynnikow hRf
pomiedzy poszczegolnymi sktadnikami, a szczegodlnie pday flawonoidami.

. Eter tert-butylowo-metylowy spowodowat stosunkowmbre rozdzielenie
sktadnikéw ekstraktu, dodatkowo chloroplumbagihgdroksyplumbagina maj
znacznie rénigce s¢ dtugaci drogi migracji. Podobnie, jak w przypadku
wykorzystania izopropanolu i octanu etylu do roetlmia skladnikow
ekstraktow meéna zauway¢ zjawisko ,ogonowania” plamek kwercetyny i
mirycetyny.

. Chlorek metylenu wykazat dé6 dobre zdolnéci rozdzielania sktadnikow
ekstraktow rélinnych, biogc pod uwag, rdznice w wartgciach
wspotczynnikbw opsnienia dla poszczegdlnych substancji. Jednakéé ilo
rozdzielonych sktadnikow ekstraktow nie byta zadiajyaa.

. Chloroform wykazat bardzo mgptprzydatné¢ do rozdzielania sktadnikow
ekstraktow z rélin owadaernych, gdy ilos¢ rozdzielonych substancji byta
najmniejsza. Wart@ wspoitczynnika Rf dla flawonoidéw przy zastosowaniu
chloroformu wynidst zero, céwiadczy o tym,ze w ogole nie ,ruszyty” one z
miejsca zadozowania probek wzorcow flawonoidow @lestraktow z rdin.

. Badania, z zastosowaniem formamidu jako fazy rua)jomykazaly,ze posiada
on zbyt dug site elucji, o czym swiadczy to, z wszystkie sktadniki
naniesionych probek pagyty wraz z czotem fazy ruchomej. Dlatego niezma
bytlo wyznaczy drogi migracji poszczegolnych sktadnikow, a cotga idzie
wspotczynnikow hRf.

. Wykonane badania w normalnym ukiadzie faz cienketvawej
chromatografii cieczowej z wykorzystaniem eluentgadnosktadnikowych
wykazaty, ze rozpuszczalniki, ktére powinnychyzyte w dalszym etapie bagla
nad optymalnym sktadem eluentu do rozdzielania nodtavych ekstraktow
roslin owadaernych, to octan etylu lub izopropanol, gdyzastosowaniem tych

rozpuszczalnikdw rozdzieleniu ulegto nagee] skladnikow ekstraktow
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roslinnych. Jednake, ze wzgidu na to, 4 izopropanol wykazuje wiszy
lepkas¢, niz octan etylu, co zwkszy opory przeptywu na wlocie do kolumny
chromatograficznej, zalecane jest zastosowanienocttylu. Korzystne jest
réwniez wykorzystanie eteru t-butylowo-metylowego (MTBER)pniewa w
przeprowadzonych badaniach spowodowat stosunkowbredaozdzielenie
sktadnikéw ekstraktu, a dodatkowo chloroplumbagirez hydroksyplumbagina

wykazaly znacznie tigce s¢ dugasci drogi migracii.

Badania nad optymalizacp warunkéw rozdzielania, oznaczania i identyfikacji

wybranych metabolitéw z ekstraktéw metanolowych rélin miesazernych z

wykorzystaniem techniki HPLC w warunkach odwrécone@ uktadu faz oraz

elucji gradientowej

1.

Izopropanol, bdacy organicznym sktadnikiem eluentu, nadaje mu odpding
site elucyjry, ponadto jego zastosowanie pozwala selektywniedzieli¢
flawonoidy oraz naftochinony od substancji im tomyemzcych. Wartgci
wspotczynnikdéw retencji sktadnikéw ekstraktow, ramdanych przy #yciu
eluentu, ktorego skladnikiem jest izopropanol, dopj sic w optymalnym

przedziale warti.

. Eluent, ktorego sktadnik stanowit metanol wykazigialy site elucyjm,

aczkolwiek bardzo selektywnie pozwala rozdZidlawonoidy medzy sola.
Wartasci wspotczynnikdw retencji substancji rozdzielanygtwyzsze od 10, co

wptywa na diugi czas analizy ekstraktow.

. Zastosowanie tetrahydofuranu, jako organicznegadskka eluentu, pozwala

mniej selektywnie i w przypadku izopropanolu i metanolu rozdzidbadane

zwiazki.

. Uktad chromatograficzny, w ktérym wykorzystano acetryl jako skiadnik

eluentu, wptygt na bardzo selektywne rozdzielenie kwercetyny wastanciji jej
towarzysacych w ekstrakcie Dionaea muscipul@raz mirycetyny zawartej w
ekstrakcie zDrosera aliciae od substancji jej towarzyseych. Rozdzielenie
naftochinonbw z zastosowaniem acetonitrylu okazag selektywne,
aczkolwiek wartéci k substancji rozdzielanych byly znacznieckgze ni w

przypadku izopropanolu czy THF-u.

. Badania wykonane z zastosowaniem RP-HPLC potwigrdzezultaty

otrzymane za pomadechniki RP-TLC i wskazaly na koniecZta@astosowania
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eluentu wielosktadnikowego do rozdzielania | ozm@eda metanolowych
ekstraktow z rélin miesazernych.

6. Do stworzenia optymalnego programu elucji do rogldziia, oznaczania i
identyfikacji sktadnikéw ekstraktow ébnnych wybrano mieszangnwody z
kwasem siarkowym o pH=3 oraz rozpuszczalniki orgame: metanol i
izopropanol. Metanol, poniewa wptywat na selektywne rozdzielenie
flawonoidéw oraz izopropanol, gdypozwolit na selektywne rozdzielenie
naftochinonow.

7. Wyniki analiz rozdzielenia, oznaczania i identyfikasktadnikow ekstraktow
roslin miesazernych, za pomagc eluentu trojsktadnikowego w RP-HPLC z
wykorzystaniem elucji gradientoweja szadowalajce dla metanolowych
ekstraktow rélin z gatunkuD. muscipulaorazD. aliciae Dla ekstraktow D.
capensis D. binataprogram elucji wymaga jeszcze modyfikacji, ktopaiasvi,
iz rozdzielenie zawartych w nich substancigdbe bardziej selektywne i
pozwoli rozdzielt wigcej sktadnikdw ekstraktow.

8. Ekstrakt metanolowy z inny migsazernejDrosera aliciaezawiera najwiksz
ilos¢ sktadnikow wrdd badanych ekstraktéwélmnych.

Badania za pomac RP-HPLC potwierdzity rezultaty otrzymane z
zastosowaniem RP-TLCz inajprawdopodobniej ekstrakt R. capensisnie
zawiera chloroplumbaginy, a ekstraktDz binata nie zawiera droseronu lub
wystepuja one w sgzeniach poniej granicy wykrywalnéci.

9. Stwierdzono celow&t stosowania detektora UV — VIS typu DAD oraz
wykorzystania widm w UV, tworzonych przez ten détek do identyfikacji
substancji oraz okgétenia stopnia nalenia pikdw chromatograficznych.

Badania nad optymalizach warunkéw rozdzielania i izolowania wybranych

metabolitow z  ekstraktow metanolowych rdlin  miesazernych z

wykorzystaniem techniki HPLC w odwréconym uktadzie faz w warunkach

elucji skokowej

1. Metanolowe ekstrakty z ébn mi¢gsazernych charakteryzgijsic bardzo bogatym
sktadem. Zawiergjone zaréwno d@& mato polarne naftochinony, jak rownie
w duzej ilosci wzglednie polarne flawonoidy. W celu uzyskania optymamy

warunkoéw rozdzielania flawonoidow z metanolowych steéktow ralin
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migsazernych naley zastosowa etapowe rozdzielanie sktadnikoéw ekstraktow
roslinnych z wykorzystaniem elucji skokowej.

2. Opracowany program dwustopniowej elucji skokowepwolit w pierwszym
etapie, z zadawalgym wspotczynnikiem selektywdoi rozdzieltc wybrane
metabolity z grupy flawonoidéw, takie jak rutynaydercetyna, mirycetyna, jak
rowniez hydroksyplumbagign od substancji bezgeednio im towarzysgeym. W
drugim etapie programu elucji opracowanej metodykuujp pozostate
naftochinony zawarte w ekstraktachslnonych, takie jak chloroplumbagina,
plumbagina bdz ramentaceon.

3. Frakcja, uzyskana za pompopracowanej metodyki, zawiegap naftochinony
(za wyptkiem hydroksyplumbaginy) powinna w dalszym etapi@da byc
rozdzielona na poszczegoélne zeki chemiczne za pomecchromatografii
cieczowej w normalnym uktadzie faz.

4. Zaproponowany uktad chromatograficzny odznaczassisunkowo wysokimi
wspotczynnikami  selektywrdoi «, co powinno pozwoli na osigniccie
wysokiego, maksymalnego stopnia przetadowania kojunMa to ogromne
znaczenie biac pod uwag fakt, iz efektywnd¢ rozdzielania i izolowania
wybranych flawonoidow oraz hydroksyplumbaginy ztedsow metanolowych
w skali preparatywnej z zastosowaniem proponowanegitadu

chromatograficznego mogta by owysoka.

Badania nad optymalizach warunkéw rozdzielania i izolowania wybranych

naftochinondw z ekstraktow chloroformowych r@lin miesazernych z

wykorzystaniem techniki HPLC w odwroconym uktadzie faz (RP-HPLC) w

warunkach elucji izokratycznej w skali modelowej

1. Optymalny ukiad chromatograficzny do rozdzielania ktagnikow
chloroformowych ekstraktow Drosera aliciaei Dionaea muscipulato zel
krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymipdalany procesowi
usuwania resztkowych grup hydroksylowych (arendcappell jako faza
stacjonarna i dwusktadnikowy eluent, skiadsj sie z wody oraz acetonitrylu z
dodatkiem kwasu octowego w proporcjachetdsiciowych acetonitryl : woda
45:55 + 0,1% kwasu octowego V/v.

2. Fazy ruchome, dglace mieszanip wody z metanolem, tetrahydrofuranem lub

dioksanem nie wykazgjselektywndgci rozdzielania plumbaginy i ramentaceonu
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od substancji towarzyseych na optymalnym poziomie lub wspotczynnik
retencji rozdzielanych naftochinonow jestdwyzszy od optymalnego (>10).

. W celu elucji sktadnikéw ekstraktow silnie sorboweh do powierzchni fazy
stacjonarnej, zastosowano przeptyw zwrotny eluemiu kolumnie tzw.
.backflash”, co skrécito czas catego procesu rozldmia. Dzgki takiemu
rozwigzaniu nie byto potrzeby stosowania elucji skokowekoncowym etapie
rozdzielenia. Jest to oczy$gie rozwiazanie korzystne, poniesvamija st etap
kondycjonowania kolumny chromatograficznej pgknwym eluentem.

. W uktadzie chromatograficznym, w ktérym zastosow&otumre LiChrospher
RP 18e, Jum, 250 x 4 mm oraz eluent acetonitryl : woda 45t53,1% kwasu
octowego v/v, zbadano mlowvos$¢ powiekszenia skali rozdzielania i izolowania
plumbaginy oraz ramentaceonu. Badania wykazaéy,maksymalny stopie
przetladowania steniowego wynosi odpowiednio dla plumbaginy ok. 2, 70*
g/g sorbentu oraz dla ramentaceonu 1,13 %@ sorbentu.

. Czysta¢ frakcji bogatych w plumbagine lub ramentaceonzytranych w
opracowanych, optymalnych warunkach z zastosowanigmetadowania
stezeniowego wynosita dla plumbaginy — 92% oraz dlagataceonu 99,99%.

. Produktywnd¢ kolumny wyraona w [g / mih] wynosita dla plumbaginy -32,2,

a dla ramentaceonu — 48,1.

Badania nad optymalizach warunkéw rozdzielania i izolowania wybranych
naftochinonéw z ekstraktow chloroformowych rdglin  miesazernych z
wykorzystaniem techniki HPLC w normalnym uktadzie faz (NP-HPLC) w
warunkach elucji izokratycznej w skali modelowej

1. Optymalny ukiad chromatograficzny do  rozdzielania ktagnikow

chloroformowych ekstraktow Drosera aliciaei Dionaea muscipulato zel
krzemionkowy jako faza stacjonarna i dwusktadnikasiyent, sktadary sk z
n-heptanu (n-heksan) oraz dioksanu z dodatkiem kkwetowego w proporcjach
objetosciowych odpowiednio dla ekstraktu @rosera aliciae (98,5:1,5 v/v +
0,05% kwasu) oraz dla ekstraktuDzonaea muscipuld99,6:0,4 viv + 0,05%
kwasu).

. W celu wyeluowania sktadnikow ekstraktow silnietsmranych do powierzchni
fazy stacjonarnej zastosowano przeptyw zwrotny réluew kolumnie tzw.

.backflash”, co skrécito czas catego procesu rogidmiia.
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3. W uktadzie chromatograficznym, w ktorym zastosowa&obumre Nucleosil
50A, (3um, 250 x 4mm) oraz eluemtheksan : dioksan + 0,1% kw. octowego
zbadano mdiwos¢ powigkszenia skali rozdzielania i izolowania
naftochinonéw. Badania wykazatge maksymalny stopie przetadowania
stezeniowego wynosi odpowiednio dla plumbaginy ok. 1a* g/g sorbentu
oraz dla ramentaceonu 3,3*16/g.

4. Czystaé¢ frakcji bogatych w plumbagine lub ramentaceonzytranych w
opracowanych, optymalnych warunkach z zastosowanigmetadowania
stezeniowego wynosita dla plumbaginy — 97,5% oraz draentaceonu 99,95%.

5. Produktywndé kolumny wyraona w [g / ndh] wynosita dla plumbaginy -30,1,
a dla ramentaceonu — 50,9.
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9. ABSTRACT AND CONCLUSIONS

The purpose of this dissertation is to explore amaster the problem of
selection the optimal conditions of preparation glenfor analysis or charge to the
process of separation and yield of individual congs or groups of plant
material, such as carnivorous plants (especiabgdtivores) and development of
the most versatile procedures of separation, cteraation and isolation of
secondary metabolites of this type of plant.

Carnivorous plants are a valuable source of maeynatel compounds such as:
natural naphthoquinones, phenolic acids, glycosaahelsaglucones of flavonoids, as
well as other groups of natural compounds, whichplarmacologically active
compounds are generally derived from plants and tseroduce drugs.

In natural medicine and homeopathy carnivoroustpatracts have been used
for a long as agents stimulating the secretion afcus, therapeutically in
bronchitis, cough and whooping cough. In recentydiacre have been reports of
bacteriostatic and anti-cancer properties of comgsupresent in the tissues of
carnivorous plants, which once again drawn attentio these extraordinary
organisms. Secondary metabolites from the grouthaguinones and flavonoids
exhibit antibacterial and antifungal activitieseté are also reports of anti-cancer
properties of naphthoquinones.

Due to the pharmacological activity of naphthoquie® and flavonoids a great
importance was gained by development of selectha sensitive methodologies
for preparation of sample/charge for separatiomratterization and isolation of
the fraction of secondary metabolites or grouptheim from plant extracts.

Liquid chromatography is the most widely used teghe for the separation, in
order to determine the structure, identificatiomaracterization, and yield of
secondary metabolites from plant extracts. The sbldechnique for analysis of
naphthoquinones and flavonoids is planar chromatggr, both paper and thin
layer. Currently, the study of plant extracts riohsubstances from the group of
naphthoquinones and flavonoids and performed piiynasing high performance
liquid chromatography technique (HPLC) in an anedjtscale, and preparation of
pure components using preparative liquid chromaiaigy (PLC). In the future it
can expected to yield the specific components afigarous plants in a process
scale. To assure the effectiveness of these opesatind processes, the optimal

implementation conditions must be developed.
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In the introduction there was performed a reviewhef available literature and
subjected to critical evaluation were existing teghes and methods of sample
preparation /charge, separation, identification determination and isolation of
secondary metabolites from group of naphthoquinoaed flavonoids from
carnivorous plant material.

Review of the literature showed that there wher@ymarocedures for sample
preparation, separation, characterization, andiatdation of plant metabolites, but
have not yet developed any universal proceduresulu®r the selective separation
of a larger group of plant metabolites, even "justtnivores. Separation conditions
proposed in the literature are suitable for sepmrabf extracts components
obtained from specific plants, subject to certalicitation conditions received
under particullar conditions of extraction / leadhi If there are any additional
substances present in the extract as a resultasfges in the conditions of plant
cultivation (crops) or the manner and conditiondhe extraction / leaching, they
become ineffective, or only partially effective.

In the experimental part of this work the methodediin the research were
described.

Methodology of sample/charge preparation for furtsiages of separation of
ingredients from plant material has a significamipact on the effectiveness of
analytic, especially the preparation. In the fisshge of the research it was
considered necessary to examine and compare teetieéiness of previously
known as "classic" and often still in use technguend conditions of the
extraction/leaching operations and modern techsicared methods which should
be much more efficient than traditional ones.

Based on review of the literature on techniques améthods of
extraction/leaching the following techniques werelested for comparative
effectiveness studies of secondary metaboliteatsdlfrom plant material:

- Soxhlet extraction

- Soxhte€ extraction (Soxhlet extraction modification)
- extraction through maceration with simultaneshiaking
- extraction supported by microwaves

- sonification in ultrasonic bath

- extraction supported by ultrasonic disintegrator

- extraction with high shear mixer
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Research on separation, characterization, ideatific and isolation of
secondary metabolites from plant material was peréal using the following
techniques of separation:

- reverse phase — thin layer chromatography (RE)TL

- normal phase — thin layer chromatography (NP-JFLC

- normal phase — high performance liquid chromtpigy (NP-HPLC)
- reverse phase — high performance liquid chrografghy (RP-HPLC)

In the studies the following detection techniquesewsed: spectrophotometry
UV - VIS - spectrophotometric detector photodiodatmx (UV-VIS-type DAD).

Research sub-goals were defined as:

1. Examination and comparison of the effectivenessextraction / leaching
technigues of secondary metabolites from the ravenah of carnivorous plants
such as:

- Soxhlet extraction

- Soxhte€ extraction (Soxhlet extraction modification)
- extraction through maceration with simultaneshiaking
- extraction supported by microwaves

- sonification in ultrasonic bath

- extraction supported by ultrasonic disintegrator

- extraction with high shear mixer

2. The choice of selective components of the eluenthfe separation of chemical
compounds and selected metabolites from methanmhatg of carnivorous
plants using normal and reversed-phase thin ldy@meatography.

3. Development of selective and rapid separation dedtification methods using
UV-VIS spectra of selected flavonoids: quercetind amirycetin and
naphthoquinones: chloroplumbagin, hydroksyplumbagiplumbagin and
ramentaceone in methanol extracts from carnivonplast, in conditions of
reversed-phases and gradient elution.

4. Development of methodology for separation and temleof selected flavonoids
and group of naphthoquinones contained in the metha&xtracts using
reversed-phase high performance liquid chromatdgyrap the step elution
conditions.

5. Development of methodology for separation and tsmia of selected

naphthoquinones contained in chloroformic extraétsarnivorous plant, using
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normal and reversed phase high performance liguicbncatography and
isocratic elution, in a model scale, in conditiook none-overloading and

overloading of the column.

In the "Results and Discussion" section there wiaerduded for the most
important results and the detailed conclusions.
Based on the study of literature and researchteestithis work the following

conclusions were formulated.

Research on the comparison of the effectiveness sélected techniques for
extraction/leaching of metabolites from the raw plat material of Dionaea
muscipula

1. The optimum time for extraction process in the dxapparatus for substances
from plant material of th®. muscipulaspecies is 1 hour. Keeping the extraction
process in the Soxt@@pparatus for more than 1 hour did not lead tmarease
in the content of extracted metabolites or groupsubstances or growth was
very slight.

2. The optimal duration of the maceration process vattaking it 15 hours.
Conducting the process of maceration for more tt&armours did not increase
significantly the content of extracted metabolitaad other compounds,
additionally for miricetin and compounds classifiedgroup 6 their content in
extract gained after more than 15 hours decreafbd. implementation of
mixing (shaking) during the maceration process app# affect positively the
optimum time of process, because described initbeature processes time of
maceration of metabolites from plant material withenixing is much longer
(72 h -[9]), 48 h - [16]).

3. Studies on selection of optimal conditions for agtion/leaching using
microwave for metabolites of carnivorous plants vehothat the optimal
extraction process time cannot be clearly deterchif@ all components
contained in plant material.

For components of plant material classified in g®o@, 3, 4, 5, 6, and also for
guercetin and miricetin optimum extraction proceés® is 4 minutes. Extraction

carried out over four minutes causes destructioa stibstance (for quercetin
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and group 6) or practically does not change thderdrof extracted substances
(group 2, 3, 4, 5 and miricetin).

For plumbagin and components from group 1 optimdiaetion time was 8
minutes.

Differences in the optimum time duration of the raegtion process via
microwaves for components of plant material conoenfthe differences of their
polarity, i.e. from different values of the electrdipole moment. Therefore,
compounds such as plumbagin and substances daassifi the first group,
characterized by low polarity (low value of dipaleoment) are accumulating
less energy during the microwaves supported extraprocess than compounds
such as flavonoids (quercetin and miricetin) anghgonents of groups 2-6.

. Temperature increase of the extraction processinl@asonic bath and using
ultrasonic disintegrator, as well as using a higbas mixer resulted in a higher
level of plant metabolites extracted from plant enai. Raising the process
temperature from 30 °C to 50 °C resulted in a higlodubility of metabolites in
extract, as well as an increase of desorptionasteams. As an optimal time of
the extraction process in an ultrasonic bath amugustrasonic disintegrator, as
well as using a high shear mixer was 8 minutes.

. Using as the measure of the extraction efficienoy amount of extracted
metabolite and operation time, the optimal techaidor the isolation of
plumbagin and for substances of the groups 1-3at(vely less polar
compounds) of the carnivorous plant material igastion with an ultrasonic
disintegrator (UAE).

. The technique of extraction/leaching optimal fobstances of groups 4-6 and
for the flavonoids - quercetin and miricetin (relaty polar compounds), is the
microwaves extraction (MAE).

. Concentrations of particular groups of compoundsinalividual metabolites
obtained in the optimum, specific to the extractienhniques conditions are
comparable and independent of the extraction hiegctechnique, however the
extraction/leaching time is very diverse.

. In the case of stable compounds it is advantaggousicrease operation
temperature, which obviously results in highercadincy. However, in the case
of unstable compounds extraction / leaching prosbssild be performed at low

temperature in an inert atmosphere and in obscurity
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Studies on impact of acid addition to the eluent foseparation of flavonoids in

reverse phased system

1. Studies on the impact of acid type on the separatioflavonoids, shows that
taking into account the peak asymmetry and the murabtheoretical plates for
quercetin and miricetin best modifier of the molghease was sulfuric acid.

2. There was observed much greater retention time rabeintion factor of
flavonoids when the acetic acid as an additiveh® ¢luent was used. This
means that the presence of methyl functional granpacetic acid and the
solvation effect, increases the hydrophobicityhaf separated solvates. Peaks of
flavonoids analyzed using mobile phase, which «tiedi of acetic acid is
characterized by more blur (dispersion) and a greasymmetry than the
analysis with the use of sulfuric acid. This is dege the acetic acid creates
larger solvates than sulfuric acid, thereby inareaghe value of diffusion
coefficient.

3. Usage of trifluoroacetic acid (TFA), which as cam found in the literature is
currently the most widely used mobile phase modiftas not beneficial, as the
results indicate that the number of theoreticaltgslais relatively small
comparing to the number of theoretical plates oleiwith the use of sulfuric
acid. A value of the asymmetry factor Asnd As;, of the peaks of quercetin
and miricetin, in the analysis using TFA is quiege, which can also adversely
affect the process of their separation and detetioin of plant extracts.
Retention time and retention factor values are atgsatisfactory in comparison
to the results obtained for acetic acid.

4. Taking into account the conclusions of the studytreneffects of acid addition
to elunt, for separating the components of plamtagks of reverse phase, it was
decided that the best is to use in further stuitiesulfuric acid and acetic acid.
In studies on the separation, characterization idedtification of metabolites
contained in the carnivorous plant material decigedse sulfuric acid.

In studies on the development of conditions forasafpon and isolation of
metabolites from the carnivorous plant materiaduseetic acid. Acetic acid is a
much weaker acid than sulfuric acid, and above iallmore volatile, thus
removing it from received after the preparativelsc@romatographic fractions

rich in the various metabolites is easier.
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Studies on the selective choice of the eluent conmgmts for separation of the
metabolites from methanol extracts of carnivorous fants using reversed phase
thin-layer chromatography (RP-TLC)

1. Studies on the methanol extracts of the speciesaofivorous plantsD.
muscipula D. binata D. aliciag D. capensisusing reversed phase thin layer
chromatography (RP-TLC), indicate the need for gmatdelution in order to
selective separation, determination and identibcatll components of plant
extracts.

The components of the eluent for reversed phaseldhoe the following
solvents:

- isopropanol — using this solvent separated idatgest quantity of a substance
from plant extracts, however selectivity of flavad® separation is low,
- methanol, because it results in the selectivarsgjon of flavonoids: miricetin
and quercetin,

- tetrahydrofuran, because his presence in thenelesults in the selective
separation of chloroplumbagin and droseron in rob#te extracts.

2. Studies with use of planar chromatography indichi® for separation and
determination of components of carnivorous plantaets, it is recommended to
use a gradient elution, due to the large numbeoofponents in extracts with a
very diverse hydrophobicity. The process prograoukhstart with a high water
content and low concentrations of organic compoumas then must pass a
linear increase in the concentration of organic ponents in the eluent. After
the separation of most components of the sampeprbigram should still run as
isocratic elution of greatest strength elution fatee from the column the
substances strongly associated with the surfacethef stationary phase.
Additionally, it is possible to use reverse elutiointhe eluent in the column to
completely clean the column after the separationcafnponents of plant

extracts.
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Studies on the composition of selective components the eluent for the

separation of the metabolites from methanol extras of carnivorous plants

using normal phase thin-layer chromatography (NP-TIC)

1.

If as a mobile phase isopropanol and ethyl acetate used, it was observed
that many components of plant extracts were segdrdiut the differences
between the values of the delay coefficients hRfifidividual components of
plant extracts while using isopropanol are smalteshould also be noticed that
on the chromatograms obtained with the use of cqmgomol and ethyl acetate

there is a phenomenon "tailing" of spots seen spoerding to the flavonoids.

. Usage of tetrahydrofuran (THF) and dioxane as tlobil® phase allows the

separation of a similar amount of components frorath@nol extracts of
carnivorous plants, but it is less than with uséhasmobile phase of isopropanol
or ethyl acetate. It should be noticed that useiokane for the separation of
plant extracts allows to a receive larger, compatim separation using THF,
differences in coefficients hRf between the indiatl components, especially

between the flavonoids.

. Tert-butyl-methyl ether resulted in a relativelyogoseparation of the extract

components, in addition chloroplumbagin and hydypkembagina have
significantly different migration distance. Similar use of isopropanol and ethyl
acetate to separate the extract components it eambberved phenomenon of

"tailing" of quercetin and mirycetyny spots.

. Methylene chloride showed a fairly good abilitydeparate the components of

plant extracts, taking into account the differencethe values of the delay
coefficients for individual substances, but the hemof separated components

of the extracts was not satisfactory.

. Chloroform showed very little usefulness for separaof insectivorous plants

extracts components, as the amount of separatetiasiges was the lowest. hRf
coefficient value of flavonoids using chloroform svzero, which proves the fact
that they did not "move" from the place of samplaidlavonoids standards and

plant extracts.

. Studies with use of formamide as the mobile phassved that it has too high

elution strength, as evidenced by the fact that@hponents of samples plotted
followed along with the forehead of the mobile pha3herefore it was
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impossible to determine the migration routes ofvittial components, and thus

the hRf coefficients.

. Studies performed in normal-phase thin-layer chtography using mono-

solvent eluents showed that the solvents whichldho@ used in the later stage
of research on the optimal composition of the diuen the separation of

methanol extracts of insectivorous plants are thgl @cetate or isopropanol, as
the use of these solvents has given separatidmedatgest components of plant
extracts. However, due to the fact that isopropdrasl a higher viscosity than
ethyl acetate, which increases the flow resistaaic¢he inlet of the HPLC

column, it is recommended to use of ethyl acelais.also preferred to use the
tert-butyl-methyl ether (MTBE), because studiesfqrened have resulted in

relatively good separation of the components of é¢k&ract, and in addition

chloroplumbagina and hydroksyplumbagin showed 8aamtly different

migration distances.

Studies on optimization of conditions for separatin, characterization and

identification of selected metabolites of methanokxtracts of carnivorous

plants using reversed phase HPLC in gradient elutio

1.

Isopropanol, an organic component of the eluenhegges an appropriate
elution strength, and also allows selectively safgar flavonoids and
naphthoquinones from accompanying substances. ¥abfe the retention
coefficients of the extracts components, separat#ag eluent which contains

isopropanol are in optimal range of values.

. Eluent, which contain methanol exhibits weak ehltstrength, although allows

to separate flavonoids very selectively among tledwes. Retention factors of
separated substances are higher than 10, whiclitsreauthe long time of

extracts analysis.

. Usage of tetrahydofuranu (THF), as an organic carmapbof the eluent, allows

less selectively than in the case of isopropanal arethanol separate the

analyzed compounds.

. Chromatographic system, in which acetonitrile wasduas an component of

eluent, contributed to a very selective separatioh quercetin from
accompanying substances in the extracDainaea muscipulaand miricetin

contained in the extract dDrosera aliciae from accompanying substances.
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Separation of naphthoquinones using acetonitrile sedective, although the k-
values of separated substances were significantijpeh than in case of
isopropanol or THF.

5. Studies carried out using RP-HPLC confirmed theltesobtained by RP-TLC
technique and indicated a need for multi-comporednént for the separation
and determination of methanol extracts of carniusrplants.

6. To create the optimal program of elution for thpasation, characterization and
identification of plant extracts components, a mm&tof water and sulfuric acid
of pH 3, and organic ingredients: methanol and rgpanol, was chosen.
Methanol, because the effect on the selective ag@parof flavonoids and
isopropanol because allows selective separatiomjpfithoquinones.

7. The results of analyses of the separation and rdatation of carnivorous plant
extracts, using the ternary eluent in RP-HPLC wgfadient elution, are
satisfactory for methanol extracts of plants of sipeciesD. muscipulaandD.
aliciae. For extracts oD. capensisandD. binataelution program still requires
modification to make separation of substances awedain them more selective
and capable to separate more components of extracts

8. Methanol extract of insectivorous plabrosera aliciae contains the largest
number of components of the plant extracts tes&ddies using RP-HPLC
confirmed the findings of the RP-TLC that the mpsbtbably extract fronD.
capensisioes not contain chloroplumbagin, and the exw&Et. binatadoes not
contain droseron or their concentration is belogvdbtection limit.

9. Usefulness of the detector UV - VIS DAD and the ©pkctra, created by the
detector, to identify the substance and determheedegree of chromatographic
peaks imposed, was proved.

Studies on optimization of separation and isolationconditions for selected

metabolites from methanol extracts of carnivorous [ants using reversed phase

HPLC in the step elution conditions

1. Methanol extracts of carnivorous plants are charamd by a very rich
composition. They contain relatively low polar n#dpiguinones, as well as
large amounts of relatively polar flavonoids. Inder to define optimum

conditions for separation of flavonoids from metblaaxtracts of carnivorous
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plants, there is required a phased separation wiponents of plant extracts

using the step elution.

. Two-step elution program which was developed albwén the first stage, with

a satisfactory selectivity coefficient of selectedseparate metabolites from the
group of flavonoids such as rutin, quercetin, nefiic, as well as
hydroksyplumbagin from the substances directly agzanying. In the second
stage of the elution program for the methodologyettgoed, there is elution of
naphthoquinones present in plant extracts, suathlasoplumbagin, plumbagin

and ramentaceon.

. Fraction, obtained using the methodology developedtaining naftochinony

(except hydroksyplumbagin) should afterwards bearsspd into individual
compounds by normal phase liquid chromatography.

. The proposed chromatographic system is charactefige a relatively high

selectivity coefficients:, which should allow to achieve a high maximum eegr
of overloading the column. This is very importaonsidering the fact that the
efficiency of separation and isolation of selectethvonoids and

hydroksyplumbagin from methanol extracts in a prafpge scale using the

proposed chromatographic system could be high.

Studies on optimization of separation and isolationconditions of selected

naphthoquinones from chloroformic extracts of carnvorous plant using

reverse phase HPLC (RP-HPLC) in isocratic elution onditions at a model

scale

1.

Optimal conditions for separation of componentscbloroformic extracts of
Drosera aliciaeand Dionaea muscipulaconsist of a silica gel modified with
oktadecyl groups, subjected to the process of ramot residual hydroxyl
groups (endcapped) as a stationary phase and iy lelo@nt consisting of water
and acetonitrile with the addition of acetic acmdthe volume proportions of
acetonitrile: water 45:55 + 0.1% acetic acid v/ v.

. Mobile phases which are the mixtures of water waitbthanol, tetrahydrofuran

or dioxane shows no selectivity in separation afngbagin and ramentaceon
from accompanying substances at an optimal levelrebention factor of
separated naphthoquinones is much higher than apr0).
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3. In order to elute the components of extracts styosgrbed to the surface of the
stationary phase, the backflash elution of the rélue the column was used,
which additionally shortened the time of the sepamnaprocess. With this
solution there was no need for an step elutiorhenfinal stage of separation.
This is a very good solution because it avoidsdiage of conditioning of the
HPLC column with initial eluent.

4. In the chromatographic system using LiChrospherlB® (5 pm, 250 x 4 mm)
column and eluent acetonitrile: water 45:55 + 0d4¢&étic acid v / v, there was
examined the possibility of enlargement of sepamatind isolation scale for
ramentaceon and plumbagin. Studies have showrthibatnaximum degree of
concentration overloading is for plumbagin abo@tx10* g / g of sorbent and
for ramentaceon 1.13 x 1@ / g sorbent.

5. Purity of fractions rich in plumbagin and/or ramemcegon yield in developed,
optimal conditions with concentration overloadingsaor plumbagin 92% and
for ramentaceon 99.99%.

6. Productivity of the column, expressed in [§hhwas for plumbaginy 32.2, and
for ramentaceon 48.1.

Studies on optimization of conditions for separatin and isolation of selected
naphthoquinones from chloroformic extracts of carnvorous plant using
normal phase HPLC (NP-HPLC) in isocratic elution caditions at a model
scale

1. Optimal conditions for separation of componentscbforoformic extracts of
Drosera aliciaeand Dionaea muscipulaconsist of a silica gel as a stationary
phase and a binary eluent consisting of n-heptasteexane) and dioxane with
the addition of acetic acid in a volume/volumeaagspectively for th®rosera
aliciae extract (98.5:1.5 v/iv + 0.05% acid) and f@ionaea muscipulaxtract
(99.6:0.4 v/v + 0.05% acid).

2. In order to elute the components of extracts stsosgrbed to the surface of the
stationary phase, the backflash elution of the rglue the column was used,
which additionally shortened the time of the sefpanaprocess. With this
solution there was no need for an step elutiorhenfinal stage of separation.
This is a very good solution because it avoidsstage of conditioning of the

HPLC column with initial eluent.
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3. In the chromatographic system using Nucleosil 584ni, 250 x 4mm) column
and eluent n-heksane: dioksan + 0.1% acetic a¢id, there was examined the
possibility of enlargement of separation and igotascale for naphthoquinones.
Studies have shown that the maximum degree of otrat®n overloading is
for plumbagin about 1.1 x 10-4 g / g of sorbent fovdamentaceon 3.3 x 10-4 g
/ g sorbent.

4. Purity of fractions rich in plumbagin and/or ramegon yield in developed,
optimal conditions with concentration overloadingsnsfor plumbagin 97.5%
and for ramentaceon 99.95%.

5. Productivity of the column, expressed in [g/m2hlswar plumbaginy 30.1, and

for ramentaceon 50.9.
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12.ZAt ACZNIKI

12.1.Zalkgcznik 1. Chromatogramy cienkowarstwowe wraz z i@&iel

zawierajcymi zestawienie wspoétczynnikéw hRf dla badanyaheetow, w

odwréconym ukfadzie faz
I. Metanol:HO+H,SOy 1oc. do pH=3
A. Eluent MeOH:HO 75%:25% + HSO, pH=3

Rys. 1. Chromatogram cienkowarstwowyéwietle widzialnym

Rys. 1 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déagtali 365 nm
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Rys. 1 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy dkegéali 254 nm

Tabela 1. Zestawienie waét wspoétczynnika opinienia hRf substancji
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramagwinictym w eluencie:
MeOH:H,0 75%:25% + HSO, pH=3

Piytka 1A Piytka 1B
Numer Substancja hR Numer Substancja hR
plamki plamki
1.1 X 29,73 6.1 X 27,40
1.2 X 42 57 6.2 X 31,51
1.3 X 56,08 6.3 X 43,15
1.4 X 72,97 6.4 52,74
1.5 X 81,08 6.5 X 64,38
3.1 X 31,08 6.6 X 72,60
3.2 X 43,24 6.7 X 78,08
3.3 X 57,43 6.8 X 89,04
34 X 72,97 7.1 Ramentaceon 31,50
35 X 81,08 7.2 Ramentaceon 43,15
4 Mirycetyna 64,19 8.1 X 27,40
8.2 X 31,50
8.3 X 45,21
8.4 X 56,16
8.5 X 66,44
8.6 X 73,97
8.7 X 78,08
8.8 X 89,04
9 Kwercetyna 56,16
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A. Eluent MeOH:HO 50%:50% + HSO, pH=3

Rys. 2. Chromatogram cienkowarstwowywietle widzialnym

Rys. 2 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déagtali 365 nm

215



Rys. 2 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy diegéali 254 nm

Tabela 2. Zestawienie waftm wspoiczynnika opgnienia hRf substancji
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramagwinictym w eluencie:
MeOH:H,0O 50% : 50% + K5O, pH=3

Plytka 2A Plytka 2B
Numer Substancja hR Numer Substancja hR
plamki plamki
1.1 5,48 6.1 10,00
1.2 12,33 6.2 18,57
1.3 19,18 6.3 27,14
1.4 27,40 6.4 32,86
1.5 53,42 6.5 42,86
2 plumbagina 6,85 6.6 64,29
3.1 5,48 7 ramentaceon 511
3.2 12,33 8.1 8,57
3.3 30,14 8.2 17,14
3.4 53,42 8.3 25,71
4 mirycetyna 19,18 8.4 31,43
5 chloroplumbagina 2,74 8.5 42,86
9 kwercetyna 10,71
10 droseron 12,14
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B. Eluent MeOH:HO 25%:75% + HSOy roz¢

Rys 3. Chromatogram swietle widzialnym

Rys. 3 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy dsegtali 365 nm
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Rys. 3 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy diegéali 254 nm

Tabela 3. Zestawienie waftm wspoiczynnika opgnienia hRf substancji
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramagwinictym w eluencie:
MeOH:H,0O 50% : 50% + K50, pH=3

Plytka 3A Ptytka 3B
Numer | Substancja hR Numer | Substancja hR
plamki plamki
1 18,01 6 7,33
3 16,95 8 7,40
4 Kwercetyna 8,61
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. 1Izopropanol:HO+H,SO, pH=3

A. Eluent: izopropanol:kD 42%:58%+HSO, pH=3

Rys. 4. Chromatogram cienkowarstwowyéwietle widzialnym

Rys. 4 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déegtali 365 nm

219



Rys. 4b. Chromatogram cienkowarstwowy przy dkegéali 254 nm

Tabela 4. Zestawienie waét wspoétczynnika opinienia hRf substancji
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramagwinictym w eluencie:
izopropanol:HO 42%:58%+HSO, pH=3

Plytka 21A Plytka 21B

Numer Substancja hR; | Numer | Substancja hR

plamki plamki
1.1 X 17,14 6.1 X 17,65
1.2 X 45,71 6.2 X 29,41
1.3 X 68,57 6.3 X 47,06
1.4 X 74,29 6.4 X 54,41
15 X 80,00 6.5 X 66,18
1.6 X 90,00 6.6 X 73,53
2 plumbagina 17,14 6.7 X 77,94
3.1 X 17,14 6.8 X 89,71
3.2 X 28,57 7 plumbagina 17,65
3.3 X 47,14 8.1 X 47,06
3.4 X 70,00 8.2 X 64,71
3.5 X 75,71 8.3 X 73,53
3.6 X 80,00 8.4 X 77,94
3.7 90,00 8.5 X 89,71
4 mirycetyna 60,00 9 kwercetyna| 48,58
5 chloroplumbagina 7,14 10 droseron 30,88

220



[ll. Acetonitryl:H,O+H,SO, pH=3

A. acetonitryl:HO 65%:35% +HSO, pH=3

Rys. 5. Chromatogram cienkowarstwowywietle widzialnym

Rys. 5 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déegtali 365 nm
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Rys. 5 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy diegéali 254 nm

Tabela 5. Zestawienie waftm wspoiczynnika opgnienia hRf substancji
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramagwinictym w eluencie:

acetonitryl:HO 65%:35% +HSO, pH=3

Plytka 31A Plytka 31B
Numer Substancja hR Numer | Substancja hR
plamki plamki
1.1 X 32,89 6.1 X 4,00
1.2 X 64,47 6.2 X 10,67
1.3 X 68,42 6.3 X 34,67
1.4 X 75,66 6.4 X 47,33
15 X 85,53 6.5 X 57,33
2 plumbagina 34,21 6.6 X 64,67
3.1 X 30,26 6.7 X 72,67
3.2 X 35,53 6.8 X 90,67
3.3 X 46,05 7.1 ramentacegn 34,67
3.4 X 63,82 7.2 ramentaceqgn 44,97
3.5 X 69,74 8.1 X 34,67
3.6 X 90,79 8.2 X 44,67
4 mirycetyna 82,24 8.3 X 57,33
5 chloroplumbagina| 27,68 8.4 X 68,00
8.5 X 72,67
8.6 X 90,67
9 kwercetyna 72,67
10.1 droseron 48,00
10.2 droseron 56,00
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B. Acetonitryl:H,O 45%:55% +HSO, pH=3

Rys. 6. Chromatogram cienkowarstwowywietle widzialnym

Rys. 6 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy dsegtali 365 nm
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Rys. 6 b. Chromatogram przy diugofali 254 nm

Tabela 6. Zestawienie warkzi

wspotczynnika opinienia hRf substancji
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramagwinictym w eluencie:
acetonitryl:HO 45%:55% +HSO, pH=3
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Ptytka 33A Ptytka 33B
Numer Substancja hR Numer Substancja hR
plamki plamki
1.1 X 11,27 6.1 X 9,86
1.2 X 30,99 6.2 X 14,08
1.3 X 69,01 6.3 X 18,31
1.4 X 71,83 6.4 X 22,54
2 plumbagina 11,27 6.5 X 33,80
3.1 X 11,27 6.6 X 49,30
3.2 X 18,31 6.7 X 59,15
3.3 X 30,99 6.8 X 64,79
3.4 X 69,01 6.9 X 67,61
3.5 X 73,24 6.10 X 73,24
4 mirycetyna 50,70 7.1 ramentaceon 14,08
5 chloroplumbaging 7,04 7.2 ramentaceon 18,31
8.1 X 9,86
8.2 X 18,31
8.3 X 33,80
8.4 X 64,79
8.5 X 67,61
9 kwercetyna 38,03
10.1 droseron 8,45
10.2 droseron 22,54



V. THF+H20+ H,SOy pH=3

A. THF+H,O 58%:42% + HSO, pH=3

Rys. 7. Chromatogram cienkowarstwowyéwietle widzialnym

Rys. 7 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déegtali 365 nm
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Rys. 7 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy dkegéali 254 nm

Tabela 7. Zestawienie waftm wspoiczynnika opgnienia hRf substancji
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramagwinictym w eluencie:
THF: H,O 58%:42% + HSO, pH=3

Plytka 12A Plytka 12B
Numer Substancja hR | Numer Substancja hR
plamki plamki

1.1 X 2,17 6.1 X 2,11
1.2 X 13,04 6.2 X 12,68
1.3 X 36,23 6.3 X 22,54
1.4 X 52,17 6.4 X 36,62
15 X 56,52 6.5 X 40,85
1.6 X 59,42 6.6 X 45,07
1.7 X 66,67 6.7 X 52,11
1.8 X 72,46 6.8 X 54,93
1.9 X 75,36 6.9 X 59,15
1.10 X 86,96 6.10 X 66,20
2 plumbagina 36,23 6.11 X 70,42
3.1 X 2,17 6.12 X 80,28
3.2 X 15,94 7 ramentaceon 35,21
3.3 X 25,36 8.1 X 2,11
3.4 X 36,23 8.2 X 12,68
3.5 X 52,17 8.3 X 40,85
3.6 X 72,46 8.4 X 52,11
3.7 X 79,71 8.5 X 59,15
3.8 X 86,96 8.6 X 70,42
4 mirycetyna 52,17 9 kwercetyna 52,11
5 chloroplumbagina 25,36 10 droseron 40,85
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B. THF+HO 62%:38% + HSO, pH=3

Rys.8. Chromatogram cienkowarstwowywietle widzialnym

Rys. 8 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy dsegtali 365 nm
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Rys. 8 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy dkegéali 254 nm

Tabela 8 Zestawienie warkei wspotczynnika opgnienia hRf substancji rozdzielonych
na cienkowarstwowym chromatogramie, rozwipm w eluencie: THF: BD 62%
38% + HSO, pH=3

Plytka 13A Plytka 13B
Numer Substancja hR Numer Substancja hR
plamki plamki
1.1 X 15,28 6.1 X 24,32
1.2 X 27,78 6.2 X 43,24
1.3 X 34,72 6.3 X 54,05
1.4 X 52,78 6.4 X 60,81
1.5 X 56,94 6.5 X 67,57
1.6 X 62,50 6.6 X 70,27
1.7 X 73,61 6.7 X 74,32
1.8 X 79,17 7 ramentaceor) 33,11
1.9 X 81,94 8.1 X 51,35
1.10 X 84,72 8.2 X 68,92
1.11 X 87,50 8.3 X 74,32
1.12 X 91,67 9.1 kwercetyna 40,54
2 plumbagina 34,72 9.2 kwercetyna 50,00
3.1 X 44,44 10 droseron 37,84
3.2 X 48,61
3.3 X 52,78
3.4 X 62,50
3.5 X 66,67
3.6 X 83,33
3.7 X 86,11
3.8 X 88,89
3.9 X 92,36
3.10 X 95,83
4 mirycetyna 59,72
5 chloroplumbagina 27,78
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V. Dioksan+HO+ H,SO, do pH=3

A. Dioksan+HO 58%:42% + HSO, do pH=3

Rys. 9. Chromatogram cienkowarstwowywietle widzialnym

Rys. 9 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déegtali 365 nm
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Rys. 9 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy dkegéali 254 nm

Tabela 9. Zestawienie waft wspoiczynnika opgnienia hRf substancii
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramagwinictym w eluencie:

dioksan: HO 58% : 42% + KIS0, pH=3

Plytka 32A Plytka 32B
Numer Substancja hR Numer | Substancja hR
plamki plamki
1.1 X 22,97 6.1 X 25,33
1.2 X 48,65 6.2 X 30,67
1.3 X 55,41 6.3 X 36,00
1.4 X 60,81 6.4 X 48,00
15 X 74,32 6.5 X 56,00
1.6 X 81,08 6.6 X 62,67
2 plumbagina 22,97 6.7 X 70,67
3.1 X 22,97 6.8 X 76,00
3.2 X 29,73 6.9 X 81,33
3.3 X 47,30 7 ramentaceon 25,33
3.4 X 55,41 8.1 X 30,67
3.5 X 74,32 8.2 X 57,33
3.6 X 81,08 8.3 X 70,67
4 mirycetyna 60,81 8.4 X 76,00
5 chloroplumbagina| 12,16 9 kwercetynga 57,33
10 droseron 36,00
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B. Dioksan+HO 62%:38% + HSO, pH=3

Rys. 10. Chromatogram cienkowarstwowywietle widzialnym

Rys. 10 a. Chromatogramcienkowarstwowy przy déagfali 365 nm
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Rys. 10 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy déggtali 254 nm

Tabela 10. Zestawienie wath wspoOtczynnika op#nienia hRf substanci
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramagzwinictym w eluencie:
dioksan: HO 62% : 38% + KHSO, pH=3

Plytka 34A Ptytka 34B
Numer Substancja hR Numer | Substancja hR
plamki plamki

11 X 25,00 6.1 X 32,88
1.2 X 47,22 6.2 X 58,90
1.3 X 54,17 6.3 X 72,60
14 X 59,72 6.4 X 76,71
15 X 72,22 7 X 27,40
1.6 X 76,39 8.1 X 58,90

2 plumbagina 26,39 8.2 X 75,34
3.1 X 26,39 8.3 X 80,82
3.2 X 33,33 9 X 58,90
3.3 X 50,00 10 X 36,30
3.4 X 59,72
35 X 72,22
3.6 X 76,39
3.7 X 81,94
3.8 X 88,89

4 mirecytyna 69,44

5 chloroplumbagina 15,28
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12.2.Zalacznik 2. Chromatogramy cienkowarstwowe wraz z i@&iel
zawierajcymi zestawienie wspoétczynnikéw hRf dla badanyaheetow, w

normalnym uktadzie faz

I. Eluent: izopropanol

Rys.1 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déggtali 365 nm
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Rys.1 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy dkegéali 254 nm

Tabela 1. Zestawienie wafm

wspotczynnika opgnienia hRf substancii

rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogranoeywinictym w izopropanolu

jako fazie ruchomej

Nazwa metabolitu / D. muscipula D. aliciae D. capensis D. binata Wzorce
substancji hR; hR; hRy hR; hR;
1 64,29 64,29 64,29 64,29
chloroplumbagina 59,18 60,2
ramentaceon 61,73
2
plumbagina 60,20 60,20 60,20 60,20 61,2P
droseron 47,96 50
3 53,06 53,06
kwercetyna 44,89 44,89 44,89
mirycetyna 36,73 36,73 36,73
4 16,33 16,33
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[I. Eluent: tetrahydrofuran

Rys.2 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déggtali 365 nm
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Rys.2 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy dkegéali 254 nm

Tabela 2. Zestawienie waftm
cienkowarstwowym

rozdzielonych na

wspotczynnika opgnienia  hRf substancii
chromatogramiepzwinigtym  w

tetrahydrofuranie jako fazie ruchomej

Nazwa metabolitu / | D. muscipula| D. aliciae D. capensis| D. binata Wzorce
substancji hR; hR hRy hR; hR;
chloroplumbagina 70,4
ramentacoen 64,75 64,75 73,6
1 29,50 61,87
plumbagina 64,75 64,75 72
2 28,78
droseron 55,57 61,6
3 30,93
kwercetyna 40
mirycetyna 38,4
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l1l. Eluent: dichlorometan

Rys.3. Chromatogram cienkowarstwowywietle widzialnym

Rys.3 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déggéali 365 nm
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Rys.3 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy diegéali 254 nm

Tabela 3. Zestawienie waftm wspoiczynnika opgnienia hRf substancii
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramiepzwinictym w
dichlorometanie jako fazie ruchomej

Nazwa metabolitu /| D. muscipula D. aliciae D. capensis D. binata Wzorce
substancji hRy hRy hRy hR hR
chloroplumbagina 28,57
ramentaceon 18,57 12,14
plumbagina 18,57 17,86
1 17,86
droseron 3,57 5,37 3,57
2 1,07 2,14
kwercetyna - - - -
mirycetyna - - - -
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IV. Eluent: chloroform

Rys.Z Chromatogram cienkowarstwowyswietle widzialnym

Rys.4 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déggéali 365 nm
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Rys.4 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy dkegéali 254 nm

Tabela 4. Zestawienie waft wspoiczynnika opgnienia hRf substancii
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogranoewinigtym w chloroformie
jako fazie ruchome;j

Nazwa metabolitu /| D. muscipula D. aliciae D. capensigs D. binata Wzorce
substancji hR;¢ hRs hR¢ hRs hRs
1 77,32 77,32 77,32 77,32
chloroplumbagina 80,63
ramentaceon 67,53 68,04
3 59,79
plumbagina 70,01 70,01
2 62,88 5,71
droseron 5,37 55,37 64,95
4 1,07 22,14
kwercetyna 41,24
mirycetyna 39,17
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V. Eluent: octan etylu

Rys.5 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déegtali 365 nm
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Rys.5 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy dkegéali 254 nm

Tabela 5. Zestawienie waft wspoiczynnika opgnienia hRf substancii
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogranoewinictym w octanu etylu,
jako fazie ruchome;j

Nazwa metabolitu / D. muscipula| D. aliciae | D. capensis D. binata| Wzorce
substancji hR¢ hRs hRs hRs hRs
1 91,47 91,47 91,47 91,47
chloroplumbagina 75,19
ramentaceon 75,97 76,74 76,74 75,97 76,74
2 71,32 69,77 69,77
plumbagina 75,19 75,19
3 71,32
droseron 55,81 55,81
4 44,19
5 38,76 40,31 34,88
kwercetyna 25,58 26,36 25,58
mirycetyna 19,38 17,98 17,98 19,38
5 5,43 5,43 7,75
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VI. Eluent: etettert-butylowo-metylowy

Rys.6. Chromatogram cienkowarstwowywietle widzialnym

Rys.6 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déggéali 365 nm
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Rys.6 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy diegéali 254 nm

Tabela 6. Zestawienie waftm wspoétczynnika opiienia hRf substancji
rozdzielonych na cienkowarstwowym chromatogramigwinictym w eterzetert-
butylowo-metylowym, jako fazie ruchomej

Nazwa metabolitu / D. muscipula D. aliciae D. capensis D. binatd Wzorce
substancji hRf hRf hRf hRf hRf
1 85,00 85,00 85,00
chloroplumbagina 78,75 78,75 78,75
ramentaceon 62,59 62,59
2 57,55 55,00
plumbagina 77,5 77,5
3 66,25
droseron 57,55 57,55 57,55
4 43,75
5 43,75 57,55
kwercetyna 45,32 45,32 45,32
mirycetna 40,29
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VII. Eluent: formamid

Rys.7 a. Chromatogram cienkowarstwowy przy déggtali 365 nm
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Rys.7 b. Chromatogram cienkowarstwowy przy dkegéali 254 nm

Formamid wykazat zbyt d sitg elucji, w zwiazku z czym, sktadniki ekstraktow
roslinnych oraz substancje wzorcowe migrowaty z czokeloentu. Dlategotenie
zamieszczono zestawienia tabelarycznego Weirtespotczynnikow opgnienia dla

tego eluentu.
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12.3.Zafacznik 3. Przyktadowe chromatogramy i tabele z ze@staiami substancji
,zidentyfikowanych” w ekstraktach otrzymane za pamaodwrdéconego

uktadu faz wysokosprawnej chromatografii cieczowejwarunkach eluciji

I'._"‘ Ak ‘ Plumbagina
3 Chloroplumbagina

Ewercetyna
I

J

{nm})
o
=1
=

Wawe lengkh

""""'\"'|"'""|"""""""""""""""'""""""""""""""
14 28 30
tentcion Tim i
ed ef o7 il i
b2 | b4 d1 |d3jds ﬂdé g

bl B3 244 el

a.

gradientowej

Rys. 1. Przyktad chromatogramu z oznaczonymi suobgmi, otrzymanego z
wykorzystaniem detektora UV-DAD podczas rozdziegdanprobki ekstraktu
roslinnego z muchowki amerykakiej (Dionaea muscipuladozowanej w metanolu.
Kolumna Lichrospher 100: Rp18e 125x4mm 5um,; eludntd,O0 + HSO, pH=3
B:MeOH:; przeptyw 1ml/min; temperatura %2 objtos¢ dozowanej probki 20ul;
przehczenie zaworu elucji wstecznej ok. 23min
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Tabela 1. Zestawienie substancji ,zidentyfikowariyetekstrakcieDionaea
muscipulaw metanolu

Chromatogram 46P.muscipulaw MeOH
Dane t0=1,05

Np. Substancja tR k al a2
1 al 3,92 2,73

2 A 6,04 4,75

3 bl 6,68 5,36

4 b2 7,03 5,70

5 b3 7,50 6,14

6 b4 8,03 6,65

7 B 8,23 6,84

8 di 8,95 7,52

9 d2 9,48 8,03

10 d3 9,73 8,27

11 d4 10,02 8,54

12 d5 10,28 8,79

13 D 10,41 8,91

14 el 11,31 9,77

15 e2 11,44 9,90

16 e3 11,92 10,35

17 e4 12,20 10,62

18 e5 12,43 10,84

19 E 12,60 11,00

20 F 13,07 11,45

21 mirycetyna 13,73 12,08 1,05 1,06
22 e6 14,47 12,78

23 kwercetyna 15,00 13,29 104 1,05
24 e7 15,67 13,92

25 I 15,91 14,15

26 12 16,20 14,43

27 il 16,56 14,77

28 J2 16,95 15,14

29 i2 17,64 15,80

30 plumbagina 17,87 16,02 00 1,05
31 j1 18,64 16,75

32 J 19,02 17,11

33 j2 19,60 17,67

34 chloroplumbagina 20,09 18,18 1,03 1,02
35 i3 20,48 18,50

36 j4 20,84 18,85

37 i5 21,12 19,11

38 j6 21,42 19,40

39 bfl 24,98 22,79

40 BF 25,06 22,87
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Rys. 2. Przyktad chromatogramu z oznaczonymi suobgmi, otrzymanego z

wykorzystaniem detektora UV-DAD podczas rozdziedanprébki ekstraktu
roslinnego z z rosiczki alicji Prosera aliciag dozowane] w metanolu. Kolumna:
Lichrospher 100 RP18e 125x4mm 5um; Eluent: AOH+ HSO, pH=3 B: MeOH;
przeplyw 1 ml/min; temperatura 28C; obgtos¢ dozowanej prébki 20 pl;
przehczenie zaworu elucji wstecznej w kolumnie ok. 23min
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Tabela 2. Zestawienie substancji ,zidentyfikowariyshekstrakcieDrosera aliciae
w metanolu

Chromatogram 46B.aliciae w MeOH

Dane t0= 1,05

Np.. | Substancja tR Kk al a2
1 Al 4,04 2,85

2 A 4,66 3,44

3 bl 5,31 4,06

4 b2 6,14 4,85

5 b3 7,00 5,67

6 b4 7,58 6,22

7 B zD. aliciae 8,57 7,16

8 cl 9,07 7,64

9 Cl 9,37 7,92

10 c2 9,81 8,34

11 c3 10,07 | 8,59

12 c4 10,68 | 9,17

13 C1 10,89 | 9,37

14 C2 11,32 | 9,78

15 F2 11,81 | 10,25

16 F 12,13 | 10,55

17 F1 12,42 | 10,83

18 12 12,67 | 11,07

19 mirycetyna 13,20 11,57 1,05 1,06
20 kwercetyna 13,82 12,16 1,06 1,02
21 j1 14,13 | 12,46

22 droseron 14,93 13,22, 1,06 1,03
23 J2 15,28 | 13,55

24 j2 15,98 | 14,22

25 12/32 16,30 | 14,52

26 ramentaceon 16,48 14,70 1,01 1,03
27 J 16,96 | 15,15

28 i3 17,34 | 15,51

29 j4 17,50 | 15,67

30 J1 17,67 | 15,83

31 | Podobny do J2 (1) 17,92 16,07

32 Podobny do J2 (2) 18,19 16,32

33 | Podobny do J2 (3) 18,45 16,57

34 5 18,71 | 16,82

35 Podobny do J2 (4) 19,17 17,26

36 bfl 25,05 | 22,86

37 BF 25,60 | 23,38

38 bf2 25,92 | 23,69
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Rys. 3. Przyktad chromatogramu z oznaczonymi suobgmi, otrzymanego z
wykorzystaniem detektora UV-DAD, podczas rozdzigarprobki ekstraktu
roslinnego z muchéwki amerykakiej (Dionaea muscipuladozowanej w metanolu.
Kolumna Lichrospher 100 RP18e 125 x 4mm 5um; EludntH,0 + HSO, pH=3
B: THF; przeptyw 1 ml/min; temperatura 2G; objtos¢ dozowanej prébki 20 pl;
przehczenie zaworu elucji wstecznej w kolumnie ok. 28 mi
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Tabela 3. Zestawienie substancji ,zidentyfikowarlyoh ekstrakcie Dionaea
muscipulaw THF.

Chromatogram 46D. muscipulav THF
Dane t04 1,05
Np. | Substancja tR k al a2
1|b1 4,30 3,10
2|b2 4,82 3,59
3B 5,13 3,89
4|el 5,72 4,45
5|e2 6,56 5,25
6|e3 6,93 5,60
7|e4 7,46 6,10
8|e5 7,73 6,36
9|eb 7,86 6,49
10| E 8,21 6,82
11|11 8,50 7,10
12| F1 9,34 7,90
13| f2 9,72 8,26
14|13 9,88 841
15| F 10,08 8,60
16 | mirycetyna 10,44 8,93 1,04| 1,05
17| kwercetyna 10,94 9,42| 1,05| 1,05
18| G 11,43 9,89
19]i1 11,83 10,27
2012 12,25 10,67
2111 12,45/ 10,86
22 | plumbagina 12,80 11,19| 1,03| 1,05
23|J 13,33 11,70
24|j1 13,76| 12,10
25|33 14,10 12,43
26 | chloroplumbagina 14,4 12,73| 1,02 1,02
2712 14,71 13,01
281j3 14,86 13,15
29|j4 15,35 13,62
30|11 16,02 14,26
31(N 18,04 16,18
32 18,67 16,78
33|P 19,06 17,15
34(pl 20,26 18,30
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Rys. 4. Przyktad chromatogramu z oznaczonymi suobgmi, otrzymanego z
wykorzystaniem detektora UV-DAD, podczas rozdzigarprobki ekstraktu
roslinnego z rosiczki alicji Drosera aliciag dozowanej w metanolu. Kolumna:
Lichrospher 100 RP18e 125 x 4mm, 5um; Eluent: AOH H,SO, pH=3 B: THF;
przeptyw 1 ml/min; temperatura 208C; objtos¢ dozowanej prébki 20 pl;
przehczenie zaworu elucji wstecznej w kolumnie ok. 28.mi

1
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Tabela 4. Zestawienie substancji ,zidentyfikowariyshekstrakcieDrosera aliciae
w THF.

Chromatogram 468. aliciaew THF

Dane t0= 1,05

Np. | Substancja tR k al a2
1 A 4,32 3,11

2 bl 4,78 3,55

3 b2 5,17 3,92

4 b3 5,30 4,05

5 B zD. aliciae 5,85 4,57

6 cl 6,03 4,74

7 c2 6,56 5,25

8 C1 6,74 5,42

9 c3 6,95 5,62

10 C1 7,10 5,76

11 el 7,57 6,21

12 E 8,15 6,76

13 | f1 8,37 6,97

14 f2 8,72 7,30

15 F1 8,86 7,44

16 F3 9,13 7,70

17 podobne do F 9,28 7,84

18 F 9,55 8,10

19 mirycetyna 9,98 8,50 1,05 1,06
20 | kwercetyna 10,42 8,92 1,05 1,07
21 droseron 11,08 9,55 1,0 1,03
22 | H1 11,43 | 9,89

23 hl 11,59 | 10,04

24 ramentaceon 11,720 10,16 1,01 1,01
25 | h2 11,87 | 10,30

26 J3/I1 12,06 | 10,49

27 | h3 12,29 | 10,70

28 J1 12,51 | 10,91

29 |j1 12,79 | 11,18

30 | podobne do J3 13,25 11,62

31 |j2 13,59 | 11,94

32 |j3 13,79 | 12,13

33 |4 14,89 | 13,18

34 rl 16,24 | 14,47

35 podobne do R 16,39] 14,61

36 R’ 17,64 | 15,80

37 | O 18,70 | 16,81

38 P 19,09 | 17,18

39 |R 19,93 | 17,98
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Rys. 5. Przyktad chromatogramu z oznaczonymi suobgmi, otrzymanego z
wykorzystaniem detektora UV-DAD, podczas rozdzigarprobki ekstraktu
roslinnego z muchowki amerykakiej (Dionaea muscipuladozowanej w metanolu.
Kolumna: Lichrospher 100 RP18e, 125 x 4mm 5um; itu&: H,O + SO, pH=3

B: ACN; przeplyw 1 ml/min; temperatura 2C; objtos¢ dozowanej prébki 20 pl;
przehczenie zaworu elucji wstecznej w kolumnie ok. 28.mi
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Tabela 5. Zestawienie substancji ,zidentyfikowarlyoh ekstrakcie Dionaea
muscipulaw ACN.

Chromatogram 47B. muscipulav ACN
Dane t04 1,05
Np. | Substancja tR k al a2
l|al 4,11 2,91
2|a2 489 3,66
3lA 5,13 3,89
4|b1 5,28 4,03
5| b2 5,65 4,38
6B 5,81 4,53
7|el 6,15 4,86
8|e2 6,49 5,18
9/E 7,36| 6,01
10| mirycetyna 7,70 6,33| 1,05/ 1,09
11| F1 8,29 6,90
12| kwercetyna 9,01 7,64 1,11 1,04
13|i1 9,42 7,97
14| F2 9,69 8,23
15(i2 10,20 8,71
16|12 10,60 9,10
17|13 11,03 9,50
18|i4 11,85 10,29
19|i5 12,42| 10,83
2011 12,89 11,28
21|i6 13,62 11,97
22 | plumbagina 14,08 12,36] 1,03| 1,05
2317 14,67 12,97
24| droseron 14,91 13,20| 1,02| 1,02
2518 15,18| 13,46
26 | chloroplumbagina 15,92 14,16| 1,05/ 1,01
2711 16,09| 14,32
28|J1 16,48 14,70
29(j2 17,22| 15,40
30(j3 19,18| 17,27
31(N 21,48 19,46
32|kl 25,23 23,03
33|K 25,93| 23,70
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Rys. 6. Przyktad chromatogramu z oznaczonymi suobgmi, otrzymanego z
wykorzystaniem detektora UV-DAD, podczas rozdzigarprobki ekstraktu
roslinnego z rosiczki alicji Drosera alicia@ dozowanej w metanolu. Kolumna
Lichrospher 100 RP18e, 125 x 4mm, 5um; Eluent: 2OH H,SO, pH=3 B: ACN;
przeplyw 1 ml/min; temperatura 28C; obgtos¢ dozowanej prébki 20 pl;
przehczenie zaworu elucji wstecznej w kolumnie ok. 28 .mi
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Tabela 6. Zestawienie substancji ,zidentyfikowariyshekstrakcieDrosera aliciae
w ACN.

Chromatogram 47D. aliciaew ACN
Dane t04 1,05
Np. | Substancja tR k al a2

1Al 2,95 1,81
2|a2 4,07 2,88
3|a3 4,42 3,21
41 a4 4,82 3,59
5[A 5,27 4,02
6| B zD. aliciae 5,51 4,25
7|cl 5,67 4,40
8|C1 5,95 4,67
9[/C1 6,17 4,88
10|C1 6,31 5,01
11|c2 6,61 5,30
12| C2 6,73 5,41
13| C1 7,00 5,67
14| mirycetyna 7,37 6,02 1,06 1,04
15| kwercetyna 765 6,29] 1,04 1,04
16| F3 7,91 6,53
17| F1 8,24 6,85
18| f1 8,56 7,15
19| F4 8,86 7,44
20(i1 9,10 7,67
2111 9,50 8,05
22|12 10,57 9,07
23|i4 10,94 9,42
24115 11,24 9,70
25(i6 11,44 9,90
26 | ramentaceon 11,59 10,04, 1,01 1,01
27117 11,74 10,18
28|i8 12,07 10,50
29(i10 12,43 10,84
30| droseron 12,90 11,29 1,04 1,06
31| h2 13,66 12,01
32| podobne do H 13,89 12,23
33| podobne do 12 14,16 12,48
34| podobne do 12 14,38 12,70
35(h4 18,17} 16,30
36| h5 18,89 16,99
37| bfl 25,05 22,86
38| bf2 25,48 23,27
39| bf3 25,87| 23,64
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12.4.Zalgcznik 4. Zestawienie widm spektralnych, na podstaktdrego dokonano

identyfikacji substancji, zawartych w metanolowydkstraktach rdin

owadaernych, otrzymane z zastosowaniem wysokosprawnepatografii

cieczowej w odwroconym uktadzie faz w warunkactcglgradientowej

Nazwa/symbol
Widmo UV/VIS
substancji
Mame: A
g
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B z D. Aliciae

C1

droseron
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F2
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J1

kwercetyna
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ramentaceon

chloroplum-
bagina
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12.5.Zalgcznik 5 Zestawienie warfoi pol powierzchni pikéw chromatograficznych dla izekéw chemicznych wyekstrahowanych

materiatu rélinnego technil ekstrakcji w aparacie Soxhleta

Tabela 1. Zestawienie wasto pol powierzchni pikow chromatograficznych odpadajcych okrélonym grum zwigzkéw chemicznych lub
pojedynczym metabolitom wyekstrahowanych z mateniadlinnego technil ekstrakcji w aparacie Soxhleta.

ekgtrZ:Ifcji M(:,Bt?:s;lit / Powierzchnia 1 Powierzchnia 2| Powierzchnia3 Powiechnia 4 povs\/t?znci?nia s(t)adnijhayrlgcr)]\i/\?e V\/anpq)ic':(r:;ggik Diugos¢ fali
15h plumbagina 18219604 18119044 18018484 17917924 18068764 129822 0,72 406 nm
15h 1 16145812 16040176 15998721 16110214 1607373 74696 0,46 406 nm
15h 2 15222731 15278757 15219870 15115112 1520911 39616 0,26 406 nm
15h 3 730120 719916 720089 731002 725282 7215 0,99 406 nm
15h 4 2806653 2792626 2800799 2800021 2799640 9919 0,35 406 nm
15h 5 2260136 2210253 2269901 2300589 2260220 35273 1,56 354 nm
15h kwercetyna 5888122 5842159 5799901 5880324 @852 32501 0,56 354 nm
15h 6 5519915 5378471 5342000 5481009 5430349 B0001 1,84 354 nm
15h mirycetyna 1133635 1172788 1199923 1178239 M1 27685 2,36 382 nm
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wspotczynnikiem zmienrigi dla wybranych metabolitow oraz grup substarmizymanych z zastosowaniem poszczegolnych technik

ekstrakcji / tugowania

Tabela 1. Zestawienie waét powierzchni Bdz sum powierzchni pikbw chromatograficznych wraz dcloyleniem standardowym i

12.6. Zalgcznik 6. Zestawienie wartoi powierzchni Bdz sum powierzchni pikdw chromatograficznych wrazdzhyyleniem standardowym i

wsp6tczynnikiem zmienrigi dla wybranych metabolitéw oraz grup substamtjizymanych z zastosowaniem techniki Soktec

Czas ekstrakcji M‘gi?;&ll't / Powierzchnia 1 | Powierzchnia 2| Powierzchnia3 Powiechnia 4 | Srednia powierzchnia s%dncdhgrlggﬁe W;ﬁgﬁﬁgg'k
0,5h plumbagina 8987956 9198124 8999560 9100892 1683/ 98408 1,08
1h 18368720 18139000 17929880 18179560 18154290 180012 0,99
3h 18816739 18683212 18649685 18896158 18761449 115204 0,61
0,5h 1 6851223 6942112 7000031 7003092 6949115 57103 1,02
1h 16274920 16056003 15986986 16218169 16134020 134956 0,84
3h 16727121 16600298 16895475 16741612 16741127 120903 0,72
0,5h 2 6975329 6856646 6887963 6989080 6927255 %6496 0,94
1h 15001099 14900101 14999103 15098105 14999602 80841 0,54
3h 15024921 15218211 15011501 15204791 15114856 111865 0,74
0,5h 3 392123 399900 400677 400454 398289 4123 1,04
1lh 710250 702524 696798 700072 702411 5728 0,82
3h 713021 722081 721141 710201 716611 5900 0,82
0,5h 4 1171063 1118890 1099717 1094544 1121054 63494 3,12
1h 2521906 2572001 2602096 2572191 2567049 33252 1,30
3h 2778066 2726658 2720250 2753842 2744704 26584 0,97
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0,5h 5 1201425 1186670 1191915 1197160 1194293 6399 0,54
1h 2157222 2109722 2102262 2094792 2116000 28149 1,33
3h 2248417 2280046 2211675 2219304 2239861 31118 1,39
0,5h kwercetyna 2941472 2824652 2907832 2891017 12280 49100 1,70
1h 5649230 5602111 5598992 5607873 5614552 23410 0,42
3h 5772433 5709244 5696055 5702866 5720150 35269 0,62
0,5h 6 2700216 2659721 2699226 2688731 2686974 71889 0,70
1h 5095201 5202443 5089685 5116927 5126064 52260 1,02
3h 5327790 5318870 5279950 5251030 5294410 35606 0,67
0,5h mirycetyna 617001 620078 623155 620232 620117 2514 0,41
1h 1102540 1101004 1039468 1097932 1085236 30572 2,82
3h 1114870 1108602 1122334 1116066 1115468 5627 0,50
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Tabela 2. Zestawienie wafto powierzchni Bdz sum powierzchni pikbw chromatograficznych wraz dclyyleniem standardowym i
wspoitczynnikiem zmienrigi dla wybranych metabolitbw oraz grup substanojizymanych z zastosowaniem techniki maceracji z

wytrzasaniem, w temperaturze 80.

Czas ekstrakcji M(gi?;al:t / Powierzchnia 1 | Powierzchnia 2| Powierzchnia3 Powiechnia 4 | Srednia powierzchnia s(t)adncdhzi/rlgg\lie V\lzsrﬁgﬁflgg'k
5h plumbagina 11924229 12027111 12129993 12092875 2043652 90209 0,75
15h 22197732 22282011 22006290 22050569 22134151 128114 0,58
25h 22430181 22668121 22806061 22844001 22687091 187205 0,83
5h 1 8954339 8856002 8757665 8859328 8856834 80309 0,91
15h 16261050 16967004 16979132 16888670, 16773964 344285 2,05
25h 16930500 16807032 17008157 17002955 16937161 93714 0,55
5h 2 9000289 9108432 9006747 9099003 9053618 58038 0,64
15h 15393095 15330043 15396991 15503939 15406017 72132 0,47
25h 15989083 15894907 15920731 15686555 15872819 130378 0,82
5h 3 369985 380159 380333 370507 375246 5778 1,54
15h 733987 735603 737219 738835 736411 2086 0,28
25h 740233 739799 739365 738931 739582 560 0,08
5h 4 1291021 1298500 1244201 1285604 1279832 24335 1,90
15h 2792984 2810666 2828348 2846030 2819507 22827 0,81
25h 2863910 2970012 2876114 2902216 2903063 47406 1,63
5h 5 1839225 1874041 2000757 2003673 1929424 85253 4,42
15h 2572281 2562009 2531931 2488953 2538794 37379 1,47
25h 2555383 2600131 2644879 2589627 2597505 36912 1,42

5h kwercetyna 3873222 3948224 3923796 3899028 FRL10 32248 0,82
15h 6521816 6437892 6403968 6570044 6483430 76078 1,17
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25h 6560100 6508200 6551728 6484492 6526130 35891 0,55
5h 6 3813656 3779874 3946092 3912310 3862983 78910 2,04

15h 5330288 5321833 5283425 5295017 5307641 22061 0,42
25h 5079731 5071528 5063402 5155236 5092474 42369 0,83
5h mirycetyna 931212 1007190 973168 989146 975179 2433 3,33

15h 1122804 1132020 1122795 1132067 1127422 5337 0,47
25h 1076387 1072559 1080765 1084971 1078671 5374 0,50
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Tabela 3. Zestawienie wafto powierzchni Bdz sum powierzchni pikbw chromatograficznych wraz dclyyleniem standardowym i
wspotczynnikiem zmienrigi dla wybranych metabolitbw oraz grup substanogfitizymanych z zastosowaniem techniki ekstrakciji
wspomaganej dziataniem fal mikrofalowych, w tempamze 50°C.

Czas ekstrakcji M(gi?;al:t / Powierzchnia 1 | Powierzchnia 2| Powierzchnia3 Powiechnia 4 | Srednia powierzchnia s(t)adncdhzi/rlgg\lie V\lzsrﬁgﬁflgg'k
2 min. plumbagina 12323407 12536358 12715819 128952 12617716 244883 1,94
4 min. 15498651 15761014 15857097 15618710, 15683868 157597 1,00
8 min. 19802100 19926801 20125280 20106746 19990232 154089 0,77
2 min. 1 11599785 11268978 11538170 11507363 11457 85 144918 1,26
4 min. 14031285 13985302 14039318 13893335 13987310 67018 0,48
8 min. 16238562 16671430 16204297 16537165 16412863 228173 1,39
2 min. 2 11252726 10948260 11238774 10998784 11096 158620 1,43
4 min. 15391153 15217170 15213186 15292093 15278400 83472 0,55
8 min. 15460025 15220110 15364145 15364100 15352095 98925 0,64
2 min. 3 456987 462631 468275 473919 465453 7286 57 1,
4 min. 721384 699302 716046 692877 707402 13501 1,91
8 min. 716004 713427 726310 716173 717979 5695 0,79
2 min. 4 1789531 1834270 1809008 1823740 1814137 4029 1,07
4 min. 2635332 2599312 2603415 2610526 2612146 16136 0,62
8 min. 2792352 2782001 2802057 2800021 2794108 9089 0,33
2 min. 5 1505008 1505030 1514162 1488394 1503149 7390 0,71
4 min. 2205993 2099901 2198001 2238793 2185672 59843 2,74
8 min. 2281660 2195200 2262234 2298793 2259472 45376 2,01
2 min. kwercetyna 3523321 3668609 3482099 3479297 538332 89153 2,562
4 min. 5209538 5300928 5397919 5221009 5282349 87112 1,65
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8 min. 4953621 5040195 5026769 4913343 4983482 60281 1,21
2 min. 6 2290085 2299920 2300687 2322060 2303188 4763 0,59

4 min. 4823007 4872770 4922084 5013975 4907959 81433 1,66
8 min. 4696321 4816945 4937568 4819105 4817485 98495 2,04
2 min. mirycetyna 1020300 981209 990119 1003007 6598 16977 1,70

4 min. 1220328 1231201 1237114 1193007 1220413 19548 1,60
8 min. 1256897 1222457 1288018 1255785 1255789 26777 2,13
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Tabela 4. Zestawienie wafto powierzchni Bdz sum powierzchni pikbw chromatograficznych wraz dclyyleniem standardowym i
wspotczynnikiem zmienrigi dla wybranych metabolitow oraz grup substaratjizymanych z zastosowaniem techniki sonifikacjiasni

ultradzwickowej, w temperaturze 5.

Czas ekstrakcji M(g?l?;alft / Powierzchnia 1 | Powierzchnia 2| Powierzchnia3 Powiechnia 4 | Srednia powierzchnia S%dncdhgrlgg\i;e V\lzsrﬁgﬁflggik
2 min. plumbagina 13928250 13502875 13975620 133880 13848706 231990 1,68
4 min. 20198802 20829877 20098000 20005569 20283062 372986 1,84
8 min. 23732980 23760001 23582770 23849991 23731436 111018 0,47
2 min. 1 11054309 11202100 11500099 1000932( 1®@414 648493 5,93
4 min. 14221007 14967585 14779520 14100058| 14517043 421662 2,90
8 min. 17085203 17209950 17208751 17102205 17151527 67130 0,39
2 min. 2 10120145 10196340 10002119 9999879 107962 95970 0,95
4 min. 15593000 15510256 15698799 15623454 15606377 77999 0,50
8 min. 15989083 15894907 15920731 15686555 15872819 130378 0,82
2 min. 3 292121 289952 280932 291246 288563 5165 79 1,
4 min. 503070 515641 509750 500899 507340 6694 1,32
8 min. 742555 744028 742009 742930 742881 853 0,11
2 min. 4 1320005 1298756 1287560 1305789 1303028 5813 1,04
4 min. 2450098 2499820 2465877 2478891 2473672 21035 0,85
8 min. 2565440 2578500 2569982 2540998 2563730 16093 0,63
2 min. 5 1101751 1120598 1096999 1100177 1104881 663.0 0,97
4 min. 1657557 1654229 1649992 1659900 1655420 4302 0,26
8 min. 1848875 1852009 1849900 1854493 1851319 2486 0,13
2 min. kwercetyna 2895520 2810225 2855780 2865540 8567266 35336 1,24
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4 min.

4249778

4209650 4199522 4229394 4222086 22241 0,53
8 min. 4572201 4520992 4499910 4500098 4523300 34069 0,75
2 min. 6 1952000 1920500 1987560 1950085 1952536 4427 1,41
4 min. 3700098 3699850 3711205 3709675 3705207 6076 0,16
8 min. 4296207 4358766 4300240 4300587 4313950 29943 0,69
2 min. mirycetyna 617001 620078 623155 620232 62011 2514 0,41
4 min. 702156 706992 698871 699920 701985 3608 0,51
8 min. 892360 896864 879900 885203 888582 7520 0,85
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Tabela 5. Zestawienie wa#to powierzchni Bdz sum powierzchni pikbw chromatograficznych wraz dclyyleniem standardowym i
wspotczynnikiem zmienrigi dla wybranych metabolitow oraz grup substaratjizymanych z zastosowaniem techniki sonifikacjiasni

ultradzwickowej, w temperaturze 3.

Czas ekstrakcji M(gi?;al:t / Powierzchnia 1 | Powierzchnia 2| Powierzchnia3 Powiechnia 4 | Srednia powierzchnia s(t)adncdhzi/rlgg\lie V\lzsrﬁgﬁflgg'k
2 min. plumbagina] 12658881 12688120 12717359 12746598 12702740 37747 0,30
4 min. 17925201 18155450 17985699 18015948 18020575 97511 0,54
8 min. 19085989 19156410 19069549 19145585 19114383 43035 0,23
2 min. 1 7090254 7205412 7101252 7201568 7149622 62384 0,87
4 min. 10155888 10248878 10115989 10099888 10155161 66766 0,66
8 min. 14025889 14255200 14100555 14102658 14121076 96281 0,68
2 min. 2 6520104 6498720 6587012 6437021 6510714 61871 0,95
4 min. 9675520 9201558 9520114 9435870 9458266 197843 2,09
8 min. 12355440 11987500 11756290 11820900 11980033 268558 2,24
2 min. 3 199655 197225 200795 204365 200510 2970 1,48
4 min. 384520 382100 379680 377260 380890 3124 0,82
8 min. 621045 617229 623413 619597 620321 2593 0,42
2 min. 4 926778 920155 932011 930211 927289 5228 0,56
4 min. 1458723 1459821 1460919 1462017 1460370 1418 0,10
8 min. 1965245 1956420 1947595 1938770 1952008 11393 0,58
2 min. 5 756520 750016 743512 747008 749264 5519 0,74
4 min. 1034580 1052015 1069450 1076885 1058233 18902 1,79
8 min. 1448500 1452221 1455942 1459663 1454082 4804 0,33
2 min. kwercetyna 1222566 1258580 1214594 1250608 1236587 21296 1,72
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4 min.

2245780 2209522 2173264 2197006 2206393 30259 1,37
8 min. 3372200 3320257 3268314 3216371 3294286 67058 2,04
2 min. 6 1152520 1142300 1132080 1131860 1139690 9843 0,86
4 min. 1923020 1956320 1969620 1952920 1950470 19668 1,01
8 min. 4296207 4358766 4300240 4300587 4313950 29943 0,69
2 min. mirycetyna 305655 303010 300365 308720 304438 3580 1,18
4 min. 540256 542054 543852 545650 542953 2321 0,43
8 min. 755520 756864 758208 759552 757536 1735 0,23
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Tabela 6. Zestawienie wafto powierzchni Bdz sum powierzchni pikbw chromatograficznych wraz dclyyleniem standardowym i
wspotczynnikiem zmienrsai dla wybranych metabolitbw oraz grup substanofizymanych z zastosowaniem techniki sonifikacg, z
pomog dezintegratora ultrasvickowego, w temperaturze 5G.

Czas ekstrakcji M(gi?;al:t / Powierzchnia 1 | Powierzchnia 2| Powierzchnia3 Powiechnia 4 | Srednia powierzchnia s(t)adncdhzi/rlgg\lie V\lzsrﬁgﬁflgg'k
2 min. plumbagina| 14898985 15020098 15000248 14998721 14979513 54561 0,36
4 min. 21205988 21110689 20998880 21006566 21080531 97957 0,46
8 min. 25501560 25682010 25690057 25440998 25578656 126472 0,49
2 min. 1 12000569 12100059 12100580 12099540, 12075187 49747 0,41
4 min. 15822888 15892290 15877520 15755223 15836980 62144 0,39
8 min. 17210566 17248777 17255559 17111099 17206500 66613 0,39
2 min. 2 11126605 10990005 10410119 10399879 10731652 381310 3,55
4 min. 14756330 14589220 14822099 14989901, 14789388 165766 1,12
8 min. 16230078 16380052 16288922 16270599 16292413 63388 0,39
2 min. 3 244555 254490 239990 247600 246659 6086 2,47
4 min. 598800 587220 565220 578509 582437 14171 2,43
8 min. 752000 751298 756300 749985 752396 2734 0,36
2 min. 4 1245600 1220032 1207230 1246659 1229880 19482 1,58
4 min. 2254988 2215870 2190068 2189992 2212730 30693 1,39
8 min. 2450068 2489920 2478882 2498880 2479438 21219 0,86
2 min. 5 1085992 1110005 1099560 1100127 1098921 9864 0,90
4 min. 1400557 1450009 1399900 1420669 1417784 23547 1,66
8 min. 1650009 1687542 1688800 1599910 1656565 41839 2,53
2 min. kwercetyna 2095220 2029985 2100680 2100552 2081609 34510 1,66
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4 min.

3856200 3789990 3820005 3820555 3821688 27080 0,71
8 min. 4026989 4055960 4099825 4100660 4070859 35934 0,88
2 min. 6 1902525 1901520 1900075 1911100 1903805 4966 0,26
4 min. 3650009 3600525 3591041 3591557 3608283 28156 0,78
8 min. 3996200 3998520 4000840 4003160 3999680 2995 0,07
2 min. mirycetyna 607120 612003 620090 623000 615553 7297 1,19
4 min. 701995 702902 700999 701598 701874 799 0,11
8 min. 889960 869865 880640 875400 878966 8548 0,97
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Tabela 7. Zestawienie wa#to powierzchni Bdz sum powierzchni pikbw chromatograficznych wraz dclyyleniem standardowym i
wspotczynnikiem zmienrsai dla wybranych metabolitbw oraz grup substanofizymanych z zastosowaniem techniki sonifikacg, z
pomog dezintegratora ultrasvickowego, w temperaturze 8G.

Czas ekstrakcji M(gi?;al:t / Powierzchnia 1 | Powierzchnia 2| Powierzchnia3 Powiechnia 4 | Srednia powierzchnia s(t)adncdhzi/rlgg\lie V\lzsrﬁgﬁflgg'k
2 min. plumbagina] 11985665 11654800 11523935 11693070 11714368 194824 1,66
4 min. 19550058 19852040 20054022 20100004 19889031 250335 1,26
8 min. 23556200 23456801 23357560 23258056 23407154 128283 0,55
2 min. 1 8956200 8856620 8857040 8957460 8906830 57738 0,65
4 min. 13598874 13458005 13558901 13692500 13577070 97136 0,72
8 min. 15587563 15568870 15789004 15789505 15683736 122082 0,78
2 min. 2 8542078 8465201 8388324 8381447 8444263 75457 0,89
4 min. 11810509 11815655 11889801 11895947 11852978 46184 0,39
8 min. 16230078 16380052 16288922 16270599 16292413 63388 0,39
2 min. 3 156988 159800 160612 161424 159706 1929 1,21
4 min. 345980 345968 346956 346944 346462 564 0,16
8 min. 658920 658089 659258 659427 658924 595 0,09
2 min. 4 965058 970258 985458 980658 975358 9349 0,96
4 min. 1459820 1468905 1477990 1487075 1473448 11729 0,80
8 min. 1985620 1978256 1960892 1963528 1972074 11829 0,60
2 min. 5 789650 778592 760534 759476 772063 14643 1,90
4 min. 1169805 1189250 1208695 1208140 1193973 18474 1,55
8 min. 1498724 1489520 1465916 1471112 1481318 15402 1,04
2 min. kwercetyna 1458965 1487560 1516155 1524750 1496858 29848 1,99
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4 min.

2657849

2678950 2700051 2721152 2689501 27241 1,01
8 min. 3355898 3259640 3345897 3310477 3317978 43501 1,31
2 min. 6 1325897 1324598 1314598 1315840 1320233 5836 0,44
4 min. 2578994 2548907 2508820 2488733 2531364 40423 1,60
8 min. 2895450 2899950 2914450 2918950 2907200 11273 0,39
2 min. mirycetyna 311489 312891 314293 315695 313592 1810 0,58
4 min. 578955 578922 588894 589865 584159 6041 1,03
8 min. 723580 725459 728338 729217 726649 2600 0,36
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Tabela 8. Zestawienie wafto powierzchni Bdz sum powierzchni pikbw chromatograficznych wraz dclyyleniem standardowym i
wspotczynnikiem zmienrigi dla wybranych metabolitéw oraz grup substamtjzymanych z zastosowaniem techniki ekstrakcpa@aog
homogenizatora, w temperaturze’&D

Czas ekstrakcji M(gi?;al:t / Powierzchnia 1 | Powierzchnia 2| Powierzchnia3 Powiechnia 4 | Srednia powierzchnia s(t)adncdhzi/rlgg\lie V\lzsrﬁgﬁflgg'k
2 min. plumbagina] 12623520 12636265 12789999 12865110 12728724 118283 0,93
4 min. 15698500 15801010 15803520 15806030 15777265 52550 0,33
8 min. 19896555 19995200 20093845 20192490 20044523 127350 0,64
2 min. 1 11986265 11298712 11655009 11856690 11699169 299752 2,56
4 min. 14589870 14459898 14329926 14199954 14394912 167793 1,17
8 min. 16665989 16790711 16675433 16890155 16755572 106136 0,63
2 min. 2 10952726 10845600 10910550 10956000 10916219 51428 0,47
4 min. 14000699 14006625 14008889 14002449 14004666 3756 03 0
8 min. 15300068 15220078 15240088 15260098 15255083 34152 0,22
2 min. 3 205555 210005 210058 209951 208892 2225 1,07
4 min. 489625 478921 485202 478992 483185 5206 1,08
8 min. 699969 720656 730558 736545 721932 16041 2,22
2 min. 4 1100555 1099585 1098615 1097645 1099100 1252 0,11
4 min. 1985220 1970556 1965251 1985520 1976637 10315 0,52
8 min. 2236555 2165699 2198872 2200558 2200421 28947 1,32
2 min. 5 899985 875555 882555 889962 887014 10458 1,18
4 min. 1216550 1190009 1210255 1182020 1199709 16349 1,36
8 min. 1546660 1599820 1598552 1566623 1577914 25885 1,64
2 min. kwercetyna 1559920 1502698 1500059 1536641 1524830 28718 1,88
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4 min.

3052585 3120009 3007058 3014559 3048553 51639 1,69
8 min. 3756521 3762220 3758200 3699954 3744224 29610 0,79
2 min. 6 1000659 1011235 1022558 1022544 1014249 10514 1,04
4 min. 2654489 2698855 2698550 2709552 2690362 24456 0,91
8 min. 3201598 3155660 3112559 3205559 3168844 43828 1,38
2 min. mirycetyna 306982 306998 300249 301002 303808 3687 1,21
4 min. 522069 510069 515620 512009 514942 5279 1,03
8 min. 705599 700559 701558 709995 704428 4304 0,61
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Tabela 9. Zestawienie wafto powierzchni Bdz sum powierzchni pikbw chromatograficznych wraz dclyyleniem standardowym i
wspotczynnikiem zmienrigi dla wybranych metabolitéw oraz grup substamtjzymanych z zastosowaniem techniki ekstrakcpa@aog

homogenizatora, w temperaturze’80

Czas ekstrakcji M(gi?;al:t / Powierzchnia 1 | Powierzchnia 2| Powierzchnia3 Powiechnia 4 | Srednia powierzchnia s(t)adncdhzi/rlgg\lie V\lzsrﬁgﬁflgg'k
2 min. plumbagina] 10987820 10998750 11099680 11020610 11026715 50517 0,46
4 min. 13599450 13548991 13498532 13448073 13523762 65142 0,48
8 min. 16658920 16788920 17118920 17148920 16928920 242899 1,43
2 min. 1 8244547 8225560 8266573 8267586 8251067 20054 0,24
4 min. 13952065 13975895 13999725 13923555 13962810 32611 0,23
8 min. 15098585 15078695 15058801 15038927 15068752 25674 0,17
2 min. 2 7985045 7995442 8005839 8000236 7996641 8821 0,11
4 min. 10245688 10345808 10445921 10446003 10370855 95875 0,92
8 min. 13021485 13025859 13130233 13134607 13078046 62836 0,48
2 min. 3 146889 147852 149852 149850 148611 1485 1,00
4 min. 297556 298520 299484 300448 299002 1245 0,42
8 min. 588520 578952 569384 559816 574168 12352 2,15
2 min. 4 1001213 1006200 1001005 1000002 1002105 2781 0,28
4 min. 1458820 1459804 1465788 1468772 1463296 4776 0,33
8 min. 1789950 1798820 1807690 1806560 1800755 8211 0,46
2 min. 5 798522 794855 791188 787521 793022 4734 0,60
4 min. 1159200 1167892 1176584 1175276 1169738 8000 0,68
8 min. 1478950 1479927 1485904 1488881 1483416 4767 0,32
2 min. kwercetyna 1345669 1358980 1349894 1346894 1350359 6015 0,45
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4 min.

2459985

2468750 2479515 2486280 2473633 11614 0,47
8 min. 3228894 3201598 3174302 3187006 3197950 23451 0,73
2 min. 6 885620 917560 910500 901440 903780 13788 1,53
4 min. 1756548 1745693 1754848 1763992 1755270 7519 0,43
8 min. 2648994 2654898 2660802 2666706 2657850 7622 0,29
2 min. mirycetyna 287692 289750 291808 289866 289779 1681 0,58
4 min. 502568 502005 504687 504872 503533 1460 0,29
8 min. 678520 678520 670520 670520 674520 4619 0,68
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12.7.Zafacznik 7 Chromatogramy rozdzielania kwercetyny iyoatyny, charakteryzgge wptyw rodzaju kwasu, jako dodatku do eluentu, na
rozdzielanie flawonoidoéw w odwrdéconym uktadzie faz
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Rys.1. Przyktad chromatogramu, otrzymanego z zastasiem detektora UV-VIS typu DAD, roztworu wzorkaercetyny w acetonitrylu, o

stezeniu 9 mg / ml ACN. Dozowano 20 pl roztworu wzorBamlumna: LiChrospher RP18e, 4 x 250 mm, 5um; Biuacetonitryl : woda, w
stosunku 3:7 v/v + 0,1 % kwasu octowego, przeptywi/min, diugac fali 365 nm.
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Rys.2. Przyktad chromatogramu, otrzymanego Z zast@asiem detektora UV-VIS typu DAD, roztworu wzongarycetyny w acetonitrylu, o
stezeniu 2 mg / ml ACN. Dozowano 20 pl roztworu wzorBalumna: LiChrospher RP18e, 4 x 250 mm, 5 um; &iuacetonitryl : woda, w
stosunku 3:7 v/v + 0,1 % kwasu octowego, przeptywi/min, diugac fali 370 nm.
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Rys.3. Przyktad chromatogramu, otrzymanego z zastasiem detektora UV-VIS typu DAD, roztworu wzorkaercetyny w acetonitrylu, o
stezeniu 9 mg / ml ACN. Dozowano 20 pl roztworu wzorBalumna: LiChrospher RP18e, 4 x 250 mm, 5 um; ituacetonitryl : woda, w
stosunku 3:7 v/v + 0,05 % kwasu trifluorooctowegzeptyw 1 ml/min, dtug& fali 365 nm.
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Rys.4. Przyklad chromatogramu, otrzymanego z zagtasiem detektora UV-VIS typu DAD, roztworu wzoncarycetyny w acetonitrylu, o

stezeniu 2 mg / ml ACN. Dozowano 20 pl roztworu wzorBalumna: LiChrospher RP18e, 4 x 250 mm, 5 pm; Biuacetonitryl : woda, w
stosunku 3:7 v/v + 0,05 % kwasu trifluorooctowegzeptyw 1 ml/min, dtug& fali 370 nm.
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Rys.5. Przyktad chromatogramu, otrzymanego z zastasiem detektora UV-VIS typu DAD, roztworu wzorkaercetyny w acetonitrylu, o

stezeniu 9 mg / ml ACN. Dozowano 20 pl roztworu wzorBalumna: LiChrospher RP18e, 4 x 250 mm, 5 um; &iuacetonitryl : woda, w
stosunku 3:7 v/v + 0,1 % kwasu chlorowodorowegaeptyw 1 ml/min, dtugéc fali 365 nm.
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Rys.6. Przyktad chromatogramu, otrzymanego z zastsiem detektora UV-VIS typu DAD, roztworu wzongarycetyny w acetonitrylu, o

stezeniu 2 mg / ml ACN. Dozowano 20 pl roztworu wzorBalumna: LiChrospher RP18e, 4 x 250 mm, 5 um; &iuacetonitryl : woda, w
stosunku 3:7 v/v + 0,1 % kwasu chlorowodorowegaeptyw 1 ml/min, dtugéc fali 370 nm.
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Rys.7. Przyktad chromatogramu, otrzymanego z za\smé.iem detektora UV-VIS typu DAD, roztworu wzorkaercetyny w acetonitrylu, o
stezeniu 9 mg / ml ACN. Dozowano 20 pl roztworu wzorBalumna: LiChrospher RP18e, 4 x 250 mm, 5 um; &iuacetonitryl : woda, w
stosunku 3:7 v/v + 0,1 % kwasu ortofosforowegogeptyw 1 ml/min, dlugéc fali 365 nm.
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Rys.8. Przyklad chromatogramu, otrzymanego z zagtasiem detektora UV-VIS typu DAD, roztworu wzoncarycetyny w acetonitrylu, o
stezeniu 2 mg / ml ACN. Dozowano 20 pl roztworu wzorBalumna: LiChrospher RP18e, 4 x 250 mm, 5 pm; Biuacetonitryl : woda, w
stosunku 3:7 v/v + 0,1 % kwasu ortofosforowegogeptyw 1 ml/min, dugéc fali 370 nm.
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Rys.9. Przyktad chromatogramu, otrzymanego z zastasiem detektora UV-VIS typu DAD, rdiﬁ/voru wzorkaercetyny w acetonitrylu, o
stezeniu 9 mg / ml ACN. Dozowano 20 pl roztworu wzorBalumna: LiChrospher RP18e, 4 x 250 mm, 5 um; Biuacetonitryl : woda, w
stosunku 3:7 v/v + 0,05 % kwasu siarkowego, prag@yml/min, dtugdéc¢ fali 365 nm.
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Rys.10. Przyktad chromatogramu, otrzymanego z gastaniem detektora UV-VIS typu DAD, roztworu wzorcérycetyny w acetonitrylu, o

stezeniu 2 mg / ml ACN. Dozowano 20 pl roztworu wzorBalumna: LiChrospher RP18e, 4 x 250 mm, 5 um; &iuacetonitryl : woda, w
stosunku 3:7 v/v + 0,05 % kwasu siarkowego, praedyml/min, dlugéc¢ fali 370 nm.
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